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Prof. mr Sandra Sjekloé¢a Bjegovi¢; profesor crnogorskog jezika i knjizevnosti Datum odbrane: Datum promocije:
Zahvaljujem mentorki Prof. dr Snjezani Tomi¢ na neizmjernoj podrsci, struénom usmjeravanju i pomod¢i tokom rada na
doktorskoj disertaciji. Posebnu zahvalnost dugujem mojoj porodici za bezuslovnu ljubav i podrsku tokom mog cjelukupnog
Skolovanja i profesionalnog usavrsavanja. PREDGOVOR Trostruko negativni karcinom dojke (TNBC) predtsvlja vrlo
heterogenu grupu karcinoma dojke. Ovaj tip karcinoma dojke javlja se sa ucestalos¢u 12 - 17% medu karcinomima dojke
uopste. KarakteriSe se agresivnijim klickim tokom u odnosu na ostale tipove karcinoma dojke i sklono$¢u ka metastaziranju
hematogenim putem u plu¢a i mozak, dok su loko-regionalne metastaze ovih tumora u limfne ¢vorove znatno rjede.
Obzirom da ne ispoljavaju receptore koji se u posljednjih nekoliko decenija koriste kao meta novih terapijskih agenasa, a koji
su unaprijedili lije¢enje ostalih tipova karcinoma dojke, opcije lijeCenja kod trostruko negativnih karcinoma dojke su vrlo
ogranicene. Uprkos dobrom inicijalnom odgovoru na neoadjuvantne hemioterapijske protokole, pacijentkinje sa ovim tipom
tumora imaju visociju stopu udaljenih metastaza i ultimativno loSiju prognozu. Manje od 30% pacijentkinja sa metastatskim
trostruko negativnim karcinomom dojke zivi 5 godina i kod svih je uzrok smrti osnovna bolest, uprkos primijenjenoj
adjuvantnoj hemioterapiji koja je danas i osnova lije¢enja ovih pacijentkinja. Stoga, veliki su izazov u onkoloskom lijeceniju.
Specifitna, agresivna priroda ove bolesti, ograni¢ena efikasnost do danas dostupnih terapijskih opcija i ultimativno losa
prognoza, stvaraju veliku potrebu za boljim razumijevanjem molekularne osnove ovog tipa karcinoma dojke i unaprjedenjem
lijeCenja i prognoze kod pacijentkinja sa ovom boles¢u. Upravo ovo je razlog porasta broja istrazivanja i publikacija na temu
TNBC u poslednjih nekoliko decenija. Nastojanja istrazivaca ka pronalazenju biomarkera koji bi imali prognosticki i
prediktivni znac¢aj kod TNBC, do danas su obezbijedila ograniCen znacaj u rasvjetljavanju prirode ove bolesti i unaprjedenju
lijecenja. Upravo otuda motiv da u istrazivanju koje smo sproveli pratimo prognostic¢ki znac¢aj IMP3 biomarkera, koji bi
omogucio bolju klasifikaciju TNBC i potencijalno mogao posluziti kao meta novih terapijskih agenasa koji bi time unaprijedili
lijeCenje i prognozu ove bolesti. Prognosticki znacaj IMP3 i uticaj na prezivljavanje kod pacijentkinja sa trostruko negativnim
karcinomima dojke Izvod teze Uvod. Trostruko negativni karcinomi dojke (TNBC) ¢ine 12 - 17% svih karcinoma dojke. To je
heterogena grupa tumora koja se povezuje sa agresivnijim klinickim tokom, ceS¢e metastaziraju hematogenim putem u
plu¢a i mozak, dok su metastaze u lokoregionalne limfne évorove rjede u poredenju sa ostalim tumorima dojke. Uprkos
dobrom inicijalnom odgovoru na neoadjuvantnu hemioterapiju, pacijentkinje sa ovim tipom tumora imaju visociju stopu
udaljenih metastaza i ultimativno losiju prognozu. Usljed specificne prirode ove bolesti i loSe prognoze, postoji velika
potreba za boljim razumijevanjem molekularne osnove TNBC i pronalazenjem novih molekularnih markera koji bi imali
prognosticki i prediktivni znaéaj, te omogucdili dodatnu subklasifikaciju ovih tumora, a sve u cilju pronalazenja efikasnih

metoda lijecenja. U nasem istrazivanju odlucili smo se za prac¢enje prognostickog znacaja
IMP3 (Insulin-like growth factor Il mRNA binding protein 3),

kao i njegovog uticaja na pokazatelje prezivljavanja.
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IMP3 (Insulin-like growth factor Il mRNA binding protein 3)

je pripadnik porodice insulinu sli¢nih faktora rasta tipa Il (IGF2) koji ima klju¢nu ulogu u prenosenju i stabilizaciji mRNK,
¢elijskom rastu i migraciji tokom embriogeneze. Pove¢ana ekspresija IMP3 je povezana sa uznapredovalim klini¢kim
stadijumom bolesti, nalazom udaljenih metastaza i kraéim ukupnim prezivljavanjem u razli¢itim malignim tumorima. U
nasem polaznom istrazivanju veli¢ina tumora, bazalni imunofenotip i nalaz metastaza u limfnim ¢vorovima su bili povezani
sa visokim stepenom IMP3 ispoljenosti, dok ovakvu povezanost izmedu histoloSkog gradusa i stepena ispoljenosti IMP3
nijesmo pronasli, Sto se objasnjava specificnoséu uzorka ispitanih pacijentkinja, u kom nije bilo niti jedne pacijentkinje sa
dobro diferenciranim tumorom (gradus 1). Nase polazno istrazivanje, kao i evaluacija malobrojnih radova na temu trostruko
negativnog karcinoma dojke, bile su osnova da u ovom istrazivanju fokus stavimo na ispoljenost IMP3 kod TNBC i na
njegovu korelaciju sa parametrima prezivljavanja, prezivljavanjem bez progresije bolesti i ukupnim prezivljavanjem. Ciljevi
teze: 1. Povezanost klinickih (veli¢ina tumora), demografskih (dob) i patohistoloskih pokazatelja (histoloski tip, stepen
diferencijacije, nalaz vaskularne invazije) i imunohistohemijskog nivoa IMP3 proteina sa duzinom ukupnog prezivljavanja i
prezivljavanja bez znakova progresije bolesti. 2. Znac¢aj imunohistohemijskog nivoa IMP3 proteina kod trostruko negativnih

karcinoma dojke, kao prognostickog pokazatelja. Metode. U studiju su uklju¢ene bolesnice

oboljele od trostruko negativnog karcinoma dojke koje su operisanena Kliniciza kirugiju KBC-
Split, uperiodu od

01.01.2003. -
31.12.2009. godine, Ciji je operativni materijal analiziran u Klinickom zavodu za patologiju,

sudsku medicinu i citologiju. Kao izvor podataka kori$¢ena je medicinska dokumentacija (istorije bolesti bolesnica lijecenih
u Centru za tumore KBC- Split). Kori$éeni su klini¢ki podaci o starosnoj dobi bolesnica, datumu operacije, klinickom
stadijumu bolesti, primijenjenom hirurskom i onkoloskom lijecenju, toku bolesti (pojavi recidiva, metastaza i duzini perioda

bez znakova progresije bolesti), te klinickom ishodu bolesti. Pregledana su arhivirana patohistoloska stakalca, odreden

histoloski tip tumora, stepen diferencijacije, prisustvo bazalne morfologije, postojanje

vaskularne invazije. Provjerenaje i
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po potrebi ponovo odredena ekspresija estrogenskih i progesteronskih receptora, HER2/neu i Ki67 status. Reprezentativni
rezovi tumorskog tkiva naknadno su bojani imunohistohemijski, primjenom antitijela na IMP3 protein (DAKO, Glostrup,
Danska) u razredenju 1:150. Od statistickih analiza za odredivanje znacajnosti razlike kvantitativnih varijabli koriséen je T -
test, dok je za odredivanje znacajnosti razlike kvalitativnih varijabli u odnosu na ekspresiju IMP3 proteina koriséen Hi-
kvadrat test. Za ispitivanje povezanosti pomenutih varijabli sa ekspresijom IMP3 koriS¢ena je metoda logisticke regresije. U
analizi prezivljavanja koris¢ena je Kaplan-Meierova metoda i Log-rank test. Uticaj ispitivanih varijabli na prezivljenje i relativni

rizik od smrtnog ishoda i povratka bolesti analiziran je Coxovom uninominalnom i multinominalnom analizom.

Zakljucivanje o statistickim hipotezama u ovom radu sprovedeno je na nivou statistiCke

znacajnosti p<0.05.

Rezultati. Pozitivna ekspresija IMP3 proteina je bila prisutna kod 35.6% trostruko negativnih karcinoma dojke. Bazalna
morfologija je bila prisutna kod 46.6% pacijentkinja sa trostruko negativnim karcinomom dojke. Pozitivna ekspresija IMP3 je
bila u vezi sa ve¢im dimenzijama tumora, visim klinickim stadijumom bolesti, i bazalnom morfologijom (p=0.039, p=0.034,

p<.001).

Prezivljavanje bez progresije bolesti i ukupno prezivljavanje bili suznaéajno kraéi kod 23

pacijentkinja sa

IMP3 pozitivnim trostruko negativnim karcinomom dojke. Na osnovu rezultata nase studije, mozemo zakljuciti da ekspresija
IMP3 moze biti koriS¢ena kao negativni prognosticki faktor za trostruko negativne karcinome dojke. U vezi sa time, IMP3
molekul bi mogao biti meta novih imuno-terapijskih agenasa. Kljucne rijeCi: Trostruko negativni karcinom dojke, IMP3,
bazalna morfologija, prezivljavanje bez progresije bolesti, ukupno prezivljavanje Prognostic value of IMP3 and impact on

survival in patients with tripple negative breast cancer

Abstract Triple negative breast cancer (TNBC) account for 12- 17% of all breast cancers. It is a

heterogeneous group of tumors associated with aggressive clinical course,

more likely to develop distnt metastasis in the lung and brain. Lymph node dissemination in these tumors is less common

than in the other breast cancer types.

Despite good initial response to neo-adjuvant chemotherapy, patients with this type of cancer

have higher rates of distant metastases and worse prognosis.
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Due to specific natre of this disease and poor prognosis there is a need for better understanding of the molecular
background of TNBC. Identification of new biomarkers with prognostic and predictive value would support better sub-
classification and developement of efficacious terapies to improve prognosis. In our thesis, we decided to evaluate

prognostic value of IMP3 and it's impact on survival outcomes. IMP3

(Insulin-like growth factor 1| mRNA binding protein 3) belongs to a family of insulin-like growth factor
type ll (IGF2) and plays a key role in transmission and stabilization of mRNA, cell growth and migration

during embryogenesis. IMP3 expression is associated with

advanced clinical stage, distant metastasis and shorter overall survival in different tumor types. In our innitial research,
tumor size, basal phenotype and lymphnode methastasis have been related with higher IMP3 expression. This relationship
was not confirmed for tumor grade due to specific study population, with no any grade 1 tumor included. Based on our

innitial research and available publications, in the thesis we evaluated IMP3 expression in TNBC and it's correlation with

survival outcomes: progression-free survival (PFS) and overall survival (0S). 43

Objectives: 1. Correlation between clinical (tumor size), demographic (age) and chystopatological (hystological type, grade
and vascular invation) and IMP3 expression with progression-free survival and overall survival. 2. Prognostic value of IMP3
expression in TNBC. Our study included 118 patients with TNBC, surgically treated at the Surgery department of Clinical
Center Split, from 01.01.2003. - 31.12.2009. whose tumor samples have been analysed in the Pathology Institute of Clinical
Center Split. Data source used were patients histories including: age, date of surgery, disease stage, threatment, course
(relaps, methastasis, pregression-free period) and disease outcome. Histopathology of archived tumor samples was
conducted including evaluation of: tumor type, grade, basal morphology and vascular invasion. ER, PR, HER2/neu and KI67
testing was performed. IMP3 expression was defined immunochitochemically, by using IMP3 antibody (DAKO, 1:150).
Statistical methods used were: t-test and hi-square test to define quantitative and qualitative variables differences vs IMP3

expression. Logistic regression was used to determin relationship of all observed variables vs IMP3

expression. For survival analysis, Kaplan-Meier method and log-rank test have been used. 17

Variables impact on survival and risk of recurrence and letal outcome was assesed by Cox-uninominal and Cox-

multinominal analysis. Statistical significance was claimed on the p<0.05 level. Results. IMP3 expression was positive
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in 35.6% of TNBC, whereas basal morphology was observed in 46.6% TNBC. IMP3 expression was

related with larger tumor size, higher stage and basal morphology (p= 0,039, p= 0.034, p
<0.001). DSF and OS were significantly shorter in IMP3 positive TNBC. Progression

-free survival and overall survival were significantly shorterin  patients with  IMP3 positive TNBC.
According to results of our study IMP3 expression can be used as negative prognostic factor for triple
negative breast carcinomas. Targeting IMP3 molecule could be an effective approach to the management of a

triple negative breast cancer with new immunological therapies, which

for this group of tumors does not yet exist. Key words: tripple negative breast cancer, IMP3, basal morphology, progression-

free survival, overall survival. SADRZAJ

1. Uvod 1.1. Epidemiologija karcinoma dojke 1. 2. Etiologija karcinoma dojke 1. 19

2.1. Starost 1.2.2. Pol 1.2.3. Nasljede 1.2.4. Reproduktivni ciklus Zene 1.2.5. Izlozenost hormonima 1.2.5.1. Endogeni
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dojke (ILC) 1.3.3. Tubularni karcinom dojke (TC) 1.3.4. Kribriformni karcinom dojke (ICC) 1.3.5. Mucinozni karcinom dojke
1.3.6. Karcinom sa medularnim karakteristikama 1.3.7. Karcinomi sa apokrinom diferencijacijom 1.3.8. Karcinom sa
diferencijacijom tipa prstena pecatnjaka 1.3.9. Invazivni mikropapilarni karcinom dojke 1.3.10. Metaplasti¢ni karcinom dojke
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TNM klasifikacija karcinoma dojke 1.7. Trostruko negativni karcinom dojke 1.8. Prognosticki i prediktivni faktori 1.9. IMP3
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2. Ciljevi istrazivanja i hipoteza 2.1. Ciljeviistrazivanja 2 .2.Hipoteza 3. Materijali metode | 16
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Diskusija 6. Zakljucci 7. Literatura 53 58 61 77 89 98 98 99 100 100 101 102 103 105130 138 139 1. Uvod 1.1
Epidemiologija karcinoma dojke Karcinom dojke je naj¢es¢i karcinom kod zena sa estimiranih 20.88.849
novodijagnostifikovanih bolesnica i 626.679 smrtnih sluajeva godisnje u svijetu. Karcinom dojke na osnovu podataka
Globocana iz 2018. godine ¢ini 11.6% od ukupnog broja svih godisnje dijagnostifikovanih karcinoma, sa stopom mortaliteta
od 6.6% kod oba pola (1). Kao takav, rangira se na drugom mjestu po ucestalosti kod osoba oba pola, nakon karcinoma
pluc¢a (Grafikon 1) (1). Grafikon 1: Grafikon predstavlja distribuciju incidence i mortaliteta za 10 najce$¢ih maligniteta kod
Zzena u 2018. godini. Svako polje u dijagramu prestavlja proporciju ukupnog broja slu¢ajeva ili smrti. Izvor: Globocan 2018
(1). Kod Zena, karcinom dojke se javlja sa ucestalos¢u od 24.5%, i znacajno prednjaci po ucestalosti u odnosu na sve druge
lokalizacije malignih tumora. Sa smrtno$éu od 15%, karcinom dojke je najces¢i uzrok smrti kod Zena (Grafikon 2) (1).
Grafikon 2: Grafikon predstavlja distribuciju incidence i mortaliteta za 10 najceséih maligniteta u 2018. godini. Svako polje u
dijagramu prestavlja proporciju ukupnog broja slucajeva ili smrti. Izvor: Globocan 2018 (1). Kao kod vecine epitelijalnih
tumora, incidenca karcinoma dojke se ubrzano povecava sa starenjem. Sirom svijeta, incidenca karcinoma dojke varira i
razlikuje se i do 10 puta u razli¢itim geografskim regionima. Geografske varijacije incidence karcinoma dojke su uglavhom
posljedica izlozenosti razli¢itim faktorima rizika i dostupnosti skrininga, kao vazne preventivhe mjere. Regioni u svijetu sa

visokim rizikom obolijevanja od karcinoma dojke su ujedno napredna drustva Australije, Evrope i Sjeverne Amerike, gdje

