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Abstract: AB

INTRODUCTION: The main problem in the
treatment of breast cancer that based on
clinical classification and morphological
characteristics of the tumor to predict its
future behavior. Very often, not a
combination of standard prognostic factors
does not answer the need of giving adjuvant
chemotherapy. In order to implement
adequate further treatment of breast cancer
and detection aggressive types of tumor, after
surgical treatment, there is a constant need to
find new indicators by which we can identify
patients who have an increased risk of
relapse.

OBJECTIVES: The objectives were to
determine the presence, localization and
distribution of tumor infiltrating
lymphocytes, in total, as well as CD4+ and
CD8+ T lymphocytes in breast cancer, their
correlation  with  standard  prognostic
parameters, as well as their prognostic value
i.e. differences in the level of infiltration of
lymphocytes in a tumor in relation to the
occurrence of disease relapse and survival.
METHOD: The study included 120 patients
with invasive ductal carcinoma, tumor
localized only in the breast without
involvement of the skin and pectoral muscle,
the size of tumors up to 5 cm without distant
visceral and bone metastases, which are
operated at the Institute of Oncology. The
study included patients without metastases in
axillary lymph nodes and patients with
metastases in axillary lymph nodes. The
research not covered by patients receiving
neoadjuvant chemotherapy, or patients with
multifocal and multicentric tumors.
RESULTS: The high amount of lymphocytic
infiltrate was observed in the 14% a breast
tumor, a moderate amount of lymphocytic
infiltrate was observed in 38%, and the low in
43% breast tumors. Lymphocytic infiltrate
was not observed in 5% of the tumor. High




CD4+ lymphocyte infiltration was observed
in 8% of breast, moderate in 44%, and the
low in 43% of breast tumors. CD4+
lymphocytes were not observed in 5%
tumors.  High infiltration of CD8+
lymphocytes was observed in 1% of breast,
moderate in 23%, and the low 66% breast
tumors. CD8+ lymphocytes have not been
observed in 10% tumors. There is a positive
correlation between the level of TIL and
CD4+ lymphocytes and tumor size,
histological grade of tumor differentiation,
presence of metastases in axillary lymph
nodes, HER-2 status, triple negative tumors
and relapses of disease. There was a negative
correlation between the level of TIL and
CD4+ cell counts and estrogen and
progesterone receptors, as well as age. There
is a positive correlation between the level of
CD8+ cells and histological grade of the
tumor, and HER-2 status. There was a
negative correlation between the level of
CD8+ lymphocytes and estrogen and
progesterone receptors, as well as age.
CONCLUSION: The results of this study
demonstrate the association between tumor
infiltrating  lymphocytes and  CD4+
lymphocytes with a number of negative
prognostic factors, and shorter free interval
without the disease, all of which indicates
that the tumor infiltrating lymphocytes and
CD4+ lymphocytes bad prognostic factor in
patients with breast cancer.
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1. UvOD

1.1. EPIDEMIOLOGIJA KARCINOMA DOJKE

Karcinom dojke je naj€es¢i zlo¢udni tumor kod Zena Sirom sveta i ¢ini vise od 20%
svih malignih bolesti u Zenskoj populacij. Godisnje u svetu se registruje preko 1,5 miliona
novih slucajeva bolesti (u Evropi preko 360.000) i preko 500.000 smrtnih ishoda sa ovom
dijagnozom (u Evropi oko 92.000) (1).

Kumulativna verovatnoc¢a obolevanja iznosi oko 12,5%, odnosno jedna od osam zena
moze ocekivati da ¢e tokom svoga zivota oboleti od ove bolesti (2).

Epidemiski talas raka dojke pogada i razvijene 1 zemlje u razvoju. Geografska
distribucija karcinoma dojke na globalnom nivou nije ravnomerna. Podruéja u kojima se
registruje najviSa ucestalost bolesti su zapadna Evropa, severna Amerika, Australija, Novi
Zeland i neke zemlje juzne Amerike (Argentina), Sto se pripisuje viSoj prevalenciji poznatih
faktora rizika za ovu bolest u pomenutim regionima. Nesto nizi rizik od pojave oboljenja
javlja se u manje razvijenim regionima subsaharske Afrike, juzne 1 isto¢ne Azije, ukljucujuci 1
Japan, gde je verovatnoca za pojavu karcinoma dojke tri puta manja nego u zemljama Evrope
i Amerike. Sto se ti¢e Evrope, najvise stope incidencije registruju se u zapadnoj i severnoj,
dok su stope u juznoj 1 isto¢noj Evropi nize (3).

Tokom 2011. godine u Vojvodini kod Zena najces¢i tumor je bio maligni tumor dojke
sa ukupnim brojem od 1310, odnosno 26%. Od raka dojke je umrlo ukupno 550 Zena.
Navedene godine evidentirano je 1 35 novoobolelih muskaraca (4). Poslednjih godina u
Vojvodini uocen je porast obolevanja muskaraca od karcinoma dojke (5).

Prose¢na standardizovana stopa incidencije raka dojke u centralnoj Srbiji u periodu

1999-2009. godine iznosila je 60,8/100.000, a mortalitetna stopa 20,2/100.000 (2).



Uvodenjem organizovanog skrininga za karcinom dojke, novih metoda rane
dijagnostike i ciljane onkoloske terapije, smrtnost od ove bolesti u Americi i zemljama EU

opada iz godine u godinu, tako da je u poslednjih 35 godina smanjena za 35% (6).

1.2. FAKTORI RIZIKA ZA NASTANAK KARCINOMA DOJKE

1.2.1. Zivotno doba

Zivotno doba je pojedinaéni najznadajniji faktor rizika za nastanak karcinoma dojke.
Ucestalost karcinoma dojke raste sa godinama zivota, udvostrucuje se svakih deset godina do
menopauze i dostize svoj pik izmedju 50. i 60. godine Zivota (7,8). Vise studija je potvrdilo da
je nastanak bolesti u starijem Zivotnom dobu udruzen sa povoljnijim bioloskim profilom

tumora, ukljuc¢ujuci vecu ucestalost pozitivne ekspresije estrogenskih receptora (9-11).

1.2.2. Genetski faktori u nastanku karcinoma dojke

Karcinom dojke nastaje poput drugih vrsta karcinoma, kao posledica oSte¢enja gena
koji ucestvuju u regulaciji Celijskog ciklusa. Ekspresija oSte¢enih onkogena, gubitak funkcije
tumor supresorskih gena usled mutacija ili bilo kojih drugih genetskih promena dovodi do
nekontrolisane deobe 1 rasta ¢elija, Sto dovodi do daljeg oStecenja genoma (12).

Dugo je poznato da Zene koje imaju pozitivnu porodiénu anamnezu imaju veci rizik za
nastanak raka dojke. Tako zene kojima je majka ili tetka obolela od raka dojke imaju
procenjeni relativni rizik za nastanak raka dojke 8 puta veci od slicne populacije bez pozitivne
porodicne anamneze (13). Bolest se kod takvih bolesnica obi¢no dijagnostikuje u mladoj

zivotnoj dobi (14).



Otkrivena su dva supresorska gena BRCAL i BRCA2 (engl. breast cancer gen 1 and
2) koji su dovedeni u vezu sa nastankom porodi¢nog karcinoma dojke (7). Glavna uloga ovih
gena je popravka oStecenja DNK i odrzavanje integriteta genoma; gubitak njihove funkcije
doprinosi genomskoj nestabilnosti, mehanizmima koji jo$ uvek nisu u potpunosti razjasnjeni
(15,16). Bolesnice sa BRCA1 i BRCA2 mutacijama imaju loSiju prognozu i krace prezivljenje
od onih koje nemaju mutirane te gene (16). Mutacije u BRCAL/2 genu mogu dovesti do
pojave i drugih tumora kao $to su karcinom jajnika, pankreasa, prostate i melanoma.
Potomstvo nosilaca mutacije u BRCA1/2 genima ima 50% Sanse da nasledi mutirani genski
alel od jednog od roditelja (17,18).

Kod obolelih od raka dojke nadene su brojne nasledne i ste¢ene mutacije p53 gena (7).
Nasledne mutacije u Li-Fraumeni-jevom sindromu karakteriSe ucestala i rana pojava tumora
dojke, leukemije, sarkoma, tumora mozga i karcinoma kore nadbubrezne Zlezde (19).

Nasledne mutacije gena CHEK 2 (engl. Cell — cycle checkpoint kinase) povecavaju

sklonost ka nastanku tumora dojke i prostate (20).

1.2.3. Faktori spoljasnje sredine

U grupu specifi¢nih karcinogena koji uti€u na pojavu i razvoj karcinoma dojke
ubrajaju se izloZenost jonizujuéem zracenju (narocito kod mladih Zena), izloZenost hemijskim
agensima i virusne infekcije (7,12).

Nekoliko godina unazad, raste broj dokaza o potencijalno Stetnom riziku od izlaganja
vesStackim supstancama koje imaju hormonsku aktivnost. Nekoliko epidemioloskih studija
ukazuje na znacaj razli¢itih organohlornih pesticida koji zaostaju u Zivotnom okruZenju duze

vreme, kao i u masnom tkivu razli¢itih zivotinja, ukljucujuéi i Coveka (12).



Na osnovu eksperimenata na zivotinjama postavljena je i hipoteza o virusima kao
mogucim uzro¢nicima karcinoma dojke. Istrazivanja su pokazala da retrovirus i Epstein-Barr-

oV virus mogu imati kancerogeni efekat (12).

1.2.4. Zivotni stil kao faktor rizika

Ishrana bogata zivotinjskim mastima, nedovoljna fizicka aktivnost, preterana
konzumacija alkohola kao i dugotrajni stres, takode spadaju u faktore rizika. Zene pusaéi,
narocito one koje puse u mladoj Zivotnoj dobi, pre menopauze, imaju veci rizik za pojavu raka
dojke. Ishrana obogacena vocem i1 povréem smanjuje rizik od pojave karcinoma dojke
(7,21,22). U faktore rizika spadaju i preterana gojaznost, a narocito povecanje telesne mase
posle menopauze. PatofizioloSka podloga je u veéoj izlozenosti estrogenima kod gojaznih
Zena. Naime estrogeni, kod postmenopauznih Zena nastaju perifernom konverzijom, najve¢im

delom u masnom tkivu, pomoc¢u aromatoznog sistema (13).

1.2.5. Reproduktivni faktori rizika

Sto se ti¢e uticaja reproduktivnog ponasanja na rizik od pojave raka dojke, utvrdeno je
da se karcinom cesSce javlja kod Zena sa ranom menarhom (pre 12. godine) i kasnom
menopauzom (posle 50. godine). Poznato je da ranija trudnoca i porodaj imaju protektivnu
ulogu u nastanku raka dojke. Broj porodaja je obrnuto proporcionalno povezan s nastankom
tumora (7,13). Neke studije dokazale su blago smanjenje rizika za nastanak karcinoma kod
zena koje su dojile (23). Nerotkinje imaju Cetiri puta vecu Sansu da obole od raka dojke nego
zene koje su radale. U osnovi je ista patofizioloSka podloga-izloZzenost delovanju estrogena.

Sto je duza izlozenost delovanju ovog hormona veca je verovatnoca nastanka raka dojke.
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Stoga, kasna menarha, rana menopauza, ve¢i broj trudnoca i rana prva trudnoéa zapravo

smanjuju izloZenost i time smanjuju verovatnoc¢u nastanka raka dojke (13)

1.2.6. Endokrini ¢inioci

Uzimanje oralnih kontraceptiva ima slabu vezu sa nastankom karcinoma dojke, ipak
dokazano je da zene koje su uzimale oralne kontraceptive pre 25. godine i duze od 4 godine,
imaju povecan rizik za nastanak ove bolesti. Uzimanje kontraceptiva u starijoj Zivotnoj dobi
(iznad 25 godina) nema uzro¢no-posledi¢nu povezanost s nastankom raka dojke (13).
Hormonska terapija kod postmenopauzalnih zena povecava rizik za nastanak raka dojke, a
rizik je u korelaciji sa duzinom upotrebe hormonske terapije (7,12).

Hronic¢na hiperinsulinemija moze dovesti do povecane ovarijalne ili adrenaln sinteze
seksualnih steroida, narocCito androgena. Kod Zena u postmenopauzi, pove¢anje androgena u
plazmi dovodi do povecanja sinteze estrogena u adipoznom tkivu i otuda povecanje estrona i

estradiola Sto sve zajedno znatno povecava rizik od pojave i1 razvoj karcinoma dojke (12).

1.2.7. Benigne bolesti dojke

Atipi¢na duktalna hiperplazija povecava rizik nastanka raka dojke za 4 do 5 puta, dok

sklerozirajuca adenoza i papilomi povecéavaju rizik za 1,5-2 puta (13).
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1.3. PROGNOSTICKI I PREDIKTIVNI PARAMETRI KARCINOMA DOJKE

Rak dojke je heterogena bolest koja obuhvata brojne entitete sa specifi¢nim
patoloskim karakteristikama i razli¢itim bioloSkim ponasanjem. Prognoza bolesti vrlo je
razlicita, te se izbor najprikladnijeg terapijskog pristupa procenjuje individualno prema
¢itavom nizu prognostickih pokazatelja. Prognosticki faktori kod raka dojke mogu se grubo
podelti na one tradicionalne i novije koji obuhvataju niz faktora od kojih su mnogi jos
predmet ispitivanja i klinickih studija.

Najvaznij prognosticki faktori kod ranog karcinoma dojke su: zahvacéenost limfnih
¢vorova pazusne jame, veli¢ina tumora, ekspresija estrogenskih i progesteronskih receptora
(ER/PR), ekspresija receptora humanog epidermalnog faktora rasta 2 (HER-2), tumorska
histologija, stepen histoloske diferencijacije tumora, marker proliferacije i1 prisustvo

limfovaskularne invazije (21).

1.3.1. Odredivanje klini¢kog stadijuma raka dojke

Kako bi se izabrao najprikladniji nacin le€enja 1 procenila prognoza, bolesnice se u
zavisnosti od proSirenosti bolesti, svrstavaju u odredene grupe.

TNM klasifikacija uklju€uje veli€inu primarnog tumora, proSirenost tumora u
regionalne limfne ¢vorove i udaljene metastaze.
TNM Klasifikacija tumora dojke (24):
T - primarni tumor:
TX - primarni tumor se ne moze odrediti
TO - primarni tumor nije dokazan

Tis - karcinom in situ
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T1 - tumor <2 cm

T1a: tumor > 0,1 cm, ali ne veéi od 0,5 cm

T1b: tumor > 0,5 c¢m, ali ne ve¢i od 1 cm

Tlc: tumor > 1 c¢m, ali ne veéi od 2 cm

T2 - tumor > od 2 cm, ali ne ve¢i od 5 cm

T3 -tumor >5cm

T4 -tumor bilo koje veli¢ine sa direktnim Sirenjem na zid grudnog kosa ili kozu

T4a: Sirenje u zid grudnog kosa

T4b: ulceracija koze dojke, istostrani satelitski ¢vorovi u kozi ili edem koze (ukljucujuci
peau d'orange)

T4c: 4aidb

T4d: inflamatorni karcinom

Klinicka klasifikacija regionalnih limfnih ¢vorova (N):

NX - regionalni limfni ¢vorovi se ne mogu proceniti (npr. prethodno su uklonjenti)

NO - regionalni limfni ¢vor bez metastaze

N1 - metastaza u pokretnom istostranom aksilarnom limfnom ¢voru/€vorovima nivoa [ 1 II

N2 - metastaze u istostranom aksilarnom limfnom ¢voru/¢vorovima nivoa I 1 II, klini¢ki
fiksirani ili sliveni ili klinicki evidentnom istostranom limfnom ¢voru/¢vorovima oko arterije
mamarije interne (ili unutra§nje mamarne arterije) u odsustvu klini¢ki evidentnih metastaza u
aksilarnim limfnim ¢vorovima

NZ2a - metastaze u aksilarnom limfnom ¢voru/¢vorovima fiksirane medusobno (slivene) ili za
druge strukture

N2b - metastaze samo u klinicki evidentnom limfnom ¢voru/évorovima oko arterije

13



mamarije interne (ili unutraSnje mamarne arterije) u odsustvu klinicki evidentnih metastaza u
aksilarnim limfnim ¢vorovima

N3 - metastaze u istostranom infraklavikularnom (nivo III aksile) limfnom ¢voru/¢vorovima
sa ili bez zahvatanja limfnih ¢vorova nivoa I i1 II aksile ili u klinicki evidentnom limfnom
¢voru/¢vorovima oko arterije mamarije interne (ili unutrasnje mamarne arterije) sa klinicki
evidentnim metastazama u aksilarnim limfnim ¢vorovima ili metastaza u istostranom
supraklavikularnom limfnom ¢&voru/€vorovima sa ili bez zahvatanja aksilarnih ili limfnih
¢vorova oko arterije mamarije interne

N3a - metastaze u infraklavikularnom limfnom ¢voru/¢vorovima

N3b - metastaze u limfnom ¢voru/¢vorovima aksile ili oko arterije mamarije interne

N3c - metastaze u supraklavikularnom limfnom ¢voru/¢vorovima

Patohistoloska klasifikacija regionalnih limfnih ¢vorova (pN):

PNX - regionalni limfni ¢vorovi se ne mogu proceniti (nisu uklonjeni radi ispitivanja ili su
prethodno uklonjenti)

PNO - regionalni limfni ¢vor bez metastaze

PN1 - mikrometastaze ili metastaza u 1 do 3 istostrana aksilarna limfna ¢vora, odnosno
istostranim unutrasnjim ¢vorovima dojke sa metastazom otkrivenom disekcijom strazarskog
limfnog ¢vora, ali klini¢ki nije ocigledna.

pPN1mi - mikrometastaza (veca od 0,2 mm i/ili vise od 200 Celija, ali ne vece od 2 mm)

pN1la - metastaza u 1 do 3 aksilarna limfna ¢vora, ukljucujuci bar jedan ¢ija najveca dimenzija
prelazi 2 mm

PN1b - unutrasnji limfni ¢vorovi dojke sa mikroskopskom metastazom otkrivenom

disekcijom straZzarskog limfnog ¢vora, ali koja klini¢ki nije o¢igledna
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pN1lc - metastaza u 1 do 3 limfna ¢vora, a unutraSnji limfni ¢vorovi dojke sadrze
mikroskopsku metastazu otkrivenu disekcijom strazarskog limfnog ¢vora, koja nije klinicki
ocigledna

PN2 - metastaze u 4-9 istostranih aksilarnih limfnih ¢vorova, ili klini¢ki o¢igledan limfni ¢vor
duz mamarije interne u odsustvu aksilarnih limfonodalnih metastaza

pNZ2a - metastaza u 4-9 aksilarnih limfnih ¢vorova, ukljucujuci bar jedan koji je ve¢i od 2 mm
PN2b - metastaza u klinicki o¢iglednom unutrasnjem limfnom ¢voru/¢vorovima dojke, u
odsustvu metastaze aksilarnog limfnog ¢vora.

pN3 - metastaze opisane kao:

pN3a - metastaza u 10 ili vise aksilarnih limfnih ¢vorova (od kojih je bar jedan veci od 2 mm)
ili metastaza u infraklavikularnim limfnim ¢vorovima

pPN3b - metastaza u klinicki oCiglednom unutra$njem limfnom ¢voru/¢vorovima) dojke u
prisustvu pozitivnog aksilarnog limfnog ¢vora/€vorova ili metastaza u vise od 3 aksilarna
limfna ¢vora i u unutrasnjim limfnim ¢vorovima dojke sa mikroskopskom metastazom
otkrivenom disekcijom strazarskog limfnog ¢vora, a koja nije klini¢ki o¢igledna.

PN3c - metastaza u supraklavikularnom limfnom ¢voru (¢vorovima).

M - udaljene metastaze:
MX - postojanje udaljenih metastaza ne moze se odrediti
MO - nema udaljenih metastaza

M1 - udaljene metastaze
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Tabela 1. Stadijumi karcinoma dojke prema TNM klasifikaciji (25).

Stadijum

0 Tis NO MO
| T1 NO MO
T0 N1 MO
A T1 N1 MO
T2 NO MO
T2 N1 MO

1B
T3 NO MO
T0 N2 MO
T1 N2 MO
A T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
T4 NO MO
1B T4 N1 MO
T4 N2 MO
Inc svaki T N3 MO
v svaki T svaki N M1
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1.3.2. Veli¢ina tumora

Veli¢ina tumora je jedan od vaznijih prognosti¢kih faktora, pogotovo u bolesnica s
negativnim pazuSnim limfnim ¢vorovima (7). Izmedu veli¢ine tumora i prezivljenja postoji
pozitivna Korelacija, odnosno bolesnice sa manjim tumorima imaju bolju prognozu.
PetogodiSnja stopa recidiva je priblizno 10% za bolesnice sa tumorom manjim od 10
milimetara, a priblizno 30-50% za one sa tumorom od 50 milimetara 1 viSe (26). Za tumore
manje od 10 mm, uobicajeni prognosticki faktori, kao $to je histoloski gradus, nisu dovoljni
da svrstaju pacijentkinje u razli¢ite prognosti¢ke kategorije. U ovim slu¢ajevima, postojanje
udruzenog DCIS, njegova rasprostranjenost i njegov gradus (G) su novoustanovljeni znacajni
prognosti¢ki faktori. Mali invazivni tumor udruZen sa ekstenzivnom DCIS G.III
komponentom ima lo$iju prognozu od malih tumora bez DCIS ili sa DCIS G.I (27).

Kod multifokalnih tumora, jo§ se ne zna sa sigurno$¢u da li prognoza korelira sa
promerom najveceg zarista ili zavisi od ukupne veli€ini svih ZariSta zajedno. Prema jednoj
studiji, promer najvefeg zariSta je najpouzdanija mera za staging, ali je prognoza
multifokalnih tumora ipak lo$ija od unifokalnih tumora sli¢nih dimenzija (Ce$¢e aksilarne

metastaze) (28).

1.3.3. Status limfnih ¢vorova

Ovo je jedan od najvazniji prognosticki faktora u bolesnica s karcinomom dojke koji
ukazuje na verovatnocu recidiva bolesti, takode predstavlja znaCajan parametar pri selekciji
pacijentkinja kod kojih treba primeniti adjuvantnu hemioterapiju (7,29).

Rizik pojave recidiva i ukupno prezivljenje zavise od broja zahvacenih limfnih
¢vorova. Bolesnice sa negativnim limfnim ¢vorovima imaju petoogodiSnje preZivljenje bez

bolesti preko 80%, a ako su ¢vorovi pozitivni, prezivljenje je ispod 65%, odnosno prognoza je
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lo$ija $to je broj zahvacenih limfnih ¢vorova veéi. Nivo zahvéenosti limfnih ¢vorova takode je
prognosticki znacajan. Naime, metastaze u visi nivo aksile 1 apeks ukazuju na lo$iju prognozu
(30).

Nakon pazuha, drugo po vaznosti drenazno podru¢je je u limfne ¢vorove duz
unutra$nje mamarne arterije. Oni su zahvacéeni ukupno u 22% slucajeva, ces¢e kod tumora u
medijalnoj polovini dojke i kod pozitivne aksile. Supraklavikularni limfni ¢vorovi zahvaceni
su u oko 20% slucajeva sa pozitivnom aksilom, a gotovo nikad nisu zahvaéeni kod negativne

aksile (31).

1.3.4. Prisustvo udaljenih metastaza

Prisustvo udaljenih metastaza je dokazano najznacajniji prognosti¢ki faktor (7,29).
Hematogene metastaze vode generalizovanoj diseminaciji karcinoma dojke u kosti, pluéa,
jetru, jajnike, nadbubrezne Zlezde, pleuru i druga mesta. NajéeS¢e zahvacéene kosti su rebra,
lobanjske kosti, ki¢meni prs§ljenovi, humerus i klavikula. Metastaze karcinoma dojke u kosti
su, slicno drugim tipovima karcinoma, najceS¢e osteoliticke, a u oko 10% slucajeva su
osteoblasti¢nog tipa (27). Ukoliko je metastatska bolest prisutna samo u kostima, takve

bolesnice imaju bolju prognozu nego one sa visceralnim metastazama (13).

1.3.5. Histoloski tipovi tumora

Imajuéi u vidu odnos malignih ¢éelija prema bazalnoj membrani, karcinomi mogu biti
neinvazivni (in situ), koji ne prelaze bazalnu membranu, ili invazivni, ukoliko prelaze bazalnu
membranu. Svetska zdravstvena organizacija je, obzirom na histoloski tip tumora, predlozila

slede¢u podelu invazivnih karcinoma dojke (32):

18



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

. Invazivni duktalni karcinom

. Invazivni lobularni karcinom

. Tubularni karcinom

. Invazivni kribriformni karcinom

. Medularni karcinom

. Mucinozni karcinom

. Invazivni papilarni karcinom

. Invazivni mikropapilarni karcinom

. Apokrini karcinom

Metaplasti¢ni karcinom
Karcinom bogat lipidima
Sekretorni karcinom
Onkocitni karcinom
Adenoidno-cisti¢ni karcinom
Karcinom acinarnih ¢elija
Karcinom svetlih ¢elija-bogat glikogenom
Sebacealni karcinom
Maligni mioepiteliom
Mukoepidermoidni karcinom
Skvamozni karcinom

Adenoskvamozni karcinom
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Losiju prognozu imaju duktalni karcinom, lobularni i medularni, dok nesto bolju
prognozu imaju tubularni, mucinozni i kribriformni karcinom (33). Duktalni karcinom je
najcesci tip raka dojke, koji ¢ini ukupno 65-80% svih karcinoma dojke. Lobularni karcinom je
na drugom mestu po ucestalosti medu invazivnim karcinomima dojke i na njega otpada od
5-10% svih karcinoma dojke. Medularni karcinom se ¢e$ée srece kod mladih zena koje su

nosioci BRCA1 i BRCA2 mutacija, dok je mucinozni karcinom ¢e$¢i kod starijih Zena (34).

