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NST — engl. Invasive breast carcinoma of no special type
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PPAR-y — engl. Peroxisome proliferator- activated receptor gamma

PR — progesteron receptor

PRF1 — perforin 1

PRM — engl. Pattern recognition molecule, molekula za prepoznavanje uzoraka
PRR — engl. Pattern recognition receptor, stanicni receptori za prepoznavanje uzoraka
PTEN — engl. Phosphatase and tensin homolog gene

RADS5IC —engl. RADS51 Paralog C gene

RADSID — engl. RADS51 Paralog D gene

RBI — engl. RB Transcriptional Corepressor 1 gene

RLR — engl. RIG-1-like receptor

RORyt — engl. Retinoic acid-related orphan receptor gamma t

RT-PCR — engl. Reverse transcription polymerase chain reaction, lancana reakcija
polimeraze s reverznom transkripcijom

SEER — engl. Surveillance, Epidemiology, and End Results, Program za nadzor,
epidemiologiju i krajnje rezultate Nacionalnog instituta za rak

SLNB — engl. Sentinel lymph node biopsy, biopsija limfnog ¢vora cuvara

SNP — engl. Single nucleotide polymorphism, polimorfizam jednog nukleotida
STAT — engl. Signal transducer and activator of transcription gene

STK11 — engl. Serine/Threonine Kinase 11 gene

TAKI — engl. TGF-activated kinase 1

TBX21 — engl. T-Box Transcription Factor 21 protein

TBX3 — engl. T-Box Transcription Factor 3 gene

TCGA — engl. The Cancer Genome Atlas, baza podataka genomskih promjena u raku
TCR — engl. T cell receptor, T-stani¢ni receptor

TGF-f — engl. Transforming growth factor beta, transformirajuci ¢imbenik rasta beta
Th — engl. T-helper cell, pomagacke T-stanice

TIL — limfociti koji se infiltriraju u tumor

TIS — engl. Tumor inflammation signature, tumorski upalni obrazac

TLR — engl. Toll-like receptor

TMB — engl. Tumor mutational burden, mutacijsko optere¢enje tumora

TNF-a — engl. Tumor necrosis factor alpha, ¢cimbenik tumorske nekroze alfa
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TNM — engl. Tumor, Node, Metastasis classification
TP53 — engl. Tumor protein 53 gen
TRAF6 — engl. Tumor necrosis factor receptor (TNFR)-associated factor 6 protein

UICC/AJCC — engl. Union for International Cancer Control / American Joint Committee on
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VEGF — engl. Vascular endothelial growth factor, vaskularni endotelni ¢imbenik rasta
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1. Uvod i svrha rada

1.1. TUMORI DOJKE

Tumori dojke predstavljaju heterogenu skupinu bolesti s razlic¢itim histoloskim i
molekularnim karakteristikama, razli¢itom klinickom prezentacijom, odgovorom na lijecenje i
prognozom ishoda. Prema posljednjem azuriranom 5. izdanju knjige ,,Klasifikacija tumora
dojke* Svjetske zdravstvene organizacije (engl. World Health Organisation Classification of
Breast Tumors. Fifth Edition), u tumore dojke ubrajaju se dobrocudne epitelne proliferacije i
prekursori tumora dojke, dobro¢udni tumori dojke, in situ i invazivni rak dojke, mezenhimalni
1 hematolimfoidni tumori dojke, rak muske dojke i razli¢iti geneti¢ki poremecaji koji uzrokuju

tumore dojke (1).

1.2. RAK DOJKE

Rak dojke je zlocudni tumor koji nastaje u terminalnoj duktulo-lobularnoj jedinici

dojke. Buduci da ve¢inom nastaje u epitelnim stanicama dojke, jo§ se naziva karcinom dojke.

1.3. EPIDEMIOLOGIJA RAKA DOJKE

Prema posljednjim dostupnim podacima Registra za rak Republike Hrvatske
Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo, u 2017. zabiljezeno je 2808 novooboljelih od raka
dojke, od ¢ega 2767 zena i 39 muskaraca. Rak dojke je bio najcesce sijelo raka u zenskoj
populaciji, svaka Cetvrta zena s de novo dijagnosticiranim zlo¢udnim tumorom imala je rak
dojke. Iste godine u Republici Hrvatskoj od posljedica raka dojke umrle su 853 Zene. Vecina
oboljelih bila je starija od 50 godina, dok je 18 % bolesnika bilo mlade od 50 godina u
trenutku dijagnoze (2).

Veliko medunarodno istrazivanje CONCORD-3, koje je ukljucilo 6 422 553 bolesnica
iz 298 registara za rak u 66 zemalja svijeta pokazalo je znacajnu razliku izmedu pojedinih
zemalja u dobno standardiziranom petogodiSnjem prezivljenju za bolesnice kojima je rak
dojke dijagnosticiran izmedu 2010. i 2014. (3). Medu zemljama s najve¢im petogodisnjim
prezivljenjem za navedeno razdoblje bile su SAD (90,2 %) i Australija (89,5 %) te Cipar
(92,6 %) i Island (89,1 %) u Europi. lako se u Hrvatskoj biljezi postupan porast stope
prezivljenja oboljelih od raka dojke, i dalje je medu zemljama s najniZom stopom

petogodisnjeg prezivljenja od raka dojke u Europi. Dobno standardizirano petogodisnje
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prezivljenje za bolesnice kojima je rak dojke dijagnosticiran izmedu 2010. i 2014. u Hrvatskoj

bilo je 78,6 %.

1.4. RIZICNI CIMBENICI ZA RAZVOJ RAKA DOJKE

Cimbenici koji su povezani s pove¢anim rizikom za razvoj raka dojke mogu se
podijeliti u one na koje se ne moze utjecati, kao $to su starija zivotna dob, Zenski spol,
nasljedna predispozicija i ve¢a gustoca zljezdanog tkiva dojki i na promjenjive ¢cimbenike
rizika kao S§to su kombinirana estrogen-progesteronska hormonska terapija, ionizirajuce
zracenje, pretilost i alkohol. Starija Zivotna dob i spol su najznacajniji ¢cimbenici rizika za
razvoj raka dojke. Zene imaju 100 puta veéi cjeloZivotni rizik za razvoj raka dojke od
muskaraca, dok zena stara 70 godina ima 10 puta vec¢i rizik za razvoj raka dojke od Zene stare

30 godina (4).

Prema dosadasnjim podacima oko 20 % slucajeva raka dojke dovodi se u vezu s
promjenjivim ¢imbenicima rizika kao $to su konzumacija alkohola, nedostatna fizicka

aktivnost i pretilost (5).

Cimbenici koji dokazano smanjuju rizik za razvoj raka dojke su rana trudnoéa, dojenje
i fizicka aktivnost. Zena koja rodi prije 20. godine Zivota ima 50 % manji rizik za razvoj raka
dojke od zene koja nije rodila ili Zene koja je prvi put rodila nakon 35. godine zivota, a vise

od Cetiri sata vjezbe tjedno smanjuje relativni rizik za 30 do 40 % (4).

1.5. NASLJEDNA SKLONOST ZA RAZVOJ RAKA DOJKE

Od 5 do 10 % zena oboljelih od raka dojke ima majku ili sestru s rakom dojke, a

dvostruko vise njih ima rodaka u prvom ili drugom koljenu koji boluje od raka dojke (6).

Genetickim testiranjem bolesnika u ¢ijim obiteljima je zamije¢ena veca ucestalost raka
dojke otkrivene su mnogobrojne varijante gena, od kojih neke uzrokuju nasljednu sklonost za
razvoj raka dojke i drugih tumora. Varijante gena koje povecavaju sklonost za bolest nazivaju
se patogene i vjerojatno patogene varijante. Postoje i mnogobrojne varijante gena koje su
benigne ili nepoznatog znacaja. Prema javno dostupnim podacima iz ClinVar arhiva
americkog Nacionalnog instituta za zdravlje (engl. National Institutes of Health, NIH) u
nosioca mutacije BRCAI/BRCA?2 gotovo je jednak broj varijanti nepoznatog znacaja kao i

patogenih i vjerojatno patogenih varijanti (7).

Geni koji su povezani s povecanim rizikom za razvoj raka dojke grupirani su prema

penetrantnosti u visoko penetrantne gene (BRCA 1, BRCA2, TP53, PTEN, STK11, CDHI) te

2
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umjereno i nisko penetrantne gene (PALB2, BRIPI, ATM, CHEK2, BARDI, RAD51C,
RADS51D, MRN kompleks, MMR, NF1) (8-10).

Prosjecan cjelozivotni rizik za razvoj raka dojke u Zene koja ima patogenu varijantu
BRCA mutacije je otprilike 70 %. Rizik za razvoj raka dojke je manji u Zena s patogenom
varijantom umjereno penetrantnih gena, primjerice za PALB2 rizik je 35-60 %, dok je za ATM
1 CHEK? rizik 25 do 30 %. Sukladno riziku i razini znanstvenih dokaza, razlikuju se
preporuke za pracenje, redukciju rizika i ciljano lijecenje bolesnika koji su nosioci pojedinih
navedenih mutacija. Americki nacionalni savez medicinskih centara za lijeCenje raka NCCN
(engl. National Comprehensive Cancer Network) trenutno daje preporuke za nosioce mutacija
u genima ATM, BARD1, BRCAI, BRCA2, CDHI, CHEK?2, NF1, PABL2, PTEN, STK11 i
TP53 (11).

1.6. RANI PROBIR ZA OTKRIVANIJE RAKA DOJKE

U razvijenim zemljama svijeta provodi se organizirani mamografski probir radi ranog
otkrivanja raka dojke. Studije su pokazale da je mamografskim probirom populacije moguce
smanjiti relativnu smrtnost od raka dojke za otprilike 20 % (5,12). U ve¢ini slucajeva rak
dojke bude otkriven u ranoj fazi bolesti, a u svega 5 do 10 % novodijagnosticiranih slu¢ajeva

rak dojke vec je metastatska bolest (13).

U okviru Nacionalnog programa Republike Hrvatske za rano otkrivanje raka dojke,
zene u dobi od 50 do 69 godina dobivaju poziv za mamografski pregled dojki svake dvije

godine.

Procjenjuje se da je u Republici Hrvatskoj, nakon uvodenja programa probira, udio
novootkrivenih karcinoma dojke u lokaliziranom stadiju 60 do 70 %, a da je prije probira bio
svega 40 % (14).

Uz laZno negativne i lazno pozitivne rezultate, negativna strana mamografskog probira
o kojoj se u posljednje vrijeme intenzivno raspravlja odnosi se na ,,pretjerano
dijagnosticiranje®. Rije¢ je o onom dijelu bolesnica u kojih se rak dojke otkrije i lijeci iako se,
da nije otkriven probirom, tijekom Zivota bolesnice ne bi klinicki ocitovao (15). Prema
okvirnoj procjeni Nezavisnog odbora Ujedinjenog Kraljevstva za probir raka dojke (engl.
Independent UK Panel on Breast Cancer Screening) na svakih 10 000 Zena starih 50 godina
koje bi sudjelovale u mamografskom probiru tijekom narednih 20 godina, za svaku smrt

sprijecenu probirom bila bi tri pretjerano dijagnosticirana slucaja (16).
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Primjenom mamografskog probira prilagodenog prema stratificiranom riziku za razvoj
raka dojke mogla bi se poboljsati uc¢inkovitost i isplativost nacionalnih programa za rano

otkrivanje raka dojke (15).

Sve je vise dokaza koji govore u prilog mamografije s tomosintezom
(trodimenzionalne mamografije) kao bolje metode za otkrivanje ranog raka dojke od klasi¢ne
mamografije te je izgledno da u budué¢nosti mamografija s tomosintezom postane metoda koja

bi se koristila za programe probira ranog otkrivanja raka dojke (5).

1.7. DIJAGNOSTIKA RAKA DOJKE

U dijagnostici raka dojke koristi se klinicki pregled, slikovne metode i patohistoloska
analiza uzorka sumnjive promjene. Slikovne metode koje se rutinski koriste su mamografija i
ultrazvuk dojki. Magnetska razonancija (MRI) dojki koristi se u sluc¢aju lobularnog raka
dojke, sumnje na multifokalni ili multicentri¢ni tumor, u raka dojke koji se dovodi u vezu s
BRCA mutacijom, prije i nakon neoadjuvantne terapije, kod nejasnog nalaza dobivenog
rutinskim slikovnim pretragama (pozitivni pazu$ni limfni ¢vorovi bez vidljivog tumora u
dojci), kod gustih dojki, znacajnog razilazenja u klinickom nalazu i nalazu rutinskih slikovnih
pretraga te eventualno kod postojanja implantata u dojci (17). Medu novijim slikovnim
metodama sve se viSe upotrebljava digitalna tomosinteza i u probiru i u dijagnostici raka
dojke zbog vece ucinkovitosti snimanja, a time i povoljnijeg ishoda bolesti u bolesnika

oboljelih od raka dojke (18).

Radioloski otkrivene promjene koje su temeljito sumnjive na rak dojke treba pod
kontrolom ultrazvuka bioptirati. Ako biopsija Sirokom iglom (engl. Core needle biopsy) nije
izvediva, nuzno je prije zapocinjanja lijeCenja barem citoloSkom punkcijom (engl. Fine needle
aspiration cytology, FNAC) dobiti potvrdu da se radi o invazivnom raku dojke. Ako je
planirana predoperativna sistemska terapija, potvrda invazivnog raka dojke mora biti na
uzorku dobivenom biopsijom Sirokom iglom. Kod multicentri¢nih ili multifokalnih tumora
valja pokusati dobiti uzorak svake sumnjive promjene prije odluke o lije¢enju. Klinickim

pregledom ili radioloski otkrivene sumnjive limfne ¢vorove trebalo bi punktirati ili bioptirati
(17).

Patohistoloski nalaz bi morao sadrzavati: histoloski tip tumora prema klasifikaciji
Svjetske zdravstvene organizacije (engl. World Health Organisation, WHO), histoloski
stupanj diferenciranosti tumora prema Elston-Ellis modifikaciji Scarff-Bloom-Richardson

sustava, veli¢inu tumora, broj ZariSta tumora, podatak o prisutnosti limfovaskularne invazije,
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opis rubova kirur§kog reza, podatak o prisutnosti pridruZenih lezija (zahvacenost koze,
bradavice ili skeletnih miSica), izrazenost hormonskih receptora estrogena i progesterona (ER
i PR), receptora HER2 (engl. human epidermal growth factor receptor 2) i markera
proliferacije Ki67, podatak o prisutnosti in situ komponente (histoloski tip, histoloski stupanj
diferenciranosti i udio u ukupnom tumoru izrazen postotkom), broj izvadenih i zahvacenih
limfnih ¢vorova i patoloski stupanj prosirenosti bolesti (pTNM), prema 8. izdanju TNM
klasifikacije UICC/AJCC (Union for International Cancer Control/ American Joint

Committee on Cancer) (5,17).

1.8. HISTOLOSKA KLASIFIKACIJA RAKA DOJKE

Ovisno o tome jesu li tumorske stanice probile bazalnu membranu i invadirale stromu

razlikujemo in situ rak dojke i invazivni rak dojke.

1.9. IN SITU RAK DOJKE

U in situ rak dojke ubrajaju se dva odvojena entiteta: duktalni karcinom in situ (DCIS)
i in situ Pagetova bolest dojke bez pridruzenog invazivnog raka dojke ili DCIS-a. Budu¢i da u
vecini slucajeva bolesnice kojima je dijagnosticirana in situ Pagetova bolest dojke imaju i
DCIS ili invazivni rak u zahvacenoj dojci, bolest se u tom slucaju klasificira prema DCIS
odnosno invazivnoj komponenti uz napomenu da postoji pridruzena i Pagetova bolest dojke.
Lobularni karcinom in situ (LCIS), koji je donedavno bio klasificiran kao rak dojke, vise se
ne smatra zlo¢udnim tumorom s moguénoscu metastaziranja, ve¢ dobrocudnim entitetom koji

povecava rizik za kasniji razvoj raka dojke (19).

Nakon invazivnog raka dojke, DCIS je drugi najcesc¢i tumor dojke. Incidencija DCIS-a
je u porastu nakon $to se poceo provoditi organizirani mamografski probir raka dojke. Od 20
do 25 % svih dijagnosticiranih tumora dojke je DCIS (20). Od svih bolesnika kojima je
dijagnosticiran DCIS, bez lijecenja ¢e u njih 20 do 53 % bolest napredovati u invazivni rak
dojke (21). U istrazivanju koje su proveli Worni i suradnici (22), na uzorku od 121 080
bolesnica kojima je dijagnosticiran DCIS, desetogodisnje prezivljenje specificno za bolest
bilo je 98,9 % za bolesnice kojima je napravljena lumpektomija i provedeno zracenje, 98,5 %
za bolesnice kojima je napravljena mastektomija i 98,4 % za bolesnice kojima je napravljena
samo lumpektomija. Petogodisnje prezivljenje specificno za bolest u bolesnika u kojih je

DCIS napredovao u invazivni rak ogranicen na dojku u trenutku dijagnoze je 98,5 % (23).
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1.10. INVAZIVNI RAK DOJKE

Unato¢ velikom napretku u razumijevanju bioloskog ponasanja pojedinih tipova
invazivnog raka dojke, joS uvijek ne postoji jedinstvena patohistoloska i molekularna
klasifikacija kojom bi se obuhvatio takav stupanj raznolikosti i tocno predvidio klinicki tijek
pojedinog tipa invazivnog raka dojke. Stoga se prilikom podjele u podskupine i dalje
dominantno oslanja na karakteristike kao §to su morfologija tumora, histoloski i
imunohistokemijski izrazaj estrogenskih i progesteronskih hormonskih receptora, HER2
receptora i markera proliferacije Ki67. Koristenjem naprednih tehnika za analizu genoma u
posljednjem je desetljec¢u omoguéeno gensko profiliranje tumora koje pruza dodatne
informacije znacajne za preciznije grupiranje tumora. Istovremeno je omoguceno lijecenje
ciljanim terapijskim pristupom temeljenom na genetskom profilu tumora ¢ime je ujedno

optimizirano lijecenje invazivnog raka dojke.

U posljednjoj klasifikaciji WHO-a tradicionalna podjela invazivnog raka dojke prema
morfoloskim svojstvima je upotpunjena klinicki vaznim ¢imbenicima, kao §to su molekularne
podskupine tumora dojke i surogatni molekularni podtipovi odredeni izrazajem hormonskih i
receptora HER2 i1 markera proliferacije Ki67. Radi ¢im to¢nije i u klini¢koj praksi korisne
sistematizacije invazivnog raka dojke, u klasifikaciju su ukljuceni i drugi dokazano vazni
prognosticki i prediktivni faktori: izrazaj androgenskih receptora, odgovor na neodjuvantnu
terapiju, limfociti koji se infiltriraju u tumor i PDL1 (engl. Programmed death-ligand 1)
testiranje, podtipovi trostruko negativnog raka dojke, genske mutacije i tzv. ,,integrated

cluster skupine (1).

Prema posljednjoj podjeli WHO-a, invazivni rak dojke obuhvaca devet glavnih
histoloskih podtipova, ukljucujuéi invazivni rak dojke nespecificnog tipa i osam specificnih
podtipova. Rijetki i tumori tipa zlijezda slinovnica, papilarni te neuroendokrini tumori dojke
izdvojeni su u zasebne cjeline (25). U otprilike 80 % slucajeva invazivni rak dojke je
nespecificnog tipa. U 10 do 15 % slucajeva je rije¢ o invazivnom lobularnom raku dojke koji

je ujedno 1 najceséi specifiéni podtip raka dojke (5).
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1.11. HISTOLOSKA PODJELA INVAZIVNOG RAKA DOJKE

L 4

Invazivni karcinom dojke NST
Mikroinvazivni karcinom
Invazivni lobularni karcinom
Tubularni karcinom

Kribriformni karcinom

Mucinozni karcinom

Mucinozni cistadenokarcinom
Invazivni mikropapilarni karcinom

Karcinom s apokrinom diferencijacijom

*® & 6 6 O o o oo o

Metaplasti¢ni karcinom

L 4

Rijetki i tumori tipa Zlijezda slinovnica
¢ karcinom acinarnih stanica
¢ adenoid cisti¢ni karcinom
¢ sekretorni karcinom
¢ mukoepidermoidni karcinom
¢ polimorfni adenokarcinom
¢ karcinom visokih stanica s obrnutom polarnoséu

¢ Neuroendokrini tumori

¢ Papilarni tumori

Invazivni karcinom dojke NST obuhvaca heterogenu skupinu tumora s mnogo
varijanti: tumori s medularnim karakteristikama, s neuroendokrinim karakteristikama,
osteoklastima slicni stromalni gigantocelularni tumori, pleomorfni tumori,
koriokarcinomatozni tumori, tumori s melanocitnim karakteristikama i ostale rijetke varijante
tumora kao Sto su onkocitni, sebacealni i drugi. U 70 do 80 % slucajeva su ER+,u 10 do 15 %
slu¢ajeva HER2+, au 10 do 15 % slucajeva radi se o trostruko negativnom raku dojke.
Genetske promjene su karakteristi¢ne za svaku pojedinu molekularnu skupinu tj. intrinzi¢nu
podgrupu, a ishod bolesti ovisi o klasi¢nim prognostickim faktorima kao $to su dob, stadij,

histoloski stupanj diferenciranosti tumora, limfovaskularni status i drugi (5,26).

Mikroinvazivni karcinom je invazivni rak dojke s invazijom kroz mioepitel i bazalnu
membranu < 1 mm. Obuhvaca oko 1 % svih invazivnih tumora dojke i naj¢esSce se nalazi u

sklopu DCIS, a ponekad i LCIS i Pagetove bolesti dojke. Ima ponesto agresivnije patoloSke
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karakteristike od DCIS i invazivnog NST — u oko 30 % sluc¢ajeva je ER-, u oko 35 %
slucajeva HER2+ i ¢esto ima visok proliferacijski indeks Ki67 (27,28).

Za invazivni lobularni karcinom (ILC) je karakteristican gubitak transmembranskog
proteina E-kadherina koji je kodiran genom CDH]I. Cesto je multicentri¢an, bilateralan i
rijetko se nade u nosilaca BRCA mutacija. Postoji nekoliko histoloskih varijanti ILC: klasic¢ni,
pleomortfni, sa stanicama tipa prstena pecatnjaka, alveolarni, solidni, histiocitoidni i
tubulolobularni. Ve¢inom se radi o ER+HER2- tipu tumora. U pojedinih histoloskih varijanti
npr. pleomorfnog lobularnog karcinoma nesto je ce$¢i trostruko negativni fenotip uz
agresivnije biolosko ponasanje i lo$iju prognozu bolesti. U oko 50 % slucajeva ILC-a mutiran
je neki od gena koji sudjeluju u PI3K-signalnom putu (P/IK3CA, PTEN, AKTI), osim toga su
nadene i ceS¢e mutacije gena HER2, HER3, FOXAI 1 ESRI. U usporedbi s invazivnim rakom
dojke NST prognoza bolesti kod klasi¢ne varijante ILC je jednaka ili bolja, dok su ostale
varijante ILC u pravilu prognosticki losije (29,30).

Udio tubularnog karcinoma u invazivnom raku dojke iznosi 1 do 4 %. Tubularni
karcinom ve¢inom ima ER+HER?2- fenotip i genetske promjene uobicajene za luminalne
tumore niskog gradusa (gubitak 16q, dobitak 1q, rijetko gubitak 17q). Rijetko daje udaljene
metastaze i prognosticki je povoljan. Stopa smrtnosti je kod tubularnog karcinoma niska pa

treba odvagnuti korist adjuvantne terapije (31).

Ucestalost kribriformnog karcinoma je manje od 1 %. Ve¢inom je rije¢ o slabo
proliferativnim, ER+HER2- tumorima niskog gradusa. Prognoza bolesti je jako dobra, osobito

za ,,Cisti* podtip, dok je ,,mjeSoviti“ podtip prognosticki nesto losiji (32).

Oko 4 % invazivnih tumora dojke su mucinozni karcinomi, od cega je 2 % ,,Cisti
podtip. Radi se o ER+HER2- tumorima s niskom frekvencijom genskih promjena, ali bez
uobicajenih genskih promjena za luminalne tumore niskog gradusa (gubitak 16q, dobitak 1q,

PIK3CA, AKTI). Prognoza bolesti je povoljna (32,33).

Mucinozni cistadenokarcinom dojke je vrlo rijedak tumor, najcescée
ER-HER2- fenotipa, ali opisano je i nekoliko slucajeva HER2+ tumora. Prema dosada$njim
iskustvima radi se o prognosticki povoljnim tumorima, ali potreban je veéi broj bolesnika za

sigurniju prosudbu (34,35).

