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1. UVOD



1.1. Embriologija, anatomija i histologija dojke

Dojka, mlije¢na zlijezda, mamma (lat.), mastos (gr¢.) najveca je modificirana Zlijezda
znojnica koze, koja se kod Zena razvija u slozenu, funkcionalnu strukturu, dok kod muskaraca
ostaje rudimentaran organ (1). Ona je poput lojnica, znojnica, dlaka i noktiju derivat epidermisa,
tj. zametnog listi¢a ektoderma. Nastaje u Sestom tjednu embrionalnog zivota na ventralnoj
povrsini tijela. Izmedu osnove za gornje i donje ekstremitete razvija se mlijecna linija u obliku
obostranih grebena ili parnih pruga, tzv. mlije¢ne pruge (2). U kasnijoj fazi embrionalnog
razvitka nastupa povlacenje mlijecnih pruga, da bi iz kranijalnih segmenata nastale mlijecne
zlijezde. Iz distalnih dijelova nastaje niz epitelnih tracaka koji su osnova buduc¢ih glavnih
mlijecnih odvodnih kanali¢a uklopljenih u reznjeve dojke (3). Epitelni tracci dobiju lumen pred
sam porod. Mlijecni se kanali¢i otvaraju prema udubljenju iz kojeg proliferacijom
mezenhimalnih stanica nastaje bradavica koja u kasnijem zivotu Zene predstavlja vazan
morfolosko-funkcionalni dio dojke. Grananje mlije¢nih kanali¢a nastavlja se nakon rodenja. Taj
proces u muskaraca prestaje u cijelosti prije puberteta, dok se u zena nastavlja i intenzivira u
razdoblju puberteta uz istodobno gomilanje masnog tkiva. To je vrlo vazan period sazrijevanja i
oblikovanja dojke kao egzokrine Zlijezde. Diferencijacija zljezdanih dijelova u smislu sekrecije
zavrSava tijekom trudno¢e i1 dojenja pod hormonskom koordinacijom (3). Nakon ovih
morfoloskih promjena u dojkama tijekom Zzivota nastupit ¢e nakon menopauze involutivne
promjene. Dojka je parna egzokrina zlijezda smjestena na prednjoj strani prsnog kosa, u prostoru
izmedu 2. i 7. rebra u kraniokaudalnom smjeru, odnosno izmedu lateralnog ruba prsne kosti s
medijalne strane i aksilarne linije s lateralne strane (1). Prekrivena je kozom i supkutanim
masnim tkivom 1 smjestena na pektoralnom misi¢u, od kojeg je odijeljena fascijom. Korijen

dojke (radix mammae) nalazi se u podrucju ispod drugog rebra i nastavlja se u trup (corpus



mammae). Prekriva je koza koja na donjem dijelu formira prijevoj poput Zzlijeba (sulcus
submammaris) prelaze¢i u kozu prsnog kosa. Bradavica (papilla mammae) nalazi se na vrhu
dojke, veli¢ine je oko 1 cm i na njoj se otvaraju svi izvodni kanali¢i, a okruzZena je pigmentiranim
podrucjem (areola mammae). Ispod koze smjesteno je Zlijezdano, masno i vezivno tkivo. Dojku
oblikuje zljezdano tkivo mlije¢ne Zlijezde (glandula mammaria) koje je uronjeno u vezivnu
stromu 1 oblozeno masnim tkivom. Mlije¢na Zzlijezda sastoji se od 15 do 20 alveotubularnih
zlijezda (lobi glandulae mammariae), od kojih svaka ima izvodni kanal (ductus lactiferus) koji se
otvara na bradavici. Reznjevi se dijele na reznji¢e (lobuli glandulae mammariae) koji su
odijeljeni vezivnim tkivom, pa se palpacijom dojka pipa kao zrnata tvorba. Reznjevi i kanalici
poredani su zrakasto oko bradavice, zbog Cega je glavno operacijsko pravilo da svaki rez dojke
mora biti radijalan na bradavicu. Izvodni kanal (sinus lactiferus) proSiruje se prije ulaska u
bradavicu i promjera je 5 do 9 mm, da bi se opet suzio neposredno prije otvaranja na bradavici
(2). Morfolosko-funkcionalna jedinica dojke zapravo je kompleks razgranatih struktura koja se
sastoji od terminalne duktulo-lobularne jedinice i sustava velikih kanali¢a. Terminalnu duktulo-
lobularnu jedinicu ¢ine lobuli i terminalni kanali¢i koji zapravo predstavljaju sekrecijski dio
zlijezde. Duktulo-lobularni epitelni sustav dojke pokriven je specijaliziranim dvorednim
epitelom: unutarnjim koji ima sekretornu i apsorptivnu funkciju, i vanjskim slojem mioepitelnih
stanica (4).

Dojku krvlju opskrbljuju ogranci triju arterija: unutarnje arterije prsnog kosa (a. thoracica
interna), lateralne arterije prsnog koSa (a. thoracica lateralis) i medurebrenih arterija (aa.
intercostales). A. thoracica interna opskrbljuje krvlju medijalni dio dojke, a njezini perforantni

ogranci (rr. perforantes) daju ogranke za dojku. Lateralni dio dojke opskrbljuju ogranci a.



thoracicae lateralis (rr. mammarii laterales). Duboke dijelove dojke krvlju opskrbljuju ogranci
interkostalnih arterija (rr. mammarii). Sva tri arterijska sustava povezani su anastomozama.

Venski je krvotok analogan arterijskom. Neposredno ispod koze oko areole zapocinje
bogat venski splet (plexus venosum areolaris). Vene medijalnog dijela ulijevaju se u unutrasnje
vene prsnog kosa (vv. thoracicae internae), a iz lateralnog dijela vensku krv odvodi lateralna vena
prsnog kosa (v. thoracica lateralis) i medurebrene vene (vv. intercostales) (1).

Od izuzetne je vaznosti razumijevanje limfne drenaze dojke, obzirom na dominantno
limfogeno Sirenje raka dojke. Limfne Zile nalaze se na povrsini i u dubini dojke Cine¢i mrezu
anastomiziraju¢ih zila koje odvode limfu u dva smjera: medijalni kojim se limfa odvodi u
medijalne i retrosternalne limfne ¢vorove, i lateralni smjer kojim se limfa odvodi iz gornjih
dijelova prsnog kosa, gornjeg abdomena i suprotne strane dojke u vanjske mamarne i aksilarne
limfne ¢vorove (1). Spominje se joS jedan manje vazan smjer Sirenja, tzv. posteriorni ili akcesorni
smjer kojim se limfa drenira u infraklavikularne limfne ¢vorove (5). Glavni limfni put vodi u
pazusne limfne ¢vorove duz donjeg ruba velikog prsnog misica. Najveci dio povrsnih limfnih zila
ulijeva se u pazusne limfne ¢vorove (nodi lymphatici axillares). Takoder je uoceno kako se neke
od potkoznih limfnih Zilica dreniraju u aksilarne ¢vorove suprotne strane, i to izravno ili
posredno preko limfnih zila suprotne dojke. Treba napomenuti kako limfa iz mlijecne zlijezde i
limfa iz bradavice i areole teku na razliCite nacine. Limfa iz lateralnih dijelova dojke najprije ide
u nodi lymphatici intercostales, zatim u nodi lymphatici axillares. Limfne Zzile iz gornjih i1
dubokih dijelova dojke teku uzduz fascije velikog prsnog misSi¢a prema pazuhu, a na tom putu
nalaze se pektoralni limfni ¢vorovi. Dio limfnih Zzila probija pektoralni misi¢ ulijevajucéi se u
infraklavikularne 1 supraklavikularne ¢vorove. Iz dubokih medijalnih dijelova limfa se ulijeva u

parasternalne (medijalne) ¢vorove smjestene duz a. mammariae interne i prvih Sest medurebrenih



prostora. To su ujedno jedine limfne zile koje potpuno mimoilaze aksilarne ¢vorove. Aksilarni
limfni ¢vorovi €ine najbogatiju mrezu limfnih ¢vorova, ima ih 30 do 40; u njih se drenira preko
70% limfe dojke, zatim limfa gornjih ekstermiteta kao i torako-abdominalne stijenke. Prema
lokalizaciji standardno se dijele na: nodi lymphatici apicales- limfne ¢vorove u vrhu pazusne
jame (subklavikularna grupa), ima ih do 11 i smjesteni su ispod medijalnog dijela pazusne vene
zbog Cega su najnepristupacniji za evakuaciju; nodi lymphatici centrales- do 6 ¢vorova u sredistu
pazusne jame koji se jednostavno palpiraju zahvaljuju¢i povrSnom smjestaju; nodi lymphatici
laterales- njih 5 do 10 smjeSteno je duz medijalne strane pazusne vene; nodi lymphatici
pectorales ispod i izmedu istoimenog misi¢a; nodi lymphatici subscapulares- ima ith 1 do 5 i
dreniraju donji dio toraksa.

Vrijedno je spomenuti i brahijalnu grupu limfnih ¢vorova koju je prilikom disekcije aksile
potrebno sacuvati kako se ne bi razvio postoperativni limfedem ruke (5).

Medurebreni zivcei (nn. intercostales II-VI) i njihovi ogranci inerviraju dojku. Gornji dio
dojke inerviraju i ogranci supraklavikularnih zivaca koji pripadaju cervikalnom spletu. Inervacija
dojke 1 povrsne koze usko je povezana zahvaljujuéi zajednickom ektodermalnom porijeklu. U

korijumu i potkoZju nalaze se Vater-Pacinijeva i Meissnerova osjetna tjelesca (1).

1.2. Fiziologija dojke

Dojka je hormonski ovisna zlijezda koja se razvija tijekom zivota zene u ovisnosti o
hormonskom utjecaju, §to za posljedicu ima fizikalne i mikroskopske promjene Zlijezde. Veé
tijekom intrauterinog zivota dojka se nalazi pod utjecajem brojnih hormonskih ¢imbenika poput
estrogena Sto ga luci posteljica u velikim koli¢inama. U neonatalnom razdoblju dojka ima samo
rudimentarna obiljezja, u djecjoj dobi do pocetka puberteta ima obiljezja ekskretorne zlijezde

iako tek promjenama na hipotalamickoj-hipofiznoj osi u vrijeme puberteta dolazi do pune



aktivacije zlijjezde (1). Minimalni izometricki rasta dojki do puberteta bude zamijenjen naglim
bujanjem tkiva i1 alometrickim rastom dojki. Estrogen u kombinaciji s hidrokortizonom,
prolaktinom, inzulinom i hormonom rasta stimulira rast dojki tako $to uzrokuje elongaciju kanala
1 proliferaciju stanica duz velikih 1 terminalnih kanala te arborizaciju duktalnog sistema. Estrogen
inducira odlaganje masti u dojkama, utje¢e na vaskulaturu, pove¢ava volumen i elasticnost tkiva.
Progesteron potice umnazanje i rast reznji¢a, pupanje alveola i razvijanje njihovih sekretornih
obiljezja (6). Uslijed odlaganja pigmenta melanina areola i mamila postaju tamnije. Potpuni
razvoj alveolobularnih zljezdanih elemenata postize se zajednickim djelovanjem estrogena i
progesterona, nakon zapocinjanja prvih ovulatornih menstruacijskih ciklusa. Dojke se ciklicki
mijenjaju tijekom menstruacijskog ciklusa tako da u drugoj fazi ciklusa, nekoliko dana prije
pocetka menstruacije, a uslijed hormonske aktivnosti tj. povecane razine estrogena i progesterona
dolazi do retencije tekucine, povecane prokrvljenosti u dojci, dilatacije duktusa s proliferacijom
duktalnog epitela i odlaganja kapljica masti unutar citoplazme. Prestankom menstruacijskog
krvarenja i padom razine spolnih hormona opisana stani¢na proliferacija regredira, dolazi do
gubitka vode i alveole se smanjuju. Ovaj sistem ciklicke proliferacije i involucije nije jednak za
sve dijelove dojke, te se tako sve dojke ne vracaju u svoje prvotno stanje, posljedica cega je
razvoj manjih ili vecih ¢vorica koji su po dojci razlicito distribuirani.

Tranzitorna hiperemija i umnoZzavanje intraalveolarne strome nastupa izmedu dviju
menstruacija. U prvih sedam dana nakon menstruacije kada regredira hormonska stimulacija,
dojke su najmanjeg volumena stoga je to optimalno razdoblje za klinicki pregled i1 radiolosku
dijagnostiku. Ipak, najdinamicnije promjene dojki deSavaju se u vrijeme trudnoce i dojenja;
naime u prvom tromjeseCju trudnoce nastupa ubrzana mitotska aktivnost jezgara stanica

zljezdanog epitela, a alveole dobivaju svoj lumen; tijekom drugog tromjesecja dojke povecavaju



svoj obujam pripremajuéi se istovremeno za svoju sekretornu funkciju. Osim estrogena i
progesterona za razvoj dojki vaznu ulogu imaju korionski gonadotropini, prolaktin i placentarni
laktogen.

Prestankom laktacije tijekom tri mjeseca nastupaju involutivne promjene kojim se dojke
vrac¢aju u prvobitno stanje prije trudnoce, ali ipak neSto uvecane. Ta involucija nije istovjetna
onoj koja nastupa u menopauzi gubitkom ovarijalne funkcije. Involucija u menopauzi
karakterizirana je gubitkom zljezdanog parenhima i njegovom supstitucijom masnim tkivom.

U menopauzi sve alveolobularne strukture hijaliniziraju i dojke se pretvaraju u organe

gradene od masti, vezivne strome i afunkcionalnih, kolabiranih zljezdanih struktura (7).

1.3. Tumori dojke

Tumorske bolesti dojke svrstavaju skupinu dobro¢udnih i skupinu zlo¢udnih tumora. Oni
mogu nastati iz bilo kojeg gradevnog dijela dojke: vezivnog, zljezdanog, masnog, krvozilnog i
zivcanog tkiva. Histoloska klasifikacija bolesti dojke prema Svjetskoj Zdravstvenoj Organizaciji

(SZO) prikazana je u tab.1(8).

Tablica 1: Histoloska klasifikacija tumora dojke prema SZO-u.

|. EPITELNI TUMORI
A) Benigni

1. Intraduktalni papilom
2. Adenom bradavice
3. Adenomi:

a) Tubularni

b) Laktacijski

c) Apokrini

d) Duktalni

e) Pleomorfni
4. Ostali



B) Maligni

1. Neinfiltrirajuci (neinvazivni):

a) Lobularni karcinom in situ
b) Intraduktalni karcinom in situ

2. Infiltrirajuci (invazivni):

a) Lobularni invazivni karcinom
b) Duktalni invazivni karcinom

Mucinozni karcinom

Medularni karcinom

Kribriformni karcinom

Papilarni karcinom

Tubularni karcinom

Adenoidni cisti¢ni karcinom

Sekretorni karcinom

Cisti¢ni hipersekretorni karcinom

Apokrini karcinom

Karcinom s neuroendokrinom diferencijacijom
Metaplasti¢ni karcinom

MijeSani karcinom

Pagetova bolest i Pagetov karcinom dojke
Inflamatorni karcinom dojke

Ostali

Il. MIJESANI, VEZIVNI | EPITELNI TUMORI

a) Fibroadenom
b) Filoidni tumor
c) Karcinosarkom

I1l. OSTALI TUMORI

a) Tumori mekih tkiva
b) Tumori koze
c) Tumori hematopoetskog i limfatiCkog tkiva

IV. NEKLASIFICIRANI TUMORI

V. FIBROCISTICNA BOLEST DOJKE

VI. TUMOROIDNE PROMJENE

VII. METASTATSKI TUMORI



1.3.1. Rak dojke

Karcinom dojke je zlocudni epitelni tumor dojke koji potjeCe od epitelnih gradevnih
elemenata dojke, odnosno od epitela lobula ili duktusa. S obzirom na to da je karcinom dojke
daleko najucestaliji zlo¢udni tumor dojke, dok je ucestalost ostalih vrsta zlo¢udnih tumora dojke

vrlo niska, pod pojmom rak dojke podrazumijeva se karcinom dojke.

1.3.1.1. Epidemiologija raka dojke

Rak dojke je treci najcesé¢i zlocudni tumor medu opcom populacijom, nakon karcinoma
pluca i zeluca, 1 najceS¢i maligni tumor Zena, te predstavlja 22% svih karcinoma u zenskoj
populaciji, odnosno ¢ak 26% u bogatim zemljama, Sto je viSe nego dva puta veca ucestalost od
karcinoma drugih organa. Prema ucestalosti peti je naj¢es¢i uzrok smrti od raka uopce; nakon
karcinoma pluc¢a, zeluca, kolorektalnog i hepatalnog karcinoma, te predstavlja najcesc¢i uzrok
smrti zena od malignoma. Rizik za nastanak raka dojke u Zena iznosi 1 prema 8, i stotinu je puta
¢es¢i nego u muskaraca. Distribucija raka dojke u svijetu nije samo spolno, ve¢ ponajprije etnicki
1 sociokulturno uvjetovana. Najveca stopa bolesti biljezi se u Sjevernoj Americi (99.4/100 000),
dok su sjeverozapadni dijelovi Europe, Australija i Novi Zeland (71.69/100 000) podrucja
visokog rizika, gdje oko 6% zena razvije invazivni karcinom dojke prije 75. godine zivota.
Podrucja niskog rizika su slabo razvijene zemlje poput sub-saharske Afrike i istoCne Azije, tako
npr. Kina ima najnizu incidenciju bolesti od svega 11.77/100 000 (9). Paradoksalno, Japan je
jedina bogata zemlja koja jo$ uvijek ima nisku incidenciju karcinoma dojke (10). U SAD-u broj
novooboljelih u godini 2010., procijenjen je na 207 090, a broj umrlih od raka dojke na 39 840
(11). Najvec¢a incidencija bolesti primije¢ena je u bjelkinja starijih od 45 godina. Rak dojke

rijetko nastaje prije 25. godine i ucestalost mu raste sa staro$¢u, da bi dosegnula najvecu



prosjecnu incidenciju izmedu 45. 1 55. godine Zivota. Prema podacima americkog registra za rak,
bolest je ¢eS¢e lokalizirana u lijevoj dojci (12).

Za usporedbu, rak dojke u muskaraca je rijetka bolest, naime epidemioloski podaci
ukazuju kako na jednog do dvojice oboljelih dolazi stotinu bolesnica.

Prema podacima Drzavnog registra za rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo, stope
incidencije 1 mortaliteta od raka dojke posljednja dva desetljeca u stalnom su porastu i rastu s
dobi bolesnica. U zena starosne skupine izmedu 40 i 50 godina rak dojke uzrokuje ve¢u smrtnost
nego sve druge bolesti zajedno (13).

Pet najcescih sijela raka u RH za godinu 2007. su: dojka (27%), kolon (7%), tijelo
maternice (6%), traheja, bronh 1 pluca (6%), rektum, rektosigmoid, anus (6%). Rak dojke nije
samo najceS¢i uzrok smrti Zena od maligne bolesti, ve¢ opcenito, najces¢i, pojedinacni uzrok
smrti zena u dobi 35-64 godine. U nasoj se zemlji godisnje otkrije oko 1400 novih slucajeva, s
uzlaznim trendom incidencije koji se primjecuje zadnjih nekoliko desetljeca. Procijenjena dobno
standardizirana stopa incidencije na standardno europsko stanovnistvo u Hrvatskoj za 2006.
godinu je 79.4/100 000, Sto je nize od europskih stopa (94.3/100 000), ali nas ipak plasira u
visokorizi¢ne zemlje (14). NajviSa stopa incidencije u 2007. godini zabiljezena je u dobnoj
skupini 80-84 godine, a iznosila je 353.3/100 000 (15). Prema lokalizaciji, ¢eS¢e pogada lijevu

dojku, a najcesce se javlja u gornjem vanjskom kvadrantu (16,17).

1.3.1.2. Etiologija i rizi¢ni ¢imbenici

Etioloski ¢imbenici odgovorni za nastanak raka dojke nisu do danas u potpunosti poznati.
Do danas su brojne epidemioloske studije identificirale brojne rizi¢ne c¢imbenike, koji
ukalkulirani u statisticki model daju izracun individualnog, apsolutnog rizika nastanak karcinoma

dojke u narednih pet godina, ili u dobi do 90. godine (18). Ovaj statisticki model dizajniran je za



zene starije od 35 godina bez prethodne dijagnoze LCIS-a ili DCIS-a i s negativnom obiteljskom
anamnezom (19). Rizi¢ni ¢imbenici inkorporirani u navedeni statisticki model su: dob, ranija
menarcha, nuliparitet, pozitivna obiteljska anamneza tj. rodaci u prvom koljenu s rakom dojke,
prethodne biopsije dojke, rasa. Bolest se rijetko dijagnosticira prije 25. godine zivota osim u
djevojaka s obiteljskim karcinomom. Dob povisuje incidenciju bolesti, te se procjenjuje da oko
77% slu€ajeva nastaje u zena starijih od 50 godina, dok je prosje¢na dob u vrijeme postavljanje
dijagnoze 64 godine (20). Zena u kojih je menarcha nastupila prije navrSene 11. godine, imaju
prosjecno za oko 20% povecan rizik od nastanka bolesti u odnosu na Zene s menarchom nakon
14. godine. Epidemioloske studije ukazuju kako je i kasna menopauza rizicni ¢imbenik za
nastanak bolesti, iako magnituda rizika kao takva jo§ nije kvantificirana. Zene koje su iznijele
prvu trudnocu prije 20. godine imaju 50% manji rizik za nastanak bolesti u usporedi s
nerotkinjama koje ¢e roditi prvo dijete poslije 35. godine. Poznato je kako rizik za nastanak raka
dojke raste s brojem oboljelih rodakinja u prvom koljenu (majka, sestra, kéer); procjenjuje se
kako oko 13% zena s rakom dojke imaju jednu rodakinju s tom bolescu, a svega njih 1% dvije ili
vise njih (21).

Poviseni rizik od nastanka bolesti povezuje se 1 s brojem biopsija kojima se prethodno
dijagnosticirala proliferativna fibrocisticna bolest s atipicnom duktalnom ili lobularnom
hiperplazijom. To se medutim ne odnosi na srednji rizik kojeg nose proliferativne promjene bez
atipije.

