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1. Uvod



1.1. Epidemiologija karcinoma dojke

Karcinom dojke je najces¢a maligna bolest i na drugom mjestu po smrtnosti od
malignih tumora u Zena (1). Prema podacima Registra za rak Republike Hrvatske koncem 60-
ih godina broj registriranih bolesnica s rakom dojke kretao se oko 1000 novih slucajeva
godisnje, dok se koncem 80-ih godina taj broj poveéao na 1500 (slika 1.). Rak dojke u
Republici Hrvatskoj je prema podatcima iz 2013. godine na prvom mjestu i po incidenciji i
mortalitetu u Zena u dobi od 30 do 80 godina. U 2013 godini od raka je oboljelo 9796 zZena,
2557 (26%) je oboljelo od karcinoma dojke, a 994 su umrle od raka dojke (2). U Republici
Hrvatskoj se povecava stopa incidencije 1 smrtnosti uz porast broja bolesnica mlade dobi.
Poboljsanje prezivljenja bolesnica s rakom dojke moze se djelomi¢no objasniti otkrivanjem

veceg broja manjih tumora s povoljnijim histoloskim znacajkama tj. u ranoj dijagnostici (3).
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Slika 1. NajceSca sijela raka u Zena u 2013.godini (Preuzeto iz: HZJZ, Registar za rak,
Incidencija raka u Hrvatskoj 2013, Bilten br.38).

Najveca incidencija karcinoma dojke je u Sjevernoj Americi i sjevernoj Europi a
najmanja u Aziji i Africi (4).

1.2. Etiologija karcinoma dojke

Etiologija karcinoma dojke je multifaktorijalna. Osim genskih utjecaja vezanih za

mutaciju tumorsupresorskih gena BRCA1 1 BRCA2, utjecaj imaju 1 okoli$ni ¢imbenici:



visoko kalorijska prehrana, manjak fizicke aktivnosti, povecana konzumacija alkohola,
pusenje, stres, izloZenost ionizirajuéem zracenju, kao i hormonski utjecaji vezani uz ranu
menarhu, kasnu menopauzu, nuliparitet, prvi porod u kasnijoj Zivotnoj dobi, te hormonsko
nadomyjesno lijeCenje (5).

1.3. Klinicke osobitosti i dijagnostika karcinoma dojke

Najces¢i simptom karcinoma dojke je palpabilan ¢vor, kojeg moze pratiti retrakcija
koze, uvlacenje bradavice ili iscjedak. Rjede, jedini simptom moZe biti povecanje aksilarnih
limfnih ¢vorova bez uo€ljivih abnormalnosti tkiva dojke (6).

Dijagnosticke slikovne metode koje se rutinski koriste u ranoj dijagnostici karcinoma
dojke su: mamografija, ultrazvuk i magnetska rezonancija dojki.

Mamografija je Siroko dostupna dijagnosticka metoda za detekciju karcinoma dojke u
zZena starijih od 40 godina (7).

Ultrazvuk dojke je metoda izbora za dijagnostiku bolesti dojke u zZena mladih dobnih
skupina (do 40-e godine zivota) zbog zasjenjenosti dojki uzrokovane obilnijim Zzljezdanim
parenhimom koji ith ¢ini manje dostupnima mamografiji. Ultrazvuk dojke je metoda
komplementarna mamografiji, a usporednom primjenom toc¢nost nalaza povecava se do 98%
(8). Magnetska rezonancija najsenzitivnija je metoda u dijagnostici karcinoma dojke, no njena
primjena ogranicena je na zene koje su nosioci mutacije BRCA1 i BRCA2 gena, a koristi se i
u preoperativnoj dijagnostici lobularnih karcinoma (7). Za kona¢nu dijagnozu potrebna je

patohistoloSka potvrda, koja je dio standardne preoperativne obrade.



1.4. Histoloska klasifikacija

Na osnovu histoloskih karakteristika invazivni karcinomi dojke se prema Histoloskoj
klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije dijele u razli¢ite podtipove (9):
e Invazivni karcinom bez posebne oznake (NOS)
e Invazivni lobularni karcinom
e Tubularni karcinom
e Kiribriformni karcinom
e Mucinozni karcinom
e Karcinom s medularnim znac¢ajkama
e Karcinom s apokrinom diferencijacijom
e Karcinom s diferencijacijom tipa prstena pecatnjaka
e Invazivni mikropapilarni karcinom
e Metaplasti¢ni karcinom bez posebne oznake

