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1.Uvod

1.1. Epidemiologija

Karcinom dojke medu najées¢im je karcinomima u populaciji Zena diljem svijeta, od
kojeg obolijeva Cetvrtina Zena novooboljelih od raka, te je jedan od najvaznijih uzroka smrti.
Prema objavljenim studijama incidencija karcinoma dojke varira prema rasi i etnickom
porijeklu te je ¢es¢i u razvijenim zemljama. Jedan je od glavnih uzroka smrti diljem svijeta.(1)
Incidencija karcinoma dojke u svijetu varira, pa tako razvijene zemlje imaju viSu incidenciju
60 do 100/100 000, a slabije razvijene zemlje izmedu 20 i 60 /100 000.(5) Svake godine se
kod preko milijun Zena dijagnosticira karcinom dojke, a preko priblizno 380 tisu¢a Zzena umire
od ovog karcinoma. Rezultati istrazivanja na Europskoj populaciji dali su podatak da nakon
postavljanja dijagnoze te provodenja terapije 93% oboljelih prezivi jednu godinu, a 73% pet
godina, ovisno o uznapredovalosti bolesti.(2) Incidencija karcinoma dojke u centralno
europskoj populaciji 54,5 /100 000 stanovnika, a u zapadno europskoj populaciji 92,6/100
000 stanovnika.(3) U RH karcinom dojke je na prvom mjestu po incidenciji (5), u 2018. godini,
WHO biljeZzi 2856 novooboljelih Zena, $to pokazuje stopu incidencije 68,7/100 000, te
mortalitet 18,2/100 000 oboljelih.(6) Karcinom dojke rijetko se javlja u Zena mladih od 20
godina, najéesce se javlja kod Zena iznad 50 godina Zivota, te ima tendenciju porasta s

dobi.(4,5)

1.2. Etiologija

Kao i sam karcinom dojke i njegova etiologija jest heterogena, multifaktorijalna te
opsezna. lako genetski faktori imaju utvrden i jak utjecaj na obolijevanje od karcinoma dojke,
kao Sto su to mutacije na genima BRCA1 te BRCA2 koji ¢ine svega 5-10 % slucajeva, postoji i

dalje jako puno slucajeva koji nisu do kraja razjasnjeni, a mogu biti i ne povezani sa
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mutacijama na ovim genima. (7,8) Mnogobrojni su faktori rizika povezani sa obolijevanjem
od karcinoma dojke, medu njima su dob, pozitivha obiteljska anamneza, reproduktivni
faktori, hormonski status, pretilost, konzumacija alkohola, hormonsko nadomjesno lije¢enje,

izloZenost ioniziraju¢em zracenju te genetska predispozicija.(8-10)

Reproduktivni faktori i hormonski status

Dob prve menarhe i pocetak menopauze

Tijekom reproduktivne dobi Zene, jajnici produciraju steroidne hormone koji utjecu na
razvoj i funkciju dojke. Rana dob pojave prve menarhe te kasniji ulazak u menopauzu
dokazano imaju utjecaj na veci rizik pojavnosti karcinoma dojke kod ovih Zena.(11) Studija
provedena od grupe CGHFBC, pokazala je da se rizik od nastanka karcinoma dojke za svaku
godinu preuranjene menarhe poveéava za 5%, a za svaku godinu kasnije menopauze 2,9% .
Studija takoder daje podatak da je rizik obolijevanja i do 43% vedi u premenopauzalnih zena

dobi od 45. do 54. godine, nego postmenopauzalnih Zena iste dobi.(11)

Premda etiologija ER/PR negativnih tumora ne mora biti povezana sa hormonskim uzrocima,
dugotrajno izlaganje visokim koncentracijama endogenih estrogena povedava rizik nastanka
karcinoma dojke u premenopauzalnih te postmenopauzalnih Zena.(12,13) Me i sur.(14) u
svojoj studiji prikazuju da u skupini sa kasnijom pojavnosti menarhe postoji reduciran rizik od
nastanka ER/PR pozitivnog tipa karcinoma dojke za 28%, te ER/PR negativniog tipa za 16%, u
usporedbi sa skupinom s ranom pojavnosti menarhe. Stoga rizik nastanka karcinoma dojke

ovisi o dobi te menopauzalnom statusu Zene. (11)



Nuliparitet i kasna dob prve trudnoée

Povedan teret nastanka karcinoma dojke osobito poveéan rizik ER pozitivnog tipa (27%),
ali ne i ER negativnog tipa (14), povezan je sa odgadanjem prve trudnoce, sve efektivnijom
kontracepcijom i nuliparitetom.(15,16) Na promjenu magnitude povecéanog rizika povezanog
sa karcinomom dojke utjece dob majke pri porodu te razmak medu porodima, Sto implicira
da su povezanost reproduktivne povijesti i rizik nastanka karcinoma dojke kompleksni.
Tijekom posljednjih dekada promijenjen je trend nastanka trudnoce, pa se tako rada manje
djece te u kasnijoj dobi Sto ¢e takoder vjerojatno utjecati na teret incidencije karcinoma

dojke u buduénosti.(17,18)

Dojenje

U recentnoj meta analizi 27 studija (19) Zhou i sur., utvrdeno je da Zene koje su dojile
imaju 37% maniji rizik obolijevanja od karcinoma dojke u usporedbi sa Zenama koje nisu
nikad dojile te samo trajanje dojenja ukazuje na utjecaj od obolijevanja, utvrdilo se da Zene
koje su dugo dojile imaju 53% maniji rizik u usporedbi sa Zzenama u kategoriji kratkoro¢nog
dojenja. Smanjen je i rizik od nastanka luminalnog te trostruko negativnog tipa karcinoma

dojke kod Zena koje su dojile 6.mj i duze.(20)

Egzogeni hormoni

O postojanju adekvatnih dokaza o uzroénoj povezanosti kombiniranih estrogensko -
progesteronskih kontraceptiva(OC) i kombinirane estrogensko-progesteronske
kao humanih kancerogena.(21) Dokazano je da se rizik za nastanak karcinoma dojke

povecava produljenom terapijom kombiniranim estrogensko-progesteronskih



kontraceptiva(22), kao i povezanost radioloski poveéane gustoce tkiva dojke sa produljenim
koristenjem istih.(22) Epidemioloski dokazi upudéuju da je koristenje kombinirane
estrogensko-progesteronske kontracepcije povezano s visokim rizikom obolijevanja od
karcinoma dojke medu nosiocima BRCA1 i BRCA2 mutacija i do 21% viSe nego u nosioca
mutacija koji ne koriste kontraceptive.(22-24) Randomizirana studija prikazala je da
koristenje kombinirane HRT dulje od dvije godine moZe povecati mamografski denzitet i tako
reducirati senzitivnost mamografa na ranu dijagnozu karcinoma dojke.(25) Reeves i sur.
upucuju da koristenje HRT povecava rizik od in situ te invazivnog duktalnog karcinoma dojke

u usporedbi sa Zenama koje nikad nisu koristile HRT.(26)

Pozitivna osobna i obiteljska anamneza

Osobna anamneza karcinoma dojke in situ ili invazivnog karcinoma povecava rizik od
nastanka kontralateralnog invazivnog karcinoma.(27) Zene sa povijesti atipi¢nog lobularnog
ili atipicnom duktalnom hiperplazijom imaju 4.4% vedi rizik od razvoja karcinoma dojke nego
opca populacija.(28) Zene sa pozitivnom obiteljskom anamnezom karcinoma dojke imaju dva
puta vedi rizik od obolijevanja, taj je rizik znatno veéi ukoliko su u obitelji od karcinoma dojke
oboljele majka i sestra.(29) Najées¢i nasljedni sindrom upravo je taj za karcinom dojke i
jajnika (BRCA1 | BRCA2 mutacije gena) sa 50-80 % rizika nastanka bolesti tijekom Zivota.
BRCA 1 cesto je povezan sa trostruko negativnim karcinomom dojke, dok je BRCA 2 povezan
sa hormonski ovisnim te visoko proliferativnim tumorima.(30,31) Mutacije na oba gena
povezane su sa razvojem karcinoma u ranijoj dobi te poveéanim rizikom od nastanka

karcinoma ovarija, osobito kod mutacije gena BRCA 1.(32)



Denzitet dojki na mamogramu

Denzitet dojki povezan je s dobi, ginekoloSkom i opstetrickom povijes¢u, HRT, BMI i
genetskim determinantama.(33) Meta analiza postotka denziteta mjerenog pre
dijagnostickim mamogramom u opcoj populaciji pokazala je da Zene sa denzitetom dojki
veé¢im od 5%, a osobito one denziteta veéeg od 75%, imaju i do 4,64 puta vedi rizik od razvoja

karcinoma dojke u usporedbi sa Zenama koje su pokazale denzitet manji od 5%.(34)

lonizirajuce zracenje

Jedan od uzrocnih faktora za karcinom dojke takoder je X te gama zracenje prema
klasifikaciji IARC-a. Osobe koje su bile izloZzene zracenju zbog terapije Hodgkinovog limfoma
imaju 5.2 puta vedi rizik te osobe lijecene od tuberkuloze pokazuju 61% vedi rizik od

obolijevanja, pri ¢emu su mlade Zene ugrozenije.(35-37)

Konzumacija alkohola i cigareta

Povezanost doza-odgovor dokazana je medu konzumentima alkohola i cigareta te
razvoja karcinoma dojke.(38) Pri ¢emu Zene koje konzumiraju alkohol imaju dokazano 46%
vedi rizik, a koje su pusaci i do 12% vedi rizik naspram osoba koje ne pokazuju ovakve Zivotne

navike.(39)

Pretilost i poviSen BMI

lako povezanost pretilosti i karcinoma dojke ovisi o premenopauzalnom ili post
menopauzalnom statusu i ER/PR tumor statusu (40,41), pretilost je dokazano povezana sa
rizikom nastanka karcinoma dojke u postmenopauzalnih Zena.(38) Pove¢an BMI povezan je
sa 33% povecanim rizikom za ER/PR pozitivhe tumore, no takoder se pokazao protektivnim

¢imbenikom u ER/PR pozitivnih tumora kod premenopauzalnih Zena .(41)



Utjecaj prehrane

Dokazi o utjecaju nutrijenata na rizik za nastanak karcinoma dojke jesu heterogeni,
kontroverzni te nisu posve razjasnjeni.(38,42-45) U sistemskom pregledu 27 studija
dokazano je da (47) protektivno djelovanje mogu imati konzumacija voéa, povrca, vlakana,
ribe, vitamina B12, folata, fitoestrogena i likopena. Neke studije zakljucuju kako pretjerana
konzumacija crvenog mesa moze doprinjeti nastanku karcinoma dojke.(38) Pronadena je i
inverzna povezanost s dijetetskim navikama tipi¢nih za industrializirane zemlje koje pokazuju
negativan efekt naspram tradicionalnih dijetetskih navika koje su se pokazale

protektivne.(46)