Spominju se i neki dodatni rizici poput: izlaganja estrogenu i zracenju, kontralateralni
karcinom dojke, karcinom endometrija, geografski utjecaj, dijeta, debljina, tjelovjezba, dojenje,
utjecaj okoline. Hormonsko nadomjesno lijecenje (HNL) u postmenopauzalnih pacijentica

neznatno povisuje rizik od nastanka raka dojke, ali ne 1 od smrtnog ishoda. Poznato je kako
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kombinacija estrogena i gestagena povisuje rizik vise od davanja Cistog estrogena. Pokazalo se je
u skupini pacijentica koje primaju HNL viSa incidencija invazivnog lobularnog karcinoma i
ostalih ER pozitivnih karcinoma (22,23). Kastracijom tj. ooforektomijom postize se redukcija
dominantnog izvora endogenog estrogena te se time rizik smanjuje za 75% (20). Misljenja i
studije o tome da li oralni kontraceptivi povisuju rizik bolesti podijeljena su, ali se ¢ini da ne
povisuju znacajno rizik bolesti u postmenopauzalnih za razliku od premenopauzalnih zena (24-
26). Prema novijim saznanjima, ¢ini se da koriStenje oralnih kontraceptiva ne povisuje rizik za
nastanak karcinoma u korisnica s pozitivnom obiteljskom anamnezom (27). Izlozenost radijaciji
u mladoj dobi znatno povisuje rizik, posebno Sto je doza zraCenja bila veca. Karcinom
kontralateralne dojke ili endometrija povisuje rizik bolesti vjerojatno uslijed istih ili sli¢nih
hormonalnih statusa ovih karcinoma (20). Prehrana bogata masS¢u dugo se vremena smatrala
rizicnim ¢imbenikom, iako niti jedna ozbiljnija studija do danas nije nasSla tu korelaciju i
potvrdila hipotezu. Takoder nema dokaza o utjecaju kofeina na poticanje karcinogeneze.
Medutim, studije su dokazale kako pretjerana konzumacija alkohola povisuje rizik nastanka
bolesti; vjerojatno mehanizmom porasta razina estrogena i pada vrijednosti folata (28). Pusenje
nije rizicni ¢imbenik za nastanak bolesti. Debljina postaje rizicni ¢imbenik u postmenopauzi
povisujuci sintezu estrogena u masnim depoima. Studije o utjecaju tjelovjezbe nisu konzistentne,
iako su neke ukazale na smanjeni rizik u premenopauzi. Dulje dojenje smanjuje rizik nastanka
karcinoma §to ne potvrduju samo studije ve¢ i empirijska opazanja (29).

Danas je prihvacen konsenzus prema Hendersonu i Lynchu po kojem primarni rak dojke
dijelimo u: hereditarni ili nasljedni, obiteljski i sporadi¢ni.

Nasljedni ili hereditarni rak dojke javlja se u 5-10% pacijentica s pozitivhom obiteljskom

anamnezom raka dojke i ponekad povezanih karcinoma. Visoka incidencija i distribucija u
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obiteljskom stablu konzistentna je s autosomalno dominantnim, visoko penetrantnim faktorom
predispozicije za razvoj bolesti.

Obiteljski rak dojke (15-20%) karakterizira postojanjem jednog ili vise srodnika u prvom
ili drugom koljenu s rakom dojke, ali se ne uklapaju u definiciju nasljednog raka.

Sporadicni rak dojke najcesci je (80%) 1 pojavljuje se u osoba bez pozitivne obiteljske
anamneze kroz dvije generacije, ukljucujuci djecu, roditelje, strine, striceve, ujne, ujake, bake 1
djedove (30,31). Najces¢i rizicni Cimbenik je prekomjerno izlaganje estrogenima. Naime,
metaboliti estrogena i slobodni radikali mogu uzrokovati mutacije i/ili oSte¢enja DNA 1 time
potaknuti karcinogenezu (42).

Pozitivna obiteljska anamneza u prvoj nasljednoj liniji detektirana je u oko 13% Zena s
rakom dojke, a u svega 1% pacijentica zabiljezeno je vise od jedne oboljele rodakinje (32).
Velika proporcija nasljednog raka posljedica je mutacije BRCA1 i BRCA2 gena, smatra se da
uzrokuju oko dvije treCine obiteljskog raka i oko 5% svih karcinoma dojke (33). Gen BRCA1
smjesten je na kromosomu 17q, djeluje kao tumorskog supresor, ima utjecaja u regulaciji
transkripcije, popravljanju lomova DNA i regulaciji stani¢nog ciklusa. Sli¢ne funkcije ima i gen
BRCAZ2 , kodira ve¢i protein i smjesten je na kromosomu 13q. Do sada je identificirano vise od
500 mutacija gena BRCALI i preko 300 gena BRCAZ2, te je rizik od nastanka raka dojke uslijed
mutacija obiju gena 60-80%. Specificne mutacije ovih gena identificirane su u odredenim
etni¢kim skupinama npr. Zidovi Askenazi imaju 2-3% rizika za tri specifi¢ne mutacije (20). Rak
dojke povezan s BRCA1 mutacijom tipi¢no se javlja ranije, u dobnoj skupini izmedu 40 i 50
godina, dok BRCA2 mutacija rezultira boleS¢u u dobi iza 50. godine. Ucestalost BRCAI
mutacija u obiteljskom raku dojke procjenjuje se na 52%, a BRCA2 na 32%. Nasljedni rak dojke,

posebno rak dojke i jajnika, obiljezava mutacija BRCAI1 gena u 81% slucajeva, a BRCA2 u 14%
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slucajeva. Obje mutacije povisuju rizik za nastanak karcinoma kolona, prostate i pankreasa, a
BRCA2 mutacija jos$ i za karcinom Zeluca i melanom. BRCA2 mutacija ¢es¢a je u obiteljima s
rakom dojke dijagnosticiranim u zena i muskaraca (76%) u odnosu na BRCA 1 mutaciju (<20%).
U slucajevima nasljednog ili hereditarnog raka dojke, jedan mutiran BRCA alel se nasljeduje, a
drugi se inaktivira nekom somatskom mutacijom (20).

Sporadic¢ni rak dojke karakteriziraju rijetke BRCA mutacije (<5%). Medutim, u oko 50%
slucajeva takvih karcinoma, prisutna je ili smanjena ekspresija BRCAI ili kao takva nedostaje
(20).

BRCAI karcinomi

Vazno je naglasiti kako su BRCAI karcinomi dojke obi¢no: slabije diferencirani, imaju
visoku proliferativnu aktivnost, pretezno difuzan nacin rasta, rubovi su im zaobljeni, izrazen
limfaticki odgovor, ¢es¢u i opsezniju nekrozu, ne izrazavaju hormonske receptore niti se uoc¢ava
pretjerana ekspresija HER2/neu za kojeg je inace tipicna prekomjerna izrazenost u karcinomima
dojke (ER, PR, HER2/neu- negativni). BRCA1 pozitivni karcinomi imaju vecu ucestalost p53
mutacija, Sto moze imati prognosticko znacenje, jer karcinomi s tom mutacijom imaju loSiju
prognozu (20,31).

Prognoza BRCA raka losija jer od sporadicnog. U histoloskoj slici medularni tip
karcinoma ¢es¢i je u BRCAT1 pozitivnih pacijentica nego u kontrolnim skupinama sa sporadi¢nim
rakom dojke. Kako u skupini sporadi¢nih, tako i u BRCA1 pozitivnih, naj¢es¢i je invazivni
duktalni karcinom visokog gradusa (31). Kod nositeljica BRCA1 mutacije nije nadena ocekivana
korelacija veli¢ine tumora i statusa limfnih ¢vorova vjerojatno uslijed brze hematogene
diseminacije bolesti. Rak dojke s BRCA1l mutacijom predstavlja klinicki, histopatoloski i

molekularno specific¢an podtip raka s agresivnim fenotip.
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BRCA?2 karcinomi

BRCA2 karcinomi nemaju tipi¢ni morfoloski izgled, pokazuju vecu histolosku
heterogenost (20). Obicno su nizeg gradusa od BRCA1 tumora (31). Mutacija p53 c¢eSca je nego
u sporadicnim karcinomima. Muskarci nositelji ove mutacije takoder imaju povecan rizik od
nastanka karcinoma.

Mutacije u BRCAI1 i 2 ukazuju na obiteljsku sklonost raku dojke. Geneticko testiranje
naslijedenog rizika od raka moze potencijalno smanjiti smrtnost mijenjanjem zivotnih navika i

profilakti¢kim operativnim zahvatima.

1.3.1.3. Osnovne dijagnosticke metode

Glavne dijagnosticke metode u otkrivanju raka dojke jesu: anamneza, klinicki pregled i
samopregled, mamografija i ultrazvuk dojke.

U dijagnosticke svrhe koristi se citoloSka analiza eksprimata dojke i1 punktata suspektnih
lezija. Zadnjih tridesetak godina nastupio je veliki obrat u dijagnostici raka dojke za Sto je
zasluzna mamografija. Naime, ovom je metodom moguce dijagnosticirati iznimno malene tumore
1-2 mm S§to primarno ovisi o prisustvu kalcifikata koji se nalaze u karcinomima dojke s
ucestalos¢u od 50 do 60%, dok se u dobrocudnim lezijama pronalaze u oko 20% slucajeva (33).
Tako u SAD-u, ali i veéini europskih zemalja, pa tako i u naSoj zemlji, mamografski nalaz
obavezno sadrzi opis kalcifikata prema preporukama Americkog drustva radiologa (34).
Negativni mamografski nalaz ne iskljucuje mogucnost prisustva raka dojke, obzirom da se oko
20% palpabilnih tumora ne moze otkriti ovom metodom. Najrasirenija komplementarna tehnika
je ultrazvucna dijagnostika. Vecina palpabilnih masa koje se ne mogu detektirati mamografski
dijagnosticira se ultrazvukom. Ovom se metodom dobro razlikuju solidne od cisti¢nih lezija, te se

jasno determiniraju granice solidnih lezija.
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Prema preporukama brojnih struénih druStava, mamografski i ultrazvucni pregledi
obavljaju se jednom godisnje, naizmjence, nakon navrSene 40. godine zivota. Osim standardnih
radioloskih metoda, koriste se i novije, Cesto vrlo skupe, poput: digitalne mamografije, MR
(magnetska rezonanca), CT (kompjuterizirana tomografija), PET- scan (pozitronska emisijska
tomografija), SPECT (single photon emission imaging and computed tomography, engl.),
termografija, itd. Odredivanje tumorskih biljega specifi¢nih za rak dojke jos je jedna metoda za
detekciju bolesti i pracenje recidiva. Analiza eksprimata dojke 1 punktata provodi se
citodijagnostikom. Eksfolijativnom citodijagnostikom analiziraju se stanice koje se spontano
otpustaju u sekret dojke ili sadrzaj ciste, dok se aspiracijskom citodijagnostikom analizira uzorak
dobiven punkcijom pomocu tanke igle i Strcaljke. Smatra se kako eksfolijativna citodijagnostika
ima ograni¢eno mjesto u probiru i dijagnostici raka dojke uslijed velikog broja lazno pozitivnih
rezultata (33). Metoda aspiracijske citodijagnostike smatra se jako pouzdanom u rukama vrsnog
citologa iako se negativan ili nejasan citoloski nalaz ne smije uzeti za konacan nalaz ukoliko i
dalje postoji klinicka i radioloska sumnja na rak dojke (35). Materijal dobiven aspiracijom iglom
podesan je za odredivanje hormonskih receptora, za provodenje studija stani¢ne kinetike i
ekspresije onkoproteina (33). Potrebno je poznavati ograni¢enja tehnike poput nemoguénosti
citoloskog razlikovanja in situ od invazivnog karcinoma dojke (36). Takoder, ova tehnika nije
idealna dijagnosticka metoda za neke histoloske tipove karcinoma dojke kao §to su: intraduktalni,
tubularni, kribriformni karcinomi (33).

Iz navedenih i brojnih drugih razloga, histoloska analiza bioptickog materijala zauzima
najvaznije mjesto u spektru dijagnostickih metoda raka dojke. Na dobivenom materijalu osim
temeljne histoloske analize moguce je uciniti dodatne imunohistokemijske analize kojima se

moze procijeniti prognoza bolesti. Tocnost analiziranog uzorka ovisi o adekvatnom uzimanju
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materijala koji je moguce dobiti na nekoliko nacina: biopsijom Sirokom iglom (core-needle
biopsy, engl.), intraoperativnom ili hitnom (ex-tempore, lat.) biopsijom i otvorenom ili
ekscizijskom biopsijom.
Biopsija Sirokom iglom

Postupak kod kojeg se cilindar tkiva uzima za histolosku analizu provodi se u lokalnoj
anesteziji. Prednost ove tehnike je Sto omogucava procjenu histoloskog izgleda 1 grade te
postavljanje konacne dijagnoze invazivnog karcinoma i nekih benignih lezija (33). Dijagnosticki
problem predstavljaju neadekvatno uzeti dijelovi tkiva, ili uzorci uzeti sa rubova tumora.
Intraoperacijska hitna biopsija ili biopsija na smrznutim rezovima

Ovaj se postupak provodi za vrijeme operativnog zahvata, tijekom kojeg se suspektni
uzorak tkiva hitno Salje u patohistoloski laboratorij u nefiksiranom obliku, na gazi ili u
fizioloskoj otopini. Uzorak tkiva potrebno je dostaviti u cijelosti, netaknutog i nezarezanog kako
bi se mogla izmjeriti tocna veli¢ina tumora, §to je podatak od velikog znacaja za kasniju TNM
klasifikaciju tumora. Tako dostavljen uzorak tkiva ne fiksira se na uobiCajen nacin, ve¢ se
podvrgava brzom smrzavanju u trajanju od nekoliko minuta, u za to predvidenom posebnom
uredaju (kriokat, cryocut, engl.). Na taj se nacin oponasa postupak fiksacije tkiva koji inace traje
znatno duze. Toc¢nost hitne biopsije vrlo je velika, lazno pozitivni nalazi gotovo da ne postoje, a
lazno negativni ¢ine manje od 1%, dok se broj razlika u dijagnozi procjenjuje na manje od 5%
(37,38). Intraoperativna citologija takoder ima svoje znaCenje, ali se ne koristi umjesto tehnike
smrznutih rezova.
Otvorena ili ekscizijska biopsija

Provodi se u lokalnoj ili op¢oj anesteziji, a incizijski rez trebao bi u pravilu i¢i iznad same

lezije, izbjegavajuéi incizije na mjestima koji bi bili u koliziji s budu¢om mastektomijom. Zbog
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funkcionalnih i kozmetickih razloga zanimljivo je subareolarno podrucje gdje vecina incizija
zapocinje.

Ekscizijska biopsija koze (full skin punch biopsy, engl.) je postupak uzimanja pune
debljine koze, a provodi se za potrebe dijagnosticiranja Pagetove bolesti; kada se uzima koza oko

areole, te kod inflamatornog raka dojke kada je nuzan veci uzorak koze (39).

1.3.1.4. Histopatologija karcinoma dojke

U literaturi se spominju brojne klasifikacije zlo¢udnih tumora dojke, ali najceSce se
koriste klasifikacija SZO-a i klasifikacija Armed Forces Institute of Pathology modificirana
prema Rosenu (10,40,41). S obzirom na odnos malignih stanica prema bazalnoj membrani,
karcinomi se dijele na neinvazivne ili in situ karcinome (bez proboja bazalne membrane) i
invazivne karcinome (s probojem bazalne membrane) (10). Invazivni karcinom dojke koji potjece
od epitela kanali¢a, duktusa, je ¢e$¢i od onoga koji potjece od epitela lobula. Najces¢i histoloski
tip karcinoma dojke je invazivni duktalni karcinom bez posebnih osobitosti (engl. not otherwise
specified — NOS) koji ¢ini 65-80% svih karcinoma dojke. Ostali histoloski podtipovi invazivnog
duktalnog karcinoma (medularni, koloidni, tubularni, adenoidni cisti¢ni, invazivni komedo

karcinom, apokrini, invazivni papilarni karcinom, Pagetova bolest) pojavljuju se znatno rjede.

1.3.1.5. TNM Klasifikacija i stupnjevanje bolesti

TNM Kklasifikacija razvijena je iz potrebe planiranja i provodenja S§to optimalnijeg
individualnog pristupa lijeCenju, kao i razmatranja ¢imbenika vaznih za prognozu bolesti i
potrebe usporedivanja rezultata lijeCenja razli¢itih protokola. TNM (engl. The tumor-node-
metastasis system) klasifikaciju razvio je 1942. godine Pierre Denoix, kao pokusaj svrstavanja

tumora temeljem njihovih morfoloskih osobitosti, za koje se vjerovalo da utjeCu na prognozu
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bolesti: veli¢ina primarnog tumora (T), postojanje i veli¢ina zahvacenih regionalnih limfnih
¢vorova (N), postojanje udaljenih metastaza (M). 1958. godine Medunarodni savez za borbu
protiv raka (engl. The International Union Against Cancer-UICC) predstavlja znanstvenoj
javnosti klinicku klasifikaciju raka dojke temeljenu na TNM sustavu. Drugo veliko udruzenje
(engl. American Joint Committee on Cancer- AJCC) izdaje 1977. godine njihov prvi prirucnik o
stupnjevanju zlocudnih tumora u kojem detaljno elaboriraju sustav klasifikacije raka dojke. Od
tada, oba udruzenja redovito revidiraju svoje klasifikacijske sustave s ciljem Sto bolje
dijagnostike i nudenjem odgovora relevantnih za odabir adekvatnog nacina lijeCenja bolesnika.
Revizija iz 1987. godine rezultirala je eliminacijom razlika izmedu AJCC 1 UICC TNM
klasifikacija, i konacnim prihvac¢anjem zajedni¢ke TNM klasifikacije (41). U svakodnevnom radu
primjenjuju se klinicka (TNM) i patoloska (p) klasifikacija karcinoma dojke, a ista je bez obzira
radi li se o karcinomu dojke u Zena ili muskaraca. Klini¢ka klasifikacija temelji se na fizikalnom
pregledu, dijagnostickim metodama (npr. UZV, mamografija, citoloSka punkcija, itd.) i1
kirurSkom stupnjevanju bolesti. Patoloska se temelji na prilozenim klinickim podacima i
histoloSkoj analizi tkiva; uzimaju¢i u obzir veli¢inu primarnog tumora, stanje regionalnih limfnih
¢vorova 1/ili prisutnost udaljenih metastaza ukoliko o istima postoje relevantni pokazatelji. Svaka
o dviju navedenih metoda prikazuje stanje bolest, informirajuéi klini¢ara o bioloskom potencijalu

tumora, a sluzi i za stupnjevanje bolesti.

1.3.1.6. Prognosticki ¢imbenici

Karcinomi dojke su heterogena skupina tumora ¢ija prognoza ne ovisi samo u
histoloskom tipu tumora, ve¢ i o cijelom nizu razli¢itih ¢imbenika, od kojih se neki jo$ ispituju. U
Sirem smislu u prognosticke ¢imbenike ubrajamo: dob pacijentice, dob u vrijeme menarche, dob

u vrijeme prvog porodaja, rasa, zemljopisni smjestaj, adipozitet, izloZenost egzogenom estrogenu,
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koriStenje oralnih kontraceptiva, prehrana, tjelovjezba, dojenje, zlozenost zracCenju, pusenje,
izlozenost karcinogenima iz okoliSa. Osim navedenih, elaborirat ¢emo i tzv. tradicionalne
prognosticke ¢imbenike, a i neke koji su jos uvijek u fazi ispitivanja.
Histoloski tip tumora

Karcinomi dojke dijele se u cetiri prognosticke skupine ovisno o histoloskom tipu.
Desetogodisnje prezivljenje u vise od 80% slucajeva, a time odlicnu prognozu imaju: tubularni,
mucinozni, invazivni kribriformni, intracisticni papilarni i tubulolobularni karcinom. Dobru
prognozu odnosno desetogodiSnje prezivljenje izmedu 60% 1 80% imaju: tubularni mijeSani
karcinom, mijesani karcinom (duktalni invazivni, NOS + specijalni tip) i lobularni karcinom.
Invazivni papilarni, mijesani tip lobularnog karcinoma, medularni i atipi¢ni medularni karcinom
najcesce imaju desetogodisnje prezivljenje izmedu 50% i1 60%. Losu prognozu s desetogodisnjim
prezivljenjem manjim od 50% imaju duktalni invazivni, NOS, solidni tip loblarnog karcinoma i
mijesani karcinom (duktalni invazivni, NOS + lobularni invazivni) (42,43).
Velicina tumora

Najveci promjer primarnog tumora pokazuje dobru povezanost s incidencijom metastaza
u aksilarne limfne ¢vorove i prezivljenjem. Upravo zato je mjerenje tumora prvi postupak
prilikom preuzimanja materijala u histoloSkom laboratoriju. Promjer tumora mjeri se u

nefiksiranom stanju, u tri dimenzije, a najveci se promjer uzima kao veli¢ina tumora.
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Tablica 2. Korelacija izmedu veli€¢ine tumora i zahvacéenosti limfnih Evorova (44).

Veli¢ina tumora Zahvacéenost aksilarnih l.évorova
<1cm < 20-30%
1-2 cm 27-39%
2-3 cm 29-57%

Dokazana je korelacija izmedu veli¢ine tumora i zahvaéenosti limfnih ¢vorova (tab 2, 44).
VeliCina tumora smatra se dobrim prediktorom diseminacije bolesti i pojave ranog relapsa u
pacijentica s negativnim aksilarnim limfnim ¢vorovima (45). Kod tumora koji imaju obje
komponente, in situ i invazivnu komponentu, promjer invazivne komponente smatra se boljim
prediktorom od ukupne veli¢ine tumora (46). Veli¢ina tumora koristi se i u izraCunavanju
Nottinghamskog prognostickog indeksa (47).

