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1 UVvOD

1.1 Epidemiologija i ¢imbenici rizika karcinoma dojke

Rak dojke je najcesce dijagnosticiran rak i vode¢i uzrok smrti od raka kod zena, §to ¢ini 23%
ukupnih slucajeva raka i 14% smrtnih slucajeva raka (1). Prema podacima Registra za rak,
Zavoda za javno zdravstvo Republike Hrvatske godisnje od raka dojke oboli preko 2500 Zena.
Prema posljednjim dostupnim epidemioloskim podacima rak dojke je prvi uzrok smrti u
zenskoj populaciji u 2016. Stopa smrtnosti od raka dojke u Hrvatskoj je medu najviSima u
Europi. Prema podatcima iz 2016. stopa incidencije raka dojke je 2735 dok je stopa smrtnosti
990 (2).

Rak dojke je vrlo heterogen po svojim patoloskim karakteristikama, neki sluc¢ajevi pokazuju
spori rast s odlicnom prognozom, dok su drugi tumori agresivni. Etiologija karcinoma dojke
jos uvijek nije razjasnjena. Mnogi od utvrdenih ¢imbenika rizika povezani su s estrogenima.
Rizik se povecava u ranoj menarhi, kasnoj menopauzi i pretilosti u Zena u postmenopauzi, a
prospektivne studije su pokazale da su visoke koncentracije endogenog estradiola povezane s
povecanjem rizika. Povecan rizik od razvoja karcinoma dojke imaju Zene koje nisu radale ili
starije prvorotkinje. I oralni kontraceptivi i hormonska terapija za menopauzu uzrokuju mali
porast rizika od raka dojke, koji izgleda da se smanjuje nakon prestanka koristenja (3). Faktori
rizika takoder ukljucuju konzumaciju alkohola, puSenje i1 pretilost. Mutacije u odredenim
genima uvelike povecavaju rizik od raka dojke, ali one ¢ine manji broj slu¢ajeva buduci da se
samo 5-6 % karcinoma dojke smatra nasljednim. Zene nositeljice mutacije gena BRCA-1 (engl.
Breast Cancer 1) i BRCA-2 (engl. Breast Cancer 2) imaju rizik do 85 % za razvoj karcinoma

dojke te povecan rizik za razvoj karcinoma jajnika (4).

1.2 Histoloska klasifikacija tumora dojke

Tumore dojke dijelimo na dobrocudne i zlo¢udne tumore. Najce$¢i poremecaj dojki
dobro¢udne naravi obuhvacéa Siroku skupinu promjena u dojkama koje se stavljaju pod
zajednicki naziv mastopatija ili fibrocisti¢ne promjene dojki. Zlo¢udni tumori se dijele na one
nastale iz duktalnog epitela i one nastale iz lobularnog epitela. Naj¢es¢i tip zlo¢udnog tumora
dojke je duktalni zlocudni tumor (90%). Zlocudni tumor koji nastaje u acinusima ili lobulima

naziva se lobularni zlo¢udni tumor (10%). Oba ova tipa se dijele na in situ karcinome i



invazivne karcinome. Obzirom na veliku heterogenost duktalnog karcinoma dojke postoji

veliki broj histoloskih podtipova koji se klasificiraju prema WHO (5).

1.2.1 Duktalni invazivni karcinom

Invazivni karcinomi dojke su adenokarcinomi. Oko 80% je infiltriraju¢eg duktalnog tipa (IDC,
prema engl. Invasive Ductal Carcinoma) a 20% su infiltrirajuci lobularni. Karcinom dojke
invadira lokalno i Siri se u pocetku u regionalne limfne ¢vorove a kasnije metastazira
hematogeno. Metastatski karcinom dojke moze zahvatiti skoro sve organe u tijelu—najéesce

pluca, jetra, kosti, mozak i kozu (6).

1.3 Podjela tumora dojke prema imunohistokemijskim pokazateljima

Jedan od nacina definiranja vrste raka dojke je pozitivnost ili negativnost na odredeni stanicni
receptor, pa tako postoje karcinomi dojke koji su pozitivni na hormonske receptore
(estrogenski ili progesteronski receptor) ili na HER2, protein humanog epidermalnog faktora
rasta 2 (prema engl. Human Epidermal Growth Factor Receptor 2), zatim karcinomi koji nisu
pozitivni na estrogenski, progesteronski i HER2 receptor, te karcinomi koji su pozitivni na sva
tri stani¢na receptora. Navedena klasifikacija pruza lijecnicima vrijedne informacije o tome

kako ¢e se tumor ponasati te koja bi terapija bila najprikladnija za njegovo lijeCenje.

1.3.1 Hormonski receptori

1.3.1.1 Estrogenski i progesteronski receptor (ER i PR)

Estrogenski i progesteronski receptori, izrazeni su u zdravom tkivu dojke kao i u nekim
karcinomima, su jezgreni hormonski receptori koji potic¢u replikaciju DNK i diobu stanice kad
se vezu za odgovarajuc¢e hormone. Stoga, lijekovi koji blokiraju ove receptore mogu biti korisni
u lijeenju tumora s tim receptorima. Oko %/3 postmenopauzalnih bolesnica ima tumore
pozitivne na estrogenske receptore (ER+). Medu premenopauzalnim bolesnicama je
incidencija ER+ tumora manja. Hormonski receptori u karcinomima dojke imaju vece znacenje
kao prediktivni (vjerojatnost odgovora na terapiju) nego prognostic¢ki ¢imbenik. Tumori s
pozitivnim estrogenskim i progesteronskim receptorima (ER+PR+) reagirat ¢e na hormonsku

terapiju u 78% slucajeva, ER+PR- tumori u 34% slucajeva, a ER-PR+ tumori reagirat ¢e u 45%



slucajeva. Medutim, zanimljivo je da ¢e i tumori koji su ER-PR- u oko 10% slucajeva reagirati
na hormonsku terapiju. Tumori s ve¢om razinom hormonskih receptora reagirat ¢e jace na

hormonsku terapiju od onih s nizim razinama (8).

1.3.1.2 Receptor humanog epidermalnog faktora rasta (HER2)

Izrazenost membranskog receptora humanog epidermalnog faktora rasta (HER2) u korelaciji
je s losijom prognozom u bilo kojem stadiju raka. HER2/neu onkogen nalazi se na lokusu
17921, a njegova amplifikacija dovodi do prekomjerne izrazenosti HER2/neu glikoproteina
koji je ¢lan obitelji transmembranskih receptora epidermalnih ¢imbenika rasta s funkcijom
tirozin kinaze. Amplifikacija HER2/neu proto-onkogena i/ili prekomjerna izrazenost
HER2/neu proteina nadena je u 20% invazivnih duktalnih karcinoma dojke (9). Povoljna strana
prekomjerne izrazenosti HER2/neu je moguénost terapije Herceptinom (trastuzumab) tj.
monoklonskim protutijelom na HER2/neu protein i to na njegovu izvanstani¢énu domenu, za

koju je dokazano da inhibira rast tumorskih stanica in vitro i in vivo (10).

1.3.1.3 Prognoza bolesti

Dugoro¢na prognoza bolesti ovisi 0 broju zahvacenih regionalnih limfnih ¢vorova, veli¢ini
primarnog tumora, stupnju diferenciranosti tumora, klinickom stadiju tumorske bolesti,
prisutnosti estrogenskih i progesteronskih receptora, prisutnosti HER2 proteina i dobi

bolesnice.

Bolesnice s ER+ tumorima imaju nesto bolju prognozu i vecu vjerojatnost povoljnog utjecaja
hormonskog lijecenja. Bolesnice s progesteronskim receptorima u tumoru mogu takoder imati

bolju prognozu.