Fizicka aktivnost

Fizicka aktivnost pokazala se potencijalno protektivnim faktorom kod Zena wu
postmenopauzi, no dokazi su deficijentni za Zene u premenopauzi. Mehanizam kojim se
pokazalo da fizicka aktivnost moze biti korisna, temelji se na efektu na ukupnu tjelesnu
masnocu, metabolizam endogenih steroidnih hormona te jaCanje samog imunoloskog

sustava.(38)

1.3. Klasifikacija karcinoma dojke

Klasifikacija karcinoma dojke ima za cilj pruZiti preciznu dijagnozu bolesti te predvidjeti
ponasanje tumora u svrhu donosenja odluka o daljnjem postupanju. Patolozi odavno tvrde
kako je karcinom dojke heterogena bolest sa raznolikim histoloskim i bioloskim svojstvima
zbog raznolikih genetskih, epigenetskih i transkriptomskih promjena, raznolikim klini¢kim
nalazom, odgovorom na terapiju te sa viSe entiteta. Ove fenotipske razlike utjecu na

dijagnozu, terapiju a shodno tome i prognozu karcinoma dojke. Zbog za sad neprepoznatih



specifiénih markera te loSeg razumijevanja epitelnog stani¢nog razvoja karcinoma dojke, i
klasifikacija je nedostatna. Vecina malignih oboljenja dojke su adenokarcinomi koji ¢ine vise
od 95% karcinoma dojke. Invazivni duktalni karcinom (IDC) najc¢es¢i je oblik invazivnog
karcinoma dojke. Na njega otpada 55% incidencije karcinoma dojke. Svi karcinomi dojke
nastaju iz segmenta terminalne duktalne lobularne jedinice (TDLU). Dobro je utvrdena
tipizacija invazivnog karcinoma dojke i njegove histoloske varijante. Karcinom dojke opéenito
se dijeli na duktalni karcinom in situ (DCIS) i IDC. DCIS je neinvazivna potencijalno maligna
intraduktalna proliferacija epitelnih stanica koja je ograni¢ena na kanale i lobule. Invazivni ili
infiltrativni karcinom odnosi se na zlo¢udnu abnormalnu proliferaciju neoplasti¢nih stanica u
tkivu dojke, koja je kroz stijenku kanala prodrla u stromu. Invazivni karcinom i karcinom in
situ klasificirani su kao duktalni i lobularni na temelju mjesta s kojeg tumor potjece. Tumor
koji potic¢e iz kanala poznat je kao duktalni karcinom, dok su oni koji potjecu iz lobula

poznatiji kao lobularni karcinomi.(48)

1.3.1 Duktalni karcinom in situ (DCIS) je neoplasticna proliferacija epitelnih stanica
ograni¢ena na kanale ili lobule, karakterizirana nuklearnom kao i stanicnom atipijom,
potencijalnim malignim kapacitetom te obligatornom tendencijom razvoja naknadno
invazivnog karcinoma dojke. Na vanjskom duktalnom sloju, stanice mioepitela obi¢no su
sacuvane ali im se broj moZe smanijiti. Sirenje DCIS-a kroz kanale u lobularne acinuse koji
rezultiraju velikim lezijama, naziva se lobularna karcinacija.

DCIS se smatra prekursorom za kasniji razvoj invazivnog karcinoma s visokim rizicnim
faktorom. Smrt zbog DCIS-a izuzetno je rijetka, ali smrt nastupi nakon inicijalne dijagnoze
DCIS-a bilo zbog neotkrivene invazivnhe komponente ili zbog recidiva invazivne lezije nakon

tretmana.



Morfoloske vrste DCIS-a
Povijesno, DCIS je podijeljen u pet arhitektonskih podvrsta:

° komedo,

° solidni,

° kribriformni,

. papilarni i

° mikropapilarni.
Neki slu¢ajevi DCIS-a imaju jedinstven obrazac rasta, ali ve¢ina pokazuje mjeSavinu obrazaca.
Manijina lezija DCIS rijetko pokazuje dodatne morfoloske varijacije, koje uklju¢uju stanice
prstena pecatnjaka, neuroendokrinu diferencijaciju ili multinuklearne gigantske stanice,

apokrine metaplasti¢ne stanice i ploCaste osobine (plocasti stani¢ni karcinom in situ).(49)

1.3.2. Lobularni karcinom in situ (LCIS) je intralobularna proliferacija malih, prilicno
ujednacenih i slabo kohezivnih stanica, koje potjecu iz TDLU-a. Dugoro¢nim praéenjem Zena
s lobularnim karcinomom in situ (LCIS) zaklju¢eno je da on predstavlja faktor rizika i
neobavezujuci prekursor za naknadni razvoj invazivnog karcinoma. Multicentrican je u oko
70% slucajeva, a bilateralan u otprilike 30% - 40% slucajeva. Mikroskopski, LCIS uglavnom
ostavlja netaknutu temeljnu arhitekturu i prepoznatljiv je kao lobulus; postoji relativno
jednolika populacija okruglih stanica malih i srednjih veli¢ina koje imaju normokromne jezgre
koje popunjavaju raSirene lobule u nekohezivnom obrascu. Rijetko su prisutne atipi¢ne
promjene poput pleomorfizma, mitoze i nekroze. Intracelularne kapljice mucina najéesce se
vidaju s jezgrama prstenastog sloja. Postoje dva imunohistokemijska obiljezja za razlikovanje
LCIS-a, nedostatak ekspresije E-kadherina i B-katenina i pozitivhost na keratin visoke

molekulske mase (HMW). Uz karakteristi¢nu ekspresiju CK8-18, koji pokazuje karakteristi¢an



perinuklearni izraz dok boji perifernu citoplazmu duktalnih stanica. DCIS je konstantno
pozitivan na E-kadherin i p-katenin i pokazuje smanjeni ili nikakav HMW keratin, koji se
normalno izrazava u duktalnom bazalnom sloju, s tipicnom perifernom ekspresijom CK8-18.
Aberantna ekspresija ovih markera nije nesvakidasnja, a neki slucajevi s intermedijarnim
znacajkama pokazuju i hibridna imunohistokemijska svojstva. Gubitak E-kadherina u LCIS

nastaje zbog mutacije gena.

1.3.3. IDC Invazivni duktalni karcinomi su karcinomi dojke koji imaju malignu duktalnu
proliferaciju zajedno sa stromalnom invazijom u prisutnosti ili odsutnosti DCIS-a, s
relativnim udjelima. IDC je klasificiran u vise histoloskih podtipova prema Sirokom rasponu
kriterija, ukljucujuéi vrstu stanice (kao kod apokrinog karcinoma), koli¢inu, vrstu i mjesto
izlu¢ivanja (kao kod mucinoznog karcinoma), arhitektonske karakteristike (kao u papilarnom,
tubularnom i mikropapilarnom karcinomu), i imunohistokemijski profil (kao wu
neuroendokrinom karcinomu). IDC su heterogena skupina tumora razvrstanih prema
citoarhitektonskim znacajkama, jer imaju Sirok opseg morfoloske varijacije. Neki od njih
imaju dovoljno karakteristi¢nih osobina i odredenog ponasanja da bi ih mogli svrstati u
posebne podvrste, dok veéina, koja ¢ini oko 75% IDC-a, ne pokazuje dovoljno morfoloskih
karakteristika da bi se klasificirala kao specifi¢ni histoloski tip i opéenito se oznacava kao IDC,
a ne naveden NOS. Takoder nekolicina drugih klasifikacija radije koristi ,,bez posebnog tipa“
(NST) kako bi naglasila razliku od tumora specificnog tipa, sto je medunarodno prihvaceno.
Neki od podtipova iako su iznimno rijetki javljaju se ¢eSce u starijih od 60 godina, tj
postmenopauzalnih Zena, kao Sto su to tubularni, invazivni kribriformni, mucinozni karcinom

kojeg takoder obiljezava produkcija uglavnom ekstracelularnog mucina. Medularni karcinom

dojke je rijedak, povezan je sa nositeljima mutacije BRCA1, karakteriziraju ga difuzan rast,



metaplazija vretenastih stanica, gigantske tumorske stanice i nekroza. Ceste su metastaze u
aksilarne limfne &vorove. Invazivni papilarni i mikropapilarni karcinomi kojima invazivna
komponenta <¢ini 90% su karakterizirani papilarnom odnosno mikropapilarnom
komponentom te reverznom polarno$¢u stanica. Cesto metastaziraju u limfne &vorove te
imaju loSu prognozu. Jedan od karcinoma dojke visokog gradusa takoder je i apokrini
karcinom kojeg karakterizira pozitivitet pri PAS bojenju. Kod neuroendokrinog tumora (NET)
50% stanica imunohistokemijski eksprimira neuroendokrini marker — kromogramin A i
sinaptofizin, koji i potvrduju dijagnozu NET-a. Kod ovog karcinoma ,tumorske stanice svojom
organizacijom tvore gnjezda, trabekule, rozete te palisade na periferiji. Prema klasifikaciji
WHO tumora dojke iz 2012. godine, NET se moZe histoloski svrstati u tri podvrste i to dobro
diferenciran NET, slabo diferenciran / sitnostani¢ni NET te invazivni karcinom dojke s
neuroendokrinom diferencijacijom. Metaplasti¢ni karcinom dojke je agresivni invazivni
karcinom karakteriziran dominantnom komponentom metaplasticne diferencijacije bilo
skvamozne, mezenhimalne ili vretenaste. Karcinom dojke bogat lipidima je izuzetno rijedak
karcinom koji zahvac¢a vec¢u dobnu skupinu u rasponu 33 do 81 godine. Karakterizira ga
citoplazma bogata lipidima koja se prikazuje Qil Red bojenjem. Jedan od karcinoma dojke
niskog gradusa je sekretorni tj. juvenilni karcinom dojke koji ¢ini svega 0.15% svih karcinoma
dojke, ovaj karcinom zahvaca djecu i adolescente, te tu pokazuje dobru prognozu, alii starije
Zene gdje pokazuje agresivniji tijek. Adenoidni cisticni karcinom je takoder karcinom niskog
gradusa, sa povoljnom prognozom, a dob incidencije je 25 do 80 godina no ceséi je u
postmenopauzi. Metastazira u aksilarne limfne ¢vorove te u 10% slucajeva daje i distalne
metastaze najéesce u pluda.

1.3.4.Invazivni lobularni karcinom (ILC) je drugi glavni bioloski razli¢it invazivni karcinom

mlije¢nih Zlijezdi. On ¢ini 5% -15% invazivnog karcinoma dojke i obi¢no pogada Zene starije
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dobne skupine zahvacene konvencionalnim IDC. Tumorske stanice ILC-a obi¢no su okrugle,
male, relativno jednolike i nekohezivne i imaju karakteristi¢an obrazac rasta s infiltracijom u
stromu. Dijagnoza ILC se moZe postaviti i kad nema in situ komponente, ali u prisutnosti ovih
citoarhitektonskih obiljezja. Incidencija ILC-a raste, posebno kod Zena u postmenopauzi, a
ovaj se nalaz moze dijelom povezati s nadomjesnim hormonskim lije¢enjem. Karakteristi¢ne
su molekularne promijene kao S$to su inaktivacija E- kadherina mutacijom, gubitkom
heterozigotnosti ili metilacijom u ILC-u. ILC ima pet razli¢itih histoloskih varijanti. Klasicni tip
ILC izrazava tipi¢ne citoarhitektonske znacajke ILC-a, obi¢no je to prisutnost malih
jednoli¢nih tumorskih stanica koje su pojedinac¢no rasporedene u stromi, tvoreéi uzorak
plamena svijece i okruZeni lobulima koncentriénog uzorka. Obi¢no se vide Zarista stromalne
elastoze u okolini vena i duktusa s razli¢itom limfatiénom infiltracijom. Diferencijacija Zlijezda
nije obiljezje ove varijante ILC-a.