Stanje limfnih ¢vorova

Radi se o jednom od najvaznijih prognostickih ¢imbenika, obzirom da rizik pojave
recidiva 1 ukupno prezivljenje ovise o broju zahvacenih limfnih ¢vorova (tab.2,44,48). Prema
rezultatima Krizanca i1 suradnika ocjenjuje se kako pacijentice s negativnim aksilarnim limfnim
¢vorovima imaju petogodiSnje prezivljenje 82.8%, a s pozitivnim ¢vorovima prezivljenje pada
ispod 65% (49). Prema dana$njim spoznajama, ne samo da postoje razlike u prezivljenju izmedu
pacijentica s pozitivnim i negativnim limfnim ¢vorovima, ve¢ ono ovisi o apsolutnom broju
zahvacenih ¢vorova, kao 1 o zahvadenoj etazi (niska, srednja i visoka), zatim koli€ini
metastatskog tumora, eventualnom prisustvu znakova ekstranodalnog Sirenja, prisutnosti ili

odsutnosti tumorskih stanica u zilnim prostorima (33). Prognosticka vrijednost tzv.
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mikrometastaza (depoziti promjera manjeg od 2,0 mm) i izoliranih tumorskih stanica jo§ uvijek
nije jasno utvrdena (33). Rezultati istrazivanja Noguchia i suradnika pokazali su kako su
metastaze u limfnim ¢vorovima unutarnje mamarne arterija uzrok kraceg prezivljenja tih
pacijentica u usporedbi s onima bez zahvacéenih ¢vorova (50). Prognosticki loSije znacenje ima
tzv. ekstranodalno Sirenje, odnosno Sirenje tumorskog tkiva izvan kapsule limfnog ¢vora. 1z
svega mozemo zakljuciti kako vaznost disekcije aksilarnih limfnih ¢vorova nije samo u
stupnjevanju bolesti, ve¢ u pruzanju vaznih prognostickih informacija i kontroli bolesti. Naime,
lokalni aksilarni recidiv javlja se u oko 10% pacijenata u kojih su odstranjena dva limfna ¢vora,
te u 3% pacijentica u kojih je odstranjeno u viSe od 10 limfnih ¢vorova (44,49).

Cvor strazar (engl. sentinel node)

»dentinel“ ¢vor je prvi aksilarni ¢vor (strazar na vratima aksile) kroz koji prolazi
regionalna limfaticka drenaza dojke. Najcesce se radi o jednom ¢voru, iako ih moze biti i vise.
Smatra se kako se drenaza primarnog tumora odvija preko sentinel ¢vora (51). Koncept je
slijede¢i: ukoliko je sentinel negativan, smatra se da je ostatak limfnih ¢vorova takoder negativan,
a ukoliko je pozitivan u oko tre¢ine pacijentica postoji vjerojatnost da ¢e jos neki aksilarni ¢vor
biti pozitivan (33). Prikazivanje ¢vora Cuvara izvodi se tehnikom vitalnog bojenja (koristi se boja
isosulfan blue), scintigrafski ili kombinacijom obje tehnike. Kombinacijom obje metode ¢vor se
uspijeva prikazati u oko 95-100% slucajeva (52). Nakon ekscizije ¢vor Cuvar $alje se na hitnu
histolosku analizu. Ukoliko se nade metastaza preporuca se disekcija aksile, obzirom da u
slucajevima s pozitivnim sentinel ¢vorom, vjerojatnost da su zahvaceni i drugi limfni ¢vorovi
iznosi oko 10-50%. Prema danasnjim spoznajama, ¢vor Cuvar koji je na smrznutom rezu

negativan, trebao bi biti dodatno pregledan na tri razine dubine, bojen standardnom HE metodom,
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1 uz najmanje jedan rez bojen imunohistokemijski s citokeratinom s ciljem otkrivanja
mikrometastaza (33).
Histoloski gradus tumora

Svaki patohistoloski nalaz mora imati podatak o gradusu tumora. Graduiranje tumora
provodi se pomocu dva sustava: onog Blooma i Richardsona i Blacka (53,54). Bloom-Richardsov
sustav temelji se na tipu rasta, odnosno na koli¢ini tubularnih tvorbi dok se Blackov sustav bazira
na nuklearnoj atipiji (33). Oba se odreduju svjetlosnim mikroskopom na HE (hemalaun-eozin)
obojenim preparatima. Kako i grada i citologija imaju utjecaj na prognozu bolesti, Elston 1 Ellis
predlozili su sustav poznat kao Nottinghamska modifikacija Bloom-Richardsonove sheme, a koji
ukljucuje 1 mitotsku aktivnost stanica (55,56). Nottinghamska modifikacija prema Elstonu i
Ellisu znatno je objektivnija od originalne metode, jer daje precizne i stroge kriterije za
ocjenjivanje triju morfoloskih osobina: stvaranje tubula, nuklearni polimorfizam i broj mitoza u
10 vidnih polja velikog povecanja mikroskopa (engl. high power fields — HPF). Svaka od osobina
ocjenjuje se s 1-3 boda, a kona¢ni gradus dodjeljuje se prema zbroju bodova (33). Prilikom
bodovanja tubula ocjenjuje se postotak zljezdanih formacija u odnosu na ukupnu tumorsku masu.
Za ocjenjivanje nuklearnog polimorfizma treba pregledati sve rezove, a ocjenjuje se podrucje
najjace atipije. Jedan bod daje se tumorima s malim, jednolicnim jezgrama, dva boda ako su
jezgre uvecane s rahlim kromatinom i vidljivim nukleolusomte pokazuju umjerene varijacije
oblika i veli¢ine. Tumori s vezikularnim jezgrama i prominentnim, ¢esto multiplim nukleolima, s
izrazenom varijacijom veli¢ine i oblika jezgara zasluzuju 3 boda. Mitoze se broje na periferiji
tumora, gdje je proliferacijska aktivnost najjaca, a broj mitoza ratuna se na 10 vidnih polja
velikog povecanja (objektiv 40x) i bodovi se dodjeljuju 1-3 ovisno o veli¢ini vidnog polja tj.

njegovom promjeru (izrazeno u mm). Broje se samo jasne mitotske figure, a stanice u profazi

22



treba zanemariti (33,42). Korist ovog sustava graduiranja potvrdena je brojnim studijama i
publikacijama. Sustav se primjenjuje na sve invazivne karcinome dojke. Brojni autori sugeriraju
graduiranja svakog invazivnog karcinoma, jer je histoloski gradus neovisni  prognosticki
¢imbenik, Cak i u slucaju specijalnih tipova karcinoma dojke. Jedini specijalni tip karcinoma kod
kojeg histoloski gradus ne odgovara prognozi je medularni karcinom koji je po definiciji
karcinom gradusa 3, a studije su pokazale kako ima nesto bolju prognozu od drugih karcinoma
histoloskog gradusa 3 (42).

Prediktivna vrijednost histoloSkog gradusa raste u kombinaciji s drugim prognostickim
¢imbenicima kao $to su veli€ina tumora i status limfnih ¢vorova. Na osnovi ovih, po mnogima
najvaznijih prognostickih ¢imbenika, napravljen je Nottinghamski prognosti¢ki indeks (engl.
Nottingham prognostic index - NPI), s ciljem procjenjivanja prognoze bolesti i petogodisnjeg
prezivljenja nakon operativnog zahvata (57).

Prisutnost ili odsutnost invazije

Odnos tumora i bazalne membrane je najvazniji pojedinacni prognosti¢ki ¢imbenik.
Ukoliko se ucini mastektomija karcinom in situ je prakticki 100% izljeciva bolest (58).
Analiziranjem tumora s obje komponente; in situ i invazivhom, uocena je povezanost invazivne
komponente i metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima, dok se in situ komponenta povezuje se
s povecanom incidencijom multicentricnosti i ve¢om vjerojatnosti okultne invazije (59).
Limfovaskularna invazija

Vise studija pokazalo je vezu izmedu limfovaskularne invazije i razvoja kako lokalnih
tako 1 udaljenih metastaza, zbog cCega se smatra loSim prognostickim faktorom (60,61).
Limfovaskularna invazija procjenjuje se u limfnim i krvnim zilama u tkivu dojke $to se nalazi

izvan tumorske mase, a dijagnostika se upotpunjuje imunohistokemijskim pretragama. Cesto se
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vidi kod slabo diferenciranih i ve¢ih tumora, pocesto u NOS tumorima s pozitivnim aksilarnim
limfnim ¢vorovima (60). Unutar samog tumorskog tkiva procjenjuje se i invazija u krvne Zile, a
smatra se da je gustoéa novostvorenih krvnih zila neovisna o intratumorskoj proliferaciji
endotelnih stanica (62,63).

Tumorska nekroza

Nekroza tumora se najceS¢e primjecuje u veim i slabije diferenciranim tumorima,
povezana je s ve¢om incidencijom metastaza opcéenito i losijim prezivljenjem (33,64).
Angiogeneza

Pojam angiogeneze odnosno neovaskularizacije odnosi se na proces stvaranja novih
krvnih zila unutar i oko tumora, koji ima sredi$nju ulogu ne samo u lokalnom tumorskom rastu,
ve¢ i rastu udaljenih metastaza raka dojke (65).

Reakcija i infiltracija strome

Stroma invazivnih karcinoma dojke moze pokazivati promjene poput fibroze, elastoze ili
prisustva orijaskih stanica. Elastoza je promjena koja se moze vidjeti kako u dobro¢udnim tako i
u zloéudnim lezijama dojke. Cesto se primjeéuje u tumorima koji imaju pojadanu ekspresiju
estrogenskih receptora. Prema dosadasnjim spoznajama, nema sigurnih dokaza o razlici u
prezivljenju izmedu pacijentica koje imaju tumor s elastozom ili bez nje (66).

Analize su pokazale kako postoje tumori s nedostatkom upalne reakcije na periferiji i
manjim brojem metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima, te posljedi¢no boljom prognozom,
Sto se medutim ne odnosi na medularni karcinom (33).

Orijaske stanice tipa osteoklasta, za koje se smatra da su histiocitnog porijekla, mogu se
naci u stromi ili unutar samog tumora. Neki autori izdvajaju tumore s veéim brojem orijaskih

stanica u poseban tip karcinoma (karcinomi s orijaskim stanicama tipa osteoklasta) koji medutim
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ne predstavlja klinicko patoloski entitet, ve¢ samo histolosku varijantu raka duktalnog invazivnog
karcinoma dojke (43).

Limfoplazmocitna infiltracija strome najcesc¢a je kod medularnog karcinoma. Infiltrat se
sastoji od zrelih limfocita, naj¢eS¢e T- limfocita, makrofaga, plazma stanica i eozinofila.
Makrofazi su brojniji u infiltratima slabo diferenciranih karcinoma, kao i karcinoma s pojacano
ekspresijom HER2 onkogena. Ispitivanja su pokazala kako su medularni i duktalni karcinomi s
izrazenom limfoplazmocitnom infiltracijom najcesce estrogen i progesteron negativni (43,58).
Stanicna proliferacija

Ovaj se prognosticki ¢imbenik dugi niz godina odredivao brojenjem mitoza, a danas se u
tu svrhu koriste imunohistokemijski markeri (Ki-67) i proto¢na citometrija kojom se odreduje
broj stanica u S-fazi. Znacaj stani¢ne proliferacije prepoznali su Elston i Ellis ukljucivsi mitotski
indeks (MI) u kombiniranu shemu graduiranja (33). Osim MI-om, stani¢na se proliferacija moze
direktno na histoloskim uzorcima odredivati i timidinskim indeksom (engl. thymidin labeling
index - TLI), kojim se odreduju stanice u S-fazi stanicnog ciklusa (67).

Izrazenost enzima telomeraza Cesto je udruzena s proliferacijskim indeksom, ali se nije
pokazao neovisnim ¢imbenikom u smislu prezivljenja pacijentica (68). Protocnom citometrijom
odreduje se S faza stani¢nog ciklusa pomocu proto¢nog citometra, a ujedno se moze odredivati i
DNA-ploidija. 50-60% tumora dojke imaju aneuploidnu populaciju stanica za koju se smatra da
ima nepovoljan utjecaj na prognozu bolesti, za razliku od diploidnih tumora koji obi¢no imaju
dobru prognozu. Unato¢ brojnim studijama jo§ uvijek nije jasno ima li ovaj pokazatelj neko
neovisno prognosticko znacenje u odnosu na vec postojece (33,69).

Od imunohistokemijskih metoda najvise se koristi odredivanje antigena jezgre Ki-67 koji

se nalazi samo u stanicama u proliferaciji (kasna G1, S, M i G2 faza stani¢nog ciklusa). MIB-1 je

25



monoklonsko protutijelo specificno za Ki-67 protein u tumorskom tkivu pohranjenom u
parafinske kocke. Uocena je podudarnost izmedu Ki-67 pozitiviteta i gradusa tumora, mitotskog
indeksa 1 dobi (70). Pacijentice s tumorima u kojih je Ki-67 izrazen u vise od 50% tumorskih
stanica imaju veliki rizik od relapsa bolesti (71).
Perineuralna invazija

Oko 10% invazivnih karcinoma dojke pretezno visokog histoloskog gradusa pokazuje
perineuralnu invaziju obi¢no popra¢enu limfatickom invazijom (43).
Intraduktalna komponenta

Prema rezultatima brojnih studija obilna intraduktalna komponenta (engl. extensive in situ
component- EIC) upucuje na povecani rizik lokalnog recidiva pogotovo kod mladih Zena i nakon
postednih operativnih zahvata na dojci, kod klinickih stadija I i II. Nalaz EIC-a sugerira da su
promjenom zahvaceni rubovi ekscizije (72,73).
Multicentricnost

Prisutnost tumorskog tkiva u drugom kvadrantu dojke osim onog u kojem je smjeStena
glavna tumorska masa naziva se multicentricnost. Fisher i suradnici opisali su multicentri¢nost
kod invazivnog karcinoma dojke, koja je bila nesto cesc¢a kod lobularnog karcinoma (74).
Multipli karcinomi dojke hipotetski mogu nastati intramamarnim Sirenjem tumora ili pak kao
neovisni tumor, odnosno neovisni klonovi tumorskih stanica. Multicentri¢nost je lo§ prognosticki
faktor, obzirom da su studije pokazale kako su takvi tumori povezani s kra¢im prezivljenjem.

Pojava tumora u obje dojke odnosno bilateralnost, rijetka je pojava, te se procjenjuje da se
da pojavljuje s u€estalo$¢u od 0.2 do 2% 1 da je ¢eS¢a kod lobularnog karcinoma. Vjerojatnost da

¢e pacijentica s invazivnim karcinom dojke razviti karcinom kontralateralne dojke pet puta je
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veca u komparaciji s opéom populacijom, a jos je veca kod zena koje su optere¢ene obiteljskom
anamnezom karcinoma dojke (33).
Izrazenost estrogenskih i progesteronskih receptora

Estrogenski i progesteronski receptori su termolabilni, nestabilni proteini koji se nalaze u
jezgrama normalnih epitelnih ali 1 tumorskih stanica dojke. Radi se o proteinima koji djeluju kao
unutarstani¢ni transkripcijski ¢imbenici, a aktiviraju se vezanjem za hormon. Rak dojke je
prototip hormonski ovisnog tumora pa tre¢ina oboljelih dobro odgovara na endokrinu terapiju. U
prosudbi stanja hormonske aktivnosti odredujemo hormonske receptore i to estrogenske (ER) i
progesteronske receptore (PR). Dugo vremena su se steroidni receptori odredivali u citosolu
tumorskog tkiva metodom pomoc¢u dekstrana i aktivnog ugljena. Parametri hormonskog
vezivanja dobiveni ovom biokemijskom metodom odredivani su Scatchardovom analizom, a
rezultati su se izrazavali u femtomolima na mg proteina (75). Danas je biokemijska metoda
zamijenjena imunohistokemijom, a izmedu imunohistokemijskih i biokemijskih rezultata
potvrdena je dobra korelacija od oko 84%. Imunohistokemijska metoda provodi se na
parafinskim rezovima, jeftinija je, jednostavnija, a i tocnija iako je semikvantitativna, jer se
imunoreaktivnost odnosi samo na tumorske stanice.

Imunohistokemijski nalaz ER i PR smatra se pozitivnim ukoliko >10% jezgara u
tumorskim stanicama pokazuje obojenje, a negativnim ukoliko se obojenje jezgara zamjecuje u
<10% tumorskih stanica. Velik broj (70-80%) karcinoma dojke su estrogenski pozitivni,
pretpostavlja se da luminalne stanice dominantno izrazavaju ER. Duktalni invazivni karcinomi
NOS podtipa koji su ER pozitivni obi¢no dobro su do srednje diferencirani i ¢esto pokazuju
tubularne formacije (20). ER pozitivni karcinomi se ¢eS¢e nalaze kod starijih zena, obi¢no su

dobro diferencirani i diploidni, imaju povoljnije bioloske karakteristike poput manjeg broja
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mutacija, diploidije, normalne izrazenosti p5S3, male ili odsutne ekspresije epidermalnog faktora
rasta i c-erbB2, a koji su inace povezani s loSom prognozom (76,77). Uznapredovali ER pozitivni
karcinomi metastaziraju u kosti, visceralne organe i genitalni trakt. ER negativni karcinomi ¢esc¢e
su aneuploidni i pojavljuju se u mladih Zena, a dugo se smatralo da su slabije diferencirani i loSije
prognoze, Sto se nije pokazalo sasvim to¢no. Naime, skupina ER negativnih tumora je heterogena
1 sadrzi razlic¢ite histoloske tipove, pa tako i medularni karcinom ¢ija je prognoza ipak nesto bolja.
ER negativni karcinomi metastaziraju u jetru 1 mozak (76). Hormonski receptori u karcinomima
dojke pruzaju klinicaru informaciju o vjerojatnosti tumorskog odgovora na terapiju, zbog cega
djeluju vise kao prediktivni nego prognosticki ¢imbenik. Tumori s pozitivnim estrogenskim i
progesteronskim receptorima (ER+PR+) dobro ¢e reagirati na hormonsko lijecenje u 78%
slu¢ajeva, ER+PR- tumori u 34% slu¢ajeva, ER-PR+ u 45%, a ER-PR- u 10% slucajeva $to je
posebno zanimljivo. Objasnjenje zasto ER-PR- tumori u oko 10% sluCajeve reagiraju na
hormonsku terapiju vjerojatno lezi u manjkavosti metode analize, ljudskoj pogresci prilikom
uzimanja premalog uzorka za analizu, ili zato Sto pacijent ve¢ prima neku vrstu hormonske
terapije ili pak ima visoku razinu endogenih estrogena. Isto tako moguce je da hormonska terapija
djeluje 1 nekim drugim putevima, a ne samo preko estrogenskih i progesteronskih receptora, $to
se moze zakljuCiti iz Cinjenice da tamoxifen (antagonist estrogenskih receptora) snizava
koncentraciju inzulinu sli¢nog faktora rasta 1 koji je jak stimulator proliferacije u karcinomu
dojke. Moze se zakljuciti kako ¢e tumori s ve¢im hormonskim pozitivitetom bolje reagirati na
hormonsko lijecenje (78). Novije studije pokazuju bolje rezultate u lijeCenju s inhibitorima
aromataze od dosad najupotrebljivanijeg lijeka tamoxifena (79). Zanimljivo je kako hormonski
status metastaza ne odgovara uvijek hormonskom statusu primarnog tumora. Istrazivanja su

pokazala kako oko 20% ER+ karcinoma ima ER- metastaze, pa neki smatraju kako je hormonski
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status metastaza vazniji u predvidanju odgovora na terapiju. Prema dosadasnjim spoznajama ER-
primarni tumori nikada ne daju ER+ metastaze i bolje reagiraju na kemoterapiju u komparaciji s
ER+ tumorima (78). Pokazalo se kako pacijenti s ER+ tumorima imaju duze prezivljenje bez
bolesti u odnosu na one s ER- tumorima. Progesteronski receptor (PR) je protein ¢ija se sinteza
odvija pod kontrolom estrogenskih receptora, pa njegova prisutnost na neki na¢in ukazuje na
njihovu funkcionalnost, §to su potkrijepili Horwitz i McGuire 1975. godine (80). Oko 5%
karcinoma dojke su ER-PR+ §to se objasnjava lazno negativnim nalazom ER, ili moguénoscu da
sinteza PR mozZe biti inducirana na neki drugi nacin. Vrijednost PR kao neovisnog prognostickog
¢imbenika je mala (81).
Molekularni biljezi:
1. Receptori cimbenika rasta (engl. epidermal factor receptors-EGFR) tipa I

Epitelne stanice dojke pod utjecajem su razli¢itih hormona i ¢imbenika rasta. U receptore
C¢imbenika rasta tip I ubrajamo: receptor epidermalnog cimbenika rasta, HER2/neu, HER3,
HER4. Epidermalni ¢imbenik rasta je mitogeni faktor koji se nalazi u epitelnim stanicama,
hepatocitima i fibroblastima. U obilatim koli¢inama nalazi se u slini, znoju, urinu i crijevnom
sadrzaju. Stvaraju ga keratinociti, makrofazi i brojne upalne stanice. Vezivanjem liganda za
receptor dolazi do aktivacije tirozin kinaze. Svi EGF receptori na kompleksan nacin utjecu na rast
i diferencijaciju stanica, a moguca je i medusobna aktivacija ovih receptora (58).
a) Receptor epidermalnog cimbenika rasta (EGFR, c-erbB-1)

Prisutan je u normalnom epitelu dojke, a poticuci proliferaciju i angiogenezu potice
tumorski rast. Odreduje se biokemijski i1 imunohistokemijski; metodama konvencionalne
imunohistokemije i radioimunohistokemije. Tmori pozitivni na EGFR obi¢no su ER- ili PR-,

slabije diferencirani, poviSene proliferacijske aktivnosti i agresivnijeg toka. EGFR je nepovoljan
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prognosticki faktor, posebno u slucajevima koekspresije EGFR i c-erB-2, ali sa znacajnom
prediktivnom vrijednos¢u. EGFR- ER+ karcinomi imaju dobar odgovor na hormonsku terapiju u
oko 80% slucajeva, pokazuju¢i parcijalnu ili kompletnu remisiju u 45% slucajeva (82). U
posljednje vrijeme, u svrhu lijeCenja metastatskog karcinoma kolona i tumora glave i vrata,
koriste se monoklonska humana (npr. Panitumumab, Vectibix) i kimeri¢na (mis$ja/humana)
antitijela (npr. Cetuximab, Erbitux) koja djeluju kao inhibitori EGFR, a apliciraju se intravenski.
Takvu vrstu terapije odobrile su institucije poput: FDA, EMEA i Health Canada (83).
b) HER-2/neu (c-erbB-2)

HER-2/neu (engl. human epidermal growth factor receptor 2) onkogen poznat i kao HER-
2 smjeSten je na lokusu 1721 i ¢lan je obitelji transmembranskih receptora epidermalnih
C¢imbenika rasta (84). Odgovara neu onkogenu koji je otkriven prije tridesetak godina u
neuroblastomima S$takora. HER-2/neu je membranski receptor tirozin kinaze ukljucen je u
kontrolu stani¢nog rasta, djeluje kao koreceptor za vise faktora rasta, zasluzan je za provodenje
signala i aktivaciju brojnih stani¢nih dogadaja koji uvode stanicu u S-fazu stani¢nog ciklusa. Za
sada nema poznatog vlastitog liganda (engl. orphan receptor), ali se moze spontano aktivirati-
spontana homodimerizacija ili ga aktiviraju drugi clanovi obitelji EGF receptora-
heterodimerizacija (84). Amplifikacija gena potic¢e stani¢nu proliferaciju, rezistenciju apoptoze,
angiogenezu, invazivni rast stanica i metastaziranje. Aktivacija HER-2/neu proto-onkogena i/ili
prekomjerna ekspresija HER-2/neu proteina primije¢ena je u oko 10-40% invazivnih duktalnih
karcinoma dojke, ali iznimno rijetko u invazivnom lobularnom karcinomu, zatim u oko 50%
duktalnih in situ karcinoma, te u >90% slucajeva Pagetove bolesti; ali 1 u adenokarcinomima
jajnika, pluca, zeluca i Zlijezda slinovnica (29,85). Prekomjerna ekspresija HER-2/neu uocava se

u slabije diferenciranim tumorima, veéim tumorima, tumorima s negativhim hormonskim
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receptorima i zahvacenim limfnim ¢vorovima, §to rezultira lo§ijom prognozom (52,86,87). Neki
autori su pokazali kako je koeksperesija HER-2/neu i EGFR lo§ prognosticki znak uslijed
sinergistickog djelovanja, dok koekspresija s HER4 donekle ublazava loSe prognosticko znacenje
HER2/neu (82,86). Odredivanje HER-2/neu je od izuzetne vaznosti radi detektiranja odgovora na
ciljanu gensku terapiju. Naime, Trastuzumab/Herceptin je humanizirano monoklonsko protutijelo
razvijeno s ciljem uniStavanja tumorskih stanica koje izrazavaju HER-2/neu receptore. U
klinickim ispitivanjima kombinacija kemoterapije i Trastuzumaba povecava terapijski odgovor u
pacijentica pozitivnih na HER-2/neu. To je ujedno i prva genska terapija za solidne tumore uopce
(29,52).