Kada je HER2 gen amplificiran, HER2 je pretjerano eksprimiran, pojacavajuci rast stanice i
umnoZzavanje te ¢esto dovodi do agresivnijih tumorskih stanica. Pretjerana izrazenost HER2
moze biti povezana s visokim histolo§kim gradusom, ER— tumorima, jaCom proliferacijom,

veéim tumorima te stoga i s loSijom prognozom (11, 12).

Treba spomenuti da je trostruko negativni karcinom dojke (ER-, PR-, HER2-) koji se Cesto
moze naci u zena koje su nositeljice mutiranog BRCA-1 gena, takoder povezan s loSijom

prognozom, iako polovina tih pacijentica dobro reagira na kemoterapiju.



1.4 Molekularni podtipovi karcinoma dojke

Predvidanje klini¢kog tijeka karcinoma dojke Cesto je tesko jer je to raznolika bolest koja se
sastoji od mnogih bioloskih podtipova. Profiliranje genske ekspresije pomocu analize
mikro¢ipovima identificiralo je signale svojstvene odredenom tipu karcinoma dojke koji su
vazni za prognozu i lijecenje .

lako su klini¢ki stadij i histoloSki gradus vazni prognosti¢ki ¢imbenici, ¢esto ne uspijevaju
predvidjeti klinic¢ki tijek bolesti. Kako bi se poboljsao standard skrbi za bolesnice s
karcinomom dojke, postoji potreba za novim molekularnim markerima i dijagnostickim
algoritmima.

Microarray studije su pokazale da razlike u ekspresiji gena mogu objasniti mnogo razli¢itosti
u raku dojke i da ovi profili imaju prognosti¢ko znacenje (13).

Tumori dojke su razliciti u svojoj prirodnoj povijesti i u odgovoru na tretmane. Varijacije u
transkripcijskim profilima predstavljaju velik dio bioloske raznolikosti ljudskih stanica i
tumora. U svakoj stanici, prijenos signala i regulatorni sustavi pretvaraju informacije iz
identiteta stanice u stanje okoliSa, ¢ime se kontrolira razina ekspresije svakog gena u genomu
(14).

Razlic¢ite genomske studije su profiliranjem ekspresije gena microarray analizom utvrdile cetiri
do pet glavna podtipa karcinoma dojke (Luminalni podtip A, Luminalni podtip B, “Normal-
like*, HER2 obogaceni, podtip bazalnog karaktera (prema eng. “Basal-like*)). koja pokazuju
znacajne razlike u incidenciji, prezivljavanju i odgovoru na terapiju (15) (Slika 1). U ovakvoj

vrsti Klasifikacije razina Ki-67 se navodi kao visoka ili niska.

Luminal HER2+/ER- %
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_—— Normal-like

= hnm‘m i

! gy 2
£ L1588 %,

Basal-like
nlllmlﬂﬁ, filn IHI
i
. s

Slika 1. Gensko profiliranje karcinoma dojke analizom mikro¢ipova (Preuzeto i prilagodeno
na temelju Perreard i sur, 2006)
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1.4.1 Luminalni podtipovi

Tumori dojke luminalnog podtipa su pozitivni na estrogenski receptor (ER) i imaju sli¢an profil
ekspresije keratina s epitelnim stanicama koje oblazu duktuse dojke. Luminalni A podtip (ER+
/ PR+ / HER2-) najces¢i je oblik karcinoma dojke (70%). Ima nisku razinu proteina Ki-67, koji
pomaze u kontroli brzine rasta tumorskih stanica stoga ima tendenciju sporog rasta i ima
najbolju prognozu. lako su ER-negativni podtipovi tumora agresivni i tipicno smrtonosniji od
luminalnih tumora, postoje podtipovi luminalnih tumora koji dovode do losih ishoda unato¢
ER-pozitivnosti. Na primjer, identificiran je podtip Luminal B (ER+/PR+/HER2+) s visokom
razinom Ki-67. Karcinom luminalnog B podtipa obi¢no raste nes$to brze od karcinoma

luminalnog A podtipa i njegova je prognoza nesto losija (13).

1.4.2 ,Normal-like* podtip

Normal-like podtip karcinoma (ER+ / PR+ / HER2-) dojke slican je luminalnom A podtipu:
pozitivan na hormonske receptore, negativan na HER2 i ima nisku razinu proteina Ki-67, koji
pomaze u kontroli brzine stanica raka rasti. Ipak, prognoza normal-like podtipa karcinoma

dojke je nesto loSija od prognoze karcinoma luminalnog A podtipa.

1.4.3 HER2 podtip

Nasuprot tome, ER-negativni tumori mogu se podijeliti u dva glavna podtipa - naime one koji
prekomjerno izrazavaju HER2 (ER-/ HER2 +) i "bazalni" tumori koji imaju profil ekspresije
gena slican bazalnom epitelu s izrazenim citokeratinima 5, 6B, 14 i 17. Tumor HER2 podtipa
ima tendenciju rasta brZze od luminalnih karcinoma 1 moze imati loSiju prognozu, ali ¢esto se
uspjesno lije¢i ciljanim terapijama usmjerenim na protein HER2. Gen humanog receptora
epidermalnog faktora rasta 2 (HER2) je 1 prognosticki i prediktivni faktor. HER2 je pojac¢an u
otprilike 10% do 20% karcinoma dojke. Pretklini¢ke studije su pokazale da amplifikacija
HER?2 ili prekomjerna izrazenost njegovog kodijaru¢eg proteina igra vaznu ulogu u biologiji
karcinoma dojke. Sustavnim pregledom literature iz 2001. godine zakljuceno je da je HER2
slab do umjeren prognosticki faktor i ne bi se trebao koristiti u procesu odlucivanja o

adjuvantnoj sistemskoj terapiji (16).



1.4.4 Podtip bazalnog karaktera

Podtip bazalnog karaktera otkriven je prije vise od desetljeca nazvan zbog sli¢nosti u ekspresiji
gena s bazalnim mioepitelnim stanicama normalnog tkiva dojke. Ti se tumori ¢esto nazivaju
trostruko negativnim karcinomima dojke (TNBC, prema engl. Triple-Negative Breast Cancer)

jer je vecina tumora bazalnog karaketra tipicno negativna za ER, PR i HER2 (Slika 2) (17).

Slika 2. Medularni karcinom dojke, HE. Strelice oznacavaju tumorske stanice kao 1 tumor
inflitrirajuce stanice

Buduci da je genetsko testiranje nedostupno vecini bolesnica s karcinomom dojke zbog visoke
cijene, St. Gallenski konsenzus iz 2013. godine predlozio je upotrebu nadomjesne Kklasifikacije
u molekularne podtipove na temelju receptorskog statusa, izrazenosti HER2 onkogena i
proliferacijskog indeksa Ki-67: Luminal A (ER+, PR+, HER2-, Ki67<20%), Luminal Bl
(ER+, HER2-, jedno od: PR<20%, Ki67>=20%), Luminal B2 (ER+, HER2+), HER2 tip
(HER2+, ER-, PR-) i ,,Basal-like“ (ER-, PR-, HER2-) (Tablica 1). Bolesnice s Luminal A
tumorima imaju najbolju, a bolesnice s HER2 tipom i ,,Basal-like* tipom najlosiju prognozu
(18).



