Ekspresija autokrinog hormona rasta, receptora
hormona rasta, plakoglobina i NEDD9 u duktainom
invazivnhom karcinomu dojke s i bez metastaza

Stajduhar, Emil

Doctoral thesis / Disertacija
2012

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, School of Medicine / SveuciliSte u Zagrebu, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urm.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:109527

Rights / Prava: In copyright /Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-25

Repository / Repozitorij:

Dr Med - University of Zagreb School of Medicine
Digital Repository

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:109527
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/mef:5678
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mef:5678

Sredisnja medicinska knjiznica

Stajduhar, Emil (2012) Ekspresija autokrinog hormona rasta,
receptora hormona rasta, plakoglobina i NEDD9 u duktalnom
invazivnom karcinomu dojke s i bez metastaza. Doktorska disertacija,

Sveuciliste u Zagrebu.

http://medlib.mef.hr/1633

University of Zagreb Medical School Repository
http://medlib.mef.hr/



SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

Emil Stajduhar

Ekspresija autokrinog hormona rasta,
receptora hormona rasta, plakoglobina i
NEDD9 u duktalnom invazivhom karcinomu
dojke s i bez metastaza

DISERTACIJA

ZAGREB, 2012,



Disertacija je izradena u Klinickom zavodu za patologiju ,Ljudevit Jurak® Klinickog
bolni¢kog centra ,Sestre milosrdnice” u Zagrebu.

Voditelj: Prof. dr. sci. Bozo Kruslin

Zahvaljujem od sveg srca profesoru Bozi Kruslinu na njegovoj svesrdnoj pomodi i
vodstvu tijekom izrade ovog rada.

Zahvaljujem od sveg srca profesoru KreSimiru Paveli¢u i dr Sandri Kraljevi¢
Paveli¢ na poticanju i korisnim savjetima tijekom izrade ovog rada.

Zahvaljujem, takoder, od sveg srca kolegicama dr. Tanji LeniCek i dr. Petri
Radulovi¢ na pomoci u izradi ovog rada.

Rad posvecujem svojoj dragoj obitelji

,Oni koji malo znaju zrace sigurnoScu i samopouzdanjem,
One koji puno znaju razdire sumnja“

B. Russel



POPIS KRATICA
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1. UVOD



1.1. Epidemiologija karcinoma dojke

Karcinom dojke najceS¢a je zloudna bolest U zena, s ucestalosé¢u od oko 110
slucajeva na 100 000 zena godi$nje. Stopa smrtnosti iznosi 24 slucaja na 100 000 Zena
godisnje, s tendencijom porasta. Procjenjuje se da se u svijetu godiSnje otkrije oko milijun
novih slucajeva raka dojke. U posljednjih tridesetak godina stopa smrtnosti se smanjuje;
na primjer, u Engleskoj za 30%. Ovaj se trend pojasnjava i pripisuje uvodenju programa
ranog otkrivanja karcinoma dojke - mamografskom probiru, adjuvantnoj sistemskoj
terapiji, te uvodenju personalizirane kemo- 1 hormonske terapije. Rak dojke ima najvecu
incidenciju u dobnoj skupini od 45 do 55 godina starosti. Vrlo rijetko obolijevaju zene
mlade od 30 godina. Ucestalost raste s dobi i to do 55. godine starosti, potom ima
tendenciju snizavanja (1,2,3). Prema podacima Registra za rak Hrvatske i Hrvatskog
zavoda za javno zdravstvo, u Hrvatskoj je rak dojke najc¢esc¢i zlocudni tumor u Zena i
starosti rak dojke uzrokuje vecu smrtnost u odnosu na sve ostale bolesti zajedno (4).

Razlike u pojavi raka dojke izmedu pojedinih zemalja, kontinenata i rasa su vrlo
znacajne. Najvece stope novooboljelih od karcinoma dojke evidentirane su u Sjevernoj
Americi i1 sjeverozapadnim dijelovima Europe, dok su najnize stope pojavljivanja u
zemljama Azije. Postoji i razlika u incidenciji izmedu pojedinih etnickih skupina i rasa.
Najvece stope obolijevanja vide se u bjelkinja, poglavito u dobi iznad 45 godina. Veci
rizik za oboljevanje od karcinoma dojke imaju neudane u odnosu na udane te Zene viseg
socijalnog statusa u odnosu na one nizeg statusa (1,2,3).

Pojavnost karcinoma dojke dosegla je svoj vrhunac kasnih osamdesetih godina,
nakon Cega se stopa ustalila. S druge strane, mortalitet se u razdoblju od 1995 - 1998.
godine snizavao stopom od 3,4% godi$nje. Ovo smanjenje stope smrtnosti moze se
pripisati uspje$nim rezultatima provedenih probirnin  mamografskih sistematskih
pregleda, kao i primjeni adjuvantne terapije selektivnim modulatorom estrogenskih
receptora tj. tamoksifenom, te polikemoterapijom (5-7). Karcinom dojke je heterogena
bolest, a njeni klini¢ki znaci 1 simptomi uvelike ovise o tome da li je bolest zahvatila samo

dojku, ili je metastazirala u okolna tkiva ili pak u udaljena tkiva i organe.



1.2. Cimbenici rizika karcinoma dojke

Do sada su poznati ¢imbenici rizika za nastanak raka dojke ukljucivali dob,
izlaganje hormonskoj aktivnosti i nasljede. Produzeno vrijeme izlaganja hormonskoj
aktivnosti ukljucuje pojavu prve menstruacije u ranoj dobi, pojavu menopaze u kasnijoj
dobi, te nadomjesnu terapiju hormonima (8). Rizik se povecava u osoba s ve¢im brojem
bliskih rodaka koji su bolovali od raka dojke, Sto ukazuje na ulogu nasljednih ¢imbenika.
Pretilost u postmenopauzi, takoder je jedan od ¢imbenika rizika. Suprotno tome,
incidenciju smanjuju trudnoéa u ranijoj dobi, produljeno vrijeme laktacije i tjelesna
aktivnost (9). Zdrava prehrana i prehrambene navike, takoder se dovode u vezu s pojavom
karcinoma dojke, osobito u posljednje vrijeme. Potencijalno odgovorni ¢imbenici okoli$a
koji se najeS¢e navode su stres te puSenje. Izrazito ,,guste” (bujne) dojke na

mamografskoj snimci povezane su s dvostruko ve¢im rizikom od nastanka karcinoma
(10).

1.3. Etioloski ¢imbenici karcinoma dojke

Jos§ uvijek nisu u potpunosti poznati ¢imbenici odgovorni za nastanak karcinoma
dojke, kao uostalom niti ve¢ine drugih zlo¢udnih tumora. U etioloske cimbenike
karcinoma dojke spadaju genetski i epigenetski ¢imbenici, odnosno - nakupljanje mutacija
U odredenim genima te endokrini i egzogeni ¢imbenici. Onkogeni i tumor supresorski
geni povezuju se s razvojem razlicitih vrsta karcinoma. Geni koji su ukljuceni u nasljedni,
obiteljski karcinom dojke su BRCA1, BRCA2, PT53, PTEN i STK11/LKB1. Oba gena
BRCA su tumor supresorski geni. Vazni su regulatori stani¢nog ciklusa i smrti Stanice, $to
ukljucuje zastoj stani¢nog ciklusa, popravak DNK i apoptozu. Gubitak heterozigotnosti
(LOH, od engl. loss of heterozygosity) rezultira poremecajem funkcije tumor supresorskih
gena, ponajces¢e TP53. Osobe s nasljedenim mutacijama u genima BRCA1 i BRCA2
imaju veéi rizik za nastanak raka dojke i jajnika, u usporedbi s preostalom populacijom
(11). Amplifikacija onkogena, kao §to su HER2, c-myc i ciklin D1 predstavljaju vazne
geneticke ¢imbenike, nerijetko prisutne u karcinomima dojke (12, 13).

Valja naglasiti da je u obiteljskoj anamnezi vrlo bitan podatak o pojavi raka dojke medu
zenskim srodnicima u prvom narastaju, $to se odnosi na majku, kceri i sestre. Najveci
rizik za pojavu raka dojke postoji u zena Cije su majke imale obostrani rak dojke prije

menopauze. One imaju ¢ak devet puta veci rizik od ostalih, odnosno 50% Sanse da obole



od raka dojke. Takoder, povecan rizik za pojavu raka imaju Zene koje su ve¢ imale rak
dojke u istoj ili drugoj dojci (10, 11).

U skupini egzogenih ¢imbenika okolisa koji se smatraju potencijalno odgovornim
za nastanak karcinoma dojke su puSenje, uzimanje prekomjernih koli¢ina alkohola,
prehrana bogata mastima, stres i izloZenost ionizacijskom zrac¢enju. Poznato je da pusenje
cigareta ima nepovoljan ucinak na sve stanice. Nikotinski produkti sudjeluju u
oksidativnim procesima stanice u kojima nastaju slobodni radikali, za koje se danas zna
da su odgovorni za osteéenje, smrt i zloudnu preobrazbu stanica. Zene pusaci, osobito
one koje puse u mladoj zivotnoj dobi, prije menopauze, imaju veci rizik za pojavu raka
dojke (1,3). Neki radovi pokazuju povezanost uzivanja prekomjernih koli¢ina alkohola s
povecanim rizikom za pojavu raka dojke, dok je umjerena konzumacija alkohola
dopustena zbog zastitnog djelovanja na kardiovaskularni sustav (3). Zdrava prehrana i
prehrambene navike takoder se dovode u vezu s pojavom raka dojke. Smatra se da
uravnotezena prehrana bogata vitaminima, poglavito A i C, s dovoljno sirovog povréa i
voca, smanjuje rizik od nastanka karcinoma dojke. Mediteranska prehrana u kojoj se
svakodnevno koristi maslinovo ulje smatra se optimalnim nac¢inom prehrane. Stres je
takoder jedan od predisponirajucih faktora za nastanak karcinoma dojke, no kako je stres
teSko mjeriti, u literaturi o tome zasad ne postoje decidirani podaci.

Uz sve dosada$nje spoznaje o potencijalnim ¢imbenicima rizika koji dovode do pojave
raka dojke, postoji velik broj oboljelih, kod kojih se pojava karcinoma dojke ne moze

povezati niti s jednim od njih (2,3).

1.4. Dijagnosticki postupci u otkrivanju karcinoma dojke

Mamografija je najznacajnija 1 najucinkovitija neinvazivna metoda, posebice u
dijagnostici klinicki okultnog (nepalpabilnog) karcinoma dojke (14). Uz ovu se metodu u
dijagnostici karcinoma dojke koriste ultrazvucne metode, uz obojeni dopler, te druge
radioloSke metode kao Sto je magnetska rezonancija (MR), obi¢no uz primjenu
kontrastnog sredstva. Glavne indikacije za MR dojke su: diferencijacija izmedu benignih i
malignih lezija dojke (uz obaveznu primjenu paramagnetnog kontrastnog sredstva),
utvrdivanje eventualne multifokalnosti karcinoma u dojci ili proSirenosti u drugu dojku,
utvrdivanje invazivnog duktalnog karcinoma manjeg od 5 mm promjera, te probir

karcinoma dojke u visokorizi¢nim skupinama zena (15). U najnovije vrijeme znacajnu



ulogu u dijagnostici, kao i1 u utvrdivanju prosirenosti bolesti, ima PET- pozitron emisijska
tomografija, odnosno kombinacija kompjuterizirane tomografije i pozitron emisijske
tomografije PET-CT (16). Od drugih se dijagnostickih metoda najéeS¢e koriste
citopunkcija vodena ultrazvu¢nom sondom, sterotaksijska biopsija Sirokom iglom kao i
stereotaksijska vakuum biopsija. Koriste se i1 kirurSke metode postavljanja dijagnoze
karcinoma dojke, kao $to su otvorena ekscizijska biopsija uz mamografsku markaciju ili
ultrazvuénu markaciju. Za pracenje 1 utvrdivanje proSirenosti bolesti koristi se
imunoscintigrafija ili scintigrafija obiljezenim protutijelima, metode kojima se pomocu
specificnog, radionuklidom obiljezenog protutijela ili njegovih funkcionalnih fragmenata
prikazuje raspodjela odredenog ciljnog antigena u tijelu.

Evaluacija bolesnika s karcinomom dojke, odnosno opéeg statusa bolesti ukljucuje prije
svega patohistolosku analizu tumora i1 utvrdivanje proSirenosti bolesti. Odreduje se
histoloski gradus, veli¢ina tumora, status aksilarnih limfnih ¢vorova, status hormonskih
receptora, kao i onkogena HER2, te Ki-67 (17). Klini¢ka evaluacija ukljucuje, prije svega
slikovne metode, od konvencionalnog rentgenograma srca i pluca, UZV pretrage
abdomena, scintigrafije kostiju a, kada je indicirano, 1 kompjuteriziranu

tomografijeu(CT), te magnetsku rezonanciju.

