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SAZETAK

Cilj istrazivanja: Mutacijski status PIK3CA gena je vazan u lijeCenju pacijentica s metastatskim
hormon receptor pozitivnim/humani epidermalni ¢imbenik rasta-2 negativnim (HR+/HER2-)
karcinomom dojke, a novije studije ukazuju da moZe posluziti i kao biobiljeg odgovora na
imunolosku terapiju. Cilj ovoga istrazivanja je evaluirati i prona¢i povezanost promjena stanica
tumorskog mikrookolisa CD4, CDS§, CD68 i CD163 s PD-L1 izrazajem te njihovu povezanost s
klini¢ko-patoloSkim karakteristikama i prognostic¢ki znac¢aj u HR+/HER2- karcinomima dojke sa
1 bez mutacije PIK3CA gena.

Ispitanici i metode: U ovom retrospektivnom istrazivanju bila su ukljuena 123 uzorka
pacijentica oboljelih od HR+/HER2- karcinoma dojke dobivena iz arhive Klini¢kog zavoda za
patologiju i citologiju, Klinickog bolni¢kog centra Rijeka. Iz uzoraka tumorskog tkiva u€injena je
analiza mutacije PIK3CA gena pomocu Cobas PIK3CA mutacijskog testa, a imunohistokemijski
su se odredili PD-L1 izrazaj, kvantifikacija i procjena tumorskog mikrookolisa CD4, CD8, CD68
1 CD163. Rezultati navedenih analiza su potom usporedivani sa klini¢ko-patoloSkim parametrima
te stopom prezivljenja specificnom za bolest (DSS) i periodom prezivljenja bez povrataka bolesti
(DFS).

Rezultati: Analizom podataka pronadena je statisticki znacajna povezanost izmedu PD-LI
izrazaja 1 prisutnosti PIK3CA mutacije u eksonu 20 (p=0.044). Tumori pozitivni na PD-L1 imali
su i visi udio PIK3CA mutacija u eksonu 20. Tumori s PIK3CA mutacijom imali su umjerenu do
snaznu statisticki znacajnu pozitivnu korelaciju izmedu PD-L1 izrazaja i infiltracije tumora CD8
imunoloskim stanicama (rs=0.462, p=0.0027), CD68 stanicama (rs=0.398, p=0.0134) i CD163
(rs=0.617, p<0.0001). Kod pacijentica sa PIK3CA mutacijom (p=0.026) i PIK3CA mutacijom u
eksonu 20 (p=0.041) naslo se statisti¢ki znac¢ajno duze prezivljenja bez recidiva karcinoma.
Zakljucak: Odredivanje mutacijskog statusa PIK3CA gena, PD-L1 izrazaja i vrste imunoloskih
stanica u HR+/HER2- podtipu karcinoma dojke moglo bi biti od znacaja u odredivanju adekvatne
imunoloske terapije, budu¢i da promjene u PIK3CA mutacijskom statusu gena utjeCu na

prezivljenje od karcinoma dojke.

Kljuéne rijeci: karcinom dojke, PIK3CA gen, PD-L1, tumor-infiltriraju¢i limfociti
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ABSTRACT

Research objective: The mutational status of the PIK3CA gene is important in the treatment of
patients with metastatic hormone receptor positive/human epidermal growth factor receptor-2
negative (HR+/HER2-) breast cancer, and recent studies indicate that it can also serve as a
biomarker of response to immunotherapy. The aim of this research is to evaluate the association
of changes in CD4, CDS8, CD68, and CD163 cells within tumor microenvironment with PD-L1
expression, and to assess their association with clinical and pathological characteristics as well as
their prognostic significance in HR+/HER2- breast cancers with and without PIK3CA gene
mutation.

Subjects and methods: This retrospective study included 123 biopsy samples from patients with
HR+/HER2- breast cancer obtained from the archives of the Clinical Department of Pathology and
Cytology, Clinical Hospital Center, Rijeka. The tumor tissue samples were analyzed for PIK3CA
gene mutation using the Cobas PIK3CA mutation test while PD-L1 expression and tumor
microenvironment composition with CD4, CDS8, CD68, and CD163 expression were determined
immunohistochemically. The results of the analyses were compared with clinicopathological
parameters, disease-specific  survival (DSS), and disease-free survival (DFS).
Results: Data analysis revealed a statistically significant association between PD-L1 expression
and the presence of PIK3CA mutation in exon 20 (p=0.044). Tumors positive for PD-L1 had a
higher proportion of PIK3CA mutations in exon 20. Tumors with PIK3CA mutation showed a
moderate to strong, statistically significant positive correlation between PD-L1 expression and
tumor infiltration by CDS8 (rs=0.462, p=0.0027), CD68 (rs=0.398, p=0.0134), and CD163 immune
cells (rs=0.617, p<0.0001). Patients with PIK3CA mutation (p=0.026) and PIK3CA mutation in
exon 20 (p=0.041) had statistically significant longer survival.

Conclusion: Determining the mutational status of the PIK3CA gene, PD-L1 expression, and
immune cell types in the HR+/HER2- subtype of breast cancer could be important for selecting

appropriate immunotherapy, since PIK3CA mutational status affects breast cancer survival.

Keywords: breast cancer, PIK3CA, PD-L1, tumor-infiltrating lymphocytes.
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1. UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

1.1. Epidemiologija karcinoma dojke i dijagnosti¢ki postupci

Karcinom dojke je danas najces¢i primarni zlocudni tumor kod Zena i vode¢i uzrok smrtnosti
diljem svijeta [1]. Zbog navedenog predstavlja veliki javno-zdravstveni problem svakog
suvremenog drustva. Odredeni postotak karcinoma dojke, unato¢ provedenoj suvremenoj terapiji,
razvije rezistenciju na terapiju. Tada dolazi do recidiva, proSirenja bolesti i smrtnog ishoda.
Opcenito svi karcinomi, nastoje razliitim mehanizmima prilagodbe izbje¢i djelovanje
imunoloskog sustava i tako nastaviti autonomni rast. Stoga bolje razumijevanje molekularnih
mehanizma putem genetskih i epigenetskih analiza moze pomo¢i u otkrivanju dodatnih terapijskih
modaliteta u lijecenju karcinoma, osobito nakon razvoja rezistencije na standardnu terapiju.
Usprkos prevenciji, mjerama ranog otkrivanja i suvremenim metodama lijecenja, broj smrtnih
slucajeva od karcinoma dojke u svijetu je i dalje u porastu. Obzirom na dugotrajno lijecenje,
potpuni opravak od ove bolesti je Cesto vrlo neizvjestan te znatno utjece na psihicko zdravlje
oboljelih kao i na Zivot njihovih obitelji.

Podatci na razini Europske Unije, odnosno EUROCARE-6 baze podataka, sadrze informacije o
incidenciji tumora svih zemalja Europske Unije, te su na temelju toga ucinjene projekcije o
pojavnosti raznih tumora u narednom desetljecu [2,3]. U Republici Hrvatskoj, prema najnovijim
podacima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo, najceS¢e sijelo tumora kod Zena je upravo

karcinom dojke (Slika 1).
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Slika 1. Apsolutni broj oboljelih Zena od tumora u Republici Hrvatskoj u 2023.
Karcinom dojke je sa 329308 slucajeva u 2022. godini na vode¢em mjestu obolijevanja od svih
karcinoma ukupno (autorski crtez prema EUROCARE-6 bazi podataka i podatcima Hrvatskog

Zavoda za javno zdravstvo, Registar za rak Republike Hrvatske, Rak u Hrvatskoj 2023./2024.
Zagreb 2026)

Obzirom na porast novooboljelih od karcinoma dojke, na podrucju Republike Hrvatske u 2022. 1
2023. godini prema podatcima Svjetske zdravstvene organizacije, karcinom dojke ostaje peti uzrok
smrti (bez obzira na spol) nakon tumora pluca, debelog crijeva, prostate i gusterace. Kada se gleda
samo populacija Zena, kao uzrok smrti od zlo¢udnih tumora, karcinom dojke u Republici Hrvatskoj
je na treCem mjestu, nakon tumora pluca i debelog crijeva. Sli¢na incidencija i distribucija tumora
kod Zena je i diljem zemalja Europske Unije. Karcinom dojke je kod Zena prema studiji Global

Cancer Observatory, GLOBOCAN, na prvom mjestu po broju oboljelih od svih zlo¢udnih tumora
u Europskoj Uniji (Slika 2).



Prema tim podatcima, za razliku od Republike Hrvatske i Europske Unije, karcinom dojke u
cijelom svijetu ostaje vode¢i uzrok smrtnosti od svih zloudnih tumora kod Zena (Slika 3). Svake
godine se otkrije oko 9.64 milijuna svih karcinoma kod Zena diljem svijeta, a to uzrokuje oko 4.31

milijuna smrtnih slucajeva godisnje. Od toga je 2.26 milijuna je novo dijagnosticiranih slucajeva

karcinoma dojke kod Zena (23.8% od ukupnog broja svih tumora).
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Slika 2. Incidencija zlo¢udnih tumora u Europskoj Uniji u 2022. kod zena (autorski crtez prema
EUROCARE-6 bazi podataka)

U Republici Hrvatskoj je prema podatcima Hrvatskog Zavoda za javno zdravstvo 2023. godine
otkriveno 3293 slucajeva karcinoma dojke kod Zena, a stopa mortaliteta je bila 35.5/100.000 [4].
Analize 1 procjene temeljene na podatcima GLOBOCAN studije, pokazuju da incidencija
karcinoma dojke u Republici Hrvatskoj i regiji raste za otprilike 1-4 % godisnje. To bi znacilo

povecanje incidencije novooboljelih pacijentica u 2025. i 2026. godini [5,6]. Stope smrtnosti



prema dostupnim podatcima u Republici Hrvatskoj su i dalje vise u odnosu na ukupni prosjek
ostatka Europske Unije [7]. Apsolutne brojke novooboljelih Zena ovise i o broju stanovnika u

Republici Hrvatskoj, koji je u padu, ali je incidencija pojavljivanja karcinoma dojke kroz godine
u konstantnom porastu.
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Slika 3. Incidencija zlo¢udnih tumora kod Zena u svijetu u 2022. godini (autorski crtez prema
EUROCARE-6 bazi podataka)

Incidencija i broj smrti zbog karcinoma dojke u svijetu se povecavao posebice u periodu izmedu
1990-2016. godine. U tom vremenskom periodu, incidencija se u 60 od 102 zemlje diljem svijeta
udvostrucila, a apsolutni broj smrti uzrokovan karcinomom dojke u 43 zemlje takoder
podvostrucio [8]. Prema projekcijama pretpostavlja se da ¢e se broj oboljelih i dalje povecavati.
Ocekuje se da ¢e do 2030. godine biti oko 2.7 milijuna novootkrivenih slucajeva karcinoma dojke

na godinu, za razliku od sadasnje razine koja je na oko 2.3 milijuna novootkrivenih slucajeva



diljem svijeta [9]. Prema odredenim radovima, uzrok povecanja incidencije u ekonomski
razvijenim zemljama je ,,zapadnjacki stil zivota, gdje Zene u sve kasnijoj dobi ostaju trudne,
kasnije ulaze u menopauzu te sjedilacki nacin Zivota, bez redovite tjelesne aktivnosti. Povecanju
incidencije obolijevanja jo§ doprinosi pusenje, izlozenost klimatskim utjecajima i Stetnim tvarima

iz okolisa te konzumiranje alkohola [10].

1.2. Etiologija i dijagnoza karcinoma dojke

Rano otkrivanje karcinoma dojke i pravodobno lijeenje je od iznimne vaznosti u postizanju boljih
rezultata i boljoj kontroli bolesti, a pravodobnim otkrivanjem se povecava i Sansa za izljeCenjem.
Stope smrtnosti su stoga u padu u pojedinim visoko razvijenijim zemljama, dok u drugim, manje
razvijenijim zemljama, diljem svijeta se uoCava porast smrtnosti od karcinoma dojke. Rizi¢ni
¢imbenici za nastanak karcinoma dojke se mogu podijeliti na konstitucionalne, tj. one koji su
nepromjenjivi i na one na koje se moze utjecati tj. promjenjivi cimbenici.

U nepromjenjive ¢imbenike, rizika za nastanak karcinoma dojke spadaju spol, dob, genetske
mutacije, rasa, trudnoca, period ulaska u menopauzu, gustoca tkiva dojke, radijacijska terapija i
prethodne druge zlocudne bolesti. Zbog specificne hormonske stimulacije, estrogenima i
progesteronom, zene imaju povecani rizik od razvoja karcinoma dojke za razliku od muskarca.
Promjene razine tih hormona u postmenopauzalnih Zena dovode do povisenog rizika za razvoj
karcinoma dojke [11]. S porastom dobi takoder se povecava rizik od nastanka karcinoma dojke
kod Zena. Vrlo rijetko se karcinomom dojke manifestira i kod muSkarca te ¢ini manje od 1% svih
tumorskih oboljenja. Obic¢no se radi o tezoj klini¢koj prezentaciji i losijoj prognozi nego kod zena.
Povezanost pozitivne obiteljske anamneze i1 pojavnosti karcinoma dojke je takoder vrlo dobro
poznata 1 opisana. Kod 13-15% pacijentica kod kojih je dijagnosticiran karcinom dojke postoji
netko u obitelji tko je bolovao od karcinoma dojke.

Genske mutacije koje su povezane s pove¢anim rizikom od razvoja karcinoma dojke su dobro
poznate. Radi se o tumor-supresorskim genima, BRCAI i BRCA2 (engl. BReast CAncer gene), koji
su smjeSteni na 17. kromosomu i odgovorni su za povecani rizik od nastanka ovog karcinoma.
Navedeni geni imaju vazu ulogu u odrzavanju genske stabilnosti poglavito putem popravaka
ostecenja DNA (engl. deoxyribonucleic acid) pomocu homologne rekombinacije te se nasljeduju

autonomno-dominantno [12]. Danas se preporucuje testiranje BRCAI 1 BRCA2 gena radi



utvrdivanja mutacija osobito kod trostruko negativnog (TNBC) karcinoma dojke (engl. Triple-
Negative Breast Cancer ), kod obostrane prezentacije karcinoma dojke i kod pozitivne obiteljske
anamneze prema preporukama Ameri¢kog drustva za kirurgiju dojke (American Society of Breast
Surgeons) [13]. Od ostalih gena koji su vazni za nastanak karcinoma dojke najcesce su istrazivani
PALB2, TP53, CDHI, SKT11 i PTEN, TP53, ATM, CHEK?2, BARDI, NF1, RAD51C i RADS51D.
Geni koji su udruzeni sa osobito viSom stopom razvoja karcinoma dojke su PALB2,TP53, PTEN,
SKTI11 i CDHI [14]. Ovi geni su odgovorni i za pojavnost tumora ostalih sijela npr. gusterace,
prostate ovarija, tumora probavnog sustava i drugih solidnih zlo¢udnih tumora.

Osim mutacija odredenih gena, poveéanju incidencije karcinoma dojke moze doprinijeti i kasnija
trudnoca, tako da je rizik dva puta veci kod Zena koje su prvi puta zatrudnjele iznad tridesete
godine nego u dvadesetima. Gustoca tkiva dojke i njegova kvaliteta takoder imaju ulogu u razvoju
oboljenja na nacin da solidnije tkivo dojke moze biti jedan od predisponiraju¢ih ¢imbenika u
nastanku bolesti. Takoder, prethodna zracenja mogu se dovesti u vezu sa nastankom karcinoma
dojke na nacin, da Sto je bila mlada zivotna dob kod izloZenosti zracenju, to je veca vjerojatnost
pojave karcinoma [15]. U ostale ¢imbenike koji su promjenjivi i koji se mogu dovesti u vezu sa
povecanim rizikom od nastanka karcinoma dojke spadaju starenje tkiva, odredeni lijekovi,
povecana tjelesna masa, fizi€Cka neaktivnost, konzumacija alkohola, puSenje, neadekvatne dijete,
nedostatak mikronutritijenata i vitamina vaznih za normalno funkcioniranje imunoloskog sustava.
Razli¢iti su mehanizmi kojim ovi ¢imbenici mogu biti odgovorni za razvoj tumorske bolesti.
Primjerice, jako je dobro istraZzena karcinogena sposobnost etanola putem njegovog metabolita
acetaldehida, u oSte¢enju DNA, povecanju razine estrogena i poticanju upalnih promjena u
organizmu. Za zene koje posjeduju mutacije gena BRCA1/2 nema podataka da alkohol jo§ vise
povecava rizik od razvoja karcinoma dojke. [16]. Konzumiranje alkohola moze biti rizi¢ni
¢imbenik za razvoj osobito HR+/HER2- podtipa karcinoma dojke (engl. Hormone Receptor-
positive/Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 negative). Uzimanje nadomjesne
hormonske terapije, posebno kombiniranih estrogen-progesteronskih preparata, takoder moze biti
udruzeno sa poviSenim rizikom od razvoja karcinoma dojke, a u kombinaciji sa uzimanjem
alkohola rizik se dodatno povecava [17].

Postavljanje dijagnoze karcinoma dojke pocinje kao i obi¢no s pazljivo uzetom anamnezom te
inspekcijom i palpacijom tkiva dojke. Ponekad su izvana vidljivi znakovi koji upucuju na

tumorsku bolest poput promjena na kozi u smislu ulceracija, crvenila, promjene u konzistenciji



koze, uvucena bradavica i iscjedak iz bradavice. Diferencijalno-dijagnosti¢ki na prvom mjestu
uvijek treba iskljuciti zlo¢udnu bolest.

Od ostalih oboljenja koji mogu imati sli¢nu klinic¢ku sliku, kao karcinom dojke, su razne cisti¢ne
promjene, fibroadenomi dojke, intraduktalni papilom i druge sli¢ne tvorbe. Prvi korak kada se
uoce takve promjene je mamografski pregled i ultrazvuk (UZV) dojke. Magnetska rezonanca (MR)
je dodatna pretraga u specificnim situacijama, u ve¢im dojkama i kod guséeg tkiva, radi bolje
vizualizacije. MR moze posluZziti kod planiranja tocne kirurSke resekcije kojom bi se postiglo
dovoljno radikalno uklanjanje tumorske mase po principima onkoloske kirurgije.

Na mamografskom pregledu, koji je kljucan u dijagnozi karcinoma dojke, mogu se otkriti razne
promjene tkiva dojke u vidu kalcifikacija, tumorske infiltracije, povec¢anja limfnih ¢vorova i
promjene kvalitete tkiva dojke. Danas se za kategorizaciju promjena tkiva dojke, u rutinskom radu,
prilikom postavljanja dijagnoze, koristi BI-RADS sustav (engl. Breast Imaging and Reporting
Data System). Ovaj sustav je uveden od strane Ameri¢kog udruzenja radiologa (The American
College of Radiology) [18]. Promjene na mamografiji, UZV ili na MR se mogu svrstati u 6
kategorija i olakSavaju komunikaciju radiologa, patologa, onkologa i kirurga te pomazu u
pravilnom odabiru nacina lijeCenja. Tablica 1 prikazuje navedenu klasifikaciju, odnosno kategorije
BI-RADS od 0-6. Za svaku kategoriju postoje smjernice o daljnjem postupanju te jednom kada se
na temelju mamografskog nalaza , UZV, MR dojki odredi kategorija lakSe je daljnje klinicko
vodenje pacijenta kao i1 komunikacija izmedu klini¢ara. Sustav je Siroko prihvaéen na

medunarodnoj razini i sastavni je dio programa za probir kod karcinoma dojke.

Tablica 1 . BI-RADS kategorije prilikom dijagnostike promjena u dojci

Kategorija

BI-RADS 0 (nekompletna dijagnostika) potrebna dodatna slikovna obrada
BI-RADS 1 (negativan) potreban MR ako je kumulativni rizik >20%
BI-RADS 2 (dobro¢udna promjena) potreban MR ako je kumulativni rizik >20%

BI-RADS 3 (moguée dobrocudna promjena) = klinicko prac¢enje svakih 6 mjeseci
BI-RADS 4 (suspektna zlo¢udna promjena) biopsija tumora
BI-RADS 5 (vjerojatno zloéudan tumor) biopsija tumora

BI-RADS 6 (biopsijom dokazan tumor ) kirursko odstranjenje tumora



Skracenice: MR-magnetska rezonanca. BI-RADS-(engl. Breast Imaging Reporting and Data
System), standardizirani sustav za opis slikovne dijagnostike promjena u dojci. Izvor: autor, prema

smjernicama Americkog udruzenja radiologa (engl. The American College of Radiology)

Definitivna dijagnoza karcinoma dojke se potvrduje patohistoloSkom analizom bioptickog uzorka
tkiva tumora. Uzorci tkiva se mogu uzeti biopsijom dojke iglom pod kontrolom UZV-a ili
otvorenom kirurSkom biopsijom. Nakon patohistoloske obrade tumorskog tkiva i odredivanja
histoloSkog tipa i stupnja tumora, imunohistokemijskih obiljezja tumora kao $to su hormonski
receptori, izrazaja HER2 (humani epidermalni receptor c¢immbenika rasta 2), Ki-67
proliferacijskog ¢imbenika, odreduje se i stadij bolesti (engl. staging) prema TNM (engl. tumor,
node, metastasis) klasifikacijskom sustavu za karcinom dojke. Ovaj klasifikacijski sustav
karcinoma dojke medunarodno je prihvacen za procjenu proSirenosti bolesti i usvojen je od
Americkog odbora za rak (4JCC) te je temeljen na tri komponente. Prva komponenta opisuje
veli¢inu tumora, druga procjenjuje zahvaéenost limfnih ¢vorova, a tre¢a govori o prisutnosti ili
odsutnosti udaljenih metastaza. Naknadno su u navedeni klasifikacijski sustav (uz gore navedeno),
dodana i1 genska obiljezja tumora [19]. Klasifikacijom i odredivanjem podtipa karcinoma dojke
moguce je donijeti odredene zakljucke o prognozi i ocekivanom prezivljenju bolesti (Tablica 2).
Takoder za svaki podtip karcinoma postoji 1 specifi¢na terapija kao i nacin onkoloskog lijecenja.
Zato je vrlo vazno poznavati suvremene klasifikacijske sustave i sve parametre prilikom analize

karcinoma dojke te ih uzeti u obzir.

Tablica 2. Podtipovi karcinoma dojke

Ucestalost (%) 50 15 20 15

ER Da Da Rijetko ne

PR Da Rijetko Rijetko ne

HER?2 izrazaj Ne Ne Da ne

Ki67 Rijetko Rijetko Visoki visoki

Mutacije Nema BRCA2 P53 P53 1 BRCALl

Prognoza Dobra Umjerena umjerena/losa losa

Terapija hormonska hormonska/kemo- hormonska/kemotera- kemoterapija/ekspe-
terapija pija/herceptin rimentalna terapija



Skracenice: ER-estrogen receptor, PR-progesteron receptor, HER2-humani epidermalni receptor
¢imbenika rasta 2, Ki67- nuklearni protein stani¢ne proliferacije (prognosticki indeks). TNBC-
(engl. Triple Negative Breast Cancer), trostruko negativan karcinom dojke

Izvor: autor, prema smjernicama Americkog odbora za rak (4JCC)

Koriste¢i klasifikaciju tumora prema UICC (engl. International Union for Cancer Control), te
AJCC 1 TNM Kklasifikacijski sustav, karcinom dojke se dijeli u 4 stadija ovisno o veli€ini tumora,
prisutnosti regionalnih metastaza u limfne ¢vorove i prisutnosti jedne ili viSe metastaza karcinoma

dojke u udaljene organe:

e Stadij 0: karcinom in situ (stanice tumora se razvijaju unutar kanali¢a ili acinusa tkiva
dojke)
e Stadij I: TA -negativan limfni ¢vor, tumor manji od 20 mm.
IB -prisutnost mikrometastaze tumora u limfni ¢vor vel.0.2-2 mm
e Stadij II: IIA -metastaze u razini [ i II limfnog ¢vora, te veli¢ina tumora manja od 20 mm
[IB -metastaze u razini [ 1 II limfnog ¢vora, veli¢ina tumora 20-50mm, ili tumor
vec¢i od 50 mm bez znakova lokalnog Sirenja u limfne ¢vorove.
e Stadij III: lokalno uznapredovali tumor, sa metastazama u limfne ¢vorove i ostala susjedna
tkiva

e Stadij IV: uznapredovala tumorska bolest sa metastazama u ostale organe i sustave.