1.3.6. Stepen histoloske diferencijacije tumora (gradus)

Stepen histoloSke diferentovanosti odnosno histoloSki gradus ima za cilj da ukaZe na
manju ili vecu agresivnost tumora i samim tim predstavlja jedan od standardnih prognostickih
parametara, narocito za invazivne karcinome vece od 10 mm (7,35).

Prilikom odre¢ivanja histoloskog gradusa (G) analiziraju se tri osobine tumora, koje se
graduiraju od 1 do 3: 1. formiranje tubula, 2. nuklearni polimorfizam i 3. broj mitoza.
Histoloski gradus izracunava se iz zbira bodova iz ¢ega proizlaze gradusi (36):

G1 (dobro diferentovani) - 3 do 5 bodova
G2 (umereno diferentovani) - 6 do 7 bodova
G3 (slabo diferentovani) - 8 do 9 bodova

Dobro diferentovani tumori (gradus 1) imaju petogodiSnje prezivljavanje u oko 75%
bolesnica, a deset godina prezivi 47% bolesnica. Sa umereno diferentovanim tumorima
(gradus 2) pet godina prezivi 53% bolesnica, a deset godina prezivi 27% bolesnica. U grupi
bolesnica sa slabo diferentovanima tumorima (gradus 3) pet godina prezivi 31%, a deset
godina prezivi 18% (36).

Prognosticka vrednost histoloskog gradusa raste u kombinaciji s drugim

prognosti¢kim faktorima od kojih su najvazniji veli¢ina tumora i histoloski status limfnih
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¢vorova, na osnovi ¢ega je sastavljen Nottinghamski prognosticki index (NPI — tabela 2)

(7,37).

Tabela 2. Nottinghamski prognosticki indeks (NPI)

NPI = veli¢ina tumora (cm) x 0,2 + status limfnih ¢vorova (1-3) + histoloski gradus (1-3)

NPI Prognoza Prezivljavanje 15 godina
<3,4 Dobra 80%

3,4-54 Osrednja 42%
>5,4 Losa 13%

1.3.7. Estrogen i progesteron receptorni status

Oko 75% svih karcinoma dojke je hormonski pozitivno (38). Hormonski receptori kod
karcinomima dojke nemaju samo prognosticki ve¢ i prediktivni znacaj. Tumori koji su visoko
hormonski pozitivni bolje ¢e reagovati na hormonsku terapiju od onih koji su slabo hormonski
pozitivni. ER negativni (ER-) tumori bolje reagiraju na hemioterapiju u odnosu na ER
pozitivne tumore (ER+) (7).

Pacijenti sa ER+ tumorima imaju duZe prezivljenje bez bolesti u odnosu na one sa ER-
tumorima. ER+ tumori ¢e$¢i su kod starijih Zena, ¢eS¢e su dobro diferentovani, niZe mitotske

aktivnosti te rede pokazuju ekspresiju p5S3 i HER2/neu (27,29).
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Progesteronski receptor je protein Cija je sinteza pod kontrolom estrogenskih
receptora. Medutim, oko 5% karcinoma dojke su ER-PR+ §to se moZe objasniti ili lazno
negativnim rezultatom u odredivanju ER ili sinteza PR moze biti indukovana nezavisno od

estrogenskih receptora. Znacaj PR kao nezavisnog prognostickog faktora je vrlo mala (39).

1.3.8. Receptori faktora rasta (EGF receptori)

Do sada su nadena cetiri HER membranska receptora (proteina): HER1/EGFR, HER2,
HER3 i HER4 (7). HER receptori se sastoje iz tri regiona: ekstracelularno podrucje za
vezivanje liganda, podrucje u kome se receptor vezuje za ¢elijsku membranu 1 intracelularno
podrucje sa aktivnoscu tirozin kinaze. U inaktivnom stanju HER receptori su monomeri.
Vezivanjem liganda i aktivacijom receptora dolazi do njihove homo i heterodimerizacije i
aktivacije enzima tirozin kinaze. Na taj nacin aktivira se kaskadni mehanizam biohemijskih
promena u samoj ¢eliji $to dovodi do ¢elijske proliferacije, apoptoze, angiogeneze, promena u
adhezivnosti i motilitetu ¢elija (40,41). Poremecaj neke faze ovog mehanizma dovodi do
prekomerne proliferacije, migracije ¢elija 1 njthovog metastaziranja (41).

a) Receptor epidermalnog faktora rasta (EGFR)

EGFR (poznat i kao c-erbB-1) prisutan je u malim koli¢inama u normalnom epitelu
dojke 1 u drugim tkivima. Kod odredenog broja invazivnih karcinoma dojke postoji
prekomerna ekspresija EGFR. Tumori koji su EGFR+ obi¢no su ER- ili PR-, slabije
diferentovani 1 agresivniji. EGFR je lo§ prognosticki faktor, pogotovo u slucajevima
koekspresije EGFR i c-erbB-2 (42).

b) HER2/neu (c-erbB-2)
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HER2/neu onkogen nalazi se na lokusu 17q21, a odgovara neu onkogenu ¢ija amplifikacija
dovodi do prekomerne ekspresije HER2/neu glikoproteina koji je ¢lan porodice
transmembranskih receptora epidermalnih faktora rasta (7).

HER2 pozitivnost je negativan prognosticki fakotr, povezana je sa agresivnim tokom
bolesti, kra¢im vremenskim intervalom do relapsa i lo$ijim prezivljavanjam (43). Povecana
ekspresija HER2 udruZena je i sa drugim faktorima lose prognoze karcinoma dojke, kao $to su
pozitivni limfni ¢vorovi, veéi promer tumora, lo§ stepen histoloSke diferentovanosti, visoka
proliferaciona stopa i negativan estrogen i progesteron receptorni status (44).

Amplifikacija HER2/neu proto-onkogena i/ili prekomerna ekspresija HER2/neu
proteina nadena je u 10-40% invazivnih duktalnih karcinoma dojke dok se rede srece kod
lobularnog karcinoma (33).

c) HERS3 (c-erbB-3)

HER3 ekspresija (citoplazmatska!) prisutna je u oko cCetvrtini karcinoma dojke.
Povezana je sa ekspresijom HER2/neu i zahva¢enim limfnim ¢vorovima, ali je veza slaba i
verovatno se ne radi o vaznijem prognosti¢kom faktoru (42).

d) HER4 (c-erbB-4)

HER4 receptor ima vaznu ulogu u rastu 1 diferencijaciji Celije, a njegova ekspresija
izgleda je povezana s povoljnijom prognozom. Ovaj receptor funkcioniSe drugacije od ostalih
¢lanova porodice receptora epidermalnih faktora rasta. U slucajevima u kojima postoji
koekspresija HER4 i HER2/neu, HER4 ublazava lo§ prognosticki efekt HER2/neu (42).

Kada je u pitanju HER2 receptor, poslednjih godina najvece interesovanje postoji oko
njegove uloge u ciljanoj (target) terapiji kod karcinoma dojke. Kod bolesnica sa HER?2
pozitivnim tumorom dojke primenjuje se sledeca anti-HER?Z terapija:

1. Trastuzumab je monoklonsko antitelo koje se vezuje za HER2 receptor 1 pokrece

antitelo zavisnu 1 Celijski posredovanu citotoksi¢nost (ADCC), sprecava nastanak p9SHER?2
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fragmenta ¢ime dodatno ograniava prenos signala za malignu transformaciju, prouzrokuje
nishodnu regulaciju i endocitozu receptora ogranicavajuéi signal za dalji rast i deobu i inhibira
HER?2 regulisanu angiogenezu (40).

2. Pertuzumab je nova ciljana terapija kod HER2 pozitivnog karcinoma dojke,
prevenira dimerizaciju (uparivanje) HER2 receptora sa drugim receptorima (EGFR/HERL,
HER3, HER4). Pertuzumab i trastuzumab imaju komplementarna dejstva, vezuju se za
razlicite regione HER2 receptora. Dejstvo pertuzumaba i trastuzumaba na HER2 signalni put
moze da blokira rast tumorskih ¢éelija karcinoma dojke i dovede do njihove smrti (45).

3. Trastuzumab emtansine (T-DM1) predstavlja konjugat trastuzumaba i potentnog
citotoksi¢nog agensa. Trastuzumab emtansine ima efekte trastuzumaba i uvodi citotoksi¢ni
agens DM1 u ¢elije karcinoma (46).

4. Lapatinib je inhibitor intracelularnih podruéja tirozin kinaze oba EFGR (ErbB1) i

HER2 (ErbB2) receptora (47).

1.3.9. Indeks proliferacije Ki-67

Indeks proliferacije takode se ubraja u prognosticke faktore za karcinom dojke.
Tumori koji imaju vecu proliferativnu aktivnost imaju loSiju prognozu 1 kra¢i interval do
pojave relapsa (7,48). Studije koje su ispitivale prediktivni znacaj indeksa proliferacije kod
pacijentkinja koje su primale hemio ili endokrinu terapiju, nisu pokazale da se protein Ki67
moze smatrati samostalnim prediktorom odgovora na terapiju. Generalno, podaci ukazuju na
to da pacijentkinje sa visokim indeksom proliferacije imaju bolji odgovor na delovanje
taksana u odnosu na netaksansku terapiju, kao i na delovanje terapije letrozolom u odnosu na

tamoksifen (49).

24



Jedna od metoda za odredivanje stepena proliferacije u tumoru je imunohistohemijska,
koris¢enjem anti-Ki-67 antitela (MIB-1) koje markira jedra u svim fazama ¢elijskog ciklusa

osim GO i rane G1 fazi (50).

1.3.10. Limfovaskularna invazija i perineuralna invazija

Vise studija je pokazalo da nalaz tumorskih ¢elija unutar lumena krvnih ili limfnih
prostora znaci losiju prognozu (7).

Vaskularna invazija nadena je u gotovo Cetvrtini sluc¢ajeva karcinoma dojke, a ¢esée se
vidi kod slabo diferentovanih, ve¢ih tumora, uz duktalni invazivni karcinom, te u slucajevima
sa pozitivnom aksilom (33).

PNI je obi¢no prisutna u tumorima visokog histoloskog gradusa, ¢esto uz limfaticku

invaziju. Do sada nije dokazano da predstavlja nezavisan prognosticki faktor (33).

1.3.11. Nekroza

Prisustvo nekroze kod karcinomima dojke, kao 1 u drugim tumorima, predstavlja los
prognosticki znak. MoZe biti jaCe ili slabije izraZena, ali ne postoji usaglasen stav koji opseg
nekroze je klinicki znac¢ajan. Najcesce se vidi u duktalnom invazivnom karcinomu (7). Budu¢i
da je nekroza povezana sa veli¢inom 1 slabije diferentovanim tumorima, tesko je re¢i da li

predstavlja nezavisan prognosticki faktor (33).
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1.3.12. Angiogeneza

Pod angiogenezom (neovaskularizacijom) podrazumeva se formiranje novih,
funkcionalnih krvnih sudova iz prepostojeCe vaskularne mreze. Neovaskularizacija
omogucava rast tumora i povecava metastatski potencijal tumora otvaranjem puteva za prodor
tumorskih c¢elija u cirkulaciju. Najznacajniji stimulatori angiogeneze su Clanovi porodice
faktora rasta fibroblasta (FGF) i faktora rasta vaskularnog endotela (VEGF) (51).

Neki autori su nasli da je angiogeneza izraZenija u tumorima mladih bolesnica, u
veéim tumorima 1 tumorima veceg histoloSkog gradusa, a prema drugim autorima,
neovaskularizacija je povezana s histoloskim tipom tumora, pa je slabija u lobularnim
invazivnim karcinomima u odnosu na duktalne te u tom histoloSkom tipu nije znacajniji

prognosticki faktor (52).

1.3.13. Proteaze

a) Katepsin D

Katepsin D je lizozomalna aspartil proteaza izrazena u svim tkivima, ucestvuje u
procesuiranju antigena, Celijskoj proliferaciji, obnavljanju tkiva te aktivaciji razli€itih
prohormona. Razgraduje bazalnu membranu tumora i tako ima vaZnu ulogu u rastu i
metastaziranju tumora (53). Neke imunohistohemijske studije su pokazale da bolesnice koje
imaju visoki sadrZaj katepsina D u tumoru imaju ve¢i histoloski gradus i krace prezivljavanje
(54).
b) Matriks metaloproteinaze

Matriks metaloproteinaze (MMPs) su familija funkcionalno i strukturno povezanih

endopeptitaza, te je do danas poznato oko Cetrdesetak MMPs. Prema njihovom specificnom
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supstratu dele se u nekoliko grupa: kolagenaze, Zelatinaze, stromelizinaze, matrilizinaze,
membranski tip MMPs i druge. Ucestvuju u degradaciji vezivnog stromalnog tkiva i bazalne
membrane, $to su kljuéni dogadaji u invaziji i metastaziranju tumora. Cepaju faktore rasta,
receptore na povrSini Celija, adhezijske molekule, hemokine i citokine i tako ucestvuje u
agresivnijem bioloSkom ponasanju tumora. Ove proteaze reguliSu angiogenezu U tumoru
putem aktivacije proangiogenickih faktora ili je inhibiraju kroz nastajanje inhibitornih faktora
(55). Aktivnost enzima regulisana je tkivnim inhibitorima matriks metaloproteinaza i
ocuvanom ravnotezom izmedu enzima i inhibitora unutar ¢elije. Visoka ekspresija MMPs u
karcinomu dojke, posebno MMP-2 i MMP-9, povezana je s visokim histoloskim gradusom,
relapsom bolesti i kra¢im prezivljavanjem (56,57).
c) Urokinazni aktivator plazminogena (uPA) i inhibitor-1 aktivatora plazminogena (PAI-1)
Urokinaza plazminogen aktivator (uPA) sistem i njegov inhibitor PAI-1 (inhibitor-1
aktivator plazminogena) su faktori invazije tumora i imaju prognosticko i prediktivno
znacenje (7). Studije su pokazale da bolesnice sa negativnim limfnim ¢vorovima pazuha i
niskim vrednostima odnosa UPA/PAI-1 imaju dobru prognozu bez primene sistemske
adjuvantne terapije, dok bolesnice s visokim vrednostima odnosa uPA/PAI-1 imaju visoki
rizik relapsa tumora. Visoke vrednosti uPA i PAI-1 u bolesnica sa primarnim rakom dojke
povezane su sa ve¢om koristi od adjuvantne hemioterapije u poredenju sa bolesnicama koje su

imale niZe vrednosti (58).

1.3.14. Ekspresija citokeratina kao prognosticki faktor

U vise studija pokazano je da ekspresija razliCitih citokeratina (CK) moZe imati

znacaja u bioloskom ponasanju i1 prognozi bolesti. Tumori dojke koji eksprimiraju bazalne
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citokeratine, odnosno bazalnog su fenotipa, generalno su histoloski lose diferentovani, ER 1

PR-negativni, visokog proliferativnog indeksa, p53 i EGFR pozitivni (59).

1.3.15. Tumor-supresorski geni i onkogeni kod tumora dojke

a) p53

p53 je tumor-supresorski gen koji se nalazi na hromozomu 17p i ima glavnu ulogu u
regulaciji ¢elijskog ciklusa i DNK reparacije. Mutacije tumor supresornog p53 gena spadaju u
najée$¢e molekularne abnormalnosti koje se detektuju kod solidnih tumora, a ¢est su nalaz u
invazivnom duktalnom karcinomu dojke. Dokazano je da su abnormalnosti ovog gena
udruzene sa agresivnijim bioloSkim fenotipom tumora i loSijom prognozom za bolesnice sa
karcinomom dojke (60).
b) nm23

Smanjena ekspresija nm23 proteina povezana je s losijom prognozom, metastazama
u aksilarne limfne ¢vorove, vaskularnom invazijom i ¢e$¢im recidivima karcinoma dojke (61).
c) Bcl-2

Protonkogen bcl-2 programira protein koji inhibira programiranu celijsku  smrt
(apoptozu). Bcl-2 blokira apoptozu preko mitohondrijskog puta inhibirajuc¢i oslobadanje
citohroma C iz mitohondrija. Visoka izrazenost bcl-2 prisutna je u ER i PR pozitivhim
tumorima 1 dobar je prognosticki pokazatelj, tj. bolesnice sa rakom dojke 1 visokom
ekspresijom bcl-2 imaju bolje prezivljavanje. Poznata je i njegova uloga kao prediktivnog
faktora. Tako je pokazano da bolesnice sa hormonski pozitivnim rakom dojke imaju bolji
odgovor na tamoksifen ako je prisutna visoka izrazenost bcl-2 (62).

d) C-myc
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Gen c-myc kodira transkripcijski faktor koji se veze sa proteinima iz Max i Myc ( Myc
associated factor X ) porodice i ima vaznu ulogu u rastu, proliferaciji i diferencijaciji ¢elija,
genetskih promena kod obolelih od raka dojke, a javlja se kod jedne tre¢ine bolesnica.
Amplifikacija gena c-myc povezana je sa loSijom prognozom bolesti i kra¢im prezivljenjem
bolesnica (63).

Testovi multigenskih profila tumora poput MammaPrint® (Agendia, Amsterdam, the
Netherlands) ili Oncotype DX® Recurrence Score (Genomic Health, Redwood City, USA),
mogu se Koristiti kako bi se preciznije definisao fenotip tumora i dobile dodatne informacije o
riziku od relapsa bolesti i potrebi za adjuvantnom hemioterapijom. Poseban znacaj imaju kod
hormonski pozitivnog ranog karcinoma dojke (HER-2 negativnog), ali se njihov pravi klinic¢ki
znacaj i dalje procenjuje u velikim randomizovanim klinickim studijama (21,64).

Vazan parametar koji odreduje duzinu prezivljavanja bolesnica sa rakom dojke je i
ordinirana terapija. Odgovaraju¢a adjuvantna terapija povecava verovatnocu petogodi$njeg

prezivljavanja za gotovo 25% (13).

1.3.16. Molekularna klasifikacija karcinoma dojke

U poslednjih nekoliko godina istrazivac¢i su posebnu paznju posvetili ispitivanju
znacaja 1 primene molekularne klasifikacije karcinoma dojke u procesu odabira odgovarajuce
terapije. Na temelju genskih ekspresionih profila (engl. gene expression profiling) nastala je
molekularna klasifikacija karcinoma dojke, koja karcinome pozitivne na hormonske receptore
deli u dve grupe: luminal A i luminal B, a karcinome negativne na hormonske receptore na
HER?2 pozitivni i bazaloidni tip. Osim spomenutih tipova, u literaturi se spominju i tip luminal

C 1 tip karcinoma sli¢an normalnoj dojci, ali ovi tipovi su jos uvek slabo definisani (7,65,66).
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Molekularni tipovi karcinom dojke mogu se priblizno utvrditi i imunohistohemijskim
reakcijama. Ova Kklasifikacija je izvedena na osnovu ekspresije estrogen i progesteron
receptora, HER2 receptora i proliferativnog indeksa (Ki-67) (21):
1. LUMINALNI A TIP: (ER+, PR+, HER2-, Ki-67 nizak nivo ekspresije)
2. LUMINALNI B TIP: (ER+, HER2 -, Ki-67 visok nivo eksprsije ili PR nizak nivo
ekspresije) (ER+, HER2 +, bilo koje vrednosti Ki-67 i PR)
3. HER2 POZITIVNI TIP: (ER-, PR-, HER2 +)

4. BAZALOIDNI TIP (trostruko negativni duktalni): (ER-, PR-, HER2 -)

Kod luminalnog tipa karcinoma dojke, mati¢ne celije nastaju iz luminalne epitelne
¢elije. Ovaj tip karcinoma moze se podeliti u dve razli¢ite grupe: luminalni tip A i1 luminalni
tip B, koji se razlikuju u molekularnim karakteristikama tumora i klinickom toku bolesti
(67,68).

Luminalni A tip karcinoma dojke, ¢ini vise od 40% svih tipova karcinoma dojke,
obi¢no ima visoku ekspresiju ER, nisku ekspresiju HER2 receptora, kao i nizak nivo
ekspresije markera proliferacije, manje od 14%. Karcinom dojke luminalnog tipa A, obicno
ima niski histoloski gradus, pa ovaj tip tumora karakteriSe najbolja prognoza bolesti u odnosu
na druge tipove karcinoma dojke (67,68).

Karcinomi luminalnog tipa B uglavnom imaju pozitivne ER i amplifikaciju HER-2,
visoki histoloski gradus, visoki indeks proliferacije i losiju prognozu nego oni luminalnog tipa
A (67,68).

Karcinomi HER-2 tipa imaju visoku izrazenost HER-2 i gena povezanih sa HER-2
signalnim putevima. Amplifikacija HER-2 gena povecava celijsku proliferaciju, koci
apoptozu, podstie angiogenezu, invazivni rast i metastaziranje. Ove tumore karakteriSe

visoki histoloski gradus i indeks proliferacije (67,68).
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Bazalni karcinomi dojke ¢ine do 15% svih karcinoma dojke. Ova podgrupa je nazvana
tako, jer neoplasti¢ne ¢elije bazalnog karcinoma eksprimiraju gene koji se uobic¢ajeno nalaze u
normalnim bazalnim/mioepitelnim ¢elijama, ukljucujuéi one odgovorne za citokeratine visoke
molekularne mase, HMW (engl. high molecular weight) ili ,,bazalne” citokeratine (CK5/6,
CK14 i CK17), kao i neke druge markere bazalne diferencijacije. U viSe studija dokazano je
da su bazalni karcinomi dojke pretezno loSe diferentovani tumori, ¢esto sa medularnim i
metaplasticnim elementima. Imunohistohemijski, oni su pretezno hormonski i HER-2
negativni (ER-, PR-, HER2-). Pozitivna ekspresija bazalnih markera povezana je sa loSom
prognozom i sa BRCA-1 mutacijama, najverovatnije kao odraz visokog proliferativnog
kapaciteta ovih tumora, kao i nepostojanja adekvatne, individualizovane, direktno ciljane

terapije (69-71).

1.4. IMUNOLOSKI SISTEM I RAK

Pretpostavlja se da je jedna od vaznih funkcija imunoloskog sistema i zastita od
tumora. To je veoma teska uloga, jer tumorske celije poseduju brojne slicnosti sa zdravim
¢elijama. Stoga su tumorske ¢elije dodatni izazov za imunoloski sistem, ve¢i od onoga sa
kojim se susreCe pri interakciji npr. sa bakterijama, koje se mnogo lakse prepoznaju kao
strane. Razvoj tumora i1 njegov efekat na organizam ukazuje da je imunoloski odgovor prema
tumorima slab i da ga rast tumora lako prevazilazi (7).

Odgovor imunoloskog sistema na tumor istrazuje se na nekoliko nivoa. Prvi je
molekularni nivo na kome se istrazuju tumorski antigeni koji ¢ine osnovu i uslov za
pokretanje imunoloSkog sistema. Zatim se proucava imunoloSka reakcija na tumor. Na kraju

se istraZuju mehanizmi kojima tumor izbegava imunoloski nadzor i Siri se (72).
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1.4.1. Tumorski antigeni

Tumorskiki antigeni su molekuli na povrSini tumorskih ¢elija, u citoplazmi ili jedru
koji mogu da pokrenu imunoloski odgovor (7).

Klasifikacija tumorskih antigena se moze izvrSiti na osnovu vise razlicitih kriterijjuma.
Ako se kao kriterijum koristi to da 1i se tumorski antigeni eksprimiraju isklju¢ivo na maligno
transformisanoj ¢eliji ili na neizmenjenim ¢elijama u nekoj fazi njihovog razvoja onda se dele
na tumor-specifi¢ne i tumor-asocirane antigene (72).

Tumor-specifiéni antigeni nalaze se skoro isklju¢ivo na maligno transformisanim
¢elijama, najcece kao posledica genskih mutacija. Idealne su mete za ciljanu terapiju jer su
izrazeni samo na malignim ¢elijama, ali su izrazeni individualno, pa ¢ak i samo u delu ¢elije
unutar tumora. Ces¢i su antigeni koji su prezentovani i na tumorskim i na normalnim
¢elijama, tzv. tumor-pridruZzeni antigeni (tumor-asocirani antigeni), koji su rezultat
prekomerne ili aberantne ekspresije nemutiranih proteina (72).

Tri su nacina na koji peptidi normalnih proteina mogu postati tumorski antigeni.

Prvi, stvaranjem mutiranog proteina usled nemogucnosti tumorske Celije da popravi DNK
oSteCenje, zatim prekomerna ekspresija normalnog proteina zbog mutacije faktora koji
reguliSe njegovu ekspresiju, te u slucajevima posttranslacijske modifikacije, kada je protein

promenjen nakon abnormalnog posttranslacijskog procesuiranja (72).

1.4.2. Kategorije tumorskih antigena (72-74)

Tumor-testis antigeni su proteini normalno izraZeni tokom embrionalnog razvoja i u
humanom tkivu testisa odraslih, a abnormalno su izrazeni na brojnim tumorima ukljucujuci

melanom. Primeri su ¢lanovi porodica gena MAGE, GAGE, BAGE i gen NY-ESO-1.
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Diferencijacijski antigeni su proteini izrazeni kod normalnih ¢elija, a izraZeni su i na
tumorskim ¢elijama nastalim iz tog tkiva. Primer su melanocitni diferencijacijski antigeni
Melan-A/MART-1, tirozinaza i gp-100, te CD20 kod B ¢elijskog limfoma i dr.

