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PoStovana,

U skladu sa stavom 3 ¢lana 35,1 ¢lana 55 Pravila doktorskih studija, i tackom 3.6 .
Vodica za doktorske studije, dostavljamo Odluku Vije¢a Medicinskog fakulteta o
usvajanju Izvjestaja Komisije za ocjenu prijave doktorske disertacije (obrazac D1) i
inoviranu Prijavu teme doktorske disertacije, doktoranda dr med Jelene Vucinic.

S posStovanjem.

Prof. dr\Miodrag Radunovic
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Podgorica, 03.03.2022. godine

Na osnovu ¢lana 64 stav 2 tacka 9 Statuta Univerziteta Crne Gore, a u skladu sa ¢lanom 35 Pravila
doktorskih studija Vije¢e Medicinskog fakulteta na sjednici odrzanoj 03.03.2022. godine donijelo je

ODLUKU

1. Usvaja se lzvjeStaj Komisije za ocjenu prijave doktorske disertacije kandidata mr sc Jelene
Vucini¢, broj: 38 od 13.01.2022. godine.

2. Predlaze se Senatu UCG da prihvati kao podobnu doktorsku tezu pod nazivom
,Medjusobna korelacija gustine tumor - infiltriSu¢ih limfocita, CD4 i CD8 pozitivnih
limfocita i PD-L1 ekspresije i njihova povezanost sa patolo3kim prognostickim
parametrima u molekularnim podtipovima ranog karcinoma dojke” kandidata dr
med Jelene Vucinic.

3. Odluka Vijec¢a, IzvjeStaj Komisije iz tacke 1 ove odluke i novi obrazac Prijave teme
doktorske disertacije (obrazac PD broj: 38/1/1 od 13.01.2022. godine) , dostavlja se Centru
za doktorske studije i Senatu Univerziteta Crne Gore, na dalju realizaciju.

OBRAZLOZENJE

Mr sc Jelena Vuéinié¢ podnijela je prijavu teme doktorske disertacije pod nazivom “Analiza ekspresije
imunolo$kih markera u molekularnim podtipovima ranog karcinoma dojke” dana 30.08.2021.
godine (Broj prijave: 1141).

Senat Univerziteta Crne Gore na sjednici odrzanoj 15.12.2021. godine imenovao je Komisiju za ocjenu prijave
doktorske disertacije, kandidata mr sc Jelene Vucini¢ u sastavu: prof. dr Vladimir Todorovi¢, prof. dr Ljiljana
Vuckovié, prof. dr Filip Vukmirovic.

Kandidat je pred navedenom Komisijom javno obrazloZio ciljeve i oCekivane rezultate, odnosno izloZio
istrazivacki program doktorske teze, dana 11.01.2022. godine. Komisija je podnijela Vijecu Medicinskog
fakulteta lzvjestaj o ocjeni podobnosti doktorske disertacije broj:38 od 13.01.2022. godine. Shodno stavu 7
tatke 3.6 Vodica za doktorske studije, kandidat je postupio po primjedbama Komisije i dostavio inoviranu
verziju Prijave teme doktorske disertacije broj: 38/1 od 13.01.2021. godine, sa izmijenjenim nazivom teme.

Vijece Medicinskog fakulteta na sjednici odrzanoj 03.03.2022. godine, nakon razmatranja izvjestaja Komisije
broj: 38 od 13.01.2022. godine i nove Prijave broj: 38/1 od 13.01.2022. godine, odlucilo je kao u dispozitivu
ove odluke.

VIJECE MEDICINSKOG FAKULTETA

PR VALJf'l
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Prof. dr Mi adunovi€, dekan
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Na osnovu ¢lana 33 Zakona o upravnom postupku ("SluZbeni list CG", br. 56/14, 20/15, 40/16 i 37/17), &lana 115 Zakona o
visokom obrazovanju("SluZbeni list CG", br. 44/14, 52/14, 47/15, 40/16, 42/17, 71/17, 55/18, 3/19, 17/19, 47/19, 72/19, 74/20
104/21) i sluZzbene evidencije, a po zahtjevu studenta Vugini¢ Darko Jelena, izdaje se

UVJERENJE O POLOZENIM ISPITIMA

Student Vuginié Darko Jelena, rodena 11-06-1989 godine u mjestu Niksi¢, op3tina Niksié, Republika Crna Gora,
upisana je studijske 2019/2020 godine, u I godinu studija, kao student koji se samofinansira na doktorske
akademske studie, studijski program MEDICINA, koji realizuje MEDICINSKI FAKULTET - Podgorica Univerziteta
Crne Gore u trajanju od 3 (tri) godine sa obimom 180 ECTS kredita.

Student je poloZio ispite iz sljedeéih predmeta;

Redni Broj ECTS

| broj Semestar  Naziv predmeta _ : Ocjena  Uspjeh  kredita
I. 1 BIOSTATISTIKA mA" (odlitan) 10.00
2. 1 MEDICINSKA INFORMATIKA "A" (odlitan) 10.00
3. 1 METODOLOGIJA NAUCNOG ISTRAZIVANJA "A" (odlican) 10.00
4. 2 OSNOVI CELUSKE BIOLOGUE A" (odlian) 5.00
5. 2 OSNOVIMOLEKULARNE GENETIKE A (odli¢an) 5.00

Zakljutno sa rednim brojem 5.

Ostvareni uspjeh u toku dosada¥njih studija je:
- srednja ocjena poloZenih ispita "A" (10.00)
- ukupan broj osvojenih ECTS kredita 40.00 ili 66.67%
- indeks uspjeha 6.67.

Uvjerenje se izdaje na osnovu stuzbene evidencije, a u svrhu ostvarivanja prava na: (djecji dodatak, porodicnu penziju,
invalidski dodatak, zdravstvenu legitimaciju, pov{as"cem: voinju za gradski saobraéaj, studentski dom, studentski kredit,

stipendiju, regulisanje vojne obaveze i slic

Broj:
Podgorica, 07.03.2022 godine

Strana: 1/1
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OCJENA PODOBNOSTI DOKTORSKE TEZE I KANDIDATA

OPSTI PODACI O DOKTORANDU

Titula, ime i prezime Mr sci. Jelena Vuéinié, dr med.
Fakultet Medicinski I'akultet u Podgorici
Studijski program Doktorske studije

Broj indcksa 2/19

Naziv magistarske teze: ,,Down-regulation of IL4YN, a new
promising candidate gene in breast cancer, has the potential to
reduce migration in MDA-MB231 triple-negative breast cancer
cell line*

Podaci o magistarskom radu | Naucna oblast: Celijska patologija

[nstitucija: Univerzitet Westminster, London, Ujedinjeno
Kraljevstvo

Godina zavrsetka: 2017.

Srednja ocjena: Distinction ()

NASLOV PREDLOZENE TEME

" Medusobna korelacija gustine tumor-infiltrifuéih limfocita, CD4 i
CD8 pozitivnih limfocita i PD-1.1 ckspresije 1 njihova povezanost
sa  patoloskim  prognostickim parametrima  u  molekularnim

Sluzbeni jezik

| podtipovima ranog karcinoma dojke

Corrclation  between  the  density  of tumor-infiltrating
lymphocytes, CD4 and CD8 positive lymphocytes and PD-1.1
expression and their connection with pathological prognostic
| parameters in molecular subtypes of early breast cancer

Engleski jezik

Datum prihvatanja teme i

kandidata na sjednici Vijeca 0 il
fakulteta | 0303 2024
Naucéna oblast doktorske

l-[istopzlto]ogi}n

disertacije
Z.a navedenu oblast matiéni su sljcdcéi fakultet

‘Medicinski fil\ulrcr ]’odgnnca

A. IZVJESTA]J SA JAVNE ODBRANE POLAZNIH ISTRAZIVANJA DOKTORSKE
DISERTACIJE _
._]‘1\'1‘1‘1 odbrana puu:mlh istrazivanja na temu ,Analiza ckspresije imunolo§kih markera u
molckularnim  podtipovima ranog karcinoma dojke®, kandidatkinje mr sci. Jelene Vudéinié,
odrzana je 11.01.2021. godine, sa pocetkom u 13 casova, u Sali za sastanke Dekanata
Medicinskog fakulteta, pred Komisijom u sastavu:
1. Prof. dr Vladimir Todorovi¢, redovni profesor Medicinskog fakulteta Univerziteta Crne Gore

predsjednik komisije
Prof. dr Ljiljana Vuckovi¢, vanredni profesor Medicinskog fakulteta Univerziteta Crne Gore —

1

mentor
Prof. dr ilip Vukmirovié, redovni profesor Medicinskog fakulteta Univerziteta Crne Gore —

2
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¢lan komisije

Uvodnu rije¢ imao je predsjednik Komisije, prof. dr Viadimir Todorovié, koji je saopstio
biogiafske 1 druge relevantne podatke iz prilozene dokumentacije, nakon c¢ega je kandidatkinja u
dvadesctominutnom izlaganju iznijela istrazivacki program doktorske disertacije.

