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1. UVOD

Karcinom dojke najéesca je zlocudna bolest zena i uzrok smrti od raka, diljem svijeta, s
viSe od 2 milijuna novodijagnosticiranih slucajeva u 2018. godini (1, 2). Visoka ucestalost te, jos
uvijek, visok mortalitet ¢ini ga svjetskim, zdravstvenim i socioloskim problemom. Prema
posljednjim podatcima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo iz 2017. godine, u Republici
Hrvatskoj zabiljezeno je 2767 novooboljelih Zena te su od te zlo¢udne bolesti, u istoj godini, umrle
853 Zene (3). Svjetska zdravstvena organizacija biljezi porast incidencije i mortaliteta u Republici
Hrvatskoj, sa zabiljezenih 2856 novooboljelih i 1108 umrlih Zena u 2018. godini, $to ¢ini 11,3 %

oboljelih i 7,7 % umrlih, od ukupnog broja oboljelih od raka bilo kojeg sijela, u oba spola (4).

Epidemioloska istrazivanja su utvrdila razne egzogene i endogene ¢imbenike koji utjeCu na
pojavnost karcinoma dojke, od kojih su najvazniji spol, dob i naslijede, odnosno pozitivna
obiteljska anamneza. Uz njih se kao rizi¢ni ¢imbenici navode i reproduktivna aktivnost, utjecaj
hormona (nadomjesna hormonska terapija i uzimanje oralnih kontraceptiva), ranije
dijagnosticirana bolest dojke (npr. atipi¢na duktalna ili lobularna hiperplazija) te naéin Zivota i
prehrana, odnosno pretilost. Postoje brojne preporuke koje za smanjenje rizika od razvoja
karcinoma dojke sugeriraju promjenu nacina zivota, pravilnu prehranu bogatu vlaknima i
antioksidansima, nezasi¢enim masnim Kkiselinama i onima s nizim udjelom masnoca, nepusenje i

povecanje tjelesne aktivnosti (5).

Pokazalo se da zene imaju sto puta vecu vjerojatnost obolijevanja od karcinoma dojke (6).
Bolest se moze pojaviti 1 u mladih Zena, no iznad 40. godine incidencija se rapidno povecava, s
vrhom obolijevanja u dobi izmedu 60 i 70 godina. Dulja izlozenost endogenim estrogenima,
uvjetovana vremenom pojave menarhe i menopauze, te trudnoce u kasnijoj dobi ili nulpariteta, kao
I egzogeni unos estrogena, putem hormonske kontracepcije ili nadomjesnom hormonskom
terapijom u menopauzi, povecéavaju rizik za razvoj karcinoma dojke (7, 8). Dob u kojoj se javljaju
menarhe i menopauza ima utjecaj na pojavljivanje bolesti te ¢e Zene u kojih je menarhe kasnije
nastupila imati manji rizik od obolijevanja, a one u kojih je menopauza kasnije nastupila imati ¢e
vedi rizik. Prvorotkinje u dobi iznad 35 godina, kao i nerotkinje, isto tako Su pod povecanim

rizikom (9-12).



Zene u kojih je obiteljska anamneza raka dojke pozitivna imaju vecu
vjerojatnost obolijevanja, koja korelira sa stupnjem srodnosti (blizi rod), dobi obolijevanja od
karcinoma te brojem oboljelih ¢lanova obitelji. Zene &ije su majke ili sestre imale karcinom dojke
nose veci rizik od obolijevanja, a taj se rizik povecava ukoliko je dva ili viSe rodaka iz prvoga
koljena oboljelo (13). Nasljedne mutacije ¢ine manje od 10 % ukupnog uzroka za razvoj karcinoma
dojke te je dvostruko veéi rizik obolijevanja u osoba koje posjeduju mutaciju na samo jednom
alelu, nego u osoba bez mutacije. Rizik se objaSnjava mutacijama odredenih gena, kao §to su,
najcesce, BRCAL i BRCAZ gen, koju nosi oko 5 % zena. Mutacije tih gena uzrok su tre¢ine ukupnih
nasljednih karcinoma dojke te je u nositelja navedenih gena vjerojatnost za razvoj karcinoma dojke
45-85 % (14, 15). Osim njih, dokazane su i genske mutacije u genima TP53, ATM, CHEK2, PALB2,
PTEN, RAD50, RAD51C (16, 17).

1.1. Histopatoloska podjela i gradiranje

Tumori dojke se dijele na dobro¢udne i zlo¢udne. Zlo¢udne tumore dojke karakterizira
sposobnost invadiranja i razaranja okolnog tkiva i struktura, kao i Sirenje u druge organe 1 tkiva,
odnosno metastaziranje. S obzirom na odnos malignih stanica prema bazalnoj membrani, zlo¢udne
tumore mozemo podijeliti u dvije velike skupine: neinvazivne (maligne stanica nisu probile
bazalnu membranu) i invazivne (bazalna membrana je probijena). Za klasificiranje temeljem

histoloskog izgleda najcesce se koristi klasifikacija Svjetske zdravstvene organizacije (Slika 1.1.).



Karcinom
dojke

Slika 1.1. Klasifikacija Svjetske zdravstvene organizacije (WHO (World Health
Organisation) 4. izdanje, 2012.)



Svi se karcinomi dojke klasificiraju na temelju histoloskoga i/ili citoloskog izgleda, kako
neinvazivni tako i invazivni. Adenokarcinomi su naj¢es¢i tumori dojke i ¢ine oko 95 % neoplazmi
toga organa. Od svih karcinoma, najée$ce se javlja duktalni invazivni karcinom — bez posebnih
karakteristika te ¢ini oko 80 % ukupnog broja. Po ucestalosti ga slijede lobularni i medularni

karcinom, dok su ostali oblici rijetki (18-21).

Histoloski gradus tumora odnosi se na semi-kvantitativnu procjenu morfoloskih
karakteristika i oznaCava stupanj diferenciranosti tumora. Za gradiranje se koristi Scarff-Bloom-
Richardson sustav modificiran po Elston-Ellisu (Notthinghamski sustav). Evaluiraju se tri
morfoloske karakteristike: postotak stvaranja zlijezda, nuklearni pleomorfizam i broj mitoza na

deset vidnih polja velikog uvecanja (Tablica 1.1.) (22—-24).

Tablica 1.1. Notthingamski sustav gradiranja

1 bod 2 boda 3 boda
Stvaranje Zlijezda >75 % 10-75 % <10 %
Blagi (uniforme = Srednji (umjerene Jaki (izrazite
Nuklearni stanice s malom, varijacije u veliini i varijacije u veli¢ini i
pleomorfizam uniformnom jezgrom) obliku, vidljivi obliku, prominentni,
nukleoli) Cesto multipli,
nukleoli)
Mitoze / 10 hpf <9 10-19 >20

Svaki se kriterij ocijeni s 1-3 boda te se dobiveni bodovi zbroje. Konacan rezultat odgovara

gradusu tumora, kako slijedi:

e 3-5bodova = G1 (dobro diferencirani tumor)
e 6-7 bodova = G2 (umjereno diferencirani tumor)

e 8-9 bodova = G3 (slabo diferencirani tumor)



1.2. Molekularna klasifikacija

Karcinom dojke je, s klinickoga, genetskoga i fenotipskoga gledista, izrazito heterogena
bolest, Sto utjeCe na dijagnosticiranje same bolesti, odredivanje terapije, kao 1 na prognozu.
Odredivanje pojedinih bioloskih podtipova temelji se na imunohistokemijskim metodama i
profiliranju ekspresije pojedinih gena te su pojedina istraZivanja pokazala kako razliciti podtipovi
imaju drukcije ishode bolesti i znacajno se razlikuju u prognozi (25-27).

Molekularnom analizom karcinoma dojke, na temelju ekspresije odredenih gena, pokazalo
se kako se karcinom dojke moZze podijeliti na nekoliko podtipova. Oni se razlikuju s obzirom na
intriziCku listu gena, a dijele se na: luminalne podtipove (A 1 B) karakterizirane pozitivnoS¢u
estrogenskih receptora (ER) i ekspresijom gena povezanih s luminalnim epitelnim stanicama
normalnog tkiva dojke, HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) podtip koji
obiljezava visoka ekspresija HER2 i proliferacijske skupine gena te trostruko negativan podtip
obiljezen ekspresijom gena bazalnih epitelnih stanica normalnog tkiva dojke (basal-like) te
negativnom ekspresijom estrogenskih i progesteronskih (PR) receptora i HER2 (20, 28, 29).

Profiliranje ekspresije gena skupa je metoda koja zahtijeva vrijeme te ju je teSko
implementirati u svakodnevni rad, ¢ime je nedostupno vecini oboljelih od karcinoma dojke. Stoga
je na St. Gallenskoj konferenciji 2011. godine (s izmjenama 2013. i 2015. godine) predlozena
nadomjesna klasifikacija, koja temeljem imunohistokemijske metode odreduje receptorski status
(estrogenski i progesteronski receptori), ekspresiju HER2 i proliferacijski indeks (Ki-67) (Tablica
1.2)) (30-33).

Luminalni A podtip ¢ini oko 40 % karcinoma dojke, pozitivni su na estrogenske i/ili
progesteronske receptore, HER2 im je negativan, a Ki-67 proliferacijski indeks nizak (<20 %).
Odgovaraju na hormonsku terapiju te ih odlikuje bolja prognoza od luminal B karcinoma.

Luminalni B podtip ima varijabilnu ekspresiju HER2 gena, visu ekspresiju proliferacijskih
gena od luminal A skupine te nesto nizu ekspresiju ER grupe gena. Taj podtip ¢ini oko 20 %
karcinoma dojke.

HER2 podtip karakterizira prekomjerna ekspresija HER2 skupine gena, uz proliferacijsku

skupinu, te niska ekspresija ER i PR, a ¢ini oko 10 do 15 % karcinoma dojke (28, 34).



Tablica 1.2. Klasifikacija karcinoma prema St. Gallenu

ER/PR HER2 Ki-67

Luminal A ER i/ili PR receptor Negativan <20 %
pozitivan

Luminal B, HER2 negativni ER i/ili PR receptor Negativan >20 %
pozitivan

Luminal B, HER2 pozitivni ER i/ili PR receptor Pozitivan >20 %
pozitivan

HER?2 pozitivni Negativan Pozitivan Sve vrijednosti

Trostruko negativni (TNBC) Negativan Negativan Sve vrijednosti

1.3. Trostruko negativni karcinom dojke

Trostruko negativni karcinomi dojke i dalje su velik izazov za lije¢nike i podruéje interesa
za razna istrazivanja. Karcinomi dojke ovog fenotipa ne pokazuju ekspresiju hormonskih receptora
(ER i PR), kao ni HER2, te ¢ine oko 15 % svih invazivnih karcinoma dojke. lako su odgovorni za
manji broj slucajeva karcinoma dojke, uzrokuju veliku smrtnost u pacijenata oboljelih od tog
fenotipa te imaju, u usporedbi sa drugim podtipovima, manji pomak u razvitku ciljanih terapija.
Trostruko negativni karcinomi dojke su, uglavnom, vecih dimenzija od drugih podtipova i ve¢inom
su visokog gradusa, s histoloskom slikom invazivnoga duktalnoga karcinoma — bez posebnih
karakteristika (35, 36). Javljaju se ¢es¢e u mladih, premenopauzalnih Zena, kao i u Zena africkog,
afroameri¢kog te latinoamerickog podrijetla, a oko 75 % karcinoma dojke dijagnosticiranih u
pacijenata s nasljednom BRCAZ1 mutacijom trostruko je negativnog fenotipa (35, 37). Za razliku
od zena koje nisu oboljele od raka dojke, zene kod kojih se razvio trostruko negativni karcinom
imale su raniji nastup menarhe i veéi body-mass index (BMI) u premenopauzalnim godinama, kao
1 veci paritet (broj porodaja pozitivno korelira s rizikom razvoja TNBC) i krace vremensko
razdoblje dojenja (38, 39). Rizi¢ni faktori za trostruko negativni karcinom time se nesto razlikuju

od onih uobicajeno vezanih za druge tipove karcinoma dojke te je, primjerice u usporedbi s luminal

6



A podtipom karcinoma, rizik ve¢i u Zena koje su viSe puta radale, kao 1 u onih s povecanim
omjerom opsega struka i kukova. Studije su pokazale kako je veca vjerojatnost da ¢e se ovaj podtip
otkriti tijekom klini¢kog pregleda, nego putem slikovnih metoda dijagnostike (mamografije i
ultrazvuka), te je veca vjerojatnost da se prezentiraju kao ,,intervalni karcinomi® izmedu dva
mamograma; $to moze biti odraz njihove agresivnosti i rapidnog rasta i/ili intrinzi¢ne razlike u
gustodi tkiva dojke pacijenata (40-42).

U usporedbi sa drugim podtipovima, trostruko negativni karcinomi dojke pokazuju slabiju
diferenciranost, ve¢i mitotski indeks i izraZeniji nuklearni pleomorfizam, kao i prisutnost
geografske nekroze unutar tumora i stromalni limfocitni odgovor (40). Takoder, obiljezava ih i
veca agresivnost i losiji ishod bolesti (43). Jedna od karakteristika tog podtipa karcinoma je i slaba
povezanost veli¢ine tumora sa zahva¢eno$¢u limfnih ¢vorova; ¢ak i tumori malog promjera
pokazuju veliku ucestalost zahvacanja limfnih ¢vorova (44, 45). Pacijenti oboljeli od trostruko
negativnoga karcinoma imaju veci rizik za raniji relaps bolesti, s vchom povrata bolesti u prve tri
godine (35, 42, 46, 47). Faktori koji mogu pridonijeti povratu bolesti su ve¢i promjer tumora,
javljanje bolesti u dobi od 35 godina i prije, segmentektomija bez iradijacije te zahvac¢enost limfnih
¢vorova (48). Pojedine studije pokazuju da manji broj Zena s trostruko negativnim karcinomom
dobije lokalni recidiv prije udaljenog recidiva (42), pa Zene s tim fenotipom imaju dvostruko vecu
vjerojatnost za razvoj udaljenih metastaza. TNBC imaju jedinstveni metastatski uzorak s vecom
predilekcijom za visceralne metastaze i meka tkiva, ukljucujuci pluca, jetru i mozdane metastaze,
s manjim brojem kosStanih metastaza u odnosu na druge podtipove (49-52). Studije pokazuju kako
TNBC imaju najveci rizik za razvoj mozdanih metastaza s nizim sveukupnim prezivljenjem, u
usporedbi s ostalim podtipovima karcinoma (53-55).

