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Rezime/Izvod iz teze 

Uvod: Uprkos činjenici da su početni koraci u razvoju i ispitivanju mogućnosti primjene 

imunološke terapije u karcinomu dojke napravljeni prije više od 20 godina, njeno 

uključivanje u zvanične terapijske protokole teklo je mnogo sporije u poređenju sa 

ostalim solidnim neoplazmama. Iako su inhibitori imunoloških kontrolnih tačaka 

odobreni od strane FDA i EMA u liječenju lokalno uznapredovalog i metastatskog 

TNBC, prognostička i prediktivna vrijednost PD-L1, kao jedinog biomarkera na osnovu 

kog se vrši selekcija pacijentkinja podobnih za ovaj modalitet ciljane terapije, još uvijek 

je kontroverzna. Dok su pojedine studije ukazale na povezanost PD-L1 sa nepovoljnim 

prognostičkim faktorima, poput većih dimenzija, visokog histološkog gradusa i 



 
 

proliferativnog indeksa tumora, kao i odsustva ekspresije steroidnih receptora, druge su 

u prvi plan stavile njegovu udruženost sa TIL kao nezavisnim povoljnim prognostičkim 

parametrom u karcinomu dojke. Štaviše, rezultati novijih kliničkih studija doveli su u 

pitanje prediktivnu vrijednost PD-L1 ekspresije u odabiru kandidatkinja za 

imunoterapiju, čak i unutar TNBC. Iz tog razloga, brojni autori smatraju da je neophodno 

optimizovati upotrebu PD-L1 ekspresije kao biomarkera u karcinomu dojke, dominantno 

kroz njenu interpretaciju u kontekstu gustine i sastava TIL. 

Ciljevi: U svijetlu najnovijih istraživanja na temu imunogenosti karcinoma dojke, za koju 

se smatra da opada sa progresijom bolesti, glavni cilj predmetnog istraživanja bio je da 

se ispita povezanost između markera imunološkog odgovora, kao što su gustina i sastav 

sTIL i prisustvo peritumorskih limfoidnih agregata, i PD-L1 ekspresije u različitim 

molekularnim podtipovima ranog karcinoma dojke. Pored toga, nastojali smo da ispitamo 

postojanje korelacije između PD-L1 ekspresije i standardnih kliničko-patholoških 

parametara u karcinomu dojke, u prvom redu ekspresije steroidnih receptora i HER-2 

proteina, ali i histološkog tipa, gradusa i proliferativne aktivnosti tumora kao i pTNM 

stadijuma bolesti u momentu postavljanja dijagnoze.     

Metodologija: Imunohistohemijska ekspresija PD-L1, uz detekciju prisustva 

peritumorskih limfoidnih agregata, gustine i sastava sTIL (CD4 i CD8 T-limfociti) i 

analizu tradicionalnih prognostičkih parametara, ispitana je na 95 uzoraka tumorskog 

tkiva ranog invazivnog karcinoma dojke, dobijenih tokom hirurškog liječenja 

pacijentkinja koje prethodno nijesu primale neoadjuvantnu terapiju, a koje su 

subklasifikovane u pet grupa (sa po 19 pacijentkinja u svakoj) na osnovu pripadnosti 

tumora nekom od pet definisanih molekularnih podtipova (Luminal A, Luminal B HER-

2 pozitivni, Luminal B HER-2 negativni, ne-luminalni HER-2 pozitivni i TNBC).  

Rezultati: PD-L1 ekspresija detektovana je u 21,2% slučajeva, uz jaku pozitivnu 

korelaciju sa gustinom sTIL (p < 0,001) i prisustvom peritumorskih limfoidnih agregata 

(p < 0,05), ali ne i sa molekularnim podtipom tumora (p > 0,05). Primjenom statističkih 

metoda, po prvi put izračunata je granična vrijednost gustine sTIL od 53%, iznad koje se 

PD-L1 pozitivnost tumora može predvidjeti sa odličnom dijagnostičkom tačnošću. PD-

L1 ekspresija je statistički značajno češće registrovana u tumorima sa višim apsolutnim 

vrijednostima broja CD4 i CD8 T-limfocita u stromalnom infiltratu, visokim histološkim 



 
 

gradusom, kao i Ki67 proliferativnim indeksom (p < 0,001). Osim statistički značajno 

češće pojave PD-L1 ekspresije u ER negativnim tumorima (p < 0,05), nije ustanovljena 

njena značajna povezanost sa ekspresijom PR i statusom HER-2 proteina, niti sa 

histološkim tipom, veličinom i pTNM stadijumom bolesti u vrijeme postavljanja 

dijagnoze (p > 0,05). 

Zaključak: Dobijeni rezultati ukazuju na to da bi gustina sTIL mogla biti bolji prediktor 

PD-L1 pozitivnosti u ranom karcinomu dojke nego što je to molekularni podtip tumora, 

te da ključ za optimizaciju PD-L1 kao biomarkera u karcinomu dojke leži u interpretaciji 

njegove ekspresije u kontekstu drugih markera imunološkog odgovora, uključujući i 

prisustvo različitih subpopulacija T i B limfocita. S ciljem rasvjetljavanja dinamičnih 

promjena u gustini i sastavu intra i peritumorskog limfocitnog infiltrata u PD-L1 

pozitivnim tumorima, kao i njihovog uticaja na tok bolesti i preživljavanje pacijenata, 

neophodne su kliničke studije na velikim uzorcima. Očekuje se da bi njihovi rezultati 

mogli dovesti do proširenja indikacija za upotrebu imunološke terapije, na način da se 

njima obuhvate i ostali molekularni podtipovi karcinoma dojke, kao i raniji stadijumi 

bolesti. 

Ključne riječi: rani karcinom dojke, PD-L1, tumor-infiltrišući limfociti, CD4 T limfociti, 

CD8 T limfociti, peritumorski limfoidni agregati. 
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Abstract/Thesis Overview 

Introduction: Despite the fact that the research and development of immunotherapy in 

breast cancer began over 20 years ago, its clinical application was substantially slower 

compared to other solid neoplasms. Although immune checkpoint inhibitors have been 

approved by the FDA and EMA for the treatment of locally advanced and metastatic 

TNBC, prognostic and predictive values of PD-L1, as the only biomarker for selection of 

patients who might benefit from this type of target therapy, remain controversial until 

present day. While some studies suggested its association with negative prognostic 

parameters, such as large tumor size, high histological grade and proliferative activity and 

absence of steroid receptor expression, others reported a highly significant association 

between PD-L1 expression and TILs, which are known to be an independent favorable 

prognostic factor in breast cancer. Furthermore, the predictive value of PD-L1 expression 



 
 

in the selection of candidates for immune checkpoint inhibitor therapy, even within the 

TNBC subtype, has been questioned by some recent studies. Therefore, numerous authors 

share the opinion that it is necessary to optimize the use of PD-L1 as a biomarker in breast 

cancer, mainly by analyzing its expression in the context of the density and composition 

of TILs. 

Objectives: In the light of the most recent research into the breast cancer immunity, 

which suggest that the immunogenicity of these tumors actually decreases with the 

disease progression, the main goal of present study was to examine the relationship 

between immune response markers, such as the density and composition of sTILs and 

presence of peritumoral lymphoid aggregates and PD-L1 expression in different 

molecular subtypes of early breast cancer. Furthermore, we aimed to investigate the 

correlation between PD-L1 expression and standard clinico-pathological parameters in 

breast cancer, namely expression of steroid receptors and HER-2 protein, as well as the 

histological grade, type, proliferative activity and pTNM stage of the disease at the time 

of diagnosis.    

Methods: Immunohistochemical expression of PD-L1, along with the presence of 

peritumoral lymphoid aggregates, density and composition of sTIL (CD4 and CD8 T-

lymphocytes), as well as traditional prognostic and predictive parameters, were analyzed 

in surgically obtained tumor samples of 95 treatment naive female patients, diagnosed 

with early invasive breast cancer, which were further subclassified into five groups (each 

containing 19 patients) based on the tumor molecular subtype (Luminal A, Luminal B 

HER-2 positive, Luminal B HER-2 negative, non-luminal HER-2 positive and TNBC). 

Results: PD-L1 expression was identified in 21,2% of cases in the examined sample and 

displayed a strong positive correlation with the density of sTIL (p < 0,001) and presence 

of peritumoral lymphoid aggregates (p < 0,05), but no significant association with the 

molecular subtype of breast cancer (p > 0,05). A cut-off value of 53% coverage of tumor 

stroma by lymphocytes, with which PD-L1 positivity can be predicted with excellent 

diagnostic accuracy, was determined for the first time using statistical methods. PD-L1 

expression was observed significantly more often in tumors with higher absolute number 

of both CD4 and CD8 T-lymphocytes in the stromal infiltrate and higher values of Ki67 

proliferation index, as well as tumors with high histological grade (p < 0,001). Apart from 



 
 

ocurring significantly more often in ER negative tumors (p < 0,05), no significant 

association was found between PD-L1 expression and PR and HER-2 status, nor the 

tumor size, histological type, or pTNM stage of the disease at the initial diagnosis (p > 

0,05).  

Conclusion: Our results indicate that the density of stromal lymphocytic infiltrate might 

be a better predictor of PD-L1 positivity in early breast cancer than the molecular subtype 

and that the key to the optimization of PD-L1 as a biomarker in breast cancer lies in its 

interpretation in the context of other immune response markers, namely different 

subpopulations of T- and B-lymphocytes. Further studies on large samples, that will aim 

to elucidate the dynamic changes in density and composition of intra- and peritumoral 

lymphocytic infiltrate in PD-L1 positive tumors and their impact on the course of the 

disease and patient survival are mandatory. These in turn may result in the expansion of 

indications for the application of immunotherapy in breast cancer, in order to include 

other molecular subtypes and earlier stages of the disease.  

Key words: early breast cancer, PD-L1, tumor-infiltrating lymphocytes, CD4 T-

lymphocytes, CD8 T-lymphocytes, peritumoral lymphoid aggregates. 
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PREDGOVOR 

Karcinom dojke je najčešće dijagnostikovani malignitet i vodeći uzrok smrtnosti u 

ženskoj populaciji na globalnom nivou. Kako se ne radi o jedinstvenom entitetu, već o 

veoma heterogenoj grupi tumora sa različitim kliničkim ponašanjem i odgovorom na sve 

širi spektar terapijskih modaliteta, napori naučne zajednice su konstantno usmjereni na 

identifikaciju novih biomarkera kako radi definisanja prognoze tako i sa ciljem selekcije 

pacijenata za neki od vidova ciljane terapije.  

Sposobnost izbjegavanja imunološkog odgovora jedno je od osnovnih obilježja 

maligniteta, a imunoterapija je pronašla svoje mjesto u tretmanu velikog broja solidnih 

tumora. Međutim, kada je u pitanju karcinom dojke, integracija inhibitora imunoloških 

kontrolnih tačaka u terapijske protokole tekla je mnogo sporije, a još uvijek predstavlja 

kontroverznu temu u naučnim krugovima. U tom kontekstu, u fokusu interesovanja već 

duže vrijeme nalazi se PD-L1 protein, dio signalnog puta uključenog u negativnu 

regulaciju imunološkog odgovora. Njegova ekspresija do danas ostaje jedini biomarker 

koji se koristi u selekciji pacijentkinja potencijalno podobnih za ovaj vid personalizovane 

terapije, a koje se regrutuju isključivo iz grupe kojoj je dijagnostikovan uznapredovali, 

neresktabilni i metastatski karcinom dojke trostruko-negativnog molekularnog podtipa. 

Na nesavršenosti primjene PD-L1 kao biomarkera u karcinomu dojke ukazuje sve veći 

broj studija koje su, pored izazova u rutinskoj interpretaciji ekspresije ovog markera, 

problematizovale i njegovu prognostičku vrijednost u karcinomu dojke i dovele u pitanje 

pouzdanost predikcije povoljnog odgovora na imunološku terapiju na osnovu PD-L1 

statusa per se. 

Polazeći od pretpostavke da imunogenost karcinoma dojke opada sa progresijom bolesti 

i da u njenim ranim fazama ne korelira nužno sa molekularnim podtipom tumora, čije se 

uporište nalazi u studijama koje su se bavile kvantitativnim i kvalitativnim promjenama 

u tumorskoj mikrookolini tokom evolucije ovog oboljenja, željeli smo da ispitamo 

učestalost i karakteristike PD-L1 ekspresije u različitim molekularnim podtipovima ranog 

karcinoma dojke.    

Pored toga, predmetnim istraživanjem nastojali smo da, kroz pregled razlika u gustini i 

sastavu stromalnog inflamatornog infiltrata, kao i razlika u karakteristikama 

peritumorskih limfoidnih agregata među molekularnim podtipovima ranog karcinoma 



 
 

dojke, popunimo praznine u dostupnoj naučnoj literaturi i ispitamo korelaciju PD-L1 

statusa sa navedenim parametrima s ciljem potencijalne identifikacije drugih markera 

imunološkog odgovora koji bi mogli usmjeriti dalja istraživanja i proces optimizacije PD-

L1 ekspresije kao biomarkera u karcinomu dojke. 

Takođe, kroz ispitivanje povezanosti PD-L1 ekspresije sa konsenzusom usvojenim 

prognostičkim parametrima u karcinomu dojke, pokušali smo djelimično pronići u njen 

prognostički značaj u ranom karcinomu dojke, koji ćemo nakon prispijeća relevantnih 

kliničkih podataka o toku bolesti i ishodima liječenja težiti da ispitamo u okviru novih 

studija u bliskoj budućnosti.  

Konačno, ovim istraživanjem po prvi put ispitana je zastupljenost PD-L1 ekspresije u 

karcinomu dojke na crnogorskoj populaciji, što bi moglo imati značajne implikacije u 

nacionalnoj strategiji započinjanja primjene imunološke terapije u liječenju karcinoma 

dojke, naročito ako se ima u vidu da se inhibitori imunoloških kontrolnih tačaka za sada 

ne nalaze na pozitivnoj listi ljekova Fonda za zdravstveno osiguranje Crne Gore za 

navedenu indikaciju. 
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1. UVOD 

 

1.1 Embrionalni razvoj i histomorfološka organizacija dojki 

 

1.1.1 Histogeneza dojki 

Dojke (mliječne žlijezde) predstavljaju visoko modifikovane apokrine znojne žlijezde, 

odnosno kožne derivate, čiji se embrionalni razvoj odvija kroz više stadijuma, 

orkerstriranih od strane signalnih puteva koji se nalaze pod kontrolom sistemskih 

hormona (1, 2).  

Parenhimsku komponentu dojke, koja je ektodermalnog porijekla, čini sistem razgranatih 

kanala iz kojih će nastati sekretorna komponenta – acinusi, dok se stroma, koja je 

mezodermalnog porijekla, dominantno sastoji od vezivno-masnog tkiva. Diferencijacija 

duktalnog sistema i acinusa (morfogeneza grananja) počinje u fetalnoj fazi razvoja i 

zaustavlja se u ranom djetinjstvu (oko 2. godine), da bi se nastavila u pubertetu pod 

dejstvom hormonske stimulacije (1).  

Prenatalnu fazu razvoja dojki (Šema 1) čine dva glavna stadijuma: formiranje primarnog 

mamarnog pupoljka i razvoj rudimentarne mliječne žlijezde. Početni stadijumi 

embriogeneze uglavnom su hormon nezavisni, a hormonski regulatorni faktori dobijaju 

svoju ulogu početkom drugog trimestra (1).  

Specifične mamarne progenitorske ćelije mogu se pronaći već između 4. i 6. nedjelje 

gestacije, a oko 35. dana dolazi do proliferacije epitelnih ćelija epidermisa koje formiraju 

zadebljanja - mamarne grebene (mliječne linije) između aksila i ingvinalnih regija obje 

strane tijela. Mamarni grebeni najvećim dijelom atrofiraju, ostavljajući dvije solidne 

epitelne mase u nivou 4. interkostalnog prostora pektoralne regije, koje formiraju 

primarne mamarne pupoljke (2). Krajem prvog trimestra, pod uticajem mezenhimalnih 

regulatornih faktora dolazi do urastanja primarnih mamarnih pupoljaka u ispodležeći 

mezenhim, sa njihovim sljedstvenim uvećanjem i formiranjem indentacija duž 

bazolateralnih margina.  Na kraju prvog trimestra mezenhimalne ćelije diferentuju se u 

fibroblaste, glatke mišićne ćelije, kapilarne endotelne ćelije i adipocite, dok se unutar 

primarnih pupoljaka pojavljuju dvije populacije ćelija: centralne i bazalne (1). 



 

2 
 

 

Šema 1. Embriogeneza dojke. (A) Ventralni aspekt embriona sa 28 dana gestacije, sa 

vidljivim mamarnim grebenima. (B) Isti aspekt kod embriona u 6. nedjelji gestacije, gdje 

se zapažaju ostaci mamarnih grebena. (C-F) Poprečni presjeci kroz mamarni greben na 

mjestu nastanka mliječne žlijezde od 12. nedjelje gestacije do rođenja. Izvor: 

Development of the human breast. In: Seminars in plastic surgery, 2013. (1) 

 

U drugom trimestru, na indentacijama primarnog mamarnog pupoljka pojavljuju se 

sekundarni epitelni pupoljci koji vertikalno urastaju u okolni mezenhim i čijim srastanjem 

i kanalizovanjem nastaju laktiferni kanali. Epitelne ćelije koje oblažu laktiferne kanale 

aranžirane su u dva sloja, pri čemu luminalni sloj ćelija dobija sekretornu funkciju, dok 

se ćelije bazalnog sloja diferentuju u mioepitel. Sa šest mjeseci gestacije formirana je 

osnova mliječne žlijezde sa jasno definisanom tubularnom arhitektonikom parenhimske 

komponente u gustoj fibroznoj stromi (1).  
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Grananje i kanalizovanje sekundarnih epitelnih pupoljaka nastavljaju se tokom trećeg 

trimestra, kada se formira i bradavica. Najprije se pojavljuje mamarna jamica kao 

ulegnuće pripadajućeg epidermisa prema kom konvergiraju retroareolarne ampule, u koje 

se dreniraju laktiferni duktusi. Opisana invaginacija ektoderma stimuliše proliferaciju 

ispodležećeg mezoderma, dovodeći do diferencijacije glatko mišićnih ćelija, koje u bazi 

bradavice dobijaju cirkularnu orijentaciju dok su prema njenom vrhu aranžirane 

longitudinalno. Okolna areola je prethodno formirana od strane ektoderma, tokom 5. 

mjeseca gestacije.      

Kod terminskog novorođenčeta formirano je između 15 i 20 glandularnih jedinica, od 

kojih svaka posjeduje laktiferni duktus koji se otvara na površini kože u predjelu mamarne 

jamice.  

Tokom prve dvije godine života, u zavisnosti od nivoa cirkulišućih rezidualnih 

maternalnih i novosintetisanih hormona, dolazi do širokog spektra morfoloških i 

funkcionalnih promjena u glandularnim jedinicama. Ove promjene nemaju linearnu 

dinamiku i pokazuju širok opseg individualnih varijacija, koje se ogledaju u stepenu 

razgranatosti duktalnog sistema i dinamici razvoja lobulusa, kao i u citomorfologiji 

luminalnih ćelija, koja varira od sekretornih, preko apokrinih karakteristika, do 

involutivne morfologije.  

Nakon ovog perioda, u fiziološkim uslovima, razvoj dojki ulazi u dormantnu fazu koja 

traje sve do puberteta, kada se pod uticajem hormona hipofize i ovarijuma intenzivno 

nastavlja samo kod osoba ženskog pola, gdje dojke imaju važnu ulogu u produkciji i 

izlučivanju mlijeka za ishranu novorođenčeta (3, 4). 

 

1.1.2 Histomorfološka organizacija tkiva dojke  

Mliječna žlijezda se sastoji od 15 do 25 zasebnih radijalno aranžiranih glandularnih 

jedinica – lobusa, uklopljenih u vezivno-masnu stromu čije guste fibrozne septe 

razdvajaju teritoriju svakog pojedinačnog lobusa. Svaki lobus je sačinjen od složenih 

tubulo-alveolarnih žlijezda i posjeduje sopstveni izvodni kanal (ductus lactiferus) koji se 

otvara na površini bradavice, prethodno formirajući proširenje – laktiferni sinus (sinus 

lactiferus). Unutar svakog lobusa mliječne žlijezde, glavni izvodni kanal višestruko se 
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grana, formirajući veći broj terminalnih duktusa koji se završavaju lobulusima, 

sačinjenim od brojnih acinusa (3).  

 

 

Slika 1. Histološka građa dojke. (A) Periferni dio lobulusa dojke u drugoj polovini 

menstrualnog ciklusa, HE x150; (B) Morfologija luminalnih – E i mioepitelnih – M ćelija 

u duktusima većeg kalibra i (C) malim duktusima i acinusima, HE x400.  Izvor: 

modifikovano Female reproductive system. In: Wheater’s functional histology, 2000. (4) 

 

Terminalni duktus sa pripadajućim lobulusom čini morfološku i funkcionalnu strukturu 

koja se naziva terminalna duktulo-lobularna jedinica. Dok lobuse razdvaja umjereno 

gusto kolageno (interlobularno) vezivno tkivo, vezivno tkivo intralobularne strome sadrži 

manju količinu kolagenih vlakana i gušću vaskularnu mrežu (Slika 1A). Duktusi i acinusi 

okruženi su bazalnom membranom i obloženi sa dva sloja ćelija: luminalnim slojem 

kubičnih do cilindričnih epitelnih ćelija i diskontinuiranim bazalnim slojem pljosnatih 

mioepitelnih ćelija (Slika 1B i 1C) (4).  
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U reproduktivnom periodu, tkivo dojke prolazi kroz ciklične promjene u aktivnosti koje 

su kontrolisane hormonima ovarijalnog ciklusa, što uslovljava diskretne promjene u 

izgledu duktalnog epitela na mjesečnom nivou. Naime, u prvoj polovini menstrualnog 

ciklusa lumeni duktusa nijesu jasno uočljivi, dok krajem ciklusa postaju prominentni i 

često sadrže homogeni, eozinofilni sekretorni produkt (Slika 1A) (4).  

 

 

Slika 2. Histomorfološke promjene tkiva dojke u trudnoći. (A) Umnožavanje glandularne 

komponente na račun vezivno-masnog tkiva strome, HE x100; (B) Prominentna 

citoplazmatska vakuolizacija luminalnih ćelija, čiji apikalni polovi protrudiraju u 

dilatirane lumene acinusa – ,,hobnail” morfologija, HE x150. Izvor: modifikovano 

Agarwal I, Blanco L, 2022. (5) 

 

Histomorfologija dojke značajno se mijenja u trudnoći (Slika 2) kada, pod uticajem 

estrogena i progesterona produkovanih od strane žutog tijela a potom i placente, dolazi 

do proliferacije epitela terminalnih duktusa i formiranja većeg broja sekretornih acinusa. 

Posljedično povećanje zapremine glandularne komponente dešava se na račun inter i 

intralobularnog vezivno-masnog tkiva. U citoplazmi luminalnih ćelija mogu se zapaziti 

vakuole, lumeni acinusa postaju dilatirani, a sa napredovanjem trudnoće u njima se 

akumulira proteinima bogat eozinofilni sekretorni produkt – kolostrum. U periodu 

laktacije (Slika 3), u velikom broju lobulusa luminalne ćelije su aplatirane, a lumeni 
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acinusa izrazito distendirani velikom količinom sitno granulisanog eozinofilnog 

materijala sa vidljivim lipidnim kapljicama – mlijeko (4).   

 

 

Slika 3. Histomorfologija dojke u laktaciji, HE x100. Izvor: Biophoto Associates/Science 

photo library, 2023. (6) 

 

Nakon menopauze tkivo dojke podliježe progresivnoj atrofiji i involuciji, kao i ostali 

organi ženskog reproduktivnog sistema, a prateće promjene u histološkoj građi odnose se 

na atrofiju parenhimske komponente i dominaciju stromalnih elemenata (4).  

Dakle, parenhimsku komponentu dojke čini veoma razgranata mreža kanala koji se 

odlikuju visokim celularnim plasticitetom i ekstenzivnim remodelovanjem u adultnom 

dobu, što je čini veoma podložnom razvoju malignih tumora (1).  

 

1.2 Epidemiologija karcinoma dojke  

Karcinom dojke predstavlja najčešći malignitet i vodeći uzrok smrtnosti od malignih 

bolesti u ženskoj populaciji na globalnom nivou, sa procijenjenih 2.261.419 

novootkrivenih i 684.996 smrtnih slučajeva samo tokom 2020. godine (Grafikon 1) (7). 

Kada se u obzir uzmu i slučajevi dijagnostikovani kod pripadnika muškog pola, karcinom 

dojke se nalazi na drugom mjestu prema učestalosti, čineći 11,6% svih maligniteta (8).  

 



 

7 
 

 

 

Grafikon 1. Procijenjena incidenca (A) i mortalitet (B) od malignih tumora u ženskoj 

populaciji na globalnom nivou za 2020. godinu. Izvor: Globocan, 2020 (7) 

 

Posljednjih decenija bilježi se porast incidence karcinoma dojke u zemljama sa niskim i 

srednjim prihodima. Sa druge strane, njegova incidenca i mortalitet u zemljama sa 

visokim prihodima (poput Sjedinjenih Američkih Država, Kanade, Ujedinjenog 

Kraljevstva, Francuske i Australije) smanjeni su u ranim 2000-im godinama zahvaljujući 

racionalizaciji primjene hormonske terapije kod žena nakon menopauze i visokom 

obuhvatu pacijentkinja mamografskim skrining programima (8). Od sredine 80-ih godina 

prošlog vijeka do danas, samo u Sjedinjenim Američkim Državama mortalitet od 

karcinoma dojke opao je sa 30 na 20%, što je uglavnom rezultat ranijeg otkrivanja bolesti 

skriningom i blagovremene primjene odgovarajuće terapije (9). 

Kada je u pitanju Crna Gora, prema dostupnim podacima iz Registra malignih neoplazmi 

za 2013. godinu, karcinom dojke je bio najčešeće dijagnostikovani tumor u ženskoj 

populaciji (čineći više od četvrtine ukupnog broja novoregistrovanih malignih 

neoplazmi); najveći broj pacijentkinja pripadao je starosnoj grupi između 50 i 64 godine, 

a čak 46,1% njih je u vrijeme postavljanja dijagnoze imalo udaljene metastaze (10).   

 

A B 
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Grafikon 2. Procijenjene stope incidence i mortaliteta od karcinoma dojke na 100.000 

stanovnika u 20 evropskih zemalja, standardizovane u odnosu na starosnu dob u 2020. 

godini. Izvor: Globocan 2020. (7) 

Prema procjenama Internacionalne Agencije za istraživanje malignih oboljenja Svjetske 

zdravstvene organizacije, stopa incidence karcinoma dojke u ženskoj populaciji Crne 

Gore iznosi 72,3 na 100.000 stanovnika, što je niže u odnosu na zemlje Srednje i Zapadne 

Evrope. S druge strane, procijenjena stopa mortaliteta od karcinoma dojke iznosi 23,9 na 

100.000 stanovnika, što Crnu Goru stavlja na prvo mjesto u Evropi po smrtnosti od ovog 

oboljenja (7).   

