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Popis skracenica i akronima

AR — androgeni receptor

BL — engl. basal like

BRCA — gen karcinoma dojke (engl. breast cancer gene)

ECM - ekstracelularnog matriksa

EGEFR — engl. epidermal growth factor receptor

ER —receptor za estrogen

HER?2 — engl. human epidermal growth factor receptor 2

IHC — imunohistokemija

LAR — luminal androgen receptor

M, MES — mezenhimalni (engl. mesenchymal)

PD-1 — protein programirane smrti 1 (engl. programmed cell death protein 1)

PD-L1 —ligand proteina programirane smrti (engl. programmed cell death protein ligand)

PPB — prezivljenje do progresije bolesti

PR — receptor za progesteron

SPKD — specifi¢no prezivljenje od karcinoma dojke

TIL — tumor infiltrirajuéi limfociti

TMO — tumorski mikrookolis

TNKD - trostruko negativni karcinom dojke



TPA — tumoru pridruzeni adipociti

TPF — tumoru pridruzeni fibroblasti

TPM — tumoru pridruzeni makrofagi

Treg — regulacijski T limfociti

UP — ukupno prezivljenje



1. Uvod

Karcinomi dojke su velika heterogena skupina malignih epitelnih neoplazmi koje imaju
podrijetlo iz zljezdanog tkiva dojke (1). Ako se izuzmu karcinomi koze, karcinom dojke je u
zena najces¢i dijagnosticirani maligni tumor, incidencije 24,2 % te je vodeéi uzrok smrti od
malignih bolesti (2). Ukupna incidencija karcinoma dojke je 11.7 %, stoga je to trenutno
najcesc¢i karcinom na svijetu. U zemljama u razvoju incidencija karcinoma dojke je u porastu.
U razvijenim zemljama poput SAD-a, Kanade, Velike Britanije, incidencija ovog karcinoma
pada od pocetka 21. stolje¢a. Pad incidencije djelomicno se moze pripisati smanjenju
upotrebe hormonskog nadomjesnog lijecenja (HNL) u menopauzi, nakon $to su objavljena
istrazivanja da HNL povecava rizik od karcinoma dojke (2). Gledaju¢i globalno, kako je sve
viSe starijeg stanovnistva, invazivni karcinom dojke je u porastu. 2020. godine bilo je oko 2.3
milijuna novih slucajeva karcinoma dojke i skoro 685 000 smrti uzrokovanih njime.
Incidencija je razlicita u razlicitim dijelovima svijeta. Najveci rizik nosi bogato stanovnis§tvo u
Australiji, Europi 1 Sjevernoj Americi gdje oko 9 % zZena ima dijagnozu invazivnog
karcinoma dojke prije 75. godine Zivota (1). Razlog tome je veca prevalencija poznatih
¢imbenika rizika (nuliparitet, rana pojava menarhe, kasno stupanje u menopauzu, debljina,

nutritivni ¢imbenici 1 drugi) (2).

Etiologija karcinoma dojke je multifaktorijalna. Karcinom dojke je c¢eS¢i u bogatijim
zemljama, gdje je prehrana temeljena na visokom udjelu Zivotinjske masti 1 na proteinima, a
ceSca je 1 tjelesna neaktivnost 1 gojaznost (1). Karcinom dojke povezan je 1 s reproduktivnim
znatajkama. Zene koje nisu radale ili koje su prvo dijete imale u kasnijoj dobi, imaju
povecani rizik od karcinoma dojke. Isto tako, veci rizik karakteristiCan je za nulipare, Zene
koje su krac¢e dojile, Zene s ranom menarhom (3). U karcinomu dojke identificirane su

mutacije dvaju tumor supreskorskih gena, BRCA1 i BRCA2. Kada Zena naslijedi jedan



mutirani BRCA gen, dok drugi mutira somatskom mutacijom, takav se karcinom naziva
hereditarnim (3). Mutacija BRCA1 gena povezana je s ve¢im rizikom za trostruko negativni

karcinom, dok je BRCA?2 mutacija povezana s ve¢im rizikom za ER i PR pozitivni karcinom
(D.

Karcinom dojke se klini¢ki prezentira kao palpabilna masa, najces¢e unifokalna i lokalizirana
u gornjem vanjskom kvadrantu dojke. Moguce su retrakcije koze, inverzije bradavice, pojava
iscjetka kroz bradavicu, a rijetko je moguca i promjena veli¢ine i oblika zahvacene dojke.
Posebni klini¢ki oblik karcinoma dojke jest inflamatorni karcinom. Ovdje susre¢emo difuzni
eritem i edem koZe koji zahva¢a barem jednu tre¢inu dojke. Pri sumnji na malignitet,
potrebno je napraviti mamografiju ili ultrazvuk dojke. Za definitivnu dijagnozu potrebno je

napraviti biopsiju tkiva i materijal poslati na patohistolosku obradu (1).

Na temelju histologije, razlikujemo invazivne karcinome dojke ne-specijalnog tipa ili NST
karcinome (non special type) od posebnih tipova karcinoma dojke. NST invazivni karcinomi
dojke su najceséi (¢ine 80 % svih karcinoma dojke) i histoloski su gradeni od atipi¢nih
epitelnih stanica koje su nakupljene u razli¢ite formacije (u obliku tracaka, tubula ili solidnih
podrucja). Zbog toga Sto se ne mogu svrstati u neku specifi¢nu histoloSku kategoriju, dobili su
naziv non special type. Slijede¢ih 10% c¢ini lobularni invazivni karcinom koji je graden od
tracaka, nakupina ili jednoreda atipi¢nih tumorskih stanica koje su izgubile ekspresiju
E.kadherina. Preostalih 10 % cine posebne vrste karcinoma dojke, a ovdje podrazumijevamo
papilarni invazivni karcinom, mucinozni karcinom, karcinom s medularnim karakteristikama,

kribriformni 1 tubularni karcinom, adenoidno cisti¢ni karcinom i metaplasti¢ni karcinom dojke

(1, 3).

Invazivni karcinom dojke je kategoriziran u nekoliko molekularnih subtipova na osnovu
molekularnih karakteristika velikih setova gena (PAM 50 analiza). PAM 50 analiza obuhvaca

analizu 50 gena pomocu RT-PCR-a te karcinom dojke dijeli u 5 molekularnih subtipova:
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luminal A, luminal B, HER2-obogaden, basal-like i normal-like. Svaki subtip se razlikuje
prema prognozi i bioloskim karakteristikama. Luminal A karcinom ima najbolju prognozu,

dok su HER2-obogacen i basal-like karcinomi agresivnije prirode (4).

Karcinom dojke kategoriziran je 1 na temelju imunohistokemijskih karakteristika (IHC)
(prema ekspresiji prediktivnih ¢imbenika). Spomenuti prediktivni ¢imbenici jesu receptori za
steroidne hormone ER i PR te receptori za ¢imbenike rasta HER2. Na temelju toga
razlikujemo ER 1 PR pozitivne i HER2 negativne tumore; ER, PR 1 HER2 pozitivne tumore;
ER, PR negativne i HER2 pozitivne; te ER, PR 1 HER2 negativne karcinome (trostruko
negativni karcinomi) (3). Najces¢i je ER 1 PR pozitivan karcinom, zatim slijedi HER2
pozitivan karcinom. Treéi po ucestalosti je trostruko negativni karcinom dojke (TNKD) (1).
Pojedini imunofenotipovi se ne razlikuju samo prema odgovoru na terapiju, ve¢ imaju i

razliCite prognoze.

Svaki od pet subtipova dobivenih PAMS50 analizom moze se spojiti s odgovaraju¢im THC
definiranim imunofenotipom (Tablica 1.). Luminal A i normal-like subtipovi su ER i PR
pozitivni, HER2 negativni 1 KI67 niski, dok je luminal B subtip ER i KI67 visok, PR nizak, a
HER2 negativan ili pozitivan. HER2-obogacen subtip je ER i PR negativan, a HER2

pozitivan. Basal-like subtip je ER, PR i HER2 negativan (TN karcinom) (5).

Tablica 1. Usporedba subtipova dobivenih PAMS50 analizom i IHC karakteristika (5).

