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Sažetak 

Opterećenje tumora mutacijama kao prediktor odgovora na terapiju inhibitorima imunosnih 

nadzornih točaka 

Karlo Pejnović 

Tumori su velik javnozdravstveni problem u svijetu te po učestalosti drugi uzrok smrti nakon 

kardiovaskularnih bolesti. Incidencija tumora raste iz godine u godinu, te je veća u starijoj 

populaciji. Liječenje tumora je izrazito kompleksan proces koji zahtjeva različite modalitete 

liječenja. Razvoj medicine i stjecanje novih spoznaja na području liječenja tumora dovelo je 

do razvoja imunoterapije kao jednog od temeljnih modaliteta liječenja uz kirurgiju, 

radioterapiju i kemoterapiju. Istraživanja u kojima je proučavana interakcija imunosnog 

sustava i tumora dovela su do otkrića imunosnih nadzornih točaka kao potencijalne mete za 

lijekove. Time je stvorena mogućnost istraživanja i razvoja inhibitora imunosnih nadzornih 

točaka koji su promijenili paradigmu liječenja u onkologiji. Za uvođenje inhibitora imunosnih 

nadzornih točaka u kliničku praksu bio je nužan razvoj biomarkera za određivanje pacijenata 

koji će potencijalno imati koristi od te terapije. Opterećenje tumora mutacijama je mjera koja 

kvantificira količinu mutacija po megabazi koja postoji u tumoru. Opterećenje tumora 

mutacijama se pokazao kao dobar prediktor odgovora na terapiju inhibitorima imunosnih 

nadzornih točaka kod određenih vrsta tumora. Razvojem sekvenciranja nove generacije, 

smanjena je cijena i kompleksnost određivanja opterećenja tumora mutacijama te omogućena 

njegova primjena u kliničkom okružju. Iako je opterećenje tumora mutacijama odobreno za 

korištenje u kliničkom okružju otvorena su brojna nova pitanja vezana za njegovu sposobnost 

predikcije odgovora na terapiju inhibitorima imunosnih nadzornih točaka kod različitih vrsta 

tumora, kao i za određivanje granične vrijednosti za podjelu tumora na one s visokim ili 

niskom opterećenjem. Podjelom pacijenata temeljenoj na vrijednosti TMB-a možemo bolje 

odabrati pacijente za liječenje terapijom inhibitorima imunosnih nadzornih točaka. 

 

 

 

Ključne riječi: opterećenje tumora mutacijama, imunoterapija, inhibitori imunosnih nadzornih 

točaka 



Summary 

Tumor mutational burden as a predictor of response to immune checkpoint inhibitor therapy 

Karlo Pejnović 

Cancer poses a major public health problem all over the world and it is the second leading 

cause of death after cardiovascular disease. The incidence of cancer increases every year, and 

is higher in the elderly population. Cancer treatment is an extremely complex process that 

requires different treatment modalities. The development of medicine and the acquisition of 

new knowledge in a field of cancer treatment has led to the development of immunotherapy 

as one of the fundamental modalities of treatment in addition to surgery, radiotherapy, and 

chemotherapy. Research studying the interaction of the immune system and tumors have led 

to the discovery of immune checkpoints as potential targets for drugs. This created the 

possibility of research and development of immune checkpoint inhibitors that changed the 

treatment paradigm in oncology. The introduction of immune checkpoint inhibitors into 

clinical practice has necessitated the development of biomarkers to identify patients who will 

potentially benefit from that therapy. Tumor mutational burden is a measure that quantifies 

the number of mutations per megabase that exists in a tumor. It has been shown to be a good 

predictor of response to immune checkpoint inhibitor therapy in certain tumor types. With the 

development of new generation sequencing, the cost and complexity of determining tumor 

mutational burden has been reduced, which enabled its application in the clinical 

environment. Although tumor mutational burden is approved for the use in the clinical 

setting, a number of new questions have been raised regarding its ability to predict response 

to immune checkpoint inhibitor therapy in different tumor types, as well as determining cut-

off values for classification of tumors into those with high or low mutational load. By 

dividing patients based on TMB values, patients can be selected better for the treatment with 

immune checkpoint inhibitor therapy. 
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1. UVOD 

 

Skloni smo mišljenju da je imunoterapija medicinsko dostignuće novijeg datuma, 

staro tek nekoliko desetaka godina. Iako je u tom razdoblju zanimanje za interakciju i utjecaj 

imunološkog sustava na tumore doživjelo velik zamah, prvi znanstveni pokušaj moduliranja 

imunološkog sustava za liječenje tumora može se pripisati dvojici liječnika Fehleisenu i 

Buschu, koji su neovisno primijetili značajnu regresiju tumora nakon infekcije erizipelom (1). 

Danas se ocem imunoterapije smatra američki kirurg William Bradley Coley, koji je 1891. 

objavio istraživanje u kojem je proučavao učinke injekcije bakterija Streptococcus 

pyogenes and Serratia marcescens inaktiviranih toplinom ("Coleyjevi toksini") u pacijente s 

neoperabilnim sarkomima kostiju (2).  

Napredak u liječenju tumora imunoterapijom i ideja korištenja imunosnog sustava u 

borbi protiv tumora je dolaskom kemoterapije i radioterapije uz kirurgiju kao osnove liječenja 

tumora, bio zaustavljen. Međutim, s vremenom se vratio interes u proučavanje imunoterapije 

kao modaliteta liječenja tumora te su se uvidjele mogućnosti koje imunoterapija nudi. James 

P. Allison i Tasuku Honjo su 2018. godine dobili Nobelovu nagradu iz medicine za njihovo 

otkriće terapije tumora inhibicijom negativne imunološke regulacije te time potvrdili 

imunoterapiju kao jedan od glavnih modaliteta liječenja u onkologiji.  

Jedna od vrsta imunoterapija je i inhibicija imunosnih nadzornih točaka (eng. immune 

checkpoint inhibitors, ICI) čijim su uvođenjem u široku primjenu u kliničkoj praksi otvorena 

brojna pitanja i nedoumice u vezi sigurnosti i koristi te vrste imunoterapije kao i mogućnosti 

načina određivanja tumora koji će najbolje na nju odgovoriti. Usporedo s razvojem 

imunoterapije razvijali su se i biomarkeri nužni za prepoznavanje onih pacijenata koji bi 

potencijalno mogli imati koristi od te terapije. Jedan od tih biomarkera je i opterećenje 

tumora mutacijama (eng. Tumor mutational burden, TMB). Cilj ovog rada je opisati 

opterećenje tumora mutacijama i njegovu ulogu kao prediktivnog biomarkera odgovora na 

terapiju inhibitorima imunosnih nadzornih točaka. 
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2. Interakcija imunosnog sustava i tumora 

 

Jedna od karakteristika tumora je mogućnost izbjegavanja imunosnog sustava. 

Tumorske stanice eksprimiraju na površini stanice neoantigene koji se putem MHC-a (eng. 

major histocompatibility complex) prezentiraju T-stanicama, što omogućuje njihovu 

aktivaciju i uništenje tumorskih stanica. Međutim, tumorske stanice uspijevaju izbjeći 

imunosni odgovora na nekoliko načina: mijenjanjem tumorskog mikrookoliša, lučenjem 

različitih citokina, promjenom metabolizma, ali i ekspresijom imunosnih nadzornih točaka 

čime atenuiraju imunosni odgovor kako na zdrave tako i na tumorske stanice. Blokiranjem 

imunosnih nadzornih točaka, najčešće PD-1 ili CTLA4 inhibitorima, imunosni se sustav 

može reaktivirati i prepoznati tumorske stanice te ih potom uništiti (3).  

Prepoznavanje tumorskih stanica temelji se na prisutnosti eksprimiranih neoantigena. 

Povećanjem brojem mutacija u tumorskim stanicama, povećava se i broj neoantigena 

eksprimiranih na površini tumorskih stanica, te time i mogućnost da je neki od tih 

neoantigena imunogen i da će nakon prezentacije u sklopu MHC kompleksa aktivirati T-

stanični imunosni odgovor i eradikaciju tumora (4–6). Iz tog razloga TMB se pokazao kao 

dobar prediktor odgovora na ICI terapiju. S obzirom da imunogeni neoantigeni koje T-stanice 

mogu prepoznati nastaju i u tumorskim stanicama s manjim brojem mutacija, kao što i velik 

broj mutacija nužno ne znači stvaranje velikog broja imunogenih neoantigena, svaki pokušaj 

dihotomiziranja prediktivne vrijednosti TMB-a je naišao na prepreke (3). TMB kao 

prediktivni biomarker ima svoja ograničenja pogotovo kada se koristi izolirano, što je 

vidljivo u stopi odgovora od 45% na ICI terapiju u TMB-H (eng. Tumor mutational burden 

high)(>20 mut/Mb) tumora (7,8). Osim stvaranja imunogenih neoantigena, prepoznavanja od 

strane T-stanica te njihove aktivacije u obzir moramo uzeti i klonalnost tumora koja doprinosi 

sposobnosti generiranja specifičnog imunosnog odgovora na tumorske stanice (9).  

Tumorski mikrookoliš i čimbenici povezani s njim također utječu na sposobnost 

imunosnog sustava da prepozna i uništi tumorske stanice kao i na sposobnost tumora da 

izbjegne imunosni nadzor, mijenjanjem ravnoteže aktivirajućih i inhibitornih citokina, 

sprječavanjem infiltracije tumora T-stanicama, mijenjanjem metaboličkog statusa tumora i 

njegovog mikrookoliša te vrstama imunosnih točaka koje tumor koristi (3). Iako postoji 

povezanost između TMB-H i boljeg kliničkog ishoda nakon ICI terapije, postoje i brojni 
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drugi čimbenici koji utječu na ishod liječenja ICI terapijom te da ih je potrebno uzeti u obzir 

pri optimiziranju predikcije ishoda liječenja (3).  

 

2.1 MHC varijabilnost i utjecaj na ICI terapiju 

 

MHC molekule su nužne za prezentiranje antigena na površini stanica da bi ih 

specifične T-stanice prepoznale i aktivirale specifičan imunosni odgovor. MHC molekule su 

visoko polimorfne, s varijacijama u području veznog mjesta za peptide, pri čemu svaka 

varijanta veže specifični repertoar peptida (10). Upravo navedena polimorfnost i heterogenost 

MHC molekula su važne za oblikovanje specifičnog individualnog imunosnog odgovora na 

tumore te poveznica s boljim odgovorom na ICI terapiju (3,10). Varijacije u MHC 

molekulama mogu utjecati na vezanje peptida u MHC kompleks tijekom antigenske 

prezentacije, s posljedičnim smanjenim repertoarom peptida prezentiranim T-stanicama u 

sklopu MHC I i II molekula (3). Afinitet vezanja MHC I kompleksa za peptide glavna je 

odrednica antigenosti i ovisi o tri gena smještena na lokusu humanog leukocitnog antigena 

(HLA) na kromosomu 6: HLA-A, HLA-B i HLA-C (11). U sklopu MHC molekula 

prezentiraju se i tumorski neoantigeni te je zbog toga promjena repertoara peptida koje se 

mogu vezati u MHC kompleks bitna u oblikovanju mutacijskog krajolika (eng. mutational 

landscape) tumora (12,13). 