Razlog za ovakve rezultate može se tražiti u neefikasnoj implementaciji nacionalnog 

skrining programa za karcinom dojke u Crnoj Gori i u posljedično manjem procentu 

pacijentkinja kod kojih se ovo oboljenje detektuje u ranom stadijumu, kada su šanse za 

izlječenje mnogo veće. 

 

 

 



 

9 
 

1.3 Etiologija i patogeneza karcinoma dojke 

 

1.3.1 Faktori rizika 

Etiologija karcinoma dojke je multifaktorijalna, a do danas je identifikovan veliki broj 

faktora rizika za nastanak ovog oboljenja kao što su starosna dob, pozitivna porodična 

anamneza, reproduktivna istorija i socio-ekonomski faktori (11). 

Karcinom dojke se u čak 75% slučajeva dijagnostikuje kod žena starosti iznad 50 godina 

i u najvećoj mjeri pogađa žene evropskog porijekla (9). Deskriptivni epidemiološki 

podaci ukazuju da se radi o oboljenju imućnih društava sa tzv. zapadnjačkim stilom 

života, koji karakteriše kalorična ishrana bogata proteinima i mastima životinjskog 

porijekla, u kombinaciji sa nedostatkom fizičke aktivnosti, gojaznošću, manjim brojem 

trudnoća i ostvarivanjem prve trudnoće u starijoj životnoj dobi, kao i skraćenim periodom 

laktacije, što se sve može smatrati faktorima rizika za njegov nastanak (8, 11).  

Konzumacija alkohola povezana je sa umjereno povećanim rizikom za nastanak 

karcinoma dojke (12), dok su podaci o uticaju pušenja na obolijevanje kontradiktorni, ali 

ukazuju na postojanje većeg rizika za nastanak karcinoma dojke kod žena koje su sa 

konzumacijom duvanskih proizvoda počele u adolescenciji i u perimenarhalnom periodu 

(13).   

Slično tome, izloženost jonizujućem zračenju povezuje se sa povećanim rizikom od 

nastanka karcinoma dojke ukoliko se zračenje dogodilo tokom adolescencije ili u ranim 

dvadesetim godinama, dok histogeneza dojki još uvijek traje. S druge strane, izloženost 

radijaciji kasnije u životu nije udružena sa povećanim rizikom od nastanka ovog oboljenja 

(9).      

Često porodično grupisanje slučajeva karcinoma dojke ukazalo je na bitan uticaj genetike 

kao faktora rizika, a u tom smislu posebno su ugrožene žene u čijoj porodičnoj anamnezi 

postoji više bliskih srodnika kojima je karcinom dojke dijagnostikovan u mlađoj životnoj 

dobi (9). Inicijalno se smatralo da je naslijeđena kombinacija ,,slabih” kancerskih gena 

niske penetrantnosti odgovorna za povećan rizik od nastanka karcinoma dojke u 

najvećem broju pogođenih porodica. Međutim, danas se zna da 5-10% ovih tumora 

nastaje kod osoba koje naslijede visoko penetrantne mutacije u tumor-supresorskim 
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genima, prvenstveno BRCA1 i BRCA2 (8, 9). Rizik za nastanak karcinoma dojke tokom 

života kod ovih individua može biti i veći od 90% (9).    

 

1.3.2 Patogeneza karcinoma dojke 

Do danas je opisano mnogo kompleksnih modela inicijacije, transformacije i progresije 

karcinoma dojke, koji se uglavnom zasnivaju na statusu hormonskih receptora i tipu 

prekursorske ćelije/lezije samog tumora (8).  

Model koji u fokus stavlja status receptora steroidnih hormona tretira karcinome dojke sa 

pozitivnim estrogenskim receptorima (ER) kao etiološki i patogenetski potpuno drugačiji 

entitet u odnosu na ER negativne karcinome. U histomorfološkom smislu, ER pozitivni 

model prepoznaje ravnu (,,flat”) epitelnu atipiju, atipičnu duktalnu hiperplaziju i ER 

pozitivni karcinom in situ (DCIS) kao neobligatne prekursorske lezije invazivnog i 

metastatskog karcinoma dojke, dok se u ER negativnom modelu ER negativni DCIS i 

mikroglandularna adenoza smatraju promjenama koje prethode ER negativnim 

karcinomima (14).   

Među ER pozitivnim, ali i ER negativnim karcinomima, mogu se naći tumori koji 

prekomjerno eksprimiraju HER-2 protein, tirozin kinazni receptor uključen u signalne 

puteve koji promovišu ćelijsku proliferaciju, a za koje se prekursorskom lezijom smatra 

atipična apokrina adenoza (9). 

Na nivou prekursorske ćelije opisana su dva osnovna modela kancerogeneze karcinoma 

dojke: model sporadične klonalne evolucije i model kancerskih stem ćelija, koji su 

sumirani na Šemi 2.  Rezultati molekularnih istraživanja ukazuju na to da nastanak i 

progresija karcinoma dojke prate dva divergentna molekularna puta, koji su snažno 

povezani sa hormonskim receptorima. U skladu sa tim, pored fundamentalnih razlika 

između ER pozitivnih i negativnih tumora, utvrđeno je da su stepen diferencijacije i 

proliferacije ER pozitivnih tumora direktno uslovljeni rasprostranjenošću, 

kompleksnošću i vrstom genetskih aberacija (8).  
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Šema 2. Patogeneza karcinoma dojke. Lijeva polovina dijagrama prikazuje 

diferencijacionu ćelijsku hijerarhiju u normalnoj dojci, dok su u ostatku dijagrama 

objedinjeni modeli sporadične klonalne evolucije i kancerskih stem ćelija (u odnosu na 

ćeliju porijekla, proporciju epitelnih i mezenhimalnih kancerskih matičnih ćelija, 

molekularni podtip tumora i genetska dešavanja karakteristična za određeni molekularni 

podtip). MaSC – mamarne matične ćelije, CSC – kancerske stem ćelije. Izvor: 

modifikovano WHO classification of breast tumours, 2019. (8) 

 

Pored klasičnog genetskog obrasca ekspresije koji je udružen sa fenotipom ER pozitivnih 

tumora, ER pozitivni molekularni put karakteriše se viškom genetskog materijala na 1q, 

gubitkom istog na 16q i rijetkom amplifikacijom 17q12 gena. Ove lezije ne ispoljavaju 

prekomjernu ekspresiju HER2, ne eksprimiraju bazalne markere i imaju relativno 

jednostavan, najčešće diploidan kariotip. U skladu s tim, više od 90% ovih tumora se 
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morfološki definišu kao dobro ili umjereno diferentovani, što ne isključuje mogućnost 

progresije ka tumorima visokog histološkog gradusa (14, 15). 

Za ER negativni molekularni put najčešće se vezuje gubitak genetskog materijala na 13q, 

višak istog u hromozomskom regionu 11q13, amplifikacija 17q12 gena i obrazac genske 

ekspresije u kom dominiraju geni vezani za ćelijski ciklus i proliferaciju. U zavisnosti od 

prisustva amplifikacije 17q12 gena, ovi tumori mogu biti HER-2-pozitivni i HER-2 

negativni, a najčešće se radi o loše diferentovanim i genetski veoma nestabilnim, 

aneuploidnim tumorima, pri čemu lezije sa HER-2 negativnim fenotipom dodatno 

karakteriše visoka proliferativna aktivnost, gust inflamatorni infiltrat i deficijentna 

homologa rekombinacija (14, 15).  

Mutacije TP53 tumor-supresorskog gena dominantno se vezuju za ER negativni 

molekularni put, dok se mutacije u PIK3CA genu mogu sresti i kod ER pozitivnih tumora, 

kao i ER negativnih HER-2 pozitivnih tumora (8, 14, 15).   

 

 

1.4 Kliničko-patološke karakteristike karcinoma dojke 

 

1.4.1 Morfologija karcinoma dojke  

Karcinomi dojke najčešće nastaju u njenom gornjem spoljnom kvadrantu (50%), potom 

u centralnom dijelu (20%), a u oko 4% slučajeva radi se o bilateralnim tumorima ili 

lezijama koje se sekvencijalno javljaju u istoj dojci (9). Većina invazivnih karcinoma 

dojke se makroskopskim pregledom lako palpira i uočava unutar tkiva dojke kao nejasno 

ograničena masa čvršće konzistencije, iregularnog ili stelatnog oblika, mada može imati 

i nodularnu konfiguraciju. U određenom broju slučajeva mogu se zapaziti i promjene na 

koži bradavice (u vidu induracije i diskoloracije), kao i ulceracije na koži iznad samog 

tumora, a u rijetkim slučajevima cijela dojka može biti indurirana, sa kožom izgleda 

narandžine kore (9). U određenom broju slučajeva tumor se ne može makroskopski jasno 

diferencirati, pa je prilikom uzorkovanja materijala za patohistološku dijagnostiku 

neophodna korelacija sa radiološkim nalazom (8).  
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Karcinomi dojke vode porijeklo iz epitelnih ćelija terminalne duktulo-lobularne jedinice 

i mogu se javiti u dva osnovna oblika: 1) in situ karcinom – kada su tumorske ćelije 

ograničene na duktus/lobulus, oko kog se nalazi intaktna bazalna membrana i 2) invazivni 

karcinom – kada tumorske ćelije narušavaju integritet bazalne membrane i infiltruju 

okolno tkivo (9).  

Histomorfološki, u više od 95% slučajeva radi se o adenokarcinomima, koji su histološki 

veoma raznovrsni, a o čijem se malignom potencijalu može zaključivati na osnovu: 1) 

histološkog tipa (određenog na osnovu tumorske arhitektonike, citomorfologije i 

karakteristika tumorske strome); 2) histološkog gradusa (odnosno stepena diferencijacije 

tumora, određenog prema Nottingham sistemu skorovanja – Tabela 1); 3) prisustva 

peritumorske limfovaskularne invazije i 4) prisustva pridružene in situ komponente (8).  

 

Tabela 1.  Određivanje histološkog gradusa invazivnog karcinoma dojke na osnovu 

Nottingham sistema skorovanja. Izvor: modifikovano WHO classification of breast 

tumours, 2019. (8) 

Histomorfološka karakteristika Skor 

Formiranje tubula i žlijezda 

Izraženo (u >75% zapremine tumora) 

Umjereno (između 10% i 75% zapremine tumora) 

Slabo izaženo ili odsutno (<10% zapremine tumora)  

1 

2 

3 

Nuklearni pleomorfizam 

Mala, regularna, uniformna jedra 

Umjereno uvećanje i varijacije u veličini jedara 

Izražene varijacije u veličini jedara  

1 

2 

3 

Mitotski indeks  

Broj mitoza po mm2 u zavisnosti od dijametra vidnog 

polja mikroskopa (prema uputstvima) 

1-3 

 

Ukupni skor (zbir skorova za formaciju žlijezda, 

nuklearni pleomorfizam i mitotski indeks) 

3-5 

6 i 7 

8 i 9 

Histološki gradus 

 

Gradus 1 

Gradus 2 

Gradus 3 
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Prva klasifikacija karcinoma dojke izvršena je na osnovu histološkog tipa tumora, a u 

najvećem broju slučajeva, uključujući i mješovite tumore, radi se o tzv. invazivnom 

karcinomu dojke bez posebnih karakteristika (IBC-NST), odnosno invazivnom 

duktalnom karcinomu (8, 9).  U okviru ovog entiteta prepoznat je širok spektar 

histomorfoloških varijacija, od dobro diferentovanih tumora, građenih od tubularnih 

formacija sa ćelijama blago pleomorfnih jedara, do loše diferentovanih tumora koje grade 

difuzni aranžmani anaplastičnih ćelija (Slika 4). Većina IBC-NST praćena je izraženim 

dezmoplastičnim odgovorom strome, što uslovljava prethodno opisanu makroskopsku 

prezentaciju u vidu palpabilnog, iregularnog tumorskog čvora tvrđe konzistencije (9).  

 

 

Slika 4. Invazivni karcinom dojke bez posebnih karakteristika: (A) dobro diferentovan, 

(B) srednje diferentovan, (C) loše diferentovan. Izvor: modifikovano WHO classification 

of breast tumours, 2019 (8). 

 

Prema posljednjoj WHO klasifikaciji tumora dojke, karcinomi sa medularnim obrascem, 

invazivni karcinomi sa neuroendokrinom diferencijacijom, te pleomorfnim, 

melanocitnim i horiokarcinomatoznim karakteristikama, kao i nekim drugim rijetkim 

histomorfološkim obrascima (onkocitni, lipidima bogat, glikogenom bogat, 

svijetloćelijski i sebacealni karcinom) više se ne smatraju posebnim entitetima, već 

specijalnim morfološkim obrascima IBC-NST. Među navedenim histomorfološkim 

obrascima, neophodno je izdvojiti IBC-NST sa medularnim karakteristikama, koji se 

karakteriše ekspanzivnim marginama, visokim histološkim gradusom sa sincicijalnim 

aranžmanima tumorskih ćelija, širokim područjima nekroze i prominentnim TIL (8).  
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Daleko rjeđi u odnosu na IBC-NST su tzv. specijalni karcinomi dojke (poput lobularnog, 

tubularnog, mucinoznog, mikropapilarnog, metaplastičnog, itd.), koji se karakterišu 

specifičnom morfologijom u više od 90% ukupne zapremine tumora (Slika 5) (8).  

 

 

Slika 5. Specijalni tipovi karcinoma dojke: (A) Invazivni lobularni karcinom, (B) 

tubularni karcinom, (C) mucinozni karcinom, (D) invazivni papilarni karcinom, (E) 

invazivni mikropapilarni karcinom, (F) metaplastični karcinom. Izvor: modifikovano 

Diagnostic Histopathology of Tumors, 2013 (16). 

 

Između 10% i 15% invazivnih karcinoma dojke histološki odgovara lobularnom 

karcinomu, koji se karakteriše invazijom tkiva dojke relativno uniformnim pojedinačnim 

tumorskim ćelijama ili tumorskim ćelijama aranžiranim u tračke debljine jedne ćelije, što 

često nije praćeno intenzivnim dezmoplastičnim odgovorom (Slika 5A), pa ovi tumori 

mogu biti klinički okultni i teško radiološki detektabilni (9). S druge strane, tubularni 

karcinomi se odlikuju se izrazito dezmoplastičnom stromom, u koju su uklopljeni ovalni 
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ili angulirani tubuli otvorenog lumena, obloženi tumorskim ćelijama niskog stepena 

atipije (Slika 5B) (16). 

Mucinozni karcinomi (Slika 5C) obično se prezentuju kao mekane, želatinozne, jasno 

ograničene lezije, usljed produkcije velike količine ekstracelularnog mucina od strane 

tumorskih ćelija, dok celularnost samog tumora može biti varijabilna (8).  

Invazivni papilarni karcinomi (Slika 5D) odlikuju se formiranjem karakterističnih 

papilarnih formacija čija fibrovaskularna središta oblažu tumorske ćelije različitog 

stepena atipije, dok se kod mikropapilarnih karcinoma (Slika 5E) radi o morulama sličnim 

nakupinama tumorskih ćelija reverznog polariteta, bez fibro-vaskularnih središta, u 

stromi sunđerastog izgleda, sa praznim prostorima oko ćelijskih klastera (16).    

Pod entitetom ,,metaplastični karcinom” objedinjeni su invazivni karcinomi dojke koji se 

karakterišu diferencijacijom neoplastičnih ćelija u pravcu skvamoznog epitela i/ili 

elemenata mezenhimalnog izgleda, koji može varirati od vretenasto-ćelijskog, preko 

hondroidnog, do osealnog (Slika 5F) (8).  

Pored navedenih karakteristika, prognostički značaj imaju i veličina tumora, njegova 

udaljenost od resekcionih rubova preparata, prisustvo tumor-infiltrišućih limfocita (TIL), 

kao i stadijum bolesti u vrijeme postavljanja dijagnoze (8). Stadijum bolesti se u kliničkoj 

praksi najčešće određuje primjenom TNM sistema koji objedinjuje: T - karakteristke 

primarnog tumora (dimenzije i/ili lokalnu raširenost), N – prisustvo metastaza u 

regionalnim limfnim čvorovima i M – prisustvo udaljenih metastaza (Tabela 2) (17). Na 

osnovu ova tri parametra, prema posebnom algoritmu (Tabela 3) utvrđuje se i ukupni 

klinički stadijum bolesti (17).  

Ranim karcinomom dojke smatra se bolest koja je ograničena na dojku, bez ekstenzije u 

kožu i zid grudnog koša i kod koje sekundarni depoziti nijesu nađeni, ili su detektovani u 

najviše devet limfnih čvorova pazušne jame (18), odnosno bolest u kliničkom stadijumu 

0 do IIIA (17).   
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Tabela 2. Određivanje patološkog TNM stadijuma (pTNM) karcinoma dojke prema 8. 

izdanju TNM klasifikacije malignih tumora. Izvor: modifikovano TNM classification of 

malignant tumours. 8th ed., 2016 (17). 

Veličina primarnog tumora (pT)  

Tx Ne može se procijeniti 

Tis Karcinom in situ 

T0 Nema znakova prisustva primarnog tumora 

T1 

T1mi 

T1a 

T1b 

T1c 

Invazivni karcinom ≤ 20 mm: 

- Invazivni karcinom ≤ 1 mm 

- invazivni karcinom > 1 mm ≤ 5 mm 

- invazivni karcinom > 5 mm ≤ 10 mm 

- invazivni karcinom > 10 mm ≤ 20 mm 

T2 Invazivni karcinom > 20 mm ≤ 50 mm 

T3 Invazivni karcinom > 50 mm 

T4 

 

T4a 

T4b 

 

T4c 

T4d 

Tumor koji direktno zahvata zid grudnog koša i/ili kožu, sa makroskopski 

vidljivim promjenama: 

- invazija zida grudnog koša (isključujući pektoralni mišić) 

- makroskopski vidljive promjene na koži (uključujući ulceraciju i/ili 

satelitske kutane nodule i/ili edem) 

- tumor koji istovremeno zadovoljava kriterijume T4a i T4b 

- inflamatorni karcinom 

Status regionalnih limfnih čvorova (pN) 

Nx Ne može se procijeniti 

N0 Nema metastaza u limfnim čvorovima 

N1 Metastaze u 1-3 aksilarna limfna čvora (ukoliko je veličina sekundarnog 

depozita > 0,2 mm i ≤ 2 mm, bolest se smatra mikrometastatskom i označava 

kao N1mi) 

N2 Metastaze u 4-9 aksilarnih limfnih čvorova 

N3 Metastaze u infra, ili supraklavikularnim limfnim čvorovima, ili metastaze u 

≥ 10 aksilarnih limfnih čvorova 

Prisustvo udaljenih metastaza (pM) 

Mx Ne može se procijeniti 

M0 Nema udaljenih metastaza 

M1 Prisutne udaljene metastaze 
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Tabela 3. Određivanje kliničkog stadijuma karcinoma dojke na osnovu T, N i M 

kategorije. Izvor: modifikovano TNM classification of malignant tumours. 8th ed., 2016 

(17). 

 

Ukupni stadijum 

karcinoma dojke   

T kategorija N kategorija M kategorija 

Stadijum 0 Tis N0 M0 

Stadijum IA T1 N0 M0 

Stadijum IB T0 

T1 

N1mi 

N1mi 

M0 

M0 

Stadijum IIA T0 

T1 

T2 

N1 

N1 

N0 

M0 

M0 

M0 

Stadijum IIB T2 

T3 

N1 

N0 

M0 

M0 

Stadijum IIIA T0 

T1 

T2 

T3 

T3 

N2 

N2 

N2 

N1 

N2 

M0 

M0 

M0 

M0 

M0 

Stadijum IIIB T4 bilo koji N M0 

Stadijum IIIC bilo koji T N3 M0 

Stadijum IV bilo koji T bilo koji N M1 

 

 

1.4.2 Biomarkeri u kreiranju novih modela klasifikacije karcinoma dojke 

Imajući u vidu kompleksnu etiologiju i patogenezu, kao i širok spektar morfoloških 

varijanti karcinoma dojke, uz višedecenijsko iskustvo u njegovom liječenju tradicionalno 

dostupnim terapijskim modaliteima, postalo je jasno da se ova bolest ne može smatrati 

jedinstvenim entitetom, već da je čini veoma heterogena grupa tumora sa različitim 
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biološkim ponašanjem koje se ne može u potpunosti predvidjeti samo na osnovu klasične 

histomorfologije. Iz tog razloga javila se potreba za osmišljavanjem alternativnih modela 

klasifikacije karcinoma dojke, kojih danas ima sve više zahvaljujući ekspanziji 

bioinformatike. 

Najširu primjenu u onkologiji pronašao je model koji se zasniva na ekspresiji receptora 

steroidnih hormona (ER i PR) i HER-2 receptora, kao klinički najsvrsishodniji, jer 

imunohistohemijska analiza ekspresije pomenutih biomarkera predstavlja sastavni dio 

rutinske patohistološke obrade karcinoma dojke. 

U tom smislu, svi karcinomi dojke mogu se svrstati u jednu od tri grupe: 1) ER pozitivni 

karcinomi (koji su HER-2 negativni i čine 50-65% svih karcinoma dojke); 2) HER-2 

pozitivni karcinomi (koji mogu eksprimirati i ER/PR i čine 10-20% svih karcinoma 

dojke) i 3) trostruko negativni karcinomi (TNBC; koji su ER, PR i HER-2 negativni i čine 

10-20% svih karcinoma dojke). Unutar ove tri grupe tumora zapažaju se velike razlike 

kako u karakteristikama pacijenata, patomorfologiji tumora i obrascima njihovog 

metastaziranja, tako i u odgovoru na terapiju, mogućnosti relapsa i kliničkom ishodu. 

Najbolju prognozu imaju ER pozitivni karcinomi koji se javljaju kod starijih žena, 

uglavnom su dobro do umjereno diferentovani i odlikuju se kasnim relapsima, a najlošiju 

TNBC koji pogađaju žene mlađe životne dobi, po pravilu su loše diferentovani i imaju 

kratak period do relapsa (9).  

Jedan od alternativnih klasifikacionih sistema, koji se u velikoj mjeri preklapa sa 

pomenutim, kreiran je na osnovu rezultata dobijenih genskim profilisanjem tumora 

(Tabela 4) (9). Prema ovoj klasifikaciji, karcinomi dojke mogu se razvrstati u četiri 

osnovna molekularna podtipa: luminal A, luminal B (sa HER-2 negativnom i HER-2 

pozitivnom potkategorijom), neluminalni HER-2 pozitivni i TNBC. Zbog veće 

ekonomičnosti i dostupnosti u odnosu na molekularne tehnike, pripadnost tumora nekom 

od definisanih molekularnih podtipova može se odrediti upotrebom imunohistohemije, 

dodatkom procjene Ki67 proliferativnog indeksa standardnoj analizi ekspresije ER, PR i 

HER-2 (18).  

Pored prognostičkih implikacija, određivanje molekularnog podtipa karcinoma dojke ima 

terapijski značaj pa se tako, pored standardnih onkoloških tretmana poput citotoksičnih 

agenasa i radioterapije, pacijentkinjama sa luminal podtipovima može ordinirati 
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endokrinološka terapija, a pacijentkinjama sa HER-2 obogaćenim fenotipom anti-HER-2 

ciljana terapija. Najveći terapijski izazov još uvijek predstavlja TNBC, između ostalog i 

zbog nedostatka potencijalnih ,,meta” za primjenu ciljane terapije (19).   

 

Tabela 4. Kliničko-patološka definicija molekularnih podtipova karcinoma dojke. 

Izvor: modifikovano WHO classification of breast tumours, 2019 (8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Međutim, imajući u vidu globalni teret karcinoma dojke, napori naučne zajednice 

konstantno su usmjereni kako na na optimizaciju već postojećih tako i na identifikaciju 

novih biomarkera, prvenstveno s ciljem adekvatne selekcije pacijentkinja za sve širi 

spektar dostupnih modaliteta ciljane terapije. 

 

1.4.3 Značaj TIL u karcinomu dojke 

Tumor-infiltrišući limfociti (TIL) predstavljaju mononuklearne imunološke ćelije koje 

prožimaju tumorsko tkivo i opisane su u velikom broju solidnih tumora (20), a njihova 

Molekularni podtip Kliničko-patološka definicija 

Luminal A ER i/ili PR pozitivan 

HER-2 negativan 

nizak Ki67 

Luminal B (HER-2 negativni) ER i/ili PR pozitivan 

HER-2 negativan  

visok Ki67 

Luminal B (HER-2 pozitivni) ER i/ili PR pozitivan 

HER-2 pozitivan 

bilo koja vrijednost Ki67 

Neluminalni HER-2 pozitivni ER i PR negativni 

HER-2 pozitivan 

TNBC ER, PR i HER-2 negativni 
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povezanost sa povoljnijim kliničkim ishodom kod karcinoma dojke dokumentovana je u 

kliničkoj kohorti već u ranim dvadesetim godinama prošlog vijeka (21).  

Danas se zna da su TIL odraz imunološkog odgovora organizma na prisustvo malignih 

ćelija, o čemu će više riječi biti kasnije, kao i da ih čine različite populacije inflamatornih 

ćelija koje pokazuju prostornu heterogenost (Šema 3) (22).  

 

 

Šema 3. Grafički prikaz imunološke mikrookoline u karcinomu dojke. Tumor-

infiltrišući limfociti (TIL) u karcinomu dojke mogu se detektovati u vezivnom tkivu 

tumorske strome – stromalni TIL (sTIL) ili unutar tumorskih plaža, gdje ostvaruju 

direktan kontakt sa tumorskim ćelijama – intratumorski TIL (iTIL). Populacija TIL se 

sastoji od citotoksičnih i ,,helper” T limfocita, B limfocita i folikularnih dendritičnih 

ćelija. TLS – tercijarne limfoidne strukture. Izvor: Clinical relevance of host immunity in 

breast cancer: from TILs to the clinic, 2016 (22) 

 

Uprkos kompleksnosti antitumorskog imunološkog odgovora, TIL se smatraju snažnim 

prognostičkim i prediktivnim markerom u ranom karcinomu dojke, zbog čega su 
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smjernice za njihovu analizu utvrđene međunarodnim ekspertskim konsenzusom, sa 

ciljem dobijanja što pouzdanijih i reproducibilnijih rezultata u rutinskoj patohistološkoj 

dijagnostici (Tabela 5) (22). 

 

Tabela 5. Preporuke međunarodne radne grupe za procjenu TIL u karcinomu dojke. 