Onkofetalni antigeni su belancevine embrionalnog i1 fetalnog tkiva izrazene u
odredenim tipovima tumora. Primer su karcinoembrionalni antigen (CEA) i a-fetoprotein
(AFP). Onkofetalni antigeni su slabo imunogeni, tako da ne izazivaju reakciju odbacivanja
tumora.

Mutirani ili prekomerno izraZeni produkti onkogena ili tumor-supresorskih gena.
Primer su HER-2/neu i abnormalne forme p53.

Posttranslacijski modifikovani vlastiti proteini: primer je nedovoljno glikozilirani
mucin MUC-1 kod karcinoma dojke i pankreasa.

Onkoviralni proteini kodirani su genomom onkogenih virusa. Primer su produkti
humanog papiloma virusa HPV-E6 i HPV-E7 u karcinomu vrata materice i EBNA-1 antigen,
produkt Epstein-Barr virusa naden u Burkitt-ovom limfomu i nazofaringealnom karcinomu

(72-74).

1.4.3. Imunolo$ka reakcija protiv tumora

Antitumorska imunost je posredovana mehanizmima urodene i steCene imunosti.
Pokazalo se da u imunoloskom odgovoru protiv tumora vazniju ulogu imaju T limfociti nego
mehanizmi humoralne imunosti posredovani B limfocitima (7,75).

Razli¢ite populacije limfocita izraZzavaju razliite proteine. PovrSinski (membranski)
proteini Celija se identifikuju monoklonskim antitelima. Pomoc¢u ovih proteina moguce je
napraviti razliku izmedu razli€itih subpopulacija. Standardna nomenklatura za limfocitne

proteine je CD Klasifikacija (engl. cluster of differentiation).
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Populacija limfociti se razlikuju u odnosu na istoriju izlaganja antigenu (7,72):
e Naivni limfociti su zreli T i B limfociti koji su izasli iz timusa, odnosno kostne srzi, a
koji nisu bili u kontaktu sa stranim antigenom.
e Efektorski limfociti su diferencirano potomstvo naivnih celija koje su se aktivirali u
kontaktu sa stranim antigenima.

e Memorijski limfociti takode nastaju od potomaka stimulisanih antigenom.

T Limfociti

S obzirom na to da najveci broj limfocita T reguliSe funkciju ostalih ¢elija imunskog
sistema, oni se mogu smatrati glavnim c¢elijama imunoloskih zbivanja uops$te. Ovaj
regulatorni uticaj limfociti T ostvaruju luce¢i Citav niz razli¢itih solubilnih supstancija
(citokina) kao sto su interleukini (IL: IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 IL-17), interferoni
(INF-gama) i faktori rasta granulo-monocitopoeze (GM-CSF) (76).

Efektorni limfociti mogu samostalno na dva nacina da eliminiSu invazivni agens.
Jedan nacin eliminacije je preko izlucenih specijalnih toksicnih protein perforina, koji
efikasno razaraju membranu napadnute ¢elije. Drugi nacin eliminacije je pomoc¢u apoptoze-
programiranja celijske smrti, koja se jo§ moZe opisati 1 kao indukovano ,,samoubistvo” celije
(7,76).

Citotoksi¢ni limfociti T ili CTLs (engl. cytotoxic T lymphocytes) uniStavaju celije u
¢ijoj se citoplazmi nalaze mikroorganizmi, tumorske celije, a ukljuceni su i1 u odbacivanje
transplantata. Da bi nastali zreli, efektorski CD8+ limfociti koji poseduju mehanizme za
unistenje ciljne Celije, moraju se aktivirati naivni CD8+ limfociti. CD8+ limfociti prepoznaju

antigen ako je vezan uz molekule MHC klase | (engl. major histocompatibility complex;
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glavni kompleks tkivne podudarnosti). Delovanje CD8+ limfocita je jako podstaknuto
interleukinom-2 (IL-2) kojeg sintetisSu CD4+ limfociti (77,78).

Pomagacki limfociti T ili Th (engl. T helper) su CD4+ limfociti koji se aktiviraju
nakon prezentacije antigena uz pomo¢ MHC klase II molekula koji su izrazeni na povrsSini
antigen prezentujucih celija kao Sto su dendritske celije, krvni monociti. Kada su jednom
aktivirani, brzo se dele i sekretuju produkte tzv. citokine koji ucestvuju u aktivnhom
imunoloskom odgovoru. Pomazu drugim ¢elijama u imunoloskim zbivanjima npr. maturaciji
limfocita B u plazma ¢elije i B memorijske ¢elije, aktivaciji citotoksi¢nih T ¢elija i makrofaga
(72,78). CD4+ pomagacki T limfociti imaju vaznu ulogu u regulaciji antitumorske imunosti
posredovane CD8+ T limfocitima (79).

Eksperimenti izvedeni na ozracenim (imunoloSkim deficijentnim zivotinjama),
kojima su inokulisani ili samo T pomagacki ili samo T citotoksic¢ni limfociti singene jedinke,
pokazali su da je funkcija citotoksi¢nih T limfocita u procesu odbacivanja tumorskih ¢elija
veoma slaba bez prisustva pomagackih T ¢elija. To delovanje se popravljalo ukoliko se sa
citotoksi¢nim limfocitima T daje i IL-2. Kako IL-2 moze da podstakne citotoksi¢ne limfocite
T na lucenje citokina, npr. interferona gama (koji aktivise druge celije, kao Sto su makrofagi,
da postanu tumoricidne), znacaj ove sprege izmedu T pomagackih, T citotoksi¢nih limfocita i
makrofaga je izuzetno veliki u procesu uniStavanja tumorskih ¢elija. Navedeni eksperimenti
su pokazali da pomagacki T limfociti mogu da podstaknu uniStavanje tumora i bez prisutva 1
ucestvovanja citotoksicnih T limfocita. Verovatno se ovaj mehanizam odigrava preko
izluCenih citokina, npr. interferona gama i drugih solubilnih supstancija koje deluju na
monocite-makrofage, aktivisuci ih na tumorocidni efekat, ali pospesuju i delovanje NK ¢elija
(80).

Precizna uloga CD4+Th limfocita u antitumorskoj imunosti nije sasvim razjasnjena.

Dodatno je komplikovana c¢injenicom da se CD4+Th limfociti mogu podeliti na viSe
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funkcionalnih fenotipova: T helper 1 (Thl), T helper 2 (Th2), T helper 17 (Th17), na osnovu
sposobnosti da sekretuju razlicite citokine (81). Najvazniji sekretorni produkti Thl limfocita
su interferon gama (IFN-y) i IL-2, a Th2 limfocita su IL-4, IL-6, 1L-10 i IL-13 (7,82). Th17
limfociti su nova klasa CD4+ celija, koja je ime dobila po glavnom sekretornom produktu
IL-17 (83).

Thl limfociti pokreéu celijski imunski odgovor u borbi protiv virusa i drugih
intracelularnih mikroba, eliminisu ¢elije raka i stimuliSu kasni tip preosetljivosti (82).

Th2 limfociti imaju Sirok opseg aktivnosti: deaktivacija makrofaga, aktivacija B
limfocita koji sekretuju IgE antitela (koja dominiraju kod parazitarnih infekcija), indukcija
alergijskih reakcija kroz aktivaciju mastocita, bazofilnih i eozinofilni leukocita (82).

Th17 citokin-IL-17 stimulise fibroblaste, endotelne ¢elije, makrofage i epitelne Celije
da produkuju brojne proinflamatorne medijatore ukljucujuéi IL-1, IL-6, faktor nekroze tumora
alfa (TNF-a)) i metaloproteinaze (83). Th17 limfociti su vazni za rani imunski odgovor kod
velikih povreda, jer obezbeduju brzo ,regrutovanje” neutrofilnih leukocita i sprecavaju
nekroze tkiva i sepse (84). Neka istrazivanja su pokazala da Th17 cCelije sa intratumorskom
lokalizacijom imaju pro-tumorski efekat tj. stimuliSu njegov rast (85,86). Mogu¢i mehanizmi
kojima IL-17 doprinosi kancerogenezi jesu indukcija angiogeneze povecanjem produkcije
VEGF-a u tumorskim celijama i stimulacija produkcije matriks metaloproteinaza koje
remodeliraju tumorsko tkivo i olak$avaju invazivnost, angiogenezu i metastaziranje (87).

Regulatorni T limfociti (Treg limfociti, ranije zvani supresorski T limfociti), su
posebna subpopulacija CD4+ limfocita koja konstitutivno izrazava CD25 tj. a-lanac receptora
interleukina-2. Karakteristicno obelezje ovih limfocita je ekspresija transkripcijskog faktora
Foxp3 (engl. forkhead box p3). Treg limfociti ¢ine oko 10% CD4+ limfocita (88). Isto tako,
zna se da postoji subpopulacija CD8+ limfocita sa izrazenim Foxp3, ali je zanemarljiva u

poredenju sa brojem CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg limfocita (89).
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Uopsteto govoreci, Treg limfociti se mogu podeliti na dve subpopulacije ¢elija na
osnovu razli¢ite specificnosti i mehanizama delovanja. Prva populacija su urodeni Treg
limfociti (engl. natural-n Treg) koji svoje regulatorne funkcije sti¢u u timusu i ne menjaju ih
na periferiji. Druga populacija su adaptivni (inducibilni) Treg limfociti (engl. inducible
I-Treg), koji nastaju diferencijacijom zrelih kovencionalnih T limfocita pod specifiécnim
uslovima suboptimalnog izlaganja antigenima i/ili kostimulaciji (90).

Treg limfociti imaju znacajnu ulogu u sprecavanju i ograni¢avanju imunoloskog
odgovora i neophodni su za odrzavanje imunoloske tolerancije i preveniranje autoimunosti
(90). Imunomodulatorni efekti Treg limfocita se ispoljavaju sprecavanjem sinteze citokina u
CD4+ i CD8+ limfocitima (91). Inhibiraju proliferaciju B limfocita (92). Osim ovih efekata
Treg limfociti smanjuju citotoksi¢nu aktivnost NK ¢elija i NKT celija, kao i funkciju
dendritskih c¢elija (93-95). Zbog ovakve svoje supresivne aktivnosti ove celije mogu
negativno da deluju na antitumorski imuni odgovor (96). Nekoliko istrazivanja pokazuju
povecan broj Treg limfocita u perifernoj krvi osoba sa tumorom dojke, jetre, zeluca i jednjaka
(97-99).

vd limfociti T €ine u proseku oko 4% ( od 0,5% do 16%) limfocita T koji poseduju
specifican T ¢elijski receptor (engl. TCR, T cell receptor) na svojoj povrsini. Veéina limfocita
T ima TCR sastavljen od dva glikoproteinska lanca nazvanih a- i B- TCR lanci. TCR u vd
limfocitima T je sacinjen od jednog y- i jednog o-lanca. Antigeni koji ih aktiviraju nisu
poznati, a prepoznavanje im nije vezano za MHC i ¢ini se da su sposobni da prepoznaju cele
belancevine, a ne samo peptidne segmente kao vecina limfocita T koji antigene prepoznaju
vezan uz molekule MHC (72).

Vecina yo limfociti T ne izrazava CD4 niti CD8 ko-receptore. Ove celije mogu da
stimuliSu rast tumora tako $to luce IL-4, IL-10 i TGF-p (transformiSu¢i faktora rasta 3) i na taj

nacin inhibiraju proliferaciju T limfocita ¢ime je suprimira antitumorski imuni odgovor (100).
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Postoje studije koje su pokazale da je veci stepen infiltracije ovih limfocita u tumoru dojke i
debelog creva povezan sa loSijom prognozom bolesti (101,102).

Prirodne ubice T celije (NKT engl. natural killer T cells) posebna su vrsta limfocita T
koje prepoznaju lipide i glikolipide prezentovane molekulom CD1d, a ne putem MHC.
Sli¢nost sa NK ¢elijama su povrsinska obelezja CD16 i CD56 (103). Ove ¢elije uprkos svom
malom broju imaju znacajan uticaj na druge ¢elije imunog sistema. NKT limfociti imaju
dvostruku ulogu, efektorsku i regulatornu, u infekcijama i autoimunim bolestima. U tumoru,
tip I NKT limfocita produkuje IFN-y, aktivira CD8+limfocite, NK ¢elije i dendritske celije
koje stvaraju IL-12. Sa druge strane tip II NKT ¢elija produkuje 1L-13 koji dovodi do
oslobadanja TGF-B od strane mijeloidnih ¢elija, kao 1 do migracija makrofaga tipa 2 S§to sve
rezultita imunosupresijom T limfocita. Ova dva tipa NKT ¢elija medusobno interaguju
formiraju¢i imunoregulatornu osu koja ima uticaja na druge ¢elije imunog sistema. Buduca
istrazivanju u pogledu uspostavljanja ravnoteze duz NKT regulatorne ose, mogu imati uticaja
na dalji razvoj imunoterapije kod raka (104).

Da bi limfociti T obavili svoju efektorsku funkciju, moraju se aktivirati. Aktivacija
limfocita T je niz dogadaja koji zapocCinje kada T cCelijski receptor (engl. TCR, T cell receptor)
prepozna peptid prezentovan u sklopu MHC molekula. Tada se stvara tzv. imunoloska
sinapsa, prostor u kojem te celije ostaju u kontaktu. Sinapsa olakSava prenos signala kroz
kompleks povrsnih molekula CD3 koji je udruzen sa TCR, a to dovodi do kaskade unutar
¢elijskih signala S§to uzrokuje ekspresiju gena, sintezu citokina, ekspresiju povrSnskih
molekula, izmenu citoskeletalnih proteina i omogucavanje efektorske funkcije (105).

Tumor koji raste izaziva odgovor domacdinovog imunoloskog sistema. Tumorski
antigeni i topivi produkti privlaée dendritske celije u tumorsko tkivo ¢ime se moze pokrenuti

dva tipa imunoloSkog odgovora (72):
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ImunostimuliSuéi (Th1 odgovor)

Dendritske celije procesuiraju antigene i razvijaju se u zrele ¢elije koje produkuju
IL-12. Putuju u drenirajuce limfne ¢vorove gde stimulisu CD4+Thl pomagacke limfocite koji
stvaraju IFN-y. CD4+Thl pomagacki limfociti pomazu u ekspanziji CD8+ citotoksi¢nih
limfocita koji mogu unistiti tumorske ¢elije lu¢enjem granzima B i perforina. U prisustvu Thl
citokina tumori eksprimiraju MHC | i kostimulatorne molekule neophodne da ih CTL
prepoznaju. Takode, u takvoj okolini se odvija i1 nespecifi¢na aktivacija putem Fas liganda i

drugih efektorskih molekula (72,73).

Imunosupresivni (Th2 odgovor)

Druga vrsta tumorskih antigena, podstice razvoj druge vrste dendritskih ¢elija, nezrele
DC, koja tada lu¢i IL-6. To omoguéuje proliferaciju drugog tipa limfocita T, CD4+Th2, koji
nisu efektivne u odbacivanju tumora, a luce proupalne citokine IL-4, IL-6 i IL-13. Smanjuje
se ekspresija MHC 1 kostimulatornih molekula, a tumorske celije lu¢e imunosupresivne
citokine: transformisuci faktora rasta B3, TGF- (engl. transforming growth factor-$), IL-10 i
enzim indoleamine 2.3-dioksigenazu, IDO (engl. indoleamine 2.3-dioxygenase) i generiSu
Treg limfocite, makrofage i supresorske ¢elije mijeloidnog porekla, MDSC (engl. myeloid-
derived suppressor cell) (72,73).

Na osnovu predhodnih istraZzivanja, moZe se zakljuciti da je Thl odgovor korisniji u
antitumorskoj imunosti (106,107), dok Th2 odgovor inhibira ¢elijski antitumorski imunski
odgovor i pokrec¢e pro-tumorski odgovor (108,109). Smatra se da centralnu ulogu u
polarizaciji imunoloSkog odgovora imaju citokini. Pored toga, citokini svojim dejstvom na

druge celije imaju vaznu ulogu u regulaciji antitumorske imunosti (110). Kod pacijenata
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obolelih od raka uocene su nize vrednosti Thl citokina (IFN-y, IL-12) i poviSene vrednosti
Th2 citokina (IL-4, IL-10, TGF-B) $to je suprotno obrascima videnih kod zdravih osoba (111).
Tumorske ¢elije menjaju okolinu i u doba otkrivanja tumora ravnoteza je pomerena u korist
imunosupresije odnosno imunoloske tolerancije tumora (Th2 odgovor). Imunoterapijom se

ravnoteza pokusava pomeriti u korist imunostimulacijskog (Th1 odgovora) (73).

1.4.4. Kako tumor izbegava imunoloski odgovor

Nemoguénost imunoloskog sistema da spreCi pojavu i rast tumora ne znaci da se
specifi¢na imunoloska reakcija na tumor ne javlja za vreme Sirenja postoje¢eg tumora i da je
prisutna samo na pocetku procesa maligne transformacije. Medutim, ta reakcija, koja se moze
otkriti na pocetku, ali ne i u poodmakloj fazi rasta tumora, prilicno je nedeletvorna. Zato je
vrlo vazno da se utvrdi zaSto je navedena reakcija nedovoljno efikasna, tj. da se dokazu
eventualni mehanizmi pomocu kojih tumorske ¢elije izbegavaju ili potiskuju imunolosku
reakciju, ¢ineci je nedovoljno uspesnom (88).

Opisano je nekoliko mogucéih mehanizama pomocu kojih tumor izbegava imunolosku
reakciju:

Jedan od mehanizama je selekcija tumorskih ¢elija (u okviru maligne neoplazme),
koje predstavljaju manje imunugene varijante ili su potpuno bez antigena. Takve ¢elije imaju
selektivnu prednost u rastu. U prvo vreme rasta neoplazme, otkriva se heterogenost u
morfologiji ¢elija 1 njihovim fenotipskim markerima na povr$ini. Kloniranjem tumorskih
¢elija takve neoplazme, otkrivene su celijske linije sa smanjenom ekspresijom tumorskih
antigena, neophodnih imunoloSkom sistemu da prepozna transformisanu celiju, a ovakve
¢elije imaju prednost u rastu. U poodmakloj fazi rasta neoplazme, navedene celije ¢ine najveci

deo tumorskog tkiva (80).
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Nadalje, u tumorskim ¢elijama moze se smanjiti ekspresija molekula MHC klase I koji
su potrebni za prezentaciju antigena CD8+ limfocitima (7). Buduéi da su tumorske ¢elije
geneticki, a donekle 1 antigenski sli¢ne zdravim ¢elijama organizma i buduéi da razvoj tumora
Cesto nije pracen upalnim procesima, pitanje je u kojoj meri dendritske ¢elije prezentuju
tumorske antigene i u kojoj se meri, ako ih prezentuju, pretvaraju u aktivirane dendritske
¢celije (73).

Tumorske c¢elije i same izluCuju neke imunosupresivne citokine (TGF-beta, 1L-10)
koji podsticu stvaranje Treg celija. Ovi limfociti izazivaju tolerogenu funkciju antigen
prezentujucih ¢elija. Na taj nacin Treg limfocita i antigen prezentujuce celije stvaraju zacarani
krug koji odrzava supresiju antitumorskog imunskog odgovora najpre lokalno, a zatim i
sistemski (112).

Imunoloski odgovor moze biti izbegnut zbog nedovoljnog izrazavanja kostimulatornih
molekula ili tumorskom produkcija koinhibitornih molekula (88).

Prisustvo blokirajucih faktora u serumu organizma sa tumorom koji progresivno raste,
opisano je na mnogim primerima, pri ¢emu su ovi specifi¢ni blokatori iz seruma obolelog od
neoplazme, inhibisali celularnu i antitelima posredovanu citotoksi¢nost usmerenu protiv
tumorskih Celija. Neki autori smatraju da se radi o vise razlicitih blokirajuc¢ih faktora i da je
moguce da oni deluju u nekim fazama rasta neoplazme. Takvu funkciju imaju antitela (iz
klase 1gA ili IgG4) koja ne vezuju komplement. Ova necitoliticka antitela iz seruma obolelog,
vezuju se za antigen na ciljnoj (tumorskoj) Celiji 1 tako sprecavaju efektorne citotoksi¢ne
T-celije, sposobne da izvrSe destrukciju takve transformisane cCelije ili citoliticka antitela,
koja, posle vezivanja za tumorske antigene, aktiviSu komplement ili mehanizam antitelo
zavisne celularne citotoksiCnosti, sa sledstvenom lizom maligne celije. Kompleksi antigen-
antitelo mogu da zauzmu Fc receptore na celijama (makrofagima, granulocitima, NK

celijama), blokirajuci celularnu citotoksi¢nost posredovanu antitelima. Neki od blokiraju¢ih
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faktora su solubilne supstancije koje suprimiraju imunolosku reakciju, a luce ih T-limfociti sa
supresorskom funkcijom. Ovakva supresija je tumor-specificna. Opisana je i nespecifi¢na
supresija, kojom tumorske celije nespecificno ometaju ispoljavanje imunoloske reakcije
domacina. Naime, neke tumorske celije mogu da oslobadaju solubilne faktore, koji
suprimiraju imunolosku reakciju. Smanjen unos proteina i pothranjenost kod obolelih od raka,

mogu da budu uzrok osteé¢enja celularnog i humoralnog imunoloskog reagovanja (80).

1.4.5. Teorije imunolo$kog nadzora

Jo$s 1909. Godine, Paul Erlich je pretpostavio da u organizmu coveka stalno nastaje
veliki broj tumorski transformiranih ¢elija koje imunoloski sistem domacina eliminise (72).
Sredinom XX veka, Thomas i Burnet razvili su tu ideju u teoriju imunoloskog nadzora (engl.
immunosurveillance hypotesis) (113). Eksperimentalno je dokazano postojanje tumorskih
antigena i imunoloski nadzor koji $titi domacina. Po tome je imunoloski odgovor na maligne
¢elije rani dogadaj koji, u veéini slucajeva, vodi destrukciji pre nego $to se razviju u tumore.
Naime, osnovna fizioloSka uloga imunoloSkog sistema je nadgledanje celija doti¢nog
visecelijskog organizma i ¢uvanje njegovog antigenskog i genomskog integriteta. Isto tako,
pretpostavljeno je da imunoloska reakcija usporava rast, pa ¢ak i uzrokuje regresiju vec
uspostavljenih tumora. Sa tom pretpostavkom moze se povezati porast odredenih malignih
bolesti u imunokompromitovanih bolesnika (72). Obzirom da postoje tumori uzrokovani
virusima, postavljena je sumnja da imunoloski sistem kontroliSe rast tumora tako $to u stvari
deluje na virus koji ga je prouzrokovao. Prema teoriji o imunoloSkom nadzoru, ovaj
mehanizam imunoloskog sistema odigrao bi se efikasno samo protiv pojedinac¢nih
transformisanih ¢elija, tj. protiv preklinickih poc€etnih tumora. Postavilo se pitanje na koji

nacin se onda vr§i imunoloSki nadzor velike ve¢ine malignih tumora koji su nevirusne
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etiologije. Isto tako, velika manjkavost teorije bila je u tvrdnji da tumori postaju klinicki
vidljivi u slucaju oslabljenog imunoloskog sistema, jer veéina tumora nastaje u
imunokompetentnih bolesnika, a mnogi tumori imaju i znacajnu upalnu komponentu (72,113).

Na to nije bilo odgovora do nedavno, kada je eksperimentalno, putem genetski
modifikovanih miSeva deficijentnih na pojedine komponente imunosti, dokazano da i urodeni
i steCeni imunitet doprinose imunoloskom nadzoru i eradikaciji nekih tumora nevirusne
etiologije. Saznalo se da verovatno postoji eliminacija imunogeni¢nih tumorskih ¢elija u
imunokompetentnog domacina. Takvom selekcijom, imunoloskim uredivanjem (engl.
immunoediting) preostaju samo slabo imunogeni klonovi ¢elija koje ¢ine tumor (114).

Prema teorija imunolos$kog uredivanja, progresija tumora prolazi u tri faze: faza
eliminacije tumora (engl. elimination phase), faza ravnoteze (engl. equilibrium phase) i faza
tumorskog bega (engl. escape) (slika 1). U fazi eliminacije i ravnoteze, ¢elije imunoloskog
sistema, a naroCito CD8+ limfociti prepoznaju i elimini$u tumorske ¢elije. Medutim, kako se
fenotip tumora kontinuirano menja i oblikuje usled delovanja signala iz okolne strome kao i
zbog postojanja slabo imunogenih klonova ¢elija tumora, pojedine tumorske ¢elije izbegavaju
imunoloski odgovor te on nastavlja sa rastom i progresijom (114). U ovoj fazi anti-tumorski
efekat CD8+ limfocita moZe biti inhibiran FOXP3+ Treg celijama, supresorskim celijama
mijeloidnog porekla, M2 makrofagima, Th2 CD4+T C¢elijama 1 citokinima kao Sto su TGF-
beta i IL-6 (115). Ovom teorijom se objasnjava zaSto tumor nastavlja da raste i Siri se uprkos
prisustva ¢elija imunog sistema.

Tumor se kod pacijenata najCesce otkrije u trecoj fazi tj. u fazi tumorskog bega (engl.
escape), ali ¢ak i u odmakloj fazi bolesti imuni parametri su prepoznati kao faktori koji mogu

uticati na prognozu bolesti (116).
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FAZA TUMORSKOG BEGA

Slika 1. Faze progresije tumora (117)

(Modifikovano iz: Mittal D, et al. Curr Opin Immunol.2014;27)
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1.4.6. Tumorska mikrookolina

Tumor je slozeni entitet koji se sastoji od celija raka, stromalnih ¢elija, tumor
infiltrisuc¢ih celija (¢elija imunskog sistema i drugih) kao i ekstracelularnog matriksa.
Tumorska mikrosredina predstavlja mesto gde razli¢ite vrste Celija konstantno interreaguju.
Celije raka, koje ¢ine aproksimativno 30% ¢elija u tumoru u veéini slu¢ajeva nisu autonomne
ve¢ za njihov rast i proliferaciju su potrebne ¢elije u stromi (118). Tumorske i stromalne ¢elije
ostvaruju brojne reciprocne interakcije, pocetna neoplazija stvara preneoplasticnu stromu
privlace¢i i aktiviraju¢i odredene tipove stromalnih ¢elija. Tada stroma svojim delovanjem
podrzava neoplasticni fenotip $to malignim ¢elijama omogucuje da dalje evoluiraju i opet
Salju drugacdije signale u stromu ne bi li je reprogramirali, §to osigurava invaziju u okolno
tkivo 1 diseminaciju tumorskih ¢elija (118,119).

