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1. UVOD

1.1. EPIDEMIOLOGIJA RAKA DOJKE

Karcinom dojke najCeSce je maligno oboljenje kod Zena od kojeg obolijeva
Cetvrtina novooboljelih Zenskih osoba u svijetu i Hrvatskoj. Jedna od osam Zena ¢e
razviti invazivni karcinom dojke tijekom Zivota dok je kod muskaraca rizik za razvoj
karcinoma dojke 1 na 1000.

U usporedbi s ostalim europskim zemljama, Hrvatska je zemlja srednje
incidencije i visokog mortaliteta od raka. DugoroCno gledajudi, incidencija raka u
Hrvatskoj u blagom je porastu (2,6% godidnje), dok mortalitet nakon dugotrajnog
porasta od 2000-ih pokazuje stabilizaciju. Pad mortaliteta opaZen je samo u dobnim
skupinama mladim od 50 godina. Dok su maligne bolesti drugi najcesSci uzrok smrti u
Hrvatskoj op¢enito, odmah iza kardiovaskularnih bolesti, rak plu¢a u muskaraca i rak
dojke u zena nalaze se medu deset najCesCih pojedinacnih uzroka smrti prema
spolu. (1,2)

Postotak novooboljelih od karcinoma dojke krece se oko 22% od svih
karcinoma u zena u 2011. godini. Prema podatcima Registra za rak Hrvatske, 2011.
godine broj novooboljelih Zena bio je 2094 (stopa 94,4/100 000), a u 2010. godini
broj umrlih Zena bio je 983 (stopa 42,7/100 000). (1,3,4) U razdoblju 2009. - 2010.
godine 34% sluCajeva raka dojke bilo je otkriveno u lokaliziranom stadiju, 34% u
stadiju regionalnih metastaza, a 6% u stadiju udaljenih metastaza. Za ostatak stadij
nije bio poznat. (2)

Na svjetskoj razini, prema podatcima Medunarodne agencije za istrazivanje
raka (baza podataka GLOBOCAN za 2012. godinu), procjenjuje se oko 14,1 milijuna
novih sluCajeva karcinoma, 8,2 milijuna smrti od karcinoma te 32,6 milijuna Zivih
bolesnika s karcinomom unutar 5 godina od inicijalne dijagnoze. Od zadnjih podataka
iz 2008. godine, incidencija karcinoma dojke je u porastu za viSe od 20% dok je
smrtnost porasla za 14%. Karcinom dojke je naj¢es¢i uzrok smrti od karcinoma kod
Zena, od kojeg obolijeva jedna Cetvrtina svih zena oboljelih od karcinoma te je
najcesce dijagnosticirani karcinom kod zena u 140 od 184 zemlje u svijetu. U svijetu
je 2012. godine umrlo 522 000 zena od karcinoma dojke. Kako jos uvijek nema
uCinkovitih metoda za primarnu prevenciju, porast incidencije se biljezi kako u manje
razvijenim zemljama tako i u najrazvijenijim zemljama svijeta iako stope incidencija
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variraju u razli¢itim podrucjima svijeta (Slika 1). U Europi godiSnje od raka dojke
obolijeva 425 147, a umire 128 737 Zena. (5,6,7)
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Slika 1. Standardizirana tablica stope incidencije i mortaliteta raka dojke u svijetu na 100
000. Preuzeto iz: http://globocan.iarc.fr. Ferlay J, Soerjomataram |, Ervik M, i sur. (2013).
GLOBOCAN 2012 v1.0, Cancer Incidence and Mortality Worldwide: IARC CancerBase No.

11 [Internet]. Lyon, France: International Agency for Research on Cancer.

Incidencija karcinoma dojke u SAD-u izmedu 1987. i 1993. stabilizirala se za
dobnu skupinu bolesnica iznad 50 godina, a potom je ponovno u porastu, ali sa
slabijom stopom rasta (1,9% po godini). Uzrok je vjerojatno bio rast prevalencije
mamografskog skrininga, povecana stopa pretilosti i menopauzalna upotreba
hormonskih preparata. Izmedu 2002. i 2003. godine doSlo je do pada (oko 7%)
incidencije karcinoma dojke, vjerojatno posljedicno objavljenoj studiji koja povezuje
poviSeni rizik nastanka raka dojke s hormonskim nadomjesnim lijeCenjem, nakon
Cega opada upotreba HNL-a u SAD-u, ali i sve ve¢em zamahu mamografskog
skrininga te se stabilizira na maksimalnom nivou nakon 2000. godine. Kod bolesnica
mladih od 50 godina, incidencija je stabilna od 1985. godine. Stopa smrtnosti od
karcinoma dojke u SAD-u rasla je u vremenu 1975. — 1990. oko 0,4% godiSnje,

nakon Cega stopa smrtnosti od karcinoma dojke pada u razdoblju 1990. - 2007.
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godine i to za bolesnice ispod 50 godina oko 3,2%, a za bolesnice iznad 50 godina
starosti 2% godisnje. (8,9) (Slika 2)
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Slika 2. Incidencija i stopa mortaliteta karcinoma dojke prema dobi bolesnica u SAD, 1975-
2008. godine. Preuzeto iz: DeSantis C, Siegel R, Bandi P, Jemal A. Breast Cancer Statistics,
2011. Ca Cancer J Clin 2011;61:409-18.

Procjenjuje se da je u SAD u 2011. godini dijagnosticirano oko 230 480 novih
slu€ajeva invazivhog te 57 650 novih sluCajeva neinvazivnog karcinoma dojke kod
Zena te oko 2140 novih slu€ajeva invazivnog karcinoma kod muskaraca. Procjenjuje
se da je u 2011. godini karcinom dojke odgovoran za smrt oko 39 520 Zena u SAD-u.
U oko 78% sluCajeva novootkrivenih karcinoma dojke te oko 87% smrti kao
posljedica karcinoma dojke dogada se u dobi bolesnica iznad 50 godina. (9)

Smrtnost od karcinoma dojke kod Zena je veéa od ostalih karcinoma, osim od
karcinoma plu¢a. Smanjenje smrtnosti zadnjih godina u SAD-u i Europi pripisuje se
poboljSanju adjuvantnog lije€enja i kvalitetnijem ranom otkrivanju raka dojke u sklopu
organiziranih programa ranog otkrivanja (palpacija i mamografija), boljoj edukaciji
bolesnika i programima za prevenciju karcinoma. (9-14)

U Hrvatskoj se od 2006. godine provodi mamografski probir u sklopu
Nacionalnog programa Ministarstva zdravlja i socijalne skrbi s ciljem ranog otkrivanja
raka dojke pod nazivom ,Mamma“ te obuhvaca dobnu skupinu od 50 do 69 godina.
Mamografski nalazi se dvostruko ocitavaju, a u slu¢aju urednog nalaza ponovna
MMG se radi za dvije godine. U slu€aju patoloSkog nalaza, obavijeStava se bolesnica
i lije€nik obiteljske medicine i preporuCuje se daljnja obrada. Ciljevi Nacionalnog

programa su otkriti u veéem postotku rak dojke u poCetnom stadiju u odnosu na
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uznapredovale stadije bolesti i time smanijiti mortalitet od raka dojke za 25% pet
godina nakon provodenja programa, smanijiti troSkove lijecenja te poboljSati kvalitetu

Zivljenja bolesnica s rakom dojke. (3,14,15)

1.2. PREVENCIJA RAKA DOJKE

Razlikujemo tri osnovne vrste prevencije: primarna, sekundarna i tercijarna.
PRIMARNA prevencija odnosi se ha smanjenje izlaganja potencijalnom kancerogenu
kako bi se izbjegao kancerogeni proces.

SEKUNDARNA prevencija podrazumijeva screening programe za rano otkrivanje
karcinoma dojke.
TERCIJARNA prevencija odnosi se na rehabilitaciju bolesnica tijekom lije€enja

karcinoma u okviru fizike i psihi¢ke rehabilitacije.

1.3. RIZICNI FAKTORI RAKA DOJKE

U faktore rizika ubrajamo sve §to povecava Sansu nastanka bolesti, u ovom slucaju
karcinoma dojke. Postoje razliCite vrste faktora rizika, a razliciti faktori razlicito utjeCu
na razvoj bolesti. Na neke faktore rizika ne moze se utjecati (primjerice spol, dob ili
rasa), drugi su vezani uz nacin zivota (npr navike; konzumacija alkohola, pusenje),
dok se neki nalaze u okoliSu. Stoga se neki faktori vremenom mogu promijeniti, kao i
njihov utjecaj na nastanak bolesti.

Vazniji faktori rizika za nastanak karcinoma dojke:

Faktori rizika vezani uz na¢in zivota:

e Radanje i dob u vrijeme prve trudnoce: povecani (srednji) rizik od nastanka
raka dojke je kod Zena koje nisu radale ili su prvo dijete rodile nakon 35
godine.

e \Vrijeme prve menstruacije i vrijeme menopauze: pojava prve menstruacije
prije 12. godine zZivota i kasna menopauza nakon 55. godine je povecani
(sredniji) rizik od nastanka raka dojke.

e Laktacija: smanjuje rizik nastajanja karcinoma dojke vjerojatno smanjenjem

ukupnog broja menstrualnih ciklusa tijekom Zivota.



Oralni kontraceptivi: KoriStenje hormonske estrogensko - progesteronske
terapije kontinuirano vise od 10 godina pokazuje relativni rizik od nastanka
raka dojke.

Hormonska terapija nakon menopauze: kombinirana estrogensko-
progesteronska terapija povecava mogucénost nastajanja karcinoma dojke;
niski rizik tijekom prvih pet godina terapije.

Svakodnevno konzumiranje alkohola povecava rizik od nastanka raka dojke, a
rizik raste s koliCinom konzumiranog alkohola.

Prekomjerna tjelesna tezina i pretilost povecava rizik od nastanka raka dojke,
posebice nakon menopauze kada vecina estrogena dolazi iz masnog tkiva;
niski rizik.

FiziCka aktivnost: sve je viSe podataka da smanjuje rizik od nastanka raka
dojke.

PuSenje povecava rizik od nastanka raka dojke.

Faktori rizika na koje se ne moze utjecati:

Spol: karcinom dojke je 100 puta ¢es¢i kod zena.

Dob: rizik nastanka raka dojke raste s dobi; 2 od 3 invazivna karcinoma dojke
nastaju kod Zena iznad 55 godina.

Genetski faktori rizika: od 5 do 10% karcinoma dojke nastaje zbog naslijedenih
mutacija gena. Mutacije na genima BRCA1 i BRCA2 povecavaju rizik
nastanka karcinoma dojke tijekom Zivota za 50 - 85%. Mutacije ostalih gena
koje povecavaju rizik nastanka raka dojke (ATM, p53, CHEK2, PTEN, CDH1,
STK11) nisu tako Ceste kao mutacije kod gena BRCA1 i BRCAZ2.

Familijarna pojava raka dojke: oko 5 % svih karcinoma dojke moze se pripisati
nasljednom faktoru; visoki rizik: dva srodnika u prvom obiteljskom koljenu, ili
ako je jedan srodnik obolio prije 50. godine, ili ima bilateralni rak dojke; sredniji
rizik: jedan srodnik u prvom obiteljskom koljenu s rakom dojke.

Karcinom dojke u anamnezi nosi 3—-4 puta veéi rizik za razvoj novog
karcinoma dojke (visoki rizik).

Gusto Zljezdano tkivo dojke nosi povecani rizik razvoja karcinoma dojke.
Benigne promjene u dojkama: vecéina dobrocudnih promjena u dojkama ima
odredeni proliferativni potencijal i nosi odredeni rizik (niski) od nastanka

karcinoma dojke.



e LCIS nosi 7-11 puta povecani rizik za razvoj karcinoma u obje dojke.

e Atipi¢na lobularna hiperplazija nosi visoki rizik za razvoj karcinoma dojke.

e |zloZenost prsnog koSa terapijskom X-zraCenju.
Faktori vanjske sredine:

Glavni mehanizam na koji faktori vanjske sredine povecavaju rizik za nastanak

raka dojke je djelovanjem na organizam slicno kao hormoni (posebno estrogen) ili
povecavajuci osjetljivost na karcinogenezu. lako je bazirano na malom broju studija,
postoji povezanost izmedu karcinoma dojke i izlaganju razliCitim spojevima koji se
ve¢inom koriste u industriji i proizvodniji: policikliCki aromatski spojevi, dioksini,

organska otapala, benzen, DDT, vinil-klorid, duhan itd. (2, 16-18)
1.4. DIJAGNOSTIKA BOLESTI DOJKE

o NEINVAZIVNE DIJAGNOSTICKE METODE

Samopregled

Samopregled je vazan dio zdravstvenog odgoja Zena i ima ulogu u ranom
otkrivanju raka dojke. Nakon 25. godine Zivota, sve bi Zene jednom mjesecno trebale
pregledati svoje dojke. lako je to individualno, optimalno vrijeme za samopregled je
od petog do desetog dana ciklusa odnosno pred kraj ili neposredno nakon
menstrualnog krvarenja. Cilj samopregleda je nauciti i zapamtiti strukturu vlastite
dojke. U slu€aju da se otkrije novonastala kvrzica, bolesnica bi se trebala obratiti
lije€niku obiteljske medicine koji ¢e odluciti o daljnjem postupku.
Anamneza i klini€ki pregled

Svaki dijagnosticki postupak pocinje dobro uzetom anamnezom od strane
lijecnika.
Anamneza se sastoji od obiteljske anamneze: podatci o bolestima u krvnih srodnika s
naglaskom na podatcima o bolestima dojke Zenske loze (majka, sestra, baka, tetka)
te osobne anamneze.
KliniCki pregled dojki koji se sastoji od inspekcije i palpacije obiju dojki u sjede¢em i
leZe¢em poloZaju bolesnice te pazusnih jama. Inspekcijom se registrira veli€ina,
(a)simetrija, promjene u pigmentaciji koze, iscjedak iz bradavice, edem koZe i drugo.
KliniCki pregled se preporucuje uciniti jedanput godiSnje kod svih pacijentica starijih

od 35 godina i onih mladih ako pripadaju rizicnoj grupi.



Ultrazvuk

Ultrazvuk radi na principu bezopasnih, visokofrekventnih zvuénih valova koji se
prolazedi kroz tkivo dojke, odbijaju od razli€itih struktura u dojci i vracaju natrag do
sonde nakon Cega se pomocu prikladnog kompjutorskog programa pretvaraju u sliku.
Ultrazvuéni pregled dojki je neSkodljiv, jeftin i moze se visestruko ponoviti u kratkim
intervalima. Ultrazvuk ne moze zamijeniti mamografski pregled u probiru, ali se koristi
kao dopunsko dijagnosti¢ko sredstvo ili u tzv. sekundarnom probiru, kada je nakon
probirne mamografije (uglavnhom kod dojki s gustim Zljezdanim tkivom) potrebno
ucCiniti i ultrazvuéni pregled dojke. U Zena mladih od 40 godina, ali i u onih starijih
koje imaju gusto Zljezdano tkivo, ultrazvucni pregled dojki metoda je prvog izbora.
Pregled se izvodi linearnom ultrazvu¢énom sondom od 7,5 do 15 MHz. Senzitivhost
ultrazvuka je 60-70%, a specificnost 80-85% te je ovisan o educiranosti lijecnika koji
ga provodi. Ultrazvucni pregled je najbolje  uCiniti unutar prvih deset dana
menstruacijskog ciklusa, kada su dojke manje bolne i napete, a utjecaj Zenskih
spolnih hormona nije toliko izrazen kao u predmenstruacijskom periodu. Ultrazvuk se
koristi i u invazivnim dijagnostiCkim metodama: punkcijama, biopsijama kao i
preoperativnom obiljeZzavanju promjena u dojci.
Mamografija

Mamografija je radiografsko snimanje dojki. Moderna mamografija postoji od
1969. godine, a zbog svoje jednostavnosti, cijene i korisnosti joS uvijek je zlatni
standard u otkrivanju raka dojke te je osnovna dijagnostiCka slikovna radioloska
metoda u dijagnostici bolesti dojki. Razina zraenja koja se koristi prilikom snimanja
dojki je minimalna i iznosi oko 0,1 do 0,2 rada po rtg snimci, a ne povecava rizik za
nastanak karcinoma dojke.
Razlikujemo probirnu i dijagnosticku mamografiju.
Probirna mamografija se radi u posebnim drzavnim programima odabira u zdravoj
populaciji. Probirnoj ili screening mamografiji podvrgavaju se samo zdrave
najugrozenije zene, a to su zene od 50 do 69 godina medu kojima se krije ¢ak vise
od 50% od ukupnog broja novooboljelih na godinu u Hrvatskoj.
Dijagnosticka mamografija se radi u svrhu dijagnostike bolesti dojki kod zena koje
imaju simptome ili abnormalni nalaz na probirnoj mamografiji.
Mamografijom se otkrivaju karcinomi dojke ve¢ od 5 do 6 mm, a promjene kao $to su
nakupine mikrokalcifikata uoCavaju se samo ovom metodom pregleda i mogu biti

jedini znak bolesti. Medutim, mamografija kao dijagnosticka metoda nije savrSena, pa
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se 10% do 15% karcinoma dojke ovom metodom ne moze otkriti, posebice kod
bolesnica s gustim Zljezdanim tkivom, arhitekturalnim deformacijama u Zljezdanom
tkivu te prisutnosti oZiljnih promjena nakon prethodnih biopsija. Stoga je ultrazvuéni
pregled izvrsna nadopuna mamografiji. Standardno se prilikom snimanja koriste dvije
projekcije: kranio-kaudalna (oznaka na rtg filmu CC) i mediolateralna ili kosa
projekcija (oznaka na rtg filmu ML) te se uobiCajeno radi unutar prvih 10 dana
menstruacijskog ciklusa. Senzitivnost mamografije je 60-70%, a specificnost 50-60%.
U mladih Zena Zljezdano tkivo zauzima gotovo cijelu dojku i mamografska slika je
prilicno nejasna, stoga se Zenama mladim od 35 godina mamografija radi samo
iznimno. U toj dobi je osjetljivost i specificnost ultrazvuka veca od mamografije.

Redovita primjena mamografije dokazano smanjuje smrtnost od raka dojke za
30% medu Zenama u dobi od 50 do 69 godina, a prema nekim podatcima njezina
podjednaka korisnost moze se ocekivati i u Zena u dobi izmedu 40. i 50. godine
Zivota. Kod bolesnica oboljelih od karcinoma dojke mamografija se radi jednom
godisnje. Od 50. do 69. godine Zivota preporuka je da se mamografija ucini jednom
godiSnje, a nakon 70. godine zZivota mamografiju je potrebno uciniti svake dvije
godine.

Prema kliniCkim smjernicama za onkoplasticno lijeCenje raka dojke iz 2013.
godine, u slucaju prisutnih ¢imbenika visokog ili srednjeg rizika za razvoj karcinoma
dojke uz samopregled jednom mjesecno te klinicki i UZV pregled svakih Sest mjeseci,
preporucuje se prvu MMG uciniti s 40 godina, odnosno 10 godina prije nego $to je
majka oboljela od raka dojke, ali ne prije 30. godine, potom jednom godiSnje
kontrolnu MMG. Kod niskog rizika za razvoj karcinoma dojke uz samopregled jednom
mjesecno, prvi UZV pregled dojki potrebno je uciniti iza 35. godine zivota, a prvu
mamografiju s 40 godina. Kontrolne MMG u slu€aju urednog nalaza rade se jednom
u dvije godine, a nakon 50. godine jednom godiSnje. (2, 19-22)

Magnetska rezonanca

Najsire primijenjen dijagnostiCki modalitet je mamografija. Zajedno s
ultrazvuCnim i klinickim pregledom u najveéem broju sluCajeva se moze postici
uspjeSna dijagnostika. Medutim, zbog limitiranosti obiju metoda, primjerice u
evaluaciji postterapijske dojke, razvija se MR-mamografija (MRM) kao najsuvremeniji
dijagnosticki modalitet u otkrivanju bolesti dojke. MR-mamografija koristi magnetske i
radio valove umjesto rtg zraka radi stvaranja detaljnih presjeka tijela. Radi postizanja

vecCe ucinkovitosti i detaljnijeg prikaza, koristi se i.v. injicirani kontrastni materijal
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(gadolinij). Obi¢no se pregled izvodi na uredajima srednje i visoke jakosti
magnetskog polja (0,5-2 T) te odgovarajucom programskom potporom za snimanje
odredenim pulsnim sekvencijama. Detekcija patoloSkog procesa zasniva se na
prepoznavanju promjena normalne anatomije te prepoznavanju razlika u apsorpciji
kontrastnog sredstva u prvih 10 minuta nakon aplikacije. MRM odlikuje potpuna
bioloSka nesSkodljivost, visoka senzitivnost i neSto niza specificnost, sa nesto vecim
brojem lazno pozitivnih nalaza, zbog ¢ega MRM nije preporu¢ena kao screening
pretraga kod Zena s prosje¢nim rizikom za karcinom dojke. Za razliku od mamografije
i ultrazvuka MRM pregled grudi ne pruza samo informacije o morfologiji nego i o
funkcionalnim karakteristikama lezije.
e Apsolutne indikacije za MR dojki :
1. Evaluacija postterapijske dojke (nakon operacije i zraCenja), minimalno
12 mjeseci nakon operacije.
2. Evaluacija dojki sa silikonskim implantatima.
3. Monitoring neoadjuvantne kemoterapije.
e Relativne indikacije za MR dojki su:
1. Denzna dojka.
2. Preoperativna priprema kod sumnje na multicentricnost i bilateralnost
promjena (lobularni karcinom).
3. Komplicirani nalazi (diskrepanca izmedu klinickog i radioloskog nalaza).
4. Kod nepoznatog primarnog procesa, tj. postojanje metastaza u aksili
Cije je ishodiste moguce u dojci, ali s nedefiniranim klini¢ko-radioloSkim
nalazom. (2,20,22,23)
Galaktografija: Vrsta mamografije kod koje se vrSi prikaz mlije€nih kanali¢a u koje je
prethodno ubrizgano vodotopivo jodno kontrastno sredstvo (1 - 2 ml), a nakon
sondiranja mlije¢nog kanalica iz kojeg je javlja sekrecija. TipiCna indikacija za
galaktografiju je krvav iscjedak i sumnja na postojanje intraduktalnog papiloma
odnosno karcinoma.
Digitalna mamografija: Kao i standardna mamografija, digitalna mamografija koristi
rtg snimke za slikovni prikaz, a razlikuju se po tome $§to se kod digitalne mamografije
ucinjena rtg snimka konvertira u digitalnu te sprema u kompjutor radi daljnje obrade i
arhiviranja.
Kompjutorski vodena detekcija i dijagnoza : Zadnjih dvadesetak godina razvija se

kompjutorski vodena detekcija i dijagnoza s ciljem vece toCnosti u dijagnostici. Koristi
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se u standardnoj ili digitalnoj mamografiji. Kompjutor ,prepoznaje“ sumnjiva podrucja
na prethodno skeniranoj rtg snimci ili digitalnom mamogramu te ih oznacava
specijalisti radiologu radi detaljnije pretrage. Trenutne studije nisu pokazale
znacajniju korist koriStenja kompjutorski vodene detekcije i dijagnoze.
Pneumocistografija: Ova pretraga sluzi za prikazivanje cisti¢nih promjena u dojci.
Najprije se punkcijom isprazni sadrzaj ciste, potom se u cisti¢nu tvorbu insuflira zrak,
a naposljetku se ucini standardna mamografija. Na taj nacin se prikazuje cista radi
vizualizacije promjena na unutrasnjoj stijenci cistiCne tvorbe.

Limfoscintigrafija: Limfoscintigrafija je nuklearno-medicinska metoda prikaza limfnih
¢vorova i limfnih puteva radi terapijskih postupaka ili procjene zahvacenosti limfnih
¢vorova metastatskim procesom. Za limfoscintigrafiju se koriste koloidne Cestice
humanog albumina veliine 50 - 200 nm obiljezene s Tc-99m-pertehnetatom koje se
injiciraju peritumoralno te se kompjutoriziranom gama kamerom prati dinamika
limfnog protoka.

Tomografija pozitronske emisije, engl: PET (Positron Emission Tomography)
PET s fluorodeoxyglukosom predstavlja funkcijsku tehniku snimanja za detekciju
malignih lezija. U novije vrijeme se kombinira CT i PET, te mamografija i PET, u cilju
povecanja toCnosti funkcijskin PET pretraga i CT-ovih i mamografskih anatomskih
prikaza. PET detektira udaljene metastaze, procjenjuje odgovor na terapiju, te
pokazuje rekurentnu bolest. lako PET ne moze identificirati mikroskopske lezije,
moze detektirati grupe (klastere) tumorskih stanica koje se nalaze u drugim tkivima ili
organima tijela. PET-CT se uglavnom koristi za pracenje metastatske bolesti radi
procjene ucinka terapije, odredivanje stupnja proSirenosti bolesti kod bolesnica s
dokazanom metastatskom boleS¢u te za odredivanje inicijalnog stadija bolesti kod
bolesnica s lokalno uznapredovalom boleS¢u radi odluke o operabilnosti i
potencijalnoj neoadjuvantnoj terapiji. (2)

Kompjutorizirana tomografija (CT): CT je metoda koja je zasnovana na primjeni
rendgenskog zracCenja. Koristi se rendgenskom cijevi koja rotira oko bolesnika i
pritom emitira snop rendgenskih zraka, koje prolaze kroz tijelo i padaju na detektore.
Prilikom snimanja slojeva, izraCunavaju se koeficijenti apsorpcije pojedinog tkiva. U
dijagnostici bolesti dojke, CT se koristi u ocjeni stadija karcinoma te u planiranju i
pracenju lije€enja. Pouzdanost metode se povecava koriStenjem jodnih vodotopivih

kontrastnih sredstava prilikom snimanja.
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Scintimamografija: Nuklearno-medicinska pretraga se Koristi s ciliem detekcije
karcinomskih stanica u dojkama kod Zena koje su imale abnormalni mamogram ili
gusto Zljezdano tkivo. Kod ove pretrage se radioaktivha test-supstanca (methoxy-
isobutyl-isonitril vezan na tehnecij-99m) aplicira intravenski i potom prati njeno
nakupljanje u karcinomskim stanicama s gama kamerom. Zbog visoke osjetljivosti i
specificnosti, koristi se u sluc¢aju dvojbenih mamografskih nalaza radi smanjenja
mamografski indiciranih biopsija s negativnim patohistoloSkim nalazom.
Kompjutorizirana tomografija snimanjem jednokratne emisije fotona:
Nuklearno-medicinska dijagnostiCka pretraga koja je vrlo sli€na scintimamografiji te
se koristi radioizotopom i radioligandima s razli¢itim afinitetima vezanja za razliCita
tkiva, a za slojevni prikaz se koristi gama zrakama pomocu kojih se moze dobiti
trodimenzionalni prikaz tkiva.

Termografija dojke: Pretraga koja ima samo povijesno znacenje buduci da je
zamijenjena pouzdanijim i suvremenijim metodama, a temelji se na
elektromagnetskom zra€enju tijela u obliku infracrvenog zraCenja koje se pretvara u

sliku.

o INVAZIVNE DIJAGNOSTICKE METODE

Znacajan broj identificiranih (i ¢esto nepalpabilnih) promjena u dojci postoje¢im
slikovnim tehnikama nije mogucée precizno dijagnosticirati te je potreban daljniji
dijagnosticki postupak citoloSkom ili patohistoloSkom verifikacijom. Pod kontrolom
ultrazvuka, MRI-om ili mamografsko—stereotaksijskim navodenjem, moguce je uzeti
materijal za citoloSku ili patohistoloSku dijagnozu.

Ciljana citoloska punkcija, engl: FNA (Fine needle aspiration)

Citolo8ka aspiracijska punkcija tankom iglom je brza, jednostavna i relativho
jeftina orijentacijska dijagnosticka metoda koja se koristi u prvom redu u dijagnostici
povrSsno smjestenih tumorskih tvorbi i vodenastih kolekcija (ciste, hematomi i sl).
|zvodi se pod kontrolom ultrazvuka iglom od 22 ili 23 G i jako je ovisna o educiranosti
i vjestini lijeCnika koji je izvodi i educiranosti citologa koji interpretira nalaz. U slu€aju
malignog nalaza ovom metodom nije mogucée sa sigurnoScu odrediti tip karcinoma i
radi li se o in situ ili invazivhom karcinomu te je u tom slu€aju indicirana biopsija

Sirokom iglom.
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Biopsija Sirokom iglom, engl: CB (Core — needle Biopsy)

Biopsija Sirokom iglom izvodi se specijalno konstruiranim biopti¢kim iglama
(najcesSce od 14 G) i bioptickim pistoljem. Biopsiju kod nepalpabilnih lezija (najé¢esée
suspektni klasteri mikrokalcifikata) mogucée je uciniti pod kontrolom ultrazvuka,
mamografsko—stereotaksijskim navodenjem ili pod kontrolom MR-a. CB sve vise
zamjenjuje biopsiju tankom iglom u preoperativnoj dijagnostici te je metoda izbora u
dijagnostici nepalpabilnih lezija s mikrokalcifikacijama. CB je sigurna metoda za
dijagnosticiranje bolesti dojke s niskom incidencijom Kklinickin komplikacija i s
toCnoscu identifikacije benigne i maligne bolesti od preko 90 %. Osim preciznog
dijagnosticiranja tipa tumora, omogucava i odredivanje imunohistohemijskih
parametara (HR, HER2 i Ki67) Sto je neophodno za odredivanje prikladne
kombinacije citostatika za neoadjuvantnu kemoterapiju kod uznapredovalog procesa.
Vakumska biopsija dojke, engl: VABB (Vacuum Assisted Breast Biopsy)

Vakum asistirana biopsija dojke vrsi se specijalno konstruiranim aparatom:
mamotomom. Kod biopsije mamotomom koriste se Siroke igle 8, 11 i 14 G, a
materijal se uzima pod kontrolom ultrazvuka ili sterotakticnim navodenjem. Drzac i
igla su prikljuceni na vakum i povezani sa specijalnim komoricama za prikupljanje
bioptickog materijala. Prednost nad biopsijom Sirokom iglom je reprezentativniji i veci
uzorak tkiva (10 puta veci) te se izvodi kod nesukladnog nalaza CB i slikovnih
metoda. (2,24)

Biopsija strazarskog limfnog €vora, engl: SNB (Sentinel Node Biopsy)

Tehnika SNB zasniva se na istrazivanju Veronesija iz 1997. koji je dokazao da
status limfnog Cvora strazara — sentinel nodusa (prvi drenirajuci limfni Cvor u
regionalnom limfonodusnom podrucju koji drenira primarni tumor; Morton 1992)
odrazava status cijelog limfonodusnog podrudja.