1.5. Prognosticki ¢imbenici karcinoma dojke

1.5.1. Histolos$Ki tip tumora

Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) je, obzirom na histoloski tip tumora,
predloZila detaljnu klasifikaciju zlo¢udnih tumora dojke (18).
Invazivni duktalni karcinom
Invazivni lobularni karcinom
Tubularni karcinom
Invazivni kribriformni karcinom
Medularni karcinom
Mucinozni karcinom
Invazivni papilarni karcinom

Invazivni mikropapilarni karcinom

© © N o O b~ w D

Apokrini karcinom

[EEN
©

Metaplasti¢ni karcinomi

[EEN
=

Karcinom bogat lipidima



12.  Sekretorni karcinom

13.  Onkocitni karcinom

14.  Adenoidno-cisti¢ni karcinom

15.  Karcinom acinarnih stanica

16.  Karcinom svijetlih stanica- bogat glikogenom
17.  Sebacealni karcinom

18. Inflamatorni karcinom

19. Neuroendokrini tumori

1.5.2. Stanje regionalnih limfnih ¢vorova

Evaluacija i histoloska analiza aksilarnih limfnih ¢vorova vrlo je vazna odrednica
za procjenu, terapiju i prezivljavanje bolesnica. Preporuka je da se u analizu ukljuci 10
aksilarnih limfnih ¢vorova (19). Broj zahvacenih ¢vorova kategorizira se u tri skupine:
NO  limfni ¢vorovi nisu zahvaceni
N1  zahvaceno 1 do 3 limfna ¢vora

N2 zahvaceno 4 i vise limfnih ¢vorova.

1.5.3. Histoloski gradus tumora

Svaki patohistoloSki nalaz, 0osim histoloskog tipa tumora, mora imati odreden i
gradus tumora koji se primjenjuje za histolosko graduiranje tumora. Koristi se metoda
Scarff-Bloom-Richardson koju preporucuje i Svjetska zdravstvena organizacija, odnosno,
njezina modifikacija po Elstonu i Ellisu (tzv. Nottinghamska metoda) (20). Analiziraju se
tri osobine tumora, koje se graduiraju od 1 do 3: 1. formiranje tubula, 2. nuklearni
polimorfizam 1 3. broj mitoza. HistoloSki gradus izraCunava se iz zbroja bodova iz ¢ega
proizlaze gradusi:

G1 (dobro diferencirani) - 3 do 5 bodova
G2 (umjereno diferencirani) — 6 do 7 bodova
G3 (slabo diferencirani)- 8 do 9 bodova



Iz vrijednosti histoloskog gradusa, veli¢ine tumora i zahvacenosti limfnih ¢vorova,
odnosno umnoskom, izraCunava se Notinghamski prognosticki indeks (NPI), prema
slijedec¢oj formuli:

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

tumora (1-3). Ako je vrijednost indeksa <3,4 onda je prognoza dobra, uz vrijednost 3,4-
5,4 je osrednja, te losa uz indeks veéi od 5,4 pri cemu je 15-godisnje prezivljenje u prvom

slucaju oko 80%, u drugoj skupini 42% i u tre¢oj oko 13% (20).
1.5.4. Status hormonskih receptora

Estrogenski i progesteronski receptori (ER i PR) su nestabilni, termolabilni
proteini koji se nalaze u jezgrama tumorskih stanica, ali i u normalnim epitelnim
stanicama. Ekspresija ER i PR se odreduje imunohistokemijski, a intenzitet reakcije se
odreduje semikvantitativno. Koristenjem mikroskopije, interpretira se obojenje u podrucju
najveCe imunoreaktivnosti (tzv. ,.hot spot™ podrucje), na 300 pregledanih stanica.
Rezultati se razvrstavaju u ¢etiri skupine:

0 - negativna reakcija (pozitivna nuklearna reakcija do 5% tumorskih stanica)

1 - slabo pozitivna (5% do 10% tumorskih stanica)

2 - umjereno pozitivna reakcija (vise od 10 do 50% tumorskih stanica)

3 - jako pozitivna reakcija (> 50% tumorskih stanica)

Status ER i PR nije vazan samo kao prognosticki, nego i kao prediktivni ¢imbenik za

odgovor na hormonsku terapiju (21).

1.5.5. Status proteina HER2

U karcinomima dojke pojacana je ekspresija dva onkogena iz skupine ¢imbenika
rasta tipa I. To su receptor za epidermalni ¢imbenik rasta, EGFR (od engl. epidermal
growth factor receptor) (ili HER1) i HER2/neu. Amplifikacija ovih gena koja dovodi do
pojacanog stvaranja njihovih proteinskih produkata povezana je s agresivnijim klini¢kim
tijekom, ve¢im rizikom za pojavu metastaza, brzim rastom tumora i progresijom bolesti.
Receptor HER2 je transmembranski glikoprotein Cija je ekspresija pojacana u 15 — 40%

slu¢ajeva duktalnih invazivnih karcinoma. Ce3ée je amplificiran u slabije diferenciranim



karcinomima. Procjena statusa proteina HER2 provodi se naj¢es¢e imunohistokemijski
(Hercep Test) ili metodama hibridizacije in situ (CISH i FISH) (22).

Postoje razliCite interpretacije rezultata bojenja u analizi proteina HER2, no najcesce se
koristi metoda ,,skoriranja, koja se primjenjuje samo u invazivnoj komponenti tumora:

0 - nema membranskog bojanja ili je prisutno u <10% stanica tumora

1+ - slabo/jedva vidljivo membransko bojanje prisutno u >10% stanica tumora
(djelomi¢no obojenje membrane)

2+ - slabo/umjereno, kompletno membransko bojanje u >10% stanica tumora

3+ - jako, potpuno membransko bojanje koje se nalazi u >10% stanica tumora.
Prekomjernom ekspresijom proteina HER2 smatra se samo nalaz intenziteta 3+ Sto
odgovara difuznom, jako pozitivnom membranskom bojanju. Bolesnice ¢iji tumori
pokazuju ovakvu sliku kandidati su za terapiju Herceptinom. Bolesnice s karcinomom
koji pokazuju ekspresiju proteina HER2 intenziteta 2+ su takoder potencijalni kandidati
za lijeCenje Herceptinom. Manji broj ovih tumora (20-30%) takoder pokazuje
amplifikaciju gena za HER2. Stoga se prije pocetka lije¢enja za sve slucajeve karcinoma u
kojih je ekspresija proteina HER2 2+ dodatno obavezno primijenjuje jedna od metoda
koje se temelje na hibridizaciji in situ (CISH ili FISH), kako bi se i iz ove skupine
izdvojile one bolesnice kod kojih se o¢ekuje korist od imunoterapije Herceptinom. Niska
vrijednost ekspresije HER2 proteina, iako nedovoljna za imunoterapiju, mogla bi imati
vrijednost kao prognosti¢ki ¢imbenik. Naime, ukoliko bolesnice s tumorom visokog
gradusa imaju negativnu reakciju na HER2 onda se ne ocekuje reakcija na lijeCenje
Herceptinom S§to onda zahtijeva druge, agresivnije nacine lijeCenja. Prognosticka

vrijednost EGFR (HER1) je slabije istraZena i joS uvijek je predmet klinickih ispitivanja.
1.5.6. Ki-67

Izbor adjuvantne sistemske terapije temelji se na ciljanom lijecenju, sukladno St.
Gallenskom konsenzusu. Uz ve¢ tradicionalne parametre, preporuka je koristiti metode
utvrdivanja biljega proliferacije, poglavito Ki-67. Ovaj je biljeg opisan pocetkom
osamdesetih godina proSlog stolje¢a pomoc¢u misjih monoklonalnih protutijela protiv
nuklearnog antigena porijeklom stani¢ne linije Hodgkinove bolesti (23). Naziv je dobio
prema mjestu rada autora Ki od Kiel, Njemacka, a broj dolazi od broja klona (23).
Antigen Ki-67, nehistonski protein velike molekularne mase (359/320 kDa), smatra se

najpouzdanijim biljegom stani¢ne proliferacije. Stoga se primjenjuje kao prognosticki



biljeg i predskazatelj vremena povratka bolesti, u bolesnica s karcinomom dojke.
Dodatno, ovaj je biljeg koristen kao prognosticki ¢imbenik odgovora na terapiju u
razli¢itim tipovima zlo¢udnih tumora, kao $to su karcinom dojke i sarkomi. U stanici je
prisutan u svim fazama stani¢nog ciklusa, osim u fazi GO. Tijekom mitoze dolazi do
fosforilacije i defosforilacije ovog proteina (24). Poznato je da se Ki-67 nalazi u jezgrici,
u zoni koja se naziva gustom fibrilarnom komponentom jezgrice (engl. DFC: dense
fibrillary component). Zastupljenost Ki-67 u odredenim fazama stani¢nog ciklusa regulira
osjetljiv molekularno-geneti¢ki kompleks razli¢itih proteina koji su uklju¢eni u njegovu
sintezu i razgradnju. Nedavno je identificiran kompleks proteaza, nazvan proteasomom,
koji sudjeluje u brzoj razgradnji Ki-67 (25). Funkcija Ki-67 nije potpuno razjasnjena.
Nesumnjivo je da je Ki-67 presudan u procesu stani¢ne proliferacije, §to je dokazano
inhibicijom proliferacije nakon uklanjanja proteina Ki-67. Stoga se u dijagnostickoj
histopatologiji i stani¢noj biologiji ovaj biljeg koristi za odredivanje i pracenje rasta i
dijeljenja zdravih i tumorskih stanica. Danas se smatra da je protein Ki-67 pouzdaniji
biljeg proliferacije od mitotskog indeksa, jer se uz pomo¢ Ki-67 biljeze stanice u svim
fazama stani¢nog ciklusa, osim u GO fazi, dok se mitotskim indeksom otkrivaju stanice
samo u M-fazi stani¢nog ciklusa.

Budu¢i da protein Ki-67 sadrzava domenu jednaku proteinima koji reguliraju stani¢ni
ciklus (DUN1 i RADS53), smatra se da Ki-67 ima sli¢no djelovanje. Tijekom rane G1-
faze, Ki-67 je smjesten u ekstranukleolarnim podru¢jima koja sadrze centromernu i
satelitsku DNK, pa su neki autori temeljem ovog saznanja pretpostavili da Ki-67 sudjeluje
u procesu organizacije DNK. Budu¢i da je dokazano da Ki-67 ima sposobnost vezanja za
RNK i DNK, te da ulazi u kompleksne interakcije s drugim proteinima, pretpostavlja se
da Ki-67 ima strukturalnu ulogu unutar jezgrice. Lokalizacija Ki-67 unutar zone DFC, u
kojoj se odvija kasna faza sinteze ribosomalne RNK, upozorava na vaznost Ki-67 u

sintezi ribosoma tijekom diobe stanice (25).
1.5.7. Ostali prognosticki ¢imbenici: multicentri¢nost i bilateralnost

Tumori dojke najcesce se pojavljuju kao pojedinacne palpabilne torbe. Mogu se,
medutim, pojaviti i u obliku nekoliko medusobno odvojenih zarista u istom ili razli¢itim
kvadrantima dojke, odnosno jednoj ili obje dojke. Ponekad se tumori dojke javljaju kao
nepalpabilne, slabo ograni¢ene mase (3, 18). Multicentri¢no se, najéeSce, pojavljuje

lobularni karcinom iako se ovaj nacin rasta tumora moze vidjeti i u duktalnog invazivnog



karcinoma S$to utjece na opseg i vrstu kirurSkog zahvata (3, 17). U nekim je radovima
pokazan ve¢i rizik od lokalnog recidiva, u multicentri¢nih oblika karcinoma dojke (18).
Ako se u obzir uzme ukupan promjer tumora, solitarni i multicentri¢ni tumori
podjednako cesto invadiraju u limfne ¢vorove. Noviji radovi pokazuju da su
multicentri¢ni tumori povezani s kra¢im prezivljavanjem u odnosu na pojedinacne tumore
jednakog volumena. Dogovorno je prihvaceno da se kod multicentri¢nih tumora za
promjer tumora uzima promjer najveceg Zarista, $to se kasnije koristi u klasifikaciji TNM,
odnosno stupnjevanju bolesti (18).

Istodobna pojava tumora u obje dojke nalazi se u otprilike 0,2-2 % svih
karcinoma, najc¢es¢e kod lobularnog tipa. Moze se medutim, naéi i u drugim histoloskim
tipovima karcinoma dojke. Kod bilateralnih tumora nije isklju¢ena moguénost istodobne
pojave dva razlicita histoloska tipa karcinoma u obje dojke. Pojava karcinoma u drugoj
dojci ovisi o veli¢ini tumora, klinickom stadiju bolesti i stupnju diferencijacije. Godisnji
rizik za pojavu raka u drugoj dojci nakon mastektomije zbog karcinoma iznosi priblizno
1% (18).

