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SAZETAK

Cilj istrazivanja: Tumorski infiltrat limfocita (TIL) predstavlja trenutacni lokalni imunosni odgovor
na tumor. U istrazivanju polazimo od hipoteze da su kvantitativne i kvalitativne varijacije TIL-a i
ekspresije HSP70 u TIL-u trostruko negativnog (TN) i luminalnog B (LB) raka dojke povezane s
klini¢kim ishodima oboljelih i odgovorom tumora na neoadjuvantnu kemoterapiju (NAKT). Osnovni
cilj istrazivanja je identifikacija imunosnih varijabli temeljem kojih se u rutinskoj klini¢koj praksi
mogu optimizirati stratifikacija rizika i selekcija pacijenata za NAKT. Ispitanici i metode: U
istrazivanje smo ukljucili dvije razlicite skupine ispitanika. U prvu, adjuvantnu skupinu ukljuceno je
68 pacijentica s TN rakom dojke kod kojih je kirurski zahvat prethodio sistemskom onkoloskom
lijecenju. U drugu, neoadjuvantnu skupinu ukljuceno je 89 pacijentica s TN ili LB imunofenotipom
raka dojke koje su kirurski lijeCene nakon NAKT. Klini¢ki su podaci prikupljeni retrospektivno, a za
analizu TIL-a koriSteni su arhivski materijali tumorskog tkiva. Udio TIL-a odreden je na cijelim
hematoksilin-eozin obojanim rezovima, a imunohistokemijska bojenja CDS, CD4, FOXP3, CDl1lc,
PD-L1, CTLA-4 i HSP70 oc¢itana su na tkivnim mikroarejama. Analizirane su medusobne korelacije
imunosnih varijabli te njihova povezanost s tradicionalnim prognostickim parametrima, onkoloskim
ishodima lijeCenja i odgovorom tumora na NAKT. Rezultati: U adjuvantnoj TN kohorti
multivarijatnom analizom potvrdena je povezanost kraceg vremena prezivljenja pacijenata s vi§im
udjelom CD4+T limfocita (cut-off 25 %, P = 0,043, RR 2,36, HR95 % 1,03 —5,41) i PD-L1+
imunosnih stanica (cut-off 5 %, P < 0,001, RR 7,83, HR95 % 2,32 — 26,39) u invazivnoj tumorskoj
fronti (ITF). Temeljem broja HSP70+ imunosnih stanica u centralnom dijelu (TC) TN tumora moze se
razluditi izmedu pN (+) i pN (-) statusa (AUC 0,783, P <0,001). U LB tumorima su vi$i udio TIL-a i
veéi broj FOXP3+ limfocita povezani s visSim nuklearnim gradusom (P = 0,049, P = 0,023) i vi§im
klinickim prognostickim stadijem bolesti (P = 0,033, P = 0,007), a vi$a ekspresija PD-L1 i HSP70 u
TIL-u s visim proliferacijskim indeksom (P = 0,018, P = 0,040), cN2-3 statusom (P = 0,002, P =
0,026) i visim stadijima bolesti (P = 0,001, P = 0,020). Bolji je odgovor LB tumora na NAKT
povezan s ve¢im brojem HSP70+ imunosnih stanica (P = 0,045) i vi$§im udjelom CD8+ limfocita (P =
0,012). Zakljucak: Visi udio CD4+ limfocita i PD-L1+ imunosnih stanica u ITF TN tumora, odnosno
visi udio TIL-a s ve¢im brojem FOXP3+ stanica i/ili viSom ekspresijom PD-L1 1 HSP70 u TIL-u LB
tumora ukazuju na pacijente viSeg rizika kod kojih je pozeljna eskalacija sistemskog lijecenja.
Odredivanje udjela CD8+ limfocita i broja HSP70+ imunosnih stanica u TIL-u LB tumora moze
optimizirati selekciju pacijenata za NAKT, a evaluacija broja HSP70+ imunosnih stanica u TC TN

raka dojke moze pridonijeti prilikom donosenja odluke o opsegu kirur§skog zahvata u pazusnoj jami.

Kljuéne rije¢i: HSP70 Proteini Toplinskog Soka, Limfociti, Tumor-Infiltrirajuéi; Neoadjuvantna

Terapija; Neoplazme Dojke; Prognoza



SUMMARY

Objective: The tumour-infiltrating lymphocytes (TILs) represents the current local immune response
to the tumour. The research is based on the hypothesis that quantitative and qualitative variations of
TILs and the expression of HSP70 in TILs in triple negative (TN) and luminal B (LB) breast cancer
are associated with patient clinical outcomes and tumour response to neoadjuvant chemotherapy
(NAC). The main objective is identification of immune parameters that may improve risk
stratification and patient selection for NAC in routine clinical practice. Patients and methods: Two
different cohorts of patients were included in this trial. 68 TN breast cancer patients, in whom surgical
procedure was performed prior to chemotherapy were included in the first, adjuvant, cohort. 89 TN
and LB breast cancer patients, in whom surgery was performed following NAC, were included in the
second, neoadjuvant, cohort. Clinical data were collected retrospectively and TILs were analysed on
archival materials. The proportion of TILs was determined on whole hematoxylin-eosin tissue
sections and immunohistochemical stains, CD8, CD4, FOXP3, CD11c, PD-L1, CTLA-4 and HSP70,
were evaluated on tissue microarrays. The intercorrelations of immune variables were analysed, as
well as the associations of those variables with traditional prognostic parameters, patient oncological
outcomes and tumour response to NAC. Results: The associations of shorter overall survival with
higher proportions of CD4+ T cells (cut-off 25 %, P = 0,043, RR 2,36, HR95 % 1,03 — 5,41) and PD-
L1+ immune cells (cut-off 5 %, P < 0,001, RR 7,83, HR95 % 2,32 — 26,39) at the invasive tumour
front (ITF) of TN breast cancer are confirmed by multivariate analysis. In TN breast cancer, pN (+)
and pN (-) status can be anticipated upon the number of HSP70+ immune cells in central part (TC) of
the tumour (AUC 0,783, P <0,001). Within LB cohort, a higher proportion of TILs and a higher
number of FOXP3+ lymphocytes are associated with a higher nuclear grade (P = 0,049, P = 0,023)
and a higher clinical prognostic stage of the disease (P = 0,033, P = 0,007), while a higher expression
of PD-L1 and HSP70 in TILs are associated with a high proliferation index (P = 0,018, P = 0,040),
cN2-3 status (P = 0,002, P = 0,026) and higher stages of the disease (P = 0,018, P = 0,040). A better
response to NAC is associated with a higher number of HSP70+ immune cells (P = 0,045) and a
higher proportion of CD8+ cells (P = 0,012) in LB tumours. Conclusion: A higher proportion of
CD4+ and PD-L1+ immune cells at the ITF of TN tumours, and a higher proportion of stromal TILs
with a higher number of FOXP3+ T lymphocytes and/or a higher expression of PD-L1 and HSP70 in
TILs of LB tumours indicate a higher-risk patients, in whom systemic treatment escalation is
desirable. The evaluation of the proportion of CD8+ lymphocytes and the number of HSP70+ immune
cells in LB tumours can improve the patient selection for NAC. Determination of HSP70+ immune

cells in TC of TN tumours may optimize the decision on the extent of axillary surgery.

Keywords: Breast Neoplasms; HSP70 Heat-Shock Proteins; Lymphocytes, Tumour-Infiltrating;

Neoadjuvant Therapy; Prognosis
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1. UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

1.1. Epidemiologija karcinoma dojke

Invazivni karcinom dojke je naj¢esce dijagnosticiran maligni tumor u Zena (25,8 %), ali i medu tri
naj¢eSc¢a primarna sijela malignih tumora u op¢oj populaciji (12,5 %), s viSe od dva milijuna
novootkrivenih slucajeva godisnje [1]. Uvodenje mamografskog populacijskog probira, bolje
razumijevanje biologije bolesti i otkri¢e novih u€inkovitih lijekova unaprijedili su prognozu oboljelih, pa
kumulativna 10-godis$nja stopa ukupnog prezivljenja u razvijenim zemljama doseze 70 — 80 % [2].
Razlike u mortalitetu na globalnoj razini prvenstveno odrazavaju razlike u dostupnosti programa
mamografskog populacijskog probira, specificne ciljane terapije i multidisciplinarnih centara koji
osiguravaju optimalno multidimenzionalno zbrinjavanje oboljelih u svim stadijima bolesti i svim etapama
lijecenja [3]. Individualne razlike u prognozi reflektiraju biolosku heterogenost bolesti. Karcinom dojke je
zajednicki naziv za cijeli spektar tumora koji se razvijaju u mlijecnoj Zlijezdi, s razli¢itim morfoloskim,
molekularnim i klini¢kim karakteristikama, razli¢itim odgovorom na terapiju i razli¢itom prognozom.
Suvremeni personalizirani pristup u lijeCenju karcinoma dojke omogucuje identifikacija ¢imbenika
temeljem kojih se oboljele moze klasificirati u razlicite prognosticke i/ili prediktivne skupine i/ili

¢imbenika koji su molekularni markeri za specifi¢nu ciljanu antineoplasti¢nu terapiju.

1.2. Etiologija i patogeneza karcinoma dojke

Etiologija raka dojke je multifaktorijalna. Identificirani su brojni ¢imbenici rizika za nastanak raka dojke
[4], a vaznost svakog pojedinog odredena je mjerom relativnog rizika (RR). RR predstavlja omjer stope
oboljelih u populaciji izlozenoj rizicnom ¢imbeniku i stope oboljelih u neizlozenoj populaciji.
Najznacajniji rizicni ¢cimbenik je Zenski spol s RR 100. U ¢imbenike visokog rizika (RR > 4) spadaju
starija Zivotna dob (> 65 godina), osobna anamneza raka dojke, proliferativne lezije dojke s atipijom,
terapijsko zracenja prsnog kosa i naslijedene visokorizi¢ne mutacije gena BRCA 112, TP53, PTEN,
STK11 i CDHI. Ovdje treba naglasiti da se na hereditarni rak dojke s dokazanom naslijedenom
visokorizi¢énom genskom mutacijom odnosi tek 5 — 10 % slucajeva, odnosno da je sporadicni rak dojke
znatno ucestaliji (85 %). lako 1 pozitivna obiteljska anamneza za rak dojke takoder predstavlja rizicni
¢imbenik, bez dokazane visokorizi¢ne genske mutacije RR je znatno manji (1,5 — 2), ali se povecava
porastom broja zahvacéenih rodaka i/ili mladom zivotnom dobi oboljelog srodnika. Ostali cimbenici rizika

s RR manjim od 4 povezani su s poviSenom izlozenosti estrogenu (rana menarha, kasna menopauza, prva



trudnoca u starijoj zivotnoj dobi, uzimanje oralnih kontraceptiva i hormonske nadomjesne terapije),

nedostatnom fizickom aktivnosti, konzumacijom alkohola i pretiloscu.

1.3. Molekularne hipoteze nastanka invazivnog raka dojke

Rak nastaje viSestrukim oStec¢enjima na razini DNA, pri ¢emu stanica dobiva nove bioloske osobine koje
omogucuju proces karcinogeneze. Prema Hanahan i Weinbergu te su bioloSke osobine zajednicke svim
karcinomima (hallmarks of cancer), a razli€iti ih tipovi tumora stjecu na razli¢ite nacine i u razli¢itom
trenutku tumorogeneze [5, 6, 7]. Genska nestabilnost i upala koja promovira tumorogenezu u podlozi su
svih temeljnih bioloskih obiljezja karcinoma; neregulirane produkcije i otpustanja mitogenih signala,
izbjegavanja negativne kontrole proliferacije (izbjegavanja inhibitora rasta), inhibicije apoptoze,
deregulacije stani¢nog metabolizma, izbjegavanja imunosnog odgovora, neograni¢enog potencijala diobe
(besmrtnost), indukcije angiogeneze, invazivnosti i metastaziranja. Prema ovom konceptu karcinom se
razvija iz stanice koja je nasumi¢nom mutacijom (aktivacijom protoonkogena ili inaktivacijom tumor-
supresorskog gena) stekla prednost i nekontrolirano proliferira. Genska nestabilnost osigurava ovim
proliferiraju¢im stanicama da u daljnjem tijeku onkogeneze akumuliraju dodatne mutacije koje ¢e im
omoguciti stjecanje ostalih bioloskih osobina potrebnih za razvoj tumora, a promjene u stromalnim
stanicama pridruzenim tumoru osigurat ¢e suportivni mikrookoli$ za rast i progresiju tumora.

Prema hipotezi sporadi¢ne klonalne selekcije bilo koja epitelna stanica dojke s nasumi¢nom mutacijom
moze biti ishodi$na u inicijaciji raka dojke, a naknadne pridruzene genske mutacije i epigeneticke
promjene dat ¢e prednost progresiji odredenog klona tijekom procesa tumorogeneze. Alternativna
hipoteza istice da su iskljucivo bipotentne mamarne mati¢ne stanice i multipotentne progenitorske stanice
ishodi$ne u nastanku i progresiji karcinoma dojke [8]. Treca teorija povezuje obje i sugerira da su
progenitorske luminalne stanice ishodisne stanice za nastanak svih podtipova raka dojke, ali da finalni
tumorski podtip dominantno odreduju pridruzene genske mutacije akumulirane tijekom evolucije tumora,
a ne karakteristike ishodisne stanice [9, 10].

Molekularne studije su pridonijele boljem razumijevanju onkogeneze karcinoma dojke. Pokazale su da se
najznacajnije molekularne promjene na razini genske ekspresije u epitelnim i neepitenim komponentama
tumora dogadaju u premalignim lezijama i bez znacajnijih alteracija prenose kroz vise stadije bolesti.
Takoder su ukazale na dva divergentna molekularna puta u nastanku invazivnog karcinoma dojke koja su
snazno povezana sa stupnjem diferencijacije i s molekularnim profilom tumora [9]. Morfoloske,
epidemioloske, imunohistokemijske, genske i transkriptomske studije podupiru ovu teoriju prema kojoj su
ravna epitelna atipija (FEA), atipi¢na duktalna hiperplazija (ADH), duktalni karcinom in situ (DCIS) i
invazivni duktalni karcinom niskog gradusa te atipi¢na lobularna hiperplazija (LIN I), in situ lobularni

karcinom (LIN II-III) i invazivni lobularni karcinom na jednom evolucijskom (molekularnom)



kontinuumu, a mikroglandularna adenoza, DCIS visokog gradusa i invazivni duktalni karcinom visokog
gradusa na drugom evolucijskom kontinuumu. Pritom medu pojedinim stadijima istog molekularnog puta
nema znacajnijih promjena genske ekspresije. Budu¢i da tumori niskog i visokog gradusa imaju
pridruzene razlicite genske mutacije, ove opservacije ujedno negiraju teoriju linearne klonalne evolucije u
razvoju tumora visokog gradusa iz tumora niskog gradusa, odnosno u razvoju agresivnijih molekularnih

podtipova raka dojke iz onih manje agresivnih.

1.4. Dijagnostika i lijeCenje karcinoma dojke

Suvremena dijagnosticka obrada pacijenta sa sumnjom na dijagnozu raka dojke utemeljena je na tzv.
trostrukoj evaluaciji (engl. triple assessment); kliniCkom pregledu dojki i pazu$nih jama, radioloskoj
(mamografskoj i sonografskoj) procjeni dojki i regionalnih limfnih ¢vorova i patohistoloskoj potvrdi
dijagnoze na uzorku tkiva dobivenom Sirokoiglenom biopsijom dojke. Histoloska potvrda dijagnoze i
odredivanje klinickog prognostickog stadija bolesti nezaobilazni su inicijalni koraci prilikom planiranja
bilo kakvog lijecenja.

Klinicki i patoloski TNM sustav kategorizira bolesnike s histoloski potvrdenim rakom dojke u Cetiri
osnovne, razliite anatomske prognosticke skupine [11, 12]. Anatomski stadij bolesti odreden je razlicitim
kombinacijama tri prognosticki znacajna ¢imbenika; veli¢inom primarnog tumora (T), statusom
regionalnih limfnih ¢vorova (N) i prisustvom ili odsustvom udaljenih metastaza (M).

U svrhu odredivanja primarnog cilja lijecenja, optimalnog terapijskog algoritma, opsega kirurskog
zahvata u dojci 1 pazus$noj jami i radioterapijskog plana u svakodnevnoj se klini¢koj praksi koristimo
pojednostavljenom klini¢kom klasifikacijom. Ova je klasifikacija takoder utemeljena na TNM statusu i
kategorizira pacijente u pet osnovnih skupina; in situ bolest (Tis), rani operabilni rak dojke (T1-2 NO MO0),
lokalno uznapredovali operabilni rak dojke (T3, N1), lokalno uznapredovali inoperabilni rak dojke (T4,
N2-3) i metastatski rak dojke (M1). U metastatskom stadiju bolesti, gdje su primarni ciljevi lijeCenja
prevencija daljnje progresije (stabilizacija) bolesti i palijacija simptoma, sistemsko onkolosko lijeCenje je
temeljni modalitet lijeCenja. U svim ostalim stadijima primarni cilj lijeCenja je eradikacija maligne
bolesti, koja se nastoji posti¢i kombinacijom lokoregionalnog i sistemskog tretmana [13]. Pritom klinicki
stadij bolesti determinira optimalni inicijalni modalitet lijeCenja. Za in situ i rani operabilni stadij raka
dojke lijecenje zapocCinje kirurSkim zahvatom u dojci i pazusnoj jami, najces¢e uz adjuvantno zracenje
zahvacene dojke 1 podrucja regionalne limfne drenaze i sistemsko onkolosko lijecenje. Inoperabilni
lokalno uznapredovali stadij bolesti nalaze drugaciji terapijski algoritam. Preoperativnom
(neoadjuvantnom) sistemskom terapijom nastoji se bolest konvertirati u nizi stadij kako bi se omogucio ili
olaksao kirurski zahvat u dojci i pazusnoj jami. U novije vrijeme neoadjuvantni pristup se preporucaiu

operabilnim stadijima bolesti, osobito kada je rije¢ o bioloski agresivnijim podtipovima karcinoma dojke



[14]. Medutim, u ovoj skupini konverzija u niZi stadij bolesti radi smanjenja opsega kirurSkog zahvata
nije jedini cilj lijeCenja. IstraZivanja su pokazala da odgovor tumora na neoadjuvantnu terapiju ima visok
stupanj korelacije s prognozom pacijenata [15]. Validiran je sustav bodovanja koji temeljem preostale
bolesti u dojci i regionalnim limfnim ¢vorovima nakon neoadjuvantne kemoterapije (NAKT) izracunava
kontinuirani skor rezidualnog optere¢enja tumorom (RCB score, od engl. residual cancer burden score)

[16] na nacin prikazan na Slici 1.

" U sva polja treba upisati vrijednosti kako bi izradunati rezultati bili tocni
(1) Leziste primarnog tumora

Podrudje leZista primarnog tumora (mm) X (mm)
Ukupna celularnost tumora (%)

Udio in situ komponente u tumoru (%)

(2) Limfni évorovi

Broj pozitivnih limfnih évorova

Dijametar najvece metastaze (mm)

| Ponisti | | Izratunaj

RCB skor

RCB grupa

Slika 1. MD Anderson RCB online kalkulator izracunava kontinuirani skor rezidualnog optereéenja tumorom
(RCB, od engl. Residual Cancer Burden) i RCB grupu temeljem veli¢ine rezidualnog tumorskog lezista u dojci,
celularnosti ostatnog tumora, udjela in situ komponente u tumoru, broja metastatski promijenjenih limfnih ¢vorova i
veli¢ine najvece metastaze nakon neoadjuvantne kemoterapije.

Slika preuzeta i adaptirana s https://www3.mdanderson.org/app/medcalc/index.cfm?pagename=jsconvert3 [16].

Autorska prava pripadaju Upravnom odboru Sveucilisnog sustava u Teksasu i koriste se uz odobrenje MD Anderson

Centra za Rak Sveucilista u Teksasu.

Na temelju RCB skora sve se bolesnike nakon NAKT moze kategorizirati u Cetiri prognosticki razlicite
skupine RCB 0-RCB 3. Pritom RCB 0 predstavlja kompletni patoloski odgovor (pCR) u dojci (ypT0/
ypTIS) i regionalnim limfnim ¢vorovima (yp0), a visi skor parcijalni odgovor (RCB 1, RCB 2) ili
izostanak odgovora na provedeno sistemsko lije¢enje (RCB 3). Znanstveno je potvrdena snazna
povezanost izmedu RCB skupina i prognoze pacijenata, osobito onih s trostruko negativnim (TN)

tumorima i tumorima koji pojacano izrazavaju receptor humanog epidermalnog faktora rasta (HER2+, od


https://www3.mdanderson.org/app/medcalc/index.cfm?pagename=jsconvert3

engl. human epidermal growth factor receptor 2), prikazano grafovima a-c na Slici 2 [15]. Pritom je RCB
0 skupina povezana s najboljim, a RCB 3 skupina s najlosijim onkoloskim ishodima pacijenata. [ u
ER+HER?2- raku dojke razli¢ite su RCB grupe povezane s razlic¢itom prognozom pacijenata (Slika 2/d).
lako su izmedu RCB 0 i RCB 1 skupina detektirane minimalne razlike, $to se pripisuje povoljnom u¢inku
adjuvantne endokrine terapije na mali opseg rezidualne bolesti, za pacijente RCB 2 i RCB 3 skupina

ishodi lijecenja su evidentno losiji.
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Slika 2. Krivulje preZivljenja bez povrata bolesti (EFS, od engl. event free survival) stratificirane prema RCB
grupama za a) TN rak dojke, b) ER-HER2+ rak dojke, c) ER+HER2+ rak dojke i d) ER+HER2- rak dojke.
Za razliku od TN i HER2+ raka dojke (a-c), u ER+HER2- skupini (d) gotovo da nema razlike u EFS krivuljama
izmedu pacijenata RCB 0 i RCB 1 grupe. Medutim, EFS je znacajno losiji kod pacijenata RCB 2 i RCB 3 skupine.
Pokrate: ER = estrogen receptor, HER2 = receptor humanog epidermalnog faktora rasta 2 (od engl. human
epidermal growth factor receptor 2), TN = trostruko negativni, RCB = rezidualno opterecenje tumorom (od engl.,
residual cancer burden)

Slika preuzeta i adaptirana iz: Yau C, Osdoit M, van der Noordaa M, Shad S, Wei J et al. Residual cancer burden
after neoadjuvant chemotherapy and long-term survival outcomes in breast cancer: a multicentre pooled analysis of
5161 patients. Lancet Oncol. 2022 Jan; 23(1):149-160. [15] Licenca za koriStenje: Creative Commons Attribution —
NonCommercial — NoDerivs (CC BY-NC-ND 4.0)



Za razliku od TN i HER2+ raka dojke, medu kojima vise od 50 % pacijenata lijeCenih neoadjuvantnom
kemoterapijom postize pCR (RCB 0) (Slika 3/a-c), u skupini pacijenata s ER+HER2- rakom dojke taj je
udio znac¢ajno manji, odnosno najveci broj pacijenata ima tek djelomi¢an odgovor (RCB 1-2) ili uopée

nema odgovor na NAKT (RCB 3) (Slika 3/d).

a) HR-HER2- (N=1774) b) HR-HER2+ (N=488)

Stopa relativnog rizika za povrat bolesti

Gustoca
skora

RCB (kontinuirani skor) RCB (kontinuirani skor)

RCB-O (pCR RCB-0 (pCR)

c) HR+HER2+ (N=756) d) HR+HER2- (N=1957)
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Slika 3. Raspodjela pacijenata prema RCB skoru i rizik povrata bolesti kao funkcija RCB skora za a) TN rak
dojke, b) ER-HER2+ rak dojke, c) ER+tHER2+ rak dojke i d) ER+tHER2- rak dojke

U gornjem dijelu svake slike graficki je prikazan rizik povrata bolesti kao funkcija RCB skora, a u donjem dijelu
raspodjela pacijenata prema RCB skoru za svaki podtip raka dojke. U komparaciji s trostruko negativnim i HER2+
rakom dojke, u ER+HER2- raku dojke znacajno je manji udio pacijenata u RCB 0 i RCB 1 grupi.

Pokrate: ER = estrogen receptor, HER2 = receptor humanog epidermalnog faktora rasta 2 (od engl. human
epidermal growth factor receptor 2), TN = trostruko negativni, RCB = rezidualno opterecenje tumorom (od engl.,
residual cancer burden)

Slika preuzeta i adaptirana iz: Yau C, Osdoit M, van der Noordaa M, Shad S, Wei J et al. Residual cancer burden
after neoadjuvant chemotherapy and long-term survival outcomes in breast cancer: a multicentre pooled analysis of
5161 patients. Lancet Oncol. 2022 Jan; 23 (1):149-160. [15] Licenca za koriStenje: Creative Commons Attribution —
NonCommercial — NoDerivs (CC BY-NC-ND 4.0)



Kod bolesnica s operabilnim rakom dojke histoloska potvrda dijagnoze i odredivanje TNM statusa vise
nisu dostatni za odredivanje optimalnog plana lije¢enja, ve¢ je potrebno uzeti u obzir i druge prognosticke
i prediktivne ¢imbenike poput histoloskog tipa i histoloskog gradusa diferencijacije (G), indeksa
proliferacije (Ki67), statusa estrogenih (ER), progesteronskih (PR) i HER2 receptora. Odredivanje tih
biomarkera klju¢no je i za odabir optimalnog modaliteta sistemske terapije. Suvremeno patohistolosko
izvje$ce predstavlja sveobuhvatnu sinopti¢ku histolosku (morfolosku) i molekularnu gensku ili
imunohostokemijsku (IH) karakterizaciju tumora, odnosno temelj za donosenje optimalnog plana

lijecenja.

1.5. HistomorfoloSka klasifikacija karcinoma dojke

Histoloska (morfoloska) karakterizacija karcinoma dojke ima klju¢nu ulogu u dijagnostici raka dojke i
temelj je svih ostalih sustava klasifikacije jer predstavlja histolosku potvrdu (dijagnozu) primarnog
tumora dojke. Temelji se na evaluaciji citoloskih i arhitekturalnih karakteristika proliferiraju¢ih tumorskih
stanica i tumorske strome na hematoksilin-eozin (HE) obojanim rezovima uz dodatak specifi¢nih [H
bojanja u slucajevima u kojima su neizostavna za postavljanje histoloske dijagnoze. Primarni maligni
tumor dojke u vecini se slucajeva razvija iz epitelnih stanica terminalne duktalno-lobularne jedinice
(karcinom), odnosno u tek jedan posto slucajeva potjece iz stromalnih elemenata dojke (sarkom).
Proliferativne lezije s atipijom stanica i intraduktalni in situ karcinom neobligatorni su prekursori
invazivnog karcinoma dojke, razvijaju se unutar kanalica ili lobulusa i imaju odredeni potencijal
progresije u invazivni karcinom ako se ne lije¢e. Za razliku od preinvazivnih lezija, invazivni karcinom
dojke raste i §iri se izvan granica duktusa i lobulusa, urasta u okolnu stromu dojke i ima potencijal
limfogenog i hematogenog Sirenja izvan granica dojke u regionalne limfne ¢vorove i udaljene organe,
najcesce u kosti, jetru, pluca i mozak. Morfoloskom procjenom histoloskog stupnja i tipa diferencijacije
invazivni se karcinom dojke moze klasificirati u nekoliko bioloski i klini¢ki razli¢itih kategorija [17, 18].
Histoloski gradus (G) ili stupanj diferencijacije tumora predstavlja mjeru slicnosti izmedu tumorskih
stanica i normalnih epitelnih stanica terminalne duktularno-lobularne jedinice dojke i odrazava
agresivnost tumora. Odreduje se semikvantitativnom evaluacijom tri morfoloski znacajne karakteristike;
stupnjem formiranja tubula ili Zlijezda, nuklearnim pleomorfizmom i proliferativnom aktivnosti tumora
najmanje agresivni, a tumori visokog gradusa slabo diferencirani i bioloski najagresivniji.