Invazivni karcinom bez posebne oznake (NOS, DCIS) je najces¢i oblik
preinvazivnog karcinoma dojke. Rije¢ je o proliferaciji atipicnih epitelnih stanica, bez
probijanja bazalne membrane kanali¢a i bez infiltracije strome. Zadnjih deset godina biljezi se
porast NOS zahvaljuju¢i mamografskom probiru s 5% na 15-30% (10). Podijeljen je u pet
podtipova: papilarni, mikropapilarni, kribriformni, solidni i komedo. Prva cetiri zovu se joS i
non-comedo NOS, histoloski i klinicki su manje agresivni. Komedo NOS su
brzoproliferativni, aneuploidni, imaju visoku ekspresiju HER2neu i agresivnijeg su ponasanja
(11). Estrogenski receptori su pozitivni u 70% slu¢ajeva, HER2 u oko 50% DCIS-a, a
mutacija tumorsupresorkog gena p53 prisutna je u 25% slucajeva (12).

Invazivni lobularni karcinom in situ (LCIS) nastaje u terminalnoj duktulo-
lobularnoj jedinici. Smatra se rizi€nim ¢imbenikom, a ne direktnim prekursorom karcinoma
dojke. Pacijentice sa LCIS-om imaju 7-12 puta ve¢i rizik za razvoj raka od ostatka populacije
(13). Rizik nastanka invazivnog karcinoma u istoj dojci (unilateralno) iznosi 18%, a
kontralateralno 14%. Za razliku od DCIS-a, LCIS nije vidljiv na mamogramu, te se uglavnom
otkriva kao ,,slu¢ajan nalaz* (14). Pojavljuje se ¢esto u mladih bolesnica u premenopauzalnoj
dobi.

Tubularni karcinom cini 2% invazivnih karcinoma. U usporedbi s duktalnim,
tubularni se ¢esc¢e javlja kod starijih pacijentica, manji je po veli¢ini (0,2-2 cm, vec¢ina 1 cm), 1
rjede zahvaca limfne ¢vorove. Mikroskopski se vidi Siljasti tubuli otvorenog lumena omedeni

sa jednim redom epitalnih stanica (izgled poput suze). Gotovo su uvijek ER i1 PR pozitivni, a



HER2 negativni. Imaju odli¢nu prognozu. Zahvacéenost aksilarnih limfnih ¢vorova je rijetka
(8).

Invazivni karcinom nespecificiranog tipa (duktalni karcinom) obuhvaca najvecu
skupinu karcinoma dojke (40-70%). Tvrdi su na palpaciju, povrSina reza je sivo bijela sa
zutim prugama. Oko 70-80% duktalnih karcinoma dojke imaju pozitivne estrogenske
receptore i u 15-20% slucajeva su HER2 pozitivnog statusa (8).

Lobularni karcinom ¢ini 5-15% invazivnih tumora dojke, posljednjih 20 godina u
stalnom je porastu. Incidencija je povecana u Zena iznad 50 godina $to bi se moglo pripisati
povecanoj upotrebi hormonske nadomjesne terapije (15). Srednja dob bolesnica sa invazivnim
lobularnim karcinomom je 1-3 godine starije od bolesnica s invazivnim duktalnim
karcinomom (8). Vecina Zena prezentira se s palpabilnom masom koja moze zahvatiti bilo
koji dio dojke iako se najcesce smjesteni centralno. Imaju visoku stopu multicentri¢nosti kao i
pojavu kontralateralnih tumora (8-19%). Mikrokalcifikati se rjede javljaju. Graden je od
malih atipi¢nih stanica koje formiraju jednoredne tracke unutar vezivne strome. Tracci se
koncentri¢no redaju oko normalnih kanali¢a. Ovaj tip karcinoma je ER pozitivan u 70-95%
sluc¢ajeva, PR pozitivan u 60-70% slu€ajeva, dok je HER?2 rijetko pozitivan (8).

Medularni karcinom ¢ini 1 do 7% karcinoma dojke. Mekan je i dobro ogranicen pa
se mamografski moze zamijeniti s benignim tumorom. Makroskopski su cesto vidljiva
podrucja nekroze i hemoragije, veli¢ina uglavnom od 2 do 2,9 cm (16). Poznato je pet
morfoloskih karakteristika (dijagnosti¢kih kriterija): mikroskopski je karakteriziran
sincicijalnim nakupinama stanica, gustim limfoplazmocitnim upalnim infiltratom, odsutnos¢u
tubula 1 dobro je ograni¢en. Imunohistokemijski, ovi su tumori gotovo uvijek trostruko
negativni. Ovaj tip tumora ¢eS¢e se javlja u Zena s mutacijom BRCA gena (8).

Mucinozni karcinom je karakteriziran nalazom ekstracelularnog i intracelularnog
mucina, ¢ini 2% tumora i javlja se u starijih Zena. Za postavljanje dijagnoze mucinoznog
karcinoma, > 90% tumora mora imati mucinoznu morfologiju. Uglavnom je hormon ovisan,
HER?2 negativan. Prognoza te vrste karcinoma je dobra (8).