Invazivni mikropapilarni karcinom se javlja u kombinaciji s invazivnim rakom
dojke NST, dok je ,, cisti ““ podtip izrazito rijedak. Ucestalost mu je 3 do 6 %, uglavnom se
radi o ER+, a u oko 20 % slucajeva i HER2+ tumoru. Ima genske promjene tipicne za

luminalni B tumore (PIK3CA, TP53, GATA3, MAPK). Cesto se kod dijagnoze nade pozitivna
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limfovaskularna invazija i metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima. Iako je rizik za povrat

bolesti veci, prognoza bolesti je jednaka ili bolja nego u invazivnog raka dojke NST (36-38).

,.Cisti“ karcinom dojke s apokrinom diferencijacijom obuhvaéa manje od 1 % svih
invazivnih tumora dojke. Da bi se postavila dijagnoza apokrinog raka dojke vise od 90 %
tumora morfoloski mora odgovarati apokrinom tipu i najmanje 10 % tumora mora biti
ER-PR-AR+ fenotipa. U vecini slu¢ajeva radi se o trostruko negativnhom tipu tumora, a u 1/3
slucajeva se nade HER2-amplifikacija i pojacana ekspresija. Genske promjene kod HER2+
podtipa apokrinog raka dojke preklapaju se s molekularnim apokrinim tumorima (MAT), a
genske promjene kod trostruko negativnog podtipa apokrinog raka dojke s LAR kohortom
trostruko negativnog raka dojke (visoka ucestalost PIK3CA/PTEN/AKT i TP53 mutacija).

Rijec je o bioloski agresivnim tumorima s loSom prognozom ishoda bolesti (39,40).

Metaplasti¢ni karcinom dojke je bioloski agresivan tumor koji se javlja s ucestaloscéu
od oko 1 % svih invazivnih tumora dojke. Fenotipski je rije¢ o0 ER-HER2- tumorima s
visokim indeksom proliferacije Ki67. Genski profil slican je bazalnim trostruko negativnim
tumorima s ucestalo prisutnom mutacijom gena 7P53 i aktiviranim PI3k/Akt-signalnim putem
zbog mutacije gena PIK3CA, dok je u bazalnih trostruko negativnih tumora ¢e$¢a mutacija
gena PTEN 1 INPP4B. U oko 10 % slucajeva nade se 1 mutacija KDM6A. Histoloski

predstavlja nezavisni faktor rizika za loSu prognozu ishoda bolesti (41,42).

Karcinom acinarnih stanica je vrlo rijedak, ve¢inom se radi ER-HER2- tumoru. lako
ima genske promjene karakteristicne za trostruko negativne tumore dojke, prema dosadasnjim
iskustvima radi se o prognostic¢ki povoljnom raku dojke. Ipak, zbog malog broja bolesnika i
moguceg postojanja agresivne slabo diferencirane komponente unutar tumora potreban je

oprez kod procjene ishoda bolesti (43).

Za adenoid cisti¢ni karcinom karakteristi¢na je fuzija gena MYB-NFIB uslijed
translokacije t(6;9)(q22-23;p23-24) i promjene u genima MYB i MYBL. Ucestalost mu je oko
1 % svih invazivnih karcinoma dojke. Radi se o gotovo univerzalno trostruko negativnim
tumorima, ali s izostankom somatskih mutacija tipicnih za trostruko negativne tumore (7P53 i
PIK3CA). To moze objasniti i prili¢no indolentan tijek bolesti s 10-godi$njim prezivljenjem

oko 90 % (44).

Sekretorni karcinom se javlja u manje od 1 % slucajeva invazivnih karcinoma dojke
iu vise od 90 % slucajeva je prisutna translokacija t(12;15)(p13;q25) s posljedi¢nom fuzijom

gena ETV6-NTRK3. lako je vec¢inom trostruko negativnog fenotipa, ima nizak proliferacijski
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indeks Ki67, tijek bolesti je indolentan, a prognoza povoljnija od invazivnog raka dojke NST

(45).

Mukoepidermoidni karcinom je vrlo rijedak, ER-HER2- tumor za koji su
karakteristicne genske promjene sli¢cne mukoepidermoidnim tumorima Zlijezda slinovnica s
promjenama gena MAML?2. 1z dosadasnjeg iskustva prognoza se ¢ini povoljnija od invazivnog

raka dojke NST, ali je potreban veci broj slucajeva za sigurniju procjenu (46).

Polimorfni adenokarcinom je izrazito rijedak ER-HER2- tumor. Zasad je u literaturi
dostupna molekularna analiza samo jednog slucaja, a prema dosadasnjim saznanjima ima

indolentan tijek bolesti (47,48).

Karcinom visokih stanica s obrnutom polarnos$éu je vrlo rijedak, ER-HER2- tumor
za koji je karakteristicna mutacija IDH2, a Cesto se nade i mutacija PIK3CA. Prema
dosadasnjem iskustvu radi se o indolentnom tumoru s povoljnom prognozom ishoda bolesti

(49).

Neuroendokrini tumori javljaju se u 1 % slu¢ajeva svih invazivnih tumora dojke.
Neuroendokrini tumori su najc¢es¢e dobro diferencirani ER+HER2- tumori, s molekularnim
karakteristikama luminalnih tumora dojke. Najcesce se nadu mutacije gena FOXA1, TBX3,
GATA3, 1 ARIDIA, ali rijetko mutacije gena 7P53 i PIK3CA i rijedak je istovremeni gubitak
16q i dobitak 1q. Imaju sli¢nu prognozu kao invazivni rak dojke NST. S druge strane,
neuroendokrini karcinomi su slabo diferencirani tumori, ER+ u 30 do 50 % slu¢ajeva, HER2-,
s Ki67 €esto visim od 90 %. Kod sitnostani¢nih neuroendokrinih karcinoma ¢esto su prisutne
istovremene mutacije gena 7P53 1 RB1, dok kod velikostani¢nih neuroendokrinih karcinoma
veéinom izostaje mutacija gena RBI. Prognoza bolesti je loSija nego kod invazivnog raka

dojke NST (50).

Ucestalost papilarnih tumora je <1 %. Ve¢inom se radi o ER+HER2- tumorima
niskog gradusa s molekularnim karakteristikama luminalnih tumora. Imaju nisku razinu
genomskih aberacija i visoku prevalenciju mutacija PIK3CA. Klinicki tijek bolesti im je

povoljan (51,52).

1.12. GENSKO PROFILIRANJE I MOLEKULARNA KLASIFIKACIJA
RAKA DOJKE

Prekretnica u razumijevanju biologije raka dojke zbila se 2000. kada su Perou i

suradnici mjere¢i komplementarnu DNA (engl. complementary DNA, cDNA) prepoznali
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sli¢ne obrasce u ekspresiji gena izmedu pojedinih uzoraka raka dojke te su temeljem
karakteristi¢nih ,,molekularnih portreta uspjeli identificirati Cetiri razlicite skupine: a) ER+/
luminalnu skupinu u kojoj je prevladavala ekspresija gena karakteristi¢nih za luminalnu
epitelnu stanicu dojke, b) bazalnu skupinu u kojoj je prevladavala ekspresija gena tipi¢nih za
mioepitelne i bazalne epitelne stanice dojke i u kojoj karakteristicno nema ekspresije
hormonskih niti receptora HER2, ¢) HER2 obogacenu skupinu s visokom ekspresijom ERBB?2
gena i d) skupinu slicnu normalnom tkivu dojke (53). Unutar luminalne skupine su potom
definirane najmanje dvije podskupine: luminalni A i luminalni B — s ve¢om ekspresijom gena
za mitozu i proliferaciju (54). Odredena heterogenost utvrdena je i unutar HER2 obogacene
kao i bazalne skupine (55). Lehmann i suradnici dokazali su postojanje najmanje Cetiri
razlicite transkripcijske podskupine trostruko negativnog raka dojke: BL1 i BL2 (engl.
basal-like 1, basal-like 2), M (engl. mesenchymal), LAR (engl. luminal androgen receptor)
(56). Prvotno definirana intrinzi¢na skupina sli¢na normalnom tkivu dojke kasnije je
dovedena u pitanje zbog moguénosti da se radi o kontaminaciji uzorka RNA raka dojke s

RNA normalnog tkiva (57).

Brojne studije su koriste¢i razli¢ite genske potpise potvrdile postojanje intrinzi¢nih
skupina, uz djelomi¢nu podudarnost u kategorizaciji tumora ovisno o tipu mikropostrojbi,
definiranom pragu za odredivanje genske ekspresije i razini heterogenosti unutar tumora.
Najveca podudarnost bila je kod kategorizacije bazalnih, a najmanja kod luminalni B i HER2
obogacenih tumora. Kao standardna metoda za kategorizaciju raka dojke u intrinzi¢ne
molekularne skupine razvijen je PAMS5O0 test ekspresije gena koji svrstava tumore u luminalni
A, luminalni B, HER2 obogacenu i bazalnu skupinu (58). Naknadno su opisane i nove rijetke
skupine: klaudin-niska skupina s niskom razinom genetske nestabilnosti, niskim mutacijskim
optere¢enjem i proliferacijom te visokom razinom infiltracije imunim i stromalnim stanicama
i molekularno apokrina skupina karakterizirana ekspresijom androgenskih receptora,
nedostatkom estrogenskih receptora i ekspresijom gena karakteristicnih za luminalne tumore
(40,45,59). Postojanje klaudin-niske skupine kao zasebnog entiteta nedavno su doveli u
pitanje Fougner i sur. ¢ije istrazivanje ukazuje da je smanjeni izrazaj klaudina fenotipska
odlika pojedinih tumora unutar PAMS50 odredenih skupina, a ne zasebna intrinzi¢na

molekularna skupina kako se mislilo ranije (59).

Budu¢i da gensko profiliranje nije bilo dostupno za rutinsku klinicku primjenu,
odluceno je da se radi to¢nije procjene ishoda bolesti i usmjeravanja odluke o lijeenju tumori
grupiraju u tzv. surogatne intrinzi¢ne skupine definirane rutinskom histologijom i

imunohistokemijskim podacima (17,55). Na konferenciji u St. Gallenu 2013. prihvacena je
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podjela u surogatne intrinzi¢ne skupine temeljene na imunohistokemijskom bojenju tri
proteinska markera: estrogenskog receptora (ER), progesteronskog receptora (PR) i receptora
HER?2 upotpunjenog in situ hibridizacijom. Rak dojke je tako podijeljen u surogatne
intrinzi¢ne skupine: luminalni A — ER+, PR > 20 %, HER2-, Ki67 < 20 %, luminalni B
HER2- — ER+, HER2-, PR <20 % i /ili Ki67 > 20 %, luminalni B HER2+ — ER+, HER2+,
HER2+ — HER2+, ER- i PR- i trostruko negativnu — ER-, PR-, HER2- (60). Klasifikacija
temeljena na imunohistokemiji i molekularna klasifikacija su pokazale prihvatljivu razinu

podudarnosti, iako postoje razlike.

Analizom genomskih profila 3 155 uzoraka raka dojke iz TCGA (engl. The Cancer
Genome Atlas) baze podataka, METABRIC (engl. Molecular Taxonomy of Breast Cancer
International Consortium) i USO1062 studija utvrdeno je da HER2 amplifikacija postoji u
svim PAMS50 skupinama i da se u viSe od polovine slucajeva ne radi o HER2 obogacenoj
skupini. Osim toga, samo je u polovini HER2 obogaéenih tumora bila prisutna HER2
amplifikacija. Tumori koji su transkripcijski pripadali HER2 obogacenoj skupini mahom su
bili pozitivni na androgen receptor (61). Promatrajuéi u¢inak anti-HER2 blokade medu HER2
pozitivnim tumorima, oni koji su pripadali HER2 obogaéenoj skupini i imali visoku razinu
znatno veci postotak patoloski kompletnog odgovora na neoadjuvantno lije¢enje anti-HER2

lijekovima, za razliku od tumora koji su zadovoljili samo jedan kriterij (62).

Promatraju¢i luminalne tumore, Cejalvo i sur. su napravili pregled 32 studije s 13 091
uzoraka raka dojke te su nasli da u 8 % slucajeva ranog raka dojke i 15 % slucajeva
metastatskog raka dojke tumori okarakterizirani imunohistokemijom kao HR+HER2- nisu
pripadali u luminalnu intrinzi¢nu skupinu. Klinicki su ti tumori bili neovisni o estrogenu,
rezistentni na CDK 4/6 inhibiciju, osjetljivi na kemoterapiju i losijeg ishoda bolesti (63). U
ozujku 2020. ASCO je upotpunio smjernice o hormonski pozitivnom raku dojke tako da je
formirana nova skupina tumora s niskim izrazajem estrogenskih receptora u tumoru (1-10 %)
jer genomski profil takvih tumora ve¢inom odgovara genomskom profilu hormonski

negativnih tumora §to znacajno utjece na lijecenje (64).

U slucaju razlic¢itih rezultata dobivenih molekularnom i imunohistokemijskom

analizom, bolesnici trebaju biti zbrinuti prema nalazu imunohistokemije.

Kako se povecavao broj istrazivanja koja su osim genske ekspresije i molekularnih
karakteristika proucavala genomiku i proteomiku raka dojke, postalo je jasno koliko je

»genski krajolik* raka dojke slozen. Molekularna raznolikost izmedu primarnog i pojedinih
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metastatskih sijela, a povise toga i unutar samog tumora postat ¢e glavni izazov u lijeCenju
raka dojke. Najvece molekularne analize uzoraka raka dojke napravljene su u sklopu tri
odvojena programa za proucavanje genomike raka: TCGA, ICGC (engl. International Cancer

Genome Consortium) i METABRIC.

Analiziraju¢i uzorke raka dojke iz METABRIC programa Curtis i sur. su primijetili da
zametne varijacije broja kopija gena (engl. copy number variation, CNV) i promjene jednog
nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism, SNP) isto kao i steCene aberacije gena
(engl. copy number alteration, CNA) utjecu na promjenu ekspresije gena. Najveca
varijabilnost ekspresije primijecena je kod gena u blizini steCenih aberacija — cis-CNA.
Integracijom aberacija broja kopija i transkripcijskim profiliranjem cis- povezanih gena Curtis
i sur. su identificirali 10 razli¢itih molekularnih podskupina tumora dojke i nazvali ih

integrativni klasteri (engl. Integrative clusters, IntClusts) (65).

Razvojem naprednih tehnika genskog sekvenciranja omoguceno je provodenje
molekularnih analiza raka dojke visoke rezolucije na viSestrukim razinama. To je bio uvod u
razumijevanje klinickih posljedica pojedinih mutacija, za §to je trebao znatno veci broj
uzoraka i dugoro¢no klini¢ko pracenje bolesnika. Imperativ je bio identificirati tzv.
pokretacke ili pogonske mutacije (engl. driver mutation), $to je iznimno zahtjevno.
Ponavljanje iste mutacije u uzorcima raka dobivenim od razli¢itih bolesnika i dalje je jedan od
najpouzdanijih pokazatelja da se radi o pogonskoj mutaciji (66). Kako tumor napreduje
nakuplja se sve vec¢i broj mutacija koje ne moraju biti jednake u svim stanicama tumora, tzv.
subklonalne mutacije. One doprinose heterogenosti tumora i otezavaju lijecenje. Jedan od
glavnih izazova precizne onkologije je razluciti koje su pogonske mutacije rani klonski

dogadaji, a koje kasniji subklonski dogadaji, kako bi se povecala ucinkovitost ciljane terapije.

1.13. HISTOLOSKI STUPANJ DIFERENCIRANOSTI TUMORA

Histoloski stupanj diferenciranosti tumora procjenjuje se prema Elston-Ellis
modifikaciji Scarff-Bloom-Richardson sustava (67,68). Procjenjuju se i boduju s 1 do 3 boda
tri karakteristike tumora: tubularna formacija, broj mitoza i pleomorfizam jezgara. Ovisno o
zbroju bodova, tumori se svrstavaju u tri stupnja: stupanj [ — 3 do 5 bodova, dobro
diferencirani, stupanj I — 6 do 7 bodova, srednje diferencirani, stupanj III — 8 do 9 bodova,
slabo diferencirani. Histoloski stupanj diferenciranosti nezavisan je pokazatelj specifi¢nog

prezivljenja od raka dojke i prezivljenja bez znakova bolesti zbog ¢ega je uvrSten kao jedan
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od ¢imbenika potrebnih za odredivanje prognostickog stadija bolesti u posljednjoj TNM
klasifikaciji raka dojke (69,70).

1.14. IZRAZENOST HORMONSKIH RECEPTORA, RECEPTORA HER2 I
MARKERA PROLIFERACIJE Ki-67

Imunohistokemijsko odredivanje izraZzenosti estrogenskih i progesteronskih te
receptora HER2 obavezno je za sve novodijagnosticirane slucajeve raka dojke. Rutinski se
radi na uzorku tkiva dobivenom biopsijom koje je fiksirano u formalinu i uklopljeno u
parafin. Moze se napraviti i na tkivu dobivenom nakon kirurskog zahvata, ali je fiksacija
uzoraka dobivenih biopsijom bolja zbog ¢ega je veca vjerojatnost o¢uvanja antigena u tkivu.
Ako su na uzorku dobivenom biopsijom ER, PR i HER2 negativni, trebalo bi ponoviti

ispitivanje na tkivu dobivenom nakon kirur§kog zahvata (17).

Ako je zabiljezeno bojenje jezgara u 1 % ili viSe invazivnih stanica, radi se o
hormon-receptor pozitivnom raku dojke (71). HER2 pozitivan rak dojke karakteriziran je
jakim i potpunim imunohistokemijskim bojenjem membrane ili amplifikacijom gena ERBB?2
dokazanom postupkom fluorescentne ili kromogene in situ hibridizacije u vise od 10 %
invazivnih stanica. Indeks proliferacije Ki67 moze pruziti dodatne informacije za
usmjeravanje terapijskog pristupa, osobito u ER+ HER2- raku dojke. Vrijednost koja je

prihvacena kao prag proliferacijske aktivnosti je bojenje jezgara u 20 % invazivnih stanica

(5).

1.15. ZAHVACENOST LIMFNIH CVOROVA

Zahvacenost pazusnih limfnih ¢vorova u ranom raku dojke najznacajniji je cimbenik
za prognozu ishoda bolesti i 0 njemu ovisi odluka o adjuvantnom sistemskom lijeenju i
zracenju. Kod postojanja klinicke ili radioloske sumnje na zahvac¢enost pazusnih limfnih
¢vorove, potrebno je napraviti biopsiju. Ako ne postoji sumnja na zahvaéenost limfnih
¢vorova, a radi se o T1-T2 c¢NO stadiju bolesti, moguce je napraviti biopsiju ¢vorova ¢uvara
(engl. sentinel lymph node biopsy, SLNB). Intraoperativno odstranjene sentinel limfne
cvorove treba detaljno pregledati. Ako su pozitivna 1 do 2 sentinel limfna ¢vora, nije nuzno
raditi disekciju limfnih ¢vorova ako je bolesniku u sklopu adjuvantnog lije¢ena predvidena
radioterapija. Bolesnicima koji su lijeCeni neoadjuvantnom terapijom, a prije zapocinjanja
lijeCenja su imali negativne pazusne limfne ¢vorove ili su inicijalno imali zahvaéene ¢vorove

koji su nakon neoadjuvantnog lijeCenja postali negativni preporuca se napraviti SLNB.
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Zahvacene limfne ¢vorove je potrebno prije neoadjuvantnog lijeCenja markirati i odstraniti
zajedno sa sentinel limfnim ¢vorovima. Ako markiranje zahvacenih ¢vorova nije moguce

treba koristiti dva obiljezivaca prilikom SLNB (17,72).

1.16. STADIJI RAKA DOJKE

Tocna procjena stupnja prosirenosti raka dojke neophodna je za donoSenje pravilne
odluke o nacinu lijeCenja i predvidanje tijeka bolesti. Nakon dijagnosticke obrade stadij raka
dojke se odreduje prema TNM-klasifikaciji, objavljenoj u azuriranom 8. izdanju UICC/AJCC
(73). U odnosu na prethodna izdanja, u posljednjem aZuriranom izdanju TNM klasifikacije
odredivanje stadija podijeljeno je u tri razlicite grupe: 1. anatomski stadij — odreden iskljucivo
anatomskom proSirenos¢u bolesti pomoc¢u T, N i M kategorija, 2. klini¢ko prognosticki stadij
— obuhvaca klinicki pregled, radiolosku obradu i rezultate istrazivanja na uzorcima dobivenim
biopsijom, a odreden je T, N i M kategorijama, stupnjem diferencijacije tumora te stupnjem
izrazenosti ER, PR i receptora HER2; 3. patoloski prognosticki stadij — primjenjuje se u
bolesnika kojima je napravljen operativni zahvat bez prethodnog sistemskog ili
radioterapijskog lijeCenja, a odreden je svim klinickim informacijama, biomarkerima te

podacima o kirurSkom zahvatu i nalazu reseciranog tkiva.
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TNM KLASIFIKACIJA (73)

T kategorija — veli¢ina primarnog tumora i zahvacenost koZe ili torakalne stijenke

TX — primarni tumor nije moguce procijeniti

L4
¢ TO — primarni tumor nije naden
¢ Tis — in situ tumor (DCIS, in situ Pagetova bolest)
¢ T1 — tumor veli¢ine do 2 cm

¢ T1mi — tumor veli¢ine do Imm

¢ Tla—tumor veéi od 1 mm, ali ne ve¢i od 5 mm

¢ T1b — tumor veéi od 5 mm, ali ne ve¢i od 10 mm

¢ Tlc — tumor veci od 10 mm, ali ne veéi od 20 mm
¢ T2 — tumor veéi od 2 cm, ali ne veéi od 5 cm
¢ T3 — tumor veéi od 5 cm
¢ T4 — tumorom zahvacena koza i/ili stijenka prsiSta neovisno o veli¢ini tumora, ukljucujuci

upalni rak dojke; invazija samo dermisa se ne ubraja u T4 tumore

¢ T4a — tumorom zahvacena stijenka prsiSta; zahvacenost samo pektoralnog misica se

ne ubraja u T4 tumore

¢ T4b — ulceracija koze i/ili makroskopski satelitski ¢vori¢i u kozi i/ili koza poput
narancine kore koja ne zadovoljava kriterije za upalni rak dojke

¢ T4c — istovremeno prisutni T4a i T4b

¢ T4d — upalni rak dojke

N kategorija — zahvacenost podruénih limfnih ¢vorova

cN (klinicka kategorija)

¢ cNX — ne moze se odrediti zahvaéenost podruc¢nih limfnih ¢vorova
¢ ¢NO — podrucni limfni ¢vorovi nisu zahvaéeni tumorom
¢ cN1 — metastaze u pomi¢nim istostranim pazus$nim limfnim ¢vorovima razine I, 11
¢ ¢N1m — prisutne mikrometastaze na podrucju ve¢em od 0,2 mm, ali manjem od 2
mm (koristi se samo ako je biopsija sentinel limfnog ¢vora napravljena

predoperativno, u slucaju neoadjuvantnog lijeCenja)
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¢ cN2 — metastaze u istostranim pazusnim limfnim ¢vorovima razine I, II koji su fiksirani za
okolne strukture ili medusobno; ili metastaze u unutarnjim limfnim ¢vorovima dojke bez
zahvacanja pazusnih limfnih ¢vorova
¢ ¢N2a — metastaze u istostranim pazuSnim limfnim ¢vorovima razine I, II koji su
fiksirani za okolne strukture ili medusobno
¢ ¢N2b — metastaze u unutarnjim limfnim ¢vorovima dojke bez zahvacanja pazusnih
limfnih ¢vorova
¢ ¢N3 — metastaze u pazusnim limfnim ¢vorovima razine III (ispod klju¢ne kosti); ili
metastaze u istostranim pazu$nim limfnim ¢vorovima razine I, II i u unutarnjim limfnim
¢vorovima dojke; ili metastaze u limfnim ¢vorovima iznad klju¢ne kosti
¢ ¢N3a — metastaze u pazusnim limfnim ¢vorovima razine III (ispod kljucne kosti)
¢ ¢N3b — metastaze u istostranim pazus$nim limfnim ¢vorovima razine I, [ i u
unutarnjim limfnim ¢vorovima dojke

¢ ¢N3c¢ — metastaze u limfnim ¢vorovima iznad klju¢ne kosti

pN (patoloska N kategorija)

¢ pNX — ne moze se odrediti zahvaéenost podru¢nih limfnih ¢vorova
¢ pNO — podrucni limfni ¢vorovi nisu zahvaceni tumorom ili su prisutne izolirane tumorske
stanice
¢ pNO(it+) — prisutne izolirane tumorske stanice u ¢voru (manje od 200 stanica i do 0,2
mm u promjeru)
¢ pNO(mol+) — tragovi tumorskih stanica nadeni molekularnim testiranjem (RT-PCR)
¢ pNI1 — tumorom su zahvacena 1 do 3 pazusna limfna ¢vora i/ili je tumor naden u klinicki
negativnom unutarnjem limfnom ¢voru dojke
¢ pN1mi — prisutne mikrometastaze u pazusnim limfnim ¢vorovima na podrucju
vecem od 0,2 mm, ali manjem od 2 mm
¢ pNla — zahvacena 1 do 3 pazusna limfna ¢vora, najmanje jedno podrucje vece od 2
mm
¢ pN1b — nadene metastaze u unutarnjem limfnom ¢voru dojke prilikom biopsije
sentinel limfnog ¢vora; ne ukljucuje izolirane tumorske stanice

¢ pNlc — istovremeno prisutni NlaiN1b
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¢ pN2 — tumorom je zahvaceno 4 do 9 pazusnih limfnih ¢vorova ili su klinickim pregledom
nadeni uvecani unutarnji limfni ¢vorovi dojke bez zahvacanja pazusnih limfnih ¢vorova
¢ pN2a — zahvaceno 4 do 9 pazusnih limfnih ¢vorova, najmanje jedno podrucje vece
od 2 mm
¢ pN2b — klinickim pregledom nadeni uvecani unutarnji limfni ¢vorovi dojke,
neovisno o mikroskopskom nalazu, bez zahvacanja pazusnih limfnih ¢vorova
¢ pN3 - bilo koje od navedenog:
¢ pN3a — zahvaceno 10 ili viSe pazu$nih limfnih ¢vorova s najmanje jednim
podruc¢jem vec¢im od 2 mm ili zahvaceni limfni ¢vorovi ispod klju¢ne kosti
¢ pN3b — zahvacen najmanje jedan pazusni limfni ¢vor i klinickim pregledom nadeni
uvecani unutarnji limfni ¢vorovi dojke ili zahvacena 4 ili viSe pazusna limfna
¢vorova, najmanje jedno podrucje ve¢e od 2 mm i nadene tumorske stanice u
unutarnjem limfnom ¢voru dojke prilikom biopsije sentinel limfnog ¢vora

¢ pN3c — zahvaceni limfni ¢vorovi iznad kljucne kosti

M kategorija — zahvacenost udaljenih organa

¢ MX — ne moze se odrediti zahvacenost udaljenih organa
¢ MO — klinickim pregledom i radioloskom dijagnostikom nisu nadene metastaze u
udaljenim organima
¢ ¢MO(i+) — mali broj tumorskih stanica nadeno je u krvi ili koStanoj srzi ili su nadena
tumorom zahvaéena podrucja manja od 0,2 mm u udaljenim limfnim ¢vorovima

¢ M1 — tumor se prosirio na udaljene organe

18



IL-17 u ranom invazivnom raku dojke Uvod i svrha rada

AJCC ANATOMSKI STADUJI (73)

Stadij raka dojke T kategorija N kategorija M Kkategorija
Stadij 0 Tis NO MO
Stadij IA T1 NO MO
Stadij IB TO N1mi MO
Stadij IIA TO N1 MO
Stadij 1IB T2 N1 MO
Stadij IITA TO N2 MO
Stadij I1IB T4 NO MO
Stadij ITIC bilo koji T N3 MO
Stadij IV bilo koji T bilo koji N Ml

1.17. DEFINICIJA RANOG RAKA DOJKE

Rani rak dojke je rak dojke koji se nije prosirio dalje od dojke i pazusnih limfnih

¢vorova, ukljucujuc¢i DCIS te stadij [, IIA, IIB i IIIA raka dojke (74).