Mapiranje strazarskog limfnog ¢vora prvi je korak u SNB, a radi se peritumoralnom,
intradermalnom (iznad tumora) i subareolarnom aplikacijom boje (najc¢eS¢e izosulfan
plavo-Lymphazurin), radioaktivnim obiljezivatem (koloidne ¢&estice humanog
albumina obiljezene s tehnecijum — Tc-99 m) ili kombinacijom. Kombinacijom obiju
tehnika moguce je u gotovo svih bolesnica s karcinomom dojke identificirati strazarski
limfni &vor. Po aplikaciji radioaktivhog obiljezivaCa (radiotracera), kompjuteriziranom
gama kamerom se prati dinamika limfnog protoka do strazarskog limfnog ¢vora koji
se obiljezi na kozi i potom intraoperativho gama-sondom locira te odstrani. U slu€aju

negativnog nalaza na prisutnost mikrometastaza, ne radi se daljnja evakuacija
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pazusnih limfnih Zlijezda ve¢ se provodi daljnja adjuvantna terapija kao u slu¢ajevima
NO tumora dojke. (2,25)
Preoperativho markiranje

Kod svih suspektnih promjena, a posebno malih i nepalpabilnih tvorbi (<1 cm)
koje su predvidene za kirur§ko odstranjenje, radi sigurnog i kompletnog odstranjenja,
iste se oznaCavaju. Preoperativno oznacCavanje ili markiranje najéesée se radi pod
kontrolom ultrazvuka pomoc¢u specijalne Zice za markiranje koja se uvodi Sto
centralnije u promjenu. Markiranje se moze uciniti i pomoc¢u klipsi za markiranje ili

bojom (naj¢eSce metilen plavo) koje se ubrizga u promjenu pod kontrolom ultrazvuka.

(2)

1.5. PATOHISTOLOGIJA RAKA DOJKE

Vecina malignih tumora dojke su epitelni tumori koji se razvijaju od stanica koje
oblazu kanalice ili lobule; rijede su to neepitelni tumori potporne strome (angiosarkom,
primarni stromalni sarkomi itd.).

S obzirom na zahvacenost bazalne membrane i granice prema vezivhom tkivu
koje okruzuje maligne stanice u terminalnim duktalno-lobularnim jedinicama,
karcinom dojke se dijeli na karcinom in situ (preinvazivna forma raka dojke) i

invazivni karcinom.

e PREINVAZIVNA FORMA RAKA DOJKE

Duktalni karcinom in situ (DCIS)

DCIS ¢ini ukupno oko 10-20% svih karcinoma dojke i oko 80% svih
neinfiltrativnih "in situ" karcinoma. Obi¢no se duktalni karcinom in situ (DCIS) otkriva
tek mamografijom i ograni¢en je na jedno podrucje, a moze postati invazivan. U
simptomatskim slu€ajevima ucestalost DCIS je oko 2-5% te se prezentira kao
palpabilna masa, Pagetova bolest ili iscjedak iz bradavice. U screening programima
frekvencija je oko 20-25%. Uz kalcifikate u 25- 59% slucajeva ce se naci i DCIS. Ovaj
se oblik pojavljuje u predmenopauzalnih i postmenopauzalnih Zena te se javlja i u
muskoj dojci.

U 10-15% slu€ajeva javlja se bilateralno i u 10% multicentricno. Prema obrascu rasta

nacinjena je histoloska klasifikacija te se DCIS javlja u razliCitim formama: komedo,

13



solidni, kribriformni, mikropapilarni. U velikom broju slu€ajeva radi se o kombinaciji
razliCitih formi, a opisani su i posebni rijetki tipovi DCIS koji uklju€uju apokrini,
neuroendokrini, te oblik prstena pecatnjaka.

Noviji sistemi klasificiraju DCIS prema nuklearnom gradusu buduci da je
nuklearni gradus bolji pokazatelj prognoze od histoloskih oblika. Odreduje se na
osnovi atipije jezgara i prisutnosti nekroze. Razlikuju se tri gradusa: niski gradus
(gradus 1), srednji gradus (gradus Il) te visoki gradus (gradus IlII).

U oko 20% slu€ajeva DCIS dijagnosticiranog pomoc¢u CNB po definitivnoj dijagnozi
nakon kirurSke biopsije biti ¢e invazivni karcinom Sto je CeSCe kod solidnih lezija
nego kod mikrokalcifikacija.

Pri odluci o nacinu lijeCenja DCIS, pomaze nam Van Nuys prognosticki indeks
(VNPI). Zasniva se na histoloSkom gradusu, veli€ini tumora i njegovim rubovima.

DCIS se lijeci slicno kao invazivni karcinom, pri Cemu stoje dvije mogucnosti na
raspolaganju: mastektomija s limfadenektomijom ili postedna operacija (Siroka
ekscizija) s adjuvantnim lijeCenjem. Ukoliko se ne lijeci, velika je vjerojatnost razvoja
invazivnog karcinoma, a ako je primarno lijeCenje adekvatno (obi¢no kirur§ko
lije€enje s radioterapijom), dugoro€na prognoza DCIS je odli¢na, s 10—godiSnjim
preZivljenjem vecim od 95%.

Lobularna neoplazija (LN)

Termin lobularna neoplazija obuhvaca atipi€nu lobularnu hiperplaziju (ALH),
klasi¢ni lobularni karcinom in situ (LCIS) te pleomorfni lobularni in situ karcinom. Ovi
procesi imaju sliénu morfologiju, biologiju i genetsko svojstvo. Lobularna neoplazija je
obi¢no slu€ajan nalaz kod bolesnica kod kojih je uCinjena biopsija dojke. Razlika
izmedu ALH i LCIS je u veli€ini i u stupnju zahvacenosti lobula.

LCIS se javlja s uCestalosti 1-6% svih karcinoma dojke i 30-50% svih neinvazivnih
karcinoma dojke. Zahvaca epitel najmanjih, terminalnih intralobularnih mlijecnih
kanalica (acinus), koji su proSireni i ispunjeni malignim stanicama, bez znakova
prodora u stromu.

Tradicionalno su ALH i LCIS bili smatrani markerima za obostrani povecani rizik
nastanka invazivnog karcinoma dojke prije nego direktni prekursor, ali se u zadnje
vrijeme taj stav mijenja. Podatci danas govore da ALH i LCIS djeluju kao neobavezni
prekursor invazivnhog karcinoma slicno kao i DCIS. Rizik je razli€it u odnosu na tip
LN. Incidencija je povec¢ana izmedu 4 i 12 puta u odnosu na Zene bez LN, a najCeSce

nastaje invazivni lobularni karcinom. 1zmedu 25 i 35% bolesnica s ovom dijagnozom
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razvija invazivni oblik karcinoma nakon pritajenosti (nekad i do 40 godina), a jednako
uCestalo se pojavljuju na objema stranama. (16, 26-29)

Pleomorfni oblik LCIS ima agresivnu biologiju, najéeS¢e je ER negativan, a HER2
pozitivan, prije Cesto zamijenjivan s DCIS visokog stupnja, sada se lak3e
dijagnosticira zahvaljujuéi E-cadherinu te a i B cateninu.

LijeCenje LCIS dijagnosticiranih s CNB je joS uvijek kontroverzno. Lobularna
neoplazija se ne ocituje kao palpabilna masa, a nade se u 1,2% svih biopsija.
Promjena je Cesto multifokalna i multicentricna te vrlo C&esto bilateralna.
MulticentriCnost je u 60-85%, bilateralnost u 30-67% bolesnica, a kalcifikacije su
prisutne u 8-53% pacijentica s LN-om.

Kod pozitivne obiteljske anamneze zbog visoke ucestalosti multicentriCnosti
preporuCuje se bilateralna mastektomija ili jednostrana mastektomija s
kontralateralnom biopsijom. Otkriva se obi¢no slu¢ajno jer ne stvara nikakvu opipljivu

masu, najcesce u predmenopauzalnih zena. (2,16, 27-29)

Pagetova bolest bradavice

Pagetova bolest bradavice oblik je duktalnog karcinoma in situ koji se Siri na
koZu bradavice i areole, a klini¢ki se ocituje u vidu upalne promjene. Kod ovog oblika
karcinoma karakteristiCne stanice zvane Pagetove stanice nalaze se u epidermisu. U

podlozi moze biti i invazivni karcinom dojke.

e ZLOCUDNI EPITELNI TUMORI DOJKE - KARCINOMI

Invazivni karcinom koji nije posebnog tipa (engl: NST No special type of
invasive carcinoma); Stariji naziv; Duktalni invazivni karcinom. NST oblik je raka
dojke u kojem prevladava tumorsko tkivo bez posebnih histoloskih odlika iako dijelovi
tog tumora mogu imati manja zariSta specifiCnih tipova karcinoma dojke, ali oni ne
smiju Ciniti vise od 10% pregledanog tumora. Ovaj karcinom dojke je najces¢i tip i Cini
40 - 75% svih karcinoma dojke. Od svih invazivnih karcinoma dojke, invazivni
karcinom koji nije posebnog tipa ima najloSiju prognozu. (2,17,30,31)

Invazivni lobularni karcinom dojke; drugi je po uCestalosti i ¢ini 5-15% svih
invazivnih karcinoma dojke. Dijeli se na podtipove: klasicni, alveolarni, solidni,
tubulolobularni, pelomorfni i mijesani. Klasi¢ni i mijeSani podtip €ine oko 75% svih

invazivnih lobularnih karcinoma dojke. Najbolju prognozu imaju bolesnice s klasicnim
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podtipom, a najvazniji prognosticki ¢imbenik su veli¢ina tumora i status limfnih
¢vorova. ER su pozitivni u 80-95%, a PR u 60-70%. Ovaj tip raka je multicentriCan u
Cak 31% slucajeva, a tumori su u 5-19% slu€ajeva obostrani. UCestalost aksilarnih
metastaza se krec¢e 3-10%, a 5-godiSnje preZivljenje je oko 85%. (17,31,32)

Tubularni karcinom; prema SZO to je dobro diferencirani karcinom, kojeg
karakterizira 90-postotna tubularna arhitektura. Ce$ée se javlja u postmenopauzi, a
javlja se u oko 2% svih epitelnih invazivnih karcinoma dojke. Vecina je ER i PR
pozitivna s niskim proliferativnim indeksom i negativnim HER2. Prognoza je jako
dobra €ak i kod bolesnica s metastazama u limfne &vorove. Prezivljenje nakon
mastektomije ili poStedne operacije dojke iznosi 99-100%. (17,31,33)

Mucinozni karcinom; karakterizira ga obilna produkcija ekstracelularne i
intracelularne sluzi. Dijeli se na podtipove: Cisti mucinozni, cistadenokarcinom i
karcinom stanica prstena pec&atnjaka. Cisti mucinozni se nalazi u 1-4% svih
karcinoma dojke, najéeS¢e u Zzena stariih od 75 godina. Vec¢inom su dobro
diferencirani, naj¢es¢e ER i PR pozitivni i HER2 negativni te imaju dobru prognozu s
5i 10-godi$njim prezivljenjem od 94 i 89%. (17,31,33)

Kribriformni karcinom; Cini do 4% svih karcinoma dojke, a s obzirom na udio
drugog histoloskog tipa dijeli se na Cistu i mijeSanu formu. ER su pozitivni u 100%,
PR u 69%, a HER2 je negativan. DesetogodiSnje preZivljenje bolesnica s
kribriformnim karcinomom dojke je izmedu 90% i 100%. (31,33)

Karcinom s medularnim karakteristikama; dijagnoza medularnog karcinoma
zahtjeva striktne dijagnostiCke kriterije (oStro ograni¢en tumor, visoki histoloSki
gradus sa sincicijalnim nakupinama tumorskih stanica i difuznim limfoplazmacitnim
infiltratima izmedu gnijezda tumorskih stanica). Zbog relativno niske reproducibilnosti
u ovoj skupini tumora predlaze se termin karcinom s medularnim karakteristikama.
Ovi tumori su €e&¢i u bolesnika s BRCA1 mutacijama, a relativno bolja prognoza
veze se uz prisutnost izraZene infiltracije B limfocitima i plazma stanicama. (17,31,33)

Karcinom s apokrinom diferencijacijom; fokalna apokrina diferencijacija je
Cesta karakteristika invazivnih karcinoma ne specijalnog tipa (NST) i nekih karcinoma
specijalnog tipa. Medutim, ekstenzivna apokrina diferencijacija nalazi se samo u oko
4% invazivnih karcinoma dojke. Ova vrsta karcinoma dojke obic¢no je ER i PR
negativna i HER2 pozitivna. Studije su pokazale da imaju slicnu prognozu kao

invazivni karcinomi koji nisu posebnog tipa (NST) istog stupnja i gradusa. (17,31,33)
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Invazivni mikropapilarni karcinom; Cisti oblik ovog tumora je vrlo rijedak i Cini
oko 0,9-2% svih invazivnih karcinoma dojke. ER su pozitivni u 61-100% tumora, PR
su pozitivni u 46-83%, a 10-35% tumora je HER2 pozitivno. Mikropapilarni karcinomi
znacajno ¢es¢e invadiraju limfne i krvne Zile te imaju metastaze u limfnim ¢vorovima
u vrijeme dijagnoze u odnosu na karcinome ne specijalnog tipa (NST). PrezZivljenje
se znacajno ne razlikuje od karcinoma koji nije posebnog tipa (NST). (17,31,33-35)

Metaplasticni karcinom; incidencija ovog tumora je 0,2-5% svih invazivnih
karcinoma dojke. NajceSce se dijagnosticira kod zena starijih od 50 godina i u viSe od
90% sluCajeva je ER, PR i HER2 negativan. Metaplasti¢ni karcinomi obuhvacaju
grupu neoplazmi karakteriziranih diferencijacijom neoplasticnog epitela u ploCaste
stanice i/ili mezenhimalne elemente (hrskavi¢ne, kostane, rabdomioidne stanice i sl.).
Ove neoplazme mogu biti gradene potpuno od metaplasticnih elemenata ili
kombinacijom karcinoma sa metaplasticnim podrucjima.

Metaplasti¢ni karcinom dojke ima loSiji odgovor na adjuvantnu kemoterapiju i l0Siji
klinicki ishod u odnosu na druge trostruko - negativne karcinome dojke,
(17,26,31,33,36)

Ostali rijetki tipovi zloéudnih epitelnih tumora dojke; karcinom s
neuroendokrinim karakteristikama, sekretorni karcinom, invazivni papilarni karcinom,
karcinom acinarnih stanica, mukoepidermoidni karcinom, polimorfni karcinom,
onkocitni karcinom, lipidima bogat karcinom, glikogenom bogat karcinom, sebacealni
karcinom, karcinomi tipa adneksalnih Zlijezda i koze, karcinomi s diferencijacijom
prstena pecatnjaka. (17,31,33,37-39)

Invazivni epitelno — mioepitelni tumori; adenoidni cisticni karcinom i
adenomioepiteliom s karcinomom. (31,40)

Invazivne papilarne lezije; intraduktalni papilarni karcinom, enkapsulirani

papilarni karcinom, solidni papilarni karcinom. (31)
e ZLOCUDNI MEZENHIMALNI TUMORI - SARKOMI
Maligni mezenhimni tumori u dojci ¢ine manje od 1% svih zlocudnih tumora
dojke. ZajedniCko im je da potjeCu iz mezenhimnih elemenata koji nisu osjetljivi na

hormonalne utjecaje. Sarkomi najée$¢e metastaziraju krvlju, a metastaze u limfnim

¢vorovima su rijetke. (17)
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Leiomiosarkom; tumor koji se javlja u manje od 1% svih neoplazmi dojke.
Leiomiosarkom najceSc¢e nastaje povrSno u koZzi, posebno oko areole i zahvaca oba
spola, za razliku od rjedeg oblika leiomiosarkoma koji nastaje u parenhimu, a koji se
javlia samo kod Zena. Leiomiosarkomi dojke se javljaju naj¢eSce u odraslih i to u
Cetvrtoj i sedmoj zivotnoj dekadi. Leiomiosarkomi u kozi se lijeCe Sirokom ekscizijom
dok se u leiomiosarkomi parenhima dojke lijeCe mastektomijom. (17,31)

Liposarkom; vrlo se rijetko javlja u dojci, a incidencija liposarkoma medu
sarkomima dojke je izmedu 5% i 10%. Obi¢no se javlja u dobi 19-76 godina i
prezentira se kao spororastu¢a, ponekad bolna masa. Dobro diferencirani liposarkom
dojke obi¢no se potpuno izlijeci Sirokom ekscizijom sa Cistim rubovima. Lokalni
recidiv . u slu€aju pozitivnih rubova nastupa u 20-30% slucajeva. Pleomorfni
liposarkom u 30-50% daje udaljene metastaze, najcesSce u pluca. Recidiv i smrt kod
pleomorfnog tipa obi€¢no nastupi za dvije godine. (17,31)

Rabdomiosarkom; vrlo rijedak tumor u dojci, opisan je u dobi 11-70 godina i
vrlo je agresivne prirode. Metastatski rabdomiosarkom u dojci (najéesée iz okrajina,
nazofarinksa/paranazalnih  sinusa ili tijela) eS¢ je tip od primarnog
rabdomiosarkoma, a obi¢no se javlja kod djece i znak je diseminirane bolesti sa vrlo
loSom prognozom. (17,31)

Osteosarkom; Cini 12% od svih sarkoma dojke, a javlja se u prosjecnoj dobi od
64,5 godine. Lokalni recidivi nastaju u viSe od dvije treCine bolesnica lijeCenih
lokalnom ekscizijom te u 11% bolesnica lijeCenih mastektomijom. Osteosarkomi
dojke su tumori iznimno agresivne prirode, s 5-godiSnjim prezivljenjem od 38%.
(17,31)

Angiosarkom; javlja se u dobi 15-75 godina. Primarni angiosarkom javlja se u
parenhimu dojke dok sekundarni nastaje u kozi, prsnom kosu ili parenhimu dojke kao
rezultat postoperativne radioterapije karcinoma dojke. Metastazira obi¢no u pluca,
koZu, kosti i jetru, dok su metastaze u limfnim ¢vorovima rijetke. U pravilu je
agresivan tumor, prosjecno prezivljenje za |. stadij bez znakova bolesti je 15 godina,

za ll. stadij 12 godina, a za lll. stadij 15 mjeseci. (17,31)
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e OSTALE MALIGNE LEZIJE DOJKE

Ostale maligne lezije dojke ukljuCuju: fibroepitelne tumore (maligni filodes,
periduktalni stromalni tumor niskog stupnja), limfome (difuzni limfom velikih B stanica,
Burkitov limfom, limfom T - stanica, limfom MALT tipa i folikularni limfom) i

metastatske tumore.

1.6. STADIJI RAKA DOJKE

Pri odredivanju kliniCkog stadija raka dojke, koristimo se TNM klasifikacijom
koju je prihvatilo udruzenje AJCC (American Joint Comission on Cancer Staging and
Results Reporting). S vremenom se TNM klasifikacija mijenjala i nadopunjavala, a
poslijednje izmjene ucinjene su 2010. godine. Klasifikacija uklju€uje veli€inu

primarnog tumora (T), status limfnih Evorova (N) i prisutnost metastaza (M). (41)

TNM klini¢ka i patoloska klasifikacija karcinoma dojke
T - primarni tumor
TX: primarni tumor se ne moze odrediti.
TO: primarni tumor nije dokazan.
Tis: karcinom in situ.
Tis (DCIS): Duktalni karcinom in situ.
Tis (LCIS): Lobularni karcinom in situ.
Tis (Paget): Pagetova bolest bradavice bez tumora, bez povezanosti sa invazivnim
karcinomom i/ili karcinomom in situ (DCIS i/ili LCIS) u podleZzecem parenhimu dojke.
Karcinomi u parenhimu dojke povezani s Pagetovom boleS¢u su kategorizirani na
osnovu veliCine i karakteristike parenhimalne bolesti iako se Pagetova bolest takoder
treba naznaciti.
T1:  Tumor £ 20 mm u najvecoj dimenziji.
T1mi: Mikroinvazija < 1 mm u najvecoj dimenziji.
T1a: Tumor >1 mm, ali <5 mm u najvecoj dimenziji.
T1b: Tumor >5 mm, ali £ 10 mm u najvecoj dimenziji.
T1c: Tumor >10 mm, ali <20 mm u najvecoj dimenziji.
T2:  Tumor >20 mm, ali <50 mm u najvecoj dimenziji.
T3:  Tumor >50 mm u najvecoj dimenziji.
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T4:

T4a:

T4b:

T4c:
T4d:

Tumor bilo koje veli€ine s direktnim Sirenjem na torakalnu stijenku i/ili
sa Sirenjem u kozu (ulceracija ili kozni ¢vorici).

Sirenje na torakalnu stjenku, osim izolirane adhezije i invazije velikog
prsnog misica.

Ulceracije i/ili satelitski ¢voriéi u istoj dojci i /ili edem koze (uklju€ujuci
.peaud’orange®, odnosno kozu poput narancine kore).

T4ai T4b.

Inflamatorni karcinom.

N - Regionalni limfni évorovi

Klinic¢ki
NX:
NO:
N1:
N2:

N2a:

N2b:

N3:

N3a:
N3b:

N3c:

Regionalni limfni ¢vorovi ne mogu se odrediti (npr. prethodno uklonjeni).
Nema metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima.

Metastaze u I. i Il. redu ipsilateralnih pomicnih pazusnih limfnih ¢vorova.
Metastaze u I. i Il. redu ipsilateralnih pazusnih limfnih ¢vorova Klinicki
fiksirani ili otkriveni kliniCkim pretragama; limfni ¢vorovi uz ipsilateralnu
unutarnju mamarnu arteriju u odsutnosti klini€ki evidentnih metastaza u
aksilarnim limfnim ¢vorovima.

Metastaze u I. i Il. redu ipsilateralnih pazusnih limfnih ¢vorova Klinicki
fiksirane medusobno ili za druge strukture.

Metastaze klini¢ki dokazane u limfnim &vorovima uz unutarnju mamarnu
arteriju uz odsustvo klini¢ki evidentnih metastaza u I. i Il. redu pazusnih
limfnih Evorova.

Metastaze u ipsilateralnim infraklavikularnim (lll. red aksilarnih limfnih
¢vorova) limfnim ¢vorovima s ili bez zahvacenosti I. i Il. reda aksilarnih
limfnih €vorova, ili kod Klini¢ki dokazanih ipsilateralnih limfnih ¢vorova
uz unutarnju mamarnu arteriju s klinicki evidentnim metastazama u I. i
II. redu, ili metastazama u ipsilateralnim supraklavikularnim limfnim
C¢vorovima sa zahvacenim ili bez zahvacenih aksilarnih ili ¢vorova uz
unutarnju mamarnu arteriju.

Metastaze u ipsilateralnim infraklavikularnim limfnim ¢vorovima.
Metastaze u ipsilateralnim ¢vorovima uz unutarnju mamarnu arteriju i
aksilarnim limfnim ¢vorovima.

Metastaze u ipsilateralnim supraklavikularnim limfnim ¢vorovima.
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Patoloski (pN)

pNX:

pNO:
pNO(i-):

pNO(i+):

pNO(mol-):

pNO (mol+):

pN1:

pN1mi:

pN1a:

pN1b:

pN1c:

pN2:

pN2a:

pN2b:

Regionalni limfni ¢vorovi ne mogu se odrediti (npr. prethodno uklonjeni
ili nisu uklonjeni za patoloski pregled).

Nema metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima histoloski.

Nema metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima histoloski, negativna
imunohistokemijska analiza (IHC).

Maligne stanice u regionalnim limfnim ¢vorovima ne prelaze veli€inu od
0,2 mm (detektirane H/E ili IHC).

Nema metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima histoloski, negativna
molekularna analiza (RT-PCR).

Pozitivna molekularna analiza (RT-PCR), ali nema metastaza u
regionalnim limfnim &vorovima histoloski ili IHC.

Mikrometastaze, ili metastaze u 1-3 aksilarna limfna ¢&vora, i/ili u
limfnim ¢vorovima uz unutarnju mamarnu arteriju detektirani biopsijom
limfnog €vora, ali ne i klinicki.

Mikrometastaze (vec¢e od 0,2 mm i /ili vise od 200 stanica, ali ne vece
od 2 mm).

Metastaze u 1-3 aksilarna limfna ¢vora, najmanje jedna metastaza veca
od 2 mm.

Metastaze u limfnom ¢&voru uz unutarnju mamarnu arteriju s
mikrometastazama ili makrometastazama detektiranim biopsijom
sentinel limfnog €vora, ali ne i klinicki.

Metastaze u jednom do tri limfna ¢vora i u limfnim &vorovima uz
unutarnju mamarnu arteriju s mikrometastazama ili makrometastazama
koje su otkrivene biopsijom sentinel limfnog C€vora, ali ne i klinicki
detektirane.

Metastaze u 4-9 aksilarnih limfnih ¢vorova, ili kliniCki detektirane
metastaze u limfnim ¢&vorovima uz unutarnju mamarnu arteriju uz
odsutnosti metastaza u aksilarnim limfnim &vorovima.

Metastaze u 4-9 aksilarnih limfnih ¢vorova (najmanje jedan tumorski
depozit veci od 2 mm).

Metastaze u limfnim ¢vorovima uz unutarnju mamarnu arteriju uz

odsustvo metastaza u pazusnim limfnim &vorovima.
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pN3:

pN3a:

pN3b:

pN3c:

Metastaze u deset ili vise pazusnih limfnih ¢&vorova, ili u
infraklavikularnim (lll. red aksilarnih limfnih ¢vorova) limfnim ¢vorovima,
ili klini¢ki otkrivene metastaze limfnih ¢vorova uz ipsilateralnu unutarnju
mamarnu arteriju uz prisustvo jednog ili vise pozitivnih limfnih ¢vorova u
l. i Il. redu aksilarnih limfnih ¢vorova ili u viSe od tri pazusna limfna
¢vora s mikrometastazama ili makrometastazama u limfnim &vorovima
uz unutarnju mamarnu arteriju utvrdeno biopsijom sentinel limfnog
Cvora, ali ne i kliniCki, ili metastaza u ipsilateralnom supraklavikularnom
limfnom &voru.

Metastaze u 10 ili viSe pazusnih limfnih évorova (najmanje jedan
tumorski depozit je veéi od 2 mm); ili metastaza u infraklavikularnom
limfnom &voru (lll. red aksilarnih limfnih ¢vorova).

Klinicki dokazane metastaze u ipsilateralnim limfnim ¢&vorovima uz
unutarnju mamarnu arteriju uz prisustvo jedne ili viSe metastaza u
pazusnim limfnim Cvorovima; ili viSe od tri aksilarna limfna ¢vora uz
kliniCki negativne limfne &vorove uz unutarnju mamarnu arteriju, ali s
mikrometastazama ili makrometastazama koje su otkrivene biopsijom
sentinel limfnog €vora.

Metastaze u ipsilateralnim supraklavikularnim limfnim ¢vorovima.

M - udaljene metastaze

MX:
MO:
cMO(i+):

M1:

Postojanje udaljenih metastaza ne moze se odrediti.

Nema klinickih ili radiografskih dokaza za udaljene metastaze.

Bez klini¢kih ili radiografskih dokaza udaljenih metastaza, ali depoziti
molekularno ili mikroskopski detektiranih tumorskih stanica u
cirkulirajucoj krvi, kostanoj srzi ili drugom neregionalnom ¢voru koji nije
veci od 0,2 mm kod pacijenta bez simptoma ili znakova metastaza.
Udaljene detektabilne metastaze detektirane klasi¢nim i radiografskim

sredstvima i/ili histoloSki dokazane vec¢e od 0,2 mm.

Na osnovu TNM klasifikacije, AJCC odreduje stadije karcinoma dojke koji se

koriste prilikom odredivanja prognoze bolesti te odredivanja najprikladnijeg nacina

lije€enja s obzirom na stupanj proSirenost bolesti.
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Tablica 1: Stadiji karcinoma dojke prema AJCC iz 2010. godine. (41)

Stadij 0 Tis NO MO
Stadij IA T1* NO MO
Stadij IB TO N1mi MO
T1* N1mi MO
Stadij IIA TO N1** MO
T1* N1** MO
T2 NO MO
Stadij 11B T2 N1 MO
T3 NO MO
Stadij
A TO N2 MO
T1* N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
i T4 NO vo | * T1 ukljuduje i T1mi
T4 N1 MO *TOiT1 tumori s
— .T4 _ N2 Mo mikrometastazama u limfnim
Stadij Bilo koji
lc T N3 MO ¢vorovima se isklju€uju iz Stadija
swaiv | | PN | | MAiKasificiraju se kao Stadij IB.

1.7. LIJECENJE KARCINOMA DOJKE

1.7.1. Kirursko lijeéenje karcinoma dojke

Moderno kirursko lijeCenje karcinoma dojke zapocCinje u kasnom 19. stoljecu,
kada americ¢ki kirurg William Halsted inspiriran istrazivanjem njemackog patologa
Rudolfa Virchowa, opisuje radikalnu mastektomiju u lije€enju karcinoma dojke.
Operacija je ukljuCivala odstranjenje dojke, oba pektoralna misSi¢a te ipsilateralne
aksilarne limfne &vorove, a na taj nacin je posStovana Virchowljeva hipoteza po kojoj
se karcinom dojke Siri u fascijalnim prostorima i limfnim putevima. PoCetkom 20-og
stolje¢a, radikalna mastektomija je postala standard lijeCenja karcinoma dojke.
Naknadna istrazivanja pokazala su da Sirenje u ipsilaterale pazusne limfne ¢vorove
nije iskljuCivi nacin Sirenja karcinoma te se krajem 20-og stolje¢a ova metoda
napusta, a usvajaju se manje radikalne metode kao Sto su modificirana radikalna

mastektomija (MRM) i jednostavne ekscizije tumora dojke.
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Razlog za usvajanje manje invazivnih metoda kirurSkog lije€enja odnosno razvoj
postednije kirurgije dojke vezan je uz razvoj dijagnostike koja omogucuje
pronalaZzenje manijih tumora, pogodnih za takvu vrstu kirurSkog lije€enja, kao i razvoj
radioterapije.

