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POPIS KRATICA

3'UTR — 3’ neprevedena regija (3’ untranslated region)

AKT — serin/treonin protein kinaza AKT (serine/threonine protein kinase AKT)

ALK — anaplasti¢na limfom kinaza (anaplastic lymphoma kinase)

B7-H1 (CD274) — gen koji kodira PD-L1 (gene encoding PD-L]I)

BRCAT1 — gen osjetljivosti na karcinom dojke 1 (breast cancer susceptibility gene 1)
BRCAZ2 — gen osjetljivosti na karcinom dojke 2 (breast cancer.susceptibility gene 2)
CAFs — tumorski pridruzeni fibroblasti (cancer-associated fibroblasts)

CD4 — CD4 pozitivni T limfociti (CD4-positive T lymphocytes)

CD8 — CD8 pozitivni T limfociti (CD8-positive T lymphocytes)

CD19 — B limfocitni marker CD19 (B-cell marker CDI19)

CD39 — ektonukleotidaza CD39 (ectonueleotidase CD39)

CD73 — ekto-5"-nukleotidaza CD73 (ecto:9"-nucleotidase CD73)

CHEK?2 — kontrolna kinaza 2 (checkpoint kinase 2)

CPS — kombinirani pozitivni skor (eombined positive score)

CR — potpuni odgovor naterapiju (complete response)

CTLA-4 — citotoksicni T=limfogcitni antigen 4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4)
CTL ~<eitotoksiéni Tdimfoeiti (cytotoxic T lymphoeytes)

DAB - 3,3'-diaminobenzidin (3,3"-diaminobénzidine)

DC# dendriticke stanice (dendritic cells)

DCIS — duktalni karcinom in situ (ductal carcinoma in situ)

DNA —deoksiribonukleinska kiselina (deoxyribonucleic acid)

Dual ISH — dvostruka in situ hibridizacija (dual in situ hybridization)

EMT - epitelno-mezenhimska tranzicija (epithelial-mesenchymal transition)

ER — estrogenski receptor (estragen receptor)

ERK — ekstracelularno signalno regulirana kinaza (extracellular signal-regulated kinase)
FFPE — formalinom fiksirano i u parafin uklopljeno tkivo (formalin-fixed paraffin-embedded
tissue)

FLT1 (VEGFR-1) — receptor vaskularnog endotelnog ¢imbenika rasta 1 (vascular endothelial
growth factor receptor 1)

FOXP3 — transkripcijski faktor FOXP3 (forkhead box P3)

HDAC - histon deacetilaza (histone deacetylase)



HE — hematoksilin i eozin (hematoxylin and eosin)

HER2 — humani epidermalni receptor ¢imbenika rasta 2 (human epidermal growth factor
receptor 2)

HIF-1a — ¢imbenik induciran hipoksijom 1-alfa (hypoxia-inducible factor 1-alpha)
HLA — humani leukocitni antigeni (human leukocyte antigens)

IFN-y — interferon gama (interferon gamma)

IHK — imunohistokemija (immunohistochemistry)

IL — interleukin (interleukin)

IL-2 — interleukin 2 (interleukin 2)

IL-6 — interleukin 6 (interleukin 6)

IL-8 — interleukin 8 (interleukin 8)

IL-12 — interleukin 12 (interleukin 12)

ISH — in situ hibridizacija (in situ hybridization)

IVD — in vitro dijagnostika (in vitrodiagnaostics)

JAK — Janus kinaza (Janus kinase)

Ki-67 — proliferacijski indekKs Ki-67 (Ki-67 proliferation index)

LCIS - lobularni karciném in situ (lebular carcinoma in situ)

LOX - lizil oksidazax(lysy! oxidase)

MAP — mikroagociranifprotein (microtubule-associated protein)

MAPK — mitogenoem aktivirana protein kinaza (mitogen-activated protein kinase)
MDSC. - mijeleidne supresorske stanice (myeloidsderivedisuppressor cells)
MEK — MAPK/ERK kinaza (MAPK/ERK kinase)

MHC — glavni kompleks histokompatibilnosti (major histocompatibility complex)
miRNA =mikroRNA (microRNA)

MLH1 — Mutl homolog, uklju¢en u sustav popravka DNA 1 (Mutl homolog I)
MMP — matriksne metaloproteinaze (matrix,metalloproteinases)

MMP-2 — matriksna metaloproteinaza 2{matrix metalloproteinase 2)

MMP-9 — matriksna metaloproteinaza 9 (matrix metalloproteinase 9)

MSH2 — Muts homolog 2,gen za popravak insercija i delecija (Muts homolog 2)
mTOR — mehanisticka meta rapamicina (mechanistic target of rapamycin)

MY C — protoonkogen MYC (MYC proto-oncogene)

N — status limfnih ¢vorova (nodes)

NAT — neoadjuvantna terapija (neoadjuvant therapy)

NF-kB — nuklearni faktor kapa B (nuclear factor kappa B)



NK stanice — prirodne ubojice (natural killer cells)

NOS — nespecificirani histoloski podtip (not otherwise specified)

NP-1 (NRP1) — neuropilin-1 (neuropilin-1)

PAI-1 — inhibitor aktivatora plazminogena 1 (plasminogen activator inhibitor- 1)

PALB2 — partner i lokalizator BRCA2 (partner and localizer of BREA?2)

pCR — potpuni patoloski odgovor (pathological complete response)

PD-1 — protein programirane stani¢ne smrti 1 (programmed cell death protein 1)

PD-L1 — ligand programirane stani¢ne smrti 1 (programmed death-ligand 1)

PI3K — fosfatidilinozitol-3-kinaza (phosphoinositide 3-kinase)

PIGF — placentarni ¢imbenik rasta (placental growth factor)

PR — progesteronski receptor (progesterone receptor)

PTEN — homolog fosfataze i tenzina (phosphatase and.tensin homolog)

RAF — serin/treonin protein kinaza RAF (RAF serine/threonine kinase)

RAS — protoonkogen RAS (RAS proto-oncogene)

RCB — rezidualno tumorsko optereéenje(residual cancer burden)

RTK — receptorska tirozin kinaza(receptor tyrosine kinase)

RTU — spremno za uporabu (ready towse)

SHP-2 — tirozin fosfataza SHP-2 (SH2 domain-containing protein. tyrosine phosphatase 2)
STATS3, — prijenosnik signala i aktivator transkripcije 3 (signal transducer and activator of
transcription 3)

T — primarni tumor (fumor)

TCR — T-stani¢ni receptor (7-cell receptor)

TGF-p — transformirajuci ¢cimbenik rasta beta (transforming growth factor beta)

TIL — tumorski infiltrirajuéi limfociti (fumor-infiltrating lymphocytes)

TNBC — trostruko negativni karcinom dojke (triple-negative breast cancer)

TNF-a — tumor nekrotizirajuéi éimbenik alfa (tumor necrosis factor alpha)

TNM - klasifikacija prosirenosti malignih tumora (tumor, nodes, metastasis)

TP53 — tumor supresorski gen p53 (tumor protein p53)

VEGF - vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (vascular endothelial growth factor)
VEGFR - receptor vaskularnog endotelnog ¢imbenika rasta (vascular endothelial growth
factor receptor)

ypTN — patohistoloSki stadij tumora i limfnih ¢vorova nakon neoadjuvantne terapije (post-

therapy pathological TN staging)



1. UVOD

Rak dojke najcesce je sijelo zlo¢udne bolesti u zena u Republici Hrvatskoj te ¢ini priblizno
cetvrtinu svih novootkrivenih karcinoma u Zena. Prema podacima HrvatskogZaveda, za javno
zdravstvo (HZJZ) u 2023. godini zabiljezeno je 3293 novih slucajéva raka'dojke’(incidencija
165/100 000), dok je prema izvjeS¢u o umrlim osobama u Hrvatskoj u 2023. igodini/od raka
dojke umrlo 707 Zena (stopa 35/100 000). Istodobno, na globalnoj fazini opterecenje ove bolesti
ostaje izrazito visoko, prema studiji Globalnog opterecenja boleS¢u za2019. godinu zabiljeZeno
je vise od 2 milijuna novih slucajeva raka dojke te vise od 700 000 smrti (podaci iz hrvatskog
epidemioloskog registra za rak, objavljeni 19.gprosinca 2024.)." Zabrinjavajuci porast
obolijevanja od raka dojke zahtjeva metode lije€enja na viSewazina koji zahtijevaju razlicite
terapijske reZime Sto ovisi o molekularnom 1 histoloskem podtipu raka. Heterogenost raka dojke
potrebno je usmjeriti na molekularno,testiranje koje €e pomoci u preciznojadijagnozi i
poboljsanju prezivljenja. Iz toga fproizlazi kako odabir lijeCenja u velikoj mjeri evisi o
molekularnim 1 histoloskim znacajkama tumora, Sto naglaSava potrebu 'za preciznom
patohistoloSkom, imunohigtokemijskom iprema indikaciji molekularnom dijagnostikom kao

temeljem personalizirane onkoloske sktbi.
Op¢i ¢imbenicifkoji sumajcesciuzrok nastanka karcinoma/dojke:

e rana menstruacijagmenopauza poslije’55 godine zivota, kasna prva trudnoca, zZene koje
nisu dojile

e pretilost

e >060godine zivota

e postojece lezije u dojci koje pokazuju atipije

e nadomjesna hormonska terapija u menopauzi
Genetski ¢imbenici koji utje€u na nastanak karcinoma dojke su:

e pozitivna obiteljska anamneza
e prisutne genske nasljedne mutacije visokorizi¢nih gena BRCA 1, BRCA 2, PTEN, TP
53, MLH1, MSH2, ATM, CHEK?2, PALB

U klinickoj praksi tumori dojke se, u osnovi razvrstavaju prema statusu hormonskih receptora

1 HER2 receptora te proliferacijskom indeksu pri ¢emu se razlikuju:



¢ rak dojke koji eksprimira hormonski receptor estrogen (ER +)
¢ rak dojke koji eksprimira progesteronski receptor (PR+)
¢ rak dojke koji eksprimira ljudski epidermalni receptor (HER 2+)

e trostruko negativni rak dojke (TNBC) u kojemu nedostaju navedena trifaktora (1).

U ovom radu analizirana su tri podtipa: luminalni B, luminalni B HER 2-pozitivan 1 TNBC
(trostruko negativni karcinom dojke). Luminalni B karcinomi tipi€no imaju relativho nizu
ekspresiju hormonskih receptora uz visi proliferacijski indeks (Ki,67) 1 agresivnije klinicko
ponasanje u odnosu na liminalni A podtip. U luminalnom®B HER2 — pozitivnom podtipu uz
kemoterapiju u terapijski pristup ukljucuje se anti-HER2 terapija. Nasuprot tome, TNBC c¢esto
pokazuje visoku osjetljivost na neoadjuvantno lijjééenje, uz veée /stope potpunog patoloskog
odgovora, medutim, izostanak potpunog odgovora u TNBC povezan je s nepovoljnom

prognozom i ve¢im rizikom ranog relapsa.

NAT (neoadjuvantna terapija) predstavljastandardni terapijski pristup kod vecine belesnica s
TNBC-om. Izostanak potpunog patoloskog odgovora u ovom podtipu povezan| je s
nepovoljnom prognozom i povecanim rizikom ranog relapsa. Razlike medu molekalarnim
podtipovima raka dojke jasno odredujw indikaciju, intenzitet i ocekivani u€inake NAT. Dok je
cilj neoadjuvantne'terapije kod agresivnih podtipova, poput HER2pozitivaih i TNBC tumora,
postizanje kompletnog patoloskog odgovora kao surogatnog markera prezivljenja, kod
luminalnih podtipova naglasak je na individualizacijiterapije 1 oCuvanja kvalitete Zivota. Stoga
molekularna klasifikacija predstavlja temelj pefsonaliziranog pristupa lijecenju raka dojke 1

nezaobilazan alat u suvremenoj onkoloskoj praksi.

Neoadjuvantno lijecenje karcinoma dojke podrazumijeva primjenu sistemske terapije prije
operativnog zahvata nakon verificirane patohistoloske dijagnoze karcinoma. Cilj
néoadjuvantne terapije prije §amog operativnog zahvata je smanjenje tumorske mase kako bi
se nakon smanjenja tumora predvidio postedan kirurski zahvat, poboljSanje ishoda operativnog
zahvata, umanjiti rizik od recidiva. Neoadjuvantna terapija moze unistiti stanice raka koje su
mikrometastazirale, takav pristup moZe umanyjiti rizik i od metastaziranja u buduénosti. Nakon
neoadjuvantne terapije na temelju patohistoloSkog verificiranja moguce je procijeniti
osjetljivosti tumora na terapiju, Sto moze pomoc¢i onkologu na odabir lije€enja nakon

operativnog zahvata (1, 2).



Kod nekih pacijentica neoadjuvantna terapija moze rezultirati smanjenjem zahvacenosti limfnih
¢vorova $to u konacnici uklanja potrebu za opseznom resekcijom limfnih ¢vorova. Odluku o
neoadjuvantnom nacinu lije¢enja donose multidisciplinarni timovi smatrajuéi kako takav oblik
terapije moze poboljSati ishode lije¢enja 1 ukupnog prezivljenja. Patoloska evaluwacija nakon
neoadjuvantne terapije je od sustinskog znacaja za stratifikaciju bolesnica i donos§enja, novih
odluka o daljnjem lijeenju. Sistemske klasifikacije poput RBC i pCR najbitnije su u procjeni

ucinkovitosti NAT, procjeni prognoze i personalizaciji terapeutskil postupaka.

Neoadjuvantno lijecenje ukljucuje kemoterapiju, radioterapyjuphormonsku tetapiju kao 1 druge
vrste terapije uzimaju¢i u obzir bioloSke karakteristike tumora. Odabir NAT ovisi o

¢imbenicima ukljucujuéi vrstu i stadij raka dojke te‘0sobne preferencije svake pacijentice (3).

Neoadjuvantna terapija povecava Sanse za uspjeSnu operaciju zbog smanjenja tumorske mase,
pruza jedinstvenu priliku za procjenu tumorskog odgovera na lijeCenje, §to je znacajno za
daljnje terapeutske odluke nakon operativnog zahvata (4). U strategiju jaanja imuneloskog
odgovora protiv tumora dojke mogla bifbiti farmakoloska blokada molekulakoje imaju nadzor
na imunoloskim kontrolnim tockama kaoiste'je protein 1 programirane stani¢ne smgti (PD-1) i
ligand programirane stami€ne smrti PD-L1 uz pomo¢ monoklonskih  pretutijela inhibitora
imunoloske kontrelfientocke. Strategija jacanja imunoloSkogrodgovora protiv tumora dojke
moze ukljucivati farmakolosku blokadu molekula,imunoloskih Kontrolnih‘tocaka, kao Sto su
PD-1 (protein programirane stani¢ne smrti L)y PD-EL (ligand programirane stani¢ne smrti),
uporabom monoklonskih protutijela inhibitoral imunoloskih kontrolnih toc¢aka. Primjena
inhibitora imunoloSke kontrolne tocke vodila bi k razvojusnovih terapeutskih postupaka

usmjerenih prema toéno odredenom biomarkeru PD-L1 (3).

Dva kljucna biomarkera koja imaju vaznu ulogu u imunoloskoj regulaciji i angiogenezi kod
karcinoma i u buduénosti priStupa neoadjuvantnom lijecenju su PD-L1 (ligand programirane

stanicne smrti) te VEGF (vaskularni endotelni faktor rasta).

Identifikacijom ovih biomarkera u samom tumoru mogao bi se predvidjeti odgovor na
neoadjuvantnu terapiju koja dosadasnjim istrazivanjima mjerenjem rezidualnog opterecenja

karcinomom nije pokazala najuspjesnije rezultate (5).

Rak dojke je imunoloski heterogena bolest, a stupanj njegove imunogenosti ovisi o tumorskom

mikrookruzenju i aktivaciji imunoloskih signalnih puteva, koji se razlikuju medu molekularnim



podtipovima raka dojke, ali i unutar istog podtipa tijekom razvoja bolesti i neoadjuvantnog

lijecenja.

Imunogenost raka dojke proizlazi iz dinamicne interreakcije tumorskih stanica i imunoloskog
sustava domacina. Ta interreakcija omogucuje stvaranje tumorskih antigena 1 neoantigena,
njihovu prezentaciju putem HLA/MHC, (humani leukocitni antigen) sustavay regrutaciju i
aktivaciju efektorskih imunoloskih stanica kao i paralelnu aktivaciju, imunesupresivnih
mehanizama koji omogucéuju tumorski bijeg od imunoloske kontrole. U ovom kontekstu
tumorsko mikrookruzenje predstavlja klju¢nu platformusm, kojoj »se istodobno odvijaju
protutumorski 1 protumorski imunoloski procesi. Sredi$nju uloguu imunoloskoj regulaciji raka
dojke imaju signalni ligandi koji djeluju kroz jasno’definitane imunoloske osi. Medu njima
isticu se ligandi imunoloskih kontrolnih tocaka,, proangiogeni i hipoksijom inducirani
¢imbenici, citokini sa stimulacijskim 1 supresivnim djelovanjem te kemokini koji oblikuju
sastav tumorske infiltracije. Ovi ligandi'he djeluju izolirano, ve¢ tvore medusobfioypovezanu
mrezu signala koja odreduje hoce li tumersko mikrookruzenje poprimiti obiljezja imuneloski

,vruceg® ili ,,hladnog™ tumora«(6).

Posebno je naglasena uloga liganda PD-L1 koja predstavlja kljuéni mehanizam adaptivne
imunoloske rezisten€ije u raku dojke. Njegova ekspresijas€esto je inducirana aktivnom
antitumorskom/ imune$ti, ali i hipoksijom te proangiogenim sighalima, cime se uspostavlja

povratna sprega izmedu upale, vaskularne disfunkcijeti,imunoloske supresije.

Uz PD-L1 1 VEGF sve viSe se prepoznaje kao, srediSnji imunomodulator koji, osim
angiogeneze, aktivno, oblikuje imunosupresivno mikrookruzenje inhibicijom dendriti¢nih

stanica, peticanjem regulatornih T-limfocita i smanjenjém infiltracije efektorskih T-stanica (7).

Imunoloski pejzaz raka dojke dodatno je definiran djelovanjem citokina poput interferona -y,
transformiraju¢eg Cimbenika rasta beta| i IL—10 koji moduliraju antigensku prezentaciju,

diferencijaciju imunoloskih stanicai ekspresiju imunoloskih kontrolnih to¢aka.

Istodobno kemokinski signali usmjeravaju regrutaciju TIL-ova, ¢ija je prisutnost prepoznata
kao jedan od najvaznijih morfoloskih pokazatelja aktivne antitumorske imunosti i povoljnog

terapijskog odgovora, osobito u trostruko negativnom karcinomu dojke (8).



U kontekstu neoadjuvantnog lijeCenja imunoloski signalni putevi prolaze dodatne promjene.
Terapijski inducirani stres i selekcijski pritisak mogu razli¢ito djelovati na odrzivost tumorskog

imunoloskog mikrookruzenja (6).

Neoantigeni koji nastaju zbog somatskih mutacija povecavaju vjerojatnost da T—limfociti
prepoznaju tumor kao ,,stran“. U dojci je opcéenito tumorsko imunolosko mikrookruZenje nesto

oskudnije u odnosu na melanom ili karcinom pluca.

Defekti homolognog popravka mogu povecati imunolosku vidljivostitumora kroz akumulaciju
oSte¢enja DNA 1 posljedicno jacu aktivaciju antitumorske imumosti.“Tumor moZe smanjiti
prezentaciju antigena, remodelirati svoje okruzenje, ‘pojacati svoje inhibicijske tocke i

regrutirati svoje imunosupresivne stanice.

1.1. Klinicka klasifikacija raka dojke prema stadiju bolesti
Ova klasifikacija omogucaya preeizniji izbor'terapije i predvidanje tijeka bolesti.

e Stadij 0 — karcinom in situ DCIS - duktalni karcinom in situ, CCIS —lobularni karcinom
in situ

e Stadij I = lokalizirafii tumor bez metastazau limfnim ¢vorovima

e Stadij Il — zahvac¢enost aksilarnih limfnih ¢vorova

e Stadij [T =lokalno uznapredovali timer s veéim zahvac¢anjem limfnih ¢vorova

e Stadij IV — tumor s uznapredovalim udaljenim metastazama
1.2. TNM Klasifikacija

TNM klasifikacija temelji s¢ na veli¢ini tumora (T), statusu limfnih ¢vorova (N) i prisustvu

metastaza (M).

e Tis — (carcinoma in situ) — tumor ogranicen na epitel, nije probio bazalnu membranu
e TI1 —karcinom dojke

e Tla->1mmdo<od5mm

e TIb - karcinom dojke > 0,5 cm—1 cm

e Tlc—karcinom dojke > 1 cm—2 cm

e T2 —karcinom dojke >2 cm — 5 cm



e T3 —karcinom dojke ve¢i od 5 cm

e T4 — prisutnost pluénih metastaza

e T4 a—karcinom dojke koji se §iri na stijenku toraksa

e T4 b — karcinom dojke koji zahvaca kozu, edem koze, ulceracije

o T4c—-T4a+T4b

e T4 d - karcinom dojke s upalnim promjenama

e NI — povecani aksilarni limfni ¢vorovi

e pNI1 — postoperativni nalaz, povecani aksilarni limfni ¢vorovi

e pNla— postoperativni nalaz, mikrometastaze

e pNIlb — postoperativni nalaz, makrometastaze, I — 3 ¢vora >0,2 - <2 cm, ili >/= 4
limfna ¢vora > 0,2 - < 2 cm ili zahvacena kapsula limfnih ¢vorova < 2 cm ili limfni
¢vorovi >/=2 cm

e N2 — fiksirani aksilarni limfni éverovi

e pN2 — postoperativni nalazfiksirant aksilarni limfni ¢vorovi,

e N3 - opsezno zahvaceni limfni'€vorovi

e pN3 — postoperativno tumacenje opsezno zahvacenih limfnih ¢vorova

e M —udaljene metastaze

Histoleski odgovor tumora na terapiju procjenjuje,se analizom operacijskog materijala nakon
masektomije ili kvadratektomije, nakon zavi§ene n€oadjuvantne terapije. Ovisno o stupnju

odgovora,podjela spada u slijedeée kategorije:

pCR.\ (pathological “complete response), oznacava potpuni patoloski odgovor tumora na

neoadjuvantno lijeCenje.

RCB (residual cancer burden), indeks opisuje veli¢inu rezidualnog tumora u dojci, postotak

vitalnih tumorskih stanica, brojzahvaéenih limfnih ¢vorova. RCB se klasificira u etiri stupnja:

e RCB-0 — potpuni patoloski odgovor
e RCB-I - minimalna rezidualnost tumora
e RCB-II — umjereni rezidualni tumor

e RCB-III - velika rezidualna bolest, slab odgovor na neoadjuvantno lijeCenje



Oznaka y dodaje se ispred TNM stadija, time se oznacava da je pacijentica dobila
neoadjuvantnu terapiju. KoriStenjem oznake ,,yp“ oznaCava se patohistoloski stadij nakon

terapije.

e ypTNO — nema rezidualnog tumora, potpuni patoloski odgovor
e ypTINO — rezidualni tumor < 2 cm bez metastaza u limfnim ¢vorovima
e ypT2NI1 — tumor veli¢ine 2 -5 cm, s metastazama u 1 —3'limfna cvora

e ypTN3N2 — rezidualni tumor > 5 cm s metastazama u'4 — 9 limfnih €vorova
NO u rasponu do N3 — ukazuje na status pozitivnih limfnih ¢vorova u axilli, (pazusnoj jami).

MO u rasponu do M1 — ukazuje na prisutnost udaljenith metastaza.

1.3 HistoloSka klasifikacija karcinoma.dojke

Histoloska klasifikacija tumora dojke zasnovana je na morfoloskim karakteristikama
tumorskog tkiva. Svi tipevi karcinoma dojke po molekularnim 1 histoloskim razlikama imaju
specificne karakteristike koje utjeCu na klinicki tijek bolesti, onkoloski pristup lijeenju i
kona¢no zahtijevaju razlicitu ‘patohistoloSku i molekularnu dijagnostiku koja je kljuc¢na u
lijeCenju. Putevi, patofiziologije raka dojke su jasno "defifiirani |genskim i1 epigenskim
promjenama_koje “‘dovede do nekontrolirane proliferacije staniea kao Sto su molekularni

mehanizmi, hormonski i mehanizmi imuneloske mikrookoline.

Mutacije proonkogena kao Sto su HER2 i MYC, inaktivacija tumor supresorskih gena TP53,
BRCA1 1 BRCA2 rezultiraju smanjenu sposobnost popravka DNA. Poticanje rasta i
prezivljavanja  tumorskih _ stanica » je  rezultat poremecaja  signalnith  puteva
PI3SK/AKT/mTOR/RAS/MEKY. Angiogenezni faktor VEGF omogucuje stvaranje novih krvnih

zila koje poticu rast i razvijanje tumorai(9).

Uloga hormona u patofiziologiji raka dojke ima znac¢ajnu ulogu. Estrogen i progesteron imaju
izuzetno veliku ulogu u progresiji raka ukoliko je tumor hormonski ovisan putem aktivacije
nuklearnih receptora ER i PR. Hormonski ovisni tumori su osjetljivi na hormonsku terapiju

koja se daje u prvoj liniji lijecenja u kombinaciji s kemoterapijom i zra¢enjem.



TIL-ovi mogu djelovati protutumorski i protumorski ovisno o njihovu fenotipu, funkcionalnom

stanju 1 tumorskom mikrookoliSu, tumor aktivno ,,preodgaja* TIL-ove.

Pojavnost PD-L1u tumoru dojke povezana je s imunosupresijom i slabijim imunoloSkim
odgovorom na tumor. Makrofagi povezani s tumorom, TAM makrofagi, Cesto podrzavaju rast
1 metastaziranje, kljucna su populacija stanica u tumorskom okruzenju s‘izrazito dvojhom
ulogom. Tumorski makrofagi regrutirani su iz monocita periferne krvirutumorsko tkivo gdje ih

tumor ,,programira‘.

Histoloska 1 molekularna klasifikacija omogucuju personalizitani pristup lijecenju. TNM
klasifikacija odreduje stadij bolesti i terapijske strategije./Molekularni podtipovi odreduju
osjetljivost na hormonsku terapiju, HER2 inhibitore i imunoterapiju. Rak dojke je vrlo

heterogena bolest s razli¢itim bioloskim i klinickim svojstvima.

Razumijevanje epidemioloskih faktora, molekularne patofiziologije i klasifikacije.omogucuje
precizne dijagnosti¢ke 1 terapeutske (postupkes Personalizirana terapija, temelji se na

molekularnoj klasifikaciji Stespoboljsava ishode lijecenja i benefite terapije (10).

Ciljanje stani¢nog sastava tumorskogymikrookruzenja za lijeCenje rakatdojke.do danas je
provedeno po endokrinim i HER2 pozitivnim karcinomima. Uimelekularnom podtipu trostruko
negativhog karcinoma dojke testira se i imunolésko mikrookrtizenje: U buducnosti ¢e biti
potrebno utwrditi ucinke razlicitih stanicnih stistava ©ko tumora na prezivljavanje i prognozu
bolesnika: Kombinacija konvencionalnih terapija prvih 1 drugih linija lijeCenja koje bi ciljale
stanice u tumorskom, okruzenju obecavalo_bi pristup postizanju, boljih terapijskih postupaka i
usmjeravalo ma buduéa istrazivanja. Precizno lijecenje bi se trebalo posti¢i remodeliranjem

tumorskog okruzenja i poticanjem ahntitumorske funkeije stanica koje poticu rast tumora dojke.

Histoloska klasifikacija kareinoma dojke (WHO Classification of Breast Tumor,5th edition,
2019.)

Invazivni karcinomi dojke

e [nvazivni karcinom bez posebnog tipa — NOS (nespecifican histoloski podtip) je najces¢i tip.



e Specijalni histoloski tipovi invazivnog karcinoma:

e Neinvazivni (in situ) kancino

o Duktalni karcin

° Podgo i pr

e [obularni karcinom in situ (LC

Invazivni lobularni karcinom (ILC)

Tubularni karcinom

Kribriformni karcinom

Mucinozni (koloidni) karcinom

Medularni karcinom / karcinom s medularnim obiljezjima
Papilarni karcinom

Mikropapilarni karcinom

Metaplasti¢ni karcinom

Apokrini karcinom

Sekretorni karcinom

Adenoidno-cistiéni karcinom

Acinar cell karcinom

Karcinom s neuroendokrin

mikropapilarni

solidni

klasi¢éni LCIS
pleomorfni LCIS
floridni LCIS



1.4. Molekularna Kklasifikacija raka dojke — imunohistokemijsko procjenjivanje

Molekularna klasifikacija karcinoma dojke predstavlja temelj personaliziranog pristupa

lijeCenju prema imunohistokemijskoj procjeni. Hormonski ovisni tumori (ER/PR pozitivni)

lijeCe se hormonskom terapijom (tamoksifen, inhibitori aromataze), ¢esto dagotrajno, dok se

HER2-pozitivni lijece ciljanim anti-HER2 lijekovima u kombinaciji s;kemoteraptjom: TNBC

zahtjeva najceS¢e samo kemoterapiju, u zadnje vrijeme koristi se_isimunoterapija. Danas se

lijeCenje raka dojke temelji na patohistoloskoj, imunohistokemijskoj. i, molekularnoj

dijagnostici, bez tih podataka nema pravilne terapijske odluke:

Molekularni podtip— | pp / pp | gER2 | . BioloSlel | 4 0 oza i terapijski
procjenjuje se status status Ki-67 klinicke odsovor
imunohistokemijski karakteristike g
. Dobrp . Najbolja prognoza;
diferencirani dobar odeovorna
Luminalni A ER+ HER2- @k tumori, spor hormonskt% terapiju;
uminafm PR+ (<20%) | rast, nizak Lerapit;
Stuan kemoterapija ¢esto
prolifgragije nije potrebna
Visa Losija prognoza od
. . _ ER+ | Visok proliferacija, luminalnog A;
Luminalni B (HER2") PR+ HER2 (=20%) | agresivnijiod | hormonska terapija +
luminalnog A Cesto kemoterapija
Kombinira
ER+ hormonsku Terapija ukljucuje
Luminalni B (HER2+) PR+ HER2+ | . Visok ovisnost i hormonsku + anti-
HER2 HER?2 + kemoterapiju
signalizaciju
Visoko Znacajno poboljSana
ER-— proliferativni prognoza uz anti-
HER2-pozitivan PR- HER2+ | Visok tumori, HER?2 terapiju
agresivni (trastuzumab,
bioloski profil pertuzumab)
Visoka s )
heterogenost, ngjl]e ?ljpiil(zgcl (I)lzaa’
Trostruko negativni ER~- HER2— | Visok Cesti TIL, kemoterapiju;
(TNBC) PR- povezanosts | . ..
BRCA imunoterapija kod PD-
. L1+ tumora
mutacijama

Tablica 1. Molekularni podtipovi raka dojke 1 njihove karakteristike
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2. Bioloska uloga PD-L1 u karcinomu dojke

PD-L1 je transmembranski glikoprotein tipa I od priblizno 290 aminokiselina koje ukljucuju
dvije izvanstanicne domenama sli¢nim IgV 1 IgC, transmembranskim segmentom te kratkom
citoplazmatskom domenom. PD-L1 se moZze eksprimirati na razli¢itim stani¢nim populacijama,
ukljucujuéi antigen prezentirajuce stanice, T 1 B limfocite, monociteé/makrofage te epitelne
stanice, u tumorskom kontekstu na imunim tumorskim stanicama. Fizioloska uloga.PD-1/PD-
L1 je odrzavanje periferne tolerancije i ograni¢avanje prekomjerne upale. Medutim u malignim
bolestima pojacana ekspresija PD-L1 predstavlja kijuéni mehanizam imunoloskog
izbjegavanja, jer vezanjem na PD-1 receptor na aktivnim T limfocitima dovodi do funkcionalne
inhibicije, smanjenja citotoksicne aktivnosti 1 razvoja stamicne iscrpljenosti, ¢ime se slabi
antitumorski odgovor oboljelog. U raku dojke, PD-L1 eksprestja Cesto prati prisutnost TIL-ova
Sto odrzava dinamic¢nu ravnotezu izmedu antitumorske, imunosti i adaptivne imunoloske

rezistencije tumora.

Inhibicijski proteini kontrolnih imunolgskih regulacijskih to¢aka ukljuc¢ujucéi 1PD-L1 potiskuju
antitumorske T- stani¢ne odgovore,(11). Sto je vise poveéana ékspresija PD-L1 u tumorskom
tkivu, tumori koriste puteve kao kljuéne mehanizme za deaktivaciju, CTE=aste.na taj nacin
izbjegavaju antitumorske odgovore domacina $to ih Cinigprogresivnijima i otvara im put

metastaziranja.

PD-L1 je ligand poja€an u razli¢itim vrstama tumora, 1zmedu ostalog to je i jedan od razloga
brzog rasapa bolesti, veze se na PD-1 ‘tecéptor ma, T limfocitima, time inhibira njihovu

aktivaciju, te omogucuje tumoru da izbjegne imunoloski odgovor domacina (12).

Sto\je veca ekspresija PD-L1 u kdreinomu dojke tumor je vise agresivan, povecéava se broj
tumorskih infiltriraju¢ih limfocita (TIC=s). Ekspresija PD -L1 na povrSini imunoloskih stanica
je relativno konstantna dok je maypovrsini tumorskih stanica dosta dinamicna. Na ekspresiju
PD-L1 kod neoadjuvantnog lijeCenjakarcinoma dojke utjece kemoterapija, zracenje kao i drugi
¢imbenici u onkoloskoj terapiji (13). Temeljem obecavajucih terapijskih ishoda terapije anti-
PD-1/PD-L1 postao je klju¢ni protein u imunoonkologiji, njegove funkcije i mehanizmi se sve
vise istrazuju. Poznato je kako je ekspresija PD-L1 konfuzno regulirana raznim imunoloskim
procesima poput transkripcije gena i posttranskripcijskih modifikacija, kao 1 egzosomalnog
transporta. Jako je vazno proSiriti razumijevanje regulacije ekspresije aberativnih signalnih

puteva i genomskih mutacija koje u prvom redu poti¢u sam nastanak tumora. Prilikom samog
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nastajanja stani¢nih mutacija, transformacija i tumorigeneze dolazi do pojacane regulacije PD-
L1 koja posredstvom ovih puteva slabi aktivnost imunoloskih stanica, dopustaju¢i mutagenim
stanicama izbjegavanje imunoloSkog nadzora domacina te na taj nacin pojacavaju svoj

metastatski potencijal. Takvim mehanizmom rak izbjegava imunoloski odgovor(14).

2.1. Molekularna regulacija PD-L1

PD-L1 kodiran je na genu CD274 smjeSten na komosomu 9p24.1, opisan je kao tre¢i ¢lan
obitelji B7 proteina, sastavljen od sedam eksona. Kodiran je unutar sedam eksona (15). Spada
u tip 1 transmembranskog proteina, njegove ekstracelularne domene slicne su IgV i IgC
hidrofobnog transmembranskog dijela koji se sastoji 0od 30 aminokiselina kako je gore opisano.
Epigenski faktori poput metilacije 1 acetilacije histona utjeCu na pojacanu ekspresiju PD-L1

(14, 15).

Pokretaci tumorigeneze kao transkripcijski faktori u onkogenim putevimadjeluju stimulirajuce
u povecanju izrazajnosti PD-L1 u tamorskim stanicama. U transkripcijskim putevimassudjeluje
1 MYC gen kao znacajno eksprimiranu tumorima, u ve¢ini tumora korelira saizrazajnoS¢u PD-

L1 (16).

U brojnimstumorima aktivacija onkogenih i proliferacijskih putova povecava transkripciju PD-
L1, najcesce transkripeijske regulacije su PI3K/AKT/m TOR'i to najcesce povezani s
gubitkom/inaktivacijom PTEN. RAS/MEK/ERK/RAE (MAPK) su Cesti onkogeni i signalni
putevi u transkripciji PD-L1. Hipoksijom indueitani faktoti, osobito HIF-a induciraju PD-L1 u

hipoksickim dijelovima tumora.

