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1. UvoD

1.1. Epidemiologija karcinoma dojke

Ucestalost i smrtnost

Rak dojke je najucestalija zlo¢udna bolest kod Zena i jedan od najvecih
zdravstvenih problema razvijenih zemalja svijeta. Prema statistickim podacima iz svih
dijelova svijeta, predstavlja najc¢esée dijagnosticiranu zloéudnu bolest kod Zena i €ini
27-32% svih primarnih malignih tumora. U razvijenom se svijetu kod Zena pojavljuje
dvostruko c¢esce od bilo kojeg primarnog karcinoma drugog sijela (1), a u razvijenim ée
zemljama svaka sedma do deseta Zena oboliti od karcinoma dojke (2). Godi$nje se u
svijetu dijagnosticira oko 1,4 milijuna novih sluéajeva, a polovica broja opada na
zemlje u razvoju. Incidencije izrazito variraju te je u Mongoliji i Butanu 2008. g.
iznosila 8/100 000, a u Belgiji 109,4/100 000. Incidencija je visoka u Sjevernoj Americi,
Australiji, Novom Zelandu te juznoj i zapadnoj Europi. Srednje je visoka u istocnoj
Europi, a niska u ve¢im dijelovima Afrike i Azije. Velika razlika u incidenciji i u
zemljopisnoj distribuciji vjerojatno odrazava loSe uspostavljen sistem probira i
registracije karcinoma u nerazvijenim zemljama (3), (Slika 4).

Tijekom nekoliko prethodnih desetljeca incidencija se povecala gotovo
posvuda u svijetu, a najveéi je porast zabiljezen u zemljama koje su, povijesno
gledano, imale nisku incidenciju (3). Invazivni je karcinom dojke vodeci pojedinacni
uzrok smrti Zena u dobi od 40 do 49 godina, a 2008. g. uzrokovao je smrt kod 458
400 Zena u svijetu (4).

Metode probira, rana dijagnostika i adekvatno lijeCenje opcenito pridonose
povecavanju prezivljelih pacijentica s karcinomom dojke u razvijenim zemljama kao
$to su Australija, SAD i Kanada. Medutim, smrtnost se konstantno povecava u nekim
zemljama kao $to su Japan, Rusija i Juzna Koreja (1).

Ucestalost i smrtnost u Hrvatskoj

U Hrvatskoj je karcinom dojke najc¢eSéa maligna bolest kod Zena, a na vrhu je i
ljestvice mortaliteta od zlo¢udnih novotvorina kod Zena. Prema podacima Hrvatskog
registra za rak iz 2010. g., rak dojke ¢ini 26% novooboljelih zlo¢udnih tumora kod
Zena, a u posljednja dva desetljeca incidencija je u porastu oko 4%. 2010. g.
zabiljezeno je 2513 novooboljelih bolesnika od ¢ega su 2492 Zene (incidencija
109/100000) s najvecom ucestalo$éu od 40. do 79. g. Zivota. Iste su godine od raka
dojke umrle 983 Zene (5). Standardizirana stopa smrtnosti Zzena, umrlih od raka dojke,
na 100.000 stanovnika za 2012. g. iznosi 24,53 (6).
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Slika 4. Incidencije karcinoma dojke u svijetu, 2002. g. (3).

Cimbenici rizika

Karcinom dojke bioloski je heterogena bolest uvjetovana kombinacijom
brojnih urodenih i okolisnih ¢imbenika koji su ukljuceni u karcinogenezu. Povezanost
izmedu ¢imbenika i rizika bolesti najcesce je izrazena kao relativni rizik (RR). Ako je "p"
broj subjekata s rizicnim faktorom koji razvijaju bolest, a "q" broj subjekata bez
rizicnog faktora koji razviju bolest, onda se RR izracunava kao p/q. RR se izra¢unava
izravno u kohortnim studijama ili moZe biti aproksimativno izveden preko omjera

Sansi (engl. odds ratio, OR) u "case control" studiji (7).

Najvedi rizicni Cimbenik za karcinom dojke je Zenski spol i Zene imaju oko 100
puta vecu pojavnost karcinoma dojke od muskaraca (8). Dob Zene glavni je rizi¢ni
¢imbenik za obolijevanje, a relativni rizik koji pocinje od generativne dobi raste s
godinama Zivota te se nastavlja i nakon menopauze. lznimno je rijetka pojavnost
karcinoma dojke prije 30. g. Zivota. Stalni porast incidencije tijekom Zivota usporava
izmedu 45. i 50. g. Sto jako sugerira ulogu reproduktivnih hormona u etiologiji. To
potvrduje i ¢injenica da hormonski neovisni tumori ne pokazuju taj pad incidencije u
razdoblju perimenopauze. Do 74. g. Zivota incidencija raste do svoje najvece
vrijednosti, 455/100 000 (9).

Ostali etioloski ¢imbenici vazni u nastanku karcinoma dojke ukljucuju
demografske znacajke, nacin Zivljenja (radanje, dojenje, pretilost, fizicka aktivnost,
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pusenje, alkohol), hormonalni status (dob menarhe i menopauze, oralni kontraceptivi,
hormonska nadomjesna terapija, duzina menstrualnog ciklusa), antropometrijske
znacajke, ekspoziciju zraéenju te genetsku predispoziciju. Reproduktivne znacajke
povezane s poveéanim rizikom za nastanak karcinoma dojke ukljucuju rani nastup
menarhe, kasni nastup menopauze, stariju dob kod prve trudnode te niski paritet ili
nulparitet (9, 10).

Postoje brojni dokazi iz epidemioloskih studija da spolni hormoni imaju veliku
ulogu u nastanku karcinoma dojke. Incidencija karcinoma dojke brze raste u
razdobljima prije nego poslije menopauze, kada funkcija jajnika opada. Koncetracija
estrogena i testosterona u krvi korelira s pojavnoséu karcinoma dojke u
postmenopauzalnih Zena i neovisan je prognosticki ¢imbenik. U premenopauzalnih je
Zena visa koncetracija testosterona te ukupnog i slobodnog estradiola u folikulima
jajnika povezana s veéim rizikom nastanka karcinoma. PoviSena koncetracija
prolaktina korelira s ve¢om pojavnosti karcinoma u pre- i postmenopauzalnih
pacijentica (1).

Vecina studija nije nasla povezanost izmedu oralnih kontraceptiva i karcinoma
dojke premda postoje studije koje su nasle povecani rizik za karcinom dojke kod
premenopauzalnih Zena. Relativni je rizik mali i iznosi izmedu 1,4 i 1,5. Vremenski
period uzimanja kontraceptiva nije imao neovisan ucinak na pojavnost karcinoma
dojke, tako da se povecani relativni rizik od obolijevanja pripisao kratkotrajnom
ucinku hormona kao potencijalnih promotora kasne faze nastanka bolesti. Na temelju
ovih i slicnih otkri¢éa, Medunarodna agencija za istrazivanje karcinoma (IARC) je 2005.
g. klasificirala oralne kontraceptive kao grupu 1 humanih karcinogena (9).

Velike su studije pokazale da Zene koje zbog simptoma perimenopauze koriste
hormonsku nadomjesnu terapiju imaju vedi rizik za nastanak karcinoma dojke nego
Zene koje nisu nikad koristile terapiju. Taj je uéinak veci u kombinaciji estrogenskih i
progesteronskih preparata nego samih estrogena. Rizik za karcinom dojke raste s
vremenskim periodom uzimanja terapije i smanjuje se nakon prestanka uzimanja
terapije. Vecina studija sugerira da rizik od karcinoma dojke nestaje nakon 5 i vise
godina od prestanka uzimanja terapije, no studije isto tako naglasavaju da se ucinak
hormonalne terapije na pojavnost karcinoma dojke mora dalje istrazivati (11).

Hipoteza o utjecaju prehrane na pojavnost karcinoma dojke je nastala zbog
utvrdenih razlika u incidenciji u pojedinim podrucjima svijeta za koja su karakteristi¢ni
pojedini dijetalni obrasci. Medutim, nije uspjelo izdvajanje niti jednog sastojka hrane
koji bi se povezao s karcinomom dojke. Umjerena i povecana konzumacija alkohola
povecava rizik za obolijevanje i iznosi oko 10% na 10 g. konzumiranog alkohola
dnevno. Niti jedna studija nije uspjela dokazati povezanost karcinoma dojke s
pusenjem cigareta (11).



Procjenjuje se kako je obolijevanje od raka dojke povezano s prekomjernom
tjelesnom teZinom, ali samo kod postmenopauzalnih Zena. Zene u postmenopauzi
koje imaju indeks tjelesne tezine (BMI) vedi od 30 imaju 50 % vedi rizik za obolijevanje
nego Zzene s BMI nizim od 20. Neke su studije kod Zena s prekomijernom tjelesnom
tezinom u premenopauzi ¢ak nasle smanjeni rizik od obolijevanja nego kod Zena s
normalnom tjelesnom tezinom (11).

Utvrdeno je kako izlaganje dojke ionizirajuéem zracenju, kod radijacijskih
incidenata ili radioterapije, moZe inducirati rak dojke. Zivotna dob u vrijeme
ekspozicije ioniziraju¢éem zracenju (do 30 godina Zivota) i apsorbirana doza zracenja u
tkivu dojke (linearni odnos doze i ucinka zracenja), vazne su odrednice buduceg rizika.
Relativni rizik obolijevanja iznosi od od 1,1 do 2,7 pri ekspoziciji od 1 Gy (10, 11).

Takoder, dokazano je da Zene vedéeg socioekonomskog statusa imaju vedu
pojavnost karcinomu dojke od Zena niZzeg socioekonomskog statusa $to se objasnjava
¢injenicom da imaju manje djece i da kasnije radaju (9).

Neke osobe imaju sklonost razvoju raka dojke jer nose naslijedene mutacije
gena uklju¢enih u proces karcinogeneze. Ucinci obiteljske anamneze posebno su
naglaseni kod Zena mladih od 40 godina (10). Skupina od 5-10% karcinoma dojke
odnosi se na tzv. urodeni (obiteljski) karcinom dojke koji se nasljeduje autosomno
dominantno s varijabilnom penetrantnosti. Geni, koji su najvazniji u obiteljskom
nasljedivanju karcinoma dojke, podijeljeni su na visokorizicne i nisko do umjereno
rizine gene. Visokorizi¢ni geni ukljuéuju BRCA1, BRCA2, PTEN, TP53, LKB1/STK11 i
CDH1. Skupini nisko do umjereno rizicnih gena pripadaju CHEK2, TGF-B1, CASP8 i ATM
(12). Prethodna su istrazivanja ukazivala na puno vecu ulogu mutacija BRCA1 i BRCA2
(engl. breast cancer 1 i 2) gena na pojavnost familijarnog karcinoma dojke, ali novija
istrazivanja pokazuju kako su te mutacije ukljuéene samo u 25% slucajeva. Opcenito
se smatra da osobe s mutacijom BRCA1 i BRCA2 imaju 80% vjerojatnost obolijevanja
od karcinoma dojke do svoje 70. g. Glavna uloga BRCA1 i BRCA2 je u popravcima
oStecenja DNA i sprije¢avanju stani¢ne proliferacije (13).

Stecene su somatske mutacije odgovorne za oko 90 do 95% karcinoma dojke.
Medutim, za sada se samo jedna somatska mutacija koristi u klinickom definiranju
raka dojke, a to je amplifikacija HER2/neu (14).

Kod Zena s prethodno udinjenim biopsijama dojke zbog benignih bolesti,
definirani su relativni rizici za nastanak karcinoma dojke. Benigna proliferativna bolest
dojke sa slikom atipi¢ne hiperplazije ima visoki relativan rizik (2,5-5,3), proliferativna
bolest bez atipije ima relativan rizik 1,6-2,2 dok za bolesti bez proliferacije rizika nema
ili je mali (0,9-1,5). Neinvazivni karcinomi nose visoki rizik za razvoj invazivnog
karcinoma i iznose 6,0 i viSe (10). Kod benignih se stanja dojke pokusavaju
identificirati razlicite molekule ¢ijom bi se analizom mogle izdvojiti one skupine Zena
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koje imaju vedi rizik za razvoj karcinoma dojke. Vec¢ina imunohistokemijskih markera
kao Sto su p53 i HER2/neu imaju relativni rizik 2 do 3 (9), a novija molekula koja se
pokazala obecavaju¢om u odvajanju visokorizicnih pacijentica za razvoj invazivnog
karcinoma unutar skupine pacijentica s atipicnom duktalnom hiperplazijom je
CEACAM-6 (engl. carcinoembryonic antigen cell adhesion molecule ) (15).

Unato¢ cinjenici da je karcinom dojke epidemioloski jedno od najvise
istrazivanih podrucja onkologije i da se znanje o epidemiologiji karcinoma dojke
neprestano poboljsava, prethodno nabrojeni rizicni ¢imbenici samo djelomi¢no mogu
objasniti visoku incidenciju raka dojke u populaciji. Danasnji ¢imbenici rizika su
korisniji za razumijevanje patogeneze karcinoma dojke, nego za utvrdivanje
definitivne preventivne strategije. Treba se nadati da ¢e daljnja istrazivanja s
epidemioloskim i genetskim pristupom dovesti do znacajnih pomaka, posebno zato
$to veéina Zena ima jedan ili viSe rizicnih ¢imbenika za rak dojke. Moguce je da
rezultat daljnjih istrazivanja bude kemoprevencija raka dojke u rizi¢énim skupinama, no
¢imbenici rizika, na koje Zene danas mogu najviSe utjecati, joS su uvijek prehrana i
nacin Zivota te bi njihovo reguliranje moglo dovesti do smanjenja rizika nastanka
bolesti (10, 11).

1.2. Klasifikacija karcinoma dojke

U posljednjih tridesetak godina predloZene su razlicite klasifikacije tumora
dojke koje su se mijenjale sukladno s novim spoznajama i koje su vise ili manje
prihvacali razli¢iti specijalisti koji se bave problematikom patologije dojke. Podjela
koja je sluzbeno prihvacena i koja se danas u svijetu najvise koristi je histoloska
klasifikacija tumora dojke po Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (1).

1.2.1. Histoloska klasifikacija tumora dojke po SZO (1).

I. Epitelni tumori
Mikroinvazivni karcinom
Invazivni karcinom
Invazivni karcinom bez posebnog tipa (engl. NST, of no special type)

Pleomorfni karcinom
Karcinom s osteoklasti¢nim tipom orijaskih stanica

Karcinom s koriokarcinomskim obiljezjima



Karcinom s melanomskim obiljezjima
Invazivni lobularni karcinom

Klasi¢ni lobularni karcinom

Solidni lobularni karcinom

Alveolarni lobularni karcinom

Pleomorfni lobularni karcinom

Tubulolobularni karcinom

MijeSani lobularni karcinom
Tubularni karcinom
Kribriformni karcinom
Mucinozni karcinom
Karcinom s medularnim karakteristikama

Medularni karcinom

Atipi¢ni medularni karcinom

Invazivni karcinom NST s medularnim karakteristikama
Karcinom s apokrinom diferencijacijom
Karcinom sa diferencijacijom u stanice tipa prstena pecatnjaka
Invazivni mikropapilarni karcinom
Metaplasti¢ni karcinom bez posebnog tipa

Adenoskvamozni karcinom niskog gradusa

Metaplasti¢ni karcinom nalik na fibromatozu (engl. fibromatosis like)

Planocelularni karcinom

Karcinom vretenastih stanica (engl. spindle cell carcinoma)

Metaplasti¢ni karcinom s mezenhimalnom diferencijacijom

Hondroidna diferencijacija
Osealna diferencijacija

Ostali tipovi mezenhimalne diferencijacije

MijeSani metaplasti¢ni karcinom



Mioepitelialni karcinom

Rijetki karcinomi

Karcinom s neuroendokrinim odlikama
Neuroendokrini tumor, dobro diferenciran
Neuroendokrini karcinom, slabo diferenciran (karcinom malih stanica)
Karcinom s neuroendokrinom diferencijacijom

Sekretorni karcinom

Invazivni papilarni karcinom

Mukoepidermoidni karcinom

Polimorfni karcinom

Onkocitni karcinom

Karcinom acinarnih stanica

Karcinom bogat lipidima (engl. lipid rich)

Karcinom svijetlih stanica bogat glikogenom

Sebacealni karcinom

Karcinom tipa Zlijezda slinovnica/koZnih adneksa
Cilindrom

Svijetlostanic¢ni hidradenom

Il. Epitelno-mioepitelni tumori

Pleomorfni adenom

Adenomioepiteliom

Adenomioepiteliom s karcinomom

Adenoid cisti¢ni karcinom

lll. Prekursorne lezije

Duktalni karcinom in situ

Lobularna neoplazija

Lobularni karcinom in situ

Klasi¢ni lobularni karcinom in situ



Pleomorfni lobularni karcinom in situ
Atipi¢na lobularna hiperplazija
IV. Intraduktalne proliferacijske lezije
Uobicajena duktalna hiperplazija
Lezije kolumnarnih stanica ukljucujuéi ravnu epitelnu atipiju
Atipi¢na duktalna hiperplazija
V. Papilarne lezije
Intraduktalni papilom
Intraduktalni papilom s atipiénom hiperplazijom
Intraduktalni papilom s duktalnim karcinomom in situ
Intraduktalni papilom s lobularnim karcinomom in situ
Intraduktalni papilarni karcinom
Ocahureni papilarni karcinom
Ocahureni papilarni karcinom s invazijom
Solidni papilarni karcinom
In situ
Invazivni
VI. Benigne epitelne proliferacije
Skleroziraju¢a adenoza
Apokrina adenoza
Mikroglandularna adenoza
Radijalni oZiljak/kompleksna sklerozirajuca lezija
Adenomi
Tubularni adenom
Mlije¢ni adenom

Apokrini adenom



Duktalni adenom

VIl. Mezenhimalni tumori

Nodularni fascitis, Hemangiom, Angiomatoza,

Pseudoangiomatozna stromalna hiperplazija,

Hemangiopericitom,
Miofibroblastom, Inflamatorni

miofibroblasti¢ni tumor, Dezmoidna fibromatoza, Lipom, Angiolipom, Granular cell

tumor, Neurofibrom, Svanom, Angiosarkom,
Osteosarkom, Leiomiom, Leiomiosarkom

VIII. Fibroepitelni tumori
Fibroadenom
Filodes tumor
Benigni
Bordeline
Maligni
Periduktalni stromalni tumor, "low grade"
Mamarni hamartom
IX. Tumori bradavice
Adenom bradavice
Siringomatozni adenom
Pagetova bolest bradavice
X. Maligni limfomi
Difuzni velikostanic¢ni B-stani¢ni limfom (DLBCL)
Burkittov limfom
T stani¢ni limfom

ALCL, ALK negativni

Liposarkom,

Extranodalni B-stanic¢ni limfom marginalne zone (MALT)

Folikularni limfom

XI. Metastatski tumori

Rabdomiosarkom,



XIl. Tumori dojke u muskaraca
Ginekomastija
Karcinom

Invazivni

Neinvazivni
XIll. Klinicki entiteti
Inflamatorni karcinom

Bilateralni karcinom dojke

Karcinom dojke moZe nastati iz duktalnog (90%) ili lobularnog epitela (10%), a
dijeli se na one koji nisu probili bazalnu membranu (neinvazivni) i na one koji to jesu
(invazivni). Navedena je podjela sluzbeno prihvacena od vecine strucnjaka koji
dijagnosticiraju i lijeCe tumore dojke, a njezina je prednost u pojednostavljenju i
korektnim nazivima prethodno nejasno definiranih histoloskih tipova tumora.
Klasifikacija Svjetske zdravstvene organizacije je jednostavnija od prijasnjih, a
histoloSka je slika u mnogim slucajevima povezana s klinickim ponaSanjem tumora.
Ona omogucava proucavanje epidemiologije raka dojke, patologije po zemljopisnoj
pripadnosti populacije i kontrolu onkoloske terapije (1).

Nedostatak ove klasifikacije je u tome Sto definira samo osnovne
patohistoloske znacajke tumora. Grada tumora nije jednostavna jer su tumori
ponekad patohistoloski razli¢iti pa postoje znatne varijacije u pojavnosti zrelih, dobro
diferenciranih i nezrelih, slabo diferenciranih tumora. Histoloska slika malignih
tumora nije uvijek u skladu s bioloSkim ponasanjem tumora pa je i davanje prognoze
na temelju histoloSkog izgleda ponekad nesigurno. Unato¢ nedostacima, ova
klasifikacija znaci veliki korak naprijed i prihvatljiva je u svakodnevnom rutinskom
radu (1).

1.2.1.1. Invazivni karcinom bez posebnog histoloskog tipa (NST, engl. no special
type)

Invazivni karcinom bez posebnog histoloskog tipa, poznat i kao duktalni NST,
definira se kao karcinom dojke cija histoloSka slika ne odgovara niti jednom
posebnom tipu karcinoma te se dijagnoza postavlja iskljuc¢ivanjem. Termin se duktalni
karcinom napusta jer se time Zeli naglasiti kako ovaj tip karcinoma ne nastaje
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isklju¢ivo od duktalnog dijela terminalne duktalno-lobularne jedinice (TDLU) te se
jedinica mora shvacati kao cjelina. Ova skupina invazivnih karcinoma je najveca
skupina invazivnih tumora dojke i €ini 40 - 75% patohistoloskih nalaza. Da bi se tumor
mogao klasificirati kao NST, vise od 50% tumorske mase mora imati histoloSke
osobine ovog tumora. U protivnom se klasificira kao mijeSani invazivni karcinom.
Karakterizira ga prisustvo malignih stanica izvan duktalno-lobularnih jedinica i invazija
strome. Za njega je tipi¢an i gubitak pravilnih struktura koje se inace vide unutar
tumora specijalnih tipova te vrlo raznolika histoloska slika s obzirom na izgled stanica,
izgled strome, rubove tumora i na zastupljenost intraduktalne komponente. Ovaj tip
raka dojke Cesto je udruzen s drugim specifiénim karcinomima, ali specifi¢na struktura
ne smije biti prisutna u vise od 50% tumorske mase. Makroskopski mogu biti zrakasti
ili nodularni, a radi obilne dezmoplasticne strome su tvrdi na presjeku te su se zbog
toga prije nazivali sciroznim karcinomima (gr¢. skirros, tvrd). Postoje i rijetki podtipovi
invazivnog NST karcinoma kao Sto su pleomorfni i karcinom s osteoklasti¢nim tipom
stanica. Vrlo rijetki podtipovi uklju¢uju karcinom s koriokarcinomskim i melanomskim
karakteristikama (1).

Slika 2. NST karcinom dojke s brojnim tubularnim strukturama
(nuklearni gradus 2, histoloski gradus 1), HE x 100 .

Pleomorfni karcinom je rijetka varijanta invazivnog NST karcinoma s velikim,
bizarnim, ponekad i multinuklearnim tumorskim stanicama koje ¢ine barem 50%
histoloSke slike pregledanog tumora. Tipicno ima histoloski i nuklearni gradus 3 i
visok proliferacijski indeks tumorskih stanica (1).

Histoloski se u karcinomu s osteoklasticnim tipom orijaskih stanica vide
tumorske stanice nalik na osteoklaste koje se nalaze u obilno vaskulariziranoj i
inflamatornoj vezivnoj stromi. Ultrastrukturnim i imunohistokemijskim analizama je
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pokazano da su orijaske stanice histiocitnog porijekla (CD68+, S100-, CK -, EMA -).
Ovaj podtip tumora ima nesto bolju prognozu od obi¢nog NST-a. Prognoza ovisi o
karakteristikama prateéeg tumorskog tkiva, a ne i o multinuklearnim orijaskim
stanicama (1).

Kako se radi o heterogenoj grupi tumora, unutar koje se nalazi Siroki spektar
prognosticki povoljnih do izrazito nepovoljnih karcinoma, prognoza se procjenjuje
individualno, prema prognostickim i prediktivnim ¢imbenicima. Prognoza NST nesto je
loSija nego prognoza ostalih tipova invazivnih karcinoma dojke i desetogodisnje
prezivljenje iznosi 35-50% (1).

1.2.2. TNM Kklasifikacija karcinoma dojke

Rezultati lijecenja i procjena ishoda lijeenja jo$ su uvijek u najvecoj mijeri
temeljeni na poznavanju proSirenosti bolesti. Danas se primjenjuje TNM klasifikacija
Medunarodne unije za borbu protiv raka (UICC, franc. Union Internationale Contre le
Cancer) i Americkog udruzenja za rak (AJCC, engl. American Joint Committee on
Cancer). Prvo je izdanje izaslo 1977. g., a danas je u upotrebi sedmo izdanje iz 2010. g.
(16). Klasifikacija opisuje veli¢inu tumora (T), zahvaéenost regionalnih limfnih ¢vorova
(N) i postojanje udaljenih metastaza (M), (tablica 1). Na temelju TNM Kklasifikacije,
karcinom dojke se svrstava u Cetiri stadija (tablica 2). Klinicki TNM stadij ima "c"
prefiks. Zbog sve Ce$ée uporabe i prognostickog utjecaja neoadjuvantne terapije,
prefiks "yp" stavlja se u TNM Kklasifikaciju kod pacijentica koje su bile podvrgnute
terapiji. Neoadjuvantna terapija ne mijenja klini¢ki stadij bolesti prije tretmana.
Biopsija tankom iglom (engl. FNA, fine needle aspiration) i biopsija limfnog ¢vora prije
neoadjuvantne terapije oznacava se prefiksom "f", odnosno "sn". Metastaze koje se
otkriju biopsijom ili aspiracijom klasificirane su kao makrometastaze (N1).
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Tablica 1. TNM klasifikacija (16).

T - primarni tumor

Tx ne moze se ustanoviti postojanje primarnog tumora u dojci

TO bez klinicki evidentnog tumora

Tis karcinom in situ (DCIS, LCIS, Paget bez evidentnog karcinoma)

T1 tumor 20 mm ili manyji

T1 mic tumor 1 mm ili manje

Tla tumor >1 mm, ali<5 mm

Tlb tumor >5 mm, ali< 10 mm

Tlc tumor > 10 mm, ali <20 mm

T2 tumor > 20 mm, ali < 50 mm

T3 tumor >50 mm

T4 tumor bilo koje veli€ine s izravnim Sirenjem na torakalnu stijenku ili u
kozu

T4a tumor se Siri na torakalnu stijenku bez zahvaéanja pektoralnog misica

Tab tumor dovodi do ulceracije koZze dojke, edema ili stvara satelitske
kozne ¢voric¢e ograni¢ene na istu dojku

T4c oboje prethodno navedeno (T4a i T4b)

T4d inflamatorni karcinom dojke

N - regionalni limfni ¢vorovi

Nx ne moZze se ustanoviti zahvaéenost regionalnih limfnih ¢vorova

NO limfni ¢vorovi nisu zahvaceni tumorom

N1 zahvaceni istostrani pazusni limfni ¢vorovi koji su pomicni

N2a zahvacdeni istostrani pazusni limfni ¢vorovi, prirasli medusobno ili na druge
strukture
zahvacenost samo klinicki evidentnih istostranih limfnih ¢vorova uz unutarnju

N2b mamarnu arteriju, a bez klinicki evidentnih metastaza u aksilarne limfne
¢vorove

N3a zahvacenost ipsilateralnih infraklavikularnih limfnih ¢vorova

N3b zahvaceni istostrani limfni ¢vorovi uz unutarnju mamarnu arteriju i aksilami
limfni ¢vorovi

N3c zahvacenost istostranih, supraklavikularnih limfnih ¢vorova
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M - udaljene metastaze

MO bez klinickih i radioloskih dokaza za udaljene metastaze
bez klinickih i radioloskih dokaza za udaljene metastaze, ali mikroskopom ili
molekularnim metodama su depoziti tumorskih stanica otkriveni u krvi,
cMO(i+) | kosStanoj srzi ili drugim, neregionalnim limfnim ¢vorovima. Nakupine
tumorskih stanice ne smiju biti ve¢e od 0,2 mm, a pacijenti moraju biti bez
simptoma ili znakova metastatske bolesti.
M1 udaljene metastaze, veée od 0,2 mm.