Potaknuti Halstedovom teorijom karcinoma dojke kao lokalno progresivnom
boleScu na Cije izljeCenje utjeCe ekstenzivnost operativhog zahvata, posljednih 30-ak
godina ucinjeno je Sest prospektivnin randomiziranih studija na velikom broju
bolesnica. U istrazivanjima Milan I, NSABP-06, Instituta Gustav Roussy, Americ¢kog
nacionalnog instituta za rak, Europske organizacije za istrazivanje i lijeCenje
karcinoma (EORTC) i Danske grupe, usporedivana je radikalna mastektomija ili
modificirana radikalna mastektomija s manje radikalnim odnosno postednim
operacijama dojke s disekcijom aksile. Navedena istrazivanja su pokazala da
ekstenzivnost mastektomije nije imala utjecaj na prezivljenje odnosno mortalitet od
raka dojke. (42-48)

U najvecéoj studiji od spomenutih NSABP-06, bolesnice su podijeljene u tri
skupine: totalna mastektomija s aksilarnom disekcijom, tumorektomija s aksilarnom
disekcijom te tumorektomija s aksilarnom disekcijom i naknadnom radioterapijom. U
studiju su bile ukljuéene bolesnice s tumorom do 5 cm, dok se tumorektomija radila
do veli¢ine tumora od 4 cm. U studiji nije dokazana razlika u preZivljenju izmedu
bolesnica u trima skupinama, ali je dokazano znacajno smanjenje recidiva kod
bolesnica u skupini kojima je radena tumorektomija s aksilarnom disekcijom i
naknadnom radioterapijom. Rizik lokalnog recidiva je smanjen s 40% kod bolesnica s
tumorektomijom bez naknadne radioterapije na 10%. Studija je pokazala vrijednost
postednih operacija dojke kao i vaznost nadopunjavanja postednih operacija dojke
radioterapijom. (45)

Veliki doprinos razvoju postednih operacija karcinoma dojke dala su istrazivanja
Veronesija i suradnika na Institutu za rak u Milanu, a odobrena od strane Svjetske
zdravstvene organizacije (SZO). U Milanskoj studiji | usporedivana je radikalna
mastektomija s postednom operacijom dojke koja je ukljuCivala odstranjenje tumora,
disekciju aksile i naknadnu radioterapiju mjesta tumora, a u studiju su ukljuCene
bolesnice s tumorom manjim od 2 cm te negativnim limfnim ¢vorom u aksili, odnosno
bolesnice s TINO karcinomom dojke. Odstranjenje tumora bilo je nesto radikalnije te
je uklju€ivalo odstranjenje koze iznad tumora, slobodni rub oko tumora 2-3 cm te

pektoralnu fasciju ispod tumora, a buduéi da je u osnovi to ukljuc€ivalo odstranjivanje
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cijelog kvadranta oboljele dojke, formirao se i naziv kvadrantektomija. Istrazivanje je
pokazalo da nije bilo razlike izmedu radikalnog i postednog operativhog zahvata s
naknadno provedenom radioterapijom. (43,49) Radi utvrdivanja doprinosa kirurskog
zahvata i radioterapije u lokalnoj kontroli bolesti, provedena je Milanska studija Il u
kojoj su usporedene dvije skupine bolesnica: bolesnice lijeCene kvadrantektomijom i
disekcijom aksile s naknadnom lokalnom radioterapijom te bolesnice lijeCene
tumorektomijom, disekcijom aksile i lokalnom radioterapijom. U obje skupine veli€ina
tumora bila je do 2,5 cm. Studija je pokazala statistiCki znacajnu razliku pojave
lokalnog recidiva u korist skupine kod koje je ucinjena samo tumorektomija, ali koji
nije utjecao na ukupno prezivlienje. Zakljuak studije je da je ekstenzivna
intraduktalna komponenta tumora negativni prognosticki ¢imbenik za pojavu recidiva
bolesti te da je za lokalnu kontrolu bolesti potrebno uciniti Siroku eksciziju tumora u
smislu kvadrantektomije. (50) Milanska studija Ill pokazala je znacajno veci rizik
lokalnog recidiva u bolesnica koje nisu dodatno lije€ene radioterapijom te veci
postotak recidiva u bolesnica mladih od 55 godina. (51)

Zahvaljuju¢i provedenim studijama, danas se u vedini slu€ajeva (ovisno o
lokalizaciji i veli€ini tumora) moze uciniti postedna operacija dojke. PosStedne
operacije raka dojke obuhvacéaju zahvate kojima se uklanja tumor s razli€ito Sirokim
rubom zdravog tkiva oko tumora, ali ne i cijela dojka. U ovu skupinu zahvata spadaju:
tumorektomija, segmentektomija i kvadrantektomija.

Integralni dio ovih operacija je uklanjanje limfnih &vorova iz pripadajuce
pazusSne jame. Aksilarna disekcija se vrSi zbog dvaju bitnih razloga: provodenja
regionalne kontrole bolesti i odredivanja stadija bolesti (buduci da je status limfnih
¢vorova najveci pokazatelj metastatskog potencijala tumora). Studije su pokazale da
ukoliko nema ekstenzivne zahvacenosti aksilarnih limfnih ¢vorova, disekcija prvih
dvaju redova limfnih ¢vorova u 96 — 99 % sluCajeva adekvatno pokazuje status
aksilarnih limfnih ¢vorova. (42,52) Status aksilarnih limfnih ¢vorova smatra se vaznim
prognostickim faktorom za bolesnice s karcinomom dojke i trenutno nema
dokaza da se moze izostaviti u lijeCenju bolesnica s invazivnim karcinomom dojke.
Disekcija aksile nosi povecani rizik komplikacija od kojih je najteza limfedem ruke.

U novije vrileme primjenjuje se tehnika odstranjenja "sentinel évora™ (Cvora
strazara - prvog limfnog ¢vora koji drenira podrucje tumora, a koji prima kontrastno
sredstvo ubrizgano u leziste tumora (SLNB)). U slu¢aju negativhog nalaza, odnosno

odsustva metastaza u Cvoru strazaru, operativni zahvat se ovim zavrSava. Kod
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metastatske zahvacenosti ¢vora strazara otklanjanju se i ostali limfni Evorovi aksile.
(42,52) Kao kontrastno sredstvo za prikaz se koristi subareolarno, peritumoralno i/ili
intradermalno injicirana limfotropna boja i/ili radioaktivni izotop koloid humanog
albumina obiljezen tehnecij-pertehnetatom. (Slika 3)

Navedenu tehniku je prvi opisao Cabanas kod karcinoma penisa, a potom i
Morton kod staginga limfnih &vorova u lije€enju melanoma. (53,54) MulticentriCna
randomizirana studija na 5611 bolesnica pokazala je da nema razlike u prezivljenju i
regionalnoj kontroli bolesti kod bolesnica kod kojih je radena SLNB s ALND i ALND
samo kod pozitivnih SLNB. (55) Kontraindikacije za tehniku SLNB su Klini¢ki pozitivni
limfni ¢vorovi u aksili, udaljene metastaze te prethodna operacija aksile i zraCenje
aksile radi utjecaja na tok limfnih puteva. (56) Postotak lazno negativnih nalaza kod
SLNB je od 0 do 15% sa srednjom vrijednosti od 8,8% u odnosu na 4% kod aksilarne
disekcije, Sto moze dovesti do pogresSnih odluka glede adjuvantne terapije i na taj
nacin utjecati na ishod lijeCenja. Jednako tako, u klinickim studijama se joS uvijek
provjerava dugotrajni efekt SLNB u smislu ostavljanja ostalih limfnih ¢vorova u aksili.
S obzirom na pozitivne strane SLNB, u prvom redu dokazano manji morbiditet u
odnosu na disekciju limfnih vorova aksile, SLNB se smatra boljom alternativnom

opcijom od standardne disekcije limfnih ¢vorova aksile. (42,57,58)
Tehnike injiciranja

¢

lepod areocle ; KoZa iznad tumora COko tumiora

Slika 3: Mjesta injiciranja sredstva za praéenje kod SLNB (plava boja i radiokoloid). Preuzeto
iz: Jatoi I, Kaufmann M. Management of breast diseases. Springer-Verlag Berlin Heidelberg
2010.
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lako su vecCina bolesnica s primarnim karcinomom dojke kandidati za postednu
kirurgiju dojke, postoje i kontraindikacije. Radi se o relativnim kontraindikacijama, ali

upucuju na potrebu individualiziranja operativhog zahvata za svaku bolesnicu:

Kontraindikacije za postednu kirurgiju dojke:
e Zelja bolesnice
e trudnoca
e prethodno provedena radioterapija prsnog koSa
¢ veli€ina tumora u odnosu na dojku
e centralno smjesten tumor
e sistemna bolest kolagena (sklerodermija)
e multicentriCna bolest (zahvacenost vise od jednog kvadranta dojke)

e tumori s ekstenzivnom komponentom DCIS.

Zahvaljujuci razvoju onkoplasti€éne kirurgije koja ukljuuje tehnike parcijalne
rekonstrukcije dojke remodeliranjem volumena dojke mobilizacijom lokalnog
glandularnog ili dermoglandularnog reznja i transpozicijom u defekt ili transferom
analognog tkiva s udaljenih mjesta u resekcijski defekt (kao zamjena za izgubljeni
volumen resekcijom), omoguéena je opseznija resekcija tkiva dojke s boljim
estetskim rezultatom.

S obzirom da je nakon poStedne kirurgije dojke, radi lokalne kontrole bolesti, u vecini
slu€ajeva potrebna lokoregionalna radioterapija, odredeni broj bolesnica odluCuje se
za mastektomiju. (59)

Danasnja standardna operacija uznapredovalog raka dojke je modificirana
radikalna mastektomija (MRM) s aksilarnom limfadenektomijom ukoliko je sentinel
limfni &vor pozitivan. Kod ove operacije odstranjuje se dojka u cijelosti kao i
povrSinski slojevi pektoralne fascije uz limfne Cvorove pripadajuce aksile. Nakon
operacije ovoga tipa, radioterapija je indicirana samo u slu€ajevima velikih tumora
(vecih od 5 cm) i/ili ekstenzivne zahvacenosti limfnih Evorova. (42)

Relativna kontraindikacija modificiranoj radikalnoj mastektomiji lokalno je
uznapredovali karcinom dojke koji zahtijeva preoperativno neoadjuvantno lijeCenje.
U radikalne operacije dojke ubrajaju se i mastektomija s poStedom koZe (engl: SSM,
Skin Spearing Mastectomy) te mastektomija s poStedom koze i bradavice (engl:

SNSM, Skin and Nipple-areola complex Spearing Mastectomy).
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Indikacije za mastektomiju s poStedom koze i mamila areola kompleksa:
e profilaktiCcka mastektomija (BRCA 1, 2)
e bolesnice s visoko rizicnim bolestima dojke (LCIS)
e DCIS (kada reekscizijom ne mozemo posti¢i negativan rub)
e multicentri¢ni tumor (MR)
e T1, T2 (tumor u maloj dojci)
e difuzne mikrokalcifikacije

¢ recidiv nakon postedne kirurgije dojke.

Kod bolesnica koje imaju obiteljsku predispoziciju za nastanak raka dojke,
odnosno koje su nosioci BRCA1 ili BRCA2 genskih mutacija, opravdana je tzv.
profilakticCka mastektomija, radi povecane mogucnosti razvoja karcinoma i u
zdravoj dojci.

Modificirana radikalna mastektomija
Torakalna stijenka

Limfni évarovi
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Slika 4: Modificirana radikalna mastektomija. Preuzeto iz: www.cancer.gov.

Bolesnicama kojima je ucinjena mastektomija, u prvom redu bolesnicama koje
zbog relativnih kontraindikacija nisu kandidati za poStedne operacije dojke, trebala bi
biti preporu€ena jedna od opcija rekonstrukcije dojke. Rekonstrukcije dojke se mogu
ucCiniti istovremeno s mastektomijom (primarna rekonstrukcija) ili naknadno
(sekundarna rekonstrukcija dojke). lako je prvotno postojala bojazan da primarna
rekonstrukcija dojke mozZe maskirati recidiv bolesti, istraZivanja su pokazala da

primarna rekonstrukcija ne utjeCe na ishod bolesti. (42,60) Primarna rekonstrukcija je
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superniornija u estetskom smislu, daje bolji rezultat i ne zahtijeva dodatni operativni
zahvat. Sekundarna rekonstrukcija se radi ukoliko bolesnice ne Zele primarnu
rekonstrukciju ili ako je potrebno ¢im prije zapoceti s adjuvantnim lijeCenjem. (42)
Rekonstrukcija dojke nakon mastektomije ima vrlo veliki utjecaj na psihiCko stanje i
oporavak bolesnice, a moguce ju je uciniti pomocu implantata, miSi¢no-koznog reznja
ili kombinacijom.
Rekonstrukcija s upotrebom implantata moguca je na tri nacina:
1. upotrebom ekspandera koji se nakon postignutog Zeljenog volumena zamijeni
trajnim implantatom
upotrebom trajnog implantata s moguénos¢u ekspandiranja

upotrebom trajnog implantata bez moguénosti ekspanzije.

MiSi¢no-kozni rezanj u rekonstrukciji dojke radi se ili kao peteljkasti rezanj u
slu€aju upotrebe m. latissimus dorsi ili rectus abdominis miSicnog reznja gdje je
potrebna mikrovaskularna tehnika pri preparaciji reznja, ali se reZzanj ne odvaja u
potpunosti od svojih vaskularnih struktura ili kao mikrovaskularni rezanj gdje je tkivo
potpuno odvojeno od svojih vaskularnih struktura te se spaja na krvne Zile primajuce
regije, obi€no na arteriju mamariu prilikom rekonstrukcije dojke (rectus abdominis
miSicni rezanj, perforatorski reznjevi sa trbusSne stjenke, glutealni rezanj, gracilis
rezanj i sl.). Rezanj latissimus dorsi ima manji broj komplikacija u odnosu na druge
reznjeve, ali se zbog malog volumena samog reznja obicno kombinira s trajnim
implantatom radi postizanja veceg volumena i simetrije dojke. (2,61-63)
lako postoje velike mogucnosti u rekonstrukciji dojke, jo$ uvijek je postotak
rekonstrukcija dojki nakon mastektomije u svijetu relativno nizak, najCesce radi
nedovoljne informiranosti da rekonstruktivni postupak uglavnhom ne interferira s

daljnjim onkoloskim lijeCenjem. (61,64)
1.7.2. Adjuvantno lije€enje karcinoma dojke
Terapija koja se daje nakon kirurSkog zahvata s ciliem eliminiranja eventualno

preostalih stanica tumora i smanjenja rizika nastanka recidiva tumora naziva se

adjuvanta terapija.
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Kao adjuvantno lije€enje karcinoma dojke koristi se:
e radioterapija
e kemoterapija
e hormonsko lijeCenje

e ciljana terapija karcinoma dojke.

Radioterapija
Radioterapija se koristi x-zrakama visoke energije ili drugim nacinima zraCenja
za uniStavanje ili spreCavanje rasta tumorskih stanica koje mogu zaostati nakon
operativnog lije€enja u dojci, prsnom koSu ili limfnim ¢&vorovima. Razlikujemo
radioterapiju vanjskim snopom zraka i brahiterapiju. Radioterapija vanjskim
snopom zraka obicno se aplicira nakon postedne kirurSke terapije karcinoma dojke
na cijelu dojku tangencijalnim poljima s uobiCajenom preporu¢enom tumorskom
dozom od 45 do 50 Gy, raspodijeljena po frakcijama tijekom 5-6 tjedana s dodatnom
dozom zracenja ili bez nje (boost) na leziSte tumora od 10 do 16 Gy kod bolesnica s
visokim rizikom (<50 godina i visoki gradus). Brahiterapija ili intersticijska
radijacija moZe se aplicirati samostalno ili kao dodatna radioterapija uz radioterapiju
vanjskim snopom zraka i izvodi se postavljanjem radioaktivhe supstance pomocu
igle, katetera ili zice u tumor, pored njega ili u podru€je mjesta izvadenog tumora.
Izbor nacina same radioterapije ovisi o vrsti karcinoma i stadiju bolesti.
Rizik recidiva karcinoma nakon postednog kirurSkog lijeCenja je veéi od 20%
Cak i kod NO bolesnica te se nakon postednog kirurSkog zahvata kod invazivnog
karcinoma dojke lijeCenje obvezatno nastavlja zraCenjem, tj. adjuvantnom
radioterapijom radi spreavanja recidiva bolesti. Pri tome se kod negativnih limfnih
¢vorova i T1-T2 tumora zraci leziSte tumora (dojka i stijenka prsnog ko$a), a ukoliko
su limfni €vorovi pozitivni, neophodno je ozraditi i regionalne limfne puteve. PovrSina
zraCenja ovisi o broju i lokalizaciji pozitivnih limfnih &vorova, a kod medijalne
lokalizacije tumora potrebno je ozraciti i parasternalne limfne puteve. Radioterapija
nakon postedne kirurgije dojke smanjuje lokalni recidiv za oko 70% $to je i dokazano
u razli¢itim studijama. Povezanost prezivljenja i lokalne kontrole bolesti primjenom
radioterapije dokazana je u meta-analizi iz 2005. godine. Navedena studija je
pokazala da radioterapija nakon postedne kirurgije dojke kod bolesnica s negativhim
limfnim ¢vorovima smanjuje rizik za 5-godisnji recidiv bolesti za 16,1%, 15-godisnji
mortalitet od karcinoma dojke za 5,1%, a 15-godiSnje preZivljenje povecava za 4,6%.
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Kod bolesnica s pozitivnim limfnim ¢vorovima radioterapija poboljSava lokalnu
kontrolu bolesti za 30%, 15-godiSnju smrtnost smanjuje za 7,1%, a 15-godiSnje
prezivljenje povecava za 8,2%. Ovo je istraZivanje pokazalo da radioterapija nakon
postednog kirurskog lijeCenja karcinoma dojke utjeCe pozitivno na lokalnu kontrolu
bolesti kao i na prezivljenje. (65,66) U dosada dostupnim klinickim studijama na
temelju kliniCke i histoloSke slike nije se uspjelo utvrditi koja skupina bolesnica ima
nizi rizik za razvoj recidiva nakon postednog kirurSkog lijeCenja bez dodatno
provedene radioterapije, odnosno kojoj skupini bolesnica nakon postednog kirurskog
lijeCenja radioterapija nece biti potrebna.

Postoji veliki broj tehnika kojima se postiZze ubrzana radioterapija ograni¢enog
dijela dojke, a ukljuCuju intersticijsku brahiterapiju, ograni€¢enu radioterapiju vanjskim
zrakama, brahiterapiju unutar Supljine i ograni€enu intraoperativhu radioterapiju.
Radioterapija ograniCenog dijela dojke joS uvijek je u fazi istrazivanja, a eventualne
prednosti su smanjenje duzine trajanja lijeCenja radioterapijom aplikacijom vecih
dnevnih doza na ciljano podrucje, ve¢a moguénost koriStenja postedne kirurgije
dojke te smanjenje komplikacija izazvanih radioterapijom. Buduci da su novija
istrazivanja pokazala da se mikroskopski bolest Siri samo 1 do 2 cm izvan Supljine
nakon tumorektomije, ciljana radioterapija ve¢im dozama zraCenja u podrucje
zaostale Supljine nakon tumorektomije provodi se radi eradikacije tumorskih stanica
u okolnom tkivu dojke. (65,67-70) Svi histoloski tipovi invazivnog karcinoma dojke
mogu se lijeCiti poStednom kirurgijom dojke s naknadnom radijacijskom terapijom, a
godisnji postotak recidiva krece se oko 0,5%. Nakon poStedne kirurgije dojke nije
potrebno adjuvantno zraCenje tkiva dojke u bolesnica starijih od 70 godina s
negativnim aksilarnim limfnim €vorovima, pozitivnim estrogenskim receptorima i T1
tumorima. (2)

Postoperativna radioterapija je integralni dio lije€enja nakon postedne kirurgije
dojke, a moderne tehnike radioterapije reduciraju ili eliminiraju toksi¢nost zraka na
ostale organe, posebice na plu¢a i srce. (70) Skupina bolesnica s najveéim rizikom
recidiva nakon mastektomije, a kojima se preporuCuje postoperativha radioterapija
ukljuCuje bolesnice s Cetiri ili vise pozitivnih aksilarnih limfnih ¢&vorova, jasna
ekstrakapsularna ekstenzija metastaza u limfnim ¢vorovima, T3 tumori, pozitivni ili
minimalni resekcijski rubovi. (71,72)

Zracenje dojke i regionalnih limfnih ¢vorova kao adjuvantno lijecenje ili lijeCenje

recidiva bolesti moze se provesti i nakon ucinjene rekonstrukcije dojke. Kod zra€enja
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dojke rekonstruirane protezom povecana je mogucnost kapsularne kontrakcije, Sto
dovodi do loSih estetskih rezultata radi ¢ega je potrebno vadenje implantata i druge
rekonstrukcijske opcije.

Kemoterapija

Kemoterapija je nacin lijeCenja karcinoma lijekovima koji ubijaju stanice raka ili
spreCavaju njihov rast i dijeljenje. Ukoliko se kemoterapeutik aplicira oralno,
intravenski ili intramuskularno, lijek dolazi u krvotok, djeluje na tumorske stanice u
cijelom tijelu i tada govorimo o sistemskoj kemoterapiji. Ako se kemoterapeutik
aplicira samo u predjelu odredenog organa ili Supljine, primjerice intraabdominalno,
tada se radi o regionalnoj kemoterapiji. Odabir kemoterapije ovisi o tipu i vrsti
tumora. Kemoterapija se moZe aplicirati i prije operativhog zahvata i tada govorimo o
primarnoj ili neoadjuvantnoj kemoterapiji. Cilj ovog lijeCenja je smanjenje veli€ine
tumora i tkiva koji se treba naknadno ukloniti tijekom kirurSkog zahvata. Smanjenje
tumora omogucuje mastektomiju u prethodno neoperabilnih bolesnica ili poStedni
kirur8ki zahvat, ovisno o veli€ini tumora. Palijjativnom kemoterapijom nastoji se
posti¢i djelomicna ili potpuna remisija bolesti te se primjenjuje dok postoji terapijski
odgovor, s ciliem smanjenja simptoma bolesti odnosno poboljSanja kvalitete Zivota.
Kemoterapijom se ubijaju stanice raka djelujuci na Zivotni ciklus stanice, indukcijom
apoptoze. Buduc¢i da normalne stanice djelovanjem kemoterapeutika takoder bivaju
oStecene na isti nacin, javlja se kemoterapijom uzrokovana toksi¢nost.

Kemoterapija se pocela razvijati 60-ih godina s ciliem eradikacije rezidualne
mikrometastatske bolesti nakon lokalnog lijec¢enja kako bi se smanijio rizik za recidiv i
smrtnost od karcinoma. Pocetne studije tijekom 60-ih godina jasno su pokazale korist
adjuvantne kemoterapije kod skupina bolesnica s visokim rizikom recidiva bolesti.
Izmedu razliCitih kemoterapeutskih protokola, kombinacije kemoterapeutika koje su
ukljucivale ciklofosfamid, metotreksat i 5-florouracil (CMF), pokazale su dugotrajan
povoljan ucinak operiranih bolesnica s pozitivnim limfnim ¢&vorovima s godiSnjom
stopom smanjenja recidiva za 23% te smrti za 1 %. (73-76) Krajem 70-ih i poCetkom
80-ih godina u prospektivnim randomiziranim studijama testirani su kemoterapeutici
koji su sadrzavali antracikline. Za protokole FAC (Ciklofosfamid, Doxorubicin i 5-
Florouracil), FEC (Ciklofosfamid, Epirubicin i 5-Florouracil) i AC (Doxorubiin i
Ciklofosfamid) dokazali su smanjenje recidiva za 11,2% te smrtnosti za 16 % u
odnosu na prethodne CMF protokole. (76,77) Istrazivanja su pokazala da Sest ciklusa

adjuvantne terapije po protokolu FEC daje bolje rezultate od tri ciklusa iste terapije
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kod bolesnica s operabilnim karcinomom dojke i da nema razlike u prezivljenju za
lijeCenje istim protokolom duzim od Sest mjeseci. (76,78) Stoga je 90-ih godina
postignut konsenzus da je kombinacija triju razliCitih kemoterapeutika koja ukljucuje i
antraciklin kroz Sest ciklusa optimalan nacin adjuvantnog lijeCenja kod operabilnih
karcinoma s pozitivnim limfnim &vorovima. Zadnjih se godina u adjuvantnom
lijeCenju kemoterapijom sve viSe koriste taksani (paclitaxel i docetaxel) koji se 90-ih
uvedeni kao standardno lijeCenje metastatske bolesti karcinoma dojke. (73)
Bolesnicama kojima rizik relapsa bolesti prelazi 10% obi¢no se odreduje
adjuvantna kemoterapija, a faktori koji utje€u na odabir operiranih bolesnica s
negativnim limfnim ¢vorovima za adjuvantnu kemoterapiju su veliina tumora, status
hormonskih receptora, limfovaskularna invazija te histoloSki i nuklearni gradus.
PostojeCe studije joS uvijek nisu dale to€an odgovor na pitanje koje podskupine
bolesnica s karcinomom dojke ne trebaju, odnosno nece imati koristi od adjuvantnog
ljeCenja kemoterapijom. Zahvaljuju¢i programima probira, sve se ranije
dijagnosticiraju mali karcinomi s negativnim limfnim ¢vorovima za koje je korist od
kemoterapije upitha. Moguce je da odredena podskupina bolesnica s pozitivnhim
limfnim &vorovima posebice ¢iji tumori imaju visoku ekspresiju estrogenskih receptora
vjerojatno neée imati vecCe koristi od kemoterapije. (79) Trenutno postoje razli€iti
programi i konsenzusi kojima se pokuSava procijeniti rizik za recidiv bolesti nakon
razliCitih vrsta lije€enja bazirani na kliniCkim i patoloSkim karakteristikama tumora. U
posljednje vriieme obecavajuci rezultati su dobiveni genskim profiliranjem, u cilju Sto
adekvatnijeg odabira bolesnica za adjuvantnu kemoterapiju. (80-82) Buduéi da
kemoterapija ima vazno mjesto u lije€enju karcinoma dojke, postoji potreba za
efektivniji biomarker koji bi optimizirao kemoterapiju u dva smjera: tocnom
identifikacijom bolesnica koje mogu biti postedene toksi¢ne kemoterapije te
definiranje individualnog optimalnog protokola kemoterapije za svaku bolesnicu.
Terapija visokim dozama kemoterapeutika s transplantacijom mati¢nih
stanica je terapija u fazi ispitivanja, a ukljuCuje davanje 5 - 10 puta vecih doza
kemoterapeutika za koje se smatra da ¢e dovesti do boljeg ishoda bolesti. Buduci da
visoke doze kemoterapeutika uzrokuju mijelosupresiju, vrSi se zamjena krvnih stanica
prethodno uzetim i pohranjenim mati¢nim stanicama od bolesnice ili donora. Studije

koje su do sada provedene nisu pokazale prednosti ovakve vrste lijeCenja. (80)
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Hormonsko lije¢enje

Hormonska ili endokrina terapija je nacin lije€enja karcinoma kod kojeg se
nastoji blokirati djelovanje hormona koji poti€u rast tumora. Ukoliko je dokazano da
tumorske stanice posjeduju receptore za odredene hormone, lijekovima, kirurskim
putem ili radijacijom se nastoji ili smanjiti produkcija odredenog hormona ili blokirati
njegovo djelovanje vezanjem na karcinomske stanice.

Hormonsko lije€enje prvi se put koristilo prije 100 godina u lije€¢enju karcinoma
dojke. Buduci da se vecina estrogena stvara u jajnicima, zaustavljanjem produkcije
estrogena ovarijskom ablacijom kod predmenopauzalnih bolesnica s uznapredovalim
karcinomom dojke postignuti su zapazeni rezultati, na kojima su postavljeni temelji
kasnije hormonske terapije karcinoma dojke. (80,83) Estrogenski receptor (ER)
identificiran je 60-ih godina proslog stolje¢a te je hormonska terapija zamijenila
kirurSku i radioterapijsku ovarijsku ablaciju. ER kao vecina hormonskih receptora
smjestenih u jezgri djeluju kao ligand-ovisni transkripcijski faktor koji prilikom vezanja
hormona uzrokuje direktne promjene u genskoj ekspresiji. (83,84) Koncentracija
receptora odreduje se najCeSCe imunohistokemijskim metodama, a ekspresija
estrogenskog (ER) i u manjoj mjeri progesteronskog receptora (PR) kod karcinoma
dojke vrlo je bitna u predvidanju odgovora na adjuvantno hormonsko lijecenje. lako je
jo$ uvijek nejasna prognostiCka vrijednost PR-a, ipak se i dalje rutinski mjere oba
receptora, buduci da prisustvo PR-a sugerira prisutnost i aktivhost ER-a Sto je vrlo
bitno za pozitivan odgovor na hormonsko lije¢enje. (80) Kod bolesnica s karcinomom
dojke koji je hormonski ovisan ili je nepoznatog statusa hormonskih receptora u
ljeCenje se ukljucuje i hormonsko lijecenje.

Hormonsko lije€enje ablativnom terapijom (medikamentozna ablacija) uklju€uje
antagoniste hormona oslobadanja gonadotropina (LHRH antagoniste) koji su
sintetski spojevi iste strukture kao hormoni izlu€eni u hipotalamusu i koji zbog toga u
poCetku primjene stimuliraju lu€enje gonadotropina (luteinizirajuéi i folikulstimulirajuci
hormon; LH i FSH) Sto uzrokuje prolazno povecanje koncentracije estrogena. Nakon
toga dolazi do potpunog prestanka lu¢enja LH i FSH te pada razine estrogena sto
zapravo odgovara efektu kirurske ili radioterapijske ablacije.

Drugi nacin lijeCenja je lijekovima koji se natjeCu s estrogenima u vezanju za
ER. Vezanjem za ER onemogucéava se vezanje estrogena za ER te se na taj nacin
prekida njegovo djelovanje. Jedan od takvih lijekova je tamoxifen, koji je ujedno i

najceSce upotrebljavan lijek za lijeCenje karcinoma dojke te spada u skupinu tzv.
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selektivnih modulatora estrogenskih receptora, buduci da u ovisnosti o ciljnom tkivu
djeluju estrogen antagonisticki, odnosno agonisticki. Njegova vrijednost u lijeCenju
metastatskog karcinoma dojke opisana je 1970. godine i od tada je lijek izbora za
uznapredovalu bolest s postotkom odgovora 16 - 56% i prihvatlivom razinom
toksi¢nosti. Upravo zbog prihvatljive razine toksic¢nosti, tamoxifen je lijek s visokom
razinom tolerancije te se moze koristiti puno duze od alternativnih lijekova. Klinicke
studije su dokazale da tamoxifen znacajno poboljS8ava prezZivljenje u adjuvantnoj
primjeni u pocCetnom stadiju raka dojke te da smanjuje ucCestalost raka dojke u
bolesnica s povecanim rizikom za nastanak raka dojke. (83,85-89) Ozbiljnije
nuspojave lije€enja tamoxifenom su razvoj karcinoma endometrija i tromboembolijski
incidenti. (90) Ogranienja u lijeCenju tamoxifenom u smislu primarne ili steCene
rezistencije karcinoma na tamoxifen, njegovih nuspojava i njegove dokazane
nedjelotvornosti nakon upotrebe duze od pet godina lijeCenja, stvara potrebu
istrazivanja novih oblika hormonskog lijecenja kao i kombiniranja tamoxifena s
drugim oblicima hormonske terapije. (91) Iz navedenih razloga, nakon pet godina
lije€enja tamoxifen se naj¢eS¢e zamjenjuje inhibitorima aromataze.

Kod Zena poslije menopauze najveci dio estrogena ne potjeCe iz jajnika, nego
nastaje pretvorbom iz androstendiona, spolnog hormona koji se izluCuje u
nadbubreznoj Zlijezdi. Glavni enzim u toj pretvorbi je aromataza. UC€inak skupine
ljekova koji se nazivaju inhibitori aromataze smanjuje koli€inu cirkulirajuceg
estrogena blokiraju¢i enzim aromatazu koji pretvara androgene u estrogene. Na
temelju provedenih studija postavljene su preporuke razli€itih svjetskih organizacija
prema kojima se inhibitori aromataze ukljuCuju u adjuvantno lijecenje kod
postmenopauzalnih bolesnica s rakom dojke. Prema novijim preporukama, inhibitori
aromataze trebali bi se koristiti kao inicijalno adjuvantno hormonsko lijeCenje kod svih
bolesnica s novodijagnosticiranim hormon-receptor pozitivnim karcinomima dojke jer
je dokazana veca korist i manje ozbiljnih nuspojava naspram lijec¢enja tamoxifenom.
Nadalje, tamoxifen bi trebalo zamijeniti inhibitorom aromataze nakon dvije do ftri
godine lijeCenja, a nakon pet godina lijeCenja tamoxifenom, lijeCenje se treba
nastaviti narednih pet godina inhibitorom aromataze zbog dokazano manjeg rizika za
recidiv bolesti. (92-96)

Trazenjem $to bolje zamjene za tamoxifen u klini¢kim studijama testiraju se tzv.

selektivni snizavatelji estrogenskih receptora, koji potpuno inhibiraju djelovanje
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estrogena s pomocu molekula ER, Cija se primjena u hormonskom lijeCenju
karcinoma jos nije definirala. (97,98)

Neoadjuvantno hormonsko lije€enje karcinoma dojke slabije je istrazeno od
neoadjuvantnog lijeCenja kemoterapijom. Prema postojeéim studijama preporucuje
se bolesnicama u postmenopauzi s hormonski pozitivnim karcinomom dojke koje
Zele postedno kirursko lijeCenje, a kod kojih se ne mozZe provesti neoadjuvantna
kemoterapija. Za postizanje klinickog odgovora potreban je minimum od tri do Cetiri
mjeseca neoadjuvantnog hormonskog lije¢enja. (80)

Ciljana terapija karcinoma dojke

Ciljana terapija karcinoma dojke koristi se lijekovima ili drugim sredstvima u
identifikaciji i uniStavanju tumorskih stanica, a bez uniStavanja zdravih stanica.
Monoklonalna protutijela su laboratorijski proizvedena protutijela koja se vezu na
odredeni receptor na samoj tumorskoj stanici ili na tvari koje pospjeSuju rast
tumorskih stanica te na taj nacin blokiraju rast stanica raka, spreCavaju njihovo
Sirenje ili ih ubijaju. Monoklonalna protutijela se mogu aplicirati samostalno, na
karcinomsku stanicu mogu prenijeti odredene lijekove, toksine ili radioaktivni
materijal, a moze se aplicirati i u kombinaciji s kemoterapijom.