U patohistoloSkom opisu raka dojke treba navesti: veli¢inu tumora u dvije dimenzije,
stupanj zlo¢udnosti (gradus), Ki 67 proliferacijski indeks, status hormonskih receptora, status
HER?2, odnos tumora prema reznim rubovima kirur§kog zahvata, broj pregledanih i pozitivnih
aksilarnih limfnih ¢vorova, te odnos tumora prema krvnim i limfnim zilama (17).

Histoloski gradus prema Elston i Ellis-ovoj shemi odreduje se za sve histoloske tipove
raka dojke prema tri histoloSka parametra: udio stvaranje zljezdanih tubula, pleomorfizam

jezgara tumorskih stanica i broj mitoza na 10 vidnih polja velikog povecanja.



Svaki parametar ocjenjuje se pojedinacno bodovima od 1 do 3. Nakon zbrajanja bodova svih
parametara odreduje se stupanj diferenciranosti prema sljede¢oj shemi:

e 3-5 bodova, dobrodiferencirani karcinom, gradus I

e 06-7 bodova, umjereno diferencirani karcinom, gradus II

e 8-9 bodova, slabo diferencirani karcinom, gradus III

Histoloski gradus znacajno je povezan s ucestalo$cu recidiva i duljinom prezivljenja (8).



1.5. Klinic¢ka klasifikacija
Za odredivanje klinickog stadija karcinoma dojke najces¢e se koristi TNM
klasifikacija, koja obuhvaca podatke o veli¢ini tumora (T), statusu regionalnih limfnih
¢vorova (N) 1 udaljenim metastazama (M) (17).
e T: primarni tumor
o Tx: primarni tumor ne moze se odrediti
o TO0: ne moze se dokazati primarni tumor
o TiS: neinvazivni (in situ) karcinom
o T1: tumor dojke promjera <2 cm
*  Tlmic: mikroinvazija <0.1 cm
= Tla: tumor >0.1 cm, a <0.5 cm
=  TI1b: tumor >0.5 cm, a <1 cm
= TIlc: tumor>1cm, a<2cm
o T2: tumor dojke promjera >2 cm, a <5 cm
o T3: tumor dojke promjera >5 cm
o T4: tumor dojke bilo koje veli¢ine s izravnom prosirenos$¢u na torakalnu
stijenku ili kozu
» T4a: zahvacanje torakalne stijenke
* T4b: edem koze (ukljucujuéi izgled koze poput narancine kore) ili
ulceracija na koZi dojke ili satelitski kozni ¢vorovi ograniceni na istu
dojku
= T4c: oboje (T4a1T4b)
* T4d: upalni karcinom
e N regionalni (ipsilateralni) limfni ¢vorovi
o Nx: postojanje metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima nije moguce
odrediti
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, unutrasnjim mamarnim ili
supraklavikularnim limfnim ¢vorovima
e M udaljene metastaze

o MO: bez udaljenih metastaza



o MI: prisutne udaljene metastaze
Klinicki stadij bolesti

o Stadij 0: Tis

e Stadij IA: T1, NO, MO

o Stadij IB:TO-1, N1mi, MO

o Stadij IIA: TO-1, N1, MO ili T2, NO, MO

e Stadij IIB: T2, N1, MO ili T3, NO, MO

o Stadij IITA: TO-3, N2, MO ili T3, N1-2, MO

o Stadij IIIB: T4, bilo koji N, MO

o Stadij IIIC: bilo koji T,N3, MO

o Stadij IV: bilo koji T, bilo koji N, M1
(8).
1.6. Molekularna Klasifikacija

Karcinom dojke je heterogena bolest 1 postojeca histoloska klasifikacija je nedovoljna
da bi potpuno odredila klinicki tijek bolesti. Razli¢iti ishod bolesti u pacijenata s istim
histoloSkim tipom i gradusom nastaju upravo zbog molekularne razli¢itosti tumora. Metodom
transkripcijskog profiliranja definirano je 5 razli¢itih podtipova karcinoma dojke: luminalni
A, luminalni B, HER2 pozitivni, bazalni i podtip ,,nalik normalnoj dojci (18).

ER-pozitivna skupina obuhvaca luminalne tumore, koji uz ekspresiju gena za ER,
eksprimiraju gene karakteristicne za luminalne epitelne stanice (CKS8/18). Naknadnim
istrazivanjem luminalni tumori razdvojeni su u 2 podskupine: luminalnu A, (karakteriziranu
visokim stupnjem aktivacije ER puta), te luminalnu B (koja ima niZu ekspresiju ER, te visoku
ekspresiju gena koji utjeu na stani¢nu proliferaciju).

