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POPIS KRATICA

AR — receptor androgena

DHH — desert hedgehog

ER — receptor estrogena

HER — receptor ljudskog epidermalnog faktora rasta

IHH —indian hedgehog

IRS — imunoreaktivni skér

LumA — luminal A karcinom dojke

LumB — luminal B karcinom dojke

LumB/HER2- - luminal B receptor HER2 negativan karcinom dojke
LumB/HER2+ - luminal B receptor HER2 pozitivan karcinom dojke
PLA — proximity ligation assay

PR —receptor progesterona

SHH — sonic hedgehog

TNBC — trostruko negativan karcinom dojke

gPCR — kvantitativna lan¢ana reakcija polimeraze



1. UVOD

1.1. Karcinom dojke opcenito

Karcinom dojke je drugi najceséi dijagnosticirani karcinom globalno gledano, ukljucujudi
drzave sa srednjim i niskim dohotkom (1-3). Incidencija je najvisa u Sjevernoj Americi, Australiji
i Novom Zelandu te u zapadnoj i sjevernoj Europi, dok je najniza u Aziji i subsaharskoj Africi. U
Europskoj Uniji karcinom dojke je najcesce dijagnosticirana maligna bolest te je 2020.godine
otkriveno viSe od 355 000 slucajeva (4). Prema zadnjim objavljenim podatcima Registra za rak,
u Hrvatskoj je u 2020. godini zabiljezeno 2894 novih slucajeva raka dojke (stopa incidencije
120,3/100 000), a od ove zlo¢udne bolesti u 2020. godini umrlo je 832 Zene (stopa mortaliteta
32,8/100 000) (4).

lako je identificiran niz genetskih i okoliSnih faktora koji utjecu na rizik za nastanak karcinoma
dojke, etiologija jo$ uvijek nije u potpunosti razjasnjena i jo$ uvijek nema ucinkovitih metoda
za primarnu prevenciju. Znacajnim faktorima rizika smatraju se reproduktivni i menstrualni
faktori, obiteljska anamneza, osobna anamneza benigne bolesti dojke, prekomjerna tjelesna

tezina, nedovoljna tjelesna aktivnost, konzumacija alkohola i hormonska nadomjesna terapija.

Karcinom dojke izrazito je heterogena skupina tumora. Razlikuju se 24 histoloska tipa i podtipa
karcinoma dojke, a svaki od njih ima odredene histoloske, histokemijske, imunohistokemijske

i molekularne karakteristike te odredenu prognozu.

Po utvrdivanju dijagnoze karcinoma dojke, osim odredivanja histoloskog podtipa (duktalni,
lobularni, medularni, papilarni, apokrini), takoder se odreduje i imunofenotip. To
podrazumijeva odredivanje prisutnosti/odsutnosti odredenih molekula/receptora na povrsini

tumorskih stanica (5).

Prvenstveno se odreduje izrazenost hormonskih (estrogenskih ER i progesteronskih PR)
receptora u tumorskim stanicama, ali i prisutnost pojacane izrazenosti HER2 receptora,

receptora za epidermalni faktor rasta.

Estrogenski i/ili progesteronski receptor-pozitivnim tumorom smatra se onaj u kojem je vise
od 1 % tumorskih stanica pozitivno na ER i/ili PR, Sto se odreduje imunohistokemijskim

bojanjem tkivnih preparata.



HER2-pozitivnim karcinomom smatra se onaj u kojem je prisutna prekomjerna ekspresija
proteina HER2. Verifikacija prekomjerne ekspresije radi se imunohistokemijski te se potvrduje
uniformnim bojenjem visokog intenziteta u vise od 30 % stanica invazivne tumorske
komponente (IHC 3+). U slucaju nejasnog rezultata imunohistokemije, status se odreduje
trazenjem amplifikacije gena za HER2 (ERRB2) metodom fluorescentne in situ hibridizacije

(FISH).

Pri planiranju kirurS8kog i postoperativhog lijeCenja te praéenju zlo¢udnog potencijala
karcinoma dojke koriste se brojni prognosti¢ki ¢imbenici. Neki su vezani uz pacijenticu, poput
dobi, komorbiditeta, opceg stanja te hormonskog statusa, dok su ostali vezani uz tumor.
Prediktivni ¢imbenici vezani uz tumor su njegova veli¢ina, status limfnih ¢vorova aksile,
prisutnost udaljenih metastaza (TNM stadij) (6), multilokularnost, histoloski tip tumora, status

hormonskih receptora (ER i PR), HER2 status (IHC, SISH, FISH), limfovaskularna invazija.

Kroz dugi niz godina praéenja pacijentica i tijekom brojnih istrazivanja doslo je do spoznaje
kako su bioloSke znacajke tumora, poput statusa hormonskih receptora, mnogo vaznije od

numerickih kao $to su veli¢ina i broj zahvacenih limfnih ¢vorova (7, 8).

1.2. Molekularni podtipovi karcinoma dojke

Posljednjih nekoliko godina ostvaren je znacajan napredak u genskoj analizi karcinoma dojke
Sto je dovelo do spoznaje kako isti mogu biti podijeljeni u bioloski i klini¢ki smislene skupine.
Prilikom genske analize tumorskih stanica (Slika 3.) pokazalo se da postoje znacajne razlike u
izrazenosti odredenih gena kod razli¢itih karcinoma dojke, stoga se karcinomi dojke mogu
prema tim razlikama podijeliti u Cetiri skupine (7-10). S obzirom na prethodno spomenutu
mogucnost podjele te Cinjenicu kako genska analiza (OncoTypeDx, MammaPrint) iziskuje
znacajna financijska sredstva, za veéinu zemalja prihvaceno je da se imunohistokemijski
imunofenotip karcinoma dojke odreduje prema cetiri osnovna biljega koji odgovaraju

molekularnoj klasifikaciji.

Tako se molekularni podtipovi karcinoma dojke odreduju temeljem izraZzenosti hormonskih
receptora (ER, PR), membranskog proteina HER2 te Ki67 (proliferacijskog indeksa), a prema

kojima se odreduje daljnja terapija i prognoza.



MOLEKULARNI PODTIPOVI

LUMINALNI TIP A najces¢i je tip tumora, a ujedno i najmanje agresivan. Kod ovih tumora
izraZeni su receptori estrogena i progesterona (ER i PR), dok je indeks proliferacije nizak i
prisutan u manje od 20 % tumorskih stanica. Uglavnom se javlja kod pacijentica starije Zivotne
dobi. Tu obi¢no spadaju tumori niZzeg gradusa te su dobro diferencirani, $to je vezano uz bolji
ishod lijecenjai prognozu. Dobraizrazenost hormonskih receptora ¢ini ove tumore osjetljivima

na hormonsku terapiju.

LUMINALNI TIP B tumori izrazavaju hormonske receptore, pri ¢emu je ER pozitivan, a PR
najéesce pozitivan u manje od 20 % stanica ili ¢ak negativan. Medutim, za razliku od luminalnih
tip A tumora, ovi tumori imaju visi indeks proliferacije, Ki67, koji je izrazen u 20 % i vise
tumorskih stanica. Ovu grupu mozemo podijeliti na dvije podgrupe, a to su HER2 pozitivni i
HER2 negativni. U ovom radu spomenute podgrupe vodene su odvojeno jer se znacajno
razlikuju u molekularnim mehanizmima, a radi jednostavnosti, u daljnjem tekstu one ¢ée se
navoditi kao luminalni tip B/HER2- za HER2 negativne te luminalni tipB/HER2+ za HER2

pozitivne luminalne tip B tumore.

Ovi tumori, unatoc sli¢nosti luminalnom tipu A tumoru, imaju loSiju prognozu. Kod ovih
tumora primjenjiva je endokrina terapija, ali se kombinira s citotoksiénom terapijom zbog
visokog proliferacijskog indeksa ili s anti-HER2 terapijom kod HER2 pozitivnih tumora.

Luminalni podtipovi ¢ine oko 80 % ukupnog broja karcinoma dojke.

HER2 POZITIVAN tumor ne izrazava hormonske receptore (ni ER ni PR), ali izrazava HER2,
receptor za epidermalni faktor rasta 2. Stoga je ovaj tip tumora izrazito agresivan te Cesto
visokog gradusa i slabije je diferenciran. Ucestalija pojava ovog tumora je kod mladih Zena
(ispod 40 godina Zivota), no anti-HER2 ciljana terapija znatno poboljSava ishod bolesti. HER2

pozitivni tumori ¢ine oko 20 % karcinoma dojke.

TROSTRUKO NEGATIVAN (TNBC) ili engl. ,,Basal like” ne izrazava niti ER, ni PR, a niti HER2. Ovaj
tip tumora karakterizira izrazita agresivnost i slaba diferenciranost, a zbog nedostatka ciljnih
molekula nema ni ciljane terapije za njega. Vedi je rizik razvoja u mladoj Zivotnoj dobi, kao i
kod HER2 pozitivnih tumora (ispod 40 godina Zivota). Kod ovog tumora prisutan je nasljedni
faktor, s obzirom na to da se veéina BRCA1 mutacija i poremecaja ekspresije nalazi u ovom

tipu tumora. TNBC cine oko 20 % svih karcinoma dojke.



1.3.Receptor androgena

Receptor androgena je ¢lan obitelji nuklearnih receptora steroidnih hormona koju &ini s
receptorom estrogena, receptorom glukokortikoida, receptorom progesterona i receptorom
mineralokortikoida. Djeluje kao transkripcijski faktor ovisan o ligandu, a sastoji se od tri glavne
funkcionalne domene: aminoterminalna nestrukturirana transaktivacijska domena, centralna
domena koja se veze na DNA i karboksiterminalna domena na koju se veze ligand (Slika 1.).
Izmedu domena koje vezu DNA i ligand nalazi se fleksibilna regija u kojoj se nalazi signal za
lokalizaciju u jezgri. U neaktivhom stanju, receptor androgena vezan je za ,heat-shock”-
protein i nalazi se u citoplazmi. Nakon vezanja androgena, receptor mijenja konformaciju,

translocira se u jezgru i potice transkripciju ciljnih gena (11).

NLS

s

NTD

N — DBD

Slika 1. Struktura receptora androgena. NTD - N terminalna domena, DBD - DNA vezuju¢a domena, LBD
- ligand vezujuc¢a domena, NLS- signal za lokalizaciju u jezgri. Slika je preuzeta i prilagodena s

https.//joe.bioscientifica.com/view/journals/joe/215/2/221.xml



1.4. Uloga receptora androgena u karcinomu dojke

Receptor androgena je €lan ,superobitelji“ steroidnih receptora te je izrazen u mnogim
ljudskim tkivima, od kojih tkivo dojke ima trecu najvecu ekspresiju (12, 13). Primijec¢eno je da
70 - 90 % karcinoma dojke eksprimira receptor androgena (AR) te kako bi isti mogao biti
prediktivni i prognosticki ¢imbenik, a ujedno i ciljna meta u lijecenju. Unato¢ brojnim
istrazivanjima, mehanizmi djelovanja AR u karcinomu dojke te narodito medu razlic¢itim
podtipovima karcinoma dojke su varijabilni i bez trenutnog konsenzusa. Njegova prognosticka

i prediktivna vrijednost samim time ostaje nedefinirana (14, 15).

Androgenima se smatraju steroidni hormoni koji reguliraju aktivnost receptora androgena
njegovim vezanjem (16). Sposobnost vezanja AR imaju testosteron (T) i dihidrotestosteron
(DHT) (16, 17). Testosteron se u tkivu dojke pomocu 5a-reduktaze konvertira u DHT ili
aromatazom u 17B-estradiol (E2) (18). Odredena istrazivanja su utvrdila kako je koncentracija
DHT tri puta veca, a 5a-reduktaze Cetiri do osam puta vece u karcinomskom tkivu dojke nego

u netumorskom tkivu (16, 18).

1.4.1. Uloga receptora androgena u estrogen receptor-pozitivnim karcinomima dojke

Ustanovljeno je kako je ekspresija AR prisutna u 70 — 95 % slucajeva te kako pozitivno korelira
s povoljnim karakteristikama tumora (19). Snaznija ekspresija prisutna je u manjim tumorima,

nizeg histoloskog gradusa, slabije proliferativnosti i boljim odgovorom na terapiju (20).

Bozovic-Spasojevic i suradnici su meta-analizom prikazali kako izrazenost AR znacajno
poboljsava prezivljenje slobodno od bolesti (DFS) i ukupno prezivljenje (OS) u ER+ karcinoma

dojke(21).

1.4.2. Uloga receptora androgena u HER2-pozitivnim karcinomima dojke

Ekspresija AR ustanovljena je u 30 — 60 % HER2-pozitivnih karcinoma (22, 23). Prema prirodi,
HER2-pozitivni karcinomi imaju loSiju prognozu, no u slucaju ekspresije receptora HER2, ER i

AR ustanovljeno je kako su tumori manje agresivni s povoljnijim ishodom lijeCenja (24).



Takoder, meta-analiza autora Bozovic-Spasojevic i sur. pokazala je kako je ekspresija AR u

HER2 molekularnom podtipu povezana s losijim ishodom (21).

1.4.3. Uloga receptora androgena u trostruko negativnim karcinomima dojke

U ovom podtipu je ekspresija AR najraznolikijeg znaéenja, a prisutna je u 10 — 53 % sluéajeva
(20, 23, 25). Odredene studije pokazale su razli¢ito znacenje medu razli¢itim etnickim
skupinama (povoljnija prognoza u stanovnika Nigerije i SAD-a, a loSija medu stanovnicima
Indije, Norveske i Irske.) (19, 26). Takoder, dokazano je kako lijecenje tamoksifenom
poboljSava ishod u TNBC s izraZzenim AR, dok neke studije tvrde kako je u AR+ loSiji odgovor na
neoadjuvantnu kemoterapiju te je veca vjerojatnost lokalnog recidiva nakon zracenja (27). Dio
ove raznolikosti znacenja svakako se moZe pripisati nestandardiziranosti odredivanja
ekspresije AR, razli¢itim ,cut-off” vrijednostima i metodama imunohistokemije, a za dio su

svakako potrebna daljnja istraZivanja.

1.5.Hedgehog signalni put

Signalni put Hedgehog-GLI (HH-GLI) je visoko konzervirani put prijenosa signala od stani¢ne
membrane do jezgre. Do njegovog otkri¢a doslo je tijekom genetickih analiza segmentalnog
razvoja vinske musice (Drosophila melanogaster) tijekom 80-ih godina proslog stoljeéa (28,
29). U embrionalnom razvoju kljucan je za diferencijaciju mnogih tkiva i organa. Kod odraslih
je vazan za odrzavanje matic¢nih stanica i tkivne homeostaze (30, 31), no sve se viSe prepoznaje

kako njegova aberantna aktivnost ima ulogu u razvoju tumora (32).

Ono sto je kod kraljesnjaka neophodno za aktivnost ovog signalnog puta je primarna cilija.
Dugacak, nepokretan organel koji se nalazi na apikalnoj povrsini gotovo svih stanica, potreban
za pravilan prijenos signala (33). U primarnoj ciliji nalaze se signalne molekule kao sto su

transmembranski receptori koji omogucavaju odgovore na izvanstani¢ne podrazaje (34).

Komponente koje Cine ovaj signalni put u sisavaca su tri liganda Hedgehog (HH): Desert, Indian
i Sonic Hedgehog (DHH, IHH i SHH), dva transmembranska receptora Patched 1 (PTCH1) i

Patched 2 (PTCH2), transmembranski protein sliCan receptorima povezanim s Gproteinima



Smoothened (SMO) te tri faktora transkripcije - GLI1, GLI2 i GLI3, koji su regulirani proteinom
Suppressor of Fused (SUFU) (Slika 2.).

U sisavaca signalni put funkcionira tako da se u HH sekrecijskoj stanici posttranslacijski
modificira HH prekurzor dodavanjem kolesterola i palmitata iz palmitinske kiseline. Protein
Disp (eng. Dispatched) omoguéava otpustanje proteina HH iz stanica u kojima nastaje.
Vezanjem HH liganda na svoj receptor Ptch prestaje represija Smo, sto dovodi do otpustanja
GLI sa SuFu. Po otpustanju GLI proteina isti se translocira u jezgru, nakon cega slijedi

transkripcija ciljnih gena.

GLI1 protein djeluje iskljuivo kao promotor transkripcije, dok GLI2 i GLI3 mogu biti
transkripcijski promotori ili represori (35). U odsutnosti stimulacije ligandoma HH, protein Smo
je suprimiran od strane proteina Ptch, Sto sprjecava daljnji prijenosa signala te ne dolazi do

transkripcije ciljnih gena. GLI protein tada ostaje u citoplazmi vezan za SuFu (Slika 2.).
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Slika 2. Signalni put Hedgehog-GLI. Slika je preuzeta i prilagodena iz Levanat i sur. 2017.



1.5.1. Mehanizmi aktivacije signalnog puta

Prethodno opisani put aktivacije smatra se kanonskom signalizacijom. Ovdje dolazi do vezanja
HH proteina na transmembranski receptor PTCH, aktivacije SMO i otpustanja GLI proteina sa

SuFu i njihove translokacije u jezgru te transkripcije ciljnih gena.

Nekanonskom signalizacijom smatramo sve tkivne i stani¢ne odgovore na proteine HH, a koji
nisu posredovani aktivno$¢u GLI transkripcijskim faktorima. Razlikujemo dva glavna nacina
nekanonske signalizacije. U prvom mehanizmu PTCH1 protein djeluje neovisno o nizvodnim
komponentama, dok u drugom mehanizmu protein SMO djeluje neovisno o transkripcijskim

faktorima GLI (36).

Jedan od potencijalnih nekanonskih mehanizama aktivacije ovog signalnog puta opisali su
autori Sabol i sur., u njihovom istraZivanju ligand SHH aktivirao je receptor estrogena u
stanicnom modelu karcinoma dojke, Sto predstavlja potencijalni mehanizam aktivacije

receptora estrogena u uvjetima bez estrogena (37).

1.6. Uloga HH-GLI signalnog puta u razvoju embrija

Tijekom embrionalnog razvoja beskraljeSnjaka i kraljeSnjaka odnosno kod embrionalnog
razvoja sisavaca signalni put HH-GLI je od krucijalne vaZnosti. Za vrijeme razlicitih faza razvoja,
Hedgehog proteini mogu djelovati kao mitogeni, morfogeni i diferencijacijski ¢imbenici na
razli¢itim mjestima (38). Prilikom embriogeneze kraljeSnjaka HH-GLI signalni put aktiviran je u

mali mozak, oko, gusteraca, crijeva, pluca, spolni organi) (39, 40).

Za vrijeme embrionalnog razvoja ligand signalnog puta SHH eksprimiran je u notokordu,
sudjeluje u oblikovanju neuralne cijevi, probavnog sustava, pluca, folikula dlake, pupoljaka
morfogenezu kosti (41). DHH je kljuan za pravilan razvoj testisa te je najvise eksprimiran u
Sertolijevim stanicama sjemenika gdje ima i klju¢nu ulogu u diferencijaciji spolnih stanica (42,
43). Ovaj razvojni put takoder utjece na razvoj gusterace te diferencijaciju ganglijskih stanica i

sazrijevanje retinoblasta (44, 45).



Stoga ne iznenaduje kako svaka deregulacija ovog signalnog puta moZze dovesti do ozbiljnih

poremecaja tijekom razvoja i mnogih kongenitalnih malformacija i sindroma (46).

Mutacije u genu SHH tako dovode do holoprozencefalije i ciklopije (47-49). Jedan od primjera
za to je ciklopija kod ovaca $to je dovelo do otkri¢a prvog poznatog inhibitora Hh-Gli signalnog
puta. 1957. godine u Idahu, USA, uoceno je da su ovce koje su se hranile planinskim ljilianom
Veratrum californicum ¢esée janjile malformiranu janjad nego ovce koje se njime nisu hranile.
Naknadnom biokemijskom analizom biljke deset godina kasnije utvrdeno je da je za
malformacije zasluzan alkaloid izoliran iz biljke. Djeluje kao inhibitor spomenutog signalnog
puta te sprjecava diobu embrionalnog mozga na dvije hemisfere, sto rezultira i razvojem

jednog oka, ciklopije, stoga je alkaloid nazvan ciklopamin.

Gorlinov sindrom uzrokovan je mutacijom u genu PTCH1. Karakteriziran je nizom malformacija
kao sto su holoprosencefalija, ciklopija, malformacije $aka i stopala, malformacije kraljesnice,
rascijepljeno nepce i usne (50), a i podlozno$¢u odredenim tumorima kao Sto su

meduloblastom i bazocelularni karcinom (BCC) (51).

Takoder, promjene u GLI proteinima dovode do sindaktilije (52), polidaktilije tipa A (53) i
Pallister-Hall sindroma (54) te poremedajima u razvoju traheje, bubrega i makrocefalije (55,

56).

1.7. Uloga HH-GLI signalnog puta u razvoju dojke

Komponente HH-GLI signalnog puta su razlicito aktivne tijekom razlicitih faza razvoja mlijecne
Zlijezde (57-63). Poznato je kako se mlijecna Zlijezda formira tijekom embrionalnog razvoja,
raste tijekom adolescencije i diferencira tijekom laktacije (64). IstraZzivanje Hatsella i sur.
pokazalo je kako je za primjeren razvoj pupoljaka mlije¢ne Zlijezde u miSeva potrebna represija
Glil od strane Gli3 jer je uocen nedostatak pupoljaka u miseva s forsiranom ekspresijom Glil
i nedostatkom Gli3 (57). Tijekom puberteta su za duktalnu morfogenezu neophodne i
kanonska i nekanonska signalizacija jer se vidjelo kako je morfogeneza neprimjerena kod
miSeva kod kojih je forsirano aktivirana samo jedna od signalnih kaskada (65-69). Po zavrsetku
puberteta sve komponente Hh-Gli signalnog puta slabo su eksprimirane (58, 63, 70). Iz svega

navedenog moze se zakljuciti kako je tijekom embrionalnog razvoja dojke HH-GLI signalni put



uglavnom suprimiran, vazan i aktivan tijekom morfogeneze duktusa u pubertetu te ponovno

snizene aktivnosti u formiranoj zlijezdi odrasle osobe.

1.8. Uloga HH-GLI signalnog puta u odraslom organizmu

U odraslom organizmu signalni put HH-GLI je uglavnom inaktivan, ali uz zadrzanu moguénost
aktivacije u mati¢nim i progenitorskim stanicama te se prema potrebi moze aktivirati. Mati¢ne
stanice su pluripotentne stanice koje se sporo dijele, no s obzirom na to da iz njih mogu nastati
pojedini tipovi tkiva, vazne su u obnavljanju brojnih tipova tkiva (71). Zbog opisanog svojstva
ovaj signalni put je aktiviran u cijeljenju rana te je od iznimne vaZnosti u tom procesu (72).
Njegova kljuéna funkcija stoga je u odrzavanju homeostaze organa u odraslom organizmu i
njihove obnove nakon osteéenja. Brojna istrazivanja dokazala su povezanost signalnog puta
HH-GLI s nizom somatskih mati¢nih stanica, kao $to su mati¢ne stanice dojke (73), Ziv€ane
maticne stanice (74), eritropoetske stanice (75) i mati¢ne stanice jetre u kojima je kljucan za

obnavljanje nakon akutne ozljede (76-78).

U ostalim tkivima, osim u pluripotentnim mati¢nim stanicama, ovaj signalni put prisutan je
samo u primarnim cilijama. Prethodno spomenute primarne cilije su stanicne organele na
povrsini stanica Cija je funkcija primanje signala iz okoline. Zbog toga su neophodne za funkciju

ovog signalnog puta te je ustanovljeno kako se nalaze u raznim stromalnim stanicama (79).

1.9. Uloga HH-GLI signalnog puta u razvoju karcinoma

Posljednjih nekoliko godina popularan je novi koncept razvoja tumora prema kojemu se
smatra da unutar svakog tumora postoji skup stanica koje se ponasaju kao matiéne stanice
odnosno stanice koje se sporo dijele, no u slu¢aju potrebe mogu znatno ubrzati diobu i na taj
nacin stvarati nove populacije tumorskih stanica (80).

Za tumorske mati¢ne stanice karakteristicno je da su kontrolirane signalnim putevima
ukljucenim u rast, prezivljenje, migraciju te razvoj otpornosti na lijekove, a HH-GLI je jedan od
tih signalnih puteva (81-89). Zbog toga se novi antitumorski lijekovi razvijaju s namjerom

njihovog djelovanja u vidu ciljanog blokiranja ovakvih signalnih puteva (90).
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Za neke tumore, kao Sto su adenokarcinom gusterace i multipli mijelom, ve¢ su opisane
maticne stanice te je potvrdeno da u njihovom odrzavanju ulogu igra signalni put HH-GLI (89,
91). Glioblastomi, po kojima su proteini GLI dobili ime, takoder nastaju kao izravna posljedica
poremecaja u ovom signalnom putu (92). Bazocelularni karcinomi koji nisu vezani uz Gorlinov
sindrom isto tako su posljedica poremecaja HH-GLI signalnog puta (93). Takoder, u zadnjih
nekoliko godina poremecaji ovog signalnog puta uoceni su u brojnim drugim tipovima tumora.
Do sada je to uoceno u sljede¢im tumorima: melanom (94, 95), trihoepiteliom (96),
rabdomiosarkom i rabdomiom (97), tumor probavnog trakta (98), tumor prostate (99),
mikrocelularni karcinom pluéa (100, 101), skvamozni karcinom pluéa (102), karcinom
gusterace (103), karcinom mokraénog mjehura (104, 105), adenom hipofize (106, 107),

karcinom dojke (108), karcinom jajnika (109-113) te kroni¢na mijeloi¢na leukemija (114).

1.10. Uloga HH-GLI signalnog puta u karcinomu dojke

Uloga HH signalnog puta u nastanku karcinoma dojke te njegova prediktivna i prognosticka
uloga, kao i potencijalna terapijska vrijednost, ovise o molekularnim i histoloSkim
karakteristikama karcinoma (115). Visoke razine ekspresije SHH su verificirane u tkivu
karcinoma dojke u odnosu na zdravo tkivo (116). Snazna ekspresija SHH i DHH pozitivno
korelira s gradusom tumora, limfangionvazijom, zahva¢enoséu limfnih ¢vorova, metastazama,
recidivima i ekspresijom Ki67 (117-119). Isto tako, uocena je povezanost ekspresije HH

proteina s loSom prognozom i smanjenjem ukupnog prezivljenja (117, 120).

1.10.1. Uloga u estrogen receptor-pozitivnim karcinomima

Estrogen je glavni regulator razvoja i progresije ER+ karcinoma dojke (121). Poznato je da
povecava stani¢nu proliferativnost i povecava udio tumorskih mati¢nih stanica (CSC-cancer
stem cells) (122-124). Smatra se kako su CSC zasluZzne za metastaziranje tumora i rezistenciju
na antihormonalnu terapiju. Jedna od studija dokazala je da estrogen povecéava ekspresiju
GLI1 i GLI2 u ER+ stani¢nim linijama karcinoma dojke, dok je inhibicija GLI1 i GLI2 spojem

GANT61 rezultirala smanjenjem formiranja CSC u stani¢nim linijama (125). Takoder je
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dokazano da estrogen povecava ekspresiju SHH i GLI1 te nuklearnu translokaciju GLI1 i
invazivnost ER+ tumorskih stanica (116). Stoga se moZe zakljuciti kako HH signalni put
promovira invazivnost odnosno djeluje kao medijator transformacije neinvazivnog u invazivni

fenotip.

1.10.2. Uloga u HER2-pozitivnim karcinomima

Kod HER2-pozitivnih karcinoma nekoliko istraZivanja je potvrdilo prisutnost snazne ekspresije
SHH i GLI1 u karcinomima u odnosu na zdrave kontrole, no bez znacajne korelacije s klini¢ko-
patoloskim znacajkama (126, 127). IstraZzivanjima na stanicnom modelu karcinoma dojke
dokazalo se da inhibicija Hedgehog acyl-transferaze, jednog od glavnog enzima prilikom

sinteze SHH, dovodi do smanjenja rasta HER2-pozitivnih tumorskih stanica (118, 128, 129).