Lo§ ishod bolesti jedno je od glavnih obiljezja ove skupine. Pojedina istrazivanja su
zabiljezila zna¢ajno povecanje rizika od smrti u prve dvije godine od dijagnoze (56), dok su drugi
usporedivali sveukupno prezivljenje (overall survival — OS) sa ostalim podtipovima kroz tri godine
i pokazali kako trostruko negativni karcinomi imaju gori OS u usporedbi sa svim drugim
podtipovima (57). Takoder, istrazivanja su pokazala kako je trogodiS$nje preZivljenje bez povrata
bolesti (disease free survival — DFS) i sveukupno prezivljenje bolesnika oko 60—65 %, odnosno
53-65 % (58, 59), sto govori o ranoj i agresivnoj prirodi recidiva bolesti. Lo$ ishod prikazuju i
pojedina istrazivanja koja su pokazala kako medijan prezivljenja u metastatskog trostruko

negativnoga karcinoma iznosi otprilike jednu godinu (60, 61).



Pacijenti oboljeli od trostruko negativnoga karcinoma dojke imaju veliku vjerojatnost
dobrog odgovora na kemoterapiju. U dvije neoadjuvantne studije, od kojih je jedna temeljena na
antraciklinima, a druga na antraciklinima i1 taksanima, patoloski potpuni odgovor (pCR —
pathologic complete response) bio je znacajno visi u TNBC (25-45 %) nego u luminalnim
podtipovima karcinoma (6—7 %) (62, 63). Usprkos visem pCR-u u odnosu na druge podtipove,
pacijenti oboljeli od TNBC imali su losiji DFS i OS, koji su bili uvjetovani visokim stupnjem
relapsa u pacijenata s rezidualnom tumorom, dok su oni s pCR bili dobroga stanja. Ukoliko se
pokaze da bolest nije kemosenzitivna, pacijenti imaju lo$iju prognozu, uzimajuci u obzir nedostatak
ciljane terapije i oslanjanje samo na kemoterapiju (64). Pacijenti s trostruko negativnim fenotipom,
za razliku od pacijenata s pozitivnim estrogenskim i progesteronskim receptorima, i onih s
karcinomima dojke koji pokazuju prekomjernu izrazenost HER2, nemaju koristi od HER2 ciljane
terapije ili endokrine terapije te je potreban razvoj novih terapija kojima bi se te pacijentice lijecile

(46, 65, 66).

1.4. TNM klasifikacija

TNM sustav je medunarodno priznati sustav kojim se utvrduje prosirenost bolesti, odnosno
stadij bolesti (Slika 1.2.). Omogucava procjenu prognoze i ishoda bolesti, procjenjivanje rezultata
terapije te usporedivanje rezultata. U toj klasifikaciji procjenjuje se primarni tumor (T),
zahvacenost limfnih ¢vorova (N) te eventualna prisutnost udaljenih metastaza (M). Danas se koristi
internacionalno prihvacena klasifikacija koju je izdao Union for International Cancer Control
(UICC) (67, 68). Klasifikacija ukljucuje klini¢ku klasifikaciju, koja sluzi za odabir lokoregionalne

terapije, 1 patolosku klasifikaciju, koja omogucéava donosSenje odluke o adjuvantnom lijecenju.



TX — primarni tumor se ne moze procijeniti

— TO — primarni tumor se ne nalazi
— Tis — karcinom in situ

— T1 —tumor €20 mm u najve¢em promjeru L

T2 — tumor >20 mm ali <50 mm u najve¢em promjeru

= T3 —tumor >50 mm u najvec¢em promjeru

T4 — tumor bilo koje veli¢ine sa direktnom prosirenosti na prsni kos
i/ili kozu

pN1 — mikrometastaze; ili metastaze u 1-3 aksilarna limfna ¢vora i/ili
unutarnje mamarne ¢vorove

pN2 — metastaze u 4-9 aksilarnih ¢vorova; ili klinicki dokazani
unutarnji mamarni ¢vorovi (bez aksilarnih)

N3 — metastaze u 10 ili viSe aksilarnih ¢vorova; ili u infraklavikularne
o cvorove; ili klinicki dokazani unutarnji mamarni ipsilateralni ¢vorovi
sa metastazama u aksilarnima

MO — bez klini¢kih ili radiolo$kih dokaza udaljenih metastaza

M1 — klini¢ki ili radioloski dokazana udaljena metastaza i/ili
histoloski dokazana veca od 0.2mm

Slika 1.2. TNM klasifikacija karcinoma dojke (UICC 8. izdanje, 2016.)



1.5. Prognosticki i prediktivni ¢imbenici

Prognosticki ¢imbenici su klinicki ili bioloski utjecaj na vrijeme do ukupnog prezivljenja
ili progresije bolesti. To su mjere povezane s prirodnim tijekom same bolesti, odnosno one
dostupne u vrijeme operativnog zahvata pacijentice povezane s prezivljenjem u odsutnosti
adjuvantne terapije. Koriste se u izboru terapije da bi se identificirale pacijentice s loSom
prognozom, Sto bi opravdalo agresivniji terapijski pristup, odnosno one s dobrom prognozom kod
kojih rizik adjuvantne terapije premasuje potencijalnu korist. Prediktivni ¢imbenici sluZe u procjeni
vjerojatnosti odgovora na odredenu vrstu terapije. Pojedini prognosticki ¢imbenici imaju i
prediktivnu ulogu, odnosno povezani su s odgovorom na primijenjenu terapiju te omogucuju odabir
odgovarajuce terapije za pacijenta.

Prognosticki i prediktivni ¢imbenici mogu se podijeliti u tri skupine: tradicionalni
prognostic¢ki ¢imbenici (koji obuhvacaju dob pacijentice, histoloski tip i gradus tumora, veli¢inu
tumora, status aksilarnih limfnih ¢vorova, limfovaskularnu invaziju), prediktivni ¢imbenici
odgovora na terapiju (koji obuhvacaju receptore za steroidne hormone i receptore za ¢imbenike
rasta), te molekularni prognosticki i prediktivni ¢imbenici (izrazenost ER, PR, HER2 i Ki-67

proliferacijski indeks).

1.5.1. Dob pacijentice

Karcinomi dojke u pacijentice mladih od 35 godina Cesto su viSega histoloSkoga gradusa,
vecih dimenzija te pozitivnih aksilarnih limfnih ¢vorova. Isto tako, u tim dobnim skupinama, kao

i u premenopauzalnih Zena, ¢eSc¢e se nalazi TNBC koji ima lo$iju prognozu bolesti (69).

1.5.2. Histoloski tip i gradus tumora

Histoloski tipovi karcinoma dojke razlikuju se u tijeku i ishodu bolesti. Duktalni invazivni
karcinom ima najlosiju prognozu (desetogodisnje prezivljenje 47 %), dok kribriformni, mucinozni

I tubularni karcinomi imaju bolju prognozu (70).
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Histoloski gradus tumora odreduje se prema Notthinghamskom sustavu (Tablica 1.1.) te je
kao prognosticki ¢imbenik neovisan o statusu limfnih ¢vorova i veli¢ini tumora, radi Cega se
primarno koristi za donoSenje terapijskih odluka u lijjecenju pacijenata s grani¢nom veli¢inom
tumora i1 negativnim aksilarnim limfnim ¢vorovima. Tumori viSega gradusa imaju loSije
desetogodisnje prezivljenje (30-78 %) u usporedbi s tumorima niskoga gradusa (90-94 %) (71, 72).

Istrazivanja su pokazala da je trostruko negativni karcinom histoloski ve¢inom invazivni

duktalni karcinom te je u trenutku dijagnoze visokoga gradusa (73-75).

1.5.3. Veli¢ina tumora

Veli¢ina tumora odreduje se tijekom patohistoloske obrade pristiglog materijala,
makroskopskim pregledom i mjerenjem u nativnom stanju; mjeri se u tri dimenzije, a uzima se
vrijednost najvec¢eg promjera. U pozitivnoj je korelaciji s brojem zahvacenih regionalnih limfnih
¢vorova, Sto ukazuje na loSiju prognozu, povecavajuéi vjerojatnost povrata bolesti (76). lako je
povezana s brojem zahvacéenih limfnih ¢vorova, predstavlja i vaZzan samostalni prognosticki
gimbenik. Sto su tumori manji, to imaju bolje petogodisnje prezivljenje, te tako tumori manji od 1
c¢m imaju stopu prezivljenja od 99 %, dok kod tumora vecih od 5 cm ta stopa iznosi 63 % (77).

Vecina pacijenata s trostruko negativnim karcinomom u vrijeme dijagnoze imaju tumor

veéiod 2 cm (73, 78).

1.5.4. Status aksilarnih limfnih ¢vorova

Regionalni limfni ¢vorovi aksile prvo su mjesto metastaziranja karcinoma dojke, a njihova
zahvacéenost utvrduje se mikroskopskim nalazom tumorskih stanica unutar limfnoga ¢vora. Aksila
se moze podijeliti u tri etaZe, ovisno o odnosu prema malom pektoralnom misi¢u. Ukoliko se radi
aksilarna disekcija, preporuceno je odstranjivanje 10 i vise limfnih ¢vorova iz prve dvije etaze,
kako bi analiza bila kvalitetna (79). Losijoj prognozi pridonose proboj kapsule limfnog ¢vora te
zahvacenost druge i trece etaze ¢vorova (80-82).

Ukupno prezivljenje 1 rizik pojave recidiva ovise 1 o broju zahvacenih limfnih ¢vorova.
Pacijentice s negativnim limfnim ¢vorovima imaju petogodisnje prezivljenje bez bolesti preko

80 %, a ukoliko su ¢vorovi pozitivni, prezivljenje je ispod 65 %, dok je desetogodis$nje prezivljenje
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u pacijentica s pozitivnim limfnim ¢vorovima 25-30 %, a u onih s negativnim limfnim ¢vorovima
75 % (79, 83).
Istrazivanja pokazuju kako u trenutku dijagnoze gotovo polovica pacijenata s trostruko

negativnim karcinomom dojke imaju zahvacene aksilarne limfne ¢vorove (58, 73).

1.5.5. Limfovaskularna invazija

Limfovaskularna invazija oznac¢ava prisutnost tumora unutar limfnih 1 krvnih Zzila 1 ide u
prilog losijoj prognozi. Prisutnost se odreduje u tkivu dojke izvan glavne tumorske mase, a nalazi
se u oko 15 % intraduktalnih karcinoma i 5-10 % pacijentica s negativnim limfnim ¢vorovima (84—
86).

Pojedina istrazivanja pokazuju kako je limfovaskularna invazija rjeda u trostruko

negativnih karcinoma, u usporedbi s drugim podtipovima karcinoma dojke (56, 58).

1.5.6. Status hormonskih receptora i HER2 ekspresije

Estrogenski i progesteronski receptori su termolabilni proteini koji se nalaze u jezgrama
tumorskih stanica i u normalnim epitelnim stanicama. Oko 50-85 % karcinoma dojke izrazava
hormonske receptore, a s porastom dobi pacijentica povecava se i udio tumora pozitivnih na ER
(82, 87, 88). Prisutnost ER i PR je i prognosti¢ki i prediktivni ¢imbenik karcinoma dojke, s
naglaskom da vece zna€enje ima kao prediktivni ¢imbenk (procjena vjerojatnosti odgovora na
odredenu terapiju) (89). Tumori s viSom razinom hormonskih receptora jace ¢e odgovoriti na
hormonsku terapiju od onih s nizim razinama, dok estrogen receptor negativni tumori bolje
reagiraju na kemoterapiju u odnosu na estrogen receptor pozitivne tumore. Tumori s pozitivnim
ER i PR odgovaraju na hormonsku terapiju u 78 % slucajeva, ER pozitivni i PR negativni tumori
u 34 % slucajeva, a ER negativni i PR pozitivni tumori u 45 % slucajeva.

Pacijentice s pozitivnim estrogenskim receptorima imaju produzeni DFS nakon primarne
terapije kao i vece ukupno prezivljenje, u usporedbi s ER negativnim tumorima, a neovisno o

statusu limfnih ¢vorova (82).
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HER?2 receptor je transmembranski protein koji sudjeluje u nadzoru stani¢noga rasta.
Prekomjerna ekspresija nalazi se u 15-25 % invazivnih karcinoma dojke, kao i u slabije
diferenciranim, ve¢im tumorima. Povezana je s lo$ijom prognozom u pacijentica s pozitivnim
limfnim ¢vorovima, agresivnijim klinickim tijekom i ve¢im rizikom za razvoj metastaza. HER2

pozitivne pacijentice imaju koristi od terapije trastuzumabom (90-95).

1.5.7. Proliferacijski indeks ( Ki-67)

Ki-67 je nuklearni protein koji ima vaznu ulogu u stani¢noj diobi te se nalazi u svim fazama
stani¢nog ciklusa (osim u Go fazi). U normalnom tkivu dojke ekspresija Ki-67 nalazi se u manje
od 3 % stanica, dok se u tumorskom tkivu moze nadéi i vise od 90 % (96, 97). Prema St. Gallen
konsenzusu iz 2013. godine grani¢na vrijednost (cut off) za visoki Ki-67 iznosi 20 %, §to je i

indikacija za kemoterapiju (98).

Visa ekspresija Ki-67 nalazi se u slabije diferenciranim tumorima te tumorima s negativnim
hormonskim receptorima, i povezana je s losijom prognozom u pacijentica oboljelih od karcinoma
dojke (99, 100).

1.6. Folatni receptor alfa (FRa)

Folati, vitamin B9, nuzni su za biosintezu baza nukleotida, aminokiselina i drugih
metiliranih stani¢nih spojeva te su potrebni u ve¢im koli¢inama u stanicama koje se umnaZzaju.
Klju¢na uloga folata u rastu, proliferaciji i prezivljenju stanica odrazava njihovu vaznost u rastu
tumorskih stanica.

Folati iz hrane apsorbiraju se u tankom crijevu, metaboliziraju u jetri u 5-
metiltetrahidrofolat (glavni cirkulirajuéi oblik folata) te cirkuliraju krvotokom, odakle dolaze do
raznih tkiva i organa (101). Prenose se kroz stani¢nu membranu na tri nac¢ina — putem proton-
vezanoga folatnog transportera (proton-coupled folate transporter — PCFT) koji iskoriStava
transmembranski gradijent protona za transport folata u stanice i odgovoran je za intestinalnu

apsorpciju pri kiselom pH u proksimalnom dijelu tankog crijeva, zatim putem reduciranoga
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folatnog nosaca (reduced folate cerrier — RFC) koji je Siroko rasprostranjen i primarni je put unosa
reduciranog folata pod fizioloskim pH, te, obzirom da folati ne mogu izravno penetrirati stani¢nu
membranu zbog svoje hidrofobne anionske prirode, procesom endocitoze putem folatnih receptora
(102-105). Folatni receptori (FR) su glikozilfosfatidilinozitol usidreni membranski proteini s
afinitetom za vezanje folne kiseline. Od ¢etiri poznate izoforme (a, B, v i 6), FRo i FRpB imaju
najvedi afinitet za vezanje folata. Stanice koje imaju izrazeni FRa, P15328 (FOLR1_HUMAN)
(106), na svojim membranama su efikasnije u unosu folata, od onih s drugim izoformama receptora
(107, 108). FRa ima visok afinitet za reducirane folate (kao $to su S5-metiltetrahidrofilat i
tetrahidrofolat) i folnu kiselinu. Vezanje tih folata na receptor potiCe stvaranje receptor-ligand
kompleksa u stani¢noj membrani, koji se potom invaginira, procesom koji se naziva potocitoza,
Sto rezultira inkorporacijom kompleksa u vezikule. Vezikule se potom spajaju s lizosomima 1
acidificiraju, time otpustajuci folat (109, 110). Ekspresija tog receptora je, u normalnim tkivima i
organima, ograni¢ena na samo nekoliko organa, koji uklju¢uju bubrege, crijeva, plu¢a, koroidni
pleksus i placentu, gdje je ogranicena na apikalnu povrsinu epitelnih stanica (111, 112).

