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1. UVOD

1.1.  Rak dojke

Karcinom dojke je najces¢i zlo¢udni tumor u Zena. Rijetko se javlja prije 25. i poslije
80. godine Zivota (1,2,3). U muskaraca je karcinom dojke rijedak. Od raka dojke oboli 1-2
muskarca na sto oboljelih. Ukupno u oba spola rak dojke nalazi se na treCem, odnosno na
cetvrtom mjestu po ucestalosti, ovisno o zemljopisnom polozaju (4,5,6).

U Hrvatskoj prema podacima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo, rak dojke ¢ini 22%
novih slu¢ajeva raka kod Zena (7).

U vecini razvijenih zemalja broj Zena oboljelih od raka dojke u stalnom je porastu, a
isti se trend primjecuje i u Hrvatskoj. Tako je 1969. godine registrirano 900, a posljednjih
godina i viSe od 2200 novooboljelih Zena godiSnje. Podaci Republi¢kog registra za rak pored
toga pokazuju da raste broj oboljelih Zena u mladim dobnim skupinama (7). Pojava raka dojke
u mladih Zena objaSnjava se promjenama nacina Zivljenja suvremene Zene, ukljucujuéi kasniji
prvi i zadnji porod, nedojenje, ucestalije prekide trudnoce, porast broja nerotkinja, hormonsku
terapiju, promjene Zivotnih navika, u nacinu ishrane veca je zastupljenost hrane bogate
mastima i proteinima, povecana izlozenost kancerogenim tvarima u hrani i okolini, te
naposljetku izloZenost radioaktivnosti (1,6). Na temelju navedenih ¢imbenika i nekih drugih
obiljezja, ukljucujuci ranu pojavu prve menstruacije, trajanje generativne dobi duze od 30
godina, prisutnost karcinoma dojke u ostalih ¢lanova obitelji, primjerice majke, sestara, te
ostalih rodaka Zenskog spola, prisutnost mutacije BRCA gena, mogu se definirati rizi¢ne
skupine za nastanak karcinoma dojke koje zahtijevaju detaljnije i ¢eS¢e kontrole $to bi moglo
omoguciti bolju ranu dijagnostiku i lijeCenje takvih Zena. Usprkos napretku dijagnostike i
terapije, rak dojke je najces¢i uzrok smrti Zena u dobi 35-59 godina Zivota (1-4,6).

Jedan od glavnih problema u lijecenju raka dojke je raznoliko bioloSko ponasanje
tumora dojke. Unato¢ prepoznavanju bolesnica s nepovoljnim tradicionalnim prognostickim
¢imbenicima, u klinickom prac¢enju bolesnica izdvajaju se dvije skupine bolesnica: a) one koje
¢e biti izlijeCene ili ¢e u¢i u razdoblje dugotrajne remisije bolesti, te b) one kod kojih ¢e
razmjerno brzo do¢i do ponovnog pojavljivanja bolesti. Prepoznavanje ove druge skupine
bolesnica, koje treba lijeciti agresivnijom kemoterapijskom shemom, od velikog je znafenja

za uspjesno lijeCenje bolesnica s rakom dojke. Stoga su danas brojna istraZivanja usmjerena



na prepoznavanje novih pokazatelja koji mogu predvidjeti bioloSko ponaSanje tumora,
odnosno tijek bolesti (8).
Unatoc¢ brojnim publikacijama o prognostickim ¢imbenicima, koji obogacuju spoznaje
o bioloskom ponaSanju tumora, kao i o njihovom utjecaju na daljnji tijek bolesti, tzv.
tradicionalni prognosti¢ki ¢imbenici jo§ uvijek imaju najveéu vaznost za predvidanje tijeka
bolesti 1 nacin lije€enja bolesnica. U tzv. tradicionalne prognostiC¢ke ¢imbenike ubrajaju se
veli¢ina tumora, histoloSki tip, stupanj diferenciranosti tumora, odsustvo ili postojanje
metastaze u limfnim ¢vorovima, hormonski steroidni receptori (estrogenski i progesteronski).
No danas se sve viSe analiza tumora nadopunjuje i dopunskim prognostickim ¢imbenicima,
tako da se odreduje: prisutnost i stupanj diferenciranosti intraduktalne komponente, analiza
¢imbenika rasta, odredivanje DNK sadrzaja proto¢nom citometrijom, odredivanje raznih
onkogena, vaskularne invazije i kromosomskih nenormalnosti (8,9,10).
Tumori dojke opcenito se dijele se na dobrocudne i zlo¢udne. S obzirom na histoloSki
tip Svjetska zdravstvena organizacija (Lyon 2003) predloZila je klasifikaciju zlo¢udnih

tumora dojke koja se danas koristi (11).

1.2.  Podjela tumora dojke

I EPITELNI TUMORI
a) benigni
b) maligni
II MIJESANI, VEZIVNI I EPITELNI TUMORI
a) fibroadenom
b) filoidni tumor
¢) karcinosarkom
IIT OSTALI TUMORI
a) tumori mekih tkiva
b) tumori koze
¢) tumori hematopoetskog i limfatickog tkiva
IV NEKLASIFICIRANI TUMORI
V FIBROCISTICNA BOLEST DOJKE
VI TUMORIMA SLICNE PROMJENE
VII METASTATSKI TUMORI



Epitelni tumori dojke dijele se u dvije glavne skupine i to na dobro¢udne 1 zlo¢udne epitelne
tumore.

1.2.1 Dobroc¢udni epitelni tumori

1.2.1.1 Intraduktalni papilom

Intraduktalni papilom je najceS¢e pojedinacna tumorska tvorba resiCastog izgleda,
promjera do 1 cm, koja nastaje u glavnim izvodnim kanali¢ima dojke blizu bradavice.
Klini¢ki je obiljezena seroznim ili sukrvavim iscjetkom iz dojke, prisutnos¢u malog
subareolarnog tumora i rijetko wuvladenjem bradavice. Razlikovanje dobro¢udnog
intraduktalnog papiloma od intraduktalnog papilarnog karcinoma moze biti vrlo teSko.

Preporucuje se kompletna ekscizija zbog mogucénosti recidiviranja tumora (1-3,9).

1.2.1.2. Adenom bradavice
Najcesce se javlja u Cetvrtom i petom desetljecu, skoro uvijek jednostrano, a Cesto je
pracen seroznim ili sukrvavim iscjetkom iz bradavice (1-3,9). Naziva se 1 floridna

papilomatoza kanali¢a bradavice. Klinic¢ki se moZe zamijeniti s Pagetovom bolesti.

1.2.1.3. Ostali adenomi
Adenomi dojke dijele se na tubularni, adenom laktacije i apokrini. Obi¢no su Zuckasti,

oStro ograniceni i ¢vrs¢i, a laktacijski adenom moZe se javiti multiplo (1-3,9).

1.2.2. Zlo¢udni epitelni tumori

Karcinom dojke mozZe nastati iz duktalnog (90%) ili lobularnog epitela (10%), a dijeli
se na one koji nisu probili bazalnu membranu (neinfiltriraju¢i) i na one koji to jesu
(infiltrirajuéi).

Histoloska klasifikacija karcinoma dojke SZO-e (11):
1. Invazivni duktalni karcinom, NOS

-mijeSani karcinom

-pleomorfni karcinom

-karcinom s orijaSkim stanicama tipa osteoklasta

-karcinom s koriokarcinomskim elementima



-karcinom s melanotskim elementima

. Invazivni lobularni karcinom

. Tubularni karcinom

2
3
4. Invazivni kribriformni karcinom
5. Medularni karcinom

6

Mucinozni karcinom i drugi tumori s obilnim stvaranjem sluzi
-mucinozni karcinom
-cistadenokarcinom i mucinozni karcinom cilindri¢nog epitela
-karcinom stanica tipa prstena pecatnjaka
7. Neuroendokrini tumori
-solidni neuroendokrini karcinom
-atipi¢ni karcinoid
-sitnostani¢ni karcinom
-velikostani¢ni neuroendokrini karcinom
8. Invazivni papilarni karcinom
9. Invazivni mikropapilarni karcinom
10. Apokrini karcinom
11. Metaplasti¢ni karcinomi
-Cisti epitelni metaplasti¢ni karcinomi
-planocelularni karcinom
-adenokarcinom sa metaplazijom tipa vretenastih stanica
-adenoskvamozni karcinom
-mukoepidermoidni karcinom
-mijeSani epitelno-mezenhimalni metaplasti¢ni karcinomi
12. Karcinom bogat lipidima
13. Sekretorni karcinom
14. Onkocitni karcinom
15.Adenoidno cisti¢ni karcinom
16. Karcinom acinarnih stanica
17. Karcinom svijetlih stanica-bogat glikogenom
18. Sebacealni karcinom

19. Inflamatorni karcinom



1.2.2.1. Neinfiltriraju¢i zlo¢udni tumori

Duktalni karcinom in situ (DCIS) je tumor koji nastaje od epitela kanali¢a dojke, ali
koji ne probija bazalnu membranu kanalica 1 ne infiltrira okolnu stromu. Postoji viSe
morfoloSkih tipova, ukljuCujuc¢i solidni tip, komedo tip, papilarni tip, mikropapilarni i
kribriformni tip. Obicno se pojavljuju mijesane slike, iako najcesc¢e jedan tip dominira. Tumor
se moze Siriti intraepitelno u lobule dojke. Papilarni karcinom koji raste unutar ciste i
ogranicen je na nju, naziva se neinvazivni cisti¢ni papilarni karcinom. U posljednje vrijeme se
ceS¢e odreduje stupanj diferenciranosti intraduktalne komponente. Zadnjih desetak godina
biljezi se porast DCIS s nekih 5% na 15-30 % zahvaljuju¢i sve ve¢em mamografskom
otkrivanju (1-3,10-12).

Lobularni karcinom in situ (LCIS) zahvaca intralobularne duktuse, koji su proSireni 1
ispunjeni gustim nakupinama stanica koje ne infiltriraju stromu. Stanice su relativno
jednoli¢ne, male ili srednje velike, okruglih jezgara i s pokojom rijetkom mitozom. Tumorske
stanice se mogu Siriti 1 u ekstralobularne izvodne kanali¢e i nadomjestiti duktalni epitel.
Lobularni karcinom in situ obi¢no se javlja multicentri¢no, ¢esto obostrano, te je udruZen s
invazivnim duktalnim i lobularnim karcinomom. Ne smatra se premalignom lezijom nego

biljegom povecanog rizika za razvoj raka dojke (1-3,11,13).

1.2.2.2. Infiltrirajuci zlocudni tumori

1.2.2.2.1. Invazivni duktalni karcinom ( NST, NOS)

To je najces¢i tip raka dojke, koji ¢ini ukupno 65-80% svih karcinoma dojke. Njegova
histoloska slika ne odgovara ni jednom posebnom tipu karcinoma dojke, dakle, dijagnoza se
postavlja iskljuivanjem. Neki autori (Page, Elston, Ellis) dodaju mu oznaku NST ("no
special type" - nikakav poseban tip), a neki (Fisher, Rosen) NOS ("not otherwise specified" -
koji nije drugacije odreden) (1,14).

Vise od 50% ukupne tumorske mase mora imati histoloske osobine ovog tumora da bi
se on klasificirao kao duktalni invazivni, NST. Ako se u tumoru nalazi i druga komponenta
(ili viSe njih) koja odgovara nekom specijalnom (posebnom) tipu, a ¢ini viSe od 50% ukupne
tumorske mase, tumor se klasificira kao mijeSani karcinom (duktalni invazivni + posebni tip).

Sam naziv duktalni karcinom nije potpuno precizan i ne oznacava sasvim sigurno podrijetlo



tumorskih stanica jer se danas smatra da vecina ovih karcinoma nastaje iz epitela terminalne
duktulo-lobularne jedinice, a ne iz duktalnog epitela.

Tumor se najceSc¢e otkriva kao palpabilni bezbolan ¢vor ili mamografski, kod Zena u
50-im godinama. Rijetko se prezentira kao Pagetova bolest, medutim, karcinom kod Pagetove
bolesti dojke gotovo je uvijek duktalni invazivni NST, a vrlo rijetko se radi o nekom
posebnom tipu (tubularni, medularni, papilarni, lobularni).

Velic¢ina varira od nekoliko milimetara (kod onih koji su mamografski otkriveni) do
10mm i viSe cm. Obicno su Cvrsti (zbog dezmoplasti¢ne strome) pa su nekad bili poznati i kao
scirozni karcinomi (gré. skirrhos - ¢vrst). NajceS¢e su zvjezdolika izgleda, s nepravilnim
rubom, ali nekad su i okruglasti pa se doimaju dobro ograni¢eni. Oni zvjezdolika izgleda
¢eS¢e su udruZeni s metastazama u pazus$nim limfnim ¢vorovima u odnosu na tumore
okruglaste konfiguracije. Boja je obi¢no sivo-bijela, a kod celularnijih tumora i Zuckasto-
smeda (1,3,15).

Histoloska slika je karakteristi¢no raznolika s obzirom na nacin rasta, izgled stanica,
mitotsku aktivnost, rubove tumora, izgled strome i pridruZenu intraduktalnu komponentu.
Tumorske stanice mogu stvarati gnijezda, tracke, solidne nakupine ili Zljezdane oblike. Mogu
se vidjeti i pojedinacne stanice koje se redaju "poput Indijanaca" (tzv. "Indian file") ili
koncentricno oko duktusa i krvnih Zila (tzv. targetoidno redanje), ali nemaju citomorfoloske
osobine invazivnog lobularnog karcinoma pa se ta slika ne smije zamijeniti s invazivnim
lobularnim karcinomom!

Stanice obi¢no imaju obilniju eozinofilnu citoplazmu, a jezgre mogu pokazivati blag,

umjeren ili izrazit polimorfizam. Mitotska aktivnost varira od slabe do izrazene.
Mikroskopski rubovi tumora mogu biti infiltrativni ili gurajuci ("pushing" rubovi), a moze se
vidjeti i kombinacija oba tipa. Stromalna komponenta takoder varira od oskudne vezivne do
obilne dezmoplasti¢ne strome. Nekad se uocavaju i Zarista elastoze, pogotovo periduktalno. U
manjem broju slucajeva nade se obilniji limfoplazmocitni upalni infiltrat i te sluajeve se ne
smije zamijeniti s medularnim karcinomom ¢ija dijagnoza pociva na strogim histoloSkim
kriterijima (1,3,16).

U vecini slucajeva (vise od 80%) nade se i intraduktalna komponenta koja varira od
oskudne do obilne, a koja izgledom Cesto odgovara invazivnoj komponenti. Za sada joS nije
sigurno da li je sama proporcija in situ komponente neovisan prognosticki pokazatelj.
Velic¢ina intraduktalne komponente vaznija je kao ¢imbenik rizika za recidiv tumora nakon
postednih zahvata na dojci jer upucuje na vecu vjerojatnost da su zahvaceni i rubovi ekscizije.

Invazivni karcinomi s ekstenzivnom in situ komponentom (EIC), definirani kao invazivni



karcinomi s intraduktalnom komponentom koja zauzima 25% ili viSe ukupne tumorske mase
te se prostire i izvan glavne tumorske mase, imaju znatno vecu ucestalost lokalnih recidiva od
karcinoma bez EIC-e, a znatan broj tih recidiva je u obliku invazivnog karcinoma
(10,14,15,16,17).

Prognoza invazivnog duktalnog NST karcinoma dojke, gledano opc¢enito, je najloSija
od svih invazivnih karcinoma dojke. Medutim, radi se o izrazito heterogenoj skupini tumora
unutar koje se nalazi Citav spektar od prognosticki povoljnih do izuzetno nepovoljnih
karcinoma pa se prognoza procjenjuje individualno prema citavom nizu prognostickih
¢imbenika o kojima ¢e kasnije biti viSe receno, a od kojih su najvazniji status limfnih ¢vorova,
histoloski gradus i1 veliina tumora te prediktivnih ¢imbenika, kao Sto su status estrogenskih
receptora i HER2/neu status (oko 70-80% duktalnih NST karcinoma ima pozitivhe
estrogenske receptore, a 15-30% je HER2/neu pozitivno) (17).

Prognoza mikroinvazivnog karcinoma je u pravilu dobra. Nerijetko je histoloSka
dijagnoza mikroinvazije problemati¢na, a 1 sam pojam mikroinvazije nije precizno definiran.
Danas je najSire prihvacena definicija AJCC-a (American Joint Comission on Cancer) iz
1997. koja kaze da je mikroinvazija "Sirenje karcinomskih stanica izvan bazalne membrane u
okolno tkivo, u ZariStima veli¢ine do 0,1 cm". Ako postoje multipla ZariSta mikroinvazije
uzima se u obzir samo promjer najveceg ZzariSta (ne zbrajaju se promjeri pojedinacnih

Zarista!). Ovakve lezije prema TNM Kklasifikaciji spadaju u T1mic stadij (17,18).

1.2.2.2.2.. Invazivni lobularni karcinom

Invazivni ili infiltrativni lobularni karcinom je na drugom mjestu po ucestalosti medu
invazivnim karcinomima dojke i na njega otpada od 5-10% (po nekim studijama od 0,7 do
15%) svih karcinoma dojke. Spomenute razlike u ucestalosti najve¢im dijelom se odnose na
razli¢ite dijagnosticke kriterije jer je od vremena ranih 40.-ih, kad su Foote i Stewart opisali
klasi¢ni tip invazivnog lobularnog karcinoma, opisano viSe razlicitih varijanti koje su proSirile
spektar lobularnog karcinoma. Ne zna se sa sigurno$¢u da li svi ti karcinomi nastaju iz
lobularnog epitela, ali ih se smatra varijantama lobularnog karcinoma jer su u 40-90%
sluajeva udruzeni s lobularnim neinvazivnim karcinomom, a morfoloski i klinicki se
razlikuju od duktalnog invazivnog karcinoma, NST.

Javlja se u Sirokom dobnom rasponu (26-86 god.), najces¢e od 45. do 56. godine, kao
neoStro ograni¢ena masa ili nejasno zadebljanje, obi¢no u gornjem vanjskom kvadrantu dojke.
Kod ovih tumora ¢esto je zahvacena i druga dojka (8-19% slucajeva), bilo sinkrono (unutar 2

mjeseca od otkrivanja prvog tumora) ili metakrono. Tumor u drugoj dojci je najceSce



invazivan, a u vecini slucajeva se radi o lobularnom karcinomu ili mijeSanom karcinomu s
lobularnom komponentom (1-3,19,20,21).

Veli¢ina lobularnog karcinoma varira od mikroskopskih Zarista do difuzne
zahvacenosti Citave dojke. NajceS¢e se prezentira kao zvjezdoliki, sivkasto-bjelkasti, ¢vrsti
¢vor koji se teSko moze razlikovati od duktalnog invazivnog karcinoma, ali se mogu vidjeti i
neke neobi¢ne forme, primjerice nejasno ograni¢ena induracija dojke ili razbacani sitni, ¢vrsti
¢vori¢i poput zrna pijeska. Obi¢no nema degenerativnih promjena (kalcifikata, krvarenja,
nekroze, cisti¢ne degeneracije).

U histoloskoj slici dominiraju dvije osnovne karakteristike lobularnog invazivnog
karcinoma - izgled stanica i nacin rasta - razlicito su izraZene u pojedinim podtipovima. Treca
vazna karakteristika je prisutnost lobularnog neinvazivnog karcinoma koji se nade u oko 90%
slucajeva klasi¢nog lobularnog karcinoma te u 40-60% slucajeva s varijantnom histoloSkom
slikom.

Prognosticki nema znacajnije razlike u preZivljenju izmedu bolesnica s invazivnim
duktalnim i lobularnim karcinomom. Prema veli¢ini tumora nema razlike u ucestalosti
metastaza u pazu$ne limfne évorove kod duktalnih i lobularnih invazivnih karcinoma. Cak
prema nekim studijama nema ni znacajnije razlike u ucestalosti kontralateralnog karcinoma.
Ucestalost metastaza u limfne ¢vorove pazuha kod lobularnih invazivnih karcinoma je od 30
do 40%. Najvazniji prognosti¢ki ¢imbenik su veli¢ina tumora i status limfnih ¢vorova (19-

21).

1.2.2.2.3. Tubularni karcinom

Tubularni karcinom je dobro diferencirani invazivni karcinom dojke graden od
tubularnih formacija u obilnoj vezivnoj stromi, obloZenih jednim slojem jednoli¢nih epitelnih
stanica. Tumor ima ogranic¢en metastatski potencijal i odli¢nu progozu. Ne smije se zamijeniti
s duktalnim invazivnim karcinomom niskog gradusa koji stvara tubule (obloZeni su slabije
diferenciranim epitelom!).

Rijedak je i na njega otpada 1-4% svih simptomatskih karcinoma dojke, a nesto je
ucestaliji (7,7-27%) u skupini mamografski otkrivenih karcinoma. Danas se 60-70%
tubularnih karcinoma otkriva mamografski u pretklinickoj fazi (22).

Javlja se u svim dobnim skupinama a najceS¢e u dobi 44-49 godina. Opisani su i rijetki
slu¢ajevi kod muskaraca (manje od 1% svih karcinoma muske dojke).
Obicno se radi o solitarnim lezijama koje se javljaju u perifernim dijelovima dojke. Medutim,

u 10-20% bolesnica nadeno je viSe odvojenih ZariSta tubularnog karcinoma u jednom ili vise



kvadranata dojke, Cesto udruZeno s multiplim ZariStima hiperplazije cilindri¢nih stanica

(23,24).