Do 20% bolesnica s karcinomom dojke imaju amplificiran receptor humanog
epidermalnog faktora rasta 2 (HERZ2), koji se povezuje s agresivnijim fenotipom,
loSijom prognozom, viSim postotkom recidiva i smanjenom stopom preZivljenja.
Odredivanje amplifikacije HER2 receptora u tumoru vrsi se imunohistokemijski (IHC)
i/ili in situ hibridizacijom (ISH). Zahvaljujuci rezultatima nekoliko randomiziranih
studija u 2005. godini u kojima je ispitivan trastuzumab, humanizirano monokolonsko
protutijelo protiv HER2 proteina u kombinacijama s razliitim kemoterapeutskim
protokolima, dokazano je smanjenje recidiva te poboljSanje prezivljenja bolesnica s
HER2 pozitivnim tumorom dojke. Istrazivanja su rezultirala brzim uvodenjem
trastuzumaba u standardne preporuke za lijeCenje bolesnica s HER2 pozitivnhim
karcinomom dojke. Trastuzumab je monoklonalno protutijelo koje, vezuci se na
ekstracelularnu domenu receptora, blokira efekt faktora rasta HER2 koji Salje signale
rasta tumorskim stanicama. (99-102) Blokiranjem HER2 receptora indirektno se
utjeCe na zaustavljanje Zivotnog ciklusa stanice, potiCe apoptozu tumorske stanice,
Sto inhibira invaziju tumorskih stanica i nastanak metastaza. Najteza ozbiljnija

nuspojava primjene trastuzumaba je kardiotoksi¢nost. (103,104)
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U razliitim kliniCkim studijama ispituje se moguce sinergisticko djelovanje
trastuzumaba i pojedinih kemoterapeutskih lijekova s ciljiem povecanja efektivnosti i
smanjenja toksicnosti provedene trapije. Postotak HER2 pozitivnih tumora kod ER
pozitivnih bolesnica krece se izmedu 11 i 35%. Karakteristika takvih tumora je
rezistencija na hormonalno lije€enje, posebno tamoxifenom. (105) Provedene studije
kod takvih bolesnica pokazuju bolje rezultate kombinacijom trastuzumaba i
tamoxifena te trastuzumaba i inhibitora aromataze. (103) Promatrajuci efikasnost
trastuzumaba kod HER2 pozitivnih bolesnica, do sada objavljene studije pokazuju 33
-58-postotno smanjenje recidiva te 30-postotno smanjenje mortaliteta u odnosu na
lijeCenje standardnim terapijskim protokolima. Pitanja koja su i dalje predmet studija
je optimalno trajanje lijeCenja trastuzumabom (lijeCenje naj¢escée traje jednu godinu),
najoptimalniji nacCin kombiniranja trastuzumaba s razliitim kemoterapeutskim
lijekovima, kombinacija lijekova u kojoj su srane komplikacije najrjede te uloga
trastuzumaba u lijeCenju bolesnica s tumorima manjim od 1 cm i negativnim limfnim
¢vorovima. (99,103) lako pokazuje odli¢ne rezultate u lijeCenju, postoji odredeni broj
HERZ2 pozitivnih bolesnica koje inicijalno ne reagiraju na terapiju trastuzumabom ili
koje naknadno razvijaju rezistenciju na trastuzumab. (99,106,107) |z navedenog
razloga, razvijaju se novi lijekovi kao $to je lapatinib (inhibitor tirozin kinaze, dvostruki
inhibitor EGFR i HER2 receptora), bevacizumab (antiangiogenetski lijek), HKI-272
(inhibitor tirozin kinaze), pertuzumab (potpuno rekombinantno humanizirano
monoklonalno antitijelo koje se veze na drugi epitop na HER2 receptoru),
trastuzumab DM1 (lijek-konjugirano monoklonalno antitijelo) i sli€ni. (99,108) Poli
ADP-riboza polimeraza inhibitori su u fazi istraZivanja kod trostruko negativnih
karcinoma dojke (ER-, PR-, HER2-), a odnose se na ciljanu terapiju koja ubija stanicu

raka blokirajuci popravak ostecene DNA. (109)

Ostali tipovi lije€enja karcinoma dojke

Najnoviji tipovi lije€enja ukljuCuju imunoterapiju i genetsko modeliranje.
Imunoterapija ukljuCuje specificna aktivnha karcinomska cjepiva (pr.: anti-HER2
cjepivo) ili nespecifi€énu imunostimulaciju s citokinima. Trenutno se istrazuje lijeCenje

genotipa individualnog karcinoma. (110)
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1.8. PROGNOSTICKI | PREDIKTIVNI FAKTORI RAKA DOJKE

Prognosticki faktori su parametri koji utje€u na ishod bolesti (bez lijeCenja) i
koriste se za predvidanje bioloSkog ponasanja karcinoma i klinickog tijeka bolesti.
Prediktivni faktori prvenstveno sluze za procjenu ucinkovitosti i planiranje
najefikasnijeg modaliteta lijecenja.

Veli¢ina tumora

Veli€ina tumora vazan je neovisni prognosti¢ki faktor i prediktor statusa limfnih
&vorova. Sto je tumor veéi, veéa je moguénost metastaza u limfnim &vorovima kao i
loSe prognoze. Veli€ina tumora odreduje se makroskopski i mikroskopski. Ako postoji
nesrazmjer u nalazu, primjerice u pT1 tumoru ili u tumorima s ekstenzivhom in situ
komponentom, mikroskopsko odredivanje invazivhe komponente uzima se kao
vjerodostojnije za odredivanje to¢ne velic¢ine tumora. Ukoliko tumor sadrzi invazivnu i
in situ komponentu, samo se invazivna komponenta Koristi za odredivanje veliCine
tumora. Kada je u dojci prisutno viSe od jednog tumora, svaki se zasebno mijeri i
opisuje. Mjerenje tumora radi se najmanje u dvije dimenzije te se uzima najveca
izmjerena dimenzija invazivnog tumora.

UcCestalost metastaza u limfnim ¢vorovima kod bolesnica s tumorom manjim od
1 cm je 10-20%. Bolesnice bez metastaza u limfnim ¢vorovima s tumorom manjim od
1 cm imaju 10-godisnje prezivljenje oko 90%. (111,112)

Stanje limfnih ¢vorova

Status aksilarnih limfnih €vorova najkorisniji je prognosticki pokazatelj raka
dojke kod bolesnica bez evidentnih udaljenih metastaza. Povecanjem broja
zahvacenih limfnih &vorova, prognoza se pogorSava kao i vjerojatnost udaljenih
metastaza. Stopa recidiva kod bolesnica s negativnim limfnim ¢vorovima je 19%, dok
je stopa recidiva kod bolesnica s pozitivnim limfnim ¢vorovima sljedeca: kada su
pozitivna 1 - 3 limfna ¢vora 30-40%, 4 - 9 limfnih ¢vorova 44-70%, a viSe od 10
pozitivnih limfnih Evorova 72-82%.

Recidiv bolesti kod bolesnica s pozitivnim limfnim ¢vorovima unutar 10 godina javlja
se u 60-70% slu€ajeva, a u 20-30% slucajeva kod bolesnica s negativnim limfnim
¢vorovima u aksili. Prognosti¢ka vrijednost mikrometastaza u limfnim &vorovima je

jo$ uvijek kontroverzna. (112-114)
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Status limfnih &vorova godinama je odredivao stupanj proSirenosti bolesti,
prognozu i lijeCenje karcinoma dojke. U novije vrijeme u odredivanju zahvacenosti
limfnih ¢vorova koristi se biopsija limfnog ¢vora ¢uvara (SNB).

Dob bolesnice

Bolesnice mlade od 35 godina imaju loSiju prognozu bolesti od bolesnica u
starijoj zivotnoj dobi za isti stadij bolesti. (113)

Udaljene metastaze

Prisutnost udaljenih metastaza vezana je uz najloSiju prognozu (Stadij IV
karcinoma).
Stadij tumora

Prva tri faktora (veliCina tumora, stanje limfnih ¢vorova i udaljene metastaze)
kombiniraju se u TNM Kklasifikaciji te daju stadij bolesti. PetogodiSnje prezivljenje
izrazito je povezano sa stadijem bolesti: stadij 0 - preZivljenje 99-100%, stadij | -
prezivljenje 95-100%, stadij Il - preZivljenje 86%, stadij lll - prezivljenje 57%, stadij IV
- prezivljenje 20%.

Histoloski tip tumora

Pojedini histoloski specijalni podtipovi invazivnih tumora nose bolju prognozu
(primjerice tubularni, mucinozni, kribriformni).

Histoloski gradus tumora

HistoloSki gradus invazivnih karcinoma temelji se na postotku formiranja
Zljezdanih i tubularnih struktura, nuklearnom polimorfizmu i broju mitoza.

Studije su pokazale da histoloski gradus korelira s prognozom bolesti. Za
gradiranje se Kkoristi Scarff-Bloom-Richardsonova metoda modificirana po Bloom-
Richardsonu, a potom po Elston-Ellisu. (17,41,115) Elston-Ellisova metoda za
gradaciju uzima u obzir stvaranje tubula, polimorfizam jezgri i broj mitoza, koje se
ocjenjuje s 1 — 3 boda. Na taj naCin svaki tumor moze biti ocjenjen najmanje s tri
odnosno najvise s devet bodova, a s obzirom na broj bodova kategorizira se u 3
skupine.

Ukupna ocjena prema Elston-Ellis metodi:

3 — 5 bodova: Gradus 1 tumora (G1: dobro diferencirani), najbolja prognoza
6 - 7 bodova: Gradus 2 tumora (G2: umjereno diferencirani), srednja prognoza

8 — 9 bodova: Gradus 3 tumora (G3: slabo diferencirani), najloSija prognoza.
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Limfovaskularna invazija ( limfati¢ka ili vaskularna invazija)

Pod vaskularnom invazijom podrazumijeva se prodor tumora u lumene
obloZzene endotelom, bez obzira radi li se o krvnim ili limfnim Zilama. Upotrebom
endotelnih markera (CD31, CD34) moguce je razlikovati artefakte od krvnih Zila.
Vaskularna invazija prisutna je u oko 26% oboljelih s negativnim limfnim &vorovima.
Vecina studija potvrdila je prisutnost limfovaskularne invazije kao lo$ prognosticki
znak, neovisno o stanju limfnih ¢vorova. Vaskularna invazija smatra se vaznom za
predvidanje ranog lokalnog recidiva i nastanak udaljenih metastaza. (17)

Reakcija strome

Stromalna fibroza Cesta je pojava koja znatno varira svojim opsegom. RazliCite
studije stromalnoj fibrozi su pripisivale potpuno suprotna prognostiCka znacenja.
Jedni je smatraju povoljnim, drugi nepovoljnim, a tre¢i beznacajnim prognostickim
znakom. Prisutnost elastoze takoder nije prognostic¢ki neovisan ¢imbenik. (17)
Odgovor na neoadjuvantno lije€enje

Odgovor na neoadjuvantnu kemoterapiju i hormonsko lijeCenje pokazao se kao
jaki prognosticki faktor i vrlo koristan za evaluaciju protokola lije€enja. Odredivanje
odgovora na neoadjuvantno lijeCenje najbolje se postize patoloSkom evaluacijom
uzorka nakon provedenog neoadjuvantnog lijec¢enja. Postoje razli€iti bodovni sustavi
za procjenu tumorskog odgovora na neoadjuvantno lijeCenje. (116-118)
Nottinghamski prognosticki index

Jedan od najuspjesnijih prognostiCkih indeksa za rak dojke je Nottinghamski
prognosticki indeks (NPI), koji se moze koristiti u selekciji pacijenata za adjuvantnu
terapiju. Nottinghamski prognosticki indeks koristi sljedeca tri dokazana prognosti¢ka
indikatora: veliinu tumora, histoloSki gradus tumora i status limfnih Cvorova, a
racuna se prema slijedec¢oj formuli:

NPI = [0,2 x veli€¢ina tumora u cm] + histoloSki gradus tumora [1 - 3] + status limfnih
Cvorova [1 - 3].

Dodatkom statusa progesteronskih receptora, angiogeneze i VEGF statusa, moguce
je dodatno povecati prognosticki kapacitet Nottinghamskog prognostickog indeksa.
(119)
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1.8.1. Tumorski markeri

Tumorski markeri su molekule koje proizvode same stanice tumora ili normalne
stanice u tijelu bolesnika ali u povisenim koncentracijama, a kao odgovor na
zloéudnu bolest. Mogu se nalaziti u stanicama, tkivu, plazmi, serumu,
cerebrospinalnoj tekucini, urinu ili drugoj tjelesnoj tekucini bolesnika sa zlocudnim
tumorom. Tumorski markeri mogu Koristiti u detekciji, dijagnozi, prognozi, predvidanju
ili pracenju bolesnikovog odgovora na lijeCenje te za pracenje eventualnog recidiva
bolesti.

Zbog nedovoljne specifiCnosti i osjetljivosti, trenutno ne postoji idealan serumski
tumorski marker za karcinom dojke. Niti jedan do sada dostupni tumorski marker nije
specifican samo za karcinom dojke, a niti jedan od njih, pa niti u kombinaciji, ne moze
otkriti rani rak dojke. 1z navedenih razloga, trenutno dostupni markeri ne koriste se u
testovima pretraZivanja, a ne koriste se niti kao dodatni parametri u postavljanju
dijagnoze karcinoma dojke. NajceSce koriSteni serumski tumorski markeri u pracenju
i lije€enju karcinoma dojke su CA 15-3 i CEA, a koriste se isklju€ivo u kombinaciji s
drugim dijagnostickim metodama, anamnezom i kliniCkim pregledom.

Od tumorsko-tkivnih markera u rutinskoj klinickoj primjeni prihvacena su samo
tri biomarkera (ER, PR, HER2) za odredivanje prognoze i prediktivnog ponasanja
karcinoma dojke. Ekspresija hormonskih receptora za adjuvantnu hormonsku terapiju
te ekspresija HER2 za anti-HER2 ciljnu terapiju jedini su markeri za koje postoji
razina dokaza |. kategorije A, a koji opravdavaju njihovu upotrebu u svakodnevnoj
klinickoj primjeni. Za odredivanje sva tri navedena biomarkera koristi se
imunohistokemija. (113,120)

CA15-3

Karcinomski antigen 15-3 nalazi se u poviSenoj koncentraciji u krvi bolesnica s
karcinomom dojke, karcinomom jajnika i karcinomom pluéa, ali i u prvom trimestru
normalne trudnoce, nekim benignim bolestima srca, cirozi jetre i hepatitisu. Zbog
manjka osjetljivosti i specifi€nosti, u rutinskoj primjeni se ne koristi za ranu detekciju
bolesti. Za recidiviraju¢i karcinom dojke, CA 15-3 ima osjetljivost oko 57% i
specificnost oko 87% te se stoga koristi za pracenje i detekciju recidiva bolesti.
(17,121)
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CEA

Karcinoembrionalni antigen (CEA) je glikoprotein na povrSini stanice, spada u
skupinu onkofetalnih antigena koji se normalno sintetiziraju u embrionalnom i
fetalnom razvoju i njegovo stvaranje se zaustavlja prije rodenja. Karcinoembrionalni
antigen pojavljuie se u tumorskim stanicama kod kolorektalnog i Zelu€anog
karcinoma, karcinoma pankreasa, karcinoma pluca i kod karcinoma dojke. Povecanje
koncentracije CEA u serumu bolesnica s karcinomom dojke nastaje kod primarnih
tumora i u recidivu bolesti. Usporednim testovima je dokazano da je CA 15 - 3
pouzdaniji za detekciju progresije bolesti. (17,122)

Hormonski receptori

Estrogenski (ER) i progesteronski (PR) receptori sluze za identifikaciju
bolesnica koje ¢e imati najviSe koristi od hormonalne terapije kako u ranom stadiju,
tako i kod metastatske bolesti. Imunohistokemijski odredeni ER i PR znatno su bolji
pokazatelji prognoze nego ER i PR odredeni biokemijski te je imunohistokemijsko
(IHC) odredivanje ER i PR postala metoda izbora. Estrogenski i progesteronski
receptori nalaze se u jezgrama normalnih epitelnih stanica dojke i tumorskim
stanicama. Imunohistokemijski se odreduje postotak pozitivnih tumorskih stanica na
ER i PR i intenzitet bojenja. Hormonski pozitivni tumori imaju = 1% tumorskih stanica
pozitivnih na ER i PR. Niti jedna hormonska analiza nije apsolutni pokazatelj
terapijskog odgovora, a poznato je da jedan mali postotak hormonski negativnih
tumora reagira na hormonsku terapiju. (17,112)

ER i PR trebaju biti odredeni za svaki primarni invazivni karcinom dojke, kod
recidiva i u metastazama. Mogu se odrediti u materijalima dobivenim biopsijom
Sirokom iglom (CNB) ukoliko postoji dovoljno tkiva. Zbog nedovoljno podataka i dalje
postoje kontroverzna misljenja vezana uz rutinsko odredivanje ER i PR kod bolesnica
s duktalnim karcinomom in situ (DCIS). (119)

ER i PR pozitivni tumori imaju bolju prognozu i povezani su s manjom stopom
mortaliteta u odnosu na ER i PR negativne tumore. ER i PR takoder su i prediktivni
markeri jer predvidaju odgovor na terapiju inhibitorima aromataze i tamoxifenom

(oralni selektivni modulator estrogenskih receptora). (123,124)
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HER2 (Erb-B2; Neu) status

HER2 (receptor humanog epidermalnog faktora rasta 2) protein je Cija je
prekomjerna ekspresija vezana uz amplifikaciju onkogena koji se nalazi na 17921
kromosomu. HER2 se odreduje imunohistokemijski (IHC) i/ili odredivanjem
amplifikacije gena in situ hibridizacijom (ISH). Radi nedostataka IHC testiranja u
odredivanju HER2 statusa, za odredene sluCajeve IHC se nadopunjuje s ISH
metodom. Evaluacija HER2 je potrebna za svaki primarni karcinom dojke, recidiv i
metastazu. HER2 pozitivni tumori imaju agresivniji fenotip i loSiju prognozu bolesti
neovisno o ostalim klini¢kim faktorima te su povezani s veéim postotkom recidiva i
mortaliteta. HER2 status je takoder i prediktivni faktor; predvida odgovor ciljanom
terapijom monoklonalnim antitijelom trastuzumab (Herceptin) na HER2 onkoprotein.
(119,125)

Napredak u poznavanju molekularnih mehanizama koji utje€u na rast normalnih
i tumorskih stanica doveo je do prepoznavanja dodatnih biomarkera koji se mogu
klasificirati na:

1. markeri proliferacije (Odredivanje S-faze stani¢nog ciklusa, Ki-67, Ciklin E,
Topoizomeraza Il alfa, Bcl-2 mitotski indeks)

2. markeri invazivnosti (UPA i PA1, Tenascin C, Katepsin D, nm23)

3. markeri agresivnosti (p53, HER-2/neu, EGFR ,VEGF, TGF-beta)

Buduc¢i da joS ne postoji idealni biomarker za karcinom dojke, na temelju
rezultata dosadasnjih istrazivanja, pojedina stru¢na druStva dala su preporuke
koriStenja pojedinih biomarkera u klinickoj praksi. Tako Americ¢ko drustvo za kliniCku
onkologiju na temelju pregleda dosadasnjih istrazivanja na zadnjem konsenzusu
2007. godine, preporucuje CA 15-3, CA 27.29, CEA, ER, PR, HER2, uPA i PAI-1 i
pojedine multiparametarske genske eseje za odredene segmente u klini¢koj uporabi,
dok za DNA ploidnost proto€nom citometrijom, p53, katepsin D, Ciklin E, cirkulirajuce
tumorske stanice, odredene multiparametrijske testove i detekciju mikrometastaza u
koStanoj srzi nema dovoljno dokaza za podupiranje rutinske uporabe u klinickoj
praksi. (126)

CA 27.29

CA 27.29 je protein, proizvod MUC-1 gena. CA 27.29 nije specifiCan za
karcinom dojke te se moze naci u poviSenim vrijednostima u serumu kod karcinoma
kolona, jetre, pluca, jajnika i prostate ali i netumorskim bolestima kao $to su ovarijske

ciste, benigne bolesti dojke, jetre i bubrega. Budu¢i da u metastatskoj bolesti
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povecanje vrijednosti CA 27.29 dobro korelira s kliniCkom progresijom bolesti, CA
27.29 moze se Koristiti kao marker u pracenju bolesnica s karcinomom dojke nakon
primarnog lijeCenja. (126,127)
p53

p53 je tumor supresor gen koji regulira stanicni ciklus utjeCucéi na apoptozu,
stabilnost genoma i inhibiciju angiogeneze, prevenirajuci nastanak karcinoma. Oko
jedne trecCine karcinoma dojke ima mutacije gena supresora p53, a njegove mutacije
mogu dovesti do prekomjerne ekspresije p53 proteina. ProuCavanje markera p53
pomoglo je razumijevanju nastanka tumora, ali mjerenje njegove koncentracije kod
bolesnica s karcinomom nije donijelo rezultata u predvidanju razlike u prezivljenju.
Pokazalo se da je p53 odgovoran za rezistenciju na tamoxifen. (119,128)
Bcl2

Protein bcl2 regulira apoptozu u normalnom stanichom ciklusu i sudjeluje u
kontroli proliferacije. Povecanje koncentracije bcl2 u serumu nalazi se kod
melanoma, karcinoma prostate, karcinoma pluc¢a te kroniCne limfatiCke leukemije.
Kod karcinoma dojke povecanje je uzrokovano djelovanjem estrogena. Vjeruje se da
ima ulogu u rezistenciji na konvencionalno lije€enje, a buduéi da sam karcinom
nastaje kao rezultat poremecéaja balansa homeostaze izmedu stani¢nog rasta i
stanicne smrti, smatra se da kao anti-apoptoticna molekula ima veliku ulogu u
samom razvoju karcinoma. Studije su pokazale da su povisene koncentracije bcl2
proteina povezane s boljim odgovorom na lije€enje tamoxifenom, manjim postotkom
relapsa bolesti te duzim preZivljenjem. (113)
Topoizomeraza Il alfa

Gen topo Il lociran pored HER2 gena na kromosomu 17912921, a njegovo
pojacanje moze utjecati na prekomjernu ekspresiju topo Il alfa proteina. Prediktivna
vrijednost HER2 u odgovoru na antracikline pokuSava se objasniti upravo
zajednickom amplifikacijom s topo Il alga genom. Buduéi da je ovaj enzim inhibiran
antraciklinima te je ujedno i glavni cilj ovih lijekova, njegova prekomjerna ekspresija
moze dovesti do vece senzitivnosti stanica na topo Il alfa inhibitore. Trenutne studije
upucuju na moguénost da upravo intratumorske koncentracije topo Il alfa mogu
objasniti rezistenciju na antracikline. (126)
uPA i PAI-1

Urokinazni tip plazminogenskog aktivatora je serinska proteaza koja cijepa

plazminogen u plazmin i izravno ili neizravno razgraduje medustani¢ni matriks.
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Inhibitor plazminogenskog aktivatora tipa 1 inhibira djelovanje uPA vezZuc¢i se za
slobodni ili za receptor vezani uPA. Pretpostavlja se da PAI-1 S§titi proces
angiogeneze i na taj nacin pospjesuje rast tumora. uPA i PAI-1 su proteini koji potic¢u
karcinomsku invaziju i metastaze. Visoke koncentracije uPA i PAI-1 povezane su sa
agresivnom boleSc¢u i loSim ishodom $to je potvrdeno u viSe studija te je kod tih
skupina bolesnica dokazana korist od adjuvantne terapije po CMF protokolu. Niske
koncentracije oba markera povezane su s niskom stopom recidiva. Dokazano je da
bolesnice s negativnim nalazom u limfnim ¢évorovima i niskim koncentracijama uPA i
PA1 nemaiju koristi od adjuvantnog lije¢enja kemoterapijom. (17,126,129)
Tenascin C

Tenascin C je protein izvanstani€nog matriksa, u niskim koncentracijama je
prisutan u normalnom odraslom tkivu, a u visokoj koncentraciji kod razli€itih tumora,
uklju€ujuéi karcinom dojke. Prisutan je u razli€itim izoformama s razli€itim konacnim
djelovanjem proteina. UCinak tenascina C je raznolik: potic¢e migraciju i proliferaciju
stanice, inhibira adheziju, djeluje na preZivljenje stanice, promovira angiogenezu te
inducira ekspresiju gena koji modificiraju izvanstani¢ni matriks kao Sto su matriks
metaloproteinaze, a $to je povezano s rastom i invazijom tumora. Tenascin C je
prepoznat kao potencijalni protein za ciljanu terapiju, a visoke koncentracije
tenascina C su povezane s loSom prognozom, lokalnim i udaljenim recidivima.
Smatra se da je ekspresija tenascina C u DCIS prediktor buduce invazivnosti tumora.
(130)
Katepsin D

Katepsin D je lizosomska endoproteaza koja sudjeluje u katabolizmu proteina
normalnih stanica, a Cija je sinteza znacCajno povecana u zlocudnim tumorima te
doseze i do 50 puta vece koncentracije nego u ZzZljezdanom tkivu. Proizvod je
ekspresije gena Katepsin D, a pripisuju mu se brojne bioloSke funkcije: razgradnja
medustanicnog matriksa, povecanje metastatske sposobnosti stanice te stimulacija
proliferacije tumorskih stanica. Katepsin D sluzi kao prognosticki marker, a
odgovoran je za nastanak metastaza jer aktivira proteine koji u toj fazi imaju veliko
znacenje. (17,131)
Nm23

Smanjena ekspresija nm23 proteina u tumorima povecava metastatsku
sposobnost tumorskih stanica te je povezana je s loSijom prognozom, vaskularnom
invazijom, ¢e&¢im recidivima karcinoma dojke i kracim prezivljenjem. (17)
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Odredivanje S faze

Odredivanje S faze stani¢nog ciklusa proto¢nom citometrijom takoder sluzi kao
proliferativni marker karcinoma dojke i zasniva se na postotku stanica u diobi.
Postotak stanica u diobi veéi je u veéim i slabije diferenciranim tumorima te ER i PR
negativnim tumorima. Opcenito, vece koncentracije markera proliferativnosti
povezane su s loSijom prognozom u nelijeCenih bolesnika, a mogu predvidjeti korist
od kemoterapije. Implementacija odredivanja S faze je komplicirana tehnickim
varijacijama metoda pripreme tkiva, instrumentarija te samog nacina odredivanja S
faze tako da joS uvijek nije u rutinskoj primjeni. Alternativna metoda protocnoj
citometriji je imunohistokemija koja zahtijjeva manju koli¢inu tumorskog tkiva, a
detektira antigene karakteristicne za pojedine faze stanic¢nog ciklusa. (17,126)
Ki-67

Ki-67 je nehistonski protein koji je prisutan u svim aktivnim fazama stani¢nog
ciklusa (G4, S, Gy, i mitozi), a nije prisutan u fazi mirovanja (Gp). Postotak Ki-67
pozitivnih stanica dobiven imunohistokemijskim obiljeZavanjem u jezgrama stanica,
oznaCava proliferativnu frakciju tumora. Studije su pokazale da tumori s visokim
postotkom Ki-67 imaju loSiju prognozu i krace prezivljenje, ali i da takvi tumori imaju
bolji odgovor na kemoterapiju. Tumori s visokim postotkom Ki-67 lijeCe se
agresivnijom kemoterapijom. (17,132)
Ciklin E

Protein ciklin E jedan je od regulatora stani¢nog ciklusa, a izrazen je u kasnoj
G, fazi stani¢nog ciklusa. Vezanjem s CDK2 stimulira aktivhost kinaze i osigurava
prijelaz u S fazu, dijeljenje stanice i sintezu DNA. Aktivnost ciklin E-CDK2 enzimskog
kompleksa, inhibirana je proteinima p21 i p27. PoviSene vrijednosti nadene su u
raznim vrstama karcinoma (kolon, mokra¢ni mjehur, karcinom pluc¢a, koze), a kod
karcinoma dojke ciklin E se cijepa na fragmente manje molekularne mase elastazom
i kalpainom 2. Ovi fragmenti imaju veci afinitet prema CDK2 te se opiru inhibiciji s
proteinima p21 i p27. Ovi fragmenati ciklina E, smatraju se mogu¢im markerima za
loSe prognoze, rezistencije na tamoxifen i povecéanja instabilnosti genoma. (126)
EGFR

Receptor epidermalnog faktora rasta (EGFR, ErB-1, HER1), receptor je
povrSine stanice za EGF-obitelj izvanstaniCnih proteina. Mutacije koje imaju za
posljedicu promjenu ekspresije ili aktivnost EGFR mogu rezultirati nastankom

tumora. Prekomjerna ekspresia EGFR uofena je u gotovo 50% bolesnica s
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karcinomom dojke. Smatra se da je EGFR status vazan faktor rizika za recidiv
karcinoma dojke te prediktor relapsa i ukupnog prezivljenja kod karcinoma dojke.
Prekomjerna ekspresija EGFR opisana je kod razliCitih karcinoma i opcenito se
smatra loSim prognostickim markerom, a posebno u bolesnica s ER negativnim
tumorom. Prepoznavanje EGFR kao onkogena, dovodi do razvoja ciljane terapije na
EGFR, koja se trenutno koristi za lijeCenje karcinoma pluca i kolona. (17,133)
VEGF
Faktor rasta krvozilnog endotela je protein koji stimulira rast endotelnih stanica i
stvaranje krvnih Zila u tumoru, Sto doprinosi rastu, Sirenju i metastaziranju tumora.
Prekomjerna ekspresija je povezana s brzim Sirenjem tumora te bi mogla biti uzrok
ranoj fazi u procesu metastaziranja. Kod ER pozitivnih bolesnica povecana razina
VEGF povezana je s krac¢im ukupnim prezivlienjem. Oko 10-15% bolesnica s
karcinomom dojke pozitivno odgovara na anti-VEGF monoklonsko antitijelo -
bevacizumab. (17)
Molekularni podtipovi karcinoma dojke
Novija istrazivanja genske ekspresije koja su dovela do otkrica molekularnih
podtipova karcinoma dojke stvorila su temelj nove klasifikacije tumora dojke te
predstavljaju vazan prognosticki faktor buduc¢i da svaki podtip nosi i razliCitu
prognozu. Molekularni podtipovi karcinoma podrazumijevaju razliku prema
luminalnim i bazalnim epitelnim stanicama iz Zlijezde dojke, bioloSki su razliciti,
pokazuju razlicito klinicko ponasanje, a ukljuuju pet podtipova:
1. Luminalni A: ER i PR pozitivan, HER-2 negativan, Ki-67 nizak (<20%)
2. Luminalni B (HER-2 negativan): ER pozitivan, HER-2 negativan i najmanje
jedno od:
a) Ki-67 visok (= 20%)
b) PR negativan ili nizak (manje od 20% pozitivnih stanica)
c) rizik za recidiv visok, a temeljen na engl: ,multi-gene-expression assay‘
(ako je dostupan)
3. Luminalni B (HER-2 pozitivan): ER pozitivan, HER-2 prekomjerna ekspresija ili
amplifikacija, Ki-67 bilo kakav, PR bilo koji
HER-2 pozitivan: HER-2 prekomjerno izraZen ili amplificiran, ER i PR negativni

Trostruko negativni: ER, PR i HER-2 negativni.
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IstraZivanja su pokazala da Luminalni A podtip tumora ima najbolju prognozu i
prezivljenje, dok su trostruko negativni i HER2 pozitivni tumori povezani s loSijom
prognozom, najkrac¢im vremenom do pojave udaljenih metastaza i najkra¢im ukupnim
prezivljenjem. Molekularni podtipovi su takoder i dobri prediktivni faktori odgovora na
neoadjuvantno lijeCenje. Trostruko negativni i HER2 pozitivni tumori dojke su
povezani s najboljim, a luminalni tumori s najloSijim odgovorom na neoadjuvantno
lijeCenje. (134,135)

Gensko profiliranje

Koristenje genskog profiliranja u detekciji raka dojke pokazalo je da je razliCita
ekspresija specificnih gena jaci prognosticki indikator od tradicionalnih kao Sto su
veli€ina tumora i status limfnih ¢vorova. Otkrivanje specificnih gena kod bolesnica s
dokazanim rakom dojke moze pomoci u otkrivanju najboljih kandidata za adjuvantnu
terapiju odnosno otkrivanja visoko rizicnih bolesnica. Rane studije pokazuju da ove
genetske tehnike imaju veliki potencijal u budué¢em lijeCenju raka dojke te su dovele
do prepoznavanja obrazaca simultanog izrazavanja razliitih gena ili ,potpisa“ u
predvidanju ishoda bolesti, od kojih su najpoznatiji MammaPrint i Oncotype DX .
MammaPrint je ,potpis“ od 70 gena, trenutno u fazi lll klinickog istrazivanja s ciliem
razlikovanja tumora s dobrom i loSom prognozom te njegove vrijednosti kao
prediktora odgovora na razliCite kemoterapeutike primijenjene neoadjuvantno.
(136,137) Oncotype DX je ,potpis“ od 21 gena, takoder u fazi istrazivanja s ciliem
predvidanja relapsa bolesti kod bolesnica s ER pozitivnim tumorom lijeCenih
tamoxifenom kao i njegove vrijednosti u odredivanju neoadjuvantnog lijeenja.
(138,139)

Lista potencijalnih biomarkera je svakoga dana sve duza Sto Ce sigurno dovesti

i do otkrica novih markera nezaobilaznih u kliniCkoj primjeni.