1.3. Prognosticki biobiljezi i genetska obiljeZja karcinoma dojke

Estrogenski receptori (ER) u karcinomu dojke su vrlo vazan prognosticki ¢imbenik, a pacijentice
s tom podgrupom karcinoma su kandidati za lijeCenje selektivnim estrogenskim modulatorima i
aromataznim inhibitorima te imaju znatno bolju prognozu od ostalih podtipova. Ukoliko imaju
pozitivan HER2 protein unato¢ pozitivitetu na ER receptor, tada je prognoza bolesti znatno losija.

[20]. Prema literaturi, nadeno je da su karcinomi dojke u oko 58-68% slucajeva pozitivni na oba
receptora, ER i progesteronski receptor (PR), dok je samo ER pozitivan u oko 85%, a samo PR u
oko 75% slucajeva [21]. PR regulira i utjece na djelovanje estrogenih hormona te je takoder vazan

prognosticki ¢imbenik [22].



Veca ekspresija PR moze se dovesti u korelaciju s boljom prognozom bolesti i manjom
vjerojatnosti za lokalni recidiv. Izrazaj HER2 se pojavljuje u otprilike 15-20% svih karcinoma
dojke [23]. Ovaj receptor pripada obitelji tirozin-kinaznih proteina ¢ija aktivacija regulira vazne
unutarstani¢ne signalne puteve. Povecéan izrazaj HER2 proteina na membrani stanice, nastaje kao
posljedica amplifikacija istoimenog gena koji kodira ovaj receptor i povezan je s ve¢om pojavnosti
lokalnog recidiva, loSijom prognozom i ve¢om mogucénosti razvoja rezistencije na standardnu
endokrinu terapiju. Danas u terapiji, kod ovog podtipa karcinoma dojke, dobre rezultate daju anti-
HER2 lijekovi poput trastuzumaba [24]. Stoga je jako vazno to€no odrediti izrazaj HER2
glikoproteina odnosno status HER?2 gena kod karcinoma dojke radi uvodenja ciljane terapije.
Analiza izrazaja HER2 proteina odreduje se imunohistokemijski, a status HER2 gena nekom od
in-situ hibridizacijskih metoda [25]. Ki-67 je marker stani¢ne proliferacije i Siroko se koristi u
dijagnostici 1 klasifikaciji karcinomima pa tako i kod karcinoma dojke, a odreduje se
imunohistokemijski [26]. Povecan Ki-67 izrazaj je povezan s agresivnijim ponaSanjem karcinoma
Sto doprinosi 10$ijoj prognozi, odnosno loSijem prezivljenju i ranijoj pojavnosti metastatske
bolesti. Takoder koristi se i za razlikovanje luminal A i luminal B podtipa karcinoma dojke gdje
je grani¢na vrijednost postavljena na 20%. Navedena grani¢na vrijednost je koriStena i za potrebe
ovog istrazivanja, mada je optimalna grani¢na vrijednost jo§ uvijek predmet rasprave stru¢nih
drustava. Takoder, grani¢na vrijednost od 20% je danas postavljena i kao prag za uvodenje terapije
kod visokorizi¢cnog HR+/HER2- karcinoma dojke [27].

Od ostalih prognostickih ¢imbenika valja spomenuti razinu izrazaja slijede¢ih proteina kao i
promjene u genima, npr. androgen receptor, E-kadherin, ciklin Dlprotein cirkuliraju¢e RNA,
mikro RNA, P53 supresijski protein, tumor-infiltrirajuce limfocite, TIL (engl. Tumor-infiltrating
lymphocytes), urokinaza, pazminogen aktivator i ostali markeri. Svi su oni odgovorni za autonomni
razvoj tumora te kasniji razvoj rezistencije na odgovor imunoloskog sustava Sto u konacnici utjece
na prognozu i prezivljenje. DanasSnje tehnike detekcije poput sekvenciranja gena novom
generacijom NGS (engl. next-generation sequencing) ili PCR-a (engl. polymerase chain reaction),
mogu detektirati promjene u genima ili cijelom genomu, a ti podaci su vazni u lijecenju i prognozi
karcinoma dojke. U dijagnosticke i terapijske svrhe se danas naj¢es¢e rade analize sljedecih gena:
BRCAI, BRCA2, PIK3CA, GATA3, PTEN, TP53,RB1, CDHI, CDKNIB, MAP3KI1,MLL3 [28].
Vrlo vazne mutacije kod HR+/HER2- podgrupe karcinoma dojke su MAP3K1 i MAP3K4 mutacije
gena unutar p38- JNK1 signalnog puta [29]. Ve¢i je udio mutacija prisutan u MAPK3K 1 genu, dok
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su mutacije manje zastupljene u MAP3K4 genu, a njihova uloga jo$ uvijek nije do kraja dovoljno
istrazena. U ostalim podtipovima karcinoma dojke ove su mutacije kao i mutacije PIK3CA gena
nesto manje zastupljene [30, 31]. Uloga mutacija gore navedenih gena je ispitivana i kod ostalih
solidnih tumora te se utvrdilo da mogu utjecati na biolosko ponaSanje i razvoj rezistencije na
kemoterapiju kao primjerice kod karcinoma Zeluca [32].

Mutirani geni u HR+/HER2- podgrupi dovode do poremecaja enzimskih kinaznih putova Sto
uzrokuje poremecaje u apoptozi tumorskih stanica te boljem prezivljenju i rezistenciji na
hormonsku terapiju. Mutacije gena 7P53 gena mogu se na¢i u odredenom postotku i u
HR+/HER2- podtipu karcinoma dojke. Prema radovima, ucestalost mutacije 7P53 gena, kod
karcinoma dojke je oko 28% uzevsi u obzir sve podvrste, a prisutnost navedene mutacije je takoder
usko povezana s loSijom prognozom i prezivljenjem [33].

Tumori razvijaju razne mehanizme kako bi izbjegli djelovanje imunoloSkog sustava domacina i
pod utjecajem kemoterapije mijenjaju svoja osnovna obiljezja. Kako kemoterapija uniStava
tumorske stanice, tako moze i1 uzrokovati da se tumor vremenom prilagodi na lijekove koji ga
unistavaju 1 razvije kompenzacijske mehanizme. Tumori nakon nekog perioda mijenjaju i
mutacijski status odredenih gena pa je odredivanje genskih promjena 7P53, PIK3CA, ESRI,
GATA3 i KMT2C vrlo vazan korak u pronalazenju adekvatne terapije kod svakog podtipa
karcinoma dojke. Kako je u HR+/HER2- podtipu karcinoma u najve¢em postupku prisutna
mutacija PIK3CA gena, tako je kod TNBC karcinoma mutacija 7P53 gena najviSe zastupljena od
svih ostalih podtipova karcinoma dojke [34]. Prilikom nastanka metastaza kod HR+/HER2-
podtipa moze do¢i i do promjena u genetskim obiljezjima izmedu metastatskog i primarnog tumora
te se oni mogu razlikovati po ucestalosti i prisutnosti pojedinih mutacija gena. Prisutnost PIK3CA
mutacije gena u HR+/HER2- podtipu moze se razlikovati u metastatskom i primarnom karcinomu
dojke [35].

TNBC karcinom dojke je podtip koji je ER, PR i HER2 negativan i nema izrazaj ovih receptora
na tumorskim stanicama. TNBC karcinomi imaju agresivnije biolosko ponasanje i nepovoljniju
prognozu. Takoder imaju veliku uestalost mutacija odredenih gena, za razliku od HR+/HER2-
podtipa. PIK3CA mutacije se u TNBC-u javljaju u nesto manjem postotku (15-25%) u odnosu na
podtip HR+/HER2-. PIK3CA mutacijski status i utjecaj na biolosko ponasanje kod TNBC

karcinoma dojke nije u potpunosti jasan niti do kraja istrazen [36,37].
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1.4. PI3K signalni put i PIK3CA gen

Fosfoinozitid-3-kinaza (PI3K) je enzim koji pripada grupi lipidnih kinaza. Oni djeluju na
fosfatidilinozitol tako Sto fosforiliraju 3'-OH grupu i imaju vaznu ulogu u metabolizmu tumorskih
stanica te utjecu na proliferaciju, autonomni rast i prezivljenje.

Ovi enzimi se dijele u tri klase, a kod istrazivanja tumorskih oboljenja, u fokusu je mehanizam
djelovanja PI3K klase I. Produkti klase I PI3K puta, posebice PIP3 produkt, su veoma vazan dio
PI3K signalnog puta [38]. Ukoliko PIP3-klasa enzima, bude defosforilirana, putem tumor-
supresijskih gena (PTEN) dolazi do inaktivacije PI3K signalnog puta, a danas je moguce ciljanim
molekulama djelovati na razli¢itim nivoima unutar ovog puta prijenosa signala (Slika 4). Za
regulaciju stani¢nog ciklusa, razvoj i prezivljenje raznih vrsta tumora odgovorne su cetiri
kataliticke jedinice klase I, signalnog PI3K puta: p110a, p110B, p110yip 1108 i pet regulatornih
jedinica (P85) [39].

Mnoge studije danas govore da su upravo promjene u signalnom putu PI3K/AKT/mTOR
odgovorne za razvoj tumorske bolesti. PIK3CA je vazan gen u PI3K signalnom putu i u najviSem
postotku je mutiran upravo u HR+/HER2- podtipu karcinoma dojke [40].

On kodira p100a podjedinicu PI3K signalnog puta, a mutacije se javljaju na nekoliko klju¢nih
mjesta u PIK3CA genu, odnosno to su tzv. vruce tocke (engl. hot-spof) na specificnoj nukleotidnoj
poziciji unutar gena. U odnosu na HR+/HER2- podtip karcinoma dojke, PIK3CA mutacije su
manje zastupljene u ostalim podtipovima karcinoma i taj udio je na razini od 18-40% (Slika 5)
[41-43]. Prema podacima iz literature, kod metastatskog HR+/HER2- karcinoma dojke u odnosu
na primarni tumor, prisutnost PIK3CA mutacija je neSto manje zastupljena (oko 9,8% manje) no
nije se znacajno razlikovala obzirom na podrucje tijela u koje je karcinom dojke metastazirao [44].
Mutacije PIK3CA gena se najc¢eS¢e nalaze u eksonu 9 (varijante E542, E545 1 Q546) 1 u eksonu 20
(varijanta H1047) [45]. Po ucestalosti, najmanje su zastupljene mutacije u eksonima 1, 4, 51 19
PIK3CA gena [46]. Ukoliko dode do mutacije PIK3CA gena, to uzrokuje gubitak funkcije
inhibitorne aktivnosti p85 signalne molekule i aktivacije p100a jedinice Sto utjeCe na povecanu

aktivnost lipidnih kinaza u stani¢nom ciklusu.
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Slika 4. Mogu¢nosti blokade PI3K/AKT/mTOR na razli¢itim mjestima uz pomo¢ razli€itih vrsta
lijekova

Blokadom pojedinog puta, dolazi do promjena u metabolizmu i stanicnom ciklusu §to utjece na
rast tumora i prezivljenje tumorske stanice te dovodi do ubrzane stani¢ne smrti (autorski crtez uz

pomo¢ Adobe Ilustrator programa)

P110a podjedinica je gradena od 5 domena i kada dode do mutacije PIK3CA gena dolazi i do
promjene u PI3K/AKT/mTOR signalnom putu §to posljedicno mijenja tumorski mikrookoli§ i
utjeCe na vazne signalne puteve koji dovode do boljeg prezivljavanja tumora i izbjegavanja
imunoloskog odgovora domacina [47].

Mutacija E545K, u eksonu 9 prekida nSH2-helikalnu interakciju, dok mutacija H104R, u eksonu
20 djeluje na karakteristike stanicne membrane u vezanju za specificne kinaze [48].

Time dolazi do pojacane onkogene aktivnosti i aktivacije gena BRAF, RAS i EGFR, a kao rezultat
navedenog dolazi do razvoja tumorske rezistencije, povecane sklonosti invaziji u okolna tkiva,

raste otpornosti na mehanizme apoptoze, raste autonomna tumorska proliferacija kao i tumorska
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angiogeneza. lako je poznat mehanizam unutarstani¢nog djelovanja, utjecaj mutacije PK3CA gena
na prezivljenje pacijentica oboljelih od karcinoma dojke nije u potpunosti jasan. Rezultati raznih
studija su oprecni, ali se ¢ini da je ukupno prezivljenje, OS (engl. overall survival) ipak nesto
lo$ije kod oboljelih ¢iji su tumori imali PIK3CA mutaciju [139]. Odredeni radovi govore da su
mutacije PIK3CA gena bile povezane sa boljom prognozom kod ranog karcinoma dojke, osobito
u onih sa pozitivnom estrogenskom ekspresijom u HR+/HER2- podgrupi i manjom inicijalnom
veli¢inom samog karcinoma [49]. Nakon odredenog vremena, na primjenu standardnog
onkoloskog lijeCenja, dolazi do razvoja rezistencije i kod ovog podtipa karcinoma dojke [43].
Razli¢iti su mehanizmi nastanka rezistencije na terapiju u HR+/HER2- podtipu karcinoma dojke,
a jedan od vaZznijih nacina je promjena u regulaciji PI3K signalnog puta. Danas je koriStenjem
PI3K inhibitora moguce modulirati ovaj vazan signalni put koji moZe biti promijenjen kao
posljedica mutacije PIK3CA gena. Tim djelovanjem lijeka moze do¢i do boljeg prezivljenja
odnosno do kasnije pojave recidiva usprkos mutaciji gena [50].

Danas su u klinickoj upotrebi razli¢iti PI3K inhibitori kao §to su buparlisib koji je pan PI3K
inhibitor, zatim pictilisib te alpelisib kao specificni PI3K inhibitor koji djeluje na jedinicu p110a.
Provedena SOLAR-1 klini¢ka studija te njeni rezultati utjecali su na koristenje PI3K inhibitora
alpelisiba, u pacijentica s metastatskim HR+/HER2- podtipom karcinoma dojke [51,52]. Americ¢ko
udruzenje klini¢kih onkologa, preporuca terapiju alpelisibom u postmenopauzalnih Zena sa
HR+/HER2- podtipom karcinoma, s dokazanom P/K3CA mutacijom, u uznapredovaloj fazi bolesti
sa metastatskom prezentacijom, a pacijentice €iji tumori nemaju PIK3CA mutaciju gena dokazano

nemaju koristi od ove vrste terapije.
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Slika 5. PIK3CA mutacije u pojedinom podtipu karcinoma dojke prema atlasu TCGA (engl. The
Cancer Genome Atlas)

TCGA je sadrzi veliku bazu podataka ukljuc¢ujudi i rak dojke koji sadrzi podatke o pojedinim
podtipovima karcinoma dojke ukljucujuéi i promjena na genima (autorski crtez prema TCGA

atlasu)

Mutacije u eksonu 20 PIK3CA gena su povezane s ve¢om razinom p-ERK1/2 u signalnom putu
mitogen-aktiviranih proteinskih kinaza (MAP). Takoder, karcinomi koji imaju PIK3CA mutaciju
u eksonu 9 su udruzeni s ve¢om razinom p-AKT i p-ERK1/2 proteina, ali ne i sa p-p70S6K [53,54].
Utjecaj mutacija na te molekule odreduje i biolosko ponasanje tumora. Razli¢it utjecaj na prognozu
mogu imati mutacije PIK3CA gena u eksonu 9 ili 20 i upravo zbog toga studije usporeduju
prognozu i utjecaj polozaja mutacije na PIK3CA genu i kod karcinoma dojke.

Neka od istrazivanja ukazuju na to da je mutacija u eksonu 9 PIK3CA gena udruzena sa nesto
boljom prognozom, za razliku od mutacije u eksonu 20, kod HR+/HER2- podtipa karcinoma dojke

[55,56]. Mutacije u eksonu 20 PIK3CA gena su bile povezane sa kra¢im ukupnim prezivljenjem i
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bolesnice su bile sklonije razvoju rezistencije na kemoterapiju [57]. Odredene studije iznose i
opre¢ne rezultate i ovo tumacenje i utjecaj pozicije mutacije u PIK3CA genu nije jednostavno.
Potrebna su dodatna istrazivanja, osobito kod HR+/HER2- podtipa karcinoma dojke da se razjasni
povezanost polozaja mutacije unutar PIK3CA gena i bioloSkog ponasanja karcinoma.

Takoder PI3K signalni put primjerice kod ER pozitivnih karcinoma ima utjecaj na estrogen-
receptor signalni mehanizam te mijenja utjecaj blokatora estrogenskih receptora. Kod HR+/HER2-
podtipa karcinoma dojke ER regulacijski put sluzi u kontroli stani¢ne proliferacije i rasta stanice.
Vezu¢i se na svoj ER na stanici, estrogen poti¢e aktivaciju vaznih regulacijskih mehanizama.
Blokatori i antagonisti estrogenskih receptora koji se koriste u terapiji karcinoma dojke, poput
letrozola (nesteroidni aromataza inhibitor III generacije) ili eksemestana (ireverzibilni steroidni
aromataza inhibitor) blokiraju ovaj signalni put. Obzirom da je vecina PIK3CA mutacija
zastupljena upravo u ovom podtipu karcinoma dojke, ¢ini se da PI3K signalni put i ER nakon
vezanja estrogena djeluju u vrlo uskoj interakciji (Slika 6). Djelotvornost blokade samo jednog
pojedinac¢nog puta nije adekvatna kao kada se blokiraju oba signalna puta te se time moze utjecati
na bolju kontrolu bolesti. Pokazalo se da kombinacija blokade PI3K puta, uz pomo¢ alpelisiba, a
u kombinaciji sa lijekom fulvestrantom (estrogen-receptor antagonist) kod postmenopauzalnih
zena, oboljelih od HR+/HER2- karcinoma dojke, moze poboljsati PFS [58].

Visestruke mutacije na razli¢itim eksonima P/K3CA gena utjecu na promjene u PI3K signalnom
vrlo slozenim mehanizmom i kod ostalih solidnih tumora i mogu promijeniti biolosko ponasanje
Sto se moze vidjeti na primjeru karcinoma endometrija materice [56]. Prema nekim radovima
uocen je medusobni odnos izmijenjenog PI3K signalnog puta i MAPK puta (engl. mitogen
activated protein kinase) [59-63]. Otkrice MAPK signalnog puta pocetkom 90-ih godina proslog
stolje¢a zapoc€inje na stanicama kvasca koje tako razvijaju adaptivne mehanizme na stres prilikom
razmnoZzavanja. Kasnije je uo¢eno da je MAP kinaza vazan enzim MAPK signalnog puta i djeluje
iu eukariotskim stanicama u klju¢nim stani¢nim putevima signaliziranja. MAPK signalni put ovisi
uglavnom o medudjelovanju tri proteinske kinaze MAPK, MAPK2 i MAPK3. U visestani¢nih
organizama postoji nekoliko glavnih MAPK putova koji su gradeni od komponenti ERK1/2,
JNK1/2/3 1 p38 (a.,B,y,0 ), ostale manje komponente ovog puta sluze za pokretanje i regulaciju

signalizacije [64-66].
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Slika 6. Mehanizmi interakcije estrogenskog i PI3K signalnog puta

Djelovanjem na estrogenski receptor dolazi do promjena i u signalizaciji p85 regulatorne
podjedinice tumora; Skrac¢enice: AKT-gen odgovoran za rast metabolizam i stani¢no prezivljenje,
PIP2 fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfat, PIP3-fosfatidilinozitol-2,4,5-trifosfat, ER-estrogen receptor

(autorski crtez uz pomo¢ Adobe Ilustrator programa)

Mutacija gena odgovornih za regulaciju MAPK signalnog puta je u najvisem postotku otkrivena u
estrogen-negativnim podtipovima karcinoma dojke [67]. Osobito je ovo svojstvo karakteristicno
za karcinome koji pokazuju povecanu ekspresiju epidermalnog Cimbenika rasta ili HER2
receptora [68,69]. Inhibitorna aktivnost na PI3K/AKT/mTOR put moze dovesti do pojacane
aktivnosti MAPK signalnog puta i obrnuto Sto ukazuje na njihovu vaznu sinergisticku ulogu.
Postoji nekoliko studija koje ispituju ovu sinergisticku aktivnost blokirajuéi istovremeni PI3K i
MAPK signalni put kod karcinoma dojke i malignog melanoma dokazujuéi ucinkovitost

istovremene blokade oba puta signalizacije [70].
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Svaki tumor stvara vlastite mutacije kojima modulira signalne puteve i1 njihovo razumijevanje i
racionalno tumacenje moze dovesti do poboljSanja i unapredenja standardne terapije.

Osim §to PIK3CA mutacije mijenjaju signalne putove i povecavaju otpornost tumora na djelovanje
imunoloskih stanica domacina, utje€u i na sastav mikrookoliSa tumora. Tako kod odredenih
tumora, primjerice karcinoma debelog crijeva, radovi ukazuju da su PIK3CA mutacije udruzene
sa povecanjem limfocitne infiltracije i povec¢anim izrazajem liganda programirane stani¢ne smrti,
PD-L1 (engl. programmed death-ligand 1), odnosno promjenama u tumorskom mikrokoliSu
[71,72]. Prognoza oboljenja i biolosko ponasanje solidnih tumora je ovisna o tipu imunoloskih

stanica koje zauzimaju sam prostor tumora i razini izrazaja PD-L1 na stanicama tumora [73].

1.5. PD-1/PD-L1 signalni put

Otkricem PD-1/PD-L1 imunoloskog puta dolazi do znacajnih pomaka u lijeCenju tumora
imunoloskom terapijom. Modulacijom imunoloskog sustava na kljuénim nivoima mozZe se utjecati
na bolji imunoloski odgovor domacina na tumorske stanice. 2018 godine istrazivaci James P
Allison 1 Tasuku H dobivaju Nobelovu nagradu za ovo vazno otkri¢e. Protein programirane
stani¢ne smrti, PD-1 (engl. programmed cell death protein), nekad oznacavan kao CD279 je 55
kDa transmebranski protein koji se sastoji od 288 aminokiselina. PD-1 protein se nalazi na povrs$ini
mnogih stanica imunoloskog sustava, primjerice na T i B limfocitima, monocitima, dendriti¢kim
1 NK stanicama. Pokazuje visoku ekspresiju osobito na tumorskim T- limfocitima kod odredenih
vrsta malignih tumora [74].

Pojedini transkripcijski cimbenici kao NFAT, Foxol, IRF9 mogu dovesti do pojacane transkripcije
1izrazaja PD-L1 molekule na povrsini stanica. PD-L1 ligand, ranije poznat kao CD274 ili B7-H1
je 40 kDa, tip 1 transmembranski glikoprotein. Graden je od 290 aminokiselina i sadrzi Ig i IgC
domenu. PD-L1 ligand se kao i PD-1 protein nalazi na aktiviranim T i B limfocita, makrofazima i
ostalim stanicama imunoloSkog sustava te tumorskim stanicama [75]. Pove¢anim izrazajem PD-
L1 molekule, tumorske stanice su razvile adaptacijski mehanizam kako izbje¢i imunoloSkom
sustavu domacina (Slika 7). Dokazano je kako u nekim tumorima lucenje y-interferona uzrokuje
poviSenu razinu PD-L1 izrazaja na tumorskim stanicama $to moze biti razlog povecane tumorske

otpornosti na djelovanje imunoloskog sustava domacina [76].
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Osim spomenutog mehanizma i drugi signalni putevi utjecu na regulaciju PD-1/PD-L1 osovine
kao dobro poznati PI3K i MAPK put. Njihovo isprepleteno i komplicirano djelovanje nije u
potpunosti do danas istrazeno. Pojedina istrazivanja govore kako aktivacijom PI3K signalnog puta
moze do¢i do povecanog izrazaja PD-L1 ¢ime se mijenja energetski protok u stanici §to se moze

vidjeti na primjeru brojnih tumora [77].

TUMORSKA
STANICA

PD-L1/PD-L2
PD-1

Slika 7. Osovina PD-1/PD-L1 i nacin regulacije

Tumorska stanica se veze na PD-1 ligand na T limfocitima uzrokujué¢i smanjenje stanic¢ne
proliferacije, aktivacije i smanjenog luc¢enja vaznih citokina u homeostazi stanice, dolazi do
ubrzane stanicne smrti tj. apoptoze; Skracenice: PD-1- (engl. Programmed cell death-1), protein
programirane stani¢ne smrti PD-L1- (engl. Programmed cell death ligand-1), ligand programirane

stani¢ne smrti (autorski crtez uz pomo¢ Adobe Ilustrator programa)
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Razina PD-L1 izrazaja u pojedinim podtipovima karcinoma dojke nije jednaka i opéenito je razina
PD-L1 izrazaja u karcinomu dojke nize nego kod ostalih solidnih tumora te iznosi oko 10-30%
[78-80]. Najveci postotak PD-L1 izrazaja je naden kod TNBC podtipa karcinoma dojke. TNBC
podtip karcinoma u 45-55% slucajeva ima pove¢an PD-L1 izrazaj, a zatim slijede HER2+ pozitivni
karcinoma (oko 30%), dok je PD-L1 rijetko pozitivan u HR+/HER2- podtipu sa otprilike 0-10%
slucajeva [81-83]. Znacaj PD-L1 izrazaja u karcinomu dojke te njegova prognosticka uloga nisu
jos uvijek u potpunosti jasni izmedu ostalog i zbog razliCitih klonova protutijela koristenih u
imunohistokemijskim analizama i razli¢ito postavljenih pragova pozitivnosti (engl.cut-off’) kao 1
samog nacina ocitavanja.