Izvor: modifikovano The evaluation of tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) in breast 

cancer: recommendations by an International TILs Working Group 2014, 2015 (23).   

Procjena TIL u karcinomu dojke  

1. Procjena TIL vrši se na operativnom materijalu kada god je to moguće, 

izuzetno na ,,core” biopsijama, ali isključivo u okviru neoadjuvantnog 

pristupa. 

2. Procjena na jednom histološkom rezu (debljine 4-5 μm, na uveličanju 

x200-x400) po pacijentu smatra se dovoljnom. 

3. TIL se procjenjuje unutar granica invazivnog tumora, u stromalnoj 

komponenti, pri čemu se infiltrat oko in situ komponente tumora i 

normalnih lobulusa dojke isključuje iz analize. 

4. U procjenu ne ulaze TIL u zonama nekroze, „crush“ artefakta, regresivne 

hijalinizacije i prethodno učinjene „core“ biopsije. 

5. U obzir se uzimaju sve mononuklearne inflamatorne ćelije (uključujući 

limfocite i plazma ćelije), dok se polimorfonukleari isključuju iz analize. 

6. Procjenjuje se prosječna prekrivenost strome TIL u cijelom tumoru, bez 

fokusiranja na ,,hot spot” područja.  

7. Poželjno je da se TIL skoruje kao kontinuirana varijabla a ne 

semikvantitativno, te da se izražava kao procenat stromalnog tkiva 

prekriven mononuklearnim inflamatornim ćelijama. 

 

Prema aktuelnim preporukama, TIL treba procjenjivati u stromalnoj komponeneti tumora 

i skorovati kao kontinuiranu varijablu, u vidu procenta tumorske strome koji je prekriven 

mononuklearnim inflamatornim ćelijama. Iako još uvijek nije poznata granična vrijednost 

ovog parametra koja ima klinički značaj, u prvi plan stavljena je standardizacija 
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metodologije za procjenu TIL, kao krucijalni korak u budućim naporima da se dođe i do 

ovog saznanja (23). 

Alternativno se može razmotriti statistička analiza TIL kao nekontinuirane varijable, pa 

se u literaturi često nailazi i na pojam limfocit-predominantnog karcinoma dojke (LPBC). 

LPBC predstavlja deskriptivni termin kojim su objedinjeni svi tumori koji ,,sadrže više 

limfocita nego karcinomskih ćelija”, a u kojima gustina TIL načelno iznosi najmanje 50-

60%. Za sada nije jasno da li će ova granična vrijednost TIL biti značajna u budućnosti, 

jer se prisustvo tako gustog inflamatornog infiltrata ne smatra čestom pojavom u 

karcinomu dojke, gdje se javlja u približno 10% slučajeva (23).     

Limfoidni agregati, tzv. tercijarne limfoidne strukture (TLS), sa ili bez vidljivih 

germinativnih centara, koje se ponekad mogu uočiti unutar očuvanog tkiva dojke u 

neposrednoj okolini malignog tumora, takođe se smatraju indikatorom aktivnog 

antitumorskog imunološkog odgovora (24). Za razliku od TIL, u čijem sastavu 

dominiraju T limfociti, peritumorski limfoidni agregati sačinjeni su od heterogenije 

populacije limfocita, među kojima značajan procenat čine B limfociti, zbog čega se TLS 

izuzimaju prilikom procjene TIL. Uzimajući u obzir da su kriterijumi za njihovu 

identifikaciju nejasni kao i da ne postoje zvanične preporuke za njihovo rutinsko 

skorovanje, TLS se mogu opisivati posebno, ali isključivo u istraživačke svrhe dok se ne 

utvrdi njihov značaj u kliničkoj praksi (23).    

 

 

1.5 Uloga imunog sistema u evoluciji malignih tumora 

 

1.5.1 Izbjegavanje imunološkog nadzora  

Maligna transformacija ćelije determinisana je poremećajima na nivou šest 

intracelularnih procesa, gdje tumorske ćelije: postaju autonomne u odnosu na signale 

rasta i rezistentne na signale inhibicije rasta, izbjegavaju mehanizme programirane 

ćelijske smrti, neoganičeno se dijele, pokreću mehanizme neoangiogeneze i stiču 

sposobnost invazije okolnih tkiva i vaskularnih postora (25). Uloga imunog sistema u 

prevenciji razvoja i progresije malignih tumora odavno je prepoznata, a sve veću pažnju 
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naučne zajednice privlače mehanizmi izbjegavanja imunološkog nadzora koji su razvijeni 

od strane tumorskih ćelija. U tom kontekstu, imunološki nadzor predstavlja kompleksan 

proces u kom ćelije i molekuli urođenog i stečenog imuniteta koordinisano učestvuju u 

prepoznavanju i destrukciji malignih ćelija i njihovih prekursora prije nego što bolest 

postane klinički evidentna (26). 

Odgovor imunog sistema na prisustvo tumorskih ćelija ogleda se u infiltraciji tumora 

imunološkim ćelijama, u prvom redu stromalnim limfocitima (sTIL), među kojima 

dominantnu populaciju čine T limfociti. Smatra se da ključnu ulogu u antitumorskom 

imunološkom odgovoru imaju citotoksični (CD8) T limfociti koji, nakon aktivacije od 

strane “helper” (CD4) T limfocita, direktno eliminišu tumorske ćelije preko ekspresije 

Fas liganda na svojoj površini i pokretanja spoljašnjeg puta apoptoze u tumorskim 

ćelijama, ili oslobađanjem potentnih citotoksina. Međutim, CD4 limfociti imaju mnogo 

kompleksniju ulogu u medijaciji antitumorskog imunološkog odgovora jer se, u 

zavisnosti od predominantnih citokina sekretovanih u tumorskoj mikrookolini, mogu 

diferentovati u različite podtipove efektorskih ćelija sa potpuno oprečnim ulogama u 

ovom procesu (27). 

Dva osnovna mehanizma kojim tumorske ćelije izbjegavaju efektore urođenog i stečenog 

imuniteta jesu imunološka selekcija i imunološka subverzija. Imunološka selekcija ili 

imunoediting predstavlja favorizovanje i opstanak neimunogenih klonova tumorskih 

ćelija u procesu prirodne selekcije. U nastavku će dominantno biti riječi o fenomenu 

imunološke subverzije koja podrazumijeva aktivnu supresiju imunološkog odgovora na 

prisustvo tumorskih ćelija, kada odbrambeni fiziološki procesi i kontrolni mehanizmi 

bivaju stavljeni u službu razvoja neoplazme (27).  

Imuni sistem čini veoma složena mreža efektorskih ćelija, molekula i biohemijskih 

procesa, čija je osnovna uloga odbrana organizma od stranih čestica, uz istovremeno 

ograničavanje autoreaktivnosti i štetnog dejstva imunih ćelija i pratećeg inflamatornog 

procesa na sam organizam (28). Glavni efektori imunološkog odgovora, ali i orkestracije 

njegovih signala, jesu T limfociti (29). Uspješna aktivacija naivnih T limfocita zahtijeva 

dva signala sa antigen-prezentujućih ćelija (APĆ). Prvi podrazumijeva prepoznavanje 

antigena kroz interakciju glavnog molekula histokompatibilnosti (Major 

Histocompatibility Complex; MHC) sa T-ćelijskim receptorom (T-cell receptor; TCR), 
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dok je drugi nezavisan od antigena i predstavlja kostimulatorni signal, uslovljen 

ekspresijom kostimulatornih molekula (u prvom redu CD28) na površini APĆ i njihovim 

vezivanjem za odgovarajuće receptore na T limfocitima. U odsustvu kostimulatornog 

signala, uprkos adekvatnoj antigen-specifičnoj stimulaciji TCR, T ćelija neće adekvatno 

odgovoriti na dalju antigenu stimulaciju (30). Dalje, u procesu svoje maturacije, ove ćelije 

prolaze kroz timičnu selekciju kojom autoreaktivni T limfociti uglavnom bivaju uklonjeni 

iz organizma. Pojedine frakcije ovih ćelija ipak uspiju da zaobiđu mehanizam centralne 

tolerancije, zadržavajući potencijal indukcije autoimunih reakcija (29). Iz tog razloga 

imuni sistem razvio je kontrolne mehanizme koji se zasnivaju na isporučivanju 

koinhibitornih signala imunološkim ćelijama preko odgovarajućih receptora na njihovoj 

površini, među kojima je najbolje proučena CTLA-4 posredovana imunoinhibicija (31). 

Danas je poznato da je pravilno funkcionisanje imunog sistema, počev od efektivne 

aktivacije T ćelija do očuvanja periferne tolerancije i sprječavanja razvoja autoimunosti, 

direktno uslovljeno ravnotežom između kostimulatornih i koinhibitornih signala 

posredovanih članovima B7-1/B7-2-CD28/CTLA-4 superfamilije proteina (29). 

Jedan od članova ove superfamilije je i PD-1 (Programmed death receptor 1), 

identifikovan 1992. godine kao molekul udružen sa apoptozom (32), da bi se nekoliko 

godina kasnije ispostavilo da se zapravo radi o negativnom regulatoru imunološkog 

odgovora (33). Od tog momenta signalni putevi u koje je uključen PD-1 postali su 

predmet brojnih istraživanja, kako u imunologiji tako i u onkologiji.  

 

1.5.2 PD-1/PD-L1 signalni put  

PD-1 je transmembranski protein molekularne mase 55 kDa, koji je kao monomer 

eksprimiran na površini aktiviranih CD4 i CD8 T limfocita, B limfocita, NK ćelija i 

monocita, ali i pojedinih APĆ (29, 34). Sastoji se od jednog N-terminalnog IgV-like 

domena, koji je od plazmaleme odvojen peteljkom dužine 20 aminokiselina, potom od 

transmembranskog domena i citoplazmatskog repa na kom se nalaze dva tirozinska 

signalna motiva. N-terminalna sekvenca citoplazmatskog repa formira ITIM 

(immunoreceptor thyrosine-based inhibitory motif) neophodan za vezivanje fosfataza 

koje posjeduju SH2-domen, dok C-terminalna sekvenca formira ITSM (immunoreceptor 

thyrosine-based switch motif), koji je od krucijalnog značaja za inhibitornu funkciju PD-
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1 receptora (29). Ekspresiju ovog receptora na T limfocitima, između ostalog, mogu 

indukovati proinflamatorni citokini (IL-2, IL-7, IL-15 i IL-21), kao i NFATc1 

transkripcioni faktor čija ekspresija prati aktivaciju T ćelija (35). 

Prema svojoj strukturi, svi ligandi PD-1 su transmembranski glikoproteini tipa 1 i sadrže 

IgV i IgC domen. Iako uglavnom dijele induktore ekspresije sa PD-1, obrazac ekspresije 

ovih liganada je nešto drugačiji. Jedan od njih, PD-L1 (Programmed cell death ligand 1), 

pored konstitutivne ekspresije na površini inflamatornih ćelija (B i T limfocita, APĆ i 

mastocita), eksprimira se i na površini ćelija vezivne potke jetre, mezenhimalnih stem 

ćelija, insulocita pankreasa, neurona, keratinocita, te sinciciotrofobasta i sl., odnosno u 

onim tkivima i organima gdje očuvanje imunološke tolerancije i prevencija razvoja 

autoimunosti imaju vitalni značaj (29). 

Prenos signala preko PD-1/PD-L1 osovine (Šema 4) moguć je samo nakon unakrsnog 

povezivanja PD-1 sa B- ili T-ćelijskim antigenskim receptorom, a njegov početni korak 

je regrutovanje Src homology 2 domena (koji sadrži fosfataze SHP-1/SHP-2) na ITSM. 

Nakon toga dolazi do defosforilacije signalnih kinaza poput CD3ζ, PKCθ i ZAP70, sa 

atenuacijom TCR signalizacije, što za posljedicu ima inhibiciju T-ćelijske ekspanzije. 

Takođe, PD-1/PD-L1 signalizacija ima značajne efekte na ćelijski ciklus, TGF-β 

posredovanu ćelijsku signalizaciju, kao i na metabolizam T ćelija (29, 36). 

Uticaj na ćelijski ciklus ostvaruje se inhibicijom signalizacije preko PI3K/Akt/mTOR i 

Ras/MEK/Erk signalnih puteva, koji djeluju sinergistički u procesu aktivacije T ćelija. 

Naime, usljed niske ekspresije ciklina i slabe aktivnosti odgovarajućih ciklin-zavisnih 

kinaza, u prvom redu Cdk2 kao posljedice visoke ekspresije njenog inhibitora p27, 

primarni T limfociti se normalno nalaze u G0 fazi ćelijskog ciklusa (37). Aktivacija T 

ćelije, između ostalog, podrazumijeva inicijaciju njenog ulaska u S fazu ćelijskog ciklusa, 

za šta je neophodan preduslov ubikvitin zavisna degradacija p27 pod dejstvom enzima 

Skp2 iz SCF familije ubikvitin ligaza (38). Indukcija transkripcije ovih enzima rezultat je 

sinergističkog dejstva simultane aktivacije PI3K/Akt/mTOR i Ras/MEK/Erk signalnih 

puteva, kao posljedice CD28-posredovane kostimulacije TCR signalizacije (37). 

Aktivacijom PD-1/PD-L1 signalnog puta inhibira se aktivnost proksimalnih članova 

PI3K/Akt/mTOR i Ras/MEK/Erk signalnih kaskada, što za rezultat ima smanjenu 

ekspresiju Skp2, sa posljedično visokom koncentracijom p27 u ćeliji, koji inhibira Cdk2 
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(39). Inhibicija PI3K/Akt/mTOR signalnog puta rezultat je SHP-2 posredovane 

defosforilacije kazein kinaze 2 i posljedične aktivacije PTEN, koji je fiziološki 

antagonista PI3K-Akt signalizacije. Inhibitorni efekat PD-1 na Ras-MEK-ERK kaskadu 

uglavnom zavisi od direktne inhibicije Ras proteina (29).  

Opisani proces PD-1 posredovane inhibicije Cdk2 praćen je reprogramiranjem 

transkripcije gena za Smad3 protein, čime se snižava prag TGF-β posredovane 

signalizacije, što rezultira konverzijom naivnih T limfocita u indukovane T regulatorne 

ćelije (iTReg) koje imaju važnu ulogu u očuvanju periferne tolerancije i sprječavanju 

odbacivanja transplantata. Paralelno sa indukcijom diferencijacije TReg dolazi do 

supresije stvaranja, ali i funkcije, efektorskih T limfocita (TEff), sa posljedičnom snažnom 

inhibicijom imunološkog odgovora (40). Osim toga, antagonistički efekat na signalizaciju 

putem PI3K odgovoran je za blokadu ekspresije BCL-XL antiapoptotskog gena, što 

pokretanjem unutrašnjeg mehanizma uvodi T ćeliju u proces programirane ćelijske smrti 

(28). 

 

 

Šema 4. Prenos signala preko PD-1/PD-L1 osovine. Izvor: New immunotherapies 

targeting the PD-1 pathway; 2015 (36). 
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Signali koje T ćelije u procesu aktivacije primaju putem CD28-posredovane 

kostimulacije dovode do reprogramiranja njihovog metabolizma, na način što se 

oksidativna fosforilacija zamjenjuje glikolizom, kako bi se za relativno kratko vrijeme 

obezbijedila energija neophodna za njihovu proliferaciju, rast i efektorske funkcije (41). 

Danas se zna da upravo metaboličko reprogramiranje određuje pravac diferencijacije T 

ćelija, te da favorizovanje glikolize usmjerava ovaj proces ka nastanaku TEff, dok 

potenciranje β-oksidacije masnih kiselina dovodi do konverzije efektorskih u memorijske 

T ćelije (42). Studije u kojima je ispitivan metabolički profil T limfocita izloženih PD-

1/PD-L1 signalizaciji pokazale su da ona za ishod ima inhibiciju ekspresije receptora i 

enzima glikolize i glutaminolize, te favorizovanje β-oksidacije masnih kiselina putem 

stimulacije ekspresije karnitin-palmitoil transferaze (43), što je najvjerovatnije još jedna 

manifestacija inhibicije PI3K/Akt/mTOR i Ras/MEK/Erk signalnih puteva (29).  

Krajnji rezultat PD-1/PD-L1 signalizacije jeste inhibicija nastanka efektorskih i 

memorijskih T limfocita i stvaranje većeg broja regulatornih i T limfocita iscrpljenog 

fenotipa (29).  

 

1.6 PD-1/PD-L1 signalizacija u kanceru i njene terapijske implikacije 

Aktivacija PD-1/PD-L1 signalnog puta ima važnu ulogu u uspostavljanju periferne 

imunološke tolerancije, kao i u očuvanju stabilnosti i integriteta T limfocita (44). Ovaj 

prirodni mehanizam zaštite od štetnog dejstva imunološkog odgovora i inflamacije 

iskorišćen je od strane pojedinih malignih tumora, koji kroz povećanu ekspresiju PD-L1 

na površini svojih ćelija, a često potpomognuti visokom ekspresijom PD-1 na TIL, 

aktiviraju PD-1/PD-L1 signalnu kaskadu (Šema 5, lijevo). 

Pretpostavljeno je da bi izbjegavanje imunološkog nadzora organizma putem indukcije 

anergije i apoptoze T limfocita neminovno povezalo ove tumore sa lošijom prognozom. 

Ovu hipotezu potvrdili su Iwai i saradnici, pokazavši da prekomjerna ekspresija PD-L1 u 

ćelijskoj liniji mastocitoma miša inhibira citolitičku aktivnost CD8 T limfocita, čime se 

intenzivira tumorski rast i invazivnost (45). Studije koje su uslijedile nakon toga pokazale 

su povezanost između povećane ekspresije PD-L1 i lošije prognoze u brojnim solidnim 

tumorima, uključujući karcinom jajnika, urotela, želuca i pankreasa, potom melanom i 

nesitnoćelijski karcinom pluća (46-50).  
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Šema 5. Uloga PD-1/PD-L1 blokade u neutralizaciji tumora putem aktivacije T 

ćelija.   Lijevo: Kada je PD-1/PD-L1 signalizacija aktivna, ona se nalazi u službi 

preživljanja malignih ćelija kroz inhibiciju signalnih puteva koji dovode do aktivacije i 

ekspanzije T ćelija koje prepoznaju tumorske antigene. Poremećaj stvaranja efektorskih 

i memorijskih T ćelija, uz preferencijalnu diferencijaciju iscrpljenih i regulatornih T 

ćelija, promoviše tumorsku toleranciju. Desno: Blokadom PD-1/PD-L1 signalnog puta 

primjenom anti-PD-1 ili anti-PD-L1 antitijela čuva se integritet TCR signalizacije i 

pospješuje prenos signala preko PI3K/Akt i Ras/MAPK signalnih puteva. Posljedičnom 

promocijom diferencijacije efektorskih i memorijskih T ćelija, uz istovremenu supresiju 

nastanka iscrpljenih i regulatornih T ćelija, pospješuje se njihov antitumorski odgovor. 

Izvor: The PD1: PD-L1/2 pathway from discovery to clinical implementation, 2016 (29). 

 



 

30 
 

Povećana ekspresija PD-L1 na površini tumorskih ćelija može biti konstitutivna – kao 

posljedica onkogene mutacije, ili inducibilna – kao odgovor na prisustvo interferon γ 

(IFN-γ) produkujućih T limfocita u tumorskoj mikrookolini, kada se ovaj ligand može 

pojačano eksprimirati i na površini drugih netumorskih ćelija. Isto tako, smanjena 

ekspresija PD-L1 na tumorskim ćelijama može biti posljedica odsustva T limfocita u 

intratumorskom inflamatornom infiltratu, ali i rezultat genetskih mutacija koje 

onemogućavaju ekspresiju ovog proteina čak i nakon T ćelijske infiltracije i IFNγ 

posredovane indukcije (51).  

Koncept blokade PD-1/PD-L1 signalizacije (Šema 5, desno) primjenom antitijela 

usmjerenih na PD-L1 eksprimiran na površini tumorskih ćelija ili pak PD-1 koji se nalazi 

na površini imunoloških ćelija, osmišljen je sa namjerom da se očuva funkcionalnost T 

limfocita kao jedan od osnovnih preduslova za prepoznavanje i destrukciju tumorskih 

ćelija od strane imunog sistema (52). Tako je razvijen novi terapijski modalitet (inhibitori 

imunoloških kontrolnih tačaka), u kom je prethodno postojeći pristup imunoterapije s 

ciljem stimulacije imunog odgovora zamijenjen novim, koji podrazumijeva blokadu 

koinhibitornih signala u postizanju adekvatnog antitumorskog odgovora T ćelija (29).  

Poput nekih drugih metoda ciljane antitumorske terapije, očekivalo se da inhibitori 

imunoloških kontrolnih tačaka daju poseban doprinos u terapiji uznapredovale bolesti, 

između ostalog i zbog ispoljavanja manje neželjenih efekata u poređenju sa 

konvencionalnom hemioterapijom (53). Do danas je veći broj PD-1/PD-L1 inhibitora 

registrovan i odobren za upotrebu, ali posebnu pažnju privlači činjenica da klinička 

upotreba ovih ljekova napreduje mnogo bržom dinamikom nego što je to slučaj sa 

bazičnim studijama i razumijevanjem svih aspekata PD-1/PD-L1 posredovane 

signalizacije (54).  

Osnovni preduslov za primjenu PD-1/PD-L1 inhibitora jeste potvrda povećane ekspresije 

ovih proteina od strane tumorskih ćelija, odnosno neneoplastičnih ćelija tumorske 

mikrookoline, što se u rutinskoj praksi najčešće procjenjuje mikroskopskom analizom 

imunohistohemijski bojenih tkivnih isječaka. Do sada je razvijeno više 

imunohistohemijskih markera koji odgovaraju specifičnim epitopima na ovom receptor-

ligand kompleksu (kako PD-1, tako i PD-L1), ali je tehnički aspekt interpretacije 

pozitivnosti imunohistohemijske reakcije još uvijek kontroverzan. Između ostalog, u 
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pitanje se dovode specifičnost pojedinih klonova antihumanih PD-L1 antitijela, potreba 

evaluacije pozitivnosti na netumorskim populacijama ćelija, kao i artefakti koji mogu 

nastati kao rezultat upotrebe različitih tehnika fiksacije tkiva i povlačenja antigena (55). 

Iako se mnogi tehnički problemi mogu prevazići standardizacijom reagenasa, obrade 

tkiva i performansa same analize, najveći izazov predstavlja adekvatna dihotomna 

karakterizacija rezultata PD-L1 ekspresije kao pozitivne odnosno negativne, jer trenutno 

ne postoji konsenzus oko relevantne vrijednosti ekspresije koja predstavlja granicu 

između ove dvije kategorije, pa se ona kreće od 1% do 50% u različitim studijama (51). 

Situaciju dodatno komplikuje činjenica da svaki od dostupnih anti-PD-1 odnosno anti-

PD-L1 inhibitora ima sopstvenu prateću imunohistohemijsku probu (56). S napretkom 

istraživanja na ovom polju, očekivano je da će se komparabilnost rezultata dobijenih 

različitim klonovima antitijela i sistemima skorovanja ekspresije značajno popraviti, ali 

će ostati dilema u vezi sa biološkim značajem dobijenog rezultata, jer različiti mehanizmi 

povećanja ekspresije PD-L1 (konstitutivni/inducibilni) mogu imati potpuno različite 

implikacije kada je u pitanju anti-PD-1/PD-L1 terapija (51). 

Ovaj problem se najbolje ogleda u opservaciji da, iako su anti-PD-1/PD-L1 

imunoterapijom postignuti impresivni rezultati kod nekoliko različitih tipova maligniteta, 

jako mali broj pacijenata ima dobrobit od monoterapije ovim ljekovima, zbog čega se 

anti-PD-1/PD-L1 antitijela najčešće kombinuju sa drugim imunomodulatornim agensima 

čime se značajno povećavaju toksični efekti terapije (57). Takođe, primijećeno je da neki 

pacijenti sa potvrđenom tumorskom ekspresijom PD-L1 ne odgovore na terapiju, ali i da 

se kod određenog broja slučajeva gdje je ova ekspresija procijenjena kao negativna ipak 

može dobiti pozitivan terapijski odgovor, što ukazuje na nesavršenosti primjene ovog 

biomarkera (58). 

Prije svega, tumorski odgovor na anti-PD-1/PD-L1 terapiju nije uslovljen samim 

antitijelom, već oslobađanjem tumor-specifičnih T limfocita supresivnog dejstva PD-

1/PD-L1 interakcije (51). Inicijalne studije pokazale su da, pored ekspresije na površini 

tumorskih ćelija, prisustvo PD-1 liganda na površini drugih ćelija u tumorskoj 

mikrookolini, prvenstveno T limfocita ali i makrofaga M2 fenotipa, mijeloidnih 

dendritskih i supresorskih ćelija, stromalnih fibroblasta i endotelniih ćelija, korelira sa 

povoljnim odgovorom na terapiju PD-1/PD-L1 inhibitorima (59). Dakle, sva dosadašnja 

saznanja o PD-1/PD-L1 posredovanoj imunološkoj supresiji ukazuju na to da bi procjenu 
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podobnosti za imunoterapiju odgovarajućim inhibitorima trebalo staviti u kontekst 

prisustva i karakteristika intratumorskog T ćelijskog infiltrata (51).   

 

 

1.7 Teorijski i klinički aspekti PD-1/PD-L1 signalizacije u karcinomu dojke  

 

1.7.1 Zastupljenost i efekti PD-L1 ekspresije u karcinomu dojke 

Imajući u vidu globalni teret karcinoma dojke, veliki broj studija u posljednjih nekoliko 

godina bio je usmjeren na ispitivanje prisustva i efekata ekspresije PD-L1 u ovim 

tumorima, kao i njegove povezanosti sa drugim signalnim putevima u različitim tipovima 

karcinoma dojke, prvenstveno s ciljem sagledavanja mogućnosti primjene inhibitora 

imunoloških kontrolnih tačaka u liječenju ovog oboljenja. Najznačajniji rezultati 

sprovedenih molekularnih studija sumirani su u Tabeli 6.  

Kao što je i bilo očekivano, dokazan je neosporan uticaj prekomjerne ekspresije PD-L1 

na supresiju imunološkog odgovora na tumorske ćelije kod različitih tipova karcinoma 

dojke (60). Međutim, ispostavilo se da su interakcije ovog molekula sa drugim signalnim 

putevima mnogo kompleksnije nego što se inicijalno pretpostavljalo. Naime, pokazano je 

da prekomjerna ekspresija PD-L1 može biti indukovana oštećenjem funkcije pojedinih 

tumor supresorskih gena, kao što je PTEN (61), kao i njena pozitivna korelacija sa 

ekspresijom poznatih onkogena, poput EGFR i MYC u TNBC (62, 63). Takođe, dokazana 

je povezanost PD-L1 ekspresije i biomarkera stem ćelija i epitelno-mezenhimalne 

transformacije (EMT) u TNBC (62), ali i značajan efekat PD-L1 proteina u regulaciji 

transkripcionih faktora zaduženih za očuvanje stem svojstava u tumorskim ćelijama kod 

različitih podtipova karcinoma dojke (64). Nakon što je prepoznat uticaj estradiola na 

porast ekspresije PD-L1 posredstvom PI3K/Akt signalnog puta, identifikovana je i sprega 

ovog molekula i ER-posredovane signalizacije u ER pozitivnim karcinomima dojke (65). 
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Tabela 6. Pregled studija u kojima su izučavani molekularni mehanizmi regulacije PD-

L1 u ćelijama karcinoma dojke. Izvor: modifikovano PD-L1 status in breast cancer: 

Current view and perspectives, 2021 (66). 