1.2.2.2.4. Invazivni kribriformni karcinom (IKK)

IKK je dobro diferencirani invazivni karcinom dojke, koji ima specifi¢nu histoloSku
sliku 1 dobru prognozu. Rijedak je i ¢ini od 0,6 do 3,5% tumora dojke (25,26).
Kribriformna slika mora zauzimati najmanje 90% tumora da bi se on svrstao u kategoriju
Cistog (klasi¢nog) invazivnog kribriformnog karcinoma. Pravilo 90% ne vazi samo u sluc¢aju
kad je druga komponenta tubularna, kada je dovoljno da tumor ima kribriformnu sliku u vise
od 50% tumora. Ako je prisutna neka druga invazivna komponenta, tumor se klasificira kao

mijesani karcinom (27-30).

1.2.2.2.5. Medularni karcinom

Medularni karcinom je tip invazivnog karcinoma dojke koji od 1949., kad je prvi put
detaljnije definiran (Moore i Foote), joS uvijek izaziva dijagnosticke probleme. Vise studija je
pokazalo neslaganje dijagnosti¢kih kriterija medu razliitim patolozima, a shodno tome i
njegova ucestalost varira od 2 do 10%.
Javlja se u nesto mladoj dobi (45-54 godine) i na njega otpada 10% karcinoma u Zena mladih
od 35 godina. Rijedak je u starijih osoba. Najcesce se prezentira kao palpabilni ¢vor u
vanjskom gornjem kvadrantu dojke. Zanimljivo je da su pazus$ni limfni ¢vorovi cCesto
povecani, ali se histoloSki ne nalazi metastatskih depozita, ve¢ reaktivna slika s folikularnom

hiperplazijom i sinus histiocitozom (31-33).

1.2.2.2.6. Mucinozni karcinom

Ovaj tip karcinoma dojke poznat je i kao koloidni, mukoidni ili gelatinozni karcinom.
Na njega otpada 1-3% svih invazivnih karcinoma dojke, a spada u skupinu prognosticki
povoljnih karcinoma.

Prema najnovijoj klasifikaciji tumora dojke SZO-e, spada u Siru skupinu karcinoma
dojke koji stvaraju sluz, zajedno s karcinomom sa stanicama tipa prstena pec€atnjaka (koji je
opisan u okviru lobularnog karcinoma) te mucinoznim cistadenokarcinomom i mucinoznim
karcinomom cilindri¢nih stanica.

Glavna je karakteristika ovog tumora prisutnost obilne ekstracelularne sluzi, vidljive i

golim okom. Javlja se u rasponu od 21-94 god., a najc¢es¢i je u 7. desetljecu, dakle bolesnice



su nesto starije no one s duktalnim invazivnim karcinomom. Obic¢no se prezentira kao mek3a,

palpabilna masa, a bol, iscjedak i povlacenje koZze su rijetki (34-37).

1.2.2.2.77. Neuroendokrini tumori

U ovu skupinu nekad su se ubrajali karcinomi dojke koji su pokazivali morfoloske,
histokemijske ili imunohistokemijske znakove neuroendokrine (NE) diferencijacije. Neki
autori smatraju da ovi tumori ne predstavljaju specificnu histopatolosku kategoriju ve¢ oblik
endokrine ili biokemijske metaplazije koji se moZe na¢i u razliitim tipovima karcinoma
dojke (38).

Dijagnosticki kriteriji su bili razli¢iti (morfoloski, histokemijski, imunohistokemijski)
pa je to bila vrlo heterogena skupina tumora. Najveci broj studija uzimao je u obzir karcinome
s histokemijski definiranom NE diferencijacijom, dakle one u kojima je histokemijskim
metodama (Grimelius) dokazano postojanje argirofilnih zrnaca u citoplazmi pa je prema
njima ucestalost ovih karcinoma bila 3-25% (negdje ¢ak do 52%!) svih karcinoma dojke.
Argirofilija je nadena u 8-80% invazivnih mucinoznih karcinoma, 50-100% invazivnih
lobularnih karcinoma te 15-71% duktalnih NST karcinoma. Znakovi NE diferencijacije mogu
se na¢i i u intraduktalnoj komponenti tumora (38-40).

Prema kriterijima SZO, NE tumori dojke imaju karakteristi¢cne morfoloske osobine NE
tumora poput onih iz pluca ili probavnog sustava i imunohistokemijski pokazuju ekspresiju
NE biljega (kromogranin, sinaptofizin, neuron specifi¢na enolaza) u viSe od 50% stanica.
Prognoza NE karcinoma dojke posebno ne odudara od prognoze drugih karcinoma dojke 1

vezana je uz uobicajene prognosticke cimbenike (38-41).

1.2.2.2.8. Papilarni karcinom

Potrebno je razlikovati invazivni od neinvazivnog papilarnog karcinoma dojke.
Invazivni papilarni karcinom je prili¢no rijedak 1 ima relativno dobru prognozu. Neinvazivni
papilarni karcinom je neSto CeS¢i, a predstavlja oblik intraduktalnog karcinoma. Invazivna
komponenta moze imati papilarnu sliku ili sliku duktalnog invazivnog karcinoma. Tumor
moze biti cistican ili solidan.

Na njega otpada manje od 1-2% svih karcinoma dojke u Zena. Javlja se kod neSto
starijih Zena, naj¢eS¢e u dobi 63-67 godina, kao ¢vor u centralnom dijelu dojke (u gotovo 50%
slucajeva), Cesto s iscjetkom iz bradavice (22-34% slucajeva). Pazus$ni limfni ¢vorovi ¢esto su
povecani, medutim, radi se o benignim reaktivnim promjenama, a metastaze su rijetke. Tumor

je sporog rasta i dobre prognoze (42-44).
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1.2.2.2.9. Invazivni mikropapilarni karcinom

Invazivni mikropapilarni karcinom je rijetka i tek nedavno opisana varijanta
invazivnog duktalnog karcinoma dojke, a mozZe se javiti u Cistom obliku (vrlo rijetko) ili u
kombinaciji s drugim tipom invazivnog karcinoma dojke. Zari$ni mikropapilarni rast opisan
je u 3-6% karcinoma dojke.

Javlja se u dobnom rasponu od 36 do 81 god., kao palpabilni, naj¢eS¢e unilateralni
¢vor, Cesto ve¢ od samog pocetka s pazuSnim metastazama (72-77% slucajeva).
Limfati¢ka invazija opisana je u 50-72,7 % slucajeva i to je jedna od istaknutih osobina ovog
tumora. Cak i vrlo mala komponenta mikropapilarnog karcinoma u tumoru dojke jako

povecava rizik limfaticke invazije i zahvacanja regionalnih limfnih ¢vorova (45-48).

1.2.2.2.10. Apokrini karcinom

Znakovi apokrine diferencijacije mogu se nac¢i u gotovo 30% karcinoma dojke, ali se
dijagnoza apokrinog invazivnog karcinoma postavlja tek ako viSe od 90% tumorskih stanica
ima histoloski 1 imunohistokemijski apokrine karakteristike.
Na ovaj tip karcinoma otpada 1-4% invazivnih karcinoma dojke.
Klini¢ka prezentacija odgovara onoj kod invazivnih duktalnih karcinoma, NST. Bol, iscjedak
ili Pagetova bolest su neuobicajeni.
Bilateralni apokrini karcinomi su izuzetno rijetki, a opisani su rijetki slu¢ajevi neapokrinog
karcinoma u kontralateralnoj dojci.
Javlja se u dobi od 34 do 78 godina, a najces¢e u Sestom i sedmom desetljecu. Rijetki

slucajevi su opisani u muskoj dojci (49-51).

1.2.2.2.11. Karcinom s metaplazijom

To je morfoloski heterogena skupina karcinoma dojke ¢ija je osnovna karakteristika
metaplazija jednog dijela tumorskih Zljezdanih epitelnih stanica u neki drugi stanicni tip, bilo
epitelni ili mezenhimalni. Metaplazija se u karcinomima dojke moZe javiti u obliku manjih
mikroskopskih ZariSta pa sve do zahvacanja veceg dijela tumorske mase.

Ne zna se sigurno iz kojeg tipa stanica nastaje metaplasticni karcinom, da li iz

Zljezdanih epitelnih stanica (Sto je najvjerojatnije), iz mioepitelnih stanica ili multipotentnih
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primitivnih mati¢nih stanica. Ultrastrukturni 1 imunohistokemijski nalazi uglavnom govore u
prilog epitelnog podrijetla.

U ovu skupinu se svrstavaju svi oblici karcinoma u kojima se mogu nac¢i ZariSta
ploCaste metaplazije unutar invazivnog karcinoma, te podrucja hrskavicnog i kostanog izgleda

odnosno ZariSta vretenastih stanica (52-55).

1.2.2.2.12. Karcinom bogat lipidima

U ovu kategoriju svrstavaju se rijetki karcinomi dojke gradeni od stanica koje sadrze
obilje lipida u citoplazmi. Na rutinskom hemalaun eozinskom (HE )preparatu ove stanice
imaju obilniju svijetlu, vakuoliziranu citoplazmu jer su lipidi otopljeni u procesu pripreme
preparata. Lipidi se mogu dokazati u svjeZem, nefiksiranom materijalu posebnim
histokemijskim bojanjima (Sudan) ili elektronskim mikroskopom.

Klini¢ki se ne razlikuju od uobicajenih karcinoma dojke. NajcesSce se radi o duktalnom
invazivnom, slabije diferenciranom karcinomu, mada se mogu vidjeti i drugi histoloski tipovi.
Neutralni lipidi moraju se nalaziti u vecini (>90%) stanica da se tumor svrsta u ovu
kategoriju. Stanice su obi¢no difuzno pozitivne na a-laktalbumin. U stanicama se ne nalaze
mucini.

Treba ih razlikovati od metastaze karcinoma bubrega te drugih karcinoma dojke
gradenih od svijetlih stanica (karcinom bogat glikogenom, apokrini karcinom, "signet ring"

karcinom) (56-58).

1.2.2.2.13. Sekretorni (juvenilni) karcinom

Radi se o karcinomu s blijedim stanicama koje imaju izrazenu sekretornu aktivnost
kakva je vidljiva u trudno¢i i laktaciji. U citoplazmi tumorskih stanica i Zljezdolikim
prostorima prisutan je PAS pozitivan materijal. Javlja se ¢eS¢e u mladih osoba i ima dobru

prognozu. Ne smije se zamijeniti s duktalnim invazivnim karcinomom u trudno¢i (59,60).

1.2.2.2.14. Onkocitni karcinom

To je vrlo rijetka varijanta karcinoma dojke gradena od stanica obilne eozinofilne
zrnate citoplazme koje imunohistokemijski pokazuju jaku reaktivnost s protumitohondrijskim
serumom, a negativne su na GCDFP-15, §to odgovara onkocitnim stanicama. ViSe od 70%
tumorske mase mora biti gradeno od takvih stanica da se tumor svrsta u ovu kategoriju.
Ultrastrukturno, onkociti sadrze brojne okrugle do ovalne, nekad nabubrele mitohondrije

izravnatih krista, koji su difuzno rasporedeni u 60% ili vise ukupne citoplazmatske povrSine,
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bez luminalnog ili bazalnog nakupljanja, a ne vide se sekretorna zrnca, vezikule niti lizosomi
(61,62).
1.2.2.2.15. Adenoidni cisti¢ni karcinom

Mikroskopski pokazuje karakteristicni kribriformni izgled. Ovakav histoloski tip
tumora je inaCe karakteristiCan za Zlijezde slinovnice. Tumor se rijetko javlja u dojci.

Prognoza je bolja od prognoze duktalnog invazivnog karcinoma (63).

1.2.2.2.16.Inflamatorni karcinom (IK)

Inflamatorni karcinom nije poseban histoloski tip ve¢ se radi o specificnoj klini¢koj
prezentaciji karcinoma dojke. Klini¢ka slika moZe upucivati na netumorsku, upalnu bolest
(nagli pocetak, bol, crvenilo, toplina, ¢esto povecani regionalni limfni ¢vorovi), a smatra se da
nastaje uslijed limfaticke opstrukcije tumorom. Na njega otpada 1-3% svih karcinoma dojke.
Inflamatorni karcinom klasificira se prema TNM klasifikaciji kao T4d odnosno stadij IIIb i
oblik je uznapredovalog karcinoma dojke.

KozZa dojke je zadebljana, edematozna (izgled narancine kore — peau d'orange), crvena,
topla. Ovakve promjene, prema Haagensenu, moraju zahvacati bar tre¢inu koZe dojke, ali
prema drugima, i karcinomi s manjim inflamatornim koZnim promjenama imaju jednako loSu
prognozu. Obi¢no se palpira ve¢i tumor centralno ili je dojka difuzno indurirana, bez jasnog
tumora. Pagetova bolest se rijetko vidi.

LijeCenje obi¢no zapoCinje s primarnom kemoterapijom, nastavlja se kirurgijom,
adjuvantnom kemoterapijom te lokoregionalnim zra¢enjem. LijeCenje ovakvih tumora je joS$

uvijek nezadovoljavajuce 1 samo oko 30% lijecenih bolesnica je Zivo nakon 5 godina (64,65).

Ostali: Ovdje spada primjerice karcinom bogat glikogenom, karcinom acinarnih stanica,
sebacealni karcinom.

Pored toga rijetko se javljaju karcinom malih stanica 1 karcinom stanica poput prstena
pecetnjaka, gradeni su od stanica za koje nije jasno da li su lobularnog ili duktalnog podrijetla

(25,60).

1.3. Odredivanje klinickog stadija raka dojke

Poradi izbora najprikladnijeg nacina lijeCenja, procjene prognoze i mogucénosti
usporedbe razliCitih terapijskih protokola bolesnice se, ovisno o prosirenosti bolesti,

svrstavaju u odredene stupnjeve. Najprimjenjivaniji sustav stupnjevanja je TNM sustav koji je
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prihvatilo 1 udruzenje International Union Against Cancer (UICC) 1 American Joint
Comission on Cancer Staging and Results Reporting (AJCC).

TNM sustav ukljucuje veliCinu primarnog tumora (T), proSirenost tumora u regionalne
limfne ¢vorove (N) i udaljene metastaze (M). Klini¢ka podjela nastaje na temelju fizikalnog
pregleda, te laboratorijskih i radioloSkih nalaza.

TNM Kklasifikacija tumora dojke (67):

T - primarni tumor

Tx - primarni tumor se ne moZe odrediti

To - primarni tumor nije dokazan

Tis - karcinom in situ: intraduktalni karcinom, lobularni karcinom in situ,
Pagetova bolest bradavice bez tumora

Ty - tumor <2 cm
Tia: tumor > 0.1 cm ali ne veéi od 0.5 cm
Tip: tumor > 0.5 cm ali ne ve¢o od 1 cm
Ti.: tumor > 1cm ne veéi od 2 cm

T, - tumor veci od 2 cm, ali manji od 5 cm

T - tumor veéi od 5 cm

T4 - tumor bilo koje veli¢ine s Sirenjem u koZu ili pri¢vrSéen uz
prsnu stijenku
T4,: tumor pricvrséen uz prsnu stijenku
Tap: edem ili ulceracija koze ili satelitski koZni ¢vorovi u
istoj dojci
Tac: Taa1 Tap

Taq : inflamatorni karcinom

N - regionalni limfni ¢vorovi
pNx - regionalni limfni ¢vorovi se ne mogu odrediti
pNo - nema metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima histoloski
pNo(i-) — nema metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima histoloski,
negativna imunohistokemijska analiza ( IHC )
pNo(i+) — nema metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima histoloski,
pozitivna IHC analiza, IHC izilirane tumorske stanice ne prelaze 0.2 mm
pNo(mol-) - nema metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima histoloski,

negativna molekularna analiza (RT-PCR)
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pNo(mol+) - nema metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima histoloski,
pozitivna molekularna analiza (RT-PCR)

pNmi — mikrometastaza (od 0.2 mm do 2 mm)
pN; — metastaze u ipsilateralnim pazusnim limfnim ¢vorovima (do 3 limfna
¢vora) i/ili u limfnom ¢voru uz unutarnju mamarnu arteriju koji je
utvrden biopsijom limfnog ¢vora ¢uvara (sentinel ¢vora )
pNi,— metastaze u jednom do tri limfna ¢vora
pNip — metastaze u limfnom ¢voru uz unutarnju mamarnu arteriju koji je
uvrden biopsijom sentinel limfnog ¢vora
pNi.— metastaze u jednom do tri limfna ¢vora i u limfnom ¢voru uz
unutarnju mamarnu arteriju koji je otkriven biopsijom sentinel limfnog
¢vora
pN; - metastaze u Cetiri do devet pazusnih limfnih ¢vorova, ili u limfnim
¢vorovima uz unutarnju mamarnu arteriju koji su otkriveni klinickim
pretrgama
pN2, - metastaze u Cetiri do devet pazusnih limfnih ¢vorova (najmanje
jedno ZariSte mora biti vece od 2 mm)
pNyp - metastaze u limfnim ¢vorovima uz unutarnju mamarnu arteriju uz
odsustvo metastaza u pazusnim limfnim ¢vorovima
pN3 - metastaze u 10 ili viSe aksilarnih limfnih ¢vorova ili u
infraklavikularnom limfnom ¢voru, ili metastaze u ¢vorovima uz
unutarnju mamarnu arteriju koje su otkrivenene klinicki uz prisustvo jedne
ili viSe metastaza u pazusnim limfnim ¢vorovima; ili metastaza u tri ili
viSe pazusna limfna ¢vora uz klini¢ki negativne limfne ¢vorove uz
unutarnju mamarnu arteriju ali s mikrometastazama u njima; ili metastaza u
suprakalvikularnom limfnom ¢voru
pN3, — metastaze u 10 ili viSe pazuSnih limfnih ¢vorova (s najmanje
jednom metastazom ve¢om od 2 mm) ili u infraklavikularnom limfnom
¢voru
pNsp — metastaze u ¢vorovima uz unutarnju mamarnu arteriju koje su
otkrivene klini¢ki uz prisustvo jedne ili viSe metastaza u pazuSnim
limfnim ¢vorovima; ili metastaza u tri ili viSe pazu$na limfna ¢vora uz
klini¢ki negativne limfne ¢vorove uz unutarnju mamarnu arteriju ali s

mikrometastazama u njima koje su otkrivene biopsijom sentinel limfnog
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¢vora
pNi. — metastaze u supraklavikularnim limfnim ¢vorovima
M - udaljene metastaze
My - postojanje udaljenih metastaza ne moZze se odrediti
M) - nema udaljenih metastaza

M, - udaljene metastaze

Tablica 1 prikazuje TNM stadije za karcinom dojke (AJCC) (67):

Tablica 1. Stadiji karcinoma dojke prema TNM klasifikaciji
Stadiji

0 Tis NO MO
I Tl NO MO
ITA TO N1 MO
Tl NI MO
T2 NO MO
1B T2 NI MO
T3 NO MO
IITA TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
I11B T4 NO MO
T4 NI MO
T4 N2 MO
111(@ svaki T N3 MO

1\Y svaki T svaki N M1




1.4. Prognosticki ¢imbenici kod raka dojke

Karcinomi dojke su izuzetno heterogena skupina tumora cija je prognoza vrlo razlicita
od slucaja do slucaja te se odreduje individualno prema citavom nizu klinickih i patoloskih
prognostickih pokazatelja.

Prognosticke c¢imbenike kod raka dojke moZe se u grubo podijeliti na one
tradicionalne i novije gdje spada cijeli niz ¢imbenika od kojih su mnogi jo§ predmet

ispitivanja 1 klinickih studija.

1.4.1. Stanje limfnih ¢vorova

Vaznost disekcije i analize limfnih ¢vorova je u prvom redu u dobivanju vaznih
prognosti¢kih informacija, ali takoder i u kontroli bolesti. Ovo je najvazniji prognostic¢ki
¢imbenik u bolesnica s karcinomom dojke. Bolesnice s negativnim limfnim ¢vorovima imaju
5-ogodisnje prezivljenje bez bolesti preko 80%, a ako su ¢vorovi pozitivni, prezZivljenje je
ispod 65%. Rizik pojave recidiva te ukupno prezivljenje ovise i o broju zahvacenih limfnih
¢vorova (68, 69).

Lokalizacija limfnih ¢vorova unutar pazuha takoder je vazna. Pazuh se moze dijeliti u
tri razine, ovisno o odnosu prema malom pektoralnom miSicu (ispod, iza te iznad malog
pektoralnog miSica - I, II te III razina). Prognoza je loSija ako su zahvacene vise razine (II,
D). U pravilu se nade progresivno Sirenje metastaza iz I prema III etazi, ali su moguce i tzv.
"skip" (preskakajuce) metastaze (70-72).

Ako se pregledom limfnog C¢vora (na HE preparatu, imunohistokemijski ili
molekularnim metodama) nadu tek pojedinacne tumorske stanice ili manje nakupine ¢iji
promjer nije vec¢i od 0,2 mm, takav nalaz izdvaja se u posebnu kategoriju — izolirane tumorske
stanice — 1 klasificira kao pNy, a spada u klinicki stadij I (ovisno o veli€ini primarnog tumora)
(73).