Vezanjem PD-1 proteina na PD-L1 ligand dolazi do njegove aktivacije, a posljedi¢no dolazi do
inaktivacije stanica imunoloskog sustava, odumiranja stanica, smanjenog lucenja razlicitih
citokina te poveéane tolerancije imunoloskog sustava na antigene. PD-1 (CD279) kao ¢lan
CD28/CTLAA4 obitelji svojim receptorom za PD-L1 (CD274) i PD-L2 (CD273) ¢ini vaZan imuni
regulatorni (inhibitorni) mehanizam (engl. checkponit). Poveéana razina izrazaja PD-L1 na
tumorskim stanicama je znaCajan mehanizam kojim stanice tumorskog tkiva izbjegavaju
imunoloski odgovor domacina. PD-L1 na tumorskim stanicama djeluje ponajprije na citotoksi¢ne
T limfocite izravnim mehanizmom inhibicije vezu¢i se na PD-1 receptor na limfocitima. Tako
dolazi do oslabljenja stani¢nog odgovora posredovanog limfocitima uzrokujuéi njihovu ubrzanu
stani¢nu smrt tj. apoptozu. Mehanizam kojim se prekida interakcija izmedu PD-L1 i PD-1 moze
dovesti do boljeg antitumorskog odgovora. Tijekom godina razvili su se razli¢iti inhibitori ovog
signalnog puta, a 2014. godine pocinje se upotrebljavati lijek pembrolizumab (monoklonalno
IgG4-k antitijelo) koji je PD-1 inhibitor, a nakon njega i inhibitorno antitijelo na PD-L1,
atezolizumab. Danas je u upotrebi sve vise novih imunomodulatornih lijekova koji su odobreni u
Americi od strane Agencije za hranu i lijekove, FDA (engl. Food and Drug Administration) i
koriste se Sirom svijeta (Tablica 3).

Tumorski mikrookoli§ kod karcinoma dojke je jako varijabilan i graden je od razli¢itih stanica
imunoloskog sustava koje infiltriraju tumor. Mnoge studije pokazuju da TNBC karcinomi dojke
uz visi PD-L1 izrazaj imaju i veéu koli¢inu infiltriraju¢ih limfocita nego ostali podtipovi
karcinoma dojke [84,85].Ve¢i izrazaj PD-L1 je povezan sa negativnim prognostickim
¢imbenicima karcinoma dojke poput viseg histoloskog gradusa, veli¢ine tumora, odsutnos¢u ER,

PR, HER2 receptora i visokim indeksom proliferacije [86]. Kroz promjenu PI3K signalnog puta,
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putem povecane aktivnosti PI3K dolazi i do poveéanog izrazaja PD-L1. Zanimljivo je da je kod

HR+/HER2 podtipa karcinoma dojke razina PD-L1 izrazaja niza nego kod ostalih podtipova.

Povezanost PIK3CA mutacija kod HR+/HER2- podtipa karcinoma dojke sa razinom PD-LI

izrazaja nije u potpunosti jasna, za razliku od drugih vrsta solidnih tumora gdje je ta povezanost

viSe istrazena. Obzirom da je imunogenost karcinoma dojke na nesto nizoj razini od ostalih tumora,

imunoterapija je najvise bila usmjerena na imunogenican podtip karcinoma dojke a to je TNBC.

Tablica 3. Odobreni lijekovi od strane FDA te njihova primjena i mehanizam djelovanja na

klju¢nim nivoima i vrste tumora kod kojih se moze ocekivati u¢inkovitost terapije

Ciljna

molekula

PD-1

PD-L1

Lijek

Pembrolizumab

Nivolumab

Cemiplimab

Azetolizumab

Alvelumab

Durvalumab

Proizvodacd

Keytruda (Merck)

Squibbi Opdivo
(Bristol-Meyers)

Libtayo (Sanofi)

Tecentriq
(Genentech/Roche )

Bavenico (Pfeizer)

Imfinzi (A. Zeneca)

Klasa antitijela

IgG4K

IgG4

Kombinacija
antitijela
lijekova

IgGIK

IgGl1

IgGIK

Tip tumora

melanom, dojka, pluca,
jednjak,
debelo crijevo, Hodgkin

limfom

melanom, Hodgkin limfom,

tumor glave i vrata, pluca

kutani skvamozni tumor

pluéa, dojka, mokraéni

sustav

Merkell cell tumor, mokraéni

sustav

mokraéni sustav, plu¢a

Skracenice : PD-1-(engl. Programmed cell death-1), protein programirane stani¢ne smrti

PD-L1- (engl. Programmed cell death ligand-1), ligand programirane stani¢ne smrti. IgG-

imunoglobulin G
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Unato¢ pozitivnom efektu na lijeCenje tumora primjenom imunoloske terapije, njena upotreba
moze uzrokovati i znatne nuspojave i1 Stetne ucinke, te bi davanje iste trebalo biti dobro
procijenjeno. Treba pazljivo razmotriti sve ¢imbenike prije zapocinjanja imunoterapije solidnih

tumora kako bi se umanjio $teni ucinak kao i nuspojave kemoterapijskih rezima (Tablica 4).

Tablica 4. Prediktivni ¢imbenici za anti-PD-L1 terapiju

Odredivanjem ovih ¢imbenika se moze dati ciljana anti-tumorska terapija kod odredenih solidnih

tumora
Tip karcinoma Lijek Predikatni ¢imbenik
pluéa Atezolizumab PD-L1
debelo crijevo Nivolumab MMR/MSI
urogenitalni sustav Azetolizumab TMB
melanom Anti PD-L1 terapija crijevna mikrobiota

Skracenice: MMR- (engl.missmatch repair) popravak neuskladenih baza nukleotida, MSI-(engl.
Microsatelite instabilitet), mikrosatelitska nestabilnost tj. brisanje ili umetanje mutacija unutar
kratkih ponavljaju¢i DNA sekvenci, TMB-(engl.mutation burden) ukupan broj somatskih mutacija

tumora. PD-L1- (engl. Programmed cell death ligand-1), ligand programirane stani¢ne smrti

Odredeni radovi dovode u vezu medusobnu povezanost crijevne mikrobiote i djelovanja
imunoloske modulacije putem PD-1/PD-L1 blokade. Transplantacijom cijevne mikrobiote, moze
se utjecati na djelotvornost same imunoloske terapije, odnosno moze se utjecati na smanjenje
rezistencije na PD-1/PD-L1 imunoloske modulatore [87, 88].

Identificiran je rod bakterija koje mogu biti odgovorne za bolju prognozu oboljelih koji se lijece
imunoterapijom, tj. blokatorima PD-1/PD-L1 osovine (Slika 8). Bakterije iz roda Clostridiales,
Ruminococcaceae i1 Faecalibacterium u nekim tumorima su se pokazale u povecanim
koncentracijama kod pacijenata koji su imali dobar odgovor na terapiju. Stoga crijevna mikrobiota
takoder moze biti jedan od prediktivnih ¢imbenika koji bi mogli odrediti uspjeh imunoloske

terapije u buduénosti [89,90].
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Slika 8. Odnos tumorskih stanica, imunoloskog odgovora domacina i crijevne mikrobiote
Bakterije u crijevima putem svojih medijatora izazivaju niz imunoloSkih odgovora u sluznici
crijeva, a time dolazi do mijenjanja sistemskog imunoloskog odgovora organizma $to utjece na

djelovanje kemoterapije i u¢inkovitost u otklanjanju tumorskih stanica iz organizma (autorski crtez

uz pomo¢ Adobe Ilustrator programa)

1.6. Obiljezja tumorskog mikrookolisa

Odredeni signalni putevi i geni su odgovorni za povecani PD-L1 izrazaj te promjene u tumorskom
mikrookoliSu. TIL u karcinomima dojke uglavnom sadrzavaju CD8 i CD4 pozitivne T limfocite

ali 1 ostale vrste stanica imunoloskog sustava. Visoka razina TIL-a u solidnim tumorima je ¢esto
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udruzena sa boljim odgovorom na lijeenje imunoterapijom, te boljom prognozom ali ovisi i 0
vrsti stanica imunoloskog sustava koje infiltriraju tumorsko tkivo [91-93].

Sto se ti¢e ocjene TIL-a, kao prognosti¢kog ¢imbenika u podtipu karcinoma dojke HR+/HER2-,
nalazi studija su oprecni. U nekim radovima pronadena je povezanost sa loSijom prognozom
karcinoma koji su imali visok stupanj TIL-a, dok drugi autori nisu uspjeli prona¢i povezanost
razine TIL-a i prognosti¢kog znacaja [94]. Mikrookolis je slozena i dinamicka struktura ¢iji sastav
reguliraju razni ¢imbenici i njegov sastav moze dati vazne prognosticke informacije o bioloSkom
ponasanju tumora. Stanice imunoloSkog sustava infiltriraju tumor nastojeci ukloniti tumorske
stanice iz organizma. Potpuno drugacija grada i struktura imunoloskih stanica odnosno tumorskog
mikrookoliSa karakteristicna je za svaki pojedini tip tumora. Odnos razine infiltracije, vrste stanice
1 podtipa karcinoma dojke je vrlo sloZen, nije dovoljno istrazen i postoje mnogi radovi koji imaju
oprecne rezultate.

Primjerice, odnos CD4 i CD8 limfocitne infiltracije kao i prognoze, nije u potpunosti jasan i
postoje oprecne studije kod karcinoma dojke i pojedinih vrsta solidnih tumora, kao npr. mokraé¢nog
mjehura [95-99]. Promatrajuc¢i samo HR+/HER2- podtip karcinoma dojke, vi$a razina infiltracije
tumora CD4 stanicama imunoloskog sustava i njihova koli¢ina moZze biti udruzena sa loSijom
prognozom, a visa razina CD8 moze utjecati na povoljniji DFS. Ovo opaZanje ide u prilog
slozenosti mehanizma na koji nacin vrsta stani¢ne infiltracije utjece na prognozu bolesti. MoZe se
zakljuciti da je kod razli¢itih podtipova karcinoma dojke, uloga CD4 i CDS8 stani¢ne infiltracije
razli¢ita na prognozu bolesti [100].

Stanice imunoloskog sustava oblikuju tumorski mikrookoli§ na na¢in da njihov meduodnos ima
ucinak na supresiju tumora ili je u¢inak nedovoljan i dolazi do nesmetanog autonomnog rasta
tumora (Slika 9). Stanice imunoloskog sustava mogu infiltrirati, odnosno zauzimati prostor unutar
strome samog tumora ili se vezati na mrezu tumorskih stanica. Time su u bliskom kontaktu sa
tumorskim stanicama. Mnoge studije, do danas, viSe su uzimale u obzir stromalne limfocite, za
razliku od limfocita koji su vezani na mrezu tumorskih stanica i koje ¢ine bliski kontakt s njima.
Limfociti u kontaktu sa tumorskim stanicama su ¢e$¢e zastupljeni u manjem broju i teze ih je
procijeniti na standardnim preparatima zbog svoje heterogenosti. U novije vrijeme su se i oni
pokazali uz stromalne limfocite vaznim prediktivnim ¢imbenikom u procjeni prognoze tumora.

Danasnje imunohistokemijske metode olakSavaju detekciju te klasifikaciju limfocita obzirom na
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smjestaj unutar tumora. Stromalni limfociti se procjenjuju kao postotak stromalnog podrucja koje

je infiltrirano samim limfocitima dok je manji postotak ipak vezan na same tumorske stanice.
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Slika 9. Medusobni odnos raznih vrsta imunoloskih stanica i tumora

Ukoliko dode do inaktivacije imunoloskih stanica mehanizmima blokade imunoloSkog sustava,
tumor nastavlja nesmetani rast, a u obrnutom slucaju, ukoliko imunoloski sustav nadvlada
mehanizme tumorskog rasta dolazi do zaustavljanja tumorskog rasta i eliminacije tumorskih

stanica iz organizma (autorski crtez uz pomo¢ Adobe Ilustrator programa)

Studije pokazuju, da se u HR+/HER2- podtipu karcinoma sa PIK3CA mutacijom, moze naéi u
ve¢em postotku infiltracija CDS8 stanicama, za razliku od karcinoma dojke iste podgrupe bez

PIK3CA mutacije, gdje je stani¢na infiltracija sa CD8 manja [101]. Takoder, prema spomenutim
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radovima je uoceno kako povecana infiltracija tumora CD8 stanicama utjeCe i na prognozu bolesti
[101]. Takoder na sastav tumorskog mikrookolisa utje¢e i PD-1/PD-L1 signalni put. Povecani
PD-L1 izrazaj znaci promjenu u gustoci i sastavu tumorskog mikrookolisa kod karcinoma dojke
kao 1 drugih solidnih tumora [102-103].

Kemoterapija inducira cijeli niz promjena u tumorskom mikrookoliSu i uzrokuje promjene u
sastavu TIL-a te obi¢no dovodi do smanjenja razine stromalnih limfocita §to utjeCe na prognozu
bolesti. Npr. ukoliko nakon kemoterapije ne dode do smanjenja infiltracije, osobito stromalnih
limfocita, to moZe biti nepovoljan prognosticki znak kod TNBC podtipa karcinoma dojke [104].
Infiltracija imunoloSkim stanicama je obiljezje primarnog ali i metastatskog tumora. Razine
limfocitne infiltracije mogu biti nize u metastatskom tumoru, nego u primarnoj prezentaciji tumora
[105].

Luminalni A karcinom, HR+/HER2- podtipa, ima niZu razinu infiltracije TIL-a od luminalnog B,
HR+/HER2- podtipa karcinoma dojke [106]. Luminalni B karcinomi su udruZeni sa loSijom
prognozom i imaju nize ukupno prezivljenje od luminalnog tipa A. Osim limfocita u tumorskom
mikrookolisu se mogu pronaci i druge stanice koje nisu limfocitne linije, a utjecu na prezivljenje i
prognozu. To su makrofazi linije M1 i M2 koji ¢ine vrlo vaznu sastavnicu tumorskog
mikrookolisa.

Pregledom dostupne literature ne nalazi se jasna povezanost i utjecaj PIK3CA mutacija na izrazaj
CD68 1 CD163 makrofaga u tumorskom mikrookoliSu. Nije objasnjena povezanost PD-L1 izrazaja
1 promjena u tumorskom mikrookoliSu kod tumora koji su imali mutaciju PIK3CA gena i onih koji
nisu imali tu mutaciju. Za znacaj i razinu izrazaja CD4, CD8, CD68 i CD168 te utjecaj na biolosko
ponasanje ovisno o mutacijskom statusu PIK3CA gena nema jednoznacnih objasnjenja. Osobito
se to odnosi na HR+/HER2- podgrupu karcinoma dojke koji je od svih podtipova karcinoma dojke
najmanje imunogenican tumor.

Procjena TIL-a je vrlo vazan prognosticki ¢imbenik kod raznih vrsta tumora, a tijekom zadnjih
godina je bilo potrebno standardizirati postupke za evaluaciju i interpretaciju TIL-a. Radna grupa
patologa, usko specijaliziranih za patologiju karcinoma dojke (engl. International Immuno-
Oncology Biomarker Working Group on Breast Cancer) je standardizirala kriterije za procjenu

imuno-onkoloskih biobiljega [107]. Opéenite smjernice za procjenu TIL-a su slijedece:
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1. 200-400 puta uvecanje svjetlosnog mikroskopa (okular x10, te objektiv mikroskopa 20-
40x uvecéanja)

2. Standardna debljina rezova tkiva je 4-5um, tkivo tumora je prethodno fiksirano u formalinu
1 uklopljeno u parafinsku kocku za fino narezivanje i izradu preparata

3. Vazno je analizirati tkiva prije i nakon primijenjene kemoterapije, procjenjuje se odgovor
tumora na djelovanje kemoterapije i stupanj nekroze
su granulociti iz analize)

5. Rutinska upotreba i analiza drugih podtipova limfocita (CD45, CD8 i CD3 i drugih
limfocita) nisu za sada od veceg klinickog znacaja

6. Racunalni, odnosno digitalni rezultati (engl. machine scoring) jos nisu publicirani u veéim
serijama, za njihovo oc€itavanje je potrebno uvesti posebnu standardizaciju.

7. Klasifikacija TIL-a putem ocjene RNA ili drugih specifi¢nih proteina nije jo$ uvijek
dovoljno istrazena, tehnike novije generacije poput CyTOF (engl. cytometry by time-of-

Slight) mogu imati odredeni potencijal u pronalaZenju specifi¢nih upalnih proteina.
Radna grupa patologa specijalizirana za tumore dojke redovito revidira smjernice i daje nove

preporuke za poboljSanje standardizacije i olakSavanja interpretacije rezultata, jednog tako vaznog

prognostickog ¢imbenika kao S$to je sastav tumorskog mikrookolisa.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

2.1. Glavni cilj:

Utvrditi izrazaj PD-L1 na tumorskim stanicama i na T limfocitima kod PIK3CA mutiranih tumora
1 tumora bez mutacije te procijeniti broj i vrstu stanica upalnog infiltrata (CD4, CDS8, CD68 i
CD163) u mikrookoliSu tumora te njihovu povezanost s klini¢ko patoloSkim karakteristikama

tumora kao 1 prognosticki znacaj.

2.2. Specificni ciljevi:

1. Utvrditi sastav stanica mikrookolisa tj. CD4, CD§, CD68 i CD163 u skupini HR+/HER-

invazivnih karcinoma dojke (luminal A i luminal B HER2 negativnih) sa i bez PIK3CA mutacije

2. Ispitati izrazaj PD-L1 na tumorskim i upalnim stanicama mikrookolisa u skupini HR+/HER-

invazivnih karcinoma dojke sa i bez PIK3CA mutacije

3. Utvrditi polozaj i prisutnost (ekson 9, ekson 20) PIK3CA mutacija u tumorskom tkivu.

4. Odrediti tip 1 usporediti gustocu upalnog infiltrata (CD4, CD8, CD68 i CD163) mikrookolisa

tumora te PD-L1 izrazaj u tumorima sa i bez mutacije PIK3CA gena

5. Usporediti odnos klini¢ko-patoloSkih parametara sa statusom P/K3CA mutacije i PD-L1

izrazajem

6. Analizirati prognosticki znacaj PD-L1 izrazaja i sastava upalnih stanica mikrookolisa (CDA4,

CDS, CD68 1 CD163) u tumorima sa i bez mutacije PIK3CA gena
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3. MATERIJALI I METODE

3.1 Materijal i ispitanice

Provedeno istrazivanje je retrospektivno, a analizirani su uzorci karcinoma dojke 123 pacijentice
koje su lije¢ene u Klinickom bolni¢kom centru (KBC) Rijeka. KoriSten je biopticki materijal,
dobiven biopsijom ili operativnim zahvatom iz arhive Klinickog zavoda za patologiju i citologiju,
KBC-a Rijeka iz razdoblja 2010-2015 godine. Analizirani su samo oni uzorci tkiva karcinoma
dojke koji su bili klasificirani kao HR+/HER2- podtip i za koje je bilo dovoljno tumorskog tkiva
za analize. Svi uzorci su selektirani na nacin da bolesnice nisu prethodno primale adjuvantnu
terapiju zraenjem ili kemoterapiju. Za kategorizaciju estrogenskih, progesteronskih receptora i
HER?2 statusa koristene su smjernice ASCO 1 drustva Americkih patologa [98,99 ]. Po zadanim
smjernicama i za to¢no odredeni podtip karcinoma dojke odabrani su uzorci odgovarajuce kvalitete
za analizu tumorskog tkiva. Uzorci arhivskog bioptickog tkiva su prosli postupak fiksacije u
formalinu te su uklopljeni u parafin i potom pohranjeni. Nakon pronalaska i1 selekcije
odgovarajucih uzoraka, najprije se pristupilo analizi klinicko-patoloskih parametara pacijentica
¢ija su tumorska tkiva prikupljena u navedenom periodu.

Klini¢ki podaci su prikupljeni iz informaticke baze podataka KBC Rijeka (WinBIS baza
podataka), a patohistoloski nalazi su dobiveni iz baze podataka Klinickog zavoda za patologiju i
citologiju KBC Rijeka. Pomnom analizom su i§¢itavani medicinski kartoni, zatim su u prora¢unske
tablice uneseni klinicko-patoloski parametri za svaku pojedinu pacijenticu.

Navedeni podaci su ukljucivali tocno odredene parametre. Dob pacijentica je podijeljena na dob
prije 50-te godine (premenopauzalne) i nakon 50-te godine zivota (postmenopauzane) pacijentice.
Medijan dobi prilikom analize je iznosio 61 godinu, sa rasponom od 37-93 godine. Zatim je
analiziran histoloski stupanj karcinoma koji je oznafen arapskim brojevima od 1-3 (ovisno o
karakteristikama tumora). Za histoloski stupanj je koriSten Bloom-Richardson bodovni sustav.
[100].

Analizirano je potom: veli¢ina tumora (manji ili ve¢i od 2 cm u promjeru), prisutna multifokalnost
karcinoma, egzulceracija, strana tijela na kojoj se pojavljuje karcinom (lijeva/desna dojka) i

prisutnost upalne reakcije u karcinomu, tj. inflamatorni tip.
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U klinicko-patoloske parametre nadalje ukljucen je histoloski tip karcinoma dojke koji moze
prema karakteristikama biti:

e ne specijalni tip karcinoma dojke: NST ( engl. no special type breast cancer)

e specijalni tip karcinoma dojke: lobularni

e drugi specijalni tipovi (papilarni, kribriformni i mucinozni )

e mijeSani NST tip + mucinozni tip karcinoma dojke

e mijeSani NST tip + lobularni tip karcinoma dojke

Prema molekularnoj analizi, u ovisnosti u ekspresiji hormonski receptora i izrazaju Ki-67
proliferacijskog indeksa, HR+/HER2- karcinomi dojke analizirani u ovom istrazivanju su
klasificirani u dvije skupine: luminal A i luminal B. Uzevsi u obzir klinicko-patoloSke parametre
nadalje su analizirani podaci za potrebe rada o klinickom stadiju bolesti. Za stadij bolesti su uzeti
TNM kriteriji definirani prema AJCC te prema UICC [101]. Takoder analizirani su i unoseni u
tablice podatci :

e prisutnost limfovaskularne invazije

e prisutnost perineuralne invazije

e nekroze i kalcifikacije unutar dijelova karcinoma

e Ki-67 proliferacijski indeks,

e status aksilarnih limfnih ¢vorova, odnosno zahvacéenost limfnih ¢vorova

e Sirenje karcinoma izvan limfnog ¢vora,

e prisutnosti metastatskog oboljenja prilikom primarne prezentacije oboljenja

e pojavnosti recidiva i metastaza te broj mjeseci do pojavnosti recidiva i metastaza

e ukupni period prac¢enja oboljelih pacijentica

e broj umrlih pacijentica u navedenom periodu.