Gen/signalni put Mehanizam PD-L1 regulacije i/ili 

njegova funkcija 

Podtip karcinoma dojke Referenca 

9p24.1 amplikon PD-L1 amplifikacija na 9p24.1 (često 

uz koamplifikaciju JAK2) 

TNBC (bazalni fenotip) 

HER-2 pozitivni 

67, 68, 69, 

70, 71 

PTEN/PIK3CA Deregulacija PTEN dovodi do 

povećanja ekspresije PD-L1  

TNBC 61 

EGFR Pozitivna asocijacija između 

ekspresije PD-L1 i EGFR 

TNBC 62 

Inhibicija EGFR smanjuje PD-L1 

ekspresiju 

PD-L1 ekspresija korelira sa 

markerima EMT i CSC 

ER signalizacija E2 povećava ekspresiju PD-L1 putem 

PI3K/Akt signalnog puta 

ER pozitivni  65, 72 

SERD (anti-ER terapija) inhibira rast 

karcinoma dojke i ostvaruje efekat na 

njegovu mikrookolinu, uključujući 

proteine imunoloških kontrolnih 

tačaka 

MUC1 Aktivacija MYC1 i NF-κB povećava 

PD-L1 ekspresiju 

TNBC 63 

Regulacija stem 

ćelija 

PD-L1 reguliše ekspresiju OCT-4A, 

Nanog i dr.  

Različiti tipovi 

karcinoma dojke 

64 

STAT3 Aktivira PD-L1 i suprimira 

imunološki odgovor kod karcinoma 

dojke 

Različite ćelijske linije i 

tkiva karcinoma dojke 

60 

HER-2 Anti-HER-2 terapija povećava broj 

PD-L1 receptora 

HER-2 pozitivni 73 

PARP inhibitori Povećavaju broj PD-L1 receptora kroz 

aktivnost GSK3β 

TNBC (BRCA mutirani) 74 

Anti-PD-L1 

blokada 

Smanjenje broja PD-L1 receptora uz 

supresiju različitih gena zaduženih za 

ćelijski rast/invaziju, EMT i hipoksiju 

TNBC ćelijske linije 75, 76 

Inicijacija T ćelijama posredovane 

citotoksičnosti i supresija invazivnosti 

PD-L1 pozitivnih tumorskih ćelija 

 

Pojedine studije bavile su se izučavanjem efekata primjene različitih modaliteta ciljane 

terapije na PD-L1 ekspresiju kod karcinoma dojke. Tako je dokazano da primjena SERD 
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(selektivnih inhibitora estrogenskih receptora) ne samo da inhibira rast ER pozitivnih 

karcinoma dojke već ima izvjesne efekte na tumorsku mikrookolinu, uključujući i uticaj 

na proteine imunoloških kontrolnih tačaka, kao što je PD-L1 (72). Posebno su interesantni 

rezultati studija koji ukazuju na krucijalnu ulogu ovog molekula kao induktora 

imunosupresije u nastanku terapijske rezistencije kod pojedinih vidova ciljane terapije. 

Naime, Chaganty i saradnici pokazali su da primjena trastuzumaba (jedan od oblika HER-

2 blokade) dovodi do povećanja broja PD-L1 receptora na površini HER-2 pozitivnog 

karcinoma dojke (73), dok su Jiao i saradnici GSK3β (glikogen sintazna kinaza 3β) 

indukovanim povećanjem ekspresije PD-L1 objasnili mogući mehanizam nastanka 

rezistencije na PARP inhibitore kod BRCA mutiranih TNBC (74). 

 

1.7.2 Primjena anti-PD-1/PD-L1 terapije u liječenju karcinoma dojke 

Zahvaljujući velikom broju studija koje su za cilj imale komparaciju učestalosti PD-L1 

ekspresije u tumorskim ćelijama karcinoma dojke različitih molekularnih podtipova, 

TNBC je izdvojen kao podtip u kom se ovaj marker češće eksprimira u odnosu na ostale 

podtipove tumora (66). Uzimajući u obzir da TNBC predstavlja poseban terapijski izazov 

u onkologiji zbog nedostatka potencijalnih meta za ciljanu terapiju, kao i činjenicu da se 

radi o najimunogenijem podtipu karcinoma dojke sa potencijalno najvećim benefitima od 

imunološke terapije (77), uslijedila su brojna klinička istraživanja s ciljem ispitivanja 

efekata primjene inhibitora imunoloških kontrolnih tačaka u liječenju ovog oboljenja.  

U III fazi Impassion130 studije, atezolizumab je u kombnaciji sa nab-paklitakselom 

identifikovan kao prvi imunoterapijski agens koji je pokazao efikasnost u prvoj liniji 

terapije PD-L1 pozitivnog metastatskog TNBC, kako u smislu poboljšanja ukupnog 

preživljavanja pacijentkinja tako i u dužem preživljavanju bez progresije bolesti (78). 

Nedugo nakon toga atezolizumab je, kao prvi lijek iz grupe inhibitora imunoloških 

kontrolnih tačaka, odobren od strane Agencije za hranu i ljekove Sjedinjenih Američkih 

Država (FDA) u tretmanu lokalno uznapredovalog, neresektabilnog i metastatskog TNBC 

(mTNBC) (79). Drugi lijek iz ove grupe koji je zvanično uvršten u terapiju mTNBC bio 

je pembrolizumab, nakon što su u III fazi KEYNOTE-355 studije postignuti bolji ishodi 

u liječenju PD-L1 pozitivnog mTNBC kada je uz hemioterapiju (paklitaksel, nab-

paklitaksel ili gemcitabin uz karboplatin) uključen i ovaj lijek (80).    
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Prema instrukcijama FDA, selekcija pacijentkinja podobnih za ovaj vid ciljane terapije 

sprovodi se na osnovu analize PD-L1 ekspresije u tumorskom tkivu upotrebom 

imunohistohemije, pri čemu za svaki od odobrenih ljekova postoji poseban dijagnostički 

test. Ovi testovi se međusobno razlikuju u primarnom antitijelu i platformi na kojoj se 

imunohistohemijsko bojenje vrši, kao i u kriterijumima za skorovanje PD-L1 ekspresije 

u tumorskom tkivu, odnosno u definiciji PD-L1 pozitivnosti.  

 

 

Slika 6. Karcinom dojke sa pozitivnom PD-L1 ekspresijom, potvrđenom 

imunohistohemijskim bojenjem anitijelom VENTANA SP142. Pozitivna reakcija se 

registruje u klasterima, kao i u manjem broju pojedinačnih imunoloških ćelija, 

dominantno unutar tumorske strome, sa vrijednošću ICS ≥ 1%. Vrijednost mjerne skale 

u donjem lijevom uglu mikrofotografije iznosi 100 μm. Izvor: modifikovano Determining 

PD-L1 Status in Patients with Triple-Negative Breast Cancer: Lessons Learned from 

IMpassion130, 2022 (81). 

 

Ukoliko se liječenje sprovodi atezolizumabom, za imunohistohemijsku analizu koristi se 

VENTANA SP142 anti-PD-L1 anitijelo (Ventana, Tucson, Arizona), prisustvo PD-L1 

ekspresije procjenjuje se u inflamatornim ćelijama tumorske mikrookoline (uključujući 

limfocite, plazma ćelije, granulocite, makrofage i dendritične ćelije). Pozitivnom 

reakcijom smatra se membransko i/ili citoplazmatsko bojenje bilo kog intenziteta, a njena 
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kvantifikacija vrši se upotrebom ICS-a (immune cell score) koji se izražava kao procenat 

PD-L1 pozitivnih imunoloških ćelija u ukupnoj površini koju zauzima tumor. Vrijednost 

ICS kreće se u rasponu od 0% do 100%, a pozitivnim rezultatom PD-L1 ekspresije u 

TNBC smatra se ICS ≥ 1% (81) (Slika 6).  

 

Slika 7. Karcinom dojke sa pozitivnom PD-L1 ekspresijom, potvrđenom 

imunohistohemijskim bojenjem anitijelom 22C3 pharmDx, x20. Izvor: modifikovano 

PD-L1 IHC 22C3 pharmDx Interpretation Manual – Triple-Negative Breast Cancer 

(TNBC), 2022 (82). 

 

S druge strane, ukoliko se kao terapijska opcija razmatra pembrolizumab, za 

imunohistohemijsku analizu koristi se 22C3 pharmDx esej (DAKO, Carpinteria, 

California) (Slika 7). U tom slučaju prisustvo PD-L1 ekspresije procjenjuje se u 

tumorskim ćelijama i u inflamatornim ćelijama tumorske strome, pri čemu se iz analize 

izostavljaju plazma ćelije i različite subpopulacije granulocita. Pozitivnom reakcijom u 

tumorskim ćelijama smatra se kompletno ili inkompletno membransko bojenje bilo kog 

intenziteta, dok se u inflamatornim ćelijama u obzir uzima i citoplazmatsko bojenje 

različitog intenziteta. Kvantifikacija ekspresije vrši se pomoću CPS-a (combined positive 

score), čija se vrijednost izračunava tako što se broj svih PD-L1 pozitivnih ćelija (i 

tumorskih i imunoloških) podijeli sa brojem vijabilnih tumorskih ćelija i pomnoži sa 100. 

Njegova vrijednost kreće se od 0 do 100, iako rezultat opisanog proračuna može biti i 
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veća brojčana vrijednost, a pozitivnim rezultatom PD-L1 ekspresije u TNBC smatra se 

CPS ≥ 10 (81).  

Iako se imunološka terapija kao vid ciljane terapije povezuje sa manje neželjenih efekata 

u odnosu na tradicionalnu hemioterapiju, imunoterapija PD-1/PD-L1inhibitorima 

udružena je sa potencijalno veoma ozbiljnim neželjenim dejstvima, naročito ukoliko se 

kombinuje sa drugim hemioterapeuticima (83). Međutim, potencijalna toksičnost ovih 

ljekova samo je jedan od razloga zbog kojih je njihova rutinska primjena u tretmanu 

karcinoma dojke još uvijek praćena brojnim kontroverzama. 

Uzimajući u obzir da se odluka o uvođenju imunološke terapije u liječenje pacijentkinja 

sa mTNBC mora zasnivati na tačnoj imunohistohemijskoj procjeni PD-L1 ekspresije, 

postavlja se pitanje da li dostupnost određenog lijeka treba da bude odlučujući faktor u 

odabiru dijagnostičkog testa ili se, obrnuto, lijek od kog bi pacijentkinja mogla imati 

terapijski benefit identifikuje nakon sprovedenih testova (81). Kao jedan od najvećih 

problema prepoznata je upotreba različitih dijagnostičkih testova, praćenih različitim 

algoritmima za procjenu PD-L1 ekspresije u tumorskom tkivu, što je dovedeno u vezu sa 

velikom varijabilnošću, lošom komparabilnošću ali i reproducibilnošću dobijenih 

rezultata (84).  

Konačno, prediktivna vrijednost PD-L1 kao biomarkera, ozbiljno je dovedena u pitanje 

nakon što su objavljeni rezultati III faze Impassion131 studije, prema kojima nijesu 

postignuti bolji ishodi u liječenju kod pacijentkinja sa PD-L1 pozitivnim 

uznapredovalim/metastatskim TNBC, koje su pored paklitaksela primale i atezolizumab 

(85).     

 

1.7.3 Povezanost između PD-L1 ekspresije i prognostičkih parametara u 

karcinomu dojke i njen značaj kao biomarkera  

Nezavisno od problematične predikcije terapijskog odgovora na imunoterpiju, pregledom 

literature nailazi se i na veliki broj studija sa konfliktnim rezultatima po pitanju 

prognostičkog značaja PD-L1 ekspresije u karcinomu dojke. 

Kako je kod velikog broja solidnih tumora dokazana jasna povezanost PD-L1 ekspresije 

sa lošom prognozom (46-50), bilo je očekivano da se slična korelacija ustanovi i kada je 
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u pitanju karcinom dojke. Mada su rezultati brojnih istraživanja zaista ukazali na značajnu 

povezanost PD-L1 ekspresije sa negativnim prognostičkim parametrima kao što su veće 

dimenzije, visok histološki gradus i proliferativna aktivnost tumora, te odsustvo 

ekspresije steroidnih receptora (86-90), u mnogim studijama dokazana je visoko značajna 

veza između ekspresije PD-L1 i velike gustine TIL, koja predstavlja nezavisan povoljan 

prognostički faktor u karcinomu dojke (58, 70, 88, 91-93). Takođe, u većem broju studija 

utvrđena je povezanost između visoke gustine TIL u tumorskoj mikrookolini karcinoma 

dojke i boljeg odgovora, kako na terapiju inhibitorima imunoloških kontrolnih tačaka tako 

i na klasičnu hemioterapiju, te generalno bolje prognoze kod ovih pacijentkinja (58, 91, 

92). Iako se ne može zanemariti problematična komparabilnost do sada publikovanih 

rezultata, koja je prvenstveno posljedica primjene različite metodologije za evaluaciju 

PD-L1 ekspresije od strane različitih autora, u naučnoj zajednici trenutno preovladava 

mišljenje da je optimizacija upotrebe PD-L1 kao biomarkera u karcinomu dojke imperativ 

i da je analizu njegove ekspresije neophodno staviti u kontekst gustine TIL (56, 94-96). 

Pored povezanosti PD-L1 ekspresije sa gustinom sTIL, pojedine studije utvrdile su 

pozitivnu korelaciju sa ekspresijom i apsolutnim brojem CD8 limfocita u tumorskoj 

stromi TNBC, te je ukazano na mogućnost udruženosti visoke ekspresije PD-L1 na 

tumorskim ćelijama sa adaptivnom imunološkom rezistencijom u prisustvu TIL (61). 

Uzimajući u obzir da infiltracija tumorske mikrookoline imunološkim ćelijama pokazuje 

prostornu heterogenost (97), pojedini autori smatraju da bi prilikom analize TIL, a 

naročito u kontekstu donošenja terapijskih odluka, u obzir trebalo uzeti i sastav 

intratumorskog inflamatornog infiltrata (24). Ovakav pristup pronalazi uporište i u 

studijama čiji su rezultati doveli u vezu predominaciju CD4 T-limfocita i visok CD4/CD8 

odnos u tumorskom inflamatornom infiltratu sa nepovoljnim ishodom kod karcinoma 

dojke (98).  

Takođe, imajući u vidu da PD-L1 može pokazati različite obrasce ekspresije: 

konstitutivnu (koja je posljedica onkogene mutacije) i inducibilnu (koja je rezultat 

prisustva IFN-γ produkujućih T-limfocita u tumorskoj mikrookolini) (51), pojedini autori 

smatraju da metode skorovanja koje u obzir uzimaju samo jednu ćelijsku populaciju 

nijesu adekvatne, odnosno da bi dijagnostička informacija bila kompletnija ukoliko bi se 

ekspresija ovog markera paralelno procjenjivala i u tumorskim ćelijama i u inflamatornim 

ćelijama tumorske mikookoline (56, 96). U tom kontekstu ukazano je na mogućnost 
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razlikovanja dva obrasca prekomjerne ekspresije PD-L1 na osnovu rezultata 

imunohistohemijskog bojenja. Intenzivno i homogeno bojenje u gotovo svim tumorskim 

ćelijama ukazivalo bi na konstitutivnu ekspresiju, dok bi mrljasto bojenje tumorskih ćelija 

ograničeno na invazivni front i neposrednu blizinu stromalnih inflamatornih ćelija koje 

se i same često boje mnogo intenzivnije od tumorskih, išlo u prilog inducibilnoj ekspresiji 

PD-L1 proteina (51). U skladu sa osnovnim principima onkogeneze, različiti obrasci PD-

L1 ekspresije mogli bi imati različite efekte na biološko ponašanje tumora, ali i različitu 

vrijednost kao prediktivni markeri u selekciji pacijentkinja koje bi eventualno imale korist 

od terapije inhibitorima imunoloških kontrolnih tačaka (51).  

Iako je danas generalno prihvaćeno da se PD-L1 ekspresija češće javlja u TNBC u odnosu 

na ostale molekularne podtipove karcinoma dojke, pojedini autori, pozivajući se na 

nekonzistentnosti u metodologiji velikog broja istraživanja sprovedenih u ovoj oblasti, 

smatraju da bi se veći broj pozitivnih tumora registrovao među drugim molekularnim 

podtipovima a naročito neluminalnom HER-2 pozitivnom karcinomu dojke, ukoliko bi 

se ekspresija ovog markera analizirala u imunološkim ćelijama tumorske mikrookoline 

(66). 

Osim toga, kako je u fokusu istraživača do sada gotovo isključivo bio lokalno 

uznapredovali i metastatski TNBC, podaci o PD-L1 ekspresiji i karakteristikama 

intratumorskog upalnog infiltrata u drugim molekularnim podtipovima, naročito ranog 

karcinoma dojke, još uvijek su insuficijentni u naučnoj literaturi (86). 

Uzimajući u obzir rezultate najnovijih studija koji su pokazali da se imunogenost 

karcinoma dojke, koja se ogleda kroz stepen infiltracije tumora sTIL, smanjuje sa 

progresijom bolesti (99), postavlja se pitanje sa kojom učestalošću i u kom kontekstu bi 

se PD-L1 ekspresija mogla registrovati u ranijim fazama karcinoma dojke, kada se 

prisustvo prominentnih sTIL češće javlja i u ostalim molekularnim podtipovima, pored 

TNBC i neluminalnog HER-2 pozitivnog karcinoma (100). 
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2. CILJEVI ISTRAŽIVANJA I HIPOTEZE 

 

2.1 Ciljevi istraživanja 

U skadu sa temom koja je izložena u uvodu, ciljevi doktorskog istraživanja su: 

1. Utvrditi obrasce ekspresije PD-L1 proteina u tumorskom tkivu 

(konstitutivna/inducibilna) različitih molekularnih podtipova ranog karcinoma dojke. 

2. Ispitati postojanje razlika u učestalosti PD-L1 ekspresije između molekularnih 

podtipova ranog karcinoma dojke. 

3. Ispitati postojanje razlika u obrascu PD-L1 ekspresije između molekularnih podtipova 

ranog karcinoma dojke. 

4. Ispitati karakteristike (gustinu i sastav) sTIL i peritumorskih limfoidnih agregata u 

molekularnim podtipovima ranog karcinoma dojke. 

5. Ispitati povezanost PD-L1 ekspresije sa gustinom sTIL i karakteristikama 

peritumorskih limfoidnih agregata u ranom karcinomu dojke.  

6. Utvrditi graničnu vrijednost gustine sTIL iznad koje se povećava vjerovatnoća 

prisustva PD-L1 ekspresije u tumorskom tkivu kod ranog karcinoma dojke. 

7. Ispitati povezanost PD-L1 ekspresije i sastava sTIL (apsolutnog broja CD4 i CD8 

pozitivnih T limfocita i CD4/CD8 odnosa) u ranom karcinomu dojke. 

8. Ispitati povezanost PD-L1 ekspresije sa patološkim prognostičkim parametrima 

(veličinom i histološkim gradusom tumora, Ki67 indeksom proliferacije i statusom 

steroidnih receptora i HER2 i patološkim TNM stadijumom) kod ranog karcinoma dojke.  

 

 

 

 



 

41 
 

2.2 Hipoteze 

Uzimajući u obzir epidemiološki značaj karcinoma dojke u ženskoj populaciji, kao i 

prepoznatu ulogu imunog sistema u progresiji malignih tumora, očekujemo da predloženo 

istraživanje doprinese razumijevanju ekspresije konstituenata imunološkog odgovora kao 

što su: PD-L1 protein, prisustvo tumor infiltrišućih limfocita, te CD4 i CD8 T limfocita 

u tumorskom tkivu ranog karcinoma dojke. Rasvjetljavanjem povezanosti obrasca PD-

L1 ekspresije sa gustinom i sastavom intratumorskog limfocitnog infiltrata u različitim 

molekularnim podtipovima ranog karcinoma dojke, želimo dati svoj doprinos trenutno 

insuficijentnoj naučnoj literaturi ali i procesu optimizacije upotrebe PD-L1 kao 

prognostičkog i prediktivnog biomarkera u karcinomu dojke. 

U skladu s tim, postavili smo sljedeće hipoteze: 

1. postoje razlike u prisustvu ali i obrascu PD-L1 ekspresije (konstitutivna/inducibilna) u 

različitim molekularnim podtipovima ranog karcinoma dojke; 

2. postoje razlike u karakteristikama intratumorskog i peritumorskog limfocitnog 

infiltrata u različitim molekularnim podtipovima ranog karcinoma dojke;  

3. PD-L1 ekspresija češće se javlja u tumorima sa većom gustinom intra i peritumorskog 

limfocitnog infiltrata, bez obzira na molekularni podtip karcinoma dojke;  

4. statističkim metodama moguće je odrediti graničnu vrijednost gustine sTIL iznad koje 

se može očekivati veća učestalost PD-L1 ekspresije u ranom karcinomu dojke;   

5. postoje razlike u sastavu sTIL (zastupljenosti i međusobnom odnosu CD4 i CD8 T 

limfocita) između različitih molekularnih podtipova ranog karcinoma dojke; 

6. tumori sa pozitivnom PD-L1 ekspresijom imaju drugačiji sastav sTIL u odnosu na 

tumore sa odsutnom ekspresijom PD-L1 kod ranog karcinoma dojke; 

7. prisustvo PD-L1 ekspresije povezano je sa nepovoljnim patološkim prognostičkim 

parametrima (većim dimenzijama i histološkim gradusom tumora, te odsustvom 

ekspresije steroidnih receptora i HER-2, višim Ki67 indeksom proliferacije, kao i TNM 

stadijumom) u ranom karcinomu dojke. 

Konačno, ovim istraživanjem po prvi put će biti ispitana prevalenca i kliničko-patološki 

aspekti PD-L1 ekspresije u ranom karcinomu dojke u crnogorskoj populaciji, te bi naši 
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rezultati mogli dati doprinos kreiranju nacionalne strategije za primjenu inhibitora 

imunoloških kontrolnih tačaka u liječenju ove bolesti u Crnoj Gori. 
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3. MATERIJALI I METODE 

 

3.1 Uzorak 

Ovim istraživanjem obuhvaćeno je 95 pacijentkinja kojima je u Centru za patologiju 

Kliničkog centra Crne Gore u periodu od 2016. do 2020. godine na operativnom 

materijalu dijagnostikovan invazivni karcinom dojke stadijuma IA-IIIA prema osmom 

izdanju TNM klasifikacije (17), a koje nijesu primale neoadjuvantnu terapiju i kod kojih 

je u dostupnim arhiviranim parafinskim kalupima bilo dovoljno materijala za planiranu 

dalju imunohistohemijsku analizu. 

Pregledom patohistoloških izvještaja sa podacima o stepenu imunohistohemijske 

ekspresije estrogenskih (ER) i progesteronskih receptora (PR), receptora za humani 

epidermalni faktor rasta 2 (HER-2) i vrijednosti Ki67 indeksa proliferacije, a prema St. 

Gallen konsenzusu (18), određena je pripadnost tumora jednom od pet molekularnih 

podtipova (Luminal A, Luminal B HER-2 pozitivni, Luminal B HER-2 negativni, 

neluminalni HER-2 pozitivni i trostruko-negativni). ER i PR smatrani su pozitivnim 

ukoliko je Alred score iznosio ≥3, dok je prisustvo prekomjerne ekspresije HER-2 

procijenjeno prema aktuelnim smjernicama ASCO/CAP (American Society of Clinical 

Oncology / College of American Pathologists) na imunohistohemijski bojenim isječcima, 

odnosno isječcima bojenim metodom DDISH (Dual-color dual-hapten in situ 

hybridization) u slučaju ekvivokalnog rezultata prethodno sprovedene 

imunohistohemijske analize (101). 

Na osnovu pripadnosti tumora određenom molekularnom podtipu pacijentkinje su 

razvrstane u pet grupa, a definitivni uzorak formiran je tako da se unutar svake grupe 

nalazi jednak broj pacijentkinja sa približno istom prosječnom starošću. 

 

3.2 Analiza hematoksilin-eozin bojenih histoloških preparata: 

Pregledom operativnog materijala na arhiviranim mikroskopskim pločicama bojenim 

tehnikom hematoksilin-eozin (HE), potvrđen je histološki tip i gradus tumora, 

kvantifikovano prisustvo sTIL i evidentirano prisustvo peritumorskih limfoidnih 

agregata.  
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Prema aktuelnim preporukama međunarodne radne grupe za TIL (23), gustina sTIL 

izračunata je kao procenat tumorske strome prekriven limfocitima i izražena kao 

kontinuirana varijabla, a dodatno je, po uzoru na metodologiju Cimino-Mathews i 

saradnika (94), stromalni limfocitni infiltrat (sTIL) skorovan i na semikvantitativan način 

kao:  

● oskudan (limfociti prekrivaju <5% strome tumora); 

● umjeren (prisutan fokalan limfocitni infiltrat u 5-50% strome tumora); 

● gust (prisutan difuzan limfocitni infiltrat u ≥50% strome tumora). 

Mikroskopske karakeristike tumora sa različitom gustinom sTIL prikazane su na Slici 8. 

 

 

Slika 8. Histološke karakteristike tumora sa A) oskudnim; B) umjerenim i C) gustim 

stromalnim limfocitnim infiltratom, HE x100.  
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Prema istom metodološkom modelu (94), peritumorski limfoidni agregati takođe su 

skorovani semikvantitativno (Slika 9) kao:  

● odsutni; 

● fokalni (rijetke izolovane nakupine limfoidnih ćelija); 

● umjereno razvijeni (multipli limfoidni agregati); 

● dobro razvijeni (multipli agregati sa dobro razvijenim germinativnim centrima).     

 

 

Slika 9. Histološke karakteristike tumora sa A) odsutnim; B) fokalnim, C) umjereno 

razvijenim i D) dobro razvijenim peritumorskim limfoidnim agregatima, HE x40. 
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3.3 Formiranje tkivnih mikroisječaka  

Za svaku od pacijentkinja, sa invazivnog fronta tumora, iz arhiviranih parafinskih kalupa, 

formirana su po dva tkivna mikroisječka (tissue microarray – TMA) promjera 3 mm, 

upotrebom Quick Ray Manual Tissue Microarrayer seta (Untima Co., Ltd., Gyeonggi-

do, South Korea). Iz novodobijenih kalupa, pomoću Leica SM2000 R klizajućeg 

mikrotoma (Leica Biosystems Nussloch GmbH, Hussloch, Germany) napravljeni su 

serijski presjeci debljine 4 µm, koji su najprije bojeni standardnom HE tehnikom.  