1.6. Duktalni invazivni karcinom

Duktalni invazivni karcinom je najceS¢i histoloski tip karcinoma dojki 1 ¢ini 65 —
80% svih karcinoma dojke. Radi se o heterogenoj skupini tumora, a prema definiciji se
radi o karcinomu ¢ija histoloSka slika ne odgovara niti jednom posebnom tipu karcinoma.
Neki mu autori, stoga dodaju oznaku ,,NOS* (od engl. not otherwise specified) (26, 27).
Da bi se tumor klasificirao kao duktalni invazivni karcinom (NOS), najmanje 90%
ukupne mase mora imati histoloSke osobine ovog tipa tumora. Naj¢eS¢e se manifestira
kao palpabilan ¢vori¢ ili se nade slu¢ajno na mamografskom pregledu Zena. i Tumori su
makroskopski, na prerezu, heterogenog izgleda, izrazito nejasnih rubova, neostro
ograniceni od okolnog tkiva, zvjezdoliki, ponekad pokazuju bolju ograni¢enost, reznjati, a
mogu sadrZavati zari$ta ovapnjenja. Obi¢no su sivobijele boje. Na opip su ¢&vrste
konzistencije, odatle i stari naziv: scirozni karcinom (od gré. skirrhos — tvrd poput
kamena).
U nepalpabilnoj, ranoj fazi, kada se dijagnosticiraju dijagnostickom mamografijom,
tumori su veliki nekoliko milimetara. U uznapredovalim fazama bolesti mogu narasti do

promjera od 10 cm. Na mamografskoj su snimci vidljivi kao homogena zasjenjenja
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razlicite veli¢ine, (s obzirom na stadij bolesti), izrazito neostrih kontura prema okolnom

zdravom tkivu, s trnastim izdancima, poput ¢icka (Slika 1).

Slika 1. Mamografski prikaz duktalnog invazivnog karcinoma dojke

1.7. Zlijezde dojke — stroma i epitel

Zlijezde dojke &ini stromalne i epitelne stanice koje medusobno komuniciraju
preko ekstracelularnog matriksa (ECM). Medudjelovanje izmedu epitela i1 strome vrlo je
vazno 1 za pravilno strukturiranje 1 funkcioniranje normalne mlije¢ne Zlijezde.
NarusSavanje ,.komunikacije“ epitela i strome moze potaknuti nastanak ili potaknuti
napredovanje karcinoma dojke. Zanimljivo je da mlije¢no Zljezdano tkivo tijekom svog
razvojnog ciklusa pokazuje mnoge osobine koje su svojstvene za karcinom dojke. Stovise,
mnogi ¢imbenici koji su ukljuceni u nastanak karcinoma dojke takoder su neophodni u

razvitku Zljezdanog tkiva dojki (28).
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Publicirani su mnogi radovi u kojima se analiziraju razli¢iti ¢cimbenici koji se nalaze i u
stromalnoj i u epitelnoj komponenti, u smislu njihove prisutnosti, bilo pojac¢ane bilo
oslabljene, a takoder i odnos tih ¢imbenika u karcinomima dojki, te njihov odnos i
pojavljivanje u normalnom tkivu dojki ili u benignim promjenama dojki, npr.
fibroadenomu

Neke od poznatijih proteaza koje igraju ulogu u invaziji tumora su aktivator plazminogen
urokinaza (uPA), ili matriks metaloproteinaze (MMPs). Ovi potonje predstavljaju veliku
obitelj enzima koji razgraduju ekstracelularni matriks, uklju¢ujuci kolagenaze, gelatinaze,

stromalizine, od kojih je veéina povezana s angiogenezom i metastaziranjem tumora (29).

1.8. Epitelno - mezenhimalna tranzicija (EMT)

U slabije diferenciranim karcinomima veceg malignog potencijala, stanice gube
svoje epitelne Kkarakteristike i stjecu mezenhimalne morfoloske osobine, pracene
promjenama ekspresije gena. Ovakva promjena fenotipa poznata je kao epitelno-
mezenhimalna tranzicija (EMT), a deSava se kao posljedica smanjene ekspresije
plakoglobina, posredovane autokrinim djelovanjem hormona rasta (HR). EMT posjeduje
znacajnu ulogu u mnogim bioloskim procesima (30). U procesu EMT se, kao aktivator,
pokazao i protein NEDD9. NEDD9/HEF1/Cas-L je ¢lan skupine obitelji proteina Cas a
pokazan je kao metastatski biljeg mnogih tipova karcinoma (30, 31). U novijim je
istrazivanjima, ekspresija NEDD9 u nekim tumorima povezana S agresivnijm
ponasanjem. Izmedu ostalog, pospjeSuje invaziju trostruko (,triple”) negativnih

karcinoma dojke najée$c¢e evidentno praceno EMT, no mehanizmi su jo§ uvijek nejasni
(31).

1.9. Medustani¢ne veze

Za odrzavanje medustanicnih veza te normalne biologije stanica vazno je
funkcioniranje adherentnih mjesta. Adherentna mjesta predstavljaju specijalizirana
podrucja plazma membrane povezane citoskeletalnim adhezivnim filamentima, pri cemu
E-kadherini djeluju kao molekule adhezije, ovisne o ionima kalcija . Zamijecene su
mutacije gena za E-kadherin te alfa, beta i gama katenine (plakoglobin) u stanicama
razli¢itih tumora. Katenini povezuju kadherine u aktinske filamente i tako uévrséuju i

stabiliziraju medustanicne veze. Drugi Clan obitelji kadherina, N-kadherin, promice



12

migraciju, invazivnost i metastaziranje. Kada je E-kadherin dovoljno aktivan, epitelne
Smanjena aktivnost E-kadherina moze predstavljati okida¢ za otpuStanje stanica raka iz
primarnog sijela. Druga vrsta adhezivnih medustanicnih veza su dezmosomi cija
prisutnost i stvaranje inhibiraju invazivnost stanica, a njihovo organiziranje takoder
posreduje plakoglobin. Sve te promjene posredovane su receptorima HR bilo izravno,
aktivacijom tirozin kinaze ili poticanjem inzulinu sli¢cnog ¢imbenika rasta 1 (IGF-1). S
obzirom na navedeno, djelovanje antagonista tih receptora moglo bi imati znacajno

terapijsko i klinicko znaéenje, naro€ito u kontroli metastatskog karcinoma dojke (32).

1.10. E-kadherin

E-kadherin je pripadnik obitelji kadherina u koju se ubraja viSe od 16 razliitih
molekula. Predstavlja transmembranski glikoprotein, ovisan o Kkalciju, s velikom
izvanstaniénom domenom, koji je uklju¢en u stvaranje medustani¢nih veza u epitelnim
tkivima. Znacajna je njegova uloga medijatora u unutarstani¢nim vezama, preko molekula
aktina (33).

Molekule E-kadherina nalaze se pretezno u epitelnim tkivima i sudjeluju u procesu
organogeneze i morfogeneze. Poremecéaj njegove ekspresije, relokalizacija u citoplazmu,
dovodi se u vezu s metastaziranjem (34).

Smanjena ekspresija E-kadherina nalazi se u slabije diferenciranim duktalnim invazivnim
karcinomima i povezuje se s ranijom pojavom metastaza. Nije nadena povezanost izmedu
ekspresije E-kadherina i proteina HER2 (35). Smanjenu ili aberantnu ekspresiju E-
kadherina pokazivalo je 2/3 (66%) uzoraka karcinoma dojke u jednoj od studija

provedenoj u Hrvatskoj na 50 bolesnica (36).

1.11. Hormon rasta (HR)

Hormon rasta je protein koji sadrzi 191 aminokiselinu u jednom lancu, relativne
molekulske mase 22 000. Sintetizira ga prednji reZanj hipofize. Nema ciljnu zlijezdu, ve¢
djeluje na sva tkiva organizma. Releasing hormon hormona rasta je glavni stimulator, a
somatostatin glavni inhibitor sinteze i otpuStanja HR. Metabolicki ucinci HR su

mnogostruki: pojacava sintezu proteina u svim stanicama tijela poticanjem transporta
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aminokiselina kroz stani¢tne membrane, poticanjem sinteze proteina u ribosomima,
poticanjem transkripcije DNK i stvaranjem RNK, te smanjenjem katabolizma proteina.
Dodatno, poveé¢ava mobilizaciju masnih kiselina iz masnog tkiva i povecava upotrebu
masnih kiselina za oslobadanje energije uz istovremeno smanjenje iskori$tavanja glukoze.
IzraZen je u normalnim i neoplasti¢nim stanicama (37,38,39). Za razliku od hormona rasta
kojeg luce stanice hipofize i djeluje na druge stanice, autokrini hormon rasta djeluje na
stanice u kojima i nastaje, ukljucujuci tumorske stanice.

Autokrini hormon rasta ima regulatorne funkcije u embrionalnom razvoju,
diferencijaciji i proliferaciji stanica, a ima ulogu i u razvoju i metastaziranju tumora.
Ukljucen je u razvoj dojke za vrijeme puberteta. Stvaraju ga i stanice tumora.

Tijekom dediferencijacije karcinoma, stanice gube svoje epitelijalne osobine i stje¢u
mezenhimalnu morfologiju (EMT), §to je prateno promjenama u ekspesiji nekih gena
(29). Dokazano je da je posljedica toga, izmedu ostalog, i autokrina produkcija HR.
Primijeceno je da autokrini HR specifi¢no snizava ekspresiju plakoglobina. Autokrina
produkcija HR od strane stanica karcinoma dojke mijenja njihovu morfologiju i
sposobnost Sirenja na kolagenom supstratu, odnosno - povecava njihovu sposobnost
migracije i1 proboj kroz ekstracelularni matriks. Istovremeno se uocava poviSena
ekspresija gena HR u stanicama karcinoma dojke koje metastaziraju. Povecana
invazivnost stanica karcinoma dojke povezuje se sa spomenutom smanjenom ekspresijom
plakoglobina, a to je, medu ostalim, prac¢eno relokalizacijom E-kadherina u citoplazmu.

Djelovanje autokrinog hormona rasta na stanice raka dojke dokazano snizava ekspresiju
plakoglobina a snizenje ekspresije plakoglobina praceno je relokalizacijom E-kadherina u
citoplazmu. Ovo rezultira slabljenjem medustani¢nih veza, konverzijom u mezenhimalni

fenotip i olakSava invaziju i metastaziranje raka dojke (39,40,41,42)

1.12. Receptor za hormon rasta (RHR)

Receptor za hormon rasta (RHR) je N-glikozirani povrSinski receptor, ¢lan
superobitelji citokinskih receptora. Sva poznata djelovanja HR posredovana su RHR-om.
Hormonom rasta inducirana homodimerizacija RHR-a uzrokuje aktiviranje receptor-
pridruzene citoplazmatske tirozin kinaze JAK-2. Ispoljenost RHR u karcinomu dojki i
kulturama stanica dokazani su metodom obrnutog prepisivanja i lan¢anom reakcijom

polimeraze (RT-PCR), hibridizacijom in situ i imunohistokemijski. Istrazivanja su
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pokazala da je ekspresija RHR izrazena kod karcinoma dojke i pokazuje njegovu ulogu u

signalnim putevima koji su ukljuceni u nastanak i napredovanje karcinoma dojke (43).

1.13.Plakoglobin (gama katenin)

Plakoglobin je multifunkcionalni protein ukljuéen u regulaciju transkripcije i
adheziju stanca. Strukturalna homologija izmedu plakoglobina i beta-katenina omogucuje
kompetitivno vezanje za koaktivatore transkripcije. Plakoglobin regulira signalni put beta-
katenin/Tcf (Cimbenici Tcf poznati su kao induktori tumora u uvjetima pojacanog
djelovanja beta-katenina, u mnogim vrstama tumora). Plakoglobin i beta-katenin se vezu
na pri¢vrsna mjesta na Tcf-4, a plakoglobin inhibira vezanje Tcf-4 na DNK $to je prisutno
u prijelazu ranog stadija u invazivni stadij razvoja tumora.

Plakoglobin sudjeluje i u odrzavanju stabilnosti adherentnih mjesta, a regulira i
organizaciju dezmosoma, adhezivnih medustani¢nih spojeva ¢ija je prisutnost inhibitorna

u odnosu na stani¢nu invazivnost. (44,45,46).

1.14. NEDD9

NEDD9/HEF1/Cas-L je ¢lan obitelji proteina Cas. U posljednjih nekoliko godina
pokazao se kao vazan Cimbenik koji doprinosi razvitku razli¢itih tipova karcinoma, a
takoder i kao kljucni regulator metastaziranja u nekim od tipova karcinoma (npr.
melanona, glioblastoma i drugim) (30, 31)

Nedavno je dokazana posebna uloga NEDD9 u karcinomu dojke, posebno u regulaciji
onkogenih signalnih puteva neophodnih za progresiju tumora dojke (47). Proteinski slijed
NEDD9 ¢ine multiple protein-protein interakcijske domene koje posreduju interakciju s
tzv. ,,downstream signaling* partnerima. Nedavno je pokazano i da delecija NEDD9
znacajno odgada nastajanje primarnog tumora, te reducira Sirenje stanica tumora, kao i
metastatsku progresiju na modelu tumora dojke misa. Uc¢inak estrogena na djelovanje
NEDD?9 nije sasvim razjasnjen. Novija saznanja i otkri¢a o ulozi NEDD9 u progresiji
tumora dojke pokazuju vaznost istrazivanja molekularnog odgovora NEDD9 na estrogen.