Prema teoriji imunosnog nadzora tumora, imunološki sustav bi trebao vršiti negativan 

selektivni pritisak na populaciju tumorskih stanica kroz eliminaciju tumorskih stanica koje 

sadrže antigenske mutacije ili aberacije (12). Stanice prekursora tumora s antigenskim 

varijantama su pod većim rizikom za imunosno prepoznavanje i eliminaciju, odnosno 

populacije tumorskih stanica koje se dijele trebale bi biti usmjerene prema stanicama koje 

izbjegavaju proizvodnju neoantigena (12). Postoje brojna istraživanja koja potvrđuju da 

imunološki nadzor oblikuje genome tumora otkrivanjem i eliminacijom stanica raka u ranoj 

fazi tumorske progresije (9,14–17). Iz navedenog možemo zaključiti da su onkogene 

mutacije, koje dovode do stvaranja neoantigena, eliminirane tijekom ranih faza razvoja 

tumora mehanizmom koji ovisi o onkogenom peptidomu predstavljenom putem MHC I 

kompleksa pojedinca (12). Maksimalna heterozigotnost MHC I lokusa (A, B i C), koja je 

povećala sposobnost domaćina da prezentira veći broj neoantigena, povezana je s duljim OS 

nakon ICI terapije u usporedbi s pacijentima koji su bili homozigoti za bar jedan lokus (10). 
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Određeni HLA podtipovi, kao što je većina članova HLA B44 podtipa, mogu preferencijalno 

prezentirati određene antigene, što dovodi do poboljšanog preživljavanja (10). Ti HLA 

podtipovi poboljšavaju pozitivan učinak TMB-H na preživljenje pacijenata (3). Nasuprot 

tome, tumori koji izgube HLA ekspresiju ili dođe do poremećaja funkcije zbog promjene u 

β2-mikroglobulinu, mogu pokazati rezistenciju na ICI terapiju (18,19).  

 

2.2 Tumorski antigeni 

 

Tumorske antigene dijelimo na tumor specifične antigene (eng. tumor specific 

antigens, TSA) odnosno tumorske neoantigene, antigene povezane s tumorima (eng. tumor 

associated antigens, TAA) i tumorske antigene zametnih linija (eng. cancer germline 

antigens, CGA) (20–23). Tumor specifični antigeni ili neoantigeni su skupina tijelu stranih 

peptida eksprimiranih na površini tumorskih stanica u sklopu MHC kompleksa (24). Oni nisu 

kodirani normalnim genomom domaćina, a mogu predstavljati onkogene virusne proteine ili 

abnormalne proteine koji su nastali kao posljedica somatskih mutacija (25). Kod tumora koji 

u podlozi imaju virusnu etiologiju, kao što su cervikalni ili orofaringealni karcinom povezan s 

humanim papilomavirusom, karcinom Merkelovih stanica povezan s infekcijom 

poliomavirusom Merkelovih stanica, tumorima glave i vrata povezani s infekcijom Ebstein-

Barr virusom, bilo koji epitop dobiven iz otvorenog okvira čitanja (eng. open reading frames, 

ORF) virusnog genoma pridonosi kao potencijalni izvor neoantigena (26–28). U slučaju da 

nije u pitanju virusna etiologija, tumorski neoantigeni mogu nastati zbog nesinonimnih 

mutacija gena uključujući varijante jednog nukleotida (eng. single nucleotide variants, SNV), 

insercije i delecije (indel), fuzije gena, mutacije pomaka okvira čitanja (eng. frameshift 

mutations) i strukturalne varijante (7,29).  

Antigeni povezani s tumorom i tumorski antigeni zametnih stanica su peptidi 

eksprimirani na površini tumorskih stanica, ali i na površini zdravih stanica i stanica 

reproduktivnog tkiva testisa, fetalnih ovarija i trofoblasta (30–32). Ti su peptidi kodirani 

normalnim genomom, a uključuju normalne diferencijacijske antigene, koji se u trenutnom 

stupnju diferencijacije ne bi trebali nalaziti u organizmu, ili abnormalno eksprimirane 

normalne proteine (25). Prekomjerno eksprimirani normalni nepromijenjeni proteini koji 

imaju funkciju poticanja rasta ili preživljenja stanica, kao što su protein Wilms tumor 1 i 

Her2/ neu, čine skupinu antigena povezanih s tumorom koji izravno sudjeluju u onkogenom 
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procesu (25,33,34). Antigenost TAA, s obzirom da su to normalni proteini, ovisi o razinama 

njihove ekspresije ili mogućnosti zaobilaženja mehanizama imunosne tolerancije (35,36).  

Budući da su tumorski neoantigeni s gledišta imunološkog sustava potpuno strani 

tijelu, ne bi trebalo biti utjecaja središnje T-stanične tolerancije na kvalitetu reaktivnih T-

stanica specifičnih za te neoatigene, koja normalno eliminira autoreaktivne T-limfocite (7). 

Antigeni povezani s tumorom, zbog toga što su to normalni proteini eksprimirani i na 

zdravim stanicama, imaju niži afinitet za vezanje na TCR u usporedbi s tumor specifičnim 

antigenima (37). Tijekom zadnjih nekoliko godina, istraživanja pružaju sve više dokaza da su 

tumorski neoantigeni važni čimbenici koji pokreću tumor specifični T-stanični odgovor u 

različitim vrstama tumora (7). Te dokaze možemo podijeliti u tri skupine: (1) pojava T-

staničnog antitumorskog odgovora na neoantigene, (2) povezanost TMB-a i kliničkog ishoda 

liječenja ICI terapijom i (3) i antitumorski učinci terapijske manipulacije reaktivnošću 

neoantigen specifičnih T-stanica (25,29).  

Razvoj sekvenciranja nove generacije (eng. next generation sequencing, NGS) dao 

nam je mogućnost otkrivanja somatskih mutacija specifičnih za tumore, usporedbom DNA 

izolirane iz tumora i normalne DNA (25,38). Također postoji mogućnost analize tumorske 

mRNA konverzijom u cDNA pomoću reverzne transkriptaze i stvaranje knjižnice prikladne 

za sekvenciranje (25). S obzirom na veličinu genoma i kompleksnost njegove analize, 

korištenje „hybrid capture“ ciljane NGS metode omogućilo je znanstvenicima fokusiranje na 

mali kodirajući dio genoma odnosno egzom (39–41). NGS se koristi i u kliničkom okruženju 

iako su i dalje otvorena pitanja dobivanja potrebne informacije u klinički relevantnom 

vremenskom okviru, male količine DNA ili RNA dobivene „core“ biopsijom i FFPE 

prezervacije tkiva koja utječe na DNA (25).  

 

2.3 Tumorski mikrookoliš 

 

Tumorski mikrookoliš (eng. tumor microenvironment, TME ) odnosi se na stanični 

okoliš koji okružuje tumor (42,43). Osim tumorskih stanica TME čine i ekstracelularni 

matriks, krvne žile, druge ne-tumorske stanice i signalne molekule (citokini, faktori rasta, 

hormoni, itd.) (42,44,45). TME ima ključnu ulogu u tumorskoj inicijaciji, progresiji i 

metastaziranju, te utjecaj na terapijsku rezistenciju tumora (42). Ne-tumorske stanice 

identificirane unutar TME-a uključuju stromalne stanice, fibroblaste, stanice imunosnog 
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sustava (limfocite T i B, makrofage povezane s tumorom (eng. tumor-associated 

macrophages, TAM), NK stanice itd.), pericite i nešto adipocita (46). 

 

2.4 Imunosne kontrolne točke  

 

Tumorski mikrookoliš (TME) je infiltriran brojnim vrstama upalnih stanica urođenog 

i stečenog imunosnog sustava čije su funkcije nadziranja tumorskog rasta suprimirane 

različitim mehanizmima (47,48). Imunosne kontrolne točke posreduju toleranciju i štite 

vlastita tkiva od imunosnog sustava (49). Supresija imunosnih kontrolnih točaka moguća je 

smanjenjem broja receptora i aktivnosti aktivirajućih imunoreceptora (eng. down regulation) 

te aktivacijom i povećanjem broja receptora inhibirajućih imunoreceptora (eng. up-

regulation) (50). Trenutno znamo brojne molekule i receptore koji sudjeluju u kontroli i 

nadziranju rasta i progresije tumora. Interakcija između tumora i imunosnog sustava 

potvrđena je nizom istraživanja te je otkriven velik broj inhibitornih imunosnih receptora 

poput PD-1, CTLA-4, LAG3, TIM3, TIGIT, BTLA i drugih (50). To su receptori na površini 

stanica koji djeluju kao regulatori imunosnog odgovora. Vežući se na aktivirane stanice 

imunosnog sustava atenuiraju jakost imunosnog odgovora. Inhibitorni receptori mogu između 

ostalog biti eksprimirani i na površini tumorskih stanica čime omogućuju njihovo 

preživljavanje. Postoje različiti signalni putevi putem kojih ligandom aktivirani receptori 

ostvaruju svoj inhibitorni učinak, a često korišteni su na tirozinu temeljeni inhibirajući motivi 

(eng. immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif, ITIM) i na tirozinu temeljeni „switch“ 

motivi (eng. immunoreceptor tyrosine-based switch motif, ITSM) koji pripadaju skupini 

nekatalitičkih tirozin-fosforiliranih receptora (eng. non-catalytic tyrosine-phosphorylated 

receptors, NTRs) (50). Tumor koristi kontrolne točke kako bi smanjio imunosni odgovor i 

reaktivnost T-stanica te time izbjegao eradikaciju. 

 

3. Opterećenje tumora mutacijama  

 

Opterećenje tumora mutacijama (TMB) je mjera kojom izražavamo količinu mutacija 

po megabazi koja postoji u tumoru (51). Dio tih mutacija može dovesti do sinteze 

neoantigena, nakon čega APC (antigen prezentirajuće stanice) mogu obraditi neoantigen i 
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prezentirati ga T-stanicama putem MHC molekula (3,52). Povećanjem broja mutacija 

povećava se i broj neoantigena te samim time i mogućnost prepoznavanja i uništenja putem 

stečenog i prirođenog imunosnog sustava (3,52). Međutim, ne uzrokuju sve mutacije 

stvaranje novih neoantigena, odnosno nisu svi neopeptidi eksprimirani na površini tumorske 

stanice imunogeni (53). Samo mali broj mutacija stvara peptide koje APC mogu obraditi i 

predočiti u sklopu MHC-a, a tek dio njih mogu prepoznati T-stanice i aktivirati imunosni 

odgovor (54,55). Osim imunogenih neoantigena postoje i drugi čimbenici koji mogu utjecati 

na sposobnost T-stanica za prepoznavanjem i ubijanjem tumorskih stanica kao npr. 

inaktivirajuće mutacije APC koje mogu smanjiti sposobnost prezentiranja tumorskih peptida 

imunosnom sustavu (52). U tumorskim stanicama može doći i do mutacija imunološki 

relevantnih gena poput JAK1 (eng. Janus kinase 1), JAK2 (Janus kinase 2), B2M (eng. Beta-

2-Microglobulin), STK11 (eng. Serine/threonine kinase 11) i dr. (19,56) čije prisustvo može 

promijeniti utjecaj TMB-a na terapijski odgovor ICI-a (52).  

TMB postaje sve važniji u identifikaciji pacijenata koji imaju veću vjerojatnost 

odgovoriti na ICI terapiju te zato raste interes za određivanjem varijacija TMB-a u različitim 

vrstama tumora. Također, dokazane su velike varijacije TMB-a unutar iste vrste tumora.  