Odredivanje patoloskog stadija limfnih évorova (pN)

pNX zahvacenost regionalnih limfnih ¢vorova se ne moZe ustanoviti
pNO histoloski bez metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima
oNO(i-) histolo§.ki bez miatastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima, negativan nalaz
imunohistokemije
izolirane tumorske stanice u limfnim ¢vorovima tj. male nakupine tumorskih
pNO(i+) stanica ne vece od 0,2 mm ili 200 stanica u nakupinama na HE ili
imunohistokemijskom preparatu
oNO(mol-) histoloski bez metcastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima, negativan nalaz
molekularne analize (RT-PCR)
histoloski bez metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima, ali je nalaz
pNO(mol+) . .
molekularne analize pozitivan
pN1 obuhvaca kako slijedi:
pN1mi mikrometastaze, Zarista od 0,2 do 2 mm
oN1a metastaze u 1 do 3 ipsilateralna limfna ¢vora, bar jedno Zariste vece od 2
mm
metastaze u ¢vorovima uz unutarnju mamarnu arteriju koje su se detektirale
pN1b biopsijom limfnog ¢vora Cuvara (engl. sentinel lymph node), a nisu bile
klinicki evidentne
pNilc obuhvaca pNlaipN1lb
pN2 obuhvaca kako slijedi:
pN2a metastaze u 4-9 pazusnih limfnih ¢vorova (bar jedno Zariste ve¢e od 2 mm)
oN2b metastaze u klini¢ki pozitivnim limfnim ¢vorovima uz unutarnju mamarnu
arteriju uz odsutnost metastaza u pazusnim limfnim ¢vorovima
pN3 metastaze u ¢vorovima kako slijedi:
oN3a metastaze u 10 i viSe pazusnih limfnih ¢vorova ili u infraklavikularnim limfnim
¢vorovima (regija lll pazusnih limfnih ¢vorova)
metastaze u klini¢ki pozitivnim ipsilateralnim limfnim ¢vorovima uz unutarnju
mamarnu arteriju uz metastaze u jedan ili viSe pazusnih limfnih ¢vorova; ili
pN3b metastaze u viSe od tri pazusna limfna ¢vora i metastazama u ¢vorovima uz
unutarnju mamarnu arteriju koje su se detektirale biopsijom limfnog ¢vora
cuvara, a nisu bile klinicki evidentne.
pN3c metastaze u ipsilateralnim, supraklavikularnim limfnim ¢vorovima.
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Tablica 2: Klini¢ki stadiji karcinoma dojke (16).

Stadij 0 Tis NO MO
Stadij IA T1* NO MO
Stadij IB T0 N1mi MO
T1* N1mi MO
StadijllA T0 N1** MO
T1 N1** MO
T2 NO MO
Stadij liIB T2 N1 MO
T3 NO MO
Stadij llIA T0 N2 MO
T1* N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
Stadij lliB T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
Stadij llIC bilo koji T | N3 MO
Stadij IV bilo koji T | bilo koji N M1

* ukljucuje i T1mi
**T0iT1 tumoris nodalnim mikrometastazama su uvrsteni u IB stadij

Stadij I: tumor < 2 cm, bez zahvacenosti pazusnih limfnih ¢vorova i bez udaljenih

metastaza; ukljucuje takoder i DCIS s mikroinvazijvom.

Stadij Il: tumor > 2, ali < 5 cm bez metastaza u limfne ¢vorove.

Stadij lll: tumor bilo koje veli¢ine s metastazama u fiksirane pazusne limfne ¢vorove;

tumor zahvaca kozu ili je fiksiran za prsnu stjenku; tumor bilo koje veliCine s

metastazama u supraklavikularne limfne ¢évorove.

Stadij IV: postojanje udaljenih metastaza, uz bilo koju veli¢inu tumora i bilo koji status.
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1.2.3. Molekularna klasifikacija raka dojke

Danas se dijagnostika i lije¢enje malignih tumora sve vise usmjeravaju prema
individualiziranom pristupu. Svaki je tumor, pa tako i karcinom dojke, jedinstven u
molekularnom smislu, u svome mikrookoliSu i u interakciji unutar neoplasti¢nih i
domacdinskih stanica. Rak dojke je heterogena skupina bolesti koja obuhvaca brojne
bioloske entitete sa specificnim patoloskim obiljeZjima, posljedicnim razli¢itim
bioloskim ponasanjem i klinickim ishodom. Unato¢ Cinjenici da su tumori jedinstveni,
tumorska klasifikacija i molekularna dijagnostika krecu od pretpostavke da sli¢ni
tumori nastaju, razvijaju se i ponasaju sli¢no. Polazeci od ove Cinjenice, molekularnim
analizama moZzemo bolje klasificirati tumore i samim time se pribliZiti pravoj
personaliziranoj medicini (1, 17). Razvojem genomike i simultanom analizom tisuca
gena (DNA mikroCipovi, engl. microarrays), ustvrdilo se kako postoji nekoliko
podtipova karcinoma dojke s razli¢itim genskim profilom, razli¢itom prognozom i
odgovorom na terapiju. Ovakva je raznolikost izazov za stvaranje klasifikacije tumora
koja bi imala klinicku vrijednost u prognostickom i prediktivnom smislu. S obzirom na
profil genske ekspresije, postoji bar pet podtipova karcinoma dojke: luminalni tip A
(LumA), luminalni tip B (LumB), "basal like" tip, HER2 tip (s prekomjernom
ekspresijom HER2/neu onkogena) i tip karcinoma nalik na normalnu dojku. Noviji
molekularni tipovi su dva ER negativna tipa, apokrini i "claudine low" tip, ali njihova se
klini¢ka vrijednost tek mora ustvrditi (1).
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Slika 5. Primjer multigenske analize ,"DNA microarray", fluorescentna detekcija gena
(dostupno na http://www.microarrays.com).
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Najcesdi je luminalni podtip, koji je dobio ime zbog slicnosti genetskog profila s
luminalnim stanicama normalne dojke. Cine ga hormonski ovisni tumori, a moze se
podijeliti u barem dvije podskupine: luminalni tip A i luminalni tip B. Luminalni tip A
¢ine tumori s visokom ekspresijom gena za estrogenske receptore, izrazenim genima
za citokeratine niske molekularne mase, niskim histoloSkim gradusom, niskom
izrazeno$éu gena proliferacije i ukupno odlic(nom prognozom. Karcinomi dojke
luminalnog B tipa imaju pozitivhe ER, varijabilnu izrazenost HER2/neu, varijabilni
stupanj proliferacije, a uglavnom su slabije diferencirani i loSije prognoze od
luminalnog tipa A. Prvi tip luminalnog B karcinoma ima pozitivhe estrogenske
receptore, Ki67 veéi od 14% te je Her2 negativan. Drugi tip luminalnog B karcinoma
ima pozitivne estrogenske receptore, pozitivan Her2/neu te bilo koju vrijednost
proliferacijskog indeksa (1, 18).

ER negativni subtipovi ukljuCuju tip HER2 pozitivni i "basal like" tumore.
Visokog su proliferacijskog indeksa i histoloSkog gradusa, ¢eS¢e imaju pojacanu
ekspresiju p53 i loSijeg su ishoda (1, 18).

U molekularnoj studiji Parkera i suradnika na 761 uzorku karcinoma dojke,
pokazano je da se u 82% uzoraka radilo o ER pozitivnim tumorima. 73% ER pozitivnih
tumora pripadalo je luminalnim skupinama, 11% HER2 pozitivnoj skupini, 5% "basal
like" i 7% skupini nalik na normalnu dojku. U ER negativnoj skupini, 11% ih je bilo u
luminalnom tipu A i B, 32% je bilo Her2 pozitivnih, 50% "basal like" i 77% nalik na
normalnu dojku. Vazno je naglasiti da su intrinzi¢ni molekularni podtipovi imali razlicit
utjecaj na preZivljenje bez znakova bolesti kod pacijentica koje nisu bile podvrgnute
adjuvantnoj kemoterapiji. U multivarijatnoj analizi sa standardnim prognostickim
faktorima, molekularni su podtipovi zadrzali statisticku znadajnost u utjecaju na
prezivljenje bez znakova bolesti, a pokazali su se kao prediktori sa senzitivhos$cu i
specificnoséu 94%, odnosno 57% u procjeni odgovora na neoadjuvantnu
kemoterapiju (18).

1.3. Dijagnostika karcinoma dojke

Prije slikovnih metoda dijagnostike, lije€enje karcinoma dojke u potpunosti se
oslanjalo na simptomatske tumore. Danas se, zbog ucestalijeg koriStenja mamografije
i veCe spoznaje pacijenata o simptomima karcinoma, tumor moze otkriti u stadijima
koji su puno povoljniji za lijeCenje. Otkrivanje raka dojke u ranim stadijima utjece
istodobno i na odabir nacina lije¢enja (19).

Probir (engl. screening) je pregled grupe ljudi sa svrhom otkrivanja bolesti ili
pronalazenja one skupine ljudi koji imaju povecani rizik za nastanak bolesti (20). AJICC
za probir raka dojke kod asimptomatskih Zena preporu¢a mamografiju svake godine,
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pocevsi od 40. g. starosti; klinicki pregled svake tre¢e godine u dobi od 20 do 39 g. i
svake godine od 40. g. Zivota; samopregled dojki pocevsi od 20. g. Zivota te
razmatranje ranijih i ¢e$éih metoda probira i koriStenje dodatnih testova probira kod
Zena s povecanim obiteljskim rizikom (10).

Svijest se Zena o karcinomu dojke povedala te je samopregled dojke jedan od
uzroka otkrivanja bolesti u povoljnijim klinickim stadijima. Samopregled dojke ima
senzitivnost 12 do 41 % (3, 21).

Inicijalni dijagnostic¢ki postupak kod Zena koje imaju simptome u dojci prati
nacelo tzv. trodijelne dijagnostike (engl. tripple test) koju cine klini¢ki pregled,
slikovna dijagnostika (mamografija/ultrazvuk) i tkivna analiza (citoloska analiza
tankom iglom ili patoloska analiza Sirokom iglom)(22, 23).

Temeljna orijentacijska dijagnosticka metoda je klinicki pregled i prema njoj se
planira potreba za daljnjom dijagnostikom. Klinicki pregled dojke ima senzitivnost od
40% do 69% i specificnost 88% do 99% te se Zenama starijim od 35 godina savjetuje
da ga naprave jednom godisnje. Dok je u sedamdesetogodiSnjakinja oko tri ¢etvrtine
jasno palpabilnih ¢vorova maligne etiologije, kod Zena mladih od 25 godina
mogucnost postojanja zlo¢udnog palpabilnog ¢vora gotovo je jednaka nistici. Oko 10%
karcinoma otkriva se samo klinickim pregledom (21, 24, 25).

Mamografija je joS uvijek zlatni dijagnosticki standard i slikovna dijagnosticka
metoda izbora u probiru, sa svrhom otkrivanja suspektnih tvorbi sa Sto veéom
senzitivno$c¢u. Treba paziti na ¢injenicu da se oko 10% palpabilnih oblika ne uspijeva
otkriti na mamografiji te negativan mamografski nalaz nije dovoljan za iskljucivanje
maligniteta u klinicki simptomatske pacijentice (10). Mamografija je pogodna za
"sekundarnu prevenciju", koja putem probira zdrave populacije, utjeCe i mijenja
krajnji ishod pacijentica s karcinomom dojke. Primjena mamografskog probira kod
Zena iznad 50. g. Zivota, neovisno o postojanju drugih rizicnih ¢imbenika, reducira
smrtnost od karcinoma dojke za oko 30% (26). U svrhu standardizacije i uniformnosti
radioloSkih mamografskih nalaza, Americko drustvo za radiologiju je uvelo tzv. BI-
RADS (engl. Breast Imaging Reporting and Data System) sistem bodovanja lezija koji
ima pet kategorija: negativan nalaz, benigna promjena, vjerojatno benigna promjena,
sumnja na abnormalan nalaz te nalaz izrazito suspektan na malignitet (27).

Od 2002. g. Americko drustvo za prevenciju (engl. United States Preventive
Services Task Force) sve viSe preporuca koristenje digitalne mamografijije i magnetske
rezonance kod probira Zena s povecanim rizikom za obolijevanje od karcinoma dojke.
lako su velike studije pokazale sliénu dijagnosti¢ku vrijednost konvencionalne i
digitalne mamografije, preporuca se koristiti digitalnu metodu kod Zena mladih od 50
godina i kod dojki s ve¢om gustocom tkiva. Senzitivnost mamografskog probira je 77%
do 95%, a specifitnost 94% do 97%. Na specifi¢nost i senzitivnost mogu utjecati brojni
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faktori koji ukljucuju dob Zene, vrijeme od prethodnog pregleda, gustoca tkiva dojke,
oprema i stru¢nost radiologa. Kontroverznost same metode mamografije postoji zbog
njenih nezeljenih ucinaka koji uklju¢uju lazno pozitivne i lazno negativne nalaze te
ucinak ionizirajuéeg zra€enja. Lazno pozitivni rezultati ¢es¢i su kod mladih Zena, a
mogu uzrokovati anksioznost Zene i dovesti do novih, invazivnih metoda dijagnostike.
Lazno negativni nalazi javljaju se rjede i nesto su ¢es¢i kod Zena starijih od 70 godina.
Kod DCIS-a i lezija, koje ne bi ni progredirale u karcinom, moguce je i
predijagnosticiranje, pogotovo kod mladih Zena. Stetan ucinak mamografije je i
zraCenje Cime se povecava rizik za razvoj karcinoma dojke. Za povecanje rizika
potrebne su puno vece doze zracenja od doza koje se koriste pri pregledu. Medutim,
redovita mamografija moze pridonijeti kumulativnim dozama zradenja zbog nekih
drugih dijagnostickih i/ili terapijskih zahvata (21). Integrirana se 2D i 3D mamografija
u novoj STORM studiji pokazala boljom od konvencionalne mamografije u smislu
manje lazno pozitivnih rezultata, ali su nuzni daljnji klinicki randomizirani pokusi da bi
se metoda uvrstila u rutinske metode probira (28).

Ultrazvuk se u proteklih dvadesetak godina izborio za mjesto komplementarne
dijagnosticke metode u dijagnostici karcinoma dojke. Primjenjuje se za evaluaciju
promjena u mamografski gustim dojkama, dijagnosti¢ko razludivanje i identifikaciju,
daljnju procjenu cistiénih promjena i intervencijske zahvate. Zbog ogranicene se
osjetljivosti u otkrivanju neinvazivnih karcinoma i malih invazivnih karcinoma ne
preporuca kao izbor metode probira kod mamografski gustih dojki. Za klasifikaciju
nalaza koristi se i BI-RADS sistem (21, 27, 29, 30).

Magnetska rezonanca nije rutinska metoda probira zbog ograni¢enog pristupa
i visokih troskova pregleda. Primjenjuje se kao komplementarna metoda samo u
odabranoj skupini Zena. Dobra je metoda za otkrivanje okultnih karcinoma kod
pacijentica s pozitivnim istostranim pazu$nim limfnim ¢vorovima ili s distalnim
metastazama, za razlucivanje oziljnog tkiva od povrata bolesti u prethodno lijecenih
Zena te za planiranje postednog operativnog zahvata radi preciznog odredivanja
velicine tumora, multifokalnosti i eventualne bilateralnosti. AJCC preporuca
koristenje magnetske rezonance kod probira Zena s poveéanim rizikom za
obolijevanje od karcinoma dojke (21, 31-35).

Galaktografija je korisna metoda koja se primjenjuje u dijagnostici intra i
periduktalnih patoloskih zbivanja radi lokalizacije i vizualizacije promjena ¢ime se
izbjegava nedovoljno ili preveliko kirurSko odstranjenje tkiva. Indicirana je kod
patoloSke sekrecije na izvodni mlijecni kanali¢, najées¢e u kombinaciji s citoloskim
razmazom. Retrogradnom instilacijom kontrasta i oslikavanjem na mamografu je
moguce odrediti prirodu, mjesto i veli€inu lezije koja dovodi do sekrecije iz bradavice
(36, 37).
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Citoloska punkcija tankom iglom (engl. fine-needle aspiration cytology - FNAC)
i biopsija Sirokom iglom (engl. core needle biopsy - CNB) dvije su Siroko prihvacene
patoloSke metode u dijagnosticiranju bolesti dojke. FNAC je minimalno invazivna

.....

manje su nuspojave i nalazi su dostupni relativno brzo.

Perkutana biopsija Sirokom iglom je nekirursko uzimanje tkiva za histoloSku
analizu, a osnovna prednost metode u odnosu na FNAC je $to daje patohistoloSke
podatke i moguénost imunohistokemijske analize. Specifiénost i senzitivnost FNAC i
CNB su za dijagnosticiranje invazivnih karcinoma sli¢ne, medutim, zbog znatno nize
specificnosti i senzitivnosti u dijagnosticiranju suspektnih lezija, atipi¢nih i
fibroepitelnih promjena, uloga FNAC-a je danas upitna. Takoder, pokazalo se da je
FNAC u samo 30% slucajeva bila tocna dijagnosticka metoda kod lobularnih i
tubularnih karcinoma. Zbog toga je veéina ustanova u razvijenom svijetu, pogotovo u
SAD-u, Velikoj Britaniji i Kanadi napustila FNAC kao dijagnosti¢ku metodu. Osim niske
specificnosti i senzitivnosti, kod FNAC-a postoji i veliki broj neadekvatnih uzoraka,
posebno kod nepalbabilnih lezija dojke (38-42).

.....

B1- normalno tkivo dojke

B2- benigne lezije

B3- lezije s nepoznatim malignim potencijalom
B4- nalaz suspektan na malignitet

B5- maligni tumor; a-in situ; b-invazivni; c-invazivni status neodreden; d-drugi maligni
tumori dojke.

Posljednjih godina pratimo veliki razvoj novih, komplementarnih metoda u
dijagnostici zlo¢udnih bolesti dojke. No njihova prakti¢na vrijednost i pomo¢ pri
definitivnom dijagnostickom odludivanju za sada nije znacajna. Metode oslikavanja
dojke iz podrucja nuklearne medicine mogu posluziti za utvrdivanje metabolizma
stanica unutar dojke. Pozitronska emisijska tomografija (PET) s 18F-
fluorodeoksiglukozom je korisna za proucavanje metabolizma glukoze dok je 99mTc-
sestamibi koristan izvor informacija o mitohondrijskoj funkciji stanica. Pojavljuju se i
dijagnosticke metode koje pruzaju dodatne informacije o molekularnim i
metaboli¢kim procesima te o promjenama koje se dogadaju u tkivu dojke. Neke od
njih su spektroskopija magnetskom rezonancom (MRS), elastografija, termografija i
optoakusticko oslikavanje (44).
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1.4. Prognosticki i prediktivni cimbenici karcinoma dojke

Zbog izrazite bioloSke heterogenosti karcinoma dojke koja se ocituje u klinic¢koj
raznolikosti, odredivanje klini¢kih i patoloskih prognostickih i prediktivnih ¢imbenika
pomaze u procjeni prognoze pacijentica i individualiziranju lije€enja. Prognosticki se i
prediktivni Cimbenici koriste kako bi se izdvojila podgrupa pacijentica s dobrom
prognozom kojoj nije potrebno adjuvantno sustavno lije¢enje, podgrupa s gorom
prognozom koju je potrebno lijeciti agresivnijim pristupom te kako bi se donijela
odluka o lije¢enju koje ¢e biti najucinkovitije za pojedinu pacijenticu (45, 46).

Prognosticki ¢cimbenici predstavljaju osobitost tumora ili pacijentice u vrijeme
postavljanja dijagnoze. Oni, neovisno o adjuvantnoj sistemnoj terapiji odreduju ili

koreliraju s prirodnim tijekom i ishodom bolesti te su time odraz agresivnosti tumora.

Prognosticki ¢imbenici upuéuju na invazivni i metastatski potencijal zloéudne bolesti
te daju podatke o vjerojatnosti pojave povrata bolesti i prezivljenju. Posljednjih
dvadesetak godina testiran je niz potencijalnih molekularnih prognostickih ¢imbenika,
no samo su neki od njih nasli primjenu u klinickoj praksi. Smatra se kako bi
potencijalni prognosticki ¢imbenici karcinoma dojke trebali imati zna¢ajnu i neovisnu
vrijednost potvrdenu u klinickim studijama, a utvrdivanje njihove prisutnosti bi
trebalo biti to¢no, pouzdano, jednostavno, reproducibilno i specifi¢no. | dok jos uvijek
niti jedan cimbenik ne ispunjava sve navedene kriterije, neki su se ipak pokazali
korisnima u klinickoj praksi (46-48).

Prediktivni ¢imbenici su osobitost tumora koja upuéuje na vjerojatnost ili
odsutnost odgovora na specificnu terapiju. Najbolji primjer prediktivhog markera su
estrogenski receptori koji predvidaju odgovor na hormonalnu terapiju u adjuvantnom
ili neoadjuvantnom hormonskom lije¢enju. Ja¢a ekspresija znaci i bolji odgovor na
hormonalnu terapiju, a time su estrogenski receptori slabi prognosticki ¢imbenik za
povoljniji ishod bolesti i jaki prediktivni c¢imbenik na hormonalnu terapiju.
Prekomjerna ekspresija HER2/neu je prognosticki faktor za losiji ishod bolesti i jaki
prediktivni ¢imbenik u lije€enju trastuzumabom. Dakle, neki od c¢imbenika imaju
istodobno dobru prognostic¢ku i prediktivnu vrijednost (46-48).

Odredivanje prognostickih i prediktivnih ¢imbenika je kod karcinoma dojke
postalo neizostavan dio patohistoloskog nalaza na temelju kojega se donosi odluka o
daljnjem lijeéenju pacijentica. Trenutno se u klinickoj praksi kao prediktivni i
prognosticki patoloski ¢imbenici koriste veli¢ina tumora, status pazusnih limfnih
¢vorova, histoloski podtip, nuklearni i histoloski gradus, proliferacijski indeks Ki67,
status steroidnih receptora, amplifikacija ili prekomjerna ekspresija HER2/neu, a uz
njih postoje i multiparametrijske analize ekspresije gena (46).
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Uz opisane se ¢imbenike u klinickoj praksi kao prediktivni i/ili prognosticki
¢imbenici sve viSe upotrebljavaju limfo-vaskularna invazija, biljezi proliferacije tumora
kao Sto je ciklin E, zatim urokinazni aktivator plazminogena uPA/PAI-1, receptor za
EGF i drugi faktori kao Sto su p53, TGFa, bcl-2, pS2 i katepsin D. Dok je zahvac¢enost
pazusnih limfnih ¢vorova dominantni prognosticki indikator razvoja diseminacije
bolesti, ostali prognosticki Cimbenici odrazavaju rizik za veé prisutne okultne
metastaze (46).

Dob

Brojne studije koje su istraZivale utjecaj dobi i prezivljenja kod karcinoma dojke
su male i pokazale su oprecne rezultate. Nekoliko je velikih studija pokazalo da je
mlada Zivotna dob znacajan prediktor recidiva bolesti i smrti te su karcinomi u mladoj
Zivotnoj dobi povezani s c¢eSéim nepovoljnim patohistoloskim karakteristikama
tumora, kao Sto su slaba diferencijacija, prisutna limfovaskularna invazija,
zahvacenost limfnih ¢vorova, visoki proliferacijski indeks i negativnost hormonskih
receptora (46, 49).

Velicina tumora

Veli¢ina tumora jedan je od najjacih prognostickih ¢imbenika karcinoma dojke,
pogotovo kod Zena s negativnim limfnim ¢vorovima. Ucestalost nodalnih metastaza
kod pacijenata s tumorima manjim od 1 cm je 10% do 20%, a pacijentice sa
negativnim limfnim ¢vorovima imaju desetogodisnje preZivljenje oko 90%. Prognoza
se pogorsava s velicinom tumora, ali je zanimljivo da jako veliki tumori (veéi od 5cm)
imaju nesto bolju prognozu od srednje velikih tumora (3-4,9 cm) (45, 46, 50).

Status limfnih ¢vorova

Status limfnih ¢vorova ostaje najvazniji prognosticki i prediktivni cimbenik kod
prezivljenja sa i bez znakova bolesti. U usporedbi s 80% pacijentica s pozitivnim
limfnim ¢vorovima, samo ée 20% pacijentica s negativnim limfnim ¢vorovima razviti
recidiv bolesti unutar 10 godina. Broj zahvaéenih limfnih ¢vorova je takoder bitan
prognosticki ¢imbenik te pacijentice s 4 i viSe pozitivnih ¢vorova imaju jo$ loSiju
prognozu. Prognosticki je vaina i veliéina metastaza unutar limfnih ¢vorova.
Makrometastaze su depoziti veéi od 2 mm, mikrometastaze od 0,2 mm do 2 mm, a
izolirane tumorske stanice su Zarista manja od 0,2 mm. Nekoliko je retrospektivnih
studija pokazalo da se prognoza pacijentica s nalazom mikrometastaza u limfnim
¢vorovima ne razlikuje od prognoze pacijentica s negativnim nalazom limfnih ¢vorova.
Druge studije pokazuju razliku u prognozi tih dviju skupina te se prognoza pacijentica
s mikrometastazama nalazi izmedu prognoze pozitivnih i negativnih limfnih ¢vorova.
U novije je vrijeme u klini¢koj praksi, kao alternativa disekciji aksile, sve popularnija
metoda analize limfnog ¢vora Cuvara (engl. sentinel lymph node-SLN). Metoda
omogucava izvodenje postednijeg zahvata, smanjenje postoperativhog morbiditeta i
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veéu moguénost detekcije mikrometastaza s obzirom na detaljniju patohistolosku
analizu ¢vora. Biopsija limfnog Cvora Cuvara pokazala se osobito dobra metoda kod
pacijentica s malim primarnim tumorom. Ako se metastaza nade, preporuca se daljnja
disekcija aksile (45, 46, 50).

Histoloski i nuklearni gradus

Histoloski je gradus vazan ¢imbenik koji omogucava prognosticko stupnjevanje
tumora unutar odredenog stadija bolesti. Buduéi da je odredivanje stupnja
diferenciranosti pod utjecajem subjektivne procjene patologa s posljedi¢no loSom
reproducibilnos¢u, standardizirani su objektivniji nacini stupnjevanja. Danas je najvise
u upotrebi Scarf-Bloom-Richardsonova metoda, odnosno njezina modifikacija po
Elstonu i Ellisu tzv. Nottingham Combined Histologic Grade (NCHG) koja daje kriterije
za ocjenjivanje morfoloskih osobitosti: stvaranja tubula, nuklearnog pleomorfizma i
broj mitoza. Tumorima s tubularnom histoloskom slikom u vise od 75% tumorskog
tkiva dodijeljuje se jedan bod, od 10% do 75% 2 boda i manje od 10% 3 boda.
Nuklearni pleomorfizam ocijenjuje se prema sli¢nosti tumorskih stanica s urednim
jezgrama tkiva dojke te se relativno malim i jednoli¢énim dodijeljuje jedan bod, a
krupnim, polimorfnim jezgrama tri boda. Dva boda se dodijeljuju jezgrama izmedu
ove dvije skupine. Mitoze se broje u proliferacijski najaktivnijim podrucjima tumora na
deset vidnih polja velikog poveéanja, a bodovi od 1 do 3 dodijeljuju se ovisno o
veli¢ini vidnog polja. Bodovi se zbrajaju te njihov krajnji zbroj odreduje gradus
tumora:

3-5 bodova : Gradus | - dobro difrencirani tumor
6-7 bodova: Gradus Il - srednje diferencirani tumor
8-9 bodova: Gradus Il - slabo diferencirani tumor

Pacijentice s dobro diferenciranim tumorima imaju 5-godisnje prezivljenje oko
75%. Oko 53% pacijentica sa srednje diferenciranim tumorima prezivi 5 godina dok
kod pacijentica sa slabo diferenciranim tumorima 5-godisnje preZivljenje iznosi 31%.

Prognostic¢ka vrijednost histoloSkog gradusa raste u kombinaciji s drugim
prognostickin Cimbenicima, na temelju Cega je napravljen tzv. Nottinghamski
prognosticki index (NPI). NPI na temelju histoloskog gradusa, veli¢ine tumora i statusa
limfnih ¢vorova, definira daljnje tri prognosticke grupe: dobra, osrednja i losa (45, 46,
50, 51).