Epigenetske promjene kao metilacija DNA i modifikacije histona mogu modulirati dostupnost
promotorskih i1 regulatonih puteva PD-LI"te posljedi¢no razinu ekspresije u tumorskim i

stromalnim stanicama.

PTEN u funkeciji puteva kao serin-treonin fosfataza ima antagonisticko djelovanje prema PI3K
signalnog puta dok mu je aktivnost znaCajno povecava prilikom aktivacije PD-LI1
posredovanjem CK2. Kod signalnog puta MEK/ERK/MAP ligacija PDL1 inhibira fosfolipazu.
Ovi signalni putevi rezultiraju slabijim djelovanjem transkripcijskih faktora, dovode do

smanjene citokinske produkcije i citotoksi¢nih sposobnosti aktiviranih T stanica (17).
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Kod raka dojke mutacija PIK 3 signalnog puta, osobito kod TNBC aktivira puteve mTOR te na
taj nacin potice transkripciju PD-L1 , to je jedan od nacina gdje tumorske stanice izbjegnu

imunoloski nadzor domacina te same proizvode svoju imunolosku regulacijsku tocku.

Kako je ekspresija PD-L1 u jezgri povecana to dovodi do kemorezistencijé kao 1 inhibicije
apoptoze tumorskih stanica. U posttranskripcijskoj i1 posttranslacijskoj regulaeiji egkspresijaPD-
L1 dodatno se kontrolira putem mikroRNA, stabilnosti mRNA kao i posttranskripcijskih

modifikacija kao ubikvitinacija koje Cesto utjeu na stabilnost proteina i njegovu lokalizaciju

(18).

Tumorske stanice na samom pocetku rasta stje€u mehanizmefimunoloSke supresije kao i druga
pro-tumorska svojstva u svom mikrookolisSu odabiruci sebi stanice za prezivljavanje. Moze
postojati znacajna heterogenost tumorskih stanica \u samom tumoru, posebno tijekom
metastaziranja kada razli¢iti klonovi tumorskih stanica mogu razviti razli¢ite .mehanizme

prezivljavanja na imunoloskoj razini koju stvaraju u svom mikrookolisu (19).

Tumori nastaju nakupljanjemmutacija. DNA 1 epigenskih modifikacija koje emogucavaju
stanicama da upravo zaebidu imunoloski odgovor domacéina kao ikontrolne mehanizme koji
reguliraju stani¢ne procese ukljuc¢ujuéimetabolizam, proliferaciju, prezivljavanjet invaziju. Po
ovim ¢injenicama je potpuno jasne kako imunoloski sustav ima slozenu ulogu u razvoju tumora

(20).

Regulacijski mehanizmi kod genske mutacije 3’UTR od PD-L1 dolazi do prekida 3° UTR PD-
L1. Kod acetilacije histona HDAC (histon deacetilaze), inhibitori pojacavaju acetilaciju histona
time i, ekspresiju PD-L1. Acetilacija histona“ Kriti¢na ‘je za povezanost BET proteina s

promotorom PD-L1 (21).

Prilikom transkripcije i distegulacijom omkogenih gena aberantni onkogeni put pojacava
ekspresiju PD-L1 ukljucuju¢i MYC, ALK, HIF1-a te PTEN/PI3K put. Kod svih navedenih i
ve¢ dobro poznatih regulacijskih mehanizama u tumorskom mikrookoliSu potencijalne
terapijske strategije bi mogle biti supresija PD-L1 1 drugih inhibitora imunoloskih kontrolnih

tocaka (22).
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Slika 1. Putevi imunoloskeirezistencije na antitumorski odgovor.

Preuzeto: Ashleigh i sur., 2021.

Nakon apoptoze tumorskih stanica dolazi do oslobadanja tumorskih antigena koje prezentiraju
antigen-prezentirajuéesstanice putem glavnog histokompatibilneg,kompleksa (MHC). Time se
aktiviraju citotoksi¢nid limfociti koji mogu prepoznati i unistavati tumorske stanice. Medutim,
tumor razyija mehanizme izbjegavanja imunoloskogdadgovora stvaranjem imunosupresivnog
mikrookruzenja, povecanom ekspresijom kontrolfith tocaka kao Sto su PD-1/PD-L1 i CTLA-4
te djelovanjem makrofaga povezanih s tumorom (TAM). Ovi mehanizmi inhibiraju aktivaciju
i funkciju T’ limfocita te omogucuju tumorskim stanicama 'izbjegavanje protutumorskog

imunoloskog odgovora.

Promjene u specificnim genimia mogu uzrokovati poremecaje aktivacije T stanica. Neke tumore
prati delecija PTEN-a zato Sto melekularni mehanizmi ukljucuju genske mutacije i delecije,
gubitak kromatina, gubitak heterozigotnosti i epigenskih promjena kao $to su transkripcijske
pogreske koje nastaju kao posljedica hipermetilacije. U takvim situacijama PTEN utjeCe na
regulaciju PIK3/AKT put i smanjuje nastanak PD-L1. Smanjena infiltracija T stanica u
tumorskom okoliSu moze dovesti i do rezistencije na lijekove i kemoterapeutike. Luc¢enje IL-6
potice migraciju neutrofila povezanih s tumorom u tumorska tkiva te inhibira ulazak CD4+ 1

CD8+ T stanica u tumorsko okruzenje.
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Delecija PTEN-a uzrokovana razli¢itim molekularnim mehanizmima pojacava ekspresiju
VEGF-a §to za posljedicu ima poticanje tumorske angiogeneze sto slijedom dovodi do

smanjene perfuzije i infiltracije CD8+ T stanica.

Kod nekih solidnih tumora T stanicama je tesko pro¢i kroz imunosupresivau T stremu, $to
rezultira otpornos¢u na blokadu PD-L1. U karcinogenezi PD-L1 obi€no/ prekomjerno
eksprimiran kao rezultat svih onkogenih ,,dogadaja* koji poticu njegovo djelovanje.Mutacije
receptora epidermalnog faktora rasta pozitivno koreliraju s ekspresijom PD-L1 u puno
karcinoma, pri ¢emu inhibitori epidermalnog faktora rasta.djeluju kao, represori transkripcije

PD-LI1.

Imunohistokemijska analiza detekcije PD-Ighy svih klonova moze biti ograni¢ena
predanalitickom 1 analitickom varijabilnosti, ukljuéujuéi heterogenost klonova antitijela,
metodologiju bodovanja (ocitavanja), kao 1 bioloSke" varijacije u ekspresiji .zbog vrste
analiziranog uzorka (kirurSka resekeija, biopsija, primarni tumor, metastaza). Analiza skupova
podataka kod raka dojke potvrdila je' sekvenciranjem RNA iz tumora kako prekomjerna
ekspresija PD-L1 mRNA/povezuje niz,nepovoljnih prognostickih ¢imbenika kao/Sto su
negativan status hormonskih receptora, HER 2 pozitivan status te visi proliferativni indeks
tumora. U tim podat€ima uoceno je kako dio trostruko negativanilvkarcinoma dojke imaju nesto
veéi pozitivitet PD-Ld u odnosu na druge molekularne podskupine raka ‘dojke kao rezultat
konstitutivhe transkripcijske aktivacije gubitka PTEN=a. Trostruko negativni karcinomi dojke
s prekemjernom ekspresijom PD-L1 molekulatno je 1 karakteristican obilnim infiltratom
citotoksi¢nih T stanica i viSim stopama potpunog odgovora ha neoadjuvantnu kemoterapiju

(23).

2.2. Mehanizmi inducirane ekspresije PD-L1 i funkcionalne posljedice

Ekspresija PD-L1 u tumoru regulirana je na viSe nivoa, ukljucujuéi transkripciju,
posttranskripciju kao 1 posttranslacijske modifikacije. Inducirana je razli¢itim faktorima
ukljucujucéi 1 citokine kao S§to su 1 interferon gama, TNF-a i interleukin — 10. Regulacija
ekspresije ovisi 1 o mutacijama u tumorskim stanicama poput amplifikacije gena ili
amplifikacije signalnih puteva kao $to su PI3/K, AKT, mTOR, amplifikacije ovih puteva
dovode do znacajno povecane ekspresije PD-L1 (24,25).
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Adaptivna, imunoloski regulirana ekspresija najcesce je zbog odgovora na prisutnost aktivne
antitumorske imunosti, osobito putem citokina. Konstitutivna ili tumor-intrinzi¢na nastaje zbog

promjena PI3K/AKT/MAP, $to moze biti prisutno uz slabiju imunolosku infiltraciju (26).

CPS (Combined Positive Score) u ovom radu je semikvantitativno izraCunat kao PD-L1 22C3,
metodom kvantifikacije ekspresije PD-L1 u tumoru dojke, izraZava'se,u postocima, racuna se

na minimalno 100 odrzivih tumorskih stanica imunohistokemijskih eboejanih na PDL< 1.

CPS — broj PDL1 pozitivnih stanica 100
~ ukupan broj stanica PDL1 pozitivni+ PDL1negativnih stanica *

Mehanizam djelovanja PD-1 ukljucuje inaktivaciju proteinsku tirozin fosfatazu (SHP2) u
citoplazmatsku domenu PD-1 gdje fosforilira_proksimalne signalne molekule na' mjestu
receptora T stanica i CD 28.dmunoloska inhibicija ne dogodi se ukolike'se signali T stanica i
PD-L1 isporucuju na razli¢itim mjestima tumorskog okruzenja. Upravo to govori kako je
mehanizam djelovanja PD-L1 uvjetovan prethodnom angazirano$¢u PD=1 unepeosrednoj blizini
signala T stanica’t CD 28 kako bilokalizirao aktivnost proteinske tirozin fosfataze na to mjesto.
Egzosomi mogu djelovati izmedu stanica spajanjem s ciljpomsStanicom prenoseci joj signale.
U tom smislu,CD 274, DNA koja kodira PD-L1pronadena jeu egzosomima tumora $to znaci
kako egzosomi‘megu prenositi razne mikfoRNA ‘enzime 1 druge molekule izmedu stanica te
samim time Utjecati na stanicnu aktivnost, 6vo se odnosi ha egzosome koji eksprimiraju PD-L1

na svojojpovrsini te th moze blokirati anti PD-L1"imuneloska terapija (27).

IL-6 svojom aktivno$¢u u posredovamju tumorskog mikrookruzenja oslobada imunoloske i
neimunoloske stanice kao Sto su T 1 B|limfociti, endotelne stanice, monociti, fibroblasti i
adipociti. Aberantna ekspresija IL-6 priSutna je u vec¢ini tumora i povezana s losijim klini¢kim
ishodima 1 brZim metastaziranjima. Dvije molekule uklju¢ene su u molekularnu 1 biolosku
aktivnost IL-6, najbitnije su CD 126 1 CD 130. Njegov vazan signalni mehanizam ukljucuje
aktivaciju transkripcijskog STAT3. IL-6 aktivira JAK (janus kinazu), fosforilaciju nakon ¢ega
slijedi i fosforilacija STAT3 koja se translocira u jezgru stanice kako bi aktivirala transkripciju

cijelog gena.
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Signalni put IL-6 Cesto se aktivira kod raka dojke, moze potaknuti rast tumorskih stanica te
istovremeno suzbiti imunoloski odgovor. STAT3 je prekomjerno eksprimiran kod trostruko
negativnog karcinoma dojke te je vjerojatno povezan i s pocetkom bolesti i njenom progresijom.
Studije povezuju visoku ekspresiju STAT3 u stromi povezanoj s tumorom sa_znacajno nizim
prezivljenjem, osobito kod pacijentica s trostruko negativnim karcinomom dojkes Podatci 1z
viSe studija povezuju sinergiju STAT3 i IL6 kao potencijalne metenu lijeéenju trostruko
negativnog karcinom dojke kao signalnih puteva iz jezgre prema povrsini stanica u pomaganju

pojavnosti PD-L1 na povrSini tumorskih stanica (28).

Ovim saznanjima jasno je kako rak dojke ima sloZenost imunegenih mehanizama koji poticu
progresiju raka, to se posebno odnosi na trostrukofmegativai rak dojke. Trenutne moguénosti
lijecenja ostaju uglavnom ograni¢ene na kombinaciju.inhibitora imunoloskih kontrolnih toc¢aka
s imunoterapijom. No postaje 1 jasnije kako nije samo dovoljna identifikacija novih biomarkera
ve¢ 1 blokade sinergijskih puteva u samojistanici koja se odnosi na signalne putevei sinergiju

pojedinih imunogenih znacajki (29).

PD-L1 je centralni ligand imunoloske supzesije u raku dojke. Svojim vezanjem na ligand PD-1
koji se nalazi na limfocitima dovodi'do,smanjenja funkcionalne energije 1 iserpljenja limfocita.
Induciran je hipoksijom, IFN-y.i razvojem vaskularizacije ditektne u tumeru, aktivni je signal

tumorske adaptacije.

2.3 Onkoloski znaéaj PD-L1

PD-L1"ima veliko znacenje kod neoadjuvantnog pristupa lijecenju za pacijentice oboljele od
karcinoma dojke zbog personaliziranog pristupa lijecenja u onkologiji. Koristio bi se kod

pacijentica koje imaju eksprésiju tog biomarkera, u tumorskom tkivu.

Vise opisanih dokaza opisuje kako je postoje¢i antitumorski imunoloski odgovor bitan, a
vidljivo je kako apsolutno nije dovoljan za uc¢inkovitost terapija usmjerenih na PD-1/PDL-1
(30). Smatra se kako bi popisi svih imunoloskih gena koji odrzavaju mikrookruzenje tumora
bilo karakterizirano signaliziranjem IFN-y citotoksicnim stanicama, aktivnom inhibicijom
antigena kao 1 citokinima T stanica mogli bi imati prediktivnu ulogu na odgovor za imunolosku
(ICI) terapiju. Dobro opisani takav genski popis bio je prikazan kao profil ekspresije gena upale

T stanica, sadrzavao je gene koji reagiraju na IFN-y koji su bili povezani s ekspresijom
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kemokina, citotoksi¢nom aktivnosti i imunoloSkom farmakoloSkom terapijom permolizumaba

31).

Uvodenjem imunoterapije u neoadjuvantnu shemu lije¢enja povecavalo bi Sanse za potpuni
nestanak tumora §to do sada nije postignuto, poseban znacaj bi bio kod pacijéntica s trostruko
negativnim karcinomom dojke. Neke studije su pokazale kako je benefit imunoterapije kod PD-
L1 pozitivnih bolesnica bio izrazeniji nego kod pacijentica koje surimale negativan PD-L1.
Osim pacijentica s TNBC kandidatkinje za imunoterapiju bi bile pacijentice s pozitivhim
tumorom na PD-L1 >1%. Pacijentice s visokorizicnim HER2megativanim karé¢inomom dojke bi

takoder imale velike benefite ovim testiranjem (32, 33).

Poznato je kako su genske mutacije u rasponufed supstitucijagedne baze do translokacija
kromosoma kamen temeljac razvoja neoplasti¢nih lezija. Isto tako se zna da individualnim
mutacijama treba nekada 1 dugi niz godina do transformacije u displasti¢ne i.na kraju u

neoplasti¢ne tumorske stanice. Ovenutacyje su inducirane raznim vanjskim utjecajima.

Upravo ovaj proces oblikujedifsastav imunoloskog mikrookruzenja kroz razlic¢ite mehanizme

sukladno njegovom nastajanju (34).

Medu bitnim kljgénimy komponentama imunoloskog mikrookolisa raka dojke su tri tipa
limfocita T. CD8+ je€itotoksi¢ni T limfocit (CTLs$) koji osigurava efikasan imunoloski sustav
protiv tumora, samim tume njegova pojaviost u §to. veéem broju povezana je s boljim
odgovorom na terapiju. CD4+ je pomo¢ni T limfocit, uloga,mu je u moduliranju imunoloskog
1 protuupalnog odgovora. Regulatorni T limfocit (Tregs) potiskuje antitumorski imunitet, Sto

znatno,otezava ucinke terapije (35).

Visoka razina TILs-a povezana je shvisokim odgovorom na neoadjuvantnu kemoterapiju
osobito kod TNBC i HER2 pezitivnog raka,dojke. Makrofagi povezani s tumorom (TAMs) su
M1 1 M2 makrofagi. M1 makrofagi djeluju protuupalno, stimuliraju¢i imunoloski odgovor
protiv tumora, dok su M2 imunosupresivni, poti¢u angiogenezu i rast tumora. NK stanice su
prirodne ubojice, imaju ulogu prepoznavanja i eliminacije tumorskih stanica. Njihova aktivnost

u raku dojke je €esto smanjena upravo zbog imunosupresivnih ¢imbenika mikrookoline (36).

Mijeloidne supresorske stanice (MDSCs) pojacavaju i podupiru rast tumora potiskivanjem
funkcije T 1 NK (prirodne ubojice) stanica. Njihovo prisustvo ¢esto korelira s rezistencijom na

terapiju i lo§ijom prognozom ishoda bolesti.
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Uloga B limfocita u tumoru dojke do sada nije u potpunosti razjasnjena. Imunoloske stanice u
tumorskom mikrookruzenju raka dojke utjeu na odgovor na kemoterapiju, bilo na
neoadjuvantnu ili postoperacijsku terapiju. Neoadjuvantna kemoterapija novodijagnosticiranog
raka dojke u kojem je napravljena kompletna patohistoloska verifikacija ammolekularna
tipizacija tumora pruza priliku 1 za proucavanje osnovnih imunoloskih parametara koji, su
povezani s odgovorom na lijeenje kao i za procjenu promjena u imunoloskom mikrookruzenju
koje je nastalo nakon lije¢enja u resektatu dojke. Nekoliko studija do sada je radilo‘istrazivanje
1 izvijestilo kako je broj TIL bitan u smislu veceg broja i boljeg odgovora na neoadjuvantnu

(35, 36).

Vjerojatnost je potpunog patoloskog odgovora na prijeoperativiu kemoterapiju kod svih
podtipova raka dojke podjednaka. Medutim ‘doprinos razli€¢itih podtipova limfocita i
imunoloskih stanica u odredivanju odgovora na neoadjuvantno lijecenje ostaje do danas to¢no
nedefiniran 1 nepoznat. Do danas«jé€mmalo studija ispitivalo imunoloske fpromjene u
mikrookruzenju tumora dojke nakon kemoterapije jer se smatralo kako je karcinomhdojke
potpuno neimunogen u odnesu na vecinu karcinoma drugih sijela.Bolje razumijevanje
imunoloskih funkcija koje utje€n, na“wjerojatnost potpunog ypatoloskog odgovora na
preoperativhu kemoterapijuh, moglo bi” regulirati nove imunoloske. terapijske ‘strategije za

poboljsanje ucinkovitostikemoterapije (37).

terapijesdok se'do sada smatra najimunogenijim{podtipom. Na temelju navedenoga moze se
pretpostaviti da ¢eimunoterapija imati vaznu u logu ulijecenju trostruko negativnog raka dojke.
Postizanje potpunog patoloskog odgovora nakon neoadjuvantng terapije znacajno je povezano
s boljim dugoro¢nim ishodima. Premda sama pojavnost imunoloskih stanica nije univerzalno
prognosticki povoljan ¢imbenik, u“neoadjuvantnom okruZenju ona identificira skupinu

bolesnika s veCom vjerojatnoséuterapijskoguspjeha osobito kada se koristi udio PD-L1 + TIL.

PD-L1 kao biomarker imunoloSke aktivnosti terapijskog odgovora selektira bolesnike na
imunoterapiju. Njegova ekspresija odrzava adaptivnu imunoloSku rezistenciju tumora,
istodobno oznacava tumore s ve¢im potencijalom odgovora na neoadjuvantnu imunoterapiju na
nain da se promijeni imunoloski profil tumora prije operativnog zahvata kao i modificira

sustav imunoloskog infiltrata (38).
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U kljuénim regulacijskim putevima PD-L1 ima klasi¢ni imunoloski induciran put
posredovanjem INF — vy iz aktivnih T stanica koji inducira PD-L1 na principu adaptivne

rezistencije.

U agresivnijim tumorima hipoksija potice i1 stvara PD-L1 ekspresiju uz pomoc¢ TNF-q, cesto
ide zajedno s VEGF dominantnim i imunosupresivnim okruzenjem tumora. Signalni putevi

PIK3/AKT/m TOR, naj€esce je tu ukljucen i gubitak PTEN kao i deregulacija PIK3.

Nadalje, STAT je ¢esto povezan s imunosupresivnim fenotipom kaoui citokinski signali. Neka
istrazivanja su na putu zakljucaka kako u praksi pozitiyiost PD-L1 meozZe moguce biti samo
adaptivna (IFN-y/ TIL), ili ,,konstitutivna® (onkogeni, ‘hipoksija), smatra se kako ta razlika

upravo objasanjava zasto ponekad odgovor na nedadjuvantnu terapiju nije potpun (39).

U onkoloskom znacaju PD-L1 ima prognosticku i prediktivnu vrijednost. Prognosticki znacaj
nije univerzalan, ovisi o tipu tumora’dojke, stani¢noj lokalizaciji, (imunoloske ‘ilirtumorske
stanice), kao 1 o stupnju imunoloske dnfiltracije. U mnogim solidnim sumorima“ visoka
ekspresija PD-L1 povezuje seSragresivnijim fenotipom i losijim ukupnifm prezivljenjem i to u
viSe imunogenim tumorima dojke; za sada se smatra da je TNBC kao najimunogeniji
molekularni podtip raka dojke. PD-L1 pozitivnost moze odrzavati postojanje aktivnog ali i

inhibitornog antitumorskog imuneloskog odgovora (40).

Prediktivni enkoloski zna¢aj PD-L1 do danas(je koriStenje upravo tog biomarkera za odgovor
na tefapiju inhibitorima imunoloskih kontrolnihtocaka y(anti-PD-L1/anti PD-1). Njegova
prediktivna yrijednost temelji se na selekeiji bolesnika ‘ma, imunoterapiju, stratifikaciju

terapijskih reZima, procjeni vjerojatnosti odgovoramna terapiju (41).

U klini¢koj praksi PD-L1 se primjenjuje na tumorskim i imunoloskim stanicama. Ne djeluje
izolirano, dio je slozenog imunesupresivnog sustava koji ukljucuje T- regulatorne stanice, M2
makrofage, supresivne citokine (PGF-#4, IL-10) a u velikoj mjeri se pokazalo i angiogene

faktore (42).

U onkologiji PD-L1 je kljuéni biomarker na sjecis$tu tumorske biologije, imunologije 1 klinicke
onkologije. Njegova uloga nadilazi jednostavnu predikciju terapijskog odgovora te pruza uvod
u dinamiku interrakcije tumora i imunoloskog sustava. lako ima zna¢ajna ograni€enja, ( razliciti
klonovi, platforme rada, cut-off vrijednosti), PD-L1 ostaje za sada temeljni biomarker u

personaliziranom pristupu lije¢enju malignih bolesti, osobito u imunoterapiji (43).
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3. Biologija VEGF-a i njegovih receptora

Tumorske stanice imaju visoke mitoticke i metaboliCke stope rasta i razvoja stoga im je nuzna
visoka razina kisika i hranjivih tvari kako bi odrzale svoj opstanak i rast. Vaskularna mreza

temeljna je za razvoj tumora.

Vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF), regulator je angiogeneze od, same embriogeneze

(44).Aktivno je ukljucen u patolosku angiogenezu kod svih vrsta thmora.

Bioloski u¢inci VEGF-a potpomognuti su dvjema receptorsKimkinazama (RTK), VEGFR- 1 i
VEGFR-2 koje se zna¢ajno razlikuju po svojim svojstvima i djelovanjem (45). VEGF ima svoje
podtipove kao §to su VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGE PIGF (Placental Growth Factor).
Najvise proucavan je VEGF-A, on se veze za receptore VEGFR-1 (Flt-1) i VEGFR-2
(KDR/FIk-1), pri ¢emu VEGFR-2 ima klju¢nu ulogu u‘angiogenezi tumora (46).

VEGF potice angiogenezu na vise fiacinay jedan od najvaznijih mehanizama jest proliferacija
endotelnih stanica, na nacin da potic¢e diobu i rast. VEGF poti¢e migraciju endotelnih stanica
prema podrucjima gdje je potrebnanova vaskularizacija, to se osobito odnosi na vaskulatizaciju
i prokrvljenost tumora, gdje sam ‘tumor organizira vlastitu vaskularizaciju..(47). VEGF
povecava propusnost krvnih Zila Sto omogucava prolazak proteéina i drugih molekula kroz

zidovedkrvnih zila (48).

Ekspresija VEGF ukarcinomima dojke svih podtipova je.dokazana i povezana s agresivnosti

tumora.

VEGER. -1 ¥ VEGFR-2 mRNA identificirana jeu stani¢nim lififjama raka dojke te je uoceno
kako veca ekspresija VEGF u tamorima dojke aktivira signalne puteve preko PIK3CA
(fosfatidilinozitol 3- kinaza), esobito ked"\TNBC (49, 50).

VEGF nema samo izravan utjecaj na invaziju i metastaziranje raka dojke, vec¢ je aktivan kao
faktor prezivljavanja metastatskih stanica karcinoma dojke u prijenosu nutrijenata 1 u

biokemijskim procesima okoline tumora (51).

Smanjena ekspresija VEGF inducira apoptozu u stanicama. Uz potvrdu kako VEGF ima glavnu
ulogu u angiogenezi unutar tumora dizajnirane su razli¢ite anti-VEGF strategije za inhibiciju

rasta tumora i angiogeneze.
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Monoklonska protutijela usmjerena selektivno protiv VEGF-a trenutno su u fazi ispitivanja
(52). Inhibitori tirozin kinaze koji su usmjereni na VEGF receptore obecavaju boljem ishodu

terapije (53).

Studije koje su koristile ribozime koji ciljaju inhibiciju VEGF mRNA usle su uiklinicka
ispitivanja (54). Uspjeh ovih anti-VEGF metodologija i istrazivanja mogla'bi biti put prema

otkrivanju autokrine signalizacije u samim tumorskim stanicama (55):

Vjerojatno je kako VEGF nastaje iz samih tumorskih stanica kao'i stromalnih stanica unutar
tumora koji se povezuje na svoje receptore, na taj nacin tuinorske stanice posreduju u vlastitom

prezivljavanju, invazivnosti i migraciji putem VEGE puteva (56).

Razvoj anti-VEGF strategije u cilju suzbijanja tumerske angiogeneze trebao bi se pokazati
ucinkovitim u sprecavanju progresije mnogih tipova tumosa dojke. Medutim, s mnogim drugim
proangiogenim Cimbenicima rasta kao §to je osnovni faktor rasta fibroblasta (BFGH) i
transformirajuci faktor rasta beta (TGFf)&ojt koreliraju s VEGF unutar tumesa, nije vjerojatno

da ¢e se blokada samog VEGF=a pokazati kao ucinkovita (57).

Mehanizam djelovanja VEGF-a je“da poticanjem angiogeneze omeguéintumoru stvaranje

vlastite krvne mreZu te na taj nacin osigura rast i opstanak (58).

Povisena ekspresija  VEGF-a povezana je s hipoksijomya tumorskom mikrookruzenju,
otpornos¢u naterapiju te losijim odgovorom na neoadjuvantnu kemoterapiju. Tumorske krvne
zile pokazuju aberantne fenotipove, dio Kojili su nezrela arhitekturna hijerarhija, heterogeno

mikreokruzenje, visoka propusnost s proSirenimporama na lumenima krvnih Zila (59).

TNBC 1 HER2 pozitivni tumori 'dojke imaju najviSu ekspresiju VEGF-a §to ih cini
potencijalnim kandidatima za antiangiogeneznu terapiju. Kod hormonski pozitivnih tumora
VEGF moze doprinijeti otpornost na endokrinu terapiju (60). Anti-VEGF monoklonska
antitijela u kombinaciji s kemoterapijom poboljSavaju stopu odgovora na neoadjuvantnu

terapiju, ali njegova dugoroc¢na korist jo§ uvijek u potpunosti nije potvrdena (61).

VEGF ne samo da stimulira angiogenezu, ve¢ ima i1 imunosupresivni ucinak, smanjujuci

aktivnost T-stanica u tumorskom mikrookruzenju.

Kombinacija anti-VEGF 1 anti-PD-L1 terapije pokazala bi mogu¢i sinergisti¢ki ucinak

pojacavajuéi imunoloski odgovor i istovremeno smanjujuci angiogenezu (62).
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3.1. Mehanizmi proliferacije VEGF-a u tumorima dojke

Hipoksija i HIF-a aktivacija nastaje kada tumori Cesto rastu brze nego $to ih postojece krvne
zile mogu opskrbiti kisikom. Tada niska razina kisika (hipoksija) aktivira inducirani faktor — 1
alpha (HIF-lalpha) koji povecava ekspresiju VEGF-a. Taj mehanizam poti€e angiogenezu,

stvaranje novih krvnih zila koje hrane tumor i omoguc¢avaju njegov rast.(63).

Tumorsko mikrookruzenje sadrzi makrofage i fibroblaste koji la¢e TNF-alpha, TL-6 i IL-8
poticuci na taj nac¢in VEGF ekspresiju. Prvo vezanje angiogenih liganada za receptore dovodi
do aktivacije specificne endotelne stanice, koja postajé vodeca,stanica, ova stanica slijedi
hemotakti¢ni put te upravlja projekcijom slijedeéihstanica g okolis. U vaskulogenezi tumora
poznato je kako tumori postaju nekroti¢ni ili @poptoti¢ni bezdovoljne cirkulacije krvi ili
vaskularne potpore. Metastatska kaskada zapocinje kada se tumorske stanice podijele od
primarnog tumora i prodru u krvne i limfne zile stvarajucina taj nacin diseminaciju,bolesti. Na
sekundarnoj lokaciji, metastatske stanice razvijaju okruzenje pogodno za angiogenezu, $to ih
¢ini neosjetljivim na lijeCenje. Takav proces najbolje govori kako rast tumora ihimetastaze jako

dobro koreliraju s angiogenezom (64).

Mutacije kao i aktivacija onkegena i njithovih signalnih puteva poput HER2, RAS1 PI3K/AKT
poticu VEGF eKspresiju.

HER?2 pozitivni tumeri dojke — ¢esto imaju povecanu ‘angiogenezu zbeg jace izrazene aktivacije

VEGF4(65).

Metaloproteinaze (MMP-2 1 MMP-9) razgraduju ekstracelularni matriks omogucujuci

oslobadanje VEGF-A 1 olakSavaju¢i Sirenje tumorskih stanica u okolno tkivo (66).

Ektopeptidaza kao $to su neurepilin-1 1heparin-sulfat su proteoglikani koji pojac¢avaju vezanje
VEGF-a na svoj receptor na taj,nacin pojacavaju i angiogene signalne puteve i Cine ih

dostupnijim (67).

VEGF potice epitelno mezenhimalnu tranziciju kao proces kojim tumorske stanice postaju
invazivne 1 otporne na terapiju, takav mehanizam omogucuje Sirenje tumora putem limfnih i

krvnih zila do udaljenih organa (68).
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Tumorske stanice oslobadaju ekstracelularne vezikule, egzosome bogate VEGF-om

omogucavajuéi na taj nacin angiogenezu i pripremu unaprijed udaljenih sijela za metastaze

(69).
VEGF tumoru osigurava hranjive tvari omogucuju¢i mu da prezivi hipoksi potice
invazivnost 1 proliferaciju te doprinosi na rezistenciji anti — VEGF ije (44).

¢

Slika ematski prikaz gena -a smjestenogna kromosomu 6p21.1.
Preuzeto: Hivi was 1 20
VEGF strukturiran je sa €gzo ji su odvojeni intronima. Medusobnim spajanjem
organiziraju se tako da stvaraju al iviie molekularne puteve .Prilikom uklanjanja intronskih

regija dolazi do spajanja specifi¢nih regija razlicitih izoformi VEGF-a.

Kljuéni receptor koji je uklju¢en u VEGF signalizaciju je neuropilin -1 (NP-1), izrazito je
eksprimiran u svim tipovima karcinoma dojke. Sto je veéa ekspresija NP-1 u karcinomu dojke

blokirana je apoptoza u hipoksiji (69, 70).
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Ovo upucuje na ulogu NP-1 kao posrednika VEGF signalizacije u karcinomu dojke. Budu¢i da
ovom receptoru nedostaju intrinzi¢ne signalne funkcije, pretpostavlja se da djeluje sinergisticki

s drugim receptorima koji jo$ nisu u potpunosti identificirani (71).

VEGF je homodimerni glikoprotein s molekularnom tezinom od prilike priblizno, 45Kda,
njegov rast pojacavaju razliciti cimbenici najcesci su faktor rasta fibroblasta, epidérmalni faktor
rasta, faktor nekroze tumora, transformirajuci faktor rasta i interleukini*Vazan induktor VEGF

je hipoksija, osobito kod naglog rasta i proliferacije tumora (72).

Tumori bi ostali neaktivni u avaskularnoj fazi, odrZavajuéi stabilno stanje izmedu proliferacije
stanica 1 apoptoze prije nego se pretvori u angiogeni fenotip. Ova pretvorba poznata je kao
angiogeni prekidac, posljedica je promjene u ravfietezi inhibitornih i stimulirajuc¢ih ¢imbenika
zbog stimulacije rasta. VEGF djeluje kao srediSmji medijator tumorske angiogeneze ,
stimuliraju¢i rast novih krvnih zila iz obliznjih kapilara'te na taj nain omugucuje tumorima
dovod kisika 1 hranjivim tvarima za opstanak. Kako tumori rastu stanice unutar rastu¢e mase
postaju hipnoti¢ne zbog sve vece udaljenosti od krvnih zila (73). Upravo, ovakav' nacin
distribucije VEGF u sklady je s hipotezamadkako tumorska angiegeneza moze bitiinducirana

hipoksijom.

VEGF sudjelujedu lucenju 1 aktivaciji enzima ukljucenih ugazgradnju izvanstani¢nog matriksa
poput aktivatora plazminogena. Za razliku od strukture normalne vaskularizacije, vaskulatura

tumora je nepravilnogeblika, prosirena i vijugava sa slijepim zavesécima.

Ktvne Zile tumora imaju znatno vecu propusnost i mtersticijski tlak, pod utjecajem VEGF-a
fizi€kisu abnormalne. Kao rezultat takve poremecene arhitekture protok krvi kroz tumor ¢esto
je i suboptimalan s podru¢jimagstagnacije zbog slijepih zavrSetaka. Ovakvo stanje je
predispozicija za hipoksiju uz dodatno stimuliranje VEGF-a koji stvara daljnju neorganiziranu
vaskularnu strukturu. Poznato jeikako hipoksija povezuje PD-L1 i VEGF, u takvim uvjetima
dolazi do stabilizacije transkripcijskogifaktora HIF-o koji se veZe na hipoksijske odgovore u
promotorima ciljnih gena. Takvo stanje dovodi do izravnog induciranja transkripcije VEGF
poticuci angiogenezu, doprinosi stvaranju imunosupresivnog okoliSa u raku dojke, osobito u
trostruko negativnom raku dojke. Ovakvi uvjeti ogranic¢avaju u¢inkovitost onkoloske terapije u
tumorsko tkivo te poti¢u selekciju terapijski otpornijih tumorskih klonova ¢ime VEGF

posredno smanjuje ucinkovitost neoadjuvantne kemoterapije. lako rezultati u potpunosti nisu
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jednoznacni, smatra se kako VEGF moze imati prediktivnu vrijednost u neoadjuvantnom

lijecenju raka dojke (74).

Tumori s nizom ekspresijom VEGF ¢escée postizu bolji odgovor na standardnu kemoterapiju,
dok tumori s viSom ekspresijom VEGF pokazuju izrazajniju terapijsku rezistenciju. Posebno je
naglasena uloga VEGF u agresivnijim podtipovima raka dojke uklju€ujuci trostaako negativne
karcinome dojke i HER2 pozitivne u kojima je angiogeneza .aktivnija. Osim dzravnog

angiogenog uc¢inka VEGF oblikuje i imunosupresivno tumorsko okruzenje.