1.18. LIJECENJE RANOG INVAZIVNOG RAKA DOJKE

U lijeCenju ranog invazivnog raka dojke osim kirurskih zahvata koriste se
kemoterapija, bioloska (anti-HER?2) terapija, hormonska terapija i zracenje. Odluka o nacinu
lijeCenja donosi se temeljem klinickog i radioloskog nalaza i histoloske analize tumorskog
tkiva dobivenog biopsijom, a u skladu sa Zeljom bolesnika. Bolesnicima kojima je genetickim
testiranjem nadena vjerojatno patogena ili patogena varijanta u nekom od gena koji su
povezani s povecanim rizikom za rak dojke preporucuje se mastektomija neovisno o veli¢ini
tumora. U bolesnica kojima je rak dojke otkriven u ranoj fazi, a nisu kandidati za
neoadjuvantno lijecenje, indicirana je operacija. Prednost se daje poStednom kirurSkom
zahvatu nakon kojeg je potrebno provesti adjuvantno zracenje. Mastektomija je indicirana u
bolesnica s nepovoljnim omjerom velicine tkiva dojke i tumora, multicentricnih tumora,
nemogucnosti postizanja negativnog kirurskog ruba, kada nije moguce provesti adjuvantno
zraCenje, kada nije moguce posti¢i zadovoljavajuci estetski rezultat ili kada se za takav zahvat
opredijeli bolesnica (17). Bolesnicima u kojih je primarni tumor T2 ili ve¢i, imaju zahvacene
pazusne limfne ¢vorove ili su histoloske karakteristike tumora nepovoljne (HER2 tumori,
trostruko negativni tumori) predlaze neoadjuvantno lijeCenje, a potom operativni zahvat. Ako
se u bolesnika koji su pri dijagnozi imali zahvacene pazusne limfne ¢vorove (cN1) po
zavrSetku neoadjuvantnog lijecenja utvrdi cNO bolest, moguce je umjesto disekcije pazusnih

limfnih ¢vorova uciniti biopsiju sentinel limfnog ¢vora. Bolesnicima kojima je biopsijom
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potvrdeno postojanje metastaza u sentinel ¢vorovima treba napravit disekciju pazusnih

limfnih ¢vorova i nakon toga provesti adjuvantno zracenje (72,75).

Adjuvantno sustavno lije¢enje indicirano je u bolesnika koji su pod pove¢anim
rizikom za povrat bolesti temeljem kirurSkog nalaza i/ili histoloskih karakteristika tumora. U
sklopu adjvantnog lijeCenja primjenjuje se kemoterapija, bioloska terapija kod HER2
pozitivnih tumora, hormonska terapija kod hormonski ovisnih tumora i zracenje. Zracenje je
indicirano nakon postedne operacije, kod T3 i T4 primarnih tumora, pozitivnih pazusnih

limfnih ¢vorova ili neadekvatnog kirurSkog ruba (17).

Izbor sustavne terapije ovisi o izrazaju hormonskih receptora, receptora HER2 i
proliferacijskog indeksa Ki 67, te drugim prognostickim ¢imbenicima kao $to su zahvac¢enost
limfnih ¢vorova, veli¢ina tumora, histolo§ki tip tumora, gradus tumora, limfovaskularna
invazija i ostatna bolest u slucaju provedenog neoadjuvantnog lijecenja. Kod hormon ovisnih
HER?2 negativnih tumora s metastazama u do 3 pazusna limfna ¢vora, radi dobivanja dodatnih
prognostickih informacija i pomo¢i kod odluke o kemoterapijskom adjuvantnom lijecenju
mogu se koristiti genomski prognosticki testovi kao Sto su EndoPredict, MammaPrint,

Oncotype DX i Prosigna (17,76).

U luminalnom A ranom invazivnom raku dojke kemoterapija je indicirana samo u
slu¢aju nepovoljnih karakteristika bolesti kao $to su agresivniji histoloski podtipovi,

zahvacenost 4 ili viSe pazusna limfna ¢vora, primarni tumor T3 ili ve¢i.

Luminalne B tumore manje od 2 cm i bez zahvaéanja limfnih ¢vorova opravdano je
najprije kirurski odstraniti te potom lijeciti adjuvantnom kemoterapijom pa adjuvantnom
hormonskom terapijom i ako je indicirano zra¢enjem. Luminal B tumore koji su veéi od 2 cm
ili imaju druge nepovoljne karakteristike treba lijeciti neoadjuvantnom kemoterapijom, a

nakon toga kirurski, adjuvantnom hormonskom terapijom i ako je indicirano zra¢enjem.

U luminalnom B HER2 pozitivnhom ranom invazivnom raku dojke preporuka je
lijeCenje zapoceti neoadjuvantnom kemobioterapijom, a nakon toga pristupiti kirurSkom
zahvatu. Postoperativno, ovisno o tome je li u kirurski odstranjenom tkivu dojke nadeno
ostatnog tumora, lijeenje se nastavlja istom ili novom linijom anti-HER2 terapije uz

hormonsku terapiju i zraenje ako je indicirano.

U HER2 pozitivnhom ranom invazivnom raku dojke lijecenje se ve¢inom zapocinje
kemobioterapijom, nakon Cega slijedi kirurski zahvat. Izbor adjuvantne bioloske terapije ovisi

o kona¢nom patohistoloskom nalazu uz zracenje ako je indicirano.
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Lijecenje trostruko negativnog ranog invazivnog raka dojke u pravilu se sastoji od
neoadjuvantne kemoterapije nakon Cega slijedi kirurski zahvat. Kod ostatne bolesti u kirurski
odstranjenom tkivu dojke preporucuje se adjuvantni kapecitabin te ako je indicirano i

adjuvantno zracenje.

1.19. PROGNOZA RANOG RAKA DOJKE

Za procjenu ishoda bolesti i usmjeravanje terapijskih odluka koriste se klasi¢ni
klinicki i patoloski parametri kao Sto su histoloski tip tumora, veli¢ina tumora, stupanj
diferencijacije tumora, zahvacéenost limfnih i vaskularnih struktura, zahvacenost regionalnih

limfnih ¢vorova te izraZenost estrogenskih, progesteronskih i receptora HER2.

Povrat bolesti nakon preboljelog ranog invazivnog raka dojke moze se dogoditi
lokalno — ostatno tkivo dojke, koza ili stijenka prsista, regionalno — podrucni limfni ¢vorovi ili
udaljeno — najcesce kosti, pluca i jetra. Od 20 do 30 % bolesnika kojima je dijagnosticiran

rani rak dojke dozivjet ¢e udaljeni povrat bolesti (13).

Medu rizi¢ne faktore za povrat bolesti ubrajaju se veli¢ina tumora, zahvacenost
limfnih ¢vorova, uzak ili pozitivan kirurski rub, izostanak adjuvantnog zracenja nakon
postedne operacije dojke, prisutnost DCIS za kontralateralnu dojku, mlada zivotna dob,
izostanak adjuvantne hormonske terapije kod hormon ovisnih tumora, trostruko negativan

podtip tumora, upalni rak dojke i prekomjerna tjelesna tezina (77).
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Slika 1. 5-godisnje prezivljenje prema podtipu i stadiju, rak dojke SEER 2000 (podaci
preuzeti iz SEER (engl. Surveillance, Epidemiology, and End Results) programa) (78)

1.20. IMUNOLOSKI SUSTAV

Imunoloski sustav je kompleksan sustav stanica i organa koji putem sofisticirane
mreze signala moze razlikovati potencijalno Stetne tvari u organizmu od normalnih stanica

domacina te ih pomocu uspostavljenih obrambenih mehanizama ukloniti.

Ugrubo, imunoloski sustav se dijeli na urodenu imunost i ste¢enu imunost koje se
medusobno razlikuju brzinom i specificno$c¢u reakcije. Urodena i stecena imunost su
medusobno ovisne i djeluju interaktivno, a njihova regulacija ovisi o brojnim razli¢itim
citokinima ¢ija je svrha odrzavanje imunoloske homeostaze, koordinacija urodenih i stecenih

imunoloskih odgovora i promicanje imunoloske memorije (79).

1.21. URODENA I STECENA IMUNOST

Urodeni imunoloski sustav najstarija je komponenta ljudskog imunoloskog sustava.
Obuhvaca anatomske i fizioloske barijere (epitel koze, gastrointestinalnog, respiratornog i
genitourinarnog trakta), antimikrobne peptide i proteine, humoralne komponente
(komplement i opsonine) i stani¢ne komponente (neutrofile, monocite, makrofage, dendriti¢ne
stanice i urodene limfoidne stanice). U urodene limfoidne stanice ubrajaju se NK-stanice

(engl. natural killer cell), LTi stanice (engl. lymphoid T inducer cell) i urodene pomagacke
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stanice ILC1/ILC2/ILC3 (engl. helper-like ILC) (80). Urodeni imunolo$ki mehanizmi
spreCavaju ulazak patogena i uspostavljanje infekcije, uklanjaju ostatke mrtvih ili oSte¢enih

stanica domacina i mikroba i stimuliraju steCeni imunoloski odgovor.

Aktivacija urodenog imunoloSkog odgovora oslanja se na prepoznavanje molekularnih
uzoraka patogena pomocu specifi¢nih molekula za prepoznavanje obrazaca ili PRM (engl.
pattern recognition molecule). U PRM se ubrajaju stani¢ni receptori za prepoznavanje
obrazaca ili PRR (engl. pattern recognition receptor) i izvanstanicni topljivi PRM. Brojni
specijalizirani receptori za prepoznavanje obrazaca se nalaze na stanicama urodenog
imunoloskog sustava kao §to su dendriticke stanice i makrofazi, ali mogu se naci i na drugim
stanicama. Postoji viSe razreda PRR, ukljucujuc¢i TLR (engl. toll-like receptor), CLR (engl.
c-type lecitin receptor), NLR (engl. nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor)
i RLR (engl. RIG-1-like receptor). PRR mogu biti aktivirani molekularnim obrascima
patogenih mikororganizama tzv. PAMP (engl. pathogen-associated molecular pattern) ili
molekularnim obrascima povezanim s oStecenjem tzv. DAMP (engl. damage-associated
molecular pattern) odnosno sastavnicama jezgre ili citosola koji se u normalnim okolnostima
nalaze unutar stanice, a jednom kada stanica bude oStecena bivaju otpusteni u izvanstanicni
matriks (81). Izvanstani¢ni PRM imaju klju¢nu ulogu u humoralnom dijelu urodenog
imuniteta. Sposobni su prepoznati razli¢ite patogene i eliminirati ih zajednickim
mehanizmima kao $to su aktivacija komplementa, opsonizacija, aglutinacija, neutralizacija i
regulacija upale (82). Stanice urodenog imunoloskog odgovora oslobadaju razlicite citokine
koji su presudni u aktivaciji i diferencijaciji limfocita, a utjecu i na opseg i na vrstu stecenog

imunoloSkog odgovora na patogen.

Stecena imunost posredovana je limfocitima T i B. Tri obiljezja razlikuju ste¢enu
imunost od urodene: specificnost — sposobnost T-stanica steCene imunosti da prepoznaju
diskretne razlike izmedu patogena; imunolosko pamcenje — sposobnost T-stanica steCene
imunosti da zapamte prethodni susret s patogenom i kod ponovnog izlaganja istom patogenu
brze i intenzivnije reagiraju i imunoloska tolerancija — sposobnost razlikovanja stranih
molekula od vlastitih i izostanak reakcije na vlastite stanice i tkiva (83). Aktivacija steCenog
imunoloSkog sustava deSava se prvenstveno putem antigen-predocnih stanica ili APC (engl.
antigen presenting cell). U klasi¢ne APC ubrajamo dendriticke stanice, makrofage,
Langerhansove stanice i limfocite B (84). Nakon §to budu aktivirane, APC pocinju luciti
citokine i kemokine te preradom i predoCavanjem antigena limfocitima posreduju u aktivaciji
steCenog imunoloskog odgovora. Proces prerade i predocavanja antigena zbiva se u

organiziranom slijedu dogadaja. O nacinu na koji je antigen prepoznat i preraden ovisi hoce li
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imunostimulacijski peptidi biti prezentirani u sklopu MHC I ili MHC II kompleksa (85,86).
Istodobno se povecava izrazenost kostimulacijskih molekula na povrsini stani¢ne membrane
APC potrebnih za odgovarajucu aktivaciju T-stanica. Ovisno izrazavaju li CD4 ili CD8
molekulu na povrsini, naivne T-stanice dijele se na limfocite CD4+ ili CD8+. Antigen
uklopljen u MHC na povrsini APC veze se za T-stani¢ni receptor ili TCR (engl. T cell
receptor) na limfocitima CD4+ ili CD8+. O povrSinskim molekulama CD4 ili CD8 ovisi hoce
li se TCR vezati na antigen predocen u strukturi MHC II ili MHC I kompleksa. Naivne CD4 +
stanice vezu se na antigen ugraden u MHC II na povrsini APC te postaju pomagacki limfociti
CD4+ — stanice koje se ovisno o mikrookolisu mogu dalje diferencirati u efektorske
podskupine Thl, Th2, Th17, Th9, Th22, Tth ili regulatorne Treg stanice (87,88). Suprotno
tome, naivne CD8+ stanice veZu se na antigene ugradene u MHC I na povrsini APC te postaju
citotoksi¢ni limfociti CD8+. Do sada je identificirano nekoliko podskupina citotoksi¢nih
CD8+ limfocita T — Tcl, Tc2, Tc9, Tcl17 1 Te22 (89). Kako bi doslo do aktivacije limfocita T
potrebna je dodatna sekundarna signalizacija. Kod limfocita CD4+ dolazi do vezanja
kostimulacijske molekule CD28 za B7.1 (CD80) ili B7.2 (CD86) molekulu na APC ¢ime se
pokreée kompleksni biokemijski signal u limfocitima CD4+ i konac¢no proliferacija
specificnog klona za prepoznati antigen. Kako imunoloski odgovor ne bi bio pretjeran,
stimulacija CD28 molekule potice i produkciju CTLA-4 (CD152) molekule koja se
kompetitivno veze za B7 molekulu na APC i zaustavlja pokrenuti imunoloski odgovor.
Limfociti CD8+ za aktivaciju ovise o vezanju kostimulacijskih molekula CD70 i 41-BB
(CD134). Da bi doslo do odgovarajuce proliferacije specifi¢nog klona na podrazaj antigenom
limfociti T moraju dobiti dodatni signal za prezivljavanje od ICOS, 4-1BB i 0X40 molekula
koje za razliku od CD28 nisu konstitutivni elementi T-stanice. Njihovi ligandi na APC isto
tako nisu konstitutivni elementi stanice ve¢ bivaju izrazeni tek nakon prepoznavanja antigena.
Time se osigurava da limfocite T mogu aktivirati samo APC koje su bile u doticaju s

antigenom (90,91).

Osim T-stanica, ste¢eni imunoloski sustav ukljucuje i limfocite B. SteCena imunost
posredovana limfocitima B naziva se jo$ i humoralna imunost ili imunost posredovana
protutijelima. Aktivacija humoralnog imunoloSkog odgovora dogada se nakon kontakta
antigen reaktivnog limfocita B s antigenom. Limfociti B mogu prepoznati gotovo neogranicen
broj antigenskih epitopa u formi netaknutih proteina. Specijalizirani makrofazi i ne
fagocitarne folikularne dendriticke stanice predocuju limfocitima B opsonizirane netaknute
antigene izlozene na stani¢noj povrsini ili limfociti B dolaze izravno u kontakt s netaknutim

topivim antigenima iz okolisa. Jednom kada se antigen veze na B-stani¢ni receptor ili BCR

24



IL-17 u ranom invazivnom raku dojke Uvod i svrha rada

(engl. B cell receptor) dolazi do aktivacije limfocita B §to rezultira pove¢anim izrazajem
kostimulacijskih (CD86, CD80) i adhezijskih (ICAM1) molekula, receptora za migraciju,
molekula odgovornih za prezivljavanje te gena za regulaciju stani¢nog ciklusa. BCR naivnih
limfocita B je graden od dva dijela: membranskog imunoglobulina IgM i IgD i heterodimera
Iga i IgP lanca. Aktivacija BCR potice endocitozu BCR-antigen spoja te u konacnici
imunostimulacijski antigenski peptidi nastali preradom antigena u lizosomu bivaju izlozeni u
sklopu MCH II kompleksa na povrsini B-stanice i predo¢eni limfocitima T. Za napredovanje
B-stani¢nog odgovora mora do¢i do diferencijacije i klonske proliferacije B limfocita koja
moze biti potaknuta na tri naCina: izravnom aktivacijom BCR polivalentnim antigenom,
sekundarnim signalima od kostimulacijskih molekula ili putem pomagackih T-stani¢nih
signala kod nisko valentnih antigena (medu ostalim i vezanjem liganda CD40L na limfocitu T
s CD40 na limfocitu B). Jednom aktivirane naivne B-stanice koje na povrsini izrazavaju IgM i
IgD izoforme mogu procesom rekombinacije promijeniti imunoglobulinsku klasu tj. izoformu
BCR u IgG, IgA ili IgE §to omogucuje razlicitu efektorsku funkciju protutijela —
citotoksi¢nost uzrokovanu protutijelima, opsonizaciju atigena i imunomodulatornu ulogu.
Diferencijacijom limfocita B u plazma stanice visoko specifi¢ni BCR se zatim izlucuje kao
protutijelo. Protutijela ostvaruju svoju funkciju vezanjem na Fc receptore razlicitih stanica —

fagocita, NK stanica, mastocita, eozinofila i T-stanica (92).

1.22. URODENE LIMFOIDNE STANICE I NJIHOVA ULOGA U
IMUNOLOSKOM ODGOVORU

Urodene limfoidne stanice su limfociti koji za razliku od limfocita B i T ne izrazavaju
specificne antigenske receptore. Ovisno o transkripcijskom uzorku i citokinskom profilu
grupirane su podskupine urodenih stanica: NK-stanice i pomagacke ILC1 stanice ovise o
transkripcijskom ¢imbeniku T-bet (NK-stanice i o transkripcijskom ¢imbeniku Eomes)(93) i
luc¢e IFN-y i TNF-a, pomagacke ILC2 stanice ovise o transkripcijskom ¢imbeniku GATA3 i
luce IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 i amfiregulin, dok pomagacke ILC3 stanice ovise o
transkripcijskom ¢imbeniku RORyt te luce IL-17, IL-22 i GM-CSF. Dvije su skupine ILC3
stanica koje se razlikuju ovisno o tome izrazavaju li na stani¢noj povrsini NCR (engl. natural
cytotoxicity receptor) — NCR+ ILC3 koje luce IL-22 1 NCR-ILC3 koje luce IL-17 (94).
Funkcijski urodene limfoidne stanice predstavljaju pandan T-stanicama stecene imunosti:
NK-stanice preslikavajuéi funkciju citotoksi¢nih limfocita CD8+, a pomagacke ILC — ILCI1,
ILC2 i ILC3 preslikavajuci funkciju pomagackih limfocita CD4+ — Th1, Th2 i Th17 (94,95).

Populacija LTi stanica je isprva smatrana kao podskupina ILC obitelji zbog sli¢ne imunoloske
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funkcije kao NCR+ILC3 stanice. Danas je poznato da je razvoj LTi stani¢ne loze razlicit od
razvoja ostalih ILC podskupina te da LTi stanice imaju ulogu u funkcioniranju stecenog

imunoloskog sustava i sekundarnoj limfoidnoj organogenezi (95).

1.23. PODSKUPINE LIMFOCITA CD4+ I NJIHOVA ULOGA U
IMUNOLOSKOM ODGOVORU

Naivni antigen-specificni pomagacki limfociti CD4+ (ThO0), nakon Sto u susretu s
kompleksom antigen-MHC izloZenom na stanicnoj povrSini APC budu aktivirani, zapoCinju
daljnju diferencijaciju. Ovisno o tipu APC i citokinskom okruZenju aktivirani pomagacki
limfociti CD4+ mogu se diferencirati u jednu od podskupina: Th1, Th2, Th17, Th9, Th22,
Treg i Tth (88). Neovisno o tipu Th populacije stanice zadrzavaju specifi¢nost za predoceni
antigen — TCR specifi¢nost, ali se razlikuju ovisno o profilu citokina koji luce i koji potom

poticu razlicite efektorske funkcije.

Th1-stanice luc¢e IL-2, IFN-y, GM-CSF i TNF- B koji poti¢u stani¢nu imunost
aktiviraju¢i mononuklearne fagocite, NK-stanice i citotoksi¢ne limfocite CD8+, a
diferencijacija ThO u Th1 populaciju stanica zbiva se pod utjecajem transkripcijskog

¢imbenika T-bet, IL-12 i IFN-y, dok je inhibiraju IL-4, IL-10 i TGF-B (85,88,96).

Th2-stanice luce IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 i IL-13 koji poti¢u imunost posredovanu
protutijelima, ali i razliCite segmente reakcija preosjetljivosti. Diferencijacija ThO u Th2
populaciju stanica zbiva se pod utjecajem transkripcijskog ¢cimbenika GATA3 te IL-4
(85,88,96).

Th17-stanice luce IL-17, GM-CSF, TNF-a, IL-21, IL-22 i IL-26 koji promicu upalni
odgovor poticuci proizvodnju upalnih citokina IL-6 i TNF, privlace granulocite i uzrokuju
ostecenje tkiva, a diferencijacija ThO u Th17 populaciju stanica zbiva se pod utjecajem

transkripcijskih ¢cimbenika RORyt i STAT3 te IL-6 i TGF-p (85,88,96).
Th9-stanice luce IL-9 i IL-21, djeluju poticuci upalu u autoimunim i alergijskim
bolestima, poticu antitumorsku imunost posredovanu citotoksi¢nim limfocitima CD8+ (97), a

diferencijacija ThO u Th9 populaciju stanica zbiva se pod utjecajem transkripcijskog

¢imbenika PU.1, te IL-4 i TGF-B (85,88,96).