Celije imunoloskog sistema koje infiltriraju tumor, danas su shvaéene kao njegov
integralni deo i imaju dvojaku funkciju i anti-tumorsku, ali i ulogu i promovisanju rasta
tumora i njegovoj progresiji (115).

Prisutnost anti-tumorskih CTL i NK ¢elija je duZze poznata, ali prisutnost pro-
tumorskih je tek krajem proslog veka utvrdena na opazanju udruzenosti tumora i hroni¢ne
upale, §to je vodilo do metafore da su tumori ,,rane koje nikada ne zacele” (120).

U normalnom, fizioloSkom zaceljivanju 1 borbi protiv infekcije, infiltracija
leukocitima je tranzitorna pojava. Hroni¢na inflamacija je povezana sa nastankom i razvojem
mnogih tipova karcinoma (121). Tokom hroni¢nog zapaljenja, infiltriSuce ¢elije imunoloSkog
sistema oslobadanjem azot-monoksida 1 slobodnih kiseoni¢nih radikala, indukuju direktno
ostecenje DNK 1 inhibiraju apoptozu ¢ime izazivaju malignu transformaciju ¢elija (122). Kod

nekih tipova tumora, pretpostavlja se da i same genetske promene (aktivacija onkogena i
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inaktivacija tumor-supresor gena) tokom maligne transformacije favorizuju razvoj hronic¢ne
inflamacije u tumorskoj mikrosredini (122).

Pro-tumorsku ulogu mogu imati odredeni podtipovi makrofaga (M2), pomagackih T
limfocita (CD4+Th2 i CD4+Th17), zatim regulatorne T ¢elije (CD4+FoxP3+ T) i supresorske
¢elije mijeloidnog porekla (MDSCs) (123-125). Brojni su signalni molekuli koje te celije
otpustaju, a koji imaju pro-tumorsko delovanje: hemokini i citokini, koji pojacavaju upalu,
podsti¢u i1 odrzavaju angiogenezu, stimuliSu proliferaciju, prisutno$¢u na marginama tumora
olakSavaju invaziju i podrzavaju metastaziranje (123). Takode i maligne celije aktivacijom
transkripcionih faktora, medu kojima su najznacajniji NF-kB (engl. Nuclear Factor-«B),
STATS3 (engl. Signal Transducer and Activator of Transcription 3) i HIFla (engl. Hypoxia-
Inducible Factor 1a), koordiniraju produkciju proinflamatornih citokina, hemokina i
proangiogenih faktora (121).

Zbog toga, imunoloska reakcija organizma domacdina na tumor obuhvata Citav
spektar razli¢itih mehanizama, koji se krecu od pojave izvesne imunoloSke otpornosti na

neoplazmu, do imunoloski nastale stimulacije rasta tumora (slika 2).
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[Akutna inflamacija ] [Hroniéna inflamacija 1

IL4, ILS6,
IL10, IL13

/ Faktori rasta

INFy, IL1

[ Rast tumora

MDSC - supresorske ¢elije mijeloidnog porekla; M1 TAM - tumor asocirani makrofagi tipa 1;
M2 TAM - tumor asocirani makrofagi tipa 2; Treg-regulatorni T limfociti; CTL-citotoksi¢ni T
limfociti
Slika 2. Interakcija razlicitih celija imunoloSkog sistema u tumorskom mikrookruzenju koje
mogu imati pro- ili anti-tumorsko delovanje (126)
(Prevedeno iz: Weber D. Inflamation and breast cancer. Complementary oncology [Internet].

2011 May 31. Available fromhttp://.com/wp-content/uploads/2011/05/bcr1746-3.jpg)
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1.5. TUMOR INFILTRISUCI LIMFOCITI I KARCINOM DOJKE

U normalnom tkivu dojke nema limfnog tkiva, ali se moze detektovati manji broj
limfocita u stromi (127). Prethodna istrazivanja su pokazala postojanje heterogenog infiltrata
¢elija imunoloskog sistema: T i B limfocita, ¢elija prirodnih ubica (engl. natural killer NK) i
makrofaga u samom tumoru dojke ili njegovim marginama (110,128,129). Veéina tumor
infiltriSuc¢ih limfocita u solidnim tumorima pripadaju CD3+ T ¢elijskom fenotipu (88,128).

Gu-Trantein i sar. su u svom istrazivanju utvrdili da T limfociti ¢ine 75%, B limfociti
manje od 20%, monociti oko 10%, NK ¢elije manje od 5% od ukupnih tumor infiltriSuéih
leukocita (110). Ruffel i saradnici su takode dokazali dominaciju CD3+T tumor infiltriSu¢ih
limfocita, dok su NK c¢elije i CD20+ ¢elije bile zastupljene u znatno manjem broju. Veéinu
CD3+ ¢elija su ¢inile CD4+ i CD8+ T celije. Interesantno je da CDS8+limfociti nisu
eksprimirali granzim B na pocetku, Sto znaci da su bili prisutni u inaktivnoj formi ali su
izrazavali granzim B nakon neoadjuvantne terapije kod jedne trecine pacijenata (129).

B limfociti su manje zastupljeni u limfocitnom infiltratu malignih tumora, shodno
tome manje se zna o njihovoj funkciji (129). Takode, postoji malo dokaza o efikasnom
delovanju tumor infiltriSu¢ih B limfocita protiv ¢elija raka. Malo proteina koje eksprimiraju
tumorske ¢elije su zaista tumor specificni; veéina antitela ¢e verovatno biti usmerena protiv
autoantigena, a malim procentom protiv tumorskih antigena (130). Ispitivanjem uloge antitela
protiv virusnih antigena kod tumora koji su indukovani retrovirusima kod labaratorijskih
zivotinja, potvrden je izvesni zastitni efekat antitela koji se odnosi samo na pocetnu fazu rasta
tumora, ali nije mogla biti dokazana bilo kakva kontrola napredovanja ve¢ razvijenih
neoplazmi. Cak su postojali i navodi stimulacije rasta nekih tumora posle uno$enja specifi¢nih
antitela (verovatno zbog pojave blokirajueg efekta na mogucénost delovanja citotoksi¢nih

T-Celija, nakon vezivanja ovih antitela za tumorske celije). Dakle, antitela koja se stvaraju na
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tumorske antigene i koja su prisutna u serumu domacina sa rastu¢im tumorom, mogu da
pomognu u ograni¢avanju Sirenja tumora i metastaziranja, ali ne mogu odigrati efikasnu ulogu
u reakciji na primarni tumor, bez istovremene aktivnosti celularnih mehanizama (pre svega
T-limfocita) (80).

Celije prirodne ubice (NK), za razliku od CD8+ limfocita, mogu unistiti tumorsku
¢eliju bez prethodne interakcije sa molekulima MHC kompleksa. Ne izrazavaju
karakteristi¢ne povrSinske receptore niti limfocita T niti limfocita B, kao ni pan-T ¢elijski
marker CD3, ve¢ su im karakteristi¢ni povrsinski markeri CD16 i CD56 (72). Pokazano je da
se citotoksi¢no delovanje NK limfocita znatno pojacava delovanjem inerleukina-2.
Stimulisane NK luce interferon gama, faktor nekroze tumora (TNF-alfa), zatim faktore rasta
granulo-monocitopoeze GM-CSF i druge solubilne supstancije, koje ispoljavaju znacajne
efekte u imunoloskim zbivanjima (7,72).

Kod karcinoma dojke uocena je smanjena ekspresija MHC molekula klase I, ¢ineéi ih
vulnerabilnim na NK ¢elije. Medutim, istrazivanja su pokazala da su tumori dojke slabo
infiltrovani NK ¢elijama, dok je gubitak MHC molekula vise povezan sa infiltracijom T
limfocita u tumoru nego ¢elijama prirodnim ubicama (131,132).

Primec¢eno je da kod malignih tumora dojke postoji znatno veci stepen infiltracije
limfocita nego kod benignih lezija §to se moze objasniti prisustvom veceg broja antigena na
malignim cCelijama kao $to su p53, BRCAI i BRCA2 (133). Ovi antigeni mogu izazvati
lokalnu aktivaciju 1 proliferaciju tumor infiltriSu¢ih limfocita. Pored toga ¢elije raka mogu
produkovati citokine koji regrutuju veci broj limfocita (134).

Uprkos postojanju imunoloskog odgovora, mnogi tumori dojke progresivno rastu 1 Sire
se, pa se postavlja pitanje znaCaja tumor infiltriSu¢ih limfocita. Ne postoje definitivni
zakljucci u pogledu efikasnosti T Celijskog imuniteta niti korelacija sa obimom i tipom

limfocitnog infiltrata i progresije bolesti kod karcinoma dojke.
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U istrazivanjima vezanim za ulogu tumor infiltriSu¢ih limfocitia kod karcinoma dojke
procenjivani su intratumorski i stromalni limfociti odvojeno. Limfociti koji su u kontaktu sa
tumorskim epitelom Klasifikovani su kao intratumorski (iTIL), a limfociti koji se nalaze u
intersticijalnom prostoru kao stromalni (STIL). Prema prvobitnoj hipotezi posmatrani su
limfociti koji su u kontaktu sa tumorskim c¢elijama i koji su smatrani relevantima za
dijagnosticke procene. Iako ova hipoteza i dalje moze biti bioloski i klinicki relevantna,
intratumorski limfociti su zastupljeni u znatno manjem broju, heterogeni su i tesko se
uocavaju na hematoksilin-eozin (HE) preparatima. Kako su obe grupe lokalizovane u regionu
definisanom kao tumorsko tkivo, trebalo bi da obe kategorije predstavljaju tumorski infiltrat
limfocita. Osim toga, tumor infiltriSu¢i limfociti mogu slobodno da se kre¢u iz jednog dela
tumora u drugi tako da podela na intratumorske i stromalne limfocite moze biti veStacka i

odrazava stati¢no stanje na histoloskim preparatima (135).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA I HIPOTEZE

Glavni problem u lecenju karcinoma dojke je kako na osnovu klini¢ke klasifikacije i
morfoloskih osobina tumora predvideti njegovo dalje ponasanje. Vrlo ¢esto ni kombinacija
standardnih prognostickih faktora ne daje odgovor o potrebi davanja adjuvantne
hemioterapije.

U cilju sprovodenja adekvatne dalje terapije karcinoma dojke i otkrivanja agresivnih
tipova tumora, a nakon hirur§kog lecenja, postoji stalna potreba za pronalaZzenjem novih
pokazatelja pomocu kojih bi se identifikovale bolesnice koje imaju povecéan rizik od razvoja
relapsa bolesti. Takode, kurativna ograni¢enja trenutnih hemioterapijskih protokola kao i
njihovo Stetno dejstvo na okolno tkivo, dovelo je do povecanja potrebe za pronalaZzenjem
novih imuno-bioloskih prognosti¢kih markera i razvoja ciljane (target) terapije.

Osnovni ciljevi ovog istrazivanja su da se ispita:

1. Prisustvo, lokalizacija i distribucija tumor infiltriSu¢ih limfocita, kako ukupnih, tako i
CD4+ i CD8+ T limfocita u tumoru dojke.

2. Povezanost tumor infiltriSu¢ih limfocita, kao i CD4+ i CD8+ limfocita sa hormonskim
receptorima (estrogenskim i progesteronskim), sa ekspresijom HER-2/neu proteina u
tumoru, kao 1 sa histoloSkim gradusom 1 velicinom tumora.

3. Povezanost tumor infiltriSu¢ih limfocita, kao 1 CD4+ 1 CDS8+ Ilimfocita sa
limfonodusnim statusom aksile.

4. Prognosticki znacaj tumor infiltriSu¢ih limfocita, kao i CD4+ i CD8+ limfocita kod
obolelih od karcinoma dojke, tj. razlike u nivou infiltracije limfocita u tumoru u

odnosu na pojavu relapsa bolesti i duzinu prezivljavanja.
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Hipoteze:

1. Kod bolesnica sa karcinomom dojke postoji pozitivna korelacija izmedu visokog
nivoa tumor infiltrisu¢ih limfocita (kao i CD4+ i CD8+ limfocita) i histoloSkog
gradusa, veli¢ine tumora i ekspresije HER-2/neu proteina u tumoru.

2. Kod bolesnica sa karcinomom dojke postoji negativna korelacija izmedu visokog
nivoa infiltracije limfocita u tumoru (kao i CD4+ i CD8+ limfocita) i hormonskog
statusa.

3. Kod bolesnica sa karcinomom dojke postoji pozitivna korelacija izmedu nivoa
infiltracije limfocita u tumoru (kao i CD4+ i CD8+ limfocita) i prisustva metastaza u
limfnim ¢vorovima aksile.

4. Bolesnice sa karcinomom dojke kod kojih se detektuje vec¢i nivo tumor infiltriSu¢ih
limfocita (kao i CD4+ 1 CD8+ limfocita) imaju kraée prezivljavanje bez znakova
bolesti (engl. disease-free survival, DFS) odnosno imaju kraé¢e ukupno prezivljavanje

(engl. cancer-specific overall survival OS).
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3. BOLESNICE, MATERIJALI | METODE

3.1. Bolesnice i uzorci

Ovim istrazivanjem je obuhvaéeno 120 bolesnica sa invazivnim duktalnim
karcinomom, sa tumorom lokalizovanim samo u dojci bez zahvatanja koze i grudnog misica,
sa veli¢inom tumora do 5 cm, bez udaljenih visceralnih i koStanih metastaza i koje su
operisane u Institutu za onkologiju Vojvodine. U istrazivanje su ukljuc¢ene i bolesnice bez
metastaza u limfnim ¢vorovima pazusne jame i1 bolesnice sa metastazama u limfnim
¢vorovima pazuSne jame. Istrazivanjem nisu obuhvacene bolesnice koje su primale
neoadjuvantnu (preoperativnu) hemioterapiju, kao ni bolesnice sa multifokalnim i
multicentricnim tumorima. Pracenje bolesnica, tok i1 ishod bolesti, duzina prezivljavanja ili
uzrok smrti su utvrdeni na osnovu medicinske dokumentacije tj. istorije bolesti, ili podataka
dobijenih intervjuom sa bolesnicama ili njihovom porodicom.

U radu je odredeno opste prezivljavanje bolesnica sa karcinomom dojke i
prezivljavanje bolesnica bez progresije bolesti. Pod relapsom (progresijom) bolesti je
smatrana pojava lokalnog recidiva, metastaza ili novog tumora dojke u periodu pracenja
bolesnica. Cenzorisani status bolesnica je odreden datumom zaklju€enja studije (01.11.2014.);
kao Ziva - bez relapsa bolesti, ziva- sa relapsom bolesti, umrla od posledica tumorske bolesti i

umrla od interkurentne bolesti.
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3.2. Metode rada

Tkivo dojke sa tumorom, je nakon hirurSkog odstranjenja, dostavljeno na
patohistolosku obradu, pri ¢emu je materijal pregledan i opisan. Veli¢ina tumora odredena
makroskopskim pregledom ekscidiranog ¢vora definisana je kao najveéi dijametar najveéeg
invazivnog fokusa. Serijskim presecima kroz tkivo evakuisane aksile, izvrSena je
makroskopska identifikacija limfnih ¢vorova. Odabrani uzorci tkiva za histoloSku analizu
fiksirani su u 10%-nom rastvoru formalina, ukalupljeni u parafin i seeni na rezove debljine
5 um. Deparafinisani tkivni isecci su bojeni metodom hematoksilin-eozin (HE) i analizirani.
Patohistoloskom analizom HE preparata definisani su:

e Stepen histoloske diferentovanosti duktalnog infiltrativnog karcinoma dojke
e Prisustvo limfocitnog infiltrata u tumoru
e Postojanje metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima

Histoloski tip tumora odredjen je na osnovu predloga patohistoloske klasifikacije
karcinoma dojke Svetske zdravstvene organizacije (32).

Stadijum tumorske bolesti karcinoma dojke je utvrden na osnovu procene veli¢ine
tumora, statusa limfnih ¢vorova (nodus) i prisustva metastaza - TNM sistema Ameri¢kog
udruzenog odbora za karcinome (AJCC — engl. American Joint Committee on Cancer)
(24,25). Stadijum tumorske bolesti je odreden na osnovu p (patoloske) TNM Kklasifikacije
karcinoma dojke.

Za utvrdivanje stepena histoloSke diferentovanosti koriS€en je semikvantitativni
Bloom-Richardson sistema gradiranja modifikovan od strane Elston i Ellis-a (136).

Prisustvo limfocitnog infiltrata u tumoru odredivano je semikvantitativnim metodama,
svrstavanjem uzoraka u Cetiri kategorije: 0 - bez prisunog infiltrata, 1 - oskudan limfocitni

infiltrat, 2 - umeren limfocitni infiltrat, 3 - gust limfocitni infiltrat. Nadalje, prilikom
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statisticke obrade podataka gustina infiltracije 0 i 1 posmatrana je kao niska, a 2 i 3 kao
visoka (137).

Na osnovu HE bojenih preparata izabran je reprezentativan uzorak za
imunohistohemijska ispitivanja kao i1 odredivanje amplifikacije HER-2 gena metodom

hromogene in situ hibridizacije (CISH).

3.3. Imunohistohemijske analize

Za imunohistohemijske analize su koriS¢eni uzorci tumorskog tkiva fiksiranog u
formalinu i ukalupljenog u parafin seCeni na preseke debljine 4 um. Posle deparafinizacije i
blokiranja endogene peroksidaze sa 3%-nim rastvorom H;0O; u trajanju od 5 minuta, isecci su
zbog demaskiranja antigena, tretirani u 10mM citratnom puferu (0,1 M limunska kiselina
CsHgOy7, 0,1 M natrijum citrat CgHsNazO7, pH 6,0) u mikrotalasnoj rerni, 2x10 minuta, nakon
¢ega su ispirani dejonizovanom vodom. Imunohistohemijska identifikacija ispitivanih
antigena je vrSena primenom Streptavidin-biotin-peroksidaza tehnike, prema standardnoj
LSAB+ proceduri (DAKO).

Primenjena su slede¢a primarna monoklonska antitela u optimalnim ili komercijalnim
koncentacijama (LSAB DAKO prediluted):

e Estrogen receptor alfa, 1D5, M7047, DAKO

e Progesteron receptor, 1A6, M3529, DAKO

e HER?2 /c-erbB-2 protein, A0485, DAKO

e CD4 (FLEX Monoclonal Mo a Hu CD4, Clone 4B12, DAKO, RTU)
e CD8 (FLEX Monoclonal Mo a Hu CD8, Clone 144B, DAKO, RTU)

.....

antitelom, a zatim su inkubirani streptavidin-peroksidaza kompleksom, u trajanju od 30
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minuta. Kao hromogeni substrat primenjen je 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC, DAKO).
Nakon svakog inkubiranja uzorci su ispirani u Tris puferisanom rastvoru (TBS: 0,05 M,
pH 7,6) i kontrastirani hematoksilinom. Isecci su pokrivani specijalnim vodenim medijumom.

Imunohistohemijska analiza je vrSena svetlosno-mikroskopski, kvalitativnom i

semikvantitativnom analizom, uz kor$¢enje kontrola.

Imunohistohemijska analiza CD4+ i CD8+ limfocita u tumoru

Rezultate imunohistohemijske reakcije procenjivao je patolog semikvantitativnom
metodom, a gustina infiltrata CD4+ i CD8+ limfocita svrstana je u jednu od Cetiri grupe:
0 - bez prisunog infiltrata, 1 - oskudan limfocitni infiltrat, 2 - umeren limfocitni infiltrat,
3 - gust limfocitni infiltrat. Nadalje, prilikom statisti¢ke obrade podataka gustina infiltracije 0

i 1 posmatrana je kao niska, a 2 i 3 kao visoka (137).

Imunohistohemijska analiza hormonskih receptora (estrogen receptor i

progesteron receptor)

Za odredivanje ekspresije hormonskih receptora u uzorcima tumorskog tkiva
koriS¢ena je imunohistohemijska metoda upotrebom estrogen i progesteron primarnih antitela
koji markiraju nuklearne steroidne receptore. Odredivanje intenziteta imunoreaktivnosti kod
ER 1 PR vrSeno je sabiranjem intenziteta imunoreaktivnosti bojenja 1 procenta obojenih
nukleusa tumorskih ¢elija - Allred score (138). Maksimalan zbir (skor) za procenu ekspresije
receptora svakog ponaosob (ER ili PR), koja se dobija sabiranjem vrednosti za procenat

imunoreaktivnih jedara i intenziteta imunoreaktivnog bojenja, iznosi 8. Vrednosti ekspresije
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ER i PR oznacene vrednoscu 0 - 2 su smatrane negativnim nalazom, dok je u svim ostalim
slu¢ajevima, kada je ekspresija iznosila 3 i vise, nalaz smatran pozitivnim (138).
Vrednost za procenu broja imunoreaktivnih jedara:

1 - manje od 1% obojenih nukleusa

2 - 1-10% obojenih nukleusa

3 - 11-33% obojenih nukleusa

4 - 34-66% obojenih nukleusa

5 - 67-100% obojenih nukleusa

Vrednost za intenzitet imunoreaktivnog bojenja:

0 - nema nukleusnog bojenja

1 - slab intenzitet nukleusnog bojenja

2 - umeren intenzitet nukleusnog bojenja

3 - veoma intenzivno nukleusno bojenje

Imunohistohemijska analiza c-erbB-2 (HERZ2) proteina

U proceni ekspresije c-erbB2 proteina koris¢en je skoring sistem sa Cetiri kategorije
(0-3), preporucen od strane proizvodaca (DAKO), pri ¢emu su rezultati interpretirani na
slede¢i nacin (139):
0 - nema membranskog bojanja ili u <10% tumorskih celija
1 - slabo/jedva vidljivo membransko bojanje u >10% tumorskih ¢elija (delimi¢no obojane
membrane)
2 - slabo/umereno, kompletno membransko bojanje u >10% tumorskih celija

3 - jako, kompletno membransko bojanje koje se nalazi u >10% tumorskih celija
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Pri odredivanju HER?2 statusa citoplazmatska imunoreaktivnost nije vrednovana, obzirom da
je malo verovatno da predstavlja rezultat genske amplifikacije (139,140).

Kao unutrasnja negativna kontrola koris§¢ene su tumorski neizmenjene epitelne celije duktusa
dojke. Kao pozitivna kontrola sluzili su uzorci tumorskog tkiva sa IHH HER2 skorom 3+, i
dokazanom HER2 genskom amplifikaciom.

Slucajevi sa skorom 2+ retestirani su metodom hromogene in situ hibridizacije (CISH), dok je
skor 3+ IHH testiranja tumacen kao pozitivan. Slucajevi sa skorom 0 i 1 vrednovani su kao

negativni (139,140).

Hromogena in situ hibridizacija (CISH)

U slucajevima nalaza proteinske ekspresije HER2 skor 2, primenjena je CISH metoda, u
cilju provere postojanja amplifikacije HER2 gena. U detekciji HER2 genske ampflikacije,
koris¢en je Zymed SpoT-Light® HER2 CISH™Kt.

Serijski rezovi debljine do 4 um, istog iseCka tumorskog tkiva koji je koris¢en za
imunohistohemijsku analizu, su deparafinisani, a zatim zagrevani iznad 98°C 15 minuta u
CISH™ rastvoru. Nakon digestije pepsinom 10 minuta na sobnoj temperaturi rezovi su
ispirani u destilovanoj vodi i dehidratisani alkoholnim rastvorima. Posle toga, uzorci su
tretirani 1 HER2 probom, prekriveni pokrovnicom, denaturisani na toploj ploci (94°C, 5
minuta), i ostavljeni na njoj radi hibridizacije tokom no¢i na temperaturi od 37°C. U slede¢em
koraku, isecci su ispirani SSC puferom 1 destilovanom vodom. Posle blokiranja endogene
pomocu diaminobenzidina (DAB) koji je koriS¢en kao hromogen. IseCci su zatim bojeni

hematoksilinom. U radu su kori§¢ene pozitivne 1 negativne kontrole.
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Uzorci su analizirani svetlosnim mikroskopom na 40x uvecanju i interpretirani prema
prilozenim preporukama proizvodaca (Zymed® HER2 CISH™ Test Interpretation Guide).
Prisustvo amplifikacije HER2 gena tumaceno je kao:

amplifikacija nije prisutna - 1-5 signalnih tacaka u vise od 50% tumorskih ¢elija

amplifikacija prisutna - 6 ili vise signalnih tacaka po nukleusu u preko 50% tumorskih celija.

3.4. Statisticka obrada

Za unos i obradu podataka koris¢en je kompjuterski program SPSS 11.5 for Windows.
Kako bi se prikazali deskriptivni podaci (aritmeticka sredina, standardna devijacija, medijana
i raspon) o prikupljenim merama, primenjen je deskriptivni statisticki metod. Kako bi se
dovela u relaciju ucestalosti razli¢itih klinicko patoloskih pokazatelja tumora (navedenih u
tabeli 3) u grupama sa visokom i niskom infiltracijom ukupnih, CD4+ i CD8+ limfocita
primenjen je x2 test za nezavisne uzorke. Da bi se utvrdila povezanost izmedu niskog i
visokog nivoa infiltracije limfocita u tumoru sa klinicko patoloskim pokazateljima tumora,
primenjen je Spirmanov koeficijent rang korelacije (Spearman’s rho).