PoviSene razine VEGF povezuju se sa smanjenom infiltracijom efektorskih T limfocita,
povecanjem regulatornih T limfocita, slabijim imunoloSkim odgovorom na kemoterapiju.
Razumijevanje uloge VEGF u tumorima dojkefwvodi k razvojudpersonaliziranih terapijskih

strategija i optimizaciji neoadjuvantnog pristupa lijeéenju raka dojke.

VEGF 165 dominantna je 1 bioloSki najaktivnija izoforma. Funkcionalni je najvaznjaizoforma
VEGF-A u karcinomu dojke. Zbog prisutnosti,_heparin vezaju¢eg domena, VEGF 165, ima
optimalnu ravnotezu izmedusdifuzibilnesti i dokalne akumulacije u tumorskom mikrookolisu

(75).

Klju¢ne znacajke VEGFEL65 karakteriziraju snaznu aktivacijutVEGER-2; specificno vezanje za
neuropilin-1 koji pejacava angiogeni signal, &to poti€e indukciju nezrelih, strukturno

abnormalnih krvnih zila.

U gaku dojke povisena ekspresija VEGF165 povezana je's wisokim histoloskim gradusom,
povecanjem proliferacije tumorskih stanica te'losijom prognozom bolesti. VEGF165 takoder
ima vaznu ulogu u imunosupresiji tumorskog wmikrookoliSa inhibirajuéi sazrijevanje
denditri¢nih stanica i smanjujuci infiltraciju citotoksi¢nih T limfocita. U karcinomu dojke
dolazi do selektivnog porastasVEFG163, poremecaja ravnoteze VEGF izoformi, stvaranja
pozitivne povratne sprege izmedu,hipoksije i abnormalne angiogeneze. Takva vaskularna

mreza je funkcionalno neefikasna, §to dodatno pogorsava hipoksiju i poti¢e progresiju tumora.

Bioloski 1 klinicki znacaj VEGF izoformi u raku dojke je zajedni¢ko oblikovanje angiogenog
fenotipa tumora. VEGF165 ima srediSnju ulogu zbog svoje najjaCe signalne aktivnosti i
povezanosti s imunosupresijom. Disbalans VEGF izoformi, osobito dominacija VEGF165

vazan je mehanizam tumorske progresije (76).
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VEGTF je jedan od najvaznijih imunomodulatornih liganda, daleko iznad same angiogeneze.
Poznato je kako inhibira maturaciju dendriti¢nih stanica, pove¢ava MDSC populacije. Znacajno
smanjuje infiltraciju efektorskih CD8+ stanica, inducira direktno i indirektno PD-L1 ekspresiju.
Povezuje se 1 sa imunosupresivnim citokinom TGF-, vrlo aktivnim ligandomruraku dojke

zbog toga $to inhibira CD8+ stanice.

Novija istrazivanja naglasavaju kako VEGF-A 1 VEGF-R signalizacijeu raku dojke djeluju na
dvije povezane osi, angiogenezu i abnormalnu vaskulaturu (jako propusne Ktvne zile), slabi

antitumorski imunitet oboljelog (77).

Klju¢na tocka u obrani bi bila vaskularna normalizacija tdmora, smatra se kako umjerena
inhibicija VEGF moze stabilizirati krvne zilé; smanjiti \hipoksiju i1 poboljsati ucinak
imunoterapije. Sve vise se spominje VEGF kao imunoregulatorni faktor koji ko¢i maturaciju i
funkciju dendritiénih stanica u vidu_ slabije prezentacije antigena, potice .dominaciju
imunosupresivnih populacija kao MDSC 1 ptotumorskog MDSC, TAM/M2. Nadalje, edrzava
T stani¢nu disfunkciju kroz hipoksicne upalnitumorski okoli$ te posredno slabi odgovor, na

imunoterapiju (78).

Slika 3. Hypoxia — induced factors in breast cancer: role and therapeutic targets in breast
cancer treatment. Preuzeto: Shijiao Zhi and all., 2024.
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Slika pokazuje mehanizme i puteve uCinka prekomjerne ekspresije HIF-a na indukciju gena
angiogeneze. Translacija HIF-o pojacana je putevima PIK3, RAS i NF-kf u citoplazmi nakon
cega prelazi u jezgru pomocu P300 kao transkripcijskim faktorom te pojacava ekspresiju
esencijalnih gena angiogeneze poput FLT1, MMP9, VEGF, VEGFR i PAd=l,u procesu

angiogeneze.

U onkoloskom smislu i zna¢enju VEGF je klju¢ni pokreta¢ amgiogeneze, strukturno i
funkcionalno osigurava razvoj vaskularizacije u tumoru. Osigurava dotok kisika i nutrijenata

potrebnih za rast tumora iznad 1 — 2 mm? (79).

Bez VEGF posredovane angiogeneze vecina solidnih tumora ne moze progresirati. Pove¢ava
permeabilnost krvnih zila unutar tumora olakSavajuci intravazaciju tumorskih stanica. VEGF
sudjeluje u stvaranju pre-metastatske mreze (osobito VEGF-A i1 VEGF-C). Potice
limfangiogenezu povezanu s limfnim metastazama. Nadalje, inhibira maturaciju dendriti¢nih

stanica, poti¢e akumulaciju Treg stafiica i MDSC-a (80).

U okolini tumora sudjeluje aSmanjenju infiltracije i funkcionalnosti CD8+ T- limfocita. Za
VEGF se danas moze kazati kako je,most izmedu angiogeneze 1 imunoloske evazije tumora.
Danas jo§ nije to¢no definitano da li promjene ekspresije VEGF —a tijekom neoadjuvantne
terapije odrZavaju adaptaciju tumera, u tom kontekstu bi VEGF mogao reflektirati i rezidualnu
agresivnost tumoras<Smatra se kako je vazna sinergija anti'— VEGF tetapije i imunoterapije jer
blokada VEGF-a bigimogla ,otkljucati "~ imunoloski odgovor osobito u kontekstu

negadjuvantnog lijecenja (81).

Zbog svega navedenog VEGF je regulator tumorskog okolisa, sudjeluje i u rezistenciji na
terapiju, povezuje hipoksiju, imunglesku inhibiciju 1 metastaziranje. Predstavlja idealnu metu

za kombinaciju ciljanih terapijskih strategija u buduénosti (82).
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4. Bioloski utjecaj tumorskih infiltrirajucih limfocita (TIL) u neoadjuvantnom lijeCenju

karcinoma dojke

Limfociti koji infiltriraju tumor (TIL) mononuklearne su imunoloske stanice, opisuju se u
vecini solidnih tumora. Kod karcinoma dojke vec¢ina TIL-ova smjeStena jefnajvise u stromi
tumora. To su limfociti koji se uglavnom sastoje od citotoksiénih CD8ypozitivnih' T stanica, uz

njih se nalazi i dobar udio pomoénih CD4-T, CD19- B stanica (8).

U podtipovima TNBC i HER 2 pozitivnih karcinoma dojke TIL-ovi su vise eksprimirani u
odnosu na luminalne tumore. Specifi¢ni sastav imunolo§kih stanica kao1 njthova distribucija u
tumorskom okruZenju vazna je informacija u odnosu.na jednestavnu kvantifikaciju infiltriranih

imunoloskih stanica (83).

Nove studije pokazuju kako limfociti koji infiltrirajustumor (TIL) prije neoadjuvantnog

lije¢enja mogu predvidjeti odgovor na'terapiju i poboljsati prognozu (84).

Koli¢ina limfocitne infiltracije odreduje klini€ki 1shod bolesti kao 1 prognosti€ki 1 prediktivni

faktor u NAT dojke (85).

TIL predstavljaju heterogenu skupinu imunoloskih stanica ukljucujuéi T-limfocite, B-limfocite
1 prirodne stanice ubojice (NK) koje infiltriraju tumorsko tkive (86). Njihova prisutnost 1

aktivnost odrzavaju imunoloski odgovor organizma na tumor(87).

Tumborinfiltrirajucéi limfociti prepoznaju tumorske antigene putem T stani¢nih receptora (TCR)

1 MHC molekula na povrsini tumorskih stanica(88).

Nakon prepoznavanja tumora TIL se aktiviraju 1 proliferiraju oslobadajuci citokine (IFN-y,
TNE — alfa) koji poticu imunoloski odgovor (89). Citotoksi¢ni TIL (CD8 i T stanice) unistavaju

tumorske stanice putem perforina (90).

Imunosupresija — tumor moze izbjeét imunoloski odgovor putem imunoloskih kontrolnih

tocaka (PD-1/PD-L1, CTLA4) i imunosupresivnih citokina (TGF-beta, IL-10) (91).

Tumor iniltrirajuéi limfociti imaju veliki terapijski potencijal u smislu izolacije iz samog tumora
gdje su i nastali, proSiriti ih ex vivo 1 ponovno implicirati u pacijenticu kao oblik imunoterapije

(92).
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Interes za TIL u onkologiji raste zbog njihovog potencijala u imunoterapiji i kao biomarkera za

predvidanje odgovora na terapiju (93).

Netumorske stanice u tumorskom okruzenju raka dojke uklju¢uju imunoloske i stromalne
stanice, dok imunoloske stanice uklju¢uju T, B 1 plazma stanice. U znatnom¢ébroju tuhsu i NK
stanice, makrofazi, dendritine stanice i1 neutrofili. Stromalne stanice ukljucdju endotelne
stanice, fibroblaste i adipocite. Ove stanice mogu neizravno odrzavati, imunoloski status

tumorskih stanica, utjecati na razvoj tumora kao i na patoloski odgovor nakon NAT.

Stanice s pozitivnim prediktivnim terapijskim ucincimadsu CD8, T stanice. NK stanice luce
citokine i imaju izravne citotoksi¢ne ucinke na tumor. Maksfofagi (M1) povezani s tumorom
ukljuceni su u urodene i adaptivne imunoloske ©dgovore. Makrofazi mogu lizirati tumorske
stanice dok njihova sposobnost prezentacije antigena,moze potaknuti citotoksi¢nost drugih

imunoloskih stanica (1).

Dendriti¢ne stanice imaju vaznu ulogusu pokretanju 1 aktiviranju adaptivhog imunoloskog
odgovora stvaranjem antigenaiproizvodnjom/specificnih antigena. Povezani su's T limfocitima
te koordiniraju aktivaciju T stanicasDendriticne zrele stanice migriraju u limfoidne organe,
interreakcija izmedu CD 40yna povrSini dendriti¢nih stanica i CD 40yna T stanicama Salje
antigene nezrelim T stanicama wlimfnim ¢vorovima i aktivira CD4 pomo¢nicke T stanice 1

stani¢nt imunitet povezan s CD 8.

Makrofage (M2, protumorski), stimuliraju citokifi (IL-4, Tk-10, IL-13), oslobadanjem citokina

potice se invazija 1 metastaze.

Mnoge klinike studije pokazale su kako je pretilost povezana s visokom incidencijom i loSijim
prezivljavanjem raka dojke, Sto ukazuje na ¢injenicu kako adipociti sudjeluju u progresiji raka
dojke. Interreakcija adipocita’keji su povezani s rakom dojke mogu luciti IL-6, TNF-a i VEGF
kako bi potaknuli invaziju 1 metastaziranje raka dojke. IL-6 mozZe aktivirati PIK3CA i1 HIFa
kako bi povetao proizvodnju metabolizma glukoze $to dovodi do metabolickog

reprogramiranja stanica raka dojke (94).

Sama prisutnost i inicijalna aktivacija TIL-ova ukazuje na imunogeni potencijal tumora, koji se
temelji na prepoznavanju tumorskih antigena nastalih usljed genomske nestabilnosti, somatskih
mutacija 1 aberantne ekspresije proteina. Kljuéni su rani signali koji ukljucuju i aktivaciju

dendriti¢nih stanica, prezentaciju antigena putem MHC i aktivaciju T-limfocita kroz TCR
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kompleks. Kvaliteta TIL-ova vaznija je od same kvantitete, na to utjeCu TCR klonalnost 1

funkcionalna raznolikost (95).

Migracija i zadrzavanje TIL-ova unutar tumora regulirana je kemokinima koje proizvode
tumorske stanice, stromalne stanice i endotel. Signalni putevi opstanka [A1L-ovayovise o
ravnoteZi aktivacije 1 iscrpljenosti. Nakon infiltracije, TIL-ovi ulaze wnepovoljan metabolicki
i imunoloski okoli§. Njihov opstanak ovisi o balansu izmedu aktivacijskih 1 inhibitorskih

signala.

PD-1/PD-L1 — kroni¢na stimulacija dovodi do aktivacije SHP-2 fosfataze, inhibicije PIK3-
AKT-m TOR puta te do funkcionalne iscrpljenosti. HipoKksija inducira ekspresiju PD-L1,
VEGF, CD39/CD73, gdje dolazi do povecane proizvodnje adenozina, nakon cega se javlja
upravo supresija T-stani¢ne funkcije. Paradoks je to'Sto hipoksija istovremeno privla¢i TIL —

ove ali im onemogucduje citotoksi¢no djelovanje (96).

Metaboli¢ko programiranje i djelovanje I'IL-ova je paradigma gdje se tumorske stanicerkao 1
TIL-ovi istodobno bore zasglukozu, glutamin i masne kiseline. Tumor preferira agrobnu
glikolizu, dok TIL-ovi ustumorskomyokoliSu prelaze u energetski neefikasan metabolizam i u
stanje funkcionalne energije. Najnovija istraZivanja govore kako su CD8+ TIL-ovi sa
oCuvanom mitohondrijskom biegenezom povezani s boljimferapijskim odgovorom neovisno o

njithovom broju (97).

Neoadjuvantna terapija inducira imunogenu staniénu smrt dok istovremeno selekcionira tumore
s imunosupresivnim fenotipom u rezidualnom tumoru. Nije rijetkost da rezidualni tumori ¢esto

imaju povecan PD-Ll kao i VEGF, u znatnoj mjeri i M2 makrofage.

TIL-ovi su dinami¢na populacija staniea, ne staticki biomarker. Njihova aktivnost vise ovisi o

funkcionalnom stanju nego o'broju (98).
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Slika 4. Tumor microenvitrenment of human breast cancer, and feline mammary
carcinoma as a potential study model: Catarina Nascimento & Fernando Ferreira 2021.

Biomedicina et Biophysica

Sheéma prikazuje tumorski mikrookoli§ u karcinomu, dojke.s, Medustani¢ne reakcije izmedu
tumorskih stamica raka dojke i stani¢nih komponenti iz tumorskog mikrookolisa. Tumorske
epitelne stanice induciraju epitelno—mezenhimalnu tranziciju putem hipoksije i protuupalnih
citokina, uz smanjenje ekspresije. E—cadherina te povecane ekspresije N-cadherina i
fibronektina Sto pogoduje metastaziranju, U mikrookoliSu su prisutni i TIL ukljuc¢uju¢i CD8+ i
citotoksi¢ne T stanice, koje posreduju antitumorski odgovor lucenjem interferona —y. Njihova
aktivnost moZe biti inhibirana imunosupresivnim mehanizmima ukljucujuéi ekspresiju PD-
1/PD-L1, IL-10 i VEGF. Mijeloidne supresorske stanice i tumorom povezani makrofazi luce
imunosupresivne 1 proangiogene molekule poput VEGF-a, TGF B, (transformiraju¢i ¢imbenik
rasta beta) te poti¢u remodeliranje izvanstani€nog matriksa, angiogenezu 1 progresiju tumora.
Neutrofili 1 eozinofili sudjeluju u modulaciji upalnog odgovora i pokuSavaju izmijeniti
tumorsko okruzenje. S druge strane fibroblasti povezani s tumorom (CAFs) lu¢e ¢imbenike

rasta koji dodatno podrzavaju rast tumora i imunosupresiju. Sveukupno, slika ilustrira
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dinami¢nu i dvosmjernu komunikaciju izmedu tumora i imunoloskog mikrookolisa koja ima

vaznu ulogu u progresiji raka dojke i moze predstavljati metu terapijskih strategija.

4.1. Prognosticki i prediktivni znac¢aj TIL-a

Brojna istrazivanja ukazuju na povezanost visoke razine TIL#a s pevoljnimsishodom

neoadjuvantne terapije osobito kod TNBC 1 HER2 pozitivnog raka dojke (99).

Smatra se kako pacijentice s trostruko negativnim karcinomom dojke kojesu pokazale visoku
razinu TIL-a u tumoru imaju vecu vjerojatnost postizanja potpune patoloske remisije nakon

neoadjuvantne terapije te poboljSanje ukupne stope prezivljenja(100).

HER2 pozitivan karcinom dojke s povecanom infiltracijom TIL-a povezana je s boljim

odgovorom na terapiju anti-HER?2 lijékovima.

U luminalnim podtipovima karcinoma/dojke TIL nisu toliko izraZeni (1041).

4.2. Vrste TIL-a
STROMALNI TILs (sTILs) — nalaze se u stromi tumora, van tumorskih stanica.
INTRATUMORSKI TILs (iTILs) — direkthe infiltriraju tumorske stanice (102).

TIL-ovi predstavljaja dio imunoloskog odgovora organizma naKarcinom dojke. Njihova manja
1zrazenost moze znaciti da je imun@loski sustav manje aktivan u borbi protiv tumora. Ovakav
nalaz moze ukazati na loSiju_prognozu bolesti jer tumori s vise TIL-ova obi¢no imaju bolji

0dgovor na neoadjuvantnu terapiju (103).

Povecana ekspresija imunosupresivnih molekula u tumoru (PDL-1, TGF-beta, FOXP3 + T-

stanice) donosi smanjenju TIL-ova.

Studije su pokazale kako pacijentice s visokim TIL-ovima prije neoadjuvantne terapije Cesto
imaju vecu Sansu za potpunu patoloSku remisiju u odnosu na pacijentice koje nakon terapije i
dalje imaju rezidualni tumor sa niskim TIL-ovima, to moze govoriti o nepotpunom odgovoru

na neoadjuvantnu terapiju (104).
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5. HIPOTEZA

Poviseni izrazaj vaskularnog endotelnog faktora rasta (VEGF) 1 liganda programirane stani¢ne
smrti 1 (PD-L1), u tumorskom tkivu bolesnika s karcinomom dojke prije pocetka
neoadjuvantnog lijecenja (NAT), povezana je s loSijim odgovorom na terapiju, znatne nizom

stopom potpunog patoloskog odgovora kao i nepovoljnim dugorocnim ishodima‘bolesti.

Izrazaj oba biomarkera znacajno se smanjuje u uzorcima tumora nakon primjene neoadjuvantne

kemoterapije te pozitivno korelira s koli¢inom tumor infiltriraju¢ih limfocita (TIL).

6. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Glavni cilj ovog istrazivanja je procijenitii usporediti izrazaj PD-L1 1 VEGF u tumorskom tkivu
karcinoma dojke dobivenog iglenom biopsijom prije neoadjuvantnog lijecenja te u kirurSkim

resektatima tumora nakon neoadjuvantnog lije¢enja u rezidualnom tumoru.
Specifi¢ni ciljevi:
1. Procijeniti'razliku izrazaja PD-L1 i VEGF u razli¢itim podtipovimakarcinoma dojke.

2. Utwrditi' povezanost izrazaja PD-L1 1 JVEGE\«s drugim imunofenotipskim

karakteristikama tumora.
3. Odrediti povezanost izrazaja VEGE1 PDL-1 s tumor infiltriraju¢im limfocitima (TIL).

4. Usporediti izrazaj PD-L1 i VEGF s ostalim klinicko-patoloskim karakteristikama

pacijenta i tumora.
5. Kvantificirati izrazaj PD-L1 1 VEGF prije 1 nakon neoadjuvantne terapije.

6. Usporediti izrazaj PD-L1 i VEGF s patohistoloski verificiranim RCB scorom, indeksom
rezidualnog opterecenja tumorom, engl.(residual cancer burden), koji je klasificiran I —

II1, kao odgovorom na neoadjuvantnu terapiju.

7. Povezati odnos izmedu izrazaja PD-L1 1 VEGF prije 1 nakon neoadjuvantne terapije u

rezidualnom tumoru u odnosu na ukupan ishod lije¢enja.
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7. MATERIJALI Il METODE

7.1. Core biopsije tumora tkiva dojke

U ovu studiju uklju¢ena su 102 uzorka tumorskog tkiva dobiventh core engld(core needle
biopsy) biopsijom dojke prije zapo€injanja neoadjuvantnog lijecenjate102wuzorkarezidualnog
tumora dobivena kirurS§kom resekcijom (mastektomije, kvadratektomije, resekcije tumora),
karcinoma dojke TNBC, luminalnog B i luminalnog B HER2 pozitivnih karcinoma nakon

zavrsetka neoadjuvantne terapije od istih pacijentica.

Analiza je provedena kao uparena analizagfime je' omogucena izravna usporedba
imunohistokemijskih, morfoloskih, 1 histoloskih obiljeZja prije 1 nakon terapije na razini
pojedinog bolesnika. Core biopsija je zlatni standard u prijeoperativnoj dijagnostici karcinoma
dojke. Rije¢ je o minimalno invazivnoj metodi kojom se dobivaju cilindri¢ni uzetei tkiva
dovoljne veli¢ine i ocuvanosti za cjeloyitu patohistolosku i imunohistokemijsku analizu. Core
biopsija omogucuje procjénu arhitekture tkiva, razlikovanjedin situ 'od invazivnih{lezija,
histoloSkog tipa 1 gradusa tumora kao i pouzdanu procjenu prediktivaih i prognostickih
biomarkera. U ovemsadu koriste se uzorci dobiveni punkeijskom iglom promjera 16 G.
Prilikom punkeije obi€no se uzima 3 — 6 cilindri¢nih uzotaka. Za ovo istrazivanje koristio se
reprezentativan uzorak sa/najvecim postotkom tume@rskih'stanica. Na temelju core biopsije
postavljena je patohistoloska dijagnoza, vaskularna 1“limfna invazija, molekularni podtip
karcinoma, IHK evaluacija, (ER, PR, Ki67, HER2, PD-L1, VEGF, Dual ISH ukoliko je HER2

neodreden). Procijenjen je broj TIL-a i morfoloske karakteristike tumora.

Core biopsija fiksirana je 24 sata u 10% puferiranom formalinu proizvodaca BioGnost

Htvatska, Zagreb LOT FNB10-137-2-/25, namijenjen za IVD dijagnostiku.

Core biopsije procesuirane su po programu od niza alkohola rastuc¢ih koncentracija (70%, 96%,
100%), od niZe prema vecoj koncentraciji zbog dehidracije. U svakoj koncentraciji alkohola
tkivo je dehidrirano dva puta po Cetrdeset i pet minuta. Alkoholi su proizvodaca BioGnost
namijenjeni za IVD. Nakon dehidracije, tkiva su bistrena u otopini ksilena dva puta po ¢etrdeset
1 pet minuta proizvodaca Claro-Prom, LOT 2510042, namijenjen za histologiju, IVD. Bistrenje
je vazan korak ksilenom kao intermedijem alkohola 1 parafina. Nakon bistrenja tkiva su prozeta

u dvije parafinske kupelji na temperaturi od 58° C, dva puta po Cetrdeset i pet minuta. Parafin
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je od proizvodaca BioGnost, talista 54° — 57° C, naziva BioWax Plus 56/58, namijenjen za IVD.

Uzorci su procesuirani u histokinetu Tisue-Tek Vip Sakura.

Nakon parafinskih kupelji uzorci su uklopljeni u parafinske blokove na uklapacu Leica

proizveden u Njemackoj, u firmi Leica Biosystems u gradu Nusslochu.

7.2. Resektat dojke / mastektomija nakon neoadjuvantnog lije€enja

Nakon zavrsenog neoadjuvantnog lijeenja bolesnici supodvrgnuti kirurskom zahvatu u vidu
mastektomije ili resekciji okolnog leZiSta tumora. Na kakvom uzorku nakon NAT je radeno
istrazivanje, ovisi o poc¢etnom stadiju bolesti, ddgovoru na tesapiju i1 klini¢ko— radioloskoj
procjeni. Istodobno u istrazivanje su ukljuceni i limfni €vorovi, limfni ¢vor ,,cuvar® ili disekcija

aksilarnih limfnih ¢vorova prema vazecim klinickim smjernicama.

Limfni ¢vorovi analizirani su HE ‘metodom zbeg’ histoloSke procjene zah¥acenosti évorova
tumorom. Kirurski odstranjen materijal dostavljen je u patohistoloski laboratorijyneposredno
nakon operacije uz oznacenu orijentaciju lezista tumora. Makroskepski pregled ukljucio je
mjerenje ukupne veliCine preparata, identifikaciju podrucja_prethodnog tumora, prisutnost
makroskopski vidljivedezije, te'procjenu udaljenosti tumofa od resekcijskibkirurSkih rubova.
Za ovo istrazivanje‘obraden je reprezentativni uzorak s najrelevantnijim histoloskim podacima

koristeni u ovom radu.

Tumor dojked limfai¢vorovi fiksirani su ug0% puferirtanom formalinu proizvodaca BioGnost

Hrvatska, Zagreb u vremenu 24 — 48 sati ovisno 0 velidini preuzetog tumora od interesa.

Tkiva tumora dojki procesuirana su whistokinetu Tissue-Tek VIP 6 Sakura, proizveden u firmi

Sakura Finetek u Japanu, Tokyo.

Kirurski odstranjeni tumori procesuirant su u istom histokinetu, po istom protokolu dehidracije
rastu¢ih koncentracija alkohola na nacin da su uzorci u 70% alkoholu dehidrirani dva puta po
sto dvadeset minuta, 96% alkoholu dva puta po devedeset minuta, 100% alkoholu dva puta po
sedamdeset minuta. Bistrenje u ksilenu procesuirano je dva puta po devedeset minuta. U
parafinskoj kupelji preparati su proZeti dva puta po devedeset minuta. Nakon zavrSetka

parafinske kupelji uzorci tumora uklopljeni su na istom uklapacu u parafinske blokove.
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Svi parafinski blokovi s tkivnim uzorcima rezani su na mikrotomu Leica SM201R proizveden
u Njemackoj u firmi Leica Biosystems u gradu Nusslochu. Parafinski blokovi rezani su debljine

Cetiri mikrona. Nakon rezanja susSeni su na sobnoj temperaturi dvadeset i Cetiri sata.

7.3. Patohistoloska dijagnostika, obrada i evaluacija na hematoksilin ~ eozin bojanju (HE)

Svi uzorci (igleni i operativni), najprije su bojani HE metodom, temeljnom histoloSkom
tehnikom bojenja koja je kombinacija kisele i luznate bojes'Hematoksilin je'luznata boja koja
boji jezgru stanice (kiseli stani¢ni dio). Eozin je Kkiseladbojaskoja boja citoplazmu i
citoplazmatske strukture, (luznati stani¢ni dio). Hematoksilin i €ozin su boje proizvodaca
BioGnost, dok je bojanje radeno na automatskombojacu TissueTek Sakura. Prije samog
bojanja preparati su deparafinirani u ksilenu, rehidrirani wnizu alkohola od veée koncentracije

prema nizoj, (100%, 96% 1 70%), nakon €ega su isprani u destiliranoj vodi.

Nakon ispiranja bojani su u hematoksilinu deset minuta, ispirani destiliranomwodom, potom
bojani 1% vodenom eozinu pethminutas’ Nakon eozina isprami su  destiliranom.Vodom,
dehidrirani nizom alkohola, bistreni u ksilenu te pokriveni u tkivnom automatskem pokrivacu

Sakura trajnim filmom za pokrivanje.

HE tehnikom u evom radu postavljena je patohistoloska,dijagnoza core biopsije tumora

sljede¢ih patohistoloskih parametara:

¢ Limfovaskularnaiinvazija, (prisutnost fumerskih stanica unutar lumena limfnih ili krvnih

zila), — Klasificira se kao DA/NE

e Prisutnost tumorskih stanica unutar lumena limfnih i/ ili krvnih Zila, izvan glavne tumorske

mase, obi¢no u peritumorskem podrucju. Klasificira se kao DA/NE.

e Histoloski gradus tumora klasificiran kao: G1 — dobro diferenciran tumor,(sporiji rast, bolja
prognoza), G2 —umjereno diferenciran tumor,(umjerena proliferacija, srednja agresivnost),

G3 —slabo diferenciran tumor, (vrlo agresivan).

e In situ komponenta tumora, (prisutnost malignih stanica koje su ograni¢ena na mjesto

nastanka te nisu probile bazalnu membranu), klasificirana kao prisutna ili ne.
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Procjenjuju se morfoloski znakovi in situ lezije u smislu ispunjavanja tumorskih stanica unutar

duktusa/lobula, intaktnost bazalne membrane. Aktivno se trazi mogucéi prijelaz sa in situ u

invaziju kao i prostorni odnos s invazivnom komponentom.

Klasificira se kao mjera diferencijacije 1 bioloSke agresivnosti. Gradus se ptocjenjuje koliko

tumor nalikuje normalnom tkivu, koliko je bioloski agresivan 1 kolikobrzo prolifefira. Odreduje

se zbrojem 3 morfoloska parametra, svaki od njih se boduje 1 — 3.

Procjenjuje se postotak tumora koji tvori zljezdane strukture kao tubularna diferencijacija.

Histoloski gradus tumora dojke (Nottingham / Elston—Ellis)

Kriterij 1 bod 2 boda 3 boda

Tubularna

. e > 75 % tubula 10 — 75 % tubula <10 % tubula
diferencijacija

Nuklearni Mali, uniformni | Umyereno varijabilni Veliki, pleomorfni,
pleomorfizam nuklei nuklei hiperhromni nuklei
Mitotski indeks Malo mitoza Umjereno Puno mitoza
Zbroj bodova 3-5 6-7 8-9

HistoloSki gradus

G1 (low grade)

G2 (intermediate)

G3 (high grade)

Tablica 2. Histoloski gradus tumora dojke

Histoloski tip tumora

Invazivni karcinom nespecificnog tipa (NOS)

Invazivnilobularni karcinom

Invazivni tubularni karcinom

Medularni karcinom

Papilarni karcinom

In situ karcinomi (DCIS, LCIS)

Tablica 3. Histoloski tipovi tumora dojke
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7.4. Procjena TIL-a

Procjenjuju se stromalni TIL-ovi — limfociti u stromi izmedu tumorskih gnijezda, ne unutar
tumorskih stanica. Ne broje se limfociti u nekrotiénim podru¢jima kao i u periduktalnim
upalama nevezanim za tumor. Vizualno se procjenjuje koliki je postotak stfomalne povrSine
invazivnog tumora ispunjen mononuklearnim limfocitima. Rezultat sevizrazava u'postotku; 0 —

100%.

Postotak TIL (%) Kategorija
0% TIL/nisu prisutni
1-5% Vrlo mali broj TIL
6—-30% Umjereni TIL
>30 % (npr. 60 %) Bogatainfiltracija TIL

Tablica 4. Procjena tumorskih infiltriraju¢ih limfocita (TIL)

Stromalni TIL procijenjeni su prema,preporukama International” TILs Werking Group, te
izrazeni kao postotaknstromalne povrSine invazivnog tumeraizahvacene mononuklearnim

upalnim stanicama.

Princip odredivanja Tliz=a odreduje se na HE bojenju na komesse TIL-ovi identificiraju kao
mononuklearne upalne stanice, to su uglavnoem limfociti s karakteristi¢cnim malim okruglim
jezgrama, gustim kromatinom i minimalnon €itoplazmom. Prog¢jena se temelji na vizualnoj
1dentifikaeiji 1 kvantifikaciji limfocita u tumorskom strdmalnom prostoru uz jasno razlikovanje

stromalnih 1 intratumorskih TIL-ova.

Analizira se invazivna komponenta tumora dok se isklju¢uju podrucja artefakata i zdravog tkiva
dojke. Stromalni prostor definira ‘sevkao vezivno tkivo izmedu tumorskih gnijezda unutar
granica invazivnog tumora. U tom prostoru procjenjuje se udio povrSine koji zauzimaju
mononuklearne upalne stanice. Stromalni TIL-ovi izraZzavaju se kao postotak (%) stromalne

povrsine infiltrirane limfocitima.

Procjena se provodi kontinuiranom skalom 0-100% bez zaokruzivanja u kategorije, ¢ime se
omogucuje veca statisticka osjetljivost u istrazivatkom kontekstu. U procjenu se ukljucuju

limfociti i plazma stanice, mononuklearne stanice unutar tumorske strome, dok se iz procjene
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iskljucuju neutrofili, eozinofili, makrofagi 1 upalne stanice izvan granica invazivnog tumora. U
core biopsijama procjena TIL-ova temelji se na dostupnom stromalnom prostoru unutar uzorka
uzimajué¢i u obzir manju povrSinu tkiva, mogucu heterogenost infiltrata. U kontekstu ovog
istrazivanja HE temeljna procjena TIL-ova omoguc¢ila je usporedbu imunoloSkespovezanosti s

morfoloskim i klini¢kim parametrima.

Procjenjuju se stromalni TIL-ovi, limfociti u stromi izmedu tumorskih gnijezda, ne unutar
tumorskih stanica. Ne broje se limfociti u nekroticnim podrucjima kao 1 w, periduktalnim
upalama nevezanim za tumor. Vizualno se procjenjuje kolikinje postotak sttomalne povrSine
invazivnog tumora ispunjen mononuklearnim limfocitima. Rezultat,se izrazava u postotku, 0 —

100%.

Stromalni TIL procijenjeni su prema preporukama International TILs Working Group, te
izrazeni kao postotak stromalne povrSine invazivnog tumora zahvacene mononuklearnim

upalnim stanicama.

HE tehnikom u ovom radu®pestavljena je patohistoloska dijagnoza’ rezidualnog tumora

slijedecih patohistoloskih parametara:
e Klasificiran je stupanjirezidualnog tumora, RCB

e Kvantificirala sedkoli¢ina rezidualnog tumora u dojei 1 limfaim ¢vorovima aksile. U izracun

ulaze Cetiri patametra:

1. Rezidaalni mvazivni tumor u dojci, duljina (mm),§irina (mm), procjenjuje se i tumorsko
leziSte, ne samo pojedini fokus.

2. Rezidualna celularnost tumerakao postotak invazivnog karcinoma u tumorskom lezistu.

3. Postotak in situ kompenente.

4. Status aksilarnih limfnih évorova, kao i veli¢ina najveée metastaze u limfnom ¢voru.
e Numericki izracunat RCB

U ovom radu RCB Kklasificiran je po razredima uz RCB indeks. Rezidualni tumorski teret
odreden je nakon neoadjuvantne terapije prema MD Anderson Cancer Center metodologiji i to
na temelju dimenzija rezidualnog tumora, postotka tumorske celularnosti te statusa aksilarnih

limfnih ¢vorova, te je klasificiran u razrede I. — III.
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Klasifikacija RCB-a:

RCB klasa RCB indeks Klini¢ko znacenje

RCB-I >0-<1.36cm Minimalni rezidualni tumo

RCB-II >1.36-<328cm | Umjereni rezid

RCB-IIT >3.28 cm Opsezan rezid

Tablica 5. Klasifikacija rezidualnog tumorskog opte

e Opisan je 1 pregledan ukupan broj limfnih ¢ va u o

Slika 5. Hematok@j en Luminalni B HER2 — tumor dojke

broj ¢vorova zahvacenih

tumorom.
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Slika 6. Hematoksilin — eozin obojena core biopsija, Luminalni B, HER2-

8. Imunohistokemijska (IHK) evaluacija prognostickih i prediktivnih' biomarkera u

tumorima dojke

IHK je poveznicadzmedu morfoloskog nalaza i klinicke odlukeso neoadjuvantnom lije¢enju
raka dojke. Ova metoda omogucuje uvid u bioloska svojstva tumora, njegov proliferacijski
potencijalddiferen€ijaciju i interreakciju s tumorskim, mikrookoliSem, ¢ime se nadopunjuju
klasi¢aiphistoloski kriteriji. Prognosticki biomarkeri procijenjeni IHK metodama pruzaju
informacije o prirodnom tijeku bolesti i vjerojatnosti recidiva, neovisno o primijenjenoj terapiji,
dok prediktiyni biomarkeri omogucuju procjenu, vjerojathog odgovora tumora na odredene
terapijske modalitete. Rezultati IHK analiza integrirani su s histoloskim tipom, gradusom, i

stadijem bolesti te omogucuju stratifikaeiju bolesnika u prognosticke i terapijske skupine.