Histoloski tip diferencijacije tumora odreduju specificne citoloske i arhitekturalne karakteristike tumora
poput nacina rasta, arhitekture i sekretorne aktivnosti te karakteristike tumorske strome. Klasifikacija

Svjetske zdravstvene organizacije (SZO klasifikacija) [19, 20] predstavlja zlatni standard histoloske



klasifikacije tumora i razlikuje dva temeljna histoloska tipa diferencijacije adenokarcinoma dojke;
duktalni i lobularni, te dva temeljna histoloska puta diferencijacije puno rjedeg, metaplasti¢nog karcinoma
dojke; skvamozni i mezenhimalni [21]. Invazivni duktalni karcinom nespecijalnog tipa (NST) definiran je
odsustvom morfoloskih karakteristika bilo kojeg specijalnog podtipa (tubularni, medularni, mucinozni,
papilarni, kribriformni i dr.) i najc¢es¢i je histoloski tip diferencijacije karcinoma dojke (80 %), a specijalni
su podtipovi invazivnog duktalnog karcinoma puno rjedi. Drugi po ucestalosti je invazivni lobularni
karcinom (10 — 15 %) koji se, zbog pridruzene mutacije gena za e-kadherin, morfoloski i klini¢ki bitno
razlikuje od duktalnog karcinoma; stanice su diskohezivne, raste izmedu kanali¢a i ne stvara tumorsku
masu pa moze biti klini¢ki i radioloski okultan i u kasnijim stadijima bolesti [22]. [ako su pojedini
specijalni histoloski podtipovi definirani stupnjem diferencijacije i dobro koreliraju s odredenim
molekularnim potpisima [23], invazivni duktalni karcinom NST predstavlja vrlo hetereogenu skupinu
tumora, moze biti diferenciran u rasponu od niskog do visokog gradusa i moze imati bilo koji molekularni
potpis.

U suvremenoj klini¢koj praksi histoloski tip diferencijacije ima ogranicenu prediktivnu i prognosticku
vrijednost, koja se donekle moze poboljsati u kombinaciji s histoloskim gradusom i klini¢kim/patoloskim
TNM statusom. Medutim, klinic¢ki i histomorfoloski markeri ne reflektiraju u cijelosti biolosku
heterogenost karcinoma dojke, jer tumori sli¢nog klinickog/patoloskog prognostickog stadija i slicne
morfologije jako variraju u klinickom ponasanju i odgovoru na terapiju, osobito u sluc¢aju
najzastupljenijeg histoloskog tipa. Molekularne karakteristike primarnog tumora omogucavaju precizniju

karakterizaciju bioloskih osobina tumora i procjenu benefita odredenog terapijskog protokola.

1.6. Molekularna (genska) klasifikacija karcinoma dojke i imunohistokemijski surogati
Molekularna klasifikacija invazivnog karcinoma dojke bazira se na evaluaciji gena ili/i njihovih
produkata RNA i proteina, individualno ili u kombinaciji (molekularni profil tumora).

Odredivanje statusa estrogenih receptora (ER), progesteronskih receptora (PR), receptora humanog
epidermalnog faktora rasta 2 (HER2, od engl. human epidermal growth factor receptor 2) i indeksa
proliferacije (Ki67) u tumoru ima prediktivnu i prognosticku vrijednost i esencijalni je dio dijagnosticke

obrade karcinoma dojke.

1.6.1. Imunohistokemijski profil tumora

U rutinskoj klinickoj praksi najcesce se koristi imunohistokemijsko (IH) odredivanje statusa ER, PR,
HER2 i Ki67, pri ¢emu su ER i PR definirani postotkom tumorskih stanica s pozitivnim jezgrinim
bojanjem, status HER2 receptora postotkom i intenzitetom membranskog bojanja, a Ki67 udjelom

proliferiraju¢ih stanica u tumoru. Kombinacija ekspresije ovih biomarkera odreduje klini¢ki fenotip



tumora, odnosno priblizno odreduje surogat intrinzickog (genskog) profila karcinoma dojke. Prema IH
profilu svaki je karcinom dojke kategoriziran u jednu od Cetiri osnovne, fenotipski razli¢ite skupine,
sukladno preporuci utemeljenoj 2015. godine na konsenzusu eksperata u St. Gallenu i AJCC [24, 12] na

nacin prikazan u Tablici 1.

Tablica 1. Imunohistokemijski surogati molekularnih podtipova karcinoma dojke

IH profil ER ekspresija PR ekspresija HER2 Ki67 G
LA 0 (10) - 100% 20 -100% - <20% 1-2
LB 0 (10) - 100% <20% -/+ >20% 3
HER2+ 0% 0% +

TN 0% 0% -

Pokrate: IH = imunohistokemijski, LA = luminalni A, LB = luminalni B, HER2 = receptor humanog epidermalnog
faktora rasta 2 (od engl. human epidermal growth factor receptor 2), TN = trostruko negativan, ER = estrogeni

receptor, PR = progesteronski receptor, G = histoloski gradus diferencijacije tumora, Ki67 = indeks proliferacije

1.6.2. Molekularni (multigenski) profil tumora

Karcinom dojke je molekularno klasificiran 2000. godine analizom mRNA [25]. Profil genske ekspresije
(multigenski potpis, genski portret, molekularni profil, intrinzi¢ni podtip) predstavlja jedinstveni obrazac
sveukupne genske ekspresije ili ekspresije odabranog seta gena u uzorku tumora i povezan je sa
specifiénim bioloskim karakteristikama tumora. Molekularna klasifikacija karcinoma dojke utemeljena je
na analizi ekspresije nekoliko skupina gena koji su povezani s luminalnim, bazalnim i HER2 oboga¢enim
fenotipom te analizi gena povezanih s proliferativnom aktivnosti tumora. Razlike u obrascima ekspresije
ovih gena odreduju pet temeljnih intrinzi¢nih podtipova raka dojke; luminalni A i B, HER2 obogaceni,
bazalni i karcinom dojke sli¢an normalnim stanicama.

Luminalni A (LA) molekularni podtip odreden je visokom ekspresijom gena za ER i PR, niskom
ekspresijom proliferacijskih gena i odsutnosc¢u izrazaja ERBB2 i bazalnih gena. Ukupno 40 % svih
karcinoma dojke ima ovaj molekularni profil. Klini¢ki su to spororastu¢i tumori koji su kemorezistentni,
ali dobro odgovaraju na hormonsku terapiju i dugoro¢no imaju najbolju prognozu. Karcinom dojke slican
normalnim stanicama molekularno i fenotipski vrlo nalikuje luminalnom A profilu, iako ima nesto losiju
prognozu.

Luminalni B (LB) podtip odnosi se na 20 % svih karcinoma dojke koji izrazavaju gene za ER. Medutim,
geni za PR ne moraju biti izraZeni ili su znacajno slabije izrazeni u odnosu na LA podtip, a proliferacijski

su geni jaCe izrazeni. Takoder, ovi tumori mogu izrazavati i bazalne i HER2-vezane gene. Bioloski su



agresivniji od LA tumora, brze rastu, Cesto su rezistentni na standardnu hormonsku terapiju tamoksifenom
i imaju lo$iju prognozu.

HER?2 obogaceni tumori imaju visoku ekspresiju ERBB2 i proliferacijskih gena uz nisku ekspresiju
luminalnih i bazalnih gena. Ova skupina obuhvaca 10 — 15 % svih karcinoma dojke, a karakterizira ih brzi
rast 1 izrazito loSa prognoza bez ciljane anti-HER2 terapije. HER2 obogac¢eni molekularni profil nije
sinonim za imunohistokemijski HER2+ fenotip, budu¢i da 50 % tumora s HER2+ fenotipom pripada
luminalnom molekularnom podtipu, a 30 % HER2 obogaéenih tumora IH nema HER2+ status unatoc
amplifikaciji ERBB2 gena.

Bazalne tumore molekularno karakterizira visoka ekspresija bazalnih i proliferacijskih gena te odsustvo
izrazaja luminalnih i ERBB2 gena, a klinicki brz rast, nedostatak specifi¢ne terapije i loSa prognoza.
Trostruko negativni (TN) fenotip, na koji se odnosi 20 % svih karcinoma dojke, u 60 — 90 % slucajeva
korelira s bazalnim intrinzi¢nim podtipom. lako su molekularno okarakterizirani i drugi, ne-bazalni
podtipovi TN karcinoma dojke (claudin-low, metaplasti¢ni, mezenhimalni, interferon-obogaceni i TN koji
izrazavaju androgeni receptor), ova subklasifikacija nije znacajno utjecala na postojecu klinicku praksu.
Nastavno na klasifikaciju prema molekularnom profilu tumora, temeljem razlicite ekspresije odabranog
seta gena otkriveno je i nekoliko multigenskih prognostickih i prediktivnih potpisa [26, 27, 28]. lako
sustavi koji testiraju ekspresiju vise gena u teoriji imaju prednost nad sustavima utemeljenim na ekspresiji
jednog gena, multigenski potpisi jos uvijek nisu zamijenili tradicionalne prognosticke i prediktivne IH

biomarkere u rutinskoj klini¢koj praksi.

1.7. Prognosticka i prediktivna vrijednost imunohistokemijskih markera u ER+ i ER- raku dojke
Pri odabiru optimalnog modaliteta sistemske terapije u klini¢koj praksi najznacajnija je klasifikacija
karcinoma dojke utemeljena na IH ekspresiji ER i HER2, kojom se tumori dojke kategoriziraju u tri
razli¢ite osnovne skupine; ER+HER2-, ER-HER2+ i ER-HER2-. Dodatna klini¢ka vrijednost genskog
profiliranja nad standardnim IH odredivanjem produkata pojedinih gena je vrlo ogranicena jer Ce, bez
obzira na genski profil, svi ER+ tumori dobiti hormonsku terapiju, HER2+ tumori specifi¢nu anti-HER2
terapiju, a TN tumori citotoksi¢nu kemoterapiju.

ER+ rak dojke je heterogena skupina tumora u kojima IH ekspresija ER i PR varira od 1 do 100 %, a
razina ekspresije ima prognosticku i prediktivnu vrijednost. Kod tumora ovisnih o signalu proliferacije
ER, hormonska terapija tamoksifenom najvise doprinosi u cjelokupnoj dobrobiti sistemske terapije.
Medutim, 30 — 50 % ER+ tumora ne postize ocekivano dobar odgovor na ovaj tip terapije i identifikacija
¢imbenika na temelju kojih ¢e se izdvojiti ova podskupina od izuzetnog je klinickog znacaja. Niska IH
ekspresija PR moze ukazivati na postojanje aberantnog signalnog puta u ER+ tumoru i na primarnu

rezistenciju na hormonsku terapiju.
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Gensko profiliranje raka dojke potvrdilo je da ER+ tumori imaju dva bioloski razli¢ita molekularna
podtipa bolesti; luminalni A i B podtip. LB rak dojke je bioloski agresivnija bolest koju treba uzeti u obzir
kod svih ER+ tumora dojke s ekspresijom PR < 20 % ili/i indeksom proliferacije > 20 % [24], visokim
histoloskim gradusom i lo§im odgovorom na hormonsku terapiju. Ovi su tumori i na razini genske
ekspresije bitno razliciti od LA tumora, pojacano izrazavaju bazalne i proliferacijske gene i imaju nisku
ekspresiju gena pridruzenih ER, a signal proliferacije ¢esto im ovisi o aberantnim signalnim putovima
(PIK3CA, EGFR, IGF, HER2) koji amplificiraju ili zaobilaze klasi¢ni ER-ovisni mitogeni signalni put.
lako u IH klasifikaciji mogu biti HER2+, na molekularnoj razini naj¢es¢e nemaju visoku ekspresiju
ERBB2 gena [29]. Unato¢ mogucénosti da predstavljaju ER+/ER-neovisnu bolest i §to su po
molekularnom i mutacijskom profilu bliskiji bazalnom nego LA intrinzi¢nom tipu, u rutinskoj klinic¢koj
praksi joS uvijek se lijece kao ER+ bolest. Medutim, onkoloski ishodi pacijenata s LB tumorima znacajno
su losiji od luminalne A skupine, odnosno komparabilni su, ¢ak i losiji od HER2+ i trostruko negativnog
raka dojke. Na Slici 4. graficki su prikazane krivulje prezivljenja bez pojave udaljenog recidiva,

stratificirane po molekularnom podtipu raka dojke.

1
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Slika 4. Krivulje preZivljenja bez pojave udaljenih metastaza za sve molekularne podtipove raka dojke

Vec¢ u prvih pet godina krivulje se razdvajaju izmedu pacijenata s luminalnim A i normalnim profilom tumora, koji
imaju najmanje zabiljezenih slucajeva progresije bolesti i tumora s HER2 obogacenim, bazalnim i luminalnim B
potpisom, koji imaju znacajno vise slucajeva udaljenih metastaza. Daljnjim pra¢enjem do ukupno 20 godina najlosiji
su ishodi povezani sa skupinom luminalnih B tumora.

Pokrate: HER2 = receptor humanog epidermalnog faktora rasta 2 (od engl. human epidermal growth factor receptor
2)

Slika preuzeta i adaptirana iz: Creighton CJ. The molecular profile of luminal B breast cancer. Biologics. 2012;

6:289-97. [29] Licenca za koristenje: unrestricted noncommercial use
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lako izrazavaju ER, LB tumori nisu tek agresivnija forma LA tumora vec¢ jedinstveni bioloski podtip
karcinoma dojke koji je po molekularnom i mutacijskom profilu bliskiji bazalnom nego LA intrinzickom
profilu [29, 30, 31]. Prema tome, hipoteza linearne klonalne evolucije ne objasnjava porijeklo LB tumora
i vjerojatnija je hipoteza u kojoj ti tumori imaju zaseban put inicijacije i progresije [17]. I visok histoloski
gradus diferencijacije, koji definira LB tumore, takoder upucuje na to da ovi tumori ne dijele isti
evolucijski put s LA tumorima.

ER- tumori nemaju benefit od hormonske terapije. Otkrice specificne ciljane anti-HER?2 terapije izuzetno
je unaprijedilo onkoloske ishode pacijenata s HER2+ rakom dojke i svi su ostali biomarkeri u ovoj
skupini od sporednog klinickog znacaja. Nasuprot tome, u ER-HER2- skupini intenzivno se i dalje
istrazuju moguénosti specificne ciljane terapije, specificni prediktivni i prognosticki markeri.

Unato€ velikom napretku u razumijevanju i tretmanu bolesti, TN i LB rak dojke i dalje predstavljaju
izazov klini¢arima i znanstvenicima diljem svijeta. Zbog agresivne biologije, nedostatka specificnih
prognostickih i prediktivnih markera i nedostatka ciljane terapije, tumori s ovim potpisom imaju najlosiju
klini¢ku prognozu. Otkri¢e novih ¢imbenika, na temelju kojih bi se pacijenti s LB i TN rakom dojke
mogli kategorizirati u klini¢ki relevantne prognosticke ili prediktivne skupine, zna¢ajno bi unaprijedilo

lijecenje ovih pacijenata.

1.8. Tumorska stroma i tumoru pridruZen imunosni infiltrat potencijalni su izvor novih
prognostickih i prediktivnih markera

Tumor je kompleksno tkivo od vise razli¢itih stani¢nih linija koje medusobno komuniciraju. Stanice
tumorske strome aktivni su sudionici u tumorogenezi, a geni koji upravljaju tumorogenezom u stanicama
raka, posredstvom multiplih regulatornih mreza, utje¢u na tumorski mikrookolis (TMO) i na oblikovanje
imunosnog odgovora u tumoru [32]. Tumoru pridruZen upalni infiltrat potencijalni je izvor novih
prognostickih i prediktivnih markera u imunogeni¢nim podtipovima raka dojke.

Tumorski infiltrat limfocita (TIL) reflektira trenutacni imunosni odgovor domacina na tumor. S obzirom
na gusto¢u TIL-a definirane su tri osnovne kategorije TMO-a. Imunosno pusti (hladni) tumori nemaju
limfocitnog infiltrata, a imunosno topli (upalni) tumori imaju obilan upalni infiltrat u stromi i medu
tumorskim stanicama. U imunosno iskljuenim tumorima upalni je infiltrat prisutan isklju¢ivo u
peritumorskoj stromi i nije u interakciji s tumorskim stanicama. Svaka od navedenih TMO kategorija
surogat je specificne interakcije izmedu genotipa tumora i imunosnog sustava domacina. Tumori s ve¢im
mutacijskim opterecenjem imaju gus¢i imunosni infiltrat, ali specifi¢nost mutacija u tumoru odreduje
prirodu imunosnog odgovora [33]. U kontekstu karcinoma dojke molekularni podtip determinira
specifi¢nost interakcija izmedu tumorskih i imunosnih stanica, pa TIL moze biti kvalitativno ili/i

funkcionalno heterogen unutar iste TMO kategorije.
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Vecina dosadasnjih istrazivanja bila je fokusirana na prognosticki i prediktivni zna¢aj upalnog infiltrata u
TN i HER2+ raku dojke, jer se ER+ karcinom dojke smatrao manje imunogeni¢nim. Budu¢i da i veliki
broj ER+ tumora ima pridruzen upalni infiltrat [34], identifikacija imunogeni¢nog podtipa i evaluacija

znacaja TIL-a u kontekstu ER+ raka dojke takoder bi mogli biti klini¢ki relevantni.

1.9. Imunosni odgovor organizma na tumor

U ranom stadiju bolesti TIL predstavlja specifi¢ni imunosni odgovor domacina protiv stanica raka, u
kojem klju¢nu ulogu imaju citotoksiéni CD8+ T limfociti (CTL). Za aktivaciju u¢inkovitog odgovora
CTL potrebna je pravovremena integracija tri molekularna signala na nacin prikazan shematski na Slici 5.

[35].

SIGNAL 3
Citokini /l

kostimulacija

’ + SIGNAL 2

DENDRITIEKA T }
STANICA \ umFociT

-

- SIGNAL 2

Inhibitorne
interakcije

Slika 5. Imunosna sinapsa izmedu antigen prezentirajuce dendriti¢ke stanice i T limfocita

Za ucinkovitu aktivaciju T limfocita potrebna je pravovremena integracija tri molekularna signala. Prvi je signal
posredovan vezanjem specifi¢nog stani¢nog receptora T limfocita (TCR, od engl. T cell receptor) i antigenskog
peptida (p) izlozenog na membrani dendriticke stanice u kompleksu s MHC molekulom. Drugi, kostimulacijski
signal osigurava vezanje kostimulacijskih molekula porodice B7 (CD80 i CD86) na dendritickoj stanici i CD28 na T
limfocitu, a treci signal dolazi iz okolis$a i posredovan je citokinima. Inhibitorne molekule PD-L1 i CTLA-4
razli¢itim mehanizmima interferiraju sa signalima aktivacije T limfocita.

Pokrate: MHC = glavni sustav tkivne podudarnosti (od engl. Major histocompatibility complex), p = proteinski
antigen

Slika preuzeta i adaptirana iz: Arasanz H, Gato-Cafias M, Zuazo M, Ibafiez-Vea M, Breckpot K, Kochan G, Escors
D. PD1 signal transduction pathways in T cells. Oncotarget. 2017 Apr 19; 8(31):51936-51945. [35] Licenca za

koriStenje: https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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Na molekularnoj razini signal TCR provodi se kaskadnom aktivacijom kinaza koje u konacnici aktiviraju
gene za proliferaciju, diferencijaciju, mobilnost, prezivljavanje i efektorske funkcije T limfocita.
Stimulacija antigenom u odsutnosti kostimulacijskog signala rezultirat ¢e imunosnom tolerancijom,
odnosno perifernom diferencijacijom regulacijskih T limfocita, anergijom ili apoptozom CD8+ T
limfocita. Tre¢i signal dolazi iz okolisa i dodatno pojacava, modificira ili utiSava odgovor efektorskih T
limfocita, a posredovan je citokinima koje luce aktivirane dendriticke stanice (DC, od engl. dendritic
cell), odnosno aktivirani pomo¢nicki CD4+ Th1/2/17 i regulacijski T limfociti u kasnijoj fazi imunosnog
odgovora.

Aktivaciji specifiénog imunosnog odgovora prethodi aktivacija stanica prirodenog imunosnog sustava. U
antitumorskoj imunosti dendriticke stanice predstavljaju sponu izmedu prirodenog i specifi¢nog
imunosnog odgovora. Nezrele DC u TMO fagocitiraju promijenjene tumorske stanice, preraduju
tumorske antigene peptide i vezu ih u komplekse s MHC molekulama. Pod utjecajem molekularnih
signala opasnosti (DAMPs, od engl. danger associated molecular patterns) koji potjecu direktno iz TMO
i proupalnih citokina, DC se aktiviraju i sazrijevaju. Zrele DC imaju manji kapacitet fagocitoze, ali u
membrani pojac¢ano izlazu komplekse antigenskih peptida i MHC molekula, kostimulacijske molekule i
kemokinski receptor CCR7. Posljednji olaksava migraciju zrelih DC u drenazne limfne ¢vorove i
osigurava bliski kontakt s naivnim CD4+ i CD8+ T limfocitima potreban za aktivaciju istih prethodno
opisanim mehanizmom (Slika 5.). Aktivacija naivnog CD8+T limfocita rezultira proliferacijom
specifi¢nog efektorskog i memorijskog klona CTL. Kod aktivacije naivnih CD4+ T limfocita, citokini iz
okolisa usmjeravaju diferencijaciju klona u jedan od pomo¢nickih (Th, od engl. T helper) ili regulacijski
(Treg) fenotip na nacin prikazan shematski na Slici 6. Aktivirani efektorski i memorijski CD4+1 CD8+ T
limfociti potom migriraju u TMO gdje obavljaju svoje izvrs$ne funkcije. Izvr$na uloga CTL posredovana
je molekulama koje imaju citoliti¢ki i proapoptoticki u¢inak na tumorske stanice, a koje prethodno
aktivirani CTL otpustaju nakon prepoznavanja specificnog tumorskog antigena.

U ranom stadiju maligne bolesti TIL je proupalnog profila i ima antitumorski u¢inak. Medutim, u
daljnjem tijeku tumorogeneze dolazi do kvantitativnih i kvalitativnih promjena TIL-a u odnosu na rani
stadij. Slabije imunogeni¢ne tumorske stanice, koje imunosni sustav nije uspio prepoznati i/ili unistiti ne
potic¢u novi antitumorski odgovor i moduliraju postojec¢i upalni odgovor. Pove¢anom ekspresijom
inhibitornih molekula na tumorskim stanicama, upalnim i stromalnim stanicama, TIL postepeno poprima
imunosupresivna obiljezja. Fizioloski mehanizmi negativne povratne sprege, koji osiguravaju imunosnu
homeostazu i koji se aktiviraju paralelno s aktivacijom imunosnog odgovora, brz rast tumora i sposobnost
tumorskih stanica da mijenjaju imunosni odgovor u svoju korist omogucuju tumoru bijeg od imunosnog

nadzora, a zatim progresiju i metastatsko Sirenje odbjeglog malignog klona.
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Slika 6. Citokinima regulirana diferencijacija CD4+ T limfocita

U aktivaciji naivnih CD4+ limfocita citokini iz okoliSa aktiviraju transkripcijske faktore T-bet ili Runx3, GATA3,
RORyt i FOXP3 koji usmjeravaju diferencijaciju klona u pomo¢nicki (Th1, Th2, Th17) ili regulacijski fenotip
(Treg).

Pokrate: nTreg = prirodeni regulacijski T limfociti (od engl. natural), iTreg = inducirani (periferni) regulacijski T
limfociti, RA = retinoi¢na kiselina (od engl. retinoic acid)

Slika preuzeta i adaptirana iz: Sakaguchi S, Yamaguchi T, Nomura T, Ono M. Regulatory T cells and immune
tolerance. Cell. 2008 May 30; 133(5):775-87. [40] uz odobrenje Elsevier.

Autorska prava (2025), Elsevier (http://www.sciencedirect.com/science/journal/cell)

1.10. Terminacija imunosnog odgovora fizioloSkim mehanizmima negativne povratne sprege i
imunoregulacija posredovana imunosnim preslagivanjem u tumoru

Nekoliko proteina i imunosnih stanica dosada$njim istrazivanjima je ve¢ povezano s procesom
imunosnog uredivanja (od engl. immunoediting), bijega tumora imunosnom sustavu i progresijom raka;
¢lanovi B7 porodice kosignalnih molekula PD-L1 (od engl. programmed cell death receptor 1 ligand) i
CTLA-4 (od engl. cytotoxic T lymphocyte-associated protein 4), regulacijski T limfociti (Treg, od engl.
regulatory T lymphocyte), imunosupresivne stanice mijeloidnog porjekla (MDSC, od engl. myeloid-
derived supressor cell), toleragene dendritiCke stanice (TolDC) i alternativno aktivirani makrofagi M2

polarizacije pridruzeni tumoru (TAMs, od engl. tumour associated macrophages).
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1.10.1. Ligand receptora programirane stani¢ne smrti (PD-L1, od engl. programmed cell death
receptor 1 ligand)

Receptor programirane stani¢ne smrti PD-1 (od engl. programmed cell death receptor 1) pripada porodici
transmembranskih receptora, a izrazavaju ga T 1 B limfociti i prirodnoubilacke (NK, od engl. natural
killer) stanice. PD-L1, specifi¢ni ligand PD-1 receptora, ¢lan je B7 porodice kosignalnih molekula koje
izrazavaju brojne imunosne stanice, ali takoder i stanice raka i tumorske strome. Vezanje PD-L1 na PD-1
receptor T limfocita snazno antagonizira CD80-CD28 kostimulacijski signal i interferira sa signalnim
putem aktivacije naivnog T limfocita. Aktivacija PD-1 signala u ve¢ aktiviranom, efektorskom T
limfocitu dovodi do prekida signala TCR, inhibicije signala proliferacije i pokretanja programa apoptoze
ili pak do metabolickog reprogramiranja limfocita koji time poprimaju karakteristike memorijskih T
stanica. PD1-ovisni inhibitorni mehanizmi u T limfocitu prikazani su shematski na Slici 7./a-d.
Dugotrajno vezanje PD-L1 za PD-1 receptore limfocita u TMO rezultira internalizacijom TCR 1
nemogucnoscu pokretanja specifi¢nog citotoksi¢nog odgovora na tumorske antigene, odnosno do
iscrpljivanja T limfocita i periferne tolerancije [35].

Povisena ekspresija gena za PD-L1 na razini mRNA povezana je s povisSenom ekspresijom proupalnih
gena, marker je aktivacije CTL i nije povezana s losijim ishodima pacijenata [36]. Medutim, IH ekspresija
PD-L1 molekule u citoplazmi i membrani imunosnih stanica, kao i u membrani stanica karcinoma dojke
povezana je s nizom ekspresijom hormonskih receptora, visokim proliferacijskim indeksom, visokim
histoloskim gradusom, visokim udjelom TIL-a, kra¢im periodom remisije i lo$ijim prezivljenjem

pacijenata [37, 38, 39].
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Slika 7. PD1-ovisni inhibitorni mehanizmi u T limfocitu

a) Direktni inhibitorni mehanizam signala TCR posredovan je privlacenjem SHP1 i SHP2 fosfataze koje inhibiraju
aktivnost ZAP70 i PI3K kinaza, $to rezultira prekidom intracelularnog signala aktivacije T limfocita. b) Indirektni
inhibitorni mehanizam signala TCR i proliferacije T limfocita posredovan je regulacijom ekspresije i aktivnosti
CK2. Lijevo na slici je prikazan PI3K-ovisan signalni put koji dovodi do aktivacije CDK2 i inhibicije SMAD3. Ovaj
je signalni put negativno reguliran PTEN fosfatazom koja degradira PIP3. Tijekom aktivacije TCR, CK2 fosforilira
PTEN i inhibira njezinu aktivnost. PD-1 signal inhibira ekspresiju i aktivnost CK2 i rezultira aktivacijom PTEN,
degradacijom PIP3 i prekidom nizvodnog signala aktivacije AKT. c¢) Regulacija ekspresije TCR na povrsini PD-1
signalom posredovana je poviSenom ekspresijom E3 ubikvitinske ligaze porodice CBL, koja ubikvitinira TCR lance
i PI3K, $to ima za posljedicu internalizaciju TCR, a T stanica viSe ne moZe odgovoriti na antigenu stimulaciju. d)
PD-1 signal mijenja metabolizam T stanice iz glikolize u B-oksidaciju, pa T limfociti metabolicki nalikuju
dugozivu¢im memorijskim stanicama. Ovo je posredovano inhibicijom ZAP70-ERK i PIK3-AKT aktivnosti.
Pokrate: TCR = T stani¢ni receptor, od engl. T cell receptor; PD-1, od engl. programmed cell death receptor 1,
PIP2, od engl. phosphatidylinositol (4,5) — bisphosphate; PIP3, od engl. phosphatidylinositol (3,4,5) — trisphosphate;
CK2, od engl. casein kinase 2; PI3K, od engl. phosphoinositide 3 kinase; CDK2, od engl. cyclin dependent kinase 2,
SHP1/SHP2 = fosfataze s SH1/SH2 domenom; SMAD?3 = porodica proteina za intracelularni prijenos signala;
PTEN, od engl. phosphatase and tensin homolog; ZAP70, od engl. zeta-chain-associated protein kinase 70; ERK,
od engl. extracellular signal-regulated kinase; AKT = protein kinaza B (serin-treonin kinaza)

Slika preuzeta i adaptirana iz: Arasanz H, Gato-Cafias M, Zuazo M, Ibafiez-Vea M, Breckpot K et al. PD1 signal
transduction pathways in T cells. Oncotarget. 2017 Apr 19;8(31):51936-51945. [35] Licenca za koristenje:

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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1.10.2. Regulacijski T limfociti (Treg)

Regulacijski T limfociti (nazvani i Treg) predstavljaju imunosupresivnu skupinu T limfocita, ¢ije su
osnovne fizioloSke uloge odrzavanje imunosne nereaktivnosti na vlastite antigene i modulacija intenziteta
imunosnog odgovora. Prirodeni Treg razvijaju se u timusu i tipicno su locirani u drenaznim limfnim
¢vorovima gdje se aktiviraju na specifi¢ni antigen posredstvom DC-a, a zatim proliferiraju i migriraju u
podrucdje upale zajedno s efektorskim T limfocitima i1 kontroliraju njihovu funkciju. Za razliku od
efektorskih T limfocita, za aktivaciju Treg potrebna je manja koli¢ina antigena, pa ih mogu aktivirati ve¢ i
nezrele DC s niskom ekspresijom MHC kompleksa i CD80 molekula [40]. Specificni biomarker ovih
stanica, FOXP3 (od engl. forkhead box protein 3) transkripcijski faktor glavni je regulacijski i razvojni
¢imbenik Treg koji kontrolira izrazaj CD25 (IL2-R) i CTLA-4 molekula i smanjuje produkciju proupalnih
citokina IL2, INFy i IL4. Naivni FOXP3- CD4+ T limfociti na periferiji mogu poprimiti FOXP3
ekspresiju i regulacijsku funkciju pod utjecajem TGFS i IL2. U fizioloskim se uvjetima 10 — 15 %
perifernih CD4+ T limfocita diferencira u Treg, a pod utjecajem imunosupresivnog TMO udio Treg raste.
Inhibicija imunosnog odgovora regulacijskim T limfocitima posredovana je razli¢itim mehanizmima;
sekrecijom imunosupresivnih citokina IL10, TGFB i IL35, ubijanjem efektorskih T limfocita i NK stanica
granzim i perforin ovisnim mehanizmom, isporukom negativnog signala koji inhibira proliferaciju T
limfocita i sekreciju proupalnih citokina, funkcionalnom inaktivacijom antigen prezentirajucih
dendritic¢kih stanica CTLA-4 molekulom i konzumacijom IL2 iz okoli$a receptorom visokog afiniteta, pri
¢emu nedostatak 1L2 pokrec¢e program apoptoze u efektorskim T limfocitima [41].