Naime, nakon deparafinizacije u ksilolu (2 puta po 3 minuta) i mješavini ksilola i 

apsolutnog alkohola u odnosu 1:1 (3 minuta), te sprovedene rehidracije tkiva u rastvorima 

etanola opadajuće koncentracije (100%, 96%, 70% - po 3 minuta), isječci su bojeni 

hematoksilinom po Mayer-u i 1% rastvorom eozina, zatim prosvjetljivani i montirani na 

pločice sa DPX medijumom. Histološkom analizom dobijenih preparata utvrđena je 

adekvatnost uzorka i olakšana je orijentacija TMA prilikom interpretacije naknadno 

urađenih imunohistohemijskih bojenja. 

Procedura pripreme tkivnih mikroisječaka sumirana je na Šemi 6. 

 

 

 

Šema 6. Procedura pripreme tkivnih mikroisječaka iz osnovnih parafinskih kalupa. Izvor: 

Gene-expression profiles in hereditary breast cancer, 2001 (102). 
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3.4 Imunohistohemijsko bojenje: 

Na serijskim presjecima TMA, koji su deparafinizovani i rehidratisani prema prethodno 

objašnjenoj proceduri, tretmanom u 10 mM rastvoru citratnog pufera u mikrotalasnoj 

pećnici dva puta po 10 minuta, izvršeno je demaskiranje antigena, nakon čega su isječci 

isprani dejonizovanom vodom. Endogena peroksidaza blokirana je upotrebom 3% 

rastvora vodonik-peroksida na sobnoj temperaturi tokom 10 minuta. Nakon toga, tkivni 

isječci su prekriveni primarnim antitijelom i inkubirani u vlažnoj komori na sobnoj 

temperaturi tokom 1 sata. Za imunohistohemijsku vizuelizaciju antigena korišćena je 

streptavidin-biotin-peroksidaza tehnika, prema standardnoj LSAB+ proceduri (DAKO, 

Carpinteria, CA and Glostrup, Denmark). Isječci su najprije inkubirani sa biotinizovanim 

anti-mišjim antitijelom 30 minuta na sobnoj temperaturi, a potom sa streptavidin-

peroksidaza kompleksom još 30 minuta. Kao hromogeni supstrat korišćen je 3-amino-9-

etilkarbazol (DAKO, Carpinteria, CA and Glostrup, Denmark). Nakon svake inkubacije 

isječci su ispirani puferisanim Tris rastvorom (TBS: 0.05 M, pH 7.6) i kontrastirani 

hematoksilinom.  

Za imunohistohemijsko bojenje prethodno opisanom procedurom korišćena su sljedeća 

primarna antitijela:  

- CD4 (Monoclonal Mouse Anti-Human CD4, Clone 4B12, FLEX Ready to use, 

DAKO, Carpinteria, CA and Glostrup, Denmark); 

- CD8 (Monoclonal Mouse Anti-Human CD8, Clone C8/144B, FLEX Ready to use, 

DAKO, Carpinteria, CA and Glostrup, Denmark).  

Imunohistohemijsko bojenje za PD-L1 sprovedeno je upotrebom PD-L1 (Monoclonal 

Rabbit Anti-Human PD-L1, Clone SP142, Roche/Ventana medical systems, Tucson, 

Arizona, United States) antitijela na Ventana Benchmark Ultra (Roche/Ventana medical 

systems, Tucson, Arizona, United States) automatizovanoj platformi prema uputstvima 

proizvođača.  

Kao spoljašnja kontrola imunohistohemijskog bojenja za sva tri navedena markera 

korišćeno je tkivo tonzile.  
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3.5 Analiza imunohistohemijski bojenih TMA 

Za morfološku analizu korišćen je Zeiss Axiolab 5 mikroskop (Carl Zeiss Microscopy 

GmbH, Jena, Germany), na kom jedno vidno polje velikog uveličanja (high power field 

– HPF) odgovara površini 0,332 mm2. 

Rezultati imunohistohemijskog bojenja za markere CD4 i CD8 prikazani su na slikama 

10 i 11, a prilikom analize intenzivno membransko bojenje interpretirano je kao pozitivan 

rezultat. Kvantifikacija CD4 i CD8 pozitivnih sTIL vršena je manuelno, brojanjem 

pozitivnih ćelija na 9 HPF (što odgovara površini od 3 mm2) po TMA, odnosno 18 HPF 

(čiji je ekvivalent 6 mm2) po pacijentu. Dobijene vrijednosti izražene su kao prosječan 

broj ćelija po mm2, i na osnovu njih izračunat je CD4/CD8 odnos.  

 

 

 

Slika 10. Rezultati imunohistohemijskog bojenja na CD4 u A) kontrolnom tkivu (tonzili) 

i B) uzorku karcinoma dojke. U tkivu tonzile (A) zapaža se jaka membranska pozitivnost 

u T limfocitima interfolikularne zone i umjerena pozitivnost u makrofagima 

germinativnog centra, uz odsutnu reakciju u skvamoznom epitelu. U tumorskom tkivu 

(B) uočava se jaka pozitivnost u stromalnim T limfocitima, uz pozitivnu reakciju malog 

broja intratumorskih T limfocita koji nijesu uzimani u obzir prilikom kvantifikacije. 

Imunohistohemija (CD4), A) x40, B) x100. 
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Slika 11. Rezultati imunohistohemijskog bojenja na CD8 u A) kontrolnom tkivu (tonzili) 

i B) uzorku karcinoma dojke. U tkivu tonzile (A) konstatuje se jaka membranska 

pozitivnost u T limfocitima interfolikularne zone, uz nekoliko pozitivnih intraepitelnih T 

imfocita i odsutnu reakciju u skvamoznom epitelu. U tumorskom tkivu (B) uočava se jaka 

pozitivnost u stromalnim T limfocitima, uz pozitivnu reakciju određenog broja 

intratumorskih T limfocita koji nijesu uzimani u obzir prilikom kvantifikacije. 

Imunohistohemija (CD8), A) x40, B) x100. 

 

Prilikom analize PD-L1 ekspresije u tumorskim i imunološkim ćelijama, u obzir su uzete 

one ćelije koje pokazuju parcijalno ili kompletno membransko, odnosno membransko ili 

citoplazmatsko bojenje bilo kog intenziteta. Ekspresija PD-L1 u tumorskim ćelijama 

kvantifikovana je primjenom TPS algoritma skorovanja (tumor proportion score - odnos 

broja PD-L1 pozitivnih tumorskih ćelija prema ukupnom broju vitalnih tumorskih ćelija, 

pomnožen sa 100%), dok je za kvantifikaciju ekspresije u imunološkim ćelijama korišćen 

ICS algoritam (immune cell score - procenat svih PD-L1 pozitivnih imunih ćelija u 

ukupnoj površini koju zauzima tumor) (56). Krajnji rezultat predstavljala je srednja 

vrijednost TPS i ICS, očitanih sa oba mikroreza svakog pojedinačnog tumora. Prema 

trenutno važećem protokolu za procjenu PD-L1 ekspresije u metastatskom TNBC, 

pozitivnim nalazom u imunološkim ćelijama smatran je ICS ≥ 1% (56), dok je vrijednost 

TPS ≥ 1% uzeta kao granična za pozitivnu PD-L1 ekspresiju u tumorskim ćelijama. 
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Rezultati i imunohistohemijskog bojenja i interpretacija ekspresije PD-L1 prikazani su na 

Slici 12. 

 

 

 

Slika 12. Rezultati imunohistohemijskog bojenja na PD-L1 u A) kontrolnom tkivu 

(tonzila), B) uzorku PD-L1 pozitivnog i C) PD-L1 negativnog karcinoma dojke. U tkivu 

tonzile (A) zapaža se umjereno do jako membransko/citoplazmatsko bojenje u 

limfocitima i makrofagima u germinativnom centru, uz odsustvo reakcije u limfocitima 

interfolikularne zone i skvamoznom epitelu. Kod PD-L1 pozitivnih tumora (B), 

imunohistohemijska reakcija obično je registrovana unutar klastera imunoloških ćelija u 

tumorskoj stromi, uz ICS ≥1%, dok su PD-L1 negativni tumori (C) pokazali ili kompletno 

odsusvo reakcije u imunološkim ćelijama ili je pozitivna reakcija zabilježena u 

malobrojnim pojedinačnim stromalnim inflamatornim ćelijama, uz ICS<1%. 

Imunohistohemija, PD-L1, A) x40, B) i C) x100. 

 

3.6 Statistička analiza: 

Za analizu primarnih podataka korišćene su deskriptivne statističke metode, metode za 

testiranje statističkih hipoteza i metode za ispitivanje korelacije i prediktivne sposobnosti.  

Od deskriptivnih statističkih metoda korišćene su mjere centralne tendencije (aritmetička 

sredina), mjere varijabiliteta (standardna devijacija) i relativni brojevi (pokazatelji 

strukture).  
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Od metoda za testiranje statističkih hipoteza korišćene su neparametrijske statističke 

analize (χ2 test, Fisher’s exact test, Mann-Whitney U test i Kruskal-Wallis test), a 

korelacija između parametara opisana je uz pomoć Phi korelacionog koeficijenta. Za 

prikaz granične („cut-off“) vrijednosti kontinuirane varijable gustine sTIL u predikciji 

prisustva PD-L1 ekspresije korišćene su statističke „ROC“ krive i formula za 

izračunavanje Youden-ovog indeksa (J = senzitivnost + specifičnost – 1). Hipoteze su 

testirane na nivou statističke značajnosti (α nivo) od 0,05.  

Rezultati su prikazani tabelarno i grafički, a obrada podataka vršena je upotrebom 

standardnog statističkog paketa IBM SPSS Statistics version 23.0 softvera (IBM SPSS for 

Windows, Armonk, NY, USA). 

 

3.7 Etički aspekti  

Predmetno istraživanje odobreno je od strane institucionalnog Etičkog komiteta 

Medicinskog fakulteta Univerziteta Crne Gore (odluka br. 1492/2 od 23.9.2022. godine) 

i sprovedeno je u skladu sa pravilima istaknutim u Helsinškoj deklaraciji.   

Prema standardnom protokolu Kliničkog centra Crne Gore, od svake pacijentkinje 

dobijen je pisani informisani pristanak prije započinjanja hirurškog liječenja i prateće 

patohistološke dijagnostike. 
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4. REZULTATI 

 

4.1 Deskriptivna statistika i frekvencija kliničkih i patoloških karakteristika 

Studijom je obuhvaćeno 95 pacijentkinja, po 19 u svakoj od prethodno definisanih pet 

grupa na osnovu pripadnosti tumora određenom molekularnom podtipu (Luminal A, 

Luminal B HER-2+, Luminal B HER-2-, Neluminalni HER-2+ i TNBC), sa približno 

istom prosječnom starošću unutar svake grupe.  

Prosječna starost pacijentkinja uključenih u studiju iznosila je 59,68±11,71 godina 

(x̄±SD). Najmlađa pacijentkinja imala je 32 godine a najstarija 86 godina.  

Prosječna veličina tumora u našem uzorku iznosila je 24,78 ± 10,91 mm (x̄ ± SD), pri 

čemu je najveći tumor imao prečnik od 60 mm a najmanji 6 mm. Na osnovu veličine 

tumora ispitanice su klasifikovane prema pT stadijumu karcinoma dojke. Tako su u 

vrijeme postavljanja dijagnoze, u stadijumu pT1 (veličina tumora manja od 20 mm) bile 

42 pacijentkinje, u stadijumu pT2 (tumor veličine 20 i više mm, ali manji od 50 mm) bilo 

je 48 pacijentkinja, dok je u stadijumu pT3 (tumor veći od 50 mm) bilo samo 5 

pacijentkinja (Tabela 7). 

 

 

 

 

 

 

 

Na osnovu broja limfnih čvorova sa histološki verifikovanim sekundarnim depozitima u 

pazušnoj jami, ispitanice u našoj studiji klasifikovane su prema pN stadijumimu 

karcinoma dojke. Kod najvećeg broja pacijentkinja (njih 65) u vrijeme postavljanja 

dijagnoze nijesu detektovane metastaze u limfnim čvorovima, dok se po 15 pacijentkinja 

nalazilo u stadijumima pN1 i pN2 (Tabela 8).  

Tabela 7. Zastupljenost pT stadijuma karcinoma dojke u ukupnom uzorku 

Stadijum Učestalost Procenat (%) 

pT1 42 44,2 

pT2 48 50,5 

pT3 5 5,3 

Ukupno 95 100 
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Tabela 8. Zastupljenost pN stadijuma karcinoma dojke u ukupnom uzorku 

Patohistološka dijagnoza Učestalost Procenat (%) 

pN0 65 68,4 

pN1 15 15,8 

pN2 15 15,8 

Ukupno 95 100 

 

Imajući u vidu da je jedan od osnovnih kriterijuma za uključivanje u studiju bio da 

pacijentkinje boluju od ranog karcinoma dojke, nijedna od njih nije imala klinički 

suspektno a samim tim ni histološki potvrđeno prisustvo udaljenih metastaza u vrijeme 

postavljanja dijagnoze. 

Kada se u obzir uzmu i veličina primarnog tumora i status limfnih čvorova pazušne jame, 

kod najvećeg broja pacijentkinja bolest je otkrivena u kliničkim stadijumima IA i IIA. 

Značajno manje pacijentkinja je u vrijeme postavljanja dijagnoze imalo bolest stadijuma 

IIB i IIIA, dok u našem uzorku nije bilo pacijentkinja sa mikrometastazama u aksilarnim 

limfnim čvorovima (stadijum IB) (Grafikon 3). 

 

Grafikon 3. Distribucija različitih kliničkih stadijuma karcinoma dojke u ukupnom 

uzorku 
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Među histološkim tipovima invazivnog karcinoma dojke u našoj studiji najviše je 

dijagnostikovan invazivni duktalni karcinom, NST (no special type), zatim invazivni 

lobularni karcinom, dok su u manjem procentu dijagnostikovani ostali specijalni tipovi 

karcinoma dojke poput mucinoznog, metaplastičnog, medularnog, mikropapilarnog i 

invazivnog papilarnog karcinoma dojke (Grafikon 4). 

 

 

Grafikon 4. Procentualna zastupljenost histoloških tipova karcinoma dojke u ukupnom 

uzorku 

 

Najveći broj dijagnostikovanih malignih tumora dojke imao je histomorfološke 

karakteristike srednje diferentovanog karcinoma (54). U nešto manjem broju (37) 

detektovani su loše diferentovani karcinomi, dok su dobro diferentovani tumori 

dijagnostikovani u svega četiri slučaja (Tabela 9). 
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Tabela 9. Procentualna zastupljenost histoloških gradusa karcinoma dojke 

u ukupnom uzorku 

Histološki gradus Učestalost Procenat (%) 

G1 4 4,2 

G2 54 56,8 

G3 37 39 

Ukupno 95 100 

 

Kod svih ispitanica određena je gustina sTIL i izražena kao procenat strome primarnog 

tumora prekriven limfocitima u vidu kontinuirane varijable i na semikvantitativan način. 

Prosječna vrijednost gustine sTIL iznosila je 26,66 ± 26,55 procenata (x̄ ± SD). Oskudan 

sTIL (<5% strome tumora) utvrđen je u 22 slučaja, umjeren sTIL (5-50% strome tumora) 

u 50 slučajeva, dok je difuzan sTIL (≥50% strome tumora) zabilježen u 23 slučaja 

(Grafikon 5). 

 

 

Grafikon 5. Zastupljenost različitih gustina sTIL u ukupnom uzorku 

 

Prosječan broj CD4 pozitivnih limfocita u tumorskoj stromi u čitavom uzorku iznosio je 

63,68 ± 62,27 po mm2 (x̄ ± SD), sa minimalnom vrijednošću od 1 po mm2 i maksimalnom 

317 po mm2. Prosječan broj CD8 pozitivnih limfocita u sTIL iznosio je 55,48 ± 53,77 po 
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mm2 (x̄ ± SD), sa minimalnom vrijednošću od 1 po mm2 a maksimalnom 309 po mm2. U 

nešto više od 2/3 slučajeva odnos CD4 i CD8 limfocita u upalnom infiltratu bio je < 1.   

Pored gustine sTIL, u uzorcima je analizirano i prisustvo peritumorskih limfoidnih 

agregata. U najvećem broju slučajeva tercijarne limfoidne strukture bile su fokalno 

prisutne ili umjereno razvijene, dok su najrjeđe registrovani dobro formirani limfoidni 

agregati ili njihovo popuno odsustvo (Grafikon 6). 

 

 

Grafikon 6. Zastupljenost različitih vrsta peritumorskih limfnih agregata u ukupnom 

uzorku 

 

U našoj studiji imunohistohemijska ekspresija PD-L1 analizirana je u tumorskim ćelijama 

i u imunološkim ćelijama inflamatornog infiltrata na invazivnom frontu tumora, sa ciljem 

utvrđivanja obrasca ekspresije ovog markera (konstitutivna/inducibilna) u svakom 

tumoru. Od ukupno 95 pacijentkinja sa ranim karcinomom dojke uključenih u studiju, 

kod 20 (21,5%) je utvrđeno postojanje PD-L1 ekspresije. U svim slučajevima pozitivne 

ekspresije PD-L1 je bio eksprimiran u imunološkim ćelijama, dok je samo kod tri 

pacijentkinje (15%) utvrđena ekspresija ovog markera i u tumorskim i u imunološkim 

ćeijama.   
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4.2 Prisustvo i obrazac PD-L1 ekspresije u različitim molekularnim podtipovima 

ranog karcinoma dojke 

Ispitivanjem PD-L1 ekspresije kod različitih molekularnih podtipova karcinoma dojke, u 

našoj studiji utvrđena je pozitivnost kod svih. U najvećem broju slučajeva (osam), 

prisustvo PD-L1 ekspresije zabilježeno je u tumorima trostruko negativnog podtipa, ali 

je pozitivnost nađena i kod pet pacijentkinja sa neluminalnim HER-2+ molekularnim 

podtipom, po tri pacijentkinje sa Luminal B HER-2+ i Luminal B HER-2- molekularnim 

podtipom i samo kod jedne pacijentkinje sa Luminal A molekularnim podtipom 

karcinoma dojke.  

Kako se u 100% slučajeva radilo o inducibilnom tipu ekspresije PD-L1, nije utvrđena 

statistički značajna razlika u obrascu ekspresije (konstitutivna/inducibilna) ovog markera 

među različitim molekularnim podtipovima na našem uzorku.  

Takođe, nije utvrđena statistički značajna razlika u prisustvu PD-L1 ekspresije kod 

različitih molekularnih podtipova karcinoma dojke (Fisher’s exact test = 8,25; p = 0,07) 

(Tabela 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 10. Distribucija PD-L1 ekspresije u odnosu na različite molekularne 

podtipove karcinoma dojke 

Molekularni podtip 

PD-L1  
Ukupno p 

Negativan Pozitivan 

HER2+ 
14 5 19 

0,07 

14,7% 5,3% 20,0% 

TNBC 
11 8 19 

11,6% 8,4% 20,0% 

Luminal B HER2+ 
16 3 19 

16,8% 3,2% 20,0% 

Luminal B HER2- 
16 3 19 

16,8% 3,2% 20,0% 

Luminal A 
18 1 19 

18,9% 1,1% 20,0% 

Ukupno 
75 20 95 

78,8% 21,2% 100,0% 
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U sva tri slučaja gdje je prisustvo PD-L1 ekspresije pored imunoloških ćelija zabilježeno 

i u tumorskim ćelijama, radilo se o tumorima trostruko negativnog molekularnog podtipa. 

Shodno tome, utvrđena je statistički značajna razlika u PD-L1 ekspresiji od strane 

tumorskih ćelija u različitim molekularnim podtipovima karcinoma dojke (Fisher’s exact 

test = 6,23; p = 0,03), dok je koeficijent korelacije pokazao postojanje umjerene pozitivne 

korelacije u tom kontekstu (Phi = 0,36; p = 0,03), što govori u prilog tome da će se PD-

L1 pozitivnost u tumorskim ćelijama značajno češće sresti kod TNBC u odnosu na 

karcinome dojke drugih molekularnih podtipova.   

 

 

4.3 PD-L1 ekspresija u odnosu na gustinu intra i peritumorskog limfocitnog 

infiltrata u različitim molekularnim podtipovima ranog karcinoma dojke 

 

4.3.1 Gustina stromalnog limfocitnog infiltrata u različitim molekularnim 

podtipovima ranog karcinoma dojke 

Upoređivanjem gustine sTIL, izražene na semikvantitativan način, u različitim 

molekularnim podtipovima karcinoma dojke utvrđeno je da postoji statistički značajna 

razlika u gustini inflamatornog infiltrata među njima (Fisher exact test = 16,21; p = 0,03). 

Korelacioni test pokazao je umjerenu pozitivnu korelaciju između molekularnog podtipa 

karcinoma dojke i gustine sTIL (Phi = 0,4; p = 0,04), a dodatnim analizama utvrđeno je 

da se oskudan sTIL statistički značajno češće javlja kod Luminal A podtipa karcinoma 

dojke (8; 8,4%) u odnosu na TNBC (0: 0,0%), dok je kod svih ostalih molekularnih 

podtipova podjednako distribuiran. Umjereni sTIL pokazao je ujednačenu distribuciju 

među različitim molekularnim podtipovima. Iako je uočena manja zastupljenost difuznog 

sTIL kod karcinoma Luminal A podtipa u odnosu na TNBC, ova razlika nije dostigla 

statistički značaj (Grafikon 7).   
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Grafikon 7. Distribucija različitih tipova sTIL u molekularnim podtipovima ranog 

karcinoma dojke (*p < 0,05)  

 

4.3.2 PD-L1 ekspresija u odnosu na gustinu stromalnog limfocitnog infiltrata u 

ranom karcinomu dojke 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 10. Distribucija PD-L1 ekspresije u odnosu na semikvantitativno 

izraženu gustinu sTIL 

sTIL 
PD-L1  

Ukupno p 
Negativan Pozitivan 

Oskudan 
22 0 22 

<0,001 

23,2% 0,0% 23,2% 

Umjeren 
50 1 51 

52,6% 1,1% 53,7% 

Difuzan 
3 19 22 

3,1% 20,0% 23,1% 

Ukupno 
75 20 95 

78,9% 21,1% 100,0% 

* 
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Prilikom ispitivanja prisustva PD-L1 ekspresije kod pacijentkinja sa različitom gustinom 

sTIL u našoj studiji, izuzev jednog slučaja pozitivne PD-L1 ekspresije u tumoru sa 

umjerenim sTIL, svi PD-L1 pozitivni tumori pokazali su prisustvo gustog difuznog sTIL, 

dok ni u jednom slučaju sa oskudnim sTIL nije detektovana PD-L1 ekspresija. Koeficijent 

korelacije pokazao je jaku pozitivnu korelaciju između PD-L1 ekspresije i tipa sTIL (Phi 

= 0,88; p < 0,001), a Z test je pokazao da se pozitivna PD-L1 ekspresija statistički 

značajno češće javlja kod difuznih sTIL u odnosu na umjerene i oskudne sTIL (Tabela 

10, Grafikon 8). 

 

 

Grafikon 8. Distribucija PD-L1 ekspresije u odnosu na gustinu sTIL (*p < 0,001) 

 

 

4.3.3 Predikcija PD-L1 pozitivnosti na osnovu gustine stromalnog limfocitnog 

infiltrata  

Prosječna gustina sTIL, izražena kao kontinuirana varijabla, iznosila je 15,31 ± 14,32 

procenata (x̄ ± SD) u ranom karcinomu dojke sa negativnom PD-L1 ekspresijom i 68,75 

± 16,85 procenata (x̄ ± SD) u ranom karcinomu dojke sa prisutnom PD-L1 ekspresijom 

(U = 12,50; p < 0,001). S ciljem ispitivanja mogućnosti predikcije PD-L1 pozitivnosti na 

osnovu gustine sTIL, konstruisana je ROC krivulja (receiver operating characteristic 

curve) ukrštanjem proporcije stvarno pozitivnih (y osa) i lažno pozitivnih opservacija (x 

* 
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osa). Površina ispod dobijene ROC krive za procjenu pozitivne PD-L1 ekspresije na 

osnovu gustine sTIL izražene kao kontinuirane varijable, govori u prilog odlične 

dijagnostičke tačnosti (AUC = 0,992; p < 0,001). Na osnovu najveće vrijednosti Youden-

ovog indeksa (Youden’s index = 0,923) utvrđena je granična vrijednost (cut-off) koja 

iznosi 53% prekrivenosti tumorske strome TIL, a na osnovu koje se sa visokom 

pouzdanošću može predvidjeti prisustvo PD-L1 ekspresije u ranom karcinomu dojke 

(Grafikon 9). 

 

 

Grafikon 9. ROC kriva za procjenu pozitivne PD-L1 ekspresije na osnovu gustine sTIL 

izražene kao kontinuirane varijable. Na y osi nalazi se proporcija stvarno pozitivnih 

slučajeva (opservacije koje su tačno predviđene kao pozitivne u ukupnom broju 

pozitivnih slučajeva), a na x osi proporcija lažno pozitivnih slučajeva (opservacije koje 

su netačno predviđene kao pozitivne u ukupnom broju negativnih slučajeva) (AUC = 

0,992; p < 0,001). 
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4.3.4 Karakteristike peritumorskih limfoidnih agregata u različitim molekularnim 

podtipovima ranog karcinoma dojke 

Poređenjem karakteristika peritumorskih limfoidnih agregata u različitim molekularnim 

podtipovima karcinoma dojke, utvrđeno je da postoji statistički značajna razlika (Fisher’s 

exact test = 25,55; p = 0,002), te da je prisutna umjerena pozitivna korelacija između 

molekularnog podtipa karcinoma dojke i vrste limfoidnog agregata (Phi = 0,53; p = 

0,002). Z test je pokazao da se kod žena sa TNBC, statistički značajno češće javljaju 

umjereni limfoidni agregati (16; 16,8%) u odnosu na ostale tipove limfoidnih agregata. 

Takođe, kod žena sa Luminal A karcinomom dojke statistički značajno češće javljaju se 

fokalni limfoidni agregati (12; 12,6%) u odnosu na ostale tipove limfoidnih agregata. 

(Grafikon 10). 

 

 

Grafikon 10. Distribucija različitih vrsta peritumorskih limfoidnih agregata u 

molekularnim podtipovima ranog karcinoma dojke (*p < 0,05). 