8.1. IHK evaluacija PD-L1 CPS, klon 22C3

Ekspresija proteina PD-L1 22C3 — CPS odradena je imunohistokemijskom metodom
primjenom monoklonskog mis§jeg protutijela PD-L1 klona 22C3, izotopa IgGl za in vitro
dijagnosticku upotrebu u imunohistokemiji. LOT protutijela je 11878729, REF GEO006, te je

RTU (ready to use) razrijedeno po proizvodacu DAKO. Analiza je radena pomocu kita 1 otopina
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proizvodaca DAKO kompatibilnih DAKO Omnis platformi. Rezovi debljine 4 nanometra

ulozeni su u platformu Omnis s protutijelom i pripadaju¢im kitom:

1. Sredstvo za deparafinaciju FLEX Omnis Clearify (GC810)

2. Otopina EnVision FLEX target Retrivial solution Low Ph (GV805), razrijedena u radnu
koncentraciju 1:10 s destiliranom vodom

3. Pufer za ispiranje Wash Buffer (GC 807) razrijeden u radnu Kencentracija 1:10 s
destiliranom vodom

4. Negative Control Reagent (GE006)

5. Reagens za blokiranje peroksidaze EnVision FLEX Peroxidase —Blocking reagent
(Dako Omnis) Sifra GV 800

6. Reagens za vizualizaciju EnVision FLEX Vizualization Reagent Dako Omnis GV800

7. Supstrat pufer En Vision FLEX Supstrate pufer (Dako Omnis) GV 800

8. En Vision Flex DAB + Chromogen,GV800

9. Amplifikacija, pojacivac signala DAB EnVision Enhnacer GC806

10. Hematoksilin Dako GE808

11. Inkubacija primarnog protutijela PD-L1 22C3, LOT 11878729 bila je 45 minuta na
sobnoj temperaturt platforme Omnis. Protutijelo je monoklonalno, ze€je. Pozitivna
kontrola sbilo je ‘tkivo posteljice. Protutijelo bojaftumorske 1 imunolosSke stanice,

osjetljivost po proizvodacu mu je jaka. Namijenjeno je ifvalidirano za IVD.

NakonrzavrSeneg protokola preparati su dehidritani u nizu alkohola od manje koncentracije
ptema vecoj (70%,96%, 100%) proizvodaca BioGnostyizbistreni u ksilenu, proizvodac Claro—
Prom, LOT.2510042 IVD. Preparati su pokriveni, Sakura Tissue Tek filmom u automatskom

pokrivacu Sakura.

Maksimalna vrijednost CPS4€,100. U obzir su dolazili membranski pozitivni signali tumorskih
stanica dok se kod imunoloskih stamica biljeZio citoplazmatski i membranski signal.

Nekroti¢ne i1 degenerativne stanice nisu ulazile u procjenu.

Evaluacija PD-L1(klon 22C3) — CPS provedena je metodom combined Positive score.
Izracunava se prema formuli kojom se broj PD-L1 pozitivnih tumorskih stanica, limfocita i
makrofaga dijeli cijelim brojem izbrojanih odrzivih tumorskih stanica i dobiveni kvocijent

mnozi brojem 100.
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Slika:7. Formula izracuna, standardizirana a

INTERPRETACIJA

U izracun se ukljucuju membranski pozitivne ske stanice, membranski 1 / ili

evaluaciju.

e CPS <10 —-NEGATI ALA

o CPS>10-
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Slika 9: ITHK obojen PD-L1 22C3 TNBC tumor dojke
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8.2. IHK evaluacija biomarkera vaskularnog endotalnog faktora rasta (VEGF)

Imunohistokemijsko bojanje VEGF radeno je na platformi VentanaBench Mark Ultra
proizvodaca Roche. VEGF je klon C-1, mi§je IgG monoklonalno koncentrirano protutijelo
proizvodaca Santa Cruz Biotehnology. Radeno je u razrjedenju 1:100, razrjedivano diluentom
Dako real Antibody Diluent, LOT 41702954, REF S2022. Inkubacija primarnog protutijelabila

je 35 minuta na sobnoj temperaturi unutar platforme Ventana.

Za THK analizu koristen je ultra View Universal DAB Detection Kit, LOT (10) N15892, Roche
05269806001. U sklopu kita su dispenzori otopina yalidiranih od strane proizvodaca i

namijenjeni za IVD dijagnostiku:

e Ultra View Universal DAB Inhibitor (3% H20.)
e Ultra View Universal HRP Multimer

e Ultra View Universal DAB Kiomogen

e Ultra View DAB Copper

Rezovi debljine 4 mikrona/na pozitivno nabijenim Tomo Matsunami stakalcima, LOT504248n
— SP8G, proizvodaca Osaka, Japan deparafinirani su u automatiziranom Veéntana sustavu

otopinom EZ Prep Concentrata Roche LOT (10) N11657, udadnoj otopini u omjeru 1:10.

Za demaskiranje antigena koristena je CC1 (cell conditioning 1), visokog, alkalnog Ph 8 — 9,

LOT N112029 Roche.

Ispiranje unutar sustava radeno je s Reaction Buffer Concentrate, razrijedenim u omjeru 1:10

LOTN10709 Roche:

Ultra LCS je uljna otopina LOT N11566,Roche, koriStena nakon zavrSetka procesa rada, uljna

otopina cuva preparate od isuSivanja.

Nakon zavrSetka procesa bojanja preparati su dehidrirani u nizu alkohola od manje
koncentracije prema vecoj (70%, 96%, 100%),proizvodaca BioGnost, bistreni su u ksilenu
proizvodaca Claro-Prom, LOT: 2510042, te pokriveni filmom za pokrivanje preparata, Tissue

Tek Coverslipping Film u pokrivacu Sakura.

Pozitivna proba koriSteno je tkivo posteljice. Detekcija je radena po intenzitetu obojanih

citoplazmi unutar tumorskih stanica u najmanje 10% tumorskih stanica.
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Ekspresija VEGF procjenjivana je polukvantitativno prema intenzitetu citoplazmatskog bojanja

tumorskih stanica. Analiza je provedena u najmanje 10% tumorskih stanica.

INTERPRETACIJA

e (0 — bez citoplazmatskog bojenja tumorskih stanica
e | —slabo citoplazmatsko obojenje, vidljivo pri povecanju 20
e 2 —umyjereno citoplazmatsko bojanje, vidljivo pri peveca p deno na 20x

e 3 —jako, intenzivno citoplazmatsko bojanje, vi

Slika @VEGF TNBC tumor dojke
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Wmm B HER 2+ tumor dojke

Slika 11. IHK oboj

Ultra View DAB Detection Kit LOT (10) N15892, optimiziranog od strane proizvodaca,

zatvorenog sustava. U kitu su pripadajuci reagensi:

o Inhibitor — 3% H>O»
e HRP multimer

e Kromogen DAB

® CuSO4
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Kontrastno bojenje radeno je Hematoksilinom Roche, LOT N14400 — 8 minuta unutar uredaja.
Demaskiranje antigena radeno je uz pomo¢ Cell Conditioning (CC1), pH 8,4,LOT N11594, u

zatvorenom sustavu uredaja.

Pozitivna kontrola bila je tkivo dojke interne kontrole, prethodno

receptore u tumoru dojke.

Ispiranja unutar uredaja radena su Reacion bufferom — Tris puferom pH 8, LOT N10709,
u razrijedenju radne otopine 1:10. Nakon zavrSetka bojanj i gnirani Ultra LCS
LOT N10802, uljnom otopinom za sprje¢avanje isus u pokriveni u Sakura
pokrivacu automatskim filmom Tissue Tek Co i pokrivacu Tissue Tek Film

Sakura.

Ekspresija estrogenskog receptora p.

Evaluiran je postotak tumorskih st

Prema ASCO/CAP (American iety

smjernicama:

INTE%’RET

° 0z -
< OERie -<1

\ 4

% pozitivnih tum@rskih jezgri
% pozitivnih SN
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Slika 12. ITHK obojeni est 1 Luminalnog B HER2- #aka dojke

8.4. IHK evaluacij ge nskog (PR) receptora

Imunoﬁstoke ojanje na progesteron bojﬁ) je z onoKlonalnim protutijelom ,

to use), IVD. Prﬁlti'el S otiv epitopa prisutnih u
ji ala jezgri tumorskih stanica dojke.

ikro L SM2010R deparafinirani su

rk Ultra pomocu razrijedene otopine

EZ Prep, LOT (10) N116
iditioning LOT N1159

Otkrivanje epitopa radeno je uz pomo¢ CCIl- Cell

Bojanje je radeno uz pomo¢ Ultra b Detection Kit LOT (10) N15892 koji sadrzi:

e Inhibitor — 3% H>O>
e HRP multimer

e Kromogen DAB

e CuSOq4

50



Primarno protutijelo inkubirano je 16 minuta na temperaturi radne ploce u uredaju po preporuci
proizvodaca na 37°C. Pozitivna proba koriStena je pozitivno prethodan validirani tumor dojke

na progesteronske receptore.

Kontrastno bojanje radeno je unutar sustava platforme hematoksilinom Roch
minuta. Po zavrSetku protokola preparati su impregnirani Ultra LC
zaStite od isuSivanja, LOT N10802. Preparati su dehidrirani van platfe izihalkohola od
manje koncentracije prema vecoj (70%, 96% 1 100%), proizvodaca Bi St, izbistreni u
ksilenu proizvodaca Claro — Prom, LOT 2510042, pokriveni a pokfivanje preparata,

Tissue-Tek Coverslipping Film na automatskom pokriv issue Tek Prisma.

Ekspresija progesteronskog receptora ocitavana e kao nu ojenje tumorskih stanica.

Procijenjen je postotak pozitivnih jezgri.

INTERPRETACIA
e PR pozitivan - > 1% pozitivni jezgri
e PR negativan

Rezultat je izraz

Slika 13. IHK obojen Progesteron Luminalni B HER 2- rak dojke
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8.5. IHK evaluacija proliferativnog indeksa Ki 67

Imunohistokemijsko bojanje na monoklonalno zecje protutijelo Ki 67 klona 30 -9, RTU, IVD.
radeno je na platformi Ventana Bench Mark Ultra u zatvorenom automatiziranom sustavu.
Pozitivna kontrola za protutijelo bila je tonzila, zbog toga §to germinalni’ centri pokazuju
intenzivno nuklearno bojanje dok zona plasSta i1 interfolikularna podrucja ostaju negativno
obojana. Ocitava se nuklearni pozitivitet. Ki 67 je marker proliferacije; nuklearniprotein koji
se eksprimira u proliferiraju¢im stanicama. Klinicko-patoloska svtha mu je'procjena bioloske

aktivnosti tumora, prognosticka stratifikaciji bolesnika i odabir terapije.

Preparati za ovu analizu rezani su na mikrotomu Leica, debljine 4 mikrona, montirani su na
pozitivno nabijena Tomo Matsunami stakalca, @suSeni na'sobnoj temperaturi 24 sata nakon
rezanja. Deparafinizacija radena je u platforni Ventana Bench Mark Ultra Roche uz pomo¢

Ultra View DAB Detection Kita LOT (10)N15892.
U sastavu kita su:

e Inhibitor, 3% H>Oy
¢ HRP multimer

e Kromogen DAB

e < CuSO4

Demaskiranje epitopa radeno je uz pomo¢ CCl¢Roche pufera LOT: N11594, 64 minute na
95°C.

Primarno protutijelo inkubirano je 16 minuta na températuri od 37°C, 16 minuta. Kontrastno
bojanje radeno je hematoksilinom Roche LOT N14400 8 minuta. Nakon bojanja preparati su
dehidrirani u nizu alkohola (70%, 96%,%100%) proizvodac¢a BioGnost, izbistreni u ksilenu
proizvodaca Claro-Prom, LOT 2510042, i pokriveni na automatskom pokrivacu Sakura, trajnim

filmom Tissue-Tek Coverslipping.
INTERPRETACIJA

Evaluiran je postotak pozitivnih tumorskih jezgri ( proliferacijski indeks). Brojanje je
provedeno u reprezentativnim podrucjima invazivnog tumora, izbjegavaju¢i nekrozu i

artefakte. Minimalno je analizirano 100 tumorskih stanica. Rezultat je izrazen u postocima.
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Nizak proliferacijski indeks - <20%
Visok proliferacijski indeks - > 20%

U ovom radu proliferacijski indeks bodovan je u rasponu od 1% - 100%.

Bojanje je radeno na Roche platformi Ventana Bench Mark Ultra uz pomo¢ Ultra Viev DAB
Detection Kita, LOT: (10) N15892 koji sadrzi sljedece:

e Inhibitor — 3% H>0»
e HRP multimer

e Kromogen DAB

e CuSOq4
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Kontrastno bojanje radeno je Hematoksilinom Roche unutar platforme LOT: N14400.
Inkubacija primarnog protutijela bila je 32 minute na temperaturi plo¢ice 37°C. Pozitivna proba
bilo je prethodno pozitivno tkivo dojke na HER2 protein. Parafinski rezovi rezani su debljine 4
mikrona na mikrotomu Leica SM2010R. Deparafinizacija radena je unutar platforme Ventana
uz pomo¢ EZ Prep Concentrate u razrijedenju otopine za rad 1:10,L.OT N116574 Bojanje je
radeno uz pomo¢ Ultra Viev DAB Detection Kita, LOT: (10) N15892., u sastavu kojega su
inhibitor peroksidaze, HRP multimer , kromogen DAB i bakar sulfat.

Kontrastno bojanje radeno je hematoksilinom Roche, LOF:#IN14400:, Demaskiranje epitopa
radeno je Roche puferom CC1, Ph 8,4.LOT N11594. Nakon zavtSenog protokola preparati su

pokriveni u automatskom pokrivac¢u Sakura filmom'za pokuivanje.

INTERPRETACIJA HER2
Evaluacija HER2 proteina provedena jé prema ASCO/CAP smjernicama,
HER?2 ocitava se kao membransko bojanje tumorskih stanica .

e (0 —néma membranskog bojenja

e 1+ -slab0, nepotpuno membransko bojenje u > 10% stanica- HER2 = negativan

e 2+ - (gramicno, neodredeno) — slabo do umjereno kompletno membransko bojenje
u >10% tumorskih stanica — refleksno odradena:Dual ISH in situ hibridizacija

e 3% - ( pozitivno) — intenzivno; kompletno kruzno membransko bojanje u vise od

10% tumorskih stanica
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Slika 15. IHK oboj 2 Luminalni B HER2+ rak dojke

8.7. Dual ISH metoda ij HER2 na kromosomu 1

Dual in situ hi

karcir@a koji

(D SH) radena je na platfo a hMark Ultra kod

a HER?2 (HER 2++) kako bi

1 imgnohistokemijski neo&’deno
2 genau tumoru.’a pozitivau eno je tkivo dojke koje
a Dual ISH in situ hibridizacij et Uz Silver i Red detekcijski kit za
Opti View Dab i ra uz pomo¢ Opti Viev DAB

OTM28116: koji sadrzi:

LOT: M17586
17587
17588

Opti View Peroxsidase Inhibi
Opti View Universal
e Opti View HRP multimer
e Opti View DAB — LOT: M17589

e Opti View Copper — LOT: M 17591

o Amplifikacijski kit LOT. M23984 koji sadrzi:

e Opti View Amplifier - LOT: M05866

e Opti View Amplification H2O2 - LOT: M05868

e Opti View Amplification Multimer — LOT: M05867
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Analiza je radena s Ventana HER Dual ISH DNA probe Coctail, LOT:NO5925. Obiljezene su
hapten dinitrofenilinom (DNP) i chromosome 17 probe obiljezene hapten digoksenininom
(DNP). Sonde su dizajnirane za detekciju amplifikacije HER2 gena u karcinomu dojke. Sonda
je mjeSavina oligo-sondi koje ciljano djeluju na HER2 gen koji se nalazi na kremosomu 17
(17q12). Sonda za kromosom 17 je mjeSavina oligo sondi koje ciljaju sekvencer unutar regija
centromera. Kitovi sadrze primarno protutijelo i enzimski oznaceno sekundatno protutijelo
konjugirano s peroksidazom hrena (HRP) i alkalnom fosfatazom (AP) koja se koristi kao

kromogeni enzim.

Tijekom Dual in situ hibridizacije (Dual ISH) postupak bojenjadDNP i DIG sonde hibridiziraju
se na svoje specificne ciljne DNK sekvence unutarStanicnih jezgri. Najprije se detektira DNK

obiljezena HER2 sonda pomocu detekcijskog kita Silver ISH'DNP.
Ventana Silver ISH DNP Detection Kit LOT: N05459, u'sklopu kojega su:

e Silver ISH DNP — LOT: NO6159

e Silver ISH DNP HRP=LOT: NO6164

e Silver ISH Chromogen A —CH3COOAg — LOT: NO6162
e Silver ISH Chromogen B — CsHsO> - LOT:NO6163

e Silver ISH Chremogen C = 2% H>O> - LOT: NO6 164

e ISH Protease I1I: LOT: M26645

Nakon detekcije HER2, DIG — om obiljeZena senda za kromosom 17 detektira se pomo¢u RED

ISH detekcijskog kitay Kit ukljucuje navedéne reagense.

e Red ISH DIG Detection Kita, LOT: N05456,w sklopu kojega su:
e Red ISH DIG NP — LOT: NO4762

e RED ISH DIG NP AP = LOT: NO 4763

e RED ISH DIG Ph Enhancer =EOT: NO4765

e Red ISH DIG Naphtol -LOT: NO4765

¢ Red ISH DIG Fast Red Chromogen — LOT:NO 4766

e Hybready Solution — LOT: M14777

Koktel proba HER 2 za ovu analizu koristila se:
e Dual ISH DNA HER?2 Coctail Probe — LOT: NO5925
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Rezovi debljine 4 mikrona deparafiniraju se unutar platforme Ventana pomocu EZ Prep
razrijedene otopine u radnom razrjedenju 1:10. Postupak rada traje oko devet sati. Po zavrSetku
analize stakalca su dehidrirana u nizu alkohola od manje koncentracije prema vecoj te izbistrena

u ksilenu. Stakla su pokrivena na automatskom pokrivac¢u Sakura, trajnim filmoms

Dual ISH je refleksno testiranje nakon IHC HER2++ ili u situacijama gdje je pottebna potvrda
gena. Metoda istovremeno detektira HER2 gen na istom preparatu i kontrolnu.netu na
kromosomu 17 (CEP 17/ CEN17). Rezultat se iskazuje kao odnos HER2/CEPL7 ili prosjecan
broj kopija /signala po jezgri. Metoda je radena pomocu Kiteva koji.sadrze dvije oznacene
probe. Jedna je HER2 sonda ozna¢ena haptenom dinitrofénilom¢Druga je CEP17/CEN17 sonda
oznacena haptenom digokseninom. Nakon hibridizac¢ije na‘ciljne DNA sekvence u jezgrama
tumorskih stanica slijedi kromogena detekcija u dvije boje. HER2 vizualizira se pomocu
SILVER ISH detekcijskog sustava koji boja jezgru stebrno-crnim signalom. Centromera
kromosoma 17 (CEP17) vizualizira se'pomoc¢u RED ISH detekcijskog sustava 4 jezgri koji

rezultira crvenim signalom. Nakon/hibridizacije u jezgri se izravno brojao i HER2 i CEPR17.

Postupak je u potpunosti attomatiziran, na{ozitivno nabijeno{predmetno staklo montiran je
tkivni rez debljine 4 mikrona, te je od deparafinizacije do kromogene detekeije.analiza odradena
u sustavu platformesProbe HER2 1 CEP17 hibridiziraju se na komplementarne ciljane sekvence
u jezgrama. Nakon analize predmetno stakalce pokriveno je filmem u automatskom pokrivacu

Sakura.

Intérpretacija signala odreduje se na svjetlosnom mikroskopu povecanju 40 x 1 60 x na nacin
da‘se u invazivnoj tumorskoj komponenti broje,signali uhreprezentativnom broju na dvadeset

Jezgri kojesse zbroje zasebno.

Za ovo istrazivanje uzeo se prosjecan broj HER2 signala po jezgri kao i prosjecan broj CEP17
signala po jezgri, nakon ¢ega se racunao omjer HER2 u odnosu na CEP17. Podijelio se ukupan

broj HER2 s ukupnim brojem CEP17:
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INTERPRETACIJA Dual ISH (HER2 gen)

Rezultati su izrazeni kao:
® Prosjecan broj HER2 signala u jezgri
e Prosjecan broj CEP17 signala u jezgri
e Omjer HER2/CEP17

Brojano je najmanje 20 reprezentativnih invazivnih tumorskih jezg
e Amplificiran HER 2 gen — HER2/CEP17 > 2.0
e Neamplificiran HER 2 gen — HER2/CEP17 <

e Amplificirani uzorci klasificirani su ka R2 po

Slika 16. Dual in sim&)boj en HER 2 +++ Luminalni B rak dojke.

58



9. STATISTICKE METODE

Kategorijski podaci prikazani su apsolutnim i relativnim frekvencijama. Razlike izmedu
kategorijskih varijabli testirane su y? testom, a prema potrebi Fisherovim egzaktnim testom.
Razlike izmedu dva povezana mjerenja kategorijskih varijabli analizirane su MeNemar—
Bowkerovim testom, odnosno testom marginalne homogenosti kada kontingencijske tablice
nisu bile dimenzija n X n. Normalnost raspodjele kontinuiranih®varijabli proeiénjena je
Shapiro—Wilkovim testom. Kontinuirani podaci prikazani su medijanom 1 interkvartilnim
rasponom. Razlike kontinuiranih varijabli izmedu dvadpovezana 'imjerénja testirane su
Wilcoxonovim testom uz Hodges—Lehmannovu procjenu razlike medijana i pripadni 95 %
interval pouzdanosti. Razlike kontinuiranih vatijabli izmedu/ triju nezavisnih skupina
analizirane su Kruskal-Wallisovim testom uz post hoc Conoverov test. Povezanost varijabli
procijenjena je Spearmanovim koeficijentom korelacije,p (rho). Bivarijatnom logistiCkom
regresijom procijenjena je povezanost'predterapijskih varijabli s odgovorom na neeadjuvantnu
terapiju (1.2) ROC (engl. Receiver Operating €haracteristic) analiza ptimijenjena je za
odredivanje optimalne granién@wrijednosti (engl. cut-off), povrsine ispod ROC krivulje (AUC),
osjetljivosti 1 specifi¢nosti veli¢ine tamora (odredene ultrazvu¢no) u predikciji loSeg odgovora

na neoadjuvantnu terapiju.(3).

Sve Parijednosti su.dvostrane. Razina znacajnosti, je postavljena na alpha = 0,05. S obzirom
na sekundarni karakter analiza, korekcija na ¥iSestruka testiranja nije¢ primijenjena, a rezultati
se imterpretirajuy,uz oprez. Za statisticku analizu, koristio se statisticki paket MedCalc®
Statistical Seftware, version 23.4.8 (MedCalc' Softwate Ltd, Ostend, Belgium;
https://www.medcal¢.org; 2026). Izvjesce o provedenom istrazivanju nacinjeno je u skladu sa
smjernicama (EQUATOR Network) za izvjeStavanje rezultata istrazivanja u biomedicini i

zdravstvu (4).
Literatura:

1. Daniel W.W. Biostatistics: a foundation for analysis in the health sciences. John Wiley & Sons, Inc.
2012.

2. Armitage P, Perry G. Statistical methods in medical research. Wiley-Blackwell. 2001

3. Altman DG, Bland JM. Diagnostic tests 3: receiver operating characteristic plots. BMJ: British
Medical Journal. 1994 Jul 16;309(6948):188.

4. EQUATOR Network. Enhancing the QUAlity and Transparency Of Health Research [Internet].

[citirano 11. veljace 2026.]. Dostupno na: https://www.equator-network.org/
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10. REZULTATI - Statisticka obrada podataka Kklinicko-patoloSkih i

bioloskih obiljeZja tumora

ostale tipove tumora, dok je u luminalnom B i luminaln ER2-pozitivnom podtipu znacajno

¢esc¢i bio gradus II (42 test, P = 0,00
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Tablica 10.1.

Klinicko patoloska obiljeZja bolesnika prema molekularnom podtipu tumora odredena

na uzorcima inicijalne core biopsije

Broj (%) bolesnika

Inicijalna core biopsija | Luminalni B LI Trostruko | Ukupno P*
(n=34) B/HER2-pozitivni | negativni (n=
(n=34) (n=34) 102)
Spol
Muskarci 2 (6) 0 0 22) | 0327
Zene 32 (94) 34 (100) 34(100) | 100 (98)
Dob
do 50 godina 8 (24) 721 16 (47) | 31(30) | 0,034
50 i vise godina 26 (76) 27 (79) 18(53) | 71(70)
Limfovaskularna invazija 0 3(8,8) 3(8,8) 6(5,9) 0,241
Histoloski gradus
gradus I - dobro 6 (17,6) 721) 0 13 (12,797 0,004'
diferenciran
gradus Il —umjereno | “C5, 5¢ o) 20 (59) 16.(47) . 56 (54,9)
diferenciran
(ﬁ;:fe‘;sﬂlrl;z?:(‘)’r 8 (23,6) 72 18(53) | 33(324)
HER2
0 20 (59) 0 27(79) | 47 46) | <0,001"
1 10 (29) 0 2 (6) 12 (12)
2 4(12) 7(21) 5(15) 16 (16)
3 0 27 (79) 0 27 (26)
HER2 nakon DISH ISH (n =17)
Negativno 474 0 6/6 10/17 | <0,0017
Pozitivno (3) 0 717 0 7/17

*v2 test; TFisherov egzaktni test. Podebljana P vrijednost je statisti¢ki znacajna.

Tablica 10.1.

U Tablici 10.1. prikazana su klini¢ko-patoloska obiljezja bolesnika prema molekularnom

podtipu tumora odredena na uzorcima inicijalne core biopsije. U ispitivanoj skupini (n = 102)
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vecinu su Cinile Zene (98 %), dok su muskarci bili zastupljeni u 2 % slucajeva, bez statisticki

znacajne razlike izmedu molekularnih podtipova (P = 0,327).

S obzirom na dob bolesnika, utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu podtipova (P =
0,034). Bolesnici mladi od 50 godina bili su ¢eS¢e zastupljeni u trostruko negativnom,podtipu

(47 %) u odnosu na luminalni B (24 %) i luminalni B/HER2-pozitivatpodtip (21 %).

Limfovaskularna invazija zabiljezena je u 5,9 % ukupnih slucajéva, bez statistickt znacajne

razlike izmedu podtipova (P = 0,241).

Statisticki znacajna razlika izmedu podtipova utvrdena je u raspodjeli histoloskog gradusa (P =
0,004). Tumori gradusa III bili su znatno ¢es¢i u trostruko negativnom podtipu (53 %) u odnosu
na luminalni B (23,6 %) i luminalni B/HER2-pozitivai podtip (21 %). S druge strane, gradus |
nije bio prisutan u trostruko negativnim tumorima, dek je bio zastupljen u luminalnim

podtipovima.

Veca zastupljenost mladih bolesnica w/trostruko negativnom podtipu, (47% bolesnica mladih
od 50 godina), u skladu je § literaturom koja opisuje taj podtip kao,cesci u mladoj populaciji te
povezan s agresivnijim klinickim tijekom i nepovoljnijim prognostickim obiljezjima (105).
Suprotno tome, luminalni B/HER2-pozitivni tumori ¢eS¢e su zabiljezeni u starijih bolesnica,
(79% bolesnica starijih od 50 godina), Sto moZe odrazavati druga€iji hoemonski 1 bioloski milje

u nastanku tumora.

Znacajna razlika u histoloskom gradusu'dedatno potvrduje, razlic¢itu biolosku agresivnost
podtipova. Dominacija gradusa III u trostruko negativnom podtipu upucuje na visoku
proliferativnu aktivnost 1 slabiju diferencijaciju stanica, $to je karakteristicno za ovu skupinu
tumora. Izostanak gradusa I u trostruko negativnim tumorima dodatno podupire njihovu
inherentnu agresivnost. S drugestrane, luminalni podtipovi pokazali su ve¢i udio nizih gradusa,
sto je u skladu s njihovim relativno povoljnijim prognostickim profilom u usporedbi s trostruko

negativnim tumorima (106).

Razlike u izrazaju HER2 ocekivano su statisticki znacajne, buduci da je HER2 status sastavni
dio definicije molekularnih podtipova. Potvrda amplifikacije HER2 gena metodom Dual ISH
bila je u svim HER/2+ slu¢ajevima unutar luminalnog B/HER2-pozitivnog podtipa (7

pacijentica).
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Iako limfovaskularna invazija nije pokazala statisticki znacajnu razliku izmedu podtipova,
njezina prisutnost u agresivnijim podtipovima (TNBC i Luminal B/HER2+), moze imati

prognosti¢ku vrijednost u individualnoj procjeni rizika.

Ukupno gledano, rezultati inicijalne core biopsije potvrduju da se molekularni podtipoevi ve¢ u
dijagnostickoj fazi razlikuju prema dobi bolesnika, stupnju diferencijacije i/hormonskom
statusu, Sto odrazava njihovu temeljnu biolosku razlicitost i ima™potencijalni,_utjecaj na

terapijsko odlucivanje i predvidanje odgovora na neoadjuvantno lijecenje (107).

Tablical0.2.
Razlike u kontinuiranim klini¢ko-patolosKim varijablama prema molekularnom

podtipu tumora pri inicijalnej core biopsiji

S obzirom na dob bolesnika, zna€ajno suistariji bolesnici s luminal B/HER2 pozitivnim
tumorom u odnosu na trostruko negativne (Kruskal-Wallisov test, P = 0,015)s Proliferacijski
indeks Ki-67 i vrijednost PD-L1 razlikovali'su se izmedu podtipova tumora, najvisi medijan
zabiljezen je u obje vrijednosti u trostruko negativnom podtipu (Kruskal-Wallisov test, P <

0,001).

Velic¢ina tumora (cm) 1 udio tumor infiltriraju¢ih Timfocita (LIL) nisu se razlikovali znacajno

kod inicijalngicore biopsije s obzirom izmedu podtipova(Tablica:10.2.).

Medijan (interkvartilni raspon)
. . Luminalni Trostruko
Inicijalna core biopsija L“(‘I‘l“:;‘:)‘ B B/HER2-pozitivni | negativni P+
(n=34) (n=34)
@ (0] 3
Dob (godine) 57 (51 +695) 66 (53 -73) 51 (44 -63) 0,0157
Estrogenski receptori 95(90— 100) 92,5 (70 — 100) 0(0-0) <0,001*
Progesteronski receptori 70 (45 -90,5) 52,5 (15-90) 0(0-0) <0,001*
Ki-67 37 (25 -50) 47,5 (30 - 178,5) 70 (57,8 —90) | <0,001°
Velic¢ina tumora (cm) (UZV) 2,5(1,7-3,3) 2,5(2,1-3) 2,3(2-3,2) 0,965
PD-L1 1,5(0-10) 0(0-10) 10 (8,8 -25) | <0,001%
TIL - t“‘filglrf;‘;gmrajuéi 10 (10 — 40) 15 (10— 42,5) 20(88-60) | 0923
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*Kruskal-Wallisov test (post hoc test Conover); Podebljana P vrijednost je statisticki znacajna.
*na razini P < 0,05 znacajne su razlike: (2) vs. (3)

‘na razini P < 0,05 znadajne su razlike: (3) vs. (1, 2)

$na razini P < 0,05 znacajne su razlike: (1) vs. (2, 3); (2) vs. (3)

Tablica 10.2.

U Tablici 10.2. prikazane su razlike u kontinuiranim klinicko-patoloskim varijablama izmedu
triju molekularnih podtipova karcinoma dojke (luminalni B, luminalni*B/HER2=pozitivni 1
trostruko negativni) odredenih na uzorcima inicijalne core biopsije. Vrijednosti su izrazene kao
medijan i interkvartilni raspon, a za usporedbu skupina koristen je Kruskal-Wallisov test uz

Conover post hoc analizu.

Dob bolesnica statisticki se znacajno razlikovala medu podtipovima (P = 0,015). Najvisi
medijan dobi zabiljezen je u skupini luminalni B/HER2-pozitivni (66 godina), dok su bolesnice
s trostruko negativnim tumorima bile mlade (medijan 51 godina). Post hoc analizém utvrdena
je znacajna razlika izmedu skupina (2) 1 (3), Storupucuje na to da se luminalni B/HER2-pozitivni

tumori ¢es¢e javljaju u starijoj.populaciji u odnosu na trostruko negativne/tumore.

Proliferacijski indeks Ki=67 takoder seiznacajno razlikovao izmedu skupina (P < 0,001). Najvisi
medijan zabiljeZengem trostruko negativnim tumorima (70 %)sdoek je najnizi bio u luminalnom

B podtipu (37 %).

Veli¢ina tumera mjerend ultrazvucno nije se znacajno,razlikovala 1zmedu podtipova (P =
0,965), sto upucuje na to da u trenutku inicijalne dijagnostike tumorsko optereéenje, izrazeno

promjerom lézije, nije\bilo povezano s molekularnim podtipom.

Izrazaj PD-L1 pokazao je statistiéki znacajne razlike (P < 0,001), pri ¢emu su trostruko
negativni tumori imali najvisi medijan (10 %), uz znacajnu razliku u odnosu na obje luminalne

skupine.

Udio tumor infiltriraju¢ih limfocita (TIL) nije se znacajno razlikovao medu podtipovima (P =

0,923), iako je numericki vi$i medijan zabiljezen u trostruko negativnoj skupini.

Zaklju¢no, medu analiziranim kontinuiranim varijablama znacajne razlike izmedu
molekularnih podtipova utvrdene su za dob, hormonske receptore, Ki-67 1 PD-L1, dok veli¢ina

tumora i udio TIL-ova nisu pokazali statisticki znacajne razlike pri inicijalnoj core biopsiji. Ovi
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rezultati potvrduju bioloSke razlike izmedu podtipova karcinoma dojke ve¢ u pocetnoj

dijagnostickoj fazi.

Tablica 10.3.
Razlike u raspodjeli bolesnika u patohistoloSkim obiljeZjima tumora prema

molekularnom podtipu pri inicijalnoj core biopsiji

Skupina s luminalnim B/HER2 pozitivhim podtipom tumesa ima znacajnije viSe pozitivne
limfne &vorove (N1) u odnosu na ostale skupine ( test, 2= 0,008)aIntenzitet VEGF ekspresije
razlikovao se znacajno izmedu podtipova, najslabiji intenzitet zabiljezen je znacajno ¢esce u
luminal B/HER2-pozitivnom podtipu, dok su ‘umjereni 1 mnajjaci intenzitet bili Ce$¢i u
luminalnom B i trostruko negativnom podtipu (y? test, P= 0,008). NOS invazivni histoloski tip
tumora nalazi se znac¢ajno manje u skupinirs luminalnom B/HER2-pozitivnom podtipu tumora

(%2 test, P =0,028) u odnosu na ostale skupine.