Th22-stanice lu¢e IL-22, TNF-a i IL-13, reguliraju urodene obrambene mehanizme,

inhibiraju diferencijaciju keratinocita i epitelnih stanica u probavnom i diSnom sustavu i
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inhibiraju remodeliranje tkiva (88). Diferencijacija ThO u Th22 populaciju stanica zbiva se

pod utjecajem transkripcijskih ¢imbenika RORyt i vjerojatno AhR te IL-6 i TNF-a (85,88,96).

Treg-stanice lu¢e dominantno IL-10 i TGF-f koji suprimiraju imunoloski odgovor radi
odrzavanja tolerancije ili stvaranja uvjeta za cijeljenje tkiva nakon upalne reakcije, a
diferencijacija ThO u Treg populaciju stanica zbiva se pod utjecajem transkripcijskog

gimbenika FoxP3, IL-2 i TGF-B (85,88,96).

Transkripcijski ¢imbenik BCL6 klju¢an je za diferencijaciju i funkciju TfH-stanica.
Diferencijacija ThO u TfH populaciju stanica potaknuta je signalizacijom putem ICOS, OX-40
te prisutnoséu IL-6, IL-12 i IL-21. Kroz uzastopne interakcije s B-stanicama, Tth-stanice
poticu prezivljavanje, proliferaciju, promjenu Ig klase, sazrijevanje i diferencijaciju B-stanica

u memorijske B-stanice i plazma stanice (88).

1.24. PODSKUPINE LIMFOCITA CD8+ I NJIHOVA ULOGA U
IMUNOLOSKOM ODGOVORU

Prema dosada$njim spoznajama unutar citotoksi¢nih limfocita CD8+ razlikuje se

nekoliko populacija stanica koje imaju razli¢itu funkciju: Tcl, Tc2, Tc9, Tc17 1 Tc22 stanice.

Tc1-stanice su klasi¢ne citotoksi¢ne stanice karakterizirane visokom razinom
perforina, granzima B, IFN-y i TNF-o. Nastanak Tcl-stanica induciran je s IL-12 koji luce

aktivirane APC (89).

Za Tc2-stanice je svojstveno lucenje IL-4, IL-5 i [L-13 i niska razina [FN-y.
Tc2-stanice sadrze visoke razine granzima B i posjeduju jednaka citotoksi¢na svojstva kao
Tcl. Nastanak Tc2 stanica induciran je s IL-4. Tc2-stanice poti¢u produkciju IgE protutijela,

privlace eozinofile i djeluju kao posrednici u alergijskim reakcijama (89).

Tc9-stanice luce IL-9 i niske razine IFN-y. Imaju oskudna citotoksi¢na svojstva,
dijelom zbog niskih razina granzima B. Nastanak Tc9-stanica induciran je s IL-4 i TGF-.
Tocna funkcija ovih stanica jos nije razjaSnjena (89).

Tcl17-stanice luce IL-17A, IL-17F i IL-22 te niske razine IFN-y. Kao i Tc9-stanice,
Tc17-stanice imaju oskudna citotoksi¢na svojstva, dijelom zbog niskih razina granzima B.
Nastanak Tcl7-stanica induciran je s IL-6 i TGF-f te dodatno potaknut s IL-1p, IL-21, i/ili
IL-23. Stanice Tc17 pronadene su u tumorskom mikrookolisu, imaju ulogu u obrani od
gljivi¢nih infekcija, posreduju u autoimunim poremecajima i ,,graft versus host reakciji.

Imaju sposobnost diferenciranja u dugovjecnije memorijske stanice (89).
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Tc22-stanice luce IL-22 1 u manjoj mjeri IL-17. Nastanak Tc22-stanica induciran je s
IL-6 i TNF-a. Stanice Tc22 sadrze visoke razine granzima B i posjeduju jaka citotoksi¢na
svojstva. lako bioloski znacaj Tc22 stanica joS uvijek nije razjasnjen, istrazivanja pokazuju da

Tc22-satnice pokazuju iznimnu antitumorsku aktivnost (89).

1.25. MEDPUODNOS IMUNOLOSKOG SUSTAVA I TUMORA

Tumorske stanice uslijed visSestrukih genskih mutacija imaju sposobnost aktivirati
brojne stanicne mehanizme koji im omogucuju razvoj i proliferaciju. Tijekom nastanka i
napredovanja, tumorske stanice susrecu se s visoko konzerviranim obrambenim
mehanizmima urodene i steCene imunosti. Postoje dva nacina kako tumorske stanice ipak
nastavljaju rasti — sekvencijski aktiviraju¢i samo gene koji su im potrebni za prezivljavanje,
imitirajuci genetske promjene koje se desavaju prilikom diferencijacije zametnih stanica i
ubrzanim gomilanjem nasumi¢nih mutacija koje stimuliraju dinamic¢ne procese u okolnim
tkivima, pobudujuéi jak upalni odgovor uz kona¢no postizanje ravnoteze nakon aktivacije
imunoloskih mehanizama zasluZnih za supresiju imunoloskog odgovora (98). Sto je veéi broj
mutacija u tumoru veca je i genetska raznolikost tumorskih stanica ¢ime se pospjesuje
onkogeneza. Ipak, s ve¢im brojem mutacija tumorska stanica se sve vise razlikuje od
normalne stanice te je imunoloske stanice mogu lakse prepoznati kao Stetni dogadaj (99).
Tumori se prema mutacijskom opterecenju (TMB, engl. tumor mutational burden) dijele na
one s velikim mutacijskim optere¢enjem i one s malim mutacijskim optere¢enjem. Mnoga su
istrazivanja potvrdila da §to je vece mutacijsko opterec¢enje u tumoru to je izgledniji bolji
odgovor na lijeCenje imunoterapijom. Treba napomenuti da imunoterapija (npr. antitijela
protiv PD-1/PD-L1) obi¢no dovodi do ponovnog aktiviranja postojecih protutumorskih
T-stanica, ali ne potice njihovo stvaranje. Ovaj tip klasifikacije tumora moze se koristiti u
odredenoj mjeri za razlikovanje tumora s ve¢om i manjom vjerojatnos¢u odgovora na
imunoterapiju, ali ne nudi jednoznac¢nu selekciju bolesnika koji ¢e povoljno odgovoriti na

imunomodulatorne lijekove i one koji nece (100).

Osim klasifikacije tumora temeljene na broju somatskih mutacija u tumorskom
genomu tumori se mogu podijeliti i prema imunoloskom fenotipu temeljenom na izraZenosti
T-stani¢nih markera i [FN profilu, neovisno o mutacijskom optere¢enju. Prema imunolo$kom
fenotipu razlikujemo: a) imunoloski aktivne tumore s visokom stopom infiltracije upalnim
stanicama, karakterizirane visokom razinom IFNy, ekspresijom PD-L1, B-stani¢nom
infiltracijom, visokom razinom limfocita infiltriranih u tumor i intaktnom prezentacijom

antigena, b) ,,imunoloski iskljucene* tumore kod kojih T-stanice okruzuju, ali se ne infiltriraju

28



IL-17 u ranom invazivnom raku dojke Uvod i svrha rada

u ,,otoci¢e tumorskih stanica, karakterizirane visokom razinom TGF-f, reaktivnom stromom,
MDSC-stanicama, izrazenom angiogenezom i niskom razinom MCH I te c) ,,imunoloski
puste tumore, karakterizirane pojacanim metabolizmom masnih kiselina, neuroendokrinim
znacajkama ili visokim proliferacijskim indeksom, aktiviranom Wnt/b-katenin signalizacijom
i niskom razinom MCH I (101,102). Klju¢no je razumjeti da iako tumorski genotip moze
oblikovati njegovo mikrookruzenje, ve¢e mutacijsko opterecenje ne odgovara nuzno vecoj
stopi imunoloske infiltracije. Dakle, tumori s velikim mutacijskim optere¢enjem nemaju
uvijek imunolosko aktivni fenotip niti tumori s malim mutacijskim opterecenjem odgovaraju
uvijek ,,imunoloski pustom® fenotipu (100). Mutacijsko opterecenje, iako ve¢inom dobro
korelira s odgovorom na imunoterapiju, u nekim tumorima pokazuje odstupanje. Moguce
objasnjenje je u tome da osim mutacijskih neoantigena imunoloski sustav moze biti aktiviran i
drugim tumorskim antigenima koji ne nastaju kao posljedica genskih mutacija u tumoru, npr.
proteinima onkogenih virusa, aberantno ili pretjerano izrazenim nemutiranim proteinima.
Osim toga, ,,pravo opterec¢enje” imunostimulatornim neoantigenima definirano brojem
mutacija koje su cilj T-stani¢nog odgovora ne odrazava uvijek mutacijsko opterecenje. Treba
uzeti u obzir i da je trenutna upotreba mutacijskog opterecenja tumora zapravo ,,statican
marker®, a odnos tumora i imunoloskog sustava nadasve dinamican proces. Tome u prilog
govori i ¢injenica da inicijalni tumorski odgovor na imunoterapiju ne rezultira uvijek i boljim

prezivljenjem (103).

Tumori u kojih upalne stanice dominantno okruzuju tumor bez infiltracije na
transkripcijskoj razini odgovaraju imunoloski aktivnim tumorima. Postoje definirani
transkripcijski uzorci prema kojima se razlikuju imunoloski aktivni tumori od ,,imunoloski

pustih® tumora (98).

Turan i suradnici su predlozili naziv kompenzatorna imunoloska rezistencija ili CIR
(engl. compensatory immune resistance) za mehanizam koji omogucuje tumorima da opstanu
u imunoloski aktivnom okoliSu, a temelji se na pretpostavci da bi bez CIR tumor bio unisten
imunoloS§kim odgovorom domacina. Mehanizam koji omogucuje tumoru da opstane u
imunoloski pustom okruzenju nazvali su primarna imunoloska rezistencija ili PIR (eng!.
primary immune resistance) (101). Svojstven transkripcijski obrazac u pozadini aktivnih
efektorskih mehanizama urodene i steCene imunosti kojima dolazi do destrukcije tkiva ranije
je nazvan imunoloska konstanta odbacivanja ili ICR (engl. immunologic constant of rejection)
(104). Obrazac obuhvaca Cetiri funkcionalne kategorije: CXCR3/CCR5 kemokine —
ukljucuju¢i CXCL9, CXCL10, CCLS5, Thl signalizaciju — IFNG, IL12B, TBX21, CD8A,
STATI, IRF1, CD8B, efektorske mehanizme — GNLY, PRF1, GZMA, GZMB, GZMH i
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imunoregulatorne mehanizme — CD274, CTLA4, FOXP3, IDO1, PDCDI. Sli¢an T-stani¢no
posredovani upalni genski uzorak nasli su i Ayers i suradnici i nazvali ga tumorski upalni
obrazac ili TIS (engl. tumor inflammation signature) (105). Proucavajuci uzorke raka dojke iz
TCGA baze podataka Turan i suradnici su primijetili da su u imunoloski aktivnim tumorima
istovremeno prisutni transkripcijski obrasci imunoloske aktivnosti i imunoloske supresije —
aktivacija imunogene stani¢ne smrti, [L23/Th17, ,,checkpoint™ klasteri, mijeloidne
supresorske stanice, regulatorne T-stanice, IDO te da je njihova uravnotezenost u pozadini
CIR. S druge strane, ,,imunoloski pusti“ tumori obogaceni su specificnim obrascima koji
odrazavaju aktivaciju STAT3 i PI3Ky/SFK/ pGSK3/B-katenin osi (B-katenin, MAPK
aktivacija) uz odsustvo imunoregulacijskih mehanizama $to govori u prilog primarne
imunoloske rezistencije (101). Upotreba imunoterapije — terapija citokonima IL2 i IFN-a,
unos aktiviranih limfocita T, ,,checkpoint™ inhibitori koji ciljaju CTL4, PD-1 i PD-L1
molekule je u posljednjih 20 godina donijela znac¢ajan napredak u lijecenju solidnih tumora, a
temelji se na principu pojacavanja aktiviranog imunoloskog odgovora na tumor ili smanjenja
inhibicije imunoloskih stanica u okoliSu tumora (94). Istrazivanja koja su ukljucila razlicite
tumore su pokazala da odgovor na lijecenje ,,checkpoint® inhibitorima ovisi o razini PD-L1
ekspresije, profilu genske ekspresije tumor infiltriraju¢ih stanica, mutacijskom opterec¢enju u
tumoru te prisustvu mikrosatelitske nestabilnosti (106). Kombinirana upotreba postoje¢ih i
otkri¢e novih preciznijih prediktivnih biomarkera preduvjet su za precizniju selekciju

bolesnika i temelj uspjesnosti imunoterapije u bolesnika oboljelih od raka (100).

1.26. IMUNOLOSKI ODGOVOR NA TUMOR

Imunoloski odgovor na tumor slijedi iste principe imunoloske reakcije kao na bilo koji
drugi patogen. Proces imunoloskog odgovora ukljucuje postizanje ravnoteze izmedu
promicanja upalnog odgovora koji stiti domacina od patogena i osiguravanja mehanizama
kontrole upale radi sprecavanja ozljeda domacina nastalih pretjeranim upalnim odgovorom na
podrazaj. Kontrola se postize napredovanjem upalnih stanica kroz razlicite faze ili kontrolne
tocke imunoloskog odgovora §to ukljucuje aktivaciju, uvecanje klona, migraciju,

diferencijaciju i prestanak odgovora (88).

Malignom transformacijom mijenja se sastav i izrazaj molekula na stani¢noj povrSini,
dolazi do odstupanja od uobicajenog nacina signalizacije izmedu stanice i njezine
mikrookoline te posljedi¢no do aktivacije imunoloskog sustava. Jednom pobudene stanice
prirodene imunosti mogu neposrednim mehanizmima unistiti tumorske stanice, a ujedno kao

antigen prezentirajuce stanice aktivirati steCenu imunost. Stanice urodene imunosti, kao §to su
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dendriticke stanice prepoznaju neoantigene koji nastaju u procesu onkogeneze genskim ili
epigenskim izmjenama u tumorskim stanicama, fagocitiraju ih i predo¢uju na svojoj povrsini
kao imunostimulacijske peptide uklopljene u MCH kompleks. T-stanice putem TCR
prepoznaju neoantigen-MHC sklop i tako zapoc€inje kaskada kondicioniranja, aktivacije i
diferencijacije limfocita T s razli¢itim omjerom T-efektorskih i T-regulatornih stanica.
Usporedo s napredovanjem imunoloske reakcije tumori se pod pritiskom imunoloskog
odgovora mijenjaju i razvijaju stanicne mehanizme koji im pomazu da izmaknu imunolo§kom
nadzoru u procesu koji se naziva imunolosko uredivanje (engl. immunoediting) (107).
Imunolosko uredivanje dovodi do aktivacije razli¢itih onkogenih puteva koji utjeu na
promjenu organizacije tumorskog mikrookoli$a pa on postaje nepovoljan za protutumorski
imunoloski odgovor i u konacnici moze biti kvalitativno preusmjeren u onaj koji u stvari
podrzava i pospjesuje rast tumora. Dva su kljuéna procesa u podlozi uspjesne onkogeneze —

indukcija imunoloske tolerancije i imunolosko izbjegavanje (108).

Kako bi se uistinu razumio odnos izmedu tumora i imunoloskog sustava potrebno je
rasvijetliti sofisticirano stani¢no medudjelovanje na razini mikrookoli$a tumora. Naime,
sistemska tolerancija na antigene tumora zapocinje upravo dogadajima u tumorskom

mikrookolisu (108).

Medu neke od onkogenih puteva koji dovode do nedostatne T-stani¢ne infiltracije i
aktivacije u tumorskom mikrookolisu (primarno imunolosko izbjegavanje) ubrajaju se
aktivacija WNT/B-katenin puta, aktivacija PI3K-puta uslijed gubitka funkcije gena PTEN,
aktivacija c-Myc-signalizacije, gubitak LKB1-signalizacije, aktivacija STAT3-puta te
vjerojatno aktivacija p53, PPAR-y i FGFR-signalizacije (109).

Aktivacija signalnog puta WNT/B-katenin dovodi do smanjene izrazenosti kemokina
CCL4 u tumorskim stanicama, Sto uzrokuje pad broja Batf3, CD103+ dendritickih stanica u
tumorskom okoliSu i time izostanak kondicioniranja tumor-specificnih T-stanica u
regionalnim limfnim ¢vorovima. Batf3-dendriticke stanice kljucne su u prezentiranju

tumorskih antigena citotoksi¢nim limfocitima CD8+ (109).

Izmjene signalnog puta PI3K/Akt/mTOR pronadene su u prakticki svim tumorima,
ukljucujuci rak dojke u kojem je signalni put PI3K/Akt/mTOR hiperaktivan u oko 60 % svih
slucajeva. PTEN (engl. Phosphatase and tensin homolog) fosfataza, najvazniji je negativni
regulator ovog puta i jedan od supresora tumora. Gubitak funkcije gena PTEN Ccesta je
genetska promjena u tumorima s izrazito malim brojem T-stanica u mikrookolisu. Kod

tumora koji imaju gubitak broja kopija gena PTEN inhibirani su geni povezani s autofagijom

31



IL-17 u ranom invazivnom raku dojke Uvod i svrha rada

LC3I1 LC3II koji pridonose aktivaciji APC (109). Pojacana aktivnost ovog signalnog puta
mozZze nastati 1 mutacijom gena PIK3CA. Mutacije u genu PI3KCA nalaze u oko 45 % svih
luminalnih tumora dojke, a u manjoj mjeri i u trostruko negativnim tumorima dojke (110) i
predstavljaju uvjet za lijecenje alpelisibom, oralnim selektivnim inhibitorom

fosfoinozitol-3-kinaze.

Aktivacija C-Myc dovodi do pojacane ekspresije CD47 i PD-L1 molekula na
tumorskim stanicama koje imaju imunosupresivan ucinak. CD47 protein je prekomjerno
izrazen na povrsini stanica mnogih tumora. CD47 tvori signalni kompleks s proteinom SIRPa
te tako pokrec¢e inhibicijski signalni put koji omogucuje tumorskim stanicama da izbjegnu
fagocitozu posredovanu makrofagima. U fizioloskim uvjetima CD47 signalizacija omogucava
odrZzavanje imunotolerancije prema stanicama domacina (111). PD-L1 je ligand koji se veze
na PD-1 protein na stani¢noj povrsini T-stanica i uzrokuje supresiju T-stani¢nog upalnog
odgovora. PD-1/PD-L1 put kontrolira indukciju i odrzavanje imunoloske tolerancije u
tumorskom mikrookolisu. U fizioloskim uvjetima PD-L1 obi¢no izrazavaju makrofagi, neke
aktivirane T-stanice i B-stanice, dendriticke stanice i neke epitelne stanice u uvjetima upale te

predstavlja jedan od mehanizama kontrole upale (112).

LKBI1/STK11 je tumor-supresorski gen, ¢esto mutiran u nesitnostani¢cnom raku pluca.
Gubitak funkcije gena LKBI dovodi do promjena u tumorskom stani¢nom metabolizmu i
diferencijaciji te do remodeliranja vanstani¢nog matriksa radi promicanja onkogeneze (113).
Tumorske stanice s gubitkom funkcije LKB1/STK11 pojacano luce upalne citokine kao $to su
IL-6 1 G-CSF, IL-33 i CXCL7 koji privlace neutrofile u tumorski okolis$ i inhibiraju funkciju
T-stanica. Kako su Koyama i suradnici pokazali, eliminacijom neutrofila iz okoliSa tumora

doslo je do znacajnog porasta broja T-stanica (109,113).

Konstitutivna aktivacija signalnog puta STAT3 najcesc¢e nije posljedica mutacije, vec
je posljedica toga §to mnoge onkogene receptor tirozin kinaze, kao $to su EGFR (engl.
epidermal growth factor receptor), HER2 i cMet koriste signalni put STAT3. Aktivacija
STATS3 u tumorima dovodi do smanjene produkcije upalnih citokina kao $to su tip I
interferoni i TNF. Osim toga STAT3 signalizacija uzrokuje oslobadanje ¢imbenika kao §to su
IL-10, VEGF, IL-6 i IL-23 koji inhibiraju aktivnost dendritickih stanica, NK stanica i
granulocita u tumorskom mikrookolisSu. STAT3 odmice T-stani¢ni odgovor od
Thl-diferencijacije i usmjerava ga prema Th17 populaciji stanica. Otkrivena je uloga STAT3
puta u kemotaksiji i poticanju diferencijacije nezrelih mijeloidnih stanica u MDSC umjesto u

APC (108). MDSC su karakterizirane izrazito smanjenim metabolizmom uslijed akumulacije
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dikarbonil radikala metilglioksala i uzrokuju naruseno metabolicko stanje u CD8+

limfocitima T paraliziraju¢i pritom njihove efektorske funkcije (114).

I gubitak p53 te aktivacija signalnih puteva PPAR-y i FGFR su dovedeni u vezu s
niskim razinama T upalnog odgovora na tumor. Povrh toga, pokazalo se da aktivacija gena
odgovornih za stvaranje hipoksi¢nih uvjeta tipicnih u tumorskom mikrookoliSu inhibira

indukciju protutumorskog odgovora na lokalnoj razini (109).

Nakon §to imunoloski sustav bude aktiviran tumorskim antigenima i uspostavi se
aktivna upala u mikrookoliSu tumora da se izbjegne imunoloski nadzor, tumor vise ne stvara
nove, ve¢ patoloski pojacava postojece mehanizme regulacije imunoloskog odgovora koji u
fizioloSkim uvjetima kontroliraju samotoleranciju, homeostazu mijeloidnih stanica, cijeljenje
rana i odgovor na stani¢nu smrt. Aktivacija T-stanica bez odgovarajuce kostimulacije, gubitak
antigena ili smanjena ekspresija MHC-molekula, pojacana ekspresija imunomodulatornih
molekula CTL4 i PD-L1, pojacana aktivnost indoleamin 2,3-dioksigenaze (IDO), prisutnost
tumoru pridruzenih makrofaga, MDSC, CD4+CD25+ Treg i CD1d-ograni¢enih T-stanica
koje suprimiraju antitumorsku aktivnost, prisutnost imunosupresivnih citokina koje lu¢i tumor
kao Sto su TGF-f, VEGF, IL-10, GM-CSF i IL-6 neki su od imunosupresivnih mehanizama

koji omogucuju tumoru da prezivi u imunokompetentnom domacinu (115).

1.27. ULOGA IL-17 U FIZIOLOSKIM UVJETIMA I BOLESTIMA

Interleukin 17 obitelj obuhvaca Sest strukturno srodnih citokina: IL-17A (IL-17,
originalno nazvan CTLAS), IL-17B, IL-17C, IL17D, IL-17 E (IL-25) i IL-17F. Sukladno
tome, obitelj IL-17 receptora (IL-17R) obuhvaca pet receptorskih podjedinica: IL-17RA,
IL-17RB, IL-17RC, IL-17RD i IL-17RE. Dosad najvise proucavani citokini ove obitelji su
IL-171IL-17F. IL-17 i IL-17F postoje ili kao kovalentni homodimeri ili formiraju
IL17-IL17F heterodimer. Sva tri liganda aktiviraju kvalitativno sli¢an signal, ali su razli¢ito
potentni (IL-17A > IL-A/F > IL-17F). Vezu se na obvezni dimerni kompleks receptora
IL-17RA i IL-17RC. IL-17RA receptor se nalazi na mnogim stanicama tako da je IL-17
signalizacija ogranicena izrazajem IL-17RC koji se nalazi ve¢inom na nehematopoetskim

epitelnim i mezenhimalnim stanicama.

Vise vrsta imunoloskih stanica proizvodi IL-17A i IL-17F, dok IL-17B, IL-17C i

IL-17D proizvode uglavnom epitelne stanice (119).

IL-17R pripada transmembranskim receptorima, a definira ga ,,SEF/IL-17R (SEFIR)*

citoplazmatska domena. Signalizacija IL-17 zapocinje vezanjem Actl unutarstani¢nog
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proteina za IL-17R. Act je multifunkcionalni citosolni protein adapter i izuzev IL-17R jedini
poznati protein sa SEFIR domenom. Nakon vezanja Actl za IL-17 receptorski kompleks
dolazi do vezanja TRAF6 (engl. Tumor necrosis factor receptor (TNFR)-associated factor 6)
za Actl. Poliubikvitiran TRAF6 potom aktivira TAK1 (engl. TGF-activated kinase 1) §to
dovodi do aktivacije transkripcijskog ¢imbenika NF-kB (engl. nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells). TAK1 pridonosi i [L-17 induciranoj
aktivaciji MAPK (engl. mitogen-activated protein kinase) puteva za aktivaciju AP-1
transkripcijskog ¢imbenika (118). IL-17 aktivira jo$ dva transkripcijska ¢imbenika, IkB( i
C-EBP koji, kao i NF-kB i AP-1, sudjeluju u IL-17 induciranoj transkripciji mnogih tkivno
specifiénih gena (119). IL-17 pojacava ekspresiju gena koji sudjeluju u upalnom odgovoru na
dva nacina — inducirajuci transkripciju gena de novo ili postranskripcijski stabilizirajuci
postojece ciljane mRNA transkripte (117). Medu ostalim, IL-17 potice stvaranje upalnih
citokina TNF, IL-6, IL1B, G-CSF i GM-CSF, kemokina IL8, CXCL1, CXCL2, CXCLS,
CXCL8, CCL2, CCL7 i CCL20, matriks metaloproteinaza MMP1, MMP3, MMP9, MMP12 i
MMP13 te razli¢itih humoralnih medijatora upale kao §to su defenzini, katelicidini, klaudini i

mucini (119,120).