U uvodnom dijelu izlaganja, kandidatkinja je dala obrazlozenje predlozene teme, sa najvaznijim
do sada ostvarenim rezultatima u oblastt istrazivanja. Nakon toga, kandidatkinja je upoznala
Komistju sa planiranim praveem istrazivanja u nastavku rada na disertaciji, konkretizovala ciljeve
i hipoteze 1 objasnila metodoloski pristup predlozenog istrazivanja. U zakljucku, kandidatkinja je
iznijela dokaze za originalnost 1 occkivani nauéni doprinos istrazivanja.

Nakon saslusanog izlaganja kandidatkinje, ¢lanovi Komisije za ocjenu teme su dali komentare 1
sugestije za nastavak rada i postavili pitanja na koja je kandidatkinja uspjesno odgovorila (Prilog).
Komisija je nakon sprovedenog postupka jednoglasno donijela odluku da je kandidatkinja mr sci.
Jelena Vucini€ sa uspjechom odbranila istrazivacki program doktorske disertacije.

B. OCJENA PODOBNOSTI TEME DOKTORSKE DISERTACIJE

B1. Ol)mzlonn]c teme
Karcinom dojke je najéesce dijagnostikovan malignitet i vodedi uzrok smrtnosti u zenskoj
populaciji na globalnom nivou (1). Ranim karcinomom smatra se bolest koja je ograni¢ena na
dojku, sa ili bez prisustva sckundarnih depozita u limfnim évorovima pazusne jame 1 bez
prisustva udaljenih metastaza (2). Kako se ne radi o jedinstvenom entitetu, veé o veoma
heterogenoj grupi tumora sa razlicitim klinickim ponasanjem 1 odgovorom na sve $iri spektar
teraptjskih modaliteta, naport naucne zajednice su konstantno usmjerent na identifikaciju novih
biomarkera, prvenstveno sa ciljem selekeije pacijenata za neki od vidova ciljane terapije (3).
Sposobnost izbjegavanja imunoloskog odgovora jedno je od osnovnih obiljezja maligniteta (4),
pa se posljednjih godina u fokusu interesovanja nasao PD-1.1 protein, dio signalnog puta
ukljucenog u negativnu regulaciju imunoloskog odgovora, kao potencijalni prediktor benefita
terapije inhibitorima imunoloskih kontrolnih tacaka (5). PD-L1 s¢ na povrsini tumorskih éelija
moze cksprimirati konstitutivno, kao rezultat onkogene mutacije, ali mnogo ¢esée njegovu
ckspresiju indukuju medijarori inflamacije produkovani od strane ¢éelija intratumorskog upalnog
infilicata, koje ga u tim okolnostima najéesée 1 same cksprimiraju (6).

Do sada je objavljen veliki broj studija sa kontradiktornim rezultatima kada je u pitanju
prognosticki 1 prediktivni znacaj ckspresije PD-L1 u tumorskim 1 imunoloskim  éelijama
karcinoma dojke (7), ¢ime je stavljen akeenat na potrebu daljih istrazivanja sa ciljem jasnijeg
defintsanja njenog klinickog znacaja (7,8,9). Narocito, podaci o povezanosti PD-1.1 ckspresije sa
karakteristikama intratumorskog upalnog infiltrata u ranom karcinomu dojke su jos uvijek veoma
ogranicent u dostupnoj literaturt (10).

Uloga imunog sistema u prevenciji razvoja 1 progresije malignih tumora je odavno prepoznata i
veliku paznju naucne zajednice privlace mehanizmi izbjegavanja imunoloskog nadzora od strane
tumorskih celija. Imuni sistem ¢ini slozena mreza efektorskih éclija, molekula 1 biohemijskih
procesa cija je osnovna uloga odbrana organizma od stranih  destica, uz  istovremeno
ogranicavanje autorcaktivnosti 1 stetnog dejstva imunih celija i prateceg inflamatornog procesa na
sam organizam (11). Ovakav svrsishodan odgovor dircktno je uslovljen ravnotezom izmedu ko-
stimulatornih 1 ko-inhibitornih  signala  posredovanih  ¢lanovima B7-1/B7-2-CD28/CTLA-4
superfamilije proteina (6).

Jedan od clanova ove superfamilije je 1 PD-1 (Programmed death receptor 1), transmembranski
protein kojt je kao monomer cl\apllmll.m na povrsini aktviranth CD4 1 CD8 ‘T-limfocita, B-
limfocita, NK-éelija, monocita 1 pojedinih antigen-prezentujuéih Celija (11). Jedan od njegovih
liganada, PD-L1, je prema svojoj strukturi transmembranski glikoprotein koji se, pored
konstitutivne ckspresije na povrsini inflaimatornih - ¢elija, moze cksprimirati 1 na povrsini
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insulocita pankreasa, neurona, keratinocita, sinciciotrofobasta i sl., odnosno u onim tkivima i
organima gdje je ocuvanje imunoloske tolerancije i prevencija razvoja autoimunosti od vitalnog
znacaja (5). Prenos signala preko PD-1/PD-L1 kompleksa odvija se paralelno sa ostvarivanjem
kontakta izmedu T-Eelijskog receptora i antigena prezentovanog u sklopu molckula glavnog
kompleksa histokompatibilnosti (MHC), sa posljediénim efektima na éelijski ciklus i metabolizam
T-Celija (11), koje postaju anergicne i ulaze u proces apoptoze (12).

Do sada je identifikovan veliki broj solidnih tumora, poput urotelnog karcinoma, melanoma i
nesitnocelijskog karcinoma pluca, koji kroz ekspresiju PD-L1 na povrsini Celija izbjegavaju
imunoloski nadzor organizma, $to ih povezuje sa losijom prognozom (13-15). Iz tog razloga,
mogucnost primjene novog modaliteta ciljane terapije, tzv. inhibitora imunoloskih kontrolnih
tacaka, kroz upotrebu anti-PD-1/PD-L1 antitijela u blokadi ko-inhibitornih éelijskih signala i
postizanju adekvatnog antitumorskog odgovora T-¢elija, ispituje se u sve veéem broju malignih
tumora (5). Posebnu paznju posljednjih godina izazvala su istrazivanja potencijalne uloge PD-L1
kao biomarkera u karcinomu dojke, ujedno i najéei¢em malignitetu na globalnom nivou i
vodecem uzroku smrtnosti od malignih oboljenja u Zenskoj populaciji (1).

Odavno je prepoznato da karcinom dojke ne predstavlja jedinstven entitet, veé ga ¢ini veoma
heterogena grupa tumora sa razlicitim klinickim ponasanjem i odgovorom na odredene terapijske
modalitete (16). Iz tog razloga, danas je u njihovoj rutinskoj patohistoloskoj procjeni neizostavna
analiza ckspresije odredenih markera sa ciljem utvrdivanja pripadnosti nckom od definisanih
molckularnih podtipova. Zbog veée ckonomiénosti i dostupnosti u odnosu na molekularne
tehnike, u te svrhe se najéesée koristi imunohistohemija, gdje se na osnovu imunofenotipa
tumora ocjenjuje 1 njegov molekularni podtip. Na osnovu imunohistohemijske analize ckspresije
steroidnih receptora (za estrogen — ER i progesteron — PR), receptora za humani epidermalni
faktor rasta 2 (HER-2), te procjene proliferativnog indeksa (Ki67) tumorskih éelija, mogu se
razlikovati Cetiri osnovna imunofenotipa karcinoma dojke: luminal A, luminal B (sa HER-2
negativnom i1 HER-2 pozitivnom potkategorijom), neluminalni HER-2 pozitivni i trostruko
negativni (INBC) (16).

Pored karakteristika primarnog tumora (histoloski tip, stepen diferencijacije, imunofenotip,
prisustvo invazije krvnih i limfnih sudova), prognozu i terapijski pristup karcinomu dojke diktira
stadijum bolesti, odnosno njena rasirenost na regionalne limfne &vorove i udaljena tkiva i organe
u vrjeme postavljanja dijagnoze. Stadijum bolesti se u klinickoj praksi najéesée odreduje
primjenom TNM stejdzing sistema, koji objedinjuje: T - karakteristke primarnog tumora
(dimenzije i/ili lokalnu rasirenost), N — prisustvo metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima i
M — prisustvo udaljenih metastaza (17).