1.10.3. Uloga u trostruko negativnim karcinomima

Za ovaj molekularni podtip nekoliko klini¢kih studija potvrdilo je kako je poveéana ekspresija
SHH i SMO povezana s veéim nuklearnim gradusom, dok su visi stadiji bolesti povezani s

ekspresijom SMO i GLI (116, 117).

Kod TNBC uocena je visoka zastupljenost mati¢nih karcinomskih stanica, Sto se opet povezalo
s vecom incidencijom relapsa i metastaza (130, 131). Takoder je zamijeéeno da snazZnija
ekspresija SHH poveéava stani¢nu proliferaciju te invazivnost u 'in vitro' uvjetima te kako
kanonska signalizacija doprinosi rastu tumora i metastaziranju promocijom tumorske
neoangiogeneze (132, 133). Na animalnom modelu takoder je dokazana povezanost sklonosti

TNBC stvaranju kostanih metastaza s ekspresijom SHH (134, 135).

1.11. Hedgehog proteini

U kraljeSnjaka su identificirana tri homologa HH proteina, a nazvani su: Sonic hedgehog (SHH),
Indian hedgehog (IHH) i Desert hedgehog (DHH) (136-138). Svaki od tri spomenuta proteina

ima sposobnost vezanja Ptch1 i aktiviranja signalnog puta HH-GLI (139).
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IHH sudjeluje kod razvoja hrskavice, crijeva i mlije¢nih Zlijezdi (140-142), dok u razvoju

sjemenika i kosti sudjeluju DHH i IHH (143, 144).

1.11.1. Sonic hedgehog protein

Do sada je najvise istrazen i najbolje okarakteriziran protein SHH (Slika 3.) (42). SHH protein je
HH protein s najjaom aktivno$¢u i najsirom ekspresijom u tkivima u odnosu na ostale HH
ligande (139). Ukljucen je u razvoj razli¢itih organa i tkiva tijekom razvoja kao $to su sredisnji

ZivCani sustav, ekstremiteti, crijeva, pluéa, zubi i folikula dlaka (40).

Prije otpustanja aktivnog oblika iz stanica, HH proteini prolaze procese sazrijevanja (Slika 3.).
Nakon translacije, prvo se uklanja N-terminalna signalna sekvenca s polipeptida koji se potom
autokataliticki cijepa izmedu glicina i cisteina, pri ¢emu nastaje N-terminalni fragment. Na N-
terminalni fragment se potom na njegovom C-kraju na glicin vezZe kolesterol, pri éemu nastaje
fragment koji je povezan s nizom poznatih signalizirajucih aktivnosti (145). Nakon toga slijedi
proces palmitoilacije. Za cistein se na N-terminalnom kraju pomocu enzima Skinny (Ski)
hedgehog aciltransferaze veie palmitoilna skupina palmitinske kiseline Sto dovodi do
formiranja aktivhog HH proteina (146). Aktivni oblik HH proteina zatim se veZe na svoj
transmembranski receptor Ptch i aktivira daljnju signalizaciju (147-149). U cijelom ovom
procesu poznata su jo$ dva proteina sa znacajnom ulogom. Protein Dispatched (Disp) koji
omogucava otpustanje proteina HH iz stanica u kojima nastaje (150) te protein HHip (eng.
Hedgehog interacting protein) koji moZe vezati HH protein i na taj nacin odvlaciti HH od svojeg

pravog receptora, Sto dovodi do sprje¢avanja aktivacije signalnog puta (151).
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Slika 3. Shematski prikaz posttranslacijskog procesiranja i sazrijevanja proteina HH. Protein pune
duljine sadrzi signalnu i autoprocesiraju¢u domenu. Autoprocesirajuéa domena inicira cijepanje i
vezanje kolesterola na novonastali C-kraj. Zatim aciltransferaza HHAT katalizira vezanje palmitinske
kiseline na N-kraj, ¢ime nastaje zreli signalni peptid HHNp (SHH-N). Slika je preuzeta i prilagodena iz

Varjosalo i Taipale, 2008.

1.11.2. Interakcija sonic hedgehog proteina s receptorom androgena u karcinomu prostate

Trnski i suradnici dokazali su interakciju SHH s AR na staniénom modelu androgen neovisnog
karcinoma prostate (152). U njihovom istraZzivanju prisutno je vezanje molekule kolesterola
vezane za C-terminalni kraj SHH na ligand vezujuée mjesto receptora androgena. Rezultati
istrazivanja sugeriraju kako je ova interakcija potencijalni mehanizam preZivljavanja
karcinomskih stanica u uvjetima bez androgena odnosno gdje AR nije stimuliran androgenom.

Navedena interakcija u ovom slucaju takoder predstavlja potencijalnu terapijsku metu.
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2.HIPOTEZA

Interakcija proteina sonic hedgehog s receptorom androgena i/ili estrogena u tkivu dojke

povezana je s klinicko-patoloskim karakteristikama molekularnih podtipova karcinoma dojke.
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3.CILJ ISTRAZIVANJA

1) Odrediti ekspresiju proteina SHH na arhivskim uzorcima tkiva razlicitih molekularnih
podtipova karcinoma dojke.

2) Odrediti ekspresiju receptora androgena (AR) na arhivskim uzorcima tkiva razlicitih
molekularnih podtipova karcinoma dojke.

3) Na stani¢nim linijama karcinoma dojke (MCF-7 i SkBr3) koje pokazuju razli¢itu ekspresiju
proteina SHH i receptora androgena i estrogena dokazati fizicku interakciju proteina SHH s tim
receptorima.

4) Povezati razinu ekspresije proteina SHH i receptora androgena s klinicko-patoloskim
karakteristikama molekularnih podtipova karcinoma dojke.

5) Povezati razinu ekspresije proteina SHH, receptora androgena i klinicko-patoloskih
karakteristika s ukupnim preZivljenjem pacijentica s razli¢itim molekularnim podtipom

karcinoma dojke.
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4. MATERUALII METODE

4.1. Ustroj studije

IstraZivanje je ustrojeno kao presje¢no s povijesnim podatcima, a za odabir pacijentica cije
arhivsko tkivo ce se koristiti u istrazivanju koriSten je bolnicki informacijski sustav KB Dubrava

u Zagrebu.

4.2. Ispitanici

Istrazivanje je provedeno na arhivskom materijalu Klini¢kog zavoda za patologiju KB Dubrava.
Odabrani su uzorci karcinoma dojke Zena operiranih u periodu od 2010. do 2015. godine. U
tom periodu pregledani su i analizirani podatci svih pacijentica kirurski lije¢enih na Klinici za
plasti¢nu kirurgiju KB Dubrava, a s otpusnim dijagnozama karcinoma dojke. Uvidom u nalaze
patologa u bolnickom informacijskom sustavu, arhivski uzorci su konsekutivno razvrstavani u
skupine prema molekularnom podtipu karcinoma dojke dok nije prikupljen planirani broj

uzoraka.

Planirano je ukupno analizirati 180 uzoraka tkiva razli¢itih molekularnih podtipova karcinoma

dojke, podijeljenih na sljedeci nacin:

. luminal A: 50 uzoraka
. luminal B/HER2-: 30 uzoraka
. luminal B/HER2+: 30 uzoraka

o TNBC: 50 uzoraka
o HER2-enriched: 20 uzoraka

Ovakva podjela odgovara raspodjeli broja uzoraka za pojedini podtip raka dojke prema radu u
kojem je na osnovi tog broja uzoraka dobivena statisticki znacajna razlika u ekspresiji proteina

sonic hedgehog, uz snagu studije od 0,8 i odabranu razinu znacajnosti P < 0.05 (120).
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Takoder su bili prikupljeni i sljedeéi klinicko-patoloski podatci iz prisutne medicinske
dokumentacije: TNM-stadij, razina ekspresije estrogenskih (ER), progesteronskih (PR), HER2-

receptora i proliferacijskog markera Ki67 te prisutnost limfangioinvazije.

Podatci o preZivljenju bili su prikupljeni iz bolnickog informacijskog sustava te telefonskim
pozivima pacijenticama. Dobiveni podatci koristeni su za raCunanje ukupnog preZivljenja koje

se mjerilo od datuma operacije do datuma smrti od bilo kojeg uzroka ili zadnje provjere.

U istrazivanju su planiraju koristene dvije trajne stani¢ne kulture raka dojke: MCF-7 kao
pozitivna kontrola koja je model za podtip luminal A i koja eksprimira protein SHH i receptore
androgena i estrogena te kao negativna kontrola SKBR3 koja je model za podtip HER2-enriched

i koja ne eksprimira niti jedan od navedenih proteina (37, 153, 154).

4.3.Metode

4.3.1. Odredivanje ekspresije receptora androgena

Za odredivanje ekspresije receptora androgena iz parafinskih blokova ucinjeni su rezovi od 2-3
um, nakon cega je uslijedila deparafinizacija u termostatu. Nakon deparafinizacije slijedi
predigestija u termo kupelji PT - link (DAKO, Glostrup, Danska), uz primjenu ,EnVision target
solution” (DAKO, Glostrup, Danska). Imunohistokemijsko bojanje ucinjeno je koristedi
automatizirani imunohistokemijski sistem DAKO Autostainer (DAKO, Glostrup, Danska). U
svrhu imunohistokemijskog bojanja koristeno je Androgen protutijelo, misje monoklonalno
clone AR441, lot 11237713 (DAKO, Glostrup, Danska), u razrjedenju 1:75. Za detekciju izrazaja
imunohistokemijskog bojenja koristena je indirektna Avidin biotin kompleks tehnika EnVision
detection kit (DAKO, Glostrup, Danska.) Zatim slijedi kontrastiranje hemalaunom (1 min) te
provilacenje kroz uzlazni niz alkohola (70 % - 100 %), ksilol i pokrivanje stakala. Kao pozitivna
kontrola upotrijebljeno je tkivo ljudske dojke uklopljeno u parafin.

Svi pripremljeni uzorci mikroskopski su analizirani Olympus BX53 mikroskopom (Olympus,
Tokyo, Japan) od strane patologa te je koli¢ina odnosno udio obojenih jezgara tumorskog tkiva

izrazena kao postotak pozitivnosti receptora androgena za odredeni uzorak.
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4.3.2. Odredivanje ekspresije sonic hedgehog proteina

U ovom radu su za odredivanje ekspresije proteina SHH iz parafinskih blokova bili ucinjeni
rezovi od 2-3 um, nakon Cega je uslijedila deparafinizacija u termostatu. Nakon deparafinizacije
slijedi predigestija u Ventana BenchMark Ultra aparatu (Roche Diagnostics, Basel, Svicarska) uz
termo postolja i ULTRA Cell Conditioning Solution (Roche Diagnostics, Basel, Svicarska).
Imunohistokemijsko  bojanje  bilo je  udinjeno  koriStenjem  automatiziranog
imunohistokemijskog sistema Ventana BenchMark (Roche Diagnostics, Basel, Svicarska). Za
vizualizaciju je koristen ultraViewUniversal DAB detekcijski kit Ventana Medical Systems (Roche
Diagnostics, Basel, Svicarska).

Kit detektira primarna misja ili kuni¢eva protutijela koja su vezana na antigen u uzorku tkiva
fiksiranom u formalinu i uklopljenom u parafin (FFPE, Formalin-Fixed Paraffin-Embeded).
ultraViewUniversal DAB detekcijski kit sastoji se od: ultraViewUniversal DAB inhibitora (3 %
vodikov peroksid) ,ultraViewUniversal HRP Multimera (koktel HRP-om obiljezenih sekundarnih
protutijela; kozja protiv misjih IgG i IgM i kozja protiv kuniéevih), ultraViewUniversal DAB
kromogena, ultraViewUniversal vodikov peroksida, ultraViewUniversal bakra (bakrov sulfat u
acetatnom puferu). U svrhu imunohistokemijskog bojanja bilo je koristeno SHH protutijelo,
zecje poliklonalno, 1gG, B1314 (Santa Cruz Biotehnology, Dallas, USA), u razrjedenju 1:50.
Nastali kompleks je vizualiziran pomocdu hidrogen peroksida i DAB kromogena koji stvara smedi
precipitat vidljiv pod svjetlosnim mikroskopom. Zatim je uslijedilo kontrastiranje hemalaunom
(1 min) te provlacenje kroz uzlazni niz alkohola (70 % - 100 %), ksilol i pokrivanje stakala. Kao
pozitivna kontrola bilo je upotrijebljeno tkivo uretera uklopljeno u parafin.

Ovako pripremljeni uzorci bili su mikroskopski analizirani Olympus BX53 mikroskopom
(Olympus, Tokyo, Japan) od strane patologa. Kod ocitavanja ekspresije proteina SHH evaluiran
je intenzitet obojenja i postotak obojenih stanica. Planirana ljestvica intenziteta je 0 - 3 (O -
negativan, 1 - slabi intenzitet, 2 — srednji intenzitet, 3 — jaki intenzitet). Ako isti preparat
pokazuje razliite intenzitete obojenja, prvo ée biti odredeno koji dio tumorskog tkiva
(postotak stanica) je obojen ja¢im intenzitetom, dok je preostali dio tumora obojen slabijim
intenzitetom. Ukupna ekspresija proteina SHH izrazit ¢e se kao imunoreaktivni skor kojeg Cini
zbroj umnoska iznosa jaCeg intenziteta obojenja s postotkom stanica s jaim intenzitetom i

umnoska iznosa slabijeg intenziteta s postotkom stanica sa slabijim intenzitetom.
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4.3.3. Dokazivanje fizicke interakcije proteina sonic hedgehog s receptorom androgena i
estrogena pomoc¢u PLA metode

Postojanje fizicke interakcije proteina SHH s receptorom androgena i estrogena provjereno je
pomocu takozvane metode ligacije u neposrednoj blizini (eng. proximity ligation assay, PLA)
(155) na modelu in vitro karcinoma dojke. Metoda PLA se temelji na stvaranju produkta DNA
pomocu amplifikacije kotrljajuceg kruga (eng. rolling circle amplification) na mjestima gdje
dolazi do interakcije dva proteina od interesa. Proteini se obiljeZzavaju oligonukleotidima i ako
su u interakciji (medusobnoj udaljenosti manjoj od 40 nm) nastali produkt DNA ¢e se obiljezZiti
probom koja nosi fluorescentnu boju Texas Red koja fluorescira crvenom bojom (Aemisijie 624
nm) te se pod mikroskopom mjesto interakcije proteina vidi kao crvena tocka. Za lokalizaciju
interakcije unutar stanice (jezgra ili citoplazma), za protubojanje koristi se fluorescentna boja

DAPI koja boji DNA, to jest stani¢ne jezgre plavom bojom (Aemisije 460 n).

U svrhu izrade ove doktorske disertacije koriStene su dvije trajne stanicne linije karcinoma
dojke: MCF-7 (86012803; ECACC, Wiltshire, UK) kao pozitivna kontrola koja je model za podtip
luminal A i koja eksprimira protein SHH i receptore androgena i estrogena te kao negativna
kontrola SkBr3 (EP-CL-0211, Elabscience, Houston, Texas, SAD) koja je model za podtip HER2-
enriched i koja ne eksprimira niti jedan od navedenih proteina (37, 153, 154). Stanicne linije
dobivene su ljubazno$¢u dr. sc. Ane Cipak Gadparovi¢ (Institut Ruder Boskovié, Zagreb).
Stani¢ne linije MCF-7 i SkBr3 uzgajane su u mediju DMEM (eng. Dulbecco's Modified Eagle's
Medium) (Merck KgaA, Darmstadt, Njemacka), uz dodatak 10 % fetalnog govedeg seruma
(eng. fetal bovine serum, FBS) (Merck KGaA). Medij DMEM je kompletiran dodatkom 1 mM
natrijevog piruvata, 1 % otopine antibiotika penicilina i streptomicina i 4 mM L-glutamina
(Gibco Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD). Stani¢ne linije uzgajane su u inkubatoru

pri kontroliranim uvjetima: 5 % CO2 i temperaturi od 37 °C.

Za izvodenje metode PLA stanice su nasadene na predmetno stakalce Milli EZSlide 8-well glass
slides (Merck KGaA), koje sadrZi osam komorica za rast stanica, pri gustodi od 3 x 10* stanica
po komorici. Nakon 24 sata od nasadivanja stanica, komorice su tri puta isprane PBS-om (eng.
Phosphate-Buffered Saline) (1,7 mM KH2POa, 136 mM NacCl, 10 mM Na;HPO4, 2,7 mM KCl, pH
7,2) te su potom stanice fiksirane dodavanjem 3,6 % otopine paraformaldehida (Kemika,
Zagreb, Hrvatska) 15 minuta na sobnoj temperaturi. Komorice su ponovno tri puta isprane

PBS-om, dodan je metanol (Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska) te je ponovljena inkubacija pri istim
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uvjetima i trostruko ispiranje PBS-om. U meduvremenu je pripremljena 1 x otopina Dako
Target Retrieval Solution Citrate (Agilent Technologies, CA, SAD) i zagrijana u mikrovalnoj
pecnici do vrenja. Ista je potom nakapana u svaku od komorica i inkubirana pola sata na sobnoj
temperaturi. Po zavrSetku inkubacije komorice su jo$ jednom isprane PBS-om, uklonjena je
plasti¢na pregrada s predmetnog stakalca koja odvaja komorice te su rubovi izmedu komorica
obrubljeni flomasterom Dako Pen (Agilent Technologies) koji ostavlja hidrofobni trag. Nakon
toga slijedi blokiranje i svi ostali koraci pripreme stanica za vizualizaciju, koristeéi reagense iz
komercijalnog kita Duolink In Situ Red Starter Kit Mouse/Rabbit (DU092101, Sigma Aldrich,
Missouri, SAD) i protokol Duolink PLA Fluorescence Protocol prema uputama proizvodaca
reagensa kita. Najprije je kratko vorteksirana otopina za blokiranje Duolink Blocking Solution,
potom je po 40 pl iste dodano u svaku od komorica te je predmetno stakalce inkubirano sat
vremena u inkubatoru za rast stanica na 37 °C polozeno u Petrijevu zdjelicu s filter-papirom
prethodno navlazenim destiliranom vodom, kako bi se sprijecilo isuSivanje komorica sa
stanicama. Po inkubaciji, viSak otopine uklonjen je s predmetnog stakalca i u svaku od
komorica dodano je 40 L otopine odgovarajué¢e kombinacije primarnih antitijela razrijedenih
do Zeljene koncentracije u otopini Duolink Antibody Diluent. Primarna antitijela inkubirana su
preko nodi na 4 °C. Popis koriStenih primarnih antitijela i razrjedenja nalazi se u Tablici 1. Kao
tehnicka negativna kontrola koristile su se iste stanice netretirane primarnim antitijelima ili ée
se umjesto antitijela anti-SHH koristiti antitijelo anti-tubulin y jer tubulin y ne bi trebao stupati
u interakciju s AR i ER. Nakon prekonocne inkubacije, ostatak otopina primarnih antitijela
uklonjen je s predmetnog stakalca i isto je potom isprano dva puta po 5 minuta u 1 x puferu
Wash Buffer A na sobnoj temperaturi. Za to vrijeme pripremljena je otopina prethodno
vorteksiranih proba PLA PLUS i MINUS, u razrjedenju 1:5 u otapalu Duolink Antibody Diluent
(za reakcijski volumen od 40 uL dodano je 8 pL probe MINUS i 8 pL probe PLUS u 24 uL otapala
Duolink Antibody Diluent). Tako pripremljene probe dodane su u komorice i inkubirane sat
vremena u inkubatoru na 37 °C. Po uklanjanju otopine proba s predmetnog stakalca,
ponovljeno je dvostruko ispiranje stakalca u puferu Wash Buffer A i pripremljena je otopina za
ligaciju. Najprije je pufer Duolink Ligation Buffer razrijeden 5 x u vodi visoke Cistoée (za
reakcijski volumen od 40 puL dodano je 8 pL 5x pufera Ligation Buffer u 32 pyL vode) te je potom
u tako pripremljeni pufer dodana ligaza, iz istog komercijalnog seta, u omjeru 1:40 (za
reakcijski volumen od 40 uL dodano je 1 pl ligaze u 39 ulL 1x pufera Ligation Buffer). Ligacijska

smjesa dodana u komorice inkubirana je 30 minuta u inkubatoru na 37 °C. Nakon ligacije slijedi
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korak amplifikacije, odnosno nakon ispiranja ligacijske smjese slijedi priprema 1 x pufera
Amplification Buffer razrjedivanjem 5 x pufera Amplification Buffer u vodi visoke Cistoce. U 1
x pufer Amplification Buffer potom je dodana polimeraza u omjeru 1:80 (za reakcijski volumen
od 40 pL dodano je 0,5 pL polimeraze u 39,5 uL 1 x pufera Amplification Buffer). Tako
pripremljena smjesa dodana je u komorice i inkubirana 100 minuta na 37 °C. Posljednji korak
pred pripremu predmetnog stakalca za vizualizaciju su finalna ispiranja. Nakon uklanjanja
amplifikacijske smjese, stakalce je isprano dva puta po 10 minuta u 1 x puferu Wash Buffer B
i potom jo$ jednom u 0,01 x puferu Wash Buffer B na jednu minutu. Isprano predmetno
stakalce potom je uklopljeno s pokrovnicom, koristeci 10 uL medija za uklapanje Prolong Gold
Antifade mounting medium with DAPI (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, SAD) po
komorici, i ostavljeno da se osusi preko noc¢i na 4 °C u neprozirnoj kutiji. Idu¢eg dana rub
pokrovnog stakalca obrubljen je neprozirnim lakom za nokte te je stakalce pohranjeno u
neprozirnoj kutiji na -20 °C do vizualizacije na laserskom pretraznom konfokalnom mikroskopu
Leica SP8 X FLIM (Leica Microsystems, Wetzlar, Njemacka).

Tablica 1. Popis koriStenih primarnih antitijela za PLA

ANTIGEN PROIZVODPACL KATALOSKI BROJ PODRUETLO RAZRJEDENIJE
Sonic hedgehog Santa Cruz Biotechnology (E-1) sc-365112 mis 1:50
Receptor estrogena a Cell Signaling Technology D6R2W kuni¢ 1:100
Receptor androgena Cell Signaling Technology D6F11 kuni¢ 1:400
Tubuliny Santa Cruz Biotechnology (C-11) sc-17787 mis 1:100

4.4, Statisticke metode

Kategorijski podatci predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama. Razlike
kategorijskih varijabli testirane su Hi-kvadrat testom, a po potrebi Fisherovim egzaktnim
testom. Normalnost raspodjele numerickih varijabli testirana je Shapiro-Wilk testom.
Numericki podatci opisani su aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom u slucaju
raspodjela koje slijede normalnu distribuciju, a u ostalim slu¢ajevima medijanom i granicama
interkvartilnog raspona. Razlike kontinuiranih varijabli izmedu dviju nezavisnih skupina
testirane su Studentovim t testom, a u sluéaju odstupanja od normalne raspodjele Mann-
Whitneyevim U testom. U slucaju 3 i viSe nezavisnih skupina testirane su analizom varijance

(ANOVA) ili Kruskal-Wallisovim testom (Post hoc Conover), ovisno o normalnosti raspodjele.
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Povezanost normalno raspodijeljenih numerickih varijabli ocijenjena je Pearsonovim
koeficijentom korelacije r, a u slucaju odstupanja od normalne raspodjele Spearmanovim
koeficijentom korelacije p (rho). ROC (engl. Receiver Operating Characteristic) analiza
primijenjena je za odredivanje optimalne granic¢ne vrijednosti receptora androgena AR i
proteina SHH, povrsine ispod ROC krivulje (engl. area under the curve, AUC), specificnosti,
osjetljivosti ispitanih parametara u slucaju loSeg ishoda, pojave recidiva ili metastaza. Za
statisti¢ku analizu prezivljenja koristene su Kaplan-Meierove krivulje u kombinaciji s long rank
testom. Univarijantni i multivarijantni Cox model koristeni su za izdvajanje prediktora koji su
znacajno povezani s prezivljenjem (ukupnim, do pojave metastaza i recidiva). Sve P vrijednosti

su dvostrane. Razina znacdajnosti je postavljena na Alpha = 0,05.

Statisticka obrada rezultata provedena je pomodéu programa MedCalc® Statistical Software
version 20.100 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2022) i
SPSS (IBM Corp. Released 2015. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 23.0. Armonk, NY:
IBM Corp.).
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5. REZULTATI

5.1. Klini¢ko-patoloske karakteristike bolesnica s karcinomom dojke

Istrazivanje je provedeno na 186 bolesnica s karcinomom dojke. Medijan dobi ispitanica je 60
godina, u rasponu od 28 do 87 godina. S obzirom na molekularni podtip, 73 (39,2 %) bolesnica
je s podtipom LumB, a najmanje ih je s podtipom HER2, 16 (8,6 %) bolesnica. Tablica 2. detaljno

prikazuje obiljeZja bolesnica Ciji su uzorci tkiva karcinoma dojke koristeni u ovom istrazZivanju.

Tablica 2. Osnovna obiljeZja bolesnica Ciji su uzorci tkiva koristeni u istraZivanju

Dob (godine)

[Medijan (interkvartilni raspon)] 60 (51-71)
Dobna skupina [n ( %)]
<50 godina 46 (24,9)
> 50 godina 139 (75,1)
ER [n( %]]
Ne 64 (35)
Da 121 (65)
PR [n( %)]
Ne 79 (43)
Da 106 (57)
HER2 [n ( %)]
Ne 143 (76,9)
Da 43 (23,1)
Molekularni podtip [n ( %)]
LumA 49 (26,3)
LumB 73 (39,2)
LumB/ HER2- 46 (24,7)
LumB/ HER2+ 27 (14,5)
HER2 16 (8,6)
TNBC 48 (25,8)
Ki6e7
[Medijan (interkvartilni raspon)] 28 (17-40)
Ki67 [n (%)]
<20% 52 (28,0)
220% 134 (72,0)
Histotip [n ( %)]
Invasive carcinoma 161 (86,6)
Carcinoma in situ + invasive carcinoma 25 (13,4)
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Tablica 2. Osnovna obiljezja bolesnica Ciji su uzorci tkiva koristeni u istraZivanju - nastavak

Veli¢ina tumora (cm)

[Medijan (interkvartilni raspon)] 2(1,2-27)
Veli¢ina tumora podjela [n ( %)]
T1(0-2cm) 106 (57,0)
T2(2,1-5cm) 70 (37,6)
T3 (>5cm) 9 (4,8)
N [n (%)]
NO 113 (61,1)
N1 47 (25,4)
N2 14 (7,6)
N3 11 (5,9)
M [n (%)]
MO 184 (98,9)
M1 2(1,1)
Broj izvadenih ¢vorova 4(2-28)
[Medijan (interkvartilni raspon)] (min 1 — max 66)
Broj pozitivnih ¢vorova 0(0-1)
[Medijan (interkvartilni raspon)] (min 0 — max 16)
Prisutna limfovaskularna invazija [n ( %)] 69 (37,1)
Recidiv
Remisija 177 (95,2)
Relaps 8 (4,3)
Metastaze 19 (10,2)
Ishod [n ( %)]
Pozitivan (prezivjela) 140 (75,3)
Negativan (preminula) 45 (24,2)
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5.2. Ekspresija proteina SHH i AR u uzorcima tkiva karcinoma dojke

Imunohistokemijskom metodom odredena je ekspresija proteina SHH i AR u 186 uzoraka tkiva.
Razina ekspresije receptora androgena izrazena je kao postotak obojenih jezgara tumorskih
stanica, dok je ekspresija SHH izrazena kao imunoreaktivni skor, uzimajuci pri tome u obzir
intenzitet i postotak obojenih citoplazmi tumorskih stanica. Tablica 3. prikazuje zbirne

rezultate.