 

4.3.5 PD-L1 ekspresija u odnosu na karakteristike peritumorskih limfoidnih 

agregata 

Među pacijentkinjama kod kojih je utvrđeno prisustvo PD-L1 ekspresije, umjereno 

razvijene peritumorske limfoidne agregate imalo je njih 15 (15,8%), dobro razvijene 4 

* 
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(4,2%), dok je samo jedna pacijentkinja (1,1%) imala fokalne limfoidne agregate. Nije 

utvrđen nijedan slučaj pozitivne PD-L1 ekspresije kod tumora u čijoj su neposrednoj 

okolini limfoidni agregati bili odsutni.  

Utvrđena je statistički značajna razlika u prisustvu PD-L1 ekspresije kod pacijentkinja sa 

različitim tipovima peritumorskih limfoidnih agregata (Fisher’s exact test = 12,87; p = 

0,003). Koeficijentom korelacije utvrđena je umjerena pozitivna korelacija između PD-

L1 ekspresije i tipa peritumorskih limfoidnih agregata (Phi = 0,37; p = 0,003), a Z test je 

pokazao da se kod tumora sa prisutnom PD-L1 ekspresijom statistički značajno češće 

notiraju umjereni peritumorski limfoidni agregati u odnosu na fokalne ili kompletno 

odsustvo limfoidnih agregata (Grafikon 11).  

Nije pronađena statistički značajna razlika između prisustva dobro razvijenih limfoidnih 

agregata u odnosu na ostale tipove peritumorskih limfoidnih agregata kod slučajeva sa 

pozitivnom PD-L1 ekspresijom. 

 

 

Grafikon 11. Distribucija PD-L1 ekspresije u odnosu na vrstu peritumorskih limfoidnih 

agregata u ranom karcinomu dojke (*p < 0,05) 
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4.4 PD-L1 ekspresija u odnosu na gustinu i sastav sTIL u različitim molekularnim 

podtipovima ranog karcinoma dojke 

 

4.4.1 Gustina sTIL i apsolutni broj CD4 i CD8 T-limfocita po mm2 u stromalnom 

infiltratu kod različitih molekularnih podtipova ranog karcinoma dojke 

Ispitivanjem gustine (izražene kao kontinuirane varijable) i sastava sTIL u različitim 

molekularnim podtipovima ranog karcinoma dojke, Kruskal Wallis test pokazao je 

statistički značajnu razliku u srednjim vrijednostima gustine sTIL (χ2 = 12,68; p = 0,01) 

i broju CD4 limfocita po mm2 (χ2 = 24,73; p < 0,001) u odnosu na molekularni podtip 

ranog karcinoma dojke.  

Srednja vrijednost gustine sTIL statistički značajno se razlikovala između TNBC i 

Luminal B HER-2- molekularnog podtipa (U = 101,50; p = 0,02), kao i između TNBC i 

Luminal A molekularnog podtipa (U = 68,50; p = 0,01). Drugim riječima, utvrđena je 

značajno veća gustina sTIL kod TNBC u odnosu na Luminal B HER-2- i Luminal A 

molekularne podtipove ranog karcinoma dojke.  

Srednja vrijednost broja CD4 limfocita po mm2 razlikovala se između neluminalnog 

HER-2+ i Luminal A molekularnog podtipa (U = 86,00; p = 0,005), između TNBC i 

Luminal B HER-2- molekularnog podtipa (U = 63,50; p = 0,001), između TNBC i 

Luminal A molekularnog podtipa (U = 38,50; p = 0,001), te Luminal B HER-2+ i Luminal 

B HER-2- molekularnog podtipa (U = 108,50; p = 0,03), kao i između Luminal B HER-

2+ i Luminal A molekularnog podtipa (U = 72,00; p = 0,001). Odnosno, apsolutni broj 

CD4 limfocita u stromalnom infiltratu bio je značajno veći kod TNBC i Luminal B HER-

2+ u odnosu na Luminal B HER-2- molekularni podtip karcinoma dojke, dok su tumori 

svih molekularnih podtipova, izuzev Luminal B HER-2-, u stromi sadržali veći broj CD4 

pozitivnih limfocita u odnosu na tumore Luminal A molekularnog podtipa. 

Nije nađena statistički značajna razlika u srednjoj vrijednosti broja CD8 limfocita po mm2 

između različitih molekularnih podtipova karcinoma dojke (χ2 = 7,00; p = 0,136).  

Rezultati gore navedenih analiza sumirani su u Tabeli 11.  
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4.4.2 Sastav stromalnog limfocitnog infiltrata (izražen u obliku CD4/CD8 odnosa) 

kod različitih molekularnih podtipova ranog karcinoma dojke 

Statistička analiza ukazuje da se sastav limfocitnog infiltrata (izražen u obliku CD4/CD8 

odnosa), odnosno dominatna subpopulacja T limfocita u stromalnom infiltratu, značajno 

razlikuje između pojedinih molekularnih podtipova ranog karcinoma dojke (χ2 =16,07 p 

= 0,003) a korelacioni koeficijent pokazao je umjerenu pozitivnu povezanost između 

navedenih parametara (Phi = 0,41; p = 0,003).    

Naime, među TNBC i Luminal B HER-2+ karcinomima dojke uočen je statistički 

značajno veći broj tumora sa CD4/CD8 odnosom većim od 1 (po 17 tumora, odnosno po 

17,9% od ukupnog broja ispitanih slučajeva) u poređenju sa tumorima koji imaju 

CD4/CD8 odnos manji od 1 (po 2 tumora, odnosno po 2,1% od ukupnog broja ispitanih 

slučajeva). S druge strane, među karcinomima Luminal A molekularnog podtipa 

statistički značajno češće su uočeni tumori sa CD4/CD8 odnosom manjim od 1 (11; 

11,6%) u poređenju sa tumorima čiji je CD4/CD8 odnos bio veći od 1 (8; 8,4%). 

Rezultati navedenih analiza prikazani na Grafikonu 12.  

Tabela 11. Srednje vrijednosti parametara imunološkog odgovora u zavisnosti od 

molekularnog podtipa ranog karcinoma dojke 

Molekularni 

podtip 

sTIL (%) 

(x̄±SD) 

CD4 (po mm2)  

(x̄±SD) 

CD8 (po mm2)  

(x̄±SD) 

HER2+ 29,74±29,95 81,16±99,18a 70,84±85,72 

TNBC 43,32±32,42a, b 112,95±95,39b 77,42±85,79 

Luminal B 

HER2+ 
25,32±22,69 67,19±59,54c 51,05±62,45 

Luminal B 

HER2- 
22,22±21,94a 29,61±23,92b, c 43,26±48,67 

Luminal A 13,65±14,05b 21,24±26,62a, b, c 27,11±39,39 
a, b, c p < 0,05 
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Grafikon 12. Razlike u dominantnoj subpopulaciji T-limfocita (CD4/CD8 odnosu) u 

stromalnom infiltratu različitih molekularnih podtipova ranog karcinoma dojke (*p < 

0,05) 

 

 

 

 

Grafikon 13. Razlike u distribuciji CD4/CD8 odnosa manjeg i većeg od 1 u različitim 

molekularnim podtipovima ranog karcinoma dojke (*p < 0,05) 

* * 

* 
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Dalje analize pokazale su i da se CD4/CD8 odnos veći od 1 statistički značajno češće 

javlja kod TNBC i Luminal B HER-2+ (17; 17,9%) karcinoma dojke u odnosu na tumore 

Luminal A molekularnog podtipa (8; 8,4%). Uočene razlike u distribuciji CD4/CD8 

odnosa manjeg od 1 u različitim molekularnim podtipovima ranog karcinoma dojke 

nijesu dostigle statističku značajnost (Grafikon 13). 

 

4.4.3 PD-L1 ekspresija u odnosu na sastav stromalnog limfocitnog infiltrata 

Pri analizi povezanosti PD-L1 ekspresije sa parametrima vezanim za imunološki odgovor 

kod ranog karcinoma dojke, Mann Whitney test je pokazao statistički značajne razlike 

između srednjih vrijednosti gustine sTIL (U = 12,50; p < 0,001), kao i srednjih vrijednosti 

apsolutnog broja CD4 (U = 61,50; p < 0,001) i CD8 (U = 90,50; p < 0,001) limfocita po 

mm2 stromalnog infiltrata kod tumora sa pozitivnom u odnosu na tumore sa negativnom 

PD-L1 ekspresijom.  

Naime, srednje vrijednosti gustine sTIL, kao i apsolutnog broja CD4 i broja CD8 T-

limfocita u stromalnom inflamatornom infiltratu, bile su statistički značajno veće kod 

tumora sa pozitivnom PD-L1 ekspresijom u odnosu na tumore u kojima nije registrovano 

prisustvo PD-L1 ekspresije (Tabela 12) (Slika 13 i 14). 

 

 

 

 

Tabela 12. Srednje vrijednosti parametara vezanih za imuni odgovor kod 

karcinoma dojke sa pozitivnom i negativnom PD-L1 ekspresijom (*p < 0,05) 

 PD-L1  Srednja vrijednost (x̄±SD) p 

sTIL (%) 
Negativan 15,31±14,32 

< 0,001 
Pozitivan 68,75±16,85* 

CD4 (po mm2) 
Negativan 31,65±30,18 

< 0,001 
Pozitivan 175,25±87,62* 

CD8 (po mm2) 
Negativan 28,16±33,79 

< 0,001 
Pozitivan 150,60±78,19* 
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Slika 13. Gustina i sastav stromalnog inflamatornog infiltrata u PD-L1 pozitivnom ranom 

karcinomu dojke. Gusti, difuzni mononuklearni inflamatorni infiltrati sa većim 

apsolutnim brojem A) CD8 i B) CD4 T-limfocita po jedinici površine, statistički su 

značajno povezani sa C) prisustvom PD-L1 ekspresije u ranom karcinomu dojke. 

Imunohistohemija, A) CD4, x100, B) CD8, x100 i C) PD-L1, x200. 
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Slika 14. Gustina i sastav stromalnog inflamatornog infiltrata u PD-L1 negativnom ranom 

karcinomu dojke. Fokalni mononuklearni inflamatorni infiltrati sa manjim apsolutnim 

brojem A) CD8 i B) CD4 T-limfocita po jedinici površine povezani su sa C) odsustvom 

PD-L1 ekspresije u ranom karcinomu dojke. Imunohistohemija A) CD4, B) CD8 i C) PD-

L1, x100. 

 

Ispitivanjem povezanosti predominacije određene subpopulacije T-limfocita u 

stromalnom inflamatornom infiltratu sa PD-L1 ekspresijom u ranom karcinomu dojke, 

utvrđeno je prisustvo PD-L1 ekspresije kod osam (8,7%) tumora sa CD4/CD8 odnosom 

manjim od 1 odnosno 12 (13,0%) tumora sa CD4/CD8 odnosom većim od 1, ali ova 

razlika nije bila statistički značajna (Fisher exact test = 0,851; p = 0,42) (Tabela 13).  
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Drugim riječima, analizom nije utvrđena statistički značajna predominacija jedne 

subpopulacije T-limfocita u stromalnom infiltratu PD-L1 pozitivnih tumora. 

 

 

4.5 PD-L1 ekspresija u odnosu na kliničko-patološke prognostičke parametre kod 

ranog karcinoma dojke 

 

4.5.1 PD-L1 ekspresija u odnosu na starosnu dob pacijentkinja 

Prosječna starost pacijentkinja sa ranim karcinomom dojke koji ima pozitivnu PD-L1 

ekspresiju (61,55±10,79; x̄±SD) bila je nešto veća u poređenju sa pacijentkinjama kojima 

su dijagnostikovani PD-L1 negativni tumori (59,19±11,96; x̄±SD). Međutim, Mann 

Whitney test nije pokazao statistički značajnu razliku u starosnoj dobi (U = 672,00; p = 

0,48) između ove dvije grupe pacijentkinja.  

 

4.5.2 PD-L1 ekspresija u odnosu na veličinu tumora u milimetrima 

Iako je uočena mala razlika u srednjoj vrijednosti najvećeg dijametra tumora izraženoj u 

milimetrima između karcinoma dojke sa pozitivnom (25,30 ± 10,99; x̄ ± SD) i 

Tabela 13. Distribucija PD-L1 ekspresije u zavisnosti od CD4/CD8 

odnosa u stromalnom inflamatornom infiltratu ranog karcinoma dojke 

Odnos CD4/CD8 

PD-L1  

Ukupno p 

Negativan Pozitivan 

CD4/CD8 < 1 
22 8 30 

0,42  

23,2% 8,4% 31,6% 

CD4/CD8 > 1 
53 12 65 

55,8% 12,6% 68,4% 

Ukupno 
75 20 95 

79,0% 21,0% 100,0% 



 

71 
 

negativnom (24,64 ± 10,96; x̄ ± SD) PD-L1 ekspresijom, Mann Whitney testom nije 

utvrđen njen statistički značaj (U = 717,00; p = 0,76). 

 

4.5.3 PD-L1 ekspresija u odnosu na pT, pN i klinički stadijum bolesti 

Najveći broj pacijentkinja sa PD-L1 pozitivnim ranim karcinomom dojke 

dijagnostikovan je u pT2 stadijumu bolesti (11). Nešto manje pacijentkinja (sedam) je u 

vrijeme postavljanja dijagnoze imalo tumor pT1 stadijuma, dok se svega par pacijentkinja 

nalazilo u pT3 stadijumu. Daljom analizom nije utvrđena statistički značajna povezanost 

između pT stadijuma bolesti i ekspresije PD-L1 u ranom karcinomu dojke (Fisher exact 

test = 1,92; p = 0,37) (Tabela 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Analizom histološkog statusa limfnih čvorova pacijentkinja sa PD-L1 pozitivnim ranim 

karcinomom dojke utvrđeno je da kod najvećeg broja njih (13) nijesu postojali sekundarni 

depoziti u aksilarnim limfnim čvorovima u vrijeme postavljanja dijagnoze, a da se 

približno isti broj pacijentkinja nalazio u pN1 (četiri pacijentkinje) i pN2 (tri 

pacijentkinje) stadijumu. Nakon sprovedenog Fisher exact testa, statistički značajna 

povezanost između pN stadijuma i ekspresije PD-L1 u ranom karcinomu dojke nije 

nađena (Fisher exact test = 0,52; p = 0,93) (Tabela 15). 

Tabela 14. Distribucija PD-L1 ekspresije u odnosu na pT stadijum bolesti 

pT stadijum 
PD-L1  

Ukupno p 
Negativan Pozitivan 

pT1 
35 7 42 

0,37 

36,8% 7,4% 44,2% 

pT2 
37 11 48 

38,9% 11,6% 50,5% 

pT3 
3 2 5 

3,2% 2,1% 5,3% 

Ukupno 
75 20 95 

78,9% 21,1% 100,0% 
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Pozitivna PD-L1 ekspresija nađena je kod pet (5,3%) pacijentkinja koje su u vrijeme 

postavljanja dijagnoze bile u kliničkom stadijumu bolesti IA, sedam (7,3%) pacijentkinja 

u stadijumu IIA, pet (5,3%) pacijentkinja u stadijumu IIB i samo tri (3,2%) pacijentkinje 

u stadijumu IIIA karcinoma dojke. Kao i u slučaju pT i pN stadijuma, daljom analizom 

nije utvrđena statistički značajna povezanost između PD-L1 ekspresije i kliničkog 

stadijuma ranog karcinoma dojke u vrijeme postavljanja dijagnoze (Fisher exact test = 

3,30; p = 0,35).  

 

4.5.4 PD-L1 ekspresija u odnosu na histološki tip ranog karcinoma dojke 

Ispitivanjem PD-L1 ekspresije kod različitih histoloških tipova karcinoma dojke u našoj 

studiji među 20 PD-L1 pozitivnih tumora, u čak 17 slučajeva radilo se o invazivnom 

duktalnom karcinomu dojke NST (ne računajući tumore sa medularnim 

karakteristikama). Dvije pacijentkinje imale su invazivni duktalni karcinom dojke 

medularnih karakteristika, dok je kod jedne pacijentkinje dijagnostikovan metaplastični 

karcinom dojke. Međutim, daljom analizom nije utvrđena statistički značajna povezanost 

između PD-L1 ekspresije i određenog histološkog tipa ranog karcinoma dojke (Fisher’s 

exact test = 9,52; p = 0,09) (Tabela 16). 

 

 

 

Tabela 15. Distribucija PD-L1 ekspresije u odnosu na pN stadijum 

pN stadijum 
PD-L1  

Ukupno p 
Negativan Pozitivan 

pN0 
52 13 65 

0,93 

54,7% 13,7% 68,4% 

pN1 
11 4 15 

11,6% 4,2% 15,8% 

pN2 
12 3 15 

12,6% 3,2% 15,8% 

Ukupno 
75 20 95 

78,9% 21,1% 100,0% 
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4.5.5 PD-L1 ekspresija u odnosu na histološki gradus ranog karcinoma dojke 

Prilikom analize PD-L1 ekspresije u tumorima različitog histološkog gradusa, uočena je 

visoka učestalost PD-L1 pozitivnosti kod loše diferentovanih tumora. Tako se, od 20 PD-

L1 pozitivnih slučajeva ranog karcinoma dojke čak u 15 slučajeva radilo o loše 

diferentovanim tumorima (G3). Kod pet pacijentkinja dijagnostikovan je srednje 

diferentovan (G2) karcinom dojke, dok među pacijentkinjama sa dobro diferentovanim 

tumorima nije bilo slučajeva pozitivne PD-L1 ekspresije.  

Daljim analizama dokazana je statistički značajna razlika u postojanju PD-L1 ekspresije 

kod ranog karcinoma dojke različitog histološkog gradusa (Fisher exact test = 12,81; p = 

0,003). Phi korelacioni koeficijent pokazao je umjerenu pozitivnu korelaciju između PD-

L1 ekspresije i histološkog gradusa karcinoma dojke (Phi = 0,38; p = 0,003), dok je Z 

Tabela 16. Distribucija PD-L1 ekspresije u odnosu na histološki tip ranog 

karcinoma dojke 

Histološki tip 

PD-L1  

Ukupno p 

Negativan Pozitivan 

Invazivni duktalni 

karcinom (IDC), NST 

61 17 78 

0,09 

64,2% 17,9% 82,1% 

Invazivni lobularni 

karcinom 

8 0 8 

8,3% 0,0% 8,3% 

Mucinozni karcinom 
2 0 2 

2,1% 0,0% 2,1% 

Metaplastični 

karcinom 

1 1 2 

1,1% 1,1% 2,2% 

IDC sa medularnim 

karakteristikama 

0 2 2 

0,0% 2,1% 2,1% 

Mikropapilarni 

karcinom 

1 0 1 

1,1% 0,0% 1,1% 

Papilarni karcinom 
2 0 2 

2,1% 0,0% 2,1% 

Ukupno 
75 20 95 

78,9% 21,1% 100,0% 
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testom utvrđeno da se kod pacijentkinja sa dijagnostikovanim karcinomom dojke gradusa 

G3 (loše diferentovani tumori) statistički značajno češće javlja pozitivna PD-L1 

ekspresija u odnosu na pacijentkinje kojima su dijagnostikovani dobro i umjereno 

diferentovani karcinomi (gradus G1 i G2) (Grafikon 14). 

 

 

Grafikon 14. Distribucija PD-L1 ekspresije u odnosu na histološki gradus ranog 

karcinoma dojke (*p < 0 ,05) 

 

 

4.5.6 PD-L1 ekspresija u odnosu na kliničko-patološke prognostičko-prediktivne 

parametre (status steroidnih receptora, HER-2 i Ki67 indeks proliferacije) kod 

ranog karcinoma dojke 

Upoređivanjem prisustva PD-L1 ekspresije u tumorima različitog ER statusa, uočeno je 

da kod najvećeg procenta ER pozitivnih tumora (50 od 57) nije bilo prisustva PD-L1 

ekspresije. Daljim analizama dokazana je statistički značajna razlika u postojanju PD-L1 

ekspresije u odnosu na ER status kod ranog karcinoma dojke (Fisher exact test = 6,597; 

p = 0,019), koja ukazuje na to da se PD-L1 ekspresija statistički značajno češće sreće kod 

ER negativnih tumora (Tabela 17). 

* 
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Analizom PD-L1 ekspresije kod ranog karcinoma dojke različitog PR statusa, uočena je 

relativno ravnomjerna distribucija PR pozitivnih i PR negativnih tumora među 

slučajevima sa negativnom PD-L1 ekspresijom, dok je među PD-L1 pozitivnim tumorima 

nešto veći broj imao negativan PR status. Daljom analizom nije dokazano postojanje 

statistički značajne razlike u PD-L1 ekspresiji u odnosu na PR status kod ranog karcinoma 

dojke u pregledanom uzorku (Fisher exact test = 6,597; p = 0,019) (Tabela 18).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Slična opservacija napravljena je i prilikom poređenja distribucije PD-L1 ekspresije u 

odnosu na HER-2 status kod ranog karcinoma dojke, gdje statističkom analizom nije 

dokazano postojanje značajne razlike u prisustvu PD-L1 ekspresije među tumorima 

različitog HER-2 statusa (Fisher exact test = 0,000; p = 0,61) (Tabela 19). 

Tabela 17. Distribucija PD-L1 ekspresije u odnosu na status ER  

ER 
PD-L1  

Ukupno p 
Negativan Pozitivan 

Negativan 
25 13 38 

<0,05 

26,3% 13,7% 40,0% 

Pozitivan 
50 7 57 

52,6% 7,4% 60,0% 

Ukupno 
75 20 95 

78,9% 21,1% 100,0% 

Tabela 18. Distribucija PD-L1 ekspresije u odnosu na PR status  

PR 
PD-L1  

Ukupno p 
Negativan Pozitivan 

Negativan 
42 14 56 

0,26 

44,2% 14,8% 58,9% 

Pozitivan 
33 6 39 

34,7% 6,3% 41,1% 

Ukupno 
75 20 95 

78,9% 21,1% 100,0% 
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Načelno, PD-L1 pozitivni tumori pokazali su veću mitotsku aktivnost, izraženu kroz Ki67 

indeks proliferacije, (48,50±21,527 %; x̄±SD) u odnosu na tumore sa negativnom 

ekspresijom ovog markera (33,07±23,980 %; x̄±SD). Daljom analizom potvrđeno je da 

je vrijednost Ki67 proliferativnog indeksa statistički značajno veća kod ranog karcinoma 

dojke sa pozitivnom PD-L1 ekspresijom u odnosu na PD-L1 negativne karcinome (U = 

437,00; p = 0,006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 19. Distribucija PD-L1 ekspresije u odnosu na HER-2 status  

HER-2 
PD-L1  

Ukupno p 
Negativan Pozitivan 

Negativan 
45 12 57 

0,61 

47,3% 12,7% 60,0% 

Pozitivan 
30 8 38 

31,6% 8,4% 40,0% 

Ukupno 
75 20 95 

78,9% 21,1% 100,0% 
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5. DISKUSIJA 

Kao najčešće dijagnostikovan malignitet u ženskoj populaciji na globalnom nivou, 

karcinom dojke predstavlja veliki javnozdravstveni problem (7). Iako u razvijenim 

zemljama, zahvaljujući uspješnoj implementaciji skrining programa i posljedičnom 

dijagnostikovanju bolesti u ranom stadijumu, postoji trend smanjenja mortaliteta, 

liječenje karcinoma dojke sa sobom nosi velike izazove (8).  

Danas je opšteprihvaćeno da se ne radi o jedinstvenom entitetu, već da karcinom dojke 

čini veoma heterogena grupa tumora koji zahtijevaju različite terapijske pristupe. Sa 

ekspanzijom savremenih terapijskih modaliteta u onkologiji, prvenstveno biološke 

terapije, svakodnevno se pojavljuju novi izazovi u vezi sa adekvatnom selekcijom 

pacijentkinja koje će imati benefite od istih. Iako je primjena ciljane terapije povezana sa 

mnogo manje sistemskih neželjenih efekata u odnosu na klasičnu hemioterapiju, 

mogućnost nastanka ozbiljnih komplikacija ne može se zanemariti. Iz tog razloga, napori 

naučne zajednice konstantno su usmjereni na identifikaciju novih i pouzdanijih ali i 

optimizaciju postojećih biomarkera, koji će se koristiti u te svrhe (103).   

Značaj adekvatnog imunološkog odgovora u sprječavanju nastanka i progresije malignih 

tumora danas je dobro poznat (25). Iako njegov primarni zadatak predstavlja uspješna 

eliminacija tumorskih ćelija, jednako je važno da imunološki odgovor bude svrsishodan, 

odnosno da se istovremeno ograniče njegovi štetni efekti na sam organizam (104). 

Odgovor imunog sistema na prisustvo tumorskih ćelija se morfološki ogleda kroz 

infiltraciju tumora mononuklearnim imunološkim ćelijama, dominantno T limfocitima, 

ali i folikularnim dendritičnim ćelijama, makrofagima, B limfocitima i plazma ćelijama, 

koje su objedinjene terminom tumor-infiltrišući limfociti (TIL) (23). Većina autora 

smatra da su CD8 T limfociti glavni nosioci antitumorskog imunološkog odgovora, a da 

je uloga CD4 T limfocita u ovom procesu mnogo kompleksnija jer se, u zavisnosti od 

predomantnih citokina produkovanih od strane tumorske mikrookoline, mogu 

diferentovati u različite populacije efektorskih ćelija koje čak mogu imati i oprečna 

svojstva (27). Adekvatnost imunološkog odgovora uslovljena je ravnotežom između 

kostimulatornih i koinhibitornih signala, posredovanih članovima B7-1/B7-2-

CD28/CTLA-4 superfamilije proteina, a jedan od njenih članova je i PD-1 koji se može 

eksprimirati na površini različitih imunoloških ćelija (28, 30, 34, 35). Njegov ligand, 

transmembranski glikoprotein PD-L1, pored imunoloških ćelija eksprimira se i na 
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ćelijama pojedinih tkiva i organa, u kojima je očuvanje imunološke tolerancije i 

sprječavanje razvoja autoimunosti od krucijalnog značaja (29), a krajnji ishod aktivacije 

PD-1/PD-L1 signalnog puta jesu anergija i programirana ćelijska smrt T limfocita (44).  

Do danas je identifikovan veliki broj solidnih tumora koji su, kroz ekspresiju PD-L1 

proteina na površini tumorskih ćelija ali i imunoloških ćelija tumorske mikrookoline, 

uspjeli da ove prirodne mehanizme zaštite od nepovoljnih efekata imunog sistema stave 

u svoju službu i na taj način izbjegnu imunološki nadzor organizma (29, 47, 48, 50). Na 

taj način je imunoterapija, kao jedan od oblika ciljane terapije, postala dio rutinskog 

protokola liječenje velikog broja malignih tumora, na prvom mjestu nesitnoćelijskog 

karcinoma pluća (105, 106).  

Studije u kojima su proučavani parametri imunološkog odgovora u karcinomu dojke 

pokazale su da tumori sa većom gustinom sTIL i razvijenim peritumorskim limfoidnim 

agregatima imaju mnogo bolju prognozu i pokazuju bolji odgovor na hemioterapiju (94). 