Subtip dobiven PAMS50 analizom Imunohistokemijske karakteristike
luminal A ER+, PR+, HER2-, KI167-
luminal B ER+, PR-, HER2-, KI67+

ER+, PR-, HER2+, K167+
HER2-enriched ER-, PR-, HER2+
basal-like ER-, PR-, HER2-, basal marker+
normal-like ER+, PR+, HER2-, KI67-



Dakle, luminalni subtipovi sadrze hormonske receptore i najces¢i su (64,3 %) karcinomi
dojke. Luminal A subtip je najceséi (54, 3%). Dok luminal A subtip ima vecu ekspresiju ER
povezanih gena, manju ekspresiju proliferacijskih gena i nizi histoloski gradus, luminal B
subtipovi su CeSée viSeg gradusa nego luminal A karcinomi, imaju veéu ekspresiju
proliferacijskih gena i loSiju prognozu. Medutim, opéenito vrijedi da luminalni karcinomi
imaju dobru prognozu, dobro odgovaraju na hormonsku terapiju, ali loSe na konvencionalnu
kemoterapiju. Normal-like i luminal A subtipovi, iako imaju isti IHC status markera, razlikuju
se po prirodi ponaSanja (normal-like subtipovi imaju nesto losiju prognozu). HER2-enriched
karcinomi dojke imaju loSu prognozu, no osjetljivi su na kemoterapiju i na terapiju anti-HER2
monoklonalnim protutijelima (trastuzumab). Basal-like karcinomi dojke odgovaraju trostruko
negativnom karcinomu u 60 do 90 % slucaja. Karakterizirani su visokom ekspresijom
bazalnih markera i gena povezanih s proliferacijom. Ce$¢i su u premenopauzalnih Zena i neki
od ¢imbenika rizika, osim ve¢ spomenutih, su i pluriparitet te prva trudno¢a u mladoj dobi.
Basal-like karcinom dojke ima nisku stopu prezivljenja i visoki rizik od lokalnog i
regionalnog relapsa bolesti. Basal-like karcinomi su od posebnog interesa zbog svoje

agresivne prirode 1 zbog manjka ciljane terapije (5).



2. Svrharada

Svrha rada je prikazati saznanja i trenutni pregled o trostruko negativnom karcinomu dojke te
dati prikaz moguénosti terapijskog djelovanja na isti. TNKD je jedan od najvecih izazova
danasnje medicine jer do danas nisu razvijeni specificni 1 ciljani lijekovi za ovu bolest.
Imunoloski odgovor u TNKD-u je predmet brojnih znanstvenih i klinickih istrazivanja i
osnova za razvoj imunoterapije. Pregledni rad o tumorskom mikrookoliSu TNKD-a moze biti
pocetna tocka svima koji ¢e se u buducnosti baviti istrazivanjem prognostickih ¢imbenika i
terapijskih moguénosti u TNKD-u. Cilj rada je definirati TNKD i molekularne mehanizme
koji ga obiljezavaju, objasniti $to je imunouredenje tumora, definirati mikrookoli§ tumora i
opisati komponente tumorskog mikrookoliSa TNKD-a te njihovo dvojako djelovanje. Nadalje,
cilj je opisati prognosticku i terapijsku vrijednost komponenti mikrookolisa TNKD-a te

navesti druge potencijalne mogucénosti lijecenja.



3. Pregled literature na zadanu temu

3.1. Trostruko negativan karcinom dojke (TNKD)

Trostruko negativan karcinom dojke (TNKD) je imunohistokemijski definiran odsutno$¢u
estrogenskih 1 progesteronskih receptora (ER i PR negativan) te HER2 proteina (HER2
negativan). TNKD ¢ini priblizno 15 do 20 % svih karcinoma dojke. U usporedbi s ostalim
karcinomima dojke, TNKD je agresivnije prirode, ima veliki potencijal metastaziranja i lo§
klinicki ishod (veéi broj recidiva i nize stope prezivljenja) (6). Zbog svog specifi¢nog
molekularnog fenotipa, TNKD nije osjetljiv na endokrinu terapiju ni na molekularnu ciljanu

terapiju (7). Stoga, kemoterapija i danas ostaje glavna terapija u ovih pacijentica.

Epidemioloski, TNKD je c¢e$¢i u premenopauzalnih Zena (ispod 40. godine Zzivota). U
usporedbi s ostalim karcinomima dojke, vrijeme prezivljenja pacijentica koje boluju od
TNKD-a je krace, a stopa smrtnosti iznosi 40 % unutar prvih pet godina od dijagnoze. TNKD
je agresivniji od ostalih tipova karcinoma dojke 1 gotovo 46 % pacijentica ¢e u prvih nekoliko
godina od dijagnoze razviti metastaze U pacijentica koje razviju metastaze, medijan
prezivljenja s trenutnim mogucim terapijama iznosi od 13 do 18 mjeseci, dok je stopa recidiva
nakon operacije 25 % (6, 7). TNKD najceS¢e metastazira u mozak i visceralne organe unutar
prve tri godine od dijagnoze. Dok je u ne-TNKD bolesnica prosjec¢no vrijeme do relapsa 35 —
67 mjeseci, u bolesnica koje boluju od TNKD-a vrijeme do relapsa iznosi 19 — 40 mjeseci.

Tijekom relapsa je stopa smrtnosti ¢ak 75 % (7).

Velika vecina (95 %) TNKD-a je histoloski klasificirana kao invazivni karcinom NST.
Medutim, postoje 1 drugi histoloski oblici TNKD-a. TNKD se rijetko prezentira kao karcinom
s medularnim karakteristikama (0,4 - 1 %). Karcinom dojke s medularnim karakteristikama je
karakteriziran obilnom limfocitnom infiltracijom i ima bolju prognozu nego drugi histoloski
oblici TNKD-a. Ostali histoloski subtipovi TNKD-a su jo$ rjedi (<1 %): adenoidni cisticni
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karcinom, adenoskvamozni karcinom i1 metaplasti¢ni karcinomi dojke vretenastih stanica

nalik fibromatozi. Oni su manje agresivni, ali mogu¢i su lokalni recidivi (8).

Brojne su somatske genetske promjene u TNKD-u (6). TNKD prosjecno sadrzi oko 1,68
somatskih mutacija po megabazi (Mb) (tj. oko 60 mutacija u svakom tumoru) (8). Prosjecan
broj mutacija u basal-like subtipu iznosi oko 1,69 mutacija po Mb. Karcinome koji sadrze vise
od 4,68 mutacija po Mb zovemo hipermutiranima. Next generation sequencing (NGS)
metodom otkrivene su promjene u tumor supresijskim genima - geni klju¢ni za unutarstani¢ne
signalizacijske puteve (PI3K/AKT i RAS/MAPK signalizacija), za popravak oSte¢ene DNA 1
za regulaciju stani¢nog ciklusa ili transkripcije. Najes¢e somatske mutacije u TNKD-u jesu
mutacije TP53, RB1 i PTEN (6). Mutacija TP53 gena ¢ini 60 do 70 % mutacija u TN
karcinomima. Takva mutacija ¢eS¢a je u basal-like subtipu (62 — 80 %) u odnosu na ostale
subtipove TNKD-a (8). U basal-like karcinomu rjede su alteracije u PI3K/AKT putu. PI3K
mutacija javlja se u 7 %, AKT3 amplifikacija u 28% karcinoma, a PTEN mutacija ili delecija
u 35 % basal-like karcinoma dojke (6). Mutacija PI3K gena ¢esc¢a je u LAR subtipu TNKD-a
(8). Istrazivanja su dokazala da vise od 90 % TNKD pacijentica ima alteriran barem jedan
unutarstanicni signalizacijski put. Medutim, samo tri alteracije dokazane su prognosti¢nima za
ukupno prezivljenje (UP) oboljelih od TNKD-a. To su JAK2 amplifikacija i BRCA1 mutacija
(koje predvidaju nize UP) te PTEN alteracija (viSe UP) (6). BRCA1 i BRCA2 su tumor
supresorski proteini vazni za diobu stanice, kontrolu greSaka u replikaciji DNA, nuZni su za
popravak DNA 1 apoptozu (8). Ukoliko nedostaje jedan funkcionalan BRCA gen dolazi do
nedostatnog popravka dvostrukih lomova DNA molekule, ¢ime se stvara genomska
nestabilnost (6). Oko 10 % TNKD pacijenata naslijedi jedan mutirani BRCA gen. Osoba koja
naslijedi jedan mutirani BRCA gen ima do 70 % ve¢i rizik za razvoj karcinoma dojke.
Karcinom koji sadrzi naslijeden BRCA gen najceSce je basal-like fenotipa, ¢eS¢e je ER-

negativan, sadrzi pojacanu ekspresiju EGFR-a, MYC amplifikaciju, TP53 mutaciju i veliku



genomsku nestabilnost. Osim BRCA gena, produkti ATM i TP53 gena takoder su vazni za
signalizaciju oSte¢enja DNA, stoga njihova mutacija ima ulogu u karcinogenezi karcinoma

dojke (8).