6% zena razvije invazivni karcinom dojke prije 75. godine zivota. 41

Rizik od nastanka karcinoma dojke je manji u manje razvijnim regionima svijeta kao Sto su: Juzna Afrika, djelovi Juzne i
IstoCne Azije ukljucujuéi Japan, gdje vjerovatnoc¢a nastanka karcinoma dojke iznosi jednu trecinu vjerovatnoce u razvijenim
zemljama. Stopa incidence karcinoma dojke u svijetu varira od 25.9 u Centralnoj i Juznoj Aziji do 92.6 u Zapadnoj Evropi sa
prednjacec¢om Belgijom, te 94.2 u Australiji i na Novom Zelandu. Stopa mortaliteta varira od 8.6 u Isto¢noj Aziji do 18.4 u
Sjevernoj Africi, 19.1 u Polineziji i najveéa je u Melaneziji na ostrvu Fidzi 24.5 (Grafikon 3) (1). Grafikon 3: Dijagram prikazuje
region specificne stope incidence i mortaliteta kod zena, standardizovane u odnosu na starostnu strukturu, u 2018. godini.
Stope su prikazane u opadaju¢em nizu od najvise do najmanije. Izvor: Globocan 2018 (1). Prognoza karcinoma dojke moze
biti dobra ukoliko se bolest dijagnostifikuje u ranoj fazi. Napredak u preZzivljavanju primije¢en je u razvijenijim zemljama
svijeta od kasnih 70-ih godina i naroCito zapazen u 90-im godinama, kao posljedica sistematskog skrininga zena i primjene
adjuvantne hormonske terapije i hemioterapije, narocito druge i treée generacije hemioterapijskih agenasa i inhibitora
aromataza. Kao rezultat sprovedenih mjera skrininga i hemioterapijskog lijeCenja nakon 80-ih godina, trend mortaliteta
primjetno se smanjio u nekoliko drzava kao Sto su: Australija, Kanada i Sjedinjene Americke Drzave, i nastavio pad do danas.
Medutim, u Japanu, Republici Koreji i Rusiji stopa mortaliteta je i dalje u porastu. Bez obzira na opadajucdi trend mortaliteta u
razvijenom svijetu, karcinom dojke je i dalje najéesc¢i uzrok smrti kod zZena (Grafikon 4) (1). Grafikon 4: Dijagram prikazuje
stope incidence i mortaliteta u regionima svijeta sa visokim/vrlo visokim HDI (Human Developement Index) u odnosu na
regione sa niskim/vrlo niskim HDI za Zene, standardizovane prema starostnoj dobi, u 2018. godini. Stope su prikazane za 15

naceséih tipova karcinoma kod Zena u svijetu. Izvor: Globocan 2018 (1). Geografske varijacije, vremenski trendovi i studije
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migriraju¢ih populacija iz niskorizi¢nih u visokorizi¢ne regione svijeta, ukazuju da je u migriraju¢oj populaciji, za jednu ili
dvije uzastopne generacije, rizik priblizan onom koji je zabiljezen u zemlji domacinu. lako 5 — 10% karcinoma dojke nastaje
kao posljedica genetskih faktora rizika i nasljeda, podaci iz studija migracija govore u prilog bitnoj ulozi faktora sredine u
nastanku ovog maligniteta i njihovom uticaju na razlike u incidenci izmedu razli¢itih nacija i etnic¢kih grupa. Poredenjem
niskoriziénih populacija koje su migrirale u visokorizi¢ne regione svijeta, zaklju¢eno je da stopa incidence karcinoma dojke
raste u uzastopnim generacijama (2). Poveéane stope incidence u drzavama sa visokim indexom razvoja (HDI) pripisuju se
vecoj prevalenci poznatih faktora sredine kao faktora rizika za nastanak ove bolesti (3). Medutim, jo$ uvijek se ne zna
dovoljno o uticaju geografskih varijacija i vremenskih trendova stope incidence karcinoma dojke na etioloske faktore za
nastanak ove bolesti. Najveci porast stope incidence u zemljama u tranziciji u posljednjih nekoliko decenija, biljezi se upravo
u onim zemljama ¢ija je stopa incidence istorijski bila relativno niska (Juzna Amerika, Afrika i Azija) (3). Dok stope incidence
nastavljaju rasti u manje razvijenim zemljama, u razvijenijim zemljama se biljezi stabilizacija i opadanje stope incidence, Sto
se smatra posljedicom sprovodenja skrininga za karcinom dojke. Od 2005. godine zabiljezen je pad incidence karcinoma
dojke u nekoliko drzava Evrope i Sjedinjenih Americkih Drzava, $to se pretezno dovodi u vezu sa smanjenom primjenom
hormonske supstitucione terapije u ovim drzavama. Pomenuti trendovi upu¢uju da demografski faktori, u smislu socio-
ekonomskog razvoja, uticu na rizik za nastanak karcinoma dojke zajedno sa ostalim faktorima sredine i skriningom. Prema
podacima EUCAN (European Cancer Natwork) estimacije, preko 3.4 miliona novih sluc¢ajeva karcinoma je dijagnostifikovano
u Evropi u 2012. godini, od kojih je gotovo 80% karcinoma dijagnostifikovano u drzavama Evropske Unije. Najcescée
dijagnostifikovani su bili karcinom dojke, debelog crijeva, prostate i plu¢a ¢ine¢i sveukupno 1.7 miliona slu¢ajeva karcinoma
godisnje (4). Najvecu incidencu i prevalencu zabiljezio je karcinom dojke, dok je daleko najvec¢i mortalitet bio zabiljezen od
karcinoma pluca (Grafikon 5) (4). Grafikon 5: Estimirani broj slucajeva, smrti i petogodi$nja prevalenca za sve lokalizacije
karcinoma sem nemelanomskog karcinoma koze. Izvor: EUCAN 2012 (4). Danas u Evropi raspolazemo EUREG podacima,
baze koja objedinjuje podatke 130 registara za malignitete razliCitih drzava. Na osnovu ovih podataka izmedu 2003. i 2007.
godine najvecéa stopa mortaliteta od karcinoma dojke, kod zena nakon 30. godine Zivota, zabiljezena je u zapadno-
evropskim drzavama (43.5 na 100,000 stanovnika), $to je za 22% manje nego u periodu od 1988. do 2007. godine. Najniza
stopa mortaliteta u ovom periodu zailjezena je u isto¢noj Evropi, (40.1 na 100,00 stanovnika), $to je za 3% niZe u odnosu na

period od 1988. do 2007. godine. U ovom periodu

mortalitet od karcinoma dojke je  zabiljezio trend opadanjau Zapadnoj i SjevernojEvropi u | 34

svim starostnim grupama, ukljucujuci i one koje nijesu bile pokrivene mamografijom kao mjerom skrininga. Stope
mortaliteta su zabiljezile porast u Juznoj Evropi, u populaciji Zena od 80 i viSe godina (porast za 0.8% godi$nje), dok je u
Isto¢noj Evropi porast zabiljezen u populaciji Zena od 60 i viSe godina starosti (0.9% godi$nje). Pomenute stope su ubrzano

rasle sa starenjem (5). U Crnoj Gori,

karcinom dojke je najcesée dijagnostifikovani maligni tumor kod Zena i ujedno najéeséi uzrok smrti.| 24
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Prema zvani¢nim statistickim podacima estimiranim od strane EUCAN-a 2012. godine, procijenjena stopa incidence u Crnoj
Gori iznosila je 75,9 na 100.000 stanovnika, sa 261 novodijagnostifikovanom pacijentkinjom godi$nje (Grafikon 6) (4).
Prema stopi mortaliteta koja je procijenjena na 27,6 na 100.000 stanovnika, Crna Gora se nalazila na petom mjestu medu
evropskim drzavama (Grafikon 7) (4). Grafikon 6: Procijenjena incidenca maligniteta prema lokalizaciji kod Zena u Crnoj
Gori. Izvor: EUCAN 2012 (4). Grafikon 7: Procijenjena stopa mortaliteta kod Zena u Crnoj Gori, prema lokalizaciji maligniteta.
Izvor: EUCAN 2012 (4). Ako govorimo o podacima dostupnim u lokalnim bazama podataka u Crnoj Gori, podaci o incidenci,
prevalenci i mortalitetu karcinoma dojke dostupni su u okviru Registra malignih neoplazmi Crne Gore koji postoji od
01.01.2013. godine. Podaci Registra malignih neoplazmi Crne Gore za 2013-tu godinu, objavljeni su u prvom izvjestaju
Instituta za Javno Zdravlje u martu 2018. godine (6). Na osnovu ovih podataka, tokom 2013. godine u Crnoj Gori je
registrovano ukupno 2.784 novih slu¢ajeva obolijevanja od malignih neoplazmi (od toga je bilo 325 slu¢ajeva
nemelanomskih malignih neoplazmi koze, Sto predstavlja 11,7% od ukupnog broja malignih neoplazmi. Kod Zena, najceséa
maligna neoplazma bio je karcinom dojke, ¢ineci jednu cetvrtinu svih malignih neoplazmi kod Zena (Grafikon 8) (6). Grafikon
8: Vodece lokalizacije sa procentualnom raspodjelom po polovima. Izvor: Maligne neoplazme u Crnoj Gori 2013. |zvjeStaj br.
1, mart 2018 (6). Stopa incidence karcinoma dojke u Crnoj Gori na osnovu podataka za 2013. godinu, iznosila je 1.1. Kada
govorimo o mortalitetu, skoro svaka peta umrla pacijentkinja od maligne bolesti imala je dijagnozu karcinoma dojke (6). U
posljednjoj deceniji, u razvijenim zemljama svijeta je zabiljezen pad smrtnosti zena oboljelih od karcinoma dojke. Pad
mortaliteta posljedica je izrazitog napretka u lijecenju ove bolesti i sve veceg broja raspolozivih terapijskih opcija koje se
danas koriste u njihovom lijeCenju. Narocito je napredak postignut u lije¢enju HER2 pozitivhog karcinoma dojke, usljed
razvoja i dostupnosti bioloskih ljekova koji ciljano djeluju i obezbjeduju znacajan benefit u prezivljavanju kod ove grupe
pacijentkinja. Takode, pad smrtnosti u razvijenim zemljama svijeta, posljedica je i organizovanog pristupa menadzmenta

karcinoma dojke, odnosno implementacije ,,skreening” programa i ranog otkrivanja oboljelih Zena.
1.2. Etiologija karcinoma dojke Etiologija karcinoma dojke je multifaktorijalna.

EtioloSki put karcinoma dojke zapocinje jo$ ,,in utero” i nastavlja se tokom zivota izlozeno$§¢éu mnogim faktorima rizika u
razli¢itim zivotnim razdobljima. Deskriptivni etioloski podaci jasno ukazuju da je karcinom dojke bolest naprednog drustva

|n

koje je usvojilo ,zapadnjacki zivotni stil“, a koje karakteriSe visoko kalori¢na ishrana, bogata zivotinjskim mastima i
proteinima, sa manjkom fizi¢ke aktivnosti. Regioni u svijetu koje ve¢ dugo karakterise ovakav Zivotni stil (Australija, Sjeverna
Amerika, Sjeverna Evropa) dosegli su plato incidence karcinoma dojke sa godisnjom stopom od 70 do 90 novih slu¢ajeva na
100.000 stanovnika. Medutim, drzave koje su relativno skoro usle u fazu industrijalizacije i napretka, pokazuju porast u
incidenci i smrtnosti od karcinoma dojke, kao na primjer: Indija, Japan, Republika Korea. Dokazano je da izlozenost nekim
drugim specifiénim faktorima rizika ima udjela u razvoju karcinoma dojke (kao npr: zracenje, alkohol, egzogeni hormoni), ali
je taj udio manji u odnosu na prethodno pomenuti stil Zivota. Faktore rizika za nastanak karcinoma dojke mozZemo svrstati u
sedam kategorija i to: starost, pol, nasljede, reproduktivni ciklus Zene, izlozenost hormonima (endogenim i egzogenim),

histoloski faktori rizika i stil zivota (fizicka aktivnost, alkohol, pusenje) (7,8). 1.2.1. Starost Karcinom dojke pokazuje porast

uCestalosti sa starenjem. Oko Cetvrtina karcinoma dojke nastaje prije 50. godine zivota. Manje od 5% karcinoma dojke
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nastaje prije 35. godine Zivota. U¢estalost karcinoma dojke nastavlja da raste sa starenjem zenske populacije (9). 1.2.2. Pol
Karcinom dojke se javlja sa ve¢om ucestalo$éu kod osoba zenskog pola u odnosu na muskarace. Rijetko se javlja kod
muskaraca i doprinosi ukupnoj uCestalosti karcinoma dojke sa oko 1%. Najvedi rizik za nastanak karcinoma dojke imaju
muskarci koji su nosioci odredenih hormonskih dizbalansa, sa klinickim poremec¢ajima kao Sto su ginekomastija i ciroza.
Takode, u riziku da obole od karcinoma dojke su i muskarci izloZeni zra¢enju, muskarci sa pozitivnom porodi¢nom
anamnezom i genetskom predispozicijom (10). 1.2.3. Nasljede Karcinom dojke pokazuje sklonost porodi¢nom grupisanju
viSe od bilo koje druge vrste neoplazmi kod ¢ovjeka. Veéina studija ukazuje da prvostepeni srodnici pacijentkinja oboljelih

od karcinoma dojke

imaju dva do tri puta vedi rizik za nastanak ove bolesti, 44

bez obzira na starost i lokalizaciju bolesti. 5% - 10% svih slu¢ajeva karcinoma dojke uzrokovano je nasljedem. Ovaj procenat
se moze kretati i do 25% kod zena mladih od 30 godina (11). Dokazi ukazuju na poligensku prirodu ove bolesti. Medutim,
identifikovana su dva visoko penentrantna gena koji u najve¢oj mjeri poveéavaju rizik od pojave karcinoma dojke. To su
BRCA1 i BRCA2. Dodatno, opservacione studije sprovedene na ¢itavom genomu (GWIS — genome-wide association studies),
koje ispituju povezanost setova genskih varijacija kod razli€itih individua sa rizikom od nastanka bolesti, nedavno su
identifikovale dodatne polimorfizme i gene niske do umjerene penentrantnosti, koji nose maniji rizik od pojave karcinoma
dojke (12). U populacionoj studiji, na uzorku od 559 pacijentkinja oboljelih od karcinoma dojke, dijagnostikovanih prije 80-te
godina Zivota, relativni rizik za razvoj karcinoma dojke bio je 1.8 za prvostepene srodnike, njih 49.202 u ovom uzorku (11).
Relativni rizik iz ovog ispitivanja potvrdila je Kolaborativha grupa za hormonske faktore kod karcinoma dojke u meta-analizi
sprovedenoj na uzorku koji je obuhvatio 58.209 Zena sa karcinomom dojke i 10.198 Zena bez dijagnoze ove bolesti (13).
Mnogi istrazivaci su utvrdili pojavu multiplih slu¢ajeva karcinoma dojke u porodicama, sistematskim sakupljanjem istorija
bolesti oboljelih i njihovih srodnika. Analize srodnika zabiljezile su odredene razlike u prirodi karcinoma dojke sa pozitivnom
porodicnom anamnezom, u odnosu na bolest kod onih u ¢&ijoj porodici karcinom dojke nije bio prisutan. Razlike su se
ogledale u sljede¢em: zabiljezen je znacajno raniji poCetak bolesti, pojava bilateralne bolesti, specificna povezanost sa
drugim malignitetima u porodici, i vertikalna prenosivost. Zahvaljujuéi ovim zapazanjima, definisan je sindrom porodi¢nog
karcinoma dojke (14). Prvi zna¢ajan pomak u rasvjetljavanju genetske predispozicije za obolijevanje od karcinoma dojke dali
su Newman i saradnici 1988. godine, pronalaskom autozomno- dominantnog modela nasljedivanja sa rijetkim ali visoko
penentrantim predisponirajué¢im alelom. Rezultati ovog istrazivanja su ukazali da je naslijedena predispozicija za
obolijevanje od karcinoma dojke bila prisutna kod 4% porodica u ispitivanom uzorku (15). Uslijedila su brojna istraZivanja na
cjelokupnom genomu sa ciljem pronalaZenja povezanosti genetskih mapa sa pojavom multiplih karcinoma dojke u
porodicama, koje su jasno imale autozomno-dominantan obrazac nasljedivanja. Ovo je dovelo do pronalaska BRCA1 lokusa
na 17-om hromozomu 1990. godine i BRACA1 genske sekvence nekoliko godina kasnije (16,17). Istrazivanja su pokazala se
da se mutacija na BRCA1 lokusu uglavnom javlja kod porodica sa multiplim slu¢ajevima rano nastalog karcinoma dojke
(prije 50-te godine), te da je istovremeno znacajno predisponiraju¢a za nastanak karcinoma ovarijuma (18). Ovakav rezultat

istrazivanja obezbijedio je dokaz genetske osnove Breast-ovarian cancer sindroma, prethodno definisanog 1978. od strane
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Henry Lynch-a. Konzorcijum istrazivaca na ¢elu sa Michael Stratton-om je prepoznao da porodice sa multiplim slu¢ajevima
karcinoma dojke koje imaju bar jedan sluc¢aj karcinoma kod muskog ¢lana, nijesu povezane sa pojavom mutacije na 17q21
na BRCA1 lokusu. Kod ovih porodica ista grupa je identifikovala 13q12 mutaciju na BRCA2 lokusu (19). Pronalazak BRCAT i
BRCAZ2 gena, omogucilo je razlikovanje specificnih porodiénih fenotipova karcinoma dojke. Znacaj ovih istrazivanja je utoliko
vedi Sto je pokrenuo Citav niz istrazivanja na genomu, koja su urodila pronalaskom niza genskih mutacija predisponirajuéih
za razvoj karcinoma dojke u okviru nasljednih sindroma. Takva je mutacija PTEN gena pronadena 1997. udruzena sa
nastankom Cowden sindroma, kojeg karakteriSe pojava multiplih hamartoma i povecan rizik za nastanak karcinoma dojke,
stitaste Zlijezde i karcinoma genito-urinarnog trakta (20,21). Takode i mutacija ATR gena pronadena kod porodica sa rijetkim
oboljenjem ataxia tellangiectasia, kod koje postoji umjereno povecan rizik za nastanak karcinoma dojke (22,23). U narednim
godinama identifikovan je odredeni broj genskih mutacija povezanih sa pove¢anim rizikom za nastanak karcinoma dojke,
analizom sporadi¢nih, specificnih uzoraka, kao i ¢itav niz germline mutacija (24-26). Od 2007. godine do danas,
istrazivanjima na genomu pronadeno je gotovo 20 novih alela gena udruzenih sa nastankom karcinoma dojke, koji za razliku
od alela povezanih sa porodi¢nim karcinomom dojke, imaju viso¢iju prevalencu u opstoj populaciji, i vrlo mali rizik (manji od
1.25) za nastanak ove bolesti (27). BRCA1 i BRCA2 genske mutacije zajednicki i dalje ¢ine najveci procenat porodi¢nog
rizika za nastanak karcinoma dojke (oko 20%). TP53 i PTEN mutacije su isuvise rijetke da bi dale znacajan doprinos opstem
riziku. Gore pomenutih 20 genskih alela sa niskim rizikom za nastanak karcinoma dojke, ¢ine manje od 5% ukupnog rizika za
nastanak ove bolesti (27). Osim porodicne istorije karcinoma dojke, smatra se da je licna istorija bolesti, tj. prethodna
dijagnoza karcinoma dojke u jednoj dojci povezana sa vec¢im rizikom od nastanka bolesti u kontralateralnoj dojci, kod iste
pacijentkinje. 1.2.4. Reproduktivni ciklus zene Reproduktivna zivotna istorija kod Zene je znaCajno povezana sa rizikom za
nastanak karcinoma dojke. Smatra se da odredeni dogadaji u reproduktivnoj dobi Zene koji povec¢avaju njenu sveukupnu
izloZzenost estrogenu, mogu poveéati vjerovatnoéu za nastanak karcinoma dojke. Pomenuti dogadaji ukljucuju sljedeée:
pojava merhe prije 12. godine Zivota, prvo rodenje djeteta nakon 30. godine, nuliparitet i menopauza nakon 55. godine
(28,29). Sterilitet kao i odsustvo dojenja takode nose veci rizik za nastanak ove bolesti (30). Vecina ovih faktora pronadeno
je da su od znacaja u zemljama sa nizim rizikom za nastanak karcinoma dojke, kao $to su Japan i Kina. Radanje prije 30-te
godine predstavlja protektivni faktor za nastanak karcinoma dojke (31). Smatra se da promjene u reproduktivnom ciklusu
kod Zene znacajnije doprinose povecanju rizika od karcinoma dojke u drzavama kao $to su Kina i Singapur. Istrazivanja u
africkoj populaciji potvrduju udruzenost poveéanog rizika sa prvim rodenjem u kasnijim godinama, manjim brojem trudnoca
i kra¢im dojenjem (32). Podaci su oprec¢ni u razli¢itim studijama po pitanju povezanosti abortusa sa povec¢anim rizikom za
nastanak karcinoma dojke. Mada se dojenje inicijalno smatralo protektivnim faktorom, mnoga istrazivanja govore o
ograni¢enom protektivhom znacaju dojenja za nastanak ove bolesti. Protektivni znacaj smatra se da je ograni¢en samo na
dugotrajno, kumulativno dojenje, po mogucénosti duze od dvije godine (33). 1.2.5. Izlozenost hormonima 1.2.5.1. Endogeni
hormoni Brojne epidemioloske studije potvrduju da polni steroidni hormoni (androgeni, estrogeni i progesteron) imaju
znacajnu ulogu u nastanku karcinoma dojke. Incidenca karcinoma dojke biljezi o$tar porast sa starenjem prije menopauze
(oko 8% godisnje); dok je nakon menopauze ovaj porast svega oko 2% godis$nje, Sto se poklapa sa prestankom sinteze
estrogena i progesterona u ovarijumima i proporcionalnim padom ovarijalne produkcije androgena (34). Rezultati brojnih
istrazivanja pokazuju da postoji znacajna povezanost nivoa estrogena i testosterona u krvi kod postmenopauzalnih zena sa

