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1. UVOD



1.1. Dojka

1.1.1. Anatomija

Dojka je parni organ, modificirana zlijezda znojnica, smjeSten na prednjoj strani prsnog
kos$a na postrani¢nom dijelu, a veli¢inom priblizno zauzima prostor od drugog do sedmog rebra.
Lateralno je omedena srednjom pazus$nom linijom dok medijalnu granicu ¢ini postrani¢ni rub

prsne kosti.

Tijelo dojke lat. corpus mammae sastoji se od 15 — 20 reznjeva koji predstavljaju
osnovnu funkcionalnu jedinicu dojke (1). Svaki je rezanj dojke izgraden od sustava kanali¢a
koji se granaju pocCevsi od najveceg, laktifernog duktusa, do terminalne duktulo-lobularne
jedinice. Duktulo-lobularna jedinica se sastoji od ekstralobularnog duktusa i lobula kojeg
sacinjavaju acinusi (zlijezde) i intralobularni duktusi (kanali¢i) uklopljeni u rahlu intralobularnu
stromu. Izvodni se kanali¢i dojke Sire u laktiferni sinus koji se nalazi u podru¢ju ispod
bradavice. Kanali¢i se naposlijetku otvaraju u izbo€enju u sredini tijela dojke koje se naziva

bradavica, a okruZena je tamnije pigmentiranim podrucjem, areolom (Slika 1).

Bradavica, areola i povrSinski dio laktifernog duktusa oblozeni su mnogoslojnim
plocastim epitelom koji prelazi u cilindri¢ni pseudostratificirani epitel pa u dvoredni kubi¢ni
epitel koji oblaze vecinu kanali¢a dojke. Epitel kanali¢a dojke graden je od dvije vrste stanica:

sekrecijskih 1 mioepitelnih stanica (2).

Dojka je u svojem polozaju uc¢vrs¢ena za kozu i dubinsku torakalnu fasciju potpornim
svezama. [zmedu reZnjeva dojke nalaze se tracci masnog tkiva koji odreduju veli¢inu i oblik
dojke. Dojku najve¢im dijelom opskrbljuje unutarnja prsna arterija i to perforantnim granama,
zatim ogranci aksilarne arterije 1 ogranci straznje medurebrene arterije. Deoksigenirana krv se
iz dojke najve¢im dijelom drenira u aksilarnu, unutarnju torakalnu, lateralnu torakalnu i
medurebrene vene. Limfne Zile vode limfu iz dubine dojke u subareolarni limfni splet, odakle
slijede vene na putu prema pazu$noj Supljini. Najveci se dio limfe drenira u aksilarne limfne
¢vorove 1 to u pektoralnu skupinu. Limfa iz dubljih dijelova dojke drenira se u apikalne limfne
¢vorove dok parasternalni limfni ¢vorovi primaju limfu iz medijalnih dijelova dojke. Limfa se
iz koze dojke drenira u limfne ¢vorove niz trbusnu stijenku ili u drugu dojku. Dojka je bogato
inervirana ograncima medurebrenih Zivaca koji se sastoje od simpatickih 1 osjetnih vlakana.
Zivéana vlakna opskrbljuju gotovo sve dijelove dojke: mlijeéne Zlijezde, krvne Zile, glatke

misice, kozu, areole i bradavice (1).



masno tkivo

Slika 1. Anatomija dojke, prikaz presjeka dojke i mreze limfnih ¢vorova

Preuzeto s: Leading the fight against cancer. Always focused on you. [Internet]. Manhattan:
MSK; 2023. Anatomy of the breast [citirano 20. srpnja 2023.]. Dostupno na:

https://www.mskcc.org/cancer-care/types/breast/anatomy-breast.

1.2. Rak dojke
1.2.1. Epidemiologija

Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije, rak dojke bio je 2020. godine
najzastupljeniji oblik raka u zena (24,5%) s 2 261 419 novih slucajeva (3). Nakon raka dojke,
sljedeci su po zastupljenosti kolorektalni karcinom (9,4%) i rak pluca (8,4%) (Slika 2.).



Dojka 24,5%

Ostalo 37,8 %

Zeludac 4% Kolorektum 9,4%

Tijelo maternice 4,5% Pluéa 8,4%

Stitiata 4.9 % Vrat maternice 6,5%
itnjaca 4,9 %

Slika 2. Broj novih slu¢ajeva raka u svijetu, podaci izraZeni postotcima.

Preuzeto i prilagodeno prema: International agency for research on cancer [Internet]. Zeneva:
World health organization; 2023. Estimated number of new cases in 2020, world, females, all

ages [citirano 20. kolovoza 2023.]. Dostupno na: https://gco.iarc.fr/today/online-analysis-pie

U Republici Hrvatskoj, dojka je takoder najcesce sijelo raka kod Zena s 2894 novih
slucajeva u 2020. godini (Slika 3. ).

Incidencija karcinoma dojke povecava se s dobi (4). Europa, Australija i Sjeverna
Amerika podrucja su visokog rizika gdje 6 % Zena razvije invazivni karcinom dojke prije 75.
godine zivota. Rizik za razvoj raka dojke manji je u slabije razvijenim podruc¢jima poput juzne
Azije 1 supsaharske Afrike gdje vjerojatnost pobola od raka dojke iznosi jednu tre¢inu one u
razvijenim zemljama. Stope incidencije raka dojke rastu i u slabije razvijenim zemljama dok u
onim razvijenim blago stagniraju zahvaljuju¢i uvodenju mamografskog probira. Od 2005.
godine zabiljezen je pad incidencije koji se pripisuje smanjenju i racionalnijoj upotrebi

hormonske nadomjesne terapije (5).
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Slika 3. NajceSca sijela raka u Hrvatskoj, Zene, 2020.

Preuzeto s: Hrvatski zavod za javno zdravstvo [Internet]. Zagreb: HZJZ; 2020. Incidencija i
mortalitet od raka u EU-27 zemljama za 2020. godinu [citirano 20. kolovoza 2023.]. Dostupno
na: https://www.hzjz.hr/sluzba-epidemiologija-prevencija-nezaraznih-bolesti/incidencija-i-

mortalitet-od-raka-u-eu-27-zemljama-za-2020-godinu/

1.2.2. Rizi¢ni ¢imbenici
Postoji veliki broj ¢imbenika rizika za nastanak raka dojke koji su opisani u brojnim
epidemioloskim i molekularno-genetickim studijama, a najvazniji su dob, reproduktivna

aktivnost, stil Zivota, prehrana, naslijede, upotreba hormonske nadomjesne terapije.

lIako se rak dojke pojavljuje 1 prije tridesete godine Zivota, rizik se udvostruc¢ava svakih

deset godina do menopauze tako da zene starije dobi imaju viSestruko ve¢i rizik od obolijevanja

(6).

Rana menarha, kasna menopauza i nuliparitet navode se kao znacajni rizici za razvoj
raka u Zena postmenopauzi, a vrlo je vazan i u¢inak dojenja koji umanjuje rizik za razvoj

karcinoma dojke.



Iz toga proizlazi da je znacajan utjecaj Zenskih spolnih hormona, posebice estrogena, u
nastanku karcinoma dojke $to je opisano u studiji koju je provela Svjetska zdravstvena
organizacija. Istrazivanje je provedeno na 67 milijuna Zena, a rezultati pokazuju kako koriStenje
hormonske terapije estrogenom s ciljem poticanja ili sprjeCavanja trudnoce ili uzimanje
hormonske nadomjesne terapije u lijecenju razlicitih poremecaja, povecava rizik od nastanka

karcinoma dojke za 1,3 do 1,5 kod Zena u dobi izmedu 40. 1 50. godine zivota (6).

Debljina je takoder znacajan rizicni ¢imbenik jer u masnom tkivu djelovanjem
aromataze dolazi do pojacanog stvaranje estrogena. Zbog metabolickog djelovanja masnog
tkiva, dolazi do razvoja inzulinske rezistencije i stvaranja inzulinu sli¢nih faktora rasta IGF-I,
IGF-IT (engl. insuline like growth factor) koji zajedno s proupalnim citokinima mijenjaju
signalne puteve izmedu stanica 1 utjeCu na pretvorbu normalnih stanica u tumorske stanice

(6,8),

U Europi se oko 10% slucajeva raka dojke pripisuje nasljedu, a predispozicija se
nasljeduje kao autosomno dominantno svojstvo ograni¢ene penetrantnosti od oba roditelja, $to
znaci da roditelji predispoziciju za rak dojke mogu prenijeti na svoje potomke iako sami nisu
oboljeli od raka. BRCA1 i BRCA2 (engl. breast carcinoma) su tumorsupresorski geni u kojima
su pronadene mutacije u obitelji s visokom ucestalosti pobola od karcinoma dojke. BRCA1
mutacija prisutna je kod jedne od tristo Zena (0,33%) 1 pripisuje joj se oko 4% slucajeva
karcinoma dojke. Postoje jo§ dva tumorsupresorska gena, p53 i PTEN, koji se dovode u vezu s

rakom dojke 1 geni koji kodiraju estrogenske receptore (8).