Odredivanje statusa HER-2/neu receptora na tumorskim stanicama provodi se pomocu
neke od tri metode: imunohistokemijska metoda (IHC), fluorescentna in situ hibridizacija (FISH),
kromogena in situ hibridizacija (CISH). NajceS¢e se koristi semikvantitativna
imunohistokemijska metoda (HercepTest) jer je jednostavnija, brza i jeftinija od ostalih dviju
metoda. U slucaju kada je imunohistokemijski nalaz oznacen kao 2+, Sto znaci da se ne nalazi
jasna i difuzna ekspresija antigena na povrsini tumorskih stanica, prema preporuci Americkog
drustva klinickih onkologa (engl. American Society of Clinial Oncolpogists) i Udruzenja
americkih patologa (engl. College od American Pathologists), obavezno je retestiranje jednom od
metoda molekularne dijagnostije, FISH ili CISH. FISH je sofisticirana, objektivna, kvantitativna
metodiaza odredivanje amplifikacije gena u jezgri tumorskih stanica. Za ocitavanje nalaza nuzno
je potrebna fluorescentni mikroskop, S§to metodu ¢ini desetak puta skupljom od
imunohistokemijske analize. Zadnjih nekoliko godina u svijetu se sve vise koristi CISH, ne samo
zato Sto se radi o ekonomski prihvatljivijoj metodi, ve¢ 1 zato Sto je velik broj studija pokazao

podudaranje rezultata obje metode u 85-100% slucajeva (88-90).
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¢) HER-3 (c-erbB-3)

Prema dosada dostupnim podacima, ¢ini se kako HER-3 sudjeluje u signalnom putu
HER-2 karcinogeneze. U oko 25% karcinoma dojke primijeCena je pojacana citoplazmatska
ekspresija HER3, a u nekim radovima inverzan odnos s progesteronskim receptorom (82).

d) HER-4 (c-erbB-4)

Receptor HER-4 u normalnom tkivu dojke ima ulogu u rastu i diferencijaciji stanice, a
vjerojatno i u procesu laktacije. Pojacana ekspresija je, prema do sada dostupnim saznanjima,
povezana s povoljnijom prognozom i duzim prezivljenjem (82).

2. Tumor supresorski geni
a) p53

Gen p53 poznat je kao Cuvar stani¢nog genoma, smjesten je na 17p kromosomu, a ima
funkciju da u trenutku kada nastupi oStecenje DNA, zaustavi stani¢ni ciklus u G1 fazi i omoguci
reparaciju DNA. Upravo su mutacije tog gena jedne od najces¢ih molekularnih abnormalnosti
koje se mogu detektirati u zlo¢udnim tumorima. Proizvod mutacije u najveéem broju slucajeva
bude stabilni, protein koji se nakuplja u jezgri i moze se dokazati imunohistokemijski.
Akumulacija mutiranog p53 proteina detektira se u oko 27-54% invazivnih karcinoma dojke i u
oko 25% duktalnih neinvazivnih karcinoma visokog nuklearnog gradusa. Gubitak
heterozigotnosti za p53 jako je povezan s histoloSkim i nuklearnim gradusom (86,91).

b) nm23
Niska ekspresija nm23 proteina povezana je s loSijom prognozom bolesti, metastazama u

aksilarne limfne ¢vorove i ¢eS¢im recidivima (92).
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3. Ostali cimbenici
a) bcl-2 (engl. B-cell leukemia/lymphoma-2)

bcl-2 onkogen smjesten je na lokusu 18q21, kodira mitohondrijalni membranski protein
koji inhibira apoptozu i1 sudjeluje u kontroli stani¢ne proliferacije. Citoplazmatska reaktivnost
nadena je u brojnim limfoproliferacijskim poremecajima, ali i u nehematoloskim tumorima, kao 1
normalnim tkivima, ukljucuju¢i normalan epitel dojke. Ekspresija bcl-2 korelira sa statusom
estrogenskih receptora, kao i s dugotrajnim prezivljenjem u pacijentica s karcinomom dojke (93).
b) Telomeraza

Telomeraza je enzim sa zadatkom odrzavanje telomernih segemenata na krajevima
kromosoma, koji se tijekom replikacije DNA gube uslijed ¢ega nastupa osStecenje ili smrt stanice.
Povecana aktivnost telomeraze je povezana s oporavkom telomera i produZenjem stani¢nog
vijeka. Aktivacija telomeraze nadena je u oko 73-93% karcinoma dojke i povezuje se s
prekomjernom ekspresijom p53, ciklina D1 i ciklina E (94). Prema dosadas$njim spoznajama
stupanj ekspresije ovog enzima udruzen je s proliferacijskim indeksom u karcinomu dojke, ali
nije neovisan prognosticki ¢cimbenik u smislu predikcije tijeka bolesti (68).
¢) Kadherini (KD)

KD su o kalciju ovisne molekule na povrSini stanica pomoc¢u kojih se odrzavaju
medustani¢ne veze i1 za koje se smatra da imaju ulogu u aktivaciji diseminacije maligne bolesti
(95). Razlikuju se nekoliko vrsta kadherina, od kojih se smanjena ekspresija E-KD kod
lobularnog karcinoma smatra odgovornom za smanjenu kohezivnost stanica lobularnog

karcinoma, a i u metastazama je uocena reekspresija ove molekule (96).
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U vedim, slabije diferenciranim karcinomima, s negativhim hormonskim receptorima i
¢eS¢im aksilarnim metastazama uocena je jaca ekspresija P-KD zbog Cega se i smatra loSim
prognostickim pokazateljem, ¢ak i vaznijim od E-KD (96,97).

d) Katepsin D

Katepsin D je kisela lizosomska proteaza, koja se moze naci i u stanicama karcinoma

dojke i u okolnim stromalnim stanicama, ali suprotno originalnim tvrdnjama danas se viSe ne

smatra zna¢ajnim prognostickim ¢imbenikom (98,99).

1.4. Invazivni duktalni karcinom

Invazivni duktalni tip karcinoma dojke ¢ini heterogena grupa tumora, a definiran je kao
karcinom ¢ija histoloska slika ne odgovara niti jednom posebnom tipu karcinoma, i ujedno
predstavlja najces¢i tip raka dojke (70-80%) (10,20,33,44). Neki autori dodaju mu oznaku NOS
(engl. not otherwise specified), ili NST (engl. no special type) S$to zna¢i da se radi o
adenokarcinomu bez nekih posebnosti, slicnom onome u drugim organima (100). Svi tumori
ukljuceni u ovu kategoriju su oni kod kojih je nadena stromalna invazija ukljucujuéi i
mikroinvazivne karcinome (33). Da bi se tumor klasificirao kao duktalni invazivni, najmanje
90% tumorske mase mora imati histoloSke osobine ovog tumora. Ukoliko se u tumoru nalazi
neka druga komponenta ili vise njih koje odgovaraju nekom posebnom tipu, a zastupljena je u
vise od 10% ukupne tumorske mase, tumor se klasificira kao mijeSani karcinom (duktalni
invazivni + posebni tip). Sam naziv duktalni karcinom nije adekvatan, jer ne oznacava tocno
porijeklo tumorskih stanica, s obzirom na to da se danas smatra kako ovi tumori ne nastaju iz
duktalnog epitela ve¢ iz epitela terminalne duktulo-lobularne jedince (10,33). Epidemioloske
znacajke ovih tumora ne razlikuju se znacajno od istovjetnih podataka o raku dojke opcenito.

Tumori se u pravilu ne pojavljuju prije 40. godine Zivota i rijetko se o€ituju kao Pagetova bolest
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dojke, iako je karcinom kod Pagetove bolesti dojke gotovo uvijek duktalni invazivni karcinom
NOS podtipa. Tumor se najcesce otkriva slucajno kao palpabilni ¢vori¢, ili nekim oblikom
probira (mamografija ili ultrazvuk). Obiteljski rak dojke povezan s mutacijama BRCAI1 je
najceS¢e NOS tipa, iako moze imati i sobine medularnog karcinoma. Karcinomi nastali uslijed
BRCA2 mutacije takoder su ¢esto NOS tipa, no s manjim mitotickim indeksom u usporedbi sa
sporadicnim karcinomima (20). Oblik, veli¢ina i konzistencija tumora, kao i izgled njegovih
rubova razliciti su. Makroskopski su to neostro ograni¢eni zvjezdolikih rubova, na prerezu ¢vrsce
konzistencije, sivozute boje i zrnate rezne plohe. Cvrsta konzistencija ovih tumora je posljedica
dezmoplasti¢ne strome, zbog Cega se nazivaju i sciroznim karcinomima (gr¢.skirrhos, ¢vrst).
Veli¢ina im varira od 10 do 100 mm u promjeru. U veéim se tumorima mogu naci podrucja
krvarenja, nekroze i cisticne degeneracije (101). Makroskopski, karcinomi dojke mogu biti i
dobro ograniceni, okruglasti, meksi i lobulirani. Mikroskopske varijacije su brojne obzirom na
nacin rasta, rubove tumora, izgled stanica, mitotsku aktivnost, izgled strome i pridruzenu
intraduktalnu komponentu. Tumorske stanice stvaraju tracke, gnijezda, solidne nakupine ili
zljezdane formacije. Stanice obi¢no imaju obilnu eozinofilnu citoplazmu, jezgre pokazuju
polimorfiju u rasponu od blage do izrazite polimorfizma, a mitotska je aktivnost vrazlicita (102).
Koli¢ina vezivne strome je takoder razlicita, kao i izrazenost upalnog odgovora. Kalcifikati se
otkrivaju u oko 60% sludajeva u vidu finih ili grubih granule, te psamomskih tjelesaca. Cesto se
vide nakupine elasti¢nih vlakana; takva ,.elastoza® moze zahvatiti stijenku kanalic¢a i1 krvnih zila,
najceS¢e vena. Takve promijene rezultiraju nastankom blijedih pruga koje se Cesto vide na
makroskopskim preparatima (33,101). Uz invazivni duktalni karcinom se u do 80 % slucajeva
nalazi i podru¢ja DCIS-a (najes¢e komedo tipa) i to u razli¢itom omjeru (10,20). Invazivni

duktalni karcinomi NOS podtipa imaju najlo$iju prognozu od svih invazivnih karcinoma dojke; a
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kako se radi o izrazito heterogenoj skupini tumora unutar koje se nalazi Citav spektar
prognostickih ¢imbenika, prognoza se procjenjuje individualno u ovisnosti o izrazenosti
pojedinih prognostickih ¢imbenika.
Mikroinvazivni duktalni karcinom (T1mic)

Histoloska dijagnoza mikroinvazije karcinoma dojke problemati¢na je zato Sto epitel
dojke nije strogo odijeljen od strome oStrom linijom, dok su, usporedbe radi, granice epitela 1
strome na cerviksu barem didakticki jasnije odijeljene (33). Prema definiciji AJCC-a
mikroinvazivni karcinom dojke definira se kao bilo koji CIS dojke koji pokazuje jedno ili vise
zariSta stromalne invazije od kojih niti jedno invazivno ZzariSte nije ve¢e od 1 mm u promjeru
(103). Dijagnosticira se dvostrukim imunohistokemijskim bojenjem tumora s citokeratinom i
lamininom ili calponinom, a promjer ZariSta koja nemaju obojene elemente bazalne membrane se
izmjeri bazdarenim okularnim mikrometrom. Ova definicija se primjenjuje na duktalne i
lobularne lezije, premda su u praksi duktalne lezije puno &eice. Zarista mikroinvazije mogu biti
pojedinacna ili multipla, a ukoliko su multipla, u obzir se uzima samo promjer najveceg zarista
(104). Prognoza mikroinvazivnog karcinoma u pravilu je dobra iako postoji rizik od regionalnih

metastaza, i njihovo prezivljenje je bolje od pacijentica s T1- invazivnim karcinomom (105,106).
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1.5. Neuroendokrini karcinomi (NEC) dojke

1.5.1. Epidemiologija NEC dojke

Neuroendokrine (NE) stanice predstavljaju malenu komponentu normalnog epitela dojke,
ali se isto tako mogu dijagnosticirati u nekim karcinomima dojke (107,108). Uloga NE stanica u
dojci jos uvijek nije poznata, no na osnovi uloge tih stanica u probavnom traktu i/ili plu¢ima,
zaklju€eno je da NE stanice vjerojatno sudjeluju u odrzavanju homeostaze i regulaciji sekrecije
neuropeptida (serotonina, kalcitonina itd.) i drugih specificnih NE izlu¢evina (neuron specifi¢na
enolaza-NSE, kromogranin i drugi). SZO klasificira primarne neuroendokrine karcinome dojke
kao skupinu koja izrazava morfoloske osobitosti poput onih NE tumora probavnog trakta i pluca.
Definiraju se prema izrazenosti tzv. neuroendokrinih markera (kromogranin i/ili sinaptofizin,
NSE) u >50% stani¢ne populacije tumora (10,109). NEC dojke se razlikuje od karcinoma dojke s
NE diferencijacijom, koji zapravo predstavlja bilo koji histoloski tip karcinoma s
neuroendokrinom morfologijom, a Cije stanice izlu¢uju neuroendokrine markere u manje od
polovice stani¢ne populacije, s ucestalom ekspresijom estrogenskih, progesteronskih i androgenih
receptora. Definicija SZO-a ukljucuje lezije s jasnim morfoloSkim osobitostima, kao i varijante
koje mogu izlucivati mucin ili imati apokrine osobine (109-111). Sinonim za NEC je endokrini
karcinom dojke. Na NEC otpada svega 2-5% od svih tumora dojke, a javljaju se najces¢e izmedu
Sestog 1 sedmog desetljeca zivota. Opisani su slucajevi NEC-a i u muskaraca (112). Dijagnostika
ovih tumora na neki je nacin zapocela jos 1907. godine, kada je Siegfried Obendorfer skovao
termin karcinoid kako bi opisao tumore epitelnog podrijetla, lokalizirane u tankom crijevu, sa
svijetlom citoplazmom i tumorskim stanicama koje tvore rozete (113). Godine 1977. Cubilla i

Woodruff objavili su rad u kojem opisuju osam slucajeva neuroendokrinih tumora dojke, na
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osnovu argirofilije i opazanja gustih granula u citoplazmi tumorskih stanica. Upravo su oni uveli
u terminologiju termin primarnih NEC dojke, koje su klasificirali kao neuroendokrine tumore

(114). Neuroendokrini tumori se klinicki ne razlikuju od drugih tumora dojke.

1.5.2 Mikroskopski izgled

Tumorske stanice ovog tumora su argirofilne (Sto znaci da histokemijskom reakcijom po
Grimeliusu pokazuju pozitivitet, odnosno bojenje srebrom sekretornih intracitoplazmatskih
granula), ali ne i argentafine, a ultrastrukturno sadrze sekretorne granule. Iako se argirofilija
tradicionalno smatrala pokazateljem NE diferencijacije, prema nekim autorima, pokazatelj ove
diferencijacije je sekrecija laktalbumina (115). NE diferencijacija ovih tumora potvrdena je
imunohistokemijski pozitivnom reakcijom na kromogranin, NSE i sinaptofizin, a u nekim
slucajevima i na specificne hormonske peptide (10). Za postavljanje definitivne dijagnoze NEC
dojke, danas je stav da tumorske stanice moraju izrazavati dva od tri neuroendokrina biljega.
Kromogranin A i sinaptofizin se smatraju najsenzitivnijim i visokospecificnim neuroendokrinim
biljezima (116).

Mikroskopskom slikom ovih tumora dominiraju malene stanice koje formiraju solidna

gnijezda odijeljena vezivnim tkivom, ili formiraju strukture nalik rozetama (sl.1).
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Slika 1. Duktalni invazivni karcinom koji pokazuje stvaranje Zljezdanih nakupina, stanice koje
ih formiraju karakterizirane su grubim kromatinom i uocljivim nukleolima. Na osnovi ovih
osobina moze se poumnjati na NE diferencijaciju (HE x 400), zbog ¢ega se indicira daljnja
imnunohistokemijska obrada.

Mitoze su rijetkost (33). Jedan od autora koji se godinama bavi ovim rijetkim tipom
tumorom dojke je Azzopardi, koji je za neuroendokrine tumore dojke predlozio termin argirofilni
karcinom, a opisao je 1 nekoliko inacica tumora ukljucujuéi i podskupinu argirofilnih mucinoznih
karcinoma (117). Papotti i sur. su 1989. godine predlozili podjelu NEC dojke na sedam
histoloskih tipova: kohezivni, mukoidni, mijeSani, trabekularni, nalik karcinoidu, nalik
obularnom karcinomu (konfluirajuéa varijanta) i karcinom malih /Merkelovih stanica, a 1
prijedlozi drugih stru¢njaka koji se bave ovom slozenom problematikom samo su dodatno
zakomplicirali podjelu (107, 116, 118-120). Predlozene histoloske klasifikacije NEC-a razlicitih

autora navedene su u tablici 3.
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Tablica 3. Histoloski tipovi NE karcinoma dojke prema razli€itima autorima

Sapino et al. Papotti et al. Maluf et al. Zekioglu et al.
(109) (118) (119) (116)
Solidno kohezivni Tip A (kohezivni) Inzularni Solidnokohezivni
Alveolarni Tip B (atipi¢ni Alveolarno Merkelove st.
Merkelove stanice/ | karcinoid) lobularni Solidno papilarni

poput malih stanica
Solidni papilarni

Celularni mucinozni

Tip F (konfluirajuci)
Tip G (male stanice)
Tip D (trabekularni)
Tip C (mijeSani A+B)
Tip B (mukoidni)

Nediferencirani
malih stanica
Solidno papilarni
Celularno

mucinozni

Celularno
mucinozni
Karcinom koji ima
stanice poput
prstena pecatnjaka

Stanice s

mikropapilama

Prema usvojenoj klasifikaciji SZO-e iz 2003. godine, NEC se klasificiraju u tri glavna

histoloska tipa: solidni, karcinomi malih stanica i karcinomi velikih stanica (10).

Solidni NEC prvi je opisao Feyrter 1963. godine i od tada se sporadi¢no spominje u
literaturi (121). Radi se o tumoru s incidencijom manjom od 5%, ¢iji su dijagnosticki kriteriji
jasno postavljeni 2003. godine klasifikacijskim sustavom SZO-e (10). Solidni tumori se sastoje
od struktura nalik na gnijezda i trabekule Cije stanice variraju od vretenastih do plazmacitoidnih,
velikih, svijetlih stanica odvojenih njeznom fibrovaskularnom stromom. Gnijezda tumorskih
stanica formiraju dobro definirane solitarne do reznjaste tumorske mase, dok tumorske stanice
rijetko stvaraju strukture nalik rozetama, ali prikazuju rubno palisadni poredak koji podsje¢a na

karcinoid. Dio tumorskih stanica vjerojatno potjece od solitarnog, solidnog intraduktalnog
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papilarnog karcinoma. Druge tumorske stanice stvaraju multipla, okruglasta gnijezda razdvojena
gustom stromom bogatom kolagenom, $to nalikuje alveolarnom uzorku invazivnog lobularnog
karcinoma. Mitoticka aktivnost varira od 4 /10 HPF u karcinoidu sli¢nim tumorima do 12/10
HPF u alveolarnoj varijanti. Fokalne nekroze su zamjetne, a vazno je napomenuti kako tumorske

stanice sadrze NE granule (22).