Kako bi se ispitao odnos aktivnosti CD4+, CD8+ i ukupnih limfocita i broja meseci
proteklih od operacije do ponovne pojave bolesti (relapsa) i smrtnog ishoda bolesti, kao
kofaktora za verovatnocu ponovnog javljanja bolesti i prezivljavanje bolesnica, primenjene
su Kaplan — Majerove analize kao i Long Rank test za poredenje prezivljavanja izmedu
ispitivanih grupa. U sve tri analize ,status” varijabla je bila ishod (pojava ili odsustvo
relapsa/smrtnog ishoda) dok je ,time” varijabla predstavljala broj meseci proteklih od
operacije do pojave relapsa bolesti/smrtnog ishoda. Kategorijalna (,,factor”) varijabla je u
prvoj analizi bila TIL (nizak ili visok), u drugoj CD4+ limfociti (nizak ili visok), a u trecoj

CD8+limfociti (nizak ili visok).
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Za ispitivanje uticaja razliitih prognostickih pokazatelja, kao i nivoa limfocita u
tumoru, na ponovnu pojavu bolesti i na smrtni ishod bolesti, primenjena je Coxova regresiona
analiza. Prediktorske varijable, odnosno kovarijati, u obe analize predstavljaju prognosticki
pokazatelji i nivo limfocita. U prvoj Coxovoj analizi, ,,status” varijabla je prisustvo/odsustvo
relapsa, dok je ,,time” varijabla vreme do relapsa (meseci). U drugoj Coxovoj analizi, “status”
varijabla je pojava smrtnog ishoda kod bolesnika, dok je ,,time” varijabla vreme proteklo do
smrtnog ishoda (meseci).

U svim navedenim metodama statistiCke obrade podataka, kriterijum za statistiCku

znacajnost sli¢nosti ili razlika bila je verovatnoca greske manja od 5% (p < 0,05).
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4. REZULTATI

4.1. Klini¢ko patoloske karateristike karcinoma dojke i deskripcija uzorka

Tabela 3. Klinicko patoloske karakteristike karcinoma dojke u ispitivanoj grupi sa podacima

o relapsu bolesti i preZivljavanju bolesnica

Parametar Bolesnice sa malignim tumorom
N (120) %

Veli¢ina tumora

2 cm i manji 59 49,2%

Veéi od 2cm 61 50,8%

HistoloSki gradus

Gl 14 11,7%

G2 51 42,5%

G3 55 45,8%

Aksilarni limfni

¢vorovi

Pozitivni 53 44,2%

Negativni 67 55,8%

Estrogen receptor

Negativan 33 27,5%

Pozitivan 87 72,5%

Progesteron receptor

Negativan 43 35,8%

Pozitivan 77 64,2%
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HER?2 ekspresija

Negativna 98 81,7%
Pozitivna 22 18,3%
Tripl -
Da 17 14,2%
Ne 103 85,8%
Stadijum bolesti
I 43 35,8%
I 61 50,8%
Il 16 13,3%
Godine starosti
50 i manje 38 31,7%
Vise od 50 82 68,3%
Prezivljavanje
Bez relapsa 89 74,2%
Relaps 31 25,8%
Umrli 14 11,7%
Minimum Maksimum AS(SD)
Starost (godine) 31 77 56,18(10,51)
Umrli (meseci) 11 75 45,21 (18,48)
Vreme pracenja 11 93 77,00 (Md)
Veli¢ina tumora (cm) 0,7 3,7 1,99 (0,74)
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Uzorak se sastojao od 120 bolesnica sa operativno lecenim tumorom dojke histoloskog
tipa duktalnog infiltrativnog karcinoma. Prose¢na starost bolesnica u vreme dijagnostikovanja
bolesti je bila 56,18 godina (SD=10,51). Opseg starosti bolesnica se kretao u rasponu od 31
do 77 godina (tabela 3).

Vecéim delom (68,3%) bolesnica sa malignim tumorom dojke bile su starije od 50
godina (Tabela 3). Prose¢na vrednost veli¢ine tumora je bila 1,99 cm (SD=0,73), sa rasponom
0,7-3,7 cm odnosno kod 59 bolesnice (49,2%) je tumor bio manji ili jednak 2 cm, a kod 61
(50,8%) bolesnica tumor je bio veci od 2 cm (tabela 3).

Analizirajuéi stepen histoloske diferentovanosti tumora u ispitivanom uzorku, moze se
uociti da je 14 (11,7%) malignih tumora bilo dobro diferentovano (G1), 51 (42,5%) tumora
bilo je umereno (G2), a 55 tumora (45,8%) slabo diferentovano (G3) (tabela 3).

Rezultati prikazani u tabeli 3 sugerisu da u ispitivanoj grupi, 67 bolesnice (55,8%)
nisu imale metastaze u limfnim ¢vorovima pazus$ne jame.

U ispitivanom uzorku 87 (72,5%) tumora imalo je pozitivnu ekspresiju estrogen
receptora (ER), dok je u znatno manjoj meri bilo tumora bez ekspresije ER (27,5%).
Progesteronski receptori bili su pozitivni u 77 karcinoma dojke (64,2%). HER-2 je bio
pozitivnan u 22 tumora (18,3%). U 17 tumora (14,2%) su bila negativna sva tri receptora.
Medijana pracenja bolesnica je bila 77 meseci (raspon od 11 do 93 meseci). Tokom ovog

perioda 31 bolesnica je imala relaps bolesti od kojih je 14 umrlo (tabela 3).
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4.2. Rezultati prisustva i distribucije tumor infiltriSu¢ih limfocita u tumoru dojke

Gust limfocitni infiltrat uoc¢en je u 17 (14%) tumora dojke, umeren limfocitni infiltrat

uocen je u 45 (38%), a oskudan u 52 (43%) tumora dojke. Limfocitni infiltrat nije uocen u 6
(5%) tumora (grafikon 1).

U najvecem broju tumora sa limfocitnim infiltratom, infiltrat je uocen na tumorskim

marginama (u 115 tumora), a u 45 tumora uocen je i infiltrat lokalizovan centralno. U vecini

tumora tip limfocitnog infiltrata je okarakterisan kao difuzan (u 87 tumora), a u 33 tumora kao

mesovit (difuzan i nodularan).

B Gust limfocitni
infiltrat

B Umeren limfocitni
infiltrat

O Oskudan limfocitni
infiltrat

B Bez limfocitnog
infiltrata

38%

Grafikon 1: Prisustvo limfocitnog infiltrata u tumoru
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Gust infiltrat CD4+ limfocita uocen je u 9 (8%) tumora dojke, umeren u 53 (44%), a

oskudan u 52 (43%) tumora dojke. CD4+ limfociti nisu uoceni u 6 (5%) tumora (grafikon 2).

B Gust infiltrat
CDA4+ limfocita

B Umeren infiltrat
CD4+ limfocita

O Oskudan infiltrat
CD4+ limfocita

@ Bez prisustva
CD4+ limfocita

44%

Grafikon 2: Prisustvo CD4+ limfocita u tumoru

Gust infiltrat CD8+ limfocita uocen je u 1 (1%) tumora dojke, umeren u 28 (23%), a
oskudan u 79 (66%) tumora dojke. CD8+ limfociti nisu uoceni u 12 (10%) tumora (grafikon

3).
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Grafikon 3: Prisustvo CD8+ limfocita u tumoru

4.3. Hi-kvadrat testovi

Kako bi se ispitala povezanost imunog odgovora, izrazenog preko pokazatelja: tumor
infiltrisuc¢ih limfocita (TIL), CD4+ i CD8+ limfocita, sa prisustvom metastaza u limfnim
¢vorovima pazusne jame, veli¢inom i gradusom tumora, estrogen i progesteron receptorom,
HER-2 statusom, starosti bolesnica, kao i njihova povezanost sa relapsom i smrtnim ishodom
bolesti, primenjen je niz y2 testova za nezavisne uzorke. Rezultati su prikazani tabelama i
grafikonima koje slede.

Kada je posmatran nivo infiltracije ukupnih limfocita u tumoru (TIL), dobijeni su
slede¢i rezultati (tabela 4):

e Visok nivo infiltracije limfocita u tumoru je u relaciji sa prisustvom metastaza u limfnim
¢vorovima pazusne jame, tumorom ve¢im od 2 cm, pozitivnom HER-2 ekspresijom, tripl

negativnim i loSe diferentovanim tumorom (G3).
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e Vii stadijum bolesti je u relaciji s visokim vrednostima TIL-a. Sto se ti¢e ponovne pojave
bolesti (relapsa), visok nivo TIL-a je u pozitivnoj relaciji sa relapsom bolesti, tj. za
bolesnice sa visokim nivoom limfocita u tumoru karakteristicno je pogorSanje bolesti koje
se javilo tokom perioda pracenja.

e Nizak nivo infiltracije limfocita je u relaciji sa dobro i srednje diferentovanim tumorom,
ekspresijom estrogen i progesteron receptora. Takode, uocena je statisticki znacajna
relacija izmedu starosti bolesnica i limfocitnog infiltrata, tj. bolesnice starije od 50 godina
imaju nizi nivo infiltracije limfocita.

e Nivo limfocitne infiltracije u tumoru nije u relaciji sa smrtnim ishodom bolesti.

Statisticki znacajne relacije su prikazane grafikonima 4-20.
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Tabela 4. Relacije TlL-a i klinicko patoloskih pokazatelja

Parametar TIL
x2*

Nizak Visok p nivo
Gradus 1 5,803 0,016
Nije 47(44,34%) 59(55,66%)
Jeste 11(78,57%) 3(21,43%)
Gradus 2 7,377 0,007
Nije 26(37,68%) 43(62,32%)
Jeste 32(62,74%) 19(37,26%)
Gradus 3 18,035 0,000
Nije 43(66,15%) 22(33,85%)
Jeste 15(27,27%) 40(73,73%)
ER 8,085 0,004
Negativan 9(27,27%) 24(0,73%)
Pozitivan 49(56,32%) 38(43,68%)
PR 11,197 0,001
Negativan 12(27,90%) 31(72,10%)
Pozitivan 46(59,74%) 31(40,26%)
HER-2 12,987 0,000
Negativan 55(56,12%) 43(43,88%)
Pozitivnan 3(13,63"%) 19(86,37%)
TRIPL- 4,880 0,027
Da 54(52,4%) 49(47,6%)
Ne 4(23,5%) 13(76,5%)
LGL 10,047 0,002
Negativan 41(61,19%) 26(38,81%)
Pozitivnan 17(32,07%) 36(67,93%)
Veli¢ina tumora 7,544 0,006
2cm i manji 37(60,65%) 24(39,35%)
Veéiod 2 cm 21(35,59%) 38(64,41%)
Godine starosti 6,251 0,012
50 i manje 12(31,58%) 26(68,43%)
Vise od 50 46(56,10%) 36(43,90%)
Stadijum bolesti 9,135 0,010
I 28(65,1%) 15(34,9%)
I 26(42,6%) 35(57,4%)
i 4(25%) 12(75%)
Relaps bolesti 11,100 0,001
Nije 51(57,3%) 38(42,7%)
Jeste 7(22,6%) 24(77,4%)
Umrli 1,011 0,315
Da 5(35,7%) 9(64,3%)
Ne 53 (50%) 53(50%)

* broj stepeni slobode za sve analize iznosi df =
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Grafikon 4: Odnos nivoa prisutnog limfocitnog infiltrata u tumoru i

histoloskog gradusa

60-

50+

Broj bolesnica

Stadijum bolesti

O Nizak nivo limfocitnog
inflitrata

@ Visok nivo limfocitnog
inflitrata

Grafikon 5: Odnos nivoa prisutnog limfocitnog infiltrata u tumoru i

stadijuma bolesti
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Grafikon 6: Odnos nivoa prisutnog limfocitnog infiltrata u tumoru i
estrogen receptora
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Grafikon 7: Odnos nivoa prisutnog limfocitnog infiltrata u tumoru i
progesteron receptora
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Grafikon 8: Odnos nivoa prisutnog limfocitnog infiltrata u tumoru i
HER?2 statusa
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Grafikon 9: Odnos nivoa prisutnog limfocitnog infiltrata u tumoru i
limfonodusnog statusa aksile
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Grafikon 10: Odnos nivoa prisutnog limfocitnog infiltrata u tumoru i
njegove velicine
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Grafikon 11: Odnos nivoa prisutnog limfocitnog infiltrata u tumoru i
starosti bolesnica
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Broj bolesnica
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Grafikon 12: Odnos nivoa prisutnog limfocitnog infiltrata u tumoru i
relapsa bolesti

Kada su u pitanju CD4+ limfociti, dobijeni su slede¢i rezultati (tabela 5):

Visok nivo infiltracije CD4+ limfocita u tumoru je u relaciji sa lose diferentovanim
tumorom (G3), prisustvom metastaza u limfnim ¢vorovima pazu$ne jame, tripl
negativnim i tumorom vec¢im od 2 cm, pozitivnom HER-2 ekspresijom, ali takode i
sa odsustvom ekspresije estrogen i progesteron receptora.

Visi stadijum bolesti je u relaciji s visokim vrednostima CD4+ limfocita. Kada je u
pitanju relaps bolesti, i ovde se pokazalo da visok nivo CD4+ limfocita ostvaruje
pozitivnu relaciji sa ponovnom pojavom bolesti tj. za bolesnice sa visokim nivoom
CD4+ limfocita u tumoru karakteristi¢no je pogorSanje bolesti koje se javilo tokom
perioda pracenja.

Nizak intezitet infiltracije CD4+ limfocita ostvaruje relaciju sa dobro i srednje
diferentovanim tumorom.

Nivo CD4+ limfocita u tumoru nije u relaciji sa smrtnim ishodom bolesti, kao ni sa

godinama starosti bolesnica u vreme postavljanja dijagnoze.
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Tabela 5. Relacije CD4+ limfocita i klinicko patoloskih pokazatelja

Parametar CD4+

Nizak Visok x2* p nivo
Gradus 1 5,803 0,016
Nije 47(44,33%) 59(55,67%)
Jeste 11(78,57%) 3(21,43%)
Gradus 2 7,377 0,007
Nije 26(37,68%) 43(62,32%)
Jeste 32(62,74%) 19(37,26%)
Gradus 3 18,035 0,000
Nije 43(66,15%) 22(33,86%)
Jeste 15(27,27%) 40(72,73%)
ER 8,085 0,004
Negativan 9(27,27%) 24(72,73%)
Pozitivnan 49(56,32%) 38(43,68%)
PR 11,197 0,001
Negativan 12(27,90%) 31(72,10%)
Pozitivnan 46(59,74%) 31(40,26%)
HER2 7,073 0,008
Negativan 53(54,08%) 45(45,92%)
Pozitivnan 5(22,72%) 17(77,28%)
TRIPL- 4,880 0,027
Da 54(52,4%) 49(47,6%)
Ne 4(23,5%) 13(76,5%)
LGL 7,851 0,005
Negativan 40(59,70%) 27(40,30%)
Pozitivan 18(33,96%) 35(66,04%)
Veli¢ina tumora 12,092 0,001
2cm i manji 39(63,93%) 22(36,07%)
Veéiod 2 cm 19(32,20%) 40(67,80%)
Godine starosti 2,941 0,086
50 i manje 14(36,84%) 24(63,16%)
Vise od 50 44(53,65%) 38(46,36%)
Stadijum bolesti 12,540 0,002
I 30(69,8%) 13(30,2%)
I 23(37,7%) 38(62,3%)
i 5(31,3%) 11(68,7%)
Relaps bolesti 8,484 0,004
Nije 50(56,2%) 39(43,8%)
Jeste 8(25,8%) 23(74,2%)
Umrli 1,011 0,315
Da 5(35,7%) 9(64,3%)
Ne 53(50%) 53(50%)

* broj stepeni slobode za sve analize iznosi df = 1
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Grafikon 13: Odnos nivoa prisutnog CD4+ limfocitnog infiltrata u

tumoru i histoloskog gradusa
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Grafikon 14: Odnos nivoa prisutnog CD4+ limfocitnog infiltrata u

tumoru i stadijuma bolesti
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Grafikon 15: Odnos nivoa prisutnog CD4+ limfocitnog infiltrata u

tumoru i estrogen receptora
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Grafikon 16: Odnos nivoa prisutnog CD4+ limfocitnog infiltrata u

tumoru i progesteron receptora
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Grafikon 17: Odnos nivoa prisutnog CD4+ limfocitnog infiltrata u
tumoru i HER2 statusa
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Grafikon 18: Odnos nivoa prisutnog CD4+ limfocitnog infiltrata u
tumoru i limfonodusnog statusa aksile
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Grafikon 19: Odnos nivoa prisutnog CD4+ limfocitnog infiltrata u
tumoru i njegove velicine
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Grafikon 20: Odnos nivoa prisutnog CD4+ limfocitnog infiltrata u tumoru
i relapsa bolesti

78



Kada su u pitanju CD8+ limfociti, dobijeni su sledeéi rezultati (tabela 6):

Nizak nivo infiltracije CD8+ limfocita je u relaciji sa HER-2 negativnim tumorom,
estrogen 1 progesteron pozitivnim tumorom i sa odsustvom lose diferentovanog tumora
(G3). Bolesnice starije od 50 godina imaju nizak nivo infiltracije CD8+ limfocita u
tumoru.

Nivo CD8+ limfocita u tumoru nije u relaciji sa njegovom veli¢inom, tripl negativnim
tumorima, prisustvom metastaza u limfnim ¢vorovima pazusne jame, stadijumom i
relapsom bolesti, kao ni sa smrtnim ishodom bolesti.

Statisticki znacajne relacije su prikazane grafikonima 21-24.
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Tabela 6. Relacije CD8+ limfocita i klinicko patoloskih pokazatelja

Parametar CD8+

Nizak Visok x2* p nivo
Gradus 1 2,506 0,113
Nije 78(73,58%) 28(26,42%)
Jeste 13(92,85%) 1(7,15%)
Gradus 2 2,057 0,151
Nije 49(71,01%) 20(28,99%)
Jeste 42(82,35%) 9(17,65%)
Gradus 3 5,968 0,015
Nije 55(84,61%) 10(15,39%)
Jeste 36(65,45%) 19(34,55%)
ER 11,255 0,001
Negativan 18(54,54%) 15(45,45%)
Pozitivan 73(83,90%) 14(16,1%)
PR 11,448 0,001
Negativan 25(58,13%) 18(41,87%)
Pozitivan 66(85,71%) 11(14,29%)
HER2 6,661 0,010
Negativan 79(80,61%) 19(19,39%)
Pozitivan 12(54,54%) 10(45,46%)
TRIPL- 3,127 0,077
Da 81(78,6%) 22(21,4%)
Ne 10(58,8%) 7(41,2%)
LGL 1,878 0,171
Negativan 54(80,59%) 13(19,60%)
Pozitivan 37(69,81%) 16(30,19%)
Veli¢ina tumora 1,368 0,242
2cm i manji 49(80,32%) 12(19,68%)
Veéiod 2 cm 42(71,18%) 17(28,89%)
Godine starosti 4,875 0,027
50 i manje 24(63,15%) 14(36,85%)
Vise od 50 67(81,70%) 15(18,30%)
Stadijum bolesti
I 34(79,1%) 9(20,9%) 0,690 0,708
I 46(75,4%) 15(24,6%)
i 11(68,8%) 5(31,3%)
Relaps bolesti 2,921 0,087
Nije 71(79,8%) 18 (20,2%)
Jeste 20 (64,5%) 11 (35,5%)
Umrli 1,153 0,283
Da 9(64,3%) 5(35,7%)
Ne 82(77,4%) 24(22,6%)

* broj stepeni slobode za sve analize iznosi df = 1
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Grafikon 21: Odnos nivoa prisutnog CD8+ limfocitnog infiltrata u

tumoru i estrogen receptora
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Grafikon 23: Odnos nivoa prisutnog CD8+ limfocitnog infiltrata u
tumoru i HER2 statusa
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Grafikon 24: Odnos nivoa prisutnog CD8+ limfocitnog infiltrata u
tumoru i starosti bolesnica
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4.4. Povezanost nivoa tumor infiltriSucih limfocita sa klini¢ko patoloSkim

pokazateljima (koeficijenti korelacije)

Kako bi se ispitale medusobne relacije tumor infiltriSué¢ih limfocita (TIL), CD4+,
CD8+ limfocita, kao i relacije navedenih limfocita sa klinicko patoloskim pokazateljima
(hormonskim i HER2 statusom, histoloskim gradusom, veli¢inom tumora, limfonodusni status
aksile, stadijumom bolesti i starosti bolesnica) i drugim varijablama od interesa (relaps bolesti
i prezivljavanje bolesnica), primenjen je Spirmanov koeficijent rang korelacije (engl.
Spearman’s rho). Utvrden je koeficijent korelacije te je znacajnost prihvaéena uz statisticki

nivo od p < 0,05. Rezultati navedenih relacija su prikazani u tabeli 7.
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Tabela 7. Koeficijenti korelacije

CD4+ CD8+ TIL
CD4+ r 1,000 0,468 0,833
p : 0,000 0,000
CD8+ r 0,468 1,000 0,507
p 0,000 . 0,000
TIL r 0,833 0,507 1,000
p 0,000 0,000
Lgl r 0,256 0,125 0,289
p 0,005 0,173 0,001
Veli¢na tumora r 0,246 0,096 0,201
p 0,007 0,297 0,028
Gradus r 0,398 0,235 0,398
p 0,000 0,010 0,000
ER receptor r -0,260 -0,306 -0,260
p 0,004 0,001 0,004
PR receptor r -0,305 -0,309 -0,305
p 0,001 0,001 0,001
HER2 receptor r 0,243 0,236 0,329
p 0,008 0,010 0,000
TRIPL- r 0,202 0,161 0,202
p 0,027 0,078 0,027
Starost bolesnica r -0,243 -0,299 -0,357
p 0,007 0,001 0,000
Stadijum bolesti r 0,311 0,072 0,276
p 0,001 0,435 0,002
Relaps bolesti r 0,266 0,156 0,304
p 0,003 0,089 0,001
Smrtni ishod bolesti  r -0,092 -0,098 -0,092
p 0,319 0,287 0,319

* r - Spirmanov koeficijent korelacije; p - nivo znacajnosti: Korelacije su znacajne na nivou

p < 0,05.
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Kao $to se vidi iz tabele 7, u istraZivanju je dobijena visoka pozitivha povezanost
izmedu ekspresije CD4+ limfocita i ukupnog limfocitnog infiltrata (r = 0,833; p < 0,001),
dok je izmedu ekspresije CD8+ limfocita 1 ukupnog inflitrata (r = 0,507; p < 0,001), kao i
izmedu CD4+ i CD8+ (r = 0,468; p < 0,001), dobijena umerena pozitivna korelacija.

Kada su u pitanju tumor infiltriSu¢i limfociti (TIL) dobijene su sledeée statisticki

znacajne korelacije i utvrdena je:

e Niska pozitivna povezanost izmedu nivoa TIL-a i veli¢ine tumora (r = 0,201; p = 0,028),
odnosno §to je vec¢i tumor visi je nivo infiltracije limfocita u tumoru.

e Umerena pozitivna povezanost izmedu nivoa TIL-a i histolo§8kog stepena diferentovanosti
tumora (r = 0,398; p < 0,001), odnosno §to je veci gradus tumora visi je nivo infiltracije
limfocita u tumoru.

e Niska pozitivna povezanost izmedu nivoa TIL-a i prisustva metastaza u limfnim
¢vorovima pazusne jame (r = 0,289; p=0,001).

e Umerena pozitivna povezanost izmedu nivoa TIL-a i HER-2 statusa, odnosno uocen je
visi nivo limfocitnog infiltrate kod HER-2 pozitivhog tumora (r = 0,329; p < 0,001).

e Niska pozitivna povezanost izmedu nivoa TIL-a i tripl negativnog tumora, odnosno uocen
je visi nivo limfocitnog infiltrate kod trostruko negativnog tumora (r = 0,202; p =0,027).

e Niska negativna povezanost izmedu nivoa TIL-a i prisustva estrogen (r = -0,260; p=0,004)
i progesteron receptora (r = -0,305; p = 0,001), odnosno visi nivo infiltracije limfocita
uocen je u tumoru koji je hormonski negativan.

e Niska pozitivna povezanost izmedu nivoa TIL-a i stadijuma bolesti (r = 0,276; p = 0,002),
odnosno $to je bolest vise uznapredovala visi je nivo infiltracije limfocita u tumoru.

e Umerena negativna povezanost izmedu nivoa TIL-a i starosti bolesnica (r = -0,357;

p<0,001), odnosno sa godinama se smanjuje gustina limfocitnog infiltrata u tumoru.
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e Umerena pozitivna povezanost izmedu nivoa TIL-a i ponovne pojave bolesti (r = 0,304,
p=0,001), odnosno veca je pojave relapsa ukoliko je visi nivo infiltracije limfocita u
tumoru.

¢ Nije utvrdena povezanost izmedu nivoa TIL-a i smrtnog ishoda bolesti.