Ova opservacija posebno se odnosila na TNBC i neluminalni HER-2 pozitivni karcinom 

dojke (91, 92), koji su u razičitim studijama ujedno izdvojeni i kao podtipovi koji češće 

eksprimiraju PD-L1 u poređenju sa luminalnim molekularnim podtipovima karcinoma 

dojke (88). Ipak, anti-PD-1/PD-L1 terapija je zasad pronašla svoje mjesto samo u terapiji 

lokalno uznapredovalog, neresektabilnog i metastatskog TNBC, kao najimunogenijeg 

podtipa ovih tumora sa potencijalno najvećim benefitima od imunoterapije (75, 79).  

Međutim, pregledom literature nailazi se na veliki broj studija sa oprečnim rezultatima 

po pitanju prognostičke i prediktivne vrijednosti PD-L1 kao biomarkera u karcinomu 

dojke (56, 107, 108). Dok su brojne studije ukazale na povezanost između PD-L1 

ekspresije i negativnih prognostičkih parametara (86-90), pojedine su istakle njenu 

snažnu udruženost sa visokom gustinom TIL kao nezavisnim povoljnim prognostičkim 

faktorom kod karcinoma dojke (70, 91-93), a rezultati pojedinih kliničkih studija doveli 

su u pitanje prediktivnu vrijednost PD-L1 ekspresije u selekciji kandidatkinja za terapiju 

inhibitorima imunoloških kontrolnih tačaka kod TNBC (56, 85).  

Uzimajući u obzir i da se odgovor na imunoterapiju može razlikovati kod tumora sa 

drugačijim obrascima ekspresije PD-L1 (konsitutivnim i inducibilnim), mnogi autori 

smatraju da je neophodna optimizacija upotrebe PD-L1 kao biomarkera u karcinomu 

dojke (56, 94, 95). Naročito je rasprostranjen stav da ekspresiju PD-L1 treba analizirati u 
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kontekstu sTIL (56, 94-96), za čiju kvantifikaciju postoje međunarodnim konsenzusom 

utvrđene smjernice iako klinički značajna granična vrijednost ovog parametra još uvijek 

nije poznata (23).  

Dalje, kako su i fokusu naučnih istraživanja gotovo isključivo bili lokalno uznapredovali 

i metastatski karcinomi dojke trostruko negativnog fenotipa, podaci o PD-L1 ekspresiji i 

karakteristikama intratrumorskog inflamatornog infiltrata u drugim molekularnim 

podtipovima, a naročito kada je u pitanju rani karcinom dojke, još uvijek su insuficijentni 

u naučnoj literaturi (88).  

Predmetnim istraživanjem, po prvi put u crnogorskoj populaciji pacijentkinja, ispitane su 

karakteristike intra i peritumorskih limfoidnih infiltrata u različitim molekularnim 

podtipovima ranog karcinoma dojke, kao i njihova povezanost sa PD-L1 ekspresijom u 

ovim tumorima.   

Analizom obrasca PD-L1 ekspresije u našem uzorku od 95 tumora, utvrđena je 

pozitivnost u imunološkim ćelijama tumorske strome u 20 slučajeva, od čega je kod tri 

karcinoma dojke trostruko negativnog fenotipa istovremeno uočena i slaba do umjerena 

pozitivna reakcija u tumorskim ćelijama. Ovakav tip reakcije u tumorskim ćelijama 

opisan je od strane proizvođača primijenjenog antitijela (Monoclonal Rabbit Anti-Human 

PD-L1, Clone SP142, Roche/Ventana medical systems, Tucson, Arizona, United States) 

(109), a zbog već navedenih karakteristika imunohistohemijskog bojenja u tumorskim 

ćelijama, uz istovremenu jasnu pozitivnu reakciju u imunološkim ćelijama tumorske 

strome, i kod ova tri slučaja se (kao i kod ostalih 17 PD-L1 pozitivnih slučajeva) radilo o 

inducibilnom tipu ekspresije. Pregledom literature nailazi se na molekularne studije u 

kojima su opisani regulatorni mehanizmi koji se nalaze u osnovi inducibilne kao i 

konstitutivne ekspresije PD-L1 proteina u karcinomu dojke (110), ali ne i njihova 

očekivana distribucija. Prema raspoloživiim podacima u naučnoj literaturi, u našoj studiji 

je po prvi put izvršena identifikacija obrasca PD-L1 ekspresije u ranom karcinomu dojke 

na osnovu interpretacije imunohistohemijskog bojenja. Dobijeni rezultati ukazuju na to 

da je inducibilni obrazac PD-L1 ekspresije dominantan u odnosu na konsitutivni u ranom 

karcinomu dojke, što bi mogao biti jedan od argumenata za primjenu imunološke terapije 

u ranijim stadijumima ove bolesti (111).         
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Na osnovu imunohistohemijske analize PD-L1 ekspresije u imunološkim ćelijama 

tumorske mikrookoline u različitim molekularnim podtipovima ranog karcinoma dojke, 

u našoj studiji utvrđena je pozitivnost u 21,2% slučajeva. Prilikom upoređivanja dobijenih 

rezultata sa prethodno publikovanim, moraju se imati u vidu velike razlike u 

eksperimentalnom dizajnu, koje se ogledaju prvenstveno u primjeni različite 

metodologije za evaluaciju PD-L1 ekspresije od strane različitih autora, ali i uzorka na 

kom su analize vršene. U manjem broju studija prisustvo PD-L1 ekspresije utvrđeno je 

primjenom molekularnih tehnika, dok se većina autora služila imunohistohemijom, 

primjenjujući pri tome širok spektar različitih antitijela i drugačije sisteme skorovanja 

(uključujući procjenu PD-L1 ekspresije u različitim ćelijskim populacijama), kao i 

različite granične vrijednosti pri kojima je ekspresija ovog markera smatrana pozitivnom. 

Pojedini autori su prisustvo PD-L1 ekspresije analizirali na ćelijskim kulturama, čime je 

u potpunosti zanemaren značaj ekspresije ovog proteina u ćelijama tumorske 

mikrookoline. U našoj studiji korišćen je imunohistohemijski Ventana PD-L1 (SP142) 

esej, dizajniran kao „companion diagnostics“ test za procjenu kliničkog benefita od 

primjene atezolizumaba u lokalno uznapredovalom i metastatskom TNBC, a 

interpretacija rezultata  vršena је prema uputstvima iz zvaničnog pratećeg vodiča, što se 

može smatrati dobrim preduslovom za dobijanje validnih i relevantnih rezultata (112).  

S druge strane, imajući u vidu intratumorsku heterogenost i činjenicu da je PD-L1 

ekspresija u karcinomu dojke rijetko difuznog karaktera, pojedini autori doveli su u 

pitanje pouzdanost imunohistohemijske analize ekspresije ovog markera na TMA, 

sugerišući da bi ista mogla rezultirati lažno nižim procentom PD-L1 tumora u ispitivanim 

uzorcima (113, 114). Pregledom literature izdvajamo studiju u kojoj upoređivanjem PD-

L1 statusa kod karcinoma dojke određenog na TMA i na isječcima sa hirurški dobijenog 

materijala nije utvrđeno značajno odstupanje u dobijenim rezultatima (87), ali i na jednu 

studiju u kojoj je za čak polovinu PD-L1 negativnih slučajeva koji su inicijalno analizirani 

na TMA utvrđeno da se radilo o lažno negativnom rezultatu nakon naknadne analize na 

originalnim isječcima sa operativnog materijala (114).  Ovaj problem pokušali smo da 

prevaziđemo ciljanim odabirom intratumorskih lokusa za izradu dva TMA prečnika 3 mm 

po pacijentkinji, nakon prethodne analize hirurški dobijenih isječaka na standardnim HE 

obojenim rezovima, fokusirajući se na invazivni front tumora gdje je uočena veća gustina 

TIL.  Uprkos preduzetim mjerama, neophodno je imati u vidu da bi stvarni procenat PD-
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L1 pozitivnih tumora u našem uzorku mogao biti nešto viši da je imunohistohemijska 

analiza vršena na isječcima sa operativnog materijala.   

Uzimajući sve navedeno u obzir, dobijeni rezultat je komparabilan sa rezultatima koje su 

publikovali Muenst i saradnici, u čijem je uzorku od 650 slučajeva karcinoma dojke 23% 

bilo PD-L1 pozitivno (87), kao i Sabatier i saradnici, koji su na velikom uzorku od 5.454 

karcinoma dojke identifikovali PD-L1 ekspresiju u 20% slučajeva (89). Veći procenat 

PD-L1 pozitivnih tumora, čak 50% u uzorku od 44 karcinoma dojke, detektovali su 

Ghebeh i saradnici (86), dok su značajno manji broj pozitivnih slučajeva prijavili 

Mitendorf i saradnici, sa svega 19% slučajeva pozitivne PD-L1 ekspresije u ispitanih 105 

TNBC (u poređenju sa 42,1% pozitivnih TNBC u našem uzorku) (61). Iako su i ovi autori 

PD-L1 ekspresiju analizirali upotrebom imunohistohemije, varijacije u zastupljenosti PD-

L1 pozitivnih tumora između opisanih uzoraka najvjerovatnije su uslovljene prethodno 

opisanim razlikama u metodologiji. Načelno, najveći procenat PD-L1 pozitivnih tumora 

u ispitivanim uzorcima registrovan je u studijama gdje je ekspresija ovog gena 

procjenjivana na osnovu ekspresije specifične informacione RNK (iRNK). Na primjer, 

Schalper i saradnici su na uzorku od 636 karcinoma dojke detektovali prisustvo PD-L1 

ekspresije u čak 58% slučajeva (115). Međutim, viša učestalost PD-L1 ekspresije u ovim 

studijama, u poređenju sa studijama koje su se prilikom analize oslanjale na 

imunohistohemiju, može se objasniti činjenicom da ekspresija iRNK često ne korelira sa 

stvarnom ekspresijom njome kodiranog proteina (87).     

Nasuprot rezultatima najvećeg broja studija, u kojima je prisustvo PD-L1 ekspresije bilo 

statistički značajno udruženo sa TNBC (66, 67, 70, 88, 89), slično nalazu Muenst i 

saradnika (87), u našoj studiji ova povezanost nije dostigla statistički značaj (p = 0,07) 

iako je najveći broj PD-L1 pozitivnih slučajeva registrovan upravo među ovim tumorima. 

Iako se razlog za ovu diskrepancu može tražiti u relativno maloj veličini ispitivanog 

uzorka u našoj studiji, ponovo je neophodan osvrt na razlike u eksperimentalnom dizajnu 

našeg i pomenutih istraživanja. Naime, ispitivanje prisustva PD-L1 ekspresije isključivo 

u populaciji tumorskih ćelija, kao što je slučaj u studiji koju su sproveli Ali i saradnici, 

moglo bi rezultirati lažno većim procentom pozitivnih slučajeva među TNBC, što u 

određenoj mjeri nagovještavaju i naši rezultati, gdje je PD-L1 ekspresija od strane 

tumorskih ćelija registrovana samo u tumorima trostruko negativnog fenotipa. Ovakvog 

stava su i Stovgaard i saradnici, koji su ustanovili da bi se analizom ekspresije ovog 
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markera u imunološkim ćelijama tumorske mikrookoline veći procenat PD-L1 pozitivnih 

tumora registrovao među drugim molekularnim podtipovima karcinoma dojke, a naročito 

u neluminalnom HER-2 pozitivnom podtipu (56). Takođe, novija istraživanja pokazala 

su da se imunogenost karcinoma dojke kroz proces imunološke selekcije smanjuje sa 

progresijom bolesti (99). Iz ovog razloga, diskrepanca između naših i prethodno 

publikovanih rezultata mogla bi se pripisati odabiru ranog karcinoma dojke za analizu 

ekspresije PD-L1 proteina, gdje se veća gustina sTIL češće može uočiti i među tumorima 

ostalih molekularnih podtipova (mimo TNBC) (100). 

Mogućnost postojanja razlike i u prediktivnoj vrijednosti PD-L1 kao biomarkera za 

selekciju pacijentkinja podobnih za imunoterapiju između ranog i uznapredovalog 

karcinoma dojke sugerisana je od strane pojedinih autora (85), prvenstveno na osnovu 

rezultata najvećih kliničkih studija koje su se bavile ispitivanjem efekata ove terapije u 

TNBC. Naime, prema rezultatima Impassion031 kliničke studije, neoadjuvantnom 

primjenom atezolizumaba uz standardnu hemioterapiju u ranom TNBC postignut je veći 

procenat patološkog kompletnog odgovora (pCR), kako u ukupnoj ispitivanoj (intention 

to treat – ITT) populaciji tako i u PD-L1 pozitivnoj grupi pacijentkinja, bez obzira na PD-

L1 status testiran Ventaninim SP142 esejom (116). Takođe, u Keynote-522 studiji, 

neoadjuvantnim tretmanom pembrolizumabom u kombinaciji sa hemioterapijom, 

nasuprot primjeni standardnog hemioterapijskog režima, postignut je viši procenat pCR 

kod pacijentkinja sa ranim TNBC, nezavisno od PD-L1 CPS (22C3) statusa (117). 

Međutim, u Impassion131 studiji nijesu postignuti bolji ishodi u liječenju PD-L1 

pozitivnog uznapredovalog/metastatskog TNBC kod pacijentkinja koje su uz 

hemioterapiju primale i atezolizumab (84). Zbog toga je prepoznata potreba za dodatnim 

istraživanjima s ciljem definisanja potencijalnih specifičnosti i razlika u primjeni PD-L1 

kao biomarkera u ranom i uznapredovalom karcinomu dojke, kao i njegovoj optimizaciji 

u rutinskoj primjeni (85). 

Prisustvo i gustina TIL smatraju se snažnim prognostičkim i prediktivnim biomarkerom, 

uprkos kompleksnosti i nepotpunom razumijevanju mehanizama uključenih u 

antitumorski imunološki odgovor u karcinomu dojke (22), a značaj rutinske kvantifikacije 

TIL u TNBC i neluminalnom HER-2 pozitivnom karcinomu dojke sugerisan je i od strane 

Svjetske zdravstvene organizacije u petom izdanju Klasifikacije tumora dojke (8). U 
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našoj studiji, prilikom upoređivanja gustine sTIL, izražene na semikvantitativan način, 

između različitih molekularnih podtipova ranog karcinoma dojke utvrđeno je postojanje 

statistički značajne razlike (p = 0,03). Dodatnim analizama utvrđeno je značajno češće 

prisustvo oskudnog sTIL kod karcinoma Luminal A podtipa u odnosu na TNBC, uz 

ravnomjernu distribuciju među ostalim molekularnim podtipovima, dok statistički 

značajna razlika u distribuciji umjerenih i difuznih sTIL nije registrovana. Poređenjem 

prosječne gustine sTIL izražene kao kontinuirane varijable (u procentima) kod različitih 

molekularnih podtipova karcinoma dojke, pored tumora Luminal A podtipa, pokazano je 

da i Luminal B HER-2 negativni tumori imaju statistički značajno manju gustinu sTIL u 

odnosu na TNBC.  

Analizom PD-L1 ekspresije u odnosu na gustinu sTIL u našoj studiji utvrđena je jaka 

pozitivna korelacija između navedenih parmetara, u smislu statistički visoko značajno 

češće pojave PD-L1 ekspresije kod tumora sa difuznim sTIL u odnosu na umjerene i 

oskudne (p < 0,001), kao i statistički značajno većom prosječnom gustinom sTIL u PD-

L1 pozitivnim tumorima (p = 0,01). Prema našim saznanjima, a na osnovu informacija 

dostupnih u literaturi, u našoj studiji je po prvi put statističkim metodama utvrđena 

granična vriijednost gustine sTIL (53%), iznad koje se sa visokom dijagnostičkom 

tačnošću može predvidjeti postojanje PD-L1 ekspresije u ranom karcinomu dojke.  

Kada je u pitanju gustina sTIL u različitim molekularnim podtipovima karcinoma dojke, 

naši rezultati se u velikoj mjeri podudaraju s rezultatima velikog broja studija koje su 

izdvojile TNBC kao molekularni podtip s najvećom gustinom sTIL (91-94, 113, 114). To 

je, uz visok stepen mutacijskog opterećenja i ranije pomenut veći procenat detektovane 

PD-L1 ekspresije, bio dodatni argument da se TNBC proglasi najimunogenijim podtipom 

karcinoma dojke (100). O prognostičkoj ulozi sTIL u ranom TNBC je već bilo riječi, a 

kada je u pitanju njihov značaj u predikciji odgovora na imunoterapiju, posljednjih godina 

se u literaturi nailazi na veliki broj studija kako kod ranog tako i kod metastatskog 

karcinoma dojke. Najinteresantnija opservacija odnosila se upravo na razlike u tumorskoj 

mikrookolini između ranog i uznapredovalog/metastatskog TNBC, gdje je uočena 

deplecija efektorskih imunoloških ćelija, s manjom gustinom sTIL u kasnijim 

stadijumima TNBC (78).  
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Korelacija između PD-L1 statusa i gustine sTIL je pokazana i u IMpassion130 studiji kod 

metastatskog TNBC, pri čemu sama gustina sTIL nije pokazala udruženost s      boljim 

ukupnim preživljavanjam (overal survival – OS) i dužinom preživljavanja bez progresije 

bolesti (progression-free survival – PFS) u kontrolnoj grupi PD-L1 pozitivnih 

pacijentkinja koje uz nab-paklitaksel nijesu primale atezolizumab (78). S druge strane, 

gustina sTIL pokazala se kao dobar prediktor povoljnog odgovora na imunoterapiju, kao 

i boljeg kliničkog ishoda kod pacijentkinja sa PD-L1 pozitivnim tumorima (78), što je u 

skladu i sa rezultataima analize ovih biomarkera u sklopu KEYNOTE-086 i KEYNOTE-

119 studije, gdje je pembrolizumab korišćen kao monoterapija u metastatskom TNBC 

(118, 119).         

Kada je u pitanju rani TNBC, uloga sTIL u predikciji odgovora na inhibitore imunoloških 

kontrolnih tačaka još uvijek nije u potpunosti rasvijetljena (100). Na primjer, u II fazi 

GeparNuevo kliničke studije veća gustina sTIL dovedena je u vezu sa pCR, kako u 

eksperimentalnoj grupi koja je uz hemioterapiju primala i durvalumab tako i u kontrolnoj 

grupi koja je uz hemioterapiju dobijala placebo. Multivarijantnom analizom utvrđeno je 

da je porast u TIL tokom terapije pokazao povezanost sa pCR u eksperimentalnoj grupi, 

ali ne i u kontrolnoj grupi (120, 121). Slično ovim rezultatima, u Ib fazi KEYNOTE-173 

studije i II fazi randomizovane I-SPY2 kliničke studije, koje su procjenjivale efekat 

neoadjuvantne primjene pembrolizumaba uz hemioterapiju kod ranog TNBC i HER-2 

negativnog karcinoma dojke, ustanovljena je povezanost između veće inicijalne gustine 

sTIL i pCR (122, 123). Iako rezultati navedenih studija ukazuju na to da bi sTIL mogli 

biti prediktor dobrog kliničkog odgovora na imunoterapiju, neophodno ih je interpretirati 

sa oprezom. Naime, većina analiza ovih biomarkera bila je eksplorativnog karaktera i 

sTIL nijesu bili uključeni u stratifikacione faktore, izuzev GeparNuevo studije, u kojoj 

gustina sTIL nije pokazala specifičnu povezanost sa odgovorom na durvalumab. Iz tog 

razloga pojedini autori smatraju da značaj prognostičke i prediktivne uloge sTIL zahtijeva 

nezavisnu prospektivnu validaciju u randomizovanim kliničkim studijama (100). 

Ispitujući prognostičku ulogu TIL u ranom HER-2 pozitivnom karcinomu dojke, slično 

kao i kod TNBC, brojne studije su utvrdile pozitivnu korelaciju između gustine sTIL i 

povoljnog odgovora na neoadjuvantnu terapiju (124-126), a dokazan je i njihov značaj u 

adjuvantnom liječenju gdje je veća gustina sTIL pokazala povezanost sa boljim 

odgovorom i na anti-HER-2 terapiju (trastuzumab) i na hemioterapiju (22, 127-129). 
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Međutim, pregledom dostupne literature ne nailazi se na studije u kojima je ispitivana 

prognostička i prediktivna vrijednost PD-L1 statusa u ranom HER-2 pozitivnom 

karcinomu dojke. 

Prognostička i prediktivna uloga TIL u uznapredovalim stadijumima HER-2 pozitivnog 

karcinoma dojke manje su jasne. U CLEOPATRA studiji, Luen i saradnici ustanovili su 

da je prosječna dužina preživljavanja (OS) pacijentkinja sa gušćim sTIL (>20%) u 

tumorskoj mikrookolini bila značajno veća nezavisno od toga da li su liječene prvom 

linijom terapije (trastuzumab uz docetaksel) sa ili bez dodatka pertuzumaba. Ovakav 

nalaz objašnjen je mogućnošću potencijacije pojedinih efekata anti-HER-2 terapije od 

strane funkcionalnog antitumorskog odgovora efektorskih T limfocita (130). S druge 

strane, analizom rezultata III faze MA.31 studije, slična asocijacija sTIL sa terapijskim 

odgovorom i prognozom nije uočena, mada je granična vrijednost sTIL iznad koje je 

gustina intratumorskog inflamatornog infiltrata smatrana visokom u ovoj studiji bila 

značajno niža (5%) (131). Iako naizgled oprečni, rezultati ovih studija označili su početak 

ispitivanja imunogenosti HER-2 pozitivnog karcinoma dojke, kao i mogućnosti primjene 

inhibitora imunoloških kontrolnih tačaka u liječenju ovog molekularnog podtipa tumora 

(100). Efekti kombinacije pembrolizumaba i trastuzumaba u liječenju pacijentkinja sa 

metastatskim HER-2 pozitivnim karcinomom dojke koje su imale progresiju bolesti na 

trastuzumab, ispitivani su u sklopu PANACEA studije, čiji su rezultati pokazali bolji 

terapijski odgovor kod pacijentkinja sa PD-L1 pozitivnim tumorima, pri čemu su tumori 

iz ove grupe imali načelno veću gustinu sTIL (132). Rezultati PANACEA studije      

ukazali su na to da bi pacijentkinje sa HER-2 pozitivnim karcinomima dojke, koji 

eksprimiraju PD-L1 ili imaju gust sTIL, mogle imati benefit od kombinacije imunološke 

i anti-HER-2 ciljane terapije. Međutim, u KATE2 studiji nijesu postignuti bolji ishodi u 

liječenju kod pacijentkinja sa PD-L1 pozitivnim tumorima koje su uz trastuzumab 

emtansin (T-DM1) primale atezolizumab. S druge strane, PFS i OS bili su statistički 

značajno duži kod pacijentkinja čiji su tumori sadržali veću količinu sTIL (≥ 5%), ukoliko 

je u terapiji korišćen atezolizumab, u odnosu na pacijentkinje koje su primale placebo 

(133). Iako je upoređivanje rezultata ovih studija u velikoj mjeri otežano razlikama u 

metodološkom pristupu (različite prethodne terapijske linije, upotreba drugačijih uzoraka 

za morfološku i imunohistohemijsku analizu, različite granične vrijednosti sTIL i sl.), 

većina autora smatra da su do sada postignuti ishodi u liječenju uznapredovalog HER-2 
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pozitivnog karcinoma dojke imunološkom terapijom nezadovoljavajući (132-134), te da 

bi, uz istraživanja koja će biti usmjerena na resvjetljavanje kompleksnih interakcija 

imunoloških ćelija u mikrookolini HER-2 pozitivnog karcinoma dojke, u narednim 

fazama kliničkih studija neophodna bila stratifikacija PD-L1 pozitivnih pacijentkinja 

prema konsenzusom definisanoj vrijednosti gustine sTIL (100). 

Steroidni hormon-pozitivni HER-2 negativni (HR+/HER2-) karcinomi dojke smatraju se 

najmanje imunogenim podtipovima ovih tumora (100). Istraživanja su pokazala njihovu 

udruženost s manjom gustinom TIL kao i manjim mutacijskim opterećenjem, što se 

objašnjava uticajem ekspresije ER na supresiju signalizacije posredovane IFN-γ, nižu 

ekspresiju MHC molekula klase II na tumorskim ćelijama, kao i smanjenjenje citolitičke 

funkcije CD8 T limfocita (135-137). Međutim, u posljednje vrijeme sve više pažnje 

posvećuje se ispitivanju heterogenosti imunoloških ćelija u mikrookolini ovih tumora, jer 

bi identifikacija veoma malog procenta imunogenih slučajeva među njima mogla imati 

značajan uticaj na kliničku praksu, imajući u vidu činjenicu da se radi o najprevalentnijim 

podtipovima karcinoma dojke (100).   

U okviru velikih retrospektivnih studija koje su se bavile procjenom prognostičke uloge 

TIL u ranom HR+/HER2- karcinomu dojke dobijeni su različiti rezultati. Dok su pojedini 

autori došli do zaključka da gustina sTIL nema prognostički značaj u ovim podtipovima 

ranog karcinoma dojke (138, 139), drugi su ustanovili povezanost veće gustine sTIL sa 

nepovoljnom prognozom u smislu većeg rizika od recidiva i lošijeg ukupnog 

preživljavanja (140, 141). Potencijalni razlozi za ove nepodudarnosti su brojni, a 

prvenstveno se mogu tražiti u metodološkim razlikama, poput velike heterogenosti 

testiranih uzoraka, kao i načinu procjene i kvantifikacije sTIL. 

Prognostička vrijednost sTIL u odgovoru na neoadjuvantnu hemioterapiju kod 

pacijentkinja sa HR+/HER2- ranim karcinomom dojke ispitivana je u preglednoj studiji 

kojom su obuhvaćene 832 pacijentkinje, kao i u okviru meta-analize četiri studije sa 

ukupno 2836 pacijentkinja. U prvoj studiji, koju je sprovela njemačka istraživačka grupa 

za karcinom dojke, veća gustina sTIL u HR+/HER2- tumorima bila je statistički značajno 

udružena sa kraćim ukupnim preživljavanjem (124), što su potvrdili Gao i saradnici u 

svojoj metaanalizi (142). Nijedna od ove dvije grupe autora u svojim studijama nije 

identifikovala povezanost između sTIL i dužine preživljavanja bez bolesti (disease-free 
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survival - DFS) (124, 142). Prediktivna uloga sTIL kod neoadjuvantne hemioterapije, u 

smislu postizanja pCR, ovih tumora je takođe kontroverzna. Naime, njemačka grupa 

istraživača je u svojoj objedinjenoj studiji pokazala statistički visoko značajnu povezanost 

(p < 0,001) između gustine sTIL i pCR, koji je postignut kod 6% pacijentkinja sa niskim 

sTIL (0-10%), 11% pacijentkinja sa sTIL umjerene gustine (11-59%) i 28% pacijentkinja 

sa visokom gustinom sTIL (60-100%) (124), međutim Gao i saradnici nijesu potvrdili 

postojanje ove povezanosti u svojoj meta-analizi (142).  