Najznacajniji imunosupresivni mehanizmi djelovanja Treg o€ituju se u inhibiciji prvog kontakta naivnih
CDS8+T limfocita s antigenom i njihove specificne aktivacije (engl. priming) te u inhibiciji efektorske
citotoksi¢ne funkcije prethodno aktiviranih CD8+T stanica, CD4+Thl stanica i NK stanica.

Visoki je udio Treg u TIL-u povezan s mutacijom TP53 gena, s viSom ekspresijom PD-L1 i CTLA-4 gena
u ER+ i TN raku dojke te s nizom stopom pCR u TN raku dojke [42].

1.10.3. Citotoksi¢nom T limfocitu pridruZeni protein 4 (CTLA-4, od engl. cytotoxic T lymphocyte-
associated protein 4)

CTLA-4 molekula kompetitivni je inhibitor CD28 kostimulacijske molekule s ja¢im afinitetom vezanja za
CD80/CD86 kostimulacijske receptore DC. Konvencionalni T limfociti u membrani konstitutivno
izrazavaju CD28, a CTLA-4 je lokalizirana intracelularno. Mehanizmom negativne povratne sprege,
kojom se fizioloski regulira intenzitet imunosnog odgovora, 48 sata nakon signala aktivacije limfocita
intracelularni se CTLA-4 lokalizira u membrani. Veza izmedu CTLA-4 1 CD80/CD86 ne aktivira nikakav
intracelularni signalni put, odnosno u¢inak vezivanja je iskljucivo ekstrinzi¢ni [43]. Budu¢i da jac¢im

afinitetom veze B7 kostimulacijske receptore, smanjuje dostupnost veznih mjesta za CD28 i time
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onemogucava kostimulacijski signal, esencijalan za aktivaciju naivnih T limfocita. Nasuprot
konvencionalnim limfocitima, CTLA-4 je konstitutivno izrazena u membrani FOXP3+Treg pa za
imunosupresivni uc¢inak posredovan ovom molekulom nije potrebna njihova prethodna aktivacija.
Dugotrajno vezanje CTLA-4 i CD80/CD86 rezultira internalizacijom kostimulacijskih receptora u Tregs,

a DC postaju tolerogene buduci da vise ne mogu aktivirati konvencionalne T limfocite [44, 45].

1.10.4. Dendritic¢ke stanice u tumoru

Dendriticke stanice monocitnog porijekla (CD11c+ mDC) posljednja su stanicna komponenta TMO u
nasem istrazivanju. U nefizioloSkim uvjetima poput maligne bolesti ve¢ina se tumorskih DC i tumoru
pridruzenih makrofaga (TAMs) diferencira iz cirkuliraju¢ih monocita periferne krvi. CD11c+ mDC mogu
biti inflamatornog (iDC) ili tolerogenog (TolDC) fenotipa i stimulirati CTL odgovor, odnosno
diferencijaciju Treg [46].

Tumor ima sposobnost konvertirati iDC u regulatorne TolDC pa tumoru pridruzene DC doprinose
imunosupresiji. TolDC pojacano produciraju imunosupresivne citokine i imaju povisenu ekspresiju gena
koji reguliraju imunosupresivne funkcije, pa su u tumoru inhibirani i prirodeni imunosni odgovor na
lokalne signale opasnosti i maturacija nezrelih DC. Iako nezrele tumorske DC slabo stimuliraju CTL
odgovor, mogu stimulirati diferencijaciju Treg [47].

DC u tumoru imaju i o$te¢enu sposobnost krizne prezentacije antigena. Opisan je mehanizam u kojem se
oksidativno oSteceni trigliceridi nakupljaju u membrani lipidnih tjeleSca u tumorskim DC pa dolaze u
kontakt s citosolnim proteinima i svojim reaktivnim grupama kovalentno vezu HSP70 molekulu ¢ime je
funkcionalno inaktiviraju. Budu¢i da je HSP70 klju¢na molekula u kriznoj prezentaciji antigena, MHC
kompleksi s antigenskim peptidima u tumorskim se DC ne usmjeravaju prema membrani ve¢ prema

lizosomima [48].

1.11. Protein toplinskog Soka 70 (HSP70, od engl. heat shock protein 70)

Porodica proteina toplinskog Soka (stanic¢nog stresa) od 70 kDa (HSP70) skupina je proteina visoko
konzervirane homologije medu svim zivim organizmima. U ljudskom se organizmu nalaze u svim
odjeljcima stanice, a u specificnim okolnostima (tumor, upala) prisutni su i u staninoj membrani i u
ekstracelularnom prostoru [49].

Dvije su osnovne izoforme HSP70 proteina, konstitutivni i inducibilni [50]. Konstitutivne izoforme
olakSavaju pravilno svijanje novostvorenih proteina i transport polipeptida kroz membranu. Ovi su
proteini prisutni u jezgri tijekom S-faze stani¢nog ciklusa, a u ostalim fazama stani¢nog ciklusa u svim
odjeljcima citoplazme: u citosolu HSP70-1 i HSP70-2 (HspAl i HspA2), u endoplazmatskom retikulumu
Hsp70-5 (HspAS, BiP, Grp78), Hsp70-8 (HSPAS, Hsc70, Hsp73) i mitohondriju Hsp70-9 (HSPA9).
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Stresom inducirane izoforme HSP70-1 i HSP70-2 (HSPA1A/B), Hsp70-6 (HspA6, HSP70B), HSPA7,
Hsp70-14 (HSPA14, Hsp70L1), takoder su prisutne u citosolu, ali ih imunosne i tumorske stanice mogu
izrazavati 1 u membrani ili secernirati u ekstracelularni prostor.

Osnovna (kanonicka) uloga HSP70 proteina vezana je za proteinostazu. Ovi su proteini ukljuceni u sve
aspekte regulacije homeostaze proteina. U fizioloskim uvjetima zdrava stanica izrazava iskljucivo
konstitutivne izoforme koje vezu HSF1 transkripcijski faktor i time inhibiraju ekspresiju gena
inducibilnih izoformi HSP70. Tijekom stani¢nog stresa pokrece se biokemijska signalna kaskada koja
dovodi do otpustanja HSF1 od Hsc70, aktivacije HSF1 transkripcijskog faktora i sinteze inducibilnih
izoformi HSP70 [51]. Odgovor na toplinski stres univerzalni je citoprotektivni odgovor stanice na stres
bilo koje etiologije; okolisni (kemijski i fizicki stresni podrazaji, teski metali, aminokiseline, citostatici,
COX inhibitori, acetilsalicilna kiselina, oksidativni stres, zracenje), fizioloski stres (upala i aktivacija
imunosnog odgovora, rast i diferencijacija stanica, razvoj tkiva, starenje, hormonalna stimulacija).
Primarni cilj je zasStita oSte¢enih stani¢nih proteina od agregacije i zastita stanice od apoptoze inducirane
poremecajem homeostaze proteina. Pritom HSP70 obiljezava oStecene proteine za popravak ili
degradaciju u proteasomu, ¢ime se sprje¢ava pokretanje programa apoptoze u stanici. Medutim, osim u
kontekstu proteinostaze, intracelularni HSP70 $titi stanicu u stresu inhibicijom apoptoze i na svim ostalim
regulatornim nivoima [52], a stani¢ni odgovor na stres s aktivacijom HSF1 transkripcijskog faktora i
indukcijom ekspresije HSP70 integriran je i u signalne putove koji u osnovi nemaju veze s homeostazom
proteina, poput onkogenih signalnih putova, upale i imunosnog odgovora [53, 54, 55].

Genske mutacije i onkogeni signalni putovi, aberantni tumorski proteini i nekontroliran signal
proliferacije u malignoj stanici, hipoksija i deprivacija nutrijenata u TMO, citotoksi¢na terapija i zracenje
signali su koji induciraju aktivaciju HSF1 i pojac¢anu ekspresiju inducibilnog HSP70 u tumorskoj stanici.
Povisena ekspresija inducibilnog endogenog HSP70 u stanicama karcinoma dojke povezana je s
agresivnijim fenotipom raka dojke, negativnim statusom ER i PR, visokim histoloskim gradusom
diferencijacije, visSim indeksom proliferacije, viSim T i N statusom, rezistencijom na hormonsku terapiju i
radioterapiju i lo$ijim ishodima lijeenja. lako HSP70 nije onkogen, na molekularnom je nivou aktivno
ukljucen u odrzavanje promijenjenog stani¢nog metabolizma, podrzava onkogenu transformaciju, inhibira
apoptozu induciranu onkogenim signalima, promovira epitelo-mezenhimalnu tranziciju (EMT),
angiogenezu, invaziju, metastaziranje i bijeg tumora imunosnom sustavu [56]. Intracelularni HSP70 stiti
stanice raka dojke od imunosnog napada. Vezanje TNFa za membranski receptor stanice luminalnog A
raka dojke pokrece vanjski put apoptoze, pri ¢emu dolazi do ubikvitinacije i proteasomske degradacije
anti-apoptotickog HSP70 proteina. Paradoksalni u¢inak vezanja TNFoa u membrani TN i agresivnijih
formi luminalnog raka dojke posredovan je indukcijom ekspresije A20 proteina, koji inhibira

ubikvitinaciju i proteasomsku degradaciju HSP70. Buduéi da je time inhibiran signal apoptoze umjesto
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ocekivane citotoksi¢ne smrti tumorske stanice dolazi do indukcije inflamatornog STAT3 signalnog puta i
pokretanja programa EMT. Osim toga, poviSena ekspresija HSP70 u tumorskoj stanici dovodi do
aktivacije STAT3 upalnog signalnog puta koji promovira inflamatorni profil tumora, EMT i
dediferencijaciju stanica u stanice nalik mati¢nim stanicama raka [57, 58].

Tijekom aktivacije i proliferacije imunosnih stanica u kontekstu imunosnog odgovora takoder se pokrece
stani¢ni odgovor na stres [59]. Pritom povisena aktivnost HSF1 u imunosnoj stanici inducira ekspresiju
HSP70 i suprimira ekspresiju proupalnih gena. Stani¢ni odgovor na stres u imunosnoj stanici predstavlja
jos jedan od mehanizama negativne povratne sprege u regulaciji intenziteta imunosnog odgovora, kojima
se imunosna stanica i organizam S§tite od oStecenja [60, 61, 62, 63].

Tijekom stani¢nog odgovora na stres, imunosne i tumorske stanice imaju sposobnost izrazavati
inducibilni HSP70 u stani¢noj membrani i secernirati ga u ekstracelularni prostor u egzosomima ili kao
slobodne solubilne molekule. U ekstracelularnom prostoru HSP70 poprima nove bioloske funkcije i u
ulozi signalnog glasnika (citokina, chaperokina) doprinosi oblikovanju nespecifi¢nog i specifi¢nog
imunosnog odgovora [64, 65]. Nakon vezanja za specifi¢ne receptore koje izrazavaju imunosne stanice,
aktivira signalni put koji moze rezultirati proupalnim ili antiupalnim odgovorom. Tip odgovora ovisi
prvenstveno o podtipu imunosne stanice i vrsti receptora na koji se je vezao, ali i o statusu imunosne
stanice i o imunosnom kontekstu mikrookolisa [66, 67, 68].

Proupalni ucinci egzogenog HSP70 posredovani su signalima koji slijede nakon vezivanja u membrani
NK stanica i T limfocita, a o€ituju se pojac¢anom proliferativnom i citotoksi¢énom aktivnosti i pove¢anom
sekrecijom proupalnih citokina [69, 70]. Nekoliko je proupalnih mehanizama posredovano interakcijom
izmedu DC i egzogenog HSP70. U aktivaciji prirodenog imunosnog odgovora HSP70 djeluje kao
molekularni signal opasnosti i veze se na membranske receptore monocita i DC. Ovo pokrece signal koji
dovodi do translokacije NFkB3 u jezgru, sinteze i otpustanja proupalnih citokina TNFa, IL1, IL6 1
maturacije DC [71, 72]. Dio egzogenog HSP70 vezano je za antigene peptide i sudjeluje u aktivaciji
specificnog imunosnog odgovora. U ulozi molekularnog chaperona olakSava endocitozu antigena
posredovanu receptorom za HSP70 na DC, a zatim i procesuiranje i kriznu prezentaciju antigena [73, 74].
Medutim, opisani su i regulatorni ucinci [75, 76, 77] nakon vezanja egzogenog HSP70 za receptore DC,
MDSC i Treg. Imunosupresivni mehanizmi posredovani interakcijom egzogenog HSP70 sa stanicama

mijeloidne loze prikazani su shematski na Slici 8.

U DC, MDSC i monocitima egzogeni HSP70 moze aktivirati STAT3-ERK signalni put te povecati
produkciju i sekreciju IL10 i TGFB. Stimulacija antigenom u imunosupresivnom mikrookoliSu usmjerava
diferencijaciju perifernih CD4+ FOXP3- T limfocita u Treg fenotip, odnosno inducira se periferna

tolerancija. Takoder se i zbog niske ekspresije kostimulacijskih molekula u toleragenim DC tijekom
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antigene prezentacije inducira aktivacija prirodenih Treg. Neovisno o podrijetlu Treg, imunosupresivni
mehanizmi djelovanja su jednaki. I u direktnoj vezi s membranskim receptorima Treg, HSP70 potencira
regulatorne funkcije ovih stanica [77].

Razli¢iti uc€inci posredovani vezanjem HSP70 za receptore stanica mijelomonocitnih linija objasnjeni su
razliitim statusom imunosnih stanica, razli¢itim imunosnim kontekstom mikrookoli$a i postojanjem
receptorskog para Siglec 5 i1 Siglec 14 koji imaju jednako vezno mjesto za HSP70, medutim posreduju

signal suprotnog ucinka i uravnotezuju intenzitet prirodenog imunosnog odgovora [78].
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Slika 8. Imunosupresivni mehanizmi posredovani interakcijom egzogenog HSP70 s receptorima stanica
mijeloidne loze

Vezanje HSP70 za membranski receptor DC smanjuje izrazaj MHC I i CD86 kostimulacijskih molekula, odnosno
DC poprima tolerogeni fenotip. Vezivanje HSP70 za receptore svih stanica mijeloidne loze inhibira produkciju
proupalnih citokina TNF-o i INF-y, a aktivira STAT3- ERK signalni put i transkripciju gena za IL10.

Pokrate: R = receptor, HSP70 = protein toplinskog Soka 70 (od engl. Heat shock protein 70), MDSC = supresivne
stanice mijeloidnog porijekla (od engl. myeloid-derived suppressor cells), MHC II = glavni sustav tkivne
podudarnosti 2 (od engl. Major histocompatibility complex 2), CD86 = kostimulacijske molekule iz porodice B7,
TLR2 =T stani¢ni receptor (od engl. T cell receptor), IL10 = interleukin 10, TNFa = ¢imbenik tumorske nekroze a
(od engl. Tumour necrosis factor ), INFy = interferon vy.

Slika preuzeta i adaptirana iz: Borges TJ, Wieten L, van Herwijnen MJ, Broere F, van der Zee R, Bonorino C, van
Eden W. The anti-inflammatory mechanisms of Hsp70. Front Immunol. 2012 May 4;3:95. [75] Licenca za

koristenje: https://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0/
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1.12. Prognosticki i prediktivni znac¢aj upalnog infiltrata u luminalnom i trostruko negativnhom
raku dojke

U ranom stadiju TN raka dojke gus¢i imunosni infiltrat povezan je s boljom prognozom pacijenata i
boljim odgovorom tumora na NAKT [33, 79, 80, 81, 82]. Medutim u viSim stadijima bolesti literaturni
podaci nisu konkluzivni buduéi da je visi udio TIL-a povezan i s boljim i s losijim ishodima pacijenata.
Rezultati dosadasnjih istrazivanja TIL-a u luminalnom raku dojke takoder nisu konzistentni,
najvjerojatnije posljedi¢no neadekvatnoj metodologiji koja ne uzima u obzir gensku i mutacijsku
heterogenost ER+ skupine. Visi je udio TIL-a u ER+ raku dojke povezan s losijim ishodima pacijenata ili
uopce nije detektirana asocijacija s ishodima [83, 84]. Povezanost mitogenog signala ER i
imunosupresivnog profila TIL-a, s ve¢im udjelom Th2 CD4+ limfocita i Treg, nizom ekspresijom MHC
II molekula, viSom ekspresijom PD-L1 i slabijom citotoksi¢nom funkcijom CD8+ limfocita, moguce je
objasnjenje losijih ishoda pacijenata s viSim udjelom TIL-a u ER+ skupini. Slabija imunogeni¢nost ER+
tumora, medu kojima bioloski agresivniji podtipovi imaju vece mutacijsko opterecenje, odnosno vecu
imunogenic¢nost i visi udio TIL-a, takoder moze objasniti povezanost TIL-a s losijim ishodima pacijenata.
Ovome u prilog idu i asocijacije s udjelom CD8+ T limfocita u luminalnim tumorima. Naime, visi je udio
CD8+ T limfocita na nivou cjelokupne ER+ skupine povezan s agresivnijom bolesti i losijim prognozom
(OS 1 DFS), ali je unutar LB skupine povezan s boljom prognozom pacijenata (DDFS) i boljim
odgovorom tumora na NAKT.

Odredivanje udjela stromalnog TIL-a [79] i udjela PD-L1+ imunosnih stanica u tumoru [85] od nedavno
su dio standardnog patohistoloskog izvjes¢a za TN karcinom dojke jer imaju prediktivni i prognosticki
znacaj, osobito u ranom stadiju bolesti. Za istraziti je imunogeni¢nost LB raka dojke [86] te prognosticku
i prediktivnu vrijednost TIL-a u ovoj podskupini luminalnih tumora, jer u rutinskoj klinickoj praksi
postoji potreba za optimizacijom prognosti¢ke klasifikacije (stratifikacije rizika), terapijskih protokola i
selekcije pacijenata za NAKT unutar ove skupine pacijenata. Takoder je za dodatno istraziti znacaj TIL-a
u vi§im stadijima TN raka dojke, utjecaj spacijalne distribucije TIL-a na tumorogenezu TN raka dojke i
prognozu pacijenata [80, 87] te doprinos pojedinih imunosnih stanica u TIL-u za prognozu pacijenata [88]

u LB i TN karcinomu dojke.
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2. HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

2.1. Hipoteza istraZivanja

Zbog fenomena imunosnog preslagivanja tijekom tumorogeneze i dualnog, antitumorskog i protumorskog
ucinka upale na tumor, o¢ekujemo da ¢e visoki udio CD8+T limfocita u TIL-u biti povezan s nizim
stadijima bolesti, boljim odgovorom tumora na NAKT i boljom prognozom pacijenata, a visoki udio
CD4+ limfocita, PD-L1+ imunosnih stanica i CD11c+ dendritic¢kih stanica, te ve¢i broj FOXP3+
limfocita, CTLA-4+ i HSP70+ imunosnih stanica s vi§im stadijima bolesti i lo§ijom prognozom

pacijenata.

2.2. Glavni ciljevi istrazivanja

Kvantitativna i kvalitativna analiza TIL-a prema imunohistokemijskoj (IH) ekspresiji imunosnih markera
(CD8, CD4, FOXP3, CDl1l1c, PDL1, CTLA4 i HSP70) u odnosu na lokaciju TIL-a (invazivna tumorska
fronta, sredis$nji dio tumora, metastaza u regionalnom limfnom ¢voru) i imunofenotip raka dojke (TN i LB
HER?2- rak dojke) te analiza dobivenih rezultata u odnosu prema tradicionalnim klinickim i
histopatoloskim prognosti¢kim ¢imbenicima, onkoloskim ishodima pacijenata i odgovoru tumora na

neoadjuvantnu kemoterapiju.

2.3. Specificni ciljevi istrazivanja

1. Analizirati udio TIL-a i ekspresiju IH markera CD8, CD4, FOXP3, CDl11c, PD-L1, CTLA-4 i HSP70
u adjuvantnoj skupini u primarnom tumoru dojke TN imunofenotipa i u metastazi iz regionalnog limfnog
¢vora te u stromi dobro¢udnih promjena dojke kontrolne skupine.

2. Odrediti i usporediti udio TIL-a i ekspresiju [H markera CD8, CD4, FOXP3, CDl11c, PD-L1, CTLA-4 i
HSP70 u podrucju invazivne tumorske fronte (ITF) i centralnog dijela (TC) primarnog tumora TN
imunofenotipa.

3. Dobivene rezultate kvantitativne i kvalitativne analize TIL-a u podrucju ITF i TC analizirati u odnosu
prema tradicionalnim prognosti¢kim ¢imbenicima i tumorogenezi TN raka dojke (G, pT i pN status,
anatomski i patoloski prognosticki stadij bolesti) i onkoloskim ishodima pacijenata (ukupno prezivljanje
(OS, od engl. overall survival) i prezivljenje bez povrata bolesti (DFS, od engl. disease-free survival)).

4. Istraziti korelacije izmedu imunosnih varijabli u podru¢ju ITF i TC primarnog tumora TN

imunofenotipa adjuvantne kohorte.
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5. Analizirati udio TIL-a i ekspresiju IH markera CD8, CD4, FOXP3, PD-L1, CTLA-4 1 HSP70 u
primarnom tumoru TN i LB imunofenotipa neoadjuvantne skupine prije pocetka NAKT i u stromi
dobroc¢udnih promjena dojke kontrolne skupine.

6. Odrediti i usporediti udio TIL-a i ekspresiju IH markera CD8, CD4, FOXP3, PD-L1, CTLA-4 i HSP70
prije pocetka NAKT u primarnom tumoru LB imunofenotipa i primarnom tumoru TN imunofenotipa
unutar neoadjuvantne skupine.

7. Dobivene rezultate kvantitativne i kvalitativne analize TIL-a prije pocetka NAKT u LB skupini
analizirati u odnosu prema tradicionalnim prognostickim ¢imbenicima (nuklearni gradus (NG), Ki67, cN
status, anatomski i klini¢ki prognosticki stadij bolesti) i onkoloskim ishodima pacijenata (DFS).

8. Istraziti korelacije izmedu imunosnih varijabli u primarnom tumoru LB imunofenotipa neoadjuvantne
kohorte.

9. U neoadjuvantnoj LB i TN skupini identificirati imunosne varijable ¢ije su varijacije u primarnom
tumoru prije pocetka NAKT povezane s odgovorom tumora na NAKT (skor rezidualnog opterec¢enja

tumorom (RCB skor) i RCB grupa).
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3. ISPITANICI I METODE

3.1. Ispitanici

Veli¢ina uzorka odredena je G-power analizom, pri ¢emu je ustanovljeno da je za veliku snagu testa (s
veli¢inom efekta Cohen d = 0,83 uz P = 0,05) za razlikovanje srednjih vrijednosti izmedu dviju
podskupina potrebno ukljuciti ukupno 68 ispitanika u skupinu. U ispitivanje su ukljucene dvije razlicite
skupine pacijentica s dijagnosticiranim invazivnim karcinomom dojke. U prvoj (adjuvantnoj) skupini
kirurski je zahvat bio prije, a u drugoj (neoadjuvantnoj) skupini nakon provedene kemoterapije.
Statisticka analiza izmedu adjuvantne i neoadjuvantne skupine nije predvidena protokolom istrazivanja.
Prva skupina formirana je od 68 uzastopno kirurski lijecenih bolesnica u Klinickom bolni¢kom centru
(KBC) Rijeka od 2008. do 2016. godine zbog TN karcinoma dojke, kod kojih je provedeno adjuvantno
onkolosko lijecenje prema smjernicama aktualnim za period u kojem su lijecene [89]. Navedeno je
razdoblje odabrano kako bi se uklju¢io dovoljan broj ispitanica s terapijski naivnim TN rakom dojke u
kirurS§kom materijalu, buduéi da materijali iglenih biopsija nisu dostatni za predvidenu analizu, a da je
vecina pacijenata dijagnosticiranih s TN rakom dojke nakon 2016. u KBC Rijeka lije¢ena
neoadjuvantnom kemoterapijom. Takoder, bilo je vazno da sve ukljucene ispitanice imaju period pracenja
od minimalno 5 godina za analizu ukupnog prezivljenja i prezivljenja bez povrata bolesti. Iskljuc¢ene su
bolesnice za koje nisu bili dostupni svi protokolom predvideni klinicki podaci, dijagnosticirane u IV.
stadiju bolesti ili s recidivnim tumorom dojke, one koji su primile preoperativnu sistemsku terapiju ili kod
kojih je dijagnosticirana bilo koja druga maligna bolest uz TN rak dojke.

U drugu skupinu ukljuceno je 89 pacijentica s dijagnosticiranim LB (N = 53) ili TN (N = 36) karcinomom
dojke izmedu 2016. 1 2021. godine, u II. A ili viSem anatomskom stadiju bolesti, koje su prije kirurSkog
zahvata primile neoadjuvantnu kemoterapiju po sljedecem protokolu: 4 ciklusa doksorubicina i
ciklofosfamida i 12 ciklusa paklitaksela. 1z ove su skupine iskljucene bolesnice za koje nije bilo dostupno
tkivo Sirokoiglene biopsije dojke (dijagnosticirane u drugoj ustanovi), dijagnosticirane s metastatskom
bolesti (stadij IV), HER2+ karcinomom dojke ili kod kojih nije do kraja provedeno neoadjuvantno
sistemsko onkolosko lijecenje.

Kontrolnu skupinu je predstavljalo 36 uzoraka tkiva, dobivenih vakuum-asistiranom biopsijom dojke,
histoloski kategoriziranih kao benigna promjena dojke (B2). Ova je skupina bila negativna kontrola za IH

bojenja.
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3.2. Materijal biopsije

Materijal biopsije je tumorsko tkivo karcinoma dojke TN imunofenotipa i metastaza karcinoma dojke u
regionalnom limfnom ¢voru, dobiveni kirur§kom resekcijom terapijski naivnih pacijentica prve kohorte,
te tumorsko tkivo karcinoma dojke TN i LB imunofenotipa, dobiveno Sirokoiglenom biopsijom dojke
prije pocetka neoadjuvantne kemoterapije pacijentica druge kohorte.