Tablica 3. Medijan ekspresije proteina SHH i AR u istraZivanim uzorcima

Medijan Raspon

(interkvartilni raspon) minimum - maksimum
SHH imunoreaktivni skor 150 (100 — 190) 0-300
AR % pozitivnih jezgara 80 (50 -90) 0-100

5.2.1. Ekspresija proteina SHH u uzorcima tkiva karcinoma dojke

Analiza je pokazala da je ekspresija proteina SHH bila prisutna u 98 % (183/186) uzoraka.
Medijan ekspresije je 150, a raspon 0 - 300. Slike 4.- 7. prikazuju reprezentativne primjere

obojenja razli¢itog SHH imunoreaktivnog skora.
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Slika 6. Prikaz intenziteta citoplazmatskog obojenja SHH koje odgovara SHH imunoreaktivnom

skoru 200 (povedanje 100 x)
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Slika 7. Prikaz intenziteta citoplazmatskog obojenja SHH koje odgovara SHH imunoreaktivnom

skoru 300 (povedanje 200 x)
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5.2.2. Ekspresija AR u uzorcima tkiva dojke

Analiza je pokazala kako je pozitivna ekspresija AR prisutna u jezgrama tumorskih stanica u 91

% (169/186) uzoraka. Medijan ekspresije je 80 %, a raspon 0 - 100. Slike 8. - 11. prikazuju

reprezentativne primjere obojenja razli¢itih nuklearnih pozitiviteta.

Slika 8. Prikaz postotka nuklearnog obojenja AR jednak 0 % (povecanje 200 x)
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Slika 10. Prikaz postotka nuklearnog obojenja AR jednak 60 % (povecanje 200 x)
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Slika 11. Reprezentativni primjer nuklearnog obojenja receptora androgena vrijednosti 100

% (povecéanje 200 x)
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5.3. Povezanost ekspresije SHH i AR s klinicko-patoloskim znacajkama karcinoma dojke

Statistickom analizom istrazena je povezanost ekspresije proteina SHH i AR s klini¢ko-

patoloskim karakteristikama pacijentica Ciji su uzorci tkiva koriSteni za imunohistokemijsko

bojenje. Pacijentice su podijeljene u podskupine, ovisno o ekspresiji pojedinog receptora (ER,

PR, HER2), markera proliferacije(Ki67) te prema pripadnosti odredenom molekularnom

podtipu karcinoma dojke (LumA, LumB, HER2, TNBC).

5.3.1. Razlike u vrijednosti SHH IRS u odnosu na klinicko-patoloska obiljeZja svih bolesnica

Statisticka analiza pokazala je kako najnizu ekspresiju proteina SHH imaju tumori kategorije T2

(2,1 -5 cm) u usporedbis T1i T3 tumorima (P = 0,02) (Tablica 4.).

Tablica 4. Razlike u SHH IRS u odnosu na klini¢ko-patoloska obiljezja bolesnica

Medijan (IQR)

H H 0, *
Sve bolesnice n SHH IRS Razlika 95 % Cl P
Dob
<50 46 145 (100 - 190)
0 -20do 20 0,65
>50 139 150 (100 - 190) © ’
ER
0 65 130 (88 —200)
1 121 160 (110 - 190) 10 -10do40 022
PR
0 80 140 (95 — 200)
-1 7
1 106 160 (110 - 190) 0 0do30 05
Ki67
0 52 160 (100 — 190)
-2 2 7
>20% 134 140 (100 - 190) 0 0do20 09
Histotip
Invasive carcinoma 161 140 (100 - 190)
10 -20do 40 0,44
in situ + invasive carcinoma 25 180 (100 - 200) ° ’
HER2
Ne 143 140 (100 - 190)
20 0do 40 0,10
Da 43 180 (120 - 200) © '
Veli¢ina tumora (T)
T1(0-2cm) 106 170 (110 - 200) He7g
T2(2,1-5cm) 70 130 (902 — 180) e 0,02
T3 (>5 cm) 9 190 (135 — 205)
Veli¢ina tumora (T)
0-2cm 106 170 (110 - 200)
>2cm 79 130 (100 — 188) -10 -30do0 0,12
Veli¢ina tumora (T)
0-5cm 176 150 (100 - 190)
>5cm 9 190 (135 — 205) 30 Odo80 0,07
N
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NO 113 140 (100 — 190)

N1 47 150 (100 — 198) H=13 -

N2 14 190 (100 — 200) df=3 '

N3 11 150 (120 — 195)
N

NO 113 140 (100 — 190)

svi ostali 72 155 (100 — 200) 0 -10do20 052
N

N1 47 150 (100 — 198)

N2 + N3 25 170 (108 — 200) 10 -20do40 044
M

MO 184 150 (100 — 190)

M1 2 135 -20 0,77
LV

0 117 150 (100 — 190)

1 69 150 (100 — 200) 0 -20do20 077
Molekularni podtip

HER2 16 175 (110 - 200)

LumA 49 170 (108 — 190) H d=f > g 0,15

LumB 73 150 (110 — 190) -

TNBC 48 120 (80 — 190)
Molekularni podtip

LumB/HER2- 46 145 (100 — 180)
LumB/HER2+ 27 180 (123 — 190) 10 -20do40 038

IQR —interkvartilni raspon; *Mann Whitney U test; tKruskal Wallis test (Post hoc Conover)
*na razini P < 0,05 znacajno su manje vrijednosti kod T2 u odnosu na T1, T3

Statisticka analiza pokazala je kako je u estrogen-negativnih karcinoma ekspresija proteina

SHH najniZza u tumorima T2 u odnosu na T1i T2 (P = 0,01) (Tablica 5.).

Tablica 5. Razlike u SHH IRS u odnosu na klinicko-patoloska obiljeZja bolesnica s estrogen-

negativnim karcinomima dojke

Medijan (IQR)

1 0, *
ERO n SHH IRS Razlika 95 % Cl P
Dob
<50 17 110 (68 — 193)
2 -2 7 2
> 50 48 140 (100 — 200) 0 0do70 026
PR
0 64 130 (85 - 200) i i i
1 1 110
Ki6e7
0 4 90 (40 - 150)
220% 61 130 (98 — 200) 40 0,22
Histotip
Invasive carcinoma 65 130 (88 — 200)
in situ + invasive carcinoma - -
HER2
Ne 49 120 (80 — 190)
Da 16 175 (110 — 200) 40 Odo80 0,06

Veli¢ina tumora (T)
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T1(0-2cm) 26 175 (110 - 200) Hege

T2(2,1-5cm) 34 105 (80 — 160) =2 0,01"*

T3 (>5cm) 4 210 (160 - 230)
Veli¢ina tumora (T)

0-2cm 26 175 (110 - 200

>2cm 38 11c§ (80— 17o; -40 -70do0 0,06
Veli¢ina tumora (T)

0-5cm 60 125 (80 - 190)

>5cm 4 210 (160 — 230) 60 - 0w
N

NO 42 125 (100 — 190)

N1 13 110 (75 -175) H=2,6 0.44"

N2 5 200 (93 - 240) df=2 ’

N3 5 200 (138 - 210)
N

NO 42 125 (100 - 190

svi ostali 23 16(§ (83 - zoo; 10 -30do60 0,68
N

N1 13 110 (75 -175

N2 + N3 10 200 (1(00 - 220; 0 -20do120 0,15
M

MO 65 130 (88 — 200)

M1 - - i i i
LVI

0 45 120 (88 — 193

1 -0 165 Ego—zoo; 20 -20do60 0,43
Molekularni podtip

HER2 16 175 (110 — 200)

LumA H=3,5 0,18'

LumB 1 110 (110 - 110) df=2

TNBC 48 120 (80 — 190)
Molekularni podtip

LumB/HER2- 1 110 (110 - 110)
LumB/HER2+ - i i i

IQR — interkvartilni raspon; *Mann Whitney U test; TKruskal Wallis test (Post hoc Conover)
*na razini P < 0,05 znacajno su manje vrijednosti kod T2 u odnosu na T1, T3

Analiza je pokazala kako kod pacijentica s ER pozitivnim karcinomima dojke nema razlike u

ekspresiji proteina SHH u odnosu na klini¢ko-patoloska obiljezja bolesnica (Tablica 6.).

Tablica 6. Razlike u SHH IRS u odnosu na klini¢ko-patoloska obiljeZja bolesnica s estrogen-

pozitivnim karcinomom dojke

Medijan (IQR)

1 0, *
ER1 n SHH IRS Razlika 95 % ClI P
Dob
<50 29 180 (110 -193)
>50 91 150 (113 — 190) 0 -30do20 073
Histotip
Invasive carcinoma 96 155 (110 -190)
in situ + invasive carcinoma 25 180 (100 — 200) 0 -20do30 0,60

HER2
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Ne 94 155 (100 — 190)

Da 27 180 (123 - 190) 0 -20do30 057
Veli¢ina tumora (T)

T1(0-2cm) 80 165 (110 — 195) Hoss

T2(2,1-5cm) 36 150 (100 — 185) d‘f 5 0,73

T3 (>5cm) 5 180 (135 -193)
Veli¢ina tumora (T)

0-2cm 80 165 (110 — 195)

>2cm 41 150 (108 — 190) 0 -20do20 084
Veli¢ina tumora (T)

0-5cm 116 160 (105 — 190)

>5cm 5 180 (135 — 193) 10 -30do70 0,50
N

NO 71 160 (103 — 190)

N1 34 165 (110 - 200) H=1,9 0.60°

N2 9 180 (108 - 200) df=3 ’

N3 6 130 (120 - 150)
N

NO 71 160 (103 — 190)

svi ostali 49 150 (110 — 200) 0 -20do20 083
N

N1 34 165 (110 - 200)

N2 + N3 15 140 (113 - 195) -0 -50do20 060
M

MO 119 160 (110 — 190)

M1 2 135 -30 0,58
LVI

0 72 170 (110 — 190)

1 49 150 (100 — 200) 0 -30do20 064
Molekularni podtip

HER2

LumA 49 170 (108 — 190)

LumB 72 155 (110 — 190) 0 -20do20 077

TNBC
Molekularni podtip

LumB/HER2- 45 150 (100 — 185)
LumB/HER2+ 27 180 (123 — 190) 10 -20dod0 043

IQR - interkvartilni raspon; *Mann Whitney U test; TKruskal Wallis test (Post hoc Conover)

Statisticka analiza pokazala je kako je u progesteron-negativnih karcinoma ekspresija proteina

SHH najniza u skupini T2 tumora u odnosu na T1i T3 (P = 0,004) (Tablica 7.).

Tablica 7. Razlike u SHH IRS u odnosu na klini¢ko-patoloska obiljezja bolesnica s progesteron-

negativnim karcinomom dojke

Medijan (IQR)

. o, *
PRO n SHH IRS Razlika 95 % Cl P
Dob
<50 21 110 (68 — 193)
-1 1
> 50 59 150 (100 — 200) 30 0do70 0,18
ER
0 64 130 (85 — 200)
10 -20do70 0,39
1 16 185 (105 — 200) ° ’
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Ki67

0 11 150 (85 — 200)

220% 69 140 (98 — 200) 0 -60do 60 0,89
Histotip

!nvasnve 'carcmoma ' 77 140 (98 — 200) 10 i 0,71

in situ + invasive carcinoma 3 200
HER2

Ne 59 130 (80 — 200)

Da 21 180 (100 — 20) 20 -10do70 023
Veli¢ina tumora (T)

T1(0—2cm) 38 180 (110 -200) H=109

T2(2,1-5cm) 26 105 (80 — 160) df _ 5 0,004

T3 (>5cm) 5 200 (180 —225)
Veli¢ina tumora (T)

0-2cm 38 180 (110-200

>2 cm 41 11c§ (80— 185; ~40 -70do0 0,04
Velic¢ina tumora (T)

0-5cm 74 135 (80 —-200

>5 cm 5 200 (1(80 - 225; 60 0do120 004
N

NO 49 130 (80 - 190)

N1 17 140 (88 - 200) H=4,1 025"

N2 9 200 (108 - 205) df=3 !

N3 5 200 (138 - 210)
N

NO 49 130 (80 -190

svi ostali 31 180 (1(00 - zoo; 30 0do70 0,11
N

N1 17 140 (88 - 200

N2 + N3 14 200 (1(10 - zoo; 30 -20do100 021
M

MO 80 140 (95 — 200)

M1 - - i i i
LVI

0 56 130 (85 - 200

1 24 175 (1(05 - zoo; 20 -10do60 024
Molekularni podtip

HER2 16 175 (110-200

LumA 7 190 (113 - 200 H=3,9 027"

LumB 9 180 (95 — 200 df=3 !

TNBC 48 120 (80 - 190)
Molekularni podtip

LumB/HER2- 4 170 (125 - 200) -10 0,61
LumB/HER2+ 5 180 (43 — 200)

IQR —interkvartilni raspon; *Mann Whitney U test; tKruskal Wallis test (Post hoc Conover)
*na razini P < 0,05 znadajno su manje vrijednosti kod T2 u odnosu na T1, T3

Statisticka analiza pokazala je kako pacijentice s progesteron-pozitivnim karcinomima dojke
koje su i HER2-pozitivni imaju statisticki znacajno niZzu ekspresiju proteina SHH u odnosu na

HER2-negativne (P = 0,03) (Tablica 8.).
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Tablica 8. Razlike u SHH IRS u odnosu na klinicko-patoloska obiljezja bolesnica s progesteron-

pozitivnim karcinomom dojke

Medijan (IQR)

. o, *
PR1 n SHH IRS Razlika 95 % Cl P
Dob
<50 25 180 (100 — 193)
-10 -40do 10 0,35
>50 80 150 (110 - 185) © ’
ER
0 1 110 i i i
1 105 160 (110 -190)
Ki67
0 41 160 (100 — 190)
-2 2
>20% 65 150 (118 — 183) 0 Odo20 0,95
Histotip
Invasive carcinoma 84 150 (110 -190)
-20do 4
in situ + invasive carcinoma 22 175 (100 — 180) 0 0do40 0,60
HER2
Ne 84 90 (80— 100)
-10 -20do0 0,03
Da 22 80 (60 — 90) °
Veli¢ina tumora (T)
T1(0—-2cm) 68 160 (110 — 190) H=008
T2(2,1-5cm) 34 150 (100 — 190) _df'— ) 0,96"
T3 (>5cm) 4 160 (130 — 185)
Velic¢ina tumora (T)
0-2cm 68 160 (110 -190)
>2cm 38 150 (110 — 190) 0 -20do20 096
Velic¢ina tumora (T)
0-5cm 102 160 (110 - 190)
>5cm 4 160 (130 — 185) 10 0,77
N
NO 64 160 (110 —190)
N1 30 155 (100 — 190) H=1,7 065"
N2 5 130 (95— 185) df=3 !
N3 6 130 (120 — 150)
N
NO 64 160 (110 -190)
svi ostali 41 150 (100 — 183) -0 -30dol0 043
N
N1 30 155 (100 — 190)
N2 + N3 11 130 (105 — 165) "20 -60do30 039
M
MO 104 160 (110 - 190)
M1 2 135 -20 0,63
LVI
0 61 170 (110 — 190)
1 45 140 (100 — 193) 10 -30dol0 037
Molekularni podtip
HER2
LumA 42 165 (110 - 190)
LumB 64 150 (110 - 180) 0 20do20 081
TNBC
Molekularni podtip
LumB/HER2- 42 145 (100 - 180) 20 -10do50 0,24
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LumB/HER2+

22

175 (130 - 190)

IQR — interkvartilni raspon; *Mann Whitney U test; TKruskal Wallis test (Post hoc Conover)

Statisti¢ka analiza pokazala je kako kod pacijentica s karcinomom dojke u kojemu je Ki67 manji

od 20 % nema razlike u ekspresiji proteina SHH u odnosu na klini¢cko-patoloska obiljezja

bolesnica (Tablica 9.).

Tablica 9. Razlike u SHH IRS u odnosu na klinicko-patoloska obiljezja bolesnica s Ki67 manjim

od 20 %

. o n Medijan (IQR) . o "
Ki67 <20 % SHH IRS Razlika 95 % Cl P
Dob

<50 7 180 (85 — 180)
1 - 7 4
> 50 45 160 (100 — 200) 0 65do70 05
PR
11 150 (85 — 200)
0 -40do70 0,97

1 41 160 (100 - 190) © ’
ER

0 4 90 (40 — 150)

70 0,21

1 48 165 (100 — 190) ’
Histotip

Invasive carcinoma 46 155 (100 —190)

- 7

in situ + invasive carcinoma 6 180 (70 — 200) 0 50do70 0,83
HER2

Ne 49 90 (80 — 100)

-2

Da 3 70 0 0,05
Veli¢ina tumora (T)

T1(0—-2cm) 39 180 (113 - 200) H=17

T2(2,1-5cm) 12 100 (85 — 140) d} 3 0,06

T3 (>5cm) 1 190 (190 — 190)

Veli¢ina tumora (T)

0-2cm 39 180 (113 - 200)

>2cm 13 100 (88 — 158) 50 -90do0 0,05
Veli¢ina tumora (T)

0-5cm 51 160 (100 — 190) ) ) )

>5cm 1 190
N

NO 37 160 (100 —190)

N1 13 180 (108 — 200) H=3,04 039"

N2 1 80 (80— 80) df=3 !

N3 1 90 (90 —-90)

N

NO 37 160 (100 —190)

svi ostali 15 170 (93 - 198) 0 -30do50 084
N

N1 13 180 (108 — 200)

N2 + N3 2 85 -0 0,13
M

MO 52 160 (100 —190) - - -
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M1 -

LVI
0 40 165 (100 — 190)
1 1 140 (85 - 190) -10 -60do30 0,53
Molekularni podtip
HER2 2 150 (100 - 200)
LumA 47 170 (103 — 190) H=5,67 013"
LumB 1 80 (80— 80) df=3 ’
TNBC 2 40 (0—80)
Molekularni podtip
LumB/HER2- - -
LumB/HER2+ 1 80 (80 — 80) i i i

IQR — interkvartilni raspon; *Mann Whitney U test; TKruskal Wallis test (Post hoc Conover)

Statisti¢ka analiza pokazala je kako kod pacijentica s karcinomom dojke u kojemu je Ki67 veci
ili jednak 20 % nema razlike u ekspresiji proteina SHH u odnosu na klini¢cko-patoloska obiljezja

bolesnica (Tablica 10.).

Tablica 10. Razlike u SHH IRS u odnosu na klinicko-patoloska obiljeZja bolesnica s Ki67 ve¢im

ili jednakim 20 %

' n Medijan (IQR) .
> ¥ 0 *
Ki67 2 20 % SHH IRS Razlika 95 % Cl P
Dob ¥
<50 39 140 (100 — 200)
0 -20d030 0,76
> 50 94 140 (110 - 190) © ’
PR ¥
0 69 140 (98 — 200)
1 -1 2
1 65 150 (118 — 183) 0 Odo30 05
ER
0 61 130 (98 — 200)
1 -10do 4 4
1 61 160 (118 — 190) 0 Odo40 03
Histotip
Invasive carcinoma 115 140 (100 - 190)
in situ + invasive carcinoma 19 170 (108 — 195) 10 -20do50 0,42
HER2
Ne 94 130 (100 — 190)
20 0do50 0,05
Da 40 180 (125 — 200) ° ’
Veli¢ina tumora (T)
T1(0-2cm) 67 150 (110 — 198) He39
T2(2,1-5cm) 58 135 (100 — 180) d'f 5 0,14*
T3 (>5cm) 8 190 (130 - 210)
Veli¢ina tumora (T)
0-2cm 67 150 (110 — 198)
>2cm 66 140 (100 — 190) 10 -30dol0 049
Veli¢ina tumora (T)
0-5cm 125 140 (100 — 190)
>5cm 8 190 (130 - 210) 30 -10do80 011
N
NO 76 140 (100 — 185) He7
N1 34 140 (90 — 190) d'f _'3 0,44"
N2 13 200 (108 — 200)
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N3 10 160 (120 — 200)
N

NO 76 140 (100 - 185)

svi ostali 57 150 (100 - 200) 10 20do30 0,56
N

N1 34 140 (90 — 190)

N2 + N3 23 180 (120 — 200) 20 -10do60 0,16
M

MO 132 145 (100 - 195)

M1 2 135 -10 0,81
LVI

0 77 140 (100 - 190)

1 57 150 (108 - 200) 10 -10do30 0,51
Molekularni podtip

HER2 14 175 (120 - 200)

LumA 2 155 (120 — 190) H=3,4 0.27"

LumB 72 155 (110 — 190) df=3 .

TNBC 46 120 (80 — 190)
Molekularni podtip

LumB/HER2- 46 145 (100 - 180)
1 -10do 4 2
LumB/HER2+ 26 180 (130 - 190) 5 0do40 0,28

IQR — interkvartilni raspon; *Mann Whitney U test; TKruskal Wallis test (Post hoc Conover)

Statisti¢ka analiza pokazala je kako je kod bolesnica s HER2-negativnim karcinomom dojke

ekspresija proteina SHH najniza u skupini T2 tumora u odnosu na T1i T3 (P = 0,02) (Tablica

11.).

Tablica 11. Razlike u SHH IRS u odnosu na klinicko-patoloska obiljezja bolesnica s HER2-

negativnim karcinomom dojke

Medijan (IQR)

. H [ *
HER2 negativan SHH IRS Razlika 95 % CI P
Dob ¥
<50 34 145 (100 —190)
0 -30do 20 0,86
>50 108 140 (100 - 190) ° ’
ER
49 120 (80 — 190)
2
1 94 155 (100 — 190) 0 Odo30 0,08
PR
0 59 130 (80 — 200)
1 -1
1 84 150 (100 — 190) 0 Odo40 0,38
Ki6e7
0 49 160 (100 — 190)
-10 -40do 10 0,44
220% 94 130 (100 —190) ° !
Histotip
Invasive carcinoma 124 130 (100 —190)
30 0do 60 0,11
in situ + invasive carcinoma 19 180 (135 —200) ° !
Veli¢ina tumora (T)
T1(0=2cm) 89 160 (110 — 193) He3a
T2(2,1-5cm) 49 110 (80 — 165) d‘f 3 0,02
T3 (>5cm) 4 195 (155 — 220)

Veli¢ina tumora (T)
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0-2cm 89 160 (110 - 193

>2cm 53 12c§ (80— 180; -20 -50do0 006
Veli¢ina tumora (T)

0-5cm 138 140 (100 - 190)

>5cm 4 195 (155 — 220) >0 - ol2
N

NO 89 130 (100 - 190)

N1 40 150 (85 — 195) H=34 075"

N2 7 200 (103 — 200) df =3 '

N3 6 135 (90 — 170)
N

NO 89 130 (100 - 190

svi ostali 53 15c§ (90 — 2oo; 0 -20do30 082
N

N1 40 150 (85 — 195

N2 + N3 13 150 §98 - zoo; 0 -50do60 069
M

MO 143 140 (100 — 190)

M1 - - i i i
LVI

0 94 140 (100 - 190

1 49 15c§ (88 - zoo; 0 -20do20 030
Molekularni podtip

HER2

LumA 49 170 (108 — 190) H=31 021"

LumB 46 145 (100 — 180) df =2 ’

TNBC 48 120 (80 — 190)
Molekularni podtip

LumB/HER2- 46 145 (100 — 180)
LumB/HER2+ - - i i i

IQR — interkvartilni raspon; *Mann Whitney U test; TKruskal Wallis test (Post hoc Conover)
*na razini P < 0,05 znadajno su manje vrijednosti kod T2 u odnosu na T1, T3

Statisticka analiza pokazala je kako kod pacijentica s HER2-pozitivnim karcinomom dojke nema

razlike u ekspresiji proteina SHH u odnosu na klinicko-patoloska obiljezja bolesnica (Tablica

12.).

Tablica 12. Razlike u SHH IRS u odnosu na klinicko-patoloska obiljeZja bolesnica s HER2-

pozitivnim karcinomom dojke

Medijan (IQR)

N . . )
HER2 pozitivan SHH IRS Razlika 95 % ClI P
Dob
<50 12 135 (100 — 190)
20 -1 1
> 50 31 180 (130 - 200) 0 0do80 0,15
ER
0 16 175 (110 - 200)
-10 - 2
1 27 180 (123 — 190) 0 -40do20 0,56
PR
0 21 180 (100 — 200)
0 -30do30 0,75
1 22 175 (130 - 190) ° ’
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Ki67

0 3 110

>20% 40 180 (125 —200) 40 0.35
Histotip

Invasive carcinoma 37 180 (128 — 200)

in situ + invasive carcinoma 6 140 (100 — 180) -20 -90do10 015
HER2

Ne - -

Da 43 180 (120 - 200) i i i
Veli¢ina tumora (T)

T1(0-2cm) 17 180 (128 — 200) Heots

T2(2,1-5cm) 21 160 (100 — 190) df :’2 0,48'

T3 (>5cm) 5 180 (135 — 205)
Veli¢ina tumora (T)

0-2cm 17 180 (128 — 200

>2cm 25 165 5120 - 19o; -10 -40do20 048
Velic¢ina tumora (T)

0-5cm 38 175 (120 — 200

>5cm 5 180 §135 - 205; 20 -40do60 047
N

NO 24 175 (100 — 190)

N1 7 170 (123 — 198) H=1,5 091"

N2 7 180 (108 — 200) df=2 ’

N3 5 180 (135 — 200)
N

NO 24 175 (100 — 190

svi ostali 19 180 5123 - zoo; 10 -30do30 051
N

N1 7 170 (123 -198

N2 + N3 12 180 Elzs—zoo; 0 -30do60 0,76
M

MO 41 180 (120 — 200)

M1 2 135 -40 0,42
LVI

0 23 180 (108 — 198

1 20 165 5120 - zoo; 0 -50do20 086
Molekularni podtip

HER2 16 175 (110 — 200)

LumA

LumB 27 180 (123 - 190) -0 -40do20 056

TNBC
Molekularni podtip

LumB/HER2- - -
LumB/HER2+ 27 180 (123 - 190) i i i

IQR —interkvartilni raspon; *Mann Whitney U test; tKruskal Wallis test (Post hoc Conover)

Statisticka analiza pokazala je kako kod pacijentica s HER2 molekularnim podtipom karcinoma
dojke u nema razlike u ekspresiji proteina SHH u odnosu na klinicko-patoloska obiljezja

bolesnica (Tablica 13.).