Uzorci tkiva dojke koja su standardno obojena hemalaun-eozin bojom (HE) s pripadaju¢im
parafinskim blokom, koji su obradeni i pripremljeni po standardom protokolu na Klinickom
zavodu za patologiju i citologiju KBC Rijeka su izdvojeni iz arhive 1 obiljeZzavani kako bi se od

tih uzoraka mogle napraviti TMA kocke.
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Uzorci tkiva su prethodno pripremani na slijede¢i nacin: najprije su fiksirani u 10%-tnom
puferiranom formaldehidu (Kemika, Zagreb, Hrvatska) i kao takvi transportirani s raznih radiliSta
u kojima se obavljaju biopsije ili definitivne operacije primarnog karcinoma dojke. Poslani su
potom na Klini¢ki zavod za patologiju i citologiju, KBC Rijeka. Formaldehid je glavno sredstvo
koje sluzi kao standardni reagens za fiksaciju tumorskog tkiva da se o¢uva morfologija i stabilizira
arhitektura koja se mora analizirati. Tim mehanizmom je moguce i dugoro¢no ocuvati uzorke
tkiva. Nakon prvotnih analiza tumora, tkiva se mogu se koristiti i kasnije za buduca istrazivanja
S$to je primjer u ovom radu. Formaldehid moze svojim djelovanjem na stabilizaciju strukture
narusiti integritet DNA, §to moze ponekad otezati molekularne analize tumora ali 1 dalje ostaje tzv.
zlatni standard u rutinskoj primjeni i pohrani tumorskog tkiva za dugoro¢ne analize. Za pohranu
tkiva vrlo je vazan postupak uklapanja tumorskog tkiva u parafin, odnosno izrada tzv. parafinskih
kocki. Nakon fiksacije u formaldehidu, tkivo se pazljivo priprema za buduéu pohranu metodama
dehidracije 1 proc¢iS¢avanja te uklapa u parafinski blok. Parafinski blokovi su vrlo su pogodni za
narezivanja na tanke slojeve, obi¢no od 4-5um debljine. Ovakva priprema tkiva, omogucuje
pohranu i dugoro¢no ¢uvanje morfoloskih i molekularnih osobitosti tkiva. U svakom trenutku su
dostupna za dodatne daljnje analize i provjere. Nakon uklapanja u parafin tkiva su bojana HE
bojom koja spada u osnovnu metodu za pripremu i procjenu tkiva u svakodnevnom radu patologa.
Ono razlicito boji dijelove stanice, tako se jezgrica tumorskih stanica oboji plavo do ljubicasto, a
citoplazma se oboji viSe u ruzicasto. Time se patologu omogucuje da lakse ocjeni vrstu tumorskog
tkiva [102]. Odredene molekule, kod odredenih tumora i tkiva, ipak nec¢e moéi biti dugorocno
oCuvane ovom metodom pohrane S$to moze utjecati na rezultate imunohistokemijskih i

molekularnih analize [103,104].

3.2. Izolacija tumorske DNA i analiza statusa PIK3CA gena

Nakon §to su izabrani odgovarajuci uzorci tkiva, uslijedila je izolacija tumorske DNA te analiza
PIK3CA gena 1 odredivanje mutacijskog statusa tkiva tumora. Parafinske kocke su najprije
narezane na tanke rezove. Tijekom narezivanja uzorka strogo se vodilo racuna da je noZ mikrotoma
dobro ocisc¢en kako bi se izbjegla bilo kakva krizna kontaminacija izmedu pojedinih uzoraka tkiva.
Pomoc¢u mikrotoma, tkiva uklopljena u parafin se rezu na to¢no odredenu debljinu za potrebe

izolacije tumorske DNA (4-10 rezova koji su debljine 5-6um) te fiksiraju na predmetno staklo.
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Potom se neobojani rezovi prosuSe. Na odgovaraju¢im staklima obojenim sa HE podrucje s
dovoljnom koli¢inom tumorskog tkiva se oznaci flomasterom. Zatim se odabrano podrucje tkiva
prenese na neobojane preparate za makrodisekciju i izolaciju DNK. Dijelovi odabranog tumorskog
tkiva ostruzu se s predmetnih stakala i stave u epruvetu od 2 mL. Ostrugani fragmenti tkiva se
potom deparafiniziraju dodavanjem 1 mL ksilena i zagrijavaju na 55°C tijekom 30 minuta. Zatim
slijedi centrifugiranje i naknadno uklanjanje supernatanta. Nakon deparafinizacije s tri ispiranja
pomocu ksilena, dodaje se 1 mL 100%-tnog etanola da se ukloni zaostali ksilen. Tkiva se suse na
37°C tijekom 30 minuta, a postupak DNA izolacije se potom ucini pomocu NucleoSpin Tissue
kita (Macharey-Nagel, Duren, Njemacka) prema uputama proizvodaca.
Prinos 1 koncentracija izolirane DNA odredeni su pomo¢u Qubit 3.0 (ThermoFisher, Waltham,
MA, SAD) uredaja, a kako bi se procijenila kvaliteta izolirane DNK, u¢injen ja PCR za kontrolni
B-globinski gen (Takara Biomedicals, Japan).
Nakon izolacije, provjere kvalitete i odredivanja koncentracije DNA, pomocu Cobas PIK3CA
Mutation test kita (Roche Molecular Systems, Inc.,Branchburg,NJ, SAD), a na uredaju Cobas z480
analyzer (Roche, Diagnostics, Indianapolis, IN, SAD) se u¢ini PCR analiza mutacijskog statusa
PIK3CA gena prema uputi proizvodaca. Radi se o alel-specificnom PCR testu u realnom vremenu,
(engl. real-time PCR) za kvalitativnu detekciju i identifikaciju mutacijskog statusa u odredenim
eksonima PIK3CA gena. Navedenom metodom u stvarnom vremenu mogu se otkriti mutacije u 5
eksona PIK3CA gena.
Ovim testom detektiraju se sljede¢e mutacije PIK3CA gena:

e ckson 1: R88Q

e ckson 4: N345K

e ckson 7: C420R

e ckson 9: E542K, E545X (E545A, E545D, E545G, E545K), Q546X (Q546E, Q546K,

Q546L, Q546R)
e ckson 20: M10431, H1047X (H1047L, H1047R, H1047Y), G1049R.

Kod odredenih uzoraka zbog lose kvalitete DNA, status PIK3CA gena nije se mogao analizirati.

Takvih uzoraka u ovom istrazivanju je bilo 11 i ti uzorci su oznaceni kao nevaljani (engl. invalid).

Oni uzorci tumorskog tkiva koji nisu imali mutaciju su oznaceni s wt (engl. wild type).
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COBAS PIK3CA mutacijski test je in vito, (u nezivom) IVD test (engl. in vitro diagnostics)
validiran i danas je u klini¢koj upotrebi za odredivanje PIK3CA mutacijskog statusa kod karcinoma
dojke. Njegova visoka osjetljivost i podudarnost koja je oko 96% sa novijim metodama genske

analize poput NGS, ¢ini ga veoma pouzdanim i sigurnim testom u genskoj analizi karcinoma

dojke.

3.3. Priprema tkivnih mikrocipova (TMA)

Tehnikom izrade tkivnih mikro¢ipova (TMA), iz prethodno pripremljenog tumorskog tkiva koje
je uklopljeno u parafinske blokove, omoguéava se istovremena analiza stotine uzoraka tumora
[105,106]. Prvi puta ova metoda testiranja je opisana u radu autora Kononen i sur., 1988g. TMA
je predlozena tada kao jedinstvena i vrlo ekonomi¢na metoda kojom se moZe analizirati veliki broj
uzoraka tumorskog tkiva na jednom preparatu istovremeno [107].

Napredovanjem tehnika i usavrSavanjem izrade, TMA dolaze u vrlo Siroku primjenu i bivaju
prihvaceni diljem svijeta. lako je metoda nedvojbeno veliki napredak u brzoj interpretaciji velikog
broja tumora, vremenom su uoceni i neki manji nedostaci. Ovdje su koriSteni REMARK kriteriji
(engl. Reporting Recommendations for Tumor Marker Prognostic Studies ) za izradu tkivnih
mikroc¢ipova [108,109]. Usporedba TMA tehnike sa standardnom analizom tkiva prikazana je u
Tablici 5.

Nakon izrade preparata 1 narezivanja parafinskih kocki, flomasterom se oznacio
najreprezentativniji dio tumorskog tkiva na hemalaun-eozin obojenim stakalcima (podrucja bez
nekroze, upalnih stanica i krvarenja). Oznaceno mjesto se prenese, odnosno precrta na parafinske
kocke. To je vrlo osjetljiv korak u izradi i 0 njemu moze ovisiti ishod cijele analize. Nuzne su ¢este
provjere i validacije navedenog postupka prema smjernicama iz literature i stru¢nih drustava $to
je 1 ucinjeno prilikom istrazivanja [110].

Pomocu aparata MTA Booster OI (Alphelys, Plasir, Francuska) i prema preporuci proizvodaca,
sa oznacenog mjesta na parafinskom bloku donora, uzeta su po 3-4 cilindra (engl. core) tkiva za
svaki uzorak karcinoma dojke pomocu posebne igle €iji je promjer bio 1 mm. Uzorci su potom
preneseni na nove parafinske blokove, tzv. blokove primatelje. Cilindri su zatim umetani po tocno

zadanom redoslijedu u razmacima od 0.5mm, u smjeru x i y koordinatnih osi.
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Kao orijentacija i pocetna tocka za izradu TMA je upotrjebljeno tkivo jetre $to je bilo oznaceno
kao startna pozicija i brza orijentacijska tocka za pregled pod mikroskopom. Novi TMA parafinski
blok primatelj se potom ostavio preko no¢i u termostatu na 45°C da bi se cilindri sa bloka davatelja
povezali i uklopili u blok primatelj. Nakon toga su se narezali za daljnje imunohistokemijske

analize (Slika 10A i 10B).

Tablica 5. Usporedba TMA i standardne pripreme tkiva za analizu

Obiljezje Standardna analiza tkiva Tkivni mikroc¢ipovi (TMA)
Broj uzoraka Jedno tkivo po uzorku Stotinjak uzoraka tumora
Uporaba reagensa Visoka Znacajno manja
Vrijeme analize Duze vrijeme Puno brzi rezultat
Eksperimentalna varijabilnost Visoka Niska (ako su svi uzorci tretirani
identi¢no)
Cijena Vrlo skup postupak Vrlo isplativ

Skra¢enice: TMA- (engl. Tissue micro array), tkivni mikroCip. Izvor: autor prema REMARK

kriterijima izrade tkivnih mikroc¢ipova (TMA) u karcinomu dojke

Dobro pripremljeni i konstruirani na ovaj na¢in TMA su klju¢ni za buduc¢e imunohistokemijske
analize. Ponekad arhivski pospremljeno tumorsko tkivo moze biti problemati¢no u smislu njegove
koli¢ine i pronalaska mjesta u parafinskim kockama koja su adekvatna za izradu tkivnih
mikroc¢ipova.

Unutar iste ustanove i izmedu laboratorija su moguce razli€ite varijacije u pripremi i pohrani
tumorskog tkiva. To moze dovesti do odredenih tehnic¢kih nedostatka §to moze pricinjavati

poteskoce u upotrebi standardnih TMA [111,112].
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A B
Slika 10. A) Uredaj za izradu mikrocipova (MTA Booster OI, Alphelys, Plasir Francuska),

Zavod za patologiju, Medicinskog fakulteta Sveucilista u Rijeci; B) Tkivni mikrocipovi (TMA),

tj. nove parafinske kocke u koje su preneseni uzorci odabranog tumorskog tkiva (autorska slika)

Zbog heterogenosti, uzorci tumorskog tkiva se uzimaju iz vise podruc¢ja $to je u ovom istrazivanju
1 primijenjeno. Broj uzoraka (cilindara tkiva) prema autoru Bharghava i sur. , gdje je uzeto izmedu
2 14 cilindra ima visku razinu podudarnosti (99%) izmedu tkivnih mikrocipova i cijelih presjeka
tkiva, odnosno punog reza. Prema navedenom radu 99 od 101 analiziranih slucajeva je bilo
podudarno izmedu cilindra tkiva i punog reza i slaganju izmedu rezultata FISH (engl.
Fluorescence In Situ Hybridization) analize dobivenih iz cijelih presjeka i TMA. Volumen tkiva
prilikom analize je pokazao podudaran rezultat kada su uzeti cilindri tkiva i puni rez tumorskog
tkiva, §to govori u prilog da je tehnika izrade mikroc¢ipova i dobiveni rezultati ocitanja vrlo

efikasna, odnosno da je volumen tkiva dovoljan za izradu analize [113]. Za potrebe ovog
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istrazivanja koriStena su 3-4 uzorka tkiva (cilindra) po jednom tumorskom tkivu odnosno

pacijentice, te su tako i oznacena prilikom izrade TMA 1 ocitavanja rezultata.

3.4. Imunohistokemijske analize

Nakon pripreme TMA slijedilo je njihovo narezivanje na rezove debljine 3-4um i priprema
stakalaca za imunohistokemijske analize. Tijekom narezivanja i pripreme stakalca, odredeni
cilindri tkiva mogu biti losije kvalitete, fragmentirani i s nedovoljnom koli¢inom tumorskog tkiva
$to moze dovesti da broj cilindara varira od uzorka do uzorka. Tako da se na pojedinom stakalcu
odredeni tumori mogli imati cilindre bez tumorskog tkiva.

Za potrebe imunohistokemijske analize koriStena su antitijela navedena u tablici 6.

Tablica 6. Karakteristike koriStenih protutijela, proizvodaci, nacin pripreme i postupak
otkrivanja epitopa

PD-L1, SP142, zecje Ventana, Tucson, Originalno BenchMark Ultra (Ventana,
monoklonalno (IgG) SAD razrjedenje® SAD), otkrivanje epitopa pomocu
topline u CC1 puferu®

PT Link (Agilent, SAD),

CD4, SP35, zecje Cell Marque, 1:75 Tris/EDTA, pH 9
monoklonalno (IgG) Rocklin, SAD
PT Link (Agilent, SAD),

CDS8, C8/144B, miSje DakoAgilent, Santa = Originalno Tris/EDTA, pH 9
monoklonalno (IgG1) Clara, SAD razrjedenje?

DakoAgilent, Santa PT Link (Agilent, SAD),
CD68, PG-M1, miSje Clara, SAD 1:100 Tris/EDTA, pH 9
monoklonalno (IgG)

Cell Marque,

Rocklin, SAD PT Link (Agilent, SAD),
CD163, MRQ-26, mi§je 1:25 Tris/EDTA, pH 9

monoklonalno (IgG1)

pripremljeno za upotrebu od strane proizvodaca (engl. ready to use)
®CC1 je pufer na bazi Tris-a, pH 8.0-8.5 (engl. ready to use)
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Monoklonalno ze¢je (IgG) anti-PD-L1 antitijelo, klon SP142 razvijeno od Ventana Medical
Systems proizvodaca (Arizona, SAD) je specificno za ocjenu PD-L1 izrazaja kod pacijenata koji
boluju od karcinoma pluca (malih stanica), mokra¢nog mjehura i TNBC karcinoma dojke.
Povecani PD-L1 izrazaj u tumorskom tkivu moze sluziti za selekciju pacijenata koji bi imali
ucinkovitosti u lijeCenju imunoterapijom, osobito lijekom atezolizumabom i drugim
imunomodulatorima. [114].
SP142 klon antitijela veze se vecinom za citoplazmatske epitope proteina PD-L1 za razliku od
drugih antitijela koja mogu vezati ekstracelularne domene. Bojanje s SP142 klonom moze
pokazivati nesto nizi PD-L1 izrazaj za razliku od drugih antitijela koja su danas u upotrebi, kao
primjerice antitijelo SP263. Pa npr. kada se kod karcinoma mokraénog mjehura koristilo SP263
PD-L1 antitijelo umjesto SP 142 naden je ve¢i PD-L1 izrazaj s SP263 klonom [115-117].
Postupak analize PD-L1 izrazaja na tumorskom tkivu je slijedio prema uputama proizvodaca.
Nakon narezivanja izradenih TMA na debljinu od 3-4um i pripreme stakalaca, slijedio je
imunohistokemijski postupak po preporuci proizvodaca uz upotrebu slijedecih platformi i kitova
za analizu:

e BenchMark ULTRA platforma (Ventana, SAD)

e zecje monoklonalno, IgG antitijelom za negativnu kontrolu

e OptiView DAB IHC Detection Kit

e OptiView Amplification Kit

e pomocni reagensi za detekciju

Koristec¢i ovaj imunohistokemijski test za detekciju PD-L1 na tumorskim i imunoloskim stanicama
postupak analize je bio slijedeci: nakon Sto se narezalo tkivo na mikrotomu i fiksiralo, stakalca su
stavljena u instrument BenchMark ULTRA (Ventana, SAD) za imunohistokemijsku analizu.
Automatski je ukljuc¢ena opcija deparafinizacije ¢iji je cilj ukloniti viSak parafina te omoguciti de-
maskiranje epitopa. Nakon toga slijedila je priprema stanica uz reagens CC1 u trajanju od 48
minuta uz blokiranje endogene peroksidaze kako bi se sprijecila moguca nespecificna reakcija
vezivanja. Slijedio je postupak inkubacije sa primarnim antitijelom VENTANA PD-L1 i
negativnom kontrolom na 36°C u trajanju od 16 minuta te postupak detekcije vezivanja antitijela

koriste¢i OptiView sustav. Koristen je HQ Linker 8 minuta i Multilimer 8 minuta. Uredaj je potom

automatski ucinio amplifikaciju signala nakon cega je slijedilo zavr$no kontrastno bojanje
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(hematoksilin II) 4 minute i postkontrastno bojanje uz pomo¢ Bluing Reagent-a u trajanju 4
minute. Ovo je uobicajena histoloska metoda za lakSu orijentaciju i razlikovanje obojenih stanica
pod svjetlosnim mikroskopom. U¢injene su kontrole kvalitete procedure uz pomo¢ tkiva tonzile
sa specifiénim ze¢jim monoklonalnim antitijelom prema preporuci proizvodaca. Potom je slijedila
analiza imunohistokemijskih stakala, tj. oCitavanje PD-L1 izrazaja koja je provedena od strane
doktoranda i mentora, a odstupanja u rezultatima su rijeSena diskusijom i zajednickim slaganjem.
Ocjenjeni su postoci ekspresije prema radu Gua H i sur., tj. prema smjernicama na sljedeci nacin

[118]:

1. Postotak PD-L1 izrazaja u imunoloskim stanicama (engl. immune cells-IC) koje infiltriraju
tumor je ocjenjeno kao udio tumorskog tkiva koje je prozeto PD-L1 pozitivhim
imunoloskim stanicama (membransko ili citoplazmatsko bojanje tumorskih stanica).

2. PD-L1 izrazaj u tumorskim stanicama (engl. tumor cells-TC) je procijenjen kao postotak
tumorskih stanica koje su imale pozitivno parcijalno ili kompletno membransko bojenje
PD-L1 bez obzira na intenzitet bojanja.

3. Kombinirana procjena (engl. immune cells+tumor cells-TCIC) PD-L1 izrazaja na
tumorskim 1 imunoloSkim stanicama se gledala kao udio pozitivnih tumorskih
(membransko bojanje) i imunoloskih stanica (membransko i citoplazmatsko bojanje) na

ukupni broj tumorskih stanica.

Svaki rezultat koji je iznosio 1% ili vise (=1%) je smatran pozitivnim, a postotak manji od 1%
(<1%) smatran je negativnim rezultatom. Cilindri tkiva unutar TMA koji su imali manje od 100
morfoloski odrzanih tumorskih stanica se nisu evaluirali.

Po ocitavanju i unosenju PD-L1 izrazaja na tumorskim i imunolo$kim stanicama, te unoSenju
rezultata u proracunske tablice, uslijedilo je ocitanje specificnih imunohistokemijskih bojanja za
tumor-infiltriraju¢e limfocite CD4 i1 CDS§ te tkivne makrofage CD68 i CD163 sa specifi¢nim
antitijelima.

Misje monoklonalno (IgG) anti-CD4 antitijelo (klon SP35, Cell Marque, Rocklin, CA, SAD) je
koriSteno za detekciju CD4 antigena, glikoproteina koji se nalazi na limfocitima, odnosno na T-
pomagackim limfocitima. Analiza je u¢injena na TMA pripremljenim uzorcima tumorskog tkiva.

Nakon postupka deparafinizacije i dehidracije, antigeni su bili izloZeni u citratom puferu, te je
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slijedila inkubacija sa antitijelom klona SP53 u specifi¢cnom razrijedenu od 1:75. Inkubacija je
provedena na sobnoj temperaturi u trajanju od 60 minuta, a potom je slijedila detekcija i
vizualizacija obojenih podrucja na imunoloskim stanicama. U testiranje su takoder bile ukljuc¢ene
1 pozitivne i negativne kontrole prema preporuci proizvodaca.

Za detekciju CD8 antigena je koriSteno miSje monoklonalno (IgG1) anti-CDS8 (klon C8/144B,
DakoAgilent, Santa Clara, CA, SAD). CD8 je glikoprotein koji je smjeSten na T- limfocitima, tj.
T-citotoksi¢nim limfocitima ¢ija ekspresija moze varirati, a ovisi o stupnju aktivacije same stanice.
Takoder i ovdje je koriSteno tumorsko tkivo koje je narezano nakon izdade TMA. Prvi korak je
bio deparafinizacija tkiva i izlaganju epitopa pomocu specifi¢nih pufera:10 mmol/L Tris pufer, 1
mmol/L EDTA, pH 9.0. Prema preporuci proizvodaca, slijedila je inkubacija na sobnoj temperaturi
od 60 min. i izlaganje monoklonalnom misjem antitijelu CD8, u originalnom razrijedenu (tzv.
ready to use® protutijelo) u automatskom analizatoru. Za negativnu kontrolu je koriSteno misje
Dako IgG1 antitijelo koda X093, razrijeden kao kod prethodnog testa. Za vizualizaciju je koriSten
Dako EnVision+/HRP kit, koda K4005 prema preporuci proizvodaca.

Misje monoklonalno (IgG) anti-CD68 (klon PG-M1, Dako Agilent, Santa Clara, CA, SAD)
protutijelo je koriSteno za detekciju CD68 antigena na imunolo$kim stanicama. CD68 je
lizosomalni glikoprotein, koji se nalazi na povrSini imunoloskih stanica: monocita/makrofaga,
ukljucujuéi i dendriticke stanice i tkivne makrofage. Analiza je i ovdje ucinjena kao u prethodnim
testovima prema preporuci proizvodaca, uz inkubaciju na sobnoj temperaturi od 60 min i
razrjedenje protutijela od 1:100, uz pozitivne i negativne kontrole. Reagens je bio u formi tekucine
koja je specijalno pripremljena sa 0.05 mmol/L Tris-HCI puferom, pH:7.2 uz 15 mmol/L NaN3.
CD163 je transmembranski receptor koji se strogo specifican za monocitno-makrofagnu liniju
imunoloskih stanica. Glavna uloga ovog receptora je u imunomodulaciji te u antiinflatornom
odgovoru [119] Kao i kod CD68, CD163 se koristi u dijagnosticke svrhe kao visoko specifi¢no
obiljezje monocitno-makrofagne linije imunoloskih stanica koje invadiraju u tumorsko tkivo. Ipak
CD163 pokazuju vecu specificnost nego CD68 za monocitno-makrofagnu liniju, osobito kod
odredenih vrsta tumora: dermatofibroma, histiocitoma, dermatofibrosarkoma i fibroznog
histiocitoma [120]. Za analizu je koriSteno misje monoklonalno (IgG1) anti CD163 (klon MRQ-
26, Cell Marque Rocklin, SAD) protutijelo. Postupak je i ovdje isti kao i za CD68
imunohistokemijsku analizu. Selekcionirani se preparati najprije deparafiniziraju i rehidriraju,

potom se uz pufer oslobadaju antigeni za analizu te slijedi inkubaciju sa CD168 antitijelima.
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Koristi se klon MRQ-26, u razrjedenju 1:25 po preporuci proizvodaca. Postupak inkubacije je
trajao 60 minuta i na sobnoj temperaturi. Slijedila je detekcija uz pomo¢ specifi¢nog reagensa,
supstrata koji ima kromogena svojstva te provjera dobivenog bojenja.

Pod svjetlosnim mikroskopom, nakon $to su zavrSena bojanja za imunoloske stanice :CD4, CDS,
CD68 1 CD163 je slijedilo brojanje stanica. Brojanje imunoloskih stanica je izvrSeno pod
povecanjem 200x (x20 objektiv) na tri odvojena mjesta u podru¢jima sa najve¢om gusto¢om
obojenih imunoloskih stanica, a prostoru 0.4x0.4 mm (Slika 11).