Brojne su studije, uključujući TCGA (The Cancer Genome Atlas) studiju, koje su koristile 

WES (eng. whole exome sequencing) za mjerenje TMB-a, u različitim vrstama tumora 

ukazale na širok raspon vrijednosti TMB-a (57). Neke su vrste pedijatrijskih tumora 

pokazivale izrazito niske vrijednosti od oko 0.1 mutacija po megabazi, dok su tumori 

povezani s intenzivnim izlaganjem kancerogenima poput melanoma, zbog izlaganja UV 

zračenju, ili tumora pluća, zbog izlaganju dimu cigareta, pokazivali puno veće vrijednosti, s 

preko 400 mutacija po megabazi (58,59). Izrazito velika varijabilnost TMB-a je prisutna kod 

NSCLC (eng. Non-Small Cell Lung Cancer) pri čemu je medijan broja somatskih mutacija po 

megabazi veći za bivše ili trenutne pušače (10.5 mutacija po megabazi) u odnosu na ljude 

koji nikada nisu pušili (0.6 mutacija po megabazi) (60). Osim kancerogenog djelovanja 

pušenja na akumulaciju somatskih mutacija i samim time i na TMB kod NSCLC-a, utječu i 

drugi čimbenici uključujući mutacije gena za popravak i replikaciju DNA (57). U obzir treba 

uzeti i intratumorsku heterogenost – prisutnost genetički različitih subklonalnih populacija u 

tumoru, koja može utjecati na tumorski nadzor i antitumorsku imunost (61). 

Visok TMB može biti važan za mjerenje antitumorske aktivnosti imunosnog sustava i 

kao prognostički faktor ili prediktor odgovora na terapiju inhibitorima imunosnih točaka 

ovisno o populaciji pacijenata (62). Nameće se pitanje kako visok TMB utječe na 
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imunogeničnost tumora? Opažanje da je broj nesinonimnih mutacija povezan s učinkovitosti 

pembrolizumaba (anti-PD-1 protutijelo) je u skladu s hipotezom da je identifikacija 

neoantigena koji su nastali kao posljedica somatskih mutacija, važan čimbenik za aktivnost 

terapije PD-1 inhibitora (63). Tumori pacijenata koji su imali DCB (eng. durable clinical 

benefit) su imali značajno veći TMB u usporedbi s pacijentima s NDB (eng. no durable 

benefit) i visok TMB je bio povezan s boljim preživljenjem bez progresije bolesti (eng. 

progression free survival, PFS) (63).  

 

3.1 Eksperimentalno određivanje TMB-a i izazovi pri njegovu određivanju 

 

TMB označava ukupan broj mutacija u tumoru. Međutim u toj definiciji ne saznajemo 

ništa o vrsti mutacija koje se u tumoru nalaze. Vrste mutacija koje uzimamo u obzir kod 

definiranja TMB-a razlikuju se ovisno o tome koju metodologiju koristimo (3,52). Za 

kvantifikaciju TMB-a mogu se koristiti različite metode, a kao zlatni standard se koristi 

sekvenciranje cijelog egzoma (eng. whole exome sequencing, WES) koji može otkriti 

mutacije u području kodirajućih regija gena (egzona) (3,64). Većina WES protokola zahtijeva 

150-200 ng genomske DNA (57). Ako je dostupno i RNA sekvenciranje, nakon određivanja 

nesinonimnih kodirajućih mutacija putem WES-a zadržavaju se samo one mutacije koje se 

pojavljuju u eksprimiranom genu (64). Mutirani peptidi se identificiraju in silico te se 

evaluiraju masenom spektrometrijom ili algoritmima koji uzimaju u obzir predviđeni afinitet 

peptida prema MHC I molekuli (65). Iako je WES najpreciznija metoda za mjerenje TMB jer 

omogućuje njegovo direktno mjerenje, zbog cijene, potrebnog vremena i potrebe za 

dovoljnom količinom uzorka tkiva, nije primjeren za rutinsko korištenje u klinici (3). 

U počecima istraživanja TMB-a, WES je bila glavna metoda za njegovo određivanje 

koje se provodilo na dva uzorka, tumorskoj i normalnoj ne-tumorskoj „matching“ DNA. 

Određivanje TMB-a putem WES-a uključuje somatske nesinonimne kodirajuće mutacije, a 

isključuje varijante zametne linije usporedbom s normalnim „matching“ uzorcima (3,52,64). 

U situacijama kada se sekvencira samo tumorska DNA, lažno pozitivne zametne varijante se 

mogu filtrirati korištenjem velikih javno dostupnih setova podataka zametnih varijanta pri 

čemu je od velike važnosti koristiti one setove podataka s dovoljno širokom zastupljenošću 

svih populacija (57). Zbog visoke cijene i kompleksnosti pri izvođenju WES-a traže se 

alternativne metode procjene TMB-a poput CGP-a (eng. comprehensive genome profiling) 
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(3,6). Foundation Medicine je razvila CGP test s 324 gena koji je validiran kao točna 

procjena TMB-a određenog WES-om (6). FDA je odobrio pembrolizumab za liječenje 

pacijenata s neresektabilnim ili metastatskim tumorom neovisno o histološkom tipu, koji 

pokazuje mikrosatelitnu nestabilnost i/ili deficijenciju MMR, progredirao je nakon prijašnjeg 

liječenja te je bez alternativne opcije liječenja (66). U odobrenju je TMB-H definiran kao >10 

mutacija po megabazi određen uz pomoć testa ciljanog sekvenciranja FoundationOne CDx 

(targeted sequencing FoundationOne CDx (F1CDx) assay) (3,66). F1CDx test u procjeni 

TMB-a uzima u obzir ukupan broj sinonimnih i nesinonimnih mutacija u 324 ispitivanih gena 

povezanih s tumorom (3). U nesinonimne odnosno kodirajuće mutacije ubrojene su indel 

mutacije (indel mutacije– insertion/deletion mutacije), mutacije pomaka okvira čitanja i 

točkaste mutacije, pri čemu indel mutacije u intronima i sinonimne mutacije nisu obuhvaćene 

WES-om (3,52,66). Osim F1CDx testa FDA je odobrio još jedan NGS test, MSK IMPACT 

koji je razvio Memorial Sloan Kettering, a ima sposobnost prepoznavanja somatske 

kodirajuće nesinonimne mutacije u 468 gena povezanih s tumorima (67). Da bi se izračunao 

F1CDx TMB sve sinonimne i nesinonimne mutacije gena uključenih u F1CDx panel morale 

su se sumirati i normalizirati po ukupnom broju sekvenciranih baza (66). Za računanje MSK 

IMPACT TMB-a ukupni broj somatskih nesinonimnih baza uključenih u MSK IMPACT 

panel, se morao normalizirati po ukupnom broju sekvenciranih baza (67). Iako neki paneli 

mogu detektirati sinonimne mutacije, one ne utječu na stvaranje neoantigena te njihova 

inkluzija može poboljšati aproksimaciju TMB-a u cijelom genomu, smanjenjem „buke 

uzorkovanja“ (eng. sampling noise) ako su sekvencirane i tumorska i normalna pripadajuća 

(matching) DNA (6). 

Pri analizi moramo uzeti u obzir nekoliko ključnih varijabli: dubina sekvenciranja 

(eng. sequencing depth), duljina sekvenciranih fragmenata (eng. sequencing read length), 

pokrivenost sekvence (eng. sequencing coverage), veličinu panela i gene koji su u njega 

uključeni, određivanje granične vrijednosti (cut-off), bioinformatičke „cjevovode“ (eng. 

bioinformatic pipeline) u koje uključujemo izbor algoritama poravnanja (eng. aligner), 

nukleotidnih varijanti (variant caller) i filtera koje ćemo koristiti (52,57,68). Sve navedeno 

može utjecati na dobivenu vrijednost TMB-a. Osim prije navedenih čimbenika, na iznos 

TMB-a mogu utjecati i preanalitički faktori koji utječu na količinu i kvalitetu dobivene DNA 

poput prikupljanja i obrade uzoraka i metode fiksacije. (52,57). Ciljani paneli imaju veću 

dubinu očitavanja od WES-a što znači da se postiže veća osjetljivost u uzorcima s niskim 

sadržajem tumorskih stanica (<10%), pogotovo kada je pokrivenost sekvence velika čime se 
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mogu detektirati i varijante nižih frekvencija što može imati utjecaja na kliničku primjenu 

(57). Primjer utjecaja preanalitičkih faktora na TMB jesu fiksativi i vrijeme fiksacije koji 

utječu na stupanj nastanka artefakata induciranih FFPE-om (eng. formaldehyde fixed-paraffin 

embedded) koji uključuju DNA fragmentaciju, denaturaciju i deaminaciju citozinskih baza 

pri čemu deaminacija ima najveći utjecaj na TMB (52,57).  

Danas se najviše koriste MSK-IMPACT panel koji pokriva 468 gena i F1CDx panel 

koji pokriva 324 gena. Korištenjem panela koji pokrivaju manje regije genoma ili egzoma 

povećava se nesigurnost i interval pouzdanosti pri procjeni TMB u usporedbi s onima koji 

pokrivaju veće regije te s toga korištenje panela s manjom pokrivenošću genoma ili egzoma 

može dovesti do precjenjivanja ili podcjenjivanja TMB-a (69,70). Kao što je i prije navedeno 

za filtriranje varijanta zametnih linija mogu se koristiti usporedba ispitivanog uzorka s 

normalnim tkivom ili uzorkom krvi ili korištenjem javno dostupnih setova podataka zametnih 

linija kako bi se odvojile one lažno pozitivne, te korištenjem in silico bioinformatičkih 

„cjevovoda“ (71). Bioinformatičke „cjevovode“ definiramo kao bioinformatičke algoritme 

koji se izvode u unaprijed definiranom slijedu za procesiranje podataka dobivenih NGS-om 

(72). Oni se razlikuju ovisno o panelu koji se koristi i time utječu na procjenu TMB (52). 

Komercijalni laboratoriji koriste svoje bioinformatičke protokole te je tijek rada optimiziran 

korištenjem metoda sekvenciranja, vrsta mutacija i filtara koji najbolje odgovaraju 

specifikacijama njihovih panela (71). Dobivanje TMB-a uz pomoć sekvenciranja temeljenih 

na panelima ima svoja ograničenja (6). Vrijednost TMB-a dobivenu pomoću ciljanih NGS 

panela, koja predstavlja broj mutacija u području cijelog egzoma, treba ekstrapolirati iz broja 

mutacija dobivenih u određenim regijama egzoma (73). NGS panel koji obuhvaća oko 1.1 

Mb kodirajućeg genoma može točno procijeniti TMB u usporedbi s WES-om što znači da 

CGP koji obuhvaća područje kodirajućeg genoma od nekoliko stotina gena, pokriva dovoljan 

genomski prostor za točnu procjenu cjelokupnog mutacijskog opterećenja egzoma (6). Za 

NGS panele manje od 1 Mb, pragovi za odvajanje hipermutiranih od nehipermutiranih 

tumora padaju ispod 10 mutacija zbog čega će paneli netočno klasificirati tumore s 

graničnom vrijednošću TMB-a (73).  

Na temelju navedenog otvara se pitanje je li moguće imati jedinstvenu granicu TMB-

H tumora, za sve vrste tumora kao i za sve vrste ICI terapije? Na temelju prije spomenute 

KEYNOTE-158 studije, FDA je odobrio korištenje pembrolizumaba za liječenje pacijenata s 

neresektabilnim ili metastatskim TMB-H tumorom, te je određena granica od >10 mut/Mb 

F1CDx testom za TMB-H tumore. Međutim KEYNOTE-158 studija se uglavnom temeljila 
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na istraživanjima NSCLC-a uključujući Checkmate studije (51). U pacijenata s TMB-H 

tumorom, koji je definiran kao onaj s >10 mut/Mb, preživljenje bez progresije bolesti (PFS) 

je bilo značajno duže kod pacijenata liječenih nivolumabom i ipilimumabom nego samo 

kemoterapijom, neovisno o PD-L1 ekspresiji (74). Učinkovitost ICI terapije i kemoterapije je 

bila jednaka u pacijenata s TMB-L tumorima (74). Stoga granica od >10 mut/Mb ima smisla 

za NSCLC tumore dok ju je za druge vrste tumora potrebno validirati (51).  