rizikom za nastanak karcinoma dojke. Podaci prospektivnog istrazivanja pokazuju da je ova povezanost nezavisna od nivoa
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gojaznosti kod Zene i nezavisna od ostalih faktora rizika (35). Rizik od karcinoma dojke je 3 — 4 puta veéi sa porastom
koncentracije ovih hormona u krvi, i narocito je izrazen kod karcinoma klasifikovanih kao estrogen receptor pozitivni (36).
Kod predmenopauzalnih zena, visoka folikularna koncentracija totalnog i slobodnog estradiola, kao i testosterona, je
povezana sa povecéanim rizikom za nastanak karcinoma dojke. Medutim, visoka koncentracija progesterona i polnog
vezujuéeg globulina (SHBG - sex hormon binding globulin) nisu u vezi sa poveéanim rizikom za nastanak ove bolesti (37).
Povecéana koncentracija prolaktina je udruzena sa povec¢anim rizikom za nastanak karcinoma dojke i kod pred i
postmenopauzalnih Zena (38) i predominantno je udruZena sa nastankom strogen pozitivnog (ER) karcinoma dojke (39).
1.2.5.2. Egzogeni hormoni Upotreba estrogena i progesterona u terapijske svrhe ili u svrhe suplementacije kod razli¢itih
stanja povezana je sa rizikom za nastanak karcinoma dojke. Dva naj¢eS$¢a slucaja u praksi su upotreba hormona u svrhe
kontracepcije prije menopauze kod Zena, kao i upotreba u svrhe hormonske terapije kod postmenopauzalnih zena. Oralni
kontraceptivi Inicijalno sprovdena istrazivanja su sugerisala da primjena oralnih kontraceptiva moze biti u vezi sa poveéanim
rizikom za nastanak karcinoma dojke, zahvaljujuci sadrzaju estrogena i progestina (sintetski progestogen sli¢an
progesteronu) u koncentracijama koje mogu premasiti koncentraciju proizvedenu tokom normalnog ovulatornog ciklusa
zene (40). Podaci preko 50 sprovedenih studija koje su obuhvatile 53.000 ispitanica, pokazale su da upotreba oralnih
kontraceptiva ima mali doprinos u porastu rizika od karcinoma dojke, ¢ak i kod Zena koje su koristile oralne kontraceptive 10
i viSe godina (41). Medutim, Zene koje trenutno uzimaju oralne kontraceptive ili su ih uzimale nedavno (<10 godina od
posljednje primjene), imaju umjereno povisen rizik za razvoj karcinoma dojke (relativni rizik 1.24, 24% povisen rizik) u
odnosu na one koje nikada nijesu koristile oralne kontraceptive. Medutim, relativni rizik kod zena 1 — 4 godine nakon
prestanka primjene oralnih kontraceptiva iznosi 1.16, u poredenju sa relativnim rizikom 1.07 zabiljeZenim kod onih koje su
prije 5 — 9 godina prestale sa primjenom ovih agenasa (42). Prema IARC kombinovani estrogen-progesteron oralni
kontraceptivi spadaju u klasu 1 karcinogena. Skorasnja studija sprovedena na nacionalnom nivou u Sjedinjenim Ameri¢kim
Drzavama pokazala je da trenutne korisnice oralnih kontraceptiva nemaiju rizik od pojave karcinoma dojke, sto se smatra da
je u vezi sa izmijenjenom strukturom oralnih kontraceptiva koji se danas koriste u poredenju sa predasnjima (43).
Hormonska supstituciona terapija u postmenopauzi Brojna istrazivanja sprovedena u posljednjih 30 godina upuéuju na
postojanje pove¢anog rizika za nastanak karcinoma dojke kod dvije grupe zena post- menopauzalne dobi koje su koristile
estrogene kao supstitucionu terapiju: Zene koje su dugotrajno na supstitucionoj terapiji i one koje su trenutni korisnici iste.
estrogene ili kombinaciju estrogena sa progestinom. Supstituciona terapija estrogenima Medu postmenopauzalnim Zenama
koje su koristile supstitucionu terapiju estrogenima, studije su pokazale da najvedi rizik za obolijevanje od karcinoma dojke
imaju Zene koje su najduze koristile mono terapiju estrogenima (42). Medu Zenama koje su u posljednjih 5 godina bile na
ovoj terapiji, relativni rizik je iznosio 1.1 i bio veéi kod onog koje su na terapiji bile 1 — 4 godine u odnosu na one koje nikada
nijesu bile na supstitucionoj hormonskoj terapiji. Relativni rizik je iznosio 1.3 kod onih koje su na terapiji bile 5 — 9 godina,
1.2 kod onih koje su na terapiji bile 10 — 14 godina, te 1.6 kod onih koje su na terapiji bile 15 i viSe godina. Rizik je bio
znacajno veéi kod mrsavih u odnosu na gojazne zene (koje prirodno imaju visi endogeni nivo estrogena) (42). Kod Zena koje
su prestale koristiti hormonsku supstitucionu terapiju u postmenopauzi u posljednjih 5 godina ili viSe, nije primije¢en
povecan rizik za nastanak karcinoma dojke, bez obzira na duzinu trajanja terapije prije prekida. Kontrolisana randomizovana

studija koju je sprovela Zenska zdravsvena inicijativa (WHI, Women Health Innitiative) pokazala je da Zene koje su koristile
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estrogensku supstitucionu terapiju zbog prethodne histerektomije nijesu imale poviSen rizik za nastanak karcinoma dojke u
narednih devet godina (44). Chen i saradnici su kasnije potvrdili izostanak povi§enog rizika u ovoj populaciji Zena u narednih
10 godina, dok je nakon 20 godina rizik iznosio 1.42 (95% Cl, 1.05-2.07) (45). Takode, one pacijentkinje kod kojih se javljao,
karcinom je pretezno bio ER pozitivan. Podaci studije 1.000.000 Zena sprovedene u UK, pokazali su da je povecan rizik za
nastanak karcinoma dojke udruzen sa primjenom estrogena kao monoterapije, rizik je bio ve¢i kod onih koje su ovu terapiju
pocele koristiti u prvih 5 godina od nastanka menopauze, kao i kod mrsavijih Zena (46,47). Supstituciona terapija
kombinacijom estrogena i progestina U periodu izmedu 1980. i 2000. godine porasla je primjena kombinovane
supstitucione terapije, dodatkom progestina estrogenu, $to je smanijilo rizik od nastanka hiperplazije i karcinoma
endometrijuma, uzrokovanih kori§¢enjem supstitucione monoterapije estrogenima kod postmenopauzalnih zena. Medutim,
studije sprovedene u posljednjih 15 godina pokazale su da dodatak progestina ne smanjuje rizik od karcinoma dojke (42,
48). Naprotiv, istraZivanje koje je sprovela Zenska zdravsvena inicijativa (WHI, Women Health Innitiative) pokazalo je da Zene
koje koriste supsticionu terapiju kombinacijom estrogena i progestina imaju povisen rizik za nastanak karcinoma dojke, te
da ovaj rizik raste sa duzinom trajanja primjene ove terapije (49,50). Rezultati prethodno pomenute studije 1.000.000 Zena
sprovedene u UK, su ovo potvrdile, navodeéi da je rizik kod Zena lije¢enih mono terapijom estrogenima bio 1.30 (95% ClI,
1.22-1.38) u odnosu na one koje nikada nijesu bile na supstitucionoj terapiji, dok je relativni rizik bio znacajno vec¢i 2.0 (95%
Cl, 1.91- 2.09) kod onih koje su koristile progestine u kombinaciji sa estrogenima (46). Skorasnje istrazivanje iste grupe,
ukazalo je da je u istoj ispitivanoj grupi Zena povisen i mortalitet od karcinoma dojke (51). Ista studija ukazala je na mali
znacaj uticaja doze estrogena i formulacije na rizik za nastanak ove bolesti. IARC je 2007. zaklju€io da je kombinacija
estrogena i progestina kancerogena (IARC Working Group Combined estrogen-progestogen) (52). 1.2.6. Histoloski faktori
rizika HistoloSke abnormalnosti dijagnostifikovane biopsijom tkiva dojke ¢ine vaznu kategoriju medu faktorima rizika za
nastanak karcinoma dojke. U histoloske abnormalnosti kao faktore rizika ubrajamo: duktalni karcinom in situ (DCIS) i
proliferativne promjene sa atipijom. 1.2.7. Stil Zivota 1.2.7.1. Gojaznost Veza izmedu gojaznosti i rizika za nastanak
karcinoma dojke zavisi od menopauzalnog statusa zene. U naprednim industrijalizovanim zemljama, gojaznost je obrnuto
srazmjerna riziku za nastanak karcinoma dojke u predmenopauzi, dok je direktno srazmjerna riziku u postmenopauzi. U
predmenopauzi, Zene sa visim ,body mass index” (BMI) ¢eSée imaju iregularne menstrualne cikluse i povisenu stopu
anovulatornog infertiliteta, Sto sugeriSe da je njihov maniji rizik za nastanak karcinoma dojke rezultat redih ovulatornih
ciklusa i manje izloZenosti ovarijalnim hormonima (53). Kontrolisane prospektivne studije sprovedene u naprednim
industrijalizovanim zemljama, pokazale su iznenadujuée slabu povezanost izmedu poviSenog BMI i rizika za nastanak
karcinoma dojke (54), uprkos ¢€injenici da gojazne Zene u postmenopauzi imaju i do dvostruko visi nivo cirkuliSuéih
estrogena u odnosu na Zene sa niskim BMI (55). Ovakvi podaci mogu se objasniti protektivnim uticajem visokog BMI
ukoliko je on rezultat gojaznosti steCene u predmenopauzi. Znacajniji uticaj na rizik od ove bolesti ima zapravo gojaznost
steCena nakon menopauze, kako potvrduju brojne studije (56-59). Medutim, postmenopauzalnu gojaznost je tesko dovesti u
jasnu vezu sa povec¢anim rizikom za nastanak karcinoma dojke, obzirom da je tesko utvrditi da li je visok nivo estrogena kod

ovih Zena endogenog porijekla ili je posljedica egzogene hormonske terapije. Rezultati Nurse Health studije su pokazali

dajerizikod karcinoma dojke bio dvostrukoveéi kod Zena koje su 39
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dobile 25 kg u tjelesnoj masi ili viSe nakon 18-te godine Zivota, u poredenju sa Zzenama koje nakon 18. godine nijesu imale
vise od 2 kg varijacije u tjelesnoj tezini (58). IARC je zakljucio da je prekomjerna tjelesna tezina i gojaznost jedan od uzroka
karcinoma dojke u postmenopauzi (60). Manji broj studija je sproveden kod zena koje su u menopauzi izgubile na tjelesnoj
tezini, uglavnom jer je ovakvih Zena manje. Nurse Health studija sprovedena u UK upucuje da je gubitak u tjelesnoj tezini
nakon menopauze u vezi sa smanjenim rizikom od karcinoma dojke, naro&ito ER-pozitivnog karcinoma (61). Zene koje
izgube 10 ili viSe kilograma u tjelesnoj tezini i taj gubitak odrze u post- menopauzi, imaju 40% nizi rizik za nastanak
karcinoma dojke. 1.2.7.2. FiziCka aktivnost Na osnovu istrazivanja sprovedenog od strane IARC, moze se zakljuciti da je viSi
nivo fizicke aktivnosti udruzen sa smanjenim rizikom od karcinoma dojke kako u postmenopauzi, tako i u predmenopauzi
(60). Skorasnja istrazivanja su pokazala da ovaj protektivni efekat fizicke aktivnosti ne zavisi od rase, niti etni¢ke pripadnosti
(62). Najveci znacaj u smanjenju rizika od karcinoma dojke, fizicka aktivnost ima kod onih Zena koje su odrzale visok nivo
fizicke aktivnosti nakon menarhe tokom zivota (62, 63). 1.2.7.3. Ishrana Postoje podaci koji govore da osobe sa zdravim
obrascom ishrane imaju smanijen rizik od nastanka karcinoma dojke. Medutim, skorasnje meta-analize i velike kohortne
studije upuéuju na nedostatak dokaza o pove¢anom riziku za nastanak karcinoma dojke kod osoba koje su usvojile
,zapadnjacki“ nezdravi nacin ishrane (64-66), kao i da ishrana bogata povréem nije udruzena sa smanjenim rizikom od
karcinoma dojke (67). Ubrzan rast i veca tjelesna visina kod odraslih, nastale kao posljedica prekomjerne ishrane u ranim
godinama Zivota, nosi poveéan rizik za nastanak ove bolesti. Takode, visok BMI koji je posljedica visokog unosa kalorija, kao
i nasrazmjere izmedu unosa i kalorijske potrosnje, je faktor rizika za post- menopauzalni karcinom dojke. Ukupan unos
masti, kao i zasi¢enih zivotinjskih masti, moze povecati rizik. Poveéani unos crvenog mesa, narocito przenog, udruzen je sa
povecanim rizikom za nastanak karcinoma dojke (66). 1.2.7.4. Alkohol Konzumacija alkohola nosi umjereno povecan rizik
za nastanak karcinoma dojke (68,69). Smatra se da postoji dozno zavisna veza (broj alkoholnih pi¢a na dan), te da je cak i
nizak nivo konzumacije alkohola udruzen sa poveéanim rizikom za nastanak karcinoma dojke. Istrazivanja ukazuju da visok
unos folata ili visok nivo folata u krvi, smanjuje rizik za nastanak ove bolesti (70). 1.2.7.5. PuSenje Rezultati izvjeStaja opstih
hirurga iz Sjedinjenih Americkih Drzava o zdravstvenim posljedicama pusenja (US Surgeon Generals' report) iz 2004. godine
ukazuje da ne postoji uzro¢na veza izmedu aktivnog pusenja i karcinoma dojke (71). Medutim, dodatni podaci su prikupljeni
u posljednjih desetak godina koji govore suprotno. Kanadska radna grupa je 2009. godine sprovela analizu, koja je
rezultovala zaklju¢kom da je aktivno pusenje uzro¢no povezano sa karcinomom dojke kod zena u pre-menopauzi kao i u
postmenopauzi. Stavige, ovo istrazivanje je zakljuéilo da je sekundarno pusenje (,pasivno pusenje”) uzroéno povezano sa
nastankom predmenopauzalnog karcinoma dojke (72). 1.3. Histoloska klasifikacija karcinoma dojke Na osnovu histoloskih
karakteristika, invazivni karcinomi dojke se dijele u razli¢ite podtipove, prema klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije

(73):+

Invazivni karcinom bez posebne oznake (NOS) * Invazivni lobularni karcinom * Tubularni karcinom -
Kribriformni karcinom * Mucinozni karcinom  Karcinom sa medularnim karakteristikama -
Karcinom sa apokrinom diferencijacijom * Karcinom sa diferencijacijom tipa prstena pecatnjaka °

Invazivni mikropapilarni karcinom * Metaplasticni karcinom bez posebne oznake
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« Ostali rijetki podtipovi 1.3.1. Invazivni

karcinom bez posebne oznake (NOS) Invazivni karcinom dojke bez specificne oznake
(NOS), poznatiji je

kao duktalni karcinom dojke NOS, i obuhvata najveéu grupu invazivnih karcinoma dojke. Predstavlja heterogenu grupu
tomora koje nije jednostavno opisati, obzirom da ne eksprimiraju posebne karakteristike da bi se mogli klasifikovati u neku
od histoloski specifi¢nih tipova karcinoma dojke (kao lobularni ili tubularni karcinom dojke). Takode, nomenklatura ovog tipa
karcinoma dojke se mijenjala u proslosti: od infiltrativni duktalni karcinom, scirozni, karcinom sfernih ¢elija, carcinoma
simplex do invazivni karcinom bez dodatne oznake (NOS - non otherwise specified). Pojam duktalni koji je ¢esto u primjeni,
vodi porijeklo od koncepta da su ovi tumori nastali isklju¢ivo diobom duktalnih epitelnih ¢elija tkiva dojke, sto je sustinski
pogresan koncept. Stavise, dokazano je da veéina karcinoma dojke potice od éelija distalne jedinice lobulusa (74,75).
Invazivni karcinom dojke bez specificne oznake (NOS) je najcesci histoloski tip invazivnog karcinoma dojke i u literaturi se
javlja sa ucestaloséu od 40% do 70%. Ovaj histoloski tip karcinoma dojke se rjede javlja prije 40. godine, ali je procentualno
podjednako zastupljen medu ostalim histoloskim tipovima prije i poslije 40. godine starosti (76). Invazivni karcinom bez
specificne oznake (NOS) rjede se javlja nakon dijagnoze nekih promjena u dojci koje mogu biti povezane sa pove¢anim
rizikom za nastanak karcinoma, kao $to je atipicna duktalna hiperplazija i lobularna neoplazija, za razliku od tubularnog i
klasi¢nog lobularnog karcinoma (77,78). Makroskopski, ovi tumori nemaju specificne karakteristike. Najce$c¢e su ¢vrsti ili
Cak tvrdi pri palpaciji, mogu dati pjeskovit osjec¢aj kad se zarezu nozem, a na presjeku njihova povrsina je obi¢no sivo-bijele
boje sa zutim prugama. Mogu varirati u veli¢ini od 10 do 100 mm. Mogu imati nepravilan satelitski oblik ili nodularnu
konfiguraciju, bez ostrih granica prema bolesnom tkivu. HistopatolosSka dijagnoza invazivnog karcinoma bez specificne
oznake (NOS) postavlja se iskljuc¢ivanjem svih ostalih, specificnih tipova karcinoma dojke. Posljedi¢no, morfoloske
karakteristike ovih tumora mogu biti jako varijabilne, uklju¢ujuci: visoko infiltrativhe kao i one sa guraju¢im marginama.
Tumorske ¢elije mogu biti razli¢ito organizovane, nekada mogu imati i glandularnu ili tubularnu diferencijaciju, ali sa
eozinofilnu citoplazmu. U preko 80% slucajeva ovaj karcinom je udruzen sa lokusima duktalnog invazivnog karcinoma in situ
(DCIS) istog nuklearnog gradusa (Slika 1)(73). Slika 1: A. Invazivni karcinom nespecifiénog tipa (NOS), gradus I; B. Invazivni
karcinom NOS, gradus 2; C. Invazivni karcinom NOS, gradus Ill bez znakova Zljezdane diferencijacije. Izvor: WHO
classification of tumor of the breast, 2012 (73). Da bi tumor bio dijagnostifikovan kao NOS tip, potrebno je da je nespecificna
komponenta u tumorskoj masi zastupljena sa vise od 50%, na pregledima reprezentativnih isje¢aka tumorskog tkiva.
Ukoliko je nespecificna komponenta zastupljena sa 10 - 49%, e ovaj tumor ¢e biti definisan kao mjeSoviti invazivni NOS i
specificni tip ili kao mjeSoviti invazivni NOS i lobularni tip karcinoma dojke. Opisane su i rijetke varijacije invazivnog
karcinoma NOS, koje usljed rijetke zastupljenosti u praksi, na ovom mjestu ne¢emo detaljno opisivati. Ovdje spadaju: 1)
pleomorfni karcinom 2) karcinom sa osteoklast-nalik velikim stromalnim éelijama 3) karcinom sa horiokarcinomatoznim
karakteristikama 4) karcinom sa melanoti¢nim karakteristikama Slu¢ajevi porodiénog karcinoma dojke udruzenog sa