Brojna istrazivanja su pokazala kako je FRo prekomjerno eksprimiran u razliCitim
tumorima, uklju¢uju¢i tumore ovarija, bubrega, pluca, endometrija, mokraénog mjehura,
kolorektalne tumore, kao i u tumorima dojke (112-118).

FRa je prekomjerno eksprimiran u 80 % epitelnih karcinoma ovarija. Pojedine studije su
pokazale kako ta ekspresija znacajno korelira s histoloskim gradusom i stadijem te tako u ne-
mucinoznih karcinoma ovarija znacajno korelira s visokim gradusom i pridonosi losijoj prognozi
(119, 120).

Kod karcinoma pluéa, adenokarcinom i plocasti karcinom pokazuju visoku razinu
ekspresije FRa. Za razliku od ovarijalnih kracinoma, pokazalo se da je kod tih karcinoma ona
povezana s poboljSanim sveukupnim prezivljenjem kod pacijenata s reseciranim
adenokarcinomom (121). Druge studije su pokazale da dobro diferencirani karcinomi pluca, u
ranom stadiju bolesti, imaju viSu razinu ekspresije FRa, u usporedbi sa slabije diferenciranim
karcinomima uznapredovalog stadija te da visoke razine ekspresije koreliraju sa zna¢ajno viSim
trogodi$njim prezivljenjem bez povrata bolesti (122).

Pojedina istrazivanja pokazuju kako prekomjerna ekspresija FRo moze pridonijeti rastu
tumora, poveéavajuéi unos folata u stanice (i time poticuci ubrzan staniéni rast i dijeljenje) i moze

utjecati na stani¢nu proliferaciju putem stani¢nih signalnih puteva (107, 123).
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Istrazivanja su inkonzistentna kad je u pitanju povezanost unosa folata i rizika za razvoj
karcinoma dojke. Dok je jedno istraZzivanje pokazalo da je unos folata povezan sa smanjenim
rizikom za razvoj karcinoma dojke u premenopauzalnih Zena (124), druga su pokazala obratnu
povezanost, ograniCenu na postmenopauzalne Zene (125-127). Zastitni ucinci nadomjesnih
pripravaka folne kiseline mogu se objasniti ¢injenicom da vise folne kiseline povecava popravak
DNA (eng. deoxyribonucleic acid) u zdravim tkivima i time sprjecava razvoj raka, dok se poticanje
tumorskog rasta objasnjava time $to visoke razine replikacije DNA u tkivu tumora zahtijevaju
velike koli¢ine folata za kontinuirani rast tumora (128).

Studije pokazuju da ekspresija FRo negativno korelira s ekspresijom ER i HER2 u
karcinomu dojke i, s obzirom na molekularni podtip karcinoma dojke, trostruko negativni
karcinomi pokazuju vecu ekspresiju FRo u odnosu na druge podtipove (129, 130). S druge strane,
istrazivanja su inkonzistentna kad je rije¢ o povezanosti ekspresije s klinicko-patoloskim
karakteristikama, poput dobi, spola, stadija tumora 1 statusa limfnih ¢vorova. Dok jedna pokazuju
da povezanosti nema, druga su prikazala da je ekspresija jako povezana s ve¢om zahvaéenoscu
limfnih ¢vorova (129-131).

Ogranicena raspodjela FRa i specifi¢na ekspresija u pojedinim malignim tumorima ¢ini taj
receptor zanimljivom metom za usmjerene terapije, kako za druge tumore tako i za trostruko
negativni karcinom dojke koji, za razliku od ostalih podtipova, nema koristi od endokrine i HER2
ciljane terapije. Nekoliko je razloga zaSto se upravo taj receptor razmatra kao moguca
antikancerogena terapija. Ta izoforma receptora ima minimalnu fiziolosku ulogu u nemalignim
tkivima nakon embriogeneze, a eksprimirana je u brojnim tumorskim tkivima. Takoder, ima visok
afinitet za nefizioloske supstrate, poput folne kiseline, u usporedbi s drugim transporterima folata,
omogucavajuci time razvoj konjugata folne kiseline. Naposljetku, FRa moze utjecati na dijeljenje
i migraciju tumorskih stanica pa inhibicija tih receptora pruza odredeni stupanj izravnog djelovanja

na tumore (132).
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2. HIPOTEZA

Ekspresija folatnog receptora alfa u trostruko negativnih karcinoma dojke povezana je s
pojedinim klinicko-patoloskim karakteristikama tumora i moze se koristiti kao prognosticki

¢imbenik kod pacijenata oboljelih od navedenog podtipa karcinoma.
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3. CILJEVIISTRAZIVANJA

Ciljevi istrazivanja kojima ¢e se potvrditi ili odbaciti predlozena hipoteza:

Primarni cilj:

e Pomocu H-score metode utvrditi ekspresiju folatnog receptora alfa u trostruko negativnim

karcinomima dojke.

Sekundarni ciljevi:

e Dodatno ispitati skupinu trostruko negativnih karcinoma dojke.

e Utvrditi povezanost ekspresije folatnog receptora alfa u trostruko negativnih karcinoma

dojke s klinicko-patoloskim parametrima koji obuhvacaju:

(@)

(@)

(@)

(@)

(@)

Dob pacijentice u trenutku dijagnoze

Lokalizacije primarnog tumora (lijeva/desna dojka)
Histoloski izgled tumora

HistoloSki gradus tumora

Ki-67 proliferacijski indeks

Veli¢inu tumora

Stupanj prosirenosti/zahvacenost limfnih ¢vorova

Limfovaskularnu invaziju.

e Ispitati prognosticku vrijednost folatnog receptora alfa, odnosno:

(@)

(@)

povezanost ekspresije s povratom bolesti — interval bez karcinoma dojke

povezanost ekspresije sa sveukupnim prezivljenjem.

17



4. ISPITANICI | METODE

4.1. Ustroj studije i ispitanici

Provedena je retrospektivna studija na Klinickom zavodu za patologiju i sudsku medicinu
i Zavodu za onkologiju Klinickoga bolni¢kog centra Osijek (KBCO). Studijom su obuhvacena 92
pacijenta koji su operirani na Klinici za kirurgiju KBCO te im je patohistoloski utvrdena dijagnoza
invazivnoga karcinoma dojke. Razdoblje studije obuhvaca razdoblje od sije¢nja 2008. do prosinca
2016. godine.

Kriteriji za ukljucivanje u studiju su novodijagnosticirani invazivni karcinom dojke,
gradusa | do Ill, koji je imunohistokemijskom dijagnostikom svrstan u trostruko negativne
karcinome, u pacijenata oba spola i svih dobnih skupina, neovisno o reproduktivnoj dobi u Zena.
Ukljuceni su oni pacijenti koji su podvrgnuti kirurskoj terapiji zbog navedenoga karcinoma, kao i
oni kojima je navedeni tumor dojke primarni karcinom, neovisno o postojanju sinkrone ili
metakrone neoplazme drugoga primarnog sijela.

Kriteriji za isklju¢ivanje obuhvacaju pacijente s prije poznatom malignom bolesti dojke,
druge fenotipove karcinoma dojke, pacijente u kojih je nepoznat status ER, PR i HER2 te pacijente
koji su u trenutku operacije imali dokaz postojanja udaljenih metastaza.

Materijali koriSteni za studiju su arhivski uzorci Klinickog zavoda za patologiju i sudsku
medicinu KBCO, koji obuhvacaju parafinske kocke 1 imunohistokemijska te hemalauneozinska
stakla. Relevantni podatci o pacijentima, pojavi prve metastaze i prezivljenju prikupljeni su iz
povijesti bolesti Zavoda za onkologiju KBCO te iz arhivskih nalaza Klini¢kog zavoda za patologiju
i sudsku medicinu KBCO. Prikupljeni su podatci o spolu pacijenata, dobi u vrijeme postavljanja
dijagnoze trostruko negativnoga karcinoma dojke, lokalizaciji primarnog tumora (desna, odnosno
lijeva dojka), postojanju core biopsije koja je prethodila operaciji, vrsti operacije koja je provedena
(mastektomija, odnosno kvadrantektomija), histoloSkom tipu i gradusu tumora, veli¢ini tumora,
limfovaskularnoj invaziji, statusu aksilarnih limfnih ¢vorova, vrijednosti Ki-67 proliferacijskog
indeksa, prisutnosti i lokalizaciji prvog povratka bolesti te svih sljede¢ih povrataka bolesti, kao i
podatak o vremenu koje je proteklo od dijagnoze bolesti do povratka bolesti, odnosno o vremenu

koje je proteklo do smrtnog ishoda, ukoliko je isti nastupio.
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Istrazivanje je odobreno od strane Eti¢kog povjerenstva SveuciliSta J.J. Strossmayera u
Osijeku Medicinskog fakulteta Osijek (URBROJ: 2158-61-07-20-07).

4.2. Metode

Analizirani materijal dobiven je u navedenom razdoblju mastektomijom ili
kvadrantektomijom te je rutinski obraden: uklopljen u parafinske blokove i bojan standardnim
bojenjem, hemalaun-eozinom. Takoder je obraden i standardnim imunohistokemijskim bojenjem
na estrogenske i progesteronske receptore, HER2 i Ki-67. Histoloski tip i gradus tumora odredeni
su prema Klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije (Slika 1.1.), odnosno prema

Notthingamskom sustavu gradiranja (Tablica 1.1.).

S obzirom na veli¢inu tumora, a prema TNM klasifikaciji, tumori su svrstani u sljedece
skupine: < 0,5 cm (T1a), >0,5 ali <1 cm (T1b), >1 ali <2 cm (T1c),>2 ali<5cm (T2) i >5cm
(T3). Prema status limfnih ¢vorova tumori su svrstani u one s negativnim limfnim ¢vorovima (pNO)
i one s pozitivnima, koji su dalje podijeljeni, s obzirom na broj pozitivnih ¢vorova, kako slijedi: 1—
3 (pN1), 4-9 (pN2)i>10 (pN3).

Limfovaskularna invazija je oznac¢ena kao prisutna, odnosno odsutna ukoliko se nije nasla.

Za ispitivanje povezanosti ekspresije FRa s povratom bolesti koristio se interval bez
karcinoma dojke (breast cancer-free interval — BCFI) koji obuhvaca razdoblje od operacije do
pojave ipsilateralnoga, kontralateralnoga, regionalnog (zahvacanje torakalne stijenke, koze i
regionalnih limfnih ¢vorova) i udaljenog recidiva, odnosno metastaze (koja je potvrdena biopsijom
ili klini¢ki dijagnosticirana kao povrat invazivnoga karcinoma dojke) invazivne bolesti. Sveukupno

prezivljenje obuhvaca razdoblje od operacije do smrtnog ishoda (smrt uzrokovana karcinomom

dojke, smrt zbog drugog uzroka, i smrt zbog nepoznatog uzroka) (133).

Evaluacija hormonskih receptora, HER2 i Ki-67 proliferacijske aktivnosti ucinjena je
prema standardnom protokolu: tkivo je bilo fiksirano u 10 % puferiranom formalinu potom
uklopljeno u parafinske blokove i rezano na debljinu do 4 um. Zatim je slijedila deparafinizacija 1
bojenje hemalaun-eozininom (H-E). Dalje je provedeno imunohistokemijsko bojenje estrogenskih

receptora (Confirm anti-estrogene receptor — clone SP1), progesteronskih receptora (Confirm anti-

19



progesterone Receptor — clone 1E2), Ki-67 proliferacijskog indeksa (Confirm anti-Ki-67 — clone
30-9) i HER2 receptora (Pathwayanti HER-2/neu (clone 4B5)) (VENTANA, Rosche). Izdvojeni
su tumori koji, sukladno St. Gallenskom konsenzusu (Tablica 1.2.) imaju trostruko negativni
fenotip. Proliferacijski indeks Ki-67 oznacen je kao nizak za vrijednosti <20 % te visok, >20 %.
Za potrebe ove studije vrijednosti oznacene kao visoke podijelile su se u slijedece skupine: >20—

50 %, >50—<80 % 1 >80-100 %.

Imunohistokemijska analiza folatnog receptora alfa ucinjena je uporabom poliklonalnoga
zeCjeg protutijela Folate Receptor alpha Polyclonal AntibodyC, proizvoda¢a ThermoFisher
scientific, kataloski broj PA5-42004, na uredaju Ventana BenchMark Ultra. Iz arhiviranih
parafinskih kocaka uc¢inili su se rezovi debljine 4-um, koji su se potom deparafinizirali u ksilolu
na temperaturi od 72 °C. Nakon toga slijedilo je ispiranje u trajanju od 20 minuta sa CC1 — Cell
Conditioner 1 (po sastavu Tris/borat/pufer, pH — 8,4). Slijedila je primjena Universal DAB
inhibitora (3 % H202), 5 minuta na 37°C, ¢ime su se inhibirale endogene peroksidaze iz tkiva, a
zatim ispiranje reakcijskim puferom, koji je po sastavu Tris pufer (pH — 7,6), u trajanju od 10
minuta. Nakon toga slijedila je enzimatska digestija primjenom HRP multimera, s inkubacijom od
4 minute na 37 °C, ¢ime su se otkrili epitopi u tkivu, te ispiranje na sobnoj temperaturi, u trajanju
od 10 minuta, u reakcijskom puferu. Nakon ispiranja u reakcijskom puferu primijenlo se primarno
protutijelo Folate Receptor alpha, u razrjedenju 1:80, 60 minuta na 37 °C. Nakon primarnog
protutijela slijedila je inkubacija s ULTRA Conditionerom, u trajanju od 1 do 8 minuta na
temperaturi od 95 °C, a potom 36 minuta na temperaturi od 37 °C. Nakon toga primjenio se Ultra
View DAB Copper (CuSO.), kako bi se markirala mjesta u tumoru gdje je doslo do vezivanja
antigen-antitijelo, od 5 minuta na 37 °C. Potom se 10 minuta ispiralo u reakcijskom puferu, na
temperaturi 37 °C, nakon ¢ega je slijedio Ultra Counterstain (pH 7,8), 5 minuta na 37 °C. Nakon
Sto se uzorak isperao u reakcijskom puferu (10 minuta na 37 °C) slijedilo je bojanje
hematoxylinom, u trajanju od 12 minuta, na sobnoj temperaturi. Potom se jo$S jednom ispirao
reakcijskim puferom, na sobnoj temperaturi, 5 minuta, a zatim impregnirao u uljnoj otopini koja
sprjecava isusivanje tkiva i isparavanje reagensa, osigurava potpunu zastitu i prekrivenost stakla —
ULTRA LCS (Ultra liquid Coverslip). Slijedilo je 5 minuta manualnog ispiranja stakalaca u mlakoj
vodovodnoj vodi te manualno dehidriranje stakalaca u koncentracijama alkohola od 70 % —100 %,
u svakoj koncentraciji po 2—4 minute. Potom se radilo bistrenje preparata u Supstitutu Xylena,

(proizvodac¢ Sakura), u trajanju od 5 minuta te naposljetku pokrivanje na automatskom pokrivacu
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Sakura. Za kontrolu uzoraka koristile su se pozitivna (serozni papilarni karcinom jajnika) i
negativna kontrola (tkivo jetre).