Pleomorfni lobularni karcinom sastoji se od vedih stanica s obilnom eozinofilnom
citoplazmom. Jezgra je hiperkromatska s ekscentricno istaknutim nukleolusom, ova
varijanta ima isti obrazac rasta kao i klasi¢ni ILC, ali obi¢no pokazuje ZariSne stanice
prstenastih signala i apokrinu diferencijaciju. Ovaj tip ILC obi¢no ima negativnu ekspresiju
hormonskih receptora s ve¢om ekspresijom TP53 i HER2 / neu.

Histiocitoidni lobularni karcinom u potpunosti se sastoji od velikih tumorskih stanica
rasporedenih u difuznom obrascu rasta. Stanice tumora su velike s pjenastom citoplazmom
koja sadrzi obilne granule. U veéini slu¢ajeva E-kadherin je negativan.

Karcinom prstena pecatnjaka ILC obi¢no pokazuje citoarhitektonske znacajke klasicnog ILC u
kombinaciji sa znacajnim brojem stanica prstena pecatnjaka s ekscentricnim, semilunarnim
jezgrama i prozirnim citoplazmatskim vakuolama. Vazno je razlikovati ovaj tip karcinoma od

mucinoznog karcinoma sa znaCajkama prstena pecatnjaka zbog razlicitih prognoza.
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Tubulo lobularni karcinom je varijanta ILC karakterizirana dvostrukom ekspresijom malih
cjevastih formacija sa ili bez lumena i pojedinaéno rastudéih stanica koje tvore linearni uzorak
klasi¢nog ILC-a. Obic¢no je prisutna in situ komponenta. Uglavnom je duktalna ili lobularna, ali
ponekad se mogu vidjeti obje.(48)
1.3.5. Molekularna klasifikacija

Perou i sur. klasificirali su karcinom dojke u razli¢ite podskupine na temelju sli¢nosti
profila genske ekspresije pomocu tehnologije microarray-a kako bi se dopunila morfoloska
klasifikacija karcinoma dojke s molekularnim parametrima koji mogu prufZiti jasniji uvid u
heterogenost karcinoma dojke i bolje predvidanje ponasanja tumora kako bi se u skladu s
time postavili i terapijski ciljevi i strategije. Provodenje molekularnih pristupa u klini¢ku
svakodnevnu praksu koji podrzavaju morfoloska obiljezja i imunohistokemijski profil je
kritican za tocniju prognozu bolesti. Molekularni podtipovi karcinoma dojke prepoznati po
njihovom genskom potpisu su sljededi:
Luminalni A tip predstavlja 50% invazivnih karcinoma dojke. On je ER / PR pozitivan ili HER2
negativan. Sadrzi Sirok raspon varijanti niskog gradusa, kao $to su tubularni karcinom,
kribriformni karcinom, nisko gradusni IDC NST i klasi¢ni lobularni karcinom i obi¢no izrazava
citokeratine male molekularne tezine, koji naglasavaju luminalne duktalne stanice, s visokom
ekspresijom hormonskih receptora i pridruzenim genima. Ima dobru prognozu i obi¢no je
niskog gradusa i ER pozitivan.
Luminalni B tip
Ova kategorija obuhvaca 20% invazivnih karcinoma dojke. ER / PR je pozitivan, dok je HER2 /
neu promjenjiv odnosno moZe biti pozitivan ili negativan. Stopa indeksa proliferacije
izrazena Ki-67 i histoloskim razredima veca je od luminalne A. UkljuCuje vecinu IDC NST

gradusa 2 i mikropapilarni karcinom. Ekspresija citokeratina niske molekularne mase
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luminalnih epitelnih stanica je pravilo, s umjerenom do slabom ekspresijom hormonskih
receptora i pripadajucih gena. Odgovor na endokrinu terapiju i kemoterapiju je promjenjiv, a
prognoza mu je loSija nego luminalnom A tipu.

HER2 prekomjerna ekspresija

Od svih invazivnih karcinoma dojke ova kategorija ¢ini 15%. ER / PR je obi¢no negativan, dok
je HER2 / neu po definiciji pozitivan. Ekspresija Ki-67 je visoka, a mutacija TP53 uobicajena.
Vrlo je Cesto da su ti tumori visokog gradusa uz metastaze na limfnim ¢vorovima. Njihov
genski potpis pokazuje visoku ekspresiju HER2 i nisku ekspresiju ER i pridruzenih gena. Ova
skupina karcinoma dojke podrazumijeva loSu prognozu i pokazuje najvecu osjetljivost na
terapiju trastuzumabom (herceptinom).

Bazalni tip je tako nazvan zbog svog nacina ekspresije slicnog bazalnim epitelnim stanicama i
normalnim mioepitelnim stanicama tkiva Zlijezda. To je obicno CK5 / 6 i/ ili EGFR pozitivan,
ER / PR negativan i HER2 negativan tip odnosno trostruko negativan, s visokim izrazom Ki-67
indeksa i mutacijom TP53, Sto je uobicajeno. Ovaj tip karcinoma ¢ini 15% svih invazivnih
karcinoma dojke. Obrasci ekspresije gena ukljucuju visoku ekspresiju bazalnih epitelnih gena,
pozitivnih na bazalne citokeratine; nisku ekspresiju ER i pridruzenih gena; i nisku ekspresiju
HER2 / neu. Vedina invazivnih karcinoma visokog gradusa i drugi posebni podtipovi niskog
gradusa IDC-a povezani su sa dobrom prognozom, oni koji su pokazali nisku stopu indeksa
proliferacije Ki-67, poput sekretornog, adenoidno cistichog i medularnog karcinoma,
takoder su ukljuceni u ovu skupinu. Ovaj tip tumora ne pokazuje odgovor na endokrinu
terapiju ili trastuzumab, ali Cini se da je osjetljiv na kemoterapiju na bazi platine i inhibitore
polimeraze (adenozin difosfat-riboze). Opéenito ima loSu prognozu.

Trenutno postoji mnogo klinickih istrazivanja koja koriste antitijela za podjelu tumora dojke

razli¢itim molekularnim podvrstama. Ta antitijela ukljucuju ER, PR, HER2 / neu, citokeratin
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5/6, EGFR i Ki-67. Nesklad nije rijetkost i trenutno ne postoje Siroko dogovoreni kriteriji za
definiranje pozitivnog imunoloskog stanja u tu svrhu.(48-50)
1.3.6. Genomska klasifikacija

Istrazivacka mreza TCGA (engl. The Cancer Genome Atlas Research Network) provela je
opseznu genomsku analizu karcinoma dojke. Analizirani su primarni karcinomi dojke pomocu
genske matrice DNK kopija, DNK metilacijom, sekvencama egzoma, nizovima RNA glasnika,
sekvencioniranjem mikroRNA i reverznim fazama proteina. Definirani su podtipovi ekspresije
gena i dokazalo se postojanje Cetiri glavne klase karcinoma dojke pri kombiniranju podataka
s multiplih platformi od kojih svaka pokazuje znacajnu molekularnu heterogenost. U svih
karcinoma dojke pronadene su somatske mutacije u tri gena(TP53, PIK3CA i GATA3) sa
incidencijom >10%, medutim pronadene su i brojne mutacije gena povezane s podtipom,
ukljuCujudi specificne mutacije u luminalnom podtipu A na GATA3, PIK3CA i MAP3K1.
Definirane ekspresijom proteina identificirane su i dvije nove podskupine koje su vjerojatno
producirane stromalnim/mikrookolisnim elementima, takoder su identificirani i integriranim
analizama specifi¢ni signalni putevi dominantni za svaki molekularni podtip ukljucujuc¢i HER2
/ fosforilirani HER2 / EGFR / fosforilirani EGFR potpis unutar HER2 obogacenog podtipa.
Usporedba bazalnih tumora dojke s seroznim tumorima jajnika visokog gradusa, pokazala je
mnoge molekularne sli¢nosti, Sto ukazuje na povezanost etiologije i slicne terapijske
mogucnosti. Hipoteza da se velik dio klinicki vidljive plasti¢nosti i heterogenosti dogada
unutar ovih glavnih bioloskih podtipova raka dojke postavlja se upravo na bioloSkom nalazu
glavnih podtipova karcinoma dojke a koji su uzrokovani raznovrsnim genetskim i

epigenetskim abnormalnostima.(50)
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1.4. Klinicka slika

U ranim stadijima karcinom dojke se moZe prezentirati bez simptoma ili raznolikos¢u
simptoma od tipi¢nih do atipi¢nih. Najées¢i tipi¢ni simptom je palpabilna masa u dojci koja se
otkrije samopregledom dojke i javlja se u ¢ak 83% pacijenata, a sumnju na karcinom pobudit
¢e bezbolna, tvrda i nepravilna masa. Osim palpabilne mase od tipi¢nih simptoma pojavljuju
se promjene na koZi dojke u vidu crvenila, uvucenja ili nabrane koZe dojke koji se javljaju
zbog dezmoplasti¢ne reakcije, vrlo Cesto se prezentira i u vidu abnormalnosti bradavice
ukoliko tumor zahvada glavni izvodni kanali¢, bolovima, otecenosti i ulceracijama dojke te
abnormalnostima same konture dojke. Zbog Sirenja tumora limfnim Zilama dolazi do
povecanja limfnih ¢vorova odnosno limfadenopatije, ovisno o samoj lokalizaciji tumora u
dojci ona moZze biti aksilarna, supraklavikularna ili zahvadat limfne ¢vorove uz a. mammaria
interna. Od manje tipi¢nih simptoma najces¢i su upala dojke, muskulo-skeletna bol, bol u
prsima i abdomenu, iscjedak iz bradavice. Kasnije u tijeku bolesti ili kod uznapredovale
bolesti moze dodi do fiksacije za prednju prsnu stjenku zbog prosSirenosti prema dubokoj
fasciji, zbog moguéeg hematogenog Sirenja tumor moze dati i udaljene metastaze najcesée u
plu¢a pa se moze pojaviti dispneja i manje tipi¢ni kasalj, hematogene metastaze se joS mogu
pojaviti i u jetri, kostima, mozgu i nadbubreinoj Zljezdi, a od simptoma tipi¢ni su i
malaksalost te ne namjerni gubitak tjelesne tezine.(52)
1.5.Probir i Dijagnostika