Karcinom malih stanica koji se pojavljuje u plu¢ima, ali i na brojnim ekstrapulmonalnim
lokalizacijama u dojci je do sada opisan u svega tridesetak slucajeva, a najveci je uzorak od 9
slucajeva onaj Shina i sur. (122). Radi se o tumoru koji se morfoloski, histoloski i
imunohistokemijski ne moze razlikovati od svog dvojnika u plu¢ima, $to moze predstavljati
veliki diferencijalno dijagnosti¢ki problem u razlikovanju primarnog tumora od metastatskog
procesa. Tumor je graden od gusto zbijenih sitnih stanica hiperkromatskih okruglastih do ovalnih
jezgara s oskudnom citoplazmom. U tumoru se osim infiltrativne komponente moze nadéi i in situ
komponenta s istim citoloskim osobinama. Podru¢ja tumorske nekroze nisu Cesta, ali su zato
tumorski trombi u limfnim zilama dosta Cesti (10). Ekspresija NE markera je u ovoj grupi tumora
nekonzistentna (123). NEC malih stanica dojke smatra se izuzetno agresivnim tumorom, te joS

uvijek nema standardiziranog lije¢enja niti ikakvog dogovora o istom (124,125).

NEC velikih stanica je slabo diferencirani karcinom sastavljen od velikih stanica s
umjerenom do izdasnom koli¢inom citoplazme. Tumorske stanice sadrze vezikularne jezgre, fino
granuliranog kromatina s brojem mitoza od 18-65/10 HPF (10). Prema literaturnim podacima
radi se o vrlo agresivnim karcinomima (126). Slabo i umjereno diferencirani neuroendokrini
karcinomi dojke aleveolarnog podtipa, naj¢esce izrazavaju kromogranin A, a mRNA specificna

za kromogranin A moze se otkriti metodama in situ hibridizacije. Ekspresija kromogranina B i A
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otkriva se u oko 50% umjereno i dobro diferenciranih NEC-a, a sinaptofizina u oko 16% tumora
(10). U stanicama karcinoma malih stanica primje¢ena je 100%-tna ekspresija NSE, dok su
kromogranin A i sinaptofizin izrazeni u oko 50% slucajeva (10,127). U oko 20% karcinoma
malih stanica moze se identificirati 1 tkivno specificni transkripcijski faktor kojeg izrazavaju
epitelne stanice pluc¢a i Stitnjace, ukljucujuéi i neke vrste mozdanih stanica (engl. thyroid
transcription factor-1 — TTF-1) (10,128).

Prilikom diferencijalne dijagnoze NEC-a dojke u obzir dolazi metastatski karcinoid ili
karcinom malih stanica drugog primarnog sijela. HistoloSki nalaz zarista DCIS-a govore u prilog
primarnog karcinoma dojke. U diferencijalnoj dijagnostici moze pomoc¢i ekspresija ER 1 PR kao 1
apokrinog markera GCDFP-15 koji su znacajno izrazeni u slucajevima umjereno i dobro
diferenciranih primarnih NEC dojke (10,116,127). U razlikovanju izmedu primarne i metastatske
lezije moze pomo¢i i odredivanje citokeratina razli¢ite molekularne tezine (10). NEC malih
stanica dojke se histoloski moze zamijeniti s lobularnim karcinomom dojke, pa je u
diferencijalnoj dijagnozi od velike koristi negativna imunohistokemijska reakcija lobularnih
karcinoma na E-kadherin, dok imunohistokemijska reakcija karcinoma malih stanica u skoro
svim slucajevima pozitivna (10,129). CD56 je adhezijski glikoprotein koji je u NE tumorima
dojke izrazen u ¢ak 78% slucajeva, a za potvrdivanje neuroendokrine prirode karcinoma pomaze

i CD 57 (130).

1.5.3. Prognosticki ¢imbenici NEC-a

S obzirom na malen udio ovih karcinoma u ukupnom broju karcinoma dojki, prognosticki
¢imbenici primarnih NEC-a jos uvijek nisu dovoljno poznati. Od neupitnog su znacenja zivotna
dob bolesnice, menopauzalni status, TNM klasifikacija, histoloski gradus tumora, a prema nekim

autorima i proliferacijski indeks Ki-67, dok je znacenje ostalih prognostickih ¢imbenika za sada
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je nedovoljno poznato. Histoloski gradus smatra se najvaznijim prediktorom prognoze NEC-a, od
cega su oko 45% NEC-a su dobro diferencirani, njih 40% umjereno diferencirani, a svega 15%
slabo diferencirani i to su u pravilu karcinomi malih stanica (10). Solidni neuroendokrini
karcinomi su obi¢no dobro diferecirani i u pravilu imaju dobru prognozu (123).

NEC velikih stanica su prema literaturnim podacima slabo diferencirani, obi¢no se
dijagnosticiraju u uznapredovalom stadiju bolesti i shodno tome imaju loSu prognozu (126).
Mucinozni NEC karcinomi su u pravilu dobro diferencirani s boljom prognozom od vecine
ostalih histoloskih tipova karcinoma (116). Prognosticki ¢imbenici za NEC-e vjerovatno su isti
kao i za druge karcinome dojke, s obzirom na to da ne pokazuju klini¢ku sliku koja bi ih na ikoji
nacin razlikovala od drugih karcinoma dojke. Prema dosadasnjim istrazivanjima; NEC-i u pravilu
izrazavaju pozitivni status ER i PR i nac¢elno su HER-2/neu negativni. Medutim, neovisno o
klasifikaciji i nomenklaturi NEC-a dojke, njihovo specificno biolosko ponaSanje jo$ uvijek nije
razjasnjeno. U dugoro¢nom prognostickom smislu svakako treba analizirati i procijeniti maligni
potencijal NEC-a, u svrhu cega se odreduje veli¢ina tumora, histoloski tip, podtip i gradus,
postojanje lokalne invazije, angioinvazije, metastaza u limfne ¢vorove i udaljenih metastaza.
Citoloska atipija, mitoticki indeks i proliferacijski indeks Ki-67 predstavljaju poznate i priznate

prognosticke kriterije NEC-a (131,132).
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1.6. Regulacija hipoksije kod zlo¢udnih tumora dojke i znacenje

proteina HIFa-1a

1.6.1. Mehanizmi hipoksije kod zlo¢udnih tumora dojke

Tumorske stanice rastu i mnoze se u hipoksicnom okruzenju, prilagodavajuci svoj
metabolizam niskoj dostupnosti kisika: povecanjem transporta glukoze i1 glikolizom, s ciljem
ocuvanja dostatne proizvodnje ATP-a (adenozin trifosfata), i/ili procesom neoangiogeneze.
Intratumorska hipoksija prepoznata je kao lo$ prognosticki znak posebice u karcinomima vrata
maternice, glave 1 vrata. Hipoksi¢na stanja koja nastaju tijekom embriogeneze, kardiovaskularnih
bolesti i tumorigeneze poticu aktivnost hipoksijom-induciranog faktora 1 (engl. hypoxia-
inducible factor 1 — HIF-1), glavnog regulatora stani¢ne homeostaze kisika. Hipoksija potice
stvaranje angiogenih faktora poput vaskularnog endotelnog faktora rasta koji zapocCinje
angiogenezu s posljedicnom vaskularizacijom i poboljSanom opskrbom kisikom. Ovi adaptacijski
mehanizmi posljedica su genske regulacije koja je pod kontrolom transkripcijskog faktora HIF-1.

HIF-1 stimulira procese poput glikolize, eritropoeze, apoptoze i angiogeneze (133).

1.6.2. Znacenje proteina HIF-a 1o

HIF-1 je heterodimer sastavljen od dviju podjedinica: HIF-la i HIF-18. HIF-18
podjedinica naziva se i aril hidrokarbon receptor nuklearni translokator (engl. aryl hydrocarbon
receptor nuclear translocator - ARNT) i u stanici se izlucuje stalno, neovisno o hipokisi¢nom
poticaju, za razliku od podjedinice HIF-1a . HIF-la je protein koji ima vrlo kratko vrijeme
poluraspada i u uvjetima normalne oksigenacije se u stanicama ne moze otkriti. Kratko vrijeme

poluraspada posljedica je kontinuiranog procesa vezanja ubikvitina i proteosomima posredovane
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degradacije, procesima koji su inace inhibirani hipoksijom i/ili defektima gena p53 ili von
Hippel-Lindau tumor supresorskim genom, koji u normalnim okolnostima dovode do
stabilizacije HIF-la proteina (133,134). Hipoksi¢na stanja dovode do stabilizacije HIF-1a
proteina, a posljedicno se njegova intracelularna koncentracija povisuje, nakon cega se
transportira u jezgru gdje od dvaju podjedinica a i B nastaje dimer, koji prepoznaje DNA ciljanih
gena sekvencom 5'-RCGTG-3' i s njom se povezuje. Poticu¢i aktivaciju gena reguliranih
hipoksijom, HIF-1 omogucuje stanici da se prilagodi na izmjenjene uvjete okoline i stimulira
stani¢no prezivljivanje (135). HIF-1a je isklju¢ivo kisikom regulirana podjedinica, a koli¢ina
proteina HIF-1a u jezgri odreduje funkcionalnu aktivnost HIF-1 kompleksa. Drugi strukturalni
proteini HIF kompleksa su izoforme HIF-2a i HIF-3a. Prema dosadasnjim istrazivanjima u
prvom klinickom stadiju adenokarcinoma endometrija uocena je pojacana ekspresija HIF-1a, a
HIF-20 u nesto manjoj mjeri (136). Strukturno su sli¢ni, ovise o kisiku, medutim do sada je HIF-
la detaljnije upoznat. HIF-1a utje¢e na transkripciju cijelog spektra razlicitih gena ukljucenih u
procese eritropoeze, angiogeneze i u metabolizam glukoze, ukljucujuéi sintezu eritropetina,
transferina, endotelina-1, inducibilne sintetaze dusSikovog oksida, hem oksigenaze-1, VEGF-a,
receptora za vaskularni endotelni faktor rasta-1 (engl. vascular endothelial growth factor
receptor-1 - VEGF-R1), inzulinu slican faktor rasta-2 i razli¢ite glikoliticke enzime (137).
Proteinski produkti gena, poticu stvaranje kisika ili aktivaciju alternativnih metabolickih puteva
koji ne zahtijevaju kisik. Zanimljivo je kako je vecina tih proteinskih produkata ukljucena u rast
tumora (138).

HIF-1a ne aktiviraju samo onkogeni, ve¢ i gubitak aktivnosti tumor supresorskog gena.
Slabljenje odnosno gubitak funkcije von Hippel-Lindau (VHL) tumor supresorskog gena ima za

posljedicu pojacanu ekspresiju HIF-la u stanicama karcinoma bubrega (139). Tumorska
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hipoksija Cesto rezultira slabijom prognozom bolesti, a hipoksi¢ni adaptacijski mehanizmi
otezavaju lijecenje Cine¢i tumorsko tkivo otpornim na kemoiradijacijsku terapiju (140). HIF-1 je
ukljucen u biologiju mnogih tumora s endokrinim svojstvima, pa tako i tumora dojke. Pojacana
izrazenost HIF-1a uocena je podjednako u HER2 pozitivnih i negativnih karcinoma dojke, kao 1
u ER+ i1 ER- karcinoma dojke (140, 141). Amplifikacija gena c-erbB2 povezana je s otpornoscu
na kemoiradijacijsku i antiestrogenu terapiju, te posljedicno s time i s loSijom prognozom bolesti.
PojaCana izrazenost i aktiviranost HER-2/c-erb2 potic¢e aktivaciju HIF-la u in vitro uvjetima
(140). Istrazivanja su pokazala kako je stvaranje VEGF-a poviSeno u stanicama u kojima je HER-
2/neu prekomjerno izrazen, a poznato je kako HER-2/neu pozitivni tumori (pogotovo solidni)
imaju pojacanu vaskularizaciju dijelom i uslijed produkcije HIF-1a (138, 140). HIF-1 ima jednu
od klju¢nih uloga u procesu angiogeneze uslijed poticanja aktivacije transkripcije gena koji
kodira vaskularni endotelni faktor rasta (engl. vascular endothelial growth factor - VEGF).

Osim §to ima klju¢nu ulogu u regulaciji angiogeneze, HIF-1a sudjeluje u regulaciji
metabolizma, stani¢ne homeostaze i stani¢ne proliferacije. Poznata je kljucna uloga HIF-a 1 u
nastanku karcinoma, cerebralne ishemije, ishemije miokarda i preeklampsije o cemu svjedoce
brojni literaturni podaci. Drugim rije¢ima HIF je jedan od klju¢nih regulatora brojnih fizioloskih i

patofizioloskih procesa u tijelu (sl. 2).
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Slika 2. HIF1 kao klju¢ni regulator fizioloSkih i patofizioloSkih procesa. (Preuzeto iz:
Semenza GL. Genes Dev 2000;14(16):1983-1991.)

Dokazana je direktna povezanost izmedu HIF-al, VEGF-a i procesa tumorske
angiogeneze, ukljucujuéi limfangiogenezu (135,136,142). Naime, u normalnom epitelu dojke,
imunohistokemijskim metodama, ne detektiraju se visoke razine HIF-al, kakve se primjerice
detektiraju u duktalnom in situ karcinomu visokog gradusa (DCIS). Ovakvi nalazi sugeriraju
kako izlu¢ivanje HIF-1a korelira s ranom karcinogenezom i arealima tumorske nekroze (143).
Sliéni rezultati opazeni su u studiji Okade i sur. (144) u c¢ijem istrazivanju je opazena
prekomjerna ekspresija HIF-1a u ranom stadiju karcinogeneze, u kojem korelira s nekroti¢cnim
podru¢jima u tkivu DCIS-a komedo tipa. U istoj je studiji uocena korelacija izmedu ekspresije
HIF-1a i VEGF-C u tumorskim stanicama invazivnog duktalnog karcinoma, s posljedi¢cnom

vecom ucestaloS¢u regionalnih i udaljenih metastaza (144). Temeljem retrospektivne studije
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Dalesa i sur. (137) na 745 pacijenata s invazivnim karcinomom dojke, dokazana je povisena
izrazenost HIF-a la i njegova korelacija s VEGF-omC iz ¢ega su autori zakljucili da pojacana
ekspresija HIF-a 1o predstavlja zasebni prognosticki ¢cimbenik ranog relapsa bolesti bilo lokalnog
recidiva ili udaljenih metastaza u svih pacijenata, bez obzira na nalaz aksilarnih limfnih ¢vorova.

Pojacana ekspresija HIF-a la povezuje se sa statisticki egzaktno izracunatim kra¢im
svukupnim prezivljenjem (engl. overal survival time) i kra¢im prezivljenjem bez znakova bolesti
(engl. disease-free survival time). U radu Schindla i sur. (145) nije nadena korelacija izmedu
ekspresije HIF-alo, HER-2/neu i statusa ER, ali je studija pokazala kako HIF-la mozemo
smatrati neovisnim i nepovoljnimn prognostickim faktorom u pacijentica s pozitivnim aksilarnim
limfnim ¢vorovima. Studija Bosa i sur. (146) na 150 pacijentica s ranim stadijem karcinoma
dojke i negativnim aksilarnim limfnim ¢vorovima, dokazala je da poviSene razine HIF-ala
predstavljaju neovisni, negativni, prognosticki, prediktivni ¢imbenik koji bi mogao poboljsati
dosadasnje alogoritme lijecenja.

Zakljucno, vrijednosti HIF-aloo mogu posluziti kao prediktor slabijeg odgovora na
lijecenje karcinoma dojke u pacijentica kako s pozitivnim tako i s negativnim limfnim ¢vorovima
(145, 146). Ovako visoke razine ovog transkripcijskog proteina nisu nuzno samo posljedica
amplifikacije gena ili samo rezultat mutacije i degradacije kisik-ovisnih domena HIF-ala, ve¢ je
vjerojatnije da porast HIF-ala nastaje uslijed pojacane transkripcije ili alteracija degreadacijskog
puta (147). Opazeno je, kako tijekom lijeCenja, kod nekih hormonski osjetljivih karcinoma dojke,
nakon stanovitog vremena nastaje rezistencija na hormonsku terapiju. Moguce objasnjenje za tu
pojavu mogao bi biti hipoksijom induciran, hormonski neovisan tumorski rast (148). Shodno
tome, proizasla je hipoteza kako aktivnost gena za aktivaciju HIF-a la proizlazi iz hormonski

otpornih refrakternih karcinoma dojke, §to jo$ uvijek nije potvrdeno (140). Medutim, dosadasnje
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spoznaje ukazale su kako estrogen receptor beta (ERP) zajedno s estrogenom moze djelovati kao
negativni modulator sinteze VEGF-a u uvjetima hipoksije. Studija Bosa i sur. (141) pokazala je
kako ER+ karcinomi koreliraju s visokim razinama HIF-ala i p21, te kako visoke razine HIF-ala
odgovaraju povisenim razinama drugih proliferacijskih markera poput Ki-67 i ciklina A. Ovaj rad
potvrdio je utjecaj estrogenske stimulacije na aktivaciju gena za HIF-1a. HIF-1a je u invazivnim
karcinomima dojke povezan s ekspresijom razli¢itih ¢imbenika rasta poput: bazi¢nog ¢imbenika
rasta fibroblasta (engl. basic fibroblast growth factor-bFGF.), ¢imbenika rasta porijeklom iz
trombocita (engl. platelet derived growth factor-PDGF), B-lanca ¢imbenika porijeklom iz
trombocita (engl. B chain platelet derived growth factor-PDGF-BB) i receptora epidermalnog
¢imbenika rasta (engl. epidermal growth factor receptor-EGFR) (149). Istodobni nalaz pojacane
ekspresije HIF-ala, proliferacijskih biljega i razli¢itih receptora za ¢imbenike rasta u sinergiji s
pojacanom glikolitickom aktivnos¢u, vjerovatno podrzava aktivnost HIF-ala u karcinomima
dojke. Na ovaj moguci put, ako ne indukcije, a onda barem podrzavanja karcinogeneze, moglo bi
se djelovati ciljanom terapijom (149).

Veci broj istrazivanja ukazao je na postojanje barem dva modela pojacane ekspresije HIF-
alo a to tu difuzna, raStrkana posvuda po tumorskom tkivu i ograni¢ena na perinekroticne
stanice. Novija istrazivanja pokazala su kako postoje razliCiti putevi regulacije pojacane
ekspresije HIF-1a. To su: a) perinekroticna ekspresija, inducirana hipoksijom, a regulirana
genima CA IX 1 GLUT-1 i direktno povezana s loSom prognozom, te b) difuzna ekspresija koja

se ne smatra nuzno posljedicom samo hipoksije i koja je povezana s mnogo boljom prognozom

(150).
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1.7. Angiogeneza u raku dojke

Ideju da solidni tumori za daljnji rast trebaju krvozilnu opskrbu i razvoj novih krvnih zila
prvi je objavio i detaljno izu¢io Moses Judah Folkman, koji je na tu temu 1971. godine objavio
pionirsku istrazivanje u etabliranom znanstvenom casopisu New England Journal of Medicine
(151). Poznato je da su solidni tumori gradeni od dviju razli¢itih komponenti, a to su tumorski
parenhim i stroma. Folkman je pretpostavio da tumorske stanice aktiviraju endotelne stanice, na
nacin da ih iz stanja normalne aktivnosti prevode u fazu proliferacije, Sto za posljedicu ima
neovaskularizaciju i otpustanje razliCitih ¢imbenika rasta. U odsustvu procesa angiogeneze,
tumoriin vivo rastu do maksimalnog promjera od 2 mm i daljnji rast nije mogu¢ ukoliko ne
nastupi neovaskularizacija (152). Folkmanova hipoteza je nakon faze osporavanja, nasla brojne
apologete, Sto je rezultiralo razvijanjem brojnih ambiocioznih projekata, danas pretezno

koncentiranih na trazenje ciljanih tzv. ,,pametnih* lijekova.

1.7.1. Mehanizmi indukcije angiogeneze

Termin angiogeneza oznaCava proces nastajanja novih krvnih zila iz ve¢ postojecih
kapilara. Bez angiogeneze ne bi bilo brojnih kljucnih procesa kao Sto su: embriogeneza,
ovulacija, menstruacija, cijeljnje rana, reparacija tkiva, ali i brojnih patoloskih procesa poput:
dijabetesa, psorijaze i artritisa (153). Danas je neosporno prihvaceno da angiogeneza ima
centralnu ulogu u procesu lokalnog tumorskog rasta i stvaranja kako lokalnih, tako i udaljenih
metastaza. Proces angiogeneze reguliran je brojnim parakrinim ¢imbenicima rasta koji se dijele
na stimulatore ili aktivatore i inhibitore. NaruSavanjem njihove ravnoteze zapocinje slijed
dogadanja koji slikovito opisujemo kao abnormalnu ili tumorsku angiogenezu. lako je pojam

tumorska angiogenza prvi upotrijebio 1968. godine Scubik, njegovoj popularizaciji najvise je

50



pridonio Folkman (151). Folkmanova hipoteza o tumorskoj angiogenezi na primjeru solidnih
tumora objavljena 1971. temeljila se na pretpostavkama da je rast tumora u avaskularnoj fazi
linearan, da promjer koji avaskularni tumor moze dose¢i procesom difuzije iznosi 1 do 2 mm, da
nakon nastanka novih krvnih zila tumor raste eksponencijalno, da tumorsku angiogenezu
vjerovatno zapocinje tumorom aktiviran ¢imbenik (engl. tumor activated factor - TAF), te da
klinicka upotreba inhibitora TAF-a hipotetski moze blokirati rast tumora. Kasnije su brojna
istrazivanja dokazala Folkmanove vizionarske ideje otkricem parakrinih Cimbenika koji
stimuliraju angiogenezu, kao i brojnim klini¢kim istrazivanjima o djelotvornosti novootkrivenih
inhibitora angiogeneze, ali i potvrdom da angiogeneza zapocinje aktivacijom endotela. Prema
Folkmanu u prisustvu stimulatora angiogeneze proces angiogeneze zapocinje izrastanjem novih
kapilara iz onih ve¢ postojecih, pri ¢emu dolazi do migracije endotelnih stanica uz razgradnju
bazalne membrane, do proliferacije endotelnih stanica i procesa stvaranja petlji i anastomoza
pracenih uspostavom novog krvotoka. U kostanoj srzi odraslih osoba otkrivene su angioblastima
slicne stanice, koje nazivamo prekursorima endotelnih stanica (engl. endothelial precursor cells -
EPCs) (153). Te stanice u odredenom trenutku ulaze u krvotok i migriraju do oStecenog ili
tumorski promijenjenog tkiva gdje poticu stvaranje kapilarne mreze. EPCs izrazavaju biljege
hematopoetskih mati¢nih stanica, kao i endotelne specificne biljege poput vaskularnog
endotelnog kadherina, E-selektina i Tie2 receptora. EPCs sudjeluju u nadoknadivanju
izgubljenih endotelnih stanica, reendotelizaciji vaskularnih implantata, neovaskularizaciji
ishemicnih organa, koznih rana i tumora. Odredeni broj cirkuliraju¢ih EPCs-a vjerovatno utjece
na rizik od kardiovaskularnih bolesti (154).