1z patoloske su baze podataka Vegasoft slijedom izlistani slucajevi prve i druge kohorte, nakon Cega je
slijedilo pretrazivanje arhivskog materijala Biobanke Zavoda za op¢u patologiju i patolosku anatomiju
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Rijeci 1 Klini¢kog zavoda za patologiju i citologiju KBC Rijeka,

pregledavanje HE stakalca i konstrukcija tkivnih mikroareja iz ,,donorskih* parafinskih kocki.

3.3. Metode

Iz Integriranog bolni¢kog informati¢kog sustava (IBIS) KBC-a Rijeka i patoloske baze podataka Vegasoft
retrospektivno su prikupljeni klinicki i tradicionalni histopatoloski podaci pridruzeni slucajevima prve i
druge kohorte; klinicki i patoloski T i N status, histoloski tip i histoloski stupanj diferencijacije tumora,
nuklearni gradus tumora, IH ekspresija ER, PR, status HER2 receptora i indeks proliferacije tumora Ki67,
dob pacijentica u vrijeme postavljanja dijagnoze i u vrijeme pocetka terapije, podaci o komorbiditetima,
podaci o provedenom kirur§kom i onkoloskom lijecenju i specifi¢nim ishodima lijecenja (odgovoru
tumora na NAKT, pojavi lokalnog i regionalnog recidiva, progresiji bolesti sa sistemskom
diseminacijom). Podaci o prezivljenju pacijentica prve kohorte prikupljeni su iz dokumentacije Registra

za rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo.

3.3.1. Odredivanje tradicionalnih prognosti¢kih ¢cimbenika

Postojeci podaci su revidirani prema TNM sustavu klasifikacije tumora dojke [20] pri ¢emu je svakom
slucaju pridodan pripadni klini¢ki/patoloski T i N status, anatomski stadij bolesti i klinicki/patoloski
prognosticki stadij bolesti. Anatomski stadij bolesti odreden je na temelju T, N i M statusa, a za klinicki i
patoloski prognosticki status su uz ove parametre uzeti u obzir jos i histoloski gradus diferencijacije i
status ER, PR i HER2 receptora prema AJCC klasifikaciji [11]. Tumori prve kohorte su gradirani prema
histoloskom stupnju diferencijacije sukladno Bloom i Richardsonovom histoloSkom gradusu,
modificiranom prema Elston i Ellisonovoj klasifikaciji [17], a tumori druge kohorte prema nuklearnom
gradusu diferencijacije. Pri tome su postojeci podaci iz patoloske baze Vegasoft revidirani.

IH ekspresija ER i PR definirana je intenzitetom i postotkom tumorskih stanica oznacenih pozitivnim
jezgrinim bojenjem protutijelima koja prepoznaju ER i PR u ukupnom uzorku tumorskih stanica u
preparatu [90, 91]. HER2 status tumora odreden je intenzitetom i postotkom membranskog bojenja IH

obojenih tumorskih stanica protutijelom koje prepoznaje HER2 receptor, a u slu¢aju dvojbenog IH nalaza
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SISH analizom amplifikacije ERBB2 gena. Indeks proliferacije definiran je postotkom jezgrinog obojenja
IH bojenjem koje prepoznaje Ki67 protein u ukupnom uzorku tumorskih stanica. Imunofenotip tumora
(surogat molekularnog podtipa raka dojke) odreden je prema preporukama konsenzusa iz St. Gallena iz
2015. [24]. TN rak dojke definiran je odsustvom IH ekspresije ER, PR i HER2 receptora, a LB HER2-
rak dojke IH ekspresijom ER, ekspresijom PR manjom od 20 % ili/i Ki67 vecom od 20 % te odsustvom
ekspresije HER2 receptora.

Lokalni recidiv je definiran povratom bolesti u ipsilateralnu ili kontralateralnu dojku, a prezivljenje bez
pojave lokalnog recidiva (LRFS, od eng. local recurrence free survival) kao broj mjeseci od datuma
postavljanja dijagnoze do datuma detekcije lokalnog recidiva ili do datuma posljednje klinicke kontrole.
Regionalni recidiv je definiran progresijom bolesti u ipsilateralne ili kontralateralne regionalne limfne
¢vorove nakon ve¢ provedenog lijecenja, a prezivljenje bez pojave regionalnog recidiva (RRFS, od engl.
regional recurrence free survival) kao broj mjeseci od datuma postavljanja dijagnoze do datuma detekcije
regionalnog recidiva ili do datuma posljednje klinicke kontrole. Udaljeni (distalni) recidiv je definiran
detekcijom sistemske progresije bolesti nakon ve¢ provedenog lijeCenja, a prezivljenje bez pojave
udaljenih metastaza (DDFS, od engl. distant disease-free survival) kao broj mjeseci od datuma
postavljanja dijagnoze do datuma detekcije metastatske bolesti ili do datuma posljednje klinicke kontrole.
Prezivljenje bez pojave bilo kojeg recidiva (DFS, od engl. disease-free survival ili EFS, od engl. event
free survival) definirano je brojem mjeseci od datuma postavljanja dijagnoze do datuma detekcije bilo
kojeg tipa recidiva ili do datuma posljednje klinicke kontrole, a ukupno prezivljenje (OS, od engl. overall
survival) brojem mjeseci od datuma postavljanja dijagnoze do datuma smrti bilo kojeg uzroka ili do
datuma posljednje klini¢ke kontrole.

Pokazatelji odgovora na provedenu neoadjuvantnu kemoterapiju ypT, ypN i pRCB odredeni su za sve
pacijentice druge kohorte na kirur§Skom materijalu dojke i odstranjenih limfnih ¢vorova. ypT je definiran
veli¢inom najduljeg promjera rezidualnog tumora u kirur§kom preparatu dojke nakon provedene NAKT,
a ypN brojem metastatski zahvacenih aksilarnih limfnih ¢vorova i veli¢inom najveceg metastatskog
depozita u limfnom ¢voru nakon NAKT [12]. Skor rezidualnog opterecenja tumorom (RCB, od engl.
residual cancer burden) i RCB grupa nakon NAKT, odredeni su za svaki slucaj druge kohorte online

kalkulatorom dostupnim na internetskim stranicama MD Anderson Centra [15, 16].

3.3.2. Oblikovanje tkivnih mikroareja (TMA, od engl. tissue microarrys)
Od tkiva pohranjenog u parafinskim kockama izradene su tkivne mikroareje (TMA) za potrebe ovog
istrazivanja. Iz ,,donorskih* parafinskih kocki uzeti su dijelovi tkiva uz pomo¢ ru¢nog uredaja za

izgradnju TMA (Alphelys, Plaisir, France), koji su potom transferirani u novu ,,primateljsku“ parafinsku

28



kocku. U novoj parafinskoj kocki smjesten je veci broj tkivnih uzoraka i orijentiran uz pomo¢

koordinatnog sustava prema osi x i y. Na Slici 9/a-d prikazani su koraci u izradi TMA.

Slika 9. Izrada tkivnih mikroareja

a) Donorske parafinske kocke s oznacenim podrucjima tkiva za transfer

b) Uzimanje tkiva od interesa iz donorske parafinske kocke i transfer u primateljsku kocku uz pomo¢ ru¢nog uredaja
za izradu tkivnih mikroareja

¢) Primateljske parafinske kocke s transferiranim tkivnim mikroarejama

d) Shema rasporeda tkivnih mikroareja u primateljskoj kocki prema osi x i y koordinatnog sustava

TMA korespondiraju histoloski pregledanom materijalu. Ovakvim je postupkom osigurana ujednacenost
IH bojenja u istrazivanju bududéi da se sva bojenja odvijaju istovremeno, u jednakim uvjetima. Takoder,
Stede se antitijela za IH bojenja, odnosno financijski resursi istrazivanja, kao i arhivski tumorski materijal

za potrebe buducih istrazivanja i molekularnih analiza u dijagnosticke svrhe.
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Nedostatak istrazivanja na TMA odnosi se prvenstveno na ogranicenu koli¢inu tumorskog tkiva
dostupnog za analizu. Kako bi nadisli problem intratumorske heterogenosti, za svaki je tumor izraden
duplikat ili triplikat TMA. Pri tome je svaka biopsija tumora prve kohorte predstavljena s dva cilindra
tkiva primarnog tumora promjera 2 mm, od kojih jedan cilindar tkiva predstavlja podrucje invazivne
fronte tumora (ITF, od engl. Invasive tumour front), a drugi cilindar tkiva korespondira s centralnim
dijelom tumora (TC, od engl. tumour centre). ITF je definirana kao trakasto podrucje Sirine 1 mm,
povrsinskog dijela invazivnog karcinoma, koji je u neposrednom kontaktu sa susjednim netumorskim
tkivom dojke. Preostalo tumorsko tkivo, ukljucujudi i tumorsku stromu, koje nije u kontaktu s
netumorskim tkivom dojke predstavlja TC [92]. U slu¢ajevima adjuvantne kohorte, kod kojih je u
regionalnom limfnom ¢voru pronadena metastaza TN raka dojke, uzet je i dodatni, tre¢i cilindar za
analizu. Za svaki slucaj druge kohorte koriStena su dva cilindra tkiva primarnog tumora promjera 1,5 mm,
s obzirom na to da je materijal ,,donorske” parafinske kocke dobiven Sirokoiglenom biopsijom koja je
prosjecne Sirine 1,5 mm. Benigno tkivo dojke kontrolne skupine zastupljeno je jednim cilindrom tkiva
promjera 2 mm po svakoj biopsiji.

Parafinske kocke s uklopljenim TMA serijski su narezane na rezove debljine 4p. S obzirom na to da su
rijetki cilindri izgubljeni u procesu narezivanja, broj pregledanih uzoraka se minimalno razlikuje medu

pojedinim varijablama.

3.3.3. Imunohistokemijska bojenja

TMA rezovi su deparafinizirani u otopini ksilena (Tissue Clear firme Sakura) i rehidrirani etilnim
alkoholom. Da bi se antigeni epitopi eksponirali, rezovi su tretirani toplinom. Za dokazivanje CD11¢
antigena koristen je Tris/EDTA pufer, u vodenoj kupelji na 98°C tijekom 15 minuta. Za dokazivanje
CD8, CD4, FOXP3, CTLA-4 i HSP70 antigena koristen je PT link aparat pri temperaturi 97°C tijekom 20
minuta. Za detekciju antigena je koriStena "EnVision” jednostruka IH metoda u automatskom imuno-
bojacu (DakoCytomation, Autostainer Plus, Glostrup, Denmark®), sukladno protokolima proizvodaca.

Specifikacije imunohistokemijskih bojenja prema preporukama proizvodaca prikazane su u Tablici 2.

3.3.4. Ocitavanje TIL-a i imunohistokemijskih bojenja

TIL je ocitan kao kontinuirana varijabla na cijelim HE obojanim rezovima, odnosno kao udio tumorske
strome infiltriran mononuklearnim imunosnim stanicama, sukladno preporukama Internacionalne radne
skupine za ocitavanje TIL-a (eng. International TILs Working Group) iz 2014. [93]. Imunofenotip
upalnih stanica odreden je na nacin opisan u daljnjem tekstu. Udio CD4+, CD8+ i CD11c+ stanica
vizualno je procijenjen u cijeloj tkivnoj areji (TMA) i o€itan kao kontinuirana varijabla pod pove¢anjem

svjetlosnog mikroskopa 200x. Ekspresija PD-L1 odredena je prema protokolu proizvodaca za o€itavanje
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PD-L1, klon SP142, u TN raku dojke, odnosno kao udio povrSine TMA koju zauzimaju PDL1+ imunosne
stanice [94]. Ekspresija FOXP3, CTLA-4 i HSP70 o¢itana je kao kontinuirana varijabla, odnosno ukupan
broj pozitivnih limfocita u cijeloj tkivnoj areji, pod povecanjem svjetlosnog mikroskopa 400x. IH bojenja
kontrolne skupine ocitana su vizualnom procjenom udjela ili broja imunosnih stanica u podrucju strome
benignih promjena dojke. Sva ocitana IH bojenja imunosnih stanica bila su citoplazmatska i/ili
membranska, izuzev jezgrinog FOXP3 bojenja. Sva su bojenja ocitali istrazivaci uz superviziju mentora

specijalista patologa, bez uvida u klinicke podatke pacijenata i histoloske karakteristike tumora.

Tablica 2 . Imunohistokemijska bojenja i protokoli

Monoklonalno Proizvoda¢ Klon Razrjedenj Otapalo Inkubacija
protutijelo ¢ (minute)
CD4 104R-16 Cell Marque, Rocklin, CA, SP35 1:75 DAKO 60
USA S0809
CD8 IR623 DakoCytomation, Glostrup, C8/144B factory DAKO 30
Denmark diluted S0809
FOXP3 ab450 Abcam, Cambridge, UK mAbcam450 1:200 DAKO 60
S0809
CD11c¢ NCL-L- Novocastra, Newcastle, UK 5D11 1:75 DAKO 30
CD11c¢-563 S0809
PD-L1 Roche Diagnostics GMbH, SP-142 RTU*, Ventana
Mannheim, Germany
CTLA¢4 sc- Santa Cruz Biotechnology, F-8 1: 100 DAKO 60
376016 Dallas, Texas, USA S0809
HSP70 ab2787 Abcam, Cambridge, UK 5A5 1: 200 DAKO 30
S0809

*RTU - ready to use

3.3.5. Statisticka obrada podataka

Za statisti¢ku analizu koristeni su standardni statisti¢ki testovi u programima Statistica 14, za Windows
10 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK®), MedCalc Version 20.013 (Medcalc © 2024 MedCalc Software Ltd.) i X-
tile analysis version 3.6.1. (X-Tile © Yale University 2003-05). Normalnosti distribucije svih podataka
izraCunati su Kolmogorov-Smirnovljevim testom (K-S test), a rezultati su prikazani kao vrijednosti
aritmeticke sredine za varijable s pravilnom raspodjelom ili kao medijane vrijednosti dobivenih rezultata
za varijable s nepravilnom raspodjelom podataka.

Razlike rezultata izmedu dva ili viSe nezavisnih uzoraka odredene su Studentovim T-testom za nezavisne

uzorke i ANOVA testom kod pravilne raspodjele podataka, odnosno Mann-Whitney U testom i Kruskal-
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Wallis testom kod nepravilne raspodjele podataka. U post hoc analizi rezultata dobivenih ANOVA i
Kruskal-Wallis testom koristeni su Fisherov LSD i1 Conoverov test. Razlike izmedu dva zavisna uzorka
odredeni su Studentovim T-testom za zavisne uzorke kod pravilne raspodjele podataka i Wilcoxonovim
testom kod nepravilne raspodjele podataka. Razlike frekvencija odredene su Hi-kvadrat testom.

Za imunosne varijable za koje je dokazana statisticki znacajna povezanost s pN statusom u adjuvantnoj
skupini, odnosno odgovorom tumora na NAKT (RCB) u neoadjuvantnoj LB skupini, ROC analizom (od
engl. Receiver Operating Characteristic (ROC) analysis) je odredena kriterijska vrijednost varijable pri
kojoj bi dijagnosticki test utemeljen na toj varijabli imao najvecu tocnost, odnosno najmanje lazno
pozitivnih i lazno negativnih rezultata.

Korelacije medu imunosnim varijablama odredene su Spearmanovom korelacijom rangova. Koeficijent
korelacije (rho) interpretiran je kao zanemariv (manji od 0,30), slabo pozitivan (0,30 — 0,50), umjereno
pozitivan (0,50 — 0,70), snazno pozitivan (0,70 — 0,90) i izrazito snazno pozitivan (> 0,90).

Za potrebe analize prezivljenja, cut-off vrijednosti oCitanih rezultata odredene su X-tile analizom (X-tile
analysis version 3.6.1). Krivulje prezivljenja izracunate su Kaplan-Meierovom metodom, a razlike u
krivuljama prezivljenja log-rank testom. Za varijable za koje je dokazana statisticki znacajna povezanost s
OS, DFS i RCB u¢injena je univarijatna i multivarijatna logisticka regresija, odnosno odreden je utjecaj
svake pojedine varijable na OS, DFS i RCB.

Sve dobivene razlike smatrane su statisticki znacajne za P < 0,05.

3.3.6. Eticki aspekti istrazivanja

Protokol istrazivanja odobren je u okviru UNIRI projekta (pod Sifrom uniri-biomed-18-259) izv. prof. dr.
sc. Manuele Avirovi¢, od Etickog povjerenstva KBC-a Rijeka na sjednici odrzanoj 24. rujna 2019. i od
Etickog povjerenstva za biomedicinska istrazivanja Medicinskog fakulteta Sveucilista u Rijeci na sjednici
odrzanoj 27. — 30. rujna 2019. godine. Izrada doktorskog rada na temelju rezultata provedenog
istrazivanja odobrena je na sjednici Etickog povjerenstva KBC-a Rijeka odrzanoj 18. prosinca 2023. i na
sjednici Etickog povjerenstva za biomedicinska istrazivanja Medicinskog fakulteta Sveucilista u Rijeci
odrzanoj 19. ozujka 2024. godine.

Istrazivanje je provedeno u skladu sa svim primjenjivim smjernicama dobre klinicke prakse kako bi se
osiguralo pravilno provodenje istrazivanja i sigurnost sudionika. Osigurano je postivanje temeljnih
bioetickih principa; osobnog integriteta (autonomnosti), pravednosti, dobrocinstva i neskodljivosti, u
skladu s NiirnberSkim kodeksom, najnovijom revizijom Helsinske deklaracije i ostalim mjerodavnim
dokumentima. Uobicajeni medicinski podaci o ispitanicima prikupljeni su retrospektivno, a dodatna

istrazivanja provedena su u skladu s bioetickim standardima kako bi se osigurala privatnost ispitanika i
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zastita tajnosti podataka. S obzirom na to da je istrazivanje retrospektivnog karaktera, tekst informiranog

pristanka i suglasnost bolesnika za sudjelovanje u istrazivanju nisu predvideni protokolom istrazivanja.
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4. REZULTATI

4.1. Rezultati prve (adjuvantne) studijske kohorte
4.1.1. Klinicko-patoloske karakteristike prve studijske kohorte

Anonimizirani podaci dobiveni retrospektivnom analizom relevantnih klinickih i tradicionalnih patoloskih

parametara ispitanica adjuvantne studijske kohorte prikazani su u Tablici 3.

Tablica 3. Klini¢ko-patoloske karakteristike prve studijske kohorte

Klini¢ko-patoloske karakteristike (N=68)

Medijan (raspon)

Dob (godine) 61 (25-87)
N (%)
Patoloski 1 22 (32)
status
primarnog 2 35(51)
tumora (pT)
P 3 509
4 6 (8)
Histoloski 1 2(2)
gradus
primarnog 2 33 (49)
tumora
3 33(49)
Anatomski I 19 (28)
stadij bolesti
11 31 (46)
I 18 (26)
Status 0 45 (66)
regionalnih
1 10 (15)
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limfnih 2 6 (4,5)
¢vorova (pN)

3 6 (4.5)

Patoloski I 20 (30)
prognosticki

stadij** I 27 (40)

11 21 (30)

Recidiv/ Ne 47 (70)

progresija

bolesti Lokoregionalni recidiv 9(11)

Distalni recidiv 13 (19)

Medijan (raspon)

Broj mjeseci do recidiva 39 (2-64)

Vrijeme praéenja (mjeseci) 64 (2-124)

N (%)

Smrt zbog TN” raka dojke 28(41)

*NST: ne specijalni tip; **AJCC Cancer Staging Manual, *TN: trostruko negativni

4.1.2. Rezultati kvantitativne i kvalitativne analize TIL-a u adjuvantnoj TN skupini

Kvantitativna i kvalitativna analiza TIL-a prema odabranim IH markerima napravljena je za svaki slucaj
prve studijske kohorte u podrucju strome invazivne tumorske fronte (ITF) i strome centralnog dijela
primarnog tumora (TC) dojke te u tkivu metastaze u regionalnom limfnom ¢voru kod pN(+) slucajeva.
Jednaka je analiza imunosnog infiltrata u€injena i u stromi benignih promjena tkiva dojke kontrolne
skupine. Dobivene su vrijednosti prikazane u Tablici 4.

Distribucija podataka je testirana Kolmogorov-Smirnovljevim testom. Osim vrijednosti udjela CD8+ T
limfocita u stromi ITF-a, ¢ije su ocCitane vrijednosti IH bojenja imala pravilnu raspodjelu podataka, sve
ostale varijable su imale nepravilnu raspodjelu. Stoga su srednje vrijednosti za CD8+ T limfocite u ITF
prikazane kao vrijednosti aritmeticke sredine, a srednje vrijednosti svih ostalih varijabli adjuvantne

skupine kao medijane vrijednosti dobivenih rezultata.
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Tablica 4 . Imunohistokemijska ekspresija komponenti TIL-a u primarnom trostruko negativnom karcinomu
dojke, regionalnoj metastazi i benignom tkivu kontrolne skupine

Benigne Primarni tumor
Varijabla promjene Primarni Regionalna ITF TC
(kontrola) P tumor P metastaza P
TIL (%)* - / 17.500 / - 20.000 10.000
<0,001"
CD8 (%)~ 0.647 21.705 21.313 25.833 17.000
<0,001** 0,916! <0,001*
CD4 (%)* 1.000 17.500 21.000 25.000 10.000
<0,001* 0,074~ <0,001"
PD-L1 0.000 0.40 1.000 0.300 0.100
(%)* <0,001* 1,000" <0,001"
CTLAA4 0.000 22.250 80.500 23.500 14.500
N)# <0,001* 0,180" 0,237"
FOXP3 0.000 0.750 0.000 1.000 0.000
N)* <0,001* 0,724~ 0,164~
CDl11c 0.000 5.500 5.500 4.500 5.000
(%)* <0,001* 0,773~ 0,962~
HSP70 (N)* 2.000 15.000 70.000 15.500 10.000
<0,001* 0,114~ 0,057~

ITF: invazivna tumorska fronta; TC: centralni dio tumora; ~ srednje vrijednosti varijable s pravilnom raspodjelom
podataka izraZene su kao aritmeti¢ka sredina; * srednje vrijednosti varijabla s nepravilnom raspodjelom podataka
izrazene su u medijanima; *Mann-Whitney U test; **Studentov T test za nezavisne uzorke; 'Studentov T test za

zavisne uzorke; “Wilcoxonov test

U odnosu na benigno tkivo dojke sve su vrijednosti ispitivanih varijabli bile zna¢ajno vece u tumorskom
tkivu. Izmedu tkiva primarnog tumora i metastaze u regionalnom limfnom ¢voru nije pronadeno
statisticki znacajnog odstupanja u kvantiteti ili kvaliteti imunosnog infiltrata. Vec¢i udjeli TIL-a, CD4+,
CD8+ i PDL1+ imunosnih stanica pronadeni su ITF u odnosu na TC primarnog tumora (p < 0.001). Udio
CDl11c+ imunosnih stanica i broj CTLA4+, FOXP3+ 1 HSP70+ imunosnih stanica nije statisticki
znacajno varirao izmedu ova dva podrudja.

Reprezentativne fotografije HE i IH bojenja u adjuvantnoj kohorti prikazane su na Slici 10/a-h.
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Slika 10. a) TIL prikazan bojenjem hematoksilin-eozinom (HE) i imunohistokemijska bojenja imunosnih
varijabli: b) CD8, ¢) CD4, d) FOXP3, e) HSP70, f) CD11c, g) PDL1 i h) CTLA4 u adjuvantnoj studijskoj

kohorti. Povecanje 200 x

4.1.3. Odnos kvantitativnih i kvalitativnih varijacija TIL-a i tradicionalnih klini¢ko-patoloskih
prognosti¢kih parametara u TN raku dojke

Primijeceno je nekoliko statisticki znacajnih povezanosti izmedu kvantitativnih i kvalitativnih varijacija
TIL-a u tumorskom tkivu TN raka dojke i standardnih klini¢ko-patoloskih prognostickih ¢cimbenika. Udio
TIL-a i CD8+T limfocita raste u ITF porastom veli¢ine primarnog tumora do pT2, a daljnjim porastom pT
statusa udio TIL-a i CD8+T limfocita pada (Hi-kvadrat test, P = 0,017, P = 0,021). Asocijacija udjela
CD8+ limfocita s pT statusom primarnog tumora potvrdena je ANOVA testom i graficki prikazana na
Slici 11. Post hoc analizom utvrdeno je da se pT2 skupina statisticki znacajno razlikuje od svih ostalih
skupina (Fisher LSD test, P = 0,019), odnosno da je u pT2 skupini udio CD8+ limfocita znacajno veéi u
odnosu na pT1, pT3 i pT4 skupinu.
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Slika 11. Udio CD8+ limfocita po povrSini tkivne areje invazivne tumorske fronte trostruko negativnog
tumora u odnosu na patoloski status primarnog tumora (pT)

Prikazan je udio CD8+T limfocita rasprSenih po povrsini tkivne areje invazivne tumorske fronte (ITF) u statisticki
znacajnoj asocijaciji prema pT statusu primarnog tumora (ANOVA, P = 0,043), s porastom udjela od pT1 prema
pT2 statusu i padu prema pT3 i pT4 statusu.

Pokrate: pT = patoloski status primarnog tumora

Ista je dinamika za obje varijable primije¢ena u odnosu na anatomski (Hi-kvadrat test, P = 0,057, P =
0,050) i patoloski prognosti¢ki (Hi-kvadrat test, P = 0,059, P = 0,048) stadij bolesti, medutim samo je
posljednja asocijacija dosegla razinu statistickog znacaja.

Posljednja statisticki znacajna povezanost u ITF-u pronadena je za udio CD11c+ dendritickih stanica i
broj CTLA-4+ imunosnih stanica u odnosu prema statusu regionalnih limfnih ¢vorova (pN). Pritom je
viSa ekspresija obje varijable statisticki znacajno povezana s pN(+) statusom (Hi-kvadrat test, P = 0,043,
P =0,048).

Osim statistickog trenda pada udjela CD8+T limfocita u odnosu na porast patoloskog statusa primarnog
tumora nakon pT2 (Studentov T-test za nezavisne uzorke, P = 0,050; graficki prikazano na Slici 12), u
TC-u nismo detektirali statisticki znacajne povezanosti izmedu varijacija TIL-a i standardnih klini¢ko-

patoloskih prognostickih ¢imbenika.
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Slika 12. Udio CD8+ T limfocita po povrsini tkivne areje centralnog dijela trostruko negativnog tumora u
odnosu prema patoloskom statusu primarnog tumora (pT).

Prikazan je udio CD8+ T limfocita rasprsenih po povrSini tkivne areje centralnog dijela tumora u statisticki
negativnom trendu povezanosti sa pT3-pT4 statusom primarnog tumora (Studentov T test za nezavisne uzorke, P =
0,050).

Pokrate: SE = standardna pogreska (od engl. standard error)

4.1.4. Medusobne korelacije TIL-a i IH ekspresije imunosnih markera u TIL-u ITF i TC u TN raku
dojke

Nekoliko je pozitivnih korelacija izracunato Spearmanovom korelacijom rangova izmedu komponenti
TIL-a u adjuvantnoj TN skupini u podrucju strome ITF i TC. Sve su statisticki znacajne interkorelacije s
pridruzenom vrijednosti koeficijenta korelacije (rho) prikazane u Tablici 5.

Udio TIL-a u podrucju ITF statisticki znacajno pozitivno korelira s udjelom CD8+ (Spermanova
korelacija rangova, N = 65, rho 0,56, P < 0,001) i CD4+ (Spermanova korelacija rangova, N = 65, rho
0,50, P <0,001) T limfocita. Medutim, visi udio CD8+T stanica korelira i s poviSenom ekspresijom
imunosupresivnih markera PD-L1 i CTLA-4 (Spermanova korelacija rangova, N = 65, rho 0,31, P =
0,011; N=65, rho 0,40, P <0,001) i s visim brojem regulacijskih FOXP3+T limfocita (Spermanova
korelacija rangova, N=61, rho 0,32, P =0,012).

U centralnom dijelu tumora (TC) udio TIL-a pozitivno korelira isklju€ivo s infiltracijom CD4+T limfocita

(Spermanova korelacija rangova, N = 65, rho 0,50, P < 0,001) i s ekspresijom imunosupresivnih markera
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PD-L1, CTLA-4 i HSP70 u imunosnim stanicama (Spermanova korelacija rangova, N = 66, tho 0,39, P =
0,001; N = 65, tho 0,46, P < 0,001; N = 64, rho 0,38, P = 0,002). Visi udio CD8+T limfocita u TC takoder
znacajno korelira s viSom ekspresijom PD-L1 (Spermanova korelacija rangova, N = 62, rho 0,62, P <

0,001).