Uzorci su mikroskopski pregledani te su ih evaluirala dva neovisna patologa, bez saznanja

o klini¢ko-patoloskim podatcima pacijenata.

Za odredivanje ekspresije folatnog receptora Kkoristila se H-score metoda koja povezuje
intenzitet bojenja 1 postotak pozitivno obojanih stanica. Intenzitet bojenja oznacava se s 0, 1+, 2+
i 3+, Sto odgovara negativnoj, slaboj, srednjoj, odnosno jakoj obojanosti. Prebroji se ukupan broj
stanica u vidnom polju i broj obojanih stanica svakog intenziteta te se izraCuna postotak obojanih
stanica. Nakon toga primjeni se formula: H-score = ( % obojanih stanica intenziteta bojenja 1+ x
1) + ( % obojanih stanica intenziteta bojenja 2+ x 2) + ( % obojanih stanica intenziteta bojenja 3+
x 3). Dobije se H-score u vrijednosti 0—300 pri ¢emu 300 odgovara nalazu 100 % tumorskih stanica
intenzivno obojanih (3+) (129, 134).

Kao pozitivan rezultat ocijenilo se membransko bojenje, neovisno o intenzitetu bojenja.
Uzorci su analizirani pod objektivima povecanja 4x, 10x, 20x i 40x. Bojenje 3+ uocilo se kao
intenzivno membransko bojenje, odmah vidljivo na povecanju 4x i potvrdeno na povecanju 10x.
Umjereno membransko bojenje 2+ bilo je slabijeg intenziteta i tanje od 3+ bojenja, vidljivo na
povecanju 10x i potvrdeno na povecanju 20x, a slabo membransko bojenje 1+ zahtijevalo je

povecanje od 20x i/ili 40x te se ocitovalo kao izrazito slabo, tanko membransko bojenje (Slika
4.1)).

Za potrebe ove studije dobivene vrijednosti su se, nakon statisticke analize samoga
H-scorea, podijelile na folatni receptor alfa negativne (za vrijednosti H-scorea <10) i pozitivne, a
pozitivne vrijednosti ekspresije folatnog receptora alfa dodatno su se podijelile u grupe kako slijedi:
niska (10-100), srednja (101-200) i visoka (201-300).
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Slika 4.1. Ekspresija folatnog receptora alfa (A) 3+, poveéanje 10x; (B) 3+, povecanje 20x;
(C) 2+, povecanje 10x; (D) 2+, povecanje 20x, (E) 1+, povecanje 20x; (F) 1+, povecanje
40x
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4.3. Statisticke metode

Kategorijski podatci predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama. Numericki
podatci opisani su medijanom i granicama interkvartilnog raspona. Razlike kategorijskih varijabli
testirane su Fisherovim egzaktnim testom. Normalnost raspodjele numeri¢kih varijabli testirana je
Shapiro-Wilkovim testom. Razlike numerickih varijabli izmedu dviju nezavisnih skupina testirane
su Mann-Whitneyevim U testom, a izmedu tri i viSe skupina Kruskal-Wallisovim testom (Post hoc

Conover).

Ocjena povezanosti dana je Pearsonovim koeficijentom korelacije (r). Vrijeme preZivljenja
racunalo se u mjesecima, pocCevsi od dana operativnog zahvata. Kaplan-Meierove krivulje
dozivljenja usporedivane su log-rank testom. Coxova multivarijatna regresijska analiza (Stepwise
metoda) koriStena je u svrhu predvidanje vjerojatnost negativnog ishoda i relapsa, a izrazena je
omjerom rizika (OR) i 95 % intervalom pouzdanosti (95 % CI). ROC analiza (engl. Receiver
Operating Characteristic) primijenila se za odredivanje optimalne grani¢ne vrijednosti folatnog
receptora alfa, povrSine ispod ROC krivulje (engl. area under the curve, AUC), specifi¢nosti,
osjetljivosti ispitivane varijable u slu¢aju negativnog ishoda, pojave metastaza i/ili recidiva. Sve P

vrijednosti su dvostrane.

Razina znacajnosti postavljena je na Alpha=0,05. Za statisticku analizu koriSten je
statistiCki program MedCalc Statistical Software version 18.2.1 (MedCalc Software bvba, Ostend,
Belgium; http://www.medcalc.org; 2018) i IBM SPSS Statistics 23 (IBM Corp.Released 2015.
IBM SPSS Statistics for Windows, Version 23.0. Armonk, NY: IBM Corp.)

23



5. REZULTATI
5.1. Osnovna obiljezja ispitanica

Istrazivanje je provedeno na 92 ispitanice oboljele od karcinoma dojke. Medijan dobi je 58
godina (interkvartilnog raspona od 49 do 68 godina) u rasponu od 31 do 89 godina. Samo dvije
ispitanice su s dijagnozom Carcinoma lobulare invasivum, a sve ostale, njih 90 (98 %) s
dijagnozom Carcinoma ductale invasivum. Kod 6 (7 %) ispitanica obavljena je core biopsija, a
prema vrsti operacije mastektomija je ucinjena kod 62 ispitanice (67 %), dok kod jedne ispitanice
postupak nije zabiljezen. U odnosu na histoloski gradus 65 ispitanica je gradusa III (71 %), prisutnu
limfovaskularnu invaziju imalo je 20 ispitanica (22 %), a kod 36 (39 %) uocena je zahvacenost

limfnih ¢vorova aksile (Tablica 5.1).

Tablica 5.1. Raspodjela ispitanica prema osnovnim obiljeZjima

Broj ( %)

Zahvacena dojka

Desna 43 (47)

Lijeva 49 (53)
Dijagnoza

Carcinoma ductale invasivum 90 (98)

Carcinoma lobulare invasivum 2 (2)
Core biopsija

Da 6 (7)

Ne 86 (93)
Operacija

Mastektomija 62 (67)

Kvadrantektomija 29 (32)
Histoloski gradus tumora

I 1(1)

I 26 (28)

i 65 (71)
Limfovaskularna invazija

Prisutna 20 (22)

Nije prisutna 72 (78)
Zahvacenost limfnih ¢vorova

Da 36 (39)

Ne 52 (57)

Nepoznato 4 (4)
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Tijekom operacije izvadeno je od 1 do 29 ¢vorova, od kojih je pozitivnih bilo u rasponu od 0 do
22. Medijan promjera tumora je 2,1 cm (interkvartilnog raspona od 1,7 cm do 3,5 cm) u rasponu
od 0,5cmdo 7,3 cm (Tablica 5.2.).

Tablica 5.2. Broj izvadenih i pozitivnih ¢vorova i velicina tumora

Medijan Minimum —
(interkvartilni raspon)  maksimum
Ukupno izvadeno ¢vorova 14 (10-19) 1-29
Broj pozitivnih ¢vorova 0(0-2) 0-22
Veli¢ina tumora (promjer ucm) 2,1 (1,7-3,5) 0,5-7,3

Vrijednosti proliferacijskog indeksa Ki-67 krec¢u se od 2 do 95, a H-scorea od 0 do 300 (Tablica
5.3).

Tablica 5.3. Vrijednosti proliferacijskog indeksa i H-scorea

Medijan Minimum —

(interkvartilni raspon)  maksimum
Proliferacijski indeks Ki-67 (%) 70 (45-80) 2-95
H-score 100 (35-188,75) 0-300

Prema statusu limfnih ¢vorova najviSe ispitanica, njih 52 (57 %) ima negativne limfne
¢vorove, dok ih 7 (8 %) ima pozitivno 4-9 limfnih ¢vorova, a njih 5 (5 %) ima 10 i vise pozitivnih
¢vorova. S obzirom na veli¢inu tumora 38 (41 %) ispitanica ima tumor veéi od 2 cm, ali manji ili
jednak 5 cm, a njih 36 (39 %) tumor vec¢i od 1 cm, ali manji ili jednak 2 cm. Devet (10 %) ispitanica
ima tumor veéi od 5 cm. Visok proliferacijski indeks Ki-67 uoc¢en je kod 85 (92 %) ispitanica, od

kojih njih 39 (46 %) ima vrijednost Ki-67 jednaku 50 i viSe, a manje od 80.
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S obzirom na vrijednost folatnog receprota alfa (FRa), pozitivan FRa je uocen kod 78 (85 %)
ispitanica, od kojih nize vrijednosti (10-100) imaju 33 (42 %) ispitanice, a visoko pozitivne
vrijednosti (201-300) ima 15 (19 %) ispitanica (Tablica 5.4.).

Tablica 5.4. Raspodjela ispitanica prema statusu limfnih cvorova, velicini tumora,

proliferacijskom indeksu i folatnom receptoru alfa

Broj ( %)

Status limfnih ¢vorova

0 52 (57)

la 24 (26)

2a 7 (8)

3a 5(5)

Nepoznato 4 (4)
Veli¢ina tumora (cm)

la (<0,5 cm) 1(1)

1b (>0,5 ali <1 cm) 7(8)

1c (>1 ali <2 cm) 36 (39)

2 (>2ali<5cm) 38 (41)

3 (>5cm) 9 (10)

Nepoznato 1(1)
Proliferacijski indeks Ki-67

Nizak (< 20 %) 7(8)

Visok (=20 %) 85 (92)
Visok proliferacijski indeks Ki-67

>20do <50 18 (21)

>50do <80 39 (46)

>80 do 100 28 (33)
Folatni receptor alfa (FRa)

Negativan 14 (15)

Pozitivan 78 (85)
Pozitivan folatni receptor alfa (FRa)

nisko (10-100) 33 (42)

srednje (101-200) 30 (39)

visoko (201-300) 15 (19)

Recidiv je zabiljezen kod 3 (3 %) ispitanice (16, 91 i 93 mjeseca nakon operacije), a prve

udaljene metastaze kod 16 (17,4 %) ispitanica, medijana 12,5 mjeseci (interkvartilnog raspona od
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8 do 18 mjeseci) u rasponu od jednog do 55 mjeseci. Druge udaljene metastaze javile su se kod tri

ispitanice u vremenu od 14, 20 i 29 mjeseci.

Prve udaljene metastaze javile su se kod 5 (5,4 %) ispitanica na plu¢ima, 4 (4,3 %)
ispitanice imale su prve udaljene metastaze na ostalim limfnim ¢vorovima (izuzev aksilarnih) ili
na jetri, 3 (3,3 %) ispitanice na skeletu ili mozgu, a dvije (2,2 %) na kozi. Ostale udaljene metastaze

imale su dvije (2,2 %) ispitanice na mozgu i jedna na skeletu (Tablica 5.5.).

Tablica 5.5. Ucestalost prvih i ostalih udaljenih metastaza

Broj ( %)

Prve udaljene metastaze

Pluc¢a 5(5,4)

Ostali limfni ¢vorovi 4 (4,3)

Skelet 3(3,3)

Mozak 3(3,3)

Jetra 4 (4,3)

Koza 2(2,2)
Ostale udaljene metastaze

Mozak 2(2,2)

Skelet 1(1,1)

5.2. Povezanost H-scorea s obiljezjima ispitanica

lako su vrijednosti H-scorea znacajno viSe kod ispitanica s dijagnozom Carcinoma lobulare

invasivum moramo uzeti u obzir da je rije¢ 0 samo dvije ispitanice.

Ispitanice s ve¢im histoloSkim gradusom (III) imaju znacajno niZe vrijednosti H-scorea (Mann

Whitney U test, P = 0,03), u odnosu na ispitanice s gradusom Il .

S obzirom na lokalizaciju primarnoga karcinoma (desna/lijeva dojka), limfovaskularnu invaziju,

zahvacenost ¢vorova i proliferacijski indeks, nema znacajnih razlika u vrijednosti H-scorea.

Ako gledamo pojavnost relapsa, bilo u vidu lokalnog recidiva ili udaljenih metastaza, znacajno

vise vrijednosti H-scorea, medijana 127,5 (interkvartilnog raspona od 90 do 215) imaju ispitanice
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koje su imale metastaze i/ili recidiv (relaps) u odnosu na one kod kojih relaps nije zabiljezen
(Tablica 5.6.).

Tablica 5.6. Razlike u H-scoreu prema obiljezjima ispitanica

Medijan Hodges-
(interkvartilni Lehmann 95 9% CI p*
raspon) H-skora razlika

Dijagnoza
Carcinoma ductale invasivum 100 (35-180)

Carcinoma lobulare invasivum 295 (290-300) Bl i Uil
Dojka

Desna 105 (36,3-167,5)

Lijeva 100 (30.3-196,3) 5.0 -29do50 0,68
Histoloski gradus

I (n=1) 290

I 145 (80-215)

I 90 (31,25-148,75) = Apgsy e
Limfovaskularna invazija

Prisutna 62,5 (0-130)

Nije prisutna 112,5 (40-190) 35 0do85 0,09
Zahvacenost ¢vorova

Da 92,5 (15,5-192,5) 0

Ne 97.5 (37,5-165) SR DR
Ki-67

Nizak (< 20 %) 200 (85-280) ] ]

Visok (=20 %) 100 (31,25-176,25) 80 165do0 0,06
Relaps

Ne 85 (15,5-177,5)

Da 127,5 (90-215) 2 vapis O

*Mann Whitney U test

Pearsonovim koeficijentom korelacije (r) ocijenili smo povezanost H-scorea s dobi, brojem
pozitivnih ¢vorova, veli¢inom tumora i proliferacijskim indeksom Ki-67 1 uocili da je H-score
znacajno povezan s Ki-67, odnosno da je uz viSe vrijednosti proliferacijskog indeksa Ki-67, H-

score poprima nize vrijednosti (r = -0,284 P = 0,006).