Angiogeneza je kompleksan proces ve¢inom reguliran razli¢itim ¢imbenicima rasta koji

djeluju na taj proces aktivirajuce ili inhibirajue. Veéina ¢imbenika rasta koji stimuliraju
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angiogenezu vezuju se za heparin, $to omogucéuje vezivanje na stani¢nu povrsSinu i heparan sulfat
izvanstani¢nog matriksa. Ovakvo vezivanje tipi¢no stabilizira ¢imbenik rasta, produljuje njegovo
vrijeme poluzivota i olakSava vezivanje na specificne receptore visokog afiniteta. Pretpostavlja se
da svi Cimbenici rasta induciraju neovaskularizaciju stimuliranjem endotelne stani¢ne
proliferacije i migracije. Ostali Cimbenici koji doprinose neovaskularizaciji ukljucuju stimulaciju
razgradnje izvanstani¢nog matriksa, privlatenje pericita i makrofaga, stimulaciju proliferacije
glatkih miSica te migraciju i formaciju novih krvozilnih kanala i taloZzenje novog matriksa (155).
Mehanizam ,,klicanja ili nicanja* najc¢es¢i je nacin stvaranja novih krvnih zila 1 do sada je opisano
Cetiri razlicitih tipova tumorske krvozilne opskrbe poznatijih kao: krvozilno remodeliranje (engl.
vascular remodelling), vaskulogeneza (engl. vasculogenesis), glomerularna angiogeneza (engl.
glomeruloid angiogenesis) i vaskularna mimikrija (engl. vascular mimicry) (152).

Pretpostavlja se da postoje dva razli¢ita mehanizma indukcije angiogeneze koji se
medusobno ispreplicu. Kljucni signal za indukciju angiogeneze je hipoksija. HIF-1 i HIF-2 su
transkripcijski faktori, heterodimeri, sastavljeni od o i B podjedinica. Dok je B podjedinica
zapravo konstitutivna, o podjedinica je zasticena od raspadanja isklju¢ivo u hipoksi¢nim uvjetima
(133,156). U dojci, izrazenost HIF-ala progresivno raste od duktalne hiperplazije preko
duktalnog karcinoma in situ, do invazivnog duktalnog karcinoma i pri tom je izrazenost HIF-a
veéa u slabije diferenciranim lezijama, s pojacanom aktivnos¢u drugih proliferacijskih
¢imbenika, poja¢anom izrazeno$¢u ER-a i VEGF-a (157). Izrazenost VEGF-a u znatnoj je mjeri
regulirana hipoksijom, omoguc¢uju¢i mehanizam povratne sprege kojim se tkivo prilagodava na
reduciranu oksigenaciju stvaranjem novih krvnih zila. Regulaciju izrazenosti VEGF-aA
kontrolira neki od faktora iz obitelji HIF. Jedan od nacina je poticanje transkripcije VEGF gena i

stabilizacija mRNA (engl. messenger RNA) (158). Drugi koncept indukcije tumorske
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angiogeneze je koncept tzv. angiogenog okidaca (engl. switch). Pove¢anjem mase, odnosno
promjera tumora, tkivo udaljeno od rubova na kojima se nalaze krvne Zile domacina postaje
nekroti¢no jer su tumorske stanice hipoksicne, zbog ¢ega tumor zapocinje pokretanje vlastite
krvozilne opskrbe, kontinuirano balansirajuci izmedu aktivatora i inhibitora angiogeneze (159).
Proces stvaranja nove tumorske krvozilne vaskulature vrlo je kompleksan; ukljucuje rast krvnih
zila u primarno avaskularnu tumorsku masu, a sam bi proces bio teSko ostvariv da nema

endotelnih prekursorskih stanica i razli¢itih drugih mati¢nih stanica (160).

1.7.2. Histoloska kvantifikacija tumorske angiogeneze

Tumorska vaskularizacija moze se kvantificirati brojem imunohistokemijski obojenih
krvnih zila u tzv. vru¢im tockama, odnosno podruc¢jma najvece gustoc¢e krvnih zila (engl. hot
spots), mjestima najintenzivnije vaskularizacije koja se odreduju u malom povecanju mikroskopa
(10x). Vruce tocke nastaju od angiogenih klonova tumorskih stanica koje imaju najvecu
sposobnost metastaziranja (161). Nakon pronalazenja mjesta najintenzivnije vaskularizacije
slijedi brojanje novonastalih krvnih zila pod velikim mikroskopskim povecanjem (400x).
Najvece mjesto najintenzivnije vaskularizacije provodi se definiranjem tri mjesta najintenzivnije
vaskularizacije u vidnom polju malog mikroskopskog povecanja (10x). Nakon brojanja
novonastalih krvnih Zila pod velikim povecanjem mikroskopa (400x) u obzir se uzima mjesto s
najve¢im brojem krvnih zila. Treba napomenuti kako metode brojanja krvnih zila ukljucuju:
metode brojanja prema Chalkeyu, (engl. Computerised Image Analysis Systems- CIAS)
racunalni sustav analize, vaskularno gradiranje, mjerenje gustoce intratumorske cirkulacije koja
je ujedno i najcesce koristena metoda (161).

Postoji nekoliko ogranicavaju¢ih ¢imbenika koji prema Foxu i suradnicima onemogucuju

uniformnost brojanja novostvorenih krvnih zila, a to su: iskustvo istrazivac¢a, metode brojanja,
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vaskularizacija tumora, vrsta protutijela za imunohistokemijsko bojanje, razlicita selekcija
reprezentativnih blokova, broj vruéih toc¢aka i koristenje povecanja. S obzirom na relativno velik
broj ogranicavaju¢ih ¢imbenika Udruga americkih patologa objavila je kako vaskularizacija
tumora za sada jo$ nema sigurno prognosticko znaCenje dok se ne suglase metode i nacini

brojenja (161,162).

1.7.3. Antiangiogena terapija

Klasi¢na ili konvencionalna terapija je u lijeCenju uznapredovale maligne bolesti
ogranicena ucinka i obi¢no polucuje vrlo lose rezultate. Rutinski se u lijeCenju karcinoma dojke
koriste kemoterapeutici od kojih neki imaju poznati antiangiogeni ucinak (156). Kako bi se
postigao zeljeni, maksimalni antiangiogeni ucinak konzervativnim lijeCenjem citostaticima,
potrebna je dugotrajno izlaganje manjim dozama lijeka, pri ¢emu je nuzno precizno izracunati
maksimalno toleriranu dozu lijeka, optimalnu dozu za postizanje izlijeCenja, ili barem remisije
bolesti. Antiangiogena terapija nije potpuno novi koncept lijeCenja karcinoma dojke. Naime,
uvodenjem tamoxifena (kompetitivnog inhibitora estradiola.) u rutinsku praksu, zapocela je era
antiangiogene terapije budu¢i da tamoxifen inhibira VEGF i FGF. Sukladno dosadasnjim
saznanjima, posljednjih godina onkolozi na dnevnoj bazi rade s ,,pametnim® lijekovima koji

smanjuju metastatske lezije i preveniraju njihovu daljnju diseminaciju.
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1.8. Uloga proteina VEGF u angiogenezi

Dominantni ¢imbenik rasta koji kontrolira angiogenezu je vaskularni endotelni ¢imbenik
rasta (engl. vascular endothelial growth factor - VEGF), koji se prije nazivao i vaskularni
¢imbenik propusnosti (engl. vascular permeability factor - VPF). Sintezu VEGF-a potice
ativacija gena koji sadrzi osam egzona odijeljenih sa sedam introna, a koji se nalazi na 6.
kromosomu potice. PoCetni je produkt transkripcije preteca glasnicke RNA koja je do deset puta
veca od konacne mRNA. Tijekom prerade prijepisi introna se isijecaju, a egzoni se povezuju i
omogucavaju razliite nacine sastavljanja mRNA. Tako od jedinstvenog gena nastaje pet
razli¢itth molekula koje sadrze razli¢it broj aminokiselina. Upravo strukturna heterogenost
molekula odreduje biolosku funkciju, jer se molekule razlikuju obzirom na topivost i sposobnost
vezanja heparina. u in vitro i u in vivo uvjetima najvazniji poticaj za sintezu mRNA za VEGF je
hipoksija, i to vjerojatno preko HIF-a. VEGF ima pro i antikoagulantni ucinak, poticuci proces
koagulacije svojim ucinkom na tkivni i von Willebrandov faktor u endotelnim stanicama i
monocitima. Aktivacijom VEGF-a povecava se stvaranje aktivatora plazminogena i
metaloproteinaza, koji su od iznimne vaznosti u razgradnji izvanstani¢ne tvari, a ¢cime se olakSava
proces angiogeneze. U kontroli procesa angiogeneze sudjeluju i1 inhibitori aktivatora
plazminogena koji smanjuju adheziju i migraciju endotelnih stanica, a takoder su stimulirani
VEGF-om, kao i kemotaksija monocita. VEGF isto tako inhibira sazrijevanje dendriti¢nih stanica
koje u imunoloskom sustavu domacina prepoznaju strane antigene, olakSavaju¢i na taj nacin

proces Sirenja tumora (163).
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1.8.1. Vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (VEGF)

Obitelj VEGF proteina sastoji se od Sest razliitih proteina kodiranih razli¢itim genima:
VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E i placentalni faktor rasta (engl. placental
growth factor - PIGF) (164). Ovi polipeptidi postoje u razli¢itim formama homodimera i
heterodimera, kao proizvod jednog gena sastavljenog od osam egzona. Izooblici se medusobno
razlikuju prema sposobnosti vezivanja za heparin i izvanstani¢ni matriks (165). Manji izooblici
VEGF-a se izlucuju u topivom obliku, a vezuju se s velikim afinitetom za tri receptora
(VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3) koji su po svom sastavu tirozin-kinaze smjestene u endotelnim
stanicama. Aktivacija receptora VEGFRI1 potice diferencijaciju i odrzavanje endotelnih stanica,
aktivacija VEGFR-a2 njihovu proliferaciju i vaskularnu propustljivost, a aktivacija VEGFR-a3
limfangiogenezu (152,164). Dodatna regulacija postize se pomocu izoformno specificnog
receptora neuropilina-1 (152). Iako je ekspresija VEGF-a dominantna na endotelnim stanicama
krvnih i limfnih Zila, moze se uociti i na upalnim stanicama poput makrofaga.

VEGF-A je najvazniji ¢cimbenik u procesu tumorske angiogeneze i prekomjerno je izrazen
u velikom broju solidnih tumora. Djeluje preko svojih receptora VEGFRI i VEGFR2 u
endotelnim 1 stanicama koStane srzi (164). U velikoj se koncentraciji izrazava u tumorima pluca i
mozga, gastrointestinalnog i urogenitalnog trakta, kao i u invazivnim karcinomima dojke (1675.
Ideja prekidanja tumorske angiogeneze u svrhu lije¢enja, svodi se na blokadu signalnog puta
VEGF-aA pomo¢u monoklonalnih protutijela (Avastin, Genentech) primjena kojih je zazivjela u
klinickoj praksi, ili inhibitora tirozin-kinaze kojima se blokira fosforilacija nekoliko receptora
tirozin kinaze ukljucuju¢i VEGFRI1 i VEGFR2. Aktivnost VEGF-A najbolje je proucena na
endotelnim stanicama, ¢iju migraciju u in vitro uvjetima potice, a poznato je kako u velikoj mjeri

poti¢e migraciju monocita i makrofaga, neurona, bubreznih epitelnih stanica kao i karcinomskih
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stanica, ali inhibira apoptozu (165). VEGF takoder djeluje kao vazodilatator, poticuci vaskularnu
permeabilnost. Istrazivanja u posljednjih nekoliko godina dokazala su kako VEGF-A potice
pojacanu vaskularnu permeabilnost i adheziju leukocita u preklinickoj dijabetickoj retinopatiji, i
to indukcijom profibrotickih faktora rasta i izvanstani¢nog matriksa, kako u in vitro, tako i u in
vivo uvjetima (166). Istrazivanja su takoder pokazala kako razliciti izooblici VEGF121, VEGF
165 1 VEGF189 pokazuju odredena angiogena svojstva pri stvaranju krvnih zila u tumoru, dok
nedavno otkriveni izooblici pod nazivom ,,b“-izooblici ili VEGFxxxb zbunjuju istrazivace (167).
Naime, neka istrazivanja govore u prilog toga da VEGF165b vjerojatno ima antiangiogena
svojstva, dok druga sumnjaju u to, sugeriraju¢i da se VEGF165b ponasa kao agonist receptora
VEGFR2 (168,169). VEGF-B je mitogen humanih endotelnih stanica, ¢ija se izdasna
VEGF-B mRNA su otkrivene u primarnim i metastatskim melanomima (171). VEGF-B mRNA i
njihovi proteinski produkti opazeni su u citoplazmi tumorskih stanica, ali i u endotelnim
stanicama tumorskog krvozilja, vjerovatno uslijed difuzije s mjesta vise koncentracije VEGF-B
receptora (172). Ovakvi nalazi sugeriraju da VEGF-B doprinosi procesu tumorske angiogeneze,
posebice kada formira heterodimere s VEGF-om, kojeg stvaraju tumorske stanice (172). Nadalje,
VEGF-B se izlu€uje kao prirodni odgovor na neurodegenerativne promjene. Prema rezultatima
nedavnih istrazivanja, u in vivo Stakorskim modelima s Parkinsonovom boles¢u, VEGF-B se
pokazao neuroprotektivnim (173). Angiogeneza je od osnovnog znacenja, kako za rast primarnog
tumora, tako i za metastatski rasap bolesti. Regulirana je brojnim angiogenim ¢imbenicima, od
kojih je svakako najznacajniji VEGF. Povisene vrijednosti proteina VEGF-B detektirane su u
pacijenata s invazivnim karcinomom dojke i pozitivnim limfnim ¢vorovima, pa se vjeruje da bi

VEGF-B mogao imati prognosti¢ki znac¢aj kod pacijenata s pozitivnim limfnim ¢vorovima (174).
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Povisene vrijednosti proteina VEGF-B kao i tirozina kinaza receptora flt-1 uocene su u
invazivnim karcinomima dojke, ali bez statisticke znacajnosti. Statisticka znacajnost uocena je u
pozitivnih limfnih ¢vorova, ali nije imala vez s dobi pacijentice, estrogenskim statusom,
gradusom tumora, vaskularnom invazijom. Takoder, nije nadena statisticki znaajna poveznica
izmedu ekspresije VEGF-B 1 flt-1 receptora i tumorske prokrvljenosti. VEGF-B se obi¢no
izrazavao u citoplazmi tumorskih stanica, iako su povremeno i stromalne komponente;
ukljuCujuéi fibroblaste i endotelne stanice bile pozitivne. Nije uocena razlika u izrazenosti
VEGF-B u podruc¢jima koja su neposrednoj blizini zona nekroze (175). Ovo opazanje sugerira
kako VEGF-B nije reguliran hipoksi¢nim mehanizmima, i da ocito potic¢e tumorski rast i razvoj
neangiogenim putovima, mogucée ¢ak i umnazanjem aktivatora plazminogena, Sto dovodi do
nastanka udaljenih metastaza (175). VEGF-C je protein ¢ija je uvecana ekspresija karakteristicna
za razvoj limfnih zila, a mogao bi biti i znacajan faktor uzajamne parakrine regulacije izmedu
tumorskih i limfatickih endotelnih stanica (170). Pojacana izrazenost mRNA VEGF-C otkrivena
je u stanicama miokarda, posteljice, jajnika, miSi¢nim stanicama i stanicama tankog crijeva.
VEGF-C se nametnuo kao novi stimulator migracije endotelnih stanica i kolagena (163-165).
Kao i VEGF, vezuje se za VEGFR-2 (KDR) naglasavajuci time endotelnu funkciju ali dodatno je
i ligand za VEGFR-3 (FIt-4) receptor tirozin kinaze, koji se obi¢no izrazava na endotelu limfnih
zila (170). Istrazivanja na transgeni¢nim miSevima pokazala su kako je VEGF-C povezan sa
stvaranjem limfnih zila u normalnom tkivu (176). Povecana izrazenost VEGF-C uocena je na
tumorskim stanicama melanoma, sarkoma, limfoma i karcinoma dojke, i obi¢no se izrazava u
citoplazmi tumorskih stanica (170). VEGF-D je glikoprotein strukturno nalik na VEGF-C, poznat
1 pod nazivom c-fos-induced growth factor (engl.- FIGF), koji s njime dijeli 23% amino sekvenci.

Smatra se snaznim stimulatorom angiogeneze i limfangiogeneze. VEGF-D zajedno sa svojim
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receptorom VEGFR-3 poti¢e limfangiogenezu, iako je njegov prognosticki znacaj jos uvijek
nejasan (177). Limfangiogeneza je kod invazivnog karcinoma dojke statisticki znacajno povezana
s: pozitivnim regionalnim limfnim ¢vorovima, visokim TNM-om i loSim ishodom. Gustoca
limfnih zila moze posluziti kao prognosticki ¢imbenik i kao prediktor metastaza u limfne ¢vorove
u pacijenta s karcinomom dojke. Na osnovi istrazivanja Gua i sur. VEGF-C 1 VEGF-D imaju
znacaju ulogu u limfangiogenezi karcinoma, posljedi¢nu odgovornost za njegovo agresivnije
ponasanje i loSiju prognozu (178). VEGF-E sekvence su kodirane pomocu parapox orf virusa
(OV). Radi se o termostabilnom glikoproteinu koji ima stanovte sli¢nosti s VEGF-omA jer oboje
poticu otpustanje razliCitih tkivnih faktora i kemotaksiju te granjanje krvnih zila u in vitro i in
vivo uvjetima. VEGF-E se, kao i VEGF-A, s velikim afinitetom vezuje za VEGFR-2 (KDR) $to
rezultira autofosforilacijom i bifazi¢nim porastom razine slobodnog intracelularnog kalcija. Za
razliku od VEGF-aA, VEGF-E se ne vezuje za za VEGFR-1 (flt-1). VEGF-E se smatra vrlo
snaznim angiogenim ¢imbenikom, koji se selektivno veze za VEGFR-2, pa i sama aktivacija
VEGFR-2 moze efikasno stimulirati angiogenezu (179). PIGF (engl. placental growth factor) je
identificiran u posteljici i u stani¢nim kulturama koriokarcinoma. PIGF mRNA i protein su
metodom in situ hibridizacije dokazani osim u trofoblastu i vezivu resica, i u amnijskom epitelu i
endotelu umbilikalne vene (180). Nalazi se u mozgu, srcu, plu¢ima, Stitnjaci i skeletnoj
muskulaturi. Regulator je tumorske angiogeneze, primjerice tumora bubrega, Stitnjace, testisa, a i
aktivira ili sudjeluje u aktivaciji upalnih stanica (npr. u proliferativnoj dijabetickoj retinopatiji)

(165,180).
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2. HIPOTEZA



Hipoteza

Do sada je izrazenost HIF-alo i VEGF-aC istrazivana u malom broju studija, i to na tkivu
duktalnih invazivnih karcinoma dojke NOS tipa.
Hipoteza ovog istrazivanja jest kako NEC dojke pokazuju jacu izrazenost HIF-ala i

VEGF-aC u odnosu na duktalni invazivni karcinom dojke NOS tipa.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA



Ciljevi istrazivanja

1. Odrediti izrazenost HIF-ala i VEGF-aC u neuroendokrinim karcinomima dojke (NEC).

2. Odrediti izrazenost HIF-ala i VEGF-aC u duktalnim invazivnim karcinomima dojke kao

kontolnoj skupini (DIC).

3. Usporediti razliku izrazenosti HIF-ala i1 VEGF-aC izmedu NEC-a i DIC-a.

4. Usporediti izrazenost HIF-ala i VEGF-aC u NEC i1 DIC s drugim ispitivanim parametrima
(veli¢ina tumora, stupanj diferencijacije, izrazenost ER, PR i HER-2/neu, te zahvacenost

limfnih ¢vorova).

5. Pratiti pojavu recidiva s obzirom na izrazenosti HIF-ala i VEGF-aC u NEC i DIC.
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4. MATERIJAL I METODE



4.1. Materijal

U istrazivanju je koriSten arhivski materijal tumora dobiven operacijom dojke i histoloski
verificiran s dijagnozom duktalnog invazivnog karcinoma dojke na Odjelu za patologiju, Klinike
za tumore u Zagrebu, u periodu od 1.1.2001. do 31.12.2005. godine. Podaci o prezivljenju
pacijentica su izvadeni iz arhive povijesti bolesti Klinike za tumore, a iz patohistoloskog nalaza
preuzeti su podaci o dobi pacijentica, veli¢ini tumora, histoloSkom gradusu tumora (koji je
odredivan po Notthingamskoj klasifikaciji, a uklju¢uje vrednovanje koli€ine stvaranja tubularnih
zljezdanih oblika, polimorfiju jezgara uz izrazenost nukleola te broj mitoza na 10 VVP),
izrazenosti hormonskih receptora ER 1 PR, izraZenosti proteina HER-2/neu te o broju
odstranjenih limfnih ¢vorova i stanja limfnih ¢vorova (42,53,55,181). Izrazenost ER i PR rutinski
se odreduje imunohistokemijski, a nalaz nuklearne reakcije valorizira se prema protokolu
ASCO/CAP (90). Izrazenost HER-2/neu takoder se odreduje rutinski imunohistokemijskom
metodom Hercep testa (DAKO, Danska).