Prognosticki loSije znacenje ima Sirenje tumorskog tkiva izvan kapsule limfnog ¢vora
u okolnu mast (ekstranodalno Sirenje) kao i invazija hilusa (hilarno meko tkivo i/ili eferentne
zile)(72). Danas je prihvacen stav da opseg odstranjenja limfnih Cvorova iz aksile treba
obuhvatiti razinu I i II limfnih ¢vorova. Razina III limfnih ¢vorova pazuha rutinski se ne
odstranjuje. Takoder se rutinski ne odstranjuju interpektoralni (Rotterovi) limfni ¢vorovi
prilikom disekcije pazuha a rijetko se i nadu. Danas je dosta kontroverznih podataka u

literatur je li za klinicki negativni pazuh potrebno raditi kompletnu disekciju ili samo biopsiju

17



limfnog ¢vora strazara tzv. sentinela. "Sentinel" ¢vor je prvi pazu$ni ¢vor kroz koji prolazi
limfaticka drenaZa dojke (straZar na vratima pazuha). NajceS¢e se radi o jednom ¢voru, ali
moze ih biti i viSe. Pozitivan ili negativan sentinel odreduje da li primjeniti disekciju ili ne.
Odstranjenje limfnih ¢vorova iz pazuha uzrok je poslijeoperacijskog morbiditeta. Gotovo u
pravilu praceno je u poslijeoperacijskom toku nakupljanjem seroma, Cesto Zene imaju
parestezije podrucja pazuha koje je trajno, a nerijetko se razvije i limfedem ruke. U kirurgiji
se nastoji izbje¢i disekcija pazuha kad god je to moguce a za klini¢ki negativne ¢vorove
pazuha biopsija sentinela predstavlja alternativni zahvat. U Europi i SAD-u su u toku brojne
prospektivne randomizirane studije koje ¢e nam donijeti odgovore na ta pitanja. Disekcija
aksile se ne preporuca u slucajevima neinvazivnog karcinoma, mikroinvazivnog karcinoma te
kod tubularnih karcinoma manjih od 1 cm (mali rizik zahvacenosti aksile, dobra prognoza)
(72,74,75).

Nakon pazuha, drugo po vaZnosti drenaZzno podrucje je u limfne ¢vorove duz unutarnje
mamarne arterije. Oni su zahvaceni ukupno u 22% slucajeva, ¢esce kod tumora u medijalnoj
polovini dojke i kod pozitivne aksile (zahvaceni su u >50% sluc¢ajeva s tumorom u medijalnoj
polovini dojke, s pozitivnom aksilom, a u <1% slucajeva tumora u vanjskoj polovini dojke, s
negativnom aksilom).

Supraklavikularni limfni ¢vorovi zahvaceni su u oko 20% slu€ajeva s pozitivnom

aksilom, a gotovo nikad nisu zahvaceni kod negativne aksile (76).

1.4.2. Veli¢ina tumora

Veli¢ina tumora je jedan od vaZznijih prognosti¢kih ¢imbenika, pogotovo u bolesnica s
negativnim pazus$nim limfnim ¢vorovima.
Izmedu veli¢ine tumora i zahvacenosti limfnih Cvorova te veli¢ine tumora i preZivljenja
postoji linearni odnos. Prognosticko znacenje veli¢ine tumora neovisno je o stanju limfnih
¢vorova .

Bolesnice s manjim tumorima imaju bolju prognozu. Kod tumora manjih od 1 cm u
promjeru, s negativnom aksilom, 20-ogodisSnje preZivljenje bez bolesti je 88%.
Pojam minimalni karcinom dojke ("minimal breast carcinoma") odnosi se na karcinome koji
imaju izuzetno dobru prognozu, a obuhvaca slucajeve neinvazivnog karcinoma te invazivne
karcinome promjera do 10 mm (American College of Surgeons, UK National Breast
Screening Programme). Neki autori, medutim, uzimaju granicu od 5 mm odnosno 9 mm

(17,72).
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Prognoza se pogorSava s veli¢inom tumora, ali je zanimljivo da ekstremno veliki
tumori imaju nesto bolju prognozu od tumora srednje veliCine.

Veli¢ina tumora se moze odrediti na razne nacine - klinicki, mamografski,
makroskopski ili mikroskopski. Uobicajeni nacin je makroskopsko mjerenje najvece
dimenzije nefiksiranog tumora (preporuca se mjerenje u 3 dimenzije, a najveca se uzima kao
veli¢ina tumora), ali je najprecizniji nain mikroskopsko mjerenje najvefeg promjera
invazivne komponente. Vazno je da se tumor primi netaknut, Sto omogucava da se palpatorno
odredi konfiguracija i rezanje tumora duz najveceg promjera (76).

Kod multifokalnih tumora jo§ se ne zna sa sigurnoS¢u da li prognoza korelira s
promjerom najveceg ZariSta ili ovisi o ukupnoj veli€ini svih ZariSta zajedno. Prema jednoj
studiji, promjer najveCeg zariSta je najpouzdanija mjera za staging, ali je prognoza
multifokalnih tumora ipak loSija od unifokalnih tumora slicnih dimenzija (CeS¢e aksilarne

metastaze). Preporuca se izmjeriti i navesti veli€inu svih ZariSta (77).

1.4.3. Histoloski stupanj diferenciranosti tumora ( gradus )

Invazivni karcinomi dojke su histoloski i klinicki raznolika skupina tumora, medutim
njihovo bioloSko ponaSanje korelira s histoloSkim izgledom pa je stupnjevanje ovih tumora
prognosticki neobi¢no vazno. Prognosticka vrijednost gradusa neovisna je o veli€ini tumora i
statusu limfnih ¢vorova.

Stupnjevanje moze biti bazirano samo na karakteristikama jezgri tumorskih stanica
kada se govori o tzv. gradusu jezgre (na njemu se zasnivala nekadasnja Blackova metoda) ili
na kombinaciji grade i karakteristika jezgre, kada se govori o histoloSkom gradusu. Danas se
najvise koristi (u Europi) histolosko stupnjevanje po metodi Scarff-Bloom-Richardson koju
preporucuje i SZO (78), odnosno modifikacija te metode po Elstonu i Ellisu (tzv.
Nottinghamska metoda)(79) koja se razlikuje od originalne prilicno subjektivne metode u
tome Sto daje precizne 1 stroge kriterije za svaku od tri ocjenjivane morfoloSke osobine:
stvaranje tubula, polimorfizam jezgara i broj mitoza ( tablica 2 ). Svaka od te tri osobine
ocjenjuje se s 1-3 boda, a konac¢ni gradus dodjeljuje se prema zbiru svih bodova:

3-5 bodova: gradus 1 (dobro diferencirani tumori)
6-7 bodova: gradus 2 (srednje diferencirani tumorti)

8-9 bodova: gradus 3 (slabo diferencirani tumori).
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Tablica 2. Kriterije za ocjenjivane morfoloskih osobina

Osobina Bodovi

Stvaranje tubula

>75% tumorske mase 1

10-75% tumorske mase 2

<10% tumorske mase 3
Polimorfizam jezgre

blag 1

umjeren 2

izrazen 3

Broj mitoza

promjer vidnog polja (mm) 0,44 0,59 0,63

mitoze 0-5 0-9 0-11 1
6-10 10-19 12-22 2
>11 >20 >23 3

Kombinacija histoloskog tipa i histoloskog gradusa omogucava precizniju procjenu
prognoze no sam histoloski tip (17). HistoloSki gradus izgleda da je i vazan prediktivni
¢imbenik jer se pokazalo da tumori viSeg gradusa bolje reagiraju na neke kemoterapijske
protokole.

Prognosticka vrijednost histoloSkog gradusa raste u kombinaciji s drugim
prognostickim ¢imbenicima od kojih su najvaZniji veliCina tumora i histoloski status limfnih
¢vorova, na osnovi ¢ega je napravljen Nottinghamski prognosticki index (NPI — tablica 3)

(79).

Tablica 3. Nottinghamski prognosticki indeks

NPI = promjer tumora (cm) x 0,2 + status limfnih ¢vorova (1-3) + histoloSki gradus

(1-3)
NPI Prognoza 15-god. prezivljenje
<3,4 Dobra 80%
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3,4-54 Osrednja 42%
>5.4 Losa 13%

1.4.4. Histoloski tip

Karcinomi dojke se mogu podijeliti u 4 prognosticke grupe prema histoloSkom tipu:
1. odli¢na prognoza (10-godisSnje prezivljenje >80%)

-tubularni karcinom

-mucinozni karcinom

-invazivni kribriformni karcinom

-intracisti¢ni papilarni karcinom

-adenoidno-cisti¢ni karcinom

-tubulolobularni karcinom.
2. dobra prognoza (10-godiSnje prezivljenje 60-80%)

-tubularni mijeSani karcinom

-mijeSani karcinom (duktalni invazivni, NST + specijalni tip)

-klasi¢ni tip lobularnog karcinoma.
3. umjereno dobra prognoza (10-godisSnje prezivljenje 50-60%)

-invazivni papilarni karcinom

-mijeSani tip lobularnog karcinoma

-medularni karcinom

-atipi¢ni medularni karcinom.
4. loSa prognoza (10-godiSnje preZivljenje <50%)

-duktalni invazivni, NST

-solidni tip lobularnog karcinoma

-mijeSani karcinom (duktalni invazivni, NST + lobularni invazivni).

Misljenja su podijeljena o prognostickim razlikama izmedu duktalnog invazivnog, NST
karcinoma i lobularnog karcinoma. Ono §to je sigurno je povezanost izmedu prognoze bolesti

i morfoloSkog podtipa lobularnog karcinoma (17, 79).

1.4.5. Limfovaskularna invazija
ViSe je studija pokazalo da nalaz tumorskih stanica unutar lumena krvnih ili limfnih
prostora znaci loSiju prognozu. Prisutnost tumorskih stanica u dermisu povezan je s klinickim

izgledom inflamatornog karcinoma.
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Prisutnost limfovaskularne invazije odreduje se u limfnim i krvnim Zilama u tkivu
dojke izvan glavne tumorske mase, ali ne treba zanemariti ni vaskularnu invaziju unutar
tumora (mada njeno prognosticko znacenje nije sasvim jasno).

Vaskularna invazija nade se u gotovo Cetvrtini sluc¢ajeva karcinoma dojke, a ¢eSce se
vidi kod slabo diferenciranih, veéih tumora, uz duktalni invazivni NST karcinom te u
sluCajevima s pozitivnom aksilom (17,80).

Nekad je tesko razlikovati krvnoZzilni prostor od retrakcijskih artefakata pa u tim
sluajevima pomaze imunohistokemija (CD31, CD34, faktor VIII). Osobito izraZena
limfaticka invazija vidi se u slu¢ajevima invazivnog mikropapilarnog karcinoma i povezana je

s loSijom prognozom (46).

1.4.6. Nekroza

Nekroza u karcinomima dojke, kao 1 u drugim tumorima, predstavlja lo§ prognosticki
znak. MoZe biti jace ili slabije izraZzena, ali ne postoji usaglasen stav koji opseg nekroze je
klinicki znacajan. Najcesce se vidi u duktalnom invazivnom karcinomu, NST.

Budu¢i da je nekroza povezana s veli¢inom i slabijom diferencijacijom tumora, tesko

je re€i da li predstavlja neovisan prognosticki ¢cimbenik.

1.4.7. Reakcija strome

Stroma invazivnih karcinoma dojke moZe pokazivati promjene poput fibroze, elastoze
ili orijaskih stanica, za koje se vjeruje da ih uzrokuju citokini koje oslobadaju tumorske
stanice ili stanice strome okolnog tkiva dojke.

Fibroza je Cesta promjena, ali najvjerojatnije ne predstavlja neovisan prognosticki
¢imbenik. Neki autori je povezuju s pojacanom ekspresijom progesteronskih receptora.

Elastoza se moze vidjeti i u benignim i u malignim lezijama dojke, a o njenu znacenju
u karcinomima dojke postoje opre€na miSljenja. Obi¢no se vidi u tumorima koji imaju
relativno dobru prognozu (tubularni, tubularni mijeSani, invazivni kribriformni karcinom) i
pojacanu ekspresiju estrogenskih receptora. Najvjerojatnije nije neovisan prognosticki
¢imbenik.

OrijaSke stanice tipa osteoklasta mogu se naci u razli¢itim tipovima karcinoma dojke,
u stromi ili unutar tumora, a smatra se da su histiocitnog podrijetla. Njihov nastanak
vjerojatno uvjetuju neki ¢imbenici (interleukin-17?) koje luCe tumorske stanice, a koji djeluju i
na angiogenezu. Tumori s ve¢im brojem orijaskih stanica izdvajaju se kao poseban podtip

karcinoma dojke - karcinomi s orijaskim stanicama tipa osteoklasta - ali ne radi se o
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posebnom klini¢ko-patoloSkom entitetu vec¢ o slikovitoj histoloskoj varijanti karcinoma dojke.
Prognosticko znaCenje ovih tumora za sada nije dovoljno poznato, ali izgleda da orijaske
stanice ne utjecu bitnije na prognozu.

1.4.8. Limfoplazmocitna infiltracija strome

Medularni karcinomi imaju nesto povoljniju prognozu, §to se povezuje 1 s izrazenim
limfoplazmocitnim  infiltratom, medutim, manje je jasno znacenje limfoplazmocitne
infiltracije u drugim tipovima karcinoma dojke. Razli¢iti autori nasli su nesto povoljniju,
jednaku ili loSiju prognozu u odnosu na karcinome bez infiltracije.

Infiltrat se najCeSce sastoji od zrelih limfocita, neSto plazma stanica te makrofaga, a
rijetko dominiraju plazma stanice ili eozinofili. Limfociti su uglavnom T-fenotipa. Makrofazi
su neSto obilniji u slabo diferenciranim karcinomima te onima s pojatanom ekspresijom
HER2/neu onkogena.

Medularni karcinomi i duktalni karcinomi s izraZenom limfoplazmocitnom reakcijom

gotovo su uvijek estrogen i progesteron negativni.

1.4.9. Angiogeneza

Pojava novih krvnih Zila unutar i u okolini tumora vazan je ¢imbenik rasta tumora.
Neovaskularizacija je izraZena u okolini neinvazivnog karcinoma i u invazivnim tumorima
dojke, a u invazivnim tumorima povezana je s ve¢im rizikom pojave regionalnih i udaljenih
metastaza (17, 81).

Neki autori su nasli da je angiogeneza izraZenija u tumorima mladih bolesnica, u
ve¢im tumorima i tumorima veceg histoloskog gradusa. Takoder, prema nekima,
neovaskularizacija je povezana s histoloskim tipom tumora pa je slabija u lobularnim
invazivnim karcinomima u odnosu na duktalne te u tom histoloSkom tipu nije znacajniji
prognosticki ¢imbenik (82). Nije nadena znacajna povezanost neovaskularizacije i onkogena.
Drugi autori nisu nasli da je neovaskularizacija znacajan prognosticki ¢imbenik, ali ona ima
vaznu prediktivnu vrijednost, odnosno ukazuje na vecu vjerojatnost odgovora na specificnu

terapiju (terapijsko djelovanje Taxola dijelom je bazirano na inhibiciji angiogeneze) (17,83).

1.4.10 Perineuralna invazija (PNI)
PNI se moZe na¢i u otprilike 10% invazivnih karcinoma dojke, obi¢no u tumorima
visokog histoloskog gradusa te Cesto uz limfatiCku invaziju. Nije sigurno da predstavlja

neovisan prognosticki ¢imbenik.
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1.4.11. Intraduktalna komponenta

Neki autori smatraju da tumori s obilnijjom intraduktalnom komponentom imaju
povoljniju prognozu, ali je vjerojatnije da sam obim intraduktalne komponente ne predstavlja
neovisan prognosticki ¢imbenik.
Obilna intraduktalna komponenta, medutim, upucuje na povecani rizik lokalnog recidiva
nakon posStednih zahvata na dojci (zbog vece vjerojatnosti da su promjenom zahvaceni rubovi

ekscizije) (17,84)

1.4.12. Hormonski receptori

Prije su se steroidni receptori odredivali u citosolu tumorskog tkiva DC metodom
(dekstran-aktivni ugljen). Parametri hormonskog vezivanja odredeni su Scatchardovom
analizom temeljem koje su rezultati kompjuterski obradeni i izrazeni u femtomolima na mg
proteina (85).

Biokemijska metoda odredivanja hormonskih receptora iz citosola do nedavno je bila
nezamjenjiva, medutim, danas se s jednakim uspjehom status hormonskih receptora moze
odrediti imunohistokemijski na parafinskim rezovima. Postoji dobra korelacija
imunohistokemijskih i biokemijskih rezultata (84%), a imunohistokemijska metoda je
jednostavnija, jeftinija i tocnija (iako je semikvantitativna) jer se imunoreaktivnost odnosi
samo na tumorske stanice.

Estrogenski i progesteronski receptori su nestabilni, termolabilni proteini koji se
nalaze u jezgrama tumorskih, ali i normalnih epitelnih stanica dojke. Da bi se reaktivnost
receptora sacuvala, vazna je brza i dobra fiksacija tkiva.

H-score se izracunava na 300 stanica, a uzima u obzir broj reaktivnih stanica kao 1
intenzitet bojanja jezgara. Tumorske stanice se svrstavaju u Cetiri grupe prema intenzitetu
bojanja, a H-score se dobije tako da se intenzitet ekspresije pomnozi s postotkom stanica koje
pokazuju takvu ekspresiju i rezultati se zbroje:

0 x % negativnih tumorskih stanica
+

1 x % slabo pozitivnih tumorskih stanica
+

2 X % umjereno pozitivnih tumorskih stanica
+

3 X % jako pozitivnih tumorskih stanica
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H-score
Dakle, vrijednost H-score-a moZe biti od minimalno 0 (0x100% negativnih stanica) do

maksimalno 300 (3x100% jako pozitivnih tumorskih stanica (17,86).

Hormonski receptori u karcinomima dojke imaju vece znaCenje kao prediktivni
(vjerojatnost odgovora na terapiju) nego prognosticki Cimbenik. Tumori s pozitivnim
estrogenskim i1 progesteronskim receptorima (ER+PR+) reagirat ¢e na hormonsku terapiju u
78% slucajeva, ER+PR- tumori u 34% sluCajeva, a ER-PR+ tumori reagirat ¢e u 45%
slucajeva. Medutim, zanimljivo je da ¢e i tumori koji su ER-PR- u oko 10% slucajeva
reagirati na hormonsku terapiju. Tumori s ve¢om razinom hormonskih receptora reagirat ¢e
jace na hormonsku terapiju od onih s niZim razinama. Novije studije pokazuju bolje rezultate
u lijeCenju s inhibitorima aromataze od dosad najcesce upotrebljavanog blokatora hormonskih
recepora tamoksifena (87). ER- tumori bolje reagiraju na kemoterapiju u odnosu na ER+
tumore. Pacijenti s ER+ tumorima imaju duZe preZivljenje bez bolesti u odnosu na one s ER-
tumorima. ER+ tumori ¢eS¢i su kod starijih Zena, ¢eS¢e su dobro diferencirani, diploidni, niZe
mitotske aktivnosti te rjede pokazuju ekspresiju p53 i HER2/neu.

Smatra se da su ER- tumori obi¢no loSije prognoze, slabije diferencirani, medutim, to nije
sasvim to¢no. Grupa ER- tumora je heterogena i sadrzi tumore razliCitih histoloSkih tipova.
Progesteronski receptor je protein €ija je sinteza pod kontrolom estrogenskih receptora pa
njegova prisutnost upucéuje na funkcionalnost ER. Medutim, oko 5% karcinoma dojke su ER-
PR+ §to se moZe objasniti ili lazno negativnim rezultatom u odredivanju ER ili sinteza PR
moze biti inducirana neovisno o ER. Vrijednost PR kao neovisnog prognosti¢ckog ¢imbenika

je vjerojatno vrlo mala (88).

1.4.13. Molekularni biljezi

1.4.13.1. Receptori ¢imbenika rasta tip I (EGF receptori)

Epitelne stanice dojke pod utjecajem su razli¢itih hormona i1 ¢imbenika rasta. U receptore
C¢imbenika rasta tip I (EGF receptori) spadaju receptor epidermalnog cCimbenika rasta,
HER2/neu, HER3 i HER4. Njihova uloga u rastu i diferencijaciji stanice je vrlo kompleksna.
Vezanjem liganda za receptor obi¢no dolazi do njegove aktivacije, ali moguca je i medusobna

aktivacija ovih receptora (89).

a) Receptor epidermalnog ¢imbenika rasta (EGFR)
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EGFR (poznat i kao c-erbB-1) prisutan je u malim koli¢inama u normalnom epitelu dojke
te u drugim tkivima. ViSe od tre¢ine duktalnih neinvazivnih karcinoma visokog gradusa te 35-
60% invazivnih karcinoma dojke pokazuje prekomjernu ekspresiju EGFR. Smatra se da
doprinosi rastu tumora potic¢uci proliferaciju i angiogenezu. Moze se odredivati biokemijski ili
imunohistokemijski (konvencionalna ili radioimunohistokemija).

Tumori koji su EGFR+ obi¢no su ER- ili PR-, slabije diferencirani, agresivniji, s
povisenom proliferacijskom aktivnoscu.

EGEFR je, izgleda, los prognosticki ¢imbenik, pogotovo u sluc¢ajevima koekspresije EGFR
i c-erbB-2. Njegova prediktivna vrijednost (predvidanje odgovora na hormonsku terapiju) je
jos znacajnija. EGFR- tumori, pogotovo ako su ER+, pokazuju dobar odgovor na hormonsku
terapiju (80% slucajeva reagira na terapiju, s parcijalnom ili kompletnom remisijom u 45%
slucajeva).

