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1. UVODISVRHA RADA

1.1. Rak dojke danas

1.1.1. Epidemiologija

Rak dojke je drugi najces¢i solidni zlo¢udni tumor u svijetu danas. Na prvom je mjestu
po pojavnosti u zena. U zenskoj populaciji ¢ini visSe od 25% ukupnog broja
novodijagnosticiranih zlo¢udnih tumora, dok je kod muskaraca taj udio manji od 1%.
Uzrokuje gotovo 15% svih smrti od zlo¢udnih bolesti medu Zenama. (1) Cjelozivotni rizik
za zene je oko 12% 1 tijekom zivota, jedna od osam Zena oboljet ¢e od raka dojke.
Godisnje u svijetu oboli oko 2 000 000 zena, a umre oko 600 000 Zena. Prosjecna
incidencija u svijetu iznosi 46/100 000, dok je stopa smrtnosti prosjecno 13/100 000. (1)
Prema posljednjim podacima Hrvatskog registra za rak, u Hrvatskoj je 2017. godine
dijagnosticirano 2767 novih slucajeva raka dojke, a 853 smrti od raka dojke. (2) Medijan
dobi u kojoj zene obolijevaju od raka dojke jest 62 godine. Najvise je dijagnosticiranih
karcinoma dojke u Zena dobne skupine 60 do 75 godina, oko 20% svih karcinoma dojke
javlja se u dobi prije 50. — e godine zivota, a samo manje od 5% prije 35. — e godine
zivota. Ispod 20. — e godine zivota rak dojke je rijedak, a u starijih od 80 godina javlja se
Cesto. Incidencija pocCinje rasti u dobi od oko 30 — 40 godina zivota i svakih se deset
godina do menopauze otprilike udvostruci, a nakon 50. — e godine Zivota doseze se plato
incidencije. Posljednjih godina, sve je vise novooboljelih mladih Zena, u kojih je priroda
1 tijek bolesti agresivniji. (3) Osim prema dobnim skupinama, razlika u pojavnosti raka

dojke zamjetna je i prema geografskim podrucjima. U podrucja visoke incidencije



ubrajaju se zemlje Zapada, od SAD-a preko razvijenih zemalja Zapadne Europe, dok su
podrucja niske incidencije zemlje Dalekog Istoka, Japan, Kina te ostale manje razvijene
zemlje Azije 1 Afrike. Ove razlike objaSnjavaju se razli¢itim stilovima zivota i na¢inom
ishrane. (4) Zemlje visoke incidencije imaju istu oko 100/100 000, dok je u zemljama

niske incidencije ona oko 25/100 000. (1)

1.1.2. Etiologija

Uz zivotnu dob i geografsko podrucje, u rizi¢ne ¢imbenike za rak dojke opcenito ubraja
se 1 pripadnost bijeloj rasi, dok se pojedini specifi¢ni tipovi raka dojke ¢esce javljaju u
pripadnica afroamericke i1 hispanske populacije. (4) U oko 5% do 10% slucajeva raka
dojke postoji obiteljska sklonost (genetska predispozicija). Tada se bolest javlja
uglavnom u mladoj dobi, Cesti su slucajevi obostranog raka dojke, uglavnom se radi o
agresivnijim podtipovima bolesti, s lo$ijim tijekom i prognozom. Najpoznatiji nasljedni
rak dojke jest onaj vezan uz mutacije u BRCA 1 i 2 genima, odgovornima za procese
popravka oSte¢enja dvostrukih lanaca DNA. U Zena koje nose mutaciju gena BRCA 1/2
postoji 1 do 90 — postotni cjelozivotni rizik od razvoja raka dojke. Osim najpoznatijih
BRCA mutacija, nasljedni oblici raka dojke 1 obiteljske sklonosti raku dojke mogu se
javiti 1 posljedi¢no mutacijama u nekim drugim genima, no oni su ¢e§¢e manjeg utjecaja
1 nose manji rizik te se javljaju u sklopu rjedih sindroma. (5) U poznate reproduktivne
rizicne ¢imbenike za razvoj raka dojke ubrajaju se rana menarha (prije 12. — e godine
Zivota), kasna menopauza (nakon 55. — e godine Zivota), kasnija prva trudnoc¢a (nakon 30.
— e godine zivota) ili izostanak trudnoca te krace dojenje. Rizik povisuje iuporaba oralnih

kontraceptiva, ukoliko je ista trajala duze od Cetiri godine, u dobi zene prije 25. — e godine



zivota, kao 1 primjena hormonskog nadomjesnog lijecenja, koje u zena starijih od 50
godina povisuje rizik hormosnki ovisnog raka dojke za ¢ak 26%. Rizik razvoja raka dojke
nosi izlozenost ioniziraju¢em zrac¢enju bilo koje vrste, a najcesce se to u praksi vida u
zena koje su prethodno bile izlozene zracenju iz terapijskih razloga, poput radioterapije
prsiSta u lijeCenju hematoloskih maligniteta. (6) Medu preostale okoliSne ¢imbenike
rizika ubrajaju se i sjedilacki nain Zivota i izostanak tjelovjezbe te ishrana bogata
mastima, prekomjerna tjelesna masa te konzumacija alkohola. Iako su navedeni brojni
genetski 1 okoli$ni, hormonski i prehrambeni ¢imbenici rizika za razvoj raka dojke, oni
su poznati u samo manjem postotku slucajeva raka dojke, dok se i dalje u najve¢em broju

slu¢ajeva rizi¢ne ¢imbenike nastanka ne moze jasno definirati.

1.1.3. Dijagnosticki pristup

Osim aktivnosti usmjerenih na primarnu prevenciju, poput poticanja zdravog nacina
zivota, pravilne raznovrsne ishrane i tjelesne aktivnosti, u mjere preventivne politike u
borbi protiv raka dojke spada i sekundarna prevencija, kojoj je cilj odgovarajuci probir u
populaciji od rizika, kako bi se rak dojke dijagnosticirao na vrijeme. U programe probira
za rak dojke, koji su u nacelu sli¢ni u ve¢ini zemalja, ukljucene su zene dobne skupine od
50 do 70 godina, koje bi se u intervalima od dvije godine trebale podvrgavati
mamografskom snimanju. (7,8) Osim navedenog redovnog, preventivnog dijagnostickog
postupka, kada postoji sumnja na rak dojke poduzima se usmjereni dijagnosticki
postupak, koji podrazumijeva posjet onkologu, odgovaraju¢i medicinski intervju i
klini¢ki pregled, slikovni dijagnosti¢ki postupak, laboratorijske pretrage i definitivni

postupak dobivanja, odnosno potvrdivanja dijagnoze raka dojke — biopsiju i



patohistoloSku analizu sumnjivog tkiva, Sto predstavlja zlatni standard. (9) Nakon
postavljanja dijagnoze raka dojke, dalja obrada poduzima se ovisno o klini¢koj slici. Rak
dojke moze se dijagnosticirati temeljem sudjelovanja u preventivnom programu probira,
a da je asimptomatski, ili moze uzrokovati simptome, poput boli i zatezanja u dojci,
iscjetka iz bradavice, otekline, navlacenja koze, upale u podrucju tumora, palpabilne
otekline u pazu$noj jami ili slicno, a najcesce je to palpabilan ¢vor u dojci. Danas se rak
dojke najcesce dijagnosticira u stadiju lokalne bolesti, ograni¢ene na dojku, nesto rjede u
stadiju lokalno uznapredovale bolesti. Metastatsku bolest u trenutku dijagnoze ima oko
5% bolesnica. (10) Zahvaljuju¢i raznim dijagnostickim 1 terapijskim napretcima u
onkologiji dojke, postojanju preventivnih programa probira, danas bi se rak dojke morao
mo¢i rano dijagnosticirati, stoga se postavljanje dijagnoze raka dojke veceg od dva
centimetra smatra prevencijsko — dijagnostickim neuspjehom. Ukoliko postoji sumnja na
diseminaciju bolesti, poduzimaju se dalje dijagnosticke pretrage, kako bi se utvrdio to¢an

stadij bolesti 1 prema tome napravio dalji plan postupanja i lije¢enja. (11)

1.1.4. Terapijski pristup

Ovisno o tome je li rak dojke dijagnosticiran u ranoj fazi ili u stadiju prosirene bolesti,
terapijski pristup se primjenjuje s razli¢itim ciljem. Ukoliko se radi o ranoj bolesti, cilj
lijecenja je izljeCenje 1 sprjecavanje rizika povrata bolesti, stoga se u lijeCenju primjenjuje
agresivniji pristup, kako bi se navedeni cilj ostvario, u vidu dugoro¢nog prezivljenja, bez
znakova povrata i postojanja bolesti. (11) Metastatski rak dojke danas je jo$ uvijek
neizljeciva bolest. Pristup lijecenju metastatskog raka dojke razlikuje se od lijeenja rane

faze izljecive bolesti. Cilj lijecenja metastatskog raka dojke je postizanje kontrole bolesti,



Sto duzeg prezivljenja, uz o€uvanu kvalitetu zivota, koja se ne smije nedopustivo narusiti.
(12) U lijeCenju se primjenjuje niz lokalnih i sustavnih metoda. U najceS¢e koriStene
metode primarnog lijeCenja ranog raka dojke ubrajaju se lokalne metode: operacijsko
lijecenje i zracenje. U ranih oblika bolesti (tumora nizeg stadija) radikalne zahvate moze
zamijeniti poStedno operacijsko lijecenje 1 zraCenje, ¢ime se postize isti ucinak. (13)
Najcesce koriStene metode sustavnog lijecenja su kemoterapija, antihormonska terapija,
ciljana bioloska terapija, a u novije vrijeme i imunoterapija, kojima se postize razlicit
postotak smanjenja rizika od povrata bolesti. Primjena adjuvantnog lijecenja ranog raka
dojke smanjuje inicijalni rizik povrata bolesti za jednu tre¢inu. (14) Terapijski pristup
definira sama proSirenost bolesti. Ukoliko je bolest ograni¢ena na dojku, najcesce se
primjenjuje primarno i definitivho operacijsko lijecenje, a potom, ovisno o postojanju
rizicnih ¢imbenika, primjenjuje se dodatno (adjuvantno) zastitno lijeCenje radioterapijom
na dojku (i pazusnu jamu) te sustavnom kemoterapijom, antithormonskom terapijom ili
ciljanom terapijom, ovisno o bioloskom profilu tumora. (11,15) Neoadjuvantni pristup
podrazumijeva primjenu sustavne terapije prije izvedbe operacijskog zahvata.
Primjenjuje se iz niza onkoloskih i operacijskih razloga, koji svi trebaju osigurati bolje
rezultate lijecenja, u medicinskom i tehnickom smislu (uzivo pra¢enje odgovora tumora
na terapiju i postizanje kompletnog odgovora, smanjenje tumorske mase i omogucéavanje
postednog operacijskog zahvata). Ukoliko se postigne kompletan odgovor tumora na
primijenjenu sustavnu terapiju (kompletan patoloski odgovor, pCR) to je dokazano signal
za bolje prezivljenje, osobito u najagresivnijim podvrstama raka dojke. (16) U trendu
postednijeg pristupa operacijskom lijeCenju raka dojke, bez naruSavanja dugorocne
prognoze, eksploraciju pazusne jame ponekad moze neinferiorno zamijeniti biopsija

limfnog ¢vora Cuvara. (17)



1.2. Patologija raka dojke

1.2.1. Patohistoloska klasifikacija

Prema patohistoloskoj klasifikaciji, tumore dojke dijeli se u neinvazivne (DCIS, LCIS),
mikroinvazivni i1 invazivne karcinome. Najces¢i invazivni karcinom dojke, u preko 80%
slucajeva, je duktalnog tipa, nastao od epitela izvodnih kanali¢a u zljezdanom parenhimu
dojke. Oko 10-15% karcinoma dojke su lobularnog tipa, nastali iz zljezdanog lobularnog
epitela. Ostalo su specijalni histoloski tipovi, poput prognosticki boljih tubularnog,
mucinoznog, kribriformnog, medularnog, apokrinog, i dr. (18) Poseban tip je upalni rak
dojke, koji se javlja u oko 1 — 3% slucajeva i predstavlja agresivnu podvrstu, najéesce
duktalnog tipa, karakteriziran uznapredovalijim stadijem u trenutku dijagnoze, edemom,
upalom i ulceracijama koze, zahvacenos¢u limfnih ¢vorova te stvaranjem tumorskih
embolusa u dermalnim limfnim zilama. (19) Prema vazec¢em, osmom izdanju AJCC, na
sve DCIS i invazivne karcinome dojke primjenjuje se TNM klasifikacija, koja anatomski
1 patoloski definira veli¢inu primarnog tumora u dojci (T), zahvacenost regionalnih
limfnih ¢vorova (N) te postojanje udaljenih metastaza (M). (Tablica 1) Zdruzivanjem T,
N i M komponente, definira se i1 stadij uznapredovalosti bolesti (od 0, ako se radi o
mikroinvazivnom tumoru, bez zahvacenosti limfnih ¢vorova, do stadija IV, kada postoje
udaljene metastaze). (20) Rani rak dojke je prema definiciji bolest koja se nije prosirila
izvan dojke ili pazu$nih limfnih ¢vorova. To ukljucuje karcinom in situ, stadij I, 11A,
IIB i IIIA, dok je uznapredovala bolest ona koja se proSirila na torakalnu stijenku, supra
i infraklavikularne limfne ¢vorove pa sve do udaljenih sekundarnih Zzarista. (20) U

osnovnom patohistoloskom izvjestaju, uz histoloski tip tumora i TNM stadij, navode se i



slijede¢i vazni elementi: veli¢ina tumora u dvije dimenzije, odnos tumora prema
rubovima preparata, odnos tumora prema krvnim i limfnim Zzilama te Zivcima
(limfovaskularna i perineuralna invazija), stupanj zlocudnosti — gradus tumora te
mitoticki stadij, definiran proliferacijskim indeksom Ki-67. Nuzno je navesti i broj

pregledanih te tumorom zahvacenih limfnih ¢vorova. (21)

Tablica 1. TNM klasifikacija i stadiji bolesti raka dojke (Prilagodeno prema AJCC
Cancer Staging Manual, 8th Edition)

ANATOMIC STAGE/PROGNOSTIC GROUPS

Stage 0 Tis NO MO
Stage IA T1* NO MO
Stagel8 | 1O Nimi MO
T1* N1mi MO

StagellA [ WO 0 O N1TT MO
T1* N1** MO

| L2 N MO
Stage lIB T2 N1 MO
Stage llIA TO N2 MO
e R s

I3 N2 MO

StagellB [ T4 T NO MO
T4 N1 MO

LoT4 N2 MO

Stage llIC Any T N3 MO
Stage IV Any T Any N M1

1.2.2. Molekularna klasifikacija

Molekularnim profiliranjem raka dojke pokazalo se kako je rak dojke heterogena bolest.
Prema genskoj izrazenosti, postoje Cetiri sustinska, intrinzi¢na tipa raka dojke: luminalni

tip, HER?2 tip, bazaloidni tip i tip poput normalnog tkiva dojke. Luminalni tip sadrzi A, B



1 C varijantu, i svi imaju izrazene estrogenske receptore (ER). Tri preostala tipa nemaju
izrazene ER. Luminalni tip jesu tumori nastali iz luminalnog epitela, dok bazaloidni tip
¢ine tumori koji su se razvili iz bazalnog mioepitelnog sloja stanica. (22) Temeljem
intrinzi¢nih osobitosti raka dojke 1 izrazenosti gena vezanih uz proliferaciju, danas postoje
1 dodatni multigenski testovi i molekularni modeli, poput OncoType Dx, MammaPrint i
sl., kojima se pokuSava, na osnovu navedenih svojstava, dodatno stratificirati rak dojke u
nisko 1 visokorizi¢ne kategorije, odnosno predvidjeti klinicki tijek, odgovor na terapiju i

prognozu, kako bi se $to preciznije terapijski pristupilo. (23, 24, 25)

1.2.3. Imunohistokemijska klasifikacija

Cilj klasificiranja raka dojke u praksi je dobiti smjernicu za terapijsku odluku.
Imunohistokemijska (IHC) klasifikacija rak dojke razvrstava temeljem izraZzenosti
proteina na ili u stanicama tumora. Najpoznatiji 1 najvazniji takvi jesu hormonski
(steroidni) receptori (HR) — estrogenski (ER) i progesteronski (PR), koji se
imunohistokemijski definiraju kao pozitivni, ukoliko je izrazenost vise od 1%. (26) Osim
hormonskih receptora, IHC se odreduje i pojacana izrazenost proteina HER2, na povrSini
tumorske stanice. Ukoliko je ta izrazenost jasna (3+), tumor se definira kao HER2
pozitivan. Ukoliko je izraZenost HER2 proteina IHC dvosmislena, odnosno nesigurna,
dodatno se obavlja molekularno testiranje amplifikacije gena HER2/neu, temeljem in situ
hibridizacijskih metoda (fluorescentna (FISH), kromogena (CISH), srebrna (SISH)). (27)
Temeljem IHC analize, postoje Cetiri surogatna podtipa raka dojke: luminalni A podtip
(HR pozitivan, HER2 negativan), luminalni B podtip HER2 negativan i luminalni B

podtip HER2 pozitivan (tzv. ,,trostruko pozitivni*), pravi HER2 podtip (neluminalni) i



trostruko negativni podtip (TNRD, ne izrazava HR niti HER?2). (Tablica 2) Usporedbom
s genskom, odnosno molekularnom klasifikacijom temeljenom na genskoj izraZenosti,
koja klasificira rak dojke u prave, intrinzi¢éne podtipove, koji se medusobno razlikuju u
naravi, ponasanju i prognozi i zapravo predstavljaju razli¢ite bolesti, pokazalo se da je
IHC klasifikacija dostojna zamjena u praksi, da navedeni IHC surogatni podtipovi raka
dojke pouzdano odgovaraju sukladnim intrinzi¢énim podtipovima raka dojke i da se u
praksi, u nedostatku i nemoguénosti rutinske molekularne klasifikacije, IHC moze
koristiti kao temeljna klasifikacija i vodi€ pri terapijskom odlucivanju. (22,28) Danas se,
stoga, rak dojke u praksi standardno kategorizira prema imunofenotipskim surogatima
intrinzi¢nih tipova, u Cetiri kategorije, kako slijedi: luminalni tip A: ER+, PR+, HER2-,
Ki-67<20%, najces¢i 1 najmanje agresivan podtip, nizeg gradusa, dobro diferenciran,
bolje prognoze, dobrog odgovora na antihormonsku terapiju i ¢e$¢i u bolesnica starije
zivotne dobi; luminalni tip B: ER+, PR+/-, HER2 -/+, bilo koji Ki-67, slican luminalnom
tipu A, no nesto loSijeg ponasanja i prognoze; HER2 tumor ili neluminalni HER2 tip:
ER-, PR-, HER2 +, bilo koji Ki-67, zastupljen u oko 20 — 25% slucajeva, izrazito
agresivan tip, visokog gradusa i slabije diferenciran, s tendencijom javljanja u mladih
zena, terapijski napredak postignut uvodenjem ciljane antiHER2 terapije; trostruko
negativan rak dojke: izrazito agresivan podtip, visokog gradusa, slabo diferenciran, nema
izrazene ER, PR niti HER2 receptore, stoga ne postoji ciljana terapija, veci je rizik razvoja
u mladoj zivotnoj dobi (<40 godina), prognoza bolesti je losa, a tijek bolesti agresivan.
(29) U praksi su najcesc¢i luminalni podtipovi raka dojke, sa zastupljenos¢u oko 70%, dok
se HER2 pozitivni neluminalni rak dojke javlja u oko petine bolesnica. TNRD je

zastupljen u oko 15% svih slucajeva raka dojke. (22,25-27)



Tablica 2. Klasifikacija raka dojke prema St. Gallen koncenzusu (Preuzeto iz
Goldhirsch, A, et al, Ann Oncol, 2013)

Breast Cancer Subtype Definition

. ER positive, PR positive, HER2 negative
Luminal A . . . )
Ki-67 index low (defined as <14%)
Luminal B (HER2 negative)
ER positive, HER2 negative and at one of:
. Ki-67 index high (defined as 14% and above)
Luminal B . . )
PR negative or low (defined as <20%)
Luminal B (HER2 positive)
ER positive, HER2 over-expressed or amplified, any Ki-67 index, Any PR
HER?2 over-expressing HER?2 over-expressed or amplified, ER and PR negative
Triple negative ER and PR negative, HER2 negative

1.2.4. Prognosticki i prediktivni cimbenici

Na odluku o terapijskom pristupu utjeCu ¢imbenici od strane bolesnice, poput dobi,
menopauzalnog statusa, komorbiditeta te same Zelje bolesnice. Cimbenici samog tumora
jesu veli¢ina, zahvacéenost limfnih ¢vorova, histoloski podtip, diferenciranost (gradus),
izrazenost HR 1 HER2, vaskularna invazija te rezultat molekularnog testiranja.
Tradicionalni ¢imbenici rizika u raku dojke jesu veli¢ina tumora, multiplost tumora,
obostrani tumori, zahvacenost limfnih ¢vorova, histoloski gradus tumora (diferenciranost
stanica), izrazenost HR, proliferacijski indeks Ki-67, histoloski tip tumora, vaskularna
invazija 1 stanje resekcijskih rubova uzorka tkiva. (11) U prave prognosticke ¢imbenike,
odnosno one koji govore o izgledima za prezivljenje, bez obzira na primijenjenu terapiju,
ubrajaju se patoloski stadij prema TNM klasifikaciji, vaskularna invazija te izrazenost
ER/PR 1 HER2. U prediktivne ¢imbenike, koji ukazuju na to kakav bi mogao biti ishod
lijeCenja, odnosno korist od pojedine terapije, ubrajaju se ER i PR te HER2 i
proliferacijski indeks Ki-67. (30,31) Notthingamski prognosticki indeks (NPI)

objedinjuje tri patoloska kriterija: promjer tumorske lezije, broj zahvaéenih limfnih
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¢vorova 1 gradus tumora, a koristi se s ciljem odredivanja prognoze u bolesnica s rakom
dojke, nakon provedenog operacijskog lijeCenja. (32) U praksi najcesée koristena IHC
podjela na cetiri surogata intrinzinim podtipovima raka dojke ukazuje na Cetiri
prognosticki posve razli€ita entiteta, bolesti koje se drugacije ponaSaju, drugalije
odgovaraju na terapiju i imaju drugacije prezivljenje. (29) (Slika 1) Pri tome najbolje
izglede imaju luminalni podtipovi, osobito luminalni A podtip raka dojke. HER2
pozitivni neluminalni rak dojke je u svojoj prirodi vrlo agresivna bolest, s loSom
prognozom, no znacajan napredak postigao se uvodenjem ciljane antiHER?2 terapije, koja
je potpuno promijenila bioloski tijek bolesti. (33) Prognosticki najlosiji podtip raka dojke,

s malo terapijskih moguénosti, danas ostaje TNRD. (34)
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Slika 1. Prognoza razli¢itih podtipova raka dojke (Preuzeto iz Knutsvik, G, et al, PlosOne,

2014)
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1.3. Trostruko negativni rak dojke: jedan tumor ili viSe razli¢itih bolesti?

1.3.1. Izazovi u klasifikaciji trostruko negativnog raka dojke

Trostruko negativni rak dojke (TNRD) definira se IHC temeljem neizrazenosti
hormonskih (ER i PR) te HER2 receptora. (29) Histoloski je to u najveéem broju
slucajeva invazivni duktalni karcinom (NOS), no TNRD moze biti i neki od drugih, rjedih
histoloskih podtipova, poput medularnog, adenoid — cisti€nog, apokrinog, metaplasti¢nog
isl. 1ti podtipovi ceS¢e imaju bolju prognozu od uobicajene za TNRD. (35) TNRD se kao
entitet prvi put u literaturi spomenuo 2005. godine i od tada je na temu TNRD objavljeno
viSe tisuca znanstvenih radova. (36) TNRD je izrazito heterogena bolest. Razliciti
podtipovi TNRD imaju razli¢itu genetsku osnovu, fenotipsku izraZenost, razli¢ito se
ponasaju, imaju razli¢it odgovor na terapiju i prognozu. (37) IHC entitet TNRD se moze
klasificirati na temelju niza elemenata, poput genske izrazenosti, uo¢enih DNA promjena,
izrazenosti proteina na stanici tumora i temeljem imunosnog potencijala. Prema genskoj
izrazenosti, TNRD se klasificira u Sest podtipova: basal — like 1 (BL1), basal — like 2
(BL2), imunomodulatorni tip (IM), mezenhimalni tip (M), mesenchymal - stem - like tip
(MSL) te luminalni androgen receptor pozitivni (LAR). (38) (Slika 2) Uz ovih Sest
podtipova koji su temeljni podtipovi identificirani molekularnom analizom genske
izrazenosti, Cesto se navodi i sedmi, nestabilni podtip. (39) Druga molekularna
klasifikacija razvrstava TNRD u cetiri podtipa: basal — like — immunoactive (BLIA),
basal — like — immunosuppressive (BLIS), mesenchymal — like (MES) 1 LAR. (40) (Slika
3) Postoji podudarnost izmedu dvije navedene klasifikacije pa tako BLIA odgovara BL1

1 IM podtipu, BLIS odgovara M podtipu, a MES odgovara MSL podtipu.
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Navedeni podtipovi prema genskoj klasifikaciji predstavljaju razlicite entitete, koji
izrazavaju razliCite genske abnormalnosti, kao i razlicite signalne puteve i molekularne
biljege. U BL1 podtipu izraZzene su abnormalnosti gena stani¢nog ciklusa, gena koji
sudjeluju u popravku oste¢enja DNA (ATR-BRCA mehanizam) te proliferacijskih gena.
U BL2 podtipu naglaSen je signalni put ¢imbenika rasta (EGFR, MET, NGF, Wnt/beta-
katenin, IGF-IR), kao i izraZzenost bazalnih mioepitelijalnih biljega. Imunomodulatorni
podtip (IM) pokazuje poremecaje u imunosnim stani¢nim procesima (naglaSen CTLA4,
IL 12 1 IL 7 mehanizam) i poremecaje u prezentaciji i procesiranju tumorskih antigena.
U ovom podtipu Cesta je medularna histologija, koja pokazuje bolju prognozu. U
mesenchymal — like podtipu (M) Cesto se vide poremecaji u motilitetu i diferencijaciji
stanica, u signalnim putevima ¢imbenika rasta te se prepoznaju obrasci epitelno —
mezenhimalne transformacije (EMT). U MSL podtipu javljaju se poremecaji slicni M
podtipu, kao i poremecaji u genima za angiogenezu. U dva navedena mezenhimalna
podtipa Cesto se javlja metaplasti¢na histologija, u ovoj skupini su najées¢i claudine —
low, nestabilni tumori 1 uglavnom ne izrazavaju bazalne citokeratine. Podtip LAR
predstavlja entitet u kojem je izrazen steroidni androgeni receptor (AR) i ima obrazac
izrazenosti luminalnih gena, poput ER i PR pozitivnih tumora. (38 - 40) Prema Jezequielu
i sur. temeljem genskog profiliranja TNRD se moze podijeliti i u tri glavna podtipa: LAR
podtip, basal — like podtip, karakteriziran niskim imunosnim odgovorom i basal — like
podtip obogacen jakom imunoreaktivnos¢éu. (41) Temeljem izraZzenosta bazalnih
citokeratina, IHC se TNRD joS§ kategorizira u core — basal tip (trostruko negativan - ER-
/PR-HER2-, a CK5/6 i/ili EGFR+) ili 5 — NP tip (svih pet navedenih biljega je negativno).
(42) Temeljem imunosnog potencijala, TNRD se klasificira u tri kategorije: imunogenicni

tumori, potencijalno imunogeni¢ni tumori 1 neimunogeni¢ni (hladni) tumori.
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Imunogeni¢ni TNRD cesto se povezuju s IM, odnosno BLIA podtipom prema
molekularnoj klasifikaciji, to su tumori koji izazivaju reakciju imunosnog sustava,
uglavnom imaju prisutan imunosni infiltrat u podruc¢ju tumora i osjetljivi su na djelovanje
imunoterapije. Potencijalno imunogeni¢ni tumori jesu oni koji u startu ne izazivaju
imunosni odgovor, ne detektira se prisutnost imunosnog infiltrata, no terapijskim
djelovanjem moze se stimulirati njihova imunogeni¢nost. Neimunogeni¢ni (hladni)

tumori nemaju imunogeni¢ni potencijal i ne stimuliraju imunosni sustav. (43)

1.3.2. Trostruko negativni tip — bazaloidni tip — BRCA pozitivni tip

U praksi se ¢esto TNRD i bazaloidni tip (basal — like — breast cancer, BLBC) smatraju
sinonimima i istim entitetom, $to nije to¢no. Kako je ve¢ navedeno, TNRD je
imunohistokemijski entitet, opisan izostankom imunohistokemijske izraZzenosti ER, PR i
HER2. (29) Bazaloidni tip raka dojke jest dijagnoza postavljena temeljem genskog
mapiranja, to je entitet koji ima amplificirane gene bazalnog neluminalnog mioepitelnog
sloja izvodnih kanali¢a i lobula dojke i izraZava tipicne bazalne mioepitelne biljege. (38)
Imunohistokemijski biljezi za bazaloidni tip raka dojke jesu citokeratini CK5, CK6,
CK14, p63, p — cadherin, vimentin, EGFR (HER1), c-kit, IGFR i drugi. (44) U literaturi
se navodi zastupljenost bazaloidnih karakteristika medu tumorima dojke ukupno oko
15%. Uglavnom su to TNRD, ali se bazaloidne karakteristike nadu i u oko 5% ER
pozitivnih 1 ¢ak i do tre¢ine HER2 pozitivnih tumora. (45,46) Postoji oko 25% - tna
diskordanca u podudarnosti TNRD i BLBC. Oko 75% TNRD jesu BLBC i oko 80%
BLBC jesu TNRD, a prema nekim autorima te su brojke i manje. (45,47) Uobicajene

karakteristike zajednicke TNRD i BLBC su mlada zivotna dob, duktalna histologija,
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visoki mitotski indeks, slaba diferenciranost (visoki gradus), prisutnost nekroze i fibroze
u tumorskom tkivu, stromalni limfocitni odgovor. (45-47) Ipak, u svakodnevnoj klinickoj
praksi jo$ uvijek nije u uporabi gensko profiliranje za detekciju BLBC i stoga definiranje
TNRD temeljem IHC ostaje rutinski nacin odredivanja, uz svijest o nepotpunom
preklapanju ovih entiteta i stoga mogucnosti pogreske (Slika 4), a prema nekim autorima
opravdano je uz trostruko negativni fenotip, za definiranje bazaloidnog podtipa testirati
jos i citokeratine 51 6 1 EGFR. (42,48) BRCA 1 i 2 mutacije ve¢ su opisane kao najcesce
mutacije odgovorne za nastanak nasljednih oblika raka dojke (>90%). (5) Ve¢ina BRCA
mutiranih karcinoma dojke su TNRD, njih oko 75% i uglavnom pokazuju morfoloske i
imunohistokemijske sli¢nosti BLBC. Medutim, samo 10 do 20% svih TNRD ima BRCA
1 (16%) ili BRCA 2 (4%) mutaciju, uz znacajne razlike ovisno o rasi, dobi i etnickoj

pripadnosti. (45,47,49)

Triple-Negative Basal-Like
Breast Cancer | Breast Cancer

~70% of TNSCs are basal-like
~10% of TNSCs are BRCA-mutant

~75% of basal-like are TNBC

Triple-Negative,
Basal-like, AND
BRCAl-mutant

BRCA1l-Mutant
Breast Cancer

60-70% of BRCAL-mnutant are basal-like
20-30% of BRCAL-mutant are ER+

Slika 4. Preklapanje TNRD — BLBC — BRCA (Prilagodeno iz Stover, DG, et al, AJHO,
2016)
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Cinjenica da se sli¢nost s BRCA mutiranim tumorima zamjeéuje i u velikog broja TNRD,
a bez prisutne BRCA mutacije, vodila je u dalja istraZivanja i nastanak pojma BRCAness.
(50) BRCAness predstavlja sporadi¢ne tumore, bez zametne BRCA mutacije, koji imaju
oSte¢ene mehanizme popravka DNA putem homologne rekombinacije. Takvi TNRD
nemaju zametnu BRCA mutaciju, a izrazavaju klinicki i bioloski fenotip poput BRCA
mutiranih tumora, zahvaljujuéi alternativnim mehanizmima oStecenja, kao $to su drugi
genetski i epigenetski mehanizmi, poput metilacije promotorske regije, somatske BRCA
mutacije 1 izmjenjene izrazenosti drugih gena, poput TP53, PALB2, ATM i HORMAD1

1 stoga je prepoznavanje ovog fenomena od velike klini¢ke vaznosti. (51)

1.3.3. Paradoks trostruko negativnog raka dojke

Trostruko negativni rak dojke javlja se u oko 12 — 17% svih slucajeva raka dojke.
Najcesce se javlja u mladih Zena, afroameric¢kog ili hispanskog podrijetla, u nositeljica
BRCA mutacija ili sporadi¢no i karakteriziran je agresivnom prirodom. To su najcesce
slabo diferencirani tumori, visokog mitotskog indeksa, ¢eS¢e zahvacaju limfne ¢vorove i
limfovaskularne prostore i brze rastu. Zbog navedenih agresivnih karakteristika
terapiju, u odnosu na druge podtipove raka dojke, poput vece stope postignutog
kompletnog patoloskog odgovora (pCR) pri primjeni neoadjuvantnog lijecenja. (34,52-
54) Ipak, unato¢ biljezenju boljih pocetnih odgovora na terapiju, krajnji ishodi u lijecenju
TNRD puno su losiji, u odnosu na druge podtipove raka dojke. Ovaj fenomen poznat je
pod nazivom paradoks trostruko negativnog raka dojke. (55) Trostruko negativni rak

dojke karakterizira agresivho ponaSanje: visok metastatski potencijal, ve¢a stopa
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lokalnog 1 udaljenog povrata bolesti, osobita sklonost davanju udaljenih, visceralnih
rasadnica, naj¢esc¢e u plu¢a i mozak te brza progresija i kratko vrijeme od pojave udaljenih
rasadnica do smrti. (52,53) Opisana dinamika TNRD uocena je u prve tri do pet godina
od dijagnoze, nakon Cega se rizik povrata bolesti i stope povrata i diseminacije bolesti
izjednaCavaju s onima uocenim u drugim podtipovima raka dojke, koji imaju manji i

ujednaceniji rizik povrata bolesti i smrti, no kroz duze vremensko razdoblje. (56)

1.3.4. Izazovi u terapijskom pristupu

Trostruko negativni rak dojke karakterizira odsutnost izraZenosti hormonskih receptora,
ER i PR te HER2 receptora. Zbog toga na TNRD nema ucinka antihormonska terapija,
usmjerena protiv ER/PR niti ciljana antiHER?2 terapija. Okosnica lije¢enja TNRD danas
je jos uvijek klasi¢na citotoksi¢na terapija. Optimalan kemoterapijski pristup TNRD nije
definiran i primjenjuju se principi lijecenja koji se koriste i u drugim tipovima raka dojke,
uz ¢injenicu da TNRD puno ¢es¢e ima viSe prisutnih rizicnih ¢imbenika, koji utjecu na
terapijsku odluku. (57) TNRD pokazuje visoke stope patoloskog kompletnog odgovora
(pCR) na neoadjuvantno lije¢enje i kada je pCR postignut, ¢esto je u takvim slucajevima
i dugoro¢no sveukupno prezivljenje (OS) dobro. Medutim, u slucajevima kada se
neoadjuvantnim lijeCenjem ne postigne pCR u TNRD, prognoza je vrlo loSa 1 osjetno
losija u odnosu na druge tipove raka dojke, bez obzira na postizanje pCR u njih. (54,58)
U pristupu TNRD najceS¢e se primjenjuje kemoterapija temeljena na antraciklinima i
taksanima kojom se, ukupno gledajuci, postize odgovor u oko 30% slucajeva. (59,60) U
odnosu na povijesne kemoterapijske standarde u lijecenju, poput protokola ciklofosfamid

— metotreksat — 5S-fluorouracil (CMF), antraciklini su pokazali superioran ucinak u
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lijeCenju TNRD. S obzirom na ¢estu prisutnost defektnih mehanizama popravka DNA u
TNRD, ucinkovitom se dokazala kemoterapija platinskim spojevima, kao i drugim
agensima koji o$te¢uju DNA. Danas se zna da su platinski spojevi osobito uc¢inkoviti u
lijeCenju BRCA mutiranih TNRD, no ne mogu se zanemariti ni njihovi u¢inci u TNRD
bez prisutnih BRCA mutacija. (59,61) Medu citotoksi¢nim agensima, u lijeCenju TNRD
ucinkovitima su se pokazali i antimetaboliti, poput kapecitabina i gemcitabina, kao i neki
drugi antimikrotubularni agensi, poput eribulina. (59) Osim klasi¢nom citotoksi¢cnom
terapijom, na TNRD se pokuSava djelovati i nekim ciljanim terapijama. U BRCA
mutiranih TNRD uspjeSnom se pokazala terapija PARP inhibitorima, koji djeluju na
podlozne stanice tumora, u kojima ve¢ postoji defekt u sustavu popravka DNA procesom
homologne rekombinacije. (62) Do sada provedena istraZzivanja s inhibitorom
angiogeneze bevacizumabom pokazala su ucinak lijeka, medutim bez utjecaja na
prezivljenje. Terapija antiEGFR inhibitorima, poput cetuksimaba, takoder nije ostvarila
ucinak na prezivljenje, iako se pokazalo da lijek moze pojacati u€inak kemoterapije. S
obzirom da su mutacije PI3K/AKT/mTOR signalnog puta i gubitak PTEN takoder
ucestale u TNRD, danas se u lije¢enju TNRD istrazuje i u¢inak mTOR inhibitora. (63,64)
Kako je ve¢ opisano, odredeni udio TNRD ima izrazene androgene receptore (AR), koji
predstavljaju privlacnu terapijsku metu. Posljednjih godina sve se viSe istrazuje i saznaje
o imunogeni¢nosti TNRD 1 imunoterapija predstavlja novi potencijalno uspjeSan

terapijski pristup.
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1.3.5. Biobiljezi u trostruko negativnom raku dojke

Trostruko negativni rak dojke smatra se ,,orphan‘ tuamorom, s obzirom da ne pokazuje
izrazenost niti jednog od danas dobro poznatih tumorskih biobiljega, koji predstavljaju
manje ili viSe uspjeSne terapijske ciljeve. Ipak, u traganju za terapijskim metama i
pokusaju desifriranja heterogene prirode TNRD, razne molekularne i genske analize
iznjedrile su do danas neke biobiljege, koji se u ve¢em ili manjem postotku javljaju u
odredenim podtipovima TNRD, a koji bi u buduénosti mogli nositi odredenu klinicku,
odnosno terapijsku korist. Takvi su npr. ve¢ spomenuti EGFR, VEGFR, Src kinaza,
mTOR, c-kit i bazalni citokeratini, PIK3CA/AKT, FGFR, JAK/STAT3, Trop-2, TRAIL,
TGF-beta, P53 1 mnogi drugi amplificirani geni, izrazeni proteini ili citokini te signalni
putevi i stani¢ni mehanizmi, koji se ekskluzivno vezuju uz odredene podtipove TNRD,
no do danas nisu postignuti dovoljno snazni rezultati istrazivanja, da bi postali dijelom
klinicke prakse. (65-68) U posljednje vrijeme, najviSe interesa pobuduje do danas
nerazjasnjen znacaj AR u podtipu LAR TNRD i moguénost djelovanja na TNRD
antihormonskom terapijom, kao i prisustvo imunosnog infiltrata (tumor-infiltrirajucih
limfocita, TIL) u TNRD, kao biljega endogenog imunosnog odgovora organizma na

tumor i potencijalnog pokazatelja uspjeha imunoterapije.
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1.4. Androgeni receptori

1.4.1. Struktura i funkcija androgenih receptora

Androgeni receptori (AR) su o ligandu ovisni jezgrini transkripcijski ¢imbenici, koji
kontroliraju izrazenost specificnih gena i pomoc¢u kojih se odvija djelovanje androgena
(testosterona 1 dihidrostestosterona) u organizmu. Pripadaju obitelji steroidnih
hormonskih receptora jezgre, zajedno s ER, PR, glukokortikoidnim receptorima (GR) i
mineralokortikoidnim receptorima (MR). IzraZeni su u brojnim stanicama 1 tkivima i
imaju razlic¢ite uloge, poput onih u izgradnji i odrzavanju spolnog, misi¢nokostanog,
krvozilnog, imunosnog, zivéanog i krvotvornog sustava.