Takva mjesta koja su pokazivala najgus¢a podrucja infiltracije imunoloskih stanica u tumoru su

bila oznacena za brojanje pozitivnih stanica [121].
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Slika 11. Primjer imunohistokemijskog bojenja za CD4 i CD8. Pod svjetlosnim mikroskopom su
izabrana podrucja gdje su imunoloske stanice najguscée rasporedene i pod povecanjem 200X (x20
objektiv) su brojane imunoloske stanice na tri odvojena mjesta (autorski crtez uz pomo¢ Adobe

Photoshop programa)
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Nakon §to su izbrojane sve pozitivne stanice u tim odvojenim podru¢jima unutar samog tumorskog
tkiva, izracuna se srednja vrijednost. Za statisticku analizu broja CD4, CD8, CD68 i CD163
pozitivnih stanica, o€itavanja su podijeljena u manju i veéu grupu uzimajuéi u obzir prag
pozitivnosti izracunat ROC (engl. Receiver operating characteristic ) metodom. Tako su dobivene
dvije kategorije ,,niska“ i ,,visoka“ razina infiltracije za pojedine imunoloske stanice, ovisno o

grani¢noj vrijednosti za pojedina ocitavanja:

e (D4 granicna vrijednost: 6 (CD4 niska<6 i CD4 visoka >6).

e (D8 granic¢na vrijednost: 8 (CD8 niska<8 i CDS8 visoka >8)

e (D68 grani¢na vrijednost: 23 (CD68 niska<23 i CD68 visoka>23)

e (D163 grani¢na vrijednost: 12 (CD163 niska <12 1 CD163 visoka >12)

3.5. Ocjena tumorskog mikrookolisa

Tumorski mikrookoli$ je dinami€an prostor koji je veoma varijabilan i promjenjiv u ovisnosti o
fazama bolesti i1 utjecaja lijeCenja. Kada se analizira vazno je odrediti podrucje koje infiltriraju
imunoloske stanice, odnosno odreduje se koli¢ina tumor-infiltriraju¢ih limfocita, TIL-a. To se
izrazava kao numericka kontinuirana varijabla, a ocjenjuje se podrucje koje je infiltrirano
imunoloskim stanicama unutar samog tumora. Ocjenjuju se i procjenjuju intratumoralni limfociti
koji su u direktnoj povezanosti sa tumorskim stanicama, a nalaze se u nakupinama unutar
tumorskog tkiva. Za potrebe ovog istrazivanja i ocjenu TIL-a koriStene su preporuke radne
skupine; International Immuno-Oncology Biomarker Working Group, odnosno evaluacija TIL-a
prema radnim preporukama za karcinom dojke 2014.
U podrucju strome tumora koja se analizira, kvantificira se postotak stromalnog podrucja kojeg
zauzimaju mononuklearne upalne stanice (limfociti i plazma stanice), te se oznacuje kao vrijednost
u postocima od 0-100%.
Za procjenu infiltracija tumorske strome koriStene su razli¢ite grani¢ne vrijednosti, prema literaturi
i radnoj grupi za evaluaciju TIL-a [122].

e niski TIL (0-10%), srednje gusto¢e TIL (11-50%) i visoki TIL (>50%)

e niski TIL (0-10%) i visoki TIL (11-100%)

e niski TIL (0-30%) i visoki TIL (31-100%)
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3.6. Eticki aspekti istraZivanja

Istrazivanje je provedeno u skladu sa svim suvremenim bioetiCkim standardima. Pritom su
postivana Cetiri temeljna bioeticka principa (osobni integritet-autonomnost, pravednost,
dobrocinstvo i neSkodljivost) kao i oni iz njih izvedeni (npr. privatnost, povjerenje i sl.), a u skladu
sa Nurberskim kodeksom, najnovijom revizijom Helsinske deklaracije te sa ostalim mjerodavnim
instrumentima. Istrazivanje je odobreno od strane Etickog povjerenstva za biomedicinska
istrazivanja, Medicinskog fakulteta u Rijeci; klasa: 003-8/21-01/75, URBROJ: 2170-24-04-3-21-
8 od 28. prosinca 2021 i Etickog povjerenstva KBC Rijeka, klasa: 003-05/21-1/105,
URBROJ:2170-29-02/1-21-2 od 23. srpnja 2021.

3.7. Statisticka analiza podataka

Statisticka analiza podataka je provedena koriste¢i MedCalc Windows, verzija 23.3.4 (MedCalc
Statistical Software, Ostend Belgija). Razlika u frekvencijama izmedu nominalnih varijabli je
izraCunata koriste¢i Fischer's egzaktni test i chi-square test. Spearman's analiza korelacije, je
koriStena za odredivanje povezanosti izmedu PD-L1 i imunoloSkih stanica. Test logisticke
regresije je koriSten za analizu predvidanja nastanka recidiva tumora.

Kaplan-Meier metoda je koriStena za izracunavanje kumulativne vjerojatnosti prezivljenja od
tumorske bolesti. Lonk-rank testom je ocijenjena i usporedena nejednakost u stopi prezivljenja.
Multivarijatna analiza je koriStena uz Cox multiple-hazard model i p-vrijednost od 0.05 u
univarijatnoj analizi prezivljenja koja je odredena i usvojena kao limit ukljucenja u
multivarijantnom modelu testiranja. Svi testovi su bili dvostrani i statisticki znacajan rezultat je
oznacen ukoliko je p<0.05.

ROC metoda je koristena za odredivanje optimalne statisticki znacajne grani¢ne vrijednosti kako
bi se procijenio statistiCki znacajan broj stanica CD4, CDS§, CD68 i CD163 kao biobiljeg za
odredivanje prognoze bolesti. ROC krivulja i Youden indeks su racunati za optimizaciju
osjetljivosti 1 specifi¢nosti kao individualno obiljezje za parametre DSS i DFS u univarijatnom
modelu. Podrucje unutar ROC krivulje AUC (engl. area under the curve) je izracunato za ocjenu

prediktivnog modela kvalitete, sa 95%-tnim intervalom pouzdanosti CI (engl. confidence interval).
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ROC analizom je pokazana statisticki znacajna grani¢na vrijednost za CD4 stanice (niska razina
infiltracije CD4 stanicama, nasuprot visoka razina infiltracije CD4 stanicma), grani¢na vrijednost
6 (p=0.001, AUC=0.711) i CD8 stanice (niska razina infiltracije CD8 stanicama, nasuprot visoka
razina infiltracije CD8 stanicma), grani¢na vrijednost 8 (p=0.014, AUC=0.646).

Za razliku od CD4 i CD8, ROC metoda izracuna grani¢ne vrijednosti za CD68 stanice je bila 23
(p=0.463, AUC=0.547) te za CD163 stanice 12 (p=0.842, AUC=0.513), $to nije bilo na razini
statisticke znacajnosti.

Prezivljenje specificno za bolest (engl. Disease specific survival-DSS) je definirano kao broj
mjeseci koji je protekao od dijagnoze do smrtnog ishoda pacijentice oboljele od karcinoma dojke.
Uzrok smrti u ovom slucaju je isklju¢ivo bio karcinom dojke.

Prezivljenje bez bolesti (engl. Disaese free survival-DFS) je definirano kao vremenski interval od
trenutka postavljanja dijagnoze do evidentirane (slikovnom dijagnostikom i biopsijom karcinoma)
prve pojavnosti recidiva ili metastaze bolesti u mjesecima. Ukoliko nije zabiljezena pojavnost
recidiva ili metastaze, broj mjeseci za DFS je izra¢unat u odnosu na klini¢ke podatke o posljednjoj

kontroli pacijentice.
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4. REZULTATI

4.1. Klini¢ko-patoloski parametri karcinoma dojke

Retrospektivnom analizom je obuhvacéeno ukupno 123 uzoraka pacijentica oboljelih od karcinoma
dojke, podtipa HR+/HER2-. S obzirom na dob koja je podijeljena na one mlade od 50 godina
(premenopauzalne) i one starije od 50 godina (postmenopauzalne), 27 pacijentica (22%) je bilo
mlade ili je imalo 50 godina, a njih 96 (78.0%) je bilo starije od 50 godina u trenutku dijagnoze
karcinoma dojke (Tablica 7).

Od ukupno 123 uzorka karcinoma dojke, u 43% (53/123) pronadena je PIK3CA mutacija, sa
ve¢inom mutacija u eksonu 20 (26.8%) 1 eksonu 9 (16.3%). Promatrajuci razinu PD-L1 izrazaja
na imunoloskim stanicama (IC) nadeno je 9.8% (12/123) pozitivnih slucajeva dok na tumorskim
stanicama (TC) ni u jednom uzorku nije bilo PD-L1 izrazaja, a gledaju¢i PD-L1 kao kombinirani
izrazaj (TCIC) bilo je 5.7% (7/123) slucajeva. Pretrazujuéi literaturu nadeno je da je za koriSteno
PD-L1 protutijelo (SP142 Ventana) jedino klinicki relevantno bojanje je ono na imunim stanicama
stoga su sve daljnje analize radene s PD-L1 izrazajem utvrdenim na IC. U grupi uzoraka karcinoma
koji su imali PIK3CA mutaciju gena, pronadeno je 19% (8/42 uzoraka) pozitivnih na PD-L1, dok
tumori koji nisu imali PIK3CA mutaciju PD-L1 izrazaj je naden u samo 6.7% slucajeva (3/45).
Prema poloZaju mutacije u eksonima, tumori sa PIK3CA mutacijama u eksonu 20 su u ve¢oj mjeri
pokazivali izrazaj PD-L1 nego tumori s mutacijom u eksona 9. Karcinomi s mutacijom u eksonu
20 su bili u 25.9% (7/27) slucaja pozitivni na PD-L1 za razliku od 6.7% (1/15) u uzorcima koji su
imali mutaciju PIK3CA gena u eksonu 9.

Histoloski gradus karcinoma u najve¢em postotku bio je gradus I 49.4% (61/123). Multifokalna
prezentacija je bila prisutna u samo 11.4% pacijentica (14/123). Karcinomi pokazuju odredeni
stupanj egzulceracija u samo 5.7% slucajeva (7/123). Podjednako su zahva¢anjem karcinoma bile
zastupljene lijeva i desna dojka (63% desna, a 54% lijeva doka), dok su obje dojke bile zahvacene
tumorom u samo 5% slucajeva. Inflamatorni karcinom dojke je veoma rijedak, i u ovoj studiji je
bio prisutan u samo 1.6% pacijentica (2/123). Predominantni histoloski tip tumora je bio NST (ne
specijalni tip) u 73.2% (90/123), dok je na drugom mjestu po ucestalosti bio specijalni (lobularni)
tip sa 16.3% slucajeva (20/123). Prema histoloSkom podtipu, na luminal A otpada 52.8% (65/123),
dok na luminal B 46.3% (57/123)
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Kod postavljanja dijagnoze karcinoma dojke, pacijentice su najce$¢e imale stadij bolesti 2 i to u
31.7% (39/123) slucajeva. Limfovaskularna invazija tumora je bila prisutna u 66.7% (82/123), dok
je perineuralna nadena u 45.5% (55/123). Znaci nekroze su bili zabiljeZeni unutar tumorskog tkiva
u 26.9% slucajeva (33/123), a kalcifikacije u 31.7% (39/123). Ki-67 proliferacijski indeks je u
58.5% (72/123) je iznosio manje od 20%. Pozitivitet limfnih ¢vorova, odnosno Sirenje tumora u
limfne ¢vorove je bio 43.9% (54/123), a ekstranodalno Sirenje je nadeno u 59.3% (32/123) slucaja.
Samo 17.9 % (22/123) pacijentica je prilikom inicijalne dijagnoze tumora imalo prisutne znakove
metastatske bolesti.

Naknadna pojavnost metastatske bolesti je zabiljezena u 37.4% (46/123) i to su bile udaljene
metastaze u druge organske sustave, a 6.5% su bile lokalne manifestacije osnovne bolesti (8/123).

Srednji period do pojavnosti recidiva ili metastaze je iznosio 41.4 mjeseci, sa rasponom od (3-
180). Ukupni period pracenja je bio 73 mjeseca (12-240). Do zakljucenja studije 30.9% pacijentica
je umrlo (38/123) (Tablica 7).

Tablica 7. Klinicko-patoloSka obiljezja karcinoma dojke

Klini¢ko-patoloska obiljeZja Broj pacijentica N (%)
Dob (godine)

<50 27 (22.0)
>50 96 (78.0)
Histoloski gradus

1 50 (40.7)
2 61 (49.4)
3 4(3.3)
N/A 8 (6.4)
Veli¢ina tumora (cm)

<2 39 (31.7)
>2 79 (64.2)
N/A 5@4.1)
Multifokalnost

Odsutna 105 (85.4)
Prisutna 14 (11.4)
N/A 4(3.2)
Dojka (strana)

Desna 63 (51.6)
Lijeva 54 (44.3)
Obostrano 5(4.1)
Inflamatorni tumor

Odsutan 116 (94.3)
Prisutan 2 (1.6)
N/A 5@4.1)

Egzulcerirani tumor

45



Odsutan

Prisutan

N/A

Histoloski tip

NST

Specijalni tip (lobularni)

Ostali spec.tip (papilarni, mucinozni, kribriof.)
Mijesani NST + mucinozni

Mijesani NST + lobularni

Histoloski podtip
Luminal A

Luminal B
Multifokalnost tumora
Klinicki stadij

1

2

3

4

N/A

Perineuralna invazija
Odsutna

Prisutna

N/A

Limfovaskularna invazija
Odsutna

Prisutna

N/A

Nekroza tumora

Odsutna

Prisutna

N/A

Kalcifikacije

Odsutne

Prisutne

N/A

Ki-67 indeks

<20%

220 %

Status limfnih ¢vorova
Negativni

Pozitivni

N/A

Ekstranodalno Sirenje tumora
Odsutno

Prisutno

N/A

Metastaza kod postavljanja dijagnoze
Odsutna

Prisutna

N/A

Metastaza i recidiv tumora
Odsutan

Prisutna, lokalni recidiv
Prisutna, udaljena metastaza

112 91.1)
7(5.7)
4(3.2)

90 (73.2)
20 (16.3)
8 (6.5)
4(3.3)
1(0.7)

0

65 (52.8)
57 (46.3)
1(0.9)

32 (26.0)
39 (31.7)
28 (22.8)
21 (17.1)
3(2.4)

59 (48.8)
55 (45.5)
7(5.7)

36 (29.3)
82 (66.7)
5 (4.0)

88 (71.5)
33 (26.9)
2(1.6)

82 (66.7)
39 (31.7)
2(1.6)

72 (58.5)
51 (41.5)

51 (41.5)
54 (43.9)
18 (14.6)

21 (38.9)
32 (59.3)
1(1.8)

99 (80.5)
22 (17.9)
2(1.6)

63 (51.2)

8 (6.5)
46 (37.4)
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N/A 6(4.9)
Mjeseci do pojave recidiva ili metastaza tumora

Median (raspon) 41.5 (3-180)
Period pracenja (mjeseci)

Median (raspon) 73 (12-240)
Broj umrlih pacijentica

N (%) 38 (30.9)
PIK3CA mutacije

Divlji tip (Wt) 59 (48.0)
Mutacija 53 (43.1)
Nevaljan (engl. invalid) 11 (8.9)
PIK3CA mutacije (mjesto mutacije)

Divlji tip (Wt) 59 (48.0)
Ekson 9 20 (16.3)
Ekson 20 33 (26.8)
Nevaljan (engl. invalid) 11 (8.9)
PD-L1 izrazaj (IC)

<1% 85 (69.1)
21% 12 (9.8)
N/A 26 (21.1)
PD-L1 izrazaj (TC)

<1% 97 (78.9)
>1% 0(0)

N/A 26 (21.1)
PD-L1 izrazaj (TCIC)

<1% 90 (73.2)
>1% 7(5.7)

N/A 26 (21.1)
CD 4 median (raspon) 8.0 (0.0-232.0)
CD 8 median (raspon) 10 (0.0.-142.0)
CD 68 median (raspon) 7 (1.0-75.0)
CD 163 median (raspon) 6 (0.0-68.0)

Skracenice: NST-ne specijalni tip, N/A -nedostupno (not available), divlji tip (wt)-bez PIK3CA mutacije, IC-
imunoloske stanice, TC-tumorske stanice, TCIC-tumorske stanice i imunoloske stanice

4.2. Povezanost klinicko-patoloskih parametara i PIK3CA mutacijskog statusa karcinoma

dojke

Uzevsi u obzir povezanost klini¢ko-patoloskih obiljezja HR+/HER2- karcinoma dojke i PIK3CA
mutacija, nade se povezanost samo sa multifokalnom i bilateralnom prezentacijom karcinoma.
Povezanost je bila na razini statistiCke znacajnosti p=0.089 za mutifiokalnu prezentaciju tumora i
p=0.084 za bilateralnu prezentaciju tumora i takvi tumori su ¢es¢e imali PIK3CA mutaciju gena.
(Tablica 8). Kada su se analizirale karakteristike karcinoma ovisno o poziciji PIK3CA mutacije u
eksonima 9 1 20, uocena je statisticki znacajna povezanost sa Ki-67 proliferacijskim indeksom i to

u slijede¢em slucaju: mutacije u eksonu 20 su bile ucestalije sa Ki-67 proliferacijskim indeksom
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koji je bio nizi od 20% (p=0.041). Nadena je i viSa povezanost mutacija PIK3CA gena u eksonima
9120 kod pacijentica koje su imale nizi do srednji gradus tumora ali je to bilo na razini statistickog
trenda (p=0.055). Takoder na razini statistickog trenda (p=0.097) je bila i povezanost izmedu
mutacije PIK3CA gena u eksonu 20 i statusa bolesti bez znakove recidiva ili metastatske bolesti tj
viSe je bilo pacijentica bez recidiva/prosirene maligne bolesti s PIK3CA mutacijom u eksonu 20

(Tablica 8).

Tablica 8. Usporedba karakteristika tumora HR+/HER2- podtipa tumora dojke i mutacijskog

statusa PIKCA gena

Obiljezja PIK3CA p- PIK3CA p-
(HR+/HER2-) W/tN(%) MtN(%) vrijednost WtN(%) Ex9 N(%) Ex20N(%) vrijednost

Dob

<50 14 (23.7) 12 (22.6) 1.0¢ 14 (23.7) 6 (30.0) 6 (18.2) 0.608¢
>5() 45 (76.3) 41 (77.4) 45 (76.3) 14 (70.0) 27 (81.8)

Klinicki stadij

I 12 (20.3) 15 (30.0) 12(20.3) | 4(21.1) 11 (35.5)

I 19 (32.2) 17 (34.0)  0.390* 19 (32.2) 5(26.3) 12(38.7) | 0.319*
I 17 (28.8) 8 (16.0) 17 (28.8) | 4(21.1) 4(12.9)

v 11 (18.6) 10 (20.0) 11 (18.6) 6 (31.6) 4(12.9)

Veli¢ina tumora

<2cm 18 (30.5) 17(354)  0.679¢ 18 (30.5) 5(29.4) 12(38.7)  0.697¢
>2cm 41 (69.5) 31 (64.6) 41 (69.5) 12 (70.6) 19 (61.3)
Multifokalnost

Prisutna 48 (82.8) 47 (94.0) | 0.084¢ 10 (17.2) 1(5.3) 2 (6.5) 0.199¢
Odsutna 10 (17.2) 3 (6.0) 48 (82.8) 18 (94.7) 29 (93.5)
Egzulceracija

Prisutna 54 (93.1) 47 (94.0) 1.0¢ 4(6.9) 1(5.3) 2 (6.5) 0.969¢
Odsutna 4 3 (6.0) 54 (93.1) 18 (94.6) 29 (93.5)
Inflamatorni

tumor

Prisutan 55(96.5) 50 (100) 0.497¢ 5@3.9) 0(0) 0(0) 0.409¢
Odsutan 2 (3.5) 0(0) 55 (96.5) 19 (100) 31 (100)
Obostrani tumor

Prisutan 54 (91.5) 52 (100) 0.059¢ 5(8.9) 0(0) 0(0) 0.099¢
Odsutan 5(8.9) 0(0) 54 (91.5) 20 (100) 32 (100)
Histoloski tip

Duktalni NST 44 (74.6) 42 (79.2) 44 (74.6) 14 (70.0) 28 (84.8)
Lobularni 9(15.3) 9(17.0) 0.569* 9(15.3) 6 (30.0) 3.1 0.370%
Ost.specijalni tip = 5 (8.5) 2 (3.8) 5(8.5) 0(0) 2 (6.1)

MijeSani 1(1.7) 0(0) 1(1.7) 0(0) 0(0)

Histoloski podtip

Luminal A 27 (4589  31(58.5) @ 0.191¢ 27 (45.8) 10 (50.0) 21(63.6)  0.254¢
Luminal B 32 (54.2) 22 (41.5) 32 (54.2) 10 (50.) 12 (36.4)

Histol. gradus

1 21 (36.8) 24 (51.1) 0.131* 21 (36.8) 5(29.4) 19 (63.3) 0.055*
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2 33(57.9) 23 (48.9) 33(57.9) | 12(70.6)  11(36.7)

3 3(53)  0(0) 3(5.3) 0 (0) 0 (0)

L.&.2

Negativan 22(43.1) 23(53.5)  0.408¢ 2@3.1) 7437 16(593) 0373
Pozitivan 29 (56.9) 20 (46.5) 29(56.9)  9(56.2)  11(40.7)

Sirenje van I¢.

Odsutno 11(37.9) 7 (36.8) 1.0 11(37.9) 3(333)  4(40.0)  0.953¢
Prisutno 18 (62.1) 12 (63.2) 18(62.1)  6(66.7)  6(60.0)

Meta® kod dg.

Odsutna 46 (79.3) 42 (80.8) 1.0 46 (793)  14(70.0)  28(87.5)  0.302¢
Prisutna 12(20.7)  10(19.2) 12(20.7)  6(30.0)  4(12.5)
Meta/recidiv

Odsutna 26 (46.4) 31(59.6)  0.183¢ 26 (46.4)  9(45.0)  22(68.7) | 0.097¢
Prisutna 30 (53.6) 21 (40.4) 30(53.6)  11(55.0)  10(31.2)

KI-67

<20% 31(52.5) 35(66.0)  0.179¢ 31(52.5)  10(50.0)  25(75.8)  0.041¢
>20% 28 (47.5) 18 (34.0) 28(47.5) 10(50.0)  8(24.2)

Skraéenice: N-broj, W/t- bez PIK3CA mutacije, Mt-sa PIK3CA mutacijom, Ex9-exon 9, Ex20-exon 20, NST-nije specijalni tip, -

Fischer egzaktni test, *-X>-test, 2 -limfni ¢vor,3-metastaza

4.3. Procjena tumor infiltrirajucih limfocita (TIL)

Stromalni tumor infiltrirajuéi limfociti (sSTIL) su prema postotku podijeljeni u niske TIL i visoke
TIL koriste¢i razlicite grani¢ne vrijednosti kako bi se bolje mogle analizirati mogucée povezanosti
s klinicko-patoloskim i prognostickim parametrima (Tablica 9). Kroz daljnje analize nijedna
grani¢na vrijednost nije pokazala statisticki znacajne rezultate pa se odustalo od daljnjih analiza
u izracuna. Koriste¢i klinicki prihva¢enu grani¢nu vrijednost od 30%, prema preporukama
International Immuno-Oncology Biomarker Working Group, nade se da je najveci broj slucajeva
u ovom istrazivanju imao nisku infiltraciju TIL-a, 73.2% S§to odgovara onim $§to je nadeno u

ranijim studijama [123-125]

Tablica 9. Procjena tumor infiltrirajucih limfocita

STIL (%) medijan (raspon) 15 (0-95)
sTIL
nizak (0-10%) 45 (36.6)
srednji (11-50%) 65 (51.2)
visok (>50%) 11 (8.9)
NA 4(3.3)
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sTIL

nizak (0-10%) 45 (36.6)
visok (11-100%) 74 (60.1)
NA 4(3.3)
sTIL
nizak (0-30%) 90 (73.2)
visok (31-100%) 29 (23.5)
NA 4(3.3)

Skracenice: sTIL-stromalni tumor infiltriraju¢i limfociti, N/A- nedostupno (non available)

4.4. Usporedba CD4, CD8, CD68 i CD163 stanica unutar mikrookolisa i PD-L1 izrazaja u
HR+/HER2-karcinomima dojke sa i bez PIK3CA mutacije gena

Usporedbom grade i sastava stanica mikrookoliSa tumora tj. infiltracije tumor-infiltrirajuéim
limfocitima 1 to CD4, CD8 te makrofazima CD68 1 CD163 kod tumora koji su imali PIK3CA
mutaciju 1 onih koji nisu pokazivali mutaciju, statisticki nema znacajne razlike u distribuciji
stanica. Za statistiCku usporedbu su koriStene metode ROC i mjere sredi$njice i rasprSenja za
evaluaciju populacije imunoloskih stanica te nije pronadena statisticki znacajna razlika u
infiltraciji CD4, CDS8, CD68 i CD163 obzirom na PIK3CA mutacijski status karcinoma dojke
(Tablica 10).