Odgovor imunog sistema na prisustvo tumorskih celija se ogleda kroz infiltraciju tumora
imunoloskim ¢elijama, u prvom redu stromalnim limfocitima (sTIL), medu kojima dominantnu
populaciju cine T-limfociti. Smatra se da kljuénu ulogu u antitumorskom imunoloskom
odgovoru imaju citotoksi¢ni (CD8) T-limfociti koji, nakon aktivacije od strane CD4 , helper T-
limfocita, dircktno eliminiSu tumorske Celije preko ckspresije Fas liganda na svojoj povrsini ili
oslobadanjem potentnih citotoksina. Medutim, ,helper limfociti imaju mnogo kompleksniju
ulogu u medijaciji antitumorskog imunoloskog odgovora jer se, u zavisnosti od predominantnih
citokina sekretovanih u tumorskoj mikrookolini, mogu diferentovati u razlicite podtipove
efektorskih elija sa potpuno opre¢nim ulogama u ovom procesu. (18)

Procjena sTIL na hematoksilin-cozin bojenim preparatima mozZe predstavljati sastavni dio
patohistoloske analize karcinoma dojke (19). Naime, veéa gustina sTIL, kao i prisustvo
peritumorskih limfoidnih agregata (8), smatraju se indikatorima povoljnog odgovora na
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hemioterapiju i generalno bolje prognoze, narocito kada su u pitanju trostruko-negativni (INBC)
i neluminalni HER-2 pozitivni karcinomi dojke (19,20). Upravo su karcinomi dojke ova dva
podtipa, u razlic¢itim studijama, upotrebom razli¢itih metoda, identifikovani kao tumori koji cesce
pokazuju visoku ekspresiju PD-L1 proteina u odnosu na luminalne molekularne podtipove (8).
Evaluacija ckspresije PD-1.1 u tumorskom tkivu se najéedée vrsi mikroskopskom analizom
imunohistohemijski bojenih isjecaka tumora. U zavisnosti od primijenjenog antitijela, ekspresija
se kvantifikuje kao procenat tumorskih ili imunoloskih éelija u tumorskoj mikrookolini koje
pokazuju parcijalno ili kompletno membransko, odnosno membransko ili citoplazmatsko bojenje
bilo kog intenziteta (21).

Rezultati dosadasnjih studija na karcinomu dojke su ukazali na postojanje povezanosti izmedu
PD-L1 ekspresije 1 negativnih prognostickih parametara (poput veéih dimenzija, viseg gradusa 1
proliferativne aktivnosti tumora, odsustva ckspresije steroidnih receptora) (10). Medutim,
pokazana je i visoko znacajna asocijacija izmedu ekspresije PD-L1 i velike gustine TIL, koji
predstavlja nezavisan povoljan prognosticki faktor u karcinomu dojke (10). Takode, objavljen je
veliki broj studija sa prilicno kontradiktornim rezultatima kada je u pitanju prognosticki znacaj
cksprestje PD-L1 u karcinomu dojke (7,10,22), kao i njegova prediktivna vijednost u selekciji
kandidata za terapiju inhibitorima imunoloskih kontrolnih taéaka (7). Mada primjena razlicite
metodologije za evaluaciju ckspresije ovog markera znaéajno otezava komparabilnost rezultata
ovih studija (7), pojedini autori smatraju da je, upravo zbog heterogenosti karcinoma dojke,
procjena ckspresije PD-L1 unutar samo jedne celijske populacije insuficijentan marker (7,8),
odnosno da je dijagnosticka informacija kompletnija ukoliko se ckspresija paralelno procjenjuje i
u tumorskim celijama 1 u éelijama tumorske mikookoline (8).

Naime, povecana ckspresija PD-L.1 na povrsini tumorskih éelija moze biti konstitutivna — kao
posljedica onkogene mutacije, ili inducibilna — kao odgovor na prisustvo interferon y (IFN-y)
produkujucih T-limfocita u tumorskoj mikrookolini (6) Pojedini autori su ukazali na moguénost
razlikovanja ova dva obrasca prckomjerne ekspresije  PD-L1 na osnovu rezultata
imunohistohemijskog bojenja. Tako bi intenzivno i homogeno bojenje u gotovo svim tumorskim
Celijama ukazivalo na konstitutivnu ckspresiju, dok bi mrljasto bojenje tumorskih ¢elija
ograniceno na invazivni front i neposrednu blizinu stromalnih inflamatornih éelija, koje se i same
¢esto boje mnogo intenzivnije od tumorskih, ukazivalo na inducibilnu ekspresiju PD-11 proteina
(6). U skladu sa osnovnim principima onkogeneze, razliciti obrasci PD-1.1 ckspresije bi mogli
imati razlicite efekte na biolosko ponasanje tumora, ali i razli¢itu vrijednost kao prediktivni
markeri u selekeiji pacijentkinja koje bi eventualno imale korist od terapije inhibitorima
imunoloskih kontrolnih tac¢aka (6). Osim toga, pojedini autori su misljenja da bi i sastav
intratumorskog inflamatornog infiltrata mogao biti od znacaja prilikom selekeije pacijentkinja za
ovaj vid ciljane terapije (23), S$to podrzavaju brojne studije &iji su rezultati doveli u vezu
predominaciju CD4 T-limfocita i visok CD4/CD8 odnos u upalnom infiltratu sa nepovoljnim
ishodom kod karcinoma dojke (24).

Sve ovo govori u prilog znacaja procjene PD-L1 ckspresije u tumorskim i imunoloskim éelijama,
sa poscbnim osvrtom na gustinu i karakteristike intratumorskog inflamatornog infiltrata (6), sa
ciliem njegove optimizacije kao biomarkera u klinickoj primjeni. Medutim, podaci o povezanosti
PD-L1 ckspresije 1 karakteristika intratumorskog upalnog infiltrata su veoma ograniceni u
dostupnoj literaturi, narocito kada je u pitanju rani karcinom dojke (10).

B2. Cilj i hipoteze
Ciljevi doktorskog istrazivanja su:
1. Utvrdia  obrasce  ckspresije ~ PD-L1  proteina u  tumorskim  éelijama
(konstitutivna/inducibilna) razli¢itih molekularnih podtipova ranog karcinoma dojke.
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o

Ispitati postojanje razlika u obrascu PD-L1 ckspresije (tumorske i imunoloske ¢éelije)

izmedu molekularnih podtipova ranog karcinoma dojke.

3. Ispitati povezanost razlicitih obrazaca PD-L1 ckspresije sa gustinom sTIL i prisustvom
CD4+ 1 CD8+ tumor-infiltrisucih limfocita u ranom karcinomu dojke.

4. Ispitati povezanost razli¢itth obrazaca PD-L1 ekspresije sa patoloskim prognostickim
parametrima (velicinom 1 histoloskim gradusom tumora, Ki67 indeksom proliferacije i
statusom steroidnih receptora i HER2 i patoloskim TNM stadijumom) kod ranog
karcinoma dojke.

Na osnovu navedenih ciljeva, postavljene su sljedeée hipoteze:

H1: Postoje razlike u obrascima PD-L1 ekspresije u razli¢itim molekularnim podtipovima
ranog karcinoma dojke.

H2: PD-L.1 se cesce eksprimira u karcinomima dojke sa ve¢om gustinom sT1L.

H3: Razliciti obrasci PD-L1 ckspresije povezani su sa razlicitom gustinom i sastavom

sTIL

(CD41 CD8 T limfocita) u ranom karcinomu dojke.

H4: Obrasci PD-L1 ekspresije pokazuju razlike u odnosu na patoloske prognosticke
parametre (velicinu i histoloski gradus tumora, status steroidnih receptora, Ki67
indcks proliferacije, status HER2 receptora, TNM stadijum i molckularni podtip) u
ranom karcinomu dojke.