U svrhu potvrdivanja dijagnoze neuroendokrinog karcinoma dojke, tumorsko tkivo je
obojeno histokemijskom metodom po Grimeliusu, te imunohistokemijskom metodom na
kromogranin A (monoklonalno misje protutijelo, klon DAK-A3, razrjedenje 1:100), sinaptofizin,
(poliklonalno zecje protutijelo, ready to use) i NSE (monoklonalno misje protutijelo klon
BBs/NC/VI-H14, razredanje 1:20) (sve Dako, Danska). Kao kriterij za odredivanje NE
komponente tumora, dostatnim se smatrao pozitivan nalaz samo jednog od navedenih NE
markera na viSe od 50% tumorskih stanica.

Istrazivanje izrazenosti HIF-1a i VEGF-C provedeno je na tkivu 31 karcinoma dojke koji
su zadovoljavali kriterije za postavljenje dijagnoze NE karcinoma, te kontrolnoj skupini od 48

uzoraka duktalnog invazivnog karcinoma (DIC) dojke, koji ne zadovoljava kriterije dijagnoze NE
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karcinoma. Materijal je obraden standardnom histoloSkom metodom koja ukljucuje fiksaciju
tkiva u 10% puferiranom formalinu i uklapanje u parafinske blokove rezanje na debljinu 5 um,

deparafiniziranje i bojenje standardnom metodom H-E.

4.2. Metode

4.2.1.Imunohistokemijska analiza

Imunohistokemijska analiza istrazivaniha protutijela u€injena je upotrebom streptavidin
imunoperoksidaze protokola u DakoAutostainer uredaju za imunohistokemijska bojanja.
Postupak obrade zapocet je na nacin da je se od svakog pripremljenog parafinskog uzorka
izrezano po Cetiri tanka reza debljine 2-3 um, koja su razvucena u vodenoj kupelji, na
silaniziranim predmetnim stakalcima te osusena u termostatu na 60° C oko 40 minuta. Tako
dobiveni rezovi tumorskog tkiva deparafinirani su, rehidrirani, a potom je u¢injenodemaskiranje
antigena prije daljnjeg imunohistokemijskog bojanja. Ti su se postupci obavljali istovremeno u
vodenoj kupelji u Target retrieval solution puferu pH=9,0 (S2367, Dako, Danska) na 97° C u
trajanju od 20 minuta. Endogena peroksidaza inhibirana je pomoc¢u 0,3% vodikovim peroksidom
u trajanju od 5 minuta. Nakon ispiranja aplicirala su se prethodno pripremljena primarna
protutijela razrijedena s 1:50 Dako, Antibody dilution otopinom S2022. Imunohistokemijsko
bojenje provedeno je u automatiziranom uredaju DakoAutostainer na sobnoj temperaturi.

Izrazenost VEGF-C odredena je pomo¢u monoklonalnog misjeg protutijela na VEGF
(klon VG1, razrjedenje 1:25, Dako, Danska), a izrazenost HIF-1a pomoc¢u misjeg monoklonalnog
protutijela (razrjedenje 1:25, R&D Systems, SAD).

Nakon 45 minuta inkubacije s primarnim protutijelom, nastali kompleks antigen-antitijelo

vizualizirao se s aplikacijom univerzalnog sekundarnog antitijela konjugiranog s peroksidazom
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sadrzanog u vizualizacijskom reagensu Dako EnVision No K5007 (Dako) u trajanju od 30
minuta. Deset minutna inkubacija s DAB (diaminobenzidin) kromogenom omogudila je
vizualizaciju specifi¢ne reakcije, prilikom ¢ega je peroksidaznom oksidacijom kromogena nastala
vidljiva smeda reakcija. Kako bi i ostala morfologija bila jasno prikazana, imunohistokemijsko
bojenje zavrsilo je pozadinskim obojenjem u hematoksilinu trajanja 2-5 minuta.

Izrazenost reakcije vrednovana je semikvantitativno kao: negativna (-), slabo izrazena (+),

srednje izraZzena (++) i jako izrazena (+++).

4.2.2. Statisticka analiza

Rezultati su prikazani tabli¢no i graficki. Napravljen je Smirnov-Kolmogorovljev test za
analizu normaliteta raspodjele te su se shodno dobivenim podacima primjenili odgovarajuci

neparametrijski testovi. Razlike u kategorijskim varijablama izmedu kontrole i NE tumora su

analizirane X* testom s Yatesovom korekcijom, dok su se razlike u kvantitativnim vrijednostima
prikazale kroz medijane i interkvartilne raspone te analizirane Mann-Whitney U testom. U analizi
prezivljenja koriStena je Kaplan-Meier krivulja s odgovaraju¢im log rank testom. Sve p
vrijednosti manje od 0,05 su smatrane znacajnima. Koristila se programska podrska IBM SPSS

Statistics verzija 19.0.0.1 (www.Spss.com).
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5. REZULTATI



U razdoblju od 1.1.2001. do 31.12.2005. godine od 3058 dijagnosticiranih slucajeva
karcinoma dojke, 31 je zadovoljavao kriterije za dijagnozu neuroendokrinog karcinoma (NEC)

prema SZO-i, §to je iznosilo 1,01% karcinoma dojke u analiziranom razdoblju.

5.1. Dob bolesnica

Medijan dobi ispitanica za ukupni uzorak iznosio je 60 godina (interkvartilni raspon krece
se od 54 do 66 godina). Medijan dobi bolesnica s NEC iznosio je 59 godina, a bolesnica s

duktalnim invazivnim karcinomom (DIC NOS) u kontrolnoj skupini 60,5 godina (N.S.).

5.2. Histo-patoloSke osobine karcinoma

5.2.1. Stupanj diferencijacije (gradus)

Analiza stupnja diferencijacije (histoloSkog gradusa — G) NEC-a i DIC NOS-a kontrolne
skupine pokazala je u skupini NEC-a srednju i slabiju diferencijaciju (gradus 2 i 3) u 22,6%
slucajeva. U 37,5% slucajeva DIC-a tumorsko je tkivo pokazivalo slabu diferenciranost (G3) u

usporedbi s 16,1% u slucajevima NEC- a (P=0,001). (tablica 4, slika 3).
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Tablica 4. Razlike u histolo§kom gradusu tumoraizmedu skupina NEC i DIC: x* test

Gradus tumora

Ukupno
1 2 3 o
N 7 19 5 31
NEC
) % 22,6% 61,3% 16,1% 100,0%
Skupina
DIC N 0 30 18 48
% ,0% 62,5% 37,5% 100,0%
N 7 49 23 79
Ukupno
% 8,9% 62,0% 29,1% 100,0%
Vrijednost| df P
2
Pearson X 13.798°| 2 0,001
test
N 79
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Slika 3. Distribucija histoloSkog gradusa u istrazivanoj skupini NEC-a i kontrolnoj skupini

DIC-a. %2 test.
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5.2.2. IzraZenost estrogenskih i progesteronskih receptora (ER/PR)

U skupini NEC-a, 27/31 (87,10%) tumora bilo je pozitivnho na ER, a 4/31 (12,90%)
tumora nije pokazivalo izrazenost ER, dok je 23/31 (74,20%) tumora bilo pozitivno na PR, a u
8/31 (25,80%) tumora PR nisu bili izrazeni (slika 4). U skupini DIC-a, 34/48 (70,83%) tumora je
bilo pozitivno na ER, a 14/48 (29,17%) tumora nije pokazivalo izrazenost ER, dok je 28/48
(58,33%) tumora bilo pozitivno na PR, a negativno u 20/48 (41,67%) slucajeva (slika 5).

Samo u izrazenosti ER (%) i PR(%) postoje znaCajne razlike u medijanima i
interkvartilnim rasponima. Ekspresija ER i PR bila je znacajno veca u skupini NEC u odnosu na

kontrolnu skupinu DIC-a (tablica 5).

100% —'—
B80%
g B0%—
o
1]
40%
20%
0% T
DIC NEC

Skupina

Slika 4. Razlike u ekspresiji estrogenskog receptora (ER) izmedu skupina NEC i DIC:
Mann-Whitney U test, P=0,049.
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Slika 5. Razlike u ekspresiji progesteronskog receptora (PR) izmedu skupine NEC i DIC:

Mann-Whitney U test, P=0,030.
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Tablica 5. Razlike u kvantitativnim vrijednostima izmedu DIC-a i NEC-a

Percentile
Skupina N Min Max P
25. Medijan 75.
DIC 48 33 85| 51,50 60,50 65,00
Dob (godine) 0,497
NEC 31 44 86 | 54,00 59,00 68,00
Veligina DIC 48 4 70 | 10,00 15,00 22,00 0.458
tumora NEC 31 10 48 | 10,00 20,00 20,00 ’
Udio DIC 48 0,0% | 87,0% | 0,0% 0,0% | 19,5%
pozitivnih LN 0,342
(%) NEC 31 0,0% 80,0% 0,0% 0,0% 33,0%
DIC 48 0,0% | 100,0% 0,0% 55,0% 97,5%
ER (%) 0,049
NEC 31 0,0% | 100,0% | 30,0% 80,0% | 100,0%
DIC 48 0,0% | 100,0% 0,0% 10,0% 45,0%
PR (%) 0,020
NEC 31 0,0% | 100,0% 0,0% 40,0% 90,0%
DIC 48 0 3 0,00 0,00 0,75
HER 0,762
NEC 31 0 3 0,00 0,00 1,00
DIC 46 0 3 0,00 1,00 2,00
HIF 0,030
NEC 31 0 3 0,00 0,00 1,00
DIC 48 0 3 1,00 1,50 2,00
VEGF 0,662
NEC 31 0 3 1,00 2,00 3,00

*Mann-Whitney U test
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5.2.3. Izrazenost HER-2/neu

Izrazenost HER-2/neu receptora smatrala se pozitivnom u slucaju jake izrazenosti
intenziteta 3+ na membrani. U skupini NEC-a sveukupno je otkriven 1/31 (3,23%) HER-2/neu
pozitivnih tumora, dok je u kontrolnoj skupini DIC-a HER-2/neu pozitivnih tumora bilo 7/48
(14,58%) (slika 6). U skupini DIC-a dva su uzorka su pokazivala intenzitet reakciju na HER-
2/neu koji je procijenjen umjereno pozitivnim (2+), te su u svrhu jasnog razgranicenja uzoraka
bez i onih jake ekspresije te smo uzorci tkiva analizirani metodom CISH. U oba slucaja rezultati
su bili negativni. Analiza razlike u ekspresiji HER-2/neu izmedu skupine NEC-a i DIC-a nije

pokazala statisticku znacajnost (P=0,102).
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Slika 6. Distribucija izrazenosti negativnih HER-2/neu receptora (bez ekspresije i slabe
ekspresije) i pozitivnih HER-2/neu (jaka ekspresija) izmedu istrazivane skupine NEC-a i

kontrolne skupine DIC-a: x?test.
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5.3. TNM stadij

Razlike u raspodjeli T i N stadija bolesti izmedu skupina NEC-a i DIC-a prikazane su na

tablici 6.

Tablica 6. Razlika u distribuciji T stadija.

T stadij: svi
Ukupno
Bez P
1 2 3
odgovora
N 3 12 15 1 31
NEC
% 9,7% 38,7% 48,4% 3,2% | 100,00%
Skupina
N 1 33 12 2 48
DIC
% 2,1% 68,8% 25,0% 4,2% | 100,00%
N 4 45 27 3 79
Ukupno
% 5,1% 57,0% 34,2% 3,8% | 100,00%
Vrijednost Df P
Fparscn 15,03 3 0,025
X~ test
N 79

U skupini NEC-a tumori su statisticki znacajno ceS¢e dijagnosticirani u stadiju T2
(P=0,025).

Maksimalni broj odstranjenih limfnih ¢vorova u NEC grupi iznosio je 21, a u DIC skupini
31. U skupini NEC-a metastaza/e karcinoma u limfne ¢vorove pronadene su u 15/31 (48,39%)
pacijentice, a medu ispitanicama DIC skupine 17/48 (35,42%) pacijentica je imalo metastazu/e u

limfne ¢vorove (N.S.) (slika 7).
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Slika 7. Razlika u N stadiju izmedu skupina NEC-a i DIC-a



5.4. Izrazenost HIF-a 1o i VEGF-a

5.4.1. Izrazenost HIF-a 1a

Razliku u medijanu i interkvartilnom rasponu ekspresije HIF-a 1o izmedu skupine NEC-a
1 kontrolne skupine DIC-a prikazuje tablica 7, slika 8.

Ekspresija HIF-a 1a pokazala se izrazenijom u kontrolnoj skupini DIC-a, nego u skupini
NEC-a u medijanu i interkvartilnom rasponu. Medijan ekspresije HIF-alo u skupini DIC-a
iznosio je 1 (0-2) (slika 9) dok je medijan ekspresije HIF-alo u skupini NEC-a iznosio 0 (0-1)
(slika 10).

Analizom razlika u HIF-1a ekspresiji izmedu ispitivane i1 kontrolne skupine uocena je
tendencija jace izrazenosti HIF-ala u kontrolnoj skupini DIC-a, no statisti¢ki znacajna razlika
nije pronadena. U skupini NEC-a 17/31 (54,8%) tumora nije izrazavalo HIF-a la, za razliku od
skupine DIC-a, gdje je negativni nalaz izrazenosti HIF-a 1a zabiljeZzen u 13/48 (28,3%) tumora

(tablica 8).

Tablica 7. Razlika u medijanu i interkvartilnom rasponu ekspresije HIF-a1a izmedu
promatranih skupina DIC-a i NEC-a

Skupin Percentile
P N | Min | Max p
2 25. | Medijan | 75.
NEC 31 0 3 0,00 0,00 1,00
HIF-1a 0,030
DIC 46 0 3 0,00 1,00 2,00
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Slika 8. Razlike u ekspresiji HIF-a 1a izmedu skupine NEC-a i DIC-a. Mann-Whitney U
test, P=0,002.
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Slika 9. DIC u kojem je izrazenost ekspresije HIF-a1a procijenjena na 3+ (HIF1a x 400)

Slika 10. NEC u kojem je izraZzenost ekspresije HIF-a 1a procijenjena na 1+ (HIF 1a x
400)
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Tablica 8. Razlike u distribuciji ekspresije HIF-a1a izmedu promatranih skupina. X test,

P=0,083.
HIF-1a
Ukupno
0 1 2 3
N 17 7 2 5 31
NEC
) % 54,8% | 22,6% 6,5% | 16,1% 100,0%
Skupina
DIC N 13 13 10 10 46
% 28,3% | 28,3% | 21,7% | 21,7% 100,0%
N 30 20 12 15 77
Ukupno
% 39,0% | 26,0% | 15,6% | 19,5% 100,0%
Vrijednost df P
2
Pearson % 6,664 | 3 | 0,083
test
N 77

Podjelom svih karcinoma (skupina NEC + skupina DIC) u dvije skupine s obzirom na

ekspresiju HIF-ala i to na one bez ekspresije, s izraZzeno$¢u intenziteta 0 i 1 i na one kod kojih je

ekspresija procijenjena pozitivnom (izraZzenost intenziteta 2 i 3) dobiveni su grani¢ni rezultati.

Naime, umjerena i jaka ekspresija HIF-ala (2 i 3) bila je grani¢no (gotovo dva puta) znacajno

¢esca u kontrolnoj skupini DIC-a 20/48 (43,5%) prema 7/31 (22,6%) u skupini NEC-a (P=0,059)

(tablica 9, slika 9).
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Tablica 9. Razlike u HIF-a 1a ekspresiji izmedu NEC-a i DIC-a: ¥* test. P=0,059.

HIF-1a
Bez ekspresije i | Umjerena i jaka | Ukupno
slaba ekspresija ekspresija

N 24 7 31
NEC % 77,4% 22,6% 100,0%

DIC N 26 20 46
% 56,5% 43,5% 100,0%

UKUDNo N 50 27 77
P % 64,9% 35,1% 100,0%

HIF-1a

Bez ekspresije |

slaba ekspresija

Umjerenaijaka
.ekspresija

Udio

DIC NEC
Skupina

Slika 11. Distribucija izrazenosti HIF-a1a izmedu NEC-a i DIC-a: x* test P=0,059.



5.4.2. Izrazenost VEGF-a C

U medijanu izrazenosti VEGF-C izmedu skupine NEC-a i DIC-a nije utvrdena znacajna

razlika (tablica 10, slika 12).

Tablica 10. Razlika u medijanu i interkvartiinom rasponu ekspresije VEGF-a C izmedu

promatranih skupina DIC-a i NEC-a

Percentile
Skupina N Min | Max P
25. | Medijan | 75.
NEC 31 0 3 1,00 2,00 3,00
- ’ ’ ’ 0,662
VEGEF-C DIC 48 0 3 1,00 1,50 2,00 ’
3_ —
2_
8]
L
o
w
=
1.—
0
DIC NEC
Skupina

Slika 12. Razlike u VEGF-a C ekspresiji izmedu skupina NEC-a i DIC-a. Mann-Whitney

U test, P=0,662.
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Tablica 11. Razlike u ekspresiji VEGF-a C izmedu skupina NEC-a i DIC-a. X test,
P=0,250.
VEGF-C
0 1 5 3 Ukupno
NEC N 7 6 9 9 31
Skupi % 22,6% | 19,4% | 29,0% | 29,0% | 100,0%
pina bIC N 6 18 15 9 49
% 12,5% | 37,5% | 31,3% | 18,8% | 100,0%
Ukubno N 13 24 24 18 79
P % | 16,5% | 304% | 30,4% | 22,8% | 100,0%
Vrijednost | Df P
2
Pearson % 4109 | 3 0,250
test
N 79

Raspodjela karcinoma (skupina NEC + skupina DIC) s negativhom ili slab~~

ekspresijom (0 ili 1+) VEGF-a C i na one s pozitivnom ekspresijom (2+ ili 3+) (slika .., nije

pokazala statisticki znacajnu razliku medu skupinama NEC-a i DIC-a (P=0,250) (tablica 11, slika

14).
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Slika 13. DIC u kojem je izraZzenost ekspresije VEGF-a C procijenjena na 3+ (VEGF-C x
400).
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Slika 14. Razlike u ekspresiji VEGF-a C izmedu NEC-a i DIC-a: X’ test.
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5.5. Prezivljenje bolesnica u odnosu na izrazenost HIF-a 1la i

VEGF-aC

Ukupno praceno vrijeme prezivljenja bolesnica u skupini NEC-a iznosilo je 34,3 + 19,8
mjeseci, a u skupini DIC-a 36,9 £ 9,1 mjeseci. Premda je u istrazivanim skupinama u slucaju
NEC-a pojava recidiva zabiljezena u 25,8% bolesnica, statistickom analizom nije nadena
znacajna razlika u pojavi recidiva bolesti izmedu bolesnica istrazivane skupine NEC-a i kontrolne

skupine DIC-a (tablica 12).

Tablica 12. Razlike u prisutnim recidivima izmedu skupina NEC i DIC: ¥* test, P=0,456.

Recidiv
Ukupno
Ne Da
N 23 8 31
NEC
. % 74,2% 25,8% 100,0%
Skupina
N 39 9 48
DIC
% 81,3% 18,8% 100,0%
N 62 17 79
Ukupno
% 78,5% 21,5% 100,0%
Vrijednost df P
Pearson X° test 0,555 1 0,456
N 79

Analiziranjem razlika u pojavi recidiva izmedu skupina NEC i DEC, a u odnosu na
pozitivnu ili negativnu ekspresiju HIF-1a, nisu nadene statisticki znacajne razlike u prezivljenju,

P=0,413 (sl.14), ali su uocene su grani¢no znacajne razlike u prezivljenju ispitivane skupine
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(NEC) u odnosu na ekspresiju HIF-a, P=0,066 (slika 15). U NEC skupini bilo je ukupno 7 HIF-
la pozitivnih bolesnica, od kojih je recidiv bolesti razvilo njih 5. U 9 je slucajeva recidiv bolesti
nastupio u HIF-1a negativnih bolesnica, njih ukupno 24. Istovremeno je u kontrolnoj skupini bilo
21 HIF-1a pozitivnih uzoraka, recidiv bolesti je nastupio u 8 bolesnica, dok je kod u skupini od

21 HIF-1a negativnih uzoraka, recidiv bolesti nastupio u 4 slucaja.

Skupina: NEC
HIF-1a
1,07
Bez ekspresije |
slaba ekspresija
_~-Umjerenaijaka
08— ekspresija
a -
= U6 - N
2
=
N
2
o 044 P
027
0.0
I I I |
0 20 40 60
Vrijeme (mjeseci)
x* test Df P
Log Rank (Mantel-Cox) 3,367 1 0,066

Slika 15. Kaplan Meier krivulja pojave recidiva u odnosu na ekspresiju HIF-ala u
istrazivanoj skupini NEC, P=0,066.
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Uocene su grani¢no znacajne razlike u prezivljenju ispitivane skupine (NEC) u odnosu na

ekspresiju HIF-a, P=0,066. Naime, ve¢ina ispitanica s umjerenom i jakom HIF-1a ekspresijom

dobije recidive unutar 34 mjeseca od pocetka pracenja.

Skupina: DIC
1,07 ! |
0,8_ : ...........
2z
£ 067
>
=,
=
Im —
& 04
0,27
0,07
| I | |
a 20 40 B0
Vrijeme (mjeseci)
X’ test Df P
Log Rank (Mantel-Cox) 0,669 1 0,413

HIF-1a

| Bez ekspresije i

slaba ekspresija

| --Umnjerena i jaka

ekspresija

Slika 16. Kaplan Meier krivulja pojave recidiva u odnosu na ekspresiju HIF-1a ekspresija

u kontrolnoj skupini (DIC), P=0,413.
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Ukupan broj VEGF-C pozitivnih bolesnica u ispitivanoj NEC skupini bio je 18, dok ih je
13 bilo negativno. Podjednaki broj bolesnica VEGF-C pozitivnih i negativnih, po 8 u svakoj
skupini, razvio je recidiv bolesti. U kontrolnoj DIC skupini podjednaki broj bolesnica (24) je
VEGF-C pozitivan i negativan. VEGF-C pozitivne bolesnice su u 6 slucajeva razvile povrat
bolesti, a VEGF-C negativne u prakticki s podjednakom ucestalo$¢u; u 5 bolesnica zabiljezen je
recidiv bolesti.