BRCA1 mutacije su rijetke u sporadicnim sluc¢ajevima TNKD-a (<5 %). U sporadi¢nom
obliku TNKD-a identificirane su somatske mutacije i epigenetiCke alteracije koje mogu
inaktivirati BRCA1/2 gene i druge gene vazne za popravak DNA molekule (6). Altrernativni
mehanizmi gubitka BRCA1/2 funkcije su metilacija promotora, somatske mutacije ili delecije
BRCA1/2 gena. Takvi genotipovi se nazivaju ,,BRCAness* genotipovi. Oni su karakterizirani

bioloskim i klinickim fenotipom slicnom karcinomu s naslijedenom BRCA mutacijom (8).

U TNKD-u nalazimo i epigeneticke promjene. Od 60 do 80 % basal-like subtipova sadrze
DNA hipermetilaciju. Najéesée dolazi do hipermetilacije i1 inaktivacije gena CDHI,
CEACAMSG6, CST6, GNA11, ESR1, MUCI, MYB, SCNNI1A i TFF3. Takvi karcinomi imaju

nize prezivljenje do progresije bolesti (PPB) u odnosu na nemetilirane karcinome (6).

TNKD je heterogena bolest koja se dijeli na razli¢ite subtipove. Svaki subtip ima specificne
markere 1 karakteristike. Postoje podjele prema autorima Lehmanu 1 Bursteinu. Lehmann je
dokazao postojanje cetiri TNKD subtipa: dva basal-like (BL1, BL2), mesenchymal (M) 1
luminal androgen receptor (LAR) (9). Burstein je svojim istraZzivanjem dokazao 1 identificirao
sljede¢e TNKD subtipove: luminal androgen receptor (LAR), mesenchymal (MES), basal-like
immunosuppressed (BLIS) 1 basal like immune-activated (BLIA). Prognoza je najgora za
BLIS subtip, dok je za BLIA subtip najbolja (10). Prema Lehmanu, BL1 ima najniZi, a BL2
subtip najvisi rizik od progresije (9). Basal-like subtip je definitivno najces¢i: od 10 do 25 %

invazivnih karcinoma dojke, tj. od 47 do 88 % svih TNKD-a su basal-like subtipa (10).

Postoje specificne molekule koje definiraju svaki pojedini subtip (biomarkeri). LAR subtip

sadrzi AR (androgeni receptor), MUCI i nekoliko gena reguliranih estrogenom (ESR1, PGR,



FOXA, XBP1, GATA3) (10). U odnosu na druge subtipove, LAR subtip je stabilniji i sadrzi
manje mutacija. Medutim, ¢eSc¢a je aktivacija PIK3CA i ERBB2 mutacija te povec¢ana AKT

signalizacija (9).

M ili MES subtip sadrzi visoku ekspresiju gena za receptor prostaglandina F 1 IGF1 (10).
Karakteriziran je visokim brojem mutacija, genomskom nestabilno$¢u i odsutnoS¢u stanica
imunoloSkog sustava. M subtip pokazuje slabu ekspresiju PD-L1, smanjenu lokalnu
metilaciju DNA 1 supresiju antigen prezentiraju¢ih gena. Ovdje je MHC-1 molekula
transkripcijski suprimirana H3K27me3-om, koji je modificiran PRC2-om (polycomb
repressor complex 2). To sugerira da nedostatak MHC-1 antigena sluZi bijegu imunoloSkom

sustavu (9).

BLIS subtip ima najgoru prognozu. Karakteriziran je down-regulacijom B, T i NK stani¢nih
regulacijskih puteva te citokinskih puteva. Sadrzi visoku ekspresiju imunosuprimirajuce
molekule VTCNI, a nisku ekspresiju molekula koje kontroliraju prezentaciju antigena,
diferenciranje imunolo§kih stanica i komunikaciju imunoloskih stanica (10). BLIA subtip
karakteriziran je up-regulacijom gena koji kontroliraju funkcije B, T 1 NK stanica. Sadrzi
visoku ekspresiju STAT gena i puteva kontroliranih STAT transkripcijskim faktorima. BLIA

subtip ima najbolju prognozu (10).

Prema Lehmanu, BL2 subtip sadrzi manje mutacija, a povecanu razinu CDK6 proteina. BL2
subtip ima aktiviraju¢e mutacije MAPK puta, KRAS amplifikacije i aktiviranu signalizaciju
MAPK proteina. BL1 subtip karakteriziran je ve¢im brojem mutacija te gubitkom broja kopija
1 niskom razinom Rb proteina. U BL1 podtipu identificirana je CCNE1 amplifikacija, u M

podtipu NOTCH3, dok je u oba tipa nadena amplifikacija MYC gena i mutacija NOTCH (9).

Mnoge izrazene molekule u specifiénim podtipovima TNKD-a mogu biti ciljane

odgovaraju¢im lijekovima. U LAR subtipu mogu se koristiti AR antagonisti i MUCI cjepiva.



Beta blokatori, IGF i PDGFR inhibitori potencijalno bi mogli biti korisni u MES subtipu. PD1
i VICNI protutijela mogu se koristiti u BLIS subtipu, dok bi u BLIA subtipu mogli biti
korisni CTLA4 inhibitori, STAT inhibitori, protutijela na citokine ili na njihove receptore

(10).

3.2. Imunouredenje tumora

Postoji slozena interakcija izmedu tumorskih stanica i imunoloskog sustava. Ono $to se
nekada nazivalo imuni nadzor (engl. immune surveilance), danas se naziva mnogo
prikladnijim nazivom imunouredenje tumora (engl. immunoediting). Imunouredenje oznacava
dvostruku ulogu imunoloskog sustava — ulogu zastite domacina te ulogu u rastu i razvoju
tumora (tumor-sculpting). Imunouredenje tumora ima tri faze: eliminacija, ravnoteza i bijeg.
Faza eliminacije odgovara imunom nadzoru, odnosno ovdje imunoloski sustav pokusava
pronaci i unistiti tumorske stanice. U fazi ravnoteze imunoloski sustav u¢inkovito odrzava
tumor pod kontrolom, iako nije uspio eliminirati sve tumorske stanice. Medutim, time opstaju
tumorske stanice koje su postale tolerantne i otporne na imunoloski sustav. To nazivamo
fazom bijega. SadaSnje razumijevanje imunouredenja tumora vazno je zbog razvoja novih
terapijskih strategija. Nove strategije sastoje se od blokiranja inhibicijskih molekula
imunoloskih kontrolnih toaka T limfocita kako bi se izazivale i ojacale postoje¢e imunoloske

reakcije na stanice tumora. Navedeno se naziva blokadom kontrolnih toc¢aka (8).

3.3. Tumorski mikrookoli$

Tumorski mikrookoli§ (TMO) po definiciji je stani¢ni okoli§ tumorskih stanica ili mati¢nih
stanica tumora. Tumorske stanice i komponente TMO stalno se prilagodavaju novim uvjetima
s ciljem poticanja rasta tumora. TMO se sastoji od razli¢itih komponenata: imunoloskih
stanica (granulocita, limfocita, makrofaga), fibroblasta, pericita, adipocita, krvnih zila,

ekstracelularnog matriksa (ECM) i signalnih molekula. Ne-maligne stanice u TMO-u cesto
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imaju protumorsku ulogu u karcinogenezi (stimuliraju nekontroliranu proliferaciju stanica).
Budu¢i da utjecu na razvoj tumora, komponente TMO kao $to su imunoloske stanice znacajne

su u procjeni prognoze tumora kao i u odabiru odgovarajuéeg lijecenja (11, 12).