ER-negativnu skupinu ¢ine tri bioloSki razli¢ite skupine tumora: HER2-pozitivna,
bazalna i podskupina ,nalik normalnoj dojci®“. HER2-pozitivna podskupina veé¢inom ima
negativnu ekspresiju ER, te eksprimira gene vezene uz HER2 amplifikaciju. Dio tumora koji
uz amplifikaciju HER2 gena, ima pozitivnu ekspresiju ER, metodom transkripcijskog
profiliranja grupira se zajedno s tumorima luminalne B skupine. Karcinomi bazalnog podtipa
karakterizirani su negativno$¢u za ER i HER2, a eksprimiraju gene karakteristicne za
bazalne/mioepitelne stanice: CK 5, CK17, integrin 4, laminin, P-cadherin i EGFR. Skupina
tumora koja ¢ini podtip "nalik normalnoj dojci" je najvjerojatnije artefakt nastao
kontaminacijom uzorka okolnim vezivnim i masnim tkivom dojke.

Razli¢iti podtipovi imaju razli¢ite ¢imbenike rizika, biolosko ponaSanje i razlicit

odgovor na sistemsko lijeCenje. Korelacijom s klinickim ishodom dokazano je da najbolju
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prognozu imaju tumori luminalne A skupine, dok HER2 pozitivna i bazalna skupina imaju
losije prezivljenje u odnosu na ostale podtipove (19).

Molekularna klasifikacija karcinoma dojke zahtijeva skupu tehnologiju, i visoko
educirane molekularne biologe, te se u svakodnevnoj praksi Kkoristi surogatna
imunohistokemijska klasifikacija u kojoj se uz pomo¢ imunohistokemijskih biljega za
estrogenske receptore, progesteronske receptore, HER2 receptor i proliferacijski biljeg Ki-67
karcinomi dojke klasificiraju u Cetiri skupine:

1. luminalna A: ER+/PR>20/HER2-/Ki-67<20%
2. luminalna B: ER+/PR>20% i/iliKi-67>20%,i/ili HER2+
3. HER2 pozitivna: ER-/PR-/HER2+
4. trostruko negativna: ER-/PR-/HER2-
1.7. Prognosticki i prediktivni ¢imbenici karcinoma dojke
Prognosticki ¢imbenici pruzaju informaciju o toku bolesti, ukazuju na rizik od ponovnog
javljanja bolesti ili fatalnog ishoda. Klasi¢ni prognosticki faktori temelje se na
karakteristikama tumora 1 ukljucuju: veli¢inu, histoloski tip, stupanj diferenciranosti (gradus),
limfovaskularnu invaziju, udio neinvazivne komponente, status limfnih ¢vorova, te stadij
prosirenosti bolesti. Prediktivni ¢imbenici definiraju se kao Cimbenici koji ukazuju na
senzitivnost tj. rezistenciju na odredenu terapiju. Najznacajniji prediktivni ¢imbenici su:
estrogenski 1 progesteronski receptori, HER2 status 1 proliferacijski biljeg Ki67 (20).
1.8. Heterogenost karcinoma dojke
Zajednicka karakteristika svih tumora je heterogenost. Stanice tumora se medusobno
razlikuju po svojoj veli¢ini, morfologiji, ekspresiji antigena, proliferaciji, stani¢noj interakciji,
sklonosti metastaziranju i kemoterapeutskoj osjetljivosti.
Dvije hipoteze se navode kao uzrok heterogenosti:

- ,,Hipoteza o tumorskim maticnim stanicama® - tumorske mati¢ne stanice uzrokuju
inicijaciju, progresiju i1 relaps bolesti. Ove stanice imaju sposobnost samoobnove i
diferencijacije, i prekursori su razli€itih tipova stanica u tumoru. Prema ovoj teoriji tumorska
progresija je posljedica metastaziranja tumorskih mati¢nih stanica.

- Teorija , klonske evolucije* - tumorske stanice vremenom mutiraju i prirodnom
selekcijom opstaju najagresivnije stanice. Kako tumor napreduje, genetska nestabilnost i
nekontrolirana proliferacija omogucuju stvaranje stanica s novim mutacijama i svojstvima, te
stanice raka mogu postati invazivne i rezistentne na terapiju (21).

Zajednicko ovim dvjema teorijama je da tumori potjecu iz jedne stanice u kojoj je doslo

do viSestrukih mutacija koje su rezultirale nekontroliranom proliferacijom stanica. Prema
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prvoj teoriji mati¢ne stanice odgovorne su za nastanak i progresiju tumora, dok u drugoj to
moZe biti bilo koja stanica (19).

