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POPIS KRATICA

DCIS — duktalni karcinom in situ

LCIS — lobularni karcinom in situ

NOS — invazivni karcinomi bez posebnih karakteristika (engl. not otherwise specifed)
ER — estrogenski receptor

PR — progesteronski receptor

HER2/neu — receptor za tirozinazu (engl. human epidermal growth factor receptor 2)
Ki-67 — proliferacijski indeks

WHO - Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World health organization)

CT — racunalna tomografija

MR — magnetska rezonancija

KKS — kompletna krvna slika

DKS — diferencijalna krvna slika

RTG - radiografija

UVZ — ultrazvuk

FFPE — fiksirano formalinom i uklopljeno u parafin (engl. primarily formalin — fixed paraffin
— embedded)

HOD — Hrvatsko onkolo$ko drustvo

ASCO - Ameri¢ko drustvo za klinicku onkologiju (engl. American Society of Clinical

Oncology)
CAP — Ameri¢ko udruzenje patologa (engl. College of American Pathologists)
FISH — fluorescentna in situ hibridizacija

CISH — kromogena in situ hibridizacija



1. UvOD

1. UvVOD

1.1. Dojka

Dojke su modificirane zlijezde koze koje su kod zena kompleksne funkcionalne jedinice, a
kod muskaraca rudimentarni organi (1). Kod Zena tijekom zivota podlijezu kontinuiranim

promjenama u okviru menarhe, trudnoce, laktacije i menopauze (2).

Tri su osnovne komponente dojke: koza s potkoznim masnim tkivom, zlijezde i vezivno-
masna osnovica. Zljezdani parenhim dojke sastoji se od 15 do 25 lobusa (reZnjeva). Lobus je
graden od granajuceg sustava duktusa (kanali¢a). Laktiferni duktus (glavni izvodni kanal) Sir1
se u laktiferni sinus (proS$irenje) 1 otvara na bradavici. S druge strane, preko segmentalnih i
subsegmentalnih duktusa, sustav duktusa dolazi do terminalne duktulo-lobularne jedinice.
Nju ¢ine ekstralobularni duktus i lobul(us). Lobul ¢ine acinus (zZlijezda) i intralobularni
duktus koji su okruZeni rahlom intralobularnom stromom. Izmedu lobula nalazi se gusta,

kolagenska i vezivna interlobularna stroma te masno tkivo (1).

Osim dvije glavne strukture i dva tipa strome, dojka ima dva tipa epitelnih stanica. To su
luminalne (sekretorne) i mioepitalne stanice (2). Areola, bradavica i zavrsni dio laktifernog
kanalica prekriveni su viSerednim plocastim epitelom. On postupno prelazi u
pseudostratificirani cilindri¢ni epitel, a potom u dvoredni kubicni epitel koji oblaze ve¢inu

kanali¢a (3).

1.2.  Karcinomi dojke

Najéesce je zlo¢udna novotvorina dojke karcinom. To je zlo¢udna epitelna novotvorina koja
nastaje iz epitela terminalnih kanali¢a ili duktulo-lobularnih jedinica. Prema invazivnosti
dijelimo ga na neinvazivne (in situ), mikroinvazivne i invazivne karcinome s prepoznatljivim
subtipovima. Za razliku od invazivnog, neinvazivni karcinom nema sposobnost invazije
bazalne membrane. Tumorske stanice su ogranicene na duktuse ili lobule. U ovaj tip
karcinoma ubrajamo duktalni karcinom in situ (DCIS), intraduktalni papilarni karcinom i
lobularni karcinom in situ (LCIS). Invazivne karcinome mozemo podijeliti na duktalne i
lobularne invazivne karcinome. Veéina (80 %) karcinoma nastala je iz epitela izvodnog
kanali¢a terminalne duktulo-lobularne jedinice te ¢ine heterogenu skupinu karcinoma koji se

histoloski ne mogu svrstati u neku specifi¢nu kategoriju. Nazivaju se invazivni karcinomi bez

1



1. UvOD

posebnih karakteristika (engl. not otherwise specified, NOS). Lobularni invazivni karcinomi
nastali iz terminalne duktulo-lobularne jedinice ¢ine 10 %. Ostatak su posebni oblici raka
dojke (Pagetova bolest bradavice, karcinom s medularnim Kkarakteristikama, koloidni

(mucinozni) karcinom, tubularni karcinom i papilarni invazivni karcinom) (1).

1.3. ER, PR Ki-67 i amplifikacija HER2/neu

Estrogenski receptor (ER) pripada obitelji jezgrinih hormonskih receptora (4). Djeluje kao
transkripcijski ¢imbenik koji aktiviran estrogenom stimulira rast normalnih epitelnih stanica
dojke. U karcinomima dojke koji ga eksprimiraju, ER stetno djeluje stimulirajuci rast
tumorskih stanica (5). Postoje dva oblika ER. To su ERa koji je dominantan i klinicki se
mjeri te ERB. Oko 75 % do 80 % karcinoma dojke izrazava ER (4). ER pozitivni (ER+)

karcinomi sporijeg su rasta i bolje diferenciranosti te su povezani s povoljnijom prognozom
(6).

Progesteronski receptor (PR) pripada superobitelji steroidnih hormonskih receptora.
Ekspresija PR ovisi o prisutnosti ER (4). Eksprimiran PR aktivira se progesteronom te
takoder potice rast tumora. Eksprimira se u 60 % do 70 % karcinoma dojke (5). Postoje dva
oblika PR, PR-A i PR-B (4).

HER2/neu (engl. human epidermal growth factor receptor 2) pripada obitelji
transmembranskih receptora tirozin kinaze. Sudjeluje u regulaciji rasta stanice, diferencijaciji,
prezivljenju i1 migraciji. Takoder, sudjeluje u signalnim putevima koji poticu rast tumora.
HER2/neu amplifikacija gena dovodi do prekomjerne ekspresije onkoproteina S$to je
povezano s karcinomima dojke. Ova pojava prisutna je u 20 % do 30 % karcinoma te ukazuje

na agresivni tip karcinoma (4).

Ki-67 antigen je povezan sa stani¢nom proliferacijom (proliferacijski indeks) (4). Indeks
proliferacije Ki-67 izrazava se kao postotak pozitivno obojenih stanica u ukupnom broju
invazivnih stanica (7). IzraZen je u svim fazama stani¢nog ciklusa osim u GO fazi. Bitan je u
razlikovanju luminal A od luminal B (HER2 -) imunofenotipa karcinoma dojke $to pridonosi

odredivanju terapije (8).
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1.4.  Imunofenotipovi karcinoma dojke

Karcinomi dojke mogu se svrstati u posebne molekularne subtipove s razli¢itim prognozama.
To je omoguceno mikropostrojima (engl. microarray) s vise od 2000 gena. Ova metoda
nailazi na probleme dostupnosti i cijene. Zamjenski je opéeprihvaceno Koristiti  se
imunofenotipskom podjelom karcinoma koja je odredena imunohistokemijski ekspresijom
ER, PR, Ki-67 i amplifikacijom HER2 (1) (Tablica 1).

