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POPIS SKRACENICA

ECIS - engl. European Cancer Information System

BRCA - gen karcinoma dojke (engl. breast cancer gene)

SZO - Svjetska zdravstvena organizacija

NST - engl. no special type

HER 2 - receptor za humani epidermalni faktor rasta 2 (engl. human epidermal

growth factor receptor 2)

ER - estrogenski receptor (engl. estrogen receptor)

PR - progesteronski receptor (engl. progesteron receptor)

TNBC — trostruko negativni karcinomi dojke (engl. triple negative breast cancer)

BLm — bazalna morfologija (engl. basal-like morphology)

BI-RADS - engl. Breast Imaging-Reporting and Data System

TIL - tumor infiltriraju¢i limfociti (engl. tumor infiltrating lymphocytes)

SsTIL — stromalni TIL

itTIL — intratumoralni TIL

Th - T pomagacki (engl. T-helper)

Tth - T folikularni pomagacki (engl. T-follicular-helper)

DEFS - prezivljenje bez znakova bolesti (engl. disease free survival)



LN — limfati¢ne nakupine (engl. lymphoid aggregates, LA)

LP — engl. lymphocyte predominant breast cancer

CTA — antigeni za rak testisa (engl. cancer testis antigens)

NY-ESO-1- engl. New York esophageal squamous cell carcinoma-1

MAGE A- engl. melanoma antigen gene A

SZS — sredi$nji ZivEani sustav

PD-L1- ligand programirane stani¢ne smrti 1 (engl. programmed death-ligand 1)

ICS — engl. immune cell score



1. UVOD



1.1. EPIDEMIOLOGIJA I ETIOLOGIJA KARCINOMA DOJKE

Karcinom dojke najéescéa je zlocudna bolest u Zena 1 veliki javnozdravstveni
problem diljem svijeta. Posljednjih deset godina broj novootkrivenih karcinoma dojke je
u porastu kao i broj smrti povezanih s karcinomom dojke (1). Analiza u sklopu
istrazivanja ,,Global burden of disease® za 2019. godinu je utvrdila 2 000 000
novootkrivenih karcinoma dojke, te 701 000 smrti uzrokovanih karcinomom dojke (1).
U 157 zemalja karcinom dojke bio je najces¢a zlocudna bolest u Zena, a u 119 zemalja
bio je vodeci uzrok smrti medu zlo¢udnim bolestima (1).

Prema podacima Registra za rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo
karcinom dojke je u 2020. godini bio najces¢a zlocudna bolest u Zena. Od svih
dijagnosticiranih zlo¢udnih bolesti u zena, karcinomi dojke su predstavljali 26%, s
incidencijom 137.9/100 000 (2) (Slika 1). Prema podacima ECIS-a (European Cancer
Information System) u Hrvatskoj je u 2020. godini ocekivano da ¢e 25.2%
novodijagnosticiranih karcinoma u Zena biti karcinomi dojke, s incidencijom 120.3/100
000 Zena. Po broju smrti povezanih s karcinomom u Zena, karcinom dojke se prema
procjenama ECIS-a trebao nalaziti na tre¢em mjestu u Hrvatskoj, iza karcinoma
kolorektuma i karcinoma pluca sa stopom smrtnosti od 32.8/100 000 Zena, ali se prema
podacima Registra za rak nalazio na drugom mjestu iza karcinoma plucéa. Projekcije za
idu¢ih 20 godina predvidaju pad incidencije karcinoma dojke u Hrvatskoj (-4.8%), ali se

na razini Europske unije predvida daljnji porast od gotovo 10% (3).
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Slika 1. Incidencija karcinoma u Zena za 2020. godinu izraZena u postotcima

(preuzeto iz Registra za rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo)

Brzim napretkom dijagnostike 1 lije¢enja prognoza bolesnica s karcinomom
dojke postaje sve bolja. U Hrvatskoj je 2006. godine uveden Nacionalni program
probira i ranog otkrivanja raka dojke te se od tada biljezi porast incidencije uz postepeni
pad stope smrtnosti u razdoblju izmedu 2000. 1 2017. godine, unato¢ suboptimalnom
odazivu zena (4).

Etiologija karcinoma dojke je multifaktorijalna. Vecina studija ukazuje da
su starija Zivotna dob, izloZenost egzogenim hormonima, prehrana, ¢imbenici vezani za
reprodukciju (rana menarha, nuliparitet, starija dob pri prvom porodu) te genetika glavni
¢imbenici rizika. Vec¢ina karcinoma dojke nastaje sporadicno, a dio se moze direktno
povezati s nasljednim promjenama u odredenom genu. Dva gena ¢ije mutacije izrazito
povecavaju rizik za obolijevanje od karcinoma dojke su BRCA 1 i BRCA 2 s

autosomno dominantnim nasljedivanjem. Poznati su i brojni drugi geni koji nose visoki



(TP53, PTEN, STK11, CDH1) i umjereni rizik (PALB2, ATM, CHEK2) za nastanak

karcinoma dojke, te se danas karcinom dojke smatra poligenetskom boles¢u (5).

1.2. HISTOLOSKA KLASIFIKACIJA KARCINOMA DOJKE

Invazivni karcinom dojke se prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji

(SZ0) Klasificira u razli¢ite histoloske podtipove (5):

= Invazivni karcinom bez posebne oznake (NST)

= Invazivni lobularni karcinom

= Tubularni karcinom

= Kribriformni karcinom

=  Mucinozni adenokarcinom

=  Mucinozni cistadenokarcinom

= Invazivni mikropapilarni karcinom

= Apokrini adenokarcinom

= Metaplasti¢ni karcinom

= Ostali rijetki podtipovi



1.3. IMUNOHISTOKEMIJSKA KLASIFIKACIJA KARCINOMA DOJKE

Smjernice za imunohistokemijsku klasifikaciju karcinoma dojke temelje se
na rezultatima dobivenim transkripcijskim profiliranjem, a prihva¢ene su na 12.

Internacionalnom sastanku odrzanom 2011. godine u St. Gallenu (6).

Karcinomi dojke se dijele u pet skupina na temelju izrazaja sljedecih
imunohistokemijskih biljega: estrogenski receptori, progesteronski receptori, HER2

receptori te Ki-67 proliferacijski biljeg (Tablica 1).

Tablica 1. Imunohistokemijska klasifikacija tumora dojke

Podtip karcinoma dojke Imunohistokemijski profil

ER: +
Luminalni A PR: >20% HER2: -
Ki-67<20%
ER: +
Luminalni B (HER2-negativni) HER2: -

Ki-67 >20% i/ili PR: <20%

Luminalni B (HER2-pozitivni) ER: +
HER2: +

L ER: -
HER?2-pozitivni PR: -

HER2: +

o ER: -
Trostruko negativni PR: -

HER?2: -

Zbog Siroke dostupnosti i visoke pouzdanosti imunohistokemijska
klasifikacija osnova je za dijagnostiku i lije€enje karcinoma dojke u svakodnevnoj
klinickoj praksi. Na osnovu izrazaja progesteronskih 1 HER2 receptora te
proliferacijskog biljega Ki-67 luminalni tumori mogu se razdvojiti u dvije prognosticki
razli¢ite skupine, pri ¢emu je od klju€ne vaznosti bilo odredivanje grani¢ne vrijednosti

(engl. ,,cut-off) za Ki-67 koja se tijekom godina mijenjala, a trenutno se kao vrijednost



razgrani¢enja koristi 20% (7,8). Nedavno je opisana skupina ,,estrogen-low* karcinoma
dojke (s izrazajem ER prisutnim u 1-10% tumorskih stanica), ¢ije je bioloSko ponasanje
vrlo sli¢no trostruko negativnim karcinomima te ¢e se u novoj klasifikaciji vjerojatno

preporuciti izdvajanje ovih tumora u zasebnu skupinu (9).

1.4. MOLEKULARNA KLASIFIKACIJA KARCINOMA DOJKE I ,,BASAL-
LIKE*“ KARCINOMI

Histolo8ki sli€ni tumori mogu imati vrlo razliito klinicko ponaSanje i
odgovor na primijenjenu terapiju. Perou i suradnici (10) su 2000. godine objavili
istrazivanje u kojem su na osnovu rezultata transkripcijskog profiliranja karcinome
dojke podijelili u 5 skupina: luminalni A, luminalni B, HER2 obogaceni, bazalni podtip

1 podtip ,,nalik normalnoj dojci* (Slika 2).

00 120

Slika 2. Prema rezultatima transkripcijskog profiliranja u istraZivanju Peroua i
sur. karcinomi dojke se dijele u pet podskupina (Preuzeto iz: Carolina Center for

Genome Sciences, Breast Cancer Genetics)




Lehman 1 suradnici su 2011. godine dodatno istrazivali TNBC te su na
temelju transkripcijskog profiliranja predlozili podjelu na Sest podtipova: luminalni s
izrazajem androgenih receptora (LAR), bazalnom nalik tip 1 (BL1), bazalnom nalik tip
2 (BL2), mezenhimalni (M), mezenhimalni nalik maticnim stanicama (MSL) te
imunomodulatorni (IM) (11). Pet godina kasnije, isti autori predlozili su izmjenu
postojece klasifikacije, ovaj put iskljuc¢iv§i MSL i IM podtipove (12). Nadogradnjom
Lehmannova rada, Jiang i suradnici 2019. godine klasificiraju TNBC u cetiri podtipa,
od kojih svaki ima jedinstveni genski profil, prognozu i odgovor na terapiju: bazalnom

nalik i imunosuprimirani (BLIS), LAR, IM i mezenhimalnom nalik (MES) (13).

U osnovnoj molekularnoj podjeli karcinoma dojke, vecina (oko 85%)
TNBC-a pripada bazalnom intrinzicnom podtipu (14). Znacenje slozenice ,,basal-like*
(BL) u literaturi je viSezna¢no, jer osim molekularne implikacije, ima i
imunohistokemijsko i morfoloSko znacenje. Dok je odredivanje intrinzi¢nog podtipa
moguce jedino genetskim profiliranjem, odredivanje BL imunofenotipa 1 BL
morfoloSkih karakteristika je dostupnije 1 jeftinije. Dok BL imunofenotip ima
zadovoljavajuéu podudarnost s rezultatima transkripcijskog profiliranja (osjetljivost 78-
86%, specificnost do 100%) (15), BL morfologija (BLm) se pokazala vrlo
nepouzdanom (15,16), vjerojatno zbog postojanja viSe razliCitih histoloskih
karakteristika koje upucuju na BL morfologiju: visoki gradus, visoki mitotski indeks,
sincicijalni nacin rasta, naglasen stani¢ni pleomorfizam, gurajuéi invazivni rub, bogati
limfocitni infitrat unutar i oko tumora, nekroza, fibroza i nalaz metaplasti¢ne sastavnice

(15,17-22).



1.5. TNM KLASIFIKACIJA KARCINOMA DOJKE

Za odredivanje klinickog stadija karcinoma dojke najcesce se koristi TNM

klasifikacija, koja obuhvaca podatke o veli¢ini 1 proSirenosti tumora (T), statusu

regionalnih limfnih ¢vorova (N) i udaljenim metastazama (M) (23).