Postoji potreba za standardiziranjem određivanja TMB-a kako bi se osigurala 

reproducibilnost (64,75). Podaci dobiveni u skupinama pacijenata s karcinomom pluća 

sugeriraju da je usklađivanje ciljanih panela moguće normalnom transformacijom praćenom 

standardizacijom na z rezultate (76). Usklađivanje TMB-a na različitim platformama 

omogućilo bi integraciju kliničkih podataka s ciljem boljeg opisivanja povezanosti između 

TMB-a i odgovora na ICI terapiju (76). Iako postoje brojni dokazi koji podupiru korištenje 

ICI terapije u određenim skupinama tumora hipermutatora, kao što je MSI-H kolorektalni 

karcinom, ostaje nejasno koji je, ako uopće postoji, optimalan prag za kvalificiranje tumora 

kao TMB-H za liječenje ICI terapijom i može li se isti princip generalizirati na sve vrste 

tumora (51,52,71,77–80). Postojanje granične vrijednosti ključno je za donošenje odluke o 

primjeni ICI terapije u kliničkom okružju.  

U istraživanju Sha i sur. (71) predložili su tri načina određivanja granične vrijednosti 

TMB-a kao prediktivnog markera odgovora na ICI terapiju: 1) jedinstvena granična 

vrijednost za sve vrste tumora; 2) granične vrijednosti specifične za vrstu tumora; 3) 

varijabilna granica koja se odnosi na gornje percentile za pojedinu vrstu tumora (67). Iako je 

FDA odobrio korištenje pembrolizumaba na temelju jedinstvene granične vrijednosti za sve 

vrste tumora, s vremenom su uočena ograničenja u tom pristupu. Jedinstvena statička 

granična vrijednost nije optimalna za određivanje specifičnih vrsta tumora koji će odgovoriti 

na ICI terapiju (71). Pri graničnoj vrijednosti od 10 mut/Mb osjetljivost za predikciju 

odgovora na ICI terapiju kod melanoma, karcinoma pluća i mjehura je 75%, dok je 

specifičnost varirala ovisno o vrsti tumora, te je za melanom bila 44%, a za karcinom pluća i 

mjehura veća, 89% i 70% (71). Korištenjem te granične vrijednosti propustili bi oko 25% 

tumora koji bi odgovorili na ICI terapiju (71). Prema tome, smanjenje granične vrijednosti na 

5 mut/Mb povećalo bi osjetljivost na račun smanjenja specifičnosti na 29%, 68% i 20% za 

melanom, karcinom pluća i mjehura (71). Odabirom granične vrijednosti specifične za vrstu 

tumora povećava se kompleksnost pri određivanju jer su potrebna prospektivna klinička 

istraživanja za validaciju granične vrijednosti TMB-a za svaku pojedinu vrstu tumora (71). 
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Zadnji pristup zahtijeva mjerilo za usporedbu prema kojem će se percentili za pojedinu vrstu 

tumora birati (71). Sva tri pristupa i njihove granične vrijednosti funkcija su korištenih 

genskih panela i usporedivost je moguća ako se koristi isti panel (71).  

 

4. Varijabilnost TMB-a u različitim vrstama tumora 

 

TMB može obuhvatiti širok spektar vrijednosti te je varijabilnost TMB-a prisutna 

između različitih vrsta kao i unutar iste vrste tumora (6,59,81). Najveće vrijednosti TMB-a 

imaju tumori koji u etiologiji imaju intenzivno i kronično izlaganje egzogenom 

kancerogenom čimbeniku kao što su karcinom pluća ili melanom, a najmanje vrijednosti 

TMB-a imaju pedijatrijski tumori i leukemije (59). Neke vrste tumora pokazuju veću 

varijabilnost kao što su karcinomi mjehura, kolona i uterusa, dok karcinomi pluća, glave i 

vrata pokazuju manju varijabilnost (82).  

Istraživanje u kojem je analizirano 5722 tumora podijeljenih na 21 vrstu koristeći 

TCGA skup podataka pokazalo je da većina tumora, uključujući NSCLC i melanom, 

pokazuje unimodalnu distribuciju TMB vrijednosti s nakupljanjem rezultata oko graničnih 

vrijednosti (83). Bimodalna ili multimodalna distribucija uočena je kod tri vrste tumora, 

karcinoma kolorektuma, želuca i endometrija, u kojih je bi- ili multimodalna distribucija 

određena pojavom hipermutacija u MMR deficijentnim tumorima i/ili POLE/POLD1 

mutiranim tumorima (83). Hipermutirani tumori, odnosno TMB-H, su definirani kao oni s 

>10 mut/Mb (84). Granična vrijednost TMB-a je funkcija genskog panela koji se koristi pri 

njegovu određivanju (71). Zato nailazimo na problem pri uspoređivanju podataka dobivenih 

iz različitih genskih panela, s obzirom na to da podatke dobivene iz jednog genskog panela ne 

možemo bez korištenja algoritama pretvorbe izravno primijeniti na drugi panel (71). 

Postojanje TMB distribucija ovisnih o tipu tumora može biti relevantno za procjenu kliničke 

koristi i za određivanje optimalnih graničnih (eng. cut-off) vrijednosti za pojedine tumore 

(71). Na varijabilnost vrijednosti TMB-a osim vrste ciljanog panela koji se koristi za njegovu 

detekciju, utječe i njegova veličina (85). Varijabilnost TMB-a uzrokovana pogreškama u 

otkrivanju somatskih mutacija je umjerena u usporedbi sa stohastičkom pogreškom 

povezanom s veličinom panela i drugim faktorima zabune (86). Najveći doprinos odstupanju 

TMB dobivenog ciljanim panelima ima stohastička pogreška povezana s veličinom panela, 

pogotovo kod tumora s <20 mut/Mb (85). 
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5. TMB kao prediktor odgovora na ICI terapiju 

 

Podaci iz nekoliko studija pokazali su povezanost između TMB-a i dobrog ishoda 

nakon ICI terapije i između TMB-H i bolje stope objektivnog odgovora (eng. objective 

response rate, ORR) na terapiju u nekoliko vrsta tumora(8,87,88). U drugoj fazi KEYNOTE-

158 studije prikazana je učinkovitost pembrolizumaba u pacijenata koji boluju od tumora s 

visokom mikrosatelitnom nestabilnošću (MSI-H) nastalom zbog poremećaja popravka DNA, 

koji može rezultirati s većim TMB-om (89). KEYNOTE-158 studija je otvorena, 

multikohortna studija čiji je cilj procijeniti djelovanje monoterapije pembrolizumabom u 

pacijenata oboljelih od 10 vrsta tumora (51,89). Pacijenti su bili podijeljeni u skupine prema 

vrsti tumora i prema opterećenju tumora mutacijama na TMB-H s >10 mut/Mb i TMB-L s 

<10mut/Mb (51,89). Od 805 pacijenata kojima je određena vrijednost TMB-a, njih 105 je 

imalo TMB-H (51,89). U skupini pacijenata s TMB-H tumorima 88% tumora su činili SCLC 

(eng. Small cell lung cancer) (n=34), karcinomi endometrija (n=15), karcinomi anusa (n=14), 

karcinomi cerviksa (n=16) i karcinomi vulve (n=15) (51,89). Iz navedenog je vidljivo da neki 

od tumora kao što su karcinomi dojke, prostate i mikrosatelitski stabilni kolorektalni 

karcinomi nisu bili uključeni u studiju, pri čemu su navedeni tumori poznati kao visoko 

rezistentni tumori na ICI terapiju te su ujedno i najčešće novo-dijagnosticiran karcinom u 

žena, najčešće novo-dijagnosticiran karcinom u muškaraca te treći najčešće novo-

dijagnosticiran karcinom u oba spola (51,90). Iako je u većini individualnih kohorti udio 

pacijenata sa stopom objektivnog odgovora bio veći u TMB-H skupini, klinički odgovor na 

terapiju pembrolizumabom nije bio dosljedan za sve vrste tumora (89). Skupine tumora s 

TMB-H u kojih je ORR bio niži su karcinom anusa, bilijarni karcinom i mezoteliom (89). 

Pacijenti s TMB-H karcinomom anusa su imali ORR od 7%, dok su pacijenti s non-TMB-H 

karcinomom anusa imali ORR od 11% iz čega možemo vidjeti da u ovoj skupini tumora 

TMB nije dobar prediktor odgovora na terapiju ICI (51).  

Studijom ispitivanja učinka TMB-a na klinički učinak ICI terapije, izmjerenog 

pomoću MSK-IMPACT NGS testa, uočena je povezanost višeg TMB-a s boljim ukupnim 

preživljenjem (engl. overall survival, OS)(67). Međutim važno je napomenuti da su se 

granične vrijednosti razlikovale kod različitih tipova tumora. TMB podskupine su definirane 

prema percentilima unutar svakog histološkog tipa (TMB-H - 20% najviših unutar svakog), 

jer se pokazalo da medijan i raspon TMB variraju među različitim tipovima tumora (67). 

Stratificiranom analizom unutar svakog tipa tumora, odabirom gornjeg kvintila TMB-a za 
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svaki histološki tip, uočena je povezanost između većeg OS-a i višeg TMB-a u više različitih 

vrsta tumora nakon ICI terapije (67). Jedina iznimka je bio TMB-H gliom koji je pokazivao 

manji OS, odnosno lošije preživljenje nakon ICI terapije (67).  

Istraživanja su pokazala da postoji povezanost između visokog opterećenja tumora 

mutacijama i kliničke koristi terapije inhibitorima imunosnih nadzornih točaka. TMB-H 

povezan je s boljim ishodom u pacijenata oboljelih od melanoma liječenih ipilimumabom, 

anti-CTLA-4 protutijelom (91). Pacijenti oboljeli od karcinoma pluća ne-malih stanica 

(NSCLC) s TMB-H većim od 200 mut/Mb, liječeni anti-PD-1 protutijelom 

pembrolizumabom u monoterapiji pokazali su u 73% slučajeva kliničku korist (DCB) i 

preživljenje bez progresije bolesti (PFS) od 14.5 mjeseci u usporedbi s 3.7 mjeseci u onih s 

TMB-L (63). U Checkmate studijama uspoređivala se učinkovitost terapije ipilimumabom i 

nivolumabom u liječenju metastatskog NSCLC-a. TMB-H s više od 10 mut/Mb povezan je s 

boljim kliničkim ishodom u pacijenata oboljelih od NSCLC liječenih dvojnom terapijom 

anti-PD-1 protutijelom nivolumabom i anti-CTLA-4 protutijelom ipilimumabom (74,92). 

Zbog visoke stope odgovora na dvojnu terapiju anti-PD-1/CTLA-4 protutijelima, smatralo se 

da bi i pacijenti s TMB-L mogli imati koristi od dodavanja CTLA-4 protutijela u terapiju 

(52). Pokazalo se međutim da je korist od dvojne terapije neovisna o ekspresiji PD-1 u 

populaciji pacijenata oboljelih od NSCLC i s TMB-om od >10 mut/Mb (93). Ta zapažanja 

upućuju na to da je TMB, a ne PD-1 ekspresija, povezana s odgovorom na dvojnu terapiju te 

govori u prilog tome da su TMB-H tumori imunogeni, no da je kontrola inflitracije T-stanica 

i njihova aktivacija ovisna o CTLA-4 (52). Kontrola infiltracije i aktivacije T-stanica može se 

odvijati intrinzičnim putem up-regulacije CTLA-4 receptora na efektorskoj T-stanici ili trans-

regulacijom putem regulatornih T-stanica s visokom ekspresijom CTLA-4, te upravo manjak 

infiltracije ili aktivacije T-stanica rezultira izostankom lučenja IFN-γ u tumoru što je 

povezano s niskom ekspresijom PD-1 (52). Inhibicijom CTLA-4 dolazi do ponovne 

aktivacije efektorskih T-stanica, povećanog lučenja IFN-γ i upregulacije PD-1, čime možemo 

objasniti sinergistički učinak dvojne terapije (52,94). TMB i ekspresija PD-1 pokazali su se 

kao nezavisni prediktori odgovora na terapiju koji bi se mogli koristiti zajedno (74,95,96).  