Tablica 5. Korelacije medu komponentama TIL-a u stromi invazivne tumorske fronte (ITF) i centralnog

dijela tumora (TC) trostruko negativnog raka dojke

ITF (N=61) TIL CD8 CD4 FOXP3 CDl11c PD-L1 CTLA-4 HSP70+IC
TIL ++ + 4 +

CD8 s + + 4 4 +

CD4 4 A + 4 +

FOXP3 + + +

CD11c +

PD-L1 + + + ++

CTLA-4 + + + + —

HSP70+IC

TC (N=62) TIL CD8 CD4 FOXP3 CDl11¢ PD-L1 CTLA-4 HSP70+IC
TIL + + + +
CD8 aF FF +

CD4 I iF +

FOXP3

CDl11c

PD-L1 4 ++

CTLA-4 4 A + + +
HSP70+IC F “F

Koeficijent korelacije (rho) interpretiran je kao zanemariv (manji od 0,30), (+) slabo pozitivan (0,30 — 0,50), (++)
umjereno pozitivan (0,50 — 0,70), (+++) snazno pozitivan (0,70 — 0,90) i (++++) izrazito snazno pozitivan (> 0,90).
Sve dobivene razlike smatrane su statisticki znacajne za P vrijednosti manje od 0,05.

Pokrate: HSP70+IC = HSP70+ imunosne stanice
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4.1.5. Odnos ekspresije HSP70 proteina u imunosnom infiltratu centralnog dijela tumora i
tradicionalnih klini¢ko-patoloskih prognostickih parametara u TN raku dojke

Statisticki najznacajnije asocijacije s tradicionalnim klinicko-patoloSkim prognostickim faktorima u
centralnom dijelu tumora pronadene su u odnosu na ekspresiju HSP70 u imunosnim stanicama. Veci broj
HSP70(+) imunosnih stanica u TC povezan je s vi§im anatomskim (Hi-kvadrat test, P = 0,027) i
patoloskim prognostickim (Hi-kvadrat test, P = 0,013) stadijem bolesti, vi§im histoloskim gradusom (Hi-
kvadrat test, P =0,013) i viSim patoloskim statusom regionalnih limfnih ¢vorova (pN) (Hi-kvadrat test, P
<0,001). ROC analizom testirana je prognosticka vrijednost broja HSP70+ imunosnih stanica u TC TN
raka dojke u procjeni pN statusa. U Tablici 6. prikazane su vrijednosti dobivene ROC analizom, a na Slici
13. graficki je prikazana ROC krivulja s 95-postotnim intervalom pouzdanosti za broj HSP70+ imunosnih
stanica u TC TN raka dojke u odnosu prema pN statusu.

Iako je i veli¢ina primarnog tumora statisticki znacajno povezana s rizikom metastatske bolesti u
regionalnom limfnom ¢voru (AUC = 0,597, P = 0,015) u ovoj analizi je ekspresija HSP70 u imunosnim
stanicama TC bolji prognosticki pokazatelj pN(+) statusa (razlika izmedu AUC, P = 0,0132, Tablica 7,
Slika 14) i jedini prognosticki pokazatelj statisticki povezan s metastatskim probojem kapsule limfnog
¢vora (AUC = 0,78, P < 0,001, Tablica 10, Slika 15).

U Tablici 8. prikazane su vrijednosti dobivene ROC analizom, a na Slici 15. graficki je prikazana ROC
krivulja s 95-postotnim intervalom pouzdanosti za broj HSP70+ imunosnih stanica u TC TN raka dojke u
odnosu prema metastatskom proboju kapsule limfnog ¢vora u slu¢ajevima s pN(+) statusom.

Pronadene su i statisti¢ki znacajne pozitivne korelacije izmedu broja HSP70(+) imunosnih stanica u
centralnom dijelu tumora i IH ekspresije CTLA-4 u TC (Spearmanova korelacija rangova, N = 64, rho =
0,34, P =0,006), broja FOXP3+ imunosnih stanica u ITF (Spearmanova korelacija rangova, N = 61, rho =
0,42, p <0,001) i broja FOXP3+ imunosnih stanica u metastatskom tkivu regionalnog limfnog ¢vora

(Spearmanova korelacija rangova, N = 13, rho = 0,61, P = 0,026).
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Tablica 6. Vrijednosti dobivene ROC analizom za broj HSP70+ imunosnih stanica u centralnom dijelu

trostruko negativnog tumora u odnosu prema prisustvu ili odsustvu metastaze u regionalnom limfnom ¢voru.

Povrsina ispod ROC krivulje
(AUC, od engl. Area Under ROC Curve) = 0,783

Standardna pogreska 0,0631
95 % interval pouzdanosti 0,664 — 0,876
Razina znacajnosti P <0,0001

HSP70+ imunosne stanice TC (TN)
100 — - d—

8o /

Sensitivity: 77,3
Specificity: 73,5
Criterion: >14

60

Osjetljivost

40

20
AUC =0,783
P < 0,001
0 L I L L I L L I L L
40 60 80 100

Specifinost

Slika 13. Grafi¢ki prikaz ROC krivulje za broj HSP70+ imunosnih stanica u TIL-u centralnog dijela (TC)
trostruko negativnog (TN) tumora u odnosu prema prisustvu ili odsustvu metastaze u regionalnom limfnom
¢voru s pripadnim 95-postotnim intervalom pouzdanosti

Puna linija je dobivena na temelju izmjerenih vrijednosti, a dvije nepravilne isprekidane linije predstavljaju 95 %
interval pouzdanosti. Broj HSP70+ imunosnih stanica prognosticki je ¢imbenik u TN raku dojke (AUC 0,783, P <
0,001) na osnovu kojeg se moze razluciti izmedu prisustva ili odsustva metastaze u regionalnom limfnom ¢voru.
Kriterijska vrijednost broja HSP70+ imunosnih stanica > 14 povezana je s osjetljivosti testa od 77,3 %. (77,3 %
nasumicno odabranih pacijenata s TN rakom dojke s vrijednostima HSP70+ imunosnih stanica > 14 imat ¢e
metastazu u aksilarnom limfnom ¢voru) i specifi¢nosti testa od 72,1 % (72,1 % nasumicno odabranih pacijenata s
TN rakom dojke s vrijednostima HSP70+ imunosnih stanica < 14 neée imati metastazu u aksilarnom LC). Za ovu
kriterijsku vrijednost test ¢e imati najvecu tocnost u predikciji metastatske bolesti u aksili (pN+ statusa), odnosno

najmanji broj lazno pozitivnih i lazno negativnih rezultata.
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Tablica 7. Vrijednosti dobivene komparacijom para ROC krivulja broj HSP70+ imunosnih stanica u TC i

veli¢ine primarnog tumora u TN raku dojke u odnosu prema pN statusu (pN(-) vs. pN(+))

Varijabla AUC Standardna 95 % interval P
pogreska pouzdanosti

HSP70+ imunosne stanice (TC) 0,783 0,0631 0,664 — 0,876

Veli¢ina primarnog tumora (cm) 0,597 0,0756 0,468 - 0,717 0,0132

Pokrate: AUC = povrsina ispod ROC krivulje (od engl. Area Under ROC Curve), TC = centralni dio tumora

100
80
= 60
o
2,
3
8
40
20 '
. : ;
- Leee —— HSP70+ imunosne stanice TC (TN)
A Veligina primarnog tumora / cm
0 |' | | | I L | I L | | I | | | I | | L I
0 20 40 60 80 100
Specifiénost

Slika 14. Graficki prikaz komparacije para ROC krivulja za broj HSP70+ imunosnih stanica u centralnom
dijelu tumora (TC) i veli¢ine primarnog tumora u trostruko negativnom (TN) raku dojke odnosu prema pN
statusu (pN(-) vs. pN(+))

Ekspresija HSP70 proteina u imunosnim stanicama centralnog dijela TN raka dojke bolji je prognosticki pokazatel;

metastatske bolesti od veli¢ine primarnog tumora (P = 0,0132).
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Tablica 8. Vrijednosti dobivene ROC analizom za broj HSP70+ imunosnih stanica u centralnom dijelu

trostruko negativnog tumora u slu¢ajevima s pN(+) statusom u odnosu prema metastatskom proboju kapsule

limfnog ¢vora

Povrsina ispod ROC krivulje 0,777

(AUC, od engl. Area Under ROC Curve)

Standardna pogreska 0,0756

95 % interval pouzdanosti 0,656 — 0,871
Statisticki znacaj P (Povrsina = 0,5) 0,0003

HSPT70+ imunosne stanice TC (TN)

100 |~
f:—:—:I—E—D—'_
sof- /
grmd -Sensiﬁthy: 76,9
Specificity: 71,2
Criterion: =16
*g’ 60 -
=g\‘ . l]}- I
o
& s
O 4| [ _E
o d
20 - l
I a— AUC = 0,777
I P < 0,001
0 LT | . [ T -
0 20 40 60 80 100

Specifinost

Slika 15. Graficki prikaz ROC krivulje za broj HSP70+ imunosnih stanica u TIL-u centralnog dijela (TC)
trostruko negativnog (TN) tumora u odnosu prema metastatskom proboju kapsule limfnog ¢vora kod
pacijenata s pN(+) statusom s pripadnim 95-postotnim intervalom pouzdanosti.

Puna linija je dobivena na temelju izmjerenih vrijednosti, a dvije nepravilne isprekidane linije predstavljaju 95 %
interval pouzdanosti. Broj HSP70+ imunosnih stanica u TC TN raka dojke prognosticki je ¢cimbenik u slu¢ajevima s
pN(+) statusom (AUC 0,777, P < 0,001) na osnovu kojega se moze predvidjeti proboj kapsule limfnog ¢vora.
Kriterijska vrijednost broja HSP70+ imunosnih stanica > 16 povezana je s osjetljivosti testa od 76,9 %. (76,9 %
nasumicno odabranih pacijenata s pN(+) TN rakom dojke i brojem HSP70+ imunosnih stanica > 16 imat ¢e proboj
kapsule limfnog ¢vora) i specifi¢nosti testa od 71,2 %. (71,2 % nasumicno odabranih pacijenata s pN(+) TN rakom
dojke i brojem HSP70+ imunosnih stanica < 16 nece imati proboj kapsule limfnog ¢vora). Za ovu kriterijsku
vrijednost test ¢e imati najvecu tocnost u predikciji proboja kapsule limfnog ¢vora, odnosno najmanji broj lazno
pozitivnih i lazno negativnih rezultata.

Pokrate: AUC = povrsina ispod ROC krivulje (od engl. Area Under ROC Curve), pN = patoloski status regionalnih

limfnih ¢vorova, TN =trostruko negativni
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4.1.6. Prognosticki znacaj kvantitativnih i kvalitativnih varijacija TIL-a u TN raku dojke

X-tile analizom odredene su grani¢ne (cut-off) vrijednosti istrazivanih varijabli, neophodne za analizu

njihovog odnosa s onkoloskim ishodima lijecenja. Krivulje kumulativnog prezivljenja i prezivljenja bez

povrata bolesti izracunate su Kaplan-Meierovom metodom za sve istrazivane varijable. Statisti¢ki

znacajne razlike u ukupnom prezivljenju (OS) dobivene su za varijacije CD8+ i CTLA-4+ imunosnih

stanica u TC (log-rank test, P = 0,018, P =0,01), odnosno za varijacije CD4+ i PD-L1+ imunosnih stanica
u ITF (log-rank test, P = 0,005, P = 0,009). Za razlike u broju FOXP3+ T limfocita u TC dobivene su

statisticki znacajne razlike u prezivljenju bez povrata bolesti (DFS) (log-rank test, P = 0,022). Na Slici 16.

graficki su prikazani svi statisticki znacajni rezultati dobiveni ovom analizom.
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Slika 16. Graficki prikaz Kaplan—-Meier kumulativne analize ukupnog preZivljenja (OS) za a) Patoloski
prognosticki stadij bolesti, b) CD8 ekspresiju u TC, c) CD4 ekspresiju u ITF, d) PD-L1 ekspresiju u ITF i e)
CTLA-4 ekspresiju u TC. f) Analiza preZivljenja bez povrata bolesti (DFS) za broj FOXP3+ stanica u TC.
Log-rank test pokazuje znacajno krac¢e ukupno prezivljenje kod skupine pacijenata s visim AJCC patoloskim
prognostickim stadijem bolesti, P = 0,001 (a), ekspresijom CD8 nizom od 25 % u TC, P = 0,018 (b), ekspresijom
CD4 iznad 25 % u ITF, P = 0,005 (c), ekspresijom PDL1 iznad 5 % u ITF, P = 0,009 (d) i bilo kojom ekspresijom
CTLA-4 iznad 0 u TC, P = 0,01 (e). Log-rank test pokazuje znacajno krace vrijeme prezivljenja bez povrata bolesti
kod bolesnica s ekspresijom FOXP3 iznad 14 u TC, P = 0,022 (f).

Pokrate: AJCC = American Joint Committee of Cancer (11, 12), TC = centralni dio tumora, ITF = invazivna

tumorska fronta.

Nakon multivarijantne Cox regresijske analize, neovisan prognosticki znacaj potvrden je za pT status
primarnog tumora (P = 0,003, RR = 2,87, HR95 % 1,42 — 5,78), patoloski prognosticki stadij bolesti (P =
0,04, RR =4,98, HR95 % 1,11 — 22,33), udio CD4+T limfocita (cut-off 25 %, P =0,001, RR = 5,19, HR
95% 1,98 — 13,56) 1 udio PD-L1+ imunosnih stanica (cut-off 5 %, P = 0,002, RR = 6,20, HR95 % 1,96 —
19,60) u ITF, a povezanost izmedu udjela CD8+limfocita u TC i ukupnog prezivljenja ispitanica nije
dosegla razinu statistiCkog znacaja (cut-off 25 %, P = 0,067, RR = 0,38, HR95 % = 0,14 — 1,07). Rezultati

multivarijatne Cox regresijske analize prikazani su u Tablici 9.
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Tablica 9. Rezultati multivarijatne analize prognostickog znacaja za pT status, patoloSki prognosticki stadij

bolesti, udio CD4+ i PD-L1+ limfocita u ITF te udio CD8+ limfocita i broj CTLA-4+ limfocita u TC

N=68 [ SE Omyjer 95-postotni interval P
rizika pouzdanosti

pT 1,053 0,358 2,866 1,421 -5,780 0,003
Anatomski stadij -1,119 0,836 0,327 0,064 — 1,680 0,181
Patoloski prognosticki stadij 1,606 0,766 4981 1,111 -22,332 0,036
CD4+ (ITF) 1,646 0,490 5,186 1,983 — 13,560 0,001
CD8+ (TC) -0,962 0,526 0,382 0,136 - 1,071 0,067
PD-L1+ (ITF) 1,824 0,587 6,198 1,961 — 19,590 0,002

pT = patoloski status primarnog tumora, TC = centralni dio tumora, ITF = invazivna tumorska fronta, SE =

standardna pogreska.
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4.2. Rezultati druge (neoadjuvantne) studijske kohorte

4.2.1. Klinicko-patolo$ke karakteristike druge studijske kohorte

Anonimizirani podaci dobiveni retrospektivnom analizom relevantnih klinickih i patoloskih parametara

bolesnica neoadjuvantne studijske kohorte prikazani su u Tablici 10.

Tablica 10 . Klini¢ko-patoloske karakteristike druge studijske kohorte

Klini¢ko patoloske karakteristike

TN N =36 (%)

LB N =53 (%)

Ukupno N = 89(%)

Dob

Klinicki status
primarnog tumora

cT

Klinicki status
regionalnih limfnih

¢vorova cN

RCB grupa

HistolosKki tip

tumora

Nuklearni gradus

<50
>50

AW

Duktalni NST
Lobularni
Mucinozni

Metaplasticni

14 (38,9 %)
22 (61,1 %)

0

35(97,2 %)
0

12,8 %)

26 (72,2 %)
6 (16,7 %)
3 (8,3 %)
1(2.8%)

13 (36,1 %)
1(2,8 %)
19 (52,8 %)
3(8,3 %)

32 (88,9 %)
0

12,8 %)
3(8,3 %)

0
9 (25 %)
27 (75 %)

21 (39,6 %)
32 (60,4 %)

0
53 (100 %)
0
0

22 (41,5 %)
25 (47,2 %)
6 (11,3 %)
0

6 (11,3 %)
5(9.4 %)
20 (37,7 %)
21 (39,6 %)

50 (94,3 %)
2 (3.8 %)
1(1,9 %)

0

0
33 (62,3 %)
20 (37,7 %)

35(39,3%)
54 (60,7 %)

0

88 (98,9 %)
0

1(1,1 %)

48 (53,9 %)
31 (34,8 %)
9 (10,1 %)
1(1,1 %)

19 (21,3 %)
6 (6,7 %)
39 (43,8 %)
24 (27 %)

82 (92,1 %)
222 %)
222 %)
33,4 %)

0
42 (47,2 %)
47 (52,8 %)
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IH ekspresija PR’

IH ekspresija Ki67

Anatomski stadij

bolesti

Klini¢ki
prognosticki stadij

bolesti*

Recidiv/ progresija

>1%(+)
<1%(-)

<30%
>30%

ITA
IIB
IITA
I11B
Imc

1B
ITA
IIB
IITA
I11B
Imc

Ne
Da
Lokoregionalni

Udaljene metastaze

0
36 (100 %)

12,8 %)
35(97.2 %)

26 (72,2 %)
6 (16,7 %)
2(5,6 %)
12,8 %)
12,8 %)

0
2(5,6 %)
24 (66,7 %)
12,8 %)

6 (16,7 %)
3(8,3 %)

26 (72,2 %)
10 (27,8 %)
3(8,3 %)
9 (25 %)

Broj mjeseci do povrata bolesti/ medijan (raspon)

Ukupno vrijeme praéenja/ medijan (raspon)

18,5 (8 — 45)

37,5 (11— 87)

44 (83 %)
9 (17 %)

15 (28,3 %)
38 (71,7 %)

23 (43,4 %)
25 (47,2 %)
5 (9.4 %)

0

0

11 (20,8 %)
25 (47,2 %)
12 (22,6 %)
4(7,5 %)
1(1,9 %)

0

40 (75,5 %)
13 (24,5 %)

5 (9.4 %)
10 (18,9 %)

38 (12 - 72)

49 (11 - 89)

44(49,4 %)
45 (50,6 %)

16 (18,0 %)
73 (82,0 %)

49 (55,1 %)
31 (34,8 %)
7(7.9 %)
1(1,1 %)
1(1,1 %)

11 (12,4 %)
27 (30,3 %)
36 (40,4 %)
5 (56,2 %)
7(7.9 %)

3 (3,4 %)

66 (74,2 %)
23 (25,8 %)

8 (9 %)
19 (21,3 %)

30 (8 - 72)

44 (11 - 89)

¢ svi tumori bili su HER2-, svi TN tumori bili su ER-, svi LB tumori bili su ER+

* za odredivanje stadija uzet je u obzir nuklearni gradus tumora umjesto histoloskog gradusa diferencijacije

Pokrate: RCB = rezidualno opterec¢enje tumorom, pCR = kompletan patoloski odgovor, IH = imunohistokemijska, PR =

progesteronski receptori, Ki67 = indeks proliferacije, NST = nespecijalni tip, TN = trostruko negativni, LB = luminalni B
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4.2.2. Rezultati kvantitativne i kvalitativne analize TIL-a u neoadjuvantnoj LB i TN skupini
Distribucija podataka testirana je Kolmogorov-Smirnovljevim testom. Buduéi da su sve ispitivane
varijable imale nepravilnu raspodjelu podataka, srednje su vrijednosti svih IH ocitanja neoadjuvantne

skupine prikazane kao medijane vrijednosti dobivenih rezultata.

Udio stromalnog TIL-a odreden je za sve sluc¢ajeve druge (neoadjuvantne) studijske kohorte. Medijana
vrijednost u TN podskupini (N = 36) je bila 12 %, (raspon 3 — 70 %), a u LB podskupini (N =53) 13 %
(raspon 0,5 — 65 %). Statisticki nije pronadena znacajna razlika u udjelu TIL-a izmedu TN i LB
podskupine (Mann Whitney U test, P = 0,344). Kako bi te dvije podskupine bile bolje balansirane po
stadiju bolesti, odabrali smo 36 slu¢ajeva LB podskupine koji po anatomskom stadiju bolesti najbolje
odgovaraju slu¢ajevima TN skupine i ponovili statisticku analizu. Ni na ovaj nacin nismo uspjeli
detektirati statisticki znacajnu razliku u udjelu TIL-a izmedu TN i LB skupine (Mann Whitney U test, P =
0,509), prikazano u Tablici 11.

Za svaki slucaj studijske kohorte uc¢injena je kvalitativna analiza TIL-a, prema protokolom definiranim IH
markerima, na TMA formiranim od cilindara tkiva dobivenih Sirokoiglenom biopsijom. Reprezentativne

fotografije IH bojenja u neoadjuvantnoj kohorti prikazane su na Slici 17/a-f.

TR

.:.? .

o

Slika 17. Imunohistokemijska bojenja tkivnih mikroareja formiranih od cilindara tkiva dobivenih

Sirokoiglenom biopsijom za: a) CD8, b) CD4, c¢) PD-L1, d) CTLA-4, ¢) FOXP3, f) HSP70; povecanje 200x

Dobiveni rezultati kvalitativne (IH) analize TIL-a statisticki su komparirani izmedu neoadjuvantne i

kontrolne skupine, te izmedu TN skupine i odabranih 36 slu¢ajeva LB skupine koji po anatomskom
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stadiju bolesti najbolje odgovaraju sluc¢ajevima TN skupine. Na ovaj nac¢in osigurali smo da jedino razlike
u biologiji tumora mogu utjecati na razlike u TIL-u izmedu TN i LB tumora. Dobiveni su rezultati

prikazani u Tablici 11.

Tablica 11. Rezultati kvantitativne i kvalitativne analize TIL-a u kontrolnoj skupini i cjelokupnoj studijskoj

kohorti, trostruko negativnoj skupini i selektiranim slu¢ajevima luminalne B skupine

1° tumor
Varijabla cijela kohorta”
Kontrolna Mann (N=89) TN# (N=36) Mann LBS
skupina** Whitney U (medijan) (medijan) Whitney (N=36)
(N=36) test U test (medijan)
(medijan) P P
TIL (%) 13.000 12.000 14.500
0,509
CD4/CD8 1.000 1.000 0.795
0,001
CD8 (%) 0.647 12.500 12.250 11.500
<0,001 0,848
CD4 (%) 1.000 13.000 15.000 7.7500
<0,001 0,140
FOXP3 (N) 0.000 37.500 41.500 31.500
< 0,001 0,340
PDL1 (%) 0.000 0.0000 0.1500 0.0000
< 0,001 0,190
CTLA4 (N) 0.000 27.000 31.500 30.250
< 0,001 0,346
HSP70* (N) 2.000 11.250 20.000 10.500
< 0,001 0,206

*HSP70 (+) imunosne stanice, **tkivo dojke s benignim promjenama, *Trostruko negativna skupina, $Selektirana
Luminalna B skupina ujednacena je po anatomskom stadiju bolesti s trostruko negativnom skupinom, -u cijelu

kohortu su ukljuéeni svi TN i svi LB tumori

Sva ocitanja IH bojenja bila su zna¢ajno visih vrijednosti u tumorskom tkivu u komparaciji s tkivom
dobrocudnih promjena dojke kontrolne skupine (Mann Whitney U test, P < 0,001). Statisti¢ki nije bilo
znacajne razlike u udjelu CD8+, CD4+ I PD-L1+ imunosnih stanica, niti u broju FOXP3+, CTLA-4+ i
HSP70+ imunosnih stanica izmedu TN i LB kohorte balansirane po stadiju bolesti (Mann Whitney U test,
sve P vrijednosti su prikazane u Tablici 11.). Medutim, statisticki je znacajno visi omjer CD4/CDS8

povezan s TN skupinom (Mann Whitney U test, P = 0,001).
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4.2.3. Odnos kvantitativnih i kvalitativnih varijacija TIL-a i tradicionalnih klini¢ko-patoloskih
prognosti¢kih parametara u LB raku dojke

Unutar cijele LB skupine (N = 53) vise su vrijednosti udjela stromalnog TIL-a povezane s viSim
nuklearnim gradusom (NG) tumora (Mann-Whitney U test, P = 0,049) i s vi$im klini¢kim prognostickim
stadijem bolesti (Kruskal-Wallis ANOVA by ranks, P = 0,033). Statisticki znacajna povezanost udjela
TIL-a s NG tumora i klini¢kim prognostickim stadijem bolesti u LB kohorti prikazana je graficki na Slici
18/a-b. Conoverovim testom je u post-hoc analizi utvrdeno da se udio TIL-a u klinickim prognostickim

stadijima IB i IIA statisti¢ki znacajno razlikuje od udjela TIL-a u III. stadiju bolesti.

P=0,049 i P=0,033

TiL (LB)

o
TIL 0LB)
]
H
E

10 A - " o Median
B [25%-75¢

b) KLUINCKI PROGNOSTICKI STADUBOLESTI T Min-Max

o

O

— .
=

<«

Slika 18. Povezanost TIL-a s nuklearnim gradusom tumora i klini¢ckim prognostic¢kim stadijem bolesti u

luminalnoj B skupini

Prikazan je udio TIL-a u LB tumorima u odnosu prema nuklearnom gradusu tumora (a) i klinickom prognostickom

stadiju bolesti (b)

Pokrate: TIL = tumorski infiltrat limfocita, NG = nuklearni gradus, LB = luminalni B

Kvantitativne varijacije TIL-a nisu bile statisticki znacajno povezane s klinickim statusom primarnog
tumora (cT), klinickim statusom regionalnih limfnih ¢vorova (cN) i anatomskim stadijem bolesti u LB
podskupini, ni na razini cijele neoadjuvantne kohorte.

Unutar cjelokupne LB kohorte (N = 53) visi je omjer CD4/CDS8, visi udio PD-L1+ i vec¢i broj HSP70+
imunosnih stanica statisti¢ki povezan s vi§im proliferacijskim indeksom tumorskih stanica (Ki67 > 30 %)
(Mann Whitney U test, P = 0,045, P = 0,018, P = 0,040) te s metastatskom bolesti u regionalnim limfnim
¢vorovima. Pritom je tumorska progresija u regionalne limfne ¢vorove (bilo koji cN(+) status) bila
povezana s vis§im omjerom CD4/CD8 (Mann-Whitney U test, P = 0,015), a klinicki palpabilni

konglomerati limfnih ¢vorova (cN2-3 status) s vi§im vrijednostima PD-L1+ i HSP70+ imunosnih stanica
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u TIL-u (Mann-Whitney U test, P = 0,002 , P = 0,026). Povezanosti udjela PD-L1+ imunosnih stanica i

omjera CD4/CDS8 u upalnom infiltratu LB tumora s cN statusom prikazane su graficki na Slici 19/a-b.

P=0,002 X P=0,015

3 (LB)

PD-L1(LB)

CouCH

a) oN status o Flintia b) e _— e Qazeeres

Slika 19. Povezanost cN statusa s udjelom PD-L1+ imunosnih stanica i omjerom CD4/CD8 u upalnom
infiltratu luminalnog B tumora

U luminalnoj B skupini visi je udio PDL-1+ imunosnih stanica statisticki znacajno povezan s cN2-3 statusom, P =
0,002 (a), a visi omjer CD4/CDS8 s cN(+) statusom, P = 0,015 (b)

Pokrate: LB = luminalni B, cN = patoloski status regionalnih limfnih ¢vorova

Nastavno na povezanost s visim udjelom stromalnog TIL-a, vi$i je NG LB tumora u statisti¢ki znacajnoj
asocijaciji i s visSim brojem FOXP3+ i CTLA-4+ imunosnih stanica (Mann Whitney U test, P = 0,023, P =
0,024), a visi klini¢ki prognosticki stadij bolesti s visim udjelom PD-L1+ i vi§im brojem FOXP3 + i
HSP70+ imunosnih stanica u TIL-u (Kruskal-Wallis, P = 0,001, P = 0,007, P = 0,020). Za sve varijable
statisticki je znacajna razlika izmedu nizih i visih stadija bolesti potvrdena i Conoverovom post hoc
analizom. Broj FOXP3+ T limfocita statisti¢ki se znacajno razlikuje izmedu IB-ITA i [IB-III (odnosno
znacajan je porast zabiljeZen u IIB stadiju), a ekspresija PD-L1 i HSP70 u imunosnim stanicama izmedu
IB-IIB i III stadija bolesti (odnosno znacajan je porast zabiljezen u IIIA stadiju).