AR je jedan polipeptid, koji se sastoji od tri glavne domene: N — terminalne domene za
regulaciju transkripcije, DNA — vezu¢e domene (od engl. DNA — binding domain, DBD)
i ligand — vezuée domene (od engl. ligand — binding domain, LBD) te Sarkaste regije,

koja povezuje DBD i LBD. (69,70) (Slika 5)

X chromosome
Xq11-12
AR gene
5 3
AR protein
NH,- lm_ e g ) -COOH
(Gln)n (Gly)nZinc Fingers
NTD " DBD Hinge LBD
region

Slika 5. Struktura AR (Preuzeto iz Galani, A, et al, Hormones, 2008)
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Aktivnost AR odvija se kroz o ligandu ovisne funkcije aktivacije transkripcije te o ligandu
neovisne funkcije aktivacije transkripcije. O ligandu ovisne funkcije aktivacije
transkripcije vezane su uz LBD i razlikuju se izmedu razlicitih jezgrinih hormonskih
steroidnih receptora. Postoje dva nac¢ina na koje se odvijaju ove o ligandu ovisne funkcije
AR. Prvi oblik je 0 DNA vezivanju ovisni oblik aktivnosti AR, koji se naziva genomskim,
klasi¢nim ili kanoni¢kim oblikom funkcije AR. U odsutnosti liganda, AR se nalaze u
citosolu stanice, vezani s heat — schock i drugim chaperon proteinima. Vezivanje
androgena (liganda) izaziva konformacijske promjene, disocijaciju vezanih citosolnih
proteina za AR 1 prijenos AR — ligand kompleksa u jezgru, gdje dimerizira i veZe se za
selektivne ARE (od engl. Androgene response elements) u ciljanim genima, koji
moduliraju proces transkripcije. Transkripcijsku aktivnost AR — androgen kompleksa
moduliraju 1 specificni proteini — koregulatori, koji vezivanjem za aktivirani AR
pojacavaju ili suprimiraju proces transkripcije. (69,70) Drugi oblik o ligandu ovisne
funkcije AR je o DNA vezivanju neovisni oblik, koji se naziva i negenomskim,
neklasi¢nim, odnosno nekanonickim oblikom funkcije AR, pri ¢emu se u nekoliko
trenutaka od vezivanja androgena na receptor pokrecu alternativni signalni putevi poput
ERK/Akt i MAPK, $to je prebrzo za stvaranje signalne kaskade putem DBD, vezivanjem
DNA, za regulaciju transkripcijskog i translacijskog procesa. Osim navedenih, istrazeni
su 1 jo$ neki alternativni putevi signalizacije 1 neizravne regulacije procesa transkripcije i
translacije, koji se javljaju u funkciji AR neovisnoj o DNA vezivanjui ovi mehanizmi
uoceni su u brojnim razli¢itim stanicama, medutim, istrazivanja ovog mehanizma i dalje
su na razini in vitro studija, bez jasnog odgovora o njithovom to¢nom fizioloSkom znacaju.
O ligandu neovisne aktivnosti AR pokreéu brojni razli¢iti ¢imbenici rasta, a preko

fosforilacije AR ili interakcije s koaktivatorima i oni naposlijetku utjeCu na procese
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transkripcije 1 translacije. Primjer takvog mehanizma djelovanja AR je i put preko IL — 6,
koji aktivira AR preko protein kinaze A (PKA), protein kinaze C (PKC) i MAPK
signalnog puta. Ovakvi mehanizmi su uoceni i od klini¢kog su znacaja u raku prostate. U
N — terminalnoj transaktivacijskoj domeni (NTD) u sastavu AR javljaju se ponavljanja
glutamina (CAGQG) 1 broj tih ponavljanja je varijabilan, Sto rezultira varijacijama u svim
aminokiselinama u sastavu AR. Kra¢a glutaminska ponavljanja vezana su uz jacu
transkripcijsku aktivnost AR, §to povisuje i rizik maligne alteracije, a Sto je opazeno u

muskaraca koji su ¢eS¢e obolijevali od raka prostate. (69-71)

1.4.2. Uloga androgenih receptora u ljudskim zlo¢udnim tumorima

Signalizacija putem AR moze biti ukljuena u razvoj niza humanih zlo¢udnih tumora,
poput raka prostate, mokra¢nog mjehura, jetre, zlijezda slinovnica, bubrega, pluca,
melanoma, sarkoma, dojke i mnogih drugih. (72) Uloga AR u raku prostate puno je
jasnija i danas bolje objaSnjena, nego AR signalizacija u drugim humanim epitelnim
tumorima. (71) Ipak, danas se zna da je signalizacija putem steroidnih receptora cesto
povezana s razvojem i napredovanjem bolesti, u nizu navedenih karcinoma. O to¢nom
mehanizmu kojim AR signalizacija sudjeluje u promociji, razvoju i progresiji raka
mokraénog mjehura danas se joS uvijek ne zna detaljno, medutim, sigurna je uloga AR u
karcinogenezi i time se mozda objasnjavaju i razlike uo¢ene medu muskarcima i Zenama
oboljelim od urotelnog karcinoma, a ovaj tumor smjestaju u kategoriju hormonski ovisnih
tumora. (73) Izrazenost AR u ve€ini duktalnih varijanti tumora zlijezda slinovnica, za koje
se zna da loSije odgovaraju na kemoterapiju, mozda ¢e u buduénosti omoguciti lijecenje

ovih tumora antihormonskom terapijom. (74) Hepatocelularni karcinom, rak guSterace i
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njihova okolna tkiva u odredenoj mjeri sadrze AR, a sami AR, ne ukljucuju¢i androgene,
¢ini se da imaju ulogu u karcinogenezi i razvoju ovih tumora i ¢ine potencijalno
zanimljive terapijske ciljeve. (75) Prisutnost AR u stanicama malignog melanoma
podrzava metastatski potencijal i utjece na razvoj udaljenih rasadnica. (76) S druge strane,
prisutnost AR u stanicama svjetlostani¢nog ili papilarnog karcinoma bubrega Cini se
povezanom s boljim klinickim tijekom i1 prognozom bolesti. (77) Razlike u tijeku bolesti
1 prognozi raka plu¢a izmedu muskaraca i Zena sugerirale su utjecaj sterodnih hormona i
brojne su studije demonstrirale u¢inak ER, PR ili AR, iako ¢esto kontradiktoran. (78)
Danas jo$ uvijek nemamo definitivni odgovor o ulozi AR u pojedinim od istrazenih
tumora, rezultati do sada provedenih istrazivanja ¢esto su medusobno oprecni, a detaljnije
analize 1 rad na modelima, poput ARKO (AR — knock out) miSeva pokazuju kako AR
imaju zapravo razli¢ite u€inke na pojedine razli¢ite stani¢ne linije, ¢ak i u istom tumoru.
(79) Potrebna su dalja istrazivanja kako bi se nedvojbeno definirala pozicija AR u
tumorigenezi, metastaziranju i prognozi pojedinih hormonski ovisnih zlo¢udnih tumora,
a s najviSe podataka na tu temu danas se raspolaze u problematici raka prostate i raka

dojke.

1.4.3. Androgeni receptori u raku prostate

Utjecaj androgena na rast i prezivljenje stanica raka prostate poznat je odavno. Androgen
— deprivacijska terapija (ADT) danas je okosnica lijecenja uznapredovalog, a pokazuje
uspjeh 1 u lijeenju visokorizicnog ranog raka prostate. Androgeni i AR temeljni su
regulatori omjera stani¢ne proliferacije i smrti, o kojem ovisi kontinuirani rast i opstanak

tumora prostate. (80) U nastanku raka prostate ulogu ima aktivacija razli¢itih signalnih
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puteva koji promicu rast. Takav je i 0 androgenima ovisna up-regulacija transkripcijskih
¢imbenika koji pripadaju ETS obitelji, i to fuzijom gena promotora TMPRSS2
reguliranog od AR i kodirajuce regije gena ERG 1 ETV1, ¢lanova ETS obitelji. Procesom
upravljaju AR, koji su time odgovorni za transkripciju, $to vodi u progresiju stani¢nog
ciklusa. Opisani mehanizam javlja se u oko 50% slucajeva raka prostate. (81) Osim
navedenog, u raku prostate aktivni su i drugi signalni putevi, poput PI3K i RAS/RAF,
disregulacija kojih je uo€ena i u ranim i u uznapredovalim stadijima raka prostate, no
vecina istrazivanja ukazuje na znacajnije alteracije u AR signalnom putu, u odnosu na sve
ostale i1 stoga ovaj mehanizam 1 dalje ostaje klju¢nim regulatorom patogeneze raka
prostate. (82) To je i temeljni razlog za uporabu metoda supresije androgena u lijecenju
raka prostate. Inicijalno lijeCenje temelji se na ideji potpune androgene blokade:
konvencionalna ADT postize se deprivacijom AR uklanjanjem testosterona nastalog u
testisima, bilo kirurS§kom ili kemijskom (GnRH analozima) orhidektomijom, na Sto se
Cesto dodaje 1 terapija antagonistima AR, odnosno antiandrogenima. (83) Ovakva
androgena blokada nije konacna i s vremenom se razvija kastracijski — rezistentan rak
prostate (CRPC), kada bolest vise ne odgovara na metode ADT. Dokazano je da je u
podlozi razvoja CRPC nekoliko mehanizama: tockaste mutacije AR, amplifikacija AR,
promjene u biosintezi androgena, promjene u kofaktorima AR, varijacije AR. (71)
Najcesce se radi o prekomjernoj izrazenosti AR udruzenoj s kontinuiranom tumorskom
steroidogenezom, vezivanju i aktivaciji AR alternativnim ligandima, poput estrogena i
progesterona, glukokortioida i flutamida, o ligandu neovisnim mehanizmima aktivacije
AR medudjelovanjem s Akt, HER2 i Ackl kinazama koje fosforiliraju AR 1 s
nekodiraju¢im RNA koje se vezu na AR da bi stimulirale transkripciju ciljanih gena ili u

manjoj mjeri o AR neovisnim putevima preko Stat3 signalizacije ili up — regulacije
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antiapoptotickog Bcl-2. (70) Opisani mehanizmi ukazuju na klju¢nu ulogu AR iurazvoju

CRPC i razvoju rezistencije na AR usmjerenu terapiju. (Slika 6)
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Slika 6. Uloga AR u CRPC (Preuzeto iz Sharp, A, et al, Clin Cancer Res, 2016)

1.4.4. Androgeni receptori u raku dojke

AR su najucestalije izraZzeni hormonski receptori u raku dojke i preko 70% svih
karcinoma dojke ima pozitivne AR. (84) Medutim, unato¢ desetlje¢ima istrazivanja AR
u razli¢itim podtipovima raka dojke, do danas nije jasno definirana njihova uloga kao
nezavisnog prediktivnog i prognostickog ¢imbenika i stoga je klini¢ki znacaj danas 1 dalje
nepotpuno jasan. AR su izraZzeni u dva tipa mamarnih epitelnih stanica: uglavnom

uniformno i difuzno u metaplasti¢nim apokrinim stanicama te u oko 5 do 30% normalnih
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luminalnih epitelnih stanica, bez apokrine diferencijacije. Naj¢eS¢e su stoga izraZeni u
apokrinom 1 lobularnom histoloSkom tipu raka dojke, a najmanje su izraZeni u
metaplastiénom, mucinoznom i medularnom tipu. Ce$ée su prisutni u luminalnim, ER
pozitivnim karcinomima dojke 1 u snaznoj su korelaciji s ER i PR, a rjede su prisutni u
ER negativnim tumorima, medu kojima su ¢eS¢e u pozitivnoj korelaciji s izrazenoS¢u
HER?2 proteina. (85,86) Pretklinicka istrazivanja pokazala su da u¢inak AR u razli¢itim
stani¢nim linijama raka dojke moze biti i stimulativan, ali 1 inhibitoran, ovisno o
prisustvu, odnosno odsustvu ER. Prema nekim istrazivanjima, u ER pozitivnhom
okruzenju AR se smatra tumor — supresorom, jer pokazuje antiproliferacijske ucinke
posljedicno medudjelovanju ER i AR signalnih puteva, odnosno antagoniziranju
aktivnosti ER od AR, koje se odvija preko kompetitivnog izbacivanja ER i vezivanja za
EREs (od engl. Estrogene response elements) 1 formiranja inaktivnog transkripcijskog
kompleksa, koji ne napreduje u dalju transkripciju ciljanih ER gena. Androgenima
aktivirani AR natjecu se s ER za ogranicenu koli¢inu koaktivatora transkripcije, ¢ime su

ciljani ER geni inhibirani, a aktiviraju se ciljani AR geni. (87) (Slika 7)
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Slika 7. Mehanizam djelovanja AR u raku dojke (Preuzeto iz Pakula, H, et al, Cancers,
2017)
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IzraZzenost AR uocena je u manje agresivnim oblicima bolesti: tumorima manje veli¢ine,
nizeg gradusa, manjeg proliferacijskog indeksa, bez zahvacenih limfnih ¢vorova. (88)
Vise je razliCitih istrazivanja i metaanaliza na temu uloge AR u raku dojke pokazalo
zanimljive, a Cesto i oprecne rezultate. U nekima je izrazenost AR u raku dojke pozitivnho
korelirala s prezivljenjem bez bolesti i sveukupnim prezivljenjem, dok u drugima nije
nadeno statisticki znacCajne uzrocno — posljedi¢ne povezanosti. (84,89,90) Neka su
istrazivanja pokazala kako je izraZzenost AR u raku dojke pozitivan pokazatelj i korelira s
prezivljenjem bez bolesti i sveukupnim prezivljenjem u ER pozitivnim tumorima, ali ne
i u ER negativnima, dok su druge studije pokazale kako je upravo u ER negativnim,
odnosno TNRD uzro¢no — posljedi¢na povezanost prisutnosti AR i boljeg prezivljenja
bez bolesti 1 sveukupnog prezivljenja bolesnica najveca. (91-94) Slicno su pokazale i
studije koje su izrazenost AR korelirale s molekularnim podtipovima raka dojke.
Izrazenost AR u odnosu na spol pokazala je znacajnu povezanost izrazenosti AR s dobrim
klini¢kim ishodima u Zena s rakom dojke, dok u musSkaraca nije bilo statisticke
povezanosti. (90) Brojne razlike u rezultatima navedenih istrazivanja cesto se
objasnjavaju nedostatnim veli¢inama uzoraka za dobivanje statisticki i klinicki
relevantnih podataka, ali i razlikama u koriStenim metodama evaluacije AR, kao i
definiranim grani¢nim vrijednostima za pozitivnost AR (84,89-94) U prediktivhom
smislu, neka istrazivanja ukazuju na povezanost AR s boljim odgovorom na
antihormonsku terapiju, no u odgovoru na kemoterapiju ¢ini se kako AR pozitivni tumori,
bez obzira na izrazenost drugih receptora (ER, PR, HER2) zadrzavaju obrazac ponasanja
luminalnih tumora i za ocekivati je niZe stope odgovora. (95) AR su kao terapijski cilj u
raku dojke prepoznati jo$ puno prije otkri¢a tamoksifena i inhibitora aromataze i steroidni

androgeni su neselektivno koriSteni u terapiji raka dojke sve dok ih, zahvaljujuéi i
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zna¢ajnom toksi¢nom profilu (virilizacija i drugi maskulinizirajuéi u€inci), nije zamijenio
dolazak novih antihormonskih terapija. Rezultati usmjerenih preklini¢kih istrazivanja
pokazuju uglavnom antiproliferacijske u¢inke androgena na ER i AR pozitivne tumorske
stani¢ne linije 1 ukazuju kako bi AR agonisti mogli biti logi¢an terapijski izbor u
luminalnim karcinomima dojke. (96) Na klini¢koj razini, kako je spomenuto, postoje
povijesne potvrde ucinkovitosti unazad preko pola stoljec¢a, no malo je kontroliranih
klinickih studija 1 zbog toga nije posve jasno koji bi podtipovi najbolje odgovorili na
androgene i u kojoj mjeri, kao i koje bi terapijske kombinacije, s drugim aktivnim
agensima, bile one prave. (97) U tijeku su studije s novijim nesteroidnim selektivnim
modulatorima androgenih receptora (SARM) i nesteroidnim androgenima, poput studije
faze 11 s enobosarmom (NCT02463032), koje bi trebale dati odgovore na neka od tih

pitanja.

1.4.5. Androgeni receptori u trostruko negativnom raku dojke

Izrazenost AR u TNRD prema razli¢itim istrazivanjima izrazito je varijabilna, no najcesce
je zabiljezen udio od oko 25 — 35% AR pozitivnih TNRD. (98) Prema molekularnoj
klasifikaciji TNRD u Sest podskupina identificiran je i podtip LAR — luminalni AR
podtip, karakteriziran AR signalizacijom, u kojem je uoCena najznacajnija izrazenost AR,
u smislu najveceg postotka AR pozitivnih tumorskih stanica i intenziteta obojenja. (38)
Prema IHC podjeli TNRD na core — basal podtip (ER-,PR-, HER2-, CK5/6+ i/ili EGFR+)
1 5-NP podtip (svih pet biljega negativno) istrazivanja su pokazala vecu zastupljenost AR
u 5-NP podtipu. (42,99) Takoder, gotovo svi AR pozitivni TNRD pokazuju morfoloske

karakteristike u smjeru apokrine diferencijacije i stoga je, s obzirom na prognosticke i
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prediktivne razlike, naglasena potreba razdiobe TNRD na apokrini podtip, koji izrazava
karakteristike ER pozitivnih tumora i neapokrini, duktalni, slabo diferencirani podtip.
(86) Uocena je i pozitivna korelacija izmedu izrazenosti AR i BRCA1/2 mutacije te se
BRCA1 smatra koaktivatorom AR signalnog puta. (100) Iako su brojna istrazivanja uloge
AR u TNRD kompromitirana razlikama u metodologiji i definiranim grani¢nim
vrijednostima te ¢esto neodgovaraju¢om veli¢inom uzorka, do danas prikupljeni rezultati
nedvojbeno govore za prognosticki povoljan u¢inak AR izraZzenosti u TNRD. (101,102)
Dok su neka istrazivanja pokazala kako nema statisticki znac¢ajnog pozitivnog utjecaja
AR na prezivljenje u TNRD, ve¢i je broj njih pokazao kako je izrazenost AR u TNRD
nezavisni pokazatelj boljeg DFS 1 OS u ranom TNRD. (90,92,103) IzraZzenost AR u
TNRD povezana je s boljim klinicko — patoloskim prediktivnim i prognostickim
¢imbenicima. Ce¥¢a je u manjih tumora, nizeg gradusa, manjeg proliferacijskog indeksa,
bez zahvacanja limfnih ¢vorova, nizeg klinickog stadija. (92,99) Uglavnom nije uoc¢ena
razlika u izrazenosti AR izmedu ranog TNRD i metastatske bolesti, a ukoliko jest, trend
je bio prema slabijoj izrazenosti AR u metastatskim sijelima i recidivu bolesti, u odnosu
na primarni tumor, §to se obja$njava gubitkom AR izraZenosti u procesu metastaziranja.
(98,99) Cini se kako je od veéeg prognosti¢kog znadaja razina intratumorske izraZenosti
AR, nego sama prisutnost AR: uocena je loSija prognoza u TNRD sa smanjenom
intratumorskom izrazenoS¢u AR, kao 1 obratno, Sto se objasnjava suzbijanjem
proliferacije tumorskih stanica antiproliferativnim utjecajem AR stimulacije. (104) U
trazenju biobiljega od prognosticke i prediktivne vrijednosti za TNRD, neka istrazivanja
pokusala su staviti AR u korelaciju i na¢i zajednicku korist od kombinacija s drugim
biljezima, poput EGFR, s kojim je utvrdena negativna korelacija AR i1 E — cadherina, s

kojim je AR u pozitivnoj korelaciji. (105,106) LAR podtip TNRD, odnosno izrazenost
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AR u TNRD pokazuju loSije stope postizanja pCR na neoadjuvantnu kemoterapiju. (39)
Nasuprot tome, pokazuju dobar odgovor na antihormonsku terapiju i do sada je nekoliko
klini¢kih studija istrazivalo u¢inak antiandrogene terapije ciljano na AR pozitivhe TNRD,
poput studija faze II s bikalutamidom i enzalutamidom, ali i kombinacija s novim
terapijskim strategijama, poput PI3K inhibitora, CDK4/6 inhibitora ili mTOR inhibitora.

(107-109)

1.5. Imunost i tumor

1.5.1. Tumorski antigeni

Unato¢ tome $to nastaju od stanica organizma domacina, tumorske stanice za imunosni
sustav predstavljaju strano tijelo i imunosni sustav na njih reagira. Imunogeni¢nost
tumora, odnosno sposobnost da izazove imunosni odgovor organizma stvaraju tumorski
antigeni. (110) Postoji nekoliko kategorija tumorskih antigena. Ve¢inom su to proteinski
neoantigeni nastali kao posljedica sporadicno mutiranih gena, (tzv. prolaznih mutacija,
od engl. passenger mutations), a rjede su posljedica mutacija u onkogenima ili tumor
supresorskim genima, ukljuenima u onkogenezu (tzv. pokretacke mutacije, od engl.
driver mutations). Druga vrsta su onkoviralni antigeni, odnosno proizvodi onkogenih
virusa, koji mogu izazvati specifi¢ni T - stani¢ni odgovor. U trecu kategoriju ubrajaju se
prekomjerno izrazeni stani¢ni proteini. To su proizvodi gena koji su utiSani u normalnim
stanicama, a oslobodeni u stanicama tumora ili proteini prisutni u normalnim stanicama,

ali prekomjerno proizvedeni u tumoru. To su npr. karcinom — testis antigeni (CTA), poput
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MAGE, onkogena varijanta epidermalnog ¢imbenika rasta HER2/Neu te diferencijacijski
antigeni poput CD na stanicama limfoma i leukemija. U tumorske antigene ubrajaju se i
razni alterirani glikolipidi i glikoproteini te onkofetalni antigeni alfa feto protein (AFP) i

karcinoembrionski antigen (CEA). (110,111)

1.5.2. Imunosni odgovor

FizioloSka uloga imunosnog sustava je imunosni nadzor (od engl. immunosurveillance),
prepoznavanje i uniStavanje klonova transformiranih stanica i prije nego izrastu u tumor
te ubijanje tumora. (110,112) Dokaz da je taj sustav nadzora potreban jest i ¢injenica
pojacane pojavnosti niza tumora u imunokompromitiranom organizmu, ali i da je
nesavrsen - Cinjenica da se i u imunokompetentnom organizmu dio tumora otima
imunosnom nadzoru i razvija. (Slika 8§) Tumor stimulira specifi¢ne urodene i steCene
imunosne mehanizme odgovora. Temeljni nositelji sustava imunosnog odgovora
organizma na tumor jesu T limfociti 1 glavni mehanizam jest ubijanje tumorskih stanica
citotoksi¢nim T limfocitima CD8+ (CTL). (110,113) CTL provode imunosni nadzor tako
Sto prepoznaju i ubijaju potencijalno zlo¢udne stanice koje izrazavaju peptide podrijetla
tumorskih antigena, prezentirane u medudjelovanju s molekulama glavne klase
histokompatibilnosti I (MHC I). Dakle, da bi CD8+ CTL djelovali, potrebna je
prezentacija tumorskih antigena od strane antigen — prezentiraju¢ih stanica (APC),
najces¢e dendriti¢kih stanica, u sklopu MHC I. Takoder, APC izrazavaju i molekule
kostimulatora, a one i istovremeno aktivirani pomo¢nicki T limfociti Salju glavne signale
za diferencijaciju naivnih CD8+ T limfocita u kompetentne CTL. CD4+ pomo¢nicki T

limfociti pridonose antitumorskom imunosnom odgovoru na viSe nacina: Thl stanice
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pojacavaju CD8+ T stani¢ni odgovor i aktiviraju makrofage sekrecijom TNF i IFN v, koji
pojacava rad MHC 1. Osim T stanica, organizam domacin Cesto proizvodi i protutijela
protiv tumorskih antigena, no njihov znacaj nije do kraja prakti¢no jasan. Stanice prirodne
ubojice (NK, od engl. natural killer) sposobne su ubijati razli¢ite vrste tumorskih stanica.
Tumorske stanice postaju podlozne ubijanju od strane NK stanica kada se smanji
izrazenost MHC I ili pojaca izrazenost liganada koji se veZu na aktivirajuée NK - stani¢ne
receptore, a djelovanje NK stanica stimuliraju i citokini, poput IL —2 i IL — 15. Ovisno o
stanju aktiviranosti, makrofagi mogu inhibirati ili promovirati tumorski rast. Klasi¢ni M1
aktivirani makrofagi ubijaju razne vrste tumorskih stanica. Njih aktivira ve¢ opisani
proces proizvodnje IFN vy, od strane Th1 pomo¢nickih CD4+ limfocita, a nije jasan nacin

na koji ih aktiviraju tumori. (110,113,114)
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Slika 8. Medudjelovanje tumora i imunosnog sustava (Preuzeto iz Dunn, GP, et al,
Immunity, 2004)
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1.5.3. Protumorska uloga imunosti

U nekim slu¢ajevima, imunosni sustav moze imati i protumorsku ulogu. Odavno se zna
da je kroni¢na upala rizi¢ni ¢imbenik razvoja mnogih tumora, iako se to¢an mehanizam
te kaskade ne zna. (110) Medu imunosnim stanicama, stanice urodene imunosti smatraju
se kljucnim krivcima za protumorske ucinke. Tumor — asocirani makrofagi (TAM)
alternativno aktiviranog fenotipa M2, kao i neke druge stanice, izvor su vaskularnog
endotelnog ¢imbenika rasta (VEGF), koji promovira angiogenezu, kao i enzima koji
modificiraju ekstracelularani prostor, ¢ime se podupire tumorski rast i Sirenje.
Nakupljanjem slobodnih radikala stanice urodene imunosti doprinose oSte¢enjima DNA
1 mutacijama, koje vode u malignu alteraciju, a izlu¢ivanjem topivih ¢imbenika, poput
NF«B podrzavaju progresiju i prezivljenje tumorskih stanica. Alternativno aktivirani
makrofagi M2 i imunosupresivne stanice mijeloidne loze, MDSC (od engl. myeloid —
derived suppressive cells), neizravno podrzavaju tumorski rast potiskivanjem u¢inkovite
antitumorske imunosti. U odgovoru na tumor, dendriticke stanice mogu uvjetovati
diferencijaciju CD4+ u antiinflamatorne Th2 stanice i T regulatorne stanice, koje
potiskuju imunosni odgovor koji uniStava tumor i podrzavaju razvoj M2 i drugih
protumorskih stanic¢nih linija. Opisani protumorski u€inci antiinflamatornih mehanizama
imunosnog sustava donekle su paradoksalni, s obzirom da se zna, kako je ve¢ opisano, da
inflamatorno stanje promovira tumorski rast, stoga je pronalaZenje ravnoteze opisanih

mehanizama izazov za potencijalne terapijske intervencije. (110,115)
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1.5.4. Imunouredivanje i bijeg tumora

Jedno od glavnih obiljezja tumora je zaobilaZenje imunosnog odgovora. To sugerira
¢injenicu da je imunosni nadzor organizma domacina nad tumorom samo jedna od
mogucih varijanti, odnosno faza u medudjelovanju s tumorom, a da je medudjelovanje
tumora i domacina najbolje opisano kroz proces imunouredivanja. Imunouredivanje (od
engl. immunoediting) podrazumijeva medudjelovanje tumora i organizma domacina, koje
se odvija u tri faze. (116) Prva faza je faza eliminacije (od engl. elimination), faza u kojoj
su mehanizmi imunosnog nadzora odgovarajuée funkcionalni i eliminiraju potencijalno
maligno alterirane stanice i tumore. U fazi ravnoteze (od engl. equilibrium) postignut je
suzivot domacina i tumora, odnosno stanice tumora imunosni sustav domacina ne
eradicira, no i ne napreduju, nego su ,,uspavane* (od engl. dormant). Tre¢a faza je faza
bijega tumora od imunosnog nadzora (od engl. escape). Mehanizmi izbjegavanja
imunosnog nadzora od strane tumora uglavnom se kategoriziraju kao aktivna inhibicija
antitumorskog imunosnog odgovora ili gubitak antigena koji potiCu ove imunosne
odgovore. (110) Inhibicija aktivnog antitumorskog imunosnog odgovora odvija se na
nekoliko nacina: medudjelovanjem inhibitornih molekula na povrsini T stanica i APC,
koje inace imaju funkciju prevenirati autoimunosne reakcije, s ligandima, odnosno
koefektornim molekulama na povrSini tumora, zatim suprimiranjem antitumorskog
odgovora secerniranim molekulama, poput TGF B, zatim proizvodnjom regulatornih T
stanica, koje su u naravi zapravo imunosupresivne te nakupljanjem ve¢ opisanih nezrelih
MDSC, heterogene skupine stanica poput dendritickih, monocita i neutrofila, koji
suprimiraju urodenu imunost i T - stani¢no posredovane antitumorske imunosne

mehanizme, bilo sekrecijom imunosupresivnih citokina ili poticanjem akumulacije
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regulatornih T stanica. Najpoznatiji inhibitorni signalni putevi T stanica i APC, koji
prirodno sluze uglavnom izbjegavanju i kontroliranju autoimunosnih reakcija, a u slu¢aju
tumorskog bijega imunosnom nadzoru su najc¢esS¢e zlorabljeni putevi, jesu signalni put
preko CTLA —41PD —1.(110,116,117) Osim opisanih mehanizama inhibicije aktivnog
protutumorskog imunosnog odgovora, izbjegavanje imunosnog nadzora tumoru
omogucuje 1 gubitak izrazenosta tumorskih antigena, odnosno smanjenje
imunogeni¢nosti, koje uobifajeno prati i smanjena aktivnost antigen prezentirajucih

molekula. (110)

1.5.5. Imunoterapijski pristupi

Imunoterapija je definirana kao svaki pokuSaj koriStenja bilo koje komponente
imunosnog sustava kako bi se pojacao ili poboljSao intrinziéni domacinov odgovor na
tumor. (118) Dva su glavna prinicipa u imunoterapijskom pristupu: i urodena i stecena
imunost ukljucene su u borbu protiv tumora, mehanizmima sli¢nim onima koje koriste u
borbi protiv vanjskih patogena, a onkogeneza i progresija tumora odvijaju se kroz
selekciju 1 nadrastanje tumorskih stanica smanjene imunogeni¢nosti i uz stvaranje
imunosupresivnog mikrookolisa. (119) Stoga su se terapijske strategije fokusirale na
poticanje oba imunosna mehanizma, kako bi inducirali smrt tumorskih stanica. Te
strategije podrazumijevaju terapiju razliCitim citokinima, c¢imbenicima rasta, i
imunomodulatornim agensima, utjecaj na tumorski mikrookoli§, pasivhu imunoterapiju
monoklonskim protutijelima, vakcinaciju tumorskim antigenima, adoptivhu stani¢nu
terapiju antitumorskim T stanicama i blokadu nadzornih toc¢aka (T stani¢nih inhibitornih

puteva). Blokada nadzornih tocaka, odnosno T stani¢nih inhibitornih mehanizama, u
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posljednje je vrijeme donijela najbolje rezultate u imunoterapijskom pristupu lijecenju
raka i1 dala svojevrsnu nadu da ¢e djelovanje na imunosni sustav u borbi protiv tumora
sigurno donijeti rjeSenja, kakvima se nije moglo nadati u eri klasi¢ne neselektivne
citotoksi¢ne terapije. Blokatori nadzornih to¢aka razvijeni su i dokazani u pretklinickim
1 u posljednje vrijeme klini¢kim istrazivanjima faze I, II, ali 1 III te odobreni u lijjecenju
brojnih solidnih tumora i hemoblastoza. (120) Djeluju na principu inhibiranja inhibicije,
1 to uglavnom na dva nacina: interferiranjem u inhibitorni CTLA-4 put i interferiranjem
u PD-1/ PDL-1 inhibitorni put. (Slika 9) Vezivanjem na T stani¢ni receptor u jednom
slu¢aju, kostimulatornu molekulu u drugom sluc¢aju, ili ligand na tumorskoj stanici u
treCem slucaju, inhibitori, koji su po strukturi monoklonska protutijela, zaposjedaju
inhibitorne molekule i na taj na¢in oslobadaju T stani¢ne mehanizme prethodne inhibicije
1 omogucuju aktivan antitumorski odgovor, koji je izostao. (119) Najbolje rezultate u
lijecenju raka dojke do danas su pokazali pembrolizumab i atezolizumab, a njihova

ucinkovitost najznacajnija je u lijeCenju TNRD. (121,122)
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Slika 9. Nadzorne tocke CTLA-4 i PD1/PDL1 — terapijski ciljevi u imunoterapiji
(Preuzeto iz Momtaz, P, Postow, MA, Pharmacogenomics and Personalized Medicine,
2014)
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1.6. Tumor — infiltrirajuci limfociti

1.6.1. Podrijetlo, sastav i uloga imunosnog infiltrata u tumoru

Tumor je kompleksan sustav, sastavljen od dvije glavne komponente: tumorskih stanica
1 stromalnih odjeljka. Stromalni odjeljak ¢ine normalne stanice i tkivo domacina, poput
fibroblasta i krvnozilnih stanica, zivaca te molekule ekstracelularnog matriksa, koje
podrzavaju biokemijski i strukturno okruZenje koje osigurava opstanak tumora. (119) Kao
jedna od glavnih domacinovih stani¢nih linija, u tom stromalnom odjeljku, nalaze se
imunosne stanice, odnosno imunosni infiltrat. (Slika 10) Imunosni infiltrat u tumoru je
heterogen, i sastav se Cesto razlikuje medu razli¢itim tumorima i tumorskim sijelima.
(123) Uglavnom se dijeli na dvije glavne stani¢ne loze: limfoidnu i mijeloidnu. Do danas
prikupljeni dokazi istrazivanja ukazuju da su stanice mijeloidne loze leukocita, poput
TAM, dendriti¢kih stanica (DC) i MDSC glavne odgovorne, posredstvom ¢imbenika koje
proizvode, za stvaranje mikrookoliSa u smjeru imunostimulatornog antitumorskog ili
tumor — podrZavajuc¢eg, a antitumorske T stanice, migracijom u ovakvo okruZzje
posljedicno mogu biti aktivirane ili suprimirane. Povratno, i same T stanice reguliraju
regrutaciju makrofaga u smjeru funkcionalnih M1 ili protumorskih M2, §to ukazuje na
vaznost medustanicne interakcije. (110) Isto tako, o vrsti stani¢nih linija u imunosnom
infiltratu ovisi klinicki odgovor u razli¢itim tumorima. (119) Kako se zna da steCena
imunost, posredovana T 1 B limfocitima, ima kljuénu ulogu u ucinkovitom
antitumorskom odgovoru, pokazalo se i da je infiltracija citotoksicnim CD8+ stanicama
povezana s boljim odgovorom na terapiju i prezivljenjem. (124) Prisustvo CD4+

regulatornih limfocita moze biti prognosticki 1 dobro i loSe, a od ostalih stani¢nih
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subpopulacija, Thl stanice koje izlucuju IFNy pokazale su se povezanima s dobrom

prognozom, a Th2 sa smanjenjem antitumorskog odgovora. (105,119,125) Prisustvo

Th17 stanica, proizvodaca proinflamatornih citokina IL — 17, ima varijabilne ucinke,

ovisno o citokinskom okruzenju u kojem se nalaze, $to moze ovisiti i o tipu tumora i

organskom sijelu. (110,119) Precizna uloga B limfocitnog infiltrata josS uvijek nije posve

jasna. Zaklju¢no, prisustvo CD8+, Thl, NK, M1 i DCI povezano je s dobrim

antitumorskim odgovorom, a prisustvo Th2, M2, DC2, MDSC i FOXP3+ regulatornih T

limfocita, koji izlucuju IL — 10 1 TGFp, ima imunosupresivne ucinke. (110,119) Na

stanicama imunosnog infiltrata, osobito citotoksicnim CD8+ limfocitima, kao 1 na

tumorskim stanicama, izrazeni su CTLA-4, PD1 i PDLI, koji su, kako je ve¢ opisano

ranije, danas od posebnog znac¢aja kao mete za imunoterapiju. (126)

TILs in Cancer
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MDSC = myeloid suppressor]

Slika 10. Imunosni infiltrat, TIL (Preuzeto iz Salgado, R, et al, Ann Oncol, 2015)
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1.6.2. Tumor — infiltrirajuci limfociti u solidnim tumorima