34



IL-17 u ranom invazivnom raku dojke Uvod i svrha rada

o . B cells,
§ Activated monocytes, chondrocytes, Epithelial cells,
= Th17, TCDS8, epithelial cells, epithelial cells, Epithelial cells, adipose tissue,
E 8 T cells, Th17, T CDS, Epithelial cells, fibroblasts, fibroblasts, muscle, resting Bi
ILC3 ST cells, ILC3 keratinocytes o one tuft cells, Th2  and T cells
? IL-17A  IL-17A/F  IL-17F IL-17C IL-17B IL-17E IL-17D
T a 3 O ao a
B AR i N '
-__5 § IL-17RD/? IL-17RA/RC IL-17RC/RC IL-17RA/RE IL-17RA/RB ?
S E NN
I
O [ 1|
) (s
| TRAF6 | TRAF6 | TRAF6 |
o
=
s
=
=l
(7]
Stabilization
9 of mRNA NFkB NFkB NFkB 9
MAPK C/EBP AP-1 AP-1
\ i )\ )\ S )
¥ Y Y
é’o % Unknown Epithelial cells, Endothelial cells, Endothelial cells, Endothelial cells
ﬁ © fibroblasts, keratinocytes, monocytes, Th17 epithelial cells, ILC2,
macrophages monocytes, NKT cells, Th2

Slika 2. Signalni put Il-17 (preuzeto iz Brevi et al. Much More Than IL-17A: Cytokines of
the IL-17 Family Between Microbiota and Cancer. Frontiers in Immunology. 2020.) (121)

IL-17 privlaci i aktivira neutrofile i u manjoj mjeri monocite, $to je jedan od centralnih
dogadaja u odgovoru urodenog imunoloskog sustava na bakterijske i gljivicne infekcije.
Uloga IL-17 u obrani od patogena je najizrazenija u sluznicama i kozi gdje IL-17 potice
produkciju razli€itih citokina i peptida koji pridonose odrzavanju integriteta epitela i sluznica,
formiranju akutnog upalnog odgovora na patogen i aktivaciji B-stani¢nog odgovora, ¢ime se

ostvaruje spona izmedu urodenog i ste¢enog imunoloskog sustava (119).

Th17-stanice steCene imunosti prve su prepoznate kao izvor IL-17, a tek je kasnije
otkriveno da i druge imunoloske stanice mogu luciti IL-17. Th17-stanice nastaju
polarizacijom ThO naivnih limfocita CD4+ pod utjecajem IL-6, TGF-f i IL-23, koji
aktivirajuci signalizaciju STAT3 i Smads pojacavaju aktivnost RORyt, glavnog
transkripcijskog ¢imbenika u Th17-diferencijaciji. IL-23 pripada IL-12 citokinskoj obitelji i
pretezito ga luce aktivirani magrofagi i dendriticke stanice u perifernim tkivima (122). Osim
populacije Th17 limfocita CD4+ u kojoj je IL-17 glavni citokin i obiljezje populacije i druge

stanice imunoloskog sustava kao $to su Tc17 limfociti CD8+ te stanice urodenog
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imunoloskog sustava kao §to su ILC3, NK, NKT i Tyd proizvode IL-17. Stanice urodenog
imunoloskog sustava luc¢e IL-17 neovisno o MCH kompleksu (119,120).

IL-17 se pokazao kao snazan promotor upale ba$ zbog svoje sposobnosti da djeluje u
sprezi s drugim medijatorima upale. Dobar primjer za to je transaktivacija EGFR posredovane
Actl-TRAF4-ERKS kaskade koja moze biti inducirana IL-17, neovisno o EGFR ligandima.
To objasnjava snazan fizioloski u¢inak IL-17 in vivo u usporedbi s ne tako potentnim
ucinkom u eksperimentalnim uvjetima. IstraZivanja upucuju na to da je aktivnost IL-17
uvelike uvjetovana stani¢nim kontekstom u kojem djeluje. Privremena i kontrolirana
aktivnost IL-17 dio je fizioloskog imunoloskog odgovora i cijeljena tkiva dok kroni¢na IL-17

aktivnost inducira patoloSke odgovore koji promicu autoimunost i onkogenezu (118).

Otkri¢e da osovina IL-23-IL-17 ima klju¢nu ulogu u upalnim zbivanjima u podlozi
autoimunih bolesti bilo je pocetak mnogih istrazivanja o obrascima funkcioniranja IL-17 u
patoloskim uvjetima. Impresivan uspjeh u lijecenju psorijaze koji je postignut u klinickim
studijama koje su ispitivale u€inkovitost protutijela koja blokiraju IL-17 secukinumaba i
iksekizumaba — inhibitora IL-17A 1 IL-17A/IL-17F te brodalumaba — inhibitora IL-17RA,

ilustrira koliko je presudna funkcija IL-17 u kroni¢nim upalnim stanjima (120).

Postoji dihotomija protektivnih i Stetnih u¢inaka IL-17 koja je zamije¢ena u upalnim
bolestima crijeva i bolestima usne Supljine. Uloga IL-17 u oCuvanju integriteta epitela i
sluznica te cijeljenju tkiva nakon ozljeda iznimno je bitna i moguce prevladava Stetne ucinke
IL-17 u kroni¢noj upali zbog cega blokada funkcije IL-17 protutijelima moze dovesti do

egzacerbacije bolesti kao §to je bio slucaj u Crohnovoj bolesti (118).

Svojevrsna imunoloska tolerancija mora postojati na antigene razli¢itih
mikroorganizama u sluznicama i epitelu koji zive u simbiozi s ljudskim tijelom — mikrobiota,
a sadrZe deseterostruko veci broj gena negoli ljudski genom. To se po svemu sudeéi postize
pazljivom ravnotezom izmedu regulatornih T-stanica i efektorskih Th stanica. IL-17 je glavni
regulator medudjelovanja domac¢in-mikrobiota. Promjena ili disfunkcija mikrobiote obiljezje
je mnogih bolesti uklju¢ujuéi autoimmune bolesti i tumore. Pretpostavlja se da mikrobiota
crijeva moZe biti neovisni prediktivni faktor djelovanja ,,checkpoint inhibitora $to je predmet

brojnih prospektivnih istrazivanja (121).

Kako IL-17 moze djelovati sinergisticki s brojnim medijatorima, kao sto su TNFa,
LPS, IL-1B, limfotoksin, IFNy, IL-13, TGFp i FGF2, koji aktiviraju razne signalne putove,
ispituje se terapijska ucinkovitost kombinacije IL-17 i drugih protutijela, tzv. bispecifi¢nih

protutijela (123—125).
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1.28. IL-17 U MIKROOKOLISU RAKA

Povisene vrijednosti IL-17 su nadene u mnogim tumorima. Djelovanje [L-17 u
fizioloskim uvjetima pa tako i u tumorskom mikrookoliSu moze biti dvojako, a ovisi o

utjecaju razlicitih faktora iz okolisa u kojem se IL-17 nalazi.
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Target cell: Direct effect Target cell: Direct effect
e o O O o °
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Slika 3. Dvojaki ucinci IL-17 u tumorskom mikrooklisu (preuzeto iz Vitiello et al. Targeting
the interleukin-17 immune axis for cancer immunotherapy. J Exp Med. 2020;217(1):1-11.)
(126)

Da bi se bolje razumjela uloga IL-17 u mikrookoli$u tumora treba najprije razjasniti
znacaj razli¢itih stanica koje luce IL-17 u pojedinim tumorima i §to potice njihovu
diferencijaciju na lokalnoj razini. O koliko se kompleksnom i slojevitom medudjelovanju
razlicitih faktora radi predocava i otkri¢e da jedne od glavnih stanica koje luce IL-17 u

tumorskom mikrookolisu — pomagacki limfociti Th17 CD4+, posjeduju svojstvo
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transdiferencijacije i hibridne ekspresije vise od jednog transkripcijskog ¢imbenika

(119,126,127).

Od stanica koje luce IL-17 u tumorskom mikrookolisu prevladavaju limfociti Th17
CD4+ i yoT-stanice. Potaknute imunostimulacijskim tumorskim peptidima izlozenim u MHC
kompleksu na APC i usmjerene citokinima koje APC luci, ThO stanice zapocinju polarizaciju
u jednu od Th-subpopulacija. Ovisno o medijatorima u imunoloskoj sinapsi i prisutnim
tkivnim ¢imbenicima (promjene pH, naruSena mikrobiota, prehrana) dolazi do pojacane
ekspresije jednog od populacijski specifi¢nih transkripcijskih ¢cimbenika — Tbet za Th1, Gata3
za Th2, Bcl6 za TFH, ROR-yT za Th17, Fox3 za Teg, Arh za TR1 i posljedi¢no pojacanog
prepisivanja gena specificnih za pojedinu Th populaciju stanica. Potencirano promjenama u
citokinskom miljeu i tkivnim ¢imbenicima u nekim sluc¢ajevima moze doc¢i do pojacane
ekspresije vise od jednog transkripcijskog ¢imbenika te posljedi¢no do istovremene
produkcije razli¢itih populaciji svojstvenih citokina. Tako primjerice Th17, u kojima je
pojacan izrazaj ROR-yT i luce IL-17, mogu simultano pojacano izrazavati Tbet i luciti [FN-y
— Th17/Th1 hibridne stanice ili pojacano izrazavati Fox3 i lu€iti IL-10 — Th17/Treg hibridne
stanice (119,127). Za razliku od Thl i Th2 populacije koje vjerojatno po diferencijaciji
predstavljaju kona¢ne i medusobno iskljucive populacije stanica, Th17 i Treg populacije
stanica predstavljaju donekle prijelazne oblike i u razli¢itim uvjetima diktiranim izrazajem
citokina i tkivnim ¢imbenicima imaju sposobnost mijenjanja polarnosti odnosno
transdiferencijacije (127). Th17-stanice dobivene iz populacije TIL in vitro nakon aktivacije
TCR spontano su se transdiferencirale u Treg-stanice koje su potom izgubile svojstvo
plasti¢nosti 1 nisu vise mogle biti konvertirane u Th17-stanice bez obzira na prisutnost
Th17-polarizirajucih citokina (128). Nije poznato dogadaju li se i in vivo slicne promjene. Za
razliku od Th17-stanica, ydT-stanice su MHC-neovisne stanice koje imaju svojstva urodene
imunosti slicna NK-stanicama i ste¢ene imunosti — varijabilan ydTCR. yd T-stanice
prepoznaju Sirok spektar tumorskih antigena, lu¢e TNF-a, IFN-y i IL-17, djeluju kao antigen
predocne stanice za T-stanicnu imunost i poticu diferencijaciju limfocita B (129). Hoce li yo
T-stanice ispoljiti protumorske karakteristike slicne Treg-stanicama ili [IFN-y posredovane
protutumorske karakteristike ovisi o svojstvima okoli$a u kojem se nalaze. Postoje dokazi da
se produkcija IL-17 u yd T-stanicama zbiva neovisno o aktivaciji TCR, dok se lucenje IFN-y
pojacava nakon izlaganja antigenu pa tako postoje dva fenotipa yd T-stanica: “urodeni” IL-17

vo T i “steCeni” IFN-y+ yd T (130).

Uloga IL-17 u razli¢itim vrstama tumora dosad je ve¢inom ispitivana na in vitro

stanicnim modelima i ljudskim ksenograftima (118). Znaju¢i koliki utjecaj tkivni uvjeti i
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razli¢iti okoli$ni medijatori mogu imati na izrazaj i funkciju IL-17, ¢ime se i objasnjava
dihotomija koja je primijecena u heterogenim eksperimentalnim tumorskim modelima,
nedostatak podataka o ponasanju IL-17 in vivo predstavlja nepremostivu prepreku u
terapijskom moduliranju IL-17 posredovanih imunoloskih reakcija radi lijecenja bolesnika

oboljelih od raka.
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2. Hipoteza

Koncentracija IL-17 u serumu zena oboljelih od ranog invazivnog raka dojke prije
pocetka lijeCenja znacajno je veca od koncentracije IL-17 u serumu zdravih Zena i pozitivno
korelira s ekspresijom IL-17 u tumorskom tkivu. Nakon kirurskog zahvata, tijekom
adjuvantnog lijeCenja Zena oboljelih od ranog raka dojke, dolazi do znacajnog pada serumske

koncentracije IL-17 u odnosu na predoperativne vrijednosti.
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3. Ciljevi rada

3.1. OPCI CILJ

1. Odrediti i usporediti koncentraciju IL-17 u serumu Zena koje boluju od ranog invazivnog
raka dojke prije operacije i tijekom adjuvantnog lijeCenja s koncentracijom IL-17 u serumu

kontrolne skupine zdravih Zena.

2. Odrediti postoji li povezanost izmedu koncentracije IL-17 u serumu i izrazenosti IL-17 u

tumorskom tkivu Zena oboljelih od ranog invazivnog raka dojke.

3.2. SPECIFICNI CILJEVI

1. Utvrditi ima li promjene u koncentraciji IL-17 u serumu Zena oboljelih od ranog raka dojke
prije ikakve terapijske intervencije i nakon operacije i zapoc¢injanja hormonskog odnosno

kemoterapijskog adjuvantnog lijeCenja.

2. Analizirati odnos koncentracije IL-17 u serumu Zena oboljelih od ranog raka dojke prije i
nakon lijecenja sa surogatnim bioloskim podtipovima raka dojke te ispitati korelaciju s
ostalim klini¢kim i patohistoloskim karakteristikama kao §to su dob, menopauzalni status,
histoloski tip tumora, histoloski i nuklearni gradus tumora, limfovaskularna invazija,
zahvacenost i status limfnih ¢vorova, lijecenje kemoterapijom, hormonskom terapijom i

zraCenjem, pojava recidiva i smrtni ishod.

3. Analizirati razinu izraZenosti IL-17 u razli¢itim komponentama intraoperativno dobivenog
uzorka tumorskog tkiva ukljucenih bolesnica, ukljucujuéi invazivnu i in situ komponentu,

peritumorsku stromu i normalno tkivo dojke.

4. Utvrditi postoji li razlika u razini izrazenosti IL-17 u intratumorskom tkivu i zdravom tkivu

dojke.

5. Ispitati korelaciju razine IL-17 u serumu bolesnica oboljelih od ranog raka dojke prije i
nakon lijecenja s izrazenos$¢u IL-17 u intratumorskom tkivu, peritumorskoj stromi te zdravom

tkivu dojke.

6. Ispitati korelaciju izraZzenosti IL-17 u tumorskom tkivu s ostalim klini¢kim i

patohistoloskim karakteristikama ispitanica.
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4. Materijali i metode

Istrazivanje je provedeno u sklopu znanstvenog projekta pod nazivom ,,Karcinom
dojke — molekularne, genetske i klinicke karakteristike®, na teret sredstava i kratkorocne
sveucilisne financijske potpore istrazivanju ,,Genetska sklonost nastanka karcinoma dojke*.
Istrazivanje je provedeno u Klinickom bolni¢kom centru Zagreb uz odobrenje Etickog
povjerenstva Klini¢kog bolnickog centra Zagreb i ukljucilo je 118 Zena koje su operirane
zbog ranog raka dojke od srpnja 2015. do ozujka 2018. i 63 zdrave Zene koje su predstavljale
dobno podudarajucu kontrolnu skupinu. Sve ispitanice ukljucene u istraZivanje potpisale su
informativni pristanak za sudjelovanje u istrazivanju. U istrazivanje su bile ukljucene samo
zene oboljele od ranog raka dojke koje prethodno nisu bolovale od zlocudne bolesti, nisu
lijecene kemoterapijom niti radioterapijom, nisu bolovale od autoimunih bolesti niti su
primale imunosupresivne lijekove. Bolesnice koje su prije operacije primale neoadjuvantnu
kemoterapiju, biolosku ili hormonsku terapiju nisu bile ukljucene u istraZivanje. 1z
istrazivanja su iskljucene bolesnice kojima je potvrden lokalno uznapredovali ili metastatski
rak dojke i one u kojih nije bilo moguce ostvariti primjereno pracenje nakon operacije
odnosno vadenje drugog uzorka krvi nakon zapocinjanja adjuvantnog lijeCenja. Karakteristike
zena oboljelih od ranog raka dojke ukljucenih u istrazivanje prikazane su u Tablici 1. Podaci o
tumorima kao Sto su histoloski tip, histoloski i nuklearni gradus, limfovaskularna invazija,
zahvacenost limfnih ¢vorova, surogatni intrinzi¢ni podtip tumora preuzeti su iz
patohistoloskih nalaza dostupnih u bolnickom informacijskom sustavu. Estrogenski i
progesteronski receptori, HER2 i Ki67 odredeni su imunohistokemijskim bojenjem pomocu
komercijalno dostupnih protutijela (Ventana, Tucson, AZ, USA). Estrogenski i progesteronski
receptori izrazeni su kao postotak, a pozitivnom se smatrala ekspresija jednaka ili veca od
1 %. HER2 pozitivan rak dojke definiran je jakim i potpunim imunohistokemijskim bojenjem
membrane viSe od 10 % stanica (3+), a u slucaju nejasnog nalaza (2+) dodatno je radena in
situ hibridizacija. Surogatni intrinzi¢ni podtipovi odredeni su sukladno podjeli koja je
prihvaéena u St. Gallenu 2013. (60), a temelji se na izrazaju hormonskih i HER-2 receptora te
markera proliferacije Ki-67. Bolesnicama koje su ukljucene u istrazivanje uzeta su dva uzorka
krvi u dva odvojena vadenja, prvo prije operativnog zahvata, a drugo nakon provedena 3
ciklusa kemoterapije ili 3 mjeseca hormonske terapije. Zdravim zenama, koje su sudjelovale u
istrazivanju kao kontrolna skupina, uzet je jedan uzorak krvi. Za ukljucivanje u kontrolnu
skupinu vrijedili su isti kriteriji kao za Zene oboljele od ranog raka dojke. U Klinickoj jedinci
za patofiziologiju i eksperimentalnu onkologiju Klinike za onkologiju Klinickog bolnickog

centra Zagreb, centrifugiranjem je izdvojen serum iz uzoraka pune venske krvi ispitanica i
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pohranjen na -80 °C. U uzorcima seruma ispitanica odredivana je serumska koncentracija
IL-17 imunoenzimskim testiranjem ,,sandwich* ELISA koriste¢i humano IL-17 protutijelo
(Human IL-17A Platinum ELISA, eBioscience San Diego, CA, USA). Postupak je proveden u

skladu s uputama proizvodaca.

U Klinickom zavodu za patologiju i citologiju Klinickog bolnickog centra Zagreb su
pregledani hemalaun-eozinom obojeni tkivni prerezi debljine 4 um dobiveni iz operacijskog
materijala od 118 ukljucenih bolesnica. Tkivni prerezi od 97 bolesnica koji su imali
primjerene tumorske stanice i peritumorsku stromu su imunohistokemijski analizirani.
Imunohistokemijsko bojenje u€injeno je sukladno uputi proizvodaca koristeci zecje
poliklonsko protutijelo na IL-17 (Rabbit polyclonal anti-IL17 antibody, ab 79056, 1:200),
Abcam, Cambridge, MA, USA) na Dako Autostainer Link 48, automatiziranom stroju za
imunohistokemijsko bojenje prema vizualizacijskom protokolu Dako EnVisionFlex TM
K8000 uz diaminobenzidin (DAB) kao vizualizacijski sistem. Kao pozitivna kontrola
koriSteno je tkivo tonzile. Rezultati imunohistokemijske analize na IL-17 izrazeni su
semikvantitativno i to kao: 0 za odsutnost reakcije, 1 za slabo izrazenu reakciju, 2 za
umjereno izrazenu reakciju i 3 za snazno izrazenu reakciju (Slika 1.). Prilikom statisticke
obrade podataka dobivenih imunohistokemijskom analizom 0 se smatrala negativnim
rezultatom dok su se 1, 2 i 3 smatrali pozitivnim. Reakcija je analizirana intratumorski u
invazivnoj komponenti i ako je bila prisutna u in sitzu komponenti te u peritumorskoj stromi i

okolnom zdravom tkivu dojke, ako je bilo prisutno.

Dobivene koncentracije IL-17 u serumu i izrazenosti IL-17 u tumorskom tkivu su
analizirane i usporedene s klinickim i patohistoloskim karakteristikama kao $to su dob
bolesnica, veli¢ina tumora, broj pozitivnih limfnih ¢vorova, histoloski stadij tumora, status

estrogenskih i progesteronskih receptora, HER2 status te proliferacijski indeks Ki-67.

4.1. STATISTICKE METODE

Podaci su prikazani tabli¢no i graficki. Priprema podataka izvrSena je pomoc¢u
racunalnog tabli¢nog kalkulatora Microsoft Office Excel. Kolmogorov-Smirnovljevim testom
analizirana je raspodjela kontinuiranih numerickih vrijednosti te su se shodno dobivenim
podacima primijenili odgovarajuci neparametrijski testovi. Kategorijske i nominalne
vrijednosti su prikazane kroz odgovarajuce frekvencije i udjele. Kontinuirane vrijednosti
prikazane su kroz medijane i interkvartilne raspone. Razlike izmedu nezavisnih skupina su

analizirane Kruskal-Wallisovim i Mann-Whitney U testom te su prikazane Box i
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Whiskerovim plotom unutar kojeg su prikazane vrijednosti medijana, interkvartilnih raspona,
minimalnih i maksimalnih vrijednosti te ekstremnih vrijednosti koje se od medijana razlikuju
za vise od 1,5 interkvartilnih raspona. Razlike u koncentraciji IL-17 u serumu Zena oboljelih
od ranog invazivnog raka dojke prije operacije i nakon provedena tri ciklusa adjuvantne

kemoterapije ili tri mjeseca hormonske terapije analizirane su Wilcoxonovim testom.

Izracunati su korelacijski koeficijenti izmedu vrijednosti IL-17 s ostalim klinickim
parametrima: Spearmanovi koeficijenti korelacije Rho za medusobne korelacije ordinalnih ili
skalarnih vrijednosti ili Kendallovi koeficijenti korelacije Tau_b u sluc¢ajevima ordinalno —
nominalnih korelacija. P vrijednosti manje od 0,05 su smatrane znacajnima. U analizi se
koristila licencirana programska podrska IBM SPSS Statistics, verzija 25.0

(https://www.ibm.com/analytics/spss-statistics-software).

a) nema reakcije

b) slabo izrazena reakcija d) snazno izrazena reakcija.

Slika 4. Rezultati imunohistokemijske analize na IL-17
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5. Rezultati

Rezultati

Tablica 1. Opisna statistika kategorijskih varijabli i klinicke karakteristike ukljucenih zena

oboljelih od ranog invazivnog raka dojke (N=118)

Vrsta operacije

Menopauza

Kastracija

Histoloski tip

Histoloski gradus

Nuklearni gradus

Limfovaskularna invazija
(intra i ekstratumorska)

HER-2

Bioloski podtip tumora

N skupine

Limfni ¢vorovi

ER+

PR+

Postedni operativni zahvat
Mastektomija
Ostalo (biopsija)

NST

Lobularni invazivni
Mijesani

Ostali

W N = W N =

Ne

Da

Negativan (0,1+,2+)
Pozitivan (3+ ili 2+, ISH +)
Luminal A

Luminal B HER2 negativan
Luminal B HER2 pozitivan
HER?2 pozitivan

Trostruko negativan

NO

N1

N2

Negativni

Pozitivni

45

73
43

39
79
106
12
93

67
34

69
44
96
18

101
17
45
46

10
79
29
10
79
39
18
100
30
88

%
61,90 %
36,40 %

1,70 %
33,10 %
66,90 %
89,80 %
10,20 %
78,80 %
12,70 %

5,10 %

3,40 %

8,20 %
60,90 %
30,90 %

2,60 %
59,50 %
37,90 %
84,20 %
15,80 %
85,60 %
14,40 %
38,10 %
39,00 %

7,60 %

6,80 %

8,50 %
66,90 %
24,60 %

8,50 %
66,90 %
33,10 %

15,3 %

84,7 %

25,4 %

74,6 %
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Tablica 2. Opisna statistika kategorijskih varijabli i klinicke karakteristike ukljucenih Zena

oboljelih od ranog invazivnog raka dojke (N=118) — nastavak Tablice 1.