1.9. TRANSFORMIRAJUCI FAKTOR RASTA BETA (TGF B)

Normalna homeostaza u ljudskom tkivu zahtijeva sloZene i uskladene uzajamne
odnose izmedu stanice i mreze izluCenih proteina poznatih pod nazivom
izvanstani¢ni matriks. Ove interakcije podrazumijevaju djelovanje velikog broja
citokina putem specificnih stani¢nih receptora, dok prilikom poremecéaja ravnoteze
izmedu stanice i izvanstanicnog matriksa dolazi do pojave razli€itih bolesti. Zadnjih

dvadesetak godina ucinjen je veliki napredak u poznavanju utjecaja izvanstanicih
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faktora na proliferaciju i diferencijaciju stanice, a jedan od izvanstani¢nih proteina je
i citokin transformirajuci faktor rasta beta (TGF).

TGF B pripada velikoj obitelji polipeptidnih faktora rasta koji uklju€uju aktivine,
inhibine i kostani morfogenetski protein (BMP). Opisane su tri humane izoforme
(TGF-B1, TGF-B2 i TGF-B3) koje su strukturno i funkcionalno vrlo usko povezane.
Izoforme se razlikuju po njihovom afinitetu vezanja na TGFp receptore, a delecija
pojedine izoforme u miSeva rezultira razliCitim fenotipom. (140,141)

Na staniénhom nivou, TGFB inhibira proliferaciju epitelnih, endotelnih i
hematopoetskih stanica, regulira diferencijaciju imunih, neuronskih, mezenhimalinih i
epitelnih stani¢nih tipova i regulira njihovu apoptozu. Nadalje, osim Sto regulira
poliferaciju i diferencijaciju stanice, regulira i embrionalni razvitak, imunoloski
odgovor, cijeljenje rane, upalu, angiogenezu i tumorigenezu. Povecanije ili smanjenje
stvaranja TGFB povezano je s razliCitim bolestima, a mutacije gena za TGFR,
njegove receptore ili unutarstanicne signalne molekule vazne su za patogenezu
razli€itin bolesti, a posebno karcinoma. (142)

Svaka stanica u tijelu, ukljuujuéi epitelne, endotelne, hematopoetske, neuralne
i vezivne, proizvodi TGFB te ima receptore za njega. Nakon Sto se izluci, vecina
TGFB-a se nalazi u izvanstanicnom matriksu kao latentni prekursor u kompleksu
TGFB, propeptida te proteina pod nazivom latentni TGFB- vezni protein (Cetiri
razliCite vrste proteina). Prilikom aktivacije, TGF3 se otpusta iz kompleksa pomocu
multifunkcionalnog glikoproteina iz matriksa trombospondin-1 (utjeCuéi na stabilnost
TGFB veznog proteina), proteolitickim djelovanjem plazmina na kompleks ili
promjenom pH vrijednosti okoline.

TGFPB regulira staniCne procese vezuci se na tri visoko afinitetna receptora na
povrSini stanice: receptori tip I, Il i Ill. VecCina receptora za faktore rasta su
transmembranski proteini na stani€noj povrSini koji ili sadrZe ili su povezani s
citoplazmatskom tirozin kinazom. Prilikom interakcije velikog broja faktora rasta i
receptora na povrsini stanice, prenose se razliCite signalne kaskade u jezgru gdje
posljedi¢no dolazi do poticaja za proliferaciju, diferencijaciju te transkripciju gena.

Najzastupljeniji su receptori tipa Ill (TBRIII), a njihova uloga je u vezanju TGFp i
njegovu prenosenju do njegovih signalnih receptora tipa i [l (TBRIi TRRII).

Aktivirani TGFB veze se ili direktno za TBRII ili za TRRIII koji potom prenosi TGFB do
TBRII. Nakon $to je aktiviran s TGFB, TRRII potom transfosforilira i veze u kompleks

TBRI koji potom zapocinje brojne intracelularne kaskade od kojih je glavna putem
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faktora transkripcije Smad, a nakon fosforilacije Smad 2 ili Smad 3 proteina.
Fosforilirani Smad 2 ili Smad 3 se potom veze za Smad 4 (do sada je pronadeno 10
Smad proteina), a kompleks tada ulazi u jezgru gdje sudjeluje s razliitim
transkripcijskim faktorima u regulaciji transkripcije velikog broja gena. (140-153)
(Slika 5.)
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Slika 5. Signalna kaskada TGFp. Preuzeto iz: Ajiboye S, Sissung TM, Sharifi N, Figg WD.
More than an accessory: implications of type Il transforming growth factor-beta receptor loss
in prostate cancer. BJU Int. 2010;105:913-6.

1.10. ULOGA TRANSFORMIRAJUCEG FAKTORA RASTA BETA (TGF ) U
TUMOROGENEZI

U normalnim stanicama i stanicama pocetnih stadija tumora, TGF( suprimira
rast tumora kroz transkripcijsku kontrolu gena djeluju¢i na Zivotni ciklus stanice te
indukcijom apoptoze. Kako tumorigeneza napreduje, tumorske stanice Cesto postaju
rezistentne na inhibiciju rasta uvjetovanu utjecajem TGFB; mutacijom nekog od
regulatora Zivotnog ciklusa stanice kao sto je tumorski supresor, genetskim gubitkom
TGFB signalnih komponenti ili utjecajem na neke od signalnih komponenti.
Povezanost izmedu TGFB rezistencije tumorskih stanica s mutacijama na TGFf
receptorima prvo je uo€ena kod karcinoma kolona, gdje je dokazana mutacija TRRII.
(143,144) Kod karcinoma dojke uoCen je gubitak ekspresije TBRRIIl povezan s
gubitkom heterozigotnosti TGFBR3 genskog lokusa. (154) Tumorske stanice koje ne

uspiju inaktivirati mutacije tada prolaze kroz proces transdiferencijacije te pocinju
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odgovarati na TGFB pojaCanom migracijom, invazijom, angiogenezom i
metastazama. (144,145)
Postoje radovi koji potvrduju povisenu razinu TGFB kod karcinoma dojke te
povecanje koncentracije TGFB prilikom tumorske progresije, odnosno smanjenje
koncentracije nakon kirurSke resekcije. (155-158)

Uvodenje ciljane terapije radi inaktivacije TGFB signalnih puteva u
uznapredovalim i metastatskim karcinomima otvara moguénosti djelovanja na
specificni  tumor-promotorski efekt TGFB ukljuujuéi proangiogenetsku i

imunosupresivnu funkciju in vivo.

1.11. TGFB RECEPTOR TIP Ill (TBRIII)

TGFP receptor tip Ill, poznat i kao betaglikan, u velikom broju stanica i stani¢nih
linija najces¢i je receptor na stani¢noj povrsini u koncentraciji do 200 000 molekula
po stanici. Ovaj protein je Siroko rasprostranjen u mezenhimalnim, epitelnim,
neuralnim stanicama u fetalnom i odraslom tkivu te u ostalim stani¢nim tipovima,
osim u endotelnim stanicama te u nekim tipovima mioblasta, epitelnih i
hematopoetskih stanica. (140-143) Betaglikan je strukturno sliCan membranskom
glikoproteinu endoglinu koji je izrazen na odredenim staniénim tipovima, na
endotelnim stanicama i na nekoliko hematopoetskih stanicnih tipova.

TBRIII je transmembranski proteoglikan s 851 aminokiselinom koji se sastoji od
velike izvanstaniéne domene sa 766 aminokiselina s viSestrukim mjestima
modifikacije glikana, hidrofobnog transmembranskog dijela i kratke citoplazmatske
domene s 42 aminokiseline. Kratka domena zajedno s [(-arestinom2 fosforilira
aminokiseline Thr841 u citoplazmatskoj domeni. (159)

(Slika 6.)

lzvanstani€éna domena TRRIIl sadrzi N-terminalnu domenu sa nepoznatom
homologijom, domenu zone pelucide (ZPD) i dvie TGF beta domene. (160-162)
TBRIII veze TGF-B1, TGF-p2, TGF-33, BMP-2, BMP-4, BMP-7, GDF-5 i inhibin A
preko domene za vezanje liganda glikozaminoglikan (GAG) modifikacijom
postrani¢nih lanaca. (161,163-166) Kratka citoplazmatska domena nema enzimatsku
aktivnost. lako citoplazmatska domena TBRIIl nije presudna u posredovanju

prezentacije liganda, dokazano je da ima ulogu u regulaciji TGF-B posredovanog
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signalnog puta. (167-169) Citoplazmatska domena TBRIIl veze se za
autofosforiliranu citoplazmatsku domenu tip Il receptora (TBRII), Sto potiCe formiranje
aktivnog TBRII-TRRI signalnog kompleksa, a potom i disocijaciju TBRIIIl iz istog
kompleksa. Citoplazmatska domena TBRIII fosforilirana je od strane TBRII i treonina
(Thr)841, koji omogucava interakciju TBRIIl s proteinom B-arestin2. (168,170)
Interakcija TRRIII citoplazmatske domene i (B-arestina2 rezultira kointernalizacijom
kompleksa B-arestin2/TBRII/TRRIII u vezikule endocita i dovodi do podregulacije
TGF-B signalnog puta. (170)

Dokazano je da interakcija izmedu TRRIIlI i B-arestina2 regulira i BMP i TGF-p
signalni put. (171)

Citoplazmatska domena TBRIIl takoder uzajamno djeluje s GIPC (GAIP-
interaktivni protein C kraja). Interakcija s GIPC vodi stabilizaciji ekspresije TBRIII na
stani¢noj povrsini i pojaCavanja TGF- signalnog puta. (167) Nadalje, dokazano je da
interakcija izmedu TBRIIl i GIPC igra bitnu ulogu u TRRIIl posredovanoj inhibiciji
TGF-B signalnog puta, staniéne migracije i invazije za vrijeme progresije karcinoma
dojke. (172) (Slika 6.)

Sam protein TRRIII ima molekularnu masu od 100 kDa, a potpuno obraden
TBRIIl dostize masu od 180 do 300 kDa zahvaljujuéi glikozaminoglikanskim post-
translacijskim modifikacijama. (160,161) Cini se da su post-translacijske modifikacije
TBRIIl bitne za funkciju TRRIIl. Dokazano je da onkogeni Ras prilagodavaju post-
translacijske modifikacije TBRIII, najvjerojatnije kroz GAG modifikacije, Sto dovodi do
povecanog proliferacijskog odgovora na TGF- i podregulaciju p21 kod tumorskih
stanica karcinoma kolona. (173)

Kao najobilnije izrazeni receptor TGF-B nadfamilije, TBRIIl zapravo djeluje kao
ko-receptor za ligande TGF-B nadfamilije, uklju€ujuc¢i TGF-f1, 2 i 3, inhibin, BMP-2, 4
i 7 te GDF-5. U vecini sluajeva, sposobnosc¢u TRRIIl da prezentira ligand
pojacavajuci njihovo vezanje za srodne tip | i tip Il receptore TGF-B nadfamilije,
TBRIIl pojacava njihov signal kroz Smad proteine (Smad — ovisan signalni put). (159,
161,163,164,166) Smanjenje TRRIIl ekspresije smanjuje odgovor na TGF-f,
redukcijom Smad2 fosforilacije i smanjenom aktivacijom TGF- promotora. (174)
Osim u ligand ovisnom efektu, TBRIII posreduje i u ligand neovisnom efektu. TRRIII
moZe utjecati na migraciju stanice posredno preko B-arrestin2 kroz aktivaciju Cdc42
u ligand neovisnom nacinu, a p38 TBRIIl moze aktivirati ligand ovisno i neovisno.
(159)
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Slika 6: Struktura TGFBR lll. Preuzeto iz: Gatza CE, Oh SY, Blobe GC. Roles for the type Il
TGF-beta receptor in human cancer. Cell Signal. 2010;22:1163-74.

IstraZivanja su pokazala da osim transmembranskog proteina, postoji i topljivi
betaglikan kojeg izluCuje veliki broj stanicnih linija, a moZe se naci u otopinama
stani¢nih kultura, serumu i izvanstaniénom matriksu. Topljivi TBRIII (sTRRIII) nastaje
proteolitickim cijepanjem na mjestu proksimalno od transmembranske domene
TBRII, pri ¢emu se oslobada topljiva izvanstanicha domena. Za razliku od
transmembranske forme koja je hidrofobna, topljivi betaglikan nema moguénost
vezanja za membranu te se ne veze za liposome. (169, 175-177)

Dokazano je da razina sTBRIII korelira s ekspresijom TRRIII na stani¢noj povrSini,
medutim, malo je poznato o regulaciji produkcije sTBRIII, a specificno mjesto TRRIII
cijepanja joS uvijek nije utvrdeno. (169, 176) lako mehanizam sTBRIII cijepanja nije
dovoljno jasan, cijepanje sTRRIII moZe biti modulirano pervanadatom, tirozin
fosfataza inhibitorom te moze biti djelomi¢no posredovano membranskim tipom
matriks metaloproteaza (MT-MMP) MT1-MMP i/ili MT3-MMP i plazminom, serin
proteinazom za koju je dokazano da cijepa ekstracelularnu domenu TRRIII. (159,178)

Zbog svoje sposobnosti vezivanja TGFB solubilni ili topljivi betaglikan mozZe
kompetitivno inhibirati vezanje TGFB za receptore na stani¢noj povrsini. (Slika 7.)
(179-182)

Samo TRRIII vezan za membranu sposoban je regulirati vezanje liganda TGF-3

nadobitelji stanicno autonomnim nac¢inom. Osim toga, TRRIII je sposoban regulirati
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vezanje liganda signalnog puta TGF-B nadobitelji stani¢no neautonomnim nacinom
prolazeéi ektodomalno cijepanje te produkcijom sTRRIIl tako da osim autokrinih i
parakrinih uCinaka, sTRRIII ima potencijal sistemskog utjecaja na signalni put. (176,
183)

Dokazano je da sTRRIIl veze i sekvestrira ligande koji se na povrsini stanice
vezu za TPRIIlI te na taj nacin inhibira njihov signalni put. (161,184) Takoder je
dokazano da u malim koncentracijama TGF-B, sTBRIIl pojatava vezanje TGF-
liganda na TRRII, sugeriraju¢i kompleksnu ulogu sTBRIII u regulaciji signalnog puta
TGF-B nadfamilije. (185) Specificna uloga sTRRIII u regulaciji BMP i inhibin/aktivin
signalnom putu josS uvijek ostaje nedefinirana.

Ponovno uspostavljanje ekspresije TRRIII u razli€itim tipovima karcinoma moze
inhibirati progresiju tumora in vivo djelomi¢no kroz produkciju sTBRIII, koji veze i
neutralizira TGF-3, antagonizirajuc¢i tumor promotorski efekt TGF- signalnog puta u
kasnim stadijima tumora. (154,159,177,180) BioloSka vaZnost betaglikana i
endoglina in vivo joS uvijek nije u potpunosti razjasnjena.

Zbog dvostruke uloge u tumorigenezi, kao tumor supresora i onkogena,
elementi signalne kaskade TGFB smatraju se potencijalnim prediktivnim

biomarkerima i molekularnim ciljevima u prevenciji, dijagnostici i lije€enju karcinoma i

metastaza.
A B
Vezan na membranu Odbacivanjem vanmambranskog
TGF-& r Nl podatava ulinak TGF- dijela oskabada se topljivi oblk
TGF-Erll
Tapljivi TGF-B r 1l neuiralizira
TGF-R
|
Pokrenulo dialavanje TGF-E Zaustavieno djelovanje TGF-B

Slika 7: Funkcija topljivog TGFB Ill receptora. Preuzeto iz: Juarez P, Vilchis-Landeros M,
Ponce-Coria J i sur. Soluble betaglycan reduces renal damage progression in db/db mice.
Am J Physiol Renal Physiol 2007: 292:321-29.
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2. HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

Tehnikama proteomske analize u plazmi bolesnica s karcinomom dojke identificirali

smo molekulu TGF-beta Il receptor (TGF B rlll) u ljudskoj plazmi.

Odredivanjem koncentracije topljivog receptora TGF beta Il u plazmi bolesnica sa
zlo¢udnim tumorom dojke prije i poslije operacije, zelimo pokazati da ¢e vece
vrijednosti navedene molekule u plazmi ukazivati i na bolju prognozu.

Radi se 0 moguc¢em prognosti¢ki pozitivnom biomarkeru.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Razviti specifiCni esej za otkrivanje molekule topljivog TGF beta Il receptora u

ljudskoj plazmi i odrediti koncentraciju.

2. Odrediti koncentraciju TGF beta Il receptora u plazmi bolesnica s karcinomom

dojke i zdravih ispitanica.

3. Pokazati povezanost izmedu koncentracije TGF beta lll receptora u plazmi i

karcinoma dojke.
4. Testirati pojavljivanje molekule receptora TGF beta Ill u tkivu karcinoma dojke.

5. Koristenjem specificnih protutijela za navedenu molekulu metodom ELISA
testa pratiti dinamiku u pojavljivanju molekule TGF beta Ill receptora kod

bolesnica s karcinomom dojke.

6. Istraziti povezanost koncentracije TGF beta Il receptora u plazmi s

prognozom bolesti kod bolesnica s karcinomom dojke.
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4. ISPITANICI, MATERIJALI | METODE ISTRAZIVANJA

4.1. ISPITANICE

U studiju su ukljucene ispitanice lijeCene izmedu prosinca 2008. i svibnja 2009.

godine na Klinici za plasti¢nu kirurgiju, Klinicke bolnice ,Dubrava“ u Zagrebu.
Krv za analizu prikupljena je od dvije grupe ispitanica:

1. bolesnice s karcinomom dojke

2. zdrave ispitanice.

U skupinu bolesnica sa zlo¢udnim tumorom dojke uklju€¢ene su 62 bolesnice u dobi
od 25 do 85 godina, sa Tis te T1 i T2 tumorom dojke, bez obzira na N status prema
TNM Klasifikaciji. HistoloSki tipovi tumora ukljucivali su: invazivni karcinom koji nije

posebnog tipa (NST), lobularni karcinom i DCIS.

Kontrolna skupina (zdrave ispitanice) su bolesnice bez zlocudnog tumora dojke,
lijeCene na Klinici za plasti¢nu kirurgiju radi odstranjenja benignih tvorbi koZe. Nakon
Sto je izvrSen uvid u povijest bolesti te nalaz UZV dojki i/ili MMG nalaz, kod zdravih

ispitanica krv je uzimana isklju€ivo prije operacije.
U skupinu zdravih ispitanica uklju¢eno je 36 ispitanica u dobi od 20 do 85 godina.

Kriteriji za iskljuCenje iz studije:

bolesnice s uznapredovalom bolesc¢u (T3, T4)
bolesnice s recidivnim karcinomom

bolesnice s ostalim patohistolo$kim tipovima karcinoma

bolesnice s lokalnom ili sistemskom upalom

O &~ 0=

nerazumijevanje protokola studije zbog bilo kojeg razloga.

U studiju su ukljucene samo bolesnice koje su na to dobrovoljno pristale i

vlastoru¢no potpisale informirani pristanak.
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ETICKA NACELA

EtiCko povjerenstvo Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu kao i Eti¢ko
povjerenstvo KiliniCke bolnice Dubrava donijeli su odluku kako je predlozeno
istrazivanje eticki prihvatljivo te se moze provesti na nacin prikazan u obrazlozZenju

teme disertacije.

4.2. MATERIJALI ISTRAZIVANJA

1. Uzorci tkiva karcinoma dojke dobiveni su iz arhive Klinickog odjela za
patologiju KB Dubrava. Svi uzorci bili su fiksirani u 10 % puferiranom formalinu
i uklopljeni u parafinske blokove. Studija je obuhvatila 62 uzastopne bolesnice
operirane u KB Dubrava s histoloski verificiranim karcinomom dojke u
razdoblju od prosinca 2008. do svibnja 2009. godine, a za koje postoje potpuni
klinicki podatci i histoloSki nalaz te podatci o prezivljenju. Uzorci tkiva
identificirani su prema jedinstvenom broju biopsije iz otpusne patohistoloske
dijagnoze. Nakon identifikacije provjerena je tehniCka ispravnost tkiva
uklopljenog u parafin.
2. Silanizirana predmetna stakalca.
3. Kemikalije za imunohistokemijski analizu, ELISA test i testiranje specificnosti
protutijela Western blotting tehnikom.
4. Protutijela na TGFp rlll:
o MAB242 - R&D komercijalno TGFB rlll monoklonsko protutijelo
(MAB242, R&D, SAD)
o T3 — zelje poliklonsko protutijelo na TGFB rlll proizvedeno u
Laboratoriju za mineralizirana tkiva u sklopu HITRA projekta
o sc-74511 — Santa Cruz komercijalno TGFf rlll monoklonsko protutijelo
(sc-74511, Santa Cruz, SAD)

5. Medicinska dokumentacija iz arhive Klinicke bolnice Dubrava.
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4.3. METODE ISTRAZIVANJA

Postupak s ispitanicama

Nakon zaprimanja u bolnicu, bolesnicama se dan prije operacije uzimao uzorak
krvi od 4 ml u citratnu antikoagulacijsku epruvetu. Isti se postupak ponavljao
postoperativno ukupno 1-2 puta, za vrileme boravka u bolnici odnosno prilikom
redovnih kontrola. Prvi postoperativni uzorak je uzet izmedu 3. i 30. dana, dok je kod
jedne trecine bolesnica (oko 20 bolesnica) uzet i drugi uzorak krvi izmedu 15. i 60.
dana poslije operacije. Bolesnice kojima je uzimana krv dva puta poslije operacije
nisu prethodno strogo odredene. Drugi postoperativni uzorak uziman je samo u
slu€aju da je bolesnica dosla na kontrolni pregled u tom periodu i ukoliko je bolesnica
pristala na ponovno vadenje krvi.

Isti dan po vadenju krvi u laboratoriju se centrifugom od 1500 rpm od Krvi
odvajala krvna plazma koja je nakon toga pohranjena na -80 °C do daljnje analize.
Buducéi da se radilo o malim volumenima po bolesnici (oko 2-3 ml) svi su uzorci
potroSeni u istraZivanju tako da nije bilo ostataka koje bi trebao uniStavati i
odbacivati.

Kod zdravih ispitanica (kontrolna skupina) krv je vadena samo jednom.

Klasi¢na patohistoloSka analiza

Analiziran je arhivski patohistoloski materijal Zavoda za patologiju Klinicke
bolnice Dubrava u Zagrebu. Tkivo uzeto za histoloSku analizu fiksirano je 24 sata u
10% puferiranom formalinu. Nakon fiksacije i obrade uklopljeno je u parafin.
Parafinski blokovi rezani su u rezove debljine 3-5 pm, a nakon toga bojani
standardnom hemalaun-eozin (HE) metodom. Na tako dobivenim preparatima
postavljena je patohistoloSka dijagnoza sa standardnim prognostiCkim pokazateljima
karcinoma dojke.

Za svaki tumor specijalist patolog je odredio histoloski tip tumora, nuklearni i
histoloski gradus, pTNM, postojanje limfovaskularne invazije, status limfnih ¢vorova i
imunohistokemijsku analizu za ER i PR, HER2. 1z kocke s tumorom napravljeni su
dodatni rezovi za imunohistokemijsku analizu TGFp rlll. Zbog objektivnosti nalaza,

histoloSke preparate su pregledala uvijek dva specijalista patologa.
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Analiza podataka iz medicinske dokumentacije
Pri skupljanju podataka, koristena je slijede¢a medicinska dokumentacija:
povijesti bolesti

operacijski protokoli

patohistoloski nalazi

> wnh -

ambulantni nalazi kontrolnih pregleda bolesnica.

Identitet pacijenata tijekom istrazivanja bio je poznat samo istrazivaCima, nije bio
koriSten na bilo koji drugi na€in osim prilikom primarne identifikacije od kada su

umijesto identiteta koristeni identifikacijski brojevi.

|z dostupne medicinske dokumentacije analizirani su sljedec¢i parametri:
Od Klini¢kih parametara analizirali smo dob i vrstu operativhog zahvata.
Od patomorfoloskih parametara analizirali smo; veli¢inu tumora, histolo$ki tip tumora,
status limfnih ¢vorova, TNM Kklasifikaciju tumora, status ER i PR, status HERZ2,

prisutnost vaskularne invazije te nuklearni i histoloSki gradus tumora.

Testiranje specificnosti protutijela na TGF £ rill

PUFERI: 1. Blokirajuci pufer - 1x TBS, pH 7,4
- 2% BSA (Santa Cruz, SAD)
2. Pufer za pranje (1xTBS-T) - 1x TBS, pH 7,4
- 0,05% Tween-20 (Sigma, SAD)

Sva protutijela na TGFp rlll upotrijebljena prilikom eksperimentalnog rada provjerena
su pomoc¢u metode Western blottinga kako bismo potvrdili selektivnost i specifi€nost

protutijela.

PROTUTIJELA: 1. MAB242 — R&D komercijalno monoklonsko TGF( rlll
protutijelo (MAB-242, R&D, SAD)
2. T3 — zecgje poliklonsko protutijelo na TGFp rlll proizvedeno u

Laboratoriju za mineralizirana tkiva
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3. sc-74511 — Santa Cruz TGF B rlll komercijalno monoklonsko
protutijelo (sc-74511, Santa Cruz, SAD).

Na 10% poliakrilamidnom gelu (NPO0301, Invitrogen, SAD) u Ccetiri jaZice
nanoseno je 1 pg TGF B rlll standarda (242, R&D, SAD). Gel elektroforeza je
provedena pri naponu od 170 V i jakosti struje od 65 mA tijekom 70 minuta. Nakon
toga je izvrSen prijenos proteina na nitroceluloznu membranu (LC2001, Invirtogen,
SAD) pri naponu od 35 V i jakosti struje od 165 mA tijekom 60 minuta. Nakon
priienosa membrana je izrezana u Cetiri dijela prema svakoj jazici od gela. Svaki dio
je posebno inkubiran preko no¢i na sobnoj temperaturi sa specificnim protutijelom.
Nakon inkubacije membrane su oprane tri puta i inkubirane 60 minuta s
odgovaraju¢im sekundarnim protutijelom konjugiranim s enzimom alkalna fosfataza,
MAB242 i sc-74511 s miSjim, a T3 sa zecjim sekundarnim protutijelom. Nakon
inkubacije membrane su oprane tri puta i inkubirane s BCIP/NBT supstratom,
SigmaFast (B5655, Sigma, SAD) do pojave obojenja na membrani kada je reakcija
zaustavljena pranjem u deioniziranoj vodi. Nakon suSenja membrane su skenirane i

specificnost protutijela za standard TGF £ rlll je vizualno analizirana.

Odredivanje koncentracije TGF B rlll u plazmi pacijentica

PUFERI : 1. Vezuéi pufer - 1X PBS, pH 7,4
2. Blokirajuci pufer — 1x PBS, pH 7,4
- 2% BSA (Santa Cruz, SAD)
3. Pufer za pranje (1xPBS-T) — 1x PBS, pH 7,4
- 0,05% Tween-20 (Sigma, SAD)
4. Citrat-acetatni pufer - 1M Na-acetat (Kemika, Hrvatska)

- pH=5,9 (namjesteno s 1M citratnom kiselinom).

ELISA metoda temelji se na prepoznavanju odredene molekule specificnim
protutijelima i provodi u plo€icama s 96 bazenci¢a. Dno bazencica je prekriveno
protutijelima koja Ce specificno vezati odredeni protein. Uzorci, standardi i kontrole
nanose se na ploCicu te se nakon perioda inkubacije ispiru pri ¢emu se uklanjaju

slabo vezani proteini. Zbog otkri¢a prisutnosti trazenih proteina, u svaki bazenci¢ se
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dodaju sekundarna protutijela konjugirana s enzimom, najCeSCe peroksidazom ili
alkalnom fosfatazom. Nakon odredenog inkubacijskog razdoblja, otopina sa
sekundarnim protutijelima ispire se te se konacno dodaje supstrat za enzim. Tijekom
inkubacije enzimi metaboliziraju supstrat te se pojavljuje obojenje u bazencicu
proporcionalno koncentraciji proteina u plazmi. U trenutku dovoljnog obojenja,
reakcija se prekida te se ocCitava opticka gustoca pri odredenoj valnoj duZini. Na
osnovi vrijednosti optickih gustoca standarda izraCunava se standardna krivulja iz
koje se zatim raCunaju koncentracije uzoraka.

