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POPIS SKRACENICA

AP-1- aktivator proteina 1

BRCAI- gen karcinoma dojke 1 (eng. breast cancer gene 1)

BRCAZ2- gen karcinoma dojke 2 (eng. breast cancer gene 2)

DNA- deoksiribonukleinska kiselina

ER- estrogenski receptor (eng. estrogen receptor)

HER?2- receptor za humani epidermalni faktor rasta 2 (eng. human epidermal growth factor
receptor 2)

HIF-1- hipoksijom inducirani faktor 1 (eng. hypoxia inducible factor-1)
HZJZ- Hrvatski zavod za javno zdravstvo

IARC- Internacionalna agencija za istraZivanje raka

MAPK- protein kinaza aktivirana mitogenom

MR- magnetska rezonanca

MMP1- matriksna metaloproteinaza 1

MMP2- matriksna metaloproteinaza 2

NADPH- reducirani oblik nikotinamid adenin dinukleotid fosfata

NADPH oksidaza- nikotinamid adenin dinukleotid fosfat oksidaza

NF-«xB- nuklearni faktor-kappa B

Nrf2- nuklearni faktor eritroidni faktor 2-povezan faktor 2

OGG1- DNA glikozilaza 1

8-0ksodG- 8-o0kso2 -deoksigvanozin (eng. 8-0x02 -deoxyguanosine)
8-OHdG- 8-hidroksi2'-deoksigvanozin (eng. 8-hydroxy2'-deoxyguanosine)
PR- progesteronski receptor (eng. progesteron receptor)

ROS- reaktivni kisikovi spojevi (eng. reactive oxygen species)

SOD- superoksid dismutaza

TMA- tkivni mikroc¢ipovi (eng. tissue microarrays)

TNBC- trostruko negativni karcinom dojke (eng. triple negative breast cancer)
TNF-a- faktor nekroze tumora o

VEGF- vaskularni endotelni faktor rasta (eng. vascular endothelial growth factor)



1. UVOD

1.1. EPIDEMIOLOSKI PODACI O KARCINOMU DOJKE

Karcinom dojke je najucestalija zlo¢udna bolest u Zena. Prema podacima IARC-a
(International Agency for Research on Cancer), 2012. u svijetu je novootkriveno 1,677.000
novih slucajeva, Sto ¢ini 25% svih novooboljelih od maligne bolesti. U razvijenim zemljama
incidencija raka dojke kod zena je 28%, a mortalitet 15.4%, dok je u slabo razvijenim
zemljama incidencija 23%, a mortalitet 14,3%. U Japanu i Kini se biljezi incidencija 19% i
15,1 %, Sto je medu najnizima u svijetu. Ove zemljopisne razliitosti dijelom se povezuju sa
socioekonomskim, reproduktivnim i dijetalnim ¢imbenicima. Karcinom dojke je najcesci
uzrok smrti od malignih tumora u Zena, podjednako u razvijenim zemljama kao 1 u zemljama
u razvoju s mortalitetom od 12.9/100000 zena (1).

Dojka je najcesce sijelo maligne bolest kod zena u Hrvatskoj. Prema podacima Registra za
rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo u 2010. rak dojke ¢ini 26% novooboljelih zlo¢udnih
tumora u zena (2) (Slika 1). U Hrvatskoj od raka dojke obolijeva svaka 11. Zena, rijetko prije
20. godine, a najc¢es¢e izmedu 55. i 70. godine zivota. Premda prevladava kod Zena, ova

bolest se moze javiti i kod muskaraca, iako vrlo rijetko, to¢nije u 1:100 svih karcinoma (2).
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Slika 1. NajcesSca sijela raka u zena u 2010. godini (Preuzeto iz: HZJZ, Registar za rak,

Incidencija raka u Hrvatskoj 2009, Bilten br. 35).

U 2010. u Hrvatskoj je zabiljezeno 2513 novooboljelih od raka dojke, od toga 2492 Zene
(109/100000) i 21 muskarac, s najve¢om ucestalo$¢u izmedu 55. i 69. godine. Incidencija i
mortalitet raka dojke u Hrvatskoj su u stalnom porastu te je vodeci uzrok smrti od malignih
tumora u Zena, iako se zadnjih godina biljezi stabilizacija trenda mortaliteta. Moguce
objasnjenje za porast incidencije u Hrvatskoj su veca prevalencija rizi¢nih faktora povezanih
sa stilom zivota. Tako je, npr. broj pretilih Zena s 42.9% 1997. porastao na 58.2% u 2003.
Porasla je i srednja dob Zene kod prvog poroda s 23.5 u 1960. na 27.4 godina u 2009. Takoder
na incidenciju vjerojatno utjece ve¢a konzumacija alkohola, hormonska nadomjesna terapija 1

oralni kontraceptivi (3).

1.2. CIMBENICI RIZIKA

Rak dojke je heterogena bolest uvjetovana kombinacijom urodenih i okolisnih ¢imbenika.
Potomci migrantica koje dolaze iz zemalja s niskom stopom raka dojke stjecu ve¢ nakon trece
generacije viSestruko poviseni rizik za nastanak karcinoma dojke koji odgovara novoj zemlji.
Ovo nesumnjivo upucuje na utjecaj ekoloskih ¢imbenika i stila Zivljenja na etiologiju raka

dojke. Udio genetskog optere¢enja, kao i to¢an udio ekoloskih ¢imbenika, u vecini je



slucajeva tesko ustanoviti. Poznati ¢imbenici rizika karcinoma dojke su spol, dob, genetika,
hormonski i reproduktivni ¢imbenici, bioloski biljezi u tkivu dojke, nacin Zivota i prehrana
(4-5). Dob je glavni rizi¢ni ¢cimbenik za obolijevanje od karcinoma dojke. Pozitivna obiteljska
anamneza, odnosno podatak o pojavnosti karcinoma dojke kod blizih srodnika u obitelji
povecava rizik od oboljenja, naroCito u zena ispod 40 godina. Rizik je povecan i u slucaju
obiteljske anamneze karcinoma jajnika.

Urodeni karcinom dojke ¢ini 5-10% karcinoma dojke 1 nasljeduje se autosomno dominantno s
varijabilnom penetrantnosti. Za 25% nasljednih tumora dojke odgovorne su mutacije dvaju
gena supresora tumora BRCA1 i BRCA2 na kromosomu 17 1 13, ¢iji produkti su ukljuceni u
odrzavanje integriteta DNA 1 regulaciju transkripcije. Gubitak njihove transkripcije vodi
genskoj nestabilnosti (6). Ove mutacije su prisutne u <1% opce populacije, ali se cesce
javljaju u odredenim etni¢kim skupinama kao, npr. kod Zenske populacije Afkenazi Zidova.
Zene nositelji mutacije BRCA1 i BRCA2 imaju 90% 3anse za razvoj karcinoma dojke za
vrijeme zivota (do 85. godine). Reproduktivni faktori povezani s povecanim rizikom za rak
dojke su: rana menarha (<11 godina), kasna menopauza (>55 godina), starija dob kod prvog
poroda (iza 30. godine) i nuliparitet. Ti faktori doprinose produljenoj ekspoziciji endogenog
estrogena kod Zena u premenopauzi, dok pretilost i hormonska nadomjesna terapija povisuju
razinu estrogena u postmenopauzi. Povecani rizik kod adipoznih Zena je vjerojatno zbog
konverzije androgena u estrogene u masnom tkivu. Koristenje hormonske nadomjesne
terapije s kombinacijom estrogena i progestina povecava rizik razvoja i umiranja od
karcinoma dojke kod viSegodiSnje upotrebe, ali ne manje od 5 godina (7-8). Povecani rizik se
smanjuje unutar 5 godina od prestanka uzimanja hormona. Drugi faktori koji zna¢ajno podizu
rizik su fizicka neaktivnost i konzumacija alkohola. Medicinski nalazi koji predvidaju rizik su
gusce tkivo dojke na mamogramu, pove¢ana mineralna gustoca kostiju i biopsijom potvrdena
hiperplazija, posebno atipi¢na hiperplazija epitela dojke. Prethodna dijagnoza neinvazivnog
karcinoma dojke (duktalnog ili lobularnog) 8-10 puta povecava rizik za nastanak raka dojke.
Zene veé lije¢ene od invazivnog karcinoma dojke imaju 4 puta veéi rizik javljanja karcinoma
u kontralateralnoj dojci (9). Izlaganje prsa velikim dozama zracenja kod radioterapije takoder
povecava rizik razvoja raka dojke. Sve veca pozornost se usmjerava na utjecaj prehrane na
razvoj karcinoma. Razlike u incidenciji izmedu pojedinih zemalja ukazuju da bi visoki unos

zasi¢enih masnih kiselina u hrani mogao biti povezan s povecanim rizikom za obolijevanje.



Sadasnje spoznaje govore u prilog tomu da je unos nezasi¢enih masnih kiselina iz maslinovog
ulja u kombinaciji s prehranom bogatom povréem i vo¢em (mediteranska dijeta), povezan s
niskim rizikom nastanka karcinoma dojke. Alkohol je dobro potvrden rizik u nastanku
karcinoma dojke. Eksperimentalno pojacava stani¢nu proliferaciju, kao i broj estrogenskih
receptora (ERa) u tumorskim stanicama te je pretpostavljen mehanizam djelovanja porast

razine endogenih estrogena (10).

1.3. DIJAGNOSTIKA

Otkrivanje tumora u ranoj fazi povecava mogucnost izljeCenja, smanjuje mortalitet i utjece na
odabir lijecenja (11). Osnovnu dijagnostiku karcinoma dojke ¢ine: klinicki pregled, ultrazvuk,
mamografija te tkivna analiza (citoloska punkcija i perkutana biopsija Sirokom iglom).
Klini¢ki pregled je osnovna dijagnosticka metoda i savjetuje se jednom godiSnje Zenama
starijim od 35 godina. Mamografija je jos uvijek zlatni standard. Moze otkriti karcinom dojke
u ranom stadiju kad su i veci izgledi za izljeCenje. Mamografiju se savjetuje uciniti od 40.
godine ili ranije kod rizi¢nih skupina. Mamografiju treba ponavljati svake dvije godine, tj.
svake godine od 50. godine zivota, a rizi¢ne skupine od 35.godine (12).

Mamografijom se otkriva 80-90% karcinoma dojke kod Zena bez simptoma. Sve suspektne
lezije treba bioptirati za definitivnu dijagnozu. Redovite mamografije smanjuju mortalitet od
raka dojke u zena od 50 do 69 godina za 30% (13). Ultrazvuk se koristi kao komplementarna
dijagnosticka metoda uz mamografiju za razluivanje promjena u mamografski gustim
dojkama, procjenu cisti¢nih promjena 1 intervencijske zahvate (npr. markacija tumora zicom).
Magnetska rezonanca (MR) se koristi kao komplementarna metoda u odabrane skupine zena.
Najveca vrijednost MR-e je u razlu¢ivanju oziljnog tkiva od povrata bolesti u prethodno
lijecenih Zzena. MR-u je indicirano uciniti kod poStednog zahvata te kod Zena s povecanim
rizikom za karcinom dojke. Preporuca se da zene s povecanim rizikom (20-25%) za
dobivanje karcinoma dojke od tridesete godine provode skrining s MR-om uz godisnju

mamografiju (14).



1.4. KLASIFIKACIJA KARCINOMA DOJKE

1.4.1. TNM Klasifikacija

Za prognozu i lijeCenje karcinoma dojke, osim histopatoloske slike, vazno je i znati klinic¢ki

stadij proSirenosti tumora. Za odredivanje klinickog stadija najc¢es¢e se koristi TNM

klasifikacija. Klasifikacija opisuje veli¢inu tumora (T), zahvacenost regionalnih limfnih

¢vorova (N) 1 postojanje udaljenih metastaza (M) (15).

e T-primarni tumor

O

O

O

Tx: primarni tumor se ne moze odrediti

TO: ne moze se dokazati primarni tumor

Tis: neinvazivni (in situ karcinom)

T1: tumor dojke promjera do 2 cm

T1mic: mikroinvazija <0.1 cm
T1a: tumor >0.1 cm, ali <0.5 cm
T1b: tumor >0.5 cm, ali <1 cm

Tlc: tumor >1 cm, ali <2 cm

T2: tumor dojke promjera >2 cm, ali <5 cm

T3: tumor dojke promjera >5 cm

T4: tumor dojke bilo koje veli¢ine s izravnim Sirenjem na torakalnu stijenku ili

kozu
| |

T4a: tumor se §iri na torakalnu stijenku, ne zahvaca pektoralni misi¢
T4b: edem koze (ukljucuje tzv. izgled poput naranine kore) ili
ulceracija koze dojke ili stvara satelitske kozne ¢vori¢e ograni¢ene na
istu dojku

T4c: oboje (T4a 1 T4b)

T4d: inflamirani karcinom dojke

e N-regionalni limfni ¢vorovi (ipsilateralni)

o Nx: regionalni limfni ¢vorovi ne mogu se procijeniti (prethodno odstranjeni ili

nisu vadeni)



o NO: bez metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima

o NI: metastaze u pomi¢nim aksilarnim limfnim ¢vorovima

o N2: metastaze u aksilarnim limfnim ¢vorovima koji su medusobno ili u
odnosu na okolinu fiksirani

o N3: metastaze u istostranim infraklavikularnim, unutra$njim mamarnim ili
supraklavikularnim limfnim ¢vorovima

e M-udaljene metastaze
o MO: bez udaljenih metastaza

o MI: prisutne udaljene metastaze

Klinic¢ki stadiji karcinoma dojke
Na temelju klasifikacije, tj. na osnovu prosirenosti bolesti, karcinom dojke se stupnjuje u
Cetiri stadija:
e Stadij 0: Tis
e Stadij [A: T1, NO, MO
e Stadij IB: TO-1, N1mi, MO
e Stadij [TA: TO-1, N1, MO ili T2, N0, MO
e Stadij [IB: T2, N1, MO0 ili T3, NO, MO
e Stadij [IIA: T0-3, N2, MO ili T3, N1-2, MO
e Stadij ITIB: T4 bilo koji N, MO
e Stadij IIIC: bilo koji T, N3, MO
e Stadij IV: bilo koji T, bilo koji N, M1

1.4.2. PatohistoloSka klasifikacija

Tumori dojke mogu biti benigni i maligni. Histogenetski, tumori nastaju iz epitela ili strome.
Zlo¢udni tumori dojke najcesée su epitelnog podrijetla (karcinomi). Karcinomi nastaju
monoklonskom proliferacijom epitela terminalnih kanali¢a ili duktulo-lobularnih jedinica. S
obzirom na odnos malignih stanica prema bazalnoj membrani, karcinomi mogu biti

neinvazivni (ne prelaze bazalnu membranu) ili invazivni (prelaze bazalnu membranu). Na



osnovu histoloskih karakteristika invazivni karcinomi dojke se prema klasifikaciji Svjetske
zdravstvene organizacije dijele u razlicite podtipove (16):

e Invazivni karcinom bez posebne oznake

e Invazivni lobularni karcinom

e Tubularni karcinom

e Kiribriformni karcinom

e Mucinozni karcinom

e Karcinom s medularnim znacajkama

e Karcinom s apokrinom diferencijacijom

e Karcinom s diferencijacijom tipa prstena pecatnjaka

e Invazivni mikropapilarni karcinom

e Metaplasti¢ni karcinom bez posebne oznake

e Ostali rijetki podtipovi

Najcesci tip raka dojke je invazivni karcinom bez posebne oznake (NOS) koji ¢ini preko 80
% svih karcinoma dojke. Zatim slijede invazivni lobularni karcinom (10%) te karcinom s

medularnim znacajkama (5%).

1.4.3. Molekularna klasifikacija

Tehnologija DNA mikrocipova koja omogucava simultano mjerenje aktivnosti tisu¢a gena je
pokazala da rak dojke nije jedinstvena bolest nego se moze podijeliti u nekoliko podtipova
koji se razlikuju po genskom izrazaju, odgovoru na terapiju i prognozi (17-18). Geni koji
diferenciraju ove podtipove se zovu intrinzi¢ni geni i sastoje se od nekoliko skupina gena koji
se odnose na ekspresiju ER, HER2 ekspresiju, proliferaciju te posebna skupina gena koji se
zovu bazalna grupa. Luminalni podtip ¢ine hormonski ovisni tumori i moze ih se podijeliti u
2 podskupine: luminalni tip A i B. Luminalni A tip ¢ini 40% svih karcinoma dojke, pokazuje
visoku ekspresiju ER gena te nisku ekspresiju HER2 gena i gena proliferacije. Najces¢i je

podtip i ima najbolju prognozu (18-20).



Luminalni B podtip ¢ini oko 20% tumora dojke, ima neSto nizu ekspresiju ER gena,
varijabilnu ekspresiju HER2 gena i visoku ekspresiju gena za proliferaciju. Ima loSiju
prognozu od luminalnih A tumora (20).

Podtipovi HER2 i bazalni pripadaju skupini hormonski neovisnih tumora, visokog su
proliferacijskog indeksa i histoloSkog gradusa te loSijeg ishoda. HER2 podtip ¢ini 10-15%
svih karcinoma dojke i karakterizira ga visoka ekspresija HER2 gena i gena proliferacije te
niska ekspresija luminalnih gena. Zato su ovi tumor najc¢eS¢e ER/PR negativni, a HER2
pozitivni. Karcinomi bazalnog podtipa (eng. basal like) pokazuju izrazenost biljega
karakteristicnih za bazalne epitelne stanice normalnog tkiva dojke i ¢ine 15-20% svih
karcinoma dojke. Imaju negativne ER 1 HER2, visokog su gradusa i proliferacijskog indeksa.
80% karcinoma u zena s mutacijom BRCA1 su bazalnog tipa. Budu¢i da je veéina karcinoma
dojke bazalnog tipa sporadicna, a BRCA1l gen i protein kod njih izgledaju intaktno,

pretpostavlja se da je obi¢no rije¢ o metilaciji promotora (21-22).

1.4.4. Imunohistokemijska klasifikacija

Novija istrazivanja su pokazala da odredene imunohistokemijske karakteristike tumora (status
hormonskih receptora, HER2 status i proliferacijski indeks) odgovaraju odredenim
molekularnim karakteristikama karcinoma dojke (23-24). Na 12. Internacionalnoj
konferenciji odrzanoj u ozujku 2011. godine u St. Gallenu (25) usvojena je
imunohistokemijska klasifikacija karcinoma dojke koja obuhvaca sljedece podtipove:

e luminalni A: ER+/PR+/HER2-/Ki-67 <14%

e luminalni B (HER2-): ER+/PR+/HER2-/Ki-67 >14%

e luminalni B (HER2+): ER+/PR+/HER2+/Ki-67 bilo koji

e HER?2 pozitivni: ER-/PR-/HER2+

e trostruko negativni: ER-/PR-/HER2-

Klasifikacija se odrazava na prognozu i terapijski pristup. Tako luminalni A podtip uglavnom
zahtijeva samo hormonsku terapiju, dok je kod vec¢ine luminalnih B i svih trostruko negativnih
karcinoma potrebna kemoterapija, uz dodatak Herceptina za HER2 pozitivne (25-26).