Nema znacajnih razlika u prezivljenju ispitivane skupine (NEC) u odnosu na ekspresiju
VEGF-C, P=0,405 (slika 17).

Nisu nadene znacajne razlika prezivljenju u kontrolne skupine (DIC) u odnosu na
ekspresiju VEGF-C, P=0,128. (slika 18).

Uocena je naznaka ranije pojave recidiva kod onih bolesnica kod kojih nije dokazana

ekspresija VEGF-C!
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Slika 17. Kaplan Meier krivulja pojave recidiva u odnosu na VEGF-C ekspresiju u

ispitivanoj skupini (NEC).
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Slika 18. Kaplan Meier krivulja pojave recidiva u odnosu na VEGF-C ekspresiju u
kontrolnoj skupini (DIC).



6. RASPRAVA



Prema SZO primarni neuroendokrini karcinomi (NEC) dojke su skupina karcinoma koja
pokazuje morfoloske osobine nalik NE tumorima pluca i probavnog sustava. Da bi karcinom
dojke bio svrstan u ovu skupinu NE markeri moraju biti izrazeni u viSe od 50% tumorskih
stanica. Invazivni duktalni karcinomi NOS tipa koji pokazuju NE diferencijaciju u pojedinim
skupinama stanica se ne svrstavaju u skupinu NE karcinoma (22). Prema podacima iz literature,
incidencija NEC-a dojke iznosi 2-5%, a pojavljuju se naj¢es¢e u bolesnica dobne skupine 60-70
godina. Zabiljezeni su i slucajevi NE diferencijacije karcinoma muske dojke (22,99).

U ovom su istrazivanju NEC dijagnosticirani u 1,01% svih karcinoma dojke u
proucavanom petogodisnjem razdoblju, Sto se podudara s podacima iz literature (22,135,142).

Medijan zivotne dobi bolesnica s NEC-om dojke iznosio je 59 godina, a usporedbom s
dobi bolesnica s duktalnim invazivnim karcinomom dojke nije pronadena statisticki znacajna
razlika, Sto takoder odgovara podacima drugih autora (22, 23, 25, 182).

S obzirom na njihovu morfolosku slicnost s neuroendokrinim karcinomima probavnog
trakta, dugo se smatralo da i NEC-i dojke imaju agresivan tijek bolesti i loSu prognozu. Tek neka
novija literaturna izvjesc¢a govore u prilog znatno bolje prognoze i ishoda bolesti ¢cime se namece
potreba reevaluacije ne samo morfoloskog, ve¢ i molekularnog aspekta neuroendokrinih
karcinoma dojke, kao i ponovnog razmatranja plana lijeCenja bolesnika u kojih je dijagnosticiran
ovaj karcinom (202).

Prema podacima iz literature, kod NEC-a dojke histoloski gradus se smatra najvaznijim
prognostickim ¢imbenikom, a u 45% slucajeva ovi su karcinomi dobro diferencirani (G1), 40%
ih je umjereno diferenciranih (G2), a svega 15% pokazuje slabu diferenciranost (G3) (u pravilu se
radi o karcinomima malih stanica) (10). U ovom je istrazivanju najve¢i broj NEC-a dojke

(61,3%) pokazivao umjerenu diferenciranost (G2). Rezultati ovog istrazivanja pokazali su
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srednju i slabu diferenciranost (G2 i G3) tkiva NEC-a u sveukupno 22,6% tumora. U usporedbi s
duktalnim invazivnim karcinomima NOS tipa koji su predstavljali kontrolnu skupinu slaba
diferenciranost (G3) tumorskog tkiva bila je znacajno ¢es¢a u skupini DIC-a NOS tipa nego u
ispitivanoj skupini NEC-a dojke.

Sli¢ni rezultati dobiveni su i drugim istrazivanjima kojima je pokazano da su u trenutku
postavljanja dijagnoze NEC obi¢no gradusa 1 ili 2, a §to je jedan od argumenata koji u posljednje
vrijeme potkrepljuje tezu o manje agresivnom tijeku ove bolesti u odnosu na duktalni invazivni
karcinom NOS tipa (22,158,182,183).

S podacima iz literature se podudara i nalaz ovog istrazivanja koji su pokazali da se NEC
dojke, u odnosu na druge karcinome dojke statisticki znacajno ¢es¢e dijagnosticiraju u T2 stadiju
(145).

Medutim, usporedujuéi istrazivanu skupinu NEC dojke i kontrolnu skupinu duktalnih
invazivnih karcinoma (DIC) dojke nisu nadene statisticki znacajne razlike ni u zahvacanju
regionalnih limfnih ¢vorova (N stadiju), niti u distribuciji zahvacéenosti limfnih ¢vorova. Vecina
analiziranih NEC i DIC tumora u ovom istrazivanju nije imala regionalne metastaze (NO), a
vecina tumora bila je N1 stadija. Neka istrazivanja pokazuju gotovo istovjetne, dok druga pak
pokazuju oprecne rezultate (182-184).

S obzirom na ekspresije ER i PR; rezultati ovog istrazivanja podudaraju se s rezultatima
objavljenima u literaturi, jer je uocena njihova znacajno ucestalija ekspresija u skupini NEC-a u
odnosu na kontrolnu skupinu duktalnih invazivnih karcinoma (22,158,182,183).

U naSim rezultatima nije potvrdena razlika u HER-2/neu ekspresiji izmedu skupina NEC-
a 1 DIC-a, ali je uocena tendencija DIC-a jakoj HER-2/neu ekspresiji $to je u korelaciji s

poznatim rezultatima. U tumorima analiziranima ovim istrazivanjem svega je jedan uzorak NEC-
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a pokazao HER-2/neu pozitivitet, dok su svi ostali uzorci bili negativni §to se u potpunosti
podudara s dosadasnjim spoznajama o slaboj HER-2/neu ekspresiji kod neuroendokrinih
karcinoma (158,182,183).

Istrazivanja Okade i1 sur. (144) pokazala su korelaciju izmedu ekspresije HIF-ala i
VEGF-aC u tumorskim stanicama invazivnog duktalnog karcinoma, s posljedicnom vecom
ucestalos¢u regionalnih i udaljenih metastaza. Retrospektivno istrazivanje Dalesa i sur. (137) na
745 pacijenata s DIC-om dojke pokazalo je pojac¢anu izrazenost HIF-ala i njegovu korelaciju s
VEGF-om C iz ¢ega su autori zakljucili da pojac¢ana ekspresija HIF-a la predstavlja zasebni
prognosticki ¢imbenik ranog relapsa bolesti bilo lokalnog recidiva ili udaljenih metastaza u svih
pacijenata, bez obzira na nalaz aksilarnih limfnih ¢vorova. U radu Schindla i1 sur. (145) nije
nadena korelacija izmedu ekspresije HIF-ala, HER-2/neu 1 statusa ER, ali je studija pokazala
kako HIF-1a mozemo smatrati neovisnim i nepovoljnimn prognostickim faktorom u pacijentica s
pozitivnim aksilarnim limfnim ¢vorovima

. Studija Bosa i sur. (146) na 150 pacijentica s ranim stadijem karcinoma dojke i
negativnim aksilarnim limfnim ¢vorovima, dokazala je da povisene razine HIF-ala predstavljaju
neovisni, negativni, prognosticki, prediktivni ¢imbenik koji bi mogao poboljsati dosadasnje
alogoritme lijecenja. Pojacana izrazenost HIF-a 1o uocena je podjednako u HER-2/neu pozitivnih
1 negativnih karcinoma dojke, kao i u ER+ i ER- karcinomima dojke (140, 141).

Temeljni predmet ovog istrazivanja bila je upravo izrazenost HIF-ala i VEGF-a C u tkivu
NEC-a dojke te usporedba nalaza ovih biljega s nalazom u tkivu DIC-a dojke NOS tipa, s ciljem
boljeg razumijevanja podrijetla i ponasanja NEC-a dojke.

Analiza je pokazala izrazeniju ekspresiju HIF-a 1a u kontrolnoj skupini DIC-a, nego u

skupini NEC-a u medijanu i interkvartilnom rasponu. Premda je analizom razlika u HIF-1a
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ekspresiji izmedu ispitivane i kontrolne skupine, uocena tendencija jace izrazenosti HIF-ala u
kontrolnoj skupini DIC-a (medijan ekspresije 1), nego u skupini NEC-a (medijan ekspresije 0)
statisticki znacajna razlika nije pronadena. Za sada se moze samo nagadati, odnosno razmatrati
pitanje govori li ovakav nalaz u prilog izostanka hipoksije unutar tkiva NEC-a, ili u prilog
izrazenijoj hipoksiji tumorskog tkiva u duktalnim invazivnim karcinomima (Sto bi govorilo u
prilog agresivnog fenotipa tumora) (164,189).

VEGF-C je pokazao tendenciju pojacane izraZenosti u skupini NEC S§to je zacudujuce s
obzirom na slabo izrazenu ekspresiju HIF-ala, ali nije pokazao statisticku znacCajnost u
kontrolnoj skupini koja je prema prethodnim parameterima (HER-2/neu, HIF-1a) imala ispoljene
agresivne karakteristike. Obzirom da postoji i dokazana je direktna povezanost izmedu HIFa-1a,
VEGF-a C i procesa tumorske angiogeneze, ukljucujuéi i limfangiogenezu (135,136,142), mogla
bi se razmotriti moguénost da NEC dojke imaju tendenciju limfangiogenezi. Time bi se moglo
objasniti lokalno ponasanje, odnosno sklonost recidivima, a postoji i moguénost da su oni bolje
prokrvljeni, upravo zbog pojacene izrazenosti VEGF-aC, i istodobne slabe ekspresiju HIF-ala.

Budu¢i da u ovom istrazivanju nije ucinjeno odredivanje gustoce krvnih i limfnih zila
pomo¢u imunohistokemijskog dokazivanja izrazenosti CD34, niti je semikvantitativno
procijenjivana neovaskularizacija istrazivanih uzoraka tumorskog tkiva, nije se moguce precizno
izraziti o vaskularnoj i limfnoj mrezi unutar samog tumora. Problemom gusto¢e krvnih zila,
serumskih i intratumorskih vrijednosti VEGF-a, kao i odredivanjem razli¢itih zilnih markera
poput CD31, CD34 i CD105 u posljednje vrijeme se vrijeme istraziva¢i bave upravo zbog
nekonzistentnih rezultata. Tako Safwat i sur. (190) zakljucuju kako gustoca krvnih zila, a ne
ekspresija VEGF, odrazava krajnji kaskadnog procesa tumorske angiogeneze. Isti autori u svojem

istrazivanju opisuju neke uzorke kao VEGF negativne. Ekspresiju VEGF-a C, VEGFR-a 3 i
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gusto¢u limfnih zila studiozno su obradili Raica i sur., zakljucivsi kako razli¢iti molekularni
tipovi karcinoma dojke imaju razliCite signalne putove limfangiogeneze i sukladno s time
drugacije biolosko ponaSanje i odgovor na terapiju (191). NerijeSeno pitanje razliCite ekspresije
VEGF-a, i ne uvijek o¢ekivanog ponasanja tumora kod jake izrazenosti ili izostanka iste, dovelo
je do molekularne problematiku karcinoma dojke. Prije desetak godina usvojen je model tzv.
molekularne taksonomije karcinoma dojke koji ukljucuje pet molekularnih subtipova: luminalni
A, luminalni B, nalik bazalnom, HER-2+, poput normalnog tkiva dojke (192). Ova se
klasifikacija pokazala iznimno znacajna u prognostickom smislu; naime skupina tumora
klasificiranih kao luminalni A imaju dobru prognozu, dok oni oznaceni kao: luminalni B, HER-
2+ 1 nalik bazalnom imaju znacajno loSiju prognozu (193,194). Prema istrazivanju Raice i sur.
(191) najveca ekspresija VEGF-a C i VEGFR-a 3 uocena je u HER-2+ i luminalnom B tipu, a
najniza u tipu nalik bazalnom.

Daljnja istrazivanja su pokazala, kako svaki molekularni subtip moze stvoriti karcinom
sastavljen od heterogenih sastavnica ili heterogene skupine karcinoma razli¢itih transkripcijskih i
genomskih karakteristika, te razliitog klinickog ponasanja i odgovora na lijecenje . To je iscrpno
pokazano na primjeru karcinoma nalik bazalnom (195,196).

Molekularna analiza subtipova mucinoznih i NE karcinoma, pokazala je kako su oni
konzistentno luminalnog subtipa (195). Naime, mucinozni i NE karcinomi su u molekularnom
smislu zasebni od histoloSkog gradusa i molekularnog subtipa odgovaraju¢ih duktalnih
invazivnih karcinoma dojke (197). Vise se renomiranih autora (Sapino, Capella, Weigelt, itd.)
bavilo usporedbom transkripcijske homogenosti mucinoznih i NE karcinoma s duktalnim
invazivnim, i svojim istrazivanjima pokazali kako mucinozni karcinomi imaju manje genomskih

alteracija od duktalnih invazivnih karcinoma (197,198,199). Detaljnija analize mucinoznih

94



karcinoma na genskom nivou razgrani€ila ih je na skupinu A i B, pokazavsi na molekularnoj
razini brojne sli¢nosti izmedu mucinoznog karcinoma skupine B i NE karcinoma do te mjere da
se mogu nazvati istim molekularnim entitetom (199). Posebno je zanimljivo, kako usporeda ovih
uzoraka s uzorcima duktalnog invazivnog karcinoma istovjetnog histoloskog gradusa i
molekularnog subtipa (npr. luminalnog A) ukazuje na potpuno drukaciji spektar diferencijacije,
prema kojem mucinozni B i NE dojke predstavljaju u genetskom i molekularnom smislu zaseban
entitet.

Analiza 5-godiSnjeg prezivljenja bolesnica u odnosu na izrazenost HIF-a 1a i VEGF-a C
dala je vrlo zanimljive rezultate. U nasem je uzorku recidiv NEC-a dojke zabiljeZzen u 25,8%
bolesnica, ali nije uoCena statisticki znacajna razlika u pojavnosti recidiva izmedu skupine NEC-a
1 kontrolne skupine duktalnih invazivnih karcinoma NOS tipa. Bolesnice is skupine s NEC dojke,
a Ciji su tumori pokazali ekspresiju HIF-a la pozitivne, razvile su recidiv unutar 34 mjeseca od
postavljanja dijagnoze.

Podjednaki broj VEGF-C pozitivnih i negativnih bolesnica u skupini NEC dojke razvio je
recidiv bolesti. Moguée objasnjenje takvog nalaza jest da VEGF-C nije jedini i iskljucivi
limfangiogenetski ¢imbenik, pa je moguce da je kaskadni mehanizam iSao drugim nacinom, npr.
preko VEGF-a D. Iako veéina radova dovodi u direktnu vezu VEGF-C i limfangiogenezu, ima i
radova s opre¢nim rezultatima, prema kojima nije pokazan prognosticki znacaj ekspresije VEGF-
a C, kao 1 onih koji su utvrdili kako u primarnim tumorima gusto¢a limfnih zila i ekspresija
VEGF-a C i VEGF-a D nije u korelaciji s gradusom, stadijem tumora, napredovanjem bolesti ili
prezivljenjem (200,201). Tu tezu mogao bi potkrijepiti i nalaz recidiva bolesti koji je uocen u

VEGF-C negativnih bolesnica, iako se to moze objasniti 1 time da u istrazivanju nije dovoljno
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odredivati samo jedan faktor angio/limfangiogeneze. U skupini bolesnica s DIC-om dojke nisu
nadene znacajne razlike u 5-godiSnjem prezivljenju u odnosu na ekspresiju VEGF-a C.

Ovo istrazivanje pokazalo je neke rezultate koji ipak ukazuju na drugacije osobine NEC
dojke u usporedbi s DIC-om NOS tipa, ponajprije na negativnu ekspresiju HER-2/neu i slabu
ekspresiju HIF-a 1a ekspresiju. Osim toga neuroendokrini karcinomi pokazuju tendenciju VEGF-
C pozitivitetu ¢ime bi se mogao objasniti ucestaliji nastanak recidiva bolesti.

Istrazivanje je ukazalo na mogu¢nost da u tkivu NEC dojke unutar stanicna hipoksija
izostaje (negativan HIF-1a), ili jo§ nisu razvijeni pravi naini za njezino mjerenje. Postoji
mogucnost i da hipoksija i nije uvijek nuzna za indukciju limfangiogeneze. Ili da nju induciraju 1
neki drugi, za sada nepoznati transkripcijski ¢imbenici, budu¢i da u samom aktivacijskom
procesu sudjeluju kaskadni mehanizmi, koje je tesko istovremeno analizirati i kvantificirati.

Ovo istrazivanje je pokazalo kako se NEC dojke ipak po nekim svojim osobinama
razlikuje od DIC-a dojke. Ti rezultati potkrepljuju literature podatke prema kojima su NE
karcinomi dojke posebna histoloska grupa koja ne pokazuje znakove agresivnog rasta (202).

Ostaje nerijeseno pitanje da li je NEC samo varijanta DIC-a ili je NEC genetsko-
molekularna varijanta koja nalikuje mucinoznom karcinomu tipa B pa shodno tome predstavlja

zaseban entitet?
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7. ZAKLJUCCI



. Incidencija neuroendokrinih karcinoma (NEC) u naSem uzorku iznosila je 1,01%.

. NEC se znacajno ¢es¢e dijagnosticiraju u stadiju T2, histoloskog su gradusa G1 i
G2, pokazuju pozitivne hormonske receptore i HER-2/neu su negativni.

. NEC na nasem uzorku pokazuju slabu ekspresiju HIF-1a u usporedbi s DIC.

. U analiziranom materijalu, NEC u odnosu na DIC pokazuju tendenciju pojacanoj
ekspresiji VEGF-C.

. NEC koji su HIF-1a pozitivni razvit ¢e brzi recidiv bolesti.

S obzirom na morfoloske i imunohistokemijske osobine, moglo bi se zakljuciti
kako su NEC i DIC NOS tipa ipak razliku, te kako postoji moguénost da NEC
predstavlja zasebnu skupinu karcinoma dojke. Medutim, uzevsi u obzir malenu
promatranu skupinu i opéenito malenu incidenciju ovih tumora, potrebna su

daljnja istrazivanja na ve¢em uzorku.
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8. SAZETAK



U ovom radu retrospektivno je analizirano tkivo 79 karcinoma dojke; od cega je 31
karcinom zadovoljavao kriterije za dijagnozu neuroendokrinog karcinoma (NEC-a) prema SZO-i,
a kontrolnu skupinu predstavljalo je tkivo 48 duktalnih invazivnih karcinoma (DIC) dojke NOS
tipa.

Hipoteza ovog istrazivanja jest kako NEC dojke pokazuju jacu izrazenost HIF-a 1 a i
VEGF-a C u odnosu na DIC dojke NOS tipa.

Ciljevi rada bili su utvrditi izrazenost HIF-a 1 a i VEGF-a C u tkivu NEC-a i usporediti
nalaze s kontrolnom skupinom, kao i utvrditi moguce slicnosti i razlike izmedu ispitivanih
skupina s obzirom na klinicki stadij i gradus tumora, izrazenost hormonskih receptora i HER-
2/neu i zahvacenost limfnih ¢vorova te pojavu recidiva.

NEC je dijagnosticiran u 31/3508 (1,01%) svih karcinoma dojke u 5-godisnjem razdoblju.

Rezultati su pokazali da se NEC znacajno ¢esce otkriva u T2 stadiju i da ¢eS¢e pokazuje
pozitivne hormonske receptore i negativnost na HER2/neu, dok je DIC znacajno ceSée slabo
diferenciran od NEC-a. Ekspresija HIF-ala u tkivu NEC-a bila je slabija, a ekspresija VEGF-a
pojacana (sa granicnom znacCajnos$¢u). Znacajne razlike u duljini prezivljenja s obzirom na
ekspresiju HIF-a la izmedu skupina nisu pronadene ali je utvrdena grani¢no znacajne razlike u
prezivljenju bolesnica s NEC-om u odnosu na ekspresiju HIF-ala, kao i brzi razvoj recidiva u
HIF-1a pozitivnih pacijentica.

Zakljucuje se kako se s obzirom na morfoloske i imunohistokemijske osobine NEC i DIC
NOS tipa razlikuju, zbog ¢ega postoji moguénost da NEC dojke predstavlja zasebnu skupinu

karcinoma dojke, za dokazivanje ¢ega su potrebna daljnja istrazivanja na ve¢im serijama tumora.
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9. SUMMARY



In this retrospective study we analyzed 79 samples of breast cancer, 31 analyzed
speciment was classified as neuroendocrine breast carcinoma (NEBC) according to the criteria
established by the WHO, while 48 speciments represented control group and were diagnosed as
invasive ductal carcinoma (IDC). The aim of our study was: to determine expression of HIF-1a
and VEGF-C in NEBC tissue, to compare it with the control group (IDC), to establish similarities
and differencies between examnied groups in regard to tumor size, grade, expression of hormonal
receptors and HER2/neu, lymph node involvment and appearance of relapse.

The incidence of NEBC in our data was 1,01% (31/3508). Results showed that NEBC is
more frequently diagnosed in tumor size 2 and that they express positive hormonal receptors and
are HER2/neu negative, while IDC is poorly differentiated in comparison with NEBC. NEBC are
showing weak HIF-1a expression, but are demonstrating tendency towards increased VEGF-C
expression. Statistical difference in survival rate between the groups according to HIF-la
expression has not been found, but boundary significant difference in survival of NEBC patients
in regard to HIF-1a expression and faster developmet of the diseasse relapse in HIF-1a positive
patients was perceived.

We conclude, that NEBC and IDC differ according to their morphological and
immunohistochemical characteristics, and therefore exists a possibility that NEBC represents a
unique group of breast tumors. Further larger studies that include greater tumor speciments are

needed in order to determine real origin of NEBC.
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