Raznovrsna prehrana i umjerena tjelovjezba imaju protektivno djelovanje na ljudsko
zdravlje, dok prehrana koja obiluje trans-masnim kiselinama uzrokuje poremecaje u
metabolickim putevima, povecava razinu lipida u krvi, uzrokuje nagomilavanje visceralnog
masnog tkiva i djeluje proupalno §to u kona¢nici moZe dovesti do povecanog rizika za razvoj
raka. JoS uvijek nema dovoljno dokaza koji bi konzumaciju alkohola doveli u usku vezu s
razvojem raka dojke. U jednom istraZivanju dokazano je kako konzumacija etanola u dozi od
10 grama dnevno povecava rizik za razvoj raka dojke za 8% kod Zena u postmenopauzi, 9%
kod Zena u premenopauzi i 10% u opc¢oj populaciji. U populaciji Zena koje su fizicki aktivne 1
bave se tjelovjeZbom umjerenog do jaceg intenziteta zabiljeZeno je smanjenje rizika za razvoj
raka dojke za 10 do 25% u usporedbi s populacijom Zena koje nisu fizicki aktivne. Utjecaj
duhanskog dima se zbog slabe kvalitete dokaza u provedenim istraZzivanjima ne moZze dovesti

u usku vezu s nastankom raka dojke (9).



1.3. Histoloska klasifikacija karcinoma dojke

Postoje tri glavne skupine karcinoma dojke: neinvazivni (karcinom in situ), invazivni i
mikroinvazivni karcinom. Podjela je nastala na temelju histoloskih karakteristika i ponasanja
karcinoma, a glavna je odrednica prisutnost proboja tumorskih stanica kroz bazalnu membranu
1 zahvacanja okolnog tkiva dojke. Naj¢esc¢i oblik invazivnog raka dojke je invazivni karcinom
bez posebnih karakteristika, NOS (engl. Not otherwise specified) koji ¢ini oko 80%
novootkrivenih slu¢ajeva raka dojke. Sljede¢i je po zastupljenosti invazivni lobularni karcinom

dok su ostali tipovi karcinoma rjedi (10).

1.3.1. Neinvazivni karcinomi dojke

1.3.1.1. Duktalni karcinom in situ

DCIS (eng. ductal carcinoma in situ) je preinvazivna lezija koja se sastoji od umnozenih
malignih stanica epitela kanali¢a dojke bez proboja bazalne membrane . Nekada se DCIS
klini¢ki prezentirao kao palpabilna masa i njegova je incidencija iznosila svega 3% do 5%
karcinoma dojke, danas se DCIS dijagnosticira dosta ranije uvodenjem mamografskog probira

na rak dojke (11).

1.3.1.2. Lobularni karcinom in situ

LCIS (engl. lobular carcinoma in istu) je lezija koja nastaje u terminalnoj duktulo-
lobularnoj jedinici, proliferacijom malih, diskohezivnih monomorfnih stanica. Cesto se
dijagnosticira sluc¢ajno, pregledom mikroskopskih uzoraka bioptata dojke dobivenih biopsijom
dojke za neku drugu indikaciju. Ce$ée se javlja u Zena od 45 do 50 godina Zivota u

premenopauzalnom periodu, ¢esto pokazuje multicentricnost i moZze se pojaviti bilateralno (12).

1.3.2. Mikroinvazivni karcinom
Karcinom veli¢ine <0,1 cm koji invadira podleZe¢u stromu definira se kao
mikroinvazivni karcinom dojke (15). NajceS¢e se moze pronaci u blizini duktalnog karcinoma

in situ, a ima dobru prognozu 1 destogodis$nje prezivlljenje oko 90,7% (13,14).



1.3.3. Invazivni karcinomi dojke

1.3.3.1. Invazivni karcinom bez posebnih oznaka, NOS

Najces¢i je tip invazivnog karcinoma dojke graden od tumorskih stanica grupiranih u
zlijezde, tracke i solidne nakupine okruzene vezivnom stromom. U tumorskim se zariStima
uocava blaga, umjerena do teska atipija malignih stanica. U polovini sluCajeva nalaze se
mikrokalcifikati 1 podru¢ja nekroze tumorskog tkiva. Mikroskopskim pregledom se u vecini

uzoraka (80%) nalaze 1 podrucja DCIS unutar samog tumora ili u okolnom tkivu dojke (2).

1.3.3.2. Lobularni invazivni karcinom dojke

Lobularni invazivni karcinom ¢ini 8% do 14% svih karcinoma dojke, a incidencija mu
se u posljednjih nekoliko godina znacajno povecava (16). Ovaj tip karcinoma graden je od
infiltrativnih tracaka diskohezivnih stanica oskudne citoplazme bez vidljivih znakova
dezmoplasti¢ne reakcije okolne strome (17). Za tumor je karakteristicno da se pojavljuje
multicentri¢no, multifokalno i bilateralno. Drugi je po zastupljenosti, odmah nakon invazivnog

karcinoma dojke bez posebnih oznaka (18).

1.3.3.3. Mucinozni karcinom

Mucinozni je karcinom podvrsta koja se javlja u 4% slucajeva i to ¢eS¢e kod Zena u
perimenopauzi i postmenopauzi. (19). Ono Sto ga razlikuje od duktalnog invazivnog karcinoma
je bolja prognoza ukoliko ne postoje udaljene metastaze, $to je najvazniji prognosticki cimbenik
kod ovog tipa tumora (20, 21). Karakteristican je nalaz mucina u izvanstani¢nom ili

unutarstanicnom prostoru (22).



1.3.3.4. Invazivni karcinom dojke s medularnim karakteristikama
Pripada skupini rijetkih karcinoma dojke i ¢ini manje od 5% svih invazivnih karcinoma
dojke, a prepoznaje se po posebnim histoloskim karakteristikama kao $to su sincicijalni rast,

umjereni ili visoki nuklearni gradus te difuzni limfocitni infiltrat na periferiji (23).

1.3.3.5. Tubularni karcinom

Tubularni je karcinom graden od pravilnih, dobro diferenciranih stanica koje tvore
tubularne strukture nalik na kanali¢e dojke. Ce3ée se nalazi kod Zena starijih od 50 godina i ima
izvrsnu prognozu. Za tumor je karakteristicno da je najceSée pozitivan na estrogenske i

progesternoske receptore, a negativan na HER2 (engl. human epidermal growth factor receptor

type 2) (24).

1.3.3.6. Invazivni papilarni karcinom
Vrlo je rijedak podtip karcinoma graden od papila koje su uklopljene u fibrovaskularnu
stromu. Mikroskopski se vide papile unutar proSirenih kanali¢a dojke uz gubitak mioepitelnih

stanica u perifernom dijelu (25).



1.3.3.7. Karcinom s apokrinom diferencijacijom

Karcinom s apokrinom diferencijacijom rijedak je podtip invazivnog karcinoma dojke
graden od stanica koje imaju bogato granulirane eozinofilne citoplazme, velike jezgre i
istaknute nukleole. Karakteriziran je negativnosS¢u na estrogenske 1 progesteronske recptore, a

pozitivnost na androgene receptore jedna je od njegovih najznacajnijih karakteristika (26).

1.3.3.8. Kribriformni karcinom

Rijedak je podtip invazivnog karcinoma koji se javlja ve¢inom kod Zena srednje i starije
zivotne dobi, a ¢ini 0,8% do 3,5% karcinoma dojke. Karakteriziraju ga jednoli¢ne tumorske
stanice s niskom razinom atipije koje formiraju otocice i kribriformne formacije tumorskog

tkiva, te ima dobru prognozu (27).

1.3.3.9. Metaplasti¢ni karcinom

Metaplasti¢ni karcinom je naziv za skupinu tumora razli¢ite diferencijacije, od
mezenhimalnih do planocelularnih. Tumori mogu biti visokog ili niskog gradusa, a odlikuju se
svojom heterogenom morfologijom i karakteristikama (28). Molekularno i imunohistokemijski

klasificiraju se ve¢inom kao trostruko negativni karcinomi (29).
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1.4. Molekularna klasifikacija karcinoma dojke
Molekularna klasifikacija karcinoma dojke nastala je na temelju analize genske
ekspresije te svrstava karcinome dojke u pet glavnih podskupina: luminalni A, luminalni B,

HER?2 pozitivni, bazalni podtip i podtip ,,nalik normalnoj dojci‘.

Luminalni A podtip karakterizira ekspresija luminalnih citokeratina male molekularne

mase, visoka ekspresija hormonskih receptora i njima odgovarajucih gena.

Luminalni B podtip ima ekspresiju luminalnih citokeratina male molekularne mase,

nisku do umjerenu ekspresiju hormonskih receptora i njima odgovarajucih gena.

HER 2 pozitivan podtip karakteriziran je visokom HER2 ekspresijom te niskom

ekspresijom estrogenski receptora.