U T klasifikaciji prevladavala jeveli¢ina T2kod 67 (71 %) bolésnika. Negativni statusdimfnih
¢vorova imalo je 43 (54 %) bolesnika, a prema histoloskom tipu 84 (89 %)belesnika imalo je

NOS invazivni tip timora, bez znacajne razlike izmedu podtipova (Tablica 10.3.).
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Broj (%) bolesnika

o o Luminalni Luminall.li' . Trostn:ukf) Ukupno
Inicijalna core biopsija B B/HER2-pozitivni negativni (n=102) P*
(n=34) (n=34) (n=34)
Veli¢ina tumora - T klasifikacija
T1 0 0 1 (3) 1 (@) 0,1837
T1b 1(3) 0 1(3) 2(2)
Tlc 9 (26) 8 (24) 4 (12) 21 (21)
T2 23 (68) 26 (76) 24 (71) 73°(72)
T3 1(3) 0 4 (12) 5(5)
Status limfnih ¢vorova - N klasifikacija (n = 87)
NO - negativni 19 (61) 11 (34) 15(63) 45 (52) 0,047
N1 - pozitivni 12 (39) 21 (66) 9 (398) 42 (48)
Fokalnost tumora
Unifokalni tumor
(jedno tumorsko 30 (88) 32°94) 33(97) 95,(93) 0,496
Zariste)
Multifokalni tumor
(dva ili vise 4 (12) 2(6) 1(3) T(T)
tumorskih Zarista)
HistoloSki tip tumora
NOSinvazivni 31(91,2) 27(79,4) 33 (97) 91(89,2) | 0,028"
Ostali tipovi 3(8,8) 7420,6) 1(3) 11 (10,8)
VEGF
Najslabiji intenzitet 10 (29) 12 (36) 2 (6) 24 (24) 0,008
Umjeren intenzitet 16 (47) 16 (49) 16 (47) 48 (48)
Najjaci intenzitet 8.(24) 5(15) 16 (47) 29 (29)

*v2 test; TFisherov egzaktni test. Podebljana® vrijednost je statisticki znacajna.

Tablica 10.3.

U Tablici 10.3. prikazane su razlike u raspodjeli bolesnika prema patohistoloskim obiljeZjima

tumora s obzirom na molekularni podtip, odreden na uzorcima inicijalne core biopsije. Analiza

je obuhvatila T klasifikaciju, status limfnih ¢vorova, fokalnost tumora te histoloski tip, a

statistiCka znacajnost procijenjena je odgovaraju¢im testovima.
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Prema T klasifikaciji, u svim molekularnim podtipovima dominirali su tumori veli¢ine T2. U
luminalnom B podtipu T2 tumori ¢inili su 68 %, u luminalnom B/HER2-pozitivhom 76 %, a u
trostruko negativnom 71 % slucajeva. Manji udio bolesnika imao je T1lc tumore (26 %, 24 % i
12 %), dok su T3 tumori bili rijetki, ali neSto ¢es¢i u trostruko negativnoj skupini (12 %) u
odnosu na ostale podtipove. Razlike u raspodjeli T stadija izmedu skupina nisu bile statisticki
znacajne (P = 0,183), §to upucuje na slicnu distribuciju primarne tumorske (veli¢ine medu

molekularnim podtipovima u trenutku postavljanja dijagnoze.

Status limfnih ¢vorova (N klasifikacija), analiziran kod 87sbelesnika, pokazao je statisticki
znacajnu razliku medu podtipovima (P = 0,047). Najveci udio pozitivnih limfnih ¢vorova (N1)
zabiljezen je u luminalnom B/HER2-pozitivnom podtipu (66 %), dok je u luminalnom B i
trostruko negativnom podtipu taj udio iznosio 39 % odnosno 38 %. Posljedi¢no, negativni status
limfnih ¢vorova (NO) bio je naj¢es¢i u luminalnom B(61 %) i trostruko negativnom podtipu

(63 %), a najrjedi u luminalnom B/HER2=pozitivnhom (34 %).

Analiza fokalnosti tumora nije pokazala statisticki znacajne razlike medu podtipovima (P =
0,496). Unifokalni tumori bili su dominantai u svim skupinama (88 % u luminalnom B, 94 %
u luminalnom B/HER2-pozitivnom s 97 % u trostruko negativhomy.podtipu), dok su

multifokalni tumoribilirijetkiys nesto ve¢im udjelom u luminalnem B podtipu (12 %).

Zakljuéno, medu @naliziranim patohistoloskim™ obiljezjima‘ pri inicijalnoj core biopsiji
statisticki znagajna razlika izmedu molekularnih podtipova utvrdena je jedino za status limfnih
¢verova, dok suraspodjela T stadija i fokalnost tumora bile usporedive medu skupinama. Ovi
rezultati upucuju na \postojanje razlika ‘u ‘obrascu regionalnog Sirenja bolesti ovisno o
molekularnom podtipu, dok veli¢ina i1 fokalnost primarnog tumora u pocetnoj dijagnostickoj

fazi ne pokazuju znacajne varijacije.
Tablica 10.4.

Razlike u patohistoloskim obiljeZjima tumora prema molekularnom podtipu pri

resekciji

T klasifikacija tumora razlikovala se znacajno izmedu podtipova, pri cemu je visi T stadiji bio
znacajno vise prisutan u trostruko negativnom podtipu (Fisherov egzaktni test, P = 0,014), kao
i negativan status limfnih ¢vorova (y? test, P = 0,047). Gradus III bio znacajno zastupljeniji u

trostruko negativnom podtipu u odnosu na ostale podtipove (y? test, P = 0,027).
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Limfovaskularna invazija pri resekciji je bila ¢e$ée prisutna u trostruko negativnom podtipu (>

test, P =0,029) u odnosu na ostale podtipove.

Broj (%) bolesnika

Pri resekciji Luminalni Luminall.li. . Trostr.uk(') e P*
13 B/HERZ_—pozmvm negitlvm (n=102)
(n=34) (n=34) (n=34)
Veli¢ina tumora - T klasifikacija
Tl 1(3) 0 4(12) 5.(5) 0,014°
Tla 6 (18) 5(15) 1 3) 12 (12)
T1b 14 (41) 16 (47) 9 (26) 39 (38)
Tlc 12 (35) 6 (18) 14 (41) 32 (31)
T2 0 2(6) 4 (12) 6 (6)
T3 1(3) 5(15) 2 (6) 8 (8)
Status limfnih ¢vorova - N Kklasifikacija (n = 100)
NO - negativni 19 (56) 12 (38) 23 (68) 54 (54) 0,047
N1 - pozitivni 15 (44) 20 (63) 11 (32) 46 (46)
Fokalnost tumora
Un‘i’;f&?;%?:)dm 27 (79) 30 (88) 31 (9D 88'(86) | 0,224
i vise tumorskh garity | ) 412 2o, P13a3)
Multicentri¢ni tumor
(zarisSta u razli¢itim 0 0 L(3) 1(1)
kvadrantima)
Histoloski gradus
gr‘;‘ﬁ?;;ﬂ;ﬂgﬁm 9 (26) 5 (15) 4(12) 18(18) | 0,027
gradgisfge‘n‘clirgzreno 21 (62) 19 (56) 1441) | 54(53)
diferenciran tumor |4t (12 1029) le@n | 3009
L‘mfozgzk:;:gﬁji;:"ama 3.(9) 10 (29) 12(35) | 25(25) | 0,029
VEGEF kod resekcije
Najslabiji intenzitet 8 (24) 7(20,5) 4(12) 18 (18) 0,682
Umjeren intenzitet 12 (35) 12 (35,3) 14 (41) 38 (37)
Najjaci intenzitet 14 (41) 15 (44,1) 16 (47) 45 (44)

*v2 test; TFisherov egzaktni test. Podebljana P vrijednost je statisti¢ki znacajna.

Tablica 10.4.
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U Tablici 10.4. prikazane su razlike u patohistoloskim obiljezjima tumora prema molekularnom
podtipu nakon provedenog neoadjuvantnog lijeCenja, analizirane na uzorcima kirurSke
resekcije. Usporedivani su T stadij, status limfnih ¢vorova, fokalnost, histoloski gradus,
limfovaskularna invazija te intenzitet ekspresije VEGF-a. Statisti¢ka analiza provedena je x>

testom 1 Fisherovim egzaktnim testom.

Raspodjela T (veli¢ina tumora), klasifikacije pri resekciji pokazala jestatisticki znacajne razlike
medu podtipovima (P = 0,014). Najbolji patoloski odgovor u dojei najceséerje zabiljezen u
trostruko negativnom podtipu (12 %), dok je u luminalnem, B podtipu iznosio 3 %, a u
luminalnom B/HER2-pozitivhom nije zabiljeZen. Tumori A'1bybili su najceséi u svim
skupinama, osobito u luminalnom B/HER2-pozitivhom podtipu (47 %). Visi stadiji (T2 1 T3)
bili su relativno rijetki, ali su se nesto ¢eS¢e pojavljivali u laminalnom B/HER2-pozitivnom
podtipu (T3 — 15 %) 1 trostruko negativnom podtipu (T2 = 12 %). Ovi nalazi upucuju na razlicit

obrazac tumorskog odgovora na terapijiiovisno o molekularnom podtipu.

Status limfnih ¢vorova takoder je pokazao statisticki znac¢ajnu razliku (P =,0,047). Najveéi udio
pozitivnih limfnih ¢vorovad(N1) zabiljezengje u luminalnom B/HER2-pozitivnom podtipu (63
%), dok je trostruko negativni podtip,imao najvec¢i udio bolesnikazbez zahvacenih limfnih
¢vorova (NO — 68%)»Luminalni B podtip pokazao je gotoverpoedjednaku raspodjelu izmedu
NO i N4 stadija; Ovi rezultati ukazuju na izrazenijusklonost regionalnom sirenju u luminalnom
B/HER2-pozitivnom podtipu i potencijalno bolji nédalni  odgovor ' trostruko negativhom

podtipu:

Fokalnost tumora pri\resekciji nije se znacajno razlikovala medu skupinama (P = 0,224).
Unifokalnistumori bili su dominantni u svim podtipevima (79 — 91 %), dok su multifokalni i

multicentri¢ni tumori bili rijetki.

Histoloski gradus pokazao je statisticki znacajne razlike medu molekularnim podtipovima (P =
0,027). Gradus III bio je najcesc¢i utrostruko negativnom podtipu (47 %), dok je u luminalnom
B podtipu prevladavao gradus II (62 %) uz veci udio dobro diferenciranih tumora (gradus I —
26 %). Luminalni B/HER2-pozitivni podtip pokazao je intermedijalnu raspodjelu, ali s ve¢im
udjelom slabo diferenciranih tumora (29 %) u odnosu na luminalni B. Ovi nalazi potvrduju

agresivniji bioloski potencijal trostruko negativnih tumora.
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Limfovaskularna invazija pri resekciji bila je znacajno ¢esSca u trostruko negativnom (35 %) 1
luminalnom B/HER2-pozitivnom podtipu (29 %) u odnosu na luminalni B (9 %) (P = 0,029),

Sto dodatno upuduje na izraZeniju invazivnost navedenih podtipova.

Za razliku od navedenih obiljeZja, intenzitet ekspresije VEGF-a pri resek€iji nije pokazao
statisticki znacajne razlike medu podtipovima (P = 0,682). U svimyskupinama najéesce je
zabiljezen umjeren ili jak intenzitet ekspresije, Sto upucuje na sli¢an angiogeni_potencijal

rezidualnog tumorskog tkiva bez obzira na molekularni podtip.

Zakljucno, pri resekciji su statistiCki znacajne razlike medusmolekularnim podtipovima
utvrdene za T stadij, status limfnih ¢vorova, histoloSki gradus 1 limfovaskularnu invaziju, dok
fokalnost tumora i intenzitet VEGF ekspresije fiisu pokazali zna€ajne razlike. Ovi rezultati
potvrduju da molekularni podtip ostaje vazan pokazatelj bioloSkog ponasanja tumora i nakon

provedenog neoadjuvantnog lije¢enja.

Tablica 10.5.
Razlike u patohistoloSkimvarijablama prema molekularnom podtipu tumora pri

resekciji

Broj odstranjenih limfnih*¢vorova znacajno je ve¢i u luminal B/HER2-pozitivnom podtipu, a
najnizi-u trostrukodmnegativnom podtipu tumora‘(medijan 94vs. 4 limfna ¢vora) (Kruskal-

Wallisov test, P =0,001):

Broj pozitivnih limfanih ¢vorova, veli¢ina tumora, vrijednosti PD-L1 i udio tumor infiltriraju¢ih

limfogita nisu se znacajno razlikovali izmedu padtipova.

Rezidualno tumorsko opterecenje‘nakon neoadjuvantne terapije (RCB) bilo je usporedivo
izmedu podtipova, odnosno inedijani sw,bili slicni u svim skupinama. Takoder, rezidualna

celularnost nije se razlikovala izmedu podtipova (Tablica 10.5.).
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Medijan (interkvartilni raspon)
Luminalni B Luminalni Trostruko
Pri resekcije u(nl_ 34)1 B/HER2-pozitivni negativni P
(n=34) (n=34)
) (2 3)
Broj izvadenih limfnih ¢vorova | 7 (3,8 —9,3) 9(4,3-11,8) 42-5) 0,001°
Broj pO%lthl’llh limfnih 0(0-2.3) 1(0-2) 0.(0— 1) 0.141
cvorova
Veli¢ina tumora (cm) 1,7(1,3-2,4) L,5(1-2,1) 2,1 (152=2,5) 0,167
PD-L1 0(0-10) 2,5 (0<20) 50-10) 0,344
TIL - tumor infiltrirajuéi
limfociti 10 (0-10) 10.(0 — 20) 7,5 (0-10) 0,667
Rezidualno tumorsko
opterecenje nakon 2,2(1,7-3,2) 2,16 (1,85 —3,24) 2(1,8-3,3) 0,869
neoadjuvantne terapije (RCB)
Rezidulana celularnost (%) 30 (15-41) 50 (14 -70) 40 (20 - 56) 0,576

*Kruskal-Wallisov test (post hoc test Conover); Podebljana P vrijednost je statisticki znacajna.,
"na razini P < 0,05 znacajne su razlike: (3) #s. (1, 2)

Tablica 10.5.

U Tablici 10.5. prikazane suyrazlike u kontinuiranim patehisteloskim,varijablama prema
molekularnom podtipd tumora pri kirurSkoj resekeiji, analizirané Kruskal-Wallisovim testom

uz post hee:Conoverovu analizu.

Statisticki znaCajna razlika utvrdena je u btojufizvadenih limfnih ¢vorova (P = 0,001). Najveci
medijan broja izvadenih limfnih ¢vorova zabiljeZen je u'skupini luminalnih B/HER2-pozitivnih
tumora, zatim u luminalnih B tumora , dok je najmanji broj izvadenih limfnih ¢vorova bio u
skupini trostruko negativnih tumora. Analizom je potvrdeno je da se trostruko negativni podtip

statisticki znacajno razlikujedi'odnosu na oba luminalna podtipa.

U broju pozitivnih limfnih ¢vorovanijé utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu podtipova
(P=0,141), iako je medijan bio nesto visi u luminalnih B/HER2-pozitivnih tumora u usporedbi

s ostalim skupinama.

Velic¢ina rezidualnog tumora nakon neoadjuvantne terapije nije se znacajno razlikovala medu
podtipovima (P = 0,167). Trostruko negativni tumori imali su neSto ve¢i medijan veliine u

odnosu na luminalne B i luminalne B/HER2-pozitivne tumore , no bez statisticke znacajnosti.
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Ekspresija PD-L1 takoder nije pokazala znacajne razlike medu podtipovima (P = 0,344). Iako
je medijan bio visi u luminalnih B/HER2-pozitivnih (2,5; 0 — 20) i trostruko negativnih tumora
(5; 0 — 10) u odnosu na luminalne B (0; 0 — 10), te razlike nisu dosegnule razinu statisticke

znacajnosti.

Sliéno tome, udio tumor infiltriraju¢ih limfocita (TIL) nije se zna€ajno razlikovao \1zmedu
skupina (P = 0,667). Medijani su bili usporedivi, s nesto Sirim interkvartilnim rasponom u

luminalnih B/HER2-pozitivnih tumora.

Rezidualno tumorsko optere¢enje (RCB) nakon neoadjuyantne terapije nije pokazalo znacajne
razlike medu molekularnim podtipovima (P = 0,869), uzwvrlosliéne médijane u sve tri skupine.
Takoder, postotak rezidualne celularnosti tumorathije se znacajnorazlikovao (P = 0,576), iako

je najvisi medijan zabiljezen u luminalnih B/HER2-pozitivnih tumora (50%; 14 — 70).

Zakljucno, pri resekciji je jedina statistickinznacajna razlika medu molekularnim ‘podtipovima
utvrdena u broju izvadenih limfnih €vorova, wluminalnom B/HER2+ podtipu, dok se estale
analizirane patohistoloske warijable, ukljuéuju¢i veli¢inu tumora, PD-LI; TIL, RCB i

rezidualnu celularnost, nisu znacajno.razlikovale izmedu skupina.

Tablica 10.6.
Odgovor.na neoadjuvantnu terapiju i ishod lije€énja prema molekularnom podtipu

tumora

Unato¢, razlikama 41 molekularnom podtipu, stupanj patoloskog odgovora prema RCB
klasifikaciji bio je usporediv meda skupinama, bez znacajne razlike. U svim podtipovima
najéesce je zabiljezen umjeren odgovor (RCB-II), kod 67 (66 %) bolesnika, dok je slab odgovor
(RCB-III) bio zastupljen kod 24 (24 %) bolesnika.

Smrtni ishod lijeCenja bio je znacajno €esci u trostruko negativnom podtipu, dok je najveci udio
7ivih bolesnika zabiljeZzen u luminal B/HER2-pozitivnom podtipu (% test, P = 0,012) (Tablica
10.6.).
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Broj (%) bolesnika

Luminalol B | g ot | megatvns | Dm0 |
(n=34) (n=34)
Odgovor na neoadjuvantnu terapiju (RCB)
Jak odgovor (RCB-I) 1(3) 5(15) 5.(15) (11 0,369°
Umjeren odgovor (RCB-II) 26 (76) 21 (62) 20(59) 67 (66)
Slab odgovor (RCB-III) 7(21) 8 (24) 9 (206) 24°(24)

Ishod lijecenja

Zivi 24 (71) 29 (88) 18 (55) 71(71) | 0,012

Unmrli 10 (29) 4.(12) 15(45) 29 (29)

*y2 test; "Fisherov egzaktni test. Podebljana P vrijednost je statistiCki znacajna

Tablica 10.6.

U Tablici 10.6. prikazana je raspodjela odgovora na neoadjuvantnu terapiju, procijenjenog

prema RCB klasifikaciji, tedshod\lijecenja u.0dnosu na molekularni podtip tumora.

Nije utvrdena statisticki“znacajna razlika u odgovoru na neoadjuvantnu terapiju izmedu
molekularnih podtipova (P = 0,369; Fisherov egzaktni test).dak odgevor (RCB-I) zabiljezen je
u maléom udjelu bolésnicaghajrjede u luminalnom B podtipu (1; 3%); dok je u luminalnom
B/HER2-pozitivnom,, i _trostruko negativnom podtipuypostignut u’ po 5 bolesnica (15%).
Umyjeren odgovor,(RCB-II) bio je najces¢iu svim skupinama, osobito u luminalnom B podtipu
(76%), dok je slab edgovor (RCB-III) bio podjednako zastupljen u sve tri skupine (21-26%).
Ovi rezultatiupucujirna sli¢an obrazac terapijskog edgeyora médu podtipovima, bez statisticki

znacajnih razlika.

Zarazliku od terapijskog odgovera, ishod lijecenja pokazao je statisticki znacajnu razliku medu
molekularnim podtipovima (P ="0,012; %> test). Najpovoljniji ishod zabiljeZen je u skupini
luminalnih B/HER2-pozitivnih tumora, gdje je 88% bolesnica bilo Zivo, a 12% umrlo. U
luminalnom B podtipu Zivih je bilo 71%, dok je 29% bolesnica umrlo. Najnepovoljniji ishod
zabiljezen je u trostruko negativnom podtipu, gdje je prezivjelo 55% bolesnica, dok je 45%

umrlo.

Zakljucno, iako odgovor na neoadjuvantnu terapiju nije pokazao znacajne razlike medu

molekularnim podtipovima, ishod lijecenja znacajno se razlikovao, pri ¢emu je trostruko
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negativni podtip bio povezan s loSijim prezivljenjem, dok je luminalni B/HER2-pozitivni

podtip imao najpovoljniji ishod. Ovi nalazi upucuju na vaznost bioloskih obiljezja tumora u

dugoro¢nom klinickom ishodu, neovisno o inicijalnom stupnju patoloskog odgovora.

Ukupno preZivljenje prema molekularnom podtipu‘tumora

Tablica 10.7.

Najvisa stopa prezivljenja zabiljezena je u luminal B/HER2-pezitivhom podtipu (76 %), zatim

u luminalnom B podtipu (50 %), dok je u trostruko negativnom podtipu zabiljezZena znacajno

najniza stopa prezivljenja (0 %) (log-rank test, P <0,001).

Medijan prezivljenja u trostruko negativhom podtipu iznosio je 31 mjesec, dok u ostalim

podtipovima medijan nije dosegnut (Tablica 10.7., Slika'5al).

. | %. .| Prezivljenje .. 95% raspon | Log-rank
Umrli | Zivi (%) Medijan pouzdanosti test
Ukupno prezivijenje @y | 4] 48 % 76 50 -176 i
(o))
Ukupno prezivljenje (OS) prema tipu tumora
Luminalni B 10 24 50 % - -
el g | 76'% ; i <0,001
pozitivni
Trostruko negativni 15 18 0% 31 24 -55
Tablica 10.7.
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Slika 6. Kaplan—Meierove krivulje ukupnog prezivljenja prema molekularnom podtipu

tumora (log-rank test, P'<0,00

U Tablici 10.7. 1 na Slici 6fprikazano je ukupno prezivljenje, bolesnica prema molekularnom
podtipu tumora, analizirano Kaplan-Meierovom metodom uz usperedbu_krivulja log-rank

testom.

Ukupno je zabiljezeno 29 smrtnih ishoda, dok je'71 bolesnica‘bila ziva u trenutku zavrsetka
praé¢enja. Ukupna stopa.ptezivljenja iznosila je'48 %, uz medijanprezivljenja od 76 mjeseci (95

% @I 50 76).

Analizom prema mglekularnom podtipu utvrdena je statisticki znacajna razlika u ukupnom
prezivljenju (log-rank test, P < 0,001). Najvisa stopa prezivljenja zabiljezena je u luminalnom
B/HER2-pozitivnom podtipu (76 %), uz samo 4 smrtna ishoda 1 29 Zivih bolesnica. U
laminalnom B podtipu stopaprezivljenja iznosila je 50 % (10 umrlih 1 24 zivih).
Najnepovoljniji ishod zabiljezen je witrostruko negativnom podtipu, gdje je stopa prezivljenja
iznosila 0 %, uz 15 smrtnih ishoda i medijan prezivljenja od 31 mjesec (95 % CI: 24 — 55). U
luminalnim podtipovima medijan prezivljenja nije dosegnut tijekom razdoblja pracenja, Sto

upucuje na dulje prezivljenje u tim skupinama.

Kaplan—Meierove krivulje jasno prikazuju razdvajanje prezivljenja izmedu molekularnih
podtipova, pri ¢emu trostruko negativni podtip pokazuje najbrzi pad krivulje i najkrace

prezivljenje. Dobiveni rezultati potvrduju znacajan prognosticki utjecaj molekularnog podtipa
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na ukupno prezivljenje bolesnica, s najnepovoljnijom prognozom u trostruko negativnom

podtipu te najpovoljnijom u luminalnom B/HER2-pozitivnom podtipu.

Promjene klini¢ko-patoloskih obiljeZja prije i nakon neoadjuvantne terapije

Limfovaskularna invazija bila je znacajno ¢eScée prisutna u resekcij

core biopsiju (McNemar-Bowkerov test, P < 0,001). Raspodjela

znacajno nizi u resekcijskom prep

(Tablica 10.9.).
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Tablica 10.8.

Razlike u raspodjeli svih bolesnika prema patohistolo§kim obiljeZjima izmedu core
biopsije i resekcije

Broj (%) bolesnika
Svi bolesnici P*
Core biopsija Resekcija

Veli¢ina tumora - T klasifikacija

T1 1(D) 5(4.9) 0,772f

Tla 0 8 (7,8)

T1b 2(2) 12,(11,8)

Tlc 21 (20,6) 39 (38,2)

T2 73 (11,6) 32(31,4)

T3 5(4,9) 6(5,9)

Status limfnih évorova - N Kklasifikacija

NO — negativni 44 (51,2) 44 (51,2) >0,99
N1 — pozitivni 42(48,8) 42 (48,8)

Fokalnost tumora

Unifokalni tumor (jedno

tumorsko Zariste) 8701,6) 88 (86:3) 0,011"
Ml s T8 |55 | gz
Multice.rit.r%éni tumor (2ari§ta u 0 1)

razli¢itim kvadrantima)
Histoloski gradus

gradus [ — dobro diferenciran 13 (12,7) 18 (17,6) 0,670
e R T
gradus III — slabo diferenciran 33 (324 30 (29.4)

tumor
Limfovaskularna invazija 6(5,9) 25 (24,5) 0,003
VEGF

Najslabiji intenzitet 24 (23,8) 19 (18,8) 0,031f
Umjeren intenzitet 48 (47,5) 38 (37,6)
Najjaci intenzitet 29 (28,7) 44 (43,6)

*McNemar-Bowkerov test; "Test marginalne homogenosti.
Podebljana P vrijednost je statisti¢ki znacajna.

Tablica 10.8.



Tablici 10.8. prikazana je usporedba raspodjele patohistoloskih obiljezja tumora izmedu
inicijalne core biopsije 1 kirurSke resekcije kod svih bolesnica, analizirana McNemar-

Bowkerovim testom i testom marginalne homogenosti.

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u T klasifikaciji izmedu core biopsije 1 resekeije (P =
0,772). Ipak, vidljiv je pomak prema manjim T kategorijama pri resekeiji, uz potast udjela T1
tumora (osobito Tlc) te smanjenje udjela T2 tumora u odnosu nadnicijalnu biopsiju, Sto je

oc¢ekivano s obzirom na uc¢inak neoadjuvantne terapije.

Status limfnih ¢vorova (N klasifikacija) nije se razlikovae izmedu,dviju metoda (P > 0,99), pri
¢emu je jednak broj bolesnica imao negativne (51,2.%) 1 pozitivne (48,8 %) limfne ¢vorove u

obje faze analize.

Statisticki znacajna razlika utvrdena je u fokalnosti tumora (P = 0,011). Nakon resekcije
zabiljeZen je ve¢i udio multifokalnih(12,7 %) 1 multicentri¢nih tumora (1 %) u odnosu na core
biopsiju, gdje su gotovo svi tumori bili episanikae unifokalni (91,6 %). Oyaj nalaz odrazava
ograni¢enja uzorka dobivenognbiopsijom, Koja ne mora u potpunosti prikazati prostornu

distribuciju tumorskih zarista.

Histoloski gradusdiije pokazao znacajne razlike izmedu core biopsije i resekcije (P = 0,670), uz

sli¢nugaspodjelu dobfo, umjereno i slabo diferengiranih tumoraa obje.analize.

Limfovaskularna invazija bila je znacajno ces¢eyutvrdena u uzorcima resekcije (24,5 %) u
usporedbi s core biopsijom (5,9 %) (P =0;003). Ovaj rezultat potvrduje vecu dijagnosticku
osjetljivost operativnog preparata za detekciju tumorske invazije u limfne 1 krvne Zile kao 1

pitanje utjécaja NAT na razvoj bolesti.

Takoder je zabiljezena statisti¢ki znac¢ajnarazlika u intenzitetu ekspresije VEGF-a izmedu core
biopsije i resekcije (P =0,031). Nakon resekeije povecan je udio tumora s najjacim intenzitetom
ekspresije (43,6 % u odnosu na 28,7 % pri biopsiji), dok je udio tumora sa slabijim intenzitetom

smanjen.

Zakljucno, iako vecina patohistoloskih parametara nije pokazala znacajne razlike izmedu core
biopsije 1 resekcije, znacajne promjene utvrdene su u fokalnosti tumora, prisutnosti
limfovaskularne invazije i intenzitetu VEGF ekspresije, Sto naglasava vaznost cjelovitog
patohistoloSkog pregleda operativnog preparata u procjeni bioloskih obiljezja tumora nakon

neoadjuvantne terapije.
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Tablica 10.9.

Razlike u veli¢ini tumora, PD-L1 i TIL izmedu core biopsije i resekcije u skupini svih

bolesnika
Medijan *Procjena
(interkvartilni raspon) razlike 95 % raspon P*
CORE biopsija Resekcija medijana I RO
Veli¢ina tumora (cm) 2,5(2,0-3,1) 1,7 (1,1 -2,3) -0,7 -0,9 do'-0;5_{<0,001
PD-L1 6(4-10) 5(0-10) 0 -5do 0 0,039
TIL 15 (10 —40) 10 (0—-10) =15 -20do -10 | <0,001

*Wilcoxon test; THodges-Lehmannova procjena razlike medijana

Tablica 40.9.

U Tablici 10.9. prikazane su razlike u veliini tumora, ekspresiji PD-L1 i udjelu tumor
infiltriraju¢ih limfocita (TIL) izmedu ‘uzoraka dobivenih inicijalnom core biopsijom i
kirurSkom resekcijom kod svih bolesnica. Analiza je provedena Wilcoxenovim testom za

zavisne uzorke, uz Hodges-k€hmannovu progjenu razlike medijana.

Utvrdena je statisticki zna€ajna redukeija veli¢ine tumora nakon neoadjuvantnesterapije (P <
0,001). Medijan yeli¢ineétumora,smanjio se s 2,5 cm (2,0 — 351y na eore biopsiji na 1,7 cm (1,1
— 2,3)arresekcijskom preparatu. Procjena razlikefmedijana izne$ila je+0,7 cm (95 % CI: -0,9

do -0,5), Stopotvrduje klinicki 1 statisticki znaajno smanjenje tumorske mase.

Kod PD-L1 ekspresije zabiljezena je takoder statisti€ki zna€ajna razlika (P = 0,039), iako je
progjena razlike medijana iznosila 0 (95 % CI:=5:do 0). Medijan PD-L1 bio je 6 (4 — 10) u core
biopsijite 5 (0 — 10) u resekciji, Sto upucuje na blago Smanjenje ekspresije nakon terapije, ali s

relativno Sirokim rasponom vrijednosti:

NajizraZenija promjena zabiljezena je u udjelu TIL-ova (P < 0,001). Medijan TIL-a smanjio se
s 15 (10 —40) u core biopsiji na 10 (0°'="10) u resekcijskom uzorku. Procjena razlike medijana
iznosila je -15 (95 % CI: -20 do -10), Sto ukazuje na znacajno smanjenje imunoloske infiltracije

tumora nakon provedene terapije.

Zakljucno, rezultati pokazuju da je neoadjuvantna terapija dovela do znafajnog smanjenja
veli¢ine tumora 1 udjela TIL-ova, dok je promjena PD-L1 ekspresije bila statisticki znacajna,
ali kvantitativno skromnija. Ovi nalazi potvrduju terapijski u¢inak na tumorsku masu, ali i na
imunoloski mikrookoli$ tumora.
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Tablica 10.10.
Bolesnici s Luminal B podtipom tumora

patohistoloskim obiljezjima izmedu core biopsije i resekcije (Tablica 10.10.).

Broj (%) bolesnika

Luminalni B P*
CORE biopsija Resekcija
Veli¢ina tumora — T klasifikacija
T1 0 12,9 0,2357
Tla 0 1(2,9)
T1b 14(2,9) 6 (17,6)
Tlc 9.(26,5) 14 (41,2)
T2 23 (67,6) 12 (35,3)
T3 1(2,9) 0
Status limfnih ¢vorova — N klasifikacija
NO — negativni 19 (61,3) 17 (54:8) 0,727
N1 — pozitivni 12 (38,7) 14 (45,2)
Fokalnost tumora
Unifokalni turvnoi(j edno tumorsko 30 (88.2) 57 (79.4) 0.375
zariste)
Ml el | Saaw W 1o
Multice.n‘Fr@éni tumor (2ari§ta u 0 0
razli¢itim kvadrantima)
Histoloski gradus
gradus [ — dobro diferenciran 6 (L1s7) 9(26,5) 0,212
gradus I — umjereno diferenciran 20 (58,8) 21 (61,8)
gradus III — slabo diferenciran tumor 8(23,5) 4(11,8)
Limfovaskularna invazija 0 3 (8,8) 0,083
VEGF
Najslabiji intenzitet 10 (29,4) 8(24,2) 0,367
Umjeren intenzitet 16 (47,1) 11 (33,3)
Najjaci intenzitet 8(23,5) 14 (42,4)

*McNemar-Bowkerov test; "Test marginalne homogenosti

Tablica 10.10.

U skupini bolesnika s luminal B podtipom tumora nema znacajnih razlika u raspodjeli prema
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U Tablici 10.10. prikazana je usporedba patohistoloskih obiljezja izmedu inicijalne core
biopsije 1 kirurSke resekcije u skupini bolesnica s luminalnim B podtipom tumora. Analiza je

provedena McNemar-Bowkerovim testom i testom marginalne homogenosti.

Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u T klasifikaciji izmedu core biopsije 1 resekeije (P =
0,235). Iako je vidljiv pomak prema manjim T kategorijama nakon neoadjuvantné terapije = uz
porast udjela T1 tumora (osobito Tlc) i smanjenje T2 tumora — tespromjene nisu_dosegnule

razinu statisticke znacajnosti.

Status limfnih ¢vorova (N klasifikacija) nije se znacajnogazlikovao izmedu dviju analiza (P =
0,727). Blago povecanje udjela N1 pozitivnih bolesnica usresekeijskom uzorku (45,2 % u

odnosu na 38,7 %) nije bilo statisti¢ki znacajno.

U pogledu fokalnosti tumora nije zabiljezena znacajna razlika (P = 0,375), iako je u
resekcijskom materijalu zabiljezen nesto veci udio multifokalnih tumora (20,6 % u ednosu na

11,8 % pri biopsiji), Sto moze odrazavati epseznijiuvid u tumorsku arhitekturu nakon opetacije.

Histoloski gradus nije pokazao statistickinznacajne promjene (P'= 0,212). Ipak, primjetan je
trend smanjenja udjela gradusa I1I i povecanja udjela gradusa I u resekeijskommzorku, Sto moze

upucivati na terapijski u€inak, ali bez statisticke potvrde.

Limfovaskularna invazija bila je prisutna samo u resekcijskim uzorcima (8,8 %), dok u core
biopsiji nije zabiljezena, no razlika nije bila statisticki zna¢ajna (P =0,083), iako pokazuje trend

préema ces¢em otkrivanju u operativnom matetijalu.

Ekspresija VEGF-a‘nije pokazala znacajnu razliku izmedu biopsije i1 resekcije (P = 0,367).
Medutim, vidljiv je porast udjela tumeora s najja¢im intenzitetom ekspresije u resekciji (42,4 %

u odnosu na 23,5 %), uz smanjenje udjelatumora s umjerenim intenzitetom.

Zakljuéno, u skupini bolesnica s luminalnim B podtipom tumora nisu utvrdene statisticki
znacajne razlike u analiziranim patohistoloSkim obiljezjima izmedu core biopsije i resekcije,
iako su uocene odredene znacajke koji mogu odrazavati terapijski ucinak i ve¢u dijagnosticku

reprezentativnost operativnog preparata.
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Tablica 10.11.
Razlike u veli¢ini tumora, PD-L1 i TIL izmedu core biopsije i resekcije u skupini

bolesnika s luminal B podtipom tumora

U skupini bolesnika s luminal B podtipom, veli¢ina tumora bila je znac¢ajno manja’(Wilcoxon
test, P =0,003), a udio tumor infiltriraju¢ih limfocita (TIL) znacajno nizipri resekciji uodnosu

na core biopsiju (Wilcoxon test, P <0,001).

Nisu uocene znacajne razlike u vrijednosti PD-L1 pri resekciji u odnesu na core biopsiju kod

bolesnika s luminal B podtipom tumora (Tablica 10.11.);

Tablica 10.11. Razlike u veli¢ini tumora, PD-L1 i TIL 1zmedu core biopsije i resekcije u skupini

bolesnika s luminal B podtipom tumora

Medijan

. o "Procjena 95 %
(interkvartilni raspon)

razlike raspon P*
CORE biopsija Resekcija medijana | pouzdanosti

Luminalni B

Veli¢ina tumora (cm) | 2,5 (1,8-3.2)» | 1,7(1,4-2.3) -0,6 -1ido=0,3 | 0,003
PD-L1 00 10) 0(0 - 10) 0 .5 do 0 0,145
TIL 10 (10 - 40) 10 (0£10) 15 23do-10 | <0,001

*Wilcoxon testy ' Hodges=llehmannova procjena razlike medijana

Tablica 10.11.