Histoloski tip tumora

Histoloske karakteristike invazivnih karcinoma dojke imaju prognostic¢ki znacaj
te se prema histoloskom tipu dijele u Cetiri grupe:
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a) odli¢na prognoza (10-godisnje prezivljenje 80%) - tubularni, invazivni kribriformni,
mucinozni, tubulolobularni, adenoid cisti¢ni, intracisti¢ni papilarni.

b) dobra prognoza (10-godisnje prezivljenje 60 do 80%) - mijesani tubularni, mijesani
NST, klasi¢ni lobularni.

c) umjereno dobra prognoza (10-godisnje prezivljenje 50 do 60%) - karcinom s
medularnim karakteristikama, mijeSani lobularni, invazivni papilarni.

d) losa prognoza (10-godisnje prezivljenje manje od 50%) - NST karcinom, solidni tip
lobularnog, mijesani (lobularni invazivni i NST).

Osobito losu prognozu ima karcinom tipa prstena pecatnjaka te pleomorfni lobularni
invazivni karcinom (45).

Limfovaskularna invazija

Peritumorska limfovaskularna invazija loS je prognosticki ¢imbenik kod
ukupnog preZivljenja pacijentica i pokazatelj rizika za raniji lokalni recidiv bolesti.
Prisutna je u oko 25 % karcinoma dojke, ¢es¢e kod slabije diferenciranih tumora te
kod pacijentica s pozitivnim limfnim ¢&vorovima aksile. Neke studije nisu nasle
povezanost s klinickim ishodom, ali se smatra da su uzrok takvim rezultatima
retrakcijski artefakti koji su se krivo interpretirali kao vaskularna invazija. Korisna
metoda za razlikovanje retrakcije od vaskularne invazije je imunohistokemijsko
bojanje na CD31, CD34, faktor VIII, D240, laminin ili kolagen tipa 4 (45, 46, 50).

Proliferacijska aktivnost tumora

Postoje brojne metode odredivanja proliferacijske aktivnosti tumora i sve su
korelirane s prognozom. Najéesce se proliferacijska aktivnost odreduje kao sastavni
dio patohistoloSkog nalaza, mitotskim indeksom te imunohistokemijski s MIB-1
protutijelom koji obiljezava nuklearni protein Ki-67. Ki-67 je nuklearni antigen koji
stvaraju proliferirajuce stanice te se nalazi tijekom svih faza stani¢nog ciklusa osim u
fazi mirovanja (GO faza). Preporuke Radne grupe za karcinom dojke iz 2011. g. su da
se Ki67 odreduje u podrucjima najjace tumorske proliferacije (engl. hot spot) na 1000
tumorskih stanica, a minimalno na 500 stanica. Konsenzualne grani¢ne vrijednosti
Ki67 nisu uspostavljene te u literaturi variraju izmedu 10i 20% (46, 49, 52, 53).

Drugi nuklearni markeri proliferacije koji joS nisu inkorporirani u klini¢ku
praksu su: proliferiraju¢i nuklearni antigen (engl. proliferating cell nuclear antigen -
PCNA), topoizomeraza Il alfa (Ki-S1), razni ciklini i mitozin. Ostale metode koje se
koriste u procjeni proliferacijke aktivnosti tumora temelje se na ploidiji tumorskih
stanica, broju stanica tumora u S fazi (odredivanje SPF-a proto¢nom citometrijom,
engl. "S-phase fraction") te indeksom oznacavanja timidinom (TLI, engl. thymidine
labeling index) (46, 54, 55).
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Visoka proliferativna aktivnost tumora korelira s viSim histoloskim gradusom,
HER2/neu amplifikacijom, negativnim steroidnim receptorima, boljim odgovorom na
kemoterapijsko lijecenje te veéim rizikom za obnavljanje bolesti (46, 49, 52-55).

Hormonski receptori

Rak je dojke izvrstan primjer hormonski ovisnog tumora, pri ¢emu su brojni
steroidni i peptidni hormoni ukljuéeni u kontrolu tumorskog rasta i razvoja.
Najznacajniji hormonski Cimbenici su estrogenski receptori (ER) i progesteronski
receptori (PgR). Prisutnost i koli¢ina ER i PgR u raku dojke vazan je prediktivni
pokazatelj odgovora na hormonsku terapiju, ali i prognosticki indikator tijeka bolesti.
Hormonski receptori imaju veéu prediktivnu nego prognosticku vrijednost kod
karcinoma dojke te se njihovo odredivanje zbog jakih prediktivnih vrijednosti na
hormonalnu terapiju treba napraviti u svakom invazivnom karcinomu dojke te se
ponoviti u slu¢aju metastatske bolesti (46).

Estrogenski receptori su skupina steroidnih ligand aktivirajucih transkripcijskih
faktora koji pripadaju obitelji nuklearnih hormonskih receptora. Oligomerne su grade,
a svaka se podjedinica reverzibilno veze za jednu molekulu specificnog steroidnog
hormona s visokim afinitetom. Otkriveni su 1950-ih godina, a 40-ak godina poslije,
ustanovilo se kako postoje dvije vrste estrogenskih receptora, ERa i ERp, koji su u
razliCitim omjerima eksprimirani u brojnim organima. Rezultat su produkcije razli¢itih
gena, ali posjeduju otprilike 95% slicnosti u DNA i otprilike 60% sli¢nosti u vezajuc¢oj
domeni. Transkripcijska aktivnost ER-a odvija se preko dvije domene, AF-1 i AF-2 (56).

Interakcija estrogena sa svojim receptorima (ER) u zlo¢udnim stanicama vodi
ko€enju apoptoze i oStecenja stani¢nog ciklusa Sto rezultira proliferacijom stanice.
1977. g. prvi se put spominju estrogenski receptori kao neovisni prognosticki
¢imbenici u karcinomu dojke (57), a 1988. g. objavljuju se rezultati istrazivanja Clarka i
Mc Guirea koji govore o 10% boljem 5-godiSnjem prezivljenju kod pacijentica s ER
pozitivnim tumorima, u odnosu na ER negativne (58). Progesteronski su receptori
takoder eksprimirani u dvije forme, PgR-A i PgR-B, a obje su izoforme produkt jednoga
gena koji je pod kontrolom dva razliCita promotora. Uloga PgR statusa kao
prediktivhog ¢imbenika za karcinom dojke jo$ uvijek nije dovoljno jasna. Postoje
funkcionalne razlike razli¢itih formi PgR receptora i studije su pokazale da je u
karcinomima s loSijom prognozom i losijim odgovorom na hormonalnu terapiju
dominantan PgR-A receptor dok poveéana ekspresija PgR-B korelira s ve¢im rizikom
od nastanka karcinoma dojke (59, 60). Tumori s ER+ PgR+ ¢e reagirati na hormonsku
terapiju u 78% slucajeva, ER+ PgR- u 34% slucajeva dok ¢e ER- PgR + reagirati u 45%
slucajeva. Vjerojatno je razli¢it odgovor tumorskih stanica na hormonalnu terapiju
rezultat razliCitih signalnih puteva koji su pod utjecajem estrogenskih receptora,
njihovih izoformi, koaktivatora i korepresora. Sinteza PgR je pod kontrolom ER te je
PgR odraz funkcionalnosti ER. Vrlo rijetko postoje PgR+ER- tumori, a smatra se da je
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takav nalaz posljedica lazno negativnih rezultata ili je sinteza PgR u manjem dijelu pod
kontrolom nekog drugog ¢imbenika. Uskoro bi se moglo ocekivati da ¢e se u klinickoj
praksi rutinski odredivati razli¢iti poznati oblici estrogenskih i progesteronskih
receptora u svrhu odredivanja boljih prognostickih i prediktivnih ¢imbenika (45, 46,
61).

U 5-10% ¢e slucajeva cak i ER-PgR- tumori reagirati na hormonalnu terapiju $to
se objasnjava lazno negativnim nalazima dijagnostickih metoda ili da tamoksifen
dijelom djeluje nekim drugim, estrogen i progesteron neovisnim putem (45, 46).

Hormonski status metastaza ne odgovara uvijek hormonskom statusu
primarnog tumora jer se pokazalo da 20% ER pozitivnih tumora ima ER negativne
metastaze. Primarni tumori koji su ER negativni nikada nemaju ER pozitivne
metastaze. ER + tumori dojke su ¢eséi kod starijih Zena, bolje su diferencirani, nize su
mitotske aktivnosti, rjede imaju prekomjernu ekspresiju mutiranog p53 i HER2/neu.
Kod Zena s ER pozitivnim tumorima bolje prezivljenje bez znakova bolesti nakon duzeg
praéenja se gubi, zbog ¢ega se moze zakljuciti kako je ER status u vecoj mjeri biljeg
proliferativne aktivnosti nego potencijala tumora za udaljenu diseminaciju. lako su ER
negativni tumori slabije diferencirani i ukupno loSije prognoze, rije¢ je o heterogenoj
skupini tumora koja se moZe naéi unutar razli¢itih histoloskih tipova invazivnih
karcinoma dojke razli¢ite prognoze. Pravi je primjer medularni karcinom dojke koji je
ER negativan tumor, a ima relativno dobru prognozu (45, 62, 63).

Postoji vise nacina odredivanja hormonskih receptora (biokemijskim,
imunokemijskim ili molekularnim metodama). lako postoji odredeni stupanj
subjektivnosti u interpretaciji, danas se receptori najve¢im dijelom odreduju
imunohistokemijski (IHC), najces¢e na parafinskim rezovima, a metoda omogucava i
odredivanje ne samo postotka broja pozitivnih jezgara nego i intenzitet bojanja (64).

Obitelj receptora za epidermalni ¢imbenik rasta

Obitelj receptora za epidermalni ¢imbenik rasta (EGFR) ¢ine transmembranski
glikoproteini koji su vazni za uredan rast i razvoj, ali su i pojacano eksprimirani u
brojnim tumorima te imaju vaznu ulogu u tumorskoj invaziji i metastaziranju. Obitelj
ima 4 ¢lana: EGFRili HER-1 (erb-B1), HER-2/neu (erb-B2), HER-3 (erb-B3) i HER-4 (erb-
B4). Svaki se protein sastoji od tri domene: izvanstani¢ne, unutarstani¢ne i
transmembranske. lzvanstanicna je domena (ECD, engl. extracellular domain)
receptorsko  mjesto vezanja liganda. Transmembranska domena povezuje
ekstracelularnu domenu s unutarstanichom domenom koja ima tirozin-kinaznu
aktivnost te ima ulogu prijenosa signala u unutrasnjost stanice, odnosno aktivira
sekundarne glasnike koji sudjeluju u regulaciji stani¢nog rasta, diferecijacije i
proliferacije stanice (65, 66). NajviSe podataka o vrijednosti odredivanja, u smislu
prognostickih i prediktivnih ¢imbenika u raku dojke, imaju dva ¢lana ove obitelji i to
HER-1 i HER-2.

26



HER1 (EGFR), protein od 170kDa koji je eksprimiran u normalnom duktalnom
epitelu, nuzan je za uredan rast i razvoj dojke, a prekomjerno je eksprimiran u 15-50%
karcinoma dojke. Brojne su studije istrazile prognostic¢ku vrijednost EGFR-a i veéina je
u univarijatnim analizama pokazala znac¢ajnu povezanost ekspresije s kra¢im OS i DFS.
No, zbog nedostatka multivarijatnih analiza prognosti¢ka vrijednost EGFR-a josS nije do
kraja rasvijetljena (46).

Za razliku od HER1, HER2/neu je jaki prediktivni i prognosticki ¢imbenik za
karcinom dojke. Protoonkogen HER2/neu (C-erbB2) nalazi se na 17. kromosomu te je
njegova amplifikacija povezana s razvojem karcinoma dojke u animalnim modelima
(65). Epitelne stanice tkiva dojke imaju na svojoj povrsini 20000-50000 HER2
receptorskih mjesta dok stanice karcinoma dojke mogu imati do 2 000 000 receptora.
Prekomjerna izrazenost HER2 receptora vodi pojacanoj tirozin kinaznoj aktivnosti
¢ime se pojacavaju stani¢ni signali i ometaju normalni unutarstanicni kontrolni
mehanizmi. Posljedi¢cno ima ulogu u malignoj transformaciji stanice i to putem
proliferacije, invazivnosti, angiogeneze i inhibicije apoptoze (66, 67). Slamon i
suradnici su 1987. g., koristeéi "southern blot" metodu, izvijestili da je HER2/neu
amplifikacija neovisan prognosticki marker za relaps bolesti i sveukupno prezivljenje
pacijentica (68). Od tada su napravljene brojne studije koje su pokazale da pacijentice
s prekomijernom ekspresijom HER2/neu, koja se nalazi u 15-20% karcinoma dojke,
imaju loSiju prognozu i veéu smrtnost te da su takvi tumori, viSeg stupnja malignosti,
¢esto hormonski neovisni i da pokazuju rezistenciju na odredene vidove citostatskog i
hormonalnog lijeCenja. Lijekovi poput trastuzumaba koji antagoniziraju ucinak
pojadane ekspresije receptora za epidermalne faktore rasta umanjuju maligni
potencijal tumora i znacajan su napredak u lijeCenju karcinoma dojke (64, 69-72).

Analiza HER2/neu statusa danas se moze odrediti na vise nacina. Naj¢esée se u
klinickoj praksi koristi imunohistokemijska analiza na parafinskim histoloskim
rezovima te za grani¢ne nalaze dodatna in situ hibridizacijska tehnika (CISH, FISH, dual
SISH). Ostale metode uklju¢uju molekularne (RQ-PCR), razne blot tehnike (Western,
Southern) te ELISA (engl. Enzyme Linked Immunosorbent Assay).

Najces¢i nacin interpretacije nalaza imunohistokemijskog bojanja tumorskih
stanica je:

0 - nema bojanjaili je prisutno u < 10% stanica
1+ jedva/slabo vidljivo, nepotpuno/djelomi¢no bojanje u < 10% stanica

2+ slabo/umjereno, kompletno, isprekidano/difuzno bojanje u >10% stanica i jako
kompletno membransko bojanje u <30% tumorskih stanica

3+ jako, kompletno membransko bojanje u > 30% stanica.
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Smatra se da je intenzitet bojenja 3+ IHC bojenjem pozitivan nalaz jer je
usporedba imunohistokemijskog bojenja s in situ hibridizacijom, pokazala odli¢nu
korelaciju visoke razine ekspresije HER2 intenziteta bojanja 3+ s amplifikacijom gena.
Intenzitet 2+ se mora provjeriti in situ hibridizacijskom metodom jer je kod takvog
rezultata samo djelomi¢na povezanost s amplifikacijom gena (73-75).

Topoizomeraza lla

Topoizomeraze su nuklearni enzimi koji moduliraju tercijarnu strukturu
dvostruke uzvojnice DNA. Tumori koji pokazuju povecanu ekspresiju TOPO2A se
smatraju tumorima losijeg klini¢kog tijeka i ukupno losije prognoze. TOPO2A nalazi se
na istom kromosomu kao i HER2/neu, a novija istrazivanja govore u prilog povezanosti
prekomijerne ekspresije TOPO2A i boljeg DFS nakon adjuvantne terapije s
trastuzumabom i antraciklinima (46, 76).

Tumor infiltrirajuci limfociti (TIL, engl. Tumour Infiltrating Lymphocytes)

Limfocitna je infiltracija u tumorima jedan od glavnih imunih mehanizama u
eradikaciji malignih stanica. Medularni karcinom dojke ima obilan limfocitni infiltrat i
pokazuje nesto bolju prognozu dok za druge histoloske tipove nema definitivnog
prognostickog konsenzusa Sto se tiCe infiltracije limfatickim stanicama (77, 78).
Nekoliko je studija pokazalo da se infiltrat imunih stanica u tumorskom tkivu sastoji
od T i B limfocita, makrofaga i NK stanica. Tumor infiltrirajuéi limfociti eksprimiraju
jedan od aktivacijskih markera kao $to je CD25 i sastoje se pretezno od pomocnickih
CD4 i citotoksicnih CD8 T limfocita. Medutim, omjeri zastupljenosti pojedinih
populacija T limfocita se razlikuju od studije do studije (78-81).

Kvantificiranje i kvalificiranje TIL-a u karcinomu dojke u odnosu na progresiju i
prognozu je jos uvijek stvar rasprave. Po nekim je autorima infiltrat TIL-a umjereno do
jako obilan u oko 60-90% karcinoma dojke. lako su TIL aktivirani u veéini karcinoma
dojke, stanicno je posredovana imunost ocito neadekvatna te karcinom dojke
progresivno raste i Siri se unato¢ prisutnosti imunih stanica unutar tumorskog tkiva.
Smatra se da ta oprecna uloga TIL-a nastaje zbog njihove dvostruke uloge u
tumorskom tkivu. TIL imaju sposobnost lu¢enja FGF-a i VEGF-a koji mogu potaknuti
limfangiogenezu i angiogenezu, $to promovira metastatsku sposobnost tumora. S
druge strane, TIL pokazuju i antitumorski uc¢inak preko CD8 T limfocita i NK stanica koji
se vezu na Fas ligand malignih stanica uzrokujuéi njihovu smrt. Jo$ jedan od
mehanizama kojima TIL pospjeSuju smrt tumorske stanice je luc¢enje IFN gama, TNF
alfa i GM-CSF (79, 80). Vaino je naglasiti da se funkcija TIL u tumorskom tkivu
smanjuje inhibitornim citokinima te alteracijama MHC molekula i Fas liganda u
tumorskim stanicama (78, 79). Zanimljivo je da se i estrogen spominje u ulozi
aktivacije tumorskih CD4 i CD8 T limfocita u tumoru. U ER-a negativnim tumorima
nalazi se veca koli¢ina nezrelih B i T limfocita Sto implicira utjecaj estrogena na zrelost
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limfocita u karcinomima dojke (81).

Danas je u svrhu induciranja efektivhog imunog odgovora na tumor i
otkrivanja antigena, koji su specificni za karcinom dojke, moguée i manipulirati s
limfocitima ex vivo. Rezultati nisu dovoljno uspjesni, ali ostavljaju prostor za daljnja
istrazivanja TlL-a, njihovih utjecaja na patogenezu i prognozu karcinoma dojke te
otkrivanja novih modaliteta imunoterapije (79).

Plazminogen aktivatori i inhibitori

Vjerojatno najistrazivaniji prognosticki i prediktivni ¢imbenici u karcinomu
dojke, iza hormonskih receptora i receptora za faktor rasta, jesu molekularni markeri
vezani uz uPA sistem. Urokinaza plazminogen aktivator (uPA) i tkivni plazminogen
aktivator su ¢lanovi obitelji serinskih proteaza. Nakon aktivacije od strane plazmina
mogu degradirati razli¢éite komponente ekstracelularnog matriksa i time promovirati
tumorski rast, invaziju i metastaziranje. uPA je prva proteaza za koju je dokazana
prognosti¢ka vrijednost u ljudskim malignim tumorima i njezina je prekomijerna
ekspresija povezana s loSijom prognozom kod pre- i postmenopauzalnih pacijentica s
pozitivnim i negativnim limfnim ¢vorovima. Drugi su ¢lanovi obitelji receptor uPAR i
inhibitori PAI-1 i PAI-2. Kvantifikacija sastavnica uPA sistema te njihovih interakcija je
sloZzena, a vecdina je velikih retrospektivnih i prospektivnih studija pokazala povezanost
njihove prekomijerne ekspresije (RR 2-4) s losijim OS i DFS. Omjer vrijednosti uPA/PAI-
1 takoder ima prognosticki i prediktivni znacaj. Pacijentice s negativnim pazusnim
limfnim ¢vorovima i niskom vrijednos¢u omjera uPA/PAI-1 imaju odli¢énu prognozu i
bez primjene adjuvantnog sustavnog lijeCenja. Visoka vrijednost omjera uPA/PAI-1
kod pacijentica iste grupe nosi veéu vjerojatnost povrata bolesti, ali i veé¢u korist od
adjuvantne kemoterapije. lako se intenzivno istrazuju nove metode, do danas se
jedino ELISA pokazala kao uspjeSna metoda detekcije plazminogen aktivatora i
inhibitora (46, 82-85).

Katepsin D

Katepsin D je aspartat proteaza koja pripada pepsinskoj obitelji, a nalazi se
eksprimirana u gotovo svim stanicama. Sudjeluje u lizosomskoj degradaciji proteina, a
povecana ekspresija katepsina D u karcinomima dojke, pozitivho korelira s
agresivnijim tumorima, metastazama i loSim preZzivljenjem (86).
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1.5. Matriks metaloproteinaze (MMP-e)

Matriks metaloproteinaze pripadaju najveéoj skupini proteaza u ljudskom
organizmu tj. porodici proteolitickih enzima, endopeptidaza. Gross i Lapiere su prije
50-ak godina otkrili prvu metaloproteinazu, a do danas ih je otkriveno 23. Pokazalo se
da MMP imaju brojne uloge u normalnim fizioloSkim procesima u organizmu kao sto
je embrionalni razvoj, pregradnja kosti, menstrualni ciklus, cijeljenje rane itd. (87, 88)

MMP su prvenstveno otkrivene kao enzimi ekstracelularnog matriksa koji
sudjeluju u njegovoj homeostazi, ali se danas zna da je njihova uloga bitno ve¢a. MMP
imaju proangiogenu ulogu putem degradacije matriksa, ali s obzirom na to da se
njihovim djelovanjem oslobadaju i inhibitori angiogeneze (digestija plazminogena i
nastanak angiostatina te digestija kolagena tipa XVIII i nastanak endostatina), imaju i
opreénu antiangiogenu ulogu. Sudjeluju u regulaciji stani¢nog rasta putem odvajanja
receptora za faktore rasta na stani¢noj povrsini te otpustanjem faktora rasta koji
nastaju sekvestracijom ekstracelularnog matriksa. Djelomi¢no reguliraju apoptozu,
imuni sustav te moduliraju bioaktivnost nekih kemokina (89).

Postoje 24 gena koji kodiraju 23 tipa metaloproteinaza. Premda imaju Siroki
afinitet za supstrat, ipak se tradicionalno razvrstavaju u razrede prema supstratnim
specificnostima na kolagenaze, gelatinaze, stromelizine i membranske tipove
metaloproteinaza (tablica 3) (90-92).
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Tablica 3. Tipovi metaloproteinaza.

Podklasa . .
. Ime Neki supstrati
enzima
Kolagenaze
kolagen, agrekan, nidogen, proteoglikan-vezajudi protein,
MMP-1 Kolagenaza 1 . .
tenascin, entaktin, MMP-2, MMP-9
MMP-8 Kolagenaza 2 kolagen, gelatin, agrekan
kolagen, gelatin, agrekan, perlekan, fibronektin,
MMP-13 Kolagenaza 3 .
osteonektin, MMP-9, PAI-2
MMP-18 Kolagenaza 4 nepoznat
Gelatinaze
kolagen tipa IV, elastin, gelatin, laminin, fibronektin,
MMP-2 Gelatinaza A agrekan, dekorin, proteoglikan, osteonektin, aktivna
MMP-9, MMP-13, nidogen
kolagen, gelatin, elastin, laminin, agrekan, fibronektin,
MMP-9 Gelatinaza B nidogen, proteoglikan, osteonektin, entaktin,
plazminogen , TGF-B
Stromelizini
kolagen Il, IV, IX i X, gelatin, agrekan, verzikan, perlekan,
MMP-3 Stromelizin 1 dekorin, proteoglikan, osteonektin, entaktin, nekoliko
MMPa, nidogen, kazein
. kolagen Il, IV, V, gelatin, fibronektin, laminin, pro-MMP1,
MMP-10 Stromelizin 2 .
8i10
MMP-11 Stromelizin 3 kazein, laminin, al antitripsin
Matrilizini
. kolagen I-V i X, gelatin, agrekan, dekorin, fibronektin,
MMP-7 Matrilizin 1 o . . . . .
laminin, entaktin, osteonektin, elastin, kazein, transferin
Matrilizin 2 o . o
MMP-26 kolagen IV, gelatin, fibronektin, kazein, fibrinogen
Endometaza
Membranske
MMP
proMMP-2, kolagen I-lll, kazein, elastin, fibronektin,
MMP-14 MT1-MMP , ST , _
gelatin, laminin, vitronektin, proteoglikan
proMMP-2, fibronektin, laminin, entaktin, agrekan,
MMP-15 MT2-MMP
perlekan
MMP-16 MT3-MMP proMMP-2, kolagen lll, gelatin, kazein, fibronektin
MMP-17 MT4-MMP gelatin, fibrin, fibronektin
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MMP-24 MT5-MMP proMMP-2 i 13.

MMP-25 MT6-MMP proMMP-2
Ostale
Makrofag . .
MMP-12 elastin, plazminogen
metaloelastaza
MMP-19 RASI-1 kolagen Ii IV, gelatin, laminin, fibronektin
MMP-20 Enamelizin amelogenin
MMP-21 gelatin
MMP-23 CA-MMP gelatin
MMP-27 gelatin, kazein
MMP-28 Epilizin kazein

Struktura i regulacija matriks metaloproteinaza

Matriks metaloproteinaze se sastoje od propeptidnog lanca (oko 80
aminokiselina), kataliticke domene (oko 170 amino kiselina), tzv.“hinge” regije tj.
vezajuceg peptida varijabilne duzine te od hemopeksinske domene (oko 200
aminokiselina)(Slika 6). Kataliticka domena sadrzi Zn vezaju¢u sekvencu koja je
karakteristi¢na za Zn superobitelj proteinaza. Propeptidi svih metaloproteinaza, osim
MMP23, imaju cisteinski dio koji veze ion Zn $to ih odrzava u latentnom stanju, a
nakon proteolitickog cijepanja cisteinskog kraja peptidnog lanca prelaze u aktivni
oblik. MMP su sintetizirane kao pre-proenzimi. Signalni peptid se odstranjuje tijekom
translacije i nastaje proMMP koja se nalazi u zimogenim zrncima, Cija je aktivacija jako
bitna za izlu¢ivanje MMP-a. 13 MMP-a se luci iz stanice u obliku zimogena, a onda se
u ekstracelularnom matriksu aktiviraju drugim aktivnim metaloproteinazama ili
drugim spojevima. Nekataliticka domena ima kljuénu ulogu u odredivanju
specificnosti za supstrat MMP-a. Fibronektin tip Il domena je specificna za gelatinaze i
razgraduje kolagen tipa 4, gelatin, elastin, ali ne i male peptide (87, 89, 92).

Aktivnost MMP je vrlo blaga u normalnim tkivima, ali se njihova aktivnost
povecava citokinima, faktorima rasta, hormonima, medustaniénim interakcijama i
interakcijama izmedu stanica i ekstracelularnog matriksa (92). Njihova aktivnost
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dodatno je regulirana a, makroglobulinom, lu¢enjem specifi¢nih tkivnih inhibitora
matriks metaloproteinaza (TIMP) i RECK proteinom. U organizmu postoji 4 skupine
TIMP-a (1 do 4) i veiu se za Zn regiju MMP-a i nekih proMMP-a. Tkivni inhibitori
metaloproteinaza imaju 184-194 aminokiseline, molekularna teZina im varira od 21 do
28 kDa i imaju vrlo sli¢nu tercijarnu strukturu s dvije domene. N terminalna domena je
nuzna za inhibicijsku aktivnost dok je C terminalna domena nuZna za njihovu
specifi¢nost. Inhibitorna aktivnost TIMP-a je sli¢na, ali se one razlikuju po tkivnoj
distribuciji, interakcijama s prometaloproteinazama i regulacijom njihove ekspresije.
Razli¢ite stanice i tkiva imaju posebne puteve aktivacije transkripcije MMP-a i TIMP-a,
a uklju¢uju MAP kinaze, NF-kB, Smad ovisne puteve i dr.

o, makroglobulin je protein plazme s Cetiri domene po 180 kDa s kojima stvara
kompleks s MMP. Nakon vezanja se kompleks endocitozom inkorporira u LDL-u sli¢an
receptor koji se onda razgradi unutar stanice.

RECK glikoprotein ima inhibitornu domenu za serinske proteaze i ubikvitarno
je eksprimiran u organizmu. Koncetracija RECK-a je izrazito niska u tumorima, a neki
onkogeni tipa Ras-a inhibiraju njegovu sintezu. Nakon ponovne aktivacije RECK-a u
stani¢nim linijama humanih tumora se pokazalo da stanice imaju manji invazivni i
metastatski potencijal te da je koncetracija MMP-9 reducirana (92-96).