Istrazivanja su pokazala da luminalni A podtip ima najduze ukupno prezivljenje kao i



prezivljenje bez znakove bolesti, dok HER2 pozitivni i trostruko negativni podtipovi imaju

najlosiju prognozu (18, 27).

1.5. PROGNOSTICKI I PREDIKTIVNI CIMBENICI

Odredivanje prognostickih 1 prediktivnih faktora pomaZze u procjeni prognoze i
individualiziranju lijeCenja. Prognosti¢ki cCimbenici predstavljaju osobitost tumora ili
bolesnice u vrijeme postavljanja dijagnoze koja pokazuje vjerojatnost klinickog ishoda
neovisno o primijenjenom lijeenju. Tradicionalni prognostic¢ki ¢imbenici su: veliina tumora,
histoloski tip, stupanj diferenciranosti (gradus), limfovaskularna invazija, status limfnih
¢vorova te stadij proSirenosti bolesti (16). Dominantni prognosticki indikator diseminacije
bolesti je zahvacenost pazu$nih limfnih ¢vorova. Oko 20 % Zena s negativnhim limfnim
¢vorovima dozivi relaps bolesti unutar 10 godina u odnosu na 70% Zena s pozitivnim limfnim
¢vorovima (27). Ne postoji pouzdani biomarker koji bi izdvojio bolesnice s negativnim
limfnim ¢vorovima 1 veéim rizikom za relaps bolesti koje bi imale koristi od adjuvantne
kemoterapije, dok bi se ostale mogle postedjeti teskih nuspojava kemoterapije.

Prediktivni ¢imbenici su osobitost tumora koja upucuje na vjerojatnost odgovora na
specificnu terapiju i povezani su s osjetljivoscu ili rezistencijom tumora na tu terapiju (28).
Najznacajniji prediktivni faktori su: estrogenski (ER) i progesteronski (PR) receptori, HER2
(human epidermal growth factor receptor 2) i proliferacijski indeks Ki-67. Oni se rutinski
odreduju u svakom karcinomu dojke. Opcenito, prognosti¢ki markeri pomazu odrediti

zahtijeva li pacijent terapiju, dok su prediktivni faktori korisni u izboru terapije.

1.5.1. Veli¢ina tumora

Veli¢ina tumora ima neovisno prognosticko znacenje i linearno korelira s razvojem udaljenih
metastaza. Opcenito, tumori manji od 15 mm imaju dobru prognozu i ucestalost metastaza u
pazusne limfne ¢vorove kod takvih tumora je oko 15-20%, dok tumori ve¢i od 15 mm imaju

ucestalost metastaza u pazusne limfne ¢vorove vecu od 40% (29-30).



1.5.2. Histoloski tip tumora

Histoloski tip tumora ima prognosticki znacaj. Odli¢nu prognozu ima tubularni, kribriformni,
mucinozni i tubulo-lobularni karcinom dojke, dok loSu prognozu ima invazivni karcinom
dojke (NOS), mijesani duktalni i lobularni te solidni lobularni karcinom dojke (31). Osobito
loSu prognozu ima karcinom tipa prstena pecatnjaka i pleomorfni invazivni lobularni

karcinom (32).

1.5.3. Stupanj diferenciranosti tumora

Stupanj diferenciranosti tumora je vazan neovisni prognosti¢ki ¢imbenik. Kod nuklearnog
gradusa se analiziraju osobine jezgre tumorskih stanica (veliina i oblik jezgre, kromatin,
sadrzaj nukleola). Za odredivanje histoloSkog gradusa danas je najviSe u upotrebi Scarf-
Bloom-Richardsonova metoda, odnosno njezina modifikacija po Elsonu i1 Ellisu (tzv.
Nottinghamska metoda) (33). Gradiranje se bazira na tri elementa: stvaranju tubula,
pleomorfizmu jezgre i broju mitoza. Svaki element se ocjenjuje s 1-3 boda te njihov krajnji
zbroj odreduje gradus.

e 3-5bodova: gradus I (dobro diferencirani tumor)

e 6-7 bodova: gradus II (srednje diferencirani tumor)

e 8-9 bodova: gradus III (slabo diferencirani tumor)

1.5.4. Status limfnih ¢vorova

Status limfnih ¢vorova je najvazniji nezavisni prognosticki ¢imbenik. Desetogodi$nje
prezivljenje u bolesnica sa zahvacenim pazusnim limfnim ¢vorovima je 23-35%, dok je u
onih s negativnim limfnim ¢vorovima 60-75% (30). Prema danasnjim protokolima lijecenja
sve bolesnice sa zahva¢enim pazu$nim limfnim ¢vorovima trebaju biti lijeCene adjuvantnom

sustavnom terapijom.
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1.5.5. Hormonski receptori

Steroidni receptori se rutinski, imunohistokemijskom metodom odreduju u svakom
karcinomu dojke. ER i PR su prediktivni faktori i predvidaju dobar odgovor na hormonsku
terapiju i time bolju prognozu. Interakcija estrogena s receptorima u zlo¢udnim stanicama
vodi kocCenju apoptoze i oSteCenju stanicnog ciklusa Sto rezultira u proliferaciji stanice.
Aktivacijom ER dolazi do indukcije PR. Status hormonskih receptora se smatra pozitivnim
ako je bilo koji od ova dva receptora pozitivan, jer se pozitivnost PR smatra odrazom
aktivnosti ER. Oko 70 % karcinoma dojke su ER pozitivni i te bolesnice reagiraju na
hormonsku terapiju (tamoksifen, inhibitori aromataze) (34). Tamoksifen se veze za ER i1
blokira estrogenom stimuliran rast te dokazano smanjuje pojavu recidiva i produljuje zivot u
pacijenata s ER pozitivnim invazivnim karcinomom dojke (35). Lijeenje tamoksifenom
smanjuje godiSnju smrtnost od raka dojke za 31% kod ER pozitivnih tumora (28). Thibitori
aromataze suprimiraju proizvodnju estrogena (36). Oko 1% bolesnica s karcinomom dojke
ima ER-/PR+ tumore i takve bolesnice takoder pokazuju odredenu dobrobit od hormonske

terapije (37).

1.5.6. HER2 status

Obitelj receptora za epidermalni ¢imbenik rasta ima Cetiri ¢lana (HER1-4) koji pripadaju
obitelji tirozin-kinaznih receptora, i receptori su za mnoge ¢imbenke rasta, hormone i
citokine. Epidermalni ¢imbenik rasta je ligand za HER2. Nakon njegovog vezanja s HER2
dobiva sposobnost dimerizacije s drugim HER2 receptorom. Stvaranjem dimera aktivira se
tirozin-kinazni dio receptora koji pokrece signalne puteve koji sudjeluju u regulaciji stanicnog
rasta, diferencijaciji, proliferaciji i pokretljivosti stanice (38-39). Normalne epitelne stanice
dojke imaju na svojoj povrsini oko 20000-50000 HER2 receptora. Kod amplifikacije HER2
gena broj HER2 receptora na povrsini stanice naraste do 2 milijuna $to vodi promjeni tirozin-
kinazne aktivnosti i signalnih puteva, ¢ime se pojacavaju stani¢ni signali i ometaju normalni
unutarstani¢ni kontrolni mehanizmi. Rezultat je veca sposobnost invazije i metastaziranja kod
tumora s prekomjernom ekspresijom HER2. HER2 je prognosticki i1 prediktivni ¢imbenik.

Visoka ekspresija HER2 kod karcinoma dojke je povezana s visokim histoloskim gradusom 1
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agresivnijim profilom tumora te pacijentice s prekomjernom ekspresijom HER2 imaju vecu
vjerojatnost recidiva i krace sveukupno prezivljenje. Amplifikacija HER2 gena se nalazi u 15-
20% karcinoma dojke (40-41) i ova grupa pacijentica ima znacajnu korist od anti-HER2
terapije. Primjena monoklonskog protutijela transtuzumaba (Herceptin) dokazano inhibira
rast tumorskih stanica koje imaju amplifikaciju HER2 gena (42). HER2 status se rutinski
odreduje imunohistokemijom kod svih karcinoma dojke (membransko bojenje-HercepTest).
Imunobojenje 0-1+ se smatra negativnim, a 3+ pozitivnim. Kod nejasnih slucajeva (2+) se
radi ISH (eng. in situ hybridisation) koja mjeri amplifikaciju gena (43). Terapija
transtuzumabom je indicirana kod bolesnica s imunohistokemijski dokazanom ekspresijom
intenziteta 3+ te kod onih s intenzitetom 2+ kod koji je in situ hibridizacijom dokazana

amplifikacija HER2 gena (43).

1.5.7. Proliferacijski indeks Ki-67

Proliferacijski indeks se u raku dojke najceS¢e odreduje imunohistokemijskim bojenjem s
anti-Ki-67 protutijelom. Ki-67 je nehistonski protein jezgre otkriven 1991. godine. Funkcija
mu nije poznata. Dokazan je izrazaj Ki-67 u stanicama koje proliferiraju, dok ga nema kod
stanica u mirovanju (44). Znacajan je prognosticki biljeg u bolesnica s negativnim limfnim
¢vorovima dok je u bolesnica s pozitivnim limfnim ¢vorovima znacajnost manja. Ki-67 ima
prediktivnu vrijednost za lijeCenje kemoterapijom. Jaci izrazaj Ki-67 povezan je s boljim

odgovorom na kemoterapiju (45).
1.5.8. Limfovaskularna invazija
Limfovaskularna invazija predstavlja nezavisni prognosti¢ki ¢imbenik rizika za lokalno
obnavljanje 1 diseminaciju bolesti. Prvenstveno se gleda u tkivu dojke oko primarnog

karcinoma, a ne unutar samog tumora. Ce$c¢e se nade u ve¢im tumorima visokog gradusa, kod

invazivnih karcinoma dojke (NOS) te u bolesnica sa zahva¢enim limfnim ¢vorovima (31).
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1.5.9. Molekularni profil tumora

Odredivanje genskog profila otvara nove mogucnosti u definiranju prognostickih i
prediktivnih ¢imbenika karcinoma dojke. Najées¢a metoda njegovog odredivanja je
tehnologija DNA mikroc¢ipova. 2002. godine Laura van't Veer iz Nizozemske je koristila
tehnologiju DNA mikronizova za analizu 261 uzorka karcinoma dojke (46). U studiji su
usporedivali uzorke pacijenata koji su imali metastaze i one bez metastaza. Pronasli su da su
neki geni, koje su nazvali tzv. profil loSe prognoze, povezani s vjerojatnoscu da ¢e bolesnice
dobiti metastaze unutar 5 godina nakon zavrSenog lije€enja. Druga skupina gena tzv. profil
dobre prognoze je povezan s pacijenticama koje nisu razvile metastaze unutar 5 godina od
zavrsenog lijeCenja. Na temelju genskog profiliranja razvili su se testovi s ciljem pokusaja
odredivanja vrste terapije koja nosi najbolju korist za odredenu osobu s ranim karcinomom
dojke. Svrha genskog profiliranja je omoguciti pacijenticama kojima ne treba adjuvantna
terapija da izbjegnu Stetne nuspojave nepotrebne terapije te da identificira bolesnice koje bi
imale koristi od takve terapije. MammaPrint je prognosticki test koji koristi tehniku
mikronizova za analizu izrazenosti 70 gena iz uzorka tumorskog tkiva, a njime se bolesnice
dijele u dvije skupine (47). Jedna je skupina s boljim genetskim profilom i boljom
prognozom, a druga skupina s loSijim genetskim profilom i nepovoljnom prognozom.
Pretpostavka je da bi bolesnice iz povoljnije grupe mogle izbje¢i adjuvantno kemoterapijsko
lijecenje. Oncotype-DX je dijagnosticki test koji kvantificira vjerojatnost povrata bolesti kod
zena s ranim stadijem ER+ karcinoma dojke (prognosti¢ka vrijednost) i predvida korist od
odredenog tipa kemoterapije (prediktivna vrijednost). Oncotype-DX analizira grupu od 21

gena unutar tumora da odredi rizik povrata bolesti (eng. reccurence score, RS) unutar 10
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godina od trenutka dijagnoze kod pacijenata lijeCenih tamoksifenom (48). Temeljem ovih
rezultata bolesnice se svrstavaju u 3 skupine:

e niskog rizika - RS<10%
e srednjeg rizika - RS 10-30%
e visokog rizika - RS>30%

Pokazalo se da visoki RS predvida korist od kemoterapije kod ER+ karcinoma dojke u ranom
stadiju, dok bolesnice s niskim rizikom imaju znacajnu korist od lijeCenja hormonskom
terapijom 1 nije im potrebna kemoterapija (49). Ucinkovitost tih testova jo§ se uvijek

proucava u brojnim klini¢kim studijama (50-51).

1.6. LIJECENJE KARCINOMA DOJKE

LijeCenje raka dojke provodi se operativnim zahvatom, zraCenjem 1 lijekovima. Operativni
zahvat mozZe biti postedni i radikalni (52). Kod postedne operacije radi se ekscizija primarnog
tumora s razli¢ito Sirokim rubom okolnog zdravog tkiva, i s obzirom na opseg i Sirinu
slobodnih rubova oko tumora govorimo o: kvandrantektomiji, segmentektomiji 1
tumorektomiji. Lokalni konzervativni tretman (postedni kirurski zahvat nakon kojeg slijedi
radioterapija) se smatra odgovaraju¢om terapijom kod vec¢ine Zena u I i II stadiju bolesti.
Konzervativno lijeCenje je indicirano kod bolesnica s tumorom promjera do 4 cm, kod
unifokalne lokalizacije tumora i1 negativne ili pozitivne aksile (53). Radikalni kirurski zahvat
ukljucuje:
e jednostavnu mastektomiju (odstranjuje se cijela dojka bez aksile uz o¢uvanje prsnih
misica),
e potkoznu mastektomiju (odstranjuje se cjelokupno tkivo dojke ispod koze Cime se
omogucava rekonstrukcija dojke),
e modificiranu radikalnu mastektomiju (odstranjenje cijele dojke uz disekciju pazusnih

limfnih ¢vorova, pri tome je veliki prsni misi¢ ouvan).
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Lijekovima mozemo ostvariti smanjenje tumora prije operacije primarnog tumora §to se zove

neoadjuvantna terapija. Adjuvantna terapija je lijeCenje nakon uklanjanja primarnog tumora.

1.6.1. Lijecenje raka dojke adjuvantnom kemoterapijom

Adjuvantna terapija primarnog raka dojke se provodi nakon operativnog uklanjanja tumora.
Adjuvantno ili dodatno lijeCenje moze biti zraCenje, kemoterapija i endokrina terapija.
Ovakvo lijecenje se provodi u svrhu onemogucavanja zaostalih malignih stanica u organizmu
da proliferiraju i stvore sekundarnu bolest. Sekundarna bolest moze nastati na mjestu
primarne operacije ili na udaljenom mjestu (metastaza). Odluku o adjuvantnoj terapiji klini¢ar
donosi na temelju nalaza prediktivnih i prognostickih pokazatelja. Adjuvantna kemoterapija
se preporuc¢a u lijeCenju bolesnica s tumorima visokog histoloSkog gradusa, visokog
proliferacijskog indeksa, kod HER2 pozitivnih i trostruko negativnih tumora te kod bolesnica

s pozitivnim limfnim ¢vorovima (25, 54).

1.6.2. Lijecenje raka dojke adjuvantnom endokrinom terapijom

Internacionalne smjernice za lijeCenje raka dojke se usvajaju svake dvije godine na
Internacionalnoj konferenciji u St. Gallenu, u Svicarskoj (25). Prema tim smjernicama ako se
pri odredivanju ER dokaze prisutnost receptora, bez obzira na njihovu koli¢inu, to je dovoljan
dokaz za davanje adjuvantne endokrine terapije. Odredivanje se vrSi imunohistokemijskom
metodom, a rezultat se iznosi kao postotak obojenih tumorskih stanica. Dokazano je da ¢ak 1
ako je obojenost stanica samo 1%, takvi tumori u nekoj mjeri ipak odgovaraju na adjuvantnu
endokrinu terapiju. Za klinicku odluku vazna je visoka receptorska pozitivnost tumora koja je
definirana kao >50% obojenih tumorskih stanica. Takve bolesnice imaju dobru prognozu ako
su 1 drugi prognosti¢ki pokazatelji povoljni. Prema smjernicama iz St. Gallena istaknuta je
skupina bolesnica s niskim rizikom pojave sekundarne bolesti. Ta skupina bolesnica ima
primarni rak dojke histoloskog gradusa 1, negativne pazusne limfne ¢vorove, veli¢inu tumora
<2 cm, visoko pozitivne ER/PR (>50%), tumor niskog proliferacijskog indeksa 1 bez
vaskularne invazije. Ova skupina bolesnica moze adjuvantno primati samo hormonsku

terapiju bez kemoterapije. S obzirom na vrstu adjuvantne endokrine terapije, podjela se vrsi
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prema menopauzalnom statusu. Premenopauzalne bolesnice bi trebale primati tamoksifen ili

njegove analoge, dok postmenopauzalne bolesnice mogu primati inhibitore aromataza (55).

1.6.3. Lijecenje tamoksifenom

Tamoksifen je selektivni modulator estrogenskih receptora (eng. selective estrogen receptor
modulator-SERM) koji djelomi¢no koc¢i aktivnost ERa u tkivu dojke. Djelovanje tamoksifena
je tkivno specifi¢no. Uz djelomi¢no antagonisticko djelovanje na ER u tkivu dojke pojavljuje
se 1 agonisticko djelovanje na ER u kostima, jetri i maternici. Ovakvo djelovanje tamoksifena
je odgovorno za neke negativne ucinke lije¢enja. Tamoksifen se daje vise godine nakon
pojave raka dojke, najcesce pet godina. Tijekom tog vremena se mogu javiti nuspojave koje
nepovoljno djeluju na kvalitetu zivota (mucnina, proljev, depresija, promjene na kozi), pa i
ugroziti zivot (infarkt miokarda, mozdani udar, embolija pluca, karcinom endometrija) (56).
Davanje tamoksifena bolesnicama s ER+ karcinomom dojke smanjuje povrat bolesti s 45%

(kontrola) na 33,2%, dok je smrtnost pala od 34,8% na 25,6% (57).