Razvijena su i monoklonalna protutijela na EGFR, a efekt takve specificne nove terapije
jos$ je predmet proucavanja (povoljan efekt postignut je u eksperimentalnim modelima i u

terapiji nekih uznapredovalih karcinoma debelog crijeva) (17,89,90).

b) HER2/neu (c-erbB-2)

HER?2/neu onkogen nalazi se na lokusu 17q21, a odgovara neu onkogenu koji je otkriven
ranih 80-ih u neuroblastomima Stakora. Njegova amplifikacija dovodi do prekomjerne
ekspresije HER2/neu glikoproteina koji je c¢lan porodice transmembranskih receptora
epidermalnih ¢imbenika rasta, s funkcijom tirozin kinaze (u malim koli¢inama nalazi se u
epitelnim 1 mioepitelnim stanicama normalnog tkiva dojke). Aktivacija receptora (vezanjem
liganda) potice niz dogadanja koji uvode stanicu u S-fazu stani¢nog ciklusa. HER2/neu
receptor nema za sada poznatog vlastitog liganda ("orphan" receptor), ali se moze aktivirati
sam (spontana homodimerizacija u sluCajevima prekomjerne ekspresije) ili ga aktiviraju drugi
¢lanovi porodice EGF receptora (heterodimerizacija) (91).

Amplifikacija HER2/neu proto-onkogena i/ili prekomjerna ekspresija HER2/neu proteina
nadena je u 10-40% invazivnih duktalnih karcinoma dojke (rijetko u invazivnom lobularnom
karcinomu) (17).

Prekomjerna ekspresija HER2/neu vidi se u slabije diferenciranim tumorima, u vecim
tumorima, tumorima s negativnim hormonskim receptorima i onima s zahvacenim limfnim
¢vorovima. Povezana je s loSijom prognozom, pogotovo u bolesnica s pozitivnom aksilom.
Koekspresija HER2/neu i EGFR 10§ je prognosticki znak (sinergisticko djelovanje), dok
koekspresija s HER4 donekle ublazava lose prognosticko zna¢enje HER2/neu (89,91).
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Povoljna strana prekomjerne ekspresije HER2/neu je mogucnost terapije Herceptinom
(trastuzumab) tj. monoklonalnim protutijelom na HER2/neu protein i to na njegovu
ekstracitoplazmatsku domenu, za koju je dokazano da inhibira rast tumorskih stanica in vitro i
in vivo. Za sada je terapija Herceptinom indicirana u bolesnica s metastatskom bolesti i
prekomjernom ekspresijom HER2/neu, a u tijeku su randomizirane multicentri¢ne studije koje
¢e pokazati ucinkovitost Herceptina u kombinaciji s razli¢itim citostaticima.

Najvaznija nuspojava terapije Herceptinom je kardiotoksi¢nost (pogotovo kod pacijenata koji
primaju ili su primali antracikline) (91).

Procjena HER2/neu statusa najceS¢e se radi imunohistokemijski (HercepTest) ili
FISH-om, a podudarnost ovih dviju metoda je 80-95%. Imunohistokemijska metoda je
jednostavnija, brza i jeftinija pa se ceS¢e izvodi. Kod HercepTesta koristi se poliklonsko
protutijelo na epitope intracitoplazmatske domene HER2/neu proteina. Postoje razlicite
interpretacije rezultata bojanja (nema standardiziranog "scoring" sistema), a najceSce se
koristi ova:

0: nema membranskog bojanja ili u <10% tumorskih stanica

1: slabo/jedva vidljivo membransko bojanje u >10% tumorskih stanica (djelomi¢no

obojane membrane)

2: slabo/umjereno, kompletno membransko bojanje u >10% tumorskih stanica

3: jako, kompletno membransko bojanje koje se nalazi u >10% tumorskih stanica.

Ocjenjuje se samo invazivna komponenta, a pozitivnhim se smatra samo membransko
bojenje (amplifikacija onkogena vec¢a od 3x povezana je s membranskom lokalizacijom
HER2/neu proteina, a citoplazmatska reaktivnost je manjeg znaenja). Samo rezultati
intenziteta 3+ (difuzno, jako pozitivno, membransko bojanje) smatraju se prekomjernom
ekspresijom HER2/neu i te se bolesnice smatraju kandidatima za terapiju Herceptinom. Prije
zapoimanja terapije nalaz imunohistokemije potvrduje se fluorescentnom in situ
hibridizacijom (FISH) u onim slucajevima kada je imunohistokemijski nalaz bio oznacen kao
2+ (92). Niska ekspresija HER2/neu proteina, iako nedovoljna za imunoterapiju, mogla bi

imati vrijednost kao prognosticki ¢cimbenik (17,93,94).

c¢) HER3 (c-erbB-3)
HER3 ekspresija (citoplazmatska!) nade se u oko Cetvrtini karcinoma dojke. Povezana je s
prekomjernom ekspresijom HER2/neu i zahvacenim limfnim ¢vorovima, ali je veza slaba i

vjerojatno se ne radi o vaznijem prognostickom ¢imbeniku (89).
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d) HER4 (c-erbB-4)

HER4 receptor ima vaznu ulogu u rastu i diferencijaciji stanice, a njegova ekspresija
izgleda je povezana s povoljnijom prognozom i diferenciranijim histoloSkim podtipovima
tumora. Dakle, on funkcionira drugacije od ostalih ¢lanova porodice receptora epidermalnih
¢imbenika rasta.

Njegova ekspresija nade se u oko 80% tumora, a povezana je s duzim preZivljenjem bez
bolesti. U sluc¢ajevima u kojima se nade koekspresija HER4 i HER2/neu, HER4 ublaZava loS
prognosticki efekt HER2/neu (89).

1.4.13.2. Tumor-supresorski geni

a) p53

pS3 je tumor-supresorski gen koji se nalazi na kromosomu 17p i1 vaZan je regulator
stani¢nog ciklusa ("Cuvar stani¢nog genoma'"). Kad se pojavi oSteenje DNA, akumulacija
normalnog p53 proteina zaustavlja stani¢ni ciklus u G; fazi i omogucava popravak DNA.
Mutacije tog gena jedna su od najces¢ih molekularnih abnormalnosti u solidnim tumorima.
Proizvod mutacija gena su stabilni, mutirani proteini koji se nakupljaju u jezgri i u vecini
slucajeva mogu se imunohistokemijski dokazati (za razliku od normalnog «divljeg» tipa p53
proteina koji je vrlo nestabilan i ne moze se, u pravilu, imunohistokemijski dokazati). Oko
20% mutacija ne dovodi do stvaranja stabilnog proteina pa se takvi slucajevi ne mogu
prikazati imunohistokemijski.

Akumulacija mutiranog p53 proteina nade se u 27-54% invazivnih karcinoma dojke i
25% duktalnih neinvazivnih karcinoma (u pravilu visokog gradusa). Povezana je s loSijom
prognozom, visSim gradusom jezgre i histoloSkim gradusom, negativnim hormonskim
receptorima te u nekim studijama, s prekomjernom ekspresijom HER2/neu proteina.
Ispituje se i njegova uloga kao prediktivnog biljega za uspjeh hormonske i kemoterapije, sa,

za sada, razli¢itim rezultatima (17,95,96,97).

b) nm23
Smanjena ekspresija nm23 proteina povezana je s loSijom prognozom, metastazama u
aksilarne limfne ¢vorove, vaskularnom invazijom 1 c¢eS¢im recidivima karcinoma dojke

(98,99).

1.4.13.3. Ostali ¢cimbenici
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a) Katepsin D
Katepsin D kisela je lizosomska proteaza koja se moZe naci u stanicama karcinoma
dojke, ali i okolnim stromalnim stanicama, narocito makrofazima. Danas se viSe ne smatra

znacajnim prognosti¢kim ¢imbenikom (17,100).

b) bcl-2

bcl-2 ("B-cell leukemia/lymphoma-2") onkogen smjeSten na lokusu 18qg21, kodira
mitohondrijalni membranski protein koji inhibira apoptozu i sudjeluje u kontroli proliferacije.
Opisan je prvi put u folikularnim limfomima vezano uz t(14;18), ali je kasnije naden u
¢itavom nizu limfoproliferacijskih poremecaja bez t(14;18), u raznim nehematoloskim
tumorima te u normalnim embrionalnim, fetalnim i odraslim tkivima.

Citoplazmatska reaktivnost vidi se u normalnom i hiperplasti¢cnom epitelu dojke, a u
neinvazivnim karcinomima ekspresija varira ovisno o gradusu pa je najjaca u dobro
diferenciranim lezijama niskog gradusa, a najslabija u komedo tipu intraduktalnog karcinoma.
U invazivnim karcinomima ekspresija bcl-2 je nadena u 58-79% slucajeva, a povezana je
znacajno s ekspresijom hormonskih receptora. U karcinomima dojke nije nikad nadena
t(14;18).

Neki autori nasli su inverzan odnos ekspresije bcl-2 i HER2/neu te p53. Tumori s
nizom proliferacijskom aktivnosti ¢esc¢e su bcl-2 pozitivni. Prema nekima, bcl-2 je koristan i u
diferencijalnoj dijagnozi metastatskog karcinoma (dojka vs. pluca ili Zeludac) jer je znacajno
¢eSce pozitivan, 1 s vecim intenzitetom, u karcinomima dojke (79,3%) nego u karcinomima
pluca (5,6%) ili zeluca (8,3%), a taj imunofenotip se zadrZava i u metastazama. Ekspresija
bcl-2 povezana je s dobrim odgovorom na hormonsku terapiju te predstavlja povoljan

prognosticki ¢imbenik neovisan o statusu limfnih ¢vorova (101,102).

¢) Kadherini

Kadherini su Ca”**-ovisne adhezijske molekule na povr§ini stanica, vaine za
odrzavanje medustani¢nih veza. Spadaju u nedavno otkrivenu skupinu gena koji koce invaziju
(16g22) i smatra se da imaju vaznu ulogu u aktiviranju mehanizma diseminacije tumorskih
stanica. E-kadherin (E-KD) je epitelna adhezijska molekula, a njegova smanjena ekspresija
lo§ je prognosticki pokazatelj u karcinomu dojke. Dokazuje se imunohistokemijski, a
lokalizacija mu je membranska dok se citoplazmatsko bojanje smatra nespecifi¢nim

(nefunkcionalni E-kadherin).
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Smanjena ekspresija se vidi u slabije diferenciranim duktalnim invazivnim tumorima,
a povezana je s ranijom pojavom metastaza. Zanimljiva je ¢injenica da u metastazama dolazi
do reekspresije ove molekule. Nije nadena povezanost ekspresije E-KD i HER2/neu. Tumori s
pozitivnim hormonskim receptorima obi¢no su E-KD +. Stanice lobularnog karcinoma,
neinvazivnog 1 invazivnog, u pravilu ne pokazuju ekspresiju E-KD (oko 10% invazivnih
lobularnih karcinoma pokazuje samo citoplazmatsku reaktivnost) §to je dijagnostic¢ki vazno za
razlikovanje nekih neinvazivnih duktalnih i lobularnih karcinoma. Smatra se da je smanjena
ekspresija E-KD odgovorna za smanjenu kohezivnost stanica lobularnog karcinoma
(103,104,105,106,107).

P-kadherin (P-KD) ili placentalni kadherin (prvi put opisan u tkivu posteljice) je
adhezijska molekula koja se u normalnom tkivu dojke nalazi samo u mioepitelnim stanicama.
Medutim, u 35-60% duktalnih invazivnih karcinoma nade se aberantna ekspresija ove
molekule (ekspresija P-KD nije vezana uz mioepitelni fenotip karcinoma!). Mucinozni,
papilarni 1 lobularni karcinomi obi¢no su P-KD negativni, dok je vecina medularnih i
metaplasti¢nih karcinoma pozitivna.
PojaCana ekspresija P-KD vidi se u ve¢im, slabije diferenciranim tumorima, s negativnim
hormonskim receptorima, ¢eS€¢im pazuSnim metastazama i smanjenom ekspresijom E-KD.
Smatra se loSim prognostickim pokazateljem, prema nekima, cak vaznijim od E-KD
(105,108,109).

N-kadherin (neuralni kadherin) je neepitelna adhezijska molekula, za sada bez veceg

znacenja kao prognostic¢ki ¢cimbenik u tumorima dojke (110).

d) telomeraza

Telomeraza je enzim odgovoran za odrzavanje telomernih segmenata na krajevima
kromosoma. DNA tijekom replikacije gubi terminalne segmente (telomere) Sto nakon niza
replikacija dovodi do kriticnog skra¢enja koje blokira daljnju diobu te stanica stari i umire.
Povecana aktivnost telomeraze povezana je s oporavkom telomera te produZzenim vijekom
stanice (imortalizacija).

U normalnim tkivima ovaj enzim je prisutan u vrlo oskudnim koli¢inama, ali mu
aktivnost znaCajno raste u razli¢itim karcinomima, ukljuCuju¢i neinvazivne 1 invazivne
karcinome dojke. Aktivacija telomeraze nadena je u 73-93% karcinoma dojke, a povezana je s
prekomjernom ekspresijom p53 i ciklina D1 ili ciklina E. Prema vecini studija, spada u

nepovoljne prognosticke ¢imbenike (111).
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e)ostali Cimbenici

Ekspresija P-glikoproteina vezana je uz razvoj rezistencije na kemoterapeutike. Javlja
se obi¢no kao kasni fenomen pa nema veceg klinickog znacenja (17).

CDI0 (CALLA) povrsinska je endopeptidaza koja se moze naci u stanicama strome u
odredenom broju slucajeva invazivnih karcinoma dojke. Povezana je s agresivnijim
ponaSanjem (invazivnost!). Nije opisana ekspresija CD10 u stanicama strome normalne dojke
(osim, nekad, u dojci u razvoju) (112).

CD138 (Syndecan-1) je povrSinski proteoglikan, uglavnom na epitelnim stanicama, a
igra ulogu u proliferaciji 1 migraciji stanica te interakcijama stanica i matriksa. Prekomjerna
ekspresija se ¢esto vidi u karcinomima dojke, a povezana je s agresivnijim tumorima i loSijom
prognozom (113).

Epitelni membranski antigen (EMA, MUCI, HMFG ili Ca 15.3) je, u prvom redu,
diferencijacijski biljeg, a zatim prognosticki. U normalnom epitelu dojke nalazi se na povrSini
lumena, a u tumorima je najeS€e citoplazmatski. Dobro diferencirani tumori (tubularni
karcinom) zadrZavaju lokalizaciju prema lumenu, dok se u slabo diferenciranim tumorima
(duktalni NST, medularni) ekspresija nekad potpuno gubi. Neki autori smatraju ga neovisnim
prognostickim ¢imbenikom ¢ija je smanjena ekspresija povezana s loSijom prognozom (17,
114).

Ciklin DI jedan je od regulatora stani¢nog ciklusa. Kontrolira progresiju iz G; faze u
S-fazu. Pojacana ekspresija vidi se u viSe od 50% duktalnih neinvazivnih karcinoma te u oko
80% invazivnih duktalnih karcinoma, a povezana je s pove¢anom proliferacijskom aktivnosti
1 pojaCanom ekspresijom estrogenskih receptora (115).

I prekomjerna ekspresija ciklina E moze ubrzati G, fazu stani¢nog ciklusa. Pojacana
ekspresija nadena je u oko 25% karcinoma dojke. Povezana je s proliferacijskim biljezima i
viSim histoloskim gradusom. Za sada se ne zna radi li se o neovisnom prognostickom
¢imbeniku (111,116).

p27/kipl je inhibitor CDK koji takoder sudjeluje u kontroli progresije iz G; u S-fazu
stani¢nog ciklusa (inhibitor progresije), a novija istrazivanja pokazuju da igra ulogu u
diferencijaciji stanica, apoptozi, inhibiciji rasta te medustani¢nim adhezijama. Njegova
ekspresija je smanjena u tumorima dojke (neinvazivnim i invazivnim) (117).

pS2 protein nastaje pod utjecajem estrogena i njegova ekspresija upucuje na
funkcionalnost estrogenskih receptora pa je vazan u prvom redu kao prediktivni ¢imbenik

(vjerojatnost odgovora na hormonsku terapiju) (118).
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"Heat shock" proteini (HSP) ili stres proteini nastaju kao reakcija na razliciti stres
(infekcija, upala, ishemija, oksidansi) i vazni su za preZivljenje oStecenih stanica pa ith zovu i
"molekularnim nadglednicima" ili chaperoninima. U tumorima dojke imaju vece znacenje kao
prediktivni ¢imbenici jer su povezani (HSP27) s rezistencijom na citotoksi¢ne lijekove,
posebno doksorubicin (118).

Metaloproteinaze su skupina enzima koji razgraduju kolagen i druge proteine
ekstracelularnog matriksa. Smatra se da su oni i njihovi aktivatori i inhibitori vazni u

progresiji i razvoju metastatskog potencijala karcinoma dojke (119).

1.4.14. Proliferacijska aktivnost

Proliferacijska aktivnost je vrlo vazan prognosticki parametar kod raka dojke.

Razvijeno je viSe metoda za procijenu proliferacijske aktivnosti tumora.
Odredivanje S faze stani¢nog ciklusa na protocnom citometru je valjana metoda za
odredivanje tumorske proliferacije. Protocna citometrija nije u Sirokoj primjeni, a glavni
nedostatak je potreba vece koli€ine tkiva za analizu (120). Alternativne metode za odredivanje
proliferacijske aktivnosti tumora, ukljuc¢ujuci i imunohistokemiju, detektiraju antigene koji su
karakteristini za pojedine faze stani¢nog ciklusa a koriste znatno manju koli¢inu tumorskog
tkiva.

Mitotski indeks je sastavni dio histoloskog gradusa i rutinski se odreduje u svim
karcinomima dojke.

Od imunohistokemijskih metoda najvise se koristi odredivanje antigena jezgre Ki-67
koji se nalazi samo u stanicama u proliferaciji (kasna G;, S, M i G, faza stani¢nog ciklusa).
MIB-1 je monoklonsko protutijelo specificno za Ki-67 protein u tumorskom tkivu
pohranjenom u parafin. Nadena je bliska podudarnost izmedu Ki-67 pozitiviteta te gradusa
tumora, dobi i mitotskog indeksa (121,122).

Bolesnice ¢iji tumori imaju Ki-67 izraZzen u viSe od 50% tumorskih stanica su u
velikom riziku da razviju relaps bolesti (122, 123).

Mitosin je jezgrin fosfoprotein koji je izraZzen u kasnoj G, fazi, S fazi , G, fazi i M fazi
stani¢nog ciklusa ali nije izrazen u Gy fazi. Povezan je sa S fazom (dobivenom proto¢nom

citomerijom) te negativnim estrogenskim receptorima i s relapsom bolesti (124).

1.4.15. Morfometrija jezgre
Kompjuterskom metodom analize slike mogu se mjeriti razli¢iti parametri

(celularnost, mitotski indeks, veli¢ina 1 oblik stanica 1 jezgri, gustoa novostvorenih krvnih
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zila, itd.). Morfometrija jezgre odnosi se na mjerenje veliine i oblika jezgri stanica, a
najceS¢e mjere su promjer, povrsina te opseg jezgri. U pravilu je vrijednost sva tri parametra u
obrnutom odnosu s prognozom. Mjerenje se moZe izvesti na citoloSkim razmazima ili na

pazljivo pripremljenim, tankim histoloskim rezovima (17).

1.4.16. Cox-2

Metaboliti arahidonske kiseline, kao $to su prostaglandini, tromboksani, leukotrieni i
razliciti lipoksini proizvode se u vecini tkiva i odgovorni su za razne bioloSke odgovore. Oni
su snazni medijatori utjeCu¢i na nekoliko transdukcijskih signalnih puteva odgovornih za
stanicni rast 1 diferencijaciju. Sama arahidonska kiselina nastaje djelovanjem fosfolipaza na
fosfolipide stanicne membrane. Dalje u stvaranju metabolita arahidonske kiseline sudjeluju
dvije glavne grupe enzima a to su: a) ciklooksigenaze i b) lipooksigenaze.

Ciklooksigenaze sudjeluju u stvaranju prostaglandina i tromboksana a lipooksigenaze
sudjeluju u stvaranju leukotriena i lipoksina.

Ciklooksigenaza (Cox) je enzim koji djeluje na konverziju arahidonske kiseline u
prostaglandine. Postoje dvije izoforme enzima Cox i to Cox-1 i Cox-2. Cox-1 se smatra
konstitutivnim enzimom 1 ujedno odgovornim za sintezu prostaglandina koji sudjeluju u
mnogim fizioloSkim procesima u organizmu ukljucuju¢i produkciju proagregatornih
prostaglandina preko trombocita i hemostazu, citoprotekciju Zeluca, vazodilataciju bubrega,
plodnost, bol i temperaturu. Za razliku od toga, Cox-2 je tzv. induktivni enzim. Veli¢ine je
71-kDa 1 teSko ga je otkriti u zdravom tkivu. Njegova poviSena izrazajnost udruZena je s
kroni¢nim upalnim procesima kao Sto su reumatoidni artritis i maligni tumori (125). S
obzirom da je Cox-2 odgovoran za sintezu prostaglandina, posljedica poviSene izraZajnosti
Cox-2 je povisena produkcija prostaglandina. Njihova pojacCana sinteza moZe na vise nacina
sudjelovati u karcinogenezi. Prostaglandini mogu direktno stimulirati stani¢ni rast epitelnih
stanica 1 istovremeno dovesti do smanjene produkcije nekih stanica posebice imunoloSkog
sustava (126). U tkivu dojke prostaglandini mogu stimulirati proliferaciju stanica indirektno
na nacin da povise biosintezu estrogena (127). Takoder je nedavno dokazano da prostaglandin
E2 povisuje aromataznu aktivnost direktnim djelovanjem na aromatazni gen CYP19(128) .
Takoder Cox-2 sudjeluje u karcinogenezi koc¢e¢i apoptozu na nacin da potice stvaranje Bcl-2
ili pojacanijom razgradnjom arahidonske kiseline Sto do kraja nije razjaSnjeno (129,130).
Takoder je pronadena povezanost pojacane expresije Cox-2 i angiogeneze (131). U
eksperimentalnim modelima je ukazano kako Cox-2 inducira razvoj intestinalnih polipa i

tumora dojke (132,133). PoviSena izrazajnost Cox-2 proteina pronadena je kod

33



gastrointestinalnih karcinoma, karcinoma glave i vrata, karcinoma pluc¢a i karcinoma koZe
(134-139).