N %
. Ne 112 94,9 %
Smrtni ishod
Da 6 5,1 %
o Ne 107 90,7 %
Recidiv
Da 11 9,3 %
B Ne 39 33,1%
Kemoterapija
Da 79 66,9 %
Antraciklini 23 29,5 %
B Antraciklini — taksani 45 57,7 %
Vrsta kemoterapije .
Taksani 4 5,1 %
Ostalo 6 7,7 %
. B Ne 101 85,6 %
Anti-HER? terapija
Da 17 14,4 %
B Ne 22 18,6 %
Hormonska terapija
Da 96 81,4 %
Tamoksifen 29 29,9 %
Vrsta hormonske terapije Inhibitori aromataze 64 66,0 %
Tamoksifen i inhibitori aromataze 4 4.1 %
) B Ne 32 27,1 %
Radioterapija
Da 86 72,9 %

Opisna statistika kategorijskih varijabli i klinicke karakteristike ukljucenih zena
oboljelih od ranog invazivnog raka dojke (N=118) prikazana je u Tablicama 1.1 2. Vecina
ispitanica, njih 73 (61,9 %) je poStedno operirana. U trenutku dijagnoze 79 (66,9 %) ispitanica
je bilo postmenopauzalno. Od premenopauzalnih ispitanica kod njih 12 (10,2 %) je
napravljena kemijska ili kirurSka kastracija. Prema histoloskom tipu najzastupljeniji je bio
invazivni rak dojke NST koji je imalo 93 (78,8 %) ispitanica. Ve¢ina tumora bila je srednjeg
stupnja diferencijacije — 67 (60,9 %) tumora je bilo histoloSkog gradusa 2, a 69 (59,5 %)
tumora nuklearnog gradusa 2. Kod manjeg broja ispitanica, njih 18 (15,8 %) nadena je
pozitivna limfovaskularna invazija. Pozitivne limfne ¢vorove imalo je 39 (33,1 %) ispitanica
od kojih je 10 (8,5 %) bilo u skupini N2. Od bioloskih podtipova tumora skoro podjednako su
bili zastupljeni Luminal A i Luminal B HER-2 negativan podtip s 38,1 %, odnosno 39,0 %
zastupljenosti. HER-2 pozitivan tumor imalo je 17 (14,4 %) ispitanica. U promatranom
periodu recidiv je imalo 11 bolesnica (9,3 %), a smrtni ishod zabiljeZen je kod Sest bolesnica
(5,1 %). Kemoterapiju je primilo 79 (66,9 %) ispitanica, a hormonsku terapiju 96 (81,4 %)

ispitanica. Adjuvantno zracenje je provedeno kod 86 (72,9 %) ispitanica.
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Tablica 3. Opisna statistika kontinuiranih varijabli i klinicke karakteristike ukljucenih Zena

oboljelih od ranog invazivnog raka dojke (N=118)

Min Max Centile
25. Medijan 75.
Dob u trenutku dijagnoze (godine) 32,00 82,00 46,75 57,00 65,00
Veli¢ina tumora (cm) 0,50 4,50 1,08 1,55 2,20
ER (%) 0,00 100,00 40,00 90,00 100,00
PR (%) 0,00 100,00 0,00 70,00 90,00
Ki-67 (%) 3,00 90,00 12,05 22,40 34,75
Vrijeme pracenja do smrti (godine) 2,09 9,39 4,90 5,45 5,90
Vrijeme pracenja do recidiva (godine) 0,75 9,39 4,73 5,37 5,87
IL-17 u serumu prije operacije (pg/ml) 0,43 224,20 1,15 1,82 4,72
IL-17 u serumu tijekom adjuvantne 0.32 4415 100 125 2,05

terapije (pg/ml)

Opisna statistika kontinuiranih varijabli i klinicke karakteristike ukljucenih Zena
oboljelih od ranog invazivnog raka dojke prikazana je u Tablici 3. Medijan (interkvartilni —
IQR raspon) dobi iznosio je 57,0 (46,8-65,0) godina. Medijan veli¢ine tumora bio 1,55
(1,08-2,20) cm.

Medijan (IQR) ekspresije estrogenskih receptora bio je 90,0 % (40,0 %-100,0 %),
progesteronskih receptora 70,0 % (0,0 %-90,0 %), a Ki-67 22,4 % (12,1 %-34,8 %).

Medijan vremena pracenja do smrti bio je 5,45 godine, a medijan vremena pracenja do

recidiva bio je 5,37 godina.

Medijan koncentracije IL-17 u serumu prije operacije iznosio je 1,82 pg/ml

(1,15-4,72) , a tijekom adjuvantne terapije 1,25 pg/ml (1,00-2,05).
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Tablica 4. Izrazenost IL-17 u tumorskom tkivu u Zena oboljelih od ranog invazivnog raka

dojke
N %

Kategorija 0 7 7,4 %
) ) Kategorija 1 31 32,6 %

IL-17 IHC invazivna komponenta "
Kategorija 2 36 37,9 %
Kategorija 3 21 22,1 %
Kategorija 0 5 8,6 %
Kategorija 1 19 32,8 %

IL-17 IHC in situ komponenta "
Kategorija 2 22 37,9 %
Kategorija 3 12 20,7 %
Kategorija 0 75 78,1 %
) Kategorija 1 20 20,8 %

IL-17 IHC peritumorska stroma "
Kategorija 2 1 1,0 %
Kategorija 3 0 0,0 %
Kategorija 0 41 56,2 %
) Kategorija 1 31 42,5 %

IL-17 IHC normalno tkivo »
Kategorija 2 1 1,4 %
Kategorija 3 0 0,0 %

Izrazenost IL-17 u tumorskom tkivu u Zena oboljelih od ranog invazivnog raka dojke
prikazana je u Tablici 4. Intratumorski, u invazivnoj komponenti kao i u in situ komponenti,
najmanje je bila zastupljena izrazenost kategorije 0 (<10 %), dok je u peritumorskoj stromi, kao

1 u normalnom tkivu dojke kategorija 0 bila najzastupljenija (78,1 %, odnosno 56,2 %).
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Rezultati

Tablica 5. Usporedba serumske koncentracije IL-17 u zena oboljelih od ranog invazivnog raka

dojke (ispitanice) prije operacije i nakon operacije tijekom adjuvantnog lijecenja i zdravih

zena (kontrola): Mann-Whitney U test

Skupina N
IL-17 u serumu prije operacije = Ispitanice 118
(pg/ml) Kontrole 63
IL-17 u serumu tijekom Ispitanice 118

adjuvantne terapije (pg/ml) Kontrole 63

Min

0,43
0,08
0,32
0,08

Max

224,20
8,32
44,15
8,32

Mann-Whitney U

IL-17 u serumu prije operacije (pg/ml)
IL-17 u serumu tijekom adjuvantne terapije
(pg/ml)

1902,00
2551,00

25.
1,15
0,65
1,00
0,65

-5,41
-3,47

Centile
Medijan 75.
1,82 4,72
1,05 1,48
1,25 2,05
1,05 1,48
P
<0,001
0,001

Usporedba vrijednosti IL-17 u serumu Zena oboljelih od ranog invazivnog raka dojke

(ispitanice) prije operacije i nakon operacije tijekom adjuvantnog lijeCenja i zdravih Zena

(kontrola) prikazana je u Tablici 5. i odgovara na postavljeni op¢i cilj.

U odnosu na kontrolnu skupinu, u Zena oboljelih od ranog invazivnog raka dojke

(ispitanice) utvrdene su znacajno povecane serumske vrijednosti IL-17 i1 prije operacije

(P<0,001) i tijekom adjuvantne terapije nakon operacije (P=0,001), Slika 5. i Slika 6.
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Slika 5. Usporedba serumske koncentracije IL-17 u Zena oboljelih od ranog invazivnog raka

dojke prije operacije i kontrolne skupine

11,00
10,00
9,00
* *
& 800 *
o
7.00
= 3 x .
=1
E 6,00
= ®
ﬁ 5,00 " *
-1
= o .
Zoam e
i
o
=
2,00
1,00
0,00
Ispitanice Kontrole
Skupina

Slika 6. Usporedba serumske koncentracije IL-17 u Zena oboljelih od ranog invazivnog raka

dojke nakon operacije tijekom adjuvantnog lije¢enja i kontrolne skupine
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Tablica 6. Razlika u koncentraciji IL-17 u serumu zena oboljelih od ranog invazivnog raka
dojke prije operacije i nakon provedena tri ciklusa adjuvantne kemoterapije ili tri mjeseca

hormonske terapije: Wilcoxonov test

Centile
N Min Max —
25. Medijan 75.
IL-17 u serumu prije operacije (pg/ml) 118 0,43 24,20 1,15 1,82 4,72
IL-17 u serumu tijekom adjuvantne terapije 118 0,32 4,15 1,00 1,25 2,05
(pg/ml)

IL-17 u serumu tlj?,‘kom adquantne terapije (pg/ml) / 6,547 <0,001
IL-17 u serumu prije operacije (pg/ml)

Razlika u koncentraciji IL-17 u serumu Zena oboljelih od ranog invazivnog raka dojke
predoperativno i nakon provedena 3 ciklusa adjuvantne kemoterapije ili 3 mjeseca hormonske
terapije prikazana je u Tablici 6. i na Slici 7. te odgovara na jedan od specifi¢nih ciljeva.

Tijekom adjuvantne terapije nakon operacije je zabiljezen znacajan pad serumske razine

IL-17 (P<0,001) u odnosu na predoperativne vrijednosti.
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Slika 7. Razlika u koncentraciji IL-17 u serumu Zena oboljelih od ranog invazivnog raka

dojke predoperativno i nakon provedena tri ciklusa adjuvantne kemoterapije ili tri mjeseca

hormonske terapije

Tablica 7. Razlike u koncentracijama IL-17 u serumu (prije operacije i tijekom adjuvantnog

lijeCenja) s obzirom na status receptora HER2 u tumoru: Mann-Whitney U test

HER-2

i +2+
IL-17 u serumu prije Negativan (0,1+,2)

s Pozitivan
operacije (pg/ml) (3+ ili 2+ ISH)
IL-17 u serumu tijekom = Negativan (0,1+,2+)
adjuvantne terapije Pozitivan
(pg/ml) (3+ ili 2+ ISH+)

IL-17 u serumu prije operacije (pg/ml)
IL-17 u serumu tijekom adjuvantne terapije
(pg/ml)e

N

101
17
101
17

Min
0,43
0,64
0,32
0,96

Max

224,20
34,20
44,15
20,40

Mann-Whitney U
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837,500
704,000

25.
1,16

1,01
0,99
1,01

-0,161
-1,184

Centile
Medijan 75.
1,82 4,02
1,53 11,97
1,23 2,01
1,64 3,93
P
0,872
0,236
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Tablica 8. Razlike u koncentracijama IL-17 u serumu prije operacije i tijekom adjuvantne

terapije s obzirom na status limfnih ¢vorova: Mann-Whitney U test

Centile
N status N Min Max 25. Medijan 75, P

IL-17 u serumu Negativan 79 0,63 224,20 1,15 1,72 3,98

prije operacije (NO) 0.188
(pg/ml) Pozitivan 39 0,43 89,14 1,23 2,23 7,89 ’

(N1, N2)

IL-17 u serumu Negativan 79 0,68 27,50 0,98 1,23 1,98

tijekom (NO) 0.047
adjuvantne Pozitivan 39 0,32 44,15 1,12 1,58 2,98 ’

terapije (pg/ml) (N1, N2)

Tablica 9. Razlike u koncentracijama IL-17 u serumu prije operacije i tijekom adjuvantne

terapije s obzirom na status limfnih ¢vorova: Kruskal-Wallisov test

Centile
N skupine N Min Max
25. Medijan 75.
- - NO 79 0,63 24,20 L,15 1,72 3,98
IL-17 u serumu prije operacije N1 29 0.43 89,14 1,47 2.38 8.60
(pg/ml)
N2 10 0,64 16,20 1,04 1,40 5,44
- NO 79 0,68 27,50 0,98 1,23 1,98
IL-17 u serumu tijekom NI 29 032 4415 116 163 | 267
adjuvantne terapije (pg/ml)
N2 10 0,86 4,72 1,06 1,24 4,02
Kruskal-Wallis H df P
IL-17 u serumu prije operacije (pg/ml) 4,098 2 0,129
IL-17 u serumu tijekom adjuvantne terapije (pg/ml) 4,149 2 0,126

Razlike u vrijednostima IL-17 u serumu prije operacije i tijekom adjuvantne terapije s
obzirom na status HER-2 receptora i limfnih ¢vorova prikazane su u Tablicama 7., 8.1 9. Nije
bilo znacajne razlike u koncentraciji IL-17 prije operacije niti tijekom adjuvantne terapije s
obzirom na status HER-2 receptora. ZabiljeZena je znacajna razlika razine IL-17 u serumu
oboljelih tijekom adjuvantne terapije sa zahvac¢enos$¢u pazusnih limfnih ¢vorova neovisno o

broju zahvacenih ¢vorova odnosno N skupini.

Tablica 10. prikazuje razlike u vrijednostima IL-17 u serumu (prije operacije i tijekom
adjuvantne terapije) s obzirom na surogatni bioloski podtip tumora te odgovara na jedan od
specificnih ciljeva. U trostruko negativnom podtipu bile su predoperativno znacajno vece

vrijednosti serumskog IL-17 nego u luminalni A (P=0,001), luminalni B HER2 negativnom
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(P=0,003) te luminalni B HER2 pozitivnom (P=0,018) podtipu. Tijekom adjuvantne terapije
bile su vece vrijednosti IL-17 u serumu u trostruko negativnom podtipu nego u luminalni A

(P<0,001) i luminalni B HER2 negativnom (P=0,001) podtipu.

Tablica 10. Razlike u vrijednostima IL-17 u serumu (prije operacije i tijekom adjuvantne
terapije) s obzirom na surogatni bioloski podtip tumora: Kruskal-Wallisov test

s post-hoc Mann-Whitney U testom

Centile
Bioloski podtip tumora N Min Max
25. Medijan  75.
Luminal A 45 0,43 87,58 1,08 1,72 3,13
IL-17u Luminal B HER2 negativan 46 0,60 224,20 1,16 1,74 3,55
SCIUMU PIYE 1 1 minal B HER2 pozitivan 9 0,64 14,17 1,01 1,23 7,85
operacije
(pg/ml) HER?2 pozitivan 8 0,78 34,20 1,00 7,45 14,31
Trostruko negativan 10 1,43 23,40 3,48 8,94 18,19
IL-17 u Luminal A 45 0,32 3,86 0,92 1,23 1,92
serumu Luminal B HER2 negativan 46 0,83 44,15 1,01 1,22 1,87
tijekom Luminal B HER?2 pozitivan 9 0,96 7,22 1,05 1,64 4,04
adjuvantne
terapije HER?2 pozitivan 8 0,97 20,40 0,99 1,67 3,94
(pg/ml) Trostruko negativan 10 1,23 14,20 1,81 2,60 6,30
Kruskal-Wallis H df P
IL-17 u serumu prije operacije (pg/ml) 12,631 4 0,013
IL-17 u serumu tijekom adjuvantne terapije (pg/ml) 14,737 4 0,005
Post-hoc analiza Mann-Whitney U test
vrijednost
Surogatni bioloski podtip IL-17 u serumu prije “IL-17 u serumu
operacije (pg/ml) tijekom adjuvantne
P Je (pg terapije (pg/ml)
Luminal A vs. luminalni B HER2 negativan 0,446 0,378
Luminal A vs. luminalni B HER2 pozitivan 0,807 0,131
Luminal A vs. HER2 pozitivan 0,149 0,176
Luminal A vs. trostruko negativan 0,001 <0,001
Lurr.l{nal B HER2 negativan vs. luminalni B HER2 0,474 0363
pozitivan
Luminal B HER2 negativan vs. HER2 pozitivan 0,306 0,450
Luminal B HER2 negativan vs. trostruko negativan 0,003 0,001
Luminal B HER2 pozitivan vs. HER2 pozitivan 0,290 0,923
Luminal B HER2 pozitivan vs. trostruko negativan 0,018 0,102
HER2 pozitivan vs. trostruko negativan 0,477 0,155
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Slika 9. Razlike u vrijednostima IL-17 u serumu tijekom adjuvantne terapije s obzirom na

bioloski podtip tumora
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Tablica 11. Korelacijski koeficijenti serumske razine IL-17 i izraZzenosti IL-17 u tumorskom

tkivu: Spearmanovi koeficijenti korelacije Rho

IL-17 u serumu prije IL-17 u serumu tijekom
operacije (pg/ml) adjuvantne terapije (pg/ml)
Rho -0,024 0,036
IL-17 IHC invazivna i in situ P 0.816 0.726
komponenta
N 95 95
Rho 0,054 0,111
IL-17 IHC peritumorska stroma P 0,603 0,282
96 96
Rho -0,030 -0,072
IL-17 IHC normalno tkivo P 0,799 0,543
73 73

Korelacijski koeficijenti serumske razine 11.-17 i izrazenosti IL-17 u tumorskom tkivu
prikazani su u Tablici 11. i odgovaraju na jedan od specifi¢nih ciljeva kao i na hipotezu. Nije

bilo statisticki znacajnih korelacija.
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Tablica 12. Razlike serumske razine IL-17 i izraZenosti IL-17 u tumorskom tkivu:

IL-17 u serumu prije
operacije (pg/ml)

IL-17 u serumu
tijekom adjuvantne
terapije (pg/ml)

IL-17 u serumu prije
operacije (pg/ml)

IL-17 u serumu
tijekom adjuvantne
terapije (pg/ml)

IL-17 u serumu prije
operacije (pg/ml)

IL-17 u serumu
tijekom adjuvantne
terapije (pg/ml)

IL-17 IHC
invazivni + in
situ
Negativno
(kategorija 0)
Pozitivno
(kategorija
1,2,3)
Negativno
(kategorija 0)
Pozitivno
(kategorija
1,2,3)

IL-17 THC
peritumorska
stroma
Negativno
(kategorija 0)
Pozitivno
(kategorija
1,2,3)
Negativno
(kategorija 0)
Pozitivno
(kategorija
1,2,3)

IL-17 THC
normalno
tkivo
Negativno
(kategorija 0)
Pozitivno
(kategorija
1,2,3)
Negativno
(kategorija 0)
Pozitivno
(kategorija
1,2,3)

Mann-Whitney U test

75

21

75

21

Min

1,96

0,43

0,86

0,32

Min

0,60

0,43

0,63

0,32

Min

0,60

0,43

0,63

0,32

Nije bilo statisticki znacajnih razlika.
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Max

18,20

224,20

5,63

44,15

Max

224,20

89,14

27,50

44,15

Max

224,20

89,14

27,50

44,15

cefnstila Medijan
2,04 3,57
1,15 1,80
1,36 2,02
1,02 1,28

25.centila Medijan
1,15 1,82
1,28 2,10
1,03 1,28
1,02 1,82

cefnstila Medijan
1,16 2,00
1,22 1,81
1,03 1,28
1,00 1,26

75.
centila P
9,98
0,068
4,71
2,60
0,228
2,11
75.
centila P
4,56
0,626
6,96
2,00
0,285
2,89
75.
centila P
4,71
0,824
3,71
2,03
0,519
1,85



IL-17 u ranom invazivnom raku dojke

Rezultati

Tablica 13. Korelacijski koeficijenti izmedu vrijednosti IL-17 s ostalim klini¢kim i

patohistoloSkim pokazateljima: Spearmanovi koeficijenti korelacije Rho ili Kendallovi

koeficijenti korelacije Tau_b u slucajevima ordinalno — nominalne usporedbe

Dob u trenutku
dijagnoze (godine)

Menopauza

Kastracija

Histoloski gradus

Nuklearni gradus

Limfovaskularna

invazija (intra i

ekstratumorska)

Veli¢ina tumora (cm)

N status

Pozitivni ¢vorovi

IL-17 u serumu
prije operacije
(pg/ml)

0,179
0,052
118
-0,139
0,067
118
-0,024
0,755
118
0,112
0,243
110
0,029
0,760
116
0,144
0,062
114
0,167
0,071
118
0,095
0,306
118
0,100
0,188
118

IL-17 u
serumu
tijekom
adjuvantne
terapije
(pg/ml)

-0,113
0,224
118
-0,066
0,383
118
-0,026
0,735
118
0,232
0,015
110
0,189
0,042
116
0,103
0,184
114
0,224
0,015
118
0,174
0,060
118
0,151
0,047
118

58

IL-17 IHC
invazivna i

in situ

komponenta

-0,109
0,291
96
-0,123
0,234
96
0,73
0,479
96
0,72
0,504
89
0,141
0,175
94
0,183
0,079
93
0,018
0,838
96
0,169
0,100
96
-0,119
0,484
37

IL-17 IHC
peritumorska
stroma

-0,342
0,001
96
-0,206
0,044
96
0,044
0,665
96
0,123
0,249
90
0,256
0,013
94
0,036
0,732
93
0,149
0,148
96
0,168
0,102
96
0,167
0,102
96

IL-17
IHC

normalno

tkivo

-0,275
0,019
73
-0,134
0,254
73
0,038
0,744
73
0,006
0,959
67
0,195
0,101
72
0,116
0,324
72
0,101
0,397
73
-0,072
0,543
73
-0,056
0,634
73
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Tablica 14. Korelacijski koeficijenti izmedu vrijednosti IL-17 s ostalim klini¢kim i

patohistoloSkim pokazateljima: Spearmanovi koeficijenti korelacije Rho ili Kendallovi

koeficijenti korelacije Tau_b (u slu¢ajevima ordinalno — nominalne usporedbe) — nastavak

ER (%)

PR (%)

HER-2

Ki-67 (%)

Smrtni ishod

Recidiv

Kemoterapija

Anti-HER
terapija

Hormonska
terapija

Radioterapija

IL-17 u
serumu
prije
operacije
(pg/ml)
-0,215

0,019
118
-0,034
0,711
118
0,015
0,873
118
0,120
0,201
116
0,001
0,995
118
0,027
0,775
118
0,151
0,046
118
0,012
0,872
118
-0,244
0,001
118
0,011
0,884
118

Tablice 12.
IL-17 u
serumu I L_17. IHC. IL-17 IHC IL-17 IHC
nakon mv.amyna ! peritumorska = normalno
terapije konll’:)(s)ll:lén ta stroma tkivo
(pg/ml)
-0,275 0,185 -0,073 0,135
0,003 0,071 0,477 0,256
118 96 96 73
-0,114 0,087 -0,150 0,007
0,220 0,399 0,144 0,956
118 96 73 73
0,109 0,082 0,101 0,000
0,238 0,427 0,325 1,000
118 96 96 73
0,147 0,084 0,249 0,148
0,115 0,423 0,015 0,213
116 94 95 73
-0,027 -0,028 -0,124 0,026
0,775 0,787 0,229 0,824
118 96 96 73
-0,104 0,055 -0,099 0,026
0,262 0,595 0,339 0,824
118 96 96 73
0,176 0,205 0,319 0,062
0,021 0,045 0,002 0,594
118 96 96 73
0,090 0,082 0,101 0,000
0,236 0,427 0,323 1,000
118 96 96 73
-0,230 0,202 0,048-0,063 0,055
0,003 0,058 0,534 0,640
118 96 96 73
0,133 -0,033 -0,002 -0,157
0,081 0,751 0,986 0,181
118 96 96 73
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Tablice 13. i 14. prikazuju korelacijske koeficijente izmedu serumskih i tkivnih

vrijednosti IL-17 s ostalim klinickim i patohistoloskim pokazateljima:

¢ [L-17 u serumu prije operacije znacajno negativno korelira s izrazenos¢u estrogenskih
receptora i primjenom hormonske terapije dok pozitivno korelira s primjenom
kemoterapije

¢ IL-17 u serumu tijekom adjuvantne terapije znacajno pozitivno korelira s histoloskim
gradusom, nuklearnim gradusom, veli¢inom tumora, zahva¢enos¢u limfnih ¢vorova i
primjenom kemoterapije, a negativno korelira s estrogenskim receptorima i primjenom
hormonske terapije

¢ intratumorska izrazenost IL-17 znacajno pozitivno korelira samo s primjenom
kemoterapije

¢ peristromalna izrazenost IL-17 znacajno pozitivno korelira s nuklearnim gradusom,
proliferacijskim indeksom Ki-67 i primjenom kemoterapije dok negativno korelira s dobi i
menopauzom

¢ izrazenost IL-17 u normalnom tkivu znac¢ajno negativno korelira s dobi
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Tablica 15. Razlike u serumskoj koncentraciji IL-17 s obzirom na histoloski tip tumora:

Histoloski tip
NST
IL-17u [ obularni
SCrumu prije - invazivni
operacije N
MijeSani
(pg/ml) 3=
Ostali
IL-17u NST
serumu Lobularni
tijekom invazivni
adjuvantne Mijesani
terapije :
(pg/ml) Ostali

Tablica 16.