U svrhu postavljanja dijagnoze karcinoma dojke, potrebno je obaviti niz pretraga. Prvi
korak u dijagnostici, svakako je fizikalni pregled dojke od strane lije¢nika. Jedna od vaznijih
pretraga je mamografija, metoda koja se osim u dijagnostici koristi i u probiru tj. screeningu.
Upravo zbog toga Sto se dokazalo da mamografski pregled u premenopauzalnih Zena

znacajno smanjuje rizik nastanka uznapredovalog karcinoma dojke, ACS (engl.American
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Cancer Society) u smjernicama iz 2018.god. uvedena je preporuka ove pretrage u Zena
prosje¢nog rizika ve¢ u dobi od 40-54. godine i to na godisnjoj bazi. Kod Zena starije dobi
(>55 godina) s prosje¢nim rizikom nastanka karcinoma dojke preporuca se nastavak probira
na godisnjoj bazi dok god je osoba dobrog zdravstvenog stanja s o¢ekivanim trajanjem Zivota
10 godina i viSe. Za osobe sa veéim rizikom od uobi¢ajenog preporuceno je jednom godi$nje
napraviti mamografski pregled i MR, temeljeno na specificnim faktorima kao Sto je:
1.pozitivna obiteljska anamneza na BRCA1l i BRCA2 mutaciju-preporu¢eno je napraviti
mamografiju uz MR jednom godisnje ve¢ od 30. godine Zivota; 2. Osobe sa genetskim
sindromima visokog rizika (LiFraumeni sy. , Cowden sy. , Bannayan-Riley-Ruvalcaba sy.); 3.
Osobe koje su provele terapiju zracenjem toraksa zbog mb.Hodgkin izmedu 10. | 30. godine
Zivota.(53) Ultrazvuk je neinvazivna dijagnosticka metoda pri kojoj imamo i mogucénost color
dopplera i elastografije. Preporucen je kao primaran pristup mladim Zenama (30-35god.) i
trudnicama, koje se javljaju sa strukturnim abnormalnostima dojke, palpabilnom masom,
aksilarnom limfadenopatijom, pozitivnom obiteljskom anamnezom BRCA mutacije i sli¢nim
tegobama. Ultrazvuk se takoder preporuéa Zenama s intermedijarnim rizikom zbog
poveéanog denziteta dojki, kao dodatna metoda detekcije nakon negativnog nalaza
mamografije. Kod ve¢ poznatog karcinoma dojke, ultrazvuk se koristi i za praéenje tijeka
bolesti te utvrdivanje stadija bolesti. MoZe se koristiti i kao slikovha metoda za provodenje
perkutanih intervencija na dojci te za pracenje tijeka bolesti kod pacijenata koji primaju
neoadjuvantnu terapiju.(54)

Biopsija je najpouzdanija dijagnosticka metoda koja pruza precizan uvid u stadij i gradus
karcinoma dojke. Postoje razne vrste biopsija kao Sto je aspiracijska, incizijska i ekscizijska.
Biopsija u lokalnoj anesteziji provodi se kod fine iglene aspiracije kad je masa jasno

palpabilna, kod biopsije vodene ultrazvukom te kod biopsije vodene MR-om kad masa nije
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vidljiva ultrazvuéno ili mamografski. Ekscizijska biopsija, biopsija sentinel limfnog ¢voraili kod
lezija koZe dojke — ,,skin-punch“ biopsija mogu se provoditi u lokalnoj ili opéoj anesteziji.(55)
Magnetna rezonanca je suplementarna metoda koja se koristi pri probiru Zena visokog rizika
za nastanak karcinoma dojke, pri odredivanju proSirenosti novo otkrivenog karcinoma dojke,
za detaljnu evaluaciju promjena na mjestu prethodne ekscizije tumora te u reevaluaciji
karcinoma i praéenju pacijenata na neoadjuvantnoj terapiji.(56)
1.6. Prognosticki i prediktivni cimbenici

Prognosticki i prediktivni ¢imbenici imaju zna¢ajnu ulogu u odredivanju vrste terapije te
osjetljivosti samog tumora na terapiju. Nekoliko je vrsta ovih ¢imbenika; 1.Tradicionalni
morfoloski prognosticki ¢imbenici; 2.Prediktivni ¢imbenici odgovora na terapiju;
3.Molekularni prognosticki i prediktivni ¢imbenici(49); 4.AR kao potencijalni prediktivni
¢imbenici odgovora na terapiju; 5.Kalpaini i moguénost prognostickog i terapijskog znacaja.

1.6.1. Tradicionalni morfoloski prognosticki cimbenici

Najvazniji jesu veli¢ina tumora, zahvacenost regionalnih limfnih ¢vorova, tumorska
nekroza, histoloski tip tumora, diferenciranost tumora (gradus) i vaskularna invazija. Mlada
Zivotna dob, ranija menopauza, veliki primarni tumor, tumorska nekroza, trostruko negativni
tumor te zahvaceni limfni ¢vorovi nepovoljni su prognosticki faktori. Tubularni, mucinozni,
medularni, lobularni ili papilarni karcinomi povezani su sa boljom prognozom i prezivljenjem.
Kako bi odredili stadij tumora prema kojem dalje odredujemo terapiju i prognozu koristimo
se TNM klasifikacijom .(Tablica 1.) (57)

Tablica 1. TNM klasifikacija karcinoma dojke. Prema: AJCC osmo izdanje, 2012.god.

PRIMARNI TUMOR(T)

Tx — primarni tumor se ne
moZe odrediti

TO — nema dokaza o postojanju
primarnog tumora

REGIONALNI LIMFNI
CVOROVI(N)

Nx — regionalni limfni ¢vorovi
ne mogu se procijeniti

NO — bez metastaza u
regionalnim limfnim ¢vorovima

UDALIENE METASTAZE(M)

MO — nema klinickih ili slikovnih
dokaza o udaljenim
metastazama

MO(i+)- nema klinickih ili

17




Tis — karcinom in situ

Tis (DCIS) — duktalni karcinom in
situ

Tis (Paget) — Pagetova bolest
nepovezana s invazivnim
karcinomom ili DCIS

T1 —tumor promjera £20 mm
T1 mi — mikroinvazija £1mm
Tla - tumor promjera >1mm do
<5mm

T1b - tumor promjera > 5mm
do £10mm

Tlc —tumor promjera > 10mm
do £20mm

T2 — tumor promjera > 20mm
do <50mm

T3 — tumor promjera > 50mm
T4 — tumor s direktnom
ekstenzijom u stijenku prsnog
kosa sa zahvacanjem kozZe i
makroskopskim promijenama
T4a — tumor s invazijom
stjenke prsnog kosa

T4b — tumor s makroskopskim
promijenama koze ukljucujuci
ulceraciju i/ili satelitne lezije i/ili
edem

T4c —tumor s kriterijima T4a i
T4b

T4d — upalni (inflamatorni)
karcinom dojke

N1 - metastaze u pomicnim
¢vorovima ipsilateralne pazusne
jame levela L i/ili Il
N1mi - mikrometastaze

N2 — metastaze u limfnim
¢vorovima ipsilateralne aksile
koji su medusobno fiksirani i/ili
infiltriraju okolno tkivo levela |
i/ili 11; ili metastaze unutras$njih
mamarnih limfnih évorova bez
metastaza u aksilarnim limfnim
¢vorovima
N2a — metastaze u limfnim
¢vorovima ipsilateralne aksile
levela 1'i/ili Il koji su fiksirani i/ili
infiltriraju okolno tkivo
N2b — metastaze unutrasnjih
mamarnih limfnih ¢vorova, bez
metastaza u pazusnim limfnim
¢vorovima
N3 - podijeljeno u stadije kako
slijedi:

N3a — metastaze u
ipsilateralnim aksilarnim
limfnim ¢vorovima levela Il sa
ili bez metastaza aksilarnih
limfnih ¢vorova levela I i/ili Il
N3b - metastaze ipsilateralnih
unutrasnjih mamarnih limfnih
¢vorova sa zahvacenoscu
aksilarnih limfnih ¢vorova levela
LiZilin
N3c - metastaze ipsilateralnih
supraklavikularnih limfnih
¢vorova

slikovnih dokaza o udaljenim
metastazama, ali u odsustvu
klinickih znakova i simptoma
postoje tumorske stanice ili
depoziti <0.2mm u cirkulirajucoj
krvi, koStanoj srzi ili drugim ne
regionalnim nodalnim tkivima
M1 - postoje udaljene
metastaze bazirane na
klinickom ili slikovnom nalazu
veli¢ine >0.2mm

Pomocu TNM klasifikacije odreduje se stadij bolesti. (Tablica 2.)

Tablica 2. Stadij karcinoma dojke. Prema: So%a T i sur. (2007) (57)

STADU 0 Tis NO MO
STADU | T1 NO MO
STADU lla TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
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STADU lib

T2 N1 MO
T3 NO MO

STADU llla

TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO

STADU Illb

T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO

STADU llic

Bilo koji T N3 MO

STADU IV

Bilo koji T, bilo koji N M1

Gradus tumora temelji se na nekoliko &imbenika, i govori nam o diferenciranosti tumora . Sto

je gradus vedi slabija je diferenciranost tumora te se on tada povezuje s loSijom prognozom.

Tablica 3.Gradus tumora (49)

>75% tumora
tvore Zlijezde

10-75% tumora
tvore Zlijezde

<10% tumora
tvore Zlijezde

Uniformne stanice
sa malim
nukleusima sli¢ne
normalnim
epitelnim
stanicama

Stanice vece od
normalnih s
otvorenim
vezikularnim
nukleusima,
vidljivim
nukleolima,
umjerene
varijabilnosti
veli¢ine i oblika
stanica .

Stanice sa
vezikularnim
nukleusima i
prominentnim
nukleolima,
znacajne
varijabilnosti
veli¢ine i oblika.