Statisticki znacajne povezanosti klinickog prognostickog stadija bolesti i proporcije PD-L1+ imunosnih
stanica u LB skupini (Kruskal-Wallis, P=0,001) prikazane su graficki na Slici 20. Statisticki znacajan
porast udjela PD-L1+ imunosnih stanica u upalnom infiltratu pridruzenom luminalnim B tumorima u III.

stadiju bolesti, u odnosu na ranije stadije, potvrden je i Conoverovom post hoc analizom.
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Slika 20. Povezanost klinickog prognostickog stadija bolesti i proporcije PD-L1+ imunosnih stanica u LB
skupini.

Prikazan je udio PD-L1+ imunosnih stanica rasprSenih po povrsini tkivne areje u odnosu prema klini¢kom
prognostickom stadiju bolesti u luminalnoj B skupini.

Pokrate: LB = luminalni B

U neoadjuvantnoj TN podskupini nisu detektirane nikakve statisticki znacajne asocijacije izmedu
kvantitativnih i kvalitativnih varijacija TIL-a i standardnih klini¢kih i patoloskih prognostickih
parametara. Kvalitativne i kvantitativne varijacije TIL-a i ekspresije HSP70 u imunosnim stanicama nisu
statisticki znacajno povezane sa razlikama u DFS pacijenata sa TN ili LB imunofenotipom raka dojke

neoadjuvantne studijske kohorte.

4.2.4. Medusobne korelacije TIL-a i IH imunosnih markera u TIL-u LB i TN raka dojke
neoadjuvantne kohorte

Nekoliko je pozitivnih korelacija izraCunato Spearmanovom korelacijom rangova izmedu komponenti
TIL-a unutar LB i TN kohorte. Sve su statisticki znacajne korelacije izmedu imunosnih varijabli u LB i
TN neoadjuvantnoj skupini, s pridruZzenom vrijednosti koeficijenta korelacije (rho), prikazane u Tablici

12.
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Tablica 12. Korelacije imunosnih varijabli u luminalnom B i trostruko negativnom raku dojke

LB (N=40) TIL CD8 CD4 FOXP3 PDL-1 CTLA-4 HSP70+IC
TIL HHF HHF 3 3 ++ ++
CD8 +++ A 4 T 4= Ak
CD4 +++ A 4 4 S 4
FOXP3 + + + -+ + ++
PDL-1 4 T s A LS
CTLA-4 A= 4= 4= 4 4
HSP70+IC ++ = + = A 3

TN (N=16) TIL CD8 CD4 FOXP3 PDL-1 CTLA-4 HSP70+IC
TIL Sans r T

CD8 A AR =r

CD4 A A 4 4Hr

FOXP3 4=F

PDL-1 T S S

CTLA-4

HSP70+IC

Koeficijent korelacije (tho) interpretiran je kao zanemariv (manji od 0,30), (+) slabo pozitivan (0,30 — 0,50), (++)
umjereno pozitivan (0,50 — 0,70), (+++) snazno pozitivan (0,70 — 0,90) i (++++) izrazito snazno pozitivan (> 0,90).
Sve dobivene razlike smatrane su statisticki znac¢ajne za P vrijednosti manje od 0,05.

Pokrate: HSP70 + IC = HSP70+ imunoloske stanice, T = trend pozitivne korelacije za P = 0,06

Udio stromalnog TIL-a u TN i LB skupini statisti¢ki znacajno pozitivno koreliraju s proporcijom CD8+
(Spearmanova korelacija rangova, N = 16, rho = 0,744, P = 0,01; N =40, rho = 0,842, P =0,0001) i
CD4+ T limfocita (Spearmanova korelacija rangova, N = 16, rho = 0,653, P = 0,006; N = 40, rho = 0,842,
P =0,0001). Medutim, razlicite su korelacije TIL-a s regulatornim molekulama primije¢ene u odnosu na
imunofenotip raka dojke. U TN kohorti pozitivna korelacija izmedu TIL-a i PD-L1+ imunosnih stanica
nije dosegla statisti¢ki zna¢ajunu razinu. Medutim za obje je populacije T limfocita, CD8+ i CD4+,
zabiljeZena statistiCki znacajna pozitivna korelacija s udjelom PD-L1+ stanica (Spearmanova korelacija
rangova, N = 16, rho = 0,56, P = 0,023; N = 16, rho = 0,57, P = 0,020), a za udio CD4+ jos§ i korelacija s
brojem FOXP3+ Tregs (Spearmanova korelacija rangova, N = 16, rho = 0,53, P = 0,035). Za razliku od
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TN kohorte, u LB skupini proporcija CD4+ i CD8+ stanica najjace korelira s brojem CTLA-4+
imunosnih stanica (Spearmanova korelacija rangova, N = 40, rho = 0,69, P = 0,0001; N =40, rho = 0,57,
P =0,0001), a visi udio CD8+ stanica jos i s ve¢im brojem HSP70+ imunosnih stanica (Spearmanova
korelacija rangova, N = 40, rho = 0,51, P =0,01).

Visa ekspresija CTLA-4+ i HSP70+ imunosnih stanica u LB podskupini takoder je i u statisticki
pozitivnoj korelaciji s ukupnim udjelom stromalnog TIL-a (Spearmanova korelacija rangova, N = 40, rho
=0,53, P=0,0001; N =40, rtho = 0,67, P =0,0001), a vis$i broj FOXP3+ T limfocita s viSom proporcijom
PD-L1+ imunosnih stanica, ve¢im brojem HSP70+ i CTLA-4+ imunosnih stanica (Spearmanova
korelacija rangova, N = 40, rho = 0,72, P = 0,0001; N = 40, rho = 0,59, P = 0,0001; N = 40, rtho = 0,45, P
=0,003).

4.2.5. Prediktivni znacaj kvantitativnih i kvalitativnih varijacija TIL-a u LB raku dojke

U odnosu na cetiri standardne patoloske RCB klase (pCR/RCB 0, RCB 1, RCB 2 i RCB 3) nisu
pronadene statisticki znacajne asocijacije s kvalitativnim i kvantitativnim varijacijama TIL-a i
ekspresijom HSP70 proteina u imunosnom infiltratu na razini cijele kohorte niti u imunofenotipski
specificnim podskupinama luminalnog B i trostruko negativnog karcinoma (Kruskal-Wallis), vjerojatno
posljedicno nedostatnoj veli¢ini uzorka za komparaciju izmedu 4 kategorije (podskupine). Obzirom na
navedeno oblikovane su dvije klinicki i prognostic¢ki znacajne kategorije za statisticku analizu, od koji
jedna predstavlja dobar odgovor na NAKT, a druga slabiji odgovor ili izostanak odgovora na NAKT. Za
potrebe statisticke analize TN podskupine prva kategorija predstavljena je kompletnim patoloskim
odgovorom na NAKT (pCR/RCB 0), a druga prisustvom rezidualnog tumora nakon NAKT (RCB 1-3). U
TN podskupini primjecena je povezanost izmedu guséeg infiltrata CD8+ limfocita i kompletnog
patoloskog odgovora, medutim asocijacija nije dosegla razinu statistiCkog znac¢aja (Mann-Whitney U test,
P =0,0733).

Za analizu LB podskupine prva kategorija oblikovana je fuzijom RCB 0 1 RCB 1 skupina, a druga
fuzijom RCB 2 i RCB 3 skupina. U odnosu prema dvije klini¢ki znacajne prognosticke kategorije u LB
skupini (RCB 0+RCB 1 vs. RCB 2+RCB 3) pronadena je statisticki znacajna povezanost s infiltracijom
CD8+ limfocita i s ekspresijom HSP70 proteina u imunosnom infiltratu (Mann-Whitney U test, P =
0,0107, P =0,0446), a povezanost s kvantitativnim varijacijama TIL-a nije dosegla razinu statistickog
znacaja (Mann-Whitney U test, P = 0,0603). Povezanost udjela CD8+ limfocita i broja HSP70+
imunosnih stanica u TIL-u LB raka dojke s odgovorom tumora na NAKT prikazani su graficki na Slici

21/a-b.
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Slika 21. Povezanost udjela CD8+ limfocita i broja HSP70+ imunosnih stanica u luminalnom B tumoru s
odgovorom tumora na neoadjuvantnu kemoterapiju

Prikazan je odnos izmedu odgovora tumora na neoadjuvantnu kemoterapiju i udjela CD8+T limfocita (a), odnosno
broja HSP70+ imunosnih stanica (b) rasprSenih po povrsini tkivne areje luminalnih B tumora.

Pokrate: LB = luminalni B, RCB = rezidualno optere¢enje tumorom (od engl. residual cancer burden)

ROC analizom je testirana vrijednost markera CD8 i HSP70 u predikciji dobrog odgovora na NAKT
(RCB 0-1) u LB skupini te su odredene kriterijske vrijednosti za svaku varijablu pri kojoj ¢e specificnost i
osjetljivost testa biti optimalni. U tablicama 13. 1 14. prikazane su vrijednosti dobivene ROC analizom, a
na slikama 22. 1 23. graficki su prikazane ROC krivulje s 95-postotnim intervalom pouzdanosti za broj
HSP70+ imunosnih stanica i udio CD8+ limfocita u LB raku dojke u odnosu prema odgovoru tumora na

NAKT.

Tablica 13. Vrijednosti dobivene ROC analizom za broj HSP70+ imunosnih stanica u luminalnom B raku

dojke u odnosu prema odgovoru tumora na neoadjuvantnu kemoterapiju

Povrsina ispod ROC krivulje 0,699
(AUC, od engl. Area Under ROC Curve)

Standardna pogreska 0,0905

95 % interval pouzdanosti 0,558-0,817
Statisticki znacaj P (Povrsina = 0,5) 0,0277
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Slika 22. Graficki prikaz ROC krivulje za broj HSP70+ imunosnih stanica u upalnom infiltratu luminalnog B
raka dojke u materijalu iglene biopsije u odnosu na odgovor tumora na neoadjuvantnu kemoterapiju s
pripadnim 95-postotnim intervalom pouzdanosti

Puna linija je dobivena na temelju izmjerenih vrijednosti, a dvije nepravilne isprekidane linije predstavljaju 95-
postotni interval pouzdanosti. Broj HSP70+ imunosnih stanica prediktivni je ¢imbenik u luminalnom B (LB) raku
dojke (AUC 0,669, P = 0,028) na osnovu kojeg se moze unaprijed razluciti izmedu dobrog (RCB 0-1) ili loseg (RCB
2-3) odgovora LB tumora na neoadjuvantnu kemoterapiju (NAKT).

Kriterijska vrijednost broja HSP70+ imunosnih stanica < 8 povezana je s osjetljivosti testa od 61,9 % (61,9 %
nasumi¢no odabranih pacijenata s LB rakom dojke i preterapijskim vrijednostima broja HSP70+ imunosnih stanica
< 8 imat ¢e lo§ odgovor na NAKT) i specificnosti testa od 81,8% (81,8 % nasumicno odabranih pacijenata s LB
rakom dojke i preterapijskim vrijednostima HSP70+ imunosnih stanica > 8 imat ¢e dobar odgovor na NAKT). Za
ovu kriterijsku vrijednost test ¢e imati najvecu to¢nost u predikciji dobrog ili loSeg odgovora tumora na NAKT,
odnosno najmanji broj lazno pozitivnih i lazno negativnih rezultata.

Pokrate: AUC = povrsina ispod ROC krivulje (od engl. Area Under ROC Curve), RCB = rezidualno opterecenje

tumorom (od engl. residual cancer burden)
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Tablica 14. Vrijednosti dobivene ROC analizom udio CD8+ limfocita u luminalnom B raku dojke u odnosu

prema odgovoru tumora na neoadjuvantnu kemoterapiju

Povrsina ispod ROC krivulje 0,763
(AUC, od engl. Area Under ROC Curve)

Standardna pogreska 0,0773
95% interval pouzdanosti 0,624-0,871
Statisticki znacaj P (Povrsina=0.5) 0,0007
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Slika 23. Grafic¢ki prikaz ROC krivulje za udio CD8+ limfocita u upalnom infiltratu luminalnog B raka dojke
u materijalu iglene biopsije u odnosu na odgovor tumora na neoadjuvantnu kemoterapiju s pripadnim 95-
postotnim intervalom pouzdanosti.

Puna linija je dobivena temeljem izmjerenih vrijednosti, a dvije nepravilne isprekidane linije predstavljaju 95 %
interval pouzdanosti. Udio CD8+ limfocita prediktivni je ¢imbenik u luminalnom B (LB) raku dojke (AUC 0,763, P
=0,001) na osnovu kojeg se moze unaprijed razlu¢iti izmedu dobrog (pRCB 0-1) ili loSeg (pRCB 2-3) odgovora
tumora na neoadjuvantnu kemoterapiju (NAKT).

Kriterijska vrijednost udjela CD8+ limfocita < 15 % povezana je s osjetljivosti testa od 63,4 % (63,4 % nasumicno
odabranih pacijenata s LB rakom dojke s preterapijskim vrijednostima CD8+ imunosnih stanica < 15 % imat ¢e 1o$
odgovor na NAKT) i specificnosti testa od 70 % (70 % pacijenata s LB rakom dojke s preterapijskim vrijednostima
udjela CD8+ imunosnih stanica > 15 % imat ¢e dobar odgovor na NAKT). Za ovu kriterijsku vrijednost test ¢e imati
najmanji broj lazno pozitivnih i lazno negativnih rezultata.

Pokrate: AUC = povrsina ispod ROC krivulje (od engl. Area Under ROC Curve), RCB = rezidualno opterecenje

tumorom (od engl. residual cancer burden)
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Komparacijom povrsina ispod ROC krivulja za broj HSP70+ imunosnih stanica, udio CD8+ limfocita i
Ki67 u LB raku dojke statisticki je utvrdeno da su sve tri varijable jednako pouzdani ¢imbenici za
predikciju odgovora LB tumora na NAKT. Rezultati dobiveni komparacijom ROC krivulja prikazani su u

Tablici 15. i graficki na Slici 24.

Tablica 15. Rezultati komparacije parova ROC krivulja za broj HSP70+ imunosnih stanica, udio CD8+
limfocita i indeks proliferacije Ki67 u luminalnom B (LB) raku dojke u odnosu prema odgovoru tumora na

neoadjuvantnu kemoterapiju

Varijabla AUC Standardna 95 % interval P
pogreska pouzdanosti

HSP70+ imunosne stanice (LB) 0,759 0,0702 0,618 — 0,867 0,9336 (vs. CDS)

CD8+ T limfociti (LB) 0,763 0,0773 0,624 - 0,871 0,8843 (vs. Ki67)

Ki67 (LB) 0,745 0,0954 0,604 — 0,857 0,8945 (vs.HSP70)

LB = luminalni B, AUC = povrsina ispod ROC krivulje (od engl. Area Under ROC Curve)
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Slika 24. Grafi¢ki prikaz komparacije parova ROC krivulja za broj HSP70(+) imunosnih stanica, udio CD8+
T limfocita i indeks proliferacije Ki67 u luminalnom B (LB) raku dojke u predikciji dobrog (RCB 0-1) ili
loSeg (RCB 2-3) odgovora na neoadjuvantnu kemoterapiju (NAKT)

Udio CD8+ limfocita, broj HSP70+ imunosnih stanica i Ki67 jednako su vrijedni ¢imbenici za predikciju odgovora
LB tumora na NAKT; P =0,9336 (HSP70 vs. CD8), P = 0,8945 (HSP70 vs. Ki67), P = 0,8843 (CD8 vs. Ki67).

Pokrate: RCB = rezidualno opterecenje tumorom (od engl. residual cancer burden)
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U multivarijatnoj analizi niti jedan od imunosnih markera nije dosegao statisticki znacaj. lako je za udio
CDS8+ T limfocita primije¢ena povezanost s odgovorom na NAKT, ista nije dosegla razinu statistickog
znacaja (P = 0,065). Indeks proliferacije Ki67 potvrden je kao neovisan ¢imbenik za predikciju odgovora

LB tumora na NAKT (P = 0,042). Rezultati multivarijatne analize prikazani su u Tablici 16.

Tablica 16. Rezultati dobiveni multivarijatnom analizom za broj HSP70+ imunosnih stanica, udio CD8+
limfocita i indeks proliferacije Ki67 u luminalnom B raku dojke u predikciji odgovora tumora na

neoadjuvantnu kemoterapiju

Varijabla (] Standardna Omjer 95-postitni P
pogreska izgleda interval
pouzdanosti
HSP70+ imunosne 0,005 0,009 0,995 0,977 - 1,014 0,583
stanice
CD8+ limfociti 0,047 0,025 0,954 0,908 — 1,003 0,065
Ki67 0,067 0,033 0,935 0,877 - 0,998 0,042
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5. RASPRAVA

Tumorski infiltrat limfocita (TIL) predstavlja specifi¢ni lokalni imunosni odgovor organizma na tumor
koji se tijekom tumorogeneze mijenja [95]. U prethodnim istrazivanjima pronaden je upalni infiltrat i u
stromi dobro¢udnih proliferativnih lezija dojke, a porast udjela stromalnog TIL-a zabiljezen je tijekom
razvoja invazivnog raka dojke iz prekursorskih proliferativnih lezija [96]. Imunohistokemijska (IH)
ekspresija svih istrazivanih imunosnih markera u TIL-u, kao i ekspresija HSP70 u imunosnim stanicama,
statisticki je znacajno viSe zastupljena u tumorskom tkivu trostruko negativnog (TN) i luminalnog B (LB)
raka dojke u odnosu na tkivo benignih promjena dojke kontrolne skupine, medutim odnos prema izravnim

prekursorskim lezijama nije analiziran u ovom istrazivanju.

U preinvazivnom stadiju raka dojke, duktalnom in situ karcinomu, visi je udio TIL-a povezan s loSijom
prognozom pacijenata, kra¢im periodom remisije i viSom stopom lokalnog recidiva [97]. I u invazivnom
raku dojke gus¢i TIL je povezan s visim histoloSkim gradusom, vi§im indeksom proliferacije te HER2+ i
TN biologijom tumora [34]. Medutim, u velikom broju luminalnih tumora takoder je pronaden gust
upalni infiltrat u tumorskoj stromi. Buduc¢i da na prirodu imunosnog odgovora, odnosno inflamatorni
profil TIL-a utjecu specificnosti mutacija u tumoru, razli¢iti podtipovi raka dojke mogu imati kvalitativno
ili/i funkcionalno razli¢it TIL pa prognosticki znacaj TIL-a moZe varirati unutar ove bioloski heterogene

skupine tumora [95, 98].

Visoke stope kromosomske nestabilnosti i aneuploidije u ranom stadiju TN raka dojke povezane su s
disfunkcijom proliferativne aktivnosti tumorskih stanica i proinflamatornim (antitumorskim) profilom
TIL-a [99, 100]. Ovo objasnjava naizgled paradoksalnu asocijaciju gus¢eg imunosnog infiltrata s boljom
prognozom pacijenata koja je do sada viSestruko potvrdena u istrazivanjima ranog stadija TN raka dojke
[101, 102]. Prognosticki znacaj stromalnog TIL-a prihvacen je za znanstveni dokaz 1b stupnja i
suvremene smjernice [103, 104] preporucuju rutinsko odredivanje ovog markera u TN raku dojke.
Medutim, uocena povezanost TIL-a s boljim onkoloskim ishodima pacijenata (OS i DFS) odnosi se
prvenstveno na visoki udio TIL-a u ranom stadiju TN raka dojke [105, 106], dok za viSe stadije bolesti
ova asocijacija nije jasno definirana [98, 106, 107]. Zbog fenomena imunosnog preslagivanja u tumoru
tijekom tumorogeneze dolazi do kvantitativnih, ali i kvalitativnih i/ili funkcionalnih promjena TIL-a, pa

¢ak 1 unutar istog podtipa raka dojke prognosticki znac¢aj TIL-a moze varirati [98, 106].

Literaturni podaci o varijacijama TIL-a tijekom rasta TN tumora nisu konkluzivni. U odnosu na rast

primarnog tumora zabiljeZeni su i porast [98] i pad [100] TIL-a, ili pak nije pronadena nikakva asocijacija
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izmedu te dvije varijable [108]. Vihervuori i suradnici ukazali su na pad TIL-a i CD8+ T limfocita u TIL-
u TN raku dojke s primarnim tumorom veé¢im od 2 cm i povezali pad obje varijable s ve¢im rizikom
mortaliteta [100]. U nasoj adjuvantnoj TN kohorti udio TIL-a i CD8+ T limfocita raste do pT2 statusa,
nakon Cega obje varijable opadaju daljnjim porastom pT statusa primarnog tumora. Ipak, treba naglasiti
da je srednja vrijednost veli¢ine pT2 tumora bila 2,8 cm i da je 66 % pT2 tumora bilo promjera manjeg od
3 cm. [ u odnosu na anatomski i patoloSko-prognosticki stadij bolesti primijecen je slican statisticki trend
povezanosti s obje spomenute varijable. Udio TIL-a i CD8+ T limfocita rastu progresijom bolesti iz I. u
IL. stadij, a zatim opadaju prema III. stadiju bolesti. Porast udjela stromalnog TIL-a do II. stadija bolesti
korelira s ranije objavljenim rezultatima Glajcara i suradnka [98], medutim u spomenutoj analizi nije

istrazen odnos prema visim stadijima bolesti.

S obzirom na fenomen imunosnog preslagivanja u tumoru, porast TIL-a i CD8+ T limfocita u TIL-u
primarnog tumora pT2 statusa, odnosno u II. stadiju bolesti, koji smo primijetili u adjuvantnoj TN
kohorti, ne moraju nuzno biti povezani s boljom prognozom pacijenata. U nasoj analizi visi udio TIL-a u
invazivnoj tumorskoj fronti (ITF) statisticki znacajno korelira ne samo s vi§im udjelom CD8+ T limfocita,
vec i s porastom udjela CD4+ stanica te s viSom ekspresijom regulatornih molekula PD-L1 1 CTLA-4, a
visi udio TIL-a u centralnom dijelu tumora (TC) korelira isklju¢ivo s visim udjelom CD4+ limfocita i s
viSom ekspresijom PD-L1, CTLA-4 i HSP70 u TIL-u. Udio CD8+ T limfocita i u ITF i u TC takoder je u
pozitivnoj korelaciji s imunosupresivnim stanicama i regulatornim molekulama u TIL-u. Nasi rezultati
sugeriraju da bi se pT2 status primarnog tumora i II. stadij TN raka dojke mogli preklapati s fazom
ekvilibrija imunosnog preslagivanja u tumoru u kojoj se, uz antitumorski imunosni odgovor, aktiviraju i
brojni regulatorni mehanizmi. Zbog aktivacije fizioloskih mehanizama negativne povratne sprege tijekom
dugotrajnog podrazaja imunosnog sustava i tumorom posredovane negativne regulacije imunosnog
odgovora postepeno dolazi do konverzije inflamatornog profila TIL-a iz proupalnog i antitumorskog u
imunosupresivni i protumorski. U posljednjoj fazi, tzv. fazi bijega, prevladana je imunosna obrana
organizma od tumora. TIL je tipicno imunosupresivnog profila i promovira rast tumora, ili je udio TIL-a
nizi budud¢i da slabije imunogenicni klonovi tumorskih stanica, koji su izbjegli imunosni napad u fazi
eliminacije, ne poticu novi antitumorski imunosni odgovor. U analizi adjuvantne TN skupine i pad TIL-a
i pad CD8+ T limfocita zabiljezeni su u podrucju ITF i TC pT3-4 statusa primarnog tumora, odnosno u

II1. stadiju bolesti.

Ogiya i suradnici povezali su bijeg tumora imunosnom sustavu s progresijom i metastatskim Sirenjem
odbjeglog tumorskog klona buduci da su u tkivu udaljene metastaze primijetili nizi udio TIL-a u
komparaciji s udjelom TIL-a u primarnom tumoru [106]. U drugim istrazivanjima nije pronadena razlika

u TIL-u izmedu primarnog tumora i metastaze, niti je razja$njen znacaj kvantitativnih varijacija TIL-a u
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primarnom tumoru za limfogeno i hematogeno $irenje tumora [98, 107, 108]. U ovoj analizi nismo uspjeli
povezati razlike u gusto¢i TIL-a u primarnom tumoru i progresije tumora u regionalne limfne ¢vorove.
Takoder, nismo detektirali kvantitativne ni kvalitativne razlike izmedu TIL-a primarnog tumora i TIL-a
regionalne metastaze TN raka dojke. Ipak, primijetili smo nekoliko asocijacija izmedu kvalitativnih
varijacija u TIL-u primarnog TN tumora i progresije tumora u regionalne limfne ¢vorove. Pritom su visi
udio CD11c+ dendriti¢kih stanica i visi broj CTLA-4+ imunosnih stanica u ITF primarnog tumora, te visi
broj HSP70+ imunosnih stanica u TC povezani s pN(+) statusom, odnosno s progresijom tumora u
drenazne limfne ¢vorove.

Vecina je tumorskih DC tolerogenog fenotipa s niskom ekspresijom kostimulacijskih i MHC molekula,
Sto moze biti posljedica inhibiranog sazrijevanja ovih stanica, posredovano u¢inkom egzogenog HSP70.
Alternativno, zrele tumorske DC mogu biti funkcionalno inaktivirane CTLA-4 molekulom, koja se
visokim afinitetom veZe za kostimulacijske receptore DC i onemogucava kostimulacijski signal.
Tolerogene tumorske DC nisu u€inkovite u aktivaciji naivnih T limfocita, ali mogu potaknuti
diferencijaciju Treg [46, 48, 109, 110]. Zanimljivo je da su sve tri imunosne varijable, povisena ekspresije
CTLA-4 1 HSP70 u TIL-u te visi udio DC, u ovoj analizi statisti¢ki zna¢ajno povezane s progresijom
tumora u regionalne limfne ¢vorove. lako temeljem metodologije ovog istrazivanja ne mozemo zakljuciti
direktnu povezanost (uzrocno-posljedi¢nu vezu) izmedu ovih imunosnih varijabli i progresije tumora u
regionalne limfne ¢vorove, dobiveni su rezultati u skladu s dosadasnjim spoznajama i naSom hipotezom o
ulozi tumorskih DC, CTLA-4+ i HSP70+ imunosnih stanica u formiranju imunosupresivnog profila TIL-a
s dominacijom populacije Treg, koji podrzavaju limfogenu i hematogenu progresiju tumora [111, 112].
HSP70 izrazava 80 % karcinoma dojke [113, 114]. Visoka ekspresija HSP70 u tumorskim stanicama raka
dojke povezana je s visokim histoloskim gradusom diferencijacije, pN(+) statusom, invazivnoscu i
diseminacijom tumora u zivotinjskim i in vitro modelima te s lo$ijim ukupnim prezivljenjem pacijenata
[51, 114-117]. PoviSena ekspresija ovog molekularnog chaperona u tumorskim stanicama suprimira
apoptozu, omogucuje diobu ostecenih tumorskih stanica i doprinosi progresiji tumora [118-120]. Iako
smo tijekom istraZivanja primijetili snaznu ekspresiju HSP70 u tumorskim stanicama TN i LB raka dojke,
ostali smo fokusirani na znacaj poviSene ekspresije HSP70 u TIL-u, odnosno na uloge ovog proteina u

kontekstu imunosnog odgovora u tumoru.

Nastavno na ulogu ove molekule u homeostazi stani¢nih proteina i inhibiciji apoptoze, HSP70 ostvaruje
multiple u¢inke u modulaciji imunosnog odgovora [67, 75]. Uz ve¢ spomenutu inhibiciju sazrijevanja
DC, opisani su i alternativni mehanizmi kojima HSP70 regulira imunosni odgovor [67, 75]. Uz indukciju
ekspresije HSP70, povisena aktivnost HSF1 transkripcijskog faktora suprimira izrazaj pro-upalnih gena u
imunosnoj stanici, a egzogeni HSP70 ostvaruje uc¢inke signalnog glasnika u oblikovanju imunosnog

odgovora, koji po prirodi moze biti proupalni i antiupalni [68]. Antiinflamatorne u¢inke ostvaruje
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vezivanjem za specificne receptore regulacijskih T limfocita, supresivnih stanica mijeloidne loze [75-77],
ali 1 drugih stanica mijeloidnog porijekla poput tumorskih DC. Povisena koncentracija imunosupresivnih
citokina i niska ekspresija kostimulacijskih molekula u membrani DC, oboje posredovani u¢inkom
HSP70, povecavaju odjeljak regulacijskih T limfocita na periferiji [75], koji su povezani s bijegom
tumora imunosnom sustavu i limfogenom progresijom tumora u regionalne limfne ¢vorove [111, 112].
Iako ekspresija HSP70 u TIL-u TN raka dojke nije statisticki znacajno varirala izmedu podrucja ITF i TC,
u ovom su istrazivanju sve statisticki znacajne asocijacije i korelacije s povisenom ekspresijom HSP70
primijecene iskljuc¢ivo u odnosu na varijacije broja HSP70+ imunosnih stanica u TC. Ovo upucuje na
aktivnu ulogu TIL-a TC u regulaciji imunosnog odgovora na tumor. Pozitivne korelacije HSP70+
imunosnih stanica u TC s ekspresijom CTLA-4 u TIL-u TC, brojem FOXP3+ regulacijskih T limfocita u
TIL-u ITF i metastatskom tkivu regionalnog limfnog ¢vora, te snazna povezanost s cN(+) statusom
sugeriraju da HSP70+ imunosne stanice u TIL-u imaju ulogu u negativnoj regulaciji imunosnog odgovora
u tumoru. lako svi nasi rezultati ukazuju da su indukcija imunosupresivnog profila TIL-a, bijeg tumora
imunosnom sustavu i progresija u regionalne limfne ¢vorove povezani s poviSenom ekspresijom HSP70 u
TIL-u, temeljem dizajna ovog istrazivanja nismo u mogucnosti zakljuciti je 1i imunosupresija
posredovana negativnom regulacijom ekspresije pro-upalnih gena (HSF1 transkripcijski faktor) u
imunosnim stanicama ili chaperokinskim (citokinskim) efektom koji egzogeni HSP70 ostvaruje vezanjem
za receptore regulacijskih T limfocita i stanica mijeloidne loze u TIL-u. Takoder, nije moguc¢e odrediti
toCan mehanizam u podlozi ovdje primije¢ene snazne asocijacije izmedu povisene ekspresije HSP70 u
imunosnim stanicama u TC i tumorske progresije u regionalne limfne ¢vorove.