Kada su u pitanju CD4+ T limfociti, dobijene su sledece statisticki znacajne korelacije 1

utvrdena je:

e Niska pozitivna povezanost izmedu nivoa CD4+ limfocita i veli¢ine tumora (r = 0,246;
p=0,007), odnosno $to je veéi tumor visi je nivo infiltracije CD4+ limfocita u tumoru.

e Umerena pozitivna povezanost izmedu nivoa CD4+ limfocita i histoloskog stepena
diferentovanosti tumora (r = 0,398; p < 0,001), odnosno §to je veéi gradus visi je nivo
infiltracije CD4+ limfocita u tumoru.

e Niska pozitivna povezanost izmedu nivoa CD4+ limfocita i prisustva metastaza u limfnim
¢vorovima pazusne jame (r = 0,256; p = 0,005).

e Niska pozitivna povezanost izmedu nivoa CD4+ limfocita i HER-2 statusa (r = 0,243,;
p=0,008), odnosno uocen je visi nivo CD4+ limfocitnog infiltrate kod HER-2 pozitivnog
tumora.

e Niska pozitivna povezanost izmedu izmedu nivoa CD4+ limfocita 1 tripl negativnog
tumora (r = 0,202; p = 0,027), odnosno kod tripl negativnog tumora postoji vi§i nivo
infiltracije CD4+ limfocita.

e Niska negativna povezanost izmedu nivoa CD4+ limfocita i prisustva estrogen (r= -0,260;
p = 0,004) i progesteron receptora (r = -0,305; p = 0,001), odnosno vi$i nivo infiltracije

CD4+ limfocita uocen je u tumoru koji je hormonski negativan.
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Umerena pozitivna povezanost izmedu nivoa CD4+ limfocita i stadijuma bolesti
(r=0,311; p=0,001), odnosno Sto je bolest vise uznapredovala visi je nivo infiltracije
CD4+ limfocita u tumoru.

Niska negativna povezanost izmedu nivoa CD4+ limfocita i starosti bolesnica (r = -0,243;
p = 0,007).

Niska pozitivna povezanost izmedu nivoa CD4+ limfocita i relapsa bolesti (r = 0,266;
p=0,003).

Nije utvrdena povezanost izmedu nivoa CD4+ limfocita i smrtnog ishoda bolesti.

Kada su u pitanju CD8+ T limfociti, dobijene su sledece statisticki znacajne korelacije i

utvrdena je:

Niska pozitivna povezanost izmedu nivoa CD8+ limfocita i histoloskog gradusa tumora
(r=0,235; p=0,010), odnosno §to je vec¢i gradus tumora visi je nivo infiltracije CD8+
limfocita.

Niska pozitivna povezanost izmedu nivoa CD8+ limfocita i HER-2 statusa (r = 0,236;
p=0,010).

Umerena negativna povezanost izmedu nivoa CD8+ limfocita i prisustva estrogen (r=-
0,306 ; p =0,001) i progesteron receptora (r = -0,309; p = 0,001).

Niska negativna povezanost izmedu nivoa CD8+ limfocita i starosti bolesnica (r = -0,299;
p = 0,001).

Nije utvrdena povezanost izmedu nivoa CD8+ limfocita i veli¢ine tumora, trostruko
negativnih tumora, prisustva metastaza u limfnim ¢vorovima pazusne jame, stadijuma i

relapsa bolesti, kao ni sa smrtnim ishodom bolesti.
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4.5. Kaplan - Meierova analiza

Za analizu odnosa nivo TIL-a i broja meseci proteklih od operacije do ponovne pojave
bolesti (relapsa) kao kofaktora za verovatno¢u ponovnog javljanja bolesti koris¢ena je Kaplan
— Meierova analiza. Prosecno vreme do pojave relapsa u grupi ispitanika sa niskim nivoom
TIL-a iznosi 87,40 meseci, dok prosecno vreme do pojave relapsa u grupi ispitanika sa
visokim nivoom TIL-a iznosi 80,95 meseci. Testiranjem znacajnosti razlike u kumulativnoj
verovatno¢i pojave relapsa, za dve ispitivane grupe (niske vrednosti TIL i visoke vrednosti
TIL, log rank testom, utvrdene su statisticki znacajne razlike [log rank (df = 1) = 6,28,
p=0,012]. Bolesnice sa vi§im nivoom tumor infiltriSu¢ih limfocita imaju krace prezivljavanje

bez znakova bolesti (slika 3).
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Slika 3. Kaplan-Meierova kriva relapsa bolesti u odnosu na nivo limfocitnog infiltrata u

tumoru.
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Za analizu odnosa nivoa CD4+ limfocita u tumoru i broja meseci proteklih od
operacije do ponovne pojave bolesti (relapsa) kao kofaktora za verovatnocu ponovnog
javljanja bolesti koris¢ena je Kaplan — Meierova analiza. Prosecno vreme do pojave relapsa u
grupi ispitanika sa niskim nivoom infiltracije CD4+ limfocita iznosi 87,28 meseci, dok
prosecno vreme do pojave relapsa u grupi ispitanika sa visokim nivoom CD4+limfocita iznosi
81,02 meseci. Testiranjem znacajnosti razlike u kumulativnoj verovatnoc¢i pojave relapsa, za
dve ispitivane grupe (niske vrednosti CD4+ i visoke vrednosti CD4+limfocita), log rank
testom, utvrdene su statisticki znacajne razlike [log rank (df = 1) = 4,15, p = 0,042]. Bolesnice

sa visim nivoom CD4+ limfocita u tumoru imaju krace prezivljavanje bez znakova bolesti

(slika 4).
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Slika 4. Kaplan-Meierova kriva relapsa bolesti u odnosu na nivo infiltracije CD4+limfocita u
tumoru.
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Za analizu odnosa nivoa CD8+ T limfocita i broja meseci od operacije do ponovne
pojave bolesti (relapsa) kao kofaktora za verovatnocu ponovnog javljanja bolesti, koris¢ena je
Kaplan — Meierova analiza. Prose¢no vreme do pojave relapsa u grupi ispitanika sa niskim
nivoom CDS8+ limfocita iznosi 84,82 meseci, dok prosecno vreme do pojave relapsa u grupi
ispitanika sa visokim nivoom CD8+ limfocita iznosi 80,75 meseci. Testiranjem znacajnosti
razlike u kumulativnoj verovatnoc¢i pojave relapsa, za dve ispitivane grupe (niske vrednosti
CD8+ i visoke vrednosti CD8+, log rank testom, nisu utvrdene statisticki znacajne razlike

[log rank (df = 1) = 1,47, p = 0,226] (slika 5).
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Slika 5. Kaplan-Meierova kriva relapsa bolesti u odnosu na nivo infiltracije CD8+ limfocita u

tumoru.
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Za analizu odnosa nivoa TIL-a na prezivljavanje bolesnica, kori§¢ena je Kaplan —
Meierova analiza prezivljavanja. Prose¢no vreme prezivljavanja u grupi ispitanika sa niskim
nivoom TIL-a iznosi 88,4 meseci, dok prosecno prezivljavanje u grupi ispitanika sa visokim
nivoom TIL-a iznosi 85,54 meseci. Testiranjem znacajnosti razlike u kumulativnoj
verovatno¢i prezivljavanja, za dve ispitivane grupe (niske vrednosti TIL i visoke vrednosti
TIL, log rank testom, nisu utvrdene statisticki znacajne razlike [log rank (df = 1) = 1,13,

p=0,288] (slika 6).
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Slika 6. Kaplan-Meierova kriva prezivljavanja bolesnica u odnosu na nivo limfocitnog

infiltrata u tumoru.
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Za analizu odnosa nivoa CD4+ T limfocita na prezivljavanje bolesnica, koris¢ena je
Kaplan — Meierova analiza prezivljavanja. Prosecno vreme prezivljavanja u grupi ispitanika
sa niskim nivoom CD4+ limfocita iznosi 88,62 meseci, dok prose¢no vreme prezivljavanja u
grupi ispitanika sa visokim nivoom CD4+ ¢elija iznosi 85,33 meseci. Testiranjem znacajnosti
razlike u kumulativnoj prezivljavanja, za dve ispitivane grupe (niske vrednosti CD4+ i visoke
vrednosti CD4+ limfocita), log rank testom, nisu utvrdene statisticki znacajne razlike [log

rank (df = 1) = 1,09, p = 0,295] (slika 7).
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Slika 7. Kaplan-Meierova kriva prezivljavanja bolesnica u odnosu na nivo infiltracije CD4+

limfocita u tumoru.
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Za analizu odnosa nivoa CD8+ T limfocita na prezivljenje bolesnica kori§¢ena je
Kaplan — Meierova analiza prezivljenja. Proseéno vreme prezivljavanja u grupi ispitanika sa
niskim nivoom CD8+ limfocita iznosi 87,28 meseci, dok prosecno vreme prezivljavanja u
grupi ispitanika sa visokim nivoom CD8+ limfocita iznosi 84,86 meseci. Testiranjem
znacajnosti razlike u kumulativnoj verovatnoéi prezivljavanja, za dve ispitivane grupe (niske
vrednosti CD8+ i visoke vrednosti CD8+ limfocita, log rank testom, nisu utvrdene statisticki

znacajne razlike [log rank (df = 1) = 1,28, p = 0,257] (slika 8).
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Slika 8. Kaplan-Meierova kriva prezivljavanja bolesnica u odnosu na nivo infiltracije CD8+

limfocita u tumoru.
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4.6. Coxsova regresiona analiza

Kako bi se ispitao uticaj veli¢ine tumora, gradusa, hormonskog i HER-2 statusa,
limfonodusnog statusa aksile, TIL-a, CD4+ i CD8+ limfocita na relaps bolesti kori§¢ena je
Coxova regresiona analiza. Rezultati prikazani tabelom 8 ukazuju na zakljucak da je
regresioni model znacajan (p < 0,001). Kao znacajni prediktori izdvojili su se: gradus, u
pozitivnom smeru (B = 0,912, p = 0,037) i pozitivan progesteronski receptor, u negativnom

smeru (B =-1,08, p =0,045) (tabela 9).

Tabela 8. Znacajnost regresionog modela

-2 Log verodostojnost 12 df p nivo

207,63 34,25 10 0,00
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Tabela 9. Parcijalni doprinos pojedinacnih prediktora modelu

95,0% interval poverenja

Standardna
Prediktor B df pnivo HR Donja Gornja
greska (SE)
granica granica
TIL 0,985 1,064 1 035 2678 0,333 21,568
CD4+ -1,531 1,066 1 0,151 0,216 0,027 1,748
CD8+ -0,219 0,464 1 0637 0803 0,324 1,993
Histoloski
0,912 0,436 1 0,037 2490 1,059 5,858
gradus
ER -0,237 0,642 1 0,712 0,789 0,224 2,778
PR -1,080 0,538 1 0,04 0,340 0,118 0,975
HER2 0,761 0,554 1 0170 2,140 0,723 6,336
TRIPL- -0,258 0,76 1 0,734 0,773 0,174 3,424
LGL 0,732 0,461 1 0112 2080 0,843 5,131
Veli¢ina 0,823 0,529 1 0120 2,278 0,807 6,427

Kako bi se ispitao uticaj veli¢ine tumora, gradusa, hormonskog i HER-2 statusa,
limfonodusnog statusa aksile, TIL-a, CD4+ i CD8+ limfocita na preZivljavanje bolesnica
koris¢ena je Coxova regresiona analiza. Rezultati prikazani u tabeli 10 ukazuju na zakljucak
da je regresioni model znacajan (p <0 ,001). Kao znacajni prediktori u ovom slucaju izdvojili
su se: histoloSki gradus, u pozitivnom smeru (B = 1,600, p = 0,048) 1 veliCina tumora, takode

u pozitvnom smeru (B = 1,825, p =0,046) (tabela 11).
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Tabela 10. Znacajnost regresionog modela

-2 Log verodostojnost

2

df

p nivo

109,87

18,85

10

0,042

Tabela 11. Parcijalni doprinos pojedinacnih prediktora modelu

95,0% interval poverenja

Standardna
Prediktor B df pnivo HR Donja Gornja
greska (SE)
granica granica
TIL -0,078 1,675 1 0963 0925 0,035 24,664
CDA4+ -0,925 1,628 1 0570 0,397 0,016 9,651
CD8+ 0,209 0,755 1 0782 1,233 0,281 5,413
Histoloski
1,600 0,809 1 0048 4,954 1,014 24,198
gradus
ER -1,420 0,973 1 0145 0,242 0,036 1,628
PR -0,692 0,779 1 0374 0500 0,109 2,302
HER2 -1,361 0,957 1 0,155 0,256 0,039 1,672
TRIPL-  -1,452 1,055 1 0,169 0,234 0,030 1,850
LGL 0,169 0,634 1 0789 1,185 0,342 4,104
Veli¢ina 1,825 0,916 1 0,046 6,203 1,030 37,362
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5. DISKUSIJA

Karcinom dojke je naj¢es¢a maligna bolest kod Zena. U veéini razvijenih zemalja broj
obolelih u stalnom je porastu, a sve ¢esce se pojavljuje kod mladih Zena, Sto se objasnjava
promenama u nacinu zivota (1).

Za uspesno leCenje raka dojke najvaznija je rana dijagnostika, te kako predvideti, na
osnovu klinicke klasifikacije i morfoloskih osobina tumora, njegovo dalje ponasanje. U praksi
se koriste prognosticki faktori koji ukljucuju veli¢inu tumora, broj pozitivnih limfnih ¢vorova
u pazuhu, histoloski gradus, status hormonskih receptora, HER-2 status, limfovaskularnu,
perineuralnu invaziju i indeks proliferacije Ki-67. Medutim, vrlo ¢esto ni kombinacija
navedenih prognostickih faktora ne daje sigurnost i odgovor o potrebi sprovodenja
odgovarajuce terapije. Poznato je da je princip modernog terapijskog pristupa kod obolelih od
raka dojke pronaci one bolesnice koje imaju povecani rizik od razvoja relapsa bolesti i krace
prezivljenje uzimajuéi u obzir tradicionalne i nove prognosticke faktore.

Interakcija izmedu malignih i ¢elija imunoloskog sistema je slozen i dinamican proces,
kojem brojni istrazivaci pripisuju glavnu ulogu u rastu i razvoju tumora. U ovoj interakciji
maligne Celije raspolaZzu nizom mehanizama kojim moduliraju imuni odgovor (141). Tumor
moze da oblikuje ,,imuno” mikrookruzenje tako Sto regrutuje ¢elije imunoloSkog sistema koje
produkuju inflamatorne medijatore sa proangiogenim i prometastatskim efektom (141,142).
Klasi¢ni pogled o ulozi ¢elija imunoloSkog sistema kod raka sve viSe zamenjuju shvatanja da
ove ¢elije mogu imati obe funkcije i anti-tumorsku, ali i ulogu u promovisanju rasta tumora i
njegovoj progresiji (115). Sa jedne strane pokazano je da neke vrste imunih ¢elija, kao §to su
¢elije prirodne ubice (NK celije), imaju ulogu u suzbijanju rasta tumora, te je prisustvo veceg
broja ovih ¢elija povezano sa boljom prognozom bolesti (143). Sa druge strane, istraZivanja su

pokazazala da druge vrste imunih ¢elija kao §to su odredeni podtipovi makrofaga, supresorske
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¢elije mijeloidnog porekla (MDSCs), pomagacki (Th) i regulatorni T (Treg) limfociti, mogu
imati pro-tumorsku ulogu tj. omoguciti Sirenje raka (88,115,144-146).

Pomagacki limfociti tipa 2 (CD4+Th2) luce proupalne citokine 1L-4, IL-6 i IL-13, te
nisu efektivni u odbacivanju tumora (73). Pomagacki limfociti tipal7 (CD4+Th17) sekretuju
IL-17 koji indukuje angiogeneze povecanjem produkcije VEGF-a u tumorskim ¢elijama i
stimuliSe produkciju matriks metaloproteinaza koje remodeliraju tumorsko tkivo i olakSavaju
invazivnost, angiogenezu i metastaziranje (87). Polarizacija Th limfocita ima visestruk uticaj
na antitumorski odgovor. Mnoga istrazivanja ukazuju na povezanost Thl imunskog odgovora
I regresije tumora, dok se odsustvo regresije ili progresija tumora vezuju za Th2 imunski
odgovor (108,109).

U ranoj fazi rasta, tumori su generalno infiltrovani tipom 1 makrofaga (M1) koji
sekretuju IFN-y, TNF-a i IL-12 i imaju anti-tumorsku ulogu (147). Sa druge strane, u
uznapredovaloj fazi bolesti dominira tip 2 makrofaga (M2) koji oslobadaju citokine kao $to
su: TGF B1, IL-10 IL-13, ¢ime se indukuje Th2 diferencijacija, nakupljanje Treg celija i
stimulacija angiogeneze (148,149). U istrazivanju sprovedenom na duktalnom karcinom dojke
u koje su ukljuceni 1 duktalni karcinom in situ, kao 1 normalno tkivo dojke utvrdeno je da je
poveéanje M2-TAM (engl. tumorrtumor-associated macrophages) bilo povezano sa
agresivnim fenotipom tumora i kra¢im ukupnim prezivljavanjem, dok su M1-TAM bili
povezani sa dobro diferentovanim tumorima (88).

Treg limfociti mogu da dovedu do apoptozu T limfocita, bilo pomoc¢u granzima, bilo
aktivacijom receptora smrti (150). Takode, Treg limfociti povecavaju ekspresiju indolamin-
2,3-dioksigenaze (IDO) u dendritskim celijama. Povecana ekspresija IDO, odgovorna za
katabolizam triptofana, suprimira funkciju efektorskih T limfocita 1 to tako Sto istovremeno
indukuje iscrpljivanje esencijalnog triptofana 1 stvaranje imunosupresivnih metabolita

triptofana (151). Pokazano je da Treg limfociti razgraduju adenozintrifosfat do adenozina.
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Ovo stvaranje adenozina takode za posledicu ima supresiju funkcija efektorskih T limfocita
(152). Takode, Treg limfociti mogu da oslobadaju imunosupresivne citokine kao §to su
IL-10 i TGF-B (88). Sve ove ¢injenice ukazuju da poveéanje broja Treg limfocita u tumoru
dovodi do stvaranja imunosupresivne mikrosredine $to moze dovesti do daljeg rasta i Sirenja
tumora. Facciabene i sar. su ukazali da Treg limfociti znacajno ograni¢avaju antitumorski
imuni odgovor i podsti¢u angiogenezu, §to ubrzava rast tumora (153). U eksperimentima na
zivotinjama pokazano je da uklanjanje Treg limfocita omogucava efikasan antitumorski imuni
odgovor i regresiju tumora (154).

Supresorske c¢elije mijeloidnog porekla (MDSCs) u tumorskom mikrookruzenju
ispoljavaju imuno supresivnu funkciju, a ovi efekti su u velikoj meri zavisni od citokina
TGF-B, IL-10, IL-6 i celularnih faktora uocenih u tumorskom okruzenju (145). Cole i
saradnici su pokazali da je veci broj ovih ¢elija kod bolesnica sa metastatskim karcinomom
dojke bio povezan sa losijom prognozom bolesti (OS: 6,9 nasuprot 19,6 meseci) (155). Ovi
podaci sugeriSu da bi supresorske celije mijeloidnog porekla (MDSCs) mogle biti
potencionalni biomarker i meta ciljane terapije kod karcinoma dojke (88).

Prognosticki zna€aj tumor infiltriSu¢ih limfocita tj. pozitivna korelacija izmedu
prisustva limfocita u tumoru i duzeg preZivljavanja pokazan je kod razli¢itih tipova tumora:
kolorektalnog karcinoma (156), tumora jednjaka (157,158), pluca (159,160), ovarijalnog
karcinoma (161) i melanoma (162). Sa druge strane, kod tumora bubrega (163), prostate (164)
I jetre (165) pokazano je da je limfocitni infiltrat povezan sa loSom prognozom bolesti.

ZaSto tumori ,,bogati” limfocitnim infiltratom imaju znacajno razliito ponaSanje 1
klini¢ki tok? Odgovor je nepoznat, ali je sugerisano nekoliko mehanizama. Svaki organ ima
svoje specificne imunoloSke karakteristike 1 sli¢no tome svaki tumorski entitet verovatno da
poseduje jedinstvene infiltrate imunih celija. Prema teoriji imunoloskog uredivanja, koja je

podrzana od strane istrazivaca iz oblasti imuno-biologije raka, prognosticki znacaj cCelija
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imunoloskog sistema ¢e zavisiti od tipa i subtipa imunih ¢elija prisutnih u tumoru i njegovoj
mikrookolini (166).

Klini¢ki znacaj tumor infiltriSu¢ih limfocita kod karcinoma dojke je jo$ uvek
kontraverzan. Danasnja saznanja i rezultati istraZzivanja o povezanosti tumor infiltriSi¢ih
limfocita i karcinoma dojke sa njegovim agresivnim ponaSanjem i sa prezivljenjem bolesnica
nisu jednoznacni niti jasni.

Brojne studije su pokazale da gustina infiltracije limfocita u tumoru dojke ima
prediktivan znacaj tj. moze posluziti kao pokazatelj odgovora na terapiju.

Citotoksi¢ni tretman poput hemioterapije i radioterapije moze ponekad da pokrene
imuni odgovor kao posledicu prisustva Sireg opsega antigena povezanih sa karcinomom dojke
(167,168). Ova hipoteza podrzana je istrazivanjima u kojima je pokazano da je veéi stepen
infiltracije limfocita u tumoru povezan sa boljim odgovorom na neoadjuvantu, adjuvantu
hemiterapiju i terapiju sa trastuzumabom (169-172).

U vlastitom istrazivanju, gust limfocitni infiltrat uocen je u 17 (14%) tumora dojke,
umeren limfocitni infiltrat uocen je u 45 (38%), a oskudan u 52 (43%) tumora dojke.
Limfocitni infiltrat nije uocen u 6 (5%) tumora. Gust infiltrat CD4+ limfocita uocen je u 9
(8%) tumora dojke, umeren u 53 (44%), a oskudan u 52 (43%) tumora dojke. CD4+ limfociti
nisu uoceni u 6 (5%) tumora. Gust infiltrat CD8+ limfocita uocen je u 1 (1%) tumora dojke,
umeren u 28 (23%), a oskudan u 79 (66%) tumora dojke. CD8+ limfociti nisu uoceni u 12
(10%) tumora. CD4+ limfocit bili su prisutniji u tumorima dojke u odnosu na CD8+ limfocite.
Thanaa 1 sar. (133) su u svom istraZivanju na uzorku od 48 bolesnica, utvrdili prisustvo TIL u
81% tumora dojke, sa prevalencijom CD4+ limfocita u odnosu na CD8+ limfocite, a
Matkowski i sar. (173) su na uzorku od 88 karcinoma dojke ustanovili prisustvo TIL u 90%
tumora, minimalna ekspresija nadena je u 44%, umerena u 32%, a visoka u 14% tumora.

Sliéni nivoi ekspresije potvrdeni su i za CD4+ i CD8+ limfocite, bez znacajnije medusobne
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razlike. Kuroda i sar. (174) su u svom istrazivanju pokazali dominaciju CD8+ limfocita u
odnosu na CD4+ limfocite kod medularnog karcinoma dojke.

U prethodnim istrazivanjima je pokazano da su u tumoru dojke T limfociti zastupljeni
u veéem broju u odnosu na B limfocite (110,133). Precizna uloga tumor infiltriSu¢ih B ¢elija
trenutno nije dobro definisana i ostaje kontraverza (175).

U ovom istrazivanju, u veéini tumora limfocitni infiltrat je uofen na marginama
tumora, takode, u vecini tumora tip limfocitnog infiltrata je okarekterisan kao difuzan $to je u
skladu sa podacima iz literature (173,176). Trenutno nema dokaza da se tumor infiltriSuéi
limfociti lokalizovani periferno tj. na margini tumora funkcionalno razlikuje od onih
lokalizovanih u centralnim delovima tumora (135).

Najznacajniji, nezavisni prognosticki faktori kod raka dojke su veli¢ina tumora i broj
pozitivnih limfnih &vorova pazusne jame (29). Cak i pacijenti sa malim tumorima i
minimalnom zahvac¢eno$¢u limfnih ¢vorova pazusne jame imaju losiju prognozu u odnosu na
pacijente koji nemaju pozitivne ¢vorove u pazusnoj jami (177).

Takode u ovom istrazivanju je ustanovljeno da postoji pozitivna povezanost izmedu
nivoa tumor infiltriSu¢ih limfocita, kao 1 CD4+ limfocita 1 prisustva pozitivnih limfnih
¢vorova u pazus$noj jami. Korelacija nije bila statisticki znacajna u sluc¢aju CD8+ limfocita. I u
studiji Loi 1 saradnika (172) je ustanovljena poziitivna povezanost izmedu infiltracije
limfocita 1 prisustva metastaza u limfnim ¢vorovima aksile. Macchetti 1 sar. (132) su na
uzorku od 23 tumora dojke takode dokazali pozitivnu korelaciju izmedu visokog stepena
infiltracije CD4+ limfocita 1 prisustava metastaza u limfnim ¢vorovim pazusSne jame dok
korelacija nije bila statisticki znacajna u slucaju CD8+ limfocita. Rathore 1 sar. (178) su
pokazali da postoji pozitivna korelacija izmedu CD3+ fenotipa limfocita i metastaza u
limfnim ¢vorovima aksile. U istraZivanju Tsang-a 1 sar. nije dobijena korelacija izmedu TIL 1

metastaza u limfnim ¢vorovima pazusne jame, ali su u istrazivanju posmatrane bolesnice sa

101



duktalnim, lobularnim, medularnim i mucinoznim karcinomom dojke, a poznato je da stepen
infiltracije limfocita znaCajno varira u razli¢itim histoloski tipovima (137). Rocca i saradnici
(179) su pokazali da je broj CD4+ i CD8+ limfocita bio ve¢i u tumoru bolesnica bez
metastaza u limfnim ¢vorovima aksile nego kod onih sa pozitivnim limfnim ¢vorovima.
Medutim, istrazivanje je sprovedeno na malom uzorku bolesnica (35) sa tumorom veli¢ine od
T1do T4.