Tablica 13. Razlike u SHH IRS u odnosu na klinicko-patolosSka obiljezja bolesnica prema

molekularnom podtipu HER2
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Medijan (IQR)

HER2 SHH IRS Razlika 95 % Cl p*
Dob
<50 2 100
>50 14 185 (160 — 200) 8 0,08
ER
16 175 (110 — 200)
1 0
PR
0 16 175 (110 - 200)
1 0
Ki67
0 2 150
220% 14 175 (120 - 200) 0 0,81
Histotip
Invasive carcinoma 16 175 (110 -200)
in situ + invasive carcinoma - - i i i
HER2
Ne - -
Da 16 175 (110 - 200) i i i
Veli¢ina tumora (T)
T1(0-2cm) 8 185 (135 —200) H=33
T2(2,1-5cm) 6 140 (100 -170) df ='2 0,197
T3 (>5cm) 2 210 (200 - 220)
Veli¢ina tumora (T)
0-2cm 8 185 (135 —200) >
>2 ¢m 8 165 (110 - 210) 0 -70do70 g9
Veli¢ina tumora (T)
0-5cm 14 170 (100 - 200)
>5cm 2 210 40 0,09
N
NO 10 165 (100 — 200)
N1 2 145 (120-170) H=3,3 027"
N2 1 220 (220-220) Df =2 !
N3 3 200 (185 —200)
N
NO 10 165 (100 — 200)
svi ostali 6 190 (170 — 200) 20 -30do100 0,25
N
N1 2 145
N2 + N3 4 200 (190 - 210) >> 0,06
M
MO 16 175 (110 — 200)
M1 - - i i i
LVI
0 11 170 (100 - 200)
1 5 180 (158 — 205) 20 -50do 90 0,46

IQR —interkvartilni raspon; *Mann Whitney U test; tKruskal Wallis test (Post hoc Conover)

Statisticka analiza pokazala je kako kod pacijentica s LumA molekularnim podtipom karcinoma

dojke u nema razlike u ekspresiji proteina SHH u odnosu na patoloska obiljeZja bolesnica

(Tablica 14.).
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Tablica 14. Razlike u SHH IRS u odnosu na klinicko-patoloska obiljezja bolesnica prema

molekularnom podtipu LumA

Medijan (IQR)

LumA SHH IRS Razlika 95 % Cl p*
Dob
<50 6 180 (100 — 180)
> 50 43 160 (110 — 198) 10 -50do30 071
ER
0 -
1 49 170 (108 — 190) i
PR
0 7 190 (113 — 200)
1 42 165 (110 — 190) -10 -S0do40 043
Ki67
0 47 170 (103 - 190)
>20% 2 155 0 0,94
Histotip
Invasive carcinoma 43 160 (110 -190)
in situ + invasive carcinoma 6 180 (70 — 200) 0 -70do60 091
HER2
Ne 49 170 (108 — 190)
Da - - i i i
Veli¢ina tumora (T)
T1(0-2cm) 39 180 (113 — 198) Heos
T2(2,1-5cm) 9 120 (100 — 158) oo 0,291
T3 (>5cm) 1 190 (190 — 190)
Velic¢ina tumora (T)
0-2cm 39 180 (113 — 198
>2cm 10 125 Eloo - ISO; "20 -70do20 027
Veli¢ina tumora (T)
0-5cm 48 165 (105 — 190)
>5cm 1 190 i i i
N
NO 35 160 (113 — 190)
N1 13 180 (108 — 200) H=1,7
N2 df=2 0,42°
N3 1 90 (90 — 90)
N
NO 35 160 (113 — 190
svi ostali 14 175 §1oo - zoo; 0 -30do50 081
N
N1 13 180 (108 — 200)
N2 + N3 1 90 i i i
M
MO 49 170 (108 — 190)
M1 - - i i i
LVI
0 38 175 (110 — 190)
. 1 150 {83 — 195) -10 -60do30 0,59

IQR —interkvartilni raspon; *Mann Whitney U test; tKruskal Wallis test (Post hoc Conover)
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Statisticka analiza pokazala je kako kod pacijentica s LumB molekularnim podtipom karcinoma
dojke nema razlike u ekspresiji proteina SHH u odnosu na klini¢ko-patoloska obiljeZja bolesnica

(Tablica 15.).

Tablica 15. Razlike u SHH IRS u odnosu na klinicko-patoloska obiljeZja bolesnica prema

molekularnom podtipu LumB

n Medijan (IQR) . 0 .
LumB SHH IRS Razlika 95 % Cl P
Dob
<50 23 170 (103 — 200)
-10  -40do20 0,50
> 50 49 140 (118 — 180) © '
ER
1 110 ) ) )
1 72 155 (110 — 190)
PR
0 9 180 (95 — 200)
-1 - 7
1 64 150 (110 — 180) 0 -50do50 06
Ki67
0 1 80 ) ) )
>20% 72 155 (110 — 190)
Histotip
Invasive carcinoma 54 140 (110-190)
in situ + invasive carcinoma 19 170 (108 — 195) 10 -20do30 0,50
HER2
Ne 46 145 (100 — 180)
Da 27 180 (123 — 190) 10 -20dod0 038
Veli¢ina tumora (T)
T1(0-2cm) 42 145 (110 — 180) Ho07
T2(2,1-5cm) 27 160 (108 — 190) d'f 5 0,721
T3 (>5cm) 4 160 (130 — 190)
Veli¢ina tumora (T)
0-2cm 42 145 (110 — 180)
>2 cm 31 160 (123 — 190) 10 -20do40 043
Veli¢ina tumora (T)
0-5cm 69 150 (108 — 190)
>5cm 4 160 (130 — 190) 10 0,66
N
NO 37 160 (100 — 180)
N1 21 150 (115 — 200) H=0,7 0.88"
N2 9 180 (108 — 200) df=3 ’
N3 5 140 (120 — 155)
N
NO 37 160 (100 — 180)
svi ostali 35 150 (120 — 200) 0 -30do20 083
N
N1 21 150 (115 — 200)
N2 + N3 14 145 (120 — 200) 0 -40do50 092
M
MO 71 160 (110 — 190)
M1 2 135 -20 0,63
LVI
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0
1

35
38

160 (110 — 180)
145 (120 - 200)

0

-30do20 0,94

IQR — interkvartilni raspon; *Mann Whitney U test; TKruskal Wallis test (Post hoc Conover)

Statisticka analiza pokazala je kako kod pacijentica s TNBC molekularnim podtipom karcinoma

dojke u nema razlike u ekspresiji proteina SHH u odnosu na klinicko-patoloska obiljeZja

bolesnica (Tablica 16.).

Tablica 16. Razlike u SHH IRS u odnosu na klinicko-patoloska obiljeZja bolesnica prema

molekularnom podtipu TNBC

Medijan (IQR)

TNBC SHH IRS Razlika 95 % Cl p*
Dob '
<50 15 110 (63 —198)
>50 33 120 (80 — 183) 10 -40do60 0,71
ER
48 120 (80 —190)
1 0 ) ) )
PR
0 48 120 (80 — 190)
X - - -
Ki67
0 2 40
>20% 46 120 (80 — 190) i i i
Histotip
Invasive carcinoma 48 120 (80 —190)
in situ + invasive carcinoma - - i i i
HER2
Ne 48 120 (80 —190)
Da - - i i i
Veli¢ina tumora (T)
T1(0-2cm) 17 150 (118 — 223) Hess
T2(2,1-5cm) 28 100 (75 — 140) df ='2 0,07°
T3 (>5cm) 2 180 (120 - 240)
Veli¢ina tumora (T)
0-2cm 17 150 (118 -223
>2cm 30 105((80* - 1403 -50  -100do0 0,05
Veli¢ina tumora (T)
0-5cm 45 120 (80 - 190)
>5cm 2 180 4> - 03
N
NO 31 120 (80-173)
N1 11 100 (65 —183) H=0,68 088"
N2 4 150 (85 — 250) df=3 ’
N3 2 125 (10 — 240)
N
NO 31 120(80-173
svi ostali 17 100 Ess - 205; -10 -50do50 080
N
N1 11 100 (65 —183) 20 -80do150 0,58
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N2 + N3 6 150 (70 — 240)
M

MO 48 120 (80 — 190)

M1 - - i i i
LVI

0 33 120 (80 — 160)

1 15 120 (73 - 198) 10 -30do70 066

IQR — interkvartilni raspon; *Mann Whitney U test; tKruskal Wallis test (Post hoc Conover)

Statisticka analiza pokazala je kako kod pacijentica s LumB/HER2-negativnim molekularnim

podtipom karcinoma dojke nema razlike u ekspresiji proteina SHH u odnosu na klini¢ko-

patoloska obiljeZja bolesnica (Tablica 17.).

Tablica 17. Razlike u SHH IRS u odnosu na klinicko-patoloska obiljezja bolesnica prema

molekularnom podtipu LumB/HER2-negativan

Medijan (IQR)

LumB/HER2- SHH IRS Razlika 95 % Cl P
Dob '
<50 13 160 (110 - 205)
>50 32 135 (100 - 180) “20 -70do20 026
ER
65 130 (88 — 200)
1 94 155 (100 — 190) 10 -10do40 032
PR
0 75 140 (100 - 200)
1 84 150 (100 — 190) 0 -20do30 077
Ki67
0 51 160 (100 —190)
>20% 108 140 (100 — 195) 0 -30do20 065
Histotip
Invasive carcinoma 33 130 (100 - 180)
in situ + invasive carcinoma 13 170 (145 - 200) 40 0do80 0,08
HER2
Ne 46 145 (100 - 180)
Da - - i i i
Veli¢ina tumora (T)
T1(0—-2cm) 33 130 (100 - 180) H=18
T2(2,1-5cm) 12 155 (120 -190) df ='2 0,407
T3 (>5cm) 1 200 (200 - 200)
Veli¢ina tumora (T)
0-2cm 33 130 (100-180
>2 cm 13 160 2130 - 2oo; 20 -20do70 032
Veli¢ina tumora (T)
0-5cm 45 140 (100 — 180)
>5cm 1 200 i i i
N
NO 23 130 (100 - 180)
N1 16 145 (75 - 190) H=0,9 084"
N2 3 200 (133 - 200) df=3 !
N3 3 150 (128 - 165)
N
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NO 23 130 (100 - 180)

svi ostali 22 150 (110 — 200) 5 40do40 0,72
N

N1 16 145 (75 - 190)

N2 + N3 6 160 (120 - 200} 15 -40do90 0,63
M

MO 46 145 (100 - 180) ] ] ]

M1 _ '
LVI

0 23 140 (103 - 180)

-40do 4 2
1 23 150 (105 — 200) 0 0do40 08

IQR — interkvartilni raspon; *Mann Whitney U test; TKruskal Wallis test (Post hoc Conover)

Statisticka analiza pokazala je kako kod pacijentica s LumB/HER2-pozitivnim molekularnim

podtipom karcinoma dojke nema razlike u ekspresiji proteina SHH u odnosu na klini¢ko-

patoloska obiljezja bolesnica (Tablica 18.).

Tablica 18. Razlike u SHH IRS u odnosu na klinicko-patoloska obiljezja bolesnica prema

molekularnom podtipu LumB/HER2-pozitivan

Medijan (IQR)

H 0,
LumB/HER2+ SHH IRS Razlika 95 % Cl P
Dob
<50 10 175 (100 - 200)
1 -4
> 50 17 180 (130 — 190) 0 0do80 0,69
ER
64 130 (85 — 200)
1 -1 4 21
1 76 170 (115 — 190) 0 Odod0 0,
PR
0 76 135 (85 — 200)
1 -1 4 4
1 64 170 (120 - 190) 0 Odo40 03
Ki67
0 52 160 (100 — 190)
220% 88 140 (100 - 195) 0 -20do20 0,3
Histotip
Invasive carcinoma 21 180 (130 —200)
-20 -90do20 0,17
in situ + invasive carcinoma 6 140 (100 - 180) ° !
HER2
Ne - -
Da 27 180 (123 —190)
Veli¢ina tumora (T)
T1(0=2cm) 9 180 (128 — 200) He06
T2(2,1-5cm) 15 170 (108 — 190) d'f 5 0,73"
T3 (>5cm) 3 140 (125 — 170)
Velic¢ina tumora (T)
0-2cm 9 180 (128 — 200)
>2 cm 18 165 (120 — 190) 10 -50do30 0,53
Veli¢ina tumora (T)
0-5cm 24 180 (125 -195)
>5cm 3 140 - 15 0,53
N
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NO 14 180 (130 — 180)

N1 5 190 (128 — 200) H=1,6 067

N2 6 155 (100 — 200) df=3 ’

N3 2 130 (120 — 140)
N

NO 14 180 (130 - 180)

svi ostall 13 140 (120 - 200) 0 -50do20 0,8
N

N1 5 190 (128 - 200)

N2 + N3 3 135 (110 — 190) -20 -80do20 0,37
M

MO 25 180 (120 — 193)

M1 2 135 -40 0,45
LVI

0 12 180 (150 — 185)

-1 - 2
1 15 140 (120 — 198) 5 -60do20 0,59

IQR — interkvartilni raspon; *Mann Whitney U test; TKruskal Wallis test (Post hoc Conover)

Statisti¢ka analiza pokazala je kako je nuklearna ekspresija receptora androgena znacajno veca

u estrogen-pozitivnih (P < 0,001) i progesteron-pozitivnih (P < 0,001) tumora, odnosno u

luminalnim molekularnim podtipovima (P < 0,001), u karcinoma mijeSanog histotipa u odnosu

na one kod kojih je prisutan samo invazivni histotip (P = 0,01) te kod manjih tumora (P = 0,007)

(Tablica 19.).

Tablica 19. Razlike u AR % jezgre u odnosu na klinicko-patoloska obiljeZja bolesnica

Medijan (IQR)

. . o
Sve bolesnice AR % jezgre Razlika 95 % Cl P
Dob
<50 70 (20 - 90)
1 2
> 50 80 (50 — 90) 0 0do 20 0,09
ER
20 (0-70)
58 40-70 <0,001
1 90 (70 — 100)
PR
0 50 (2 -90)
40 20-50 <0,001
1 90 (70 — 100)
Ki67
0 117,8 (75 — 100)
-1 -20—-(-1 1
>20% 84 (20— 90) 0 0-(-10) 0,000
Histotip
Invasive carcinoma 80 (40-190)
1 2 1
in situ + invasive carcinoma 90 (70 — 100) 0 0do 20 0.0
HER2
Ne 80 (40 — 100)
0 -10do 10 0,78
Da 80 (60 — 90) ° '
Veli¢ina tumora (T)
T1(0—-2cm) 90 (60 — 100) H=os
T2(2,1-5cm) 70 (20— 90) d‘f 5 0,007"
T3 (>5cm) 60 (33 — 83)

Veli¢ina tumora (T)
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0-2cm 90 (60 — 100)

>2.cm 70 (20 - 90) -10 -20do 0 0,002
Veli¢ina tumora (T)

0-5cm 80 (50 - 95)

>5cm 60 (33 — 83) -10 -30do 0 0,12
N

NO 80 (40 — 100)

N1 80 (53 - 90) H = 0,09 005

N2 80 (50 — 100) df=3 )

N3 80 (63 — 90)
N

NO 80 (40 — 100)

svi ostali 80 (55 —90) 0 10do 10 0,97
N

N1 80 (53 -90)

N2 + N3 80 (58 — 90) 0 -10do 10 0,98
M

MO 80 (50 - 90)

M1 65 (n=2) 20 0,45
LVI

0 80 (40 - 90)

1 80 (58 — 93) 0 0do 10 0,34
Molekularni podtip

HER2 65 (40 — 85)

LumA 90 (80 - 100) H = 63,4 N

LumB 90 (70 - 100) df=3 <0,001

TNBC 10 (0 — 50)
Molekularni podtip

LumB/HER2- 90 (80 - 100)
LumB/HER2+ 80 (63 - 90) 0 -10do0 0,20

IQR — interkvartilni raspon; *Mann Whitney U test; TKruskal Wallis test (Post hoc Conover)

¥na razini P < 0,05 znacajno su vise vrijednosti T1 u odnosu na ostale

Sna razini P < 0,05 znacajne su razlike HER2 u odnosu na sve ostale; LumA vs. TNBC

Statisticka analiza pokazala je kako je kod estrogen receptor negativnih tumora nuklearna

ekspresija receptora androgena znacajno visa u HER2-pozitivnih karcinoma (P = 0,002) te u

HER2 molekularnom podtipu (P = 0,006) (Tablica 20).

Tablica 20. Razlike u AR % jezgre u odnosu na klinicko-patoloska obiljezja bolesnica oboljelih

od estrogen-negativnog karcinoma dojke

Medijan (IQR)

EO AR % jezgre Razlika 95 % Cl p*
Dob
<50 10 (0 —43)
50 35 (0,5 — 80) 12,5 0do 40 0,09
PR
0 20 (0 - 70)
1 20(n=1) i i i
Ki67
0 60 (25 -90) -20 0,17
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>20% 20 (0 - 70)
Histotip
Invasive carcinoma 20 (0-70) i i i
in situ + invasive carcinoma -
HER2
Ne 10 (0 - 50)
40 20 do 60 0,002
Da 65 (40 — 85) °
Veli¢ina tumora (T)
T1(0-2cm) 40 (0 - 80) _
T2(2,1-5cm) 15 (2-70) H ’d?'_zg 0.89"
T3 (>5cm) 50 (20 — 65) ’
Veli¢ina tumora (T)
0-2cm 40 (0 - 80)
>2em 20 (2-70) 0 20do 10 0,71
Velicina tumora (T)
0-5cm 20 (0,5 - 75)
>5cm 50 (20 - 65) 0 0,82
N
NO 20 (0-70)
N1 5(0-55) H=4,3 .
N2 50(8-70)  df=3 0,23
N3 70 (40 - 83)
N
NO 20 (0-70)
svi ostali 30 (1 -70) 0 -10do20 078
N
N1 5(0-55)
N2 + N3 55 (10 — 80) 25 0do60 0,06
M
MO 20 (0-70) ) ) )
M1 -
LVI
0 20 (0-70)
. 20 (1 75) 0 -10do 10 0,84
Molekularni podtip
HER2 65 (40 — 85)
LumA - H=101 "
LumB 20 (20 - 20) df=2 0,006
TNBC 10 (0 -50)
Molekularni podtip
LumB/HER2- 20 (20 - 20)
LumB/HER2+ -

IQR — interkvartilni raspon; *Mann Whitney U test; TKruskal Wallis test (Post hoc Conover)
¥na razini P < 0,05 znacajno su vise vrijednosti LumA u odnosu na TNBC

Statisticka analiza pokazala je kako kod pacijentica s estrogen-pozitivnim karcinomom nema
statisticki znacajne razlike u ekspresiji receptora androgena u odnosu na klinicko-patoloska

obiljezja bolesnica (Tablica 21.).

Tablica 21. Razlike u AR % jezgre u odnosu na klinicko-patoloSka obiljezja bolesnica oboljelih

od estrogen-pozitivnog karcinoma dojke
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Medijan (IQR)

H 0, *
E1l AR % jezgre Razlika 95 % Cl P
Dob
<50 90 (70 -100)
do1l
> 50 90 (80 - 100) 0 Odol0 0,50
PR
0 90 (85 —100)
0 -10do10 0,62
1 90 (70 - 100) © ’
Ki67
0 90 (80 —100)
0 -10do0 0,27
>20 % 90 (70 - 100) ° ’
Histotip
Invasive carcinoma 90 (75 - 100)
do1l 7
in situ + invasive carcinoma 90 (70 — 100) 0 Odol0 0,70
HER2
Ne 90 (80 - 100)
-1 -1
Da 80 (63 — 90) 0 0do0 0,06
Velicina tumora (T)
T1(0—2cm) 90 (80— 100) H=34
T2(2,1-5cm) 90 (70 - 100) d'f 5 0,18
T3 (>5cm) 80 (48 —90)
Veli¢ina tumora (T)
0-2cm 90 (80— 100)
>2 cm 90 (70 - 93) 0 -10do0 018
Velicina tumora (T)
0-5cm 90 (75 - 100)
>5em 80 (48 — 90) -10 -40do0 0,11
N
NO 90 (73 - 100)
N1 90 (80 —90) H=0,9 082"
N2 90 (70 - 100) df=3 !
N3 85 (70 —90)
N
NO 90 (73 - 100)
svi ostali 90 (78 - 93) 0 -10do0 043
N
N1 90 (80 -90)
N2 + N3 90 (70 - 98) 0 -10do10 0388
M
MO 90 (80 —100)
M1 65 (n =2) ~20 - 008
LVI
0 90 (70 - 100)
1 90 (78 — 100) 0 0do10 0,82
Molekularni podtip
HER2 -
LumA 90 (80 — 100)
LumB 90 (70 — 100) 0 -10do0 018
TNBC -
Molekularni podtip
LumB/HER2- 90 (80 - 100)
-10 -10do0 0,15
LumB/HER2+ 90 (70 - 100) ° ’

IQR — interkvartilni raspon; *Mann Whitney U test; tKruskal Wallis test (Post hoc Conover)



Statisticka analiza pokazala je kako je kod pacijentica s karcinomom bez ekspresije receptora

progesterona ekspresija receptora androgena znadajno veca u estrogen-pozitivnim

karcinomima (P < 0,001), onima kojima je Ki67 < 20 (P = 0,007), zatim karcinomima mijeSanog

histotipa (P =0,02), kod HER2-pozitivnih karcinoma (P = 0,007), kod N2 i N3 karcinoma sa Cetiri

ili viSe zahvacenih limfnih ¢vorova (P = 0,03), a znacajno niza u TNBC molekularnom podtipu

karcinoma (P < 0,001) (Tablica 22.).

Tablica 22. Razlike u AR % jezgre u odnosu na klinicko-patoloska obiljezja bolesnica oboljelih

od progesteron-negativnog karcinoma dojke

Medijan (IQR) . o *
PRO AR % jezgre Razlika 95 % Cl P
Dob
<50 21 10 (1,5 - 50)
1 4 12
> 50 59 60 (2,8 — 90) 0 0 do 40 o
ER
0 64 20 (0 - 70)
- ,001
. 16 50 (85 - 100] 50 30-80 <0,00
Ki67
0 11 90 (58 — 98)
-40 -70do-10 0,007
>20 69 40 (10 - 83) ©
Histotip
.Inv;.aswe .carcmoma - 77 40 (2 -90) 50 i 0,02
in situ + invasive carcinoma 3 100
HER2
Ne 59 20 (0-88)
1 ,007
. o1 70 (48 - 90) 30 0do 58 0,00
Velicina tumora (T)
T1(0-2cm) 38 65(10-90) ..
T2(2,1-5cm) 36 20 (2 -75) d'f _’2 0,20t
T3 (>5cm) 5 60 (30-75)
Veli¢ina tumora (T)
0-2cm 38 65 (10 -90)
>2cm 41 20 (2-73) -0 -40do0 0,09
Veli¢ina tumora (T)
0-5cm 74 50 (2 - 90)
>5cm 5 60 (30 - 75) 0 -30do30 0,94
N
NO 49 40 (2 -90)
N1 17 30 (0-175) H=5,2
’ 1 1.
N2 9 90 (40 - 100) df=3 0,15
N3 5 70 (40 - 83)
N
NO 49 40 (2-90)
svi ostali 31 50 (6,3 - 90) 0 -10do20 0,56
N
N1 17 30 (0-75)
N2 + N3 14 75 (50 — 90) 30 0do 60 0,03
M
MO 80 50 (2 - 90) - - -
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M1 - -

LVI
0 56 45 (2 -90)
1 24 50 (4 - 90) 0 -18do 10 0,97
Molekularni podtip
HER2 16 65 (40 — 85) ~
LumA 7 90 (73 -98) 26 ; <
LumB 9 90 (83 —100) of :’3 0,001t%
TNBC 48 10 (0—50)
Molekularni podtip
LumB/HER2- 4 90 (70-95) 0 ) 060
LumB/HER2+ 5 90 (83 — 100) ’

IQR — interkvartilni raspon; *Mann Whitney U test; TKruskal Wallis test (Post hoc Conover)
¥na razini P < 0,05 znacajno su nize vrijednosti TNBC u odnosu na sve ostale

Statisticka analiza pokazala je kako je kod pacijentica s karcinomom s eksprimiranim
receptorom progesterona ekspresija receptora androgena znacajno niza u karcinoma s

pozitivnim receptorom HER2 (P = 0,03) (Tablica 23.).

Tablica 23. Razlike u AR % jezgre u odnosu na klinicko-patoloska obiljeZja bolesnica oboljelih

od progesteron-pozitivnog karcinoma dojke

Medijan (IQR)

. o, *
PR1 AR % jezgre Razlika 95 % Cl P
Dob
<50 25 90 (70 — 100)
1 44
> 50 80 90 (80 — 100) 0 0dol0 0
ER
0 1 20
1 105 90 (70 — 100)
Ki67
0 41 90 (78 - 110)
0 -10do 0 0,19
>20 65 90 (70 - 100) © ’
Histotip
Invasive carcinoma 84 90 (70 - 100)
in situ + invasive carcinoma 22 90 (70 - 100) 0 -10dol0 0,96
HER2
Ne 84 90 (80 — 100)
-1 -2 ,
Da 22 80 (60 — 90) 0 0do0 0,03
Velicina tumora (T)
T1(0—2cm) 68 90(80-100) . _
T2(2,1-5cm) 34 85 (70 — 100) d'f _'2 0,12t
T3 (>5cm) 4 70 (35— 85)
Veli¢ina tumora (T)
0-2cm 68 90 (80 - 100)
>2 cm 38 80 (70 — 90) 0 -10do0 035
Veli¢ina tumora (T)
0-5cm 102 90 (70 — 100)
>5cm 4 70 (35 - 85) -20 - 007
N
NO 64 90 (70-100 =
( ) H=19 0,60t
N1 30 90 (80 — 100) df=3
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N2 5 70 (55 -93)

N3 6 85 (70-90)
N

NO 64 90 (70 - 100)

svi ostali 41 90 (78 - 93) 0 10do10 0,61
N

N1 30 90 (80 - 100)
M

MO 104 90 (70 - 100)

M1 2 65 -20 0,08
LVI

0 61 90 (70 — 100)
Molekularni podtip

HER2

LumA 42 90 (80 — 100)

LumB 64 85 (70 - 100) 0 -10do0 0,12

TNBC
Molekularni podtip

LumB/HER2- 42 90 (80 - 100)
-1 -2
LumB/HER2+ 22 80 (60 — 90) 0 0do0 0,09

IQR — interkvartilni raspon; *Mann Whitney U test; TKruskal Wallis test (Post hoc Conover)
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Statisticka analiza pokazala je kako kod pacijentica s karcinomom dojke u kojemu je Ki67
manji od 20 % nema razlike u ekspresiji receptora androgena (Tablica 24.).
Tablica 24. Razlike u AR % jezgre u odnosu na klinicko-patoloSka obiljezja bolesnica oboljelih

od karcinoma dojke s Ki67 manjim od 20 %

Medijan (IQR)

H o, H 0, *
Ki67 <20 % n AR % jezgre Razlika 95 % Cl P
Dob

<50 7 70 (70 — 100)
0 -10do30 0,55
>50 45 90 (80 — 100) ° '
ER
4 60 (25 - 90)
2 1
1 48 90 (80 — 100) 0 013
PR
0 11 90 (58 — 98)
-10do 2
>150 41 90 (78 - 100) 0 0do20 0,36
Histotip

Invasive carcinoma 46 90 (80— 100)

0 -30do10 0,51
in situ + invasive carcinoma 6 80 (70 - 100) ° ’
HER2

Ne 49 90 (80 — 100)

Da 3 20 -20 - 005
Veli¢ina tumora (T)

T1(0-2cm) 39 90 (80 — 100) o103

T2(2,1-5cm) 12 85 (60 — 100) ’df'_ 5 0,60t

T3 (>5cm) 1 90 (90 — 90)

Veli¢ina tumora (T)

0-2cm 39 90 (80 — 100)

>2cm 13 90 (65 — 100) 0 -20do0 032
Veli¢ina tumora (T)

0-5cm 51 90 (73 - 100) ) ] ]

>5cm 1 90
N

NO 37 90 (70 — 100)

N1 13 90 (88 — 93) H=1,2 0,75t

N2 1 70 (70 - 70) df=3

N3 1 90 (90 — 90)

N

NO 37 90 (70 — 100)

svi ostali 15 90 (83 - 90) 0 -10do10 079
N

N1 37 90 (70 — 100)

N2 + N3 2 80 -10 - 035
M

MO 52 90 (75 - 100) ) ) )

M1 - -

LVI

0 40 90 (70 — 100)

1 1 90 (85 — 100) 0 -10do10 0,66
Molekularni podtip

HER2 2 60 (40 — 80) Hea3

LumA 47 90 (80 — 100) d'f ” 3 0,23t

LumB 1 70 (70 — 70) -
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TNBC 2 55 (10 — 100)
Molekularni podtip
LumB/HER2- - -
LumB/HER2+ 1 70 (70 - 70) i

IQR — interkvartilni raspon; *Mann Whitney U test; TKruskal Wallis test (Post hoc Conover)

Statisti¢ka analiza pokazala je kako je kod pacijentica s karcinomom dojke u kojemu je Ki67

jednakili veci od 20 % znacajno veca ekspresija AR kod estrogen-pozitivnih (P < 0,001) odnosno

progesteron-pozitivnih karcinoma (P < 0,001) i u karcinoma mijeSanog histotipa (P =0,001), a

znacajno manja u TNBC molekularnom podtipu karcinoma u odnosu na sve ostale molekularne

podtipove (P < 0,001) (Tablica 25.).