BRCA1 mutacijom Cesto su invazivni karcinomi NOS histoloskog tipa, ali pokazuju karakteristike medularnom- nalik
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karcinomu dojke (14). Porodi¢ni karcinom dojke udruzen sa BRCA2 mutacijom ¢esto je invazivni karcinom NOS histoloskog
tipa s karakteristikama tubularnom-nalik karcinomu dojke (14). Skorasnja istrazivanja povezanosti genetskih mutacija sa
odredenim histoloskim tipom ili gradusom tumora, ukazala su da NOS tip obuhvata veliku grupu tumora nastalih
nepovezanim genetskim mutacijama, te da se one razlikuju od onih mutacija koje srije¢emo kod specifi¢nih histoloskih
tipova karcinoma dojke (79-81). Stavise, molekularnim profiliranjem je dokazano da se invazivni karcinomi dojke NOS mogu
klasifikovati u molekularne podtipove na osnovu obrazaca genetskih mutacija koje eksprimiraju (82,83). Invazivni karcinom
dojke bez posebne oznake (NOS) ima 10-to godisnju stopu prezivljavanja 35 — 50%, u odnosu na stopu od 55% kod svih
karcinoma dojke uopste (84). Ovakva prognoza svakako je posljedica uticaja prognostickih fatrora: histoloSkog gradusa,
veli¢ine tumora, limfo-nodalnog statusa i vaskularne invazije. Priblizno 70 — 80% ovih karcinoma su ER-pozitivni, i priblizno
15% su HER2 pozitivni. Pomenuti prognosticki i prediktivni faktori odreduju i terapijski izbor kod ovih karcinoma dojke. 1.3.2.
Invazivni lobularni karcinom dojke (ILC) Invazivni lobularni karcinom dojke sastoji se od nekohezivnih, rasutih ¢éelija, ili pak
¢elija organizovanih u linearne tracke unutar fibrozne strome. Obi¢no je u vezi sa lobularnim karcinomom in situ (LCIS).
Invazivni lobularni karcinom (ILC) predstavlja 5 — 15% svih invazivnih tumora dojke (84-86). Od 80-ih godina proslog vijeka,
incidenca invazivnog lobularnog karcinoma (ILC) zabiljeZila je porast koji je u vezi sa porastom incidence invazivnog
karcinoma dojke bez specificne oznake (NOS) (87). Ovakav porast incidence pripisuje se pove¢anoj primjeni hormonske
supstitucione terapije (88-92) ili pove¢anoj konzumaciji alkohola (93). Pacijenti sa invazivnim lobularnim karcinomom (ILC)
dojke mogu biti neznatno stariji od pacijentata sa invazivnim karcinomom dojke bez specificne oznake (NOS). Srednja
starost pacijenata sa ILC je 57 do 65 godina (94-96). Ako govorimo o klinickim karakteristikama ovog tumora, invazivni
lobularni karcinom dojke (ILC) se prezentuje kao palpabilna masa. Rezultati israzivanja iz 2007. godine koje su sproveli
Wincester i saradnici, ukazuju da se lobularni invazivni karcinom nesto ¢esce javlja sa centralnom lokalizacijom nego NOS
tip (97). Radiografki, ovaj karcinom se najcesce prezentuje u vidu nazupcene mase ili kao arhitekturalna distorzija. U
poredenju sa invazivnim karcinomom NOS tipa, mamografija je manje senzitivna metoda za otkrivanje invazivnih lobularnih
karcinoma, i ima senzitivhost 57 — 89%. Stoga, relativno je visok procenat lazno negativnih mamografkih nalaza za LIC, 19%
(98,99). Ultrazvuk je senzitivnija metoda od mamografije za otkrivanje lobulatnih invazivnih karcinoma dojke, sa
senzitivnoséu 78 — 95%, mada se njome cesto potcijeni veli¢ina tumora (100-102). Magnetna rezonanca kao imidzing
metoda je mnogo senzitivnija i od veée pomoci sa postavljanje dijagnoze invazivnog lobularnog karcinom dojke (ILC),
zahvaljujuc¢i moguénosti vizuelizacije multifokalnih promjena u dojci, mada i ova tehnika moze dati lazno pozitivne nalaze i
precijeniti velicinu tumorske mase (103). Kod lobularnog invazivnog karcinoma primijecena je i ve¢a incidenca karcinoma,
narocito sinhronih u kontralateralnoj dojci nego kod invazivnog karcinoma NOS tipa, i ona iznosi 5 — 19% (104,105). Na
osnovu makroskopskog pregleda lobularni invazivni karcinom je Cesto tesko definisati, obzirom da se prezentuje kao
nepravilna i nejasno ograni¢ena tumorska masa (106). Iz istog razloga, tesko je odrediti i veli¢ini ovih tumora pri
makroskopskom pregledu tkiva, mada su Cesto veci od invazivnog NOS karcinoma (107-109). Uobicajeni histopatoloski
obrazac invazivnog lobularnog karcinoma dojke (ILC) karakteriSu male nekohezivne ¢elije u slabo celularnom vezivhom
tkivu dojke koje su dijelom organizovane u jednostruke éelijske trake. Cesto se nalaze koncentri¢ne formacije oko normalnih
duktusa u tkivu dojke. Tumorske ¢elije obi¢no imaju okrugla ili zarezana ovoidna jedra, tanak obod citoplazme, ponekad
mogu imati citoplazmatski lumen ispunjen mukoznom te¢noscu (110). Mitoze su rijetke (Slika 2) (73). Ovakve klasi¢ne

histopatoloske karakteristike su iste kao one koje se srije¢u kod lobularne neoplazije, koja je u 58% - 98% slucajeva
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udruZena sa invazivnim lobularnim karcinomom dojke (ILC) (111,112). Slika 2: A. Invazivni lobularni karcinom; B. Gubital
ekspresije E-kadherina tipican za Celije lobularnog karcinoma; C. Veliki broj elija nalik prstenu pecatnjaku i
intracitoplazmatski lumeni ispunjeni sekretom. Izvor: WHO classification of tumor of the breast, 2012 (73). U literaturi je
opisano nekolikohistoloskih varijacija invazivnog lobularnog karcinoma dojke (ILC) koji imaju iste citoloske karakteristike ili
obrazac rasta kao klasi¢ni ILC, ali se razlikuju po odsustvu meducelijske kohezije. 1) Solidni tip karakteriSu tipicne
nekohezivne, male éelije sa lobularnom morfologijom koje stvaraju ve¢e nakupine. Celije su &e$ée pleomorfne sa veéim
brojem mitoza nego kod klasi¢nog histolo$kog tipa invazivnog lobularnog karcinoma (ILC) (113). 2) Alveolarni tip je
varijacija klasi¢nog tipa invazivnog lobularnog karcinoma i razlikuje se od klasi¢nog po organizaciji ¢elija u lobularne
agregate od po najmanje 20 ¢elija (114). 3) Pleomorfni lobularni karcinom (PLC) zadrzao je isti obrazac rasta kao klasicni
histoloski lobularni tip invazivnog karcinoma dojke, ali pokazuje vecéi stepen ¢Eelijske atipije i pleomorfizma, kao i veci broj
mitoza nego klasi¢ni tip (115,116). Ova histoloska varijacija je ¢esto udruzena sa lobularnim karcinomom in situ (LCIS) istih
pleomorfnih karakteristika. PLC moze imati apokrinu (115) ili histiocitnu diferencijaciju (117) ili ¢elije u obliku prstena
pecatnjaka. 4) Tubulolobularni tip karakteriSe mjesavina tubularnog ¢éelijskog rasta i malih uniformnih ¢elija s
karakteristi¢nim nac¢inom rasta koju nalazimo u lobularnim karcinomima (118). Kod jedne trec¢ine tubulolobularnih
karcinoma javlja se pridruzen lobularni invazivni karcinom in situ (LCIS). 5) MjeSoviti tip predstavlja histoloski kombinaciju
klasi¢nog histoloskog tipa invazivnog lobularnog karcinoma dojke (ILC) i bilo koje od preostalih histoloskih varijacija ovog
tumora (111,117). Invazivni karcinomi bez posebne oznake (NOS) u kombinaciji sa invazivnim lobularnim karcinomom ¢&ine
5% svih invazivnih karcinoma dojke (85, 119,120). Dugo je razmatrano koliki je zna¢aj histolo$kog gradiranja lobularnog
invazivnog karcinoma dojke (ILC) obzirom na karakteristike ovih tumora kao sto su: odsustvo tubularnih formacija (izuzev
kod tublolobularnog tipa), uniforman izgled malignih ¢elija i nizak mitotski indeks. Neke studije upuéuju na ograniceni
prognosticki znacaj gradiranja ovih tumora (121), dok se prema drugima gradus tumora smatra nezavisnim prognosti¢kim
faktorom (122,123). Vecina, 76% invazivnih lobularnih karcinoma dojke (ILC) klasicnih histopatoloskih karakteristika, su
gradusa 2. Gradus 3 se najcesce srijece kod ostalih varijacija (solidnog i pleomorfnog tipa). Od tri komponente gradiranja,
najveci prognostic¢ki znacaj kod ovih tumora ima mitotski indeks, te je visok broj mitoza udruzen je sa loSijom prognozom
(123). Podaci iz literature ukazuju da su 80-95% invazivnih lobularnih karcinoma (ILC) estrogen receptor (ER) pozitivni.
Estrogenski receptori se eksprimiraju kod klasi¢nog i kod ostalih varijanti lobularnog invazivnog karcinoma, ali najcesc¢e kod
alveolarnog tipa 100% (114), dok se najrjede esprimiraju kod pleomorfnog tipa ILC- a (PLC) 10% (124). ER pozitivnost se kod
invazivnog karcinoma bez posebne oznake (NOS) rede srijece, u 70-80% slucajeva. Progesteronski receptori (PG) su
pozitivni kod 60-70% svih invazivnih lobularnih karcinoma (ILC) i karcinoma NOS tipa (125). HER2 amplifikacija i
hiperekspresija se rijetko srije¢u kod invazivnih lobularnih karcinoma dojke (ILC) (125), mada se moze naci kod pleomorfnog
tipa (PLC) (126,127). Ekspresija p53, bazalnih markera (keratin 14, keratin 5/6, EGFR) i mioepitelnih markera (glatko-misi¢ni
aktin, p63) je rijetka kod LIC (128). Stopa proliferacije mjerena na osnovu MIB1/Ki67 je niska kod invazivnog lobularnog
karcinoma (ILC), mada moze biti visoCija kod histopatloskih varijacija ovog karcinoma (119). Jedna od molekularnih
alteracija koja se konzistentno srijece i kod klasi¢nog ILC i kod drugih histopatoloskih varijacija je odsustvo E-kadherina,
meducelijske adhezivne veze, koja rezultira tipicno nekohezivnim izgledom ovih tumora (129,130). Vecina invazivnih
lobularnih karcinoma pokazuje i izmijenjen integritet E-kadherin kompleksa, sa nedostatkom alfa, beta, i gama- katenina, i

promjenom lokacije p120 katenina iz ¢elijske membrane u citoplazmu (130). Analiza ekspresije E-kadherina i p120, mogu
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biti od pomoéi u diferencijalnoj dijagnozi lobularnog i nisko gradusnog NOS karcinoma,. Medutim invazivni lobularni
karcinomi (ILC) mogu biti pozitivni na E-kadherin u do 15% slucajeva (131). Primjenom protoéne citometrije dokazano je da
su invazivni lobularni karcinomi dojke (ILC) diploidni u oko 50% slu¢ajeva (132). Ivazivni lobularni karcinom (ILC) ima maniji
broj genetskih alteracija u odnosu na invazivni karcinom bez specificne oznake (NOS). Najcesce identifikovane genetske
alteracije su: nedostatak dijela hromozoma 16q, kao i dodatni genetski materijal na 1q i 16p (133). Inaktivacija E- kadherina
je najéesca genetska alteracija kod invazivnih lobularnih karcinoma (ILC) i javlja se u ranoj fazi onkogeneze (134). Somatske
mutacije na genu za E-kadherin (CDH1, mapiran na 16q22.1 lokusu) zajedno sa nedostatkom promotera metilacije dovode
do gubitka ekspresije i nedostatka E-kadherina (134). Rezultati nekoliko studija govore u prilog ¢ijnjenici da je prognoza
invazivnog lobularnog karcinoma dojke (ILC) bolja nego prognoza kod invazivnog karcinoma dojke bez specificne oznake
(NOS) (86,135). Neke druge studije, medutim, pokazuju suprotne rezultate (125), dok je prema nekim istrazivanjima
prognoza kod ove dvije grupe karcinoma gotovo ista (136,137). Studije sprovedene na ve¢em uzorku pacijenata neosporno
dokazuju da je invazivni lobularni karcinom dojke (ILC) ¢e$c¢e vecih dimenzija (>5 mm), uznapredovalog gradusa (3/4) i
cesce udruzen sa zahvac¢enos$éu veéeg broja limfnih ¢vorova, nego NOS tip (95). Rezultati ovih istrazivanja upuéuju da
pacijenti sa lobularnim karcinomom dojke (ILC) imaju bolji ili slican ishod u odnosu na pacijente sa invazivnim NOS tipom
karcinoma, u prvih 10 godina nakon dijagnoze. Medutim, dugorocni ishod je loSiji kod ovih pacijeneta nego kod pacijenata
sa invazivnim NOS karcinomom dojke, zbog vece incidence udaljenih metastaza, ceSée rekurence bolesti i ve¢e smrtnosti
(138,139). Analizom ishoda kod razli¢itih histoloskih tipova invazivnog lobularnog karcinoma dojke, nesto bolja prognoza je
prijavljena kod klasi¢nog u odnosu na druge tipove, narocito u odnosu na pleomorfni tip (PLC) (119,140). Medutim, tubulo-
lobularni i alveolarni tip se smatraju nisko gradusnim tumorima (141). Primijecen je drugaciji obrazac metastaziranja kod
invazivnog lobularnog (ILC) u odnosu na invazivni NOS tip karcinoma dojke. Aksilarne nodalne metastaze su rjede kod ILC
nego kod NOS tipa karcinoma i njihova ucestalost se kre¢e u rasponu od 35 do 10% (86). Metastaze invazivnog lobularnog
karcinoma dojke pokazuju veéu tendenciju Sirenja ka kostima, gastro-intestinalnom traktu, materici i jajnicima, meningeama,
kao i tendenciju difuznog zahvatanja seroze; dok se invazivni karcinom NOS tipa ¢esce Siri u pluca (86,107). Za potvrdivanje
dijagnoze intra- abdominalnih metastaza ILC imunohistohemijskim putem koriste se antitijela na sljedeée receptore: GCDFP-
15, citokeratin 7, ER, PR i E-kadherin. 1.3.3. Tubularni karcinom dojke (TC) Tubularni karcinom dojke je specifi¢ni
histopatoloski tip karcinoma dojke sa povoljnom prognozom. Ovaj karcinom je graden od dobro diferentovanih anguliranih
tubularnih struktura sa otvorenim lumenom obloZenim jednim redom dobro diferentovanih ¢elja. Cisto tubularni tip
karcinoma dojke (TC) ¢ini 2% svih invazivnih karcinoma dojke. Nesto Cesce se srijece medu malim karcinomima stadijuma
T1, kao i pri mamografskim pregledima u toku skrininga (142-144). Ako ga uporedimo sa nisko gradusnim invazivnim
karcinomom dojke NOS, mozemo zaklju€iti da je tubularni karcinom ¢e$ée manjih dimenzija, rjede udruzen sa limfo-
vaskularnom invazijom, rjede zahvata limfne ¢vorove i sveukupno ima bolji ishod. Priblizno 10-20% svih tubularnih
karcinoma ima multifokalnu prezentaciju (141). Mamografski, 22-50% tubularnih karcinoma (TC) se ne prikazuje u obliku
tumorske mase. Mogu se vidjeti spikularne forme sa razli¢itom zastupljenoscu kalcifikacija. Ultrazvuéno, tubularni karcinom
dojke se prezentuje kao hipoehogena masa sa nejasno definisanim granicama prema zdravom tkivu, te ¢esto sa
posteriornom sjenkom na ultrazvu¢nom nalazu (145-148). Makroskopski, tubularni karcinom dojke (TC) se prezentuje kao
nejasno ograni¢ena sivo do bijelo prebojena tumorska masa, ¢vrste do tvrde konzistencije, dijametra 0.2 do 2.0 cm,