Vise vrijednosti proliferacijskog indeksa Ki-67 prisutne su kod veceg promjera tumora (r = 0,210

P =0,04) i obratno (Tablica 5.7.).
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Tablica 5.7. Medusobna povezanost dobi, broja pozitivnih c¢vorova, velic¢ine tumora,

proliferacijskog indeksa i H-scorea (Pearsonov koeficijent korelacije)

Dob ispitanica -

Broj pozitivnih &vorova  _ 106 (0,33) -

Veli¢ina tumora (cm) 0,019 (0,86) 0,082 (0,45) -

Ki-67 ( %0) -0,117 (0,27) -0,042 (0,70) 0,210 (0,04) -

H-score 0,128 (0,22) 0,203 (0,06)  -0,030 (0,77)  -0,284 (0,006)

Ispitanice s viSe pozitivnih ¢vorova, s manjim promjerom tumora i manjim proliferacijskim
indeksom imaju vise vrijednosti H-scorea, u odnosu na ispitanice s manje pozitivnih ¢vorova,

ve¢im tumorom i veéim proliferacijskim indeksom, ali bez statisticke zna¢ajnosti (Tablica 5.8.).
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Tablica 5.8. Vrijednosti H-scorea prema statusu limfnih cvorova, velic¢ini tumora i

proliferacijskom indeksu

Medijan
(interkvartilni raspon)
H-scorea
Status limfnih ¢vorova
0 97,5 (37,5-165)
la 77,5 (14-122,5)
2a 145 (33,75-216,25)
3a 170 (83,75-208,75)
Veli¢ina tumora (cm)
la(<0,5cm) (n=1) 160
1b (>0,5 ali <1 cm) 160 (39-285)
1c (>1 ali <2 cm) 97,5 (11-187,5)
2 (>2ali<5cm) 97,5 (40-175)
3 (>5cm)

90 (58,75-173,75)
Proliferacijski indeks Ki-67

nizak < 20 % 200 (80—290)

visok > 20 % 100 (28-178)
Visok proliferacijski indeks Ki-67

>20do <50 145 (13-225)

>50do <80 100 (23,75-188,75)

>80do 100 90 (35-142,5)

*Kruskal Wallisov test (PostHoc Conover); "Mann Whitney U test

0,42

0,67

0,06"

0,47

Napravimo li podjelu H-scorea na pozitivan ili negativan folatni receptor alfa, nismo uocili

znaCajne razlike u raspodjeli ispitanica s obzirom na dijagnozu, histoloski gradus tumora,

limfovaskularnu invaziju, zahvaéenost ¢vorova, proliferacijski indeks, statusu limfnih ¢vorova i

veli¢ini tumora (Tablica 5.9.).
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Tablica 5.9. Raspodjela ispitanica prema folatnom receptoru alfa (FRo) i obiljezjima

Broj ( %) ispitanika u odnosu na FRa

Negativno

Dijagnoza

Carcinoma ductale

invasivum 1,

Carcinoma lobulare 0

invasivum
Histoloski gradus tumora

I 0

I 3(21)

11 11 (79)
Limfovaskularna invazija

Prisutna 6 (43)

Nije prisutna 8 (57)
Zahvacenost ¢vorova

Da 6 (43)

Ne 8 (57)
Proliferacijski indeks Ki-67

Nizak (< 20 %) 0 (0)

Visok (>20 %) 14 (100)
Status limfnih ¢vorova

0 8 (57)

la 4 (29)

2a 2 (14)

3a 0
Veli¢ina tumora (cm)

la (<0,5 cm) 0

1b (>0,5ali<l cm) 1(7)
1c (>1 ali <2 cm) 8 (57)
2 (>2ali<5cm) 5 (36)

3 (>5cm) 0
Visok proliferacijski
indeks Ki-67
>20do <50 4 (29)
>50do <80 6 (43)
>80 do 100 4 (29)

*Fisherov egzaktni test

Pozitivho

76 (97)

2 (3)

1(1)
23 (29)
54 (69)

14 (18)
64 (82)

30 (41)
44 (59)

7(9)
71 (91)

44 (59)
20 (27)
5(7)
5(7)

1(1)
6 (8)
28 (36)
33 (43)
9 (12)

14 (20)
33 (46)
24 (34)

Ukupno

90 (98)

2 (2)

1(1)
26 (28)
65 (71)

20 (22)
72 (78)

36 (41)
52 (59)

7(8)
85 (92)

52 (59)
24 (27)
7(8)
5(6)

1(1)
7(8)
36 (40)
38 (42)
9 (10)

18 (21)
39 (46)
28 (33)

P*

>0,99

0,79

0,07

>0,99

0,59

0,72

0,53

0,80
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Podijelimo li pozitivni folatni receptor alfa na nizak, umjeren i visok, nismo uocili znacajne
razlike u raspodjeli ispitanica s obzirom na histoloski gradus tumora, limfovaskularnu invaziju,
zahvacenost ¢vorova, proliferacijski indeks, statusu limfnih ¢vorova i veli¢inu tumora. Razlika je

znacajna samo u slucaju dijagnoza, ali lobularni invazivni karcinom imaju samo dvije ispitanice
(Tablica 5.10.).
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Tablica 5.10. Raspodjela ispitanica prema pozitivnom folatnom receptoru alfa (FRa) i

obiljezjima
Broj ( %) ispitanika u odnosu na pozitivni FRa.
Nizak Umjeren Visok Ukupno P*
(10-100) (101-200) (201-300)
Dijagnoza
CATIEE! CUEEE  og g pg 30 (100) 13 (87) 76 (97)
invasivum 0.04
Carcinoma '
lobulare invasivum Y 28 23)
Gradus
I 0 0 1(7) 1(1)
I 6 (18) 11 (37) 6 (40) 23(29) 0,07
11 27 (82) 19 (63) 8 (53) 54 (69)
Limfovaskularna invazija
Prisutna 6 (18) 5 (17) 3 (20) 14 (18) >0.99
Nije prisutna 27 (82) 25 (83) 12 (80) 64 (82) '
Zahvacenost ¢vorova
Da 13 (39) 11 (39) 6 (46) 30 (41) 0.90
Ne 20 (61) 17 (61) 7 (54) 44 (59)
Proliferacijski indeks
Ki-67
Nizak (< 20 %) 3(9) 1(3) 3 (20) 7(9 0.16
Visok (> 20 %) 30 (91) 29 (97) 12 (80) 71 (91) '
Status limfnih
¢vorova
0 20 (61) 17 (61) 7 (54) 44 (59)
la 11 (33) 6 (21) 3(23) 20 (27) 0.38
2a 0(0) 3(11) 2 (15) 5(7) '
3a 2 (6) 2 (7) 1(8) 5(7)
Veli¢ina tumora (cm)
la (0,5 cm) 0 1(3) 0 1(1)
1b (>0,5ali<l cm) 1(3) 2 (7) 3 (20) 6 (8)
1c (>1 ali <2 cm) 10 (31) 14 (47) 4 (27) 28 (36) 0,22
2 (>2ali<5cm) 15 (47) 12 (40) 6 (40) 33 (43)
3 (>5cm) 6 (19) 1(3) 2 (13) 9(12)
Visok proliferacijski
indeks Ki-67
>20do <50 4 (13) 6 (21) 4 (33) 14 (20)
>50do <80 14 (47) 12 (41) 7 (58) 33(46) 0,25
>80 do 100 4 (13) 6 (21) 4 (33) 14 (20)

*Fisherov egzaktni test
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5.3. Vjerojatnost predvidanja da ée doci do relapsa i negativnog ishoda

Regresijskom analizom (Cox) ispitao se utjecaj proliferacijskog indeksa, veli¢ine tumora,

limfovaskularne invazije i H-scorea na vjerojatnost da ¢e kod ispitanica do¢i do relapsa i

negativnog ishoda. Udio pojedinih prediktora na vjerojatnost pojave metastaza vidljiva je u Tablici

5.11.

Tablica 5.11. Utjecaj proliferacijskog indeksa, velicine tumora, limfovaskularne invazije i

H-scorea na vjerojatnost relapsa (Cox regresija)

B Wald
KI-67 0,009 059
Veliina tumora 0,16 0,64
Limfovaskularna invazija
(prisutna) 0,62 0,65
H-score 0,005 1,09

B — regresijski koeficijent

P

0,44

0,42

0,42

0,30

Omjer
izgleda

(OR)
1,009

1,17
1,87

1,005

95 % Interval

pouzdanosti
0,986-1,032
0,795-1,726
0,409-8,538

0,996-1,014

Multivarijatnom regresijskom analizom (Stepwise metoda) pokazalo se da su H-score i

veli¢ina tumora znacajni prediktori koji utjecu na vjerojatnosti pojave relapsa. Model je u cijelosti

znacajan (P =0,02). Jaci prediktor je veli¢ina tumora (OR = 1,29, P = 0,04) (Tablica 5.12.).
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Tablica 5.12. Utjecaj velicine tumora i H-scorea na vjerojatnost relapsa (Cox regresija,

Stepwise metoda)

Veli¢ina tumora 025 441 0,04 1,29 1,02 do 1,63
H-score 0,005 4,14 0,04 1,005 1,001 do 1,01

[ — regresijski koeficijent

Da bi se procijenila vrijednost H-scorea i veli¢ine tumora kojeg smo regresijskom analizom
dobili da znacajno doprinosi pojavi relapsa, koristena je metoda izratuna ROC krivulje kojom se
stupnjevito mijenjaju vrijednosti koje razluCuju sluCajeve s obzirom na pojavnost relapsa.
Mijenjana je toc¢ka razlu¢ivanja za pojedinu skupinu (engl. cut-off point), kako bi se stvaranjem

ROC krivulje moglo objektivno utvrditi koja vrijednost najbolje razlucuje usporedene skupine.

U nasim podatcima H-score moZemo prikazati kao dijagnosticki pokazatelj pojavnosti

relapsa (Tablica 5.13. i Slika 5.1.).

Tablica 5.13. Parametri ROC krivulje s obzirom na pojavnost relapsa

0,549
H-score 0,656 do 94,4 44 4 >75 0,39 0,02
0,753
Veli¢ina 0,478
0,587 do 33,3 85,9 >3,5 0,19 0,26
tumora 0,691




100 |~

80

60 |-

Sensitivity

— veli¢ina tumora (promjer)

— H-score
L T R R R |
0 20 40 60 80 100
100-Specificity

Slika 5.1. ROC analiza senzitivnosti, specificnosti i granicne vrijednosti H-scorea i velicine

tumora u odredivanju pojavnosti relapsa

Samo je veli¢ina tumora znacajan prediktor na vjerojatnosti negativnog ishoda (OR = 1,22,

P = 0,009) (Tablica 5.14).

Tablica 5.14. Utjecaj velicine tumora na vjerojatnost negativnog ishoda (Cox regresija,

Stepwise metoda)

Velié¢ina tumora 0,197 6,79 0,009 1,22 1,05-1,41
[ — regresijski koeficijent
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Da bi se procijenila vrijednost veli¢ine tumora za koji smo regresijskom analizom utvrdili

da znacajno doprinosi negativnom ishodu, koristena je metoda izracuna ROC krivulje kako bi se

moglo objektivno utvrditi koja vrijednost najbolje razlucuje usporedene skupine.

U na$im podatcima veli¢inu tumora mozemo prikazati kao dijagnosti¢ki pokazatel]

negativnog ishoda i u jednogodi$njem i trogodiSnjem prezivljenju (Tablica 5.15. i Slika 5.2.).

Tablica 5.15. Velicina tumora kao vrijednost ROC krivulje s obzirom na jednogodisnji ili

trogodisnji negativan ishod

Jednogodis$nje

preZivljenje

Trogodisnje
preZivljenje

100 -
80 :—
60 :—
40 :—

20

0,706

0,708

0,600
do
0,798

88,2 56,9 >2 0,45 0,002

0,602
do
0,800

88,9 45,3 <18 0,34 <0,001

100~
80

60

Sensitivity

Veli¢ina tumora
3.godina
AUC=0,708

P <0,001

Veli¢ina tumora
1. godina

AUC = 0,706

P =0,002

20

1 1 o . v

20

40 60
100-Specificity

80 100 0 20 40 60 80 100
100-Specificity

Slika 5.2. ROC analiza senzitivnosti, specificnosti i granicne vrijednosti velicine tumora

kod jednogodisnjeg (lijevo) i trogodisnjeg (desno) negativnog ishoda
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5.4. Analize prezivljenja

Aritmeticka sredina ukupnog prezivljenja je 64,7 mjeseci (95 % CI 53,1 do 76,2 mjeseca),
bez znacajne razlike u ukupnom prezivljenju (OS) u odnosu na folatni receptor alfa pozitivan ili
negativan. Nema znacajne razlike prema FRa pozitivnom ili negativnom u odnosu na prezivljenje
bez povrata bolesti (BCFI) (Tablica 5.16. i Slika 5.3.).

Tablica 5.16. Ukupno prezZivijenje i prezivljenje bez povrata bolesti u odnosu na folatni

receptor alfa (FRa)
sArlt;lc;EZu(cr:;seci) 95 % Cl sredine 2 test ;Zgzg';k

Ukupno preZivljenje
FRa negativan 68,3 40,9 do 95,7 0,43 =
FRo. pozitivan 62,9 50,7 do 75,2 (df=1) ’
Ukupno 64,7 53,1do 76,2
PrezZivljenje bez povrata bolesti
FRa negativan 111,6 93,4do 129,9 1,31 095
FRo. pozitivan 105,0 89,5 do 120,6 (df=1) ’
Ukupno 108,3 94,03 do 122,5

FRo — folatni receptor alfa
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Slika 5.3. Kaplan-Meierov grafikon utjecaja folatnog receptora alfa (FRa) na ukupno

prezivljenje (OS) (lijevo) i prezZivijenje bez povrata bolesti (BCFI) (desno)

Ukupno jednogodiSnje prezivljenje je 80 %, a trogodiSnje 58,9 %, bez znacajne razlike u

odnosu na to je li folatni receptor alfa (FRa) pozitivan ili negativan (Tablica 5.17., Slika 5.4. i Slika

5.5.).