Bazalni podtip je karakteristiCan po ekspresiji bazalnih epitelnih gena i bazalnih

citokeratina te niskoj ekspresiji estrogenskih receptora kao 1 niskoj HER2 ekspresiji.

Podtip ,,nalik normalnoj dojci“ obiljeZen je niskim sadrzajem tumorskih stanica i ve¢im
udjelom komponenti tkiva normalne dojke. U ovoj skupini je uocena ekspresija gena koji su

izrazeni u masnom tkivu i stanicama bazalnog epitela (30).
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1.5. Imunohistokemijska klasifikacija karcinoma dojke

Kako analiza genske ekspresije nije Siroko primjenjiva, u svakodnevnoj klinickoj praksi
koristi se imunohistokemijska klasifikacija primjenom monoklonskih protutijela za
estrogenske, progesteronske receptore, HER2 receptor, te Ki-67 na temelju kojih se karcinomi

dojke dijele u Cetiri podtipa: luminalni A, luminalni B, HER2 pozitivni i trostruko negativni

31).

Luminalni A podtip pozitivan je na estrogenske i1 progesteronske receptore, negativan

na HER2, uz proliferacijski indeks Ki-67<20%.
Luminalni B karcinomi mogu biti HER2 pozitivni ili negativni.

1. HER2 negativni karcinomi su pozitivni na ER, HER2 negativni, uz ekspresiju PR u

manje od 20% stanica i/ili Ki-67>20%.

2. HER2 pozitivni karcinomi pozitivni su na ER (engl. estrogen receptors), pozitivni na
HER2, pri ¢emu razina ekspresije PR (engl. progesteron receptors) i vrijednost Ki-67 nije

vazna.
HER?2 pozitivne karcinome karakteriziraju negativni ER i PR, te pozitivan HER2 status.

Trostruko negativni karcinomi dojke, kao $to im ime kaze, negativni su na ER, PR i HER2

receptore.
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1.6. TNM Klasifikacija

Za procjenu prosirenosti bolesti i donosSenje odluke o lijecenju bolesnika koristi se
anatomska TNM (engl. tumor-node-metastasis) klasifikacija koja opisuje veli¢inu primarnog
tumora (T), zahvacenost limfnih ¢vorova tumorskim tkivom (N) 1 postojanje udaljenih

metastaza (M) (32).

e T: primarni tumor
Tx: nije moguce odrediti primarni tumor
TO: primarni tumor nije dokazan
TiS: neinvazivni karcinom in situ
Tis(DCIS): duktalni karcinom in situ
Tis(LCIS): lobularni karcinom in situ
Tis(Paget) Pagetova bolest bradavice koja nije povezana s invazivnim karcinom
1/ili karcinomom in situ(DCIS 1/ili LCIS) u tkivu dojke
T1: tumor dojke promjerom manji od 2 cm u najvecem dijelu
T1mi: mikroinvazivni tumor (manji od 0,1 cm)
T1a: tumor ve¢i od 0.1 cm, a <0.5 cm
T1b: tumor >0.5 cm, a <1 cm
Tlc: tumor >1 ¢cm, a <2 cm
T2: tumor dojke s promjerom >2 cm, a <5cm
T3: tumor dojke vec¢i od 5 cm
T4: tumor koji zahvaca torakalnu stijenki i/ili kozu neovisno o njegovoj veli¢ini
T4a: tumor infiltrira torakalnu stijenku, ali ne pektoralni misi¢
T4b: pojava ulceracije ili istostranog satelitnog koznog ¢vorica ili pojava edema
koze
T4c: karakteristike T4a zajedno s karakteristikama T4b

T4d: inflamatorni karcinom
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e N: zahvacenost regionalnih limfnih ¢vorova
Nx: nije moguce utvrditi postojanje presadnice u limfnom ¢voru
NO: nema presadnica u limfnim ¢vorovima
N1: tumorske presadnice u pomi¢nim pazu$nim limfnim ¢vorovima
N2: presadnice u pazusnim limfnim ¢vorovima koji medusobno konfluiraju ili si
fiksirani za podlogu
N3: metastaze u istostranim infraklavikularnim, unutra$njim mamarnim 1/ili

supraklavikularnim limfnim ¢vorovima

e M: prisutnost udaljenih presadnica
MO: nema udaljenih presadnica

M1: postoje udaljene tumorske presadnice

1.7. Klinicki stadiji karcinoma dojke
Kako bi utvrdili proSirenost bolesti, odredili terapijske moguénosti i prognozu, lije¢nici
na osnovu slikovnih i klini¢kih nalaza karcinom dojke svrstavaju u pet stadija na osnovu TNM

klasifikacije (32).

e Stadij 0 — tumor in situ

e Stadij IA-T1, NO, MO

e Stadij IB—TO0-1, NImi, MO

e Stadij 2A —T0-1, N1, MO ili T2, N0, MO

e Stadij 2B — T2, N1, MO0 ili T3, NO, MO

e Stadij 3A —T0-3, N2, M0 ili T3, N1-N2, M0

e Stadij 3B — T4, bilo koji N, MO

e Stadij 3C — bilo koji T, N3, MO

e Stadij 4 — bilo koji T, bilo koji N, postoje udaljene presadnice (M1)
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1.8. Dijagnostika karcinoma dojke

Rana dijagnostika karcinoma obuhvaca radioloSke metode, samopregled i klinicki
pregled dojki. U danasnje vrijeme glavni dio dijagnostike pociva na slikovnim tehnikama kao
Sto su mamografija, ultrazvuk 1 magnetska rezonancija koje se koriste u programima probira na

rak dojke ili nakon pojave simptoma i postavljene klinicke sumnje na malignom.

Vecina se karcinoma dojke otkrije provodenjem programa probira (engl. screening) ili
pojavom simptoma kao $to je palpabilna masa u dojci. Svrha probira na rak je otkrivanje
premalignih ili malignih lezija koje su male i ograniCene, te koje se mogu odstraniti poStednim

kirurskim zahvatom (33).

Mamografija je jedna od najkorisnijih metoda u dijagnostici karcinoma dojke, a
najcesce se koristi u programima probira. Pogodna je za otkrivanje karcinoma dojke kod starijih
bolesnica zbog promjena u sastavu tkiva dojke gdje dolazi do smanjenja zljezdane komponente
1 povecanja udjela masnog tkiva (34). Vjerojatnost dobivanja lazno negativnih nalaza veca je

kod mladih bolesnica i proporcionalno opada sa zivotnom dobi (35).

Ultrazvuk dojki je metoda koja moze jasno prikazati unutarnje strukture dojke, dobro
ograni¢ene lezije kao i njihovu orijentaciju u visokoj rezoluciji iz nekoliko smjerova. Vecu
dijagnosticku vrijednost ima u bolesnica mlade Zivotne dobi, zato su ultrazvuk i mamografija

komplementarne dijagnosticke metode (36).

Magnetska rezonancija koristi se kao dopunska metoda jer ima znacajno vecu
osjetljivost (92,7%) u otkrivanju malignih tumora nego mamografija. Ima vaznu dijagnosti¢ku
ulogu kod Zena koje imaju rizik za razvoj raka dojke veci od 20% zbog otkrivenih genskih

mutacija ili izlozenosti ve¢im dozama ionizirajuceg zracenja (37).
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1.9. Biopsija dojke

Patohistoloski nalaz nuzan je postavljenje dijagnoze karcinoma dojke. Kvalitetna
patohistoloSka analiza ovisi o vrsti i na¢inima uzorkovanja tkiva dojke. Biopsija iglom Sirokog
lumena CNB (engl. core needle biopsy), aspiracijska punkcija tankom iglom FNA (engl. fine
needle aspiration), vakuumom asistirana biopsija Sirokom iglom VA-CNB (engl. vacuum
assisted core needle biopsy) 1 kirurska biopsija, glavni su nacini dobivanja uzoraka za analizu

(35).

Biopsija iglom Sirokog lumena CNB (engl. core needle biopsy) najceCe je koriStena
metoda koja koristi igle razlicitih veli¢ina za biopsiju palpabilnih lezija, a ve¢inom se izvodi

pod kontrolom ultrazvuka (38).

Aspiracijska punkcija tankom iglom FNA (engl. fine needle aspiration) manje je
koriStena metoda zbog neadekvatne veli¢ine uzorka na kojem se kasnije ne mogu provesti
detaljne molekularne i imunohistokemijske analize. Koristi se kad je dijagnozu karcinoma

potrebno postaviti zurno jer je sigurna i lako dostupna (39).

Vakuumom asistirana biopsija Sirokom iglom VA-CNB (engl. vacuum assisted core
needle biopsy) je metoda kojom se dobije vec¢i uzorak tkiva dojke nego s CNB u samo jednom
aktu (40). U istrazivanju koje su proveli Wang 1 suradnici pokazano je kako VA-CNB moZe

zamijeniti kirurSku biopsiju (41).