33



Hin.ge Hemopexin
region domain

SH @ Ss— 8§

Collagenases

Collagenase-1 (MMP-1)
Collagenase-2 (MMP-8)
Collagenase-3 (MMP-13)

Gelatinases

Gelatinase-A (MMP-2)
Gelatinase-B (MMP-9)

Signal

peptide Propeptide Catalytic domain

Stromelysins
Stromelysin-1 (MMP-3)
Stromelysin-2 (MMP-10)

Matrilysins

Matrilysin-1 (MMP-7)
Matrilysin-2 (MMP-26)

it

Furin-activated secreted MMPs " s s
Eoven (P2
Epilysin (MMP-28) G
SH . §——8
P21
Transmembrane-type MMPs
MT1-MMP (MMP-14) ) o "
gl
MTS.MMP (MMP-16) C_ B TMEY)
MT5-MMP (MMP-24)
GPl-anchored MT-MMPs
SH §—S5

MT4-MMP (MMP-17) ®
MT6-MMP (MMP-25) P (GPD)
Type Il transmembrane MMPs

o CHER B * DaEr®

Other MMPs

Metalloelastase (MMP-12) H s— 8§

L O D 0000

Enamelysin (MMP-20)

MMP-27

s—s Disulfide bridge Vitronectin-like insert <2 GPI anchor

FRohealR e Transmembrane domain Signal anchor
Ilinserts (Cy) Cytoplasmic tail Cysteine array

@ Furin cleavage site GPl-anchoring domain Ig-like domain

Slika 6. Struktura metaloproteinaza (93).

34



Matriks metaloproteinaze 2 i 9 (MMP-2 i MMP-9), gelatinaze

Kljuéni proces metastaziranja je degradacija bazalne membrane i komponenti
ekstracelularnog matriksa, a metaloproteinaze su enzimi koji imaju klju¢nu ulogu u
tom procesu (97-99).

Nekoliko ¢lanova iz porodice matriks metaloproteinaza ima srediSnju ulogu u
invaziji i metastaziranju tumora zbog svoje sposobnosti razgradnje gradevnih
elemenata bazalne membane, a to su gelatinaze tj. metaloproteinaza 2 (MMP-2) i
metaloproteinaza 9 (MMP-9). Kolagenaze razgraduju tip 4 kolagena koji je glavna
sastavnica bazalne membrane, a osim kolagena tipa 4 razgraduju i gelatin, elastin,
hondroitinsulfat, fibronektin, laminin i osteonektin. Za MMP-2 i 9 se pokazalo da su
prekomijerno eksprimirane u bioloski agresivnijim tumorima (92, 99, 100). Postoje
dokazi da gelatinaze djeluju na invazivnu i metastatsku sposobnost tumora, ne samo
mehani¢kom razgradnjom bazalne membrane, nego i indirektno putem kolagena tipa
4. Kolagen tipa 4, koji se oslobada tijekom procesa razgradnje u stani¢nim linijama
karcinoma dojke, smanjuje ekspresiju medustani¢nog E-kaderina, povecava ekspresiju
intersticijskog N-kaderina i vimentina, poveéava sekreciju MMP-2 te uzrokuje
aktivaciju FALK i NFkB. Sve navedeno govori u prilog induciranja epitelno
mezenhimalne tranzicije (EMT, engl. epithelial to mesenhymal transition) ¢ime se prvi
put pokazala neovisnost kolagena tipa 4 u indukciji EMT (101, 102). Gen za gelatinazu
A nalazi se na 16. kromosomu, a za gelatinazu B na kromosomu 2 (103, 104).

Za razliku od ostalih metaloproteinaza, gelatinaze imaju domenu nalik na
fibronektin koja je insertirana u kataliticku domenu. Za razliku od MMP-2, MMP-9 ima
i dodatnu domenu nalik na kolagen tipa V koja se nalazi izmedu kataliticke i
hemopeksinske domene (89).

Gelatinaze se prepisuju u citoplazmi, a uskladiStene su u zimogenim zrncima u
inaktivnom proenzimskom obliku koji zahtijeva enzimatsko cijepanje peptidnog lanca
za prijelaz u aktivni oblik. Pro MMP-2 formira kompleks preko hemopeksinske
domene enzima s neinhitbornom C terminalnom domenom TIMP-2. Ovaj kompleks je
nuzan za aktivaciju proMMP-2 od strane MT1-MMP koja se nalazi na povrsini stanica.
Dvije MT1-MMP molekule su potrebne za aktivaciju proMMP-2; na jednu se veze
kompleks MMP-2/TIMP-2 dok je druga potrebna za aktivaciju MMP-2. Ako TIMP-2
postoji u suvisku onda blokira drugu molekulu MT1-MMP i na taj nacin ne dolazi do
aktivacije proMMP-2. ProMMP-2 stvara komplekse i s TIMP-3 i TIMP-4 $to ne rezultira
njenom aktivacijom, a prava uloga tih kompleksa ostaje nepoznanica. Hemopeksinska
domena proMMP-9 formira kompleks i s TIMP-1 i TIMP-3, a prava uloga proMMP9-
TIMP kompleksa takoder nije do kraja razjasSnjena. Jedino se zna da su snazni
inhibitori metaloproteinaza (93).
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U animalnim su modelima i kod ljudi nadene brojne pozitivhe korelacije
ekspresije gelatinaza s malignomima. Kod "knockout" MMP-2 misSeva je izazvana
supresija angiogeneze, tumorskog rasta te eksperimentalno induciranog karcinoma
gusterace. U "knockout" MMP-9 miSeva dolazi do supresije eksperimentalno
induciranog raka koZe, pankreasa, manjeg broja metastaza, odgodene tumorske
vaskularizacije, abnormalne enhondralne osifikacije itd. Kod ljudi su nadene i
genetske alteracije u genu za MMP-2. Homozigoti za MMP-2 gen imaju subkutane
fibroticne nodule, a paradoks je da imaju i osteoliticke lezije te artritis. Smatra se da
dolazi do kompenzatornog povecanja produkcije drugih MMP-a na raéun MMP-2 ili je
mozda MMP-2 nuZna za aktivnost osteoblasta i/ili osteoklasta (91).

Brojne su studije pokazale pozitivnu korelaciju izmedu prekomijerne ekspresije
gelatinaza s tumorskom inicijacijom i progresijom (99, 105-111).

Vise je prognostickih studija pokazalo loSiju prognozu pacijentica s
prekomijernom ekspresijom gelatinaza (101, 106, 112-115). Medutim, postoje studije
koje nisu nasle nikakvu prognosticku vrijednost (107) te radovi koji govore i u prilog
povoljnije prognosticke vrijednosti gelatinaza u pacijentica s negativnim limfnim
¢vorovima (116). Dakle, nema konsenzusa o prognostickoj vrijednosti ekspresije
gelatinaza u karcinomima dojke te su nuzna daljnja istraZivanja.

Promotori MMP-2 i MMP-9 sadrze vezno mjesto za viSe transkripcijskih
¢imbenika od kojih su neki ETS-1, AP-1, AP-2, PEA-3, NF-kB i Sp1 (117, 118).

1.6. Onkogeni i tumor supresorski geni

ETS obitelj transkripcijskih ¢cimbenika (E26-Transformation Specific)

30-ak ¢lanova ETS obitelji transkripcijskih ¢imbenika ima konzerviranu ETS
domenu od 85 aminokiselina koja se veze na DNA promotore s GGAA/T slijedovima.
ETS domena ima 3 alfa uzvojnice i 4 beta nabrane ploce koje formiraju wHTH (engl.
winged helix-turn-helix) strukturu koja omogucuje vezanje proteina na DNA vezno
mjesto (engl. EBS, ETS binding site). Uz ETS domenu, joS jedna od visoko konzerviranih
domena proteina je i PNT (engl. pointed) domena kojom protein stvara veze s drugim
proteinima. ETS proteini sudjeluju u brojnim stani¢nim procesima kao S$to su
apoptoza, diferencijacija, rast i onkogena transformacija. Posttranslacijske
modifikacije im mijenjaju afinitet prema DNK, transkripcijsku aktivnost, interakciju s
ostalim proteinima, subcelularnu lokalizaciju i stabilnost. Brojni ETS proteini su na
samom dnu kaskadnih lanaca faktora rasta, a do danas je poznato preko 400 ETS
cilinih gena. Za preciznu transkripcijsku regulaciju ETS cimbenicima je nuZna
interakcija s ostalim proteinima, a nastali kompleksi povecavaju ili inhibiraju njihovu
transkripcijsku aktivnost i odreduju ciljne gene. Medu prvim takvim kompleksima je
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otkriven ETS-1 i AP-1 kompleks, nuzan za aktivaciju MMP-1, uPA i TIMP-1 (119, 120).

Transkripcijski je ¢imbenik ETS-1 prvi Clan obitelji, a otkriven je kao produkt
fuzijskog onkogena gag-myb-ets u pticjem retrovirusu E26 koji inducira eritroblasti¢nu
i mijeloblasti¢nu leukemiju u pilica. Gen ETS-1 se kod ljudi nalazi na 11 kromosomu,
ima 8 egzona (egzon A i egzoni llI-IX) te kodira dvije mRNA od 6,8 kb i 2,7 kb.
Transkripti sadrze sve egzone ili im nedostaje egzon IV ili VII. Iz ovakvih se RNA
generiraju dva osnovna ETS-1 proteina u ljudi, a to su p42-ETS-1, kojem nedostaje
domena VIl (delta VII ETS-1), i p54-ETS-1 (p51-ETS-1) koji se sastoji od svih 6 domena
(slika 7). Postranslacijskim modifikacijama nastaju i p27, p33 i p52 izoforme.

E domena je DNA vezuju¢a domena, a njenu aktivnost kontroliraju dvije
regulatorne domene, D i F. A i B domena su takoder regulatorne, dok je C aktivacijska
domena. Egzon VIl ili D domena ima dvije regulatorne jedinice: C terminalni kraj je dio
autoinhibitornog mehanizma dok N terminalni kraj sadrzi fosforilacijsko mjesto ovisno
o kalciju. Ta su dva dijela funkcionalno povezana i pojacavaju mehanizam
autoinhibicije C domene koja je otkrivena zbog Cinjenice da proteini bez egzona VIl
imaju ¢ak do deset puta vedi afinitet za DNK. Heliksi autoinhibitorne domene blokiraju
ets domenu u zatvorenoj konfiguraciji i na taj nacin ometaju vezanje s EBS na DNK. H1
se spontano odmota te ova strukturna promjena omogudéava drugim proteinima da
moduliraju sposobnost ETS-1 vezivanja s DNK.

Aktivacijska domena ili C domena je esencijalna za transkripcijsku aktivnost
proteina jer se veZe s proteinima poput CREB transkripcijskog faktora (CBP/p300).
CBP/p300 ima ulogu histon acetil tranferaze i pomaze u interakciji ETS-1 s drugim
proteinima.

Brojni transkripcijski ¢imbenici reguliraju transkripcijsku aktivnost ETS-1. AML-
1, Pit-1 i HIF2a se veZu na egzon VIl i blokiraju inhibirajuc¢i u¢inak domene. ETS-1
takoder mozZe djelovati na veznu sposobnost partnerskog proteina prema DNA. U
prisutnosti palindromske sekvence DNA koja veze ETS-1 protein, egzon VIl takoder
sudjeluje u homodimerizaciji proteina Sto blokira autoinhibitorni mehanizam i
omogucava proteinu da se veze s ve¢im afinitetom za DNK.

Neki proteini kao $to je Pax5 povecavaju afinitet vezanja ETS-1 proteina i na
mjesta DNK koja nisu pogodna za ets domenu npr. GGAG slijed. Ponekad je nuzan i
dodatni faktor za interakciju ETS-1 i drugog proteina, npr. TGF-B je nuZan za
sinergisticku funkciju ETS-1 i Smad3 na PTHrP promotoru, a vitamin D je nuZan za
transkripcijsku aktivnost ETS-1 na PRL promotoru. Interakcija s odredenim proteinima
moze dovesti i do inhibicije transkripcije pa tako interakcija ETS-1 i Daxx/EAP1
inducira supresiju bcl-2 i MMP-1 gena. Uloga ETS-1 u fizioloskim i patofizioloSkim
procesima te njegova sloZena interakcija s drugim proteinima je prikazana na slici 8i9
(119-122).
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ETS-1 je nuzan i za hematopoetsku, limfoidnu, vaskularnu, neuralnu i
osteogenu diferencijaciju (119). Uloga ETS-1 protoonkogena je veé¢ 1985. g.
spomenuta kao bitan ¢imbenik u regulaciji rasta limfocita (124). ETS-1 "knock-out "
miSevi pokazuju poremecaj u T stani€hom razvoju u timusu, slezeni i limfnim
¢vorovima te maniji broj T stanica na periferiji (123). Ekspresija i stani¢na distribucija
ETS-1 pokazuju razli¢itosti u aktiviranim, miruju¢im i apoptotickim B i T limfocitima u
pili¢a (125).

ETS-1 je jako eksprimiran u naivnim B stanicama, a pojac¢ana se ekspresija gubi
nakon B stanicne aktivacije i terminalne diferencijacije (126). Gubitak ekspresije ETS-1
dovodi do smanjene proizvodnje IgM i I1gG protutijela od strane plazma stanica i do
smanjenog nastajanja B stanica iz prekursora u kostanoj srzi (127, 128). U obrani
organizma protiv tumorskih stanica bitnu ulogu imaju i NK stanice, a ETS-1 je ukljucen
i u njihov razvoj (129-130).

ETS-1 je proapoptoticki, ali i antiapoptotic¢ki transkripcijski ¢imbenik. P42
izoforma proteina promovira apoptozu regulirajuéi kaspazu 1 u stani¢nim linijama
karcinoma kolona, a prekomjerna ekspresija ETS-1 u endotelnim stanicama vene
umbilikalis promovira apoptozu u stanju kad je smanjen protok plazme. ETS-1 je
takoder nuzan za formaciju stabilnog DNA-p53-CBP kompleksa u indukciji
proapoptotickih gena u procesu UV inducirane apoptoze kod embrionalnih mati¢nih
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stanica (119, 131).

Specifi¢no je da su ETS ¢imbenici supstrati brojnih mitogenih signala tako da je
njihova funkcija drasti¢no promijenjena u tumorima. Rana su istrazivanja pokazala da
je prekomjerna ekspresija ETS-1, ETS-2 te ERG, koja je nastala onkogenom aktivacijom
stani¢nih gena, rezultirala transformacijom fibroblasta in vitro i da su ti fibroblasti
tumorigenicni in vivo. Od tog su trenutka do danas napravljena brojna istrazivanja
koja su pozitivno korelirala prekomjernu ekspresiju ETS proteina s malignim
tumorima. ETS transkripcijski cimbenici se nalaze i na kraju tirozin-kinaznih puteva te
su time ukljuceni u regulaciju ekspresije brojnih receptora za faktore rasta npr.
HER2/neu, c-kiti VEGF (119, 120).

Povecana je ekspresija ETS-1 proteina primijeéena u brojnim humanim
malignim tumorima kao Sto su karcinomi pluéa, debelog crijeva, dojke, gusterace,
Stitnjace, jetre itd (120, 132, 133). Osim ETS-1, s karcinomom dojke je povezano vise
ETS proteina kao Sto su PEA3, PDEF i ERM. PEA3 je povezan s pojacanom HER2/neu
ekspresijom u invazivnom duktalnom karcinomu te karcinomu in situ (134). PDEF, koji
se normalno nalazi u visokim koncetracijama u prostati, prekomjerno je eksprimiran
u karcinomima dojke i korelira s uznapredovalim stadijima bolesti. PDEF mRNA ima 20
puta veéu koncetraciju u karcinomima dojke nego u fibrocisticnoj bolesti ili u
normalnom tkivu dojke (135). ERM je neovisan prognosticki ¢imbenik za karcinome
dojke (136).

ETS-1 je eksprimiran u karcinomima dojke i u stani¢nim linijjama karcinoma
dojke te korelira s progresijom bolesti i metastazama. Po nekim je autorima neovisan
prognosticki marker za prezivljenje bez znakova bolesti, nije povezan s ostalim
prognostickim ¢imbenicima kao Sto su nodalni status, veli¢ina tumora, histoloski
gradus i status receptora te je u pozitivnoj korelaciji s uPA, VEGF i PAI1 . Takoder je
eksprimiran jace u invazivnim nego u in situ lezijama dojke (122, 137, 138). Pozitivno
regulira ekspresiju HER2/neu inducirane MMP-1 i dokazano je da je ETS-1 jedan od
efektora HER2/neu puta (122, 139, 140). Vecina karcinoma dojke koja metastazira u
kosti eksprimiraju PTHrP (engl. paratiroid hormon related protein) koji inducira
lokalnu osteolizu dovodedi do aktivacije TGF-B. ETS-1 u stani¢nim linijama karcinoma
dojke MD-MB-231 pojacava aktivaciju promotora za PTHrP koja je posredovana TGF-
B/SMAD putem (141). ETS-1 je prekomjerno eksprimiran u malignim duktalnim
stanicama te je jedan od faktora koji je povezan s tumorskim rastom i histoloSkom
diferencijacijom karcinoma dojke (140). Postoje i dokazi da se u stani¢nim linijama
karcinoma dojke, koje su rezistentne na lijekove (vinkristin, docetaksel, doksorubicin),
prekomijerno eksprimira ETS-1 gen (142).

ETS-1 je eksprimiran tijekom uredne embrionalne angiogeneze te u cijeljenju
rana, ali je jako eksprimiran i tijekom tumorske angiogeneze. Tumori ¢esto imaju
povecanu ekspresiju VEGF-a koji inducira produkciju ETS-1 u endotelnim stanicama
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tijekom neovaskularizacije. ETS-1 je dovoljan za konverziju endotelnih stanica u
angiogeni fenotip inducirajué¢i uPA, MMP-1, MMP-3, MMP-9 i integrin 2, Sto ih
implicira kao ETS-1 ciljne gene. VEGF inducirana invazivnost je inhibirana ETS-1
"antisense" oligonukleotidima (137, 143, 144).

ETS-1 regulira ekspresiju gena koji kodiraju enzime involvirane u degradaciju
ekstracelularnog matriksa kao $to su MMP-1, -2, -3, -7 i -9 te promovira prekomjernu
ekspresiju MMP-9 i uPA u odgovoru na EGF signalni put (120, 138, 145-147).

Novija istrazivanja su pokazala da nemaju sve izoforme ETS-1 jednaki ucinak na
transkripciju gena. Novootkrivena izoforma ETS-1 proteina p27, ima negativan ucinak
na transkripcijsku aktivnost p51 ETS-1 Cime suprimira maligne karakteristike kod
MDA-MB-231 stanic¢nih linija karcinoma dojke (148).

Unatoc¢ brojnim istraZzivanjima koji govore u prilog povezanosti ekspresije ETS-
1 s malignim bolestima i ostalim fizioloSkim stanjima, prava uloga ETS-1 proteina
ostaje nepoznata (140).

p53

Tumor supresor gen p53 je lociran na 17 kromosomu i kodira 53 kDa nuklearni
fosfoprotein koji ima kljuénu ulogu u regulaciji stani¢nog ciklusa. Divlji tip p53
proteina zove se jos i Cuvar genoma te sprijecava proliferaciju stanice koja je genetski
alterirana. Nefosforilirani oblik p53 se veze na DNA i pozitivho regulira gene koji
inhibiraju rast i invaziju tumora. Alteracije u genu p53 su najéeS¢e mutacije tumor
supresor gena i nalaze se u brojnim tumorima, ukljucujudi i oko treéinu karcinoma
dojke. Agresivni "trostruko negativni" tumori imaju vrlo ¢esto mutaciju p53. Protein
se najcesce detektira imunohistokemijski i to, najveéim dijelom, njegov mutirani oblik
koji je za razliku od divljeg tipa stabilan (46, 149).

p53 mutacije su ¢eS¢e nadene u vecim tumorima koji imaju visi histoloski i
nuklearni gardus, pojacanu izrazenost HER2/neu i negativne steroidne receptore. U
veéini studija postoji i pozitivna korelacija ekspresije p53 s loSijom prognozom
pacijentica. U velikoj studiji koja je analizirala 1794 karcinoma dojke pokazano je da
mutirani oblik p53 takoder korelira s loSom prognozom, ali se u istoj studiji pokazalo
da i mjesto mutacije na genu uvjetuje njegovu prognosti¢cku vrijednost. Tako su
pacijentice s tumorima dojke koje su imale mutaciju kodona 220 i 245 imale bitno
bolju prognozu od ostalih mutacija gena (149).

Chang navodi kako se interes u rutinskoj klinickoj praksi za prognosticku i
prediktivnu vrijednost p53 kod karcinoma dojke ipak bitno smanjio zbog postojanja
studija koje nisu nasle nikakvu prognosticku i prediktivnu vrijednost (46).
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C-MmYC

Uloga MYC gena u patogenezi karcinoma dojke je poznata ve¢ 30-ak godina te
su MYC ciljni geni implicirani u procese kao Sto su rast stanice, maligna transformacija
i angiogeneza. Amplifikacija MYC-a se moze detektirati u 50% do 100% invazivnih
karcinoma ili DCIS visokog gradusa dok se ne moze otkriti u benignim i hiperplasticnim
lezijama.

Brojne su studije pokazale povezanost MYC amplifikacije s progresijom
karcinoma dojke i loSijom prognozom. Medutim, rezultati radova iz podrucja
prognostickih i prediktivnih ¢imbenika nisu konzistentni te postoje i brojni radovi koji
nisu pokazali nikakvu prognosticku vrijednost.

MYC je marker proliferacije i kao takav je jako popularan marker za istrazivanje
prediktivnih vrijednosti. Unato¢ obecavaju¢im preliminarnim rezultatima kod lijeéenja
trastuzumabom, prediktivna vrijednost MYC-a se nije potvrdila (46, 150-152).

Obitelj BCL-2

Brojni pripadnici BCL-2 obitelji kao $to su BAX, BAD, BCL-2, BCL-2L1 su hetero
ili homodimeri ukljueni u anti ili proapoptoti¢cke procese. BCL-2 je mitohondrijski
membranski protein koji sprijeCava apoptozu stanice, a u karcinomima dojke je
reguliran od strane ER. Prekomijerna ekspresija BCL-2 je pozitivno korelirana s ER,
niskim proliferacijskim indeksom, smanjenom p53 ekspresijom i neSto boljom
prognozom. Nadler i suradnici su takoder pokazali prognosticku vrijednost BCL-2 i
BAG-1 proteina kod karcinoma dojke te navode i njihovu prediktivhu vrijednost u
adjuvantnoj terapiji hormon ovisnih tumora (46, 153).

p27

Od inhibitora kinaze ovisne o ciklinu (CDK) se u prognostickim i prediktivnim
C¢imbenicima najceS¢e spominje p27. Poveéana ekspresija je povezana s visokom
proliferacijom, a u vedini studija je indikator loSe prognoze u karcinomima dojke,
pogotovo kad je eksprimiran s prekomjernom ekspresijom ciklina E. Podaci iz nekih
studija govore da bi ekspresija p27 bila neovisan prognosticki ¢imbenik kod
pacijentica s negativnim limfnim ¢vorovima, ali ne i kod pacijentica s pozitivnim
limfnim ¢vorovima (154).
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1.7. Molekularni i genetski profil tumora

Prije opisana molekularna klasifikacija i genetska analiza karcinoma dojke dovela
je do razvoja nekoliko visegenskih prognostickih i prediktivnih testova koje mozemo
svrstati u tri grupe: testovi za odredivanje prognoze oboljelih od raka dojke, testovi za
predvidanje koristi hormonskog lijeCenja i testovi predvidanja odgovora na
neoadjuvantnu kemoterapiju. Za sada je nekoliko testova dostupno i u komercijalnom
obliku.

Oncotype Dx (Genomic Health Inc, Redwood City, SAD) je prognosticki i
prediktivni test za pacijentice s hormonski ovisnim rakom dojke bez zahvaéanja
pazusnih limfnih ¢vorova. Ne moze se primijeniti kod pacijentica s pozitivnim limfnim
¢vorovima jer sve pacijentice u ovoj skupini imaju visok rizik povrata bolesti. Test se
bazira na RT-PCR tehnologiji, a analizira 21 gen na mRNA nivou u parafinskim
preparatima: Ki67, STK15, Survivin, CCNB1 (ciklin B1), MYBL2, MMP11, CTSL2
(katepsin L2), GRB7, HER2, GSTM1, CD68, BAG1, ER, PgR, BCL, SCUBE2, A CTB (b-
aktin) GAPDH, RPLPO, GUS, TFRC. Na temelju rezultata, dobiva se RS (engl. reccurence
score) prema kojem se pacijentice, s obzirom na 10-godisnju rizicnost za povrat
bolesti, razvrstavaju u tri skupine: pacijentice s niskim rizikom (RS< 17, rizik 7%),
srednjim (RS 17 - 30, rizik 14%) i visokim rizikom (RS >30, rizik 30%). Pacijentice s
niskim rizikom imaju znacajnu korist od lijeCenja hormonskom terapijom i nije im
potrebna adjuvantna kemoterapija. Vrijednost RS se pokazala i kao dobar prediktivni
¢imbenik u lijeCenju CMF protokolom kemoterapije (ciklofosfamid, metotreksat, 5-
fluorouracil). Studija u koju je uklju¢ena 651 pacijentica (NSABP B20 randomizirana
studija), pokazala je da se rizik od povrata bolesti kod ovih pacijentica mozZe smanijiti
primjenom CMF protokola kemoterapije uz lijeCenje tamoksifenom. Apsolutno
desetogodisnje poboljSanje kod pacijentica s RS ve¢im od 31 je bilo 28%. Takoder,
nekoliko je studija pokazalo kako je test jeftiniji od trenutnih metoda koje pomazu u
odluci lije¢enja pacijentica kao sto je AOL (engl. Adjuvant Online Programme)(155-
158).

Drugi je test MammaPrint i koristi tehniku mikronizova za analizu izrazenosti
70 gena iz uzoraka tumorskog tkiva, a njime se pacijentice dijele u dvije razlicite
prognosticke skupine. Pretpostavlja se da bi pacijentice koje su ovim testom svrstane
u povoljniju grupu mogle izbjeci adjuvantno kemoterapijsko lijeCenje (155, 158).

H/I Test koristi omjer HOXB13 i receptorskog gena za interleukin 17B. HOXB13
je pozitivno, a gen za receptor interleukina 17B negativno koreliran s povratom
bolesti. U studiji na 852 pacijentice s ER pozitivnim tumorima, omjer H/I je bio
prediktor na hormonalno lijecenje. Daljnje su studije pokazale da je HOXB13 povezan
s rezistencijom tumorskih stanica na tamoksifen dok je IL17BR bio neovisan
prognosticki cimbenik (158).
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Razvijaju se i drugi molekularni testovi slicni Ocotype DX-u kao npr.
Mammostrat, koji bi u buduénosti mogli dodatno pomodi u izdvajanju one skupine
pacijentica s pozitivnim ER koje bi imale benefit od primjene adjuvantne kemoterapije
(155).

Vazno je naglasiti kako jo$ uvijek nema dokaza je li bolji klinicko-patoloski ili
genetski model procjene prognoze i ishoda bolesti kod pacijentica s karcinomom
dojke jer jos ne postoje rezultati prospektivnih studija na temelju navedenih testova.
Nekoliko takvih studija jesu MINDACT, NBRST i MINT koje istrazuju Mammaprint i
TAILORX studija, u koju je uklju¢en Oncotype DX. Rezultati gore spomenutih velikih
prospektivnih studija vjerojatno ¢e moci odgovoriti na takva pitanja (158).

1.8. LijeCenje raka dojke

LijeCenje Zena oboljelih od raka dojke je multidisciplinarno i temelji se na
kombinaciji kirurskog lijecenja, radioterapije, kemoterapije, hormonske i bioloske
terapije. Odabir se pojedinih oblika lokalne ili sustavne terapije zasniva na stadiju
bolesti te analizi veéeg broja prije opisanih prognostickih i prediktivnih ¢imbenika.