Tablica 25. Razlike u AR % jezgre u odnosu na klinicko-patoloska obiljeZja bolesnica oboljelih

od karcinoma dojke s Ki67 veéim ili jednakim od 20 %

Medijan (IQR)

i > 9 i 0 *
Ki67 220 % AR % jezgre Razlika 95 % Cl P
Dob
<50 39 60 (10-190)
0 -2do 20 0,38
>50 94 80 (30 — 80) © ’
ER
0 61 20 (0-70)
4 7 ,001
1 73 90 (70 - 100) 60 0do 70 <0,00
PR
0 69 40 (10 - 83)
4 ,001
1 65 90 (70 — 100) 0 30 do 60 <0,00
Histotip
Invasive carcinoma 115 70 (12,5 -90)
20 10 do 40 0,001
in situ + invasive carcinoma 19 90 (80— 100) °
HER2
Ne 94 70 (10-190)
10 0do 20 0,13
Da 40 80 (60 — 90) ° ’
Veli¢ina tumora (T)
T1(0-2cm) 67 80(50-90) | _, .,
T2(2,1-5cm) 58 70 (10 — 90) _df'—z 0,11t
T3 (>5cm) 8 60 (25 - 75)
Veli¢ina tumora (T)
0-2cm 67 80 (50 — 90)
>2cm 66 70 (10 - 90) -10 -20do0 0,05
Veli¢ina tumora (T)
0-5cm 125 80 (28 —90)
>5em 3 60 (25— 75) -10 -40do10 0,21
N
NO 76 70 (15 - 90)
N1 34 80 (30— 90) H=1,2 0,76
N2 13 90 (40 — 100) df=3
N3 10 75 (60 — 90)
N
NO 76 70 (15 - 90)
svi ostali 57 80 (50 — 90) 0 -5dol0 0,53
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N

N1 34 70 (15 —90)
N2 + N3 23 80 (53 - 90) 0 -10do20 0,47
M
MO 132 75 (20— 90)
M1 5 P -10 0,69
LVI
0 77 70 (18 - 90)
X 57 80 (50 — 90) 10 0do 20 0,09
Molekularni podtip
HER2 14 65 (40 — 90)
LumA 2 90 (90 — 90) H=50,6 <
LumB 72 90 (70 — 100) df=3 0,001+%
TNBC 46 7,5(0-50)
Molekularni podtip
LumB/HER2- 46 90 (80 — 100)
0 -10do0 0,26
LumB/HER2+ 26 85 (60 — 90) © ’

IQR —interkvartilni raspon; *Mann Whitney U test; tKruskal Wallis test (Post hoc Conover)
¥na razini P < 0,05 znacajne su razlike TNBC u odnosu na sve ostale; HER2 u odnosu na LumB, TNBC; LumA u odnosu na
TNBC

Statisticka analiza pokazala je kako je kod pacijentica s HER2-negativnim karcinomom dojke
znacajno veda ekspresija AR u karcinoma dijagnosticiranih nakon 50. godine Zivota (P = 0,01),
u estrogen-pozitivnih (P < 0,001) odnosno progesteron-pozitivnih (P < 0,00) karcinoma, zatim
karcinoma kojima je Ki67 < 20 % (P < 0,001), a znac¢ajno niza u T2 tumorima u odnosu na T1 i
T3 (P = 0,02) te znacajno niza u TNBC molekularnom podtipu u odnosu na LumA i LumB (P <

0,001) (Tablica 26.).

Tablica 26. Razlike u AR % jezgre u odnosu na klini¢cko-patoloska obiljezja bolesnica oboljelih

od HER2-negativnog karcinoma dojke

Medijan (IQR)

. ) 0 "
HER2 negativan n AR % jezgre Razlika 95 % Cl P
Dob
<50 34 55 (10-190)
20 0do 30 0,01
>50 108 90 (50 — 100) ©
ER
0 49 10 (0-50)
70 60 do 80 < 0,001
1 94 90 (80 — 100) ©
PR
0 59 20 (0—88)
< 1
1 84 90 (80 — 100) 58 40do 70 0,00
Ki67
0 49 90 (80— 100) -30do -
-2 1
>20% 94 70 (10 - 90) 0 10 <000
Histotip
Invasive carcinoma 124 80 (20-95)
10 0do 30 0,05
in situ + invasive carcinoma 19 90 (73 - 100) ° !

Veli¢ina tumora (T)
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T1(0-2cm) 89 90 (50 — 100) He74

T2(2,1-5cm) 49 70 (8,8 —90) dfe3 0,02t%

T3 (>5cm) 4 80 (35 —90)
Veli¢ina tumora (T)

0-2cm 89 90 (50 — 100

>2cm 53 70((8,8 - 9o; -10 -20do0 0,007
Veli¢ina tumora (T)

0-5cm 138 80 (40 — 100)

>5cm 4 80 (35 - 90) "35 0,58
N

NO 89 80 (28 — 100)

N1 40 85 (50 — 90) H=0,02 0,99t

N2 7 90 (20 - 98) df=3

N3 6 80 (70— 90)
N

NO 89 80 (28 — 100

svi ostali 53 9c§ (50 - 903 0 -10do10 0,96
N

N1 40 85 (50 — 90)

N2 + N3 13 90 (40— 93) 0 -18dol0 0,87
M

MO 143 80 (40 — 100)

M1 - - i i i
LVI

0 94 80 (30— 100

1 49 90 Eso - 1003 0 0dol0 0,47
Molekularni podtip

HER2

LumA 49 90 (80 — 100) H=0,02 <

LumB 46 90 (80 — 100) df=3 0,001§

TNBC 48 10 (0 - 50)
Molekularni podtip

LumB/HER2- 46 90 (80 — 100)
LumB/HER2+ - - i i i

IQR — interkvartilni raspon; *Mann Whitney U test; TKruskal Wallis test (Post hoc Conover)

¥na razini P < 0,05 znacajne su razlike T1 u odnosu na T2

§na razini P < 0,05 znacajne su razlike TNBC u odnosu na LumA, LumB

Statisticka analiza pokazala je kako je kod pacijentica s HER2 pozitivnim karcinomom dojke

znacajno veca ekspresija AR u estrogen-pozitivnih (P = 0,03) karcinoma, odnosno u LumB

molekularnom podtipu u odnosu na HER2 molekularni podtip (P = 0,03), a znacajno niza u

velikih tumora (P = 0,04) (Tablica 27.).

Tablica 27. Razlike u AR % jezgre u odnosu na klinicko-patoloska obiljezja bolesnica oboljelih

od HER2-pozitivnog karcinoma dojke

Medijan (IQR)

- . o «
HER2 pozitivan n AR % jezgre Razlika 95 % ClI P
Dob
<50 12 90 (65 —95)
-10 -30do0 0,09
>50 31 70 (60 — 90) © ’
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ER

16 65 (40 — 85)
1 )
. 57 £0 (63— 90) 5 0do30 0,03
PR
0 21 70 (48 - 90)
1 -1 2 2
1 22 80 (60 — 90) 0 0do20 03
Ki67
0 3 70
10 0,40
220% 40 80 (60 —90) ’
Histotip
Invasive carcinoma 021
in situ + invasive carcinoma 6 95 (60 — 100) ’
Veli¢ina tumora (T)
T1(0-2cm) 17 90 (68 — 90) Hes )
T2(2,1-5cm) 21 70 (60 - 90) d‘f o 0,08*
T3 (>5cm) 5 60 (33 - 65)
Veli¢ina tumora (T)
0-2cm 17 90 (68 - 90)
>2cm 26 70 (60 — 90) -0 -30do0 013
Veli¢ina tumora (T)
0-5cm 38 80 (60 —90)
>5 cm 5 60 (33 - 65) -30 -50do0 0,04
N
NO 24 75 (60 — 70)
N1 7 80 (63 — 88) H=0,3 0,06t
N2 7 70 (63 - 98) df=3
N3 5 80 (58 — 83)
N
NO 24 75 (60 — 70)
svi ostali 19 80 (60 — 90) 0 -10dol10 0384
N
N1 7 80 (63 — 88)
N2 + N3 12 75 (60 — 90) 0 -20do20 093
M
MO 41 80 (60 — 90)
M1 ) 65 -10 - 0,43
LVI
0 23 70 (53 - 90)
1 20 80 (70 - 90) 10 -10do 20 0,31
Molekularni podtip
HER2 16 65 (40 — 85)
LumA
LumB 27 80 (63 — 90) 15 0do30 0,03
TNBC
Molekularni podtip
LumB/HER2- - -
LumB/HER2+ 27 80 (63 — 90)

IQR —interkvartilni raspon; *Mann Whitney U test; tKruskal Wallis test (Post hoc Conover)

Statisticka analiza pokazala je kako je kod pacijentica s HER2 molekularnim podtipom

karcinoma dojke znacajno manja ekspresija AR u T2 karcinoma dojke (P = 0,001) (Tablica 28.).

63



Tablica 28. Razlike u AR % jezgre u odnosu na klinicko-patoloska obiljeZja bolesnica u skupini

bolesnica s molekularnim podtipom HER2

Medijan (IQR)

HER2 n AR % jezgre Razlika 95 % Cl P
Dob
<50 2 46
> 50 14 65 (40— 80) 14 0,81

ER

0 16 65 (40 — 85)

. > -
PR

0 16 65 (40 — 85)

. i -
Ki67

0 2 60

>20% 14 65 (40 — 90) > 0,87
Histotip

Invasive carcinoma 16 65 (40 — 85)

in situ + invasive carcinoma - - i i i
HER2

Ne - -

Da 16 65 (40 — 85) i i i
Veli¢ina tumora (T)

T1(0-2cm) 8 85 (75 — 90) He03

T2(2,1-5cm) 6 35 (30 - 60) o2 0,001

T3 (>5cm) 2 50 (40 — 60)
Velic¢ina tumora (T)

0-2cm 8 85 (75-90

S oo o 10 Eso—eo; -40 -60do-20 0,003
Veli¢ina tumora (T)

0-5cm 14 70 (40 - 90)

>5cm 2 50 -20 i 0,42
N

NO 10 65 (40 — 80)

N1 2 60 (30 — 90) H=0,8 085"

N2 1 60 (60 — 60) df=3 '

N3 3 80 (58 — 88)
N

NO 10 65 (40 - 80

svi ostali 6 70 Eso - 901 10 -20do48 0,55
N

N1 2 60 (30-90)

N2 + N3 4 70 (55 — 85) 10 i 081
M

MO 16 65 (40 — 85)

M1 - - ) ) )
LVI

0 11 60 (40 — 78)

. : 80 (53— 50) 10  -20do50 0,36

IQR — interkvartilni raspon; *Mann Whitney U test; tKruskal Wallis test (Post hoc Conover)
*na razini P < 0,05 znacdajno je veéi T1 u odnosu na sve ostale
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Statisticka analiza pokazala je kako kod pacijentica s LumA molekularnim podtipom

karcinoma dojke nema znacajne razlike u ekspresiji AR u odnosu na klini¢ko-patoloska

obiljezja bolesnica (Tablica 29.).

Tablica 29. Razlike u AR % jezgre u odnosu na klinicko-patoloska obiljezja bolesnica s

karcinomom LumA molekularnog podtipa

Medijan (IQR) . o %
LumA n AR % jezgre Razlika 95 % ClI P
Dob
<50 6 85 (70 —100)
0 -10do30 0,74
>50 43 90 (80 — 100) ° ’
ER
1 49 90 (80 — 100) ]
PR
0 7 90 (83 -98)
0 -10do10 0,85
1 42 90 (80 — 100) ° ’
Ki67
0 47 90 (80 — 100)
220% 2 90 0 0,87
Histotip
Invasive carcinoma 43 90 (80— 100)
-1 - 1
in situ + invasive carcinoma 6 80 (70 — 100) 0 30do10 0,38
HER2
Ne 49 90 (80 —100) i i i
Da - -
Veli¢ina tumora (T)
T1(0—-2cm) 39 90 (80 — 100) H =006
T2(2,1-5cm) 9 90 (78 — 100) ‘df’_ 5 0,97
T3 (>5cm) 1 90 (90 - 90)
Veli¢ina tumora (T)
0-2cm 39 90 (80 — 100)
>2cm 10 90 (80 — 100) 0 -10do10 081
Veli¢ina tumora (T)
0-5cm 48 90 (80 — 100) ) ] ]
>5cm 1 90
N
NO 35 90 (80 — 100)
N1 13 90 (88 —93) H=0,13 ;
N2 - - df=2 0,94
N3 1 90 (90 - 90)
N
NO 35 90 (80 — 100)
svi ostali 14 90 (90 - 90) 0 -10do10 0,72
N
N1 13 90 (88 — 93) ) ) )
N2 + N3 1 90
M
Mo 49 90 (80 - 100) ) ) )
M1 - -
LVI
0 38 90 (80 — 100)
-1 1
1 11 90 (90 - 100) ° 0do10 059

65



IQR —interkvartilni raspon; *Mann Whitney U test; TKruskal Wallis test (Post hoc Conover)

Statisticka analiza pokazala je kako kod pacijentica s LumB molekularnim podtipom karcinoma

dojke nema znacajne razlike u ekspresiji AR u odnosu na klini¢ko-patoloska obiljeZja bolesnica

(Tablica 30.).

Tablica 30. Razlike u AR % jezgre u odnosu na klinicko-patoloska obiljezja bolesnica s

karcinomom LumB molekularnog podtipa

Medijan (IQR)

H 0, *
LumB AR % jezgre Razlika 95 % ClI P
Dob
<50 23 90 (70-98)
0 -10do 10 0,99
>50 49 90 (70 - 100) © ’
ER
0 1 20
1 72 90 (70 -100)
PR
0 9 90 (83 — 100)
-2 1 44
1 64 85 (70 — 100) 0 Odol0 0,
Ki67
0 1 70 i i i
>20% 72 90 (70 — 100)
Histotip
Invasive carcinoma 54 85 (70-190)
1 1 17
in situ + invasive carcinoma 19 90 (80 — 100) 0 0do10 O
HER2
Ne 46 90 (80 - 100)
0 -10do 0 0,20
Da 27 80 (63 - 90) © ’
Veli¢ina tumora (T)
T1(0—-2cm) 42 90 (70 - 100) H=2g
T2(2,1-5cm) 27 80 (70— 98) d‘f _5 0,24
T3 (>5cm) 4 70 (35— 85)
Veli¢ina tumora (T)
0-2cm 42 90 (70 — 100)
>2cm 31 80 (70 - 90) 0 -10do0 037
Veli¢ina tumora (T)
0-5cm 69 90 (70 - 100)
>5cm 4 70 (35 - 85) 15 0,10
N
NO 37 90 (70 - 100)
N1 21 80(77,5-92,5) H=0,5 092"
N2 9 90 (70 - 100) df=3 !
N3 5 80 (67,5 - 92,5)
N
NO 37 90 (70 — 100)
svi ostali 35 90 (70 - 98) 0 -10do10 0,79
N
N1 21 80(77,5-92,5)
N2 + N3 14 90 (70 — 100) 0 10do10 0,97
M

66



MO 71 90 (70 - 100)
M1 2 65 -20 - 010
LVI
0 35 90 (70 - 98)
1 4
1 38 90 (70 - 100) 0 Odo10 05

IQR — interkvartilni raspon; *Mann Whitney U test; TKruskal Wallis test (Post hoc Conover)

Statisti¢ka analiza pokazala je kako kod pacijentica s TNBC molekularnim podtipom karcinoma

dojke nema znacajne razlike u ekspresiji AR u odnosu na klinicko-patoloska obiljezja bolesnica

(Tablica 31.).

Tablica 31. Razlike u AR % jezgre u odnosu na klini¢cko-patoloska

karcinomom TNBC molekularnog podtipa

obiljezja bolesnica s

Medijan (IQR)

TNBC n AR % jezgre Razlika 95 % Cl p*
Dob
<50 15 10 (0 - 35)
> 50 33 10 (0 - 80) 0 -5do30 052
ER
48 10 (0 - 50)
1 0 i i i
PR
0 48 10 (0 - 50)
X _ _ _
Ki67
0 2 55
>20% 46 7,5 (0—50) -10 0,21
Histotip
Invasive carcinoma 48 10 (0-50)
in situ + invasive carcinoma - - i ) ]
HER2
Ne 48 10 (0 - 50)
Da - - i i i
Veli¢ina tumora (T)
T1(0-2cm) 17 2 (0-43) He11
T2(2,1-5cm) 28 10 (0,5 — 75) e 0,57
T3 (>5cm) 2 35 (0—70)
Veli¢ina tumora (T)
0-2cm 17 2(0-73)
>2 cm 30 10 (0 - 70) 1 -2do20 031
Veli¢ina tumora (T)
0-5cm 45 10 (0-50)
>5cm 2 35 0 0,91
N
NO 31 10 (0 - 48)
N1 11 0(0-43) H=29 0,40"
N2 4 30 (6-75) df=3
N3 2 40 (10 - 70)
N
NO 31 10 (0—438) 0 -10do 10 0,97
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svi ostali 17 10 (0 —-55)
N
N1 11 0(0-43)
N2 + N3 6 30 (10 - 70) 10 10do70 0,10
M
MO 48 10 (0 - 50) ] ] _
M1 ] '
LVI
0 33 10 (0 - 55)
0 -10do10 0,97
1 15 10 (0 - 50) ° :

IQR —interkvartilni raspon; *Mann Whitney U test; tKruskal Wallis test (Post hoc Conover)

Statisticka analiza pokazala je kako kod pacijentica s LumB/HER2-negativnim molekularnim

podtipom karcinoma dojke nema znacajne razlike u ekspresiji AR u odnosu na klini¢ko-

patoloSka obiljeZja bolesnica (Tablica 32.).

Tablica 32. Razlike u AR % jezgre u odnosu na klinicko-patoloska obiljezja bolesnica s

karcinomom LumB/HER2-negativhog molekularnog podtipa

Medijan (IQR)

LumB/HER2- n AR % jezgre Razlika 95 % Cl p*
Dob
<50 13 80 (70 -93)
> 50 32 90 (80 - 100) 0 0do20 031

ER

0 1 20

1 45 90 (80 — 100) i
PR

0 4 90 (70 - 95)

1 42 90 (80 — 100) 0 0,98
Ki67

0

>20% 46 90 (80 - 90) B
HER2

Ne 46 90 (80 — 100)

Da
Veli¢ina tumora (T)

T1(0-2cm) 33 90 (78 — 100) Heo04

T2(2,1-5cm) 12 80 (75— 95) o2 0,82

T3 (>5cm) 1 90 (90 — 90)
Veli¢ina tumora (T)

0-2cm 33 90 (78 — 100)

>2cm 13 80 (78 - 93) 0 -10do10 060
Veli¢ina tumora (T)

0-5cm 45 90 (78 — 100)

>5cm 1 90 i i i
N

NO 23 90 (73 - 100)

N1 16 90 (80 - 100) H=0,9 0.84°

N2 3 90 (90 - 98) df=3 ’

N3 3 90 (75 - 98)
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N

NO 23 90 (73 - 100)

svi ostali 22 90 (80 - 100) 0 -10do10 0,64
N

N1 16 90 (80 - 100)
M

MO 46 90 (80 — 100)

M1 ] '
LVI

0 23 80 (73 - 98)

1
1 23 90 (80 - 100) 0 0do10 0,30

IQR — interkvartilni raspon; *Mann Whitney U test; TKruskal Wallis test (Post hoc Conover)

Statisticka analiza pokazala je kako kod pacijentica s LumB/HER2+ molekularnim podtipom

karcinoma dojke nema znacajne razlike u ekspresiji AR u odnosu na klinicko-patoloska obiljezja

bolesnica (Tablica 33.).

Tablica 33. Razlike u AR % jezgre u odnosu na klinicko-patoloSka obiljeZja bolesnica s

karcinomom LumB/HER2-pozitivhog molekularnog podtipa

Medijan (IQR)

LumB/HER2+ n AR % jezgre Razlika 95 % Cl p*
Dob

<50 10 90 (70 — 100)

> 50 17 80 (60 — 90) -0 -30do0 020
ER

0 -

1 27 80 (63 —90)
PR

0 5 90 (83 — 100)

. ’ 80 (60— 90) -10 -30do10 0,20
Ki67

0 1 70

>20% 26 85 (60 — 90) i
HER2

Ne - -

Da 27 80 (63 — 90) i i i
Veli¢ina tumora (T)

T1(0-2cm) 9 90 (60 — 93) Ho3a

T2(2,1-5cm) 15 90 (70 — 98) of _, 0,18

T3 (>5cm) 3 60 (23 - 75)
Veli¢ina tumora (T)

0-2cm 9 90 (60 — 93)

>2cm 18 80 (70 - 90) 0 -20dol0 092
Veli¢ina tumora (T)

0-5cm 24 90 (70 — 95)

>5cm 3 60 -30 0,07
N

NO 14 90 (60 - 100) H=1,7 0.64°

N1 5 80 (68 - 83) df=3 ’

69



N2 6 80 (70 - 100)

N3 2 70 (60 - 80)
N

NO 14 90 (60 - 100)

svi ostali 13 80 (68 — 90) -10  -20do10 0,36
N

N1 5 80 (68 - 83)

N2 + N3 8 75 (65-95) 0 -20do20 0,88
M

MO 25 90 (68 — 93)
LVI

0 12 90 (60 — 95)

-20do 2
1 15 80 (70 - 90) 0 0do20 0,98

IQR — interkvartilni raspon; *Mann Whitney U test; TKruskal Wallis test (Post hoc Conover)
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5.4. Korelacija izmedu ekspresije receptora androgena i proteina sonic hedgehog

Analiza korelacija pokazala je kako nema statisticki znacajne povezanosti izmedu ekspresije
AR i SHH u pojedinim molekularnim podtipovima karcinoma dojke te u odnosu na klini¢ko-

patolosko obiljeZje (Tablica 34.).

Tablica 34. Povezanost izmedu ekspresije AR i SHH u pojedinim molekularnim podtipovima

karcinoma dojke te u odnosu na klinicko-patolosko obiljezje

Klinicko-patolosko obiljezje / Molekularni Spearmanov koeficijent korelacije Rho (P

podtip vrijednost)

Svi uzorci 0,079 (0,29)
Invazivni tumor 0,106 (0,18)

Tumor in situ + invazivni -0,131(0,53)
ER=0 0,111 (0,38)

ER=1 0,018 (0,85)

PR=0 0,108 (0,34)

PR=1 0,036 (0,72)

Ki67 <20 % 0,137 (0,33)

Ki67 > 20 % 0,067 (0,44)

HER2 = 0 0,106 (0,21)

HER2 =1 - 0,056 (0,72)

LumA 0,116 (0,43)

LumB - 0,048 (0,69)

HER2 0,112 (0,68)

TNBC -0,017 (0,91)
LumB/HER2- -0,02 (0,90)

LumB/HER2+ - 0,076 (0,71)
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5.5. Utjecaj klini¢kih parametara i ekspresije SHH i AR na ishod pacijentica s razli¢itim
molekularnim podtipovima karcinoma dojke

Analiza povrsine ispod krivulje ROC koristena je za odredivanje vrijednosti ekspresije SHH i AR

na osnovi kojih su pacijentice grupirane u kategorije niske i visoke ekspresije (Tablica 35).

Tablica 35. Rezultati analize povrsine ispod krivulje ROC

Granicha  Youdenov

SHH AUC 95 %Cl Senzitivnost Specifi¢nost " . P
vrijednost indeks
Ishod 0565 491 37,89 72,1 > 180 0,099 0,18
0,638
Recidiv 0542 467~ 25,0 93,2 >230 0,182 0,73
0,615
Metastaze 516 06454920_ 36,8 46,4 > 140 0,168 0,82

Y i Y
AR AUC 95%Cl Senzitivnost Specificnost Grf;mlcna gudenov P
vrijednost  indeks

Ishod 0540 0465 62,2 47,9 <80 0,101 0,40
0,613

Recidiv 0662 °89° 62,5 81,4 <30 0,439 0,17
0,730

Metastaze 7, 0(’)469:4_ 68,4 59,6 <70 0,281 0,32

AUC - povrsina ispod krivulje operativnih karakteristika; Cl — interval pouzdanosti

5.5.1. Povezanost klinickih parametara i ekspresije AR i SHH s pojavom smrti, recidiva
i metastaza kod pacijentica s razli¢itim molekularnim podtipovima Ca dojke

Statisti¢ka analiza pokazala je kako ¢es¢e umiru pacijentice koje kasnije obole(P = 0,004), imaju

veée tumore (P = 0,001) i koje imaju viSe pozitivnih limfnih ¢vorova (P = 0,01) (Tablica 36).

Tablica 36. Povezanost klinickih parametara i ekspresije AR i SHH s pojavom smrti kod

pacijentica s razli¢itim molekularnim podtipovima Ca dojke

Broj (%) bolesnica prema ishodu

. *
Sve bolesnice Prezivjela Umrla Ukupno i
Dob
<50 42 (30) 4(9) 46 (25) 0,004
S50 97 (70) 41(91) 138 (75)
ER
0 43 (31) 21 (47) 64 (35) 0,05
1 97 (69) 24 (53) 121 (65)
PR
0 55 (39) 24 (53) 79 (43) 0,09
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1 85 (61) 21 (47) 106 (57)

Ki67

0 38 (27) 14 (31) 52 (28) 0,61
>20% 102 (73) 31 (69) 133 (72)

HER2
Ne 106 (76) 36 (80) 142 (77) 0,55
Da 34 (24) 9 (20) 43 (23)

Veli¢ina tumora (T)
T1(0-2cm) 90 (64) 16 (36) 106 (57) <0,001
T2(2,1-5cm) 48 (34) 22 (49) 70 (38)
T3 (>5cm) 2 (1) 7 (16) 9(5)

AR
<80 73 (52) 28 (62) 101 (55) 0,24
>80 67 (48) 17 (38) 84 (45)

SHH
<180 101 (72) 28 (62) 129 (70) 0,21
> 180 39 (28) 17 (38) 56 (30)

N
NO 93 (67) 20 (44) 113 (61) 0,01
N1 33(24) 13 (29) 46 (25)
N2 8 (6) 6 (13) 14 (8)
N3 5 (4) 6 (13) 11 (6)

M
MO 140 (100) 43 (96) 183 (99) 0,06
M1 0 2(4) 2(1)

LVI
0 91 (65) 25 (56) 116 (63) 0,25
1 49 (35) 20 (44) 69 (37)

Molekularni podtip
HER2 11 (8) 5(11) 16 (9) 0,15
LumA 37 (26) 12 (27) 49 (26)
LumB 61 (44) 12 (27) 73 (39)
TNBC 31 (22) 16 (36) 47 (25)

Molekularni podtip

LumB/HER2- 38 (62) 8 (67) 46 (63) 0,77
LumB/HER2+ 23 (38) 4 (33) 27 (37)
*y2 test

Statisti¢ka analiza pokazala je kako pacijentice s estrogen-negativnim karcinomom dojke (P =

0,02) i s manjom ekspresijom receptora androgena (P = 0,01) ¢eSée razvijaju recidiv (Tablica

37.).

Tablica 37. Povezanost klinickih parametara i ekspresije AR i SHH s pojavom recidiva kod

pacijentica s razli¢itim molekularnim podtipovima Ca dojke

Broj (%) bolesnica prema recidivu

; *
Sve bolesnice Bez Recidiv Ukupno P
Dob
<50 43 (24) 3 (38) 46 (25) 0,40
>50 133 (76) 5 (63) 138 (75)
ER

73



0 58 (33) 6 (75) 64 (35) 0,02

1 119 (67) 2 (25) 121 (65)

PR
0 73 (41) 6 (75) 79 (43) 0,08
1 104 (59) 2 (25) 106 (57)

Ki67
0 51 (29) 1(13) 52 (28) 0,45
>20% 126 (71) 7 (88) 133 (72)

HER2
Ne 135 (76) 7 (88) 142 (77) 0,68
Da 42 (24) 1(13) 43 (23)

Veli¢ina tumora (T)
T1(0-2cm) 103 (58) 3(38) 106 (57) 0,43
T2(2,1-5cm) 65 (37) 5(63) 70 (38)
T3 (>5cm) 9 (5) 0 9 (5)

AR
<30 33 (19) 5(63) 38 (21) 0,01
>30 144 (81) 3(38) 147 (79)

SHH
<230 165 (93) 6 (75) 171 (92) 0,12
>230 12 (7) 2 (25) 14 (8)

N
NO 110 (63) 3(38) 113 (61) 0,25
N1 42 (24) 4 (50) 46 (25)
N2 13 (7) 1(13) 14 (8)
N3 11 (6) 0 11 (6)

M
MO 175 (99) 8 (100) 183 (99) >0,99
M1 2(1) 0 2 (1)

LVI
0 111 (63) 5(63) 116 (63) >0,99
1 66 (37) 3 (38) 69 (37)

Molekularni podtip
HER2 15 (8) 1(13) 16 (9) 0,07
LumA 48 (27) 1(13) 49 (26)
LumB 72 (41) 1(13) 73 (39)
TNBC 42 (24) 5(63) 47 (25)

Molekularni podtip

LumB/HER2- 45 (63) 1 (100) 46 (63) >0,99
LumB/HER2+ 27 (38) 0 27 (37)
*y2 test

Statisticka analiza pokazala je kako pacijentice s estrogen-negativnim, progesteron-
negativnim karcinomom dojke, karcinomom dojke s Ki67 vec¢im ili jednakim od 20 %, T2
karcinomima, karcinomima s manjom ekspresijom receptora androgena, pacijentice sa
zahvaéenim limfnim ¢vorovima i TNBC molekularnim podtipom ¢éesée razvijaju metastaze

(Tablica 38).