Visoko rizicne 1 teZze dostupne lezije najceS¢a su indikacija za primjenu otvorene

kirurske biopsije. LoSe strane ovakve metode su invazivnost i 108iji kozmeticki rezultat (42).
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1.10. Lijecenje karcinoma dojke

Lijecenje ovisi ponajprije o prosirenosti, odnosno klinickom stadiju bolest. I1zljecenje se
nastoji posti¢i kod bolesnica s lokalnom boles¢u, a produzenje i poboljsanje kvalitete Zivota
kod bolesnica s proSirenom, uznapredovalom bolesc¢u. Kirurski je zahvat terapija izbora kod
lokaliziranog raka dojke, omogucuje uklanjanje primarnog tumora i potencijalnih tumorskih
presadnica u limfnim ¢vorovima pazuha. Postoje razli¢iti oblici kirurSkog lijecenja, od
postednih kao S§to su kvadrantektomija i segmentektomija gdje se odstranjuje samo dio dojke
zahvacéen tumorom, do supkutane mastektomije i radikalne mastektomije s disekcijom pazusnih
limfnih ¢vorova. Ako se u lijeCenju koriste postedni kirurski zahvati, nuzno je primijeniti

adjuvantnu radioterapiju koja smanjuje pojavu lokalnog recidiva tumora.

Biopsija limfnog ¢vora stazara primjenjuje se kako bi se smanjile komplikacije veceg
kirurSkog zahvata kao §to je edem ruke i oSte¢enje neuralnih struktura. Limfni ¢vor Cuvar je
prvi regionalni limfni ¢vor u koji se drenira limfa iz segmenta dojke zahva¢enog tumorom. U
tumor se injicira bojilo ili radioaktivna molekula, a zatim se pomo¢i gama sonde koja registrira
radioaktivno zracenje odredi limfni ¢vor u kojem je koncentracija radioaktivne Cestice najveca
(43). Limfni se ¢vor ¢uvar potom Salje na patohistoloSku analizu, ako se u njemu dokaze

prisutnost tumorskog tkiva, potrebno je uciniti disekciju aksilarnih limfnih ¢vorova.

Bolesnicama sa srednjom ili visokom vjerojatnoS¢u povrata bolesti potrebno je ukljuditi
adjuvantnu terapiju koja moZe biti kemoterapija, hormonska terapija, radioterapija ili
imunoterapija. Kandidati za adjuvantnu kemoterapiju su bolesnice s pozitivnim pazus$nim
limfnim ¢vorovima, trostruko negativnim ili HER2 pozitivnim karcinomima, a njenom se

primjenom smanjuje smrtnost od raka dojke za 30%.

U metastatskom raku dojke cilj je produzenje Zivota kao 1 osiguravanje bolje kvalitete
zivota. Kod takvih bolesnica naglasak je na suportivnoj i simptomatskoj terapiji uz poseban
naglasak na smanjenje boli. Kontrola bolesti pokuSava se posti¢i raznim terapijskim opcijama
kao Sto su kemoterapija, hormonska terapija, imunoterapija 1 ciljni, popularno zvani ,,pametni

lijekovi® poput tirozin kinaznih inhibitora (44).
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1.11. Neoadjuvantna terapija i procjena odgovora na neoadjuvantno lijeCenje
Neoadjuvantna terapija odnosi se na sistemsku primjenu kemoterapije, imunoterapije ili
hormonske terapije prije kirurSkog lije¢enja. Primjenom neoadjuvantnog lijecenja dolazi do
smanjenja veli¢ine tumora pa se tumori koji nisu bili resektabilni mogu lakse kirurski ukloniti
uz smanjenje opsega kirurSkog zahvata, $sto omogucuje oCuvanje tkiva dojke i bolji estetski

rezultat (45).

Vaznost neoadjuvantnog lijeCenja ocituje se kod agresivnih oblika raka dojke kao Sto su
trostruko negativni i HER2 pozitivni rak dojke. Otkri¢em inhibitora kontrolnih tocaka poput
atezolizumaba i pembrolizumaba, formirani su noviji protokoli lije¢enja trostruko negativnog

karcinoma dojke(46).

Iglenom biopsijem prije poCetka neoadjuvantnog lijeCenja potvrduje se dijagnoza
invazivnog karcinoma dojke, te je potrebno oznaciti leziSte tumora metalnom oznakom kako bi
se mogao odrediti polozaj tumora nakon provedene terapije. PatohistoloSkom analizom
utvrduje se histoloSki podtip i imunofenotip tumora, a nakon provedenog lijecenja procjenjuje

se stupanj patoloskog odgovora tumora na terapiju.

Ako se u dojci i limfnim ¢vorovima nakon provedene neoadjuvantne terapije ne nalazi
ostatnog invazivnog tumorskog tkiva, smatra se da je postignut kompletni patoloski odgovor —
PCR (engl. pathologic complete respose). RCB (engl. residual cancer burden) skala se koristi

za procjenu odgovora na neoadjuvantno lijecenje 1 razlikuje Cetiri stupnja:

e RCB 0: patoloski kompletan odgovor
e RCB 1: minimalna ostatna bolest
e RCB 2: umjerena ostatna bolest

e RCB 3: ekstenzivna ostatna bolest (47).
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1.12. Ligand programirane stan¢ne smrt 1 (PD-L1)

Glavne karakteristike trostruko negativnih karcinoma (engl. triple negative breast
cancer, TNBC) su agresivnost i loSa prognoza. Zbog negativne ekspresije ER, PR i HER2
receptora terapijske mogucnosti su ograniCene, te su se do nedavno uglavnom svodile na
primjenu citotoksi¢nih kemoterapeutika. Osim molekularnih i1 genskih karakteristika tumora,
vaznu prognosti¢ku ulogu ima i tumorski mikrookoli§ koji uvjetuje nacin interakcije izmedu
tumora i okolnog tkiva te nacin Sirenja tumorskih stanica. Tumorski s mikrookoli§ sastoji od
tumorskih stanica, okolnih stromalnih stanica i stanica imunoloskog sustava od kojih su
najznacajniji tumor-infiltrirajuc¢i limfociti. Ipak, tumorske stanice uspijevaju izbje¢i imunoloski
odgovor poja¢anom ekspresijom PD-L1 (engl. programmed death ligand 1) receptora na svojoj
povrsini koja u interakciji s PD-1 receptorom na limfocitima blokira aktivaciju imunosnog
odgovora (Slika 4. ). Otkricem PD-L1 signalnog puta otvorene su nove terapijske mogucnosti
uvodenjem anti PD-L1 terapije, takozvanim ,,inhibitorima kontrolnih tocaka® kao Sto su
atezolizumab i1 pembrolizumab. Danas se u neoadjuvantnoj terapiji za PD-L1 pozitivni TNBC
koristi kombinacija atezolizumaba s nab-paklitakselom i pembrolizumab za uznapredovali
TNBC. Glavni je prediktor dobrog odgovora na neoadjuvantno lijecenje postotak PD-L1
ekspresije. Tumori u kojima je PD-L1 ekspresija >1% pokazuju vecu stopu odgovora na

lijeCenje te bolje ukupno prezivljenje (48).

A receptor B receptor
T - limfocita T - limfocita
l}ea:::;:)rzr;. tumorska akt_iviran_i tumotska
! stanica T - limfocit stanica

Slika 4. Interakcija limfocita i tumorske stanice putem PD-L1 i PD-1 receptora: A) blokiranje

aktivacije imunosnog odgovora B) mehanizam djelovanja ,,inhibitora kontrolnih to¢aka“

Preuzeto i prilagodeno prema: Elizabeth au oncology[Internet]. Singapur: Elizabeth Au; 2022.
Immunotherapy or Targeted Therapy, Is there a Difference? [citirano 8. rujna 2023.]. Dostupno

na: https://www.elizabethauoncology.com/immunotargettedtherapy.html
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1.12.1. Odredivanje PD-L1 statusa

Za odredivanje PD-L1 statusa koristi se se ICS (engl. immune cell score) kojim se
procjenjuje udio tumorske i peritumorske strome u kojoj se nalazi PD-L1 obojenje tumor-
infiltrirajuée imune stanice. Za odredivanje PD-L1 ekspresije koriste se uzorci fiksirani u
formalinu 1 uklopljeni u parafin, pri cemu se mogu koristiti uzorci iglene ili ekscizijske biopsije,
resekcije ili arhivski uzorci, a u obzir dolazi procjena na primarnom tumoru ili metastatskom

sijelu, uz napomenu da uzorak mora sadrzavati najmanje 50 vijabilnih tumorskih stanica.

Za procjenu se koristi specijalizirano monoklonsko protutijelo SP142 usmjereno na PD-
L1. Vizualno se ograni¢i podruc¢je za procjenu koje ukljucuje tumor i okolnu stromu unutar
kojih se procjenjuje volumen povrsine zauzet imunim stanicama koje pokazuju granularno i/ili
tockasto citoplazmatsko obojenje bilo kojeg intenziteta, te se usporeduje s povrsinom ukupnog
tumorskog tkiva, a rezultat se izraZava postotkom (Slika 5. ). PD-L1 pozitivnima smatraju se

uzorci sa PD-L1 ekspresijom >1%, a negativnima uzorci s ekspresijom <1% (48).