Rak dojke je tumor kod kojeg se vec prije tridesetak godina pocela istrazivati
povezanost izmedu njegovih metastaza i prostaglandina kao odraza bioloske agresivnosti
tumora (140-143).

Sintezom selektivnih inhibitora, Cox-2 sve viSe postaje ciljni protein za
kemoprevenciju raka razli¢itih lokalizacija u tijelu (137,138). Dosadasnja istraZivanja su
pokazala poviSenu izraZenost proteina Cox-2 u karcinomu dojke, ali samo prognosticko

znacenje tog nalaza joS nije jasno (131,144,145).

1.5. LijeCenje i prognoza karcinoma dojke

LijeCenje invazivnog karcinoma je multidisiplinarno i temelji se na rezultatima
lije¢enja prospektivnih randomiziranih multicentri¢nih studija s ve¢im brojem bolesnica i s
duzim periodom pracenja (71,74,75,79,80,87,146-152). LijeCenje bolesnica stadija I 1 II
bolesti zapocCinje operacijskim zahvatom. Otprilike 75% bolesnica s karcinomom dojke
ima tumor manji od 5 cm u promjeru. Danas se naj¢es¢e primjenjuju slijede¢i operacijski
zahvati:

1. postedni kirurski zahvat

2. modificirana radikalna mastektomija

3. modificirana radikalna mastektomija s trenutnom ili odgodenom rekonstrukcijom
4. mastektomija s poStedom koZe (i areole).

Vec¢ je dugo poznato da se mnogi bolesnici mogu ucinkovito lijeciti poStednim
operacijskm zahvatom (146,148). Od sedamdesetih godina do danaSnjih dana vise razlicitih
istrazivanja u kojima su usporedivane metode o¢uvanja dojke s radikalnom ili modificiranom
radikalnom mastektomijom uspjela su dokazati isto preZivljenje za obje vrste operacijskih
zahvata. Medu ovim istraZivanjima najpoznatija su ona Veronesija i sur. na Nacionalnom
Institutu za rak u Milanu (146) 1 drugo Fishera i sur. u suradnji s NSABP u SAD-u
(148). U milanskoj studiji promatran je stadij I karcinoma dojke s tumorima manjim od 2 cm
u najveem promjeru i negativhim aksilarnim C¢vorovima, te je usporedena radikalna
mastektomija s poStednim zahvatima ocuvanja dojke ukljucujuéi kvadrantektomiju, aksilarnu
disekciju i radioterapiju. Kvadrantektomija je ukljucivala radijalne incizije s odstranjenjem
koze iznad tumora te odstranjenje pektoralne fascije ispod tumora i minimalno 1-2 cm

zdravog tkiva oko tumora. Navedena studija danas ima 20 godiSnje pracenje i rezultat studije
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pokazuje da nema razlike u ukupnom prezivljenju kod bolesnica operiranih poStedno ili
radikalno.

NSABP protokol B-06 je ispitao populaciju Zena s primarnim tumorom do 4 cm u
promjeru i s NO ili N1 statusom limfnih ¢vorova (148). Bolesnice su podijeljene u jednu od tri
skupine glede nacina lijeCenja: 1. bolesnice s modificiranom radikalnom mastektomijom, 2.
lumpektomijom s disekcijom aksile i1 radioterapijom, te 3. lumpektomijom i samo aksilarnom
disekcijom bez radioterapije. Histoloski negativni resekcijski rubovi su posebno vazni u
skupinama 2 i 3. Takoder operacijski zahvat je bio neSto konzervativniji nego
kvadrantektomija. Incizije su bile zakrivljene, nije se odstranjivala koZa iznad tumora, ni
pektoralna fascija ispod tumora. Nisu opaZene razlike u preZivljenju medu tim skupinama,
medutim su lokalni recidivi znacajno smanjeni dodatkom radioterapije (10% prema 39% u 8
godina). Ovakvi su rezultati podrzali poStedne operacijske zahvate u lijeCenju bolesnica s
karcinomom dojke stadija I'ili IT 1 pokazale da je kirurSko lijeCenje neophodno nadopuniti s
lokoregionalnim zracenjem.

Iako je ocigledno da je metoda ocuvanja dojke po rezultatima jednaka mastektomiji,
za bolesnice s illI stadijem bolesti, odluka o nacinu lijeCenja mora biti individualna za
svaku bolesnicu. Mnogobrojni ¢imbenici utjecu na donoSenje ovakve odluke o poStednom
lijeCenju (146,148). Bolesnica mora biti snaZzno motivirana i Zeljeti oCuvanje dojke jer
svakodnevna izlozenost zraCenju traje 5-6 tjedana. Bolesnica takoder mora prihvatiti rizik
od 10% moguénosti pojave recidiva (152). Drugi ¢imbenici koji pridonose izboru kirurske
metode lijeCenja ukljucuju veli¢inu dojke, veliinu 1 smjeStaj tumora, histologiju tumora i dob
bolesnice. Za bolesnice s izrazito malim grudima, estetski rezultat lokalne ekscizije moZe biti
neprihvatljiv, osobito kad se radi o ve¢im tumorima. U bolesnica s velikim, opusStenim
grudima, neujednacenost kod doziranja zraCenja moze rezultirati fibrozom i uvlacenjem tkiva.
Bolesnice s izrazito velikim dojkama mogu imati i estetsku korist od mastektomije ako se
sinkronizirano uc€ini rekonstrukcija s kirur§kim povecanjem ili smanjenjem kontralateralne
dojke. Za bolesnice s ve¢im tumorom najbolje rjesenje je takoder mastektomija. Jos uvijek ne
postoje podaci koji upucuju na to da se T3 lezije adekvatno lije¢e metodom ocuvanja dojke. S
prakticnog aspekta je lokalna ekscizija velikih tumora rijetko estetski prihvatljiva (148).

Zadnjih 10-ak godina trend operacijskih zahvata kre¢e se prema mastektomiji sa
ocCuvanjem koZe, odnosno mastektomiji sa o€uvanjem koze, areole i po mogucnosti bradavice
(153,154). Nerijetko je primarni tumor udruzen sa ekstenzivnom intraduktalnom
komponentom, multicentrican ili centralno poloZen te je kontraindicirano raditi poStedne

kirurSke zahvate (10,77,84,148,154). Kod takvih bolesnica je idealno raditi subkutanu
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mastektomiju ili modificirano radikalnu mastektomiju. I jedan i drugi tip operacije nakon §to
se odstrani kompletno Zljezdano tkivo dojke, nadopunjuje se rekonstrukcijskim operacijskim
zahvatom (istovremenim ili odgodenim). Operacijski zahvat je u pogledu radikaliteta
maksimalan, a s druge strane Zenama daje jedan zadovoljavaju¢i kozmetski rezultat
(153,154,155).

Veliki dio bolesnica s karcinomom dojke ima u vrijeme postavljanja dijagnoze
prisutne metastaze u aksilarnim ¢vorovima, ¢ak i u sluc¢ajevima kad se klinickim pregledom
ne nadu povecani limfni ¢vorovi. Aksilarna disekcija ostaje vazna komponenta postednog
zahvata ili modificirane radikalne mastektomije i1 uzrok mogucéeg postoperacijskog
morbiditeta. Aksilarna disekcija pridonosi malo ili potpuno prezZivljenju, ali ostaje vaZzna za
odredivanje stadija i za lokalnu kontrolu (146,148).

Doprinos aksilarne disekcije lokalnoj kontroli je malen, ali uvjerljiv. U NASBP
protokolu B-04 usporedbom radikalne mastektomije s jednostavnom mastektomijom sa ili bez
zracenja, u 40% bolesnica s klini¢ki negativnom aksilom otkriveni su pozitivni ¢vorovi pri
radikalnoj mastektomiji (148). U bolesnica s neoperiranom aksilom u 18% je naknadno
utvrdeno povecanje limfnih ¢vorova koje je zahtijevalo kasniju disekciju aksile. U bolesnica
kod kojih je u€injena naknadna disekcija umjesto trenutne, nije primije¢ena znacajna razlika u
prognozi. Zracenje je manje ucinkovito od aksilarne disekcije u prevenciji eventualne
pogresne procjene aksile poglavito u bolesnica s klinicki pozitivnim ¢vorovima (148).

Pored lokalne kontrole bolesti disekcija aksile omogucava to¢no stupnjevanje i
prognosticke podatke. Status limfnih ¢vorova pazuha je najve¢i pokazatelj eventualnog
metastatskog potencijala tumora. Aksilarna disekcija se preporucuje svim bolesnicama stadija
I 1 IT bolesti koje idu na posStedni zahvat ili mastektomiju (146,148). Disekcija se eventualno
ne mora provesti u bolesnica koje moraju primati adjuvantnu terapiju bez obzira na status
¢vorova. Za bolesnice koje se lijeCe poStednim operacijskim zahvatom aksilarnu disekciju
treba izvrSiti posebnom aksilarnom incizijom koja se ne Siri naprijed prema pektoralnom
naboru. Aksilarna disekcija treba biti usmjerena prema uklanjanju 11 II razine limfnih ¢vorova
Pri odstranjenju limfnih ¢vorova iz aksile treba oCuvati dugi torakalni Zivac te torakodorzalni
Zivcanovaskularni splet, a ako je moguce i interkostobrahialne Zivce (70,71,146,148).

Kao $to smo ve¢ naveli za klini¢ki negativne aksile sve viSe u praksu ulazi biopsija
limfnog ¢vora strazara. No za potpunu primjenu biopsije limfnog ¢vora strazara, kao
standarda u lijeCenju bolesnice stadija I i II bolesti, bit ¢e potrebno sacekati zavrsetak studija
koje su u tijeku. Od njih ¢e se dobiti vrijedni podaci ne samo da li je vrijeme napustiti

disekciju aksile nego i odgovore na pitanja kako je najbolje identificirati ¢vor straZar (samo
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boja, radioaktivni izotop ili kombinacija) gdje injicirati (peritumoralno ili periareolarno ili
oboje) te koliko limfnih ¢vorova odstranit (jedan, dva, tri ili viSe) (74,75, 156,157).

Kemoterapija kod raka dojke moze se podijeliti u adjuvantnu, primarnu kemoterapiju i
kemoterapiju metastatske bolesti raka dojke.

Odluka o primjeni adjuvantne kemoterapije mora biti individualna za svaku bolesnicu
s pozitivnim i negativnim ¢vorovima. Pri donoSenju takve odluke u obzir se mora uzeti niz
¢imbenika ukljucuju¢i dob bolesnice, opée zdravstveno stanje, hormonalni status (pre i
menopauzalno), veli¢inu tumora, ekspresiju estrogenskih receptora, status limfnih ¢vorova,
amplifikaciju Her-2/neu proteina, Ki-67 i eventualno druge prognosticke ¢imbenike koji se
jos istrazuju (8,17,68,73,74,93).

Prve prave rezultate da adjuvantna kemoterapija pridonosi boljoj lokoregionalnoj
kontroli bolesti objavljeni su ranih 60-tih godina proslog stolje¢a (158). Ucinak adjuvantne
kemoterapije, kasnije je pokazan kao definitivno bolji ako se usporeduje ukupno prezivljenje
bolesnica s onima koje su uzimale placebo (159,160). Te su rane studije koristile ili L-
fenilalanin mustard (L-PAM) ili ciklofosfamid, metotrexat, 5-fluorouracil (CMF) i
promijenjen je tretman bolesnica s pozitivhim limfnim ¢vorovima. Postupno, uvodenjem
antraciklina u kemoterapijske protokole oni su postali standard u lijeCenju u zadnjem
desetljecu i ¢ak i danas.

U osamdesetim je analizirana moguénost doprinosa adjuvantne terapije bolesnica s
negativnim limfnim ¢vorovima. Iako su nakon nekih studija postojale kontroverze (150,161) o
potrebi adjuvantne terpije u bolesnica s negativnim limfnim ¢vorovima i negativnim
vrijednostima estrogenskih receptora, novije studije (151,162) su proSirile indikacije za
adjuvantnu terapiju i na Zene s negativnim limfnim C¢vorovima. No takoder danas je
prihvaceno i misljenje da je veéina bolesnica u skupini s negativnim limfnim ¢vorovima i
tumorom veli¢ine 1-2 cm, samo lokalnom terapijom je izljeCena u visSe od 70% slucajeva i
ipak nema benefit od kemoterapije. Otprilike iz te skupine 20-30% Zena Ce razviti metataze 1
upravo su novija istraZivanja usmjerena na otkrivanje podskupine bolesnica s negativnim
limfnim ¢vorovima kojima bi adjuvantna terapija najvisSe pomogla. U grupiranju bolesnica s
negativnim c¢vorovima analizirani su brojni potencijalni prognosticki ¢imbenici, ukljucujuci
veli¢inu tumora, stupnjevanje jezgara, Ki-67, status steroidnih receptora, c-erb B-2 onkogen
i ekspresiju katepsina D, sadrzaj DNK i frakcije S-faze koji bi mogli pomo¢i u utvrdivanju
neophodnosti adjuvantne terapije (8,17,68,73,74,93,).

Zadnjih godina, u viSe studija ispitivan je uc¢inak taksana (paclitaxel i docetaxel) kao

adjuvantne terapije kod bolesnica s pozitivnim i negativnim limfnim ¢vorivima. Za sada je
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dokazan ucinak taksana u metastatskoj bolesti no podaci o uvodenja taksana u adjuvantnu
terapiju su joS uvijek kontroverzni (163,164).

U bolesnica s pozitivhim estrogenskim receptorima u obzir svakako dolazi
adjuvantna terapija tamoksifenom. Medu Zenama s pozitivnim limfnim ¢vorovima upotreba
tamoksifena kao jedinog adjuvantnog c¢imbenika ograniena je na postmenopauzalne
bolesnice. U¢inkovitost antiestrogenske terapije kao adjuvantne terapije, pokazana je u vise
istrazivanja (44,70). Bolesnice su primile adjuvantnu terapiju tamoksifenom (20 mg/dnevno
kroz pet godina) ili su samo kontrolirane nakon mastektomije. Rezultati su pokazali
znacajno manju ucestalost lokalnih recidiva u bolesnica koje su primale tamoksifen, pri ¢emu
je najbolji ishod primjecen u postmenopauzalnih bolesnica (44). No danas studije navode
bolje rezultate lijeCenjem s nekim od inhibitora aromataze (Arimidex, Aromasin). Jedna od
najve¢ih adjuvantnih hormonalnih studija ATAC (Arimidex, Tamoxifen, alone or in
combination) pokazuje u preliminarnim rezultatima prednosti terapije sa inhibitorom
aromataze nad tamoxifenom (87).

Vrijednost kombiniranja kemoterapeutika i hormonske terapije joS treba ustanoviti.

Lokalno wuznapredovali karcinom dojke obuhvaca tumore s Sirokim opsegom
bioloSkog ponaSanja. Takva definicija opc¢enito ukljucuje tumore koji su veliki ili su
proSireni na regionalne limfne Cvorove bez znakova udaljenih metastaza (167,168). Ovi
bolesnici su klasificirani kao skupina s III stupnjem bolesti prema AJCC (67). Otprilike 10-
20% svih bolesnica s karcinomom dojke ima III stupanj bolesti. Priblizno 25-30% karcinoma

dojke III stupnja je inoperabilno u vrijeme postavljanja dijagnoze (169).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA
Cilj istrazivanja je utvrditi:

1. imunohistokemijsku izrazajnost Cox-2 u primarnim tumorima dojke,

2. povezanost izrazajnosti Cox-2 u tumorskim stanicama raka dojke s ishodom lijeCenja
bolesnica 1 njegovu povezanost s ostalim, do sada prihvaéenim prognostickim
¢imbenicima za rak dojke (veli¢ina tumora, diferenciranost, dob bolesnice, zahvacenost
limfnih ¢vorova, status estrogenskih i progesteronskih receptora),

3. povezanost izraZzajnosti Cox-2 s rezultatima protocne citometrije kao pokazateljem
proliferacijske aktivnosti tumora

4. ispitati razliku u izraZajnosti Cox-2 proteina u bolesnica sa srednje diferenciranim
tumorima dojke u odnosu s lokalnim recidivom, pojavom udaljenih metastaza i duzinom

preZivljenja.
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3. MATERIJAL I METODE ISTRAZIVANJA

3.1. Bolesnice 1 materijal

U ovom radu napravljena je retrospektivna studija na uzorku od 150 bolesnica koje su
zapocele lijeCenje zlo¢udnog tumora dojke na Odjelu onkoloske kirurgije u Klinici za tumore
(KZT) tijekom 1995., 1996. i 1997. godine. U ukupnom broju od 150 bolesnica nalazi se
istrazivana skupina, ukupno 50 bolesnica sa srednje diferenciranim tumorima i dvije
kontrolne skupine, svaka s po 50 bolesnica. Jedna kontrolna skupina su bolesnice sa slabo
diferenciranim tumorom i druga skupina bolesnica s dobro diferenciranim tumorom.

Operacijski materijal analiziranih bolesnica fiksiran je u 10% puferiranom formalinu,
uklopljen u parafin, rezan i bojen standardnom rutinskom patohistoloSkom metodom
hemalaun eozin kako bi se svjetlosnim mikroskopom postavila patohistoloSka dijagnoza.
Stupanj diferenciranosti tumora odreden je prema Bloomu i Richardsonu (78). Kako se radi o
retrospektivnoj studiji, steroidni receptori odredivani su u citosolu tumorskog tkiva DC
metodom  (dekstran-aktivni ugljen). Parametri hormonskog vezivanja odredeni su
Scatchardovom analizom temeljem koje su rezultati kompjuterski obradeni i izraZeni u
femtomolima na mg proteina (85). Receptori se smatraju pozitivhima ukoliko su vrijednosti
za estrogenske receptore vece od 5 fmola/mg proteina, a za progesteronske receptore vece od
10 fmola na /mg proteina.

Iz arhive Klinike za tumore gdje su pohranjene povijesti bolesti bolesnica izvadili smo
sve podatke o bolesnicama, klinicke podatke o primarnom tumoru te nacinu lijeCenja
bolesnica.

Iz raCunalne baze podataka KZT izvadeni su podaci o zdravstvenom stanju dijela
bolesnica koje se redovito kontroliraju u Klinici za tumore.

Iz datoteke Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo (HZJZ) dobili smo podatke o
bolesnicama sa smrtnim ishodom bolesti.

Ostale bolesnice smo na osnovi adresa pozivali na kontrolne pregled u Kliniku.
3.2. Imunohistokemija
Uzorci tumorskog tkiva dojke svih 150 bolesnica, fiksirani su u formalinu i uklopljeni

u parafin. Osim rezova za standardnu metodu bojenja od svakog tumora ucinjen je dodatni rez

debljine 5 pm za imunohistokemijsko bojenje za koje je upotrebljeno misje monoklonsko
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protutijelo na Cox-2 (Cayman Chemical; N° 160112; 1:50). Imunohistokemijsko bojenje
ucinjeno je prema standardnim uvjetima, Sto ukljucuje deparafiniranje, tretiranje preparata u
mikrovalnoj pecnici upotrebom «target retrival solution» DAKO i primjenu primarnog
monoklonskog protutijela na Cox-2. Spomenuto protutijelo ostavljeno je na preparatima preko
no¢i u vlaznoj komori u hladnjaku. Nastavak metode dovrSen je upotrebom aparata
(DakoCytomation TechMate™ Denmark) i pokrenut je postupak automatiziranog procesa
imunohistokemijske obrade preparata metodom MSIP prema preporuci proizvodaca.

Rezultati imunohistokemijskog bojenja izraZzeni su semikvantitativnom metodom, $to
znaCi: nema obojenja u tumorskim stanicama (-); do 10% tumorskih stanica ima pozitivnu
reakciju, slabo pozitivna reakcija (+); 10-50% tumorskih stanica pozitivho, umjereno
pozitivna reakcija (++); viSe od 50% tumorskih stanica pozitivno, jako pozitivha reakcija
(+++ ). Tumori u kojima nije doslo do obojenja i tumori koji su imali do 10% pozitivnih
tumorskih stanica smatrani su negativni za Cox-2. Tumori koji su imali umjereno pozitivnu

reakciju (++) 1 jako pozitivnu reakciju (+++) smatrani su Cox-2 pozitivni.

3. 3. Proto¢na citometrija

Proto¢na citometrija napravljena je na tkivu uklopljenom u parafinske blokove i
obradeno metodom koju su opisali Hedley i sur (170). Iz parafinskih blokova napravljeni su
dodatni rezovi u tri sloja debljine 40 wm potrebna za analizu na proto¢nom citometru. Rezovi
tkiva deparafinizirani su u ksilenu, rehidrirani u razli¢itim koncentracijama etanola (redom
100%-tnom, 95%-tnom i 70%-tnom), te su na kraju isprani destiliranom vodom. Tkivo je
zatim suspendirano 0,5%-tnim pepsinom, 0,9%-tnim natrij-kloridom (pH=7,5) te inkubirano u
vodenoj kupelji na 37°C, 1 sat. Stanice su isprane u RPMI mediju, filtrirane kroz 42-
mikronski najlonski filter i centrifugirane 5 minuta na 800 G. Nakon toga dodana je
ribonukleaza A (Sigma-R-4875) u koncentraciji od 1 mg/ml te su jezgre suspendirane u
propidium jodidu (Sigma-P-4170) koncentracije 50 pg/ml. Kao bioloski standard
upotrijebljeno je normalno tkivo dojke.