1.6.4. Inhibitori aromataza

Aromataza u zdravom ogranizmu pretvara C19 androgene (androstendion i testosteron) u
estron 1 estradiol koji su C18 spojevi. U lijecenju se najcesce upotrebljavaju inhibitori
aromataza treCe generacije (letrozol i anastrozol). Ovi lijekovi su nesteroidni aromataza
inhibitori ¢ije djelovanje se temelji na kompetitivnoj inhibiciji sa supstratom, tj. androgenom

(58). Lijecenje se najcesce provodi u trajanju 2-5 godina.
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1.7. OKSIDACIJSKI STRES

1.7.1. Slobodni radikali

Rak je multifaktorijalna bolest i njegova etiologija je jo§ uvijek ve¢im dijelom nepoznata. U
zadnjem desetljecu istrazivanja su pokazala da slobodni radikali imaju vaznu ulogu u
karcinogenezi (59-60). Slobodni radikali su reaktivni kisikovi 1 duSikovi spojevi. Reaktivni
kisikovi spojevi (eng. reactive oxygene species-ROS) je zajednicki naziv za radikale kisika
(npr. superoksid, hidroksil radikal) i spojeve koje nisu radikali (npr. vodikov peroksid,
singletni kisik). ROS su produkti normalnog stani¢nog metabolizma. To su visoko reaktivne
molekule koje sadrZze nespareni elektron u vanjskoj orbiti §to ih €ini izrazito nestabilnim 1
visoko reaktivnim, pri ¢emu reagiraju s organskim ili neorganskim spojevima (61).
Procijenjeno je da dnevno 10000-20000 slobodnih radikala napada svaku stanicu tijela. Kod
atleticara ta je brojka uvecana za 50%. Slobodni radikali nastaju uslijed apsorpcije energije
zracenja, u redukcijsko-oksidacijskim reakcijama tijekom patoloskih i normalnih fizioloskih
procesa poput oksidacijske fosforilacije u mitohondrijima, prijenosom elektrona u sistemu
citokroma P-450 u endoplazmatskom retikulumu, oksidacijom masnih kiselina u
peroksisomima, metabolizmom arahidonske kiseline u stanicnim membranama i tijekom
fagocitoze (62). Glavni izvor slobodnih radikala u normalnim okolnostima je ,.curenje*
elektrona iz elektronskog transportnog lanca u mitohondrijima na molekularni kisik $to stvara
superoksid ("O,) (63). Mitohondrij je mala stani¢na organela koja je odgovorna za
proizvodnju energije i stani¢nu respiraciju. Preko sustava koji se zove ,,elektronski transportni
lanac” elektroni prelaze na razlicite molekule i sa svakim prelaskom se stvara kemijska
energija. Cak i u idealnim uvjetima neki elektroni cure s elektronskog tranportnog lanca i
reagiraju s kisikom pri ¢emu nastaje superoksid. U fizioloSkim uvjetima se 1-3% molekula
kisika pretvara u superoksid. Tako stvoren ‘O, primarno reagira s mitohondrijskom DNA.
Vecina Stete koja nastaje u jezgrinoj DNA se popravi, dok je kapacitet popravka
mitohondrijske DNA deficijentan te dolazi do nakupljanja oksidacijski oStecene
mitohondrijske DNA. Mitohondriji s vremenom gube svoju funkciju te dolazi do smrti

stanice.
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1.7.2. Oksidacijski stres

U normalnoj aerobnoj stanici postoji ravnoteza izmedu stvaranja slobodnih radikala i
antioksidacijske zastite. Neadekvatna antioksidacijska zaStita ili pretjerano stvaranje
slobodnih radikala dovodi do oksidacijskog stresa. U stanjima oksidacijskog stresa pretjerano
stvaranje slobodnih radikala moze dovesti do oSte¢enja DNA, proteina i lipida stani¢ne
membrane. OSte¢enje DNA uzrokuje mutacije, proteini oksidacijom gube svoju funkciju, a
lipidi podlijezu lipidnoj peroksidaciji. Oksidacijski stres ima znacajnu ulogu u etiopatogenezi
kardiovaskularnih i infektivnih bolesti, karcinoma, dijabetesa, neurodegenerativnih bolesti,

fibroze 1 procesa starenja (62).
1.7.3. Reaktivni kisikovi spojevi

Superoksid ('O,) nastaje redukcijom molekule kisika jednim elektronom (61). Njegova
topivost u mastima je ograni¢ena te ne moze prodrijeti duboko u stanicu. Djelovanje mu je
ograni¢eno na mjestu njegovog stvaranja. Superoksid se spontano, ali i uz pomo¢ superoksid

dismutaze (SOD) te vodikovih iona, raspada u vodikov peroksid (H,O) (Slika 2).

SOD Katalaza

l l Fe (Il)
OzT“‘ioz" — H,0, ——H,0 + 0,
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NO

Fentonova
reakcija

ONOO-| [*OH|
Slika 2. Prikaz lanc¢ane reakcije (kaskade) slobodnih radikala

Vodikov peroksid se zatim pretvara u vodu i molekularni kisik djelovanjem enzima katalaze,
glutation peroksidaze i peroksiredoksina. Iako vodikov peroksid nije radikal jer nema
nesparenih elektrona, on je oksidans koji uz prisustvo prijelaznih metala, dvovalentnog iona
eljeza (Fe™) i jednovalentnog iona bakra (Cu"), moze prihvatiti jedan elektron stvarajuéi vrlo

toksic¢an hidroksilni radikal ("OH). Vodikov peroksid je topiv u mastima pa moze djelovati na
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udaljenim mjestima od njegova stvaranja. Hidroksil radikal nastaje Fentonovom i Haber-

Weissovom reakcijom (Slika 3).

Fentonova reakeija HahehNelss
reakeija
Fe?* + H*
+ .

o
l l

Fo* Lo
OH- H0
-ox| o}

Slika 3. Prikaz Fentonove i Haber-Weissove reakcije

U Fentonovoj reakciji Fe’" reagira s vodikovim peroksidom pri ¢emu nastaje hidroksilni
radikal i hidroksilni ion uz nastanak Fe’". U Haber-Weissovoj reakciji superoksid reagira s
vodikovim peroksidom pri ¢emu takoder nastaje hidroksilni radikal i1 hidroksilni ion.
Hidroksil radikal (*OH) je najreaktivnija poznata ROS vrsta. Poluvrijeme zivota mu je vrlo
kratko (manje od 1 ns) i zato mu je djelovanje ograni¢eno na najblize stanicne komponente
(61, 64). Interakcijom hidroksil radikala s DNA nastaje vise tipova oksidiranih nukleozida od

kojih je najraSireniji 8-hidroksideoksigvanosin (65).
1.7.4. Slobodni radikali duSika

Naziv “reaktivni duSikovi spojevi” (eng. reactive nitrogen species-RNS) oznacava skupinu
visoko reaktivnih duSikovih spojeva koji osim slobodnih dusikovih radikala poput dusikovog
oksida (NO") i1 duSikovog dioksida (NO;") ukljucuje 1 duge reaktivne spojeve dusika kao Sto
su dusicna kiselina (HNO,), peroksinitrit (ONOQ"), peroksinitritna kiselina (ONOOH) 1 alkil
peroksinitrat (ROONO) (66). Dusikov oksid nastaje u endotelnim, ziv€anim i upalnim
stanicama iz L-arginina djelovanjem dusik oksid sintetaze (67). On sudjeluje u regulaciji
krvnog tlaka, u upalnim reakcijama, inhibiciji agregacije trombocita 1 proliferaciji glatkih

miSi¢nih stanica, ali je i toksi¢an, ima vaznu ulogu u ostecenju tkiva tijekom kroni¢ne upale,
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infarkta mozga i septickog Soka (68-69). Reakcijom NO’ sa superoksidom nastaje vrlo

toksic¢an peroksinitrit koji moze potaknuti lipidnu peroksidaciju (66).

1.7.5. 8-0kso-2'-deoksigvanozin (8-oksodG)

U istrazivanjima se najcesSce koriste protutijela na specificne biljege oksidacijskog oStecenja
DNA. Najces¢a lezija baze koja je ujedno i najviSe mjerena kao indeks oksidacijskog
oStecenja DNA je 8-hidroksigvanin, koji se Cesto mjeri 1 kao nukleozid (64). Naime,
najosjetljivije mjesto za oksidacijsko ostecenje DNA je na gvaninu i to na poziciji C8. Kada je
gvanin spojen na poziciji N-9 s C-1 ugljikom deoksiriboze (Secer) nastaje deoksigvanozin.
Interakcijom "OH radikala s DNA dolazi do hidroksilacije 2-deoksigvanosina na poziciji C-8
pri ¢emu nastaje 8-hidroksi-2-deoksigvanozin (8-OHdG) (Slika 4).
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Slika 4. Oksidacijsko ostecenje nukleotida: fokus na gvanozinu
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Tautomerizacijom s N-7 nastaje 8-okso-2-deoksigvanozin (8-oksodG), u odnosu na
karbonilnu skupinu na C-8. Tautomerizacija je ravnotezna kemijska reakcija kod koje dolazi
do premjestanja vodikova atoma s jednog polozaja na drugi uz istodobnu zamjenu dvostruke
veze jednostrukom. Pojam 8-oksodG se koristi naizmjenicno s 8-OHdG. 8-0oksodG je otkriven
1984. godine (70) i1 od tada je najraSireniji marker oksidacijskog stresa. Njegovo stvaranje je
regulirano lokalnim antioksidacijskim kapacitetom i enzimima za popravak DNA.

8-0ksodG moze inducirati GC—TA transverzijsku mutaciju (Slika 3) za vrijeme DNA
replikacije i ako se ove lezije ne poprave postaju mutagene (71).

Uobicajena somatska mutacija je zamjena gvanozina s timidinom (G—T). Timidin ili to¢nije
deoksitimidin je nukleozid koji se sastoji od deoksiriboze vezane za pirimidinsku bazu timin.

Naime, oksidacija na poziciji C-8 omogucuje stvaranje tautomera s protonom na N7 (Slika 5).

H

|
O{\/N i H=—
i

Slika 5. Oksidirani gvanozin veZze citozin ili adenozin

Za vrijeme DNA replikacije, oksidirani gvanozin se povremeno vrti oko Sec¢erno-fosfatnog
kostura, predstavljaju¢i tako N-7 za vezivanje. Takvo predstavljanje imitira timidin, Sto
rezultira umetanjem adenozina u komplementarni lanac DNA. U sljede¢em ciklusu replikacije
DNA, timidin je umetnut u lanac koji je nastao prema lancu koji sadrzi adenozin.

Ove transverzijske mutacije su primijecene i kod p53 tumor supresor gena i ras onkogena, $to

dalje upucuje na vaznost ROS-a u kancerogenezi, ali nisu specificne samo za 8-oksodG (72-

21



73). 8-0ksodG se uglavnom odstranjuje iz DNA djelovanjem DNA glikozilaze 1 (OGG1)
(74). Ako se lezije DNA ne poprave, rezultiraju s mutacijama kao Sto su supstitucija baze i
delecija Sto vodi karcinogenezi (71). Mehanizam popravka slabi sa starenjem, tako se s
vremenom lezije DNA akumuliraju. Eksperimenti na 0GG1”" ,.knock-out“ miSevima su

ukazali na akumulaciju 8-oksodG 1 sklonost nekim tumorima, narocito karcinomu pluca (75).
1.7.6. Oksidacijski stres i karcinogeneza

Karcinogeneza je proces pretvorbe normalne stanice u malignu. To je sloZen proces, potaknut
karcinogenima (76). Odvija se u tri stadija: inicijacija, promocija i progresija. Inicijacija je
ireverzibilan proces koji zapocinje mutacijom u genomu stanice. U toj fazi dolazi do
promjena molekulske strukture stanicne DNA, a tvari ili fizikalne pojave koje mogu dovesti
do takvih promjena (mutacija) se zovu mutagenima. Ukoliko mutacije dovode do nastanka
tumora, te tvari nazivamo karcinogenima. U karcinogene ubrajamo: kemijske karcinogene,
ionizacijsko 1 neionizacijsko zracenje te viruse (77). U toku inicijacije dolazi do aktivacije
brojnih protoonkogena i inaktivacije tumor supresorskih gena. U stadiju promocije dolazi do
mijenjanja ekspresije genoma i prijenosa signala iz okoline do genoma te do selektivne
klonalne ekspanzije stanica koje izbjegavaju kontrolne mehanizme rasta i diferencijacije.

Danas se smatra da slobodni radikali imaju vaznu ulogu u karcinogenezi i to u inicijaciji,
promociji i progresiji raka (60). Poznato je da tumorske stanice podlijezu perzistentnom i
visokom oksidacijskom stresu S§to je dokazano veom razinom 8-oksodG u stanicama
karcinoma (78). To se objasnjava samim metabolizmom tumorskih stanica (potaknuta
glikoliza), povecanom infiltracijom fagocita koja prati tumor te povecanom produkcijom
ROS-a u defektnom vaskularnom sustavu tumora za vrijeme reperfuzijske faze koja prati
hipoksiju. Naime, zna se da fagociti i B limfociti sadrze enzim NADPH oksidazu. Kada, npr.
fagociti prepoznaju stranu molekulu dolazi do niza reakcija tzv. “oksidacijskog praska® kojim
se elektroni prenose s NADPH na O,, pri ¢emu nastaje superoksid koji sluzi za ubijanje
stanica 1 patogena (79). Osim toga, makrofazi luce faktor nekroze tumora-a (TNF-a) koji
potice daljnji oksidacijski stres u stanicama karcinoma (80). Nadalje, karcinomi potpomazu

svoj rast stimulacijom razvoja novih krvnih zila. Tok krvi unutar novostvorenih krvnih zila je
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Cesto kaotican, uzrokujuéi razdoblja hipoksije pracene reperfuzijom. Za reperfuziju koja se
javlja nakon infarkta miokarda i ishemije mozga je poznato da uzrokuje stvaranje ROS-a.

Slobodni radikali se smatraju posebno vaznim u inicijacijskom stadiju karcinogeneze (81). Za
vrijeme inicijacije oksidacijsko oSte¢enje DNA moze dovesti do mutacije gena te strukturnih
promjena DNA. Hidroksil radikal moze aktivirati odredene onkogene kao §to je K-ras i C-raf-
1 (82). Za vrijeme promocije oksidacijski stres moze doprinijeti abnormalnoj ekspresiji gena,
inhibiciji medustani¢ne komunikacije i modifikaciji sistema drugih glasnika, §to rezultira u
povecanju stani¢ne proliferacije ili smanjenju apoptoze u iniciranoj populaciji stanica. Ovo
rezultira klonalnom ekspanzijom iniciranih stanica u preneoplasti¢ne fokalne lezije. Stoga,
perzistentan oksidacijski stres rezultira patofizioloskim promjenama koje omogucavaju
selektivan rast preneoplasti¢nih iniciranih stanica. U fazi promocije moguce je da sami
antioksidansi omogucavaju klonalno Sirenje i promociju tumora S§tite¢i inicirane stanice od
pretjerane toksi¢nosti oksidansa i posljedi¢ne apoptoze. Progresija tumora rezultira u razvoju
malignog rasta iz benignih lezija. Oksidacijski stres moZe sudjelovati u fazi progresije
stvaranjem daljnjih promjena u strukturi DNA u populaciji iniciranih stanica. Ove promjene
mogu rezultirati u promjenama enzimske aktivnosti te uciniti lezije rezistentnim na normalnu
kontrolu rasta. U ovom stadiju oksidacijski stres moze igrati direktnu ulogu u razvoju
karakteristika tumora kao Sto su nekontrolirani rast, genomska nestabilnost, rezistencija na
kemoterapiju te invazija i metastaze. ROS moze ostetiti odredene inhibitore proteaza Sto vodi
pojacanoj aktivaciji nekih proteaza (plazmin, elastaza i1 aktivator plazminogena) Cime se
potpomaze invazija tumora i metastaze (83). Perzistentni oksidacijski stres u karcinomu
aktivira neke transkripcijske faktore kao $to su nuklearni faktor-kappa B (NF-kB), AP-1,
povecava ekspresiju protoonkogena (c-fos, c-jun, c-myc), inaktivira gene supresore tumora
(p53), te inducira ostecenje DNA koje vodi daljnjoj genetskoj nestabilnosti (84).
Transkripcijski faktori su proteini niske molekulske tezine koji se vezu za promotorsku regiju
gena te reguliraju transkripciju gena ukljucenih u rast, razvoj i starenje stanice (85). AP-1
kontrolira gene vazne za stanic¢ni rast. ROS moze aktivirati AP-1 kao i1 potaknuti njegovu
sintezu (86). Takoder ROS aktivira antioksidacijski sistem (tioredoksini, peroksiredoksini)
koji moze S§tititi karcinom od apoptoze i Ciniti ga rezistentnim na kemoterapiju. Perzistentni

oksidacijski stres u tumoru je dovoljan da uzrokuje dodatnu gensku nestabilnost, ali ne i
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nekrozu tumorskih stanica. Stoga u tumoru perzistentni i visoki oksidacijski stres djeluje

selektivno da potice akcelerirani rast, invaziju i metastaze (59, 78).