Uz pN(+) status i metastatski proboj kapsule limfnog ¢vora, vi§i broj HSP70+ imunosnih stanica u TC
povezali smo s jo$ nekoliko negativnih prognosti¢kih ¢cimbenika; vi§im anatomskim i prognostickim
stadijem bolesti i vi§im histoloskim gradusom diferencijacije tumora. Stoga mozemo zakljuciti da
poviSena ekspresija HSP70 u TIL-u centralnog dijela TN raka dojke ima negativan prognosticki znacaj.
Vrijednost dijagnostickog testa za predikciju pN statusa, utemeljenog na IH ekspresiji HSP70 u
imunosnim stanicama TC, potvrdena je i ROC analizom. Budu¢i da se pri kriterijskoj vrijednosti od 14
HSP70+ imunosnih stanica u TIL-u moze s visokom senzitivnosti i specificnosti razluciti izmedu pN(+) i
pN(-) statusa, a da vrijednosti > 16 mogu ukazati na metastatski proboj kapsule limfnog ¢vora, rutinska
IH evaluacija broja HSP70+ imunosnih stanica u TC moze pridonijeti optimizaciji planiranja kirur§kog

zahvata u pazusnoj jami kod pacijenata s TN rakom dojke.

Za razliku od rezultata ranijih istrazivanja TIL-a u ranom stadiju TN raka dojke [101, 102, 105], ovdje
nije pronadena direktna povezanost izmedu udjela stromalnog TIL-a i dugoro¢ne prognoze pacijenata (OS
i DFS). Koncept imunosnog uredivanja [121, 122] i nasi rezultati sugeriraju kvalitativno i funkcionalno

razlicit profil TIL-a u odnosu na patoloski status primarnog tumora. Moguce je da upravo zbog razli¢itog
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prognostickog znacaja TIL-a u odnosu na pT status nismo pronasli asocijaciju s dugoro¢nim ishodima, s

obzirom na to da smo u kohortu ukljucili pacijentice pT1-pT4 statusa.

Doprinos pojedinih subpopulacija imunosnih stanica u TIL-u za dugoro¢nu prognozu pacijenata s TN
rakom dojke nejasan je iz dosadasnjih literaturnih podataka. Rezultati koji ukazuju na prognosticki znacaj
CD8+[107, 123, 124], CD4+ [125], FOXP3+[107, 119, 120, 126] i PD-L1+ imunosnih stanica [108,
125,127, 128] u TIL-u TN raka dojke su razli¢iti, pa ¢ak i oprecni. NaSi rezultati upucuju na bolje ishode
pacijenata s vi§im udjelom CD8+ stanica, odnosno nizim udjelom CD4+, FOXP3+, PD-L1+ i1 CTLA4+
stanica u TIL-u. Nezavisan negativni prognosticki znacaj za ukupno prezivljenje pacijenata potvrden je
multivarijatnom analizom za varijacije CD4+ T limfocita i PD-L1+ imunosnih stanica u TIL-u ITF, dok
je za varijacije CD8+ limfocita u TC potvrden tek statisticki trend povezanosti. Visi udio PD-L1+ stanica
korelira sa visim udjelom TIL-a i s biolo$ki agresivnijim tumorima [129]. Ova je molekula marker
kroni¢nog podrazaja upalnih stanica i inhibicije anti-tumorskog imunosnog odgovora pa ne iznenaduje
ovdje potvrdena snazna negativna asocijacija s prezivljenjem pacijenata. Ranijim je istrazivanjima
utvrdeno da udio CD4+ limfocita raste s porastom TIL-a [129] te da su CD4+ stanice dominantna
limfocitna populacija u TIL-u TC, za razliku od TIL-a ITF, gdje u ranom stadiju bolesti prevladavaju
CD8+ limfociti [130, 131]. U ovoj analizi porast udjela TIL-a u ITF korelira s porastom udjela obje
limfocitne populacije, iako je jaca korelacija primije¢ena za CD8+ limfocite. Nasuprot tome, porast TIL-a
u TC u korelaciji je iskljucivo s porastom CD4+ limfocita. Budu¢i da prirodu imunoloskog odgovora u
TIL-u odreduje funkcionalno heterogena skupina CD4+ T limfocita, posljednja je opservacija takoder u
prilog ve¢ spomenutoj hipotezi o aktivnoj ulozi TC u formiranju inflamatornog profila TIL-a. Rani je
stadij TN raka dojke u prethodnim istrazivanjima povezan s proupalnim TIL-om i dominacijom Thl
limfocita u CD4+ populaciji, a TIL imunosupresivnih karakteristika u kasnijim stadijima TN tumora i u
tumorima s ekspresijom luminalnih gena povezan je s Th2 profilom CD4+ T limfocita i s visokim
udjelom FOXP3+ CD4+ stanica [95, 98, 132, 133]. Visi je udio CD4+ limfocita u TIL-u ve¢ i ranije
povezan s losijim OS (98, 130), $to je podudarno s rezultatom ovog istrazivanja. Dobiveni rezultat
negativnog prognostickog znacaja indirektno sugerira dominaciju Th2 profila u CD4+ populaciji T

limfocita naSe TN kohorte.

Za razliku od varijacija u TIL-u ITF, u stromi centralnog dijela tumora nismo uspjeli potvrditi neovisan
prognosticki znacaj kvalitativnih varijacija TIL-a. Za povezanosti udjela CD8+ T limfocita u TC s
prezivljenjem pacijenata, odnosno broja FOXP3+ T stanica u TC s prezivljenjem bez povrata bolesti,
statisticki se je znacaj izgubio nakon multivarijatne analize, moguce zbog opc¢enito nizeg udjela TIL-a u
TC. Iako su i u ranijim istraZivanjima ovih imunosnih varijabli pronadeni sli¢ni odnosi s prognozom

pacijenata [134], vec¢ina literaturnih podataka sugerira da se molekularne interakcije izmedu tumorskih
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stanica, komponenti ekstracelularnog matriksa i imunosnih stanica u stromi pretezno odrazavaju u
promjenama ITF [135, 136]. Nasi rezultati podrzavaju utjecaj spacijalne distribucije TIL-a na prognozu, s
jacim prognostickim znacajem varijacija TIL-a invazivne tumorske fronte. Medutim, asocijacije i
korelacije s brojem HSP70+ imunosnih stanica, koje smo primijetili isklju¢ivo u centralnom dijelu
tumora, dominacija CD4+ populacije u TIL-u TC i pozitivne korelacije TIL-a TC s ekspresijom
regulatornih molekula, upu¢uju na aktivnu ulogu TIL-a TC u negativnoj regulaciji imunosnog odgovora u

TN raku dojke.

Zaklju¢no, prilikom procjene prognostickog znacaja TIL-a u TN raku dojke, uz udio TIL-a treba uzeti u
obzir i prirodu imunosnog odgovora, koja se mijenja tijekom rasta i progresije primarnog tumora.
Rezultati IH analize tumorskog upalnog infiltrata povrSinskog i centralnog dijela primarnog TN raka
dojke sugeriraju da su priming i aktivacija specificnog CD8+T klona u¢inkoviti do pT2 statusa primarnog
tumora, ali je njihova izvr$na funkcija u imunosupresivnom tumorskom mikrookolisu djelomi¢no
kompromitirana. Pad TIL-a i CD8+ limfocita s daljnjim porastom pT statusa primarnog tumora ukazuje
da je i aktivacija citotoksi¢nih T limfocita inhibirana u vis§im stadijima bolesti. Dinamika i sastav TIL-a u
ITF i TC TN raka dojke, u odnosu na veli¢inu primarnog tumora, upucuju da bi imunoterapija
inhibitorima kontrolnih to¢aka mogla biti najucinkovitija u pacijenata s pT2 statusom primarnog tumora.
Spacijalna distribucija imunosnih markera u tumoru znacajna je za regulaciju imunosnog odgovora u
tumoru, tumorsku progresiju u regionalne limfne ¢vorove i prognozu pacijenata. Obzirom na neovisan
prognosticki zna¢aj CD4+ T limfocita i PD-L1+ imunosnih stanica u podrucju invazivne tumorske fronte,
rutinsko odredivanje ovih varijabli moze doprinijeti u stratifikaciji rizika pacijenata s TN rakom dojke i
unaprijediti odluku o eskalaciji i de-eskalaciji sistemskog lijeCenja. Rutinska IH evaluacija broja HSP70+
imunosnih stanica u TIL-u centralnog dijela tumora moze pridonijeti optimizaciji regionalnog tretmana

pacijenata s TN rakom dojke.

Kvantitativna je evaluacija TIL-a i kvalitativna IH analiza imunosnih markera ponovljena u drugoj,
neoadjuvantnoj kohorti u koju smo uz pacijentice s TN rakom dojke ukljucili i one s LB imunofenotipom.
Uz evaluaciju imunogeni¢nosti LB tumora u odnosu na imunogenic¢nost TN raka dojke, istrazena je i
priroda imunosnog odgovora u TIL-u LB tumora, te znacaj kvantitativnih i kvalitativnih varijacija TIL-a

za stratifikaciju rizika i predikciju odgovora LB tumora na NAKT.

lako se ER+ luminalni tumori dojke smatraju slabije imunogeni¢nim tumorima, malo je vjerojatno da se
ova tvrdnja odnosi na cijelu ER+HER2- kohortu, s obzirom na to da je rije¢ o heterogenoj skupini tumora
s razli¢itim molekularnim putevima razvoja [10], ekspresijom gena, klinickim karakteristikama i
mutacijskim opterecenjem [8, 29]. Na molekularnoj razini LB tumori imaju nizu ekspresiju gena

povezanih s ER, viSu ekspresiju bazalnih i proliferacijskih gena i vise mutacijsko optere¢enje u odnosu na
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LA tumore, i zbog toga je veca vjerojatnost da ¢e potaknuti imunosni odgovor na tumor. Rezultati
prijasnjih studija impliciraju da ovaj agresivni podtip luminalnog raka dojke ima visu ekspresiju gena
povezanih s imunosnim odgovorom i vi$i udio stromalnog TIL-a, koji unutar ovog podtipa ER+ raka
dojke moze imati prognosticki i prediktivni znacaj [34, 83, 84, 86]. U stanicama TN i LB tumora, ali ne i
u LA tumora, pronadena je povisena ekspresija HSP70, koju paradoksalno inducira TNFa i koji Stiti

stanice raka dojke od imunosnog napada [71].

Buduc¢i da je u dosadasnjim istrazivanjima TIL-a skupina LB tumora rijetko proucavana izolirano od
ostatka ER+ skupine, literaturni podaci, koji se odnose na prognosticki i prediktivni znacaj upalnog
infiltrata u ovom podtipu raka dojke, raznoliki su i nisu konkluzivni. U na$oj neoadjuvantnoj skupini
usporedili smo rezultate kvantitativne i kvalitativne (IH) analize TIL-a izmedu TN i LB tumora, koje smo
ujednacili po anatomskom stadiju bolesti. Na ovaj smo nacin osigurali da iskljucivo biologija bolesti
moze utjecati na eventualne razlike u TIL-u. S obzirom na to da nismo pronasli statisticki znacajnu
razliku ni u udjelu TIL-a, ni u ekspresiji istrazivanih IH markera u TIL-u izmedu TN i LB skupine,
zakljucili smo da su LB tumori jednako imunogenic¢ni kao i TN rak dojke, odnosno da su LB tumori
imunogeni¢na podskupina ER+ raka dojke. U daljnjoj smo analizi nastavili s evaluacijom potencijalnih

implikacija ove opservacije na postojecu klinicku praksu.

U sustavima zdravstvene zastite u kojima nisu dostupni genski testovi za procjenu rizika, klinicka
procjena rizika, utemeljena na validiranim prognostickim ¢imbenicima, koristi se za selekciju pacijenata
kod kojih se ocekuje benefit od dodatnih terapijskih protokola uz standardnu endokrinu terapiju [137-
143]. Stoga je u rutinskoj klinickoj praksi vazan i znacajan svaki marker koji moze sugerirati
visokorizi¢nu biologiju unutar skupine LB tumora. U ovom smo istrazivanju testirali moze li
kvantitativna i kvalitativna evaluacija TIL-a doprinijeti stratifikaciji rizika u LB imunofenotipu raka
dojke, odnosno moze li optimizirati postojecu prognosticku klasifikaciju i terapijske preporuke koje su
utemeljene na klini¢koj procjeni rizika. Iako nismo uspjeli direktno povezati prezivljenje bez povrata
bolesti (DFS) s kvantitativnim i kvalitativnim varijacijama TIL-a u LB skupini, vjerojatno posljedi¢no u
kratkom periodu prac¢enja, nekoliko je varijacija TIL-a povezano s agresivnijom biologijom luminalnih
tumora, visim klinickim prognostickim stadijima bolesti i tumorskom progresijom u regionalne limfne
¢vorove. Buduéi da smo u analizi adjuvantne TN kohorte primijetili znac¢ajno visi udio TIL-a u tumorima
pT2 statusa u odnosu na tumore pT1 i pT3-4 statusa, u neoadjuvantnu smo skupinu ukljucili dominantno
ispitanice s cT2 statusom primarnog tumora pa varijacije TIL-a u odnosu prema T statusu nije bilo
moguce istraziti u ovoj skupini. U odnosu prema veli€ini primarnog tumora (mm) unutar LB skupine

nismo detektirali statisticki znacajne kvantitativne i kvalitativne razlike u TIL-u.
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Visi udio stromalnog TIL-a i ve¢i broj FOXP3+ T limfocita u LB raku dojke povezani su s visim NG
tumora 1 vis§im stadijima bolesti, odnosno upucuju na agresivniju biologiju tumora ili/i visi klinicki rizik.
Ovo je u skladu s rezultatima ranijih istrazivanja, u kojima je signal estrogenskog receptora povezan s
diferencijacijom regulacijskih T limfocita u TMO i u kojima je visi udio TIL-a u ER+ raku dojke povezan
s losijim ishodima pacijenata [71, 81-83]. U luminalnim tumorima u kojima proliferacija ne ovisi o
signalu ER, diferencijacija FOXP3+ T reg u TIL-u, tercijarnim limfoidnim strukturama (TLS) i
regionalnim limfnim ¢vorovima raste zbog fenomena imunosnog preslagivanja tijekom tumorogeneze. U
ranijim je istrazivanjima u imunologiji povisena diferencijacija ove populacije T limfocita na periferiji
povezana s poviSenom ekspresijom CTLA-4 i funkcionalnom inaktivacijom DC, povisenom
koncentracijom imunosupresivnih citokina i egzogenog HSP70 koji inhibiraju sazrijevanje DC te
signalom koji posreduje vezivanje PD-L1 za PD-1 receptor [40, 41, 43, 44, 46, 48, 109, 110].
Regulacijski T limfociti negativno reguliraju imunosni odgovor na nekoliko razli¢itih nivoa [41] i
znacajno doprinose u formiranju imunosupresivnog profila TIL-a, koji omogucuje bijeg stanica raka

imunosnom sustavu domacina i progresiju bolesti [111, 112].

U naSoj je LB kohorti ekspresija svih evaluiranih imunosupresivnih markera, PD-L1, HSP70 i CTLA-4, u
imunosnim stanicama pridruZzenim tumoru u pozitivnoj korelaciji s brojem FOXP3+ T limfocita u TIL-u.
Ipak, najsnaznija je pozitivna korelacija zamije¢ena u odnosu prema ekspresiji PD-L1. Nastavno na
navedeno visa je ekspresija PD-L1 i HSP70 u TIL-u primarnog LB tumora povezana s bioloski
agresivnijim tipovima tumora, s tumorima u visim stadijima bolesti i tumorima s pridruzenim cN2-3
statusom, odnosno konglomeratima metastatskih limfnih ¢vorova u pazu$noj jami. Dobiveni rezultati
sugeriraju da bi poviSena diferencijacija Treg i posljedicno tome poviSena ekspresija CTLA-4 u TIL-u LB
raka dojke mogli biti posredovani povisenom ekspresijom PD-L1 i HSP70 u imunosnom infiltratu, koja
raste tijekom tumorogeneze bioloski agresivnijih formi LB raka dojke, neovisnih o signalu ER. Ovaj je
zakljucak u skladu s ranije opisanim regulatornim ulogama PD-L1 i HSP70 u kontekstu imunosnog
odgovora [35, 41, 43, 44, 59, 66, 67, 68, 75]. Opisane korelacije i asocijacije nismo detektirali u
neoadjuvantnoj TN kohorti, moguée zbog premalog uzorka. Medutim, u analizi adjuvantne TN skupine
primijec¢eni su sli¢ni odnosi s ekspresijom HSP70 u TIL-u, iako su se dominantno odnosili na TIL
centralnog (dubokog) dijela tumora. Nasuprot tome, varijacije u ekspresiji PD-L1 ni u adjuvantnoj TN
skupini nismo uspjeli direktno povezati s varijacijama u broju regulacijskih T limfocita, ni s progresijom
tumora u regionalne limfne ¢vorove. Znacajan porast udjela PD-L1+ imunosnih stanica u LB tumorima
zabiljezen je u Il A prognostickom stadiju bolesti. S obzirom na to da PD-L1, uz poticaj diferencijacije
Treg, posreduje i inhbiciju intracelularnog signala antigen-specifi¢nog T stani¢nog receptora, ova
molekula inhibira i aktivaciju i izvr$nu funkciju CD8+ limfocita. Zato je porast ekspresije ovog markera u

TIL-u visih stadija LB tumora funkcionalno jednak padu udjela stromalnog TIL-a i udjela CD8+T
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limfocita u pT3-4 statusu primarnog tumora i IIl. stadiju bolesti adjuvantne TN skupine. Drugim rije¢ima,

obje opservacije impliciraju fazu bijega tumora imunosnom sustavu u III. stadiju bolesti.

Slom citotoksi¢ne funkcije limfocita, koji prethodi bijegu tumora imunosnom sustavu, predstavljen je u
ranijoj literaturi viSim omjerom CD4/CD8 u TIL-u [98, 129]. I nasi su rezultati u prilog imunosupresivne
uloge CD4+ stanica u TIL-u. Na temelju rezultata analize adjuvantne kohorte zakljucili smo da je CD4+
populacija limfocita u TN tumorima dominantno Th2 profila. I pozitivne korelacije koje smo zabiljezili
izmedu udjela CD4+ limfocita i broja Treg, odnosno udjela CD4+ limfocita i ekspresije imunosupresivnih
markera u TIL-u obje TN kohorte, ali i unutar LB skupine ukazuju na regulatornu ulogu CD4+ stanica u
TIL-u. U neoadjuvantnoj kohorti je visa stopa CD4/CD8 povezana s TN biologijom tumora, a unutar LB
skupine sa slu¢ajevima viseg klini¢kog rizika; tumorima s proliferacijskim indeksom Ki67 > 30 % i/ili

visim stadijima bolesti /ili s progresijom LB tumora u regionalne limfne ¢vorove (cN+ status).

U zakljucku visi udio stromalnog TIL-a s vi§im brojem FOXP3+ T limfocita i/ili vi§im udjelom PD-L1+
i/ili HSP70+ imunosnih stanica i/ili viSom stopom CD4/CD8 unutar LB kohorte markeri su koji
sugeriraju agresivniju biologiju tumora i/ili visi prognosticki stadij bolesti, odnosno podskupinu viseg
klini¢kog rizika, kod koje je poZeljna eskalacijska strategija lijeCenja. Asocijaciju agresivne ER+ bolesti s
visokim udjelom PD-L1+ imunosnih stanica podrzavaju i dosadas$nji literaturni podaci koji su ve¢ ranije u
raku dojke povezali viSu ekspresiju PD-L1 s visom ekspresijom imunosnih gena i nizom ekspresijom
gena povezanih s ER [36]. Rezistencija na tamoksifen, koja je povezana s visokim udjelom FOXP3+ Treg
u TIL-u luminalnih tumora [142], takoder je u prilog predlozenoj eskalacijskoj strategiji lijecenja LB
tumora s visokim udjelom FOXP3+ limfocita u TIL-u. Odredeni citotoksi¢ni lijekovi doprinose u
regulaciji imunosnog odgovora u tumoru [95]. Lijekovi na bazi platine i ciklofosfamid, koji reduciraju
frakciju Treg u TIL-u te antraciklini i paklitaksel, koji reaktiviraju Th1 odgovor, mogu biti od koristi u
tumorima s visokim udjelom TIL-a i frakcije Treg u TIL-u, i/ili tumorima s visokom stopom CD4/CDS.
U tumorima s niskim udjelom TIL-a i CD8+ limfocita u TIL-u i/ili visokim udjelom PD-L1+ stanica,

doksorubicin moze inducirati aktivaciju novog imunosnog odgovora u tumoru.

S obzirom na imunogeni¢nost LB tumora, koju smo potvrdili u analizi neoadjuvantne skupine, u
odabranim slucajevima s visim klini¢kim rizikom koji nemaju dobar odgovor na konvencionalno
lijecenje, imunoterapija inhibitorima kontrolnih to¢aka moze biti jedna od terapijskih opcija. Ovome su u
prilog i recentno objavljeni rezultati randomiziranih klinickih studija KEYNOTE-756 i CheckMATE 7FL
[143, 144]. U spomenutim istrazivanjima je skupina ER+ tumora, koja je uz NAKT primala i
imunoterapiju (pembrolizumab, nivolumab), ostvarila znacajno visu stopu kompletnog patoloskog
odgovora u odnosu na skupinu koja je lijeena iskljuc¢ivo kemoterapijom. Osobito dobar odgovor

primjecéen je kod pacijenata s visokim udjelom TIL-a u stromi ER+ tumora i s poja¢anom ekspresijom
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PD-L1 molekule (144). Ipak, u ovom trenutku prerano je zakljuciti hoce li se ova prednost odraziti i na
bolje onkoloske ishode pacijenata. Specificna distribucija regulatornih molekula u TIL-u, koja moze
doprinijeti stratifikaciji rizika unutar LB skupine, primije¢ena je u ovoj analizi. Pritom je viSa ekspresija
CTLA-4 nespecificno povezana s vi§im udjelom TIL-a i svih limfocitnih subpopulacija u TIL-u, a
ekspresija HSP70 i PDL-1 u imunosnim stanicama s podskupinom viSeg rizika; s tumorima visokog
proliferacijskog indeksa, pridruzenim konglomeratima metastatskih limfnih ¢vorova i vi§Sim
prognostickim stadijima bolesti. S obzirom na razli¢itu ekspresiju regulatornih molekula u TIL-u, moguce
je da ¢e za optimalnu aktivaciju imunosnog odgovora u LB tumorima viSeg i nizeg klinickog rizika biti
potrebno razmotriti razlicite strategije lijeCenja. Dodatna su istrazivanja potrebna kako bi potvrdili ove

opservacije.

Budu¢i da su svi ispitanici neoadjuvantne skupine preoperativno primili kemoterapiju, analizirali smo
moze li se odgovor tumora na NAKT predvidjeti na temelju kvantitativnih i kvalitativnih varijacija u TIL-
u u uzorcima tkiva dobivenim $irokoiglenom biopsijom dojke prije pocetka terapije. U TN skupini
primijecen je tek statisticki trend povezanosti izmedu viseg udjela CD8+ T limfocita i viSe stope pCR.
Budu¢i da su udio TIL-a i CD8+ T limfocita u brojnim ranijim istrazivanjima nedvosmisleno povezani s
visom stopom pCR u TN raku dojke [81, 82], nasi su rezultati vjerojatno posljedica nedostatnog uzorka
za analizu. Literaturni podaci za kemosenzitivnost ER+ tumora s visokim udjelom TIL-a variraju izmedu
rezultata koji nisu dokazali asocijaciju i rezultata koji ukazuju na bolji odgovor tumora na NAKT [81,
82]. U nasoj LB skupini bolji je odgovor tumora na NAKT u statistickom trendu povezanosti s viSom
proporcijom TIL-a u tumoru. Medutim, ve¢i broj HSP70+ imunosnih stanica (> 8) i visa proporcija CD8+
limfocita (> 15 %) u tumorskom tkivu prije NAKT mogu ukazati na dobar odgovor LB tumora na
predstoje¢i NAKT. Genski testovi za odredivanje rizika povrata bolesti i benefiti kemoterapije u LB
tumorima u nasoj se ustanovi ne koriste u rutinskoj praksi budu¢i da jos uvijek nisu odobreni na drzavnoj
razini, odnosno troskove testiranja ne refinancira zdravstveno osiguranje. Takoder, njihova je vrijednost
za predikciju odgovora tumora na NAKT ograni¢ena. Svi ispitanici u nasoj LB kohorti klasificirani su u
skupinu visokog klini¢kog rizika na sastanku institucionalnog MDT za dojku i na temelju toga odabrani
za preoperativno lijeCenje kemoterapijom. Medutim, tek je 20,7 % slucajeva postiglo pPRCB 0 ili 1 po
provedenom lije¢enju. Budu¢i da IH odredivanje udjela CD8+ limfocita i broja HSP70+ imunosnih
stanica ima prediktivnu vrijednost u LB skupini za odgovor tumora na NAKT, rutinsko odredivanje ovih

markera u klini¢koj praksi moze doprinijeti optimizaciji selekcije pacijenata s LB tumorima za NAKT.

Najveci nedostatak ove studije je retrospektivni dizajn. Medutim, za evaluaciju imunosnih varijabli sva su
IH bojenja napravljena i oCitana isklju¢ivo za potrebe ovog istrazivanja, odnosno u vrijeme provodenja

samog istrazivanja i u skladu s predvidenim protokolom istrazivanja. Takoder, svi klinicki i patoloski
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podaci predvideni protokolom istrazivanja bili su dostupni za sve ispitanike adjuvantne i neoadjuvantne
kohorte, ukljucujuci i podatke o onkoloskim ishodima lijecenja (OS, DFS). Pritom treba spomenuti da je
prosjecno vrijeme prac¢enja u adjuvantnoj kohorti bilo 64 mjeseca, sto je dovoljno dug period za
adekvatnu analizu prezivljenja ispitanica s TN imunofenotipom raka dojke. Medutim, u neoadjuvantnoj
kohorti nismo bili u mogucnosti detektirati razlike u prezivljenju bez povrata bolesti koje su povezane s
kvantitativnim i kvalitativnim varijacijama TIL-a, najvjerojatnije zbog relativno kratkog perioda pracenja.
Takoder nije bilo moguce istraziti je li i rani stadij LB raka dojke povezan s visokim udjelom TIL-a, koja
je u tom slucaju priroda imunosnog odgovora i na koji je na¢in TIL povezan s klinickim ishodima ovih
pacijenata, budu¢i da populacija pacijenata s LB rakom dojke nizeg klinickog rizika s cT1 statusom
primarnog tumora nije ukljucena u ovu analizu. Premali uzorak TN podskupine u neoadjuvantnoj kohorti
onemogucio je planiranu analizu prediktivne vrijednosti kvantitativnih i kvalitativnih varijacija TIL-a u

ovom imunofenotipu raka dojke.
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6. ZAKLJUCCI

Provedenim istrazivanjem smo potvrdili hipotezu. Utvrdili smo da je visi udio CD8+ T limfocita u TIL-u
povezan s duljim ukupnim prezivljenjem (OS) pacijenata s TN imunofenotipom raka dojke i s boljim
odgovorom tumora LB imunofenotipa na neoadjuvantnu kemoterapiju (NAKT). Bolji je odgovor tumora
na NAKT takoder povezan s ve¢im brojem HSP70+ imunosnih stanica u terapijsko-naivnom primarnom
tumoru LB imunofenotipa. S negativnim prognostickim parametrima u adjuvantnoj TN skupini povezali
smo visi udio CD4+ limfocita, PD-L1+ imunosnih stanica i CD11c+ dendriti¢kih stanica te visi broj
FOXP3+, CTLA-4+ i HSP70+ imunosnih stanica, a u neoadjuvantnoj LB skupini visi udio TIL-a i PD-
L1+ stanica, vi$i broj FOXP3+ i HSP70+ imunosnih stanica te vis§i omjer CD4/CD8 u TIL-u primarnog

tumora.