IL-17 IHC
invazivna i in
situ
komponenta

IL-17 IHC
peritumorska
stroma

IL-17 IHC
normalno
tkivo

Mann-Whitney U test

Min
0,60
0,43
0,89
0,96
0,63
0,32
0,98
1,00

Max

224,20
41,60
9,98
17,60
44,15
23,40
5,63
2,60

Centile
25. Medijan
1,16 1,75
1,00 2,23
0,95 2,34
1,24 7,99
1,04 1,28
0,90 1,10
0,99 1,03
1,14 1,90

75.
434

4,71
7,72
16,68
2,02
2,12
2,56
2,51

0,870

0,542

Razlike ucestalosti IL-17 THC kategorija s obzirom na histoloski tip tumora:

Kategorija 0
Kategorija 1
Kategorija 2
Kategorija 3
Kategorija 0
Kategorija 1
Kategorija 2
Kategorija 3
Kategorija 0
Kategorija 1
Kategorija 2
Kategorija 3

Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni test

W

20
35
18
61
14

33
25
1
0

NST

%
3,95%
26,32%
46,05%
23,68%
80,30%
18,40%
1,30%
0,00%
55,90%
42,40%
1,70%
0,00%

Lobularni

invazivni
N %
3 3,08%
5 38,46%
4 30,77%
1 7,69%
10 76,90%
3 23,10%
0 0,00%
0 0,00%
5 62,50%
3 37,50%
0 0,00%
0 0,00%

Histoloski tip

Mijesani

N
1
0
1
2
3
1
0
0
1
2
0
0

Y%
5,00%
0,00%

25,00%
50,00%
75,00%
25,00%
0,00%
0,00%
33,30%
66,70%
0,00%
0,00%

N
0
2
0
1
1
2
0
0
2
1
0
0

Ostali

Y%
0,00%
66,67%
0,00%
33,33%
33,30%
66,70%
0,00%
0,00%
66,70%
33,30%
0,00%
0,00%

0,071

0,347

0,92

Nije bilo znacajnih razlika u koncentraciji IL-17 u serumu s obzirom na histoloski tip

tumora — Tablica 15., kao ni u ucestalosti IL-17 IHC kategorija u invazivnoj i in situ

komponenti, peritumorskoj stromi i normalnom tkivu — Tablica 16.
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Tablica 17. Usporedba intratumorske izrazenosti IL-17 (invazivna komponenta, in situ

komponenta, peritumorska stroma) s normalnim tkivom: Spearmanov koeficijent korelacije

IL-17 IHC normalno tkivo

Korelacijski koeficijent 0,441
IL-17 THC invazivna i in situ
P <0,001
komponenta
N 71
Korelacijski koeficijent 0,426
IL-17 IHC peritumorska stroma P <0,001
N 72
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Slika 10. Kaplan-Meier krivulja prezivljenja s obzirom na medijane vrijednosti IL-17 u

serumu prije operacije: log-rank test; P=0,651
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Slika 11. Kaplan-Meier krivulja prezivljenja s obzirom na medijane vrijednosti IL-17 u

serumu tijekom adjuvantne terapije nakon operacije: log-rank test; P=0,710
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Slika 12. Kaplan-Meier krivulja prezivljenja s obzirom na porast IL-17 u serumu tijekom

adjuvantne terapije nakon operacije u odnosu na predoperativne vrijednosti: log-rank test;

P=0,139
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Slika 13. Kaplan-Meier krivulja prezivljenja nakon recidiva bolesti s obzirom na medijane

vrijednosti IL-17 u serumu prije operacije: log-rank test; P=0,768
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Slika 14. Kaplan-Meier krivulja prezivljenja nakon recidiva bolesti s obzirom na medijane

vrijednosti IL-17 u serumu tijekom adjuvantne terapije: log-rank test; P=0,282
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Slika 15. Kaplan-Meier krivulja prezivljenja nakon recidiva bolesti s obzirom na porast IL-17
u serumu tijekom adjuvantne terapije nakon operacije u odnosu na predoperativne vrijednosti:

log-rank test; P=0,192
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6. Rasprava

Dugo se vremena smatralo da je rak dojke imunoloski inertan jer je naspram
imunoloski aktivnih tumora kao $to su rak plu¢a, melanom ili rak bubrega u manjoj mjeri
infiltriran imunoloskim stanicama, ima manje mutacijsko opterecenje i slabije odgovara na
dostupnu imunoterapiju. Odmak od takve pretpostavke donijelo je istrazivanje koje su proveli
Thorsson i suradnici u kojemu su koriste¢i podatke genoma i transkriptoma 10 000 razli¢itih
tumora iz TGCA baze, medu kojima i rak dojke, definirali 6 razli¢itih imunoloskih podtipova
tumorskog mikrookoli$a: C1 — cijeljenja rane, C2 — I[FN-y dominantan, C3 — upalni, C4 —
osiromasen limfocitima, C5 — imunoloski uti$an i C6 — TGF-B dominantan. Medu 944
analizirana uzorka raka dojke niti jedan nije odgovarao imunoloski utiSanoj skupini (131).
Postalo je jasno da u raku dojke postoji niz dogadaja koji prethode klinickom zapazanju o
raku dojke kao o slabo imunoloski aktivnom tumoru te da se u raku dojke ne radi o ,,a priori“
izostanku imunoloskog odgovora. Mnoga su istrazivanja pokusala razjasniti slojevit i
dinamican meduodnos imunoloskog sustava i raka dojke u razli¢itim stadijima napredovanja
bolesti, od ranog raka dojke do diseminirane bolesti. Veéina istrazivanja provedena je u
eksperimentalnim uvjetima u kojima je samo do odredene mjere bilo moguce replicirati in
vivo uvjete. I u in vivo istrazivanjima plasti¢nost imunoloskog odgovora, heterogenost tumora
te sposobnost tumorskih stanica da aktivacijom razlic¢itih signalnih puteva usmjeravaju
imunost u skladu s vlastitim potrebama doveli su do ponesto oprec¢nih opazanja. Imunoloski
odgovor u raku dojke je kompleksan sustav u kojemu se broj interakcija izmedu komponenata
brzo i dramati¢no povec¢ava napredovanjem bolesti. Cak i ako bi se uspjelo zacrtati sve
njegove dijelove, pitanje je hoce li se ikad mo¢i precizno predvidati dogadaje unutar tog

sustava ili ¢e najbolja moguénost biti pravovremeno ih usmjeravati.

Proslo je mnogo godina otkako je prepoznata uloga upale u nastanku i napredovanju
tumora, ukljuéujuéi i rak dojke (132—135). Stovise, rezultati eksperimentalnih i klini¢kih
studija ukazuju da imunoloski sustav moZze djelovati dvojako, u odredenim okolnostima
promovirati, a u drugim inhibirati rast i razvoj tumora (136). Upala nije nuzan korak samo u
diseminaciji maligne bolesti, ve¢ je neophodan proces i u eliminaciji maligne bolesti. To¢ni
stani¢ni mehanizmi u podlozi o kojima ovisi hoce li upalno zbivanje dovesti do eliminacije
tumora ili ¢e pospjesiti rast i Sirenje tumora jo$ uvijek nisu u potpunosti razjasnjeni. Nakon
otkrica koja su identificirala IL-17 kao sredisnji medijator upale duboko upleten u sve faze
upalnih zbivanja raste i broj dokaza o visestrukoj ulozi IL-17 u nastanku, napredovanju i

rezistenciji na terapiju tumora razlicitih sijela (137). U¢inci IL-17 o€ituju se na svim tipovima
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stanica ukljucujuéi epitelne, mezenhimalne i stanice mijeloidne loze. U ranoj fazi upale IL-17
dovodi do akumulacije neutrofila u krvi i tkivu dok u kasnijim fazama upale igra vaznu ulogu
u destrukeciji tkiva posredovanoj matriks metaloproteazama (MMP) (138). Protutijela koja
ciljaju IL-17 uspjesno se upotrebljavaju u lijecenju autoimunih upalnih bolesti kao $to su
multipla skleroza, psorijaza, reumatoidni artritis i ankilozantni spondilitis (139—141). Razina
IL-17 visoka je tijekom ranih faza upale dok je u kasnijim fazama upale manji broj stanica
koje proizvode IL-17. Znajuéi da je kroni¢na upala viSestupanjski proces, za naslutiti je da
uloga IL-17 nije jednaka u ranim i kasnim fazama bolesti (138,142). U serumu onkoloskih
bolesnika zabiljeZena je povisena koncentracija IL-17 i u vecini studija bila je povezana s
losijom prognozom (143). Ipak, u pojedinim je istrazivanjima primije¢eno da povecana razina
Th17 stanica u tumorskom tkivu dojke pozitivno korelira s ekspresijom IL-17 i da je
povezana s povoljnijom prognozom (144). Ocekivati je stoga da ovisno o ¢imbenicima iz
okolisa i mikrookoline tumora, uvjetovano medu ostalim i stadijem bolesti, IL-17 moze
poticati protumorsku aktivnost upalnog odgovora ili naprotiv imati protutumorsko djelovanje.
Cimbenike koji mogu tako dvojako djelovati potrebno je prou¢iti da bi se razumjelo kako

umanjiti njihovu protumorsku i pospjesiti njihovu protutumorsku aktivnost (145).

6.1. SERUMSKA RAZINA IL-17 U RANOM RAKU DOJKE

Malo je istrazivanja koja su analizirala serumsku razinu IL-17 u raku dojke, posebice u
ranoj fazi bolesti. Pretpostavka od koje je krenulo ovo istrazivanje bila je da je u serumu Zena
oboljelih od ranog raka dojke koncentracija IL.-17 zna¢ajno visa no u serumu zdravih Zena i
da pozitivno korelira s izrazenoséu IL-17 u tumorskom tkivu. Osim toga, cilj je bio mjerenjem
serumske koncentracije IL-17 u Zena oboljelih od ranog invazinog raka dojke predoperativno
i nakon operacije tijekom adjuvantnog lijecenja provjeriti postoji li znacajan pad serumske
razine IL-17 tijekom adjuvantnog lijecenja u odnosu na predoperativne vrijednosti $to u dosad

objavljenim istrazivanjima jos nikada nije ispitano.

Analizom dobivenih podataka utvrdena je znacajno visa serumska koncentracija IL-17
u serumu Zena oboljelih od ranog raka dojke prije pocetka lijecenja (P<0,001), ali i nakon
kirurS§kog odstranjenja tumora tijekom adjuvantnog lije¢enja u odnosu na kontrolnu skupinu
(P=0,001). Zabiljezen je statisticki znacajan pad razine IL-17 u serumu Zena oboljelih od
ranog raka dojke tijekom adjuvantnog lijecenja nakon operacije u odnosu na vrijednosti prije

operacije (P<0,001).
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Da je serumska razina IL-17 znacajno visa u bolesnika oboljelih od raka dojke nego u
bolesnika oboljelih od dobrocudnih tumora dojke (P<0,017) primijetili su Borj i sur.
proucavajuéi koncentraciju IL-17, IL-4 i [FN-y u serumu i tumorskom tkivu bolesnica
oboljelih od zlo¢udnog raka dojke (N=50) i dobro¢udnih tumora dojke (N=65) (146).
Zhuangwei i sur. analizirali su serumsku razinu IL-10, IL-17 i TNF- u 378 bolesnica s
tumorom dojke od kojih je 110 imalo invazivan rak stadij I-III te su nasli statisti¢ki znacajno
viSu razinu IL-17 u serumu oboljelih u odnosu na zdrave Zene, ali samo u stadiju III bolesti
(P<0,01) koji je imalo 30 % bolesnica u istrazivanju. Primijetili su da je razina IL-17 bila viSa
u bolesnica oboljelih od ER- tumora nego u bolesnica oboljelih od ER+ tumora (P<0,0001)
(147). Treba napomenuti da je u ovom istrazivanju bio velik broj ER- tumora (50 %) i HER2+
tumora (40 %) uzevsi u obzir prosjecnu distribuciju surogatnih bioloskih podtipova raka dojke
(148). Slicno se dogodilo i u studiji koju su proveli Kaur i sur. koji su analizirali serum 150
ispitanica s rakom dojke i usporedili vrijednosti IL-17, TNF, IFN-y, IL-10, IL-6, IL-4 1 IL-2 s
vrijednostima u serumu zdravih kontrola. Od ispitivanih citokina jedino su razine IL-17 i IL-6
bile znacajno vece u oboljelih. Opet valja napomenuti da je svega 37,6 % tumora bilo HR+
dok je udio trostruko negativnog raka dojke bio nesto visi od prosjeka (17,5 %) (149). Iako
malobrojna, istrazivanja u kojima je mjerena serumska razina IL-17 u Zena oboljelih od raka
dojke opetovano ukazuju na to da postoji znacajna razlika u odnosu na razinu IL-17 u serumu

zdravih Zena, ¢ak i u lokalno ogranicenom raku dojke.

Prema podacima u dosad objavljenoj literaturi, ovo je prvo istrazivanje u kojemu je
mjerena razina IL-17 prije i nakon odstranjenja tumora u ranom raku dojke te je utvrden
znacajan pad serumske razine IL-17 nakon odstranjenja tumora. Dobiveni rezultati govore u
prilog tome da je imunoloski odgovor u ranom raku dojke medu ostalim posredovan i
stanicama koje luce IL-17 te da po odstranjenju tumora dolazi do smirivanja upalne reakcije
posredovane IL-17. Takoder je prvi put zabiljeZeno da se u Zena oboljelih od ranog raka dojke
serumska razina IL-17 nakon odstranjenja tumora tijekom adjuvantnog lijecenja ne vraca na

normalne vrijednosti, ve¢ ostaje povisSenom u odnosu na vrijednosti u zdravoj populaciji.

6.2. SERUMSKA RAZINA IL-17 OVISNO O SUROGATNOM BIOLOSKOM
PODTIPU RANOG RAKA DOJKE

U istrazivanju je nadalje analizirana meduovisnost serumske razine IL-17 i prethodno
definiranih surogatnih bioloskih podskupina raka dojke. Budu¢i da gensko i molekularno

profiliranje jos uvijek nisu u rutinskoj upotrebi, pristup lijeenju i procjena prognoze bolesti
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odredeni su dominantno surogatnim bioloskim podtipom raka dojke definiranim

imunohistokemijskom analizom tumorskog tkiva.

6.2.1 HORMONSKI OVISAN RANI RAK DOJKE

Ranije provedena istrazivanja upucuju na to da je razina IL-17 znacajno povecana u
tkivu ER- odnosno trostruko negativnog raka dojke u odnosu na druge bioloske podtipove
raka dojke. Pojacana ekspresija IL-17 receptorskih lanaca na tumorskim stanicama omogucuje
citokinu IL-17 izravan u¢inak na tumorske stanice (150). Temeljem prethodnih istrazivanja u
kojima je primije¢ena pojacana ekspresija IL-17 i PD-L1 u ER- raku dojke Yun-Feng Ma i
sur. su analizirajuci 122 uzorka tkiva raka dojke i seruma bolesnica oboljelih od raka dojke
stadija I, I1 i Il pokusali razjasniti stanicni mehanizam regulacije PD-L1 putem IL-17. Otkrili
su da je razina PD-L1 mRNA znacajno povisena u tkivu raka dojke s ja¢im izrazajem IL-17 i
obrnuto, da je razina IL-17 mRNA znacajno poviSena u tumorima s jaCom ekspresijom
PD-L1. Mjereci serumsku razinu IL-17 u bolesnika oboljelih od ER- raka dojke s niskom i
visokom ekspresijom PD-L1 utvrdili su da je serumska razina IL-17 bila znacajno visa u
ER- raka dojke s visokom ekspresijom PD-L1 (151). Nastavno na njihovo istrazivanje
ucinjena je analiza podataka iz TCGA baze koja je pokazala da visoka ekspresija ER smanjuje
razinu [L-17A, IL-17C i IL-17F, a povecava razinu IL-17 E koji suprimira signalizaciju
posredovanu s IL-17. Ekspresija ER bila je negativno povezana s razinom ekspresije gena koji
sudjeluju u IL-17 signalnim putevima. Povecana ekspresija PD-L1 bila je povezana s

ER- statusom i pove¢anom ekspresijom gena koji sudjeluju u IL-17 signalizaciji (152).

U skladu s dosad provedenim ispitivanjima, rezultati ovog istrazivanja pokazali su da
razina IL-17 u serumu bolesnica oboljelih od ranog raka dojke znacajno negativno korelira s
izrazajem ER u tumoru i prije operacije (P=0,019), ali i tijekom adjuvantnog lijeCenja
(P=0,003). Oc¢ekivano, serumska razina IL-17 negativno je korelirala s hormonskim
lijeCenjem, a pozitivno s kemoterapijskim lijeCenjem. Zabiljezen je trend nize serumske razine
IL-17 prije operacije u bolesnica starije zivotne dobi (P=0,052) i u bolesnica u menopauzi
(P=0,067). To je moguce stoga §to je u tim skupinama bolesnica veca incidencija hormonski

ovisnog raka dojke (153), ali i zbog slabljenja imunosti prirodnim procesom starenja.

Zabiljezene su znacajno viSe predoperativne vrijednosti serumske razine IL-17 u Zena
oboljelih od trostruko negativnog raka dojke u odnosu na hormonski ovisan rak dojke —
luminalni A (P=0,001), luminalni B HER2 negativan (P=0,003) i luminalni B HER2 pozitivan
(P=0,018).
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6.2.2 TROSTRUKO NEGATIVAN RANI RAK DOJKE

Trostruko negativni rak dojke je bioloski najagresivniji podtip raka dojke. Povezan je s
jacom upalom tkiva i jedini je podtip u kojemu je dokazana korist od imunoterapije.
Temeljem ohrabrujuc¢ih podataka klinicke studije faze Il KEYNOTE-522 odobrena je
primjena imunoterapije i u lijeCenju ranog trostruko negativnog raka dojke, neovisno o PD-L1

statusu (154).

Nedavno su objavljeni podaci koji potvrduju povezanost IL-17 s genom MEGF11
(engl. multiple epidermal growth factor-like domains 11) ¢ija je ekspresija znacajno veca u
tumorskom tkivu bolesnika oboljelih od trostruko negativnog raka dojke koji su dozivjeli
povrat bolesti u odnosu na bolesnike u kojih nije zabiljezen povrat bolesti. Inaktivacija gena
MEGFI1 znac¢ajno je inhibirao AKT, mTOR i NF-kB signalne putove. U tumorskom tkivu
trostruko negativnog raka dojke s inaktiviranim genom MEGF'1] potvrdena je smanjena
razina transkripata [L-17. I obrnuto, dodatkom IL-17 u kulturu stanica s funkcionalnim genom
MEGFI1 zabiljeZen je porast razine proteina MEGF11 i povecano stvaranje upalnih citokina
kao $to su TNF-a, IL1B i COX2 u tumorskim stanicama (155). Temeljem navedenog
uslijedilo je istrazivanje u kojemu su Tsai Y-F i sur. pokusali razjasniti ulogu IL-17 u povratu
bolesti kod trostruko negativnog raka dojke ukljucujuéi utjecaj IL-17 na rast tumora, tumorski
mikrookolis i razinu cirkulirajué¢ih tumorskih stanica u krvi za $to je ranije dokazano da
pridonosi losijem ishodu bolesti u raku dojke. Pokazalo se da u trostruko negativnom raku
dojke IL-17 poti¢e migratornu aktivnost tumorskih stanica i usmjerava imunoloski krajolik
stvaraju¢i uvjete u mikrookoli$u koji pogoduju metastaziranju. Nadena je znacajna korelacija
izmedu razine IL-17 i broja cirkulirajuc¢ih tumorskih stanica u krvi. Autori su zakljucili da
blokada IL-17 moZe pruziti dodatnu mogucnost lijecenja kod sprecavanja povrata odnosno

diseminacije trostruko negativnog raka dojke (156).

U trostruko negativnom raku dojke bila je znacajno veca serumska razina IL-17 i
tijekom adjuvantnog lijeenja nakon operacije u odnosu na luminalni A rak dojke (P<0,001).
Budu¢i da je u trostruko negativnom ranom raku dojke izuzev kod vrlo malih tumora (<0,5
cm) gotovo uvijek indicirano lijeCenje kemoterapijom, kod razmatranja uzroka povisenih
vrijednosti IL-17 tijekom adjuvantnog lijeCenja treba imati na umu medu ostalim i da
kemoterapija uzrokuje ozljedu tkiva koja je pracena upalom (157). Je li stoga ovakav rezultat
dijelom posljedica i u¢inka lijeCenja ili je posrijedi ipak drugi uzrok valja tek istraziti. Od
pomoci bi bilo napraviti kontrolno mjerenje po zavrsetku lijecenja adjuvantnom

kemoterapijom ili mozda bolje serijski mjeriti razinu IL-17 prije i nakon neoadjuvantnog
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lijecenja i operativnog zahvata $to danas i jest standardan pristup lijecenju trostruko

negativnog ranog raka dojke, ali to izlazi iz okvira provedenog istrazivanja.

U ovom istrazivanju je bio relativno malen broj bolesnica oboljelih od ranog trostruko
negativnog raka dojke. Bit ¢e potreban veci broj bolesnica i duze pracenje da se provjeri
moguci utjecaj serumske razine IL-17 predoperativno ili tijekom lijecenja na eventualni

povrat bolesti u ranom trostruko negativnom raku dojke.

6.2.3 HER-2 POZITIVAN RAK DOJKE

S obzirom na izrazaj receptora HER2, nije nadena razlika u serumskoj koncentraciji
oboljelih Zena prije operacije i tijekom adjuvantnog lijecenja. Nije nadena niti razlika u
serumskoj koncentraciji IL-17 u HER2 pozitivnom raku dojke u odnosu na ostale surogatne
bioloske podtipove raka dojke. Iako je medu bolesnicama oboljelim od upalnog raka dojke
nadena veca ucestalost HER2 pozitivnih tumora (152) te se HER2+ rak dojke kao i trostruko
negativni rak dojke dovodi u svezu s lokalno izrazenom upalom, niti u ranijim istrazivanjima
nije nadena povezanost razine IL-17 u tumorskom tkivu i serumu bolesnica oboljelih od raka
dojke s HER2 statusom (151,158). S druge strane Horlock i sur. su pokazali, doduSe na
malom uzorku HER2+ bolesnika s metastatskom bolesti, da je u osoba oboljelih od HER2+
raka dojke u odnosu na zdravu populaciju znacajno niza razina cirkuliraju¢ih Th17 stanica
naustrb Treg stanica. Razina cirkuliraju¢ih Th17 stanica bila je znacajno visa u oboljelih od
HER2+ raka dojke i u odnosu na oboljele od HER2- raka dojke, ali nije bilo razlike u razini
Treg stanica izmedu ove dvije skupine bolesnika. Zanimljivo, u metastatskoj bolesti terapija
trastuzumabom mijenjala je omjer Treg:Th17 u korist Th17 stanica dok u ranom HER2+ raku

dojke nije zamijecen takav efekt u sklopu adjuvantnog lijecenja (159).

Kod tumacenja rezultata razlicitih istrazivanja treba imati na umu da razina IL-17 i
limfocita CD4+Th17 nisu uvijek medusobno ekvivalentne. Moguce je da su pojedini
kontradiktorni rezultati dosadasnjih istrazivanja barem dijelom proizasli iz takve pogresne
pretpostavke. Dobar primjer je istrazivanje koje su proveli Coffelt i sur. Autori su pokazali da
deplecija neutrofila u misjem modelu raka dojke smanjuje brojnost metastaza u ranoj fazi
bolesti. U prouc¢avanom modelu neutrofili su pospjesili metastaziranje suprimiraju¢i CD8+
limfocite T djelujuéi kao subpopulacija MDSC. U tumorskom modelu serumska razina IL-17
1 G-CSF je bila povisena, a ekspanzija i fenotip neutrofila izravno su ovisili o IL-17-G-CSF
signalnoj kaskadi. Budu¢i da su u primarnom tumoru nadene i CD4+ limfociti T i yd limfociti
T, ali u premalom broju da bi se odredila ekspresija IL-17, autori su nakon deplecije obje

populacije stanica utvrdili da upravo deplecija yd limfocita T dovodi do znacajnog pada IL-17
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1 G-CSF te posljedicno i cirkulirajuc¢ih neutrofila, dok deplecija CD4+ limfocita T nije imala

znacajan ucinak na razinu IL-17, G-CSF i neutrofila (160).

Otkrica da osim Th17 stanica i druge imunoloske stanice mogu luciti znatne koli¢ine
IL-17, da Th17 stanice posjeduju svojstvo transdiferencijacije te da postoje hibridne stanice
koje istovremeno izrazavaju vise populacijski specifi¢nih transkripcijskih ¢imbenika i citokina
kao sto su Th17/Treg ili Th17/Th1 stanice upucuju na to koliko je modularan u¢inak IL-17 u
mikrookoli$u tumora. Treba uzeti u obzir i da bioloska aktivnost IL-17 nije nuzno jednaka
razini mRNA IL-17 niti broju stanica koje luce IL-17 jer bioloSka aktivnost IL-17 moze biti
stimulirana ili inhibirana razli¢itim medijatorima. Tako primjerice TNF-a, IL-1, GM-CSF i
IFN-y pojacavaju funkciju IL-17, dok je IL-25 (IL-17E), anti-IL-17 autoprotutijela i solubilni
IL-17R umanjuju (139,161).