1.7.7. Oksidacijski stres i karcinom dojke

Karcinom dojke je heterogena bolest i smatra se da kancerogeneza ide u vise faza; pocinje od
hiperplazije te progredira do atipi¢ne hiperplazije, in situ karcinoma 1 invazivnog karcinoma.
Razina 8-oksodG je znatno veca u stanicama 1 tkivu karcinoma dojke u usporedbi s ne-
malignim lezijama dojke (87-88). Nadalje, izlu¢ivanje 8-oksodG u urinu je povezano sa
znacajno vecim rizikom za karcinom dojke (89). U suprotnosti s tim, dvije studije nisu nasle
povezanosti izmedu razine 8-oksodG u urinu 1 rizika za karcinom dojke (90-91). Osim toga,
jedna studija je zabiljezila da se visoka razina 8-oksodG nadena u urinu bolesnica s
karcinomom dojke znacajno smanjila nakon operacije tumora i to na razinu nadenu u
kontrolnoj skupini, $to upucuje da 8-oksodG naden u urinu potjece od tumora (92). PoviSene
razine 8-oksodG su takoder nadene u urinu ili u DNA tumorskog tkiva u usporedbi sa
zdravim tkivom kod akutne limfoblasti¢ne leukemije, kolorektalnog karcinoma, cervikalne
displazije visokog stupnja, karcinoma bubrega i drugih (93-95). Neka istrazivanja nisu nasla
znacajnu statisticku razliku izmedu razine 8-oksodG kod karcinoma dojke i zdravog tkiva
dojke (96). Novija istrazivanja su pokazala slab imunohistokemijski pozitivitet 8-oksodG kod
invazivnog karcinoma dojke u usporedbi s neinvazivnim lezijama. Osim toga, pokazano je da
je negativan imunohistokemijski nalaz 8-oksodG nezavisni prognosticki faktor loSe prognoze
(97-98). Slab pozitivitet 8-oksodG je bio izrazito povezano s pokazateljima za agresivniji
fenotip raka dojke kao S$to su limfna invazija i pozitivan status limfnih ¢vorova. Nasuprot
tome, povecana 8-oksodG razina u tumorskom tkivu je prognosticki faktor za lose
prezivljenje kod hepatocelularnog karcinoma i karcinoma pluca, $to ukazuje na razlicitu
funkciju 8-oksodG u razli¢itim tumorima (99-100). Zasad nije poznat tocan uzrok slabog
pozitiviteta 8-oksodG kod agresivnijih oblika karcinoma dojke. 8-oksodG se uglavnom
odstranjuje iz DNA djelovanjem DNA glikozilaze 1 (OGG1) (74). Pokazalo se da je pozitivan
imunohistokemijski nalaz OGG1 znatno veci kod invazivnog karcinoma dojke nego kod
preinvazivnih lezija dojke, te da je negativan imunohistokemijski nalaz OGGI1 povezan s

karakteristikama agresivnijeg oblika karcinoma dojke (101). Osim toga, antioksidansi kao $to
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su tioredoksini, peroksiredoksini, SOD, glutation peroksidaza su znacajno poviseni u
karcinomu dojke, dok je aktivnost katalaze ve¢inom sniZena (102). Prema tome, slobodni
radikali aktiviraju antioksidacijski sistem u tumoru koji moze $tititi karcinom od apoptoze 1
Ciniti ga rezistentnim na kemoterapiju. Naime, odredena terapija djeluje tako da povecava
oksidacijski stres unutar karcinoma dojke. Kemoterapijski agensi (doksorubicin, mitomycin
C, etoposid 1 cisplatin) kao 1 radioterapija te fotodinamicna terapija stvaraju slobodne radikale
unutar tumorskih stanica (103). Njihova antitumorska aktivnost je do odredenog stupnja
ovisna o indukciji apoptoze tumorskih stanica kao odgovor na oksidacijski stres i1 oksidacijsko
oste¢enje DNA. Kod kemorezistentnih linija je induciran i transkripcijski faktor Nrf2 koji je
glavni stimulator brojnih antioksidacijskih enzima (104). Stoga se smatra da bi slab pozitivitet
8-0ksodG kod agresivnijih oblika karcinoma dojke mogao biti posljedica povec¢ane indukcije
enzima za popravak DNA u stanjima veceg oksidacijskog stresa kao i aktivacije nekih
transkripcijskih faktora (Nrf2) i antioksidacijskog sistema.

Danas se zna da estrogeni imaju ulogu u patogenezi karcinoma dojke te da jedan od
mehanizama ukljucuje oksidacijskim stresom posredovan signalni put. Naime, mnoge studije
su pokazale da fizioloSke koncentracije estrogena i njegovih metabolita poticu stvaranje
slobodnih radikala u ER pozitivnom tkivu kao i kulturama stanica karcinoma dojke (88).
Estrogenom inducirano oksidacijsko oste¢enje DNA ukljucuje stvaranje 8-oksodG,
sugeriraju¢i time na ulogu oksidacijskog stresa u inicijaciji 1 progresiji karcinoma dojke (105).
Pokazalo se da superoksid i vodikov peroksid poti¢u proliferaciju stanica karcinoma dojke,
vjerojatno kroz aktivaciju mitogen-aktiviranih protein kinaza (MAPKs) (106). Nadalje, ROS
zajedno s hipoksijom poti¢e angiogenezu unutar tumora. Naime, karcinomi dojke redovito
prerastu svoju krvnu opskrbu te dolazi do hipoksije i nekroze unutar tumora. Hipoksija
stimulira lucenje transkripcijskog faktora HIF-1 (hipoksijom inducirani faktor-1) koji
promovira transkripciju faktora angiogeneze VEGF (eng. vascular endothelial growth factor)
(83). Dodatno, ROS stimulira stvaranje faktora angiogeneze VEGF 1 interleukina 8 (IL-8) te
matriksne metaloproteinaze-1 (MMP-1) u tumorskim stanicama. MMP-1 je kolagenaza koja
pomaze rast krvno-zilne opskrbe u tumoru. Osim toga, angiogeneza podize intersticijski tlak u
tumoru te bi tako sama po sebi mogla promovirati limfaticku diseminaciju tumora. Slobodni
radikali mogu povecati migraciju tumorskih stanica aktivacijom p38 MAPK 1 time rizik za

invaziju i metastaze (107). Oksidacijski stres unutar karcinoma dojke takoder moze potaknuti
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invaziju i metastaze aktiviraju¢i metaloproteinaze i inhibiraju¢i antiproteaze. Matriksna
metaloproteinaza-2 (MMP-2) je gelatinaza koja ima vaznu ulogu u invaziji karcinoma dojke 1
nastanku metastaza te visoka razina MMP-2 korelira s loSom prognozom (108). Inhibitori
proteaze kao Sto su al-inhibitor proteaze i inhibitor aktivatora plazminogena inaktiviraju se
oksidacijom, Sto aktivira proteaze koje oni inhibiraju te promovira invaziju i razvoj metastaza

(109).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA I HIPOTEZA

2.1 CILJEVI ISTRAZIVANJA

Osnovni ciljevi ovog istrazivanja su:

- reklasificirati invazivne karcinome dojke u pet podtipova prema imunohistokemijskom
profilu tumora (luminalni A, luminalni B (HER2 negativan), luminalni B (HER2 pozitivan),
HER?2 pozitivne i trostruko negativne) na temelju imunohistokemijske ekspresije ER, PR,

HER-2 i Ki67,

- odrediti imunohistokemijski pozitivitet 8-oksodG kod odredenih podtipova invazivnog
karcinoma dojke i usporediti ga s odredenim patohistoloskim karakteristikama tumora
(vaskularna invazija, histoloski i nuklearni gradus, veli¢ina tumora, status limfnih ¢vorova,

status ER 1 PR, HER2 status, proliferacijski indeks-Ki67)

- odrediti tijek bolesti tijekom desetogodisnjeg pracenja, utvrdujuci prezivljenje bez znakova
bolesti (eng. disease free survival-DFS), pojavu relapsa i sveukupno prezivljenje bolesnica

(eng. overal survival-OS),

- utvrditi povezanost tijeka bolesti s podtipovima karcinoma prema imunohistokemijskom
profilu 1 imunohistokemijskim nalazom 8-oksodG te na osnovu statisti¢ke analize zakljuciti o

mogucoj ulozi odredivanja 8-0xodG kao prognostickog ¢imbenika u karcinomu dojke.

2.2. HIPOTEZA

Molekularni podtipovi karcinoma dojke definiraju tumore razli¢itih genskih, odnosno
bioloskih karakteristika koji se medusobno razlikuju po prognozi i terapiji. Nije poznato
postoji li povezanost izmedu oksidacijskog oSteCenja DNA 1 odredenih molekularnih
podtipova karcinoma dojke. Ocekujemo da bi se unutar podtipova prema

imunohistokemijskom profilu tumora dodatno mogli izdvojiti karcinomi na temelju
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imunohistokemijskog nalaza 8-oksodG. Ako je imunohistokemijski nalaz 8-oksodG slabo
pozitivan ili negativan u uzorcima invazivnih karcinoma dojke, moguce je da se radi o
tumorima izrazito loSije prognoze te se na temelju razine imunohistokemijskog nalaza u

odnosu na podtipove karcinoma dojke moZe poboljsati odredivanje njihovog bioloskog tijeka.
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3. MATERIJALI I METODE

Istrazivanje je provedeno na Klinickom zavodu za patologiju i citologiju Klinickog bolni¢kog

centra Zagreb.

3.1. ISPITANICE

U studiju su uklju¢ene 152 ispitanice oboljele od primarnog karcinoma dojke, operirane u
Klinici za kirurgiju KBC-a Zagreb u razdoblju od 01.10.2002 do 01.10.2003. Srednja dob
pacijentica s invazivnim karcinomom dojke je bila 56 godina s rasponom od 49 do 66 godina.
Za sve bolesnice su prikupljeni podaci o dobi, menopauzalnom statusu, datumu operacije,
patohistoloskim karakteristikama tumora, klini¢kom stadiju bolesti, vrsti provedene kirurske 1
onkoloske terapije, tijeku bolesti (pojavi recidiva, metastaza i duzini perioda bez znakova
pojave bolesti), datumu posljednje kontrole za bolesnice koje su zive te datumu smrti kod
bolesnica umrlih od karcinoma dojke ili nekog drugog uzroka. Podaci su dobiveni uvidom u
povijest bolesti bolesnica lijeCenih na Klinici za onkologiju, arhive Klini¢kog zavoda za
patologiju KBC Zagreb i dodatne imunohistokemijske analize parafinskih blokova Klinickog
zavoda za patologiju. Bolesnice su podijeljene u pet skupina prema surogatnim molekularnim
podtipovima karcinoma dojke koji se odreduju imunohistokemijski prema preporuci 12
Konferencije o karcinomu dojke u St. Gallenu (25) prema danim karakteristikama:

e Luminalni A: ER /ili PR pozitivan, HER2 negativan, Ki-67<14%

e Luminalni B (HER2-): ER 1/ili PR pozitivan, HER2 negativan, Ki-67>14%

e Luminalni B (HER2+): ER i/ili PR pozitivan, HER“+2 pozitivan, Ki-67 bilo koji

e HER?2 pozitivan: ER i PR negativni, HER2 pozitivni

e Trostruko negativan: ER i PR negativan, HER2 negativan
Medijan pracenja ispitanica iznosio je 112 mjeseci s rasponom od 87 do 116 mjeseci. Na
temelju dostupnih podataka prac¢enja bolesnica napravljena je analiza prezivljenja. Za ukupno
prezivljenje (eng. overall survival-OS) se smatrao vremenski interval izmedu datuma
operacije i datuma posljednje kontrole ili smrti bolesnice. Za prezivljenje bez znakova bolesti
(eng. disease free survival-DFS) se smatrao vremenski interval izmedu datuma operacije i

datuma povrata bolesti.
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3.2. METODE

3.2.1 Histoloska analiza

Revizijom arhiviranih patohistoloskih preparata odreden je histoloski tip tumora, stupanj
diferenciranosti tumora, status steroidnih receptora i HER2 status, proliferacijski indeks
mjeren s Ki-67, postojanje vaskularne invazije, broj izvadenih i broj tumorom zahvacenih
pazus$nih limfnih ¢vorova.

Histoloski tip tumora je odreden prema smjernicama Svjetske zdravstvene organizacije (16).
Stupan;j diferenciranosti tumora (histoloski i nuklearni gradus) je odreden prema Elstonovoj i
Ellisovoj shemi za sve histoloske tipove karcinoma dojke koja definira precizne kriterije za
ocjenu morfoloskih osobitosti kao §to su stvaranje tubula, nuklearni pleomorfizam i broj

mitoza na odredenoj povrs$ini tumora (Slika 6 1 7) (33).
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Slika 6. Dobro diferencirani invazivni karcinom dojke (GI). Hemalaun-eozin, 300x (izvor:

www.hsc.stonybrook.edu).
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Slika 7. Slabo diferencirani invazivni karcinom dojke (GIII). Hemalaun-eozin, 400x (izvor:

www.webpathology.com).

Proliferacijski indeks mjeren imunohistokemijskom ekspresijom Ki-67 protutijela (DAKO,
klon MIB-1, M7240) izracunat je brojanjem pozitivne nuklearne reakcije na 500 tumorskih
stanica i prikazan kao niska proliferacija (<14% pozitivnih jezgara tumorskih stanica) i visoka

proliferacija (>14% pozitivnih jezgara tumorskih stanica) (Slika 8) (23).
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Slika 8. Imunohistokemijsko bojenje s anti-Ki-67 protutijelom, visoka proliferacijska
aktivnost (A) i niska proliferacijska aktivnost (B). Kontrastno bojenje hematoksilinom, x400

(preuzeto iz J Clin Oncol 2005;23:7212-7220).

Steroidni receptori su odredeni imunohistokemijskim bojenjem s anti-ER (DAKO, klon IDS5,
H7098, razrjedenje 1:50) i anti-PR protutijelom (DAKO, klon PgT36, M3569, razrjedenje
1:50). Pozitivno bojenje se definira kao jezgrino bojenje i to u >1% jezgara tumorskih stanica

(Slika 9) (110).
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Slika 9. Imunohistokemijsko bojenje s anti-ER protutijelom, jaka ekspresija ER ,400x (izvor:

www.bcm.edu).

Izrazenost HER2 receptora je odredena imunohistokemijski i to koriStenjem HercepTesta
(Dako), tako da se ocijenio intenzitet bojenja stanicne membrane na skali od 0 do 3+. HER2
se smatra pozitivan kod inteziteta 3+ (jako, potpuno bojenje stani¢ne membrane u vise od
30% tumorskih stanica), dok se slucajevi s intezitetom 0 i1 1+ smatraju negativnim (Slika 10).
Za bolesnice s ekspresijom HER2 2+ ulinjena je dodatna kromogena in situ hibridizacija
(CISH) radi ocjene amplifikacije gena, koriste¢i kriterij da viSe od 6 signala po jezgri

predstavlja HER2 amplifikaciju (Slika 11) (111).
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Slika 10. Imunohistokemijsko bojenje s anti-HER2 protutijelom. A, negativno bojenje HER2.
B, bojenje HER2 u intenzitetu 2+. C, bojenje HER2 u intezitetu 1+. D, bojenje HER2 u
intenzitetu 3+ (AD, 400x). Preuzeto iz Am J Clin Pathol 2008;129:263-273.

Slika 11. Amplifikacija HER2 gena CISH metodom bojenja u karcinomu dojke (izvor: www.

atlasgeniticsoncology.com).
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3.2.2. Tkivni mikrocipovi i imunohistokemijsko odredivanje 8-oksodG

Imunohistokemijska analiza 8-oksodG je izvedena na tkivnim mikro¢ipovima (eng. tissue
microarrays-TMAs). TMA je tehnicki postupak prijenosa i objedinjavanja viSe uzoraka tkiva
uklopljenog u parafinu na jedan parafinski blok. Vrlo je isplativa tehnika jer omogucava
pregled velikog broja uzoraka na jednom preparatu pod istim eksperimentalnim uvjetima, uz
istovremenu ustedu protutijela. Od prethodno odabranih parafinskih blokova s tumorskim
tkivom, prvo se napravi novi rez i oboji na hematoksilin-eozin radi odredivanja
reprezentativnog podrucja tumora, koje se oznaci na staklu i na parafinskom bloku davatelja.
Pomocu specijalne igle (Sakura, Japan) s oznacenog mjesta na bloku davatelja uzmu se po tri
cilindra tumorskog tkiva promjera do 2 mm i premjeste u novi parafinski blok primatelj po
zadanim koordinatama. Parafinski blok primatelj se zatim ostavi preko no¢i u termostatu na

45°C da bi se cilindri s bloka davatelja povezali i uklopili u blok primatelj te potom narezali

za daljnje imunohistokemijske analize (Slika 12 1 13).
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Slika 12. Shematski prikaz uklapanja tkivnih uzoraka u prazan ,,mikrocip blok* (izvor: www.

microarraystation.com).
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Slika 13. Prikaz histoloskog preparata s priredenim tkivnim ,,mikro¢ipom*.

Upotrebom ove metode je cak 60 tkivnih uzoraka tumora (20 tumora, s obzirom da se od
svakog parafinskog bloka uzimaju tri uzorka) analizirano na jednom staklu. Tkivni
mikroCipovi su pomocu mikrotoma izrezani u rezove debljine 4-5 mikrometara,
deparafinizirani u ksilolu i dehidrirani u gradiranim alkoholima te obojani standardnom
imunohistokemijskom metodom imunoperoksidaza avidin-biotin koriste¢i protutijelo anti-8-
oksodG (Abcam, USA) strojem za automatsko bojenje (Autostainer, Dako, Danska).
Primarno protutijelo je pripremljeno u razrjedenju 1:50, a bojenje je provedeno na sobnoj
temperaturi pri inkubaciji od 60 minuta. Pozitivnha kontrola je epidermis. Sekundarno
protutijelo je od EnVision (K8000 Dako, Danska), a sredstvo vizualizacije na mjestu reakcije
antigen-protutijelo u tkivu bio je diaminobenzidin (DAB). Pozitivnom reakcijom se smatralo
obojenje jezgara tumorskih stanica smedom bojom (Slika 14). Preparati su analizirani
svjetlosnim mikroskopom, a rezultati 8-oksodG imunobojenja su prikazani Allredovim
indeksom (112). Ovom metodom se gledao postotak pozitivnih stanica (bodovan na skali 0-3)
1 intenzitet bojenja (bodovan na skali 0-3). MnoZenjem intenziteta bojenja s brojem bodova
dobivenih prema postotku obojenih stanica (0=negativno, 1=1-10%, 2=10-50%, 3=vise od
50%) dobio se krajnji indeks (O=negativan, 1-3=slabo pozitivan, 4-6=umjereno pozitivan, 7-
9=jako pozitivan). Za statistiCku analizu Allredov indeks 0 je smatran negativnim, dok su

indeksi 1-3 smatrani pozitivnim.
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Slika 14. Primjer negativnog (A), slabo pozitivnog (B), umjereno pozitivnog (C) te jako
pozitivnog (D) 8-oksodG imunobojenja. AD, 400x.

3.3. Statisticki postupci

Pri statistickoj obradi podataka koristen je program SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago IL, USA).
Statistitke znacajnosti razlika analizirane su Hi® testom, Man-Whitney testom i Kruskal-
Wallisovim testom. Univarijatna i multivarijatna predvidanja specificnog mortaliteta za
karcinom dojke provedena su pomocu logistiCke regresijske analize 1 koriSten je omjer
izgleda (eng. odds ratio) uz 95%-tni interval pouzdanosti (eng. confidence interval) za svaku
varijablu. U analizi prezivljenja prema svim varijablama koriStena je Kaplan-Meierova
metoda, log-rank test i Breslow test. Utjecaj ispitivanih varijabli na preZivljenje i relativni
rizik smrtnog ishoda i povrata bolesti analiziran je Coxovom regresijskom analizom.

Statisti¢ki znacajnom se smatrala vrijednost p<0.05.
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4. REZULTATI

4.1. Obiljezja ispitanica

U ispitivanje su bile uklju¢ene 152 zene oboljele od primarnog invazivnog
karcinoma dojke. Za svaku bolesnicu su prikupljeni i analizirani podaci o dobi, veli¢ini
tumora, histoloSkom i nuklearnom gradusu, statusu steroidnih receptora i HER2 statusu,
proliferacijskom indeksu mjerenom s Ki-67, statusu limfnih ¢vorova, izraZzenosti 8-oksodG 1

podaci o terapiji. Distribucija kvalitativnih obiljezja prikazana je u tablici 1.