Pokazano je da su razine 105-kDa NEDD9 fosfo-forme znacajno povisene nakon
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trodnevnog izlaganja estrogenu. Supresija Sirenja tumorskih stanica karcinoma dojke

postignuta je antiestrogenom — tamoksifenom (48).

1.15. Metastaziranje

Karcinom dojke jedan je od vodecih uzroka smrti od raka u Zena, zbog izrazenog
metastatskog potencijala. Metastaziranje je slozen proces s nekoliko koordiniranih
dogadaja, $to ukljucuje diseminaciju stanica iz primarnog tumora zbog gubitka
medustanicnih kontakata, povecanje stani¢ne pokretljivosti te produkciju proteaza Sto
omogucuje invaziju u okolna tkiva, kao i ulazak u krvotok ili limfati¢ki sustav. U novije
je vrijeme doslo do znacajnog napretka u razumijevanju procesa metastaziranja. Danas se
smatra da stvaranje udaljenih metastaza zahtijeva nekoliko koraka, poc¢evsi od invazije
tumorskih stanica kroz bazalnu membranu i stromu, ulaska u krvnu zilu, prezivljavanja
tumora u krvnoj struji, smjestaja stanica tumora na odredeno mjesto i stvaranja novih
zarista. Neke druge hipoteze takoder pokuSavaju objasniti mehanizme metastaziranja.
Prema jednoj od njih dva su bitna procesa uklju¢ena u metastaziranje: prvi se temelji na
izdvajanju stanica iz primarnog tumora i diseminaciji u udaljena podrucja te drugi koji
podrazumijeva metastaze kao paralelan, po svemu neovisan proces od primarnog tumora.
Ovaj drugi mehanizam podrazumijeva postojanje stanica iz kojih se regrutiraju metastaze
prije pojave primarnog tumora, §to se mozda dogada u slu¢ajevima postojanja metastaza u
kojima se ne identificira primarni tumor. Taj tzv. koncept rezervoara mati¢nih stanica koje
su prisutne tijekom cijelog zivota i sposobne su stvoriti brojne stani¢ne linije, diferencirati
Se, pokazan je na sustavu mati¢nih stanica hematopoetskog tkiva. Postoje i drugi podaci
koji govore o porijeklu vecine tkiva iz maticnih stanic,a njithovom repopulacijom 1
diferencijacijom. Ove tkivno specifine stanice imaju sposobnost samoobnavljanja i
stvaranja viSe diferenciranih progenitornih stanica.

U dojci se ciklicke promjene, vezane uz razinu hormona i tijekom trudnoce,
ponavljaju tijekom zivota. Tijekom navedenog perioda moguca su brojna genska
oStecenja u tkivu dojke koja se mogu akumulirati u mati¢nim stanicama i stoga dovesti do
razvoja zlo¢udnog tumota i njihovog metastaziranja. Glavna znacajka mati¢nih stanica je
njihova ekstremna osjetljivost na u¢inak hormona i citokina. Stoga se pretpostavlja da je

populacija stanica sliénith maticnim u tkivu dojke uklju¢ena u inicijaciju pojave
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metastatske bolesti, a pretpostavlja se da rak dojke nastaje iz stanica koje su mutirane i
imaju sposobnost obnavljanja i diferencijacije in situ, kad dospiju u udaljene organe (19).
Najcesca mjesta metastaziranja su koza, limfni ¢vorovi, druga dojka, kosti, pluca,

jetra 1 sredisSnji ziv€ani sustav (17).



2. HIPOTEZA
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Hipoteza

Jedan od predlozenih mehanizama nastanka metastaza raka dojke odvija se autokrino,
putem izluCivanja hormona rasta koji onda pokre¢e kaskadu zbivanja ¢iji je rezultat
metastaziranje i to je tipican primjer nastanka metastaza iz primarnog zarista. Djelovanje
autokrinog hormona rasta na stanice raka dojke rezultira u smanjenju ekspresije
plakoglobina i E-kadherina, §to utjeCe na slabljenje medustani¢nih veza i olakSava
invaziju i metastaziranje stanica raka dojke.

Eksponencijalni rast tumora cesto je posljedica amplifikacije gena za Cimbenike rasta.
Autokrino izlu¢ivanje nekih ¢imbenika rasta moze izazvati velik broj molekularnih
patofizioloskih promjena koje se temelje na mehanizmima pozitivne povratne sprege, u
razli¢itim tumorima. Temeljem gore navedenog postavljena je hipoteza istrazivanja da je
ekspresija plakoglobina snizena u metastazirajuéim karcinomima dojke u odnosu na

nemetastazirajuée, a poviSena je ekspresija hormona rasta, receptora hormona rasta i
proteina NEDD?9.



3. CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Ciljevi istrazivanja

Autonomija dijeljenja zlocudnih stanica moze biti posljedica vise stani¢nih ¢imbenika:
autokrino stvaranje vlastitih ¢imbenika rasta, amplifikacija ili mutacija receptora za ¢imbenike
rasta, mutacija u molekulama koje sudjeluju u unutarstanicnom prijenosu proliferacijskih
signala, te mutacija ili povecana aktivnost ¢imbenika koji neposredno sudjeluju u stani¢nom
ciklusu.

Ciljevi ovog istrazivanja jesu :

1. Odrediti ekspresiju autokrinog hormona rasta, receptora za hormon rasta, plakoglobina i
NEDD9 u karcinomima dojke bez metastaza i s metastazama, te u metastazama u limfnim
évorovima aksile;

2. Istrazivane parametre usporediti s veli¢inom tumora te ekspresijom ER, PR i HER2, s
ciljem utvrdivanja medusobne povezanosti;

3. Usporediti analizirane parametre s klinickim obiljezjima tumora.



4. MATERIJAL | METODE
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Materijal i metode

4.1. Materijal

U istrazivanju je koriSten arhivski materijal uzoraka tkiva karcinoma dojki dobivenih
nakon ekscizije ili mastektomije odnosno segmentektomije dojke, te aksilarnih limfnih
¢vorova s metastazama, nakon limfadenektomije. Histoloska potvrda ucinjena je na
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Klinickom zavodu za patologiju ,Ljudevit Jurak® Klinickog bolnickog centra ,,Sestre
milosrdnice”. Karcinomi su otkriveni uglavnhom mamografijom, bilo da su bili okultni ili
nakon uocenih klini¢kih simptoma, zatim ultrazvuénom dijagnostikom uz citolosku potvrdu
pod kontrolom UZV prije operativnog zahvata, na Zavodu za radiologiju Klini¢kog bolnickog
centra ,,Sestre milosrdnice u razdoblju od 01.01.2001. do 31.12.2011. godine. Ve¢i dio
uzoraka koriSten u ovom radu proizasao je kao rezultat projekta organiziranog mamografskog
probira u ranom otkrivanju raka dojke, mobilnom mamografijom, od 01.01.2002. do
31.12.2005., te organiziranim mamografskim probirom u sklopu nacionalnog projekta
»,MAMMA* koji se, unazad 6 godina, provodi u Republici Hrvatskoj. Dio uzoraka dobiven je
nakon mamografskog dijagnostickog i ultrazvuénog postupka u ambulantnih bolesnica, izvan
organiziranog projekta; bilo da su asipmptomatske bolesnice dolazile na redovite kontrole,
bilo da su se javile sa simptomima (kvrzica ili konglomerat u dojci, hemoragiéni iscjedak iz
mamile ili uvlacenja bradavice, odnosno neke od kombinacija navedenog).

Analizirano je ukupno 40 uzoraka tumora koji nisu metastazirali i 40 karcinoma dojke koji su
metastazirali u limfne ¢vorove aksile, kao 1 40 limfnih ¢vorova u aksilama koji su sadrzavali
metastazu primarnog karcinoma dojke. Analiziran je najceS¢i histoloski tip karcinoma —
duktalni invazivni karcinom. Kako bi istrazivana skupina bila S$to homogenija, Svi su
analizirani uzorci pripadali G2-histoloskom stupnju diferenciranosti.

Kontrolnu skupinu ¢inilo je 20 uzoraka normalnog tkiva dojke dobivenog iz okolnog tkiva
dojke koje nije bilo zahvac¢eno karcinomom.

Odredivani su: hormon rasta, receptor za hormon rasta, plakoglobin (gama katenin) i NEDD9.
Za sve su tumore rutinski odredeni status estrogenskih i progesteronskih receptora kao i

status proteina HER2, a za ve¢inu tumora i proliferacijska aktivnost pomocu Ki-67.
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4.2. Metode

Uzorci dobiveni nakon operacije obradeni su standardnom histoloSkom metodom koja
ukljucuje fiksaciju tkiva u 10% puferiranom formalinu i uklapanje u parafinske blokove, te
potom rezani na debljinu od 5um, deparafinizirani i bojeni standardnom metodom hemalaun-
cozin. KoriStena je metoda LSAB, kao vizualizacijski sustav na Dako TechMate TM
automatiziranom stroju za imunohistokemijsko bojenje, uz upotrebu streptavidin
imunoperoksidaze protokola MSIP.

U analizu su ukljuceni samo oni tumori koji su imali navedene podatke: dob, vrsta
operativnog zahvata, veli¢inu tumora, histoloski tip tumora, histoloski gradus, broj
analiziranih i zavacenih limfnih ¢vorova, status estrogenskih i progesteronskih receptora, te

status proteina HER2.

4.2.1. Histoloska anliza

Nakon standardnog hemalaun eozinskog bojenja (HE) histoloskih preparata odredivan
je stupanj diferencijacije pomocu svjetlosnog mikroskopa, Olympus BX 51, pod povecanjem
od 200 X.

4.2.2. Imunohistokemijska analiza

Provedena je imunohistokemijska analiza ekspresije plakoglobina, receptora za
hormon rasta i hormona rasta, tt NEDD9 metodom LSAB, kao vizualizacijskim sustavom na
imunohistokemijskom automatskom bojacu tvrtke Dako TechMate TM, uz upotrebu
streptavidin imunoperoksidaze protokola MSIP. Protutijela protiv ER, PgR i HER2
nabavljena su od proizvodaca Dako, Danska. Pored toga, su koriStena monoklonska
protutijela protiv hormona rasta (br. ABIN113503, poliklonalno zecje protutijelo, Dako,
Danska), receptora hormona rasta (broj 113, klon 8D6, Novocastra, Engleska) te protiv y-
katenina (ab15153, Abcam, Velika Britanija) i NEDD9 (sab4200076, Abcam, Velika
Britanija). Analizirane su reakcije imunoreaktivnosti u stromalnoj i epitelnoj komponenti

tumora, kao i u stromalnoj i epitelnoj komponenti metastatskog tumora u limfnim ¢vorovima.
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Koriste¢i svjetlosni mikroskop pri povecanju od 400X, na 1000 tumorskih stanica odreduje se
imunohistokemijska reakcija na mjestu najjae aktivnosti (tzv.“hot spot®). ,,Hot spot“ je
odreden pod malim poveéanjem (40X) pregledavanjem Ccitavog odabranog prereza.
Interpretira se obojenje imunohistokemijske reakcije. Rezultati imunohistokemijske reakcije
odreduju se semikvantitativno uzimajuci u obzir intenzitet reakcije.

Intenzitet reakcije oznacen kao:

-,,0¢ predstavlja odsutnost reakcije,

-, 1% slabo izrazenu reakciju, do 10% pozitivnih stanica,

-,,2% umjereno izrazenu reakciju: vise od 10-25% pozitivnih stanica te

-,,3% za jako izrazenu reakciju, vise od 25% pozitivnih stanica.

4.2.3 Statisticka anliza

Statisticka obrada podataka

Statisticka obradba podataka je provedena uz pomo¢ statistickih programa MedCalc
(MedCalc Inc., Mariakerke, Belgija). Za analizu razlike ekspresije ispitivanih ¢imbenika,
primjerice za razlike ucestalosti NEDD9 odredenog na epitelu i stromi kao i1 razlike
ucestalosti ispoljavanja NEDD9 izmedu tumora koji nisu metastazirali i tumora koji su
metastazirali, koristen je Chi-kvadrat test. Kada su utvrdene statisticki znacajne razlike
analiza, post- hoc je u¢injena s pomocu t-testa razlike proporcija. Rezultati su smatrani

statisti¢ki znacajnim uz p<0,05.



5. REZULTATI
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Rezultati

Analizirano je 40 uzoraka duktalnog invazivnog karcinoma dojke, s metastazama i 40 uzoraka
istog tipa karcinoma, bez dokazanih metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima. Svi
analizirani uzorci bili su histoloskog gradusa G2. Analizirano je i 40 uzoraka aksilarnih
limfnih ¢vorova u kojima je dokazana pristutnost metastaza duktalnog invazivnog karcinoma
dojke. Osim tumorskog tkiva, uzorci su sadrzavali i okolno zdravo tkivo koje je posluzilo kao
unutarnja kontrolna skupina. U tom smislu, analizirano je 20 uzoraka. Klinickopatoloska
obiljezja bolesnica s karcinomom dojke bez metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima

prikazana su u tablici 1.