» T: primarni tumor

¢

¢

¢

¢

Tx: primarni tumor se ne moze odrediti
TO: primarni tumor se ne moZe dokazati
Tis: karcinom in situ
Tis (DCIS): dukatalni karcinom in situ
Tis (LCIS): lobularni karcinom in situ
Tis (Paget): Pagetova bolest bradavice nepovezana s invazivnim i/ili in situ
karcinomom u podleze¢em parenhimu
T1: tumor promjera <2 cm
T1mi: mikroinvazija <0.1 cm
T1la: promjer >0.1 cm, ali <0.5 cm
T1b: promjer >0.5 cm, ali <1 cm
Tlc: promjer >1 cm, ali <2 cm
T2: tumor promjera >2 cm, ali <5 cm
T3: tumor promjera >5 cm
T4: tumor bilo koje veli€ine s izravnim Sirenjem na torakalnu stjenku 1/ili na kozu
(ulceracija ili nodul)
T4a: zahvacanje torakalne stjenke (ne ukljuCujuéi samo invaziju pektoralnog

misica)



= T4b: edem koze (ukljucujuci izgled koze poput narancine kore) ili ulceracija na
kozi dojke ili satelitski kozni ¢vorovi ograniceni na istu dojku
=  T4c: oboje (T4a 1 T4b)

=  T4d: inflamatorni karcinom

¢ N: regionalni (ipsilateralni) limfni ¢vorovi
¢ Nx: postojanje metastaza u limfnim ¢vorovima nije moguce odrediti
¢ NO: bez metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima
¢ N1: metastaza u nefiskiranim aksilarnim limfnim ¢vorovima
¢ N2: metastaze u aksilarnim limfnim ¢vorovima koji su medusobno ili u odnosu na
okolinu fiksirani; ili metastaza u unutarnje mamarne limfne ¢vorove uz odsutne
metastaze u aksilarnim limfnim ¢vorovima
= N2a: metastaze u aksilarnim limfnim ¢vorovima koji su medusobno ili u odnosu
na okolinu fiksirani
= N2b: metastaza u unutarnje mamarne limfne ¢vorove uz odsutne metastaze u
aksilarnim limfnim ¢vorovima
¢ N3: metastaza u infraklavikularnim i supraklavikularnim limfnim ¢vorovima s/bez
metastaze u aksilarne limfne ¢vorove; metastaza u unutarnje mamarne limfne
¢vorove uz metastaze u aksilarne limfne ¢vorove
* N3a: metastaza u infraklavikularne limfne ¢vorove
= N3b: metastaza u unutarnje mamarne limfne ¢vorove uz metastaze u aksilarne
limfne ¢vorove
= N3c: metastaza u supraklavikularne limfne ¢vorove

e M: udaljene metastaze

¢ MO: bez udaljenih metastaza

¢ MI: prisutne udaljene metastaze



Klinicki stadij bolesti

Stadij 0: Tis, NO, MO

e Stadij IA: T1,NO,MO

e Stadij IB: TO-1, N1mi, MO

e Stadij ITA: TO-1,N1,MO ili T2,NO,M0

e Stadij IIB: T2,N1,MO0 ili T3,NO,M0

e Stadij ITITA: TO-2,N2,M0 ili T3,N1-2,M0
e Stadij ITIB: T4, bilo koji N,MO

e Stadij IIIC: bilo koji T,N3,M0

e Stadij IV: bilo koji T, bilo koji N,MI

1.6. DIJAGNOSTIKA TUMORA DOJKE

U populacijama bez mamografskog probira karcinom dojke se najceSce
prezentira kao palpabilna masa, iako se u uznapredovalim slucajevima moze naci i
zadebljanje 1 uvlacenje koze 1 bradavice, promjene u veli€ini 1 obliku dojke te promjene

teksture i boje, a rijede mogu nastati i ulceracije koze.

Standardne metode slikovne dijagnostike su mamografija, ultrazvuk te
magnetska rezonancija, a postoje 1 druge metode koje trenutno nisu u Sirokoj upotrebi ili

se tek ispituju kao Sto su mikrovalna tomografija te senzori radiofrekvencije.

Mamografija je Siroko dostupna dijagnosticka metoda, te se preporuca kao
metoda izbora za probir karcinoma dojke u Zena starijih od 40 godina. U mladih Zena,
zbog gustoc¢e dojki mamografija nije pouzdana, uz veliki broj lazno pozitivnih i lazno
negativnih nalaza. Osim toga, mamografija nije dovoljno osjetljiva u slucajevima malih

10



tumora (24). U svrhu standardizacije mamografskih nalaza u upotrebi je BI-RADS
(Breast Imaging-Reporting and Data System) kategorizacija, prema kojoj se na temelju
izgleda tumora, postojanja kalcifikata te poremecaja arhitektonike tumoru dodjeljuje

jedna od 7 kategorija (0-6) koje predstavljaju vjerojatnost zlo¢udnosti (25).

Kod zena mladih od 40 godina metoda izbora pri probiru je ultrazvuk dojki.
Ultrazvuk u usporedbi s mamografijom ima izvrsnu osjetljivost uz manju specifi¢nost.
Ultrazvuk u kombinaciji s mamografijom preporucuje se u svih zena koje imaju poviSen
rizik za razvoj karcinoma dojke. Osjetljivost kombinacije ovih metoda je usporediva s
osjetljivos¢u magnetske rezonancije. Ultrazvuk je Siroko dostupna, bezbolna i jeftina

metoda te omogucuje istovremenu analizu regionalnih limfnih ¢vorova (5,24).

Najosjetljivija dijagnosticka metoda je magnetska rezonancija. Primjenjuje
se za probir kod Zena s visokim rizikom za razvoj karcinoma dojke (nositeljice BRCA
mutacije), te za odredivanje proSirenosti bolesti nakon postavljanja dijagnoze
invazivnog lobularnog karcinoma. Magnetska rezonancija se ne koristi u opcoj
populaciji zbog visoke stope lazno pozitivnih nalaza, visoke cijene, dugog trajanja

pretrage te manjka educiranog lijecni¢kog kadra i uredaja (5,24).
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1.7. LIJECENJE KARCINOMA DOJKE

Plan lijeCenja donosi se na multidisciplinarnom timu i temelji se na
obiljezjima bolesti, prediktivnim i prognostickim ¢imbenicima te obiljezjima i Zeljama

bolesnica.

U lijeCenju ranog nemetastatskog karcinoma dojke cilj je kirurSkim
zahvatom ukloniti tumor; a odabir zahvata (tumorektomija, kvadrantektomija ili
mastektomija s ili bez rekonstrukcije) ovisi o veli¢ini i proSirenosti tumora te o Zeljama
bolesnice. Prije operativhog zahvata potrebno je napraviti procjenu statusa limfnih

¢vorova (26,27).

Kod klini¢ki negativnih limfnih ¢vorova preporuCuje se uciniti biopsiju
limfnog Cvora strazara (engl. sentinel lymph node). Potreba za dodatnom disekcijom
pazuha nakon provedene biopsije limfnog C¢vora strazara donosi se na
multidisciplinarnom timu i temelji se na broju pregledanih i udjelu pozitivnih limfnih

¢vorova i volumena njihove zahvacenosti tumorom (26,27).

U slucaju klinicki pozitivnih pazu$nih limfnih ¢vorova Cesto se inicijalno
pocinje neoadjuvantnom terapijom. Klinicki negativne, a radioloSki pozitivne limfne
¢vorove treba bioptirati 1 u slu¢aju pozitivnog nalaza obiljeziti markerom prije pocetka
neoadjuvantnog lije¢enja. U slucaju nalaza metastaza u klinicki negativnim limfnim

¢vorovima nakon neoadjuvantnog lijecenja, potrebno je uc€initi disekciju pazuha (26,27).

Adjuvantna radioterapija znacajno smanjuje rizik lokalnog povrata bolesti 1
smrtnost od raka dojke. Radioterapija je indicirana: nakon svih poStednih kirurskih
zahvata, nakon mastektomije u T3 1 T4 tumorima, kada se tumor nalazi na resekcijskom

rubu ili je od njega udaljen <1 mm, te kod ekstenzivne limfovaskularne invazije.
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Adjuvantna radioterapija torakalne stijenke i regionalne limfne drenaze indicirana je i

kada se nadu metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima (26,27).

Sustavno lijeCenje ukljucuje primjenu kemoterapije, endokrine terapije,
imunoterapije te suportivno-simptomatske terapije. Odluka o vrsti sustavnog lijeCenja
temelji se na stadiju i1 biologiji bolesti (imunofenotip tumora, gradus, Ki67
proliferacijski indeks, prisutnost/odsutnost limfovaskularne i perineuralne invazije) te

na obiljezjima bolesnice (dob, opce stanje, komorbiditeti, zelje bolesnice) (26,27).

Adjuvantna endokrina terapija koristi se u lijeCenju svih tumora koji imaju
izrazene estrogenske receptore. Bolesnice s HER2 pozitivnim rakom dojke lijee se
anti-HER?2 lijekovima adjuvantno i/ili neoadjuvantno u kombinaciji s kemoterapijom.
Adjuvantna kemoterapija indicirana je u bolesnica s HER2 pozitivnim karcinomima,

trostruko negativnim karcinomima i luminalnim karcinomima visokog rizika (26,27).

Neoadjuvantna kemoterapija indicirana je u lijeenju lokalno
uznapredovalog i inflamatornog raka dojke, te u trostruko negativnim i HER2
pozitivnim tumorima koji su > 2 ¢m, kod luminalnog visokorizi¢nog raka dojke, kao i u
tumorima s inicijalno pozitivnim limfnim ¢vorovima pazuha, uz prethodnu raspravu na
multidisciplinarnom timu. Neoadjuvantna endokrina terapija mozZe se primijeniti u
postmenopauzalnih bolesnica visoke dobi, s komorbiditetima te u situacijama kada ne

ocekujemo korist od kemoterapije, a ne postoji mogucénost operativnog zahvata (26,27).
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1.8. TUMOR INFILTRIRAJUCI LIMFOCITI

Tumor infiltriraju¢i limfociti (TIL) su vazan dio stani¢nog antitumorskog
imunoloskog odgovora. Dokazana je njihova prognostiCka vaznost u razli¢itim

zlo¢udnim bolestima poput melanoma i karcinoma probavnog sustava (28-30).

U dosadaS$njim istrazivanjima tumorskog mikrookolisa dokazano je da
steCeni imunitet posredovan T 1 B limfocitima ima kriticnu ulogu u ucinkovitom
antitumorskom odgovoru (Slika 3). Dok se infiltracija citotoksiénim CD8+ T
limfocitima povezuje isklju¢ivo s pozitivnom prognozom i dobrim odgovorom na
terapiju (31,32), za prisutnost CD4+ T pomagackih (engl. T helper, Th) stanica
prognosticko znafenje nije do kraja razjaSnjeno (33-35). Novija istrazivanja imunih
stanica u tumorskom mikrookoliSu u kojima su CD4+ T stanice podijeljene u
podskupine pokazala su da prisutnost Thl stanica ima pozitivan prognosti¢ki znacaj
(36), dok su Th2 stanice bile povezane s blokiranjem imunoloSkog odgovora i loSijom
prognozom (37). Thl7 stanice, koje luce proupalni interleukin 17 (IL-17), imaju
razli¢ite ucinke ovisno o drugim komponentama tumorskog mikrookolisa, te je znacenje
njihove prisutnosti razliCito ovisno o primarnom sijelu tumora (38). Prisutnost T
folikularnih pomagackih stanica (Tth), opisanih relativno nedavno, povezana je s boljim
odgovorom na terapiju, neovisno radi li se o adjuvantnoj ili neoadjuvantnoj primjeni
(36). Uloga B limfocita u antitumorskom odgovoru ostaje nerazjaSnjena, a dosadaSnja

istraZivanja imaju proturjecne rezultate (39).
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Slika 3. Utjecaj razli¢itih vrsta imunih stanica u tumorskom mikrookoliSu
(preuzeto iz Salgado R i sur. The evaluation of tumor-infiltrating lymphocytes
(TILs) in breast cancer: Recommendations by an International TILs Working

Group 2014)

Tumor infiltrirajué¢e limfocite (TIL) ovisno o smjeStaju unutar karcinoma
dojke dijelimo na stromalne (sTIL) i intratumoralne (itTIL). Prema preporuci
Medunarodne radne skupine za ocitavanje TILa u karcinomima dojke u svakodnevnoj
klinickoj praksi preporuca se ocitavanje postotka intratumorske strome infiltrirane
imunim stanicama (sTIL) u TNBC. S druge strane, itTIL nisu nasli svoju primjenu u
rutinskom radu, unato¢ studijama koje ukazuju na njihovu moguéu prognosticku
vrijednost (40,41). Kao razlog tome navodi se zahtjevnije oc¢itavanje u odnosu na sTIL,
te ¢injenica da povecan broj itTIL u vecini istraZivanja prati povecani broj sTIL na
osnovu cega se smatra da ocitavanje itTIL kao zasebnog parametra nema dodatnu

klinicku vrijednost (42). Medutim, dokazano je da su u ranim ER negativnim
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karcinomima dojke itTIL povezani s duljim prezivljenjem bez znakova bolesti (engl.
disease free survival, DES) (40), te da je infiltracija CD8+ T limfocitima unutar tumora

povezana s manjom smrtnoS¢u uzrokovanom karcinomom (41).

Vedi broj tumor infiltriraju¢ih limfocita se u ranim TNBC pokazao kao
vazan prognosticki pokazatelj pri primjeni adjuvantne kemoterapije (43). Prognosticki
ucinak je linearan i logaritmican: povecan broj tumor infiltriraju¢ih limfocita za svakih
10% smanjuje rizik povrata bolesti, rizik pojave metastaza te rizik smrtnog ishoda za
13%, 17% 1 16%, nakon S$to se podaci prilagode drugim prognosticki znacajnim

klinicko-patoloskim pokazateljima (43).