U istraživanju McGrail i sur. su podijelili pacijente u dvije kategorije ovisno o 

povezanosti neoantigenskog opterećenja i razine CD8+ limfocita T; kategorija I je definirana 

kao ona s pozitivnom korelacijom, a kategorija II s negativnom (66). Velik broj tumora 

uključujući i one česte poput karcinoma dojke ili prostate, ne pokazuju pozitivnu korelaciju 

(97). U istraživanju su pokazali da je TMB-H prediktor odgovora na ICI terapiju u kategoriji 
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I tumora kojoj pripadaju melanom, NSCLC, karcinom endometrija, vrata maternice, 

kolorektalni karcinom, urotelni karcinom (66). TMB se nije pokazao kao prediktor odgovora 

na terapiju u kategoriji II tumora kojoj pripadaju karcinom anusa, želuca, svijetlostanični 

karcinom bubrega, trostruko negativan karcinom dojke (eng. Triple negative breast cancer, 

TNBC), karcinom prostate (66). TMB je bio značajno povezan s odgovorom na ICI terapiju u 

kategoriji I tumora (P = 2.4×10-11), ali ne i u kategoriji II (P = 0.70) (66). Također TMB-H je 

povezan s boljom prognozom i OS-om u kategoriji I (P = 9.8×10−7), dok su u kategoriji II 

tumora TMB-H tumori imali manji OS i lošiju prognozu od TMB-L tumora (66).  

  

5.1 Melanom 

 

Melanom je jedan od najagresivnijih tumora koji čini svega 5% slučajeva svih kožnih 

tumora, ali i 80% smrtnih slučajeva od tumora kože (98). Melanom je zbog visoke 

imunogenosti nastale kao posljedica djelovanja UV zračenja, prikladan za korištenje 

imunoterapije u liječenju (99). U istraživanju Kanga i sur., u kojem su analizirani profili 

somatskih mutacija u uzorcima melanoma, pokazali su da su C<T mutacije činile većinu 

mutacija, što je u skladu s izlaganjem UV zračenju i stvaranju pirimidinskih dimera (100). Tri 

najčešće mutirana gena bili su TTN (72%), MUC16 (67%), BRAF (51%) (101). TTN (titin) 

mutacije su povezane s povećanim TMB-om, boljim odgovorom na ICI terapiju i boljom 

prognozom (102). Bolesnici u skupini s visokim TMB imali su značajno bolje ishode 

preživljavanja (101).  

U meta analizi Ning i sur. (103). analizirali su podatke 1493 pacijenta iz 15 studija te 

su pokazali značajno poboljšanje OS-a (HR = 0.49, 95% CI: 0.33, 0.73; p = 0.001) i PFS-a 

(HR = 0.47, 95% CI: 0.33, 0.68; p < 0.001) u TMB-H melanomima u odnosu na TMB-L 

melanome liječene ICI monoterapijom. U navedenom su istraživanju postojali dokazi o 

pristranosti objavljivanja, s prisutnom asimetrijom u dijagramima lijevka (eng. funnel plot) 

(103).  

Slične rezultate dobili su Johnson i sur. (104) u istraživanju gdje su ORR, OS i PFS 

bili veći u skupinama s većim TMB-om (>23.1 mut/Mb) u usporedbom s onima s 

intermedijarnim (3.3–23.1 mut/MB) ili manjim (<3.3 mut/MB) TMB-om (ORR: 82% vs 36% 

vs 10%, p=0.003). Medijan TMB vrijednosti je značajno viši u skupini koja je odgovorila na 

terapiju od one koja nije (45.6 nasuprot 3.9 mut/Mb, p=0.003) (104). TMB se značajno 
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razlikovao između podskupova definiranih „driver mutacijama“, sa značajnim razlikama 

između BRAF, NRAS, NF1 i trostruko divljeg tipa melanoma s medijanom vrijednosti TMB-

a redom 12.0, 17.6, 62.7 i 2.2 mut/Mb (p< 0.001) (104). Melanomi s NF1 mutacijama imaju 

viši TMB jer su povezani s kroničnim izlaganjem UV zračenju (104). TMB se razlikovao i 

između različitih podtipova melanoma pri čemu su kožni i okultni melanomi imali viši TMB i 

bolju stopu odgovora na ICI terapiju od akralnih i mukoznih (105). 

 

5.2 Karcinom pluća 

 

Tumori pluća, zbog izravne izloženosti mutagenim čimbenicima uslijed pušenja, 

imaju najveće vrijednosti TMB-a među solidnim tumorima (59,84,106,107). Medijan TMB-a 

u karcinomima pluća pušača je značajno viši u odnosu na TMB u karcinomu pluća nepušača 

(10.5 mut/Mb nasuprot 0.6 mut/Mb) (60). Sposobnost predikcije odgovora na terapiju anti-

PD-1 protutijelom pembrolizumabom uz pomoć TMB-a prvi put je prikazana u pacijenata 

oboljelih od uznapredovalog NSCLC iz dvije neovisne kohorte (63).  

U CheckMate026 studiji uspoređivan je nivolumab s kemoterapijom temeljenoj na 

platini kao prva linija liječenja, u bolesnika oboljelih od uznapredovalog NSCLC-a (108). 

Pacijenti s TMB-H tumorima imali su veći ORR (47% vs 28%) i PFS (medijan PFS: 9.7 vs 

5.8 mjeseci, HR 0.62; 95% CI, 0.38 do 1.00) u skupini liječenoj nivolumabom nasuprot 

skupine liječene kemoterapijom (108). U prvom prospektivnom istraživanju CheckMate227, 

ispitivan je PFS kod terapije nivolumabom i ipilimumabom u usporedbi s kemoterapijom u 

pacijenata s uznapredovalim TMB-H NSCLC (74). TMB-H tumori u usporedbi s TMB-L 

tumorima (cutoff vrijednost >10 mut/Mb) imali su veći ORR (45.3% vs 26.9%) i bolji 

medijan PFS (7.2 mjeseci vs 5.5 mjeseci, HR 0.58; 97.5% CI, 0.41 to 0.81; P<0.001) u 

skupini liječenoj nivolumabom i ipilimumabom u usporedbi sa skupinom liječenom 

kemoterapijom (74). U CheckMate568 studiji istraživala se efikasnost i sigurnost dvojne ICI 

terapije nivolumabom i ipilimumabom u pacijenata oboljelih od metastatskog NSCLC koji do 

tada nisu primali nikakvu terapiju (92). U 98 pacijenata s određenim TMB-om, ORR (44% vs 

12%) i PFS (7.1 mjeseci vs 2.6 mjeseci) su bili veći u skupini TMB-H tumora u odnosu na 

TMB-L skupinu (cut-off vrijednost >10 mut/Mb) (92). U fazi III MYSTIC studije 1118 

pacijenata, s prethodno neliječenim metastatskim NSCLC bez genetskih promjena EFGR ili 

ALK, su randomizirani kako bi primili kemoterapiju na bazi platine, durvalumab s jednim 
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lijekom (anti-PD-L1 protutijelo) ili kombiniranu terapiju durvalumab s tremelimumabom 

(anti-CTLA-4 monoklonsko antitijelo) (109). Kod 488 pacijenata s PD-L1 ekspresijom na ≥ 

25% tumorskih stanica primarni ishod nije postignut jer ni jedna skupina nije pokazala 

statistički značajno bolji OS u usporedbi s drugim skupinama (109). Kod 460 pacijenata u 

koji je određen TMB, skupina s TMB-H (>10 mut/Mb) tumorima imala je dulji medijan OS-a 

iako ne statistički značajan (109). U metaanalizi visoki TMB je pokazao mogućnost 

predikcije značajno boljeg PFS-a (HR = 0.54, 95%CI: 0.46–0.63, P<0.001) i OS-a (HR = 

0.70, 95%CI: 0.57–0.87, P = 0.001), te višeg ORR-a (OR = 3.14, 95%CI: 2.28–4.34, 

P<0.001) u usporedbi s niskim TMB-om (110). U pacijenata s TMB-H NSCLC-om liječenje 

ICI terapijom je povezano s boljim PFS-om (HR = 0.62, 95%CI: 0.53–0.72), OS-om (HR = 

0.67, 95%CI: 0.57–0.79) i ORR-om (OR = 2.35, 95%CI: 1.74–3.18) u usporedbi s 

kemoterapijom (110). 

 

5.3 Gastrointestinalni tumori 

 

Srednja vrijednost TMB-a različitih vrsta gastrointestinalnih tumora kod 4125 

pacijenata, sekvenciranih NGS ciljanim panelom za 592 gena, je u rasponu od 5.1 mut/Mb do 

13 mut/Mb (111). Adenokarcinom desnog kolona (13.0 mut/Mb) i karcinom tankog crijeva 

(10.2 mut/Mb) imaju najveću srednju vrijednost TMB-a (13.0 i 10.2 mut/Mb) te imaju 

najveću prevalenciju TMB-H tumora (14.6% and 10.2%) (111). Najmanju srednju vrijednost 

TMB-a imaju adenokarcinom gušterače (6.1 mut/Mb), neuroendokrini tumori gušterače (5.8 

mut/Mb) i GIST (5.1 mut/Mb) (111). Tumore s najvišim vrijednostima TMB-a nazivamo 

ultramutiranima, a nastaju zbog mutacije u polimerazi epsilon (POLE) zbog čega dolazi do  

poremećaja u provjeri DNA (eng. DNA proofreading) (112). Mutacije zametne linije i 

somatske mutacije gena POLE pridonose ultramutiranom, ali MSS fenotipu, te su najčešće 

prisutni u kolorektalnom karcinomu i karcinomu endometrija (112,113).  

Osim toga u hipermutirane tumore ubrajamo i MMR deficijentne tumore koji 

rezultiraju s visokom mikrosatelitnom nestabilnošću (MSI-H), te oni imaju veće vrijednost 

TMB-a u usporedbi s MMS tumorima, ali manje u usporedbi s POLE mutacijom (114–116). 

Postoje ograničeni podaci o povezanosti TMB-a i odgovora na ICI terapiju kod 

gastrointestinalnih tumora pri čemu najviše podataka postoji o MSI-H kolorektalnom 
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karcinomu (71). Povezanost TMB-a s odgovorom na ICI terapiju i MSI statusom opisan je u 

odlomku “Mikrosatelitna nestabilnost i TMB”. 

 

5.4 Karcinom urotela 

 

Urotelni karcinom je čest uzrok morbiditeta i mortaliteta u svijetu s oko 150,000 

smrtnih slučajeva godišnje (117). Pušenje je najvažniji faktor rizika za nastanak karcinoma 

mjehura, s populacijski pripisivim rizikom (eng. population attributable risk, PAR) od 50% u 

muškaraca i 52% u žena (118). TCGA analizom 130 invazivnih karcinoma mjehura 

prikazana je relativno visoka stopa mutacija sa srednjom vrijednošću od 7.7 mut/Mb i 

medijanom od 5.5 mut/Mb (119), dok je u drugom istraživanju analizom 472 urotelna 

karcinoma, koristeći ciljani panel koji pokriva 237 gena, određen medijan od 10.9 mut/Mb 

(120). Urotelni karcinom ima treću najveću stopu mutacija iza tumora pluća (adenokarcinoma 

i planocelularnog karcinoma) i melanoma (121). TMB je bio povišen u tumora višeg gradusa 

s ili bez invazije u mišićnu stijenku nasuprot tumora niskog gradusa (120). APOBEC (eng. 

apolipoprotein B editing enzyme) mutacija je bila predominantna mutacija u svim vrstama i 

lokacijama urotelnog karcinoma, snažno povezana s TMB-om, sa značajno većom 

učestalošću u karcinomu koji je invadirao mišićnu stijenku (eng. muscle invasive bladder 

cancer, MIBC) i karcinomu visokog gradusa koji nije invadirao mišićnu stijenku (eng. non 

muscle invasive bladder cancers, NMIBC) (120).  