B3. Metode i plan istraZivanja

Uzorak:

Planirano istrazivanje je dizajnirano kao retrospektivna deskriptivna studija, koja ée obuhvatiti
sve pacijentkinje kojima je u Centru za patologiju Klinickog centra Crne Gore, u periodu od
01.01.2016. do 31.12.2021. godine, na operativnom materijalu dijagnostikovan invazivni
karcinom dojke stadijuma IA-ITIIA (prema osmom izdanju TNM Klasifikacijc), sa poznatim
statusom HER-2, estrogenskih 1 progesteronskih receptora (ER 1 PR), kao 1 vrijednoséu Ki67
indcksa proliferacije, a koje nijesu prethodno primale neoadjuvantnu terapiju i kod kojih u
dostupnim arhiviranim parafinskim kalupima ima dovoljno materijala za planiranu dalju
imunohistohemijsku analizu.

Pored patohistoloskih nalaza iz arhive Centra za patologiju, kao izvor podataka biée kori§éena i
medicinska dokumentacija Instituta za onkologiju Klinickog centra Crne Gore.

Pregledom patohistoloskih 1zvjestaja sa podacima o stepenu imunohistohemijske ckspresije ER i
PR, HER-2 statusu 1 Ki67 indeksu proliferacije, a prema St. Gallen konsenzusu (2), bice
odredena pripadnost tumora jednom od pet imunofenotipova (Luminal A, Luminal B HER-2
pozitivni, Luminal B HER-2 negativni, neluminalni HER-2 pozitivni i trostruko-negativni), na
osnovu Cega Ce pacijentkinje biti razvrstane u pet grupa. Uzorak ¢e biti formiran tako da se
unutar svake od navedenih grupa nalazi jednak broj pacijentkinja, sa istom prosje¢nom staroséu.

Analiza HE bojenih histoloskih preparata:

Pregledom  arhiviranih mikroskopskih plocica bojenih tehnikom hematoksilin-eozin  bice
potvrden histoloski tip 1 gradus tumora, kvantifikovano prisustvo sTIL (kao procenat tumorske
strome prekrvene limfocitima) i evidentirano prisustvo peritumorskih limfoidnih agregata. Po
uzoru na metodologiju Cimino-Mathews i saradnika (8), stromalni limfocitni infiltrat (sTIL) ée
biti skorovan kao: odsutan, oskudan (<5% strome tumora), umjeren (fokalan infiltrat u 5-50%
strome tumora) 1 gust (difuzan infiltrat u 250% strome tumora), a peritumorski limfoidni
agregati kao: odsutni, fokalni (rijetke izolovane nakupine limfoidnih éelija), umjereno razvijeni
(multipli limfoidni agregati) i dobro razvijeni (multipli agregati sa dobro razvijenim
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germinativinim centrima).

Formiranje tkivnih mlkrom;ccaka (TMA):

Za svaku od pacijentkinja, sa invazivnog fronta tumora, iz arhiviranih pqrqﬁnq}uh kalupa ce bit
formirana po dva tkivna mlkrol&}tckq promjera 3 mm, upotrebom Quick Ray Manual Tissue
Microarrayer seta. Dobijeni preparati ée m]pn]c biti bojeni standardnom HE tehnikom, kako bi
se  potvrdila adekvatnost uzorka 1 olaksala orijentacija  prilikom  interpretacije
imunohistohemijskih bojenja.

Imunohistohemija:

Dobijent TMA ¢e biti bojeni imunohistohemijski upotrebom CD4 (Monoclonal Mouse Anti-
Human CD4, Clone 4B12, DAKO) i1 CD8 (Monoclonal Mouse Anti-Human CDS8, T-cell, Clone
C8/144B, DAKO) antitijela na DAKO Autostainer Link 48 platformi i PD-L.1 (Monoclonal
Rabbit Anti-Human PD-L1, Clone SP142, Roche/Ventana medical systems) antitijelom na
Ventana Benchmark Ultra automatizovanoj platformi, prema uputstvima proizvodada. Kao
spoljasnja pozitivna kontrola imunohistohemijskog bojenja bice koriséeno tkivo tonzile.

Broj CD4 1 CD8 pozitivnih sTIL po mm2 ¢e bit izracunat kao srednja vrijednost nakon brojanja
navedenih celija u oba mikroisjecka svakog pojedina¢nog tumora i dobijene vrijednosti ée biti
koriséene za izracunavanje CD4/CD8 odnosa.

Prlikom kvantifikacije PD-L1 ekspresije u tumorskim i imunoloskim éelijama u obzir ée se uzet
one celije koje pokazuju parcijalno ili kompletno membransko, odnosno membransko ili
citoplazmatsko bojenje bilo kog intenziteta. Ekspresija PD-L1 u tumorskim éelijama ée bid
kvantifikovana primjenom TPS algoritma skorovanja (tumor proportion score - odnos broja PD-
L1 pozitivnih tumorskih celija prema ukupnom broju vitalnih tumorskih éelija, pomnoZen sa
100%), dok ¢e za kvantifikaciju ekspresije u imunoloskim ¢elijama biti koriséen ICS algoritam
(immune cell score - procenat svih PD-L1 pozitivnih imunih éelija u ukupnoj povrsini koju
zauzima tumor). (7) Krajnji rezultat ¢e predstavljat srednja vrijednost TPS i ICS oditanih sa oba
mikroreza svakog pojedinacnog tumora. Prema trenutno vazeéem protokolu za procjenu PD-1.1
ckspresije u metastatskom TNBC, pozitivnim nalazom u imunolokim éelijama ée se smatrati
ICS 2 1% (7), dok ¢e TPS 2 1% oznacavad pozitivnu PD-L1 ckspresiju u tumorskim éelijama.

Statisticka analiza:

Za odredivanje znacajnosti razlike kvantitativnih varijabli (starosna dob - u godinama; velidina
tumora - u mm; Ki67 proliferativni indeks - u procentima; broj CD4 i CD8 pozitivnih sTIL i
CD4/CD8 odnos) u odnosu na obrazac ekspresije PD-L1 proteina biée koriséen t-test, dok ¢e za
odredivanje znacajnosti razlike kvalitativnih varijabli (gradus, gustina sTIL i peritumorskih
limfoidnih agregata, imunofenotip, status hormonskih receptora i HER-2) u odnosu na
ekspresiju PD-L1 proteina biti koris¢en hi-kvadrat test.

Za ispitivanje povezanosti svih pomenutih varijabli sa ckspresijom PD-1.1 biée kori$éena metoda
logisticke regresije.

Zakljucivanje o statistickim hipotezama u ovom radu sprovesée se uz nivo znacajnosti p<0.05.

B4. Nauc¢ni doprinos

S obzirom na epidemioloski znacaj karcinoma dojke u Zenskom dijelu populacije, kao i
prepoznatu ulogu imunog sistema u progresiji malignih tumora, predlozeno istraZivanje ée
doprinijeti boljem razumijevanju ckspresije konstituenata imunoloskog odgovora kao §to je PD-
L1 protein, prisustvo tumor infiltriSuc¢ih limfocita, te CD4 1 CD8 T- limfocita u tumorskom
tkivu.
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Rasvjetljavanjem povezanosti obrasca PD-L1 ckspresije sa gustinom i sastavom intratumorskog
limfocitnog infiltrata u razli¢iim molekularnim podtipovima ranog karcinoma dojke, Zelimo dati
svoj doprinos trenutno insuficijentnoj nauénoj literaturi, ali i procesu optimizacije upotrebe PD-
L1 kao prognostickog i prediktivnog biomarkera u karcinomu dojke.

B5. Finansijska i organizaciona izvodljivost istraZivanja

Istrazivanje ce biti sprovedeno u Centru za patologiju Klini¢kog centra Crne Gore u Podgorici.
Svi potrebni podaci 1 aparatura su kandidatkinji na raspolaganju, a kandidatkinja ¢ée eventualne
troskove hemikalija i potroSnog materijala neophodnog za izvodenje laboratorijskog dijela
istrazivanja finansirati licno i iz sredstava dodijeljenih od strane Ministarstva prosviete Crne
Gore, po osnovu Konkursa za sufinansiranje doktorskih studija.
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Misljenje i prijedlog komisije

Nakon uvida u prilozenu dokumentaciju, izlaganja kandidatkinje i diskusije, Komisija je misljenja
da akademski kvalitet kandidata, kao i predloZena tema prema sadrzaju i kompleksnosti,
odgovaraju nivou doktorskih studija. Plan istraZivanja doktorske teze je dobro osmisljen, a ciljevi,
metodologija 1 ocekivani naucni doprinos izneseni jasno i precizno.

Komisija je dala predlog da se izmijeni naslov doktorske teze, kako bi preciznije oslikavao sustinu
samog doktorskog istrazivanja 1 da se, zbog kvaliteta statisticke analize, razmotri poveéanje broja
pacijentkinja koje e biti obuhvacene istrazivanjem na nadin $to ¢e se u obzir uzet i arhivirani
materijal Centra za patologiju za duZi vremenski period.