Veliki dio istrazivanja koja su proucavala TIL u karcinomima dojke radena
su metodom tkivnih mikropostroja (engl. tissue microarray) koja ne prikazuje potpunu
heterogenost tumora (31,41,44). Iako je povecan broj TIL-a povezan s duzim DFS i
boljim odgovorom na terapiju (45-49), za sada nema dovoljno podataka o klinickom
znaCaju lokalizacije TIL-a u tumorskom mikrookoliSu te prisustvu primarnih i

sekundarnih limfati¢nih nakupina (LN) u okolini tumora.

U istrazivanjima se kao posebna podskupina karcinoma dojke izdvaja
,lymphocyte predominant breast cancer (LP), karakteriziran visokim brojem TIL-a u
stromalnom odjeljku, koji se prema razli¢itim publikacijama krec¢e izmedu 50% 1 60%

(42,45,50). Ova skupina karcinoma dojke prema dosadasnjim istraZzivanjima povezana

je s boljim ishodom (51-54).
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1.9. ANTIGENI ZA RAK TESTISA

Antigeni za rak testisa (engl. cancer testis antigens, CTA) su proteini
kodirani grupom gena koji su fizioloSki izrazeni u ljudskim spolnim stanicama, a
aberantno ih nalazimo u stanicama raznih zlo¢udnih tumora. Tumorske stanice se od
stanica zdravog tkiva razlikuju po tome §to imaju brojne mehanizme koji im omogucéuju
besmrtnost, neregulirani rast i metastaziranje, a gotovo svaki od tih mehanizama se
prema dosadasnjim istrazivanjima moze povezati s pove¢anim izrazajem nekog od CTA
(55) (Slika 4). Izrazaj CTA je varijabilan te ga c¢eS€e nalazimo u melanomima,
karcinomima mokra¢nog mjehura, pluca, jajnika 1 jetre; a rjede u karcinomima bubrega,
kolona, Zeluca 1 hematoloskim bolestima (56). U prethodnim istrazivanjima zabiljezena
je 1 visoka razina ekspresije CTA u TNBC, uz razliite rezultate vezane uz njihov

prognosticki utjecaj (57-62).
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Slika 4. Izrazaj CTA povezan je s razliCitim mehanizmima koji tumorskim stanicama
omogucuje besmrtnost, neregulirani rast i metastaziranje (preuzeto iz Nin DS, Deng LW.
Biology of Cancer-Testis Antigens and Their Therapeutic Implications in Cancer. Cells.

2023;12(6):926.)

Provode se brojna istrazivanja o ulozi CTA kao potencijalnih meta za
lijecenje razliCitih vrsta karcinoma (63). Povecan izrazaj CTA u TNBC predstavlja
mogucnost za razvoj ciljane imunoterapije, te su potrebna dodatna istrazivanja da bi se
do kraja razjasnili mehanizmi djelovanja CTA u karcinomima dojke te njihova

interakcija s imunoloSkim sustavom (64).
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1.9.1. NY-ESO-1

»New York esophageal squamous cell carcinoma-1“ (NY-ESO-1), ili
,cancer testis antigen 1B“ (CTAGI1B) jedan je od najistrazivanijih CTA. Izrazito je
imunogeni¢an te dovodi do razvoja specifi‘cne B 1 T staniCne imunosti. Njegova
bioloska funkcija nije do kraja razjasnjena, ali se zna da ima ulogu u regulaciji

stani¢nog ciklusa, apoptozi i stani¢nom rastu (65).

Izrazaj NY-ESO-1 opisan je u velikom broju tumora, a najceS¢e u
liposarkomima, neuroblastomima i sinovijalnim sarkomima (65). Njegov izrazaj
povezan je s brojnim negativnim prognostiCkim znacajkama, kao §to su visi histoloski
gradus, prisutnost metastaza u limfnim ¢vorovima te uznapredovali klinicki stadij (66).
Unato¢ tome, njegova prisutnost nije u svim sijelima povezana s loSijim klini¢kim
ishodom, pa tako i kod karcinoma dojke gdje njegov pozitivan izrazaj nije jasno

povezan s loSijom prognozom (65).

Zbog svoje izrazite imunogenicnosti i ogranienosti izrazaja samo na
tumorsko tkivo, NY-ESO-1 se smatra idealnim kandidatom za razvoj ciljane
imunoterapije, a do sada provedena istrazivanja faze I i II donijela su ohrabrujuce
rezultate. U tijeku su studije koje ispituju protutumorska cjepiva, genetski modificirane

T limfocite te terapiju u kombinaciji s inhibitorima kontrolnih tocki (65).
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1.9.2. MAGE A

“Melanoma antigen gene A” (MAGE A) antigeni su prva skupina antigena
povezanih s tumorima koji su identificirani na molekularnoj razini. Bioloska funkcija im
jos$ nije razjasnjena, ali kao moguce uloge spominju se disregulacija p53 proteina,
pojacavanje proliferacijskog potencijala tumora te odrzavanje tumorskih stanica u
stadiju ,,nalik mati¢énim* tumorskim stanicama. lako nije jo§ sa sigurnos¢u dokazano,
postoje dokazi da je izrazaj MAGE A antigena u tumorima povezan s epitelno-

mezenhinalnom tranzicijom (67).

Kao i NY-ESO-1, i MAGE A antigeni se nalaze u velikom broju malignih
tumora, pa tako i u karcinomu dojke. DosadaSnja istrazivanja povezuju MAGE A
izrazaj s loSijom prognozom i slabijim odgovorom na kemoterapiju (68), za Sto se
glavnim krivcem smatra ranije spomenuta disregulacija p53 proteina. Izrazaj MAGE A

antigena u tumorima povezan je i s povecanim rizikom za pojavu udaljenih metastaza

(68).

MAGE A obitelj antigena takoder se smatra kandidatima za razvoj
antitumorske terapije u buduénosti. Kao potencijalne terapijske moguénosti istrazuju se
ciljana monoklonska protutijela, genetski modificirani T limfociti te protutumorska
cjepiva (68). Unato¢ pozitivnim rezultatima zabiljeZenima u ranim studijama, ono $to
nije bilo o¢ekivano i §to je donekle smanjilo entuzijazam oko ciljane terapije vezane uz
MAGE A antigene je pojava toksi¢nosti za sredisnji Zivéani sustav (SZS) i migiée (68).
Kao moguée objasnjenje navodi se izrazaj MAGE Al2 u SZS-u te nedovoljna
specifi¢nost genetski modificiranih T limfocita. Ipak, brojna klinicka ispitivanja su i

dalje u tijeku, te se njihovi definitivni zakljucci tek ocekuju.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA 1 HIPOTEZE
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2.1. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Osnovni ciljevi istraZivanja

» Utvrditi povezanost povecanog broja stromalnih limfocita (sTIL), intratumoralnih
limfocita (itTIL), limfaticnih nakupina 1 izrazaja CTA wu trostruko negativnim

karcinomima dojke s duzinom prezivljenja bez znakova povrata bolesti (DFS).

» Istraziti povezanost izrazaja CTA s koli¢inom TIL, formiranjem limfati¢nih
nakupina 1 ,basal-like* morfoloSkim karakteristikama u trostruko negativnim

karcinomima dojke.

Sporedni ciljevi istrazivanja

«  Utvrditi povezanost povecanog broja stromalnih limfocita (sTIL), intratumoralnih
limfocita (itTIL), limfaticnih nakupina, te izrazaja CTA i1 PD-L1 ICS s klinicko-
patoloSkim prognostickim pokazateljima: dob, klinicki stadij, veliCina tumora,
histoloski gradus, histoloski podtip, ,,basal like* morfologija i proliferacijska aktivnost

mjerena primjenom Ki-67 protutijela.
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2.2. HIPOTEZE

* Bolesnice s trostruko negativnim karcinomima dojke kod kojih se nade povecan
broj stromalnih limfocita (sTIL), intratumoralnih limfocita (itTIL) i limfati¢ne nakupine

imat ¢e duze vrijeme do povrata bolesti.

* Izrazaj CTA-a u trostruko negativnim karcinomima dojke povezan je s povecanom
infiltracijom TIL-a, ,basal-like* morfoloskim karakteristikama te duzim vremenom do

povrata bolesti.
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3. MATERIJALI I METODE ISTRAZIVANJA
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Istrazivanje je provedeno na Klinickom zavodu za patologiju, sudsku
medicinu i citologiju KBC-a Split, uz suradnju KBC-a Osijek, KBC-a Zagreb i Klinike

za tumore KBC-a Sestre milosrdnice.

3.1. ISPITANICE

Uvidom u onkolosku medicinsku dokumentaciju izdvojeno je 98 bolesnica
koje su u razdoblju od 1. sije¢nja 2017. do 31. prosinca 2018. godine s dijagnozom
ranog TNBC-a operirane u KBC-u Split, KBC-u Osijek, KBC-u Zagreb i KBC-u Sestre
milosrdnice, a kod kojih nije provedeno neoadjuvantno lije¢enje. Kriteriji za ukljucenje
u studiju bili su: dijagnoza TNBC-a, nepostojanje udaljenih metastaza u trenutku
operacije (neovisno o statusu regionalnih limfnih ¢vorova), redovite onkoloske kontrole,
dostupnost potpunih klini¢kih podataka i dostupnost parafinskih tkivnih blokova. Jedna

bolesnica je naknadno isklju¢ena iz istrazivanja zbog nepotpunih klinickih podataka.

3.2. METODE

Uvidom u onkoloSku medicinsku dokumentaciju dobili smo klinicke
podatke o dobi bolesnica, veli¢ini tumora, klinickom stadiju bolesti, primijenjenom
kirurSkom 1 onkoloSkom lije¢enju, te duZini perioda bez znakova povrata bolesti (DFS)

(zakljuéno s 1. sije¢nja 2021. godine).
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3.2.1. HISTOLOSKA ANALIZA

Ponovnom analizom  arhiviranih hemalaun-eozinom  obojenih
patohistoloskih stakala odredene su morfoloske karakteristike tumora i tumorskog
mikrookoli$a, ukljucujuéi histoloski tip i gradus tumora, prisutnost bazalne morfologije,

koli¢inu TIL-a i prisutnost limfaticnih nakupina (LN).

Histoloski tip karcinoma dojke odreden je prema smjernicama Svjetske
zdravstvene organizacije, a histoloski gradus prema Elston 1 Ellis-ovoj shemi za sve

histoloske tipove raka dojke (5).

Bazalna morfologija procijenjena je na osnovu prisutnosti karakteristicnih
morfoloskih obiljezja kao $to su: sincicijalan nacin rasta, nekroza i fibroza u centralnom
dijelu, guraju¢i rubovi, prisutnost limfocitnog upalnog infiltrata na periferiji, te

prisutnost metaplasti¢nih elemenata (15,17-22) (Slika 5).

Tumor infiltriraju¢i limfociti o¢itavani su prema preporukama Medunarodne
radne skupine za TIL (engl. International TIL Working Group) (42). Nakupljanje
stromalnih limfocita (sTIL ukupno) ocitavano je kao postotak (%) strome infiltrirane
imunim stanicama unutar tumora i na infiltrativnom rubu, te je naknadno zasebno
evaluiran periferni dio strome na infiltrativnom rubu tumora (sTIL periferija) i centralni
dio strome, unutar tumora (sTIL centar). Limfociti koji su se nalazili u izravnhom dodiru

s tumorskim stanicama ocitavani su kao intratumoralni limfociti (itTIL) (Slike 6-8).

Takoder, biljeZeno je i1 postojanje limfaticnih nakupina unutar tumora, te na
udaljenosti manjoj od 5 mm od invazivnog ruba tumora, uz dodatnu podjelu na

primarne 1 sekundarne ovisno o postojanju germinativnog centra (Slike 9 1 10).
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Slika 6. Trostruko negativni karcinom dojke s malim udijelom sTIL (HE, 400x)
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Slika 7. Trostruko negativni karcinom dojke s visokim udjelom sTIL izmedu
otoCi¢a tumorskog tkiva i na invazivnhom tumorskom rubu (centralni i periferni

sTIL) (HE, 400x)

Slika 8. Trostruko negativni karcinom s velikim brojem limfocita u izravnom

dodiru s tumorskim stanicama (itTIL) (HE, 400x)
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Slika 9. Limfaticne nakupine bez germinativnog centra na periferiji tumora

(primarne LN) (HE, 100x)

Slika 10. Limfaticne nakupine s germinativnim centrom (sekundarne LN) (HE,

200x)
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3.2.2. IMUNOHISTOKEMIJSKE ANALIZE

Arhivirani parafinski blokovi s uzorcima tumora dodatno su rezani na 3-5u
debele rezove za imunohistokemijsku analizu. U stroju Ventana Ultrabenchmark GX
(Ventana, Tuscon, Arizona) proveden je standardni predanaliticki postupak
deparafiniranja, rehidracije, otkrivanja antigenskih epitopa, blokade aktivnosti endogene
peroksidaze i analiti¢ki postupak imunohistokemijskog bojenja primjenom protutijela
PD-L1 Ventana SP142, NY-ESO-1 (monoklonsko protutijelo {mAb} D8.38), multi
MAGE A (mAb 57B) i MAGE Al (mAb 77B). Za vizualizaciju reakcije koriSten je
Optiview detekcijski kit (Ventana, Roche).