U TMO-u postoji interakcija izmedu ne-tumorskih i tumorskih stanica. Interakcija medu
njima dovodi do promjene komponenata TMO-a, remodeliranja ECM-a 1 neovaskularizacije.
Na taj nacin stvaraju se optimalni uvjeti za metastaziranje. Tumorske stanice mogu utjecati na
TMO, a cilj im je supresija imunoloSkog sustava i uspostava imunoloSke tolerancije na
antigene tumora. U pocetnim stadijima razvoja tumora, maligne stanice u TMO-u slabo
stimuliraju imunoloski odgovor. Kako tumor napreduje, tumorske stanice postaju rezistentne
na urodeni imunoloSki odgovor te poc¢nu naruSavati steCeni imunoloSki odgovor. Steceni
imunoloski odgovor naruSavaju blokiranjem sazrijevanja i funkcije T limfocita, koji se s

vremenom nakupljaju u TMO-u (11).

U TMO-u nalazimo tumor infiltrirajuée limfocite (TIL) i makrofage (tumor pridruzeni
makrofagi, TPM). U TIL-ove ubrajamo CD8+ T limfocite, CD4+ T helper stanice, CD4+ T
regulacijske stanice (Treg), natural killer stanice (NK), natural killer T (NKT) stanice i B

stanice. U TPM-ove ubrajamo M1 1 M2 makrofage (12).

Citotoksicni CD8+ memorijski T limfociti ubijaju tumorske stanice prepoznavanjem
specifiénog antigena na tumorskim stanicama 1 stimuliranjem imunoloskog odgovora.
Uobicajeno ih podrzavaju CD4+ T helper 1 stanice (TH1) otpustanjem interferona-gama
(IFN-y) 1 interleukina-2 (IL-2). TH17 stanice zna€ajne su jer poti¢u rast tumora proizvodnjom
IL-17A, IL-17F, 1L-21 1 1L-22 (11). U TMO-u nalazimo 1 TH2 stanice koje produkcijom IL-
4, IL-5 1 IL-13 poticu B limfocite. B limfociti imaju klju¢nu ulogu u regulaciji prezivljavanja i
proliferaciji tumorskih stanica te u razvoju rezistencije na lijeCenje. UobiCajeno se nalaze u

dreniraju¢im limfnim ¢vorovima i limfnim tkivima. Regulacijske T stanice (Trg) mogu
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suprimirati antitumorski odgovor imunoloskog sustava i time poticati imunosupresivnu ulogu

TMO-a i progresiju tumora (11).

TPM-ovi, dendriticke stanice i1 fibroblasti (tumoru pridruzeni fibroblasti, TPF) su takoder
vazni u razvijanju i prognozi tumora. Najistaknutije imunoloske stanice u TMO-u su
makrofagi. TPM-ovi imaju protumorsku ulogu i karakterizira ih izrazavanje CD68 i CD163
povrsinskih antigena (13). Imaju mnogo uloga u karcinogenezi — potiCu rast tumora, invaziju i
metastaziranje. TPM-ovi utjeCu na invaziju 1 ekspanziju tumorskih stanica proizvodnjom
molekula koje poti€u remodeliranje tumorskog tkiva (EGF, MMP9, MT1-MMP, MMP2) i
proizvodnjom proupalnih molekula (TNF-a, CXCL10, i IL-1B) (11). Osim toga, poticu
progresiju 1 metastaziraje tumorskih stanica proizvodnjom kemokina CCL-18. Kemokin se
veze na receptor (Nir-1) na stanici tumora karcinoma dojke 1 time se potice
PI3k/AKT/GSK3p/Snail signalni put (13). TPM-ovi mogu povecati, posredovati ili
antagonizirati antitumorsko djelovanje zracenja, citotoksi¢nih lijekova i blokade kontrolnih

toCaka (checkpoint inhibitors) (11).

Mezenhimalne stanice su najvaznije stanice u interakciji tumora i TMO-a. One mogu
diferencirati u pericite i fibroblaste (TPF-ove). TPF-ovi su u velikoj mjeri prisutni u
mikrookoliSu tumora. Doprinose proliferaciji tumorskih stanica, poticu Sirenje i rast metastaza
te proizvode citokine i ¢imbenike rasta (EGF, HGF, FGF) (11, 13). Sudjeluju i u angiogenezi,
remodeliranju ECM-a, upali povezanoj s karcinomom te regulaciji diferencijacije epitelnih
stanica (14). Istrazivanja su pokazala da TPF-ovi mogu poticati napredovanje TNKD-a
aktiviranjem TGF-B. Osim toga, u TMO-u dolazi do interakcije izmedu tumorskih stanica 1
TPF-ova te se time proizvode kemokini i interleukini (IL-6, IL-8, CXCL1, CXCL3, TGF-B)
(14). Uz to, tumorske stanice mogu aktivirati TPF-ove preko prostaglandina (PG) E2, VEGF-
a 1 Wnt signalizacijskog puta, ¢ime se potiCe rast tumora. Dendriti¢ke stanice u TMO-u poticu

prezentaciju antigena te migriraju u limfna tkiva gdje stimuliraju B i T stanice (11).
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U TMO-u nalazimo i tumorske mati¢ne stanice. One stupaju u interakciju s komponentama
TMO-a pomocu signalnih puteva Notch-1 1 PI3K. Tumorske mati¢ne stanice poticu
toleranciju imunoloskog sustava na neoantigene proizvodnjom protuupalnih citokina te u

hipoksi¢nim uvjetima proizvode proangiogene ¢imbenike (VEGF) (11).

Adipociti (tumoru pridruzeni adipociti, TPA) mogu poticati rast tumora (13). Produciraju
hormone, ¢imbenike rasta, citokine, adipokine i time osiguravaju gorivo za rast. Osim toga,
mogu potisnuti odgovore na lijekove i promovirati rezistenciju na radioterapiju (13, 14).
Stanice karcinoma dojke mogu potaknuti oslobadanje masnih kiselina iz adipocita, ¢ime se
potice stvaranje ¢imbenika povezanih s upalom i pogorSava prognoza bolesti (Tablica 2.)

(14).

Sastavni dio TMO-a, uz razli¢ite stanice, je i ekstracelularni matriks (ECM) (11). ECM je
slozena mreza koja se sastoji od proteina sa strukturnom i regulacijskom funkcijom.
Proteinski sastav i fizicke karakteristike ECM-a upravljaju stanicama putem biokemijskih i
biomehani¢kih mehanizama (14). ECM se sastoji od tri tipa proteina: strukturni proteini
(kolagen, elastin), specijalizirani glikoproteini (fibronektin) i proteoglikani. Svaki ima svoju
ulogu. Kolagen je glavna komponenta i daje snagu i otpornost ECM-u. Specijalizirani
glikoproteini vazni su za stani¢nu adheziju, dok proteoglikani kontroliraju prolaz citokina 1
faktora rasta izmedu stanica. Interakcija izmedu proteina TMO-a takoder je vazna u poticanju
rasta tumora. Naime, biomehanicka se svojstva ECM-a mijenjaju u patoloskim stanjima. Na
primjer, tip I 1 tip IV kolagen mogu povecati agresivne karakteristike stanice tumora.
Dokazano je da TNKD tumori sadrze akumulaciju kolagena te da kolagen tipa I u luminal-
like karcinomu dojke inducira apoptozu stanica. Osim toga, u TNKD-u dolazi do povecanja
broja fibroblasta, koji zatim poticu ECM na remodeliranje, ¢ime se poveca krutost ECM-a. To
je povezano s TGF-f signalizacijom (stimulira proizvodnju kolagena) i TPM infiltracijom.

Povecana krutost ECM-a moZe promijeniti mehanosignalizaciju, vaskularnu distribuciju i
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poticati pro-tumorigenu infiltraciju imunoloskih stanica, §to sve moZe poticati stanice
karcinoma na invazivnost. Dakle, u karcinomu dojke mnogi ECM proteini nisu regulirani i
specificne komponente ECM-a promiCu progresiju tumora i metastaziranje. Budu¢i da su
metastaze glavni uzrok smrti u TNKD pacijenata, ECM bi mogao biti terapijski cilj za

sprjeCavanje metastaziranja (14).