U Tablici 10.11. prikazane su promjene u veli¢ini timora, ekspresiji PD-L1 i udjelu tumor
infiltriraju¢ih limfocita (TIL) izmedu inicijalne core biopsije i kirurSke resekcije u skupini
bolesnica s luminalnim B poédtipom tumota. Analiza je provedena Wilcoxonovim testom za

zavisne uzorke, uz Hodges—Lehmannovu procjenu razlike medijana.

Veli¢ina tumora bila je statisticki znaajno manja u resekcijskom uzorku u odnosu na core
biopsiju (P = 0,003). Medijan veli¢ine tumora smanjio se s 2,5 cm (1,8 —3,2) na 1,7 cm (1,4 —
2,3), uz procjenu razlike medijana od -0,6 cm (95 % CI: -1,1 do -0,3). Ovaj nalaz potvrduje
znacajan terapijski u¢inak neoadjuvantnog lije€enja na smanjenje tumorske mase u luminalnom

B podtipu.
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Ekspresija PD-L1 nije pokazala statisticki znacajnu razliku izmedu dviju to¢aka mjerenja (P =
0,145). Medijan je u oba uzorka iznosio 0 (0 — 10), a procjena razlike medijana bila je 0 (95 %

CI: -5 do 0), sto upucuje na stabilnost PD-L1 ekspresije tijekom terapije u ovom podtipu.

S druge strane, udio TIL-ova bio je znacajno niZi u resekcijskom preparatu (P<0,001). lako je
medijan iznosio 10 u oba uzorka, interkvartilni raspon bio je znatno uzi u resekéiji (0'—=10) u
odnosu na core biopsiju (10 — 40). Procjena razlike medijana iznosilage =15, (95%CL:-23 do -

10), sto ukazuje na znacajno smanjenje imunoloske infiltracije nakon provedene terapije.

Zaklju¢no, u luminalnom B podtipu zabiljeZeno je znac¢ajno smanjenje veli€ine tumora i1 udjela
TIL-ova nakon neoadjuvantne terapije, dok se ekspresija PD-L1 nijé'znacajno mijenjala, Sto
moze upucivati na razli¢itu dinamiku promjena timorske mase idimunoloskog mikrookolisa u

ovom molekularnom podtipu.

Tablica 10.12.
Razlike u raspodjeli bolesnika s Kuminal B/HER 2 + podtipom tumora prema

patohistoloskim obiljezjima izmedu core biopsije i resekcije

U skupini bolesnikasssluminal B/HER?2 pozitivnim podtipom.tumera nema znacajnih razlika u
raspodjeli prema patohistoloSskim obiljezjima izmedu gore biopsije i1 resekcije, osim u
limfovaskailarnoj invaziji, Koja je znacajno viseprisutna pri resekciji (MeNemar-Bowkerov test,

P = 0,039) (Tablica 10.12.).

U skupini bolesnika s\Juminal B/HER2 pozitivnim podtipom, veli¢ina tumora bila je znacajno
manja (Wilcoxon test, P < 0,001), a udio tumor infiltrizajucih limfocita (TIL) znacajno nizi pri
resekceiji u odnosu na core biopsiju’(Wilcoxon test, P < 0,001). Nisu uocene znacajne razlike u
vrijednosti PD-L1 pri resekciji u odnosw,na core biopsiju kod bolesnika s luminal B/HER2

pozitivnim podtipom tumora.

83



Broj (%) bolesnika
Luminal B/HER?2 pozitivan P*
CORE biopsija Resekcija
Veli¢ina tumora - T klasifikacija
T1 0 0 0,277
Tla 0 501457
T1b 0 5 (1457)
Tlc 8(23.,9) 16 (47,1)
T2 26 (76,5) 6 (17:6)
T3 0 2,(5,9)
Status limfnih évorova - N Kklasifikacija
NO — negativni 101(32,3) 12 (38,7) 0,727
N1 — pozitivni 21 (67,7) 19 (61,3)
Fokalnost tumora
Unifokalni turvnoa(jedno tumorsko 32.(94.1) 30 (88.2) 0,500
zariste)
M e o = 269 | qaan
Multice‘n?r@éni tumor (Zariéta u 0 0
razli¢itim kvadrantima)
Histoloski gradus
gradus [ — dobro diferenciran 7420,6) 5 (1447) 0,637
gradus Il — umjereno diferenciran 20 (58.8) 19 (55.9)
gradus III — slabo diferenciran tumor 7420,6) 10 (29,4)
Limfovaskularna invazija 3 (8,8) 10 (29,4) 0,039
VEGF
Najslabiji intenzitet 12 (36,4) 6(18,2) 0,572
Umjeren intenzitet 16 (48,5) 12 (36,4)
Najjaci intenzitet 5(15,2) 14 (42,4)

*McNemar-Bowkerov test; "Test marginalne homogenosti

Tablica 10.12.

U skupini bolesnica s luminalnim B/HER2-pozitivnim podtipom tumora analizirane su razlike
u patohistoloskim obiljezjima izmedu inicijalne core biopsije i1 kirurSke resekcije (Tablica

10.12.).
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Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u T klasifikaciji (P = 0,277), iako je vidljiv izrazen
pomak prema nizim T kategorijama nakon neoadjuvantne terapije. U resekcijskim uzorcima
povecan je udio T1 tumora (osobito Tlc), dok je udio T2 tumora smanjen u odnosu na core

biopsiju, §to upucuje na terapijski ucinak, ali bez statisticke potvrde.

Status limfnih ¢vorova (N klasifikacija) nije se znacajno razlikovaoizmedu dvijg metoda (P =
0,727). Blaga redistribucija izmedu NO i N1 kategorija nije dosegnula razinu_statisticke

znacajnosti.

U pogledu fokalnosti tumora takoder nisu zabiljeZene znacajne razlike (P =10,500), premda je
u resekcijskom materijalu uo€en nesto ve¢i udio multifokalnih tumorarHistoloski gradus ostao
je stabilan izmedu biopsije i resekcije (P = 0,637);bez znac¢ajnih promjena u raspodjeli stupnja

diferencijacije.

Statisticki znacajna razlika utvrdenage u prisutnosti limfovaskularne invazije (P"=0,039). U
resekcijskim uzorcima limfovaskularna ifivazija bila je znatno cesSce prisutna, (29,4 %) nego u
uzorcima core biopsije (8,8 %)y§to potvrduje vecu osjetljivost operativnog preparata u detekciji

invazivnih obiljezja tumera.

IzraZzaj VEGF-a nije pokazao statisti¢ki znacajnu razliku izmedu biopsije 1resekcije (P =0,572),
iako jehzabiljezen porast udjela tumora s najja¢im intenzitetom ekspresije u resekcijskom

uzorku.

U gkladu s analizom kontinuiranih varijabli(Tablica 10.13.), veli¢ina tumora bila je statisticki
znacajno manja u resekciji u odnosu na core biopsiju (Wileoxon test, P < 0,001), Sto potvrduje
ucinkovitost neoadjuvantne terapije u smanjenju._tumorske mase. Takoder je zabiljeZeno
znacajno smanjenje udjela tumor infiltrirajuéih limfocita (TIL) nakon terapije (P < 0,001), Sto

upucuje na promjene u imunoloskom mikrookolisu tumora.

S druge strane, vrijednosti PD-L1“nisu pokazale statisticki znacajnu razliku izmedu core
biopsije i resekcije u ovoj skupini bolesnica, §to sugerira relativnu stabilnost ekspresije ovog

biomarkera tijekom terapije.

Zaklju¢no, u luminalnom B/HER2-pozitivnom podtipu znacajne promjene izmedu biopsije i
resekcije utvrdene su u limfovaskularnoj invaziji te u smanjenju veli¢ine tumora i udjela TIL-

ova, dok ostala analizirana patohistoloska obiljezja nisu pokazala statisticki znacajne razlike.
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Tablica 10.13.

Razlike u veli¢ini tumora, PD-L1 i TIL izmedu core biopsije i resekcije u skupini
bolesnika s luminal BB HER2 pozitivnim podtipom tumora

Medijan Proci
Luminal B/HER2 (interkvartilni raspon) rocjena 95 % raspon
e razlike . P*
pozitivan CORE . i~ pouzdanosti
o Resekcija medijana
biopsija

Veli¢ina tumora (cm) | 2,5(2,1-3,0) | 1,5(0,9-1,8) -1 =13 do-0,77 | <0,001
PD-L1 0(0-10) 2,5(0-20) 0 0 do5 0,163
TIL 15 (10 —40) 10 (0 -10) -10 -20'do -5 <0,001

*Wilcoxon test; "Hodges-Lehmannova procjena razlike medijana

Tablica 10.13.

U Tablici 10.13. prikazane su promjene.u veliini tumora, ekspresiji PD-L1 i udjelu tumor
infiltriraju¢ih limfocita (TIL) izmedu inicijalne core biopsije i kirurske resekcije u skupini
bolesnica s luminalnim B/HER2-pezitivnim podtipom tumora. Analizaje provedena

Wilcoxonovim testom za zavisne uzorke, uz Hodges—Lehmannovu procjenu razlike:medijana.

Veli¢ina tumora bila je statisticki znacajno manja u resekcijskom uzorku u odnosu na core
biopsiju (P < 0,001). Medijan velic¢ine tumora smanjio se $2,5 cm (2,1 — 3,0) na 1,5 cm (0,9 —
1,8), uz procjenurazlike medijana od -1 cm (95 % CI: -1,3.do -0,7). Ovaj nalaz upuéuje na

izrazen terapijski ucinak neoadjuvantnog lije¢enja,u ovejskupinibolesnica.

Ekspresija PD-L1 nije pokazala statisticki znaéajnu razliku izmedu core biopsije i resekcije (P
= 0,163). lako je medijan porastao s 0 (0 — 10) na 2,50 - 20), procjena razlike medijana iznosila
716.0.(95 % CI: 0 do 5), $to upucujé na varijabilnost vrijednosti bez jasne statisti¢ki potvrdene

promjene.

Udio TIL-ova bio je znacajno nizi wesekcijskom uzorku u usporedbi s biopsijom (P < 0,001).
Medijan se smanjio s 15 (10 — 40) na 10 (0 — 10), uz procjenu razlike medijana od -10 (95 %

CI: -20 do -5), Sto potvrduje znac¢ajno smanjenje imunoloske infiltracije tumora nakon terapije.

Zaklju¢no, u luminalnom B/HER2-pozitivnom podtipu zabiljeZeno je znacajno smanjenje
veli¢ine tumora 1 udjela TIL-ova nakon neoadjuvantne terapije, dok promjene u ekspresiji PD-
L1 nisu bile statisticki znacajne, Sto ukazuje na razli¢itu dinamiku terapijskog ucinka na

tumorsku masu i imunoloski mikrookolis.
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Razlike u raspodjeli bolesnika s trostruko negativnim podtipom tumora prema
patohistoloskim obiljezZjima izmedu core biopsije i resekcije

Tablica 10.14.

U bolesnika s trostruko negativnim podtipom tumora, limfovaskularna invazija bila,je znacajno

ceSce prisutna pri resekciji u odnosu na core biopsiju (McNemar-Bowkerow test, £ =10,004),

dok se u ostalim patohistoloSkim obiljezjima nisu uocile znacajne razlike (Tablica 10.14.).

Broj (%) bolesnika

Trostruko negativan P*
CORE biopsija Resekcija
Velic¢ina tumora — T klasifikacija
T1 1'(2,9) 4(11,8) > 0,997
Tla 0 2 (5,9)
T1b 12,9 1(2,9)
Tlc 4(11,8) 9 (26,5)
T2 24 (70,6) 14 (41,2)
T3 4 (11,8) 4 (1148)
Status limfnih ¢vorova — N Klasifikacija
NO — negativni 15 (62,5) 15 (62,5) >0,99
NT1'=pozitivni 9(37,5) 9 (37.5)
Fokalnost tumora
Unifokalni turvnoa(jedno tumorsko 33011 31 (91.2) 0.083"
Zariste)
s G W@y | 269
Mul‘ucentrlcmk i,l;rggn%;;;ta u razlic¢itim 0 1(2.9)
Histoloski gradus
Gradus I — dobro diferenciran 0 4(11,8) 0,1097
Gradus II — umjereno diferenciran 16 (47,1) 14 (41,2)
Gradus III — slabo diferenciran,tumor 18 (52,9) 16 (47,1)
Limfovaskularna invazija 3 (8,8) 12 (35,3) 0,004
VEGF kod resekcije
Najslabiji intenzitet 2 (5,8) 4(11,7) 0,572
Umjeren intenzitet 16 (47,1) 14 (41,2)
Najjaci intenzitet 16 (47,1) 16 (47,1)

* McNemar-Bowkerov test; TTest marginalne homogenosti. Podebljana P vrijednost je statisti¢ki znacajna.

Tablica 10.14.
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U skupini bolesnica s trostruko negativnim podtipom tumora analizirane su razlike u
patohistoloSkim obiljezjima izmedu inicijalne core biopsije i1 kirurSke resekcije (Tablica

10.14.).

Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u T klasifikaciji izmedu biopsije 1 resekcije (P> 0,99).
Iako je vidljiv pomak prema nizim T kategorijama nakon neoadjuvantne terapijefuz povecanje
udjela T1 tumora te smanjenje T2 tumora, te promjene nisu dosegnule razinu_statisticke

znacajnosti.

Status limfnih ¢vorova (N klasifikacija) ostao je identicafi u objesanalize (P> 0,99), pri cemu

je 62,5 % bolesnica imalo negativne, a 37,5 % pozitivne limfie cvorove.

U pogledu fokalnosti tumora nije zabiljezena statistiéki znac¢ajna razlika (P = 0,083), iako je u
resekcijskom uzorku zabiljezen blagi porast multifokalnih,i multicentri¢nih tumora. Histoloski
gradus takoder nije pokazao znacajne promjene (P = 0,109), premda je u resekciji zabiljeZen
manji udio gradusa Il i pojava gradusa [8to moZewpucivati na terapijski ucinak bez statisticke

potvrde.

Statisticki znacajna razlika utvrdena jeyu prisutnosti limfovaskularnesinvazije«(P.= 0,004). U
resekcijskim uzor€ima limfovaskularna invazija bila je prisutna 35,3 % bolesnica, dok je u
core biopsiji zabiljezéna u _svega 8,8 %. Ovaj nalaz potvrduje vecu dijagnosticku osjetljivost
operativnogypreparata u_detekciji invazivnil jobiljezja tumora te moze imati prognosticko

znacenjéu ovoj bioloski agresivnoj skupini.

Ekspresija VEGF-a nije pokazala statisticki znacajne razlike izmedu biopsije i resekcije (P =

0,572), uzstabilnu raspodjelu intenziteta ekspresije, 0sobito u kategoriji najjaceg intenziteta.

Zakljucno, u trostruko negativnom podtipu jedina statisticki znac¢ajna promjena izmedu core
biopsije i resekcije odnosi se na limfovaskularnu invaziju, koja je znatno ¢eS$¢e detektirana u

resekcijskim uzorcima, dok ostala patohistoloSka obiljeZja nisu pokazala znacajne razlike.

88



Tablica 10.15.
Razlike u veli¢ini tumora, PD-L1 i TIL izmedu core biopsije i resekcije u skupini

bolesnika s trostruko negativnim podtipom tumora

Veli¢ina tumora bila je znac¢ajno manja (Wilcoxon test, P = 0,02), vrijednosti PD-L1 znacajno
nize (Wilcoxon test, P = 0,003), a udio tumor infiltriraju¢ih limfecita (TIL) takoder je bio
znacajno nizi pri resekciji u odnosu na core biopsiju (Wilcoxon test,?<0,001), kod bolesnika

s trostruko negativnim podtipom tumora (Tablica 10.15.).

Medijan "Procjena
; e o
Trostruko negativan (interkvartilni raspon) razlike e raspon P*
CORE .. A pouzdanosti
o Resekcija medijana
biopsija
Veli¢ina tumora (cm) | 2,3(2,0-3,2) | 2,0(1,2-2,5) -0,5 -0,9 do -0,1 0,02
PD-L1 10 (10 - 20) 50 -10) -8 -15do -3 0,003
TIL 20 (10 - 60) 8 (0 -110) -15 -25do -5 <0,001

*Wilcoxon test; THodges-Lehinannova progjénatazlike medijana

Tablica 10.15.

U Tablici 10.15. prikazane su promjene u veli¢ini tumora, ekspresiji PD-L1 i udjelu tumor
infilfriraju¢ih limfocita (TIL) izmedu inigijalne core biopsije i kirurske resekcije u skupini
bolesnica s trgstruke negativnim podtipom tumera. Analiza je provedena Wilcoxonovim testom

za zavisne uzorke, uz Hodges—Lehmannovu procjenu razlike medijana.

Velicina tumora bila je statisticki zna€ajno manja u resekcijskom uzorku u odnosu na core
biopsiju (P = 0,02). Medijan se smanjio s 2,3 cm (2,0 — 3,2) na 2,0 cm (1,2 — 2,5), uz procjenu
razlike medijana od -0,5 cm (95 % €L 40,9 do -0,1). lako je smanjenje umjerenog intenziteta,

ono potvrduje terapijski u€inak neoadjuvantnog lijecenja i u ovoj bioloski agresivnoj skupini.

Ekspresija PD-L1 bila je znacajno niZa pri resekciji u usporedbi s core biopsijom (P = 0,003).
Medijan se smanjio s 10 (10 — 20) na 5 (0 — 10), uz procjenu razlike medijana od -8 (95 % CI:
-15 do -3), §to ukazuje na izraZenu redukciju imunoloske signalizacije povezane s PD-L1 nakon

terapije.
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Udio TIL-ova takoder je bio znacajno nizi u resekcijskom uzorku (P < 0,001). Medijan se
smanjio s 20 (10 — 60) na 8 (0 — 10), uz procjenu razlike medijana od -15 (95 % CI: -25 do -5).
Ovaj nalaz upuéuje na znacajne promjene u tumorskom imunolo§kom mikrookolisu nakon

neoadjuvantne terapije.

Zakljuéno, u trostruko negativnom podtipu zabiljeZeno je znacajno smanjenje veli€ine tumora,
ekspresije PD-L1 i udjela TIL-ova nakon terapije, $to ukazuje na izrazen terapijski u€inak ne
samo na tumorsku masu, nego i na imunolosku komponentu tumerskog mikreokolisa u ovoj

skupini bolesnica.

Povezanost klini¢ko-patoloskih i bioloskih obiljeZja's odgovorem na neoadjuvantnu

terapiju

Tablica 10.16.
Spearmanova korelacija klinicko patoloskih i bioloSkih varijabli prije neoadjuvantne

terapije s odgovorom na terapiju (RCB) i rezidualnom celularnoséu

Spearmanovim koeficijentom korelacije ocijénila se povezanostklinicko patoloskihii bioloskih

obiljeZja s odgovorom na neoadjuvantnu terapiju.

U ukupnoj skupini bolesnika veli¢ina tumora (Rho = 0,326) 1 T status (Rho= 0,223) pokazali

su pozitivnu i znac¢ajnu povezanost s rezidualnom celularnoscus

Testiranje povezanosti po molekularnim podtipovima pokazalo je da su u luminalnom B
podtipu veli¢ina tumora (Rho = 0,378) 1 T status (Rho =,0,420) pozitivho povezani s
rezidualnom /celulatnoscu, dok je VEGF pokazao, znacajnu i.megativnu vezu s rezidualnom

celularnoscu (Rho = -0,444).

Kaod trostruko negativnog podtipa veli¢ina tumora u znac¢ajnoj je i pozitivnoj vezi s rezidualnom

celularnos¢u (Rho = 0,567).

U luminal B/HER2-pozitivhom podtipu nije utvrdena znacajna korelacija izmedu analiziranih

varijabli 1 RCB-a niti rezidualne celularnosti.

Nije utvrdena znacajna korelacija analiziranih varijabli s odgovorom na terapiju prema RCB

klasifikaciji ni u ukupnoj skupini bolesnika niti unutar pojedinih podtipova (Tablica 10.16.)
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Spearmanov koeficijent korelacije Rho (P vrijednost)
Odgovor na terapije RCB Rezidualna celularnost
Svi bolesnici
Veli¢ina tumora 0,192 (0,06) 0,326 (<0,001)
T status 0,009 (0,93) 0,223 (0,02)
Ki-67 0,026 (0,79) 0,064 (0,52)
PD-L1 -0,022 (0,82) -0,078 (0,44)
TIL 0,139 (0,16) 0,111 (0,27)
VEGF -0,074 (0,46) 0009 (0,93)
Luminalni B
Veli¢ina tumora 0,153 (0439) 0,378 (0,03)
T status 0,026 (0,88) 0,420 (0,01)
Ki-67 -0,182 (0,30) -0,188 (0,29)
PD-L1 -0,140 (0,43) -0,100 (0,57)
TIL 0,164 (0;36) 0,254.(0,15)
VEGF -0,138 (0,44) -0,444 (0,01)
Luminalni B/HER? pozitivni
Veli¢ina tumora 0,101 (0,57) 0,056 (0,76)
T status -0,049 (0,78) -0,021 (0,90)
Ki-67 0,136 (0,44) 0,076 (0,67)
PD-L1 0,086 (0,63) -0,165 (0,35)
TIL 0,318(0,07) 0,001 (>0,99)
VEGF -0,029 (0,87) 0,220 (0,22)
Trostruko negativni

Veli¢ina tumora 0,295 (0,095) 0,567 (0,001)
T status 05099 (0,578) 0,247 (0,159)
Ki-67 0,218 (0,215) 0,132 (0,458)
PD-L1 0,123 (0,488) 0,052 (0,771)
TIL 0,019 (0,915) 0,075 (0,674)
VEGF -0,050 (0,777) 0,083 (0,643)

Tablica 10.16.

Spearmanovim koeficijentom korelacije analizirana je povezanost klinicko-patoloSkih 1
bioloSkih wvarijabli prije zapocCinjanja neoadjuvantne terapije s terapijskim odgovorom,
procijenjenim prema RCB klasifikaciji te s rezidualnom celularno$¢u tumora (Tablica 10.16.).
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U ukupnoj skupini bolesnica nije utvrdena statisticki znacajna povezanost analiziranih varijabli
s odgovorom na terapiju prema RCB klasifikaciji. Medutim, veli¢ina tumora pokazala je
pozitivnu, grani¢no neznacajnu povezanost s RCB-om (Rho =0,192; P =0,06). S druge strane,
veli¢ina tumora (Rho = 0,326; P < 0,001) 1 T status (Rho = 0,223; P = 0,02)spokazali su
statisticki znacajnu, pozitivau povezanost s rezidualnom celularno$éu, Sto upucuje’da su veci

tumori i visi T stadij povezani s ve¢im udjelom rezidualnih tumorskih'stanica nakon terapije.

U podskupini bolesnica s luminalnim B podtipom nije utvrdena znacajna povezanost varijabli
s RCB-om. Medutim, veli¢ina tumora (Rho = 0,378; P = 0503) 1 T'status (Rho = 0,420; P =
0,01) bili su znacajno i pozitivno povezani s rezidualnom celularnoséu. Takoder, VEGF je
pokazao znacajnu i negativnu povezanost s rezidualfiom celularnoséu (Rho =-0,444; P =0,01),
Sto moze upucivati na slozen odnos angiogene “aktivnosti i terapijskog odgovora u ovom

podtipu.

U luminalnom B/HER2-pozitivnhom podtipu nije utvrdena statisticki znacajna Kkerelacija
izmedu analiziranih varijabli i RCB-a aiti rezidualne celularnosti, iako je TIk pokazao trend

pozitivne povezanosti s RCB-om (Rho = 0,348; P = 0,07), bez dosezanja statisticke znacajnosti.

U trostruko negativnom podtipu veli¢ina tumora pokazala je znacajnu Tumjereno jaku pozitivnu
povezanost s rezidualnom celularnos¢éu (Rho = 0,567; P = 0;001), Sto'sugerira da veci inicijalni
tumori u ovoj skupifii ostavljaju veéi rezidualni tumorski udiosakon terapije. Niti jedna druga
analizirana varijabla nije pokazala statisti¢ki znacajnu pevezanostss RCB-om ili rezidualnom

celalarnoscu.

Zakljucno, iako analizirane varijable nisu pokazale znaCajnu povezanost s odgovorom na
terapiju prema RCB klasifikaciji, ve€li¢ina tumora i T status pokazali su konzistentnu pozitivnu
povezanost s rezidualnom celularnoS€u, osobito u luminalnom B i trostruko negativnom
podtipu. Ovi nalazi potvrduju vaznost pocetne tumorske mase kao prediktora opsega rezidualne

bolesti nakon neoadjuvantne terapije.

Na razini cijele skupine bolesnika veli¢ina tumora pri core biopsiji razlikovala se znacajno
izmedu RCB skupina (Kruskal-Wallisov test, P = 0,022), pri ¢emu je najvisi medijan zabiljezen
u skupini sa slabim odgovorom (RCB-III). Proliferacijski indeks Ki-67 znacajno je nizi u
skupini s umjerenim odgovorom (RCB-II) u odnosu na jak i slab odgovor (Kruskal-Wallisov

test, P =0,022).
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Tablica 10.17.
Predterapijska (core biopsija) obiljeZja tumora prema odgovoru na neoadjuvantnu
terapiju (RCB)
Unutar pojedinih molekularnih podtipova nisu utvrdene statisti¢ki znacajne razlike'varijabli pri
core biopsiji prema RCB klasifikaciji. Vrijednosti PD-L1 i udio tumer infiltrirajuéih limfocita

nisu se razlikovali takoder izmedu RCB skupina (Tablica 10.17.).

Medijan (interkvartilni raspon) prema odgovoru na
neoadjuvantnu terapiju (RCB)
Jak odgovor Umjeren odgovor Slab odgovor P*
(RCB-I) (RCB-II) (RCB-III)
@ (2) 3

Svi bolesnici n=11 n =67 n=24

Veli¢ina tumora 2,1 (1,4-2,5) 2,5(2-3) 32,1-3,7) 0,0227
Ki-67 65 (38=90) 45 (30 -65) 67,5(39-85). | 0,022¢
PD-L1 10 (5 —10) 5(0-10) 10 (0-17,5) 0,384

TIL 20 (10— 40) 10 (10 —40) 30 (10.=60) 0,134

Luminalni B n=1 n=26 n=7

Veli¢ina tumora 1L2(m=1) 2,5(1,7-2,8) 3,5 (257=4;1) 0,087
Ki-67 28(n=1) 37 (28 <45) 37(23 - 65) 0,744
PD-L1 40(n=1) 0(0=10) 5(0-10) 0,257

TIL 90 Mmn=1) 10:(5,8'=40) 30 (10 —40) 0,175
Luminalni B/HER?2 pozitivni n=>5 n=21 n=3§

Veli¢ina tumora 2,5(2,2-2,55) 2,5.(1,9=3) 2,6 (1,9-3,1) 0,947
Ki-67 65 (46,5 — 84) 35(26-579) 53 (44 —84) 0,080
PD-L1 540 - 12,5) 0(0-10) 7,5(0-17,5) 0,457

TIL 20 (10~ 45) 10 (7,5 -35) 40 (10 —82,5) 0,122
Trostruko negativni n=3 n=20 n=9

Veli¢ina tumora I8 (14 2,1) 2,5(2,1-3,0) 3,2(1,9-4,1) 0,058
Ki-67 80 (58 —90) 65 (51 -78) 85 (78 —90) 0,133
PD-L1 10 (10 - 10) 10 (5 —40) 10 (10 -25) 0,725

TIL 10 (0-25) 20 (10 -50) 20 (9-63) 0,432

*Kruskal-Wallisov test (post hoc test Conover); podebljana P vrijednost je statisticki znacajna.
na razini P < 0,05 znacajne su razlike: (1) vs. (3)
‘na razini P < 0,05 znacajne su razlike: (2) vs. (1, 3)

Tablica 10.17.
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U Tablici 10.17. prikazana su predterapijska obiljezja tumora (core biopsija) u odnosu na

odgovor na neoadjuvantnu terapiju, procijenjen prema RCB klasifikaciji.

Na razini cijele skupine bolesnica veli¢ina tumora pri core biopsiji razlikovala se statisticki
znacajno izmedu RCB skupina (P = 0,022). Najnizi medijan zabiljeZen je @ skupini,s jakim
odgovorom (RCB-I) — 2,1 cm (1,4 —2,5), dok je najvisi medijan zabiljeZzen u skupini sa slabim
odgovorom (RCB-III) — 3 cm (2,1 — 3,7). Post hoc analizom potvrdena\je zna¢ajna razlika
izmedu skupina RCB-I i RCB-III, §to upucuje na to da su veéi tumori povezani sa slabijim

terapijskim odgovorom.

Proliferacijski indeks Ki-67 takoder se znacajno razlikovao izmedu skupina (P = 0,022). Najnizi
medijan zabiljezZen je u skupini s umjerenim odgovorom (RCB-1I) — 45 % (30 — 65), dok su u
skupinama s jakim i slabim odgovorom vrijednosti bilewise (65 % 1 67,5 %). Post hoc analizom
utvrdena je znacajna razlika izmedu skupine RCB-II i skupina RCB-I i RCB-III, §to sugerira

nelinearan odnos proliferacijske aktivnosti1 terapijskog odgovora.

Vrijednosti PD-L1 (P = 0,384)iudio TIL-ova (P = 0,134) nisu se znacajno razlikovali izmedu

RCB skupina u ukupnojpopulaciji belesnica.

Unutar pojedinih.molekularnth podtipova nisu utvrdene statisticki znacajne razlike analiziranih
varijabli, prema RCBdklasifikaciji. U luminalnoniyB podtipu uo€en je trend vecih tumora u
skupini sa slabim odgovorom (P = 0,087)4 ali bez statisticke zna€ajnosti. U luminalnom
B/HER2*pozitivnom podtipu niti jedna varijabla nije pokazala znacajnu povezanost s RCB-om,
iako je Ki-674pokazao grani¢nu vrijednost znacajnostin(P =0,080). U trostruko negativnom
podtipu veli¢ina tumora pokazala je trend premairazlikama izmedu skupina (P = 0,058), uz

najvisi medijan u skupini sa slabimé@dgovorom, no bez statisticke potvrde.

Zakljucno, u ukupnoj skupini bolesnica veéa pocetna veli¢ina tumora povezana je sa slabijim
terapijskim odgovorom, dok je Ki-67/pokazao specifiCan obrazac raspodjele s najnizim
vrijednostima u skupini s umjerenim odgovorom. Unutar pojedinih molekularnih podtipova
nisu potvrdene statisticki znacajne razlike predterapijskih varijabli prema RCB klasifikaciji, Sto

moze biti posljedica manjeg broja bolesnica unutar podskupina.

S obzirom na raspodjelu T klasifikacije i intenziteta VEGF ekspresije prema stupnju odgovora
na neoadjuvantnu terapiju (RCB), u ukupnoj skupini i prema molekularnim podtipovima,

uocava se da na razini cijele skupine nije utvrdena razlika u raspodjeli T klasifikacije niti VEGF
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ekspresije izmedu RCB skupina. U svim skupinama odgovora najcesc¢e je zabiljezen T2 stadij,

dok je umjeren intenzitet VEGF ekspresije bio najzastupljeniji.

Raspodjela T klasifikacije i VEGF ekspresije prema stupnju odgovora na

Tablica 10.18.

neoadjuvantnu terapiju (RCB)

Unutar pojedinih molekularnih podtipova takoder nisu utvrdene, razlike u raspodjeli T

klasifikacije niti VEGF ekspresije prema stupnju odgovora na terapiju (Tablica 10.18.).

Broj (%) bolesnika prema jacini
odgovora na neoadjuvantnu terapiju (RCB) pr
I or | Umiesntaovr | St sater | uiapn
SVI BOLESNICI
Velic¢ina tumora - T klasifikacija
T1 0 1(1,5) 0 INEH) 0,926
T1b 0 1(1,5) 1(4,2) 2(2)
Tlc 2 (18,2) 15 (22,4) 4 (16,7) 21(20,6)
T2 9 (81.,8) 47 (70,1) 17 (70,8) 73 (71,6)
T3 0 3 (4,5) 248.3) 5(4,9)
VEGF
Najslabiji intenzitet 2 (18) 15 (25) 6 (29) 23 (25) 0,895
Umjeren intenzitet 6 (55) 30 (49) 8(38) 44 (47)
Najjaci intenzitet 3(27) 16 (26) 7433) 26 (28)
LUMINALNI B
Veli¢ina tumora - T klasifikacija
T1b 0 1'(3,8) 0 1(2,9) 0,588
Tlc 1 (100) 7 (26,9) 1(14,3) 9(26,5)
T2 0 17 (65,4) 6 (85,7) 22 (67,6)
T3 0 1(3,8) 0 1(2,9)
VEGF
Najslabiji intenzitet 0 8 (30,8) 2 (28,6) 10 (29,4) > 0,99
Umjeren intenzitet 1 (100) 11 (42,3) 4 (57,1) 16 (47,1)
Najjaci intenzitet 0 7 (26,9) 1(14,3) 8(23,5)
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Broj (%) bolesnika prema jacini
odgovora na neoadjuvantnu terapiju (RCB) p#
o dgnor | Uniecer oo | St oo | chapns
LUMINALNI B/HER 2 POZITIVNI
Veli¢ina tumora - T klasifikacija
Tlc 0 6 (28,6) 2(25,0) 8(23,5) 0,449
T2 5(100) 15(71,4) 6 (75,0) 26 (76,9)
VEGF
Najslabiji intenzitet 2 (40) 7 (33,3) 3(42,9) 12(36,4) 0,745
Umjeren intenzitet 3 (60) 11(52,4) 2428,6) 16 (48,5)
Najjaci intenzitet 0 3(14,3) 1 (28,6) 5(15,2)
TROSTRUKO NEGATIVNI
Velic¢ina tumora - T klasifikacija
T1 0 L (5) 0 1(2,9) 0,719
T1b 0 0 1(11,1) 12,9
Tlc 1 (20) 2/(10) 1 (@1,1) 4 (11,8)
T2 4 (80) 15 (75) 5(55,6) 24 (70,6)
T3 0 2 (10) 2(22,2) 4 (11,8)
VEGF
Najslabiji intenzitet 0 1(5) K(11,1) 2(5,9) 0,745
Umjeren intenzitet 2 (40) 11 (55 3733.3) 16 (47,1)
Najjaci intenzitet 3 (60) 84(40) 5:(55,6) 16 (47,1)

*Fisherov egzaktni test.
Tablica 10.18.

U Tablici 10.18. prikazana je raspedjela/ T klasifikacije 1 intenziteta VEGF ekspresije prema
stupnju odgovora na neoadjuvantnu terapiju (RCB) u ukupnoj skupini bolesnica te unutar

pojedinih molekularnih podtipova.

Na razini cijele skupine nije utvrdena statisticki znacajna razlika u raspodjeli T klasifikacije
izmedu RCB skupina (P =0,926). U svim skupinama odgovora najcesce je zabiljezen T2 stadij,

koji je ¢inio priblizno 70 % tumora, neovisno o jacini terapijskog odgovora. Sli¢no tome,
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intenzitet VEGF ekspresije nije se znacajno razlikovao izmedu skupina (P = 0,895). U svim

RCB kategorijama najzastupljeniji je bio umjeren intenzitet VEGF ekspresije.

Unutar podskupine bolesnica s luminalnim B podtipom takoder nisu utvrdene znacajne razlike
u raspodjeli T klasifikacije (P = 0,588) niti intenziteta VEGF ekspresije (P> 0,99) prema

stupnju odgovora na terapiju. U svim RCB skupinama prevladavao je T2 stadij, dok je umjeren

-----

U luminalnom B/HER2-pozitivnom podtipu raspodjela T klasifikacije nije se znacajno
razlikovala izmedu RCB skupina (P = 0,449). Vecina tamora w, svim skupinama bila je T2
stadija. Intenzitet VEGF ekspresije takoder nije pekazao zZnacajne tazlike (P = 0,745), uz

dominantan umjeren intenzitet.