Tablica 1. Imunofenotipovi karcinoma dojke

ER PR HER2 Ki-67

Luminal A + + - <20 %
Luminal B (HER2 + -ili - >20 %
negativan) nizak

Luminal B (HER2 + bilo koji + bilo koji
pozitivan)

HER2 + - - + bilo koji
Trostruko - - - bilo koji
negativni

Prema ekspresiji ER, PR, Ki-67 i amplifikaciji HER2 karcinome dojke dijelimo na luminal A,
luminal B HER2/neu negativan, luminal B HER2/neu pozitivan, HER2/neu pozitivan i

trostruko negativan (Tablica 1.).

1.5. Epidemiologija

Karcinom dojke najées¢i je tumor kod Zena u razvijenim zemljama (9). Zahvaca 2,1 milijun
zena godiS$nje. Prema podacima WHO (engl. World Health Organization), u 2018. godini je
627 000 Zena umrlo od raka dojke $to ¢ini oko 15 % svih smrti uzrokovanih karcinomom kod
zena (10). Postoje varijacije u incidenciji karcinoma dojke. Zemljopisna varijacija ukazuje na
veéi pobol u zapadnim zemljama, a nizu u Japanu i opcenito Aziji. Prema ekonomskim
varijacijama incidencija u razvijenim zemljama je od 60 do 100/100 100 Zena, a u manje
razvijenim od 20 do 60/100 000 (9). Prema podatcima Registra za rak Republike Hrvatske iz
2016. godine, incidencija u Republici Hrvatskoj je 126,6/100 000, a mortalitet 45,8/100 000
(11).
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1.6. Etiologija

Na nastanak karcinoma dojke utjeCe vise Cimbenika. To su dob, pozitivna obiteljska
anamneza, starija zivotna dob pri prvom porodu, nerotkinje, rana menarha, kasna menopauza,
zracenje, debljina, oralni kontraceptivi, hormonska nadomjesna terapija te dijagnoza

dobrocudnih parenhimatoznih bolesti dojke (9).

Karcinom je dojke kod zena mladih od 20 godina rijetkost. Rizik izuzetno raste izmedu
starosne dobi od 35 do 40 godina, a nakon toga kontinuirano raste. Oko 10 % tumora dojke
povezano je s pozitivnom obiteljskom anamnezom koja povecava rizik nastanka karcinoma
dojke. Najpoznatiji nastanak nekih obiteljskih tumora povezan je s mutiranim supresorskim
genima BRCA 1 i BRCA 2 (9). Povecani rizik nastanka karcinoma dojke takoder se povezuje
s mutacijom PTEN gena u Cowden sindromu, s heterozigotima za mutaciju ATM gena te kod
varijante (1100 decC) CHEK 2 gena (12). Povecani rizik od nastanka karcinoma dojke imaju
nerotkinje za razliku od rotkinja isto kao i Zene koje su u starijoj Zivotnoj dobi (30-35 godina)
imale prvi porod usporedno s onima koje su prvo dijete rodile u ranijoj dobi (20-25 godina).
Zbog ranih menarhi i kasnih menopauza, organizam je dulje izlozen estrogenu Sto uvecava
rizik (9). Da bitnu ulogu u povecavanju rizika igraju okoli$ni ¢imbenici, dokazuje ¢injenica
da migrantske populacije poprimaju rizik zemlje domacina kroz jednu ili dvije generacije (5).
ZraCenje takoder povecava rizik, osobito u Zena mladih od 40 godina. Kod
postmenopauzalnih Zena estrogen se stvara perifernom konverzijom u masnom tkivu pomocu
aromataze. Pretile Zene su stoga viSe izloZene estrogenu Sto povecava rizik nastanka
karcinoma dojke. Oralni kontraceptivi izuzetno malo povecéavaju rizik ukoliko se koriste prije
25. godine i u vremenu duljem od 4 godine (9). Hormonska nadomjesna terapija povecava
rizik nastajanja karcinoma dojke. Dokazano je da rizik znatno povecava terapija estrogenom

u kombinaciji s progestinom (12).

Kako bi se tumor otkrio u poc¢etnom stadiju potrebno je provoditi programe ranog otkrivanja
karcinoma dojke i osvijestiti populaciju o ranim znakovima i simptomima karcinoma dojke
(10).

1.7. Klini¢ka slika

Bitni klini¢ki nalazi kod sumnje na karcinom dojke su palpabilna masa, koZzne promjene,
fiksacija za prednju prsnu stijenku, povecanje limfnih ¢vorova te udaljene metastaze (1).

Najcesce se pojavljuje kao bezbolan ¢vor u dojci. Mogu¢ je krvavo-smedi iscjedak, uvlacenje

4
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bradavice, navlacenje koze i upala u podrucju tumora. Kod inflamacijskog tumora dojka je
otecena, upaljena i crvena, a koza poput kore narance ¢emu je uzrok Sirenje raka u limfne
prostore dojke (9). Tumor se moze Siriti krvnim i limfnim putem. Ovisno o smjestaju
primarnog tumora, tumor se moze Siriti u aksilarne limfne ¢vorove, limfne ¢vorove uz
unutarnju mamarnu arteriju te supraklavikularne limfne ¢vorove. Hematogenim Sirenjem
nastaju udaljene metastaze, a klinicka slika ovisi o zahva¢enom organu. Karcinom dojke
najCeS¢e metastazira u pluca, jetru, kosti, mozak i nadbubrezne zlijezde. Nepredvidivi nacin

Sirenja pokazuje lobularni karcinom koji moze metastazirati u hipofizu, nadbubreznu zlijezdu

ili oko (1).

Suvremene dijagnosticke tehnike (mamografija, ultrazvuk, CT ili MR) uz samokontrolu ili
palpacijsku lije¢ni¢ku kontrolu omoguéuju otkrivanje karcinoma dojke u predkliniCkom
stadiju, stoga se smatra neuspjehom ukoliko je detektiran primarni tumor dojke veéi od dva

centimetra (9).

1.8. Dijagnoza

Dijagnosticki postupak poc€inje anamnezom i klini¢kim pregledom. Vizualnom inspekcijom
promatra se simetrija dojki, nepravilnosti na kozi i dojci te uvecanje limfnih Evorova.
Palpacija se radi unutrasnjom stranom prstiju, simetricno 1 komparativno usporedujuci lijevu i
desnu stranu. Palpiraju se regionalni limfni ¢vorovi, aksila i subklaviklurano podrucje. U
slucaju povec¢anih limfnih ¢vorova potrebno ih je punktirati i provjeriti zahva¢enost tumorom.
U dijagnostici se upotrebljavaju suvremene dijagnosticke tehnike (mamografija, ultrazvuk,
CT ili MR). Mamografija je radioloska tehnika koja se primjenjuje u svrhu ranog otkrivanja
tumora i potvrdu palpacijskog nalaza (9). Kao metoda probira primjenjuje se kod pacijentica
u svrhu dijagnoze okultnog karcinoma dojke. Dijagnosticka mamografija primjenjuje se kod
pacijentica s utvrdenim promjenama na dojci, kako bi se identificirala etiologija bolesti (12).
Ultrazvuk je manje specifi¢na i osjetljiva tehnika od mamografije. Kod postmenopauzalnih
Zena dolazi do atrofije Zljezdanog parenhima koji se nadomjesta masnim tkivom. Ultrazvuk
ne prodire dobro kroz masno tkivo stoga se primjenjuje kao metoda izbora kod
premenopauzalnih Zena. MR se koristi pri sumnji na multicentrican tumor kod mladih
premenopauzalnih Zena (9). Indicirana je takoder kod karcinoma povezanih s BRCA
mutacijom, pacijentica s implatantima, dijagnosticiranih lobularnih karcinoma, prije

neoadjuventne terapije, kada nalazi konvencionalnih pretraga nisu u skladu s nalazima
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klini¢kih pretraga te kada se procjenjuje odgovor na primarnu sustavnu terapiju (12). Nakon
Sto se detektira primarna zlo¢udna novotvorina, a prije nego se krene s lijeCenjem potrebno je
iskljuciti udaljene metastaze. Udaljene metastaze dokazuju se pomoéu KKS, DKS,
biokemijskih pretraga, RTG plu¢a i UVZ abdomena, a ukoliko se sumnja na odredeni organ
rade se ciljane pretrage (9). Nakon klini¢kog pregleda i radioloskih pretraga potrebno je

napraviti patohistolosku potvrdu (12).

