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1. UvOD

1.1. Anatomija dojke

Dojka ili mlijecna Zlijezda (lat. mamma) najveca je kozna zlijezda, koja je zapravo
modificirana zlijezda znojnica (Slika 1) (1, 2). Dojke su simetri¢ni parni organ, smjestene
na prednjoj strani prsnog kosa s funkcijom proizvodnje i izlu¢ivanja mlijeka. U musSkaraca
dojka ostaje rudimentarni organ. Gradena je od koze s potkoznim masnim tkivom, Zlijezda i
vezivno masne ovojnice. Zljezdani parenhim dojke sastoji se od 15-25 reznjeva (lobulusa),
dok je svaki rezanj graden od granajuceg sustava duktusa (od laktifernog duktusa preko
segmentalnih i subsegmentalnih kanalica do terminalne duktulo-lobularne jedinice).
Terminalna duktulo-lobularna jedinica gradena je od ekstralobularnog duktusa i lobula koji
je graden od acinusa, intralobularne strome 1 intralobularnih duktusa. Kolagenska vezivna
interlobularna stroma te masno tkivo nalaze se izmedu lobula. Reznjevi 1 njihovi izvodni
kanali poredani su zrakasto oko bradavice pa otuda pravilo da svaki kirurski rez dojke ide
radijalno prema bradavici. Bradavica i zavr$ni dio laktifernog sinusa prekriveni su
viSeslojnim ploc¢astim epitelom dok dvoredni kubic¢ni epitel oblaze kanali¢e dojke, a ¢ine ga

sekrecijske luminalne stanice te vanjski mioepitelni sloj stanica (1, 2).



Slika 1. Grada dojke, sagitalni presjek: 1 — prsni ko§; 2 — veliki prsni misi¢; 3 — mlijecne
zlijezde; 4 — bradavica; 5 — areola; 6 — mlijecni kanali; 7 - masno tkivo; 8 — koza

Preuzeto i modificirano iz: Lynch PJ, medicinski ilustrator (2)

Normalnu veli¢inu dojka doseze tijekom puberteta kada pod utjecajem estrogena i
progesterona iz jajnika kod djevojaka dolazi do produljivanja i grananja postojecih kanala
uz istodobno nakupljanje masnog tkiva. Tijekom menstrualnog ciklusa dojka prolazi kroz
ciklicke promjene. Prilikom trudnoce i laktacije na krajevima terminalnih kanali¢a formiraju
se alveole, nakupine zljezdanih stanica koje izlu¢uju mlijeko. Nakon prestanka dojenja

vecina alveola propada apoptozom, a u starosti nastupa involucija (3).



1.2. Tumori dojke

Bolesti dojke mozemo podijeliti na netumorske i tumorske. Netumorske bolesti obuhvacaju
poremecaje u razvoju dojki (amastija, mikromastija, makromastija, politelija), poremecaje u
funkciji dojki (galaktoreja, secenirajuca dojka, mastodinija), regresivne promjene (atrofija,

distrofija) i upalne promjene (mastitis, apsces, karbunkul).

Tumori dojke mogu nastati od bilo kojeg gradevnog dijela dojke: Zljezdanog, vezivnog,
masnog, krvozilnog i zivéanog tkiva. Epitelni su tumori ucestaliji od stromalnih tumora.
Rijetko mogu nastati i limfomi, melanomi te metastaze tumora drugih lokalizacija. Tumori

dojke mogu biti benigni i maligni.

Maligni tumori imaju sposobnost invadiranja i razaranja tkiva kao i metastaziranja. Obzirom
na odnos malignih stanica prema bazalnoj membrani tumori dojke se dijele na neinvazivne
(ne probijaju bazalnu membranu) i invazivne. Kod neinvazivnih ili in situ karcinoma
tumorske stanice su ograni¢ene na duktuse ili lobule. Intraduktalni karcinom in situ (DCIS)
najcesci je oblik preinvazivnog karcinoma dojke (80%), a u oko 20% promjene su bilateralne
(4). Najcéesce se nalazi u zena izmedu 50 i 59 godina. Iako se moze prezentirati kao tumorska
masa, iscjedak iz bradavice ili Pagetova bolest bradavice u vecine slucajeva otkrije se
mamografskim pregledom (kao nakupine Kkalcifikata). Arhitekturno se dijele na
mikropapilarni, papilarni, kribriformni, solidni i komedo tip, a prema izgledu i polimorfizmu
jezgara stupnjuju se u tri gradusa. DesetogodiSnje prezivljenje je vece od 98%. Rizik za
nastanak karcinoma dojke povecan je za 8-11 puta te se u oko 50% slucajeva DCIS-a razvije

invazivni karcinom dojke.

Lobularni karcinom in situ (LCIS) najces¢e se dijagnosticira prilikom mikroskopskog

pregleda tkiva dojke dobivenog iz nekog drugog razloga. Postoji klasi¢ni, floridni i



pleomorfni oblik LCIS-a. CDH1 (gen za protein E-cadherin) inaktivacija koja dovodi do
oslabljene funkcije E-cadherina rani je dogadaj u razvoju LCIS-a. Postoji niski rizik
progresije LCIS-a u invazivni karcinom pa se prema 8. izdanju TNM Kklasifikacije (AJCC)
LCIS ne svrstava u pTis (5-8). Invazivne epitelne tumore dojke prema WHO Kklasifikaciji

dijelimo u vise histoloskih podtipova (4).

1.2.1. Karcinomi dojke

Veliku veéinu karcinoma dojke klasificiramo kao invazivni karcinom NST, prije zvan
duktalni invazivni karcinom. U slu¢aju da karcinom pokazuje specifi¢an histoloski obrazac
rasta u vise od 90% tumorske mase, klasificiramo ga u jedan od specijalnih histoloskih
podtipova poput lobularnog, tubularnog, kribriformnog ili mucinoznog karcinoma. Duktalni
karcinom nastaje iz epitela kanalica u podru¢ju terminalne duktulo-lobularne jedinice i
najéeséi je tip raka dojke, s gotovo 80% svih karcinoma dojke (4). Lobularni karcinom ¢ini

od 5% do 15% svih slu¢ajeva raka dojke.

Odredivanje histoloSkog tipa karcinoma dojke ima prognosticki i1 prediktivni zna¢aj npr.
tubularni karcinomi su uglavnom niskog gradusa i pokazuju dobru prognozu (petogodisnje
prezivljenje 88%) dok su neke podvrste metaplasticnog karcinoma visokog gradusa,
trostruko negativnog imunofenotipa, losijeg odgovora na standardnu kemoterapiju u odnosu
na druge podtipove trostruko negativnog imunofenotipa te samim time loSije prognoze

(petogodisnje prezivljenje oko 66%) (4).



1.2.1.1. Etiologija karcinoma dojke

Iako su karcinomi dojke ve¢ desetlje¢ima predmet brojnih istrazivanja jo§ uvijek postoje
brojne etioloske nepoznanice. Da na razvoj karcinoma dojke utjee nacin zivota s visokim
kalorijskim unosom, unosom hrane bogate proteinima i Zivotinjskim mastima, povecanim
unosom alkohola, manjkom tjelesne aktivnosti govore epidemioloski podaci o povezanosti
incidencije karcinoma dojke s visSim socioekonomskim statusom i ve¢om pojavnosti
karcinoma dojke u razvijenim zemljama (9). Podaci o povecanju incidencije unato¢
unaprjedenju lijecenja vjerojatno potvrduju ovu pretpostavku. Glavni rizi¢ni ¢imbenici koji
se povezuju s karcinomom dojke su genski 1 hormonski. Bolest se ¢eS¢e javlja kod Zena s
ranom dobi prve menstruacije, manjim brojem djece, kasnijom dobi prvog poroda te kra¢im
trajanjem dojenja. Unos egzogenih spolnih steroida poput hormonske nadomjesne terapije i
oralnih kontraceptiva ako se uzimaju duZzi niz godina ima ulogu u razvoju karcinoma dojke
(10). Mehanizam pro-karcinogenog ucinka estrogena povezan je s njegovom indukcijom
proliferacije, ¢ime se povecanjem broja stani¢nih dioba mogu nakupiti mutacije kao
zaCetnici karcinogeneze. Estrogen djeluje 1 kao kemijski karcinogen, zbog nalina
metaboli¢ke inaktivacije i1 popratne produkcije reaktivnih kisikovih spojeva. Stoga ce
trudnoc¢a u kojoj stanice dojke dozivljavaju potpuno sazrijevanje i diferencijaciju, kao i
dojenje kada stanice dojke dobivaju apoptoti¢ne signale, djelovati zastitno te ¢e viSestruke
trudnoce i duze dojenje imati preventivni u¢inak na razvoj karcinoma dojke (11). Debljina u
postmenopauzalnih Zena povecava rizik zbog djelovanja estrogena koji se stvaraju u

masnom tkivu (1).

Preko 70% zena s dijagnosticiranim karcinom dojke nema poznate rizicne ¢imbenike pa se
moze pretpostaviti da su sve Zene pod rizikom za nastanak raka dojke (12). Utjecaj nekog
¢imbenika na moguénost obolijevanja izrazavamo relativnim rizikom (RR). Svrstavamo ih

u visoko rizi¢ne (RR iznad 4), umjereno rizi¢ne (RR 2-4) 1 nisko rizi€ne (RR ispod 2), a u

5



upotrebi je nekoliko modela procjene RR (13-16). Prihvaceno je stajaliSte da je nastanak

karcinoma dojke uzrokovan djelovanjem brojnih egzogenih i endogenih ¢imbenika.

Op¢i Cimbenici Su U 90% slucajeva odgovorni za razvoj karcinoma dojke:

Dob >65 (RR: 4 puta veci)

- Proliferativne lezije s atipijom (RR: 4 puta veéi)

- Duljina zivotne izloZenosti estrogenima (RR: 2- 4 puta vec¢i): nadomjesna hormonska
terapija u menopauzi, gustoca dojki

- IzloZenost fizikalnim i kemijskim karcinogenima (RR: 2-4 puta veci)

- RR: ve¢i 1-2 puta - rana menarhe, kasna menopauza, kasna prva trudnoca, ne

dojenje, nulipara, visoko-kalorijska prehrana, alkohol, smanjena tjelesna aktivnost

(pretilost)

Geneticki ¢imbenici su u 10% slu€ajeva odgovorni za razvoj karcinoma dojke, a taj je rizik

za 2-4 puta veci u slucaju obiteljske anamneze te prisutnih genskih polimorfizama i
nasljednih mutacija visokorizi¢nih gena (BRCA1, BRCA2, PTEN, TP53, MLHI,

MSH2, ATM, CHEK2, PALB).

Standardni ¢imbenici visokog rizika su starija zivotna dob, spol, rasa, nacija (Ashkenazi
zidovi) 1 obiteljska anamneza. Obiteljski rak dojke podrazumijeva nastanak bolesti unutar
obitelji s ve¢om udestalo$éu nego u opéoj populaciji. Zene s obiteljskom anamnezom
karcinoma dojke imaju vecu vjerojatnost obolijevanja, koja korelira s brojem oboljelih
¢lanova obitelji, stupnjem srodnosti i dobi obolijevanja. Oboljeli srodnik unutar uze obitelji
povecava rizik ¢ak 2 do 3 puta (12). Nasljedan rak dojke nosi mutaciju gena koja se obiteljski
nasljeduje, najéesée u sklopu sindroma poput Li Fraumeni, Cowden, Peutz-Jeghers (17).
Nasljedne mutacije ¢ine manje od 10% ukupnog uzroka za nastanak raka dojke. Ipak, osobe

koje imaju mutaciju na jednom alelu imaju dvostruko ve¢i rizik za nastanak karcinoma od

6



osoba bez mutacija. Naj¢esc¢e su mutacije na genima BRCA1 i BRCA2 (eng. Breast Cancer
1 and 2 genes) ¢iji nositelji imaju vise od 45-85% vjerojatnost za nastanak karcinoma dojke
I 11-62% vjerojatnost za nastanak raka jajnika do 70. godine Zivota i uzrok su 1/3 ukupnih
nasljednih karcinoma dojke (17). Nasljedne BRCAL1 mutacije vezane su s nastankom
trostruko negativnih karcinoma dojke dok se nasljedne mutacije BRCA2 gena vezu s
nastankom hormon receptor pozitivnih tumora. Muskarci s mutacijom u tim genima imaju
rizik 5-10% za razvoj karcinoma dojke, uz povecan rizik za razvoj raka prostate u mladoj
zivotnoj dobi (17). BRCAT1 je klju¢ni protein u odrZzavanju genomske stabilnosti, popravku
DNA, kontroli stani¢nog ciklusa, modeliranju kromatina te regulaciji transkripcije i
translacije. Kao odgovor na oSte¢enje DNA, sudjeluje u popravku dvolanc¢ane DNA
mehanizmom homologne rekombinacije kao i popravkom krivo sparenih baza (engl.
mismatch repair pathway, MMR) (17). Oba gena sudjeluju u mehanizmu popravka DNA te
njihove inaktivacijske mutacije (delecije 1 insercije, ,,non-sense* mutacije) uzrokuju

onkogeni efekt u visokoproliferativnim stanicama dojke i jajnika.

U Hrvatskoj su 2017. godine uvedene smjernice za geneticko savjetovanje i testiranje za
nasljedni rak dojke 1 jajnika kod bolesnica koje prema anamnestickim podacima imaju visok
rizik od nastanka raka dojke (18). Ostecenja gena koji sudjeluju u regulaciji stani¢nog
ciklusa, poput gubitka funkcije tumor supresorskih gena, gubitka regulacije apoptoze
(kontrolirane ,,smrti* stanica koje se ne mogu popraviti) ili aktivacijske mutacije nekog od
klju¢nih onkogena imaju za posljedice nekontroliranu diobu 1 rast stanica te neposredno

uzrokuju nastanak raka.

Postoji viSe tumor-supresorskih gena ¢ija nasljedna mutacija na jednom alelu doprinosi
visokom riziku razvoja karcinoma dojke: PTEN (engl. Phosphatase and tensin homolog),

TP53 (engl. Tumor protein p53) i CDH1 (engl. Cadherin 1) (19-23).
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Slika 2. Karakteristi¢cne mutacije u genomu karcinoma dojke po intrinzi¢nim skupinama.

Preuzeto i modificirano iz: Koboldt i sur., 2012. (23)

1.2.1.2.  Epidemiologija karcinoma dojke

Karcinom dojke naj¢esée je sijelo karcinoma kod Zena, najc¢esci je maligni uzrok smrti Zena
u vise od 90% zemalja na svijetu i jedan od najc¢escih uzroka smrti u Zena uopce. Visoka
ucestalost 1 visoka smrtnost smjesta karcinom dojke u svjetski, zdravstveni i socioloski

problem.

Najnovije procjene svjetske agencije za istrazivanje raka (IARC) pokazuju da je u 2020.
godini od karcinoma dojke oboljelo 2 260 000 Zena, $to ¢ini 11,7% svih karcinoma dok je
njih 685 000 umrlo, Sto ga stavlja na peto mjesto vode¢ih uzroka smrti od raka u svijetu (9).
Postoje velike razlike u incidenciji izmedu razvijenih i nerazvijenih dijelova svijeta $to

odrazava razliku u nacinu zivota (manje poroda, krace trajanje dojenja, uzimanje oralnih
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kontraceptiva, uzimanje hormonske nadomjesne terapije, starija dob menopauze) kao i
ucestalije organizirane programe ranog otkrivanja raka u razvijenim dijelovima svijeta. U
Europi su najvece stope incidencije u zapadnijim, razvijenijim zemljama kao $to su Belgija,
Danska i Nizozemska (stope 112/105/99 na 100 000 stanovnika) dok su najnize u BiH
(37,4/100 000) i Ukrajini (41,3/100 000) (17). Moguce je da su razlike u incidenciji dijelom
rezultat razlika u kvaliteti prikupljenih podataka u nize razvijenim zemljama. Prema
podacima Eurostat-a za 2016. godinu u zemljama EU od karcinoma dojke umrlo je 84 300
Zena, $to ¢ini 16% svih smrti Zena od karcinoma, prema ¢emu je karcinom dojke na prvom

mjestu, dok su na drugom karcinom pluca i karcinom kolorektuma s 15% i 12% .

Prema podacima godi$njeg izvjestaja Hrvatskog registra za rak za 2019. godinu karcinom
dojke ¢ini 25% svih karcinoma kod Zena (Slika 3) (24, 25). Stopa incidencije raka dojke kod
zena U RH je 143,2/100 000, a kod muskaraca 1,5/100 000. U 2019. godini rak dojke je

otkriven kod 2999 Zena dok je njih 752 umrlo od raka dojke (Slika 4).

Zenski spol - Females (N=11 805)

OTHER SITES-
Ostala sijela
24%

VENTRICULUS
3%
REN ET ORGANA
URIN. ALTERA
3%
PANCREAS
3%
MELANOMA
3% .
OVARIUM, TUBA
FALLOPII ET ADNEXA_~ GLANDU
4% ~ THYROIDEA

6%
Slika 3. Vodeca sijela karcinoma kod Zena svih dobi u RH. Preuzeto iz: HZJZ Bilten 44,
2021. (24)



Oko 45% slucajeva otkriveno je u lokaliziranom stadiju, oko 25% u stadiju regionalnih
metastaza, u oko 5% slucajeva u stadiju udaljenih metastaza dok za ostatak stadij nije bio
poznat. Najvisa je incidencija zabiljezena u Gradu Zagrebu, a najniza u Licko-Senjskoj i
Pozesko-Slavonskoj zupaniji. Analiza dobno-specifi¢nih stopa incidencije pokazuje da je

vecina slucajeva, njih oko 80% u Zena starijih od 50 godina.
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Slika 4. Najée$ca sijela raka u zena u RH 2019. godine. Preuzeto iz: HZJZ Bilten 44, 2021.
(24)

Prema podacima Drzavnog zavoda za statistiku u 2019. godini od karcinoma dojke su umrle
752 zene, $to karcinom dojke stavlja na 9. mjesto po smrtnosti dok su vodeci uzroci smrti
kod Zena ishemicna bolest srca, cerebrovaskularne bolesti, hipertenzivna bolest srca i
dijabetes. Usporedimo li broj oboljelih Zena od karcinoma dojke u Hrvatskoj za razdoblje od
2014. do 2019. godinu mozemo zakljuciti da je on u blagom porastu (2642 do 2999) kroz

godine. Na srecu, usporedimo li broj umrlih Zena od karcinoma dojke u Hrvatskoj u
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razdoblju od 2015. do 2019. godine primje¢ujemo smanjenje broja umrlih (1038 do 752)
(24,26,27). Dobno specifiéne analize mortalitetnih trendova u Hrvatskoj ukazuju na
smanjenje mortaliteta u mladim dobnim skupinama kao i u skupini Zena u dobi 50 do 69
godina koja se poziva na organizirani probir dok je u skupini zena starijih od 70 godina

zabiljezen porast mortaliteta (17).

Karcinom dojke je sijelo s relativno dobrim prezivljenjem koje je znatno poboljSano unatrag
nekoliko desetljeca. Petogodi$nje prezivljenje od raka dojke za razdoblje od 2010.-2014.
godine u Hrvatskoj je bilo izmedu 70% i 79% (28). Rezultati velikog medunarodnog
istrazivanja EUROCARE-5 za razdoblje 2000.-2007. godine pokazali su da je petogodiSnje
prezivljenje zena s rakom dojke u RH iznosilo 76,3% S§to je jo$ uvijek neSto nize od
europskog prosjeka. Prema rezultatima CONCORD-3 analize petogodis$nje prezivljenje je
vise od 85% u 16 europskih zemalja dok je u zemljama istocne Europe nize nego u drugim
dijelovima kontinenta (28). U svijetu je petogodis$nje prezivljenje najnize u Indiji (65%) a

najvise u Sjevernoj Americi i Oceaniji (90%) (9).

Prema standardiziranim stopama smrti od karcinoma s 334/100 000 stanovnika Hrvatska je

na drugom mjestu u EU (nakon Madarske koja ima 345/100 000 stanovnika).

Nacionalni program ranog otkrivanja raka dojke zapoceo je 2006.godine. Ciljna skupina su
zene u dobi od 50 do 69 godina. Da bi program polucio zadovoljavajuce rezultate odaziv
Zena pozvanih na mamografiju trebao bi biti najmanje 70% prema preporuci iz europskih
smjernica za osiguravanje kvalitete probira. lako je u prva Cetiri ciklusa otkriveno vise od
5400 karcinoma dojke, prosje¢ni odaziv na probir je oko 60%. Ciljevi programa su smanjiti
mortalitet od raka dojke za 15-25%, otkriti rak dojke u pocetnom stadiju u Sto veéem
postotku bolesnica te poboljsati kvalitetu Zivota bolesnica s rakom dojke. Vise od 90%

bolesnica moze se izlijeciti ako se dijagnoza postavi u pocetnom stadiju bolesti. Uz ispravno
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lije¢enje petogodisnje prezivljenje je i do 96%. Uvodenjem mamografskog probira vidi se
povecanje udjela slucajeva raka dojke koji su otkriveni u ranom stadiju te smanjenje onih
otkrivenih u stadiju regionalnih i udaljenih metastaza. Postotak karcinoma dojke otkrivenih
u lokaliziranom stadiju porastao je s 45% u 2006. godini (prije uvodenja probira) na vise od
65% u 2014. godini u dobnoj skupini 50-69 godina. Uz sve bolju dijagnostiku i nove oblike
lijecenja karcinoma dojke 1 to je svakako jedan od razloga pada mortaliteta od karcinoma
dojke u RH (17, 29, 30). Uvodenjem probira povecao se broj otkrivenih neinvazivnih
karcinoma te danas duktalni in situ karcinom obuhvaca 13% svih dijagnosticiranih

karcinoma dojke u odnosu na 6% prije 2006. godine (31).

U Klinici za tumore, KBC Sestre milosrdnice dijagnosticira se, operira i lije¢i oko tre¢ina
svih novootkrivenih karcinoma dojke godisnje (u prosjeku 800 do 900 godisnje).
Retrospektivno smo prikupili podatke o patohistoloskim karakteristikama raka dojke
bolesnica oboljelih na poc¢etku mamografskog probira (2005-2007; N=1833) i podatke 0
novooboljelima iz razdoblja vise od deset godina nakon uvedenog probira (2017-2019;
N=2676). Nas$i rezultati nisu pokazali statisticki znaCajne razlike u veliini tumora,
histoloskom gradusu ili pozitivnom status limfnih ¢vorova u podpazusnoj jami u skupini
novodijagnosticiranih bolesnica s karcinomom dojke u usporedbi s onima iz razdoblja prije
mamografskog probira. Prosje¢na dob obolijevanja je 61 godina s prosjecnom veli¢inom
tumora od 22 mm (medijan 18 mm), u oba razdoblja. Oko 45% bolesnica je dijagnosticirano
s pT1NO, u oba razdoblja. U razdoblju nakon uvodenja probira u nasoj ustanovi smo zbrinuli

32% vise oboljelih od raka dojke (32).