<7 mitoza na 10
vidnih polja

Od 8 do 15 mitoza
na 10 vidnih polja

>16 mitoza na 10
vidnih polja
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Nottinghamski prognosticki indeks (NPI) jedini je prognosticki indeks za karcinom dojke ¢ija
je vrijednost potvrdena retrospektivnim i prospektivnim istrazivanjima.(58) NPI parametri
jesu status limfnih ¢vorova, veli¢ina tumora i histoloski stupanj tumora. Izracun se vrsi prema
formuli: NPI = 0.2 x promjer tumora (cm) + status limfnih ¢vorova (1-3) + histoloski stupanj

(1-3).(58,59)

Tablica 4. 10—godisnje preZivljenje i NPI. Prema: Blamey RW i sur. (2007)

PROGNOSTICKA GRUPA NPI 10-GODISNJE PREZIVLIENJE
Odli¢na 2.08-2.4 96%
Dobra 2.42-3.4 93%
Umjereno dobra | 3.42-4.4 81%
Umjereno dobra Il 4.42-5.4 74%
Losa 5.42-6.4 50%
Jako losa >6.5 38%

1.6.2. Prediktivni ¢imbenici odgovora na terapiju

Zbog osjetljivosti tumora dojke na hormonski utjecaj, time i mogucnosti endokrine
terapije, primjenjuju se lijekovi koji ¢e inhibirati utjecaj hormona na tumorske stanice.
Receptori za steroidne hormone kao $to su estrogeni i progesteroni, smjesteni su u stanicnoj
jezgri te difuzijom ili aktivnim transportom ti hormoni dolaze u jezgru tvoreci kompleks
steroid-receptor, koji se veie za specificnu promotorsku regiju regulacijskih gena na
segmentu DNK. Sudjelovanjem nekih od gena reguliranih steroidnim receptorima u nadzoru
stani¢nog rasta, dolazi do utjecaja estrogenskih receptora na ponasanje tumora i odgovor na
terapiju karcinoma dojke. Pozitivhost tumora na hormonske steroidne receptore rezultira
odgovorom na hormonsku terapiju u 80% bolesnica, a kod negativnih odgovor je svega 10%.
Receptori za ¢imbenike rasta kao S$to je HER2/neu (eng.Hormon epidermal growth
factor/neuraminidase) takoder koriste kao prediktivni ¢imbenici odgovora na terapiju. Taj

transmembranski glikoprotein uklju¢en je u kontrolu stani¢nog rasta, a amplifikacija gena
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nadena je u 15-20% karcinoma dojke Sto se odreduje metodama imunohistokemije te u
svietlom polju ili in situ hibridizacijom (ISH). Amplifikacija ovog transmembranskog
glikoproteina povezana je s nepovoljnom prognozom. No u takvih bolesnika primjenjuju se
protutijela na dio receptora za epidermalni ¢imbenik rasta — trastuzumab (Herceptin) koji
ciljano djeluje na stanice sa amplifikacijom gena za taj receptor.(49)
1.6.3. Molekularni prognosticki i prediktivni cimbenici

Temeljem tehnike genetske postrojbe (engl.microarray), karcinomi dojke svrstavaju se
u prethodno opisane molekularne podtipove $to je bitno zbog razlicitih prognoza karcinoma.
Podjela ovih karcinoma temeljena je na podrijetlu stanica karcinoma (luminalnom ili
bazalnom) te ekspresiji prognostickih i prediktivnih ¢imbenika. Zbog ucestale nedostupnosti
ove metode, opce prihvaéen je i tzv. Surogatni molekularni tip tumora koji se temelji na

imunohistokemijskoj ekspresiji ER, PR, HER-2 i Ki-67 proliferacijskog indeksa.(49)

Tablica 5. Surogatni molekularni tipovi karcinoma dojke

PODTIP KARCINOMA DOJKE IMUNOHISTOKEMIJSKE INCIDENCIJA
KARAKTERISTIKE
Luminalni A ER+, PR+, HER-2 -, Ki-67 <20% 40%
Luminalni B HER-2 negativni ER+, HER-2-, i najmanje jedno 10-15%
od:
-PR negativan ili nizak (<20%
+stanica)
- Ki-67 visok (>20%)
Luminalni B HER-2 pozitivni ER+, HER-2+, Ki-67 bilo kakav, 10-15%
PR bilo koji
HER-2 pozitivni HER-2+, ER-, PR- 10-15%
Trostruko negativni HER-2-,ER-,PR- 15-20%

1.6.4. AR kao potencijalni prediktivni ¢imbenik odgovora na terapiju
Podobitelj troje molekularnih receptora ¢ine i androgeni receptori (AR), koji svoju

aktivnost ostvaruju vezanjem jednog od androgenih hormona, testosterona ili
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dihidrotestosterona u citoplazmi nakon ¢ega ih translociraju u jezgru. Jedan od ciljnih gena
aktivacije AR je inzulin slican faktor rasta (IGF-IR). Nedavno je takoder pokazana ne
genomska funkcija AR u vidu izmjene transporta iona putem proteina odgovornih za prijenos
signala. Prema na animalnim uzorcima provedenim studijama, otkriveno je da AR svoju ulogu
obavlja ometajuéi aktivnost MAPK (mitogenom aktivirane protein kinaze) i signalizaciju ER,
Sto dalje dovodi do smanjene ekspresija IGF-IR, a time i smanjene proliferacije terminalnih
pupoljaka i usporen razvoj Zlijezda dojke.(66) Aktivacija AR moZe imati stimulativno ali i
inhibitorno djelovanje na rast tumorskih stanica, ovisno o vrsti stani¢ne linije karcinoma
dojke S$to je vjerojatno uvjetovano ekspresijom ER. Mehanizam inhibicije ER pozitivhog
karcinoma dojke putem AR temelji se na vezivanju na ERE (element odgovora na estrogen),
na mjesto estrogena te tako dovodi do inhibicije ER ciljnih gena.(67) Takoder je dokazana
unakrsna komunikacija medu AR i HER2 signalnim putevima. Navedena otkri¢a i bolje
poznavanje ovih mehanizama od velikog su znacaja poradi moguée primjene terapijskih
blokada anti-AR i anti-HER2, zbog samog sinergizma zabiljeZenog u navedenoj kombinaciji na

stani¢nu proliferaciju i apoptozu.

4 -
il

Slika 1. Prikaz imunohistokemijskog bojenja a) Karcinom dojke pozitivan na AR; b) Karcinom

dojke negativan na AR (Preuzeto sa: researchegate.net)
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1.6.5. Kalpaini i moguénost prognostickog i terapijskog znacaja

Kalpainski sustav dio je intracelularnih, o kalciju ovisnih proteaza raznih funkcija medu
kojima su remodeliranje citoskeleta, stani¢no prezivljavanje i apoptoza. Ovaj enzimski sustav
sadrzi viSe izoformi, no najpoznatiji su mili(m-) i mikro(u-) kalpain te kalpstatin koji je
endogeni inhibitor kalpainske aktivnosti. Imunohistokemijskom analizom otkriveno je da
vedina stanica, osobito agresivnih fenotipa karcinoma dojke, eksprimira faktore kalpainskog
sustava.(68) Prognosticki, kalpainski sustav, osobito visoke ekspresije kalpaina 1 i 2, povezan
je sa faktorima kao Sto je to limfovaskularna invazija Sto nadalje ima bitnu ulogu u
metastaziranju a time i prognozi samog karcinoma dojke. Nasuprot tome, aktivnost
kalpstatina pruza protekciju protiv limfoinvazije blokiraju¢i mehanizam kalpaina.(69) Stoga
stoji da je visoka ekspresija kalpaina povezana s ranijim metastaziranjem u limfne ¢vorove i
loSijim ishodom prezivljenja, radi ¢ega se upravo kalpaini smatraju potencijalnom metom u

lije¢enju karcinoma dojke (70).
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Slika 2. Prikaz visoke(A) i niske(B) ekspresije kalpainal; visoke(C) i niske(D) ekspresije
kalpaina2; visoke(E) i niske(F) ekspresije kalpstatina. (Preuzeto sa: annalsofoncology.org)

1.7. Terapijski postupci

Kod primarnih lokalnih tumora dojke koji su operabilni, terapijski pristup je kirurski
zahvat u svrhu uklanjanja primarnog tumora i moguce metastaze aksilarnih limfnih ¢vorova.
Ovisno o prognostickim ¢imbenicima ovisi i tip kirurSkog zahvata koji ée se primijeniti. Tako
se kod jednostavne mastektomije uklanja Zljezdano tkivo dojke, bradavica i koZa iznad
prsnog misi¢a. Pristup u modificiranoj radikalnoj mastektomiji obuhvaca odstranjenje
aksilarnih limfnih ¢vorova sa tri razine uz uklanjanje struktura kao kod jednostavne
mastektomije. Kvadrantektomija podrazumijeva uklanjanje kvadranta odnosno dijela dojke
oko tumora s pripadajuc¢im aksilarnim limfnim ¢vorovima, ona predstavlja postedni zahvat te
je nakon nje indicirana radioterapija. Pri planiranoj primarnoj rekonstrukciji dojke, izvodi se
mastektomija u kojoj se odstranjuje Zljezdano tkivo dojke uz postedu koze i bradavice. Kod
kirurskih zahvata bitno je napraviti probir bolesnica za disekciju aksilarnih limfnih ¢vorova, to
podrazumijeva prijeoperacijsko oznacavanje limfnog ¢vora ,strazara” (prvi drenirajudi limfni
¢vor u aksili) koji se zatim intraoperativno uklanja te Salje na patohistolosku analizu. Ukoliko
je taj limfni ¢évor zahvaden tumorom, tada se vrsi i disekcija aksilarnih limfnih ¢vorova,
ukoliko nije zahvacen, aksilarni limfni ¢vorovi se ne uklanjaju. JoS jedna od terapijskih
metoda je adjuvantna radioterapija koja svoju primjenu nalazi nakon primarnog zbrinjavanja
tumora u cilju sprje¢avanja ponovne pojave tumora u operirane dojke ili regionalne limfne
drenaZe, a indicirana je u svih bolesnica sa pozitivnim limfnim évorovima aksile te nakon svih
posStednih zahvata. Ovim nacdinom smanjuje se ucestalost lokalnog recidiva za oko 30% i
povecava se vjerojatnost izljeCenja za 5-7%. Kod pacjentica sa pozitivnim nalazom

hormonskih receptora primjenjuje se adjuvantna hormonska terapija, ovaj vid terapije
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provodi se nakon adjuvantne kemoterapije i radioterapije. Svim pacijenticama sa srednjim i
visokim rizikom ponovne pojave bolesti te onima sa pozitivnim aksilarnim limfnim ¢vorovima
indicirana je adjuvantna kemoterapija koja se primjenjuje prije adjuvantne radioterapije i
hormonske terapije. Primjenom adjuvantne kemoterapije vjerojatnost smrtnosti karcinoma
dojke smanjuje se za 30%. Adjuvantna imunoterapija trastuzumabom primjenjuje se u
pacijentica koje imaju HER-2 pozitivni karcinom veli¢ine vece od jednog centimetra.
Kemoterapija kao prvi oblik lijeCenja provodi se u pacijentica s lokalnim, primarno
inoperabilnim tumorom, a u svrhu smanjenja primarnog tumora kako bi se on doveo u
operabilno stanje. Po smanjivanju takvog lokalnog tumora kemoterapijom slijedi
mastektomija s odstranjenjem regionalnih limfnih ¢vorova. Ukoliko kemoterapijom tumor
nije doveden u operabilno stanje, primjenjuje se primarna radioterapija. Pri lijeCenju
metastatske bolesti cilj jest maksimalno produljiti Zivot pacijentica te osigurati adekvatnu
kvalitetu Zivota Sto se osim simptomatskom terapijom, provodi mnogim metodama kao sto
su hormonska terapija, kemoterapija, imunoterapija, angiostaticka terapija i radioterapija.
(57,60)

2.Ciljevi istrazivanja

Glavni cilj ovog istrazivanja jest analizirati ekspresiju kalpaina i AR u karcinomu dojke.