Ekspresija ER, PR, Ki-67 1 amplifikacija HER2 odreduje se imunohistokemijski.
Imunohistokemija je osjetljiva, specificna, jednostavna i jeftina metoda koja se moze provesti
na rutinski pripremljenim histoloskim uzorcima, fiksiranim formalinom i uklopljenim u

parafin (FFPE). Nakon bojanja rezova, pozitivnost stanica procjenjuje se pomo¢u mikroskopa
(5).

Najbolju prognozu ima imunofenotip luminal A, a najgoru trostruko negativni imunofenotip
(1). Nakon cjelokupne obrade, u patohistoloskom nalazu navodi se veli¢ina tumora, stupanj
zlo¢udnosti, Ki-67 indeks (udio stanica u proliferaciji), status hormonskih receptora, status
HER2 receptora (prognosti¢ka 1 prediktivna vrijednost), odnos tumora prema resekcijskim
rubovima, broj pregledanih i pozitivnih limfnih ¢vorova iz aksile te odnos tumora prema
krvnim i limfnim Zilama (9). Tumori se Klasificiraju na temelju TNM Klasifikacije u kojoj T
opisuje veli¢inu i proSirenost tumora, N zahvaéenost regionalnih limfnih ¢vorova, a M
udaljene metastaze (5). Nakon TNM Kklasifikacije odreduje se stadij karcinoma dojke koji

ukazuje na vjerojatnost izljecenja (9).

1.9. Lijecenje
Cilj lijeCenja lokalnog karcinoma je izljeCenje, a prosirenog karcinoma maksimalna duljina i
kvaliteta Zzivota (9). LijeCenje ovisi o stadiju karcinoma dojke, histoloskom tipu i

imunofenotipu te 0 menopauzalnom statusu (13).

Lokalni, primarno operabilan tumor inicijalno se lije¢i kiruskim zahvatom. Pribjegava se
postednim operacijama (segmentektomija i kvadrantektomija), a mastektomija se radi kod
vecih tumora, multicentriénih tumora, starijih Zena kod kojih je otezana poslijeoperacijska
radioterapija, bolesnica s bolestima kolagena te kod onih koje odbiju poslijeoperacijsku
radioterapiju. Stadij bolesti ukazuje na stupanj vjerojatnosti lokalnog recidiva i diseminacije

karcinoma. Adjuvantna (zastitna) terapija primjenjuje se nakon zbrinjavanja primarnog
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tumora kako bi se unistili zaostali mikrozasadi karcinoma koji mogu dovesti do recidiva
bolesti. Adjuvantna terapija moze biti radioterapija, kemoterapija, hormonska terapija i
imunoterapija. Radioterapija se primjenjuje nakon svih postednih zahvata i kod svih
pacijentica s pozitivnim limfnim ¢vorovima aksile (9). Klinicki pozitivne uveéane pazusne
limfne ¢vorove ili vizualizirane UZV treba punktirati ili napraviti biopsiju. Za klinicki
negativne limfne ¢vorove Hrvatsko onkolosko drustvo (HOD) preporucuje napraviti biopsiju
sentinel limfnog ¢vora (¢vora cuvara) o kojoj ovisi disekcija aksile. Disekcija aksile
podrazumijeva odstranjenje najmanje 10 limfnih c¢vorova, a indicirana je nakon
neoadjuvantne terapije, kod pozitivnih limfnih ¢vorova pazuha, te nakon neuspjele
diferencijacije limfnog ¢vora ¢uvara (14). Hormonska terapija se provodi kod pacijentica s
karcinomom pozitivnim na hormonske receptore i to nakon kemoterapije i radioterapije.
Zlatni standard kod premenopauzalnih Zene je tamoksifen, a kod postmenopauzalnih
inhibitori aromataze. Kemoterapija se inicira prva, prije hormonske terapije i radioterapije
(9). Primjenjuje se kod HER2 + i trostruko negativnih karcinoma dojke te kod pozitivnih
limfnih ¢vorova. Kod luminal A i luminal B (HER2 -) karcinoma, odluka o adjuvantnoj
kemoterapiji donosi se na temelju ostalih ¢cimbenika. Uglavnom se primjenjuje kombinacija
antraciklina i taksina (14). Kao adjuvantna ciljana bioloSka terapija primjenjuje se najéesce
trastuzumab kod pacijentica s HER2 pozitivnim karcinomom i kod karcinoma ve¢ih od 1 cm

(9).

Lokalni, primarno neoperabilni karcinomi najprije se tretiraju neoadjuvantnom terapijom. To
je terapija kojoj je cilj smanjiti primarni karcinom kako bi postao operabilan. MozZe biti
kemoterapija, hormonska terapija ili rijetko radioterapija. Ukoliko tumor postane operabilan
indicirana je mastektomija s evakuacijom regionalnih limfnih ¢vorova. Kod lijeCenja

metastatskih karcinoma mora se uzeti u obzir i simptomatsko-potporno lijeenje (9).

U lijecenju karcinoma dojke bitni su prognosticki i1 prediktivni ¢imbenici. Korisni su za
identifikaciju: kandidata za odredeni tip terapije, pacijentica s loSom prognozom kojima je
potrebna agresivna terapija, te onih s jako dobrom prognozom kojima adjuvantna terapija nije
potrebna (1). Prognosticki ¢imbenici govore o ishodu lijeCenja, a prediktivni o vjerojatnosti

odgovora na odredenu terapiju (12).

Tradicionalnih je morfoloskih prognostickih ¢imbenika nekoliko. Prognoza ovisi o:
zahvacenosti 1 broju zahvacenih limfnih ¢vorova, o veli¢ini, histoloskom tipu te o

diferenciranosti karcinoma. Medularnom karcinomu sli¢ni, tubularni, mucinozni, lobularni i
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papilarni karcinom imaju bolju prognozu od invazivnih karcinoma bez posebnih
karakteristika. Karcinomi mogu biti dobro, srednje ili slabo diferencirani. Prognoza takoder
ovisi i 0 prodoru u krvne i limfne zile, te tumorskoj nekrozi koja se smatra lo$im

prognostickim ¢imbenikom (1).