Na osnovu svega navedenog, Komisija predlaze Vijeéu Medicinskog fakulteta i Senatu
Univerziteta Crne Gore da prihvate ovaj izvjestaj i odobre kandidatkinji nastavak istrazivackog
rada na doktorskoj disertaciji.

Predlog izmjene naslova

Komisija predlaze da se naslov doktorske disertacije iz ,,Analiza ekspresije imunoloskih markera
u molekularnim podtipovima ranog karcinoma dojke promijeni u ,,Medusobna korelacija
gustine tumor-infiltrisudih limfocita, CD4 i CD8 pozitivnih limfocita i PD-L1 ekspresije i njihova
povezanost sa patoloskim prognostickim parametrima u molekularnim podtipovima ranog
karcinoma dojke*.

Prijedlog promjene mentora i/ili imenovanje drugog mentora

/
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Planirana odbrana doktorske disertacije
Ljetnji semestar akademske 2022./2023.

Izdvojeno misljenje

(popuniti ukoliko neki ¢lan komisije ima izdvojeno misljenjc)

Ime 1 prezime

Népomena

/

ZAKLJUCAK

Predlozena tema po svom sadrzaju odgovara nivou doktorskih studija DA | NE

Tema omogucava izradu originalnog naucno-istrazivackog rada koji odgovara 5
. e : i DA | NE

medunarodnim kriterijumima kvaliteta disertacije.

Kandidat moZe na osnovu sopstvenog akademskog kvaliteta i stedenog znanja :

. = Lot DA | NE
da uz adekvatno mentorsko vodenje realizuje postavljeni cilj

Komisija za ocjenu podobnosti teme i kandidata : \

Prof. dr Vladimir Todorovié, redovni profesor Medicinskog % U\} / =
fakulteta Univerziteta Crne Gore, nauéna oblast: onkologija % O N

Prof. dr Ljiljana Vuckovié, vanredni profesor Medicinskog /;‘U tfl/O MCi

fakulteta Univerziteta Crne Gore, oblast: histologija i embriologija J:;{?A B

Prof. dr Filip Vukmirovi¢, redovni profesor Medicinskog fakulteta

’:' g \ I—-—
[ L 'L,{.t \ 0w ¢
) |

Univerziteta Crne Gore, nauéna oblast: patoloska anatomija o ——
U Podgorici, ; %:21\1 / 1{‘(/ a
11.01.2021. godine ¥, 5 =

[ro[ MDY

[
|
|
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PRILOG

PITANJA KOMISIJE ZA OCJENU PODOBNOSTI TEME I KANDIDATA

Na koji nacin e se vriiti kvantfikacija CD4 i CD8
_pozitivnih limfocita u sTIL? )

Koje ¢e analize biti vrSene na mikroskopskim plodicama
sa originalnim isjeccima, a koje na plocdicama sa tkivnim
Prof. dr Filip Vukmirovi¢ mikroisjeccima?

Da li ve¢ imate podatak o broju pacijentkinja koje bi bile
obuhvacene  istraZivanjem na  osnovu  pregleda
arhiviranog materijala Centra za patologiju izmedu 2016.
12020. godine?

Imajuéi u vidu trenutno vazece terapijske protokole kada
je u pitanju imunoterapija ranog karcinoma dojke, da li
smatrate da je opravdano u doktorsko istraZivanje

Da li u tom sluéaju treba preispitati velicinu uzorka,
prvenstveno zbog kvaliteta podataka do kojih ¢e se doéi
statistickom analizom? o

Prof. dr Vladimir Todorovié Da i ste razmisljali o tome da u doktorsko istraZivanje
ukljucite 1 podatke o klinickom pracenju pacijentkinja?
Da 1i je postojao jos neki marker ¢iju bi ekspresiju bilo
interesantno  analizirati u  korelaciji sa pomenutim
imunoloskim markerima?

PITANJA PUBLIKE DATA U PISANOJ FORMI

/ —
(Ime 1 prezime) i N
(Ime 1 prezime) B ]
(Ime i prezime)
ZNACAJNI KOMENTARI
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PRIJAVA TEME DOKTORSKE DISERTACIJE

OPSTI PODACI O DOKTORANDU

Titula, ime i prezime Mr sci. Jelena Vuéinié, dr med.

Fakultet Medicinski fakultet

Studijski program Medicina

Broj indeksa 2/19

Ime 1 prezime roditelja Darko Vucinic¢

Datum i mjesto rodenja | 11.06.1989. Niksié

Adresa prebivalista Murtezira hqrqduzm rica 28/14; 81 000 Podgorica

Telefon | 067/558-305 )
E-mail drjclcna989@gmai].com

BIOGRAFIJA I BIBLIOGRAFIJA
* 2016. — 2020.
Medicinski fakultet, Univerzitet u Novom Sadu, Srbija
Specijalisticke studije iz oblasti patoloske anatomije
Zvanje: spectjalista patologije

Prosjec¢na ocjena: odlican (A)

= 2016. — 2017.

Univerzitet Westminster, London, Ujedinjeno Kraljevstvo

Odsjck: Biomedicinske nauke

Smjer: Ccfijska patologija

Zvanje: Magistar biomedicinskih nauka (¢elijske patologije)

Prosjecna ocjena: A (,,distinction®)

Naziv disertacije: ,,Down-regulation of I.4YN, a new promising candidate
gene in breast cancer, has the potential to reduce migration in MDA-
MB231 triple-negative breast cancer cell line*

Obrazovanje
= 2008. — 2014.

Medicinski fakultet, Univerzitet Crne Gore, Podgorica
Smjer: Medicina

Zvanje: doktor medicine

Prosjecna ocjena: A (9,71)

= 2004. — 2008.

Gimnazija ,,Stojan Cerovic®, Niksi¢, Crna Gora
Prirodno-matematicki smjer

Prosjecna ocjena: 5,00 (nosilac diplome ,,Luca®)

= 1998. — 2004.

Muzicka $kola ,,Dara Cokorilo®, Niksi¢, Crna Gora
Odsjek: violina

Prosjecna ocjena: 5,00
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* 1996. — 2004.
Osnovna skola ,,LLuka Simonovi¢®, Niksi¢, Crna Gora
Prosjecna ocjena: 5,00 (nosilac diplome “Luca™)

e 21.11.2020. -
Specijalista patologije u Centru za patologiju Klinickog centra Crne Gore

* 1.10.2017. -
Saradnik u nastavi na predmetu Histologija i embriologija, Univerzitet
Crne Gore, Medicinski fakultet u Podgorici

* 15.07.2016. — 20.11.2020.
Specijalizant patologije:

- Odjeljenje za histopatologiju, Centar za patologiju, KCCG

- Odjeljenje za histopatologiju, Institut za pluéne bolesti u Sremskoj
Kamenici

- Odjeljenje za histopatologiju, Institut za onkologiju u Sremskoj Kamenici
- Odjeljenje za histopatologiju, Klinicki centar Vojvodine

* 15.09.2016. — 30.05.2017.

: Saradnik u nastavi na predmetu Primijenjena patoloska biologija,
Radno iskustvo Univerzitet Vestminster, London, Ujedinjeno Kraljevstvo

* 14.02.2016. — 31.07.2017.