Kako je ve¢ navedeno, sastav imunosnog infiltrata moze varirati, ovisno o kojem se
tumoru 1 organskom sijelu radi. Isto tako, ovisno o sastavu imunosnog infiltrata u
pojedinim tumorima, zabiljezeni su razli¢iti klinicki odgovori 1 razliite razine
prognosticke vrijednosti evaluacije imunosnog infiltrata. (119,123,127,128) Prognosticka
uloga prisustva tumor — infiltriraju¢ih limfocita (TIL) u melanomu je poznata odavno i
danas je melanom jedan od tumora koji su najuspjesnije lije¢eni imunoterapijom. (129)
Proveden je niz studija koje su na razli¢ite nacine evaluirale TIL u melanomu, koriste¢i
razli¢ite metode i tehnike evaluacije (HE, IHC), u primarnom sijelu i metastatskim
lezijama, a vecina istrazivanja pokazala je povezanost prisustva limfocitnog infiltrata s
dobrom prognozom i dobrim odgovorom na terapiju. (130) Sli¢no, prognosticki potencijal
TIL u kolorektalnom karcinomu takoder je odavno poznat. Od osobitog je interesa zbog
mogucénosti da se samo jednostavnom HE evaluacijom TIL u tumoru, s ve¢om ili manjom
preciznoscu, predvidi MSI (od engl. microsatelite instability) status tumora, koji je biljeg
dMMR (od engl. defficient MissMatchRepair), jednog od dva glavna patogenetska puta
nastanka kolorektalnog raka, a $to je od prognostickog i prediktivnog znacaja. (131) Osim
navedenog, TIL su se pokazali nezavisnim prognostickim ¢imbenikom u svim vrstama
kolorektalnog karcinoma, nevezano uz MSI status, kao 1 prediktorom odgovora na
neoadjuvantnu terapiju u raku rektuma. (132) Sto se ti¢e ostalih tumora
gastrointestinalnog sustava, provedena su istrazivanja uloge TIL u raku Zeluca, gusterace
1 hepatocelularnog karcinoma, no u ovom trenutku bez konkretnih pozitivnih rezultata i s
potrebom provodenja vec¢ih prospektivnih studija. (130) U skupini ginekoloskih tumora,

interes za TIL u karcinomu endometrija je uglavnom vezan uz mogucnost predvidanja
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MSI/dAMMR statusa, sli¢no kolorektalnom karcinomu, a ohrabruju¢i rezultati uoceni su u
istrazivanjima uloge TIL u raku jajnika, iako su zabiljezene evidentne razlike u
prognosti¢koj ulozi TIL, ovisno o kojem tipu stani¢nog infiltrata se radilo, kao i u kojem
odjeljku su evaluirani. (130,133) U urogenitalnoj skupini tumora rezultati se razlikuju, od
evidentno imunogeni¢nog raka mokra¢nog mjehura, kod kojeg je dokazana ne samo
prognostic¢ka, nego 1 prediktivna uloga TIL, preko raka bubrega, u kojem su neke studije
jasno istaknule negativnu korelaciju TIL s prognozom, §to se pokazalo da je na racun
prisustva imunosupresivnih stanica u infiltratu (poput T regulatornih stanica), do jasno
neimunogenicnog raka prostate, ¢iji se odgovor na imunoterapiju jos treba istraziti. (130)
Nesitnostanicni rak plu¢a smatra se jako imunogeni¢nim tumorom, s obzirom na mnostvo
detektiranih mutacija i posljedicnu genomsku nestabilnost i nastanak neoantigena, zbog
¢ega su mehanizmi imunosnog odgovora bili od velikog klini¢kog interesa i dobro su
istrazeni. TIL su se pokazali povezanima s dobrom prognozom, a rak pluca je takoder
jedan od tumora s odli¢nim rezultatom u lijeenju imunoterapijom. (134,135) Uloga TIL
istrazuje se 1 u heterogenoj skupini tumora glave i vrata, kao i u tumorima mozga, a ¢ini
se kako ¢e se u buduénosti preciznija, jednostavna i standardizirana metodologija, kao
takva razvijena najprije uz rak dojke, a potom reproducirana u ostalim navedenim
tumorskim sijelima, iskoristiti za evaluaciju klini¢ke vrijednosti TIL i u drugim sijelima

solidnih tumora. (130)

1.6.3. Tumor — infiltrirajuci limfociti u raku dojke

Brojna istrazivanja evaluirala su vrijednost limfocitnog infiltrata u raku dojke i temeljem

tih prikupljenih znanja, na modelu raka dojke ostvaren je i prvi koncenzus na temu
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standardiziranja nac¢ina evaluacije TIL u solidnim tumorima. (136) U istrazivanjima TIL
u raku dojke koriStene su razli¢ite metode evaluacije, od HE, THC do molekularnih
metoda genske izrazenosti. (137-139) Vecina relevantnih studija jesu retrospektivne
analize TIL na uzorcima iz velikih prospektivnih kohortnih studija, provedenih bilo u
populaciji bolesnica s ranim ili lokalno uznapredovalim, luminalnim, HER2 pozitivnim
ili trostruko negativnim rakom dojke, a koje su istrazivale u¢inak nekog kemoterapijskog
pristupa, u adjuvantnom ili neoadjuvantnom setingu, na uzorcima tumorskog tkiva
dobivenim biopsijom Sirokom iglom (eng. core biopsijom) ili resekcijskim uzorcima
dobivenim operacijski, kao i u uparenim uzorcima primarnog tumora i metastatskog
sijela, u slucaju prosirene bolesti. (137,140-145) Istrazivanja su pokazala vrlo raznolike
rezultate, a te razlike uglavnom se objaSnjavaju upravo razlikama u primjenjenoj
metodologiji i tehnologiji, nacinu evaluacije 1 odabiru odjeljka infiltrata za evaluaciju,
kao 1 razli¢itim veli¢inama uzoraka na kojima je evaluacija provedena, Sto utjeCe na
statistiCku znacajnost dobivenih rezultata. Ipak, retrospektivna priroda vecine studija,
koje su dale prve i do sada klju¢ne informacije, dokazala se neinferiornom u ovom slucaju
i dobiveni rezultati mogu se smatrati relevantnima. (146) Veéina karcinoma dojke
pokazuje neki stupanj limfocitnog infiltrata. Prisutnost ve¢eg udjela TIL uocena je u
agresivnijim karcinomima, s negativnim hormonskim receptorima, visokim gradusom,
bazaloidnim karakteristikama i BRCA mutiranima. Limfocitno predominantni tip raka
dojke definiran je kao onaj u kojem je 50 — 60% tumora infiltrirano limfocitima. On je
ucestaliji medu tumorima trostruko negativnog (20%) ili HER2 pozitivnog imunofenotipa
(16%), u odnosu na luminalne, ER pozitivne (6%). (147) Metodom HE uglavnom su
evaluirani stromalni TIL, koji su se pokazali od najve¢eg znacaja, dok su intratumorski

imali manju ulogu, §to takoder moze biti posljedi¢no ogranic¢enjima same HE metode,
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zbog ¢ega se uloga i znacaj intratumorskih TIL dalje evaluira IHC (obja$njeno kasnije, u
poglavlju Materijal i metode, Metode obrade materijala, Evaluacija  tumor -
infiltriraju¢ih limfocita). (130,136) Utvrdeno je da evaluacija TIL na uzorcima core
biopsija usko korelira s analizom na postoperacijskim uzorcima i da se mogu
jednakovrijedno koristiti oba preparata. (130) Studije koje su koristile HE metodu
evaluacije TIL u rezultatima su visoko korelirale sa studijama koje su koristile IHC
metodu, kao i mRNA profiliranje. (130,136-139) Prisutnost limfocitnog infiltrata uo¢ena
je 1 u preparatima s DCIS, najces¢e onima HER2 pozitivnima, a €ini se da je postotak
zastupljenosti otprilike izmedu onog u normalnom tkivu dojke (gdje je nizak) i onog u
invazivnom karcinomu (gdje je visok). (148) U odnosu na primarno sijelo, u metastatskim
lezijama pokazala se manja zastupljenost limfocitnog infiltrata, Sto je u skladu s teorijom
imunouredivanja i tumorskog bijega imunosnom nadzoru. (130,145) U prognostickom
smislu, TIL su povezani s boljim prezivljenjem bez bolesti (DFS) i sveukupnim
prezivljenjem (OS) najpouzdanije u TNRD 1 HER2 pozitivnom tipu raka dojke, a u
luminalnim tumorima (osobito u luminal A varijanti) nije uoceno statisticki znacajnog
benefita. (149,150) Nadalje, kada su bili prognosti¢ki povoljan pokazatelj, TIL su
pokazali da se za svakih 10% pojacanja infiltrata, za oko 10-20% smanjuje rizik povrata
bolesti i smrti, Sto ukazuje na potrebu izrazavanja TIL kao kontinuirane varijable.
(130,136,142,143) S obzirom da i kemoterapija i antihormonska terapija u odredenoj
mjeri svoje uc¢inke ostvaruju imunomodulatornim mehanizmima, ne iznenaduju i rezultati
koji pokazuju prediktivnu ulogu TIL prisutnih u preterapijskom bioptickom uzorku za
odgovor na neoadjuvantnu terapiju antraciklinima, gdje su se pokazali nezavisnim
prediktorom postizanja pCR, ili adjuvantnu kombinaciju antraciklina i taksana, kao i na

terapiji aromataznim inhibitorom, a pokazali su se 1 dobrim prediktorom odgovora na
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terapiju trastuzumabom. (140,141,143,151) Dakle, opisani rezultati ukazuju na
prediktivnu i prognosticku ulogu TIL u TNRD i HER2 pozitivnom raku dojke, a klinicka
vrijednost evaluacije TIL u raku dojke vezana je uz razvoj prediktivnih modela rizika, (s
obzirom na kontinuiranost varijable), kao i uz terapijske odluke o primjeni adjuvantne i
neoadjuvantne kemoterapije, prve i daljih linija lije¢enja prosirene bolesti te uz danas vrlo

istrazivanu korist od imunoterapije.

1.6.4. Tumor — infiltrirajuci limfociti u trostruko negativnom raku dojke

TNRD je uz HER2 pozitivni najagresivniji podtip raka dojke, tumor opterecen s puno
mutacija 1 time genomskom nestabilno$¢u, rezultat koje je mnoStvo tumorskih
zastupljenost limfocitnog infiltrata u trostruko negativnim karcinomima, kao i najveca

ucestalost LPBC medu ovom vrstom raka dojke. (147,152) (Slika 11)

Innate immune Adaptive immune Immune suppressor cells
cells \ cells T cell exhaustion _g
PO-L1

LumASY LumBiT4 Her2 44 Basal

Slika 11. Imunost i rak dojke (Preuzeto iz Hammerl, D, et al, Sem Cancer Biol, 2018)

44



Istrazivanja uloge TIL u raku dojke do sada najznacajnije rezultate dala su upravo u
populaciji oboljelih s TNRD. Niz je studija i metaanaliza pokazao mogucu povezanost
TIL s prognozom u TNRD. (137,141,142,149,150,153) Rezultati se odnose na utjecaj
TIL na poboljsano prezivljenje bez bolesti (DFS), sveukupno prezivljenje (OS),
prezivljenje bez udaljene diseminacije (DDFS), smanjenje rizika povrata bolesti lokalno
i udaljeno. (153) Taj povoljan prognosticki utjecaj TIL pokazao se neovisnim o dobi,
statusu limfnih c¢vorova, veli¢ini 1 histoloSkom gradusu tumora, peritumorskoj
vaskularnoj invaziji ili proliferacijskom indeksu Ki-67. (154) Daljom podjelom TNRD
na core — basal tip (CBP) 1 5-NP nije uoceno znacajnije razlike u klinickoj vrijednosti
prisutnosti TIL. Neka istrazivanja su pokazala izostanak statisticki znacajnog utjecaja na
OS u 5-NP, medutim relevantni podaci za 5-NP populaciju su za sada oskudni. (153,155)
Unato¢ razli¢itim 1 u pojedinim studijama medusobno konfliktnim rezultatima
prognosticke vrijednosti IHC analiziranih razli¢itih subpopulacija TIL (CD8+, FOXP3+),
zbirne analize pokazuju kako zapravo nema dovoljno snaznih podataka koji bi podupirali
postojanje te razlike u klinickoj vrijednosti. (153) Isto tako, prema nekim studijama ¢ini
se kako je prognosticka vrijednost TIL u TNRD znacajnija, ukoliko analizirana bez
utjecaja kemoterapije: HR (omjer hazarda, od engl. hazard ratio) za OS u TIL bogatim
tumorima u prisutnosti kemoterapije pokazao se manji u odnosu na onaj bez primjene
kemoterapije. (155), no vise je studija i zbirnih multivarijabilnih analiza pokazalo kako je
TIL dobar nezavisni prediktivni pokazatelj odgovora na kemoterapiju. (139,143,156-158)
Kako je ve¢ spomenuto, prisustvo TIL u preterapijskom biopticCkom uzorku moze
predvidjeti dobar odgovor na terapiju i postizanje pCR, a prisustvo TIL u rezidualnom
tumorskom tkivu, nakon provedenog lijecenja, takoder je prognosticki pokazatelj boljeg

prezivljenja bez metastaza i sveukupnog prezivljenja. (159-162) Na kraju, dokazana je
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pojacana izrazenost PD1 i PDL1 na aktiviranim imunosnim stanicama, puno vise nego na
tumorskim stanicama, u TIL bogatim TNRD. (163,164) Zna se da je navedeni signalni
put cilj danasnjih imunoterapijskih pristupa blokatorima nadzornih tocaka, stoga se TIL
u TNRD, kao neizravni pokazatel] PDL1 izraZenosti, zbog jednostavnosti i
ekonomicnosti detekcije, ozbiljno razmatra za uporabu kao biljeg u rutinskoj klinickoj

praksi.
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2. HIPOTEZA

Bolesnice s ranim trostruko negativnim rakom dojke (TNRD) i prisutno$¢u androgenih
receptora (AR), prisutnoséu tumor-infiltriraju¢ih limfocita (TIL) ili oboje, imaju bolju
prognozu, odnosno bolje sveukupno prezivljenje (OS), u odnosu na bolesnice s ranim

TNRD, koje nemaju izraZene AR niti prisutne TIL.

2.1. ObrazloZenje hipoteze

TNRD je najagresivniji podtip raka dojke, s ve¢om stopom povrata bolesti i loSijim
prezivljenjem, u odnosu na druge podtipove. Dodatni problem stvara ¢injenica da TNRD
ne izrazava nikakve klinicki relevantne biobiljege, pomocu kojih bi se odredio terapijski
pristup ili predvidjela prognoza. U novije vrijeme istraZivanja su pokazala da su AR
povezani s manje agresivnim karakteristikama bolesti i da pozitivno utjeu na
prezivljenje. Imunosni infiltrat u tumoru, graden ponajvise od infiltriraju¢ih limfocita
(TIL), najzastupljeniji je u TNRD i pokazalo se da povoljno utjece na postizanje odgovora
na terapiju i prezivljenje. Pretpostavka je da su navedena dva parametra svaki za sebe,
odvojeno, ali 1 zajedno, nezavisni prediktori duzeg prezivljenja bez bolesti, kao i

sveukupnog prezivljenja, a time bolje prognoze za bolesnice s ranim TNRD.
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3. CILJEVI RADA

3.1. Opéi cilj

Op¢i cilj rada je istraziti prognosticku vrijednost izrazenosti AR i prisutnosti TIL te oba

parametra zajedno, u bolesnica s ranim TNRD.

3.2. Specificni ciljevi

1) Istraziti ucestalost izrazenosti AR u bolesnica s ranim TNRD

2) Istraziti ucestalost prisutnosti TIL u bolesnica s ranim TNRD

3) Istraziti ucestalost istovremeno izraZzenih AR 1 prisutnih TIL u bolesnica s ranim
TNRD

4) Istraziti povezanost AR, TIL i oboje s prezivljenjem bez bolesti (DFS)

5) Istraziti povezanost AR, TIL i oboje s petogodisnjim ukupnim prezivljenjem (OS)

6) Istraziti odnos AR i TIL prema drugim istrazenim klinickim, sociodemografskim
1 patohistoloskim karakteristikama

7) Utvrditi prognosticku vrijednost AR i TIL neovisnu o drugim klinickim,

sociodemografskim, patohistoloSkim te terapijskim varijablama
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4. MATERIJAL I METODE

4.1. Ustroj istraZivanja

Provedena je retrospektivna kohortna studija u Klinici za tumore KBC Sestre milosrdnice.

4.2. Ciljana populacija

Ciljanu populaciju ¢ine bolesnice s ranim trostruko negativnim rakom dojke, u dobi >18
godina, lijjeCene od ranog TNRD. Odabran je susljedni uzorak svih zena, prema
redoslijedu dolaska, koje su u razdoblju od 1. sije¢nja 2009. godine do 31. prosinca 2012.
godine dijagnosticirane i lije¢ene od ranog TNRD u Klinici za tumore. U istrazivanje su

ukljucene 164 bolesnice.

4.2.1. Kriteriji ukljucivanja

Kriteriji uklju€ivanja bili su: dijagnoza i lijecenje u Klinici za tumore, dob >18 godina, u
navedenom razdoblju postavljena dijagnoza TNRD, prvi zlo¢udni tumor u Zivotu
(iskljucujuci bazocelularni rak koze), prvi put u zivotu postavljena dijagnoza raka dojke,
patohistoloska (IHC) potvrda ranog trostruko negativnog raka dojke, bez udaljenih

metastaza.
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4.2.2. Kriteriji neukljucivanja i iskljucivanja

Kriteriji neuklju€ivanja i iskljucivanja bili su: dijagnoza drugog zlo¢udnog tumora,
recidiv raka dojke, uznapredovala (metastatska) bolest, obostrani rak dojke, bez obzira na
biologiju bolesti, multipli rak dojke ako su ZariSta tumora dokazano razlicite biologije,

oboljeli muskog spola.

4.3. Veli¢ina i vrsta uzorka

Minimalna potrebna veli¢ina uzorka izracunata je uz slijedec¢e pretpostavke: razina
statisticke znacajnosti p<0,05, zeljena statisticka snaga od 80%, dva prediktora (AR,
TIL), 18 zbunjujucih varijabli ¢iji smo ucinak statisti¢ki kontrolirali, minimalni parcijalni
koeficijent determinacije koji smatramo klini¢ki relevantnim R?>0,10. Pod tim
pretpostavkama zavr$no je bila potrebna veli¢ina uzorka od n=152. S obzirom na

retrospektivnu narav istrazivanja, raCunali smo s <15% bolesnica kojima ¢e neki podaci

nedostajati. Zato smo inicijalno planirali ukljuciti najmanje n=169 bolesnica.

4.4. Ishodi

Primarni ishod istrazivanja bilo je ukupno petogodisnje prezivljenje (OS; od engl. overall

survival) bolesnica s ranim TNRD. Sekundarni ishod bilo je preZivljenje bez bolesti

(DFS; od engl. disease free survival).
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4.5. Neovisne varijable

Prediktori, odnosno neovisne varijable bili su androgeni receptori (AR) i tumor -

infiltrirajuéi limfociti (TIL).

4.6. Potencijalno zbunjujuce varijable

Potencijalno zbunjujuce (engl. confounding) varijable bile su dob, menopauzalni status,
tjelesna visina i masa, komorbiditeti, obiteljska anamneza, histoloski tip tumora, veli¢ina
tumora, status limfnih ¢vorova, TNM stadij bolesti, histoloski gradus tumora,
proliferacijski indeks Ki-67, primijenjeno operacijsko lijeenje, disekcija limfnih

¢vorova, adjuvantno sustavno lijeCenje, vrsta primjenjene kemoterapije, zracenje.

4.7. Prikupljanje podataka i metode obrade materijala

Prvi dio istrazivanja podrazumijevao je analizu tumorskih preparata na zadane parametre.
Drugi dio podrazumijevao je prikupljanje podataka o ostalim odabranim klinickim,
sociodemografskim, patohistoloSkim i terapijskim varijablama. Analiza je provedena na
uzorcima tumorskog tkiva obradenog standardnom patohistoloSkom metodom koja
ukljucuje fiksaciju tkiva u 10% puferiranom formalinu i uklapanje u parafin (FFPE
uzorci) 180 ranih TNRD, preuzetih prilikom biopsije u Klinici za tumore KBC Sestre
milosrdnice u Zagrebu, u navedenom razdoblju. Standardni rezovi obojani su rutinski
hemalaun - eozinom (H.E.). Dodatni rezovi tumorskog tkiva obradeni su

imunohistokemijski na ER, PR, HER2 i proliferacijski indeks Ki-67, kako bi se utvrdio
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imunofenotip tumora. Na preparatima obojenim H.E. analizirana je prisutnost TIL, dok
se na jo§ jednom dodatnom rezu tumorskog tkiva IHC odredivala izrazenost AR. Iz
patohistoloSkih nalaza pohranjenih u arhivi Zavoda za patologiju Klinike za tumore
preuzeti su podaci o svojstvima rasta i agresivnosti tumora, poput histoloskog tipa,
veli¢ine tumora, zahvacenosti limfnih ¢vorova, TNM stadija, histoloskog gradusa,
proliferacijskog indeksa Ki-67, izrazenosti hormonskih receptora (ER i PR), izrazenosti
HER2, THC i u slucaju ekvivokalnog nalaza ISH. Iz medicinske dokumentacije
pohranjene u ra¢unalnoj arhivi Odjela internisticke onkologije Klinike za tumore preuzeti
su podaci o relevantnim klinickim, sociodemografskim i terapijskim varijablama, poput
dobi u vrijeme dijagnoze, menopauzalnom statusu, visini 1 tjelesnoj masi,
komorbiditetima, obiteljskoj anamnezi, vrsti primjenjenog operativnog lijecenja,
operativnom lijecenju pazusne jame, primjeni zracenja, primjeni adjuvantnog sustavnog
lijeCenja, odabranim kemoterapijskim protokolima, odgovoru na lijecenje, eventualnom

povratu bolesti, lokalizaciji rasadnica, lijecenju recidiva/uznapredovale bolesti i smrti.

4.7.1. Predtretman tumorskog materijala

Patolog je prethodnim pregledom izabrao odgovaraju¢e uzorke tumorskog tkiva, koji
sadrze tumor s limfocitnom infiltracijom. Mikrotomom su izrezana dva reza debljine 2-3
pum po uzorku, rezovi su razvuceni u vodenoj kupelji na 55 °C i osuseni u termostatu, sat
vremena na 60 °C. Prije bojanja preparate je bilo potrebno deparafinizirati u ksilenu i
silaznom gradijentu etanola (100%, 95%, 70%) te rehidrirati u destiliranoj vodi. Jedan
rez je deparafiniran i obojen standardnim H.E. bojenjem, kako bi se mogla analizirati

prisutnost tumor infiltriraju¢ih limfocita. Formalin, koji se koristi kao fiksativ, Cuva
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morfologiju tkiva, ali ujedno moze i narusiti trodimenzionalnu strukturu i elektrostaticki
naboj ciljanog antigena, $to bi onemogucilo njegovo prepoznavanje od strane protutijela.
1z tog razloga antigene se demaskiralo kuhanjem u vodenoj kupelji 20 minuta na 97 °C u
Tris/EDTA puferu pH=9,0 (Target Retrieval solution, kat. br. S2367, Dako Danska).
Drugi rez obojen je IHC na AR, uporabom primarnog misjeg monoklonskog protutijela
(AR, klon ARA441, katbr. M3652, Ready — to — use, DAKO, Danska). U
imunohistokemijskom postupku drugi rez, deparafinirani i demaskirani rez tumorskog
tkiva, tretiran je pet minuta 3%-tnim vodikovim peroksidom, kako bi se inhibirale
endogene peroksidaze. Nakon ispiranja puferom za pranje na preparate s uzorcima
primjenjeno je primarno protutijelo. Nakon 30-minutne inkubacije primarnim
protutijelom 1 ispiranja nastali kompleks antigena i antitijela tretiran je EnVision™
FLEX/HRP detekcijskim reagensom (EnVision Flex, High pH sustav; kat. br. K8010,
DAKO, Danska) 30 minuta. Specificna reakcija antigena i1 protutijela konacno se
vizualizirala inkubacijom s DAB kromogenom, 10 minuta. Pozadinskim bojanjem
preparata u hematoksilinu, 2 minute, kontrasnim plavim obojenjem vizualizirane su ostale
strukture 1 morfologija tkiva. Bojanje je izvrSeno automatizirano u DAKO Autostainer

uredaju (DAKO, Danska).

4.7.2. Evaluacija androgenih receptora

Nakon imunohistokemijskog bojanja preparata (opisano u Predtretman tumorskog

materijala) evaluacija izraZzenosti AR provedena je po uzoru na opceprihvaceni, klasi¢ni

nacin evaluacije endokrinih receptora u raku dojke (ER i PR), prema posljednjem, danas

vaze¢em koncenzusu Ameri¢kog drustva za klinicku onkologiju/Udruzenja americkih
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patologa (ASCO/CAP). (26) (Slika 12) Za evaluaciju AR ne postoji specificna

standardizirana smjernica 1 u istrazivanjima AR do danas koristile su se navedene

preporuke. Rezultati izrazenosti AR u jezgrama tumorskih stanica izrazeni su u postotku

pozitivnih jezgara (na 1000 tumorskih stanica) i1 intenzitetu obojenja (npr. “50%

pozitivnih tumorskih stanica srednjeg intenziteta”). Nalaz AR smatra se pozitivnim,

ukoliko je minimalno 1% tumorskih stanica pozitivno za AR.

Tijekom evaluacije, pratila su se slijedeca pravila preporuka:

detektiran je postotak (udio) tumorskih stanica koje su pokazale pozitivnu reakciju
obojenja

evaluirana su sva podru¢ja preparata koja sadrze tumor

postotak se dobio procjenom ili brojanjem stanica

detektiran je postotak obojenja i okarakteriziran kao slab, umjeren ili jak

opis intenziteta obojenja odgovara procijenjenom prosje¢nom intenzitetu obojenja

svih pozitivnih stanica na preparatu, u odnosu na pozitivau kontrolu

Prema preporukama, uzimajuéi u obzir prethodne naputke, nalaz je interpretiran temeljem

slijedeceg:
1. AR pozitivan nalaz — grani¢na vrijednost od minimalno 1% pozitivnih stanica
2. AR negativan nalaz — tumor s manje od 1% stanica pozitivnih za AR, bilo kojeg
intenziteta obojenja; nalaz je adekvatan samo uz prisustvo valjane ekstrinzi¢ne i
intrinzi¢ne kontrole
3. Nalaz nije moguce interpretirati — ukoliko uzorak nije odgovarajuce pripremljen,

predtretiran, test nije valjan; nisu pra¢ene smjernice za evaluaciju, koristen je
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neodgovarajuéi fiksativ, biopticki uzorci fiksirani kra¢e od 6h ili duze od 72h,

ukoliko je fiksacija preparata izostala vise od 1h, preparati dekalcinirani

koriStenjem jakih kiselina, uzorci bez odgovaraju¢ih kontrola. Ovisno o uzroku

nemogucnosti interpretacije nalaza, potrebno je ponoviti testiranje ili napraviti

testiranje na drugom uzorku.

Takoder, dodatno je istaknuto slijedece:

- ukoliko se radi o nekim histologijama raka dojke uz koje najcesce ide pozitivnost

endokrinih receptora, poput tubularnih, lobularnih, mucinoznih, ili tumora

Nottingham prognostickog indeksa 1, a nalaz je negativan, to se naglasilo

- koriste¢i postotak i intenzitet obojenja, AR su izrazeni kao kontinuirana varijabla,

a potom su naknadno, prema statisti¢koj znacajnosti, odredene semikvantitativne

kategorije

Negative L/_?

<1% cells

Quantify results

No Endocrine Therapy

Expect ~25% ER and 35% PgR

Confirm/retest if:
Neg. internal/external controls

Essential Elements of Accurate Testing
for ERo and PgR by IHC
Note: Defer to ASCO/CAP Guidelines (In Press)

IBCs (Mandatory) and DCIS (Optional)

Validated IHC Assays

&

Positive

> 1% cells
Quantify results
Endocrine Therapy

Expect ~75% ER and 65% PgR

Low histological grade
Lobular subtype
Tubular subtype
Mucinous subtype

Other...

2 :

Slika 12. ASCO/CAP IHC evaluacija ER i1 PR u raku dojke (Preuzeto iz Allred DC,

Modern Pathology, 2010)
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4.7.3. Evaluacija tumor — infiltrirajucih limfocita

Iako je heterogenost imunosnog infiltrata nedvojbena, a predominacija pojedine stani¢ne
linije moZe usmjeriti njegovu prognosti¢ku vrijednost i u pozitivhom i u negativhom
smjeru, na primjeru raka dojke i jednostavna evaluacija TIL metodom HE, bez detaljnije
evaluacije pojedinih stanica u sastavu infiltrata (npr. IHC), pokazala se prognostickom i
prediktivnom, osobito za TNRD i HER2 pozitivne tumore. (130,136 175,176) Temeljem
takvih saznanja, na modelu raka dojke ostvaren je i prvi koncenzus na temu
standardiziranja nacina evaluacije TIL u solidnim tumorima. (136 176) Jednostavnom,
ekonomic¢nom i reproducibilnom metodom HE bojanja, dane su jasne upute koje dijelove
tumorskog preparata i kako evaluirati. Definirana su podrucja od interesa u tumorskom
preparatu, koja je, prema standardnim preporukama, potrebno evaluirati: stromalni i
intratumorski odjeljak u pravom, centralnom tumoru te invazivna margina. (Slika 13)
Medunarodna radna skupina za imunoonkoloske biobiljege recentno je revidirala te
preporuke te im pridruzila dodatne korisne smjernice. (130 175) Navedeno danas
predstavlja standard evaluacije TIL u solidnim tumorima HE metodom i ista je koriStena

1 u ovom istrazivanju. (Slika 14)
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Morfologija

Definicija,

biologki znacaj

Dijagnosticki znacaj

Limfocitno predominantni rak dojke (LPBC)

Radna
kategorija,
tumori s vise
limfocita nego
tumorskih
stanica

Definicija varira kroz studije,
grani¢na vrijednost: stromalni TIL
50-60%. LPBC za opis tumora s vrlo

jakim imunosnim infiltratom.
Oprez: TIL su kontinuirani parametar,
grani¢ne vrijednosti su arbitrarne.

Stromalni TIL

Indikator Stromalni TIL su se pokazali
povecane prediktivnima za poboljianje
akumulacije odgovora na NAKT, kao i poboljsanje
imunosnih ishoda nakon adiuvantne KT.
stanica u Najbolji parametar za karakterizaciju
tumorskom tkivu TIL.
Intratumorski TIL
TIL u izravnom kontaktu s Niz studija pokazao da su
tumorskim stanicama, intratumorski TIL te7i za
moguci indikator evaluaciju, ne daju dodatnu
izravnog stanicnog prediktivnu/prognosticku
antitumorskog ucinka informaciju.

TIL na invazivnoj margini

TIL lokalizirani na
invazivnom rubu,

ukljuceni u evaluaciji
prema preporukama

Za rak dojke nema studija s odvojenom evaluacijom TIL

na invazivnom rubu.

U prakti¢ne svrhe, pouzdana evaluacija invazivnog ruba
moze biti problem na bioptickim uzorcima.

Tercijarne limfoidne strukture (TLS)

Uobicajenc u
okolnom podrudju
oko tumora. TLS
mogu bitiiu
normalnom tkivu u
izravnom dediru s
tumorom (T stani¢ne
zone uz B staniéne

folikule, cesto uz

Strukture vaine za razumijevanje
biologije imunost — tumor reakcija, no
nisu spremne za primjenu u praksi.
Glavni problem je prostorna
heterogenost, esto nisu u polju
evaluacije, osobito na bioptickim
uzorcima, a Cesto je tesko razlikovati
limfoidne agregate od pravih TLS,
osobit kada se ne vidi germinativni

germinativne centre). centar.

Slika 13. Morfologija, definicije, bioloska i dijagnosticka relevantnost razli¢itih
imunosnih infiltrata u raku dojke (Preuzeto iz Salgado R, et al, Ann Oncol, 2015)

Po uzoru na navedene preporuke standardnog nacina evaluacije TIL metodom HE, pratila

su se slijedec¢a pravila preporuka:

- odvojeno su evaluirana podrucja stromalnog (stromalni TIL, sTIL) i tumorskog

odjeljka (intratumorski TIL, iTIL)
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intratumorski TIL (iTIL) definirani su kao TIL koji imaju izravan , cell — to — cell,
kontakt s tumorskim stanicama, u gnijezdima tumora

stromalni TIL (sTIL) rasprSeni su u tumorskoj stromi, izmedu tumorskih stanica,
s kojima se ne doticu izravno

prisutnost TIL u pojedinom odjeljku izraZena je u postotku TIL, u odnosu na
referentni prostor, za sTIL to je podrucje stromalnih tkiva (podrucje preparata
ispunjeno mononuklearnim upalnim stanicama, u odnosu na cijelu stromu), a iTIL
se referiraju na tumorske stanice

razlog odvojene evaluacije dva navedena odjeljka je Sto je gusto¢a TIL u njima
Cesto razli€ita i §to bi referiranje samo na tumorsko podrucje utjecalo na broj TIL
evaluirani su TIL unutar margina invazivnog tumora, ukljucujuci i centralni tumor
(CT) i invazivnu marginu (IM), odvojeno

invazivna margina (IM) definirana je kao podruc¢je od Imm smjeSteno na granicu
koja odvaja gnijezda zlo¢udnih stanica od tkiva domacina

iskljuceni su TIL na udaljenosti van rubova tumora, dakle zone izvan invazivnog
tumora

iskljuc¢ene su zone oko DCIS i zone oko normalnih lobula

iskljucene su zone artefakata, nekroze, regresivne hijalinizacije te sijela prethodne
core biopsije, ako je u¢injena

ocijenjene su sve mononuklearne stanice, ukljucujuéi limfocite i plazma stanice,
a iskljuceni su polimorfonukleari

po preparatu (bolesnici) evaluiran je jedan standardni rez (4-5um, povecéanja
200x400)

koriSteni su cjeloviti postoperativni preparati
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ucinjena je cjelovita procjena postotka upalnog odgovora, unutar ¢itavog opsega
evaluiranog tumorskog tkiva (centralni tumor (CT) i invazivna margina (IM)), ne
samo “hotspots” preparata

zastupljenost limfocita ocijenjena je u postotku, kao kontinuirana varijabla, a
potom je razvrstana u kategorije infiltracije, prema procijenjenoj statisti¢koj
znacajnosti, kako slijedi: 0 — 10% (slaba), 20 — 40% (intermedijarna), 50 — 90%

(jaka infiltracija)
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Standardni pristup u evaluaciji TIL u solidnim tumorima

1. Korak: Odabrati podrucje tumora

Ukljuciti H;L Y

podruéje %+ imunosni
unutar granica E infiltrat van
tumora - tumora

2. Korak: Definirati stromalno i intratumorsko podrucje

3. Korak: Pregledati na malom povecanju

E

4. Korak: Odrediti tip upalnog infiltrata

Ne ukljuciti
Mononuklearni grinultt.)vclfe u
stromalni TIL nel rOanlm
PP podruéjima

infiltrat

5. Korak: Ocijeniti postotak TIL
0-10% stromal TILs » " > stromal TiLs 50-90% stromal TILs

Za

intermedijarnu
grupu
evaluirati
razlicita
podrucja na
vecem
povecanju

Slika 14. Standardni pristup evaluaciji TIL (Preuzeto iz Salgado R, et al, Ann Oncol,
2015)
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4.8. Statisticka obrada podataka

Normalnost raspodjela kontinuiranih varijabli provjerena je Shapiro-Wilk testom. U
sluc¢aju statisticki znacajnih odstupanja od teorijski o€ekivanih normalnih raspodjela
umjesto aritmeticke sredine i standardnih devijacija, raspodjele su opisane medijanima i
interkvartilnim rasponima. Bivarijabilna povezanost prediktora i zbunjujucih varijabli s
primarnim ishodom provjerena je serijom binarnih logisti¢kih regresijskih analiza. Sve
varijable koje su se na bivarijabilnoj razini pokazale statisticki znac¢ajno povezanima s
kriterijem na razini P<0,25 ukljucene su u multivarijabilni, binarni, logisticki model.
Ukupna prognosticka vrijednost modela analizirana je povrSinom ispod ROC krivulje,
postotkom pravilno klasificiranih te Nagelkergke pseudokoeficijentom determinacije.
Osim ukupne prognosticke vrijednosti modela, izraCunate su osjetljivost i specifi¢nost,
pozitivna 1 negativna prediktivna vrijednost, pozitivni i negativni omjeri izgleda.
Sekundarni ishodi analizirani su Coxovom i binarnom logistickom regresijom.

Nedostajali su podaci za komorbiditete kod 6 (3,9%) bolesnica. U multivarijabilnim
analizama u kojima smo koristili tu varijablu, podaci koji su nedostajali nadomjesteni su
nulom, kao da komorbiditeta nije bilo. U svim takvim sluc¢ajevima kao analizu
osjetljivosti, ponovili smo analizu 1 samo na uzorku bolesnica za koje su prikupljeni svi
podaci. Radi prevelikog broja podataka koji su nedostajali, pozitivna obiteljska anamneza
nije koriStena u analizama. Za rak u obitelji nedostajalo je 42 (27,6%), a za rak dojke u
obitelji 43 (28,3%) podataka. U analizama nismo koristili ni podatak o indeksu tjelesne
mase jer je on nedostajao za 50 (34,2%) bolesnica. Korekciju za viSestruka testiranja
proveli smo Benjamini-Hochbergovom metodom, uz stopu laznih otkrica (FDR)

unaprijed odredenu na <15%. Razina dvosmjerne statistiCke znacajnosti bila je odredena
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na razini p<0,05 i sve intervale pouzdanosti izracunali smo na 95%-tnoj razini. Statisti¢ka
analiza napravljena je u programu StataCorp. 2019. Stata Statistical Software: Release

16. College Station, TX: StataCorp LLC.

4.9. Eticki aspekti istraZivanja

Protokol istrazivanja odobrilo je Eti¢ko povjerenstvo Klinickog bolnickog centra Sestre
milosrdnice te Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.
Istrazivanje je provedeno u skladu sa svim primjenjivim smjernicama i pravilima,

ukljucujuéi Helsinsku deklaraciju Svjetske zdravstvene organizacije iz 1975. godine,
kako je promijenjena 2013. godine (165 177), Zakon o zdravstvenoj zastiti Republike
Hrvatske 1 Zakon o pravima pacijenata Republike Hrvatske. Identitet bolesnica €iji su
podaci koriSteni u ovoj retrospektivnoj analizi poznat je samo istrazivacu, i to samo
prilikom upisa podataka, a u bazi podataka su Sifrirani njihovi podaci. Svakoj bolesnici
pridruzena je jedna lozinka. Lozinka pod kojom se krije pojedina bolesnica poznata je
samo istrazivaCu. PatohistoloSka analiza preparata ucinjena je takoder uz lozinku
pojedine bolesnice (svakom patohistoloSkom preparatu pridruzena je odgovarajuca
lozinka). S financijskog aspekta, ovo istrazivanje nije uzrokovalo nikakvo dodatno
opterecenje za sustav, s obzirom na rutinske metode patohistoloSke dijagnostike, na

kojima pociva. Potrebni materijal za provodenje istih pribavljen je iz privatnih izvora.
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S. REZULTATI

5.1. Ukljucivanje bolesnica

Ukupno su ukljucene 164 bolesnice, nakon ¢ega je njih 12 (7,3%) iskljuceno jer su im
nedostajali podaci na svim neovisnim varijablama te jedna (0,6%) bolesnica kojoj su
nedostajali podaci o sTIL IM 1 1TIL IM. Jednoj bolesnici nedostajao je podatak o AR, ona
je isklju¢ena samo iz analiza AR, a zadrzana u svim drugim analizama. Bolesnice koje
smo potpuno iskljucili iz analiza bile su mlade od ukljucenih bolesnica s potpunim
podacima. Medijan (IKR) dobi iskljucenih bolesnica iznosio je 49 (44-61) godina, a
ukljucenih 58 (47-70) godina. Sukladno tome, medu isklju¢enima, manji je broj bio u
menopauzi, 5/12 (41,7%), nego medu zadrzanima u uzorku za analizu, 98/152 (64,5%).
Kod iskljucenih bolesnica gotovo je dvostruko ceS¢e ucinjen radikalni zahvat, 8/12
(66,7%) u odnosu na 59/152 (38,8%) kod bolesnica za koje smo imali sve podatke. U njih
je 1 ukupno prezivljenje bilo nesto bolje, 9/11 (81,8%), (pri cemu jedna bolesnica nije
imala podatak o prezivljenju), kao i prezivljenje bez relapsa, 11/12 (91,7%), u odnosu na
112/152 (73,7%) 1 115/152 (75,7%) kod ukljucenih. Usprkos tim relevantnim razlikama,
analiza je u¢injena samo na uzorku bolesnica sa svim podacima (engl. per protocol) zato
Sto je ukupan udio iskljuc¢enih bio <10%, §to je grani¢na vrijednost koju smo unaprijed

odredili kao kriterij za ponavljanje svih analiza i u intention-to-treat populaciji.
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5.2. Sociodemografske i klinicke karakteristike bolesnica

Dob ukljucenih bolesnica bila je od 26 do 85 godina. Raspodjela dobi statisticki je
znaajno odstupala od teorijski ocekivane normalne raspodjele (Shapiro-Wilk test,
n=152, W=0,98; V=2.44; z=2,03; p=0.021; FDR<15%). Medijan (IKR) dobi uzorka
bolesnica bio je 58 (47-70) godina (7ablica 3), a nesto vise od dvije treéine bilo je u
menopauzi. Nedostajao je razmjerno velik broj podataka o obiteljskoj anamnezi: za rak
42 (27,6%), a za rak dojke 43 (28,3%). Kod bolesnica za koje smo imali pravilno
prikupljene podatke, pozitivnu obiteljsku anamnezu za rak dojke imalo je 18/109 (16,5%)
(Tablica 3). Bolesnice s pozitivnom obiteljskom anamnezom za rak dojke bile su mlade,
s medijanom (IKR) dobi 43 (38-54) godine, od bolesnica bez raka dojke u obitelji

(medijan (IKR) dobi 57 (47-69) godine).