Tablica 5.17. Jednogodisnje i trogodisnje prezZivijenje u odnosu na folatni receptor alfa

(FRa)

Broj umrlih

JednogodiSnje prezivljenje

FRa negativan 3(21)
FRa pozitivan 15 (20)
Ukupno 18 (20)
TrogodiSnje preZivljenje

FRa negativan 5(35,7)
FRo pozitivan 32 (42)
Ukupno 37 (41,1)

FRa — folatni receptor alfa

Broj
prezZivjelih

11 (78,6)
61 (80,3)
72 (80)

9 (64,3)
44 (57,9)
53 (58,9)

v. . . Logrank
Ukupno Prezivljenje test (P)

78,6 %

0,86
80,3 %
80 %
64,3 %
57,9 % 0.71
58,9 %
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Slika 5.4. Kaplan-Meierov grafikon utjecaja folatnog receptora alfa (FRa) na
jednogodisnje (lijevo) i trogodisnje (desno) ukupno preZivijenje
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Slika 5.5. Kaplan-Meierov grafikon utjecaja folatnog receptora alfa (FRa) na
Jjednogodisnje (lijevo) i trogodisnje (desno) preZivljenje bez povrata bolesti
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Aritmeticka sredina ukupnog prezivljenja je 63 mjeseca (95 % CI 50,7 do 75,2 mjeseca),

bez znacajne razlike u prezivljenju u odnosu na vrijednosti pozitivnoga folatnog receptora alfa.

Nema znacajne razlike prema vrijednostima pozitivnoga folatnog receptora alfa u odnosu na

prezivljenje bez bolesti (Tablica 5.18.)

Tablica 5.18. Ukupno prezivijenje i prezivljenje bez povrata bolesti u odnosu na pozitivan

folatni receptor alfa (FRa)

Pozitivan FRa

Ukupno preZivljenje
FRa nizak (10-100)
FRo umjeren (101-200)
FRa visok (201-300)
Ukupno

Aritmeticka

sredina (mjeseci)

67
56
60
63

Prezivljenje bez povrata bolesti

FRa nizak (10-100)
FRo umjeren (101-200)
FRa visok (201-300)

Ukupno
FRa — folatni receptor alfa

102
89

101
105

95 %
Cl sredine

50,7 do 83,1
36,7 do 75,4
31,9 do 88,6
50,7 do 75,2

86,1 do 118,0
61,4 do 116,2
71,4 do 130,2
89,5 do 120,6

Logrank

2
1 test test (P)

0,88

4
@f=2) °

Ukupno jednogodisnje prezivljenje je 80 %, a trogodisnje 57,9 %, bez znacajne razlike u

odnosu na pozitivne vrijednosti FRa. (Tablica 5.19., Slika 5.6. i Slika 5.7).
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Tablica 5.19. Jednogodisnje i trogodisnje prezivijenje u odnosu na vrijednosti pozitivnog
folatnog receptora alfa (FRa)

Broj umrlih E::;ivjelih Ukupno PreZivljenje ;zgzg?k
JednogodiS$nje preZivljenje
FRa nizak (10-100) 4 (12,5) 28 (87,5) 32 87,5 %
FRa umjeren (101-200) 6 (20) 24 (80) 30 80 % 0,24
FRa visok (201-300) 5 (35,7) 9 (64,3) 14 64,3 %
Ukupno 15 (19,7) 61 (80,3) 76
TrogodiSnje prezivljenje
FRa nizak (10-100) 11 (34,4) 21 (65,6) 32 65,6 %
FRo umjeren (101-200) 15 (50) 15 (50) 30 50 % 0,39
FRa visok (201-300) 6 (42,9) 8 (57,1) 14 57,1%
Ukupno 32 (42,1) 44 (57,9) 76

FRa — folatni receptor alfa

1.0 1.0 FRA pozitivan
[_ | I
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Slika 5.6. Kaplan-Meierov grafikon utjecaja pozitivnoga folatnog receptora alfa (FRa) na

jednogodisnje (lijevo) i trogodisnje (desno) ukupno preZivijenje
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Slika 5.7. Kaplan-Meierov grafikon utjecaja pozitivnog folatnog receptora alfa (FRa) na

Jjednogodisnje (lijevo) i trogodisnje (desno) prezivljenje bez povrata bolesti
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6. RASPRAVA

Karcinom dojke je globalni zdravstveni problem, s vise od 2 milijuna novodijagnosticiranih
slucajeva godisnje diljem svijeta. Smrtnost je u blagom opadanju zahvaljuju¢i programima
prevencije i ranijeg dijagnosticiranja te poboljSanju razvoja terapija, osobito onih usmjerenih
prema specifi¢nim biomarkerima. No usprkos napretku, na karcinom dojke i dalje opada gotovo
8 % smrtnosti od karcinoma svih sijela (2). Karcinomi dojke obuhvacaju heterogenu skupinu
tumora, koji se sukladno St. Gallenskoj konferenciji na temelju imunohistokemijskih metoda mogu
podijeliti na luminalne A i B, HER2 pozitivne te trostruko negativne karcinome dojke (31, 32).
Trostruko negativni karcinom dojke karakteriziran je negativnom ekspresijom ER, PR i HER2 te
je neosjetljiv na trenuta¢no dostupnu hormonalnu ili HER 2 baziranu terapiju. Javlja se u mladih
Zena te ga obiljezava visoki histoloSki gradus, vece dimenzije od ostalih karcinoma, visoki
proliferacijski indeks (iako on u skupini TNBC moze poprimiti vrijednosti od 0 do 100, istraZivanja
su pokazala kako ve¢ina TNBC ima visok indeks proliferacije) i 10§ ishod bolesti. lako ¢ini samo
15 % svih karcinoma dojke, zbog opisanih karakteristika odgovoran je za ucestalu smrtnosti od te
bolesti. Terapija toga karcinoma trenutacno obuhvaca visoko toksi¢ne 1 nespecifiéne
kemoterapeutske protokole te to, uz sve navedeno, ukazuje na potrebu pronalaska novih
biomarkera kako bi se doslo do napretka u razvitku terapijskih sredstava usmjerenih na lijeCenje

toga, klini¢ki agresivnog fenotipa (35, 44, 57).

Biomarker koji se u novije vrijeme istrazuje jest folatni receptor alfa. Povecana ekspresija
tog biomarkera nadena je u tumorima ovarija, plu¢a, bubrega, mokra¢nog mjehura i dojke, kod
kojih se pokazalo da je viSe eksprimiran u trostruko negativnog fenotipa, u usporedbi s drugim
fenotipovima karcinoma dojke (112, 130, 135). Zbog njegove dokazane uloge u rastu i proliferaciji
tumorskih stanica te dokazanog utjecaja na prognozu bolesti u pojedinih karcinoma, poput
ovarijalnih i karcinoma plu¢a, provedeno je ovo istrazivanje s ciljem preciznijeg definiranja
skupine TNBC i izolacije one skupine pacijenata s ve¢om vjerojatno$¢u razvoja metastaza i losijim

ishodom bolesti te moguceg potencijalnog uc¢inka usmjerene terapije.
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6.1. Klini¢ko-patoloSki parametri ispitanica oboljelih od TNBC

Istrazivanje je obuhvatilo 92 ispitanice kojima je, u razdoblju od sije¢nja 2008. do prosinca
2016. godine, ucinjena kirurSka ekstripacija promjene u dojci i patohistoloski postavljena dijagnoza
trostruko negativnog karcinoma. Kod veéeg broja ispitanica ekstripacija tumora ucinjena je
mastektomijom (67 %). Medijan dobi ispitanica je 58 godina (interkvartilnog raspona od 49 do 68
godina); najmlada je imala 31, a najstarija 89 godina.

Histoloskim gradusom tumora procjenjuje se njegova sli¢nost sa zdravim tkivom iz kojega
je nastao i agresivnost samoga tumora, tumori visega histoloskoga gradusa agresivniji su od onih
nizega gradusa. Cheang i suradnici ustanovili su da su trostruko negativni karcinomi veé¢inom
visokoga histoloskoga gradusa, sa 76,4 % ispitanika koji su bili gradusa 11, za razliku od luminal
A pacijenata kod kojih je taj gradus imalo 41,2 % ispitivanih pacijenata; dok je Carey ustanovila
jos$ veci postotak, od 82 % ispitanika s gradusom Il tumora (136, 137). U ovom istraZivanju vecina
karcinoma bila je odredena kao gradus III, njih 71 %, dok je gradusa Il bilo njih 28 %, iz ¢ega
vidimo da zastupljenost visokoga histolo§koga gradusa odgovara onima iz literature. Za trostruko
negativni karcinom dojke karakteristicno je da su ve¢inom histoloskog tipa duktalnog invazivnog
karcinoma — bez posebnih karakteristika, $to su u svojim istrazivanjima pokazali Livasy i suradnici:
od kohorte od 23 ispitanika, njih 21 bilo je toga histoloskog tipa. I u nasih ispitanica prevladavao
je tip duktalnoga invazivnoga karcinoma — bez posebnih karakteristika. Od 92 ispitanice, 90 je

imalo tu vrstu karcinoma, a samo su 2 ispitanice imale lobularni invazivni karcinom.

Trostruko negativni karcinom dojke karakteriziraju i veci promjer inicijalnog tumora, kao
i visok Ki-67 proliferacijski indeks te relativno visoka zahvacenost regionalnih limfnih ¢vorova.
Veli¢ina tumora se definira kao najveéi promjer tumora te se procjenjuje tijekom patohistoloske
obrade materijala. Ona je vazan prognosti¢nki ¢imbenik: istrazivanja su pokazala da pacijentice s
tumorom veli¢ine do 5 mm imaju rizik za pojavu metastaza od 5 %, a pri veli¢ini do 20 mm taj
rizik iznosi 30 %. PetogodiSnje prezivljenje u pacijentica s tumorom veli¢ine do 20 mm bez
zahvacenih limfnih ¢vorova iznosi 96 %, dok u pacijentica s tumorom promjera ve¢im od 50 mm
i zahvacenim limfnim ¢vorovima prezivljenje pada na svega 43 % (70, 76). Ovcaricek i suradnici
pokazali su kako ve¢ina TNBC u trenutku dijagnoze ima tumor veci od 20 mm (njih 59 %), a Dent
i suradnici pokazali su kako je prosje¢na veli¢ina TNBC veca od one u ostalih podtipova, S

tre¢inom TNBC koji su bili manji od 20 mm u trenutku dijagnoze, dok su dvije tre¢ine ostalih
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podtipova bili te veli¢ine. Proliferacijski indeks Ki-67 koristi se za odredivanje i pracenje rasta i
dijeljenja zdravih i tumorskih stanica. U pozitivnoj je korelaciji s histoloSkim gradusom tumora i
brojem zahvacenih limfnih ¢vorova, a u negativnoj sa statusom hormonskih receptora, te se
pokazalo kako trostruko negativni karcinomi imaju visoke vrijednosti Ki-67. Status aksilarnih
limfnih ¢vorova najznacajniji je prognosticki faktor za kracinome dojke — pacijentice sa
zahvacenim ¢vorovima, za razliku od onih u kojih su ¢vorovi negativni, imaju 4-8 puta vecu
smrtnost. Postoji i povezanost medu rizikom za razvoj metastatske bolesti 1 broja zahvacenih
aksilarnih limfnih ¢vorova (138, 139). Matos i suradnici su pokazali da je vecina trostruko
negativnih karcinoma gradusa I11 i visokoga proliferacijskog indeksa (140), a Ovcaricek i suradnici
su pokazali kako gotovo pola ispitanika (46 %) u trenutku dijagnoze ima pozitivan barem jedan
aksilarni limfni ¢vor. U istrazivanju koje su proveli Chintalapani i suradnici broj takvih ispitanika
penje se do 58 %. Nadalje, pokazali su i da je pozitivnost limfnih ¢vorova u TNBC povezana s
veli¢inom tumora i visokim histoloskim gradusom (58, 73). U trenutku dijagnoze ispitanice u
nasem istrazivanju imale su ve¢inom tumor veli¢ine > 2 cm, ali <5 cm, njih 41 %, dok ih je 10 %
imalo tumor veli¢ine >5 cm, $to se podudara sa podatcima iz literature. Prema St. Gallen
konsenzusu iz 2013. godine grani¢na vrijednost (cut off) za visoki Ki-67 iznosi 20 %. U ovom
istrazivanju visoki Ki-67 imalo je 92 % ispitanica. Kako bi se pokusala preciznije definirati skupina
,»visokog Ki-67%, za potrebe istrazivanja isti je podijeljen u skupine: >20— <50 %, >50— <80 % i
>80— 100 %. Pokazalo se kako gotovo polovica ispitanica s TNBC ima vrijednosti proliferacijskog
indeksa >50— <80 % (46 % ispitanica), a tek nesto manje (33 %) ima vrijednosti >80— 100 %.
Dobiveni rezultati nam govore kako veéina oboljelih od TNBC ima iznimno visoke vrijednosti
proliferacijskog indeksa, ¢ime se moZe objasniti njihov potencijal ranog povrata bolesti (unutar 3
godine) i lo§ija prognoza. Isto tako, obzirom da visoka proliferacijska aktivnost ukazuje na bolji
odgovor na kemoterapiju (141), dobivenim rezultatom moze se objasniti zasto TNBC imaju, u
odnosu na druge podtipove karcinoma dojke, bolji rezultat lije¢enja kemoterapeuticima. Oko 43 %
nasih ispitanica u trenutku dijagnoze prezentiralo se sa pozitivnim aksilarnim limfnim ¢vorovima,

Sto odgovara podatcima iz literature, te govori u prilog agresivnosti trostruko negativnog fenotipa.

Trostruko negativne karcinome dojke karakterizira i manja vjerojatnost limfovaskularne
invazije te rano pojavljivanje prvih metastaza s predilekcijom za visceralne organe.
Limfovaskularna invazija se definira kao prisutnost tumorskih stanica unutar krvnih i limfnih zila.