ER i PR se smatraju slabim prognostickim i jakim prediktivnim ¢imbenicima. Karcinomi
pozitivni na hormonske receptore imaju bolju prognozu. Prediktivno ukazuju kakav je
odgovor na hormonsku terapiju. ER uvelike govori o odgovoru karcinoma na lijeCenje
hormonskom terapijom kao §to je tamoksifen koji blokira rast karcinoma stimuliran
estrogenom. Takoder govori 1 o odgovoru karcinoma na inhibitore aromataze koji suzbijaju
nastanak estrogena. HER2/neu povezan je s losijom prognozom, a i prediktivan je ¢imbenik.
Jedan od glavnih razloga odredivanja HER?2 statusa je identifikacija kandidata za ciljanu anti-
HER2 terapiju (trastuzumabom, lapatinibom, pretuzumab i trastuzumab emtansin) iniciranu
kod HER2 + karcinoma dojke. Ki-67 takoder je prognosticki ¢imbenik pri ¢emu je veci
indeks proliferacije povezan s loSijom prognozom. Prognosti¢ki je ¢imbenik kod

neoadjuventne terapije (1, 4, 5, 12).
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Ciljevi su ovog istrazivanja:

a)

b)

c)

d)

prikazati ucestalost karcinoma dojke u svakoj godini zadanog vremenskog razdoblja i
utvrditi trend rasta ili pada broja;

utvrditi ucestalost razli¢itth imunofenotipova karcinoma dojke te ispitati postoji li
razlika u dobi zena oboljelih od karcinoma dojke s obzirom na imunofenotip;

utvrditi postoji li razlika u ucestalosti metastatski pozitivnih aksilarnih limfnih
¢vorova s obzirom na imunofenotip karcinoma dojke;

utvrditi postoji li razlika u dobi pacijentica s obzirom na prisustvo metastatski
pozitivnih aksilarnih limfnih ¢vorova;

utvrditi postoji li razlika u razini proliferacijskog indeksa (Ki-67) s obzirom na
prisustvo metastatski pozitivnih askilarnih limfnih ¢vorova;

prikazati ucestalost pojedinih histoloskih tipova zlo¢udnih epitelnih novotvorevina

dojke s obzirom na imunofenotip.
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3.1. Ustroj studije

Rad je ostvaren kao presje¢na studija na povijesnim podacima (15).

3.2. Materijali

Materijal su nalazi dijagnosticiranih karcinoma dojke u razdoblju od 1.1.2011. do
31.12.2018. s Odjela za patologiju i citologiju Opce zupanijske bolnice Vinkovci. Prikupljani
su podaci 294 pacijentice. U osmogodisnjem razdoblju karcinom dojke dijagnosticiran je kod

samo trojice musSkaraca te su oni iskljuéeni iz daljnje obrade. Istrazivanje je provedeno u

2019. godini.

3.3.  Metode

Pretrazivanjem arhiva Odjela za patologiju 1 citologiju Opc¢e Zupanijske bolnice Vinkovci,
izdvojeni su nalazi karcinoma dojke. Na uzorcima karcinoma imunohistokemijski je
odredena ekspresija ER, PR, HER2 1 Ki-67.

Nakon biopsije ili resekcije dojke slijedi obrada materijala. Biopticki materijal fiksira se u 4
%-tnom puferiranom formaldehidu, pro analysi, Claro-Prom d.o.o. te se obrada radi u Sakura
Tissue-Tek VIP 6 vakuumskom uredaju. Zatim se materijal uklapa u Histosec pastile, Merck
KGaA te se rade rezovi debljine oko 3 mikrona za standardno imunohistokemijsko i

hemalaun eozin bojenje. Preparati se onda stavljaju 180 minuta u termostat na 60 °C (16).

Preparati se boje u Sakura Tissue-Tek Prisma uredaju za automatsko bojenje i pokrivaju
filmom tvrtke Sakura Tissue-Tek u uredaju za automatsko pokrivanje stakala Sakura Tissue-
Tek Film. Bojenje preparata hemalaun eozinom proces je od nekoliko koraka. Potrebno je
napraviti dva urona (po 5 min) u Tissue -Clear (xylen substitut), Sakura Tissue-Tek, jedan
uron u 2-propanol (5 min), Ph. Eur., Gram-Mol d.o.0., jedan uron u 96 %-tni etanol (5 min),
Ph. Eur., Claro-Prom d.o.0., jedan uron u 70 %-tni etanol (5 min), ispiranje u vodovodnoj
vodi (2 min), bojenje u Mayers hemalaun solution (5 min), Merck KGaA, ispiranje u
vodovodnoj vodi (2 min), jedan uron u limunsku kiselinu (5 s), kratko ispiranje u vodovodnoj

vodi, jedan uron u boraks (5 s), kratko ispiranje u vodovodnoj vodi, bojenje u Eosin G (4

10
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min), Merck KGaA, ispiranje u vodovodnoj vodi (3 min), dva urona (po 2 min) u 96 %-tni
etanol, Ph. Eur., Claro-Prom d.o0.0., dva urona (po 5 min) u 2-propanol, Ph. Eur., Gram-Mol

d.o.o. te dva urona (po 5 min) u Tissue-Clear (xylen substitut), Sakura Tissue-Tek (16).

Nakon termostata, preparati za imunohistokemijsko bojenje prolaze alkoholni niz do vode u
Sakura Tissue-Tek Prisma uredaju za automatsko bojenje. U postupku je potrebno napraviti
dva urona (po 5 min) u Tissue-Clear (xylen substitut), Sakura Tissue-Tek, jedan uron u 2-
propanol (5 min), Ph. Eur., Gram-Mol d.0.0., jedan uron u 96 %-tni etanol (5 min), Ph. Eur.,
Claro-Prom d.o.0., jedan uron u 70 %-tni etanol (5 min) te zavr§no uron u vodovodnu vodu.
Nakon ovoga slijedi postupak u Dako PT Linku. Najprije se preparati zagrijavaju u Dako
Target Retrieval Solution koji je visokog pH. Temperatura raste sa 65 °C na 95 °C pri kojoj
ostaje 20 min te se onda hladi opet do 65 °C. Nakon §to se izvade, uzorci se drze u EnVision
FLEX wash bufferu do bojenje u Dako Autostainer Link 48. Preparati se boje Dako EnVision
FLEX kitom tako $to se uzorak tretira Peroxidasa-Blocking Reagentom (5 min), ispire
EnVision FLEX wash bufferom te tretira primarnim antitijelom FLEX Monoclonal Rabbit
Anti-Human Estrogen receptor o, Clone EP1, odnosno ostalim antitijelima FLEX
Monoclonal Mouse Anti-Human Progesteron Receptor, Clone PgR 636, FLEX Monoclonal
Rabbit Anti-Human Ki-67 Antigen, Clone MIB-1 i Monoclonal Rabbit Anti-Human Her 2
Protein (20 min), ispire EnVision FLEX wash bufferom i boja EnVision FLEX
Hematoxylinom. Na kraju se preparati moraju prekriti filmom tvrtke Sakura Tissue-Tek u

uredaju za automatsko pokrivanje stakla Sakura Tissue-Tek Film (17).

3.4. Statisticke metode

Varijable su prikupljene u racunalnom sustavu MS Excel i obradene u programu R. Uzorak je
opisan metodama deskriptivne statistike. Za ispitivanje raspodjela numeric¢kih varijabli
koristen je Shapirov test. Medusobna usporedba nominalnih varijabli provedena je
koristenjem Pearson y2 testa ili Fisherovog egzaktnog testa ovisno o veli¢ini uzorka. Kod
usporedbe viSe skupina numerickih varijabli, ovisno o distribuciji podataka, koriStena je
jednosmjerna analiza varijance (ANOVA), odnosno Kruskal-Walis test, a u sluc¢aju potrebe i
adekvatni post-hoc test. Za usporedbu dviju grupa numerickih varijabli koristen je
parametrijski Studentov t-test ili u slucaju raspodjele koja ne slijedi normalnu raspodjelu
Mann-Whitney U test. U ovom radu razina statisticke znacajnosti za sve testove kojima se

provode usporedbe je definirana na 0,05 (p < 0,05).