Tablica 1. PatohistoloSke karakteristike tumora dojke u istrazivanoj skupini

N (%)

Dob (medijan, IQR) 56 (49-66,8)
Veli¢ina tumora (medijan, IQR) 20 (13-30)
Velic¢ina tumora (n, %)

T1 83 (54.6)

T2 60 (39.5)

T3 9(5.9)

ukupno 152 (100.0)
Status limfnih ¢vorova

negativan 79 (52.0)

pozitivan 46 (30.3)

nema podataka 27 (17.8)

ukupno 152 (100.0)
Histoloski tip

duktalni (NOS) 119 (78.3)

lobularni 30 (19.7)

ostali 3(2.0)

ukupno 152 (100.0)
Gradus

1 27 (17.8)

2 71 (46.7)

3 54 (35.5)

ukupno 152 (100.0)
Nuklearni gradus

1 16 (10.5)

2

83 (54.6)



N (%)

3 53 (34.9)

ukupno 152 (100.0)
Vaskularna invazija

negativna 145 (95.4)

pozitivna 7 (4.6)

ukupno 152 (100.0)
ER

negativni 52 (34.2)

pozitivni 100 (65.8)

ukupno 152 (100.0)
PR

negativni 70 (46.1)

pozitivni 82 (53.9)

ukupno 152 (100.0)
HER2

negativni 123 (80.9)

positivni 29 (19.1)

ukupno 152 (100.0)
Ki-67 proliferacijski indeks

nizak (<14%) 119 (78.3)

visok (14%+) 33 (21.7)

ukupno 152 (100.0)
Kemoterapija

ne 35 (24.0)

da 111 (76.0)

ukupno 146 (100.0)
Radioterapija

ne 45 (30.8)

da 101 (69.2)

ukupno 146 (100.0)
Hormonska terapija

ne 43 (29.5)

da 103 (70.5)

ukupno 146 (100.0)

Vecina bolesnica je bila starija od 50 godina, imala invazivni duktalni karcinom (NOS),
histoloski i nuklearni gradus 2 te tumor manji od 2 cm u najve¢em promjeru. Limfni ¢vorovi
su bili negativni u 79 (52%) ispitanica, dok u 27 ispitanica nije bilo podataka o limfnim

¢vorovima. Vaskularna invazija je bila nadena u samo 4.6% bolesnica. Vise od polovine
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bolesnica (65.8%) imalo je tumor s pozitivhim steroidnim receptorima, dok je HER2 bio
pozitivan u njih 29 (19.1%). Proliferacijski indeks Ki-67 je bio nizak u 78.3% bolesnica.
Hormonsku terapiju primilo je 70.5% bolesnica. Lijecenje adjuvantnom kemoterapijom
provedeno je u 76% bolesnica. Zracenju nakon operacije primarnog raka dojke podvrgnuto je
69.2% bolesnica.

Rezultati 8-oksodG imunobojenja su prikazani Allredovim indeksom (tablica 2).
Allredov indeks 0 je smatran negativnim, dok su indeksi 1-3 smatrani pozitivnim. U ovoj
skupini bolesnica 7 (4.6%) je imalo negativan Allredov indeks, dok su 145 (95.4%) bolesnice
imale pozitivan Allredov indeks; od toga ih je 68 (44.7%) imalo indeks 1, 54 (35.5%) indeks
2123 (15.1%) ispitanice su imale indeks 3.

Tablica 2. Izrazenost 8-oksodG imunobojenja

N (%)

Allredov indeks (neg/poz)

negativan 7 (4.6)

pozitivan 145 (95.4)

ukupno 152 (100.0)
Allredov indeks

negativan (0) 7 (4.6)

slabo pozitivan (skor 1) 68 (44.7)

umjereno pozitivan (skor 2) 54 (35.5)

jako pozitivan (skor 3) 23 (15.1)

ukupno 152 (100.0)

Distribucija povrata bolesti i smrtnog ishoda od karcinoma dojke u sviju 152

bolesnica je prikazana u tablici 3.
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Tablica 3. Distribucija ponovne pojave bolesti i smrtnog ishoda u bolesnica s karcinomom

dojke

N (%)

Relaps

ne 104 (68.4)

da 48 (31.6)

ukupno 152 (100.0)
Smrt

ne 115 (75.7)

da 37 (24.3)

ukupno 152 (100.0)
Uzrok smrti

karcinom dojke 30 (81.1)

drugo 7 (18.9)

ukupno 37 (100.0)

Recidiv bolesti se javio u 48 (31.6%) bolesnica, a umrlo je njih 37 (24.3%). Od toga je 30
(81.1%) bolesnica umrlo od karcinoma dojke, a 7 (18.9%) od neke druge bolesti nevezane za

karcinom.
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Distibucija tumora prema imunohistokemijskom profilu je prikazana u tablici 4.

Tablica 4. Distribucija tumora prema imunohistokemijskom profilu

N (%)
Luminalni A 75 (49.3)
Luminalni B (HER2 negativan) 16 (10.5)
Luminalni B (HER2 pozitivan) 17 (11.2)
HER?2 pozitivan 12 (7.9)
Trostruko negativni karcinomi 32 (21.1)
dojke (TNBCs)
ukupno 152 (100.0)

Vecina bolesnica je imala luminalni A tumor (49.3%), zatim trostruko negativni
(21.1%), luminalni B“HER2+* (11.2%), luminalni B“HER2-* (10.5%) 1 HER2 pozitivne
tumore (7.9%). Ukupan broj HER2 pozitivnih slucajeva je bio ve¢i, buduéi da je dio

luminalnih B tumora HER2 pozitivan.

Razlike u karakteristikama tumora prema imunohistokemijskom profilu

karcinoma dojke su prikazane u tablici 5.
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Tablica 5. Razlike u karakteristikama tumora prema imunohistokemijskom profilu karcinoma

dojke

Veli¢ina tumora
Tl
T2
T3
ukupno

Status limfnih ¢vorova

negativni

pozitivni

ukupno
Gradus

1

2

3

ukupno
Histoloski tip

duktalni (NOS)

lobularni

drugi

ukupno
Nuklearni gradus

1

2

3

ukupno

Vaskularna invazija

negativna
pozitivna
ukupno
ER
negativni
pozitivni
ukupno
PR
negativni

Podtipovi prema imunohistokemijskom profilu karcinoma dojke

. . Luminalni Luminalni B Trostruko
L“mglalm B(HER2  (HER2 HEtRZ negativan  P*; cc**
negativan)  pozitivan) pozitivan (TNBC)
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
52 (69.3) 11 (68.8) 5(29.4) 4 (33.3) 11 (34.4) <0.001; 0.352
20 (26.7) 5(31.3) 11(64.7) 7 (58.3) 17 (53.1)
3 (4.0 0 (0.0) 1(5.9) 1(8.3) 4 (12.5)
75 (100.0) 16 (100.0) 17 (100.0) 12 (100.0) 32 (100.0)
41 (65.1) 9 (81.8) 7 (50.0) 5 (45.5) 17 (65.4) 0,372
22 (34.9) 2 (18.2) 7 (50.0) 6 (54.5) 9 (34.6)
63 (100.0) 11 (100.0) 14 (100.0) 11(100.0) 26 (100.0)
18 (24.0) 2 (12.5) 3 (17.6) 1(8.3) 3(9.4) <0,001; 0,420
46 (61.3) 7 (43.8) 2 (11.8) 4 (33.3) 12 (37.5)
11 (14.7) 7 (43.8) 12 (70.6) 7 (58.3) 17 (53.1)
75 (100.0) 16 (100.0) 17 (100.0) 12 (100.0) 32 (100.0)
56 (74.7) 13 (81.3) 15(88.2) 10 (83.3) 25 (78.1) 0.633
17 (22.7) 3 (18.8) 2 (11.8) 1(8.3) 7 (21.9)
2(2.7) 0 (0.0) 0 (0.0) 1(8.3) 0 (0.0)
75 (100.0) 16 (100.0) 17 (100.0) 12 (100.0) 32 (100.0)
13 (17.3) 0 (0.0) 0 (0.0) 1(8.3) 2 (6.3) 0.001; 0.399
49 (65.3) 11 (68.3) 6 (35.3) 4 (33.3) 13 (40.6)
13 (17.3) 5(13) 11(64.7) 7 (58.3) 17 (53.1)
75 (100.0) 16 (100.0) 17 (100.0) 12 (100.0) 32 (100.0)
72 (96.0) 16 (100.0) 17 (100.0) 10 (83.3) 30 (93.8) 0.186
3 (4.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 2 (16.7) 2 (6.3)
75 (100.0) 16 (100.0) 17 (100.0) 12 (100.0) 32 (100.0)
3 (4.0 1(6.3) 4 (23.5) 12 (100.0) 32 (100.0) <0.001; 0.666
72 (96.0) 15(93.8) 13 (76.5) 0 (0.0) 0 (0.0)
75 (100.0) 16 (100.0) 17 (100.0) 12 (100.0) 32 (100.0)
17 (22.7) 5(31.3) 4 (23.5) 12 (100.0)  32(100.0) <0.001; 0.569
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pozitivni
ukupno
HER2
negativni
pozitivni
ukupno
Ki-67 proliferacijski indeks
nizak (<14%)
visok (14%+)
ukupno

Podtipovi prema imunohistokemijskom profilu karcinoma dojke

Luminalni Luminalni Luminalni B HER? Trostmko
A B (HER2 (HER2 pozitivan negativan P*; cc**
negativan)  pozitivan) (TNBC)

N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)

58(77.3) 11(68.8) 13 (76.5) 0 (0.0) 0 (0.0)

75 (100.0) 16 (100.0) 17 (100.0) 12 (100.0) 32 (100.0)

75 (100.0) 16 (100.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 32 (100.0) <0.001; 0.707
0 (0.0) 0 (0.0) 17 (100.0) 12 (100.0) 0(0.0)

75 (100.0) 16 (100.0) 17 (100.0) 12 (100.0) 32 (100.0)

75 (100.0) 0 (0.0) 9 (52.9) 9 (75.0) 26 (81.3) <0.001; 0.599
0 (0.0) 16 (100.0) 8 (47.1) 3 (25.0) 6 (18.8)

75 (100.0) 16 (100.0) 17 (100.0) 12 (100.0) 32 (100.0)

*P=y" test, razina statisticke znacajnosti; vjerojatnost pogreske tipa I

**cc=koeficijent kontigencije

Izmedu pet podtipova karcinoma dojke je postojala statisticki znacajna razlika u
veligGini tumora (3*=21.531;P<0.001), histoloskom gradusu (¥*=32.629;P<0.001) i
nuklearnom gradusu (x*=28.822;P=0.001). Luminalni B (HER2+), HER2 pozitivni i trostruko

negativni podtipovi su ¢esc¢e imali ve¢i tumor (T2), visok histoloski 1 visok nuklearni gradus

u odnosu na druge luminalne podtipove.

Medijan dobi bolesnica iznosio je 56 godina, pri ¢emu je najmlada bolesnica

imala 30, a najstarija 83 godine. U tablici 6 je prikazana distribucija dobi prema

imunohistokemijskom profilu tumora i izraZzenosti 8-oksodG.
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Tablica 6. Parametri distribucije dobi prema imunohistokemijskom profilu tumora i

izrazenosti 8-oksodG

Medijan
N (IQR)* P

Podtipovi karcinoma dojke

luminalni A 75 57 (49-69) 0.858

luminalni B (HER2 negativan) 16 59.5 (45.5-68.5)

luminal B (HER2 pozitivan) 17 54 (50-62.5)

HER?2 pozitivan 12 55 (51-64.3)

trostruko negativni (TNBC) 32 55 (48-65.8)
Allredov indeks

negativan 7 56 (49-64) 0.434

slabo pozitivan 68 52.5 (48-66)

umjereno pozitivan 54 56.5 (50-68.3)

jako pozitivan 23 62 (50-67)

*IQR=interkvartilni raspon

**Kruskal-Wallis test, razina statisticke znacajnosti; vjerojatnost pogreske tipa I

Pri analizi distribucije dobi bolesnica prema imunohistokemijskom profilu tumora
(Kruskal-Wallis  test;y’=1.371;P=0.858) i izrazenosti 8-oksodG  (Kruskal-Wallis
test;y’=2.764;P=0.434) nije nadena statisti¢ki znadajna razlika.

4.2. Analiza povezanosti izraZenosti 8-oksodG i ostalih ispitivanih obiljezja

4.2.1. Analiza povezanosti izrazenosti 8-oksodG i podtipova prema

imunohistokemijskom profilu karcinoma dojke
U tablicama 7-11 je prikazana analiza povezanosti imunohistokemijskog nalaza 8-

oksodG izrazenog Allredovim indeksom (pozitivan/negativan) s pet podtipova karcinoma

dojke prema imunohistokemijskom profilu tumora.
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Tablica 7. Izrazenost 8-oksodG u luminalnom A karcinomu dojke

Luminalni A

ne (ostali
da podtipovi) P
N (%) N (%)
Allredov indeks
negativan 3 (4.0) 4(5.2) >0.999
pozitivan 72 (96.0) 73 (94.8)
ukupno 75 (100.0) 77 (100.0)

* P=y test, razina statisticke znacajnosti; vjerojatnost pogreske tipa I

Tablica 8. Izrazenost 8-oksodG u luminalnom B (HER2-) karcinomu dojke

Luminalni B (HER2 negativan)

ne (ostali
da podtipovi) P
N(%) N(%)
Allredov indeks
negativan 0(0.0) 7(5.1) 0.611
pozitivan 16 (100.0) 129 (94.9)
ukupno 16 (100.0) 136 (100.0)

* P=y” test, razina statistike znagajnosti; vjerojatnost pogreske tipa I

Tablica 9. IzraZzenost 8-oksodG u luminalnom B (HER2+) karcinomu dojke

Luminalni B (HER2 pozitivan)

ne (ostali
da podtipovi) p*
N(%) N(%)
Allredov indeks
negativan 0(0.0) 7(5.2) 0.605
pozitivan 17 (100.0) 128 (94.8)
ukupno 17 (100.0) 135 (100.0)

* P=y” test, razina statisti¢ke znagajnosti; vjerojatnost pogreske tipa I

46



Tablica 10. Izrazenost 8-oksodG u HER2 pozitivnom karcinomu dojke

HER?2 pozitivan
ne (ostali
da podtipovi) P
N(%) N(%)
Allredov indeks

negativan 0(0.0) 7(5.0) 0.652
pozitivan 12 (100.0) 133 (95.0)
ukupno 12 (100.0) 140 (100.0)

* P=y” test, razina statisticke znacajnosti; vjerojatnost pogreske tipa I

Tablica 11. IzraZzenost 8-oksodG u trostruko negativnom karcinomu dojke

Trostruko negativan tumor

ne (ostali
da podtipovi)  p*; cc¥*
N(%) N(%)
Allredov indeks
negativan 4 (12.5) 3(2.5) 0.036;0.191
pozitivan 28 (87.5) 117 (97.5)
ukupno 32 (100.0) 120 (100.0)

*P=y” test, razina statistike znagajnosti; vjerojatnost pogreske tipa I

** cc= koeficijent kontigencije

Analizom povezanosti izrazenosti 8-oksodG 1 razli¢itth podtipova

prema

imunohistokemijskom profilu karcinoma dojke statisticki znacajna razlika je nadena u

trostruko negativnim karcinomima dojke (TNBCs). TNBCs su ¢eS¢e imali negativan

imunohistokemijski nalaz 8-oksodG (x> =5.751;P=0.036) u odnosu na druge podtipove. Nije

nadena statisticki znacajna povezanost imunohistokemijskog nalaza 8-oksodG 1 ostalih

podtipova.
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4.2.2. Analiza povezanosti izraZenosti 8-oksodG i patohistoloSkih karakteristika tumora

Tablica 12 pokazuje izrazenosti 8-oksodG u cetiri kategorije s obzirom na prognosticke
faktore karcinoma dojke. lako se moze uociti veza slabog pozitiviteta 8-oksodG s gradusom
(P=0.055) i veli¢inom tumora (P=0.051), ovim istrazivanjem to nije bilo moguce statisticki
znacajno utvrditi. Nije bilo statisticki znaCajne povezanosti izmedu imunohistokemijskog
nalaza 8-oksodG 1 drugih prognostickih faktora kao Sto su nuklearni gradus, vaskularna

invazija, status limfnih ¢vorova, ER/PR status, HER2 status i Ki-67.

Tablica 12. Prikaz kvalitativnih varijabli s obzirom na imunohistokemijski nalaz 8-oksodG

Allredov indeks
negativan pozsilteil\l:i tot pl(l)rznijtir/?z ¢ jak pozitivitet ukupno p*
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
Veli¢ina tumora
Tl 5(6.0) 32 (38.6) 37 (44.6) 9 (10.8) 83 (100.0) 0.051
T2 2(3.3) 30 (50.0) 14 (23.3) 14 (23.3) 60 (100.0)
T3 0 (0.0) 6 (66.7) 3(33.3) 0 (0.0) 9 (100.0)
Status limfnih ¢vorova
negativan 6 (7.6) 35(44.3) 26(32.9) 12 (15.2) 79 (100.0) 0.649
pozitivan 12.2) 21 (45.7) 17 (37.0) 7 (15.2) 46 (100.0)
Gradus
1 4(14.8) 12(444) 10(37.0) 13.7) 27 (100.0) 0.055
2 2 (2.8) 28 (39.4) 28(394) 13 (18.3) 71 (100.0)
3 1(1.9) 28 (51.9) 16(29.6) 9 (16.7) 54 (100.0)
Histoloski tip
duktalni (NOS) 7(5.9) 53 (44.5) 42(35.3) 17 (14.3) 119 (100.0) 0.754
lobularni 0 (0.0) 13(43.3) 11(36.7) 6 (20.0) 30 (100.0)
ostali 0 (0.0) 2 (66.7) 1(33.3) 0 (0.0) 3 (100.0)
Nuklearni gradus
1 2 (12.5) 8 (50.0) 5(31.3) 1 (6.3) 16 (100.0) 0.368
2 4 (4.8) 32 (38.6) 32(38.6) 15 (18.1) 83 (100.0)
3 1(1.9) 28(52.8) 17(32.1) 7 (13.2) 53 (100.0)
Vaskularna invazija
negativna 7 (4.8) 63 (43.4) 52(35.9) 23 (15.9) 145 (100.0) 0.402
pozitivna 0 (0.0) 5(71.4) 2 (28.6) 0 (0.0) 7 (100.0)
ER
negativni 4(7.7) 17 (32.7) 21 (40.4) 10 (19.2) 52 (100.0) 0.134
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Allredov indeks

negativan pozsilteil\t;i tet pl(l)rznijtf\rl?; ¢ jak pozitivitet ukupno pP*
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
pozitivni 3(3.0) 51(51.0) 33(33.0) 13 (13.0) 100 (100.0)
PR
negativni 5(7.1) 26 (37.1) 25(35.7) 14 (20.0) 70 (100.0) 0.132
pozitivni 2 (2.4) 42 (51.2) 29354 9 (11.0) 82 (100.0)
HER2
negativni 7(5.7) 55(44.7) 42 (34.1) 19 (15.4) 123 (100.0) 0.608
pozitivni 0 (0.0) 13(44.8) 12(41.4) 4 (13.8) 29 (100.0)
Ki-67
nizak (<14%) 7(5.9) 55(46.2) 42(35.3) 15 (12.6) 119 (100.0) 0.208
visok (14%+) 0 (0.0) 13(39.4) 12 (36.4) 8(24.2) 33 (100.0)

**P=y" test, razina statisti¢ke znacajnosti; vjerojatnost pogreske tipa I
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4.3. Ocjenjivanje specificnog mortaliteta za karcinom dojke
U ovoj analizi iz obrade su iskljucene bolesnice koje su umrle od neke druge
bolesti (n=7). U tablici 13 je analizirana smrt od karcinoma dojke unutar pet podtipova prema

imunohistokemijskom profilu tumora.