1.8.1. Kirursko lijecenje karcinoma dojke

Krajem 19. stoljeca, Halsted prvi put razvija revolucionarnu metodu radikalne
operacije za karcinome dojke kojom se postiglo 34% vece petogodisnje prezivljenje
pacijentica. U zadnjih se pedesetak godina Halstedova operacija napustila te se
koriste neke od postednijih metoda kirurskih zahvata kao $to su tumorektomija ili
lumpektomija, segmentektomija, kvadrantektomija i modificirana radikalna
mastektomija. Uz opisane se metode vrsi i disekcija aksile, biopsija limfnog ¢vora
Cuvara te rekonstrukcija dojke (159).

Radikalni kirurski zahvati

a) Radikalna mastektomija znaci uklanjanje dojke, oba pektoralna misiéa i aksilarnih
limfnih ¢vorova. Metoda je bila dominantna gotovo 80 godina, a pacijentice koje su
bile podvrgnute operaciji imale su izrazite postoperativne komplikacije. Halstedova je
teorija bila da se karcinom dojke lokalno Siri pri ¢emu lokoregionalni limfni ¢vorovi
¢ine prirodnu barijeru Sirenju. Urban razvija jo$ radikalniju metodu kojom odstranjuje
i limfne ¢vorove duz unutarnje mamarne arterije.

b) Modificirana radikalna mastektomija je metoda uklanjanja cjelokupnog tkiva dojke
uz disekciju aksilarnih limfnih ¢vorova. Danas je standardna kirurSka metoda lijecenja
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pacijentica s invazivnim karcinomom dojke kada postedni operativni zahvat nije
indiciran.

c) Jednostavna mastektomija je kirurski zahvat pri kojem se uklanja cijela dojka s
cjelokupnim Zljezdanim tkivom, bez disekcije aksile i uz o€uvanje prsnih misiéa.

d) Potkozna mastektomija je uklanjanje cjelokupnog tkiva dojke s ciliem ocuvanja
koze i bradavice s areolom ¢ime se omoguduje istodobna ili naknadna plasti¢na
rekonstrukcija dojke (159, 160).

Postedni operativni zahvati (engl. breast conserving surgery).

Koncept postedne kirurgije nastao je iz mogucnosti ranog otkrivanja karcinoma
dojke, a indikacija za postednu kirurgiju je palpabilan, mamografski ili ultrazvukom
dokazan tumorski ¢vor uz pravilan odnos veli¢ine tumora i veli¢ine dojke. Najcesée su
to tumori do 3 cm veli¢ine. Rezultati istrazivanja su pokazali da postedni kirurski
zahvati imaju isti u¢inak na lokalnu kontrolu bolesti i prezivljenje kao i radikalne
kirurske metode, uz znacajnu redukciju funkcionalnih osteéenja te pozitivan psiholoski
i estetski ucinak (161, 162).

Postedna operacija podrazumijeva eksciziju primarnog tumora s razli¢ito Sirokim
rubom okolnog zdravog tkiva dojke uz odstranjenje istostranih limfnih ¢évorova. U
novije se vrijeme uvela i biopsija limfnog ¢vora Cuvara koja moze zamijeniti disekciju
aksile kod klini¢ki negativnih limfnih ¢vorova. Prema opsegu kirurSkog zahvata
razlikuje se nekoliko vrsta operativnih zahvata:

a) Kvadrantektomija - podrazumijeva odstranjenje cijelog kvadranta dojke u kojem je
smjeSten tumor, uz eksciziju koZe iznad kvadranta i fascije velikog pektoralnog misiéa.

b) Segmentektomija - ekscizija klinastog isjecka dojke gdje je smjeSten tumor s 2 cm
okolnog zdravog tkiva, bez odstranjenja koze ili fascije pektoralnog misiéa.

c) Tumorektomija ili lumpektomija - ekscizija ograni¢ena na odstranjenje tumora sa
samo 1 cm okolnog zdravog tkiva (159, 160).

1.8.2. Adjuvantna terapija

Engell je 1955. g. objavio rad s dokazima o vaskularnoj diseminaciji malignih
stanica dojke i zaklju€io da terapija karcinoma dojke zahtijeva i sistemno lijeCenje.
Time je postavio temelje adjuvantne terapije (163).

Adjuvantna terapija podrazumijeva dodatnu terapiju koja se ve¢inom koristi
nakon, ali nekad i prije kirurSkog uklanjanja invazivnog karcinoma, sa svrhom
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uniStavanja mikrometastaza. Pojam neoadjuvantne terapije, koja se primjenjuje
uglavnom kod lokalno uznapredovale bolesti, podrazumijeva sistemnu terapiju prije
kirurskog lijeCenja u svrhu reduciranja tumorske mase i uniStavanja okultnih
mikrometastaza. U pretklinickim se animalnim modelima pokazalo da je rana
primjena kemoterapije rezultirala eradikacijiom tumora u ranom stadiju $to nije bio
slu¢aj u modelima s odgodenom primjenom terapije. Prvi randomizirani pokusi
adjuvantne terapije poceli su 1960-ih i ukljucivali su ablaciju jajnika i kratkotrajno
davanje kemoterapeutika nakon kirurSkog odstranjenja karcinoma.

Danas su osnovni oblici sustavnog lijeCenja karcinoma dojke hormonska
terapija, kemoterapija i imuno terapija. Primjenjuju se u ranim stadijima bolesti s
ciliem snizavanja rizika povrata bolesti i poboljSavanja ukupnog prezivljenja te u
lije€enju uznapredovale bolesti sa ili bez udaljenih metastaza s ciliem smanjenja
tumorske mase i duzeg prezivljenja (164).

1.8.3. Hormonska terapija

Karcinom dojke je prototip hormonski ovisnog tumora. Estrogen kontrolira
rast i razvoj karcinoma dojke, a otkri¢e estrogenskih (ER) i progesteronskih receptora
(PgR) bilo je temelj za razvoj hormonskog lijeCenja (57, 58). Oko 75% Zena s rakom
dojke ima hormonski ovisne tumore, $to ih Cini podobnima za hormonsko lijeCenje.
Sve su pacijentice s hormonski ovisnim invazivnim tumorom kandidati za hormonsku
terapiju, neovisno o dobi, statusu limfnih ¢vorova i eventualno planiranoj adjuvantnoj
kemoterapiji.

Danas se hormonska terapija najvise temelji na primjeni selektivnih
modulatora estrogenskih receptora (SERM, engl. selective estrogen receptor
modulators) u koje se ubrajaju tamoksifen, toremifen i raloksifen. Toremifen ima vrlo
slican ucinak kao tamoksifen, ali se danas bitho manje ordinira dok se raloksifen
koristi samo za prevenciju povrata bolesti. Tamoksifen je najc¢e$ée primjenjivani lijek u
hormonskoj terapiji s dokazanom djelotvornos¢u u adjuvantnoj, neoadjuvantnoj i
palijativnoj terapiji. Najobuhvatniju je ocjenu ucinkovitosti adjuvantno primijenjenog
tamoksifena dala meta-analiza Kolaborativne skupine za istrazivanje ranih stadija
karcinoma dojke (engl. Early Breast Cancer Trialists Collaborative Group). Nakon 15
godina pracenja, prema podacima od 40 000 Zena, potvrdila je korist 5-godiSnjeg
adjuvantnog lije¢enja kod Zena s hormonski ovisnim tumorima. Zene s ER pozitivhim
ili ER nepoznatim statusom imale su 39% godiSnje smanjenje rizika za povrat
invazivnog karcinoma (164, 165).
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Osim SERM-a postoje i inhibitori aromataze (anastrazol, letrozol), zatim
steroidni inaktivatori aromataze (eksemestan), hormoni koji oslobadaju luteinizirajuci
hormon (LHRH agonisti) te antagonisti estrogenih receptora koji smanjuju njihovu
aktivnost-SERDS, (engl. selective estrogen receptor down regulators) npr. fulvestrant.
Koriste se i androgeni kao Sto je fluoksimesteron.

Odluka o vrsti hormonske terapije temelji se na hormonskoj ovisnosti tumora -
koli¢ini ER i PgR, menstrualnom statusu pacijentice te eventualnom prethodnom
lijeCenju (164, 165).

Ovarijalna ablacija jos je jedna od ucinkovitih oblika adjuvantnog lijecenja kod
premenopauzalnih pacijentica s hormonski ovisnim tumorima. Moze se postici
kirurski, radioterapijom ili kemijskim putem, primjenom LHRH ljekova (goserelin i
leuprolid). EBCTCG je objavio rezultate meta analize randomiziranih studija ovarijskih
ablacija kod pacijentica s hormonski ovisnim karcinomima dojke nasuprot grupe
pacijentica koje nisu primile adjuvantno lije¢enje. Analiza je pokazala da pacijentice
do 49. g. Zivota, koje su podvrgnute ablaciji, imaju 25% redukciju u povratu bolesti i
oko 30% redukciju smrtnog ishoda (164, 165).

1.8.4. Citostatsko lijecenje

Unatrag 40-ak godina, napravljene su brojne klinicke studije koje su ispitale
ulogu kemoterapeutika u reduciranju rizika za povrat bolesti i smrti. Prvi su
kemoterapeutici bili tiotep, melfalan i ciklofosfamid. Poslije toga, uslijedio je CMF
protokol te pokazao bitno bolje rezultate u lijeCenju. Danas je u primjeni veliki broj
adjuvantnih  polikemoterapijskih protokola koji se zasnivaju na primjeni
ciklofosfamida, antraciklina, taksana, metotreksata i 5-fluorouracila, a CMF protokol
je i danas ostao jedan od naj¢eSc¢e koristenih protokola diljem svijeta. Adjuvantna
kemoterapija je pokazala koristan ucinak u premenopauzalnih i postmenopauzalnih
Zena, kod pacijentica sa zahvaéenim i nezahvacenim limfnim ¢vorovima pazuha, kao i
pacijentica s hormonski ovisnim i hormonski neovisnim tumorima. EBCTCG je 2005. g.,
objavila rezultate meta-analize velikog broja studija na 150 000 pacijentica koji govore
o statisticki znacajnom snizavanju rizika ponovne pojave bolesti i smrtnosti od
karcinoma dojke kod pacijentica lije€enih polikemoterapijom. Apsolutna je korist veca
kod pacijentica sa zahvacenim pazusnim limfnim ¢évorovima, hormonski neovisnim
tumorima i kod Zena mladih od 50 godina. Tako je primjenom kemoterapije rizik za
obnavljanje bolesti kod pacijentica mladih od 50 godina s hormonski neovisnim
tumorima sniZzen za 13%, a kod onih s hormonski neovisnim tumorima za 7%. Kod
pacijentica starijih od 50 g., rizik ponovne pojave bolesti kod hormonski neovisnog
raka dojke snizava se za 9,6%, a kod hormonski ovisnog raka za 4.9% (165-167).
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1.8.5. Imunoterapija

Medicinska je zajednica dozZivljela revoluciju u molekularno ciljanoj terapiji
karcinoma dojke. Sama je ideja pocela prije stotinjak godina, kada je Paul Ehrlich
postavio teoriju magi¢nog metka po kojoj ée jedan dan biti moguée djelovati
liekovima na neka tkiva dok ¢e druga ostati postedena. Danas je trastuzumab primjer
takvog lijeka, koji je omoguéio bolji ishod karcinoma dojke i smanjenu sistemnu
toksi¢nost. Faktori rasta su, izmedu ostalog, odgovorni i za prezivljavanje tumorskih
stanica koje se nalaze pod utjecajem citotoksi¢nih lijekova i radioterapije. To je razlog
zaSto se citotoksi¢no lijeCenje u kombinaciji s novijom, molekularno ciljanom
terapijom pokazalo efikasnijom (168).

Trastuzumab (Herceptin) je monoklonsko protutijelo usmjereno na
izvanstani¢ni dio receptora humanog epidermalnog ¢imbenika rasta 2 (HER2/neu).
Vezivanjem na receptor, onemogucuje vezanje cirkuliraju¢ih ¢imbenika rasta te daljnji
prijenos proliferacijskih signala u stanici, ubrzava uvlacenje receptora u stanicu, u
odredenoj mjeri poti¢e, o protutijelima ovisnu, citotoksiénu reakciju te smanjenje
izluCivanja VEGF-a i drugih angiogenih cCimbenika iz tumora. Indiciran je kod
pacijentica s HER2 pozitivnim tumorima i predstavlja prvo usmjereno, ciljano lijecenje
karcinoma dojke (169, 170).

Ucinkovitost trastuzumaba samog i u kombinaciji s citostatskom terapijom u
metastaskom karcinomu dojke, bila je osnova nastavku istraZivanja antitumorskog
ucinka trastuzumaba u ranom karcinomu dojke (171). Rezultati pet randomiziranih
adjuvantnih klinickih studija, na gotovo 13 000 pacijentica, pokazali su znacajnu
klinicku korist adjuvantne primjene trastuzumaba kod visoko rizi¢nih pacijentica s
HER-2 pozitivnim tumorima. U svim je studijama, adjuvantno primjenjen trastuzumab
produZzio vrijeme bez znakova bolesti, a u tri studije i bolje ukupno prezivljenje (171-
174).

Danasnje, i buduée lije¢enje karcinoma dojke, ovisit ée o mogucnosti
definiranja skupina pacijentica koje imaju najveéu korist od pojedinih nacina lije¢enja
koristeci prognosticke i prediktivne ¢imbenike. Novija istraZivanja pokusavaju otkriti
podskupinu pacijentica s negativnim limfnim ¢vorovima kojima bi adjuvantna terapija
najvise pomogla. U tom cilju pomaZzu istrazivanja molekula koje posreduju rastu i
metastaziranju stanica raka dojke Sto omogucava razvoj novih kemoterapeutika i
bioloskih lijekova. Veliki se broj bioloskih ljekova zasad pokazao korisnim u animalnim
modelima no njihova se vrijednost tek mora istraziti na velikim studijama kod ljudi.
Neki su od njih usmjereni i prema molekulama opisanim u prognostickim i
prediktivnim ¢imbenicima ovoga rada.
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MMP inhibitori su, unatoc¢ loSim rezultatima u istrazivanju u terapiji karcinoma
dojke, u klini¢ckim istrazivanjima i dalje jako interesantni kao potencijalne mete u
antitumorskoj terapiji, s obzirom na njihovu pojacanu ekspresiju u tumorima. Nova je
era istrazivanja usmjerena prema novim MMP inhibitorima koji se kombiniraju s
kemoterapeuticima (175, 176). RECK protein, koji sudjeluje u regulaciji ekspresije
metaloproteinaza, takoder je jedna od meta mikro RNA, oncomiR-MIRN21 (177).
Genetski putevi koje reguliraju ETS proteini mogu takoder posluziti kao mete za
antitumorsku terapiju, a dosad su napravljeni brojni nacini utiSavanja ETS gena sa
siRNA i antisense cDNA. Oligonukleotidima je inhibirana endotelna migracija i
angiogeneza posredovana VEGF putem. Blokiranje bi ETS funkcije takoder moglo
dovesti do poboljsanja terapije Herceptinom jer su HER2/neu i ETS-1 u pozitivnoj
korelaciji (120, 122, 139, 140).

Mutirani p53, takoder je istrazivan kao potencijalna meta ciljane terapije
karcinoma dojke. Peptidi koji imaju sposobnost interferiranja izmedu p53 i DNA
uzrokovali su osjetljivost stanica karcinoma dojke na kemoterapeutike. Jedna od
proteina na divlji tip je PRIMA-1 (149). TFO (triplex forming oligonucleotides) jesu
molekule koje se vezu na DNA sekvencu i selektivni su inhibitori genske ekspresije
MYC RNA. Ispitivaju se ucinci molekula na stanic¢ne linije karcinoma dojke i dokazano
povecavaju ucinkovitost gemcitabina (150). WX-UK1 (Mesupron), inhibitor serinskih
proteaza, nalazi se u fazi | i Il ispitivanja kod pacijentica u kasnom stadiju bolesti vise
solidnih tumora ukljucujuci i karcinom dojke (82).

Obiljezja svih mreza signalnih puteva unutar tumorskih stanica jesu
kompleksnost i bogata medusobna povezanost. Pojednostavljeno gledajuci, kada
jedan lijek blokira put A, unutar mreze postoje jo$ brojni putevi koji zaobilaze taj put
te se signal moze provesti do ciljnih molekula. Istrazivaci diljem svijeta pokusavaju
shvatiti logiku svake signalne mreze Sto bi bitno povecalo efikasnost pametnih ljekova
u terapiji karcinoma dojke i eventualno dovelo i do eradikacije bolesti (168).
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2. CILJEVI | HIPOTEZA RADA

2.1. Ciljevi rada

Ciljevi ovog rada su:

1. Odrediti ekspresiju ETS-1, MMP-2 i MMP-9 u tumoru na reprezentativhom uzorku
invazivnih duktalnih karcinoma dojke (NST).

2. Usporediti ekspresiju ETS-1 s ekspresijom MMP-2.
3. Usporediti ekspresiju ETS-1 s ekspresijom MMP-9.
4. Usporediti ekspresiju MMP-2 s ekspresijom MMP-9.

5. Usporediti ekspresiju ETS-1, MMP-2 i MMP-9 pojedinacno, kao i njihovu
koekspresiju s ostalim prognostickim ¢imbenicima: vaskularnom invazijom,
histoloskim i nuklearnim gradusom, veli¢inom tumora, statusom limfnih ¢vorova,
HER2/neu statusom, statusom ER i PgR, proliferacijskim indeksom (Ki67) i
molekularnim tipom tumora.

6. Usporediti ekspresiju ETS-1, MMP-2 i MMP-9 kao i njihovu koekspresiju s
prezivljenjem bez znakova bolesti (DFS) i ukupnim prezivljenjem (OS) kod pacijentica s
negativnim i pozitivnim limfnim ¢vorovima.

7. Utvrditi korelaciju ekspresije ETS-1, MMP-2 i MMP-9 u uzorcima te na osnovi
statisticke analize zakljuciti o mogucoj ulozi odredivanja ETS-1, MMP-2 i MMP-9 kao
prognostickog Cimbenika u karcinomu dojke te odredivanja one skupine pacijentica
koja ¢e imati koristi od agresivnijeg lije¢enja u smislu duzeg prezivljenja.

8. Odrediti ekspresiju ETS-1 u pratec¢im tumor infiltrirajuc¢im limfocitima (TIL).

9. Usporediti ekspresiju ETS-1 u limfocitima s ekspresijom ETS-1, MMP-2 i MMP-9 u
tumorskim stanicama te s ostalim patohistoloskim i klinickim pokazateljima.

2.2. Hipoteza rada

Koekspresija ETS-1, MMP-2 i MMP-9 u uzorcima invazivnih duktalnih
karcinoma dojke predstavlja bitan ¢imbenik koji utje¢e na prezivljenje bez znakova
bolesti (DFS) i na sveukupno preZivljenje pacijentica (OS). Ako je izrazena koekspresija
ETS-1 s MMP-2 i MMP-9 u uzorcima, moguce je da se radi o tumorima izrazito loSijeg
sveukupnog prezivljenja.
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3. MATERUAL | METODE

U ovo, retrospektivno istrazivanje, uklju¢eno je 209 uzastopnih pacijentica s
karcinomom dojke kod kojih je dijagnoza postavljena tijekom 2002. g. u Klinickom
bolnickom centru (KBC) Zagreb. U studiju su uklju¢ene pacijentice s NST histoloskim
tipom karcinoma dojke, a iz studije su iskljuéene pacijentice s nepotpunim klini¢kim
podacima tako da je uzorak na kraju ¢inila 121 pacijentica. Za istrazivanje su koristeni
parafinski blokovi iz arhive Klinickog zavoda za patologiju KBC Zagreb.

3.1. Analiza mikroskopskih preparata

Tumorsko je tkivo fiksirano u 10% formalinu i rutinski uklapano u parafinske
blokove koji su rezani u rezove debljine 4-5 mikrometara i bojani standardnom
metodom hematoksilin-eozinom. Tako dobiveni preparati, pregledani su svjetlosnim
mikroskopom radi potvrde patohistoloske dijagnoze, odredivanja histoloskog i
nuklearnog gradusa, utvrdivanja statusa limfnih ¢vorova te vaskularne invazije u
tumorskom tkivu. Histoloski tip tumora odreden je prema Svjetskoj zdravstvenoj
organizaciji, a histoloski gradus prema Elston i Ellisu.

Za imunohistokemijsko bojenje ucinjeni su dodatni rezovi. Bojenje je ucinjeno
standardnom imunoperoksidaza avidin-biotin metodom koristeéi stroj za automatsko
bojenje (Tech Mate, Dako, Danska) s estrogenskim (DAKO H7096; ready to use),
progesteronskim (DAKO M3569; 1:50), Ki-67 (Dako, Glostrup, Danska) i anti HER-2
protutijelom HercepTest (Dako, Glostrup, Danska).

3.2. Uklapanje uzoraka u tkivne ,,mikrocipove” (engl. tissue

microarray-TMA)

Prouc¢avane smo proteine odredivali imunohistokemijski protutijelima anti-
ETS-1, anti-MMP-2 i anti-MMP-9 (Novocastra, UK) koriste¢i se metodom tkivnog
mikroCipa (eng. tissue microarray; TMA). Tkivni mikrocipovi sluZze za simultano
odredivanje imunohistokemijske razine proteina u multiplim individualnim uzorcima
tkiva, a sve na jednom rezu bloka. Uzorci su uzeti iz reprezentativnih podrucja tumora,
odredenih na hematoksilin-eozin bojenim rezovima, te potom oznaceni na stakalcu.

Ovakvi cilindriéni uzorci tkiva, promjera 0,2 cm, dobiveni su ,punkcijom"
tumorskog tkiva pomodéu posebne igle (SAKURA, Japan). Uzeti su u triplikatima za
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svaki pojedini tumor, a potom se, gusto poslagani, ponovno uklapaju u novi prazan
,mikroCip“ parafinski blok ru¢nim ,arrayerom” (Beecher Instruments, Sun Prairie,
Wisconsin, SAD), kako je prikazano na slikama 10i 11.

Upotrebom ovakve metode, ¢ak je 60 tkivnih uzoraka tumora analizirano na
jednom stakalcu. Tkivni mikrocipovi su pomocu mikrotoma izrezani u rezove debljine
4-5 mikrometara, deparafinizirani u ksilolu i dehidrirani u gradiranim alkoholima.
Potom su pretretirani u PTK i dalje imunohistokemijski obojeni standardnom
metodom bojenja. Upotreba tkivnog ,mikrocip” bloka omogucila je da se u isto
vrijeme i pod istim uvjetima oboje svi uzorci, Sto daje komparabilne rezultate, uz
znacdajnu podudarnost ovog ,multicore” sustava s analizom cijelog reza originalnog
parafinskog bloka (slika 10 11).

Tumor area identified
and marked on slide

\ o H & E Histology

MICROARRAY
ASSEMBLY

\Brp

Tumor area
marked on
block and
microdissected
with tissue
arrayer

Slika 10. Shematski prikaz uklapanja tkivnih uzoraka u prazan ,mikrocip“ blok (178).
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Slika 11. Prikaz stakalca s priredenim tkivnim ,,mikrocipom".

Uzorci su analizirani svjetlosnim mikroskopom, a bojenje za svako protutijelo je
iskazano kao postotak i kao intenzitet bojenja obojenih stanica. Negativan rezultat
navedenih bojenja je oznacen s 0, slabo bojanje kao 1, srednje 2 i jako 3. Iz intenziteta
bojenja i postotka pozitivnih stanica, naknadno je izraCunat broj bodova, tzv.
imunohistokemijski indeks, prikazan u tablici 4. Prema postotku broja pozitivnih
stanica dodijeljeni su bodovi: 0-negativno, 1=1-10%, 2=10-50%, 3=>50% obojenih
stanica. Konacni broj bodova je dobiven mnozZenjem intenziteta (0, 1, 2, 3) s brojem
bodova dobivenih prema postoku obojenih stanica.
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Tablica 4. Prikaz sistema bodovanja za ETS-1, MMP-2 i MMP-9.

A=postotak obojenih stanica B=intenzitet bojenja

0 =negativno

1=1-10%

2=10-50%

W N (k| O

3=>50%

Broj bodova (AxB) Imunohistokemijski indeks

0

1,23

4,5,6

W N = |O

7,8,9

3.3. Stupanj diferenciranosti tumora

Stupanj diferenciranosti tumora (histoloski i nuklearni gradus) odreden je
metodom prema Elstonu i Ellisu (51) koja definira precizne kriterije za ocjenu
morfoloskih osobitosti kao Sto su stvaranje tubula, nuklearni pleomorfizam i broj
mitoza na odredenoj povrsini tumora. Svako se od navedenih obiljeZja ocjenjuje s 1-3
boda. Bodovi se zbrajaju, a njihov krajnji zbroj odreduje stupanj diferencijacije:

a) Gradus | - dobro diferencirani tumor (3 - 5 bodova)
b) Gradus Il - srednje/umjereno diferencirani tumor (6 - 7 bodova)

c) Gradus lll - slabo diferencirani tumor (8 - 9 bodova)

3.4. Proliferacijski indeks

Proliferacijski indeks je mjeren imunohistokemijski koristeé¢i anti-Ki-67
protutijelo (DAKO, clone MIB-1, M7240) koje prepoznaje nuklearni antigen izrazen u
stanicama tumora u proliferacijskim fazama staniénog ciklusa. Rezultati
proliferacijskog indeksa su dobiveni brojanjem pozitivne reakcije u jezgrama, na 500
tumorskih stanica i izraZzeni u postotcima (179).
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Za statisticku su analizu dobiveni rezultati razvrstani u tri kategorije:
a) tumori niskog proliferacijskog indeksa: <15% jezgara tumorskih stanica
b) tumori srednjeg proliferacijskog indeksa: 16-30%

c) tumori visokog proliferacijskog indeksa: >30% .

3.5. Steroidni receptori

Steroidni receptori su odredeni imunohistokemijskim bojenjem s anti-ER
(DAKO, clone 1D5, H7098, razrjedenje 1:50) i anti-PgR (DAKO, clone PgR36, M3569,
razrjedenje 1:50) protutijelom, semikvantitativnom metodom. IzraZzenost receptora u
tumorskom tkivu je odredena kao postotak pozitivnih jezgara (Slika 12). S obzirom na
postotak pozitivnih stanica i intenzitet bojenja, tumori su razvrstani u 4 grupe:

a) bez izrazenosti (nema bojenja)

b) slaba izrazenost (1-10% obojenih jezgara)

c) srednja izrazenost (10-50% tumorskih stanica)

d) jaka izrazenost (>50% pozitivnih tumorskih stanica)(Slika 12).

Za statisticku su analizu rezultati izraZzenosti ER i PgR receptora skupno prikazani:
A) negativan nalaz : nema izrazenosti

B) pozitivan nalaz: slaba, srednja i jaka izrazenost (180).
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Slika 12. Imunohistokemijsko bojenje s anti-ER protutijelom za dokazivanje ekspresije
ER u tumorskom tkivu. Tumorsko tkivo pokazuje ekspresiju ER u gotovo svim
stanicama u jakom intenzitetu (x400).

3.6. lzrazenost HER-2/neu

Izrazenost HER-2/neu receptora odredena je imunohistokemijskom metodom
koristenjem HercepTesta (DAKO). Vrijednost prekomjerne izrazenosti HER2/neu
vrjednovana je ocjenjivanjem intenziteta bojenja stanicne membrane na skali od 0 do
3+. Iz toga proizlazi: a) vrijednost 0 je negativan nalaz, nema bojenja; b) vrijednost 1+
je slabo, nepotpuno bojenje na manje od 10% membrana tumorskih stanica; c)
vrijednost 2+ je slabo pozitivan nalaz, sa slabim do srednje jakim, isprekidanim do
difuznim bojenjem na vise od 10% membrana tumorskih stanica i kompletno, jako
membransko bojanje u <30% stanica; d) vrijednost 3+ je jako pozitivan nalaz s
kontinuiranim jakim bojenjem membrane na viSe od 30% tumorskih stanica (Slika 13).