najcesce 1.5 cm ili manje u precniku (144,145). Histopatoloski, tubularni karcinom dojke (TC) karakteriSe prisustvo
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anguliranih tubula, sa jasno otvorenim lumenom koji je obloZen jednim redom dobro diferentovanih epitelijalnih éelija, niskog
mitotskog indeksa. Da bi ga svrstali u grupu invazivnih tubularnih karcinoma, viSe od 90% tumorskog tkiva mora biti ovakve
grade. Viseslojnost jedara, vidljiv jedarni pleomorfizam i visok mitotski index, definitivno iskljuCuju histopatolosku dijagnozu
tubularnog karcinoma dojke (TC). Neoplasti¢ni tubuli nisu okruzeni mioepitelnim slojem, a uklopljeni su dezmoplasti¢nu
stromu (Slika 3) (73). Slika 3: Tubularni karcinom. A. Nepravilna distribucija okruglih i angularnih tubula, otvorenih lumena,
oblozenih jednim slojem epietelnih ¢elija koje su odvojene reaktivnom fibroblastnom stromom; B. Neoplasti¢ne ¢elije oblazu
tubule oblika suze, bez znacajne atipije. Izvor: WHO classification of tumor of the breast, 2012 (73). Tubularni karcinom
dojke (TC) se Cesto javlja udruzen sa ravnom epitelijalnom ¢elijskom atipijom i duktalnim karcinom in situ (DCIS) niskog
gradusa, ali rjede sa lobularnom neoplazijom (144,149,150). Tubularni karcinom dojke (TC) gotovo uvijek je pozitivan na
receptore za estrogen i progesteron (ER, PR), i negativan na HER2, EGFR, P-kadherin, p53 i visokomolekularni keratin
(144,151). Diferencijalno-dijagnosticki, tubularni karcinom dojke (TC) treba razlikovati od skleroziraju¢e adenoze, radijalnog
oziljka, mikroglandularne adenoze, invazivhog NOS karcinoma niskog gradusa i tubuloloburanog karcinoma. Tubularni
karcinom dojke (TC) pokazuje manju ucestalost genetskih alteracija od ostalih histopatoloskih tipova karcinoma dojke.
Metodom komparativhe genomske hibridizacije kod tubularnog karcinoma dojke, primije¢ene su genske mutacije pretezno
na hromozomima: 16q (gubitak) u 78—-86% slucajeva i 1q (dodatak) u 50-62% slucajeva. Ove mutacije se uglavnom javljaju
udruzeno. Ostale genetske alteracije ukljuuju 16p, 8p, 3p i 11p lokus (152-154). Genetskim profiliranjem svih gena u
humanom genomu, dokazano je da se tubularni tip karcinoma (TC) treba klasifikovati u ,lJuminalni A molekularnu klasu
karcinoma dojke (155). Zene sa tubularnim karcinomom dojke (TC) imaju odlian dugoroéni ishod bolesti i preZivljavanje
koje se gotovo i ne razlikuje od prezivljavanja kod Zena bez karcinoma dojke iste starosti (156,157). Rekurenca bolesti,
nakon kompletnog hirur§kog uklanjanja tumora, je vrlo rijetka. Nakon postedne operacije, imajuci u vidu multifokalnu prirodu
ove bolesti i potencijalnu udruzenost sa duktalnim karcinomom in situ (DCIS), rizik od rekurence bolesti je toliko mali da
mnogi centri ¢ak i adjuvantnu radioterapiju kod ovih pacijentkinja smatraju nepotrebnom. Nakon totalne mastektomije, 10-
godisnje prezivljavanje i stopa ukupnog prezivljavanja kre¢u se od 99 do 100% nakon parcijalne resekcije (143,157).
Metastaze u aksilarne limfne ¢vorove se ne srije¢u ¢esto, kre¢u se u rasponu od 0-20% i rijetko zahvataju vise od jednog
limfnog &vora. Cak i u slu¢aju zahvaéenosti aksilarnih limfnih &vorova, tubularni karcinom dojke (TC) ima dobru prognozu, te
neki autori ¢ak i u tom slu¢aju smatraju disekciju aksile i adjuvantnu hemioterapiju nepotrebnim (158,159). 1.3.4.
Kribriformni karcinom dojke (ICC) Invazivni kribriformni karcinom dojke (ICC) je karcinom sa odlicnom prognozom. Ovaj tip
invazivnog karcinoma dojke u 50% slucajeva ima pridruzenu tubularnu komponentu. Invazivni kribriformni karcinom dojke
¢ini 0.3 — 0.8% svih karcinoma dojke (142,159). Postoje populacije u kojima je ucestalost ovog karcinoma do 4%. Srednja
starostna dob pacijentkinja sa ovim karcinomom dojke iznosi 53 - 58 godina (160). Invazivni kribriformni karcinom dojke
(ICC) prezentuje se klinicki kao tumorska masa, koja radiografski moze biti okultna. Na mamografiji, ovaj karcinom se
najcesce prezentuje u vidu spikularne mase sa mikrokalcifikatima (161). U 10 — 20% sluc¢ajeva je multifokalan. Invazivni
kribriformni karcinom dojke (ICC) je uvijek pozitivan na estrogen receptor (ER), i u 69% slu¢ajeva je progesteron PG-receptor
pozitivan (160). Srednja veli¢ina ovog tumora iznosi 3,1 cm. Za postavljanje dijagnoze invazivnog kribriformnog karcinoma
ova komponenta mora Ciniti viSe od 90% tumora. Tumorsko tkivo gradi kribriformne (sitaste) formacije. Unutar lumena ovih
formacija moZe se zapaziti mucinozni sekret, sa ponekad prisutnim mikrokalcifikatima (162). Tumorske celije su male do

umjerene veli¢ine, pokazuju blag do umjeren pleomorfizam i rijetke mitoze. Karakteristi¢na je prominentna fibroblastna
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stroma, ponekad sa osteoklastima sli¢nim gigantskim éelijama, histiocitnog porijekla. U 80% slucajeva invazivni kribriformni
karcinom (ICC) je udruzen sa duktalnim karcinomom in situ (DCIS) kribriformnog podtipa. Aksilarne nodalne metastaze se
javljaju u 14.3% slucajeva, sa tipicnom kribriformnom organizacijom. Invazivni kribriformni karcinom (ICC) moze imati do
50% e komponente tubularnog karcinoma (160,162). Diferencijalno-dijagnosticki invazivni kribriformni karcinom treba
razlikovati od dobro diferentovanih neuro-endokrinih tumora, adenoid cistiénih karcinoma i duktalnog karcinoma in situ
(DCIS). Invazivni kribriformni karcinom djke (ICC) i tubularni karcinom (TC) imaju vrlo sliéne genetske i transkripcione
karakteristike, te se oba tipa svrstavaju prema molekularnoj klasifikaciji u ,luminalni A" tip karcinoma dojke. Takode su
slicnog imuno-fenotipa, kojeg karakterise hormon receptor pozitivan status (ER i PR+), kao i HER2 negativan status. Ovi
karcinomi pokazuju i udruzenost sa istim vrstama prekursornih nisko-gradusnih tumorskih lezija. Sli¢no tubularnom
karcinomu dojke (TC), invazivni kribriformni karcinom (ICC) ima povoljnu prognozu. Desetogodisnje prezivljavanije se krec¢e
izmedu 90% i 100%. Ishod je manje povoljan kod pacijentkinja sa mjeSovitim tipom invazivnog kribriformnog karcinoma,
nego kod onih sa histoloski Cistim tipom ovog karcinoma dojke, a ipak povoljniji nego kod invazivnog karcinma dojke bez
posebne oznake (NOS) (163). 1.3.5. Mucinozni karcinom dojke Mucinozni karcinom dojke karakteriSu grupice malih,

uniformnih ¢elija koje plutaju u velikoj koli¢ini ekstracelularnog mucina. Ovaj

karcinom dojke poznat je jos pod nazivima: koloidni  karcinom, mukoidni karcinom 32

i mucinozni adenokarcinom dojke. Cisti mucinozni karcinom dojke &ini 2% svih karcinoma dojke i javlja se pretezno kod
zena mladih od 50 godina (164-166). Mucinozni karcinom dojke na mamografiji nalik je benignoj promjeni. Na magnetnoj
rezonanci ovi tumori se prezentuju tipicnim poljima pojac¢anog signala, dok se ultrasonografski gotovo uvijek vide kao
hipehogene strukture (167). Na makroskopskom pregledu tkiva, mucinozni karcinom se obi¢no prepoznaje kao zelatinozna
masa, meke konzistencije sa guraju¢im marginama. Ovaj tumor moze biti velicine od Tcm do 20cm u precniku (166).
Histopatoloski posmatrano, mucinozni karcinom se odlikuje gnijezdima malignih ¢elija koja plutaju u jezeru mucina koje je
izdijeljeno tankim septama koje sadrze krvne sudove. Maligne ¢éelije mogu biti razli¢ite velicine i oblika i ponekad stvaraju
tubule. Nuklearna atipija je najcesce blaga, rjedi su slucajevi sa izrazenom atipijom i mitozama. Mikropapilarna i
kribriformna intraepitelijalna komponenta se rijetko vidaju. Capella i saradnici opisuju hipercelularnu formuili B tip
mucinoznog karcinoma dojke koji se prezentuje velikim ¢éelijskim nakupinama i ¢estom pojavom neuroendokrine
diferencijacije, sa pozitivnom ekspresijom chromogranina i sinaptofizina. Tip ,,A” mucinoznog karcinoma dojke, koji se Cesto
opisuje kao ,klasicni tip"” ovog tumora; neendokrini tip, karakteriSe veéa koli¢ina ekstracelularnog mucina. Histoloski Cisti
oblik ovog karcinoma sadrzi preko 90% mucinozne komponente. MjeSoviti tipovi se najéesce javljaju u kombinaciji sa
invazivnim karcinomom bez specificne oznake (NOS) (168). Diferencijalno-dijagnosticki, na core biopsiji najteze je
razlikovati mucinozni karcinom dojke od mukokeli sliéne lezije (MLL — mucocoella-like lesion) sa ekstravazacijom mucina.
Glavnu razliku ¢ine dilatirani, mucinom ispunjeni duktusi i mioepitelne ¢elije koje prijanjaju za ¢elijske plutajuce trake u
jezercima mucina, koje ukazuju na MLL. Mucinozni karcinom dojke obi¢no je pozitivan na estrogenske i progesteronske
receptore, sa niskom ekspresijom androgenih receptora, i bez poveéane HER2 ekspresije (166,169,170). Metodom

transkripcionog profiliranja mucinozni karcinomi dojke su svrstani u ,luminalni A molekularni podtip karcinoma dojke, i
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transkripciono se razlikuje od invazivnog karcinoma dojke bez posebne oznake (NOS) istog gradusa i molekularnog podtipa.
Takode, postoje transkriptomske razlike izmedu mucinoznog ,,A" i mucinoznog ,,B“ tipa karcinoma dojke, gdje histoloski
mucinozni ,,B” tip pokazuje gensku ekspresiju slicnu neuro-endokrinim tumorima (171). Lacroix-Triki i saradnici su pokazali
da morfoloski Cisti mucinozni karcinom pokazuje nizak nivo genetske nestabilnosti i rijetke rekurentne genske amplifikacije,
te da je genomski profil razli¢itih tumorskih komponenti u mjeSovitim mucinoznim tumorima veoma sli¢an onom kod
morfoloski &istog mucinoznog karcinoma (172). Cisti mucinozni karcinom dojke ima nisku stopu loko-regionalnih i udaljenih
metastaza i odlicno petogodisnje prezivljavanje bez progresije bolesti (142). Stopa desetogodisnjeg ukupnog prezivljavanja
se kre¢e od 90% do 100%. Za razliku od morfoloski istog tipa, mjeSoviti mucinozni karcinom dojke ima znatno veéu
incidencu limfo-nodalnih metastaza i daleko losiju prognozu. Udaljene metastaze se kasnije mogu pojaviti kod oba tipa
mucinoznog karcinoma dojke (173). 1.3.6. Karcinom sa medularnim karakteristikama Karcinom sa medularnim
karakteristikama obuhvata: medularni karcinom (MC), atipi¢ni medularni karcinom i podtip invazivnog karcinoma bez
posebne oznake (NOS). Ovi tumori pokazuju neke ili sve od sljedecih karakteristika: cirkumferentne ili gurajuce ivice,
sincicijelni rast, ¢elije sa visokim nuklearnim gradusom, i prominentnu limfoidnu infiltraciju. Klasi¢ni medularni karcinom je
rijedak, Cini 1% svih karcinoma dojke, mada se u literaturi mogu nadi i veéi procenti u zavisnosti od strogoce dijagnostickih
kriterijuma. Prosjecna starost pacijentkinja sa ovim karcinomom, u momentu dijagnoze se kre¢e od 45 do 52 godini, ali 26%
pacijentkinja su mlade od 35 godina u momentu dijagnoze (174). Karcinomi sa medularnim karakteristikama su obi¢no
dobro definisani klini¢ki i na imidzing metodama. Makroskopski, tumori iz ove grupe su obiéno dobro ograniéeni, mekane do
umijereno &vrste konzistencije. Cesto pokazuju makroskopski vidljive lokuse nekroze i hemoragije, koji mogu biti praéeni
cisticnom deferencijacijom. U prosjeku su dimenzija od 2 do 2.9 cm u dijametru. Obi¢no se koriste sljedeci kriterijumi za
postavljanje histopatoloske dijagnoze ovih tumora: prisustvo sincicijelne arhitekture u >75% tumora, ostro ogranicene,
guraju¢e margine, nedostatak tubularne diferencijacije, prominentni i difuzni limfoplazmocitni stromalni infiltrati, tumorske
¢elije sa obilnom citoplazmom i vezikularnim jedrima, sa vidljivim jednim ili viSe jedaraca visokog mitotskog indeksa, a
mogu se nadi i binarne gigantske ¢elije (175). Karcinomi sa medularnim karakteristikama, imunoloski posmatrano, obi¢no
su negativni na hormonske receptore, kao i na HER2, $to znaci da spadaju u trostruko- negativne karcinome dojke (TNBC)
koji su tema naseg istrazivanja i bi¢e detaljije opisani u poglavlju 1.6. Ovi karcinomi mogu imati razli¢itu ekspresiju keratina
5/6 i 14, glatko-misiénog aktina, EGFR, P-kadherina, p53, i kaveolina-1. Imunofenotipizacijom je utvrdeno da limfoidni
infiltrati u ovim tumorima predominantno sadrze CD3+ T-limfocite i CD8+ citotoksi¢ne T-limfocite (176, 177). Veliki procenat
tumora iz ove grupe, danas je poznat pod nazivom Bazalnom- nalik karcinom dojke. Cesta karakteristika ovih tumora je
genetska nestabilnost. Veéina tumora kod pacijenata sa germline mutacijama BRCA1 gena imaju medularne karakteristike.
Kod tumora sa medularnim karakteristikama primijeCene su i somatske mutacije i hipermetilacija promotera BRCA1 gena,
$to ukazuje na moguc¢u ulogu ovog gena u nastanku karcinoma sa medularnim karakteristikama. Medu naj¢es¢im
somatskim mutacijama primijecena je alteracija TP53 gena (178). Ranije se smatralo da su medularni karcinomi dojke bolje
prognoze od invazivnog karcinoma NOS tipa. Medutim, radovima u kojima su analizirani uzorci invazivhog karcinoma NOS
gradusa 3, prisustvo prominentnog limfo-plazmocitnog infiltrata bilo je udruzeno sa dobrom prognozom (179). Studijama
zasnovanim na metodi genetskog profiliranja, dokazano je da je nivo ekspresije gena odgovornih za imuni odgovor vazan
prediktivni faktor koji odreduje prezivljavanje kod ER-pozitivnih i ER-negativnih visoko proliferativnih karcinoma dojke. U vezi

sa time, genetska ekspresija kod medularnih karcinoma omoguéila je identifikovanje prognosticki razli¢itih podgrupa
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trostruko-negativnog karcnoma dojke- bazalnog karcinoma (180). Ovi rezultati upuéuju da relativno dobar ishod karcinoma
sa medularnim karakteristikama moze biti u vezi sa prisustvom prominentnog limfo-plazmocitnog infiltrata u ovim
tumorima. 1.3.7. Karcinomi sa apokrinom diferencijacijom Bilo koji invazivni karcinom dojke ¢ije ¢elije pokazuju apokrine
karakteristike moze se smatrati karcinomom sa apokrinom diferencijacijom. Fokalna apokrina diferencijacija je Cesta
karakteristika invazivnog karcinoma dojke bez posebne oznake (NOS), ali i nekih histolos¢i specificnih tipova. Ekstenzivna
apokrina diferencijacija vida se kod oko 4% invazivnih karcinoma dojke (181). Karcinomi dojke sa apokrinom
diferencijacijom ne pokazuju neke specificne klinicke karakteristike koje bi ih razlikovale od ostalih invazivnih karcinoma
dojke. Ekstenzivna apokrina diferencijacija srije¢e se kod invazivnog karcinoma bez posebne oznake (NOS) ali i kod nekih
histoloski specifi¢nih tipova karcinoma dojke kao $to su: tubularni, lobularni, mikropapilarni i medularni karcinom dojke.
Apokrina diferencijacija se moze naci i kod lobularnog karcinoma in situ (LCIS) i duktalnog karcinoma in situ (DCIS)
(182,183). Na ¢elijskom nivou kod karcinoma sa apokrinom diferencijacijom mogu se zapaziti uve¢ana jedra sa
prominentnim jedarcima. Citoplazma moze biti granulirana i bojiti se pozitivno PAS bojenjem (Sto je slucaj kod , A" tipa
¢elija) ili moze biti svijetla i pjenusava (kod ,,B” tipa ¢elija), ili se pak moze naéi kombinacija ove dvije varijante (184).
Imunoloski posmatrano, apokrina komponenta ovih invazivnih karcinoma je BCL2-negativna i GCDFP-15-pozitivha, mada se
GCDFP-15-pozitivnost obi¢no gubi u uznapredovalom stadijumu bolesti. Bojenje na receptore za estrogen i progesteron je
obi¢no negativno, mada je nedavno identifikovana izoforma estrogenskog receptora ER-alfa36 koja se povec¢ano eksprimira
kod invazivnog karcinoma dojke sa apokrinom diferencijacijom. Tumori s apokrinom diferencijacijom su uglavnom negativni
na ERi PR, a pozitivni na androgene receptore i HER2 (185,186). Diferencijalno-dijagnosticki karcinomi dojke sa apokrinom
diferencijacijom koji su gradeni predominantno od ¢elija ,,A" tipa treba razlikovati od granular cell tumora, dok one koji se
sastoje od ¢éelija ,,B" tipa treba razlikovati od histiocitne proliferacije ili inflamatorne reakcije u tkivu dojke. U postavljanju
dijagnoze moze biti od pomoc¢i imunohistohemijsko bojenje na keratin (187). Komparativnom genomskom hibridizacijom
otkriven je znacajan broj hromosomskih promjena kod karcinoma dojke sa apokrinom diferencijacijom, kao $to su:
amplifikacije na 1p, 1q i 2q lokusu i delecije na 1p, 12q, 16q, 17q i 22q. Genomske alteracije na ovim djelovima hromozoma
su Ceste kod karcinoma dojke uopste. Analizom genetske ekspresije Micro-aray metodom, definisan je ,apokrini molekularni
podtip“ karcinoma dojke, koji se karakteri$e pove¢anom androgenom signalizacijom i znac¢ajno se preklapa sa molekularnim
HER2 podtipom karcinoma dojke (188,189). Jako je bitno naglasiti da on nije uvijek ekvivalentan histoloskom tipu sa
apokrinom diferencijacijom. U prosjeku polovina svih karcinoma sa apokrinom histoloskom diferencijacijom se svrstava u
molekularni apokrini podtip, ukljuéujuci u tu grupu i pleomorfni lobularni karcinom sa apokrinom diferencijacijom (190).
Rezultati nekih studija govore da karcinomi sa apokrinom diferencijacijom imaju istu prognozu kao invazivni karcinom NOS
tipa istog gradusa i stadijuma bolesti, ili ¢ak bolju prognozu (191). Primjenom multigenskog testa OncotypeDX je utvrdeno
da ovi karcinomi imaju visok stepen rekurence, a na osnovu Mammaprint testa da imaju loSu prognozu. Pozitivna androgena
signalizacija kod ovih tumora moze biti meta ciljanog lije¢enja antiandrogenim lijekovima. 1.3.8. Karcinom sa
diferencijacijom tipa prstena pecatnjaka Karcinom sa diferencijacijom tipa prstena pecatnjaka karakteriSe obilna koli¢ina
intracelularnog mucina koja gura jedro u stranu, formirajuci time ¢elije koje lice na prsten pecatnjak. Rijedak je slu¢aj da je
primarni karcinom dojke dominantno graden od ¢elija nalik prstenu pecatnjaku, obi¢no se ovakve Celije vide samo fokalno.
Ovaj karcinom dojke ne ispoljava specificne, prepoznatljive klinicke, niti makroskopske karakteristike pri pregledu.