Intratumorska heterogenost moze biti povezana sa neadekvatnim odgovorom i
razvojem rezistencije na lijeenje (20).

U rutinskoj klini¢koj praksi, kod uznapredovalih stadija karcinoma s udaljenim
presadnicama, hormonski i HER2 status odreduje se kod primarnog tumora. Uzimanje
bioptata presadnica jos uvijek nije svakodnevna praksa, te se pacijenti s metastatskom bolesti
Cesto lije€e prema imunohistokemijskom nalazu primarnog karcinoma. U dijelu bolesnica
dolazi do promjene u ekspresiji receptora kod primarnih karcinoma dojke i njihovih udaljenih
metastaza. Studije pokazuju razliku u ekspresiji hormonskih receptora od 5-54%, te razlike u
ekspresiji HER2 receptora od 4 do 33.2% (20). Ne zna se je i razlika u ekspresiji biomarkera
posljedica lijeCenja, heterogenosti i progresije tumora ili pogreSke imunohistokemijskih
testova (lazno pozitivni/lazno negativni) (22).

Kemoterapija se navodi kao jedan od c¢imbenika koji mogu mijenjati status
hormonskih receptora kod primarnih tumora. Promjene u statusu receptora uocene su u
pacijenata nakon primljene neoadjuvantne kemoterapije i terapije trastuzumabom (23).

Utvrdena je konverzija pozitivnih ER receptora u negativnhe nakon primjene
antraciklinskih kemoterapeutika i konverzija u negativni HER2 status nakon primjene
trastuzumaba. Iz navedenih razloga se preporucuje i ponovno imunohistokemijsko profiliranje

rezidua bolesti nakon primljene terapije (24).
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2. Cilj istrazivanja
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2.1. Ciljevi istraZivanja

Osnovni cilj istrazivanja bio je, primjenom metode imunohistokemije i in situ
hibridizacije, na parnim uzorcima primarnih i metastatskih karcinoma dojke ispitati postojanje
promjene ekspresije ER, PR i HER2 receptora u uzorcima metastatskog tumora u odnosu na

primarni.
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3. Materijali i metode
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3.1. Ispitanice

Istrazivanje je provedeno na Klinickom zavodu za patologiju, sudsku medicinu i
citologiju KBC-a Split.

U studiju su ukljucene sve bolesnice s karcinomom dojke, operirane u Klinici za
kirurgiju KBC-a Split, u kojih se u razdoblju pracenja razvila metastatska bolest i u¢injena je
biopsija ili kirur§ko odstranjenje metastaskog sijela bolesti. U studiju su ukljucene bolesnice u
kojih je napravljena biopsija ili resekcija metastaze u razdoblju od 01. sijecnja 2011. godine
do 30. rujna 2016. godine.

3.2. Imunohistokemijske analize

Uvidom u medicinsku dokumentaciju utvrdena je ekspresija estrogenskih i
progesteronskih receptora, t¢ HER2/neu status u uzorcima primarnog tumora i uzorka
dobivenog biopsijom ili resekcijom metastaze. U slu¢ajevima nepodudaranja rezultata
imunohistokemijsko bojanje je ponovljeno na oba uzorka.

Uzorci primarnog tumora i metastaze su bojani imunohistokemijski, primjenom tzv.
ready to use protutijela na estrogenske 1 progesteronske receptore i HER2 Pathvay Ventana
protutijela, prema uputi proizvodaca (Ventana), strojem za automatsko bojanje (Ventana
Benchmark Ultra).

Immunohistokemijska izrazenost ER i PR receptora smatrana je pozitivnom ako je
nadeno > 1% jezgara tumorskih stanica u invazivnoj komponenti tumora (slika 2) (25).

Ekspresija HER2/neu o€itana je prema CAP smjernicama (tabela 1) (slika 3), a za
tumore kod kojih je HER2 ekspresija imunohistokemijski bila svrstana kao slabo pozitivna
(2+), ucinjena je dodatna analiza primjenom Dual-color srebrne in situ hibridizacije (SISH

engl. Silver in situ hybridization) (26).

Tabela 1. Nadin ocitavanja rezultata Her2/neu testiranja imunohistokemijskom metodom.

Rezultat Kriteriji

Negativan (SCORE 0) Negativno ili nepotpuno, jedva vidljivo bojenje membrana u <10% invazivnih
tumorskih stanica

Negativan (SCORE 1+) Nepotpuno, jedva vidljivo bojenje membrana u >10% invazivnih tumorskih
stanica
Dvosmislen (SCORE 2+) Potpuno, slabo do umjereno membransko bojenje u >10% invazivnih

tumorskih stanica

Pozitivan (SCORE 3+) Potpuno, jako membransko bojenje u >10% invazivnih tumorskih stanica
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Slika 3. Kompletno, jako membransko bojanje tumorskih stanica HER2 protutijelom
(score 3+) (x400)
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4. Rezultati
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U studiju je ukljuena 71 bolesnica s karcinomom dojke operirana u Klinici za kirurgiju
KBC-a Split, u kojih se u razdoblju prac¢enja od 01. sijecnja 2011. godine do 30. rujna 2016.
godine razvila metastatska bolest 1 u€injena je biopsija ili kirurSko odstranjenje metastatskog
sijela bolesti.