Rezultati ekspresije HER-2/neu odcitani su prema preporuci proizvodaca.
Negativan nalaz su vrijednosti 0 i 1+ (kada nema bojenja i kod bojenja intenziteta 1+).
Bojenje intenziteta 2+ provjereno je dual SISH metodom (HER2 detection Kit 84-0146,
Zymed Lab. Inc., California, SAD) radi dokazivanja moguce amplifikacije HER-2/neu.
Pacijentice kod kojih je nadena amplifikacija HER-2/neu dual SISH metodom, kao i
pacijentice s imunohistokemijskom ekspresijom HER-2/neu u intenzitetu boje 3+, su
prema ASCO/CAP smijernicama (180) smatrane pozitivnim na ekspresiju HER-2/neu
(Slika 13).
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Slika 13. HER2 imunohistokemijsko bojanje membrana tumorskih stanica, intenzitet
+++ (pozitivan nalaz ), x 400.

3.7. Pacijentice i analiza podataka medicinske dokumentacije

Za sve su pacijentice prikupljeni podaci o dobi, veli¢ini tumora,
menopauzalnom statusu, vrsti kirurSskog zahvata dojke i pazuha, vrsti provedene
onkoloske terapije (kemoterapija, hormonska terapija i radioterapija), datumu
posljednje kontrole za pacijentice koje su Zive, sa ili bez znakova povrata bolesti, te
datumu smrti pacijentica umrlih od karcinoma dojke. Podaci su dobiveni iz povijesti
bolesti Klinike za kirurgiju, Klinike za onkologiju, arhive Klinickog zavoda za patologiju
KBC Zagreb i dodatne imunohistokemijske analize parafinskih blokova Klinickog
zavoda za patologiju. Klini¢ki su podaci prikupljeni iz medicinskih dokumentacija
Klinike za onkologiju KBC-a, zaklju¢no do 20. prosinca 2011. g. te je formirana
integralna baza podataka s parametrima koji su predmet istraZivanja:

1. parametri koji obiljeZzavaju pacijentice i bolest: dob, menstrualni status, veliina
tumora, histoloski i nuklearni gradus, iznos ER i PgR, proliferacijski indeks, izrazenost
HER2 receptora, izrazenost ETS-1 u tumorskim stanicama i limfocitima, izrazenost
gelatinaza u tumorskim stanicama i u stanicama strome te status izvadenih limfnih
évorova;

2. parametri koji obiljezavaju nacin lijeCenja: vrsta operativnog zahvata, primijenjena
kemoterapija, hormonska terapija, radioterapija;
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3. podaci o prezivljenju sa ili bez znakova povrata zlo¢udne bolesti i podaci o
ukupnom preZivljenju.

3.8. Statisticka obrada

U radu su analizirani podaci pacijentica za koje su bili poznati svi patohistoloski
pokazatelji karcinoma dojke i klinicki podaci o lijeCenju. Pacijentice s nepotpunim
podacima o praéenju i tijeku bolesti nisu uklju¢ene u analizu prezZivljenja. Prezivljenje
bez znakova bolesti definirano je vremenom od operativnog zahvata zbog raka dojke
do posljednje kontrole ili pojave recidiva bolesti. Ukupno prezivljenje definirano je
kao vrijeme od postavljanja dijagnoze do posljednje kontrole ili datuma smrti od
karcinoma dojke. U statistickoj obradi dobivenih rezultata je koristen program
STATISTICA v. 6.0. te su primijenjeni primjereni statisticki postupci. Koristene su
prikladne metode deskriptivne statistike (medijan, raspon) te neparametrijske
metode za usporedbu neovisnih uzoraka (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney), metode za
analizu korelacije (Spearman test korelacije), Hi-kvadrat test i analiza ukupnog
prezivljenja i prezivljenja do povrata bolesti univarijatnom i multivarijatnom analizom
(Kaplan-Meier krivulje, logisticka regresija, ROC analiza) radi procjene neovisnog
prognostickog cimbenika preZivljenja. Dobiveni rezultati su prikazani tabelarno i
graficki.

Istrazivanje je provedeno u Klinickom zavodu za patologiju KBC-a Zagreb. U
patohistoloskoj je analizi preparata sudjelovao pristupnik te prof.dr.sc. Jasminka Jaki¢
Razumovi¢, specijalist patologije, procelnica Zavoda za kirursku patologiju, KBC
Zagreb.

Prikupljanje podataka o pacijenticama je proveo pristupnik, a statisticku
obradu dobivenih podataka je provela gda. Marta Malinar, specijalizirana za
medicinsku statistiku.

3.9. Identitet pacijentica i eticka nacela

Istrazivanje na tumorskim tkivima je ucinjeno u skladu sa smjernicama kojima
je cilj osigurati pravilno provodenje postupka, uklju¢ujuéi Osnove dobre klinicke
prakse, Helsinsku deklaraciju te Zakon o zdravstvenoj zastiti Republike Hrvatske (NN
121/03). Identitet pacijentica ostat ¢e neotkriven i zasticen. Ovaj je rad sastavni dio
projekta koji je dobio suglasnost za istrazivanje Etickog povjerenstva Klini¢ckog
bolni¢kog centra Zagreb i Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu.
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4. REZULTATI

4.1. Opis ispitivanog uzorka pacijentica s rakom dojke

U istrazivanje je ukljuéena 121 pacijentica s duktalnim invazivnim karcinomom
dojke (NST) koje su u razdoblju 2002. g. operirane na KBC-u Zagreb. Prosjecna je dob
pacijentica bila 57 godina (raspon 30-83 godine, medijan 54, STD 11.8). Prosje¢na
veli¢ina tumora bila je 2.35 cm (raspon 0,5 - 10 cm, medijan 2 cm, STD 1.5), a vrijeme
pracenja pacijentica izmedu 8 i 124 mjeseca (medijan 80.6 mjeseci). Klini¢ko-patoloski
podaci su sazeti u tablici 5.

Ekspresija ETS-1 je imunohistokemijski prikazana u tumorskim stanicama i u
stanicama tumorske strome. Unutar strome ETS-1 je eksprimiran najviSe u
limfocitima, zatim u endotelnim stanicama krvnih Zila te u fibroblastima. Za studiju su
ukljucene vrijednosti ekspresije ETS-1 u tumorskim stanicama i u tumor infiltriraju¢im
limfocitima. Gelatinaze (MMP-2 i MMP-9) su eksprimirane u tumorskim stanicama te
u stanicama strome (fibroblasti, upalne stanice, endotel krvnih Zila).
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Tablica 5. Klinicki i patolosSki podaci za 121 pacijenticu.

Variabla

Broj pacijentica (%)

Menopauzalni status

Premenopauza 53 (43.8)
Postmenopauza 68 (56.2)
Dob pacijentice

<50 g. 49 (40.49)
>50 g. 72 (59.5)
Veli¢ina tumora

<2cm 68 (56.19)
2,1-5cm 46 (38.01)
>5cm 7 (5.78)
Histoloski gradus

1 17 (14.04)
2 56 (46.28)
3 45 (37.20)
Nuklearni gradus

1 9 (7.43)
2 66 (54.54)
3 45 (37.19)
ER

Pozitivni 82 (67.77)
Negativni 38 (31.40)
Nije napravljeno 1 (0.83)
PgR

Pozitivni 65 (53.72)
Negativni 55 (45.45)
Nije napravljeno 1 (0.83)
HER-2

Pozitivan (3, dual SISH) 27 (22.32)
Negativan (0, 1, 2) 94 (77.68)
Ki67

Nizak 86 (71.07)
Umjeren 20 (16.53)
Visok 12 (9.92)
Nedostaje 3 (2.48)
Vaskularna invazija

Ne 115 (95.04)
Da 6 (4.95)
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Status limfnih ¢vorova

Pozitivni 42 (34.71)
Negativni 57 (47.1)
Nisu odstranjeni 22 (18.18)
Kirurske tehnike

Postedni zahvat 77 (63.64)
Mastektomija 44 (36.36)
Kemoterapija

Da 90 (74.38)
Ne 31 (25.61)
Endokrina terapija

Da 85 (70.25)
Ne 34 (28.1)
Radioterapija

Da 81 (66.95)
Ne 40 (33.05)
Recidiv bolesti

Da 38 (31.40)
Ne 83 (68.60)
Smrt pacijentice

Da 31 (25.61)
Ne 90 (74.38)

Vrijednosti ekspresije ETS-1, MMP-2 i MMP-9 su prikazane u tablicama 6i 7 i
slikama 14-19.
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Tablica 6. Ekspresija ETS-1 proteina u uzorcima invazivnih karcinoma dojke.

ETS-1, tumorske stanice N %
pozitivho 68 56.20
negativho 53 43.80
IHI 0 53 43.80
HI 1 53 43.80
IHI 2 14 11.60
IHI 3 1 0.82

ETS-1, limfociti
pozitivno 115 95.00
negativho 6 5.00
IHI O 6 5.00
HI 1 25 20.66
IHI 2 63 52.06
IHI 3 27 22.31
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Tablica 7. Ekspresija gelatinaza u tumorskim stanicama i u tumorskoj stromi.

MMP-2, tumorske stanice N %
pozitivno 94 77.68
negativno 27 22.31
IHI 0 27 22.31
IHI 1 35 28.92
IHI 2 45 37.19
IHI 3 14 11.57

MMP-2, tumorska stroma
pozitivho 97 80.16
negativho 24 19.83

MMP-9, tumorske stanice
pozitivno 109 90.08
negativno 12 9.92
IHI 0 12 9.92
HI 1 7 5.78
IHI 2 56 46.30
IHI 3 46 38.00

MMP-9, tumorska stroma
pozitivno 79 65.30
negativho 42 34.70
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Slika 14. Imunohistokemijski indeks (IHI) ETS-1 u tumorskim stanicama.
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Slika 15. Imunohistokemijski indeks MMP-2 unutar tumorskih stanica.
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Slika 16. Imunohistokemijski indeks MMP-9 unutar tumorskih stanica
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Slika 17. Imunohistokemijski indeks ETS-1 u tumorskim limfocitima.




MMP-2, stroma

Pozitivha
80.16%

Slika 18. Ekspresija gelatinaze A u tumorskoj stromi.

MMP-9,stroma

Pozitivha
65.3%

Slika 19. Ekspresija gelatinaze B u tumorskoj stromi.

Unutar tumorskih stanica ETS-1 je eksprimiran u 56.2% ispitivanih tumora i to
pretezno u slaboj ekspresiji (43.8%). Umjerena se ekspresija nalazila u 11.6% uzoraka
dok se jaka ekspresija ETS-1 nasla u samo 1 uzorku (0.82%). Unutar tumorskih stanica,
MMP-2 je pozitivha u 77.7% uzoraka, sa slabom ekspresijom u 29%, umjerenom
ekspresijom u 37.19% i jakom u 11.57% uzoraka. Pozitivna se MMP-9 nasla u
tumorskim stanicama 90% uzoraka, slabog intenziteta u 5.8%, umjerenog u 46.3% i
jakog u 38% uzoraka.
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Stromalna ekspresija MMP-2 i MMP-9 je nadena u 80.61%, odnosno 65.3%
uzoraka. Ekspresija ETS-1 u limfocitima nadena je u gotovo svim uzorcima (95%) i to

najces¢e umjerena (52.06%), zatim jaka, u 22.31%, te slaba ekspresija u 20.66%
uzoraka.

Za potrebe statisticke analize napravljeno je nekoliko skupina pacijentica s
obzirom na ekspresiju ETS-1 i gelatinaza. Prema jednoj podjeli, razlikuju se skupina
negativnih i blago pozitivnih tumora (IHI 0 i 1) te skupina umjereno i jako pozitivnih

tumora (IHI 2 i 3). Druga podjela obuhvaca pozitivne i negativne ekspresije (slike 20-
26).
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Slika 20. Negativna ekspresija ETS-1 u limfocitima i u tumorskim stanicama, x100.
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Slika 21. Slaba ekspresija ETS-1 u tumorskim stanicama, IHI 1, x400.

Slika 22. Srednje jaka ekspresija ETS-1 u tumorskim stanicama, IHI 2, x200.
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Slika 23. Jaka ekspresija ETS-1 u tumorskim stanicama, IH! 3, x200.
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Slika 24. Jaka ekspresija ETS-1 u stromalnim limfocitima, tumorske stanice negativne,
x200.
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Slika 26. Jaka ekspresija MMP-9 u tumorskim stanicama, x400.
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4.2. Analiza povezanosti medusobnih ekspresija ETS-1, MMP-2
i MMP-9

4.2.1. Povezanost ekspresije ETS-1 s gelatinazama

Opcenito, nije nadena povezanost ekspresije ETS-1 s MMP-2 u tumorskim
stanicama, osim za umjerenu ekspresiju ETS-1, nadenu ceSc¢e kod pacijentica koje
imaju negativan nalaz MMP-2 u stromalnim stanicama i za ETS-1 negativne tumore
koji su ¢escée imali pozitivan nalaz MMP-2 u stromi (P=0.0398).

Nakon spajanja rezultata ETS-1 u skupine, rezultat je potvrden, tj. negativna il
blaga ekspresija ETS-1 u tumorskim stanicama c¢es$éa je kod pacijentica s pozitivnom
ekspresijom MMP-2 u stromi, a umjerena je i jaka ekspresija ETS-1 ce$éa kod
negativnog nalaza MMP-2 u stromi. Rezultat je uvjetno znacajan jer je nakon Yatesove
korekcije nivo znacajnosti P=0.0634.

Nije dokazana niti jedna statisticki znacajna povezanost ekspresije ETS-1 s
ekspresijom MMP-9.

4.2.2. Usporedba ekspresije MMP-2 s ekspresijom MMP-9
Dokazane su samo dvije statisticki znacajne povezanosti ekspresije MMP-9 s
ekspresijom MMP2 i to:

1. pozitivna ekspresija MMP-9 u tumorskim stanicama c¢eS¢a je kod negativne
ekspresije MMP-2 u tumorskoj stromi (P=0.0492).

2. povezanost ekspresije MMP-2 i MMP-9 u stromalnim stanicama (P=0.0458).

4.3. Usporedba ekspresije ETS-1, MMP-2 i MMP-9 s ostalim

prognostickim ¢cimbenicima

Hi-kvadrat testom te testovima korelacije (Mann-Whitney U test i Kruskal-
Wallis ANOVA), napravljena je usporedba ekspresije ETS-1, MMP-2 i MMP-9 s ostalim
prognosti¢kim ¢imbenicima (tablica 8-10). ETS-1 u tumorskim stanicama je povezan s
histoloskim gradusom. Umjerena je i jaka ekspresija ETS-1 ¢eS¢a kod histoloskog
gradusa 3 dok je negativan ili blago pozitivan nalaz ETS-1 ¢es¢i kod histoloSkog
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gradusa 1 (P=0.0430). Povezanost ekspresije ETS-1, MMP-2 i MMP-9 s nuklearnim
gradusom nije dokazana.

Povezanost ekspresija s vaskularnom invazijom nije dokazana zbog toga Sto je
u ovoj skupini pacijentica samo 6 imalo sigurnu vaskularnu invaziju.

Nadena je povezanost ekspresije ETS-1 u tumorskim stanicama s ekspresijom
ER. Kod umjerene i jake ekspresije tumori su ¢eSée ER negativni, dok je negativna
ekspresija ETS-1 ¢e$céa u ER pozitivnih tumora (P=0.0476). Nije dokazana povezanost
ER s ekspresijom MMP-2 i MMP-9, ali je nadena povezanost negativne ekspresije ER s
koekspresijom ETS-1/MMP2/MMP9 (P=0.013).

Nije nadena statisticki znacajna korelacija ekspresije ETS-1, MMP-2 i MMP-9 i
statusa limfnih ¢vorova aksile.

Ekspresija ETS-1 u tumorskim stanicama povezana je s veli¢inom tumora. Kod
vecéih tumora (veéi od 2 cm) jaca je i ekspresija ETS-1 u tumorskim stanicama (P=
0.0105), a isto vrijedi i za koekspresiju ETS-1/MMP-2/MMP-9 (P=0.0065).

Ekspresija MMP-2 u stromi povezana je s veli¢inom tumora. Kod vecih je
tumora manja ekspresija MMP-2 u stromi (P=0.0063), a za ekspresiju MMP-9 u stromi
nije nadena povezanost ni s jednim istrazivanim patohistoloskim ¢imbenikom (tablica
9). Ekspresija ETS-1 u limfocitima povezana je s velicinom tumora, histoloskim
gradusom, ekspresijom PgR i proliferacijskim indeksom (tablica 10). Prikazana je
statistic¢ki znacajna povezanost ekspresije ETS-1 u limfocitima s menopauzom, vec¢im
tumorom, visokim histoloskim gradusom, negativnim PgR i visSim proliferacijskim
indeksom. Pacijentice s umjerenom i jakom ekspresijom ETS-1 u limfocitima su
takoder u prosjeku starije (prosjek 57.8; raspon 30-83; medijan 56; standardna
devijacija 12.18) od onih s negativnim i blago pozitivnim nalazom (prosjek 51.66;
raspon 38 — 73; medijan 49.5; standardna devijacija 9.85). Prosjec¢na veli¢ina tumora
kod umjerene i jake ekspresije ETS-1 u limfocitima je 2.49 cm (0,5 — 10; median 2; STD
1.56), a kod negativnih ETS-1 u limfocitima prosjecna veli¢ina tumora je 1.93 cm (0.4 —
6.5; median 1.5; STD 1.27).

ETS-1 u limfocitima korelira s ekspresijom ETS-1 u tumorskim stanicama. Jaca
ekspresija u limfocitima nalazi se u uzorcima sa slabom ekspresijom ETS-1 u
tumorskim stanicama. Kod jace ekspresije ETS-1 u tumorskim stanicama nema
statisti¢ki znacajne razlike u ekspresiji ETS-1 u limfocitima. Ekspresija ETS-1 u
limfocitima, takoder je u korelaciji s odredenim koekspresijama: ETS-1 i MMP-9 u
tumorskim stanicama, ETS-1 u tumorskim stanicama i MMP-2 u stromi te ETS-1 u
tumorskim stanicama i MMP-9 u stromi (tablica 10).
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Tablica 8. Korelacija ekspresije ETS-1, MMP-2 | MMP-9 unutar tumorskih stanica s

ostalim patohistoloskim pokazateljima.

ETS1/MMP2/
ETS-1 MMP-2 MMP-9
MMP9

Dob NS NS NS NS

Velic¢ina tumora 0.0105 NS NS 0.0065
Nuklearni gradus NS NS NS 0.032
Histoloski gradus 0.0430 NS NS 0.0049

Limfni ¢vorovi NS NS NS NS

ER 0.0476 NS NS 0.013

PgR 0.0123 NS NS 0.0058

HER-2 NS NS NS NS

Ki67 NS NS NS NS

Tablica 9. Korelacija ekspresije MMP-2 i MMP-9 u stromalnim stanicama s

patohistoloskim pokazateljima.

MMP-2 MMP-9
Dob NS NS
Velic¢ina tumora 0.0063 NS
Nuklearni gradus NS NS
HistoloSki gradus NS NS
Limfni ¢vorovi NS NS
ER NS NS
PgR NS NS
HER-2 NS NS
Ki67 NS NS
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Tablica 10. Korelacija ekspresije ETS-1 u limfocitima s ostalim patohistoloskim i
klinickim pokazateljima.

Varijabla Ekspresija ETS-1 u limfocitima
Dob P=0.012

Velic¢ina tumora P=0.024
Menopauza P=0.033
Histoloski gradus P=0.040

Ki-67 P=0.008

PgR P=0.045
Ekspresija ETS-1 u tm. stanicama P=0.031
Koekspresija ETS-1 i MMP-9 u tm. stanicama P=0.019
Koekspresija ETS-1 u tm. stanicama i MMP-2 u | P=0.058,

stromi granié¢na vrijednost
SKSEI:;FreS|Ja ETS-1 u tm. stanicama i MMP-9 u P=0.027

Kod podjele tumora s obzirom na molekularni podtip (tablica 11), pokazalo se
da je umjerena i jaka ekspresija ETS-1 u tumorskim stanicama ¢es¢a kod trostruko
negativnih tumora. Kod luminalnog B tipa karcinoma koji je HER-2 negativan ¢esce je
nadena negativna ili slaba slaba ekspresija ETS-1 (P=0.0115, tablica 12). Kod podjele
ETS-1 na pozitivne i negativne uzorke ta se statisticka znacajnost gubi. Takoder, nije
nadena statisticki znacajna povezanost izmedu ekspresije ETS-1 u limfocitima, kao niti
MMP-2 i MMP-9 s molekularnim tipovima tumora (tablica 13).

Tablica 11. Molekularni tipovi tumora kod pacijentica.

Molekularni tip tumora N %

1. Luminalni tip A (ER/PgR+,HER2/neu-, Ki67 < 14%) | 55 45.45
2. Luminalni tip B a (ER/PgR+,HER2/neu-,Ki67 > 14%) | 15 12.39
3. Luminalni tip B b (ER/PgR+, HER2/neu+, bilo koji
Ki67) 17 14.04
4. HER2/neu +, ER/PgR- 10 8.26
5. Trostruko negativni 22 18.18

nedostaju podaci 2 1.65
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Tablica 12. Dvosmjerna frekvencijska tablica molekularnih tipova tumora i ekspresije
ETS-1 u tumorskim stanicama , Hi-kvadrat (P=0.0155).

ETS-1,tm | LumA | LumB, Her2- LumB, Her2+ Her2+ | Trostruko neg. Ukupno
IHI0/1 50 15 16 10 14 105

%* 90.90 | 100 94.11 100 63.63

%** 47.61 14.28 15.23 9.52 13.33

IHI 2/3 5 0 1 0 8 14

%* 9.09 0 5.88 0 36.36

%** 35.71 0 7.14 0 57.14

Ukupno 55 15 17 10 22 119

* % pacijentica unutar odredene molekularne skupine; ** % svih pacijentica

Tablica 13. Povezanost molekularnih podtipova karcinoma s analiziranim proteinima.

analizirani pokazatelji P
MMP-2 u stromi 0.36
MMP-2 u tumorskim stanicama | 0.60
MMP-9 u stromi 0.79
MMP-9 u tumorskim stanicama | 0.91
ETS-1 u limfocitima 0.57
ETS-1 u tumorskim stanicama | 0.0155
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4.4. Usporedba koekspresije ETS-1, MMP-2 i MMP-9 s ostalim

prognostickim ¢cimbenicima

Koekspresija ETS-1 i gelatinaza je prisutna u tumorskim stanicama 40.5% tumora
(N=49). Koekspresija istrazivanih proteina u pozitivnoj je korelaciji s tumorima veéim
od 2 cm. Prosjecna velic¢ina tumora kod koekspresije bila je 2.35 cm (0.4 cm do 7 cm),
a kod ostalih 1.8 cm (0.5 cm do 5.5 cm). Razlika je statisticki znacajna na razini P=
0.0065 (Mann-Whitney U test). Koekspresija je bila ¢eséa u tumorima s histoloskim
gradusom 3 kao i u tumorima s negativnim steroidnim receptorima. Koekspresija nije
korelirala s metastazama u limfne ¢&vorove, HER2/neu statusom kao niti s
proliferacijskim indeksom Ki67 (tablica 8).

4.5. Pracenje pacijentica i analiza prezivljenja
PrezZivljenje je izraCunato za prosjecni period od 80.6 mjeseci (raspon 9-124

mjeseca). Unutar tog perioda je 31 pacijentica umrla od posljedica karcinoma dojke.

4.5.1. Kaplan -Meier analiza

Postoji statisticki znacajna razlika u pojavi recidiva bolesti kod razlicitih ekspresija
ETS-1 u tumorskim stanicama (slika 27). Kod grupiranja rezultata na dvije skupine, taj
je rezultat potvrden (slika 28 i 29).
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Slika 27. Povezanost ekspresije ETS-1 (negativan, slaba ekspresija i jaka ekspresija) u
tumorskim stanicama s pojavom recidiva bolesti (DFS).
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Slika 28. Povezanost ekspresije (negativan i slabo pozitivan u usporedbi umjereno i
jako pozitivan) ETS-1 u tumorskim stanicama s pojavom recidiva bolesti (DFS).
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Kaplan-Meier analiza: P = 0.0002
e Kompletni o Cenzurirani

1,0

0,9
(]
[T
o
&
©
§_ 0,8
a — ETS-1 tumorske stanice neg.
g —— ETS-1 tumorske stanice poz.
g o7
€
=]
4

0,6

0,5

0 20 40 60 80 100 120 140
Vrijeme (mjeseci)

Slika 29. Povezanost ekspresije (negativan i pozitivan) ETS-1 u tumorskim stanicama s
pojavom recidiva bolesti (DFS).

Nakon podjele pacijentica na skupinu s pozitivnim i negativnim limfnim
¢vorovima dobivena je statisticki znacajna razlika u krivuljama preZivljenja s obzirom
na ekspresiju ETS-1 u tumoru u obje skupine pacijentica (slika 30 i 31). Kod pozitivne
ekspresije ETS-1 u tumorskim stanicama vjerojatnost recidiva je znacajno ¢eséa i javlja
se ranije nego kod negativne ekspresije. Razlika je statisticki znacajna na razini
P=0.0532 odnosno 0.0314.

78



Kaplan-Meier analiza: P = 0.0532
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Slika 30. Krivulja ukupnog preZivljenja pacijentica s pozitivnim limfnim évorovima s
obzirom na ekspresiju ETS-1 (negativan, slabo i umjereno pozitivan).
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Slika31. Krivulja ukupnog prezivljenja pacijentica s negativnim limfnim ¢vorovima s
obzirom na ekspresiju ETS-1 (negativan, slabo i umjereno pozitivan).



Kod pacijentica s negativnim limfnim ¢vorovima dobivena je i statisti¢ki znacajna
razlika za DFS s obzirom na ekspresiju MMP-9 u tumorskoj stromi. Pacijentice su u toj
skupini imale vecu vjerojatnost recidiva nego one s negativnom ekspresijom (slika 32).

Kaplan-Meier analiza: P = 0.0389
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Slika 32. PreZivljenje bez znakova bolesti kod pacijentica s negativnim limfnim
¢vorovima i ekspresijom MMP-9 u stromalnim stanicama.

Koekspresija ETS-1,MMP-2 i MMP-9 ima znacajan utjecaj na pojavu recidiva te
pacijentice s izrazenom koekspresijom imaju veéu vjerojatnost povrata bolesti (slika
33). Ako uzorak podijelimo na pozitivne i negativne limfne ¢vorove, kod pacijentica s
pozitivnim limfnim ¢évorovima takoder postoji znacajan utjecaj koekspresija na pojavu
recidiva (slika 34) dok kod pacijentica s negativnim limfnim ¢vorovima nema statisticki
znacajne razlike u pojavi recidiva s obzirom na koekspresiju tri proteina.
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Kaplan-Meier analiza: P = 0.0246
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Slika 33. PreZivljenje bez znakova bolesti kod pacijentica s koekspresijom ETS-1, MMP-
2 i MMP-9.
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Slika 34. PreZivljenje bez znakova bolesti kod pacijentica s pozitivnim limfnim
¢vorovima s koekspresijom ETS-1, MMP-2 i MMP-9.

Postoji statisticki znacajna razlika u sveukupnom prezivljenju pacijentica s
obzirom na ekspresiju ETS-1 u tumorskim stanicama. One s negativnim nalazom imale
su bolju vjerojatnost prezivljenja nego pacijentice s pozitivnim nalazom. Pacijentice s
umjerenom i jakom ekspresijom ETS-1 imaju manju vjerojatnost prezivljenja kroz
promatrano vrijeme, nego one s negativnom i blagom ekspresijom. Jedna je
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pacijentica s jakom ekspresijom ETS-1 u tumorskim stanicama priklju¢ena skupini IHI 2
(slika 35).

Kaplan-Meier analiza: P = 0.0130
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Slika 35. Ukupno preZivljenje pacijentica s ekspresijom ETS-1 u tumorskim stanicama.

Ako se spoje nalazi IHI 0 i 1, te IHI 2 i 3, razlika izmedu takvih skupina nije
statisti¢ki znacajna. Krivulje pokazuju da su pacijentice s nalazom 2 ili 3 ETS-1 u
tumoru imale manju vjerojatnost prezivljenja nego one s nalazom 0 ili 1, ali ta razlika
nije statisticki znacajna (P=0.0772).

U grupiranju uzoraka na negativne i pozitivnhe uzorke, pacijentice s ETS-1
pozitivnim tumorima su imale manju vjerojatnost ukupnog prezivljenja u odnosu na
pacijentice s negativnim tumorima (slika 36). Nije bilo statisticki znacajne razlike u
prezivljenju izmedu MMP-2 i MMP-9 pozitivnih i negativnih tumora (P=0.723 odnosno
P=0.335).