Sadrzaj DNA 1 proliferativna aktivnost analizirane su FACS Calibur proto¢nim
citometrom (Becton Dickinson, San Jose, CA, SAD), pri valnoj duljini od 488 nm, snazi
lasera od 15 mW i uz crveni filter. Kroz uredaj se propusta 20 000 jezgara po uzorku, a DNA

histogrami su analizirani ModFit LT programom.
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3.4. StatistiCka obrada podataka

Svi podaci su tabli¢no pohranjeni (Excel) i pripremljeni za statisticku obradu.

Svi dobiveni rezultati obradeni su deskriptivnim statistickim metodama. Za testiranje razlike u
vrijednostima  kvantitativnih varijabli primjenjena je ANOVA (jednosmjerna analiza
varijance), odnosno njezin neparametrijski ekvivalent kada distribucije prikupljenih podataka
nisu slijedile normalnu raspodjelu.

Za testiranje razlike u vrijednostima kvalitativnih varijabli primjenjen je ¥ test.

Za ocjenu povezanosti Cox-2 s ostalim obiljezjima primijenjen je regresijski model.

Za analizu preZivljenja primjenjena je metoda po Kaplan-Meieru 1 Cox-ov regresijski model.

42



4. REZULTATI

4.1. Analiza klinickih 1 laboratorijskih podataka u odnosu na histoloSku diferenciranost

tumora

U trenutku postavljanja dijagnoze bolesnice su bile u rasponu od 30 do 86 godina
(prosje€no 57,5 god ), a po gradusima prosje¢no: gradus I, 58,4 ; gradus II 56,6 ; gradus III
57,6. U tablici 4 prikazane je odnos prognostickih pokazatelja karcinoma dojke prema stupnju
diferenciranosti tumora. Na slici 1 prikazan je karcinom dojke, bojanje hemalaun eozinom, a
na slikama 2-4 prikazani su primjeri rezultata imunohistokemijskog bojanja. Na slikama 51 6
prikazani su primjeri histograma dobivenih proto¢nom citometrijom diploidnog 1
aneuploidnog karcinoma dojke.

U skupini dobro diferenciranih tumora bolesnice su u trenutku postavljanja dijagnoze
bile najces¢e u prvom stadiju blesti (26 bolesnica) dok je samo 5 bolesnica u skupini slabo
diferenciranih tumora bilo u prvom stadiju bolesti. Bolesnice skupine srednje diferenciranih
tumora su u ¢ak u 20 slucajeva bile u prvom stadiju bolesti, a prvi 1 drugi stadij bolesti Cini
ukupno 48 slucajeva. NajviSe bolesnica u tre¢m stadiju bolesti (n=12) bilo je u grupi sa slabo
diferenciranim tumorima (P<0,001). Bolesnice sa slabije diferenciranim tumorima imale su
znacajno vece tumore (P<0,001) (slika 7), ve¢i broj limfnih ¢vorova s metastazama (P=0,002)
(slika 8), bile su u viSem stadiju bolesti (P<0,001) (slika 9), ¢eS¢e imale negativne estrogenske
receptore (P=0,02) (slika 10), aneuploidne tumore (P<0,001) (slika 11) te viSu proliferacijsku
aktivnost tumora (P<0,001) (slika 12). Najveci broj bolesnica pozitivnih na Cox-2 bio je u
skupini bolesnica s srednje diferenciranim tumorima (P=0,02) (slika 13). Odnos veli¢ine
tumora i Cox-2 u tumorima prikazan je na slici 14 (P=0,061), a odnos ploidnosti i Cox-2 na

slici 15 (P=0,031) .
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Tablica 4. Odnos prognostickih ¢imbenika i stupnja diferenciranosti karcinoma dojke

Karakteristike bolesnica gradus | gradus I  gradus Il ¥  df P
Broj bolesnica 50 50 50
Dob (sr. vrijednost) 58,4 56,6 57,6 P=0,717
Veli¢ina tumora
T1 (<2cm) 34 31 15 214 6 P<0,001
T2 (2-5cm 12 18 25
T3 (5-10 cm) 1 0 1
T4 (>10 cmi exul.) 3 1 9
Limfni ¢vorovi
NO 30 27 15 11,17 4 P=0,024
N1 20 22 33
N2 0 1 2
Stadij bolesti
I 26 20 5 26,2 4 P<0,001
11 20 28 33
111 4 2 12
Hormonski receptori
ER (-) 12 22 26 7,42 2 P=0,024
ER (+) 34 27 23
PR (-) 17 23 27 3,1 2 P=0,207
PR (+) 29 26 22
Cox-2
(-+) 32 20 28 8 2 P=0,018
(++, +++) 15 30 20
Ploidnost tumora
Diploidni tumori 31 14 7 323 2 P<0,001
Aneuploidini tumori 13 31 42
S faza tumora
Visoka proliferacija 4 20 34 36,3 2 P<0,001
Niska proliferacija 40 25 14
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Slika 1. Duktalni invazivni krcinom (H.E. 200x)
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Slika 2. Negativna reakcija na Cox-2 protein u tumorskim stanicama (IMH, Cox-2, 200x)
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Slika 3. Srednje jaka reakcija u citoplazmi stanica karcinoma dojke (IMH, Cox-2, 400x)
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Slika 4. Jaka zrnata citoplazmatska reakcija u tumorskim stanicama (IMH, Cox-2, 400x)

48



Diploidni tumor:
G0/G1: 97,74 %
G2/M : 1,39 %
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Slika 5. Histogram dobiven proto¢nom citometrijom diploidnog karcinoma dojke
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Slika 6. Histogram dobiven proto¢nom citometrijom aneuploidnog karcinoma dojke
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Slika 7. Odnos stupnja diferenciranosti tumora i veli¢ine tumora: F(2; 145)=0,278; P<0,001.
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Slika 8. Odnos stupnja diferenciranosti tumora i statusa limfnih ¢vorova: F(2;145)=8,494;
P=0,002.
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Slika 9. Odnos stupnja diferenciranosti tumora i stadija bolesti (}°=26,2, df=4, P<0,001).

52



U JER1: negativni
LYJER1: pozitivni

Stupanj diferenciranosti tumora

40

35

30 1

5 0 5 0 5 0
[\ « = =
Bolusa|oq loig

53

0,024)

Slika 10. Odnos stupnja diferenciranosti i statusa estrogenskih receptora (y’=7,421, df=2,
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Slika 11. Odnos stupnja diferenciranosti i ploidnosti tumora ()’
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Slika 12. Odnos stupnja diferenciranosti s proliferacijskom fazom tumora(S-faza),
F(2;134)=5,240; P<0,001).
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4.2. Analiza klinickih i laboratorijskih podataka u odnosu na izrazajnost Cox-2 u tumorima

U tablici 5 prikazan je odnos ukupnog broja Cox-2 pozitivnih i Cox-2 negativnih bolesnica te
njihova povezanost s klinickim 1 laboratorijskim pokazateljima. Bolesnice sa srednje

diferenciranim tumorima i bolesnice s aneuploidnim tumorima bile su naj¢esce pozitivne na
Cox-2 protein.

Tablica 5. U tablici su prikazani ukupni rezultat analize Cox-2 i njegova povezanost s
klini¢kim i laboratorijskim pokazateljima.

Karakteristike bolesnica Cox-2 negativan Cox-2 pozitivan V4 df P

Gradus tumora

I 32 15 8,01 2 P=0,018
1I 20 30
111 28 20
Veli¢ina tumora
Tl (<2cm) 42 36 7,34 3 P=0,061
T2 (2-5cm 26 27
T3 (5-10) 1 1
T4 (>101 exulc.) 11 1
Limfni ¢vorovi
N 38 32 0,69 2 P=0,707
N1 41 31
N2 1 2
Hormonski receptori
ER (-) 29 30 0,68 1 P=0,407
ER (+) 45 35
PR (-) 34 32 0,14 1 P=0,698
PR (+) 40 33
Ploidnost tumora
Diploidni tumori 31 16 4,61 1 P=0,031
Aneuploidini tumori 40 46
S faza tumora
Visoka proliferacija 41 34 0,05 1 P=0,816
Niska proliferacija 30 27
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Slika 13. Odnos stupnja diferenciranosti i izraZajnosti Cox-2 u tumorima (}’=8,01, df=2,
P=0,018).
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Slika 14. Odnos veli¢ine tumora i izraZajnosti Cox-2 u tumorima (x*=7,34, df=3, P=0,061).
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Slika 15. Odnos ploidnosti tumora i izraZajnosti Cox-2 u tumorima (x’=4,61, df=1, P=0,031).
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4.3. Kaplan-Meierova analiza dobivanja metastaza

Na tablici 6 prikazani su podaci o odnosu ispitivanih klinickih i laboratorijskih
podataka o dobivanju metastaza. Na slikama 16-23 prikazane su krivulje dobivanja metastaza
u odnosu na ispitivane klinicke i laboratorijske pokazatelje (o bolesnice koje su dobile
metastaze, + bolesnice koje nisu dobile metastaze). Od ukupno 150 ispitanica tijekom
pracenja od 120 mjeseci (1995-2004.) njih 59 (39,3%) dobilo je metastaze. Od bolesnica koje
su dobile metastaze nakon zavreSnog pracenja (12. mjesec, 2004.) samo je 5 (8,5%) Zivo dok
su 54 umrle (91.5%). Raspon u kojem su bolesnice dobivale metastaze je od 1 do 84 mjeseci.
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Tablica 6. Kaplan-Meierova analiza dobivanja metastaza

Dobivanje metastaza
(mjeseci)

ISTRAZIVANI
— Nx | X/2% p
POKAZATELJI X4SD Medija
n
HISTOLOSKI GRADUS
1 82,2+38.2 101 17/33
2 7744382 99 09 | 1947 0378
3 69,3+41,0 98 22/27
VELICINA TUMORA
T1 83,2+36,1 101 26/45
T2 73,4+39,6 98 23/28 | 9,19 0,027
T3 31,5+6,4 31 2/0
T4 53,9+47,2 39 8/5
LIMFNI CVOROVI
NO 88,2+34,0 102 19/45
N1 64,8+40,8 66 39732 | 1134 0,003
N2 78,6+48,2 106 11
ESTROGENSKI RECEPTORI
Negativni 65,8+41,9 92 29/27 | -2,267% 0,023
Pozitivni 82,8+35,9 102 29/46
PROGESTERONSKI
RECEPTORI
Negativni 68,2+41,9 95 31/33 | -1,92% 0,054
Pozitivni 82,3+35,8 99 27/40
Cox-2
Negativan (-,+) 74,5399 98 32/47 | -0,50*% | 0,616
Pozitivan (++, +++) 79,5+38.3 99 25/39
PLOIDNOST TUMORA
Diploidni 83,0+35,7 100 18/32 | 1,450% @ 0,147
Aneuploidni 72,3+40,7 98 37/41
S FAZA TUMORA
Niska 80,1+38,4 100 30/48 | (9775 | 0328
Visoka 70,9+39.,9 98 25/32 |
TIP OPERACILJE
Postedna 90,6+28,7 101 7/18 | -2,238% 0,025
Radikalna 72,8+40,7 98 52/60
KEMOTERAPLJA
+ 67,3+41,1 97 29/30 1,991% 0,046
- 82,8+36,7 = 101 30/48
RADIOTERAPIJA
+ 76,2438,6 = 98 40/50 | -0,119* = 0,905
- 76,6+40,9 = 101 19/28
HORMONOTERAPIA
+ 77,3£37.9 = 99 25/30 | -252*% 0,801
- 75,6+40,4 = 98 34/48
LOKALNI RECIDIV
+ 55,5+32,4 60 9/2 2,109 = 0,035
- 78,0£39,3 99 50/76
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Slika 16. Pojava metastaza u u bolesnica s rakom dojke prema stupnju diferenciranosti tumora
(P=0,378)
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Slika 17. Pojava metastaza u u bolesnica s rakom dojke prema velicini tumora (T1-T4)

(P=0,027)
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Slika 18. Pojava metastaza u u bolesnica s rakom dojke prema zahvacenosti limfnih ¢vorova

(P=0,003)
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Slika 19. Pojava metastaza u u bolesnica s rakom dojke prema statusu estrogenskih receptora

(P=0,023)
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Slika 20. Pojava metastaza u u bolesnica s rakom dojke prema statusu progesteronskih
receptora (P=0,054)
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Slika 21. Pojava metastaza u u bolesnica s rakom dojke prema izrazZajnosti Cox-2 proteina
(P=0,616)
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Slika 22. Pojava metastaza u u bolesnica s rakom dojke prema ploidnosti tumora (P=0,147)
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Slika 23. Pojava metastaza u u bolesnica s rakom dojke prema proliferacijskoj fazi (S faza)
(P=0,328)
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4.4. Kaplan-Meierova analiza preZivljenja

4.4.1. Ukupno prezivljenje

Na slici 24 prikazano je preZivljenje u 150 ispitanica s rakom dojke operiranih u periodu od

sije€nja, 1995. do svibnja, 1997. godine (o umrle bolesnice, + Zive bolesnice). Od ukupno 150

ispitanica tijekom istrazivanja (1995-2004.) umrle su 54 (36,49%) ispitanice, dok je 94
(63,51%) zivih (cenzorirani podaci). Dvije bolesnice koje u toku 5 godiSnjeg prac¢enja nisu

imale recidiv bolesti, izgubili smo iz daljnjeg pracenja. Raspon prezivljenja umrlih bolesnika

bio je od 5 do 87 mjeseci. Prosjek (aritmeticka sredina) preZivljenja je 91 mjeseci (95%
interval pouzdanosti: 85-98 mjeseci). Nakon 2 godine pracenja vjerojatnost prezivljenja je
91%, a nakon 5 godina je 73%. Nakon 9 godina pracenja (koliko je trajalo istraZivanje)

vjerojatnost prezivljenja je 63%.
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Slika 24. Ukupno prezivljenje bolesnica

— nije dobila
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4.4.2. Prezivljenje u odnosu na prognosti¢ke ¢imbenike

U tablici 7 prikazani su rezultati Kaplan-Meierove analize povezanosti istraZivanih
prognostickih ¢imbenika u odnosu na ukupno prezivljenje u 150 ispitanica s rakom dojke. Na
slikama 24-32 prikazane su krivulje prezivljenja u odnosu na ispitivane klinicke i
laboratorijske pokazatelje (0 umrle bolesnice, + Zive bolesnice). Na slikama 33-36 prikazane
se krivulje preZivljenja u odnosu na nacin lijeCenja (o umrle bolesnice, + Zive bolesnice). Za
testiranje povezanosti prognostickih ¢imbenika i prezivljenja upotrijebljena Kaplan-Meierova
analiza prezivljenja. Nadena je statistiCki znaCajna povezanost izmedu veli¢ine tumora
(P=0,010), statusa limfnih ¢vorova i prezZivljenja (P=0,007) te estrogenskih (P=0,032) i
progesteronskih receptora (P=0,027) i preZivljenja ispitanica.
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Tablica 7. Kaplan-Meierova analiza preZivljenja

PREZIVLJENJE
7 (mjeseci)
POKAZATELJY Media | MC* | X7 P
X+SD J
n

HISTOLOSKI GRADUS

1 87,1+33,1 101 16/34

2 85,4+32.4 100 17/32 1964 1 0,374
3 76,0+35,3 98 21/28
VELICINA TUMORA

T1 89,9+29,8 102 23/56

T2 79,4+34,3 98 21/33 | 11,267 = 0,010
T3 42,5+42,5 42 2/0

T4 60,8+42,8 60 8/5
LIMFNI CVOROVI

NO 92,0+29,6 102 17/54

N1 73,9+35,4 94 36/38 9912 0,007
N2 86,3+34,9 106 12
ESTROGENSKI RECEPTORI

Negativni 74,0+36,5 96 27/32 | -2,147° 0,032
Pozitivni 88,5+30,5 102 26/57
PROGESTERONSKI
RECEPTORI

Negativni 75,3+36,6 97 30/36 | -2,208° 0,027
Pozitivni 88,7+30,1 99 23/53
Cox-2

Negativan (-,+) 80,6+34.,6 99 29/50 | -0,456° 0,648
Pozitivan (++,+++) 87,0+31,8 101 23/41
PLOIDNOST TUMORA

Diploidni 88,2+31,1 100 16/36 1,322°  0.186
Aneuploidni 80,0+34,8 99 34/50
S FAZA TUMORA

Niska 86,6+32.8 101 27/51 0,924 = 0,355
Visoka 78,1+34,4 98 23/34
TIP OPERACILJE

Postedna 95,4+23,7 101 5/24 -2,497° 0,012
Radikalna 79,8+35,2 98 49/70
KEMOTERAPIA

+ 75,7435,6 98 26/36 1,592 0,111
- 88,0+31,6 102 28/58
RADIOTERAPIJA

+ 82,2+33.5 98 37/63 0,158 | 0,874
- 84,2434.5 102 17/31
HORMONOTERAPIA

+ 83,9+31,9 99 24/38 0,019 0,985
- 82,1+35,2 98 30/56
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Slika 25. Prezivljenje bolesnica u odnosu na stupanj diferenciranosti tumora (P=0,374)
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Slika 26. Prezivljenje u odnosu na veli¢inu tumora (T1-T4) (P=0,010)
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Slika 27. Prezivljenje u odnosu na status limfnih ¢vorova (P=0,007)
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Slika 29. Prezivljenje u odnosu na status progesteronskih receptora (P=0,027)
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Slika 30. PreZivljenje u odnosu na izrazajnost Cox-2 (P=0,648)
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Slika 31. PreZivljenje u odnosu na ploidnost tumora (P=0,186)
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Slika 32. Prezivljenje u odnosu na proliferacijsku aktivnost tumora (P=0,355)
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Slika 33. PreZivljenje u odnosu na tip operativnog zahvata (P=0,012)
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Slika 34. Prezivljenje u odnosu na kemoterapiju (P=0,111)
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Slika 35. Prezivljenje u odnosu na lokoregionalnu terapiju zracenjem (P=0,874)
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Slika 36. Prezivljenje u odnosu na hormonalnu terapiju (P=0,985)
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4.5. Multivarijantna analiza prezivljenja — Coxov regresijski model

Primijenjen multivarijatni Coxov regresijski model statisti¢ki je znagajan ()’=26,465;

df=16; P=0,048). Rezultati Coxove regresije prikazani su u tablicama 8 i 9. Kao znacajni
prediktori pri procjeni hazarda smrtnosti kod ispitanica s karcinomom dojke izdvojili su se
sljede¢i pokazatelji: veli¢ina tumora, status limfnih ¢vorova 1 estrogenski receptori u
tumorskim stanicama.
Relativni hazard smrti za ispitanice s tumorom veli¢ine T3 je 5 puta veci nego za ispitanice s
tumorom veli¢ine T1. Relativni hazard smrti za ispitanice sa statusom limfnih ¢vorova N1 je
2,4 puta veci nego za ispitanice sa statustom limfnih ¢vorova NO. Relativni hazard smrti za
ispitanice negativnim estrogenskim receptorima je 2,1 puta veéi nego za ispitanice s
pozitivnim estrogenskim receptorima.
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Tablica 8. Rezultati Coxove regresije (regresijski koeficijenti, Waldov x*- test)

ISTRAZIVANI POKAZATELJI B S.E. Wald j df P
DOB 0,019 0,017 1,312 1 0,252
HISTOLOSKI GRADUS 0,864 2 0,649

II:1 0,270 0,485 0,309 1 0,578

I : 1 -0,114 0,566 0,040 1 0,841
VELICINA TUMORA 5,430 3 0,143

T2:T1 0,250 0,378 0,438 1 0,508

T3:T1 1,606 0,817 3,866 1 0,049

T4:T1 1,018 0,624 2,664 1 0,103
STATUS LIMFNIH CVOROVA 5,051 2 0,080

N1 : NO 0,890 0,406 4,799 1 0,028

N2 :NO 0,374 1,136 0,109 1 0,742
ESTROGENSKI RECEPTORI

negativni : pozitivni 0,755 0,383 3,882 1 0,049
PROGESTERONSKI RECEPTORI

negativni : pozitivni 0,611 0,338 3,256 1 0,071
COXx-2

pozitivni : negativni 0,151 0,333 0,206 1 0,650
PLOIDNOST TUMORA

vi§eploidan : diploidan -0,126 0,398 0,099 1 0,752
S-FAZA

vi$a : niZa 0,235 0,383 0,377 1 0,539
KEMOTERAPIJA

dobila : nije dobila -0,006 0,496 0,000 1 0,990
IRADIJACIJSKA TERAPIJA

dobila : nije dobila -0,527 0,389 1,835 1 0,175
HORMONSKA TERAPIJA

dobila : nije dobila 0,142 0,431 0,108 1 0,742
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Tablica 9. Rezultati Coxove regresije (relativni hazard smrti s 95% granicama pouzdanosti)

RELATIV 95% GRANICE
. NI POUZDANOSTI
ISTRAZIVANI POKAZATELJI HAZARD
SMRTI DONJA GORNJA

DOB 1,020 0,986 1,054
HISTOLOSKI GRADUS

II: 1 1,309 0,507 3,385

I : 1 0,893 0,294 2,706
VELICINA TUMORA

T2:T1 1,284 0,612 2,694

T3:T1 4,981 1,005 24,686

T4 :T1 2,768 0,815 9,400
STATUS LIMFNIH CVOROVA

N1 :NO 2,436 1,098 5,402

N2 : NO 1,454 0,157 13,470
ESTROGENSKI RECEPTORI

negativni : pozitivni 2,127 1,004 4,508
PROGESTERONSKI RECEPTORI

negativni : pozitivni 1,842 0,949 3,575
COXx-2

pozitivni : negativni 1,163 0,606 2,235
PLOIDNOST TUMOFA

viSeploidan : diploidan 0,882 0,404 1,925
S-FAZA

visa : niza 1,265 0,597 2,680
KEMOTERAPIJA

dobila : nije dobila 0,994 0,376 2,630
IRADIJACIJSKA TERAPIJA

dobila : nije dobila 0,590 0,276 1,265
HORMONALNA TERAPIJA

dobila : nije dobila 1,152 0,495 2,679
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5. RASPRAVA

Rak dojke je najceS¢i zlocudni tumor u Zena. Incidencija mu je u stalnom porastu. Za
uspjesno lijeCenje najvaznija je rana dijagnostika. Dio klini¢ara smatra da su Zene s tumorima
manjim od 1 cm gotovo u pravilu izlijeCene. Dio klini¢ara zastupa misljenje da je karcinom
dojke od samog pocetka sistemska bolest. Tome u prilog govori raznoliko bioloSko ponaSanje
raka dojke, posebice duktalnog NOS karcinoma koji je i najces¢i tip raka dojke. To je i glavni
problem u lijeCenju raka dojke, kako predvidjeti na osnovu klinicke klasifikacije i
morfoloSkih osobina tumora, njegovo daljnje ponaSanje.