11
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4.1. Opis uzorka

Istrazivanje je obuhvatilo 297 nalaza biopsije pacijenata oboljelih od karcinoma dojke. U
nalazima se nalazi imunohistokemijski ispitana ekspresija ER, PR, Ki-67 i amplifikacija
HER2/neu. Od 297 uzoraka karcinoma dojke, 294 (99,01 %) pripada Zenskom spolu, a 3

(0,99 %) muSkom spolu. Pacijenti muskog spola su isklju€eni iz daljnje obrade.
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Slika 1. Raspodjela pacijentica prema dobi

Na slici 1. prikazana je ucestalost karcinoma dojke prema dobi pacijentica. Aritmeticka
sredina dobi ispitanica je 65 godina sa standardnom devijacijom 12,1. Uzorak slijedi

normalnu raspodjelu, §to je provjereno Kolmogorov-Smirnovim testom (D = 0,05; p = 0,4).
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Slika 2. Broj pacijentica oboljelih od karcinoma dojke po godinama istraZivanog

razdoblja

Graf pokazuje blagi uzlazni trend broja operiranih pacijentica u razdoblju od 2011. do 2018.
godine uz iznimku 2013. godine. Ukoliko teorijski rasporedimo ukupan broj oboljelih
pacijentica na 8 godina dobijemo prosje¢no 37 u jednoj godini (crvena linija), te usporedimo
li to s dobivenim podacima (stupci), ne nalazi se statisticki znacajna razlika (hi-kvadrat =
5,87, df = 7, p = 0,55) niti u jednoj od istrazivanih godina od 2011. do 2018. unato¢
razlikama u ucestalosti po godinama (najviSe oboljelih ima u 2018. i to 45, a najmanje u

2011. godini 26 oboljelih pacijentica).

Unato¢ odsutnosti statisticke razlike, na ovom uzorku moze se vidjeti blagi porast broja

pacijentica oboljelih od karcinoma dojke u razdoblju od 2011. do 2018. godine (Slika 2.).

13
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Tablica 2. Patohistoloska dijagnoza karcinoma dojke

Patohistoloska dijagnoza Broj oboljelih Postotak oboljelih (%)

Ca. invasivum mammae 236 80,27
Ca. lobulare invasivum mammae 30 10,20
Ca. mucinosum ivasivum mammae 10 3,40
Ca. ductale in situ mammae 3 1,02
Ca. medullarae mammae 5 1,70
Ca. tubulare mammae 2 0,68
Ca. metaplasticum mammae 2 0,68
Ca. papillare invasivum mammae 3 1,02
Ca. adenosquamosum mammae 1 0,34
Ca. lobulare in situ mammae 1 0,34
Ca. invasivum mammae (apokrini tip) 1 0,34
Ukupno 294 100

Prema patohistoloskoj dijagnozi najvise je dijagnosticirano invazivnih karcinoma dojke
(236). Invazivnih lobularnih karcinoma dojke dijagnosticirano je 30, a invazivnih mucinoznih
10. Ostale pacijentice imale su rjede zastupljene patohistoloske tipove karcinoma dojke
(Tablica 2.).

4.2. Raspodjela po imunofenotipu
Imunofenotipove Luminalni A, luminalni B HER2/neu negativan, luminalni B HER2/neu

pozitivan te trostruko negativni odreduje ekspresija ER, PR, Ki-67 i amplifikacija HER2/neu.

Tablica 3. Raspodjela pacijentica oboljelih od karcinoma dojke s obzirom na

imunofenotip po godinama istraZivanog razdoblja ( n (%))

Luminal A Luminal B Luminal HER2+ Trostruko
B/HER2+ negativni
2011 12 (15,00) 8 (6,61) 2 (4,44) 1 (5,55) 3 (10)
2012 9 (11,25) 10 (8,26) 4 (8,88) 3 (16,66) 3 (10)
2013 7 (8,75) 27 (22,31) 2 (4,44) 3 (16,66) 3 (10)
2014 11 (13,75) 10 (8,26) 3 (6,66) 1 (5,55) 4 (13,33)
2015 7 (8,75) 15 (12,40) 4 (8,88) 4 (22,22) 7 (23,33)
2016 13 (16,25) 14 (11,57) 10 (22,22) 3 (16,66) 2 (6,66)
2017 10 (12,50) 12 (9,92) 15 (33,33) 3 (16,66) 4 (13,33)
2018 11 (13,75) 25 (20,66) 5(11,11) 0 (0,00) 4 (13,33
ukupno 80 (27,21) 121 (41,16) 45 (15,31) 18 (6,12) 30 (10,10)
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U tablici 3. prikazana je ucestalost karcinoma dojke s obzirom na imunofenotip po godinama
istrazivanog razdoblja. U 2011. i 2014. najucestaliji je imunofenotip luminal A, a u 2017.
luminal B/HER2 +. U ostalim godinama najucestaliji je luminal B. U istrazivanjem
obuhva¢enom osmogodiSnjem razdoblju najucestaliji je imunofenotip luminal B. Postoji
statisticki znacajna razlika u ucestalosti pojedinih imunofenotipa s obzirom na godinu

pojavljivanja. (hi-kvadrat = 48,1, df = 28, p = 0,01).
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Slika 3. Dob pacijentica oboljelih od karcinoma dojke s obzirom na imunofenotip

Shapiro-Wilk testom utvrdeno je kako dob svih grupa imunofenotipa, osim Luminal A
(lumA), oboljelih pacijentica ima raspodjelu koja odgovora normalnoj raspodjeli. Utvrdena
razlika u dobi oboljelih pacijentica s obzirom na imunofenotip karcinoma dojke nije
statisticki znacajna. (Kruskal-Wallis = 35,18, df = 51, p = 0,96). Crvena linija oznacava

medijan dobi svih pacijentica koji je jednak prosjeku i iznosi 65 godina (Slika 3.).
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Tablica 4. Dob pacijentica oboljelih od karcinoma dojke s obzirom na imunofenotip

Minimalna Medijan Aritmetic¢ka Maksimalna
sredina
lumA 38 67 65,55 87
lumB 37 65 65,63 91
lumB/HER2 38 65 62,76 84
HER2 45 60 64,39 91
trostruko_neg 39 64,50 65,4 90

U tablici 4. prikazana je dob pacijentica oboljelih od karcinoma dojke s obzirom na

imunofenotip. Prosjek dobi podjednak je kod svih imunofenotipova te nema statisti¢ki

znacajne razlike.