U CheckMate 275 studiji monoterapija nivolumabom je bila povezana s klinički 

značajnim i održivim ORR-om od 19.6% u pacijenata s metastatskim ili lokalno 

uznapredovalim urotelnim karcinomom s progresijom bolesti nakon primjene kemoterapije 

platinom (122). Kod 139 od 270 pacijenata se mogao odrediti TMB (123). Viši TMB 

povezan je s boljim ORR-om, duljim PFS-om i duljim OS-om u pacijenata liječenim 

nivolumabom (123). U drugoj fazi studije u kojoj je ispitivan je učinak atezolizumaba u 316 

pacijenata oboljelih od metastatskog urotelnog karcinoma nakon neuspješnog liječenja 

kemoterapijom platinom, medijan TMB-a, određen u 150 pacijenata uz pomoć panela koji 

pokriva 315 gena, je bio značajno veći u skupini koja je odgovorila na terapiju u odnosu na 

skupinu koja nije (12.4 mut/Mb vs. 6.4 mut/Mb, p<0.0001) (124). 
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5.5 Karcinom glave i vrata 

 

Incidencija planocelularnog karcinoma glave i vrate je 6. najviša u svijetu s 890,000 

novooboljelih godišnje i 50%-tnom smrtnošću (125). Etiološki čimbenici povezani s 

razvojem karcinoma glave i vrata su pušenje, konzumacija alkohola i virusna infekcija (HPV, 

EBV) (126–128). U istraživanju provedenom na 132 pacijenata oboljelih od rekurentnog i 

metastatskog tumora glave i vrata medijan OS-a u pacijenata s visokim TMB-om, određen 

kao >10 mut/Mb, liječenih imunoterapijom je bio značajno dulji u odnosu onih s niskim 

TMB-om (25 vs 10 mjeseci) (129).  

U drugom istraživanju od 126 pacijenata oboljelih od planocelularnog karcinoma 

glave i vrata, koji su bili liječeni anti-PD-1/PD-L1 imunoterapijom, u njih 81 (64%) je 

određen TMB koji je bio u rasponu od 1.5 do 76 mut/Mb (medijan 7.6 mut/Mb) te 13% 

tumora s TMB-om >20 mut/Mb (130). TMB je bio značajno viši u skupini koja je odgovorila 

na terapiju u odnosu na onu koja nije (medijan 17.7 nasuprot 7.1, P < 0.01) (130). Također, 

TMB je bio značajno viši kod pacijenata s tumorima kojima u podlozi nije virusni etiološki 

čimbenik (8.2 vs. 4.7, P < 0.01) (130). TMB se pokazao kao dobar prediktor odgovora na 

anti-PD-1/PD-L1 te se može koristiti kod HPV i EBV negativnih tumora, ali ne i kod HPV i 

EBV pozitivnih tumora (130). U pacijenata oboljelih od rekurentnog i metastatskog tumora 

glave i vrata, liječenih durvalumabom (D) bez ili s tremelimumabom (D+T) medijan OS-a 

nije bio značajno različit u usporedbi s pacijentima liječenih kemoterapijom (SOC, eng. 

Standard of care) (OS D - 37.0%, D+T- 30.4%, SOC - 30.5%) (131).  

 

5.6 Karcinom dojke 

 

Karcinomi dojke imaju manji TMB u usporedbi s drugim prije navedenim tumorima 

kod kojih je imunoterapija u širokoj upotrebi. Unatoč tome TMB varira kod različitih tipova 

karcinoma dojke ovisno o njihovim histopatološkim i kliničkim značajkama (132). U studiji u 

kojoj su podaci o TMB-u dobiveni WES-om ili ciljanim genskim panelima od 3969 

pacijenata oboljelih od karcinoma dojke, medijan TMB-a iznosio je 2.63 mut/Mb (133). 

Medijan TMB-a je značajno varirao ovisno o podtipu tumora (HR−/HER2− > HER2+ > 

HR+/HER2−, P < 0.05) i vrsti uzorka (metastatski > primarni, P = 2.2 × 10−16 ) (133). 5% 

pacijenata imalo je hipermutirane tumore (TMB >10 mut/Mb) (133). Trostruko negativni 
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karcinom dojke (TNBC) imao je značajno veći medijan TMB-a (1.8 mut/Mb) u usporedbi s 

hormon receptor-pozitivnim (HR-pozitivan) (1.1 mut/Mb, P = 2.8 × 10−8) ili HER2-

pozitivnim karcinomoma (1.3 mut/Mb, P = 0.003) (133). 59.2% hipermutiranih karcinoma 

dojke pokazivalo je dominantni APOBEC mutacijski potpis, dok je u 36.4% hipermutiranih 

karcinoma dominantni mutacijski potpis bila MMR deficijencija (133). U KEYNOTE-119 

studiji uspoređivan je učinak monoterapije pembrolizumabom i kemoterapije u 622 

pacijenata s liječenim, metastatskim TNBC-om (134). Od 253 pacijenata u kojih je određen 

TMB njih 26 (10.3%) je imalo TMB-H (≥10 mut/Mb) (134). Postojala je pozitivna 

povezanost između TMB-a i kliničkog odgovora na pembrolizumab (ORR p = 0.154, 

PFS p = 0.014, OS p = 0.018), ali ne i na kemoterapiju (ORR p = 0.114, PFS p = 0.478, 

OS p = 0.906) (134).  

U studiji faze II TAPUR evaluirala se monoterapija pembrolizumabom u 28 

pacijenata s prethodno liječenim metastatskim karcinomom dojke (135). Kod TMB-H tumora 

ORR je 21% (95% CI 8–41%) i stopa PFS-a 10.6 tjedana (95% CI 7.7–21.1 tjedana) (135). U 

retrospektivnoj analizi 62 pacijenta s metastatskim TNBC-om su uključena u studiju te su 

primili anti-PD-1/PD-L1 monoterapiju (23%), anti-PD-1/PD-L1 terapiju u kombinaciji s 

ciljanom terapijom (19%) ili kemoterapiju (58%) (136). 60% pacijenata je primilo jednu ili 

više prethodnih terapija za metastatsku bolest (136). TMB-H tumori imali su značajno viši 

PFS (12.5 vs 3.7 mjeseca, p = 0.03), dulji OS (29.2 vs 14.2 mjeseci, p = 0.06) i četverostruko 

više šanse za odgovor na terapiju od pacijenata koji nemaju TMB-H (odds ratio = 4.32, 95% 

CI 1.05–19.89) u multivarijantnim analizama (136).  

Međutim, u ARTEMIS studiji pacijenti s TNBC koji nisu postigli značajno smanjenje 

volumena tumora nakon prve faze neoadjuvantne terapije adriamicinom/ciklofosfamidom, 

primili su jednu od ciljanih imunoterapija u kombinaciji s nab-paklitakselom (137). U 

pacijenata s TMB-H tumorima koji su primili neoadjuvantno kombinaciju anti-PD-L1 i nab-

paklitaksela, ekvivalentna stopa odgovora (potpuni patološki odgovor ili minimalna 

rezidualna bolest u vrijeme kirurške resekcije) uočena je u pacijenata koji su primali ICB u 

usporedbi s drugim terapijama (137). U pacijenata s MSS metastatskim TNBC nije došlo do 

objektivnog odgovora kod nijednog od 10 TMB-H tumora, u usporedbi sa stopom odgovora 

od 20,5% kod TMB-L tumora (66).  

Kao što je i prije navedeno tumori u kategoriji II po McGrail-u u koji pripada i 

karcinom dojke nisu pokazivali povezanost TMB-H s odgovorom na ICI terapiju (66). 
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Dostupni su ograničeni i oprečni podaci o TMB-u kao prediktivnom markeru odgovora 

karcinoma dojke na ICI terapiju te su potrebna daljnja istraživanja koja će razjasniti njegovu 

ulogu i korist u kliničkom okružju. 

 

5.7 Karcinom prostate 

 

FDA je odobrio nekoliko vrsta imunoterapije za liječenje metastatskog karcinoma 

prostate rezistentnog na kastraciju (eng. castration-resistant prostate cancer, CPRC) (138). 

Unatoč tome učinkovita uporaba imunoterapijskih sredstava, između ostalih i ICI, za ovu 

bolest još uvijek nedostaje (138). Karcinom prostate se dugo vremena smatrao „imunološkom 

pustinjom“, zbog slabe infiltracije tumora imunološkim stanicama i metabolički 

neprijateljskog tumorskog mikrookoliša koji suprimira infiltraciju i funkciju T-stanica (138). 

Iako karcinom prostate ima nizak TMB, odnosno nisku ekspresiju neoantigena na površini 

stanica, nakuplja velik broj oštećenja DNA i defekte mehanizama popravka DNA te stoga 

postoji potencijalan odgovor na imunoterapiju (139–142).  

Vrste imunoterapija koje se koriste u liječenju karcinoma prostate su tumorska cjepiva 

Sipuleucel-T, GVAX i PROSTVAC, ICI terapija, adoptivna stanična terapija i onkolitička 

virusna terapija (138). Od ICI terapije pembrolizumab se pokazao učinkovit za nisku stopu 

hipermutiranih podtipova raka prostate (143). Učinak pembrolizumaba je proučavan kod 258 

pacijenata podijeljenih u skupine 1, 2 i 3 ovisno o tome jesu li imali PD-L1 pozitivnu, PD-L1 

negativnu ili koštano predominantnu bolest (144). ORR je bio 5% (95% CI, 2% to 11%) u 

skupini 1 i 3% (95% CI, < 1% to 11%) u skupini 2, a medijan OS je bio 9.5 mjeseci u skupini 

1, 7.9 mjeseci u skupini 2, i 14.1 mjeseci u skupini 3 (144).  

U drugom istraživanju u pacijenata s karcinomom prostate liječenih anti-CTLA4 

terapijom postotak pacijenata koji su postigli kliničku korist bio je nešto veći u TMB-L 

tumorima (36,8%) u odnosu na TMB-H skupinu tumora (25,0%), iako nisu uočeni objektivni 

odgovori u cijeloj skupini (66). Na temelju navedenog vidljivo je da su potrebna daljnja 

dublja i sveobuhvatnija istraživanja kako bi se odredila učinkovitost i korist ICI terapije u 

liječenju tumora prostate.  
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6. Odgovor na ICI terapiju u TMB-L tumorima 

 

Iako je učinkovitost ICI terapije veća u TMB-H tumorima, i dio pacijenata s TMB-L 

tumorima odgovara na liječenje. Istraživanja su pokazala da je ICI terapija kod TMB-L 

tumora efektivna u 4.3% slučajeva (8). TMB-L tumori koji u većoj mjeri odgovaraju na ICI 

terapiju su tumori virusne etiologije. Za karcinom Merkelovih stanica ORR je 56%, a PFS u 6 

mjeseci 67% (145). Karcinom Merkelovih stanica može biti povezan s infekcijom 

poliomavirusom Merkelovih stanica kod kojeg su vrijednosti TMB-a niske, ili povezan s UV 

potpisom (eng. UV signature) kod kojeg su vrijednosti TMB-a visoke (146–148). Odgovori 

na ICI terapiju su bili prisutni i u TMB-H i TMB-L skupini odnosno virus pozitivnoj i virus 

negativnoj skupini (145). Razlog visokog odgovora na ICI terapiju u TMB-L karcinomu 

Merkelovih stanica je prisutnost virusnih antigena koji su imunogeni i mogu aktivirati 

imunosni odgovor (145). Isto tako kod Kaposijevog sarkoma u 67% pacijenata postignuta je 

kompletna ili parcijalna remisija anti-PD-1 monoterapijom, pri čemu je Kaposijev sarkom 

TMB-L i PD-1 negativan (149). Osim navedenih TMB-H gliom je pokazivao manji OS, 

odnosno lošije preživljenje nakon ICI terapije u odnosu na TMB-L (67). 