Tablica 3. Karakteristike bolesnica pri ukljucivanju (n=152)

n (%)

Godina dijagnoze

2009 32 (21,1)

2010 34 (22,4)

2011 40 (26,3)

2012 46 (30,3)
Dob (u godinama), medijan (IKR) 58 (47-70)
Dob (u godinama)

<45 32 (21,1)

45-54 33 (21,7)

55-64 35 23,3)

>65 52 (34,2)
Menopauza 98 (64,5)
Komorbiditeti* 89 (61,0)
Rak u obiteljit 39 (35,5)
Rak dojke u obiteljif 18 (16,5)

Podaci su prikazani kao broj (postotak) bolesnica, ako nije druk¢ije naznaceno

Kratice: IKR = interkvartilni raspon

* Nedostajali su podaci za komorbiditete kod 6 (3,9%) bolesnica

1 Radi prevelikog broja podataka koji su nedostajali, pozitivna obiteljska anamneza nije koristena u
analizama; za rak u obitelji nedostajalo je 42 (27,6%), a za rak dojke u obitelji 43 (28,3%) podataka
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U najveem broju slucajeva u naSem uzorku radilo se o duktalnom invazivhom
karcinomu, odnosno NOS (od eng. Non Other Specified), medijana (IKR) veli¢ine tumora
2,2 (1,55-2,95) cm, sa 62 (40,8%) bolesnice s pozitivnim limfnim ¢vorovima, 124
(81,6%) s tumorom gradusa III i medijanom (IKR) proliferacijskog indeksa Ki-67 57

(29-77) (Tablica 4). Za sve bolesnice uspjeSno su prikupljeni svi podaci prikazani u

tablici.

Tablica 4. Karakteristike tumora pri uklju¢ivanju (n=152)

n (%)

Zahvacena dojka

lijeva 91 (60,0)

desna 61 (40,1)
PHD

duktalni karcinom/NOS 128 (84,2)

lobularni karcinom 1 (0,7)

medularni karcinom 14 (9,21)

apokrini karcinom 4 (2,63)

ostalo 5 (3,29)

Veli¢ina tumora (cm), medijan (IKR)
Veli¢ina tumora

2,2 (1,55-2,95)

T1 57 (37,5)
T2 83 (54,6)
T3 12 (7,9)
Limfni ¢vorovi
NO 90 (59,2)
N1 35 (23,0)
N2 12 (7,9)
N3 15 (9,9)
Pregledanih limfnih ¢, medijan (IKR) 16 (12-20)
Pozitivnih limfnih ¢vorova 62 (40,8)
Stadij
1A 34 (22,4)
A 67 (44,1)
1B 22 (14,5)
1A 14 (9,2)
ic 15 (9,9
Gradus
I 3 (2,0
I 25 (16,5)
111 124 (81,6)
Ki-67, medijan (IKR) 57 (29-77)
Ki-67<20 23 (15,1)
Ki-67>20 129 (84,9)

Podaci su prikazani kao broj (postotak) bolesnica, ako nije druk¢ije naznaceno

Kratice: IKR = interkvartilni raspon
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Raspodjela veli¢ina tumora (u cm) statisticki je znacajno odstupala od normalne

raspodjele (Shapiro-Wilk test, n=152, W=0,79; V=23,65; z=7,18; p<0.001). Raspodjela

proliferacijskog indeksa Ki-67 bila je u rasponu od 3 do 100 i statisti¢ki znacajno je

odstupala od normalne raspodjele (Shapiro-Wilk test, n=152, W=0,95; V=5,72; z=3,96;

p<0.001). Kod nesto viSe od jedne trecine bolesnica ucinjena je radikalna operacija

(Tablica 5) i1 gotovo svima je ufinjena disekcija pazuSne jame. Adjuvantnom

kemoterapijom lijeCeno je 130/148 (87,8%) bolesnica, u 114/128 (89,1%) slucajeva

antraciklinima ili kombinacijom antraciklina i taksana. Adjuvantnom radioterapijom

lijecene su 103/140 (73,6%) bolesnice. Nijedna bolesnica nije lije¢ena neoadjuvantnim

pristupom.

Tablica 5. Nacin lije¢enja bolesnica (n=152)

n (%)

Vrsta operacije

postedna 93 (61,2)

radikalna 59 38,8)
Disekcija pazu$ne jame 150 (98,7)
Adjuvantna kemoterapija 131 (88,5)
Vrsta adjuvantne kemoterapije

antraciklini 71 (55.,5)

antraciklini i taksani 43 (33,6)

CMF 11 (8,6)

taksani 1 (0,8)

ostali protokoli 2 (1,6)
Adjuvantna radioterapija 103 (73,6)

Podaci su prikazani kao broj (postotak) bolesnica, ako nije druk¢ije naznaceno

Kratice: CMF = ciklofosfamid, metotreksat, 5-fluorouracil

Nedostajali su podaci za adjuvantnu kemoterapiju kod 4 (2,6%), za vrstu adjuvantne kemoterapije kod 3
(2,3%) od 131 bolesnice lije¢ene adjuvantnom kemoterapijom, za adjuvantnu radioterapiju kod 12 (7,9%)

bolesnica
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5.3. Rezultati lijeCenja

5.3.1. Ukupno petogodisnje preZivijenje

Tijekom petogodiSnjeg pracenja od operacije raka dojke, povrat bolesti ili smrt doZivjelo

je 50 bolesnica, odnosno njih 32,9% (95% CI 25,5% - 41,0%), a njih 40, odnosno 26,3%

je umrlo (95% CI 19,5% - 34,1%) (Tablica 6). Dakle, ukupno petogodisnje prezivljenje

bilo je 112/152, odnosno 73,7% (95% CI 65,9% - 80,5%).

Tablica 6. Ishodi lijeenja tijekom petogodi$njeg pracenja (n=152)

n (%) (95% CI)
Povrat bolesti ili smrt 50 (32,9) (25,5-41,0)
Smrt 40 (26,3) (19,5-34,1)

Petogodisnje prezivljenje 112 (73,7) (65,9-80,5)

Podaci su prikazani kao broj (postotak) bolesnica

5.3.2. Povezanost ukupnog petogodisnjeg prezivijenja sa sociodemografskim i klinickim

karakteristikama bolesnica

Ukupno petogodisnje prezivljenje bilo je statisticki znacajno negativno povezano s dobi
bolesnica (OR=0,96; 95% CI 0,94-0,99; p=0,005; SLO<15%), veli¢inom tumora
(OR=0,69; 95% CI 0,54-0,88; p=0,003; FDR<15%), brojem pozitivnih limfnih ¢vorova
(OR=0,75; 95% CI 0,65-0,85; p<0,001; FDR<15%)), stadijem (stadij Il u odnosu na stadij
I OR=0,11; 95% CI 0,03-0,35; p<0,001; FDR<15%), vrstom operacije (radikalna
operacija u odnosu na postednu, OR=0,16; 95% CI 0,07-0,36; p<0,001; FDR<15%) te

pozitivno s adjuvantnom kemoterapijom (antraciklinska u odnosu na nelijecenje
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adjuvantnom kemoterapijom OR=6,66; 95% CI 2,24-19,80; p=0,001; FDR<15%)
(Tablica 7). 1 u multivarijabilnoj analizi, u koju su zajedno uvrSteni svi ti
sociodemografski i klinicki ¢imbenici, osim vrste operacije i adjuvantne kemoterapije,
slijedeca tri ¢imbenika ostala su statisticki znacajno, neovisno o drugim ¢imbenicima,
negativno povezanima s ukupnim petogodi$njim prezivljenjem: dob (OR=0,91; 95% CI
0,86-0,96; p=0,001; FDR<15%), veli¢ina tumora (OR=0,63; 95% CI 0,46-0,87; p=0,004;
FDR<15%), broj pozitivnih limfnih ¢vorova (OR=0,75; 95% CI 0,64-0,88; p<0,001;
FDR<15%). Nakon prilagodbe za sve druge ¢imbenike multivarijabilnom binarnom
logistickom regresijom i menopauzalni status postao je statisticki znac¢ajno povezanim s
ukupnim petogodi$njim prezivljenjem (OR=6,89; 95% CI 1,18-40,21; p=0,032;
FDR<15%). Medutim, za razliku od druga tri ¢imbenika, povezanost menopauzalnog
statusa 1 ukupnog petogodiSnjeg prezivljenja bila je pozitivna. Nakon prilagodbe za dob
1 sve ostale ¢imbenike, bolesnice u postmenopauzi imale su gotovo sedam puta vece
izglede za prezivljenje pet godina nakon operacije, u odnosu na bolesnice koje nisu bile
u postmenopauzi. Ta je procjena bila izrazito slabe pouzdanosti i nakon korekcije za
viSestruka testiranja stopa laznih otkri¢a bila je ve¢a od unaprijed postavljene grani¢ne
vrijednosti od 10%. U potpunoj multivarijabilnoj analizi, u koju su uvrsteni svi navedeni
sociodemografski i klini¢ki ¢imbenici, kao i vrsta operacije 1 adjuvantna kemoterapija, s
ukupnim petogodisnjim prezivljenjem ostali su statisticki znac¢ajno negativno povezani
samo veli¢ina tumora (OR=0,68; 95% CI 0,47-0,98; p=0,038; FDR<15%) i broj

pozitivnih limfnih ¢vorova (OR=0,77; 95% CI 0,64-0,93; p=0,007; FDR<15%).
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Tablica 7. Bivarijabilne analize povezanosti ukupnog petogodi$njeg prezivljenja sa
sociodemografskim i klini¢kim karakteristikama bolesnica (n=152)

n (%) OR (95% CI) P

Dob (u godinama) - - 0,96 (0,94-0,99) 0,005*

<45 27 (84,4) 1

45-54 25 (75,8) 0,58 (0,17-2,01) 0,388

55-64 29 (82,9) 0,90 (0,24-3,28) 0,867

>65 31 (59,6) 0,27 (0,09-0,82) 0,021*
Menopauza

ne 43 (79,6) 1

da 69 (70,4) 0,61 (0,28-1,34) 0,219
Komorbiditetit

ne 45 (71,4) 1

da 67 (75,3) 1,22 (0,59-2,52) 0,595
PHD

ostalo 19 (79,2) 1

duktalni karcinom 93 (72,7) 0,70 (0,24-202) 0,508
Veli¢ina tumora - - 0,69 (0,54-0,88) 0,003*
Veli¢ina tumora

T1 46 (80,7) 1

T2 61 (73,5) 0,66 (0,29-1,50) 0,325

T3 5 (41,7 0,17 (0,05-0,64) 0,009*
Broj pozitivnih limfnih ¢vorova - - 0,75 (0,65-0,85)  <0,001*
Limfni ¢vorovi

NO 74 (82,2) 1

N1 28 (80,0) 0,86 (0,32-2,33) 0,774

N2 7 (58,3) 0,30 (0,09-1,08) 0,065

N3 3 (20,0) 0,05 (0,01-0,21)  <0,001%*
Stadij

I 29 (85,3) 1

I 72 (80,9) 0,73 (0,25-2,16) 0,571

111 11 (37,9) 0,11 (0,03-0,35)  <0,001*
Gradus

I-11 20 (71,4) 1

111 92 (74,2) 1,15 (0,46-2,87) 0,764
Ki-67 - - 1,01 (1,00-1,02) 0,154
Ki-67

<20 16 (69,6) 1

>20 96 (74,4) 1,27 (0,48-3,36) 0,627
Vrsta operacije

postedna 81 (87,1) 1

radikalna 31 (52,5) 0,16 (0,07-0,36)  <0,001*
Adjuvantna kemoterapija

bez adjuvantne kemoterapije 13 (54,2) 1

ostali protokoli 5 (357 0,47 (0,12-1,82) 0,275

antraciklini 63 (88,7) 6,66 (2,24-19,80)  0,001*

antraciklini i taksani 31 (72,1) 2,19 (0,77-6,21) 0,142

Kratice: - = nije primjenjivo; n = broj bolesnica; OR = omjer izgleda; CI = interval pouzdanosti (od engl. confidence
interval); p = statisti¢ka znacajnost izracunata bivarijabilnim, binarnim logistickim regresijama

T Podaci koji su nedostajali za 6 (3,9%) bolesnica, nadomjesteni su kao da te bolesnice nisu imale komorbiditete

* FDR<15%
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5.3.3. Prezivijenje bez bolesti

Tijekom petogodi$njeg pracenja 152 bolesnice, ukupno vrijeme provedeno u riziku za
povrat bolesti ili smrt iznosilo je 7611 mjeseci. Tijekom pra¢enog razdoblja zabiljezeni
su povrat bolesti ili smrt kod 50 (32,9%) bolesnica. Medijan (IKR) prezivljenja od
operacije do povrata bolesti ili smrti nije dostignut, odnosno na kraju petogodi$njeg
prac¢enja zivih 1 bez povrata bolesti bilo je visSe od 50% svih bolesnica, to¢nije njih
102/152, odnosno 67,1% (Slika 15). Donji kvartil prezivljenja (25. percentil) iznosio je
60 mjeseci. AritmetiCka sredina prezivljenja bez povrata bolesti iznosila je 48 mjeseci
(95% CI 45-51 mjesec). Povrat bolesti u prvoj je godini pracenja dozivjelo 14 (38,9%)
bolesnica, u drugoj 13 (36,1%) u tre¢oj 6 (16,7%), u Cetvrtoj 1 (2,8%) te u petoj 2 (5,6%)
bolesnica. (Mjesto povrata bolesti bile su pluc¢a kod 16 (44,4%) bolesnika, kosti kod 10
(27,8%), limfni ¢vorovi kod 9 (25,0%), jetra kod 8 (22,2%), koza kod 6 (16,7%), mozak

kod 3 (8,3%) te ostalo kod 3 (8,3%).
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Slika 15. Kaplan-Meierova krivulja trajanja prezivljenja bez povrata bolesti ili smrti u
mjesecima od datuma operacije; DFS = prezivljenje bez povrata bolesti (od engl.
disease free survival); CI = interval pouzdanosti (od engl. confidence interval) (n=152)

5.3.4.  Ukupno prezZivijenje

Tijekom petogodi$njeg pracenja 152 bolesnice, ukupno vrijeme provedeno u riziku za
smrt iz bilo kojeg razloga iznosilo je 7757 mjeseci. Tijekom prac¢enog razdoblja umrlo je
40 (26,3%) bolesnica. Medijan (IKR) prezivljenja od operacije nije dostignut u pet godina
pracenja, odnosno na kraju petogodi$njeg pracenja zivih je bilo viSe od 50%, tocnije njih
112/152 (73,7%) (Slika 16). Donji kvartil prezivljenja (25. percentil) iznosio je 54

mjeseca. Aritmeticka sredina prezivljenja iznosila je 51 mjesec (95% CI 48-54 mjeseca).
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Slika 16. Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja u mjesecima od datuma operacije; OS
= ukupno prezivljenje (od engl. overall survival); CI = interval pouzdanosti (od engl.
confidence interval) (n=152)

5.4. lzrazenost androgenih receptora

Podatak o izrazenosti androgenih receptora (AR) nedostajao je za jednu (0,7%) bolesnicu.
Pozitivne androgene receptore, dakle izrazene >1%, imalo je 47/151, odnosno 31,1%
bolesnica (95% CI 0,24% - 0,39%) (Tablica 8, Slika 17). Dakle, izrazene AR nije imalo
104/151, odnosno 68,9% bolesnica. Raspodjela izrazenosti AR bila je izrazito pozitivno
asimetricna 1 statisticki znacajno razli¢ita od normalne raspodjele (Shapiro-Wilk test,
n=151, W=0,83; V=20,07; z=6,8; p<0.001) (Slika 17). Ako se nasa hipoteza pokaze

to¢nom, takva raspodjela AR imala bi za posljedicu eventualni blagotvorni u¢inak AR
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samo u manjem dijelu populacije zena s ranim TNRD. Iako bi to smanjilo klinicku
vaznost eventualne potvrde nase hipoteze, ne bi smanjilo njenu teorijsku vaznost za

razumijevanje patogeneze i prognoze ranog TNRD.

Tablica 8. IzraZzenost AR (n=151%)

n (%) (95% CI)
0% 104 (68,9)
>1% 47 (L1 (23,8% - 39,2%)
>5% 44 (29,1) (22,0% - 37,1%)
>10% 40 (26.5) (19,6% - 34,3%)
>20% 38 (25.2) (18,5% - 32,9%)
>50% 28 (18,5) (12,7% - 25,7%)

Podaci su prikazani kao broj (postotak) bolesnica, ako nije druk¢ije naznaceno
* Podaci o izrazenosti androgenih receptora nisu prikupljeni za jednu (0,7%) bolesnicu

80

Postotak bolesnica
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Izrazenost androginih receptora

Slika 17. Histogram raspodjele izrazenosti AR; isprekidana crta predstavlja krivulju
normalne raspodjele; tockasta crta predstavlja kernel funkciju gustoce (n=152)
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Prevalencija izrazenosti AR bila je statisticki znafajno pozitivnho povezana s dobi
(OR=1,03; 95% CI 1,01-1,06; p=0,011; FDR<15%). Dakle, sa svakom godinom starosti
vise, izgledi da ¢e bolesnica imati AR izrazene >1% bili su ve¢i za 3% (95% CI 1% do
6%). Medutim, povezanost originalnih rezultata izrazenosti AR i dobi nije bila linearna
(Slika 18, Slika 19). U subpopulaciji bolesnica s izrazenos¢u AR >1% tu povezanost je
najbolje 1 statistiCki znacajno opisivala kvadratna funkcija (F(2,44)=3,66; p=0,034;
FDR<15%; R? prilagoden za broj prediktora=0.10) (Slika 19). Vertex krivulje, odnosno
tocka u kojoj s daljim porastom dobi vise nije dolazilo do povecanja izrazenosti AR, ve¢

se ona pocela smanjivati, iznosio je 62 godine.
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Slika 18. Tockasti dijagram povezanosti izrazenosti AR i dobi; krivulja predstavlja 80%
lokalno otezanu polinomijsku regresijsku krivulju (n=151)
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Slika 19. Tockasti dijagram povezanosti izrazenosti AR i dobi; krivulja predstavlja 80%
lokalno otezanu polinomijsku regresijsku krivulju; prikazani su rezultati bolesnica s
izrazeno$¢u AR >1% (n=47)

Prevalencija izraZzenosti AR bila je statisticki znacajno pozitivno povezana i s
menopauzalnim statusom i proliferacijskim indeksom Ki-67>20% (Tablica 9), a

negativno s veli¢inom tumora, stadijem i gradusom.

75



1

Tablica 9. Prevalencija izrazenosti AR >1% u razli¢itim sociodemografskim i klinickim
skupinama bolesnica (n=151)

n (%) OR (95% CI) p

Cijeli uzorak 47 (31,1)
Dob (u godinama)

<45 7 (21,9) 1

45-54 6 (18,8) 0,82 (0,24-2,79) 0,756

55-64 12 (34,3) 1,86 (0,63-5,55) 0,263

>65 22 (42,31) 2,62 (0,967,14) 0,060
Menopauza

ne 11 (20,8) 1

da 36 (36,7) 2,22 (1,02-4,84) 0,046
Komorbiditetif

ne 17 (30,4) 1

da 28 (31,5) 1,05 (0,51-2,17) 0,889
PHD

ostalo 9 (37,9 1

duktalni karcinom 38 (29,9) 0,71 (0,29-1,77) 0,463
Veli¢ina tumora

T1 26 (45,6) 1

T2 18 (22,0) 0,34 (0,16-0,70)  0,004*

T3 3 (25,0) 0,29 (0,10-1,62) 0,199
Limfni ¢vorovi

NO 27 (30,0) 1

N1 10 (28,6) 0,93 (0,39-2,21) 0,875

N2 5 (41,7) 1,67 (0,49-5,72) 0,417

N3 5 (35,7) 1,30 (0,40-4,23) 0,667
Stadij

I 15 (44,1) 1

II 22 (24,7) 0,42 (0,18-0,95) 0,038*

111 10 (35,7) 0,70 (0,25-1,97) 0,503
Gradus

I-11 16 (57.1) 1

111 31 (25,2) 0,25 (0,11-0,59)  0,002*
Ki-67

<20 15 (65,2) 1

>20 32 (25,0) 0,18 (0,07-0,46) <0,001*

Kratice: OR = omjer izgleda za izrazenost AR >1%; CI = interval pouzdanosti (od engl. confidence

interval); p = statisticka znacajnost izracunata bivarijabilnom, binarnom logistickom regresijom

+ Podaci koji su nedostajali za 6 (3,9%) bolesnica, nadomjesteni su kao da te bolesnice nisu imale

komorbiditete

* FDR<15%
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5.5. Prisutnost tumor — infiltrirajucih limfocita

Sveukupno i opcenito (ukljucujuéi sve evaluirane odjeljke, CT i IM, sTIL i iTIL)

prisutnost TIL pokazala je obrazac sli¢an raspodjeli izraZzenosti AR (Tablica 10). Sve su

raspodjele TIL bile snazno pozitivno asimetri¢ne. To znaci da raspodjele TIL u populaciji

bolesnica s ranim TNRD nisu normalne, ve¢ da najveci broj bolesnica ima niske, a manji

broj znacajne prisutnosti TIL (Slika 20, Slika 21, Slika 22, Slika 23).

Tablica 10. Prisutnost TIL (n=152)

Izrazenost

o
medijan (IKR) >10% (95% CD)
n (%)
sTIL CT (%) 5 (1-20) 73 (48,0) (39,9% - 56,3%)
iTIL CT (%) 1 (1-6) 35 (23,0) (16,6% - 30,5%)
sTIL IM (%) 30 (10-45) 130 (85,5) (78,9% - 90,7%)
iTIL IM (%) 5 (5-15) 72 (47,4) (39,2% - 55,6%)
sTIL 19 (7,5-36,3) 130 (85,5) (78,9% -90,7%)
iTIL 5 (2,5-12,5) 75 (49,3) (41,4% - 57,3%)
TIL (s+i) CT 4,8 (1-13,8) 53 (34,9) (27,7% - 42,8%)
TIL (s+i) IM 17,5 (7,5-31,3) 112 (73,7) (66,1% - 80,1%)

Kratice: IKR = interkvartilni raspon

77



5.5.1. sTILCT

Postotak bolesnica

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
TIL CT stromalni (%)

Slika 20. Prisutnost sTIL CT; isprekidana crta predstavlja krivulju normalne raspodjele;
tockasta crta predstavlja kernel funkciju gustoce (n=152)

Prisutnost stromalnih tumor — infiltriraju¢ih limfocita u centralnom tumoru (sTIL CT)
>10% bila je statisticki znacajno pozitivno povezana s menopauzalnim statusom i
veli¢inom tumora (7ablica 11). Povezanost s menopauzalnim statusom dijelom je bilo
moguce objasniti povezanoscu prisutnosti STIL CT s dobi. Dob je bila statisticki znacajno
pozitivnho povezana s prisutnoséu sTIL CT (OR=1,03; 95% CI 1,01-1,06; p=0,011;
FDR<15%), a nakon prilagodbe za dob, menopauzalni status vise nije bio statisticki
znacajno povezan s prisutnosé¢u sTIL CT (OR=0,57; 95% CI 0,19-1,69; p=0,308;

FDR>15%).
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Tablica 11. Prevalencija prisutnosti sTIL CT >10% u razli¢itim

sociodemografskim i klini¢kim skupinama bolesnica (n=152)

n (%) OR (95% CI) p

Cijeli uzorak 73 (48,0)
Dob (u godinama)

<45 18 (56,3) 1

45-54 23 (69,7) 1,79 (0,6-4,96) 0,263

55-64 12 (34,3) 0,41 (0,15-1,09) 0,073

>65 20 (38,5) 0,49 (0,20-1,19) 0,114
Menopauza

ne 33 (61,1) 1

da 40 (40,8) 0,44 (0,22-0,87) 0,018*
Komorbiditetit

ne 29 (50,9) 1

da 43 (48,3) 0,90 (0,46-1,76) 0,763
PHD

ostalo 14 (58,3) 1

duktalni karcinom 59 (46,1) 0,61 (0,25-1,48) 0,274
Veli¢ina tumora

T1 22 (38,6) 1

T2 47 (56,6) 2,00 (1,04-4,13) 0,037*

T3 4 (33,3) 0,80 (0,21-2,96) 0,733
Limfni ¢vorovi

NO 43 (47,8) 1

N1 18 (51,4) 1,16 (0,53-2,53) 0,714

N2 7 (58,3) 1,53 (0,45-5,18) 0,494

N3 5 (33,3) 0,55 (0,17-1,73) 0,303
Stadij

I 13 (38,2) 1

II 47 (52,8) 1,81 (0,81-4,05) 0,151

III 13 (44,8) 1,31 (0,48-3,59) 0,597
Gradus

I-11 9 (32,1) 1

11 64 (51,6) 2,25 (0,95-65,36) 0,067
Ki-67

<20 8 (34,8) 1

>20 65 (50,4) 1,90 (0,76-4,80) 0,172

Kratice: OR = omjer izgleda za prisutnost sTIL CT >10%; CI = interval pouzdanosti (od engl. confidence

interval); p = statisticka znacajnost izracunata bivarijabilnom, binarnom logistickom regresijom

1 Podaci koji su nedostajali za 6 (3,9%) bolesnica, nadomjeSteni su kao da te bolesnice nisu imale

komorbiditete
* FDR <15%
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5.5.2. iTILCT
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Slika 21. Prisutnost iTIL CT; isprekidana crta predstavlja krivulju normalne raspodjele;
tockasta crta predstavlja kernel funkciju gustoc¢e (n=152)

Prisutnost intratumorskih TIL u centralnom tumoru (iTIL CT) >10% bila je statisticki
znacajno povezana s duktalnim karcinomom, u odnosu na sve ostale patohistoloSke tipove
zajedno (7ablica 12) te negativno s menopauzalnim statusom. Kao i kod sTIL CT, tu
povezanost s menopauzalnim statusom u znacajnoj je mjeri bilo moguce objasniti
povezanosc¢u s dobi, koja je bila statisticki znacajno negativno povezana s prisutnoséu

iTIL CT (OR=0,97; 95% CI 0,95-1,00; p=0,048; FDR>15%).
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Tablica 12. Prevalencija prisutnosti iTIL CT>10% u razli¢itim
sociodemografskim i klini¢kim skupinama bolesnica (n=152)

n OR (95% CI) p

Cijeli uzorak 35 (23,0)
Dob (u godinama)

<45 9 (28,1) 1

45-54 12 (36,4) 1,46 (0,51-4,16) 0,479

55-64 7 (13,5) 0,64 (0,21-1,98) 0,438

>65 7 (13,5 0,40 (0,13-1,20) 0,103
Menopauza

ne 18 (33,3) 1

da 17 (17,4) 0,42 (0,19-0,91) 0,027
Komorbiditeti*

ne 13 (22,8) 1

da 22 (24,7) 1,11 (0,51-2,43) 0,792
PHD

ostalo 10 (41,7) 1

duktalni karcinom 25 (19,5) 0,34 (0,14-0,85) 0,022
Veli¢ina tumora

T1 13 (22,8) 1

T2 21 (25,3) 1,15 (0,52-2,53) 0,735

T3 1 (8,3) 0,31 (0,04-2,61) 0,280
Limfni ¢vorovi

NO 24 (26,7) 1

N1 6 (17,1) 0,57 (0,21-1,54) 0,267

N2 3 (25,0) 0,92 (0,23-3,67) 0,902

N3 2 (13,3) 0,42 (0,09-2,01) 0,280
Stadij

I 10 (29,4) 1

II 19 (21,4) 0,65 (0,27-1,59) 0,348

III 6 (20,7) 0,63 (0,20-2,00) 0,430
Gradus

I-11 6 (21,4) 1

III 29 (23,4) 1,12 (0,41-3,02) 0,824
Ki-67

<20 3 (13,0) 1

>20 32 (24.,8) 2,20 (0,61-7,89) 0,227

Kratice: OR = omjer izgleda za prisutnost iTIL CT >10%; CI = interval pouzdanosti (od engl. confidence
interval); p = statisticka znacajnost izracunata bivarijabilnom, binarnom logistiCkom regresijom, x =
vrijednost nije bilo moguce izracunati

* Podaci koji su nedostajali za 6 (3,9%) bolesnica, nadomjesteni su kao da te bolesnice nisu imale
komorbiditete

+ Podaci koji su nedostajali za 4 (2,6%) bolesnica, nadomjesteni su kao te bolesnice nisu lijecene
adjuvantnom kemoterapijom
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5.5.3. sTIL IM
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Slika 22. Prisutnost sTIL IM; isprekidana crta predstavlja krivulju normalne raspodjele;
tockasta crta predstavlja kernel funkciju gustoce (n=152)

Prisutnost stromalnih TIL na invazivnoj margini (sTIL IM) >10% bila je statisti¢ki
znaajno pozitivno povezana sa gradusom tumora i proliferacijskim indeksom Ki-67

>20% (Tablica 13).
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Tablica 13. Prevalencija prisutnosti sTIL IM >10% u razli¢itim
sociodemografskim i klini¢kim skupinama bolesnica (n=152)

n (%) OR (95% CI) p

Cijeli uzorak 130 (85,5)
Dob (u godinama)

<45 27 (84,4) 1

45-54 31 (93.9) 2,87 (0,51-16,01) 0,229

55-64 29 (82,9) 0,90 (0,24-3,28) 0,867

>65 43 (82,7) 0,88 (0,27-2,92) 0,841
Menopauza

ne 48 (88,9) 1

da 82 (83,7) 0,64 (0,23-1,75) 0,384
Komorbiditeti*

ne 52 (91,2) 1

da 76 (85.4) 0,56 (0,19-1,67) 0,300
PHD

ostalo 19 (79,2) 1

duktalni karcinom 111 (86,72) 1,72 (0,57-5,21) 0,339
Veli¢ina tumora

T1 47 (82,5) 1

T2 74 (89,2) 1,75 (0,66-4,62) 0,259

T3 9 (75,0) 0,64 (0,15-2,79) 0,551
Limfni ¢vorovi

NO 78 (86,7) 1

N1 30 (85,7) 0,92 (0,30-2,84) 0,889

N2 10 (83,3) 0,77 (0,15-3,95) 0,753

N3 12 (80,0) 0,62 (0,15-2,50) 0,498
Stadij

I 28 (82,4) 1

II 79 (88,8) 1,69 (0,56-5,09) 0,348

III 23 (79,3) 0,82 (0,23-2,89) 0,759
Gradus

I-11 19 (67,9) 1

III 111 (89,5) 4,04 (1,52-10,77) 0,005
Ki-67

<20 15 (65,2) 1

>20 115 (89,2) 4,38 (1,58-12,17) 0,005

Kratice: OR = omjer izgleda za prisutnost sSTIL IM>10%; CI = interval pouzdanosti (od engl. confidence
interval); p = statistiCka znacajnost izraCunata bivarijabilnom, binarnom logisti¢kom regresijom

* Podaci koji su nedostajali za 6 (3,9%) bolesnica, nadomjesteni su kao da te bolesnice nisu imale
komorbiditete

+ Podaci koji su nedostajali za 4 (2,6%) bolesnica, nadomjesteni su kao te bolesnice nisu lijecene
adjuvantnom kemoterapijom
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5.5.4. iTIL IM
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Slika 23. Prisutnost iTIL IM; isprekidana crta predstavlja krivulju normalne raspodjele;
tockasta crta predstavlja kernel funkciju gustoce (n=152)

Kao kod sTIL IM, i kod intratumorskih TIL na invazivnoj margini (iTIL IM) prisutnost
>10% bila je statisticki znacajno pozitivno povezana s gradusom tumora i

proliferacijskim indeksom Ki-67 >20 (Tablica 14).
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Tablica 14. Prevalencija prisutnosti iTIL IM >10% u razli¢itim
sociodemografskim i klini¢kim skupinama bolesnica (n=152)

n (%) OR (95% CI) p

Cijeli uzorak 72 (47,4)
Dob (u godinama)

<45 19 (59,4) 1

45-54 18 (54,6) 2,87 (0,51-16,01) 0,229

55-64 15 (42.,9) 0,90 (0,24-3,28) 0,867

>65 20 (38.,5) 0,88 (0,27-2,92) 0,841
Menopauza

ne 32 (59.3) 1

da 40 (40,8) 0,64 (0,23-1,75) 0,384
Komorbiditeti*

ne 32 (56,1) 1

da 39 (43.8) 0,56 (0,19-1,67) 0,300
PHD

ostalo 16 (66,7) 1

duktalni karcinom 56 (43,8) 1,72 (0,57-5,21) 0,339
Veli¢ina tumora

T1 27 (47,4) 1

T2 43 (51,8) 1,75 (0,66-4,62) 0,259

T3 2 (16,7) 0,64 (0,15-2,79) 0,551
Limfni ¢vorovi

NO 43 (46,7) 1

N1 17 (48,6) 0,92 (0,30-2,84) 0,889

N2 6 (50.0) 0,77 (0,15-3,95) 0,753

N3 7 (46,7) 0,62 (0,15-2,50) 0,498
Stadij

I 14 (41,2) 1

II 44 (49,4) 1,40 (0,63-3,11) 0,413

III 14 (48,3) 1,33 (0,49-3,62) 0,572
Gradus

I-11 8 (28,6) 1

11 64 (51,6) 4,04 (1,52-10,77) 0,005
Ki-67

<20 9 (39,1) 1

>20 63 (48,8) 4,38 (1,58-12,17) 0,005

Kratice: OR = omjer izgleda za prisutnost iTIL IM >10%; CI = interval pouzdanosti (od engl. confidence
interval); p = statisticka znacajnost izraCunata bivarijabilnom, binarnom logisti¢kom regresijom

* Podaci koji su nedostajali za 6 (3,9%) bolesnica, nadomjesteni su kao da te bolesnice nisu imale
komorbiditete

+ Podaci koji su nedostajali za 4 (2,6%) bolesnica, nadomjesteni su kao te bolesnice nisu lijecene
adjuvantnom kemoterapijom
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5.6. Povezanost prisutnosti TIL u razli¢itim odjeljcima

Stromalni 1 intratumorski TIL bili su statisticki znacajno, pozitivno povezani
(Spearmanova korelacija ranga, p=0,91; p<0,001; FDR<15%). Prisutnosti TIL u sva Cetiri
evaluirana odjeljka bile su medusobno statisticki znacajno povezane (7ablica 15, Slika
24). Sve povezanosti na razini ovog konkretnog uzorka bile su vece kod nizih vrijednosti
TIL. Cini se, dakle, da su povezanosti pojedinih TIL bile nelinearne, odnosno da su slabile
ili se gubile nakon nekih vrijednosti. Povezanosti izmedu sTIL 1 iTIL bile su, o¢ekivano,

viSe unutar CT odnosno IM, nego izmedu njih.

Tablica 15. Povezanost prisutnosti TIL u razli¢itim odjeljcima (n=152)

sTIL CT iTIL CT sTIL IM

p (95% CID) p p (95% CID) p p (95% CI) p

sTIL CT
iTIL CT
sTIL IM
iTIL IM

1.0

0,88 (0,84-0,91) <0,001 1,0

0,66 (0,56-0,74) <0,001 0,60 (0,49-0,69) <0,001 1,0

0,71 (0,63-0,78) <0,001 0,69 (0,60-0,77) <0,001 0,89 (0,85-0,92 <0,001

Kratice: p = Spearmanov koeficijent korelacije ranga; CI = interval pouzdanosti; p = statisti¢ka znacajnost
koeficijenta korelacije
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Slika 24. Tockasti dijagrami povezanosti prisutnosti TIL u pojedinim odjeljcima;
krivulja predstavlja 80% lokalno otezanu polinomijsku regresijsku krivulju (n=152)
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5.7. Povezanost prisutnosti TIL i izraZenosti androgenih receptora

Izrazenost AR nije bila statisticki znaCajno povezana s prisutnosti stromalnih i
intratumorskih niti TIL u pojedinim odjeljcima (7ablica 16, Slika 25). Na razini ovog
konkretnog uzorka povezanosti AR s TIL bile su izrazito niske (p<0,08) i negativne. Na
uzorku ove veli¢ine i s ovom empirijskom raspodjelom AR nemoguce je pouzdano
analizirati te odnose, ali na temelju nasih rezultata moguce je postaviti hipotezu za buduca
istrazivanja na vec¢im uzorcima, da kod sTIL IM i iTIL IM, nakon neke priblizne

vrijednosti od 60 kod sTIL IM i 40 kod iTIL IM, AR i TIL postaju pozitivno povezani.