Broj slucajeva karcinoma dojke se kontinuirano povecava od 1988. godine, a pretpostavka
je da su povecanje prevalencije rizi¢nih faktora povezanih uz zivotne navike kao i bolja

dijagnostika odgovorni za taj epidemioloski podatak (33).
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1.2.1.3.  Dijagnostika karcinoma dojke

Dijagnostika 1 lijeCenje karcinoma dojke su posljednjih dvadeset godina vrlo brzo
napredovali. Karcinom dojke otkriven u ranoj fazi izljeciv je u 98% slucajeva dok je 5-
godis$nje prezivljenje kod uznapredovalog stadija bolesti od 35-65% (9). U svrhu ranog
otkrivanja raka dojke primjenjuju se brojne dijagnosticke metode Sto je 1 najvazniji korak u
lijeGenju. U ranoj fazi rak dojke nema klini¢kih simptoma pa se bolest obi¢no dijagnosticira
slu¢ajnim nalazom wuslijed probira klinicki asimptomatskih pacijentica. Redovitim
mjeseCnim samopregledom dojke mogu se detektirati promjene na dojkama koje ce
zahtijevati daljnju klini¢ku obradu. Klinickim pregledom utvrduje se postojanje simptoma,
poput palpabilnih ¢vori¢a na dojkama, bolnih dojki, promjena na kozi dojke i bradavicama.
Takoder se vrsi palpacija regionalnih limfnih ¢vorova te utvrduje opée stanje organizma
(34). Uzimanje osobne i obiteljske anamneze podrazumijeva pregled svih endogenih rizi¢nih
¢imbenika kao i1 moguénost povezanosti s BRCA mutacijama i potrebu za dodatnim
testiranjem. Laboratorijskom dijagnostikom odreduje se diferencijalna krvna slika, jetrene
probe i status tumorskih biljega u serumu CA 15-3, CA 27-29 (eng. Cancer Antigen), CEA
(karcinoembrionalni antigen). Tumorski biljezi nisu specifi¢ni, kod malih tumora najéesce
nisu povecani, njithovo povecanje u krvi moze biti povezano i s drugim tumorima, bolestima
i benignim promjenama. Cesto se koriste pri pracenju bolesnica tijekom terapije pa je vazno

znati njihovu primarnu vrijednost (34).

U dijagnostici se uglavnom primjenjuju mamografija i ultrazvuk (UZV), a za sloZenije
suspektne lezije koriste se magnetska rezonanca (MR) i pozitronska emisijska kompjutorska
tomografija (PET/CT). Mamografija je radioloSka metoda oslikavanja kojom se vr$i probir
i rana detekcija zlo¢udnih promjena dojki prac¢enjem promjena u radiografskoj gusto¢i dojke
te je pogodna za probir kod starije populacije, kada je Zljezdani parenhim dojki zamijenjen

masnim tkivom. Prvu mamografiju se preporuca uciniti izmedu 38. 1 40. godine zivota, a
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obavezno do 50. godine (30). Veéina invazivnih karcinoma ima prisutne mikrokalcifikate
(50%) koji se mamografski lako uo€avaju. Mamografija ima ograni¢enu specifi¢nost za
male, nepalpabilne karcinome a njena tocnost je osobito niska u vrlo gustim dojkama kakve
su ¢eS¢e kod mladih zena te onih koje dulje uzimaju hormonsku nadomjesnu terapiju (17).
Sustav kategorizacije mamografskog nalaza naziva se Breast Imaging Reporting and Data
System (BI-RADS). Otkrivene promjene procjenjuju se ocjenom od 0-6, gdje BI-RADS 6
predstavlja dijagnosticiran rak dojke. Treba napomenuti da preko 20% tumora nije

mamografski uocljivo pa se stoga kombinira mamografski i UZV pregled (17).

Ultrazvu¢na metoda pregleda je od neprocjenjive vrijednosti u ras¢lanjivanju solidnih i
cisti¢nih promjena kao i za razlikovanje radi li se o dobro¢udnoj ili zlo¢udnoj promjeni. UZV
je neskodljiva, jeftina i pristupacna radioloska metoda koja oslikava tkivo na osnovi razlike
u gradi tkiva i primjerenija je mladim zenama i trudnicama. Moze detektirati karcinome
manje od 1 cm koji nisu vidljivi mamografijom, no teSko moze detektirati sijela s
mikrokalcifikatima (34). Pod kontrolom UZV-a mogu se raditi aspiracijske punkcije te
biopsije Sirokom iglom, tumor se moze markirati zicom prije operacije, a takoder se moze
postaviti titanska/metalna klipsa u leziju prije lijeCenja.

Magnetska rezonanca (MR) danas je rezervirana kao dopunska metoda pregleda u Zena s
visokim rizikom obolijevanja od raka dojke, kod pacijentica sa silikonskim implantatima,
kod pacijentica s metastazama u aksilarne limfne ¢vorove nepoznatog primarnog sijela te
kod zena s dijagnosticiranim karcinomom dojke preoperacijski radi procijene proSirenosti
tumora 1 utvrdivanja multifokalnosti/bilateralnosti tumora. Takoder se treba upotrijebiti u
prije operacijskoj procjeni svih lobularnih karcinoma (17).

Slikovne dijagnosti¢ke metode se koriste 1 za klinicku, preoperativnu, procjenu proSirenosti
bolesti. Sve suspektne lezije dojke potrebno je potvrditi direktnom analizom uzorka tkiva,

citoloski ili patohistoloski. Punkcija tankom iglom (engl. fine needle aspiration cytology,
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FNAC) pokazala se u dijagnosticiranju bolesti dojke kao jeftina, pouzdana i tocna
dijagnosticka metoda. U RH se aspiracijska citologija rabi kao prva dijagnosticka metoda
kod palpabilnih tvorbi u dojci, tvorbi u dojci kod pacijentica koje su operirale karcinom
dojke ili imaju leziju suspektnu za lokalni recidiv te kod radioloski detektiranih,
visokosuspektnih palpabilnih tvorbi. FNAC ima svoju ulogu i kod preoperacijskog
odredivanja stadija odnosno procjene zahvacanja aksilarnih limfnih ¢vorova (17).

Iglena biopsija (biopsija Sirokom iglom) je preciznija metoda jer je u uzorku vidljiva
histoloSka grada tumora pa je patohistoloSka analiza to¢nija od citoloske. Uzorak se uzima
pod nadzorom UZV, eventualno MR-a (17). U pravilu se rabe igle od 14 G, a ovisho o
veli¢ini lezije uzima se 2-6 cilindara tkiva na kojima patolog nakon procesuiranja i obrade
tkiva postavlja dijagnozu. Zbog kratkog vremena hladne ishemije, dobre fiksacije uzoraka
iglene biopsije te moguénosti odredivanja prognosticnih i prediktivnih ¢imbenika
patohistoloSka dijagnoza postavljena na biopsiji Sirokom iglom je klju¢na za
multidisciplinarni tim pri donosSenju odluke o nacinu lijeCenja bolesnice te primjeni

neoadjuvantne terapije.

Patohistoloska dijagnostika karcinoma dojke uklju¢uje makroskopski pregled tkiva 1
mikroskopski pregled preuzetih uzoraka, odredivanje histoloskog tipa tumora prema
klasifikaciji SZO, odredivanje histoloSkog gradusa, patoloskog TNM-a kao i1 odredivanje
ostalih prognostickih 1 prediktivnih ¢imbenika u cilju individualizacije prognoze i terapije
(4). Najvazniji prognostic¢ki ¢imbenici karcinoma dojke su dob bolesnice, veli¢ina primarnog
tumora, histoloSki tip 1 gradus tumora, proliferacijski mitotski indeks, prisutnost
limfovaskularne invazije, karakteristike upalnog infiltrata u tumoru i njegovoj periferiji,
broj, mjesto 1 veli¢ina pozitivnih limfnih ¢vorova, postojanje udaljenih presadnica i njihova
lokacija te izrazenost receptora za estrogen, progesteron, HER2 kao i izraZenost biljega

proliferacije Ki-67 (MIB-1) (4, 17). U dijagnosti karcinoma dojke patolog na analizu dobiva
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uzorke tumora dobivene biopsijom Sirokom iglom te operativni materijal (tumorektomija,
segmentektomija, subkutana mastektomija s poStedom koZe i bradavice, mastektomija,

biopsije sentinel limfnih ¢vorova, disekcije pazusnih limfnih ¢vorova).

Dobivene uzorke potrebno je makroskopski pregledati, izmjeriti veli¢inu uzoraka, opisati
vidljive promjene, izmjeriti veli¢inu tumorske tvorbe te udaljenost tvorbe od resekcijskih
rubova. U slucaju multiplih promjena svaku je potrebno opisati, izmjeriti, odrediti
medusobnu udaljenost te udaljenost od rubova ekscizije. Kod uzoraka koji su prekriveni
kozom potrebno je uociti postoji li ulceracija, promjene na bradavici ili satelitski ¢vor jer to

utjece na odredivanje stadija bolesti.

Makroskopski, invazivni karcinomi dojke su najceS¢e neoStro ograniceni, infiltrativno rastu
u okolni parenhim dojke dok rjede rastu nodularno. Obi¢no su ¢vr§ce konzistencije zbog
dezmoplasti¢ne strome, a mogu sadrZavati 1 mikrokalcifikate Sto omogucava da se rano

otkriju mamografijom (4, 17).

Slika 5. Makroskopski izgled svjezeg tkiva dojke s centralno smjestenim karcinomom.

Fotografiran prilikom preuzimanja materijala (M. Peri¢ Balja)
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Preuzete uzorke potrebno je fiksirati u 10% puferiranom formalinu, ovisno o veli¢ini uzorka
od 6 do 72 sata nakon cega slijedi postupak obrade tkiva u histokinetima, uklapanje u

parafinske blokove, rezanje te izrada hemalaun-eozinskih preparata.

Mikroskopskim pregledom tumorskog tkiva uocCavaju se promjene u velicini i izgledu
tumorskih stanica u odnosu na normalno tkivo dojke na osnovu cega se odreduje stupanj
diferenciranosti jezgre. Tumorsko tkivo moze ¢initi tubularne formacije, rasti u obliku
nakupina, tracaka ili pojedinacnih stanica. Za utvrdivanje histoloskog gradusa potrebno je
uz stupanj diferenciranosti jezgre i postotka tubularnih formacija izbrojiti prosjecan broj
mitoza na mm? odnosno na 10 vidnih polja velikog poveéanja (Slika 6). U Tablici 1
prikazano je odredivanje histoloSkog gradusa prema Nottingham sustavu (4). Prema
preporukama WHO (4) mitotski indeks treba prilagoditi veli¢ini promjera vidnog polja
pojedinog mikroskopa, mitoze je potrebno brojiti na periferiji tumora i u podrucju s najvise

mitoza (tzv. hot spot).

Tablica 1. Odredivanje histolo§kog gradusa karcinoma dojke prema Nottingham sustavu

(4)

Tubularne Nuklearni Broj mitoza
Bod formacije polimorfizmi (u 10/HPF)
1 >75% minimalne varijacije 0-9
2 10-75% srednje varijacije 10-19
3 <10% jako izraZzene varijacije >20
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Slika 6. Invazivni karcinom dojke prema Nottingham sustavu. Preuzeto i modificirano iz:
Ping i sur., 2016. (35)

Na osnovu gore navedenog sustava tumori dojke su dobro diferencirani (gradus I) ako im je
zbroj 3-5, srednje dobro diferencirani (gradus I1) kod zboja 6-7 te slabo diferencirani tumori
(gradus 111) ako je zbroj 8-9 (Slika 6). Histoloski gradus je zna¢ajan neovisan prognostic¢ki
¢imbenik, a njegova prognosticka vrijednost raste u kombinaciji s drugim prognosti¢kim
¢imbenicima poput veli¢ine tumora i1 stanja regionalnih limfnih ¢vorova. Odredivanje
gradusa ima i prediktivni znacaj jer slabo diferencirani tumori zahtijevaju agresivniji
terapijski pristup. Tumori viSeg gradusa bolje reagiraju na kemoterapiju zbog pojacane
proliferacije, ali karcinomi gradusa Il imaju 9 puta veci rizik od povrata bolesti unutar pet

godina nego oni gradusa Il (36, 37).
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Gradus tumora ukljucen je u odredivanje patoloskog prognostickog stadija bolesti (AJCC
Cancer Staging Manual 8. izdanje) (8, 38). Mutacije nekih gena Ce$e su povezane s

odredenim gradusom tumora §to se vidi na Slici 7.
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Slika 7. Povezanost 10 klju¢nih gena u razvoju karcinoma dojke (,,driver geni®) prema

histoloskom gradusu. Preuzeto iz: Ping i sur., 2016. (35)

Mikroskopskim pregledom tumorskog tkiva dojke potrebno je odrediti histoloski tip tumora
koji takoder upucuje na biolosko ponasanje tumora. Odredeni histoloSki podtipovi poput

tubularnog, kribriformnog ili mucinoznog karcinoma imaju bolju prognozu nego NST (4).

Peritumorska limfovaskularna invazija pokazatelj je rizika za lokalnu i udaljenu pojavu
bolesti 1 neposredno je povezana sa zahvacanjem lokoregionalnih limfnih ¢vorova.
Limfovaskularna invazija u dermisu osobito je lo§ prognosticki pokazatelj vrlo Cesto
povezan s lokalnim recidivom i udaljenim metastazama (39). Na pojavu lokalnih recidiva
utjece 1 status resekcijskih rubova, pozitivnim rubom smatra se tumor na bojom ozna¢enom
rubu dok je za DCIS potreban minimalan rub od 2 mm (4). Regionalni limfni ¢vorovi pazuha
primarno su mjesto metastaziranja karcinoma dojke. U trenutku postavljanja dijagnoze
zahvaceni su u oko 40-50% bolesnica (40). Predstavljaju vazan prognosticki ¢imbenik, pri

¢emu je desetogodiSnje prezivljenje bolesnica s negativnim limfnim ¢vorovima 75% za
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razliku od 30% kod bolesnica s pozitivnim limfnim ¢vorovima (41). Rizik od pojave recidiva
kao i ukupno prezivljenje ovise ne samo o broju zahvacenih regionalnih limfnih ¢vorova,
ve¢ 1 njihovoj lokalizaciji te veli¢ini tumorskih depozita u njima §to je uklju¢eno u pTNM

klasifikaciju (4, 38, 42).

Obzirom na poslijeoperacijske komplikacije disekcije pazusnih limfnih ¢Evorova u
odredenog broja bolesnica u vidu edema ruke i poremecene limfne cirkulacije, u praksu je
uvedena biopsija limfnog ¢vora strazara (sentinel limfnog ¢vora). To je jedan ili vise ¢vorova
koji primaju najvise limfne drenaze iz primarnog karcinoma, a otkrivaju se najintenzivnijom
aktivno$¢u radioizotopa ili bojom nakon ubrizgavanja u podruc¢je tumora. U slucaju
negativnog sentinela ili mikrometastaze (manje od 2 mm) disekcija aksilarnih limfnih
¢vorova nije potrebna (4) dok kod makrometastaza u sentinel limfnom ¢voru naknadna
disekcija aksile ili aksilarna radioterapija pruzaju jednako uc¢inkovitu zastitu (43). Patolog u
nalazu navodi veli¢inu i broj izoliranih limfnih ¢vorova, broj tumorom zahvaéenih limfnih
¢vorova, veli¢inu najveCeg tumorskog depozita kao 1 prisutnost/odsutnost proboja

tumorskog tkiva kroz ¢ahuru limfnog ¢vora.

Za prognozu i lijeenje raka dojke, potrebno je odrediti i stupanj proSirenosti tumora (4). U
tu svrhu upotrebljava se TNM sustav stupnjevanja raka dojke prema parametrima veli¢ine
primarnog tumora (T), zahvacenosti regionalnih limfnih ¢vorova tumorskim stanicama (N)

te prisutnosti udaljenih metastaza (M) na slijede¢i nacin:

pTX Primarni tumor se ne moze procijeniti
pTO Bez dokaza primarnog tumora
pTis Preinvazivni rak (DCIS)
pT1 Tumor s najveéim promjerom do 2 cm
pT1mi mikroinvazija 0,1 cm ili manje u najve¢em promjeru
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pTla Tumor s najve¢im promjerom do 0,5 cm
pT1b Tumor s najve¢im promjerom izmedu 0,51 1 cm
pT1c Tumor s najve¢im promjerom izmedu 112 cm

pT2 Tumor s najve¢im promjerom izmedu 2 1 5 cm

pT3 Tumor s najve¢im promjerom ve¢im od 5 cm

pT4 Tumor bilo koje veli¢ine s direktnim Sirenjem na zid prsnog kosa ili kozu
pT4a Zahvacen zid prsnog kosa
pT4b Edem ili ulceracija koze dojke ili satelitski koZzni ¢vor
pT4c Obuhvaca T4a i T4b
pT4d Upalni karcinom

PNx Regionalni limfni ¢vorovi se ne mogu odrediti

PNO Regionalni limfni ¢vorovi nisu zahvaéeni

pN1 Mikrometastaze ili metastaze u 1-3 pazusna ipsilateralna limfna ¢vora, i/ili unutarnji

mamarni ¢vorovi koji su detektirani biopsijom sentinel LC (metastaze nisu klini¢ki

detektabilne)

pN1mi Mikrometastaze, promjera manjeg od 0,2 cm

pN1la Metastaze u 1-3 limfnih ¢vorova, barem jedna veca od 0,2 cm
pN1b Metastaza u unutarnji mamarni LC (klini¢ki nedetektabilna)

pN1c Metastaze u 1-3 pazusna limfna ¢vora i unutarnji mamarni LC (klini¢ki
nedetektabilna)

pPN2 Metastaze u 4-9 ipsilateralnih pazu$nih limfnih ¢vorova ili samo u klinicki

otkrivenom unutarnjem mamarnom limfnom ¢voru

pN2a Metastaze u 4-9 pazusnih LC, barem jedna veéa od 0,2 cm
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PN2b Metastaza u klini¢ki otkrivenom unutranjem mamarnom LC u odsutnosti

metastaza u pazusne LC
pN3

pN3a Metastaze u 10 ili vie ipsilateralnih pazusnih LC ili metastaze u

infraklavikularne limfhe ¢vorove

PN3b Metastaza u 1 ili vise klini¢ki otkrivenih unutarnjih mamarnih LC uz
prisustvo metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima, ili metastaze u vise od
3 pazusna LC i u unutarnjem mamarnom LC koja je otkrivena SLNB ali nije

klini¢ki otkrivena
PN3c Metastaza u ipsilateralni supraklavikularni limfni ¢vor /¢vorove
pM Udaljene metastaze

pM1 Mikroskopski potvrdena udaljena metastaza

Veli¢ina tumora odreduje se prilikom patohistoloske obrade materijala, makroskopskim
pregledom i mjerenjem tumora u nativnom stanju, dok kod malih tumora izmjerenu veli¢inu
treba potvrditi mikroskopskim pregledom i1 mjerenjem na staklu. Veli¢ina tumora u
pozitivnoj je korelaciji s pojavom metastaza u regionalne limfne ¢vorove $to ukazuje na
lo$iju prognozu, manju stopu prezivljenja i veéu vjerojatnost povrata bolesti (4). U bolesnica
s tumorima dojke veli¢ine do 5 mm rizik od pojave metastaza je 10% dok kod tumora do 20
mm on iznosi 30% (44). Petogodi$nja stopa prezivljenja bolesnica s tumorom stadija
pT1cNO je 96%, dok je u onih s promjerom ve¢im od 50 mm (pT3) i zahvacenim limfnim
¢vorovima samo 43%. Promjer tumora i1 broj zahvacenih limfnih ¢vorova neovisni su
prognosticki ¢imbenici. Samo 19% pT1 tumora javlja se uz lokoregionalne metastaze a
svega 1% njih ima udaljene metastaze za razliku od tumora veéih od 50 mm koji u 40%
slu¢ajeva imaju lokoregionalne, a u 10% udaljene metastaze (4). Osim limfnim putem
karcinomi dojke mogu metastazirati hematogeno. NajceS¢e metastaziraju u pluca, jetru,
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kosti, mozak i nadbubreznu zlijezdu. Lobularni karcinom dojke moze metastazirati u oko,
leptomeningealno, unutar gastrointestinalnog trakta, u jajnike i peritoneum (45-47). U
stadiju | dijagnosticira se 48 % bolesnica, njih 34 % u stadiju Il te 13 % i 5 % u stadiju Il i

IV (4).

1.2.1.4.  Molekularni prognosticki ¢cimbenici

Morfoloski prognosticki ¢imbenici, od kojih su najvazniji histoloski tip tumora, stupanj
diferenciranosti tumora (gradus), veli¢ina tumora, te prisutnost malignih stanica u

regionalnim limfnim ¢vorovima odreduju se na osnovi histoloske slike.

Molekularni biljezi, od kojih su najvazniji, izraZzenost receptora za estrogen (ER) i
progesteron (PR), izrazenost receptora humanog epidermalnog ¢imbenika rasta 2 (eng.
Human Epidermal growth factor Receptor 2, HER2) i izrazenost proliferacijskog biljega Ki-
67 odreduju se imunohistokemijskim metodama (48-50). Odredivanje navedenih
molekularnih biljega omogucuje procjenu osjetljivosti tumora na odredeni terapijski agens
§to omogucava optimizaciju terapije, koja ¢e poboljsati individualni ishod bolesti te
produziti prezivljenje i smanjiti rizik od povrata bolesti. Kod odredenih podtipova karcinoma
dojke potrebno je odrediti i1 izraZenost androgenih receptora, receptora za epidermalni

¢imbenika rasta (EGFR) te izrazenost PD-L1 u tumorskoj stromi.