Nadalje usporedbom PD-L1 izraZaja kod tumora sa i bez PIK3CA mutacije nije se pronasla
statistiCki znacajna razlika (p=0.110). No statisticki znacajna razlika je pronadena usporedujuci
PD-L1 izrazaj i poloZaja u kojem je eksonu PIK3CA gena prisutna mutacija. Primijeceno je da je
prisutnost mutacije u eksonu 20 PIK3CA gena bila povezano sa viSom razinom PD-L1 izrazaja (p
=0.044). To znaci da su pacijentice sa povisenom PD-L1 ekspresijom, ¢eS¢e imale mutaciju u
eksonu 20 PIK3CA gena (Tablica 10).

Kada se usporeduje sastav tumor-infiltriraju¢ih limfocita i makrofaga u stanicama mikrookolisa u
ovisnosti o klinicko-patoloskim parametrima, tj. o prisutnosti metastatske bolesti ili pojavnosti
recidiva tumorskog oboljenja primijecena je statisticki znacajna distribucija CD163 makrofaga.
Vecina tumora koji su pokazivali niski stupanj infiltracije stanicama CD163 pokazivali su znakove
recidiva ili metastatske bolesti, na razini statistiCke znacajnosti (p=0.002) (Tablica 11). Takoder
je statisticki znac¢ajno uoceno da postoji razlika u distribuciji CD4 i PDL-1 izrazaja u ovisnosti o

pojavnosti recidiva tumora ili metastaze. Karcinomi koji su imali pozitivan PD-L1 izrazaj i viSu
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razinu infiltracije CD4 stanicama, imali su znatno manju tendenciju razvoja recidiva i pojavnost
metastaza (p=0.096 i p=0.065, Tablica 11). Ovisno o PIK3CA mutacijskom statusu, karcinomi
koji nisu pokazivali mutaciju 1 imali su viSu infiltraciju CD4 stanicama, manje su bili skloni
razvoju metastaza (p=0.039).

Tumori sa nizom infiltracijom CD163 stanicama i sa prisutnom mutacijom PIK3CA gena, u visoj
ucestalosti pojavljivanja su imali metastatsku bolest (p=0.036, Tablica 11). Ostale usporedbe i
proracuni nisu bili statisticki znacajni, tj. nije pronadena povezanost izmedu vrste tumor-
infiltriraju¢ih limfocita/makrofaga i razvoja metastaza ili recidiva karcinoma u ovisnosti o
mutacijskom statusu PIK3CA gena. Takoder, statistickom analizom i usporedbom stanica
mikrookoliSa izmedu podtipova luminal A i luminal B karcinoma dojke, obzirom na mutacijski

status PIK3CA gena, nije pronadena statisticki znacajna razlika (Tablica 12).

Tablica 10. Usporedba sastava tumorskog mikrookoliSa i PD-L1 izrazaja ovisno o mutacijskom

statusu PIK3CA gena

CD4 median (raspon) 8.0 (0.0-94.0) 9.0 (0.0-232) 0.436
CD4
Visoki (£6) 21 (41.2) 14 (34.1) 0.524
Niski (>6) 30 (58.8) 27 (65.9)
CD8 median (raspon) 10.0 (0.0-100.0) 14.5 (1.0-142.0) 0.655
CD8
Visoki (<8) 17 (34.7) 15 (35.7) 1.00
Niski (>8) 32 (65.3) 27 (64.3)
CD68 median (raspon) 8.0 (1.0-30.0) 8.0 (1.0-75.0) 0.794
CD68
Visoki(<23) 43 (84.3) 37 (92.5) 0.336
Niski (>23) 8 (15.7) 3(7.5)
CD163 median (raspon) 8.0 (1.0-68.0) 6.0 (0.0-41.0) 0.143
CD 163
Niski (<12) 32 (72.7) 32 (82.1) 0.433
Visoki (>12) 12(27.3) 7(17.9)
PD-L1
<1% 42 (93.3) 34 (81.0) 0.110
>1% 3(6.7) 8 (19.0)
PD-L1 Ex9 Ex20
<1% 42 (93.3) 14 (93.3) 20 (74.1) 0.044
>1% 3 (6.7) 1(6.7) 7 (25.9)

Skraéenice : Wt- bez PIK3CA mutacije, ex9-ekson 9, ex20-ckson 20
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Tablica 11. Usporedba sadrzaja tumorskog mikrookolisa kod HR+/HER2- karcinoma s

metastazom/recidivom ovisno o PIK3CA mutacijskom statusu i PD-L1 izrazaju

Varijabla Metastaza/recidiv p-vrijednost

PIK3CA Wt Nema Prisutna

CD4
Nizak (<6) 5(23.8) 15 (55.6) 0.039
Visok (>6) 16 (76.2) 12 (44.4)

CD8
Nizak (<8) 6(27.3) 9(37.5) 0.539
Visok (> 8) 16 (72.7) 15 (62.5)

CD68
Nizak (£23) 17 (81.0) 24 (88.9) 0.683
Visok (>23) 4 (19.0) 3(11.1)

CD 163
Nizak (<12) 12 (63.2) 19 (86.4) 0.144
Visok (>12) 7 (36.8) 3 (13.6)

PD-L1
<1% 17 (89.5) 22 (95.7) 0.581
>1% 2 (10.5) 1(4.3)

PIK3CA mt

CD4
Nizak (<6) 7 (26.9) 6 (42.9) 0.480
Visok (>6) 19 (73.1) 8 (57.1)

CD8
Nizak (<8) 8 (28.6) 6 (46.2) 0.307
Visok (>8) 20 (71.4) 7 (53.8)

CD68
Nizak (£23) 25 (96.2) 11 (84.6) 0.253
Visok (>23) 1(3.8) 2 (15.4)

CD163
Nizak (<12) 18 (72.0) 14 (100) 0.036
Visok (>12) 7 (28.0) 0 (0)

PD-L1
<1% 21 (75.0) 12 (92.3) 0.398
>1% 7 (25.0) 1(7.7)

SVI TUMORI

CD4
Nizak (<6) 17 (31.5) 22 (50.0) 0.096
Visok (>6) 37 (68.5) 22 (50.0)

CD8
Nizak (<8) 17 (29.8) 17 (42.5) 0.279
Visok (>8) 40 (70.2) 23 (57.5)

CD68
Nizak (£23) 46 (90.2) 38 (88.4) 1.00
Visok (>23) 5(9.8) 5(11.6)

CD163
Nizak (<12) 32 (64.0) 36 (92.0) 0.002
Visok (>12) 18 (36.0) 3(7.7)

PD-L1
<1% 43 (81.1) 37 (94.9) 0.096
>1% 10 (18.9) 2 (5.1)

Skracenice: Wt-bez PIKCA mutacije; Mt-sa PIK3CA mutacijom
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Tablica 12. Usporedba sastava tumorskog mikrookoliSa i PD-L1 izrazaja kod luminal A i luminal

B karcinoma dojke ovisno o PIK3CA mutacijskom statusu

CD4

CD8

CD68

CD163

PD-L1

Varijabala

CD4

CD8

CD 68

CD163

PD-L1

Skracenice: Wt-bez PIKCA mutacije; Mt-sa PIK3CA mutacijom

Nizak (<6)
Visok (<6)

Nizak (<8)
Visok (<8)

Nizak (£23)
Visok (<23)

Nizak (£12)
Visok (<12)

<1%
>1%

Nizak (<6)
Visok (<6)

Nizak (<8)
Visok (<8)

Nizak (£23)
Visok (<23)

Nizak (£12)
Visok (<12)

<1%
>1%

luminal A wt

8 (30.8)
18 (69.2)

9 (36.0)
16 (64.0)

21 (84.0)
4(16.0)

17 (77.3)
5(22.7)

23 (95.8)
1(4.2)

luminal B wt

13 (52.0)
12 (48.0)

8 (33.3)
16 (16.7)

22 (84.6)
4 (15.4)

15 (68.2)
7 (31.8)

19 (90.5)
2(9.5)

luminal A mt

9 (34.6)
17 (65.4)

8 (29.0)
19 ( 70.4)

23 (92.0)
2(8.0)

19 (76.0)
6 (24.0)

21 (77.8)
6(22.2)

PIK3CA

luminal B mt

5(33.3)
10 (66.7)

7 (46.7)
8 (53.3)

14 (93.3)
1(6.7)

13 (92.9)
1(7.1)

13 (86.7)
2(13.3)

0.667

0.667

1.00

0.103

p-vrijednost

0.332

0.505

0.636

0.115

1.00

4.5. Korelacija PD-L1 izrazaja ovisno o PIK3CA mutacijskom statusu u HR+/HER2-

karcinomu dojke

Prema ukupnom broju analiziranih HR+/HER2- karcinoma, neovisno o mutacijskom statusu

PIK3CA gena, PD-LI izrazaj je imao slabu statisticki znacajnu pozitivnu korelaciju s razinom
infiltracije s CD4 limfocitima (Slika 12A) (rs=0.203, p=0.051), zatim CD8 limfocitima (Slika
12B i (rs=0.312, p=0.0026) i CD68 stanicama (rs=0.238, p=0.023, slika 12C i tablica 13).
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Kod karcinoma koji nisu imali mutacije u PIK3CA genu, PD-L1 izraZzaj negativno je korelirao sa
razinom infiltracije s CD163 stanicama (rs=-0.317, p=0.052). Ostale korelacije u ovoj skupini nisu
bile statisticke znacajne (Slika 12D)

Kod karcinoma sa PIK3CA mutacijom, pronadena je srednje do jaka statisticka znacajna pozitivna
korelacija izmedu PD-L1 izraZaja i infiltracije stanicama CD8 (Slika 12E) (rs=0.46, p=0.0027),
CD68 (slika 12F ) (rs=0.398, p =0.0134) i CD163 (slika 12G) (rs=0.617, p <0.0001) (Tablica 13).

Tablica 13. Povezanost PD-L1 izrazaja u svim tumorima te u tumorima bez i sa PIK3CA

mutacijom
PD-L1 wt Is 0.025 0.063 0.053 -0.317
p 0.0872 0.693 0.730 0.052
PD-L1 mt Is 0.285 0.462 0.398 0.617
p 0.078 0.0027 0.0134 <0.0001
PD-L1 Is 0.203 0.312 0.238 0.205
(svi tumori ) p 0.051 0.0026 0.023 0.061

Skracenice: Wt-bez PIKCA mutacije; Mt-sa PIK3CA mutacijom

Usporedba je ucinjena koriste¢i Spearman-rank korelacijski koeficijent

Cijela skupina pacijentica

250 -
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Slika 12A. Graf korelacije infiltracije CD4 stanicama i PD-L1 izrazaja u cijeloj skupini

pacijentica (koriSten je Spearmanov koeficijent korelacije)
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Slika 12B. Graf korelacije infiltracije CDS8 stanicama i PD-L1 izrazaja u cijeloj skupini

pacijentica (koriSten Spearmanov koeficijent korelacije)
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Slika 12C. Graf korelacije infiltracije tumora CD68 makrofazima i PD-L1 izrazaja u cijeloj

skupini pacijentica (koriSten je Spearmanov koeficijent korelacije)
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Slika 12D. Graf korelacije infiltracije CD163 stanicama i PD-L1 izrazaj u skupini tumora bez

mutacije PIK3CA gena (koriSten Spearmanov koeficijent)
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Slika 12E. Graf korelacije pokazuje odnos infiltracije CDS stanicama i PD-L1 izrazaja u skupini

tumora sa mutacijom P/K3CA gena (koriSten Spearmanov koeficijent korelacije)
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Slika 12F. Graf korelacije pokazuje povezanost infiltracije tumora CD68 makrofazima i PD-L1

izrazaja u PIK3CA mutiranih tumora (koriSten Spearmanov koeficijent korelacije)
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Slika 12G. Graf korelacije infiltracije CD163 stanicama i PD-L1 izrazaj u skupini tumora sa

PIK3CA mutacijom (koriSten Spearmanovog koeficijent korelacije)
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4.6. Analiza preZivljenja

Analiza prezivljenja, odnosno vjerojatnost specificnog prezivljenja za bolest (DSS) za pacijentice
s HR+/HER2- karcinomima sa ili bez mutacije PIK3CA gena, u oba slucaja su pokazale statisticki
znaajno bolje prezivljenje ako su njihovi tumori imali vecu infiltraciju CD4 limfocitima u
usporedbi sa pacijenticama sa nizom CD4 infiltracijom unutar tumora (p=0.015 i p=0.0017)
(Tablica 14, Slika 13A 1 13B). Pacijentice sa viSom razinom infiltracije CD4 limfocitima su imale
85% petogodisSnje prezivljenje, dok su one sa nizom infiltracijom imale 63% petogodisnje
prezivljenje, a rezultati su bili podjednaki i kod onih sa i bez PIK3CA mutacije (Tablica 14).

Pacijentice bez PIK3CA mutacije gena i sa viSom infiltracijom CDS stanicama unutra tumora imale
su statisticki znacajno bolje prezivljenje (p =0.024) (Slika 13C), no sli¢na korelacija nije pronadena
u pacijentica u kojih je PIK3CA mutacija bila prisutna, tj. karcinomi sa PIK3CA mutiranim genom

su imali slicni DSS neovisno o razini infiltracije CD8 stanicama u tumoru (Slika 13D).

Tumori bez PIK3CA mutacije

100
20
80

o - TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT

60
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Vjerojatnost preziviienja (%)

P=0.015

40 Niska razina CD4 stanica

Frr Tt Tt T T T T

30

1 1 1
50 100 150 200
Vrijeme (mjeseci)

o

Slika 13A. Infiltracija CD4 stanicama kod tumora koji nisu imali PIK3CA mutaciju i utjecaj na
DSS
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Slika 13B. Infiltracija CD4 stanicama kod tumora koji su imali PIK3CA mutaciju i utjecaj na

DSS
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Slika 13C. Infiltracija CDS8 stanicama u tumorima bez PIK3CA mutacije i utjecaj na DSS
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Slika 13D. Infiltracija CDS8 stanicama u tumorima bez PIK3CA mutacije i utjecaj na DSS

Analizirajuéi ostale stanice mikrokoliSu uz PD-L1 izrazaj i njihov utjecaj na DSS, nije se nasao
statistiCki znacCajan rezultat kada se gledaju skupine sa ili bez mutacije PIK3CA gena (Tablica
14). Usporedbom cijele ispitivane grupe pacijentica (svi karcinomi zajedno sa i bez PIK3CA
mutacije gena), one sa viSom razinom infiltracije tumora CD4 i CDS8 stanicama su statisticki
znacajno imale bolju prognozu, odnosno duzi DSS interval (p=0.0003 i p=0.041) (Tablica 14).
Takoder u cijeloj ispitivanoj skupini bolji DSS je naden kod pacijentica koje su imale PD-L1
pozitivne karcinome ali je to nije bilo na razini statistickog trenda (p =0.098) (Slika 13E i Tablica
14). Uz to, gledajud¢i cijelu ispitivanu skupinu, nije se nasla statisticki znacajna razlika u DSS-u

kada se analizirao utjecaj PIK3CA mutacije (Tablica 14, Slika 13F i 13G).
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Slika 13F. DSS unutar cijele ispitivane skupine pacijentica ovisno o PIK3CA mutacijskom

statusu
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Slika 13G. DSS u cijeloj skupini pacijentica sa mutacijom PIK3CA gena u eksonu 9 ili 20

Tablica 14. DSS u pacijentica sa i bez PIK3CA mutacije ovisno o stanicama tumorskog

mikrookolisa

Umrle
pacijentice (N)

Varijabla

5-godi
preZivljenje

Pacijentice bez PIK3CA mutacije
CD4

Srednja
vrijednost
+/-

95% CI

X2

Log-Rank
Test
(p-vrijednost)

Nizak (<6) [B0] 86.7+16.2 54.9-1186 59 0.015
Visok (26) [l 6 85 127+10.2 107.5-147.6
CDS8
Nizak (<8) W3 8 56 89.3+18.9 52.1-126.4 5.09 0.024
Visok (28) ¥ 7 85 124.3+10.1 104.5-144.2
CD68
WIVZIEIR)N 42 15 75 110.0£11.2 89.1-132.9 1.256 0.263
Visok (>23) [ 1 85 132.3+16.4 100.1-164.4
CD163
Nizak (<12) @il 10 76 99.3+13.3 73.3-1254 0.722 0.395
Visok (212) ¥ 3 75 120.5+14.8 91.4-149.5
PD-L1
<1% 41 13 77 119.2+10.7 98.1-140.2 0.553 0.457
21% 3 0 100 55.0+0.0 55.0-55-0
Pacijentice sa PIK3CA mutacijom tumora
CD4
Nizak (<6) [WE] 7 63 89.1+17.9 54.4-123.8  ggg 0.0017
Visok (26) [#9 2 85 223.6+11.2 201.7-245.4
CDS8
Nizak (<8) [WE] 4 75 164.8+30.1 105.9-223.7 0.029 0.864
Visok (>8) [ 6 85 129.6+13.4 103.4-155.8
CD68
36 9 79 158.3422.9 113.2-203.3 {919 0.269
Visok (>23) [l 0 100 168.020.0 168.0-168.0
CD163
32 8 84 164.2421.6 121.9-206.5 (045 0.831
Visok (212) Wi 1 87 86.9+5.7 75.7-98.0
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PD-L1

<1% 32 9 80 148.8+23.0 103.7-193.9 g59 0.354
21% 8 1 89 153.3+13.8 126.2-180.3

Pacijentice bez obzira na mutacijski status PIK3CA gena (cijela skupina

CD4

Nizak (<6) 39 20 62 85.8+10.5 65.3-106.4 13.29 0.0003
Visok (26) 61 11 85 196.6+12.1 172.9-220.2

CD8

Nizak (<8) 34 15 62 129.7+20.7 89.2-170.2 419 0.041
Visok (=8) 65 16 85 128.548.3 112.2-144.7

CD68

Nizak (<23) 86 28 72 148.6+14.6 120.1-177.1 5 14 0.143
Visok (223) 11 1 90 153.8+13.5 127.4-180.2

CD163

Nizak (<12) 69 22 77 144.5+16.0 113.1-175.9 (879 0.363
Visok (212) 23 5 87 124.749.9 105.2-144.2

PD-L1

<1% 82 27 75 144.4+15.2 114.7-174.2 5 749 0.098
21% 12 1 90 156.2+11.2 134.3-178.1

PIK3CA

specifi¢no

Wt 58 19 72 132.6x+11.7 109.7-155.6

Ekson 9 20 4 85 140.8+12.8  1158-165.9 1.788 0409
Ekson 20 31 8 80 159.4429.9 110.6-208.2

PIK3CA
Wt 58 19 72 13265117 109.7-155.6 1697 0195
Mutacija 51 12 81 17354167 140.7-206.3

Skracenice: Wt-bez PIKCA mutacije; Mt-sa PIK3CA mutacijom

Kada se promatra varijablu koja oznacava period prezivljenja bez povratka tumorske bolesti tj.
DFS kod pacijentica koje nisu imale PIK3CA mutaciju gena, ali su njihovi tumori imali ve¢u CD4
infiltraciju, naslo se statisticki znacajnije 5-godisnje prezivljenje bez razvoja recidiva tumora u
78% slucajeva (p=0.010) (Slika 14A), dok su oni sa nizom CD4 infiltracijom i1 bez PIK3CA
mutacije imali 5-godiSnje prezivljenje na razini od 45% (Tablica 15). U skupini karcinoma sa
PIK3CA mutacijom koji su imali viSu razinu CD4 infiltracije, 5-godisnji DFS interval je bio
statisticki duzi, (5-godiSnje prezivljenje je bilo na razini 85% za tumore s CD4 visokom
infiltracijom odnosno 72% za tumore s CD4 niskom infiltracijom) (p=0.046) (Slika 14B i Tablica
15). Kada se promatra utjecaj infiltracije sa stanicama CD8 trend boljeg DFS je u svim skupinama
(karcinomi sa i bez mutacije, te cijela skupina) sa viSom CDS infiltracijom ali nije na razini
statisticke znacajnosti (za w/t: p=0.175, grupa sa mutacijom PIK3CA gena p=0.576, te za ukupnu
grupu 0.222). Kada se promatra razina infiltracije CD68 stanicama i utjecaj na DFS u svim
skupinama, ne nalazi se razina statisticke znacajnosti te CD68, odnosno razina CD68 visoka ili
niska nije utjecala na DFS bez obzira na status mutacija PIK3CA gena. Kod karcinoma koji nisu

imali PIK3CA mutaciju te su imali visoku CD163 infiltraciju nije nadena statisti¢ki znacajna
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razlika prema duzem DFS (p=0.155) (Slika 14C). No u skupini karcinoma sa PIK3CA mutacijom
i viSom razinom CD163 infiltracije naden je statisticki trend ka duzem DFS (p=0.077) (Slika 14D).

Tumori bez PIK3CA mutacije
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Slika 14A. DFS i infiltracija CD4 limfocitima kod karcinoma bez PIK3CA mutacije gena
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Slika 14B. DFS i infiltracija CD4 limfocitima kod karcinoma sa PIK3CA mutacijom gena
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Slika 14C. DFS i infiltracija CD163 stanicama u skupini pacijentica bez PIK3CA mutacije gena
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Slika 14D. DFS i infiltracija CD163 stanicama u skupini pacijentica sa PIK3CA mutacijom gena

Analizirajuéi cijelu grupu karcinoma (sa i bez mutacije PIK3CA gena), DFS interval je bio
statistiCki znacajno duzi u pacijentica sa karcinomima koji su imali vecu infiltraciju s CD4
(p=0.005)1CD163 (p=0.009) stanicama. Kod pacijentica sa ve¢com CD4 infiltracijom (promatrana
cijela skupina) 5-godisnji DFS je bio 78%, za razliku od onih sa nizom CD4 infiltracijom gdje je

65



bio 43% (Tablica 15). Kod pacijentica koje su imale mutaciju PIK3CA gena (p=0.026) te takoder
kod onih pacijentica koje su imale mutaciju PIK3CA gena u podru¢ju eksona 20 (p=0.041),
pronadeno je statisticki znacajno duze prezivljenje bez povrata tumorske bolesti (Tablica 15). U
ovom istrazivanju polozaj mutacije u eksonu 20 kod PIK3CA mutiranih tumora se pokazao kao
povoljan prognosticki znak (Slika 14E). Takoder u cijeloj ispitivanoj skupini naden je statisti¢ki
trend prema duzem DFS intervalu u PD-L1 pozitivnih karcinoma (p=0.072), gdje je 5-godiSnji
DFS iznosio 91%, za razliku od tumora bez PD-L1 izrazaja, gdje je 5-godisnji DFS bio 73%
(Tablica 15 1 Slika 14F). Pacijentice se prisutnom mutacijom P/IK3CA gena u cijeloj skupini imaju
statisticki znacajno duzi DFS, za razliku od od pacijentica cijele ispitivane skupine ali koje nisu
imale PIK3CA mutaciju gena (slika 14G). Multivarijatnom analizom za sve statisti¢ki znacajne
varijable u univarijatnoj DSS i DFS analizi, statisticku znacajnost zadrzala je jedino P/IK3CA

mutacija u DFS-u (p=0.0488) (Tablica 16).