Tablica 1. Imunohistokemijska klasifikacija karcinoma dojke

Podtip karcinoma dojke | Imunohistokemijske Incidencija
karakteristike

Luminalni A ER+/ PR+, PR>20%, / HER2-, Ki- | 40%
67<20%

Luminalni B1 ER+/ PR+, PR<20% / HER2+, Ki- | 10-15%
67>=20%

Luminalni B2 ER+/HER2-, PR +/-, Ki-67 bilo 10-15%
kakav

Her2 ER-/PR-/HER2+ 10-15%

Basal-like ER- / PR- / HER2- 15-20%

1.5 Podtipovi TNBC
Trostruko negativni karcinom dojke obuhvaéa spektar razli¢itih cjelina s izrazitim

molekularnim karakteristikama $to se moze iskoristiti za ciljanu terapiju pri lijeCenju. Prisutna
je velika heterogenost studija koje govore o razlicitoj klasifikaciji podtipova TNBC. U jednoj
od studija, upotrebom imunohistokemijskih markera uspjesno su se izdvojile podvrste koje
pokazuju razli¢ite patohistoloske i prognosticke karakteristike. Daljnja analiza suzila ih je na
tri glavne podskupine: bazalnog karaktera (prema eng. ,,basal like* (BL)), mezenhimalnog
karaktera ,,mesenchymal stem-like* (MSL), luminalnog karaktera ,,luminal androgen receptor*
(LAR). BL izrazavaju visu razinu bazalnih citokeratina (tj. CK5 / 6 i CK14), dok tumori u
kategoriji MSL pokazuju znac¢ajno nizu ekspresiju bazalnog citokeratina, a LAR tumori nemaju

bazalnu citokeratinsku ekspresiju (Tablica 2) (19).

Tablica 2.Podtipovi trostruko negativnog karcinoma dojke s obzirom na razinu ekspresije
CK5/CK14

Podtip TNBC Razina ekspresije bazalnog citokina
(CK5/CK14)

,,basal like“(BL) Visoka

»mesenchymal stem-like“(MSL) niska

,Juminal androgen receptor” (LAR) nema ekspresije




1.6 Proliferacijski indeks Ki-67

IzraZzenost humanog Ki-67 proteina je strogo povezana sa stani¢énom proliferacijom. Tijekom
interfaze, antigen se moze otkriti iskljuc¢ivo unutar jezgre, dok je u mitozi vecina proteina
premjestena na povrsini kromosoma. Cinjenica da je protein Ki-67 prisutan u svim aktivnim
fazama stani¢nog ciklusa (G1, S, G2, i mitoza), ali je odsutan u stanicama koje miruju (GO),
¢ini ga izvrsnim biljegom za odredivanje tzv. frakcija rasta zadane stani¢ne populacije.
Ekspresija Ki-67 se obi¢no procjenjuje imunohistokemijskim metodama, a izrazava se kao
postotak pozitivnih, odnosno obojenih, jezgara tumorskih stanica. Udio Ki-67 pozitivnih
tumorskih stanica Cesto je povezan s klini¢kim tijekom bolesti. Najpoznatiji primjeri u ovom
kontekstu su karcinomi prostate i dojke. Visa razina izrazenosti Ki-67 povezana je s loSijom
prognozom karcinoma dojke neovisno o zahvacéenosti limfnih ¢vorova. Iako je protein Ki-67
dobro opisan na molekularnoj razini i opsezno se koristi kao marker proliferacije, funkcionalno
znacenje i dalje ostaje nejasno (20). Ki-67 je testiran u mnogim istrazivanjima kao prognosticki
i/ 1li prediktivni pokazatelj u ranom karcinomu dojke. Studije su pokazale zna¢ajnu povezanost
izmedu ekspresije Ki-67 i rizika od recidiva i smrti (21). Proliferacijski indeks mjeren pomocu
Ki-67 manji od 20% se smatra ,,niskim®, a ve¢i od 20% se smatra ,,visokim* (22). Po novom
20% za BC.

1.7 Citokeratin 5 i citokeratin 14

Citokeratin 5 je citokeratin tipa Il (osnovni). Antitijela na taj protein identificiraju bazalne
stanice skvamoznog i Zljezdanog epitela, mioepitel i mezotelne stanice. Citokeratin 14 je
polipeptid koji se nalazi u bazalnim stanicama skvamoznog epitela, nekim Zljezdanim
epitelima, mioepitelu i mezotelnim stanicama. Dokazano je da je anti-citokeratin 14 koristan u
razlikovanju karcinoma plocastih stanica od ostalih epitelnih tumora. Anti-citokeratin 5,
zajedno sa anti -citokeratin 14 ima primjenu u identificiranju bazalnog fenotipa karcinoma
dojke (23).

1.8 Ciklus protutumorske imunosti

Da bi antikancerogeni imunoloski odgovor doveo do u¢inkovitog ubijanja tumorskih stanica,

mora se zapoceti niz postupnih dogadaja i omoguciti im da se nastave. Proces kojim imunoloski



sustav ubija stanice tumora opisan je ciklusom imunosti protiv tumora (Slika 3). Istrazivanja o
imunoterapiji tumora nastoje razumjeti kako iskoristiti adaptivnu imunolos$ku obranu
organizma protiv sposobnosti tumora da se razvije i izbjegne unistenje. U prvom koraku,
antigeni stvoreni onkogenezom oslobadaju se i hvataju dendritickim stanicama za obradu
(korak 1). Da bi se u ovom koraku postigao antikancerogeni T-stani¢ni odgovor, mora biti
popracen signalima koji odreduju imununost tako da se ne izazove periferna tolerancija na
tumorske antigene. Takvi imunogeni signali mogu ukljucivati proupalne citokine i faktore
oslobodene od strane tumorskih stanica. Dalje, dendritiCke stanice prezentiraju uhvacene
antigene MHC | (prema engl. Major Histocompatibility Complex I) i MHC Il (prema engl.
Major Histocompatibility Complex Il) molekulama na T-stanicama (korak 2), $to rezultira
aktivaciji efektorskog T-stani¢nog odgovora protiv tumor-specifi¢nih antigena (korak 3) koji
se smatraju stranim ili protiv kojih je tolerancija nepotpuna. Priroda imunoloskog odgovora
odredena je u ovoj fazi, pri ¢emu kritiéna ravnoteza predstavlja odnos T-efektorskih stanica
prema T-regulatornim stanicama, $to je bitno za kona¢ni ishod. Konaéno, aktivirani efektori T
stanica putuju do tumora (korak 4) i infiltriraju se u tumorski sloj (korak 5), specifi¢no
prepoznaju i vezu se na tumorske stanice interakcijom izmedu njihovog T-stani¢nog receptora
(TCR) i njegovog srodnog antigena vezanog na MHC I (korak 6), i uniStavaju ciljnu stanicu
tumora (korak 7). Odumiruce stanice tumora otpustaju dodatne tumorske antigene i tako
omogucuju nastavak ciklusa protutumorske imunosti (ponovno korak 1). Kod pacijenata
oboljelih od tumora, ciklus tumora i imunosti ne djeluje optimalno. Antigeni tumora mozda
nece biti detektirani, dendriti¢ke 1 T stanice mogu tretirati antigene kao vlastite, a ne strane,
¢ime se stvaraju T regulatorni stani¢ni odgovori, a ne efektorski odgovori. Nadalje, T stanice

ne moraju pravilno naciljati tumorski okoli§, a moze biti inhibirana i njihova infiltracija u tumor

(24).
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Slika 3. Ciklus imunosti protiv tumora

(Preuzeto i prilagodeno na temelju Chen i Mellman, 2013)

Kod zdravih osoba, ciklus protutumorske imunosti je samoodrziv. Medutim, u bolesnika
oboljelih od raka ciklus imunosti moze biti naruSen, §to omogucuje nekontrolirani rast tumora.
Jedan od ¢imbenika koji mogu narusiti ciklus protutumorske imunosti jest ligand programirane
stani¢ne smrti 1 ili PD-L1 (premaengl. Programmed Death-Ligand 1). Ovaj negativni regulator

imunosti moze biti izrazen u tumorskom mikrookruzenju.