U trostruko negativnom podtipu nije utvrdena statistiéki znacajna razlika u raspodjeli T
klasifikacije (P = 0,719) niti intenziteta VEGF ekspresije (P = 0,745) izmedu RCB'skupina. [ u
ovoj podskupini najées¢i je bio T2 stadijf dok su umjeren i najjaci intenzitetsVEGF ekspresije

bili podjednako zastupljeni.

Zakljucno, ni T klasifikaecija niti intenzitet VEGF ekspresije prije zapecinjanja;ncoadjuvantne
terapije nisu pokazali znacajnu, povezanost sa stupnjem tefapijskog odgovora prema RCB
klasifikaciji, kako udukupnoj populaciji bolesnica tako ni umutar pojedinih molekularnih

podtipova.

Prediktori odgovora na neoadjuvantnu terapiju (legisticka regresijska analiza)

Tablica 10.19.
Predvidanje vjerojatnosti loSijeg odgovora na neoadjuvantnu terapiju (RCB II/III)

(bivarijatna logisticka regresija)

Za procjenu povezanosti klinicko patoloSkih 1 bioloskih obiljezja s odgovorom na
neoadjuvantnu terapiju primijenjena je bivarijatna logisticka regresija. Zavisna varijabla bila je
odgovor na neoadjuvantnu terapiju, pri ¢emu je dobar odgovor definiran kao RCB 0/1, a lo$
odgovor kao RCB II/III. U bivarijatnoj logistickoj regresiji, uocava se da je samo veca pocetna
veli¢ina tumora bila znaajno povezana s loSim odgovorom na neoadjuvantnu terapiju

(OR =2,60). Zbog malog broja bolesnika s dobrim odgovorom i izostanka drugih znac¢ajnih
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prediktora u bivarijatnoj analizi, multivarijantna logisticka regresija nije bila metodoloski

opravdana (Tablica 10.19.).

| e | e | e
(OR)
Bivarijatna logisti¢ka regresija
Dob (50 1 vise godina) 0,303 0,649 1,35 0,37 - 5,01
Veli¢ina tumora 0,955 0,038 2,60 1,05 -6,44
T status (T2 - T3 vs. T1) -0,300 0,715 0,74 0,15-3,69
N status (N1 vs. NO) 0,668 0,455 1,95 0,34 -11,26
Gradus
I - - - -
I -20,1 0,99 - -
11 -19,0 0,99 - -
F"kalnoz;ggiﬁg)‘amo v 0,348 | 0,758 0,71 0,08 — 6,47
Limfovaskularna invazija (da) -0,543 0,636 0,58 0,06 — 5,49
Ki-67 -0,02 0,108 0,98 0,95 -1,01
PD-L1 0,005 0,798 1,005 0,97 — 1,04
TIL 0,002 0,887 1,002 0,98 - 1,03
VEGF (najslabiji intenzitet)
Umjeren intenzitet -0,452 0,598 0,64 0,12-3,42
Najjaci intenzitet -0,238 0,803 0,79 0,12-5,15

'=regresijski koeficijent; OR - omjerfizgleda (engl. Odds Ratio). Podebljana P vrijednost je statisticki
znacajna.

Tablica 10.19.

Za procjenu povezanosti klini¢ko-patoloSkih 1 bioloskih obiljezja s odgovorom na
neoadjuvantnu terapiju provedena je bivarijatna logisti¢ka regresijska analiza (Tablica 10.19.).
Zavisna varijabla bila je terapijski odgovor, pri ¢emu je dobar odgovor definiran kao RCB I, a

lo§ odgovor kao RCB II/I11.
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Rezultati bivarijatne analize pokazali su da je jedini statistiCki znaCajan prediktor loSeg
odgovora na terapiju bila pocetna veli¢ina tumora (f = 0,955; P = 0,038). Omjer izgleda (OR)
iznosio je 2,60 (95 % CI: 1,05 — 6,44), Sto znaci da s porastom veli¢ine tumora raste vjerojatnost
loSijeg terapijskog odgovora. Drugim rijecima, veci tumori pri dijagnozi bilissuspovezani s

ve¢om vjerojatnoscu rezidualne bolesti nakon neoadjuvantne terapije.

Dob bolesnica (> 50 godina), T status, N status, histoloski gradus,) fokalnost< tumora,
limfovaskularna invazija, proliferacijski indeks Ki-67, PD-L1, TIL te ‘intenzitet VEGF
ekspresije nisu pokazali statisti¢ki znacajnu povezanost s terapijskimiodgovorom (P > 0,05).
Kod histoloskog gradusa zabiljezene su nestabilne/ procjéne w(vrlo veliki negativni 3
koeficijenti), $to je vjerojatno posljedica malog broja bolesnica s'dobrim odgovorom unutar

pojedinih kategorija.

Zakljuéno, pocetna veli¢ina tumora pokazala se jedimim znacajnim prediktorom loSijeg
odgovora na neoadjuvantnu terapiju, dok estala analizirana klinicko-patoloSka 1 bioloSka

obiljezja nisu imala neovisnu prediktivau vrijednost u ovoj skupini bolesnica.

Tablica 10.20.
ROCanaliza veli¢ine tumera kao prediktora loSeg odgovoramma neoadjuvantnu terapiju

(RCBII/ITH

RQC analizom (engl. Receiver OperatingnCharacteristic) utvrdeno je da pocetna veli¢ina
tumora ima umjerenu sposobnost razlikovanjaybolesnika s dobrim i loSim odgovorom na
neoadjuvantnu terapiju (AUC = 0,705; P = 0,001). Optimalna grani¢na vrijednost iznosila je
>2,6 cm, uz osjetljivost od 45 % 1 specificnost od 100 % (Tablica 10.20.).

Osjetljivost | Specifi¢nost Tocka Youden P

o,

AE ol (%) (%) razluivanja indeks | vrijednost
Veli¢ina 1 705 | 0 606 - 0,792 45 100 >2.6 0,449 0,001

tumora (cm)

Podebljana P vrijednost je statisticki znacajna.

Tablica 10.20.
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Slika 7. ROC krivulja veli¢ine tumora (UZV) za predikeiju loSeg odgovora na terapiju (RCB
LI/11I0)

ROC analizom procijenjena jesposobnost pocetne veli¢ine tumora (u cm)da razlikuje bolesnice
s lo§im odgovorom na neoadjuvantnu terapiju (RCB II/IIT) od onihis dobrim odgoverom (RCB
0/1).

Vrijednost AUC iznosila je 0,705 (95 % CI: 0,606 = 0,792; P = 0,001). AUC predstavlja ukupnu
diskriminaeijsku sposobnost testa kroz sve meguce granicne vrijednosti. Vrijednost od 0,705
ukazujesna umjerenu tocnost modela. To znaci da'postoji 70,5 % vijerojatnosti da ¢e bolesnica
s loS§im odgovoromiimati vecéi po€etni tumor u usporedbi s bolesnicom s dobrim odgovorom.
Budu¢i da je 95 %:-tni interval pouzdanosti u eijelostt iznad 0,5, a P vrijednost statisticki
znacCajna, moze se zakljuCiti da yeli¢ina tumora“ima realnu i pouzdanu diskriminacijsku

vrijednost, vecu od slucajne klasifikacije.

Optimalna tocka razluc¢ivanja odredena je primjenom Youdenova indeksa, koji identificira prag
pri kojem je zbroj osjetljivosti i specificnosti maksimalan. Utvrdena grani¢na vrijednost iznosi

>2,6 cm.
Pri toj grani¢noj vrijednosti:
e Osjetljivost iznosi 45 %, Sto znaci da 45 % bolesnica s loSim odgovorom ima tumor veci

od 2,6 cm.
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e Specifi¢nost iznosi 100 %, Sto znaci da nijedna bolesnica s dobrim odgovorom nije

imala tumor veéi od 2,6 cm.

Klini¢ki gledano, visoka specificnost implicira da tumor ve¢i od 2,6 cm pouzdano identificira

bolesnice s povecanim rizikom loSeg odgovora.

diskriminacija statisti¢ki znacajna, ona nije dovoljno snazna da bi

bila dostatan prediktivni alat.

Zakljucno, pocetna veli¢ina tumora pokazuje stati

predvidanja loSeg odgovora na neoadj
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11. RASPRAVA

Karcinom dojke predstavlja bioloski izrazito heterogenu bolest u kojoj molekularna obiljezja
tumora odreduju ne samo morfoloske karakteristike, ve¢ 1 terapijski odgovor, obrasce progresije
te ukupnu prognozu i ishod lije¢enja bolesnika (108). Razvoj molekularne klasifikacije
omogucio je preciznije razumijevanje tumorske biologije, ali je istodobno ukaza0 na slozenost
interakcija izmedu tumorskih stanica i njihovog mikrookolisa. Uprayo je tumorski mikrookolis,
sastavljen od stromalnih elemenata, imunoloskih stanica, vaskularne mreZe 1 brojnih signalnih

molekula, danas prepoznat kao klju¢ni regulator tumorskogiasta i terapijskog odgovora (109).

Uvodenje neoadjuvantne terapije znacajno je promijenilo’ terapijsku strategiju u lijecenju
lokalno uznapredovalog i bioloski agresivnog kareinoma dojkenOsim Sto omogucuje smanjenje
tumorske mase prije kirur§kog zahvata i procjenu patoleskog odgovora, neoadjuvantni pristup
pruza jedinstvenu priliku za analizu bieloskih promjena induciranih terapijom.eDinamicka
procjena biomarkera prije i nakon/lijecenja emogucuje dublji uvid u adaptivne mehanizme

tumora te potencijalne mehanizme rezistencije (110).

U tom kontekstu, VEGE 1 PD-L1 predstavljaju dva klju¢na regulatorna ¢voriSta tumorske
biologije. VEGF ima sredisnju,ulogu u angiogenezi, poti¢uci formiranje nove vaskularne mreze
nuzne za tumorski rastyinvazijui metastaziranje. Njegov izrazaj ¢esto je povezan s hipoksijom
i agresivnijim ‘fenotipom tumora. S druge  strane,, PD-Ll<predstavlja vazan mehanizam
imunoloskog izbjegavanja, omogucujuci tumorskim stanicama ‘da moduliraju antitumorski
imtnoloski odgovor putem interakcije s PD=1f receptorom na T-limfocitima. lako su oba puta
intenzivno istrazivana, njihova medusobna povezanost u klinickom kontekstu karcinoma dojke

ostaje nedovoljno razjaSnjena (111, 112).

Dobiveni rezultati potvrduju. izraZzenu theterogenost medu molekularnim podtipovima te
dodatno naglasavaju kompleksnost regulacijskih mehanizama unutar tumorskog mikrookolisa.
Analiza odnosa izmedu angiogeneze, imunoloske regulacije i terapijskog odgovora ukazuje da

interakcija ovih puteva nije linearna niti univerzalna, ve¢ ovisi o bioloskom kontekstu tumora.

Posebno je vazno istaknuti ulogu tumor-infiltriraju¢ih limfocita (TIL) kao pokazatelja
imunoloske aktivnosti unutar tumorskog mikrookolisa. TIL predstavljaju morfoloski odraz
interakcije izmedu tumora 1 domacinova imunoloskog sustava te su u suvremenim
istrazivanjima prepoznati kao prognosticki i1 prediktivni ¢imbenik, osobito u trostruko

negativnom 1 HER2-pozitivnom podtipu karcinoma dojke (113).U ovom radu razlike u
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imunoloskoj infiltraciji medu podtipovima dodatno potvrduju da imunoloski odgovor nije

uniforman, ve¢ ovisi o bioloskoj prirodi tumora.

Visa razina TIL u TNBC moze se tumaciti kao refleksija povecane imunogenosti tumora, ali
istodobno i kao pokazatelj dinamicne ravnoteze izmedu protutumorskdg imunoloSkog
odgovora i mehanizama imunoloSkog izbjegavanja. Upravo u tom kontekstu dobiva na vaznosti
analiza PD-L1, budu¢i da njegov izrazaj moze predstavljati adaptivni edgovor, tutnora na

aktiviranu imunolosku infiltraciju (114).

Istodobno, prisutnost angiogenih ¢imbenika, ukljucuju¢i VEGF, dedatne modulira mikrookoli$
stvarajuci uvjete hipoksije 1 vaskularne disfunkcije,.Sto'moze utjecatiina migraciju i funkciju
imunoloskih stanica. (115). Medutim, interakcijanizmedu imunoloske infiltracije, angiogene
aktivnosti i molekularnog podtipa nije bila linearna sto je vidljivo iz rezultata ovog istrazivanja.

Temeljem statistickih rezultata potvrdena je kompleksnost tumorske biologije.

Vazno je naglasiti da su ispitanici u ovom radupoekazali konzistentnost s peznatim klinickim
obrascima neoadjuvantnog dijeéenja. ([Procjena izrazaja PD-L1 i VEGF u mieijalnim core
biopsijama omogucila jesuvid u bazalni bioloski status tumora prije terapijskog utjecaja. Takav
pristup posebno je vazan jer pocetni molekularni i imunoloski ‘profil tumera odrazava

intrinzi¢nu biolegiju bolesti, neovisno o terapijski induciradim promjenama mikrookolisa.

Izrazaj PD-L1 u pocetnimuzorcima pokazujejasnu povezanost s molekularnim podtipom, $to
je usKkladu s poznatim bioloskim karakteristikama karcinoma dojke. Agresivniji podtipovi,
osobito trostruko negativni, karakterizirani_su vecom imunogenoescu, pove¢anom mutacijskom
opterecenoSéu 1 iztazenijom limfocitnom infiltracijom, Sto’ stvara uvjete za aktivaciju
adaptivnith mehanizama imunoloske regulacije. U tom kontekstu, izrazaj PD-L1 moze se
interpretirati kao odgovor tumora na pejacanu imunolosku aktivnost, odnosno kao mehanizam

imunoloskog izbjegavanja u prisutnosti aktiviranih T-limfocita.

Dodatno, PD-L1 evaluiran je metodom (Combined Positive Score) CPS, koja ukljucuje
pojavnost u tumorskim stanicama i pridruzenim imunoloskim stanicama. Takav nacin
evaluacije odrazava kompleksnost tumorskog mikrookoliSa 1 omogucuje cjelovitiju procjenu
imunoloske dinamike, ali istodobno otezava izravno usporedivanje s biomarkerima koji su

dominantno tumorske prirode (116, 117).
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Povezanost izmedu povisenog TIL i veceg izrazaja PD-L1 dodatno podupire koncept adaptivne
imunoloske rezistencije . Aktivirani limfociti luce interferon-y, koji moze inducirati ekspresiju
PD-L1 na tumorskim i stromalnim stanicama, ¢ime se uspostavlja povratna regulacijska petlja

izmedu imunoloskog odgovora i tumorske obrane (118).

Za razliku od PD-L1, VEGF primarno odrazava angiogeni poteneijal tumera i njegovu
sposobnost prilagodbe hipoksi¢énim uvjetima. Njegov izrazaj povezan je.s proliferacijskom
aktivnos$¢u, metabolickim zahtjevima tumora i formiranjem patoloske vaskularne mreze .
Povecana angiogena aktivnost osobito u rezidualnom tumeru, ocito je dopfinijela progresiji
bolesti, opstanku tumora ali i stvaranju imunoloski nepovoljnog mikrookoliSa kroz vaskularnu

disfunkciju i hipoksiju (119).

Moguée je da je izrazaj PD-L1 primarno voden simunoloSskom infiltracijom tumora i
citokinskom signalizacijom, dok je VEGF dominantno reguliran hipoksi¢nim i proliferacijskim
podrazajima za opstanak tumora i njegovu prilagodbu unato¢ provedenoj kemoterapiji. Takva
razlika u regulatornim mehanizmima‘ moze objasniti odsutnost statistiCkes korelacije,»ali

istodobno naglasava biolosku kempleksnosttumorskog mikrookelisa (120).

Neoadjuvantna terapija ne djeluje iskljucivo citotoksicno na tumorske stanice, vec predstavlja
snazan bioloski pritisak 'koji remodelira cjelokupni tumdrski mikrookoelis. Kemoterapijski
agensi, osim izravne citoredukcije, mogu inducirati imunogénu stani¢énu smrt, promijeniti
citokinski “profil “tumora te modulirati “angiogeni, i “imunoloski signalni krajolik
(124,122).Slijedom navedenog, analiza iZtazaja PD-L1, VEGF i razine TIL nakon terapije
pruza uvid u'adaptivne mehanizme tumora1 domacinova,odgovora te daje jasniju sliku zasto

tumoru petpunosti nije odgovorio na kemoterapiju (123).

S druge strane, smanjenje tumorske masei redukcija imunogeno aktivnog tkiva mogu rezultirati
padom ukupnog izrazaja PD-Llyu rezidualnom tumoru. Pad izrazaja PD-L1 nakon terapije,
zabiljezen u rezultatima ovog rada, upuéuje na to da VEGF i PD-L1 ne odraZavaju jednostavnu
linearnu dinamiku, ve¢ predstavljaju ravnotezu izmedu smanjenja tumorskog volumena i

aktivacije imunoloskog odgovora (124).

Tumor-infiltriraju¢i limfociti predstavljaju jedan od najvaznijih pokazatelja imunoloske
reaktivnosti tumora. Neoadjuvantna terapija oc¢igledno je povecala imunolosku infiltraciju kroz

oslobadanje neoantigena 1 pojacanu prezentaciju antigena dendriticnim stanicama. U
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agresivnijim podtipovima, osobito trostruko negativnom, takva dinamika moze biti izraZenija,

Sto je u skladu s ve¢om inherentnom imunogenoscu tih tumora (125,126).

Angiogeni sustav takoder je podlozan terapijski induciranim promjenama. Smanjenje tumorske
mase moze reducirati potrebu za intenzivhom angiogenezom, ali istodobno terapijski
inducirana hipoksija moze potaknuti kompenzatornu aktivaciju angiogenih signalnih puteva, u
smislu pojacane ekspresije nakon NAT. Takva adaptivna angiogenasreakcija moze pridonijeti

rezidualnoj bolesti i predstavljati mehanizam terapijske rezistencije (127, 128).

Ovo istraZivanje naglaSava da angiogena i imunoloSka adaptacija nisu bile sinkronizirane. Iz
rezultata rada moze se zakljuciti kako je imunoloska infiltracija bilaspotaknuta imunogenom
stanicnom smréu, angiogeni odgovor bio je pritharno reguliranhipoksijom i metaboli¢kim
stresom. Ova djelomi¢na neovisnost regulatornih os@vina moze objasniti odsutnost dosljedne

korelacije izmedu VEGF i1 PD-L1 nakon terapije (129).

Rezidualni tumor nakon neoadjuvantne térapijepredstavlja selektiranu populaciju stanica koje
su prezivjele terapijski pritisakaTakav tumor €esto pokazuje promijenjen fenotip, ukljucujuci
modifikacije imunoloske,interakcije i vaskularne arhitekture (130).:Dinamika PD-L1, VEGF i
TIL u tom kontekstu moZe odrazavati proces bioloske selekcije i1 adaptacije, a ne'samo izravni

terapijski uc¢inak (131).

Ovo istrazivanje potvrduje da razumijevanje tumerske biologije zahtijeva integraciju
morfoloskih, imunoloskih i molekularnih parametara te dinamicku analizu njihovih promjena
tijekom lijecenja. Rezultati doprinose boljem razumijevanju adaptivnih mehanizama karcinoma
dojke i predstavljaju temelj za buduca istrazivanja usmjerema na optimizaciju terapijskih

strategija 1 preciznije definiranje prognostic¢kih i prediktivnih biomarkera.

Prema rezultatima ovog istraZivanja jasno je sljedece:

e TIL i PD-L1 pokazuju bioloSku povezanost, osobito u imunogenijim podtipovima.

e VEGF ne slijedi isti obrazac, ve¢ odrazava primarno hipoksijski 1 proliferacijski status
tumora koji se odrzao nakon kemoterapije 1 endokrinoloske terapije kod Luminalnih
tumora, kao i HER 2 +.

o Izostanak korelacije izmedu VEGF 1 PD-L1 potvrduje da imunoloska i angiogena

osovina ne djeluju kao jedinstveni regulatorni sustav.
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Kada se promatraju zajedno, podaci iz tablica sugeriraju da se tumorski mikrookoli§ moze

opisati kroz dva paralelna regulatorna sustava:

1. Imunoloski sustav (TIL-PD-L1)
— povezan s imunogenosti podtipa, (tablica 10.2.) TNBC- P=<0,001
— odrazava adaptivnu imunolosku regulaciju
2. Angiogeni sustav (VEGF)
— povezan s hipoksijom, proliferacijom i prilagodbom opstanka unato€ terapiji

— djelomi¢no neovisan o imunoloskoj infiltraciji

11.1. Usporedba PD-L1 i VEGF u tumorskom tkivu karcinoma dojke prije i
nakon NAT

Glavni cilj ovog istrazivanja bio jeprocijéniti 1 usporediti izrazaj PD-L1 i VEGF u tumorskom
tkivu karcinoma dojke prijesZapecinjanja neoadjuvantne terapije i nakon njezina, zavrsetka u
rezidualnom tumoru, te utvrditi mijenja 1i se njihov obrazac izrazajapod utjecajem terapijskog
pritiska. Rezultati su pokazali da se oba biomarkera ponaSaju dinamiéno, ali ne‘identi¢no, §to
potvrduje da imunoloska regulacija 1 angiogeneza predstavljaju dvije bioloSki povezane, ali

funkcionalno neovisne osi tumorske biologije.

Na razini cijelesskupine bolesnica, nakon neoadjuvantneterapije zabiljezeno je statisticki
znacajno smanjenje veli¢ine tumora, $to potvrduje terapijskiu€inak, ali istodobno i1 znacajno
smanjenje vrijednosti PD-L1 te izraZzen pad udjela tumor infilfriraju¢ih limfocita. Smanjenje
PD-L1 nakon terapije, osobito izraZzeno u trostruko negativnom podtipu, moze se tumaciti kao
posljedica redukcije tumorske mase 1 promjene imunoloskog mikrookolisa. Budu¢i da je PD-
L1 Cesto induciran interferonskimsignalima u kontekstu aktivne imunoloske infiltracije, njegov
pad nakon terapije moze odrazavati smanjeni imunoloski podrazaj u rezidualnom tumoru ili
selekciju manje imunogeni¢nih tumorskih subklonova. Time se potvrduje da PD-LI nije

statican marker, ve¢ dinami¢na komponenta tumorskog mikrookolisa.

Za razliku od PD-L1, VEGF je pokazao razliit obrazac promjene. lako nije zabiljeZeno
univerzalno smanjenje njegovog izrazaja, raspodjela intenziteta VEGF-a znacajno se
promijenila nakon terapije, uz ¢es¢i jaci intenzitet u resekcijskim preparatima. Ovaj nalaz moze

odrazavati selekcijski uc¢inak neoadjuvantne terapije, pri ¢emu rezidualni tumor predstavlja
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bioloSki otporniju populaciju stanica, potencijalno obiljeZenu izraZzenijom angiogenom
aktivnoS¢u. Alternativno, promjena moze biti posljedica remodeliranja stromalnog i

vaskularnog mikrookoli$a u uvjetima terapijom inducirane hipoksije (132).

Kada se promatra ukupna dinamika oba biomarkera prije i nakon terapije, moze se zakljuciti da
neoadjuvantna terapija znacajno mijenja imunoloski i mikrookoli$ni profil tumora, ali te
promjene nisu uniformne niti linearne. PD-L1 i TIL pokazuju tendenciju padanja nakon
terapije. Ovakav obrazac sugerira da imunoloska komponenta tumora moze biti osjetljivija na
citotoksi¢nu terapiju, dok angiogeni potencijal moze ostati.ecuvan ili €ak relativno naglasen u
preostalom tumorskom tkivu, §to moZe ukazivati da je fumor.0stae ,,neuniSten upravo zbog

opstanka njegovog vaskularnog sustava (133).

U uparenoj analizi svih bolesnika, nakon NAT dolazi do:

e znacajnog smanjenja veli¢inedumaora (Tablica 10.9.; P < 0,001),

e znacajnog smanjenja PD-L1 (Tablica 10:94 P = 0,039),

e izrazenog smanjenjaTIk=a (Tablica 10.9.; P <0,001),

e promjene u raspodjeli intenziteta VEGF-a s ¢eS¢im najjacimyintenzitetom u resekciji

(Tablica 10.8.; P =10,031)

Kad se analiza razdvoji pe'podtipovima, vidljivo’je da je pad PD-Igl statisticki znacajan u
TNBC-u (Tablica 10.154 P = 0,003), dok @ luminalnim podtipovima razlika nije znaajna
(Tablica10.11-110.13.). To je bioloski smisleno: TNBC imanajvise pocetne PD-L1 vrijednosti

mikrookolisa uzrokovane kemoterapijom rezidualneg tumora.

Promjena VEGF-a u smjeru jaCeg intenziteta u resekciji moze se interpretirati kao adaptacija
na terapijski stres i hipoksiju, 'odnosno'kae selekcija tumorskih klonova koji bolje koriste
angiogene mehanizme za opstanak, (134). Takav nalaz je posebno vazan za raspravu jer
pokazuje da NAT ne djeluje samo citotoksi¢no, ve¢ remodelira 1 bioloSke putove u rezidualnom

tumoru koji je ,,prezivio“kemoterapiju i citostaticke cikluse lijecenja.
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11.2. Procjena razlike izraZzaja PD-L1 i VEGF u pojedinim podtipovima

karcinoma dojke

U ovoj studiji uo€ene su jasne i ocekivane bioloske razlike izmedu molekularnih podtipova veé
na inicijalnoj core biopsiji, Sto potvrduje reprezentativnost uzorka i ispraynost stratifikacije
bolesnica. Trostruko negativni (TNBC) podtip pokazao je najvisi medijan PD-L1, uz statisticki
znacajnu razliku u odnosu na luminalne podtipove (P < 0,001). S druge strane, VEGF
(intenzitet) takoder se razlikovao medu podtipovima (P = 0,008), pri cemu je najslabiji
intenzitet najcesce zabiljezen u luminal B/HER2-pozitivnom podtipu, dok sutimjereni i najjaci
intenzitet bili u€estaliji u luminalnom B i TNBC podtipu! Ovaj.obrazac upucéuje na heterogenost
angiogenog pogona izmedu bioloskih skupina tumora. Dodatno, podtipovi su se znacajno
razlikovali po proliferacijskoj aktivnosti: Ki-67 je bionajvisi u TNBC (P < 0,001), §to podupire
agresivniji bioloski profil TNBC-a i daje kontekst poviSenom PD-L1 (visi promet tumorskih

stanica, ve¢i neoantigenski teret i jaCidtupalni signal).

Zakljucno, rezultati pokazuju da se PDAL1 i VEGF ponasaju razlicito u razlicitim podtipovima,
pri ¢emu je PD-L1 najizraZeniji u TNBC-uydok VEGF intenzitet pokazuje podtipnospécifican
obrazac s relativno slabijim intenzitétom u luminal B/HER2-pozitivnojiskupini. Time se
potvrduje da se imunoleska tegulacija (PD-L1) i angiogeneza (VEGF) ne moraju paralelno
mijenjdti unutar istogibioloskog okvira, nego mogtypredstavljatidvije djelomi¢no neovisne osi

tumorske biologije.

U [Tablici 10.1."uoc¢ava se znacajna razlika,u histoeloSkom: gradusu medu podtipovima (P =
0,004), pri cemu TNBC ces¢e pokazuje visi gradus (IIL), $to je konzistentno s njegovom
agresivnijom morfologijom i ve¢om proliferacijom(Ki-67). Ovaj nalaz je vazan jer gradus
moze biti konfuzor u analizama biomarkera: tumori viSeg gradusa ¢eS¢e imaju hipoksiju,
nekrozu i remodeliranje strome, Sto ‘posredno moze utjecati na VEGF 1 imunolosku

mikrookolinu.

U Tablici 10.3. status limfnih ¢vorova (N klasifikacija) razlikovao se medu podtipovima (P =
0,047), pri ¢emu je luminal B/HER2-pozitivna skupina imala ve¢i udio N1. Ovaj podatak je
interpretacijski relevantan u kasnijim analizama prediktora odgovora na neoadjuvantnu
terapiju. Pozitivnost limfnih ¢vorova zahvacenih tumorom moZe odraZavati vecu biolosku
invazivnost ili dulje trajanje bolesti prije dijagnoze, te utjecati na vjerojatnost postizanja

povoljnog terapijskog odgovora neovisno o biomarkerima. Istovremeno, Cinjenica da se T
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klasifikacija nije znacajno razlikovala medu podtipovima (P = 0,183) sugerira da se razlike u N

statusu ne mogu jednostavno pripisati ve¢oj primarnoj tumorskoj masi u jednoj skupini.

Histoloski tip takoder pokazuje razliku: NOS invazivni tip ( Not Otherwise Specified), tip
tumora koji ne pripada nekoj specificno definiranoj histoloSkoj podskupini, bio je rjedi u
luminal B/HER2-pozitivnoj skupini (P = 0,028), Sto moZe odrazavatihistoloSku heterogenost
HER2-pozitivnih tumora 1 potencijalno utjecati na mikrookolinuw™1 izrazaj biomarkera,
ukljucujuéi VEGF. Medutim, u ovoj fazi vazno je zadrzati oprez, 1ako su ove razlike statisticki
znacajne, klinicka relevantnost ovisi o ucestalosti pojedinihstipova iynjihovoj raspodjeli po

ostalim parametrima (gradus, N status, terapijski protokoli).

11.3. Povezanost izrazaja PD-L1 i VEGF s imunefenotipskim karakteristikama

tumora

Rezultati ove studije upucuju na shazan imunofenotipski kontekst, podtipova: TNBC,
oc¢ekivano, ima ER/PR = 0, te najvisi Ki=67 (Tablica 10.2.), i ujedno najvisi PD=Ll« Takav
“sklop” nalaza u skladu je s, konceptomyda tumori viSeg proliferacijskog indeksa,i agresivnijeg

fenotipa CeSce nos€ izrazenije imunoloske mehanizme izbjegavanja,(npr. PD-L1).

S druge strane, izostanak prognosticke/prediktivne uloge PD-L1 u modelima odgovora na
terapiju_(Tablice 10.16:, 10.19.) naglaSava da je imunefenotip tumora viSedimenzionalan:
mjerenje PD-LI"samo po sebi ne mora odrazavati kompleksnost imunoloske reaktivnosti niti

jaméiti bolji 1li losiji patoloski odgovor u svim pedtipovima.

U predterapijskim uzorcima (core biopsija) vrijednosti PD-L1 znacajno su se razlikovale
izmedu podtipova, pri ¢emu,je najviSiymedijan PD-L1 zabiljeZen u trostruko negativnom
podtipu (Tablica 10.2.; P < 0,001). Ovaj nalaz je u skladu s op¢im bioloSkim obrascem TNBC-
a, koji ¢esce pokazuje izrazeniju imunolosku aktivnost i imunoloske kontrolne mehanizme, dok

su luminalni podtipovi u pravilu “imunoloski tisi”.

Istodobno, trostruko negativni tumori u ovom istrazivanju pokazuju i druga obiljeZja bioloske
agresivnosti: ¢esS¢i gradus III (Tablica 10.1.; P =0,004) te visi Ki-67 (Tablica 10.2.; P <0,001).
Time PD-L1 u rezultatima stoji uz fenotip koji je proliferativniji 1 histoloski nepovoljniji, iako

sam PD-L1 nije pokazao prediktivnost za odgovor na NAT.
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Udio TIL-ova nije se razlikovao medu podtipovima u predterapijskim uzorcima (Tablica 10.2.;
P =0,923), a nije se razlikovao ni nakon resekcije (Tablica 10.5.; P = 0,667). Drugim rije¢ima,
medu ispitanicima ovog rada PD-L1 se razlikuje po podtipovima, dok TIL ne, §to upucuje da
PD-L1 ovdje ne odrazava jednostavno “vise limfocita = viSe PD-L1”, nego je vjerojatnije da je
pod utjecajem podtip-specificne biologije tumora i mikrookoli$a (npi. intrinZi€ne signalizacije,

citokinskih poticaja, hipoksije, heterogenosti uzorka).
U uparenoj analizi svih bolesnika, nakon NAT dolazi do:

e smanjenja veli¢ine tumora,
e znacajnog snizenja PD-L1 (Tablica 10.9.; P =.0,039)4
e znacajnog smanjenja TIL (Tablica 10.9.; £ <0,001).

Kada se analiza razdvoji po podtipovima, najkonzistentniji obrazac “imunoloskog pada” vidi
se u trostruko negativnoj skupini, gdje je nakon NAT zabiljezeno znac¢ajno smanjenje,i PD-L1
(Tablica 10.15.; P=10,003) 1 TIL (Tablica 10.15.5P< 0,001), uz o¢ekivano smanjenje tumorske
veli¢ine. U luminalnim podtipovima, 1ako se TIL smanjuje, PD-L1 s¢ ne mijenja znacajno
(Tablice 10.11. i 10.13»). Ovo je wazno naglasiti jer pokazujenda terapija u razlicitim
podtipovima mozZe. . remodelirati mikrookoli§ razli¢itim _intenzitetom 1 u razliitim

komponentama/

VEGF intenzitet se znacajno razlikovao medu podtipovima na eore biopsiji (Tablical0.3.; P =
0,008). Najuocljiviji obrazac je da je najslabiji VEGF intenzitet bio znacajno ¢es$¢i u Luminal
B/HER2-pozitivnom ypodtipu, dok su umjereni i najjaci intenzitet bili zastupljeniji u
luminalnomdB i trostruko negativnom podtipu. Time VEGF u ovim rezultatima takoder “prati”
bioloski aktivnije ili barem angiogeno,potentnije fenotipove, ali na na¢in koji nije identi¢an PD-

L1 profilu.

U uparenoj analizi svih bolesnika, raspodjela VEGF intenziteta se nakon NAT znacajno mijenja
(Tablica 10.8.; P = 0,031/0,033), uz ¢eS¢u pojavnost najjaceg intenziteta pri resekciji. To je
klini¢ki 1 bioloski interpretabilno kao terapijom inducirana selekcija rezidualnih klonova i/ili
adaptivni porast angiogenih signala u rezidualnom tumoru i stromi. Premda se VEGF pomice
prema jacem intenzitetu nakon NAT, taj pomak nije nuzno prediktivan za RCB, §to je u skladu

s daljnjim analizama ovog rada.
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Kada se imunofenotipski nalazi integriraju s klinicko-patoloskim obiljezjima, u istrazivanju ove

populacije oblikuju se dva stabilna zakljucka:

1. PD-LI je podtip-ovisno povisen (najvise u TNBC), paralelno s vis§im Ki-67 1 ve¢im
udjelom tumora viseg gradusa, ali nije samostalno povezan s RCB-om. Time PD-L1 u
rezultatima viSe odrazava bioloski “agresivniji/aktivniji” fenotip, nego prediktivni
marker odgovora na standardnu NAT.

2. VEGF pokazuje podtip-specifi¢nu raspodjelu prije terapije 1 pomak prema jacem
intenzitetu nakon NAT, ali bez jasne povezanosti s RCB-om; jedini konzistentniji
“bioloski signal” u rezultatima analiza je negativna veza VEGF-a s rezidualnom

celularno$¢u u luminalnom B.

11.4. Povezanost izrazaja VEGF i PD-L1 s TIL

Na core biopsiji udio TIL-a aije;se znacajno razlikovao medu podtipovima (Tablica 10.2.;P =
0,923), iako je medijan, bio najvisi,u TNBC-u. Ovakav nalaz'moze biti posljedica velike
varijabilnosti TIL-a unutarpodtipova, ali i metodoloskih ¢cimbenika poput heterogenosti tumora

1 ograni¢enja uzdrka core'biopsije koja je fizicki veli¢ine promjera biopticke,igle.