Tablica 13. Prikaz specificnog mortaliteta karcinoma dojke prema podtipovima karcinoma

Smrt od karcinoma dojke

da ne ukupno
N (%) N (%) N (%)

P; cc OR* 95% CI

Luminalni A

ne 22(29.7) 52(70.3) 74(100.0) 0.007;0.222 1

da 8(11.3) 63 (88.7) 71(100.0) 0.3 (0.12-0.73)
Luminalni B (HER2-)

ne 25(19.2) 105 (80.8) 130 (100.0) 0.309 1

da 5(333) 10(66.7) 15(100.0) 2.1 (0.66-6.69)
Luminalni B (HER2+)

ne 28(21.9) 100 (78.1) 128 (100.0) 0.376 1

da 2(11.8) 15(88.2) 17(100.0) 0.5 (0.10-2.21)
HER?2 pozitivan

ne 25(18.8) 108 (81.2) 133 (100.0) 0.073 1

da 5(41.7) 7(58.3) 12(100.0) 3.1 (0.90-10.53)
Trostruko negativni (TNBC)

ne 20(17.4) 95(82.6) 115(100.0) 0.075 1

da 10 (33.3) 20(66.7) 30(100.0) 2.4 (0.97-5.84)

*univarijatna logisticka regresija

Statisticki znaCajna razlika u specifi¢noj smrtnosti od karcinoma dojke je nadena
u luminalnom A podtipu (x*=7.527:P=0.007). Prema rezultatima logisticke regresije,
bolesnice s luminalnim A podtipom su imale 0.7 (70%) puta manji omjer izgleda za
pojavnost smrti od karcinoma dojke u odnosu na bolesnice s drugim podtipovima karcinoma
dojke (OR=0.3;95% CI=0.12-0.73). Veca smrtnost od karcinoma dojke je nadena kod HER2
pozitivnih (P=0.073) i trostruko negativnih tumora (P=0.075), ali nije dostigla statisticki

zna€ajnu razliku. U tablici 14 prikazana je analiza povezanosti specificnog mortaliteta od
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karcinoma dojke s imunohistokemijskim nalazom 8-oksodG, a u tablici 15 prikazana je smrt

od karcinoma dojke prema patohistoloskim karakteristikama tumora.

Tablica 14. Analiza povezanosti izrazenosti 8-oksodG 1 smrti od karcinoma dojke

Smrt od karcinoma dojke

da ne ukupno
P; cc OR* 95% CI
N (%) N (%) N (%)
Allredov indeks
negativan 3(42.9) 4 (57.1) 7 (100.0) 0.314 1
slabo pozitivan (indeks 1) 11 (17.7)  51(82.3) 62 (100.0) 0.3 (0.06-1.47)
umjereno pozitivan (indeks 2) 13 (24.1)  41(75.9) 54 (100.0) 0.4 (0.08-2.14)
jako pozitivan (indeks 3) 3 (13.6) 19 (86.4) 22 (100.0) 0.2 (0.03-1.45)
Allredov indeks
negativan 3(42.9) 4 (57.1) 7 (100.0) 0.155 1
pozitivan 27 (19.6) 111(80.4) 138(100.0) 0.3 (0.07-1.54)

*univarijatna logisticka regresija

Tablica 15. Prikaz smrti od karcinoma dojke prema patohistoloskim karakteristikama tumora

Smrt od karcinoma dojke

da ne ukupno
P; cc OR,* 95% CI
N (%) N (%) N (%)

Veli¢ina tumora

T1 8 (10.0) 72 (90.0) 80 (100.0)  0.001;0.310 1

T2 17 (30.4) 39 (69.6) 56 (100.0) 3.9 (1.55-9.91)

T3 5(55.6) 4 (44.4) 9 (100.0) 11.3 (2.5-50.62)
Histoloski tip

duktalni 24 (21.1) 90 (78.9) 114 (100.0) 0.783 1

lobularni 6(21.4) 22 (78.6) 28 (100.0) 1.0 (0.37-2.81)

ostali 0 (0.0) 3 (100.0) 3 (100.0) X X
Gradus

1 3(11.5) 23 (88.5) 26 (100.0) 0.065 1

2 11 (16.2) 57 (83.8) 68 (100.0) 1.5 (0.38-5.80)

3 16 (31.4) 35 (68.6) 51 (100.0) 3.5(0.92-13.39)
Nuklearni gradus

1 2 (12.5) 14 (87.5) 16 (100.0)  0.037; 0.207 1
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Smrt od karcinoma dojke

da ne ukupno . .
N (%) N (%) N (%) P; cc OR,, 95% CI

2 12 (15.0) 68 (85.0) 80 (100.0) 1.2 (0.25-6.14)

3 16 (32.7) 33 (67.3) 49 (100.0) 3.4 (0.69-16.77)
Vaskularna invazija

negativna 26 (18.8) 112 (81.2) 138 (100.0) 0.034, 0.199 1

pozitivna 4 (57.1) 3(42.9) 7 (100.0) 5.7 (1.21-27.24)
Status limfnih ¢vorova

negativan 9(11.8) 67 (88.2) 76 (100.0)  0.005; 0.259 1

pozitivan 15 (34.1) 29 (65.9) 44 (100.0) 3.9 (1.51-9.80)
ER

negativni 16 (32.0) 34 (68.0) 50(100.0) 0.018;0.199 1

pozitivni 14 (14.7) 81 (85.3) 95 (100.0) 0.4 (0.16-0.84)
PR

negativni 18 (27.3) 48 (72.7) 66 (100.0) 0.099 1

pozitivni 12 (15.2) 67 (84.8) 79 (100.0) 0.5(0.21-1.08)
HER2

negativni 23 (19.8) 93 (80.2) 116 (100.0) 0.799 1

pozitivni 7(24.1) 22 (75.9) 29 (100.0) 1.3 (0.49-3.38)
Ki-67

nizak (<14%) 21 (18.4) 93 (81.6) 114 (100.0) 0.215 1

visok (14%+) 9(29.0) 22 (71.0) 31 (100.0) 1.8 (0.73-4.50)

*univarijatna logisticka regresija

U analizi povezanosti imunohistokemijskog nalaza 8-oksodG u tumorskim stanicama sa
specificnom smrtnosti od karcinoma dojke nije nadena statisticki znacajna razlika.
Univarijatna analiza je pokazala da smrt od karcinoma dojke korelira s odredenim
prognostickim faktorima kao $to su veli¢ina tumora (yx°=15.428;P=0.001), nuklearni gradus
(x’=6.506;P=0.037), vaskularna invazija (}’=5.956;P=0.034), status limfnih G&vorova
(x°=8.621;P=0.005) i negativna ekspresija ER (}*=5.950;P=0.018). Prema logistickoj
regresiji, bolesnice s T2 veli¢inom tumora su imale 3.9 puta ve¢i omjer izgleda za smrt od
karcinoma dojke te bolesnice s T3 veliCinom tumora su imale 11.3 puta ve¢i omjer izgleda za
smrt od karcinoma dojke u odnosu na T1 veliinu tumora. Nalaz vaskularne invazije je
povecala omjer izgleda za smrtni ishod 5.7 puta (OR=5.7;95% CI=1.21-27.24). Takoder,

pozitivni pazu$ni limfni ¢vorovi su povecavali omjer izgleda za smrtni ishod 3.9 puta
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(OR=3.9;95% CI=1.51-9.80). Nadena je statistiCki znacajna povezanost izmedu stupnjeva
nuklearnog gradusa i mortaliteta od karcinoma dojke, ali univarijatnom logistickom
regresijom nije utvrdeno da su bolesnice s umjerenim i izrazenim nuklearnim gradusom imale
statisticki znacajno vece izglede za umiranje od karcinoma dojke u odnosu na one s niskim
nuklearnim gradusom. Prema logistickoj regresiji, bolesnice s pozitivnim ER su imale 0.6
puta manji omjer izgleda za umiranje od karcinoma dojke u odnosu na one s negativnim ER.
Bolesnice s ve¢im histoloski gradusom tumora su takoder imale ve¢i mortalitet od karcinoma

dojke, ali razlika nije bila statisticki znacajna (P=0.065).

Prema multivarijatnoj logistickoj regresiji, mortalitet od karcinoma dojke je bio
statisticki znaCajno povezan s negativnim imunohistokemijskim nalazom 8-oksodG
(negativni vs. pozitivni;OR=0.04;95% CI=0.002-0.62) kada su u model bili ukljuceni veli¢ina

tumora, vaskularna invazija, zahvacanje regionalnih limfnih ¢vorova i status ER (tablica 17).

53



Tablica 17. Multivarijatna analiza specificnog mortaliteta od karcinoma dojke prema

imunohistokemijskom nalazu 8-oksodG i karakteristikama tumora

Allredov indeks
negativan
pozitivan

Veli¢ina tumora
T1
T2
T3

Vaskularna invazija
negativna
pozitivna

Status limfnih ¢vorova
negativan
pozitivan

ER
negativni

pozitivni

Smrt od karcinoma dojke

da ne ukupno
ORpny 95% CI
N (%) N (%) N (%)
3(42.9)  4(57.0) 7 (100.0) 1

27(19.6) 111(80.4) 138 (100.0)  0.14 (0.02-0.86)

8(10.0) 72(90.0) 80 (100.0) 1
17 (30.4)  39(69.6)  56(100.0) 3.1 (1.02-9.42)
5(55.6) 4(444)  9(100.0)  4.2(0.47-37.21)

26 (18.8) 112(81.2) 138 (100.0) 1
4(57.1)  3(429)  7(100.0) 2.0 (0.24-16.86)

9(11.8) 67(882) 76 (100.0) 1
15(34.1)  29(65.9) 44(100.0) 3.9 (1.34-11.13)

16 (32.0) 34(68.0) 50 (100.0) 1
14 (14.7)  81(85.3)  95(100.0)  0.5(0.17-1.35)

*multivarijatna logisticka regresija

Bolesnice s pozitivnim imunohistokemijskim nalazom 8-oksodG su imale 0.86

puta manji omjer izgleda za umiranje od karcinoma dojke u odnosu na one s negativnim 8-

oksodG nalazom. Osim toga, bolesnice s T2 veli¢inom tumora su imale 3.1 puta ve¢i omjer

izgleda za umiranje od karcinoma dojke nego one s T1 veli¢inom tumora (OR=3.1;95%

CI=1.02-9.42). Prema multivarijatnoj logisti¢koj regresiji, bolesnice s pozitivnim limfnim

¢vorovima su imale 3.9 puta veci omjer izgleda za smrt od karcinoma dojke u odnosu na one

s negativnim limfnim ¢vorovima (OR=3.9;95% CI=1.34-11.13).
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4.4. Analize preZivljenja

4.4.1. Ukupno prezivljenje

Analiza ukupnog prezivljenja (OS) nastala je na temelju pracenja bolesnica od
pocetka lijecenja do smrti od karcinoma dojke ili zadnjeg kontrolnog pregleda bolesnica.
Medijan vremena ukupnog prezivljenja je bio 112 mjeseci. Tijekom istrazivanja (oktobar
2002.- oktobar 2003. godine) 37 (24.3%) bolesnica je umrlo, dok ih je 115 (75.7%) prezivjelo
do kraja pracenja (desetogodisnje pracenje), odnosno uslo u cenzus. Medijan vremena do
smrti bio je 47 mjeseci (IQR 17.5-70). Na Slici 15 je prikazano ukupno prezivljenje u 152

bolesnice s invazivnim karcinomom dojke.
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Slika 15. Ukupno prezivljenje svih bolesnica
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Nakon Mann-Whitney testa kojim nije nadena statisticki znacajna povezanost
izmedu ukupnog prezivljenja i podtipova prema imunohistokemijskom profilu karcinoma
dojke, napravljena je post hoc analiza Log-rank testom (x*=12.931;df=4;P=0.001) i
Breslowim testom (y°=13.009;df=4;P=0.001) kojima je nadena statisticki znalajna
povezanost.

Kaplan-Meierova krivulja ukupnog prezivljenja u odnosu na podtipove prema
imunohistokemijskom profilu karcinoma dojke je prikazana na Slici 16. Najveéi postotak
smrti je naden kod HER2 pozitivne grupe bolesnica, dok su bolesnice s luminalnim A

tumorom imale najbolju prognozu.
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Slika 16. Ukupno prezivljenje u odnosu na podtipove prema imunohistokemijskom profilu

karcinoma dojke.

U tablici 19 prikazana je analiza ukupnog prezivljenja prema patohistoloskim

karakteristikama tumora i imunohistokemijskom nalazu 8-oksodG.
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Tablica 19. Analiza ukupnog prezivljenja prema patohistoloskim karakteristikama tumora i

imunohistokemijskom nalazu 8-oksodG

Velicina tumora
T1
T2
T3
Status limfnih ¢vorova
negativan
pozitivan
Gradus
1
2
3
Histoloski tip
duktalni (NOS)
lobularni
ostali
Nuklearni gradus
1
2
3
Vaskularna invazija
negativna
pozitivna
ER
negativni
pozitivni
PR
negativni
pozitivni
HER2
negativni
pozitivni
Ki-67 proliferacijski indeks
nizak (<14%)
visok (14%+)
Allredov indeks
negativan
pozitivan

N

83
60
9

79
465

27
71
54
119
30

16

83

53

145

52

100

70
82

123
29

119
33

145

medijan (IQR)

112 (110-116)
110 (58.3-116.8)
68 (10.5-114)

112 (96-116)
112 (53-117.3)

114 (110-119)
113 (109-116)
109 (63-112)

112 (87-116)
112 (66.5-118)
114 (110-115.5)

112.5 (110-117.8)
112 (109-117)
109 (52.5-113.5)

112 (89.5-116)
68 (11-116)

110.5 (58.3-116)
112 (94.5-116)

112 (71-116.3)
112 (94.8-116)

112 (86-116)
112 (91-119)

112 (90-117)
110 (65-113)

94 (72-117)
112 (87.5-116)

P*; cc

0.021; -0,95

0.426

0.003; -0.93

0.560

0.005; -0.94

0.167

0.169

0.635

0.319

0.051

0.554
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*Mann-Whitney test u slucaju dvije grupe, Kruskal-Wallis test u slu¢aju vise od dvije grupe,

razina statisticke znac¢ajnosti; vjerojatnost pogreske tipa I

Veli¢ina tumora (Kruskal-Wallis;x’=7.471;P=0.021), visok histoloski gradus (Kruskal-
Wallis;y*=11.323;P=0.003) i visok nuklearni gradus (Kruskal-Wallis;x*=9.864;P=0.005) su
bili statisticki znaCajni faktori nepovoljne prognoze kod ukupnog prezivljenja. Visoka
ekspresija Ki-67 je bila blizu, ali nije dosegnula statisticku znacajnost (0.051). Statisticki
znaCajna razlika je nadena izmedu veli¢ine tumora T1 1 T2 (Mann-Whitney
U=1947;P=0.026) i veli¢ine tumora T1 i T3 (Mann-Whitney U=225;P=0.048), ali nakon
Bonferronijeve korekcije nijedna razlika nije ostala statisticki znac¢ajna. Osim toga, statisticki
znacajna razlika je nadena izmedu histoloskog gradusa 1 1 3 (Mann-Whitney
U=457.5;P=0.008) te izmedu gradusa 2 i 3 (Mann-Whitney U=1337.5;P=0.003). Obje
varijable su ostale statisticki znacajne nakon Bonferronijeve korekcije. Statisticki znacajna
razlika je nadena izmedu niskog 1 visokog nuklearnog gradusa (Mann-Whitney
U=272;P=0.031), kao i izmedu umjerenog i izrazenog nuklearnog gradusa (Mann-Whitney
U=1548.5;P=0.002). Nakon Bonferronijeve korekcije samo je razlika izmedu umjerenog i
izrazenog nuklearnog gradusa ostala statisticki znacajna. Nije nadena statisticki znacajna
povezanost izmedu ukupnog prezivljenja i imunohistokemijskog nalaza 8-oksodG Log rank
testom (x’=1.748;P=0.186) i Breslowim testom (x’=1.480;P=0.224), premda postoji
tendencija da bolesnice s negativnim imunohistokemijskim nalazom 8-oksodG imaju vecu

smrtnost od karcinoma dojke u odnosu na 8-oksodG pozitivne bolesnice (Slika 17).
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Slika 17. Kaplan-Meierova krivulja za ukupno prezivljenje prema izraZzenosti 8-oksodG

Rezultati Coxove regresijske analize za ukupno preZivljenje su prikazani u tablici
20. Prema Coxovom regresijskom modelu, negativan imunohistokemijski nalaz 8-oksodG
(negativni vs. pozitivni;HR=0.1;95% CI=0.02-0.68) je bio nepovoljni prognosticki ¢imbenik
za ukupno prezivljenje kada su u obzir uzeti imunohistokemijski profil tumora, veli¢ina
tumora, histoloski i nuklearni gradus, vaskularna invazija, status limfnih ¢vorova, Ki-67,
status steroidnih receptora i HER2 status. Bolesnice sa slabim (HR=0.1;95% CI=0.02-0.84) i
jakim pozitivitetom 8-oksodG (HR=0.02;95% CI=0.001-0.461) su imale 0.9 i 0.98 puta manji
omjer ugrozenosti od smrtnog ishoda u odnosu na bolesnice s negativnom 8-oksodG
ekspresijom. Bolesnice s luminalnim B (HER2 negativnim) podtipom karcinoma dojke su
imale 29.6 puta ve¢i omjer ugrozenosti od smrtnog ishoda u odnosu na bolesnice s

luminalnim A podtipom (HR=29.6;95% CI=1.91-457.84). Veli¢ina tumora T2 je povecavala
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omjer ugrozenosti od smrtnog ishoda 3.6 puta u odnosu na tumor veli¢ine T1 (HR=3.6;95%
CI=1.21-10.59). Pozitivni status limfnih ¢vorova je povecavao omjer ugrozenosti od smrtnog
ishoda 3.7 puta (HR=3.7;95% CI=1.22-11.14). Nismo dokazali da su ostali analizirani
pokazatelji: histoloski i nuklearni gradus, vaskularna invazija, ER, PR te Ki-67 bili statisticki

znacajno povezani s ukupnim prezivljenjem.
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Tablica 20. Coxova regresijska analiza za OS

frekvencija
HR (95% CI)
N (%)