1.9 Signalizacija putem PD-L1
1.9.1 Ligand programirane stani¢ne smrti 11 (PD-L1)

Aktivacija 1 ekspanzija T stanica su neophodne komponente ucinkovitog steenog
imunoloSkog odgovora. Ucinkovitost kojom CD4 T-stanice usmjeravaju imunoloski odgovor
zahtijeva odgovarajuce regulatorne mjere kako bi se sprije¢ila imunoloSka hiperaktivacija koja
dovodi do autoimune bolesti. Regulacija ekspanzije i aktivacije T stanica je sloZen proces koji
ukljucuje koordiniranu interakciju vise signalnih putova. CD28 obitelj receptora na povrSini

stanice igra vaznu ulogu u kontroli aktivacije T stanica (26).
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Konac¢no, nedavno se pokazalo da se PD-L1 izrazito izrazava na iscrpljenim T stanicama
tijekom kroni¢ne virusne infekcije. Blokada PD-1 (prema engl. Programmed Cell Death
Protein 1) ili PD-L1 sprjecava njihovu medusobnu interakciju §to moze oporaviti iscrpljene T

stanice omogucujuci im proliferaciju i proizvodnju efektorskih citokina (27).

1.9.2 Kancerogeni inhibitorni put imunoloskog sustava preko PD-L1 i PD-L2

Tumor moze izbje¢i imunosni odgovor tijela. Mnogi tumori to ¢ine izrazavanjem inhibitornog
liganda PD-L1 na tumorskim stanicama i imunosnim stanicama koje infiltriraju tumor. PD-L1
se u velikoj mjeri stvara u vise razliCitih vrsta tkiva, ukljucujuc¢i hematopoetske, endotelne i
epitelne stanice. U normalnim uvjetima, signalni put PD-L1 moze pomo¢i u odrzavanju
imunoloske homeostaze. PD-L1 i PD-L2 su inhibicijski ligandi koji se stvaraju na imunosnim
stanicama i u drugim tkivima. PD-L1 i PD-L2 vezuju se za specifi¢ne receptore na T-
stanicama. Kada se vezu za njih, smanjuju aktivnost citotoksi¢nih T-stanica te tako Stite
normalne stanice od o$te¢enja. Kod karcinoma, put PD-L1 mozZe zastititi tumore od
citotoksi¢nih T-stanica tako da ometa ciklus imunoloskog sustava na dva nacina; unutar limfnih
¢vorova i unutar mikrookruzenja tumora.

PD-L1 moZe inhibirati Sirenje ciklusa imunosti raka u limfnim ¢vorovima. IzraZzenost PD-L1
na imunosnim stanicama koje infiltriraju tumor mogu sprijeciti punjenje i aktivaciju novih
citotoksi¢nih T-stanica u limfnim ¢vorovima i kasnije regrutiranje u tumor (28). Izrazenost PD-
L1 je regulirana na dendriti€¢kim stanicama unutar mikrookruZenja tumora. Dendriticke stanice
koje izrazavaju PD-L1 putuju od tumora do limfnog ¢vora gdje se PD-L1 veze na B7.1 i PD-1
receptore na T-stanicama, suzbijajuci njihovu aktivaciju. Aktivirane T-stanice u tumorskom
mikrookruzenju oslobadaju interferon gama $to rezultira izrazavanjem PD-L1 na tumorskim i
imunosnim stanicama. Prekomjerna izrazenost PD-L1 u tumoru moze inhibirati posljednje
korake ciklusa imunosti tumora deaktiviranjem citotoksi¢nih T stanica u mikrookruzenju
tumora. PD-L1 se veze na T-stani¢ne receptore B7.1 1 PD-1, deaktiviraju¢i citotoksi¢ne T-
stanice. Kada se jednom deaktiviraju, T-stanice ostaju inhibirane u tumorskom
mikrookruzenju. To je u skladu s predlozenim mehanizmom djelovanja ovog negativnog
regulatora, gdje se PD-L1 (izraZen ili na tumorskim stanicama ili na tumorskim infiltriraju¢im
imunskim stanicama) veze na PD-1 na aktiviranim efektorskim T-stanicama uzrokujuci
regrutaciju fosfataze SHP-2 i kasniju inaktivaciju PI13-kinaza signalnog puta (26). Ovi dogadaji
blokiraju izlu¢ivanje ili proizvodnju citotoksi¢nih medijatora potrebnih za ubijanje. Medutim,

¢ini se da je ovaj blok brzo reverzibilan nakon uklanjanja inhibicije (Slika 4 i 5).
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Slika 5. Signalni put PD-L1 (Preuzeto i prilagodeno na temelju Garcia-Diaz i sur., 2017)
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1.10 PD-L1 kao potencijalni prediktivni biomarker za inhibitore imunosnih
kontrolnih to€aka kod razli¢itih zlo¢udnih tumora
Cimbenici u mikrookruZenju tumora mogu djelovati na moduliranje postojeceg aktiviranog
antitumornog imunoloskog odgovora T stanica, djeluju¢i kao imunoloski reostat ili
"imunostat". Imunoloski odgovor tumora odrazava niz pazljivo reguliranih dogadaja koji se
mogu optimalno adresirati ne pojedina¢no nego kao skupina (29). 1zazov je sada iskoristiti ovo
novo razumijevanje za razvoj novih lijekova i provedbu klini¢kih strategija.
Imunohistokemijski marker PD-L1 (SP142) je moguci prediktivni bioloski biljeg za one
tumore koji koriste taj signalni put da bi inhibirali imuni odgovor. Identifikacija PD-L1 kao
imunoloskog modulatora izrazenog u 20% -50% zlo¢udnih tumora (25) dovela je do razvoja
brojnih imunoterapija tumora koje ciljaju na interakcije izmedu PD-L1: PD -1, PD-LI: B7.1, i
PD-L2: PD-1. Stope odgovora na monoterapiju anti-PD-L1 i anti-PD-1 prikazane su za vise od
750 bolesnika (u rasponu od 13% do 38%) lije¢enih u Sirokom rasponu tipova raka kod ljudi.
Antitumorsko djelovanje PD-L1- i PD-1-ciljanih terapija koje Kkoriste sintetizirani
imunoglobulin G1 (IgG1) (MPDL3280A; modificiran da eliminira ADCC promjenom vezanja
FcyR) (29) ili 1gG4 antitijela (nivolumab i lambrolizumab), je rezultiralo u posebno brzom
antitumorskom djelovanju, s nekim odgovorima opazenim unutar dana nakon pocetka
lije¢enja. Ovi podaci upucuju na zakljucak da je za mnoge vrste tumora ciklus tumor-imunost
netaknut sve do tocke ubijanja tumorskih stanica pomoc¢u T-stanica, koje se moze snazno
obuzdati pomoc¢u PD-L1. Jednom kada je PD-L1:PD-1 interakcija blokirana, prethodno
postojece antikancerogene T stanice mogu brzo obnoviti svoju efektorsku funkciju.
Pretklini¢ke studije upucuju na to da prevencija obje interakcije moze propagirati aktivnost
citotoksi¢nih limfocita. Ispitivanja takoder pokazuju da je ekspresija PD-L1 povezana s
odgovorom na inhibiciju interakcije izmedu PD-L1 i PD-1, §to ukazuje na to da kod tumora s
visokim stupnjem ekspresije PD-L1 postoji veca vjerojatnost odgovora na imunoterapije koje

ciljano djeluju na signalizaciju putem PD-L1(29).