Preduvjet je diseminaciji tumorskih stanica kroz limfni sustav i povecava petogodisnji rizik za
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nastanak recidiva za 15 %. Kod pacijentica s negativnim limfnim ¢vorovima povezana je s kra¢im
razdobljem do povrata bolesti, povecanim rizikom za razvoj udaljenih metastaza i kra¢im
prezivljenjem (142). U istrazivanju o klinicko-patoloskim obiljezjima, povratu bolesti i
prezivljenju pacijenata s TNBC, Lin i suradnici pokazuju da je limfovaskularna invazija u tih
ispitanika rjeda u odnosu na HER2+ pacijente (26 %, odnosno 36 %), sto je sli¢no rezultatima koje
su dobili Ovcaricek i suradnici, u kojih je postotak ispitanika s limfovaskularnom invazijom iznosio
priblizno 25 %. Ispitujuci prezivljenje u toj skupini karcinoma dojke, istrazivanje koje su proveli
Liedtke i suradnici pokazuje da je rizik od relapsa i smrtnog ishoda zna¢ajno visi u prve 3 godine
u ispitanika s trostruko negativnim fenotipom, za razliku od drugih podtipova. Isto su utvrdili i
Dent i suradnici, koji su pokazali da je vrijeme potrebno za razvoj udaljenih metastaza krace u tih
karcinoma, nego u onih drugih skupina (2,6 nasuprot 5 godina), te da medijan prezivljenja u
ispitanika s metastatskom bolesti iznosi 9 mjeseci, $to je znacajno nize kada se usporedi sa drugim
podtipovima (u kojih je medijan 20 mjeseci) (42, 50). Takoder su pokazali i da manji broj zena
dobije lokalni recidiv prije udaljenih metastaza. U svom drugom istrazivanju (obrazac
metastaziranja TNBC), Dent i suradnici su pokazali da je vjerojatnost visceralnih metastaza, kao i
onih u meka tkiva, veca u ispitanica s tim fenotipom dok se kostane metastaze ¢e$¢e javljaju u
luminalnim podtipovima (49). Slicno njihovim rezultatima, i nase ispitanice su pokazale rani
relaps, s medijanom pojave prvih metastaza od 12,5 mjeseci. Takoder se i u naSem istraZivanju
pokazalo kako znacajno manji broj Zena razvije lokali recidiv u odnosu na udaljene metastaze (3
% nasuprot 17,4 %). Od ukupnog broja ispitanica, njih 5,4 % prve je metastaze imalo na plu¢ima,
po 4,3 % na jetri i ostalim limfnim ¢vorovima, 3,3 % na mozgu i skeletu, a 2,2 % je imalo kozne
metastaze, Sto govori u prilog tome da se metastaze u TNBC ¢eS¢e javljaju na visceralnim organima
i mekim tkivima. U naSem istrazivanju limfovaskularna invazija je pronadena u 22 % ispitanica,
§to odgovara podatcima iz literature. S obzirom na nizak broj pacijenata u kojih je pronadena
limfovaskularna invazija te relativno visok broj pozitivnih aksilarnih limfnih ¢vorova i rani relaps
bolesti, mozemo zakljuciti da drugi ¢imbenici rizika kod tog podtipa karcinoma dojke igraju vecu
ulogu u njegovu izrazito agresivnom ponasanju i visokom smrtnom ishodu od limfovaskularne

invazije.
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6.2. Folatni receptor alfa u TNBC

Folatni receptor alfa pokazao se kao potencijalna prognosticka i terapeutska meta za
pojedine vrste karcinoma. Kod karcinoma dojke pokazalo se da njegova ekspresija varira ovisno o
fenotipskom podtipu. U istrazivanju ekspresije FRa u karcinomima dojke O’Shannessy i suradnici
ustanovili su kako je veé¢ina (89 %) njihovih ispitanih FRo pozitivnih invazivnih duktalnih
karcinoma HER2 negativno, te da postoji statisticki znacajna razlika u ekspresiji izmedu hormon
receptor pozitivnih i negativnih tumora, sa zna¢ajno manjim postotkom FRa pozitivnih tumora koji
eksprimiraju hormonske receptore. Isto tako, 67 % trostruko negativnih karcinoma iz njihove
ispitivane skupine eksprimiralo je FRo (130). Sli¢ne rezultate su dobili Zhang i suradnici. U
njihovu istrazivanju se pokazalo da je ekspresija FRa znacajno povezana s negativnim ER (75 %
ispitanika), negativnim PR (63 % ispitanika) kao i visokim Ki-67 proliferacijskim indeksom (56 %
ispitanika). Nadalje, u njihovoj ispitivanoj skupini pokazala se i znacajna ekspresija FRo u TNBC
u usporedbi s ostalim podtipovima (131). Iz tih podataka se moze zakljuditi da je ekspresija tog
proteina u trostruko negativnom karcinomu dojke pojacana.

Uzimaju¢i u obzir ¢injenicu da je TNBC fenotip karcinoma dojke s agresivnim tijekom
bolesti i loSom prognozom, a vodeéi se podatcima iz literature koji pokazuju da je kod njih
povecana ekspresija FRa, provedeno je ovo istrazivanje kako bi se ispitala ekspresija tog proteina
unutar same skupine TNBC. Zeljela se ispitati njegova prevalencija i prognosti¢ka vrijednost te,
na temelju ekspresije FRa, dodatno definirati ta fenotipska skupina karcinoma dojke.

Kao pozitivan rezultat ekspresije FRa ocijenilo se membransko bojenje, neovisno o
intenzitetu bojenja. S obzirom na imunohistokemijsku analizu dobivenih uzoraka, u veéini
istrazivanja opisuje se 1 interpretira membranski pozitivitet, uz koje pojedini autori navode 1
mijeSano membransko-citoplazmatsko bojenje te tockasto citoplazmatsko bojenje (143), Sto se
moZe objasniti primjenom razliitog tipa protutijela na folatni receptor alfa. U ovom istrazivanju
koristio se membranski pozitivitet, svakog intenziteta (neovisno o citoplazmatskom bojenju),

buduci da su se tim kriterijem koristili u vecini istrazivanja (129, 131, 144).

Ekspresija FRa utvrdila se pomoc¢u prije opisane H-score metode (129, 134). Za potrebe
ove studije, nakon statistiCke analize samog H-scorea, dobivene vrijednosti su se podijelile na
folatni receptor alfa negativne (za vrijednosti H-scorea <10) i pozitivne te se iz Tablice 5.4. moze

vidjeti kako je u naSem istrazivanju pozitivan FRo imala vecéina ispitanica, njih 85 %, sto se slaze
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s podatcima iz literature koji govore o visokom pozitivitetu tog receptora u TNBC. Kako bi se
preciznije definirala ekspresiju toga receptora, a u svrhu egzaktnijeg prikazivanja njegove
povezanosti s drugim parametrima i prognozom, dobivene pozitivne vrijednosti H-scorea su
nadalje proizvoljno podijeljene u tri kategorije. U kategoriju niskoga FRa svrstane su ispitanice s
vrijednostima H-scorea od 10 do 100, srednji FRa obuhvaca pacijentice sa vrijednostima 101 do
200, a visoki 201 do 300. Prema dobivenim rezultatima prikazanim u Tablici 5.4 moze se vidjeti
da vecina ispitanica ima niske i srednje vrijednosti FRa (42 %, odnosno 39 %), dok ih 19 % ima
visoke vrijednosti. Iz dobivenog se moze zakljuciti kako ekspresija toga receptora varira ne samo
unutar fenotipskih podskupina karcinoma dojke, nego i unutar same skupine TNBC, na temelju

¢ega mozemo zakljuciti da je taj podtip karcinoma heterogena bolest.

U istrazivanju povezanosti FRa s klini¢ko-patoloskim obiljezjima u karcinomu dojke
Aboulhagag i suradnici su pokazali da je ekspresija FRa izrazito povezana s visokim histoloskim
gradusom (93,3 % tumora gradusa Il je izrazavalo FRa), ve¢im promjerom tumora 87,5 % T3
tumora), veCom zahvacenoS¢u limfnih ¢vorova (vecina ith je bila N2 1 N3) 1 prisutnoSéu
limfovaskularne invazije (145). Sli¢ne rezultate dobili su Zhang i suradnici. Njihovi rezultati su
takoder pokazali da ekspresija FRa znaCajno korelira s viSim gradusom tumora i vecom
zahvacenoS§c¢u ¢vorova (oko 50 % tumora gradusa Il su eksprimirali FRa, a N 2— 3 je imalo 46 %—
54 % pacijenata). No, za razliku od istrazivanja koje su proveli Aboulhagag i suradnici, Zhang i
suradnici nisu nasli znac¢ajnu povezanost izmedu ekspresije FRa i veli¢ine tumora. lako njihovi
rezultati odrazavaju ekspresiju unutar svih skupina karcinoma dojke, a ne samo TNBC, indiciraju
kriti¢énu ulogu FRa u karcinogenezi tumora dojke i povezanost s lo§im prognostickim kriterijima.
Necela i suradnici su ispitivali ekspresiju FRo u TNBC i usporedivali ju s ostalim podtipovima te
su dosli do rezultata koji pokazuju kako ekspresija tog receptora nije povezana sa spolom i statusom
limfnih ¢vorova unutar svih skupina karcinoma dojke, kao ni kad se analiza ograni¢ila samo na
TNBC. Sto se ti¢e starosti ispitanika, primijetili su znadajnu razliku u ekspresiji ovisno o dobi kad
su usporedivali sve podtipove, no istu statisticku znacajnost nisu dobili kad su analizu sveli samo
na TNBC (129). U ovom istrazivanju takoder Se nije na$la statisticki znacajna razlika ekspresije
FRa, ni u odnosu na dob ispitanica ni u odnosu na lokaciju gdje se primarni karcinom javio (desna,
odnosno lijeva dojka) (Tablice 5.6.15.7.)

Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem, prikazani u Tablici 5.6., pokazuju kako u trostruko

negativnih karcinoma dojke postoji statisticki znacajna povezanost ekspresije FRa 1 histoloskoga
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gradusa: ispitanice visega histoloskoga gradusa (III) imaju znacajno nize vrijednosti H-scorea
(Mann Whitney U test, P =0,03) u odnosu na ispitanice s gradusom Il. Nadalje, pokazalo se da
nema statisticki znacajne povezanosti u ekspresiji tog receptora sa zahvac¢enosc¢u aksilarnih limfnih
¢vorova. Rezultati se dijelom slazu S onima iz istrazivanja koje su proveli Necela i suradnici, koji
takoder nisu nasli povezanost izmedu zahvacanja limfnih ¢vorova i ekspresije FRa, ¢ime se moze
zakljuciti da ekspresija ovoga receptora u tumorskom tkivu ne utjece na rano lokoregionalno Sirenje
bolesti, odnosno $irenje bolesti u limfne ¢vorove aksile.

Sto se ti¢e povezanosti s histoloskim gradusom, postoje razlike u rezultatima iz literature i
ovoga istrazivanja. Dok Necela i suradnici nisu nasli povezanost, Zhang i suradnici te Aboulhagag
i suradnici su pokazali kako je ekspresija veca u karcinomima visokoga histoloskoga gradusa.
Usporedujuci nase s njihovim rezultatima, moramo uzeti u obzir da su oni ispitivali ekspresiju toga
receptora unutar svih podskupina dojke, dok se ovo istrazivanje temeljilo iskljucivo na TNBC te
da moguca diskrepancija proizlazi i iz razli¢itih nacina interpretacije pozitiviteta, Sto naglaSava
vaznost potrebnog definiranja apsolutne cut-off vrijednosti za pozitivan, odnosno negativan FRa,
kao 1 naCin samog ocjenjivanja pozitiviteta.

lako istrazivanja nisu pokazala povezanost ekspresije FRa s histoloskim izgledom
karcinoma (146), u ovoj studiji se pokazalo kako postoji statistiCka znaajnost te da ispitanice s
invazivnim lobularnim karcinomom imaju znac¢ajno vise vrijednosti H-scorea u odnosu na one s
duktalnim invazivnim karcinomom.

Iz navedenih rezultata ovog istrazivanja moze se zakljuciti, kao i potvrditi dio hipoteze, da
je ekspresija FRa povezana s pojedinim karakteristikama tumora te da se unutar skupine TNBC
mogu izdvojiti pojedine skupine pacijentica na temelju histoloskog izgleda i gradusa karcinoma,
koje eksprimiraju vise razine FRa, te bi mogle imati eventualnu korist od ciljane terapije. Isto tako,
istrazivanje je pokazalo da uz razvoj novih, modernih metoda dijagnostike tumorskog tkiva i dalje
postoji potreba za osnovnim patohistoloskim pregledom i dijagnostikom. No moramo uzeti u obzir
nekoliko Cinjenica. Prvo, velika ve¢ina TNBC je histoloskog tipa duktalnoga invazivnog
karcinoma — bez posebnih karakteristika, dok na ostale tipove otpada mali broj, §to je pokazala i
ova studija (dijagnozu lobularnog invazivnog karcinoma imaju samo dvije ispitanice). | drugo,
veli¢ina uzorka bi mogla utjecati na rezultate, S obzirom na maleni broj ispitanica s dijagnozom

lobularnog invazivnog karcinoma unutar nase ispitivane skupine od 92 pacijentice.
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Da bi se procijenila povezanost H-scorea s dobi, brojem pozitivnih ¢vorova, veli¢inom
tumora i proliferacijskim indeksom Ki-67 u ovoj studiji, koristio se Pearsonov koeficijent
korelacije (r) (Tablica 5.7.). Uocilo se da je H-score zna¢ajno povezan s Ki-67, odnosno da uz vise
vrijednosti proliferacijskog indeksa Ki-67, H-score poprima nize vrijednosti (r = -0,284 P = 0,006).
Rezultat nam sugerirati da u skupini FRa pozitivnih, trostruko negativnih karcinoma drugi
¢imbenici odreduju maligni potencijal tumora te da on nije vezan za proliferacijsku aktivnost.
Takoder se pokazalo kako su viSe vrijednosti proliferacijskog indeksa Ki-67 prisutne kod veceg

promjera tumora (r = 0,210 P = 0,04) i obratno, $to se slaze sa podatcima iz literature.

U studiji koju su proveli Aboulhagag i suradnici pokazalo se kako vec¢ina tumora dojke,
kod kojih je nadena limfovaskularna invazija, pokazuju pozitivnu ekspresiju FRa (145). U nasoj
studiji nismo nasli statisticku znacajnost u povezanosti ekspresije toga receptora s
limfovaskularnom invazijom, ni kad se odredivao H-score, ni kada su se ispitanice na temelju toga
rezultata podijelile u FRa pozitivne i negativne (P=0,09, odnosno P=0,07). No iako nije statisti¢ki
znacajno, iz Tablice 5.9. se vidi kako znatno ve¢i broj ispitanica kod kojih nije utvrdena
limfovaskularna invazija imaju pozitivan FRa. Nalaz je kontradiktoran onome iz gore navedene
studije, $to se moze objasniti ¢injenicom da su Aboulhagag i suradnici navedeno ispitivali na svim
karcinomima dojke, a ne izolirano na TNBC, te razli¢itom veli¢inom ispitivane skupine 1
metodama evaluacije pozitiviteta. Isto tako, buduci da je ve¢ina TNBC pozitivna na FRa, te da tu
podskupinu karakterizira manja prisutnost limfovaskularne invazije u odnosu na druge skupine,
rezultat koji se dobio ovim istrazivanjem, pri izoliranoj analizi TNBC, ocekivan je te nam govori
da su u FRo pozitivnih trostruko negativnih karcinoma dojke za udaljeno Sirenje, 0Sim
limfovaskularne invazije, bitni neki drugi parametri.

Iz Tablice 5.8. vidi se da ispitanice s viSe pozitivnih ¢vorova, s manjim promjerom tumora
i manjim proliferacijskim indeksom imaju vise vrijednosti H-scora, u odnosu na ispitanice s manje
pozitivnih ¢vorova, ve¢im tumorom i1 veéim proliferacijskim indeksom, ali bez statisticke
znacajnosti. lako se nisu pokazali kao statisticki znacajni, ti rezultati sugeriraju da u TNBC koji
imaju vise vrijednosti ekspresije FRa, odnosno H-scorea, pojedini prognosticki ¢cimbenici nemaju

istu vrijednost kao i u drugim podtipovima karcinoma dojke.