Tablica 38. Povezanost klinickih parametara i ekspresije AR i SHH s pojavom metastaza kod

pacijentica s razli¢itim molekularnim podtipovima Ca dojke
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Broj (%) bolesnica prema metastazama

H *
Sve bolesnice Bez Metastaze Ukupno P
Dob
<50 43 (26) 3(16) 46 (25) 0,41
>50 122 (74) 16 (84) 138 (75)
ER
0 51 (31) 13 (68) 64 (35) 0,001
1 115 (69) 6 (32) 121 (65)
PR
0 65 (39) 14 (74) 79 (43) 0,004
1 101 (61) 5 (26) 106 (57)
Ki67
<20% 51 (31) 1(5) 52 (28) 0,02
220% 115 (69) 18 (95) 133 (72)
HER2
Ne 127 (77) 15 (79) 142 (77) 0,81
Da 39 (23) 4(21) 43 (23)
Veli¢ina tumora (T)
T1(0-2cm) 102 (61) 4(21) 106 (57) < 0,001
T2(2,1-5cm) 59 (36) 11 (58) 70(38)
T3 (>5cm) 5(3) 4(21) 9 (5)
AR
<70 67 (40) 13 (68) 80 (43) 0,02
>70 99 (60) 6 (32) 105 (57)
SHH
<230 77 (46) 12 (63) 89 (48) 0,23
>230 89 (54) 7 (37) 96 (52)
N
NO 106 (64) 7 (37) 113 (61) 0,003
N1 42 (25) 4(21) 46 (25)
N2 9 (5) 5(26) 14 (8)
N3 8 (5) 3(16) 11 (6)
LVI
0 106 (64) 10 (53) 116 (63) 0,34
1 60 (36) 9 (47) 69 (37)
Molekularni podtip
HER2 14 (8) 2 (11) 16 (9) 0,001
LumA 49 (30) 0(0) 49 (26)
LumB 67 (40) 6(32) 73 (39)
TNBC 36 (22) 11 (58) 47 (25)
Molekularni podtip
LumB/HER2- 42 (63) 4 (67) 46 (63) >0,99
LumB/HER2+ 25 (37) 2 (33) 27 (37)
*y2 test
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5.5.2. Povezanost klini¢kih parametara i ekspresije AR i SHH s trajanjem ukupnog
prezivljenja, preZivljenja do pojave recidiva i preZivljenja do pojave metastaza kod pacijentica

s razli¢itim molekularnim podtipovima Ca dojke

Statisti¢ka analiza pokazala je kako bolesnice kojima je bolest dijagnosticirana prije 50. godine
Zivota ranije umiru (P=0,007). U slu€aju estrogen-negativnog karcinoma ranije umiru
(P=0,047), razviju recidive (P=0,0104) i metastaze (P=0,001). Takoder ranije razviju metastaze
ukoliko su karcinomi progesteron-negativni (P=0,004), ako im je Ki67 vedi ili jednak 20%, ako
imaju veée tumore (P<0,0001), ako imaju manju ekspresiju AR (P=0,017), vise zahvacenih
limfnih ¢vorova (P=0,0004), pripadaju TNBC (P=0,001) odnosno LumB/HER2-negativhom
molekularnom podtipu (P=0,001). Veéi tumori (P<0,0001) odnosno veéi broj zahvadenih
limfnih ¢vorova (P=0,005) takoder su povezani s ranijim umiranjem, a veca ekspresija Shh s

ranijim razvojem recidiva (P=0,022) (Tablica 39.).

Tablica 39. Povezanost klinicko-patoloskih parametara, ekspresije proteina SHH i ekspresije

AR s trajanjem ukupnog preZzivljenja, preZivljenja do pojave recidiva, odnosno metastaza

Prezivljenje

0S RFS MFS
Svi AS AS AS P
ispitanici (mjeseci) (mjeseci) (mjeseci)
Dob
<50 118,4 0,007 120,8 0,50 118,9 0,30
>50 96,1 116,2 108,4
ER
0 96 0,047 115,5 0,0104 103,6 0,001
1 108,4 124,6 120,6
PR
0 98,5 0,119 117 0,0523 106,2 0,004
1 108,3 124,4 120,9
Ki67
<20% 100,1 0,98 114,89 0,27 114,3 0,018
> 20% 104,4 120,35 111,3
HER2
Ne 93,9 0,3 107,8 0,44 102,4 0,78
Da 108 123,4 115,4
Veli¢ina tumora (T)
T1(0-2cm) 112,9 <0,0001 123,5 0,29 122,3 <0,0001
T2(2,1-5cm) 98,1 117,4 108,1
T3 (>5cm) 50,2 101 57,9
AR% jezgra OS (80), RS (30),
MS (70)
< 100 0,19 110,7 0,001 108,2 0,017
> 103,1 123,9 111,9
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SHH IRS OS (180), RS (230), MS

(140)
< 107,3 0,23 122,5 0,022 110,8 0,18
> 95 98,8 118,2
N
NO 109,7 0,005 123,5 0,26 119,6  0,0004
N1 98 111,4 111,3
N2 78,8 108,5 80,1
N3 73,5 111 85,2
Molekularni podtip
HER2 102,3 0,14 118,1 0,052 112,6 0,001
LumA 93,3 103,1 -
LumB 109,8 124,6 116,7
TNBC 86,4 102,2 90,2
Molekularni podtip
LumB/ HER2- 89 0,22 99,4 0,9 94,6 0,003
LumB/ HER2+ 111,1 126 116,6

AS — aritmeticka sredina (mean)

.k

Log rank test

Statisticka analiza pokazala je kako pacijentice oboljele nakon 50. godine zZivota (P = 0,007), a

koje imaju estrogen-negativni (P = 0,02), progesteron negativni karcinom (P = 0,04), Ki67 veci

ili jednak 20 % (P = 0,008), manju ekspresiju AR (P =0,005) i SHH (P = 0,04) te TNBC molekularni

podtip karcinoma dojke (P = 0,01) krace Zive. Takoder, pacijentice oboljele nakon 50. godine

Zivota, a koje imaju Ki67 manji od 20 % (P = 0,02) ranije razviju recidive, $to je takoder slucaj s

pacijenticama oboljelima prije 50. godine Zivota, a koje imaju LumA molekularni podtip

karcinoma dojke (P =0,01). Analiza je pokazala kako dob nema utjecaja na trajanje prezivljenja

do pojave metastaza (Tablica 40.).

Tablica 40. Povezanost klinickih parametara i ekspresije AR i SHH s trajanjem ukupnog

prezivljenja, prezivljenja do pojave recidiva i prezZivljenja do pojave metastaza kod pacijentica

s razli¢itim molekularnim podtipovima Ca dojke

PreZivljenje

oS RS MS
AS AS AS
Dob . . . . . .
(mjeseci) (mjeseci) (mjeseci)
L <50 118,4 0,007 120,8 0,50 118,9 0,30
Svi ispitanici
>50 96,1 116,2 108,4
<50 117,9 0,02 115,5 0,86 117,8 0,09
ER neg
>50 86,6 110,8 94,7
<50 117,8 0,16 123,7 0,44 119,1 0,64
ER poz
>50 101,2 118,9 115,5
<50 115,5 0,04 117,12 0,82 113,7 0,27
PR neg
>50 90,5 112,6 99,5
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PR <50 119,6 0,09 123,4 0,44 122,6 0,77
0z
P >50 98,3 115,8 111,9
. <50 108,7 0,37 108,6 0,02 116,0 0,68
Ki67 <20 %
>50 91,8 104,0 102,3
. <50 118,8 0,008 121,5 0,83 117,6 0,18
Ki67 220 %
>50 94,3 114,2 103,5
<50 96,5 0,05 99,1 0,30 96,4 0,66
HER2 neg
>50 91,0 108,5 101,9
<50 126,0 0,05 126,0 0,51 126,0 0,19
HER2 poz
>50 97,1 116,5 106,1
AR % jezgra <50 119,1 0,005 111,5 0,93 114,8 0,41
0 (< 80), RS (< 30), MS (< 70) >50 89,2 104,1 96,3
AR % jezgra <50 107,3 0,35 124,1 0,74 120,1 0,45
05(>80), RS (>30),MS (>70) > 50 101,4 118,1 110,4
SHH IRS <50 119,3 0,04 122,8 0,73 120,0 0,13
0S (< 180), RS (< 230), MS (< 140) >50 99,1 116,6 100,9
SHH IRS <50 99,2 0,09 54,3 0,44 116,8 0,82
05 (>180), RS (>230), MS (>140) > 50 90,2 104,4 112,9
<50 125,0 0,36 125 0,69 125 0,58
HER2 da
>50 96,0 112,5 106,5
<50 97,6 0,66 97,3 0,01 - -
LumA da
>50 92,7 104,0 -
<50 119,1 0,21 126,0 0,46 117,3 0,98
LumB da
>50 100,6 117,9 111,1
<50 94,6 0,01 93,7 091 94,5 0,08
TNBC da
>50 77,8 102,5 83,3
<50 91,8 0,77 100,0 0,50 88,6 0,37
LumB/HER2- da
>50 87,2 98,7 96,7
<50 126,0 0,11 - - 126,0 0,27
LumB/HER2+ da
>50 97,9 - 105,9

AS — aritmeticka sredina (mean); *Log rank test

Statisticka analiza pokazala je kako histoloski podtip karcinoma dojke nema

trajanje prezivljenja (Tablica 41.).

utjecaja na

Tablica 41. Povezanost klinickih parametara i ekspresije AR i SHH s trajanjem ukupnog
prezivljenja, prezivljenja do pojave recidiva i prezivljenja do pojave metastaza kod pacijentica
s razli¢itim molekularnim podtipovima Ca dojke ovisno o histotipu.

Prezivljenje

(o} RS Mms
AS AS AS
Histotip T p* S * S *
(mjeseci) (mjeseci) (mjeseci)
o 102,0 0,09 119,9 0,25 112,5 0,08
Svi ispitanici
IC+IS 117,6 126,0 126
IC - - - - - -
ER neg
IC+IS - - -
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IC 13,6 0,20 120,3 0,45 115,6 0,22

ER poz
IC+IS 117,6 126,0 126,0
IC 97,6 0,33 116,7 0,61 105,5 0,42
PR neg
IC+IS 88 88,0 88,0
IC 103,6 0,27 120,1 0,45 115,9 0,26
PR poz
IC+IS 116,3 126,0 126,0
. IC 98,6 0,23 114,7 0,70 144,0 0,71
Ki67 <20 %
IC+IS 89,0 89,0 89,0
. IC 102,0 0,21 118,5 0,27 108,2 0,08
Ki67 220 %
IC+IS 113,9 126,0 126,0
IC 92,8 0,23 107,2 0,29 101,0 0,12
HER2 neg
IC+IS 83,2 89,0 89,0
IC 104,6 0,22 121,9 0,67 112,8 0,40
HER2 poz
IC+IS 126 126,0 126,0
AR % jezgra IC 98,1 0,29 1104 0,72 105,7 0,23
05 (< 80), RS (< 30), MS (< 70) IC+IS 114,0 66,0 126,0
AR % jezgra IC 101,5 0,26 119,7 0,43 110,9 0,28
0s (> 80), RS (> 30), MS (> 70) IC+IS 86,9 126 88,0
SHH IRS IC 105,6 0,36 120,9 0,32 109,5 0,26
05 (< 180), RS (< 230), MS (< 140) IC+IS 115,1 126,0 89,0
SHH IRS IC 91,9 0,12 94,8 0,46 112,9 0,21
OS (> 180), RS (> 230), MS (> 140) IC+IS 88,0 68,0 126,0
IC - - - - - -
HER2 da
IC+IS - - -
IC 91,9 0,24 102,9 0,69 - -
LumA da
IC+IS 89,0 89,0 -
IC 104,8 0,48 120,2 0,54 110,5 0,16
LumB da
IC+IS 113,9 126,0 126,0
IC - - - - - -
TNBC da
IC+IS - - -
IC 88,8 0,91 98,8 0,53 92,6 0,25
LumB/HER2- da
IC+IS 77,7 87,0 87,0
IC 13,7 0,27 - - 110,4 0,44
LumB/HER2+ da
IC+IS 126,0 - 126,0

AS — aritmeticka sredina (mean); *Log rank test

Statisticka analiza pokazala je kako bolesnice u kojih je Ki67 vedi ili jednak 20 % imaju dulje
prezivljenje do pojave metastaza (P = 0,02), kao i bolesnice kod kojih je Ki67 vedi ili jednak 20
%, a oboljele su od HER2-negativnog karcinoma dojke (P = 0,01). Takoder, bolesnice kod kojih
je Ki67 vedi ili jednak 20 %, a oboljele su od estrogen-pozitivhog karcinoma (P = 0,03) ili od
karcinoma s ve¢om ekspresijom receptora androgena (P = 0,04) imaju krace prezivljenje do

pojave metastaza (Tablica 42).

79



Tablica 42. Povezanost klinickih parametara i ekspresije AR i SHH s trajanjem ukupnog

prezivljenja, preZivljenja do pojave recidiva i preZivljenja do pojave metastaza kod pacijentica

s razli¢itim molekularnim podtipovima Ca dojke ovisno o Ki67

Prezivljenje

oS RS MS
Ki-67 .AS . * .AS . * .AS i *
(mjeseci) (mjeseci) (mjeseci)
Svi ispitanici <20% 104,5 0,98 120,4 0,27 111,4 0,02
vi ispitanici
P 220% 100,1 114,9 114,3
ER <20% 97,4 0,66 114,3 0,49 103,8 0,88
ne
8 >220% 88,0 102,0 84,5
ER <20% 109,9 0,54 124,6 0,80 117,0 0,03
oz
P 220% 101,3 114,8 116,0
PR <20% 97,9 0,60 115,6 0,28 104,5 0,39
ne
& 220% 96,7 103,0 96,5
PR <20% 110,7 0,37 124,4 0,76 117,4 0,06
oz
P 220% 99,6 114,6 116,0
HER2 <20% 92,6 0,62 106,1 0,20 98,1 0,01
ne
& 220% 92,2 103,1 102,4
HER2 <20% 107,8 0,74 123,2 0,78 114,6 0,57
oz
P 220% 109,0 116,0 116,0
AR % jezgra  <20% 100,1 0,93 117,8 0,20 106,2 0,35
OS (< 80), RS (< 30), MS (< 70) >220% 96,4 116,0 109,5
AR %jezgra <20% 1043 0,85 1153 0,77 108,7 0,04
OS (> 80), RS (> 30), Ms (> 70) >220% 93,7 102,7 104,0
SHHIRS <20% 107,9 0,69 1212 0,69 107,6 0,16
05 (< 180), RS (< 230), MS (< 140) >20% 99,8 114,3 112,0
SHH RS <20% 92,3 0,54 111,6 0,16 114,6 0,06
OS (> 180), RS (> 230), MS (> 140) >220% 94,9 104,0 104,0
HER2 d <20% 101,9 0,68 117,1 0,69 110,8 0,58
a
220% 102,0 102,0 102,0
LumA d <20% 98,0 0,50 98,0 0,83 - -
umA da
220% 92,9 103,1 -
LumB d <20% 109,6 0,65 124,6 0,90 - -
umB da
220% 116,0 116,0 -
TNBC d <20% 86,8 0,61 101,7 0,62 91,2 0,43
a
220% 67,5 89,0 60,5
<20% - - - - - -
LumB/HER2- da
>220% - - -
<20% 110,5 0,68 - - - -
LumB/HER2+ da
>220% 116,0 - -

AS — aritmeticka sredina (mean); *Log rank test
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Statisticka analiza pokazala je kako bolesnice s estrogen-negativnim karcinomom imaju raniji
razvoj recidiva (P = 0,01) i metastaza (P = 0,03), dok je raniji razvoj recidiva prisutan i kada uz
odsutnost receptora estrogena imaju Ki67 veci ili jednak 20 % (P = 0,02) ili ako su HER2-
negativni (P =0,02). Bolesnice s estrogen-negativnim karcinomom dojke i velikom ekspresijom
receptora androgena (P =0,01) i SHH (P = 0,01) imaju krace ukupno prezivljenje. Raniji razvoj
metastaza prisutan je kod bolesnica s estrogen-negativnim karcinomom gdje je Ki67 manji od
20 % (P < 0,001), koji je i HER2-negativan (P < 0,001) te kod kojih je prisutna visoka ekspresija
receptora androgena (P =0,02) i SHH (P < 0,001), dok je u slu¢aju gdje je Ki67 vedi ili jednak 20
% P = 0,05 (Tablica 43).

Tablica 43. Povezanost klinickih parametara i ekspresije AR i SHH s trajanjem ukupnog
prezivljenja, preZivljenja do pojave recidiva i preZivljenja do pojave metastaza kod pacijentica

s razli¢itim molekularnim podtipovima Ca dojke ovisno o statusu receptora estrogena

Prezivljenje

(013 RS MS
AS AS AS
ER - p* o p* o p*
(mjeseci) (mjeseci) (mjeseci)
L Neg 96,0 0,05 115,01 0,01 103,6 0,001
Svi ispitanici
Poz 108,5 124,6 120,6
Neg 95,7 0,23 1149 0,19 103,3 0,19
PR neg
Poz 105,9 120,0 113,1
Neg 66,0 0,72 66 0,88 66,0 0,84
PR poz
Poz 108,2 124,4 120,9
102,0 0,79 84,5 <
Ne 88 0,34 ! ! !
Ki67 <20 % & 0,001
Poz 101,3 114,8 116,0
. Neg 97,4 0,06 114,3 0,02 103,8 0,05
Ki67 220 %
Poz 109,9 124,6 116,8
102,4 0,02 90,8 <
Ne 86,9 0,08 ! ! ’
HER2 neg & 0,001
Poz 92,1 103,0 100,9
Neg 102,4 0,26 118,1 0,20 112,6 0,61
HER2 poz
Poz 1111 126,0 116,7
AR % jezgra Neg 97,3 0,59 109,5 0,49 102,8 0,19
05(<80),RS (30),MS(s70)  Poz 102,1 89,0 115,1
AR % jezgra Neg 78,8 0,01 116,0 0,53 95,5 0,02
0S (> 80), RS (> 30), MS (> 70) Poz 105,6 124,6 113,9
SHH IRS Neg 104,4 0,53 117,6 0,07 105,5 0,22
0S (< 180), RS (< 230), MS (< 140) Poz 108,6 124,5 107,5
82,0 0,13 97,2 <
SHHIRS  Neg 758 0,01 0,001
05 (> 180), RS (> 230), MS (> 140)
Poz 104,2 115,0 124,6
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Neg - - - - - -

HER2 da
Poz - - -
Ne - - - - - -
LumA da &
Poz - - -
Neg 66,0 0,70 66 0,90 66,0 0,79
LumB da
Poz 109,7 124,6 116,7
Neg - - - - - -
TNBC da
Poz - - -
Neg 66,0 0,68 66 0,88 66,0 0,79
LumB/HER2- da
Poz 88,8 99,4 94,5
Ne - - - - - -
LumB/HER2+ da &
Poz - - -

AS — aritmeticka sredina (mean); *Log rank test

Statisticka analiza pokazala je kako je u progesteron-negativnih karcinoma prisutan raniji
razvoj metastaza (P = 0,004), kao i kada su HER2-negativni (P < 0,001) odnosno imaju visoku
ekspresiju receptora androgena (P =0,03) ili SHH (P = 0,007). U slucaju progesteron-negativnih
karcinoma koji su LumB/HER2-negativni molekularni podtip, prisutno je krace ukupno

prezivljenje (P = 0,04) (Tablica 44).

Tablica 44. Povezanost klinickih parametara i ekspresije AR i SHH s trajanjem ukupnog
prezivljenja, preZivljenja do pojave recidiva i preZivljenja do pojave metastaza kod pacijentica

s razli¢itim molekularnim podtipovima Ca dojke ovisno o statusu receptora progesterona

Prezivljenje

oS RS MS
AS AS AS
PR . . p* . . p* . . p*
(mjeseci) (mjeseci) (mjeseci)
L Neg 98,5 0,12 117,0 0,05 106,3 0,004
Svi ispitanici
Poz 108,3 124,4 120,9
neg 95,7 0,56 114,9 0,76 103,3 0,62
ER neg
poz 66,0 66,0 66,0
neg 105,9 0,79 120,0 0,58 113,1 0,86
ER poz
poz 108,2 124,4 120,9
. neg 96,7 0,96 103 0,60 96,5 0,06
Ki67 <20 %
poz 99,6 114,5 116,0
. neg 97,9 0,05 115,6 0,06 104,5 0,06
Ki67 220 %
poz 110,7 124,4 117,4
104,1 0,07 92,6 <
ne 87,9 0,08 ! ! !
HER2 neg & 0,001
poz 92,5 102,6 101,7
neg 107,6 0,75 119,9 0,32 115,6 0,99
HER2 poz
poz 107,6 126,0 114,5
AR % jezgra neg 97,9 0,63 109,1 0,42 103,8 0,27
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0S (< 80), RS (<30), MS (< 70) pOZ 101’9 89 114’4

AR %jezgra  neg 92,1 011 117,4 0,91 99,6 0,03
05 (>80), RS (>30), MS (>70)  poz 106,3 124,3 114,9
SHHIRS  Neg 1043 050 1191 0,20 1052 0,16
05 (< 180), RS (< 230), MS (< 140) poz 108,9 124,3 18,7
SHHIRS  heg 86,5 0,13 87,3 0,23 103,4 0,007
OS (>180), RS (> 230), MS (> 140) poz 100,5 115,0 124,4
ne - - - - - -
HER2 da &
poz - - -
neg 102,0 0,47 103,0 0,67 - -
LumA da
poz 91,8 102,9 -
neg 99,7 0,67 120,0 0,71 107,8 0,76
LumB da
poz 110,5 124,4 117,3
ne - - - - - -
TNBC da &
poz - - -
neg 62,8 0,04 97,0 0,78 75,3 0,16
LumB/HER2- da
poz 91,3 99,3 96,2
neg 120 0,31 - - 120,0 0,49
LumB/HER2+ da
poz 107,6 - 114,5

AS — aritmeticka sredina (mean); *Log rank test

Statisti¢ka analiza pokazala je kako bolesnice s HER2-negativnim karcinomom dojke i visokom
ekspresijom receptora androgena imaju kraée ukupno prezZivljenje (P = 0,02), dok nije

pronaden utjecaj HER2 statusa na raniji razvoj recidiva i metastaza (Tablica 45).

Tablica 45. Povezanost klinickih parametara i ekspresije AR i SHH s trajanjem ukupnog
prezivljenja, prezivljenja do pojave recidiva i prezZivljenja do pojave metastaza kod pacijentica

s razli¢itim molekularnim podtipovima Ca dojke ovisno o statusu receptora HER2

PreZivljenje

(0} RS MS
AS AS AS
HER2 o p* L p* S p*
(mjeseci) (mjeseci) (mjeseci)
L Neg 93,9 0,31 1079 0,44 102,5 0,79
Svi ispitanici
Poz 108,1 123,4 115,4
Neg 86,9 0,45 102,4 0,55 90,8 0,36
ER neg
Poz 102,3 118,1 112,6
Neg 92,1 0,35 102,7 0,45 100,9 0,53
ER poz
Poz 111,1 126,0 116,7
Neg 87,8 0,21 104,1 0,49 92,6 0,24
PR neg
Poz 107,6 119,9 115,6
Neg 92,5 0,71 102,6 0,48 101,7 0,31
PR poz
Poz 107,6 126,0 114,5
. Neg 92,2 0,84 103,12 0,79 102,4 0,80
Ki67 <20 %
Poz 109,0 116,0 116,0
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Ki67 > 20 % Neg 92,6 0,43 106,21 0,32 98,1 0,40
| 2 (]

Poz 107,9 123,2 114,6
OS (< 80), RS (< 30), MS (< 70) Poz 96,9 99,3 104,5
AR % jezgra Neg 91,3 0,02 101,9 0,30 98,7 0,18
OS (> 80), RS (>30), MS (> 70) Poz 117,0 126,0 117,0
SHH IRS Neg 96,9 0,49 108,9 0,65 100,3 0,97
05 (< 180), RS (< 230), MS (< 140) Poz 108,2 123,3 109,4
SHH IRS Neg 81,9 0,41 85,0 0,46 97,7 0,93
0S (> 180), RS (> 230), MS (> 140) Poz 104,4 115,0 118,8
Ne - - - - - -
HER2 da &
Poz - - -
Ne - - - - - -
LumA da &
Poz - - -
LumB d Neg 89,0 0,67 99,4 0,45 94,6 0,74
umB da
Poz 1111 126,0 116,7
Neg - - - - - -
TNBC da
Poz - - -
Ne - - - - - -
LumB/HER2- da &
Poz - - -
Ne - - - - - -
LumB/HER2+ da &
Poz - - -

AS — aritmeticka sredina (mean); *Log rank test

Statisticka analiza pokazala je kako je kod pacijentica s ve¢im tumorima trajanje prezivljenja
kra¢e (P < 0,001). Takoder, utjecaj veli¢ine tumora na trajanje prezivljenja prisutan je kod
pacijentica s estrogen-negativnim (P = 0,007), progesteron-negativnim karcinomima (P =
0,004), karcinomima kod kojih je Ki67 vedi ili jednak 20 % (P = 0,007), HER2-negativnim
karcinomima (P = 0,001), karcinomima s manjom ekspresijom receptora androgena (P <
0,001), ve¢om ekspresijom SHH (P < 0,001) te u TNBC molekularnom podtipu karcinoma. Veci
tumori povezani su s ranijim razvojem metastaza (P < 0,001), kao i kada su i estrogen-negativni
(P =0,007), progesteron-negativni (P = 0,004), ako im je Ki67 vedi ili jednak 20 % (P = 0,007),
ako su HER2-negativni (P=0,001), ako imaju manju ekspresiju receptora androgena (P < 0,001)
ili visoku ekspresiju SHH (P < 0,001) odnosno ako pripadaju TNBC molekularnom podtipu (P =
0,04) (Tablica 46).