3.4. Dvojake uloge TMO-a u imunomodulaciji TNKD-a

TMO ima kljuénu ulogu u imunomodulaciji i progresiji TNKD-a. Prema doprinosu
imunoloskog odgovora, TMO u TNKD-u se moze podijeliti na imunosupresivni i
imunoreaktivni (Slika 1). Tumor infiltrirajuci limfociti (TIL) ¢ini veliki dio TMO-a, i sastoji
se od heterogenog infiltrata. Poglavito su to CD3+ T stanice, a u manjoj mjeri i CD20+ B
stanice. CD3+ T stanice dijelimo na citotoksicne CD8+ limfocite (CD8+ TIL), CD4+ helper
limfociti (pomagaci) (CD4+ TIL) i FoxP3+ regulacijski T limfociti (FoxP3+ Treg). Svaka od

ovih stanica ima razli¢itu ulogu u imunomodulaciji (14, 15, 16).

TMO kontrolira razvoj metastaza u TNKD-u preko signalnih puteva Wnt, NFkB Notch i
hedgehog. Notch signalni put ima onkogenu i1 tumor supresorsku ulogu. Abnormalno je
izraZzen u stanicama TNKD-a. Notch signalni put poti¢e angiogenezu u TNKD-u 1 povezan je
s imunosupresivhim mehanizmima. Preko Trg-ova aktivira CD8+ limfocite T 1 smanjuje
antigen prezentiraju¢u ulogu TPM-ova. Wnt signalni put poti¢e progresiju TNKD-a. Naime,
Wnt ligand regulira MCL1 (mitohondrijalni regulator) preko c-Myc-a i time poti¢e progresiju
karcinoma. Ovaj signalni put takoder je ukljuen u sazrijevanju NK stanica i povecava
ekspresiju PD-L1 u karcinomu dojke. Hedgehog signalni put poti¢e neovaskularizaciju,
metastaziranje i komunikaciju medu tumorskim stanicama (povecanjem proizvodnje upalnih
citokina). NFkB je nuklearni transkripcijski faktor koji sudjeluje u regulaciji proupalnih

signala, proliferaciji 1 prezivljenju stanica tumora. (13).
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Slika 1. Imunosupresivni i imunoreaktivni TMO. Imunosupresivni TMO sadrzi M2 makrofage,
FoxP3+ regulacijske limfocite T, supresorske stanice mijeloidne loze (MDCS) i PD-1/PD-L1 os.
Imunoreaktivni TMO sadrzi CD8+ T limfocite, NK stanice i M1 makrofage. Os PD-1/PD-L1 postaje
imunoreaktivna u odgovoru na anti-PD1 ili anti-PD-L1 monoklonalno protutijeli (aPD-1/PD-L1 mAb)
zbog aktivacije CD8+ T limfocita (15).

3.4.1. Imunosupresivni TMO u TNKD-u

Visoki broj mutacija i genomska nestabilnost TNKD-a rezultira prisustvom neoantigena na
stanicama tumora, koje prepoznaju stanice imunoloSkog sustava. Prema tome, TNKD u
usporedbi s drugim tipovima karcinoma dojke ima viSe TIL-ova i viSe ,,programmed cell
death ligand 1 proteina (PD-L1). PD-L1 i njegov receptor ,,programmed cell death protein 1*
(PD-1) ukljuceni su u imunomodulaciju (8, 14). PD-L1 je izrazen na tumorskim stanicama, a
PD-1 je izrazen na TIL-ovima. Ekspresija PD-L1 i PD-1 ima negativnu ulogu u
imunomodulaciji — inhibira aktivaciju TIL-ova. Time tumorske stanice mogu pobjeci

imunoloskoj reakciji (15). Takoder, trajna visoka ekspresija PD-1 na CD8+ T stanicama
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dovodi do “iscrpljenosti T stanica”. Iscrpljene CD8+ T stanice tada imaju poremecenu
efektorsku funkciju i trajnu ekspresiju inhibitornih receptora (14). Ekspresija PD-L1 je
modificirana mnogim signalnim putevima (PTEN, Wnt, PI3K, c-Myc, NF-kB) (15). Gubitak
PTEN ekspresije u TNKD-u povezana je s povecanom ekspresijom PD-L1 (8). BL karcinom

dojke ima najvecu ucestalost PD-L1 amplifikacija/promjena (17 %) (8).

U TMO-u postoje razli¢ite vrste TIL-ova, medu kojima su 1 regulacijski T limfociti (Treg).
Karakterizira ih ekspresija faktora transkripcije forkhead box P3 (FoxP3) (13). U odnosu na
druge tipove karcinoma dojke, TNKD ima najviSe Tr, stanica (14). Prognosticka uloga Treg-
ova ostaje kontroverzna budu¢i da postoje istrazivanja s oprecnim rezultatima. Tree-ovi dakle
djeluju i imunosupresivno i imunoreaktivno. Imunosupresivno djeluju zahvaljuju¢i down-
regulaciji Notch signalizacijskog puta, sekrecijom upalnih interleukina (IL-4, IL-4, IL-10) te

smanjenom sekrecijom IFN-y i IL-17 (15).

Glavni makrofagi imunosupresivnog djelovanja TMO-a su alternativnim putem aktivirani M2
makrofagi. M2 makrofagi promoviraju inicijaciju, angiogenezu, remodeliranje ECM-a,
invaziju 1 metastaziranje. Sudjeluju u proizvodnji citokina, kemokina i ¢imbenika rasta.
TNKD izlucuje viSe vrsta G-CSF ¢ime potice diferencijaciju makrofaga u M2 fenotip, koji
potice rast tumora (14). ,,Reactive oxygen species-induced* makrofagi povecavaju ekspresiju
PD-L1 aktiviranjem NF-kB signalizacijskog puta, proizvode imunosupresivne kemokine 1

interleukine (IL-10, IL-17, IL-4, IL-1B) (15).

Supresijske stanice mijeloidnog podrijetla (SSMP) takoder imaju supresivno djelovanje na
urodenu 1 T staniénu anitumorsku imunost. To su nezrele mijeloidne prethodnicke stanice iz
kostane srzi koje se nakupljaju u limfnim tkivima, krvi ili tumorima. Ce$¢e su u TNKD-u

nego u drugim tipovima karcinoma dojke (15, 16).
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3.4.2. Imunoreaktivni TMO u TNKD-u

NK stanice su vrsta citotoksicnih limfocita 1 dio urodenog imunoloskog sustava te imaju
antitumorsku funkciju u TNKD-u. NK stanice koje infiltriraju tkivo tumora imaju manje
agresivnu aktivnost u usporedbi s cirkuliraju¢im NK stanicama. Nalaze se u izobilju u ranim
fazama tumora, no u metastazama je njihov broj manji. Dakle, NK stanice su vazne u fazi
eliminacije, no jednom kada se razvije tumor, TMO djeluje supresivno na NK stanice.
Tumorske stanice proizvode IL-18 koji povecava ekspresiju PD-1 na NK stanicama i1 time
pridonose loSoj prognozi TNKD-a. NK stanice su glavni efektori stanicne citotoksi¢nosti
posredovane antitijelima i stoga imaju vaznu ulogu u terapiji temeljenoj na antitijelima.
Funkciju NK stanica reguliraju razli¢ite molekule i ligandi. Lectin-like Transcript-1 je ligand
koji dolazi u interakciji s receptorom NKRPIA na NK stanicama i sprjeCava njihovu

aktivaciju (15).

M1 makrofagi imaju proupalnu ulogu, aktiviraju imunoloski odgovor i suprotstavljaju se
tumorigenezi. Visoka razina CCL5 povezana je s aktiviranjem M1 makrofaga, CD8+, CD4+
TIL-ova i NK stanica u TNKD-u. U ranoj fazi tumora dolazi do oslobadanja M1 povezanih
citokina uz manje infiltraciju M2 makrofaga u TMO. Medutim, u viS§im stadijima i
metastatskoj bolesti dolazi do povecanja ekspresije CD4+ TH2 citokina ¢ime se potice

znacajnije infiltriranje imunosupresivnih M2 aktiviranih stanica u TMO (15, 16).