Hormonski receptori za estrogen i progesteron

Jajnici luce spolne hormone estrogen i progesteron koji poticu rast tkiva dojke u pubertetu i
trudno¢i te kontroliraju promjene tijekom mjeseénih ciklusa. Receptori za estrogen i

progesteron su sloZene grade i pripadaju obitelji steroidnih receptora koji imaju DNA veznu
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domenu i funkciju transkripcijskin faktora. Hormonski receptori mogu kontrolirati
izrazenost oko 100-tinjak gena putem specificnih obrasca genskih aktivacija i1 inaktivacija
Sto za posljedicu ima proliferaciju stanica (51). Postoje dva tipa estrogenskih receptora (ER-
alfa i ER-beta), dok se progesteronski receptor (PR) sastoji od A i B podjedinice
(heterodimer). U tkivu hormonski aktivne dojke ER alfa je dominantan. Aktivacija
estrogenskih receptora rezultira proliferativnim ucinkom, dok progesteron ima ucinak
diferencijacije i kontrole proliferacije u zdravim stanicama. Sinteza PR pozitivho je
regulirana ligand ovisnom aktivacijom estrogenskih receptora (51, 52). Tumori bogati PR-
A podjedinicama ¢eSc¢e razvijaju povrat bolesti uz terapiju tamoksifenom, agresivnijeg su
ponasSanja i ¢es¢i su kod zdravih Zena s BRCA1/2 mutacijama (53-55). Ovisno o populaciji,
50-85% karcinoma dojke izrazava hormonske receptore. Njihova ucestalost povecava se s
visim dobnim skupinama bolesnica (52, 56). Izrazenost ovih receptora ima prediktivni
znacaj omogucavajuci individualizaciju terapije. IzraZzenost ER 1 PR receptora odreduje se
imunohistokemijskom metodom bojenja, a o€itava se kao postotak obojenja tumorskih
jezgara. Potrebno je odrediti i intenzitet obojenja jezgara koji moze biti slab, umjereno jak i
jak. Tumore koji imaju manje od 1% ER pozitivnih tumorskih stanica smatramo ER
negativnim tumorima. Tumori dojke ¢ija je imunohistokemijska izrazenost ER izmedu 1% i
negativnim tumorima, a podaci 0 ucinkovitosti antihormonske terapije su limitirani §to

patolog treba navesti u svome nalazu (4, 57). Oni ¢ine 2-3% ER pozitivnih tumora dojke.

U podskupini ER pozitivnih tumora postotak i intenzitet bojenja PR receptora ima
prognosti¢ko znacenje jer su oni s nizom izrazeno$¢u povezani s loSijom prognozom (4, 58,
59). ER-/PR+ karcinomi dojke su rijetka podgrupa s agresivnijim ponasanjem, morfoloski i
histoloski sli¢nija trostruko negativnim karcinomima dojke, ¢eS¢a kod mladih Zena uz visok

proliferacijski indeks Ki-67 (60, 61).
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Tumori koji izrazavaju ER 1 PR su bolje diferencirani §to ukazuje na manje agresivan
fenotip. Istovremena izraZzenost oba hormonska receptora pokazuje pozitivnu korelaciju s
ucinkovitim odgovorom na hormonsku terapiju. Izrazenost estrogenskih receptora u
korelaciji je s nizim histoloSkim gradusom, manjom veli¢inom tumora, nizim
proliferacijskim indeksom i manjim brojem zahvacenih regionalnih limfnih ¢vorova (56).
Oko 50-60% bolesnica s hormonski pozitivnim tumorima povoljno ¢e reagirati na anti-

estrogensku terapiju (62) dok ¢e kod dijela bolesnica do¢i do progresije bolesti.

Ukoliko je rezultat ER i PR bojenja negativan u uzorku dobivenom biopsijom iglom,

testiranje treba ponoviti na velikom uzorku dobivenom nakon kirur§kog zahvata (17).

Tumori povezani s nasljednim BRCA2 mutacijama su ¢e$¢e ER pozitivni dok su BRCAL
mutacije ¢esce kod trostruko negativnih karcinoma dojke. Kod hormonski pozitivnih tumora
¢esc¢e sumutacije u signalnom putu PISK/AKT (17). Mutacije PI3KCA i GATA3 gena ¢esce
su kod tumora niskog gradusa i stadija dok su amplifikacije tih gena vezane za progresiju i
tumore viSeg gradusa i stadija (35). Tako su hormonski negativni karcinomi dojke
agresivnijeg fenotipa i ¢esto sadrze amplifikaciju HER2, c-Myc i Int2 onkogena i mutacije

p53 tumor supresorskog gena.

Proliferacijski biljeg Ki-67

Proliferacijski biljezi su molekule prisutne u stanicama isklju¢ivo u aktivnim fazama
stani¢nog ciklusa (G1, S, G2 i M). Ki-67 je proliferacijski biljeg koji se koristi rutinski u
dijagnostici karcinoma dojke. Ki-67 je nehistonski protein koji se nalazi u jezgrama stanica
u svim fazama stani¢nog ciklusa osim GO0. Zdravo tkivo dojke izrazava Ki-67 u manje od
3% stanica dok kod karcinoma on moze biti izraZzen u visokom postotku (¢ak do 100%) (4,

63). Proliferacijski biljeg Ki-67 odreduje se imunohistokemijskim obojenjem jezgara
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tumorskih stanica te se izrazava u postotku. Kriteriji za oCitavanje mijenjali su se viSe puta
tijekom zadnjih 15 godina. Prema smjernicama iz St. Gallena iz 2013. godine ,,cut-off*
vrijednost je 20% i koristi se u Kklasificiranju ER+ tumora dojke u luminalni A/luminalni B
podskupine (64). Visoka proliferacija pozitivno korelira s histoloSkim gradusom tumora,
brojem pozitivnih regionalnih limfnih ¢vorova, limfovaskularnom invazijom i mutacijama
p53 gena. Ki-67 je u negativnoj korelaciji s hormonskim receptorima dok s veli¢inom tumora
nuzno ne pokazuje povezanost (65). Biljezi proliferacije nemaju znacajnu ulogu kao
nezavisni prognosticki ¢imbenici, ali imaju primjenu tijekom pracenja uspjesnosti terapije
(63, 65, 66). Visoka proliferacijska aktivnost prediktor je boljeg odgovora na kemoterapiju
dok visoki pozitivitet u ostathom tumoru ukazuje na slab odgovor na terapiju i veliku
vjerojatnost povrata bolesti (63, 67). Noviji radovi pokazuju da samo Ki-67 iznad 30%
pozitivnih stanica ima utjecaj na losije preZivljenje bolesnica s karcinomom dojke (68, 69)
dok se kod ranog raka dojke s vrijednosti Ki-67 do 5% ne primjenjuje kemoterapija. Na
imunohistokemijsku izraZzenost Ki-67 utjeCu vrijeme hladne ishemije i duZina fiksacije tkiva

pa se tocniji rezultati dobivaju na iglenim biopsijama (67, 69).

Receptor HER2

Proliferacija epitelnih stanica dojke aktivira se i preko receptora humanog epidermalnog
¢imbenika rasta 2 (eng. human epidermal growth factor receptor, HER2). HER2 pripada
obitelji receptora za epidermalni ¢imbenik rasta koju ¢ine EGFR (HER1), HER2, HER3 i

HER4. Gen za receptor HER2 je protoonkogen smjesten na kromosomu 17q12 (70).

Epitelne stanice kanali¢a dojke ne izrazavaju HER2 receptor na svojoj membrani u koli¢ini
dovoljnoj da bude vidljiva imunohistokemijskom analizom te se smatraju negativnim.

Receptor HER2 je prekomjerno izrazen u 15-20% invazivnih karcinoma dojke te u oko 50%
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duktalnih karcinoma in situ visokog gradusa, a vidljiv je i kod Pagetove bolesti dojke (71,
72). Prekomjerna izrazenost receptora HER2 na membrani ima ulogu u karcinogenezi jer
dovodi do stanicne proliferacije, pojacava se neosjetljivost na ¢imbenike rasta, stanica
dobiva antiapoptotska, angiogenezna 1 metastatska obiljeZja (pojacana migracija 1
invazivnost). Izrazenost HER2 se rutinski odreduje imunohistokemijski (IHC), i/ili nekom
od metoda hibridizacije in situ (eng. ,,in situ* hybridization, ISH). Metode hibridizacije in
situ su osjetljivije i pouzdanije, ali skuplje, od IHC. Uglavnom se koriste u slu¢aju dvojbenog
rezultata IHC analize Cija to¢nost rezultata ovisi o adekvatnom vremenu hladne ishemije i
fiksacije u 10% formalinu, a kako je metoda semikvantitativha potrebno je iskustvo
patologa. Tijekom godina smjernice za o€itavanje HER2 su se mijenjale (73). Prema ASCO-
CAP smjernicama iz 2018. godine (74) rezultat imunohistokemijske reakcije HER2 moze

biti (Slika 8) :

0 (negativan) - tumorske stanice pokazuju odsutnost obojenja ili manje od 10%
tumorskih stanica pokazuje slabo, jedva vidljivo, nepotpuno membransko obojenje

1+ (negativan) - slabo, nepotpuno membransko obojenje u vise od 10% tumorskih
stanica

2+ (nejasan) - slabo do umjereno kompletno membransko obojenje vidljivo u vise od
10% tumorskih stanica ili jako, kontinuirano membransko obojenje u manje od 10%
tumorskih stanica. IHC 2+ rezultat trazi dodatnu provjeru metodama hibridizacije in situ
3+ (pozitivan) - kontinuirano, jako obojenje vidljivo u vise od 10% tumorskih stanica
(3+), §to je ekvivalentno vise od 100 puta povecanom broju receptora u odnosu na

normalnu stanicu.
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Slika 8. Imunohistokemijska izrazenost HER2 receptora na membrani tumorskih stanica A,

HER2 0; B, HER2 1+; C, HER2 2+; D, HER2 3+. Preuzeto iz: Ahn i sur., 2020. (73)

Metode hibridizacije in situ detektiraju povecani broj kopija HER2 gena (amplifikacija).
Osnovni princip metode koristi kratki segment DNA sondu/probu komplementarnu odsjecku
HER?2 gena, koja se metodom hibridizacije veze na HER2 gen u stanici te se kao rezultati
hibridizacije vide intranuklearni signali (Slika 9). Sada se ¢esc¢e koristi modifikacija metode,
istovremenim koriStenjem dvije probe (dual ISH), specificna za HER2 gen i regiju
centromere kromosoma 17 (CEP17) (Slika 9). U normalnim stanicama bez amplifikacije
gena HER2, pokazuju se po jedan do dva intranuklearna signala za gen i centromeru (Slika
9a). Za izracun statusa amplifikacije bojenjem dual ISH metodom koristi se algoritam omjera
dvaju signala u jezgri (HER2/CEP17) tumorske stanice (Slika 10) dok dvojben/ekvivokalan

nalaz zahtjeva dodatno brojanje signala ili ponavljanje analize.
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Slika 9. HER2 hibridizacija in situ upotrebom dvostruke probe — dual ISH. Crveni signali
prikazuju CEP17, a crni HER2 gen. Na slici A, bez amplifikacije; B, s amplifikacijom

(Povecanje 400x)
‘ Odredivanje HER2 statusa dual ISH metodom ‘
Omjer HER2/CEP17 =2 Omjer HER2/CEP17 <2
Prosjecan Prosjecan Prosjetan Pro_s;eca].n Prosjetan
. . . . . . broj kopija . .
broj kopija broj kopija broj kopija HER2 broj kopija
HER? po HER? po HER2 po nepo HER? po
.. . . stanici 24 i ..
staniciz 4 stanici <4 stanici > 6 <% stanici< 4
GRUPA 1: GRUPA 2: GRUPA 3: GRUPA 4: GRUPA 5:
POZITIVAN NEGATIVAN POZITIVAN EKVIVOKALAN NEGATIVAN

l l |

| Grupe 2, 3 i 4 zahtijevaju ponavljanje IHC analize |

Slika 10. Algoritam odredivanja HER2 statusa metodom hibridizacije in situ upotrebom

dvostrukog bojenja HER2 gena i centromere kromosoma 17 (CEP 17).
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Precizno odredivanje izrazenosti receptora HER2 ima prediktivni znacaj jer odreduje
bolesnice koje ¢e primati lijekove koji djeluju na taj receptor. HER2 pozitivni karcinomi
dojke ces¢i su kod premenopauzalnih Zena, ¢eS¢e su viseg histoloskog gradusa i loSije
prognoze s kra¢im prezivljenjem. Bolesnice s HER2 pozitivnim karcinomima dojke primaju
terapiju trastuzumabom ili nekim drugim HER2 inhibitorom. Lijek ima dobru podnosljivost,
primjenjuje se supkutano, a glavna nuspojava lijeka je kardiotoksi¢nost pa je prije, za

vrijeme i nakon provodenja terapije trastuzumabom potrebno uciniti UZV srca.

1.2.1.5. Molekularna subklasifikacija tumora dojke

Na molekularnom nivou karcinom dojke je heterogena bolest s razli¢itim obrascima genske
ekspresije koji dovode do razlika u prognozi. Nastanku raka pridonose promjene koje
dovode do pojacane proliferacije, promjene na razini ¢imbenika rasta i njihovih receptora,
promjene u regulaciji stanicnog ciklusa, apoptotskih puteva, angiogeneze 1 popravka DNA

(17).

Osim raznolikosti u genetickim promjenama razvoju raka doprinosi 1 heterogenost
epigenetickih promjena. U zadnjih 20-ak godina znatni se napori ulazu u molekularnu
klasifikaciju na osnovu koje bi se tumori dojke uspjesno lijecili. Na osnovu rezulata genske
izrazenosti pojedinih gena koji su aktivni ili potisnuti u odnosu na zdravo tkivo dojke

definirano je pet molekularnih podskupina (Slika 11) (75).
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Slika 11. Molekularna Klasifikacija karcinoma dojke na osnovi rezultata genske izrazenosti

Preuzeto iz: Serlie i sur., 2001. (75)

Na osnovu imunofenotipa karcinome dojke svrstavamo u osnovne (intrinzi¢ne) podtipove

koji ve¢inom odgovaraju molekularnoj klasifikaciji prikazani u Tablici 2 (4, 17, 75, 76).
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Tablica 2. Kriteriji za klasificiranje karcinoma dojke u intrinzi¢ne imunofenotipove na
osnovi imunohistokemijske izraZenosti receptora za estrogen (ER) i progesteron (PR),

receptora 2 za epidermalne ¢imbenike rasta (HER2) i biljega proliferacije Ki-67

Intrinziéni Izrazenost Izrazenost Izrazenost  IzraZenost
imunofenotip ER PR HER2 Ki-67
_ luminalni A pozitivan pozitivan > negativan <20%
< 20%
<
P luminalni B pozitivan <20% ili negativan >20%
E -
= negativan
HER2 pozitivan  pozitivan bilo koji pozitivan bilo koji %
Z .
- HER? tip negativan negativan pozitivan bilo koji %
S (neluminalni)
>
- Trostruko
'-g negativan negativan negativan negativan bilo koji %

Luminalni A podtip karcinoma je najc¢eséi i javlja se u oko 40% do 50% slucajeva (76). Kod
LumA podtipa karcinomi dojke imaju izrazene hormonske receptore (ER/PR pozitivni),
HER?2 je negativan, najceS¢e su niskog gradusa s niskim proliferacijskim indeksom (Tablica
3). Dobro reagiraju na endokrinu terapiju koja je uz kirurSki zahvat glavni modalitet
lijeCenja. Ponekad onkolozi odluku o primjeni kemoterapije kod ovih bolesnica donose
temeljem MammaPrint ili Oncotype DX testa ako bolesnice pokazuju visoki rizik od povrata

bolesti. Kod LUumA tumora zabiljezena je visoka prevalencija PI3BKCA mutacija od 49% (4).

Luminalni B podtip karcinoma javlja se u oko 25% slucajeva. Prema kriterijima navedenim

u Tablici 3, dijelimo ih u dvije podskupine:
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a) Luminalni B/HER2 negativni karcinomi koji imaju izrazene hormonske receptore, a
nemaju prekomjerno izrazen receptor HER2 §to ih ¢ini kandidatima za endokrinu
terapiju, ali zbog visokog proliferacijskog biljega naj¢es¢e u kombinaciji s
citotoksi¢nom terapijom. Viseg su gradusa nego luminalni A tumori te u odnosu na njih
imaju losiju prognozu (76).

b) Luminalni B/HER2 pozitivni karcinomi uz izraZene steroidne receptore pokazuju
izrazenost HER2 receptora. Cine oko 30% luminalne B podskupine. Lijeée se

kombinacijom kemoterapije, anti-HERZ2 i endokrine terapije.

HER2/neu tip karcinoma dojke izrazava samo receptor HER2, ¢ine oko 15% karcinoma
dojke i agresivnijeg su klinickog tijeka. Uvodenjem anti-HERZ2 terapije prognoza ovih
bolesnica se poboljsala. Neka istrazivanja na osnovi molekularne analize izraZzenosti gena
utvrdila su da dio HER2+ karcinoma pripada ,,basal like* skupini a dio skupini koja izrazava

luminalne biljege.

Trostruko negativni karcinom dojke (eng. triple negative breast cancer, TNBC) pripada
,basal-like* tipu karcinoma koji ne izrazava molekularne biljege ER/PR ni HER2, a ¢ini oko
15% svih karcinoma. Ce3ée se javljaju kod mladih Zena, agresivnijeg su tijeka, visokog
gradusa s izrazenom proliferacijskom aktivnosc¢u sto ih ¢ini osjetljivima na kemoterapiju.
Dio tih tumora izraZava bazalne mioepitelne citokeratine (CK5/6, CK14, CK17), laminine,
p-kadherin, fascin, kaveoline 1 i 2 i receptore za faktore rasta 1 (EGFR) . Vrlo ¢esto imaju i
mutacije tumor proteina p53, a i vec¢ina karcinoma s BRCA1 mutacijom pripada ovoj
podskupini. Na temelju molekularnih analiza TNBC se mogu podijeliti u vise podskupina
npr. mezenhimalni, luminalni AR (s pozitivnim androgenim receptorima), basal-like
imunosuprimiran i basal-like imunoaktiviran. Upotrebom NGS (eng. next generation

sequencing) analiza moze se izracunati ukupno tumorsko mutacijsko opterecenje (eng.
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Tumor mutation burden) koje je najve¢e kod TNBC, posebno kod Iluminalne AR

podskupine, a povezano je s odgovorom na imunoterapiju (59).

1.2.1.6.  Neoadjuvantna terapija karcinoma dojke

Neoadjuvantna terapija (NAT) primjenjuje se kod karcinoma dojke vecih od 2 cm te kod
lokalno uznapredovale bolesti s pozitivnim limfnim ¢vorovima neovisno o veli¢ini bolesti.
Iako se moze primijeniti kod bilo kojeg imunofenotipa najbolje odgovore daje kod trostruko
negativnih i HER2 pozitivnih tumora dojke te kod hormonski pozitivnih tumora koji imaju
visok proliferacijski indeks (17, 77). lako nije dokazana dobit u prezivljenju primjenom
NAT moze se procijeniti u¢inak primjenjivanog kemoterapeutika, smanjenjem vecih tumora
moze se primijeniti konzervativniji kirurSki zahvat te tako poboljsati kvaliteta Zivota
bolesnice. Stupanj odgovora na NAT vazan je prognosti¢ki faktor, kod losijih odgovora veéi

je stupanj lokalnog recidiva.

Odluke o nacinu lijeCenja bolesnica s dijagnosticiranim karcinomom dojke donosi
multidisciplinarni tim. Patolog ima klju¢nu ulogu u timu jer osim §to postavlja dijagnozu na
uzorcima iglene biopsije, odreduje prognosti¢ke i prediktivne ¢imbenike o kojima ovisi
odluka o nacinu lijeCenja. Kod iglene biopsije potrebno je odrediti histoloski tip,
imunohistokemijski odrediti izrazenost ER, PR, HER2 i Ki-67 te odrediti stupanj
diferenciranosti jezgre obzirom da je uzorak dobivenog tkiva premalen za odredivanje

stupnja diferenciranosti tumora (17).

Kao §to se u radioloskom nalazu koriste dijagnosti¢ke kategorije u sklopu BI-RADS sustava
tako se i u patohistoloSkom nalazu biopsije Sirokom iglom koriste B-kategorije (B1-

normalno tkivo dojke, B2-benigne lezije, B3-lezije neizvjesnog malignog potencijala, B4-
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lezije sumnjive na malignitet, B5-maligna lezija) pri ¢emu je B5a oznaka za in situ karcinom

a B5b oznaka za invazivni karcinom dojke (17).

Uvodenje neoadjuvantne terapije u lijeCenje bolesnica s karcinomom dojke stavlja pred
patologa vaznu ulogu u procjeni ucinka terapije. Kako bi se patolog §to bolje snaSao pri
pregledu resekcijskog materijala potrebno je ve¢ kod uzimanja uzoraka iglene biopsije tumor

obiljeziti metalnim markerom/klipsom.

Postavljanje markera unutar tumora omogucuje i bolje pracenje regresivne dinamike tumora
radioloskim metodama. U sluc¢aju MR-om procijenjenog potpunog radioloskog odgovora,
tumorsko se leZiSte moze neposredno prije operativhog zahvata dodatno obiljeziti
markacijskom Zicom pomoc¢u UZV. Takoder se kod poStednih zahvata moZe odstranjeno

tkivo snimiti RTG-om kako bi se dokazalo postojanje titanijskog markera.

Nakon provedene NAT ovisno o veliini 1 smjeStaju tumora, a djelomi¢no i Zeljama
bolesnice, kirurg odstranjuje segment dojke s tumorom, radi subkutanu mastektomiju s
postedom koZe i1 bradavice ili ablaciju dojke a ovisno o prethodnoj zahvacenosti limfnih
¢vorova radi disekciju aksile ili biopsiju sentinel limfnih ¢vorova. Resecirani se materijal
Salje na patologiju svjez, bez uranjanja u 10% puferirani formalin, uz popratnu uputnicu s
podacima o provedenoj NAT, imunofenotipu prije NAT, smjestaju tumorske loze, MR-om
procijenjenom odgovoru na terapiju te podacima o zahvacenosti limfnih ¢vorova (78).
Dobiveni podatci ¢e omoguciti bolji pristup makroskopskoj i mikroskopskoj evaluaciji
ostatnog tumorskog tkiva. Tretirani tumor je obi¢no mekSi od netretiranog, teze se
makroskopski uocava, a u slucajevima dobrog ili potpunog odgovora uocavaju se rahle
fibrozne i edematozne promjene tumorske loze unutar kojih je potrebno na¢i metalnu klipsu
(79). Nakon $to se makroskopski utvrdi tumorska se loza treba izmjeriti i odrediti udaljenost

od rubova resekcije. Uzorke tumorske loze potrebno je mapirati kako bi lakSe odredili
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mikroskopsku veli¢inu tumorske loZe u dvije dimenzije kao i veli¢inu ostatnog tumora (80).
Stupanj uzorkovanja ovisi o veli¢ini tumorskog tkiva prije NAT kao i o makroskopski
vidljivoj ostatnoj bolesti. Manja tumorska leziSta najbolje je preuzeti u cijelosti dok se kod
velikih preporuca preuzeti po 5 reprezentativnih blokova popre¢nog presjeka na svakih 1-2
cm do ukupno 25 parafinskih blokova tkiva (Slika 12) (80, 81). Americki FDA preporuca
uzeti minimalno 1 blok po svakom cm veli¢ine tumora prije terapije do maksimuma od 10

blokova. Opseg uzimanja uzoraka ovisiti ¢e o procjeni patologa od slucaja do slucaja.