Tabela 2. Prikaz broja oboljelih Zena s metastatskim karcinomom dojke po godinama

GODINA BROJ PACIJENTICA
2016 11

2015 23

2014 19

2013 8

2012 10
UKUPNO N=71

Najucestalije metastatsko sijelo iz kojeg je uziman uzorak bila je koza (30%), a nakon

toga limfni ¢vorovi (17%) i jetra (11%) (slika 4).

Zeludac

3%

Limfni ¢vor Jajnik
17%

Retroperitoneum
1% Kost
7% Pluc¢a
7% Jetra
11%
Tanko crijevo /
3% '

Peritoneum
1%

Mozak
8%

Meko tkivo Pleura Koza
3% 4% 30%

Slika 4. Graficki prikaz ucestalosti metastaza po lokacijama

U 12 bolesnica (16,9% od ukupno 71 bolesnice) hormonski i/ili HER2 status
promijenio se u metastatskom tumoru.

Promjena statusa estrogenskih receptora (iz pozitivnih u negativne ) zabiljezena je u 3

bolesnice (4,2%) s metastatskim karcinomom dojke (Slika 5).
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N=71 ER+—>ER-

Slika 5. Graficki prikaz promjene ekspresije estrogenskih receptor kod primarnog i
metastatskog karcinoma dojke
Promjena statusa progesteronskih receptora (iz pozitivnih u negative) zabiljeZena je u

4 pacijentice (5,6%) s metastatskim karcinomom dojke (Slika 6).

N=71 PR+ -> PR-

Slika 6. Graficki prikaz promjene ekspresije progesteronskih receptora kod primarnog i

uznapredovalog karcinoma dojke

Promjena statusa HER2/neu receptora je zabiljezena u 8 pacijentica (11,3%) s
metastatskim karcinomom dojke. Od toga se u Cetiri uzorka status promijenio iz negativnog u

pozitivni, a u preostale Cetiri bolesnice iz pozitivnog u negativni (Slika 7).
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N=71 HER2- - HER2+

HER2+ - HER2 -

Slika 7. Grafic¢ki prikaz promjene ekspresije HER2/neu receptora kod primarnog i

metastatskog karcinoma dojke
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5. Rasprava
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Unato¢ velikom napretku u lijeCenju raka dojke, oko 20% zena s inicijalnim ranim
stadijem raka dojke tijekom godina razviti ¢e metastatsku bolest. Do nedavno se vjerovalo da
metastatski tumori dojke imaju isti status hormonskih receptora i HER2 status kao i primarni
tumori. Medutim, pokazalo se da se u dijelu Zena mogu naci promjene bilo statusa
estrogenskih 1i/ili progesteronskih receptora, bilo HER2 statusa. Poznavanje mogucnosti
promjene ovih biomarkera ima veliku klini¢ku vaznost, jer omogucava onkolozima da,
sukladno promjeni markera prilagode plan lijeCenja bolesnicama s metastatskim karcinomom
dojke. Upravo je to razlog zbog Cega je testiranje metastatskih promjena postao zlatni
standard u donosenju odluke o lijeCenju bolesnica s karcinomom dojke i uveden je u
ASCO/CAP, ESMO i NCCN smjernice (27).

Promjene ekspresije receptora treba pazljivo tumaciti jer moze biti, uzrokovano i lazno
pozitivnim 1 lazno negativnim rezultatima, zbog neadekvatne fikascije i obrade uzoraka,
varijabilnosti i1 odstupanja u proceduri imunohistokemijskog bojanje ili varijacija u
interpretaciji rezultata. Kada su se u literaturi pojavili prvi radovi o razlici statusa hormonskih
receptora 1 HER2 statusa u primarnih 1 metastatskih tumora, vjerovalo se da je razlog tome
laboratorijska pogreska (28).

Promjena hormonskog statusa iz pozitivhog u negativni moze biti posljedica razvoja
rezistencije na hormonsko lijeenje kojeg su ove bolesnice primale ili znak pojave novog,
agresivnijeg klona, koji moze nastati selekcijom agresivnog klona iz primarnog tumora ili
razvojem novog klona (23).