Monoklonsko protutijelo na TGFB rlll (MAB-242, R&D, SAD) koncentracije 2
Mg/ml imobilizirano je na povrSinu ploCice za ELISA-u Immunolon 2 HB (Thermo
Scientific, SAD) pomocu vezujuceg pufera te inkubirano preko noci na 4 °C. Nakon
inkubacije plodica je tri puta isprana puferom za pranje (1X PBS-T). Nespecificno
vezanje na ploc€ici sprije€eno je dodavanjem blokiraju¢eg pufera u volumenu od 200
ML i inkubacijom 60 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon blokiranja, nanesen je
standard (TGF B rlll — 242, R&D, SAD) u serijskom razriedenju s pocetnom
koncentracijom 200 ng/mL te uzorci plazme u volumenu od 100 L. Svi standardi i
uzorci naneseni su u duplikatima i ploCica je inkubirana 120 minuta na sobnoj
temperaturi. PloCica je oprana od uzoraka i vezani TGF B rlll je detektiran s
poliklonskim protutijelom T3, koje je naneseno na ploc€icu u volumenu od 100 pL i u
koncentraciji od 0,1 ug/mL te je plocica inkubirana 60 minuta na sobnoj temperaturi.
Nakon pranja naneseno je sekundarno protutijelo vezano s biotinom koje specifi€no
prepoznaje imunoglobuline iz kunica (BAF008, R&D, SAD) u volumenu od 100 yL i u
koncentraciji od 40 ng/mL te je ploCica inkubirana 60 minuta na sobnoj temperaturi.
Nakon ponovnog pranja, na ploCicu je nanesen detektirajuci reagens streptavidin
povezan s HRP enzimom (DY998, R&D, SAD) u razrjedenju 1 : 200 i volumenu od
100 L te je ploCica inkubirana 30 minuta na sobnoj temperaturi. Za razvoj bojenja
koristen je TMB (T2885, Sigma, SAD) supstrat. TMB je otopljen u DMSO (Sigma,
SAD) u koncentraciji od 1 mg/mL te razrijeden 1 : 10 u citrat-acetatnom puferu uz
dodatak 0,003 % H,O, (Kemika, Hrvatska). Tako pripremljena otopina dodana je u
volumenu od 100 uL i plo€ica je inkubirana 15 minuta u mraku. Nakon pojave
obojenja 50 yL 1M H,SO4 dodano je u bazencice kako bi se zaustavila enzimatska
reakcija. U roku od jedne minute ocitana je vrijednost apsorbancije pri 450 nm na
CitaCu mikrotitarskih plocCica BioTek EL808 (BioTek, SAD).
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Ilzmjerene vrijednosti apsorbancije za sve uzorke odredene su u dvostrukim
uzorcima (duplikatima) te je za daljnje raCunanje koristena srednja vrijednost. Kako bi
se izraCunala vrijednost koncentracije TGFB rlll u uzorcima, koriStena je krivulja

standarda i nelinearna regresija s Cetiri parametra.

Imunohistokemijska analiza

Od istih parafinskih blokova ucinjen je jo$ jedan rez debljine 4 ym za
imunohistokemijsku analizu. Uzorci su deparafinirani u otopini ksilola (Kemika,
Hrvatska), hidrirani u silaznom nizu alkohola (100%, 96%, 70%) i isprani u 1x PBS-u.
Za otkrivanje epitopa koristen je pufer K5207 (Dako, Danska) inkubacijom u vodenoj
kupelji 15 minuta u mikrovalnoj pecnici snage 600W. Endogena peroksidaza je
blokirana inkubacijom reza u 3% HO, u metanolu. Za prepoznavanje TGF { rlll
proteina koriSten je Histostain-SP kit (959943, Invitrogen, SAD) prema uputama
proizvodaca.

Kao primarno protutijelo koristeno je monoklonsko protutijelo koje prepoznaje
ljudski TGF B rlll (sc-74511, Santa Cruz, SAD) u koncentraciji od 1,5 pg/mL dok je za
vizualizaciju koristen DAB+ kromogen (K3468, Dako, Danska) u razrijedenju 1 : 20.
Kao pozitivna kontrola koristeno je tkivo bubrega prema uputama proizvodaca iz
arhive patologije KB Dubrava, a kao negativha kontrola metode koriSten je isti
postupak pri ¢emu je izostavljeno primarno protutijelo. Potom su preparati obojani
hemalaun eozinom radi vizualizacije stanicnih struktura.

Dobiveni preparati su snimljeni. Uzorci su pregledani i slikani pomoc¢u Olympus
Provis mikroskopa (Campbell, SAD) pri poveéanju od 200 puta (objektiv 10x/0.30,
UPlanFI Ph1).
|zrazaj TGFp rlll proteina u uzorcima tumora dojke analiziran je semikvantitativnom
metodom. Ukupni intenzitet bojenja izraZen je u postotcima, a vrijednost intenziteta

ekspresije TGF rlll skalom 1 - 3 (1 - slabo, 2 - umjereno, 3 - jako pozitivha reakcija).

4.4. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Normalnost distribucije kontinuiranih varijabli testirana je Shapiro Wilk testom.
Razlike medu varijablama s normalnom distribucijom testirane su Student T-testom ili

T-testom parnih uzoraka, te gdje je bilo potrebno (tri skupine i vise) ,one-way*
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ANOVOM s post hoc testom Tukey. Razlike medu varijablama s nenormalnom
distribucijom testirane su Mann-Whitney testom ili Wilcoxon signed ranks testom,
odnosno Kruskal Wallis testom u slu€aju analiza izmedu triju ili viSe skupina.
Korelacije izmedu normalno distribuiranih kontinuiranih varijabli testirane su
Pearsonovim koeficijentom korelacije, a korelacije izmedu nenormalno distribuiranih
varijabli Spearmanovim testom korelacije. Za statisticki znaCajne korelacije u procjeni
vrijednosti korelacije kasnije je koriStena linearna regresija.

Razlike medu kategorikim varijablama ispitivane su X? testom.

Za procjenu utjecaja promatranih varijabli na ishod bolesnica koristene su
Kaplan-Meierove krivulje, s log rank Mentel Cox testom za procjenu statistiCke
znacajnosti razlika u ishodima medu grupama bolesnica. Sve klini¢ke i patohistoloSke
karakteristike uvrstene su u mjeSoviti linearni regresijski model za procjenu rizika
nepovoljnog ishoda tijekom pracenja. Multivarijatnom analizom procijenjen je utjecaj
koncentracije TGF B rlll kao neovisnog Cimbenika na ishod bolesnica.

Statisticka analiza ucCinjena je pomocu programskog paketa IBM SPSS

Statistics 19, USA. Razina znacajnosti podeSena je na p<0,05.
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5. REZULTATI

U istrazivanje je bilo uklju¢eno ukupno 98 Zena, od Cega su 62 bolesnice s

karcinomom dojke, a 36 ispitanica je bilo u kontrolnoj skupini.

Prosjena dob bolesnica s karcinomom dojke bila je 57,3 + 12,7 godina, dok

su Zene u kontrolnoj skupini imale prosjecnu dob od 38,9 £ 15,3 godine, te su bile

statisticki zna€ajno mlade u odnosu na ispitivanu skupinu (Student t test, p<0,001).

PatohistoloSke karakteristike tumora bolesnica s karcinomom dojke u ispitivanoj

skupini prikazane su u tablici 2.

Tablica 2. PatohistoloSke karakteristike tumora u bolesnica s karcinomom dojke.

Histoloski tip tumora, N (%)

PatohistoloSka karakteristika NST Lobularni DCIS
(N=48) (N=7) (N=7)
Veli¢ina tumora T1a 4 (8) / NP
(pT) T1b 10 (21) 2 (28) NP
T1c 20 (42) / NP
T2 14 (29) 5 (72)* NP
Pozitivni limfni Evor 17 (35) 3 (43) NP
HER2 status pozitivan 6 (13) 1(17) NP
1 9 (19) 2 (29) NP
Histoloski
2 25 (52) 4 (57) NP
gradus
3 14 (29) 1(14) NP
Hormonski receptori pozitivni 36 (75) 6 (86) 4 (57)
Trostruko negativan 7 (15) 0 (0) NP
Angioinvazija 10 (21) 0 (0) NP

* p<0,001, chi kvadrat test

NP — nije primjenjivo
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5.1. KIRURSKO LIJECENJE BOLESNICA OVISNO O RAZLICITIM VELICINAMA

TUMORA

Bolesnice su nakon dijagnostiCke obrade bile podvrgnute operativnhom

zahvatu. U tablici 3. prikazana je ucCestalost kirurSkih zahvata kojima su bolesnice s

razliCitim histoloskim tipom tumora bile podvrgnute ovisno o veli€ini tumora (pT).

Tablica 3. Kirurski zahvati medu bolesnicama s razli€itim histoloSkim tipom tumora ovisno o

veli€ini tumora (pT).

HistoloSki tip | Veli€ina Kirurski zahvat Broj (%)
tumora tumora
(pT)
T1a Kvadrantektomija 2 (50)
(N=4) SNSM 1(25)
MRM 1(25)
T1b Kvadrantektomija 7 (58)
e — ] 19
NST (N=48) T1e Kvadrantektomija 11 (61)
(N=18) SNSM 3(17)
MRM 4 (22)
T2 Kvadrantektomija 2 (14)
(N=14) SNSM 1(7)
MRM 11 (79)*
T1a Kvadrantektomija 0
(N=1) SNSM 0
MRM 0
Kvadrantektomija 2 (100)
T1b
: SNSM 0
Lobularni (N=1)
(N=7) MRM _ 0
T1c Kvadrantektomija 0
(N=0) SNSM 0
MRM 0
T2 Kvadrantektomija 1 (20)
(N=5) SNSM 2 (40)
MRM 2 (40)
Kvadrantektomija 3(42)
3\278) SNSM 2 (29)
MRM 2 (29)

* chi kvadrat test, p<0,05
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Bolesnice s invazivnim karcinomom koji nije posebnog tipa (NST) s tumorima
T2 znacajno ¢eSc¢e bile su podvrgavane zahvatu MRM nego ostale bolesnice (Tablica
3.). S obzirom na mali broj bolesnica s lobularnim karcinomom i DCIS, statistiCka
analiza u tim skupinama nije bila provedena, iako je vidljiv trend ucestalije

kvandrantektomije u tih ispitanica (Tablica 3.).

5.2. REZULTATI MJERENJA KONCENTRACIJE TGF B rll U PLAZMI
BOLESNICA PRIJE | NAKON OPERATIVNOG ZAHVATA

Prosje€na koncentracija TGF B rlll u plazmi svih bolesnica s karcinomom
dojke prije zahvata iznosila je 7,63 ng/ml (raspon 14,41 ng/ml), $to je bilo statisticki
znacajno manje od kontrolne skupine, €ija je koncentracija TGF B rlll prosjecno
iznosila 42,50 ng/ml (raspon 49,29 ng/ml); (Mann-Whitney test, p<0,001). Bez obzira
na histoloski tip tumora (DCIS, NST, lobularni) bolesnice iz svake pojedine skupine
imale su znacajno manje vrijednosti koncentracije TGF B rlll prije operativhog
zahvata u usporedbi s kontrolnom skupinom (Mann Whitney test, p <0,001) (Slika 8.).

Podatci o porastu koncentracije TGF B rlll nakon operacije dobiveni su za 55
bolesnica u prvom postoperativnom uzorkovanju i za 32 bolesnice u drugom
postoperativnom uzorkovanju (sve s NST ili lobularnim histoloskim tipom tumora).
Medijan vremena od uzorkovanja prie zahvata do prvog postoperativhog
uzorkovanja iznosio je 8 dana (minimalno 3, maksimalno 86 dana). Medijan vremena
od preoperativhog uzorkovanja do drugog postoperativhog uzorkovanja iznosio je 32
dana (minimalno 9, maksimalno 104 dana). Koncentracija TGF {3 rlll u plazmi porasla
je nakon zahvata u 87% od svih bolesnica s dostupnim podatcima (28 od 32
bolesnice), i to promatrano izmedu preoperativnog i drugog postoperativhog
uzorkovanja. Ucinjenom procjenom krivulje trenda promjene koncentracije TGF 3 rlll
izmedu preoperativnog i prvog postoperativnog uzorokovanja uocen je nesignifikatan
negativni trend promjene koncentracije (Slika 9.). Trend promjene koncentracije TGF
B rlll u plazmi izmedu preoperativnog uzorkovanja i drugog postoperativnog
uzorkovanja bio je pozitivan (Slika 9.), a razlika u prosje¢noj koncentraciji TGF 3 rlll
kod 19 bolesnica prije operacije i u drugom postoperativnom mjerenju bila je

statisticki znacajna (Slika 10.).

67



70

637

355

a0+

4357

40

357

307

205

Koncentracija TGF p rlll, ngiml

10 % %

T | | |
Zdrave kontrole (M=3E) DCIS (N=7) MST (MN=48) Lobularni (N=7)

Ispitanice (zdrave kontrole i bolesnice preoperativno)

Slika 8. Razlike u koncentraciji TGF B rlll izmedu bolesnica s razli€itim histoloSkim tipom

karcinoma i zdravih kontrola.
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Slika 10. Znacajan porast TGF f rlll u bolesnica u vremenu izmedu preoperativnog i drugog

postoperativhog uzorokovanja (Wilcoxon signed rank test, Z=-3,574, p<0,001).

Analizirane su razlike u porastu koncentracije TGF [ rlll u drugom
postoperativnom uzorkovanju ovisno o radikalnosti operativnog zahvata, gdje su
bolesnice podijeljene u dvije skupine: bolesnice podvrgnute radikalnom operativhom
zahvatu (SMSN i MRM) i bolesnice podvrgnute neradikalnom operativnom zahvatu
(kvandrantektomija). Nije bilo zna€ajnih razlika u koncentraciji TGF B rlll izmjerenoj u
plazmi preoperativno (Mann-Whitney test, p=0,696) i izmjerenoj u drugom
postoperativnom mijerenju (Mann-Whitney test, p=0,118) izmedu bolesnica
podvrgnutih radikalnom zahvatu i onih podvrgnutih neradikalnom zahvatu. (Slika 11.)

U objema skupinama doslo je do znacCajnog postoperativnog porasta
koncentracije TGF B rlll u plazmi, i to s veCom razinom znacajnosti medu skupinom
podvrgnutom neradikalnom zahvatu (Wilcoxon signed ranks test, p=0,018 za

radikalni zahvat i p=0,007 za neradikalni zahvat, Slika 11).
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Slika 11. Preoperativne i druge postoperativne koncentracije TGF B rlll u bolesnica

podvrgnutih neradikalnom i radikalnom zahvatu.

Ucinjena je analiza korelacije koncentracije TGF B rlll u prvom i drugom
postoperativnom uzorkovanju s vremenom proteklim izmedu preoperativhog i
postoperativhog uzorkovanja. Nadena je nesignifikantna negativna korelacija izmedu
vremena proteklog od prvog postoperativhog uzorkovanja i koncentracije TGF 3 rll
u prvom postoperativhom uzorkovanju (Spearmanov rho -0,231, p=0,096). Takoder
je nadena nesignifikantna pozitivha korelacija izmedu vremena proteklog od drugog
postoperativhog uzorkovanja i koncentracije TGF 8 rlll u drugom postoperativhom

uzorkovanju (Spearmanov rho 0,070, p=0,789).
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5.3. RAZLIKE U PREOPERATIVNOJ KONCENTRACIJI TGF B rlll OVISNO O
HISTOLOSKOM TIPU | PATOHISTOLOSKIM ZNACAJKAMA INVAZIVNIH
TUMORA

U tablici 4. prikazane su razlike u preoperativnoj koncentraciji TGF B rlll u
plazmi bolesnica ovisno o patohistoloSkim znaCajkama tumora. Nije nadeno
znacajnih razlika ovisno o veli€ini tumora, zahvacenosti limfnih ¢vorova, statusu
HER2 receptora, histoloSkom gradusu, statusu hormonskih receptora i
angioinvazivnosti tumora. S obzirom na histoloSki gradus, vidljivo je kako su
bolesnice s lobularnim karcinomom i histoloSkim gradusom 1 imale najnizu
preoperativhu koncentraciju TGF 3 rlll u odnosu na ostale bolesnice, ali ta razlika
nije bila statistiCki znacajna (Kruskal Wallis test, p=0,486). Takoder, bolesnice s
hormonski pozitivnim DCIS imale su niZzu preoperativnu koncentraciju TGF B rlll u
odnosu na bolesnice s hormonski pozitivnim NST ili lobularnim tumorima, ali ni ta
razlika nije bila statistiCki znacajna (Kruskal Wallis test, p=0,317).

UCinjena je i analiza korelacije veliCine tumora u centimetrima i preoperativhe
koncentracije TGF B rlll. Dobivena je nesignifikantna negativna korelacija izmedu
veli€ine tumora u centimetrima i preoperativne koncentracije TGF (3 rlll (Spearmanov
rho -0,148, p=0,290).
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Tablica 4. Preoperativhe koncentracije TGF B rlll u plazmi bolesnica s razli€itim histoloSkim

tipom tumora, ovisno o patohistoloskim karakteristikama tumora.

Histoloski tip tumora;
Patohistoloska karakteristika TGF B r”l’ ng/mL, medijan (raspon)
tumora NST Lobularni DCIS
T1a 10,65 (0) NP
Veli¢ina tumora T1b 8,84 (4,33) 9,43 (3,92)
NP
(pT) T1c 6,99 (9,64) NP
T2 8,42 (13,75) 7,62 (3,65)
DA 7,30 (13,75) 8,23 (1,97)
Pozitivni limfni &vor NP
NE 8,04 (9,64) 7,99 (3,87)
DA 7,30 (5,02) 7,24 (0)
HER2 pozitivan NP
NE 8,36 (14,40) 8,60 (3,87)
1 10,67 (12,97) 5,56 (0)
Histolo$ki gradus 7,26 (9,00) 9,21 (1,44) NP
3 7,32 (9,45) 7,24 (0)
Hormonski DA 7,32 (14,40) 8,00 (3,87) 5,01 (2,39)
pozitivan NE 7,89 (4,74) 7,24 (0) 7,70 (2,36)
DA 9,79 (4,74
Trostr.uko (4,74) NP NP
negativan NE 7,31 (14,40)
DA 7,30 (6,79)
Angioinvazivnost NP NP
NE 7,89 (14,40)

NP — nije primjenjivo
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UocCena je znacajna linearna meduovisnost dobi i koncentracije TGF  rlll u
kontrolnoj skupini, za razliku od bolesnica, gdje te linearne meduovisnosti nije bilo
(Slika 12.). Medu bolesnicama je nadena nesignifikantna negativha korelacija
izmedu dobi i koncentracije TGF B rlll (Pearsonov faktor korelacije -0,097, p=0,484).
Ti rezultati pokazuju kako znacCajna razlika izmjerenih koncentracija TGF (B rlll
izmedu bolesnica i kontrolne skupine nije rezultat znacajne razlike u dobi izmedu te
dvije skupine, jer je vidljivo kako dob ne utjeCe jednako na vrijednosti TGF 8 rlll u

bolesnica i zdravih osoba.
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Slika 12. Razlike u ovisnosti koncentracije TGF B rlll o dobi bolesnica i kontrolne skupine.
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5.4. PROMJENA KONCENTRACWJE TGF B rli

OPERATIVNOG ZAHVATA

NAKON UCINJENOG

Do porasta TGF B rlll u vremenu izmedu operativhog zahvata i drugog

postoperativnog uzorkovanja doslo je u 87 % bolesnica (28 od 32 bolesnice).

Prosje¢no je, u toj skupini bolesnica, u prosjeénom vremenu od 32 dana, TGF £ rlll

porastao za 48% (od prosjeCne vrijednosti 7,63 ng/ml do prosjeCne vrijednosti 11,32
ng/ml). Od 32 bolesnice, kod njih 11 (34%) doSlo je do porasta TGF B rlll za viSe od

50%. Razlike u patohistolodkim karakteristikama invazivnih tumora izmedu bolesnica

kod kojih je TGF B rlll porastao za ili viSe od 50% u odnosu na one kod kojih je

porastao za manje od 50%, ili nije porastao, prikazane su u tablici 5.

Tablica 5. Porast TGF B rlll ovisno o patohistoloskim karakteristikama tumora.

Porast TGF B rlll za 250%

Chi
PatohistoloSka karakteristika DA NE wadrat

N=11 N=21
T1a 1(9) 3 (14)

Veli¢ina tumora T1b 3 (27) 3 (14) NS
(pT) T1c 4 (37) 8 (38)
T2 3 (27) 7 (32)

Pozitivni limfni DA 6 (55) 7 (33) NS
¢vor NE 5 (45) 14 (67)
DA 3 (27) 3 (14)

HER2 pozitivan NS
NE 8 (73) 18 (86)
1 2 (18) 3(16)

HistoloSki gradus 2 6 (55) 12 (57) NS
3 (27) 6 (28)

Hormonski DA 9 (82) 13 (62) NS
receptori pozitivni NE 2 (18) 8 (38)

Trostruko DA 1(9) 6 (29) NS
negativan NE 10 (91) 15 (71)
DA 2 (18) 4 (19)

Angioinvazivnost NS
NE 9 (82) 17 (81)

NS — nesignifikantna P vrijednost
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Nije nadeno znacajnih razlika u udjelima bolesnica kod kojih je doSlo do
porasta koncentracije TGF B rlll za vise od 50% izmedu preoperativhog i drugog
postoperativhog uzorkovanja ovisno o veli€ini tumora, prisutnosti pozitivnih limfnih
¢vorova, HER2 statusu, hormonskom ili receptorskom statusu, histoloSkom gradusu
ili angioinvazivnosti tumora (Tablica 5.). S obzirom na to, naden je statistiCki
znacCajan porast plazmatske koncentracije TGF B rlll u drugom postoperativnom
uzorkovanju opisan na slici 10. kod svih bolesnica, neovisno o histoloSkom tipu,
veliini tumora, prisutnosti pozitivnih limfnih &vorova, hormonskom i HER2 statusu,

histoloSkom gradusu i angioinvazivnosti.

5.5. IMUNOHISTOKEMIJSKI PARAMETRI EKSPRESIJE TGF g rlll

Imunohistokemijska ekspresija TGF B rlll analizirana je u tumorskom tkivu
dojke, te u slu€aju nalaza zdravog tkiva u istom uzorku, i u zdravom tkivu dojki
bolesnica s karcinomom dojke. (Slika 13.i 14.)

Tablica 6. pokazuje znacajne razlike u intenzitetu (skala od 0 do 3)
imunohistokemijske ekpresije TGF { rlll u tumorskom i zdravom tkivu dojki bolesnica
s karcinomom dojke, gdje zdravo tkivo dojke u znacajnije vec¢em udjelu slabo ili
nikako ne eksprimira TGF B rlll, za razliku od tumorskog tkiva koje ga umjereno ili

jako eksprimira u 65 % slucajeva.

Tablica 6. Razlike u imunohistokemijskoj ekpresiji TGF {8 rlll u tumorskom i zdravom tkivu

dojke.
e Imunohistokemijska ekspresija TGF B rlll, N (%)
Nema (0) Slaba (1) Umijerena (2) Jaka (3)
Tumor 10 (16) 12 (19) 27 (44) 13 (21)
Zdravo 14 (30) 23 (50) 9 (20) 0

*chi kvadrat, p<0,05

Vrijednosti intenziteta ekspresije TGF { rlll na skali od 1 do 3 pomnozene su
s postotkom stanica koje eksprimiraju TGF (3 rlll te je dobiven umnozak intenziteta

ekspresije i udjela ekspresije €iji je medijan u ispitivanoj skupini iznosio 100 (raspon

od 0 do 300). Razlike izmedu umnozaka intenziteta ekspresije i udjela ekspresije
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medu bolesnicama s razliCitim kliniCkim karakteristikama prikazane su na slikama
14. do 21.

Slika 13. Imunohistokemijsko bojenje s anti- TGF B rlll protutijelom na uzorku karcinoma
dojke (x200).

Slika 14. Imunohistokemijsko bojenje s anti- TGF B rlll protutijelom na zdravom tkivu dojke
(x200).
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Slika 14. Razlike u umno$ku intenziteta i udjela ekspresije TGF B rlll ovisno o histoloSkom

tipu karcinoma.

300 *Kruskal Wallis test, p<0,05
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Slika 15. Razlike u umnosku intenziteta i udjela ekspresije TGF  rlll ovisno o veli€ini tumora

bolesnica s invazivnim karcinomom dojke.
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Nije bilo statistiCki znaCajne razlike u umnoScima intenziteta i udjela
ekspresije TGF B rlll izmedu bolesnica s razli€itim histoloSkim tipom tumora (Slika
14., Kruskal Wallis test, p=0,749). Razlike u umnosScima intenziteta i udjela
ekspresije TGF B rlll izmedu bolesnica s razliCitom veli¢inom tumora bile su
statisticki znacajne (Slika 15.). Post-hoc testovima nadeno je kako je ta znacajna
razlika rezultat statistiCki znacajno viSeg umno8ka u bolesnica sa veli€inom tumora

T2 u odnosu na bolesnice sa veli¢inom tumora T1a (Slika 15.).

300 b

2507 30
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1504

100+
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: i

T T
NE DA

HER status pozitivan

UmnoZak intenziteta i udjela ekspresije TGF B rlll

Slika 16. Razlike u umnosku intenziteta i udjela ekspresije TGF f rlll ovisno o HER2 statusu

bolesnica s invazivnim karcinomom dojke.
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Slika 17. Razlike u umnosku intenziteta i udjela ekspresije TGF B rlll ovisno o histoloSkom

gradusu invazivnih karcinoma dojke.

Nije bilo statistiCki znaCajne razlike u umnoscima intenziteta i udjela ekspresije
TGF B rlll izmedu bolesnica s razli¢itim HER2 statusom (Slika 16., Mann-Whitney
test, p=0,073). Razlike u umnoscima intenziteta i udjela ekspresije TGF B rlll izmedu
bolesnica s razli€itim histoloSkim gradusom bile su statistiCki znacajne (Slika 17.).
Post-hoc testovima nadeno je kako je ta znaCajna razlika rezultat statisticki znacajno
nizeg umnoska u bolesnica s histoloskim gradusom 1 u odnosu na bolesnice s
histoloSkim gradusom 2 ili 3 (Slika 17.).

Bolesnice s pozitivnim limfnim ¢vorovima nisu imale razli€¢it umnoZzak intenziteta
i udjela ekspresije TGF [ rlll u odnosu na bolesnice s negativnim limfnim ¢vorovima
(Slika 18.). Znacajne razlike nisu nadene ni s obzirom na hormonski status (Slika

19.), odnosno ukupni receptorski status (Slika 20.). (Mann-Whitney test, p>0,05)
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Slika 18. UmnoSci intenziteta i udjela ekspresije TGF 3 rlll ovisno o pozitivnosti limfnog

¢vora bolesnica s invazivnim karcinomom dojke.
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Slika 19. Razlike u umnosku intenziteta i udjela ekspresije TGF B rlll ovisno 0 hormonskom

statusu bolesnica s invazivnim karcinomom dojke.
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Slika 20. Umno&ci intenziteta i udjela ekspresije TGF B rlll ovisno o trostruko negativnom
statusu NST karcinoma.
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Slika 21. Razlike u umnosku intenziteta i udjela ekspresie TGF B rlll ovisno o

angioinvazivnosti NST karcinoma.
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Nadena je znacajna razlika u umnoscima intenziteta i udjela ekspresije TGF
rlll izmedu bolesnica s potvrdenom angioinvazivnosti tumora, u odnosu na one koje

to nisu imale (Slika 21.).

5.6. KORELACIJA PREOPERATIVNE KONCENTRACIJE TGF B rlll U PLAZMI |
UMNOSKA INTENZITETA | UDJELA EKSPRESIJE TGF g rlli

Nije nadeno statistiCki znacajne korelacije izmedu preoperativhe koncentracije
TGF B rlll u plazmi i umnoSka intenziteta i udjela ekspresije TGF 8 rlll, iako je
zamijeCena diskretna pozitivna korelacija izmedu promatranih vrijednosti
(Spearmanov rho 0,023, p=0,878).

5.7. PREZIVLJENJE BOLESNICA BEZ NEPOVOLJNOG PRIMARNOG ISHODA
TIJEKOM PET GODINA

U studiji je analizirano prezZivljenje bolesnica bez progresije bolesti koja je
definirana pojavom nepovoljnog primarnog ishoda. Nepovoljni primarni ishod u
ispitivanoj skupini definiran je kao: pojava metastaze, lokalnog recidiva ili pojava
novog tumora dojke tijekom navedenog perioda pracenja bolesnica. S obzirom da je
istrazivanje provedeno u skupini bolesnica sa stadijem bolesti T1 i T2 NST ili
lobularnog karcinoma, gdje je bila oCekivana niska 5-godiSnja smrtnost povezana s
osnovnom bolesti, smrt nije bila uklju¢ena u kompozitni primarni ishod koriSten u
analizama. U ispitivanoj skupini ukupno osam bolesnica (12,9%) je umrlo tijekom 5
godina, od Cega je u pet (8%) bolesnica smrtni ishod bio povezanim s osnovnom
boleScu.

Prosje¢no pracenje bolesnica iznosilo je 61,2 mjeseca (raspon od 13,3 do
63,8 mjeseci). U tom razdoblju ukupno preZivljenje bez progresije bolesti medu svim
promatranim bolesnicama bilo je 79% (49 od 62 bolesnice).

Dodatno je analizirano preZzivljenje bez progresije bolesti u odnosu na klinicke
i patohistoloSke karakteristike te preoperativnhu plazmatsku koncentraciju TGF B rlll
samo medu bolesnicama s NST karcinomom i dostupnim svim podatcima (ukupno
47 bolesnica). Medu tom skupinom bolesnica zabiljeZzeno je 5-godiSnje prezivljenje
bez progresije bolesti u 75% slu€ajeva (35 od 47 bolesnica). Nije nadeno statisti¢ki

znacajne razlike u dobi bolesnica ovisno o pojavnosti nepovoljnog primarnog ishoda
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(57,8 + 10,6 godina u bolesnica bez nepovoljnog primarnog ishoda nasuprot 54,7 +
18,9 godina u bolesnica s nepovoljnim primarnim ishodom, p=0,442, Student T-test).
Isto tako nije nadeno znacajne razlike u 5-godiSnjem prezivljenju bez nepovoljnog
primarnog ishoda ovisno o radikalnosti operativnog zahvata kojim su bolesnice bile
operirane (86,2% medu bolesnicama s neradikalnim zahvatom nasuprot 71,9%
medu bolesnicama s radikalnim zahvatom, log rank Mentel Cox p=0,205, OR 2,446,
Cl 0,662-9,036). Bolesnice koje su preziviele bez zabiljezenog nepovoljnog
primarnog ishoda imale su preoperativho vecu vrijednost plazmatske koncentracije
TGF B rlll u usporedbi s bolesnicama s nepovoljnim primarnim ishodom (8,13
nasuprot 6,46, tim redom), ali ta razlika ispitana Mann-Whitney testom nije dosegla
statisticku znacajnost (p=0,076) (Slika 22.).