PD-L1 ICS (engl. PD-L1 immune cell score) ocitavan je od strane dvoje
patologa i smatran je pozitivnim ukoliko je bojenje bilo kojeg intenziteta bilo vidljivo u

> 1% povrSine tumora s obojenjem bilo kojeg intenziteta u imunim stanicama (69)

(Slika 11).
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Slika 11. PD-L1 ICS prikazan primjenom imunohistokemijskog bojenja s
protutijelom SP142 vidljivo kao granularno i tockasto citoplazmatsko obojenje u

>1% imunih stanica (400x)
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Proliferacijski indeks mjeren je primjenom Ki-67 protutijela u podrucjima
najviSe proliferacijske aktivnosti u invazivnoj komponenti tumora, a definiran je kao
postotak pozitivnih jezgara na 1000 tumorskih stanica (70).

Pri oc¢itavanju NY-ESO-1, MAGE Al i multi MAGE A u evaluaciju su
ukljucene sve tumorske stanice s vidljivim nuklearnim i/ili citoplazmatskim obojenjem
(Slike 12-14). U obradi podataka koristene su dvije grani¢ne vrijednosti za pozitivan
izrazaj CTA. U prvoj, izrazaj je smatran pozitivnim ukoliko je broj pozitivnih stanica
(%) bio veci od medijana vrijednosti u ispitivanoj kohortnoj skupini, a u drugoj, prema
arbitrarno postavljenoj grani¢noj vrijednosti, ukoliko je broj pozitivnih stanica (%) bio

>10% ukupnog broja tumorskih stanica (59,62,71,72).

Slika 12. Imunohistokemijsko bojenje primjenom protutijela za NY-ESO-1
(400x)
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Slika 14. Imunohistokemijsko bojenje primjenom protutijela za multi MAGE A
(400x)

Sve analize napravljene su na standardnim tkivnim rezovima $to omogucéava
bolji uvid u heterogenost tumorskog mikrookoliSa, te procjenu centralnih 1 perifernih
dijelova tumora, kao i okolne tumorom nezahvac¢ene strome. Sva ocitavanja odradena su
neovisno od strane pristupnika i od strane mentorice na mikroskopu Olympus 51BX

(Olympus, Tokyo, Japan).
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3.3. STATISTICKE ANALIZE

Prikupljeni podaci biljezeni su u programu Microsoft Exel za Windows
2007 (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, SAD), a za izracun statisticke
znacajnosti koristio se program Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)
software (verzija 20 za Windows; SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA). Rezultati su
prikazani tabli¢no 1 graficki, a interpretirani na razini znacajnosti P < 0.005.

Za usporedbu kategorijskih varijabli koristio se y2 test i test logisticke
regresije. Za usporedbu kvantitativnih varijabli i ispitivanih karakteristika tumora
koristio se Mann-Whitney test. Coxovom regresijskom analizom utvrdivali smo
povezanost svih istrazivanih varijabli s duzinom DFS bolesnika (u mjesecima). U
analizi preZivljenja prema svim varijablama koristila se Kaplan-Meierova krivulja

prezivljenja i log-rank test.
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4. REZULTATI



4.1. OBILJEZJA ISPITANICA

U istrazivanje je uklju¢eno 97 bolesnica s ranim (nemetastatskim) trostruko
negativnim karcinomima dojke koje prije operativnog =zahvata nisu primale
neoadjuvantnu terapiju, a operirane su u cetiri velika Klini¢cka bolnicka centra u
razdoblju od 1. sije¢nja 2017. do 31. prosinca 2018. godine.

Sve bolesnice kod kojih je proveden postedni operativni zahvat primile su
postoperativnu radioterapiju. Sistemska adjuvantna kemoterapija je primijenjena u 90
(92.7%) bolesnica. Od sedam bolesnica koje nisu primile adjuvantnu kemoterapiju, tri
su istu odbile primiti, dok su Cetiri imale multiple komorbiditete te nisu bile kandidati za
provodenje adjuvantne terapije. U Tablicama 2 i1 3 prikazane su kvalitativne i

kvantitativne varijable proucavane u istrazivanju.
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Tablica 2. Prikaz bolesnica oboljelih od TNBC prema kvalitativnim varijablama ili
medijan (q1-q3, minimum-maksimum) kvantitativnih varijabli

Varijable

Dob (godine)

Vrsta operativnog zahvata

Veli¢ina tumora (cm)

Veli¢ina tumora (cm)

Histoloski gradus

Histoloski tip

Pozitivni limfni ¢vorovi

TNM stadij

PD-L1 ICS

Vrsta adjuvantnog lije¢enja

Naknadna pojava metastaza

Recidiv bolesti

Ki-67 medijan
Ki-67 Roc analiza

Tumorektomija
Kvadrantektomija
Mastektomija
0.5-1
1-2
2-5

>5

1
2
3
Invazivni NST
Invazivni lobularni
Ostali
Ne
Da
Nepoznato
I
II
III
Nepoznato
<1%
>1%
Kemoterapija i radioterapija
Kemoterapija

Nije provedeno

65 (55-74; 29-91)
3(3.1)
48 (49.5)
46 (47.4)
5(5.2)
42 (43.3)
45 (46.4)
5(5.2)
2.1 (1.5-3;0.9-10)
(D
18 (18.6)
78 (80.4)
79 (81.4)
4 (4.1
14 (14.4)
69 (71.1)
27 (27.8)
1(1)
40 (41.2)
41 (42.2)
15 (15.5)
1(1.1)
50 (51)
47 (49)
64 (66)
26 (26.8)
7(7.2)
86 (88.7)
11 (11.3)
92 (94.8)
5(5.2)
56 (35-75; 5-98)
55.5
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Tablica 3. Prikaz broja i postotka, te medijani ispitivanih varijabli

Varijabla Medijan vrijednosti
<10% 13 (13.4)
10-20% 27 (27.8)
20-30% 20 (20.6)
sTIL periferni 30-40% 22 (22.7) 25 (10-30; 0-80)
40-50% 3@3.D)
>50% 12 (12.4)
<10% 19 (19.5)
10-20% 28 (28.9)
20-30% 25 (25.8)
sTIL centralni 30-40% 10 (10.3) 20 (10-30; 1-85)
40-50% 3@3.D)
>50% 12 (12.4)
<10% 14 (14.4)
10-20% 27 (27.8)
20-30% 30(30.9)
STIL ukupni 30-40% 10 (10.3) 20 (10-30; 1-85)
40-50% 5(5.2)
>50% 11(11.3)
<10% 85 (88)
itTIL ~10% 12 (12) 2 (1-5; 0-15)
Ne 31 (32)
Primarne LN Da 66 (63)
Ne 83 (86)
Sekundarne LN Da 14 (14)
Ne 50 (51)
BLm Da 47 (49)
<10% 78 (80)
NY-ESO-1 >10% 19 (20) 0
<10% 4(4)
MAGE A1* >10% 92 (96) 80 (55-100; 0-100)
<10% 19 (20)
Multi MAGE A* ~10% 77 (80) 40 (15-70;0-100)

* rezultati bojenja na MAGE Al i multi MAGE A za jednu bolesnicu nisu dostupni zbog istroSenosti uzorka
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4.2. TUMORSKI MIKROOKOLIS

Tumor infiltriraju¢i limfociti oCitavani su kao postotak strome infiltrirane
upalnim stanica prema smjernicama Medunarodne radne skupine za TIL, i podijeljeni su

u 6 grupa (<10%, 10-20%, 20-30%, 30-40%. 40-50% 1>50%) (Slika 15).

35
30
25 W <10%
20 - = 10-20%
m 20-30%
15 - =30-40%
N 40-50%
10 %
\ N 250%
5 §
0 =
sTIL periferija sTIL centralno sTIL ukupni

Slika 15. Raspodjela broja (%) stromalnih tumor infiltriraju¢ih limfocita
(sTIL) na periferiji, u centralnom dijelu tumora i ukupno

U ovom istrazivanju nismo dokazali da izdvojeno evaluiranje sTIL na
invazivnom rubu (sTIL periferija) i u centralnom dijelu tumora (sTIL centralno) donosi
dodatne informacije u odnosu na procjenu ukupnog broja sTIL (sTIL ukupni).
Statisticki znacajne korelacije pronadene su pri izdvajanju grupe s visokim udjelom

ukupnog sTIL, takozvanih ,,lymphocyte predominant* (LP) karcinoma (Tablica 4).
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U Tablici 4 prikazane su klinicko-patoloSke varijable u odnosu na PD-L1

ICS status i LP (engl. lymphocyte predominant) status.

Tablica 4. Prikaz broja (%) i1 medijana (q1-q3; min-max) ispitivanih varijabli u odnosu na
PD-L1 ICS status i LP status

B PD-L1ICS PD-LIICS P LP- LP+ P
Varijable 1% > 1% (86;89%)  (11; 11%)
(50;51%)  (47;49%)
Dob 66 (54-78; 65 (55-72; 66.5 (55- 60 (54-80;
(godine) 3001 3488 7% 642001 458y OB
. 42 (30-70; 65 (50-80; 51 (35-75; 65 (60-80;
Ki67 5:90) 24 98) 0.005 591 50.98) 0.040
2.1 (1.6
Veli¢ina ) 2 (1.5-3; 2.1 (1.6-3; 1.9 (1.1-3;
tumora 4'51’0(;'9' 0.9-5) 0.411 0.9-10) 1-5) 0.588
Histoloski 2 15 (31) 3(6) 0.005 17 (20) 109 0o
gradus* 3 34 (69) 44 (94) 68 (80) 10 (91)
Histologki NST 37 (74) 42 (89) 0.092 70 (81) 9 (82) 1900
tip Ostali 13 (26) 5(11) 16 (19) 2 (18)
Pozitivni Ne 33 (66) 36 (78) 0.268 63 (73) 6 (60)
limfni 0.609
&vorovi Da 17 34) 10 (22) 23 (27) 4 (40)
<10% 50 (100) 35 (74) <0.001 79 (92) 6 (55)
ItTIL 0.002
>10% 0 12 (26) 7(8) 5 (45)
Primarne Ne 23 (46) 8 (17) 0.004 29 (34) 2(18)
LN 0.486
Da 27 (54) 39 (83) 57 (66) 9 (82)
Sekundarne Ne 46 (92) 37 (79) 0.116 75 (87) 8 (73)
LN 0.406
Da 4(8) 10 21) 11 (13) 3(27)
<1% 50 (58) 0
PD-L1 ICS 0.001
>1% 36 (42) 11 (100)

*iz analize je iskljucena jedna bolesica s karcinomom histoloskog gradusa 1

Nismo dokazali statisticki znacajnu razliku u Zivotnoj dobi bolesnica u

trenutku dijagnoze u odnosu na PD-L1 ICS (p=0.509) 1 LP status (p= 0.820).

Medijan proliferacijskog indeksa Ki-67 bio je za 23% (95% CI: 7.8-38.2)
veci u skupini ispitanica s PD-L1 ICS pozitivnim statusom u odnosu na ispitanice s PD-

L1 ICS negativnim statusom (z=2.62; p=0.005). U skupini bolesnica koje su imale
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pozitivan LP status medijan proliferacijskog indeksa Ki-67 za 14% (95% CI -1.28 do

29.3) se razlikovao od Ki-67 medijana u LP negativnoj skupini (z=2.1; p=0.040).

Udio tumora histoloskog gradusa 2 u skupini s PD-L1 ICS negativnim
statusom bio je 5 puta veéi nego u skupini s PD-L1 ICS pozitivnim statusom. Udio
ispitanica s histoloskim gradusom 3 bio je 1.4 puta ve¢i u skupini PD-L1 ICS

pozitivnim nego u skupini s PD-L1 ICS negativnim statusom (y* =7.7; p=0.005).