Tablica 15. DFS kod svih pacijentica te u skupinama sa i bez PIK3CA mutacije gena

Varijabla N Recidiv tumora  5-godiSnji DFS  Srednja 95% CI D¢ Log-Rank
) (%) vrijednost Test

+SD (p-vrijednost)

Pacijentice bez PIK3CA mutacije (wt)

CD4
Nizak (<6) @ 20 15 45 51.95+8.84 34.63-69.3 6.64 0.01
Visok (26) = 28 12 78.5 89.82+7.25 70.35-109.3
CDS8
Nizak (<8) 15 9 50 51.68+8.90 43.24-69.12 1.84 0.175
Visok (28) 31 15 65 84.37+8.78 67.16-101.5
CD68
Nizak (<23) @ 41 24 55 72.4+7.81 57.09-87.7 0.007 0.932
Visok (23) 7 3 41 66.21+12.34 | 42.02-90.4
CD163
Nizak (<12) 31 19 55 69.319.1 51.5-87.1 202 0.155
Visok (212) 10 3 78 78.61+8.56 61.8-95.4
PD-L1
<1% 39 22 59 72.45+£7.38 57.99-86.91 0.07 0.786
21% 3 1 65 40.0+12.25 15.99-64.01
Pacijentice sa PIK3CA mutacijom tumora
CD4
Nizak (<6) 13 6 72 43.7-84.4
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Visok (26) = 26 8 85 64.1+£10.4 84.1-1404  3.98 0.0458

112.3+14.4
CD8
Nizak (<8) 13 6 75 101.8+18.92  64.52-138.7 0313 0.576
Visok (=8) 27 7 88 129.6+13.4 74.32-92.45
CD68
Nizak (<23) 36 11 82 109241229 85.13-133.2 | ., 0.190
Visok (223) 3 2 66 64.67+8.99 47.03-82.30
CD163
Nizak (<12) 32 14 80 96.1+11.77 73.02-119.1 3.136 0.077
Visok (212) 7 0 100 93.020.0 93.0-93.0
PD-L1
o, -
<1% 32 12 80 97.75+12.8 72.58-122.9 1943 0-163
21% 8 1 100 92.043.65 84.84-99.16
Pacijentice bez obzira na PIK3CA mutacijski status (cijela skupina)
CD4
Nizak (<6) 39 22 43 61.9+6.6 491748 509 0.005
Visok (26) 58 22 78 98.448.5 81.8-115.0
CDS8
Nizak (<8) = 33 17 60 8512122 608-1092 1 403 22n
Visok (=8) 63 23 73 90.845.2 73.6-103.0
CD68
Nizak (<23) 84 38 68 86.9+7.2 729-1010 o367 0545
Visok (=23) 10 5 50 66.349.2 48.3-84.3
CD163
Nizak (<12) = 68 36 60.5 80.3+7.5 65.7-94.9 6.874 0.009
Visok (212) | 21 3 89 97.7+4.6 78.8-96.7
PD-L1
o -
<1% 32 12 80 97.75+12.8 72.58-122.9 1,943 0163
21% 8 1 100 92.043.65 84.84-99.16
PIK3CA
specifi¢no
Wt 56 30 65 77.9+7.7 62.9-93.0
Ekson 9 20 1 7 g5.8+135 | 59.5-1122 6375 004
Ekson 20 31 10 82 120.5+14.0 97.7-152.4
PIK3CA
Wt 56 30 62 77.9+7.7 62.9-93.0 4971 0.026
Mutacija 51 21 79.5 107.4+10.9 85.9-128.8

Skracenice: DFS -vjerojatnost prezivljenja bez bolesti, wt-bez mutacije PIK3CA gena; mt-sa PIK3CA mutacijom
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Tablica 16. Multivarijatna analiza prezivljenja specifi¢na za bolest i prezivljenja bez povrata
bolesti

DSS (preZivljenje specifi¢no za bolest)

Varijabla (grani¢ne HR 95% CI p-vrijednost
vrijednosti)

CD4 (<6) 0.51 0.19-1.30 0.159

CDS8 (<8) 0.61 0.23-1.59 0.313
PD-L1 142 1C 0.20 0.02-1.62 0.313

DFS (prezivljenje bez povrata bolesti)

CD4 (<6) 0.54 0.24-1.21 0.134
CD163 (>12) 0.35 0.09-1.24 0.351
PD-L1 142 1C 0.83 0.18-3.76 0.835
PIK3CA mutacija 0.45 0.21-0.99 0.0488

Skracenice: HR-omjer rizika (engl. hazards ratio),Cl-interval pouzdanosti (engl. confidence interval)

Cijela skupina pacijentica

Vierojatnost prezivlienja bez bolesti (%)

Tumori bez
PIK3CA mutacije
1 1 -
o 50 100 150 200
Vrijeme do povrata bolesti (mjeseci)

Slika 14E. DFS u ovisnosti o polozaju mutacije PIK3CA gena u eksonu 9 i eksonu 20 u cijeloj

ispitivanoj skupini
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Slika 14F. DFS i utjecaj PD-L1 izrazaja u cijeloj ispitivanoj skupini
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Slika 14G. DFS u cijeloj ispitivanoj skupini ovisno o prisutnosti mutacije PIK3CA gena
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5. RASPRAVA

Karcinomi dojke su heterogena i slozena skupina oboljenja za ¢iju prognozu, prezivljenje i uspjeh
lijeCenja su odgovorni brojni ¢imbenici. Svojim medusobnim odnosom imunoloski sustav i
tumorsko tkivo nastoje stvoriti preduvjete za Sto duze prezivljenje. Tijekom vremena tumor
mutacijama razli¢itih gena, nastoji izbje¢i imunoloskom odgovoru domacina i nastaviti svoj
autonomni rast. To je slu¢aj i sa PIK3CA mutacijom u karcinomu dojke. Kod HR+/HER2- podtipa
je udio razine mutacija najvisi u usporedbi sa ostalim podtipovima karcinoma dojke. Op¢enito
prema literaturi, kod pacijentica s HR+/HER2- podtipom karcinoma dojke sa PIK3CA mutacijom
u ranoj fazi bolesti, naden je bolji DFS u odnosu na pacijentice koje nisu imale mutacije PIK3CA
gena. No, s druge pak strane, kod pacijentica sa metastatskim HR+/HER2- karcinomom dojke sa
PIK3CA mutacijom, nadeno je losije sveukupno prezivljenje te su ¢eSée razvijale rezistenciju na
kemoterapiju i hormonsko lijecenje. Prema rezultatima ovog istrazivanja, kod pacijentica koje su
imale mutaciju PIK3CA gena (p=0.026) kao i PIK3CA mutaciju u eksonu 20 (p=0.041), pronaden
je statisti¢ki znacajno duzi DFS. Ovaj rezultat ide u prilog onoga $to je nadeno u literaturi i slaze
se s ranijim podacima iz slicnih studija [126].

HR+/HER2- podgrupa karcinoma sa mutacijom P/K3CA gena, osobito u eksonu 9, je prema
odredenim radovima, imala loSije prezivljenje, a takvi tumori su kasnije razvili i otpornost na
endokrinu i sistemsku terapiju [127,128]. Tumorske stanice putem P/K3CA mutacija, ucestalije u
eksonu 9, su aktivacijom PI3K/AKT/mTOR puta stekle otpornost i prilagodbu na kemoterapiju te
aromataza inhibitore [129-131]. U uznapredovalom karcinomu, PIK3CA mutacije nisu povezane
sa povoljnijom prognozom, udruzene su sa veéim potencijalom razvoja metastatske bolesti 1
zahvacenosti regionalnih limfnih ¢vorova, te sklonosti recidiviranju [133,133]. Posto PI3K
signalni put djeluje na cijeli niz signalnih putova, inhibicija tog puta u tumorima s PIK3CA
mutacijom gena moZe usporiti napredovanje tumora i poboljSati stopu prezivljenja te smanjiti
razinu recidiva bolesti [134].

Ako se blokira PI3K signalni put koji poti¢e signalizaciju neovisno o estrogenskim receptorima
moze se na ovom nivou zaustaviti ili izvjesnije usporiti Sirenje tumora. Grupa pacijentica u
uznapredovalom karcinomu dojke moze imati koristi od primjena inhibitora PI3K signalnog puta
pomocu lijeka poput lijeka alpelisiba [135,136]. Analiza PIK3CA gena se danas rutinski provodi
u laboratorijima. Odobreni lijek alpelisib je pokazao djelotvornost u fazi III studije SOLAR-1 ako
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su tumori imali PIK3CA mutaciju [137-139]. Obi¢no se ovaj specifi¢ni inhibitor koristi u
kombinaciji sa lijekom fulvestrantom, ako se pronade P/K3CA mutacija kod pacijentica sa
karcinomom dojke.

Ucinkovitost ove vrste terapije i kombinacije lijekova nije dokazana u karcinomima istog
klini¢kog stadija, ukoliko nisu imali mutacije PIK3CA gena. Stoga mutacijski status PIK3CA gena
postaje vazan prognosticki ¢cimbenik o ¢emu ovisi progresija oboljenja kod HR+/HER2- podtipa
karcinoma dojke kao i samo lije¢enje. Prema rezultatima iz ovog istrazivanja nadeno je 43.1%
PIK3CA mutiranih HR+/HER2- tumora, $to je u skladu s ranije objavljenim literaturnim podacima
gdje se udio mutacije PIK3CA gena u HR+/HER2- tumorima krec¢e od 37 do 44% [140,141]. Isto
tako, prema rezultatima ovog istrazivanja, ve¢ina mutacija PIK3CA gena je smjeStena u eksonu 20
(26.8%) te potom slijedi ekson 9 (16.3%). Sli¢ni rezultati da je ve¢ina mutacija PIK3CA gena u
eksonu 20, za razliku od eksona 9 mogu se pronaci i u drugim studijama [142,143].

U ovom istrazivanju je nadeno da su pacijentice koje su imale tumore sa PIK3CA mutacijom imale
bolji DFS, ali statistickom analizom nije pronadena korelacija izmedu PIK3CA mutacijskog
statusa i DSS. Takoder u ovom istrazivanju karcinomi koji su imali PIK3CA mutaciju u podrucju
eksona 20 su ucestalije bili udruZeni sa histoloski povoljnijim parametrima kao Sto su nizi Ki-67
indeks (<20%), nizi gradus i za vrijeme perioda prac¢enja imali su manje ucestalu frekvenciju
pojavljivanja metastaza ili recidiva tumorske bolesti.

Usporedujuci tumore, opéenito s PIK3CA mutacijom, bez fokusiranja na specificne eksone, onda
su oni ¢eSc¢e bili povezani sa pozitivnim PD-L1 izrazajem u usporedbi sa tumorima bez PIK3CA
mutacije, no taj rezultat nije bio statisticki znacajan. Statisticka znacajnost je bila nadena u
distribuciji PD-L1 izrazaja u ovisnosti o polozaju mutacije u PIK3CA genu. Tumori s mutacijom
PIK3CA gena u eksonu 20 su statisticki znacajnije ¢eS¢e bili PD-L1 pozitivni, nego tumori s
mutacijom u eksonu 9 ili tumori koji nisu pokazivali mutacijske promjene. Ti rezultati idu u prilog
podataka iz literature, jer je poznato da mutacije u PIK3CA genu putem AKT-posredovane
fosforilacije - katenina utjecu te aktiviraju PD-L1 izrazaj [144].

Mutacije PIK3CA gena mogu uzrokovati promjene u tumorskom mikrookoliSu i time promijeniti
imunoloski odgovor domacina. Tako je naprimjer iz istrazivanja karcinoma debelog crijeva i
zeluca nadena povezanost mutacija PIK3CA gena s pove¢anom infiltracijom T citotoksi¢nim
limfocitima, ve¢im izrazajem PD-L1 na tumorskim stanicama kao i ve¢im u¢inkom imunoterapije

[145,146]. Postoje brojne studije koje nastoje objasniti i dokazati medusobne sloZene mehanizme
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koji putem PIK3CA mutacija dovode do tumorske otpornosti na djelovanje imunoloSkog sustava
[147,148]. Adaptacijski mehanizmi vremenom dovode do nesmetanog tumorskog rasta, poveéane
proliferacije i nastavka rasta. PD- L1 izrazaj u HR+/HER2- podtipu karcinoma dojke je opcenito
vrlo nizak (iznosi oko 0- 10%), u odnosu na ostale podtipove, dok je PD-L1 izrazaj u TNBC
podtipu najveci [149,150 ]. Uvodenje terapije koja djeluje na inhibiciju PI3K puta i na imunolosku
modulaciju PD-L1 osovine moze biti obe¢avajuca u terapiji karcinoma koji su vremenom razvili
rezistenciju i uzrokovali nastanak metastatskog oboljenja [151,152]. Takoder, postoje i radovi koji
imaju drugacije rezultate i dovode u vezu ¢ak manji PD-L1 izrazaj kod PIK3CA mutiranih
karcinoma dojke i1 to kod TNBC podtipa karcinoma dojke. Takvi rezultati su u suprotnosti sa
¢injenicom da aktivacija mutacije PIK3CA gena dovodi do imunoloske supresije mehanizmom
povecanog PD-L1 izrazaja [153,154].

1z ovoga je vidljivo da odnosi regulacijskih putova i PD-L1 izrazaja su vrlo sloZeni i jo§ nedovoljno
objasnjeni ali najvise su istrazivani kod TNBC karcinoma dojke, budu¢i da ta podvrsta karcinoma
dojke ima najve¢i PD-L1 izrazaj, pa je i logi¢no da su istrazivanja bila uglavnom rezervirana za
ovaj podtip karcinoma dojke [155,156].

Prema podatcima iz literature, moglo bi se re¢i da bi PIK3CA mutacijski status mogao posluziti
kao dobar prognosticki i terapijski biobiljeg povoljnog odgovora na imunoterapiju te utjecati na
odabir ciljane terapije kod raznih solidnih tumora. To bi se moglo osobito odnositi na tumore poput
zeluca, mokra¢nog mjehura, vrata maternice i tumora debelog crijeva [157-159]. Prema radu Jiang
W i sur., prikazan je slucaj tumora vrata maternice sa PIK3CA mutacijom gdje je kontinuirana
monoterapija lijjekom pembrolizumabom dovela do kompletne remisije recidiviraju¢eg tumora
koji je imao sistemske manifestacije oboljenja [160]. Rezultati iz navedenog rada sugeriraju da bi
odredivanje mutacijskog statusa PIK3CA gena moglo biti od koristi kod uvodenja terapije sa
pembrolizumabom kod tumora vrata maternice jer se pretpostavlja da bi upravo promjena u PI3K
signalnom putu uslijed PIK3CA mutacije gena mogla dovesti do viSe razine PD-L1 izrazaja i
promjene u tumorskom mikrookoliSu. Stoga se €ini razumno da bi pembrolizumab kao PI3K
inhibitor u kombinaciji sa imunoterapijom mogao znacajno povecati Sanse za prezivljenje.
Takoder i kod ostalih solidnih tumora opisani su zadovoljavajuéi rezultati lijeCenjem
pembrolizumabom, primjerice kod tumora prostate, ovarija, endometrija i karcinoma debelog
crijeva no ipak su potrebne daljnje klinicke studije za ocjenu ucinkovitosti ove terapije i pracenja

remisije bolesti [161,162].
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Kada se promatraju rezultati studija lijeCenja solidnih tumora novom terapijskom linijom, u
ovisnosti 0 PIK3CA mutacijskom statusu i PD-L1 izrazaju, te uzevs$i u obzir rezultate ovog
istrazivanja, moguce je da bi uznapredovali HR+/HER2- karcinomi dojke sa mutacijom PIK3CA
gena u podrucju eksona 20 i pozitivnim PD-L1 izraZzajem mogli imati koristi od imunoloske
terapije. Takoder u ovoj studiji, pacijentice s HR+/HER2- karcinomima i sa PIK3CA mutacijom u
podrucju eksona 20 imale su i bolju prognozu s boljim klinickim tijekom bolesti. To dokazuje
vaznost odredivanja PIK3CA mutacijskog statusa i PD-L1 izrazaja kod HR+/HER2- podtipa
karcinoma dojke, osobito jer moze dati vazne prognosticke podatke 1 utjecati na izbor
multimodalne terapije.

Povezanost populacije i sastava tumorskog mikrookoli$a nije u jasnoj korelaciji sa prezivljenjem
1 prognozom oboljenja. Prema radu Ruffel i1 sur, tumorsko tkivo karcinoma dojke je uglavnom
prozeto stanicama imunoloSkog sustava poput CD4, CD8, a u manjoj mjeri stanicama NK i1 B
limfocitne linije, dok u normalnom tkivu dojke predominiraju stanice mijelo-loze ukljucujuci
makrofage, mastocite i neutrofile [163].

Sobral-Leite M i sur. svom radu navode da promjene u PI3K signalnom putu mogu biti udruzene
sa promjenama u sastavu tumorskog mikrookolisa kod luminalnog podtipa karcinoma dojke u
smislu da takvi tumori imaju vecu infiltraciju CD8 limfocitima [87]. Prema navedenom radu,
karcinomi koji su imali viSu razinu infiltracije CDS8 stanicama su imali i ve¢i udio mutacije
PIK3CA gena 1 bili su udruzeni s kraéim vremenom povrata bolesti. Primijecena je povezanost
izmedu loSijeg prezivljenja, viSe razine CD8 infiltracije i mutacije PIK3CA gena, a posebno kod
pacijentica koje su imale histoloski stupanj karcinoma 1 i 2.

U ovom istrazivanju ipak nije pronadena statisticki znacajna povezanost izmedu DFS i povecane
razine CD8 limfocitne infiltracije u grupi tumora koji su imali PIK3CA4 mutaciju, niti u onih koji
su bili bez mutacije PIK3CA gena, ali je DSS bio statisticki znacajno duzi u grupi tumora sa
visokom CD8 infiltracijom 1 bez PIK3CA mutacije gena.

Rezultati ovog istrazivanja sugeriraju da HR+/HER2- karcinomi dojke ovisno o mutacijskom
statusu PIK3CA gena (tumori sa mutacijom u usporedbi s tumorima bez PIK3CA mutacije) mogu
imati tumorski mikrookoli$ koji razli¢ito funkcionira, te da iste stanice u ovisnosti o statusu gena
mogu biti povezane i sa razli¢itom prognozom. U ovom istrazivanju nije nadena razlika u sastavu
i razini infiltracije tumora stanicama CD4, CDS§, CD68 i CD163 ovisno o mutacijskom statusu

PIK3CA gena u HR+/HER2- karcinomu dojke. Na ovaj rezultat, da nisu pronadene statisticki
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znacajne razlike u infiltraciji CD4, CD8, CD68 i CD163 stanicama, kod tumora sa i bez PIK3CA
mutacije, mogla je utjecati ¢injenica, da je HR+/HER2- skupina karcinoma dojke heterogena i
sacinjena od luminal A i1 luminal B podtipovi karcinoma. Zbog toga je dodatno ucinjena statisticka
analiza sastava stanica CD4, CDS8, CD68 i CD163 izmedu PIK3CA mutiranih i nemutiranih
luminal A i B karcinoma dojke, no ni tu se nije pronasla statisticki znacajnija razlika u sastavu
imunoloskih stanica izmedu ove dvije podgrupe tumora. Kada se ucinila usporedba sastava
imunoloskih stanica u karcinomima dojke koji su razvili metastazu ili recidiv bolesti nadena je
statistiCki znacajna veca infiltraciju CD4 limfocitima u karcinomima bez mutacije PIK3CA gena.
Kod PIK3CA mutiranih karcinoma sa metastazom ili recidivom bolesti pronadena je visa CD163
infiltracija stanica. Promatraju¢i grupu karcinoma sa PIK3CA mutacijama i bez prisutnosti
metastaza ili recidiva u ovom radu je pronaden veci broj pozitivnih PD-L1 tumora u odnosu na
one bez mutacija gena ali bez statisticke znacajnosti (Tablica 10). Zanimljiv rezultat ovog
istrazivanja je odnos CD4 razine infiltracije karcinoma i DSS-a ili DFS-a tj visoka CD4 infiltracija
u pacijentica bez obzira na mutacijski status PIK3CA gena (i kod mutiranih kao i kod onih s
mutacijom) je pokazivala bolje rezultate petogodiSnjeg preZivljenja od karcinoma i povoljniju
prognozu.

U ovom radu nije zabiljezen utjecaj na petogodiSnje DFS, kada se promatrala povezanost razine
infiltracije tumora sa CD8 stanicama. Prema radu Yui Pen Sun i sur, povecana razina CD8 stanica
u tumoru ima bolji utjecaj na DFS i ukupno prezivljenje, ali s druge strane utjece na promjene u
hormonskoj ekspresiji. Prema navedenoj studiji povecana razina CDS8 stanica je bila povoljan
prognosticki ¢imbenik [164].

Namece se pitanje zasto infiltracija jednom vrstom stanica ima utjecaj, a drugom vrstom nema,
odnosno nije povezana sa boljim petogodi$njim prezivljenjem kod karcinoma dojke. Rezultati
ovog rada i opazanja o razli¢itoj ulozi CD4 i CD8 u odnosu na petogodi$nje prezivljenje moze
govoriti o razliitim funkcijama tih stanica obzirom na mutacijski status PIK3CA gena u
HR+/HER2- podtipu karcinoma dojke. Njihov medusobni odnos i sloZzena grada tumorskog
mikrookoliSa moze na razlicite nacine utjecati na mogucu pojavnosti recidiva a time i na ukupno
prezivljenje.

Infiltracija imunoloskim stanicama karcinoma dojke moze biti povezana sa poboljSanim
prezivljenjem prema nekim radovima, dok odredeni radovi ne dovode u vezu vrstu infiltracije

imunoloskih stanica i utjecaj na prognozu. Pojedini radovi pak govore ¢ak i o losijoj prognozi kod

74



karcinoma dojke u slucaju vece razine infiltracije imunoloSkim stanicama, neovisno o vrsti stanica
odnosno kada se promatra ukupan broj svih stanica [165,166]. Prema radu Sun, S. i sur.,

u bivarijatnoj analizi, kod viSe razine infiltracije imunoloSkom stanicama karcinomi dojke su bili
udruzeni sa znatno kra¢im prezivljenjem [167]. Prema pojedinim radovima CDS§ stani¢na
infiltracija u tumorskim stanicama kod HR+/HER2- podtipa moze biti u korelaciji sa boljim DFS
1 ukupnim prezivljenjem [168-172]

Takoder, ¢ak i polozaj infiltracije CD8 limfocitima unutar samog tumora moze prema nekim
radovima utjecati na prognozu bolesti. U slucaju karcinoma koji imaju viSu razinu infiltracije
imunim stanicama unutar same tumorske (intratumoralni) mase, €ini se da je njihov u¢inak manji
u eliminaciji tumora nego u sluc¢aju limfocita koji su smjesteni dalje od tumora odnosno u stromi.
Ovo opazanje se opisuje u radu Catacchio I i1 sur., gdje intratumoralna infiltracija sa CD8
limfocitima mozZe biti povezana sa loSijom prognozom, za razliku od tumora sa viSom infiltracijom
CDS8 stanica u stromi tumora koji su imali bolju prognozu [173]. Nije jasan mehanizam na koji su
nacin stromalni limfociti efikasniji u tumorskoj eliminaciji.

U ovom istrazivanju smo nasli da je viSa razina CD8 infiltracije bila statisti¢ki znac¢ajno povezana
sa boljim DSS prezivljenjem kod pacijentica bez mutacije PIK3CA gena (p=0.024). Kod
pacijentica koje su imale mutirani PIK3CA gen nije se naSao statistiCki znacajan rezultat kod
infiltracije CD8 limfocitima i DSS-a. No kada se uzme u obzir utjecaja infiltracije CD4 stanicama
na DSS, kod pacijentica koje su imale i bile bez mutacije PIK3CA gena visa infiltracija je u oba
slucaja bila udruZena sa boljom prognozom. Ovakva opaZanja o povezanosti vise infiltracije CD4
limfocitima 1 bolje prognoze se nalaze i u literaturi, i viSe su bazirana na TNBC budu¢i da je ta
vrsta tumora bila smatrana za viSe imunogeni tumor 1 istrazivanja su bila usmjeravana upravo
prema tom tipu karcinoma dojke. Radovi koji uzimaju u obzir HR+/HER2- podgrupu karcinoma
tumora govore i o nepovoljnom uc¢inku vise infiltracije CD4 obzirom na prognozu. Vrlo je malo
relevantnih radova da se moze do kraja rasvijetliti utjecaj ovih stanica na biolosko ponaSanje
tumora, a poglavito do danas nije istrazen utjecaj PIK3CA mutacije u HR+/HER2- grupi
karcinoma u odnosu sa stani¢nu infiltraciju [174-177].

Tumorski mikrookoli§ kao dinamicka i promjenjiva struktura je veoma podlozan utjecaju signalnih
molekula koje produciraju tumorske stanice. Signalnim mehanizmima dolazi do aktivacije i
nakupljanja monocita i inducira se njihova polarizacija u tumor-udruzene makrofage (engl. tumor

associated macrophages) tj. M2 makrofage. Tim mehanizmima dolazi do poticanja proliferacije

75



tumorskih stanica, epitelno-mezenhimalne tranzicije i supresije CD8 stanica imunoloSkog sustava.
Ovime tumorske stanice nastoje posti¢i tzv. anti-tumorski efekt i time izbjegavaju imunoloski
odgovor domacina. Na taj nacin dolazi do stvaranja rezistencije tumora na djelovanje imunoloskih
stanica. Tako nastali makrofazi M2 dobivaju klju¢nu ulogu u progresiji tumora. Unutar tumora M2
polarizirani makrofazi djeluju na angiogenezu, poti¢u limfangiogenezu tumorskih stanica,
olakSavaju epitelno- mezenhimalnu tranziciju i nastanak metastaza [178,179].