 

7. Optimizacija TMB-a kao prediktivnog markera 

 

Trenutno se istražuje nekoliko strategija optimizacije TMB-a kao prediktora odgovora 

na ICI terapiju. Kao pokušaj smanjenja mogućnosti pogreške klasifikacije tumora u 

dosadašnjoj binarnoj klasifikaciji (visoki i niski TMB) uvedena je i klasifikacija u tri stupnja 

(visoki, srednji i niski TMB) koja je pokazala bolju učinkovitost u usporedbi s binarnom 

(66,104). S obzirom na korištenje različitih vrsta genskih panela pri određivanju TMB-a 

javila se potreba za standardizacijom dobivenih podataka kako bi se omogućila njihova 

usporedivost. Već spomenuta transformacija neusklađenih TMB vrijednosti, koja pretvara 

desno zakrivljene TMB distribucije u normalne distribucije, praćena standardizacijom na z 

rezultate, predložena je za standardizaciju i usporedbu TMB vrijednosti dobivenih na 

panelima s različitih platformi za sekvenciranje (76). Osim toga strategije za optimizaciju 

TMB-a kao prediktivnog markera uključuju i probir za biomarkere ili mutacije koje su meta 

postojećih ili terapija u razvoju, rafiniranje predikcije odgovora na imunoterapiju (kao što su 
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negativni prediktori odgovora i varijante koje predisponiraju toksičnim učincima), 

usklađivanje TMB vrijednosti dobivene uz pomoć panela s referentnom TMB vrijednosti 

temeljenom na WES-u kako bi se osigurala dosljednosti svim panelima, standardiziranje 

bioinformatičkih algoritama (71). Točnije predviđanje odgovora postići će se samo testovima 

koji odražavaju složenu prirodu interakcije između komponenti tumorskog mikrookoliša, 

stanica raka i tumorske genetike (83). Genski testovi koji se trenutno koriste u klinikama u 

najboljem su slučaju neizravan odraz prostorne organizacije i gustoće imunološkog infiltrata 

u TME, koje je ključno za razlikovanje tumora koji će vjerojatno reagirati na imunoterapiju 

od onih koji neće (83). 

 

8. Mutacijski potpisi 

 

Mutacijski potpisi (eng. mutational signatures) su specifični genetski obrasci koji 

nastaju kao posljedica mutacijskih procesa nastalih uslijed izlaganja egzogenim i endogenim 

čimbenicima, nepouzdanosti DNA replikacijske mašinerije, enzimatske modifikacije DNA i 

poremećaja popravka DNA (59). Mutacijski potpisi su definirani obrascima od tri uzastopna 

nukleotida, uzimajući u obzir jednu bazu 3′ i jednu 5′ od nukleotidne supstitucije odnosno 

mutirane baze (59). S obzirom da postoji 6 tipova supstitucija baza  C>A, C>G, C>T, T>A, 

T>C, T>G postoji ukupno 96 mogućih mutacija u ovoj klasifikaciji (59). Primjenom ovog 

pristupa na 30 vrsta tumora prva velika studija somatskih mutacija otkrila je 21 različitih 

mutacijskih potpisa (59). Mutacijski potpisi su zabilježeni i objavljeni u bazi podataka 

COSMIC (eng. Catalogue of Somatic Mutations in Cancer) (150). Do danas je otkriveno 

ukupno 49 supstitucijskih mutacijskih potpisa (150). Specifični mutacijski potpisi povezani 

su sa specifičnim mutagenim biološkim procesima u koje ubrajamo egzogene mutagene 

(pušenje, UV zračenje), poremećaje popravka DNA, deaminaciju povezanu sa starenjem, 

ekspresiju APOBEC enzima (83). Jedan od tih mutagenih procesa je i deficijencija popravka 

krivo sparenih baza (eng. mismatch repair, MMR) koja rezultira mikrosatelitnom 

nestabilnošću. 
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9. Mikrosatelitna nestabilnost i TMB 

 

DNA MMR je visoko konzerviran biološki put nužan za prepoznavanje i popravak 

nekomplementarnih baza te insercija i delecija koje nastaju u procesu DNA replikacije i 

rekombinacije ili prilikom oštećenja DNA s ciljem održavanja genomskog integriteta (151). 

Deficijencija MMR puta uzrokuje pojavu nestabilnosti u mikrosatelitnim regijama najčešće u 

obliku dinukleotidnih ponavljanja baza, kao posljedica mutacija gena za MMR proteine 

(MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) (152). Tumori s deficijentnim MMR (dMMR) nakupljaju 

više promjena u molekuli DNA što uzrokuje stvaranje mikrosatelitske nestabilnosti i time 

MSI-H fenotipa (153). S obzirom na frekvenciju ponavljanja mikrosatelita, mikrosatelitne 

nestabilnosti možemo podijeliti na visoke (MSI-H) i niske (MSI-L) te mikrosatelitnu 

stabilnost (154). Prvotno se deficijencija MMR-a dokazivala kombinacijom PCR-a i 

sekvenciranja specifične mikrosatelitne regije radi detekcije mikrosatelitne nestabilnosti te 

imunohistokemijom (eng. immunohistochemistry, IHC) radi procjene promijenjene razine 

ekspresije MMR proteina u tumoru (153). NGS, s ciljanim sekvenciranjem ili sekvenciranje 

cijelog genoma, se pojavila kao nova metoda identifikacije pacijenata s MMR deficijencijom 

(155–157). NGS omogućuje istovremeno istraživanje velikog broja mikrosatelita, 

sveobuhvatniji je i nije specifičan za tip raka te potencijalno je bolja strategija za utvrđivanje 

MSI statusa kod svih vrsta raka (158). Uz to, prevladava probleme osjetljivosti i specifičnosti 

povezanih uz konvencionalne metode identifikacije MSI nestabilnosti poput PCR-a i IHC-a 

(158).  

MSI-H tumori su u 83% slučajeva TMB-H s >20 mut/Mb, a 97% ih je imalo >10 

mut/Mb (6). Obrnuto, međutim, ne vrijedi jer samo 16% TMB-H tumora je bilo klasificirano 

i kao MSI-H što nas upućuje na to da postoje i drugi čimbenici koji utječu na TMB (6). 

Studije su također pokazale veliku varijabilnost u vrijednosti TMB-a u MSI-H tumorima 

(152). Učestalost MSI u različitim vrstama tumora je varijabilna (159). Primjeri tumora s 

MSI-H frekvencijom >10% su kolorektalni karcinom, karcinom želuca i karcinom 

endometrija, oni s MSI-H frekvencijom 2-10% karcinom jajnika, cerviksa i štitnjače te oni s 

MSI-H frekvencijom <2% karcinom prostate, NSCLC i sporadični glioblastom (158). FDA je 

2017. godine odobrila pembrolizumab za liječenje metastatskih neresektabilnih MSI-H ili 

MMR deficijentnih tumora, koji rezultiraju stvaranjem hipermutatornog fenotipa, u odraslih i 

pedijatrijskih pacijenata (66). To je ujedno bilo i prvo odobrenje terapije raka za indikaciju 
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koja se temelji na biomarkeru, a ne na primarnoj lokaciji (160). Odobrenje se temeljilo na 

podacima dobivenim iz 5 kliničkih ispitivanja (160). ORR na terapiju pembrolizumabom je 

bio 39,6% kod 149 pacijenata s MSI-H ili MMR deficijentnim tumorima u 15 različitih vrsta 

tumora (160). Od onih koji su odgovorili na terapiju 48 pacijenata je imalo djelomičan, a 11 

potpun odgovor (159). Međutim, ICI terapija se pokazala učinkovitom i u pacijenata oboljelih 

od MSS tumora s TMB-H (161). Medijan PFS-a za pacijente s MSS/TMB-High tumorima je 

bio 26.8 mjeseci dok je za MSS/TMB-Low ili TMB-Intermediate bio 4.3 mjeseca (161). 

Također učestalost MSS/TMB-H tumora je veća od MSI-H tumora (7,972/148,803 (6.6%) 

nasuprot 2,179/148,803 (1.5%) pacijenata) (161).  

MSI-H status pokazuje povezanost s odgovorom na ICI terapiju. Dio tumora s MSI-H 

su usko povezani s povećanom ekspresijom PD-1/PD-L1-a i pokazuju trajne odgovore na 

anti-PD-1 terapiju (159). To je dovelo do pretpostavke da MSI-H fenotip označava određene 

podskupine tumora u različitim tipovima raka, te izdvaja MSI-H kao biomarker prediktivan 

za odgovor na ICI neovisan o histologiji tumora, a ovisan o genetskom statusu tumora 

(162,163). Od 124 pacijenta s MSI-H/dMMR kolorektalnim karcinomom koji su liječeni 

pembrolizumabom u sklopu KEYNOTE-164 studije, sveukupno ORR je bio 33%, a medijan 

PFS 2.3 mjeseca (≥ 2 prethodne linije liječenja) ili 4.1 mjesec (≥ 1 prethodne linije liječenja) 

(164). U studiji druge faze CheckMate-124 nivolumab je imao ORR od 31%, stopu kontrole 

bolesti (eng. disease control rate, DCR) od 69% i 12-mjesečni OS od 73% u prethodno 

liječenih pacijenata s dMMR/MSI-H metastatskim kolorektalnim karcinomom (165). 

Kombinirana terapija nivolumabom i ipilimumabom pokazala je ORR od 55%, stopu PFS od 

71% (nakon 12 mjeseci), 12-mjesečnu stopu OS-a od 85% (165). U studiji u kojoj su 22 

pacijenta oboljela od MSI-H kolorektalnog karcinoma, liječeni PD-1/L1 inhibitorima, 

medijan TMB-a je bio značajno veći u skupini koja je odgovorila na terapiju u odnosu na onu 

koja nije (54 mut/Mb vs 29 mut/Mb, p<0.001) (116). Kod svih 13 pacijenata s TMB-H 

tumorom, definirani kao oni s ≥ 37–41 mut/Mb, uočen je objektivni odgovor na terapiju, dok 

je samo 3 od 9 pacijenata (33%) s TMB-L tumorima imalo kontrolu bolesti (116). Navedeni 

podaci ukazuju da je visok TMB u MSI-H/dMMR tumorima povezan s boljim i trajnim 

odgovorima na ICI terapiju (78,166,167) te da je TMB važan neovisni biomarker za 

identifikaciju pacijenata oboljelih od MSI-H kolorektalnih karcinoma koji će odgovoriti na 

ICI terapiju (116). 
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10. TMB i PD-L1 

 

PD-L1 i TMB su se pokazali kao važni biomarkeri odgovora na ICI terapiju. Iako se 

oba markera rutinski koriste u kliničkoj praksi pitanje njihove povezanosti u različitim 

vrstama tumora ostaje nerazjašnjeno (168). Bilo bi racionalno pretpostaviti da visoki TMB 

inducira nakupljanje neoantigen specifičnih tumor infiltrirajućih limfocita, što dovodi do 

pojačanog lučenja IFN-γ i up-regulacije PD-L1 na površini tumorskih stanica (169,170). 