Imunohistokemijski profil tumora

luminalni A 71 (49.0) 1

luminalni B (HER 2-) 15 (10.3) 29.6 (1.91-457.84)

luminalni B (HER 2+) 17 (11.7) 0.3 (0.03-2.96)

HER 2 pozitivan 12 (8.3) 5.0 (0.27-93.88)

TNBCs 30 (20.7) 3.5(0.20-61.19)
Vaskularna invazija

negativna 138 (95.2) 1

pozitivna 7 (4.8) 0.8 (0.14-4.58)
Gradus

1 26 (17.9) 1

2 68 (46.9) 1.0 (0.15-6.16)

3 51 (35.2) 3.5 (0.26-45.42)
Nuklearni gradus

1 16 (11.0) 1

2 80 (55.2) 0.7 (0.10-4.55)

3 49 (33.8) 0.5 (0.31-6.93)
Veli¢ina tumora

T1 80 (55.2) 1

T2 56 (38.6) 3.6 (1.21-10.59)

T3 9 (6.2) 4.3 (0.60-31.58)
Status limfnih ¢vorova

negativan 76 (63.3) 1

pozitivan 44 (19.2) 3.7 (1.22-11.14)
ER

negativni 50 (34.5) 1

pozitivni 95 (65.5) 0.6 (0.06-6.10)
PR

negativni 66 (45.5) 1

pozitivni 79 (54.5) 4.0 (0.54-30.35)
Ki-67 proliferacijski indeks

negativan 114 (78.6) 1

pozitivan 31 (21.4) 0.2 (0.02-1.86)
Allred indeks

negativan 7 (4.8) 1

slabo pozitivan 62 (42.8) 0.1 (0.02-0.84)

umjereno pozitivan 54 (37.2) 0.3 (0.05-2.03)

jako pozitivan 22 (15.2) 0.02 (0.001-0.461)

*hazard ratio
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4.4.2. Prezivljenje bez znakova bolesti

Analiza prezivljenja bez znakova bolesti (DFS) nastala je na temelju pracenja
bolesnica od pocetka lijecenja do datuma povrata zlo¢udne bolesti. Medijan preZivljenja bez
znakova bolesti je bio 111 mjeseci. Tijekom istrazivanja bolest se ponovo javila kod 48
bolesnica (31.6%), dok ih je 104 (68.4%) bilo bez ponovne pojave bolesti, odnosno usle su u
cenzus. Medijan vremena do ponovne pojave bolesti bio je 33 mjeseca (IQR 12-49.8). Na

Slici 18 prikazano je vrijeme do ponovne pojave bolesti u 152 bolesnice.
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Slika 18. Vrijeme do ponovne pojave bolesti
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Nije nadena statisticki znaCajna povezanost izmedu prezivljenja bez znakova
bolesti i podtipova prema imunohistokemijskom profilu karcinoma dojke $to se vidi u tablici
21.

Tablica 21. Analiza DFS u mjesecima prema podtipovima karcinoma dojke

N medijan (IQR) P*
Luminalni A
ne 77 110 (33-115.5) 0.231
da 75 112 (57-116)
Luminalni B (HER2 negativan)
ne 136 111 (44-116) 0.224
da 16 97.5 (32.8-113)
Luminalni B (HER2 pozitivan)
ne 135 111 (42-115) 0.371
da 17 111 (69.5-117.5)
HER?2 pozitivan
ne 140 111 (42.5-116) 0.686
da 12 112 (42.8-120)
Trostruko negativni (TNBC)
ne 120 111 (54.3-116) 0.121
da 32 86 (17.5-115.8)

* P=Mann-Whitney test, razina statisti¢ke znacajnosti; vjerojatnost pogreske tipa I
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Nije nadena statisticki znacajna razlika u prezivljenju bez znakova bolesti prema podtipovima
karcinoma dojke Log rank testom (x’=5.842;P=0.211) i Breslowim testom
(x’=8.009;P=0.091). Kaplan-Meierova krivulja preZivljenja bez znakova bolesti prema

podtipovima karcinoma dojke je prikazana na Slici 19.

1,07 —
l,_ —TLuminali &
e L “1Luminali B (HER2-)
L "L,_ Luminali B {HERZ2+)
L. —THERZ pozitivni
I — — Trostruki negativni tumar
0,84 a— &
T et Z

o : o
| = = o
@ T 82
=
E
ira 067
Q
- = = Wb
& -
-]
[
=
5 04
3
E
=
L

0,2

0,0

T T T T T T T
0 20 40 &0 a0 100 120

PrezZivljenje bez znakova bolesti (mjeseci)

Slika 19. DFS u odnosu na podtipove prema imunohistokemijskom profilu karcinoma dojke
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Prezivljenje bez znakova bolesti prema patohistoloSkim karakteristikama tumora i

imunohistokemijskom nalazu 8-oksodG je prikazano na tablici 22.

Tablica 22. Analiza DFS prema patohistoloskim karakteristikama

imunohistokemijskom nalazu 8-oksodG

N medijan (IQR) P*;cc
Velic¢ina tumora
T1 83 112 (92-116.5) 0.026; -0.95
T2 60 87.5(29.8-115.5)
T3 9 35 (3.5-113.5)
Status limfnih ¢vorova
negativan 79 111 (63-115) 0.293
pozitivan 46 110.5 (19.8-116.3)
Gradus
1 27 114 (110-118) 0.002; -0.92
2 71 112 (55-116)
3 54 91.5 (21.5-112)
Histoloski tip
duktalni (NOS) 119 111 (42-114) 0.603
lobularni 30 110.5 (43-116.3)
ostali 3 114 (110-115.5)
Nuklearni gradus
1 16 112 (95.8-116.8)  0.025; -0.95
2 83 112 (55-116)
3 53 101 (19.5-112.5)
Vaskularna invazija
negativna 145 111 (45.5-116) 0.162
pozitivna 7 8 (5-116)
ER
negativni 52 110 (25-115.8) 0.407
pozitivni 100 111 (51.3-116)
PR
negativni 70 110 (39.8-116) 0.532
pozitivni 82 111 (52.3-116)
HER2
negativan 123 110 (42-115) 0.307
pozitivan 29 112 (52-117.5)
Ki-67 proliferacijski indeks
nizak (<14%) 119 111 (44-116) 0.205

tumora

i
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N medijan (IQR) P*;cc

visok (14%+) 33 110 (33.5-113)

Allredov indeks
negativan 7 91 (34-117) 0.722
pozitivan 145 111 (43-116)

* P=Mann-Whitney test u slucaju dvije grupe, Kruskal-Wallis test u slucaju vise od dvije

grupe, razina statisticke znacajnosti; vjerojatnost pogreske tipa I

Nije nadena statisticki znacajna povezanost izmedu prezivljenja bez znakova
bolesti i imunohistokemijskog nalaza 8-oksodG. Veli¢ina tumora (Kruskal-
Wallis;x*=7.167;P=0.026), visok histoloski gradus (Kruskal-Wallis;y’=11.743;P=0.002) i
visok nuklearni gradus (Kruskal-Wallis;y’=7.370;P=0.025) su bili statisti¢ki znaajni faktori
nepovoljne prognoze za DFS. DFS je bio najduzi kod tumora veli¢ine T1, a najkrac¢i kod
tumora veli¢ine T3. Statisticki znaCajna razlika je nadena izmedu veli¢ine tumora T1 1 T2
(Mann-Whitney U=2005.5;P=0.048), kao i veli¢ine tumora Tl i T3 (Mann-Whitney
U=217.5;P=0.035), ali nakon Bonferronijeve korekcije nijedna varijabla nije ostala statisticki
znacajna. Osim toga, DFS je bilo nadulje kod tumora niskog gradusa, a najkra¢e kod tumora
visokog gradusa. Statisticki znacajna razlika je nadena izmedu histoloSkog gradusa 1 i 3
(Mann-Whitney U=423;P=0.002) te izmedu gradusa 2 i 3 (Mann-Whitney U=1430;P=0.015).
Obje varijable su ostale statisticki znaCajne nakon Bonferronijeve korekcije. StatistiCki
znacajna razlika je nadena izmedu niskog i1 visokog nuklearnog gradusa (Mann-Whitney
U=278;P=0.038), kao i izmedu umjerenog i izrazenog nuklearnog gradusa (Mann-Whitney
U=1664;P=0.016). Nakon Bonferronijeve korekcije samo je razlika izmedu umjerenog i
izrazenog nuklearnog gradusa ostala statisticki znacajna. DFS je bilo najdulje kod tumora
niskog 1 umjerenog nuklearnog gradusa, a najkrace kod izraZzenog nuklearnog gradusa. Nije
nadena statisticki znaCajna povezanost izmedu prezivljenja bez znakova bolesti i1
imunohistokemijskog nalaza 8-oksodG Log rank testom (x*=0.269;P=0.604) i Breslowim
testom (*=0.284;P=0.594). Kaplan-Meierova krivulja za preZivljenje do ponovne pojave

bolesti prema izrazenosti 8-oksodG je prikazana na Slici 20.
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Slika 20. Kaplan-Meierova krivulja za DFS prema izrazenosti 8-oksodG

Rezultati Coxove regresijske analize za slobodni interval bez bolesti su prikazani u tablici 23.
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Tablica 23. Coxova regresijska analiza za DFS

frekvencija
HR (95% CI)
N (%)

Imunohistokemijski profil tumora

luminalni A 63 (50.4) 1

luminalni B (HER 2-) 11 (8.8) 3.0 (0.40-22.88)

luminalni B (HER 2+) 14 (11.2) 0.8 (0.20-3.48)

HER 2 pozitivan 11 (8.8) 1.6 (0.13-20.49)

TNBCs 26 (20.8) 0.5 (0.15-1.95)
Vaskularna invazija

negativna 119 (95.2) 1

pozitivna 6 (4.8) 1.3 (0.27-6.51)
Gradus

1 24 (12.8) 1

2 57 (52.0) 1.2 (0.33-4.90)

3 44 (35.2) 4.83 (0.74-31.25)
Nuklearni gradus

1 16 (12.8) 1

2 65 (52.0) 1.2 (0.29-5.16)

3 44 (35.2) 0.5 (0.08-3.68)
Veli¢ina tumora

T1 70 (56.0) 1

T2 49 (39.2) 1.1 (0.53-2.59)

T3 6 (4.8) 1.9 (0.38-9.56)
Status limfnih ¢vorova

negativni 79 (63.2) 1

pozitivni 46 (36.8) 2.2 (1.09-4.43)
ER

negativni 44 (35.2) 1

pozitivni 81 (64.8) 1.2 (0.15-10.69)
PR

negativni 60 (48.0) 1

pozitivni 65 (25.0) 0.8 (0.31-2.16)
Ki-67 proliferacijski indeks

negativan 101 (80.8) 1

pozitivan 24 (19.2) 0.2 (0.05-1.34)
Allredov indeks

negativan 7 (5.6) 1

pozitivan 118 (94.4) 0.5 (0.15-1.95)




Prema Coxovom regresijskom modelu, bolesnice s pozitivnim limfnim ¢vorovima su imale
2.2 puta veéi omjer ugrozenosti od smrtnog ishoda u odnosu na bolesnice s negativnim
limfnim ¢vorovima (HR=2.2;95% CI = 1.09-4.43). Nismo dokazali da su ostali analizirani
pokazatelji, kao $to su imunohistokemijski profil tumora, veli¢ina tumora, histoloski i1
nuklearni gradus, vaskularna invazija, steroidni receptori, Ki-67 te imunohistokemijski nalaz

8-oksodG, bili statisticki znacajno povezani s DFS.
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5. RASPRAVA

Rak dojke je joS uvijek jedan od vodeéih uzroka smrti od raka u Zena, ali je tijekom
posljednjih desetlje¢a zabiljezen stalan pad stope smrtnosti unato¢ sve vecoj ucestalosti
karcinoma dojke. Razlog tomu je veca primjena sve ucinkovitijih adjuvantnih nacina
lijeCenja. Kao rezultat redovitih mamografskih skrining programa doslo je do pomaka prema
otkrivanju ranog karcinoma dojke (<2cm) s negativnim limfnim ¢vorovima i boljom
prognozom. Ucestalost recidiva nakon provedene samo kirurSke terapije je vrlo niska kod
pacijentica s ranim karcinomom dojke te je potrebna individualna procjena dobrobiti
sistemske kemoterapije kod donosenja odluka o terapiji. Vazno je izbje¢i prekomjerno
lijecenje pacijenata koji od njega imaju samo malu dobrobit, dok ujedno mogu imati
nuspojave lijecenja. S druge strane, trebalo bi izbje¢i neto¢no ili nedovoljno lije¢enje. Stoga
treba definirati specifi¢ne karakteristike koje bi omogucile optimalizaciju individualiziranog
lijeCenja. Klasi¢ne klinicko-patoloske karakteristike koje odreduju prognozu i preporuke za
adjuvantnu terapiju su veli€ina tumora, histoloski gradus, status steroidnih receptora, HER2
status, limfovaskularna invazija 1 status limfnih ¢vorova. TNM sustav integrira ove
karakteristike tumora u stadije koji imaju glavnu prognosticku vrijednost. Unato¢ poznatim
prognostickim ¢imbenicima, karcinom dojke je ¢esto nepredvidivog tijeka, stoga se istrazuju
brojni biomarkeri s ciljem pomo¢i kod odredivanja optimalne terapije, predvidanja odgovora
na terapiju kao i ocjene prognoze. Odnedavno se sve ¢eSc¢e koristi molekularno profiliranje
koje se zasniva na ekspresiji gena kako bi se precizirala klasifikacija raka dojke te procijenila
prognoza i odgovor na terapiju. Kompleksni profil svakog podtipa je odreden pomocu
molekularne i genetske informacije iz stanica tumora. Medutim, neke karakteristike tumora
(status steroidnih receptora, HER2 status i proliferacijski indeks) koje se rutinski,
imunohistokemijskom metodom, odreduju u svakom karcinomu dojke se mogu koristiti za
definiranje molekularnih podtipova. Luminalni tumori ¢ine 70% invazivnih karcinoma dojke,
pozitivni su na ER 1 PR te odgovaraju na hormonsku terapiju, dok imaju varijabilni odgovor
na kemoterapiju. Luminalni B tumori imaju bolji odgovor na kemoterapiju vjerojatno zbog
veceg proliferacijskog indeksa. Od pet podvrsta, luminalni A tumori imaju najbolju prognozu
s relativno visokim stopama prezivljenja 1 niskom stopom recidiva, dok luminalni B tumori

obi¢no imaju veéi histoloski gradus i loSiju prognozu od luminalnih A tumora. HER2
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pozitivni tumori ¢ine 15-20% karcinoma dojke, ¢es¢e su visokog gradusa i pozitivnih limfnih
¢vorova. LijeCe se kemoterapijom (najces¢e antraciklinima) i ciljanim protutijelom
trastuzumabom (Herceptin) (25-26). Trostruko negativni karcinomi dojke ¢ine 15% svih
karcinoma dojke, slabo su diferencirani tumori te ¢esto metastaziraju u plu¢a i mozak, dok su
metastaze u regionalne limfne ¢vorove rjede (113). Ne mogu se lijeCiti hormonskom
terapijom ili Herceptinom jer su ER i HER2 negativni te je kemoterapija jedini sistemski
oblik lijecenja. HER2 pozitivni i trostruko negativni tumori su karakterizirani agresivnijim
fenotipom 1 lo$im preZivljenjem (18, 27). S tim su u skladu i rezultati naSe studije. 71%
tumora bilo je ER/PR pozitivno, 19.1% HER2 pozitivno, dok je trostruko negativnih bilo
21%. Vecina bolesnica je imala luminalne A tumore (49.3%) male veliCine, niskog gradusa i
one su imale najbolje ukupno preZivljenje kao i prezivljenje bez znakova bolesti unutar deset
godina pracenja. HER2 pozitivni 1 trostruko negativni su ¢eS¢e imali ve¢i tumor, visokog
histoloskog i1 nukleranog gradusa te najlosije ukupno prezivljenje i prezivljenje bez znakova
bolesti.