Najvise bolesnica bilo je dobne skupine od 41 do 60 godina (N=21), zatim od 60 do 80
godina (N=16), dvije preko 80 godina i jedna mlada od 40 godina. Na slici 2. prikazana je
dobna zastupljenost bolesnica bez metastaza karcinoma dojke. Vecina bolesnica imala je
tumor manji od 2 cm najveceg promjera (70%). Na slikama 3 i 4 prikazana je ekspresija
estrogenskih i progesteronskih receptora u tumoru bolesnica s duktalnim invazivnim

karcinomom dojke, bez metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima.
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Tablica 1. Klinicko- patoloski podaci za bolesnice s tumorom bez metastaza u aksilarnim
limfnim ¢vorovima (NO, Mx).

Klini¢ko- patoloski parametar Broj (%)
Dob
do 40 godina 1(2,5)
41 do 60 godina 21 (52,5)
61 do 80 godina 16 (40)
preko 81 godina 2(5)
Veli¢ina tumora
<2cm 28 (70)
>2-5cm 12 (30)
ER status
Odsustvo reakcije 9 (22,5)
Slabo izrazena reakcija 0(0)
Umjereno izrazena 6 (15)
Jako izrazena 25 (62,5)
PR status
Odsustvo reakcije 10 (25,0)
Slabo izrazena reakcija 0
Umjereno izrazena 10 (25)
Jako izrazena 20 (50)
HER 2 status
Odsustvo reakcije 18 (45)
Slabo izrazena 6 (15)
Umjereno izrazena 7(17,5)

Jako izrazena 9 (22,5)



broj bolesnica

do 40 41 do 60 61 do 80 preko 80

Slika 2. Dobna zastupljenost bolesnica s karcinomom dojke bez metastaza.

Slika 3. Pozitivna reakcija na estrogenske receptore u vise od 90% stanica u bolesnice s
duktalnim invazivnim karcinomom dojke bez metastaza (x200)
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Slika 4. Pozitivna reakcija na progesteronske receptore u vise od 90% stanica u bolesnice s
duktalnim invazivnim karcinomom bez metastaza u limfne ¢vorove (x200)

Klini¢kopatoloska obiljezja bolesnica s metastazama u regionalne aksilarne limfne ¢vorove
prikazana su u tablici 2. Proliferacijska aktivnost odredena imunohistokemijski pomoc¢u Ki-67
prikazana je na slici 5. Kako u nekim biopsijama nije bilo dovoljno materijala, analizirano je
ukupno 27 karcinoma dojke bez metastaza, a ekspresija Ki-67 se kretala od 1-70%, prosje¢no
23,5%. Od tumora s metastazama dovoljno je materijala bilo za 30 uzoraka, a ekspresija Ki-

67 je bila od 5-72%, prosjec¢no 25,6%. Jako izrazena ekpresija HER2 prikazana je na slici 6.

Vecina bolesnica je bila u dobi od 41-60 godina (Slika 7), dok je tumor u vise od 50%

bolesnica ove skupine mjerio od 2 do 5 cm (Slika 8).
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Tablica 2. Klini¢ko patoloski podaci za bolesnice s metastazama u limfnim ¢vorovima aksile
(N1,MX i N2MX).

Klini¢ko-patoloski parametar Broj (%)
Dob
Do 40 godina 3(7,5)
41 do 60 godina 18 (45)
61 do 80 godina 16 (40)
Preko 80 godina 3(7,5

Veli¢ina tumora

<2cm 14 (35)
> 2 do 5ecm 21 (52,5)
>5cm 5(12,5)
ER status
Odsustvo reakcije 8 (20)
Slabo izrazena reakcija 8 (20)
Umjereno izraZzena 1(2,5)
Jako izrazena 23 (57,5)
PR status
Odsustvo reakcije 10 (25,0)
Slabo izrazena 5(12,5)
Umjereno izrazena 3(7,5)
Jako izrazena 22 (55,0)
HER 2 status
Odsustvo reakcije 30 (75,0)
Slabo izraZena reakcija 0
Umjereno izrazena 2 (5,0)

Jako izrazena 8(20,0)
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Slika 5. Proliferacijska aktivnost (Ki-67) odredena imunohistokemijom. Pozitivno je priblizno
20% stanica s duktalnog invazivnog karcinoma, bez metastaza u limfne ¢vorove (x200)

Slika 6. Pozitivna imunohistokemijska reakcija na HER2 (3+) u stanicama duktalnog
invazivnog karcinoma dojke koji je metastazirao u aksilarne limfne ¢vorove (x400)
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Dob bolesnica s metastatskim
tumorima

broj
bolesnica

1 2 3 4
do 40g 41 do 60 61 do 80 preko 80

Slika 7. Dobna zastupljenost bolesnica s metastazama karcinoma dojke.

Najvise bolesnica, njih 18, bilo je iz dobne skupine od 41 do 60 godina, 16 ih je bilo dobne
skupine od 61 do 80, preko 80 godina 13 bolesnica, dok su samo tri bile mlade od 40 godina.

Veli¢ina analiziranih tumora
30

broj
bolesni
25

Odo 2 cm promjera
20

H21do5cm
promjera

15

10

1 2
META - META+

Slika 8. Odnos veli¢ine tumora u obje skupine: nemetastatski i metastatski
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Na slici 8. vidi se da je velik broj metastaziraju¢ih tumora bio promjera > 2 do 5 cm (N=26) .
U skupini nemetastaziraju¢ih tumora samo je 12 bilo ove veli¢ine. U potonjoj skupini
prevladali su (N=28) tumori manje veli¢ine, promjera < 2,) dok je u skupini metastaziraju¢ih
tumora samo 14 uzoraka bilo ove veli¢ine. Ekspresija hormona rasta, receptora hormona rasta,
plakoglobina i NEDD9 u skupini bolesnica s duktalnim invazivnim karcinomom bez

metastaza prikazana je u Tablici 3. i na slikama 9 i 10.

Tablica 3. Ekspresija NEDD9, plakoglobina, hormona rasta i receptora hormona rasta u prvoj

skupini tumora, bez metastaza.

Ucestalost javljanja N / % o

Epitel (n=40) | Stroma (n=40) Statistika post-hoc
NEDD9
Odsustvo reakcije 8 (20,0) 28 (70,0)
Slabo izrazena 1 (2,6) 12 (30,0) ¥’=51,42
Umjereno izraZzena 4 (10,0) 0 P<0,001"
Jako izrazena 27 (67,4) 0 P<0,001"
PLAKOGLOBIN
Odsustvo reakcije 14 (35,0) 30 (75,0)
Slabo izraZena 0 10 (25,0) v*=41,82
Umjereno izraZena 0 0 P<0,001*
Jako izrazena 26 (65,0) 0 P<0,001"
RHR
Odsustvo reakcije 26 (65,0) 9 (22,5)
Slabo izrazena 14 (35,0) 12 (30,0) | y?=27,42
Umjereno izrazena 0 9 (22,5) P<0,001" | P=0,032"
Jako izrazena 0 10 (25,0) P=0,001"
HR
Odsustvo reakcije 25 (62,5) 18 (45,0)
Slabo izrazena 15 (37,5) 22 (55,0) | ¥°=1,81
Umjereno izrazena 0 0 P=0,149
Jako izrazena 0 0

oznacava statisticku znacajnost
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Kada je P<0,05 tada postoji statisticki znacajna razlika s obzirom na izrazaj analiziranog

¢imbenika, pri ¢emu Se posebno vrednuje imunoreaktivnost epitelne i stromalne komponente.

Slika 9. Ekspresija hormona rasta u duktalnom invazivnom karcinomu dojke bez metastaza u
aksilarnom limfnom ¢voru (x40).

Slika 10. Ekspresija plakoglobina u duktalnom invazivnom karcinomu dojke bez metastaza u
aksilarnom limfnom ¢voru (x100).
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Ekspresija hormona rasta i receptora hormona rasta, NEDD9 i plakoglobina, u tkivu tumora

koji su metastazirali u aksilarne limfne ¢vorove prikazana je u Tablici 4.

Tablica 4. Ekspresija NEDD9, plakoglobina, hormona rasta i receptora za hormon rasta u

tkivu tumora koji su metastazirali u aksilarne limfne ¢vorove

Ucestalost avljanja N (%)
_ Statistika
Epitel (n=40) | Stroma (n=40) post-hoc
NEDD9
Odsustvo reakcije 8 (20,0) 22 (55,0)
Slabo izrazeno 0 18 (45,0) ¥2=56,53
Umjereno izraZzeno 0 0 P<0,001*
Jako izrazeno 32 (80,0) 0 P<0,001*
PLAKOGLOBIN
Odsustvo reakcije 0 35 (87,5)
Slabo izrazeno 3(7,5) 5(12,5) x2=82,51
Umjereno izrazeno 3(7,5) 0 P<0,001*
Jako izrazeno 34 (85,0) 0 P<0,001*
RHR
Odsustvo reakcije 21 (52,5) 13 (32,5)
Slabo izrazeno 15 (37,5) 10 (25,0) x2=10, 95
Umjereno izraZzeno 1(2,5) 5(12,5) P=0,012*
Jako izrazeno 3(7,5) 12 (30,0) P=0,012*
HR
Odsustvo reakcije 27 (67,5) 23 (57,5)
Slabo izrazeno 13 (32,5) 17 (42,5) ¥2=0,48
Umjereno izrazeno 0 0 P=0,488
Jako izrazeno 0 0

*oznacava statisticku znacajnost
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Ekspresija NEDD9, plakoglobina, hormona rasta i receptora hormona rasta u metastazama

karcinoma dojke u aksilarne limfne ¢vorove prikazana je na slikama 11112 i u Tablici 5.

Slika 11. Ekspresija receptora hormona rasta u metastazi duktalnog invazivnog karcinoma
dojke u limfnom ¢voru aksile (x40)

Slika 12. Ekspresija NEDD9 u metastazi duktalnog invazivnog karcinoma dojke u aksilarnom
limfnom ¢voru.
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Tablica 5. Ekspresija NEDD9, plakoglobina, hormona rasta i receptora hormona rasta u

metastazama karcinoma dojke u aksilarne limfne ¢vorove

Ucestalost javljanja N (%)
Statistika
Epitel (n=40) | Stroma (n=40) post-hoc
NEDD9
Odsustvo reakcije 0 18 (45,0)
Slabo izrazeno 0 20 (50,0) ¥2=72,42
Umjereno izrazeno 4 (10,0) 0 P<0,001*
Jako izrazeno 36 (90,0) 2 (5,0 P<0,001*
PLAKOGLOBIN
Odsustvo reakcije 5(12,5) 31 (77,5)
Slabo izrazeno 0 9 (22,5) ¥2=62,78
Umjereno izrazeno 0 0 P<0,001*
Jako izrazeno 35 (87,5) 0 P<0,001*
RHR
Odsustvo reakcije 0 0
Slabo izrazeno 35 (87,5) 10 (25,0) ¥2=31,75
Umjereno izrazeno 2 (5,0) 11 (27,5) P<0,001*
Jako izrazeno 3(7,5) 19 (47,5) P<0,001*
HR
Odsustvo reakcije 18 (45,0) 18 (45,0)
Slabo izrazeno 22 (55,0) 22 (55,0) p=10
Umjereno izrazeno 0 0
Jako izrazeno 0 0

*0znacava statistiCku znacajnost

Ekspresija NEDD9 u sve tri istrazivane skupine prikazana je na slici 13, ekspresija
plakoglobina na slici 14, ekspresija receptora za hormon rasta na slici 15, te naposlijetku

ekspresija hormona rasta na slici 16.
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Slika 13. Ekspresija NEDD9 odredenog u epitelu tumora bez metastaza, tumora s
metastazama i u aksilarnim limfnim ¢vorovima s metastazama
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Slika 14. Ekspresija plakoglobina u epitelu tumora dojke bez metastaza, tumora s
metastazama u aksilarnim limfnim ¢vorovima 1 u aksilarnim limfnim c¢vorovima S
metastazama.
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Slika 15. Ekspresija RHR odredenog u epitelu tumora bez metastaza, tumora s metastazama u
aksilarnim limfnim ¢vorovima i u aksilarnim limfnim ¢vorovima S metastazama.
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Slika 16. Ekspresija HR odredenog u epitelu tumora bez metastaza, tumora s metastazama u
aksilarnim limfnim ¢vorovima i u aksilarnim limfnim ¢vorovima s metastazama.

