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NASLOV PREDLOZENE TEME

{ Amaliza  ekspresyje  imunoloskih  markera  u  molekubimim

| podtipovima ranog karcinomadojke
| Expresston analysis of immunological markers in carly breast cancer

| molecular subtypes

Na sluzbenom jeziku

Na engleskom jeziku

ObrazloZenje teme

Karcinom dojke je najéesée dijagnostikovan malignitet i vodeéi uzrok smrtnosti u zensko
populactjt na globalnom nivou (1). Ranim karcinomom smatra se bolest koja je ogranicena na
dojku, sa ili bez prisustva sekundarih depozita u limfnim ¢vorovima pazusne jame 1 bez
prisustva udaljenth metastaza (2). Kako se ne radi o jedinstvenom entitetu, ve¢ o veoma
heterogenoy grupi tumora sa razlicitim klinickim ponasanjem 1 odgovorom na sve Siri spektar
terapijskih modaliteta, naport nauéne zajednice su konstantno usmjereni na identifikaciju novih
biomarkera, prvenstveno sa ciljem selekeije pactjenata za neki od vidova ciljane terapije (3).
Sposobnost izbjegavanja imunoloskog odgovor jedno je od osnovnih obiljezja maligniteta (4),
pa se poshednjth godina u fokusu interesovanja nasao 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 povrdini tumorskih éelija
moze cksprimirati konstitutivno, kao rezultat onkogene mutacye, ali mnogo cesce njegovu
ckspresiju indukuju medijator inflamacije produkovani od strane ¢elija intratumorskog upalnog
infiltrata, koje ga u tim okolnostima naj¢esce 1 same eksprimiraju (6).

Do sada je objavlien veliki broj studija sa kontradiktornim rezultatima kada je u pitanju
prognosticki 1 prediktivni znacaj ekspresije PD-L1 u tumorskim 1 imunoloskim ¢elijama
karctnoma dojke (7), ¢ime je stavljen akcenat na potrebu daljih istrazivanja sa ciliem jasnijeg
definisanja njenog klinickog znacaja (7,8,9). Narocito, podaci o povezanosti PD-L1 ekspresije sa
kamkteristikama intratumorskog upalnog infiltrata u ranom karcinomu dojke su jo$ uvijek veoma
ograniceni u dostupnoy literaturi (10).

Pregled istrazivanja

Uloga imunog sistema u prevenciji mzvoja 1 progresije malignth tumom je odavno prepoznata 1
veltku paznju nauéne zajednice privlace mehanizmi izbjegavanja imunoloskog nadzorm od strane
tumorskih celija. Imuni sistem ¢ini slozena mreza efektorskih éelija, molekula 1 biohemiskih
procesa Ctja je osnovna uloga odbrana organizma od stranth Eestica, uz istovremeno
ogranicavanje autoreaktivnosti 1 Stetnog dejstva imunih éelija 1 prateéeg inflamatornog procesa na
sam organtzam (11). Ovakav svrsishodan odgovor direktno je uslovljen mavnoteZom izmedu ko-
stimulatornith 1 ko-inhibitornth 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 cksprimiran na povrsini aktiviranth CD4 i CD8 'T-limfocita, B-
limfocita, NK-éelija, monocita i pojedinih antigen-prezentujucih éelija (11). Jedan od njegovih
liganada, PD-L1, je prema svojoj strukturi tmnsmembranski_glikoprotein koyi se, pored
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konstitutivne ckspresije na povrdini inflimatornih Celija, moze cksprimirati 1 na povrsini
insulocita pankreasa, neurona, keratinocita, sinciciotrofobasta 1 sl., odnosno u onim tkivima 1
()rg'mima gdje je ocuvanje imunoloske tolerancije 1 prevencija mzvoja autoimunosti od vitalnog
znacaja (5). Prenos signala preko PD-1/PD-L1 kompleksa odvija se pqmlclno sa ostvarivanjem
kontakta 1zmedu T-Celijskog receptom 1 antigena prezentovanog u skiopu molekula glavnog
kompleksa histokompatibilnosti (MHC), sa posljedi¢nim efektima na éelijski ciklus i metabolizam
T-celija (11), koje postaju anergicne 1 ulaze u proces apoptoze (12).