U vlastitom istrazivanju, utvrdena je pozitivha povezanost izmedu nivoa infiltracije
limfocita u tumoru i njegove velicine. Isti rezultati dobijeni su i za CD4+ limfocite, dok u
slu¢aju CD8+ limfocita nije dobijena statisti¢ki znacajna povezanost. Tsang i saradnici (137),
kao 1 Loi 1 saradnici (172), takode su dobili pozitivhu korelaciju izmedu intenziteta
limfocitnog infiltrata veli¢ine tumora. Matkowski 1 sar. (173) na uzorku od 88 karcinoma
dojke nisu utvrdili povezanost izmedu nivo infiltracije CD4+ i CD8+ limfocita u tumoru i
njegove velicine.

Ovim istrazivanjem ustanovljena je pozitivna povezanost izmedu nivoa infiltracije
limfocita u tumoru i HER-2/neu amplifikacije, isti rezultati su dobijeni i za CD4+ i CD8+
limfocite, §to je u skladu sa podacima iz literature (137,172,180,181).

Ova povezanost se objasnjava time S§to signali u okviru EGF familije receptora mogu
da dovedu do aktivacije NF-xb (nuklearni faktor kapa b) signalnog puta kod karcinoma dojke
(182). Aktivacija ovog signalnog puta prouzrokuje limfocitnu aktivaciju i inflamaciju
(183,184).

U ovoj studiji, kao i u vecini drugih, utvrdena je negativha povezanost izmedu
hormonskih receptora i nivoa limfocitnog infiltrata, isti rezultati su dobijeni i za CD4+ i
CD8+ limfocite (137,172,176,180,181,185).

Hormonski pozitivni i negativni tumori dojke predstavljaju dve odvojene grupe tumora

koje imaju razli¢ito patolosko 1 klinicko ponaSanje kao i razlicite genske ekspresione profile,
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pa u skladu sa tim ove dve grupe tumora takode imaju razli¢ite interakcije sa imunoloskim
sistemom (186). Prisustvo niZzeg nivoa tumor infiltriSu¢ih limfocita kod hormonski pozitivnih
tumora mogao bi se objasniti i ¢injenicama da su ER+ karcinomi ¢e$¢i kod starijih Zena,
ceS¢e su dobro diferentovani, nize mitotske aktivnosti, te rede pokazuj HER2/neu
amplifikaciju (27,29). U vlastitom istrazivanju nizi nivo limfocitnog infiltrata uocen je u
dobro diferentovanim tumorima, bez HER2/neu amplifikaciju i kod bolesnica starijih od 50
godina.

U nasem radu je ustanovljena pozitivna povezanost izmedu tripl negativnog tumora i
nivoa infiltracije limfocita, isti rezultati su dobijeni i za CD4+ limfocite. Medutim, u slucaju
CD8+ limfocita nije dobijena statisti¢ki znac¢ajna povezanost. U svojim istrazivanjima Adams
i sar. (187) kao 1 Loi i sar. (172) su pokazali da je kod tripl negativnog tumora izrazen gust
limfocitni infiltrat. U dostupnoj literaturi nisu pronadene sli¢ne studije u kojima je ispitivana
povezanost CD4+ limfocita i tripl negativnog tumora.

Na osnovu prethodnih studija kao i na temelju vlastitog istrazivanja moze se zakljuciti
da su HER-2 pozitivni i trostruko negativni tumori imunogeniji nego luminalni karcinom tipa
A, $to je rezultat veceg prisustva limfocita u mikrookruZenju ovih tumora (188).

Vlastito istraZivanje je pokazalo 1 da postoji pozitivna povezanost izmedu stadijuma
bolesti i nivoa infiltracije limfocita, a isti rezultati su dobijeni i za CD4+ limfocite. U slucaju
CD8+ limfocita nije dobijena statistiCki znacajna povezanost. U dostupnoj literaturi
pronadena je samo jedna studija na uzorku od 48 bolesnica (133) u kojoj je takode dobijena
pozitivna povezanost izmedu stadijuma bolesti 1 nivoa infiltracije limfocita kao 1 CD4+
limfocita. Pozitivna povezanost tumor infiltriSu¢ih limfocita i stadijuma bolesti moze biti
posledica sposobnosti ovih ¢elija da produkuju i oslobadaju vaskularni endotelijalni faktora
rasta 1 faktor rasta fibroblasta koji mogu indukovati limfangiogenezu i angiogenezu $§to moze

dovesti do Sirenja malignih ¢elija (189,190).
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Rezultati ve¢ine studija pokazuju da slabo diferentovani tumori imaju veéi stepen
infiltracije limfocita (133,137,172,176,180,181,185). Rezultati vlastitog istrazivanja su u
skladu s tim istrazivanjima. Ovo ukazuje na moguénost da stepen diferencijacije tumora moze
uticati na stepen imunoloskog odgovora. Takode, ve¢i nivo infiltracije limfocita uocen je u
trostruko negativnim (tripl-) i HER-2 pozitivnim tumorima, a poznato je da ove tumore
karakteriSe visok histoloski gradus (67-70).

Ovim istrazivanjem je ustanovljena  negativha povezanost izmedu inteziteta
infiltracije limfocita (isti rezultati dobijeni su i za CD8+ limfocite) u tumoru i starosti
bolesnica, $to je u skladu sa podacima iz literature (181,185). U slu¢aju CD4+ limfocita
negativna, povezanost je dobijena primenom Spirmanovog koeficijent rang korelacije
(Spearman’s rho), dok primenom Hi-kvadrat testa nije dobijena statisticki znacajna
povezanost. U dostupnoj literaturi nisu pronadene sli¢ne studije u kojima je ispitivana
povezanost CD4+ limfocita i starosti bolesnica. U istrazivanju Tsanga i sar. nije dobijena
znacajna statisticka povezanost izmedu gustine limfocitnog infiltrata i starosti ali nije
posmatran samo duktalni karcinom dojke (137). Ni u studiji Rathore i sar. (178) nije
ustanovljena povezanost izmedu CD3+ limfocitnog infiltrata 1 starosti bolesnica (posmatran je
duktalni karcinom veli¢ine od T1 do T4).

Na efekte starenja posebno je osetljiva imunost posredovana limfocitima T. Nakon
rodenja, poCinje progresivna involucija timusa, $to kona¢no dovodi do atrofije 1 smanjene
produkcije naivnih limfocita T. Starenje uzrokuje poremecaje u cCelijskom signaliziranju,
produkciji citokina (dominacija proupalnih citokinskih profila), smanjuje se broj antigena koje
prepoznaju limfociti T, neadekvatna je proliferacija nakon antigene stimulacije, smanjuje se
aktivnost NKT 1 CTL ¢elija. Proupalna okolina, koja svojim ¢elijskim i citokinskim sastavom
podsti¢e upalnu reakciju, dodatno stimuliSe kumulaciju Treg limfocita, tako da se i na taj

nacin pokuSava objasniti veca incidencija tumora u starijoj Zivotnoj dobi (191,192).
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U vlastitom istrazivanju, utvrdena je pozitivna povezanost izmedu nivoa tumor
infiltriSuc¢ih limfocita, kao 1 CD4+ limfocita i ponovne pojave bolesti. Takode je ustanovljeno
da su bolesnice sa nizim nivoom TIL i CD4+ limfocita u tumoru imale duze prezivljavanje
bez znakova bolesti. U nekim studijama je pokazano da tumori dojke kod kojih u upalnom
infiltratu dominiraju CD4+T limfociti i CD68+ makrofagi, bez znacajnog CD8+T ¢elijskog
infiltrata imaju veéi rizik za metastaziranje. U takovoj tumorskoj mikrookolini CD4+ T
limfociti stimuliSu protumorsku aktivnost makrofaga (TAM) (193,194).

Iako je vlastitim istrazivanjem utvrdena povezanost tumor infiltriSu¢ih limfocita, kao i
CD4+ limfocita sa brojnim negativnim prognostickim faktorima, te kra¢im vremenom do
relapsa bolesti, nije dobijena statisticki znaajna povezanost izmedu gustine limfocitnog
infiltrata 1 prezivljavanja bolesnica (od ukupno 14 bolesnica koje su umrle, 9 (64,3%) je imalo
visok nivo infiltracije limfocita u tumoru). Mogucée je da je ta nepodudarnost uzrokovana
veli¢inom ispitivanog uzorka, obzirom da je posmatran samo rani karcinom dojke. Raoul i
sar. (180) su u svojoj studiji utvrdili uticaj CD4+ limfocita u tumoru na ukupno prezivljavanje
bolesnica obolelih od karcinoma dojke, tj. uoceno je krace prezivljavanje u slucaju vece
infiltracije CD4+ limfocita. Matkowski 1 sar. (173) su takode ustanovili da je gust infiltrat
CD4+ 1 CD8+ limfocita u tumoru povezan sa kra¢im vremenskim intervalom bez bolesti i
kra¢im ukupnim prezivljavanjem.

U nasem istrazivanju u multivarijantnoj analizi, primenom Coxove regresione analize,
TIL kao ni CD4+ 1 CD8+ limfociti nisu se izdvojili kao znac¢ajni prediktori ponovne pojave
bolesti, takode nisu imali uticaj na ukupno prezivljavanje. U multivarijatnoj analizi, Raoul 1
sar. (180) takode nisu utvrdili znacajnu povezanost izmedu tumor infiltriSu¢ih limfocita i
prognoze bolesti.

Calabro 1 sar. (195) su pokazali da kod hormonski pozitivnih tumora, ve¢i stepen

infiltracije limfocita je povezan sa loSom prognozom bolesti, a kod hormonski negativnih
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tumora sa dobrom prognozom (u studiji je znacaj prisustva limfocitnog infiltrata u karcinomu
dojke, ispitivan koriS¢enjem microarray-bazirane metode skrininga gena povezanih sa
limfocitnim infiltratom). Loi i sar. (172) su utvrdili da je kod tripl negativnih tumora veéi nivo
limfocitne infiltracije povezan sa manjom verovatno¢om relapsa bolesti. Rathore i sar. (178)
na uzorku od 127, kao i Mohammed i sar. (176) na uzorku od 468 tumora dojke, su ustanovili
da bolesnice sa gustim infiltratom limfocita u tumoru imaju duze ukupno prezivljavanje (u
istrazivanju je posmatran duktalni karcinom veli¢ine od T1 do T3). U multivarijantnoj analizi,
Ali i sar. (196) na uzorku od 12 439 bolesnica, kao i Mahmoud i sar. (185) na uzorku od 1 334
tumora dojke su utvrdili da je prisustvo CD8+ T limfocita u tumoru dojke povezano sa boljom
prognozom bolesti, istrazivanjem nije obuhvacen samo duktalni karcinom, a prisustvo CD8+
limfocitnog infiltrata u karcinomu dojke ispitivan je koriS¢enjem microarray-bazirane metode.

Iako su se prve studije koje su ukazivale na znacaj inflamatornih ¢elija u tumoru dojke,
pojavile pre vise od 80 godina, prognosti¢ki znac¢aj ovih ¢elija je i dalje kontraverzan (197).
Rezultati dosadasnjih istrazivanja nisu jednoznacéni verovatno zbog toga Sto su tumori dojke
heterogena grupa tumora koju Cine razliciti histoloski podtipovi, sa razli¢itim molekularnim
karakteristikama 1 razli¢itim bioloskim ponaSanjem (137). Takode prognosticki znac¢aj tumor
infiltriSu¢ih limfocita zavisi 1 od tipa imunog infiltrata zbog njihove razli¢ite funkcije u
tumorskoj mikrookolini. Razlike u rezultatima verovatno postoje 1 zbog drugacijih kriterijuma
prilikom izbora tumora dojke koji su analizirani, upotrebe razliCitih tehnika: protocna
citometrija, imunohistohemija, metoda hematoksilin-eozin (engl. Full section HE) ili TMA
metoda (engl. tissue microarray), kao i razli¢ite tehnike u interpretaciji.

Tradicionalno, CD8+ citotoksi¢ni T limfociti su smatrani kao klju¢na komponenta
antitumorskog imuniteta, a tumori dojke sa ve¢im stepenom infiltracije ovih limfocita
povezivani su sa boljom prognozom bolesti (185,198). Medutim, istrazivanja su pokazala da

CD8+ ¢elije Cesto ne funkcioni$u u potpunosti u in vivo uslovima ukoliko postoji nedostatak
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adekvatnih CD4+limfocita, pa se ¢ini da CD4+ limfociti imaju klju¢nu ulogu u aktiviranju i
oblikovanju imunskog odgovora (79,199).

Razlike u rezultatima koji se odnose na CD8+ limfocite u tumoru mogu se objasniti i
heterogenos$cu populacije citotoksi¢nih limfocita. Slicno CD4+ limfocitima i CD8+ limfociti
se na osnovu citokina koje eksprimiraju mogu podeliti u razli¢ite subgrupe koje imaju
razlic¢itu funkciju i efakat na prognozu bolesti (200,201). U istrazivanju Faghiha 1 saradnika,
utvrdeno je da kod bolesnica sa ve¢im brojem pozitivnih limfnih ¢vorova u pazusnoj jami, tj.
kod bolesnica sa uznapredovalom boles¢u, postoji prevalenca dve subpopulacije
citotoksi¢nihh limfocita Tc17 (IL-17+CD8+) i Tc2 (IL-4+CD8+) (202). Pokazano je da Tcl7
limfociti produkuju daleko manje koli¢ine granzima B i perforina, ¢ime je sniZen i
onemogucen njihov citotoksi¢ni efekat na ciljne ¢elije u in vitro uslovima (203,204). Reome i
saradnici su pokazali da tumor infiltriSu¢i Tc2 limfociti mogu produkovati IL-4 koji ima
imunoihibitorni efekat i omogucava progresiju tumora (205). Prisustvo veéeg broja CD8+
limfocita u tumoru ne mora da bude samo odraz njihovog odgovora na tumorske antigene, ovi
limfociti mogu biti privuc¢eni hemotaksi¢nim faktorima koje sekretuju tumorske ¢éelije (206).

Nekoliko otkri¢a u prethodnim istrazivanjima moglo bi da objasni povezanost visokog
nivoa tumor infiltriSuc¢ih limfocita sa lo§ijom prognozo bolesnica obolelih od raka dojke.

Tumor infiltriSu¢i limfociti imaju moguénost produkcije 1 oslobadanja vaskularnog
endotelijalnog faktora rasta i faktora rasta fibroblasta koji mogu indukovati limfangiogenezu i
angiogenezu $to moZe dovesti do limfogenog Sirenja malignih ¢elija do regionalnih limfnih
¢vorova (87,153,189,190).

Matriks metaloproteinaze (MMPSs) pripadaju grupi endopeptitaza ¢ija je uloga u
degradaciji vezivnog stromalnog tkiva i bazalne membrane, Sto su klju¢ni dogadaji u invaziji 1
metastaziranju tumora. Takode, reguliSu angiogenezu u tumoru putem aktivacije

proangiogenickih faktora ili je inhibiraju kroz nastajanje inhibitornih faktora (55). Visoka
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ekspresija MMPs u karcinomu dojke, posebno MMP-2 i MMP-9, povezana je s visokim
histoloskim gradusom, relapsom bolesti i kra¢im prezivljenjem (56,57). Owen i saradnici
(207) su pokazali da tumor infiltriSuéi limfociti oslobadaju ve¢i nivo ovog enzima.

Takode, dokazano je prisustvo aromataza CYP19 gena (19 klasa citohroma P450) u
tumor infiltriSu¢im limfocitima, a on moZze imati znacaja za hormonski pozitivan tumor,
kreiraju¢i pogodnu okolinu za Siranje malignih ¢elija (208).

Tumor infiltriSu¢i limfociti mogu produkovati imunoinhibitorne citokine kao Sto su
interleukin 4 (IL-4), interleukin 10 (IL-10) i transformisuci faktora rasta 3 (TGF-B), koji imaju
ulogu u inhibiciji proliferacije i aktivacije limfocita i drugih leukocita. Ovo je jedan od
mehanizama kojim bi se mogao objasniti izostanka adekvatne imunoloske reakcije na tumor.
Ovi citokini nisu detektovani kod benignih lezija dojke, sugeriSuci na taj na¢in znacaj tumor
infiltriSu¢ih limfocita u imunosupresiji (134).

Regulatorni limfociti (Treg) u tumorskom mikrookruzenju mogu da produkuju RANK
ligand (engl. receptor activator of NF-«B ligand), a interakcija izmedu receptorskog
aktivatora za nuklearni faktor kB (RANK) i njegovog liganda moze dovesti do metastatskog
Sirenja tumora (209).

Prethodna istrazivanja su pokazala da CD4+T limfociti mogu da, indirektno preko IL-
4 podstiCu invaziju 1 metastaziranje karcinoma dojke regulacijom polarizacije tumor
asociranih makrofaga. Tumor asocirani makrofagi (TAMS) tipa 2 stimulacijom angiogeneze i
aktivacijom receptora epidermalnog faktora rasta, dovode do Sirenja tumora (125,210).
Takode, 1 CD4+ limfociti mogu dovesti do pojave metastaza aktivacijom EGF signalnog puta
u Th2 tipu tumorskog mikrookruzenja (183).

Agresivniji tipovi tumora brze rastu dovode¢i do nekroze i posledi¢ne lokalne

hipoksije, a neke studije su pokazale da hipoksija uti¢e na rast broja CD4+ limfocita. Takode,
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1 dinamika rasta tumora moze uticati na povecanje broja tumor infiltriSu¢ih limfocita (211-
213).

U literaturi postoje dokazi koji ukazuju da CD4+ tumor infiltrisu¢i limfociti mogu
menjati svoj fenotip od efektora do supresora tokom progresije tumora. Ova konverzija se
moze poklopiti sa znaCajnim smanjenjem ekspresije antigena od strane tumora koji tezi
ostvarivanju tolerancije (214). Takode, hroni¢na stimulacija tumor infiltriSu¢ih dendritskih
¢elija 1 makrofaga od strane malignih ¢elija mogu da dovedu do indirektne konverzije
efektorskih u regulatorne T limfocite izazivajuci toleranciju i1 supresiju antitumorske
aktivnosti (215).

Opisano je i postojanje supresorskih CD8+ T celija ¢iji je broj znatno veéi kod
bolesnika obolelih od karcinoma. Ove c¢elije imaju veoma potentni supresorski kapacitet
(216).

Tumorske celije proizvode niz imunoinhibitornih faktora koji izazivaju ili lokalne ili
sistemske efekte na imunitet domacina.

Maligne ¢elije mogu same da luce TGF-f i IL-10, ali i da stimuliSu njihovo stvaranje
u drugim ¢elijama imunoloskog sistema. TGF-} inhibira produkciju IFN-y od strane CD8+ i
Thl limfocita. Pored toga $to ovi citokini imaju imunoihibitornu ulogu i $to smanjuju broj
efektorskih T ¢elija, mogu dovesti 1 do stvaranja inducibilnih Treg ¢elija iz ThO limfocita
(naivni pomagacki T limfociti) u tumorskoj mikrosredini (217). Takode, tumorske celije
uzrokuju migraciju ¢elija imunoloskog sistema koje imaju imunosupresivnu i pro-tumorsku
aktivnost (142).

Ciklooksigenaza (Cox) je enzim koji deluje na konverziju arahidonske kiseline u
prostaglandine. Vecina karcinoma dojke eksprimira Cox2 Sto dovodi do povecanja nivoa

intratumorskog prostaglandina E2 (PGE2) ¢ime se stvara inhibitorno okruZenje za dendritske 1
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T ¢elije koje imaju efektorsku funkciju. Ovi prostaglandini mogu dovesti 1 do stvaranja i
migracije Treg ¢elija koje inhibiraju imunski odgovor (218).

Takode, tumorske Ccelije produkuju slede¢e enzime: indoleamin-2,3-dioksigenaza
(IDO), triptofan 2,3- dioksigenaza (TDO) i arginaze (ARG). Ovi enzimi ucestvuju u
metabolizmu amino kiselina i smanjuju njihovu koncentraciju u tumorskoj mikrookolini koja
je neophodna za normalnu funkciju T limfocita. Nedostatak triptofana moze dovesti i do
aktivacije GCN2 signalnog puta (engl. general control nonderepressible 2) koji dovodi do
inaktivacije T ¢elija koje na kraju podlezu apoptozi. Enzimi IDO i ARG mogu predstavljati
potencijalnu metu ciljane terapije, jer bi se njihovom inhibicijom stimulisao imuni odgovor u
tumoru (219-221).

Celije raka karakteriSe izmenjen metabolizam glukoze tj. laktati se oslobadaju u
tumorsku mikrookolinu, a ne metaboliSu se dalje u mitohondrijama. Ovaj izmenjen
metabolizam regulisan je aktiviranim onkogenima ili/i hipoksijom. Laktat negativno utic¢e na
funkeciju ¢elija imunskog sistema i T limfocite tj. njihov citotoksi¢ni kapacitet (222,223).

Sve ovo rezultira indukcijom tolerancije u tumorskoj mikrosredini i ubrzava invaziju i
metastatsko Sirenje Celija raka.

Tumorske Celije mogu da produkuju faktore koji indukuju smrt imunih ¢elija kako u
samom tumoru tako 1 u perifernoj cirkulaciji (224). Ucestalost apoptoze CD8+T celija u krvi
pacijenata obolelih od raka je zna¢ajno vece nego kod zdravih osoba. Takode, pokazano je da
su CD8+T ¢celije u ve¢em broju bili meta programirane Celijske smrti, uzrokovane produktima
tumora, nego cirkuliSu¢i CD4+T limfociti (225).

Promovisanjem rasta tumora i posredovanjem u suzbijanju bolesti, imunoloski sistem
ima integralnu i kompleksnu ulogu kod karcinoma dojke. Shvatanje ovih naizgled
kontradiktornih funkcija zahteva razumevanje uloge razli¢itih ¢elija imunoloskog sistema,

tumorskih ¢elija 1 citokina u tumorskom mikrookruZenju.
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5.1. Tumor infiltriSudi limfociti i potencijalna imunoterapija kod karcinoma dojke

U sistemskom lec¢enju raka dojke primenjuje se hemioterapija, hormonska terapija i
ciljana (target terapija). Neki od ovih agenasa mogu uticati na imunoloski odgovor.

Trastuzumab, monoklonsko antitelo koje se vezuje za HER-2 receptor pokrece antitelo
zavisnu 1 Celijski posredovanu citotoksi¢nost (engl. antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity ADCC) (226).

Bevacizumab, monoklonsko antitelo se vezuje za receptor vaskularnog endotelijalnog
faktora rasta (VEGF). VEGF suprimira imunoloski odgovor, a pokazano je da anti-VEGF
terapija poboljsava antitumorsku aktivnost imunoloskog sistema, ali ostaje da se utvrdi da li
bevacizumab poveceva antitumorski imunitet kod pacijenata sa rakom dojke (227).

Uvid u patogeni mehanizam moze biti od koristi u otkrivanju nove uloge lekova koji
se ve¢ koriste kod karcinoma dojke. Receptorski aktivator za nuklearni faktor kB ligand
(RANK ligand) izrazavaju CD4+ limfociti i njegova uloga u progresiji bolesti moze definisati
drugi aspekt antitumorske aktivnosti denosumaba monoklonskog antitela za RANK ligand
(209).

Saznanja o imunoloskim zbivanjima u malignim bolestima, kao 1 razumevanje
mehanizama kojima tumor izbegava imunolosku reakaciju, dovela su do razvoja imuno-
terapije. Ovim vidom terapije se pojaava imunoloska reakcija na tumor i podsti¢e se
destrukcija malignih ¢elija imunoloskim mehanizmima.

Za razliku od melanoma i karcinoma bubrega za koje se znalo da imaju dobar odgovor
na imunoterapiju, za rak dojke se nije smatralo da je imunogena bolest, obzirom da nije
uocena veca incidenca u populaciji Zena koje su leCene imunosupresivnom terapijom (228).
Medutim, sve je vise dokaza koji ukazuju na znacaj infiltracije imunih ¢elija u tumoru dojke

(229).
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U poslednje vreme se kod karcinoma dojke ispituju monoklonska antitela koja deluju
na receptor za programiranu celijsku smrt-1 (PD-1) (188,230) i monoklonska antitela koja
deluju na citotoksi¢ni T-limfocitni antigen 4 (engl.cytotoxic T-lymphocyt antigen 4 (CTLA)-4)
(188,231).

Za potpunu aktivaciju T limfocita neophodna su dva signala: prvi signal se ostvaruje
posredstvom interakcija T celijskog receptora (TCR) i peptida prezentovanih na MHC
molekulima. Drugi signal se ostvaruje posredstvom kostimulatornih molekula, tj. interakcija

CD28 i B7 na T limfocitima obezbeduje signal 2 (slika 9) (76).
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Slika 9. Signali T celijske aktivacije (232)
(Modifikovano iz: Postow MA, et al. J ClinOncol.2015;33(17):1974-1982)
Najbolje definisani par kostimulatora ¢ine CD28 molekul na T limfocitima i ligand
B7. Kada se B7 veZe za molekul CD28 na T ¢eliji (ve¢ stimulisanoj vezivanjem liganda za
TCR), nastaju signali koji olak$avaju transkripciju gena za IL-2 i stabilizuju tako formiranu
,mesendzer” RNK za IL-2. Molekuli koji pojac¢avaju kostimulativni signal su CD40L (ligand)

na T limfocitima i CD40 molekul na antigen prezentujué¢im ¢elijama (APC). Interakcija
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CD40:CD40L ne aktivise direktno T limfocit, veé stimulise APC da ispolji vise B7 molekula i
da sekretuje citokine kao $to su: IL-12, IL-8 i TNF-a (76,188).