Sporedni ciljevi jesu izdvojiti biopticke uzorke karcinoma dojke, pregledati i klasificirati
uzorke prema klinicko patoloskim parametrima, utvrditi prognosticki znacaj ekspresije
tumorskih markera, razmotriti postoji li moguénost koriStenja kalpaina kao potencijalnih
meta odgovora na terapiju, odrediti ekspresiju kalpaina i povezanost s gradusom,
proliferacijom i apoptozom te odrediti ekspresiju AR i povezanost s gradusom, proliferacijom

i apoptozom.
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3. Ispitanici , materijali i postupci
3.1. Ispitanici i materijali

U ovoj studiji retrospektivnom analizom sudjelovalo je 219 novodijagnosticiranih
pacijentica koje su kirurski obradene na klinici za kirurgiju Klinickog bolni¢ckog centra Rijeka
(KBC), u periodu od sije¢nja 2000. do prosinca 2004. godine. Patohistoloske analize uzoraka
napravljene su na Klinickom zavodu za patologiju KBC-a Rijeka i Zavodu za patologiju
Medicinskog fakulteta u Rijeci. Postavljeni su kriteriji za uklju¢ivanje u studiju, i to; dijagnoza
invazivnog karcinoma dojke, dostupnost parafiniziranih uzoraka i klinickih podataka te
isklju¢ujuéi kriterij — primjena neoadjuvantne kemoterapije. Pacijentice su tretirane
mastektomijom ili Sirokom lokalnom ekscizijom nakon koje je uslijedila radioterapija. Prema
Notthingham Prognostic Index-u, te ovisno o ER statusu te menopauzi primjenjena je i
sistemna adjuvantna terapija. Klini¢ko patoloski podatci koji su prikupljeni iz baze podataka
Zavoda za patologiju jesu dob i inicijalna dijagnoza, veli¢ina tumora, histoloski gradus,
prisutnost egzulceracija i multifokalnost tumora. Takoder su odredeni i prognosticki
prediktivni faktori tumora i to TNM, ER, PR, HER-2, Ki-67 te metastaze u limfne ¢vorove.
Promatrani tumori klasificirani su u molekularne podtipove po St.Gallen klasifikaciji iz
2013.godine. Klini¢ki stadij odreden je prema AJCC/TNM stadiju (osmo izdanje). Protokol
studije odobren je sa strane etickog povjerenstva KBC-a Rijeka. Uzorci su obradeni tehnikom
genske postrojbe (engl.microarray). Blokovi tkiva uklopljeni u parafin koji su sadrzavali
invazivnu komponentu karcinoma rezani su na rezove debljine 4 um te su bojani HE
tehnikom po standardnom protokolu u svrhu morfoloske procjene, takoder su napravljeni

presjeci za imunohistokemijsko bojenje.
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3.2. Postupci
3.2.1. Imunohistokemijsko bojenje

Formalinom fiksirani blokovi tkiva uklopljeni u parafin koji su sadrzavali invazivni
karcinom rezani su na rezove debljine 4 um, potom deparafinizirani u nadomjestku ksilena i
rehidrirani standardnim postupkom. Rezovi su uronjeni u Tris-EDTA pufer (Ph 9.0) te kuhani
u vodenoj kupki na 97°C tijekom 15 minuta te su na taj nacin akvirirani antigeni za primarna
protutijela. Za kalpain 1 bojenje koriStena su ze¢ja monoklonska IgG kalpain 1 protutijela
(klon EPR3323, Abcam, Cambridge, UK) u razrijedenju 1:1000. AR bojenje odredeno je
koriste¢i misja monoklonska IgG anti-humana AR protutijela (klon AR441,Dako Cytomation
Glostrup, Danska) u razrijedenju 1:100. Sljedeci koraci napraviljeni su prema uputama
proizvodaca, Ciji je automatski bojac koristen (DakoAutostainer Plus; DakoCytomation, Fort
Collins, SAD), adekvatno koriste¢i DakoREAL otopine. Potom je napraviljena i
imunohistokemija pomo¢u detekcijskog uredaja EnVision Flex + detekcijskog sistema (K8000;
Dako, Glostrup, Danska). Za pozitivnhe kontrole su se koristili tumori dojke gradusa 1i 2, a
primarna protutijela zamijenjena su fizioloSkom otopinom puferiranom fosfatima te
koristena kao negativne kontrole.
3.2.2. Imunohistokemijsko bodovanje

Ukoliko je zastupljeno obojenje u uzorku preko 1% kod ER tada se oni smatraju
pozitivnim, kod PR se smatra pozitivnim rezultatom obojenje uzorka vece od 20% te za HER-
2 pozitivan rezultat smatra se onaj koji imunohistokemijski ima vise od 10% tumorskih
stanica koje pokazuju difuzno membranozno obojenje intenziteta 3+ ili nizeg intenziteta 2+
ali uz potvrdu FISH metodom. Ki-67 procijenjen je kao nizak ukoliko je <20% jezgara

pozitivno odnosno kao visok ukoliko je = 20% jezgara tumorskih stanica pozitivho. AR su

pozitivni ako je nalaz pozitivnih jezgri tumorskih stanica >5%. Kalpain 1 je
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imunohistokemijskim bojenjem procijenjivan semikvantitativnom metodom koristedi
Olympus BX46 mikroskop s uveéanjem 200x, te imunohistokemijskim H rezultatom.
Imunohistokemijska reakcija gradirana je na sljedeci nacin: nema reakcije-0, slaba reakcija-1,
srednje jaka reakcija-2, jaka reakcija-3. H rezultat je izraCunat umnoskom intenziteta bojenja
sa povrsinom bojenja Sto je rezultiralo H rezultatom u rasponu od 0 do 300. Naknadna
statisticka analiza za kalpain 1 imunohistokemijski H rezultat, napravljena je koristeéi se
dihotomiziranim podatcima. Optimalne statisticke granicne vrijednosti izraunate su pomocu
x-tile softvera prema recidivu pacijenata. Prema tome je generiran H rezultat grani¢ne
vrijednosti 92, pacijenti su podjeljeni u dvije grupe; 1. Niska imunoreaktivnost kalpaina 1 sa
H rezultatom <92 i 2. Visoka imunoreaktivnost kalpaina sa H rezultatom >92.
3.2.3. Statisticka analiza

Statisticka analiza podataka provedena je koriste¢i MedCalc program za Windows,
verzija 19.1.6 (MedCalc Statistical Software bvba, Ostende, Belgija). Razlike medu
kategoric¢kim varijablama provedene su koristeci se Fischer-ovim testom i x2-testom.
Za ispitivanje korelacije kalpaina 1 i AR ekspresije koriStena je Pearson korelacija. Kaplan
Meier metodom procijenjivana je povezanost analiziranih podataka sa ukupnim
prezivljenjem i prezivljenjem bez bolesti. Statisticki znacajnim rezultatom smatra se p<0.05 u
svim testovima.
4.Rezultati
4.1. Klinicko patoloska obiljezja bolesnika

Medijan dobi prilikom dijagnoze za analizirane bolesnike bio je 65 s rasponom 31 do 88
godina. Pri ¢emu je 156/219 (73,9%) pacijentica bilo starije od 50 godina. Od ukupnog broja,
44 tumora (21,4%) bilo je dobro diferencirano (G1), 111 (53,9%) tumora bilo je umjereno

diferencirano (G2) i 51 (24,8%) tumor bio je slabo diferenciran (G3). Tumori manji od 2 cm
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bili su prisutni u 94 (45,4%) pacijenata. U klinickom stadiju 1 bilo je ukupno 67 (33,7%)
bolesnika, 67 (33,7%) bolesnika u stadiju 2, 61 (30,7%) bolesnik u stadiju 3 te 4 (2,0%)
bolesnika u stadiju 4. Pozitivni aksilarni limfni ¢vorovi pronadeni su u 103 od 219 bolesnika
(51,5%). Tumori su klasificirani kao luminalni A 116 slucajeva (52,9%), luminalni B 37
slucajeva (16,9%), luminalni B-HER-2 pozitivni 11 slucajeva (5,0%), HER-2 obogaceni 22
slu¢aja (10,1%) i trostruko negativni 33 (15,1%) slucaja. U tijeku pracenja pacijenata recidivi
bolesti javljaju se kod 25 njih (11,4%). Medijan mjeseci do nastanka prvih recidiva bilo je 39 i
to u rasponu 2 -108 mjeseci. Klini¢kim pregledom i slikovnim metodama odreden je datum
recidiva te je potvrden patohistoloski. Sedamdeset i osam od 205 pacijenata (37,7%) koji su
u cijelosti praéeni umrlo je od primarne bolesti (karcinoma dojke). Medijan pracenja medu
jo$ uvijek zivim bolesnicima bio je 159 mjeseci u rasponu od 8 do 212 mjeseci.

Klini¢ki i morfoloski podaci pacijenata s invazivnim duktalnim karcinomom, kao i rezultati

imunohistokemijske analize prikazani su u tablici 6.

Tablica 6. Klinickopatoloska obiljeZja bolesnica s karcinomom dojke

Klinicko patoloska obiljezja (N=219)

Dob Slucajevi (%)
<50 godina 55 (26.1)
>50 godina 156 (73.9)
Histoloski gradus Slucajevi (%)
1 44 (21.4)
2 111 (53.9)
3 51 (24.8)
Veli¢ina tumora Slucajevi (%)
<2cm 94 (45.4)
>2 cm 113 (54.6)
Multifokalnost Slucajevi (%)
Nije prisutna 206 (97.2)
Prisutna 6(2.8)
Egzulceracija Slucajevi (%)
Nije prisutna 192 (90.6)
Prisutna 20 (9.4)
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Klinicki stadij bolesti Slucajevi (%)

1 67 (33.7)
2 67 (33.7)
3 61 (30.7)
4 4 (2.0)
Status limfnih ¢vorova Slucajevi (%)
Negativni 97 (48.5)
Pozitivni 103 (51.5)
Pojava recidiva/metastaza Slucajevi (%)
Ne 186 (88.2)
Da lokalni recidiv 9(4.3)
Da udaljena metastaza 16 (7.6)
Broj mjeseci do pojave recidiva/metastaze
Medijan (Raspon) 39 (2-108)
Pracenje (mjeseci)
Medijan (Raspon) 159 (8 —212)
Umrle od bolesti [N (%)] 78 (37.7)