Do sada je identifikovan veliki broj solidnih tumora, poput urotelnog karcinoma, melanoma 1
nesitnocelijskog karcinoma pluca, koji kroz ekspresiju PD-1.1 na povrsini éelija 1zbjegavaju
imunoloski nadzor organizma, $to ih povezuje sa losijom prognozom (13-15). Iz tog mzloga,
moguénost primjene novog modaliteta ciljane terapije, tzv. inhibitora imunoloskih kontrolnih
tacaka, kroz upotrebu anti-PD-1/PD-L1 antitijela u blokadi ko-inhibitornih éelijskih signala 1
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-1.1
kao biomarkem u karcinomu dojke, ujedno i najceSéem malignitetu na globalnom nivou i
vodecem uzroku smrtnosti od malignih oboljenja u Zenskoj populacii (1).

Odavno je prepoznato da karcinom dojke ne predstavlja jedinstven entitet, ve¢ ga ¢ini veoma
heterogena grupa tumora sa razlicitim klinickim pona$anjem 1 odgovorom na odredene terapijske
modalitete (16). 1z tog razloga, danas je u njihovoj rutinskoj patohistoloskoj procjent neizostavna
analiza cksprestje odredenih markera sa ciljem utvrdivanja pripadnosti nckom od definisanih
molekularnth podtipova. Zbog veée ekonomicnosti 1 dostupnosti u odnosu na molekulare
technike, u te svrhe se najéescée koristi tmunohistohemija, gdje se na osnovu imunofenotipa
tumora ocjenjuje 1 njegov molekularnt podup. Na osnovu tmunohistohemijske analize cksprestje
steroidnih receptora (za estrogen — ER 1 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 1 HER-2 pozitivnom potkategorijom), neluminalni HER-2 pozitivni 1 trostruko
negativni (INBC) (16).

Pored karakteristika primarnog tumora (histoloski tip, stepen diferencijacije, imunofenotip,
prisustvo invazije kevnih 1 limfnih sudova), prognozu 1 terapijski pristup karcinomu dojke diktira
stadijum bolesti, odnosno ajena rasiccnost na regionalac limfne Evorove 1 udaljena tkiva 1 organc
u vrjeme postavljanja dijagnoze. Stadijum bolesti se u klinickoj praksi najéesée odreduje
primjenom TNM stejdzing sistema, koji objedinjuje: T - karakteristke primarnog tumora
(dimenzije i/1li lokalnu rasirenost), N — prisustvo metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima i
M — prisustvo udaljenth metastaza (17).

Odgovor imunog sistema na prsustvo tumorskih celyja se ogleda kroz infiltractju tumora
imunoloskim ¢elijama, u prvom redu stromalnim limfocitima (sT1L), medu kojima dominantnu
populaciju éine T-limfociti. Smatra se da kljuénu ulogu u antitumorskom imunoloskom
odgovoru 1maju citotoksicni (CD8) T-limfociti koji, nakon aktivacije od strane CD4 , helper® 'T-
limfocita, direktno elimini$u tumorske Celije preko ekspresije Fas liganda na svojoj povrsini ili
oslobadanjem potentnih citotoksina. Medutim, ,helper limfocitt imaju mnogo kompleksniju
ulogu u medijaciji antitumorskog imunoloskog odgovora jer se, u zavisnosti od predominantnih
citokina sckretovanih u tumorskoj mikrookolini, mogu diferentovati u razlicite podtipove
efektorskih celija sa potpuno oprecnim ulogama u ovom procesu. (18)

Procjena sTIL na hematoksilin-cozin bojenim preparaima moze predstavljatt sastavni dio
| patohistoloske analize karcinoma dojke (19). Naime, veéa gustina sTIL, kao i prisustvo
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peritumorskih limfoidnih agregata (8), smatraju se indikatorima povolinog odgovon na
hemioterapiju 1 generalno bolje prognoze, narocito kada su u pitanju trostruko-negativai (I'NBC)
1 neluminalnt HER-2 pozitivni karcinomi dojke (19,20). Upravo su karcinomi dojke ova dva
podtipa, u razli¢itim studijama, upotrebom razli¢itth metoda, identifikovani kao tumori koji éesée
pokazuju visoku ekspresiju PD-1.1 proteina u odnosu na luminaine molekularne podtipove (8).
Evaluactja ckspresye PD-L1 u tumorskom tkivu se najcesée vrsi mikroskopskom analizom
tmunohistohemijski bojenih isjecaka tumora. U zavisnosti od primijenjenog antitijela, ekspresija
se kvantifikuje kao procenat tumorskih ili imunoloskih ¢elija u tumorskoj mikrookolini koje
pokazuju parcijalno 1li kompletno membransko, odnosno membransko ili citoplazmatsko bojenje
bilo kog intenziteta (21).