Ispitivana skupina bolesnica s NST karcinomima dojke podijeljena je u Cetiri
skupine prema kvartilama vrijednosti preoperativne koncentracije TGF B rlll u plazmi:
skupina 1 (2,13 do 6,19 ng/mL), skupina 2 (6,20 do 7,82 ng/mL), skupina 3 (7,83 do
9,76 ng/mL) i skupina 4 (9,77 do 16,55 ng/mL). Skupine smo Koristili za usporedbu
prezivljenja bolesnica bez zabiljezenog nepovoljnog primarnog ishoda tijekom 5-
godiSnjeg pracenja ovisno o preoperativnoj koncentraciji TGF B rlll u plazmi. Za
procjenu utjecaja promatranih varijabli na ishod bolesnica koristene su Kaplan-
Meierove krivulje, s log rank Mentel Cox testom za procjenu statistiCke znacajnosti
razlika u ishodima medu grupama bolesnica. Sve klinicke i patohistoloske
karakteristike uvrstene su u mjeSoviti linearni regresijski model za procjenu rizika
nepovoljnog ishoda tijekom pracenja. Multivarijatnom analizom procijenjen je utjecaj
koncentracije TGF B rlll kao neovisnog Cimbenika na ishod bolesnica.

Bolesnice s plazmatskom koncentracijom TGF B rlll nizom od 7,83 ng/mL
(skupina 1 i 2 prema kvartilama koncentracije TGF B rlll) imale su statisti¢ki zna¢ajno
manji udio prezivjelih bez nepovoljnog primarnog ishoda u usporedbi s bolesnicama
iz skupine 3 i 4 (Slika 23.). Nije nadeno znacajnih razlika u prezivlienju bez
nepovoljnog primarnog ishoda bolesnica ovisno o0 postoperativnom porastu
koncentracije TGF B rlll nakon operativnog zahvata u bolesnica s dostupnim
podatcima, niti je nadeno razlika u prezivljenju bez nepovoljnog primarnog ishoda
ovisno o umno$ku intenziteta ekspresije i udjela ekspresije TGF  rlll dobivenog

patohistoloSkom analizom (Slike 24. i 25.).
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Slika 22. Prezivljenje bez nepovoljnog primarnog ishoda bolesnica s NST karcinomom dojke

tijekom trajanja istrazivanja i razlike u prosjecnoj preoperativnoj koncentraciji TGF 8 rlll

ovisno o zabiljezenom nepovoljnom primarnom ishodu.
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Slika 23. Znacajne razlike u prezivljenju bez nepovoljnog primarnog ishoda ispitanica s NST

karcinomom s obzirom na vrijednosti preoperativhe serumske koncentracije TGF { rlil.
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Slika 25. Nesignifikantne razlike u prezivljenju bolesnica s NST karcinomom ovisno o

umnosku intenziteta i udjela ekspresije TGF { rlll.
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U tablici 7. prikazani su rezultati regresijske analize utjecaja KkliniCkih i
patohistoloSkih karakteristika 47 bolesnica s NST karcinomom dojke na
proporcionalni rizik pojave progresije bolesti tijekom perioda pracenja. Neovisno o
drugim karakteristikama, odsutnost  pozitivnih hormonskih receptora,
angioinvazivnost i niska preoperativha koncentracija TGF B rlll bili su povezani sa

znacajno visim rizikom progresije bolesti tijekom pracenja.

Tablica 7. Povezanost klinickih i patohistoloSkih karakteristika te preoperativne koncentracije

TGF B rlll s progresijom bolesti u 47 bolesnica s NST karcinomom dojke.

o Nepovoljni ishod Bez nepovoljnog P
Karakteristika ) HR (95% CI) .
(N=12) ishoda (N=35) vrijednost
Dob, medijan (raspon) 63 (25-85) 60 (31-81) 0,98 (0,94-1,03) 0,401
Veli¢ina tumora
0/2/5/5 4/8/15/8 0,96 (0,87-1,12) 0,390
(T1a/T1b/T1c/T2)
Limfni &vor
N ) 6/6 10/25 2,66 (0,62-10,46) 0,153
(pozitivan/negativan)
Hormonski receptori
N ) 6/6 28/7 0,25 (0,69-1,04) 0,047
(pozitivan/negativan)
HER2
N ] 3/9 4/31 0,62 (0,17-2,23) 0,537
(pozitivan/negativan)
Histoloski gradus (1/2/3) 0/7/5 8/17/10 0,69 (0,56-0,85) 0,117u
Trostruko negativan
3/9 4/31 0,42 (0,14-1,20) 0,131
(DA/NE)
Angioinvazija (DA/NE) 6/6 3/32 0,27 (0,11-0,68) 0,008
TGF B rlll, medijan
6,90 (2,82-10,26) | 8,42 (3,37-16,64) | 0,68 (0,49-0,89) 0,004
(raspon)

HR — omjer rizika, Cl — interval pouzdanosti
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Analiziran je utjecaj zajedniCke prisutnosti skupa sljedecih prognostickih
parametara: negativan limfni ¢vor, negativan HER2 i pozitivhi hormonski receptori
na prezivljenje bez progresije bolesti bolesnica s NST karcinomom dojke. Bolesnice
s negativnim limfnim &vorom, negativnim HER2 i pozitivnim hormonskim receptorima
imale su statistiCki znaCajno bolje preZivljenje bez nepovoljnog primarnog ishoda u
odnosu na ostale bolesnice (Slika 26.) i to neovisno o koncentraciji TGF B rlll (Slika
27.). U skupini bolesnica s pozitivhim limfnim ¢vorom, pozitivnim HER2 i negativnim
hormonskim receptorima nadena je povezanost preoperativne koncentracije TGF 3
rlll na prezivljenje bez progresije bolesti. Bolesnice s pozitivnim limfnim ¢vorom,
pozitivnim HER2 i negativnim hormonskim receptorima cCija je preoperativna
koncentracija TGF B rlll bila ve¢a od 7,83 ng/ml imale su znacajno bolje preZivljenje
bez progresije u odnosu na bolesnice s nizom plazmatskom koncentracijom TGF 3
rlll (Slika 28.).

Megativan limfni Svor +
HERZ negativan status
+ Hormonski pozitivan
status
DA
— -NE

1,07

097

0,8

PrezZivljenje bez nepovoljnog primarnog ishoda

ns- Logrank Mentel Cox, p=0,015

T T T T T T T
a 10 20 30 40 50 60

Vrijeme, mjeseci

Slika 26. Znacajno vece preZivijenje bez nepovoljnog ishoda bolesnica s negativnim limfnim

¢vorom, negativnim HER2 i pozitivnim hormonskim receptorima.
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Skupina 3, 7,83-9,76 ng/ml
=7 Skupina 4, 9,77-16,55
na/ml

Slika 27. Neznacajne razlike u prezivljenju bez nepovoljnog primarnog ishoda u skupini

bolesnica s povoljinom kombinacijom klinikih karakteristika ovisno o plazmatskoj

koncentraciji TGF B rlll.
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Ispitanice s pozitivhim limfnim évorom + pozitivhim HER2 statusom i negativnhim hormonskim statusom
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= Skupina 4, 9,77-16,55 ng/ml

Slika 28. Znacajne razlike u prezivljenju bez nepovoljnog primarnog ishoda u skupini

bolesnica s nepovoljnim klini¢kim karakteristikama ovisno o plazmatskoj koncentraciji TGF

ril.
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Plazmatska koncentracija TGF B rlll izmjerena prije operativhog zahvata kao

jedini neovisni Cimbenik upotrijebljena je za procjenu vjerojatnosti nepovoljnog

ishoda u bolesnica s NST karcinomom dojke te je nadeno kako je vjerojatnost pojave

progresije rasla s padom koncentracije preoperativnog TGF f rlll. Takvom analizom

vjerojatnost progresije bolesti u ovom istrazivanju procijenjena je na 10% pri

plazmatskoj koncentraciji TGF B rlll od 10,8 ng/ml, a daljnjim padom koncentracije

eksponencijalno je rasla i vjerojatnost progresije (Slika 29.).

Procjena vierojatnosti nepovoljnog ishoda

Slika 29. Procjena nepovoljnog
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Preoperativna koncentracija TGF B rlll

koncentracijom TGF  rlll kao jedinim neovisnim ¢imbenikom.

ishoda multivarijatnom analizom s preoperativnom
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6. RASPRAVA

Rana dijagnoza karcinoma dojke, pogotovo u neinvazivhom stadiju i prije
razvoja metastaza, uvelike utjeCe na lijeCenje i prognozu. Mogucnosti rane detekcije
karcinoma dojke i dalje su bazirane na tehnikama slikovnog prikaza (mamografija,
ultrazvuk, magnetska rezonanca) u kombinaciji s Kklinickim pregledom dojki i
samopregledom, a koje se provode kroz masovni probir populacije. Upravo iz tih
razloga postoji velika potreba za razvojem i potvrdivanjem serumskih biomarkera
prvenstveno za ranu detekciju karcinoma dojke, ali i za predvidanje rizika progresije
bolesti, odgovora na lijeCenje i prognozu kod bolesnica s karcinomom dojke.
Trenutno dostupni biomarkeri nisu se pokazali dovoljno senzitivni i specifiCni da bi bili
samostalno iskoristivi u ranoj detekciji karcinoma dojke. Unato€ raznovrsnim
pristupima u otkrivanju mogucih markera iz seruma bolesnica, vecina istraZivanja su
jos u zacetku.

Prema definicijama iz literature, biomarker je karakteristika koja je objektivno
izmjerena i evaluirana kao pokazatelj normalnog bioloskog ili patoloSkog procesa ili
farmakolosSkog odgovora na terapeutsku intervenciju. (186)

Prvi biomarkeri karcinoma dojke otkriveni su 60-ih godina proslog stoljeca
otkricem estrogenskih i progesteronskih receptora, imunohistokemijskom metodom.
Dvadeset godina poslije, genskom amplifikacijom in situ hibridizacijom utvrdene su
podskupine bolesnica s prekomjernom ekspresijom ljudskog epidermalnog faktora
rasta 2 (HER2). U novije vrijeme veliki iskorak u istrazivanju karcinoma dojke
napravljen je istrazivanjem ekspresije gena. Danas se za otkrivanje ekspresije gena
najCeS¢e koriste dvie metode: DNA microarray (hrv. mikropostroj) i RNA
sekvenciranje. DNA microarray se Koristi u prou¢avanju ekspresije gena, otkrivanju
polimorfizma na razini nukleotida (engl. SNP-Single Nucleotide Polymorphisms) i
analizi genoma.

Dokazano je da je karcinom dojke bolest s molekularno razli€itim podgrupama
karakteriziranim razli€itim prezentacijama bolesti, prognozom i osjetljivos¢u na
ljeCenje. Zahvaljujuci razvitku novih biotehnologija i napretku istrazivanja karcinoma
dojke, prepoznavaju se novi biomarkeri koji pomazu u stvaranju personaliziranog
pristupa lije€enju karcinoma bolesti za svakog pacijenta. Biomarkeri kao

dijagnosticko, prognosti¢ko ili terapijsko sredstvo u lijec¢enju karcinoma dojke postaju
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predmet istrazivanja s ciliem pronalazenja Sto efikasnijeg i pouzdanijeg biomarkera.
(187)

Ve¢ duzi niz godina postoji interes za hipotezu prema kojoj se tumor-specifi¢ni
antigeni mogu naci u krvi bolesnika te da se isti mogu iskoristiti u ranoj dijagnostici
karcinoma dojke. Proteini kao Sto su CA125 kod karcinoma jajnika ili PSA kod
karcinoma prostate duze se vremena koriste u klinickoj praksi kao dijagnosticki
markeri karcinoma. Buduc¢i da su glikoproteini najheterogenija skupina
posttranslacijskih modifikacija poznatih kod proteina, brojni klini¢ki biomarkeri i
terapeutski ciljevi su upravo glikoproteini, primjerice CA125, PSA i transmembranski
glikoprotein HER2/neu, a sve je viSe dokaza o izmijenjenoj strukturi glikana
glikoproteina karcinoma dojke. (188, 189)

Brojna istrazivanja opisuju razliCite prekomjerno izrazene promijenjene proteine
u serumu bolesnica s karcinomom dojke. Serumski marker koji je u najSiroj primjeni u
dijagnostici karcinoma dojke je CA 15-3, koji detektira topljivu formu mucina MUCA1,
koji se normalno nalazi u apikalnoj membrani normalnog sekrecijskog epitela, a pri
malignoj transformaciji dolazi do promjena u MUC1 glikozilaciji. lako je MUC1 izrazen
u normalnim i neoplasticnim epitelnim stanicama dojke, kliniCke vrijednosti pri
mjerenju MUC1 odnose se na odcijepljene, odnosno topljive forme MUC1 koje se
nazivaju CA 15-3, otpustene sa staniCne povrSine proteolitiCkim cijepanjem. (190)
Nazalost, CA 15-3 nije prikladan za rano otkrivanje karcinoma dojke buduci da su
serumske vrijednosti CA 15-3 rijetko povisene kod bolesnica s ranim ili lokaliziranim
karcinomom dojke. CA 15-3 se pokazao najkorisnijim u pracenju terapijskog ucinka
kod bolesnica s metastatskim karcinomom dojke. Prema istrazivanju Moline i
suradnika, odredivanje CA 15-3 i CEA kod primarnog lokoregionalnog karcinoma
dojke indikativno je za veli€inu tumora i zahvacenost limfnih ¢vorova, te su ovi
markeri korisni kao prognosticki indikatori prema univarijatnoj i multivarijatnoj analizi.
Visoke vrijednosti CEA prije lijeCenja mogu biti vrijedne u identificiranju podgrupe
bolesnica sa subklinickim metastazama. Takoder, poviSene vrijednosti CEA ili CA 15-
3 pokazale su se korisnima u identifikaciji T1 bolesnica bez metastaza u limfnim
¢vorovima koje imaju visoki rizik recidiva bolesti. (191)

Nadalje, studije su pokazale da su preoperativhe serumske vrijednosti IL-6 i
CRP znacajno povisene u bolesnica s karcinomom dojke koje imaju metastaze u

limfnim &vorovima. IL-6 je citokin koji, osim $to inducira rast i diferencijaciju stanica
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imunoloskog sustava, sudjeluje u produkciji i ekspresiji drugih citokina u akutnoj fazi
sinteze proteina. Na nekoliko nacina djeluje na karcinomske stanice te je povezan s
angiogenezom, sposobnosS¢u da inducira VEGF mRNA. Dokazano je da IL-6
pozitivno korelira s TNM klasifikacijom karcinoma dojke i na taj nacin indirektno
korelira s prognozom bolesnica s karcinomom dojke. (192) U studiji provedenoj na
serumima 87 bolesnica s metastatskim karcinomom dojke, dokazano je da su visoke
vrijednosti serumskog IL-6 povezane s loSim ishodom bolesti, dok vrijednosti
serumske i plazmatske VEGF u ovoj studiji nisu bile znacajno povezane s
prezivljenjem. (193)

U studiji iz 1999. godine, Bandyopadhyay A. i suradnici (179) dokazali su da
ekspresija izvanstanicne domene TGF { rlll u topljivoj formi (sTGF ( rlll), u stani¢noj
liniji MDA-MB-231 ljudskog karcinoma dojke sekvestrira endogene TGF( izoforme
(TGFB1 i TGFB2) i tako antagonizira njihovu aktivnost. Ekspresija sTGF f rlll takoder
suprimira malignitet MDA-MB-231 stanice in vivo buduci da su stanice koje su
eksprimirale sTGF B rlll pokazale manju incidenciju i rast tumora i imale su maniji
metastatski potencijal u odnosu na kontrolne stanice inokulirane pod kozu atimi¢nih
miSeva, a Sto je sugeriralo potencijalnu iskoristivost sTGF B rlll u lijecenju
karcinoma. Njihovo istraZivanje pokazalo je da prethodno opisana tumor-supresorska
aktivnost TGF B rlll u radu Sun L. i Chen C. (194) nije ovisna o vezanju za
membranu i o unutarstani¢noj domeni. Predlozeni mehanizam sTGF [ rlll
posredovane supresije malignog fenotipa je antagoniziranje tumor-promotorske
aktivnosti TGF(.

U novijoj studiji Bandyopadhyay A. i suradnici (195) pokazali su da sTGF  rlli
ekspresija moze inhibirati rast tumora u stani¢noj liniji ljudskog karcinoma dojke
MDA-MB-435 i stani¢noj liniji ljudskog karcinoma kolona HCT116, kao i metastaza
kod stani¢ne linije MDA-MB-435 potvrdujucu tumor-supresorsku aktivnost sTGF {3 rlll
u razlicitim modelima karcinoma. U njihovoj studiji je po prvi puta in vitro i in vivo
dokazano da sTGF B rlll inducirana tumorska supresija barem djelomi¢no nastaje
inhibicijom angiogeneze, vjerojatno direktno preko smanjivanja sposobnosti
endotelnih stanica da stvaraju kapilare.

Rezultati studije Dong M. i suradnika (154) upucuju na ¢injenicu da je gubitak
TGF B rlll kroz gubitak alela Cesti genetski dogadaj tijekom razvoja ljudskog
karcinoma koji povecava metastatski potencijal. Pokazali su da je gubitak ekspresije

TGF B rlll rani dogadaj, koji se dogada na pocetku, u preinvazivnom stadiju; DCIS,
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sa stupnjem gubitka ekspresije u korelaciji s progresijom karcinoma dojke i
smanjenjem prezivljenja. Analiziraju¢i 50 uzoraka karcinoma dojke u odnosu prema
normalnim kontrolama, razina TGF B rlll mMRNA bio je smanjen 60% kod invazivnhog
karcinoma NST s negativhom limfnim &vorovima, 64,7% kod invazivnog karcinoma
NST s pozitivnim limfnim &vorovima i 100% kod invazivhog karcinoma NST s
udaljenim metastazama. Takoder je bio znaCajno smanjen u 83,8% Ilobularnih
karcinoma. IHC analizom 252 uzorka razliitih stadija karcinoma dojke i 40 normalnih
uzoraka tkiva dojke, ekspresija TGF B rlll je pala od 68,4% u uzorcima normalnog
tkiva dojke na 23,5% u uzorcima DCIS te na 5,1% u uzorcima karcinoma dojke s
negativnom limfnim ¢vorovima. U studiji su dokazali da je TGF B rlll supresor
progresije karcinoma dojke te da su prilikom ponovnog uspostavljanja TGF 3 rlll
ekspresije u stanicama ljudskog karcinoma dojke, tumorska invazija, angiogeneza i
metastaze inhibirane in vivo. Njihovo istrazivanje sugerira da bi TGF B rlll mogao
posluziti kao prediktivni faktor u prezivljenju bolesnica s karcinomom dojke. U
istraZivanju su koristili 4T1 karcinomske stanice misjih mlijeCnih Zlijezda i stani¢ne
linijje MDA-MB231.

Andres i suradnici (176) u studiji u kojoj se prvi puta opisuje betaglikan 1989.
godine, pokazali su da postoji uzajamna veza izmedu ekspresije TGF B rlll na
stani¢noj povrsini i ekspresije sTGF B rlll, sugerirajuc¢i da se sTGF B rlll sintetizira
konstitutivno. Da bi dokazali ulogu sTGF B rlll u posredovanju efekata TGF B rlll u
invazivnosti karcinoma, Dong M. i suradnici (154) ispitali su ekspresiju sTGF 8 rlll
kod razli¢itih ljudskih stani¢nih linija karcinoma i epitela dojke. Ekspresija sTGF 3 rlll
dokazana je u svim analiziranim ljudskim stanic¢nim linijama ukljuCujuci stani¢nu liniju
epitela dojke MCF-10A i stani¢nu liniju ljudskog karcinoma dojke MCF-7, T47D i
MDA-MB231. Potvrdili su tvrdnju Andres i suradnika, da razina sTGF B rlll korelira s
ekspresijom TGF B rlll na stani¢noj povrsini.

U novijoj studiji provedenoj od strane Jovanovi¢ i suradnika (196), koristeéi se
stani¢nim linijlama SUM159, MDA-MB-231 i MDA-MB-157 za in vivo i in vitro studije,
testirana je uloga TGF B rlll na specificnom podtipu (MSL) trostruko negativhog
karcinoma dojke. Rezultati su pokazali da je TGF B rlll neophodan u migraciji i
invaziji in vitro te za rast tumora in vivo te je naglasen potencijalni mehanizam
njegovog djelovanja preko integrina a2.

TocCan mehanizam kojim TGF {3 rlll suprimira progresiju karcinoma dojke in vivo

reduciraju¢i migraciju karcinomskih stanica i invaziju jo$ nije poznat. Rezultati studija
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sugeriraju moguce postojanje nekoliko mehanizama, koji mogu djelovati istodobno ili
izolirano pri posredovanju TRRIIl u supresiji karcinomske progresije. Moguce je da
razli€iti mehanizmi djeluju u razliCitom kontekstu, kao $to je je moguce da njihova
interakcija bude i razlog gubitku TGF B rlll ekspresije tijekom progresije karcinoma
dojke. Ovi mehanizmi djelovanja trenutno su u fazi istrazivanja. (172, 197, 198)

Elementi TGFB signalne kaskade igraju znafajnu ulogu u patogenezi
karcinoma dojke. Prema dosada provedenim studijama, uloga elemenata TGF(
signalne kaskade kao mogucih biomarkera karcinoma dojke jo$ nije definirana.
Buduc¢i da je TGF B rlll dokazan u ljudskoj plazmi, postavlja se pitanje vrijednosti
TGF B rlll kao potencijalnog biomarkera u dijagnostici i pracenju karcinoma dojke.

U hipotezi ovog istrazivanja pretpostavili smo da c¢e vece koncentracije
topljivog TGF beta Il receptora u ljudskoj plazmi bolesnica sa zlocudnim tumorom
dojke ukazivati na bolju prognozu bolesti te da se radi o mogu¢em prognosticki
pozitivnom biomarkeru.

U ovom istraZivanju bilo je ukljueno ukupno 98 Zena, od Cega 62 bolesnice s
karcinomom dojke te 36 zdrave ispitanice u kontrolnoj skupini. ProsjeCna dob
bolesnica s karcinomom dojke bila je 57,3 + 12,7 godina, dok su Zzene u kontrolnoj
skupini imale prosje¢nu dob od 38,9 + 15,3 godine, i bile su statistiCki zna€ajno
mlade u odnosu na ispitivanu skupinu. Mlada dob u kontrolnoj skupini posljedica je
formiranja skupine zdravih ispitanica bez komorbiditeta, koji bi eventualno utjecali na
vrijednosti TGF beta Il receptora.

S obzirom na znacajnu razliku u dobi izmedu bolesnica s karcinomom dojke i
kontrolne skupine, ucinjena je korelacija preoperativnih vrijednosti koncentracije TGF
B rlll ovisno o dobi u skupini bolesnica s karcinomom dojke. Dobiveni rezultati
pokazuju kako znacajna razlika izmjerenih koncentracija TGF B rlll izmedu bolesnica
s karcinomom dojke i kontrolne skupine nije rezultat zna€ajne razlike u dobi izmedu
te dvije skupine, jer je vidljivo kako dob ne utjee jednako na vrijednosti TGF B rlll u
bolesnica i zdravih osoba.

U ovu studiju su ukljuene bolesnice s invazivnim karcinomom koji nije
posebnog tipa (NST), invazivnim lobularnim karcinomom dojke i DCIS.

Razlog ukljucivanju preinvazivne forme karcinoma dojke u ovo istrazivanje potaknuto
je rezultatom istrazivanja provedenog od strane Dong M. i suradnika 2007. godine.
(154) U svom istrazivanju Dong M. i suradnici su dokazali da je gubitak ekspresije

TGF B rlll rani dogadaj koji je prisutan i u preinvazivnom stadiju tumora dojke, a
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stupanj gubitka ekspresije je u korelaciji s progresijom karcinoma dojke. U njihovoj su
studiji na 252 uzorka karcinoma dojke (20 DCIS, 64 invazivha karcinoma s
negativnim limfnim ¢vorovima, 64 invazivna karcinoma s pozitivnim limfnim
¢vorovima, 64 karcinoma s udaljenim metastazama) i 40 uzoraka normalnog tkiva
dojke, imunohistokemijskim metodama autori dokazali smanjenje ekspresije TGF
rlll sa 68,4% u normalnom tkivu dojke na 23,5% u DCIS te 5,1% u tkivu invazivnog
karcinoma dojke s negativnim limfnim ¢vorovima.

Izmjerene vrijednosti preoperativne koncentracije TGF beta Ill receptora u
plazmi bolesnica s DCIS u naSem istrazivanju ( zna¢ajno niZze u odnosu na kontrolnu
skupinu, a sli¢ne vrijednostima invazivnih karcinoma) podupiru tezu i rezultate gore
navedene studije Donga M. i suradnika da je gubitak ekspresije TGF B rlll rani
dogadaj u tumorigenezi raka dojke. Ovakvi rezultati mogu podupirati buduca
istrazivanja TGF B rlll kao potencijalnog biomarkera za dijagnozu raka dojke (i u in
situ formi) te kao eventualnog markera za probir (screening) u op¢oj populaciji.

Bolesnice uklju¢ene u naSe istrazivanje imale su T1 ili T2 tumor dojke, bez
obzira na N status prema TNM klasifikaciji. U literaturi postoji nekoliko radova u
kojima je prou€avana TGFp signalna kaskada u ranim stadijima karcinoma dojke.

CD105 (endoglin), visoko afinitetni receptor za TGFB1 i TGFB3, snazno
izraZen u vaskularnim endotelnim stanicama i velikom broju tumora, s bithom ulogom
u moduliranju endotelno-mezenhimalne signalizacije te angiogeneze, istrazen je kao
moguci biomarker u studiji Li C i suradnika. (199) Kod 92 bolesnice s ranim (T11iT2)
stadijem karcinoma dojke te 77 zdravih ispitanica dokazali su prisutnost CD105,
kompleksa CD105/TGFB1 i TGFB1 u plazmi, te da je razina CD105 znacajno viSa
kod bolesnica s karcinomom dojke, posebice u onih koje su razvile udaljene
metastaze ili su umrle od posljedica bolesti, dok kompleks CD105/TGFB1, koji je
takoder bio znacajno viSi u istih bolesnica, nije korelirao s metastazama. Razina
TGFB1 u plazmi je bila znacCajno niza, ali isto tako bez korelacije s progresijom
bolesti. Njihovi rezultati upu¢uju na mogucénost koristenja CD105 kao biomarkera za
identifikaciju bolesnica s karcinomom dojke s visokim rizikom za razvoj metastaza.

Li C. i suradnici (200) u svojoj su studiji na 80 bolesnica s ranim stadijem
karcinoma dojke (T1,T2) lijeCenim lumpektomijom i radioterapijom, dokazali da su
TGFB3 i kompleks receptor CD105-TGFB3 prisutni u plazmi vecine bolesnica s
karcinomom dojke te da je koncentracija obaju znatno poviSena u bolesnica s

pozitivnim limfnim ¢vorovima. Rezultati njihove studije upucuju na upletenost TGF(33 i
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kompleksa CD105-TGFB3 u tumorigenezu te da kao takvi mogu imati prognosti¢ku
vrijednost u ranom otkrivanju metastaza karcinoma dojke. U toj studiji autori su se
koristili ELISA metodom. TGFB3 je bio detektiran u 71,3% bolesnica s medijanom
0,07 ng/ml, dok TGFB1 nije bio povezan s metastazama u limfnim ¢vorovima te

stadijem, veliCinom i gradusom tumora.

U ispitivanju plazme zdravih ispitanika, Dong M. i suradnici (154) (n=5), potvrdili
su ekspresiju sTGF B rlll u pet zdravih ispitanika (65-250 kDa), dok u plazmi
bolesnica s karcinomom dojke (n=13) ekspresiju sTGF [ rlll nisu uspjeli dokazati.

U nasem istraZivanju, detekciju TGF  rlll molekule u plazmi ispitanica izvodili
smo pomoc¢u komercijalnih monoklonskih protutijela te ze€jeg poliklonskog protutijela
na TGF B rlll koji je proizveden u Laboratoriju za mineralizirana tkiva, a &iju smo
specificnost potvrdili Western blotting tehnikom. Koristeci specifiCna protutijela, razvili
smo ELISA metodu kojom smo uspjeli potvrditi ekspresiju TGF B rlll u plazmi
bolesnica s karcinomom dojke i zdravih kontrola te izraCunati njegovu koncentraciju.

Prosje¢na koncentracija TGF B rlll u plazmi bolesnica s karcinomom dojke
iznosila je 7,63 ng/ml (raspon 14,41 ng/ml), Sto je bilo statisti¢ki znaCajno nize od
vrijednosti kontrolne skupine, Cija je koncentracija TGF B rlll u plazmi prosjecno
iznosila 42,50 ng/ml (raspon 49,29 ng/ml); (Mann-Whitney test, p<0,001).

Sheen-Chen i suradnici (201) proveli su prospektivnhu studiju na 60 bolesnica s
invazivnim karcinomom dojke i kontrolnoj grupi od 14 bolesnica s benignim tumorima
dojke s ciliem mjerenja TGFB1 u preoperativnom serumu kvantitativnim sandwich
ELISA testom. Stratifikacijom KkliniCko-patoloskih varijabli, bolesnice s jacCe
zahvacéenim limfnim ¢vorovima (p=0,04), vis§im TNM stadijem bolesti (p=0,005) i viSim
histoloSskim gradusom imale su znacajno viSe vrijednosti TGFB1. U multivarijatnoj
analizi, TNM stadij (p=0,02) neovisni je faktor povezan sa znacCajno VviSim
vrijednostima serumskog TGFB1. lako u literaturi postoje oprec¢ni izvjestaji o ulozi
izrazajnosti TGFB1 u bolesnica s karcinomom dojke, ovi rezultati su vrlo sli¢ni
rezultatima Gorsch i suradnika (156) te Walker i Dearinga (202) koji su pokazali
povezanost TGFB1 s tumorskom transformacijom i progresijom bolesti.

Prema objavljenoj studiji lvanovi¢a i suradnika (203) dokazano je da postoje
statisticki znacajno vece vrijednosti TGFB1 u plazmi bolesnica s uznapredovalim

karcinomom dojke (n=44; stadiji IlIB/IV) u odnosu na zdrave ispitanike (n=36).
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Medutim, kod bolesnica s lokalno uznapredovalim karcinomom postojalo je
preklapanje vrijednosti TGFB1 u plazmi bolesnica s vrijednostima zdravih ispitanika,
za razliku od bolesnica s metastatskim karcinomom u postmenopauzi koje su imale
znacajno vise vrijednosti od zdravih ispitanica.

Ovo istrazivanje je nadopunjeno studijom Nikolic-Vukosavljevi¢a i suradnika
(204) koji su ELISA testom mijerili vrijednosti TGFB1 u plazmi 29 bolesnica s
metastatskim karcinomom u postmenopauzi. Pratili su ukupno preZivljenje tijekom 24
mjeseca, a rezultati su pokazali da su bolesnice s ER-/PR- imale znagajno vecée
vrijednosti plazmatskog TGFB1 u odnosu na plazmu bolesnica s ER+/PR+
karcinomima dojke (p=0,047). Njihovi preliminarni rezultati sugeriraju da vrijednosti
TGFB1 kod ER-/PR- metastatskih karcinoma dojke bolesnica u postmenopauzi
predvidaju podgrupu s niskim rizikom progresije pri vrijednostima TGFB1<3,28ng/ml
te podgrupu s visokim rizikom progresije pri vrijednostima TGFB1=3,28ng/ml, a koja
bi oznacCavala i agresivniji fenotip. Prema ovom radu, TGFB1 je prikazan kao
potencijalni neovisni prognosticki faktor metastatskog karcinoma dojke.