Ekspresija NEDD9, plakoglobina, hormona rasta i receptora hormona rasta u stromi tumora
bez metastaza, sa metastazama i u metastazama karcinoma dojke u aksilarne limfne ¢vorove

prikazana je u slikama 17-20.
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Slika 17. Ekspresija NEDD9 odredenog u stromi tumora bez metastaza, tumora s
metastazama u aksilarnim limfnim ¢vorovima 1 u aksilarnim limfnim ¢vorovima S
metastazama.
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Slika 18. Ekspresija plakoglobina odredenog u stromi tumora bez metastaza, tumora s
metastazama u aksilarnim limfhim ¢évorovima 1 u aksilarnim limfhim ¢vorovima S
metastazama.
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Slika 19. Ekspresija RHR odredenog u stromi tumora bez metastaza, tumora s metastazama u
aksilarnim limfnim ¢vorovima i u aksilarnim limfnim ¢vorovima S metastazama.
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Slika 20. Ekspresija HR odredenog u stromi tumora bez metastaza, tumora s metastazama u
aksilarnim limfnim ¢vorovima 1 U aksilarnim limfnim ¢vorovima s metastazama.
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Rezultati dobiveni usporedbom ekspresije ispitivanih ¢imbenika u epitelnim stanicama tumora

s 1 bez metastaza prikazani su u Tablici 6, a usporedba ekspresije u stromi u Tablici 7.

Tablica 6. Usporedba faktora NEDD9 i ostalih ¢imbenika odredenih u epitelu izmedu tumora

bez metastaza i s metastazama

Ucestalost javljanja N (%)
bez metastaza | s metastazama | Statistika
(n=40) (n=40) post-hoc
NEDD9
Odsustvo reakcije 8 (20,0) 8 (20,0)
Slabo izrazeno 1(2,6) 0 X342
Umjereno izraZzeno 4 (10,0) 0 P=0.143
Jako izrazeno 27 (67,4) 32 (80,0)
PLAKOGLOBIN
Odsustvo reakcije 14 (35,0) 0
Slabo izrazeno 0 3(7,5) x2=21,07
Umjereno izrazeno 0 3(7,5) P<0,001*
Jako izrazeno 26 (65,0) 34 (85,0) P=0,042*
RHR
Odsustvo reakcije 26 (65,0) 21 (52,5)
Slabo izrazeno 14 (35,0) 15 (37,5) v2=4,56
Umjereno izrazeno 0 1(2,5) P=0,206
Jako izrazeno 0 3(7,5)
HR
Odsustvo reakcije 25 (62,5) 27 (67,5)
Slabo izrazeno 15 (37,5) 13 (32,5) x2=0,55
Umjereno izrazeno 0 0 P=0,815
Jako izrazeno 0 0

*oznacava statisticku znacajnost
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Tablica 7. Usporedba analiziranih ¢imbenika odredenih u stromi izmedu tumora bez
metastaza i S metastazama.

Ucestalost javljanja N (%)
bez metastaza | s metastazama | Statistika
(n=40) (n=40)
NEDD9
Odsustvo reakcije 28 (70,0) 22 (55,0)
Slabo izrazeno 12 (30,0) 18 (45,0) v2=1,33
Umjereno izrazeno 0 0 P=0,248
Jako izrazeno 0 0
PLAKOGLOBIN
Odsustvo reakcije 30 (75,0) 35 (87,5)
Slabo izrazeno 10 (25,0) 5(12,5) v2=1,31
Umjereno izraZzeno 0 0 P=0,252
Jako izrazeno 0 0
RHR
Odsustvo reakcije 9 (22,5) 13 (32,5)
Slabo izrazeno 12 (30,0) 10 (25,0) ¥2=2,23
Umjereno izrazeno 9 (22,5) 5(12,5) P=0,525
Jako izrazeno 10 (25,0) 12 (30,0)
HR
Odsustvo reakcije 18 (45,0) 23 (57,5)
Slabo izrazeno 22 (55,0) 17 (42,5) ¥2=5,42
Umjereno izrazeno 0 0 P=0,267
Jako izrazeno 0 0

*oznacava statisticku znacajnost

Ekspresija svih ¢imbenika odredenih u stromi tumora koji nisu metastazirali NE razlikuje se

statisticki zna¢ajno od njihove ekspresije u stromi tumora s metastazama (svi P>0,05).
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Ekspresija ¢cimbenika koji se rutinski analiziraju u karcinomima dojke ukljucujuéi ekspresiju

estrogenskih i progesteronskih receptora te HER2 prikazana je u Tablici 8.

Tablica 8.

Ekspresija ER, PR i HER2 u tumora bez i s metastazama.

Ucestalost javljanja N (%)

bez metastaza metastaze Statistika
(n=40) (n=40)
ER
Odsustvo reakcije 9 (22,5) 8 (20,0)
Slabo izrazeno 0 8 (20,0) 2=11,72
Umjereno izrazeno 6 (15,0) 1(2,5) P=0,008*
Jako izrazeno 25 (62,5) 23 (57,5)
PR
Odsustvo reakcije 10 (25,0) 10 (25,0)
Slabo izrazeno 0 5(12,5) 12=8,86
Umjereno izrazeno 10 (25,0) 3(7,5) P=0,031*
Jako izrazeno 20 (50,0) 22 (55,0)
HER2
Odsustvo reakcije 18 (45,0) 30 (75,0)
Slabo izrazeno 6 (15,0) 0 2=11,84
Umjereno izrazeno 7 (17,5) 2 (5,0 P=0,008*
Jako izrazeno 9 (22,5) 8 (20,0)

*oznacava statisticku znacajnost
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Tablica 9. Korelacija ER, PR i HER-2 i analiziranih ¢imbenika u tumorima bez metastaza

Oznacene korelacije:* p <0,05000
Varijabla . .
NEDD9 | NEDD9 | Plakoglobin | Plakoglobin RHR RHR HR HR
epitel stroma epitel stroma epitel stroma epitel stroma
ER 0,086486 | -0,40686* | 0,261217 | -0,149596 | -0,07302 | 0,055436 | 0,373892* | 0,33191*
PR 0,204406 | -0,101757 | 0,105436 0,009910 | -0,30099 | -0,09427 | -0,205535 | 0,255673
HER-2 | 0,290569 | 0,053021 | 0,052007 | -0,042151 | -0,11137 | 0,194021 | 0,141300 | -0,22599

Tablica 10. Korelacija ER, PR i HER-2 s ispitivanim ¢imbenicima u tumorima s metastazama

Oznacene korelacije :* p <0,05000
Varijabla
NEDD9 NEDD9 | Plakoglobin | Plakoglobin RHR RHR HR HR
epitel stroma epitel stroma epitel stroma epitel stroma
ER -0,162964 |-0,158942 0,021974 0,310775(-0,31616* | 0,084232| -0,090499 | -0,035883
PR -0,050984 |0,041078 0,020624 0,199268 | -0,029816 | -0,116704 | -0,198191| -0,092617
HER-2 |-0,074940 |-0,076081 -0,38576* 0,238963 [ -0,157994 | 0,157941| 0,41161*| -0,184183
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5.1. Statisti¢ka analiza rezultata

Ekspresija NEDD9 u tumorima bez metastaza statisticki se znacajno razlikuje s obzirom radi
li se o epitelu ili stromi (P<0,001). NEDD9 je statisticki znacajno u veéem postotku jako
izrazen u epitelu u odnosu na stromu (67,4% vs. 0; P<0,001).

Ekspresija plakoglobina u tumorima bez metastaza statisticki se znacajno razlikuje obzirom
na to radi li se o epitelu ili stromi (P<0,001). Plakoglobin je u statisti¢ki zna¢ajno vecem
postotku jako izrazen u epitelu, u odnosu na stromu (65,0% vs. 0; P<0,001).

Ekspresija RHR u tumorima bez metastaza statisti¢ki Se znacajno razlikuje s obzirom na to
radi li se o epitelu ili stromi (P<0,001). RHR je u statisti¢ki znacajno veéem postotku jako
izrazen 1 umjereno izraZen u stromi u odnosu na epitel (jako izrazena: 25,0% vs. 0; P=0,001,
umjereno izrazena: 22,5% vs.0; P=0,032).

Ekspresija HR u tumorima bez metastaza statisticki se znacajno ne razlikuje s obzirom na to
radi li se o epitelu ili stromi (P=0,149). U obje komponente je izrazito slaba.

Ekspresija NEDD9 u tumorima s metastazama statisti¢ki Se znacajno razlikuje s obzirom na to
radi li se o epitelu ili stromi (P<0,001). NEDD?9 je u statisticki zna¢ajno veéem postotku jako
izrazen u epitelu, u odnosu na stromu (80,0% vs. 0; P<0,001).

Ekspresija plakoglobina u tumorima s metastazama statisticki se zna¢ajno razlikuje s obzirom
na to radi li se o epitelu ili stromi (P<0,001). Plakoglobin je u statisticki znacajno vecem
postotku jako izrazen u epitelu, u odnosu na stromu (85,0% vs. 0; P<0,001).

Ekspresija RHR u tumorima s metastazama se statisticki znacajno razlikuje S obzirom na to
radi li se o epitelu ili stromi (P=0,012). RHR je u statisti¢ki zna¢ajno manjem postotku jako
izrazen u epitelu, u odnosu na stromu (jako izrazena: 7,5% vs. 30,0; P=0,012).

Ekspresija HR u tumorima s metastazama se statisticki znacajno ne razlikuje s obzirom radi li
se o epitelu ili stromi (P=0,488). U obje je komponente izrazito slaba.

Ekspresija NEDD9 u metastazama u aksilarnim limfnim ¢vorovima se statisticki znacajno
razlikuje s obzirom na to radi li se o epitelu ili stromi (P<0,001). NEDD9 je u statisticki
znacajno vecem postotku jako izraZen u epitelu u odnosu na stromu (90,0% vs. 5%; P<0,001).
Ekspresija plakoglobina u metastazama u aksilarnim ¢vorovima se statisticki znacajno
razlikuje s obzirom na to radi li se o epitelu ili stromi (P<0,001). Plakoglobin je u statisticki
znacajno vecem postotku jako izrazen u epitelu, u odnosu na stromu (87,5% vs. 0; P<0,001).
Ekspresija RHR u metastazama u aksilarnim limfnim ¢vorovima se statisticki znacajno

razlikuje s obzirom na to radi li se o epitelu ili stromi (P=0,012). RHR je u statisticki
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znacajno manjem postotku jako izraZen u epitelu u odnosu na stromu (jako izraZena: 7,5% vs.
47,5; P<0,001).

Ekspresija HR u metastazama u aksilarnim limfnim ¢vorovima se statisticki znacajno ne
razlikuje s obzirom na to radi li se o epitelu ili stromi (P=1,00). U obje komponente je izrazito
slaba.

Ekspresija NEDD9 u epitelu tumora bez metastaza ne razlikuje se statisticki znacajno u
odnosu na ekspresiju NEDD9 u epitelu tumora s metastazama (P=0,143).

Ekspresija plakoglobina u epitelu tumora bez metastaza je statisticki zna¢ajno manja u
usporedbi s ekspresijom plakoglobina u epitelu tumora s metastazama (P<0,001). Jako izrazen
plakoglobin se u epitelu tumora s metastazama javlja u veéem postotku (85% vs 65%;
P=0,042).

Ekspresija RHR u epitelu tumora bez metastaza ne razlikuje se statisticki znacajno u odnosu
na ekspresiju RHR u epitelu tumora s metastazama (P=0,206).

Ekspresija HR u epitelu tumora bez metastaza ne razlikuje se statisticki znac¢ajno u odnosu na
ekspresiju HR u epitelu tumora s metastazama (P=0,815).

Ekspresija ER, PR 1 HER2 ne razlikuje se statisticki znac¢ajno u skupini tumora bez metastaza
sa skupinom tumora sa metastazama.

Jako izrazena ekspresija ER javlja se u 62,5% uzoraka u tumorima bez metastaza i u 57,5%
uzoraka tumora sa metastazama.

Jako izrazena ekspresija PR javlja se u 50,0% uzoraka tumora bez metastaza i u 55,0%
uzoraka tumora sa metastazama.

Jako izraZena reakcija HER2 javlja se u 22,5% uzoraka bez metastaza i u 20,0% uzoraka sa

metastazama.

Utvrdena je statistiCki znacajna korelacija izmedu ekspresije ER i NEDD9 u stromi tumora te

ekspresije ER i hormona rasta, kao i ekspresije ER i receptora hormona rasta, u epitelu, u

karcinomima dojke bez metastaza (p < 0,05).

Pored toga, utvrdena je statistiCki znacajna korelacija izmedu ekspresije ER 1 ekspresije

receptora hormona rasta, te ekspresije HER2 i ekspresije plakoglobina, kao i ekspresije HER2

i hormona rasta u epitelu karcinoma sa metastazam (p < 0,05).



6. RASPRAVA
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Rasprava

Karcinom dojke je najces¢a maligna bolest u zena. U veéini razvijenih zemalja broj Zena
oboljelih od karcinoma dojke u stalnom je porastu, a sve je ¢esc¢a pojava u mladih Zena, §to se
objasnjava promjenama u nac¢inu zivota. Usprkos tome, u posljednjih godina je u razvijenim
zemljama Europe i SAD doslo do pada mortaliteta zahvaljujuci programima ranog otkrivanja
— mamografskog probira, boljoj dijagnostici opcenito, kao i napretku u adjuvantnoj
hormonskoj i kemoterapiji, u posljednje vrijeme sve izrazenijem personaliziranom pristupu
lijeCenju uz rutinsko odredivanje ER, PR, HER2 i Ki-67. Kao rezultat metoda koje
omogucuju bolje 1 ranije otkrivanje karcinoma, posebice okultnog, vecina bolesnica danas
dolazi na lije¢enje u ranom stadiju bolesti. Oksfordska meta-analiza jasno je pokazala da
adjuvantna hormonska terapija, odnosno kemoterapija znacajno snizava rizik ponovne pojave
bolesti, kao i smrti od raka dojke (1).