Ekspresija ETS-1 nadena je u tumoru infiltrirajuéim limfocitima u 95%
pacijentica. Nakon grupiranja ekspresija u negativne i slabo pozitivne tumore te
umjereno i jako pozitivne tumore (IHI 0,1 i IHI 2,3), dobivena je statisticki znacajna
razlika izmedu krivulja prezivljenja. Pacijentice s umjerenom i jakom ekspresijom
imaju znatno manju vjerojatnost prezivljenja, nego one s negativhom ili slabom
ekspresijom ETS-1 u limfocitima (slika 37).

Pacijentice s pozitivnom ekspresijom MMP-9 u stromi imaju znatno manju
vjerojatnost preZivljenja kroz promatrano vrijeme, nego one s negativhom
ekspresijom (slika 38).
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Kaplan-Meier analiza: P = 0.0056
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Slika 36. Krivulja ukupnog preZivljenja pacijentica s negativnim i pozitivnim ETS-1 u
tumorskim stanicama.
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Slika 37. Krivulje ukupnog prezivljenja bolesnica s ETS-1 pozitivnim i negativnim
tumorskim limfocitima.



Kaplan-Meier analiza: P = 0.0370
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Slika 38. Krivulja ukupnog preZivljenja za pacijentice s pozitivnom i negativhom
ekspresijom MMP-9 u stromi.

Kod podjele uzoraka na molekularne podtipove nema statisticki znacajne
razlike u prezivljenju pacijentica.

Znacajan utjecaj na prezivljenje u cjelokupnoj populaciji pacijentica bez podjele
na skupinu s pozitivnim i negativnim limfnim ¢vorovima imaju sljedeée koekspresije
(Kaplan-Meier analiza):

. MMP-2 i MMP-9 koekspresija u tumorskim stanicama (P=0.0526)
. MMP-9 u tumorskim stanicama i u stromi (P=0.0308)

. ETS-1 u tumorskim stanicama i limfocitima (P=0.049)

. MMP-2 i ETS-1 u tumorskim stanicama (P=0.004)

. MMP-2 u tumorskim stanicama i ETS-1 u limfocitima (P=0.0512)

. MMP-9 i ETS-1 u tumorskim stanicama (P=0.0017)

. MMP-9 u stromi i ETS-1 u limfocitima (P=0.0293)

N o o B WN

Znacajan utjecaj na prezZivljenje kod pacijentica s negativnim i pozitivnim
limfnim ¢vorovima imaju sljedeée koekspresije:

1. Koekspresija MMP-2 i ETS-1 u tumorskim stanicama. Pacijentice s oba pozitivna
nalaza imaju krace prezivljenje od ostalih. Isti je rezultat i u odvojenim skupinama s
pozitivnim (P=0.0274) i s negativnim limfnim ¢vorovima (P=0.0136).

2. Koekspresija MMP-9 i ETS-1 u tumorskim stanicama. U skupini s pozitivnim limfnim
¢vorovima nema razlike u preZivljenju s obzirom na koekspresiju dok u skupini s
negativnim limfnim ¢vorovima pacijentice imaju krace prezivljenje (P=0.0095).
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3. Koekspresija MMP-9 u tumorskoj stromi i ETS-1 u tumorskim stanicama. U skupini s
pozitivnim limfnim ¢vorovima nema razlike u prezZivljenju s obzirom na koekspresiju
(P=0.0835) dok u skupini s negativnim limfnim ¢vorovima pacijentice imaju krace
prezivljenje (P=0.023).

4. Koekspresija MMP-2 i ETS-1 u tumorskim stanicama. Pacijentice s oba pozitivna
nalaza imaju loSije prezivljenje od ostalih. Isti je rezultat i u odvojenim skupinama s
pozitivnim i negativnim limfnim évorovima. Pacijentice koje imaju koekspresiju imaju
loSije prezivljenje, ako uz to imaju i pozitivne limfne ¢vorove, nego pacijentice s
pozitivnom koekspresijom i negativnim limfnim ¢vorovima (P=0.0274).

5. Koekspresija ETS-1, MMP-2 i MMP-9 ima statistic¢ki znacajan utjecaj na prezivljenje,
kako u cijelom uzorku (slika 39) tako i kod pacijentica s pozitivnim ili negativnim
limfnim ¢vorovima (slika 40 i 41).

Kaplan-Meier analiza: P = 0.0006
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Slika 39. Krivulja ukupnog preZivljenja za pacijentice s koekspresijom ETS-1, MMP-2 i
MMP9 (nema i ima).

85



Kaplan-Meier analiza: P = 0.0169
e Kompletni o Cenzurirani
1,0
—— koekspresija ETS-1, MMP-2 i MMP-9
—— ostale pacijentice
0,9
(%)
@)
&
‘S 08
9]
Q.
<]
[=%
c 0,7
c
=
=
g
5 06
4
0,5
0,4
0 20 40 60 80 100 120 140
Vrijeme (mjeseci)

Slika 40. Krivulja ukupnog preZivljenja za pacijentice sa pozitivnim limfnim ¢vorovima i
koekspresijom ETS-1, MMP-2 i MMP-9.

Kaplan-Meier analiza: P =0.0206
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Slika 41. Krivulja ukupnog preZivljenja za pacijentice sa negativnim limfnim ¢vorovima
i koekspresijom ETS-1, MMP-2 | MMP-9.

4.5.2. Univarijatna logisticka regresija

Rizi¢ni ¢imbenici za DFS i OS dobiveni univarijatnom logistickom regresijom
prikazani su u tablici 14 i 15.
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Tablica 14. Rizicni ¢imbenici za recidiv bolesti.

95 % granice

Omjer .
. pouzdanosti P
izgleda - -
Donja Gornja
Umjerena i jaka ekspresija ETS-1 u
. . 3.89 1.21 12.48 0.0226
tumorskim stanicama
Pozitivan ETS-1 u tumorskim
. 7.04 2.43 20.36 0.0004
stanicama
Jaka ekspresija ETS-1 u TIL 2.90 1.14 7.40 0.0261
Pozitivnost MMP-2 u stromi 0.36 0.14 0.94 0.0363
Koekspresija ETS-1 u limfocitima i
) ) 10.37 1.99 54.05 0.0059
tumorskim stanicama
Koekspresija ETS-1 i MMP-2 u
. . 5.10 2.02 12.90 0.0007
tumorskim stanicama
Koekspresija ETS-1 i MMP-9 u
) ) 3.56 1.48 8.57 0.0050
tumorskim stanicama
Koekspresija ETS-1 u tumorskim
) i ] 4.01 1.69 9.53 0.0019
stanicama i MMP-9 u stromi
Koekspresija ETS-1, MMP-2 i MMP-9
) ) 2.93 1.26 6.84 0.0133
u tumorskim stanicama.
Tumor >2cm 2.47 1.07 5.72 0.0348
Ekspresija MMP-2 u tumorskim
. 2.15 0.57 8.18 0.2570
stanicama
Ek ijaMMP-9ut ki
spresija u tumorskim 073 |024 |219 0.5692
stanicama
Koekspresija MMP-2 i MMP-9 u
. . 1.51 0.76 2.61 0.5773
tumorskim stanicama
Pozitivni limfni ¢vorovi 1.58 0.61 4.09 0.3443
ER + 0.69 0.29 1.65 0.3971
PgR + 1.32 0.57 3.05 0.5140
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HER-2 + 1.15 0.42 3.18 0.7876
Ki67 >14% 1.21 0.66 2.21 0.5321
Histoloski gradus 3 1.70 0.73 3.93 0.2138
Nuklearni gradus 3 1.80 0.78 4.18 1.1696

88



Tablica 15. Rizicni cimbenici za ukupno preZivljenje.

95 % granice

Omjer .
. pouzdanosti P
izgleda - -
Donja Gornja
Pozitivan ETS-1 u tumorskim
. 472 1.62 13.79 0.0049
stanicama
Umjerena i jaka ekspresija ETS-1 u
. . 6.14 1.33 28.26 0.0202
tumorskim stanicama
Koekspresija ETS-1 u limfocitima i
, , 4.60 1.12 18.89 0.0344
tumorskim stanicama
Koekspresija ETS-1 i MMP-2 u
) ) 6.93 2.36 20.34 0.0005
tumorskim stanicama
Koekspresija ETS-1 i MMP-9 u
) ) 4.29 1.62 11.36 0.0038
tumorskim stanicama
Koekspresija ETS-1 u tumorskim
) i ] 3.46 1.39 8.62 0.0081
stanicama i MMP-9 u stromi
Koekspresija ETS-1, MMP-2 i MMP9
_ _ 4.54 1.78 11.55 0.0017
u tumorskim stanicama
Tumor >2 cm 3.86 1.53 9.76 0.0047
Histoloski gradus 3 2.84 1.16 6.96 0.0233
Nuklearni gradus 3 3.00 1.22 7.39 0.0173
Koekspresija MMP-2, MMP-9 u
) ) 3.5 0.62 8.7 0.0856
tumorskim stanicama
Ekspresija MMP-2 u tumorskim
. 4.82 1.61 15.3 0.0799
stanicama
Ekspresija MMP-9 u tumorskim
; 1.58 0.41 6.05 0.5032
stanicama
Pozitivni limfni ¢vorovi 1.99 0.72 5.50 0.1815
ER+ 0.55 0.22 1.37 0.1961
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PgR+ 1.20 0.49 2.93 0.6833
HER-2+ 1.23 0.42 3.59 0.6997
Ki67>14% 1.72 0.93 3.17 0.0826

4.5.3. Multivarijatna logisticka regresija

U multivarijatnoj analizi, koristeni je model logisticke regresije pokazao da za

procjenu rizika smrti ima znacenje koekspresija ETS-1 i MMP-2 u tumorskim

stanicama te tumor veci od 2 cm (tablica 16). Dijagnosticki pokazatelji (tablica 18) su

izracunati iz tablice 17.

Tablica 16. Rizicni ¢cimbenici za ukupno preZivljenje u multivarijatnoj analizi.

Omjer

95 % granice

. pouzdanosti P
izgleda - -
Donja Gornja
Tumor > 2cm 2.91 1.09 7.77 0.0335
Koekspresija ETS-1i MMP-2 u
. . 5.74 1.91 17.24 0.0021
tumorskim stanicama

Ostali ¢imbenici koji su po univarijatnoj analizi znacajni za rizik smrti, pokriveni

su utjecajem ovih dviju varijabli ili je njihov doprinos modelu previse mali da bi ga

poboljsao.
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Tablica 17. 2x2 tablica iz koje su izracunati dijagnosticki pokazatelji.

Predvideno

Opazeno

Nisu Ukupno

Umrle

umrle
Umrle 17 14 31
Nisu umrle 16 74 90
Ukupno 33 88 121

Osjetljivost= stvarno pozitivni/ (stvarno pozitivni + lazno negativni)
Specifi¢nost= stvarno negativni/ (stvarno negativni + lazno pozitivni)

Pozitivna prediktivna vrijednost = stvarno pozitivni / (stvarno pozitivni + lazno
pozitivni)

Negativna prediktivna vrijednost = stvarno negativni / (stvarno negativni + lazno
negativni)

Efikasnost = (stvarno pozitivni + stvarno negativni) / ukupni broj

Tablica 18. Dijagnosticki pokazatelji.

Dijagnosticki pokazatelji

Osjetljivost 0.5161
Specifi¢nost 0.8131
Pozitivna prediktivna vrijednost 0.4848
Negativna prediktivna vrijednost 0.8409
Efikasnost 0.7438
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Omjer 1-specificnosti i osjetljivosti prikazan je ROC krivuljom. Dobiven je
model ¢ija je povrsina ispod krivulje 78.4%, Sto spada u kategoriju relativho dobrog
modela (slika 40).

P=78,4%

7
o

0,6
0,4 ]
0,2

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
1-specificnost

senzitivnost

Slika 40. ROC krivulja modela logisticke regresije za rizik smrti.
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5. RASPRAVA

Prognosticki cimbenici predstavljaju osobitost tumora ili pacijentice u vrijeme
postavljanja dijagnoze koji, neovisno o adjuvantnoj sistemnoj terapiji, odreduju ili
koreliraju s prirodnim tijekom i ishodom bolesti te su time odraz agresivnosti tumora
(46-48). Tradicionalni prognosticki cimbenici karcinoma dojke su histoloski tip tumora,
histoloski i nuklearni gradus, veli¢ina tumora, dob pacijentice, status limfnih ¢vorova,
status steroidnih receptora, imunohistokemijska razina ekspresije Her2/neu proteina
ili amplifikacija HER2/neu gena te proliferacijski indeks Ki67. Pozitivni limfni ¢vorovi
ostaju najvazniji prognostic¢ki ¢imbenik u karcinomu dojke, no vecina pacijentica u
trenutku dijagnoze ima negativne limfne ¢vorove (181). Patohistoloska analiza ne
mozZe uvijek identificirati metastatski potencijal karcinoma preko postojecih
prognostic¢kih i prediktivnih ¢imbenika (140). Takoder, zbog povedanja incidencije
karcinoma dojke gotovo svuda u svijetu te visoke stope smrtnosti i povrata bolesti,
veliki se naglasak u medicinskoj znanosti stavlja na otkrivanje novih molekularnih
prognostickih i prediktivnih ¢imbenika koji bi omogucili individualiziranje terapije te
odvajanje one skupine pacijentica koja bi imala koristi od agresivnijeg ljecenja u
smislu duljeg prezivljenja (3, 4). Uz prethodno navedene tradicionalne prognosticke
¢imbenike, do danas su proucavani brojni drugi ¢imbenici ¢ija se klini¢ka vrijednost jo$
mora ustvrditi.

Na uzorku tumora od 121 pacijentice s NST karcinomom dojke koje su
uklju¢ene u ovo istraZivanje, samo se veli¢ina tumora od tradicionalnih prognostickih
¢imbenika pokazala statisticki znacajnim za preZivljenje bez znakova bolesti dok su se
za sveukupno prezivljenje pokazali znacajnim veli¢ina tumora te histoloski i nuklearni
gradus 3.

Matriks metaloproteinaze (MMP-e) pripadaju najvecoj skupini proteaza u
ljudskom organizmu. Nekoliko ¢lanova iz obitelji matriks metaloproteinaza ima
srediS$nju ulogu u invaziji i metastaziranju tumora zbog svoje sposobnosti razgradnje
elemeneta bazalne membane, a to su dvije gelatinaze: metaloproteinaza 2 (MMP-2) i
metaloproteinaza 9 (MMP-9). Kolagenaze razgraduju tip IV kolagena koji je glavna
sastavnica bazalne membrane te su time jako zanimljive u istraZzivanju patogeneze i
prognoze tumora pa tako i u pacijentica s karcinomima dojke (97-99).

ETS-1 spada u najvecu obitelj transkripcijskih ¢imbenika (119, 120). Brojne su
studije pokazale korelaciju ekspresije ETS-1 s prognozom, patogenezom i
metastatskim potencijalom brojnih malignih tumora, ukljucujuéi karcinom dojke.
Izmedu ostalih funkcija, ETS-1 regulira i ekspresiju MMP-2 i MMP-9 vezujuéi se na
promotor njihovih gena (117, 118) te je stoga ETS-1, prema rezultatima nekoliko
studija, uklju¢en u ocjenu prognoze razlic¢itih zlo¢udnih tumora ukljuéujuéi i karcinom
dojke.
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S obzirom na prisutnost ETS-1 veznog mjesta na promotorima obje gelatinaze
te potrebe dodatnih istrazivanja u podruéju prognostickih vrijednosti ETS-1 i
gelatinaza, postavili smo hipotezu da njihove koekspresije predstavljaju bitan
C¢imbenik koji utjeCe na sveukupno prezivljenje i na prezivljenje bez znakova bolesti
pacijentica s karcinomom dojke (117, 118). U tom slucaju, kod prisutne koekspresije
moguce je da se radi o skupini pacijentica s krac¢im prezivljenjem. U radu smo
usporedili medusobne ekspresije proteina metodom imunohistokemije, njihov odnos
prema ostalim patohistoloskim pokazateljima te njihov utjecaj na prezivljenje.

Uloga metaloproteinaza u kancerogenezi karcinoma dojke povezuje se s
tumorskom inicijacijom i rastom, prvenstveno promocijom angiogeneze u tumoru,
aktiviranjem stimulirajuc¢ih ¢imbenika rasta i degradacijom njihovih inhibitora (100,
106). Dok vedina publiciranih studija govori u prilog pozitivnhe korelacije ekspresije
gelatinaza s tumorskom inicijacijom i progresijom (99, 106, 107, 110, 111, 182),
postoje i kontroverze o ucinku MMP na progresiju karcinoma (183). Za MMP-2 i
MMP-9 takoder se pokazalo da su prekomijerno eksprimirane i u bioloski agresivnijim
tumorima (92, 99, 100). Metaloproteinaze se mogu odredivati imunohistokemijski te
drugim metodama kao Sto su PCR, in situ hibridizacija, ELISA i zimografija (105, 107,
112-114, 138, 139, 184-191). U imunohistokemijskoj su se analizi uvele metode koje
objektiviziraju interpretaciju patoloskog nalaza, tako da se semikvantitativha metoda
Cesto zamijenjuje s nekim od patohistoloskih imunohistokemijskih indeksa kao Sto je
HSSCORE, Allred, Quick score itd. U imunohistokemijskoj smo interpretaciji nasih
rezultata, slicno kao Katayama (140) i Okuducu (184), uzeli u obzir intenzitet bojenja
te postotak obojenih tumorskih stanica i njihovim umnosSkom kreirali jedinstveni
imunohistokemijski  indeks. Donje se granice pozitivnosti uzoraka u
imunohistokemijskoj analizi razlikuju od studije do studije i najée¢ée iznose 1i 5%, au
nasem istrazivanju smo koristili vrijednost od 1%. U naSim su uzorcima
metaloproteinaze u jatem intenzitetu i postotku izrazene unutar tumorskih stanica te
je MMP-2 pokazala pozitivnost u 77% uzoraka, a MMP-9 u 90% uzoraka. Stromalna je
ekspresija MMP-2 i MMP-9 bila u slabijem intenzitetu i to u 80.61%, odnosno 65.3%
uzoraka. Nas nalaz visoke pozitivnhosti MMP-2 i MMP-9 u tumorskim uzorcima
potvrduje prethodne nalaze visokih ekspresija gelatinaza u invazivnim karcinomima
dojke. Scorilas je u svom radu opisao 80% pozitivnost MMP-9 unutar tumorskih
stanica (116). Talvensaari-Matilla i Nakopoulou (113, 185) takoder izvjeStavaju o
pozitivnosti MMP-2 u oko 75 % tumorskih stanica. Li i suradnici opisuju slabiju
pozitivnost MMP-2 i MMP-9 unutar tumorske strome, a intenzivhu u tumorskim
epitelnim stanicama, no u nesto manjem postotku (56.7% odnosno 59.6% uzoraka)
(114).

S obzirom na to da je ekspresija MMP-2 prikazana u tumorskim stanicama,
endotelu, fibroblastima, osteoblastima, makrofazima, a MMP-9 u tumorskim
stanicama, polimorfonuklearima, pericitima, makrofazima i keratinocitima, in vivo
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izvor gelatinaza unutar tumorskog tkiva ostaje nejasan (116). Neki autori nalaze
ekspresiju MMP-2 u stromalnim elementima i/ili tumorskim stanicama (107, 185, 192)
dok drugi nalaze pozitivnost samo u tumorskim stanicama (112, 113). Navedene
razlike u ekspresiji gelatinaza vjerojatno nastaju zbog drugacijih metoda detektiranja
te razlika u vrsti protutijela koja su koriStena. Kim i suradnici objasnjavaju kako
odredivanje MMP-a u tumorima, metodama kao sto je ELISA," Northern blotting",
zimografija i in situ hibridizacija, ¢e$¢e prikazuju pozitivnosti MMP u tumorskoj stromi
nego unutar tumorskih epitelnih stanica. U suprotnosti s tim metodama, detektiranje
MMP-a imunohistokemijski pokazalo je veéu ekspresiju u tumorskim epitelnim
stanicama, a manju u tumorskoj stromi (186).

Vjerojatno je tumorska stroma veéi izvor metaloproteinaza od samih
tumorskih epitelnih stanica. Chabottaux (99) naglasava kako tumorske stanice mogu
stimulirati fibroblaste u sintezi MMP u parakrinom nacinu signaliziranja putem
interleukina, citokina, faktora rasta i pomoéu CD147 (EMMPRIN, basigin). EMMPRIN
je imunoglobulin na membranama koji sudjeluje u pretvorbi fibroblasta u CAF (engl.
cancer associated fibroblasts) koji imaju ulogu u epitelno-mezenhimalnoj tranziciji
tumorskih stanica. Danas se zna da EMMPRIN moze aktivirati produkciju
metaloproteinaza S$to sugerira da tumorske stanice preko CD147 stimuliraju
fibroblaste na lucenje gelatinaza (193, 194).

Pozitivna ekspresija MMP-9 u tumorskim stanicama naSih uzoraka je bila
cesSca kod negativne ekspresije MMP-2 u tumorskoj stromi (P=0.0492). Moguce je da
tumorske stanice unose gelatinaze u svoju citoplazmu iz tumorske strome te
parakrinim mehanizmima negativno djeluju na sintezu MMP-2 unutar fibroblasta.
Takoder, postoje radovi koji izjeStavaju o znatno vecoj kolicini MMP-9 mRNA u
neoplasti¢nim epitelnim stanicama dok je MMP-2 mRNA primje¢ena u znatno veéim
koli¢inama u stanicama tumorske strome (187). Moguce je da tumorske stanice koje
imaju veliku koli¢inu MMP-9 u svojoj citoplazmi, parakrinim mehanizmima inhibiraju
eksprimiranje druge gelatinaze u stromalnim stanicama. U naSim smo rezultatima
dobili statisticki znacajnu povezanost ekspresije MMP-2 i MMP-9 u stromalnim
stanicama (P= 0.0458). Nalaz je u skladu s bioloSkom sli¢nosti obje gelatinaze i govori
u prilog rezultata radova koji stavljaju u prvi plan stromu kao izvor gelatinaza u
tumorskom tkivu.

Postoje brojni radovi koji su korelirali gelatinaze s ostalim prognostickim
¢imbenicima. U nasem radu nismo dobili znacajnu povezanost ekspresije MMP-9 s
ostalim patohistoloskim pokazateljima, Sto se slaze s nekoliko prethodnih autora (186,
188, 189). Li i suradnici nalaze pozitivnhu korelaciju MMP-2 s tumorskim gradusom i
velicinom, MMP-9 s tumorskim gradusom te ne nalaze povezanost gelatinaza s
menopauzalnim statusom i steroidnim receptorima (114).
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Za razliku od ekspresije MMP-9, nasi rezultati govore o negativnoj korelaciji
ekspresije MMP-2 u tumorskoj stromi i veli¢ine tumora. Nalaz sugerira postojanje
nekog drugog faktora u ve¢im tumorima koji negativno djeluje na ekspresiju MMP-2
kao npr. TIMP-2. Postoje i prethodni izvjestaji o negativnim korelacijama ekspresije
MMP-2 u tumorskoj stromi s prognostickim cimbenicima koji su, kao i veli¢ina
tumora, tradicionalno odraz bioloske agresivnosti tumora. Nakopoulou i suradnici, u
svome radu, navode negativnu korelaciju imunohistokemijske ekspresije MMP-2 u
tumorskoj stromi s proliferacijskim indeksom Ki67 i p53 unutar tumorskih stanica
(185). Isti autor navodi i kako stope prezivljenja kod pacijentica ovise o omjeru TIMP-2
i MMP-2 u fibroblastima jer su pacijentice s oba pozitivna nalaza imale bolje
prezivljenje nego pacijentice s negativnom ekspresijom oba proteina. Niemiec i
suradnici su multivarijatnom analizom dobili da su tumorski gradus 3, negativna
ekspresija MMP-2 u fibroblastima i visoko rizicna skupina pacijentica prema
St.Gallenu iz 2011. g., neovisni prognosticki markeri koji utjeCu na prezivljenje
pacijentica (101). To je bio prvi rad koji je pokazao da je negativhost MMP-2 u
fibroblastima pokazatelj goreg prezZivljenja u skupini pacijentica s histoloSkim
gradusom 3 i kako bi se ta Cinjenica mogla iskoristiti za procjenu prognoze kod
pacijentica s luminalnim B/HER2 pozitivnim i trostruko negativnim tumorima. U nasoj
studiji, ekspresija MMP-2 i MMP-9 te MMP-2/MMP-9 koeksopresija u tumorskim
stanicama nije pokazala statisticki znacajnu povezanost s DFS i OS u logistickoj
regresijskoj analizi. Neki su rezultati povezanosti ekspresije unutar tumorskih stanica
grani¢ni i govore kako su pacijentice s ekspresijom MMP-2 i koekspresijom MMP2/9 u
tumorskim stanicama imale tendenciju kraéeg OS, ali ti rezultati nisu bili statisticki
znacajni (P=0.0799, odnosno 0.0856). U Kaplan-Meierovoj analizi, znadajan utjecaj na
prezivljenje u cjelokupnoj populaciji pacijentica, bez podjele na skupinu s pozitivnim i
negativnim limfnim ¢vorovima, ima koekspresija MMP-9 u tumorskim stanicama i u
stromi (P=0.0308) te granic¢no i koekspresija MMP-2 i MMP-9 u tumorskim stanicama
(P=0.0526). Za razliku od navedenog, za DFS se u univarijatnoj logistickoj regresiji
pokazala statistic¢ki znacajna ekspresija MMP-2 u stromi (P=0.0363). Kod pacijentica s
negativnim limfnim ¢vorovima, Kaplan-Meierovom je analizom dobivena statisticki
znacajna razlika za DFS s obzirom na ekspresiju MMP-9 u tumorskoj stromi.
Pacijentice su u toj skupini imale veéu vjerojatnost recidiva nego one s negativhom
ekspresijom. Nasi su rezultati djelomicno sli¢ni rezultatima ranijih studija gdje je u
veéini slucajeva pokazana povezanost izmedu ekspresije gelatinaza u tumorskim
stanicama i stromi s loSijom prognozom. Li i suradnici su univarijatnom analizom
dobili statisticki znacajnu razliku u DFS kod MMP-2, MMP-9 te MMP-2/9 pozitivnih i
negativnih pacijentica. Isti autori nisu nasli povezanost ovih ¢imbenika s ukupnim
prezivljenjem pacijentica s rakom dojke (114). Daidone i suradnici su pokazali
korelaciju izmedu ekspresije MMP-2 s lokalnim povratom bolesti kod Zena s
negativnim limfnim ¢vorovima (DFS), ali nisu pokazali nikakvu povezanost MMP-2 sa
sveukupnim prezivljenjem (115). Za razliku od njih, Hirvonen i suradnici su nasli da je
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MMP-2 povezan s OS i DFS (190). Da je MMP-2 unutar tumorskih stanica korelirao s
kradim prezZivljenjem neovisno o ostalim prognostickim faktorima, pokazali su
Talvensaari-Matilla i suradnici u multivarijatnoj analizi te sugeriraju da bi negativan
nalaz MMP-2 u tumorskim stanicama mogao sluziti kao marker povoljne prognoze u
tumorima s negativnim steroidnim receptorima (113). Isti su autori u prospektivnoj
studiji univarijatnom analizom pokazali da je MMP-2 prognosticki faktor kod
postmenopauzalnih Zena s pozitivnim limfnim ¢vorovima i manjom veli¢cinom tumora
(112).

Ogura i suradnici su pokazali povezanost ekspresije MMP-2 kod pacijentica s
karcinomom dojke stadija TINO koje su imale recidiv unutar 10 godina te time ukazali
na moguce koristenje MMP-2 kao prognostickog ¢imbenika za DFS kod pacijentica s
ranim stadijem karcinoma dojke (195). Druge studije, kao Sto je Pellikainenov rad,
nisu nasli nikakvu prognosticku vrijednost gelatinaza (MMP-2) u tumorskim stanicama
(107).