Postojala je statisticki znacajna povezanost histoloskog podtipa s PD-L1
ICS statusom uz razinu znacajnosti 91% (x> =2.8; p=0.092). Udio ,,ostalih* histoloskih
podtipova bio je 2.4 puta vec¢i u skupini s PD-L1 ICS negativnim statusom u odnosu na
skupinu s PD-L1 ICS pozitivnim statusom. Relativni broj NST histoloskog podtipa u
odnosu na ,,ostale histoloSke podtipove bio je 2.9 puta vec¢i kod tumora s PD-L1 ICS
pozitivnim statusom nego kod tumora s PD-L1 ICS negativnim statusom (95% CI 0.96-

9; p=0.059).

Intratumoralni TIL podijeljeni u grupe s grani¢nom vrijednosti 10%
statistiCki bili su znacajno povezani s PD-L1 ICS statusom (¥* =12.3; p<0.001). Niti
jedna ispitanica iz grupe itTIL > 10% nije imala PD-L1 ICS negativan status. Postoji i
statisticki znacajna povezanost intratumoralnih TIL (¥*=9.3; p=0.002) s LP statusom.
Udio ispitanica s itTIL > 10% u skupini LP status pozitivnih bio je 5.6 puta veci nego
udio istih u skupini LP status negativnih. Izgled za pojavnost itTIL skupine > 10% u
skupini LP status pozitivnih bio je 9.4 puta veci nego u skupini LP status negativnih

(OR:9.4; 95% CI 2.3-39; p=0.002).

Postojala je statistiCki znacajna povezanost pojavnosti limfatiénih nakupina
s PD-L1 ICS statusom (> =8.1; p=0.004). Udio ispitanica bez limfati¢nih nakupina bio

je 3 puta ve¢i u skupini s PD-L1 ICS negativnim statusom nego u skupini s PD-L1 ICS
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pozitivnim statusom, a udio ispitanica s prisutnim limfati¢nim nakupinama bio je 1.5
puta veci u skupini s PD-L.1 ICS pozitivhim statusom nego u ispitanica s PD-L1 ICS
negativnim statusom. Izgled za pojavnost limfati¢nih nakupina u skupini PD-L1 ICS
pozitivnih ispitanica bio je 4 puta ve¢i nego u skupini PD-L1 ICS negativnih ispitanica

(OR: 4; 95% CI 1.6-10.6; p=0.003).

Postojala je znacajna povezanost PD-L1 ICS statusa s LP statusom (2
=10.9; p=0.001). Sve bolesnice s LP pozitivnim statusom (N=11) imale su i1 pozitivan

PD-L1 ICS.

Pri podjeli bolesnica u skupine prema PD-L1 ICS statusu nismo pronasli
statistiCki znacajnu razliku u medijanu veliCine (p=0.411), zahvacenosti limfnih ¢vorova
u trenutku operacije (p=0.268) ni postojanju sekundarnih LN (p=0.116). Medijan
veli¢ine (p=0.588), histoloski tip (p=0.999), histoloski gradus (p=0.644), zahvacenost
limfnih ¢vorova (p=0.609) te postojanje primarnih (p=0.486) i sekundarnih LN
(p=0.406) nisu se statisticki znacajno razlikovali pri podijeli bolesnica u grupe ovisno o

LP statusu.

41



Tablica 5. Povezanost ispitivanih varijabli s prisutnos¢u BLm

Varijable BLm + BLm - p
(50: 51%) (47; 49%)

Dob (godine) 68.5 (57-78:34-87) 61 (53-72; 29-91) 0.139

Ki-67 49 (30-70; 10-91) 65 (40-80; 5-98) 0.001

Veli¢ina medijan 2(1.5-3;09-10) 2.3 (1.8-3.5;0.9-6.5) 0.324
2 15 31) 3(6.4)

Histoloski gradus* 0.005
3 34 (69) 44 (94)
NST 37 (74) 42 (89)

Histoloski tip 0.92
Ostali podtipovi 13 /26) 5(11)

Pozitivni limfni Ne 33(66) 36 (78) 0268
cvorovi Da 17 (34) 10 (22)
<10% 44 (88) 41 (87)

ItTIL 0.909
>10% 6 (12) 6 (13)
- Ne 16 (32) 15 (32)

Primarne LN 0.999
Da 34 (68) 32 (68)
Ne 40 (80) 43 (92)

Sekundarne LN 0.187

Da 10 (20) 4(8)

<1% 29 (58) 21 (45)

PD-L1 ICS 1o 0.268
21 (42) 26 (55)

* iz analize je iskljucena jedna bolesnica s karcinomom histoloskog gradusa 1

Medijan Ki-67 bio je za 16% ve¢i u tumorima s prisutnom ,,basal-like*

morfologijom (BLm +) nego u tumorima bez nje (BLm-) (z=3.2; p=0.001).

Udio ispitanica s histoloskim gradusom 3 bio je 1.4 puta ve¢i u skupini

tumora s ,,basal-like* morfologijom (BLm+) u odnosu na udio istih u skupini kod kojih

ona nije bila prisutna (BLm-). Udio tumora s histoloskim gradusom 2 bio je 5.2 puta

veéi u skupini tumora bez ,,basal like* histoloskih karakeristika (BLm-) u odnosu na

udio tumora kod kojih su bile prisutne (BLm+) (> =7.7; p=0.005). Izgled za pojavnost

histoloSkog gradusa 3 u odnosu na gradus 2 bio je 6.5 puta ve¢i u skupini BLm+ u

odnosu na skupinu BLm- (OR: 6.5; 95% CI: 17-24; p=0.005).
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Pri podjeli bolesnica u skupine ovisno o postojanju BLm nismo nasli
statisticki znacajnu razliku u dobi bolesnica (p=0.139), veli¢ini tumora (p=0.324), PD-
L1 ICS statusu (p=0.268), statusu limfnih ¢vorova (p=0.268) te postojanju primarnih

(p=0.999) i sekundarnih LN (p=0.187).

4.3. ANTIGENI ZA RAK TESTISA

U Tablicama 6-8 prikazane su korelacije ispitivanih varijabli s NY-ESO-1,

multi MAGE A te MAGE Al s grani¢nim vrijednostima odredenim prema medijanu.
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Tablica 6. Prikaz odnosa ispitivanih varijabli s izrazajem multi MAGE A (grani¢na vrijednost
prema medijanu)

Variiable Multi MAGE A Multi MAGE A
j <40% (44) >40% (52) P

Dob (godine) 69 (56-78; 35-91) 63 (54-72; 29-86) 0.178

Ki67 (%) 50 (33-74; 5-98) 60 (38-80; 10-90) 0.360

Veli¢ina (cm) 1.95 (1.5-4.8; 0.9-10) 2.2 (1.8-3;0.9-5.5) 0.520
2 13 (30) 5(10)

Histoloski gradus* 0.026
3 31 (70) 47 (90)
NST 35 (79) 44 (85)

Histoloski tip 0.704
Ostali podtipovi 9 (21 8 (15)

Pozitivni limfni Ne 30.(70) 38(73) 0.899
cvorovi Da 13 (30) 14 (27)
<10% 49 (89) 45 (86)

itTIL 0.999
>10% 5(11) 7 (14)
Ne 11 (25) 19 (36)

Primarne LN 0.320
Da 33 (75) 33 (64)
Ne 35 (79) 47 (90)

Sekundarne LN 0.227
Da 9 (21) 5(10)
Ne 27 (61) 22 (42)

BLm 0.098
Da 17 (39) 30(58)
<1% 26 (59) 23 (44)

PD-L1 ICS 0.213
>1% 18 (41) 29 (56)

* iz analize je iskljucena jedna bolesnica s karcinomom histoloskog gradusa 1

Pri koriStenju grani¢ne vrijednosti od 40% za multi MAGE A, odredenog
prema medijanu, zabiljezena je statisticki znacajna korelacija s histoloskim gradusom
tumora. Udio tumora s histoloSkim gradusom 2 u skupini multi MAGE A <40% bio je 3
puta vec¢i nego u skupini multi MAGE A >40%. Udio tumora s histoloSkim gradusom 3
u skupini multi MAGE A >40% bio je 1.3 puta veci nego u skupini multi MAGE A

<40% (> =4.9; p=0.026).
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Nije pronadena statisticki znacajna povezanost multi MAGE A s dobi

bolesnica (p=0.178), medijanom Ki-67 (p=0.360), velicinom tumora (p=0.520),

histoloskim tipom tumora (p=0.704), statusom limfnih ¢vorova (p=0.899), brojem itTIL

(p=0.999), postojanjem primarnih (p=0.320) i sekundarnih LN (p=0.227), prisutnos¢u

BLm (p=0.098) ni PD-L1 ICS statusom (p=0.213).

Tablica 7. Prikaz odnosa ispitivanih varijabli s izrazajem NY-ESO-1 (grani¢na vrijednost prema

medijanu)
Varijable NY-ESO-10% (60) _ NY-ESO-1>1% (37) P

Dob (godine) 63 (51-73;3491) 70 (58-76; 29-90) 0.154
Ki67 (%) 58.5 (38-76; 10-90) 50 (35-77; 5-98) 0.529
Velitina (cm) 22(1.5-32;09-10) 2 (1.5-3; 0.9-6.5) 0.363

5 11(18) 7(19)
Histoloski gradus* ; 49 (82) 29 (81) 0.999

NST 50 (83) 29 (78)

Histoloski tip Ostali podtipovi 10 (17) 8 (22) 0.733
Pozitivni limfni Ne @) 2 (©9) 0,860
Evorovi Da 16 (27) 1131) :

<10% 56 (93) 29 (78)
TIL 0% e 5 (2) 0.064%

Ne 21 (35) 10 27)

Primarne LN Da 39 (65) 27 (73) 0.553
Ne 54 (90) 29 (78)

Sekundarne LN Da 6 (10) 8 (22) 0.199
Ne 32 (53) 18 (49)

BLm Da 28 (47) 19 (51) 0811
<1% 33 (55) 17 (46)

PD-L1 ICS 10, 2 45 2 (5 0.511

*iz analize je iskljucena jedna bolesnica s karcinomom histoloSkog gradusa 1
**odnosi su dodatno prikazani u Tablici 10
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Pri podjeli bolesnica prema izrazaju NY-ESO-1 nije bilo statisticki znacajne
razlike u dobi (p=0.154), medijanu Ki-67 (p=0.529) i medijanu veli¢ine tumora

(p=0.363).

Izrazaj NY-ESO-1 nije bio povezan s histoloskim gradusom tumora
(p=0.999), histoloskim tipom tumora (p=0.733) niti zahvacanjem limfnih ¢vorova

(p=0.860).

Postojanje primarnih LN (p=0.553), sekundarnih LN (p=0.199), BLm

(p=0.811) te PD-L1 ICS (p=0.511) nisu korelirali s izrazajem NY-ESO-1.

Korelacija izrazaja NY-ESO-1 s brojem itTIL dodatno je prikazana u Tablici 10.
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Tablica 8. Prikaz odnosa ispitivanih varijabli s izrazajem MAGE Al (grani¢na vrijednost prema

medijanu)
Varijable MAGE A1<80% (45) MAGE A1>80% (51) P

Dob (godine) 65 (52-73;35-90) 66.5 (56-78;29-91) 0.555
Ki67 (%) 48 (30-72;10-91) 62 (40-80;5-98) 0.055
Veli¢ina (cm) 2.3(1.8-3.3;1-10) 1.85 (1.5-3; 0.9-10) 0.060

2 10 (22) 8 (16)
Histoloski gradus* 3 35 (78) 43 (34) 0.578

NST 33 (73) 45 (88)

Histoloski tip Ostali podtipovi 12 27) 6(12) 0.099
Pozitivni limfni Ne 33 () 26 (1) 0765
&vorovi Da 12 (29) 15 (29) '

<10% 41 (91) 43 (85)

itTIL ~10% 409 8 (15) 0.509
Ne 14 (31) 17 (33)

Primarne LN Da 31 (69) 34 (67) 0.868
Ne 36 (80) 46 (90)

Sekundarne LN Da 9 (20) 5(10) 0.245
Ne 23 (51) 27 (52)

BLm Da 22 (49) 24 (48) 0.936
<1% 23 (51) 27 (52)

PD-L1 ICS 1% 22 (49) 24 (48) 0.936

*iz analize je iskljucena jedna bolesnica s karcinom histoloskog gradusa 1

Pri podjeli bolesnica prema izrazaju MAGE Al nije postojala statisticki

znacajna razlika u dobi (p=0.555).