Odjeljenje za genomiku karcinoma dojke, Univerzitet Vestminster,
London, Ujedinjeno Kraljevstvo

Istrazivac (student magistarskih studija)

Stecene vjestine: rad na Celijskoj kulturi, ekstrakeija RNK i reverzna
transkripcija, molckularne tehnike (konvencionalni PCR, qRT-PCR,
izvodenje genetskog knock-down-a metodom RNK interferencije —
DsiRNA), fluorescentna mikroskopija, metabolicki testovi citotoksi¢nosti i
proliferacije (alamarBlueTM), in vitro testovi ¢elijske migracije (test
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* 15.07.2015. — 14.07.2016.
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® Restovic 1, Bocina 1, Vukojevié K, Kero D, Raoni¢ |, Vuéinié J, ct
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* Radunovié¢ M, Radojevi¢ N, Rakocevi¢ V, Vuéinié J, Curovié I.
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2017 Mar;145(9-10):508-512.
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® Vuéinié J, Raonic |, Vuckovié¢ Lj, Vukmirovié¢ F, Golubovié¢ M,
Nenezi¢ T, Kavari¢ P. Metastaza u gornjem urinarnom traktu kao
inicijalna prezentacija invazivnog lobularnog karcinoma dojke.
XXVI Nacionalni kongres UPCS, Zlatibor, Srbija, 18.-19.4.2018.
Materia Medica 2018;34(1):65-6;

® Nenezi¢ T, Vukmirovi¢ F, Vuckovié Lj, Culafi¢ T , Golubovié M,
Raonic¢ J, Vu€inié¢ J. Karcinosarkom pluéa: prikaz slucaja. XXVI
Nacionalni kongres UPCS, Zlatibor, Srbija, 18.-19.4.2018. Materia
Medica 2018;34(1):49;

e Raonic ], Vuckovié Lj, Vuéinié J, Vukmirovié¢ F, Golubovié¢ M,
Nenezié T, Culafi¢ T, Miladinovié M. Pouzdanost odredivanja
ekspresije sterotdnih receptora, receptora humanog epidermalnog
faktora rasta 2 i molckularnog podtipa tumora u core biopsiji
dojke. XXVI Nacionalni kongres UPCS, Zlatibor, Srbija, 18.-
19.4.2018. Materia Medica 2018;34(1):43;

e Radojevic N, Vucinic J, Cukic D. Double-Induced Suicide of a
Father and Adult Daughter: A Case Report. Proceeding od the
LXIX Annual Meeting of the American Academy of Forensic
Science; 2017 February 13-18; New Orleans, USA.

® Vucinic J, Radojevic N, Cukic D. Toxicological Findings in
Choking in Adult Psychiatry Patients. Proceeding od the LXIX
Annual Meeting of the American Academy of Forensic Science;
2017 February 13-18; New Orleans, USA.

®  Vuckovi¢ Lj, Raoni¢ ], Vukmirovi¢ F, Golubovié¢ M, Nenezié¢ T,
Culafi¢ T, Miladinovié¢ M, Vuéinié J. Immunohistochemical
determination of breast cancer molecular subtypes in the Clinical
center of Mon tenegro. 29" European Congress of Pathology,
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Amsterdam, Netherlands, 2.-6-9-2017. Virchow
Archiv:471(1):567.

® Vuéinié J, Vuckovi¢ Lj, Zvrko E. Metastaza karcinoma dojke u
pljuvacnoj zlijezdi — prikaz slucaja. XV kongres ljckara Crne Gore
sa medunarodnim uceséem. Bedidi, 21-25.10.2015. Medicinski
zapisi (Medical esseys) 201 5;64(1):216;

NASLOV PREDLOZENE TEME

Medusobna korelacija gustine tumor-infiltriSuéih limfocita, CD4 i
CD8 pozitivnih limfocita i PD-L1 ckspresije i njihova povezanost sa
patoloskim  prognostickim  parametrima  u  molckularnim
podtipovima ranog karcinoma dojke

Na sluzbenom jeziku

Correlation between the density of tumor-infiltrating lymphocytes,
CD4 and CD8 positive lymphocytes and PD-L1 expression and
their connection with pathological prognostic parameters in
molecular subtypes of early breast cancer

Na engleskom jeziku

ObrazloZenje teme

Karcinom do]kc je najcesée dijagnostikovan mahgmt(.t 1 vodedi uzrok smrtnosti u 7c_m]\o]
populaciji na globalnom nivou (1). Ranim karcinomom smatra se bolest koja je ograni¢ena na
dojku, sa ili bez prisustva sckundarnih depozita u limfnim &vorovima pazusne jame i bez
prisustva udaljenih metastaza (2). Kako se ne radi o jedinstvenom entitetu, veé o veoma
heterogenoj grupi tumora sa razlicitim klinickim ponasanjem i odgovorom na sve $iri spektar
terapijskih modaliteta, napori naucne zajednice su konstantno usmjereni na identifikaciju novih
biomarkera, prvenstveno sa ciljem selckcije pacijenata za neki od vidova ciljane terapije (3).
Sposobnost izbjegavanja imunoloskog odgovora jedno je od osnovnih obiljezja maligniteta (4),
pa se posljednjih godina u fokusu interesovanja nafao PD-L1 protein, dio signalnog puta
ukljucenog u negativnu regulaciju imunoloskog odgovora, kao potencijalni prediktor benefita
terapije inhibitorima imunoloskih kontrolnih tacaka (5). PD-L1 se na povrini tumorskih éelija
moze cksprimirati konstitutivno, kao rezultat onkogene mutacije, ali mnogo éeée njegovu
ckspresiju indukuju medijatori inflamacije produkovani od strane éelija intratumorskog upalnog
infiltrata, koje ga u tim okolnostima najéesée i same cksprimiraju (6).

Do sada je objavljen veliki broj studija sa kontradiktornim rezultatima kada je u pitanju
prognosticki 1 prediktivni znacaj ckspresije PD-L1 u tumorskim i imunoloskim ¢elijama
karcinoma dojke (7), ¢ime je stavljen akcenat na potrebu daljih istraZivanja sa ciljem jasnijeg
definisanja njenog klinickog znacaja (7,8,9). Narocito, podaci o povezanosti PD-L1 ckspresije sa
karakteristikama intratumorskog upalnog infiltrata u ranom karcinomu dojke su jos uvijek veoma
ograniceni u dostupnoj literaturi (10).

Pregled istraZivanja

Uloga imunog sistema u prevenciji razvoja i progtesije malignih tumora je odavno prepoznata i
veliku paznju nauéne zajednice pr1v11ct. mehanizmi izbjegavanja imunoloskog nadzora od strane
tumorskih Celija. Imuni sistem Cini slozena mreza efcktorskih éelija, molekula i biohemijskih
procesa Cija je osnovna uloga odbrana organizma od stranih &estica, uz istovremeno
ogranicavanje autoreaktivnosti i Stetnog dejstva imunih ¢elija i prateceg inflamatornog procesa na
sam organizam (11). Ovakav svrsishodan odgovor direktno je uslovljen ravnotezom izmedu ko-
stimulatornih 1 ko-inhibitornih signala posredovanih ¢lanovima B7-1/B7-2-CD28/CTILA-4
superfamilije proteina (6).
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Jedan od clanova ove superfamilije je i PD-1 (Programmed death receptor 1), transmembranski
protein koji je kao monomer cksprimiran na povrsini aktiviranih CD4 i CD8 T-limfocita, B-
limfocita, NK-¢elija, monocita i pojedinih antigen-prezentujuéih éelija (11). Jedan od njegovih
liganada, PD-L1, je prema svojoj strukturi transmembranski glikoprotein koji se, pored
konstitutivne ekspresije na povrdini inflamatornih ¢elija, moze cksprimirati 1 na povrsini
insulocita pankreasa, neurona, keratinocita, sinciciotrofobasta i sl., odnosno u onim tkivima i
organima gdje je ocuvanje imunoloske tolerancije i prevencija razvoja autoimunosti od vitalnog
znacaja (5). Prenos signala preko PD-1/PD-11 kompleksa odvija se paralelno sa ostvarivanjem
kontakta izmedu T-Eelijskog receptora i antigena prezentovanog u sklopu molekula glavnog
kompleksa histokompatibilnosti (MHC), sa posljedi¢nim efektima na éelijski ciklus i metabolizam
T-Celija (11), koje postaju anergi¢ne i ulaze u proces apoptoze (12).

Do sada je identifikovan veliki broj solidnih tumora, poput urotelnog karcinoma, melanoma i
nesitnocelijskog karcinoma pluca, koji kroz ekspresiju PD-L1 na povriini éelija 1izbjegavaju
imunoloski nadzor organizma, §to ih povezuje sa losijom prognozom (13-15). Iz tog razloga,
mogucnost primjene novog modaliteta ciljane terapije, tzv. inhibitora imunoloskih kontrolnih
tacaka, kroz upotrebu anti-PD-1/PD-L1 antitijela u blokadi ko-inhibitornih éelijskih signala i
postizanju adekvatnog antitumorskog odgovora T-éelija, ispituje se u sve veéem broju malignih
tumora (5). Posebnu paznju posljednjih godina izazvala su istraZivanja potencijalne uloge PD-L1
kao biomarkera u karcinomu dojke, ujedno i najéeiéem malignitetu na globalnom nivou i
vodecem uzroku smrtnosti od malignih oboljenja u Zenskoj populaciji (1).