4.2.Imunohistokemijska ekspresija kalpaina 1 i AR kod karcinoma dojke
Imunohistokemijsko bojenje kalpaina 1 pokazalo je heterogeno citoplazmatsko
obojenje razli¢itog intenziteta i postotka pozitivnih tumorskih stanica, u rasponu od potpuno
negativnih kroz umjereno do snazno pozitivhog obojenja. Bojenje koje je bilo nedetektibilno
ili slabo smatrano je negativnim, a umjereno i snazno bojenje smatrano je pozitivnim. Prema
postavljenom standardu 6 tumora (3,1%) pokazalo je potpuno negativno bojenje kalpainom
1, nisku ekspresiju kalpaina 1 pokazalo je 89 (49,6%), te je 106 (54,4%) klasificirano kao
visoka ekspresija kalpaina 1. Srednja vrijednost H-rezultata za kalpain 1 iznosila je 100, u
rasponu od 0 do 300. Znakom aktiviranja androgena smatrano je nuklearno bojenje AR u
tumorskim stanicama. Medijan postotka AR pozitivnih jezgri tumorskih stanica bio je 1,5%, u
rasponu od 0 do 100% i 94 uzorka (46,1%) su klasificirana kao AR pozitivni tumori s > 5%
pozitivnih tumorskih stanica. Nije bilo vidljive statisticki znafajne povezanosti medu
ekspresijom kalpaina 1 i AR (r = 0,09, p =0,17). U 80 (61,1%) slu¢ajeva ER pozitivnih tumora

detektirana je visoka ekspresija kalpaina 1 kao i u 71 (55,0%) slucajeva PR pozitivnih tumora i
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u 17 (54,8%) pozitivnin HER-2 tumora. Pozitivni AR su detektirani su u 73 (52,9%) ER
pozitivnih karcinoma dojke, u 70 (51,1%) PR pozitivnih te kod 17 (53,1%) HER-2 pozitivnih
sluCajeva. Visoka ekspresija kalpaina 1 bila je povezana sa starijom dobi (p = 0,005) te
pozitivnim ER statusom (p = 0,009). Nije uocena znacajna povezanost izmedu ekspresije
kalpaina 1 sa veli¢inom tumora (p = 0,662), prisutnom multifokalnoséu (p = 0,378),
prisutnom egzulceracijom (p = 0,813), histoloskim gradusom (p = 0,467), prisutnosti
metastaza na limfnim ¢vorovima (p = 0,462), PR statusom (p = 0,879), HER 2 statusom (p =
1,00) i Ki-67 indeksom proliferacije (p = 0,746). Velika je vjerojatnost da ée Zena s AR
negativnim karcinomom dojke biti starija (p = 0,016), da ¢e imati veéi tumor (p = 0,032), visi
stadij bolesti (p = 0,026) i da ima egzulceraciju (p = 0,017). Promatrana povezanost AR
negativnih tumora sa slabo diferenciranim tumorima, gradusa 3 (p = 0,055) i sa prisutnos¢u
metastaza na limfnim ¢vorovima (p = 0,059) nije dostigla statisticku znacajnost. Karcinomi
koji su AR pozitivni sa ve¢om vjerojatnoséu pokazali bi i nizak Ki 67 proliferacijski indeks (p =
0,027 ) te pozitivan ER status (p = 0,007), a povezanost s pozitivnim PR statusom nije dostigla
statisticki znacaj (p = 0,052). Ekspresija kalpaina 1 i AR pokazala je znacajnu razliku medu
molekularnim podvrstama kod pacijenata (p = 0,002 i p = 0,042, respektivno). Znacajno je
bila veéa ucestalost ekspresije visokog kalpaina 1 u bolesnika s tumorima obogac¢enim HER 2
14/18 (77,8%). Vedina trostruko negativnih tumora pokazala je slabu ekspresiju kalpaina 1
20/31 (64,5%) i negativan AR 25/32 (78,1%). Izmedu ostalog, primijetili smo da samo jedan
od devet (11,1%) luminalnih B Her 2 pozitivnih tumora pokazalo visoku ekspresiju kalpaina 1.
U tablici 7 saZeti su navedeni rezultati ekspresije kalpaina 1, te u tablici 8 rezultati ekspresije

AR.
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Tablica 7. Usporedba klinickopatoloskih prognostickih parametara i ekspresije kalpaina 1

Znacajke

Dob (godine)

<50god
>50god
Klinicki stadij
I
II
I
v
Veli¢ina tumora (cm) medijan (opseg)
<2 cm
>2 cm
Veli¢ina tumora

T1
T2

T3
T4

Podtip tumora

Luminalni A
Luminalni B HER2 negativan
Luminalni B HER2 pozitivni
HER?2 tip
Trostruko negativni
Klasifikacija
Ne trostruko negativni

Trostruko negativni

Ekspresija kalpaina 1

Nisko
N (%)
32 (36.4)

56 (63.6)

27 (32.1)
29 (34.5)
28 (33.3)

0 (0.0)

36 (40.9)

52 (59.1)

43 (48.3)
31 (34.8)
4(4.5)

11 (12.4)

38 (43.7)
17 (19.5)
8(9.2)
4 (4.6)

20 (23.0)

68 (77.3)

20 (22.7)

Visoko
N (%)
19 (17.9)

87 (82.1)

30 (30.6)
34 (34.7)
31 (31.6)

3(3.1)

45 (44.1)

57 (55.9)

58 (54.7)
34 (32.1)
2(1.9)

12 (11.3)

58 (56.9)
18 (17.6)
1(1.0)
14 (13.7)

11 (10.8)

92 (89.3)

11 (10.7)

P vrijednost

0.005*

0.445¢

0.662*

0.658:

0.002¢

0.025*
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Multifokalnost

Egzulceracije

Histoloski gradus

Status limfnih ¢vorova

Negativan

Pozitivan

ER status

Negativan

Pozitivan

PR status

Negativan

Pozitivan
HER-2 status

Negativan

Pozitivan

Ki-67

<20%

220%

31(34.8)

58 (65.2)

74 (84.1)

14 (15.9)

62 (70.5)

26 (29.5)

35(33.0)

71 (67.0)

89 (84.0)

17 (16.0)

75 (73.5)

27 (26.5)

88 (98.9)

1(1.1)

79 (88.8)

10 (11.2)

16 (18.4)

47 (54.0)

24 (27.6)

42 (50.0)

42 (50.0)

38 (42.7)

51 (57.3)

0.879%*

1.00*

0.746*

102 (96.2)

4(3.8)

96 (90.6)

10 (9.4)

25 (24.0)
57 (54.8)

22 (21.2)

44 (44.4)

55 (55.6)

26 (24.5)

80 (75.5)

0.378*

0.813*

0.467

0.462*

0.009*
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Tablica 8. Usporedba klinickopatoloskih prognostickih parametara i ekspresije AR

Ekspresija AR
Znacajke Nisko Visoko P vrijednost
Dob(godine) N(%) N(%)
<50 god 21(19.1) 32(34.4)
0.016*
> 50 god 89(80.9) 61(65.6)
Klinicki stadij
I 26(24.5) 36(42.4)
11 41(38.7) 25(29.4)
0.026
I 37(34.9) 23(27.1)
v 2(1.9) 1(1.2)
Veli¢ina tumora (cm) Medijan (opseg)
<2 cm 40(37.0) 48(52.7)
0.032*
>2 cm 68(63.0) 43(47.3)
Veli¢ina tumora
T1 47(42.7) 61(64.9)
T2 41(37.3) 26(27.7)
0.003
T3 3(2.7) 3(3.2)
T4 19(17.3) 4(4.3)
Podtip tumora
Luminalni A 47(44.3) 53(57.0)
Luminalni B HER 2 negativan  21(19.8) 19(20.4)
Luminalni B HER 2 pozitivan 4(3.8) 5(5.4)
0.043
HER 2 tip 9(8.5) 9(9.7)
Trostruko negativan 20(23.0) 11(10.8)
Klasifikacija
Ne trostruko negativni 82(76.6) 87(92.6)
0.002*
Trostruko negativni 25(23.4) 7(7.4)
Multifokalnost
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Ne 108(98.2)  91(96.8)

0.663*
Da 2(1.8) 3(3.2)
Egzulceracije
Ne 94(85.5) 90(95.7)
0.017
Da 16(14.5) 4(4.3)
Histoloski gradus
1 21(19.3) 21(23.1)
2 54(49.5) 55(60.4) 0.055
3 34(31.2) 15(16.5)
Status limfnih ¢vorova
Negativni 45(41.7) 47(56.0)
0.059*
Pozitivni 63(58.3) 37(44.0)
ER status
Negativan 45(40.9) 21(22.3)
0.007*
Pozitivan 65(59.1) 73(77.7)
PR status
Negativan 43(39.1) 24(25.5)
0.052*
Pozitivan 67(60.9) 70(74.5)
HER 2 status
Negativan 94(86.2) 77(81.9)
0.443%*
Pozitivan 15(13.8) 17(18.1)
Ki 67
<20% 69(65.1) 74(79.6)
0.027*
>20% 37(34.9) 19(20.4)

4.3.Analiza prezivljavanja
Ukupno prezivljenje u odnosu na analizirane parametre prikazano je u tablici 9.
Molekularni podtipovi pokazali su statisticki znacajan utjecaj na opce prezivljavanje (p =

0,0007). Za razliku od znacajno krace stope preZivljavanja pacijenata s tumorima obogacenim
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Her-2 i luminalnim B-Her-2 pozitivhim tumorima, pacijenti s luminalnim tumorima A imaju
najbolju stopu preZivljavanja. Ekspresija kalpaina 1 i AR u karcinomu dojke nije bila povezana
s ukupnim za bolest specificnim prezivljavanjem u ukupnoj skupini bolesnika u ispitivanju (p
= 0,81 i p = 0,09, respektivno), ali kad smo analizirali trostruko negativhu podskupinu
bolesnika otkrili smo da su pacijenti s niskom ekspresijom kalpaina 1 imali znacajno kracu
stopu preZivljavanja (p = 0,018). Nije nadeno statisticki znacajne razlike u ukupnom
prezivljavanju izmedu AR pozitivnog i AR negativnog karcinoma dojke kod skupine bolesnika
s trostruko negativnim karcinomom (p = 0,821).

Molekularni podtipovi pokazali su statisticki znac¢ajan utjecaj na prezivljavanje bolesnika bez
bolesti (p <0,0001). Stope preZivljavanja u razdoblju bez bolesti tijekom pet godina bile su
znacajno krace u bolesnika s niskom ekspresijom kalpaina 1 za razliku od onih s visokom
ekspresijom kalpaina 1 (p = 0,03). Ekspresija AR kod tumora dojke nije bila znacajno
povezana s prezivljavanjem bez bolesti u ukupnoj skupini bolesnika koji su sudjelovali u
ispitivanju (p = 0,25). Ekspresija kalpaina 1 i AR u karcinomu dojke nije bila povezana s
prezivljavanjem bez bolesti u trostruko negativnoj skupini bolesnika (p = 0,725 i p = 0,293,
respektivno).