CD28 je c¢lan superfamilije imunoglobulina. Ima znacajnu ulogu u T-Celijskoj
aktivaciji. Radi se 0 homodimeru polipepdidnih lanaca, vezanih disulfidnom vezom. Svaki od
lanaca ima jednostavni ekstracelularni V domen, zatim transmembranski deo i citoplazmatski
region (bez intrizicne aktivnosti kinaze). Homologni molekul CTLA-4 izrazen je na
aktivisanim T-¢elijama. Identifikovani ligand za oba molekula nazvan je B7 i konstitutivno je
izrazen na dendritskim ¢elijama, a moze biti eksprimiran, nakon indukcije, i na B ¢elijama 1
monocitima-makrofagima. Vezivanje B7 sa CD28 molekulom, znacajno je za isporuku
kostimulatornih signala, neophodnih za punu aktivaciju i kompletan odgovor T limfocita na
antigen. Drugi ligand za CD28 i CTLA-4 molekule, izrazen je na antigen prezentujuéim
¢elijama i nazvan je B7-2. CTLA-4 predstavlja inhibitorni molekul, a njegovo vezivanje za
B7 prekida T ¢elijski odgovor. CTLA-4 ima ve¢i afinitet nego CD28 za B7 molekule (slika

10) (76,188).
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Slika 10. Uloga CTLA-4 molekula u imunoloskoj T celijskoj deaktivaciji (232)

(Modifikovano iz: Postow MA, et al. J Clin Oncol.2015;33(17):1974-1982)
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Vezivanjem monoklonskog antitela koje deluje na citotoksicni T limfocitni antigen 4
(CTLA-4), blokira se njegovo vezivanje za B7 molekul i na taj nain se vra¢a ponovna
sposobnost interakcije B7 i CD28 molekula (slika 11) (76,188).

Kako je ovo molekul negativne imunoloske kontrole, blokada ovog receptora moze
dovesti do stimulacije imunog odgovora protiv tumorskih ¢elija. Ovaj vid imunoterapije,
baziran na reaktivaciji imunog odgovora, se u klinickoj praksi koristi kod pacijenata sa
metastatskim melanomom. FDA (engl. United States Food and Drug Administration) je
odobrila primenu ipilimumaba kod pacijenata sa metastatskim melanomom, dok
tremelimumab drugo monoklonsko antitelo usmereno na CTLA-4 nije jo§ uvek odobreno od

strane FDA, ali se njegov znacaj intezivno ispituje u klinickim studijama (188,233).
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Slika 11. Uloga anti-CTLA-4 antitela u T celijskoj aktivaciji (232)

(Modifikovano iz: Postow MA, et al. J Clin Oncol.2015;33(17):1974-1982.)

Mao i sar. su ustanovili prisustvo CTLA-4 na tumorskim ¢elijama dojke. Nasuprot
tome u normalnom tkivu dojke nije uocena CTLA-4 ekspresija ili je uocena vrlo niska.
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Bolesnice sa visokim RNA nivoom CTLA-4 imale su metastaze u limfnim ¢vorovima
pazu$ne jame i loSiju prognozu bolesti. Takode ekspresija CD3+CTLA-4+ u perifernoj krvi
bolesnica sa rakom dojke bila je znacajno visa nego u kontrolnoj grupi zdravih (234).
Receptor programirane smrti-1(PD-1) je takod molekul negativne imunoloske kontrole
i perspektivna terapijska meta. Ovaj receptor je izrazen na T ¢elijama posle aktivacije, a
njegovi ligandi, PD-L1 i PD-L2, izrazeni su na tumorskim c¢elijama, antigen-prezentujué¢im
¢elijama i1 drugim ¢elijama u tumorskom mikrookruzenju. Tumorska ekspresija PD-L1 je
mnogo ceS¢a kod karcinoma sa TP53 mutacijom (188). PD-1 receptor je deo B7:CD28
porodice kostimulatornih molekula koji reguliSu T c¢elijsku aktivaciju. Smatra se da
interakcija PD-1 sa njegovim ligandom indukuje T ¢elijsku apoptozu (235). Iz ovoga
proizilazi hipoteza da tumor moze iskoristiti ovaj signalni put PD-1/PD-L1 kako bi izbegao ili
umanjio antitumorski imuni odgovor (slika 12). Perzistiranje visokog nivoa ekspresije PD-1
na antigen aktiviranim CD8+T c¢elijama povezano je sa CD8+T c¢elijskim fenotipom koji ima

umanjenu efektorsku funkciju (236).

Inhibirana
T éelija

T celija

T celija

Signal 1 Signal 2

Antitelo
zaPD-1

Tumorska celija Tumorska éelija Tumorska éelija

Slika 12. Uloga PD-1/PD-L1 u imunom odgovoru (237)

(Modifikovano iz: Sznol M, Chen L. Clin Cancer Res. 2013;19:1021-1034)
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Prethodna istrazivanja su pokazala da je prisustvo PDI+TIL povezano sa agresivnijim
fenotipom tumora, ukljucujuéi visok histoloski gradus, nedostatak hormonskih receptora, kao
i sa kra¢im ukupnim prezivljavanjem obolelih od karcinoma dojke (188,238,239). Takode,
tumorska ekspresija PD-L1 je uocena kod hormonski i tripl negativnih tumora, kao i kod lose
diferentovanih tumora. Kod trostruko negativnih tumora, tumorska ekspresija PD-L1 je u
korelaciji sa CD8+ limfocitnim infiltratom (188).

Ovaj vid imunoterapije usmerene na primeni anti-PD-1 monoklonskog antitela se u
klinickoj praksi koristi kod pacijenata sa metastatskim melanomom i metastatskim
karcinomom pluc¢a. FDA je odobrila dva PD-1 antagonista pembrolizumab i nivolumab, za
leCenje pacijenata sa uznapredovalim melanomom; nivolumab je odobren za metastatski
tumor pluca (188). U toku su istrazivanja prediktivne vrednosti ekspresije PD-L1 u tumorskim
¢elijama i imunim delijama u tumorskom mikrookruzenju, kao biomarkera odgovora na
blokadu PD-1 signalnog puta (188).

Takode, u toku je klini¢ko ispitivanje atezolizumaba (MPDL3280A), anti—PD-L1
monoklonskog antitela koje ima ulogu da smanji antitelo zavisnu i Celijski posredovanu
citotoksi¢nost (ADCC) i prevenira depleciju T Celija koje takode izrazavaju PD-L1 (240).
Atezolizumaba je zabeleZio obecavajucu aktivnost kod tumora mokracne beSike 1 tumora
pluc¢a u fazi I klinicke studije. Monoklonsko antitelo je bilo efikasnije kod tumora mokracne
besike sa veéim nivoom infiltracije imunih celija i visokom ekspresijom PD-L1 sa
jednogodisnjim prezivljavanjem od 57% naspram 38% kod tumora sa niskim ekspresijom PD-
L1, a sli¢ni rezultati su zabelezini 1 kod tumora plu¢a (241,242). Pored ovoga u toku je
klini¢ka studija u kojoj se procenjuje znacaj atezolizumaba u kombinaciji sa nab-paclitaxelom
kod metastatskog tripl negativnog karcinoma dojke (243).

Tumor infiltriSu¢i limfociti nisu prisutni u svim tumorima dojke. Identifikacija

bolesnica sa visokim nivoom TIL moze pomoc¢i u otkrivanju onih bolesnica koje mogu imati
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koristi od imunoterapije usmerene na primeni anti-PD-1 i anti CTLA-4 monoklonskih antitela
(slika 13) (188,244). Takode, u preklinickim istrazivanjima na eksperimentalnim modelima je
pokazano da kombinacija anti-PD-1 i anti CTLA-4 monoklonskih antitela sa trastuzumabom

kod HER-2 pozitivnog tumora moze jaCanjem imuniteta domacéina da poboljsa prognozu

bolesti (228).
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CTLA-4: citotoksi¢ni T-limfocitni antigen 4; PD-1:Receptor programirane smrti-1; PDL-1:
PD-1 ligand 1; TAA: tumor-asociran antigen; TCR: T-celijski receptor; MHC: glavni
kompleks tkivne podudarnosti

Slika 13. Funkcija imunog sistema i relevantne komponente za terapiju tumora (228)

(Prevedeno iz: Criscitiello C, et al. Breast Cancer Res. 2014;16(1):20).

CD40 je protein, ¢lan TNF (engl. tumor necrosis factor) familije receptora koji se
nalazi na antigen prezentuju¢im celijama 1 ima znacajnu ulogu u ekspanziji antigen

specificnih CD4+ celija (88,245). U toku su klinicka istraZzivanja antitla agonista za ovaj
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receptor (88,246). Nedavno su objavljeni i rezultati klinicke studije u kojoj je ukljuceno 21
bolesnik sa uznapredovalim karcinomom pankreasa koji su primali kombinaciju gemcitabina i
CD40 agoniste CP-870.893. Nakon dva ciklusa radena je procena odgovora na terapiju
(PET-CT) i dobijen impresivan odgovor (engl. response rate) od 88%, sa medijanom vremena
bez progresije (engl. progression free) i ukupnim prezivljavanjem (engl. overall survival) od
5,6 1 7,4 meseca (246,247). Preklinicki podaci su pokazali da kombinovana anti-CTLA-4 i
CDA40 terapija moze biti efikasnija u odnosu na pojedinacnu (248).

0X40 je jos jedan imunogen molekul, koji je takode ¢lan TNF (engl. tumor necrosis
factor) familije receptora. OX40 je prisutan na CD4+ i CD8+ limfocitima, a njegov ligand na
aktiviranim antigen prezentuju¢im celijama, B Celijama i makrofagima. Vezivanje OX40 i
OX40L stimulise proliferaciju i ekspanziju efektorskih T limfocita i memorijskih ¢elija.
Signalizacija kroz OX40 povecava sekreciju citokina od strane CD4+T ¢elija (88,249).
Pokazano je da signalizacija kroz OX40 pojacava antitumorski imuni odgovor (88,250).
Druga zanimljiva strategija bazira se na kombinaciji OX40 agoniste sa hemioterapijom i/ ili,
radioterapijom koja bi doprinela povecanju ekspresije tumorskih antigena. Klinicka
ispitivanja, ¢iji je cilj da provere ovu hipotezu, su u toku (251,252).

Kao §to je ve¢ prethodno receno, progresija tumora prolazi u tri faze: faza eliminacije
tumora (engl. elimination phase), faza ravnoteze (engl. equilibrium phase) i faza tumorskog
bega (engl. escape) (114). Kada je tumor dovoljno veliki da se klini¢ki moze detektovati, on
se nalazi u tre¢oj fazi-tumorskog bega. Cilj imunoterapije je da reaktivacijom imunoloskog
sistema vrati tumor u fazu eliminacije. Medutim, pre faze eliminacije, sledi faza ravnoteze.
Ovakvo koegzistiranje tumora sa imunoloskim sistemom je od koristi za pacijente, jer njihova
bolest ne napreduje.

FOXP3+Treg limfociti imaju znacCajnu ulogu u spreavanju 1 ograni¢avanju

imunoloSkog odgovora i neophodni su za odrzavanje imunoloSke tolerancije 1 preveniranje
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autoimunosti (90,228). Dok vrse svoju funkciju, Treg ¢elije mogu suzbiti imunski odgovor na
tumorske antigene. Ekspresija FOXP3+Treg ¢elijama kod karcinoma dojke povezana je sa
kra¢im vremenskim periodom bez bolesti i kra¢im ukupnim prezivljavanjem (228). Deplecija
FOXP3+ Treg ¢elija moze poboljsati antitumorski imunski odgovor, jer se na taj nacin
ublazava supresivna funkcija ovih ¢elija. Metronomska hemioterapija se sastoji u davanju
niskih doza citostatika, sa ciljem da se smanji angiogeneza u tumoru. Nedavno je istaknuto da
je metronomska doza cyclofosfamida kod pacijenata sa uznapredovalim tumorom dovela do
smanjenja broja cirkuliSu¢ih Treg ¢elija, i na taj nacin je eliminisan njihov supresivan efekat
na konvencionalne T i NK ¢elije, ¢ime je postignuta bolja kontrola bolesti (88,253).

IL-2 igra vaznu ulogu u opstanku Treg limfocita, te neutralizacija ovog citokina sa
specificnim antitelima moze znacajno smanjiti broj ovih ¢elija. Denileukin diftitox (Ontak),
rekombinantni fuzioni protein koji se sastoji od IL-2 i toksina difterije, moze smanjiti broj
Treg limfocita i na taj nafin smanjiti imunosupresivni efekat ovih ¢éelija na antitumorski
imunitet (slika 14) (254). U toku je klinicka studija u kojoj su ukljueni pacijenti sa
uznapredovalim tumorima, ukljucujuéi i karcinom dojke 1 koja ima za cilj da utvrdi znacaj
ovog vida terapije (88,255).

Citotostatici dovode do apoptoze tumorskih celija. Neke studije navode mogucénost da
neki hemioterapeutici, kao Sto su gemcitabin, antraciklini i cyclofosfamid, dovode do
destrukcije celija raka poboljSavanjem prepoznavanja od strane imunoloSkog sistema.
Objasnjenje je u povecanju broja CD8+ limfocita, posredovano Sirim opsegom tumorskih
antigena prezentovanih u sklopu MHC molekula (88,256). Takode, tokom smrti tumorskih
¢elija dolazi do translokacije calreticulina (CRT) na povrSinu ¢elije 1 nakon toga do interakcije
sa viSe receptora na dendritskim ¢elijama i oslobadanja HMGBI1 (engl. High-mobility group
protein B1). HMGB1 moze da se veze za TLR4 (engl. toll like receptor 4) na dendritskim

éelijama (DC) ¢ime je omoguéeno da se tumorski antigeni prezentuju u sklopu MHC
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molekula i drugih kostimulatornih molekula na DC. Ovi mehanizmi zajedno sluze za
aktiviranje DC posredovanog specifi¢nog antitumorskog odgovora, koji moZe biti poboljsan
upotrebom kostimulatornih molekula (slika 14) (88).

broja supresorskih ¢elija mijeloidnog porekla (MDSCs), koje u tumorskom mikrookruzenju
ispoljavaju imunosupresivnu funkciju (88).

Pored imunosupresivnih citokina u tumorskom okruZenju prisutni su i citokini kao §to
su faktor rasta granulo-monocitopoeze (GM-CSF) i IL-2 koji imaju kostimulatorne efekte.
GM-CSF uti¢e na mobilizaciju, diferencijaciju i funkciju dendritskih ¢elija (DC). U
istrazivanju Honkoopa i sar. bolesnice sa uznapredovalim karcinomom dojke primale su
GM-CSF uz hemioterapiju. Ovakvim kombinovanim pristupom produzeno je prezivljavanje
bez znakova bolesti (engl. disease-free survival, DFS), odnosno ukupno preZivljavanje (engl.
cancer-specific overall survival OS) (257). Jedna od hipoteza kojom se objasnjavaju ovakvi
rezultati je oslobadanje Sireg spektra tumorskih antigena (Her-2/neu, CEA, MUC-1) nakon
primenjene hemioterapije koji predstavljaju odliénu metu za imunoloski sistem, stimulisan

citokinom GM-CSF (88,252).
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Metronomska hemioterapija

Eliminacija Teee (Cyclofosfamid)
imunosupresivnih éelija

‘o

celia | Denileukin diftitox

- - celija . -
_< Aktivacija g::ih::fosfa;md
imunoloskih efektora @ P agl LAonist
0OX40 agonist
Anti-PD-1 Kostimulatorni citokini

Efekti kombinovanih rezima

Antraciklini
Imunogena Cyclofosfamid
apoptoza Druga hemioterapija
Umirujuéa
tumorska celyja
N Tumor-asocirani antigen

Slika 14. Mehanizmi delovanja konvencionalnih antineoplastika i novih
imunostimulatornih lekova (88).
(Prevedeno iz: De la Cruz-Merino L,et al. Clin Dev Immunol. 2013;2013:785317)
U buducénosti ¢e se terapija malignih tumora bazirati na kombinovanom pristupu koji
¢e ukljucivati imunoterapiju 1 ciljanu (target) ili hemioterapiju (slika 14). U toku su klini¢ka
ispitivanja koja imaju za cilj da procene ulogu i zna¢aj ovakvog vida leenja kod razli¢itih
tumora, kao i da identifikuju pacijente koji bi imali koristi od ovakve kombinovane terapije.
Citokini su nasli svoje mesto u imunoloskoj antitumorskoj terapiji ili u pokuSajima ove
terapije. Efekti citokina nisu specifi¢ni za tumorske celije, jer oni deluju na jednu ili vise
komponenti imunoloskih funkcija (80).
Interleukin 2 u visokim dozama koris¢en je u terapijske svrhe, a kao posledica dolazi

do povecanja broja limfocita i NK ¢elija, kao i do izrazitog podsticanja NK i LAK (citokinom
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aktivisane ubilacke celije) celijske aktivnosti. U serumu je visi nivo TNF i interferona gama.
IL-2 stimuliSe aktivnost NK ¢elija i citotoksi¢nih limfocita, Sto se u ovom slucaju ispoljava
lizom tumorskih ¢elija. In vivo, primena IL-2 moze da bude veoma toksi¢na (Cesto dolazi do
groznice, edema pluca, Soka) (80). Takode, funkcija tumor infiltriSu¢ih limfociti moze biti
deaktivirana celijama raka i suprimirana u mikrookolini tumora. Ideja terapije sa tumor
infiltriSu¢im limfocitima je da se ovi limfociti, uzeti iz inflamatornog infiltrata u tumoru,
umnoze u laboratorijskim (in vitro) uslovima uz visoke koncentracije IL-2, a zatim vrate u
vidu autologne infuzije (228,258).

TNF (faktor nekroze tumora) daje snazne antitumorske efekte in vitro, ali in vivo,
visoke doze TNF indukuju mnoge patoloske efekte. Moze da bude vrlo toksi¢an u dozama
koje su potrebne za ubijanje tumorskih ¢elija in vivo. Rezultati istrazivanja su pokazali da je
nivo solubilnih TNF receptora, utvrden ELISA testom u serumu obolelih od raka dojke, bio
znacajno visi u poredenju sa vrednostima u zdravih zena. Najvisi nivo naden je kod bolesnica
sa metastazama i bio je znacajno visi nego kod obolelih Zena bez prisutnih metastaza. Na
osnovu toga se zakljucilo da je solubilni TNF receptor pokazatelj aktivnosti bolesti (80).

Interferon alfa (IFN-a) daje antiproliferativne efekte na ¢elijama in vitro, poveceva
liticki potencijal NK ¢elija i dovodi do povecane ekspresije HLA molekula klase I, na raznim
tipovima ¢elija. Povoljan efekat ove terapije opisan je kod tumora bubrega, melanoma, Kaposi
sarkoma, nekih limfoma i leukemije B-¢elija. Interferon gama (IFN-y) deluje na makrofage i
NK ¢elije, kao 1 na ekspresiju HLA molekula, ovaj citokin takode poboljSava antitumorske
efekte (80).

Imunoloske sinapse se mogu smatrati kompleksnim ,,bojnim poljem” gde razliCiti
molekuli 1 ¢elije interaguju. Od presudnog znacaja je razumevanje mehanizama koji mogu da

izazovu uspeSan imunoloski odgovor ili nasuprot dovedu do imunotelerancije na ovom nivou,
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pa je zbog toga proucavanje prisustva i uloge T ¢elija u okviru tumorskog mikrookruzenja je
od klju¢nog znacaja za razvoj imunoterapije kod karcinoma dojke.

Upotreba imunoterapije u leenju raka dojke ima nekoliko kljuénih prednosti u odnosu
na standardnu hemioterapiju i ciljanu terapiju. Efekti ciljane terapije zavise od specifi¢nih
signalnih puteva i onkogenih promena u ¢elijama. Medutim, poznato je da ¢elije mogu
aktivirati kompenzatorne signalne puteve, ¢ine¢i ih otporne na ovu terapiju. U toku su
istrazivanja usmerena na ispitivanju kombinacije tirozin kinaza inhibitora za viSe receptora,
kako bi se izbegla gore spomenuta otpornost, ali potencijalna toksi¢nost ovakvih kombinacija
moze ograniCiti njihovu opravdanost (259).

Patohistololoska evaluacija tumor infiltriSu¢ih limfocita kod karcinoma dojke moze
doprineti u identifikaciji onih bolesnica koje bi imale koristi od imunoterapije, obzirom da

tumori sa gustim i oskudnim limfocitnim infiltratom imaju razli¢ito biolosko ponasanje (135).
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ZAKLJUCCI

Na osnovu vlastitog istrazivanja i dobijenih rezultata moze se zakljuciti sledece:
Gust limfocitni infiltrat postoji u 14% tumora dojke histoloskog tipa invazivnog duktalnog
karcinoma, umeren limfocitni infiltrat u 38%, a oskudan u 43%. Limfocitni infiltrat nije
prisutan u 5% tumora.
. U najvec¢em broju tumora sa limfocitnim infiltratom, infiltrat je prisutan na tumorskim
marginama (u 96% tumora), a u 37% tumora uocen je i infiltrat lokalizovan centralno.
. U vedini tumora tip limfocitnog infiltrata je difuzan (u 72%), a u 28% tumora je meSovit
(difuzan i nodularan).
Gust infiltrat CD4+ limfocita postoji u 8% tumora dojke histoloskog tipa invazivnog
duktalnog karcinoma, umeren u 44%, a oskudan u 43%. CD4+ limfociti nisu uoceni u 5%
tumora.
Gust infiltrat CD8+ limfocita postoji u 1% tumora dojke, umeren u 23%, a oskudan u
66% tumora dojke. CD8+ limfociti nisu uoceni u 10% tumora.
. Ustanovljena je visoka pozitivna povezanost izmedu ekspresije CD4+ limfocita u tumoru 1
ukupnog limfocitnog infiltrata, dok je izmedu ekspresije CD8+ limfocita i ukupnog
inflitrata, kao i izmedu CD4+ i CD8+ dobijena umerena pozitivna korelacija.
Postoji pozitivna povezanost izmedu nivoa infiltracije limfocita u tumoru 1 njegove
veli€ine, histoloSkog gradusa, prisustva metastaza u limfnim ¢vorovima pazu$ne jame i
stadijuma bolesti.
Kod trostruko negativnih i HER-2 pozitivnih tumora postoji visi nivo limfocitne
infiltracije.
Postoji negativna povezanost izmedu nivoa infiltracije limfocita u tumoru 1 hormonskih

receptora (estrogen i progesteron).
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Izmedu nivoa infiltracije limfocita u tumoru i starosti bolesnica postoji negativna
povezanost.

Ustanovljena je pozitivna povezanost izmedu nivoa infiltracije limfocita u tumoru i
relapsa bolesti. Za bolesnice sa visokim nivoom limfocita u tumoru karakteristi¢no je
pogorsanje bolesti koje se javilo tokom perioda pracenja.

Postoji pozitivna povezanost izmedu nivoa infiltracije CD4+ limfocita u tumoru i njegove
veli¢ine, histoloskog gradusa, prisustva metastaza u limfnim ¢vorovima pazu$ne jame i
stadijuma bolesti.

Kod trostruko negativnih i HER-2 pozitivnih tumora postoji visi nivo infiltracije CD4+
limfocita.

Izmedu nivoa infiltracije CD4+ limfocita u tumoru i hormonskih receptora (estrogen i
progesteron) postoji negativna povezanost.

Postoji negativna povezanost izmedu nivoa infiltracije CD4+ limfocita u tumoru i starosti
bolesnica.

Postoji pozitivna povezanost izmedu nivoa infiltracije CD4+ limfocita u tumoru i relapsa
bolesti. Za bolesnice sa visokim nivoom limfocita u tumoru karakteristi¢no je pogorsanje
bolesti koje se javilo tokom perioda pracenja.

Izmedu nivoa infiltracije CD8+ limfocita u tumoru i histoloskog gradusa tumora i HER-2
statusa postoji pozitivna povezanost.

Postoji negativna povezanost izmedu nivoa infiltracije CD8+ limfocita u tumoru i
hormonskih receptora (estrogen i progesteron).

Postoji negativna povezanost izmedu nivoa infiltracije CD8+ limfocita u tumoru 1 starosti
bolesnica.

Ovim istrazivanjem nije potvrdena hipoteza o povezanosti CD8+ limfocita u tumoru i

njegove velicine, relapsa bolesti, kao ni povezanost sa limfonodusnim statusom aksile.
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Takode, nije potvrdena hipoteza da bolesnice sa karcinomom dojke kod kojih se detektuje
visi nivo tumor infiltriSuéih limfocita (kao i CD4+ i CD8+ limfocita) imaju krace ukupno
prezivljavanje.

Zaklju¢no moze se utvrditi da rezultati ovog istrazivanja pokazuju povezanost tumor
infiltriSu¢ih limfocita i CD4+ limfocita sa brojnim negativnim prognosti¢kim faktorima, te
kra¢im vremenom slobodnog intervala bez bolesti, §to sve ukazuje na to da su tumor
infiltriSuéi limfociti kao i CD4+ limfociti lo§ prognosticki faktor kod bolesnica sa rakom
dojke. Patohistololoska evaluacija tumor infiltriSu¢ih limfocita se kod karcinoma dojke
rutinski jo§ uvek ne radi jer je potrebno proceniti klini¢ki znac¢aj. Ovo istrazivanje moze
doprineti razvoju ,,imunoloskog gradusa” karcinoma dojke koji bi odrazavao intenzitet
imunoloskog odgovora svakog pojedinacnog pacijenta i imao uticaja na prognozu bolesti
zajedno sa ostalim standardnim prognostickim parametrima. Takode, razumevanje uloge
tumor infiltriSuéih limfocita, a posebno T ¢elija u imunoloskom odgovoru kod tumora je

od sustinskog znacaja za razvoj nove imunoterapijske strategije u leCenju raka dojke.
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