1.10.1 Inteferencija PD-L1 na tumorskim i na imunosnim stanicama

Interferencija PD-L1 aktivnosti na tumorskim stanicama kao i na imunosnim stanicama koje
infiltriraju u tumor moze sprijeciti supresivno signaliziranje kroz B7.1 i PD-1 na aktiviranim T

limfocitima.
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1.10.2 Utjecaj inteferencije PD-L1 na PD-L2 interakcije

Drugi ligand je PD-L2 koji se primarno eksprimira na normalnim stanicama, stite¢i ih tijekom
imunoloskog odgovora za odrzavanje imunoloske homeostaze, $to sugeriraju pretklinicke
studije. Izravno ciljanje PD-L1 (za razliku od ciljanja PD-1) ostavlja PDL2 / PD-1 interakciju
netaknutu, potencijalno je oCuvana periferna imunoloska homeostaza. Pretklinicke studije

upuc¢uju na to da ometanje aktivnosti PD-L1 ne inhibiraju interakcije PD-L2 / PD-1(31).
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2 CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istraZivanja je ustanoviti postoji li povezanost izrazenosti proteina PD-L1 u trostruko
negativnim karcinomima dojke s dobi bolesnica te patohistoloskim parametrima veliine
tumora, proliferacijskim indeksom Ki-67, perineuralnoj i limfovaskularnoj invaziji te
prosirenost tumora u regionalne limfne ¢vorove i prisutnost udaljenih metastaza te s podtipom
TNBC (bazalni ili luminalni tip).
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3 MATERIALI I METODE

3.1 Materijal

Istrazivanje je provedeno na uzorku od 28 bolesnica s dijagnozom trostruko negativnog
karcinoma dojke. Imunohistokemijom metodom su analizirani arhivirani uzorci biopsija
tumora na prisustvo proteina PD-L1 u tumor infiltriraju¢im limfocitima kao i u samom
tumorskom tkivu. 1z patohistoloskih nalaza arhive zavoda za patologiju KBC "Sestre
milosrdnice" preuzeti su podaci o dobi bolesnica, veli¢ini tumora, HER-2 statusu,
proliferacijskom indeksu Ki-67, histoloskom gradusu, perineuralnoj i limfovaskularnoj invaziji
te proSirenost tumora u regionalne limfne &vorove i prisutnost ili odsutnost udaljenih

metastaza.

Kontrole tkiva koristile su se za pra¢enje ucinkovitosti reakcije obrade tumorskih uzoraka,
ispitivanih reagensa i instrumenata. Kao kontrolu koristilo se benigno tkivo ljudskih krajnika
kod kojih je pozitivna reakcija bio rezultat obojenih limfocita i makrofaga u germinalnim
centrima rasprSenim medu neobojanim PD-L1 negativnim stanicama u interfolikularnim

regijama.

3.2 Metode

Za detekciju prisutnosti proteina PD-L1 u uzorcima tumora koristili smo imunohistokemijsku

metodu. Prije imunohistokemijske analize bojenja uzorci tkiva se moraju pripremiti za bojenje.

3.2.1 Priprema tkiva za bojanje

Tumorsko tkivo fiksirano u 10% formalinu 1 u uklopljeno u parafin se izreze na mikrotomu na
2-3 um debele rezove. Nakon toga izrezani rezovi se stave u vodenu kupelj (56 °C) da se
razvuku te se navlace na predmetna stakla, zatim se suse u termostatu 40 minuta na 60 °C. Prije
postupka bojenja potrebno je preparate deparafinirati u ksilolu (3x po 15 minuta), rehidrirati
do vode u silaznom gradijentu etanola (100%, 95%, 70%) i isprati u destiliranoj vodi. Prije
bojenja materijal se takoder mora obraditi postupkom demaskiranja antigena zbog toga Sto se

prije prozimanja parafinom fiksira u formalinu. Formalin inhibira raspadanje i deformaciju
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stanica te Stiti tkivo od Stetnih utjecaja tijekom daljnje obrade tkiva, s druge strane formalin
stvara intra- i intermolekularne veze izmedu proteina i na taj nacin skriva antigene za reakciju
s antitijelom. Stoga se na kraju materijal prije bojenja mora obraditi postupkom
demaskiranja antigena kombinacijom termicke obrade u puferima visokog pH (kuhanje u

puferu pH 9,0), ¢ime se antigeni oslobadaju za imunolosku reakciju.

3.2.2  Imunohistokemijsko bojenje

Imunohistokemijska metoda Koristi specifi¢na primarna antitijela koja se vezu za antigene u
fiksiranom tkivu, imunohistokemijska bojenja provedena su u automatiziranom uredaju
Benchmark GX proizvodata Ventana (Roche) koji vrSi proces demaskiranja antigena
(standardni predtretman 1), inhibira proteaze, inkubira antitijela te na kraju uzorke boji

"hematoksilinom II" i "bluing reagensom" proizvodaca Ventana (Roche).

Za detekciju vezanja primarnog protutijela koristili smo OptiView Universal DAB IHC
Detection Kit i OptiView Amplification Kit proizvoda¢a Ventana (Roche) koji sadrzi
sekundarna antitijela obiljezena s peroksidazom iz hrena (prema eng. horseradish peroxidase,
HRP), a cijeli kompleks vizualizira se pomocu vodikova peroksida i diaminobenzidina (DAB),
kromogena $to daje smede obojenje na mjestu antigena koji je lokaliziran pomocu primarnog

antitijela.

Za odredivanje prisutnosti proteina PD-L1 Koristili smo primarno protutijelo proizvodaca
Ventana (Roche) anti-PD-L1 (klon SP142, rabbit monoclonal primary antibody) uz pozitivnu
kontrolu koja je potvrdena reakcijom PCR (prema eng. polymerase chain reaction).

U uredaj Benchmark GX umetnu se stakalca s uzorcima trostruko negativnog karcinoma dojke,
dozator s antitijelom anti- PD-L1(SP142) i dozator kompleta za detekciju ultraView. Zatim se
odabire opcija deparafinizacije tkiva te predtretman 1 (kondicioniranje stanice 1, prema eng.
cell conditioning 1 u trajanju od 64 minute. Nakon toga odabire se opcija za inhibiciju
endogenih peroksidaza. Inkubacija antitijela postavlja se na 28 minuta pri temperaturi od 37
°C. Uzorci se na kraju boje 'hematoksilinom II' u trajanju od 8 minuta te 'bluing regensom’ u
trajanju od 4 minute.

Izrazenost PD-L1 je zabiljezena kao pozitivna kod svih onih koji imaju vise od 1% pozitivnih
tumor-infiltiraju¢ih imunih stanica kao 1 kod svih onih koji imaju viSe od 1% pozitivnih

tumorskih stanica.
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Kako bismo razlucili koji karcinomi pripadaju skupini bazalnih tumora duktalnog invazivnog
karcinoma (CK5/14 pozitivni), gore opisanom metodom imunohistokemijskog bojenja smo

upotrebom primarnog protutijela na citokeratin 5 i citokeratin 14 (CK5/14) obojili uzorke.

3.3 Statisticka obrada podataka

Za osnovnu obradu koriStena je deskriptivna statistika. Odnos svih histopatoloskih parametara
(dob, veli¢ina tumora, Ki-67 proliferacijski indeks, histoloSki gradus tumora, prisutnost
proteina PD-L1, perineuralna i limfovaskularna invazija, proSirenost tumora u regionalne
limfne ¢vorove i prisutnost udaljenih metastaza) analiziran je neparametrijskim Spearman
korelacijskim testom, y2-testom i Kendall Tau analizom. Statisticka analiza provedena je
pomocu statistickog programa Statistika 7.0 (Statsoft, Tulsa, USA) s razinom statisticke

znacajnosti 5% (P<0,05) te korelacijskim koeficijentom [r] ve¢im od 0,20.
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4 REZULTATI

Klinicke i1 patohistoloske karakteristike bolesnica s trostruko negativnim karcinomom dojke
koje smo koristili u ovom istrazivanju kao $to su dob, veli¢ina tumora, Ki-67 proliferacijski
indeks, prisutnost proteina PD-L1, proSirenost tumora u regionalne limfne ¢vorove, progresija

bolesti i pozitivnost na citokeratin 5 i citokeratin 14 prikazane su u Tablici 3.
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Tablica 3. Klinicke i patohistoloske Karakteristike bolesnica s trostruko negativnim

karcinomom dojke

Karakteristika Broj slu¢ajeva N (%)
DOB

<50 godina 7 (25%)
>50 godina 21 (75%)
VELICINA TUMORA

<3 cm 16 (57,1%)
>3 cm 12 (42,9%)
ER

pozitivno 28 (100%)
negativno 0

PR

pozitivno 28 (100%)
negativno 0

HER-2

pozitivno 17 (60,7%)
negativno 11 (39,3%)