Nakon $to se ispitala povezanost H-scorea FRa s patohistoloskim karakteristikama tumora,

isti se podijelio u skupine negativan, odnosno pozitivan FRa, te se skupina pozitivnog FRa dalje
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podijelila kako slijedi: nizak (10— 100), umjeren (101- 200) i visok (201- 300), kako bi se poblize
ispitala ekspresija tog receptora. 1z Tablica 5.9. 1 5.10. moze se vidjeti da nema znacajnih razlika u
raspodjeli ispitanica s obzirom na histoloski gradus tumora, limfovaskularnu invaziju, zahvacenost
¢vorova, proliferacijski indeks, statusu limfnih ¢vorova i veli¢ini tumora u odnosu na pozitivan ili
negativan folatni receptor alfa, odnosno nizak, umjeren ili visok FRa. Jedina znacajna razlika nasla
se samo u slucaju dijagnoze (Tablica 5.10.), no treba uzeti u obzir da dijagnozu invazivnoga
lobularnoga karcinoma imaju samo dvije ispitanice, zbog Cega je veli¢ina uzorka mogla utjecati na

dobiveni rezultat.

Na temelju rezultata mozemo zakljuciti da se u analizi folatnog receptora alfa, unutar
skupine trostruko negativnih karcinoma, zna¢ajnim pokazalo vrednovanje samog H-scorea toga
receptora, bez potrebne segregacije u potkategorije, koje bi se, eventualno, trebale drukcije
oblikovati. Isto tako, veli¢ina uzorka mogla bi imati ulogu pri podjeli u odredene kategorije te bi

se isto trebalo ispitati na vecem uzorku ispitanika.

Ova studija je ispitala i vjerojatnost pojavnosti relapsa bolesti, bilo u vidu lokalnog recidiva
ili udaljenih metastaza, te su se znacajno vise vrijednosti H-scorea nasle u ispitanica koje su imale
relaps u odnosu na one kod kojih isti nisu zabiljezeni (Tablica 5.6.). Nadalje, regresijskom Cox
analizom ispitao se utjecaj H-scorea na vjerojatnost da ¢e kod ispitanica do¢i do relapsa i
negativnog ishoda (Tablica 5.11.), te se multivarijathom regresijskom analizom (Stepwise metoda)
(Tablica 5.12.) H-score pokazao kao znacajni prediktor koji utjeCe na vjerojatnost pojave relapsa
bolesti, no ne kao i prediktor negativnog ishoda. Na temelju tih rezultata moze se zakljuciti kako
TNBC koji imaju vise vrijednosti H-scorea, odnosno FRa, imaju vecu vjerojatnost za razvoj
prosirene bolesti i/ili lokalnih recidiva, u odnosu na pacijentice s nizim vrijednostima tog receptora,
te se H-score folatnog receptora alfa, u pacijentica sa tim fenotipom, moze koristiti kao prediktor
za pojavu udaljene bolesti. Isto tako, moze se zakljuciti da je ekspresija folatnog receptora alfa u
TNBC vise vezana za metastatski potencijal tumora, nego za inicijalno lokalno Sirenje u aksilarne
limfne ¢vorove, te se time potvrdio dio hipoteze da se FRa moze koristiti kao prognosticki faktor
u trostruko negativnim karcinomima dojke. Kao bitan prediktor za pojavu relapsa pokazala se i
veli¢ina tumora, koja se, isto tako, pokazala i kao znacajan prediktor za vjerojatnost negativnog

ishoda, kao i negativnog ishoda u jednogodisnjem i trogodi$njem prezivljenju (Tablica 5.14., 5.15.
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I Slika 4.), Sto odgovara podatcima iz literature da je veli¢ina tumora bitan prognosticki ¢cimbenik

(70, 76).

bolesti i loSije prezivljenje. To su potvrdili Lin i suradnici, koji su pokazali da u toj skupini
karcinoma postoji znacajno povecanje rizika od smrtnosti unutar prve dvije godine od dijagnoze,
a Li i suradnici su pokazali da imaju gori OS, u razdoblju od tri godine, od ostalih podtipova
karcinoma (56, 57). U studiji o prezivljenju pacijenata s TNBC, Chintalapani i suradnici su
pokazali da je TNBC podtip karcinoma s rapidnim klinickim tijekom i ranim povratom bolesti te
je DFS u njihovoj ispitivanoj skupini iznosio 63,2 %, a OS 65,6 % (58). Dawood i suradnici su
dosli do sli¢nih rezultata s DFS od 63 % i OS od 71 %, unutar ispitivane skupine, dok su Ovcaricek
i suradnici ispitivali DFS i OS u razdoblju od pet godina, te su oni iznosili 68,2 % i 74,5 % (59,
73). U studiji o ekspresiji folathog receptora alfa u trostruko negativnim karcinomima dojke i
povezanosti s prezivljenjem, u razdoblju od pet godina, Ginter i suradnici nisu pronasli statisticki
znacajnu povezanost izmedu ekspresije tog receptora i OS. Medutim, pokazali su da ona znac¢ajno
korelira sa smanjenim DFS (146). Sli¢an rezultat dobili su Cui i suradnici, koji nisu primijetili
znacajnu povezanost FRa s OS, ni s DFS, dok su Norton i suradnici uodili bolje prezivljenje u

vecine pacijenata koji su eksprimirali taj receptor (147, 148).

U ovoj studiji ispitali su se prezivljenje bez povrata bolesti, definirano kao breast cancer-
free interval, i sveukupno prezivljenje (133) u odnosu na pozitivan, odnosno negativan FRa, te u

odnosu na ranije definirane skupine pozitivnoga FRa.

S obzirom na folatni receptor alfa pozitivan, odnosno negativan, aritmeti¢ka sredina
ukupnog prezivljenja je 64,7 mjeseci, bez znacajne razlike u odnosu na ekspresiju tog receptora.
Isto tako, nije se nasla znacajna razlika u preZivljenju bez povrata bolesti (Tablica 5.16.). Kada se
analiziralo prezivljenje u odnosu na skupine pozitivnoga folatnog receptora alfa, takoder se nije
nasla znacajna razlika u ukupnom prezivljenju i prezivljenju bez povrata bolesti u odnosu na taj
receptor (Tablica 5.18.). Kaplan-Meierovim krivuljama ispitala su se jednogodisnja i trogodi$nja
prezivljenja u odnosu na folatni receptor alfa. Rezultati su pokazali kako nema znacajne razlike ni
u jednogodiSnjem ni u trogodi$njem preZivljenju, u odnosu na pozitivni, odnosno negativni folatni
receptor alfa, kao ni u odnosu na taj receptor kada su se pozitivne vrijednosti podijelile u skupine.

Stoga se dio hipoteze, da je folatni receptor alfa bitan prognosticki ¢imbenik u trostruko negativnim
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karcinomima dojke, samo djelomi¢no potvrdio. Ekspresija toga receptora pokazala se bitnom u

predikciji pojave relapsa, no nije se pokazala kao bitna u prezivljenju pacijentica.
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7. ZAKLJUCCI

S obzirom na postavljenu hipotezu i ciljeve, a temeljem prikazanih rezultata, moze se zakljuciti

sljedece:

1.

Trostruko negativni karcinomi dojke u velikom broju pokazuju ekspresiju folatnog
receptora alfa, te se ista nasla u 85 % ispitanica (njih 78) ove studije, sto odgovara
podatcima iz literature.

H-score folatnog receptora alfa je imao statisticki znacajnu povezanost s histoloskim
tipom karcinoma te ispitanice sa gradusom Il karcinoma imaju znacajno vise vrijednosti
od onih sa gradusom Ill. Nadalje, pokazalo se da je u skupini trostruko negativnih
karcinoma dojke H-score folatnog receptora alfa znacajno povezan sa Ki-67
proliferacijskim indeksom te rezultati sugeriraju dau TNBC, koji su FRa pozitivni, neki
drugi ¢imbenici odreduju maligni potencijal tumora te da on nije vezan za
proliferacijsku aktivnost.

Zahvacanje aksilarnih limfnih ¢vorova u TNBC, unutar ove studije, nije statisticki
znacajno povezano s ekspresijom FRa, Sto sugerira da ista ne utjeCe na rano
lokoregionalno Sirenje bolesti.

U ovoj studiji nije se naSla statistiCki znaCajna povezanost ekspresije FRa s
limfovaskularnom invazijom. No iako nije statisticki znacajno, znatno vec¢i broj nasih
ispitanica, kod kojih nije utvrdena limfovaskularna invazija, imaju pozitivan FRa, §to
nam sugerira da su, kod FRa pozitivnih, trostruko negativnih karcinoma dojke, za
udaljeno Sirenje bitniji neki drugi parametri, a ne limfovaskularna invazija.

Statisticki znacajne vise vrijednosti H-scorea imaju ispitanice koje su imale relaps
bolesti te se H-score folatnog receptora pokazao kao znacajni prediktor koji utjece na
vjerojatnosti pojave relapsa, ¢ime se dijelom potvrduje hipoteza da se ekspresija
folatnog receptora alfa moze koristiti kao prognosti¢ki ¢imbenik u trostruko negativnim
karcinomima dojke.

Nije se nasla statisticki znacajna povezanost ekspresije folatnog receptora alfa sa
sveukupnim prezivljenjem i prezivljenjem bez povrata bolesti, kao ni s jednogodisnjim

ni trogodi$njim prezivljenjem. S obzirom na to, FRa se ne moze koristiti kao pokazatelj
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prezivljenja u pacijentica s trostruko negativnim karcinomom, barem ne u razdoblju od
3 godine, te bi se ista trebala ispitati za duze razdoblje.

Ova studija je pokazala da u trostruko negativnim karcinomima dojke ima varijabilnosti
u ekspresiji FRa, te se pokazalo kako se temeljem njega mogu izdvojiti odredene
skupine pacijenata koje bi se mogle koristiti kao potencijalne ciljne skupine pri razvoju
usmjerene terapije za taj fenotip karcinoma.

Prognosticka se vrijednost ekspresije folatnog receptora alfa u trostruko negativnim
karcinomima dojke, u ovoj studiji, uspjela samo djelomi¢no razjasniti. Dok se
ekspresija pokazala kao bitna prediktivna vrijednost za vjerojatnost pojave metastaza
i/ili recidiva, nije se utvrdila povezanost s prezivljenjem. Zbog navedenog, potrebna su

dodatna istraZivanja kako bi se prognosticki utjecaj FRo podrobnije ispitao.

56



8. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Folatni receptor alfa (FRa) je protein koji je prekomjerno eksprimiran u
razli¢itim tumorima. Pokazao se kao potencijalna prognosticka i terapeutska meta, ponajprije u
karcinomima ovarija i pluca, no isto tako i u karcinomima dojke. Studije su pokazale da je njegova
ckspresija visa u trostruko negativnim karcinomima (TNBC) u odnosu na druge fenotipove
karcinoma dojke. Stoga je cilj ove studije bio ispitati ekspresiju FRo unutar kohorte pacijenata

oboljelih od TNBC, a u korelaciji sa klini¢cko-patoloskim obiljezjima i prognosti¢kim ¢imbenicima.

Materijali i metode: Ucinjeno je imunohistokemijsko bojenje poliklonalnim protutijelom FRa na
arhivskim parafinskim blokovima pacijenata s TNBC Klinickog zavoda za patologiju i sudsku
medicinu Klinickog bolni¢kog centra Osijek. Kao pozitivan rezultat ocijenilo se membransko
bojenje te se ekspresija izrazila pomoéu H-score metode. Statistickim metodama korelirala se
ekspresija FRa s klinicko-patoloskim parametrima i ishodom, odnosno sveukupnim prezivljenjem

(OS) i prezivljenjem bez povrata bolesti (BCFI).

Rezultati: Vecina ispitanica imala je pozitivnu ekspresiju FRa (85 %, 78/92). Dokazana je
statisticki znaCajna povezanost ekspresije s histoloskim gradusom (Mann Whitney U test, P=0,03)
i tipom tumora (P=0,02). Pearsonovim koeficijentom korelacije uocilo se da uz vise vrijednosti
proliferacijskog indeksa Ki-67, H-score poprima nize vrijednosti (r =-0,284, P =0,006).
Multivarijatnom regresijskom analizom (Cox regresija, Stepwise metoda) H-score se pokazao kao
znacajni prediktor koji utjeCe na vjerojatnosti pojave relapsa bolesti (OR=1,005, P = 0,04). Nije se

dokazala statisticki znac¢ajna povezanost s OS i BCFI.

Zakljuc¢ak: FRa je u velikoj mjeri eksprimiran u TNBC te se, S obzirom na povezanost sa
pojedinim klinicko-patoloskim parametrima, mogu izdvojiti skupine pacijenata koje bi bile

potencijalna meta za nove terapijske mogucnosti u lijecenju TNBC.

Klju¢ne rijeci: folatni receptor alfa; H-score; karcinom dojke; trostruko negativan karcinom dojke
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9. SUMMARY

Folate Receptor Alpha Expression in Triple Negative Breast Cancer

Objectives: Folate receptor alpha (FRa) is a protein that is excessively expressed in various
tumours. It is shown to be a potential prognostic and therapeutic target, primarily in ovarian and
lung cancer, as well as in breast cancer. Studies have shown that its expression is higher in triple
negative breast cancer (TNBC), compared to other breast cancer phenotypes, hence the aim of this
study was to examine FRa expression in TNBC patient cohort, in correlation with

clinicopathological parameters and prognostic factors.

Material and methods: Immunohistochemistry was performed using polyclonal FRa antibody on
archival paraffin blocks, from the Department of Pathology and Forensic Medicine, University
Hospital Centre Osijek, of patients with TNBC. Membranous staining was deemed positive, and
H-score was used to evaluate FRa expression. Statistical analysis correlating FRa expression with
clinicopathologic parameters and clinical outcome, overall survival (OS) and disease-free survival

(BCFI), were performed.

Results: Most cases showed positive FRa expression (85%, 78/92). Statistically significant
correlation of expression and histologic grade (Mann Whitney U test, P=0,03), as well as the type
of tumour (P=0,02), was found. Using the Pearson coefficient of correlation, it was noticed that
with higher Ki-67 proliferation index values, H-score has lower values (r =-0,284, P = 0,006).
Multivariant regression analysis (Cox regression, Stepwise method) proved H-score to be a
significant predictor that affects the probability of disease relapse. (OR=1,005, P =0,04). No

correlation between FRa expression and OS and BCFI was found.

Conclusion: FRa is greatly expressed in TNBC, and given the correlation with clinicopathological
parameters, groups of patients could be identified that would be potential targets for new

therapeutic perspectives in the treatment of TNBC.

Keywords: breast cancer; folate receptor alpha; H-score; triple negative breast cancer
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