Kod 167 (57 %) pacijentica odstranjeni su aksilarni limfni ¢vorovi, dok kod 127 (43 %)

resekcija aksile nije radena. Od 167 oboljelih, kod kojih je radena resekcija aksile, 111 (66

%) je imalo pozitivne (dokazane presadnice karcinomskog tkiva) limfne ¢vorove, a 56 (34 %)

negativne.
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Slika 4. Ucdestalost metastatski pozitivnih limfnih ¢vorova s obzirom na imunofenotip

karcinoma dojke

Utvrdena razlika izmedu pojedinih imunofenotipova karcinoma dojke u ucestalosti
detektiranih metastatski pozitivnih aksilarnih limfnih ¢vorova je statisticki znacajna. (hi-
kvadrat = 12,87, df = 4, p < 0,05), a post-hoc analizom utvrdeno je da imunofenotip luminal
B znaCajno Ce$¢e ima metastatski pozitivne limfne ¢vorove u odnosu na imunofenotip

luminal A (p <0,01) (Slika 4.).

Tablica 5. Razlika u dobi pacijentica oboljelih od karcinoma dojke s obzirom na

prisutnost metastaski pozitivnih limfnih ¢vorova

Aritmeti¢ka sredina Standardna devijacija
Pozitivni I¢ 63,97 12,35
Negativni I¢ 67,07 11,57
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U Tablici 5. prikazana je razlika u dobi oboljelih s obzirom na prisutnost metastatski
pozitivnih limfnih ¢vorova. Shapiro-Wilks testom utvrdeno je da raspodjela odgovara
normalnoj. Srednja vrijednost dobi pacijentica s pozitivnim aksilarnim metastatskim limfnim
¢vorovima je neSto niza nego srednja vrijednost dobi pacijentica u Kkojih nisu nadene
metastaze u aksilarnim limfnim ¢vorovima, no utvrdena razlika nije statisticki znacajna (t =

1,59, p = 0,11).
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Slika 5. Broj pacijentica s pozitivnim i negativnim aksilarnim limfnim ¢vorovima ovisno

o tome je li razina proliferacijskog indeksa (Ki67) vec¢a ili manja od 20 %

Razlika u broju pozitivnih limfnih ¢vorova izmedu pacijentica u kojih je prolifearcijski
indeks vec¢i od 20 % i onih u kojih je proliferacijski indeks jednak ili manji od 20 % je
statistiCki znacajna. (hi-kvadrat = 9,26, df = 1, p <0,01) (Slika 5.).
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Tablica 6. Histoloski tipovi u odnosu na imunofenotip

lumA lumB LumB HER?2 Trostruk | ukupno
/HER2+ onegativa
n
Carcinoma | 52 103 41 18 24 238
invasivum | (21,85 %) | (43,28 %) | (17,23 %) | (7,56 %) (10,08 %)
mammae
Carcinoma | 16 12 2 0 0 30
lobulare (53,33 %) | (40,00 %) | (6,66 %)
invasivum
mammae
Carcinoma |5 5 0 0 0 10
mucinosum | (50,00 %) | (50,00 %)
invasivum
mammae
Carcinoma |0 0 0 0 3 3
medullarae (100 %)
Carcinoma |2 1 0 0 0 3
papillare (66,66 %) | (33,33 %)
invasivum
mammae
DCIS 2 0 1 0 0 3
(66,66 %) (33,33 %)
Ostali* 3 0 1 0 3 7
(42,86 %) (14,28 %) (42,86 %)

* Carcinoma tubulare mammae, Carcinoma metaplasticum mammae, Carcinoma adenosquamosum mammae, Morbus
Paget, LCIS, Carcinoma invasivum mammae (apokrini tip)

U tablici 6. prikazani su histoloski tipovi karcinoma dojke u ovisnosti o imunofenotipu.
Najvise je Carcinoma invasivum mammae (NOS) od kojih je najée$¢i imunofenotip luminal
B. Kod Carcinoma lobulare invasivum mammae nesto je viSe luminal A od luminal B
imunofenotipa. Luminal A i luminal B jednako su zastupljeni kod Carcinoma mucinosum
invasivum mammae. Od tri karcinoma koja su po histoloskom tipu DCIS dva su luminal A, a
1 luminal B imunofenotipa. Sva tri medularna karcinoma su trostruko negativnog
imunofenotipa. Od tri Carcinoma papillare invasivum mammae, dva su luminal A, a 1

luminal B imunofenotipa.
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U ovoj presje¢noj studiji napravljenoj na povijesnim podatCcima analizirani su patohistoloski
nalazi pacijentica s karcinomom dojke. Podaci od interesa bili su imunofenotip karcinoma
odreden na temelju imunohistokemijske analize (vrijednosti ekspresije ER, PR, Ki-67 i
amplifikacije HER2/neu), histoloski tip, dob pacijentice pri dijagnozi karcinoma,

odstranjenost aksilarnih limfnih ¢vorova te prisutnost metastatski pozitivnih limfnih ¢vorova.

U osmogodisnjem razdoblju prikupljeno je 297 nalaza biopsija karcinoma dojke. U
istrazivanje su ukljuceni samo nalazi pacijentica Zenskog spola, njih 294. Aritmeticka sredina
dobi ispitanica je 65 godina sa standardnom devijacijom 12,1. Mitrovi¢ O i sur. dobili su
sliéne rezultate, aritmeticka sredina dobi bila je 65,59 sa standardnom devijacijom 10,17 (18).
U studiji Jakovcevi¢ D i sur., aritmetiCka sredina dobi oboljelih bila je 56 godina (19).
Aritmeticka sredina dobi je znatno niza u Africi Sto su pokazala istrazivanja provedena u
Alziru i Nigeriji (20, 21). Sli¢ni su rezultati i u studijama provedenim u Saudijskoj Arabiji,
Indiji, Vijetnamu te Pakistanu u kojem je aritmetic¢ka sredina dobi oboljelih 43,3 godine (22-
26).

Prema rezultatima naseg istrazivanja, postoji blagi uzlazni trend broja operiranih pacijentica u
razdoblju od 2011. do 2018. uz iznimku 2013. godine. Podatci za ostala podrucja Republike
Hrvatske dostupni su za razdoblje od 2011. do 2016. u Hrvatskom registru za rak. Uzlazni
trend u tom razdoblju moze se primijetiti u gotovo svim Zupanijama. Veca ucestalost
karcinoma dojke u 2013., kao iznimka u uzlaznom trendu, moze se primijetiti u
Varazdinskoj, Sisacko-Moslavackoj, Medimurskoj, Krapinsko-zagorskoj, Karlovackoj,
Brodsko-posavskoj, Osjec¢ko-baranjskoj te Vukovarsko-srijemskoj zupaniji (11, 27, 28, 29,
30, 31).