Ki-67 POZITIVNOST
<50% 15 (53,6%)
>50% 13 (46,4%)

ZAHVACENOST LIMFNIH CVOROVA
pozitivno 8 (29,6%)
negativno 19 (70,4%)

PROGRESIJA BOLESTI

prisutna 10 (35,7%)
nije prisutna 18 (64,3%)
PD-L1

pozitivno 17 (60,7%)
negativno 11 (39,3%)
CK 5/14

pozitivno 11 (39,3 %)
negativno 17 (60,7 %)

x2-test nije pokazao statisticku znacajnost izmedu testiranih parametara. U nasem istraZzivanju

dobiveni su sljedeci rezultati:
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4.1 Dob bolesnica

Srednja Zivotna dob osoba oboljelih od trostruko negativnog karcinoma dojke je 57,6 godina,
s rasponom od 30 do 76 godina. Od 17 slucajeva (60,7%) kod kojih se imunohistokemijom
dokazalo prisustvo proteina PD-L1, njih 12 (70,6%) pripada skupini bolesnica starijih od 50
godina (Slika 6).

PD-L1 +
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%

10%

0%
>50 godina <50 godina
Slika 6. Korelacija ekspresije PD-L1 sa dobi bolesnica s trostruko negativnim karcinomom

dojke

Spearmanovom analizom korelacije patohistoloskih parametara trostruko negativnog
karcinoma dojke nisu pronadene znacCajne korelacije dobi bolesnica s ostalim istrazenim

parametrima.

4.2 Velicina tumora

U ovom uzorku bolesnica s trostruko negativnim karcinomom dojke veli¢ina tumora varira od
1 do 10 cm. Srednja veli¢ina tumora bolesnica je 3,32 cm, a medijan veli¢ine je 1,7 cm (Slika
7). Od 17 slucajeva (60,7%) kod kojih se imunohistokemijom dokazalo prisustvo proteina PD-
L1, njih 11 (64,7%) pripada skupini bolesnica kod kojih je tumor manji od 3 cm (Slika 8).
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Slika 7. Distribucija veli¢ine tumora u bolesnica s trostruko negativnim karcinomom dojke
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Slika 8. Korelacija PD-L1 ekspresije sa veli¢inom trostruko negativnog karcinoma dojke
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Spearmanovom analizom korelacije patohistoloskih parametara trostruko negativnog
karcinoma dojke nisu pronadene znacajne korelacije veliine tumora s ostalim istraZzenim

parametrima.

4.3 Ki-67 i histoloski gradus tumora

Sve bolesnice u uzorku imaju trostruko negativni karcinom dojke gradusa 3. Vecina bolesnica
u uzorku ima postotak Ki-67 pozitivnih jezgara manji od 50% (54%) (Slika 9). Od 17 slucajeva
(60,7%) kod kojih se imunohistokemijom dokazalo prisustvo proteina PD-L1, njih 9 (52,9%)
pripada skupini uzoraka ¢iji je postotak Ki-67 manji od 50%. Kod uzoraka sa negativnim PD-
L1 jednaka je distribucija medu skupinama uzoraka sa Ki-67 manjim od 50% i uzoraka sa Ki-

67 ve¢im od 50% (Slika 10).

Ki-67

m <50% = 2>50%

Slika 9. Distribucija Ki-67 u bolesnica sa trostruko negativnim karcinomom dojke
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Slika 10. Korelacija ekspresije PD-L1 sa Ki-67 u bolesnica sa trostruko negativnim

karcinomom dojke

Spearmanovom analizom korelacije patohistoloskih parametara trostruko negativnog

karcinoma dojke nisu pronadene znacajne korelacije Ki-67 s ostalim istrazenim parametrima.

4.4  ProSirenost tumora u regionalne limfne ¢vorove

U uzorku je 29,6% slucajeva kod kojih se tumor proSirio u limfne ¢vorove (Tablica 3). Kada
se usporeduju skupine bolesnika kod kojih je PD-L1 pozitivan i skupina bolesnika kod kojih
je PD-L1 negativan i pro$irenost tumora u regionalne limfne ¢vorove, moze se vidjeti da su

metastaze jednako zastupljene u obje skupine (Slika 11).
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Slika 11. Prosirenost tumora u regionalne limfne ¢vorove u uzorcima trostruko negativnog

karcinoma dojke

Spearmanovom analizom korelacije patohistoloskih parametara trostruko negativnog
karcinoma dojke nisu pronadene znacajne korelacije prosirenosti tumora u regionalne limfne

¢vorove s ostalim istrazenim parametrima.

4.5 Prisustvo proteina PD-L1

U ovom istrazivanju bilo je 17 slucajeva (60,7%) kod kojih se imunohistokemijom dokazalo
prisustvo proteina PD-L1 u trostruko negativnim karcinomima dojke (Slika 12 i 13). Od 17
uzoraka kod kojih je PD-L1 bio pozitivan, 3 uzorka su pokazala prisustvo PD-L1 u tumor-
infiltiraju¢im limfocitima kao i u samim tumorskim stanicama (Slika 14 i 15). Kendall Tau
analiza korelacije pokazala je povezanost izmedu prisustva proteina PD-L1 u tumor-

inflitriraju¢im limfocitima i prisustva proteina PD-L1 u tumorskim stanicama (p = 0,037).
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Slika 12. Prisustvo PD-L1 u tumor inflitriraju¢im limfocitima kod trostruko negativnog

karcinoma dojke. Vizualizacija reakcije antigena i antitijela kromogenom DAB

PD-L1

W pozitivho

M negativno

Slika 13. Prisustvo PD-L1 u uzorcima trostruko negativnog karcinoma dojke
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Slika 14. Prisustvo PD-L1 u tumor inflitriraju¢im limfocitima i u tumorskim stanicama kod
trostruko negativnog karcinoma dojke. Vizualizacija reakcije antigena i antitijela kromogenom
DAB

100% ‘ 0.176

m PD-L1+ = Tumorske stanice +

Slika 15. Prisustvo PD-L1 u tumor-infiltiraju¢im limfocitima i u tumorskim stanicama

trostruko negativnog karcinoma dojke
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Spearmanovom analizom korelacije patohistoloskih parametara trostruko negativnog
karcinoma dojke nisu pronadene znacajne korelacije prisustva PD-L1 proteina s ostalim

istrazenim parametrima.

4.6 Progresija bolesti

Od 17 slucajeva (60,7%) kod kojih se imunohistokemijom dokazalo prisustvo proteina PD-L1,
kod njih 6 (35,3%) se ocCitovala progresija same bolesti u bolesnica s trostruko negativnim
karcinomom dojke (Slika 16). Od preostalih 11 slucajeva (39,3%) kod kojih se
imunohistokemijom nije dokazalo prisustvo PD-L1 proteina kod 3 uzorka (27,3%) se o€itovala

progresija same bolesti s trostruko negativnim karcinomom dojke (Slika 17).

PD-L1 +

H Progresija + M Progresija -

Slika 16. Distribucija progresije bolesti u bolesnica sa pozitivnim PD-L1 u trostruko

negativnom karcinomu dojke
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PD-L1 -

M Progresija+ M Progresija -

Slika 17. Distribucija progresije bolesti u bolesnica sa negativnim PD-L1 u trostruko

negativnom karcinomu dojke

Kendall Tau analiza korelacije pokazala je povezanost izmedu progresije bolesti i prosirenosti
tumora u regionalne limfne ¢vorove (p = 0,0002).

Kendall Tau analiza korelacije takoder je pokazala povezanost izmedu progresije bolesti i broja
pozitivnih limfnih ¢vorova (p = 0,0002).

Kendall Tau analiza korelacije pokazala je povezanost izmedu progresije bolesti 1 veli¢ine

tumora (p = 0,001).