Rezultati dosadasnjih studija na karcinomu dojke su ukazali na postojanje povcr'mo‘ati 1izmedu
PD-L1 eksprestje 1 negativnih prognostickih parametara (poput veéih dimenzija, viseg gradusa 1
pr()hfcﬂtwm. aktivnostt tumora, odsustva ekspresije steroidnth ILC(.ptOﬂ) (10). Medutim,
pokazana je 1 visoko znacajna asoctjactja izmedu ckspresyje PD-L1 1 velike gustine TIL, koji
predstavlia nezavisan povoljan prognosticki faktor u karcinomu dojke (10). Takode, objavljen je
veliki broj studija sa prilicno kontradiktornim rezultatima kada je u pitanju prognosticki znacaj
ckspresyje PD-L1 u karcinomu dojke (7,10,22), kao 1 njegova prediktivna vijednost u seleketji
kandidata za teraptju inhibitorima imunoloskih kontrolnth tacaka (7). Mada primjena razlhiéite
metodologije za evaluactju eksprestje ovog markera znacajno otezava komparabilnost rezultata
ovth studyja (7), pojedini autori smatraju da je, upravo zbog heterogenosti karcinoma dogke,
procjena eksprestyje PD-L.1 unutar samo jedne celijske populacije insuficyentan marker (7,8),
odnosno da je dijagnosticka informactja kompletnija ukoliko se ekspresija paralelno procjenjuye 1
u tumorskim celijama 1 u ¢elijama tumorske mikookoline (8).

Naime, povecana ekspresija PD-L.1 na povrSini tumorskih ¢elija moze biti konstitutivna — kao
posljedica onkogene mutacije, ili inducibilna — kao odgovor na prisustvo interferon y (IFN-y)
produkujuéih T-limfocita u tumorsko) mikrookolini (6) Pojedini autori su ukazali na moguénost
razlikovanja ova dva obrasca preckomjerne ckspresje PD-L1 na osnovu rezultata
imunohistohemijskog bojenya. Tako bi intenzivno 1 homogeno bojenje u gotovo svim tumorskim
¢elijama ukazivalo na konstitutivnu ekspresiju, dok bi mrljasto bojenje tumorskih celija
ograni¢eno na invazivai front 1 neposrednu blizinu stromalnih inflamatornih Celija, koje se 1 same
cesto boje mnogo intcn:zivnijt. od tumorskih, ukazivalo na inducibilnu t.k‘:pru;iju PD-1L1 proteina
(6)- U skladu sa osnovnim principima onkogencze, razliciti obrasct PD-L1 ckspresije bi mogli
imati razli¢ite efekte na biolosko ponasanje tumora, ali 1 razlicitu vrijednost kao prediktivni
markeri u selekeyji pacijentkinja koje bi eventualno imale korist od terapije inhibitorima
tmunoloskih kontrolnih tacaka (6). Osim toga, pojedini autori su misljenja da bi 1 sastav
intratumorskog inflamatornog infiltrata mogao bitt od znacaja prilikom selekcetje pacijentkinga za
ovaj vid ciljane terapije (23), Sto podrzavaju brojne studije ¢iji su rezultatt dovelt u vezu
predominactju CD4 T-limfocita 1 visok CD4/CD8 odnos u upalnom nfiltratu sa nepovoljnim
tshodom kod karcinoma dojke (24).

Sve ovo govort u prilog znacaja procjene PD-L1 ekspresije u tumorskim 1 imunoloskim ¢elijama,
sa posebnim osvrtom na gustinu 1 karmkteristike intratumorskog inflimatornog mfiltrata (6), sa
ciljem njegove optimizacije kao biomarkera u klinickoj primjeni. Medutim, podact o povezanosti
PD-L1 ckspresije 1 karakteristika intratumorskog upalnog infiltrata su  veoma ograniceni u
dostupnoy literaturi, narocito kada je u pitanju rant karcinom dojke (10).