Poznato je da oksidacijski stres ima vaznu ulogu u karcinogenezi mnogih tumora,
ali se jo$ ne zna to¢no uloga oksidacijskog oSte¢enja DNA u etiologiji karcinoma dojke, kao 1
njegov udio u pojedinim molekularnim podtipovima karcinoma dojke. Prema dostupnoj
literaturi, ovo je prva studija koja istrazuje povezanost oksidacijskog DNA ostecenja i svih
surogatnih molekularnih podtipova karcinoma dojke. U studiji smo pokazali da trostruko
negativni karcinomi dojke c¢eS¢e imaju negativan imunohistokemijski nalaz 8-oksodG u
odnosu na ostale surogatne molekularne podtipove. Prema tome, logi¢no je pretpostaviti da
slobodnim radikalima inducirano DNA oS$te¢enje bi moglo imati manju vaznost u patogenezi
trostruko negativnih tumora. Trostruko negativni karcinomi dojke se definiraju kao tumori
kojima nedostaje ekspresija ER, PR i HER2. Naime, poznato je da je povecano izlaganje
estrogenima tijekom Zivota glavni rizi¢ni faktor za karcinom dojke. Estrogeni interakcijom sa
svojim receptorima (ERa i ERP) poticu transkripciju gena vezuci se na tzv. ERE (estrogen-
responsive elements) gene koji su ukljuceni u stani¢ni rast. Tako porast estrogena moze
dovesti do porasta stanicne proliferacije (114). Jedan od najvaznijih kancerogenih
mehanizama povezanih s estrogenom je oksidacijski metabolizam estrogena pri ¢emu se
stvaraju slobodni radikali. Estrogeni se metaboliziraju hidroksilacijom u citokrom P450

sustavu u katekolestrogene (115). Katekolestrogeni se oksidiraju u semikvinone i kvinone, pri
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¢emu se stvara superoksid koji se dalje moze reducirati u hidroksil radikal. Prema tome,
fizioloske koncentracije estrogena i njihovih metabolita poticu stvaranje ROS-a koji povecava
genomsku nestabilnost te aktivacijom nekih transkripcijskih faktora (npr. AP-1, NF-kp) igra
vaznu ulogu u transformaciji stanice, stanicnom ciklusu, migraciji i invaziji karcinoma dojke
(116). In vitro fizioloske koncentracije estrogena poticu stvaranje slobodnih radikala u ER
pozitivnim MCF-7 stanicama karcinoma dojke i to naroc¢ito u mitohondrijima (117). Druge
studije su pokazale da je razina 8-oksodG 9.3 puta ve¢a u ER+ MCF-7 stanicama karcinoma
dojke nego u trostruko negativnim MDA-MB-231 stanicama karcinoma dojke (88) te da
inhibicija ERa znacajno smanjuje estrogenima inducirano stvaranje 8-oksodG u MCF-7
stanicama (118). Ovi podaci su u skladu s novom klinickom studijom koja je zabiljezila
pozitivnu korelaciju izmedu izlu¢ivanja 8-oksodG u urinu i rizika za uglavnom ER pozitivni
karcinom dojke (119), Sto upucuje na specificnu ulogu oksidacijskog stresa kod ER
pozitivnog karcinoma dojke. Dvije velike studije nisu nasle povezanost izmedu izlu¢ivanja 8-
oksodG u urinu i rizika za karcinom dojke (90-91), ali one su koristile manje preciznu metodu
za mjerenje 8-oksodG (ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay) od kromatografije.
Osim toga, 17B-estradiol moZe povecati osjetljivost na oksidacijsko oSte¢enje modulacijom
antioksidacijskih enzima (105). Naime, tretiranjem ER pozitivnih MCF-7 stanica s 17f-
estradiolom dolazi do smanjene aktivnosti katalaze te porasta SOD i glutation peroksidaze u
MCF-7 stanicama, §to dovodi do smanjene sposobnosti metaboliziranja vodikova peroksida.
Ako se vodikov peroksid ne reducira i reagira s tranzicijskim metalima (ionima zeljeza ili
bakra) dolazi do stvaranja hidroksil radikala te posljedi¢no do nastanka 8-oksodG. Prema
tome, prekomjerno stvaranje ROS-a zajedno s promijenjenim antioksidacijskim statusom
moze pogodovati stvaranju oksidacijskog ostecenja tkiva u karcinomu dojke i potaknuti rast
tumora. U korelaciji s ovim podacima Karihtala i suradnici su nasli znacajno veéi pozitivitet
8-oksodG u grupi ER+/PR+/HER2- tumora u odnosu na trostruko negativne tumore te
takoder sugeriraju da ROS ima vaznu ulogu u patogenezi ER/PR+ tumora, ali ne nuzno i kod
trostruko negativnih tumora (97). Ovaj nalaz sukladan je s podacima u naSoj studiji, 96%
luminalnih A tumora te svi luminalni B tumori su bili 8-oksodG pozitivni, dok je 12.5%
trostruko negativnih tumora pokazivalo negativno 8-oksodG imunobojenje. Osim toga, nasli
smo da su svi HER2 pozitivni tumori bili 8-oksodG pozitivni, pa je logi¢no za pretpostaviti

da bi oksidacijski stres takoder mogao igrati vaznu ulogu u patogenezi u tim skupinama raka
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dojke (luminalni B“HER2+*“ i HER2+). U skladu s nasim podacima, druga studija je nasla
pozitivnu korelaciju izmedu 8-oksodG pozitiviteta, pozitivnog HER2 statusa i p53 ekspresije
te predlaze da su slobodni radikali vazni u stvaranju HER2 i p53 mutacija (98). Slobodnim
radikalima izazvane GC—TA transverzijske mutacije su zabiljezene u p53 genu in vivo kod
karcinoma pluca i jetre (120-121).

Poznato je da se 8-oksodG uglavnom odstranjuje iz DNA djelovanjem OGGlI
(74). U slucaju nedostatka OGGI1, 8-oksodG perzistira 1 dolazi do akumulacije GC—TA
mutacija. U nedavno objavljenoj studiji Karihtala 1 suradnici su na$li znacajno veci
imunohistokemijski pozitivitet OGGl kod invazivnog karcinoma dojke u odnosu na
preinvazivne lezije dojke Sto tumace povecanom potrebom za reparacijskim DNA enzimima
u stanjima veceg oksidacijskog stresa kao Sto je karcinom (101). Odnos izmedu
imunohistokemijskog nalaza 8-oksodG i OGGI je bio obrnuto proporcionalan. Takoder su
zabiljezili da je negativan OGGI nalaz bio povezan s karakteristikama agresivnijeg oblika
raka dojke kao Sto su visoki gradus, visoki proliferacijski indeks, limfovaskularna invazija te
negativni steroidni receptori. Slicno tome, svi trostruko negativni tumori u njihovoj studiji su
bili OGGI1 negativni. Osobito je zanimljiv podatak da su naSli podgrupu bolesnica s
negativnim imunohistokemijskim nalazom OGGI i 8-oksodG koja je imala izrazito loSe
prezivljenje. Za sada nema podataka o imunohistokemijskom nalazu OGG1 u razli¢itim
molekularnim podtipovima karcinoma dojke. Samo jedna studija je zabiljezila polimorfizam
OGG1 gena kod trostruko negativnih tumora, $to moze utjecati na sposobnost OGG1 za
odstranjenje 8-oksodG (122). Mozda postoji podgrupa bolesnica s trostruko negativnim
tumorima u ¢ijoj patogenezi oksidacijski stres bi mogao imati znatno manju vaznost. To bi
objasnilo zasto trostruko negativni tumori ¢e$¢e imaju negativan imunohistokemijski nalaz 8-
oksodG i OGGl, jer osim OGG1 polimorfizma postoji manja potreba za intenzivhom
indukcijom enzima za popravak DNA koji odstranjuju 8-oksodG iz DNA.

Rezultati studija u kojima je analizirana povezanost 8-oksodG pozitiviteta s
patohistoloskim karakteristikama tumora su proturjecni. Neke studije nisu nasle statisticki
zna€ajnu povezanost izmedu 8-oksodG razine i patohistoloskih karakteristika tumora (87,
123). Karihtala i suradnici navode znacajnu korelaciju pozitivnhog 8-oksodG imunobojenja s
niskim gradusom i malom veli¢inom tumora, dok su u drugoj studiji nasli povezanost slabog

8-oksodG imunobojenja s pokazateljima za agresivniji fenotip raka dojke kao §to su limfna
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invazija i pozitivan status limfnih ¢vorova (97-98). Druge studije su zabiljezile povezanost
niske 8-oksodG razine u tumorskom tkivu ili urinu bolesnica s karcinomom dojke s veé¢im
stadijem ili gradusom tumora (87, 89). U nasoj studiji, iako se mogla uociti veza slabog 8-
oksodG imunobojenja s visokim gradusom i veli¢inom tumora, razlika nije bila statisticki
znacajna.

Nadalje, analizirana je povezanost imunohistokemijskog nalaza 8-oksodG u
tumorima sa specificnom smrti od karcinoma dojke. lako nije dobivena statisticki znacajna
razlika, prema naSim rezultatima bolesnice s pozitivnim imunohistokemijskim nalazom 8-
oksodG su imale 0.86 puta manje izgleda za smrtni ishod od karcinoma dojke u usporedbi s
8-oksodG negativnim bolesnicama, §to ukazuje na pozitivan trend i moguc¢nost da bi se
statisticki znacajna korelacija mogla dobiti ukljuc¢ivanjem veceg broja bolesnica. Ovaj trend
je u skladu s dvije nedavno objavljenje studije u kojima se navodi povezanost izmedu
negativnog 8-oksodG imunobojenja i veceg rizika smrti od karcinoma dojke te zakljucuje da
je pozitivno 8-oksodG imunobojenje nezavisni faktor dobre prognoze kod karcinoma dojke
(97-98). Razlog zbog kojeg nismo dobili statisticki znacajnu razliku mogao je biti u malom
broju tumora s negativnim 8-oksodG imunobojenjem.

Dok je kod karcinoma dojke pozitivan imunohistokemijski nalaz 8-oksodG bio
povezan s dobrom prognozom, kod nekih drugih tumora kao §to su karcinom plué¢a (100),
kolorektalni karcinom (124) i karcinom ovarija (125) pozitivan 8-oksodG nalaz je bio
prognosticki faktor loSe prognoze. Tako su, na primjer, u nasoj studiji bolesnice s pozitivnim
8-0ksodG tumorima imale 0.9 puta manju ugrozenost od smrti od karcinoma dojke, dok su u
drugoj studiji bolesnici s visokim razinama 8-oksodG u karcinomima pluc¢a imali vise od tri
puta povecanu ugrozenost od smrtnog ishoda u odnosu na 8-oksodG negativne bolesnike.
Razlog manje smrtnosti kod 8-oksodG pozitivnih bolesnica s karcinomom dojke bi mogla biti
hormonska terapija koja se daje za ER/PR pozitivne tumore. Naime, poznato je da estrogeni
imaju ulogu u inicijaciji 1 progresiji karcinoma dojke te da jedan od mehanizama ukljucuje
oksidacijskim stresom posredovan put. Inhibicijom estrogenih receptora znacajno se smanjuje
nastanak oksidacijskog oSte¢enja DNA. Sama terapija tamoksifenom smanjuje smrtnost od
karcinoma dojke godiSnje za 31% (28). Stoga, ako oksidacijski stres u drugim tumorima
ukazuje na loSiju prognozu, onda bi pronalazenje mehanizama koji izazivaju oksidacijsko

oste¢enje DNA u tim tumorima moglo biti od znatne terapijske vaznosti.
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Rezultati studija u kojima je analizirana povezanost 8-oksodG imunobojenja i
prezivljenja su se takoder razlikovali. Dvije studije su povezivale negativan
imunohistokemijski nalaz 8-oksodG s loSijim prezivljenjem (97-98). Druge pak nisu
zabiljeZile statisticki znacajnu korelaciju izmedu 8-oksodG razine i prezivljenja (87, 89). U
ovoj studiji nije nadena povezanost izmedu 8-oksodG imunobojenja i prezivljenja (OS i
DFS). Razlog tome mogao je biti mali broj bolesnica u pojedinim skupinama kao i ¢injenica
da se HER2 pozitivni i trostruko negativni podtipovi koji imaju najgoru prognozu ujedno
razlikuju u 8-oksodG i HER2 imunobojenju. Naime, svi HER2 pozitivni tumori u nasoj
studiji su bili 8-oksodG pozitivni, dok su trostruko negativni tumori bili ¢es¢e 8-oksodG
negativni.

Molekularno profiliranje koje mjeri ekspresiju gena se sve ceS¢e Kkoristi u
klinickoj praksi s ciljem da bi se procijenila prognoza bolesnica s karcinomom dojke kao 1
odgovor na terapiju. Integracija molekularnih eseja s klinickim 1 patohistoloskim
karakteristikama karcinoma dojke dodatno ¢e osnaziti postojeée prognosticke i prediktivne
modele izvan anatomskog stadija bolesti i1 patohistoloske fenotipizacije tumora. Prediktivni i
prognosticki faktori su vazni za individualizaciju terapije karcinoma dojke kako bi se
omogucilo efikasno lijecenje 1 postedilo pacijente s profilom niskog tumora od nezeljenih
nuspojava prekomjerne terapije. U tom cilju se istrazuje i 8-oksodG kao najrasprostranjeniji
marker oksidacijskog oSte¢enja DNA. Poznato je da oksidacijski stres ima vaznu ulogu u
patogenezi raka dojke, ali se jo§ uvijek ne zna to¢na uloga oksidacijskog stresa u razlicitim
molekularnim podtipovima karcinoma dojke. Osim toga, razina 8-oksodG ima nezavisnu
prognosticku vrijednost u mnogim tumorima te bi rasvjetljavanje mehanizama nastanka

oksidacijskog ostecenja DNA u tim tumorima moglo biti od znatne terapijske vrijednosti.
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6. ZAKLJUCCI

1. U istrazivanoj skupini bolesnica s primarnim rakom dojke vecina bolesnica je imala
luminalne A tumore (49.3%) koji su ¢esce bili male veli¢ine (69.3%) 1 nizeg gradusa (61.3%)
u odnosu na druge podtipove prema imunohistokemijskom profilu tumora te imali najbolje
ukupno prezivljenje i prezivljenje bez znakova bolesti unutar deset godina pra¢enja. HER2
pozitivni 1 trostruko negativni su ¢eS¢e imali veéi tumor (58.3%, 53.1%), visoki histoloski

(58.3%, 53.1%) 1 nuklearni gradus (58.3%, 53.1%) te najlosije OS 1 DFS.

2. Negativan imunohistokemijski nalaz 8-oksodG je zabiljezen u 4.6% karcinoma dojke, a
znacajno je povezan s trostruko negativnim podtipom (12.5%). Pozitivno 8-oksodG
imunobojenje je zabiljezeno u 95.4% karcinoma dojke. 96% luminalnih A tumora te svi
luminalni B 1 HER2 pozitivni tumori su bili 8-oksodG pozitivni. Stoga je logi¢no
pretpostaviti da bi oksidacijski stres mogao imati manju ulogu u patogenezi trostruko

negativnih tumora u odnosu na ostale podtipove prema imunohistokemijskom profilu tumora.

3. Analizom povezanosti izrazenosti 8-oksodG s prognostickim faktorima tumora uoceno je
postojanje veze izmedu slabog 8-oksodG imunobojenja, visoke veli¢ine tumora i visokog

histoloskog gradusa koja medutim nije dostigla statisticki znacajnu razliku.

4. Tako nije dobivena statisticki znacajna razlika u analizi povezanosti imunohistokemijskog
nalaza 8-oksodG i specifi¢ne smrti od karcinoma dojke, prema naSim rezultatima bolesnice s
pozitivnom 8-oksodG imunobojenjem su imale 0.86 puta manje izgleda za smrt od karcinoma
dojke u usporedbi s 8-oksodG negativnim bolesnicama, Sto ukazuje na pozitivan trend i
mogucénost da bi se statisticki znacajna razlika mogla dobiti uklju¢ivanjem veéeg broja

bolesnica.
5. Kao znacajni prognosticki ¢imbenici za desetogodiSnje prezivljenje su se pokazali: veli¢ina

tumora, histoloski i nuklearni gradus. Ki-67 proliferacijski indeks je bio blizu, ali nije

dostigao statisticku znacajnost.
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6. Nije nadena statisticki znacajna razlika u desetogodiSnjem prezivljenju kao i prezivljenju

bez znakova bolesti izmedu 8-oksodG pozitivnih i 8-oksodG negativnih bolesnica.
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7. SAZETAK

Cilj istrazivanja. Oksidacijski stres ima vaznu ulogu u etiologiji mnogih tumora, pa tako 1
karcinoma dojke. 8-okso-2'-deoksigvanozin (8-oksodG) je najrasprostranjeniji marker
oksidacijskog oSte¢enja DNA i on je povecan kod karcinoma dojke u odnosu na ne-maligne
lezije dojke. Cilj ove studije je odrediti koliki je udio oksidacijskog oSte¢enja DNA u
pojedinim surogatnim molekularnim podtipovima karcinoma dojke da bi se procijenio
prognosticki znacaj kao i uloga oksidacijske lezije baze (8-oksodG) u etiologiji karcinoma
dojke.

Materijali i metode. Za odredivanje 8-oksodG imunobojenja koristeni su tkivni mikro¢ipovi
od 152 bolesnice s invazivnim karcinomom dojke. Imunohistokemijski nalaz 8-oksodG je
koreliran s prognostickim faktorima tumora kao 1 razli¢itim surogatnim molekularnim
podtipovima karcinoma dojke koji uklju¢uju luminalne A, luminalne B (HER2-), luminalne B
(HER2+), HER2 pozitivne i trostruko negativne tumore.

Rezultati. Trostruko negativni karcinomi dojke su ceS¢e pokazivali negativno 8-oksodG
imunobojenje u odnosu na druge surogatne molekularne podtipove. Nije bilo statisti¢ki
znacajne razlike izmedu imunohistokemijskog nalaza 8-oksodG i drugih podtipova karcinoma
dojke.

U univarijatnoj analizi nije nadena statisticki znaajna razlika izmedu 8-oksodG
imunobojenja i specificne smrti od karcinoma dojke, dok je u multivarijatnoj analizi 8-
oksodG pozitivitet bio znacajno povezan s boljim specificnim prezivljenjem od karcinoma
dojke (OR=0.14; 95% CI=0.02-0.86). Coxovom regresijskom analizom bolesnice sa slabim 1
jakim 8-o0ksodG pozitivitetom su imale 0.9 puta manji omjer ugrozenosti od smrtnog ishoda u
odnosu na 8-oksodG negativne bolesnice.

Zakljucak. Oksidacijski stres ima vaznu ulogu u patogenezi ER/PR+ karcinoma dojke, ali ne
nuzno i kod trostruko negativnih tumora. 8-oksodG bi mogao biti obec¢avaju¢i biomarker u

procjeni prognoze za bolesnice s karcinomom dojke.
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8. SUMMARY

Prognostic value of 8-0xodG in invasive breast carcinoma

Objectives: Oxidative stress is thought to play a major role in etiology of many cancers,
including breast cancer. 8-0x0-2'-deoxyguanosine (8-0xodQ) is the most abundant marker of
oxidative DNA damage. The aim of this study was to assess the extent of oxidative DNA
damage in different breast cancer molecular surrogate subtypes in order to investigate the
prognostic relevance and role of 8-0xodG in etiology of breast cancer.

Meterials and methods: 8-oxodG expression was immunohistochemicaly studied on tissue
microarrays constructed from 152 patients with invasive breast cancer. Expression was
correlated with other prognostic factors, as well as different breast cancer molecular surrogate
subtypes such as luminal A, luminal B (HER2 negative), luminal B (HER2 positive), HER2
enriched and triple negative tumors.

Results: Triple negative breast carcinomas (TNBCs) were more frequently 8-oxodG negative
compared with non TNBCs (p=0.036). There was no statistically significant difference
between 8-0xodG expression and other breast cancer molecular subtypes.

In univariate analysis there was no significant difference between 8-oxodG expression and
breast cancer-specific death, although in multivariate analysis 8-oxodG overexpression was
associated with better breast cancer specific survival (OR=0.14, 95% CI=0.02-0.86). In Cox
regression analysis patients with low and strong 8-oxodG expression had 0.9 times smaller
breast cancer death hazard ratio than patients with negative 8-oxodG expression.

Conclusion: Oxidative stress plays important role in pathogenesis of steroid receptors
positive breast cancers, but not necessarily in TNBCs. 8-0xodG may be promising biomarker

in prediction of prognosis for breast cancer patients.
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