Tablica 46. Povezanost klinickih parametara i ekspresije AR i SHH s trajanjem ukupnog
prezivljenja, prezivljenja do pojave recidiva i prezZivljenja do pojave metastaza kod pacijentica

s razli¢itim molekularnim podtipovima Ca dojke ovisno o veli¢ini tumora
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Prezivljenje

oS RS MS
Velic¢ina AS " AS " AS p
(mjeseci) (mjeseci) (mjeseci)
< 123,5 0,18 122,3 <
0-2cm 122,3 ! ! !
Svi ispitanici 0,001 0,001
>2cm 104,2 118,1 104,2
0-2cm 109,3 0,007 108,6 0,17 109,3 0,007
ER neg
>2cm 91,3 110,6 91,3
0-2cm 122,2 0,35 1239 0,33 122,2 0,35
ER poz
>2cm 113,8 122,0 113,8
PR 0-2cm 115,0 0,004 117,5 0,08 115,0 0,004
ne
& Soem 93,4 111,5 93,4
0-2cm 123,1 0,24 123,6 0,31 123,1 0,24
PR poz
>2cm 113,3 122,0 113,3
. 0-2cm 104 0,10 102,8 0,56 104,0 0,09
Kie7 <20 %
>2cm 109,5 116,0 109,5
. 0-2cm 119,9 0,007 123,1 0,17 119,9 0,007
Ki67 220 %
>2cm 101,3 116,5 101,3
0-2cm 108,4 0,001 109,5 0,19 108,4 0,001
HER2 neg
>2cm 83,9 95,1 83,6
0-2cm 126,0 0,09 126,0 0,39 126,0 0,09
HER2 poz
>2cm 107,5 120,5 107,5
< 105,5 0,39 126,0 <
AR % jezgra  0—2cm 1260 4001 0,001
05 (< 80), RS (< 30), MS (< 70) ’ ’
>2cm 97,5 106,9 93,03
AR %jezgra 0—2cm 11,4 0,85 124,2 0,95 1223 0,91
05 (> 80), RS (> 30), MS (> 70) >2cm 107,9 119,8 110,2
SHHIRS 0-—2cm 1206 0,06 124,5 0,17 109,6 0,19
0S (< 180), RS (< 230), MS (< 140) >2cm 108,2 118,9 104,9
SHH IRS 0—2cm 120 < 89,5 0,82 126,0 <
0s (> 180), RS (> 230), MS (> 0,001 0,001
1400 >2cm 85,7 96,5 100,5
0-2cm 111,0 0,13 109,5 0,19 111,0 0,13
HER2 da
>2cm 99,3 95,1 99,3
0-2cm - - 111,0 0,29 - -
LumA da
>2cm - 110,3 -
0-2cm 117,9 0,67 102,9 0,59 117,9 0,67
LumB da
>2cm 111,1 101,0 111,1
0-2cm 107,7 0,04 123,8 0,43 107,7 0,04
TNBC da
>2cm 73,6 122,0 73,6
0-2cm 94,5 0,95 106,7 0,39 94,5 0,95
LumB/HER2- da
>2cm 94,1 90,5 94,1
0-2cm 126,0 0,31 98,9 0,58 126,0 0,31
LumB/HER2+ da
>2cm 108,4 100,0 108,4

AS — aritmeticka sredina (mean); *Log rank test
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Statisticka analiza pokazala je kako pacijentice s metastazama u limfnim ¢vorovima i manjom
ekspresijom SHH imaju krace ukupno preZivljenje (P = 0,001) i raniji razvoj recidiva (P = 0,03)
koji je prisutan i u slucaju estrogen-negativnih karcinoma (P = 0,03) i u HER2 molekularnom

podtipu karcinoma (P = 0,03) (Tablica 47).

Tablica 47. Povezanost klinickih parametara i ekspresije AR i SHH s trajanjem ukupnog
prezivljenja, preZivljenja do pojave recidiva i preZivljenja do pojave metastaza kod pacijentica

s razli¢itim molekularnim podtipovima Ca dojke ovisno o statusu limfnih ¢vorova

Prezivljenje

os RS MS
AS p AS " AS p
(mjeseci) (mjeseci) (mjeseci)
L NO 109,8 0,12 123,5 0,08 119,7 0,56
Svi ispitanici
N1 98,1 111,5 111,3
NO 101,5 0,56 120,5 0,03 110,3 0,84
ER neg
N1 84,9 79,4 88,2
NO 114,6 0,06 124,6 0,55 124,6 0,20
ER poz
N1 98,6 118,0 113,9
NO 103,3 0,97 121,4 0,06 112,5 0,98
PR neg
N1 102,7 100,3 108,1
NO 114,4 0,03 124,5 0,54 124,5 0,20
PR poz
N1 93,1 113,8 109,4
. NO 94,9 0,34 104 0,08 101,9 0,56
Ki67 <20 %
N1 87,2 100,4 104,0
. NO 111,3 0,28 122,2 0,24 117,9 0,48
Ki67 220 %
N1 99,9 109,9 107,9
NO 97,5 0,29 109,3 0,28 105,8 0,89
HER2 neg
N1 89,2 97,9 98,2
NO 119,3 0,21 126,0 0,05 122,8 0,29
HER2 poz
N1 89,6 103,7 102,9
AR % jezgra NO 104,7 0,52 116,0 0,27 117,5 0,08
05 (< 80), RS (< 30), MS (< 70) N1 94,9 80,8 96,7
AR % jezgra NO 108,3 0,10 124,9 0,15 112,9 0,24
0 (> 80), RS (> 30), MS (> 70) N1 91,5 115,1 116
SHHIRS  NO 115,2 0,001 123,4 0,03 116,4 0,44
05 (< 180), RS (< 230), MS (< 140) N1 82,6 110,6 91,6
SHH IRS NO 92,01 0,08 97,4 0,37 122,2 0,94
0s (> 180), RS (> 230), MS (> 140) N1 113,8 102,0 116,6
NO 115,7 0,11 125,0 0,03 117,5 0,75
HER2 da
N1 60,5 59,5 97,0
NO 96,3 0,16 104,0 0,08 - -
LumA da
N1 87,2 100,4 -
NO 118,2 0,20 123,4 0,46 123,4 0,26
LumB da
N1 102,3 120,0 110,3
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0 89,1 0,91 106,6 0,24 96,7 0,87
TNBC da
1 89,2 83,0 86,3
NO 93,3 0,38 96,9 0,40 96,9 0,82
LumB/HER2- da
1 88,7 101,0 97,0
0 122,0 0,37 - - 126,0 0,09
LumB/HER2+ da
N1 96,6 - 96,0

AS — aritmeticka sredina (mean); *Log rank test

Statisticka analiza pokazala je kako pacijentice s karcinomom s prisutnom limfovaskularnom

invazijom koji pripada LumA podtipu imaju kracée prezivljenje (P = 0,01) (Tablica 48).

Tablica 48. Povezanost klinickih parametara i ekspresije AR i SHH s trajanjem ukupnog

prezivljenja, preZivljenja do pojave recidiva i preZivljenja do pojave metastaza kod pacijentica

s razli¢itim molekularnim podtipovima Ca dojke ovisno o prisutnosti limfovaskularne invazije

Prezivljenje

oS RS MS
VI AS " AS " AS "
(mjeseci) (mjeseci) (mjeseci)
o 0 106,9 0,21 121,8 0,93 1171 0,31
Svi ispitanici
1 93,2 111,8 103,0
0 97,6 0,70 115,2 0,90 106,3 0,52
ER neg
1 84,2 102,3 88,1
0 112,4 0,09 125,0 0,74 123,1 0,16
ER poz
1 95,5 1141 107,9
0 100,8 0,58 117,4 0,81 108,121 0,59
PR neg
1 84,6 103,8 91,8
0 112,2 0,12 124,9 0,79 124,5 0,08
PR poz
1 96,0 113,9 107,2
. 0 95,6 0,09 102,9 0,60 102,12 0,59
Ki67 <20 %
1 89,0 116,0 116,0
. 0 106,2 0,71 120,3 0,96 113,7 0,49
Ki67 220 %
1 94,8 110,9 100,2
0 89,5 0,55 100,0 0,74 95,9 0,68
HER2 neg
1 92,5 108,5 101,4
0 118,9 0,12 126,0 0,24 122,7 0,20
HER2 poz
1 88,6 110,5 98,6
AR % jezgra 0 102,5 0,49 110,9 0,92 112,3 0,28
0S (< 80), RS (< 30), MS (< 70) 1 88,3 98,6 92,6
AR % jezgra 0 105,8 0,20 123,9 0,92 112,6 0,57
0S (> 80), RS (> 30), MS (> 70) 1 95,4 114,3 109,9
SHH IRS 0 109,2 0,42 122,5 0,91 112,3 0,69
05 (< 180), RS (< 230), MS (< 140) 1 97,2 112,9 101,3
SHH IRS 0 99,9 0,35 100,3 0,82 120,9 0,27
0S (> 180), RS (> 230), MS (> 140) 1 85,2 86,8 104,9
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0 111,1 0,36 125,0 0,09 118,2 0,44
HER2 da
1 75,6 88,8 90,2
0 96,9 0,01 102,9 0,62 - -
LumA da
1 81,3 104,0 -
0 112,9 0,62 126,0 0,32 120,0 0,47
LumB da
1 99,2 113,5 105,5
0 79,8 0,89 90,9 0,51 83,1 0,80
TNBC da
1 86,9 106,1 87,8
0 85,8 0,41 100,0 0,32 93,1 0,80
LumB/HER2- da
1 91,7 97,8 95,9
0 126,0 0,05 - - 126,0 0,20
LumB/HER2+ da
1 91,7 - 100,5

AS — aritmeticka sredina (mean); *Log rank test

Statisticka analiza pokazala je kako bolesnice s karcinomom s manjom ekspresijom receptora
androgena imaju raniji razvoj recidiva (P = 0,001) i metastaza (P = 0,02). Ukoliko je uz manju
ekspresiju receptora androgena karcinom HER2-pozitivan (P = 0,01) odnosno pripada
LumB/HER2-pozitivnim podtipu karcinoma (P = 0,04), utoliko je kra¢e ukupno preZivljenje. U
slu¢aju karcinoma s manjom ekspresijom receptora androgena, koji je ujedno i progesteron-
negativan (P = 0,03), a kojemu je Ki67 vediili jednak 20 % (P = 0,005) te s manjom ekspresijom
SHH (P = 0,04), prisutan je raniji razvoj recidiva. S obzirom na to da je analiza pokazala da je
kod karcinoma s manjom ekspresijom receptora androgena prisutan raniji razvoj recidiva i u
slu¢aju HER2-negativiteta (P = 0,02), kao i HER2-pozitiviteta (P = 0,003), zakljucuje se kako
HER2 status nije povezan s utjecajem AR na razvoj recidiva. Kod karcinoma s niskom
ekspresijom receptora androgena, a koji su HER2-pozitivni (P = 0,03) ili imaju visoku ekspresiju

SHH (P = 0,007) uocen je raniji razvoj metastaza (Tablica 49.).

Tablica 49. Povezanost klinickih parametara i ekspresije AR i SHH s trajanjem ukupnog
prezivljenja, preZivljenja do pojave recidiva i preZivljenja do pojave metastaza kod pacijentica

s razli¢itim molekularnim podtipovima Ca dojke

Prezivljenje

0OS (> 80) RS (> 30) MS (> 70)
AS AS
AR % ) . p* .AS . p* . . p*
(mjeseci) (mjeseci) (mjeseci)
.. 0(g) 100,0 0,19 110,8 0,001 108,2 0,02
Svi ispitanici
1(>) 103,2 123,9 111,9
0(<) 97,3 0,39 109,5 0,12 102,8 0,84
ER neg
1(>) 78,8 116,0 95,5
ERpoz 0(5) 102,1 0,20 89,0 0,81 1151 0,16
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1(>) 105,6 124,6 113,9

0 (<) 97,9 0,97 109,1 0,03 103,8 0,49
PR neg
1(>) 92,1 117,4 99,6
0(<) 101,9 0,21 89,0 0,77 114,4 0,09
PR poz
1(>) 106,3 124,3 114,9
. 0(<) 96,4 0,51 66,0 0,88 109,5 0,09
Ki67 <20 %
1(>) 93,7 114,9 104,0
) 0(<) 100,1 0,19 110,0 0,005 106,2 0,13
Ki67 =20 %
1(>) 104,3 123,7 108,7
0 (<) 91,9 0,71 101,3 0,02 97,8 0,11
HER2 neg
1(>) 91,3 102,0 98,7
0(<) 96,9 0,01 99,3 0,003 104,5 0,03
HER2 poz
1(>) 117,0 126, 117,0
SHHIRs 0(s) 1050 0,74 1153 0,04 107,2 0,46
05 (< 180), RS (< 230), MS (< 140) 1(>) 103,8 123,9 107,6
SHHIRS 0(5) 84,8 0,05 57,0 0,06 108,4 0,007
0S (> 180), RS (> 230), MS (> 140) 1(>) 99,5 115,0 114,3
0(<) 959 0,21 90,7 0,05 - -
HER2 da
1(>) 97,0 120,0 -
0(<) 90,6 0,69 66,0 0,88 - -
LumA da
1(>) 93,9 103,1 .
0(<) 101,6 0,11 89,0 0,83 110,7 0,30
LumB da
1(>) 109,1 124,5 111,2
0(<) 89,6 0,06 100,2 0,46 91,6 0,57
TNBC da
1(>) 68,0 89,3 73,2
0(<) 84,9 0,62 89 0,82 91,9 0,97
LumB/HER2- da
1(>) 91,6 99,3 94,5
0(<) 97,2 0,04 - - 103,1 0,08
LumB/HER2+ da
1(>) 117,0 - 117,0

AS — aritmeticka sredina (mean); *Log rank test

Statisticka analiza pokazala je kako bolesnice s karcinomom dojke s visokom ekspresijom SHH
imaju raniji razvoj recidiva bolesti (P = 0,02) koji je prisutan i kada je uz visoku ekspresiju SHH
karcinom takoder progesteron-negativan (P = 0,02), ako je Ki67 veci ili jednak 20 % (P = 0,02),
ako je karcinom HER2-negativan (P = 0,01), ako je prisutna niska ekspresija receptora
androgena (P = 0,03) te ako pripada TNBC molekularnom podtipu karcinoma (P = 0,02).
Takoder, uoceno je manje ukupno prezivljenje ako je karcinom s niskom ekspresijom SHH

ujedno i estrogen-negativan (P = 0,04) (Tablica 50.).

Tablica 50. Povezanost klinickih parametara i ekspresije AR i SHH s trajanjem ukupnog
prezivljenja, prezZivljenja do pojave recidiva i prezivljenja do pojave metastaza kod pacijentica

s razli¢itim molekularnim podtipovima Ca dojke
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Prezivljenje

0S (> 180) RS (> 230) MS (> 140)
AS AS
SHH IRS . . * .AS . * . . *
(mjeseci) (mjeseci) (mjeseci)
009 107,3 0,23 122,5 0,02 110,9 0,19
Svi ispitanici
1(>) 95,0 98,8 118,2
0(<) 104,4 0,04 117,6 0,03 105,5 0,69
ER neg
1(>) 75,8 82,0 97,2
0(<) 108,6 0,90 1245 0,76 107,5 0,04
ER poz
1(>) 104,2 115,0 124,7
0(<) 104,3 0,21 119,1 0,02 105,2 0,81
PR neg
1(>) 86,5 87,3 103,4
0(<) 108,9 0,84 1243 0,77 108,7 0,11
PR poz
1(>) 100,5 115,0 124,4
. 0(<) 99,8 0,82 114,8 0,83 112,0 0,25
Ki67 <20 %
1(>) 94,9 102,0 104,0
) 0(<) 107,9 0,13 121,6 0,02 110,9 0,19
Ki67 =20 %
1(>) 92,3 94,8 118,2
0(<) 96,9 0,22 108,9 0,01 100,3 0,29
HER2 neg
1(>) 81,9 85,0 97,7
0(<) 108,2 0,61 123,3 0,82 107,6 0,37
HER2 poz
1(>) 104,4 115,0 114,6
AR % jezgra  0(%) 1050 0,05 1153 0,03 107,2 0,96
OS (< 80), RS (< 30), MS (< 70) 1(>) 84,8 57,0 108,4
AR % jezgra  0(%) 103,8 0,76 - - 107,6 0,05
0S (> 80), RS (> 30), MS (> 70) 1(>) 99,5 - 114,3
0(<) 113,8 0,08 117,6 0,79 125,0 0,36
HER2 da
1(>) 84,7 114,0 13,4
0(<) 92,4 0,71 103,1 0,83 - -
LumA da
1(>) 95,0 102,0 -
0(<) 110,5 0,93 124,5 0,83 102,2 0,07
LumB da
1(>) 104,0 115,0 123,6
0(<) 92,1 0,15 1054 0,02 92,1 0,69
TNBC da
1(>) 65,5 57,0 77,3
0(<) 92,6 0,17 99,3 0,82 92,5 0,52
LumB/HER2- da
1(>) 60,4 68,0 96,9
0(<) 105,0 0,18 - - 95,7 0,08
LumB/HER2+ da
1(>) 120,0 - 126,0

AS — aritmeticka sredina (mean); *Log rank test
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5.6. Interakcija proteina Shh s receptorom androgena i receptorom estrogena

Metodom PLA istrazena je fizicka interakcija proteina SHH s receptorom androgena i
estrogena na modelu in vitro karcinoma dojke. Kao stani¢ni modeli karcinoma dojke koristene
su stani¢ne linije MCF-7, kao pozitivha kontrola koja je model za podtip luminal A i koja
eksprimira proteine SHH, AR i ER te kao negativna kontrola SkBr3 koja je model za podtip
HER2-enriched i koja ne eksprimira niti jedan od navedenih proteina. Kao tehnic¢ka negativna
kontrola koristene su iste te stanice netretirane primarnim antitijelima ili je umjesto antitijela
anti-SHH koristeno antitijelo anti-tubulin y jer tubulin y ne bi trebao stupati u interakciju s AR

i ER.

U bazi¢nim uvjetima rasta stanica MCF-7 interakcija izmedu proteina SHH i AR te ER nije

dokazana (slike 12.-16.).

Slika 12. Metoda PLA je pokazala da u baziénim uvjetima rasta stanica MCF-7 ne dolazi do

interakcije izmedu proteina SHH i AR. Vide se samo plavo obojane jezgre.
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Slika 13. Metoda PLA je ispravno pokazala da u stani¢noj liniji MCF-7 ne dolazi do interakcije

izmedu proteina tubulina y i AR. Vide se samo plavo obojane jezgre.

Slika 14. Metoda PLA je pokazala da u baziénim uvjetima rasta stanica MCF-7 ne dolazi do

interakcije izmedu proteina SHH i ER. Vide se samo plavo obojane jezgre.

92



Slika 15. Metoda PLA je ispravno pokazala da u stani¢noj liniji MCF-7 ne dolazi do interakcije

izmedu proteina tubulina y i ER (negativna kontrola). Vide se samo plavo obojane jezgre.

Slika 16. Metoda PLA je ispravno pokazala da u stani¢noj liniji MCF-7 izostavljanjem primarnih
antitijela (tehnicka negativna kontrola) ne dolazi do nespecificnog vezanja proba za detekciju

interakcije proteina od interesa. Vide se samo plavo obojane jezgre.
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Takoder, kao Sto je i bilo ocekivano, interakcije izmedu proteina SHH i AR te ER nije bilo u
stanicama SkBr3, koje u bazi¢nim uvjetima uzgoja ne eksprimiraju niti jedan od navedenih

proteina (slika 17.-19.).

Slika 17. Metoda PLA je pokazala da u bazi¢nim uvjetima rasta stanica SkBr3, s obzirom da
nema niti ekspresije proteina SHH i AR (negativna kontrola), niti ne dolazi do interakcije

izmedu ta dva proteina. Vide se samo plavo obojane jezgre.
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Slika 18. Metoda PLA je pokazala da u bazi¢nim uvjetima rasta stanica SkBr3, s obzirom da
nema niti ekspresije proteina SHH i ER (negativna kontrola), niti ne dolazi do interakcije

izmedu ta dva proteina. Vide se samo plavo obojane jezgre.

Slika 19. Metoda PLA je ispravno pokazala da u stani¢noj liniji SkBr3 izostavljanjem primarnih
antitijela (tehnic¢ka negativna kontrola) ne dolazi do nespecificnog vezanja proba za detekciju

interakcije proteina od interesa. Vide se samo plavo obojane jezgre.
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6. RASPRAVA

Karcinomi dojke najées¢i su karcinomi Zena u svijetu te ujedno i najceséi uzrok smrti Zzena u
razvijenim zemljama (1, 3). Prema zadnjim objavljenim podatcima Registra za rak, u Hrvatskoj
je u 2020. godini zabiljezeno 2.894 novih slucajeva raka dojke (stopa incidencije
120,3/100.000), a od ove zlo¢udne bolesti u 2020. godini umrlo je 832 Zene (stopa mortaliteta
32,8/100.000) (4). Znacajnim faktorima rizika smatraju se reproduktivni i menstrualni faktori,
obiteljska anamneza, osobna anamneza benigne bolesti dojke, prekomjerna tjelesna tezina,

nedovoljna tjelesna aktivnost, konzumacija alkohola i hormonska nadomjesna terapija.

Veliku prepreku u razumijevanju i lije€enju karcinoma dojke Cini njegova biologija. Ovaj
karcinom predstavlja izrazito heterogenu skupina tumora unutar koje razlikujemo 24
histoloSka tipa i podtipa. Svaki od tumora unutar te skupine karakteriziran je odredenim
histoloskim, imunohistokemijskim i molekularnim znacajkama, Sto dovodi do prisutnosti

brojnih prognostickih ¢imbenika.

U slu¢aju novodijagnosticiranog karcinoma dojke odreduje se status hormonskih receptora te
se odredenim dijagnostickim postupcima definira stadij bolesti. Obavezno se odreduje status
estrogenskih i progesteronskih receptora te prisutnost prekomjerne ekspresije receptora
HER2, s obzirom na to da se te informacije smatraju klju¢nima za prognosticku i terapijsku

svrhu (156).

U posljednjih nekoliko godina sve vise se spominje vaznost receptora androgena (AR) u
karcinomu dojke. lako se ne odreduje rutinski, prema nekim studijama prekomjerno je
eksprimiran u 70 — 90 % karcinoma dojke, zbog ¢ega bi mogao imati terapijsku i prognosticku

vaznost (22).

Endokrina terapija jedan je od glavnih modaliteta lijeCenja karcinoma dojke s izrazenim
hormonskim receptorima. U medikamentnom lije¢enju karcinoma dojke (kod estrogen-
receptor pozitivnih karcinoma) u vedini se sluc¢ajeva koriste blokatori receptora estrogena ili
njegove sinteze, Sto dovodi do smanjenja proliferacije tumora. Takoder se koriste i blokatori
receptora za faktore rasta (u slucaju HER2 pozitivnog karcinoma), poput herceptina. Isto tako,
kod trostruko negativnih karcinoma dojke jedina dostupna farmakoterapija je citotoksicna

kemoterapija (157, 158).
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UnatoC dostupnosti i razvoju endokrine terapije, pojava rezistencije na endokrinu terapiju
onemogucava dugoroc¢nu kontrolu bolesti (159, 160). Zbog navedenih ogranicenja pojavila se
potreba za razvojem novih modaliteta lijeCenja u smislu prevladavanja rezistencije na
endokrinu terapiju kod hormonalno ovisnih karcinoma dojke te razvoja novih meta u lijecenju

TNBC.

Signalni put Hedgehog-GLI (HH-GLI) evolucijski je visoko konzerviran put prijenosa signala sa
stanicne membrane u stani¢nu jezgru. Taj signalni put najvaZzniju ulogu ima tijekom
embriogeneze, dok je u odraslom organizmu odgovoran za odrzavanje mati¢nih stanica i
zacjeljivanje tkivnih oSteéenja (161). Medutim, s obzirom na to da su mnogi ciljni geni ovog
signalnog puta onkogeni i tumor-supresori, aberantna aktivnost signalnog puta, uzrokovana

genetskim i epigenetskim promjenama, uzrokuje razvoj razlicitih tipova tumora.

Novi, manje istrazeni signalni putevi predstavljaju potencijalne ciline mete i moguénost
razvoja terapija na koje ne postoji rezistencija. Danas koristene terapije djeluju na glavninu
tumorske mase, dok otpornost nastupa u trenutku kada mati¢ne stanice razviju istu i diobom
nadomjeste tumorsku masu novim, otpornim stanicama. S obzirom na to da je signalni put
HH-GLI ukljuen u odrZavanje mati¢nih stanica, a samim time i tumorskih mati¢nih stanica,
postoji ideja kako bi kombinacija terapije usmjerene protiv komponenata ovog signalnog puta
sa standardnim kemoterapeuticima istovremeno mogla djelovati na glavninu tumora te na
tumorske matiéne stanice. Takva kombinirana terapija mogla bi dovesti do nemogucénosti
razvoja otpornosti i potpunijeg uklanjanja karcinoma. Takoder, jedno istrazivanje pokazalo je
potencijalni znacaj kombinacije terapije koja ukljuéuje anti-hormonske lijekove i antagoniste
signalnog puta HH-GLI .Zbog toga se sve vise istrazuje i njegova potencijalna uloga kao ciljne
mete za lije€enje tumora (46). Na primjer, poznata je uloga signalnog puta HH-GLI u nastanku
i progresiji hormonski ovisnih (ER+/PR+) i trostruko-negativnih (TNBC) podtipova karcinoma
dojke (37).

Obzirom na poznatu povezanost ekspresije receptora estrogena s ekspresijom proteina Shh u
karcinomu dojke u ovom radu pokusali smo odrediti eskpresiju proteina Shh u istrazivanom
uzorku te istraziti povezanost ekspresije Shh s klini¢ko-patoloskim znacajkama karcinoma
dojke i bolesnica(115, 162). Isto tako namjera nam je bila odrediti ekspresiju receptora
androgena te i tu odrednicu povezati s klinicko-patoloSkim znacajkama karcinoma dojke i

bolesnica u istrazivanom uzorku. Takoder smo ispitali mogucu fizicku interakciju proteina Shh
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s receptorom androgena i/ili estrogena kao mogucéi mehanizam djelovanja proteina SHH u
karcinomu dojke. Na tu ideju navela nas je nedavno dokazana spoznaja o fizickoj interakciji
proteina Shh i stanicnom modelu karcinoma prostate(152).

Istrazivanje je provedeno na 186 uzoraka karcinoma dojke na kojima su se imunohistokemijski
odredile ekspresije proteina Shh, receptora androgena dok su se ostali podatci prikupili iz
medicinske dokumentacije.

Ekspresija proteina SHH uocena je u 98% (183/186) uzoraka te je izrazena imunohistoskérom
raspona vrijednosti 0-300 dok je medijan ekspresije 150 (Tablica 3.).

Gledajuci cjelokupan uzorak jedina statisticki znacajna razlika u ekspresiji proteina SHH je
uocena u kategoriji velicine tumora. Tumori T2 (2,1-5cm veli¢ine) imaju najmanju ekspresiju
proteina SHH u odnosu na tumore iz skupina T1 i T3 (Tablica 4.). Taj rezultat nije u skladu s do
sada objavljenom literaturom gdje je veca ekspresija vezana uz vece tumore, no tu
diskrepancu mogli bismo objasniti malim brojem tumora u skupini T3 (>5 cm veliine). U toj
skupini nalazilo se svega devet karcinoma i imali su najveéu ekspresiju proteina SHH, a u
podskupini progesteron-negativnih karcinoma ekspresija proteina Shh ¢ak je zna¢ajno veca u
tumorima veéima od 5 cm (Tablica 7.). Stoga moZzemo pretpostaviti kako je moguée da bi u
slu¢aju njihove brojnije zastupljenosti u uzorku rezultat ekspresije proteina SHH u odnosu na
veli¢inu tumora bio u skladu s postoje¢om literaturom (120, 162).

Promatrajuci razlike ekspresije proteina SHH u odnosu na dob nije uoéena statisticki znacajna
razlika u ekspresiji medu pacijenticama kojima je bolest dijagnosticirana prije 50. godine
Zivota, odnosno s 50 i vise godina. Odredena istrazivanja pokazala su kako je u slucaju ranije
dijagnosticiranog karcinoma odnosno u pre-menopauzalnih pacijentica u karcinomu prisutna
veéa ekspresija Shh (162). Eventualno objasnjenje ove diskrepancije moglo bi se nadi u
distribuciji uzorka ovisno o dobi gdje je u nasem uzorku 25% (46/186) karcinoma
dijagnosticirano prije 50. godine Zivota (Tablica 4.) dok je u veéini drugih istrazivanja otprilike
jednaka zastupljenost karcinoma u dobnim skupinama. Unato¢ nejednakoj zastupljenosti
karcinoma u odnosu na dob u nasem uzorku jos uvijek ih je dovoljno u obje skupine za ispravnu
usporedbu, a i uocena razlika uistinu nije velika (145 u odnosu na 150 imunohistoskor, Tablica
4.) te mozemo zakljuciti kako ipak nema razlike u ekspresiji u odnosu na dob Sto je takoder u
skladu s dijelom recentnih istrazivanja (163).