Rak dojke je najucestalija bolest zenske populacije, od cega oko 10 % slucajeva
otpada na nasljedne oblike karcinoma dojke (1, 3, 18, 27).

Tocan mehanizam nastanka i Sirenja raka dojke jo$ uvijek nije u potpunosti razjasnjen.
Mnoga istrazivanja novijeg datuma ukazuju da je za proliferaciju, apoptozu, migratornu
sposobnost i diferencijaciju tumora, osim epitelne, bitna i stromalna komponenta tumora, koja
tumorskim stanicama olaksava lokalno i udaljeno Sirenje (49, 50, 51).

U provedenom istrazivanju analizirane Su dvije skupine od po 40 bolesnica oboljelih
od duktalnog invazivnog, srednje diferenciranog (G2) karcinoma dojke. U vecine bolesnica je
uc¢injena radikalna mastektomija, s odstranjenjem pazus$nih limfnih ¢vorova. U novije se
vrijeme u lijeCenju karcinoma dojke primjenjuju postedni operativni zahvati, kojima se
odstranjuje manji dio dojke s tumorom, s ciljem brzeg oporavka nakon operacije i manjim
brojem postoperativnih komplikacija. Ovakav se pristup lijeCenju temelji na rezultatima
studija na velikom broju bolesnica koje su klini¢ki prac¢ene u duljem periodu (dvadesetak
godina) (52,53).

Osim HR, RHR, plakoglobina i NEDD9 u stromalnoj i epitelnoj komponenti tumora
bez metastaza, tumora s metastazama i metastaza u limfnim ¢vorova aksile, u istrazivanju su u
ukljuceni svi dosad prihvaceni parametri i prognosti¢ki ¢imbenici bitni za prac¢enje bolesnica
oboljelih od karcinoma dojke. Analizirani su: dob bolesnica, histoloski gradus, veli¢ina
tumora, zahvacenost limfnih ¢vorova, TNM stadij bolesti, status ER 1 PR, kao 1 status proteina

HER2 (54, 55).
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Histoloski gradus tumora predstavlja stupanj diferenciranosti tumora. U ovom je
istrazivanju svih 80 analiziranih tumora, 40 bez metastaza u limfne cvorove 1 40 s
metastazama u aksilarne limfne ¢vorove bilo srednjeg stupnja (G2) diferenciranosti. Na taj
naéin smo pribavili najreprezentativniju skupinu $to se homogenosti stupnja diferencijacije
tice. To je znaCajno za Sto to¢niju interpretaciju rezultata. Bloom i Richardson, u opseznoj
analizi koju su proveli, navode podjednaku zastupljenost razli¢itih stupnjeva diferenciranosti,
odnosno gradusa tumora u velikom broju uzoraka duktalnog invazivnog karcinoma (56).

HR ili somatotropin je hormon - polipeptidni lanac koji se sastoji od 191
aminokiseline, a stvara se i izluéuje u acidofilnim stanicama prednjeg reznja hipofize.
Hormon rasta ima molekularnu masu oko 21,500 Da (57, 58).

Vaznost hormona rasta i njegove uloge u nastanku i razvitku tumora rezultirala je i
uvodenjem hipofizektomije kao metode lijeCenja karcinoma dojke 1953. godine (3, 17, 27).
Zajedno s ovariektomijom i adrenalektomijom bila je dio ablativne endokrine terapije sve do
uvodenja antiestrogena i aminoglutetimida osamdesetih godina proslog stolje¢a (3, 17, 27).

Iako hormon rasta djeluje izravno na ciljna tkiva, mnogi od njegovih ucinaka
neizravno su posredovani preko ¢imbenika rasta IGF-1 (od engl. insulin like growth factor)
koji predstavlja znacajan ¢imbenik rasta i diferencijacije. U tkivima IGF-1 pokazuje lokalne
parakrine ucinke koji su dijelom ovisni, a dijelom neovisni o HR. Potonje implicira da bi
terapija karcinoma efektivnom supresijom HR/IGF-I osovine mogla djelovati na regresiju
rasta tumora. Povecano izlu¢ivanje hormona rasta povezano je s povecanim rizikom za
obolijevanje od zlo¢udnih bolesti (59, 60). Tako je pokazana poveéana ekspresija HR i RHR u
metastazama karcinoma debelog crijeva u regionalnim limfnim ¢vorovima (61, 62) te u
razli¢itim drugim tumorima (63).

Prepoznavaju¢i vaznu ulogu koju HR iskazuje u razli¢itim, pa tako i tumorskim
patofiziolo$kim procesima, postoje mnoga istrazivanja se provode kako bi se razvio i proizveo
antagonist receptora hormona rasta (64, 65). Osim toga pojaana ekspresija receptora
hormona rasta pokazana je i u preneoplasti¢nim procesima poput aktinicke keratoze (65, 66).

Receptor za hormon rasta je glikoprotein od 70 kDa, graden od 620 aminokiselina,
nalazi se na membrani i unutra$njim organelama stanica, a same stanice su ga sposobne
proizvoditi i regulirati autokrinim uc¢inkom IGF-1. Gen koji kodira GHR nalazi se u podruc¢ju

p12 na, kromosomu 5. Receptor hormona rasta nalazi se na stani¢énoj membrani U
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fetalnim tkivima, jetri, mozgu, bubregu, probavnoj cijevi, masnim stanicama, skeletnim
miSi¢ima, srcu, limfaticnom tkivu i kostima. Nakon vezivanja hormona rasta i receptora
hormona rasta (dvije molekule receptora, jedna molekula hormona rasta) dolazi do
dimerizacije i aktiviranja sustava Janus — kinaze $to za posljedicu ima sintezu IGF -1 (67).
(68). Cini se da novotvorine imaju pojacanu ekspresiju RHR u usporedbi s okolnim normalnim
tkivom (61-66, 69). Smatra se da do toga dolazi zbog genske amplifikacije ili pojacane
transkripcije navedenog receptora i njegovih liganada. Smatra se da pojacano stvaranje i
ekspresija receptora hormona rasta nastaje zbog abnormalne transkripcije ili zbog tzv.
«autokrine stimulacije». Neoplasti¢ne lezije imaju pojacanu ekspresiju receptora hormona rasta
u odnosu na normalna tkiva (60, 65, 69).

IzraZenost receptora hormona rasta najveca je u citoplazmi, a u jezgri jedva vidljiva (60, 61).

Imunohistokemijska analiza je pokazala da je prisutnost receptora hormona rasta u korelaciji s

razvojnim stadijem tumora kao i sa stupnjem diferencijacije malignih stanica; izrazenost

receptora hormona rasta je veca u slabije diferenciranih tumora. Smatra se da su agresivnost i

proliferativni potencijal tumorskog tkiva u pozitivnoj korelaciji s ekspresijom receptora

hormona rasta.

Ekspresija plakoglobina u tkivima tumora je najée$ce snizena, Sto je posredovano
djelovanjem autokrinog hormona rasta, odnosno njegove pojacane ekspresije. Novija
istrazivanja pokazala su da plakoglobin moze imati pozitivne i negativne ucinke na rast
stanica tumora (70). Jedan od nacina na koji na koji dezmosomi, kao ¢imbenici stabilnosti i
inhibicije invazivnih svojstava stanica, moduliraju intracelularni signalni put je regulacija
dostupnosti plakoglobina. Uloga plakoglobina u mehanizmu Whnt/beta-katenin nije tako dobro
definirana kao uloga samog beta katenina. U nekim je stani¢nim linijama— npr. u stanicama
humanog planocelularnog karcinoma (SCC9), snazna ekspresija plakoglobina pracena
nekontroliranim rastom i stvaranjem novih Zarista (71, 72, 73).

Plakoglobin inhibira vezanje Tcf-4 na molekulu DNK. Ovaj je fenomen prisutan
tijekom progresije ranog stadija tumora u invazivni stadij. Odsutnost djelovanja ili smanjeno
djelovanje plakoglobina u ranijoj fazi razvoja karcinoma posreduje konverziji neinvazivnog u
invazivni stadij. Iz toga proizlazi da je ekspresija plakoglobina u ranijoj fazi znacajno slabija u
odnosu na kasniju fazu bolesti, Sto rezultira konverzijom ranog stadija u uznapredovali, §to je
posredovano povisenom ekspresijom autokrinog hormona rasta. Smanjena ekspresija
plakoglobina zbiva se kao posljedica epitelno-mezenhimalne konverzije.. Ta zbivanja pracena
su relokalizacijom E-kadherina u citoplazmu i neutralizacijom djelovanja E-kadherina,

molekule stabilnosti medustani¢nih veza.
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Sve je to praceno i1 posredovano pojacanom ekspresijom HR. Upravo autokrina produkcija
HR od strane stanica karcinoma ima za posljedicu nastajanje mezenhimalnog fenotipa s
posljedi¢nim poveéanjem migratorne sposobnosti i invazivnosti kroz ekstracelularni matriks.
Tako in vivo nastaju stanice karcinoma s lokalnim invazivnim moguénostima. IstraZivanja su
pokazala da je stupanj ekspresije gena za HR poviSen u karcinomima s metastazama u limfne
¢vorove aksile u usporedbi s normalnim stanicama zljezdanog tkiva dojke, ili nekih drugih,
manje agresivnih proliferativnih procesa (74)

Smanjena aktivnost E-kadherina moZe predstavljati okida¢ za otpuStanje stanica iz
primarnog tumora, odnosno metastaziranje. Moguce je da u kasnijoj, uznapredovaloj fazi
bolesti dolazi do povisene eckspresije plakoglobina, Sto pokazuju rezultati i u ovom
istrazivanju i to samo u epitelnoj komponenti, bez znacajnije razlike u odnosu na tumore bez
metastaza (razlika je pokazana, u ovom doktoratu, uz P=0,042). Upravo u ovom istrazivanju
zamijeCena je sniZzena ekspresija HR u obje skupine tumora, posebice u tumora s
metastazama, $to bi moglo rezultirati pojacanom ekspresijom plakoglobina. To bi moglo biti
posljedicom, medu ostalim, i eventualne mezenhimalno epitelijalne tranzicije (MET). Ovom
fenomenu ¢e svakako biti potrebno posvetiti paznju u buduéim istraZivanjima.

Hipoteza da je ekspresija plakoglobina snizena u karcinomima uznapredovalog stadija,
s metastazama, u odnosu na karcinome bez metastaza, u naSem istrazivanju nije u potpunosti
potvrdena. Ovo se moze pripisati snizenoj ekspresiji HR, kao posljedici MET.

Dobiveni rezultati ne pokazuju smanjenu razinu plakoglobina u uzorcima karcinoma
dojke kako onih bez metastaza, tako i u onih s metastazama. Utvrdena je izrazito pojacana
izrazenost plakoglobina u epitelnoj komponenti obje skupine tumora. To se moZe pripisati
slabo izrazenom djelovanju autokrinog hormona rasta, koji je vrlo slabo izrazen u obje
skupine tumora. Ekspresija plakoglobina i to u obje skupine, bila je snizena samo u
stromalnoj komponenti, dok je u epitelnoj komponenti bila izrazito poviSena. S druge strane u
karcinomima dojke gradusa 2 pokazana je smanjena ekspresija beta katenina u oko 45%
tumora (36).

Iako je epitel mlijecne Zlijezde taj koji proliferira, invadira i posjeduje tumorigeni
potencijal, stroma dojke znacajno doprinosi bioloskom ponasanju tumora. Stroma dojke je
heterogena i sastoji se od: adipocita, pre-adipocita, fibroblasta, krvnih zila, upalnih stanica i
ekstracelularnog matriksa. Mlije¢ne Zlijezde u svom nastajanju i razvoju ispoljavaju mnoge
osobine koje obiljezavaju nastanak 1 progresiju tumora: invazivnost, reinicijacija stani¢ne
proliferacije, rezistencija na apoptozu i angiogenezu. Npr. terminalni zljezdani reznji¢ je u

svom razvitku brzoproliferirajuca struktura epitelnih stanica koje invadiraju u stromalno
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tkivo, vrlo sli¢no tumoru. Nadalje, epitel mora zadrzati mogucnost reinicijacije proliferacije
svog razvoja. Postoje, takoder, mehanizmi unutar laktacijskog razdoblja zlijezde koji je Stite
od prerane involucije, kao i mehanizmi aktivnog ,,bijega“ od signala apoptoze. Isto kao i
tumori, mlije¢na zlijezda inducira angiogenetske signalne putove, odnosno angiogentsko
remodeliranje. Razumljiva je, stoga, ¢injenica da su mnogi ¢imbenici esencijalni za razvitak
mlijecne Zlijezde takoder pridruzeni karcinomu, a mnogi od njih su upravo ¢imbenici strome.
Bolje razumijevanje i usporedba navedenih fizioloskih mehanizama s tumorigenezom, mogla
bi doprinijeti razumijevanju nastanka tumora, njegovog razvoja, a time i u¢inkovitijoj terapiji
kao i prevenciji bolesti (25).