Medijan vrijednosti Ki-67 bio je za 14 ve¢i u skupini MAGE A1l >80% nego

u skupini MAGE A1 <80 (z=1.92; p=0.055).

Medijan veli¢ine tumora u skupini MAGE Al <80 bio je ve¢i za 0.45 cm
nego medijan veli¢ine u MAGE Al >80, na razini statisticke znacajnosti od 94%

(z=1.88; p=0.060).
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Izrazaj MAGE Al nije bio statisticki znacajno povezan s histoloSkim
gradusom tumora (p=0.578), histoloskim tipom tumora (p=0.099) niti sa zahvac¢anjem

limfnih ¢vorova (p=0.943).

Izrazaj MAGE Al nije bio povezan s povecanim brojem itTIL (p=0.461),

postojanjem primarnih LN (p =0.868) ni postojanjem sekundarnih LN (p=0.245).

Izrazaj MAGE Al nije korelirao s postojanjem BLm (p=0.936) ni PD-L1

ICS (p=0.836).

U Tablici 9 prikazane su korelacije izrazaja multi MAGE A prema

provizorno odredenoj grani¢noj vrijednosti od 10% s ispitivanim varijablama.
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Tablica 9. Prikaz odnosa ispitivanih varijabli s izrazajem multi MAGE A (grani¢na vrijednost

10%)
Varijable Multi MAGE Multi MAGE p
A<10% (19) A>10% (77)

Dob (godine) 65 (51-77;45-82) 66 (55-73;29-91) 0.669

Ki67 (%) 50 (30-70; 10-98) 56 (38-80; 5-91) 0.287

Veli¢ina (cm) 2.2 (1.1-3; 0.9-10) 2.1 (1.6-3;0.9-10) 0.675
2 6 (32) 12 (17)

Histoloski gradus* 0.214
3 13 (63) 64 (83)
NST 14 (74) 64 (83)

Histoloski tip 0.538
Ostali podtipovi 5 (26) 13 (17)

Pozitivni limfni Ne 13.(67) ST(74) 0736
¢vorovi Da 6 (33) 20 (26)
<10% 16 (84) 68 (88)

itTIL 0.923
>10% 3(16) 9(12)
Ne 4 (21 26 (34)

Primarne LN 0.427
Da 15 (79) 51 (66)
Ne 16 (84) 66 (86)

Sekundarne LN 0.999
Da 3(16) 11 (14)

Ne 14 (74) 35(45) 0.051

BLm e

Da 5 (26) 42 (55)
<1% 5(26) 12 (16)

PD-L1 ICS 0.356
>1% 14 (74) 65 (84)

* iz analize je iskljucena jedna bolesnica s karcinom histoloskog gradusa 1
**odnosi su dodatno prikazani u Tablici 10

Pri podjeli bolesnica prema izrazaju multi MAGE A nije bilo statisticki
znacajne razlike u dobi (p=0.669), medijanu Ki67 (p=0.287) ni veli¢ini tumora

(p=0.675).

IzraZzaj multi MAGE A nije statisticki znacajno korelirao s histoloSkim
gradusom tumora (p=0.214), histoloSkim tipom tumora (p=0.538) ni zahvacenosti

limfnih ¢vorova (p=0.736).

49



Izrazaj multi MAGE A nije bio povezan s povecanim brojem itTIL
(p=0.923), postojanjem primarnih LN (p=0.427), sekundarnih LN (p=0.999) i PD-L1

ICS (p=0.356).

Korelacija izrazaja multi MAGE A s pojavom BLm prikazana je u Tablici 10.

Pri podjeli bolesnica prema izrazaju NY-ESO-1 i MAGE Al uz grani¢nu
vrijednost 10% nije pronadena niti jedna statisticki znaCajna korelacija s ispitivanim

klini¢ko-patoloskim parametrima (rezultati nisu prikazani).

Tablica 10. Odnos izrazaja NY-ESO-1 (grani¢na vrijednost 0%) s itTIL, te izrazaja multi
MAGE A (grani¢na vrijednost 10%) s pojavom BLm, dodatno prikazani kao omjer izgleda
(OR)

- NY-  NY-ESO- Multi Multi OR
Varijable ESO-1 1>1% p MAGE A MAGE A p (95% p
0% (60) (37) <10% (19)  >10% (77) CI)
<10% 56 (93) 29 (78) 3.9
) 1.1-
itTIL >10% 4(7) 8(22) 0.064 14) 0.039
Ne 14 (74) 35 (45) 3.4
BLm Da 5(26) 42(55) 0.051 (ibl)_ 0.033

Udio intratumoralnih TIL >10% bio je 3 puta ve¢i u tumorima s pozitivhim
NY-ESO-1 izrazajem (>1%) nego u tumorima s negativnim NY-ESO-1 izrazajem (0%)
(*=3.44; p=0.064). Izgled za pojavnost intratumoralnith TIL >10% u odnosu na
intratumoralne TIL <10% bio je 3.9 puta ve¢i u skupini tumora s pozitivnim NY-ESO-1
izrazajem (=1%) nego u skupini s negativnim NY-ESO-1 izraZajem (0%) (OR:3.9;

95%CI 1.1-14; p=0.039).

Postojala je statisticki znacajna povezanost pojave BLm s izraZzajem multi
MAGE A (y*> =3.8; p=0.051). Udio tumora s prisutnom BLm bio je 2 puta ve¢i u skupini
s multi MAGE A izraZzajem >10% nego u skupini s multi MAGE A izrazajem <10%.

Udio tumora bez ,,basal-like* morfoloskih karakteristika (BLm-) bio je 1.6 puta veéi u
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skupini s multi MAGE A <10% nego u skupini s multi MAGE A >10%. Izgled za
pojavnost BLm bio je 3.4 puta veéi u skupini tumora s multi MAGE A >10% nego u

skupini s multi MAGE A <10% (OR:3.4; 95% CI 1.1-10; p=0.033).

4.4. ANALIZA PREZIVLJENJA ZA INTERVAL BEZ ZNAKOVA POVRATA
BOLESTI (DFS)

U Tablici 10 prikazana je analiza prezZivljenja upotrebom Log rank testa i
Coxove regresijske uninominalne analize za slobodni interval bez znakova povrata
bolesti (DFS). Prosje¢na vrijednost DFS bila je 43.3 mjeseca (SE: 1.3; 95% CI 40.8-

46)
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Tablica 11. Analiza prezivljenja Log rank testom i Coxova regresijska uninominalna analiza za
slobodni interval bez znakova povrata bolesti (DFS) prema ispitivanim pokazateljima

Coxova regresijska uninominalna

Log rank test .
analiza

Varijable Prosjek DFS

(mieseci) (SE) 95% CI LR p RR 95% CI p

48 bolesnica nije imalo recidiv niti metastazu

Ly <2.1 cm . . ; Analiza nije moguca zbog
Vnellelglip:rlﬁo tijekom 48 mjeseci uspostavljanja relativnih odnosa s
J >2.1 cm 38.5(2.4) 34-43 0 bolesnica
. w1 2 41.9 (3.2) 35.7-48
H1stglosfl 0.404 0.525 0.698 0.189-2.6 0.590
gradus 3 41.8 (1.3) 39-44
NST 41.7 (1.3) 39-44
Histoloski tip Ostali 0.570  0.450 1.45 0.39-54 0.577
L 41.6 (3.6) 35-48
podtipovi
o Ne 45 (1.1) 43-48
. Pg?‘f‘““ . 64 0011 4.1 1.3-12.8 0.017
mint Cvorovi Da 36.4 (3.2) 30-43
Ne 43 (1.4) 41-46
LP 0.108 0.743 0.730 0.094-5.6 0.763
Da 342 (4) 35-49
<10% 42.6 (1.4) 39-45
iTIL ~10% 12 bolesnica nije imalo recidiv niti metastazu 0.040 0-61 0.389
= tijekom 48 mjeseci
Negativan 414 (2) 37-45
PD-L1 ICS 2.97 0.085 0.351 0.095-1.3 0.117
Pozitivan 43.3(1.5) 40-46
<80% 43.3 (1.8) 40-47
MAGE Al 0.040 0.842 0.894 0.288-2.8 0.846
>80% 41.5 (1.7) 38-45
0% 42.4 (1.7) 39-46
NY-ESO-1 0.841  0.359 0.518 0.14-1.9 0.324
>1% 43 (1.6) 40-46
: >40% 42.9 (1.9) 39-47
M““‘}ZIAGE 0.115 0735 0827  027-26 0742
>40% 42 (1.6) 37-45
Ne 44.3 (1.6) 41-47
BLm 0.476  0.490 1.56 0.5-4.9 0.450
Da 40.5 (1.9) 37-44
<55.5% 45.1(1.4) 42-48
Ki-67 1.39 0.238 2.11 0.64-7 0.221
>55.5% 40 (2) 36-44
Ne 37.7(2.7) 32-43
Primarne LN 4.9 0.027 0.319 1-9.9 0.051
Da 45.1(1.3) 42.6-4.6
Sekundarne Ne 42.5 (1.5) 39.6-45 0,039 a6 0351
LN Da 14 bolesnica nije imalo recidiv niti metastazu : B :

tijekom 48 mjeseci

* iz analize je iskljucena jedna bolesnica s karcinomom histoloSkog gradusa 1
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Prosjek prezivljenja bez znakova povrata bolesti (DFS) u ispitanica s
negativnim limfnim ¢vorovima bio je 9 mjeseci duzi nego u ispitanica s pozitivnim

limfnim ¢vorovima (p=0.011).

Prosjek DFS u ispitanica s primarnim LN bio je 7 mjeseci duzi nego u

ispitanica bez primarnih LN (p=0.027).

Nismo dokazali statistiCki znaCajnu razliku DFS u odnosu na LP status
(p=0.743), histoloski tip (p=0.450), histoloski gradus (p=0.525), PD-L1 ICS status
(p=0.085), niti za bilo koji od ispitivanih CTA prema obe ispitivane grani¢ne

vrijednosti.

Iako nismo dokazali statistiCki znaCajnu korelaciju, kod niti jedne od
ispitanica s prisutnim sekundarnim LN (N=14) te niti jedne od ispitanica s itTIL > 10%
(N=12) tijekom razdoblja pracenja od 48 mjeseci nije zabiljezena pojava udaljenih
metastaza niti lokalni povrat bolesti. Takoder niti jedna bolesnica s veliCinom tumora

<2.1 cm u navedenom razdoblju nije imala povrat bolesti.
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Trostruko negativni karcinomi dojke (TNBC) su podtip karcinoma dojke
koji se ocituje agresivnijim klini¢kim tijekom i ograni¢enim terapijskim moguénostima.
Zbog izostanka izrazaja hormonskih receptora te receptora za humani epidermalni
faktor rasta 2 (HER 2) kemoterapija je, do uvodenja inhibitora kontrolnih tocaka i
PARP inhibitora za bolesnice s nasljednim tipom mutacije BRCA 1 i 2 gena, uz
kirursko lijecenje bila jedina terapijska moguénost za ovu skupinu tumora (8).

Ve¢ina TNBC pripada NST histoloSkom podtipu, $to se podudara s
rezultatima naSeg istrazivanja (73,74). Ova skupina tumora karakterizirana je viSim
histoloskim gradusom 1 visokom proliferacijskom aktivnos¢u, na Sto ukazuju 1 rezultati
naSeg istrazivanja (73,74).

Poznavanje biologije tumora i njegovog mikrookoliSa, razumijevanje
mehanizama kojima tumor izbjegava djelovanje imunog sutava te razvoj ciljane
imunoterapije unijeli su dozu entuzijazma u lijeCenje razliCitih vrsta tumora, medu
kojima su i trostruko negativni karcinomi dojke. U tumorskom mikrookoliSu nalazimo
veliki broj ¢imbenika koji bi mogli utjecati na prognozu i odgovor na terapiju, stoga
smo u ovom istrazivanju paznju usmjerili na stratifikaciju imunih stanica na osnovu
smjeStaja 1 odnosa s tumorskim stanicama, uz korelaciju s izrazajem CTA te PD-LI
ICS, koji mogu kod¢iti ili stimulirati njihovo nakupljanje.