Neoadjuvantna terapija moze uzrokovati promjene tumorskih stanica u vidu poveéanja ili
smanjenja jezgre, vakuolizacije jezgre, kariorekse, kariolize i piknoze. U stromi tumora
moze dovesti do fibroze, elastoze, kolagenizacije, neovaskularizacije, mikrokalcifikata kao
1 do hijalinizacije krvnih zila. Moze do¢i do fibrinoidne nekroze kao i mucinozne promjene
tumorske strome. U stromi tumora mogu se vidjeti umnozene plazma stanice, nakupine
histiocita kao i multinuklearnih stanica. Takoder mozemo vidjeti atrofiju okolnog parenhima

i kancerizaciju duktusa (17, 79, 82).
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Slika 12. Primjer mapiranja segmenta dojke s tumorom nakon provedene NAT. A, uzorak je
serijski narezan i1 snimljen radioloski. B, dijagram omogucuje patologu usporedbu
mikroskopskog, makroskopskog i1 radioloskog nalaza te rekonstrukciju veli¢ine tumorske
loze. C, celularnost tumora je odredena na prerezu s najviSe mikroskopski vidljive rezidualne
bolesti te usporedena s kompjuterski odredenim standardom zbog bolje reproducibilnosti.

Preuzeto iz: Bossuyt i sur., 2015. (78)
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U slucaju ostatnog tumora potrebno je odrediti histoloSki podtip i stupanj diferenciranosti
tumora imajuéi u vidu da se pod utjecajem NAT mogao promijeniti stupanj diferenciranosti
jezgre kao i da NAT snizava mitotski indeks. Niski mitotski indeks nakon NAT povezan je
s boljim DFS-om i smanjenim rizikom od metastaza (80). Prisutnost limfovaskularne
invazije vazan je prognosti¢ki ¢imbenik, te se u slucaju odsutnosti invazivnih tumorskih
fokusa ili metastaza u limfnim ¢vorovima, a njene prisutnosti, ne smatra kompletan patoloski
odgovor (pCR). Zbog moguc¢nosti tek mikroskopski vidljivih tumorskih fokusa potrebno je
u nalazu definirati udaljenost tumora od ruba resekcije. Patolog treba odrediti veli¢inu
ostatnog tumora unutar tumorskog lezista te odrediti ypTN stadij (80, 81). NAT moze
smanyjiti veli¢inu tumora i/ili dovesti do smanjenja celularnosti tumora. Celularnost tumora
moze se smanjiti heterogeno pa se mikroskopski unutar tumorske loZze vide manja Zarista
invazivnog tumora medusobno odvojena fibroznom stromom. Kod odredivanja ypT uzima
se veli¢ina najveceg kontinuiranog tumorskog Zarista, u slu¢aju viSe tumorskih fokusa uzima

se veli¢ina najveceg i dodaje se oznaka m (multipli tumori) (4, 5).

1.2.1.7.  Ostatno tumorsko opterecenje

Pri procjeni odgovora tumora na NAT koristimo se McAndersenovim Kriterijima za
odredivanje RCB score /grupa (eng. Residual cancer burden, ostatno tumorsko optereéenje
(83). Pri odredivanju RCB-a mjeri se veli¢ina ostatnog tumora u dvije dimenzije ukljucujuci
fibrozu izmedu tumorskih fokusa, celularnost tumora u postotku, postotak prisutnosti
neinvazivne komponente, broj pozitivnih limfnih ¢vorova te promjer najvec¢e metastaze u
limfni ¢vor. Izraun se provodi vrlo kompliciranom formulom dostupnom online na stranici
http://www3.mdanderson.org/app/medcalc/index.cfm?pagename=jsconvert3 (83). Unosom

traZzenih podataka dobije se vrijednost RCB scora te procjena RCB grupe. RCB ima 4 grupe
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pri cemu RCB-0 obuhvaca bolesnice s potpunim patoloskim odgovorom, RCB-1 bolesnice s
minimalnom ostatnom bole$¢u i minimalnim rizikom od povrata bolesti (score do 1,36),
RCB-II bolesnice s umjerenim rizikom od povrata bolesti dok RCB-III (score iznad 3,28)
ima proSirenu ostatnu bolest, slab odgovor na NAT i veliki rizik od povrata bolesti. Patoloski
potpun odgovor se definira kao odsutnost invazivnog tumora, odsutnost limfovaskularne
invazije i odsutnost metastaza u limfnim ¢vorovima. Dozvoljena je prisutnost in situ

komponente tako da pCR obuhvaca ypTisypNO i ypTOypNO stadij.

Kod analize limfnih ¢vorova potrebno je u nalazu navesti broj i veli¢inu izoliranih limfnih
¢vorova, odrediti veli¢inu najveceg metastatskog depozita te definirati postoji li proboj
tumorskih stanica kroz kapsulu limfnog ¢vora. Takoder se preporuca navesti postoji li
fibroza 1 u koliko limfnih ¢vorova. Kako se unutar fibroze mogu nalaziti histiociti te
pojedinacne rasprsene ostatne tumorske stanice iste mozemo dokazati imunohistokemijskim
bojenjem s citokeratinom. U slucaju nalaza bilo kojeg oblika rezidualne bolesti u limfnim
&vorovima, izolirane tumorske stanice, mikro ili makrometastaze, ne klasificira se pCR. Cak
i u bolesnica s nodalnim pCR lokalne stope recidiva su vece nego kod bolesnica koje nisu
imale zahvacene limfne ¢vorove. Promjene o zahvacenosti limfnih ¢vorova pruzaju vazne
prognostic¢ke informacije pa je preporuka Internacionalne grupe da se broj limfnih ¢vorova
s efektom terapije ukljuci u patoloski nalaz. Ukoliko limfni ¢vorovi nisu odstranjeni nakon
provedene NAT nije moguce odrediti RCB. Ne preporuca se kirur§ko odstranjenje sentinel
limfnog ¢vora prije provodenja NAT, jer se slu¢aju da se radi o metastatskom ¢voru ne moze

procijeniti ni odgovor na terapiju niti procijeniti ypN (78, 80).

RCB je jednostavan, reproducibilan i klini¢ki validiran sustav s podacima o dugotrajnom
pracenju (80). RCB indeks i grupe prognosticke su za sve imunofenotipove s najve¢om
vaznos¢u za HER2+ i TNBC. Te dvije kategorije postizu najvise stope pCR-a (50-85%

slucajeva) (84) s duzim vremenom do povrata bolesti kao i boljim prezivljenjem (Slika 13).
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RCB je manje informativan za HR+ tumore jer oni ¢eSc¢e kasnije rekuriraju za razliku od
HER2+ i TNBC koji imaju najve¢i rizik povrata bolesti u prvih 3-5 godina od operacije (85).
Retrospektivne studije pokazale su da HER2 THC 3+ tumori postizu ¢es¢e pCR od HER2
2+/HER2 amplificiranih (86), a nizi stupanj pCR imaju i HR+/HER2+ tumori, pri ¢emu
status PR nije imao utjecaj na pCR. Ve¢i stupanj postizanja pCR je bio kod HER2 ITHC 3+
tumora koji su lije¢eni kemoterapijom u kombinaciji s dualnom anti-HER2 blokadom (59%)
nego kod onih koje su primale kemoterapiju u kombinaciji s jednim anti-HER2 agensom

(50%) (86).
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Slika 13. Kaplan-Meierove krivulje RFS-a prema RCB kategorijama. E, za skupinu HR-
/HER2 + te F, za HR+/HER2+ skupinu. Preuzeto iz: Symmans i sur., 2017. (87)
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Nema konsenzusa treba li ponavljati imunohistokemijsku analizu ER, PR, HER2 i Ki-67
nakon NAT na rezidualnom tumoru. Preporuke Sekcije za dojku Hrvatskog drustva patologa
su da se ponovi ono $to je na iglenoj biopsiji bilo negativno, odnosno da se u slucaju
umjerenog ili loSeg odgovora (RCB II 1 III) ponovi sve. Rezultati viSe retrospektivnih 1
prospektivnih studija pokazuju da nakon NAT moze do¢i do promjena u izrazenosti ER, PR
i HER2 u 10-35%. Cesc¢e se HER2 kao i ER i PR status mijenjaju iz pozitivnog u negativan,
puno rjede obrnuto (81, 84). Kako promjene u izrazenosti HR i HER2 nakon NAT mogu
dovesti do promjena u nacinu lije€enja te do promjena u prognozi viSe autora preporucuje
ponavljanje imunohistokemijske analize. Razlozi promjene mogu biti heterogenost tumora,
promjena kao mehanizam rezistencije tumora, selekcija klonova rezistentnih na primljenu
NAT ili negativna regulacija ekspresije hormonskih receptora zbog ovarijske supresije

indicirane kemoterapijom (84, 86, 88).

1.2.1.8.  Terapija karcinoma dojke

Personalizirano lije¢enje karcinoma dojke obuhvaca optimalan terapijski pristup na osnovu
klini¢kih karakteristika maligne bolesti, opceg stanja i dobi bolesnice te patohistoloskih 1
molekularnih abnormalnosti tumora. Nakon postavljanja dijagnoze odluku o nac¢inu lijecenja
treba donijeti multidisciplinarni tim. Standardni terapijski modaliteti u lijecenju karcinoma
dojke ukljucuju kirursko lijeCenje, zraenje, kemoterapiju, endokrinu terapiju te usmjerenu
(ciljanu) terapiju. Modalitet lije¢enja ovisi o stadiju u kojem je bolest dijagnosticirana. Kod
inicijalno metastatskog karcinoma dojke koji je neizljeciva bolest nastoji se posti¢i ravnoteza
izmedu koristi terapije 1 toksi¢nosti terapije sa svrhom povecanja prezivljenja i odrzanja

kvalitete Zivota.
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Neoadjuvantna terapija (NAT) je lijeCenje koje se provodi prije konacnog kirur§kog
lijeCenja. Povijesno gledano pocinje se koristiti 70-tih godina proslog stolje¢a u lijeCenju
lokalno uznapredovale, inoperabilne bolesti dojke (17). U posljednjih nekoliko godina
primjenjuje se u lije¢enju lokalno uznapredovalog raka dojke agresivnijih imunofenotipova.
Cilj NAT je smanjiti veliCinu tumora Sto omogucuje manji opseg kirurSkog zahvata uz bolji
kozmeticki ucinak, bolju kvalitetu zivota te manje nuspojava lokalnog lijecenja poput
limfedema (17, 81). Kirursko lijeCenje slijedi nakon NAT pri ¢emu se uklanja leziste tumora
s okolnim tkivom. Opseg kirur§kog zahvata ovisi o lokalizaciji, veli¢ini i proSirenosti
tumora, o odnosu veli¢ine tumora i veli¢ine dojke, a donekle i o Zeljama bolesnice te
moguénosti primarne ili sekundarne rekonstrukcije. Tako se operativnim zahvatom moze
ukloniti cijela dojka (radikalna mastektomija, supkutana mastektomija s postedom koze i
bradavice) ili samo dio dojke (segmentektomija), a ovisno o klini¢koj procjeni zahvaéenih
limfnih ¢vorova radi se uklanjanje svih pazu$nih limfnih ¢vorova (limfadenektomija) il

biopsija sentinel limfnih ¢vorova (17).

Terapija zracenjem ili radioterapija podrazumijeva izlaganje tkiva ciljanom zracenju sa
svrhom reduciranja ostatnih tumorskih stanica nakon kirurskog tretmana, ¢ime se smanjuje
rizik od povrata bolesti (17). Kod bolesnica s hormonski ovisnim karcinomom dojke terapija
ukljucuje nekoliko modaliteta ovisno o dobi bolesnice 1 menopauzalnom statusu.
Hormonska ili endokrina terapija moze biti ablativnog 1 aditivnog tipa. Ablativnom
najcesce se preporuca zenama u premenopauzi. Aditivnom terapijom blokiraju se ucinci
estrogena lijekovima kao Sto su: inhibitori aromataza, koji blokiraju enzim aromatazu
Klju¢an u sintezi estrogena (anastrozol, letrozol, eksemestan); selektivni modulatori
estrogenskih receptora (analozi estrogena) koji blokiraju hormonske receptore (tamoksifen)

i regulatori uniStavanja receptora estrogena (fulvestrant) (17, 84). Bolesnice koje imaju

42



hormonski neovisni rak dojke primaju citotoksi¢ne lijekove (kemoterapija) koji djeluju na
stanice u proliferaciji. Adjuvantna kemoterapija indicirana je kod svih visokorizi¢nih
bolesnica, standardno ukljucuje antracikline i taksane. Najuinkovitiji je protokol

.....

dense* protokol (17).

Sistemska terapija ima negativan ucinak i na zdrave stanice u diobi pa njenom primjenom
dolazi do niza nuspojava. Lije¢enje karcinoma dojke u zadnjih 15-ak godina usmjereno je
prema ciljanom lijecenju koje djeluje selektivno na tumorske stanice ¢ime se smanjuje
negativno djelovanje na zdrave stanice. Primjenom specifi¢nih protutijela i malih molekula
govorimo o bioloskoj terapiji. Tumorske stanice na svojoj povrsini imaju izrazene specifiéne
biljege na koje se moze ciljano djelovati monoklonskim protutijelima. Takva terapija
uglavnom blokira receptore za faktore rasta te aktivira imunoloski sustav. Kod terapije
malim molekulama lijekovi ulaze u tumorsku stanicu gdje ometaju unutarstani¢ne signalne
puteve koji tumorsku stanicu poti¢u na rast i Sirenje na udaljena mjesta u tijelu. Anti-HER2
monoklonsko protutijelo trastuzumab prva je monoklonska terapija koriStena u lijeCenju
HER2 pozitivnog karcinoma dojke (71). Terapija HER2 pozitivnhog karcinoma dojke
obuhvaca vise lijekova koji se koriste u razli¢itim fazama lijecenja, ovisno i o stadiju bolesti

te prethodno koriStenim modalitetima lijeCenja (Slika 14) (42, 89-93).
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Slika 14. Terapijske opcije u lije¢enju HER2 pozitivnih karcinoma dojke. Preuzeto iz:
Vernieri i sur., 2019. (93)

Trenutni standard u neoadjuvantnom lije¢enju HER2+ karcinoma dojke je kemoterapija
bazirana na antraciklinima i taksanima uz dualnu HER2 blokadu trastuzumabom i
pertuzumabom (91,94). U sluc¢aju postizanja pCR nastavlja se s primjenom trastuzumaba, ili
dualnom terapijom trastuzumaba i pertuzumaba kod visoko rizi¢nih bolesnica koje su
prethodno imale pozitivne limfne ¢vorove. Na temelju pozitivnih rezultata KATHARINE
studije bolesnicama s ostatnom bole$¢u daje se T-DMI kroz 14 mjeseci jer njegova primjena
produzuje vrijeme do povrata bolesti (DFS) (94, 95). Trastuzumab se koristi i u adjuvantnom
lijecenju (do godine dana) kao i1 kod lijeCenja metastatske bolesti. Kod metastatskog
prosirenog HER2+ raka dojke mogu se primijeniti konjugati lijeka s protutijelom (engl.
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antibody-drug conjugates, ADC) (ado-trastuzumab-emantasine, fam-trastuzumab-
deruxtecan) kao i male molekule, inhibitori tirozin-kinaza koji se primjenjuju peroralno
(lapatinib, neratinib, tucatinib) (96)(97). HR+/HER2- bolesnice u stadiju proSirene bolesti
mogu primati CDK4/6 inhibitore (pablociclib, ribociclib, abemaciclib), mTOR inhibitor
everolimus, a u sluéaju postojanja mutacije u PI3KCA genu, koja je prisutna u oko 30-40%

bolesnica, mogu biti lijeene alpelisibom.

Olaparib i talazoparib su PARP inhibitori koji svoju primjenu imaju u lije¢enju bolesnica s
TNBC i BRCAL/2 mutacijama. Sacituzumab-govitecan primjenjuje se kod metastatskog
TNBC kao i imunoterapija ,,check-point* inhibitorima PD-1 i PD-L1 kod PD-1/PD-L1

pozitivnih bolesnica kao $to su atezolizumab i pembrolizumab (98).

Na temelju dosadasnjih rezultata klinickih ispitivanja moZze se zakljuciti da ¢e 1 kod nekih
drugih podtipova karcinoma dojke imunoterapija primjenom protutijela koji blokiraju
interakcije izmedu molekula u imunosnim mehanizmima negativne povratne sprege postati

novi modalitet lijecenja (17).

1.3. Imunoloski odgovor na tumore

Malignom transformacijom stanice stvaraju abnormalne ili nespecificne antigene koje
izraZzavaju na svojoj povrsini ili izlu€uju u mikrookoli§. Imunoloski sustav je sposoban
identificirati i uniStiti stanice s neoplasticnim potencijalom, jer prepoznaje abnormalne
antigene na povrSini stanice kao "ne-svoje" ili strane. Budu¢i da su strane tvari obi¢no opasne
za tijelo imunoloski sustav je programiran da ih unisti. Ovo stalno pracenje tijela za male
tumore poznato je kao imunoloski nadzor, a ukazuje na to da tijelo moze postaviti zastitni

odgovor na rak. Uobicajen primjer je imunoloski odgovor protiv infekcija virusima koji
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uzrokuju tumore, kao infekcija papiloma virusima u Zenskom genitalnom traktu ili
protuupalne reakcije zbog razli¢itih lezija, ¢ime se prigusuje aktivnost C¢imbenika u

mikrookoliSu tkiva koji olakSavaju razvoj tumora (99).

Imunoloski sustav reagira na dvije opée vrste tumorskih antigena: tumor-specificne antigene
(engl. tumor-specific antigens), koji su jedinstveni za tumorske stanice, i antigene povezane
s tumorom (engl. tumor-associated antigenes), koji se pojavljuju i na normalnim stanicama
I na stanicama raka. Antigeni specifi¢ni za tumor predstavljaju fragmente novih peptida
(malih proteina) koji se nalaze na povrSini stanice vezani za glavne molekule
histokompatibilnog kompleksa klase 1. U tom obliku ih T limfociti (T stanice) prepoznaju i
eliminiraju. Novi peptidi potjeCu od aberantnih/mutiranih proteina ili od proizvodnje
proteina koji nije uobicajeno izrazen u pojedinim stanicama. Prvi tumor za koji je utvrdeno
da nosi tumorski specifian antigen bio je maligni melanom. Cinjenica da melanomi
povremeno prolaze kroz "spontanu” regresiju kod nekih pojedinaca ukazuje na to da
imunoloski odgovor moze biti uéinkovit u eliminaciji tih tumorskih stanica. Antigeni
povezani S tumorom na tumorskim stanicama nisu kvalitativno razli¢iti u strukturi od
antigena koji se nalaze na normalnim stanicama, ali su prisutni u znacajno ve¢im koli¢inama.
Zbog svog obilja Cesto se izlijevaju u krvotok. PoviSene razine tih antigena mogu se koristiti

kao tumorski biljezi tj. pokazatelji razvoja tumora.

Ako je imunoloski sustav potpuno funkcionalan, ima zadivljujucu sposobnost da sam ubija
stanice raka. Dendriticke stanice koje se formiraju u imunoloskom sustavu informiraju se o
,heprijateljskim stanicama® i tada aktiviraju T-stanice i NK stanice ubojice. Svaka NK
stanica moze ubiti jednu stanicu raka. Dendriticke stanice mogu proizvesti oko 40 do 60
milijardi aktiviranih stanica dnevno. Jedan znacajan primjer imunoloskog nadzora aktivan
je kod osoba s nasljednim nepolipoznim karcinomom debelog crijeva (Lynch sindrom). Te

osobe nasljeduju mutacije u genima popravka krivo sparenih baza (engl. mismatch repair
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genes, MMR) §to za posljedicu ima mnoge aberantne proteine. Kada se takvi aberantni
proteini pojave na povrSini stanica prepoznati su kao strani i stanice se uniStavaju. Tumori

koji se ipak razviju kod tih osoba uspjeli su izbje¢i tjelesni imunoloski nadzorni sustav.

Tumor-infiltrirajuc¢i limfociti (TIL) su mononuklearne upalne stanice koje infiltriraju u
tumor i njegovu stromu. Nastaju kao odgovor domacina na tumorske stanice, a kod tumora
s visokim postotkom TIL-a postize se bolji odgovor na NAT posebno kod TNBC i HER?2
pozitivnih karcinoma dojke gdje se gusti upalni infiltrati mogu naci kod 75% tumora (100).
Odreduju se na HE stakalcu tumora s najvise mononuklearnih upalnih stanica, kao postotak
intratumorske strome zahvacene limfocitima i plazma stanicama prema smjernicama
internacionalne grupe (International Immuno-Oncology Biomarker Working Group), a
preporuke se mogu naéi i na stranici www.tilsinbreastcancer.org (101,102). Neke novije
studije pokazale su da je veéi postotak TIL-a u rezidualnoj bolesti nakon NAT kod TNBC
vazan neovisan pokazatelj boljeg prezivljenja dok je kod HER2+ tumora pokazatelj loSije
prognoze (103-105). Iako se ne odreduju rutinski kod svih karcinoma prema preporukama
St. Gallena 2021. TILove bi trebali odredivati kod svih TNBC, a prema preporuci WHO

trebalo bi odredivati kod TNBC i HER2-pozitivnih karcinoma dojke (4, 106).