U praksi se uvrijezio naziv tzv. tradicionalnih prognostickih ¢imbenika. Oni ukljucuju
veli¢inu tumora, broj pozitivnih limfnih ¢vorova te status hormonskih receptora. Navedeni
prognosticki ¢imbenici su jo§ uvijek nezaobilazni u odluci o daljnjem lijeCenju. Nekad je
odluka o potrebi adjuvantnog lijeCenja kemoterapijom laksSa jer je kombinacija prognostickih
¢imbenika nepovoljna. No vrlo ¢esto niti kombinacija navedenih prognostickih ¢imbenika ne
daje sigurnost i odgovor o potrebi provodenja adjuvantne kemoterapije. Poznato je da je
princip modernog terapijskog pristupa u bolesnica s rakom dojke, prona¢i one koje imaju
povecani rizik od razvoja relapsa bolesti i krace preZivljenje uzimajuci u obzir tradicionalne i
nove prognosticke ¢imbenike.

U ovom radu analizirana je skupina od 150 bolesnica, po 50 bolesnica s dobro, srednje
1 slabo diferenciranim tumorima. Analizirani su svi do sada prihvaceni prognosticki ¢imbenici
za sve tri skupine, analiza stanicne DNA na proto¢nom citometru te analiza Cox-2 proteina.
Bolesnice su bile ve¢inom u prva dva stadija bolesti, njih ukupno 132 (88%). U prvom stadiju
bolesti nalazilo se 51 bolesnica, u II stadiju bolesti 81 bolesnica, dok je u III stadiju bilo 18
bolesnica (12%).

Lijecenje su zapocele s operacijskim zahvatom koji je ukljucivao radikalni operacijski
zahvat, odnosno odstranjenje dojke (121 bolesnica) ili poStedni kirurSki zahvat koji je
uklju¢ivao odstranjenje dijela dojke (19 bolesnica). U obje skupine bolesnica ucinjeno je
kompletno odstranjenje limfnih ¢vorova pazuha. Zadnjih godina uocava se znatan porast
postednih kirurSkih zahvata zahvaljuju¢i brojnim studijama medu kojima su i one s najduzim
pra¢enjima koje su proveli Fisher i Veronesi sa suradnicima (146-148). Nakon operacijskog
zahvata, bolesnice su na osnovi veli¢ine tumora, statusa limfnih ¢vorova, diferenciranosti
tumora te hormonske ovisnosti tumora nastavile lije€enje jednim od vidova adjuvantne

terapije. Bolesnice sa slabo diferenciranim tumorima naj¢eS¢e su dobivale adjuvantnu
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kemoterapiju (39 bolesnica, 78%). Od 50 bolesnica sa srednje diferenciranim tumorima njih
17 (34%) je primalo kemoterapiju dok je u skupini dobro diferenciranih tumora samo njih 8
(16%) primalo kemoterapiju.

Ako se usporedi smrtnost nakon 9 godina prac¢enja u skupini bolesnica sa slabo
diferenciranim tumorima, umrle su 21 bolesnica, u skupini srednje diferenciranih njih 17, a u
skupini dobro diferenciranih 16 bolesnica (P=0,3). lako se biljeZi manje smrtnosti u bolesnica
s nizim gradusom nije zabiljezena statistiCki znacajna razlika u smrtnosti u odnosu na gradus
tumora. Iz ovih rezultata namece se pitanje da li je kod nekih bolesnica nepotrebno provedena
kemoterapija ili neke bolesnice samo na osnovi tzv. tradicionalnih prognostickih ¢imbenika
nisu dobile adjuvantnu kemoterpiju, iako se po ishodu bolesti moZe zakljuciti da bi bilo bolje
da su je dobile ?

U ovom radu analiziran je odnos stupnja diferenciranosti (gradusa) tumora s ostalim
klinickim 1 laboratorijskim pokazateljima. Za testiranje razlika u vrijednostima kvantitativnih
varijabli izmedu gradusa primjenjana je ANOVA a za analizu vrijednosti kvalitativnih
varijabli primjenjen je X test. Analiza je pokazala statisti¢ki znacajne razlike po gradusima za
veli¢inu tumora, status limfnih ¢vorova, vrijednosti estrogenskih receptora, izrazajnosti Cox-2
u tumorima, ploidnosti tumora i S frakcije tumora.

Kaplan-Meierova analiza prezivljenja primijenjena je za analizu dobivanja metastaza i duZinu
prezivljenja (univarijatna analiza).

Rezultat studije pokazuje da su bolesnice s bolje diferenciranim tumorima imale
prosje¢no manje tumore (P< 0,001), manji broj limfnih ¢vorova je bio zauzet metastazama
(P=0,002) te cesce pozitivne estrogenske receptore (P=0,02). Usporedbu izmedu
mikroskopskog izgleda tumora i stupnja malignosti prvi je sugerirao na kraju 19. stoljeca von
Hansemann (171). Danas se za histolosko gradiranje najviSe primjenjuje tzv. Nottinghamska
metoda (79). Samo odredivanje gradusa tumora visoko korelira s prognozom bolesti.
Bolesnice s dobro diferenciranim tumorima imati ¢e Sansu 10 godiSnjeg preZivljenja 85%
nakon dijagnoze, dok u bolesnika sa slabo diferenciranim tumorima Sanse padaju na 45%. U
ovoj studiji ni univarijatna analiza pojave metastaza (P=0,2) ni analiza prezivljenja ovisno o
gradusu tumora(P=0,37) nisu pokazale statisticki znacajnu razlike. Takoder ni multivarijatna
analiza nije pronasla znacajnije razlike u preZivljenju u odnosu na gradus tumora. U studijama
koje su proveli Bloom (78), Elston te Le Dousal (172) sa suradnicima potvrdena je
povezanost histoloSkog gradusa i prezivljenja bez znakova bolesti. Mogu¢i odgovor za
dobiveni rezultat na vlastitom materijalu je analiza skupina bolesnica s razli¢itim veli¢inama

tumora i razli¢itim statusom limfnih ¢vorova. lako se pregledom medicinske literature nalaze
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brojni radovi koji potvrduju prognosticko znacenje histoloSkog gradusa, ipak se naglaSava uz
prognosticku njegova prediktivna vaznost pri donoSenju odluka o adjuvantnoj terapiji za
bolesnice s negativnim limfnim ¢vorovima i grani¢nom veli¢inom tumora (173).

Analiziraju¢i veli¢inu tumora i status limfnih ¢vorova na pojavu metastaza i
prezivljenje, u vlastitoj studiji od ukupno 150 bolesnica njih 59 dobilo je metastaze. Od
bolesnica koje su dobile metastaze samo je 5 joS Zivih. Univarijatna analiza pokazala je
statisticki znacajnu korealaciju izmedu veli¢ine tumora i pojave metastaza (P=0,02), veliine
tumora i prezivljenja (P=0,01), statusa limfnih ¢vorova i pojave metastaza (P=0,003), statusa
limfnih ¢vorova i prezivljenja (P=0,007). Takoder multivarijatna analiza potvrdila je znacenje
veli¢ine tumora na duZinu prezivljenja (P=0,04), (i to tumora ve¢ih od 5 cm u odnosu na
tumore veli¢ine do 2 cm) i pozitivne aksile u odnosu na negativnu aksilu (P=0,02). Dobiveni
rezultat slican je brojnim studijama koje potvrduju veliinu tumora kao prognosti¢kog
¢imbenika (79, 173, 174, 175). Bolesnice s manjim tumorima imaju bolje preZivljenje nego
bolesnice s ve¢im tumorima. Carter i suradnici su u skupini od 24 740 bolesnica pokazali da
su bolesnice s tumorima manjim od 1 cm imale ukupno petogodisSnje preZivljenje oko 99% u
usporedbi s bolesnicama koje su imale tumor izmedu 1-3 cm i imale preZivljenje 89% (174).
Sam naziv minimalno invazivnog karcinoma koristi se za oznaCavanje vrlo malih tumora s
vrlo dobrom prognozom. Podaci iz NTPBCS studije (Nottingham Tenovus Primary Breast
Cancer Study) sugeriraju da nije neophodno smatrati samo veli¢inu do 1 cm kao pokazatelj
dobre prognoze jer su pokazali da izmedu tumora veli¢ine do 9 mm i onih veli¢ine izmedu 10
1 14 mm nema statistiCki znaCajnih razlika u prezivljenju (175). U ovom radu bolesnice s
tumorima veli¢ine do 2 cm, nakon 9. godiSnjeg pracenja imale su 78% vjerojatnost
prezivljenja.

Vlastita studija je pokazala vaZnost metastaza u limfnim ¢vorovima i za pojavu
udaljenih metastaza i za duzinu prezivljenja. I univarijatna i multivarijatna analiza potvrdile
su da su bolesnice s metastazama u limfnim ¢vorovima imale statistiCki krace vrijeme do
pojave metastaza i kraCe preZivljenje u odnosu na one bez metastaza u limfnim ¢vorovima.
Nakon 9 godina pracenja, bolesnice s metastazama u limfnim ¢vorovima imale su 47%
vjerojatnost prezivljenja, dok su bolesnice bez metastaza u limfnim ¢vorovima imale 74%
vjerojatnost prezivljenja.

Vaznost disekcije i analize pazus$nih limfnih ¢vorova je u prvom redu u dobivanju
vaznih prognostickih informacija, ali takoder i u kontroli bolesti. Ovo je najvazniji
prognosticki ¢imbenik kod bolesnica s karcinomom dojke. Analiza rezultata limfnih ¢vorova

obradenih bolesnica sli¢na je rezultatima drugih studija koje su nadene na znatno vec¢em broju
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bolesnica. Bolesnice s negativnim limfnim ¢vorovima imaju 5-godiSnje preZivljenje bez
bolesti preko 80%, a ako su ¢vorovi pozitivni, preZivljenje je ispod 65% (71, 72, 173-175). Za
bolesnice je takoder loSija prognoza Sto je veci broj limfnih ¢vorova zahvacen metastazama i
Sto su oni istovremeno smjesteni i na vis$oj razini u pazuhu (71).

Univarijatna naliza hormonskih receptora i pojave metastaza u ovoj studiji pokazala je
da su bolesnice s pozitivnim estrogenskim receptorima kasnije razvijale udaljene metastaze
(P=0,02), kao i bolesnice s pozitivhim progesteronskim receptorima no statistiCki nije
zabiljezena znacajna razlika (P=0,05). Analiza hormonskih receptora i duZine preZivljenja
pokazala je i za bolesnice s pozitivnim estrogenskim receptorima (P=0,03) 1 progesteronskim
receptorima (P=0,02) statisticki znacajnije duZe preZivljenje. Takoder je i multivarijatna
analiza vrijednosti hormonskih receptora pokazala statisticki znacajno loSije prezivljenje u
bolesnica s negativnim estrogenskim receptorima u odnosu na one s pozitivhim receptorima
(P=0,04).

Vrijednost hormonskih receptora je prvenstveno u predvidanju odgovora na terapiju.
Ukupno 30% bolesnica s rakom dojke imat ¢e odgovor na endokrinu terapiju. Ako se
promatraju pozitivni estrogenski i progesteronski receptori, ukupni odgovor na endokrinu
terapiju je 78%, a ako su i estrogenski i progesteronski receptori negativni odgovor je ispod
10%. Rezultati ove studije su usporedivi s rezultatima drugih studija u kojima je potvrdena
povezanost pozitivnih receptora s nizim tumorskim gradusom i duZinom preZzivljenja (86-88).
Analiza bolesnica koje su dobivale hormonsku terapiju nije pokazala da su imale statisticki
znacajniju kasniju pojavu metastaza 1 duZe prezivljenje za razliku od bolesnica koje nisu
dobivale hormonsku terapiju. Rezultat ove studije je vjerojvatno takav jer su hormonsku
terapiju dobivale i bolesnice s blago pozitivnhim hormonskim receptorima te bolesnice u kojih
je u pracenju doslo do pojave metastatske bolesti pa je uvedena hormonska terapija. Kako to i
nije bio jedan od primarnih ciljeva studije, bolesnice su tijekom pracenja oznacene kao da su
dobivale hormonsku terapiju, neovisno o tome da li je bila uvedena kao adjuvantna ili kao
terapija metastatske bolesti. Rezultati ATAC studije na viSe od 9000 bolesnica nedvojbeno
pokazuju vrijednost adjuvantne hormonske terapije u bolesnica s pozitivhim receptorima te
prednost inhibitora aromatasa u odnosu na tamoxifen (87).

Takoder u ovoj studiji napravljena je analiza utjecaja ostalih vidova terapije na pojavu
mestastaza 1 duzinu preZivljenja. S obzirom da se radi o heterogenoj skupini bolesnica, kod
kojih neke radi visoke dobi nisu bili kandidati za kemoterapiju, a takoder nisu postavljeni
jasni kriteriji za uvodenje hormonske terapije kao adjuvantne terapije ili terapije metastatske

bolesti, te je rezultate teSko interpretirati. No studija ipak pokazuje neke interesantne
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pokazatelje. Tako su bolesnice kod kojih je ucinjen poStedni kirurSki zahvat u prosjeku
kasnije razvijale metastaze (P=0,02) i imale duZe prezZivljenje (P=0,01). Rezultat se
objasnjava time da su bolesnice kod kojih je ucinjen posStedni zahvat uglavnom imale manje
tumore (veli¢ine do 2 cm) s klinicki negativnim pazus$nim limfnim ¢vorovima. To su ujedno i
kriteriji za izvodenje poStednih zahvata u jednoj od prvih takvih studija (146).

Bolesnice koje su dobile kemoterapiju ¢ine ujedno i skupinu s loSijim tradicionalnim
prognostickim ¢imbenicima. Tako je u studiji potvrdeno da su bolesnice koje su dobivale
kemoterapiju ujedno i razvijale ceS¢e udaljene metastaze (P=0.04), dok se razlika u
preZivljenju izmedu bolesnica koje su dobivale i nisu dobivale kemoterapiju, nakon devet
godina pracenja gubi (P=0,1). Bolesnice kod koji je doSlo do pojave lokalnog recidiva bolesti
takoder su imale znacajno vecu pojavu udaljenih metastaza (P=0,02). Ostali vidovi terapije,
ukljucujuc¢i hormonsku terapiju, i terapiju zraCenjem zbog navedenih razloga u ovoj studiji
nisu pokazali statisti¢ki znacajne rezlike medu bolesnicama koje su dobivale ili nisu dobivale
jednu od terapija.

Analiza tumora proto¢nom citometrijom je takoder pokazala da su bolesnice s nizim
gradusom tumora imale statisticki znacajno veci broj diploidnih tumora (P<0,001) i tumore s
niZzom proliferacijskom «S» fazom (P<0,001). Ni univarijatna ni multivarijatna analiza pojave
metastaza i preZivljenja nisu pokazale statisticki znacejne razlike izmedu Zena s diploidnim i
aneuploidnim tumorima te izmedu Zena s nizom i viSom proliferacijom. Rezultat ove studije
je usporediv s rezultatima studije koju su proveli Wenger i sur. na velikom broju bolesnica s
rakom dojke (127 000) 1 pokazali da broj aneuploidnih tumora 1 visoka proliferacijska faza
raste s veliCinom tumora, zahvacenosti limfnih ¢&vorova histoloSkim gradusom te s
negativnoS¢u hormonskih receptora ali kao samostalni nisu imali prognosti¢ku vaznost (176).
Rezultati drugih autora, koji su analizirali odnos izmedu histoloskog gradusa i ploidije
invazivnih duktalnih karcinoma, pokazali su postojanje korelacije izmedu tih parametara
(177, 178). Sli¢no kao i rezultat ove studije, pokazuje multicentricna studija Chasseventa i
suradnika kod 633 bolesnice s T1 1 T2 tumorima dojke (179). Oni nisu zabiljezili razlike u
pojavi metastaza i duZini preZivljenja (long rank) izmedu bolesnica s diploidnim tumorima i
bolesnica s aneuploidnim tumorima. U njihovoj studiji je zabiljeZena razlika u duZzini
prezivljenja ovisno o proliferacijskoj aktivnosti tumora. Tako su bolesnice s niZom
proliferacijskom aktivno$¢u tumora imale duze preZivljenje. Za razliku od vlastite studije koja
je provedena na tumorskom materijalu pohranjenom u parafin, studija Chasseventa i

suradnika provedena je na smrznutom tumorskom materijalu (179).
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Danas se primjenjuje viSe metoda za procjenu tumorske proliferacije, ukljucujuci
mitotski indeks i imonohistokemijske metode odredivanja jezgrinih antigena (121). Unato¢
Sirokoj primjeni zadnjih desetak godina te brojnim radovima koji pokazuju vezu izmedu
visoke proliferacijske faze tumora i poviSenog rizika za razvoj metastaza, proto¢na citometrija
jo$ nije nasla Siru primjenu u klini¢koj praksi radi potrebe vece koli¢ine tkiva, poteSkoca s
standardiziranjem pripreme i analize preparata, te analize histograma (123, 179).

Glavni cilj ove studije bio je analizirati izrazajnost Cox-2 proteina u bolesnica s rakom
dojke, njegovu povezanost s proliferacijskom aktivno$¢u tumora i ostalim prognostickim
¢imbenicima, te s ishodom lijeCenja. Izrazajnost Cox-2 odredena je imunohistokemijski, a
rezultati izraZeni semikvantitativnom metodom. U studiji je koriSteno miSje monoklonsko
protutijelo i semikavantitativna metoda kao i u studijama koje su proveli Half i (144)
Ristimaki (145).

Pozitivnost na Cox-2 protein u tumorskim stanicama ocitovala se zrnatim
citoplazmatskim bojenjem. Nalaz je sukladan lokalizaciji Cox-2 koja je potvrdena metodom
imunoelektronske mikroskopije u radu Spencera i suradnika (180). U vlastitoj studiji Cox-2
bio je pozitivan u 65 bolesnica (43,3%) a negativan u 80 bolesnica (53,3), dok u 5 bolesnica
(3,4%) nalaz nije interpretiran radi tehnickih poteskoca u imunohistokemijskom bojenju.
Studije koje koriste razliite tehnike za detekciju Cox-2 proteina jo§ uvijek imaju razlicite, a
katkada i oprecne rezultate. Hwang i suradnici, koriste¢i imunobloting u analizi 44 bolesnice s
rakom dojke, nasli su poviSenu ekspresiju Cox-2 u 4,5% slucajeva, dok Parret sa suradnicima,
u svojoj studiji od 13 bolesnica s rakom dojke, koriste¢i rtPCR pronalazi 100% izraZenost
Cox-2 proteina (181, 182). Half 1 Ristimaki u svojim studijama, koriste¢i imunohistokemijsku
metodu, imali su 43% sluCajeva pozitivnu izrazenost Cox-2, odnosno 37% slu¢ajeva pozitivan
Cox-2 protein Sto je sukladno rezultatima provedene vlastite studije (144, 145). Ristimaki u
svojoj studiji koristi «tissue arrays» i imunohistokemiju.