6.3. SERUMSKA RAZINA IL-17 OVISNO O PATOHISTOLOSKIM
KARAKTERISTIKAMA RANOG RAKA DOJKE

Promatrajuéi serumsku razinu IL-17 u bolesnica oboljelih od ranog raka dojke prije
operacije nije nadena znacajna korelacija s karakteristikama tumora kao $to su histoloski tip
tumora, histoloski i nuklearni gradus, pozitivna limfovaskularna invazija, proliferacijski

indeks, veli¢ina tumora, zahvacéenost i status limfnih ¢vorova.

Slican rezultat dobili su i Chen i sur. promatrajuc¢i imunohistokemijski izrazaj IL-17 u
tumorskom tkivu 207 bolesnica oboljelih od raka dojke. Izrazaj IL-17 u tumorskom tkivu
pozitivno je korelirao s negativnim ER/PR statusom i trostruko negativnim podtipom te
histoloskim gradusom dok nije nadena korelacija sa stadijem bolesti, veli¢inom tumora,
statusom limfnih ¢vorova i histoloskim tipom tumora (158). Da klju¢nu ulogu u formiranju
imunoloskog odgovora u ranom raku dojke imaju bioloske karakteristike tumora, a ne
volumen bolesti, daju naslutiti i istrazivanja o TIL u ranom raku dojke kao surogatnom
markeru steCene imunosti. Analiziraju¢i 897 uzoraka trostruko negativnog raka dojke Pruneri
i sur. nisu nasli znacajne povezanosti razine TIL-a s klini¢ko-patoloskim karakteristikama kao

Sto su veli¢ina tumora, zahvacenost limfnih ¢vorova ili limfovaskularna invazija (162).

Znajuci da je rani rak dojke bitno homogenija bolest no diseminirani rak dojke i
modulacija imunolo§kog odgovora bi u tom kontekstu mogla biti jednostavnija i dugorocno
ucinkovitija. U proSirenom raku dojke imunoloski sustav uzrokuje lokalnu imunolosku

reakciju u svakom metastatskom sijelu. Osim toga, imunoloske stanice aktivirane u jednom
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metastatskom sijelu moduliraju protutumorski imunoloski odgovor na sustavnoj razini i mogu
mijenjati zbivanje u udaljenom metastatskom sijelu. Dobar primjer je tzv. apskopalni uc¢inak
radioterapije u kojem zracenje pojedinog tumorskog sijela ima ucinak na udaljena tumorska

sijela izazivaju¢i lokalnu reakciju koja aktivira sustavni imunoloski odgovor na tumor (163).

Nedavno je objavljeno retrospektivno istrazivanje o neoadjuvantnom ucinku
radioterapije u ranom raku dojke u kojemu su istrazivaci utvrdili da radioterapija primijenjena
prije kirurSkog odstranjenja ranog raka dojke u odnosu na adjuvantnu radioterapiju smanjuje
rizik za nastanak novog primarnog tumora, bez razlike u ukupnom prezivljenju. Smanjenje
rizika bilo je najizrazenije kod hormonski ovisnih tumora neovisno je li radena postedna
operacija (HR 0,64) ili mastektomija (HR 0,48). Autori su zakljucili da je uocena korist od
neoadjuvantnog zracenja u skladu s dotadasnjim spoznajama da se zracenjem tumora moze
izazvati snazniji imunoloski odgovor ukljucujuci djelovanje na cirkuliraju¢e tumorske stanice

ili mikrometastatske rezervoare izvan polja zracenja (164).

Rezultati studija koje ispituju u¢inak neoadjuvantno primijenjene imunoterapije u
kombinaciji s kemoterapijom pokazuju da uz imunoterapiju veci postotak bolesnika postize
patoloski kompletan odgovor §to ima izravan utjecaj na dugorocan ishod bolesti (165). Ostaje
vidjeti i hoce 1i imunoterapija u ranom raku dojke u konacnici doista imati uc¢inak i na
smanjenje rizika za povrat bolesti i bolje prezivljenje. U usporedbi s metastatskim rakom
dojke, u primarnom raku dojke je jaci izrazaj PD-L1 i ima vise TIL (166) §to se u studijama
pokazalo kao prediktivan faktor boljeg odgovora na imunoterapiju u metastatskoj bolesti
(167,168). Usprkos tome, u ranom raku dojke korist imunoterapije je zabiljezena neovisno o

PD-L1 statusu (165).

Razvidno je da nemaju svi bolesnici korist od imunoterapije dok dio bolesnika
dozivljava i ozbiljne nuspojave lijecenja. U raku debelog crijeva i melanomu je zapazeno da
je veci izrazaj IL-17 bio povezan s rezistencijom na anti-PD-1 terapiju (169,170). Nagaoka i
sur. su koriste¢i pretklinicki model raka Zeluca dubokim fenotipiziranjem identificirali slijed
dogadaja unutar osi: CCL20 — CD4+ T-stanice i yd T-stanice — IL-17-neutrofil-angiogeneza
— supresija antigen specificnih CD8+ T-stanica — izostanak odbacivanja tumora. Koristeci
kombiniranu PD-1 i IL-17 blokadu uspjesno su eradicirali tumor (171). Da istodobna
aktivacija Th17 stanica umanjuje protutumorski uc¢inak Th1 stanica kroz mehanizam koji
ukljucuje neutrofile utvrdili su Dadaglio i sur. zakljucujuci da IL-17 moze snazno utjecati na

ucinkovitost imunoterapije inhibicijom citotoksi¢nog T-stanicnog odgovora (172).
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Promatrajuci serumsku razinu IL-17 tijekom adjuvantnog lije¢enja nakon operativnog
zahvata utvrdena je znacajna pozitivna korelacija s histoloskim gradusom (P=0,015) i
nuklearnim gradusom (P=0,042), veli¢inom tumora (P=0,015) i zahva¢enosc¢u limfnih
¢vorova (P=0,047). ZabiljeZena je tendencija pozitivne korelacije i s brojem zahvacenih
limfnih ¢vorova, no nije dosegla statisticku znacajnost (P=0,060). Ovakav rezultat intuitivno
ne iznenaduje uzevsi u obzir da su velic¢ina tumora, zahvacenost limfnih ¢vorova i stupanj
diferencijacije tumora tri najznacajnije prognosticke varijable koje se koriste u klinickoj
procjeni rizika za povrat bolesti i specificnog prezivljenja kod operabilnog raka dojke (69).
Kod tumacenja ovih rezultata treba nanovo uzeti u obzir ¢injenicu da §to je tumor veéi i viSeg
gradusa, a osobito ako su zahvaceni regionalni limfni ¢vorovi, postoji veca vjerojatnost da je
u sklopu lijecenja primijenjena adjuvantna kemoterapija s mogucim izravnim utjecajem na

vrijednosti IL-17.

Moguc¢nost da je u bolesnika sa znakovima kroni¢nog upalnog zbivanja koji su
prezivjeli rak povecan rizik od povrata bolesti zbog prisustva malignih stanica koje poticu
upalu ili novog primarnog tumora zbog kroni¢ne upale predmet je istrazivanja ve¢ duze
vrijeme (173). Studija “The Women'’s Healthy Eating and Living Study” u kojoj je 2919
bolesnica koje su prezivjele rani rak dojke pra¢eno 7 godina pokazala je da je rizik za povrat
bolesti i smrtni ishod bio znacajno ve¢i u zena koje su imale vise koncentracije C reaktivnog
proteina (CRP>10 mg/L) mjerene 2 godine nakon izljecenja u odnosu na zene koje su imale
nize razine (CRP<1 mg/L) (174). U in vitro istrazivanjima je pak dokazan sinergisti¢ki u¢inak
IL-17 i TNF na hepatocite koji potom pojacano luce IL-6, glavni regulator reaktanata akutne

faze upale (139).

6.4. IZRAZENOST IL-17 U TUMORSKOM TKIVU RANOG RAKA DOJKE

Intratumorska izrazenost IL-17, kojom je obuhvacena invazivna komponenta tumora,
in situ komponenta kad je bila prisutna i peritumorska stroma, bila je znacajno ve¢a nego
izrazenost IL-17 u zdravom tkivu dojke u uzorcima gdje je bilo okolnog zdravog tkiva.
Rezultat je u skladu s ishodom istrazivanja koje su proveli Mombelli i sur. koji su,
proucavajuéi signalne putove koje aktiviraju IL-17A i [L-17 E u stanicama raka dojke,
metodom reverzne transkripcije spregnute s kvantitativnom lan¢anom reakcijom polimeraze
(RT-gPCR) utvrdili da je u tumorskom tkivu dojke znatno ve¢i izrazaj receptora IL-17RA/RC
i IL-17RA/RB nego u normalnom tkivu dojke $to govori u prilog aktivnoj IL-17A i IL-17E

signalizaciji u stanicama raka dojke (175).

74



IL-17 u ranom invazivnom raku dojke Rasprava

U preparatima u kojima je nadena in situ komponenta ve¢inom je intenzitet bojenja
bio jednak intenzitetu bojenja u pridruzenoj invazivnoj komponenti. Razlika je nadenau 17
preparata u kojima je ve¢inom jace bojenje bilo zabiljeZzeno u invazivnoj komponenti dok je u

samo Cetiri slucaja jace bojenje zamijeceno u in situ komponenti tumora.

Od sedam tumora u kojima nije naden izrazaj IL-17 u invazivnoj komponenti izrazaj
IL-17 nije naden niti u in situ komponenti niti u peritumorskoj stromi ili okolnom zdravom
tkivu dojke. Prema surogatnom bioloskom podtipu, od tumora u kojima nije naden izrazaj
IL-17 Cetiri su bila luminalni A fenotipa (3 NST, 1 lobularni), dva luminalni B fenotipa (oba
lobularni) i jedan trostruko negativnog fenotipa (NST s medularnim karakteristikama). Od
skupine lobularnih tumora ¢ije je tumorsko tkivo bilo dostupno za analizu (N=13), njih 61 %
je imalo slab izrazaj IL-17 (kategorija 0 ili 1) i u invazivnoj i u in situ komponenti, dok se u
tim uzorcima i peritumorska stroma i zdravo tkivno nisu bojali (kategorija 0). Da kod
lobularnih tumora postoji slabija infiltracija tumorskog tkiva upalnim stanicama primijetili su
i Droeler i sur. na velikom broju uzoraka ranog raka dojke (894 duktalna i 164 lobularna).
Autori su rabili imunohistokemijsko bojenje na CD4, FOXP3 i IL-17. Medu tumor
infiltriraju¢im limfocitima bilo je vise limfocita CD4+ i FOXP3+, dok je IL-17+ stanica bilo
znacajno manje. Primijetili su da je u uzorcima s lobularnim rakom dojke bila znacajno manja
infiltracija CD4 + i FOXP3 + stanicama nego u uzorcima s duktalnim rakom dojke i nije bila
u korelaciji sa gradusom tumora, izrazajem hormonskih receptora i prognozom, dok je u
duktalnih tumora zabiljeZena pozitivna korelacija s ve¢im gradusom tumora i gubitkom
hormonskih receptora (176). U istrazivanju koje su proveli Desmedt i sur. pokazalo se da u
invazivnom lobularnom raku dojke postoji tumorski limfocitni infiltrat, ali je u prosjeku za
21 % manji u odnosu na tumorski limfocitni infiltrat u invazivnom duktalnom raku dojke
(»<0.001) (177). S druge strane, postoje i dokazi da je u usporedbi s invazivnim duktalnim
rakom dojke, u invazivnom lobularnom raku dojke veca aktivnost gotovo svih tipova

imunoloskih stanica (178).

6.5. ODNOS RAZINE IL-17 U SERUMU I IZRAZENOSTI IL-17 U
TUMORSKOM TKIVU
Analiziraju¢i serumsku razinu IL-17 prije operacije i tijekom adjuvantnog lijecenja u
odnosu na tkivni izrazaj IL-17, nije nadeno statisticki znacajnih korelacija, niti s tumorskim

tkivom i peritumorskom stromom niti sa zdravim tkivom dojke. Da u mikrookoliSu raka dojke

postoji neujednacena distribucija imunoloskih stanica primijetili su Azizi i sur. koji su
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koriste¢i m-RNA tehnike profilirali fenotip 45 000 imunoloskih stanica iz 8 uzoraka raka
dojke i odgovarajuc¢ih uzoraka zdravog tkiva dojke, limfnih ¢vorova i periferne krvi,
stvarajuci svojevrstan ,,imunoloski atlas* mikrookolisa raka dojke. Primijetili su znacajne
razlike u fenotipu imunoloskih stanica ovisno o promatranim tkivnim odjeljcima, tako da su
sli¢ni klasteri imunoloskih stanica nadeni u tumorskom tkivu i okolnom normalnom tkivu
dojke, a razlikovali su se od onih u limfnim ¢vorovima i perifernoj krvi. Ovakav nalaz
implicira da biomarkeri koji se temelje na imunoloskim stanicama u perifernoj krvi ne moraju
nuzno odrazavati sastav imunoloskih stanica u tumorskom mikrookoli$u. Azizi i suradnici su
tako nagovijestili da unutar tumora, ¢ak i viSe no u normalnom tkivu dojke, postoji kontinuum
prijelaznih stanja unutar odredene populacije stanica tzv. fenotipski volumen s razli¢itim
omjerima polariziranih stanica razli¢itih imunoloskih fenotipova iste stani¢ne loze. Velik broj
stanica u razli¢itom stupnju diferencijacije (prvenstveno limfocita T) opovrgava tezu da
jednom aktivirane T-stanice prolaze razmjerno brzo kroz nekoliko prijelaznih stanja prema
manjem broju diskretnih, kona¢nih stanicnih linija kao §to su efektorske ili regulatorne
T-stanice (179). Istu fenotipsku raznolikost mijeloidnih i T-stani¢nih populacija u tumorskom
tkivu potvrdili su i Wagner i suradnici analiziraju¢i metodom masene spektrometrije

proteomiku 144 uzoraka raka dojke (180).

Za zamijetiti je da u provedenom istrazivanju pozitivna limfovaskularna invazija nije

znacajno korelirala niti sa serumskim razinama niti s tkivnim izrazajem IL-17.

Analiziraju¢i izrazenost IL-17 u invazivnoj i in situ komponenti tumora zamijecena je
znacajna pozitivna korelacija samo s primjenom kemoterapije. Za razliku od ranije
spomenutog istrazivanja koje su proveli Chen i sur. (158) nije nadena negativna korelacija
intratumorske izrazenosti IL-17 s pozitivnoscu estrogenskih receptora $to bi neizravno
upucivalo na povezanost s trostruko negativnim fenotipom kakva je nadena u sluc¢aju
mjerenih serumskih vrijednosti IL-17. Izrazenost IL-17 u peritumorskoj stromi je negativno
korelirala s dobi u trenutku dijagnoze i menopauzom dok je utvrdena pozitivna korelacija s
nuklearnim gradusom, indeksom proliferacije Ki-67 i primjenom kemoterapije. U normalnom
tkivu dojke je takoder nadena znacajna negativna korelacija izmedu dobi u trenutku dijagnoze
i1izrazenosti IL-17. Kao i u slucaju zabiljeZene nize predoperativne serumske koncentracije
IL-17 u bolesnica starije zivotne dobi, za zakljuciti je da je ovakav rezultat posljedica

slabljenja cjelokupnog imunoloskog odgovora tijekom prirodnog procesa starenja.

Tijekom ovog istraZivanja 11 (9,1 %) bolesnica je imalo povrat bolesti, dok je kod njih

Sest (5,1 %) zabiljezen smrtni ishod. Medijan pracenja bolesnica do recidiva ili smrti bio je
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otprilike jednak i iznosio je malo viSe od pet godina. Brojke odgovaraju procjenama Programa
za nadzor, epidemiologiju i krajnje rezultate americkog Nacionalnog instituta za rak prema
kojima je petogodisnje prezivljenje za rani rak dojke lokaliziran iskljucivo u dojci 99 %, a kod
zahvacanja okolnih struktura ili limfnih ¢vorova 86 % (181). Za promatrani period nije
nadena znacajna povezanost serumske razine IL-17 prije operacije ni tijekom adjuvantnog
lijeCenja s rizikom od povrata bolesti niti od smrtnog ishoda. Iako nije doseglo statisticku
znacajnost, za napomenuti je da u Zena koje su nakon operacije za vrijeme adjuvantnog
lijecenja imale porast serumske koncentracije IL-17 u odnosu na predoperativne vrijednosti

nije zabiljezen niti jedan smrtni slucaj.

Zakljucno, u Zena oboljelih od ranog raka dojke znacajno je poviSena serumska razina
IL-17 prije pocetka lijeCenja u odnosu na zdravu populaciju i ovisi dominantno o surogatnom
podtipu bolesti, a ne o histoloSkom podtipu tumora ili regionalnoj prosirenosti bolesti.
Tijekom adjuvantnog lijecenja nakon kirur§kog odstranjenja tumora dolazi do znacajnog pada
serumske razine IL-17 koji ipak ostaje poviSen u odnosu na zdravu populaciju.
Imunohistokemijski utvrdena izrazenost IL-17 u tumorskom tkivu dojke i peritumorskoj
stromi je znacajno veca no u zdravom tkivu dojke, ali ne korelira sa serumskim vrijednostima

IL-17 niti prije operacije niti tijekom adjuvantnog lijecenja.

77



IL-17 u ranom invazivnom raku dojke Zakljucci

7. Zakljugci

1. U Zena oboljelih od ranog invazivnog raka dojke znacajno su povisene serumske

vrijednosti IL-17 u odnosu na populaciju zdravih Zena.

2. U zena oboljelih od ranog invazivnog raka dojke nakon operacije dolazi do znacajnog pada

serumske razine IL-17 u odnosu na vrijednosti prije operacije.

3. U Zena oboljelih od ranog invazivnog raka dojke serumska razina IL-17 nakon operacije
tijekom adjuvantnog lijeenja znacajno je veca od serumske vrijednosti IL-17 u zdravoj

populaciji.

4. Imunohistokemijska izrazenost IL-17 znacajno je veca u tumorskom tkivu ranog

invazivnog raka dojke i peritumorskoj stromi nego u okolnom normalnom tkivu dojke.

5. Nema znacajne korelacije izmedu izrazenosti IL-17 u tumorskom tkivu, peritumorskoj
stromi i normalnom tkivu dojke sa serumskom razinom IL-17 oboljelih od ranog raka dojke

predoperativno niti nakon operacije tijekom adjuvantnog lijecenja.

6. Razina IL-17 u serumu Zena oboljelih od ranog invazivnog raka dojke predoperativno i
poslije operacije tijekom adjuvantnog lijeCenja ovisi o surogatnom bioloskom fenotipu raka

dojke i znacajno je veca u trostruko negativnom raku dojke nego u luminalnom raku dojke.

7. Serumska razina IL-17 prije operacije i tijekom adjuvantnog lijecenja oboljelih od ranog

invazivnog raka dojke znacajno negativno korelira s izraZzajem estrogenskih receptora.

8. U zena oboljelih od ranog invazivnog raka dojke ne postoji znacajna razlika u serumskoj
razini IL-17 prije operacije niti poslije operacije tijekom adjuvantnog lijecenja s obzirom na

status HER-2 receptora.

9. Serumska razina IL-17 u oboljelih od ranog invazivnog raka dojke prije operacije ne
korelira znacajno s histoloskim tipom tumora, histoloskim i nuklearnim gradusom,
limfovaskularnom invazijom, proliferacijskim indeksom, veli¢inom tumora, zahvac¢enoscu i

statusom limfnih ¢vorova.

10. U zena oboljelih od ranog invazivnog raka dojke serumska razina IL-17 tijekom
adjuvantne terapije znacajno pozitivno korelira s histoloskim gradusom, nuklearnim

gradusom i veli¢inom tumora.
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11. Postoji zna¢ajna razlika serumske razine IL-17 u Zena oboljelih od ranog raka dojke
tijekom adjuvantnog lijeCenja sa pozitivnoscu regionalnih limfnih ¢vorova, neovisno o broju

zahvacenih limfnih ¢vorova tj. N skupini.

12. Izrazenost IL-17 u peritumorskoj stromi ranog invazivnog raka dojke znacajno pozitivno

korelira s nuklearnim gradusom i proliferacijskim indeksom Ki-67.

13. IzraZenost IL-17 u peritumorskoj stromi ranog invazivnog raka dojke i okolnom
normalnom tkivu znacajno negativno korelira s dobi. Postoji i trend nize predoperativne

serumske razine IL-17 u oboljelih od ranog invazivnog raka dojke starije zivotne dobi.

14. U Zena oboljelih od ranog invazivnog raka dojke nema znac¢ajnih razlika u serumskoj
razini [L-17 niti u izrazenosti IL-17 u tumorskom tkivu, peritumorskoj stromi i normalnom

tkivu dojke izmedu pojedinih histoloskih podtipova raka dojke.

15. U promatranom periodu s medijanom prac¢enja od pet godina nije uocena znacajna
povezanost serumske razine IL-17 prije operacije i tijekom adjuvantnog lijecenja s povecanim

rizikom od povrata bolesti i smrtnog ishoda.
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8. Sazetak

Interleukin 17 (IL-17) je sredi$nji medijator upale s viSestrukom ulogom u nastanku,
napredovanju i rezistenciji na terapiju tumora razlicitih sijela. Pojedine studije govore u prilog
antitumorske aktivnosti I[L-17 dok je prema drugima nadeno da povecana izrazenost [L-17 u
tumorskom tkivu dojke doprinosi agresivnosti tumora i lo$ijoj prognozi. Uloga IL-17 dosad je
vecinom ispitivana na in vitro stanicnim modelima i ljudskim ksenograftima. Nedostatak
podataka o u¢incima IL-17 in vivo predstavlja nepremostivu prepreku u terapijskom
moduliranju IL-17 posredovanih imunoloskih reakcija radi uspjesnijeg lijeCenja bolesnika
oboljelih od raka. U ovom istrazivanju analizirana je koncentracija IL-17 u serumu 118 Zena
oboljelih od ranog invazivnog raka dojke prije operacije i tijekom adjuvantnog lijecenja i
usporedena s koncentracijom IL-17 u serumu kontrolne skupine zdravih Zena. Analizirana je
razina izrazenosti IL-17 u razli¢itim komponentama pridruzenih intraoperativnih uzoraka
bolesnica ukljucujuéi invazivnu i in situ komponentu, peritumorsku stromu i normalno tkivo
dojke. Utvrdena je znacajno visa serumska koncentracija IL-17 u serumu Zena oboljelih od
ranog raka dojke prije pocetka lije¢enja (P<0,001), ali i nakon kirur§kog odstranjenja tumora
tijekom adjuvantnog lijeCenja u odnosu na kontrolnu skupinu (P=0,001) koja nije znacajno
korelirala s izrazajem IL-17 u tumorskom tkivu. Naden je statisticki znacajan pad razine
IL-17 u serumu Zena oboljelih od ranog raka dojke tijekom adjuvantnog lijeCenja nakon
operacije u odnosu na vrijednosti prije operacije (P<0,001). Razina IL-17 u serumu bolesnica
oboljelih od ranog raka dojke znacajno je negativno korelirala s izrazajem estrogenskih
receptora u tumoru. Rezultati govore u prilog tome da je imunoloski odgovor u ranom raku
dojke, medu ostalim, posredovan i stanicama koje luce IL-17, osobito u trostruko negativnom
raku dojke. Utvrdeno je da po odstranjenju tumora dolazi do smirivanja upalne reakcije
posredovane IL-17, ali se razina IL-17 nakon odstranjenja tumora tijekom adjuvantnog
lijeCenja ne vra¢a na normalne vrijednosti ve¢ ostaje povisena u odnosu na vrijednosti u

zdravoj populaciji.
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9. Summary

IL-17 in early invasive breast cancer

Marina Popovié, 2022.

Interleukin 17 (IL-17) has a key role in inflammatory responses. Increased levels of
IL-17 have been reported in the serum of cancer patients. Some studies suggest antitumor
activity of IL-17 and others speak in favor of its association with poorer prognosis. The lack
of data on IL-17 behavior in vivo precludes the usage of IL-17 antibodies in cancer patients.
This study included 118 patients with early invasive breast cancer. The serum concentration
of IL-17 was measured before surgery and during adjuvant treatment and compared with
healthy controls. The level of IL-17 expression in the corresponding tumor tissue samples was
analyzed. Significantly higher serum concentrations of IL-17 were found in the serum of
women with early breast cancer before treatment and during adjuvant treatment without
correlation to tumor tissue IL-17 expression. There was a significant decrease in serum IL-17
levels in women with early breast cancer after surgery compared to preoperative values.
Serum IL-17 levels were significantly negatively correlated with tumor estrogen receptor
expression. The results suggest that the immune response in early breast cancer is mediated
also by IL-17, particularly in triple-negative breast cancer. IL-17-mediated inflammatory
response subsided after tumor removal, but IL-17 levels remained elevated compared to

healthy controls.
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