Odredivanje estrogenskih i progesteronskih receptora (ER i PR) u stanicama tumora
postalo je neizostavni dio analize karcinoma dojke, zbog vaznosti u predvidanju odgovora na
lije¢enje. Poznato je da bolesnice koje imaju jacu ekspresiju hormonskih receptora imaju bolji
odgovor na terapiju i imaju bolji prognosticki tijek bolesti (3, 18, 27).

Prema podacima iz literature, oko 30 — 40% karcinoma dojke pokazuje pojacanu
ekspresiju proteina HER2, $to je povezano s agresivnijim klini¢kim tijekom, brzim rastom i
vec¢im rizikom za metastaziranje zlo¢udnog tumora. Ekspresija HER2 u suprotnoj je korelaciji
sa ekspresijom ER i1 PR, koji u slucajevima jake ekspresije imaju povoljniju prognosticku
vrijednost (27). U ovom istrazivanju pozitivnu ekspresiju HER2 proteina pokazivalo je 22,5%
tumora bez metastaza i 20% tumora s metastazama. Razlika u ekspresiji HER2 u ovom
istrazivanju, u odnosu na podatke iz literature, mogla bi biti posljedica analize samo uzoraka
karcinoma gradusa 2 diferenciranosti. Rezultati bi, vjerojatno, bili drugaciji da su analizirani
uzorci gradusa G1 i G3.

Cimbenik NEDD9 jako je izraZen u epitelnoj komponenti obje skupine tumora, i u
ovom se istrazivanju pokazao kao klju¢ni ¢imbenik tumorskog rasta i progresije. Takoder je
dokazano da NEDD9 igra vaznu ulogu u migraciji i invaziji tumorskih stanica (76, 77).
Njegova ekspresija mogla bi postati koristan dijagnosticki biljeg za invazivne duktalne
karcinome dojke, a eventualno bi mogla pripomo¢i i u predvidanju agresivnog ponasanja tih
tumora i nastanka metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima.

Naposlijetku bi se moglo zakljuditi da bi ciljano lijecenje inhibicijom autokrine produkcije
hormona rasta i inhibicijom djelovanja NEDD9, moglo sprijeciti agresivno ponasanje i

metastaziranje karcinoma dojke.



7. ZAKLJUCCI



49

Zakljucci

Na temelju rezultata ovog istrazivanja moze se zakljuciti slijedece:

1. Ekspresija NEED? je u epitelnoj komponenti tumora znacajno povecana U SvVim tumorima,
neovisno o metastatskom potencijalu. Istovremeno, ekspresija NEDD9 odredena u epitelu
tumora bez metastaza ne razlikuje se statisti¢i znac¢ajno prema tumorima s metastazama. U
stromalnoj komponenti obje skupine tumora ekspresija je izostala, ili je vrlo slaba, bez
medusobne razlike. Ekspresija NEDD9 je u metastazama u limfnim ¢vorovima, statisticki je
jako povecana u tumorskoj epitelnoj komponenti (90%), dok je u stromi bila izrazito slaba
(5%).

2. Ekspresija plakoglobina u epitelnoj komponenti duktalnog invazivnog karcinoma dojke
jako je povecana u obje skupine tumora, iako statistiCki znacajno manje u epitelnoj
komponenti tumora bez metastaza. U stromalnoj komponenti obje skupine tumora ekspresija
plakoglobina bila je slaba, odnosno, u vecini slucajeva nije uopée bilo reakcije. Ekspresija
plakoglobina u metastazama u aksilarnim limfnim ¢vorovima jako je poveéana u epitelnoj
komponenti (87,5%), u odnosu na stromu gdje je prakticki izostala.

3. Ekspresija RHR je bila slabo izrazena, bez statisticki znacajne razlike, u epitelnoj
komponenti obje skupine tumora. RHR je znacajno izrazen u stromalnoj komponenti obje
skupine tumora, bez statisticki znacajne razlike izmedu skupina. Ekspresija RHR u
metastazama u limfnim ¢vorovima je znacajnije povecana u stromalnoj komponenti (47,5%) u
odnosu na epitelnu komponentu (7,5%).

4. Ekspresija HR je bila slaba kako u epitelnoj, tako i u stromalnoj komponenti u obje skupine
tumora. Ekspresija HR u metastazama u limfnim ¢vorovima takoder je izrazito slaba kako u
epitelnoj, tako i u stromalnoj komponenti.

5. Ekspresija svih ¢imbenika u stromi tumora bez metastaza ne razlikuje se statisticki
znacajno od ekspresije ¢imbenika u stromi tumora s metastazama.

6. Nije utvrdena statisti¢ki znacajna korelacija vrijednosti odredivanih ¢imbenika u odnosu na

veli¢inu tumora 1 dob bolesnica, neovisno o metastatskom statusu tumora.

Rezultati cjelokupnog istrazivanja ne potvrduju u cijelosti hipotezu da je ekspresija
plakoglobina snizena u karcinomima s metastazama u odnosu na karcinome bez metastaza.

Ekspresija plakoglobina, i to u obje skupine, bila je snizena samo u stromalnoj komponenti,
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dok je u epitelnoj komponenti bila izrazito poveéana. Hipoteza da je ekspresija NEDD9
povecana vrijedi samo za epitelnu komponentu u obje skupine tumora, dok je u stromi
snizena, za razliku od plakoglobina gdje je situacija s ekspresijom u odnosu Stroma/epitel
obrnuta. Ekspresija RHR je pove¢ana samo u stromalnoj komponenti obje skupine tumora,
dok u epitelnoj nije, $to je samo dijelom u korelaciji s postavljenom hipotezom da je
ekspresija RHR povecana u metastaziraju¢ih tumora. Takoder ekspresija hormona rasta nije
bila znacajno povecana niti u jednoj skupini tumora, niti u epitelnoj, niti u stromalnoj
komponenti.

U uznapredovalom stadiju, ¢ini se da vazniju ulogu predstavlja NEDD9 koji bi mogao biti
vazan Cimbenik u stjecanju, ali i odrzavanju malignog potencijala s promotivnom i
permisivnom ulogom u metastaziranju.

Iz toga proizlazi zanimanje za proSirenje istrazivanja na odredivanje ekspresije ovih
¢imbenika u ranijim fazama nastanka karcinoma, eventualno i nizeg gradusa (G1), u kojima bi
plakoglobin mogao biti znatno smanjeno izrazen, dok bi drugi ¢imbenici rasta, prvenstveno
HR i RHR mogli biti znacajnije izrazeni.

Dokazivanjem mehanizama djelovanja autokrinog hormona rasta te posljedi¢nih
ucinaka na gen za hormon rasta, njegov receptor RHR, zatim plakoglobin i NEDD9 bilo bi
mogucée dokinuti eventualni ucinak pozitivne povratne sprege navedenih c¢imbenikana
medustanicne veze, a time i1 kontrolirati procese metastaziranja. Ciljano lijecenje inhibicijom
autokrine produkcije hormona rasta, odnosno antagonistima receptora hormona rasta te

antagonistima NEDD9 moglo bi sprijeciti metastaziranje karcinoma dojke.
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Sazetak

Karcinom dojke glavnik je uzrok smrti u zena. Probir mamografija, u svrhu ranog otkrivanja
karcinoma dojke provodi se u Hrvatskoj zadnjih nekoliko godina. U ovom se istrazivanju
koriste uzorci karcinoma dojke otkriveni metodom probira u Klinickom bolnickom centru
»Sestre Milosrdnice®. Hipoteza istrazivanja bila je: u metastatskom karcinomu dojke poviSena
je ekspresija autokrinog hormona rasta (HR), receptora hormona rasta (RHR) i NEDD9, a
snizena je ekspresija plakoglobina. Cilj istrazivanja bio je utvrditi ekspresiju RH, RHR,
NEDD9 i plakoglobina u karcinomima dojke bez metastaza, karcinomima dojke s
metastazama 1 u metastazama u limfnim ¢vorovima, metodom imunohistokemije. Svi
analizirani uzorci bili su histoloskog gradusa ,,G2%. Istrazivani parametri usporedivani su s
ispoljenos¢u ER, PR and HER2, a analizirani su jo§ i veliina tumora, kao i dob bolesnica. U
analizu je bilo ukljueno 40 karcinoma bez metastaza, 40 karcinoma s metastazama 1 40
metastaza u limfnim ¢vorovima. Eksperimentalni rezultati studije analizirani su adekvatnim
statistickim metodama. Ekspresija plakoglobina i NEDD9 u epitelnoj komponenti tumora
znacajno je povecana u obje skupine tumora, kao i u epitelnoj komponenti metastaza u
limfnim ¢vorovima, dok je u stromalnoj komponenti izrazito slaba ili izostala. Ekspresija HR
je izrazito slaba kako u epitelnoj, tako i u stromalnoj komponenti obje skupine tumora i
metastaza u limfnim ¢vorovima. Ekspresija RHR je povecana u stromalnoj komponenti obje
skupine tumora kao i metastaza, dok je u epitelnoj komponenti izrazito slaba. RHR i NEDD9
antagonisti bi mogli biti od znacajnog klinickog znacenja i terapijske vaznosti a Stetni efekti

kemoterapije bi se znacajno umanyjili.
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Summary

Breast cancer is one of the leading causes of death in women. Mammographic screening for
an early detection of breast cancer has been performed in Croatia for the last few years. The
samples used in this study mostly belong to the patients that went to routine mammographic
screening at the Clinical Hospital Center Sisters of Charity. The thesis hypothesis was: the
expression of autocrine growth hormone (GH), its receptor (GHR), and NEED? are increased,
while the expression of plakoglobin expression is decreased in metastasing breast cancer. All
analyzed samples were of G2 histologycal grade. Immunochistochemistry was performed for
studying the expression of GH, GHR, NEDD?9 and plakoglobin in both 40 non-metastatic, and
40 metastastatic breast cancer. Additionally, 40 lymph node metastases were analyzed in the
same way. Study parameters were correlated with with ER, PR and HER2 expression. Age of
patients and tumor size were analyzed, too. Experimental results have been analyzed with
appropriate statistical methods. Plakoglobin and NEDD9 expression is significantly increased
in epitelial tumor component of both tumor groups, also in epithelial component of metastases
in lymph nodes. In the stromal component expression is decreased. GH expression is
decreased in epithelial and stromal tumor component of both tumor groups, also of lymph
node metastases. GHR expression is increased in stromal component of both tumor groups,
also of metastases, while in epithelial component is very weak.

GHR and NEDD9 antagonists may be of high clinical and therapeutic value by reducing

chemotherapy side effects in breast cancer patients.
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Zivotopis

Roden sam 15. travnja 1955. godine u Zagrebu. Osnovnu S$kolu zavr§io sam u
Ogulinu. Srednju Skolu u Zagrebu - gimnazija ,, TreSnjevka* (VIII). Medicinski fakultet u
Zagrebu upisao sam 1974, a diplomirao 1979. godine. Tijekom studija aktivno sam
sudjelovao u znanstvenom radu te sam 1979. godine dobio rektorovu nagradu za najbolji
morfoloski rad studenta medicinskog fakulteta. Bio sam voditelj imunoloske sekcije
studentske struéne udruge Klub zdravlja ,,Andrija Stampar“, ¢iji sam predsjednik bio u
vremenu od tri godine. Pripravnicki lije¢nicki staz odradio sam u Domu zdravlja Zeljeznicara
u Zagrebu, gdje sam 5 godina radio u ambulanti primarne zdravstvene zastite.
Poslijediplomski studij na Prirodoslovno matematickom fakultetu, smjer Biomedicina, upisao
sam 1982. godine. Magistarsku tezu ,,Rast melanoma B-16 u miseva s dijabetes melitusom*
obranio sam 1983. godine.

Specijalizaciju iz radiologije zapoceo sam 1988. godine u bolnici ,,Sestre milosrdnice” u
Zagrebu. Specijalisticki ispit polozio sam 1991. godine. Uza specijalnost su mi dijagnostika
bolesti gastrointestinalnog sustava, hepatobilijarnog sustava, dijagnostika bolesti dojke,
urgentna stanja u radiologiji, te dijagnostika bolesti kardiorespiratornog sustava.

Clan sam Hrvatskog lije¢ni¢kog zbora, radioloske sekcije, kao i Hrvatskog senolokog
drustva.

Clan sam Europskog radiologkog drustva (ESR).

Clan sam Matice Hrvatske.

Aktivno sam sudjelovao na stru¢nim kongresima u zemlji, a u viSe navrata sudjelovao sam na
kongresima u inozemstvu usavrSavajuci svoje radioloske vjestine.

Govorim aktivno engleski jezik, a sluZim se njemackim 1 Spanjolskim.

OZenjen sam i otac dvaju sinova.