,Limfocitima bogati tumori dojke* (engl. lymphocyte predominant breast
cancer - LP), karakterizirani su visokim brojem TIL-a u stromalnom odjeljku, koji se
prema razli¢itim publikacijama kre¢e izmedu 50-60% (42,45,50). U naSem je
istrazivanju u 11% trostruko negativnih karcinoma >50% stromalnog odjeljka bilo
prozeto limfocitima na osnovu ¢ega spadaju u skupinu tumora s LP statusom, $to je je u
skladu s rezultatima prethodnih studija (45,75). Dodatno, LP status je u naSem

istrazivanju bio povezan s pove¢anim nakupljanjem itTIL i PD-L1 ICS >1% (42), Sto
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ovu skupinu bolesnica ¢ini idealnim kandidatkinjama za PD-L1 ciljanu terapiju (76,77).
U skladu s prijasnjim istrazivanjima, zabiljezena je i povezanost LP statusa s visokom
Ki-67 proliferacijskom aktivnoscu (78,79). Ova korelacija nije do kraja razjasnjena, ali
pretpostavlja se da genomski nestabilni tumori imaju visu proliferacijsku aktivnost koja
uz izrazaj sve veceg broja neoantigena, rezultira pove¢anom imunogeni¢noséu tumora
(80,81). Tako su prijasnja istrazivanja dokazala povoljan prognosticki utjecaj LP statusa
u TNBC, u ovom istraZivanju nismo uspjeli potvrditi statisticki znacajan utjecaj LP

statusa na DFS (51-54).

Postoje razli¢iti mehanizmi uz pomo¢ kojih tumor moZe izbje¢i imunosni
odgovor. Jedan od ¢imbenika koji mogu narusSiti ciklus protutumorske imunosti jest
ligand programirane stani¢ne smrti 1 (PD-L1) koji vezivanjem na specifi¢ne receptore
na citotoksicnim T limfocitima smanjuje njihovu aktivnost (82). PD-L1 ICS odreduje se
primjenom SP142 protutijela i smatra se pozitivnim ukoliko je granularno ili tockasto
citoplazmatsko obojenje imunih stanica vidljivo u >1% povrSine tumora (69). Pozitivan
PD-L1 ICS zabiljezen je u 49% TNBC u ovom istrazivanju, a bio je povezan s
negativnim klini¢ko-patoloSkim karakteristikama tumora, kao Sto su visi histoloSki
gradus te povecana Ki-67 proliferacijska aktivnost Sto je u skladu s rezultatima
prethodnih istrazivanja (83-87). Kao §to je od ranije poznato, pozitivan PD-L1 ICS je i u
naSem istraZivanju bio povezan s povec¢anim nakupljanjem sTIL, ali i s povecanim
nakupljanjem itTIL (87,88). Dodatno, pronasli smo statisticki znaCajnu povezanost
izmedu pozitivnog PD-L1 ICS i formiranja primarnih limfati¢nih nakupina. Poznato je
da PD-L1 mogu aktivirati molekule kao §to je interferon gamma (IFN vy) kojega luce
CD4+ Thl limfociti, tako da je jedno od mogucih objaSnjenja da antitumorski upalni

odgovor dovodi do paradoksalne aktivacije liganda koji taj odgovor utiSava (89).
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Temeljem transkripcijskog profiliranja ve¢ina (oko 85%) TNBC pripada
,basal-like“ podskupini tumora (14). Medutim, termin ,basal-like” je viSeznacan, pa
osim molekularne implikacije, takoder ima i imunohistokemijsko te morfolosko
znacenje. Poznato je viSe histoloskih karakteristika koje upuéuju na BL morfologiju kao
Sto su visoki gradus, visoki mitotski indeks, sincicijalni nacin rasta, naglaseni stanicni
pleomorfizam, guraju¢i invazivni rub, bogati limfocitni infitrat unutar 1 oko tumora,

nekroza, fibroza te nalaz metaplasticne komponente (15,17-22).

BLm je u nasem istrazivanju bila prisutna u 49% TNBC, $to se slaze s
rezultatima prethodnih istraZzivanja (90). Potvrdili smo i prethodne navode prema
kojima je BLm povezana s viSim histoloskim gradusom te visokim proliferacijskim
indeksom (73,74). Iako je prethodno opisana, u naSem istrazivanju nismo potvrdili
povezanost BLm s dobi, LP statusom niti s veli¢inom tumora (15,17-22) .

Od ranije je poznat pozitivan izrazaj CTA u karcinomima dojke, pri ¢emu su
najvise istrazivani NY-ESO-1 i antigeni iz porodice MAGE (58,59,62,71,72,91-94).
CTA poti¢u nastajanje specificne B 1 T stani¢ne imunosti, pa ih se razmatra kao
potencijalne mete u razvoju ciljane imunoterapije, ali nedovoljno je istraZzen njithov
utjecaj na aktivaciju i organizaciju imunog odgovora (63,65). Obzirom da se CTA
antitijela koriste na eksperimentalnoj razini, ne postoji jasno odredena grani¢na
vrijednost pri kojoj bi se tumor smatrao CTA pozitivhim. U naSem istraZivanju
proucavali smo izrazaj CTA koriste¢i dvije grani¢ne vrijednosti: arbitrarno odredenu
grani¢nu vrijednosti od 10% koja je koriStena u prethodnim studijama (59,62,71,72), te
grani¢nu vrijednost dobivenu prema medijanu za odredeni CTA u naSoj istraZivanoj
skupini.

Prema rezultatima dosada$njih studija, izrazaj NY-ESO-1 zabiljeZzen u 9.3-

28.6% TNBC (58,59,62,71,72,91-94). Pri koriStenju grani¢ne vrijednosti od 10%, u
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nasem je istrazivanju 20% tumora bilo NY-ESO-1 pozitivno, dok je pri koristenju
grani¢ne vrijednosti prema medijanu, 38% tumora bilo pozitivno. Nismo dokazali
statisticki znaCajnu povezanost pozitivhog NY-ESO-1 izrazaja s ispitivanim varijablama
pri koriStenju grani¢ne vrijednosti od 10%, ali prilikom koriStenja grani¢ne vrijednosti
prema medijanu pronasli smo statisticki znacajnu povezanost pozitivnog NY-ESO-1
izraZzaja s povecanim brojem itTIL-a, $to je u skladu s pretpostavkom da tumorski
antigeni pojacavaju imunoloski odgovor te da je NY-ESO-1 izrazito imunogeni¢an.
Povezanost TIL i NY-ESO-1 istrazivana je do sada u malom broju radova (72,95), a
prema dostupnoj literaturi do sada nije opisan pozitivan utjecaj NY-ESO-1 izrazaja na
akumulaciju itTIL-a.

Iako bioloSka uloga NY-ESO-1 nije joS detaljno istrazena, navodi se da ima
ulogu u regulaciji stani¢nog ciklusa, apoptozi te stanicnom rastu (65). Prema rezultatima
nekih istrazivanja zabiljezena je povezanost pozitivnog NY-ESO-1 izrazaja s klini¢ko-
patoloSkim karakteristikama tumora. Primjerice, u studiji Tessari i sur. NY-ESO-1
pozitivni tumori su bili povezani s visokim gradusom i zahva¢anjem limfnih ¢vorova
(62). U naSoj studiji nije zabiljeZena statisticki znacajna korelacija izrazaja NY-ESO-1
antigena s klinicko-patoloskim karakteristikama, Sto je u skladu s istrazivanjem Hee Jin
Lee i sur. (72).

Ono $§to MAGE A grupu antigena €ini posebno zanimljivom je moguca
povezanost s epitelno-mezenhimalnom tranzicijom (67). Za razliku od prethodnih
radova, u naSem istrazivanju zabiljeZena je statisti¢ki znac¢ajna povezanost multi MAGE
A izraZaja s postojanjem bazalne morfologije pri koriStenju grani¢ne vrijednosti od 10%
(58,60,96). Cak 89% TNBC-a s BL morfologkim karakteristikama u naSem istrazivanju
je bilo multi MAGE A pozitivno, Sto prema dostupnoj literaturi nije do sada opisano. Pri

koriStenju granicne vrijednosti prema medijanu, jedina statisticki znacajna povezanost
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pronadena je izmedu izrazaja multi MAGE A i viSeg histoloSkog gradusa tumora, $to je
u skladu s prethodnim saznanjima (67).

Iako nismo potvrdili statisticku znacajnost, pri koriStenju granicne
vrijednosti dobivene medijanom u nasoj istrazivanoj skupini, izrazaj MAGE Al je bio
povezan s visokom proliferacijskom aktivno$¢u te ve¢im promjerom tumora, na razini
znacajnosti 94% 1 94.5%, sto je u skladu s prethodnim studijama koje su utvrdile isto i
za druge CTA (62,67).

Za duljinu prezZivljenja bez znakova povrata bolesti, u nasem istraZzivanju
potvrdene su neke ranije poznate korelacije, kao Sto je kra¢i DFS kod tumora s
pozitivnim limfnim ¢vorovima, ali nismo uspjeli dokazati statistiCku povezanost DFS s
histolosSkim gradusom, histoloskim podtipom, Ki-67 proliferacijskim indeksom,
pove¢anim brojem sTIL, PD-L1 ICS statusom te pojavom BL morfoloskih
karakteristika. Tako su ranije studije zabiljezile razli¢ite rezultate vezane za prognosticki
utjecaj CTA izrazaja u TNBC (57-62), u naSoj studiji DFS nije korelirao s izrazajem
NY-ESO-1, multi MAGE A ni MAGE Al. Ono §to iz naSeg istrazivanja moZemo
povezati s duljim DFS je do sada slabo istrazen utjecaj formiranja limfati¢nih nakupina
te jednako slabo istrazen utjecaj povec¢anog broja itTIL.

Postotak upalnih stanica u izravhom kontaktu s tumorskim stanicama
(itTIL) ne ocitava se u svakodnevnom klinickom radu, jer se smatra da njihovo
ocitavanje nije jednako reproducibilno kao ocitavanje sTIL, te da nemaju dodatnu
klinicku vrijednost buduéi da ve¢inom prate povecan broj sTIL. U naSem istraZivanju
visoki broj itTIL zabiljeZen je kod 12% TNBC, §to se podudara s rezultatima prethodnih
istrazivanja (97). U istraZivanju Liu S. 1 sur., itTIL su bili povezani s mladom Zivotnom
dobi bolesnica te s viSim tumorskim gradusom (40). U naSem istrazivanju takvu

poveznicu nismo pronasli, ali smo primjetili da su sve bolesnice s visokim brojem
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itTIL-a bile PD-L1 ICS pozitivne, te da nijedna od 12 bolesnica s visokim itTIL nije
imala povrat bolesti tijekom 48 mjeseci pracenja. lako je za statisticku potvrdu potrebno
provesti istrazivanje s ve¢im brojem ispitanica, nasi rezultati kao i rezultati studije Liu i
sur. upucuju da bi broj itTIL-a mogao predstavljati prognosticki vrijedan klinicki
podatak (40).

Iako je dobro poznato njihovo prognosticko znacenje u drugim sijelima kao
Sto je karcinom debelog crijeva, formiranje limfati¢nih nakupina s ili bez germinativnog
centra ne evaluira se kod karcinoma dojki u svakodnevnom klinickom radu (98-100).
Prema rezultatima prethodnih istrazivanja postojanje LN povezuje se s viSim
histoloSkim gradusom tumora (101). Pretpostavka je da T stani¢ni upalni odgovor
dovodi do intratumorskog sazrijevanja B limfocita u karcinomima dojke (102), §to
dovodi do proizvodnje antitumorskih protutijela (103,104). Prema dostupnoj literaturi
samo je u nekoliko radova istrazivan prognosticki utjecaj prisutnosti limfaticnih
nakupina u TNBC, ali rezultati su opre¢ni. Prema rezultatima studije Lee i sur. (105)
limfaticne nakupine imaju povoljan prognosticki utjecaj u TNBC, dok Vihervouri i sur.
nisu dokazali njihovu prognosti¢ku vrijednost (97).

U naSem istrazivanju primarne LN zabiljezene su u 68%, a sekundarne u
14% uzoraka. Postojanje primarnih LN statisticki je znacajno koreliralo s duljim DFS u
naSem istrazivanju, a niti jedna od 14 bolesnica sa sekundarnim LN nije imala
progresiju bolesti tijekom intervala pracenja, S$to upucuje na prognosti€ki znacaj
limfati¢nih nakupina u TNBC koji bi trebalo dodatno istraZiti na ve¢em broju ispitanica
(105).