Tablica 9. Univarijatna analiza ukupnog prezivljavanja kod bolesnica s karcinomom dojke

Log-rank
. Broj Umrli od % 5-godisSnje test
Varijable pacijenata bolesti preZivljenje (x2-test)
p-vrijednost
<2cm 91 24 85
Veli€ina tumora 62 0.001
>2cm 111 51
<50 god 54 17 76
Dob 70 0.183
>50god 152 60
Multifokalnost Ne 202 7 73 0.265
Da 5 3 60
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Ne 187 61 76

Egzulceracija 20 <0.0001
Da 20 17
1 44 7 94
Histoloski gradus 2 110 39 75 <0.0001
3 49 29 49
Status limfnih Negativni % 4213 2(5) 0.0002
¢vorova Pozitivni 100 )
Negativan 65 31 63
Estrogen Pozitivan 142 47 78 0.029
Negativan 67 31 61
Progesteron Pozitivan 140 47 78 0.026
Negativan 174 57 76
HER-2 Pozitivan 31 20 0 0:0001
Nizak 88 37 65
Kalpain-1 Visok 106 41 70 0.81
Negativni 109 47 65
AR Pozitivni 94 31 78 0.09

5.Rasprava

Brojni su poznati i nepoznati mehanizmi koji utjecu na karcinogenezu te mogu utjecati i
na ishod oboljelih od karcinoma dojke. lako ve¢ postoje biomarkeri koji imaju poznatu
prognosti¢ku i prediktivnu vrijednost kao sto su to ER i HER2, postoji potreba za daljnjim
istrazivanjem u svrhu Sto preciznije stratifikacije te odredivanja terapijskih moguénosti
pojedinih podtipova ovog karcinoma. Jedan od novijih biomarkera, koji je ¢lan familije
steroidnih receptora je i AR. Kao i u prethodnim studijama, i u ovoj je AR ekspresija
predominantno lokalizirana u jezgrama.(61) Pri promatranju povezanosti klinicko patoloskih
varijabli i AR,u jednoj od studija AR je bio znadajno eksprimiran u pacijenata sa manjim
tumorom i nizim histoloskim gradusom, stoga je i sama ekspresija AR povezana s povoljnim

prognostickim faktorima, no nije bilo statisticki znacajne povezanosti AR sa starosnom dobi,
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zahvacenosti limfnih ¢vorova te TNM stadijem.(62) U drugoj studiji ekspresija AR povezana
je sa starijom dobi, niskim ili intermedijarnim gradusom ER i PR pozitivnim statusom ali i
terapijskim modalitetima ukljucujuéi endokrinu terapiju i kemoterapiju.(61) Promatrajudi iste
parametre u ovoj studiji, negativan status AR vjerojatnije ée biti naden u starijoj dobi, kod
vecdih tumora, visokog stadija bolesti i sa egzulceracijama. Pojedine varijable kao Sto je to
nizak proliferacijski indeks Ki67 te pozitivan ER i HER2 status pokazuju veéu ucestalost visoke
ekspresije AR, dok kod PR nije bilo statisticki znacajne povezanosti u ovoj studiji.
Usporedujudi rezultate nase sa drugom studijom u kojoj nije nadena znacajna povezanost s
veli¢inom tumora i HER2 statusom zakljucujemo da je na temelju ovih razlika potrebno
provesti dodatno istraZivanje koje ce dati precizniji odgovor, takoder nema znacajne
povezanosti sa zahvacenosti limfnih ¢vorova i taj rezultat se podudara sa promatranjima u
ovoj studiji.(61) Isto tako u jednoj od studija nije nadena statisticki zna¢ajna povezanost
medu ekspresijom AR i HER2 ili Ki67 pozitivnim statusom.(62) Imunohistokemijski AR je u
navedenoj studiji znacajno eksprimiran u ER, PR pozitiviteta te tumorima koji nisu trostruko
negativni, te je nadena znacajna povezanost AR ekspresije sa HER2 prekomjernom
ekspresijom kod ER negativnog statusa.(62) U nasSoj studiji, kao i u prethodnima pronadeno
je da statisticka znacajnost promatrane povezanosti negativnog nalaza AR nije dosegnuta pri
prisutnosti metastaza, zahvacenosti limfnih ¢vorova te slabije diferenciranim tumorima, kao i
¢injenica da ¢e AR negativnog statusa sa velikom vjerojatnoséu biti prisutan kod trostruko
negativnih tumora. Kod ukupne skupine bolesnika koji su sudjelovali u ovoj studiji nije
nadeno statistic¢ki znacajne razlike u prezivljenju pri ekspresiji AR, kao ni razlike u prezivljenju
medu AR pozitivnog ili AR negativnog statusa kod skupine pacijenata sa trostruko negativnim
karcinomom. lako druge studije nalaze dokaze da tumori koji eksprimiraju AR pozitivni status

imaju znacajno vece ukupno preZivljenje nego oni koji ne pokazuju ekspresiju AR.(61)
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Kalpainski sustav ima znacajnu ulogu u mnogim aspektima progresije karcinoma ukljucujudi
migraciju i preZivljenje stanica.(63) U odnosu na klinickopatoloSke parametre u ovoj studiji,
ekspresija kalpaina 1 povezana je sa starijom dobi, pozitivnim ER i PR statusom te veéom
ucestaloséu ekspresije kod tumora obogacenih HER2. Medutim u jednoj od studija
pronadeno da je ekspresija kalpaina 1 povezana s niskim gradusom tumora, negativnim ER
statusom te pozitivnim PR statusom, kao i sa trostruko negativnim tumorima.(64) Isto kao i u
nasoj studiji nije nadena povezanost ekspresije kalpaina 1 sa statusom zahvacenosti limfnih
¢vorova, veli¢inom tumora i metastazama, no kod povisene ekspresije kalpaina 1 nadena je
povezanost sa tumorima pozitivhog PR statusa. U navedenoj studiji uocena je i povezanost
ekspresije kalpaina 1 sa kalpstatinom, no ne i sa kalpainom 2.(65) Studija koju smo proveli ne
pokazuje ni znadajnu povezanost medu kalpainom 1 i gradusom, metastazama,
egzulceracijama, multifokalnoséu te PR, HER2 i Ki67 statusom. lako je ukupna stopa
prezivljavanja neovisno o ispitivanim parametrima bila veéa kod pacijenata sa Luminalnim A
podtipom, ekspresija kalpaina 1 nije bila statisticki zna¢ajno povezana sa ukupnim za bolest
specificnim prezivljenjem, no analizom skupine pacijenata sa trostruko negativnim
karcinomom otkriveno je da pacijenti sa snizenom ekspresijom kalpaina 1 imaju znacajno
snizenu stopu prezivljenja. Stopa prezivljenja u razdoblju remisije tijekom pet godina bila je
znacajno kraca u bolesnika sa snizenom ekspresijom kalpaina 1. Kao i u nasoj studiji, ni druge
studije nisu pokazale statisticki znacajnu povezanost sa za bolest specificnim prezZivljenjem,
no nije dosegnuta ni povezanost sa intervalom remisije u kohorti ispitivanih pacijenata, a
pokazan je i negativan ishod kod pacijenata sa niskom razinom ekspresije kalpaina 1.(64,65)
Ovakvi rezultati ukazuju da sustav kalpaina igra znatnu ulogu u razli¢itim stadijima progresije

karcinoma dojke te odgovora na terapiju.
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6.Zakljucak

Rezultati provedenog istrazivanja ukazuju na povezanost odredenih klinicko patoloskih
parametara sa poviSenom ekspresijom AR. Stoga je veda vjerojatnost da ¢e pacijentica sa
visokom ekspresijom AR imati tumor manje veli¢ine, niZzeg stadija, bez zahvaéenosti limfnih
¢vorova, metastaza i egzulceracija. lako prezivljenje specificno za bolest nije doseglo
statisticku znacajnost, ovakvo razmatranje upuduje na vainost AR kao potencijalnog
biomarkera u prognozi karcinoma dojke. Pri visokoj ekspresiji kalpaina 1 utvrdeno je
povoljnije preZivljenje kod pacijenata sa odredenim podtipom tumora kao $to je luminalni A
podtip i trostruko negativni, kao i duza stopa prezivljenja u razdoblju remisije tijekom pet
godina. Takav rezultat takoder pruza specifi¢niji prognosticki i prediktivni odgovor te moze
nadi svoju primjenu u buducoj svakodnevnoj klini¢koj praksi no isto tako moze koristiti kao
terapijska meta za odredene podtipove tumora.
7.Sazetak

Karcinom dojke medu najceséim je karcinomima u populaciji Zena diljem svijeta od
kojeg obolijeva Cetvrtina Zena novooboljelih od raka, te jedan od najvaznijih uzroka smrti.
Prema objavljenim studijama incidencija karcinoma dojke varira prema rasi i etnickom
porijeklu te je ¢es¢i u razvijenim zemljama. Cilj ovog istrazivanja jest analizirati ekspresiju
kalpaina i AR u karcinomu dojke, utvrditi prognosticki znacaj ekspresije tumorskih markera,
razmotriti postoji li mogucénost koriStenja AR i kalpaina kao potencijalnih meta odgovora na
terapiju. U studiji je sudjelovalo 219 novodijagnosticiranih pacijentica u periodu od sije¢nja
2000. do prosinca 2004. godine. Klinicko patoloski podatci prikupljeni su pomocu baze
podataka Zavoda za Patologiju. Medijan dobi prilikom dijagnoze bio je 65 godina. Uzorci su
obradeni tehnikom genske postrojbe (engl.microarray). Blokovi tkiva uklopljeni u parafin koji

su sadrzavali invazivnu komponentu karcinoma rezani su na rezove debljine 4 um te su
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bojani HE tehnikom po standardnom protokolu u svrhu morfoloske procjene, takoder su
napravljeni presjeci za imunohistokemijsko bojenje. Statisticka analiza podataka provedena
je koristeéi MedCalc program za Windows, verzija 19.1.6 (MedCalc Statistical Software bvba,
Ostende,Belgija). Za ispitivanje korelacije kalpaina 1 i AR ekspresije koristena je Pearson
korelacija. Utvrdena je povezanost odredenih klinicko patoloskih parametara sa povisenom
ekspresijom AR i kalpaina 1, povoljnije preZivljenje kod pacijenata sa odredenim podtipom
tumora, kao i duza stopa prezivljenja u razdoblju remisije tijekom pet godina. Takav rezultat
moze naci svoju primjenu u buducoj svakodnevnoj klini¢koj praksi no isto tako moze koristiti
kao terapijska meta za odredene podtipove tumora.

Kljucne rijeci: Androgeni receptori, kalpain 1, karcinom dojke

8.Summary

Breast cancer is among the most common cancers in the population of women around
the world, affecting a quarter of women newly diagnosed with cancer, and one of the most
important causes of death. According to published studies, the incidence of breast cancer
varies by race and ethnicity and is more common in developed countries. The aim of this
study is to analyze the expression of calpain 1 and AR in breast cancer, to determine the
prognostic significance of the expression of tumor markers, to consider whether there is a
possibility of using AR and calpain 1 as a potential target response to therapy. The study
involved 219 newly diagnosed patients between January 2000. and December 2004.
Clinically pathological data were collected using the database of the Department of
Pathology. The median age at diagnosis was 65 years. The samples were processed using the
microarray method. Tissue blocks embedded in paraffin containing an invasive component

of cancer were cut into 4 um thick sections and stained with HE technique according to a
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standard protocol for the purpose of morphological evaluation, and sections for

immunohistochemical staining were also made. Statistical analysis of the data was

performed using MedCalc program for Windows, version 19.1.6 (MedCalc Statistical

Software bvba, Ostend, Belgium). The Pearson correlation was used to examine the

correlation of calpain 1 and AR expression. The association of certain clinically pathological

parameters with increased expression of AR and calpain 1, more favorable survival

in

patients with a certain tumor subtype, as well as a longer survival rate in the remission

period of five years were found. Such a result can find its application in future everyd
clinical practice but can also be used as a therapeutic target for certain tumor subtypes.

Key words: Androgen receptors, calpain 1, breast cancer
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