PD-L1 negative

PD-L1 positive

Slika S. PD-L1 ICS prlkazan primjenom 1munohlstokem1_] skog bo_] enja s protutl_] elom SP142

Preuzeto iz: Zhou ZQ, Zhao JJ, Pan QZ, Chen CL, Liu Y, Tang Y, i sur. PD-L1 expression is a
predictive biomarker for CIK cell-based immunotherapy in postoperative patients with breast

cancer. j immunotherapy cancer. 2019.;7:228.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA



2.1. Ciljevi istrazivanja

1. Odrediti udio trostruko negativnih karcinoma dojke s pozitivnim PD-L1 statusom.
2. Korelirati PD-L1 status s ostalim ispitivanim klinicko-patoloskim karakteristikama tumora.

3. Utvrditi postojanje promjene PD-L1 statusa u razli¢itim vrstama patohistoloskih uzoraka.

2.2. Hipoteze
1. Ocekuje se da ¢e PD-L1 status biti pozitivan u 40-50% trostruko negativnih karcinoma

dojke.

2. Ocekuje se da ¢e pozitivan PD-L1 status korelirati s loSijim klinicko-patoloskim

karakteristikama tumora.

3. Ocekuje se mogucnost promjene PD-L1 statusa u razli¢itim vrstama patohistoloskih uzoraka.
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3. ISPITANICI I POSTUPCI



3.1. Vrsta istraZivanja
Radi se o presjeCnom istrazivanju (engl. cross sectional study) koje je kvalitativnog tipa

po ustroju i opisnog tipa prema nac¢inu obrade podataka.

3.2. Ispitanici
U istrazivanje je ukljuceno 112 ispitanika, a kriterij ukljucenja su dijagnoza trostruko
negativnog karcinoma dojke (TNBC) i postojanje podataka o PD-L1 statusu. Iz istrazivanja su

iskljucen bolesnici koji u medicinskoj dokumentaciji nisu imali podatak o PD-L1 statusu.

3.3. Mjesto istrazivanja
Istrazivanje je provedeno na Zavodu za patologiju, sudsku medicinu i citologiju KBC-a

Split.

3.4. Opis istrazivanja

Pretrazivanjem patohistoloskih izvijes¢a prema Sifri dijagnoze C50 za karcinom dojke,
izdvojene su bolesnice s trostruko negativnim karcinomima kojima je na Zavodu za patologiju,
sudsku medicinu i citologiju KBC-a Split u razdoblju od 2019. do 2022. odreden PD-L1 status.
1z patohistoloskih nalaza izdvojeni su podatci o PD-L1 statusu i korelirani s ostalim dostupnim
klinicko-patoloskim podatcima (vrsta uzorka, dob, spol, histoloSki tip tumora, histoloSki
gradus, veli¢ina tumora, lokalizacija, lateralizacija, vaskularna invazija, zahvacanje limfnih
¢vorova, Ki-67 proliferacijski indeks). Ispitanici su oznaceni identifikacijskim brojem, a osobni

su podaci bili poznati samo istrazivacima.
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3.5. Imunohistokemijske analize

Imunohistokemijske analize napravljene su u Laboratoriju za imunohistokemiju
Klinickog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju KBC-a Split. Uzorci tumora za
analizu dobiveni su 3-5um rezovima parafinskih blokova. U stroju Ventana Ultrabenchmark
GX (Ventana, Tuscon, Arizona) obavljen je standardni predanaliticki postupak deparafiniranja,
rehidracije, otkrivanja antigenskih epitopa, blokade aktivnosti endogene peroksidaze i
analiticki postupak imunohistokemijskog bojenja primjenom protutijela PD-L1 Ventana SP142.
PD-L1 ICS (engl. PD-L1 immune cell score) smatran je pozitivnim ukoliko je bojenje bilo

kojeg intenziteta bilo vidljivo u > 1% tumor insistiraju¢ih imunih stanica.

3.6 Prikupljanje i obrada podataka

Prikupljeni podatci uneseni su u programske pakete Microsoft Office za obradbu teksta
te Microsoft Excel za izradbu tabli¢nog prikaza. Pri statistickoj obradi podataka koriSten je
program MedCalc Statistical Software, Version 19.1.2 (MedCalc Software, Ostend, Belgium;
medcalc.org; 2019, RRID:SCR _015044). Kvantitativni podatci opisani su medijanom i

interkvartilnim rasponom, dok su kategorijski izrazeni apsolutnim brojevima i postotcima.

Za usporedbu kategorijskih varijabli koristio se y2 test, a za usporedbu kvantitativnih

varijabli 1 ispitivanih karakteristika tumora koristio se Mann-Whitney test.

U slucaju normalne distribucije, podaci su prikazani kao aritmeti¢ka sredina =+

standardna devijacija (SD). Sve su razine statisticke znacajnosti postavljene na P<0,05.

3.7. Eticka nacela

Provedeno je istrazivanje u skladu s HelsinsSkom deklaracijom, Zakonom o zastiti
osobnih podataka (NN 103/03-106/12) 1 Zakonom o zastiti prava bolesnika (NN 169/04, 37/08).
Eticko povjerenstvo KBC-a Split odobrilo je istrazivanje rjeSenjem br. 500-03/23-01/17.
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4. REZULTATI



U studiju je ukljuceno 112 ispitanika sa dijagnozom trostruko negativnog karcinoma
dojke kojima je na Zavodu za patologiju, sudsku medicinu i citologiju dodatno napravljena
procjena PD-L1 statusa: 60 (53%) uzoraka iz KBC-a Split, 20 (18%) uzoraka iz OB Dubrovnik,
19 (17%) uzoraka iz OB Sibenik, 6 (5%) uzoraka iz OB Zadar, 3 (3%) uzorka iz KBC Zagreb
i po 1 (1%) uzorak iz SKB Mostar, KBC Osijek, ZB Livno i OB Vinkovci (Slika 6. ).

USTANOVE
SKB Mostar KBC Osijek ZB Livno o
o 1% OB Vinkovci
1% N_\ P

OBZadar____ ——

9

KBC Split
53%

OB Dubrovnik
18%

KBC Zagreb
3%

Slika 6. Raspodjela uzoraka iz razlic¢itih zdravstvenih ustanova prikazana postotcima

KBC — Klini¢ki bolni¢ki centar, ZB — Zupanijska bolnica, SKB — Sveu¢ilisni klini¢ki centar,
OB — Op¢a bolnica
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Udio PD-L1 pozitivnih TNBC u uzorku od 112 ispitanika iznosio je 56%

prikazano na Slici 7.

PD-L1 STATUS

PD-L1 NEGATIVNI

44% PD-L1 POZITIVNI
56%

B PD-L1 POZITIVNI B PD-L1 NEGATIVNI

Slika 7. Udio PD-L1 pozitivnih TNBC u uzorku od 112 bolesnica

Sto je

Kompletni klini¢ko-patoloski podaci bili su dostupni samo za 60 ispitanika sa

dijagnozom trostruko negativnog karcinoma operiranih u KBC-u Split te su na njima radene

dodatne statisticke analize (Tablica 1. ).
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Tablica 1. Prikaz bolesnika iz KBC-a Split prema kvalitativnim 1 kvantitativnim varijablama

Varijable Vrijednosti P*
Dob (godine) 65+13
Ki-67 50+24
Spol
Muski
9 . 1(1,7)
Zenski 60 (98.,3) P<0,001
Vrsta uzorka
Iglena biopsija 29 (49,2)
Kirurska biopsija 4(6.8)
Tumorektomija ’
. 4 (6,8)
Kvadrantektomija
. 4 (6,8)
Subkutana mastektomija
Radikalna mastektomija 36
ham ! 14 (23,7) P<0,001
Arhivski uzorak
1(1,7)
Histoloski tip tumora
o a
Inva.zw‘nl NST ' 47 81)
Invazivni lobularni 1(1,7)
Ostali 10 (17,2) P<0,001
Gradus tumora
0 2(3.6)
19 (33,9)
I 35 (62.5) P<0,001
Lateralizacija
Desna dojka
. g 30 (50,6) _
Lijeva dojka 24 (44.4) P=0,496
Lokalizacija
Gorrp.l lateﬁalm.kvadrant 32(61.5)
Gornji medijalni kvadrant
.. . 5(9,6)
Donji lateralni kvadrant
Donji medijalni kvadrant 6(11,5)
e 2(3.8) P<0,001
7 (13,5)
Vaskularna invazija
Ne
47 (83.9)
Da 9(16,1) P<0,001
Infiltracija limfnih ¢vorova
Ne 36 (75)
Da 12 (25) 0,009

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost +standardna devijacija ili kao brojevi (postotci)
* hi-kvadrat test

2 Invazivni karcinom dojke (engl. No special type)
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U ispitivanoj skupini bilo je znacajno viSe Zenskih ispitanika 60 (98,3%) u odnosu na

muske (P<0,001, x>=70,915) sa srednjom vrijednos¢u dobi od 65+13 godina.
Srednja vrijednost Ki-67 proliferacijskog indeksa iznosila je 50+24.