Tablica 16. Povezanost izraZzenosti AR 1 prisutnosti TIL u pojedinim odjeljcima
(n=151)

AR
p (95% CID) p
sTIL -0,04 (-0,21-0,12) 0,598
iTIL -0,05 (-0,21-0,10) 0,516
sTIL CT -0,06 (-0,22-0,10) 0,463
iTIL CT -0,08 (-0,24-0,09) 0,349
sTIL IM -0,05 (-0,21-0,11) 0,549
iTIL IM -0,07 (-0,23-0,09) 0,403

Kratice: p = Spearmanov koeficijent korelacije ranga; CI = interval pouzdanosti;

p = statisticka znacajnost koeficijenta korelacije
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(n=151)
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5.8. Ukupno petogodiSnje preZivljenje

5.8.1. Androgeni receptori

Izrazenost AR nije bila statisticki znacajno, bivarijabilno povezana s ukupnim
petogodi$njem prezivljenjem (OR=1,00; 95% CI 0,99-1,01; p=0,696; FDR>15%). Ni
izrazenost AR >1% nije bila statisti¢ki znacajno povezana s ukupnim petogodi$njim
prezivljenjem (OR=0,87; 95% CI 0,40-1,90; p=0,730; FDR>15%). Jednako tako, nakon
prilagodbe za sve sociodemografske i klinicke ¢imbenike s potencijalno zbunjujué¢im
ucinkom, izrazenost AR (Tablica 17) niti izrazenost AR >1% (Tablica 18) nisu bile

statisticki znacajnim prediktorima ukupnog petogodisnjeg prezivljenja.

Tablica 17. Multivarijabilna analiza povezanosti izrazenosti AR s ukupnim
petogodis$njim prezivljenjem (n=151)

OR (95% CI) p
Izrazenost AR 1,01 (0,99-1,02) 0,612
Prilagodeno za:
dob, menopauzalni status,
komorbiditete*, PHD, veli¢inu
tumora, broj pozitivnih limfnih
¢vorova, stadij, gradus, Ki-67,
vrstu operacije i adjuvantnu
kemoterapijuf

Kratice: OR = omjer izgleda za ukupno petogodis$nje prezivljenje; CI = interval pouzdanosti (od engl.
confidence interval); p = statisticka znaCajnost izraCunata multivarijabilnom, binarnom logistickom
regresijom

* Podaci koji su nedostajali za 6 (3,9%) bolesnica, nadomjesteni su kao da te bolesnice nisu imale
komorbiditete

t Podaci koji su nedostajali za 4 (2,6%) bolesnica, nadomjesteni su kao te bolesnice nisu lijecene
adjuvantnom kemoterapijom
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Tablica 18. Multivarijabilna analiza povezanosti izrazenosti AR >1% s ukupnim
petogodis$njim prezivljenjem (n=151)

OR (95% CI) p
Izrazenost AR >1%
ne 1
da 1,29 (0,38-4,34) 0,680

Prilagodeno za:

dob, menopauzalni status,
komorbiditete*, PHD, veli¢inu
tumora, broj pozitivnih limfnih
¢vorova, stadij, gradus, Ki-67, vrstu
operacije i adjuvantnu kemoterapijuf

Kratice: OR = omjer izgleda za ukupno petogodis$nje prezivljenje; CI = interval pouzdanosti (od engl.
confidence interval); p = statisticka znaCajnost izraCunata multivarijabilnom, binarnom logistickom
regresijom

* Podaci koji su nedostajali za 6 (3,9%) bolesnica, nadomjesteni su kao da te bolesnice nisu imale
komorbiditete

+ Podaci koji su nedostajali za 4 (2,6%) bolesnica, nadomjesteni su kao te bolesnice nisu lijecene
adjuvantnom kemoterapijom
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5.8.2. sTIL

Prisutnost sTIL bila je statisticki znaCajno, bivarijabilno povezana s ukupnim
petogodisnjem prezivljenjem (OR=1,05; 95% CI 1,02-1,08; p=0,010; FDR<15%).
Prisutnost sTIL>10% nije bila statisticki znac¢ajno povezana s ukupnim petogodisnjim
prezivljenjem (OR=2,00; 95% CI 0,93-4,29; p=0,075; FDR<15%). Nakon prilagodbe za
sve sociodemografske i1 klinicke ¢imbenike s potencijalno zbunjujuéim ucinkom,
prisutnost sTIL bila je statisticki znac¢ajno povezana s petogodiSnjim prezivljenjem
(OR=1,05; 95% CI 1,01-1,09; p=0,013; FDR<15%). Prisutnost sTIL>10% nije bila
statistiCki znacajno povezana s ukupnim petogodiSnjim prezivljenjem ni nakon

prilagodbe za moguce zbunjujuce cimbenike.

5.8.3. iTIL

Prisutnost iTIL bila je bivarijabilno, statisticki znacajno povezana s ukupnim
petogodis$njim prezivljenjem (OR=1,09; 95% CI 1,02-1,16; p=0,010; FDR<15%). Nakon
prilagodbe za moguce zbunjujuée varijable ta se povezanost smanjila i nije vise bila
statisticki znac¢ajna (OR=1,06; 95% CI 0,99-1,13; p=0,106; FDR>5%). Prisutnost iTIL
>10% bila je statisticki znacajno povezana s prezivljenjem i u bivarijabilnoj analizi
(OR=7,69; 95% CI 2,23-26,47; p=0,001; FDR<15%) 1 u multivarijabilnoj analizi nakon
prilagodbe za moguée zbunjujuce varijable (OR=6,19; 95% CI 1,31-29,32; p=0,022;

FDR<15%).
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5.84. sTILCT

Prisutnost sTIL CT bila je statisticki znacajno, bivarijabilno povezana s ukupnim
petogodisnjem prezivljenjem (OR=1,04; 95% CI 1,01-1,07; p=0,010; FDR<15%).
Prisutnost sTIL CT >10% bila je takoder statisticki znacajno povezana s ukupnim
petogodis$njim prezivljenjem (OR=3,27; 95% CI 1,49-7,19; p=0,003; FDR<15%). Nakon
prilagodbe za sve sociodemografske i klinicke ¢imbenike s potencijalno zbunjujué¢im
ucinkom, prisutnost sSTIL CT (Tablica 19), kao niti prisutnost >10% (Tablica 20), nisu

vise bile statisticki znacajno povezane s ukupnim petogodi$njim preZzivljenjem.

Tablica 19. Multivarijabilna analiza povezanosti prisutnosti STIL CT
s ukupnim petogodis$njim prezivljenjem (n=152)

OR (95% CI) p
sTIL CT 1,03 (1,00-1,07) 0,065
Prilagodeno za:
dob, menopauzalni status,
komorbiditete*, PHD, veli¢inu
tumora, broj pozitivnih limfnih
¢vorova, stadij, gradus, Ki-67,
vrstu operacije i adjuvantnu
kemoterapijuf

Kratice: OR = omjer izgleda za ukupno petogodis$nje prezivljenje; CI = interval pouzdanosti (od engl.
confidence interval); p = statisticka znaCajnost izraCunata multivarijabilnom, binarnom logistickom
regresijom

* Podaci koji su nedostajali za 6 (3,9%) bolesnica, nadomjesteni su kao da te bolesnice nisu imale
komorbiditete

+ Podaci koji su nedostajali za 4 (2,6%) bolesnica, nadomjesteni su kao te bolesnice nisu lijecene
adjuvantnom kemoterapijom
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Tablica 20. Multivarijabilna analiza povezanosti prisutnosti STIL CT >10%
s ukupnim petogodis$njim prezivljenjem (n=152)

OR (95% CI) p
sTIL CT >10%
ne 1
da 2,74 (0,98-7,68) 0,055

Prilagodeno za:

dob, menopauzalni status,
komorbiditete*, PHD, veli¢inu
tumora, broj pozitivnih limfnih
¢vorova, stadij, gradus, Ki-67, vrstu
operacije i adjuvantnu kemoterapijuf

Kratice: OR = omjer izgleda za ukupno petogodis$nje prezivljenje; CI = interval pouzdanosti (od engl.
confidence interval); p = statisticka znaCajnost izraCunata multivarijabilnom, binarnom logistickom
regresijom

* Podaci koji su nedostajali za 6 (3,9%) bolesnica, nadomjesteni su kao da te bolesnice nisu imale
komorbiditete

+ Podaci koji su nedostajali za 4 (2,6%) bolesnica, nadomjesteni su kao te bolesnice nisu lijecene
adjuvantnom kemoterapijom
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5.8.5. iTIL CT

Prisutnost iTIL CT nije bila (OR=1,06; 95% CI 1,00-1,12; p=0,056; FDR>15%), ali je
prisutnost iTIL CT >10% bila visoko statisticki znacajno, bivarijabilno povezana s
ukupnim petogodi$njem prezivljenjem (OR=17,00; 95% CI 2,24-128,84; p=0,006;
FDR<15%). Nakon prilagodbe za sve sociodemografske i klinicke c¢imbenike s
potencijalno zbunjuju¢im ucinkom, prisutnost iTIL CT (Tablica 21), kao niti prisutnost
>10% (Tablica 22), nisu vise bile statisticki znacajno povezane s ukupnim petogodisnjim

prezivljenjem.

Tablica 21. Multivarijabilna analiza povezanosti prisutnosti iTIL CT
s ukupnim petogodis$njim prezivljenjem (n=152)

OR (95% CI) p
iTIL CT 1,03 (0,97-1,08) 0,366
Prilagodeno za:
dob, menopauzalni status,
komorbiditete*, PHD, veli¢inu
tumora, broj pozitivnih limfnih
¢vorova, stadij, gradus, Ki-67,
vrstu operacije i adjuvantnu
kemoterapijuf

Kratice: OR = omjer izgleda za ukupno petogodiSnje prezivljenje; CI = interval pouzdanosti (od engl.
confidence interval); p = statisticka znaCajnost izraCunata multivarijabilnom, binarnom logistickom
regresijom

* Podaci koji su nedostajali za 6 (3,9%) bolesnica, nadomjesteni su kao da te bolesnice nisu imale
komorbiditete

+ Podaci koji su nedostajali za 4 (2,6%) bolesnica, nadomjesteni su kao te bolesnice nisu lijecene
adjuvantnom kemoterapijom
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Tablica 22. Multivarijabilna analiza povezanosti prisutnosti iTIL CT>10%
s ukupnim petogodis$njim prezivljenjem (n=152)

OR (95% CI) p
iTIL CT >10%
ne 1
da 14,05 (1,54-128,33) 0,019

Prilagodeno za:

dob, menopauzalni status,
komorbiditete*, PHD, veli¢inu
tumora, broj pozitivnih limfnih
¢vorova, stadij, gradus, Ki-67, vrstu
operacije i adjuvantnu kemoterapijuf

Kratice: OR = omjer izgleda za ukupno petogodiSnje prezivljenje; CI = interval pouzdanosti (od engl.
confidence interval); p = statisticka znaCajnost izraCunata multivarijabilnom, binarnom logistickom
regresijom

* Podaci koji su nedostajali za 6 (3,9%) bolesnica, nadomjesteni su kao da te bolesnice nisu imale
komorbiditete

+ Podaci koji su nedostajali za 4 (2,6%) bolesnica, nadomjesteni su kao te bolesnice nisu lijecene
adjuvantnom kemoterapijom
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5.8.6. sTIL IM

Prisutnost sTIL IM bila je statisticki znacajno, bivarijabilno povezana s ukupnim
petogodisnjem prezivljenjem (OR=1,04; 95% CI 1,02-1,06; p=0,001; FDR<15%).
Prisutnost sTIL IM >10% nije bila statisticki znafajno povezana s ukupnim
petogodi$njim prezivljenjem (OR=2,21; 95% CI 0,86-5,66; p=0,098; FDR>15%). 1
nakon prilagodbe za sve prac¢ene sociodemografske i klinicke ¢imbenike, prisutnost sTIL
IM (Tablica 23) ostala je statisticki znacajno povezana s ukupnim petogodiSnjim

prezivljenjem, a prisutnost STIL IM >10% ne (Tablica 24).

Tablica 23. Multivarijabilna analiza povezanosti prisutnosti sTIL IM
s ukupnim petogodis$njim prezivljenjem (n=152)

OR (95% CI) p
sTIL IM 1,04 (1,01-1,07)  0,015*
Prilagodeno za:
dob, menopauzalni status,
komorbiditetet, PHD, veli¢inu
tumora, broj pozitivnih limfnih
¢vorova, stadij, gradus, vrstu
operacije i adjuvantnu
kemoterapijuf

Kratice: OR = omjer izgleda za ukupno petogodiSnje prezivljenje; CI = interval pouzdanosti (od engl.
confidence interval); p = statisticka znaCajnost izraCunata multivarijabilnom, binarnom logistickom
regresijom

+ Podaci koji su nedostajali za 6 (3,9%) bolesnica, nadomjesteni su kao da te bolesnice nisu imale
komorbiditete

1 Podaci koji su nedostajali za 4 (2,6%) bolesnica, nadomjeSteni su kao te bolesnice nisu lijecene
adjuvantnom kemoterapijom
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Tablica 24. Multivarijabilna analiza povezanosti prisutnosti sTIL IM >10%
s ukupnim petogodis$njim prezivljenjem (n=152)

OR (95% CI) p
sTIL IM >10%
ne 1
da 1,35 (0,33-5,46) 0,677

Prilagodeno za:

dob, menopauzalni status,
komorbiditete*, PHD, veli¢inu
tumora, broj pozitivnih limfnih
¢vorova, stadij, gradus, Ki-67, vrstu
operacije i adjuvantnu kemoterapijuf

Kratice: OR = omjer izgleda za ukupno petogodiSnje prezivljenje; CI = interval pouzdanosti (od engl.
confidence interval); p = statisticka znaCajnost izraCunata multivarijabilnom, binarnom logistickom
regresijom

* Podaci koji su nedostajali za 6 (3,9%) bolesnica, nadomjesteni su kao da te bolesnice nisu imale
komorbiditete

+ Podaci koji su nedostajali za 4 (2,6%) bolesnica, nadomjesteni su kao te bolesnice nisu lijecene
adjuvantnom kemoterapijom
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5.8.7. iTIL IM

Prisutnost iTIL IM i prisutnost iTIL IM >10% bile su bivarijabilno statisticki znacajno
povezane s ukupnim petogodiSnjim prezivljenjem (OR=1,08; 95% CI 1,02-1,14;
p=0,005; FDR<15%; OR=3,72; 95% CI 1,66-8,34; p=0,001; FDR<I15%, prema
redoslijedu navodenja). Nakon prilagodbe za sve sociodemografske i klinicke ¢imbenike
s potencijalno zbunjujué¢im ucéinkom, prisutnost iTIL IM (7Tablica 25) nije vise bila
statistiCki znacajno povezana s ukupnim petogodi$njim prezivljenjem, ali prisutnost iTIL

IM >10% jest (Tablica 26).

Tablica 25. Multivarijabilna analiza povezanosti prisutnosti iTIL IM
s ukupnim petogodis$njim prezivljenjem (n=152)

OR (95% CI) p
iTIL IM 1,05 (0,99-1,11) 0,103
Prilagodeno za:
dob, menopauzalni status,
komorbiditetet, PHD, veli¢inu
tumora, broj pozitivnih limfnih
¢vorova, stadij, gradus, Ki-67,
vrstu operacije i adjuvantnu
kemoterapijui

Kratice: OR = omjer izgleda za ukupno petogodiSnje prezivljenje; CI = interval pouzdanosti (od engl.
confidence interval); p = statisticka znaCajnost izraCunata multivarijabilnom, binarnom logistickom
regresijom

* Podaci koji su nedostajali za 6 (3,9%) bolesnica, nadomjesteni su kao da te bolesnice nisu imale
komorbiditete

+ Podaci koji su nedostajali za 4 (2,6%) bolesnica, nadomjesteni su kao te bolesnice nisu lijecene
adjuvantnom kemoterapijom
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Tablica 26. Multivarijabilna analiza povezanosti prisutnosti iTIL IM>10%
s ukupnim petogodis$njim prezivljenjem (n=152)

OR (95% CI) p
iTIL IM >10%
ne 1
da 3,76 (1,09-13,03) 0,036*

Prilagodeno za:

dob, menopauzalni status,
komorbiditete*, PHD, veli¢inu
tumora, broj pozitivnih limfnih
¢vorova, stadij, gradus, Ki-67, vrstu
operacije i adjuvantnu kemoterapijuf

Kratice: OR = omjer izgleda za ukupno petogodiSnje prezivljenje; CI = interval pouzdanosti (od engl.
confidence interval); p = statisticka znaCajnost izraCunata multivarijabilnom, binarnom logistickom
regresijom

+ Podaci koji su nedostajali za 6 (3,9%) bolesnica, nadomjesteni su kao da te bolesnice nisu imale
komorbiditete

1 Podaci koji su nedostajali za 4 (2,6%) bolesnica, nadomjeSteni su kao te bolesnice nisu lijecene
adjuvantnom kemoterapijom

* FDR<15%
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5.8.8. TIL i androgeni receptori

Nakon $to su u multivarijabilni model uklju¢ena sva cetiri odjeljka TIL i AR te sve
planirane sociodemografske i klinicke varijable, prisutnost iTIL CT bila je statisticki
znacajno, ali negativno povezana s ukupnim petogodi$njim prezivljenjem (Tablica 27).
Prisutnost TIL >10% i AR >1% nije bila statisticki zna¢ajan, neovisni prediktor ukupnog

petogodisnjeg prezivljenja (Tablica 28).

Tablica 27. Multivarijabilna analiza povezanosti prisutnosti TIL i
izrazenosti AR s ukupnim petogodi$njim prezivljenjem (n=151)

OR (95% CI) p
sTIL CT 1,05 (1,00-1,11) 0,060
iTIL CT 0,93 (0,86-1,00)  0,039*
sTIL IM 1,05 (0,99-1,11) 0,099
iTIL IM 0,97 (0,88-1,07) 0,525
AR 1,00 (0,99-1,02) 0,673

Prilagodeno za:

dob, menopauzalni status,
komorbiditete*, PHD, veli¢inu
tumora, broj pozitivnih limfnih
¢vorova, stadij, gradus, Ki-67,
vrstu operacije i adjuvantnu
kemoterapijuf

Kratice: OR = omjer izgleda za ukupno petogodiSnje prezivljenje; CI = interval pouzdanosti (od engl.
confidence interval); p = statisticka znaCajnost izraCunata multivarijabilnom, binarnom logistickom
regresijom

* Podaci koji su nedostajali za 6 (3,9%) bolesnica, nadomjesteni su kao da te bolesnice nisu imale
komorbiditete

+ Podaci koji su nedostajali za 4 (2,6%) bolesnica, nadomjesteni su kao te bolesnice nisu lijecene
adjuvantnom kemoterapijom
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Tablica 28. Multivarijabilna analiza povezanosti prisutnosti TIL i
izrazenosti AR >10% s ukupnim petogodisnjim prezivljenjem (n=152)

OR (95% CI) D
STIL CT 1,43 (0,42-4,90) 0,572
iTIL CT 9,16 (0,81-103,54) 0,074
STIL IM 0,60 (0,13-2,74) 0,507
iTIL IM 1,82 (0,42-7,88) 0,421
AR 1,30 (0,37-4,63) 0,683

Prilagodeno za:

dob, menopauzalni status,
komorbiditete*, PHD, veli¢inu
tumora, broj pozitivnih limfnih
¢vorova, stadij, gradus, Ki-67, vrstu
operacije i adjuvantnu kemoterapijuf

Kratice: OR = omjer izgleda za ukupno petogodiSnje prezivljenje; CI = interval pouzdanosti (od engl.
confidence interval); p = statisticka znaCajnost izraCunata multivarijabilnom, binarnom logistickom
regresijom

* Podaci koji su nedostajali za 6 (3,9%) bolesnica, nadomjesteni su kao da te bolesnice nisu imale
komorbiditete

+ Podaci koji su nedostajali za 4 (2,6%) bolesnica, nadomjesteni su kao te bolesnice nisu lijecene
adjuvantnom kemoterapijom
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5.9. Prezivljenje bez bolesti

5.9.1. Androgeni receptori

Log-rank test nije ukazao na statisticki znac¢ajnu razliku u prezivljenju bez bolesti izmedu
bolesnica s izrazeno$¢u AR >1% i onih bez izrazenih AR (X?=0,07; ss=1; p=0,789;
FDR>15%) (Slika 26). Medijan prezivljenja nije dosegnut niti u jednoj od dvije skupine
bolesnica. Aritmeticka sredina prezivljenja bez bolesti iznosila je 48 (95% CI 45-52)
mjeseci u bolesnica bez izrazenih AR te 48 (95% CI142-53) u bolesnica s AR >1%. Omjer
hazarda za povrat bolesti ili smrt iznosio je HR=1,08 (95% CI 0,60-1,97); p=0,789;
FDR>15%, za bolesnice s AR >1%, odnosno — kada je analizirana kontinuirana varijabla
izrazenosti AR HR=1,00 (95% CI 0,99-1,01); p=0,513; FDR>15%, za svaki postotak vise
izrazenih AR. Nakon prilagodbe za sve potencijalno zbunjujuce varijable Coxovom
regresijom, omjer hazarda za povrat bolesti ili smrt iznosio je HR=0,91 (95% CI 0,43-
1,96); p=0,816; FDR>15%. u bolesnica s AR >1%, odnosno HR=1,00 (95% CI 0,99-

1,01); p=0,716; FDR>15%, za svaki postotak viSe izrazenih AR.
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Vrijeme od operacije (mjeseci)
Broj u riziku (povrat ili smrt)
AR=0% 104 (10) 94 (10) 84 (5) 79 4) 75 (3) 54
AR>=1% 47 (5) 42 (4) 38 (4) 34 (2) 32 (1) 19

Slika 26. Kaplan-Meierova krivulja trajanja prezivljenja bez povrata bolesti ili smrti u
mjesecima od datuma operacije prema izrazenosti AR >1%; CI = interval pouzdanosti
(od engl. confidence interval) (n=151)

104



5.9.2. sTILCT

U bivarijabilnoj analizi pokazalo se da je svaki postotak vise prisutnih sTIL CT povezan
s omjerom hazarda za povrat bolesti ili smrt od HR=0,98 (95% CI 0,96-1,00); p=0,028;
FDR<15%. Dakle, svaki postotak viSe prisutnih sTIL CT za priblizno 2% je smanjivao
hazard. Log-rank test takoder je pokazao statisticki znacajnu razliku (X?=5,26; ss=1;
p=0,022; FDR<15%). Taj u€inak nije ostao statisticki znacajnim nakon prilagodbe za sve
sociodemografske i klinicke ¢imbenike: HR=0,99 (95% CI 0,97-1,01); p=0,168;
FDR>15%. Jednako tako je u bivarijabilnoj analizi prisutnost sTIL CT>10% bila
povezana sa statisticki znacajno manjim hazardom za povrat bolesti ili smrt u odnosu na
bolesnice s prisutnoséu sTIL CT<10% HR=0,51 (95% CI 0,29-0,92); p=0,024;
FDR<15%. (Slika 27), ali to viSe nije bio slu¢aj nakon prilagodbe za sociodemografske i
klini¢ke c¢imbenike: HR=0,71 (95% CI 0,37-1,36); p=0,298; FDR<>5%. Medijan
prezivljenja bez povrata bolesti ili smrti nije dosegnut niti u jednoj skupini prema
prisutnosti sSTIL CT <10% ili >10%. Aritmeticka sredina (95% CI) prezivljenja iznosila
je 44 (39-49) mjeseca u skupini bolesnica s sTIL CT <10%, odnosno 52 (49-56) mjeseci

u skupini s prisutnos¢u sTIL CT >10%.
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Vrijeme od operacije (mjeseci)
Broj u riziku (povrat ili smrt)
TILCTs <10% 79 (13) 66 (10) 56 (3) 53 ((4) 49 (2) 32
TILCTs >=10% 73 (2) 71 (5) 66 (6) 60 (2) 58 (2) 41

Slika 27. Kaplan-Meierova krivulja trajanja prezivljenja bez povrata bolesti ili smrti u
mjesecima od datuma operacije prema prisutnosti stromalnih TIL u CT (TIL CTs)
>10%; CI = interval pouzdanosti (od engl. confidence interval) (n=152)
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5.93. iTILCT

Medijan prezivljenja nije ostvaren niti u jednoj skupini oblikovanoj prema prisutnosti
iTIL CT. Aritmeti¢ka sredina (95% CI) prezivljenja bez bolesti iznosila je 45 (41-49)
mjeseci u bolesnica s prisutnoséu iTIL CT <10% te 57 (54-60) mjeseci u bolesnica s
prisutnos¢u iTIL CT >10%. U bivarijabilnoj analizi omjer hazarda izmedu te dvije
skupine bolesnica iznosio je HR=0,30 (95% CI 0,12-0,76); p=0,011; FDR<15% (Slika
28). 1 Log-rank testom utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika (X?>=7,24; ss=1; p=0,007;
FDR<15%). Bivarijabilna analiza originalne, numericke raspodjele prisutnosti iTIL CT
nije pokazala statisticki znacajnu razliku: HR=0,97; 95% CI 0,94-1,01); p=0,112;
FDR>15%. Nakon prilagodbe za sociodemografske i klinicke ¢imbenike, razlika izmedu
bolesnica s prisutnos¢u iTIL CT <10% ili >10% nije bila statisti¢ki znac¢ajna: HR=0,40

(95% C1 0,15-1,09); p=0,072; FDR>15%.
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Vrijeme od operacije (mjeseci)
Broj u riziku (povrat ili smrt)
TIL CTi <10% 117 (15) 102 (14) 88 (8) 80 (5) 75 (2) 49
TILCTi>=10% 35 (0) 35 (1) 34 (1) 33 (1) 32 (2) 24

Slika 28. Kaplan-Meierova krivulja trajanja prezivljenja bez povrata bolesti ili smrti u
mjesecima od datuma operacije prema prisutnosti intratumorskih TIL u CT (TIL CTi)
>10%; CI = interval pouzdanosti (od engl. confidence interval) (n=152)
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5.94. sTIL IM

U bivarijabilnoj analizi originalna, numericka mjera prisutnosti sSTIL IM bila je statisticki
znacajno povezana s nizim hazardom za povrat bolesti ili smrt: HR=0,98 (95% CI 0,96-
0,99); p=0,003; FDR<15%. Dakle, svaki postotak vise prisutnih sTIL IM za priblizno 2%
je smanjivao hazard. Log-rank test nije pokazao statisticki znacajnu razliku izmedu
bolesnica s prisutno$¢u sTIL IM<10% i onih s izrazenoséu >10% (X?=3,63; ss=1;
p=0,057; FDR>15%) (Slika 29). Ta razlika izmedu kategoriziranih prisutnosti sTIL IM
nije bila statisticki znacajna ni nakon prilagodbe za sve moguce zbunjujuce ¢imbenike:
HR=0,58 (95% CI 0,25-1,31); p=0,189; FDR>15%. Medutim, i nakon prilagodbe za
ostale sociodemografske i klini¢ke ¢imbenike, originalna, numeri¢ka mjera prisutnosti
sTIL IM bila je statisticki znacajno povezana s hazardom za povrat bolesti ili smrt:
HR=0,98 (95% CI 0,96-1,00); p=0,034; FDR<15%. Medijan prezivljenja nije ostvaren
niti u jednoj od dvije skupine oblikovane prema prisutnosti sTIL IM <10% ili >10%, a
aritmeticka sredina (95% CI) prezivljenja bila je 38 (27-48) mjeseci u bolesnica s <10%

prisutnosti, odnosno 50 (47-53) mjeseci u bolesnica s >10% prisutnosti sTIL IM.
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Vrijeme od operacije (mjeseci)
Broj u riziku (povrat ili smrt)
TILIMs <10% 22 (7) 15 (2) 13 (0) 13 (1) 12 (0) 10
TIL IMs >=10% 130 (8) 122 (13) 109 (9) 100 (5) 95 (4) 63

Slika 29. Kaplan-Meierova krivulja trajanja prezivljenja bez povrata bolesti ili smrti u
mjesecima od datuma operacije prema prisutnosti stromalnih TIL u IM (TIL IMs)
>10%; CI = interval pouzdanosti (od engl. confidence interval) (n=152)
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5.9.5. iTIL IM

Medijan prezivljenja nije ostvaren niti u jednoj skupini oblikovanoj prema prisutnosti
iTIL IM. Aritmeticka sredina (95% CI) prezivljenja bez bolesti iznosila je 44 (39-49)
mjeseca u bolesnica s prisutnoséu iTIL IM<10% te 52 (49-56) mjeseca u bolesnica s
prisutnos¢u iTIL IM >10%. U bivarijabilnoj analizi Log-rank testom utvrdena je
statistiCki znacajna razlika u prezivljenju bez bolesti izmedu te dvije skupine bolesnica
(X2=7,46; ss=1; p=0,006; FDR<15%) (Slika 30). Bivarijabilna analiza originalne,
numericke raspodjele prisutnosti iTIL IM nije pokazala statisticki znacajan ucinak:
HR=0,97; 95% CI 0,94-1,01); p=0,062; FDR>15%. Nakon prilagodbe za
sociodemografske i1 klinicke ¢imbenike, razlika izmedu bolesnica s prisutnos$éu iTIL
IM<10% ili >10% nije bila statisticki znacajna: HR=0,58 (95% CI 0,27-1,25); p=0,264;
FDR>15%. Ni ucinak originalne, numericke mjere prisutnosti iTIL IM nije bio statisticki
znafajno povezan s prezivljenjem bez povrata bolesti, nakon prilagodbe za moguce

zbunjujuce varijable: HR=0,99 (95% CI 0,96-1,01); p=0,317; FDR>15%.
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Vrijeme od operacije (mjeseci)
Broj u riziku (povrat ili smrt)
TILIMi<10% 80 (14) 66 (7) 59 (5) 54 (4) 50 (3) 31
TIL IMi >=10% 72 (1) 71 (8) 63 (4) 59 (2) 57 (1) 42

Slika 30. Kaplan-Meierova krivulja trajanja prezivljenja bez povrata bolesti ili smrti u
mjesecima od datuma operacije prema prisutnosti intratumorskih TIL u IM (TIL IMi)
>10%; CI = interval pouzdanosti (od engl. confidence interval) (n=152)
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5.9.6. Analiza prema broju odjeljaka s TIL >10%

Nakon prilagodbe za ostale sociodemografske i klinicke ¢imbenike, bolesnice sa sva Cetiri
mjerena odjeljka TIL >10% imale su statisti¢ki znac¢ajno manji hazard za povrat bolesti
ili smrt, odnosno bolje prezivljenje bez bolesti nego bolesnice s TIL <10%: HR=0,24
(95% CI 0,07-0,90); p=0,034; FDR<15%. (Tablica 29). Medijan prezivljenja nije
dosegnut. Aritmeti¢ka sredina (95% CI) prezivljenja bez bolesti iznosila je 38 (27-48)
mjeseci za bolesnice sa sva Cetiri odjeljka TIL <10%, 48 (42-54) za bolesnice s jednim
odjeljkom TIL >10%, 39 (32-47) za bolesnice s dva, 54 (49-59) za bolesnice s tri i 57

(54-60) mjeseci za bolesnice sa sva cCetiri odjeljka TIL >10%.

Tablica 29. Hazard za povrat bolesti ili smrt tijekom petogodi$njeg pracenja,
prema broju odjeljaka s TIL >10% (n=152)

HR (95% CI) p
Broj odjeljaka s TIL >10%
0 1
1 0,58 (0,22-1,49) 0,254
2 0,93 (0,36-2,37) 0,873
3 0,41 (0,12-1,46) 0,170
4 0,24 (0,07-0,90) 0,034

Prilagodeno za:

dob, menopauzalni status,
komorbiditete*, PHD, veli¢inu
tumora, broj pozitivnih limfnih
¢vorova, stadij, gradus, Ki-67,
vrstu operacije i adjuvantnu
kemoterapijuf

Kratice: HR = omjer hazarda za povrat bolesti ili smrt u odnosu na bolesnice s TIL <10%; CI = interval
pouzdanosti (od engl. confidence interval); p = statisticka znacajnost izracunata multivarijabilnom,
binarnom logistickom regresijom

* Podaci koji su nedostajali za 6 (3,9%) bolesnica, nadomjesteni su kao da te bolesnice nisu imale
komorbiditete

+ Podaci koji su nedostajali za 4 (2,6%) bolesnica, nadomjesteni su kao te bolesnice nisu lijecene
adjuvantnom kemoterapijom
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5.9.7. Broj odjeljaka s TIL >10% i androgeni receptori

Nakon §to je u multivarijabilni Coxov model uz prilagodbu za sociodemografske i

klini¢ke ¢imbenike, uz broj odjeljaka s TIL >10% dodana i izrazenost AR >1%, i dalje je

statistiCki znacajna razlika u omjeru hazarda za povrat bolesti ili smrt u odnosu na

bolesnice bez odjeljaka s TIL >10% postojala kod bolesnica sa sva Cetiri odjeljka s TIL

>10% (Tablica 30). Izrazenost AR nije bila statisticki znac¢ajno povezana s prezivljenjem

bez bolesti. Jednako tako, s prezivljenjem bez bolesti nije bila statisti¢ki znacajno

povezana ni interakcija izrazenosti AR >1% 1 broja odjeljaka s TIL >10%.