Spearmanovom analizom korelacije patohistoloskih parametara trostruko negativnog
karcinoma dojke nisu pronadene znaajne korelacije progresije bolesti s ostalim istrazenim

parametrima.

4.7 Detekcija citokeratina 5 i citokeratina 14

Upotrebom primarnog protutijela na citokeratin 5 i citokeratin 14 (CK5/14) od 28 uzoraka
trostruko negativnog karcinoma dojke za njih 17 (60,7%) je reakcija bila negativna ukazujuci
na tumour luminalnog karaktera (Slika 18). Od preostalih 11 uzoraka 6 ih je pokazalo potpunu
pozitivnu reakciju (Slika 19) dok je preostalih 5 uzoraka bilo mjeSovitog karaktera odnosno
pokazivalo karakteristike bazalnog kao i luminalnog karcinoma dojke (Slika 20). Zbog malog

broja istrazivane skupine od svega 28 uzoraka one koji su pokazivali karakteristike mjeSovitog
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podtipa izrazili su se kao pozitivni. Od 17 slucajeva (60,7%) kod kojih se imunohistokemijom
dokazalo prisustvo proteina PD-L1, 8 uzoraka trostruko negativnog karcinoma dojke (47%)

pokazalo je pozitivnu reakciju na citokeratin 5 i citokeratin 14 (Slika 21).

Slika 18. Prikaz luminalnog podtipa trostruko negativnog karcinoma dojke i negativne reakcije
na citokeratin 5 i citokeratin 14. Smede obojenje prikazuje pozitivne mioepitelne stanice.

Vizualizacija reakcije antigena i antitijela kromogenom DAB

Slika 19. Prikaz bazalnog podtipa trostruko negativnog karcinoma dojke i pozitivne reakcije

na citokeratin 5 i citokeratin 14. Vizualizacija reakcije antigena i antitijela kromogenom DAB
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Slika 20. Prikaz uzorka trostruko negativnog karcinoma dojke s karakterom bazalnog kao i

luminalnog karcinoma dojke. Vizualizacija reakcije antigena i antitijela kromogenom DAB

Detekcija citokeratina 5 i citokeratina 14

CK5/14+ CK5/14-

=
o

O B N W b U1 O N 0O O

HPD-L1+ mPD-L1-

Slika 21. Korelacija PD-L1 izrazenosti s CK5/14 pozitivnim uzorcima
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Kendall Tau analiza korelacije pokazala je povezanost izmedu pozitivne reakcije na citokeratin
5 i citokeratin 14 i dobi bolesnica (p = 0,048).

Kendall Tau analiza korelacije pokazala je povezanost izmedu pozitivne reakcije na citokeratin
5 i citokeratin 14 i limfovaskularne invazije (p = 0,005).

Kendall Tau analiza korelacije pokazala je povezanost izmedu pozitivne reakcije na citokeratin

5 i citokeratin 14 i veli¢ine tumora (p = 0,037).
Spearmanovom analizom korelacije patohistoloskih parametara trostruko negativnog

karcinoma dojke nisu pronadene znacajne korelacije CK5/14 pozitivne reakcije s ostalim

istrazenim parametrima.
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5 RASPRAVA

Trostruko negativni podtip karcinoma dojke koji je otkriven prije vise od desetljeca, a nazvan
je podtip bazalnog karaktera zbog sli¢nosti u ekspresiji gena s bazalnim epitelnim stanicama
normalnog tkiva dojke (17). To je vrsta karcinoma dojke kojem u jezgrama tumorskih stanica
nisu prisutni estrogenski i progesteronski receptori niti je prekomjerno izrazen HER2 protein
na povrsini stanice. Zato su mehanizmi koji tu vrstu raka poticu na rast i dijeljenje uglavnom
nepoznati i zbog toga je ta vrsta raka iznimno teSka za lijeCenje, mogucnosti lijeCenja su
ogranicene 1 prognoze su cesto loSe. Dugorocna prognoza ovisi dobi bolesnice, veli¢ini
primarnog tumora, stupnju diferenciranosti tumora, broju zahvacenih regionalnih limfnih
¢vorova i klinickom stadiju tumorske bolesti (12). Opéenito, prognoza TNBC je najlosija od

svih duktalnih invazivnih karcinoma dojke.

Bolesnice s tumorom dojke mlade od 35 godina imaju lo$iju prognozu od starijih bolesnica.
Ova se razlika samo djelomi¢no objasnjava ve¢om ucestalos¢u losijih patoloskih ¢imbenika
koji se primje¢uju kod mladih bolesnica. Bolesnice mlade od 35 godina imali su znacajno visu
ukupnu stopu recidiva (P =0.002), kao i veéi rizik za razvoj udaljenih metastaza (p = 0.03), u
usporedbi sa starijim bolesnicama. Karcinom kod mladih bolesnica ¢esée je pokazivao
¢imbenike povezane s losijom prognozom, Koji su povezani sa histoloskim gradusom 3 i
limfovaskularnom invazijom, u usporedbi sa starijim bolesnicama (32). U ovom istraZivanju
srednja zivotna dob osoba oboljelih od trostruko negativnog karcinoma dojke je 57,6 godina.
Od 28 uzoraka ispitivanih u ovom istrazivanju, samo jedan uzorak pripada skupini bolesnica
mladih od 35 godina. 21 uzorak (75%) trostruko negativnog karcinoma dojke pripada

bolesnicama iz skupine koja je imala 50 godina ili viSe.

U jednoj retrospektivnoj studiji bilo je uklju¢eno 849 bolesnica sa trostruko negativnim
karcinomom dojke. Od 849 slucajeva u 308 slucajeva (44,8%) veli¢ina tumora je bila manja
od 2 cm. 438 uzoraka tumora (51,6%) je imalo veli¢inu izmedu 2 cm i 5 cm a svega 17 uzoraka
tumora (2%) pripadalo je skupini veli¢ine vise od 5 cm. Postotak koji otpada na veli¢inu tumora
izmedu 2 cm i 5 cm se relativno podudara sa vrijednostima istog u nasem istrazivanju (33). Od
28 slucajeva trostruko negativnog karcinoma dojke u 9 slucajeva (32%) veli¢ina tumora je bila
manja od 2 cm. 15 uzoraka tumora (53,6%) je imalo veli¢inu izmedu 2 cm i 5 cm a 4 (14,4%)

uzorka su bila veé¢a od 5 cm.
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Prema studiji u kojoj je ispitano 44 uzorka karcinoma dojke, prisustvo PD-L1 bilo je visoko
povezano s velikim veli¢inama tumora (p = 0,042) (34). U nasem uzorku Spearmanovom
analizom nije pronadena znacajna korelacija veli¢ine trostruko negativnog karcinoma dojke i

prisustva PD-L1 proteina (p = 0,343).

U prethodnoj studiji ispitano je 280 bolesnica sa trostruko negativnim karcinomom dojke. 99
uzoraka (35,3%) je imalo Ki-67 vrijednost manju od 20%. 85 uzoraka (30,3%) je imalo
vrijednost Ki-67 izmedu 20 % i 50 % dok je 96 (34,4%) uzoraka imalo Ki-67 vrijednost veéu
od 50% (35). U naSem istrazivanju nije bilo uzoraka ¢ija je vrijednost Ki-67 bila manja od
20%. Vrijednost Ki-67 bila je jednaka izmedu skupine uzoraka trostruko negativnog karcinoma
dojke c¢ija je vrijednost Ki-67 bila izmedu 20% i 50% (50%) i skupine uzoraka trostruko
negativnog karcinoma dojke ¢ija je vrijednost Ki-67 bila vec¢a od 50 % (50%).