TNKD je bogat TIL-ovima - sadrzi viSe od 50 % limfocitnog infiltrata, stoga se naziva
limfocitno-predominantnim karcinomom dojke (LPKD). TNKD sadrzi najvise CDS8+
citotoksiénih T stanica. Ukupan broj CD8+ stanica u obrnutoj je korelaciji s ER 1 PR
ekspresijom. CD8+ TIL-ovi su glavni citoliticki limfociti u tumoru 1 imaju prognosticku
ulogu u TNKD-u (14). Podrzavaju ih TH1 stanice otpusStanjem IFN-y i IL-2. Ubijaju tumorske
stanice prepoznavanjem specificnog antigena na tumorskim stanicama 1 stimuliranjem

imunoloSkog odgovora (11). Granzyme B je serinska proteaza koju luce aktivirani
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citotoksi¢ni limfociti i NK stanice kako bi potaknule apoptozu ciljnih stanica. Kemokini
(CXCL10 i CCLS) klju¢ni su za selektivno privlacenje aktiviranih citotoksi¢nih stanica u
tumor. Osim neoantigena, CD8+ T limfociti mogu prepoznati poviSene razine vlastitih
antigena, §to oznacava da njihova infiltracija moze biti vazna u kontroli slabo imunogenih

karcinoma s ograni¢enim brojem mutacija (17).

3.5. Utjecaj komponenata TMO-a u prognozi TNKD-a

3.5.1. Prognostic¢ka vrijednost TIL-ova u TNKD-u

Tumor infiltrirajuci limfociti klju¢ni su igraci u TMO-u. TNKD ima viSe TIL-ova u usporedbi
s drugim subtipovima karcinoma dojke (14). TIL-ovi nisu prognosticki markeri za ukupno
prezivljenje (UP) i prezivljenje do progresije bolesti (PPB), ali su povezani s povoljnim UP i
PPB. CD8&+ limfociti su povezani s boljim PPB i specificnim prezivljenjem od karcinoma
dojke (SPKD), dok za FoxP3+ limfocite postoje oprecni rezultati (15, 16, 18). Suprotno od
toga, povecana razina imunosupresivnih markera kao PD-L1 i CD 163 ukazuju na loS$iju

prognozu (19). Detaljnije je razradeno u nastavku.

Budu¢i da CD4+ T limfociti promjene svoj dominantni subtip iz TH1 (koji je u pocetnom
stadiju tumora) u Trg 1 THI17 (u kasnijim stadijima), njihova uloga u prognozi tumora je
kompleksna 1 tesko ju je potpuno razjasniti (14, 20). IstraZivanja daju oprecne rezultate. U
istrazivanju autora Yu et al. dokazano je da je dobar prognosticki indikator u TNKD-u visoka
razina CD4+ 1 CD8+ stanica te kombinacija visokog omjera CD4+/CD8+ TIL-ova (14).
Medutim, istrazivanje Matkowski et al. dokazalo je da bolesnici s visokom ekspresijom CD4
ili CD8 imaju loSije UP. U ranom karcinomu dojke, prisutnost CD8+ 1 CD4+ T stanica
korelira sa zahva¢enos$¢u limfnih ¢vorova 1 nepovoljnom prognozom (21). U istrazivanju
Huang et al. dokazan je dominantni udio CD8+ T stanica u odnosu na CD4+ T stanica u ranoj
fazi razvoja tumora. S progresijom bolesti CD4+ T stanice sve viSe infiltriraju tumor, stoga

postaju dominantne u kasnim fazama razvoja tumora. Dakle, dinamika omjera CD4+/CD8+
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limfocita mijenja se s progresijom tumora. Omjer CD4+/CD8+ limfocita pozitivno korelira s
uznapredovalim stadijem tumora, veli¢inom tumora i pozitivnim statusom limfnih ¢vorova, a

negativno kolerira s UP i PPB (20).

TNKD pacijenti s visokom razinom CD8+ TIL-ova imaju povoljno PPB i SPKD (15, 20). Isto
vrijedi za rezidualne tumore s visokim omjerom CD8+/FoxP3+ limfocita (15). Uz to, TNKD
pacijenti s niskim TIL-ovima (<10 %) imaju tendenciju ranijeg recidiva (14). Dokazano je da
su CD8+ T limfociti neovisni prognosticki faktor povezan s boljim prezivljenjem samo u
basal-like TNKD-u. U odnosu na primarni tumor, metastaze TNKD-a sadrZze manje TIL-ova.
Nakon razvoja metastaza, nizi omjer CD8+/FoxP3+ T stanica povezan je s boljim

prezivljenjem (14).

Uloga Trg-ova je dvojaka - imunoreaktivna i imunosuprimirajuca. Zbog toga postoje
kontradiktorni rezultati u njihovoj prognostickoj ulozi, koja moze biti negativna i pozitivna. U
istrazivanju Yu et al. dokazano je da je FoxP3 ekspresija povoljan prognosticki indikator za
TNKD pacijente te da njihov broj direktno korelira s duzim PPB u TNKD pacijenata (Tablica
2.) (14). Medutim, u istrazivanju Mao et al. dokazano je da FoxP3+ limfociti ukazuju na lose
ishode prezivljavanja. Stoga su potrebna daljnja istraZivanja za otkrivanje uloge ovih stanica u

prognozi TNKD-a (18).

Prisutnost imunoloskih stanica (poglavito TIL-ova) 1 njihova prostorna raspodjela unutar
TNKD-a pokazala je da imaju prognosticku ulogu. Prema tome, TNKD je klasificiran u Cetiri
podtipa: fully inflamed (F1), stromal restricted (SR), margin restricted (MR) 1 immune desert
(ID) (9). FI sadrzi velik broj TIL-ova (= 10 %) u stromi i1 parenhimu tumora. SR sadrze TIL-
ove u intratumorskoj stromi. MR sadrZi mali broj ili su TIL-ovi popuno odsutni u parenhimu,
ali su prisutni na rubovima (marginama) tumora. ID podtip definiran je malim brojem ili
odsutnos¢u TIL-ova u parenhimu tumora, rubovima i okolnom tkivu (9). Tumori s niZzim

brojem CD8+ T stanica (MR 1 ID subtipovi) imaju loSu prognozu. Sadrze imunosupresivni
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TMO 1 negativni su na ekspresiju PD-L1 (22). SR subtip je povezan s losim UP, iako sadrzi
velik broj CD8+ T stanica. Pozitivan je na PD-L1 i sadrzi FoxP3+ infiltraciju, $to ukazuje na
imunosupresivnu ulogu TMO-a u ovom podtipu. FI podtip TNKD-a ima proupalni TMO te
bolju prognozu. Dakle, iako i SR i1 FI podtip imaju velik broj TIL-ova u TMO-u, SR ima
losiju prognozu u odnosu na FI podtip. To ukazuje na nuznost ukljucivanja lokalizacija i

prostornih uzoraka CD8+ T stanica u prognozu bolesti (22).

Prognosticka vrijednost TIL-ova u TNKD-u u kontekstu neoadjuvantne kemoterapije (NAC)
je jasna - povezani su s boljom stopom prezivljenja (14). TNKD-ov mikrookoli§ na temelju
kvantitativnih TIL analiza mozemo podijeliti na imunoloski "vruce" (sadrzi velik broj TIL-
ova) i “hladne” tumore (mali broj TIL-ova) (6). U pacijentica s rezidualnom boles¢u TNKD-a,
kvantitativna procjena TIL-ova nakon NAC-a pokazala je da se TMO moZe promijeniti iz
,hladnog* oblika u ,,vru¢i* (6, 8). Tumori koji ostaju ,,hladni*“ nakon NAC-a imaju ve¢i rizik
od relapsa bolesti. Time se moZe zakljuciti da NAC ima imunomodulatornu ulogu. Dakle, u
TNKD-u je ,,vru¢i TMO povezan s boljom prognozom, veom vjerojatnos¢u od koristi

kemoterapije te niZzim rizikom od recidiva (8, 14).

PD-1 suprimira antitumorski imunoloski odgovor i vazna je kontrolna tocka u imunoterapiji
(18). U istrazivanju Mao et al. dokazano je da PD-1+ limfociti ukazuju na nizi UP. Osim toga,
PD-L1 je povezan s nizim PPB i UP (18). Bolji je UP u pacijenata koji su koristili PD-L1
inhibitore (atezolizumab) u kombinaciji s nab-paklitakselom, dok doksorubicin i cisplatina

mogu imunoreaktivirati TMO 1 poboljSati odgovor na PD-1 inhibitore u TNKD-u (15).