Prema imunofenotipu karcinomi se dojke razvrstavaju na: luminal A, luminal B HER2/neu
negativan, luminal B HER2/neu pozitivan, HER2/neu pozitivan i trostruko negativan.
Imunofenotip  bitan je zbog donoSenja odluke o adekvatnom lijeGenju te za prognozu
oboljelih od karcinoma dojke. U naSem uzorku od 294 karcinoma dojke, 121 (41,16 %) je
luminal B HER2/neu negativan, 80 (27,21 %) luminal A, 45 (15,31 %) luminal B HER2/neu
pozitivan, 30 (10,10 %) trostruko negativan i 18 (6,12 %) HER2/neu pozitivan. Studija
provedena u Republici Hrvatskoj u razdoblju od 2002. do 2003. na 152 uzorka pokazala je
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razli¢ite rezultate od naseg istrazivanja. Najzastupljeniji imunofenotip bio je luminal A (49,3
%) te su ga slijedili trostruko negativan, luminal B HER2/neu -, luminal B HER2/neu + te
HER2 + imunofenotip (19). Gulzar R i sur. su dobili vrlo sli¢ne rezultate nasima. Redoslijed
imunofenotipa po ucestalosti je bio jednak nasem. U uzorku od 285 oboljelih najzastupljeniji
imunofenotip bio je luminal B (48,77 %), a slijedili su ga luminal A (21,5 %), HER2/neu +
(18,94 %) te trostruko negativan (11,22 %) (26). Slicnu raspodjelu u ucestalosti
imunofenotipova pokazale su i studije provedene u Brazilu i Republici Srbiji u kojima je
najucestaliji bio luminal B imunofenotip, a slijedili su ga luminal A, trostruko negativan i
HER2/neu + (18, 32). Usporeduju¢i s Europom, studije provedene u Italiji, Njemackoj i
Francuskoj pokazale su da je najucestaliji imunofenotip luminal A te da ga slijedi luminal B
HER2/neu -, a da je najmanje u¢estao HER2/neu + imunofenotip (33-35). Treba napomenuti
da su ove tri studije provedene na puno veéem uzorku od nasSega. Sli¢na istrazivanja
provedena su u Kini i Japanu gdje je takoder najuestaliji imunofenotip bio luminal A, a
slijedili su ga luminal B, trostruko negativan i HER2/neu + (36, 37). Hong Tang V i sur. su
pokazali da je od 237 uzoraka karcinoma dojke na podruéju Svedske najzastupljeniji luminal
B HER2/neu + (41,3 %) imunofenotip te da ga slijedi luminal A (31,6 %) sli¢no kao i u
nasoj studiji, dok je najmanje zastupljeni imunofenotip bio HER2/neu + (25). Studije
provedene u Saudijskoj Arabiji pokazale su takoder da je najzastupljeniji imunofenotip
luminal A, a da je najmanje zastupljen HER2/neu + (22, 23). Prema podatcima iz studije koja
je obuhvatila 50 571 uzorak iz Sjedinjenih Ameri¢kih DrZzava, luminal A je najucestaliji, a
slijede ga trostruko negativan, luminal B i HER2/neu + (38). Trostruko negativan
imunofenotip, poznat po loSijoj prognozi, pokazao se najzastupljenijim u studijama
provedenim u Nigeriji i Indiji. Slijedili su ga luminal A, HER2/neu + i luminal B (20, 24). Od
navedenih studija, najviSe je onih koje su pokazale da je najucestaliji imunofenotip luminal

A, a najmanje zastupljen HER2 +.

Prosje¢na dob oboljelih pacijentica u ovoj je studiji 65 godina. Razlika u dobi po ucestalosti
imunofenotipova karcinoma dojke nije statisticki znacajna. Mazouni C i sur. takoder su
analizirali dob po ucestalosti imunofenotipova. Njihovi su rezultati pokazali nizu prosjec¢nu

dob u svim imunofenotipovima, ali takoder nije utvrdena statisticki znacajna razlika (35).

U nasem istrazivanju kod 167 (57 %) pacijentica odstranjeni su aksilarni limfni ¢vorovi. Kod
127 (43 %) aksilarni limfni ¢vorovi nisu bili operativno odstranjeni te kod njih nije bila
moguca analiza limfnih ¢vorova. Od njih 167, 111 (66 %) imalo je metastaze u aksilarnim

limfnim ¢vorovima, a njih 56 (34 %) nije. Razlika izmedu pojedinih imunofenotipova
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karcinoma dojke u ucestalosti utvrdenih metastatski pozitivnih aksilarnih limfnih ¢vorova
statisti¢ki je znacajna te je utvrdeno da imunofenotip luminal B znacajno ¢es¢e ima metastaze
u limfne ¢évorove u odnosu na imunofenotip luminal A. Prosjek godina pacijentica s
pozitivnim aksilarnim metastatskim limfnim ¢vorovima je nesto nizi nego kod pacijentica
koje nisu imale metastaze u aksilarne limfne ¢vorove, no razlika nije statisticki zna¢ajna. Ini¢

Z isur. su u svojoj studiji takoder nisu nasli statisticki znacajnu razliku (39).

Luminal B HER2 - imunofenotip karcinoma dojke trebao bi pokazivati veé¢i Ki-67 od luminal
A. Oba imunofenotipa su HER2 - i ER +, ali luminal B HER2 - ima loSiju prognozu stoga je
razdvajanje ova dva tipa karcinoma dojke bitno zbog odredivanja terapije. Bustreo i sur.
ispitali su cut-off vrijednosti na 1577 HER2 -/ER + karcinoma dojke. Studijom su potvrdili da
je cut-off vrijednost veca od 20 % povezana s visoko rizi¢nim pacijentima, kod luminalnog
karcinoma te predlazu da se Ki-67 integrira s ostalim prognostickim ¢imbenicima (8). Prema
preporuci St. Gallen Oncology Confrences iz 2013. cut-off vrijednost za ovaj ¢imbenik je 20
% dok prema preporukama iz 2015. vrijednost Ki-67 za subklasifikaciju imunofenotipa
luminal B treba biti najmanje 20-29 %, a da je 10 % i manje dovoljno niska vrijednost za
subklasifikaciju luminal A. U Republici Hrvatskoj koristi se cut-off vrijednost 20 % (Ki-67 >
20 % i Ki-67 < 20 %). Cut-off vrijednost je bitna u klinickoj praksi jer ukazuje koje
pacijentice trebaju primati agresivniju terapiju (40). U ovoj studiji zanimala nas je razlika u
broju pozitivnih limfnih ¢vorova izmedu pacijentica u kojih je proliferacijski indeks veéi od
20 % i onih kod kojih je 20 % ili manji. Razlika se pokazala statisticki zna¢ajnom. Aksilarni
limfni ¢vorovi ¢eSce su bili metastatski pozitivni kod onih s Ki-67 vrijednosti ve¢om od 20
%. Ini¢ Z i sur. takoder su pokazali da je povezanost izmedu metastatski pozitivnih

aksilarnih limfnih ¢vorova i povisene vrijednosti Ki-67 statisticki znacajna (39).

Prema ASCO/CAP smjernicama ER, PR i HER2/neu treba odrediti na svim novo
dijagnosticiranim primarnim karcinomima dojke te je isto potrebno napraviti na metastatskim
lezijama ako su dostupne (41, 42). Za ER i PR pozitivan nalaz je ukoliko je > 1 % tumorskih
stanica imunoreaktivno, a ako je < 1 % tada je nalaz negativan (41). Ukoliko je HER2 status
0 ili 1 + nalaz se smatra negativnim. Ukoliko je 3 + smatra se pozitivnim. Ukoliko je HER2
status 2 +, prema smjernicama ASCO/CAP, a kojima se vodi 1 Hrvatsko onkolosko drustvo,
potrebno je napraviti in situ hibridizaciju (FISH/CISH) (14, 41). Status HER2/neu povezan je
s losijom prognozom bolesti i zato je bitno njegovo precizno odredivanje. S obzirom na ovo
trebala bi se razmotriti moguénost uvodenja in situ hibridizacije kao metode za testiranje

HER2 2 + (dvosmislenih) nalaza u Op¢oj Zupanijskoj bolnici Vinkovci u cilju identifikacije
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kandidata za HER2 ciljanu terapiju, jer se sada uzorci bolesnica sa HER2 statusom 2 +
upucuju na in situ hibridizaciju u druge ustanove, a §to znatno produzuje vrijeme do konaéne

dijagnoze i1 zapocinjanja onkoloske terapije.