Tablica 30. Hazard za povrat bolesti ili smrt tijekom petogodiSnjeg pracenja,
prema broju odjeljaka s TIL >10% 1 AR >1% (n=152)

HR (95% CI) p

Broj odjeljaka s TIL >10%

0 1

1 0,61 (0,23-1,56) 0,300

2 0,94 (0,36-2,45) 0,901

3 0,44 (0,12-1,56) 0,203

4 0,26 (0,07-0,98) 0,046
AR >1% 1,04 (0,49-2,21) 0,921

Prilagodeno za:

dob, menopauzalni status,
komorbiditete*, PHD, veli¢inu
tumora, broj pozitivnih limfnih
¢vorova, stadij, gradus, Ki-67,
vrstu operacije i adjuvantnu
kemoterapijuf

Kratice: HR = omjer hazarda za povrat bolesti ili smrt u odnosu na bolesnice s TIL <10%; CI = interval
pouzdanosti (od engl. confidence interval); p = statisticka znacajnost izracunata multivarijabilnom,

binarnom logistickom regresijom

* Podaci koji su nedostajali za 6 (3,9%) bolesnica, nadomjesteni su kao da te bolesnice nisu imale

komorbiditete

t Podaci koji su nedostajali za 4 (2,6%) bolesnica, nadomjesteni su kao te bolesnice nisu lijecene

adjuvantnom kemoterapijom
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6. RASPRAVA

6.1. Karakteristike TNRD, lijecenje i preZivljenje

U ovom radu analizirana je kohorta od 152 bolesnice, u rasponu dobi od 26 do 85 godina,
koje su dijagnosticirane i lijeCene prvi put u zivotu od ranog TNRD u Klinici za tumore
KBC Sestre milosrdnice u Zagrebu, u razdoblju od 1. sije¢nja 2009. do 31. prosinca 2012.
godine. S medijanom dobi od 58 godina ova kohorta bolesnica usporediva je s kohortama
u nekoliko sli¢nih analiza bolesnica s ranim TNRD u posljednjih nekoliko godina, u
susjednoj geografskoj oblasti (Slovenija, Italija), ali i drugim dijelovima Svijeta (Kanada,
Novi Zeland, Brazil). (56,166-170) Desetak godina mlade bolesnice bile su u analizama
iz Indije, Kuvajta i Turske, §to je u skladu s poznatom sociodemografskom ¢injenicom da
su bolesnice s TNRD iz tih dijelova Svijeta uglavnom mlade dobi, u odnosu na ostale
geografske oblasti. (171-173) U skladu s tim, sli¢na je i zastupljenost postmenopauzalnih
bolesnica, cca 60% u nasoj i sliénim analizama. (166,168,170) Unato¢ nedostatku dijela
podataka o obiteljskoj predispoziciji, u oko Sestine analiziranih (16,5%) bolesnica
opazena je pozitivna obiteljska anamneza za rak dojke i te su bolesnice bile ¢ak 15 — ak
godina mlade u odnosu na bolesnice bez opterec¢ene obiteljske anamneze, §to je u skladu
s oCekivanim za populaciju bolesnica s nasljednom sklono$¢u. (5) Najzastupljeniji
histoloski podtip TNRD bio je duktalni invazivni karcinom, ili NOS, dok je primjetna i
zastupljenost medularnog karcinoma, kojeg je, iako spada u rijetke specijalne histoloske
podtipove raka dojke, za ocekivati najvise medu TNRD. (166-168,188) U nasoj kohorti
definicija TNRD podrazumijevala je, osim negativnog nalaza HER2 (bilo IHC ili ISH),

IHC negativne ER i PR prema vrijede¢im preporukama ASCO/CAP, §to je <1%
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izrazenosti. (26) Isti obrazac koristen je u nekoliko usporednih analiza novijeg datuma
(168), a razlikuje se od sli¢nih analiza u kojima je za grani¢nu vrijednost uzeta IHC
izrazenost ER/PR od 10% 1 tzv. borderline tumori (1-9% IHC ER/PR) ulazili su u analizu
kao TNRD. (56,166,167,174) Navedeno treba uzeti u obzir prilikom interpretacije
dobivenih rezultata, kao moguce objasnjenje uocenih razlika u usporedivanim kohortama.
(26,175) Kao i u slicnim analizama, nase bolesnice s ranim TNRD najces¢e su pri
dijagnozi bile u stadiju II bolesti, najcesce tumora veceg od 2 cm i u ¢ak gotovo 40% njih
s pozitivnim limfnim ¢vorovima ve¢ pri dijagnozi, $to se slaze s poznatim ¢injenicama o
TNRD kao najagresivnijem i rapidno progrediraju¢em tumoru, koji vrlo rano i uz male
primarne tumore daje rasadnice u limfne ¢vorove (47,52-54,169,170,176). Navedeno je
relativizirano u studiji americkih autora, koji su pokazali najmanju povezanost trostruko
negativnog fenotipa s pozitivnim limfnim ¢vorovima, medutim ovaj uoceni fenomen nije
jasno objasnjen. (177) Gotovo petina (17.8%) bolesnica imalo je zahvacene limfne
¢vorove stadija N2 ili N3, §to su po definiciji inicijalno granic¢no ili jasno neoperabilne
bolesti, odnosno opisuju lokalno uznapredovali stadij bolesti (LABC) i1 impliciraju
potrebu primarnog sustavnog lije¢enja (neoadjuvantnog pristupa). (20) Ipak, bolesnice u
ovoj kohorti, iz razdoblja 2009. do 2012., bile su lijecene isklju¢ivo primarno operativnim
zahvatom te potom adjuvantnom sustavnom terapijom i zraCenjem, bez primjene
neoadjuvantnog pristupa unato¢ dijagnozi LABC, §to govori o evoluciji skrbi za bolesnice
od vremena lijecenja ove kohorte do danas, kada se zna da one imaju jasnu indikaciju za
neoadjuvantno lijecenje. (11,12,15,54) Bolesnice u nasoj kohorti, o¢ekivano i srodno
opazenom u drugim sli¢nim analizama (166-171,176) imale su visoki gradus tumora i
znacajno visok proliferacijski indeks Ki-67, §to takoder potvrduje agresivniju prirodu

TNRD u odnosu na druge podtipove raka dojke. (15) Za razliku od preko 80%
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mastektomija zabiljeZenih u sli¢noj kineskoj analizi, u ovoj kohorti bolesnica u preko
60% slucajeva ucinjen je postedni operativni zahvat. (174) lako je i u nekim usporedivim
analizama postotak primjene poStednih operativnih zahvata bio slican, odnosno nesto
manji, ali ipak znacajan, vidljiva je razlika medu kohortama u uznapredovalosti bolesti
pri dijagnozi (znacajno visSe LABC u naSoj kohorti), ¢ime i indiciranosti poStednog
operativnog zahvata. (168,170) Ukoliko se uzme u obzir prethodno istaknuta ¢injenica o
nekoriStenju neoadjuvantnog pristupa u lijecenju, a znacajan broj lokalno uznapredovalog
stadija bolesti pri dijagnozi u nasoj kohorti bolesnica, to svakako nije odraz kriti¢nosti, iz
danasnje perspektive, medutim, jest odraz standarda skrbi u analiziranom razdoblju.
Kemoterapija je najcesce bila temeljena na antraciklinima i taksanima, koji su i do danas
ostali standardni odabir za sustavno lije¢enje agresivnijih podtipova raka dojke. (11,15)

Bolesnice u analiziranoj kohorti pra¢ene su u medijanu (IKR) 65 (20 do 84) mjeseci.
Najduze trajanje pracenja iznosilo je 120 mjeseci. Analize su ucinjene za razdoblje
petogodi$njeg pracenja. Ukupno petogodiSnje prezivljenje u analiziranoj kohorti
bolesnica iznosilo je 73.7%, §to je izrazito slicno prezivljenju zabiljeZenom u analizi
slovenskih, talijanskih 1 novozelandskih autora, osjetno manje od petogodiSnjeg
prezivljenja (88.51%) u analiziranoj kohorti kineskih bolesnica, ali znatno bolje od
indijske kohorte bolesnica, analizirane u vrlo slicnom razdoblju, sa zabiljezenim
trogodiSnjim OS od 65.6% te analizi brazilskih autora s OS u TNRD od 62%. (166,168-
171,174) Sli¢éni rezultati prezivljenja naSe kohorte bolesnica s onima slovenskih i
talijanskih autora mogu se tumaciti i vrlo slicnim karakteristikama analiziranih bolesnica,
koje pripadaju slicnom geografskom podruc¢ju te nac¢inom primjenjenog lijecenja (sli¢na
primjena operativnog lijeCenja, zracenja i kemoterapije). Isto tako, €ini se kako se razlog

za bolji OS bolesnica u kineskoj studiji mozda moze tumaciti i ¢injenicom da su te
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bolesnice imale manje uznapredovalu bolest (>70% stadija I 1 II), a radikalnije su lije¢ene
(>80% mastektomija). Indijska kohorta bolesnica, promatrana u istom razdoblju kao i
nasa, zabiljezila je veliki primarni tumor u znacajnog broja bolesnica (88.8% bolesnica s
tumorom >2cm) i gotovo 60% slucajeva pozitivnih limfnih ¢vorova. Samo malo manje
brojke su zabiljezene i u brazilskoj studiji, Sto vjerojatno objasnjava i navedene loSije
ishode. (169) Povrat bolesti ili smrt, u promatranom petogodiSnjem razdoblju, dozivjelo
je 32.9% bolesnica, sli¢no slovenskoj (31.8%), kao i talijanskoj kohorti bolesnica s nesto
kra¢im razdobljem pracenja (33.3% nakon 4.3 godine pracenja).(166,168) Dakle, medijan
prezivljenja od operativnog zahvata do povrata bolesti ili smrti nije dosegnut, odnosno
nakon petogodiSnjeg razdoblja pracenja, zivih 1 bez bolesti bilo je 67.1% u naSoj
promatranoj kohorti bolesnica. Povrat bolesti najcesce je zabiljezen u prvoj (38,9%) i
drugoj (36,1%) godini od dijagnoze. U 70% slucajeva povrata bolesti isti je bio lokalni,
dok je u 30% bolesnica zabiljezen udaljeni povrat bolesti, najéesce u pluca, kosti, limfne
¢vorove 1 jetru, Sto gotovo u cijelosti odgovara rezultatima zabiljezenim u sli¢nim
analizama susjednih geografskih podrucja, ali i udaljenih regija, a u skladu je s poznatim
obrascem ponasanja TNRD. (56,166,168,170,171,173,174,178) Ocekivano, najznacajniji
prognostic¢ki ¢imbenici prezivljenja bili su dobro poznati, klasi¢ni ¢imbenici, poput dobi
bolesnica, veli¢ine tumora i pozitivnih limfnih ¢vorova, odnosno stadija bolesti.
(11,30,31) Kao 1 u ostalim navedenim analizama, $to su bolesnice imale ve¢i tumor i vise
zahvacenih limfnih ¢vorova, odnosno uznapredovaliji stadij bolesti, imale su loSiju
prognozu.(166-168,170-174) Takoder, postmenopauzalne bolesnice imale su manji rizik
povrata bolesti i smrti. Za razliku od nasih rezultata, gdje su mlade bolesnice imale veci
rizik povrata bolesti 1 smrti, $to je u skladu s poznatim ¢injenicama o vecoj agresivnosti

bolesti u mladoj dobi i vjerojatno razli¢itoj sustinskoj biologiji od bolesti u starijoj
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populaciji, u slovenskoj analizi starije su bolesnice bile veceg rizika, $to je objasnjeno i
Cinjenicom da je puno manji postotak starijih bolesnica lijeCen adjuvantnom
kemoterapijom. (166) Proliferacijski indeks Ki-67 proporcionalno je podizao rizik
povrata bolesti i smrti, $to jo$ jednom neizravno ukazuje i na opisani paradoks trostruko
negativnog raka (55), gdje je agresivniji tumor, u znacajnijem stupnju visoke proliferacije
stanica, ocekivano kemosenzitivniji, medutim, zbog izrazito velikog postotka lokalnih, a
osobito udaljenih povrata bolesti, ipak ima loSije prezivljenje. ZabiljeZeno prezivljenje po
stadijima bolesti pri dijagnozi, 85,3% u stadiju I, 80,9% ustadiju II te 37,9% u stadiju III,
u skladu je s prezivljenjem po stadijima zabiljezenim u slicnim kohortama bolesnica.
(166-168,170,174) Ocekivano losije prezivljenje bolesnica s TNRD, osobito u lokalno
uznapredovalom stadiju bolesti (stadij III), u odnosu na druge podtipove raka dojke,
opazeno i u ovoj kohorti (petogodisnje prezivljenje stadija III bolesti 37,9% u odnosu na
85,3% u I te 80,9% u stadiju II), uzimajuéi u obzir sve ¢imbenike, od klini¢kih,
sociodemografskih i patohistoloskih, do terapijskih, jo$ jednom potvrduje ranije istaknutu
potrebu za pronalaZzenjem rjeSenja za ovu skupinu bolesnica, koje nadilazi trenutne
terapijske standarde, u smislu prilagodbe operativnog lijeCenja i1 izbora kemoterapije.
Jedan od definitivno obecavaju¢ih nacina je i potraga za novim terapijskim ciljevima,
odnosno biobiljezima koji bi usmjeravali terapijsku odluku, kao §to su to androgeni
receptori u LAR podtipu TNRD, koji ukazuju na mogucéu primjenu antihormonske
terapije, 1 prisutnost infiltrata imunosnih stanica, koji signalizira budnost i moguénost

terapijskog eksploatiranja imunosnog sustava.
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6.2. Androgeni receptori

Iako se AR smatraju najcesce izrazenim receptorima medu raznim podtipovima BC, s
udjelom cak i do 90% u nekim studijama, preko 80% u indolentnijim i ¢ak blizu 50% u
visokogradusnim tumorima, situacija s TNRD nesto je drugacija. (84,179,180) Oc¢ekivana
prisutnost AR u TNRD uglavnom je na racun LAR podtipa, iako AR mogu biti prisutni i
u drugim molekularnim podtipovima TNRD. (181) Udio u studijama zabiljezenih AR
pozitivnih  TNRD uglavnom ne prelazi tre¢inu. (85,94,98,104,182-190) U naSoj
analiziranoj kohorti bolesnica, pozitivni AR definirani kao AR izrazeni u >1% zabiljezeni
su u ukupno 47, odnosno 31.1% bolesnica. Sli¢an postotak AR u TNRD zabiljezen je u
najveéem broju komparabilnih analiza i u skladu je s tom o¢ekivanom izrazeno$¢u AR u
neselekcioniranoj populaciji TNRD. (86,98,185) Ipak, izrazenost AR u TNRD biljezi
veliku varijabilnost kroz niz studija (zabiljezen je raspon od cak 6 do 75%).
(84,85,89,94,99,104,185,190-193) Ta heterogenost objasnjava se razli¢itom veli¢inom
uzorka u pojedinim analizama, kao i razlikom u postavljenoj grani¢noj vrijednosti koja
definira pozitivnu izrazenost AR (1 vs 10%), a vrlo je vjerojatan razlog i u razlicitoj
zastupljenosti pojedinih histoloskih podtipova (s ve¢om ili manjom vjerojatnoséu
pozitivnih AR) u razli¢itim analiziranim kohortama. (86,109) Od ukupno 47 bolesnica s
pozitivnim AR, samo je sedam bolesnica (15%) imalo AR izraZenost u rangu 1 — 10%. U
preostalih 40 bolesnica s pozitivnim AR postotak izrazenosti bio je iznad 10%, a ¢ak
gotovo 60% njih imale su AR >50%. To specifi¢no grupiranje u veéem intenzitetu
izrazenosti AR opaZeno je i u studiji Carmele Ricciardelli i suradnika, koji su analizirali
izrazenost AR u raku dojke i1 zakljucili kako postavljanje grani¢ne vrijednosti prema

uvrijezenoj ideji ekstrapolacije prema ER/PR na 10%, odnosno 1%, nije bilo od
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prognostickog znacaja, nego je ROC analiza pokazala da je postavljanje granice na puno
viSu razinu (78%) intenziteta izrazenosti AR bilo optimalno za njihovu prediktivnu i
prognosticku vrijednost! (194) Slicno su pokazale i1 druge studije u neselekcioniranoj
populaciji bolesnica s rakom dojke, postavljanjem granice za AR naj¢e$¢e na razinu
izraCunatog medijana. (195,196) lako su navedene studije opisani fenomen i pravilnost
pokazale u neselekcioniranoj populaciji bolesnica s rakom dojke, a rezultati su bili
pouzdaniji u podskupini s ER pozitivnim tumorima, ¢injenica da smo i mi u svojoj analizi
izolirane populacije samo TNRD bolesnica uocili sli¢no, iako na malenom broju
bolesnica i stoga bez statisticke znac¢ajnosti, bilo bi svakako od velike klinicke vrijednosti
provjeriti opisano u velikoj prospektivnoj analizi, na ciljanoj populaciji. S obzirom da je
velika vec¢ina uzoraka u naSoj kohorti bila invazivni duktalni karcinom dojke, odnosno
NOS (od eng. Not Other Specified), s vrlo malim udjelom specijalnih histoloskih
podtipova (osim medularnog, tek cetiri apokrina tumora i jedan lobularni), nije bilo
moguce prepoznati ocekivano vecu zastupljenost AR u pojedinim specijalnim
histoloskim podtipovima, poput apokrinog.(179,197,198,199) Neocekivano, medu 14
medularnih karcinoma, histologije za koju je poznato da je uglavnom AR negativna
(zajedno uz mucinozne i metaplasticne karcinome dojke), u €ak tri uzorka bili su pozitivni
AR (izrazenost 15% 1 30%), no brojka je i1 dalje premala i nije statisticki znacajna za
zakljucivanje. Prakticna vaznost povezivanja pojedinog histoloSkog podtipa TNRD i
izrazenosti AR jest u tome §to AR prisutni u razli¢itim histologijama (osobito apokrine
vs. neapokrine vrste stanica), prema nekim izvje$¢ima, imaju razli¢itu vrijednost kao
terapijske mete, stoga bi bilo od potencijalne klinicke koristi odredivati AR osobito u
pojedinim opisanim histoloskim podtipovima TNRD. (86) Osim histoloskih

specificnosti, izrazenost AR u studijama se vezivala i uz neke od molekularnih biljega
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TNRD. Tako je jedna studija pokazala da se koreliranjem izrazenosti AR i EGFR u TNRD
moze definirati prognosticki model, od tri medusobno jasno razli¢ite skupine tumora:
niskorizi¢ni AR pozitivni, EGFR negativni (najrjedi, vejrojatno nebazalni — LAR tip),
zatim intermedijarni podtip, koji ¢ine AR-/EGFR- ili AR+/EGFR+ tumori te prognosticki
najlosiji AR-EGFR+, koji su zapravo bazalni podtip TNRD, s visokim proliferacijskim
indeksom, ¢eS¢im povratom bolesti i loSijim rezultatima prezivljenja. (101,200) Takoder,
pokazana je ¢eS¢a povezanost AR izrazenosti s PIK3CA mutacijom u TNRD, u odnosu
na divlji tip. (195) Maeda 1 suradnici su pokazali da AR gotovo nikad nisu zajednicki
izrazeni s CK5/6, biljegom bazaloidnog podtipa TNRD, koji se povezuje s povratom
bolesti, a time i loSijjom prognozom, a Tang i suradnici pokazali su usporedbom
izrazenosti AR i1 E — cadherina u TNRD da je upravo profil izrazenosti AR pozitivni/ E
cadherin negativni podlozan povratu bolesti 1 udaljenim rasadnicama. (188,201) Kaoiu
nekoliko komparabilnih analiza AR u TNRD, i u nasoj kohorti bolesnica izrazenost AR
bila je povezana s dobi. (86,92,193,195) Nasuprot tome, dob nije znacajnije korelirala s
izrazenoS¢u AR u sli¢noj analizi hrvatskih kolega, kao niti u analizama TNRD americkih
1 talijanskih autora, ali 1 neselekcionirane populacije bolesnica s rakom dojke u analizi
korejskih autora. (85,98,185,202) Izrazenost AR pozitivno je korelirala 1 s
menopauzalnim statusom, §to vjerojatno ide pod ruku s prethodno opisanim odnosom
prema dobi, odnosno starenju, kao i u drugim komparabilnim analizama. (92,94,188)
Sli¢no opisuje 1 meta - analiza Wanga i suradnika na preko 2800 bolesnica s TNRD, dok
u vrlo sli¢noj nasoj, spomenutoj analizi talijanskih autora, nije utvrdena korelacija AR i
menopauzalnog statusa. (202,203) U skladu s op¢im stavovima da su AR, kao steroidni
receptori srodni ER 1 PR, biljeg indolentnijih tumora boljih karakteristika, poput manjih

tumora, negativnih limfnih ¢vorova, nizeg gradusa, bez drugih prisutnih rizicnih

122



¢imbenika, u nasoj analizi statisti¢ki znacajna negativna korelacija pokazala se u odnosu
AR 1 veli¢ine tumora te gradusa. Dakle, izrazenost AR bila je ¢eS¢a medu manjim
tumorima, manjeg gradusa. IzraZzenost AR u nasoj analizi nije se pokazala povezanom sa
statusom limfnih ¢vorova. U odnosu na stadij bolesti, uocili smo da su AR vise izrazeni
kod bolesnica s tumorom u stadiju I, nego u stadiju II. Sli¢no, nepostojanje statisticki
znacajne pozitivne korelacije izrazenosti AR sa statusom limfnih ¢vorova i TNM stadijem
pokazala je i korejska analiza na 413 primarnih karcinoma dojke, medutim, bez posebne
analize za TNRD podskupinu. (85) Srodne rezultate onima dobivenim u naSoj analizi
pokazale su brojne komparabilne studije u kojima su pozitivni AR najcesce bili povezani
s nizim gradusom i manjim tumorima, u skladu s teorijom o antiproliferativnim u¢incima,
a nesto rjede s negativnim limfnim ¢vorovima i izostankom drugih rizi¢nih ¢imbenika,
poput limfovaskularne invazije. (88,92,94,99, 186,187,201,204-207) Nasuprot tome,
ranije spomenuta analiza 121 bolesnice s TNRD, medu kojima su bile i bolesnice s ranim
1 metastatskim TNRD, nije pokazala statisticki znacajne povezanosti izrazenosti AR s
veli¢inom tumora i histoloskim gradusom. (98) U analizi talijanskih autora, osim
proliferacijskog indeksa Ki-67 i limfovaskularne invazije, nijedan od slijedecih: veli¢ina
tumora, gradus, status limfnih ¢vorova, nije statisticki znacajno korelirao s izrazenos$¢u
AR. (202) Naposlijetku, McGhan i suradnici pokazali su ¢ak i ve¢u ucestalost pozitivnih
limfnih ¢vorova i uznapredovalijeg stadija bolesti u bolesnica s AR pozitivnim TNRD,
Sto, upravo suprotno od prethodno opisanih studija, ukazuje na agresivnije tumore i tim
drugacijim rezultatom u odnosu na veéinu ostalih analiza jo§ jednom ukazuje na
specifi¢nost AR pozitivnog podtipa TNRD kao entiteta. (193) Iako se generalno i unatoc
nekonzistentnim rezultatima kroz studije, izrazenost AR, kako je ve¢ navedeno, smatra

biljegom boljih karakteristika tumora, medu kojima 1 nizim proliferacijskim indeksom
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Ki-67, i tako je u vecini studija, kao i u naSoj analizi, zabiljezena negativna korelacija Ki-
67 1 AR, zanimljiva analiza 400 uzoraka raka dojke, koja je ponudila niz vrijednih
spoznaja 0 AR u raku dojke i TNRD, zabiljezila je najviSu vrijednost Ki-67 medu
cetverostruko negativnim (ER-, PR-, HER2, AR-) i upravo TNRD AR+ podtipom, s
medijanom vrijednosti Ki-67 od ¢ak 54%. (86) Nadalje, neke studije nisu uopée pokazale
statisticki znacajne povezanosti AR 1 proliferacijskog biljega Ki-67. (94) Opisanu
nekonzistentnost u rezultatima, kao i1 kod drugih klinicko — patoloskih parametara, tesko
je komentirati bez analize svih karakteristika tumora, odnosno, sve navedene studije u
nacelu su analizirale zastupljenost AR u imunohistokemijskim entitetima raka dojke, bez
usporedbe, primjerice, razli¢itih histoloSkih podtipova AR pozitivnog raka dojke, ili
razli¢itih molekularnih podtipova TNRD s izrazenim AR. Medutim, ve¢ina AR pozitivnih
TNRD u navedenoj analizi bili su umjereno do slabo diferencirani tumori, §to govori u
prilog da se AR, barem u apokrinih tumora, mogu razviti i u primitivnim stanicama u
brzoj proliferaciji, za razliku od ER i PR za koje je, Cini se, potrebna znacajnija stani¢na
diferencijacija. (86) S druge strane, neke studije su pokazale kako AR mogu imati i
stimulativan, ali i1 antiproliferativan ucinak, ovisno o kojoj populaciji stanica na koju
djeluju se radi. Tako u tumora s ER/PR pozitivnim stani¢nim linijama AR inhibiraju rast,
a u ER/PR negativnih tumora djeluju stimulacijom proliferacije. (93,208,209) Ipak,
¢injenica da su u vecem broju studija pozitivni AR korelirali s nizim proliferacijskim
indeksom Ki-67, u odnosu na AR negativne TNRD, koji su imali visi proliferacijski
indeks, govori suprotno od navedene teorije. U nasoj analizi nije utvrdena statisticki
znafajna povezanost izrazenosti AR s prognozom bolesnica. Izrazenost AR nije se
pokazala povezanom s ukupnim petogodiSnjim prezivljenjem (OS), kao niti s

prezivljenjem bez bolesti (DFS). Nije bilo razlike u prezivljenju bez bolesti i ukupnom
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prezivljenju izmedu bolesnica s izrazenim AR, odnosno s AR>1%, u odnosu na bolesnice
bez izrazenih AR, a medijan prezivljenja u petogodiSnjem pracenju nije dosegnut niti za
jednu promatranu skupinu bolesnica. Sveukupno, do danas, rezultati niza studija po tom
pitanju su heterogeni i ¢ak konfliktni. Brojne studije pokazale su povoljan prognosticki
utjecaj AR u TNRD, odnosno bolje prezivljenje bez bolesti, prezivljenje bez povrata
bolesti, prezivljenje bez udaljenih metastaza, ukupno prezivljenje ili viSe od navedenih
parametara istovremeno. (89,94,98,99,104,188,190,201,206,210) Pregledni tekst iz 2013.
godine osvrnuo se na problem trenutnog znanja o AR u TNRD, ¢injenicu da se rezultati
bazi¢nih 1 klini¢kih studija razlikuju, odnosno da postoji jasna diskrepanca: dok bazi¢ne
studije na stani¢nim linijama pokazuju kako androgeni povecavaju proliferaciju i stoga
su 1 logicni preliminarni rezultati poboljSanja prognoze AR pozitivnih TNRD
djelovanjem antiandrogena, eksperimenti transfekcije stani¢nih linijja 1 analize
prezivljenja pokazuju kako su AR zapravo uglavnom benigni, odnosno predvidaju bolje
prezivljenje 1 stoga autori naglaSavaju potrebu daljih translacijskih istrazivanja za
rasvjetljenje ove nejasnoce. (104) Studija kineskih autora na gotovo 700 bolesnica s
TNRD pokazala je povoljan prognosticki utjecaj AR na DFS i trend prema poboljSanju
OS, kao i smanjenu vjerojatnost povrata bolesti i metastaza u AR pozitivnih TNRD, u
prvih pet godina. Dodatna snaga u ovim rezultatima je i ¢injenica da su podrazumijevali
1 bazaloidni podtip tumora. (206) S druge strane, medunarodna studija Gasparinija i
kolega iz iste godine, koja je ukljucila 398 bolesnica s TNRD, pokazala je povoljan
prognosticki utjecaj AR isklju¢ivo na nebazaloidni podtip TNRD. (99) lako su studije od
ranije uglavnom ukazivale na to da AR imaju prognosticki povoljan utjecaj u ER
pozitivnim tumorima i svojevrsnu povezanost s HER2 izraZzeno$¢u, a manje siguran

prognosticki utjecaj u TNRD, kineska studija na 137 bolesnica s TNRD pokazala je jasan
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povoljan prognosticki utjecaj AR upravo na TNRD, dok istovremeno AR nisu imali
utjecaja na prognozu u skupini od 132 bolesnice s ne-TNRD. (94) Sli¢no, studija GBG
neoadjuvantno lije¢enih Zena pokazala je sveukupno povoljan prognosticki utjecaj AR na
DFS i OS, ali posve na racun uloge AR u TNRD, dok u drugim podtipovima raka dojke
nije bilo tako. Kod nepostizanja pCR, bolesnice s pozitivnim AR imale su bolje
prezivljenje. S druge strane, bolesnice s negativnim AR imale su vecu Sansu postizanja
pCR. (190) U kombiniranoj retrospektivnoj studiji i meta - analizi kineskih autora iz
2013. godine, AR su pokazali povoljan prognosticki utjecaj na DFS i u ER pozitivnih, ER
negativnih i trostruko negativnih karcinoma, s trendom boljeg OS samo u ER pozitivnih
bolesnica, a dobivene rezultate objasnjavaju vjerojatno i premalim uzorcima u
podgrupnim analizama svoje analizirane kohorte, kao i1 velikom heterogenos¢u studija
koje su usle u meta — analizu. (89) Retrospektivna analiza iz 2012. godine na 287
bolesnica s TNRD pokazala je povoljan prognostic¢ki utjecaj na DFS, dok se povoljan
utjecaj na OS nije potvrdio u multivarijabilnoj analizi. (210) Maeda i suradnici u
zanimljivoj analizi iz 2016. godine pokazali su na uzorku od pedesetak bolesnica s TNRD
kako su AR povoljan prognosticki pokazatelj u CK5/6 negativnih tumora, ali akumulacija
p53 narusavala je taj povoljan utjecaj. (201) U studiji americ¢kih autora na uzorku od 121
bolesnice s TNRD, pokazalo se da izostanak AR izraZenosti vjerojatno predstavlja veci
rizik za razvoj udaljenih rasadnica i da su AR prognosticki povoljni u TNRD. (98)
Nasuprot tome, jedna analiza na 127 bolesnica s TNRD, koja je usporedila izrazenost AR
1 E — cadherina, pokazala je kako su AR pozitivni, E — cadherin negativni TNRD upravo
podlozni povratu bolesti i metastaziranju, no ipak, u usporedbi s AR pozitivnim, bolesnice
s AR negativnim TNRD imale su loSije prezivljenje. (188) S druge strane, nije mali broj

ni onih studija koje su pokazale negativan prognosticki utjecaj AR u TNRD, odnosno
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raniju deterioraciju, brzi povrat bolesti i pojavu udaljenih rasadnica, odnosno losije
prezivljenje bez bolesti i sveukupno prezivljenje u bolesnica s AR pozitivnim TNRD, u
odnosu na AR negativne TNRD. (92,192,193,199) Na kraju, postoji i niz analiza, koje,
poput naSe, nisu pokazale statisticki znacajnu povezanost izrazenosti AR u TNRD s
prognozom, odnosno prezivljenjem bez bolesti, rasadnica ili ukupnim prezivljenjem.
(93,101,185,189,195,202,207) Ova heterogenost u rezultatima vjerojatno se za pocetak
moze objasniti istim razlozima koji su navedeni kao mogu¢i uzrok heterogenosti rezultata
u analizama povezanosti AR 1 razli¢itih klini¢ko-patoloskih karakteristika bolesnica i
tumora. Medu njima su, od poznatih ¢imbenika, razli¢ite veli¢ine analiziranih uzoraka,
dobna i1 druge heterogenosti kohorti, razli¢ite grani¢ne vrijednosti AR za definiciju AR
pozitivnosti, razli¢ita protutijela koriStena u IHC analizi, a vjerojatno je jo$ i viSe onih
¢imbenika koji nisu do kraja razjasnjeni ili im se utjecaj tek prepoznaje, kao i ¢cimbenici
koji nisu u svakoj analizi uzeti u obzir, poput razli¢itih histologija tumora ili razli¢itih
molekularnih podtipova TNRD. Kako je spomenuto ranije, zna se da je u apokrinih
tumora puno ¢eS¢a AR pozitivnost, kao i da su AR u tim tumorima od vjerojatno
drugacijeg prediktivnog i prognostickog znacaja, nego u ostalim histologijama, §to nije
zanemariv podatak prilikom usporedbe rezultata razlicitih analiza. (197) Preciznije, zna
se da su molekularni apokrini TNRD poseban podtip, i genske studije su pokazale kako
imaju paradoksalnu izrazenost gena tipicnih za ER pozitivne karcinome dojke,
posljedi¢no upravo AR vodenoj transkripciji ER signalnog puta, a istovremeno, to su
tumori s lo$ijom prognozom, $to svakako moZze ponistavati povoljne u¢inke AR u ovim
tumorima 1 time znacajno utjecati na krajnje rezultate u analizama utjecaja AR na
prezivljenje u TNRD. (211) Isto tako, ve¢ je opisano kako se AR pozitivnost razli¢ito

povezuje s drugim molekularnim karakteristikama TNRD i da u kombinaciji s nekima
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¢ini 1 prognosticki posve razli¢ite skupine tumora, poput ve¢ opisanih prognosticki dobrih
AR+ EGFR- TNRD, odnosno prognosticki loSih AR- EGFR+ bazaloidnih TNRD. (101)
Svakako, iako se zna da AR mogu biti izraZeni u razli¢itim molekularnim podtipovima
TNRD, zasigurno nemaju istu magnitudu uc¢inka u svima. (181) Nadalje, jasno je i da su
analize koje su koristile grani¢nu vrijednost za pozitivnost AR od 10% razli¢ite od studija
u kojima je grani¢na vrijednost za AR 1% 1 da je usporedivost takvih kohorti samo
djelomicno moguca, odnosno bila bi moguca uz prilagodbu po podskupinama, Sto Cesto
nije moguce napraviti. Danas znamo da su analize s granicnom vrijedno$¢u za AR od 1%
takve da omogucuju ukljucenje veceg broja bolesnica, za razliku od onih s grani¢cnom
vrijednos¢u od 10%, u kojih svi borderline tumori, s izrazenos¢u od 1 do 9% otpadaju iz
analize AR pozitivnih (po uzoru na ER/PR pozitivne tumore), odnosno smatraju se
srodnima trostruko negativnim tumorima, bez dobrobiti antihormonske terapije. S druge
strane, Cinjenica da se ve¢ s 1% tumor smatra AR pozitivnim, vjerojatno omogucuje u
analizu ukljuciti 1 agresivnije tumore, koji mogu utjecati negativnim doprinosom na
krajnje ishode u prezivljenju, uzme li se u obzir ¢injenica da se tumori s takvim niskim
steroidnim receptorima pokazuju agresivnijima od visoko hormonski osjetljivih tumora
(ekstrapolirano iz ER/PR pozitivnih tumora). (175) Svi navedeni ¢imbenici doprinose
heterogenosti rezultata prikupljenih kroz niz razli¢itih studija i ogranicavaju njihovu
medusobnu usporedivost. Opisano dodatno relativiziraju i studije koje pokazuju kako niti
predefiniranih 1 niti 10% nisu optimalne grani¢ne vrijednosti za evaluaciju prognosticke
1 prediktivne vrijednosti AR, nego je ona negdje daleko iznad, najées¢e oko medijana
izrazenosti 1 da su AR pouzdano prognosticki povoljni tek kada su visoko izrazeni (Cak
oko 70%). (101,194-196) Na kraju, ne znamo pouzdano koliko i kako sa svime

navedenim interferira primjena razli¢itih modaliteta adjuvantnog lijecenja, a svakako nije
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nevazno spomenuti razli¢ita razdoblja pracenja u razli¢itim analizama. U posljednjih
nekoliko godina, nekoliko je kvalitetnih sustavnih pregleda i meta-analiza pokusalo
sumirati brojne od opisanih rezultata i dati objektivan pogled na cvrsto¢u dokaza o
utjecaju AR u TNRD, ponajviSe upravo iz razloga potencijalne terapijske koristi od
endokrine terapije antiandrogenima u TNRD. Uglavnom su bez jednozna¢nog zakljucka
1 ukazuju na potrebu daljih istrazivanja, iako se neki od analiziranih rezultata mogu
interpretirati povoljnima, u smislu prognosticki povoljnog utjecaja AR u TNRD, bdok su
se uglavnom pokazali negativnim prediktivnim c¢imbenikom za ucinak terapije.
(109,203,212,213) Naposlijetku, recentno publicirana multiinstitucionalna studija
prognosti¢ke uloge AR u TNRD, na nekoliko medunarodnih kohorti bolesnica, pokazala
je kako status AR pokazuje za pojedinu populaciju specificne obrasce ponasanja i utjecaja
na prezivljenje, kada se pritom kontrolira utjecaj drugih mogucih zbunjujuéih varijabli,
poput dobi, gradusa tumora i utjecaja kemoterapije, a rezultati se nisu mijenjali ni
promjenom grani¢ne vrijednosti za AR pozitivnost u drugu arbitrarnu vrijednost od 10%,
kao niti u drugu, optimalnu grani¢nu vrijednost. Autori su stoga zakljucili kako AR nisu
pouzdan prognosticki biljeg u TNRD i kako su nuZzne detaljnije analize prema
molekularnim podtipovima i usporedba kohorti prema tim elementima. (214) Ovaj
fenomen nije se ranije posebno analizirao niti evaluirao u drugim studijama na ovaj nacin,
no medupopulacijske razlike, ovdje vidljive na jednom mjestu, mogu se primjetiti i
neizravno, usporedbom razli¢itih rezultata medu studijama koje su analizirale razliCite
populacije. To je zasigurno isto tako jedno od objasnjenja heterogenosti rezultata,
ukazujué¢i snaznije na ve¢ spomenuti utjecaj nekih ¢imbenika samih bolesnica, ali i

tumora, koje jos uvijek tek postupno prepoznajemo.
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6.3. Tumor — infiltrirajuci limfociti

Niz studija koje su koristile razli¢ite metode evaluacije TIL pokazale su visoku korelaciju
izmedu rezultata dobivenih evaluacijom opsega imunosne infiltracije jednostavnom
metodom HE, s metodama THC i mRNA. (130,136-139,144) Unato¢ poznatoj
funkcionalnoj heterogenosti intratumorskog limfocitnog infiltrata, posljedi¢no ¢emu je za
ocekivati 1 razli¢it klinicki znacaj, nije uoCena klinicki relevantna dodatna vrijednost
evaluacije TIL drugim metodama, mimo jednostavne HE, koja se u TNRD pokazala
prediktivnom 1 prognostickom, stoga je ona metoda izbora u danas vrijede¢im
preporukama za evaluaciju opsega TIL u TNRD, koja je koriStena i u ovoj analizi.
(130,136,137,141,153,216) Kako je spomenuto, HE metoda evaluacije TIL koristila se i
u najveéem broju relevantnih studija, koje su iznjedrile danas poznate ¢injenice o ulozi
TIL u raku dojke, poput najpoznatijih analiza velikih randomiziranih klinickih
istrazivanja BIG 02-98, E2197 i E1199 te FINHER u adjuvantnom setingu i
GeparDuo/GeparTrio i GeparQuinto u neoadjuvantnom setingu. (137,141,143,216,217)
Za navedenu metodologiju, H.E. evaluaciju stromalnih TIL (sTIL), proveden je i projekt
uskladivanja i standardiziranja metode medu patolozima, koji je rezultirao visokom
stopom podudarnosti u analizi. (218) S druge strane, niz je analiza koje su koristile i [HC
metodu evaluacije razli¢itih subpopulacija TIL, osobito CD3, CD8+, CD4+ i FOXP3+,
takoder 1 u adjuvantnom i u neoadjuvantnom setingu, ali i tehniku mRNA, odnosno
genske izrazenosti, kao 1 kombinaciju metoda. (138,143,219-224) Ono S§to se
kombinacijom H.E. i IHC te molekularnih metoda prepoznalo jest trend kvantitativne i
kvalitativne razlike u TIL izmedu normalnog tkiva dojke, u kojem je prisutan samo

sporadican, maleni broj leukocita, preko premalignih lezija i DCIS, u kojima je povecana
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infiltracija limfocita, osobito u HER2 pozitivnim i trostruko negativnim, a dominantna
skupina imunosnih stanica su aktivirani T limfociti, s manje imunosupresivnih stanica, pa
sve do invazivnih karcinoma, u kojima je sveukupno prevalencija TIL visoka, s
varijacijama u opsegu i sastavu imunosnog infiltrata, ovisno o molekularnom podtipu
raka dojke, a s osobito visokim opsegom TIL infiltrata u ER negativnim, agresivnijim
podtipovima, poput HER2 pozitivnog raka dojke i TNRD. (148) U nasoj analizi, vodeci
se navedenim preporukama, analizirali smo H.E. metodom TIL u cetiri odjeljka,
stromalne (STIL) i intratumorske (iTIL), u centralnom tumoru (CT) i na invazivnoj
margini (IM). Potom smo analizirali zbirno oba odjeljka sTIL (CT i IM) te oba odjeljka
iTIL (CT 1 IM). (130,136) Analiza je provedena na postoperativnim cjelovitim uzorcima
ranog TNRD, na jednom standardnom rezu, provode¢i cjelovitu procjenu postotka
upalnog infiltrata unutar citavog opsega evaluiranog tumorskog tkiva, vrednujuci
isklju¢ivo mononuklearni upalni infiltrat. U vecini ranije navedenih analiza najces¢e su
evaluirani sTIL i eventualno iTIL, s tim da se evaluacija stromalnog odjeljka pokazala
lakSe reproducibilnom kroz studije, dok su iTIL bili uglavnom manje prisutni,
heterogeniji 1 tezi za uociti na H.E. preparatima, iako su se u neoadjuvantnom setingu s
TNRD 1 iTIL pokazali prediktivnima za odgovor na NAT. (137,138,141,
155,216,217,225) Prema prvom koncenzusu, TIL na invazivnom rubu (margini, TIL IM)
treba promatrati odvojeno samo unutar istrazivanja, dok ih se u praksi ne treba odvajati
od sTIL u CT, no novije preporuke jasno navode odvojenu evaluaciju CT i IM odjeljka.
(130,136) Potrebu za sustavnom evaluacijom TIL na cijelom uzorku, u svim odjeljcima,
podrzava i ¢injenica kako je intenzitet i raspodjela TIL u raku dojke Cesto heterogena.
(226,227) Sveukupno, ukljucujuéi sve evaluirane odjeljke, sTIL i iTIL u CT i IM,

prisutnost TIL u naSoj analizi pokazala je obrazac sliCan onome koji smo uocili u
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raspodjeli AR, odnosno snaznu asimetri¢nu raspodjelu svih varijabli. To znaci da je
najveci broj bolesnica imao evidentirane prisutne TIL u barem nekom od evaluiranih
odjeljaka, ali uglavnom u vrlo niskom postotku, §to se prema vrijede¢im preporukama
arbitrarno kategorizira kao kategorija slabe zastupljenosti TIL (do 10%). Unato¢ poznatoj
¢injenici da je LPBC (uglavnom definiran s TIL>50%) najces¢e od svih podtipova raka
dojke prisutan u TNRD, i smatra se da oko 20% TNRD imaju LPBC fenotip, u naSoj
kohorti uocili smo tek mali udio (4,6%) bolesnica sa zastupljenosé¢u TIL >50%, i to
uglavnom na racun sTIL na IM, kojih je i ukupno bilo najvise. (147,153,216,228) Niz je
studija novijeg doba, koje su, s idejom klinicke vrijednosti imunosnog infiltrata,
analizirale TIL. Takva je Denkertova retrospektivna analiza iz 2010., koja je dala temeljne
naputke o nacinu evaluacije TIL H.E. metodom, koja je danas jasno definirana
preporukama, a analiziriani su sTIL 1 iTIL, s TIL >10% u oko tre¢ine bolesnica, s LPBC
u oko 10%, no bez detaljnije analize TNRD populacije. (143) Sli¢no opisanim rezultatima
pokazale su i ostale studije, pregledi i meta-analize studija TIL provedenih u proteklih
nekoliko godina, u neselekcioniranoj populaciji bolesnica s rakom dojke, ili u podskupini
bolesnica s TNRD, bilo u adjuvantnom ili neoadjuvantnom setingu, koje su, prema
preporukama vecine patologa, najéesce analizirale sTIL i prikazivale ih kao kontinuiranu
varijablu, s po 10% inkrementalne vrijednosti, a potom arbitrarno kategoriziraju¢i, ili
izdvajaju¢i LPBC skupinu, $to se i pokazalo smislenim za analizu povezanosti TIL s
drugim varijablama i ishodima, odnosno odgovorom na lijecenje i prezivljenjem, na §to
je vecina navedenih analiza i bila fokusirana. (137,141,142,149,154,160,215,216,229-
239) Koliko nam je poznato, niti jedna od analiza nije zasebno evaluirala sTIL 1 iTIL u
CT 1 na IM, kao S§to je to ucinjeno u nasoj analizi. Medusobnom usporedbom