3.5.2. Prognosti¢ka vrijednost TPM-ova u TNKD-u

TNKD stanice su pod utjecajem TPM-ova koji utjeCu na progresiju tumora (14). U vise
radova prikazana je povezanost markera CD163+ i CD68+ M2 makrofaga s agresivnim

ponasanjem TNKD-a te ve¢im rizikom od metastaziranja i nizim PPB-om i UP (15). Stoga je
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visoka razina infiltracije CD68+ TPM-ova u TMO nepovoljan prognosti¢ki ¢imbenik u
TNKD pacijenata (Tablica 2.). Pacijenti s visokom razinom infiltriraju¢ih CD68+ TPM-ova
izrazavaju vece razine IL-6 i CCL5, koji su povezani s losijom prognozom (14). Osim toga,
TNKD pacijenti s visokim CD68+, CD163+ TPM-ovima i niskim CD4+, CD8+, CD20+ TIL-
ovima imaju nizi PPB i UP u odnosu na pacijente s niskim CD68+, CD163+ TPM-ovima i
visokim CD4+, CD8+, CD20+ TIL-ovima. Isto tako, TNKD-ovi s visokim omjerom
CD68+/CD8+ stanica imaju kra¢i PPB i UP u odnosu na pacijente s niskim omjerom
CD68+/CD8+ stanica. Moze se zakljuciti da TPM-ovi proizvode optimalne uvjete TMO-a za

daljnju progresiju TNKD-a (23).

3.5.3. Prognosticka vrijednost TPF-ova u TNKD-u

Interakcije fibroblasta posebno utje¢u na TNKD. Pod utjecajem fibroblasta, luminalni tip
karcinoma dojke ima promijenjenu proliferaciju, dok basal-like stanice pokazuju poveéanu
migraciju. Dolazi i do up-regulacije odredenih gena (TGFBI1, TWIST, EMT). Spomenute
promjene pogorsavaju prognozu u TNKD-pacijenata. TNKD pacijenti koji imaju tumore s
bogatom dezmoplasticnom stromom (=50 % strome) imaju losiji ishod od pacijenata koji
imaju tumore s malom koli¢inom strome. Osim toga, dokazano je da su geni koji kodiraju
membranske proteine i ¢imbenici koje luc¢e TPF-ovi takoder povezani s rezistencijom na

kemoterapiju. Medutim, potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se dokazala prognosticka

vrijednost TPF-ova u karcinomu dojke (Tablica 2.) (14).
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Tablica 2. Prikaz prognosticke uloge pojedinih stanica TMO-a u TNKD-u (14).

Visoki broj (CD8+ TIL-ova, Treg-ova) Pozitivna korelacija

Vise TPM-ova, up-regulacija M2 Negativna korelacija (joS u
markera, up-regulacija Ki-67 istraZivanju)

Negativna korelacija (joS u

Migracya istrazivanju)

Negativna korelacija (joS u

Ucinak na rast 1 invazivnost tumora .o
istrazivanju)
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4. Rasprava

Terapijske moguénosti u TNKD-u

Zbog visoke heterogenosti TNKD-a tesko je otkriti nove terapijske ciljeve i provesti ciljanu
terapiju. Trenutno je u tijeku veliki broj klinickih ispitivanja koja su usmjerena na specificne
receptore 1 molekule, odnosno na potencijalne terapijske ciljeve (7). Takva ciljana terapija
bila bi idealna u TNKD pacijenata koji nemaju dobru reakciju na kemoterapiju. 90 % TNKD-
a koji perzistiraju nakon kemoterapije sadrze promijenjene molekularne puteve na koje bi se
mogla razviti ciljana terapija (8). Neke od trenutnih terapijskih moguénosti i terapijskih

ciljeva obradit ¢emo u nastavku.

4.1. Kemoterapija

Citotoksi¢na kemoterapija je temelj lijeCenja TNKD-a. Pacijenti s TNKD-om imaju veci
odgovor na kemoterapiju nego pacijenti s drugim tipovima karcinoma dojke. Iako nisu
definirani rezimi neoadjuvantne i adjuvante kemoterapije, preferirani su taksani i antraciklini .
Usprkos kemoterapiji, manje od 30 % pacijenata s razvijenim metastazama prezivi vise od 5
godina nakon dijagnoze (8). Do danas ne postoji kemoterapija koja bi poboljSala stopu

prezivljenja pacijenata s proSirenim TNKD-om.

4.2. Epidermal growth factor receptor (EGFR)

Oko 60 % basal-like karcinoma dojke sadrzi EGFR, stoga se smatra da EGFR moze biti novi
terapijski cilj u TNKD-u. Analiza EGFR signalnog puta u TNKD pacijenata nakon primjene
lijecenja usmjerenog na EGFR pokazala je da je ovaj signalni put aktiviran u vecéine ovih
pacijenta. Medutim, lijeCenje usmjereno izolirano na EGFR ne postize zna¢ajnu ucinkovitost.
Koristenje terapije usmjerene na EGFR s drugim inhibitorima prijenosa signala (PI3K,

MAPK, Scr inhibitori) moglo bi voditi do boljih rezultata (7).
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4.3. PARP inhibitori i PI3K inhibitori

PARP je enzim koji sudjeluje u popravku DNA molekule te u progresiji stani¢nog ciklusa i
apoptozi. Najznacajniji je PARP-1. Inhibicija PARP-a vodi do nemoguénosti popravka DNA
molekule i time do apoptoze. PARP inhibitori mogu povecati terapijsko djelovanje
radioterapije i kemoterapije. Imaju znacajne antitumorske ucinke u BRCA1/2 mutiranim
tumorima. Njihovo djelovanje u takvim tumorima je 100-1000 puta jace naspram tumora bez
BRCA mutacije. Budu¢i da do 19,5 % TNKD pacijenata sadrzi BRCA mutaciju, PARP-
inhibitori mogli bi imati veliku ulogu u lijeCenju takvih bolesnika. Medutim, klinicka
ispitivanja nisu dala obecavaju¢e rezultate. Olaparib (PARP-inhibitor) nije ocekivano
djelovao u TNKD pacijenata s mutiranom BRCA genom. Stoga, zakljuCuje se da postoje i

drugi mehanizmi popravka DNA molekule (7).

PI3K stabilizira dvolan¢ane lomove DNA, regulira rast stanice, metabolizam i prezivljenje
stanice (7, 8). Zbog spomenutih karakteristika, obecavajuée je koristiti PI3K inhibitore
zajedno s DNA oStecuju¢im agensima u ne-LAR subtipovima TNKD-a (8). PI3K blokadom
dolazi do down-regulacije BRCA1/2 1 time se stvaraju tumori nalik BRCA mutiranima
(,,BRCAness* stanje). Time se omogucuje djelotvornost PARP inhibitora (7, 8). Trenutno je u
istrazivanju ucinkovitost kombinacije PARP inhibitora (olaparib) i PI3K inhibitora BKM120

(7). PARP inhibitori mogli bi biti u¢inkoviti u lije€enju BL-1 subtipa karcinoma dojke (7).

4.4. Androgeni receptor (AR)

Ekspresija AR je pozitivna u 10 do 15 % TNKD pacijenata. LAR subtip TNKD karakteriziran
je ekspresijom AR, pa bi antiandrogena terapija potencijalno mogla biti uspjeSna u ovom
subtipu. Uz to, LAR subtip ima i mnogo aktiviraju¢ih mutacija PI3K gena, stoga je senzitivan
na PI3K inhibitore. Kombinacija PI3K 1 AR inhibitora mogla bi biti uspjesna u lijjeCenju LAR

subtipa (7, 8).
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4.5. Estrogen receptor ER-a36

TNKD stanice su neosjetljive na endokrinu terapiju. Medutim, izoliran je novi estrogeni
receptor ER-a36. Nalazi se u citoplazmi i na membrani stanice, a izoliran je i na ER-
pozitivnim i ER-negativnim stanicama. Zbog toga, mogla bi se razviti ciljana terapija na

receptor ER-a36 (7).