Osnovni mehanizam imunoloskog odgovora prikazan shematski na Slici 15 (107) ukljucuje
oslobadanje tumorskih antigena (tocka 1) koji se prezentiraju dendriti¢kim stanicama (to¢ka
2) nakon cega slijedi aktivacija T-stani¢nog odgovora unutar limfnog ¢vora (tocka 3).
Aktivirane T-efektorske stanice putuju cirkulacijom do tumora (toc¢ka 4) gdje dolazi do
infiltracije u podru¢je tumora (to¢ka 5). Prepoznavanjem tumorskih stanica kao stranih
(tocka 6) dolazi do unistavanja ciljane tumorske stanice (tocka 7). UniStavanjem tumorske

stanice dolazi do ponovnog oslobadanja tumorskih antigena i ciklus se ponavlja (107).
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Slika 15. Shematski prikaz mehanizma imunolo§kog odgovora. Oslobadanje tumorskih
antigena (1) te njihov kontakt s dendritickim stanicama (2) dovodi do aktivacija T-stani¢nog
odgovora unutar limfnog ¢vora (3). Aktivirane T-efektorske stanice se infiltriraju u podrucje
tumora (4, 5) gdje prepoznavanjem tumorskih (6) dolazi do njihovog unistavanja. Preuzeto
iz: Kim i sur., 2016. (107)

Tumori opisani kao "vruéi" su oni koji pokazuju znakove upale, Sto znaci da je tumor vec¢
infiltriran T-stanicama. Nasuprot tome, neimunogeni "hladni” tumori nisu infiltrirani T-
stanicama, §to je znak da imunoloski odgovor iz nekog razloga ne radi. Nedostatak T-stanica
otezava izazivanje imunoloSkog odgovora imunoterapijskim lijekovima. Ove vrste tumora
uglavnom se lijece tradicionalnim terapijama (108). Vecina karcinoma dojke, raka jajnika,
raka prostate, raka gusterace i glioblastoma su tipi¢no hladni tumori, §to predstavlja problem
za raSirenu primjenu imunoterapije. Mikrookolina koja okruzuje hladne tumore sadrzi

mijeloidne supresorske stanice (MDSC) i T-regulatorne stanice (Tregs), za koje je poznato
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da priguSsuju imunoloski odgovor i inhibiraju T-efektorske stanice koje pokuSavaju

infiltrirati u tumor (108).

Brojne terapijske opcije razvijene tijekom zadnjih 20 godina, povecale su ili produzile
prezivljenje bolesnika s karcinomom. Istrazivanja se fokusiraju na nekoliko metoda kojima
bi pretvorili hladne tumore u tople i povecali osjetljivost na imunoterapiju kao Sto je
cijepljenje, terapija ,,check-point* inhibitorima kao PD-L1 ili utiSavanje CXCL1 gena u
tumorima (engl. ,,knock out“), te istrazivanja terapijskim opcijama s ivermektinom,
nivolumabom i monoklonskim protutijelom na CD40 (APX005M) (108-110). Jedna od
terapija koja se sada razvija je imunoterapija stanicama. Ovaj oblik terapije koristi vlastite
monocite iz cirkulacije bolesnika oboljelih od raka, koje se umnazaju u kulturi 1 vracaju u
organizam kako bi pomogle organizmu u borbi protiv raka. Na ovaj nacin se jaca se prirodna
sposobnost organizma u borbi protiv raka Sto ¢e u buducnosti biti vjerojatno vise

primjenjivani oblik ciljane terapije s malim nuspojavama i lakom podnosljivosti (109, 111).

1.3.1. PD-1/PD-L1 mehanizam

Osnovni mehanizam imunoloskog odgovora cCine aktivirani T limfociti (citotoksicni T
limfociti, CTL) koji prepoznaju antigene na tumorskim stanicama, veZu se na njih i izazivaju
apoptozu. U cijelom procesu klju¢nu tocku €ini protein odgovoran za programiranu smrt

stanice (PD-1) .

Humani PD-1 protein (gen PDCD1) je transmembranski glikoprotein koji pripada obitelji
receptora CD28/CTLA-4 koji su kontrolne to¢ke imunoloskog odgovora (engl. immune
checkpoint proteins). PD-1 je monomer koji sadrzi jednu izvanstani¢énu domenu nalik

imunoglobulinu (IgV) kojom omogucava vezanje PD-1 na njegove ligande PD-L1 (gen B7-
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H1; CD274) i PD-L2 (gen B7-DC; PDCD1LG2). Taj receptor, prisutan na T (CD8+) i B
limfocitima te makrofazima, negativno regulira imunoloski odgovor i sprje¢ava nastanak
autoimunih bolesti i to aktivacijom apoptoze antigen-specifi¢nih T limfocita u limfnim

¢vorovima ili redukcijom apoptoze u regulatornim T limfocitima (Treg) (112).

Pojacana izrazenost PD-L1 liganda na tumorskim stanicama omogucéava im izbjegavanje
imunoloskog odgovora. Zbog vezanja receptora PD-1 na limfocitima s ligandom PD-L1 na
tumorskim stanicama dolazi do inhibicije citotoksi¢ne aktivnosti T-stanica (Slika 16) (112).
Nemoguénost aktiviranja citotoksi¢nih T limfocita (CTL) u tumorskom mikrookruzenju
dolazi kroz supresivni u¢inak Tregs-a ili putem imunoloskih kontrolnih to¢aka omogucava
stanicama raka da izbjegnu imunoloski odgovor. B7 ligandi izrazeni na dendritickim
stanicama (DC) koje prezentiraju antigen CTL, vezu se na CD28 receptor na CTL-u §to
dovodi do pojacanja T stanica i imunoloskog odgovora. Alternativno, vezanje B7 liganada
na citotoksi¢ni antigen 4 izrazen na T stanicama (CTLA-4) potiskuje njihovu aktivnost.
CTLA-4 takoder pojacava aktivnost Treg sto dovodi do imunosupresivne aktivnosti. PD-1
se eksprimira na aktiviranim T stanicama i veZe na svoj PD-L1 $to dovodi do nesposobnosti

reakcije CTL-a na antigen (anergenost) sto dalje potic¢e inhibicijske signale (113).

U posljednje vrijeme je razvijeno nekoliko lijekova, koji kao monoklonska protutijela
blokiraju interakcije PD-1 receptora s njegovim ligandima PD-L1 i PD-L2 ¢ime se reaktivira
antitumorski imunolo§ki odgovor (112, 114-117). U¢inak ovog oblik terapije nije vezan na
porijeklo tumora ve¢ ima Sire antitumorsko djelovanje, stoga ulazi u primjenu kod razli¢itih
vrsta tumora (melanomi, karcinomi plu¢a, dojke, pankreasa, urotelni karcinomi i dr.) (Slika

16) (112).
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Slika 16. Mehanizam imunoloskog odgovora i terapijske opcije inhibitora signalnog puta
PD-1/PD-L1 u karcinomima. Farmakoloska inhibicija imunoloskih kontrolnih tocaka
monoklonskim protutijelima obnavlja antitumorsko djelovanje CTLa i ublazava

imunosupresiju. Preuzeto i modificirano iz: Ayoub i sur., 2019. (112)

Uoceno je da bolesnici ¢iji tumori pokazuju vise TIL bolje reagiraju na terapiju i imaju bolju
prognozu te je ve¢ 2014. godine preporuceno prac¢enje TIL kao dio procjene odgovora na
neoadjuvantnu terapiju karcinoma dojke (118-123). To se posebno odnosi na TNBC (120).
Karcinomi dojke pokazuju fenotipsku heterogenost koja otezava terapijski pristup. Pored
toga imunofenotipska podjela dodatno ras¢lanjuje karcinome dojke u podskupine. Konaéno,
i genotipska heterogenost vidljiva kroz optereéenost tumora brojnim mutacijama (engl.
tumor mutation burden), posebice kod pojedinih imunofenotipova (TNBC i HER2-
pozitivni), te prisutnost TIL-ova i izrazenost PD-L1 ¢ine dodatnu subkategorizaciju te

pojacavaju terapijsku heterogenost karcinoma dojke (124). Daljnja istrazivanja pokazuju da
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su PD-L1 pozitivni tumori agresivniji po tijeku bolesti, ali su stoga kandidati za terapiju PD-
L1 inhibitorima (114, 125).

Monoklonska imunoterapija PD-L1 inhibitorima uvedena je u terapiju metastatskog TNBC
koji izrazavanju PD-L1 u vise od 1% intratumorskih i peritumorskih limfocita (126,127).
Prema literaturi TNBC izrazavaju PD-L1 receptor u 30-80% stanica, te u 40-65% limfocita
(114, 120, 122, 123, 128-132). Prema meta-analizi Cirqueira i sur. (132), status PD-L1 u
kod karcinoma dojke prosjecno je pozitivan u 30% TIL-ova i 19% tumorskih stanica. Od
toga su 37% TNBC, 29% su Luminal B, 16% Luminalni A, a HER2+ tek 11% slucajeva.
Pozitivan PD-L1 korelira s lo$ijim prezivljenjem (HR, 2,39; p < 0,001), ali bez utjecaja na
DFS (HR 0,17; p=0,252). PD-L1 pozitivni bolesnici s lokalno uznapredovalim ili
metastatskim TNBC kandidati su za terapiju PD-L1 inhibitorima. Neka istrazivanja su
pokazala da obilan TIL i pozitivan PD-L1 status u limfocitima korelira s pCR te duljim

vremenom do progresije bolesti (130, 131).

PD-L1 biljeg nije idealan biomarker, jer ¢ak i dio PD-L1 negativnih bolesnica ima dobar
odgovor na terapiju PD-L1 inhibitorima, ali ¢e njegova primjena sigurno biti ve¢a kada se
jasno definiraju skupine bolesnica koje ¢e imati vecu korist od takve terapije (133). Losiji
odgovor na NAT utjece na loSiju prognozu bolesti, ali su studije pokazale da bolesnice s
jacim TIL imaju bolji pCR (121, 134). Stoga bi jedan dio bolesnica s HER2-pozitivnim
karcinomima dojke zasigurno mogao imati koristi od terapije PD-L1 inhibitorima u nastavku
lijeCenja (112, 135). lako se trenutno kod TNBC odreduje PD-L1 status u TIL, ne treba
zanemariti potencijalni prognosticki i prediktivni znacaj izrazenosti PD-L1 u tumorskim

stanicama karcinoma dojke.
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2. HIPOTEZA

Bolesnice s HER2-pozitivnim i PD-L1 pozitivnim karcinomima dojke imaju 1osiji odgovor
na neoadjuvantnu kemoterapiju i krace vrijeme do progresije bolesti u usporedbi s HER2-

pozitivnim i PD-L1 negativnim karcinomima dojke.
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3. CILJEVIISTRAZIVANJA

Op¢i cilj istrazivanja je imunohistokemijskom metodom bojenja utvrditi postotak izrazenosti
PD-L1 u TIL te postotak izrazenosti PD-L1 u stanicama ostatnog tumora nakon

neoadjuvantnog lije¢enja HER2 pozitivnhog karcinoma dojke.

Specifi¢ni ciljevi su :

1) usporediti izraZzenost PD-L1 u ostatnom tumoru i TIL-u s odgovorom na terapiju (RCB I-

1)

2) usporediti izrazenost PD-L1 u ostathom tumoru i TIL-u s intrinzi¢kim podtipom

karcinoma dojke (LumB/HER2-pozitivni i neluminalni HER2-pozitivni)

3) usporediti izrazenost PD-L1 u ostatnom tumoru i TIL-u s pojavom progresije bolesti i

drugim klini¢ko-patoloskim karakteristikama HER2 pozitivnih karcinoma dojke
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Bolesnice

Presje¢no retrospektivno istraZivanje provedeno je na 122 uzorka HER2-pozitivnih
karcinoma dojke. Osnovni uklju¢ni kriterij je nalaz HER2-pozitivhog karcinoma dojke
(dijagnosticiran na uzorku dobivenom iglenom biopsijom) na osnovu kojeg su bolesnice
zavrSile neoadjuvantnu kemoterapiju uz anti-HER2 terapiju (trastuzumabom ili
kombinacijom pertuzumaba i trastuzumaba). Bolesnice s karcinomima koji su imali
pozitivne receptore na estrogen i progesteron primale su i antihormonsku terapiju po

zavrSenoj neoadjuvantnoj terapiji.

Pregledom baze podataka Klinike za tumore Klinickog bolni¢kog centra Sestre milosrdnice
urazdoblju od 01. sije¢nja 2015. do 31. prosinca 2018. izdvojene su bolesnice koje su primile
neoadjuvantnu anti-HERZ2 terapiju te su potom operirane u istoj ustanovi. U istrazivanje Smo
ukljuciti samo bolesnice koje prema patohistoloSkom nalazu nisu imale kompletan odgovor
na neoadjuvantnu terapiju, a nakon operacije ostatni tumor je procijenjen u kategorije prema

MC Anderson kriterijima (RCB score/grupa) (83).

Podatke o dobi bolesnica i patohistoloskim karakteristikama tumora prije i nakon
neoadjuvantne anti-HER2 terapije (veli¢ina tumora, histoloski gradus (I, II, III), broj
zahvacenih limfnih ¢évorova, izrazenost receptora za estrogen (ER) i progesteron (PR),
izrazenost proliferacijskog biljega Ki67) te RCB score/grupa preuzeti su iz patohistoloskih

nalaza bolesnica dostupnih u elektronic¢koj bazi Klinike za tumore KBCSM.

Podatke o progresiji bolesti preuzeli smo iz radioloskih nalaza i povijesti bolesti bolesnica
dostupnih iz elektroni¢ke baze podataka Klinike za tumore KBCSM. Progresijom bolesti

smatrali smo pojavu lokalnog recidiva, lokoregionalnih ili udaljenih metastaza. Bolesnice
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smo pratili u rasponu od 21 do 73 mjeseca s medijanom pracenja je 33 mjeseca. Zadnji

pregled podataka obavljen je 31. listopada 2021.

Istrazivanje je jednostruko slijepo te nisu koristeni osobni podaci koji bi otkrili identitet ili
ugrozili privatnost bolesnica ve¢ je svaka bolesnica dobila jedinstveni broj pod kojim je

ukljucena u istrazivanje. Pravi identitet ispitanica poznat je samo istraziva¢ima.

4.2. Metode

Istrazivanje je provedeno na histoloSkom materijalu HER2-pozitivnih karcinoma dojke koji
su uklopljeni u parafinske kocke i pohranjeni u arhivi Zavoda za patologiju i citologiju
Klinickog zavoda ,Ljudevit Jurak® KBCSM. HistoloSka stakla bolesnica koje su
zadovoljavale osnovni kriterij za istrazivanje izdvojena su iz arhive i ponovno pregledana
kako bi odabrali reprezentativan uzorak s najve¢im udjelom tumora i tumor-infiltrirajuc¢ih
limfocita (TIL). Parafinske kocke tako odabranih uzoraka izvadene su iz arhive te su tkiva

pripremljena za imunohistokemijsko bojenje.

4.2.1. Imunohistokemijsko bojenje

Od svakog odabranog uzorka karcinoma dojke iz parafinskog bloka izrezan je po jedan rez
debljine 3-4 um i osusen u termostatu na 65°C oko jedan sat. Postupak deparafiniranja tkiva
I demaskiranja antigena te imunohistokemijskog bojenja proveden je u potpuno
automatiziranom uredaju za imunohistokemijsko bojenje Ventana BenchMark® prema
protokolu proizvodac¢a Ventana PD-L1 Assay upotrebom OptiView vizualizacijskog kita
(136). Ukratko, proces obuhvaca deparafiniranje i demaskiranje antigena kuhanjem uzoraka

u EZprep puferu (Ventana), ispiranje puferom (Reaction buffer) te nakapavanje zecjeg
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monoklonskog protutijela na PD-L1 receptor (Ventana PD-L1, klon SP142), 30 minuta.
Nakon ispiranja nakapava se sekundarno protutijelo (OptiView, Ventana), potom se
primjenjuje reagens za pojacavanje signala (Amplification kit) te DAB kromogen za
vizualizaciju nastalog kompleksa i na kraju kontrastno pozadinsko obojenje

hematoksilinom.

4.2.2. Analiza imunohistokemijske reakcije

Prema uputama proizvodaca pozitivna imunohistokemijska reakcija PD-L1 je potpuno ili
nepotpuno membransko obojenje tumorskih stanica te tockasto, linearno ili
cirkumferencijalno obojenje imunih stanica (limfocita infiltriranih u podrué¢je tumora ili u
peritumorskom podruc¢ju). U odabranim uzorcima HER2+ karcinoma dojke, PD-L1 status
odreden je na ostatnom (rezidualnom) karcinomu (dobivenom operativnim zahvatom) onih
bolesnica koje su zavrsile neoadjuvantnu dualnu anti-HER?2 terapiju te nisu imale potpuni

odgovor na terapiju.

IzraZzenost PD-L1 smo zabiljezili kao:

a) postotak PD-L1 pozitivnih imunih stanica (limfocita, makrofaga, dendritickih stanica
i granulocita) prema smjernicama ocCitanja za trostruko negativne karcinome dojke

b) postotak PD-L1 pozitivnih tumorskih stanica
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4.3. Statisticka analiza

Dobivene podatke statisticki smo obradili upotrebom statistickog programa StatSoft
13.5.0.17 (licenca AHN903D046305CNET5-B, Tulsa, USA) s razinom statisticke
znaCajnosti od P<0,05. Razlike kvalitativnih klini¢kih 1 patohistoloSkih karakteristika
karcinoma izmedu grupe PD-L1 pozitivni i PD-L1 negativni limfociti, te izmedu
imunofenotipskih grupa LuminalniHER?2 i ¢isti HER2 testirali smo 2 testom i Fisher exact

testom kao i u odnosu na odgovor na terapiju (klasificiran u RCB grupe I, 1, 111).

Spearmanovom analizom korelacija istrazili smo klinicke i patohistoloske varijable koje bi

mogle utjecati na status PD-L1, RCB score ili na vrijeme do progresije bolesti.

Kaplan-Meirovom krivuljom prikazali smo prezivljenje bolesnica do progresije bolesti
ovisno o imunofenotipu i statusu PD-L1 u limfocitima i tumoru te ih usporediti Log-rank
testom. Procjenu relativnog rizika za povrat bolesti izmedu binarnih varijabli klinickih 1
patohistoloskih karakteristika karcinoma izracunati su upotrebom MedCalc online

kalkulatora dostupnog na stranici: https://www.medcalc.org/calc/relative_risk.php

Rezultati su prikazani graficki 1 tabelarno.

58



5. REZULTATI

Cilj naSeg istrazivanja je odrediti status PD-L1 receptora u imunim stanicama koji infiltiraju
u podruc¢je tumora (TIL) prema kriterijima oCitavanja za trostruko-negativne karcinome

dojke. Istovremeno smo odredili i izrazenost PD-L1 receptora u tumorskim stanicama.

5.1. Karakteristike karcinoma dojke uklju¢enih u istrazivanje

Osnovni ukljuéni kriterij je nalaz HER2-pozitivnog karcinoma dojke (dijagnosticiran na
uzorku dobivenom iglenom biopsijom) na osnovu kojeg su bolesnice zavrsile neoadjuvantnu
anti-HER2 terapiju (NAT). PD-L1 status odreden je na ostathom (rezidualnom) karcinomu

onih bolesnica koje nisu imale potpuni odgovor na navedenu terapiju.

Sve 122 bolesnice imale su pozitivan HER2 status karcinoma dojke, od ¢ega 102 odredena
imunohistokemijski (3+) te 20 (16,4%) imunohistokemijski odredenih kao 2+ kojima je
metodom hibridizacije in situ potvrdena amplifikacija HER2 gena. Ovisno o statusu
receptora za estrogen (ER) 1 progesteron (PR) izraZzenih u jezgrama tumorskih stanica
odreden je imunofenotip karcinoma dojke: ER 1i/ili PR pozitivni karcinomi pripadaju
luminalnom imunofenotipu (LUmMHER?2) dok ER/PR negativni karcinomi pripadaju pravom

HER2-pozitivnom imunofenotipu (HER2).

Tablica 3 prikazuje osnovne klinicke i patohistoloske Kkarakteristike bolesnica s HER2-
pozitivnim karcinomom dojke, uklju¢enih u istrazivanje. Bolesnice su prosje¢no bile stare
56,4 godine (medijan 58,5 godina), a 55% bolesnica je bilo mlade od 60 godina starosti.

Prosje¢na klinicka veli¢ina tumora odredena slikovnim metodama prije NAT je 41,3 mm
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(medijan 35 mm) s tim da je vec¢ina tumora (70,5%) imala procijenjenu veli¢inu izmedu 2 i

5 cm (cT2), a samo tri bolesnice imale su tumore manje od 2 cm.

Nakon primjene neoadjuvantne kemoterapije prosjecna veli¢ina ostatnog tumora izmjerena
od stane patologa prilikom preuzimanja iznosila je 20 mm (medijan 16 mm). Primje¢ujemo
da je medijan veli¢ine tumora reduciran za vise od 50% nakon terapije. Sada vecina
bolesnica ima ostatne tumore manje od 2 cm (63,2%), a tek sedam bolesnica (5,7%) i dalje

ima tumore vece od 5 cm (yT3).

Prosje¢ni postotak izrazenosti indeksa proliferacije Ki-67 prije neoadjuvantne kemoterapije
bio je 40,5% (medijan 35%) dok je prosjecna proliferacijska aktivnost ostatnog tumora
nakon primjene NAT pala na 29% (medijan 21,5%) te je prosjecni pad proliferacije bio oko
40%. Svega 13 bolesnica (10,5%) imalo je Ki-67 nizi od 20% prije NAT dok je nakon

terapije kod 48,4% bolesnica zabiljezen Ki-67 nizi od 20%.

Pozitivan status limfnih ¢vorova odreden nakon NAT zabiljezen je u 60 bolesnica (49,2%).
Od toga su 43 bolesnice imale yN1 status (1 do 3 pozitivna limfna ¢vora), a 15 bolesnica je
imalo yN2 status (4 do 9 pozitivnih limfnih ¢vorova) dok su samo 2 bolesnice imale yN3
status (vise od 10 pozitivnih limfnih ¢vorova). Samo 27 bolesnica (22,1%) dozivjelo je

progresiju bolesti.