U nasSem istrazivanju nije nadeno znacCajnih razlika u preoperativnoj
koncentraciji TGF B rlll ovisno o veli€ini tumora, zahvaéenosti limfnih &vorova,
statusu HER2 receptora, statusu hormonskih receptora, histoloSkom gradusu i
angioinvazivnosti tumora.

Pang i suradnici (205) su u novijoj studiji imunohistokemijskim metodama na
tkivnoj razini dokazali da je snizena razina TGF { rlll u invazivnim karcinomima dojke
znacajno povezana s trostruko negativnim karcinomima dojke.

U naSem istraZivanju bolesnice s trostruko negativnim NST karcinomom dojke
nisu imale razli€¢it umnozak intenziteta i udjela ekspresije TGF 8 rlll u odnosu na
ostale bolesnice.

Razlog su vjerojatno razliCite usporedivane skupine bolesnica s karcinomom dojke
(trostruko negativni naspram luminalnih tumora dojke u studiji Pang i suradnika, dok
smo u nasem istrazivanju usporedivali trostruko negativne i ostale NST karcinome
dojke) te razliCita i joS uvijek eksperimentalna protutijela koriStena u ove dvije

eksplorativne studije.

U literaturi postoji nekoliko radova u kojima se pokusSalo utvrditi vrijednost i
dinamiku razliCitih biomarkera u krvi bolesnica s karcinomom dojke prije i nakon

izvedenog operativhog zahvata.
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Vrijednosti TGFB1 u plazmi bolesnica s karcinomom dojke nakon operacije prvi
je opisao Kong sa suradnicima. (157) U njihovoj studiji, ELISA testom mjerena je
vrijednost TGFB1 u plazmi 26 bolesnica s karcinomom dojke unutar sedam dana
prije kirurS8kog zahvata i 45 dana nakon odstranjenja tumora. Preoperativno je 81%
bolesnica imalo poviSene vrijednosti TGFB1 u plazmi (iznad 7,5 ng/ml), §to je bilo
znacajno viSe u odnosu na negativne kontrole; 20 zdravih ispitanica (4,3 ng/ml).
Postoperativho, nakon odstranjenja tumora, srednja vrijednost TGFB1 u plazmi
bolesnica bila je zna¢ajno manja (20,0+2,5 naprema 11,0£1,9 ng/ml) (p<0,001). U
grupi bolesnica s negativnim resekcijskim rubom, nezahvaéenim limfnim &vorovima i
bez metastaza, srednja vrijednost TGFB1 u plazmi je znacajno pala te se vratila u
normalne vrijednosti nakon kirurSkog zahvata (19,3+£3,2 naprema 5,5+1,0 ng/ml,
p<0,001). U grupi bolesnica s negativnim kirurSkim rubom, ali pozitivnim limfnim
¢vorovima, postoperativne vrijednosti TGFf1 u plazmi su takoder bile zaCajno manje,
ali se nisu vratile na normalu. Kod bolesnica s pozitivnim kirur§kim rubom, odnosno
rezidualnim tumorom, vrijednosti TGFB1 u plazmi se nisu znacajno mijenjale
postoperativno (21,8+6,1 naprema 19,66,3 ng/ml, p>0,1). U ovoj studiji nije bilo
znacCajne razlike izmedu srednje postoperativne vrijednosti TGFB1 prve grupe u
odnosu na kontrolnu grupu (p>0,1). Rezultati iz ove studije sugeriraju da perzistentne
poviSene vrijednosti TGFB1 u plazmi bolesnica nakon kirurSkog zahvata mogu
ukazivati na prisutnost metastaza u limfnim &vorovima ili rezidualnu okultnu bolest.
Na cCetirima preparatima karcinoma dojke IHC i in situ hibridizacijom dokazana je
ekspresija TGFB1 mRNA i proteina u tumorskoj stromi.

Nasuprot gore navedenoj studiji postoje i istraZivanja koja nisu pokazala
promjene u vrijednostima TGFB1 u plazmi bolesnica s karcinomom dojke prije i
nakon lijeCenja. Ovakve rezultate pokusSali su objasniti Grainger i suradnici
upotrebom testova razliCitih specifiCnosti i senzitivnosti, razlikama u protokolima
pripremanja plazme i/ili razliCitim populacijama bolesnica. (206)

U istrazivanju serumske i tkivne ekspresije aktivina A (glikoproteina iz TGFf
nadfamilije) Reis i suradnici (207) su dokazali da su mRNA aktivina BA i dimericki
aktivin A izraZeni u normalnom i neoplasticnom tkivu dojke, da je serumska razina
aktivina A poviSena kod bolesnica s karcinomom dojke u postmenopauzi te da razina
aktivina A znacCajno pada nakon kirurSkog odstranjenja tumora dojke u prvom i
drugom danu nakon operacije, dok nakon odstranjenja tkiva dojke prilikom estetskih

operacija ostaje nepromijenjena. Njihovi rezultati upucuju na mogucnost koriStenja
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aktivina A u bolesnica s karcinomom dojke u postmenopauzi kao moguceg

serumskog markera za dijagnozu bolesti.

Porast koncentracije TGF {3 rlll u plazmi bolesnica s karcinomom dojke u nasem
istrazivanju bio je statistiCki znaCajan izmedu preoperativhog uzorkovanja i drugog
postoperativhog uzorkovanja. Medijan vremena od preoperativhog uzorkovanja do
drugog postoperativhog uzorkovanja iznosio je 32 dana (minimalno 9, maksimalno
104 dana).

Porast koncentracije TGF 8 rlll u plazmi bolesnica s karcinomom dojke nakon
operativhog zahvata pokazao je pozitivan trend promjene u koncentraciji Sto je u
skladu s hipotezom ovog istrazivanja.

U ovom istrazivanju analizirali smo dinamiku u postoperativnom porastu
koncentracije TGF B rlll u plazmi, ovisno o radikalnosti operativnhog zahvata.
Analizirane su razlike u porastu koncentracije TGF (8 rlll u drugom postoperativhom
uzorkovanju ovisno o radikalnosti operativnog zahvata, gdje su bolesnice podijeljene
u dvije skupine: bolesnice podvrgnute radikalnom operativnom zahvatu (SNSM i
MRM) i bolesnice podvrgnute neradikalnom operativnom zahvatu
(kvandrantektomija). Nije bilo znacajnih razlika u koncentraciji TGF 8 rlll u plazmi
bolesnica s karcinomom dojke izmjerenoj preoperativno i izmjerenoj u drugom
postoperativnom mjerenju izmedu bolesnica podvrgnutih radikalnom zahvatu i onih
podvrgnutih neradikalnom zahvatu. U objema skupinama doSlo je do znacajnog
postoperativhog porasta koncentracije TGF 8 rlll i to s ve¢om razinom znacajnosti
medu skupinom podvrgnutom neradikalnom zahvatu.

Dobiveni rezultat ukazuje na Cinjenicu da porast koncentracije TGF 8 rlll u
plazmi bolesnica s karcinomom dojke nije uvjetovan radikalnijim operativnim
zahvatom odnosno vecom koli¢inom odstranjenog tkiva tijekom operativnog zahvata.

Dave H. i suradnici (208) proveli su istrazivanje na 118 bolesnica s karcinomom
dojke u kojem je po prvi puta analizirana vrijednost TGFB2 kao prognosti¢kog i
prediktivnog markera za karcinom dojke. Koncentraciju TGFB2 u serumu su
odredivali ELISA metodom, a TGFB2 mRNA reverznom transkripcijom i RT- PCR
metodom u tumoru i normalnom okolnom tkivu dojke. UCinjena je korelacija sa svim
klinicko-patoloskim karakteristikama tumora dojke te je potvrdena razlika u ekspresiji

TGFB2 izmedu ranog i uznapredovalog stadija karcinoma dojke. ViSa koncentracija
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TGFB2 u cirkulaciji bila je povezana s povoljnim prediktivnim markerima, dok je visa
tkivna koncentracija potvrdena kao marker s nepovoljnom prognozom.

U istraZivanju Buck i suradnika (209) retrospektivno je analizirana ekpresija
TGF Brl i TGF B rll u 246 karcinoma dojke IHC metodom. Rezultati su pokazali da je
TGF B rll neovisan, vrlo znac¢ajan prognosticki indikator prezivljenja u ER— negativnih
bolesnica. Kod ER negativnih tumora, povecana ekspresija TGF [ rll je bila
povezana s vrlo agresivnom podskupinom tumora sa znacajno reduciranim
prezivlienjem. Simultani gubitak ekspresije ER i TGF B rll je povezan s duzim
vremenom prezivljenja, slicnim kao kod ER pozitivnih bolesnica s TGF (B rli
ekspresijom ili bez nje.

U naSem istrazivanju, imunohistokemijska ekspresija TGF B rlll analizirana je u
tumorskom tkivu dojke te u slu€aju nalaza zdravog tkiva u istom uzorku, i u zdravom
tkivu dojki uz tumor. Ekspresija je bila izraZzena kao: bez ekspresije (0), slaba (1),
umjerena (2) ili jaka (3). U ovom istrazivanju 84% tumora dojke pokazalo je tkivnu
(IHC) ekspresiju TGF 3 rlll i to eSce umjerenog ili jakog intenziteta (65%) za razliku
od okolnog normalnog tkiva dojke koji u 30% sluCajeva nije pokazalo tkivnu
ekspresiju TGF B rlll, a 50% je imalo reakciju slabog intenziteta.

Vrijednosti intenziteta ekspresije TGF B rlll testirane imunohistokemijskom
metodom u tkivu karcinoma dojke na skali od 1 do 3 pomnozene su s postotkom
stanica koje eksprimiraju TGF ( rlll te je dobiven umnozak intenziteta ekspresije i
udjela ekspresije Ciji je medijan u ispitivanoj skupini karcinoma dojke iznosio 100
(raspon od 0 do 300).

Nije bilo statisticki znaCajne razlike u umnoScima intenziteta i udjela ekspresije
TGF B rlll izmedu ispitanica s razliitim histoloSkim tipom tumora. Razlike u
umnoscima intenziteta i udjela ekspresije TGF B rlll u skupini ispitanica s razli¢itom
veli€inom tumora bile su statisticki znac¢ajne. Post-hoc testovima nadeno je kako je ta
znacajna razlika rezultat statistiCki zna¢ajno viSeg umnoska u bolesnica sa veli€inom
tumora T2 u odnosu na skupinu bolesnica s tumorom dojke veliine T1a.

U istrazivanju nije bilo statisticki znacCajne razlike u umnoScima intenziteta i
udjela ekspresije TGF B rlll ovisno o razliCitom HERZ2 statusu, statusu limfnih
¢vorova, hormonskom statusu te ukupnom receptorskom statusu.

Razlike u umnoScima intenziteta i udjela ekspresije TGF B rlll izmedu ispitanica s

razlicitim histoloskim gradusom bile su statistiCki znaCajne. Post-hoc testovima naden
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je statistiCki znacajno nizi umnozak u ispitanica s histoloSkim gradusom 1 u odnosu
na bolesnice s histoloskim gradusom 2 ili 3.

Nadena je znacajna razlika u umnoScima intenziteta i udjela ekspresije TGF 3
rlll izmedu ispitanica s potvrdenim angioinvazivnim karakteristikama tumora, u
odnosu na one koje to nisu imale.

Nije nadeno statistiCki znaCajne korelacije izmedu preoperativnhe serumske

koncentracije TGF B rlll i umnoska intenziteta i udjela ekspresije TGF B rlll, iako je
zamijecena diskretna pozitivha korelacija izmedu promatranih vrijednosti.
Moguce je da statistiCki znac€ajna korelacija izmedu koncentracije TGF B rlll u tkivu i
plazmi u ovom istrazivanju nije potvrdena jer su protutiela za IHC jos
eksperimentalna, a vjerojatno bi trebao i veCi uzorak da se takva povezanost
definitivno potvrdi ili opovrgne.

Istrazivanja TGF signalnog puta kod ranog karcinoma dojke na 61 uzorku
karcinoma dojke IHC metodom prema Koumoundourou i suradnicima (210) pokazala
su da je gubitak ekspresije pSmad2/3 povezan s kra¢im preZivljenjem bez
nepovoljnog primarnog ishoda, ukljuCujuci bolesnice s ER pozitivnim tumorom, dok
bolesnice koje ne pokazuju ekspresiju TGFB1 imaju 4,6 puta vecu Sansu da razviju
udaljene metastaze. Prema ovom istrazivanju, kao i u drugim objavljenim in vivo
studijama (211), moze se zakljuciti da je in vivo te u ranim stadijima tumorigeneze
karcinoma dojke TGF ovisna inhibicija rasta dominantna nad stimulacijom stani¢ne
mobilnosti i invazije. U istom istrazivanju pokazano je da pSmad2/3 i TGFB1 mogu
biti obecavajuci prognosticki markeri za T1-2, NO karcinome dojke. (212)

Prosjecno postoperativnho pracenje bolesnica u naSoj studiji iznosilo je 61,2
mjeseca (raspon od 13,3 do 63,8 mjeseci). Tijekom perioda praéenja, kod 8 (12,9%)
bolesnica doSlo je do smrtnog ishoda, od ¢ega je u 5 (8%) bolesnica smrtni ishod bio
povezan s osnovnom boleScu. Ukupno prezivljenje bolesnica bez nepovoljnog
primarnog ishoda (metastaza, lokalni recidiv ili pojava novog primarnog tumora) bilo
je 79% (49 od 62 bolesnice). Rezultat je oCekivan, obzirom da je ovo istraZivanje
provedeno na bolesnicama s malim tumorima, a koje se klasificiraju u stadij O-Il.

Nije nadeno statistiCki znacajne razlike u dobi bolesnica s NST karcinomom
dojke ovisno o pojavnosti nepovoljnog primarnog ishoda. Takoder, nije nadeno
znacajne razlike u 5-godiSnjem preZivljenju bez nepovoljnog primarnog ishoda

ovisno o radikalnosti operativhog zahvata (86,2% bez nepovoljnog primarnog ishoda
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s neradikalnim zahvatom nasuprot 71,9% bolesnica lije€enih radikalnim operativnim
zahvatom).

U naSem istrazivanju bolesnice koje su preZivjele bez zabiljezenog nepovoljnog
primarnog ishoda imale su preoperativho vecu vrijednost plazmatske koncentracije
TGF B rlll u usporedbi s bolesnicama s nepovoljnim primarnim ishodom, ali ta razlika

nije dosegnula statistiCku znacajnost.

Bolesnice s invazivnim karcinomom dojke i preoperativno izmjerenom
plazmatskom koncentracijom TGF B rlll nizom od 7,83 ng/ml (skupina 1 i 2 prema
kvartilama koncentracie TGF B rlll) imale su statistiCcki znaajno manji udio
prezivjelih bez nepovoljnog primarnog ishoda u usporedbi s bolesnicama iz skupine
3 i 4 (koncentracija TGF B rlll u plazmi visa ili jednaka 7,83 ng/ml).

Bolesnice s niskom preoperativnom koncentracijom TGF B rlll u plazmi,
negativnim hormonskim receptorima ili s angioinvazivnim tumorom imale su
znacajno visi rizik od nepovoljnog primarnog ishoda, $to je oCekivano te u skladu s
hipotezom ovog istrazivanja i literaturom.

Ovisno o ukupnom receptorskom statusu NST karcinoma dojke, bolesnice s
trostruko negativnim tumorom i u naSem istrazivanju su imale viSi rizik od
nepovoljnog primarnog ishoda, ali ta razlika nije dosegnula statisticCku znacajnost.
Razlog zasto razlika nije dosegnula statistiCku znacajnost moguce je sto se u nasem
istrazivanju radilo o relativno malom uzorku takvih bolesnica te Cinjenici da su u
studiju ukljuéeni samo pT1 i pT2 tumori koji imaju nisku smrtnost pa je potrebno

duZe praéenje kako bi se isto i statistiCki potvrdilo.

Bolesnice s NST tumorima dojke koje su imale limfni &vor pozitivan,
hormonske receptore negativne i HER2 pozitivan (LN+, ER/PR-, Her2+) su
bolesnice s visokim rizikom za nepovoljni primarni ishod za razliku od bolesnica s
negativnim limfnim &vorom, pozitivnim hormonskim receptorima i negativnim HER2
(LN-, ER/PR+, Her2-). (213)

Jos uvijek ne postoji adekvatni prognostiCki biomarker za procjenu rizika za
nepovoljni primarni ishod unutar navedenih skupina bolesnica s karcinomom dojke.

U naSem istrazivanju analizirali smo razlike u preZivljenju bez nepovoljnog

primarnog ishoda bolesnica s povoljnim prognostiCkim parametrima (negativan

104



limfni €vor, negativan HER2 i pozitivni hormonski receptori) u odnosu na sve ostale
bolesnice.

| u ovom strazivanju bolesnice s povoljnim prognosti¢kim parametrima (LN-,
ER/PR+, Her2-) imale su znacajno bolje prezivljenje bez nepovoljnog primarnog
ishoda u odnosu na ostale bolesnice. Analizom preoperativnih vrijednosti TGF 3 rlll
u plazmi bolesnica s povoljnim prognostiCkim parametrima utvrdili smo da
preoperativna koncentracija TGF B rlll kod bolesnica s povoljinom kombinacijom
klinickih karakteristika nije povezana sa znacCajnim razlikama u prezivljenju bez
nepovoljnog primarnog ishoda.

S druge strane, u skupini bolesnica s nepovoljnim prognostickim parametrima (LN+,
ER/PR-, Her2+) nadena je statistiCki zna€ajna razlika u preZivljenju bez nepovoljnog
primarnog ishoda ovisno o vrijednostima TGF B rlll u plazmi.

Bolesnice s koncentracijom TGF B rlll ve¢om od 7,83 ng/ml imale su znacajno bolje
preZivllenje bez nepovoljnog primarnog ishoda u odnosu na bolesnice s
koncentracijom TGF {3 rlll u plazmi manjom od 7,83 ng/ml.

Prezivljenje bez nepovoljnog primarnog ishoda u skupini bolesnica s nepovoljnim
prognostic¢kim parametrima (LN+, ER/PR-, Her2+) koje su imale koncentraciju TGF 3
rlll u plazmi vecu od 7,83 ng/ml, bilo je usporedivo s prezivljenjem bez nepovoljnog
primarnog ishoda bolesnica s povoljnim prognostickim parametrima (LN-, ER/PR+,
Her2-).

S obzirom na dobivene rezultate u skupini bolesnica s NST tumorima dojke u
ranom stadiju bolesti (T1, T2 tumori), a koji imaju loSe prognosticke parametre (LN+,
ER/PR-, Her2+), ovisno o preoperativnim vrijednostima TGF {3 rlll u plazmi bolesnica
s karcinomom dojke moguce je predvidjeti koje ¢e bolesnice imati loSiju, odnosno

bolju prognozu.

Plazmatska koncentracija TGF { rlll izmjerena prije operativhog zahvata kao
jedini neovisni Cimbenik upotrijebliena je za procjenu vjerojatnosti nepovoljnog
primarnog ishoda u bolesnica s karcinomom dojke. Nadeno je kako je vjerojatnost
prezivljenja bez nepovoljnog primarnog ishoda rasla s porastom preoperativne
koncentracije TGF B rlll. Takvom analizom vjerojatnost pojave nepovoljnog ishoda u
smislu progresije bolesti u ovom istraZivanju procijenjena je na 10% pri serumskoj
koncentraciji TGF [ rlll od 10,8 ng/ml, a daljnjim padom koncentracije

eksponencijalno je rasla i vjerojatnost progresije.
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Zaklju¢no, koristeci specificna protutijela razvili smo esej za detekciju molekule
TGF B rlll u plazmi bolesnica s karcinomom dojke te smo po prvi puta izmjerili razinu
ekspresije navedene molekule u plazmi.

Koncentracija molekule TGF B rlll bila je znaCajno niza kod bolesnica s
karcinomom dojke u odnosu na zdrave ispitanice, a nakon operativhog lijeCenja,
koncentracija molekule TGF B rlll u plazmi bolesnica je porasla. S obzirom da je
porast koncentracije TGF B rlll u plazmi bio statistiCki znaajan tek komparacijom
preoperativnog i drugog postoperativhog uzorkovanja s medijanom od 32 dana,
opravdano bi bilo u budu¢im studijama postoperativho uzorkovanje plazme raditi 1
mjesec nakon operativnog zahvata.

U istrazivanju smo dokazali tendenciju porasta vrijednosti TGF B rlll u plazmi
bolesnica s karcinomom dojke prema normalnim vrijednostima nakon uklanjanja
tumorske mase kirurSkim putem. Dugotrajnijim pra¢enjem vrijednosti TGF 8 rlll u
plazmi bolesnica s karcinomom dojke koji je niskog rizika za progresiju bolesti (T1 i
T2 stadij bolesti) mozda bi doSlo do pada vrijednosti TGF B rlll, a koja bi upucivala
na prvu naznaku da ¢e uslijediti relaps bolesti.

Porast koncentracije TGF (3 rlll na tkivnoj razini imunohistokemijskom metodom
u ovom istrazivanju je sugestivan, medutim u odnosu na dobivene vrijednosti
plazmatske koncentracije TGF B rlll zahtijeva dodatan napor u istrazivanju razli€itim
vrstama protutijela kako bi se jasnije ustanovila povezanost izmedu tkivne i
plazmatske koncentracije TGF { rlll kod bolesnica s karcinomom dojke.

Ovo istrazivanje govori u prilog da je TGF B rlll u plazmi bolesnica s
karcinomom dojke moguce iskoristiti kao novi biomarker za prognozu bolesti u
bolesnica s karcinomom dojke u ranim stadijima bolesti (T1,T2 tumori). Za potpuniju
sliku o moguc¢nostima ovog markera potrebna su daljnja istraZzivanja na vec¢im
uzorcima i moguce uz duze vremensko pracenje. S obzirom da TGF B rlll ispunjava
osnovne znacajke biomarkera, a kao plazmatski biomarker ne zahtijeva kirurSku
intervenciju i osigurava jeftin monitoring u bilo koje vrijeme bolesti, ostaje da se u
buduénosti ispita njegova vrijednost u svim skupinama bolesnica s karcinomom
dojke. Isto tako bilo bi dobro provesti nove studije koriste¢i ovaj biomarker za
bolesnice s karcinomom dojke u uznapredovalom stadiju bolest, kako za procjenu

rizika od progresije tako i za pracenje ucinkovitosti razliCitih metoda lijeCenja.
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7. ZAKLJUCCI

1. Koristeéi se specificnim ELISA testom sa zecjim poliklonskim protutijelom na
TGFB rlll proizvedenom u Laboratoriju za mineralizirana tkiva Medicinskog
fakulteta u Zagrebu, u ovom istraZivanju po prvi puta smo izmjerili vrijednosti
TGF B rlll u plazmi bolesnica s karcinomom dojke te u plazmi zdravih ispitanica.
Prosje¢na koncentracija TGF 8 rlll u plazmi bolesnica s karcinomom dojke
iznosila je 7,63 ng/ml (raspon 14,41 ng/ml), Sto je bilo statistiCki zna¢ajno manje
od kontrolne skupine, Cija je koncentracija TGF B rlll u plazmi prosjeéno iznosila
42,50 ng/ml (raspon 49,29 ng/ml); (Mann-Whitney test, p<0,001).

S obzirom na statistiCku zna&ajnost, koncentracija TGF B rlll u plazmi mogla bi

se koristiti s ciljem razlikovanja oboljelih od karcinoma dojke i zdravih.

2. Koncentracia TGF B rlll u plazmi znaCajno je porasla nakon operativhog
zahvata u vremenu izmedu preoperativnog i drugog postoperativhog

uzorokovanja (Wilcoxon signed rank test, Z=-3,574, p<0,001).

3. KoristeCi se imunohistokemijskom metodom, u ovom istrazivanju smo dokazali
da zdravo tkivo dojke uz tumor u znacajnije ve¢em udjelu slabo ili nikako
imunohistokemijski ne eksprimira TGF (3 rlll, za razliku od tumorskog tkiva koje

ga umjereno ili jako eksprimira u 84% slu€ajeva.

4. U naSem istrazivanju nije nadena statistiCki znaCajna korelacija izmedu
preoperativne koncentracije TGF B rlll u plazmi bolesnica s invazivnim
karcinomom dojke i umnoska intenziteta i udjela ekspresije TGF B rlll na
imunohistokemijski bojenim uzorcima, iako je zamijeCena diskretna pozitivha

korelacija izmedu promatranih vrijednosti (Spearmanov rho 0,023, p=0,878).

5. Bolesnice s NST karcinomom dojke Kkojima je preoperativno izmjerena
koncentracija TGF B rlll u plazmi bila niZza od 7,83 ng/ml, imale su statistiCki
znacajno maniji udio prezivjelih bez nepovoljnog primarnog ishoda (metastaza,
lokalni recidiv ili pojava novog primarnog tumora) u usporedbi s bolesnicama
kojima je preoperativno izmjerena koncentracija TGF { rlll u plazmi bila visa ili
jednaka 7,83 ng/ml (Log rank Mentel Cox, p=0,045).
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6. Bolesnice s NST tumorima dojke koje su imale loSe prognostiCke parametre
(LN+, ER/PR-, Her2+), a cija je koncentracija TGF B rlll u plazmi prije
operativnog zahvata bila veéa od 7,83 ng/ml, imale su znacajno bolje
prezivljenje bez nepovoljnog primarnog ishoda u odnosu na bolesnice s nizom
koncentracijom TGF ( rlll u plazmi, a koje je bilo usporedivo s preZzivljenjem
bez nepovoljnog primarnog ishoda bolesnica s povoljnom kombinacijom
prognostickin parametara (LN-, ER/PR+, Her2-) (Log rank Mentel Cox,
p=0,016).

7. Pojava nepovoljnog ishoda u smislu progresije bolesti u ovom istraZivanju
procijenjena je na 10 % pri preoperativnoj koncentraciji TGF B rlll u plazmi
bolesnica s karcinomom dojke od 10,8 ng/ml, a daljnjim padom koncentracije

eksponencijalno je rasla i vjerojatnost progresije bolesti.

Provedena studija je eksplorativna inicijalna evaluacija koncentracije TGF 8 rlll u
plazmi bolesnica s karcinomom dojke. Studija je monocentricna sa relativno malim
uzorkom, ali koji je prosjecno ispracen do 61,2 mjeseca. Rezultati dobiveni u ovoj
studiji pokazali su veliki potencijal odredivanja koncentracije TGF B rlll u plazmi
bolesnica s karcinomom dojke kao biomarkera za dijagnozu i predvidanje prognoze

bolesti.
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8. SAZETAK

Praéenje promjena koncentracije topljivoga receptora za TGF beta Il

specificnoga biomarkera u plazmi bolesnica s karcinomom dojke

Uvod i cilj istrazivanja

Karcinom dojke naj¢eS¢e je maligno oboljenje Zena od kojeg obolijeva Cetvrtina
novooboljelih Zenskih osoba u svijetu i Hrvatskoj. Cilj ove studije bio je istraziti
povezanost molekule TGF B rlll u uzorcima plazme bolesnica s karcinomom dojke i
tkiva tumora s prognozom bolesti.

Ispitanici i metode

U istrazivanju su bile ukljuCene 62 bolesnice sa zlocudnim tumorom dojke i 36
zdravih ispitanica u kontrolnoj skupini. ELISA metodom odredivali smo koncentraciju
TGF B rlll u plazmi bolesnica prije i nakon operativhog zahvata, a imunohistokemijski
izraZzajnost TGFp rlll proteina u uzorcima tumora dojke.

Rezultati

U ovom istrazivanju po prvi puta smo izmijerili vrijednosti TGF B rlll u plazmi
bolesnica s karcinomom dojke te u plazmi zdravih ispitanica. ProsjeCna koncentracija
TGF B rlll u plazmi bolesnica s karcinomom dojke iznosila je 7,63 ng/ml (raspon
14,41 ng/ml), Sto je bilo zna¢ajno nize u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,001).
Bolesnice s preoperativno izmjerenom koncentracijom TGF {8 rlll u plazmi nizom od
7,83 ng/ml imale su statistiCki znacajno maniji udio prezivjelih bez nepovoljnog
primarnog ishoda (metastaza, lokalni recidiv ili pojava novog primarnog tumora) u
usporedbi s ostalim bolesnicama (p=0,045). Bolesnice koje su imale loSe
prognosticke parametre (LN+, ER/PR-, Her2+), a Cija je koncentracija TGF B rlll u
plazmi prije operativnog zahvata bila veé¢a od 7,83 ng/ml, imale su znacajno bolje
preZivljenje bez nepovoljnog primarnog ishoda u odnosu na bolesnice s tumorima
istih karakteristika ali nizom koncentracijom TGF B rlll u plazmi (p=0,016).

Zakljuc¢ak

U ovom istrazivanju pokazali smo da bi se TGF B rlll u plazmi bolesnica s
karcinomom dojke mogao koristiti kao novi prediktor ishoda u skupini bolesnica s

niskim rizikom bolesti te je zanimljiv predmet buducih istrazivanja.

Klju€ne rijeci: rak dojke, TGF f rlll, biomarker, plazma, prognosticki faktor
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9. SUMMARY

Monitoring of plasma concentration changes of specific biomarker TGF beta Il

soluble receptor in breast cancer patients

Darko Jurisi¢, Zagreb, 2016.

Background and aim

Breast cancer is the most common female cancer disease of which are affected one
quarter of women treated for cancer in the world and Croatia. The aim of this study
was to explore the relationship of the molecule TGF B rlll in samples of plasma of the
patients with breast cancer and tumour tissue with prognosis of the disease.
Subjects and Methods

The study included 62 female patients with breast cancer and 36 respondents in the
control group. ELISA method was used to determine the concentration of the TGF 3
rlll in the patients' plasma before and after the surgery, while immunohistochemical
analysis was used for expression of TGF ( rlll protein in breast tumor samples.
Results

In this research for the first time we measured the values of the TGF {3 rlll in plasma
of the patients with breast cancer and in plasma of healthy respondents. The average
concentration of the TGF B rlll in plasma of the patients with breast cancer was 7,63
ng/ml (range 14,41 ng/ml), which was significantly lower concentration compared to
the control group (p<0,001). Patients with breast cancer with preoperative
concentration of the TGF B rlll in plasma lower than 7,83 ng/ml had statistically
significantly lower survival rate without adversely primary outcome (metastasis, local
recurrence or appearance of new primary tumors) compared to other patients
(p=0,045). Patients with poor prognostic parameters (LN+, ER/PR-, Her2+) and with
preoperative concentration of the TGF B rlll in plasma higher than 7,83 ng/ml had
statistically significantly better survival rate without adversely primary outcome
compared to patients with lower concentration of the TGF f rlll in plasma (p=0,016).
Conclusion

This study demonstrated that TGF B rlll in the plasma of patients with breast cancer
disease could be a new predictor of outcome in a group of patients with low-risk
disease and is an interesting subject for future research.

Keywords: breast cancer, TGF f rlll, biomarker, plasma, prognostic factor
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