U trenutnom razdoblju brzog napretka medicine 1 brojnih terapijskih opcija,
sve je manje karcinoma koji imaju tako ogranicene terapijske opcije i losu prognozu kao

TNBC. Razumijevanje biologije ove vrste tumora 1 njegove interakcije s
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mikrookoliSom, uz korelaciju sa markerima kao $to su PD-L1 i CTA, koji mogu kociti
ili poticati imuni odgovor, mogu nam donijeti nova saznanja koja ¢e doprinjeti
unaprijedenju nacina lijeCenja, osobito stoga jer se CTA smatraju potencijalnim
kandidatima za ciljano lijeCenje, te za razvoj antitumorskih cjepiva. Identifikacija i
karakterizacija imunih stanica u tumorskom mikrookoliSu na osnovu smjestaja, stupnja
organizacije 1 odnosa s tumorskim stanicama mogla bi pomo¢i u dodatnoj

subklasifikaciji trostruko negativnih tumora u razli¢ite prognosticke skupine.
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6. ZAKLJUCCI



1. ,Lymphocyte predominant® status zabiljezen je u 11% trostruko negativnih
karcinoma, a statisticki je znaCajno korelirao s pozitivnim PD-L1 ICS statusom,

povecanim brojem intratumoralnih TIL te visim Ki-67 proliferacijskim indeksom.

2. Pozitivan PD-L1 ICS zabiljezen je u 49% trostruko negativnih karcinoma, a bio je
statistiCki znac¢ajno povezan s visim Ki-67 proliferacijskim indeksom, viSim histoloskim
gradusom, nakupljanjem intratumoralnih TIL te pojavom primarnih limfati¢nih

nakupina.

3. ,.Basal-like* morfoloske karakteristike zabiljeZzene su u 49% trostruko negativnih
karcinoma, a bile su statisticki znaCajno povezane s viSim Ki-67 proliferacijskim

indeksom 1 vi§im histoloskim gradusom tumora.

4. lIzrazaj multi MAGE A odreden grani¢nom vrijedno$¢u prema medijanu bio je
pozitivan u 55% tumora, a bio je statisticki znafajno povezan s viSim histoloskim

gradusom.

5. Izrazaj NY-ESO-1 odreden grani¢nom vrijedno$¢u prema medijanu bio je pozitivan u
38% trostruko negativnih karcinoma, a bio je statisticki znacajno povezan s povecanim

brojem intratumoralnim TIL.

6. Izraza) MAGE Al odreden grani¢nom vrijedno$¢u prema medijanu bio je pozitivan u

53% trostruko negativnih karcinoma, a bio je povezan s veéim promjerom tumora te

vi§im Ki-67 proliferacijskim ineksom na razini znacajnosti 94% i 94.5%.
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7. Izrazaj multi MAGE A odreden grani¢nom vrijednos¢u od 10% bio je pozitivan u
80% trostruko negativnih karcinoma, a bio je statistiCki znacajno povezan s pojavom

,.basal-like* morfoloskih karakteristika.

8. NY-ESO-1 i MAGE Al izrazaj odreden granicnom vrijednoséu od 10% nisu

korelirali s ispitivanim klini¢ko-patoloSkim varijablama.

9. Dulje prezivljenje bez znakova povrata bolesti (DFS) bilo je statisticki znacajno
povezano s negativnim limfnim ¢vorovima te prisutnoSéu primarnih limfatiénih

nakupina.

10. ITako nismo uspjeli dokazati statisticki znacaj, niti jedna od ispitanica s
intratumoralnim TIL >10% (N=12), te s prisutnim sekundarnim limfaticnim
nakupinama (N=14) nije imala znakove povrata bolesti u intervalu pracenja od 48

mjeseci.

11. Razumijevanje biologije trostruko negativnih karcinoma i njihove interakcije s
mikrookoliSom, uz korelaciju s markerima kao $to su PD-L1 1 CTA, koji mogu ko¢iti ili
poticati imuni odgovor, mogu donijeti nova saznanja koja ¢e doprinjeti unaprijedenju
nacina lijecenja, osobito stoga jer se CTA smatraju potencijalnim kandidatima za ciljano

lijecenje, te za razvoj antitumorskih cjepiva.
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7. SAZETAK



Cilj istrazivanja. Ciljevi ovog istrazivanja bili su utvrditi povezanost povecanog broja
stromalnih limfocita (sTIL), intratumoralnih limfocita (itTIL), limfati¢nih nakupina i
izrazaja antigena za rak testisa (CTA) u trostruko negativnim karcinomima dojke s
duzinom prezivljenja bez znakova povrata bolesti (DFS). Takoder, Zeljeli smo istraziti
utjecaj izrazaja CTA na broj TIL, formiranje limfati¢nih nakupina i pojavu ,basal-like*
morfoloSkih karakteristika u ovoj skupini karcinomima dojke. Dodatno smo Zeljeli
utvrditi povezanost analiziranih pokazatelja s klinicko-patoloSkim prognostickim
pokazateljima kao S$to su dob, klini¢ki stadij, veliCina tumora, histoloski gradus,
histoloski podtip, ,basal-like morfologija 1 proliferacijska aktivnost mjerena
primjenom Ki-67 protutijela.

Materijali i metode. U studiju je uklju¢eno 97 bolesnica s dijagnozom ranog TNBC-a
koje su u razdoblju u razdoblju od 1. sije¢nja 2017. do 31. prosinca 2018. godine
operirane u Cetiri Klinicka bolnicka centra, kod kojih nije provedeno neoadjuvantno
lijeCenje. Na hemalaun-eozinom obojenim patohistoloSkim uzorcima analizirana su
obiljezja tumora 1 tumorskog mikrookoliSa. Uzorci su dodatno bojani
imunohistokemijski primjenom protutijela za PD-L1 (SP-142) i CTA (NY-ESO-1,
MAGE Al i multi MAGE A). Pri o¢itavanju izrazaja CTA koriStene su dvije grani¢ne
vrijednosti: grani¢na vrijednost odredena prema medijanu odredenog CTA u ispitivanoj
skupini, te arbitrarno postavljena grani¢na vrijednost od >10% ukupnog broja tumorskih
stanica.

Za usporedbu kategorijskih varijabli koriSten je y2 test i test logistiCke regresije. Za
usporedbu kvantitativnih varijabli i ispitivanih karakteristika tumora koriSten je Mann-
Whitney test. Coxovom regresijskom analizom utvrdena je povezanost istraZivanih
varijabli s duzinom DFS bolesnika (u mjesecima). U analizi prezivljenja koriStena je

Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja i log-rank test.
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Rezultati. PD-L1 ICS >1% zabiljeZen je u 47 uzoraka (49%), a statisticki je znacajno
korelirao s histoloskom gradusom, povecanim brojem sTIL i formiranjem LN. BL
morfoloske karakteristike zabiljezene su u 47 (49%) TNBC, a statisticki su znacajno
korelirale s vi§im Ki-67 proliferacijskim indeksom (p=0.001) i visim histoloskim
gradusom (p=0.005). Na osnovu visoke razine sTIL 11 TNBC (11%) svrstano je u LP
skupinu, a bili su statisticki znacajno povezani s pozitivnim PD-L1 ICS (p=0.001),
viSim Ki-67 proliferacijskim indeksom (p=0.04) te ve¢im brojem itTIL (p<0.001).
Izrazaj NY-ESO-1 bio je pozitivan u 37 TNBC (38%), uz znacajnu korelaciju s
povecanim brojem itTIL (p = 0.039). Izrazaj multi MAGE A bio je pozitivan u 77
(79%) TNBC, a korelirao je s pojavom BL morfologije. Dulje prezivljenje bez znakova
povrata bolesti (DFS) bilo je statisticki znacajno povezano s negativnim limfnim
¢vorovima (p=0.011) te prisutno$¢u primarnih LN (p = 0.027). lako nismo uspjeli
dokazati statisticku znacajnost, niti jedna od ispitanica s intratumoralnim TIL >10%
(N=12), te s prisutno¢u sekundarnih limfati¢nih nakupina (N=14) nije imala znakove
povrata bolesti u intervalu prac¢enja od 48 mjeseci.

Zakljucak. Dokazali smo da prisutnost primarnih LN ima prognosticki znacaj u
trostruko negativnim karcinomima dojke, te da identifikacija i karakterizacija imunih
stanica u tumorskom mikrookoliSu na osnovu smjestaja, stupnja organizacije i odnosa s
tumorskim stanicama moze pomo¢i u dodatnoj subklasifikaciji trostruko negativnih
tumora u razli¢ite prognosticke skupine.

CTA se smatraju potencijalnim kandidatima za ciljano lijeCenje i1 za razvoj
antitumorskih cjepiva. Tome u prilog govori i pozitivan izrazaj NY-ESO-1 zabiljeZen u
38% TNBC u ovom istrazivanju, uz statisticki znac¢ajnu povezanost s povecanim brojem

itTIL.
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Razumijevanje biologije trostruko negativnih tumora 1 njegove interakcije s
mikrookoli§em, uz korelaciju sa markerima kao $to su PD-L1 i CTA, koji mogu kociti
ili poticati imuni odgovor, donosi nova saznanja koja mogu doprinjeti unaprijedenju

nacina lijeCenja za ovu terapijski vrlo ograni¢enu skupinu tumora.
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8. SUMMARY



Objectives. The aim of this study was to determine the association of increased number
of stromal lymphocytes (sTIL), intratumoral lymphocytes (itTIL), lymphoid aggregates
and expression of cancer testis antigen (CTA) in triple negative breast cancers with
disease-free survival (DFS). We also wanted to investigate the influence of CTA
expression on the amount of TIL, the formation of lymphoid aggregates and the
occurance of "basal-like" morphological characteristics in this group of breast cancers.
Additionally, we wanted to study the relationship of the analyzed variables with
clinical-pathological prognostic characteristic such as age, clinical stage, tumor size,
histological grade, histological subtype, "basal-like" morphology and Ki-67
proliferation activity.

Materials and methods. The study included 97 patients with a diagnosis of early
TNBC who underwent surgery in four Clinical Hospital Centers between January 1st,
2017 and December 31st, 2018, with no neoadjuvant treatment administration. Tumor
characteristics and tumor microenvironment were analyzed on hemalaun-eosin stained
pathohistological slides. The samples were additionally immunostained using antibodies
for PD-L1 (SP-142) and CTA (NY-ESO-1, MAGE Al and multi MAGE A). In
evaluating CTA expression, two cut-off values were used: a value determined according
to the median value for each CTA in the examined group, and an arbitrarily set value of
>10%.

The %2 test and the logistic regression test were used to compare categorical variables.
The Mann-Whitney test was used to compare quantitative variables and examined
tumor characteristics. Cox regression analysis was used to determine the association of
all investigated variables with the DFS (in months). For the survival analysis, the

Kaplan-Meier survival curve and the log-rank test were used.
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Results. PD-L1 ICS >1% was recorded in 47 samples (49%), and statistically
significantly correlated with histological grade, increased number of sTIL and LA
formation. BL morphological characteristics were recorded in 47 (49%) TNBC, and
statistically significantly correlated with higher Ki-67 proliferation index (p=0.001) and
higher histological grade (p=0.005). Based on the level of sTIL, 11 TNBCs (11%) were
assigned to the LP group and were statistically significantly associated with positive
PD-L1 ICS (p=0.001), higher Ki-67 proliferation index (p=0.04) and higher number of
itTIL (p<0.001). NY-ESO-1 expression was positive in 37 TNBCs (38%), with a
significant correlation with increased number of itTIL (p = 0.039). The expression of
multi MAGE A was positive in 77 (79%) TNBC and correlated with occurance of BL
morphology. Longer disease-free survival (DFS) was associated with negative lymph
nodes (p=0.011) and the presence of primary LA (p = 0.027). Although we failed to
prove statistical significance, none of the patients with intratumoral TIL >10% (N=12)
and with the presence of secondary LA (N=14) had signs of disease recurrence in 48
months long follow-up period.

Conclusion. We proved that the presence of primary LA has a prognostic significance
in the triple negative breast cancer, so identification and characterization of immune
cells in the tumor microenvironment based on location, degree of organization and
relationship with tumor cells can help in additional subclassification of triple-negative
cancers into different prognostic groups.

CTAs are considered potential candidates for targeted treatment and for the
development of antitumor vaccines. This is supported by the positive expression of NY -
ESO-1 recorded in 38% of TNBC in this study, with a statistically significant

association with increased number of itTIL.
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Understanding of triple-negative breast cancer biology and its interaction with the
microenvironment, along with correlations with markers such as PD-L1 and CTA,
which can inhibit or stimulate the immune response, brings new knowledge that can
contribute to the improvement of treatment for this group of tumors with limited

treatment options.
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