Međutim istraživanje molekularnih karakteristika tumora povezanih s odgovorima na ICI 

terapiju u bolesnika oboljelih od NSCLC Hellmana i sur. (93) tu pretpostavku nije potvrdilo 

(93). To sugerira da bi PD-L1 i TMB mogli biti neovisni prediktivni biomarkeri pri čemu 

svaki može doprinijeti identifikaciji pacijenata za ICI terapiju (168). U svim vrstama tumora 

postojala je neznatna pozitivna korelacija između TMB-a i ekspresije PD-L1 (168). Međutim 

korelacija nije bila konzistentna među različitim tipovima tumora, pri čemu je najveća bila u 

karcinomu želuca i endometrija (168). Zbog relativne neovisnosti ekspresije PD-L1 i TMB-a 

kod većine tipova tumora, TMB i PD-1 zasebno mogu informirati o korištenju ICI terapije u 

tumorima sa specifičnim tumorskim mikrookruženjem te definirati imunološki status 

tumorskog mikrookoliša kao hipermutiran, upalni ili neupalni (168).  

U istraživanju Sha  i sur. (71) među 24 vrste tumora uključenih u TCGA bazu 

podataka značajna korelacija između TMB-a i PD-1 uočena je u 5 od 24 tumora, u 

adenokarcinomu kolorektuma, želuca, uterusa, karcinomu prijelaznih stanica i karcinomu 

dojke. U retrospektivnoj analiza 26 različitih tipova tumora u 11348 pacijenata Vanderwaldea  

i sur. od 7.7% TMB-H tumora 44% je bilo i PD-1 pozitivno (171). Postoji značajan broj 

dokaza koji upućuju na to da komplementarna upotreba TMB-a i PD-L1 može bolje 

predvidjeti odgovor na ICI terapiju nego bilo koji od njih pojedinačno (92,172). 

 

11. Tumorski imunogram  

 

Uz TMB postoji i drugi čimbenici koji nam mogu ukazati na imunološki status 

tumora i odgovor tumora na ICI terapiju. Kako bi se obuhvatilo što više čimbenika i samim 

time razvio okvir s ciljem dobivanja podataka koji će nam pomoći pri odabiru liječenja 

razvijen je tumorski imunogram. Tumorski imunogram je novi način prikaza imunoloških 
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karakteristika tumora, a sastoji se od teoretskog okvira za opisivanje interakcija između 

tumora i imunosnog sustava pojedinaca. (173,174). Sedam skupina parametara čini osnovu za 

stvaranje imunograma s ciljem obuhvaćanja najvažnijih čimbenika koji utječu na imunološki 

odgovor (173,174). U njih ubrajamo: 1) antigenska stranost tumora (eng. tumor foreignness), 

2) opći imunosni status, 3) infiltraciju imunosnim stanicama, 4) nedostatak imunosnih 

kontrolnih točaka, 5) nedostatak topivih inhibitora, 6) nedostatak inhibitornog tumorskog 

metabolizma, 7) osjetljivost tumora na efektore imunosnog sustava (174).  

Antigenska stranost tumora u najvećoj je mjeri određena ekspresijom neoantigena koji 

potiču imunosni odgovor prezentiranjem u sklopu MHC kompleksa (174). Uočena je 

korelacija između TMB-a kao mjere količine mutacija u tumorima i odgovora na ICI terapiju 

u određenim vrstama tumora kao što su NSCLC i melanom (63,175). Također postoji 

povezanost između niske intratumorske genetičke heterogenosti i odgovora na ICI terapiju 

(176).  

Opći status imunosnog sustava odnosi se na analizu stanica imunosnog sustava pri 

čemu su smanjeni broj limfocita i povećanje omjera neutrofila i leukocita povezani s lošijim 

ishodom terapije melanoma CTLA-4 inhibitorom ipilimumabom (177,178).  

Infiltracija tumora upalnim stanicama, a pogotovo reaktivnim T-stanicama 

specifičnim za tumor, važan je preduvjet za antitumorsku aktivnost. Tumorski mikrookoliš 

infiltriran CD8+ limfocitima T ima ključnu ulogu u antitumorskoj imunosti te je povezan s 

duljim preživljenjem u različitim vrstama tumora (179). T-stanice koje infiltriraju tumor 

karakteriziraju tri različita fenotipa: imunološki upalni fenotip (eng. immune-inflamed 

phenotype), imunološki isključen fenotip (eng. immune-excluded phenotype) i fenotip 

imunološke pustinje (eng. immune-desert phenotype) (180). Svaki od navedenih fenotipova 

je povezan sa specifičnim mehanizmima koji sprječavaju odgovor imunosnog sustava 

domaćina na tumor (180). Imunološki upalni fenotip karakteriziran je prisustvom CD4+ i 

CD8+ T-limfocita, ali i drugih stanica imunosnog sustava, monocita i mijeloidnih stanica, u 

neposrednoj blizinu tumora (170,181–188). U uzorcima dobivenim iz tumora s upalnim 

imunološkim fenotipom izražena je ekspresija PD-L1 proteina na imunosnim stanicama i na 

tumorskim stanicama kao i brojni proinflamatorni citokini (181,185,186,188–190). Na 

temelju navedenog možemo zaključiti da je postojao antitumorski imunosni odgovor koji je 

imunosupresivnim djelovanjem tumora i njegovog mikrookoliša zaustavljen. U prilog tome 

nam govori i bolji klinički odgovor na anti-PD-1/PD-L1 terapiju u bolesnika s tumorom 
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upalnog fenotipa (181,184,186,191). Imunološki isključen fenotip karakteriziran je 

prisustvom velikog broja upalnih stanica koje ne ulaze u parenhim tumora nego ostaju 

zarobljene u stromi i okružuju tumorske stanice (181,192–194). Zato je odgovor na anti-PD-

1/PD-L1 terapiju slabiji, jer unatoč aktivaciji T-stanica, ne dolazi do infiltracije tumorskog 

tkiva (180). Fenotip imunološke pustinje karakteriziran je oskudnom infiltracijom upalnim 

stanicama i parenhima tumora i njegove strome (181,183,194,195). Ovaj fenotip rijetko 

odgovori na anti-PD-1/PD-L1 terapiju (181,183,194,195).  

Nedostatak imunosnih kontrolnih točaka važan je čimbenik koji utječe na odgovor na 

ICI terapiju. Ekspresija imunosnih kontrolnih točaka i njihovih liganada na imunosnim i 

tumorskim stanicama moguć je biomarker potencijalnih terapijskih meta (174). PD-L1 

ekspresija u melanomu povezana je s boljim ishodom pri dvojnom liječenju PD-1 i CTLA-4 

inhibitorima (196–199). Osim PD-1 i CTLA-4 postoje i druge imunosne nadzorne točke koje 

su proučavane u kliničkim istraživanjima, a mogle bi biti potencijalne mete lijekova. Neke od 

njih su TIM-3, Lag-3, ITIM i drugi. Te imunosne kontrolne točke mogu biti eksprimirane od 

početka ili mogu biti inducirane inhibicijom PD-1/PD-L1, što nam ukazuje da te molekule 

nastaju kao mehanizam rezistencije na prethodnu terapiju (200,201). Melanom refraktoran na 

anti-PD-1 terapiju pokazao je stopu odgovora od 16% na dvojnu terapiju anti-PD-1/Lag-3, te 

veću stopu odgovora kod pacijenata s Lag-3 pozitivnim intratumorskim imunosnim 

stanicama (202,203). U bolesnika koji su prvotno imali odgovor na anti-PD-1 monoterapiju, 

povećanje ekspresije Lag-3 je moguć mehanizam nastanka stečene rezistencije (204,205). 

Tumorski mikrookoliš može sadržavati različite topive čimbenike koji mogu 

potaknuti ili inhibirati rast tumorskih stanica. Upala povezana s tumorom karakterizirana je 

prisustvom različitih podvrsta neutrofila, T-stanica i makrofaga koji luče proupalne 

čimbenika kao što su VEGF-A, CSF (colony stimulating factors), interleukine IL-1, IL-6, IL-

17, i CXCL1(eng. chemokine (C-X-C motif) ligand 1) (174). Učinci upale povezane s 

tumorom na promicanje tumora mogu biti posredovani supresijom reaktivnosti T stanica što 

je povezano s lošijim ishodom nakon terapije anti-CTLA-4 (174,206).  

Tumorski metabolizam je, kao i morfologija i funkcija tumorskih stanica, 

promijenjen. Glavna karakteristika tumorskog tkiva i njegovog mikrookoliša je konstantno 

stanje acidoze koja nastaje kao rezultat povećane proizvodnje laktata. Unatoč normalnom 

prisustvu kisika i funkcionalnim mitohondrijima, tumorsko tkivo povećava brzinu unosa 

glukoze i preferira glikolizu i proizvodnju laktata iz piruvata, fenomen poznat kao 
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Warburgov efekt (207). Visoke koncentracije LDH u krvi povezane su s lošim odgovorom na 

terapiju CTLA-4 i PD-1 inhibitorima, pri čemu se LDH tradicionalno smatra pokazateljem 

visokog opterećenja tumora mutacijama (208,209). 

Za prepoznavanje tumorskih stanica od strane imunosnog sustava potrebna je očuvana 

funkcija antigen prezentirajućih stanica. U slučaju inaktivacije bilo kojeg dijela mehanizma 

koji sudjeluje u prezentaciji stranih antigena T-stanicama, dolazi do smanjene mogućnosti 

prepoznavanja tumora od strane imunosnog sustava te zaobilaženja imunosnog nadzora. 

 

12. Zaključak 

 

Velik broj istraživanja ukazuje da TMB može poslužiti kao prediktivni biomarker 

odgovora na ICI terapiju kod više različitih vrsta tumora. Korištenje TMB-a postalo je dio 

svakodnevne kliničke prakse u onkologiji, a temelji se na odobrenju pembrolizumaba od 

strane FDA, za liječenje TMB-H tumora, definiranih kao oni s >10 mut/Mb. Iako se u 

određenim skupinama tumora ta granica pokazala korisnom u predikciji odgovora na ICI 

terapiju, ostaju otvorena pitanja opravdanosti ekstrapolacije te vrijednosti na sve vrste tumora 

ili nužnosti određivanja optimalne granične vrijednosti za svaku pojedinu vrstu tumorskog 

sijela kao i njihove podtipove. Također, postoji potreba za provođenjem prospektivnih studija 

za daljnju evaluaciju i validaciju prediktivne vrijednosti TMB-a u kliničkoj praksi. Nadalje, 

postoji hitna potreba uskladiti i standardizirati mjerenje TMB-a i platformi za testiranje s 

ciljem osiguravanja reproducibilnosti i mogućnosti integracije kliničkih podataka kako bi se 

mogla bolje opisati povezanost između TMB-a i odgovora na ICI terapiju. Veći skupovi 

podataka vezani uz TMB i klinički ishod pacijenata liječenih ICI terapijom omogućit će lakšu 

optimizaciju graničnih vrijednosti TMB-a za pojedine vrste tumora i time potencijalno 

proširiti korištenje imunološke terapije na veće populacije pacijenata. Iako se TMB pokazao 

kao koristan neovisan biomarker za predikciju odgovora na ICI terapiju, komplementarna 

uporaba TMB, PD-L1 i MSI-H ima potencijal predvidjeti odgovor na ICI terapiju bolje od 

svakog pojedinačno. 
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