Diferencijacija tipa prstena pecatnjaka se najéesce srije¢e kod invazivnog lobularnog karcinoma (ILC) i invazivnog
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karcinoma bez posebne oznake (NOS). Stoga, karcinomi sa diferencijacijom tipa prstena pecatnjaka ne predstavljaju
zaseban entitet. Opisana su dva citoloska tipa karcinoma sa diferencijacijom tipa prstena pec¢atnjaka u dojci. Citoloski tip sa
velikim intra-citoplazmatskim vakuolama koje se pozitivno boje na acid-Schiff (PAS)/Alcian plavo i HMFG2. Ovakva
citoloska karakteristika opisana je jo$ i kod lobularne neoplazije, klasi¢nog invazivnog lobularnog karcinoma (LIC) i
pleomorfnog lobularnog karcinoma dojke (PLC) (192). Drugi citoloski tip ovog karcinoma sli¢an je onom koji se javlja kod
¢elija difuznog karcinoma Zeluca, i karakteriSe se acido-mukoznom supstancom koja difuzno ispunjava éelije i gura jedro na
jedan pol ¢éelije. Maligne c¢elije sa diferencijacijom nalik prstenu pecatnjaku mogu se naci i u duktalnom karcinomu in situ
(DCIS). Diferencijalno dijagnosticki, primarni karcinom dojke sa diferencijacijom tipa prstena pecatnjaka treba razlikovati od
metastaze karcinoma drugih lokalizacija u dojku, kao $to je karcinom Zeluca. Primarni karcinomi dojke sa diferencijacijom
tipa prstena pecatnjaka obi¢no su hormon-receptor i GCDFP-15 pozitivni. Bojenje na ove receptore ¢e biti odsutno ili slabo
kod karcinoma Zeluca, te moze biti od pomoci u diferencijalnoj dijagnozi. Ne postoje podaci o genetskim karakteristikama
ovih tumora, a i njihov prognosticki znacaj je nejasan. 1.3.9. Invazivni mikropapilarni karcinom dojke Invazivni mikropapilarni
karcinom se karakteriSe prisustvom malih nakupnina ¢elija koje grade strukture nalik na morulu s centralnim lumenom,
okruzne retrakcionim prostorima. Maligne ¢elije ovog karcinoma pokazuju obrnuti polaritet, tako da je vrsni pol ¢elije
okrenut ka stromi, a ne ka lumenu formacija. Morfoloski Cista forma mikropapilarnog karcinoma dojke je rijetka i ¢ini 0.9 —
2% invazivnih karcinoma dojke. Mikropapilarna slika se ¢esc¢e srijeée zariSno u drugim tipovima invazivnog karcinoma dojke,
sa ucestaloSc¢u 7.4%. Starosna dob u kojoj se klini¢ki prezentuje invazivni mikropapilarni karcinom ¢iste ili mjeSovite forme
odgovara dobi kada se obi¢no javlja invazivni karcinom bez posebne oznake (NOS) (193-195). Klinicki se vecina
mikropapilarnih karcinoma dojke prezentuje kao palpabilna tumorska masa. Mamografski se obi¢no prezentuje kao gusta
masa, nepravilnog oblika, sa nejasnim marginama i mikrokalcifikatima. Ultrazvuéno, mikropapilarni karcinom se moze
prezentovati kao hipoehogena masa, mada ponekad moze dati izoehogen ili hipoehogen nalaz sa mikrolobularnim
segmentima; moze katkada biti prac¢ena posteriornom sjenkom (196). Invazivni mikropapilarni karcinom dojke je u 75%
slucajeva gradusa 2 ili 3 (197- 199). Velika ve¢ina mikropapilarnih karcinoma dojke 41 — 100% su estrogen receptor
pozitivni, i progesteron receptor pozitivni u 46 — 83% slucajeva (197-201). Mada su ranije studije govorile u prilog HER2
pozitivhosti u ¢ak do 100% slucajeva mikropapilarnih karcinoma dojke, skorasnje studije ukazuju da je HER2 pozitivhost
zastupljena sa 10 — 35%. Sem toga, izgleda da je i HER2 genska amplifikacija kod ovih tumora rjeda (10 — 30%) (200-203).
Genetskim profiliranjem invazivnih mikropapilarnih karcinoma dojke, dokazano je da se ovi karcinomi sa molekularnog
aspekta mogu klasifikovati u luminalni ,, A" i luminalni,B“ podtip, Sto je u skladu sa imunohistokemijskim profilom koji je
dominantno ER-pozitivan. Metodom komparativhe genomske hibridizacije nadeno je amplifikacija na 8q, 17qi20q kao i
delecija na 6q i 13q hromosomu kod ovih karcinoma. Interesantan je podatak da su genske aberacije pronadene u ne-
mikropapilarnoj komponenti ovih karcinoma vrlo slicne onima u mikropapilarnoj komponenti tumora. Pronadene su i
rekurentne amplifikacije gena za MYC, CCND1 i FGFR1 kod 33%, 8% i 17% ovih tumora (155,202-204). Invazivni
mikropapilarni karcinom dojke ima losiju prognozu od invazivnog karcinoma bez posebne oznake (NOS), i ceSce se
prezentuje limfovaskularnom invazijom i limfo-nodalnim metastazama u momentu dijagnoze (204-206). 1.3.10.
Metaplastic¢ni karcinom dojke Metaplasti¢ni karcinom dojke obuhvata grupu neoplazmi koje karakteriSe diferencijacija
neoplasti¢nog epitela u skvamozne celije i/ili mezenhimalne elemente uklju¢ujuéi hrskavicu, kost, hondroidne ¢elije,

rabdomioidne ¢éelije i mnoge druge.
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Ove neoplazme mogu biti gradene u potpunosti od metaplasticnih elemenataili od mjeSavine 40

karcinoma

i metaplasti¢nih podrucja. Obzirom na vrlo razli¢itu histolosku sliku koja proizlazi iz Sirokog raspona metaplasti¢nih
komponenti koje se mogu vidjeti u ovom tipu karcinoma dojke metaplasti¢ni karcinomi su svrstavani u razlicite podgrupe:
karcinosarkom, sarkomatoidni karcinom, karcinom sa pseudosarkomatoznom metaplazijom, karcinom sa
pseudosarkomatoznom stromom, karcinom vretenastih ¢elija, vretenasto-¢elijski, metaplasti¢ni karcinom, karcinom koji
produkuje matriks, adenoskvamozni karcinom, nisko-gradusni adeno-skvamozni karcinom, skvamocelularni karcinom, i
metaplasti¢ni karcinom nalik fibromatozi (207-212). Metaplasti¢ni karcinom dojke ¢ini 0.2 — 5% svih invazivnih karcinoma
dojke (213). Metaplasticni karcinom dojke imaju slicne klinicke karakteristike i starostnu distribuciju kao i estrogen (ER)
negativni invazivni karcinomi dojke bez specificne oznake (NOS) (214). Makroskopski, metaplasti¢ni karcinomi dojke mogu
biti dobro ili neostro ograniceni. Pri makroskoskm se pregledu nerijetko zapazaju cisticne degenerativhe promjene, narocito
kod metaplasticnog skvamocelularnog tipa. Metaplasti¢ni karcinom je najcesce velik, veci od invazivhog karcinoma NOS
tipa. Sredja veli¢ina ovih tumora iznosi 3.9cm i kre¢e se u rasponu od 1.2 do > 10 cm) (215-217). Histopatoloski,
metaplasti¢ni karcinom predstavlja vrlo heterogenu grupu. Konsenzusom je prihva¢en deskriptivni sistem histoloske
klasifikacije ovih tumora u pet grupa. 1) Nisko-gradusni adeno-skvamozni karcinom Graden je od glandularnih i tubularnih
struktura sa podrucjima solidnih nakupnina skvamoznih ¢elija uklopljenih u vretenasto-¢elijsku stromu. Karcinomatoznu
komponentu karakteriSu male glandularne strukture, ceSée okruglog nego angularnog oblika i solidne trake epitelnih éelija
koje mogu sadrzati skvamozne éelije ili skvamozne cisti¢ne formacije. Neoplasti¢na komponenta tkiva ovih tumora obi¢no
se $iri ka periferiji i infiltriSe zdravo tkivo dojke (181,218). Nakupnine limfocita se obi¢no mogu vidjeti na periferiji ponekad
stvarajuéi strukture nalik na topovsko dule. Primijec¢ena je slicnhost izmedu ovog tipa metaplastichog karcinoma dojke,
adenomioepitelioma i sklerozirajuéih proliferativnih lezija (219). 2) Metaplasti¢ni karcinom nalik fibromatozi Metaplasti¢ni
karcinom nalik fibromatozi, mikroskopski je graden od mjesavine vretenastih éelija sa eozinofilnom citoplazmom i
izduzenim jedrima sa fino raspr§enim hromatinom, koje su uklopljene u kolageniziranu stromu. Jedarna atipija se ne nalazi
ili je blaga. Vretenaste ¢elije su obi¢no rasporedene u vidu talasastih, isprepletanih snopica, ili stvaraju dugacke snopove koji
se poput prstiju Sire u okolno tkivo dojke. Cesto se mogu zapaziti nakupnine i trake veéih i zaobljenijih vretenastih éelija koje
poprimaju epiteloidan izgled (219,220). Fokalno se moze naci skvamozna diferencijacija. Ovi tumori su obi¢no p63 pozitivni,
dok je imunohistokemijsko bojanje na keratin pozitivno samo fokalno, uglavnom u vec¢im i epiteloidnim ¢elijama. 3)
Svamocelularni karcinom Skvamocelularni karcinom je najcesce cisti¢na promjena. Unutrasnjost ciste je oblozena
skvamoznim ¢elijama sa razli¢itim stepenom nuklearne atipije i pleomorfizma. Neoplasti¢ne celije infiltriSu okolnu stromu u
kojoj se obi¢no nalazi i prominentan inflamatorni infiltrat (221). Opisana je i akantolitiCna varijanta ovog tumora koja se
prezentuje formiranjem nepravilnih prostora, oblozenih atipi¢nim skvamoznim ¢éelijama (pseudo-glandularni ili pseudo-
angio-sarkomatozni izgled). Diferencijalno-dijagnosticki, ovaj oblik tumora treba razlikovati od angiosarkoma. Metaplasti¢ni
skvamocelularni karcinom dojke se moze javiti u histopatoloski ¢istoj formi ili u mjeSovitom obliku, udruzen sa invazivnim
karcinomom bez posebne oznake (NOS) (222). Skvamozna diferencijacija se moze nadi i unutar medularnog karcinoma
dojke. Primarni skvamocelularni karcinom dojke treba razlikovati od metastatskih tumora, te je u ovom slucaju bitno
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iskljuciti skvamocelularni karcinom bilo koje druge lokalizacije, ukljucujuéi i kozu (216). 4) Karcinom vretenastih ¢elija
Karcinom vretenastih ¢elija se histopatoloski prezentuje atipi¢nim vretenastim ¢elijama koje mogu imati razli¢ite histoloske
slike: duge snopice, strukture nalik na tocak ili riblju kost, a najcesce se nalazi mjesavina svih navedenih formi. (223,224).
Citoplazma vretenastih éelija morfoloski moze varirati od izduzenih do nabubrelih oblika. Prisutan je umjereno do jako
izrazeni jedarni pleomorfizam.. Mogu se nacéi i podrucja gdje maligne celije formiraju nakupnine éelija epiteloidnog izgleda,
kao i podru¢ja skvamozne diferencijacije. Ovakvi tumori se nalaze na granici izmedu skvamocelularnog karcinoma
vretenastih ¢elija i mioepitelioma odnosno mioepitelijalnog karcinoma (225). Do danas ne postoje jasni kriterijumi za
razlikovanije ove dvije vrste tumora, mada ne postoje ni podaci o znacajnim razlikama u njihovom klinickom ponasanju.
Diferencijalno-dijagnosticki, metaplasti¢ni karcinom vretenastih ¢elija je najbitnije razlikovati od atipli¢nih vretenasto-
¢elijskihproliferacija. Za dijagnozu metaplasti¢nog karcinoma neophodna je potvrda epitelne diferencijacije histopatoloskim
i imunohstohemijskim metodama. Takode, nalaz duktalnog karcinoma in situ (DCIS) na periferiji upucuje na dijagnozu
metaplasti¢nog karcinoma vretenastih ¢elija. 5) Metaplasti¢ni karcinom sa mezenhimalnom diferencijacijom Metaplastiéni
karcinom dojke sa mezenhimalnim elementima obi¢no je graden od mjesavinje kracinomske i mezenhimalne komponente
koja moze biti hondroidna, kostana, rabdomioidna ili €ak neuroglijalna. U karcinomskom podrucju mogu se naci zljezdane
strukture, solidne nakupnine i Zarista skvamozne diferencijacije (226- 228). Mezenhimalna komponenta moze biti dobro
diferentovana, sa minimalnom atipijom ili izgledati jasno maligno, poput sarkoma mekih tkiva. Dugo se vremena, za tumore
u kojima se nalzio nagli prelaz mezenhimalne (najéescée hrkaviéne) u epitelnu komponentu koristio naziv karcinom koji
stvara matriks. Bez obzira na Cinjenicu da se u ovom tipu karcinoma uglavnom lako uocavaju epitelni elementi, za
postavljanje dijagnoze metaplasti¢nog karcinoma, ponekad je potrebno pregledati veliki broj uzoraka za potvrdu epitelne
diferencijacije, kao i koristiti dodatno imunohistohemijsko bojenje na visoko-molekularni keratin (CK5/65). 6) Mjesoviti
metaplasti¢ni karcinom Veliki broj metaplasti¢nih karcinoma dojke se na multiplim uzorcima prezentuje mjesovitim
histoloskim karakteristikama. Svi ovi slu¢ajevi bi se trebali definisati kao metaplasti¢ni karcinom u definitivnoj dijagnozi, sa
navodenjem opisa specificnih, prepoznatljivih histoloskih struktura (219). Imunohistohemijski, u vS§e od 90% slucajeva
metaplasti¢ni karcinomi su negativni na receptore za estrogen i progesteron (ER, PR) kao i na HER2 receptore, s pozitivhim
bojenjem na keratine 5/6 i 14, kao i EGFR (229-231). Imunohistohemijski markeri koji se obi¢no koriste u identifikaciji
epitelijalne diferencijacije unutar metaplasti¢nog karcinoma obuhvataju visokomolekularne keratine: 34betaE12, keratin 5/6
i 14, kao i keratin AE1/AE3; dok su nisko- molekularni keratini obi¢no negativni (232). Stepen ekspresije keratina moze
varirati i nerijetko je fokalne distribucije. Preko 90% metaplasti¢nih karcinoma dojke ima visoku ekspresiju p63, te se isti
moze smatrati dijagnosticki znacajnim markerom za metaplasti¢ni karcinom dojke. Njegova ekspresija omoguéava
razlikovanje ovih tumora od drugih mezenhimalnih tumora (233-235). Filodni tumori sa sarkomatoznim prerastanjem su
negativni na p63 i keratine, a pozitivni na CD34 i BCL2. Primjenom metode genetskog profiliranja pokazalo se da vecina
metaplasti¢nih karcinoma dojke pripada molekularnom podtipu bazal-like karcinoma dojke (138). Pojedinacne studije
upucuju da neki podtipovi ovih karcinoma (karcinom sa vretenastim ¢elijama), pokazuju transkriptomske karakteristike koje
su sliéne onima primije¢enim kod ¢elija sa epitelno-mezenhimalnom tranzicijom (236,237). Ovakvi tumori se mogu
klasifikovati u molekularni podtip klaudin-niskih tumora, koji se karakteriSu veéim brojem celija sa epitelno-mezenhimalnim
karakteristimama i tzv. mati¢nim tumorskim ¢elijama (238). Metaplasti¢ni karcinomi imaju vrlo kompleksan genom sli¢an

onom koji se srijeé¢e kod drugih tipova trostruko-negativnog i basal-like molekularnog podtipa karcinoma dojke (239,240).
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Mutacije tumor supresor gena TP53 pronadene su kod veéine metaplastic¢nih karcinoma dojke (241). Nedostatak CDKN2A
na p16 hromozomu, PTEN mutacija, mutacija gena uklju¢enih u Wnt signalni put, kao i rekurentne mutacije PIK3CA,
pronadene su kod odredenih podtipova ovih karcinoma (229,230,242,243). Primijecena je i amplifikacija i visoka polizomija
EGFR gena kod 10 — 25% ovih karcinoma narocito kod tumora sa skvamocelularnom i vretenasto- ¢elijskom diferencijacijom
(234-244). Limfo-nodalne metastaze su znacajno rjede kod metaplasti¢nog karcinoma dojke nego kod invazivnog
karcinoma NOS tipa. (215-217,226,227,245). Kao kod ostalih trostruko-negativnih karcinoma dojke (TNBC) koje ¢emo
detaljnije opisati u kasnijem tekstu, metaplasti¢ni karcinomi daju udaljene metastaze u odsutvu limfo- nodalnih, i to
najées$c¢e u mozak i pluéa. Trenutno ne postoje validirani markeri sa prognostickim znacajem za metaplasti¢ni karcinom
dojke. Brojni su napori istrazivaca da, uglavhom kroz retrospektivne studije, obezbijedi definiciju prognostickih markera za
ovu bolest. Takvi su i nasi napori u ovom istrazivanju ka rasvjetljavanju molekularne strukture i pronalazenju markera sa
prognostickim i prediktivnim znaCajem za trostruko-negativne karcinoma dojke kao molekularnu klasu kojem pripada i
metaplasti¢ni histoloski tip karcinoma dojke. Veoma je vazno napomenuti da ne postoje podaci koji bi upucivali na to da ovi
tumori imaju loSiji odgovor na adjuvantnu hemioterapiju ili loSiju prognozu od ostalih formi trostruko negativnih karcinoma
dojke (246). 1.3.11. Ostali histoloski tipovi karcinoma dojke 1) Invazivni papilarni karcinom Invazivni papilarni karcinom
dojke predstavlja karcinom c¢ija invazivna komponenta dominantno ima resicast izgled (>90%). Solidni papilarni karcinom
dojke i intracisti¢ni papilarni karcinomi se ne bi trebali svrstavati invazivne papilarne karcinome. Stoga je invazivni papilarni
karcinom dojke rijedak. Diferencijalno dijagnosticki, ovaj tumor treba razlikovati ne samo od pomenuta dva histoloska tipa,
vec¢ i od sekundarnih depozita, tj. metastatskih papilarnih karcinoma, najcesc¢e u jajnik ili plu¢a. Ovaj karcinom nema
specificne klinicke, niti makroskopske karakteristike. Histopatoloski, invazivna komponenta ovih karcinoma je gradena od
resicastih struktura njezne fibrovaskularne strome koje infiltriraju tkivo dojke. Podaci o genetskim karakteristikama ovih

tumora za sada nijesu dostupni, a prognoza zavisi od gradusa i stadijuma tumora. 2)