“Cﬂj i hlpoteze

Ciljevi doktorskog istrazivanja su:
1. Utvediti obrasce ckspresije PD-L1 proteina u tumorskim celijama (konstitutivna/inducibilna)

~ e T L 1 1



., UNIVERZITET CRNE GORE
UCG Obrazac PD: Prijava teme doktorske disertacije

wzlicitih molekularnih podtipova ranog karcinoma dojke. e
2. Ispitati postojanje razlika u obrascu PD-L1 ekspresije (ftumorske 1 imunoloske celyje) 1zmedu
molekularnih podtipova ranog karcinoma dojke.

3. Ispitati povezanost razlicitih obrazaca PD-L1 ekspresije sa gustinom sTIL 1 prisustvom CD4+
1 CD8+ tumor-infiltrsucih limfocita u razli¢itm molekularnim podtipovima ranog karcinoma
dojke.

4. Ispitati povezanost razlicitth obrazaca PD-L1 ckspresyje sa demografskim (starosna dob) 1
patoloskim prognostickim faktorima (velicinom 1 histoloskim gradusom tumora, Ki67 indeksom
proliferacyje 1 statusom steroidnih receptora 1 HER2 1 patoloskim TNM stadijumom) kod ranog
karcinoma doike.

Na osnovu navedenth ciljeva, postavljene su sljedece hipoteze:

H1: Postoje razlike u obrascima PD-L1 ckspresije u razlicitm imunofenotipovima ranog
karcinoma dojke.

H2: PD-L1 se éesée eksprmira u karcinomima dojke sa ve¢om gustinom sTIL.

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

H4: Obrasct PD-L1 ckspresije pokazuju razlike u odnosu na demografske 1 patoloske
prognosticke 1 prediktivne parametre (starosnu dob, velicinu tumora, histoloski gradus tumora,
status steroidnih receptora, Ki67 indeks proliferacije, status HER2 receptora, TNM stadijum 1
molekularni podtip) u ranom karctnomu 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 31.12.2020. godine, na opcrativnom materjalu  dijagnostikovan  invazivai
karcinom dojke stadijuma IA-IIIA (prema osmom izdanju TNM Kklasifikacije), sa poznatim
statusom HER-2, estrogenskih i progesteronskih receptora (ER i PR), kao 1 vrjednoséu Ki67
indeksa proliferacije, a koje nijesu prethodno primale neoadjuvantnu teraptju 1 kod kojth u
dostupnim arhiviranim parafinskim kalupima ima dovolino materijala za planiranu  dalju
imunohistohemijsku analizu.

Pored patohistoloskih nalaza iz arhive Centra za patologiju, kao 1zvor podataka bice koriséena 1
medicinska dokumentacija Instituta za onkologiju Klinickog centra Crne Gore.

Pregledom patohistoloskih izvjestaja sa podacima o stepenu imunohistohemijske ckspresije ER 1
PR, HER-2 statusu i 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-negativai), na
osnovu cega ¢e 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 staroscu.

Analiza HE bojenih histolo8kih preparata:

Pregledom arhiviranth mikroskopskih plocica bojenih tehnitkom  hematoksilin-eozin  bice
potveden histolodki tip 1 gradus tumora, kvantifikovano prsustvo sTIL (kao procenat tumorske
strome prekrvene limfocitima) i evidentirano prisustvo peritumorskih limfoidnth agregata. Po
uzoru na metodologiju Cimino-Mathews i saradnika (8), stromalni limfocitni infiltrat (sTIL) ce
biti skorovan kao: odsutan, oskudan (<5% strome tumora), umjeren (fokalan infiltrat u 5-50%
strome tumora) i gust (difuzan infiltrat u 250% strome tumor), a peritumorski limfoidni
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agregati kao: odsutni, fokalni (rijetke 1zolovane nakupine limfoidnih éelija), umjereno razvijent
(multipli  limfoidni agregat)) 1 dobro razvijeni (multipli agregatt sa dobro razvijenim
germinativnim centrima).

Formiranje tkivnih mikroisjecaka (TMA)

Za svaku od pacijentkinja, sa invazivnog fronta tumora, iz arhiviranih parafinskih kalupa ce biti
formirana po dva tkivna mikfoisjcéka promjcn 3 mm, upotrebom Quick Ray Manual Tissue
Microarrayer seta. Dobijent preparati e m;pn]c biti bojent standardnom HE tehnikom, kako bi
se potvrdila adekvatnost uzorka 1 olaksala orijentactja  prilikom  interpretacyje
imunohistohemijskih bojenja.