Objavljen je manji broj studija koje su istrazivale prognosti¢ku vrijednost
ekspresije MMP-9, a rezultati su razliciti. Tako su Li i Pellikainen pokazali da je visoka
ekspresija MMP-9 povezana s loSom prognozom u karcinomima dojke neovisno u
kojim se stanicama eksprimira (107, 114). Scorilas medutim objavljuje rezultate
univarijatne i multivarijatne studije koja govori da ekspresija MMP-9 u stromi kod
pacijentica s pozitivnim ¢vorovima nije imala utjecaj na DFS ili OS, ali da je u
pacijentica s negativnim limfnim ¢évorovima nadena povezanost pozitivhe ekspresije
MMP-9 s duzim DFS i OS (116).

Za razliku od ekspresija MMP-2 i MMP-9, nema puno radova koji su istrazivali
povezanost njihovih koekspresija s ostalim prognostickim cimbenicima i
prezivljenjem.

Li i suradnici su pokazali da je MMP-2/MMP-9 koekspresija koju su dobili u
45.9% uzoraka, znatno povezana s kra¢im DFS, ali ne i OS, osobito kod pacijentica s
negativnim limfnim ¢vorovima. Fan i suradnici su pokazali da je MMP-2/MMP-9
koekspresija povezana s kra¢im vremenom preZivljenja (114, 191).

Transkripcijski se ¢imbenik ETS-1 odreduje razli¢itim metodama kao Sto su:
"western blotting", ELISA, PCR, knock out misSevi, imunohistokemija,
imunocitokemija, in situ hibridizacija i "microarray" tehnike (145). U nasSoj smo
imunohistokemijskoj analizi, analizirali ekspresiju ETS-1 u tumorskim stanicama i u
limfocitima, ali se u odredenoj mjeri prikazala pozitivnost i u drugim elementima
strome kao Sto su endotelne stanice krvnih Zila i fibroblasti. Kvantifikacija ekspresije
nije napravljena za stromalne stanice (osim za TIL) s obzirom na to da je ETS-1 bio
unimorfno blago eksprimiran u gotovo svim uzorcima. Topografska razlicitost
ekspresije ETS-1 je pokazana u prethodnim studijama. Po nekim autorima, ETS-1
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pozitivnost je bila veéa u epitelnim stanicama, a mala u stromalnim elementima (122,
140) dok neki autori primjecuju vecu pozitivnost u stromalnim elementima (138, 196,
197). Katayama i suradnici su odredili koli¢inu ETS-1 mRNA u stanicama strome i
unutar tumorskih stanica. Primijetili su da je kolicina mRNA ETS-1 mala u endotelnim
stanicama i fibroblastima te izrazita unutar tumorskih epitelnih stanica (140).
Takoder, nisu nasli statisticki znacajnu korelaciju izmedu ekspresije ETS-1 u
stromalnim elementima s drugim patohistoloSkim pokazateljima. Metodom PCR-a na
stani¢nim linijama karcinoma dojke, dokazali su produkciju ETS-1 unutar samih stanica
te su zakljucili da protein vjerojatno ima klju¢nu ulogu u progresiji karcinoma dojke.
Isti su autori imunohistokemijski u 83.2% uzoraka dobili pozitivnost bojenja unutar
tumorskih stanica Sto je za oko 30% viSe u odnosu na nasu studiju. Wernert u svom
radu naglasava kako je ETS-1 bio prisutan u stromalnim fibroblastima dok je bio
negativan u tumorskim stanicama. Najvece je imunohistokemijsko bojenje bilo u
fibroblastima blizu tumorskih stanica dok su fibroblasti u benignim, kao i in situ
lezijama, bili negativni (196).

Postoje i radovi koji naglasavaju bitnu razliku u topografskoj ekspresiji ETS-1
unutar tumorskih stanica i unutar razlicitih dijelova tumorskog tkiva. Nuklearna je
lokalizacija ETS-1, po radu Mylonne i suradnika, bila povezana sa smanjenim
apoptotickim potencijalom tumorskih stanica preko p53 dok je citoplazmatska
ekspresija bila povezana s povoljnijim fenotipom tumora. Isto tako, autori su pokazali
da je stromalna ekspresija u fibroblastima bila povezana s tumorskom invazijom (146).
To je, po nasSim spoznajama, prvi rad koji je razlu¢io ekspresiju ETS-1 topografski
unutar same stanice, no mi smo, kao i svi drugi autori, gledali jedinstvenu pozitivnost
tumorskih stanica u jezgri i citoplazmi. Citoplazmatska lokalizacija ETS-1 vjerojatno
predstavlja onu koli¢inu proteina koja je prekomijerno proizvedena i koja bi se u
kasnijim fazama mogla ugraditi u jezgru za potrebe transkripcije (140, 146). Jos jedan
od modela koji objasnjava citoplazmatsku ekspresiju ETS-1 je rad Laitema i suradnika
koji navode da p27, novootkrivena izoforma proteina, odstranjuje p51 izoformu iz
same jezgre u citoplazmu te na taj nacin jedna izoforma proteina ima dominantno
negativan ucinak na transkripcijsku aktivnost (148).

Unutar tumorskih stanica nasSih uzoraka ETS-1 je eksprimiran u 56.2%
ispitivanih tumora, a povezan je s histoloskim gradusom, veli¢inom tumora i
ekspresijom steroidnih receptora. Ovi su se rezultati djelomi¢no potvrdili u
prethodnim studijama dok se u Spanovoj studiji ETS-1 pokazao neovisnim
prognostickim markerom za DFS i nije bio u korelaciji s ostalim prognostickim
¢imbenicima kao S$to su veli¢ina tumora, status limfnih ¢évorova, histoloski gradus i
status receptora (137). U studiji Myersa i suradnika stupanj ekspresije ETS-1 je
takoder korelirao s velicinom tumora te histoloskim i nuklearnim gradusom (198).
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Nismo dokazali povezanost ETS-1 s HER2/neu statusom kako je pokazano u
nekim prethodnim radovima gdje postoji i sugestija da bi blokiranje ETS-1 funkcije
moglo dovesti do poboljSanja terapije Herceptinom (140). Buggy i suradnici nisu dobili
statisticku povezanost izmedu ETS-1 i veli¢ine tumora, nodalnog statusa, histoloSkog
tipa te ER i PgR (122). Oni su, slicno kao i Katayama (140), dobili statisticki znacajnu
povezanost izmedu ETS-1 i HER2/neu koristeéi nekoliko metoda detekcije. Metodom
odredivanja mRNA, pokazali su prisutnost ekspresije i u benignim i u malignim
lezijama, ali bitno razli¢itu koli¢inu proteina ¢ime sugeriraju da se translacija dogada
samo u malignim lezijama.

U naSim uzorcima opéenito nije nadena povezanost ekspresije ETS-1 s MMP-
2 i MMP-9 u tumorskim stanicama, ali je nadena povezanost umjerene ekspresije ETS-
1 kod pacijentica koje imaju negativan nalaz MMP-2 u stromalnim stanicama te u
tumorima negativnim na ETS-1 koji su ¢esSée imali pozitivan nalaz MMP-2 u stromi.
Ovo je joS jedan primjer negativne korelacije ekspresije MMP-2 u stromi s
¢imbenikom za koji se opéenito smatra da je pokazatelj goreg bioloskog ponasanja
tumora.

Premda postoje radovi koji su pokazali povezanost ekspresije ETS-1 s
metaloproteinazama u stani¢nim linijama karcinoma dojke (199), u vedini studija
povezanost ekspresija unutar tumorskih epitelnih stanica nije dokazana. Rezultati
Parkove studije govore da je ekspresija MMP-1 bila povecana u uzorcima koji su imali
povecanu ekspresiju HER2/neu i ETS-1 ¢ime su dokazali povezanost i meduovisnost
tih ekspresija (139). Medutim, naglasavaju i kako nisu nasli korelaciju ETS-1 s
gelatinazama Sto se ved¢im dijelom potvrduje i u naSoj studiji. Gilles i suradnici
takoder na stani¢nim linijama karcinoma dojke ne nalaze povezanost ekspresije ETS-1
s proteinazama, osim $to kada su proteinaze bile eksprimirane, bile su eksprimirane
samo u ETS-1 pozitivnim linijama (200).

Prethodne su studije pokazale pozitivhu korelaciju ETS-1 i gelatinaza u
stanicama tumorske strome karcinoma dojke. Jedan od radova koji stavlja tumorsku
stromu u prvi plan je i rad Behrensa i suradnika (138). Metodom in situ hibridizacije,
PCR i imunohistokemijom, pokazali su pozitivhu korelaciju ETS-1, MMP-1 i MMP-9
unutar stromalnih stanica in situ karcinoma ¢ime su sugerirali ulogu ETS-1 u invaziji i
karcinogenezi karcinoma dojke.

Poznato je da je ekspresia metaloproteinaza dijelom regulirana na
posttranslacijskom, ali znatno viSe na transkripcijskom nivou. Transkripcijski faktori
koji najviSe sudjeluju u tome su AP-1 i ETS-1 (196). Nasi rezultati sugeriraju da neki
drugi transkripcijski ¢imbenik, kao Sto je AP-1, imaju veci utjecaj na ekspresiju
metaloproteinaza unutar tumorskih epitelnih stanica karcinoma dojke ili da tumorske
stanice unose gelatinaze iz strome gdje se proizvode od strane stromalnih stanica
(201). Danas se takoder zna da se pojedini ETS transkripcijski ¢imbenici mogu ponasati
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i kao aktivatori i kao inhibitori transkripcije, ovisno o stanicnom kontekstu, a za svoju
preciznu transkripcijsku regulaciju nuzna im je interakcija s ostalim ¢imbenicima koji
povecavaju ili inhibiraju transkripcijsku aktivnost i odreduju ciljne gene (120).
Interakcija s nekim proteinima moZze dovesti i do inhibicije transkripcije
metaloproteinaza pa tako interakcija ETS-1 s Daxx/EAP1 inducira supresiju BCL-2 gena
i MMP-1 gena (121). Moguce je da se u nasim uzorcima neki drugi kofaktor, nuzan za
interakciju ETS-1 i promotora MMP-2 i MMP-9, nije eksprimirao ili da postoji neki
drugi inhibitorni mehanizam na njihovu interakciju.

Kod podjele tumora s obzirom na molekularni podtip, pokazali smo da je
umjerena i jaka ekspresija ETS-1 u tumorskim stanicama c¢eS¢a kod trostruko
negativnih tumora. Osim toga, pokazano je da je kod luminalnog B tipa s HER2/neu
negativnim receptorima ¢esS¢a negativna i blaga ekspresija ETS-1. Mozemo zakljuditi
da je ekspresija ETS-1 povezana s molekularno agresivnijim podtipom karcinoma Sto
je prethodno pokazao i Bosman sa suradnicima. ETS-1 je u njihovom radu bio
eksprimiran u trostruko negativnim tumorima te je njegova transkripcijska aktivnost
pozitivno korelirala s ekspresijom a-B kristalina, inace markerom loSe prognoze u toj
skupini tumora. U prilog nasih rezultata govori i ¢injenica da je ETS-1 jace eksprimiran
u agresivnijim, bazalnim stani¢nim linijama kao Sto su MCF-10A (202, 203). lako se
molekularni podtip karcinoma pokazao kao bitan ¢imbenik koji utjece na prezivljenje
pacijentica s karcinomom dojke (18), u nasoj skupini pacijentica nismo pokazali taj
utjecaj. U studiji Parkera i suradnika, istraZivanje je provedeno na skupini od 761
pacijentici, a moguce je da su u nasem istraZivanju dobivene molekularne podgrupe
premale da bi imale statisti¢ki znac€ajan utjecaj na preZivljenje.

U nasim rezultatima postoji statisti¢ki znacajna razlika u pojavi recidiva bolesti
kod razli¢itih ekspresija ETS-1 u tumorskim stanicama kod pacijentica s negativnim i
pozitivnim limfnim <¢vorovima. Takoder, postoji statisticki znacajna razlika u
sveukupnom prezivljenju pacijentica s obzirom na ekspresiju ETS-1 u tumorskim
stanicama gdje su pacijentice s negativnim nalazom imale bolje prezivljenje nego
pacijentice s pozitivnim nalazom. Mylona i suradnici su u univarijatnoj analizi pokazali
da je nuklearna ekspresija ETS-1 u korelaciji s kraéim sveukupnim preZivljenjem
postmenopauzalnih pacijentica (146). Ekspresija ETS-1 se u univarijatnoj i
multivarijatnoj analizi Spanove studije pokazala kao znatan prognosticki ¢imbenik za
DFS. Autori nisu nasli nikakvu poveznicu ekspresije proteina s ukupnim prezivljenjem,
ali su rezultati grani¢ni (P=0.055). U multivarijatnoj analizi su isti parametri zadrzali
prognosti¢ku vrijednost s 95% pouzdanosti (137).

Limfociti koji infiltriraju tumor (TIL) jedan su od glavnih imunih mehanizama u
eradikaciji malignih stanica medutim nema konsenzusa sto se tice njihove
prognosticke vrijednosti za NST karcinom (77, 78). lako su TIL aktivirani u vedini
karcinoma dojke, stani¢no je posredovana imunost ocito neadekvatna te karcinom
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progresivno raste i Siri se, unato€ prisutnosti imunih stanica unutar tumorskog tkiva.
Kvantificiranje i kvalificiranje TIL-a u karcinomu dojke u odnosu na progresiju i
prognozu jo$S je uvijek stvar rasprave. Prema nekim je autorima infiltrat TIL-a
umjereno do jako obilan u oko 60-90% karcinoma dojke. Zbog toga su potrebna
dodatna istrazivanja u podrucju TIL-a i molekula koje eksprimiraju u svrhu
potencijalnih prognostic¢kih ¢imbenika. U nasim su slucaju limfociti bili prisutni gotovo
u svim uzorcima (95%), a semikvantitativnim odredivanjem koli¢ine limfocita najvise
je tumora imalo malo limfocita (oko 50%), umjerenu koli¢inu 33%, te veéi broj
limfocita oko 10% pacijentica. Nekoliko je studija pokazalo da se infiltrati imunih
stanica u tumorskom tkivu sastoji od T i B limfocita, makrofaga i NK stanica medutim
omjeri pojedinih subtipova T stanica, kao i koli¢ina ostalih, B i NK stanica, razlikuju se
od studije do studije (78-81). Gledajuci cjelokupnu populaciju limfocita u nasim
uzorcima, primijetili smo da eksprimiraju ETS-1 u razlicitom intenzitetu i u razli¢itom
postotku. To smo iskoristili za kvantifikaciju pomocu imunohistokemijskog indeksa
korelirajuéi ga s ETS-1 u tumorskim stanicama, ekspresijom gelatinaza te ostalim
patohistoloskim pokazateljima. Zbog Zelje za objektivnijom interpretacijom ekspresije
proteina u limfocitima te zbog cCinjenice da postoje brojni opre¢ni radovi u sastavu
limfocitnog infiltrata u tumoru, nismo dijelili populaciju limfocita dodatnim
imunohistokemijskim bojenjima na CD3, CD20 i CD56 ve¢ smo gledali cjelokupnu
populaciju limfocita unutar tumora koja je eksprimirala ETS-1 protein. Uloga ETS-1 u
razvoju limfocita je neosporna i za ETS-1 se u samim pocecima njegovog istrazivanja
pokazalo da je eksprimiran u limfocitima i da sudjeluje u njihovoj diferencijaciji (124).
Pokazano je da ETS-1 djeluje na ekspresiju brojnih citokina, limfokina i kemokina te je
mogucnost njihove regulacije potencijalni uzrok onkogenih ucinaka ETS-1 proteina
(123). Takoder, moguce je da ekspresija ETS-1 divljeg ili mutiranog tipa ima negativan
ucinak na sposobnost imunog sustava u borbi protiv tumora. Ekspresija ETS-1 u
limfocitima uzoraka koje smo ukljucili u studiju, nadena je gotovo u svim uzorcima i to
najces¢e umjerena ekspresija (52,06%), zatim jaka ekspresija u 22,31% te slaba
ekspresija u 20,66% uzoraka. Jaca je ekspresija u limfocitima u korelaciji sa slabom
ekspresijom ETS-1 u tumorskim stanicama, ali se kod jafe ekspresije ETS-1 u
tumorskim stanicama ta statisticka povezanost gubi. ETS-1 u limfocitima korelira i sa
starijom dobi pacijentica, ve¢im tumorima, visokim histoloskim gradusom, tumorima s
negativnim PR i tumorima s visim proliferacijskim indeksom Ki67. Vidimo da je ETS-1
u limfocitima veéinom povezan s tradicionalno loSim prognostickim ¢imbenicima. To
se potvrdilo i u nasoj analizi prezivljenja gdje se pokazalo da pacijentice s umjerenom i
jakom ekspresijom ETS-1 u limfocitima imaju manju vjerojatnost preZivljenja kroz
promatrano vrijeme, nego one s negativnom ili slabom ekspresijom. Ovo je, po nasim
saznanjima, prva studija koja je korelirala ETS-1 u tumor infiltrirajuéim limfocitima
karcinoma dojke s ostalim patohistoloSkim pokazateljima te preZivljenjem.

Nismo nasli podatke u dostupnoj literaturi o korelaciji koekspresije ETS-1,
MMP-2 i MMP-9 s ostalim prognostickim ¢imbenicima te utjecaj koekspresije na
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prezivljenje pacijentica s rakom dojke. Premda ne postoji statisticki znacajna
medusobna povezanost ekspresije ETS-1, MMP-2 i MMP-9, vidimo da je veéina
koekspresija pokazala statisticki znacajan utjecaj na prezivljenje. Posebno vazna
skupina pacijentica za ocjenu prognostickih i prediktivnih ¢imbenika je ona unutar
koje pacijentice imaju negativne limfne c¢vorove jer se u trenutku postavljanja
dijagnoze svrstavaju u skupinu pacijentica s povoljnijom prognozom. Na prezivljenje
pacijentica s negativnim limfnim ¢vorovima utjeCe koekspresija MMP-2 i ETS-1 te
MMP-9 i ETS-1 unutar epitelnih tumorskih stanica. Osim toga, nadena je ista
povezanost koekspresije MMP-9 u tumorskoj stromi i ETS-1 u tumorskim stanicama.
Postoji jak utjecaj koekspresije ETS-1, MMP-2 i MMP-9 na OS i DFS u Kaplan-
Meierovoj analizi kao i u univarijatnoj logistickoj regresiji kod pacijentica s negativnim
i pozitivnim limfnim évorovima. Navedena koekspresija korelira s veli¢inom tumora
(tumori veéi od 2cm), histoloskim i nuklearnim gradusom 3 kao i s negativnim ER i
PgR. Svi pokazatelji govore u prilog bioloski agresivnijih tumora.

Rezultati naseg istrazivanja mogu posluziti u procjeni rizika smrti i povrata
bolesti kod pacijentica s karcinomom dojke, posebno kod skupine pacijentica s
negativnim limfnim ¢vorovima. Prema rezultatima ekspresije i koekspresije proteina
unutar samih tumorskih epitelnih stanica, izgleda da je za eventualnu klini¢ku
primjenu procjene rizika smrti i povrata bolesti dovoljno odredivati samo ekspresiju
ETS-1, s obzirom na to da smo pokazali da i minimalna ekspresija ETS-1 unutar
tumorskih stanica korelira s loSijim OS i DFS te s veéinom tradicionalno losih
prognostickih ¢imbenika s kojima korelira i koekspresija sva tri proteina. Svakako su
potrebna dodatna prospektivna istrazivanja koja ¢e vjerojatno moci do kraja definirati
njihovu prognosticku i prediktivnu vrijednost. Od gelatinaza je trenutno samo MMP-9
uklju¢ena u prognosticki i prediktivni test Mammaprint. Postoji vjerojatnost da ée se
vremenom razvijati i novi lijekovi koji ée moci selektivno inhibirati u€inak gelatinaza i
transkripcijskog ¢imbenika ETS-1 u karcinomima dojke. Ohrabrujuéa je ¢injenica da se
u terapiji karcinoma dojke u novije vrijeme spominju i PARP inhibitori. Legrand i
suradnici su otkrili PARP-1 kao novi partnerski protein ETS-1, a PARP-1 inhibitori su
uzrokovali akumulaciju DNA ostedenja samo unutar stanica s prekomijernom
ekspresijom ETS-1(204). MMP su takoder, unato¢ loSim rezultatima prethodnih
istrazivanja, i dalje jako zanimljive kao potencijalne mete u antitumorskoj terapiji.
Danas su jasniji razlozi zasto je dosSlo do promasaja u terapiji s inhibitorima MMP-a
(133, 135). Jedno od objasnjenja je da su inhibitori upotrebljavani u kasnim stadijima
bolesti i da su neselektivno inhibirali MMP-e. Isto se tako zna da vecina gelatinaza
nema isti mehanizam djelovanja, a nisu opisane ni u istim fazama tumorskog rasta
(99). U uporabi je oko 50-tak anti-MMP lijekova koji se istrazuju u pretklinickim i
animalnim modelima te oko 15 u klini¢kim fazama istrazivanja 1-3, od kojih je desetak
u antitumorskoj terapiji (205). Nadamo se da ¢e bududa istrazivanja dovesti do
efektivnih molekula koje ée biti osnova novih bioloskih terapija s mogucnoscu
inkorporacije u postojece protokole lije¢enja invazivnog karcinoma dojke.
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6. ZAKLJUCAK

1. U populaciji pacijentica ukljucenih u istrazivanje s invazivnim NST karcinomom
dojke, ekspresija ETS-1 unutar tumorskih stanica i tumor-infiltrirajucih limfocita, kao i
koekspresija ETS-1 i gelatinaza unutar tumorskih stanica je povezana s bioloski
agresivnijim pokazateljima i kraéim ukupnim preZivljenjem i preZivljenjem bez
znakova bolesti.

2. Rezultati Kaplan-Meier analize i univarijatne logisticke regresije su se djelomié¢no
potvrdili i u multivarijatnoj analizi, u kojoj su se koekspresija ETS-1 i MMP-2 u
tumorskim stanicama te tumor veci od 2 cm pokazali kao statisticki znacajnim
pokazateljima prezivljenja.

3. Opcéenito, nismo nasli povezanost ekspresije ETS-1 s gelatinazama, osim s
negativnim nalazom MMP-2 u stromalnim stanicama. Ekspresija MMP-2 u stromi je
takoder negativno korelirala sa veli¢inom tumora, $to su dva primjera negativne
korelacije MMP-2 u stromalnim stanicama s ¢imbenicima koji se opéenito smatraju
loSim pokazateljima u tumorima dojke.

4. Nismo nasli utjecaj ekspresije gelatinaza unutar tumorskih stanica na prezivljenje,
ali u kombinaciji sa ekspresijom ETS-1 rezultati dobivaju statisticku znacajnost.

5. S obzirom da ekspresija ETS-1 u tumorskim stanicama korelira s veéinom
pokazatelja kao i koekspresija sva tri proteina unutar tumorskih stanica, ¢ini se da bi
za eventualnu klinicku primjenu procjene prognoze bolesti bilo dovoljno odredivati
ekspresiju ETS-1 unutar tumorskih stanica.

6. Rezultati nasSeg istrazivanja mogu posluziti za izdvajanje one skupine pacijentica
koja bi imala korist od agresivnijeg adjuvantnog lije¢enja, pogotovo u skupini
pacijentica sa negativnim limfnim évorovima.
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8. SAZETAK

Cilj je istrazivanja odrediti ekspresiju i koekspresiju ETS-1, MMP-2 i MMP-9 u
uzorcima invazivnih karcinoma dojke te zakljuciti o njihovoj mogucoj prognostic¢koj
vrijednosti kod pacijentica. Ekspresija ETS-1, MMP-2 i MMP-9 je imunohistokemijski
analizirana TMA metodom u uzorcima karcinoma dojke 121 pacijentice koje su
operirane na KBC Zagreb tijekom 2002. g. lzrazenost ETS-1, MMP-2 i MMP-9 je
usporedena medusobno te s ostalim klinicko-patoloskim parametrima. Na temelju
dostupnih klini¢kih podataka napravili smo analizu prezivljenja.

ETS-1 je bio pozitivan u jezgrama i citoplazmama tumorskih epitelnih stanica,
ali i u limfocitima, endotelu krvnih Zila te u fibroblastima. MMP-2 i MMP-9 su
pokazale pozitivnost u citoplazmi tumorskih epitelnih i stromalnih stanica. Za nasu
smo analizu koristili ekspresiju ETS-1 unutar tumorskih stanica (56,2% uzoraka) te u
tumorskim limfocitima (95% uzoraka). MMP-2 i MMP-9 su bile pozitivne u tumorskim
epitelnim stanicama 77,7%, odnosno 90% tumora dok je njihova stromalna
pozitivnost prikazana u 80%, odnosno 65% tumora. ETS-1 je u tumorskim stanicama
korelirao s velicinom tumora, histoloskim gradusom, steroidnim receptorima te
molekularnim tipom tumora. Ekspresija ETS-1 u limfocitima je korelirala s veli¢éinom
tumora, histoloskim i nuklearnim gradusom, steroidnim receptorima te Ki67. Samo se
jedna korelacija ekspresije gelatinaza s drugim patohistoloskim pokazatelijima
pokazala statisticki znacajna, a to je negativna korelacija MMP-2 u stromi i veli¢ina
tumora. Koekspresija ETS-1, MMP-2 i MMP-9 je prisutna u 40,5% tumora, ¢esSc¢e u
tumorima veéim od 2 cm, veéeg histoloskog gradusa, kao i u ER i PgR negativnim
tumorima. Nije bilo statisticki znaCajne povezanosti koekspresije s pozitivnim limfnim
¢vorovima, HER2 statusom i Ki67. Statisticki znacajan negativan utjecaj na OS i DFS je
naden kod tumora s ekspresijom ETS-1 te kod tumora s koekspresijom ETS-1, MMP-2 i
MMP-9.

Nasi rezultati sugeriraju da ekspresija ETS-1 unutar tumorskih stanica i
limfocita, kao i koekspresija ETS-1, MMP-2 i MMP-9 unutar tumorskih stanica, moze
posluZziti kao lo$ prognosticki ¢imbenik kod pacijentica s karcinomom dojke.

Kljune rijeCi: rak dojke, ETS-1, MMP-2, MMP-9, transkripcijski ¢imbenici,
prognosticki cimbenici.
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9. SUMMARY

The aim of this study was to analyse expression of ETS-1, MMP-2 and MMP-9
and their possible prognostic value in breast carcinoma patients. The expression of
MMP-2, MMP-9 and ETS-1 was immunohistochemicaly analysed using TMA method
in 121 consecutive primary breast carcinoma patients who underwent surgery at the
Clinical Hospital Centre Zagreb during 2002. ETS-1, MMP-2 and MMP-9 expressions
and co-expressions were correlated with other clinico-pathological parameters and
based on the available clinical follow up data, survival analysis was performed.

The ETS-1 protein is found to be expressed in tumour cells nuclei and
cytoplasm as well as in stromal lymphocytes, fibroblasts and endothelial cells. MMP-2
and MMP-9 were found to be expressed in cytoplasm of both, tumour and stromal
cells. For our analysis we used ETS-1 expression in tumour cells (56,2%) as well in
tumour infiltrating lymphocytes (95%). MMP-2 and MMP9 were positive in tumour
epithelial cells of 77,7% and 90% of tumours, while they were positive in stromal cells
of 80% and 65% of patients, respectively.

ETS-1 expression in tumour cells and TIL was correlated with tumour size and
grade, receptors expression as well with tumour molecular type. ETS-1 in TIL also
correlated with higher nuclear grade and Ki67 proliferation index. As for the
expression of gelatinases, only stromal MMP-2 negatively correlated with tumour
size. The observed MMP-2, MMP-9 and ETS-1 co-expression was found in 40,5 % of
tumour cells, more common in tumours larger than 2 cm, grade lll, as well as ER and
PgR negative tumours. Statistically significant negative impact on OS and DFS was
found in patients with ETS-1 expression an co-expression of ETS-1, MMP-2 and MMP-
9 in tumour cells. There was no statistically significant association between ETS-1,
MMP-2 and MMP-9 co-expression with positive lymph nodes, HER2 positivity and
higher proliferation index.

These results suggest that expression of ETS-1 as well as MMP-2, MMP-9 and
ETS-1 co-expression might be used as a poor prognostic factor in breast cancer
patients.

Key words: breast cancer, ETS-1, MMP-2, MMP-9, transcription factors,
prognostic factors.
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