Najces¢i patohistoloski tipovi u ovoj studiji invazivni su karcinom dojke (NOS) i lobularni
invazivni karcinom dojke. NOS je dijagnosticiran kod 236 oboljelih (80,27 %), a lobularni
invazivni kod 30 (10,20 %). Ostalo su rjedi patohistoloski tipovi karcinoma nadeni kod 7
pacijentica i samo 3 duktalna karcinoma in situ, s$to je ukupno 3,4 % od svih
dijagnosticiranih karcinoma dojke. Usman i suradnici su u svojoj studiji dobili sli¢ne
rezultate po kojima je 73,2 % karcinoma bilo NOS, 6,8 % lobularni invazivni te 1,2 % DCIS
(20). U nasem istrazivanju najvise pacijentica S invazivnim karcinomom dojke imalo je
luminal B HER2/neu - imunofenotip. Drugi po ucestalosti patohistoloski tip, invazivni
lobularni karcinom dojke, najcescée je bio luminal A imunofenotipa. Verma S i sur. takoder
su pokazali da je najucestaliji patohistoloski tip bio invazivni karcinom dojke s najcesce
luminal B HER2/neu - imunofenotipom. Drugi po ucestalosti im je takoder invazivni
lobularni karcinom dojke koji je po imunofenotipu naj¢es¢e luminal A (43). S druge strane,
Usman A i sur. su u svojoj studiji pokazali da je najucestaliji patohistoloski tip bio invazivni
karcinom dojke, ali najéeS¢e trostruko negativan (20). U studiji Caldarelle A i sur.
najucestaliji patohistoloski tip bio je takoder invazivni karcinom dojke, ali se ocitovao

naj¢esc¢e kao luminal A (33).

23



6. ZAKLJUCAK

6. ZAKLJUCAK

Na temelju provedene studije i dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

Karcinomi dojke ¢esc¢i su kod osoba Zenskog spola.

Postoji blagi trend porasta broja pacijentica oboljelih od karcinoma dojke u
promatranom razdoblju.

Karcinomi dojke ¢esce se javljaju u starijoj zivotnoj dobi.

Pacijentice oboljele od karcinoma dojke odredenog imunofenotipa se ne
razlikuju prema dobi.

Imunofenotip luminal B HER2/neu - ¢e$¢e ima metastatski pozitivne limfne
¢vorove u odnosu na imunofenotip luminal A.

Pacijentice oboljele od karcinoma dojke ne razlikuju se prema dobi s obzirom
na prisutnost metastatski pozitivnih aksilarnih limfnih ¢vorova.

Metastaze u aksilarne limfne ¢vorove, neovisno o imunofenotipu, ucestalije su
kod pacijentica oboljelin od karcinoma dojke kod kojih je proliferacijski
indeks (Ki-67) veé¢i od 20 % nego kod onih s proliferacijskim indeksom (Ki-
67) manjim ili jednakim 20 %.
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7. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Cilj je istrazivanja utvrditi uestalost karcinoma dojke u odnosu na dob,
posebne histoloske tipove, imunofenotip i metastaze u aksilarne limfne C¢vorove u

osmogodiSnjem razdoblju.
Nacrt studije: Rad je ostvaren kao presjecna studija na povijesnim podatcima.

Materijali i metode: Pretrazivanjem arhiva Odjela za patologiju i citologiju Opce Zupanijske
bolnice Vinkovci, izdvojeni su nalazi karcinoma dojke. U istrazivanje su ukljuene 294
pacijentice s dijagnosticiranim karcinomom dojke u periodu od 1.1.2011. do 31.12.2018.
godine. Na uzorcima karcinoma imunohistokemijski je odredena ekspresija ER, PR, Ki-67 i

amplifikcija HER2.

Rezultati: Sve 294 biopsije pripadaju pacijenticama Zenskoga spola. Aritmeticka sredina
dobi bila je 65 godina sa SD 12,1. Kod 167 (57 %) pacijentica su odstranjeni aksilarni limfni
¢vorovi, dok kod 127 (43 %) resekcija aksile nije radena. Od njih 167, kod 111 (66 %) nadeni
su pozitivni aksilarni limfni ¢vorovi (dokazane presadnice karcinomskog tkiva), a kod njih 56
(34 %) negativni. Najvise je Carcinoma invasivum mammae (NOS)-ukupno 239 kod kojih je
najces¢i imunofenotip luminal B (103). U istrazivanjem obuhva¢enom osmogodiSnjem
razdoblju najucestaliji je imunofenotip luminal B. Imunofenotip luminal B znacajno CeSce
ima metastatski pozitivne limfne ¢vorove u odnosu na imunofenotip luminal A. Aksilarni
limfni ¢vorovi ¢eSce su bili metastatski pozitivni kod onih s Ki-67 vrijednosti ve¢om od 20
%.

Zakljuéak: Odluka o lijjecenju karcinoma dojke 1 prognoza bolesti ovisi o
imunohistokemijskoj analizi stoga je ona obavezna kod oboljelih od karcinoma dojke. Bitno
je uskladiti 1 standardizirati metode odredivanja biomarkera te provoditi daljnja istraZivanja u

svrhu unaprjedenja dijagnoze, lije€enja i prognoze karcinoma dojke.

Kljuéne rijeci: dob; imunofenotip; karcinom dojke; proliferacijski indeks; status

aksilarnih limfnih évorova
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8. SUMMARY

Monitoring of the eight-years period incidence of breast cancer from the bioptic material of

the Department of pathology and cytology of General County Hospital Vinkovci

Objectives: The aim of the study was to determine the incidence of breast cancer in relation
to age, specific histological types, immunophenotype and metastasis to axillary lymph nodes

in the eight-year period.
Study Design: The study was designed as a cross-sectional study.

Material and methods: Breast cancer reports were found by searching the archives of the
Department of Pathology and Cytology of the General County Hospital of Vinkovci. The
study included 294 patients with diagnosed breast cancer during the period from 1/1/2011
until 31/12/2018. Immunohistochemical expression of ER, PR, Ki-67 and amplification of

HER2 was determined in the samples of cancer.

Results: All 294 biopsies were of female patients. Mean age was 65 years with SD 12.1.
Axillary lymph nodes were removed in 167 (57 %) patients, while in 127 (43 %) axillary
resection was not performed. Of the 167, 111 (66 %) of the patients had positive axillary
lymph nodes (proven carcinoma tissue) and 56 (34 %) had negative ones. The most common
histological type was the invasive mammary carcinoma (NOS) — total of 239. In this group
the most common immunophenotype was luminal B — total of 103. In the eight-year study,
the most common immunophenotype was luminal B. It is more common for luminal B
immunophenotype to have positive metastatic lymph nodes than for luminal A. Axillary

lymph nodes were more often metastatic positive when their Ki-67 value was over 20 %.

Conclusion: The treatment of breast cancer and prognosis depends on the
immunohistochemical analysis. Therefore, the analysis is mandatory for breast cancer
patients. It is important to harmonize and standardize the methods for biomarker
determination and to carry out further research in order to improve diagnosis, treatment and

prognosis of breast cancer.

Keywords: age; breast cancer; immunophenotype; proliferation index; status of axillary

lymph nodes
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