zastupljenosti TIL u pojedinim odjeljcima (sTIL 1 iTIL, u CT i na IM), kao 1 sTIL s iTIL,
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u naSoj analizi pokazali su se medusobno statisticki znacajno povezanima. Sli¢no,
medusobna povezanost sTIL 1 iTIL, kao i korelacija s ukupnim TIL uoc¢ena je i u vecini
prethodno navedenih analiza TIL, a u nekima se ¢ak ukupni TIL isticu kao mozda i
pouzdaniji od sTIL, kojima se prema trenutno vrijede¢im preporukama daje prednost.
(130,136,143,144,216,232,240) Kako je prethodno istaknuto, u veéini studija sTIL su bili
znacajnije prisutni i lakSe evaluirani, dok su iTIL bili puno manje zastupljeni i stoga teze
ocijenjeni i rjede prisutni u izvjestaju. U vecini studija koje su evaluirale 1 iTIL navodi se
kako su dobro korelirali sa sTIL, a u analizi Adams i suradnika uz navedeno se istice 1
kako su iTIL zapravo bili ovisni o sTIL, odnosno, svi uzorci s prisutnim iTIL imali su
istovremeno u nekom opsegu prisutne i sTIL, dok obratno nije nuzno bio slucaj. (137,233)
Navedeno ide u prilog stajaliStu kako su sTIL relevantniji za evaluaciju i ocjenu klinicke
vrijednosti. Nakon evaluacije TIL u svim odjeljcima kao kontinuirane varijable,
razmatrali smo povezanost TIL s ostalim varijablama, op¢enito, i na nacin da smo za
grani¢nu vrijednost TIL odabrali granicu izmedu slabe i intermedijarne kategorije, od
10%. Analizom povezanosti TIL>10% s ostalim sociodemografskim, klini¢kim i
patohistoloSkim varijablama, poput dobi i menopauzalnog statusa bolesnica, histoloskog
podtipa tumora, veli¢ine tumora i statusa limfnih ¢vorova te stadija bolesti, gradusa
tumora 1 proliferacijskog indeksa Ki-67, dobili smo da su sTIL u CT (prisutni u 48%
uzoraka) statisticki znacajno povezani s dobi i posljedicno menopauzalnim statusom te
veli¢inom tumora, ali bez povezanosti s drugim varijablama, poput histoloskog podtipa,
statusa limfnih ¢vorova, gradusa tumora 1 proliferacijskog indeksa Ki-67. Za razliku od
toga, iTIL u CT (prisutni u 23% uzoraka) pokazali su se statisti¢ki znacajno povezanima
s histoloskim podtipom, odnosno duktalnim karcinomom (NOS), ali i negativno s dobi i

menopauzalnim statusom, upravo suprotno od sTIL u ovom odjeljku (CT), a takoder bez
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povezanosti s drugim karakteristikama tumora, poput veli¢ine tumora, statusa limfnih
¢vorova, gradusa ili proliferacijskog indeksa. Stromalni TIL (sTIL) na invazivnoj margini
(IM), prisutni u najveceg broja bolesnica, i u najve¢em postotku zastupljenosti (medijana
30%) pokazali su se statisticki znac¢ajno povezanima s gradusom tumora i proliferacijskim
indeksom Ki-67. Sto je bio veéi gradus tumora i visi Ki-67, to je bila vjerojatnija
prisutnost sTIL na IM. Na kraju, 1 iTIL na IM bili su statisti¢ki znacajno povezani s
gradusom tumora i proliferacijskim indeksom Ki-67. Niti sTIL na IM, kao niti iTIL na
IM nisu pokazali povezanosti s dobi bolesnica i menopauzalnim statusom. Srodno nas$im
rezultatima, povezanost TIL evaluiranih HE metodom s odredenim klini¢kopatoloskim
varijablama uocena je u nizu analiza. U pivotalnoj Denkertovoj analizi iz 2010. godine,
kao 1 u srodnu analizu iz 2015. godine, u multivarijatnu analizu utjecaja sTIL na odgovor
na NAT uklju€ene su i ostale varijable, poput dobi bolesnica, veli¢ine i histologije tumora,
gradusa, statusa steroidnih receptora (s obzirom na neselektivnost kohorte) i klinickog
statusa limfnih ¢vorova, no bez izvjestaja o medusobnoj korelaciji navedenih parametara
i TIL. (143,240) U analizi BIG 2-098 sTIL i iTIL bili su povezani s duktalnom
histologijom, visokim histoloskim gradusom, negativnim HR te visokom izrazeno$¢u Ki-
67, anije bilo statisticki znacajne povezanosti s dobi bolesnica, menopauzalnim statusom,
veli¢inom tumora niti obuhvac¢anjem limfnih ¢vorova, a sli¢no, i u analizi FINHER,
visoke razine sTIL bile su statisticki znacajno povezane s ER negativno$¢u, HER2
pozitivnos¢u, duktalnom histologijom, visim histoloskim gradusom i vi§im Ki-67, ve¢im
tumorima, ali i s viSe involviranih limfnih ¢vorova. (141,216) Adams i suradnici na 481
bolesnici s ranim TNRD takoder su opazili tu povezanost veceg opsega limfocitnog
infiltrata s ve¢im brojem patoloskih limfnih ¢vorova. Nije uocena povezanost TIL s

veli¢inom tumora, kao niti osobinama bolesnica, poput dobi ili menopauzalnog statusa.
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(137) S veli¢inom tumora, kao niti s dobi i menopauzalnim statusom, ali niti sa statusom
limfnih ¢vorova TIL nisu bili statisticki povezani niti u ranije navedenoj grckoj analizi,
ali se 1 tu potvrdila povezanost TIL s ve¢im gradusom 1 Ki-67. Dodatno, u ovoj analizi
opazena je i znacajno ¢esca prisutnost TIL u medularnoj histologiji (s ¢ak 96% uzoraka
u kojimasu TIL bili >25%), dok su istovremeno bili izrazito rijetki medu drugim
specijalnim histologijama. (231) U Prunerijevoj analizi 897 TNRD ukupni TIL bili su,
srodno prethodnim primjerima, pozitivno povezani s visim histoloskim gradusom 1 Ki-
67. (154) U meta-analizi kineskih autora iz 2016. godine o utjecaju TIL na prognozu BC,
takoder se spominje povezanost TIL s visokim gradusom tumora i pozitivhim limfnim
¢vorovima, a u analizama autora iz instituta Jules Bordet jasno se kao i u prethodnim
primjerima istiCe povezanost visoke gustoée TIL infiltrata s visokim gradusom i
proliferacijskim indeksom, a uocena je 1 povezanost s mladom dobi bolesnica.
(144,149,232) Sli¢no se je pokazala i zbirna analiza preko 9000 bolesnica s rakom dojke,
iz Sest prethodno opisivanih studija, autora Denkerta i suradnika, iz 2018. godine. (233)
U recentnoj analizi korejskih autora na 72 bolesnice s ranim TNRD, nije uocena
povezanost TIL s patoloSkim statusom limfnih ¢vorova, kao niti veli¢inom primarnog
tumora, a, suprotno od prethodno navedenih primjera, niska razina TIL pokazala se
statisticki znaCajno povezanom s duktalnom histologijom, odnosno NOS, dok je
istovremeno analiza japanskih autora pokazala jo§ jednom kako je visoka zastupljenost
TIL znacajno povezana s tumorima veéeg gradusa. (234,235) Navedeno je jo$ jednom
istaknuo i u nedavno publiciranoj zbirnoj analizi na preko 2000 bolesnica s ranim TNRD,
Sherene Loi i suradnika, Sto potvrduje kako gusto¢a TIL opada s dobi, odnosno vise TIL
prisutno je u mladih bolesnica, ali i u tumora veceg gradusa, medutim, u manjeg

opterecenja tumorom, dok u uznapredovalijoj bolesti, opseg limfocitnog infiltrata opada.
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(142) Opazeni rezultati kroz niz studija sukladni su prepostavci o TIL kao surogatnom
biljegu intrinzinog imunosnog odgovora organizma, koji je bioloski aktivniji i
kompetentniji u mladem organizmu, na agresivnijeg neprijatelja, kao Sto su
visokogradusni, nediferencirani, visokoproliferativni tumori, motiviran 1 tom
genomskom nestabilnosti tumora. Napredovanjem bolesti, odnosno bijegom tumora
imunosnom nadzoru, imunosni sustav pokazuje znakove iscrpljenja, Sto se posljedi¢no
odrazava i u opadanju razine imunosnog infiltrata prisutnog u uznapredovalijim stadijima
lokoregionalnog tumorskog optere¢enja i metastatskim lezijama. Na kraju, spomenuta
Denkertova analiza iz 2018. godine zakljucuje kako se, unato¢ tome $to se TIL Cesto
nastoji umjetno kategorizirati u predefinirane kategorije arbitrarnih grani¢nih vrijednosti,
TIL su zaista, poput proliferacijskog indeksa Ki-67, kontinuirana varijabla, koja ne
podlijeze umjetnoj podjeli, Sto govori o tome da je prisustvo TIL samo surogat,
kontinuirani pokazatelj kontinuirane interakcije imunosnog sustava i tumora, a ne samo
biljeg posebnog, imuno-aktiviranog podtipa tumora. (233) lako su povijesne analize
imunosnog infiltrata u raku dojke viSekratno pokazale kako su TIL vrlo ¢esto znacajno
povezani s medularnom histologijom, analize novijeg datuma, osim nekih sporadi¢nih
koje su o tome izvjestile, nisu zna¢ajnije doprinijele u definiranju vaznosti tog opazanja.
(231,241,242) Sto se ti¢e rizika povrata bolesti, sTIL u na3oj analizi nisu bili povezani s
povratom bolesti, ali iTIL jesu. U spomenutoj Parkovoj analizi iz 2019. godine,
sveukupni intenzitet prisutnosti TIL znacajno je korelirao s obrascem povrata bolesti,
odnosno u u slu¢ajevima s niskom razinom TIL bilo je znacajno viSe udaljenih metastaza,
iako nije uocena statisticki znacajna povezanost izmedu TIL i povrata bolesti sveukupno
(lokoregionalno i udaljeno). (235) Sli¢no je uoceno i u FINHER analizi, gdje su TIL kao

kontinuirana varijabla bili znacajan prediktor smanjenja rizika udaljene diseminacije
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bolesti i produljenim vremenom do pojave udaljenih rasadnica, kao i u drugih nekoliko
ranije spominjanih relevantnih studija, pregleda literature 1 meta — analiza.
(137,141,149,153,154,228,234,237,240,243,244) Sto se tice utjecaja na prezivljenje,
sli¢no vecini publiciranih rezultata, u naSoj analizi prisutnost sTIL pokazala se statisticki
zna¢ajno povezanom s ukupnim prezivljenjem, dok je takav rezultat za iTIL ostao
statistiCki znacajan, samo ukoliko su bili prisutni u intenzitetu >10%. Nadalje, prema
odjeljcima, sTIL u CT, i ukupno i u kategoriji >10%, pokazali su se statisticki znac¢ajno
povezanima s ukupnim petogodiSnjim preZivljenjem u bivarijabilnoj analizi, no nakon
prilagodbe za sve zbunjujuce varijable, u multivarijabilnoj analizi nije vise bilo statisticki
znacajne povezanosti. Nasuprot tome, iTIL u CT, ali samo u slucaju zastupljenosti od
>10%, pokazali su se statisticki znacajno povezanima s ukupnim petogodiSnjim
prezivljenjem u bivarijabilnoj analizi, Sto se potvrdilo i u multivarijabilnoj analizi. Na
invazivnoj margini (IM) prisutnost sTIL bila je i u bivarijabilnoj analizi i u
multivarijabilnoj analizi statisti¢ki znacCajno povezana s ukupnim petogodiSnjim
prezivljenjem, dok kategorizacija TIL s >10% nije. Intratumorski TIL (iTIL) na IM u
bivarijabilnoj analizi bili su, i ukupno i u slu¢aju kategorizacije na >10%, statisticki
znafajno povezani s ukupnim petogodiSnjim prezivljenjem, dok se taj rezultat u
multivarijabilnoj analizi zadrzao samo za iTIL IM >10%. Analizom povezanosti TIL s
prezivljenjem bez bolesti (DFS) pokazalo se da, nakon prilagodbe za sve
sociodemografske, klinicke 1 patohistoloSke ¢imbenike, sTIL u CT nisu imali utjecaja na
smanjenje rizika od povrata bolesti, odnosno na produljenje prezivljenja bez bolesti
(DFS), a medijan prezivljenja bez povrata bolesti ili smrti u prac¢enom razdoblju nije
dosegnut niti u jednoj skupini (sTIL u CT <10% vs. >10%). Isti rezultat pokazala je i

analiza iTIL u CT. Nasuprot tome, analiza utjecaja sTIL na IM na prezivljenje bez bolesti
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(DFS) pokazala je da su statisticki znacajno utjecali na smanjenje rizika od povrata bolesti
1smrti, i to da je za svaki postotak viSe prisutnih sTIL na IM, za oko 2% smanjivan hazard,
bez razlike u odnosu na postotak zastupljenosti TIL (<10% vs. >10%). Posljednji
odjeljak, iTIL na IM, u multivarijabilnoj analizi nije pokazao ucinka TIL na DFS.
Analizom prema broju odjeljaka s TIL>10% pokazalo se da su bolesnice u kojih su TIL
bili >10% u sva Cetiri evaluirana odjeljka (sTIL i iTIL u CT i na IM) imale statisticki
zna¢ajno manji rizik od povrata bolesti ili smrti, odnosno bolje preZivljenje bez bolesti
(DFS), u odnosu na bolesnice s TIL<10%. Zbirno, bolesnice s iTIL >10% dozivjele su
povrat bolesti u 17,3% slucajeva, a one s 1TIL<10% u 38,7% slucajeva. lako do danas
ostaje predmet znacajnog interesa i bez jednozna¢nog, nedvojbenog i sigurnog sluzbenog
stava, kao niti preporuke kako je tocno interpretirati, odnosno koristiti u klinickoj praksi,
prognosticka uloga TIL u raku dojke, odnosno povezanost imunosnog infiltrata s
prezivljenjem, najceS¢e je istrazivani parametar, kada govorimo o TIL i raku dojke.
Gotovo sve studije, kako ovdje spomenute analize, tako i mnoge druge, provedene u
proteklih nekoliko godina od posebnog interesa za TIL, ali i u ranijim, povijesnim
studijama, dotakle su se u nekom obliku utjecaja TIL na prognozu. Temeljem te koli¢ine
podataka, i brojni su pregledi i meta-analize pokusali dati sumarne prikaze i uvid u
kvalitetu 1 vrijednost podataka, kako bi ponudili orijentir, gdje se u ovom trenutku s tim
saznanjima nalazimo. Kako je navedeno, pitanje prognostickog utjecaja TIL u raku dojke,
istrazivan je u nizu razliito dizajniranih studija, od retrospektivnih analiza, preko
prospektivnih pracenja, u sustavnim pregledima i statistickim izraCunima meta-analiza, u
neoadjuvantnom i adjuvantnom setingu, na neselekcioniranoj populaciji bolesnica s
rakom dojke, ali i u izdvojenim populacijama luminalnih, HER2 pozitivnih i bolesnica s

TNRD. Analize su provedene na razliito velikim uzorcima, razli¢itim metodama, od
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jednostavne H.E., preko IHC analize pojedinih subpopulacija imunosnih stanica u
infiltratu, do genskih, odnosno mMRNA analiza. Analizirani su razliiti odjeljci
limfocitnog infiltrata, stromalni, intratumorski ili ukupni. U nekim analizama uzeti su u
obzir 1 dobro su balansirani i kontrolirani brojni potencijalno zbunjujuc¢i ¢imbenici, poput
niza relevantnih sociodemografskih i klini¢kopatoloskih varijabli, dok su u nekima
detaljnije analize povezanosti i meduodnosa izostale. Temeljem svega navedenog,
rezultati koje danas imamo vrlo su heterogeni i potrebno ih je s oprezom i temeljito
analizirati. Nuzno je, takoder, istaknuti kako su heterogenosti podataka uvelike
pridonijele i razlike u analiziranim subpopulacijama TIL, kada su provedene IHC ili
mRNA tehnikama evaluacije i1 da se vrlo vjerojatno upravo time moze objasniti najveci
dio oprecnosti u rezultatima. Sveukupno, najveci broj poznatih analiza TIL u raku dojke,
osobito jednostavnom H.E. metodom, pokazao je, izravno ili neizravno, njihovu povoljnu
prognosti¢ku ulogu. (137,139,154,161,216,223,231,232,236,238) Najcesce se pokazalo
da su TIL povoljno utjecali na OS, ali i na DFS, kao i na druge oblike ishoda, poput
prezivljenja bez povrata bolesti (RFS), bez udaljenih rasadnica (MFS/DDEFS) ili
specifi¢no prezivljenje od raka (CSS), odnosno raka dojke (izostanak specifi¢ne smrtnosti
zbog raka dojke, BCSS) i1 prezivljenje bez specificnog dogadaja (EFS). (124,137-
139,141,142,149,153-155,216,223,229,234,236,238,246,247)  Prognosticki  povoljnu
ulogu, odnosno utjecaj na bolje prezivljenje, kroz bilo koji od navedenih ishoda, TIL su
najces¢e pokazali u agresivnijim podtipovima raka dojke, HER2 pozitivhnim i TNRD.
(137,141,154,216,236) Osobito se istaknula prognosticka uloga TIL u TNRD, za koju se
¢ini da je 1 od najveéeg znacaja i najpouzdanija utvrdena povezanost TIL s nekim
ishodom. (142,149,153) Dvije pivotalne analize TIL u populaciji iz adjuvantnih studija

BIG 2-098 i FINHER, Loi i suradnika, medu prvima su pokazale kako je porast gustoce

139



limfocitnog infiltrata odlican prognosticki pokazatelj u ER- HER2- raku dojke, dok to
nije bio slucaj u ER pozitivnih tumora. To govori u prilog teoriji o0 imunosnom nadzoru i
slabodiferenciranim  visokogradusnim tumorima poput TNRD kao snaznije
imunogeni¢nima, koji jace poti¢u na antitumorski odgovor imunosnog sustava domacina.
Takoder, istaknuta je kontinuirana priroda povoljnog utjecaja TIL na prezivljenje, s
najboljim rezultatima u visoko TIL — infiltriranim tumorima (LPBC). (141,216) Sli¢no je
pokazala i Prunerijeva analiza, s ¢ak 96% - tnom stopom 10-godiSnjeg prezivljenja u
LPBC TNRD bolesnica. (154) Validacija navedenih rezultata pokazala se uspjeSnom u
analizi Dieci 1 suradnika iz 2015. godine, kojom su potvrdili prognosti¢ku ulogu TIL u
TNRD, uz takoder potencijalno povoljan uc¢inak TIL i na prognozu HER2 pozitivne
bolesti. Za razliku od prethodnih, u analizi Dieci 1 suradnika 1 sTIL 1 iTIL pokazali su se
statisticki znacajno povezanima s OS u multivarijabilnoj analizi, a desetogodisnje stope
prezivljenja TNRD i HER2 pozitivnih bolesnica s visokom infiltrirano§¢u TIL bile su
gotovo 20% vece od od onih u bolesnica s niskim ili negativnim TIL. (236) Grcka zbirna
analiza prognosti¢ke uloge TIL u Cetiri prospektivne adjuvantne studije, na preko 2600
bolesnica, pokazala je znacajan povoljan utjecaj na prognozu, izostanak povrata bolesti i
prezivljenje u LPBC kohortama i HER2 pozitivnih i TNRD bolesnica. Stovise, u slu¢aju
LPBC, odnosno izrazito visokog limfocitnog infiltrata, inace loSija prognoza u bolesnica
s pozitivnim limfnim ¢vorovima bila je znacajno bolja, osobito u slu¢aju TNRD. (231)
Recentna japanska analiza pokazala je kako su i prezivljenje bez povrata bolesti i
specificno prezivljenje od raka znacajno bolji u sluc¢aju visokog limfocitnog infiltrata, u
ER negativnim tumorima. (234) U recentno objavljenoj korejskoj analizi prikazan je
prognosti¢ki utjecaj TIL u operiranih, ali adjuvantno nelijecenih bolesnica s ranim

TNRD, dakle bez utjecaja primjenjene sustavne terapije na ishode. Analiza je pokazala
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kako je mala gusto¢a TIL (<10% infiltriranosti) statisticki znacajno bila povezana s
ve¢om stopom udaljenog povrata bolesti i1 loSijim desetogodisnjim specificnim
prezivljenjem od raka dojke (BCSS, od eng. breast cancer specific survival), $to upuéuje
na zakljuc¢ak da su TIL, nevezano uz primjenjeno lijeCenje, zaista intrinzi¢ni nezavisni
prognosticki cimbenik u ranom, sustavno nelijeCenom TNRD, ¢ak i u vrlo niskom stadiju,
odnosno lokalno ogranicenoj bolesti. (235) Medu najvrijednijim pregledima, odnosno
zbirnim analizama individualnih podataka bolesnika i meta-analizama prognosticke uloge
TIL u raku dojke svakako su i meta — analiza Ibrahima 1 suradnika, iz 2014. godine,
sustavni pregled i meta-analiza Maoa 1 suradnika iz 2016. godine te zbirna analiza
individualnih podataka bolesnica, Sherene Loi i suradnika, objavljena 2019. godine.
(142,149,153) U prvoj od navedenih, razmatra se prognosticka uloga TIL u TNRD i to je
prva meta-analiza koja je ekskluzivno analizirala isklju¢ivo trostruko negativni podtip
raka dojke. U analizu je uklju¢eno osam relevantnih studija, odnosno podaci o o gotovo
3000 bolesnica s ranim TNRD i s medijanom pracenja od gotovo deset godina. Pokazalo
se da su TIL — bogati tumori imali 30% redukciju rizika povrata bolesti, 22% redukciju
rizika udaljenih povrata i 34% redukciju rizika smrti. Tumori s bogatim limfocitnim
infiltratom imali su bolji OS, nevezano uz detalje, poput lokacije limfocitnog infiltrata
(sTIL 1ili iTIL), ili fenotipa bolesti i ¢ak i vrste koriStene dijagnosticke metode za
evaluaciju. (153) Kineski sustavni pregled i meta-analiza iz 2016. godine ukljucila je 25
objavljenih istrazivanja, s gotovo 23 000 bolesnica s rakom dojke i pokazalo se da TIL
nisu bili statisti¢ki znacajan prognosticki ¢cimbenik za DFS i OS u sveukupnoj populaciji,
ali da su bili povezani s poboljsanjem DFS i OS u TNRD populaciji. Osobito je povoljan
utjecaj na prognozu uocen u LPBC. (149) Posljednja u nizu, zbirna analiza Loi i suradnika

iz 2019. godine, ukljucila je individualne podatke 2148 bolesnica s ranim TNRD iz devet
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studija. U multivarijabilnoj analizi sTIL su se pokazali statisti¢ki znacajnim nezavisnim
prognostickim ¢imbenikom za sve ishode, poput preZivljenja bez invazivne bolesti
(iDFS), DDFS 1 OS, sto potvrduje njihovu vaznost za ovu populaciju bolesnica 1 sugerira
integraciju kao parametra u klini¢kopatoloski prognosti¢ki model za bolesnice s TNRD.
(142) Mozda najdetaljniji prikaz prognosticke uloge TIL, odnosno meduodnosa
limfocitnog imunosnog infiltrata i ishoda za bolesnice, ponudile su ranije opisane analize
Loi i suradnika, koje su pokazale vrlo zanimljiv obrazac i pravilnost. Prema tom obrascu,
sa svakih 10% porasta limfocitnog infiltrata (bilo sTIL ili iTIL) 15 — 17% opada rizik
povrata bolesti, odnosno 17-27% opada rizik smrti, odnosno svakih 10% porasta gustoce
TIL znacajno je povezano s nizom stopom udaljenih rasadnica. (141,216) Sli¢no je uocila
1 Adams, u ¢ijoj analizi 481 bolesnice s TNRD svaki porast sTIL gustoce za 10% za 14%
smanjuje rizik povrata bolesti, za 18% rizik udaljenih rasadnica i za 19% rizik smrti. (137)
Opisana pravilnost potvrdena je i u navedenim meta-analizama, gdje se, zbirno gledano,
za svakih 10% porasta gusto¢e TIL, za 15-20% smanjivala stopa bilo kojeg nezeljenog
ishoda: povrata bolesti, udaljenih rasadnica ili smrtnosti. (153) Opisano je vjerojatno i
najsnazniji dokaz u prilog promatranju TIL kao kontinuirane varijable, odnosno odnosa
imunosnog sustava i tumora kao kontinuirane interakcije, a ne pokusSaju umjetne
kategorizacije, odnosno definiranja posebnog podtipa bolesti. Osim prognosticke uloge
TIL, odnosno utjecaja na prezivljenje u raku dojke, u veéini ovdje spomenutih i uopce
relevantnih analiza TIL, evaluirana je njihova prediktivna vrijednost, dakle utjecaj na
odgovor na terapiju 1 interakciju s pojedinom vrstom sustavne terapije.
(156,159,217,240,248) Sveukupno, TIL, sTIL, ali i iTIL, pokazali su se prediktivnima za
odgovor na neoadjuvantnu kemoterapiju. Osobito je taj utjecaj bio znacajan u TNRD i

HER2 pozitivnih, uz terapiju antraciklinima, taksanima i platinom. (156,160,233,240)
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Veca gustoca limfocitnog infiltrata u preterapijskom bioptickom uzorku, znacila je i ve¢u
stopu pCR, za koji je dokazano da je u slucaju najagresivnijih podtipova raka dojke, poput
TNRD i HER2 pozitivnog, pouzdan surogatni biljeg povoljne prognoze, odnosno boljeg
prezivljenja. (158,233,244) To podrzava teoriju o imunomodulatornom djelovanju
kemoterapije 1 potencijalnom udruzenom djelovanju kemoterapijske destrukcije
tumorskih stanica 1 intrinzicnog imunosnog odgovora, u postizanju kompletnog odgovora
na lijecenje, s najvecim uspjehom upravo u tih tzv. imunoosjetljivih tumora. (143,228)

Osim uloge TIL u preterapijskom bioptickom uzorku u predikciji, odnosno utjecaju na
odgovor na terapiju i postizanje pCR u neoadjuvantnom setingu, zna¢ajnom se pokazala
1 prisutnost TIL u postterapijskom uzorku u rezidualnom tkivu. (161,228,237,250)
Naime, prisustvo TIL u rezidualnom tumorskom tkivu nakon NAT, bez postignutog pCR,
dobar je prognosticki pokazatelj i povoljno utjece na prognozu u toj inace nezavidnoj
situaciji, u kojoj su za o&ekivati logiji ishodi, osobito u TNRD. Stovise, pokazalo se da su
TIL prisutni u rezidualnom tkivu, mjereni kao kontinuirana varijabla, sa svakih 10%
porasta u gusto¢i infiltrata, za preko 20% smanjivali vjerojatnost metastaziranja i smrti, a
najjaci prognosticki utjecaj imali su u skupini s najve¢im teretom ostatnog tumorskog
tkiva (najlosijim odgovorom na NAT). (161) lako je niz studija istrazivao ulogu TIL, ne
samo u ukupnoj populaciji bolesnica s rakom dojke, nego i u selekcioniranim
populacijama luminalnih, HER2 pozitivnih i TNRD, i danas se zna kako su TIL od
posebnog znacaja u TNRD, a postoje takoder i podaci o zna¢ajnijoj povezanosti TIL i s
nekim histoloSkim podtipovima raka dojke, poput duktalnog (NOS), ali i medularnog,
nema puno podataka o povezanosti TIL s razli¢itim molekularnim podtipovima TNRD.
(141,154,216,231,238,251) Sporadicna opazanja isticu kako se ¢ini da je povoljna

prognosti¢ka uloga gustog limfocitnog infiltrata u TNRD neovisna o fenotipu, odnosno
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jednako ukazuje na bolje prezivljenje i u TNRD i u pravih bazaloidnih tumora.
Istovremeno, nedostaje podataka o 5-NP podtipu (svi biljezi negativni, ER, PR, HER2,
EGFR i CK5/6), ali se ¢ini kako u ovom podtipu gusto¢a TIL nije imala statisticki
znacajnog utjecaja na prognozu. (153,155) lako je prema genskom profiliranju poznato
Sest podtipova TNRD, odnosno ¢etiri od potencijalnog prognostickog znacaja, do danas
nema podataka o stvarnom prognostickom utjecaju intrinzi¢nih molekularnih podtipova,
definiranih prema bilo kojem genskom profiliranju i ne zna se jesu li imunomodulatorni
(IM) ili BLIA (basal — like immuno — activated) molekularni podtip TNRD upravo oni
koji su najviSe udruzeni s prisutnim TIL infiltratom. (25,38,40,228,252) Najblize je
objasnjenju doSao Lehmann, modifikacijom podjele TNRD, ¢ime je imunomodulatorni
tip (IM), za koji se pokazalo da je vjerojatno potpis prisutnih TIL u tumoru, a ne zaseban
entitet, postao refleksija imunosne infiltracije u drugim podtipovima, §to se potvrdilo i u
analizi Harana i suradnika, koja je pokazala da je IM potpisa najvise u BL1 podtipu, a
najmanje u BL2 i M podtipu, ¢ime bi se mogli objasniti i dobiveni rezultati u odgovoru
na terapiju, ali 1 prognozi. (252,253) Kako je ve¢ receno, osim u TNRD, uloga i klini¢ka
vrijednost TIL istraZzena je i u HER2 pozitivnom i luminalnom podtipu raka dojke. Za
razliku od TNRD, u kojem je povoljna uloga TIL, kako u prognozi, tako i u predikciji
odgovora na NAT, najviSe istaknuta i viSekratno potvrdena, rezultati za luminalni podtip
raka dojke nesto su drugaciji. U usporedbi s TNRD 1 HER2+ tumorima, u luminalnom,
HR+ HER2- tumoru puno je rjede i u manjem opsegu prisutan limfocitni infiltrat, a ¢ak i
kada jest, ne pokazuje dobrobit u prezivljenju, ili ima cak 1 negativan
utjecaj.(216,231,251,233) Cini se da je razlog tome ER promocija imunosupresivnog
mikrookolisa. (254) Nasuprot tome, u HER2 pozitivnom podtipu raka dojke analize uloge

TIL pokazale su rezultate puno blize onima u TNRD. Tako su se TIL u HER2 + raku
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dojke pokazali povezanima s dobrim odgovorom na terapiju, kao i povoljnom
prognozom, odnosno boljim DFS i OS, u nekim studijama ¢ak i neovisno o ciljanoj
antiHER?2 terapiji. (141,216,231,236) Sli¢no patofiziologiji u ER+, ¢ini se da je i ovdje u
podlozi sklonost stvaranju odredenog mikrookoliSa (u ovom slu¢aju usmjerenog prema
Thl odgovoru), u kojem se razvija ili suprimira imunosni odgovor organizma. (244,254)
Vecina analiza TIL u raku dojke, poput i ovdje navedenih, evaluirala je limfocitni infiltrat
u uzorcima ranog stadija bolesti, bilo lokalnog ili lokoregionalno uznapredovalog. Puno
manje se zna o zastupljenosti i ulozi TIL u metastatskoj bolesti. Kako je ranije navedeno,
proucavanjem prisutnosti TIL i ponaSanja bolesti, ¢ini se kako TIL pouzdano reflektiraju
teoriju o imunosnom nadzoru i bijegu tumora, gdje se vece koli¢ine imunokompetentnih
stanica, u vidu limfocitnog infiltrata, uglavnom nalaze u slu¢aju manjeg opterec¢enja
tumorom, dok napredovanjem bolesti imunosni sustav posustaje i to iscrpljenje odrazava
se upravo u smanjenju koli¢ine prisutnog limfocitnog infiltrata u uznapredovalijim
stadijima bolesti. (142) Taj zakljucak potvrdile su i analize u kojima su evaluirani TIL u
uparenim uzorcima primarnog tumora i metastatskih lezija, koje su pokazale znacajno
visi postotak TIL (gotovo duplo visi) u primarnim tumorima, u odnosu na metastatske
lezije, osobito u TNRD i HER2+ tumora. (145,255) Sveukupno, prisustvo TIL u
metastatskim lezijama bilo je vrlo nisko, s nesSto vecom zastupljenoSéu u pluénim
rasadnicama. (256) Unatoc¢ tome, €ini se kako su i u metastatskoj bolesti prisutni TIL bili
povoljan prognosticki pokazatelj, jer se pokazalo da su bolji OS imale one bolesnice s
metastatskom boles¢u, u kojih je bilo vise TIL, odnosno barem intermedijarno
zastupljenih TIL, u odnosu na vrlo malo ili nimalo, §to govori u prilog imunodepleciji u
vrlo agresivnim tumorima. (145,257) Ipak, ta situacija nije jednoznac¢na, na prisustvo TIL

u metastatskoj bolesti utjece niz ¢imbenika i interakcija izmedu organizma, bolesti i
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primjenjenog lije¢enja. Dodatno ju kompliciraju i poneSto oprecni rezultati dobiveni u
nekim drugim analizama, i stoga su nuzna dalja istrazivanja i prospektivne analize. (256)
U ovom radu za analizu TIL koriStena je validirana standardna jednostavna metoda HE
morfoloske evaluacije TIL na kompletnim postoperativnim uzorcima tumorskog tkiva.
Poput nase, i1 velika vecina ovdje prikazanih analiza, koristila je tu istu metodu, bilo na
postoperativnim ili preterapijskim bioptickim uzorcima, uz poneke prilagodbe u
izvjeStavanju rezultata. Kao §to je ve¢ ranije istaknuto, postoji takoder niz studija koje su
evaluirale razli¢ite subpopulacije TIL metodama poput IHC ili mRNA. (138,139,
219,223,258) Dodatna vrijednost koju su takve metode osigurale jest i uvid u
heterogenost limfocitnog infiltrata, odnosno evaluacija razli¢itih populacija stanica
prisutnih u TIL. S jedne strane, to je vrijedno znati jer je puno tih studija pokazalo kako
prognosticki utjecaj TIL moze biti razli¢it i ¢ak posve opre€an, u ovisnosti upravo o tome
koja subpopulacija stanica u infiltratu dominira. (147,149,153,243,244) Tako se pokazalo
da je najceSca populacija stanica u imunosnom infiltratu uglavnom populacija CD8+
citotoksi¢nih limfocita T 1 ona predstavlja povoljan pokazatelj te, ukoliko je zaista
infiltrat ve¢inom sastavljen od te vrste stanica, za ocekivati je 1 pokaze se naj¢es¢e dobar
prognosticki utjecaj i bolje prezivljenje. (149,155,246,250) Ukoliko su u infiltratu ¢esce
prisutne FOXP3+ regulatorne T stanice, njihov utjecaj na prognozu cesto nije povoljan
ili se pokaze deterioriraju¢im na sve mjerene ishode u takvoj populaciji bolesnica.
(149,259,261) Dodatno, tehnikom IHC evaluira se i sastav tercijarnih limfoidnih
struktura, u koje Cesto agregiraju TIL u peritumoralnoj stromi, a za koje se takoder Cini
kako imaju izvjesnu klinicku vrijednost. (232) Ipak, zbog heterogenosti i
nekonzistentnosti rezultata te nedostatka statisticke zna¢ajnosti u mnogima od tih analiza,

s jedne strane, 1 neekonomi¢nosti, kompliciranosti izvedbe i skupoc¢e metoda s druge
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strane, ova metodologija nije se sveukupno pokazala superiornijom u odnosu na
prethodno spomenutu morfolosku H.E. metodu, koja do danas ostaje standardom
evaluacije TIL, kako u raku dojke, tako i u ostalim sijelima solidnih tumora. (130) Danas
u¢inkovita imunoterapija u lijecenju solidnih tumora, pa tako i raka dojke, pociva na
principu inhibicije fizioloskih inhibitornih imunosnih nadzornih tocaka, CTLA4 i
PDI1/PDLI signalnog puta. Monoklonalna protutijela koja se koriste kao blokatori tih
nadzornih to¢aka vezu se na neku od njih i time oslobadaju imunosni odgovor, do tada
posve spregnut tumorskom zlorabom. Do danas nisu u potpunosti definirani biobiljezi
koji bi ciljano pomogli u navodenju terapijske odluke, odnosno, ne zna se precizno kome
¢e opisana imunoterapija najvise pomo¢i, a ni zasSto. (262) Prema trenutnom znanju,
koli¢ina PDL1 liganda, izraZena bilo na tumorskoj ili na imunosnoj stanici, prediktivna
je za u€inak terapije, no u razli¢itim studijama PDL1 je razli¢ito evaluiran, postavljane su
razli¢ite arbitrarne grani¢ne vrijednosti, koristeni razli€iti testovi, a naposlijetku i razlicite
stanice na kojima se detektirao (tumorske vs. imunosne). (263) Ipak, u nedostatku
preciznijeg, to je jedini trenutni ciljani biobiljeg, koji moZzemo koristiti u klinickoj praksi.
Osim PDLI1, sve je viSe dokaza kako su vrlo korisni kao neizravni biobiljezi u
imunoterapiji i opterecenje tumora mutacijama (TMB, od eng. tumor mutational burden)
koje je nazalost komplicirano i skupo, ali i nejasno kako najbolje, odredivati, ali i
limfocitni infiltrat, odnosno TIL. (264) Povezanost prisustva TIL s izrazenosti PDL1
potvrdena je kroz niz studija, od kojih su neke mRNA biljezima, medu kojima je i PDL1,
validirale povoljnu prognosticku ulogu TIL i potvrdile pojacanu angaziranost tih
imunosupresivnih signalnih puteva u TIL pozitivnim tumorima dojke. (223,240)
Dokazano je da je up-regulacija PD1/PDL1 na TIL i tumorskim stanicama cesto prisutna,

osobito u TNRD, $to je i bio motiv za istrazivanja imunoterapije u tom podtipu raka dojke.
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(254) Studije izvjeStavaju o izrazito varijabilnoj izrazenosti PD1/PDL1 na imunosnim,
odnosno tumorskim stanicama raka dojke, s naj¢esce otprilike 30-50% PDL 1+ tumorskih
stanica, odnosno ¢ak do 50% PDI+ imunosnih stanica i oko 20-30% slucajeva s
istovremeno prisutna oba biljega. (163,164,223,265,268) Opcenito, unato¢ heterogenim
rezultatima, uocCeno je da je u raku dojke, uz PD1 prisutan isklju¢ivo na imunosnim
stanicama, 1 PDL1 prisutan najée$¢e na imunosnim stanicama, s vrlo malo PDL1+
tumorskih stanica. (232) U svakom slucaju, iako je uoCeno da se postotak prisutnosti
PDL1/2 na TIL mijenja tijekom procesa diseminacije bolesti, i stoga je vrlo vazan i
trenutak evaluacije, a neke studije izvjeStavaju o slaboj povezanosti PDL1 1 TIL u
metastatskom setingu, mnostvo analiza potvrdilo je da prisustvo PDL1 na tumorskim
stanicama ili u mikrookoliSu tumora korelira s koli¢inom TIL u raku dojke, najcesce se
vezuje uz TNRD, i zajedno povoljno utjecu na odgovor na terapiju i prezivljenje.
(145,163,164,237,267,269) S obzirom na navedeno, unato¢ svim preprekama koje jo$
treba razrijesiti, danas je sasvim sigurno potencijalno najveca konkretna korist definiranja
to¢ne uloge 1 koristi TIL u raku dojke te uvodenja evaluacije TIL u klinicku praksu,
upravo u njegovoj ulozi jeftinog, ekonomi¢nog, lako detektabilnog 1 Siroko dostupnog
neizravnog prediktivnog biljega ucinkovitosti imunoterapije blokatorima imunosnih

nadzornih toc¢aka. (270)
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6.4. Interakcija AR i TIL