Sve bolesnice ukljucene u istrazivanje imale su nekompletan patoloski odgovor na terapiju
(odreden RCB). Od toga je 25,4% bolesnica imalo dobar odgovor na terapiju s minimalnom
rezidualnom boles¢u (RCB 1) dok 26,2% gotovo uopce nije odgovorilo na terapiju (RCB
I11). Ipak, oko polovine bolesnica (48,4%) imalo je djelomi¢an odgovor na neoadjuvantnu
anti-HER2 terapiju (RCB Il). Zabiljezen pad stanica u proliferaciji povezan je s odgovorom
na terapiju. Tako je kod RCB I zabiljeZen pad od 65,5%, kod RCB Il pad od 28,5% dok je

kod RCB Il pad bio svega 16,7%.
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Tablica 3. Osnovni podaci o 122 bolesnice s patohistoloskim karakteristikama HER2-

pozitivnih karcinoma dojke uklju€enih u istrazivanje

Karakteristika N (%) Medijan/mm (raspon)
Dob bolesnica/godine

<60 67 (55%) 58,5 godina

> 60 55 (45%) (31-89)
Klinic¢ka veli¢ina tumora

cT1 3 (2,5%) 35 mm

cT2 86 (70,5%) (16-160)

cT3 33 (27,0%)
Ki-67 prije NAT (%)

<20 13 (10,6%) 35%

>20 109 (89,4%) (8% -90%)
Gradus

I 15 (12,3%) -

I 67 (54,9%)

i 40 (32,8%)

PHD veli¢ina tumora

yT1 77 (63,2%) 16 mm
yT2 38 (31,1%) (1-140)
yT3 7 (5,7%)
Ki-67 nakon NAT (%)
<20 59 (48,4%) 21,5%
>20 63 (51,6%) (2% - 90 %)
Status ER
Negativan 60 (49,2%) -
Pozitivan 62 (50,8%)
Status PR
Negativan 74 (60,7%) -
Pozitivan 48 (39,3%)

Imunofenotip
Luminalni HER2

62 (50,8%)

32 (26,2%)

HER2 tip 60 (49,2%)
Status limfnih ¢vorova (yN)
Negativan 62 (50,8%) 2
Pozitivan 60 (49,2%) (1-15)
RCB grupa
I 31 (25,4%) 2,0
I 59 (48,4%) (0,52-4,69)

Progresija bolesti
Bez progresije
Prisutna progresija

95 (77,9%)
27 (22,1%)

NAT, neoadjuvantna kemoterapija; ER, receptor za estrogen; PR, receptor za progesteron;

Ki-67, biljeg proliferacije; yT i yN, veli¢ina tumora i status limfnih ¢vorova nakon NAT;
RCB (residual cancer burden), procjena odgovora na terapiju
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5.2. Karakteristike karcinoma dojke prema imunofenotipu

Uzorci 122 HER2-pozitivna karcinoma dojke obuhvacaju 62 karcinoma Luminalnog HER2

imunofenotipa i 60 karcinoma ¢istog HER2 imunofenotipa.

U Tablici 4 su prikazane razlike u osnovnim klini¢kim i patohistoloskim karakteristikama
karcinoma ovisno o imunofenotipu HER-pozitivnih karcinoma dojke uklju¢enih u
istrazivanje. Osim osnovne razlike u izrazenosti hormonskih receptora za estrogen (ER) i
progesteron (PR) (P<0,001), izmedu ova dva imunofenotipa nismo zabiljezili statisticki
znacajne razlike u medijanu dobi bolesnica s karcinomima kao niti razlike u veli¢ini tumora
prije NAT. Medijan starosti bolesnica je ujednacen u obje skupine imunofenotipa (58 i 59
godina; P=1,0). Medijan veli¢ine karcinoma procijenjen slikovnim metodama pri dijagnozi
je 34 mm 1 35 mm, Sto takoder pokazuje ujednacenost u probiru bolesnica za NAT
(P=0,138). Medutim, razlika u medijanu veli¢ine karcinoma nakon NAT postaje statisticki
znacajna (P<0,001). Tako je preko 75% karcinoma ¢istog HER2 imunofenotipa manje od 2
cm (medijan veli¢ine je 1 cm), za razliku od Luminalnog HER2 koji su u 50% slucajeva

ostali ve¢i od 2 cm (medijan veli¢ine 2 cm).

Isto tako ni razlika u postotku stanica u proliferaciji (Ki-67 indeks) prije NAT nije statisti¢ki
znacajna (P=0,076) medutim nakon NAT doslo je do smanjenja postotka stanica u
proliferaciji, sa statisticki znacajnom razlikom izmedu karcinoma razli¢itog imunofenotipa
(P<0,001). Prije NAT 95% karcinoma ¢istog HER2 imunofenotipa ima Ki-67 visi od 20% s
medijanom postotka od 45% dok Luminalni HER2 karcinomi imaju medijan Ki-67 od 33%.
Nakon NAT karcinomi Luminalnog HER2 podtipa dvostruko ¢esc¢e imaju Ki-67 nizi od 20%
(medijan 14%) nego HER2 podtip (medijan 35%). Vidimo da je kod bolesnica Luminalnog
HER?2 imunofenotipa doslo do pada proliferacije od 57,6% dok je kod ¢istth HER2 taj pad

samo 22,2%.
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Osim toga, karcinomi HER2 imunofenotipa tri puta ¢eS¢e imaju visoki histoloski gradus (G

[11) nakon NAT od Luminalnih HER2 (P=0,001).

Medutim, karcinomi Luminalnog HER2 imunofenotipa imaju slabiji odgovor na
neoadjuvantnu kemoterapiju (P=0,019). Tako kod Luminalnih HER2 karcinoma prosjec¢na
RCB vrijednost iznosi 2,56 (medijan 2,2) dok kod karcinoma HER2 imunofenotipa iznosi
2,13 (medijan 1,76), (Slika 17). Minimalni rezidualni tumor (RCB 1) uocen je ¢esée kod
karcinoma HER2 imunofenotipa (36,7%) nego kod Luminalnih HER2 (14,5%) dok je
umijeren ili slab odgovor na terapiju (RCB Il i RCB Ill) ¢es¢i kod Luminalnog HER2

imunofenotipa (56,5% i 29%).
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Tablica 4. Razlike klinickih i patohistoloskih karakteristika prema imunofenotipu 122

HER2-pozitivna karcinoma dojke ukljucenih u istrazivanje

Karakteristika Luminalni HER?2 tip Fisher Exact
(N=62) (N =60) test
N (%) N (%) P
Dob bolesnica (godine)
<60 34 (54,8%) 33 (55%) 1,0
> 60 28 (45,2%) 27 (45%)
Klinic¢ka veli¢ina tumora
cT1 0 (0,0%) 3 (5%) 0,138
cT2 47 (75,8%) 39 (65%)
cT3 15 (24,2%) 18 (30%)
Gradus
I 10 (16,1%) 5 (8,3%) 0,001
I 41 (66,1%) 26 (43,4%)
i 11 (17,8%) 29 (48,3%)
Ki-67 prije NET (%)
<20 10 (16,1%) 3 (5%) 0,076
>20 52 (83,9%) 57 (95%)
PHD velic¢ina tumora
yT1 31 (50%) 46 (76,7%) < 0,001
yT2 29 (46,8%) 9 (15%)
yT3 2 (3,2%) 5 (8,3%)
Ki-67 nakon NET (%)
<20 41 (66,1%) 18 (30%) < 0,001
>20 21 (33,9%) 42 (60%)
Status ER
Negativan 0 (0%) 60 (100%) < 0,001
Pozitivan 62 (100%) 0 (0%)
Status PR
Negativan 14 (22,6%) 60 (100%) < 0,001
Pozitivan 48 (77,4%) 0 (0%)
Status limfnih ¢vorova (yN)
Negativan 30 (48,4%) 32 (53,3%) 0,593
Pozitivan 32 (51,6%) 28 (46,7%)
RCB grupa
1 9 (14,5%) 22 (36,7%) 0,019
2 35 (56,5%) 24 (40%)
3 18 (29%) 14 (23,3%)
Progresija bolesti
Prisutna 9 (14,5%) 18 (30%) 0,05
Odsutna 53 (85,5%) 42 (70%)

NAT, neoadjuvantna kemoterapija; ER, receptor za estrogen; PR, receptor za progesteron;
Ki-67, biljeg proliferacije; yT i yN, veliCina tumora i status limfnih ¢vorova nakon NAT;
RCB (residual cancer burden), procjena odgovora na terapiju
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Raspodisla RCE vipednost prema imumofenofips
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Slika 17. Raspodjela izra¢unate RCB vrijednosti (score) (odredene po McAnderson
kriterijima) prema imunofenotipu HER2 pozitivnih karcinoma dojke. Paralelne crte
prikazuju medijan RCB vrijednosti koji je ve¢i kod Luminalnog HER2 tipa i iznosi 2,2
(crvena) dok kod HER2 tipa iznosi 1,8 (plava).

Iako nismo zabiljezili statisticki znacajnu razliku pozitivnog statusa limfnih ¢vorova u
odnosu na imunofenotip HER2-pozitivnih karcinoma dojke (P=0,593), primje¢ujemo da
karcinomi LUmHER?2 tipa statisticki znacajno rjede imaju progresiju bolesti od karcinoma
HER2 imunofenotipa (15,5% vs. 30,0%; P=0,05). U obje skupine oko polovine karcinoma
nema pozitivne limfne ¢vorove, a od onih koji imaju pozitivne limfne ¢vorove u obje skupine

vise od 70% ima 1 do 3 pozitivna limfna ¢vora (yN1).
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5.3. Karakteristike karcinoma dojke prema statusu PD-L1
5.3.1. Imunohistokemijska izrazenost PD-L1

Osnovni cilj istrazivanja je odrediti status PD-L1 receptora na membrani imunoloSkih
stanica koji infiltiraju u podru¢je tumora. PD-L1 se analizira u podruéju vijabilnog
invazivnog tumora i njemu pridruZzene strome uz isklju¢ivanje podrucja nekroze, krvarenja,
stranog materijala, DCIS-a, LCISa, kao i iskljucenje artefakata bojenja. Minimum je 50

tumorskih stanica s pridruzenom stromom.

Podrucje analize obuhvaca samo imunoloske stanice (IS) (limfocite, makrofage, dendriticke
stanice i granulocite) u peritumorskoj ili intratumorskoj stomi, a o€ituje se kao membransko
tockasto/linearno obojenje pojedinacnih ili agregata imunoloskih stanica (Slika 18). >1%
pozitivnih IS procjenjuje se kao udio povrsine tumora, ukljucujuéi pridruzenu intratumorsku

i susjednu peritumorsku stromu, koju zauzimaju PD-L1 obojene IS.

Istovremeno smo odredili i izrazenost PD-L1 receptora na membrani tumorskih stanica

(Slika 19).

Pozitivan status PD-L1 definiran je grani¢nom vrijednosti izrazenosti PD-L1 u 1% prema
Kriterijima analize za trostruko-negativne karcinome dojke (136), a ista grani¢na vrijednost

uzeta je 1 za pozitivan status izrazenosti u tumorskim stanicama.
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Slika 18. Imunohistokemijska izraZzenost PD-L1 u tumor infiltrirajuéim limfocitima.

Povecanje 100x

Slika 19. Imunohistokemijska izrazenost PD-L1 u tumorskim stanicama. Povecanje 400X
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U ukupnom uzorku 122 HER2-pozitivna karcinoma dojke, kod bolesnica koje nisu imale
kompletan patoloski odgovor na neoadjuvantnu kemoterapiju, u ostatnom tumoru odreden
je PD-L1. Tako je kod 49 karcinoma dojke (40,2%) detektirana izraZzenost PD-L1 u
limfocitima (u rasponu izrazenosti od 1 % do 30%) dok je u 9 karcinoma (7,4%) zabiljeZena
izrazenost PD-L1 na membrani tumorskih stanica (Slika 20). Od devet karcinoma koji
pokazuju PD-L1 pozitivitet u stanicama karcinoma, njih sedam pokazuje PD-L1 pozitivitet

I u limfocitima dok dva pokazuju samo pozitivan PD-L1 u stanicama karcinoma.

Limfociti Karcinom

73
(60%)

u PD-L1 negativan
u PD-L1 pozitivan

Slika 20. Raspodjela imunohistokemijske izrazenosti PD-L1 u limfocitima i tumorskim

stanicama 122 HER2-pozitivna karcinoma dojke nakon neoadjuvantne kemoterapije

5.3.1. Klini¢ko-patoloske razlike prema izraZenosti PD-L1

U Tablici 5 prikazane su razlike u osnovnim klini¢kim i patohistoloskim karakteristikama
karcinoma ovisno o statusu PD-L1 u limfocitima infiltriranim u podrucje ostatnog karcinoma

nakon provedene NAT HER-pozitivnih karcinoma dojke. Niti ovdje nismo zabiljezili
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statisticki znacajne razlike u medijanu dobi bolesnica prema negativnom/pozitivnom statusu
PD-L1 u limfocitima kao niti razlike u veli¢ini tumora prije i nakon NAT. Medijan veli¢ine
karcinoma procijenjen pri dijagnozi je 3,5 cm za karcinome s PD-L1 negativnim i 3,4 cm za
karcinome s PD-L1 pozitivnim limfocitima. U obje skupine doslo je do redukcije veli¢ine

karcinoma za vise od 50% (medijani 1,6 cm i 1,5 cm) (P=0,61).

Uocena razlika indeksa Ki-67 prije NAT nije statisticki znacajna (P=0,072) iako je kod PD-
L1 negativnih karcinoma cesS¢e zabiljezen Ki-67 nizi od 20%. Medijan postotka stanica u
proliferaciji kod karcinoma s PD-L1 negativnim limfocitima je 35%, te 40% kod karcinoma
s PD-L1 pozitivnim limfocitima. Medutim, nakon primjene NAT doslo je do smanjenja
postotka stanica u proliferaciji sa statisticki znacajnom razlikom ovisno o statusu PD-L1 u
TIL-ovima. Tako karcinomi s pozitivnim statusom PD-L1 u limfocitima statisticki znac¢ajno
¢es¢e imaju Ki-67 visi do 20% (medijan 27,5%) nego karcinomi s PD-L1 negativnim
limfocitima (medijan 17,5%) (P=0,043). Pad proliferacije od 32% =zabiljezen je kod
karcinoma s PD-L1 pozitivnim limfocitima, za razliku od pada proliferacije za 50% kod

karcinoma s PD-L1 negativnim TILovima.

Isto tako nismo zabiljezili statisticki znacajnu razliku (P=0,059) u histoloskom gradusu
prema izrazenosti PD-L1 u TIL-ovima, ali vidimo da je nizi histoloski gradus bio ¢es¢i kod

Luminalnog HER? tipa karcinoma nego ¢istih HER2 (Gr I: 17,8% vs. 4,1%).

Razlika izrazenosti PD-L1 u limfocitima ovisno o imunohistokemijskoj izraZenosti
receptora HER2 na membrani stanica karcinoma (izraZenost intenziteta 2+ i 3+) nije

statisticki znacajna (P=0,804)

lako se HER2 pozitivni karcinomi dojke dijele u imunofenotipove prema statusu receptora
za estrogen (ER), razlika izraZzenosti ER ovisno o statusu izrazenosti PD-L1 u limfocitima

nije statisticki znacajna (P=0,096). Stoga nije zabiljeZena ni statisticki znacajna razlika
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izrazenosti PD-L1 prema imunofenotipu, iako su ¢isti HER2 pozitivni neSto ¢eS¢e imali
pozitivan PD-L1 u TIL (Slika 21). Tako su ¢isti HER2 pozitivni karcinomi imali pozitivan
status PD-L1 u TILovima u 29/60 slu¢ajeva (48,3%), dok je kod Luminalnih HER2 taj
pozitivitet zabiljezen u 20/62 slucaja (32,3%) (P=0,096). Takoder smo zabiljezili ¢eSce
negativan status izrazenosti receptora za progesteron (PR) kod karcinoma s pozitivnim
statusom PD-L1 u limfocitima nego kod PD-L1 negativnih, iako bez statistic¢ke znacajnosti

(P=0,059).

PD-L1 negativan PD-L1 pozitivan

20

29

(V)
5955 (40,8%)

= |_uminalni HER2
= HER2 tip

Slika 21. Raspodjela imunofenotipa 122 HER2-pozitivna karcinoma dojke prema statusu
imunohistokemijske izrazenosti PD-L1 u limfocitima nakon neoadjuvantne kemoterapije
(Fisher exact test, P=0,096)
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Tablica 5. Razlike klinickih i patohistoloskih karakteristika 122 HER2-pozitivna karcinoma

dojke ukljucena u istrazivanje prema statusu izrazenosti PD-L1 u tumor infiltriraju¢im

limfocitima
Karakteristika PD-L1 PD-L1 Fisher Exact
negativni pozitivni test
N=73 N=49
N (%) N (%) P

Dob bolesnica (godine)
<60 40 (54,8 %) 27 (55,1 %) 1
> 60 33 (45,2 %) 22 (44,9 %)

Klini¢ka veli¢ina tumora
cT1 1(1,4 %) 2 (4,1 %) 0,485
cT2 54 (74,0 %) 32 (65,3 %)
cT3 18 (24,6 %) 15 (30,6 %)

Ki-67 prije NAT (%)
<20 11 (15,0 %) 2 (4,0 %) 0,072
>20 62 (85,0 %) 47 (96,0 %)

Gradus
I 13 (17,8 %) 2 (4,1 %) 0,059
I 39 (53,4 %) 28 (57,1 %)
i 21 (28,8 %) 19 (38,8 %)

PHD velic¢ina tumora
yT1 46 (63,0 %) 31 (63,2 %) 0,61
yT2 24 (32,9 %) 14 (28,6 %)
yT3 3 (4,1 %) 4 (8,2 %)

Ki-67 nakon NAT (%0)
<20 41 (56,2 %) 18 (36,7 %) 0,043
>20 32 (43,8 %) 31 (63,3 %)

Status ER
Negativan 31 (42,5 %) 29 (59,2 %) 0,096
Pozitivan 42 (57,5 %) 20 (40,8 %)

Status PR
Negativan 39 (53,4 %) 35 (71,4 %) 0,059
Pozitivan 34 (46,6 %) 14 (28,6 %)

HER?2 izrazenost

2+ 11 (15,0 %) 9 (18,4 %) 0,804
3+ 62 (85,0 %) 40 (81,6 %)

Status limfnih ¢vorova
Negativan 38 (52,1 %) 24 (49,0 %) 0,853
Pozitivan 35 (47,9 %) 25 (51,0 %)

Progresija bolesti
Bez progresije 58 (79,5%) 37 (75,5 %) 0,659
Prisutna progresija 15 (20,5 %) 12 (24,5 %)

NAT, neoadjuvantna kemoterapija; ER, receptor za estrogen; PR, receptor za progesteron;
Ki-67, biljeg proliferacije; RCB (residual cancer burden), procjena odgovora na terapiju
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Razlika pozitivnog statusa limfnih ¢vorova kao niti razlike u pojavi progresije bolesti izmedu
karcinoma s pozitivnim i negativnim statusom PD-L1 u limfocitima gotovo uopée ne postoji
(P=0,853) (Tablica 5). U obje skupine velika ve¢ina tumora pokazuje yN1 stadij, Cak nesto

¢esce kod PD-L1 pozitivnih karcinoma (76 % vs. 68,6%).

Raspodieds FCB vrpednosh prema stamisn PD-L1

RCE vrjednost

—PD-L1 negativan

=—PD-L] poritivan
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Slika 22. Raspodjela RCB (residual cancer burden) vrijednosti izraCunate prema
McAnderson online kalkulatoru za 122 HER2-pozitivna karcinoma dojke prema izraZzenost
PD-L1 u tumor-infiltriranim limfocitima. Paralelne linije oznacavaju medijan RCB

vrijednosti.

Medijan RCB vrijednosti je gotovo isti, neovisno o statusu PD-L1 izrazenosti (2,2 vs. 2,0)
(Slika 22). Tako je minimalan rezidualni tumor (RCB I) imalo 24,6% PD-L1 negativnih i
26,5% PD-L1 pozitivnih tumora, dok je slab odgovor na terapiju (RCB I11) imalo 28,8% PD-
L1 negativnih i 22,5% PD-L1 pozitivnih tumora. Statisticki znacajna razlika distribucije
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RCB grupa prema PD-L1 statusu u limfocitima nije utvrdena (Fisher Exact test, P=0,737)

(Slika 23).
40
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Slika 23. Imunohistokemijska izrazenost PD-L1 u TIL prema odgovoru na neoadjuvantnu
kemoterapiju HER2 pozitivnih karcinoma dojke (RCB grupa). Statisticki znacajna razlika

nije utvrdena.

Izrazenost PD-L1 na membrani tumorskih stanica ne pokazuje statisticki znacajnu korelaciju
s osnovnim histoloskim karakteristikama karcinoma, kao §to je veli¢ina (mjerena prije ili
nakon NAT), histoloSki gradus niti status pozitivnih limfnih ¢vorova. Ipak, karcinomi
pozitivni na PD-L1 imaju medijan od 4 cm koji je ve¢i od medijana veli¢ine ukupne skupine.
Isto tako pokazuju medijan proliferacije od 45% S$to je vise od medijana cijele skupine i
najslabiji pad proliferacije od svega 6%. Tumori koji izrazavaju PD-L1 na membrani svojih
stanica uglavnom su HER2 imunofenotipa (8/9) te je izrazenost PD-L1 u tumoru u statisticki
znacajnoj negativnoj korelaciji s izrazenosti ER (Spearmanov koeficijent korelacije rs= -

0,204; P=0,024). Od toga su Cetiri bolesnice imale progresiju bolesti. Isto tako bolesnice s
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pozitivnim statusom PD-L1 u tumoru imaju lo$iji odgovor na terapiju (medijan RCB

vrijednosti je 3,0) (rs=0,158; P=0,082). U 7 od 9 slucajeva PD-L1 je istovremeno izrazen i

na membrani TIL-ova.

5.4. Progresija bolesti

Progresija bolesti zabiljezena je kod 27 bolesnica (22,1 %). Medijan pracenja je 33 mjeseca.

Procijenjena stopa petogodisnjeg prezivljenja bez povrata bolesti u istrazivanom uzorku je

71 % (Slika 24) s medijanom vremena do povrata bolesti od 15 mjeseci (u rasponu od 2 do

40 mjeseci).

Slika 24.
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Procijenjena ukupna stopa prezivljenja bez povrata bolesti (DFS) 122 HER2-

pozitivne bolesnice s karcinomom dojke nakon neoadjuvantne anti-HER?2 terapije
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Analizom Spearmanove korelacije utvrdili smo da najveéi utjecaj na povrat bolesti ima
pozitivan status limfnih ¢vorova (rs= - 0,271; P=0,0025). Osim toga, povrat bolesti ovisi 0
veli¢ini tumora prije terapije (rs= - 0,207; P=0,022), histoloSkom gradusu ostatnog tumora
(rs= - 0,192; P=0,046), imunofenotipu (rs= 0,186; P=0,039) i odgovoru na terapiju prema
odredenoj RCB vrijednosti (rs= - 0,198; P=0,028) dok se kategorizacijom u RCB grupe gubi

statisticka znacajnost (rs= - 0,159; P=0,081).