U prilog teoriji da nije samo primjena hormonske terapije odgovorna za promjenu
statusa hormonskih receptora govori 1 podatak da je u nekim radovima nadeno nepodudaranje
vrijednosti hormonskih receptora i HER2 statusa u karcinomima dojki u presadnicama u
regionalnim limfnim ¢vorovima, kao 1 razliita ekspresija ER, PR i HER2 statusa u iglenim
biopsijama uzetim iz razli¢itth podrucja istog tumora dojke, S$to se moZe objasniti
heterogenoS¢u tumora nastalom tijekom tumorske progresije, neovisno o primijenjenom
lijecenju.

U ovu je studiju ukljuc¢ena 71 bolesnica s parnim uzorcima karcinoma dojke i biospije
metastaze u razdoblju od 01.sijecnja 2011. do 30. rujna 2016. Porast broja testiranih bolesnica
tijekom godina 1 ukljucivanje biopsije teZze dostupnih metastatskih sijela u protokol lijeCenja
upucuju na porast znanja o heterogenoj prirodi karcinoma dojke i postojanju promjena koje
nastaju u metastatskim klonovima tijekom progresije bolesti.

Promjena ER, PR, i HER2 statusa izmedu primarnog karcinoma dojke i metastatskih

lezija dogodila se u 4,2%, 5,6% 1 11,2% bolesnica.
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Kako bi se iskljucila moguénost laboratorijske greske, ili pogreSnog ocitavanja, u svim
slu¢ajevima gdje je nadena nepodudarnost hormonskih receptora i HER2 statusa izmedu
primarnog i metastatskog tumora ponovljena je analiza na oba uzorka.

Prema rezultatima naSeg istrazivanja, zbog relativno malog broja uzoraka i samo 12
bolesnica u kojih je doslo do promjene, bilo HER2 statusa, bilo statusa hormonskih receptora,
nije se mogla utvrditi povezanost izmedu lokacije metastatskog sijela i promjene statusa, iako
je prema radovima nekih autora promjena hormonskog statusa najces¢a u kostanih, a HER2
statusa u jetrenim metastazama (23).

U naSem istrazivanju, promjena hormonskih receptora iz pozitivnih u negativne
nadena je u Cetiri bolesnice (5,6%): estrogenskih u tri (4,2%), a progesteronskih u cetiri
bolesnice (5,6%) (u dvije je doSlo do promjene statusa i estrogenskih i progesteronskih
receptora, u jedne bolesnice nadena je promjena samo progesteronskih, u jedne samo
estrogenskih receptora), §to je sukladno podacima iz literature gdje promjena statusa
estrogenskih receptora u objavljenim studijama varira od 5% do 25% za estrogenske receptore
i 5% do 46% za progesteronske receptore (29). U nasim uzorcima nismo na$li niti jednu
bolesnicu u koje je doslo do promjene statusa hormonskih receptora iz negativnih u pozitivne,
najvjerojatnije zbog malog broja bolesnica s parnim uzorcima tumora uklju¢enih u
istrazivanje. Promjena progesteronskih receptora nadena je u cetiri, a estrogenskih u tri
bolesnice §to je u skladu sa podacima iz literature prema kojima je promjena progesteronskih
receptora ¢eS¢a nego estrogenskih.

U nasem je istrazivanju u 8 (11,2%) bolesnica nadena promjena HER?2 statusa, u Cetiri
se HER2 status mijenjao iz pozitivnog u negatvni, a u preostale Cetiri iz negativnog u
pozitivni, §to je u skladu s literaturnim podacima. Prema velikoj Svedskoj studiji, koja je
obuhvatila 1070 bolesnica u desetogodisnjem razdoblju, HER2 status se promijenio u 14,5%
bolesnica (29).

Promjena statusa bilo hormonskih receptora, bilo HER 2 statusa moze znacajno
utjecati na odluku o lijeCenju bolesnica s metastatskim tumorima. Gubitak ekspresije bilo
receptora, hormonskih receptora ili promjena pozitivnog u negativni HER2 status, moze biti
razlog neadekvatnog odgovora na primijenjeno endokrino lije¢enje ili anti HER2 terapiju.
Obratno promjena statusa receptora ili HER2 statusa, pruza bolesnicama s metastatskim
karcinomom dojke Sansu da dobiju ciljano lijecenje, Sto moze znacajno utjecati na ukupno

prezivljenje do progresije bolesti (30).
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6. Zakljucci
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1. U ovom istrazivanju u kojem su koriSteni parni uzorci primarnog i metastaskog
tumora 71 bolesnice s metastatskim karcinomom dojke, nadena je promjena statusa HER2 i/ili
hormonskih receptora u 12 bolesnica (16,9%).