U jednom istrazivanju ispitano je 849 uzoraka trostruko negativnog karcinoma dojke. U 298
uzoraka (35,1%) je potvrdena prosirenost tumora u regionalne limfne ¢vorove od kojih je u
112 (37,6%) uocena limfovaskularna invazija. U preostalih 551 uzorak (64,9%) nije bilo
prosirenosti tumora u regionalne limfne ¢vorove (33). U nasem ispitivanju od 28 uzoraka kod
njih 8 (29,6%) je uocena prosirenost tumora u regionalne limfne ¢vorove dok u 19 uzoraka
(70,4%) nije uocena proSirenost tumora u regionalne limfne ¢vorove. Za jedan uzorak nisu

pronadeni spomeni podatci. U 5 uzoraka je potvrdena limfovaskularna invazija (17,9%).

U prethodnom istrazivanju imunohistokemijskim metodama ispitivali su prisutnost PD-L1
proteina u 44 uzorka karcinoma dojke. Prisustvo PD-L1 uoceno je u 22 uzorka (50%) u tumor
infiltriraju¢im limfocitima a u 15 uzoraka je PD-L1 bio prisutan i u tumorskim stanicama
(68,2%) (36). U nasem ispitivanju od 28 uzoraka trostruko negativnog karcinoma dojke bilo je
17 slu¢ajeva (60,7%) kod kojih se imunohistokemijom dokazalo prisustvo proteina PD-L1. Od
17 uzoraka kod kojih je PD-L1 bio pozitivan, 3 uzorka su pokazala prisustvo PD-L1 u tumor
infiltiraju¢im limfocitima kao i u samim tumorskim stanicama (17,7%).

U jednoj studiji ispitivali su prisutnost PD-L1 proteina u 5454 uzorka karcinoma dojke.
Ekspresija PD-L1 opcenito je bila povezana s znacajkama lose prognoze: velika veli¢ina
tumora, visoki histoloski gradus, negativni ER status, negativni PR status i veliki postotak Ki-
67. Prisustvo PD-L1 uoceno je u 1076 uzoraka (19,7%) od kojih njih 598 (69%) pripada
skupini bolesnica starijih od 50 godina a preostalih 267 (31%) uzoraka pripada skupini
bolesnica od 50 godina ili mladih od 50 godina (35). Protein PD-L1 u naSem istrazivanju bio

je pozitivan u 17 slucajeva od kojih 5 uzoraka (29,4%) pripada skupini bolesnica od 50 godina
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ili mladih od 50 godina dok njih 12 (70,6%) pripada skupini bolesnica starijih od 50 godina.
Od 1076 uzoraka koji su PD-L1 pozitivni za njih 769 naden je podatak za proSirenost tumora
u regionalne limfne ¢vorove. Od 769 uzoraka u 398 (52%) je bila prisutna prosirenost tumora
u regionalne limfne ¢vorove dok u ostalih 371 (48%) nije bila prisutna. U nasem istraZivanju
od 8 uzoraka kod kojih je bila prisutna proSirenost tumora u regionalne limfne ¢vorove jednaka

je distribucija izmedu skupine koja je PD-L1 pozitivna i skupine koja je PD-L1 negativna.

Takoder, Od 1076 uzoraka karcinoma dojke koji su PD-L1 pozitivni kod njih 665 (62%) je Ki-
67 bio pozitivan dok je kod preostalih 411 (38%) bio negativan. U naSem istrazivanju od 17
slucajeva (60,7%) kod kojih se imunohistokemijom dokazalo prisustvo proteina PD-L1, njih 9

(52,9%) pripada skupini uzoraka ¢iji je postotak Ki-67 manji od 50 %.

U jednoj retrospektivnoj studiji pokazali se da su bolesnice mlade od 35 godina s ranim
stadijem karcinoma dojke nakon mastektomije imale loSiju prognozu s veéim rizikom
progresije bolesti i metastastatskim potencijalom u usporedbi sa starijim pacijentima (37). U
nasem ispitivanju od 28 uzoraka trostruko negativnog karcinoma u 10 slucajeva je uocena
progresija bolesti. Ni jedan od tih uzoraka ne pripada dobnoj skupini manjoj od 35 godina.
Nadalje, prema drugoj studiji, ako je prisutna prosirenost tumora u regionalne limfne ¢vorove
postoji visoki rizik od metastaza, dok ako nema zahvacanja limfnih ¢vorova, bolesnice imaju
nizak rizik od udaljenih metastaza. Uz to, prisutnost viSe od Cetiri metastaze na limfnim
¢vorovima povezana je s vrlo visokim rizikom od udaljenih metastaza (38). U nasem
ispitivanju od 10 potvrdenih progresija bolesti u bolesnica sa trostruko negativnim karcinomom
dojke u 6 uzoraka je pronadena proSirenost tumora u regionalne limfne ¢vorove (p = 0,0002)
Veci tumori opcenito imaju losiju prognozu i veéi metastatski potencijal od manjih tumora. Do
sada je pokazano da veli¢ina karcinoma dojke <2 cm u bolesnica mladih od 40 godina u pravilu
ukazuje na relativno nizak rizik od metastaza. Medutim, tumori veli¢ine od 2-5 cm imaju visoki
rizik od metastaza, dok tumori veli¢ine vise od 5 cm imaju vrlo visok rizik od metastaza (39).
U naSem istrazivanju od 10 potvrdenih progresija bolesti u bolesnica sa trostruko negativnim
karcinomom dojke 7 uzoraka spada u skupinu veli¢ine tumora unutar 2-5 cm dok su preostala

3 uzorka bila ve¢a od 5 cm.

U jednoj studiji istrazivana su 154 uzorka trostruko negativnog karcinoma dojke. Od 154

uzorka, 83 (53,9%) uzorka su pokazala pozitivnu reakciju na citokeratin 5 i citokeratin 14 (40).
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U naSem istrazivanju od 28 uzoraka za njih 11 je reakcija na citokeratin 5 i citokeratin 14
(CK5/14) bila pozitivna (39,3%).

Od 83 CK5/14 pozitivnih uzoraka u spomenutoj studiji, 52 uzorka (62,6%) su pripadala dobnoj
skupini od 50 godina ili manje. U nasem ispitivanju od 11 uzoraka trostruko negativnog
kacinoma koji su pokazali pozitivnu reakciju na CK5/14 4 uzorka (36,4%) su pripadala dobnoj
skupini od 50 godina ili manje.

Od 83 CK5/14 pozitivnih uzoraka, kod 36 uzoraka (43,4%) se uodila proSirenost tumora u
regionalne limfne ¢vorove. U naSem ispitivanju od 11 uzoraka trostruko negativnog kacinoma
koji su pokazali pozitivnu reakciju na CK5/14 u 2 slucaja (18%) se uocila prosirenost tumora
u regionalne limfne ¢vorove.

Od 83 CK5/14 pozitivnih uzoraka, u 32 slucaja (38,5%) uocila se progresija bolesti u obliku
lokalnog recidiva i/ili metastaza. U nasem ispitivanju od 11 uzoraka trostruko negativnog
karcinoma koji su pokazali pozitivnu reakciju na CK5/14 u 3 slucaja (27,3%) uodila se

progresija bolesti.
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6 ZAKLJUCCI

e Bolesnice s izrazenim proteinom PD-L1 pripadaju dobnoj skupini starijoj od 50 godina

e Prisustvo proteina PD-L1 potvrdeno je kod skupine bolesnica ¢iji je Ki-67 manji od
50%

e Polovina bolesnica s tumorom proSirenim u regionalne limfne ¢vorove ima izrazen
protein PD-L1 u tumor infiltirajué¢im limfocitima

e Progresija bolesti trostruko negativnog karcinoma dojke bila je ¢e$¢a u bolesnica Cija
je veli¢ina tumora bila ve¢a od 2 cm

e Prisustvo proteina PD-L1 jednako je distribuirano izmedu skupine karcinoma dojke

bazalnog karaktera i skupine karcinoma dojke luminalnog karaktera
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