Gledajudi vrstu uzoraka na kojima je radena analiza PD-L1 statusa, statisticki su
znacajno predominirale iglene biopsije 29 (49,2%), u odnosu na ostale vrste uzoraka

(P<0,001, x>=61,483) Sto je dodatno prikazano na Slici 8.

VRSTE UZORAKA
35
30 29
25
20
. 14

10

Slika 8. Graficki prikaz zastupljenosti razli¢itih uzoraka na kojima je radena analiza PD-LI
statusa
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Usporedujuci gradus tumora na kojima je radena analiza PD-L1 statusa, bilo je

statisticki znacajno viSe karcinoma gradusa III 35 (62,5%) (P<0,001, x*=29,179).

Nije pronadena statistiCki znacajna razlika u lateralizaciji, te je gotovo podjednak broj

tumora bio dijagnosticiran u lijevoj 24 (44,4%) i desnoj dojci 30 (50,6%) (P=496, x*=0,463).

Gledajuc¢i lokalizaciju tumora, bilo je statisticki znac¢ajno viSe uzoraka s tumorima
smjeStenim u gornjem lateralnom kvadrantu 32 (61,5%) u odnosu na ostale kvadrante dojke

(P<0,001, x>=57,423).

Medu uzorcima trostruko negativnih karcinoma na kojima je radena analiza PD-L1
statusa bilo je statisticki znacajno viSe tumora bez prisutne vaskularne invazije 47 (83,9%)

(P<0,001, x>=24,446) 1 bez infiltracije limfnih ¢vorova 36 (75%) (P=0.009, x*>=11,021).

Analiziraju¢i razliku ispitivanih varijabli u odnosu na PD-L1 status, nadena je
statisticki znacajna razlika u odnosu na gradus tumora i Ki-67 proliferacijski indeks pri ¢emu
je u grupi TNBC s pozitivnim PD-L1 statusom bilo dvostruko vise tumora histoloskog
gradusa III (P=0,001, x>=10,897), a proliferacijski indeks Ki-67 bio je 1,5 puta veci u odnosu
na grupu TNBC s negativnim PD-L1 statusom (P=0,009, t=-3,518).

Nije pronadena statisti¢ki znac¢ajna razlika u odnosu na dob bolesnica, veli¢inu tumora,

histoloski tip tumora, vaskularnu invaziju kao ni zahvacéanje limfnih ¢vorova (Tablica 2.).
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Tablica 2. Povezanost ispitivanih varijabli s PD-L1 statusom

PD-L1 status +

PD-L1 status —

Varijable (N30; 50%) (N30; 50%) P
Dob (godine) 64+13 67+12 0,274*
Veli¢ina (mm) 26+19 26+20 0,900*
KI-67 60+21 40+22 0,009*
Histoloski tip tumora
Invazivni NST* 26 (86,7%) 21 (75%)
Invazivni lobularni
Ostali 0 1 3,6%) 0,322+
4 (13,3%) 6 (21,4 %) ’
Gradus
I 0 2 (7,4%)
11 5(17,2%) 14 (51,9%) 0,001+
111 24 (82,8%) 11 (40,7%) ’
Vaskularna invazija . 23 (88,5%)
Ne 24 (80%) 3 (11,5%) 0,6207
Da 6 (20%) : ’
Pozitivni limfni ¢vorovi
Ne
17 (68%) 19 (82,6%)
Da 8 (32%) 4 (17,4%) 0,4041

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija ili kao brojevi (postotci)

* Mann-Whitney test

T hi-kvadrat test

2 Invazivni karcinom dojke (engl. No special type)
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Naknadnim testiranjem dodatnih uzoraka kod ukupno Sest bolesnica €iji je tumor imao
negativan PD-L1 status na iglenoj biopsiji, zabiljeZzena je promjena PD-L1 statusa, kod pet
bolesnica na uzorku kirurske resekcije, a kod jedne na resekciji nakon neoadjuvantne terapije.
Dodatnim testiranjem metastaza kod bolesnica sa promjenom PD-L1 statusa iz negativnog u
pozitivan, kod dvije bolesnice je PD-L1 status ostao pozitivan, dok je kod tri postao negativan.

(Tablica 3.).

Tablica 3. Prikaz promjene PD-L1 statusa u razli¢itim uzorcima

PD-L1 status

Redni broj S Kirurska Kll'lll's-l.{ a
ispitanika Iglena biopsija resekcija resekcija Metastaza
nakon NAT“
1. -k +
2 - + +
3 - - + ]
4 - + +
5 - + - -
6. - + - -

* Negativan PD-L1 status
1 Pozitivan PD-L1 status

a Neoadjuvantna terapija
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5. RASPRAVA



Trostruko negativni tumori ¢ine oko 15% karcinoma dojke. To je heterogena grupa
tumora koja se povezuje sa agresivnijim klinickim tijekom (48). Budu¢i da ne eksprimiraju
receptore za estrogene, progesterone i HER2, specifi¢na ciljana terapija nije primjenjiva u ovoj

skupini tumora, te je do nedavno kemoterapija bila jedini sistemski oblik lijecenja.

Zivotna je dob znadajan faktor rizika za obolijevanje od raka dojke. Najveéi broj
bolesnica s dijagnozom trostruko negativnog karcinoma dojke ukljuc¢enih u ovo istrazivanje
bilo je srednje ili starije zivotne dobi sa medijanom zivotne dobi od 65 godina, Sto je u skladu
sa ¢injenicom da se kod Zena rizik od obolijevanja udvostru¢ava svakih deset godina do

menopauze pa zene starije dobi imaju visi rizik od obolijevanja (6).

Poznato je da se manje od 1% svih karcinoma dojke pojavljuje kod muskaraca (49), §to

je u skladu sa rezultatima nase studije u kojoj je bilo 60 (98%) zena i samo 1 (1,7%) muskarac.

Patohistoloska analiza kljucna je za postavljanje dijagnoze karcinom dojke. Biopsija
iglom Sirokog lumena CNB (engl. core needle biopsy) zlatni je standard i metoda prvog izbora
kod nepalpabilnih lezija, bilo vodena UZ-om, mamografijom ili MR-om (50). Prednosti CNB-
a su visoka osjetljivost i specifi¢nost, rijetki lazno pozitivni rezultati, moguénost postavljanja
definitivne dijagnoze u slucaju benignih lezija, te moguénost razlikovanja in situ od invazivnog
karcinoma, uz moguénost imunohistokemijskih analiza te odredivanje prediktivnih ¢imbenika

(ER, PR, HER-2/neu, Ki-67) medu kojima je u novije vrijeme i PD-LI.

U ovom istrazivanju za odredivanje PD-L1 statusa naj¢eSce su koriSteni uzorci dobiveni
iglenom biopsijom koji su €inili 49% ukupno testiranih uzoraka, dok je kirurSka biopsija, koja
se izvodi u slucaju slabije dostupnih tumora, koriStena u 7% sluCajeva. Testiranje je na
resekcijskim uzorcima, neovisno o tipu operativnog zahvata (tumorektomija, kvadrantektomija,
supkutana mastektomija, radikalna mastektomija) napravljeno ukupno u 42% slucajeva, dok je
samo za jednu pacijenticu (1,7%) za odredivanje PD-L1 statusa koriSten arhivski uzorak. Ovi
rezultati su u skladu sa preporukama za odredivanje PD-L1 statusa u trostruko negativnim
karcinomima dojke gdje se preporuca koriStenje uzoraka tumorskog tkiva fiksiranih u
formalinu i uklopljenih u parafin, pri ¢emu se mogu koristiti uzorci iglene 1ili ekscizijske
biopsije, resekcije ili arhivski uzorci, a u obzir dolazi procjena na primarnom tumoru ili
metastatskom sijelu, uz napomenu da uzorak mora sadrzavati najmanje 50 vijabilnih tumorskih

stanica.
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Histoloski tip 1 gradus tumora, zajedno s Ki-67 proliferacijskim indeksom, prisutnos¢u

vaskularne invazije i zahvacenos¢u limfnih ¢vorova vazni su prognosticki pokazatelji.

Trostruko negativni karcinomi uglavnom su viSeg histoloskog gradusa, u sto se uklapaju
i rezultati nase studije gdje je bilo statisticki znacajno vise tumora gradusa III (62,5%) dok su
samo 2 tumora (3,6%) klasificirana kao gradus 1. Sli¢ne su rezultate prezentirali Dogra i
suradnici u studiji o klini¢ko-patoloskim karakteristikama trostruko negativnih karcinoma

dojke u kojoj je udio TNBC gradusa III iznosio 70,1% (51).