2. Promjena ekspresije estrogenskih receptora iz pozitivnih u negativne dogodila
se u 4,6%, a progesteronskih receptora iz pozitivnih u negative u 5,6% bolesnica. U niti jedne
bolesnice nije nadena promjena hormonskih receptora iz negativnih u pozitivne.

3. U 11,6% bolesnica nadena je promjena HER2 statusa, u podjednakom omjeru
iz pozitivnih u negativne i negativne u pozitivne.

4. Kako bi se isklju¢ila moguénost laboratorijske greske, ili pogresnog ocitavanja,
u svim slucajevima gdje je nadena nepodudarnost hormonskih receptora i HER2 statusa
izmedu primarnog i metastatskog tumora potrebno je ponoviti analizu na oba uzorka.

5. Promjena statusa hormonskih receptora ili HER2 statusa moZe znacajno
utjecati na odluku o lijeCenju bolesnica s metastatskim tumorima, pa je u bolesnica s
metastatskom boles¢u neophodno pokusati dobiti uzorak iz metastatskog sijela i na njemu

ponoviti testiranje navedenih biomarkera.
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8. Sazetak
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Cilj istrazivanja: Primjenom metode imunohistokemije i in sifu hibridizacije, na parnim
uzorcima primarnih i metastatskih karcinoma dojke ispitati postojanje promjene ekspresije
ER,PR i HER2/neu receptora u uzorcima metastatskog tumora u odnosu na primarni.
Materijali i metode: U studiju je ukljucena 71 Zena oboljela od karcinoma dojke, operirane
na Klinici za kirurgiju KBC-a Split, u kojih se u razdoblju pracenja razvila metastatska bolest
1 ucinjena je biopsija ili kirurSko odstranjenje metastatskog sijela bolesti. U studiju su
ukljuc¢ene bolesnice kod kojih je napravljena biopsija ili resekcija metastaze u razdoblju od
01. sije¢nja 2011. godine do 30. rujna 2016. godine. Uzorci primarnog tumora i metastaze
bojani su imunohistokemijski, primjenom protutijela na estrogenske, progesteronske i HER2
receptore. U sluc¢ajevima nepodudaranja rezultata imunohistokemijsko bojanje ponovljeno je
na oba uzorka.

Rezultati: U ovom istrazivanju koriSteni su parni uzorci primarnog i metastatskog tumora
bolesnica s metastatskim karcinomom dojke, te je nadena promjena statusa HER2 i/ili
hormonskih receptora u 12 bolesnica (16,9%). Promjena ekspresije estrogenskih receptora iz
pozitivnih u negativne dogodila se u 4,6% slu¢ajeva, a progesteronskih receptora iz pozitivnih
u negative u 5,6% bolesnica. U nijedne bolesnice nije nadena promjena hormonskih receptora
iz negativnih u pozitivne. U 11,6% bolesnica nadena je promjena HER2 statusa, u
podjednakom omyjeru iz pozitivnih u negativne i negativnih u pozitivne.

Zakljucéak: Promjena statusa hormonskih receptora i/ili HER2 statusa moze znacajno utjecati
na odluku o lijecenju bolesnica s metastatskim tumorima, pa je u bolesnica s metastatskom
boles¢u neophodno pokusati dobiti uzorak iz metastatskog sijela 1 na njemu ponoviti testiranje

navedenih biomarkera.
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9. Summary
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Diploma thesis title: Discordances in ER, PR and HER2neu receptors between primary and
metastatic breast cancer patients.

Objectives: Investigate intraindividual correlation of estrogen (ER) receptor, progesterone
(PR) receptor status, and HER2 status between primary breast cancer and metastatic breast
cancer.

Patients and methods: We investigated 71 breast cancer patients for ER, PR and HER2
status of primary and metastatic lesions. Patients were identified with either biopsy of
metastatic relapse or operated at the Department of Surgery, University Hospital of Split
during the period from 1%, January 2011 to 30™, September 2016. Receptors statuses were
assessed by immunohistochemistry reactions with antibodies for estrogen, progesterone
receptor and HER2 receptors. In case of discordance between two assessments we repeated
the process.

Results: Histopathological analysis of the specimen confirmed the diagnoses of metastatic
breast cancer in 71 patients. Discordance in one or more receptors between primary breast
cancer and metastatic breast cancer was found in 12 patients (16.9%). A switch in receptor
status was identified for ER in 4.6% of tumors and PR in 5.6% of cancers, all conversions
were from positive to negative. A change in HER2 was noted in 11.6% of lesions, equally
from positive to negative and vise versa.

Conclusion: This study confirms that discordance in ER, PR and HER?2 receptor expression
between the primary breast tumor and the corresponding metastatic lesions is high. The
change of receptor properties of primary breast cancers and metastases suggests that

characterization of the metastasis is necessary for appropriate treatment planning.
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