Inflamatorni karcinom dojke Inflamatorni karcinom dojke je rijetka ali vrlo agresivna forma 33

karcinoma dojke

sa karaketeristi¢nim klini¢kim i patoloskim karakteristikama. Inflamatorna priroda ovog tumora poti¢e od brojnih limfatickih
embolusa (247,248). Incidenca ovog karcinoma iznosi 2.5 na 100.000 Zena i u konstantnom je porastu. Primijec¢ene su i
rasne razlike u incidenci, koje podrazumijevaju najvisu incidencu kod Zena africko-ameri¢kog porijekla, i najnizu incidencu
kod zena u Aziji i pacifickim ostrvima. UCestalost ovog karcinoma u literaturi se kre¢e od 1 — 10%, u zavisnosti od
dijagnostickih kriterijuma. NajceSce se javlja u Sjevernoj Africi, ukljucujuéi Tunis i Egipat. Smatra se da kod Zena afri¢ko-
americkog porijekla visok BMI (body mass index) i mlada starostna dob u momentu nastanka bolesti zapravo prestavljaju
vodeci faktor rizika (249-251). Klinicki, inflamatorni simptomi su brzo uvecanje dojke s inflamatornim promjenama kao sto
su: crvenilo, edem, koza nalik na narandzinu koru, obi¢no bez palpabilne tumorske mase. Promjene Cesto zahvataju viSe od
jedne tre¢ine dojke. Dojka je difuzno tvrda na palpaciju. U aksili sa iste strane, ¢esto se palpiraju tvrdi, uvec¢ani limfni évorovi.
Inflamatorni karcinom dojke je najcescée T4d stadijuma (250). Obzirom da tumorska masa makroskopski, a ¢esto ni

imidzing metodama nije jasno vidljiva, biopsija tankom iglom moze obezbijediti dijagnozu. Moze se nadi izravnanje,
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uvlacenje i/ili pojava kruste na bradavici. Patognomoni¢na histoloska karakteristika kod ovih tumora jeste nalaz embolusa u
limfaticima koZe dojke. Embolusi stvaraju opstrukcije i edem, ali ne moraju biti udruzeni sa inflamatornim limfocitnim
infiltratom. Invazivna komponenta ovog karcinoma je obi¢no bez posebne oznake (NOS) gradusa 3. Imunoloske
karakteristike ovog karcinoma ukazuju na agresivnu prirodu ovog tumora. Obi¢no su ovi karcinomi hormon-receptor
negativni (ER i PR-negativni), a u do 50% slu¢ajeva pokazuju HER2 hiperekspresiju, u oko 40% slucajeva i rjede EGFR
hiperekspresiju. Takode, pokazuju obi¢no visoku ekspresiju p53, MUC1 i E- kadherina (252-254). Kod ovih tumora obi¢no se
srije¢e HER2 i TP53 amplifikacija gena i oni se ve¢inom svrstavaju u morfoloski HER? ili bazalni podtip karcinoma dojke
(255,256). Pored brojnih genskih mutacija koje daju hiperekspresiju odredenih molekularnih markera, kod ovih karcinoma je
nedavno pronadena mutacija koja dovodi do alteracije u aktivaciji signalnog puta za ALK (anaplastic Izmphoma kinasis), $to
moze u skorijoj buduénosti omoguciti lijeCenje ovog karcinoma dojke nekim novim terapijskim modalitetima. Primjena
neoadjuvantne hemioterapije poboljSala je stopu prezivljavanja ovog tipa karcinoma dojke sa 25 na 50%. Medutim, prognoza
ovih karcinoma je jos$ uvijek losija u odnosu na prognozu kod pacijenata sa ne-inflamatornim lokalno uznapredovalim
karcinomom dojke (250). Odgovor na hemioterapiju kod ovih karcinoma je veoma bitan prognosticki faktor za ukupno
prezivljavanje i prezivljavanje bez progresije bolesti (257). Kod inflamatornog karcinoma dojke, klasi¢ni prognosticki faktori
nemaju narocitog znacaja izuzev ekspresije ER i BCL2. Produkcija ADLH1 od strane stem éelija je lo$ prognosticki faktor za
ovaj tip karcinoma dojke (258). 1.4. Molekularna klasifikacija karcinoma dojke Karcinom dojke nije jedinstvena bolest. U
pitanju je heterogena bolest koja se moze klasifikovati u viSe podtipova, razli¢ite veliCine, gradusa, metastatskog potencijala
i razlicite prognoze. Izbor terapije za pacijentkinje sa karcinomom dojke uveliko zavisi od patoloskog nalaza u tkivu tumora.
Bojenje isjecaka tumorskog tkiva standardnom HE (hematoxilin-eosin) metodom, je jeftina, ali vrlo efikasna i moc¢na
dijagnosti¢ka metoda, koja obezbjeduje informaciju neophodnu za adekvatno klasifikovanje tumora ali i za odabir adekvatne
terapije (259). Patoloski podtip tumora (npr. tubularni ili metaplasti¢ni karcinom), zatim gradus tumora (gradus 1 ili 3),
veli¢ina tumora, nalaz vaskularnih tumorskih embolusa i nodalni status su parametri koji obezbjeduju informaciju na osnovu
koje se moze odrediti najvjerovatniji ishod karcinoma dojke, kao i potreba za adjuvantnim hemioterapijskim lijeCenjem.
Medutim, sprovedene studije i istrazivanja donose nova saznanja u oblasti molekularnih i ¢elijskih karakteristika koje leze u
osnovi nastanka ovih tumora i njegovog Sirenja, otvaraju nove moguénosti za dodatnim unapredenjem klasifikacije tumora
dojke i unapredenjem njihovog lije¢enja (82,260). Upotreba imunohistohemije kao dijagnosticke metode, primjenom
razliCitih molekularnih markera, koji se specificno ispoljavaju u odredenim ¢elijama ili tkivima, kao na primjer: keratina
(keratin 5/6, 14), p63, markera bazalne membrane (kolagen IV i laminin), doprinijele su razlikovanju benignih od in situ i
invazivnih tumora dojke, ali su obezbijedile i pomak u terapijskom pristupu kod ove bolesti. Imunohistohemijsko bojenje na
estrogenske (ER), progesteronske receptore (PR) i HER2 ve¢ je postalo standardna dijagnosticka metoda u praksi. Za
odredivanje hormonskog receptorskog statusa imunohistohemijskom metodom, u upotrebi je u praksi ASCO (Americal
Society of Clnical Oncology) vodic (261). Medutim, i pored primjene vodi¢a za imunohistohemijsko testiranje, razlike u
ocitavanju medu laboratorijama su moguce i deSavaju se u rutinskoj praksi, te je u cilju stndardizacije protokola
preporucljivo i neophodno raditi unutrasnje i spoljasnje analize kontrole kvaliteta testiranja. Od nedavno, analize genoma i
ekspresije gena micro-array metodom obezbijedile su istovremeno sagledavanje promjena na hiljadama gena, sto je
omogudéilo dodatnu sub-klasifikaciju karcinoma dojke i definisanje ,genskog potpisa“ tumora, na osnovu kojeg smo u

mogucnosti da u momentu dijagnoze napravimo razliku izmedu tumora koji ée imati dobru od onog koji ¢e imati loSu
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prognozy, te razliku izmedu tumora koji ée odgovoriti na terapiju od onog koji neée (262). Medutim, kako je rije¢ o novoj
metodi, predstoji dalji rad na standardizaciji platformi koje su u primjeni, koriSéenje adekvatnih kontrola kvaliteta i
statistickih metoda. Najveci znacaj ove metode ogleda se u njenoj primjeni kao dodatne dijagnosticke procedure, koja
omogucava dodatnu sub-klasifikaciju tumora dojke u cilju optimizacije lije¢enja ovih pacijenata (263-267). Dostupna
literatura svjedoci o povezanosti genetskih alteracija, tj. promjena na genima ili promjena u ekspresiji proteinskih produkata
aberantnih gena, sa prognozom i odgovorom na terapiju kod karcinoma dojke (259,268). U vecini studija ekspresija gena je
analizirana koriS¢enjem RNK, izolovane iz zamrznutog tumorskog materijala. Medutim, treba imati na umu da je obrazac
genske ekspresije koji pokazuje jedan tumor, odreden ne samo genskom ekspresijom malignih ¢elija tumora, vec i
ekspresijom gena ostalih ¢elija koje ¢ine tumorsku masu (fibroblasti, endotelijske, inflamatorne c¢elije), koje znacajno
doprinose sveukupnom ponasanju tumora. Glavna svrha studija genske ekspresije kod tumora dojke jeste da se identifikuje
genetski profil tumora udruzen sa, za njega specificnim klinickim karakteristikama. Metoda transkripcionog profiliranja
definisala je karcinom dojke kao heterogenu bolest, identifikujuéi nekoliko njenih fundamentalno razli¢itih podtipova na
osnovu razlicitih faktora rizika, bioloSkog ponasanja i razli¢itog odgovora na sistemsko lijecenje (82,83). Studija koju su
Perou i saradnici objavili 2000. godine, dala je najveci doprinos molekularnoj klasifikaciji karcinoma dojke (82). Perou i
saradnici su u svom istrazivanju posli od pretpostavke da fenotipska razlicitost karcinoma dojke moze biti pracena
odgovaraju¢om razli¢itoS¢u u genskoj ekspresiji, koja se moze odrediti primjenom cDNA micro-array metode. Studija je
sprovedena na 65 hirurskih uzoraka tkiva tumora dojke preuzetih od 42 razli¢ita pacijenta, te ,,DNK mikroarray” metodom
obuhvatila analizu 8102 gena u pomenutim uzorcima. Tri posebno upecatljive karakteristike genske ekspresije su
identifikovane pomenutom metodom: 1) primijecene su velike varijacije u obrascu genske ekspresije kod ispitivanih tumora;
2) varijacije su bile multidimenzionalne, odnosno razli¢ite grupe gena su pokazale razlicite nezavisne obrasce ekspresije; 3)
razli¢iti obrasci ekspresije gena su bili rezultat nekoliko faktora: odnosa medu samim genima, odnosa medu tumorima i
povezanosti odredenih gena sa odredenim tumorima (82). Na osnovu nivoa ekspresije razli¢itih gena koju su zabiljezili

ovom metodom, Perou i saradnici su definisali
5 razli¢itih podtipova karcinoma dojke: luminalni A, luminalni B, HER2 pozitivni, bazalni i podtip
»nalik normalnoj dojci” (Slika 4) (82,83). Slika 4:

Razliciti tipovi karcinoma dojke razdvojeni metodom transkripcionog profiliranja: luminalni A,

luminalni B, HER2-pozitivni, trostruko negativni i podtip

»,nalik normalnoj dojci“. Izvor: Sorlie et al. Gene expression patterns of breast carcinomas 2001 (83). Na osnovu stepena
ekspresije grupe gena koje su identifikovali, na uzorku koji se sastojao od 38 invazivnih karcinoma (36 infiltrativnih duktalnih
karcinoma i 2 lobularna karcinoma), jednog neinvazivnog duktalnog karcinoma, jednog fibroadenoma i tri uzorka normalnog

tkiva dojke, u ovoj studiji tumori dojke su razvrstani u dvije grupe: ER-pozitivni i ER-negativni, koji su zatim podijeljeni u
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bioloski i klinicki razlicite podgrupe (Slika 5) (83). Slika 5: Metodom transkripcijskog profiliranja tumori dojke razdvojeni su u

dvije grupe: ER-pozitivnu i ER-negativnu Izvor: Sorlie et al. Gene expression patterns of breast carcinomas 2001 (83).

Estrogen receptor (ER) — pozitivna grupa obuhvata

luminalne tumore, koji uz ekspresiju gena za ER, eksprimiraju i gene karakteristicne za luminalne

epitelne celije (CK8/18)

(82). U naknadono sprovedenom istrazivanju luminalni tumori su dodatno razdvojeni u dva podtipa: luminalni A, (koji

karakteriSe visok stepen

aktivacije ER puta), te luminalni B (koji ima nizu ekspresiju ER, te visoku ekspresiju gena koji
uticu na Celijsku proliferaciju) (83). Estrogen receptor (ER) — negativhu grupu cine tri
bioloski razliCita podtipa tumora: HER2- pozitivni, bazalni i podtip ,nalik normalnoj dojci“. , HER2-
pozitivni“ podtip  veéinom ima negativnu ekspresiju ER, te eksprimira gene vezene uz HER2 amplikon
(179q11). Dio tumora koji uz amplifikaciju HER2 gena, ima pozitivhu ekspresiju ER, metodom transkripcijskog
profiliranja grupiSu sezajedno sa tumorima luminalnog ,B“ podtipa. Karcinomibazalnog

podtipa
ne eksprimiraju ER i HER2 vezane gene, ali

eksprimiraju gene karakteristiche za bazalne/mioepitelne celije: CK5, CK17, integrin 4, laminin, P-
cadherini EGFR (82). Tumori koja ¢ine podtip

"nalik normalnoj dojci" nijesu dovoljno jasno definisani, karakteriSe ih visoka ekspresija gena karakteristi¢nih za bazalne
epitelne Celije i adipocite, te niska ekspresija gena za luminalne ¢elije (82). Noviji radovi, medutim, dovode u pitanje

postojanje podtipa ,nalik normalnoj dojci“. Smatra se da bi ovi tumori mogli zapravo biti

artefakt nastao kontaminacijom uzorka okolnim vezivnim tkivom i masnim tkivom dojke.
Pobrojani podtipovi karcinoma dojke imajurazlicite faktore rizika, bioloSko ponasanje i razlicit

odgovor na sistemsko lijecenje.

Dodatni znacaj ovog istrazivanja lezi u rezultatima dobijenim korelacijom sa
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klinickim ishodom kojom je dokazano da najbolju prognozu imaju tumori luminalne ,,A" grupe,

dok ,HER2 pozitivna“ i, bazalna” grupa imaju loSije prezivljenje u odnosu na ostale podtipove

(82). Rezultati navedenih studija dali su izuzetno znacajan inicijalni doprinos i napravili pomak u razumijevanju heterogene
prirode karcinoma dojke, te stvorili osnovu za nastanak klasifikacije tumora dojke koja se temelji na molekularnim
razlikama. Ipak, zbog visoke cijene ovakvih analiza, skupe aparature i potrebe zaposljavanja visoko edukovanih molekularnih
biologa, uz jos uvijek nedovoljnu standardizaciju metoda, molekularna klasifikacija za sada nije primjenjiva u svakodnevnoj
klinickoj praksi. 1.5. Imunohistohemijska klasifikacija karcinoma dojke Na 12. Internacionalnom sastanku odrzanom 2011.
godine u St. Galenu (269), zaklju¢eno je da karcinom dojke vise nije moguce smatrati jedninstvenom boleséu. Na ovom
sastanku je predstavljena imunohistohemijska klasifikacija tumora dojke, koja je usvojena kao svojevrstna pouzdana
aproksimacija molekularne klasifikacije dobijene transkripcionim profiliranjem (82,270,271). Naime, analiza ekspresije gena
primjenom metode transkripcionog profiliranja rezultirala je pronalazenjem nekoliko fundamentalno razli¢itih podtipova
karcinoma dojke (82). Obzirom da nije uvijek moguce dobiti informaciju o genskoj ekspresiji metodom transkripcionog
profiliranja, predloZena je i usvojena pojednostavljena klasifikacija koja odgovara onoj koju su ranije predloZili Cheang i
saradnici (272). U novo-predlozenoj imunohistohemijskoj klasifikaciji, podtipovi definisani na osnovu klinicko-patoloskih
kriterijuma su sli¢ni, ali ne i identi¢ni intrinzicnim podtipovima, te prestavljaju pogodnu aproksimaciju molekularne
klasifikacije (Tabela 1) (269). Usvojena imunohistohemijska klasifikacija tumora dojke, kao glavni faktor razlikovanja tumora
i razvrstavanja istih u podtipove, koristi imunohistohemijsku ispoljenost estrogenskih receptora (ER), progesteronskih
receptora (PR), hiperekspresiju i/ili amplifikaciju receptora za humani epidermalni faktor rasta 2 (HER2) i Ki67 proliferacioni

indeks. Na osnovu pobrojanih faktora tumori dojke su svrstani u Cetiri grupe: * * luminalni