Odavno je prepoznato da karcinom dojke ne predstavlja jedinstven entitet, veé ga ¢ini veoma
heterogena grupa tumora sa razlicitim klinickim ponasanjem i odgovorom na odredene terapijske
modalitete (16). Iz tog razloga, danas je u njihovoj rutinskoj patohistoloskoj procjeni neizostavna
analiza ckspresije odredenih markera sa ciljem utvrdivanja pripadnosti nckom od definisanih
molekularnih podtipova. Zbog veée ckonomiénosti i dostupnosti u odnosu na molekularne
tchnike, u te svthe se najéesée koristi imunohistohemija, gdje se na osnovu imunofenotipa
tumora ocjenjuje 1 njegov molekularni podtip. Na osnovu imunohistohemijske analize ekspresije
steroidnih receptora (za estrogen — ER i progesteron — PR), receptora za humani epidermalni
faktor rasta 2 (HER-2), te procjene proliferativnog indcksa (Ki67) tumorskih éclija, mogu se
razlikovati Cetiri osnovna imunofenotipa karcinoma dojke: luminal A, luminal B (sa HER-2
negativnom i HER-2 pozitivnom potkategorijom), neluminalni HER-2 pozitivni i trostruko
negativni (INBC) (16).

Pored karakteristika primarnog tumora (histoloski tip, stepen diferencijacije, imunofenotip,
prisustvo invazije krvnih i limfnih sudova), prognozu i terapijski pristup karcinomu dojke diktira
stadijum bolesti, odnosno njena rasirenost na regionalne limfne évorove i udaljena tkiva i organe
u vrjeme postavljanja dijagnoze. Stadijum bolesti se u klinickoj praksi najéesée odreduje
primjenom TNM stejdzing sistema, koji objedinjuje: T - karakteristke primarnog tumora
(dimenzije i/ili lokalnu raSirenost), N — prisustvo metastaza u regionalnim limfnim &vorovima i
M — prisustvo udaljenih metastaza (17).

Odgovor imunog sistema na prisustvo tumorskih Celija se ogleda kroz infiltraciju tumora
imunoloskim ¢elijama, u prvom redu stromalnim limfocitima (sTIL), medu kojima dominantnu
populaciju ¢ine T-limfociti. Smatra se da kljuénu ulogu u antitumorskom imunoloikom
odgovoru imaju citotoksicni (CD8) T-limfociti koji, nakon aktivacije od strane CD4 | helper T-
limfocita, direktno elimini$u tumorske Celije preko ckspresije Fas liganda na svojoj povrsini ili
oslobadanjem potentnih citotoksina. Medutim, ,helper limfociti imaju mnogo kompleksniju
ulogu u medijaciji antitumorskog imunoloskog odgovora jer se, u zavisnosti od predominantnih
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citokina sckretovanih u tumorskoj mikrookolini, mogu diferentovati u razlicite podtipove
cfektorskih celija sa potpuno opreénim ulogama u ovom procesu. (18)

Procjena sTIL na hematoksilin-cozin bojenim preparatima moZe predstavljat sastavni dio
patohistoloske analize karcinoma dojke (19). Naime, veéa gustina sTIL, kao i prisustvo
peritumorskih limfoidnih agregata (8), smatraju se indikatorima povoljnog odgovora na
hemioterapiju i generalno bolje prognoze, narocito kada su u pitanju trostruko-negativni (INBC)
1 neluminalni HER-2 pozitivni karcinomi dojke (19,20). Upravo su karcinomi dojke ova dva
podtipa, u razli¢itim studijama, upotrebom razli¢itih metoda, identifikovani kao tumori koji cesce
pokazuju visoku ekspresiju PD-L1 proteina u odnosu na luminalne molekularne podtipove (8).
Evaluacija ckspresije PD-L1 u tumorskom tkivu se najéesée vr§i mikroskopskom analizom
imunohistohemijski bojenih isjecaka tumora. U zavisnosti od primijenjenog antitijela, ckspresija
se kvantifikuje kao procenat tumorskih ili imunoloskih éelija u tumorskoj mikrookolini koje
pokazuju parcijalno ili kompletno membransko, odnosno membransko ili citoplazmatsko bojenje
bilo kog intenziteta (21).

Rezultati dosadasnjih studija na karcinomu dojke su ukazali na postojanje povezanosti izmedu
PD-L1 ckspresije 1 negativnih prognostickih parametara (poput veéih dimenzija, viseg gradusa i
proliferativne aktivnosti tumora, odsustva ekspresije steroidnih receptora) (10). Medutim,
pokazana je i visoko znacajna asocijacija izmedu ckspresije PD-L1 i velike gustine TIL, koji
predstavlja nezavisan povoljan prognosticki faktor u karcinomu dojke (10). Takode, objavljen je
veliki broj studija sa prilicno kontradiktornim rezultatima kada je u pitanju prognosticki znacaj
ckspresije PD-L1 u karcinomu dojke (7,10,22), kao i njegova prediktivna vijednost u selekeiji
kandidata za terapiju inhibitorima imunoloskih kontrolnih tacaka (7). Mada primjena razlicite
metodologije za evaluaciju ekspresije ovog markera znacajno otezava komparabilnost rezultata
ovih studija (7), pojedini autori smatraju da je, upravo zbog heterogenosti karcinoma dojke,
procjena ckspresije PD-L1 unutar samo jedne celijske populacije insuficijentan marker (7,8),
odnosno da je dijagnosticka informacija kompletnija ukoliko se ckspresija paralelno procjenjuje 1
u tumorskim ¢elijama i u ¢elijama tumorske mikookoline (8).

Naime, povecana ckspresija PD-L1 na povrsini tumorskih éelija moZe biti konstitutivna — kao
posljedica onkogene mutacije, ili inducibilna — kao odgovor na prisustvo interferon y (IFN-y)
produkujucih T-limfocita u tumorskoj mikrookolini (6) Pojedini autori su ukazali na moguénost
razlikovanja ova dva obrasca preckomjerne ckspresie PD-L1 na osnovu rezultata
imunohistohemijskog bojenja. Tako bi intenzivno i homogeno bojenje u gotovo svim tumorskim
Celijama ukazivalo na konstitutivnu ekspresiju, dok bi mrljasto bojenje tumorskih éelija
ograni¢eno na invazivni front i neposrednu blizinu stromalnih inflamatornih éelija, koje se i same
cesto boje mnogo intenzivnije od tumorskih, ukazivalo na inducibilnu ekspresiju PD-L1 proteina
(0). U skladu sa osnovnim principima onkogeneze, razli¢iti obrasci PD-L1 ckspresije bi mogli
imati razlicite efckte na biolosko ponasanje tumora, ali i razlicitu vrijednost kao prediktivni
markeri u selekciji pacijentkinja koje bi eventualno imale korist od terapije inhibitorima
imunoloskih kontrolnih tacaka (6). Osim toga, pojedini autori su misljenja da bi i sastav
intratumorskog inflamatornog infiltrata mogao biti od znacdaja prilikom selekcije pacijentkinja za
ovaj vid ciljane terapije (23), $to podrzavaju brojne studije &iji su rezultati doveli u vezu
predominaciju CD4 T-limfocita i visok CD4/CD8 odnos u upalnom infiltratu sa nepovoljnim
ishodom kod karcinoma dojke (24).

Sve ovo govori u prilog znacaja procjene PD-L1 ekspresije u tumorskim i imunoloskim éelijama,
sa posebnim osvrtom na gustinu i karakteristike intratumorskog inflamatornog infiltrata (6), sa
ciljem njegove optimizacije kao biomarkera u klinickoj primjeni. Medutim, podaci o povezanosti
PD-L1 ckspresije i karakteristika intratumorskog upalnog infiltrata su veoma ograni¢eni u
dostupnoj literaturi, narocito kada je u pitanju rani karcinom dojke (10).
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Cilj i hipoteze

Ciljevi doktorskog istrazivanja su:

1. Utvrditi obrasce ekspresije PD-L1 proteina u tumorskim ¢elijama (konstitutivna/inducibilna)
razlicitih molckularnih podtipova ranog karcinoma dojke.

2. Ispitati postojanje razlika u obrascu PD-L1 ckspresije (tumorske i imunoloske éclije) izmedu
molekularnih podtipova ranog karcinoma dojke.

3. Ispitati povezanost razlicitih obrazaca PD-L1 ckspresije sa gustinom sTIL i prisustvom CD4+
1 CD8+ tumor-infiltriSucih limfocita u ranom karcinomu dojke.

4. Ispitati povezanost razli¢itth obrazaca PD-L1 ckspresije sa patoloskim prognosti¢kim
parametrima (veli¢inom 1 histoloskim gradusom tumora, Ki67 indcksom proliferacije i statusom
steroidnih receptora 1 HER2 i patoloskim TNM stadijumom) kod ranog karcinoma dojke.