U naučnoj zajednici trenutno preovladava mišljenje da rutinska procjena sTIL u ranom 

HR+/HER2- karcinomu dojke nema prognostički značaj, niti se može koristiti kao 

prediktivni biomarker (135). Uzimajući u obzir da su terminom „HR+/HER-2- karcinom 

dojke“ obuhvaćena dva molekularna podtipa tumora, luminal A i luminal B HER-2 

negativni karcinom dojke, koji se međusobno razlikuju po stepenu zavisnosti od 

endokrine signalizacije (143, 144) kao i po cjelokupnoj prognozi, prepoznata je potreba 

daljih istraživanja u smislu rasvjetljavanja eventualnog postojanja inverznog 

prognostičkog značaja sTIL u ovim tumorima,  na koji su ukazale navedene studije. 

Većina autora saglasna je da HR+/HER-2- tumore ne treba posmatrati kao cjelinu, već ih 

dalje stratifikovati prema molekularnom podtipu, pa potom ispitati eventualno postojanje 

varijacija u njihovoj imunološkoj mikrookolini, s posebnim osvrtom na razlike u 

zastupljenosti imuno-supresivnih i imuno-aktivišućih subpopulacija ćelija u njoj (100).  

Peritumorski limfoidni agregati ili tercijarne limfoidne strukture (TLS) odnedavno su 

prepoznati kao još jedan biomarker aktivnog antitumorskog imunološkog odgovora (94). 

Bez obzira da li se radi o fokalnim nakupinama limfocita ili jasno formiranim folikulima 

s vidljivim germinativnim centrima, unutar ovih struktura, pored T limfocita, nalazi se i 

značajan broj B limfocita (94) čija je uloga u imunološkom odgovoru na prisustvo tumora 

postala predmet velikog broja istraživanja. Načelno, studije su pokazale udruženost TLS 

na granici između tumora i okolnog tkiva sa dobrom prognozom i povoljnim odgovorom 

na terapiju inhibitorima imunoloških kontrolnih tačaka, čak i kod tumora sa niskim 

mutacijskim opterećenjem (145). Iako je povezanost TLS sa povoljnom prognozom kod 

karcinoma dojke identifikovana u više studija (94, 146-149), pregledom dostupne 

literature nailazi se samo na jednu studiju američke grupe autora (Cimino-Mathews i 

saradnici) u kojoj su ispitivane karakteristike TLS u odnosu na imunofenotip karcinoma 

dojke i prisustvo PD-L1 ekspresije.   
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U našoj studiji analizirali smo karakteristike peritumorskih limfoidnih agregata u 

različitim molekularnim podtipovima ranog karcinoma dojke, kao i njihovu udruženost 

sa PD-L1 ekspresijom. Statističkom analizom otkrivena je umjerena pozitivna korelacija 

između molekularnog podtipa karcinoma dojke i vrste limfoidnog agregata, a daljim 

analizama je utvrđeno da se umjereno razvijeni limfoidni agregati statistički značajno 

češće javljaju kod TNBC, dok su fokalni najzastupljeniji u tumorima luminal A 

molekularnog podtipa. Uprkos razlikama u metodološkom pristupu, ovi rezultati su 

djelimično komparabilni s rezultatima koje su objavili Cimino-Mathews i saradnici, gdje 

su odsutni/fokalni agregati identifikovani kao dominantni tip TLS kod luminalnih 

molekularnih podtipova, dok je distribucija različitih tipova TLS bila relativno uniformna 

među HER-2 pozitivnim i basal-like tumorima (94).    

Analizom udruženosti PD-L1 ekspresije sa prisustvom i karakteristikama peritumorskih 

limfoidnih agregata u ranom karcinomu dojke u našoj studiji, ustanovili smo da se PD-

L1 pozitivnost značajno češće javlja u tumorima sa većom gustinom peritumorskih 

infiltrata. Do sličnog zaključka došli su i Cimino-Mathews i saradnici u svojoj studiji, 

nakon što su registrovali prisustvo peritumorskih limfoidnih agregata u 59% PD-L1 

pozitivnih tumora u svom uzorku (94). Međutim, interesantna je opservacija da, uprkos 

većeg procenta PD-L1 ekspresije u tumorima sa umjereno razvijenim agregatima u 

odnosu na dobro razvijene u našem uzorku, ova razlika nije bila statistički značajna. 

Jedinu razliku između ova dva tipa limfoidnih agregata predstavlja prisustvo jasno 

formiranih limfnih folikula u dobro razvijenim agregatima, što govori u prilog veće 

procentualne zastupljenosti B limfocita unutar njih. Pretragom trenutno dostupne 

literature nijesmo uspjeli da pronađemo studije koje su se bavile analizom ekspresije B 

limfocita u peritumorskim lmfoidnim agregatima u kontekstu PD-L1 ekspresije, ali 

vjerujemo da će ona biti predmet brojnih istraživanja u budućnosti.  

Mehanizmi koji se nalaze u osnovi antitumorskog imuniteta još uvijek nijesu kompletno 

razjašnjeni (54). TIL, kao jedan od najpoznatijih surogat biomarkera antitumorskog 

imunološkog odgovora u karcinomu dojke, razlikuju se po svojoj prostornoj distribuciji, 

kao i imunofenotipu i biološkoj funkciji (100). Citotoksični (CD8) T limfociti su 

generalno prepoznati kao ključna subpopulacija T ćelija koja kontroliše efektivnost 

antitumorskog imunološkog odgovora (27, 115, 150), dok je uloga CD4 T limfocita i 

njihovih subpopulacija u antitumorskom odgovoru i progresiji tumora mnogo 
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kompleksnija i dinamičnija (27). U tom smislu, unutar populacije citotoksičnih T 

limfocita moguće je izdvojiti posebnu subpopulaciju CD8 pozitivnih rezidentnih 

memorijskih T ćelija (TRM), dok se helper T limfociti mogu detektovati u obliku CD4 

pozitivnih Th1, Th2 i Th17 ćelija, regulatornih T ćelija (Treg, koji se karakterišu 

ekspresijom Forkhead Box P3 proteina – FoxP3), kao i folikularnih T helper ćelija (Tfh) 

(151). Međutim, klinički značaj sastava TIL u različitim molekularnim podtipovima 

karcinoma dojke i njegov uticaj na evoluciju bolesti još uvijek nije u cjelosti rasvijetljen 

(23, 151), a podaci o dinamičnim promjenama u distribuciji i zastupljenosti različitih 

subpopulacija T limfocita u tumorskoj mikrookolini tokom progresije karcinoma dojke 

prilično su insuficijentni u naučnoj literaturi. 

Pojedini autori ukazali su na mogućnost da CD4 i CD8 T limfociti imaju oprečnu ulogu 

u progresiji karcinoma dojke, kao i različit uticaj na ishod bolesti. Naime, Huang i 

saradnici ustanovili su da Th1 ćelije predstavljaju dominantnu subpopulaciju CD4 T 

limfocita u stromalnom infiltratu ranog karcinoma dojke, a da porast ukupne količine 

CD4 limfocita u inflamatornom infiltratu, uz predominaciju Th17 i FoxP3 regulatorne 

subpopulacije T limfocita, predstavlja indikator progresije bolesti (98). Ista grupa autora 

u svojoj studiji pokazala je postojanje pozitivne korelacije između apsolutnog broja CD4 

T limfocita u stromalnom infitratu i uznapredovalog stadijuma bolesti (98).  

Analizom sastava sTIL u ranom karcinomu dojke, u našoj studiji identifikovane su razlike 

u apsolutnom broju CD4 T limfocita u inflamatornom infiltratu između pojedinih 

molekularnih podtipova. Naime, svi molekularni podtipovi ranog karcinoma dojke, 

izuzev Luminal B HER-2 negativnog, u stromi su sadržali značajno veći broj CD4 

pozitivnih T limfocita u odnosu na Luminal A molekularni podtip, a apsolutni broj CD4 

limfocita u stromalnom infiltratu bio je statistički značajno veći kod TNBC i Luminal B 

HER-2 pozitivni u odnosu na Luminal B HER-2 negativni molekularni podtip karcinoma 

dojke. Nasuprot tome, nije uočena statistički značajna razlika u srednjoj vrijednosti 

apsolutnog broja CD8 T limfocita po jedinici površine u stromalnom inflmatornom 

infiltratu između različitih molekularnih podtipova karcinoma dojke. Sličnu opservaciju 

imali su i Cimino-Mathews i saradnici, u čijem je uzorku apsolutni broj CD4 pozitivnih 

T ćelija po jedinici površine bio značajno veći kod HER-2 pozitivnih i basal-like TNBC 

u odnosu na luminalne podtipove, dok značajna razlika u broju CD8 T limfocita nije 

registrovana (94). S druge strane, Huang i saradnici u svojoj studiji uočili su statistički 
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značajnu povezanost između većeg apsolutnog broja CD4 T limfocita u stromalnom 

infiltratu i prekomjerne ekspresije HER-2 proteina, ali se u njihovom uzorku nalazio 

izvjestan procenat karcinoma dojke uznapredovalog stadijuma (98).  

Nakon stratifikacije našeg uzorka prema dominantnoj subpopulaciji T limfocita u 

stromalnom inflmatornom infiltratu, izraženoj kroz CD4/CD8 odnos, statistička analiza 

pokazala je da se isti značajno razlikuje između pojedinih molekularnih podtipova ranog 

karcinoma dojke. Tako je među TNBC i Luminal B HER-2 pozitivnim karcinomima 

dojke uočen statistički značajno veći broj tumora sa CD4/CD8 odnosom većim od 1 

(odnosno predominacija CD4 T limfocita u stromalnom infiltratu), dok su karcinomi 

luminal A molekularnog podtipa izdvojeni kao tumori sa značajno većom zastupljenošću 

CD8 T limfocita u stromalnom infiltratu (CD4/CD8 odnos manji od 1). Na osnovu 

dostupnih podataka u naučnoj literaturi, u našoj studiji je ovakva analiza stromalnog 

infiltrata po prvi put izvršena u različitim molekularnim podtipovima ranog karcinoma 

dojke. Huang i saradnici u već pomenutoj retrospektivnoj studiji nijesu identifikovali 

značajnu povezanost između CD4/CD8 odnosa i imunofenotipa tumora (statusa ER i 

HER-2), ali su na osnovu podataka iz onkološkog kartona pacijentkinja ustanovili 

povezanost CD4/CD8 odnosa većeg od 1,2 sa lošom prognozom (98). U tom kontekstu, 

naši rezultati su u duhu zaključaka meta-analize koju su Prat i saradnici sproveli na 1.834 

uzorka karcinoma dojke, a u kojima su tumori luminal A i TNBC molekularnog podtipa 

izdvojeni kao oni sa najboljom, odnosno najlošijom prognozom (kada se u obzir uzme 

primjena svih dostupnih terapijskih modaliteta) (152). Interesantan je nalaz višeg 

CD4/CD8 odnosa u tumorima luminal B HER-2+ molekularnog podtipa u našem uzorku, 

za koji je objašnjenje potrebno tražiti u kliničkom praćenju ovih pacijentkinja tokom 

perioda ne kraćeg od 5 godina. 

Imajući u vidu kompleksnost i dinamičnost antitumorskog imunološkog odgovora, kao i 

primijećene nedostatke rutinske upotrebe PD-L1 kao prediktivnog biomarkera za 

primjenu imunoterapije, pojavilo se mišljenje da bi, pored gustine sTIL, ćelijski sastav 

intratumorskog inflamatornog infiltrata mogao imati odlučujuću ulogu prilikom selekcije 

PD-L1 pozitivnih pacijentkinja koje će zaista imati benefit od terapije inhibitorima 

imunoloških kontrolnih tačaka (56, 94-96). Naime, u III fazi IMpassion130 studije, 

pokazan je benefit od terapije atezolizumabom uz nab-paklitaksel, u smislu ukupnog 

preživljavanja i dužine preživljavanja bez progresije bolesti kod pacijentkinja sa PD-L1 
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pozitivnim tumorima i predominacijom CD8 T limfocita u tumorskoj stromi u odnosu na 

PD-L1 pozitivne slučajeve sa redukovanom populacijom CD8 T limfocita. Interesantno 

je da se klinički ishod nije razlikovao između pacijentkinja sa različitim brojem CD8 T 

limfocita u tumorskoj stromi ukoliko istovremeno u obzir nije uzet PD-L1 status (78).   

Slično rezultatima koje su publikovali Mittendorf i saradnici (61), Muenst i saradnici (87)      

kao i Sabatier i saradnici (89), i u našoj studiji identifikovana je povezanost između većeg 

apsolutnog broja CD8 T limfocita u stromalnom infiltratu karcinoma dojke i PD-L1 

ekspresije. Međutim, za razliku od pomenutih istraživanja, u našoj studiji se ista 

opservacija odnosila i na apsolutni broj CD4 T limfocita, čija je prosječna vrijednost 

takođe bila značajno veća kod PD-L1 pozitivnih u odnosu na PD-L1 negativne tumore.  

S druge strane, analizom našeg uzorka nijesmo identifikovali statistički značajnu 

predominaciju jedne subpopulacije T limfocita u odnosu na drugu (CD8 u odnosu na 

CD4) u stromalnom infiltratu PD-L1 pozitivnih tumora. Razlog za ovakav nalaz može se 

tražiti u našem odabiru ranog karcinoma dojke za ispitivani uzorak, naročito ako se imaju 

u vidu rezultati studija koje su pokazale da CD4 T limfociti brže prožimaju tumorsko 

tkivo u odnosu na CD8 T limfocite sa progresijom bolesti, što ih čini dominantnom 

limfocitnom subpopulacijom u stromalnom infiltratu uznapredovalog karcinoma dojke 

(98). Uzimajući u obzir dinamične promjene u sastavu intratumorskog limfocitnog 

infiltrata (predominantno unutar populacije CD4 T limfocita) u toku razvoja malignih 

tumora dojke, u kontekstu optimizacije PD-L1 ekspresije kao biomarkera u karcinomu 

dojke u budućim istraživanjima bilo bi interesantno analizirati ekspresiju pojedinih 

subpopulacija CD4 T limfocita u inflamatornom infiltratu, a naročito FoxP3 pozitivnih 

regulatornih T limfocita čije se prisustvo smatra glavnom preprekom u postizanju 

efektivnog antitumorskog imuniteta ili/i dobrog odgovora na imunoterapiju (98). 

Ispitujući povezanost PD-L1 ekspresije sa standardnim kliničko-patološkim 

prognostičkim parametrima u ranom karcinomu dojke, u našoj studiji identifikovali smo 

povezanost ekspresije ovog markera sa visokim histološkim gradusom, kao i višom 

mitotskom aktivnošću tumora, što je u skladu sa prethodno publikovanim rezultatima (86-

90).   

S druge strane, za razliku od drugih autora nijesmo ustanovili povezanost između PD-L1 

ekspresije i veličine tumora, odnosno pT stadijuma (86, 87, 89), kao ni češćeg prisustva 
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sekundarnih depozita u aksilarnim limfnim čvorovima (87, 90). Međutim, prilikom 

komparacije navedenih rezultata, potrebno je imati u vidu da su u svim ovim studijama 

analize vršene na uzorku koji se sastoji od pacijentkinja u različitim stadijumima bolesti, 

uključujući uznapredovali karcinom dojke, dok se naš uzorak sastojao isključivo od 

pacijentkinja sa ranim karcinomom dojke, što je i najvjerovatniji razlog za diskrepancu u 

rezultatima. U prilog ovoj pretpostavci govori i publikacija Kitano i saradnika, koji u 

svojoj studiji na ranom karcinomu dojke, kao ni mi, nijesu detektovali povezanost između 

PD-L1 ekspresije i veličine tumora, statusa regionalnih limfnih čvorova i kliničkog 

stadijuma bolesti (88). 

Uzimajući u obzir da je standardizacija uzorka u našoj studiji vršena u odnosu na starosnu 

dob pacijentkinja u svakoj od pet ispitivanih grupa, može se reći da je dobijeni rezultat 

odsustva značajne povezanosti PD-L1 ekspresije sa starosnom dobi pacijentkinja bio 

očekivan. Međutim, do istih rezultata došli su brojni drugi autori (86, 88, 89) u čijim 

uzorcima distribucija ispitanica u odnosu na starosnu dob nije bila toliko uniformna. 

Izuzetak su rezultati koje su publikovali Muenst i saradnici, u čijem su uzorku 

pacijentkinje sa PD-L1 pozitivnim tumorima bile statistički značajno mlađe u odnosu na 

pacijentkinje kod kojih ekspresija ovog proteina nije bila prisutna (87).   

Na najveća odstupanja u odnosu na prethodno publikovane rezultate naišli smo prilikom 

ispitivanja povezanosti PD-L1 ekspresije sa ekspresijom steroidnih receptora i HER-2 

proteina. U najvećem broju objavljenih studija detektovana je statistički značajna 

povezanost PD-L1 ekspresije i pozitivnog HER-2 statusa, kao i odsustva ekspresije 

receptora steroidnih hormona (86, 89, 90), dok u našoj studiji nije detektovana bilo kakva 

udruženost između ekspresije PR, HER-2 proteina i PD-L1 statusa. Nalaz je bio nešto 

drugačiji kada je u pitanju ekspresija ER, jer je među PD-L1 pozitivnim slučajevima 

ranog karcinoma dojke uočen značajno veći procenat ER negativnih u odnosu na ER 

pozitivne (p < 0,05). U svijetlu nalaza odsustva korelacije između PD-L1 ekspresije i 

molekularnog podtipa karcinoma dojke u našem uzorku, ovakvi rezultati nijesu 

iznenađujući, a pored relativno malog uzorka mogu se objasniti činjenicom da se uzorak 

sastojao isključivo od slučajeva ranog karcinoma dojke, o čemu je već bilo riječi. S druge 

strane, potrebno je imati u vidu da je u većini pomenutih studija PD-L1 status procjenjivan 

na populaciji tumorskih ćelija, a u studiji koju su sproveli Ghebeh i saradnici korelacija 
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između ekspresije steroidnih receptora HER-2 i PD-L1 statusa bila je odsutna u istom 

uzorku kada je PD-L1 status bio procjenjivan u populaciji TIL (86).  

U dostupnoj naučnoj literaturi postoji veoma mali broj studija u kojima je ispitivana 

povezanost između PD-L1 ekspresije i histološkog tipa karcinoma dojke. U uzorku koji 

su obradili Sabatier i saradnici statistički značajno veći broj PD-L1 pozitivnih tumora 

registrovan je među invazivnim duktalnim karcinomima (NST) u odnosu na druge 

histološke tipove (89). U našoj studiji utvrdili smo marginalnu korelaciju između PD-L1 

ekspresije i histološkog tipa karcinoma dojke (invazivnog karcinoma dojke, NST) iako 

analize nijesu pokazale statistički značajnu povezanost između ovih varijabli (p = 0,09). 

Razlog za izostanak statistički značajne korelacije može se tražiti u načinu na koji smo 

stratifikovali uzorak. Naime, prema 5. izdanju WHO klasifikacija tumora dojke (8), 

medularni karcinom više nije poseban entitet, već se tumori sa morfološkim 

karakteristikama medularnog karcinoma opisuju u sklopu spektra morfoloških varijacija 

invazivnog karcinoma dojke, NST. Međutim, kako je osnovna karakteristika medularnog 

karcinoma upravo prisustvo gustog, difuznog limfocitnog infiltrata u stromi, što bi moglo 

povećati vjerovatnoću da se među ovim tumorima nađe veći broj PD-L1 pozitivnih, 

odlučili smo se da ga prilikom statističke obrade izdvojimo kao poseban entitet. U našem 

uzorku nalazila su se dva tumora sa navedenim morfološkim karakteristikama i oba su 

bila PD-L1 pozitivna. Sabatier i saradnici u svojoj studiji registrovali su PD-L1 ekspresiju 

u skoro 50% medularnih karcinoma dojke (89), a na visoku zastupljenost ekspresije ovog 

markera u medularnom tipu karcinoma dojke ukazali su i Dill i saradnici, u čijem je 

uzorku 54% medularnih karcinoma pokazalo PD-L1 pozitivnost (153). U istoj studiji, 

PD-L1 pozitivnost notirana je u 40% metaplastičnih karcinoma dojke (153), dok je u 

našoj studiji jedan od dva metaplastična karcinoma ispoljio PD-L1 ekspresiju. Uzimajući 

u obzir da je ova problematika do danas obrađivana u svega dvije studije, u kojima je 

procjena PD-L1 ekspresije vršena različitim metodama (mRNK i imunohistohemija) i na 

različitim ćelijskim populacijama, može se reći da su za rasvjetljavanje učestalosti i 

značaja PD-L1 ekspresije u specijalnim tipovima karcinoma dojke, koji su sami po sebi 

rijetki (8), neophodne studije sa ciljanim formiranjem većih uzoraka i standardizovanom 

metodologijom za evaluaciju PD-L1 statusa.    

Rezultati do kojih smo došli u okviru prezentovanog doktorskog istraživanja ukazuju na 

to da je distribucija PD-L1 ekspresije među različitim molekularnim podtipovima veoma 
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heterogena, a da je dominantno uslovljena većom gustinom intra i peritumorskog 

limfocitnog infiltrata. Pored gustine sTIL, veći apsolutni broj CD4 i CD8 T limfocita u 

stromalnom infiltratu PD-L1 pozitivnih tumora predstavlja dodatni argument za 

interpretaciju ekspresije PD-L1 u kontekstu gustine i sastava inflamatornog infiltrata 

tumorske mikrookoline, umjesto kao izolovanog biomarkera kao što to aktuelni vodiči 

nalažu.    

Jedno od najvećih ograničenja naše studije bila je veličina uzorka, koja je direktno 

uslovljena strogim kriterijumima selekcije (terapijski „naivne”, hirurški liječene 

pacijentkinje sa ranim karcinomom dojke), te dostupnošću i suficijentnošću arhiviranih 

FFPE uzoraka za neophodne dalje analize i, konačno, činjenicom da se radi o crnogorskoj 

populaciji koja broji relativno malo stanovnika. Nažalost, nijesmo bili u mogućnosti da 

studiju dopunimo podacima o toku bolesti i preživljavanju, jer za najveći procenat 

pacijentkinja uključenih u studiju nije prošlo dovoljno vremena od postavljanja dijagnoze 

za ovakvu vrstu analiza.   

U zaključku, za optimizaciju PD-L1 ekspresije kao biomarkera u karcinomu dojke 

neophodne su studije na velikim uzorcima, koje će unaprijediti razumijevanje dinamičnih 

promjena u gustini i udjelu različitih subpopulacija T i B limfocita u intra i peritumorskom 

inflamatornom infiltratu PD-L1 pozitivnih tumora nezavisno od pripadnosti određenom 

molekularnom podtipu, i razjasniti njihov uticaj na tok bolesti i preživljavanje 

pacijentkinja. Kao što je već nagoviješteno skorašnjim studijama o imunogenosti 

karcinoma dojke, rezultati budućih studija u ovoj oblasti mogli bi dovesti do otklona od 

paradigme ekskluzivne primjene imunološke terapije u liječenju uznapredovalog i 

metastatskog TNBC, te proširenja indikacija za njenu upotrebu u drugim molekularnim 

podtipovima i ranijim fazama bolesti. 
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6. ZAKLJUČCI 

1. PD-L1 ekspresija detektovana je u 21,2% slučajeva ranog karcinoma dojke u 

ispitivanom uzorku. 

2. Dominantni obrazac ekspresije PD-L1 proteina u ranom karcinomu dojke je 

imunohistohemijski konzistentan sa inducibilnim tipom ekspresije i nezavisan je 

od molekularnog podtipa tumora. 

3. Ekspresija PD-L1 na površini tumorskih ćelija se statistički značajno češće sreće 

kod TNBC u odnosu na ostale molekularne podtipove ranog karcinoma dojke. 

4. Gustina sTIL kod TNBC je statistički značajno veća u u odnosu na tumore 

Luminal B HER-2 negativnog i Luminal A molekularnog podtipa.  

5. Apsolutni broj CD4 T limfocita po jedinici površine u stromalnom inflamatornom 

infiltratu je statistički značajno veći kod TNBC i Luminal B HER-2 pozitivnog u 

odnosu na Luminal B HER-2 negativni molekularni podtip karcinoma dojke, dok 

svi molekularni podtipovi, izuzev Luminal B HER-2 negativnog, u stromi sadrže 

veći broj CD4 T limfocita u odnosu na Luminal A molekularni podtip ranog 

karcinoma dojke. 

6. Apsolutni broj CD8 T limfocita po jedinici površine u stromalnom inflamatornom 

infiltratu ne razlikuje se značajno kod različitih molekularnih podtipova ranog 

karcinoma dojke.   

7. Predominacija CD4 T limfocita u stromalnom inflamatornom infiltratu statistički 

se značajno češće uočava kod TNBC i karcinoma dojke Luminal B HER-2 

pozitivnog molekularnog podtipa, dok CD8 limfociti čine dominantnu 

subpopulaciju T limfocita u karcinomima dojke Luminal A molekularnog podtipa. 

8. Umjereno razvijeni peritumorski limfoidni agregati se statistički značajno češće 

javljaju kod TNBC, a fokalni kod karcinoma dojke Luminal A molekularnog 

podtipa. 

9. PD-L1 se statistički značajno češće eksprimira u ranom karcinomu dojke sa 

većom gustinom sTIL i umjereno razvijenim peritumorskim limfoidnim 

agregatima, bez obzira na molekularni podtip tumora. 

10. Granična vrijednost gustine sTIL u ranom karcinomu dojke iznad koje se PD-L1 

ekspresija može predvidjeti sa odličnom dijagnostičkom tačnošću iznosi 53%.  



 

96 
 

11. PD-L1 pozitivni tumori u stromalnom inflamatornom infiltratu sadrže više CD4 i 

CD8 T limfocita (bez značajne predominacije određene subpopulacije T 

limfocita) u odnosu na PD-L1 negativne tumore, bez obzira na molekularni podtip 

ranog karcinoma dojke. 

12. U ranom karcinomu dojke, PD-L1 ekspresija pokazuje statistički značajnu 

povezanost sa lošom diferencijacijom i većom proliferativnom aktivnošću 

tumora, ali ne i njegovim dimenzijama niti prisustvom sekundarnih depozita u 

limfnim čvorovima aksile, odnosno stadijumom bolesti u vrijeme postavljanja 

dijagnoze. 

13. Ekspresija PD-L1 proteina u ranom karcinomu dojke je statistički značajno češća 

kod ER negativnih tumora, ali ne pokazuje značajnu povezanost sa ekspresijom 

PR i HER-2 statusom. 
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