4.6. Imunoterapija

4.6.1. Djelovanje na kontrolne tocke

Stanice tumora mogu izbje¢i imunoloSko prepoznavanje kroz sustav imunoloskih kontrolnih
tocaka (checkpoints) (7). Imunoloske kontrolne tocke su raznolik skup regulacijskih tocaka za
steCeni imunitet, s antitumorskom ulogom i ulogom u imunotoleranciji. Regulacijske
kontrolne to¢ke mogu djelovati pozitivno i negativno na imunoloski odgovor — koordiniraju
opseznost 1 tip imunoloskog odgovora (24). Zbog toga je blokiranje imunoloskih kontrolnih
toCaka obecavajuca strategija lijecenja tumora (7). Danas se istrazuju antitijela na ,,cytotoxic
T lymphocyte-associated antigen 4 (CTLA-4) 1 ,,programmed cell death protein 1 pathway*
(PD-1/PD-L1). CTLA-4 i PD-1 su negativni regulatori imunoloSkog odgovora. Stoga bi
monoklonska antitijela na PD-1/PD-L1 ili CTLA-4 uklonila inhibiciju na imunoloski odgovor

(24).

PD-1 je ¢lan CD28/CTLA-4 obitelji kostimulatornih receptora i moZze potisnuti antitumorski
imunoloski odgovor (18). Nalazi se na limfocitima 1 antigen prezentirajuim stanicama (24).
PD-L1 je transmembranski protein izrazen na tumorskim stanicama. PD-L1 se veze za PD-1 i
odasilje signale za inhibiciju proliferacije T stanica (7). Prema istrazivanju, 59 % TNKD
pacijenata ima visoku ekspresiju PD-L1, 70 % ima visoku ekspresiju PD-1, a 45 % ima
visoku ekspresiju PD-L1 i1 PD-1. Istrazivanje s pembrolizumabom (anti-PD-1 monoklonalno
protutijelo) pokazalo je da je ukupna stopa odgovora u TNKD pacijenata na ovo protutijelo
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18,5 %. Istrazivanje s atezolizumabom (anti-PD-L1 monoklonalno protutijelo) pokazalo je da
je priblizno 10 % TNKD pacijenata dozivjelo trajni u¢inak lijeCenja. Trenutni glavni izazov je
poboljsati odgovor TNKD pacijenata na lijecenje anti-PD-1/PD-L1 terapijom. Osim toga,
otkrivena je povezanost Ras/MAPK puta i imunoloskog odgovora u TNKD pacijenata.
Ras/MAPK put negativno regulira antitumorski imunitet - utjeCe na prezentaciju antigena
(ukljucuju¢i MHC-I, MHC-II i PD-1). Stoga bi kombinacija MEK inhibicije i anti-PD-1/PD-

L1 protutijela mogla biti korisna u lijeCenju TNKD-a (7).

CTLA-4 djeluje ranije u procesu aktivacije T stanica. Ima vaznu ulogu u supresiji
regulacijskih T stanica (24). Nedavna istrazivanja upucuju da je jedan od glavnih nacina
djelovanja anti-CTLA-4 terapije iscrpljivanje Treg -ova (24). Trenutno su u istraZivanju anti-

CTLA-4 protutijela, kao ipilimumab (7).

Radioterapija ima potencijal povecati broj tumorskih mutacija 1 povecati njegovu
imunogenost. Trenutno se provode istrazivanja koja ispituju ucinkovitost kombinacije

radioterapije 1 blokade kontrolnih toc¢aka (24).

4.6.2. Djelovanje na TPM

U tijeku klini¢kih istrazivanja faze I 1 Il nalazi se lijek Trabektedin koji djeluje na regulaciju
transkripcije 1 reparacije DNA, ali 1 na moduliranje TMO smanjenjem broja TPM-a u tumoru.
Budu¢i da je TNKD bogat M2 polariziranim makrofagima (koji lu¢enjem brojnih citokina
pospjesuju rast 1 Sirenje tumora), ovaj lijek ima potencijal djelovati u TNKD - kao $to je ve¢

opisano njegovo antitumorsko djelovanje u drugim sijelima tumora (25).
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5. Zakljutci

Ocekivana uloga imunoloskih stanica bila bi unisStavanje tumorskih stanica i usporavanje rasta
tumora. Medutim, prikupljeni podaci ukazuju na to da stanice TNKD-a mogu modulirati
antitumorska svojstva imunoloskih stanica. Uloga imunoloskih stanica ovisna je o stadiju
bolesti, ali 1 o stadiju njihove diferencijacije i aktivacije. Pri tome one igraju klju¢nu ulogu u

imunosupresivnom TMO-u i koreliraju s progresijom tumora.

Imunoloska terapija na bilo koju komponentu TMO-a ima moguénost ,,normalizirati
tumorski mikrookoli$ i uspostaviti imunoloski odgovor nuzan za borbu protiv tumora - bilo da
se radi o blokiranju inhibicijskih molekula imunoloskih kontrolnih tocaka T limfocita ili

ciljanjem protumorskih makrofaga smanjivanjem njihovog nakupljanja u tumoru.

Osim toga, dodatno obecavajue se pokazala imunoterapija u kombinaciji s ciljanom
terapijom, tj. specificnom onkoloskom terapijom ili zra¢enjem. Navedeni zakljucci
objasnjavaju zbog ¢ega su mehanizmi kojima tumorske stanice izbjegavaju imunoloski

odgovor u TNKD-u danas predmet brojnih znanstvenih istrazivanja.
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6. SazZetak

Karcinomi dojke su velika heterogena skupina malignih epitelnih neoplazmi podrijetla iz
zljezdanog tkiva dojke. Ako se izuzmu karcinomi koze, karcinom dojke je u Zena najCesci
dijagnosticirani maligni tumor, incidencije 24,2 % te je vodeé¢i uzrok smrti od malignih
bolesti. TNKD je imunohistokemijski ER, PR i HER2 negativan. Cini priblizno 15 — 20 %
karcinoma dojke. U usporedbi s ostalim karcinomima dojke, TNKD je agresivnije prirode,
ima veliki potencijal metastaziranja i lo$ klinicki ishod. TMO je stani¢ni okolis tumorskih
stanica ili mati¢nih stanica tumora. Sastoji se od razli¢itih komponenata: imunoloskih stanica
(granulocita, limfocita, makrofaga), fibroblasta, pericita, adipocita, krvnih zila, ECM 1
signalnih molekula. SloZene interakcije izmedu tumorskih stanica i imunoloSkog sustava
nazivamo imunouredenje. Imunouredenje oznacava dvostruku ulogu imunoloskog sustava —
ulogu zastite domacina te ulogu u rastu i razvoju tumora. Ne-maligne stanice u TMO-u Cesto
imaju protumorsku ulogu u karcinogenezi. Budu¢i da komponente TMO-a (kao S§to su
imunoloske stanice) utje€u na razvoj tumora, znacajne su u procjeni prognoze tumora kao i u

odabiru odgovarajuceg lijecenja.

Kljucne rijeci: trostruko negativni karcinom dojke, tumorski mikrookoli§, tumor infiltrirajuci

limfociti, tumoru pridruZeni makrofagi, imunouredenje tumora
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7. Summary

Breast cancers are a large heterogeneous group of malignant epithelial neoplasms originating
from breast glandular tissue. With the exception of skin cancer, breast cancer is the most
commonly diagnosed malignant tumor in women, with an incidence of 24.2 % and the leading
cause of death from malignant diseases. Triple negative breast cancer (TNBC) is
immunohistochemically ER, PR and HER2 negative. It accounts for about 15 - 20 % of breast
cancers. Compared to other breast cancers, TNBC is more aggressive in nature, has a high
potential for metastasis and a poor clinical outcome. Tumor microenvironment (TME) is the
cellular environment of tumor cells or tumor stem cells. It consists of various components:
immune cells (granulocytes, lymphocytes, macrophages), fibroblasts, pericytes, adipocytes,
blood vessels, ECM and signaling molecules. Complex interactions between tumor cells and
the immune system are called immune regulation. Immune regulation means the dual role of
the immune system - the role of protecting the host and the role in tumor growth and
development. Non-malignant cells in TME often play an antitumor role in carcinogenesis.
Since they affect tumor development, TME components (such as immune cells) are important

in assessing tumor prognosis as well as in selecting appropriate treatment.

Keywords: triple negative breast cancer, tumor microenvironment, tumor infiltrating

lymphocytes, tumor-associated macrophages, tumor immunoediting
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