Na osnovu navedenih ciljeva, postavljene su sljedeée hipoteze:

H1: Postoje razlike u obrascima PD-L1 ekspresije u razli¢itim molekularnim podtipovima ranog
karcinoma dojke.

H2: PD-L1 se cesée cksprimira u karcinomima dojke sa veéom gustinom sTIL.

H3: Razliciti obrasci PD-L1 ckspresije povezani su sa razli¢itom gustinom i sastavom sTIL (CD4
1 CD8 T limfocita) u ranom karcinomu dojke.

H4: Obrasci PD-L1 ekspresije pokazuju razlike u odnosu na patoloske prognosticke parametre
(velicinu 1 histoloski gradus tumora, status steroidnih receptora, Ki67 indeks proliferacije, status
HER?2 receptora, TNM stadijum i molekularni podtip) u ranom karcinomu dojke.

Materijali, metode i plan istraZivanja

Materijali i metode

Uzorak:

Planirano istrazivanje je dizajnirano kao retrospektivna deskriptivna studija, koja ¢e obuhvatiti
sve pacijentkinje kojima je u Centru za patologiju Klinickog centra Crne Gore, u periodu od
01.01.2016. do 31.12.2021. godine, na operativnom materijalu dijagnostikovan invazivni
karcinom dojke stadijuma IA-IIIA (prema osmom izdanju TNM Kklasifikacije), sa poznatim
statusom HER-2, estrogenskih i progesteronskih receptora (ER i PR), kao i vrijedno$éu Ki67
indcksa proliferacije, a koje nijesu prethodno primale neoadjuvantnu terapiju i kod kojih u
dostupnim  arhiviranim parafinskim kalupima ima dovoljno materijala za planiranu dalju
imunohistohemijsku analizu.

Pored patohistoloskih nalaza iz arhive Centra za patologiju, kao izvor podataka biée kori§éena i
medicinska dokumentacija Instituta za onkologiju Klinickog centra Crne Gore.

Pregledom patohistoloskih izvjestaja sa podacima o stepenu imunohistohemijske ckspresije ER i
PR, HER-2 statusu i Ki67 indeksu proliferacije, a prema St. Gallen konsenzusu (2), biée
odredena pripadnost tumora jednom od pet imunofenotipova (Luminal A, Luminal B HER-2
pozitivni, Luminal B HER-2 negativni, neluminalni HER-2 pozitivni i trostruko-negativni), na
osnovu cega ¢e pacijentkinje biti razvrstane u pet grupa. Uzorak ée biti formiran tako da se
unutar svake od navedenih grupa nalazi jednak broj pacijentkinja, sa istom prosje¢nom staro§éu.

Analiza HE bojenih histoloskih preparata:

Pregledom arhiviranih mikroskopskih plo¢ica bojenih tchnikom hematoksilin-eozin  biée
potvrden histoloski tip i gradus tumora, kvantifikovano prisustvo sTIL (kao procenat tumorske
strome prekrivene limfocitima) i evidentirano prisustvo peritumorskih limfoidnih agregata. Po
uzoru na metodologiju Cimino-Mathews i saradnika (8), stromalni limfocitni infiltrat (sTIL) ée
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biti skorovan kao: odsutan, oskudan (<5% strome tumora), umjeren (fokalan infiltrat u 5-50%
strome tumora) i gust (difuzan infiltrat u 250% strome tumora), a peritumorski limfoidni
agregati kao: odsutni, fokalni (rijetke izolovane nakupine limfoidnih éelija), umjereno razvijeni
(multipli limfoidni agregati) i dobro razvijeni (multipli agregati sa dobro razvijenim
germinativnim centrima).

Formiranje tkivnih mikroisjecaka (TMA)

Za svaku od pacijentkinja, sa invazivnog fronta tumora, iz arhiviranih parafinskih kalupa ée biti
formirana po dva tkivna mikroisjecka promjera 3 mm, upotrebom Quick Ray Manual Tissue
Microarrayer seta. Dobijeni preparati ée najprije biti bojeni standardnom HE tehnikom, kako bi
se  potvrdila  adckvatnost uzorka i olakSala orijentacija  prilikom interpretacije
imunohistohemijskih bojenja.

Imunohistohemija:

Dobijeni TMA ¢e biti bojeni imunohistohemijski upotrebom CD4 (Monoclonal Mouse Anti-
Human CD4, Clone 4B12, DAKO) i CD8 (Monoclonal Mouse Anti-Human CD8, T-cell, Clone
C8/144B, DAKO) antitijela na DAKO Autostainer Link 48 platformi i PD-1.1 (Monoclonal
Rabbit Anti-Human PD-L1, Clone SP142, Roche/Ventana medical systems) anttijelom na
Ventana Benchmark Ultra automatizovanoj platformi, prema uputstvima proizvodaca. Kao
spoljasnja pozitivna kontrola imunohistohemijskog bojenja biée koriséeno tkivo tonzile.

Broj CD4 i CD8 pozitivnih sTIL po mm?® ée biti izracunat kao srednja vrijednost nakon brojanja
navedenih ¢elija u oba mikroisjecka svakog pojedinaénog tumora i dobijene vrijednost ée biti
kori$cene za izracunavanje CD4/CD8 odnosa.

Prilikom kvantifikacije PD-L1 ckspresije u tumorskim i imunoloskim éelijama u obzir ée se uzeti
one celije koje pokazuju parcijalno ili kompletno membransko, odnosno membransko ili
citoplazmatsko bojenje bilo kog intenziteta. Ekspresija PD-L1 u tumorskim éelijama ée biti
kvantifikovana primjenom TPS algoritma skorovanja (tumor proportion score - odnos broja PD-
L1 pozitivnih tumorskih éelija prema ukupnom broju vitalnih tumorskih éelija, pomnozen sa
100%), dok ¢ce za kvantifikaciju ekspresije u imunoloskim éelijama biti koriséen ICS algoritam
(immune cell score - procenat svih PD-L1 pozitivnih imunih éelija u ukupnoj povrsini koju
zauzima tumor). (7) Krajnji rezultat ¢e predstavljati srednja vrijednost TPS i ICS ocitanih sa oba
mikroreza svakog pojedina¢nog tumora. Prema trenutno vazeéem protokolu za procjenu PD-L1
ckspresije u metastatskom TNBC, pozitivnim nalazom u imunoloskim éelijama ée se smatrati
ICS 2 1% (7), dok ¢e TPS 2 1% oznacavati pozitiviu PD-L1 ekspresiju u tumorskim éelijama.

Statisticka analiza:

Za odredivanje znacajnosti razlike kvantitativnih varijabli (starosna dob - u godinama; veli¢ina
tumora - u mm; Ki67 proliferativni indeks - u procentima; broj CD4 i CD8 pozitivnih sTIL i
CD4/CD8 odnos) u odnosu na obrazac ckspresije PD-L1 proteina biée koriséen t-test, dok ée za
odredivanje znacajnosti razlike kvalitativnih varijabli (gradus, gustina sTIL i peritumorskih
limfoidnih agregata, imunofenotip, status hormonskih receptora 1 HER-2) u odnosu na
ckspresiju PD-L1 proteina biti kori$éen hi-kvadrat test.

Za ispitivanje povezanosti svih pomenutih varijabli sa ckspresijom PD-L1 bié¢e kori$éena metoda
logisticke regresije.

Zakljucivanje o statistickim hipotezama u ovom radu sprovesée se uz nivo znacajnosti p<0.05.

Ocekivani naucni doprinos
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S obzirom na epidemioloski znacaj karcinoma dojke u Zenskom dijelu populacije, kao i
prepoznatu ulogu imunog sistema u progresiji malignih tumora, predloZeno istraZivanje ée
doprinijeti boljem razumijevanju ekspresije konstituenata imunoloskog odgovora kao §to je PD-
L1 protein, prisustvo tumor infiltriSuéih limfocita, te CD4 i CD8 T- limfocita u tumorskom
tkivu.

Rasvjetljavanjem povezanosti obrasca PD-L1 ckspresije sa gustinom i sastavom intratumorskog
limfocitnog infiltrata u razli¢itim molekularnim podtipovima ranog karcinoma dojke, Zelimo dati
svoj doprinos trenutno insuficijentnoj naucnoj literaturi, ali i procesu optimizacije upotrebe PD-
L1 kao prognostickog i prediktivnog biomarkera u karcinomu dojke.
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