Aktivirani makrofazi lu¢e odredene imunosupresivne citokine poput IL-10, zatim TGF-B, te
pokazuju visok stupanj ekspresije arginaze-1 Sto dovodi do slabljenja imunoloskog odgovora
domacina. Nastoji se djelovati na M2 makrofage, odnosno potaknuti njihovo reprogramiranje i
zaustaviti time tumorsku progresiju.

Rezultati iz ovog istrazivanja pokazali su da karcinomi dojke sa PIK3CA mutacijom i oni bez
mutacije imaju razli¢ite odnose izmedu PD-L1 izraZzaja i imunih stanica koje sa¢injavaju tumorski
mikrookolis (Tablica 12).

Analizom dobivenih podataka u ovom radu nadeno je da karcinomi bez PIK3CA mutacije imaju
negativnu korelaciju PD-L1 izrazaja i infiltracije sa CD163 makrofazima. Obrnuto, kod tumora
koji su imali mutiran PIK3CA gen, ta korelacija sa CD163 makrofazima i PD-L1 izraZzajem je
statisti¢ki znacajna. CD163 je marker M2 polariziranih makrofaga koji imaju pro-tumorski efekt.
Kada se promatra DFS kao varijabla u ovoj studiji, pacijentice sa PIK3CA mutacijom gena i viSom
infiltracijom CD163 ne pokazuju znakove recidiva tumorskog oboljenja (rezultat testiranja je na
razini statisticke znacajnosti (Tablica 14). Ovo opazanje je u suprotnosti sa do sada poznatim
rezultatima raznih studija. Imunosupresivna obiljezja makrofaga koji infiltriraju tumorske stanice
su ovisna o djelovanju PI3K signalnog puta i o njegovoj regulaciji. PI3K signalni put ima sredi$nju
ulogu koji putem svog efektora AK7, potice diferencijaciju makrofaga prema M2 fenotipu koji
imaju obiljezja imunosupresivnog djelovanja; poticanjem tumorogeneze, nastanka metastaza i
stvaranja rezistencije tumora na obrambena mehanizme domacina [180].

Mehanizmi imunosupresije kod aktiviranih M2 makrofaga u tumorima dovode do lucenja cijelog
niza medijatora poput CXCL1, koji se mogu vezati na CXCR2 na stanicama karcinoma dojke 1
aktivirati PI3K/Akt/NF- kB put. Taj mehanizam dovodi do pojacanog PD-L1 izrazaja Sto je
detaljnije istrazeno kod TNB podtipa karcinoma dojke [181,182]. OpaZanje vezano za loSiju

prognozu i DFS obzirom na infiltraciju sa CD163 u solidnim tumorima se nalazi u radu Alvaro
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Lopez-Janeiro 1 sur., a opazena povezanost navedenih parametara je nadena kod epiteloidnih
tumora te melanoma [183].

Lokalizacija odnosno smjestaj CD163 makrofaga unutar samog tumora i odnos prema tumorskim
stanicama i stromi moze imati utjecaj na prognozu kod odredenih solidnih tumora [184]. CD163
stanice koje su bile u bliskoj vezi sa tumorskim stanicama su prema radu Lindberg I i sur. bili
udruzeni sa lo$ijim prognostickim ¢imbenicima [185].

To se odnosilo na ve¢i gradus i agresivniji tip tumora te krace prezivljenje, a dodatnim statistickim
analizama u radu je nadena poveznica loSije prognoze kod metastatskog karcinoma dojke 1 vece
razine CD163 izrazaja. Sli¢ni rezultati se pronadeni u radovima kada je pove¢ano nakupljanje bilo
u stromi tumora. Utjecaj razine infiltracije CD163 stanica na prognozu oboljenja koje su smjestene
u stromi tumora je povezano sa lo§ijom prognozom bolesti. Povecana razina infiltracije CD 68 ili
CD163 prema Yang M i sur. je povezana sa ve¢im histoloskim gradusom tumora , veli¢inom, 1
lo$ijim petogodiSnjim prezivljenjem [186]. Kod karcinoma debelog crijeva. visoka infiltracija je
bila udruzena sa loSijom ukupnim prezivljenjem i OS [187,188].

Potrebne su dodatne studije da se do kraja rasvijetliti utjecaj i polozaj imunoloskih stanica te razina
infiltracije na prognozu karcinoma dojke osobito kod podtipa HR+/HER2- jer su rezultati studija
kontradiktorni i oskudni.

Ova opazanja potvrduju koliko je karcinom dojke heterogena bolest i da mnogi ¢imbenici udruzeni
djeluju na i odreduju prognozu. Za razliku od drugih istrazivanja, viSa razina CD163 infiltracije
kod PIK3CA mutiranih tumora je u ovom istrazivanju bila iznenadujuce povezana sa boljim DFS
(p=0.077). Sli¢na opazanja su nadena u radu Omilian AR i sur., gdje je povecana razina infiltracije
CD163 stanicama imala povoljan utjecaj na preZivljenje ali se odnosila na TNBC karcinome dojke
[189 ]. Makrofazi u karcinomu dojke imaju vrlo heterogenu i funkcionalnu razlicitost, pokazuju
isprepletena svojstva i mozda ponekad niti M1 ni M2 ne spadaju jasno u svoje kategorije.
Tumorske stanice svojim signalnim putevima mogu mijenjati ekspresije gena povezanih s M1 i
M2 fenotipom §to moZe mijenjati omjere samih M1/M2 stanica [190]. Ovo moze ukazivati da je
M1/M2 Kklasifikacija mozda pojednostavljena kod karcinoma dojke i da su potrebna dodatna
istrazivanja da se preciznije interpretira njithov meduodnos na prognozu oboljenja i ukupno
prezivljenje od karcinoma dojke. M1 linija makrofaga prilikom aktivacije postaje proupalna, a te
stanice imaju antitumorski ucinak, proizvodnjom citokina poput TNF-a i duSi¢no-oksidne

sintetaze, §to dovodi do smrti tumorskih stanica i pojacanja imunoloSkog odgovora domacina u
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samoj obrani od tumora. S vremenskim odmakom stanice tumora mogu promijeniti odgovor na
djelovanje M1 makrofaga, postati putem aktivacije JAK-STAT3 puta izdrzljivije. Ovo opazanje
se osobito odnosi na stanice tumora koje su prezivjele djelovanje M1 makrofaga koji djeluju
prvenstveno antitumorski.

Prema radu Caronni N i sur., gdje je ucinjeno RNA skevencioniranje nukleinske kiseline jedne
stanice (engl. single cell RNA sequencing) u uzorku tkiva duktalnog adenokarcinoma gusterace,
nadeno je da IL-1B+ tumorski makrofazi imaju istovremenu ekspresiju i pro-upalnih (MHCII,
CD80, CD68 ) i pro-tumorskih markera (CD206,arg-1, PD-1) [191]. U tom radu je pronadena
povezanost izmedu tumorskih stanica i makrofaga koji infiltriraju sami tumor i luce IL-1p, te
podskupine makrofaga izazvane lokalnom sinergijom izmedu prostaglandina E2 i ¢imbenika
nekroze tumora. Ovim putem, pomocu IL-1f kao signalne molekule, dolazi do mijenjanja osobina
makrofaga, reprogramiranja i pojaane tumorogeneze. Time se primjerice moze objasniti brzo
napredovanje bolesti kod tumora gusterace i agresivna priroda bolesti. Blokada IL-1p3, te stvaranja
prostaglandina E2 moze zaustaviti ovaj proces reprogramiranja i1 zaustaviti mehanizam
tumorogeneze. Moguce je da PIK3CA mutacije gena u HR+/HER2- karcinomu dojke mogu imati
utjecaj i inducirati razli¢ite funkcije imunoloskih stanica. To utjece na prognosticki rezultat koji
moze biti suprotan od dosad uvrijezenih zakljucaka o anti tumorskom ucinku M2 makrofaga.
Promjene u PIK3CA mutacijskom statusu mogu utjecati na promjenu u PI3K signalnom putu koji
potom dovodi do polarizacije M2 makrofaga i do promjena tumorogenog efekta.

Posto rezultati ovog istrazivanja govore da PIK3CA mutacije mogu imati utjecaj i na bolju
prognozu tumora u ovisnosti o vis$oj infiltraciji M2 stanicama, potrebna su dodatna daljnja
istrazivanja koja ¢e mozda rasvijetliti kojim to¢no mehanizmom P/IK3CA mutacija moze dovesti
do povoljnijeg ishoda bolesti, odnosno kako njihova uloga moZe imati utjecaj na bolju i loSiju
prognozu tumora dojke. Potreba za dodatnim analizama imunoloSkog sastava tumorskog
mikrookoliSa i PIK3CA mutacijskog statusa moZze staviti karcinom dojke u fokus imunoloskog
lijeCenja, pogotovo podtip HR+/HER2- budu¢i da imunoterapija nije bila do danas metoda
lijeCenja u ovoj podgrupi karcinoma dojke.

Danas se nastoji selektivnim inhibitorima PI3K puta kod pacijentica sa uznapredovalim stadijem
ili metastatskim karcinomom, kod HR+/HER2- podtipa, zaustaviti napredovanje bolesti. Lijekovi
koji djeluju na regulaciju M2 makrofaga jo§ uvijek nisu odobreni za upotrebu, usprkos

obecavajuc¢im rezultatima.
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Primarno ogranicenje ovog istrazivanja je retrospektivni karakter studije i posljedi¢no tome
heterogenost terapijskih postupaka lijeCenih pacijentica iako bi ona trebala biti relativno mala
buduci da su sve one lijeene u istom centru prema nacionalnim smjernicama. Ostala ogranicenja
ovog istrazivanja su da je koriSten alel-specificni PCR kit za analizu PIK3CA mutacija koji
detektira samo genetske promjene na najucestaliji lokalizacijama u samom P/K3CA genu no one
ionako imaju najvazniji klinicki znacaj. KoriSteni su tkivnih mikro¢ipovi (TMA) za
imunohistokemijske analize, no upotrebom tri do Cetiri tkivna cilindra promjera od 1 mm te
serijskim narezivanjem istih TMA cilindra trebao bi se umanjiti navedeni nedostatak te dobiti na
heterogenosti tumorskog tkiva.

Pregledom trenutno dostupne literature gotovo da ne postoje radovi koji usporeduju PD-L1 izrazaj
sa PIK3CA mutacijom kod HR+/HER2- karcinoma dojke. Povezanost utjecaja na promjene u
tumorskom mikrookoliSu PIK3CA mutacije i PD-L1 izrazaja kod HR+/HER2- podtipa karcinoma
dojke do danas nije u potpunosti jasan, niti postoje radovi koji ispituju taj slozeni odnos. Rezultati
ovog istrazivanja mogli bi imati utjecaj u boljem probiru pacijentica sa HR+/HER2- karcinomima
dojke koje bi mozda imale koristi od uvodenja imunoloske terapije, a koja je do sada uglavnom
bila indicirana za TNBC podtip. PIK3CA mutacije gena imaju prognosticki znacaj te je potrebno
uciniti dodatna istrazivanja da se do kraja razjasni medusobni odnos P/IK3CA mutacije, promjena
u tumorskom mikrookoli$u, funkcionalnom statusu stanica mikrookoliSa kao i njihov utjecaj na

prognozu bolesti.
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6. ZAKLJUCCI

Predmet ovog rada je bio utvrditi u podgrupi karcinom dojke HR+/HER, PIK3CA mutacijski
status, PD-L1 izrazaj i sastav tumorskog mikrookoli$a ovisno o PIK3CA mutaciji te njihov utjecaj
na prognozu bolesti. Opcenito je karcinom dojke za razliku od drugih solidnih tumora bio
svrstavan u grupu manje imunonogenih tumora i istraZzivanja u tom smislu su bila uglavnom
usmjerena na TNBC podtip karcinoma dojke koji je od svih podtipova pokazivao najvisi stupanj
imunogenosti.

Uzevsi u obzir rezultate ovog istrazivanja mogu se izvesti slijedec¢i zakljuccei:

1. Kod HR+/HER2- podtipa karcinoma dojke je pronadeno 43% tumora koji su imali mutaciju
PIK3CA gena §to je u skladu sa ostalim relevantnim studijama. PD-L1 izrazaj je bio oko 10%
(tocnije 9.3%) 1 kod karcinoma dojke sa PIK3CA mutacijom bio je ¢eSce pozitivan, nego kod onih

karcinoma koji nisu imali PIK3CA mutaciju, no navedeno nije bilo statisti¢ki znacajno.

2. Naden je statisticki znacajan ve¢i udio PD-L1 pozitivnih karcinomi dojke kod PIK3CA

mutiranih tumora i to osobito ako je mutacija bila u eksonu 20.

3. Mutacije PIK3CA gena su statistiCki znacajno bile ceS¢e povezane sa nizim Ki-67

proliferacijskim indeksom te dobro i srednje diferenciranim tumorima.

4. Sastav stanica mikrookolisa (CD4, CDS§, CD68, CD163) se nije statisticki znacajno razlikovao
izmedu HR+/HER2- karcinoma dojke koji su imali ili bili bez PIK3CA mutacije gena, odnosno
mutacija PIK3CA gena nije imala utjecaj na sastav i koli¢inu infiltracije karcinoma ispitivanim

stanicama.
5. U skupini luminal A i luminal B karcinoma dojke nije nadena statisticki znacajna razlika u

sastavu stanica mikrookolisa (CD4, CDS8, CD68, CD163) kod tumora sa ili bez PIK3CA mutacije

gena.
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6. HR+/HER2- karcinomi sa viSom infiltracijom CD4 limfocitima i pozitivnim PD-L1 imali su

manju tendenciju razvoju recidiva i metastaza (rezultat je bio na nivou statistickog trenda).

7. Kod HR+/HER2- karcinoma dojke koji nisu imali mutaciju PIK3CA gena, PD-L1 izrazaj je
statistiCki znacajno negativno korelirao sa razinom infiltracije CD163 stanicama, a kod PIK3CA
mutiranih karcinomi bilo je obrnuto, PD-LI1 izrazaj je imao statisticki znacajnu pozitivnu

korelaciju s infiltracijom CD163 stanicama.

8. Kod HR+/HER2- karcinoma dojke sa viSom infiltracijom CD4 stanicama naSao se statisticki

znacajno bolji DSS i bolji DFS kod tumora sa i bez mutacije PIK3CA gena.

9. Statisticki znacajno bolji DSS su imale su pacijentice €iji karcinomi nisu imali PIK3CA

mutaciju ali su imali viSu razinu infiltracije CD8 stanicama.

10. Visa razina infiltracije CD8 stanicama kod karcinoma bez mutacije PIK3CA gena nije bila

statisti¢ki znacajna na petogodisnje prezivljenje bez povrata bolesti (DFS).

11. Naden je statisticki znac¢ajno duzi DFS kod HR+/HER2- karcinoma koji su imali PIK3CA

mutaciju i bili pozitivni na PD-L1.

12. DFS je bio statisticki znacajno duzi kod HR+/HER2- karcinoma koji su imali PIK3CA mutaciju
u eksonu 20 i bili pozitivni na PD-L1.
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Slika 1. Apsolutni broj oboljelih Zena od tumora u Republici Hrvatskoj u 2023. Karcinom dojke
jesa 329308 slucajeva u 2022 godini je na vode¢em mjestu obolijevanja od svih karcinoma ukupno
(autorski crtez prema EUROCARE-6 bazi podataka, te podatcima Hrvatskog Zavoda za javno
zdravstvo, Registar za rak Republike Hrvatske, Rak u Hrvatskoj 2023./2024. Zagreb 2026).

Slika 2. Incidencija zlo¢udnih tumora u Europskoj Uniji u 2022 kod Zena.

Slika 3. Incidencija zlo¢udnih tumora kod Zena u svijetu u 2022 godini

Slika 4. Moguc¢nosti blokade PI3K/AKT/mTOR na razli¢itim mjestima uz pomo¢ razli€itih vrsta
lijekova. Blokadom pojedinog puta, dolazi do promjena u metabolizmu i stani¢nom ciklusu §to
utjece na rasta i prezivljenje tumorske stanice i dovodi do ubrzane stani¢ne smrti.

Slika 5. PIK3CA mutacije u pojedinom podtipu karcinoma dojke prema atlasu TCGA (engl. The
Cancer Genome Atlas). TCGA je sadrzi veliku bazu podataka ukljucujuci i rak dojke koji sadrzi
podatke o pojedinim podtipovima karcinoma dojke ukljuc¢ujuéi i promjena na genima.

Slika 6. Mehanizmi interakcije estrogenskog i PI3K signalnog puta. Djelovanjem na estrogenski
receptor dolazi do promjena i u signalizaciji p85 regulatorne podjedinice tumora.

Slika 7. Osovina PD-1/PD-L1 i nacin regulacije. Tumorska stanica se veze na PD-1 ligandna T -
limfocitima uzrokuju¢i smanjenje stani¢ne proliferacije, aktivacije i smanjenog lucenja vaznih
citokina u homeostazi stanice. Dolazi do ubrzane stani¢ne smrti tj. apoptoze.

Slika 8. Odnos tumorskih stanica, imunoloSkog odgovora domacina i crijevne mikrobiote.
Bakterije u crijevima putem svojih medijatora izazivaju niz imunoloSkih odgovora u sluznici
crijeva. Time dolazi do mijenjanja sistemskog imunoloskog odgovora organizma S$to utjeCe na
djelovanje kemoterapije i u¢inkovitost u otklanjanju tumorskih stanica iz organizma.

Slika 9. Medusobni odnos imunoloskih i tumorskih stanica. Ukoliko dode do inaktivacije
imunoloskih stanica mehanizmima blokade imunoloskog sustava, tumor nastavlja nesmetani rast.
U obrnutom slucaju, ukoliko imunoloski sustav nadvlada mehanizme tumorskog rasta dolazi do
zaustavljanja tumorskog rasta i eliminacije tumorskih stanica iz organizma.

Slika 10. A). Uredaj za izradu mikro¢ipova (MTA Booster OI, Alphelys, Plasir Francuska)
Zavod za patologiju, Medicinskog fakulteta Sveucilista u Rijeci; B). Tkivni mikrocipovi (TMA),
tj. nove parafinske kocke u koje su preneseni uzorci odabranog tumorskog tkiva

Slika 11. Slika 11 pokazuje primjer imunohistokemijskog bojenja za CD4 i CD8. Pod svjetlosnim

mikroskopom su izabrana podrucja gdje su imunoloske stanice najguscée rasporedene
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1 pod povecanjem 200X (x20 objektiv) su brojane imunoloske stanice na tri odvojena mjesta.
Slika 12A. Graf korelacije infiltracije CD4 stanicama i PD-L1 izrazaja u cijeloj skupini pacijentica
(koristen Spearmanov koeficijent korelacije)

Slika 12B. Graf korelacije infiltracije CDS8 stanicama i PD-L1 izrazaja u cijeloj skupini pacijentica
(koristen Spearmanov koeficijent korelacije)

Slika 12C. Graf korelacije infiltracije tumora CD68 makrofazima i PD-L1 izrazaja (koriSten
Spearmanov koeficijent korelacije).

Slika 12D. Graf korelacije infiltracije CD163 stanicama i PD-L1 izrazaja u skupini tumora bez
mutacije PIK3CA gena (koriSten Spearmanov koeficijent korelacije)

Slika 12E. Graf korelacije pokazuje odnos infiltracije CDS8 stanicama i PD-L1 izrazaja u skupini
tumora sa mutacijom P/K3CA gena (koriSten Spearmanov koeficijent korelacije)

Slika 12F. Graf korelacije pokazuje povezanost infiltracije tumora CD68 makrofazima i PD-L1
izrazaja u PIK3CA mutiranih tumora (koriSten Spearmanov koeficijent korelacije)

Slika 12G. Graf korelacije infiltracije CD163 stanicama i PD-L1 izrazaja u skupini tumora sa
PIK3CA mutacijom (koriSten Spearmanov koeficijent korelacije)

Slika 13A. Infiltracija CD4 stanicama kod tumora koji nisu imali PIK3CA mutaciju i utjecaj na
DSS
Slika 13B. Infiltracija CD4 stanicama kod tumora koji su imali PIK3CA mutaciju i utjecaj na
DSS
Slika 13C. Infiltracija CDS8 stanicama u tumorima bez PIK3CA mutacije i utjecaj na DSS
Slika 13D. Infiltracija CDS8 stanicama u tumorima bez PIK3CA mutacije i utjecaj na DSS
Slika 13E. DSS u ovisnosti o PD-L1 izrazaju
Slika 13F. DSS unutar cijele ispitivane skupine pacijentica ovisno o PIK3CA mutacijskom
statusu
Slika 13G. DSS u cijeloj skupini pacijentica sa mutacijom P/IK3CA gena u eksonu 9 ili 20
Slika 14A. DFS i infiltracija CD4 limfocitima kod karcinoma bez PIK3CA mutacije gena
Slika 14B. DFS i infiltracija CD4 limfocitima kod karcinoma sa PIK3CA mutacijom gena
Slika 14C. DFS i infiltracija CD163 stanicama u skupini pacijentica bez PIK3CA mutacije gena
Slika 14D. DFS i infiltracija CD163 stanicama u skupini pacijentica sa PIK3CA mutacijom gena
Slika 14E. DFS u ovisnosti o polozaju mutacije PIK3CA gena u eksonu 9 i eksonu 20 u cijeloj

ispitivanoj skupini
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Slika 14F. DFS i utjecaj PD-L1 izrazaja u cijeloj ispitivanoj skupini
Slika 14G. DFS u cijeloj ispitivanoj skupini ovisno o prisutnosti mutacije PIK3CA gena

POPIS POKRATA

AJCC- engl. The American Joint Committee on Cancer, Ameri¢ko udruZenje za rak

AUC- (engl. area under curve ), podrucje unutar krivulje

BI-RADS- (engl. Breast Imaging Reporting and Data System), slikovna dijagnostika za ocjenu
promjena u dojci

BRCAI 1 BRCA2 (engl. BReast CAncer gene), gen za tumor dojke

CI- (engl. confidence interval), interval pouzdanosti

CT- kompjutorizirana tomografija

DNA- deoksiribonukleinska kiselina

DFS- (engl. .disease-free survival) ,vjerojatnost prezivljenja bez bolesti

DSS- (engl. Dissease specific survival),vjerojatnost prezivljenja specifi¢na za bolest (za odredeni
karcinom)

FDA- (engl. Food and Drug Administration), Agencija za hranu i lijekove u USA

FISH (engl. Fluorescence In Situ Hybridization), fluorescentna in situ

ER- estrogen receptor

HER2-(engl. Human epidermal growth factor receptor 2), humani epidermalni receptor ¢imbenika
rasta 2

IVD test -(engl. in vitro diagnostics), dijagnostika van zivog organizma u kontroliranim uvjetima
MAPK- (engl. mitogen activated protein kinase), mitogen aktivirajuéa proteinska kinaza
MMR-(missmatch repair), neuskladeni popravaka DNK dijelova

MR- magnetska rezonanca

MSI-(engl. microsatelite instabilitet), nakupljanje ili brisanje kratkih DNK sekvenci zbog
nedostataka u statusu popravka.

NGS- (engl. Next generating sequencing), novija generacija genske analize

NST-(engl.no special breast cancer), ne specijalni tip karcinoma dojke

OS- (engl. Overall survival,) ukupno prezivljenje
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PCR- (engl. Poymerase chain reaction), polimeraza lanCana reakcija

PR- progesteron receptor

PI3K -fosfoinzitol-3-kinaza

PFS-(engl. progression free interval), vrijeme prezivljenja bez bolesti

OS-(engl. Overall survival), ukupno prezivljenje

PD-1- (engl. Programmed cell death-1), protein programirane stani¢ne smrti

PD-L1- (engl. Programmed cell death ligand-1), ligand programirane stani¢ne smrti

RNA -(engl. ribonucleic acid),ribonukleinska kiselina

ROC —(engl. Receiver operating characteristic), operativna krivulja analize

REMARK (engl. Reporting Recommendations for Tumor Marker Prognostic Studies ), standardni
protokoli za izradu tkivnih mikro¢ipova

TCGA-( engl. The genome cancer atlas ) , atlas genoma karcinoma

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

TMA- (engl. Tissue micro array), tkivni mikroc¢ip

TNM- (engl. tumor, node, metastasis), tumor, ¢vor, metastaza

TNBC-(engl. Triple-negative breast cancer), trostruko-negativni karcinom dojke
UICC-(engl. Union for International Cancer Control), Unija za medunarodnu kontrolu raka
UZV- ultrazvuk

WHO-(engl. World Health Organization,) Svjetska zdravstvena organizacija

w/t- (engl. Wild type), nemutirani PIK3CA karcinom dojk
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