Prema rezultatima analize prezivljenja do progresije bolesti statisticki znacajno bolju stopu
prezivljenja bez povrata bolesti nakon NAT imaju bolesnice s Luminalnim podtipom (Log
Rank WW = -6,068, Test statistic =-2,35; p =0,019) (Slika 25). Povrat bolesti zabiljezen je
u 18/60 (30%) bolesnica s karcinomom HER2 imunofenotipa s medijanom od 14 mjeseci (u
rasponu od 2 do 40 mjeseci) u odnosu na 9/62 (14,5%) bolesnica s LumHER2
imunofenotipom kod kojih je medijan progresije bolesti 21 mjesec (u rasponu 2-38 mjeseci).
Procijenjena stopa petogodisSnjeg prezivljenja bez povrata bolesti nakon NAT u bolesnica s
karcinomom ¢istog HER2 imunofenotipa je niza od 60% dok je za bolesnice s Luminalnim

tipom visa od 80%.
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Slika 25. Procijenjena stopa prezivljenja bez progresije bolesti (DFS) prema imunofenotipu

HER2-pozitivnih bolesnica nakon neoadjuvantne anti-HER2 terapije (P = 0,019)

Sto se ti¢e povrata bolesti ovisno o dogovoru na terapiju vidimo da je u bolesnica s
minimalnom rezidualnom boles¢u (RCB 1) progresija zabiljeZena u svega 5/31 slucajeva
(16,1%), kod RCB II odgovora na terapiju progresija je zabiljezena u 11/59 (18,6%) dok je
u slucaju RCB III odgovora progresija nastupila kod 11/32 (34,4%) bolesnica. Medijan
vremena do progresije bolesti najduzi je kod bolesnica koje su imale RCB I 1 iznosi 22
mjeseca, kod bolesnica s RCB Il odgovorom on je 17 mjeseci, dok kod bolesnica s RCB 111

medijan vremena do progresije iznosi 13 mjeseci.

Kaplan-Meirova krivulja ukazuje da je petogodisnje prezivljenje bez povrata bolesti
najlosije u slucaju slabog odgovora na NAT (RCB III) dok procijenjena stopa petogodisnjeg
prezivljenja bez povrata bolesti gotovo identi¢na za karcinome koji su odgovorili umjereno

(RCB I) ili parcijalno na NAT (RCB II) (Chi-square = 4,94; df = 2; P = 0,085) (Slika 26).
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Slika 26. Procijenjena stopa prezivljenja bez progresije bolesti (DFS) prema odgovoru na
neoadjuvantnu terapiju ovisno o procjeni ostatnog tumora (residual cancer burden, RCB)

HER2-pozitivnih bolesnica nakon neoadjuvantne anti-HER? terapije (P=0,085)

Progresija bolesti pojavljuje se kod 20,5% karcinoma s negativnim statusom PD-L1 u TIL-
ovima i kod 24,5% karcinoma s pozitivnim statusom PD-L1 (Tablica 5). Medutim,
promatraju¢i Kaplan-Meierovu krivulju prezivljenja bez povrata bolesti ne uofavamo
statisticki znacajnu razliku ovisno o izrazenost PD-L1 u tumor-infiltriraju¢im limfocitima
(Log-Rank Test statistic = -0,668; P=0,504) (Slika 27). Ipak, prosje¢no vrijeme do
progresije bolesti kod bolesnica s pozitivnim statusom PD-L1 u TIL-ovima iznosi 15+ 11,9
mjeseci u odnosu na 19,5 + 9,6 mjeseci do progresije karcinoma bez PD-L1 pozitivnih

limfocita.
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Slika 27. Procijenjena stopa prezivljenja bez progresije bolesti (DFS) prema statusu
imunohistokemijske izrazenosti PD-L1 u tumor infiltriraju¢im limfocitima u ukupnom

uzorku 122 HER2-pozitivne bolesnice nakon neoadjuvantne anti-HER? terapije (P=0,504)

Promatrajuci procijenjeno petogodisnje prezivljenje bez progresije bolesti unutar pojedine
imunofenotipske skupine nismo zabiljezili statisticki znacajne razlike u odnosu na izrazenost
PD-L1 u limfocitima. Kod Luminalnih HER2 pozitivnih bolesnica status PD-L1 u TIL-
ovima nije pokazivao gotovo nikakvu razliku prezivljenja bez progresije (Slika 28A). Tako
je i u slucaju pozitivnog i negativnog statusa PD-L1 u limfocitima 15% bolesnica dozivjelo

progresiju bolesti (Log-Rank Test statistic = 0,0631; P= 0,949).

U skupini karcinoma ¢istog HER2 imunofenotipa takoder nema statisticki znacajne razlike

u pojavi progresije bolesti u odnosu na status PD-L1 u limfocitima (Slika 28B). Tako je u
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slucaju pozitivnog statusa PD-L1 u limfocitima 31% bolesnica dozivjelo progresiju bolesti

te 29% u slucaju negativnog PD-L1 (Log-Rank Test statistic = - 0,419; P= 0,675).

Analizom korelacija unutar pojedine imunofenotipske skupine utvrdili smo da kod ¢istih
HER2 karcinoma postotak izrazenosti PD-L1 u limfocitima statisti¢ki znacajno korelira s
visim Ki-67 nakon terapije (rs= 0,388; P=0,005). U istoj skupini izrazenost PD-L1 u
stanicama karcinoma je u statisticki znacajnoj korelaciji s loSijom RCB vrijednosti (rs=
0,262; P=0,043) dok takve korelacije nisu uocene kod karcinoma Luminalnog

imunofenotipa.
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Slika 28. Procijenjena stopa prezivljenja bez progresije bolesti (DFS) prema statusu PD-L1

u tumor-infiltriraju¢im limfocitima unutar podskupina LUumHER2 (P=0,949) i ¢istog HER2
tipa (P=0,675) HER2-pozitivnih bolesnica nakon NAT
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U slucaju pozitivne izraZenosti biljega PD-L1 u stanicama karcinoma uocili smo viSu stopu
povrata bolesti u odnosu na PD-L1 negativne karcinome (Slika 29), ali razlika nije statisticki
znadajna (Log rank, Test statistic = -1,71347 P =0,086). Cetiri od devet (44,4%) bolesnica

imalo je progresiju bolesti, s medijanom od 12 mjeseci do progresije.
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Slika 29. Procijenjena stopa prezivljenja bez progresije bolesti (DFS) prema statusu
imunohistokemijske izrazenosti PD-L1 u tumorskim stanicama HER2-pozitivnih bolesnica

nakon neoadjuvantne anti-HER?2 terapije (P=0,086)
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Slika 30. Procjena relativnog rizika za povrat bolesti o donosu na sve istrazivane

karakteristike HER2 pozitivnih karcinoma dojke

U ukupnom uzorku 122 bolesnice s HER2 pozitivnim karcinomom dojke ve¢i relativni rizik
za povrat bolesti imaju karcinomi ve¢i od 5 cm (cT3) procijenjeni slikovnim metodama
prilikom postavljanja dijagnoze (RR=2,51 95% CI 1,3-4.8; P=0,005), pozitivni limfni
¢vorovi detektirani na resekcijskom materijalu nakon NAT (RR=2,45 95% CI 1,2-5,2;
P=0,018), negativan status ER a time i ¢isti HER2 pozitivni imunofenotip (RR=2,07 95%
Cl 1,0-4,2; P=0,005) te losiji odgovor na NAT (RCB III) (RR=1,93 95% CI 1,0-3,7;
P=0,048). Takoder vidimo da se veéi rizik pojavljuje i u slucaju negativnog statusa PR,
visokog histoloskog gradusa (G III), te pozitivnog statusa PD-L1 u tumorskim stanicama, ali

tek s tendencijom Kk statistickoj znacajnosti (Slika 30).
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6. RASPRAVA

Primjena ciljane anti-HER2 terapije monoklonskim protutijelom trastuzumabom zna¢ajno
je unaprijedila prezivljenje bolesnica s HER2-pozitivnim karcinomom dojke. Zadnjih godina
terapijski pristup se promijenio pa se sada kod ve¢ine HER2 pozitivnih karcinoma dojke
primjenjuje neoadjuvantna terapija (NAT) anti-HER2 lijekovima (kao mono ili dualna
terapija u nekoliko kombinacija) posebice kod onih bolesnica koje imaju procijenjen visoki
rizik za povrat bolesti (42). Veliki dio bolesnica s HER2 pozitivnim karcinomima ima
odlican odgovor na NAT te u oko 40-70% bolesnica dode do potpune regresije bolesti 1
kompletnog patoloskog odgovora (engl. pathological complete response, pCR), bez ostatnog
tumora na reseciranom materijalu (137-141). U¢inak NAT je jo§ znacajniji u slu¢ajne dualne
anti-HER2 terapije u odnosu na lijeCenje samo trastuzumabom (141-143). Podaci iz
literature napominju da bolesnice koje ostvare pCR na dualnu NAT imaju 70-90% manji
rizik od povrata bolesti (77, 144). Zbog takvog pristupa lijeCenju danas stopa ukupnog 8-
godis$njeg prezivljenja HER2 pozitivnih bolesnica iznosi 37 % (141, 145). Takav ucinak
dualne anti-HER2 terapije, na primjer, nije postignut kod HER2 pozitivnih karcinoma Zeluca
(146). Unato¢ dosadasnjim dobrim uéincima ovakvog lijecenja te dodatnog produzenja
razdoblja bez progresije bolesti jo$ uvijek jedan dio bolesnica nema potpun odgovor na NAT

1 doZive progresiju bolesti.

U nasem istrazivanju od 122 bolesnice s HER2 pozitivnim karcinomom dojke koje nakon
neoadjuvantne anti-HER2 terapije nisu imale kompletan patoloski odgovor 27 bolesnica
(22,1%) je dozivjelo progresiju bolesti. Prema naSim podacima objavljenim u poster
prezentaciji na hrvatskom onkoloskom kongresu 2018. godine (147), od svih bolesnica s
karcinomom dojke koje primaju NAT, potpuni patoloski odgovor (RCB 0) postize manje od

30% bolesnica. Medutim, HER2 pozitivni i trostruko-negativni karcinomi dojke postizu
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znacajniji potpuni u¢inak NAT nego luminalni. Tako oko 40% HER2 pozitivnih i trostruko
negativnih karcinoma dojke postiZe potpuni patoloski odgovor za razliku od manje od 10%
luminalnih karcinoma dojke. Isti podaci pokazuju i da unutar HER2 pozitivnih karcinoma
dojke kompletan dogovor na NAT dvostruko ¢esée (60% vs. 28,6%) postizu karcinomi
¢istog HER2 imunofenotipa (negativni ER/PR) nego oni Luminalnog HER2 imunofenotipa
(pozitivni ER/PR). Sukladno tim rezultatima, rezultati ovog istrazivanja takoder pokazuju
da su bolji odgovor na NAT imale bolesnice s ¢istim HER2 imunofenotipom (HER2 tip) te
su imale dvostruko ¢eS¢e minimalnu rezidualnu bolest (RCB I) na reseciranom materijalu

od Luminalnih HER2 (P=0,019).

Nasi rezultati odgovora na NAT potpuno su u korelaciji s najnovijim objavljenim rezultatima
drugih autora. I njihovi podaci pokazuju da karcinomi dojke ¢istog HER2 imunofenotipa
imaju kompletan odgovor (RCB 0) u 45% do 85,2% na NAT koja je ukljucivala ciljane anti-
HER2 inhibitore za razliku od upola slabije postignutog kompletnog odgovora kod

Luminalnih HER2 karcinoma dojke (77, 84, 87, 141, 148, 149).

Osim razlike u izrazenosti ER i1 PR izmedu ova dva imunofenotipa (Luminalni HER?2 i €isti
HER?2) pri odluci o NAT u naSem istrazivanju nije bilo znacajne razlike u veli¢ini tumora,
proliferacijskom statusu stanica niti statusu limfnih ¢vorova. Nakon terapije zabiljezili smo
razliku u zastupljenosti viseg histoloskog gradusa (P=0,001) te viseg proliferacijskog biljega
Ki-67 (P<0,001) kod ¢istih HER2 karcinoma unato¢ ¢injenici da je u toj skupini zabiljeZzen
dvostruko vec¢i postotak dobrog odgovora na NAT (RCB I) te preko tri-Cetvrtine tumora
manjih od 2 cm (yT1) u usporedbi s Luminalnim HER2. Ovaj podatak donekle pokazuje
nepredvidivost u¢inka lije¢enja moguce zbog velike heterogenosti karcinoma dojke, cak 1
unutar jedne skupine koju definiramo kao HER2 pozitivni karcinomi dojke. Prema
kriterijima za odluku o neoadjuvantnom lijecenju karcinoma dojke, veli¢ina tumora,

imunofenotipski profil i status limfnih ¢vorova klju¢ni su u procjeni koje ¢e bolesnice
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primati NAT (42). Jasno, protokoli NAT se razlikuju ovisno o tim kriterijima, a ponajprije
ovise o imunofenotipu karcinoma. Medutim, kao $to smo u uvodu napomenuli, unutar
skupine HER2 pozitivnih karcinoma dojke, kombinacija terapije se opet razlikuje ovisno o
statusu hormonskih receptora Sto vjerojatno utjeCe na razli¢it odgovor na NAT iako
pripadaju istoj skupini HER2 pozitivnih karcinoma dojke. Osim toga, velika vecina
bolesnica s ¢istim HER2 tipom karcinoma ima potpun odgovor na NAT, te je jasno da

bolesnice ukljucene u nase istrazivanje nisu niti primarno odgovorile na NAT.

To nas dovodi to drugog rezultata naSeg istrazivanja, gdje bolesnice s Luminalnim HER2
podtipom imaju bolje prezivljenje bez progresije bolesti nego HER2 (Log rank P=0,019).
Nije nam u potpunosti jasan razlog zbog kojeg su ¢isti HER2 pozitivni karcinomi bolje

odgovorili na NAT, ali imaju lo$iju prognozu bolesti te brzu pojavu recidiva.

Prema rezultatima Symmans WF i sur. (87) nema vece razlike u petogodisnjem DFS za RCB
I i RCB Il u obje imunofenotipske podskupine HER2 pozitivnih karcinoma, samo je vidljivo
da krivulja prezivljenja brze pada kod ¢istih HER2 karcinoma. To je potpuno u korelaciji s
na$im podacima, ali je moguce da nastala razlika medu imunofenotipovima u naSem
istrazivanju ovisi o kraéem vremenu pracenja (medijan 33 mjeseca). Ali, isto tako je moguce
da postignuta veca redukcija proliferacije te luminalni HER2 karcinomi imaju dvostruko
veci postotak tumora s Ki67 <20% nego cisti HER2, ipak u konacnici pokazuje bolju
prognozu bholesnica. Taj podatak je jo§ oditiji ako obratimo paznju na svega 22,2% tumora
¢istog HER2 imunofenotipa kod kojih je doslo do pada proliferacije nakon NAT za razliku
od 57,6%-tne redukcije proliferacije kod Luminalnih HER2 karcinoma. Jos uvijek postoje
rasprave o prediktivnom i prognostickom znacaju Ki-67 nakon NAT, iako visi Ki-67 ukazuje
na bolji u¢inak kemoterapije dok je ve¢i pad proliferacije nakon NAT prediktor boljeg
odgovora na terapiju i duzeg perioda kontrole bolesti te je informativniji od RCB-a (63, 77,
150).
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Kao §to vidimo, bolesnice s HER2 pozitivnim karcinomima ukljuéene u nase istrazivanje
ve¢ u pocetku imaju drugaciji molekularni profil karcinoma koji nije odgovorio na NAT.
Brojna istrazivanja bave se pitanjem primarne rezistencije HER2 pozitivnih karcinoma dojke
na trastuzumab, s ciljem pronalazenja biljega koji bi izdvojili karcinome s brzom
progresijom. LijeCenje trastuzumabom inhibira dimerizaciju receptora HER2 s ostalim
receptorima HER obitelji i njihovu nizvodnu signalizaciju posebice preko MAPK i PI3K
signalnog puta, smanjuje sposobnost popravka DNK sprjecavanjem aktivacije proteina p21,
povecava apoptozu 1 sprjeCava angiogenezu u vecini HER2 pozitivnih karcinoma dojke

(151).

Najveci problem lijeCenja ciljanom anti-HER2 terapijom je rezistencija u znacajnom
postotku, koja do danas jos uvijek nije premostena. Razlozi za rezistenciju su brojni, a vrlo
Cesto nastaje zbog aberantnih aktivacija (mutacije) HER2 nizvodnih signalnih puteva
(PIBK/AKT ili RAS/ERK) ili aktivacijom drugih signalnih puteva zbog dimerizacije nastale
vezanjem drugih liganada; zbog narusenog vezanja lijeka za HER receptore (defektni
receptor); smanjenom aktivacijom imunoloskog sustava (77). Iako se istrazuju brojne
terapijske opcije koje bi ponistile rezistenciju, do danas niti jedna nije pokazala dovoljno jak

klini¢ki uginak.

Pored svega navedenog, kljuéni mehanizam ucinka trastuzumaba, 1 opcenito terapije
inhibicije HER2 receptora vezanjem monoklonskog lijeka na izvanstani¢nu domenu
receptora, je aktivacija imunoodgovora, stani¢ne citotoksi¢nosti ovisne o protutijelima
(ADCC, eng. antibody dependent cell-mediated citotoxicity) koja nastaje kao posljedica
imunoloske reakcije NK stanica. Vezanjem NK stanica za slobodni Fc fragment
trastuzumaba otpustaju se citotoksicne granule i luce protuupalni citokini (tj. IFNy i TNFa)
I kemokini koji izazivaju apoptozu tumorskih stanica (152). Sposobnost HER2 pozitivnih

karcinoma dojke da izbjegnu/blokiraju invaziju imuno stanica je svakako jedan od
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mehanizama nastanka rezistencije na trastuzumab (100, 152, 153). Jedan od moguéih
mehanizama je povecana regulacija PD-L1 nastala zbog trastuzumabom aktiviranih

imunoloskih efektorskih stanica u podru¢ju tumora (154).

Stoga su novija istrazivanja i terapijski pristupi fokusirani na obnovu imunoodgovora.
Odnedavno je kod trostruko negativnih karcinoma dojke u primjeni terapija atezolizumabom
(Tecentrig®, Roche), monoklonskim protutijelom dizajniranim da veze protein PD-L1,
blokira njegove interakcije s receptorima PD-1 i B7.1 te omogucava aktivaciju T-stanica
(155). Medutim, atezolizumab ne inhibira interakciju PD-L2 liganda s PD-1 receptorom.
Atezolizumab je imunoterapija raka koja ima potencijal koristenja kao kombinirani partner
s drugim imunoterapijama, ciljanim lijekovima i raznim kemoterapijama u Sirokom rasponu
karcinoma (156). Osim toga, nedavno objavljeni rezultati medunarodne studije KYNOTE-
522 (21 zemlja ukljucena u studiju) na preko 1100 bolesnica pokazuju bolje ucinke
neoadjuvantnog lijeCenja ukoliko je u NAT ukljucen ,,check-poinz* inhibitor PD-1,
pembrolizumab (Keytruda®, Merck Sharp & Dohme B.V). Ovi oblici terapije nisu specifi¢ni
za pojedini tip karcinoma ve¢ obnavljaju imunoodgovor organizma ¢ime Su primjenjivi za
razne tipove karcinoma. Prema uputama Europske medicinske agencije (EMA) terapija PD-
1 ili PD-L1 inhibitorima moze biti indicirana kod karcinoma malih i nemalih stanica pluca,
plocastih karcinoma glave i vrata, urotelnih karcinoma, hepatocelularnih karcinoma,
trostruko-negativnih karcinoma dojke, melanoma i non-Hodgkin limfoma, kolorektalnih
karcinoma i karcinoma bubrega i endometrija (155,157). Prema studijama ¢iji su rezultati
omogucili registraciju lijeka, dodatak inhibitora kontrolnih to¢aka PD-1/PD-L1 standardnoj

kemoterapiji poboljsava prognozu neresektabilne i metastatske bolesti (157).

Stoga je cilj naSeg istrazivanja bio procijeniti da li bi bolesnice s HER2 pozitivhim
karcinomom dojke koje nisu odgovorile na NAT bile kandidati za primjenu inhibitora PD-

L1 u nastavnoj terapiji. Imunohistokemijskom metodom je odreden status PD-L1 receptora
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u limfocitima infiltriranim u podrucje tumora (TIL), prema kriterijima za trostruko negativne

karcinome dojke.

Nasi rezultati pokazuju da je PD-L1 u TILovima izrazen u 40,2% svih HER2 pozitivnih
karcinoma dojke, s tim da je izrazenost ¢e$¢a u karcinomima ¢istog HER2 imunofenotipa
nego Luminalnog HER2 imunofenotipa (48,3% vs. 32,3%) te stoga negativno korelira sa
statusom ER i PR. Nasi rezultati nisu pokazali statisti¢ki znac¢ajnu korelaciju izrazenosti PD-
L1 s klinicko-patoloskim karakteristikama HER2 pozitivnih karcinoma dojke. Doduse, nasi
rezultati upucuju da karcinomi infiltrirani limfocitima pozitivnim na PD-L1 imaju visi
stupanj proliferacije (P=0,043) te visi histoloski gradus (P=0,059) i negativne hormonske
receptore (posebice PR; P=0,059), ali bez statisticki znacajne razlike medu PD-L1
pozitivnim i negativnim tumorima. Takoder nismo detektirali razliku statusa pozitivnih

limfnih ¢vorova niti progresije bolesti ovisno o statusu PD-L1 u TILovima.