Kljucno je da se nakon terapije uocava znacajan pad TIL-a u cijeloj skupini (Tablica 10.9.; P <
0,00d)5ito konzistentno 1 unutar pojedinih podtipova (Tablice 10.11., 10.13., 10.15.; svugdje
P < 0,001). Takav malaz je bioloski smislen: neoadjuvantnayterapija mijenja mikrookolis,
reducira tumorsku imasu 1 moze dovesti do “imunoloskog smirivanja” rezidualne lezije,
odnosno do smanjenja upalnog infiltrata u preostalom tumorskom tkivu. Uz to, rezidualni tumor
moze predstavljati selektiranu populaciju stanica koja je otpornija i manje imunogena, $to

dodatno moze pridonijeti nizim FIL vrijednostima.

Vazan je i podatak da se PD-L1 smanjuje nakon terapije u ukupnoj skupini (Tablica 10.9.; P =
0,039), au TNBC-u posebno (Tablica 10.15.; P =0,003). To indirektno podrzava ideju da PD-
L1 1 TIL, iako konceptualno povezani u okviru tumorske imunobiologije, ne moraju uvijek
pokazivati stabilan paralelni obrazac nakon terapijskih intervencija: terapija moze istodobno
reducirati tumorski antigeni teret, mijenjati citokinski milje 1 smanjiti potrebu za ekspresijom

PD-L1 kao adaptivhog mehanizma
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Ovakav obrazac je vazan jer pokazuje da se u ispitanicima ove studije povisen PD-L1 ne ponasa
kao jednostavan odraz veceg limfocitnog infiltrata, barem kada se TIL kvantificira globalno
(stromalni/ukupni TIL) i usporeduje medu podtipovima. Drugim rije¢ima, iako se PD-L1 ¢esto
interpretira kao marker “imunoloski aktivnijeg” mikrookoliSa, rezultat upucujenda njegova
ekspresija moze biti pod snaznim utjecajem intrinzi¢ne biologije podtipa i drugih régulatornih
¢imbenika (npr. citokinski poticaji, interferonska signalizacija, hipoksija,heterogenost tumora),

a ne iskljucivo koli¢ine TIL-ova.

U uparenoj analizi svih bolesnika, nakon NAT zabiljeZeno je:

e znacajno snizenje PD-L1 (Tablica 10.9.; P =0,039)
e znacajno snizenje TIL (Tablica 10.9.; P <0,001)

U luminalnim podtipovima, iako se TIL nakon terapije smanjuje (Tablice 5.11.1 5.13.; P <
0,001), PD-L1 ne pokazuje statisticki znac¢ajnu promjenu (P = 0,145 i P = 0,163). To,sugerira
da se u luminalnim tumorima PD-Ll manje “kreé¢e” s terapijom 1 manje pratiop¢i pad infiltrata,

dok je u TNBC izraZenija tefapijski inducirana promjena u oba parametra.

TIL u ovom istrazivanju ne razlikuju se’znac¢ajno medu podtipovima niprije ni'niakon terapije,
dok se VEGF intenzitet mijenja (medu podtipovima na core biopsiji)i,dodatno se pomice prema
jacemfntenzitetu nakon NAT u ukupnoj skupini (Tablica 10.8.;znacajha promjena raspodjele

VEGF).

Klinicko-bioloski, VEGF mozZe se interpretitati kao dio angiogenog i hipoksijskog odgovora
koji €esto ide uz imunosupresivno okruzenje, pa se 1 mnogim modelima ocekuje slabija
ucinkovitest ili funkcionalna kompetencija infiltrata (135). Medutim, ovo istrazivanje ne
pokazuje jednostavnu kvantitativnu vezu “vise VEGF = manje TIL” na razini podtipova (jer
TIL ne pokazuje razlike), nego vise upu¢uyjuda VEGF odrazava angiogenu adaptaciju (posebno

nakon NAT), dok je TIL dinamicki iiterapijski osjetljiv, ali ne podtipno diverzificiran.

11.5. Usporedba izrazaja PD-L1 i VEGF s ostalim klini¢ko-patoloSkim

karakteristikama pacijenata i tumora

Raspodjela klini¢ko-patoloskih obiljezja potvrduje tipi¢ne razlike izmedu podtipova: TNBC je

ces¢e viseg gradusa (Tablica 10.1.), a luminal B/HER2-pozitivni podtip pokazuje veci udio
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pozitivnih limfnih ¢vorova (N1) ve¢ na pocetnoj procjeni (Tablica 10.3.; P = 0,047). Takve
razlike su vazne jer mogu djelovati kao konfuzori u interpretaciji biomarkera: primjerice, veca
nodalna zahvacdenost moze biti povezana s veéim ukupnim tumorskim optere¢enjem ili

bioloskom invazivnosSc¢u, neovisno o PD-L1 ili VEGF.

Usporedba core biopsije 1 resekcije u cijeloj skupini pokazuje promjene koje su u skladu s
o¢ekivanim ucincima neoadjuvantne terapije: znacajno smanjenjesveliCine tumerad(Tablica
10.9.; P < 0,001), uz promjene u patohistoloskim obiljezjima poput €eSce zabiljezene
limfovaskularne invazije u resekcijskom preparatu (Tablicas10.8.). Povecana detekcija LVI u
resekciji moze odrazavati vecu reprezentativnost operativnog preparata u odnosu na core
biopsiju, ali i definitivno promijenjenu morfologijufezidualne bolesti nakon terapije koja joj je

osigurala opstanak (136).

e PD-L1 se povezuje s bioloski agresivnijim podtipom (TNBC), ali nije prediktor,terapijskog
odgovora niti volumetrijskog opterecenja tumora (137).

o VEGF pokazuje terapijski induciranu adaptaciju (porast intenziteta nakomy\NAT), ali bez
jasne povezanosti s klini€kimishodom,esim podtip-specificne negativne veze srezidalnom

celularno$¢éu u Luminal B.

11.6. Kvantificirani izrazaj PD-L1 i VEGF prijei nakon NAT

Na razini cijele ‘skupine ispitanika nakon ficoadjuvantne ‘terapije registrirane su znacajne
promjene u tumorskom i mikrookoliSnom profilussmanjenje tumorske veli¢ine, smanjenje PD-
L1 te zna¢ajno smanjenje TIL-a (Tablica 10.9.).“U podtipnoj analizi, pad PD-L1 nije bio
univerzalan: u luminalnim skupinama promjena PD-L1 nije dosegnula statisticku znacajnost
(Tablice 10.11. 1 10.13.), dokje,u TNBC-upad bio izraZen i zna€ajan (Tablica 10.15.). To je

.....

1 da se njegov izrazaj moze osjetljivije mijenjati nakon terapijskog pritiska.

Za VEGF se u ukupnoj skupini pokazala promjena raspodjele intenziteta prema jacem
intenzitetu u resekciji (Tablica 10.8.; P = 0,031). Ovo se moZe tumaciti na nekoliko nacina:
rezidualni tumor mozZe biti selekcioniran prema fenotipu otpornijem na terapiju, potencijalno s

izrazenijim angiogenim signalom, ili se radi o promjeni uvjetovanoj remodeliranjem ostatka
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tumora 1 hipoksijskim mikrookoliSem u preostaloj leziji. Upravo zato je kod VEGF-a posebno

vazno interpretirati rezultat u kontekstu rezidualne celularnosti i histoloskih obiljezja.

11.7. Usporedeni izrazaj PD-L1 i VEGF s verificiranim RCB scorom

U ovoj analizi RCB raspodjela bila je slicna medu podtipovima (Fablica 10.6.;'P'=10,369), a
najcesci je bio RCB-II. To znaci da se “grubi” patoloski odgovor u ovom uzorku nije znacajno
razlikovao po podtipu, Sto je vazno jer smanjuje rizik da‘su halazi biematkera jednostavno

refleks podtipne raspodjele odgovora.

Klju¢ni nalazi vezani uz odgovor na terapiju upucuju na tonda je pocetna veli¢ina tumora

najkonzistentniji prediktor loSijeg odgovora:

e u korelacijama je veli¢ina gumora pozitivno povezana s rezidualnom celularno$¢u
(Tablica 10.16.; Rho = 0,326; P £0,001),

e u bivarijatnoj logisti¢koj regresiji.veca veli¢ina tumora znacajno povecavawjerojatnost
losijeg odgovora(RCB II/IIT) (Tablica 10.19.; OR = 2,60; P =.0,038),

e ROC analizapotvrduje,umjerenu diskriminacijsku sposebnost veliCine tumora (Tablica
10.20.; AUC =40,705; P'=0,001) uz visoku specifiénost (100 %) natocki > 2,6 cm, ali
uz mizu ‘osjetljivost (45 %), $to znaci da jesveca pocetna yeli¢ina dobar “rule-in”
indikator losijeg odgovora, dok manji tumeri ne jamce dobar odgovor.

s Spearmanova korelacija pokazuje da nitt jedna od analiziranih varijabli (ukljucujuci PD-
L1, TIL i VEGF) nije znacajno korelirala's RCBu ukupnoj skupini niti po podtipovima
(Tablica 10.16.).

e U analizi varijabli prema RCBiskupinama, PD-L1 i1 TIL nisu se znacajno razlikovali
izmedu RCB-V/IVIII (Tablica 10:17), niti se raspodjela VEGF intenziteta razlikovala
medu RCB skupinama (Tablica 10.18.).

Nasuprot tome, PD-L1, TIL 1 VEGF nisu pokazali zna¢ajnu povezanost s RCB klasifikacijom
niti u korelacijama (Tablica 10.16.) niti u usporedbi medijana po RCB skupinama (Tablica

10.17.), kao ni u logisti¢koj regresiji (Tablica 10.19.).

Vrijedan je i podtipno-specifican nalaz: u luminalnom B podtipu VEGF pokazuje negativnu
povezanost s rezidualnom celularnos¢u (Tablica 10.16.; Rho =-0,444; P =0,01). [ako se ovakav

114



smjer na prvi pogled moze Ciniti kontraintuitivnim (jer VEGF cesto povezujemo s
agresivno$¢u), on moze odrazavati ¢injenicu da VEGF u luminalnim tumorima ne mora biti
isklju¢ivo marker agresije, nego i indikator stromalno-angiogenog remodeliranja koji je
razli¢ito povezan s efektom terapije. Upravo zato ovakav nalaz zasluZuje interpretaciju kao

potencijalno podtipno-specifi¢an fenomen.

S druge strane, veli¢ina tumora se pokazala kao najstabilniji i klinicki"najsmisleniji prediktor:
vecéa preterapijska veli¢ina tumora bila je povezana sa slabijim odgovorom (Tablica 10.17.; P
=0,022), znacajno je predvidala los odgovor i u logistickoj regresiji (Tablica 10.19.; OR =2,60;
P =0,038), te je ROC analizom pokazala umjerenu diskriminativawsposobnost (AUC = 0,705;
grani¢na vrijednost > 2,6 cm uz 100% specifi¢nost,ali nizu/osjetljivost) (Tablica 10.20.). Ovaj
skup nalaza jasno definira klinicku poruku: u ovom istrazivanju, “klasi¢ni” morfometrijski

parametar (veli¢ina tumora) nadmasuje imunobioloSke markere u predikciji RCB-a.

11.8. Odnos izmedu izrazaja PD-L1 i VEGF prije i nakon NAT u rezidualnom

tumoru u odnosu naakupan ished lijeCenja

Ishod lijecenja jasno se razlikowao medu podtipovima. Smiftnt ished bio je znacajno ¢es¢i u
TNBC skupini (Tablica 106.; P = 0,012), a analiza ukupnog prezivljenja pokazala je izrazito
nepovoljnu 0s u TNBC-u'(Tablica 10.7.; log=rank P*<:0,001),,uz medijan prezivljenja od 31
mjesec, dok u luminalnim skupinama medijan nijjesdosegnut. To potvrduje poznatu klinicku

realnost TNBC-a kaoypodtipa s ve¢im rizikom ranog recidiva 1 smrtnog ishoda.

U kontekstu biomarkera, u TNBC-u je istodobno zabiljezen znacajan pad PD-L1 i TIL nakon
terapije (Tablica 10.15.). Cinjenica da,TNBC ima i najvi§u poéetnu PD-L1 vrijednost, ali
najlosiji ishod, podrzava koneept da PD-L1, u ovoj kohorti vjerojatnije reflektira mehanizam
imunoloskog izbjegavanja i agresivaiju biologiju nego protektivni imunoloski fenomen. Sli¢no,
promjena VEGF distribucije prema jaCem intenzitetu u resekciji (Tablica 10.8.) moze biti
kompatibilna s idejom rezidualne bolesti kao bioloski selektirane, potencijalno otpornije

populacije, Sto bi u Sirem smislu moglo biti relevantno za dugorocni ishod, ali za ¢vrst zakljucak

potreban je model koji izravno povezuje promjene biomarkera s prezivljenjem.

NajviSa stopa prezivljenja zabiljezena je u luminal B/HER2-pozitivnom podtipu, dok je

trostruko negativni podtip pokazao najnepovoljniji ishod, uz znacajno kra¢i medijan
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prezivljenja i najvisi udio smrtnih ishoda. Log-rank test potvrdio je znacajnu razliku u Kaplan—
Meierovim krivuljama ukupnog prezivljenja medu podtipovima (P < 0,001), ¢ime se dodatno

potvrduje snazna prognosti¢ka vrijednost molekularne klasifikacije karcinoma dojke.

S druge strane, luminal B/HER2-pozitivni podtip pokazao je najbolji ukupni ishod, Sto je
vjerojatno posljedica dostupnosti ciljanog anti-HER2 lijecenja 1 0sjetljivostit na sustavnu
terapiju. lako je u toj skupini zabiljeZena visa ucestalost pozitivnosti limfnih.¢vorova, digorocni
ishod bio je povoljniji nego u ostalim skupinama, $to potvrduje vaznost terapijskih moguénosti

u moduliranju prirodnog tijeka bolesti.

Vazno je istaknuti da u ovoj kohorti PD-L1 i VEGE nisu pokazali jasnu 1 statisticki znacajnu
povezanost s ukupnim prezivljenjem. Unato¢ pfomjenama u izfazaju nakon neoadjuvantne
terapije, njihova ekspresija nije se pokazala neovisnim prognostickim ¢imbenikom dugoro¢nog
ishoda. Time se potvrduje da molekularni podtip ostaje dominantni prognosticki okvir, dok
pojedinac¢ni biomarkeri imunoloské regulacije i1 angiogeneze, barem u ovom uzorku i uz

koristenu metodologiju, nemaju samostalnu prognosticku snagu (138).

Usporedba nalaza prijeqsil nakon ‘neoadjuvantne terapije pokazala je da terapijski pritisak
znacajno mijenja tumorski1 mikrookolisni profil (139). Na razini cijele skupine zabiljeZeno je
o¢ekivano smanjenje veliCine tumora, ali 1 znacajan pad/PD-L1 te izrazen pad TIL-a. Ovi
rezultati upucujuna’ to da citotoksicna terapija ne djelujeiskljucivo na tumorsku masu, nego
istodobno modulira imunoloski mikrookolis. Smanjenje TIL-anaken terapije moze se objasniti
reduikcijom antigenskog podrazaja, promjenom citokinskogimiljea i selekcijom rezidualnih

tumorskih klonova koji su manje imunogent 1li etporniji ha imunelosku eliminaciju (140).

1. PD-L1 je podtipno uvjetovami najvisi u TNBC-u (core biopsija).

2. NAT dovodi do znacajnog padayTIL-a i pada PD-L1 (najizraZzenije u TNBC-u), uz
promjenu VEGF distribugije u smjeru jaceg intenziteta u rezidualnom tumoru.

3. PD-L1/VEGF/TIL u preterapijskom uzorku nisu prediktori RCB-a, dok je veli¢ina
tumora najkonzistentniji prediktor losijeg odgovora (OR 2,60; AUC 0,705; cutoff 2,6
cm).

4. Prezivljenje je najlosije u TNBC-u, Sto potvrduje prognosticku tezinu podtipa i daje

kontekst za interpretaciju bioloSkih markera.
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11.9. Konceptualni okvir istraZivanja

Polazna hipoteza pretpostavljala je kako ¢e poviseni izrazaj VEGF-a i PD-L1 prije NAT biti
povezan s loSijim terapijskim odgovorom, nizom stopom patoloskog odgovora te da ¢e se
njihov izrazaj smanjiti nakon terapije uz pozitivnu korelaciju s TIL-om. Dobiveni rezultati
pokazali su da su PD-L1 i VEGF doista bioloski aktivni i terapijski:modulirani§ ali da njithov

odnos s odgovorom na terapiju i s TIL-om nije linearan niti univerzalno prediktivan.

U TNBC podtipu, gdje je smanjenje PD-L1 bilo izraZenije, ovaj, nalaz moze odrazavati
inicijalno viSu imunogenost tumora i vecu osjetljivost imtinoloSkiaktivnih’klonova na terapiju

(141).

Za razliku od PD-L1, VEGF nije pokazao uniformmo smanjenje, ve¢ promjenu raspodjele
intenziteta izrazaja. To potvrduje da angiogeneza nije pasivni pratilac tumorske mase, nego

relativno autonomni bioloski proces (142).

VEGEF je centralni medijator angiogenéze, ali i regulator:

o vaskularne permeabilnosti,
e hipoksijskogiedgovora;

e _interakcije endotela i imunoloskih stanica.
Njegova perzistencij@wtezidualnom tumoru moze zna€iti:

Ocuvani angiogeni potencijal preziyjelih klonova.
Adaptaciju tamora na hipoksi¢ne uvjete nakon terapije.

Aktivaciju alternativnih preangiogenih putova.

hamn Sl <

Jedan je od bitnih elemenata opstanka bioloski otpornog tumora na kemoterapiju.

Zanimljivo je da je TNBC pokazao.Vec¢i udio jakog VEGF izrazaja, ali bez povecane
multifokalnosti. To sugerira da angiogeneza u ovom podtipu viSe doprinosi invazivnosti i

potencijalu sistemske diseminacije nego intramamarnoj disperziji.

Unato¢ bioloskoj logici, poviseni VEGF 1 PD-L1 prije NAT nisu pokazali snaznu 1 stabilnu
povezanost s losijim odgovorom (RCB II/III).
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TNBC, luminalni B i HER2-pozitivni podtipovi imaju razli¢itu:

o proliferacijsku aktivnost,
e imunogenost,
e angiogeni profil,

e osjetljivost na kemoterapiju.

Biomarker koji ima prediktivnu vrijednost u jednom podtipu ne mora mmati istu snagu u

drugom.

U smislu intratumorske heterogenosti core biopsija predstavlja ograni¢eni presjek tumora.
Rezidualni tumor nakon NAT moze predstavljati selektiranu subpopulaciju stanica s drugacijim

bioloSkim profilom (143, 144).

1. TIL se procjenjuje u stromi, deK'seé:PD-L1 i VEGF procjenjuju u tumorskim
stanicama.

2. VEGF moZe doprinositi:imunosupresivnom mikrookruzenju.

3. PD-LI moze biti.induciran neovisne o ukupnom broju TIL,,ovisno o funkcionalnom

statusu infiltrata (145).

Drugim rijeima, angiogeno-imunoloska os postoji, ali’ njezina manifestacija u klinickim

uzorcimaije jednostavna/mi linearna.

Lumminalni tumori pokazali su ve¢u multifokalfiost, §to,se moze povezati s duljim subklinickim
razvojem 1 intraduktalnim Sirenjem, dok TNBC pokazuje brzi, kompaktniji rast i raniju

sistemskurdiseminaciju (146, 147).

Sli€an smjer nalaza opisan je.u tri studije koje nisu provodile uparenu analizu biomarkera u
istih bolesnica prije i nakon neoadjuvantne terapije, ali su ipak pokazale da NAT moze znacajno
modulirati imunolosko-angiogeni profil tumora. Pelekanou i sur. (148) su u rezidualnim
tumorima nakon neoadjuvantne kemoterapije zabiljezili znac¢ajno smanjenje ekspresije PD-L1
u tumorskim 1 imunoloskim stanicama, pri ¢emu promjene PD-L1 nisu bile nuZzno paralelne
promjenama udjela TIL-ova, $to upucuje na djelomicno neovisnu regulaciju ovih parametara.
Grandal i sur. (149) u skupini bolesnica s trostruko negativnim karcinomom dojke (TNBC)
opisali su heterogenost PD-L1 nakon NAT; u vecine je ekspresija bila sniZzena u rezidualnoj

bolesti, dok je perzistentna PD-L1 pozitivnost bila povezana s agresivnijim obiljezjima
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rezidualnog tumora. Nadalje, Wang 1 sur. (150) su pokazali da se VEGF tijekom neoadjuvantne
kemoterapije dinamicki mijenja; viSe razine VEGF bile su povezane s loSijim terapijskim
odgovorom, §to moze odrazavati pojacanu angiogenu aktivaciju i adaptacijski odgovor
rezidualnog tumora. Zajedno, ovi nalazi podupiru interpretaciju da NAT mezesdovesti do
smanjenja PD-L1 u rezidualnoj bolesti, uz zadrzavanje bioloske heterogenosti, te da angiogeni
signalni putovi (npr. VEGF) mogu ostati aktivni ili se reaktivirati, ne nuzno u lingarnom'odnosu

s imunoloskim infiltratom.

12. Sazeti protokol NAT prema molekularnom podtipu

Ovo je sazeti pregled protokola, naj¢esce korisStenih'meoadjuvantnih pristupa u ranom 1 lokalno
uznapredovalom karcinomu dojke. Kon¢ni odabir rezima ovisi o stadiju bolesti, veli¢ini
tumora, statusu limfnih ¢vorova, dobi, komorbiditetima, menopauzalnom statusuy, srcanoj

funkciji i procjeni multidisciplinarnog tima (151)q

12.1. Luminal B (HER2 'negativni) karcinom dojke

Luminal B/HER2 négativai tumori su hormonski’ receptor pezitivniy uz visi proliferacijski
indeks 1 bioleski agresivaitje ponaSanje od luminal A podtipa:,, Kod tumora koji zahtijevaju
preeperativno smanjenje volumena ili kod kojih se odluka‘osustavnom lije€enju moze donijeti
bez  dodatnili | kirurSkih podataka, najce§éense primjenjuje neoadjuvantna kemoterapija

temeljena na'Antraciklinu i Taksanu (151, 152).

Tipicni slijed lijecenja ukljucuje 4 ciklusa protokola Adriamycin + Ciklofosfamid (citostatici),
nakon Cega slijedi Taksan (citostatik), tjednokroz 12 aplikacija ili Docetaksel (citostatik), svaka
3 tjedna kroz 4 ciklusa. Ukupno trajanjeje priblizno 4 — 6 mjeseci (153).

U postmenopauzalnih bolesnica s izrazito hormonski ovisnim tumorima, moze se razmotriti
neoadjuvantna endokrina terapija aromataznim inhibitorom Letrozol, Anastrozol ili

Eksemestan (endokrina terapija), najcesc¢e kroz 4—6 mjeseci (153, 154).

Nakon operacije slijedi adjuvantna endokrina terapija prema hormonskom statusu 1 ukupnom

riziku bolesti (155).
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12.2. Luminal B / HER?2 pozitivni karcinom dojke

Kod Luminalnog B /HER2 pozitivnog podtipa standard je kombinacija kemoterapije i anti-
HER?2 terapije u neoadjuvantnom pristupu, osobito kod pozitivnih limfnih ¢vorova aksile ili

visokorizi¢ne bolesti negativnih limfnih ¢vorova (154, 155).

Cesto koristen rezim je Docetaksel (kemoterapeutik) + Karboplatin (platinski citostatik) +
Trastuzumab (monoklonsko protutijelo za HER2) + Pertuzumab (monoklonsko protutijelo za

HER2), svaka 3 tjedna kroz 6 ciklusa (154, 156).

Anti-HER2 terapija se nakon operacije nastavlja do ukupno jedne godine. Ako je nakon
neoadjuvantnog lijeCenja prisutna rezidualna invazivna bolest, standardni postneoadjuvantni
pristup je Trastuzumab koji djeluje selektivno na' HER2+ stanice, svaka tri tjedna kroz 14

ciklusa (154, 155, 156).

Buduc¢i da je rije¢ o hormonski receptor pozitivhom tumoru, nakon zavrSetka lokalnog lijecenja

indicirana je 1 adjuvantna endokrina terapija (156).

12.3. Trostrukonegativni karcinom dojke (TNBC)

citotoksi¢nu terapiju. Kod stadija II-1II neoadjuvantna terapija je standardni pristup.

Najces¢e s€. primjenjuje sekvenca « Taksan “(citostatik) + Platina, a =zatim
Antraciklin/Ciklofosfamid (citostatici), kroz "4 ciklusa. Pembrolizumab (monoklonsko

protutijelo protiv PD-1 receptora), kod PD-L1 pozitivnih tumora. (157).

120



Tablica 27. Terapijski pristupi u neoadjuvantnom (NAT) i adjuvantnom lije¢enju

karcinoma dojke prema molekularnom podtipu

Molekularni podtip

Neoadjuvantni
terapijski pristup
(NAT)

Standardni terapijski
rezimi

Adjuvantno lijecenje

Luminal B (HER2-

Kemoterapija temeljena

Doksorubicin +

Adjuvantna endokrina

negativan) na antraciklinima i Ciklofosfamid (4 terapija (aromatazni
taksanima; u odabranih ciklusa) — Paklitaksel | inhibitor1 ili
postmenopauzalnih tjedno (12 ciklusa);ili | tamoksifen)
bolesnica moguca Docetaksel.svaka 3
endokrina terapija tjedna (4 ciklusa);
alternativno
aremataznidnhibitor
4-6 mjeseci
Luminal B / HER2- Kemoterapija uz dualnu | Docetaksel + Nastaviti anti-HER2
pozitivan anti-HER2 blokadu Karboplatin + terapiju do 1 godine;

Trastuzumab +
Pertuzumab (6
ciklusa); ili
Doksorubicin +
Ciklofosfamid —
Taksan + Trastuzumab
+ Pertuzumab

kod rezidualne bolesti
Trastuzumab
emtanzin, (14.ciklusa);
+ endokrina terapija

Trostruko negativni
karcinom dojke
(TNBC)

Kemoterapija (taksan +
platina) —
antraciklin/ciklofosfamid;
¢esto uz imunoterapiju

Paklitaksel +
Karboplatin —
Doksorubicin +
Ciklofosfamid ili
Epirubicin +
Cikdofosfamid; +
Pembrolizumab

Nastavak
imunoterapije;
razmotriti Kapecitabin
kod'rezidualne bolesti
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13. ZAKLJUCCI

Rezultati ovog istrazivanja potvrduju izrazenu bioloSku heterogenost karcinoma dojke i

naglasavaju klju¢nu ulogu molekularnog podtipa u odredivanju patohistoloSkih obiljezja,

terapijskog odgovora i dugoro¢nog ishoda bolesti.

Trostruko negativni podtip pokazao je agresivniji bioloski profil, visi proliferacijski indeks, visi

pocetni izrazaj PD-L1 te najnepovoljnije ukupno prezivljenje, [dok je luminalni B/HER2-

pozitivni podtip imao najpovoljniji ishod lijecenja.

U ranom stadiju bolesti angiogeneza (posredovana VEGF) i dmunoloska modulacija
(posredovana PD-L1) ne moraju biti istoveemeno aktivirani. Tumori dojke pokazali su
diskontinuiranu aktivaciju imunoloskih puteéva, dok je angiogeneza dominantna i
neovisna o imunolo§skom odgovoru.

Podtipovi raka dojke, osobité Tuminalni, imaju slab imunoloski infiltrat, $to.devodi do
ograni¢enog izrazaja PD- LI, dok je angiogeneza aktivna bez doprinesa imunoloskog
pritiska.

Kemoterapija ¢esto uzrokuje, poveéanu hipoksiju (nekroza, fibroza), rezidualnog
tumora, Stospetice pojacanu ekspresiju VEGF, dokgistovremeno moze reducirati
populaciju imunoloskih stanica koje induciraju PD4 L1.

NAT moze iscrpiti' T stani¢ne infiltrate ili smaanjiti interferon y signalizaciju, ¢ime se
snizava PD-LT, tumorske stanice prezivjéle kemoterapiju aktiviraju angiogenezu kao
mehanizam prilagodbe.

Terapijom inducirana fibroza i vaskularna remodulacija mogu dovesti do relativnog
povecanja VEGF bez istovremenog povecanja imunoloske signalizacije.

NAT cesto uzrokuje tumorskenekroze i poremecaje cirkulacije, Sto povecava aktivnost
HIF la i posljedicno VEGF-a.

Prezivjele stanice nakon kemeterapije Cesto pokazuju fenotip visokog angiogenog
potencijala kako bi obnovile vaskularnu mrezu u ,,borbi za opstanak*.

NAT je smanjila broj TIL-ova, $to direktno smanjuje IFN v stimulaciju potrebnu za
odrzavanje PD - L1 ekspresije.

Stanice s visokom imunoloskom aktivnos$¢u osjetljivije su na kemoterapiju, zbog cega

u rezidualnom tumoru ostaju subkloni s nizom PD-L1 ekspresijom.
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e Nakon terapije Cesto prevladava supresivni i1 fibrozni mikrookoli§, unato¢ tome
tumorski ostatak se bori za svoj reparativni proces, adaptira se na terapijski stres s

potencijalom dalje progresije.

Klju¢no znanstveno saznanje ovog rada jest da tumor ova tri podtipa karcinoma nakon

NAT prelazi iz imunoloski aktivnijeg u angiogeno dominantan f je

selektirani, adaptirani 1 bioloski preoblikovan sustav.

Analize ovog rada pokazuju kako remodeliranje vaskularne mre

odgovorom i prezivljenjem ne u
integrativnim modelima koji uklju

za imunosupresivnu modul i, remode C okolisa nako
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14. SAZETAK

Karcinom dojke predstavlja bioloski heterogenu bolest u kojoj imunoloSki i1 angiogeni
mehanizmi imaju vaznu ulogu u progresiji tumora i odgovoru na terapiju. Ligand programirane
stani¢ne smrti (PD-L1) i vaskularni endotelijalni ¢imbenik rasta (VEGF) kljucni su regulatori
tumorskog mikrookolisa, no njihova medusobna povezanost, dinamika tijekom néoadjuvantnog

lije¢enja 1 klinicka relevantnost nisu u potpunosti razjasnjeni.

Cilj ovog istrazivanja bio je procijeniti i usporediti izrazaj PD-L1 1 VEGF u tumorskom tkivu
karcinoma dojke prije zapocinjanja neoadjuvantne terapije 1 nakonmnjezina zavrsetka, te utvrditi
njihovu povezanost s molekularnim podtipom, #klinicko-patoloskim obiljezjima, tumor
infiltriraju¢im limfocitima (TIL), patoloskim odgovorom naterapiju prema RCB klasifikaciji 1

ukupnim prezivljenjem.

U istrazivanje je ukljuceno 102 bolesnice od toga, 34 s luminalnim B, 34 s luminalnim B/HER2-
pozitivnim 1 34 pacijentice s trostruko’negativmim podtipom karcinoma<dojke. Analiza je
provedena na uparenim uzefcima core biopsije prije terapije isresekcijskog preparata/makon
zavrSetka neoadjuvantndg lijecenja.nImunohistokemijski su analizirani PD-L1 1 VEGF, a
rezultati su korelirani_ s klinicko-patoloskim parametrima, RCB klasifikacijom i ukupnim
prezivljenjem. /U statistickoj “obradi koriSteni su neparametrijski testovi, Spearmanova

korelacija,Jogisti€ka regresija te ROC analiza,

Trostruko negativni podtip pokazao je najvisi_inicijalni 1zrazaj PD-L1 1 najvisi proliferacijski
indeks. Nakofineoadjuvantne terapije zabiljezeno je znacajno smanjenje velic¢ine tumora, PD-
L1 1 TIL-a.a ukupnoj skupini, dok je raspodjelasintenziteta WVEGF-a pokazala promjene u
rezidualnoj bolesti. PD-L1 i VEGE nisu pokazali znac¢ajnu povezanost s RCB klasifikacijom
niti su se pokazali neovisnim prediktorima odgovora na terapiju. Pocetna veli¢ina tumora bila
je jedini znacajan prediktor “losijeg patoloskog odgovora (OR = 2,60), uz umjerenu
diskriminacijsku sposobnost u ROC analizi (AUC = 0,705). Analiza ukupnog preZivljenja
pokazala je statisticki znac¢ajne razlike medu molekularnim podtipovima, pri ¢emu je trostruko
negativni podtip imao najnepovoljniji ishod, dok PD-L1 i VEGF nisu pokazali neovisnu

prognosti¢ku vrijednost.

Rezultati ukazuju da su PD-L1 1 VEGF dinami¢ni biomarkeri koji odrazavaju kompleksne
promjene u tumorskom mikrookoliSu tijekom neoadjuvantnog lijeCenja, ali ne predstavljaju

samostalne prediktivne niti prognosticke cimbenike u ovom terapijskom kontekstu.
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Molekularni podtip 1 pocetno tumorsko opterecenje ostaju kljucni klinicki determinanti
terapijskog ishoda. Ovi nalazi naglasavaju potrebu za integrativnim pristupom koji kombinira
molekularne, imunoloSke 1 klinicko-patoloske parametre u personaliziranom lijeCenju

karcinoma dojke.

Kljucne rijeci: Ligand programirane stanicne smrti 1 (PD-L1), Luminalni B HER?2 pozitivan
karcinom dojke, Luminalni B karcinom dojke, molekularni podtip;*neoadjuvantna’ terapija
(NAT), rezidualni tumor (RCB), tumor infiltrirajuéi limfociti ((TIL), Trostruko negativan
karcinom dojke (TNBC), ukupno prezivljenje, Vaskularni endetelni faktor rasta (VEGF).

15. SUMMARY

Breast cancer represents a biologically heterogeneous disease in which immune andiangiogenic
mechanisms play a significant role i tumor progression and therapeutic response. Progtammed
death-ligand 1 (PD-L1) and vascular eidothelial growth factor (VEGF) are key regulators,of
the tumor microenvironment; however,ntheir interrelationship, dynamic changes<during

neoadjuvant treatment, and clinical relevance remain incompletely elucidated:

The aim of this Study was to assess and compare PD-L1 and VEGEF expression in breast cancer
tissue before initiation of neoadjuvant therapy and after its completion, and to determine their
association ‘with molecular subtype, clinicopathological characteristics, tumor-infiltrating
lymphocytes (TILs), pathological responseaccording, to the Residual Cancer Burden (RCB)

classification, and overall survival.

A total of 102 patients with luminal,B, luminal B/HER2-positive, and triple-negative breast
cancer were included. Analyses were performed on paired core biopsy specimens obtained prior
to therapy and surgical reseetion specimens collected after completion of neoadjuvant
treatment. Immunohistochemical assessment of PD-LL1 and VEGF was conducted, and the
results were correlated with clinicopathological parameters, RCB classification, and overall
survival. Statistical analysis included non-parametric tests, Spearman’s correlation, logistic

regression, and receiver operating characteristic (ROC) curve analysis.

The triple-negative subtype demonstrated the highest baseline PD-L1 expression and the
highest proliferative index. Following neoadjuvant therapy, a significant reduction in tumor

size, PD-L1 expression, and TIL levels was observed in the overall cohort, while changes in
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VEGF intensity distribution were noted in residual disease. Neither PD-L1 nor VEGF
expression showed a significant association with RCB classification, nor did they emerge as
independent predictors of therapeutic response. Baseline tumor size was the only significant
predictor of poor pathological response (OR = 2.60), demonstrating moderate.diseriminatory
ability in ROC analysis (AUC = 0.705). Overall survival analysis revealed (tatistically
significant differences among molecular subtypes, with the triple-negative subtype exhibiting
the poorest outcome, whereas PD-L1 and VEGF did not demonstfate independent prognostic

value.

These findings indicate that PD-L1 and VEGF are dyfhamic biomarkers reflecting complex
therapy-induced changes within the tumor micrognvironment; however, in this therapeutic
context, they do not represent independent predictive, or prognostic factors. Molecular subtype
and baseline tumor burden remain the principal determinants of treatment outcome. The results
underscore the need for integrativerfiedels combining molecular, immunological, and

clinicopathological parameters in the personalization of breast cancer treatment.

Keywords: breast cancer, PD-L1, VEGF;neo0adjuvant therapy,aesidual cancer burden,4fumor-

infiltrating lymphocytes; molecular subtype, overall survival.
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