Vecina trostruko negativnih karcinoma su invazivnog NST podtipa, a manji udio ¢ine
karcinomi specijalnog histoloSkog podtipa, od kojih je dio visokog gradusa poput karcinoma s
apokrinim karakteristikama, karcinoma s medularnim karakteristikama 1 metaplasti¢nih
karcinoma, ali tu je i dio tumora niskog gradusa kao $to su adenoid cisti¢ni i sekretorni
karcinom, koji se razlikuju po bioloskom ponaSanju te ne zahtijevaju agresivan klinicki pristup.
S tim u skladu su i rezultati ove studije gdje su 81% ¢inili NST karcinomi, dok su ostatak Cinili
karcinomi specijalnog histoloSkog podtipa medu kojima su bili zastupljeni apokrini, medularni,

metaplasticni i lobularni karcinom.

Ki-67 je nuklearni protein koji ima vaznu ulogu u stani¢noj diobi, prisutan je u svim
aktivnim fazama ciklusa (G1, S, G2 i mitozi), ali ne i u fazi mirovanja (GO0), Sto ga €ini idealnim
biljegom stani¢ne proliferacije. Medijan vrijednosti Ki-67 proliferacijskog indeksa u nasoj
studiji iznosio je 50% Sto oznaCava visoku proliferacijsku aktivnost. Metaanalizom koji su
proveli de Gregorio 1 suradnici, ispitivan je Ki-67 proliferacijski indeks u razli¢itim
podtipovima karcinoma dojke pri ¢emu su visoke vrijednosti Ki-67 karakteristicne za trostruko

negativne 1 HER2 pozitivne karcinomime dojke (52).

Limfokapilarna invazija i infiltracija limfnih ¢vorova najce$¢i su nacini Sirenja
karcinoma dojke. Ispitivanjem limfovaskularne invazije kod trostruko negativnog karcinoma
dojke, pronasli smo da kod statisticki znacajno veceg broja tumora nije bila prisutna infiltracija
limfnih ¢vorova (75%) kao ni vaskularna invazija (83,9%). Sli¢ni su rezultati prikazani u
istrazivanju Dogre 1 suradnika gdje u viSe od polovine tumora (59,7%) nije nadena
limfovaskularna invazija (52). Poznato je da trostruko negativni tumori ¢eS¢e metastaziraju
hematogenim putem u pluca i mozak, dok su metastaze u lokoregionalne limfne ¢vorove rjede

u usporedbi sa ostalim podtipovima tumorima dojke, a s tim u skladu su i nasi rezultati (54).
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Ispitivanjem lateralizacije 1 lokalizacije nije nadena statistiCki znacajna razlika izmedu
ucestalosti pojave tumora u lijevoj ili desnoj dojci dok je kod statisticki znacajno veceg broja
bolesnica tumor bio smjesten u gornjem lateralnom kvadrantu dojke (61,5%), sto je u skladu sa
ranije poznatom cinjenicom da je gornji lateralni kvadrant naj¢eSce primarno sijelo tumora

dojke zbog veceg udjela zljezdanog tkiva u odnosu na druge dijelove dojke (53).

Postoje razli¢iti mehanizmi uz pomo¢ kojih tumor moze izbje¢i imunosni odgovor.
Jedan od ¢imbenika koji mogu narusiti ciklus protutumorske imunosti jest ligand programirane
stanicne smrti 1 (PD-L1) koji vezivanjem na specificne receptore na citotoksicnim T-

limfocitima smanjuje njihovu aktivnost (55).

U ukupnom uzorku od 112 bolesnica sa dijagnozom trostruko negativnog karcinoma
pozitivan PD-L1 status utvrden je kod 56% uzoraka, $to je u skladu sa prethodnim studijama
koje opisuju da je PD-L1 imunohistokemijska ekspresija kod TNBC prisutna u 41% -56%

imunih stanica (56, 57).

Dodatno smo analizirali razliku u klinicko-patoloskim karakteristikama trostruko
negativnih karcinoma sa pozitivnim i negativnim PD-L1 statusom. U skupini TNBC s
pozitivnim PD-L1 statusom pronaden je statisticki znacajno visi Ki-67 proliferacijski indeks uz
dvostruko veca ucestalost histoloskog gradusa III u odnosu na PD-L1 negativnu skupinu, iz
Cega se moze zakljuCiti da tumori s povecanom ekspresijom PD-L1 receptora imaju
nepovoljnije klinicko-patoloske karakteristike, $to je u skladu s rezultatima prethodnih
istrazivanja (58, 59). Unato€ nepovoljnoj prognozi, tumori s pozitivnim PD-L1 statusom danas
se mogu lijeciti primjenom ,,inhibitora kontrolnih to¢aka® pri ¢emu je kod ovakvih tumora
zabiljezena veca stopa kompletnog patoloSkog odgovora nakon primjene neoadjuvantne

terapije (60).

Za odredivanje PD-L1 statusa koristi se ICS (engl. immune cell score), kojim se
procjenjuje udio tumorske 1 peritumorske strome u kojoj se nalaze PD-L1 obojene tumor-
infiltriraju¢e imune stanice. Tumorski mikrookoli§ podloZzan je dinamic¢kim promjenama.
Upravo zato, Zeljeli smo utvrditi postoji 1i moguc¢nost promjene PD-L1 statusa za istu

pacijenticu u razli¢itim uzorcima tumorskog tkiva.
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Od ukupno Sest bolesnica €iji je tumor imao negativan PD-L1 status na iglenoj biopsiji,
kod pet bolesnica doslo je do promjene PD-L1 statusa nakon $to je testiranje ponovljeno na
resekcijskom uzorku, Sto se moZze objasniti heterogenos¢u uzorka, te veéim volumenom
tumorskog tkiva i peritumorske strome dostupnih za procjenu. Kod jedne od bolesnica doslo je
do promjene na resekcijskom uzorku nakon neoadjuvantne terapije, koja osim djelovanja na
tumorske stanice moze dovesti i do promjena u tumorskom mikrookoliSu §to je opisano u
studijama koje su objavili Chaudhary te Ghiringhelli 1 suradnici (61, 62). Naknadnim
testiranjem metastaza kod dvije bolesnice je PD-L1 status ostao pozitivan, dok je kod tri postao
negativan iz cega se moze zakljuciti da je eskpresija PD-L1 razli¢ita u primarnom i
metastatskom sijelu tumora. Varijabilnost u PD-L1 statusu pronadena je u metastazama iz
razli¢itih organa, a u studiji koju su proveli Rozenblit i suradnici najmanja je razina PD-L1

ekspresije pronadena u metastazama iz jetre, kostiju 1 koze (63).

Trostruko negativni karcinomi dojke skupina su tumora sa ograni¢enim terapijskim
opcijama. Zbog izostanka izrazaja hormonskih receptora, te receptora za humani epidermalni
faktor rasta (HER2) kemoterapija je, uz kirurSko lijeenje, do nedavno bila jedina terapijska
mogucnost za ovu skupinu tumora. Moguc¢nost primjene ciljane imunoterapije inhibitorima
kontrolnih to¢aka donijelo je dozu entuzijazma u lijeCenje ovih pacijenata, a zasniva se na
odredivanju PD-L1 ICS (engl. immune cell score). Budu¢i da je tumorski mikrookoli§ podlozan
dinamic¢kim promjenama postoji moguénost promjene PD-L1 statusa, te je za pacijentice sa

negativnim PD-L1 statusom korisno testiranje ponoviti i na drugim dostupnim uzorcima.

Glavna su ograni¢enja ove studije retrospektivni karakter i nedostatak kompletnih

patolosko-klini¢kih podataka za ispitanike iz drugih klini¢kih centara.
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6. ZAKLJUCCI



1. U istrazivanoj skupini koja ukljucuje ukupno 112 ispitanika udio trostruko negativnih

karcinoma dojke sa pozitivnim PD-L1 statusom iznosio je 56%.

2. U ispitivanoj skupini bilo je znacajno viSe zenskih ispitanika u odnosu na muske (P<0,001),

sa srednjom vrijednos¢u dobi od 65+13 godina.

3. Obzirom na vrstu uzorka na kojima je radena analiza PD-L1 statusa statisti¢ki su znacajno

predominirale iglene biopsije (49,2%) u odnosu na ostale vrste uzoraka (P<0,001).
4. Invazivni karcinom NOS bio je najzastupljeniji histoloski tip tumora (81%)(p<0,001%).
5. Srednja vrijednost Ki-67 proliferacijskog indeksa iznosila je 50+24.

6. Usporedujuci gradus tumora na kojima je radena analiza PD-L1 statusa, bilo je statisticki

znacajno vise karcinoma gradusa III (62,5%) (P<0,001).

7. Nije pronadena statisti¢ki znacajna razlika u lateralizaciji, te je gotovo podjednak broj tumora

bio je dijagnosticiran u lijevoj (44,4%) 1 desnoj dojci (50,6%) (P=496).