Imunohistohemija:

Dobijent TMA ée biti bojent 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 1 PD-L1 (Monoclonal
Rabbit Anti-Human PD-L1, Clone SP142, Roche/Ventana medical systems) antitijelom na
Ventana Benchmark Ultra automatizovanoj platformi, prema uputstvima proizvodaca. Kao
spoljasnja pozitivna kontrola imunohistohemijskog bojenja bice korisceno tkivo tonzile.

Broj CD4 i CD8 pozitivnih sTTL po mm® ée biti izrac¢unat kao srednja vrijednost nakon brojanja
navedenth ¢elija u oba mikroisjecka svakog pojedinaénog tumora 1 dobijene vrijednosti ¢e biti
kori§éene za 1zracunavanje CD4/CD8 odnosa.

Prilikom kvantifikacyje PD-1.1 ekspresije u tumorskim 1 timunoloskim celijama u obzir ce se uzeti
one céelije koje pokazuju parcjalno ili kompletno membransko, odnosno membransko il
citoplazmatsko bojenje bilo kog intenziteta. Fkspresyja PD-L1 u tumorskim ¢elijama ée biti
kvantifikovana primjenom TPS algoritma skorovanja (tumor proportion score - odnos broja PD-
L1 pozitivnih tumorskih éelija prema ukupnom broju vitalnih tumorskih celija, pomnozen sa
100%), dok ¢ée za kvantifikactju ekspresije u imunoloskim celijama biti koriscen ICS algoritam
(1mmunc cell score - procenat svih PD-L1 pozitivnih imunth éelja u ukupnoj povrsini koju
zauzima tumor). (7) Krajnjt rezultat ¢e predstavljati srednja H’ledﬂO‘wt TPS 1 ICS oditanih sa oba
mikroreza svakog pojedinaénog tumora. Prema trenutno vazeéem protokolu za procjenu PD-L1
ckspresije u metastatskom TNBC, poziti\ nim nalazom u imunoloskim déelyjama ¢e se smatrati
ICS 2 1% (7), dok ée TPS = 1% oznacavati pozitivnu PD-L1 ekspresiju u tumorskim celijama.

Statisti¢ka analiza:

Za odredivanje znadajnosti razlike kvantitativnth varijabli (starosna dob - u godinama; velic¢ina
tumora - u mm; Ki67 proliferativni indeks - u procentima; broy CD4 i CD8 pozitivaih sTIL 1
CD4/CD8 odnos) u odnosu na obrazac eksprestje PD-L1 proteina bice koriscen t-test, dok ¢e za
odredivanje znacajnosti razlike kvalitativnih varijabli (gradus, gustina sTIL 1 perttumorskih
limfoidnth agregata, imunofenotip, status hormonskih receptora 1 HER-2) u odnosu na
eksprestju PD-L1 proteina biti koriséen hi-kvadrat test.

Za ispitivanje povezanosti svih pomenutih varjabli sa ekspresijom PD-L1 bice koriséena metoda
logisticke regrestje.

Zakljuéivanje o statistickim hipotezama u ovom radu sprovescée se uz nivo znacajnosti p=0.05.

Ocekivani nauéni doprinos

S obzirom na epidemioloski znacaj karcinoma dojke u zenskom dijelu populacije, kao 1
prepoznatu ulogu imunog sistema u progresiji malignih tumora, predlozeno istraztvanje ée
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doprinijeti boljem razumijevanju ekspresije konstituenata imunoloskog odgovora kao §to je PD-
L1 protein, prsustvo tumor infiltrisucth limfocita, te CD4 1 CD8 T- limfocita u tumorskom
thivu.

Rasvjetljavanjem povezanosti obrasca PD-L1 ekspresije sa gustinom 1 sastavom intratumorskog
limfocitnog infiltrata u raziicitim molekularnim podtipovima ranog karcinoma dojke, Zelimo dati
svoj doprinos trenutno insuficijentnoj naucnoy literaturi, ali 1 procesu optimizacije upotrebe PD-
L1 kao prognostickog 1 prediktivnog biomarkera u karcinomu dogke.
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