1. U adjuvantnoj TN skupini udio TIL-a i IH ekspresija istrazivanih imunosnih markera CD8, CD4,
FOXP3, CDl1c, PD-L1, CTLA-4 i HSP70 nije statisticki zna¢ajno varirala izmedu primarnog tumora i
metastaze u regionalnom limfnom ¢voru. U tumorskom tkivu pronadena je statisticki znacajno veca IH
ekspresija svih imunosnih varijabli u odnosu prema tkivu s benignim promjenama dojke kontrolne
skupine.

2. U podrucju ITF utvrden je visi udio TIL-a, CD8+, CD4+ i PD-L1+ stanica u odnosu na TC, dok udio
CD11c¢+ dendritickih stanica (DC) i broj CTLA-4+, FOXP3+ i HSP70+ imunosnih stanica nije statisti¢ki
znacajno varirao izmedu ova dva podrudja.

3. Visi je udio TIL-a i CD8+ limfocita u ITF povezan s pT2 statusom primarnog tumora, a visi udio
CDl11c+ DC i ve¢i broj CTLA-4+ stanica s pN+ statusom. Veéi broj HSP70+ imunosnih stanica u
podrucju TC povezan je s viSim anatomskim i patoloSkim prognosti¢kim stadijem bolesti, vi§im
histoloskim gradusom tumora i vi§im pN statusom. Ostale imunosne varijable nismo uspjeli povezati s
tradicionalnim prognostickim parametrima ni u ITF, ni u TC. Varijacije u udjelu CD4+ i PD-L1+ stanica
u ITF te varijacije u udjelu CD8+ limfocita i broju CTLA-4+ stanica u TC povezane su s razlikama u
ukupnom prezivljenju (OS), a varijacije u broju FOXP3+ stanica u TC s razlikama u prezivljenju bez
povrata bolesti (DFS). Neovisan negativni prognosticki znacaj potvrden je za varijacije CD4+ i PD-L1+
stanica u ITF multivarijantnom analizom.

4. U podrucju ITF udio TIL-a pozitivno korelira s udjelom CD8+, ali takoder i s udjelom CD4+, PD-L1+
stanica i s brojem CTLA-4+ stanica. Nasuprot tome udio TIL-a u TC pozitivno korelira iskljucivo s

udjelom CD4+ i PD-L1+ stanica te s brojem CTLA-4+ i HSP70+ imunosnih stanica. Broj HSP70+
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imunosnih stanica u TC je u pozitivnoj korelaciji s brojem CTLA-4+ stanica u TC te s brojem FOXP3+
stanica u ITF i u metastatskom tkivu regionalnog limfnog ¢vora.

5. IH ekspresija svih imunosnih markera bila je statisticki znacajno vecéa u tumorskom tkivu prije pocetka
NAKT u komparaciji s tkivom dobro¢udnih promjena u dojci.

6. U neoadjuvantnoj skupini udio TIL-a i IH ekspresija imunosnih markera nisu statisticki znacajno
varirali s obzirom na imunofenotip primarnog tumora. Kvalitativnom i kvantitativnom analizom TIL-a u
neoadjuvantnoj TN i LB skupini utvrdeno je da su udio TIL-a, CD8+, CD4+ i PD-L1+ stanica te broj
FOXP3+, CTLA-4+ i HSP70+ imunosnih stanica jednaki u tumorima TN i LB imunofenotipa na razini
cjelokupne neoadjuvantne kohorte, kao i u tumorima TN i LB imunofenotipa, ujednacenih po
anatomskom stadiju bolesti.

7. Analizom prognostickog znacaja kvantitativnih i kvalitativnih varijacija TIL-a u LB skupini utvrdeno
je da su visi udio TIL-a i ve¢i broj FOXP3+ limfocita statisticki znac¢ajno povezani s vi§im nuklearnim
gradusom tumora i s viS§im klini¢kim prognostickim stadijima bolesti te da su visi udio PD-L1+ i ve¢i broj
HSP70+ imunosnih stanica povezani s vi§im proliferacijskim indeksom tumorskih stanica, cN2-3
statusom i viSim klinickim prognostickim stadijem bolesti. Visi omjer CD4/CD8 povezan je s TN
biologijom tumora, a unutar LB skupine s viSim proliferacijskim indeksom te s cN+ statusom.
Kvantitativne i kvalitativne varijacije TIL-a u neoadjuvantnoj skupini nismo uspjeli povezati s razlikama
u prezivljenju bez povrata bolesti, vjerojatno posljedi¢no nedovoljno dugom periodu pracenja.

8. U LB tumorima udio TIL-a pozitivno korelira s udjelom CD8+, CD4+ i PD-L1+ stanica, te s brojem
FOXP3+, CTLA-4+ 1 HSP70+ imunosnih stanica. Snazna je korelacija primijecena izmedu udjela PD-
L1+ stanica i broja FOXP3+ stanica.

9. Analizom prediktivnog znacaja kvantitativnih i kvalitativnih varijacija TIL-a utvrdeno je da su visi
udio CD8+ stanica i ve¢i broj HSP70+ imunosnih stanica u LB skupini povezani s boljim odgovorom
tumora na NAKT. U skupini tumora TN imunofenotipa u provedenom istrazivanju nismo uspjeli
identificirati imunosne varijable koje su povezane s boljim odgovorom tumora na NAKT, najvjerojatnije

zbog nedostatne veli¢ine uzorka neoadjuvantne TN skupine.

Kvantitativnom i kvalitativnom analizom TIL-a u karcinomu dojke TN i LB imunofenotipa utvrdeno je da
nema razlike u imunogeni¢nosti ovih tumora. Stoga za odabrane pacijente s rakom dojke TN ili LB
imunofenotipa imunoterapija moze biti jedna od terapijskih opcija, a evaluacija tumorskog imunosnog
mikrookolisa u rutinskoj klinickoj praksi moze pridonijeti u stratifikaciji rizika i optimizaciji postojecih

preporuka za lijecenje te unaprijediti kvalitetu i ishode lijecenja oboljelih.
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U istrazivanju su identificirani imunosni markeri koji ukazuju na pacijente s povisenim rizikom kod kojih
je pozeljna eskalacijska strategija sistemskog lijecenja. Takoder su pronadeni imunosni markeri na
osnovu kojih se moze unaprijed procijeniti odgovor LB tumora na specifi¢ni kemoterapijski protokol i
temeljem kojih je moguce optimizirati regionalni tretman za pacijente s TN rakom dojke. S obzirom na
neovisan negativni prognosticki znacaj CD4+ T limfocita i PD-L1+ imunosnih stanica u podrucju
invazivne tumorske fronte TN raka dojke, rutinsko IH odredivanje ovih markera u klinickoj praksi moze
optimizirati stratifikaciju rizika pacijenata s TN rakom dojke i unaprijediti proces donosenja odluke o
eskalaciji i deeskalaciji sistemskog lijeCenja. U optimizaciji regionalnog tretmana i odluci o opsegu
kirur§kog zahvata u pazusnoj jami kod pacijenata s TN rakom dojke moze doprinijeti rutinsko IH
odredivanje broja HSP70+ imunosnih stanica u TIL-u centralnog dijela tumora, budu¢i da je pronadena
snazna povezanost izmedu ovog markera i pN statusa. U tumorima LB imunofenotipa visi udio TIL-a i/ili
visa IH ekspresija FOXP3, HSP70, PD-L1 i/ili vi$i omjer CD4/CD8 u TIL-u markeri su viseg klinickog
rizika, odnosno ukazuju na pacijente kod kojih postoji potreba za dodatnim opcijama sistemskog
lijeCenja. Na temelju IH evaluacije udjela CD8+ T limfocita i broja HSP70+ imunosnih stanica u TIL-u
LB tumora moguce je unaprijed procijeniti odgovor tumora na NAKT i optimizirati selekciju pacijenata

za ovakav protokol lije¢enja.
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POPIS POKRATA

AJCC — American Joint Committee on Cancer

AUC - od engl. Area Under ROC Curve

CD4 — od engl. cluster of differentiation 4

CD8 — od engl. cluster of differentiation 8

CD11c - od engl. cluster of differentiation 11c

CD25 — receptor za interleukin 2, od engl. cluster of differentiation 25
CD28 — od engl. cluster of differentiation 28

CD80/CD86 (B7/B7-2) — od engl. cluster of differentiation 80/86
CDK4/6 — od engl. cyclin-dependent kinase 4/6

cN — klinicki status regionalnih limfnih ¢vorova

¢T — klinicki status primarnog tumora

CTL - citotoksi¢ni T limfociti

CTLA-4 — od engl. cytotoxic T lymphocyte-associated protein 4

DC - dendriticke stanice (od engl. dendritic cells)

DCIS — duktalni in situ karcinom

DDFS — prezivljenje bez pojave udaljenih metastaza (od engl. distant disease free survival)
DFS — prezivljenje bez povrata bolesti (od engl. disease free survival)
ER — estrogeni receptor

ERBB2 — od engl. erythroblastic oncogene B

ESMO - od engl. European Society for Medical Oncology

FOXP3 - od engl. forkhead box protein 3

G — gradus diferencijacije tumora

HE — hematoksilin-eozin
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HER?2 — od engl. human epidermal growth factor receptor 2

HSF1 — transkripcijski faktor za HSP 70 (od engl. Heat Shock Transcription Factor 1)
HSP70 — protein toplinskog Soka 70, od engl. heat shock protein 70

IH — imunohistokemija

IL — interleukin

INFY - interferon Y

IT — imunoterapija

ITF — invazivna tumorska fronta

LA — luminalni A

LB — luminalni B

LRFS — prezivljenje bez lokalnog povrata bolesti (od engl. local recurrence free survival)
mDC — dendriticke stanice mijeloidnog porijekla

MDSCs — od engl. myeloid-derived supressor cells

MHC I/II - od engl. major histocompatibility complex

NAKT - neoadjuvantna kemoterapija

NFKk#8 — nuklearni faktor kf3

NG — nuklearni gradus

NK stanice — prirodno ubilacke stanice (od engl. natural killer)

NST - nespecijalni tip

OS — ukupno prezivljenje (od engl. overall survival)

PARP - od engl. poly ADP ribose polymerase

PCR — patoloski kompletan odgovor (od engl. pathologic complete response)
PD1 — od engl. programmed cell death receptor 1

PD-L1 - od engl. programmed cell death receptor 1 ligand
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PIK3CA — od engl. phosphoinositide 3-kinase

pN — patoloski status regionalnih limfnih ¢vorova

PR — progesteronski receptor

pT — patoloski status primarnog tumora

RCB — rezidualno opterecenje tumorom (od engl. residual cancer burden)
Rho — koeficijent korelacije

ROC - od engl. Receiver Operating Characteristic

RRFS — prezivljenje bez regionalnog povrata bolesti (od engl. regional recurrence free survival)
TC — centralni dio tumora, od engl. tumour centre

TCR - T stani¢ni receptor (od engl. T cell receptor)

Th1/2/17 — od engl. T helper cells type 1/2/17

TIL — tumorski infiltrat limfocita

TMA - tkivne mikroareje

TMO — tumorski mikrookoli$

TN — trostruko negativni

TNFao — od engl. tumour necrosis factor o

TNM - tumor nodus metastaza

Treg — od engl. regulatory T lymphocytes
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Lije¢nik - Dom zdravlja Viroviti¢ko-podravske zupanije [03/2005 — 11/2006]

Lije¢nik pripravnik — Dom zdravlja Senj i KBC Rijeka [2003 — 2004]

OBRAZOVANJE 1 OSPOSOBLJAVANJE

Poslijediplomski sveuciliSni doktorski studij Biomedicina; Medicinski fakultet Sveucilista u Rijeci [01/2019 — ]
Primarijat: Ministarstvo zdravstva RH [06/09/2023]

Europski certifikat iz kirurSke onkologije dojke (European Certification in Breast Surgical Oncology):

BRESO [ 26/01/2023 ; internetska stranica: https://breastsurgeoncertification.com/

F.E.B.S. (breast surgery); Europsko udruzenje medicinskih specijalista (UEMS, Section of Surgery, Division of
Breast Surgery) [28/11/2021]; internetska stranica: https://uemssurg.org/divisions/breast-surgery/breast-surgery-
fellows/

Subspecijalizacija iz kirur§ke onkologije; Klini¢ki bolnicki centar Rijeka i Klinika za tumore Zagreb [02/01/2019
—29/01/2021]

Specijalizacija opée kirurgije; OB Virovitica i KBC Sestre Milosrdnice [12/2008 — 06/2013]

Studij opée medicine; Medicinski fakultet Sveudilista u Rijeci [1997 — 2003]

Prirodoslovno-matematicka gimnazija; Prva susacka hrvatska gimnazija u Rijeci [1993 — 1997]

JEZICNE VJESTINE

Materinski jezik: hrvatski

Drugi jezici: engleski: Slusanje C1, Citanje C1, Pisanje B2, Govorna produkcija B1, Govorna interakcija B2
DIGITALNE VJESTINE: Rad na radunalu / Windows / MS Office (Word Excel PowerPoint) / Komunikacijski
programi (Skype Zoom TeamViewer) /Internet

ORGANIZACIJSKE VJESTINE

Osnivac i voditelj prospektivnog klinickog Registra za bolesti dojke u KBC Rijeka (01/01/2021 —)
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Aktivni sudionik u organizaciji i provedbi kontrole kvalitete multidisciplinarnog tima za bolesti dojke KBC-a Rijeka
(EUSOMA /Italcert-BCCert) (08/2020 — 12/2022)

Sudjelovanje u multicentricnom randomiziranom klini¢kom istrazivanju TAXIS/ www.clinicaltrials.gov
NCT03513614; Glavni istraziva¢ u KBC Rijeka (01/2023 —)

OSTALE VJESTINE

Stalni sudski vjeStak iz podrucja opce kirurgije i kirurske onkologije od 17. svibnja 2022.

Vozacka dozvola B kategorija

PUBLIKACIJE

* Car Peterko A, Kirac I, Gaurina A, Dikli¢ D, Bekavac-Beslin M. Diagnosis and management of acute and early
complications of/after bariatric surgery. Dig Dis. 2012;30(2):178-81.

* Peterko AC, Mazul-Sunko B, Mirosevi¢ G, Bekavac-Beslin M. Combined sleeve gastrectomy and mini-gastric
bypass in a new bariatric procedure of mini-gastric bypass and proximal sleeve gastrectomy. Acta Clin Croat. 2013
Sep;52(3):316-20.

» Car Peterko A, Kirac I, Cugura Filipovi¢ J, Bekavac-Beslin M. Single Incision Laparoscopic Spigelian Hernia
Repair-an approach with standard instrumentarium, Acta Clinica Croatica 2013;52(3):383-386

* Car Peterko A, Avirovi¢ M, Mance D, Valkovi¢ Zuji¢ P, Belac-Lovasic¢ I, Lovasi¢ F. Clinical impact of sentinel
lymph node biopsy after neoadjuvant systemic treatment in luminal B, HER-2 positive and triple-negative breast
cancer patients with initially involved axillary lymph node(s); protocol for a prospective, non-randomised,
observational clinical trial, Libri Oncologici 2019;47(1):29-35

* Car Peterko A, Avirovi¢ M, Valkovi¢ Zuji¢ P, Belac-Lovasi¢ I, Lovasi¢ F. Clinical impact of sentinel lymph node
biopsy after neoadjuvant treatment in breast cancer patients with initially involved axillary lymph nodes; single-
centre experience preliminary analysis, Libri Oncologici 2020;48(1):1-7

* Car Peterko A, Avirovi¢ M, Sko¢ili¢ 1, Valkovi¢ Zuji¢ P, Belac-Lovasi¢ I, Lovasi¢ F. Overall survival and disease
control rates for operable invasive breast cancer in the era of conservative surgery; retrospective institutional five-
year follow-up data, Libri Oncologici 2020;48(2-3):61-67

* Car Peterko A. Axillary surgery for invasive breast cancer treatment; evolution, current guidelines and
controversies, Medicina Fluminensis 2021;57(1):17-24 https://doi.org/10.21860/medflum2021 365335

* Car Peterko A, Avirovi¢ M, Valkovi¢ Zuji¢ P, Rajkovi¢-Molek K, Belac-Lovasi¢ I, Lovasi¢ F. Axillary lymph
node dissection could be omitted in the breast cancer patients with a limited sentinel lymph node involvement
following neoadjuvant systemic treatment, Libri Oncologici 2021;49(2-3):57-65

* Peterko A, Grebi¢ D, Jurani¢ D, Bila A, Tré¢ak D, Brajan D, Zepina N, Golubovac Iskra M, Lovasi¢ F.
Conservation Rates of Breast and Axilla Indicate the Quality of Surgical Management of the Early-Stage Breast
Cancer Patient: Quality in breast surgery. Arch Breast Cancer [Internet]. 2022 Mar. 31 [cited 2023 May
28];9(3):394-7. Available from: https://www.archbreastcancer.com/index.php/abc/article/view/553

* Peterko AC, Rajkovi¢-Molek K, Guli¢ T, Vujaklija DV, Lovasi¢ IB, Lovasi¢ F, Musta¢ E, Avirovi¢ M. HSP70 In
triple negative breast cancer: Prognostic value and clinical significance. Pathol Res Pract. 2022 Sep 15;238:154127.
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* Car Peterko A. Oncoplastic breast conservation; a standard of care in modern breast cancer surgical management,
poglavlje knjige Breast Cancer Updates, Published: November 29th, 2022.108944 Available from:
https://www.intechopen.com/online-first/ 85038 DOI:10.5772/intechopen.108944

* Peterko A, Avirovi¢ M, Valkovi¢ Zuji¢ P, Grebi¢ D, Jurani¢ D, Lovasi¢ F. The Type of Surgical Axillary Staging
Following Neoadjuvant Systemic Treatment Has No Impact on Breast Cancer Patients’ Oncological Outcomes :
SLNB; safe staging post-NA setting. Arch Breast Cancer [Internet]. 2023 Oct. 31 [cited 2024 Mar. 10];10(4):377-8.
Available from: https://www.archbreastcancer.com/index.php/abc/article/view/809

* Valkovi¢ Zuji¢, P., Rnjak, J., Tkal¢i¢, L., Mileti¢, D., Lovasié, F., Avirovié, M., Car Peterko, A. Indikacije za
intervencijske zahvate na dojkama i pazusnim jamama. Medicina Fluminensis, 2024; 60(1):78-93.

« Nina Bartolovié, Ana Car Peterko, Manuela Avirovié, Doris Segota Rito§a, Emina Grgurevié¢ Dujmi¢, Petra
Valkovi¢ Zuji¢. Validation of Contrast-enhanced mammography as a breast imaging modality compared to standard
mammography and digital breast tomosynthesis, Diagnostics 2024;14:1575.

* Car Peterko A, Rajkovi¢ Molek K, Savi¢ Vukovi¢ A, Guli¢ T, Valkovi¢ Zuji¢ P, Cini Tesar E, Jurani¢ D, Pirjavec
Mahié A, Lovasi¢ F, Pordevi¢ G, Avirovi¢ M. Quantitative and qualitative variations of TILs in risk stratification
and patient selection for neoadjuvant chemotherapy of luminal B and triple-negative breast cancer

immunophenotype. Sci 2025, 7, 69. https://doi.org/10.3390/sci7020069

KONGRESNA PRIOPCENJA

* Sazeci 1 poster prezentacije: Clinical impact of sentinel node biopsy after preoperative systemic treatment in
luminal B, HER-2 positive and triple negative breast cancer patients with initially involved axillary lymph node(s) i
Clinical impact of sentinel lymph node biopsy after neoadjuvant treatment in breast cancer patients with initially
involved axilla-single center experience prikazane na 39. kongresu Europskog drustva za kirur$ku onkologiju
(ESS0), Rotterdam, 9. — 11. listopada 2019. i sazeci objavljeni u ¢asopisu European Journal of Surgical Oncology
2020;46(2):PE38-E39

* Sazetak i usmeno priopéenje Groin hernia repair as day-surgery procedure in Clinical Hospital Center Rijeka na 1.
Hrvatskom kongresu jednodnevne kirurgije, Zagreb, 6. prosinca 2019.

* Sazetak i poster prezentacija: Institutional data on survival and disease control for early and locally advanced
breast cancer patients in the era of conservative surgical and adjuvant oncological pproaches, sazetak objavljen u
Casopisu Libri Oncologici 2020;48(suppl.1):142-143, poster prikazan na 13. Hrvatskom onkoloskom kongresu 2020.
i nagraden za 3. najbolji poster kongresa

« Sazetak i poster prezentacija: PD-L1 and HSP-70 molecules are part of immunosupressive environment in the deep
layer of the lymphocyte predominant breast cancer (LPBC), sazetak objavljen u ¢asopisu European Journal of
Cancer 2020;138(suppl 1):S22-S23, poster prikazan na 12. EBCC (virtual), 2. — 3. listopada 2020.

* Sazetak i poster prezentacija: ALND can be omitted in at least 72 % of breast cancer patients following
neoadjuvant systemic treatment, 14. HOK (virtual, 22. — 25. travnja 2021.), sazetak objavljen u ¢asopisu Libri

Oncologici 2021;49(suppl 1):83-84
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* SaZetak i poster prezentacija: Multidisciplinary breast cancer management in Clinical Hospital Centre Rijeka;
compliance with EUSOMA benchmark quality indicators, 14. HOK (virtual, 22. — 25. travnja 2021.), nagrada za 3.
najbolju poster prezentaciju kongresa, sazetak objavljen u ¢asopisu Libri Oncologici 2021;49(suppl 1):110-111

* Sazetak i poster prezentacija: [s ALND an optimal treatment option in all sentinel node positive breast cancer
patients following primary systemic treatment? 40. ESSO (European Society of Surgical Oncology) kongres
(Lisabon, Portugal, 8. — 10. studenoga 2021.), sazetak objavljen u casopisu European Journal of Surgical Oncology
2022;48:e57-e187

« SaZetak i poster prezentacija: Mastectomy should not be offered to the early-stage breast cancer patients, 15.
Hrvatski onkoloski kongres (HOK), Opatija 31. ozujka — 3. travnja 2022., sazetak objavljen u ¢asopisu Lib Oncol.
2022;50(Suppl 1):85-156

* Sazetak i poster prezentacija: Setting up the first quality-assured specialized Breast Centre in Croatia, 15. Hrvatski
onkoloski kongres (HOK), Opatija 31. ozujka — 3. travnja 2022., sazetak objavljen u ¢asopisu Lib Oncol.
2022;50(Suppl 1):85-156

* Sazetak i poster prezentacija: Breast cancer surgery in first certified specialized Breast Centre in Croatia; quality
evaluation by EUSOMA indicators, 41st Congress of European Society of Surgical Oncology (ESSO 41), Bordeaux
(FR) 18. —20. listopada 2022., saZetak objavljen u ¢asopisu European Journal of Surgical Oncology 49 (2023)
e62ee216

* Sazetak i poster prezentacija: A higher number of HSP70 positive immune cells in a deep layer of TNBC is
associated with a higher FOXP3 expression and a higher risk of axillary lymph node involvement, European Breast
Cancer Conference (EBCC 13), Barcelona, 16. — 18. studenoga 2022., sazetak objavljen u ¢asopisu European
Journal of Cancer 175, Suppl. 1 (2022) S80

* Sazetak i poster prezentacija: Clinical significance of TIL components in triple negative breast carcinoma, St.
Gallen-18. Internacionalna konferencija karcinoma dojke, Be¢, 15. — 18. ozujka 2023., sazetak objavljen u ¢asopisu
The Breast 6251(2023)S15-S136

* Autor sazetka za usmeno priopcenje: The type of axillary procedure following neoadjuvant systemic treatment has
no impact on breast cancer patients' oncological outcomes, 21st SIS world congress on breast cancer and breast
healthcare, Rhodes Island (GR) 3-6/5/2023

+ Clan Organizacijskog odbora 1. Kongresa suvremenog oslikavanja dojki BeHere, Rijeka, Hrvatska, 9. — 11.
svibnja 2024.

« Sazetak i oralna prezentacija: Vaznost dijaloga izmedu grudnog kirurga i grudnog radiologa u suvremenoj
dijagnostici i lijeCenju raka dojke, 1. Kongres suvremenog oslikavanja dojki BeHere, Rijeka, Hrvatska, 9. — 11.
svibnja 2024.

* Sudionik u panel diskusiji: Prikaz sluc¢ajeva kroz MDT i voditelj radionice: Prikazi slucajeva — preoperativna
obrada i planiranje kirurSkog zahvata, 1. Kongres suvremenog oslikavanja dojki BeHere, Rijeka, Hrvatska, 9. — 11.
svibnja 2024.

« SaZetak i oralna prezentacija (koautor): Upotreba hiperbari¢ne terapije kisikom za lijeCenje avulzijske rane na Saci:

prikaz slucaja, 3. Medunarodni Kongres Udruge za Rane-Hrvatska Inicijativa, Zagreb 4-5/10/2024.

96



PROJEKTI

* Suradnik na projektu odobrenom i financiranom od Sveu¢ilista u Rijeci, Prediktivna i prognosticka uloga stanica
imunoloskog sustava, PD-1, PD-L1 i heat shock proteina u bolesnica s trostruko negativnim, HER-2 pozitivnim i
neoadjuvantno lijecenim karcinomom dojke (2018. —2024.)

* Suradnik na projektu odobrenom i financiranom od Sveucilista u Rijeci (UNIRI-INOVA), Validacija kontrastne
mamografije kao metode oslikavanja dojki u odnosu na standardnu mamografiju i tomosintezu (2024. — )

* Suradnik na projektu odobrenom i financiranom od Sveucilista u Rijeci, Prediktivna uloga ekspresije Galectina 3

u neoadjuvantnom lijecenju luminalnog B i trostruko negativnog karcinoma dojke (2024. —)

CERTIFICIRANA EDUKACIJA

* Osnovni tecaj laparoskopske kirurgije, Aesculap akademija Zagreb, 9. — 11 . studenoga 2011.

* ESSO Course on Localisation Techniques for Guided Breast Cancer Surgery, Madrid, 12. lipnja 2019.
* ESSO Advanced Course on Oncoplastic Breast Surgery, Madrid, 13. — 15. lipnja 2019.

* ICH-GCP online training, 21. prosinca 2019.

* Publons Academy Practical Peer Review Online Course, 8. lipnja 2020.

* TARGIT Academy training on INTERBEAM 600, online 28. sije¢nja 2021.

* EYSAC Research Academy Webinar Series-Focus on Clinical Research Methodology, online 4. — 11. listopada
2021.

* ESSO Online Advanced Course on Breast Cancer Surgery, online 24. studenoga 2021.

* ESSER Masterclass in Oncoplastic Breast Reconstruction, Rotterdam, 2. — 3. lipnja 2022.

* ESSO Advanced Course on Breast Cancer Surgery, Atena, 29. rujna — 1. listopada 2022.

EDUKACIJA U DRUGIM USTANOVAMA

* Studijski boravak u Sveucilisnom medicinskom centru (VUMC), Amsterdam, 18. studenoga — 4. prosinca 2019.
* Studijski boravak u Klinici za tumore (KZT), Zagreb, 6. sije¢nja — 20. ozujka 2020. 1 31. kolovoza — 6. studenoga
2020.

* Studijski boravak u Nacionalnom onkoloskom institutu, Budimpesta, 4. — 29. studenoga 2021.

MREZE I CLANSTVA

* Hrvatska lije¢nicka komora (HLK)

* Hrvatski lije¢nicki zbor (HLZ)

* Hrvatsko onkolosko drustvo (HOD)

* Hrvatsko drustvo za jednodnevnu kirurgiju (HDJK)

* European Society of Surgical Oncology (ESSO) i ESSO Young Surgeons and Alumni Club (EYSAC); Nacionalni
predstavnik EYSAC za RH, od 2021. do 2024.

* European Organisation for Research and Treatment of Cancer EORTC

* Oncoplastic Breast Consortium (OPBC)
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