Izmedu pojedinih molekularnih podtipova karcinoma dojke nije nadena statisti¢ki znacajna

razlika u ekspresiji proteina SHH. U prospektivnoj kohortnoj studiji pakistanske populacije na
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150 karcinoma dojke dokazana je statisticki znacajna povezanost vecée ekspresije proteina SHH
s prisutnos¢u receptora estrogena odnosno progesterona, postotka Ki67 jednakog ili ve¢eg od
20 te TNBC molekularnog podtipa (162). U nasem uzorku se takoder prati veéa ekspresija
proteina SHH u karcinomima s izraZzenim receptorom estrogena i progesterona, no po pitanju
Ki67 veca je ekspresija prisutna u karcinomima s postotkom Ki67 manjim od 20 (Tablica 4.).
Usporeduju¢i molekularne podtipove u nasem uzorku najveéu ekspresiju proteina SHH ima
HER2 podtip, zatim luminalni A, luminalni B, a najmanju ima TNBC. Takoder usporedujudi
karcinome u nasem uzorku isklju¢ivo promatrajudi prisutnost receptora HER2 ustanovljeno je
kako je veéa ekspresija proteina SHH u slucaju prisutnosti receptora HER2. Isto tako ako
luminalne podtipove promatramo razdvajajuc¢i luminalni B na LumB/HER2-pozitivan i
LumB/HER2-negativan vidljivo je kako je veca ekspresija prisutna u LumB/HER2-pozitivnom
podtipu, ¢ak veéa nego u LumA podtipu. lako bez statisticki znacajne povezanosti vidljivo je
kako je prisutnost receptora HER2 pracena vecom ekspresijom proteina SHH Sto nije slucaj u
pakistanskoj studiji u kojoj nema nikakve povezanosti receptora HER2 i proteina SHH (162)
dok je u juznokorejskoj studiji pokazana negativna korelacija izmedu prisutnosti receptora
HER2 i ekspresije proteina SHH, odnosno u toj studiji karcinomi bez prekomjerno izrazenog
receptora HER2 imaju veéu ekspresiju proteina Shh (163). Valja napomenuti i kako je
kvantifikacija ekspresije gena SHH u pakistanskoj studiji radena pomo¢u kvantitativne PCR
(qPCR) metode dok je u juinokorejskom istrazivanju kao i u naSemu radena
imunohistokemijski (162, 163) Sto moze predstaviti potencijalni razlog diskrepancije.

Vecina studija opisuje pozitivhu korelaciju veli¢ine ekspresije proteina SHH s brojem
zahvacenih limfnih ¢vorova (115, 120, 162-164) sto nismo uocili u naSem uzorku. Ekspresija
proteina SHH u nasem istraZivanju analizirana je za svaku N (NO,N1,N2,N3) skupinu zasebno
te takoder usporeduju¢i samo dvije skupine odnosno bez prisutnih metastaza i sa
metastazama u limfnim ¢vorovima neovisno o broju zahvaéenih ¢vorova. Neovisno o nacinu
analize nije pronadena statistic¢ki znacajna razlika u ekspresiji proteina SHH, StoviSe vrlo su
sli¢ne vrijednosti imunohistoskora za svaku od skupina (Tablica 4.).

Androgeni receptor imunohistokemijski smo uodili u 91% (169/186) analiziranih karcinoma.
Medijan pozitivnosti odnosno postotka nuklearnog obojenja je 80, a raspon 0-100 (Tablica 3.).
Uocili smo statisticki znacajno vecu ekspresiju u tumorima s izrazenim receptorima estrogena
i/ili progresterona, tumorima s postotkom Ki67 manjim od 20, u manjim tumorima te u

luminalnim podtipovima tumora (Tablica 18.). Isto tako primjetno je kako karcinomi s in-situ
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komponentom takoder imaju veéu ekspresiju receptora androgena u odnosu one koji su po
histoloSkom tipu iskljucivo invazivni. Ta opaZanja sukladna su veéini recentnih studija u kojima
se prati obrazac vece odnosno zastupljenije ekspresije receptora androgena u hormonski
pozitivnim tumorima, odnosno luminalnim podtipovima te tumorima manjih dimenzija i s
manje zahvacenih limfnih ¢vorova (15, 22, 165, 166). Spomenute studije analizirali su receptor
androgena medu razli¢itim podskupinama karcinoma na nacin da su promatrali samo njegovu
prisutnost u uzorku (u kojem postotku karcinoma je prisutan unutar odredene podskupine), a
ne i intenzitet ekspresije odnosno postotak pozitivno obojenih jezgara metodama
imunohistokemije (22, 166). U nasem promatranom uzorku receptor androgena kvantificirali
smo postotkom njegove prisutnosti u jezgrama stanica pojedinog karcinoma. Gledajuci cijeli
promatrani uzorak samo 9% (17/186) karcinoma nije imalo nikakvu ekspresiju receptora
androgena te su svi pripadali TNBC molekularnom podtipu. Receptor androgena prisutan je u
65% (31/48) karcinoma TNBC molekularnog podtipa te je u toj skupini takoder i najslabije
eksprimiran s medijanom ekspresije odnosno postotkom pozitivno obojenih jezgara stanica
karcinoma od 10%. Takoder je i u drugim studijama TNBC molekularni podtip s najmanje
ucestalom i najslabijom ekspresijom receptora androgena (19, 21, 22, 26). Analizirajuci
ekspresiju receptora androgena za svaku pojedinu patoloSku karakteristiku takoder
potvrdujemo malenu sklonost njegovoj prisutnosti u TNBC podtipu karcinoma. Tako kod
estrogen-negativnih karcinoma uodavamo statisticki znacajno vecu ekspresiju AR ako su ti
karcinomi HER2-pozitivni (Tablica 19.). Kod progesteron-negativnih karcinoma prisutna je
statisticki znacajna vecéa ekspresija AR ako su ti karcinomi i estrogen-pozitivni odnosno HER2-
pozitivni (Tablica 21.). U slu¢aju HER-negativnih karcinoma znacajno su vecée ekspresije AR ako
su ti karcinomi estrogen-pozitivni odnosno progesteron-pozitivni (Tablica 25.). 1z navedenog
mozemo zakljuciti kako je veca ekspresija AR vezana uz luminalne podtipove karcinoma te
odredene pozitivne prediktore. To je vidljivo u tome Sto kad analiziramo karcinome prema
pojedinoj patoloskoj znacajki te promatramo skupine bez izrazenih pojedinih hormonskih
receptora (progesteron-negativnih, estrogen-negativnih, HER2-negativnih) veéa ekspresija AR
uvijek ¢e biti vezana uz barem jedno obiljeZje koje bi te karcinome svrstala u prognosticki
povoljnije skupine (npr. skupinu s Ki67 manjim od 20%, u skupinu gdje je barem jedan od dva
druga hormonska receptora pozitivan, odnosno u skupinu karcinoma s in-situ komponentom)

(Tablica 19.,21.,25.). Ako promatramo samo karcinome s Ki67 vecim ili jednakim 20% koji je
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negativni prediktor veca ekspresija AR je prisutna u estrogen-pozitivnih, progesteron-

pozitivnih odnosno u karcinoma s in-situ komponentom (Tablica 24.).

Jedan od ciljeva u ovom istraZivanju bio je i ustanoviti povezanost izmedu ekspresije AR i SHH
u pojedinim molekularnim podtipovima karcinoma dojke te u odnosu na klinicko-patolosko
obiljezje. Unatoc odredenim sli¢nostima kao $to su veca ekspresija u luminalnim podtipovima
i karcinomima s Ki67 manjim od 20%, zatim najmanja ekspresija u TNBC podtipu analiza
korelacija je pokazala kako nema statisticki znacajne povezanosti izmedu ekspresije AR i SHH

(Tablica 33.).

U pracenju ishoda analizirali smo pojavnost smrti, recidiva i metastaza te trajanje prezivljenja
do pojave smrti, recidive i metastaza u odnosu na klini¢cko-patoloSke znacajke ukljucujuci

ekspresiju AR i SHH.

Bolesnice kojima je karcinom dijagnosticiran nakon 50. godine Zivota znacajno ¢e$ée umiru
kao i one s ve¢im tumorima, odnosno veéim brojem zahvacenih limfnih ¢vorova (Tablica 35.).
Recidivi su znatno ¢es¢i u estrogen-negativnih karcinoma te karcinoma s manjom ekspresijom
AR (Tablica 36.). Metastaze se znatno c¢eSée razvijaju estrogen-negativnih, progesteron-
negativnih, karcinoma s postotkom Ki67 ve¢im od ili jednakim 20, u karcinoma s manjom
ekspresijom AR te u TNBC molekularnom podtipu (Tablica 37.). Za ekspresiju proteina SHH nije
dokazana znacajna povezanost sa smrtnim ishodom, razvojem recidiva i metastaza, no vidljivo
je kako su navedeni dogadaji manje zastupljeni u slucaju vece ekspresije proteina SHH (Tablica

35., 36.,37.).

Promatrajuci trajanje prezivljenja do odredenog ishoda ustanovili smo kako su u nasem uzorku
znacajno prije preminule bolesnice kojima je bolest dijagnosticirana nakon 50. godine Zivota,
koje su bolovale od estrogen-negativnog karcinoma, veéeg tumora, kojima je bilo zahvaéeno
viSe limfnih ¢vorova te koje su bolovale od TNBC, odnosno LumB/HER2-negativnog
molekularnog podtipa. Ranija pojava recidiva je bila zna¢ajno povezana s estrogen-negativnim
karcinomima, onima s manjom ekspresijom AR te vecom ekspresijom SHH. Uobicajene
patoloske karakteristike vezane uz raniju pojavu metastaza kao $to su vec¢a dimenzija tumora,
vedi broj zahvacenih limfnih ¢vorova, Ki67 vediili jednak 20 %, odsutnost receptora estrogena
i/ili progesterona, TNBC i LumB/HER2-negativni podtip, te manja ekspresija AR znacajno su
povezane i u nasem uzorku.
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Usporedujuci pojavnost odredenih ishoda u nasem uzorku s literaturom ustanovili smo kako
su rezultati ve¢im dijelom sukladni (ucestalije smrti, recidivi i metastaze u vecih tumora s vise
zahvacenih limfnih ¢vorova, bez izrazenih hormonskih receptora, s Ki67 ve¢im ili jednakim 20
%) (Tablica 35.) (167). Kao $to smo prethodno spomenuli pojavu agresivnijih oblika karcinoma
u starijih bolesnica tako i ovdje pratimo ¢es¢e umiranje kod onih bolesnica kojima je bolest
dijagnosticirana nakon 50. godine Sto je u suprotnosti s recentnim studijama (Tablica 35.)
(168). Povezanost ekspresije AR i SHH s pojavom smrti nije znacajna, no primjecuje se kako je
veca ekspresija vezana uz manju ucestalost smrtnog ishoda (Tablica 35.). Veca ekspresija AR
znacajno je povezana s manje ucestalom pojavom recidiva i metastaza (Tablica 36. i 37.).
Visoka ekspresija proteina SHH znacajno je povezana s ranijim razvojem recidiva, a ukupno
prezivljenje je krace u bolesnika s vecom ekspresijom proteina SHH, no bez statisticke
znacajnosti kao i kasniji razvoj metastaza (Tablica 38.). Vecina studija receptoru androgena
pripisuje protektivni ucinak iako jo$, naravno, nema konsenzusa o tome, no po pitanju SHH,
njega vedi dio studija svrstava u negativne prediktore prezivljenja te ga povezuju s negativnim
klinincko-patloskim znacajkama kao Sto su invazivnost, veli¢ina tumora, lokoregionalno

metastaziranje i proliferativnost (19, 115, 120, 162, 165, 166).

Rezultati analize trajanja prezivljenja su , osim ranijeg umiranja kasnije oboljelih bolesnica, u
skladu s poznatim ¢injenicama o negativnim prediktorima. Tako su negativan hormonalni
status, veliki karcinomi, visok postotak Ki67, velik broj zahvaéenih limfnih ¢vorova, nepovoljni
molekularni podtipovi (TNBC) povezani s ranijim umiranjem, razvojem recidiva i metastaza

(Tablica 38.).

U trajanju prezZivljenja do pojave recidiva prisutna je statisticki znacajna povezanost visoke
ekspresije proteina SHH i ranijeg razvoja recidiva, no s obzirom na to da je u skupini visoke
ekspresije u kategoriji recidiva (SHH IRS > 230) tek 12 karcinoma od kojih su 2 razvila recidive
usudimo se reéi kako nije reprezenativan uzorak . Takoder to je, u nasem istraZivanju, jedina
statisti¢ki znacajna poveznica izmedu neke od nepovoljnih odrednica karcinoma i visoke
ekspresije SHH. Prije smo spomenuli mogucu povezanost visoke ekspresije i velikih tumora,
no isto tako u skupini velikih tumora samo je 9 karcinoma te je zapravo najniza ekspresija u T2

tumorima dok je veéaiuT1liuT3.

Iz svega navedenog mozemo reéi kako smo u nasem istraZivanju ustanovili kako su visoka

ekspresija proteina SHH i AR povezane s povoljnim klinicko-patoloskim karakteristikama i

102



povoljnijim ishodom. Tako su opaZzanja za SHH manje u skladu s opisanom literaturom u

odnosu na opazanja vezana uz ekspresiju AR (19, 115).

Nedostatci ovog istrazivanja su rad na arhivskom materijalu starom 5-10 godina te otezano
pracenje pacijentica obzirom da u ustanovi u kojoj je provedeno istraZivanje nije provedeno
poptuno lije¢enje, vec je dio lijeCenja (kemo i radioterapija) proveden u suradnim ustanovama.
Iz tog razloga dio podataka prikupio se putem telefona te nerijetko u razgovoru s tre¢im

osobama (€lanovima najuze obitelji).

Rad na starijem arhivskom materijalu je tehnicki otezan te je teze prikupiti materijal, no s
druge strane omogucio nam je, retrospektivno, duze pracenje bolesnica Sto je svakako

prednost.

Prema nasim spoznajama ovo je prvo istrazivanje koje na istim uzorcima odreduje ekspresiju
proteina SHH i receptora androgena te provodi analizu i mogucu povezanost istih s klini¢ko-

patoloskim znacajkama karcinoma dojke.

Kako je nase istraZivanje pokazalo da je ekspresija proteina SHH i AR pojacana u luminalnim
podtipovima raka dojke, dakle onima koji eksprimiraju estrogeni receptor i generalno imaju
bolju prognozu, sljededi cilj nam je bio istraZiti postoji li fizicka interakcija izmedu proteina SHH
i ER te SHH i AR. Naime, kako je za ulogu proteina SHH kao aktivatora signalnog puta HH-GLI
bitno postranslacijsko dodavanje molekule kolesterola na C-kraj njegovog N-terminalnog
fragemnta (Slika 3.) (149), nasa hipoteza je da se protein SHH preko tog kolesterola moze
vezati za receptore spolnih hormona, posto je kolesterol prekursor u sintezi svih spolnih
hormona (169). Na tu hipotezu potaklo nas je i nedavno objavljeno istrazivnje Trnski i sur. koji
su dokazali fiziéku interakciju izmedu proteina SHH i recepotora AR na stanicnom modelu raka
prostate (152). Zbog toga smo se u nasoj studiji za dokazivanje fizicke interakcije proteina SHH
i AR te ER bili odludili primijeniti metodu koristenu u navedenoj studiji, a kao stani¢ni model
estrogen receptor-pozitivhog raka dojke odluéili smo koristiti trajnu staniénu liniju MCF-7 za
koju je poznato da ima eksprimiran protein SHH kao i AR (37, 153). Nazalost, u navedenim
stanicama metodom PLA nismo pokazali postojanje interakcije kako proteina SHH i ER (Slika
14.), tako niti interakciju izmedu SHH i AR (Slika 12.). Medutim, ovdje je vazno spomenuti da
je u istrazivanju Trnski i sur. interakcija izmedu SHH i AR primarno dokazana kod stanica

karcinoma prostate LNCaP koje su postale neovisne o androgenu, Sto inace nisu bazi¢ni uvjeti
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uzgoja tih stanica (152). Cini se da su se te stanice karcinoma prostate u uvjetima bez
androgena, za svoj daljnji rast morale preorjentirati na druge mitogene signalne puteve kao
$to je HH-GLI. Stoga bi za otkrivanje interakcije izmedu proteina SHH i ER te SHH i AR u
stanicnom modelu raka dojke svkako bilo nuzno istraZiti postoje li kakvi posebni uvjeti uzgoja
estrogen receptor-pozitivnih stanica raka dojke koji dovode do njihove neovisnosti o
estrogenu, a koji bi mogli takoder dovesti i do interakcije izmedu receptora spolnih hormona
i signalnog puta HH-GLI. Jedan od pristupa moglo bi biti koristenje fetalnog govedeg seruma
koji je tretiran aktivnim ugljenom (eng. charcoal-stripped serum). Naime, ugljen iz seruma
mice endogene hormone, faktore rasta i citokine (170), pri ¢emu kod stanica tretiranih takvim
serumom dolazi do aktivacije nekih drugih signalnih puteva kao $to je na primjer aktivacija
protoonkogenog transkripcijskog faktora c-Myc (171). Jednaki uvjeti bi se mogli koristiti i za
poticanje interakcije proteina SHH i AR, Sto je u konacnici u studiji Trnski i sur. i dovelo do
interakcije izmedu proteina SHH i AR u androgen-neovisnim stanicama raka prostate (152). U
stani¢noj liniji raka dojke SkBr3, koje su bile koristene kao bioloSka negativna kontrola, metoda
PLA ocekivano nije pokazala interakciju izmedu proteina SHH i receptora spolnih hormona
(Slika 17. i 18.), posto te stanice ne ekspmiraju niti jedan od istrazivanih proteina (37, 154).
Medutim, u ovom slucaju bilo bi interesantno istraziti dolazi li do interakcije izmedu proteina
SHH i receptora spolnih hormona ukoliko dode do egzogene eskpresije tih proteina, bilo
putem transfekcije stanica SkBr3 s ekspresijskim vetorima koji sadrze kodirajucu regiju gena
SHH, ESR1 ili AR, ili tretmanom tih stanica s rekombinantnim proteinima SHH i AR ili ER.
Takoder, interakcija izmedu proteina SHH i receptora estrogena mozda bi se mogla odvijati
preko receptora estrogena beta (ERB), Cija pojacana ekspresija ima antiproliferativni u¢inak u

progresiji raka dojke (172).

lako se nase istrazivanje primarno baziralo na dokazivanje inteakcije izmedu signalnog puta
HH-GLI i receptora spolnih hormona u raku dojke preko proteina SHH, neka nedavna
istrazivanja su pokazala da do takvih interakcija moze doci i preko proteina GLI, koji su
transkripcijski faktori i glavni efektori signalnog puta HH-GLI i ¢ija aberantna aktivacija dovodi
do maligne transformacije stanica (46). Naime, Massah i sur. su pokazali da dolazi do fizicke
interakcije izmedu receptora estrogena alfa (ERa) i proteina GLI3 u estrogen receptor-
pozitivnim stani¢nim linijama raka dojke MCF-7 i T47D, dok tu interakciju dokida tretman

fulvestrantom, koji je selektivni snizavatelj estrogenskih receptora (SERD) (173). Li i sur. su
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pokazali da je takoder moguca fizicka interakcija izmedu proteina GLI3 i receptora androgena
u stanicama raka prostate LnCAP koje su tretirane sintetskim androgenom metribolonom
(174), a jos je ranije bilo pokazano da je moguca i fizicka interakcija izmedu receptora

androgena i proteina GLI2 (175).

lako nismo dokazali interakciju izmedu proteina SHH i receptora estrogena i androgena u in
vitro modelu raka dojke koji eksprimira navedene receptore spolnih hormona, vazno je
naglasiti da je prema nasSim spoznajama ovo prvo istraZzivanje koje je to uopce istrazivalo.
Dosadasnja istrazivanja dokazuju da postoji fizicka interakcija izmedu ¢lanova signalnog puta
HH-GLI i receptora spolnih hormona u hormon-ovisnim tipovima raka dojke, ali da je nuzno
otkriti prave uvjete stani¢nog uzgoja prilikom kojih do te fizicke interakcije i dolazi, Sto ée biti
glavni cilj nasih daljnjih istraZivanja. Istrazivanja drugih znansvenika su pokazala i da tretmani
anti-hormonskim lijekovima koji se primjenjuju u klinickoj praksi dokidaju interakciju signalnog
puta HH-GLI i receptora estrogena i androgena, Sto dodatno rasvjetljava molekularne
mehanizme djelovanja tih lijekova. Nasa buduéa istraZivanja biti ¢e usmjerena i na otkrivanju
ima li kombinacija terapija koje ukljucuju anti-hormonske lijekove i antagoniste signalnog puta
HH-GLI bolji terapijski u¢inak, posebno kod raka dojke kod kojeg je dosSlo do rezistencije na
anti-hormonske lijekove. Daljnja istrazivanja interakcije signalnog puta HH-GLI i receptora
spolnih hormona u razli¢itim molekularnim potipovima raka dojke svakako ima perspektivu

primjenjivosti u klini¢koj praksi.
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7. ZAKLJUCCI

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1. Ekspresija proteina SHH uolena je u 98% (183/186) uzoraka te je izrazena
imunohistoskérom raspona vrijednosti 0-300 dok je medijan ekspresije 150 (Tablica
3.).

2. Androgeni receptor imunohistokemijski smo uocili u 91% (169/186) analiziranih
karcinoma. Medijan pozitivnosti odnosno postotka nuklearnog obojenja je 80, a
raspon 0-100 (Tablica 3.).

3. Na stani¢nim linijama karcinoma dojke (MCF-7 i SkBr3) koje pokazuju razli¢itu
ekspresiju proteina SHH i receptora androgena i estrogena nismo uspjeli dokazati
fizicku interakciju proteina SHH s tim receptorima.

4. Vedca ekspresija proteina SHH i AR povezane su s povoljnijim klini¢cko-patoloSkim
znacajkama karcinoma i manje agresivnim molekularnim podtipovima.

5. Veda ekspresija proteina SHH i AR povezane su s manje ucestalim smrtnim ishodom,
razvojem recidiva i metastaza. Takoder je i trajanje prezivljenja do pojave smrti,

recidiva i metastaza dulje u karcinoma s ve¢om ekspresijom proteina SHH i AR.

106



8. SAZETAK

Cilj istrazivanja : Aktivnost HH-GLI signalnog kao i receptora androgena opisana je u karcinomu
dojke, no i dalje bez jasnog mehanizma djelovanja pa tako i jasne uloge. U ovom istraZivanju
na 186 arhivskih uzoraka karcinoma dojke smo ustanovili ekspresiju proteina SHH i receptora
androgena te istrazili povezanost tih ekspresija s klinicko-patoloskim znacajkama karcinoma
dojke i pojedinih molekularnih podtipova. Istrazili smo povezanost ekspresija navedenih
proteina s ukupnim prezivljenjem, preZivljenjem do pojave recidiva, odnosno metastaza te
pojavnoscu smrti, recidiva i metastaza.Takoder smo ispitali moguénost fizicke interakcije
proteina SHH s receptorom androgena i estrogena potaknuti nedavnom spoznajom o
neposrednoj fizickoj interakciji proteina SHH i receptora androgena na staniénom modelu

karcinoma prostate.
Nacrt studije : IstraZivanje je provedeno kao presje¢no s povijesnim podatcima.

Materijali i metode : KoriSten je arhivski materijal Klinickog zavoda za patologiju KB Dubrava.
Odabrani su uzorci karcinoma dojke Zena operiranih u periodu 2010.g.-2015.g. koji su
konsekutivno razvrstavani u skupine prema molekularnom podtipu do planiranog broja
uzoraka za svaku podskupinu. Imunohistokemijski su se odredile ekspresije proteina SHH i
receptora androgena, a fizi¢ka interakcija istrazila se pomodéu PLA (proximity ligation assay)

metode na stani¢nim linijama MCF-7 i SkBr3.

Rezultati : Nije pronadena statisticki znacajna povezanost izmedu ekspresije proteina SHH i
klinicko-patoloskih znacajki te ishoda iako su vede vrijednosti ekspresije u hormonski
pozitivnih tumora, luminalnih podtipova, tumora s manje zahvacenih limfnih évorova isto tako
vecéa ekspresija SHH je povezana s manje ucestalim smrtnim ishodom, razvojem recidiva i
metastaza. Visoka ekspresija proteina SHH znacajno je povezana s ranijim razvojem recidiva
(P=0,022) iako je uocena na malenom broju uzoraka. Ukupno prezivljenje krace je u bolesnika
s veéom ekspresijom proteina SHH, no bez statisticCke znacdajnosti kao i kasniji razvoj
metastaza. Ustanovljena je znacajna povezanost visoke ekspresije AR i prisutnosti receptora
estrogena i progesterona, odnosno s luminalnim podtipovima (P < 0,001), karcinoma s in-situ
komponentom (P = 0,01), karcinoma s Ki67 < 20 % (P = 0,0001) te manjim karcinomima (P =

0,007). PLA metodom u nasem istrazivanju nije dokazana fizicka interakcija proteina SHH s
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receptorima estrogena i androgena. Prema opaZanjima u ovom istraZivanju visoke ekspresije
recptora androgena i proteina SHH povezane s povoljnijim klinicko-patoloskim

karakteristikama i ishodom.

Klju€ne rijeci : imunohistokemija; neoplazme dojke; protein sonic hedgehog; receptor

androgena; receptor estrogena; tumorski biljezi
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9. SUMMARY

Objectives: The activation of HH-GLI signalling pathway as well as the androgen receptor have
been described in breast cancer, but a clear pathophysiological mechanism of action and thus
a clear role still remains unknown. In this study, we determined the expression of the SHH
protein and the androgen receptor on 186 archival samples of breast cancer and researched
the correlation of these expressions with clinical and pathological features of breast cancer
and individual molecular subtypes. We researched the correlation of the expression of the
above-mentioned proteins with overall survival, recurrence free survival, metastasis free
survival, and the occurrence of death, recurrence, and metastases. Prompted by the recent
knowledge of the direct physical interaction of the SHH protein and the androgen receptor on
prostate cancer cell lines, we also examined the possibility of physical interaction of the SHH

protein with the androgen and estrogen receptors.
Study design: Cross-sectional study with archival data.

Materials and methods: Studied samples were obtained from the Pathology Department
archive, Clinical Hospital Dubrava. Breast cancer samples were selected from women
operated on in the period of 2010-2015. Samples were consecutively classified into groups
according to molecular subtype up to the planned number of samples for each subgroup.
Expressions of SHH protein and androgen receptor were determined immunohistochemically,
and physical interaction was researched using the PLA (proximity ligation assay) method on

MCF-7 and SkBr3 cell lines.

Results: No statistically significant association was found between SHH protein expression and
clinical-pathological features and outcomes, although higher expression values were present
in hormone-positive tumors, luminal subtypes, tumors with fewer affected lymph nodes.
Higher SHH expression is also associated with less frequent death, relapse, and metastasis.
There was a statistically significant association between high SHH protein expression and
earlier development of recurrence (P = 0.022), although it was observed in a small number of
samples. Overall survival is shorter for patients with higher SHH protein expression, but
without a statistical significance, as well as the later development of metastases. A significant

association was found between high AR expression and the presence of estrogen and
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progesterone receptors, i.e., with luminal subtypes (P < 0.001), carcinoma with 'in-situ’
component (P =0.01), carcinoma with Ki67 < 20% (P = 0.0001) and smaller cancers (P = 0.007).
Physical interaction of SHH protein with estrogen and androgen receptors was not proven in
our research using the PLA method. Findings of this study showed that high expressions of
SHH protein and androgen receptor are associated with favourable clinical and pathological

features and a more favourable outcome.

Key words : Biomarkers, Tumor; Breast Neoplasms; Hedgehog Proteins;

Immunohistochemistry; Receptors, Androgen; Receptors, Estrogen
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