Rad Lu i sur. (158) pokazuju da je razina PD-L1 mRNA znacajno niza u ER-pozitivnim
stani¢nim linijama karcinoma dojke $to potvrduje nas podatak razlike izrazenosti PD-L1 po
ER statusu ¢ak i unutar HER2 pozitivnih karcinoma dojke. Medutim, prema dostupnoj
literaturi na klini¢kim uzorcima podaci su vrlo neujednaceni. Tako Hoffman i sur. (159)
nalaze ¢e$¢e pozitivan PD-L1 u TILovima i stanicama luminalnih HER2+ karcinoma dojke.
Cirqueira i sur. (132) u svojoj meta-analizi na 15 studija, utvrdili su statisti¢ki znacajniju
izrazenost PD-L1 kod bolesnica starijih od 50 godina, ¢eS¢e kod negativnih limfnih ¢vorova,
te kod HER2 negativnih karcinoma dojke bez korelacije s imunofenotipom. Sveukupno nije
zabiljezena korelacija izrazenosti PD-L1 u TILovima s progresijom bolesti, ali je pokazatelj
losijeg ukupnog prezivljenja (132). Na zalost, navedena meta-analiza trenutno dostupnih
istrazivanja pokazuje veliku heterogenost rezultata, jer su skupine na kojima su radena
istrazivanja raznolike, primijenjene terapijske opcije su Siroke, ima manje podataka o PD-

L1 izrazenosti nakon NAT (kao u nasem istrazivanju) te su koristena razlicita protutijela u
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detekciji PD-L1 pozitiviteta (132). U obje studije jedini podatak koji odgovara nasem je

korelacija pozitivnog PD-L1 u TIL-ovima s visim Ki-67 (132, 159).

Inace, tumori viSeg histoloskog gradusa i viSeg stupnja proliferacije ¢esto pokazuju visoko
mutacijsko opterecenje (engl. tumor mutation burden, TMB) zbog visoke mikrosatelitne
nestabilnosti. Ono se pojavljuje zbog mutacija u genima popravka krivo sparenih baza DNA
(engl. mismatch repair, MMR) a za posljedicu ima nastanak hipermutacija u tumorskim
stanicama koje bi zapravo mogle utjecati na imunoloski odgovor (160, 161). Karcinomi
dojke pokazuju TMB u manjem postotku od ostalih karcinoma (160-162). Odnos izmedu
prediktivnih vrijednosti ekspresije PD-L1 i TMB-a je predmet velike rasprave. Nekoliko
studija pokazalo je da su PD-L1 i TMB neovisni prediktori odgovora na terapiju ,,check
point* inhibitorima, a izraZzenost PD-L1 i TMB ima nisku korelaciju kod vise tipova tumora

(160-162).

Nasi rezultati nisu utvrdili povezanost izrazenosti PD-L1 u TILovima s odgovorom na
terapiju. Medijan vrijednosti RCB scora kao i raspodjela RCB grupa su gotovo isti neovisno
o statusu PD-L1 u TlLovima. Unutar svake RCB grupe (I, Il, 1) oko 40% tumora ima PD-
L1-pozitivne limfocite. Sto se tide procjene povrata bolesti prema RCB statusu nasi podaci
pokazuju da je rizik od povrata bolesti najveci kod slabog odgovora na NAT (RCB III) dok
kod umjerenog (RCB 1) i parcijalnog odgovora (RCB Il) rizik upola manji (P=0,085).
Takoder nismo detektirali korelaciju izrazenosti PD-L1 u TILovima s prognozom bolesti.
Bolesnice imaju progresiju bolesti podjednako i u slu¢aju PD-L1 negativnih i PD-L1
pozitivnih TILova (20,5% vs. 24,5%). Medutim, nasi podaci pokazuju da bolesnice s PD-L1
pozitivnim TILovima dvostruko ranije imaju progresiju bolesti. Niti unutar pojedinog
imunofenotipa nema korelacije prognoze bolesti s izrazenosti PD-L1, iako je kod ¢istih
HER2 karcinoma izrazenost PD-L1 u korelaciji s viSom proliferacijom (P=0,05) i loSijim

RCB (P=0,043), §to nije utvrdeno unutar skupine Luminalnih HER2 karcinoma.
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Rezultati Symmans WF i sur. (87) takoder pokazuju losiji petogodis$nji DFS u slu¢aju RCB
I11 (47%) bez razlike medu ER+ i ER- HER2 pozitivnih karcinoma dojke. Rezultati nekoliko
istrazivanja provedenih na uzorcima trostruko negativnih karcinoma dojke nakon NAT ne
nalaze pozitivnu korelaciju izrazenosti PD-L1 u limfocitima s DFS ili OS (163, 164) niti s
ve¢inom klini¢ko-patoloSkih karakteristika karcinoma. Yuan i sur. (165) nisu detektirali
razliku izraZenosti PD-1/PD-L1 medu imunofenotipovima karcinoma dojke kao niti
korelaciju s klini¢kopatoloskim karakteristikama karcinoma u nativnim uzorcima tumora
prije bilo kakvog tretmana. Kod karcinoma drugih sijela rezultati su vrlo heterogeni (166).
Tako postoji korelacija izrazenosti PD-L1 i losije stope preZivljenja do povrata bolesti (DFS)
u bolesnika s kolorektalnim ili hepatocelularnim karcinomom te karcinomom bubrega i
testisa, ali ne i karcinoma plocastih stanica glave i vrata, melanoma, karcinoma nazofarinksa,
raka zeluca i urotelnog karcinoma, a znacajno je povezana s boljim DFS u bolesnica s
karcinomom jajnika (166). lako isti rad pokazuje korelaciju izrazenost PD-L1 sa zna¢ajno
losijom stopom ukupnog prezivljenja, to se uglavnom odnosi na karcinome jednjaka,
bubrega i mezoteliome. S druge strane, izrazenost PD-L1 nije bila u korelaciji s losijim
ukupnim prezivljenjem bolesnika s nekim malignim tumorima kao $to su adrenokortikalni
karcinom, rak dojke, urotelni karcinom, kolorektalni karcinom, glioblastom, hepatocelularni
karcinom, karcinom plocastih stanica glave i vrata, melanom, te karcinomi zeluca, timusa,

testisa ili karcinomi cerviksa.

Preliminarni rezultati Loi i sur. (167) pokazuju da bi kod trastuzumab-rezistentnih
karcinoma dojke koji imaju PD-L1 pozitivne TILove bilo korisno ukljuéiti anti-PD-L1
inhibitore u nastavnu terapiju kako bi se zaobiSao mehanizam rezistencije (klini¢ka studija
PANACEA). 1 nasi podaci podrzavaju tu klini¢ku studiju, ¢ije kona¢ne rezultate tek
o¢ekujemo. Terapija inhibitorima kontrolnih tocaka imunoloskog odgovora u primjeni je

kod bolesnika s malignim bolestima drugih sijela, ali trenutno dostupni podaci pokazuju
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veliku heterogenost u terapijskim kombinacijama i linijama primjene PD-1/PD-L1
inhibitora, te je zasigurno potrebno jos$ neko vrijeme do znacajnijih klinickih podataka (168—

170).

Rezultati klini¢ke prakse bit ¢e kljucni za postizanje konsenzusa oko definiranog primarnog
protutijela i protokola za imunohistokemijsko bojenje PD-1/PD-L1 (171), kao i o¢itavanje
(u limfocitima ili 1 tumorskim stanicama) o ¢emu ¢e zapravo ovisiti koju terapijsku anti-PD-
1/PD-L1 opciju treba primijeniti u lije¢enju karcinoma razlicitih sijela (133, 172, 173). Nase
istrazivanje fokusirano je na izrazenost PD-L1 nakon NAT, pri ¢emu smo izdvojili jedan dio
bolesnica koje bi zbog utvrdene izrazenosti PD-L1 bile kandidati na terapiju inhibitora
kontrolnih to¢aka imunoodgovora. Neka istrazivanja provedena su na uzorcima bioptiranog
materijala prije bilo kakve terapije te su Kurozumi i sur. (174) detektirali dvostruko vise PD-

L1 pozitivnih stanica (17,5 %) kod HER2-pozitivnih netretiranih karcinoma dojke.

Medutim, svaka terapija ima utjecaj na tumorsku biologiju pa tumori koji ne odgovore dobro
na terapiju postizu sekundarne mehanizme rezistencije. Zbog toga je moguce da primarno
»topli“ tumori na koje organizam stvara imunoloski odgovor mogu postati ,.hladni* pod
utjecajem terapije i obrnuto (175). Stoga jos$ ostaje pitanje da li bi odredivanje statusa PD-
L1 na nativnim uzorcima prije NAT, te uklju¢ivanje anti-PD-L1 inhibitora u ciljanu
neoadjuvantnu terapiju unaprijed sprijecilo nastanak rezistencije na trastuzumab. Ili bi,
mozda, analiza izraZzenosti PD-L1 na uzorcima karcinoma istih bolesnica prije NAT
pokazala jasniju korelaciju s boljim prezivljenjem (171). Neki radovi napominju razliku
izrazenosti PD-L1 u tretiranim i post NAT uzorcima, kao i medu primarnim karcinomima i
njihovim metastazama, drugi ne (159, 176). Stoga je potrebno jos klinickih istrazivanja kako

bi se jasnije utvrdilo da li je bolje odredivati PD-L1 na nativnim uzorcima ili poslije NAT.
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Ako stanice karcinoma izrazavaju PD-L1, koji je ligand PD-1 receptora na limfocitima,
znaci da imaju sposobnost inaktivirati limfocite u njihovom imunoloskom odgovoru. Stoga
bi, bolesnice koje imaju rezidualnu bolest nakon NAT te u podrucju tumora imaju infiltrirane
PD-L1 pozitivne limfocite ili pak pokazuju PD-L1 pozitivitet u tumorskim stanicama, bile
idealni kandidati za terapiju PD-L1 inhibitorima. Prema na$im rezultatima to posebice
obuhvac¢a karcinome Cistog HER2 imunofenotipa. Istrazivanja se bave i mehanizmima
pretvaranja hladnih tumora u tople kako bi se ponovno reaktivirao imunoloski odgovor te
opcije ciljane imunoterapije (177). Posebno je zanimljiv klinicki slu¢aj bolesnice s
trastuzumab-rezistentnim karcinomom koji ima tumor-mutation burden (TMB) i pozitivan
status PD-1 koja je na terapiji pembrolizumabom i trastuzumabom (178). Takoder je
trenutno u tijeku klinicka studija PANACEA koja ukljucuje bolesnice rezistentne na terapiju
trastuzumabom, s pozitivnim statusom PD-1 koje ¢e imati ukljucenu terapiju
pembrolizumabom (179). Prema ovoj studiji i bolesnice iz naseg istrazivanja s pozitivnim
statusom PD-L1 bile bi kandidati za ukljucivanje inhibitora PD-L1 u nastavnu terapiju, $to
je i bio cilj naseg istraZivanja. Uzimajuci u obzir slican terapijski pristup konstruirano je
kombinirano monoklonsko protutijelo trastuzumaba s veznom domenom za PD-L1, ¢ime se

pojacava ADCC ucinak lije¢enja trastuzumaba (180, 181).

Nase istrazivanje obuhvatilo je i detekciju izrazenosti PD-L1 u tumorskim stanica te je
zabiljezeno svega 7,4% PD-L1-pozitivnih karcinoma i to velikom ve¢inom kod ¢istog HER2
imunofenotipa. Prema naSim rezultatima ti karcinomi Koreliraju s visim Ki-67 i imaju
statisticki znacajno loSiji DFS. Neki radovi takoder pronalaze korelaciju izraZzenosti PD-L1
u stanicama karcinoma s vi§im gradusom i pozitivnim statusom HER2 (117) ili negativnim
ER/PR (182) dok druga istrazivanja i ovdje pokazuju odstupanja. Tako rad Rozenblit i sur.
(183) pokazuje slican postotak izrazenosti (8,3%) drugi radovi pokazuju izraZzenost visu od

20 % (117, 176, 182, 184). Rad Kurozumija i sur. (174) ne nalazi korelaciju u izrazenosti
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PD-L1 u stanicama HER2 pozitivnih karcinoma s DFS, iako su utvrdili bolji odgovor na
NAT u slucaju pozitivnih PD-L1. Dok Hou i sur. (182) otkriva bolje ukupno preZivljenje u
slu¢aju prisutnih TILova, ali i pozitivnog PD-L1 kod HER2 pozitivnih karcinoma dojke,
Tsung i sur. utvrduju losije prezivljenje u slucaju neluminalnog HER2 karcinoma dojke
pozitivnih na PD-L1 (185). Prema Qu i sur. (170) ERBB2 gen (HER2) je jedan od klju¢nih
gena pokreta¢a imunoodgovora u karcinomima pluc¢a ne-malih stanica. Huang i sur. (186)
povezuju izrazenost PD-L1 u TNBC s veli¢inom tumora >2 cm, visim histoloskim gradusom
i proliferacijom Ki-67 >20% te pozitivnim limfnim ¢vorovima. Rezultati istraZivanja
provedenih na uzorcima trostruko negativnih karcinoma dojke nakon NAT se razlikuju te
jedni nalaze pozitivnu korelaciju izraZzenosti PD-L1 (>20%) u stanicama karcinoma s boljim
DFS, ali ne i u slu¢aju izrazenosti u limfocitima (163). Klinicki se ve¢ neko vrijeme odreduje
PD-L1 u stanicama karcinoma bubrega te je povezan s lo§ijim preZivljenjem (187). Prema
EMA-inim smjernicama za indikaciju terapije inhibitorima kontrolnih to¢aka nuzno je
odrediti status PD-1 ili PD-L1 u stanicama karcinoma ili u TILovima, ovisno o sijelu
karcinoma i ciljanoj terapiji koja ¢e biti primijenjena. Uskoro ¢e vjerojatno biti potrebno
odrediti i PD-L2 koji je takoder ligand za receptor PD-1, kao i PD-L1, te moze omoguditi
tumorskim stanicama da izbjegnu anti-PD-L1 blokadu. Osim toga danas je ve¢ u upotrebi
nekoliko klonova pojedinih protutijela za imunohistokemijsko dokazivanje prisutnosti PD-
1/PD-L1 ovisno o terapijskoj opciji. Stoga je jasno da ¢e prije $ire primjene ovakvog oblika
terapije biti potrebno jasno odrediti smjernice za testiranje. To se zapravo ponajprije odnosi
I na trenutne razliite rezultate istrazivanja nastale zbog razli¢ite primjene klonova

protutijela u detekciji i razlike u na¢inu analiziranja PD-L1 statusa.

Nase istrazivanje ima i neka ograni¢enja. Kao prvo broj bolesnica u svakoj podskupini je
umjeren. Razlog tome nastaje u Cinjenici da se neoadjuvantna terapija znacajnije vise

provodi tek posljednjih nekoliko godina. Osim toga veliki broj bolesnica ima potpun
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patoloski odgovor na terapiju, bez ostatnog tumora, posebice nakon uvodenja dualne anti-
HER2 terapije. Stoga ¢e svakako biti potrebno vise klinickih podataka o korelaciji
izrazenosti PD-1/PD-L1 u uzorcima biopsije netretiranih tumora i kolika je promjena
njihovog statusa zbog djelovanja terapije. Nase istrazivanje svakako bi trebalo nastaviti 1
usporediti ima li razlike u izraZzenosti PD-L1 ovisno o tipu primijenjene NAT (mono ili
dualna anti-HER2 terapije s pridruzenom kemoterapijom) i da li u nekom protokolu dolazi
do povecanja ili smanjenje infiltracije limfocita u podrucje tumora. Mozda bi 1 odredivanjem
statusa MSI, kao $to se odreduje kod karcinoma debelog crijeva, selektirali dio bolesnica
prema drugacijem modalitetu lijeCenja. Isto tako vidimo da je potrebno nastaviti pracenje
bolesnica te jasnije utvrditi da li razlika u prezivljenju bez bolesti postoji izmedu razli¢itih

imunofenotipova HER2 pozitivnih karcinoma dojke.

Zaklju¢no mozemo reéi da je naSe istrazivanje ostvarilo zadani cilj. Utvrdili smo da 40%
bolesnica ima pozitivan status PD-L1 u limfocitima te mogu imati koristi od uvodenja
terapije inhibitorima kontrolnih to¢aka signalnog puta PD-1/PD-L1. Obzirom da je u tijeku
razvoj bifazi¢nih antitijela u anti-HER2 terapiji (monoklonsko anti-HER2 protutijelo s
veznom domenom za PD-1 receptor) bolesnice selektirane u nasem istrazivanju bile bi
kandidati i za takav oblik neoadjuvantne terapije. To se posebno odnosi na bolesnice s HER2
pozitivnim karcinomima bez izraZzenih hormonskih receptora, koje imaju brz povrat bolesti
nakon neostvarenog potpunog odgovora na NAT. Duze klini¢ko pracenje nasih bolesnica
moglo bi dati ve¢i uvid U znacaj izraZzenosti PD-L1 na dugoro¢no prezivljenje bolesnica s

HER2 pozitivnim karcinomom dojke.
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7. ZAKLJUCCI

Prema rezultatima naseg istrazivanja mozemo zakljuciti sljedece:

1. HER2 pozitivni karcinomi dojke ¢istog HER2 podtipa imaju statisticki znacajno bolji
odgovor na neoadjuvantnu anti-HER2 kemoterapiju (nizi RCB) od LumHER?2 (P=0,019)

2. 40,2% HER?2 pozitivnih karcinoma dojke pokazuje pozitivan PD-L1 status u tumor-
infiltriraju¢im limfocitima (TIL) 1 7,4% u stanicama tumora

3. Izrazenosti PD-L1 u TIL nije u statisti¢ki znacajnoj korelaciji s imunofenotipom HER2
pozitivnih karcinoma dojke (P=0,096), dok je izraZzenost u stanicama tumora u korelaciji
s ¢istim HER2 imunofenotipom (P=0,024)

4. Pozitivan status PD-L1 u TIL korelira s visim Ki-67 u ostatnom tumoru (P=0,043)

5. Izrazenost PD-L1 u TIL nije u statisticki znacajnoj korelaciji s odgovorom na terapiju
(RCB) (P=0,737) niti s povecanim rizikom od povrata bolesti (P=0,606)

6. Progresija bolesti nakon NAT HER2 pozitivnih karcinoma dojke je ¢esc¢a u slucaju PD-
L1 izraZzenog u stanicama karcinoma

7. Izrazenost PD-L1 u stanicama karcinoma ¢istog HER2 podtipa je u statisticki znacajnoj
korelaciji s losijom RCB vrijednosti (Score)

8. HER2 pozitivni karcinomi dojke LumHER2+ imunofenotipa znacajno rjede imaju
progresiju bolesti nego oni ¢istog HER2+ imunofenotipa (P=0,019)

9. Najveci utjecaj na povrat bolesti HER2 pozitivnih karcinoma dojke ima pozitivni status
limfnih ¢vorova, ve¢i tumori pri dijagnozi te 1oSiji odgovor na neoadjuvantnu terapiju

(vi$i RCB score)
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8. KRATKI SADRZAJ

Do pojave ciljane anti-HER?2 terapije, HER2 pozitivni karcinomi dojke (HER2+ KD) imali
su najlosiju prognozu, a uvodenjem neoadjuvantne anti-HER2 terapije (NAT) dodatno je
poboljsano prezivljenje bolesnica. Unato¢ uspjesima NAT, dio bolesnica pokazuje

rezistenciju na ciljanu terapiju i za njih se traze drugi terapijski modaliteti.

Cilj naseg istrazivanja je odrediti imunohistokemijsku izrazenost PD-L1 na limfocitima
infiltriranim u podruc¢je tumora (TIL) i tumorskim stanicama 122 bolesnice s HER2+ KD
(62 luminalni podtip i 60 ¢isti HER2 podtip) koje nisu imale kompletan patoloski odgovor
na NAT. Nasi rezultati pokazuju da HER2+ KD ¢istog HER2+ imunofenotipa imaju bolji
odgovor na NAT od LumHER2+ (P=0,019). Pozitivan PD-L1 u TILovima zabiljezen je u
40,2% svih uzoraka dok je u 7,4% slu¢ajeva PD-L1 pozitivan u stanicama karcinoma. Cisti
HER2+ podtip ¢es¢e ima pozitivan PD-L1 u TIL (P=0,096) i u stanicama karcinoma
(P=0,024) nego LumHER2+. Pozitivan PD-L1 u TIL ne korelira s klini¢kopatoloskim
karaktersitikama KD, osim s viS§im Ki-67 u ostatnom tumoru (P=0,043). Izrazenost PD-L1
u TIL nije u korelaciji s RCB niti s rizikom od povrata bolesti dok izraZzenost PD-L1 u
karcinomu korelira s loSijom prognozom. LumHER2+ znaajno rjede imaju progresiju
bolesti od HER2+ podtipa (P=0,019). Najveci utjecaj na povrat bolesti ima pozitivni status
limfnih ¢vorova (P=0,003), ve¢i tumori pri dijagnozi (P=0,022) te losiji odgovor na NAT
(P=0,028). Nasi rezultati upucuju da bi dio bolesnica koje nisu imale potpun odgovor na

NAT bile kandidati za terapiju blokatorima PD-L1, posebice one s ¢istim HER2+ podtipom.

Kljuéne rijeci: karcinomi dojke, anti-HER2 neoadjuvantna terapija, PD-L1 izrazenost,
DFS
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9. SUMMARY

Expression and prognostic significance of PD-L1 in HER2 positive
breast carcinomas

Melita Peri¢ Balja, Zagreb 2022.

Prior to targeted therapy, HER2-positive breast cancers (HER2+ BC) had a poor prognosis,
and further improvement in survival was achieved with the introduction of neoadjuvant anti-
HER?2 therapy (NAT). However, some patients still have resistance. Therefore, our goal was
to determine the immunohistochemical expression of PD-L1 on tumor-infiltrated
lymphocytes (TIL) of HER2+ BC who did not have a complete pathological response to
NAT. Our results show that HER2+ BC of pure HER2+ immunophenotype (ER-negative)
have a better response to NAT than LumHER2+ (P=0.019). PD-L1 in TILs was positive in
40.2% of all cases, and 7.4% of BC expressed PD-L1 in cancer cells. The expression of PD-
L1 in TILs does not correlate with clinicopathological characteristics of BC, nor with the
response to therapy or recurrence of the disease. PD-L1 positive cancer cells are more
common in HER2+ than LumHER2+ (P = 0.024) and correlate with a poorer prognosis.
LumHER2+ have better disease-free survival than HER2+ subtype (P=0,019). Positive
status of lymph nodes (P=0.003), larger tumors at diagnosis (P=0.022) and poorer response
to NAT (P=0.028) have the greatest impact on recurrence. We can conclude that therapy
with anti-PD-L1 inhibitors could target PD-L1-positive BC without a complete response to

NAT, especially those with pure HER2+ immunophenotype.

Key words: breast cancer, anti-HER2 neoadjuvant chemotherapy, PD-L1 expression, DFS
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