8. Gledaju¢i lokalizaciju tumora, bilo je statisticki znacajno viSe uzoraka s tumorima
smjestenim u gornjem lateralnom kvadrantu (61,5%) u odnosu na ostale kvadrante dojke

(P<0,001).

9. Statisticki znacajno viSe tumora nije imalo vaskularnu invaziju (83,9%) (P<0,00) niti

infiltraciju limfnih ¢vorova (75%) (P=0.009).

10. Promatrajuéi razliku ispitivanih varijabli u odnosu na PD-L1 status, nadena je statisticki
znacajna razlika u odnosu na gradus tumora 1 Ki-67 proliferacijski indeks pri ¢emu je u grupi
TNBC s pozitivnim PD-L1 statusom bilo dvostruko viSe tumora histoloskog gradusa III, a
proliferacijski indeks Ki-67 bio je 1,5 puta ve¢i u odnosu na grupu TNBC s negativnim PD-L1

statusom.

11. Usporedbom dviju navedenih skupina nije pronadena statisticki znacajna razlika u odnosu
na dob bolesnica, veli¢inu tumora, histoloski tip tumora, vaskularnu invaziju kao ni zahvacanje

limfnih ¢vorova.

12. Naknadnim testiranjem dodatnih uzoraka kod ukupno Sest bolesnica €iji je tumor imao
negativan PD-L1 status na iglenoj biopsiji zabiljeZena je promjena PD-L1 statusa, kod pet

bolesnica na uzorku kirurSke resekcije, a kod jedne na resekciji nakon neoadjuvantne terapije.
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13. Dodatnim testiranjem metastaza kod bolesnica sa promjenom PD-L1 statusa iz negativnhog
u pozitivan, kod dvije bolesnice je PD-L1 status ostao pozitivan, dok je kod tri postao

negativan.
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8. SAZETAK



Naslov: Imunohistokemijska analiza liganda programirane stani¢ne smrti 1 u trostruko

negativnim karcinomima dojke — ¢etverogodisnja retrospektivna studija

Ciljevi istrazivanja: Glavni su ciljevi istrazivanja bili su odrediti udio trostruko negativnih
karcinoma dojke s pozitivnim PD-L1 statusom, korelirati PD-L1 status s ostalim ispitivanim
klini¢ko-patoloskim karakteristikama tumora te utvrditi postojanje promjene PD-L1 statusa u

razli¢itim vrstama patohistoloskih uzoraka.

Ispitanici i postupci: U istrazivanje je ukljuCeno 112 ispitanika, kojima je na Zavodu za
patologiju, sudsku medicinu i citologiju, KBC-a Split u razdoblju od 2019. do 2022. godine
odreden PD-L1 status. Uvidom u patohistoloske nalaze izdvojeni su podatci o PD-L1 statusu i
korelirani s ostalim dostupnim klinicko-patoloskim podatcima (vrsta uzorka, dob, spol,
histoloski tip tumora, histoloski gradus, veli¢ina tumora, lokalizacija, lateralizacija, vaskularna

invazija, zahvaéanje limfnih ¢vorova, Ki-67 proliferacijski indeks).

Rezultati: U istraZzivanoj skupini koja ukljuCuje ukupno 112 ispitanika udio trostruko
negativnih karcinoma dojke sa pozitivnim PD-L1 statusom iznosio je 56%. U ispitivanoj
skupini bilo je znacajno viSe zenskih ispitanika u odnosu na muske (P<0,001), sa srednjom
vrijednos¢u dobi od 65+13 godina. Srednja vrijednost Ki-67 proliferacijskog indeksa iznosila
je 50+24. Obzirom na vrstu uzorka na kojima je radena analiza PD-L1 statusa statisticki su
znacajno predominirale iglene biopsije (49,2%) u odnosu na ostale vrste uzoraka (P<0,001).
Usporedujuci gradus tumora na kojima je radena analiza PD-L1 statusa, bilo je statisticki
znacajno vise karcinoma gradusa III (62,5%) (P<0,001). Nije pronadena statisti¢ki znacajna
razlika u lateralizaciji, te je gotovo podjednak broj tumora bio dijagnosticiran u lijevoj (44,4%)
1 desnoj dojci (50,6%) (P=496). Gledajuci lokalizaciju tumora, bilo je statisticki znacajno vise
uzoraka s tumorima smjeStenim u gornjem lateralnom kvadrantu (61,5%) u odnosu na ostale
kvadrante dojke (P<0,001). ZabiljeZeno je statisticki znacajno viSe tumora bez prisutne
vaskularne invazije (83,9%) (P<0,00) i bez infiltracije limfnih ¢vorova (75%) (P=0.009).
Promatrajuc¢i razliku ispitivanih varijabli u odnosu na PD-L1 status, nadena je znacajna razlika
u odnosu na gradus tumora 1 Ki-67 proliferacijski indeks pri ¢emu je u grupi TNBC s pozitivnim
PD-L1 statusom bilo dvostruko viSe tumora histoloskog gradusa III (P=0,001), a proliferacijski
indeks Ki-67 bio je 1,5 puta veci u odnosu na grupu TNBC s negativnim PD-L1 statusom
(P=0,009). Nije pronadena statisticki znacajna razlika u odnosu na dob bolesnica, veli¢inu
tumora, histoloski tip tumora, vaskularnu invaziju kao ni zahvacéanje limfnih ¢vorova. Promjena
u PD-L1 statusu zabiljeZena je kod ukupno 6 bolesnica nakon S§to je testiranje ponovljeno na
dodatnim uzorcima.

50



Zakljudak: Pozitivan PD-L1 ICS prisutan je u oko 40-50 % trostruko negativnih karcinoma
dojke, $to nudi moguénost primjene ciljane imunoterapije inhibitorima kontrolnih tocaka u ovoj
skupini tumora sa vrlo ograni¢enim terapijskim opcijama. Budu¢i da je imuni okoli§ podlozan
dinamic¢kim promjenama uz mogucénost promjene PD-L1 statusa, za pacijentice sa negativnim

PD-L1 statusom korisno je testiranje ponoviti i na drugim dostupnim uzorcima.
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9. SUMMARY



Diploma thesis title: Immunohistochemical analysis of Programmed cell death ligand 1 in

triple negative breast cancers — a four year retrospective study

Objectives and background: The main objectives of the research were to determine the
proportion of triple-negative breast cancers with a positive PD-L1 status, to correlate the PD-
L1 status with other investigated clinico-pathological characteristics and to determine the

existence of changes in the PD-L1 status in different types of pathohistological samples.

Patients and methods: 112 patients were included in the research, for whome PD-L1 status
was determined at the Department of Pathology, Forensic Medicine and Cytology, Universitiy
Hospitalof Split in the period from January 2019 to December 2022. By examining the
pathohistological findings, data on PD-L1 status were extracted and correlated with other
available clinico-pathological data (specimen type, age, sex, histological type of tumor,
histological grade, tumor size, localization, lateralization, vascular invasion, involvement of

lymph nodes, Ki-67 proliferation index).

Results: In the research group, which included a total of 112 patients, the proportion of triple-
negative breast cancers with a positive PD-L1 status was 56%. In the examined group, there
were significantly more female compared to male patients (P<0.001), with a mean age of 65+13
years. The mean value of the Ki-67 proliferation index was 50+24. Considering the type of
sample on which the analysis of PD-L1 status was performed, needle biopsies (49.2%)
predominated significantly compared to other types of samples (P<0.001). Comparing the
grades of tumors on which PD-L1 status analysis was performed, there were significantly more
grade III tumors (62.5%) (P<0.001). No statistically significant difference in lateralization was
found and an almost equal number of tumors were diagnosed in the left (44.4%) and right breast
(50.6%) (P=496). Looking at the tumor localization, there were significantly more samples with
tumors located in the upper lateral quadrant (61.5%) compared to other quadrants of the breast
(P<0.001). A statistically significant number of tumors without vascular invasion (83.9%)
(P<0.00) and without lymph node infiltration (75%) (P=0.009) were recorded. Observing the
difference of the examined variables in relation to PD-L1 status, a significant difference was
found in relation to tumor grade and Ki-67 proliferation index, whereby in the TNBC group
with positive PD-L1 status there were twice as many tumors of histological grade III (P=0.001
), and the Ki-67 proliferation index was 1.5 times higher compared to the TNBC group with
negative PD-L1 status (P=0.009).
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No statistically significant difference was found in relation to patient age, tumor size, tumor
histological type, vascular invasion, and lymph node involvement. A change in PD-L1 status

was recorded in 6 patients after the testing was repeated on additional samples..

Conclusion: Positive PD-L1 ICS is present in about 40-50% of triple-negative breast cancers,
which offers the possibility of using targeted immunotherapy with checkpoint inhibitors in this
group of tumors with very limited therapeutic options. Since the immune environment is
subjected to dynamic changes with the possibility of changing the PD-L1 status, it is beneficial

for patients with a negative PD-L1 status to repeat the testing on other available samples.
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