Analiza Cox-2 1 gradusa pokazala je statisti¢ki znacajnu razliku izrazenosti Cox-2 u
bolesnica s razli¢itim gradusima (P=0,01). Tako je Cox-2 u bolesnica s dobro diferenciranim
tumorima u 32 bolesnice bio negativan, dok je u njih 15 bio pozitivan. U bolesnica sa srednje
diferenciranim tumorima taj je odnos bio gotovo obrnut, 30 bolesnica imalo je pozitivan Cox-
2 protein, dok njih 20 nije imalo izrazen Cox-2 protein. Za bolesnice sa slabo diferenciranim
tumorima analiza Cox-2 proteina pokazala je suprotne rezultate nego u dobro i srednje
diferenciranim tumorima. ViSe bolesnica imalo je negativnu reakciju na Cox-2 protein (njih

28), dok je 20 bolesnica imalo pozitivnu reakciju na Cox-2 protein.
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Takoder analiza Cox-2 i veli¢ine tumora pokazuje da je Cox-2 u skupini T1 tumora
(ukupno 78 bolesnica) bio pozitivan u 36 bolesnica (46,1%), dok je kod T2 tumora od
ukupno 53 bolesnice njih 27 (50,9%) bilo pozitivno na Cox-2. U skupini T3 tumora samo su
dvije bolesnice imale pozitivan Cox-2 te je taj rezultat teSko interpretirati, dok u skupini T4
od ukupno 12 tumora, 11 tumora je imalo negativu reakciju na Cox-2 protein. Razlika ne
dostiZze statisticku znacajnost, ali joj se primi¢e (P=0,06). Analiza izraZajnosti Cox- 2 s
metastazama i pazuSnim limfnim ¢vorovima nije pokazala statisticki znacajne razlike izmedu
Cox-2 pozitivnih i Cox-2 negativnih tumora u odnosu na status pazuSnih limfnih ¢vorova.

Rezultat ove studije slian je rezultatu studije koju su proveli Soslow i suradnici (184).
Oni su slicno vlastitoj studiji zabiljeZili vecu izrazajnost Cox-2 proteina u dobro i srednje
diferenciranim tumorima, dok su slabo diferencirani tumori imali manju izrazajnost Cox-2.
Soslow navodi i vecu izrazajnost Cox-2 u preteCama invazivnih karcinoma, kao S§to su
tubularni 1 tubulovilozni adenomi kolona, atipicna adenomatozna hiperplazija pluca te
duktalni neinvazivni karcinom dojke te se naglaSava njegova vaZnost u ranijim stadijima
nastanka karcinoma, tj. u karcinogenezi. Time se moZe objesniti i vlastiti rezultat da su manji
tumori T1 i1 T2 bili viSe pozitivni na Cox-2 nego T4 tumori. U studijama koje su proveli Half i
Davis nije pronadena povezanost s drugim klinickim pokazateljima (144, 184), dok Ristimaki
na vecem broju bolesnica (1576) nalazi povezanost poviSene izraZzenosti Cox-2 s veli¢inom
tumora, stupnjem diferencijacije, zauzetoS¢u limfnih Cvorova s metastazama i negativnim
hormonskim statusom (145).

U provedenoj vlastitoj studiji analizirana je povezanost pojaCane izrazenosti Cox-2
proteina s rezultatima protoCne citometrije. Prema vlastitim saznanjima  pregledom
medicinske literature ovo je prva studija koja je usporedila izraZenost Cox-2 proteina s
rezultatima protocne citometrije kod karcinoma dojke.

U studiji je pronadeno da su tumori pozitivni na Cox-2 protein u ve¢em broju bili
aneuploidni od tumora negativnih na Cox-2, koji su ¢esc¢e bili diploidni (P=0,03). Diploidni
tumori imali su skoro dvostruko veci broj bolesnica kod kojih je Cox-2 bio negativan (31:16).
Kod aneuploidnih tumora bio je veci broj bolesnica s pozitivnim Cox-2, od ukupno 86 njih 46
je bilo pozitivno, dok je 40 bilo negativno na Cox-2. Po rezultatima drugih studija ucestalost
aneuploidnih tumora raste s veli¢inom tumora, zauzetoS¢u limfnih ¢vorova metastazama te
negativno$¢u hormonskih receptora (177, 178, 179). Dobiveni rezultat pokazuje da bi skupina
aneuploidnih i Cox-2 pozitivnih tumora mogla predstavljati skupinu tumora ve¢eg malignog

potencijala.
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Vlastita studija nije pokazala povezanost izmedu povecane izraZenosti Cox-2 i
proliferacijske aktivnosti tumora mjerene na protocnom citometru. Podaci iz literature o
odnosu Cox-2 proteina i proliferacijske aktivnosti raka dojke su jo$ uvijek nedovoljni i
medusobno suprostavljeni. Druge studije koje su usporedivale Cox-2 i proliferaciju koristile
su imunohistokemijsku metodu odredivanja Ki-67 kao biljega povecane proliferacijske
aktivnosti (144, 145, 184). Half i Davis u svojim studijama nisu pronasli povezanost izmedu
povecane izrazenosti Cox-2 proteina i proliferacijske aktivnosti tumora (144, 184). Ristimaki
u svojoj studiji nalazi povezanost Cox-2 s proliferacijskom aktivno$¢u tumora mjerene preko
Ki-67, a i s ostalim klini¢kim pokazateljima kod raka dojke.

Tumori pozitivni na Cox-2 bili su ¢e$¢i kod bolesnica koje su imale negativne
estrogenske i progesteronske receptore, za razliku od tumora negativnih na Cox-2 koji su bili
¢es¢i kod bolesnica s pozitivnim hormonskim receptorima no ta razlika nije bila statisticki
znacajna. Literaturni podaci o povezanosti Cox-2 s hormonskim receptorima su oprecni. Dok
Ristimaki (145) u svojoj studiji nalazi povezanost pojacane izraZzenosti Cox-2 s negativnim
hormonskim receptorima, drugi autori takvu povezanost ne nalaze (144,184). Takoder
moguca veza Cox-2 s pozitivnim estrogenskim receptorima, ide preko metabolita Cox-2,
prostaglandina E2 i enzima aromataze koji uzrokuje povecanu produkciju estrogena u tkivu
dojke 1 na taj naCin Cox-2 moZe ubrzati rast tumora koji su estrogen pozitivni (185,186).

Analiza izraZenosti Cox-2 s pojavom metastaza i preZivljenjem (univarijatna i
multivarijatna analiza) nije pokazala statisticki znacajne razlike izmedu bolesnica s
negativnim 1 pozitivhim Cox-2 proteinom. lako je vlastita studija pokazala pojacanu
izrazenost Cox-2 proteina kod raka dojke njegovo prognosticko znacenje nije pokazano.
Ristimaki (145) i Shim (187) u svojim studijama navode njegovo prognosticko znacenje kod
raka dojke, dok drugi autori uglavnom dovode Cox-2 kod raka dojke u vezu s nekim od
negativnih prognostickih Cimbenika, ili tzv. tradicionalnih, ili molekularnih, kao Sto su
pojacana izrazajnost Her-2/neu, angiogeneza i proliferacija, te se njegova pojaanija
izraZzenost smatra jednim od pokazatelja malignijeg potencijala raka dojke (144, 181-185).

Na pocetku rasprave napomenut je problem uvodenja adjuvantne kemoterapije za
grani¢ne slucajeve gdje postoji vrlo mali rizik od pojave metataza. Zadnjih desetak godina
brojni radovi govore o potrebi uvodenja i kemoprevencije koja se bazira na uvodenju
blokatora Cox-2 proteina, Sto bi bila dodatna moguc¢nost lijecenja. Za bolesnice kod kojih nije
indicirana kemoterapija blokatori Cox-2 enzima mogli bi se uvesti u terapiju u vidu
kemoprevencije, a za bolesnice kod kojih je indicirana kemoterapija ili hormonoterapija kao

dodatak tim terapijama. Meta analiza nekoliko studija indicira da koriStenje aspirina ili
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nesteroidnih antireumatika kao neselektivnih inhibitora ciklooksigenaze (i Cox-1 1 Cox-2
enzima) smanjuje rizik od nastanka karcinoma dojke oko 20% (188). Jedan od selektivnih
inhibitora Cox-2, kao §to je Celecoxib (Celebrex) odobren je kao lijek za lijeCenje obiteljske
polipoze kolona. Takoder Celecoxib u eksperimentalnim modelima pokazuje znatan u¢inak na
karcinom dojke i to na smanjenje incidencije, smanjenje broja tumora i njegovog volumena
(189). U tijeku su studije koje ¢e pokazati njegovu ulinkovitost u pogledu prevencije i
tretmana kod raka dojke (189, 190,191).

Rezultati istraZivanja koje su proveli Mamdani i sur. na Rofexocib-u (Vioxx), koji je
takoder selektivni blokator Cox-2 upucuju nas na oprez kod uvodenja u terapiju neselektivnih
1 selektivnih inhibitora Cox-2 radi pojave kardiotoksi¢nosti kod bolesnika koji su duze
vremena svakodnevno uzimali Cox-2 inhibitore (192). Takoder noviji rad upucuje da bi
pojacana ekspresija Cox-2 proteina mogla imati uc¢inak preko medijatora prostaglandina E2
tek ako je u tkivu dojke izraZen receptror za prostaglandin E2 (193).

Prethodna rasprava upucuje na potrebu daljnjih istrazivanja o ulozi Cox-2 proteina kod
raka dojke jer je i vlastiti rad pokazao pojacanu izrazenost kod duktalnog invazivnog
koji su neselektivni inhibitori Cox-2 proteina i zadnjih godina selektivnih inhibitora Cox-2
proteina traZi odogovor o njihovoj sigurnosti. Ako se utvrdi njihova sigurnost, bolesnice kod
kojih se analizom potvrdi pojacana izraZzenost Cox-2 mogle bi biti kandidati za uvodenje

kemoprevencije i terapije blokatorima Cox-2 proteina.
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6. ZAKLJUCCI

Temeljem dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

o =

Cox-2 je pojacano izraZen kod karcinoma dojke.

Bolesnice s razli¢itim gradusom tumora imale su znacajne razlike u izrazenosti Cox-2
proteina (P=0,01), a skupina sa srednje diferenciranim tumorima imala je najveci broj
bolesnica pozitivnih na Cox-2 protein.

Cox-2 bio je ¢esce pozitivan u aneuploidnim nego u diploidnim tumorima $to je
potvrdeno i statisticki (P=0,03)

Povecana izrazenost Cox-2 nije povezana s povecanom proliferacijskom aktivno$cu
tumora.

Povecana izrazenost Cox-2 nije povezana s veli¢inom tumora, statusom limfnih
¢vorova te statusom hormonskih receptora.

Izrazenost Cox-2 nije povezana s pojavom metastaza i prezivljenjem jer nije nadena
statisti¢ki znacajna razlika izmedu bolesnica sa negativnim i pozitivnim Cox-2
proteinom u tumoru.

Premda Cox-2 ne razrijeSava prognosticki problem bolesnica s srednje diferenciranim
tumorima dojke, on ipak predstavlja moguci prognosticki pokazatelj s obzirom da
skupina aneuploidnih i Cox-2 pozitivnih tumora predstavlja skupinu tumora veceg

zlo¢udnog potencijala.

Bez obzira na dobivene rezultate potrebna su daljna istrazivanja Cox-2 proteina zbog njegove

evidentne pojacane izraZzenosti kod karcinoma dojke, te moguceg terapijskog dijelovanja u tih

bolesnica.
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7. SAZETAK

U ovom radu analizirani su podaci dobiveni od 150 bolesnica koje su zapocele
lije¢enje zlocudnog tumora dojke na Odjelu Onkoloske kirurgije Klinike za tumore u periodu
od 1995. do 1997. godine. Bolesnice su svrstane u tri skupine, ovisno o diferenciranosti
tumora, a svaka skupina sadrZavala je po 50 bolesnica s dobro, srednje i slabo diferenciranim
tumorima. Sve bolesnice su imale duktalni invazivni karcinom. U vrijeme dijagnoze nitko od
bolesnica nije imao udaljenih metastaza. Kod bolesnica su analizirani slijede¢i klinicki i
patohistoloSki ¢imbenici: dob, klinicki stupanj bolesti, stupanj diferenciranosti tumora,
veli¢ina tumora, status limfnih ¢vorova, status hormonskih receptora te nacin lijeCenja
bolesnica. Kod bolesnica je analiza izraZajnosti Cox-2 proteina ucinjena
imunohistokemijskom metodom te analiza sadrZaja stanicne DNA na proto¢nom citometru.
Pracenje tijeka bolesti napravljeno je do 31.12. 2004. godine. Od ukupnog broja bolesnica
tijekom pracenja (1995-2004.) njih 59 (39,3%) dobilo je metastaze. Od 59 bolesnica koje su
dobile metastaze nakon zavrSenog prac¢enja 54 bolesnice su umrle (91.5%) dok ih je 5 (8,5%)
zivih. Cilj rada bio je utvrditi izrazajnost Cox-2 proteina u primarnim tumorima dojke;
utvrditi povezanosti izraZzajnosti Cox-2 u stanicama raka dojke s ishodom lijeCenja i njegovu
povezanost s ostalim prognostickim cimbenicima kod raka dojke; ispitati povezanost
izrazajnosti Cox-2 s rezultatima proto¢ne citometrije kao pokazateljem proliferacijske
aktivnosti tumora te razliku izraZajnosti Cox-2 u bolesnica sa srednje diferenciranim
tumorima u odnosu na tijek bolesti. Rezultat studije pokazuje da su bolesnice s bolje
diferenciranim tumorima imale statisticki znacajno manje tumore (P<0,001), manji broj
limfnih ¢vorova je bio zauzet metastazama (P=0,002) te ¢eS¢e pozitivne estrogenske receptore
(P=0,02). Ni univarijantna ni multivarijantna analiza dobivanja metastaza i preZivljenja
ovisno o gradusu tumora nisu pokazale statisticki znacajne razlike. Veli¢ina tumora i status
limfnih ¢vorova pokazale su prognosticko znacenje i univarijantnom i multivarijantnom
analizom (P=0,049). Bolesnice s negativnim estrogenskim receptorima brZe su razvijale
udaljene metastaze (P=0,023), dok za bolesnice s negativnim progesteronskim receptorima
nije zabiljeZena statisticki znaCajna razlika u pojavljivanju metastaza (P=0,054). Univarijantna
analiza hormonskih receptora i duzine prezZivljenja pokazala je i za bolesnice s negativnim
estrogenskim (P=0,032) i progesteronskim receptorima (P=0,027) statisti¢ki znacCajnije krace
prezivljenje. Takoder je i multivarijantna analiza vrijednosti hormonskih receptora pokazala

statisticki znacajno loSije preZivljenje u bolesnica s negativnim estrogenskih receptorima u
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odnosu na one s pozitivnim receptorima (P=0,049). Analiza tumora proto¢nom citometrijom
pokazala je da su bolesnice s nizim gradusom tumora imale statisticki znacajno veci broj
diploidnih tumora (P<0,001)i tumore s nizom proliferacijskom «S» fazom tumora (P<0,001).
Ni univarijantna ni multivarijatna analiza pojave metastaza i preZivljenja nisu pokazale
statisticki znacajne razlike izmedu Zena s diploidnim i aneuploidnim tumorima te izmedu Zena
s nizom 1 viSom proliferacijom. Pozitivnost na Cox-2 protein u tumorskim stanicama
ocitovala se u granularnom citoplazmatskom bojenju. U nasoj studiji Cox-2 bio je pozitivan u
65 bolesnica (43,3%). Analiza izraZzajnosti Cox-2 proteina i gradusa pokazala je statistiCki
znacCajnu razliku izraZenosti Cox-2 u bolesnica s razli¢itim gradusima (P=0,018) dok analize
izrazajnosti Cox-2 1 veliine tumora te Cox-2 1 statusa limfnih ¢vorova nisu pokazale
statisticki znacajne razlike. Studija je pokazala da su tumori pozitivni na Cox-2 protein u
ve¢em broju bili aneuploidni dok su tumori negativni na Cox-2 ¢es¢e bili diploidni (P=0,031).
Nasa studija nije pokazala povezanost izmedu povecane izrazajnosti Cox-2 i proliferacijske
aktivnosti tumora (S-faze tumora) mjerene na protocnom citometru . Takoder u studiji nije
pronadena razlika u izrazajnosti Cox-2 proteina ovisno o hormonskom statusu tumora.
Analiza izrazajnosti Cox-2 s pojavom metastaza 1 prezivljenjem (univarijatna i
multivarijantna analiza) nije pokazala statisticki znaCajne razlike izmedu bolesnica s
negativnim 1 pozitivnim Cox-2 proteinom. Studija je pokazala poviSenu izrazajnost Cox-2
proteina u bolesnica s rakom dojke. Cox-2 najc¢esce je bio povisen u bolesnica sa srednje

diferenciranim tumorima. Studija nije pokazala prognosticko znacenje Cox-2 proteina.
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8. SUMMARY

The present thesis analyses data on 150 female patients who started their breast cancer
treatment at the Oncological Surgery Department, University Hospital for Tumors between
1995 and 1997. The patients are divided in three groups, according to the tumor
differentiation, and each group includes 50 patients with well, moderately and poorly
differentiated tumors, respectively. All patients were diagnosed with invasive ductal
carcinoma. In time of diagnosis none of patients had distant metastases. The following clinical
and patohistological factors were analyzed: age, clinical stage, tumor differentiation grade,
tumor size, lymph node status, hormone receptor status, and method of treatment. Cox-2
protein expression was studied using immunohistochemical method, and the tumor cell DNA
content was analyzed with flow cytometer. The disease course was followed up until the end
of 2004. Fifty-nine (39.3%) of patients followed up during the period 1995-2004 developed
metastases, of which 54 patients (91.5%) died and 5 (8.5%) survived until the end of the study
period. The aim of the study was to determine expression of Cox-2 protein in primary breast
tumors, and establish association between the Cox-2 expression in breast cancer cells and an
outcome of therapy and its relation to other prognostic factors, to analyze relation between the
Cox-2 expression and the flow cytometry results as an indicator of proliferating tumor, and
different Cox-2 expressions in patients with moderately differentiated tumors related to the
disease course. The study results show that the well differentiated tumors were statistically
significantly smaller in size (P<0,001), metastases spread on a smaller number of lymph
nodes (P=0,002), and the estrogen receptors were positive in more cases (P=0,02). No
statistically significant difference was determined for metastasizing and survival relation to
the tumor grade by either univariate or multivariate analyses. However, the tumor size and
lymph node status have proven as prognostically significant in both univariate and
multivariate analyses (P=0,049). Patients with negative estrogen receptors developed distant
metastases faster (P=0,023), while in patients with negative progesterone receptors no
statistically significant difference in development of metastases was recorded (P=0,054).
Univariate analysis of hormone receptors and overall survival showed that, statistically,
survival time of patients with negative estrogen (P=0,032) and progesterone receptors
(P=0,027) is significantly shorter. The multivariate analysis of hormone receptors also showed
statistically significant poor survival of patients with negative estrogen receptors as compared

to the patients with positive receptors (P=0,049). Tumor analysis with flow cytometry showed

99



that, statistically, the patients with lower tumor grade had significantly more diploid tumors
(P<0,001) and tumors with lower proliferating S phase (P<0,001). Neither univariate nor
multivariate analysis of metastasis development and survival showed statistically significant
difference between the patients with diploid vs. aneuploid tumors or between the patients with
lower vs. higher proliferation rate. Cox-2 protein positive tumor cells were presented by
granular cytoplasm staining. In our study, 65 patients (43.3%) were Cox-2 positive. Analysis
of Cox-2 protein expression and tumor grade revealed a statistically significant difference in
Cox-2 expression in patients with different tumor grades (P=0,018), while no statistically
significant difference was found by analyses of relations between Cox-2 expression and tumor
size, and Cox-2 and lymph node status. The study shows that the Cox-2 positive tumors are
prevalently aneuploid and the Cox-2 negative tumors are more frequently diploid (P=0,031).
The study does not show interrelation between elevated Cox-2 expression and tumor
proliferation rate (S phase) measured with the flow cytometer. The study also did not detect a
difference in Cox-2 protein expression depending on tumor hormone receptor status. Analysis
of association of Cox-2 expression with development of metastases and survival (univariate
and multivariate analysis) showed no statistically significant difference between the Cox-2
negative and positive patients. The study indicates that Cox-2 protein expression in the breast
cancer patients is increased. In most cases Cox-2 was increased in patients with moderately
differentiated tumors. However, the study did not confirm a prognostic value of Cox-2

protein.
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10. ZIVOTOPIS

Roden sam 27. 08. 1967. u Imotskom gdje sam zavrSio osnovnu i srednju Skolu. Studij
medicine upisao sam 1987. godine na Medicinskom fakultetu u Zagrebu i diplomirao sam na
istom 1992. godine. OZenjen sam i otac sam troje djece.

Pripravnicki staZ obavio sam u Klinici za tumore u Zagrebu, stru¢ni ispit polozio sam 1994., a
od 1995. do 1999. specijalizant sam kirurgije. Specijalistic¢ki ispit polozio sam 1999. god. u
KB “Sestre Milosrdnice” u Zagrebu. Nakon poloZenog ispita radim kao kirurg u Klinici za
tumore.

Poslijediplomski studij iz Medicinskih znanosti na Medicinskom fakultetu u Zagrebu upisao
sam 1999. godine. Nakon dvije godine zavrSenog poslijediplomskog studija, od 2001. do 2002
boravio sam godinu dana kao "Visiting scientist" u MD Anderson Cancer Center, Houston,
University of Texas gdje sam radio na projektu "biomarkeri kao prediktori moZdanih
metastaza u raka pluc¢a". Po povratku iz SAD zavrSio sam 3. godinu doktorskog studija i 3.
studenog, 2003. javno obranio temu doktorske disertacije.

Konzultant sam na projektu pod nazivom "Biomarkeri oSteCenja genoma stanice u
ekogenetickim istraZivanjima".

Clan sam Hrvatskog lije¢ni¢kog zbora, Hrvatskog kirur§kog drustva, Hrvatskog senolo§kog
drustva.

Objavio sam viSe znanstvenih i stru¢nih radova te aktivno sudjelovao na viSe domacih i

medunarodnih stru¢nih skupova.
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