U naSoj analizi izraZenost AR nije bila statisticki znacajno povezana s prisutnos¢u TIL
ukupno, zasebno sTIL 1 1TIL, kao niti po pojedinom evaluiranom odjeljku (sTIL CT i IM,
iTIL CT 1 IM). U analizi prezivljenja, nakon $to su u multivarijabilni model uklju¢ena
sva Cetiri odjeljka TIL i AR te sve ostale planirane sociodemografske i klinickopatoloSke
varijable, prisutnost iTIL u CT bila je statisti¢ki znacajno negativno povezana s ukupnim
petogodi$njim prezivljenjem (OS), u AR pozitivnih tumora, dok prisutnost TIL>10% i
AR>1% nije bila statisti¢ki znacajan, neovisni prediktor OS. Kako je ranije navedeno,
analiza je pokazala da su bolesnice s TIL>10% u svim evaluiranim odjeljcima imale
statistiCki znaCajno manji rizik povrata bolesti i smrti, odnosno prezivljenje bez bolesti
(DFS), u odnosu na bolesnice s TIL<10%. Nakon §to je u multivarijabilni Coxov model,
uz prilagodbu za sociodemografske i klinickopatoloske ¢imbenike, uz broj odjeljaka s
prisutnos$¢u TIL>10% dodana i izrazenost AR>1%, 1 dalje je postojala statisticki znac¢ajna
razlika u riziku za povrat bolesti ili smrt, u odnosu na bolesnice bez odjeljaka s TIL>10%.
Izrazenost AR nije bila statisticki znacajno povezana s DFS, a jednako tako, s DFS nije
bila statisti¢ki znacajno povezana niti interakcija izrazenosti AR>1% i broja odjeljaka s
TIL>10%. Povezanost AR i TIL u raku dojke, osobito u TNRD, zanimanje je pobudila
tek recentno. lako je ta korelacija i medudjelovanje androgenog signalnog puta i
imunosnog infiltrata od ranije poznata, primjerice, u raku prostate i raku mokra¢nog
mjehura, osim nekoliko kongresnih izvjeS¢a sporadi¢nih monoinstitucijskih analiza na
manjem broju bolesnica, za rak dojke na ovu temu nema puno literaturnih podataka.
(271,272) Spanjolski autori su na godisnjem ESMO kongresu 2018. godine prikazali

analizu povezanosti AR i TIL u 50 ranih TNRD, stadija I do III. AR su definirani kao
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pozitivni >1%, a TIL su analizirani prema vrijede¢im preporukama H.E. metodom, uz
arbitrarnu grani¢nu vrijednost za visoku infiltraciju, od ¢ak 80% te IHC na CD4, CD8 i
CD20. (130,218) Pokazalo se da je visoku infiltraciju TIL (>80%) imalo ¢ak 70%
uzoraka, a AR njih 26%. Nije nadeno statisticki znacajne povezanosti AR 1 TIL, ali se
pokazalo da su CDS bili ¢eS¢e prisutni u AR+ tumorima, a CD4 u AR- tumorima.
Izrazenost AR bila je ¢eS¢a u tumora s niskim Ki-67, ali, neobi¢no, u mladih bolesnica i
u N+ bolesti. Visoka infiltracija TIL bila je ¢eS¢a u agresivnijih tumora, s visokim
gradusom 1 Ki-67, ali su ti tumori pokazali nize stope povrata bolesti i smrti. [stovremeno,
u njih je zabiljezena niza razina CD8. (273) U 2019. godini na ESMO Breast kongresu
prikazana je egipatska analiza povezanosti AR i TIL u 36 bolesnica s ranim i metastatskim
TNRD. Uz AR granicu od >1%, TIL su evaluirani HE metodom, uz izdvajanje LPBC ako
sTIL>50% 1 IHC na CD3, CD4, CD8 i CD20.(130,136) Pozitivni AR bili su u 19.4%
bolesnica, a medijan TIL bio je 15% u AR+ 1 33% u AR-, no bez statistickog znacaja u
razlici. S druge strane, T stanicni biljeg CD3 bio je ¢es¢i u AR+, a dok je CD20 bio ¢es¢i
u AR-. Zastupljenost CD8 nije se statisticki razlikovala medu AR+ 1 AR-, ali je CDS8 bilo
znac¢ajno manje prisutan u uznapredovalijim stadijima bolesti (III i IV), u odnosu na nize
(I 1 II). Utvrdena je znacajna pozitivna korelacija izmedu CD8 i CD3, ali i negativna
izmedu CD3 i CD20 te CD4 i CDS. (274) Istovremeno, na ASCO-u 2019. prikazana je
nizozemska analiza prognosticke uloge AR u 139 bolesnica s ranim i metastatskim
TNRD, usporedbom uparenih slucajeva s razvijenom i nerazvijenom diseminacijom
bolesti te se pokazalo da su AR prognostic¢ki povoljan pokazatelj, osobito u TNRD koji
nisu lijeCeni sustavnom antineoplastiCnom terapijom, a u lijeCenih slucajeva najbolji
ishod bio je u skupini s niskom izrazeno$¢u AR (od 1 do 34%). U analizu je ukljucena i

prisutnost sTIL, no bez izvjes¢a o statisti¢ki znacajnoj korelaciji izmedu ta dva parametra.
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(275) Osim opisanih izvjesStaja sporadi¢nih analiza manjih kohorti, o povezanosti AR i
TIL u TNRD vrlo je malo podataka u znanstvenim publikacijama. Vjerojatno jedina
analiza unazad nekoliko godina, koja spominje vezu AR i imunosnog infiltrata u raku
dojke jest ona Jezequiela i suradnika, iz 2015. godine, u kojoj se analizom genske
izrazenosti u TNRD definiraju tri podskupine tumora, nebazaloidni, LAR podtip s
oskudnim imunosnim odgovorom, u oko petine slucajeva, BL s oskudnim imunosnim
odgovorom i M2 makrofagima u gotovo polovine TNRD i bazaloidni — obogaceni jakim
imunosnim odgovorom i s malo M2 makrofaga u oko tre¢ine slucajeva. (41) Ponesto se
saznalo iz istrazivanja nizozemskih autora, publiciranog 2018. godine, koje je analiziralo
AR 1 TIL na uzorcima 150 bolesnica s metastatskim HER2 pozitivnim rakom dojke, s
pretpostavkom da AR i1 TIL utjeCu na odgovor na trastuzumab i mogu zbog toga
eventualno posluziti kao dodatni terapijski cilj. Pokazalo se kako je u preko 80%
slu¢ajeva bila prisutna izraZzenost AR (ER su bili pozitivni u preko 50% sucajeva) te kako
je izrazenost AR negativno korelirala s M2 TAM (od eng. Tumor Associated
Macrophages), ali 1 CD8 1 CD3, no samo u slu¢aju ER+. Sveukupno se pokazalo kako su
AR bili jace izrazeni u uzorcima sa slabim imunosnim infiltratom, kao i obratno, tumori
s visokim postotkom imunosnog infiltrata bili su ¢eS¢e AR negativni, no ne i iskljucivo:
ukupno je bilo oko 20% slucajeva visoke imunosne infiltracije i niske izrazenosti AR,
15% slucajeva visoke imunosne infiltracije 1 visoke izraZzenosti AR te oko 50% slucajeva
s visokim AR 1 niskim imunosnim infiltratom. Jo§ vaznije, iako samo u eksploratornim
analizama, pokazalo se da su statisticki znacajno bolje ukupno prezivljenje imale
bolesnice s visokom izrazeno$¢u AR i visokom imunosnom infiltracijom, u usporedbi s
tumorima s niskom izrazenoS¢u AR i visokim imunosnim infiltratom, dok medu ostalim

skupinama nije bilo razlike u OS. Svakako, treba istaknuti kako je u studiji takoder
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utvrdeno da se korelacija AR i1 imunosnog infiltrata, odnosno svake pojedine linije
imunosnih stanica IHC evaluiranih, razlikovala u ovisnosti i o izrazenosti ER. (276) U
2019. godini nesto je viSe podataka. Studija Spanjolskih autora na temu povezanosti
luminalnih i imunoloskih karakteristika evaluirala je klinicke 1 podatke o genskoj
izrazenosti upravo u kohorti TNRD. U studiji su, prema teoriji o mati¢nim stanicama,
definirane cetiri podskupine TNRD: luminalni AR+, bazaloidni te claudine — low i
claudine — high, $to se ponesto razlikuje od ranijih molekularnih kategorizacija TNRD
(38,40,252), ali uz znacajna preklapanja. Dodatno su utvrdene i dvije podskupine prema
imunosnoj aktivnosti, koja se pokazala prognostickom u ukupnoj populaciji i zasebno, u
podskupini luminalnog tipa. Sveukupno, koriStenjem novih analitickih pristupa, autori
zakljucuju kako su barem dva klju¢na nezavisna izvora bioloske informacije u TNRD,
stani¢ni i imunosni, a osim klasicne molekularne iznjedrili su i, dijelom preklapajucu,
imunosnu klasifikaciju TNRD. Tim preklapanjem, pokazalo se da imunosna aktivnost
(IM+) nema prognosticku ulogu u bazaloidnom podtipu i claudine —low skupini. U
claudine — high, koja je ukupno imala najlo$iju prognozu, vidljiv je trend bolje prognoze
u IM+, ali bez statisticke znaCajnosti. Najznacajnije, tzv. luminalni — imunosni podtip
tumora, dakle luminal AR+ IM+, imao je jasno bolju prognozu, u odnosu na imuno-
negativni. (277) Opisani rezultati u skladu su s Lehmannovom modifikacijom
molekularne kategorizacije TNRD, u kojoj IM podtip definira kao imunosni pecat,
moguce prisutan, u razli¢itoj mjeri, u ostalim molekularnim podtipovima, ¢ime modificira
njihove karakteristike i prognozu, a ne kao zaseban entitet. (252) Dieci i suradnici su,
takoder, u analizi prognosticke uloge AR u TNRD kohorti, pokazali kako su AR pozitivni
tumori bili statisticki znacajno povezanima s nizim vrijednostima TIL. S druge strane,

iako su AR utjecali na prognozu, neovisno o stadiju bolesti, dodatkom TIL kao varijable
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u analizu, samo TIL su uz stadij bili snazan nezavisni prognosticki ¢cimbenik. U navedenoj
studiji, AR pozitivni tumori imali su znacajno losiji DDFS, u odnosu na AR negativne.
(278) U nedavnoj objavljenoj suradnoj studiji americkih i japanskih autora na ER
pozitivnim tumorima utvrdena je nac¢elno povezanost tumora s visokom AR izraZzeno$¢u
1 protumorskih regulatornih T stanica, dok su AR negativni tumori bili udruZeni s
protutumorskim imunosnim stanicama, poput CD4, CD8, gama-delta-T stanicama i
memorijskim B stanicama, iako nalazi nisu bili konzistentni niti u potpunosti
jednoznacni. AR pozitivni tumori slabije su odgovarali na terapiju (postizali manje stope
pCR), ali su imali bolje prezivljenje. (279) Navedeni rezultati razlikuju se od prethodno
opisanih u populaciji TNRD, ali i HER2+, §to jo§ jednom ukazuje na kompleksniju mrezu
medudjelovanja svih navedenih molekula koje definiraju podtipove raka dojke, i
modulatorni utjecaj svakog pojedinog na korelaciju drugih. Na kraju, vrlo nedavno
objavljena talijanska analiza pokazala je kako su TIL u TNRD povoljan prognosticki
pokazatelj, kako su AR u TNRD negativan prognosticki pokazatelj, kako su AR+ tumori
uglavnom imali slabu infiltraciju TIL, najgori DFS bio je u TIL-/AR+ u odnosu na druge
kombinacije ovih parametara u tumoru te kako su sveukupno, TIL, AR i transkripcijski
¢imbenik FOXA1 zajedno utjecali na ishode u bolesnica s TNRD. Cini se kako su TIL u
TIL+/AR+ podskupini odigrali protektivnu ulogu, sprjecavajuéi povrat bolesti i losije
ishode za te bolesnice. U ovoj studiji utvrdeno je i da su TIL+/PDL1+ tumori imali trend
ka boljem DFS, dok nije uo¢eno povezanosti AR i PDL1. (280) Opisanu heterogenost
rezultata po pitanju odnosa AR 1 TIL medu razli¢itim podtipovima raka dojke donekle se
moglo oc¢ekivati, s obzirom na trend razli¢itih uloga svakog parametra pojedinacno u
ER+, HER2+ i TNRD, medutim puno je intrigantnija ¢injenica da i u sli¢nim kohortama

nisu svi autori dobili srodne rezultate, $to se moze djelomicno racionalizirati razlikama u
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veliini analiziranog uzoorka, koriStenim metodama i grani¢nim vrijednostima za
pojedine parametre, no svakako ostaje za promisliti koliko jo§ ¢imbenika utjece na odnose
medu istrazivanim paramterima, ¢iji utjecaj jo$ nije definiran niti kvantificiran. Po uzoru
na modulatorni utjecaj primjerice ER na odnos AR i TIL, sli¢no se moZe promisljati i po
pitanju drugih molekularnih parametara, osobito u kategoriji TNRD. Svakako, nemalo je
istrazivanja pokazalo statisticki znacajne rezultate, bilo u pozitivnom ili negativhom
smjeru, svakog pojedina¢nog od navedenih parametara, kao i njihovog medusobnog
odnosa, demonstrirajuci snaznu prognosticku ulogu TIL, unato¢ negativnom utjecaju AR,
ili demonstrirajuci dobar prognosticki utjecaj AR, bez promjene u odnosu na imunosni
infiltrat. Kako god bilo, opisani odnos dva naoko nepovezana parametra, luminalnog
(AR+) podtipa tumorskih stanica i aktivacije intrinziénog imunosnog odgovora domacina
definitivno nosi potencijal i u prediktivnom 1 u prognosti¢kom smislu, koji tek treba biti

sustavnije 1 podrobnije istraZen.

Prikazana je retrospektivna analiza podataka za odredeno vremensko razdoblje u jednom
centru velikog volumena. S obzirom na dostupne podatke iz literature, svakako bi bilo
vrijedno vidjeti rezultate multicentricnog prospektivnog pracenja, primjerice prikaz
stanja u jednoj vecoj, ali homogenoj populaciji, poput cijele zemlje. Ipak, koliko nam je
iz dostupne literature poznato, ovo je jedna od prvih i rijetkih analiza, koja je na ovaj
nacin, detaljno analizirala oba navedena parametra, i AR i TIL, u homogenoj kohorti
bolesnica s ranim TNRD, lije¢enih operativno i eventualno adjuvantno, s analizom
medusobne korelacije te dvije varijable i njithovim zajednickim utjecajem na prognozu

bolesnica, Sto je podrucje od velikog potencijala, koje tek treba detaljnije istraziti.
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7. ZAKLJUCAK

1.

Analizirana kohorta od 152 bolesnice bila je medijana dobi 58 godina, 64%
postmenopauzalne Zene, najcesce u stadiju bolesti II, s tumorom ve¢im od 2cm
i u 40% s pozitivnim limfnim ¢vorovima, medijana Ki-67 57%, u gotovo 82%
njih gradusa II tumora, lijeCene operativno u 100% sluajeva, potom
adjuvantnom kemoterapijom u 88.5%, najceS¢e antraciklinima i taksanima te
adjuvantnom radioterapijom u 73.6% slu¢ajeva. U pet godina pracenja povrat
bolesti zabiljezen je u 33% bolesnica. Povrat bolesti dogodio se naj¢esce u prvoj
godini, a bio je u obliku udaljene diseminacije, u pluca i kosti te limfne ¢vorove i
jetru. Petogodisnji DFS iznosio je 67.1%, a OS 73.7%. Uz povrat bolesti i smrt
najznacajnije su bili povezani ¢imbenici poput mlade dobi, vecih tumora,
zahvacenih limfnih C¢vorova, odnosno viSeg stadija bolesti te viseg
proliferacijskog indeksa Ki-67. PetogodiSnje prezivljenje po stadijima bolesti

iznosilo je: za stadij I 85.3%, za stadij II 80.9%, a za stadij III bolesti 37.9%.

Ucestalost izrazenosti AR u bolesnica s ranim TNRD u na$oj analizi iznosi 31.1%.
Njih 47 od ukupno 151 bolesnice s evaluiranim AR imalo je pozitivne AR,

odnosno AR>1%. Ukupno 28 bolesnica (18.5%) imalo je AR >50%.

Prisutnost TIL u nasoj kohorti bolesnica s ranim TNRD bila je slijedeca: medijan
prisutnosti ukupnih sTIL je 19%, a u 85.5% bolesnica sTIL su prisutni u
intenzitetu >10%. Medijan prisutnosti ukupnih iTIL iznosi 5%, a u 49.3%

bolesnica iTIL su prisutni intenzitetom >10%. Prema odjeljcima, ukupni TIL u
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CT (dakle s+1) bili su prisutni u medijanu intenzitetom od cca 5%, a u gotovo 35%
bolesnica bili su prisutni u intenzitetu >10%. Ukupni TIL (s+i) na IM bili su
prisutni u medijanu intenzitetom od 17.5%, a u gotovo 74% bolesnica TIL na IM
bili su u intenzitetu od >10%. Pojedina vrsta TIL po pojedinom odjeljku: medijan
intenziteta prisutnosti sTIL u CT iznosi 5%, a u 48% bolesnica su prisutni u
intenzitetu >10%; medijan intenziteta prisutnosti iTIL u CT iznosi 1%, a u 23%
bolesnica su prisutni u intenzitetu >10%; medijan intenziteta prisutnosti sTIL na
IM iznosi 30%, a u ¢ak 85.5% bolesnica su prisutni u intenzitetu >10%; medijan
intenziteta prisutnosti iTIL na IM iznosi 5%, a u 47.4% bolesnica su prisutni u
intenzitetu >10%. Ukupno je 25% bolesnica imalo TIL>50% u nekom od

evaluiranih odjeljaka.

Istovremeno izraZzene AR (=1%) i prisutne TIL (>1%) imalo je 30% bolesnica, a
istovremeno prisutne AR (>1%) 1 prisutne TIL>10% imalo je 25% bolesnica u
nasem uzorku. Izrazenost AR nije bila statisticki znacajno povezana s prisutnosti

sTIL niti iTIL, kao niti TIL po pojedinim odjeljcima.

. AR>1% nisu pokazali statisticki znac¢ajnu povezanost s DFS; medijan prezivljenja
bez bolesti nije dosegnut, a prosjecno prezivljenje bez bolesti iznosilo je 48
mjeseci za obje skupine bolesnica, one s AR>1%, kao i one bez AR, uz HR za
povrat bolesti ili smrt od 1.08. Povezanost TIL s DFS bila je slijede¢a: sTIL u CT
nisu imali utjecaja na smanjenje rizika od povrata bolesti, odnosno na produZenje
prezivljenja bez bolesti, a medijan prezivljenja bez povrata bolesti ili smrti u

pracenom razdoblju nije dosegnut niti u jednoj skupini (sTIL u CT <10% vs.
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>10%); isti rezultat pokazala je 1 iTIL u CT. Nasuprot tome, analiza utjecaja sTIL
na IM na DFS pokazala je statisticki znac¢ajno smanjenje rizika od povrata bolesti
1 smrti, za svaki postotak viSe prisutnih sTIL na IM. Analiza iTIL na IM nije
pokazala statisticki znaCajnog utjecaja na DFS. Sveukupno, pokazalo se da su
bolesnice koje su imale TIL>10% u sva cetiri evaluirana odjeljka (sTIL 1 iTIL, u
CT 1 na IM) imale statisticki znacajno manji rizik od povrata bolesti ili smrti,
odnosno bolji DFS, u odnosu na one s TIL<10%. Taj rezultat zadrzao se i kada je
u multivarijabilnu analizu dodan i parametar AR>1%, iako s DFS nije bila
statistiCki znacajno povezana interakcija izrazenosti AR>1%, s brojem odjeljaka

s TIL=10%.

. AR nisu bili statisticki znacajno povezani s OS, nije bilo razlike u petogodisnjem
prezivljenju bolesnica s AR>1%, u odnosu na one s AR<1%, a medijan
prezivljenja nije dosegnut ni u jednoj skupini. Povezanost TIL s OS bila je
statisti¢ki znacajna, na slijede¢i nacin: sTIL su statisticki znacajno utjecali na OS,
iTIL samo u slucaju >10%, a prema odjeljcima — sTIL u CT nakon prilagodbe u
multivarijabilnoj analizi nisu zadrzali statisticku znacajnost, dok iTIL u CT jesu
u slucaju >10%. Na IM sTIL su bili statisticki znacajan prediktor boljeg OS, a
iTIL na IM samo u slucaju >10%. Zajednicki, AR i TIL, u analizi prezivljenja,
nakon §to su u multivarijabilni model ukljucena sva Cetiri odjeljka TIL i AR i sve
ostale planirane sociodemografske i klinickopatoloSke varijable, prisutnost iTIL
u CT bila je statisti¢ki znacajno negativno povezana s ukupnim petogodiSnjim
prezivljenjem (OS) u AR pozitivnih tumora, dok prisutnost TIL>10% i AR>1%

nije bila statisticki znacajan, neovisni prediktor OS.
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7. AR su se pokazali statisticki znacajno pozitivho povezanima s dobi i
menopauzalnim statusom, a negativno s veli¢inom tumora, gradusom i Ki-67, kao
i stadijem bolesti. Analizom povezanosti TIL>10% sa sociodemografskim,
klini¢kim 1 patohistoloskim varijablama, pokazalo se da su: sTIL u CT statisticki
znaajno povezani s dobi i1 posljedicno menopauzalnim statusom te veli¢inom
tumora, ali bez povezanosti s drugim varijablama, poput histoloskog podtipa,
statusa limfnih ¢vorova, gradusa tumora i proliferacijskog indeksa Ki-67; iTIL u
CT statisticki znacajno povezani s histoloskim podtipom, odnosno duktalnim
karcinomom (NOS), ali 1 negativno s dobi i menopauzalnim statusom, upravo
suprotno od sTIL u ovom odjeljku, a takoder bez povezanosti s drugim
karakteristikama tumora, poput veli¢ine tumora, statusa limfnih ¢vorova, gradusa
ili Ki 67 indeksa; sTIL na IM, kao i iTIL na IM, pokazali su statisticki znacajnu
povezanost s gradusom tumora i proliferacijskim indeksom Ki-67, a bez

povezanosti s dobi i menopauzalnim statusom.

8. U ovoj analizi AR se nisu pokazali samostalnim neovisnim ¢imbenikom prognoze
bolesnica s ranim TNRD. TIL su se, kako je ve¢ opisano, pokazali statisticki
zna¢ajnim neovisnim prediktorom prognoze, a rezultat je, ocekivano, najvise na
racun stromalnih TIL. Evaluacija TIL po pojedinim odjeljcima ukazala je na
prognosti¢ku vrijednost sTIL na IM. U ovoj analizi se takoder pokazalo kako se
potencijalna dodatna prognosticka vrijednost krije i u interakciji AR s sTIL 1iTIL

na IM, iako su rezultati vrlo male preciznosti i pouzdanosti.
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8. SAZETAK

Trostruko negativni rak dojke (TNRD) javlja se u oko Sestine svih bolesnica s rakom
dojke, najagresivnijeg je ponaSanja i najgore prognoze. To je heterogena bolest, sa
specificnim molekularnim karakteristikama i prirodnom dinamikom ranog recidiva i brze
progresije. U nedostatku valjanog biobiljega, i time bilo kakvog ciljanog lijecenja, danas
je okosnica lijeCenja TNRD kemoterapija, pri ¢emu se uocava tzv. TNRD paradoks —
bolja kemosenzitivnost i odgovor na terapiju, no losije prezivljenje. Danas se sve vise
nade polaze u pronalazak biobiljega koji ¢e biti od prediktivnog i prognostickog znacaja
u TNRD, kao $to su to androgeni receptori (AR) i tumor — infiltrirajuéi limfociti (TIL).

Provedena je retrospektivna kohortna studija na susljednom uzorku od 152 bolesnice
dijagnosticirane i lijeCene od ranog TNRD u Klinici za tumore, KBC Sestre milosrdnice,
u razdoblju od 1.1.2009. do 31.12.2012. godine. Analizirane su sociodemografske i
klini¢kopatoloske varijable dostupne iz raCunalnog zapisa te je ucinjena
imunohistokemijska analiza AR te morfoloSka HE analiza TIL. Grani¢na vrijednost za
pozitivnost AR iznosila je >1%, a TIL su analizirani potpuno, stromalni (sTIL) i
intratumorski (iTIL), u centralnom tumoru (CT) i na invazivnoj margini (IM). Izracunate
su korelacije svih navedenih parametara te petogodiSnje prezivljenje bez bolesti (DFS) i
sveukupno prezivljenje (OS). Bolesnice su bile medijana dobi 58 godina, ve¢inom
postmenopauzalne, najéesce stadija II bolesti, gradusa III i medijana Ki-67 57%. Lijecene
su operacijski i potom u gotovo 90% slucajeva adjuvantnom kemoterapijom, uglavnom
antraciklinima i taksanima te adjuvantnom radioterapijom. U petogodiSnjem pracenju
povrat bolesti biljezi se u tre¢ine bolesnica, najéesée u prvoj godini od dijagnoze,

uglavnom u obliku udaljene diseminacije u pluca i kosti. Petogodisnji DFS iznosi 67.1%,
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a OS 73.7%. Uz povrat bolesti i smrt najznacajnije su bili povezani ¢imbenici poput mlade
dobi, veéih tumora, zahvacenih limfnih ¢vorova, odnosno viseg stadija bolesti te viseg
proliferacijskog indeksa Ki-67. AR su bili izrazeni (>1%) u 31.1% bolesnica, a u njih
18.5% AR su>50%. Evaluacijom TIL prema navedenim odjeljcima, najgusc¢e zastupljeni
bili su sTIL na IM, s medijanom intenziteta od 30%, i ¢ak 85.5% bolesnica s >10%, dok
su najrjedi 1 najmanjeg intenziteta bili iTIL u CT, s medijanom intenziteta od 1% 1 tek
23% bolesnica s >10% intenzitetom. Ukupno je Cetvrtina bolesnica imala TIL>50% u
nekom od evaluiranih odjeljaka. Istovremeno izrazene AR (>1%) i prisutne TIL (>1%)
imalo je 30% bolesnica, a izrazenost AR nije bila statisticki znacajno povezana s
prisutnosc¢u TIL. Izrazenost AR nije pokazala statisticki znac¢ajan utjecaj na prezivljenje
bez bolesti, kao niti na ukupno prezivljenje. Evaluacija TIL pokazala je statisticki
znacajan povoljan utjecaj na DFS od sTIL na IM, ali ne i od ostalih odjeljaka. Sveukupno,
pokazalo se da su bolesnice koje su imale TIL>10% u sva Cetiri evaluirana odjeljka (sTIL
11TIL, u CT i na IM) imale statisticki znacajno bolji DFS, u odnosu na one s TIL<10%.
Stromalni TIL su statisticki znacajno utjecali na OS, iTIL samo u slu¢aju >10%, sTIL na
IM su bili statisti¢ki znacajan prediktor boljeg OS, a iTIL na IM samo u slu¢aju intenziteta
>10%. AR 1 TIL u analizi prezivljenja pokazali su kako je prisutnost iTIL u CT bila
statistiCki znacajno negativno povezana s petogodisnjim OS u AR+, dok prisutnost
TIL>10% 1 AR>1% nije bila statisticki znacajan, neovisni prediktor OS. AR su se
pokazali statisticki znac¢ajno pozitivno povezanima s dobi i menopauzalnim statusom, a
negativno s veli¢inom tumora, gradusom i Ki-67, kao i stadijem bolesti. Stromalni TIL u
CT bili su statisti¢ki znac¢ajno povezani s dobi i posljediéno menopauzalnim statusom te
veli¢inom tumora, ali bez povezanosti s drugim varijablama, poput histoloskog podtipa,

statusa limfnih ¢vorova, gradusa i Ki-67; iTIL u CT statisticki znacajno su pozitivno
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povezani s histoloskim podtipom, odnosno duktalnim karcinomom (NOS), ali i negativno
s dobi i menopauzalnim statusom, upravo suprotno od sTIL u ovom odjeljku, a takoder
bez povezanosti s drugim karakteristikama tumora, poput veli¢ine tumora, statusa limfnih
¢vorova, gradusa ili Ki 67 indeksa; sTIL na IM, kao 1 iTIL na IM, pokazali su statisticki
znafajnu povezanost s gradusom tumora i proliferacijskim indeksom Ki-67, a bez
povezanosti s dobi 1 menopauzalnim statusom. U ovoj analizi AR se nisu pokazali
samostalnim neovisnim ¢imbenikom prognoze bolesnica s ranim TNRD. TIL su se, kako
je ve¢ opisano, pokazali statisticki zna¢ajnim neovisnim prediktorom prognoze, a rezultat
je, o€ekivano, najvise na racun stromalnih TIL. Evaluacija TIL po pojedinim odjeljcima
ukazala je na prognosti¢ku vrijednost sTIL na IM. U ovoj analizi se takoder pokazalo
kako se potencijalna dodatna prognosticka vrijednost krije i u interakciji AR s sTIL 11TIL
na IM, iako su rezultati vrlo male preciznosti 1 pouzdanosti. Nasi rezultati prezivljenja
bolesnica s ranim TNRD u skladu su sa sli¢nim analizama na kohortama bolesnica iz
susjednih, ali 1 udaljenih geografskih oblasti. Kao i u ve¢ini analiza, prognosticki utjecaj
AR nije se pokazao statisticki znac¢ajnim. Po prvi put, TIL analizirani su sTIL 1 iTIL, u
CT i na IM 1 uocena je vjerojatno razli¢ita, prognosticki znacajna uloga pojedinog
korelacija inace neovisnih parametara, AR i TIL, o ¢emu se danas tek ponesto zna iz
sporadi¢nih osvrta o utjecaju imunosti na molekularne podtipove TNRD i u ¢emu jo$
nedostaje finalni zakljucak, zbog ¢ega i ovom analizom dobiveni zanimljivi preliminarni

rezultati svakako zahtijevaju validaciju u veéoj, prospektivnoj studiji.

161



9. SUMMARY

Triple-negative breast cancer (TNBC) occurs in about one-sixth of all BC patients, with
the most aggressive behavior and the worst prognosis. It is a heterogeneous disease, with
specific molecular characteristics and natural dynamics of early relapse and rapid
progression. In the absence of a valid biomarker, and thus any targeted treatment,
chemotherapy is nowadays still the backbone of treatment, with the so-called. TNBC
paradox - better chemosensitivity and response to therapy, but worse survival. Today,
more hope lies in finding new biomarkers that will be predictive and prognostic in TNBC,
such as androgen receptors (AR) and tumor-infiltrating lymphocytes (TIL). Retrospective
cohort study was conducted on a consecutive sample of 152 patients diagnosed and
treated for early TNBC at the University Hospital for Tumors, Sestre milosrdnice
University Hospital Center, from Jan 1st 2009 untill Dec 31st 2012. Sociodemographic
and clinicopathological variables available from the hospital record were analyzed and
IHC AR analysis and TIL morphological analysis by HE were performed. Limit for AR
positivity was >1%, and TILs were fully analyzed, stromal (sTIL) and intratumoral
(iTIL), in the central tumor (CT) and at the invasive margin (IM). Correlations of all
parameters were calculated as well as Sy DFS and OS. Patients were at median age of 58,
mostly postmenopausal, most commonly stage II disease, grade III, and a median Ki-67
of 57%. They were treated surgically and then in almost 90% of cases with adjuvant
chemotherapy, mainly anthracyclines and taxanes and adjuvant radiotherapy. At Sy
follow-up, disease recurrences are reported in one third of patients, most often in the first
year after diagnosis, mainly in the form of distant metastases to the lungs and bones. The

Sy DFS was 67.1% and the OS was 73.7%. Factors such as younger age, larger tumors,
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involved lymph nodes, or a higher stage of disease, and a higher Ki 67 were most
significantly associated with disease recurrence and death. AR were expressed (=1%) in
31.1% of patients, and in 18.5% of them AR were> 50%. By evaluating TIL according to
the above mentioned technique, sTIL on IM were most frequently represented, with a
median intensity of 30%, and as many as 85.5% of patients with >10%, while the rarest
and of lowest intensity were iTIL in CT, with a median intensity of 1% and 23% of
patients with >10%. In total, quarter of patients had TIL>50% in any of the evaluated
compartments. Around 30% of patients had expressed AR (>1%) and present TIL(>1%)
at the same time, and AR expression was not statistically significantly associated with the
presence of TIL. Expression of AR showed no statistically significant effect on DFS, or
OS. Evaluation of TIL showed a statistically significant favorable effect on DFS of sTIL
on IM, but not of the other compartments. Overall, patients with TIL>10% in all four
evaluated compartments (sTIL and iTIL, in CT and IM) were shown to have statistically
significantly better DFS, compared to those with TIL<10%. Stromal TIL had statistically
significant effect on OS, iTIL only in the case of >10% intensity, sTIL on IM were
statistically significant predictor of better OS, and iTIL on IM only in the case of >10%
intensity. AR and TIL in the survival analysis showed that the presence of iTIL in CT
was significantly negatively associated with 5y OS in AR+ tumors, whereas presence of
TIL>10% and AR>1% was not statistically significant, independent predictor of OS. AR
were found to be statistically significantly positively correlated with age and menopausal
status, and negatively with tumor size, grade and Ki-67, as well as disease stage. Stromal
TIL in CT were statistically significantly associated with age and consequently
menopausal status and tumor size, but without correlation with other variables, such as

histologic subtype, lymph node status, gradus, and Ki-67; iTIL in CT were statistically
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significantly positively associated with histologic subtype, ie NOS, but also negatively
with age and menopausal status, exactly opposite to sTIL in this section, and also without
association with other tumor characteristics, such as tumor size, status lymph nodes,
gradients or Ki 67; sTIL on IM, as well as iTIL on IM, showed statistically significant
association with tumor grade and Ki-67, and no association with age and menopausal
status. In this analysis, AR did not prove to be an independent factor in the prognosis of
patients with early TNBC. TIL, as described above, proved to be a statistically significant
independent predictor of prognosis, with the result expected to be mostly at the expense
of stromal TIL. Evaluation of TIL by individual compartments indicated the prognostic
value of sTIL on IM. This analysis also showed that the potential additional prognostic
value lies in the interaction of AR with sTIL and iTIL on IM, although the results are of
very low precision and reliability. Our survival outcomes for patients with early TNBC
are consistent with similar analyzes in cohorts of patients from neighboring as well as
distant geographic areas. As in most analyzes, the prognostic impact of AR did not prove
statistically significant. For the first time, TIL were analyzed with sTIL and iTIL, in CT
and on IM, and a probably different, prognostically significant role of a particular
morphological compartment in the tumor, especially IM, was observed. By far the most
interesting part of the analysis was the correlation of otherwise independent parameters,
AR and TIL, of which little is known today from sporadic reviews on the effect of
immunity on molecular subtypes of TNBC, and which still lacks a definitive conclusion,
which is why also this analysis, providing interesting preliminary results, requires

validation in a larger, prospective study.
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11. ZIVOTOPIS

Diplomirala na Medicinskom fakultetu u Zagrebu. Tijekom studija radila kao
demonstrator na katedri za histologiju i embriologiju te katedri za patologiju, u programu
studija na hrvatskom 1 engleskom jeziku. Dobitnica Dekanove nagrade za najboljeg
studenta Seste godine studija. Od 2014. na specijalistickom usavr§avanju iz internisticke
onkologije za Kliniku za tumore, KBC Sestre milosrdnice. Tijekom specijalisti¢kog
usavrSavanja aktivno sudjelovala na domac¢im i medunarodnim kongresima, simpozijima,
struénim sastancima i radionicama iz onkologije, osobito na temu raka dojke. Koautor
poglavlja u udzbenicima i stru¢nim knjigama, koautor i autor radova u indeksiranim
medicinskim Casopisima te kongresnih sazetaka. Istraziva¢ u klini¢kim studijama i
projektima u KBC Sestre milosrdnice i Klinici za tumore. Polaznica vise europskih
edukacijskih programa iz onkologije solidnih tumora i raka dojke, poput ESO/ESMO
Certificate of Competence in Breast Cancer. Korisnik ESMO programa klini¢kih
boravaka u europskim centrima izvrsnosti u lije¢enju raka dojke. Clan Ameri¢kog drustva
za klini¢ku onkologiju (ASCO), Europskog drustva za internisti¢ku onkologiju (ESMO)
te Hrvatskog drustva za internisti¢ku onkologiju (HDIO). Predsjednica Sekcije mladih
onkologa HDIO te Sekcije mladih onkologa Regije. Suradnik Sekcije za onkolosko
liekarnidtvo Hrvatskog farmaceutskog drustva. Clan Hrvatskog lije¢ni¢kog zbora.
Suradnik 1 bivsi ¢lan Urednickog odbora Lije¢nic¢kih novina. Tajnik udruge OnkoPut za
promicanje kvalitete Zivota onkoloskih bolesnika. Zavrsila poslijediplomski doktorski
studij Biomedicina i zdravstvo na Medicinskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu te
poslijediplomski specijalisticki studij Internisticka onkologija na Medicinskom fakultetu
Sveucilista u Zagrebu. Polozila europski ispit iz internisticke onkologije (ESMO) 2019.

godine. Polozila specijalisticki ispit iz internisti¢ke onkologije 2020. godine.
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