Ki67<14%), luminalni Ki67>14% ili

bilo koji Ki67), * * pozitivni i trostruko negativni

(269). Tabela 1: Surogat definicije intrinzi¢nih podtipova karcinoma dojke. Izvor: St Gallen international experts consensus
2011 (269). *Ova tacka presjeka je izvedena iz poredenja sa podacima genskog array-a kao prognosti¢kog faktora. Tacka
presjeka za Ki-67 indeksa za predvidanje efikasnosti endokrine ili citotoksiéne terapije moZze varirati. **Neki tumori
eksprimiraju i luminalne i HER2 gene Ova klini¢ko-patoloska klasifikacija zahtijeva svakako dostupnost pouzdanih
dijagnostickih metoda za odredivanje pobrojanih parametara, od kojih zavisi kojem imunohistohemijskom podtipu pripada
odredeni tumor. Za imunohistohemijsko odredivanje ispoljenosti estrogenskih (ER) i progesteronskih receptora (PR) u
upotrebi je ASCO/CAP vodic¢ iz 2020. godine (273). Za odredivanje hiperekspresije i/ili amplifikacije humanog epidermalnog
faktor rasta 2 (HER2), u upotrebi je vodic iz 2018. godine (274). Kada govorimo o Ki-67 proliferacionom idneksu i
pouzdanosti metoda za njegovo odredivanje, situacija je bila zna¢ajno komplikovanija. Istrazivanja sprovedena u naredne
dvije godine, nakon 12. konferencije u St. Galenu, su potvrdila da se pacijenti sa luminalnom bole$éu razlikuju, te da postoje
razlike u ekspresiji razli¢itih grupa gena kod ovih pacijentkinja narocito onih koje sadrze proliferativne gene, $to je naglasilo

https://app.ithenticate.com/en_us/report/68817582/similarity 30/85


https://app.ithenticate.com/en_us/report/68817582/similarity?node=3793&source=95733879&dsc=1&dn=161fb5b5f7d8b83629172efdeca44ea128af648a7a69a0ea08973371cfab485d26f998cae443667a07a8e5e6fa664369451bf1a0adb0368e262f41d03f10bd71&id=1562
https://app.ithenticate.com/en_us/report/68817582/similarity?id=15545&dsc=1&source=677282371&dn=f85ab5d9f07a34ff2266a8079f41dec1df5cfcd9793e7af54200506e4951cb5e0b528f52ad5aa59758dbe964bc768817e3838e6b71a1267d826940bf3cd1793b&node=3160

24/02/2021 Similarity Report
vaznost ukljuéivanja pokazatelja proliferacije bolesti u klasifikaciju. Smatra se da je upravo proliferaciona aktivnost
parametar od najvec¢eg znacaja za razlikovanje luminalnog ,,A” od luminalnog ,,B“ (HER2 negativnog) podtipa. Dvije godine
kasnije, u martu 2013. godine, odrzana je 13. Internacionalna konferencija odrzana u St. Galenu. Panel ekperata koji je
brojao 51 ¢lana iz ukupno 21 drzava sa Aron Goldhirsch i Eric P.Winer na ¢elu, donijela je zaklju¢ke i nove smjernice nakon
razmatranja literature objavljene u prethodne dvije godine (275). Internacionalna konferencija u St. Gallenu iz 2013. godine,
dala je zncajan progres u patoloskoj karakterizaciji podtipova karcinoma dojke. Konferencija je usvojila novu definiciju
luminalnog , A" i luminalnog ,,B” tipa karcinoma dojke, i ustanovila da se razlika izmedu njihovih podtipova, ,luminalnom A
nalik” i ,luminalnom B nalik”, moZe definisati odredivanjem ekspresije estrogenskih i progesteronskih receptora (ER, PgR) i
Ki-67 proliferacionog indeksa, bez neophodnog kori§éenja molekularne dijagnostike. Definisana je i kao standard prihvaéena
vrijednost razgrani¢enja 220% kao indikativna za Ki67 visoki proliferacioni indeks, kao i vrijednost razgrani¢enja 220% za
status progesteronskih receptora (PgR). Upravo na osnovu ova dva parametra definisani su razli¢iti imunofenotipovi
karcinoma dojke: * luminalni A (ER+/PgR+/HER2-/Ki67 <20%) * luminalni B, HER2 negativan podtip karcinoma dojke
(ER+/HER2-/Ki67 220% i/ili PgR<20%), * luminalni B HER2 pozitivni karcinom dojke (ER+/HER2+/ bilo koja vrijednost Ki67 i
PgER) (Tabela 2) (275). Tabela 2: Surogat definicije intrinzi¢nih podtipova karcinoma dojke. Izvor: Goldrisch et al. Panel
members.Ann Oncol. 2013 (275). Glavni razlog pokusaja da se napravi razlika izmedu ,luminalnog A nalik” karcinoma dojke
koiji je viSe endokrino senzitivan, indolentan, sa boljom prognozom, i ,luminalnog B nalik” karcinoma dojke sa suprotinim
karakteristikama (manje endokrino senzitivan, agresivniji, sa losijom prognozom) u ovoj klasifikaciji, jeste razlicita
efikasnost adjuvantne citotoksi¢ne terapije u lijec¢enju ovih tumora. U skladu sa time, definisano je da se razlika moze
napraviti dodavanjem statusa progesteronskih receptora (PGR) definiciji ,Juminalni A nalik” tumor. Dodavanjem ove
kategorije, smanjuje se broj pacijentkinja Ciji tumor spada u kategoriju ,luminalni A nalik", te samim tim povecava broj
pacijentkinja kod kojih je citotoksi€na terapija preporuéljiva. Clanovi Panela na ovoj konferenciji su bili slozni da klini¢ko-
patoloski podtipovi mogu uticati na odluku da li koristiti hemioterapiju u lijeCenju ovih pacijentkinja ili ne, ali da ne mogu
uticati na izbor citotoksi¢nog rezima lijeCenja. Prepoznato je i zakljuCeno da je za interpretaciju rezultata ovog testiranja
neophodno postojanje visokih standarda kvaliteta i uspostavljanje unutrasnje i spoljasnje kontrole kvaliteta testiranja. Kako
je primije¢eno da apsolutne vrijednosti svakog imunohistohemijskog parametra mogu varirati medu razli¢itim
laboratorijama, utvrdeno je da je neophodna standardizacija cut-off vrijednosti tj. vrijednosti razgrani¢enja za visok i nizak
Ki-67 proliferacioni indeks, kao i za progesteron receptor (PGR) status. Definisane od strane Panela, gore navedene
vrijednosti razgraniCenja su uvrstene u St. Galen imunohistohemijsku klasifikaciju karcinoma dojke od 2013. godine (275).
Studije odnosa troska i efikasnosti, sprovedene u Sjedinjenim Americkim Drzavama, Kanadi, Velikoj Britaniji, Njemackoj,
Izraelu i Japanu, pokusale su definisati razli¢ite modele lije¢enja pacijentkinja sa karcinom dojke na osnovu testiranja
ekspresije razlicitih grupa gena, sa ciljem dokazivanja koristi za zdravstveni sistem. Rezutati ovih studija su zavisili od
mnogih faktora: cijene testa, procenta pacijentkinja koje bi primjenom ovog testiranja propustile Sansu za citotoksi¢no
lijeCenje, kao i od cijene citotoksi¢nog tretmana u pomenutim drzavama koje bi pacijentkinje primale. Zbog komplikovanosti
organizacije i dodatnih troskova u zdravstvenim sistemima, testiranje ekspresije grupa gena tj. molekularno testiranje ostaje
dostupno pojedina¢nim pacijentkinjama uglavnom kroz privatni sektor, ali nedostupno vecini pacijentkinja sa ranim
karcinomom dojke (276-280). 1.6. TNM Kklasifikacija karcinoma dojke Klinicki stadijum boleasti kod karcinoma dojke

najcéesce se odreduje koriS¢enjem sistema TNM klasifikacije, objavljenog od strane
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U upotrebi je posljednje, osmo izdanje TNM klasifikacije (281, 282). TNM sistem klasifikacije zasniva se na tri komponente:

veli¢ina i prosirenost tumora unutar dojke (tumor ili

(nodus ili postojanje 37

(metatsaza, ili

282). Stadijumi bolesti predstavljaju sumiranu informaciju o stepenu lokalne i regionalne prosirenosti bolesti (veli¢ina
tumora, zahvaéenost koze ili zida grudnog kosa, zahvacenost limfnih ¢vorova i metastaze u udaljene lokalizacije). Ova
informacija o stadijumu bolesti izuzetno je vazna za donosenje odluke o lije¢enju lokalne bolesti, kao i za odredivanje
sistemske terapije. Genetskim profiliranjem, uz poznat stadijum bolesti, moze se dobiti dodatna informacija zna¢ajna za
procjenu rizika za nastanak buducih metastaza i ponovne pojave bolesti. Kod karcinoma dojke podjednako je bitno odrediti
klinicki i patoloski stadijum bolesti. Klinicki stadijum bolesti odreduje se klinickim pregledom i imidzing metodama, uz
potvrdu citoloskim pregledom tanko-iglenog bioptata kada je to moguée i neophodno. Patoloski stadijum bolesti (, T“i,N“
stadijum) odreduje se na osnovu makroskopskog i mikroskopskog pregleda uzorka dobijenog hirurskim putem. Tumor ili
.1, u patoloskoj TNM klasifikaciji, zavisi od veli¢ine primarnog invazivhog karcinoma kod vecine pacijenata. Ukoliko unutar
dojke nalazimo ve¢i broj tumora ,, T" se definiSe prema najveéem tumoru. Katkada je za odredivanje veli¢ine tumora
potrebno korelirati makroskopski, mikroskopski i imizing nalaz. Satus limfnih ¢vorovaili,N“, odreduje se detaljnim
pregledom kompletnog tkiva limfnog ¢vora, u cilju potencijalnog pronalazenja makro-metastaza (metastaze vece od 0.2cm),
mikrometastaza (20,02 cm, viSe od 200 tumorskih stanica, ali <0,2 cm), te izolovanih tumorskih ¢elija (<0,02 cm i/ili <200
tumorskih celija). Metastaze ili ,M" se odreduju imidzing metodama, a katkad potvrduju tkivnom dijagnostikom (281). Osmo
izdanje TNM klasifikacije, koje je danas u upotrebi, donijelo je novinu uvodenjem novog stadijuma bolesti ,IB“ za tumore

. T1" klasifikovane (veli¢ine 2.0 cm ili manji) sa mikrometastazama u aksliarnim limfnim ¢vorovima (N1mi) (281,282). U
posljednjih nekoliko decenija sve je vise u upotrebi neoadjuvantna terapija (terapija koja prethodi definitivnom hirurskom
tretmanu). Uvodenje neoadjuvantne terapije zahtijeva odredivanje TNM klasifikacije datog tumora, te se ona u ovom slucaju
odreduje na osnovu klinickog pregleda, pregleda imidzing metodama i analize uzoraka dobijenih iglenom ili stereotaksi¢cnom
biopsijom. TNM klasifikacija tumora odreduje se i nakon definitivhog hirurskog tretmana — yT i yN stadijum. Odredivanje
TNM Kklasifikacije tumora prije i nakon terapije vazno je jer obezbjeduje informaciju o prognozi bolesti (283,284). TNM

klasifikacija tumora:

T: primarni tumor * Tx: primarni tumor se ne moze odrediti * TO: ne moze se dokazati primarni tumor
« TiS: neinvazivni (in situ) karcinom * T1: tumor dojke promjera <2 cm * T1mic: mikroinvazija <0.1 cm * T1a:

tumor >0.1 cm, a £0.5 cm * T1b: tumor >0.5 cm, a <1 cm * T1c: tumor >1 cm, a £2 cm * T2: tumor dojke promjera
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>2 cm, a <5 cm * T3: tumor dojke promjera >5 cm * T4: tumor dojke bilo koje veli¢ine s prosirenosS¢éu na
torakalni zid ilikozu -+ T4a: zahvacenost torakalnogzida+ T4b: edem koze (ukljucujuci izgled koZe poput
narandzine kore) ili ulceracija na kozi dojke ili satelitski koZni ¢vorovi ograniceni na istu dojku * T4c: oboje
(T4a i T4b) * T4d: upalni karcinom ¢ N regionalni (ipsilateralni) limfni ¢vorovi * Nx: postojanje metastaza u
regionalnim limfnim ¢vorovima nije mogucée odrediti * * <+ NO: bez metastaza u regionalnim limfnim évorovima N1:
metastaze u pokretljivim aksilarnim limfnim évorovima N2: metastaze u aksilarnim limfnim ¢vorovima koji
su medusobno ili u odnosu na okolinu fiksirani - N3: metastaze u istostranim infraklavikularnim, unutrasnjim
mamarnim ili supraklavikularnim limfnim évorovima ¢ - - M udaljene metastaze MO0: bez udaljenih metastaza M1:
prisutne udaljene metastaze Klinicki stadijum bolesti - Stadijum 0:Tis - Stadijum IA:T1,NO,MO -
Stadijum  IB:T0-1, N1mi, MO - Stadijum [lIA: TO-1,N1,MO0ili T2 NO,M0 - Stadijum 1IB: T2,N1,MO ili
T3,NO,M0 - Stadijum IllA: T0-3,N2,M0ili T3,N1-2,M0 - Stadijum IlIB: T4, bilo koji N,M0 - Stadijum

IIC: bilo koji T,N3,M0 - Stadijum IV: bilo koji T, bilo koji N,M1 1.

7. Trostruko negativni karcinom dojke Pojam

trostruko negativni karcinom dojke (TNBC - triple negative breast cancer) po prviput se pominje| 26

u

literaturi u oktobru 2005. godine. Od tada, ovaj pojam se pojavljuje u preko 600 publikacija (285). Porast interesovanja za
trostruko negativni podtip karcinoma dojke ukazuje na rastuéi znacaj, koji ovoj bolesti pridaje sve veéi broj onkologa,
patologa i geneticara. Do danas je objavljeno nekoliko studija koje su se bavile izu¢avanjem epidemiologije trostruko
negativnog karcinoma dojke, kao agresivne forme karcinoma dojke. Rasne razlike su primije¢ene u podacima incidence od
karcinoma dojke uopste u svim starostnim grupama, dok su rasne razlike u mortalitetu primijeéene kod mladih pacijentkinja
(286-289). Kod pacijentkinja crne rase karcinom dojke se ¢esce dijagnostifikuje u mladoj populaciji zena i ¢e$ée je u pitanju
trostruko negativni karcinom dojke, agresivne prirode (290,291). Kod pacijentkinja crne rase mladih od 40 godina, stopa
smrtnosti od karcinoma dojke je visocija nego kod pacijentkinja bijele rase, iste starostne grupacije (286). Rasne razlike
primijeéene su i u prezivljavaniju i vjerovatno su posljedica razlika u morfologiji tumora, stadijumu u momentu dijagnoze,
pristupacnosti novijih terapijskih opcija i kvalitetu lijecenja (292,293). Studija koja je objavljena 2018. godine, a koja je
objedinila podatke Centra za kontrolu bolesti (Centers for Disease Control), Nacionalnog programa prevencje kroz registre
za rak (Prevention’s National Program of Cancer Registries — NPCR) i Nacionalnog instituta za prac¢enje, epidemiologiju i

nadzor rezultata programa za rak

(National Cancer Institute’s Surveillance, Epidemiology, and End Results Program — SEER) 18
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u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama, za period od 2004. do 2013. godine, opisala je tredove i varijacije u incidenci,
mortalitetu i karakteristikama karcinoma dojke, ukljucujuéi i trostruko negativni tip karcinoma (294). Rezultati ove studije
upucuju da je u populaciji od 20 — 49 godina starosti, incidenca trostruko negativnog karcinoma dojke dvostruko veca kod
pacijentkinja crne rase u odnosu na ostale rasne grupacije (Tabela 3) (294). Tabela 3: Incidenca invazivnih karcinoma dojke
kod Zena starosti 20 — 49 godina u US, na osnovu rase/etnicke pripadnosti, podtipa tumora, NPCR/SEER 2011-2013 godine.
Izvor: Miller et al. Disparities in breast cancer survival in the United States (294). Stope su izrazena na 100,000, interval
povjerljivosti 95% Standardizovano u odnosu na starostnu dob 2000 US u standardnoj populaciji APl — Asian or Pacific
Islander Ovo istrazivanje je pokazalo da incidenca trostruko negativhog karcinoma dojke raste sa starenjem kod svih
pacijentkinja, nezavisno od rase i etni¢ke pripadnosti (Grafikon 9) (294). U svim starostnim grupama, incidenca trostruko
negativnog karcinoma dojke (TNBC) bila je vec¢a kod Zena crne rase u odnosu na ostale rasne i etnicke grupe, i ova razlika je
biljezila porast sa starenjem (p < 0.01, za sve grupe). Procenat TNBC kod Zena crne rase je bio konzistentan kroz sve
starostne grupe, dok je procenat TNBC kod pripadnica ostalih etnickih i rasnih grupa opadao sa starenjem (Grafikon 10)
(294). Grafikon 9: Incidenca invazivnog trostruko negativnog karcinoma dojke kod Zena na osnovu rase/etnic¢ke pripadnosti i
starostne dobi. Stope su standardizovane u odnosu na starostnu dob 2000 US u standarnoj populaciji. Izvor: NPCR/SEER
2011-2013. Izvor: Miller et al. Disparities in breast cancer survival in the United States (294). Grafikon 10: Relativna
proporcija incidence invazivnih karcinoma dojke kod Zena na osnovu podtipa tumora, rase/etnicke pripadnosti i starostne
dobi. Standardizovano u odnosu na starostnu dob 2000 US u standarnoj populaciji. Izvor: NPCR/SEER 2011-2013. Izvor:
Miller et al. Disparities in breast cancer survival in the United States (294). Na osnovu rezultata meta-analize koja je
obuhvatila 38.813 pacijnetkinja sa trostruko negativnim karcinomom dojke, obuhvac¢enih ameri¢kim nacionalnim registrom
za rak iz 2016. godine, incidenca trostruko negativnog karcinoma dojke varira u svijetu i kre¢e se od 10,8% u Engleskoj do
15,8% u istoénom dijelu Centralne i Juzne Amerike. Javlja se kod 13% pacijentkinja Zenskog pola i 6% muskaraca.
Primijec¢ene su i rasne razlike u ucestalosti ove bolesti, sa najve¢om stopom kod afro-amerikanaca (23,7%) i najmanjom
ucestalosc¢u kod Filipinaca (8,9%). Rezultati ove studije ukazuju i na varijacije u incidenci trostruko negatvnih karcinoma
dojke u odnosu na histoloski tip. Najcesc¢i histoloski tip TNBC bio je metaplasticni karcinom (76%), dok je u ovom uzorku
bilo samo 2% infiltrativnih lobularnih karcinoma (295). Studije su pokazale da trostruko negativni karcinomi dojke ¢ine 12 -
17% svih karcinoma dojke (287). U pitanju je heterogena grupa tumora koja se povezuje sa agresivnijim klinickim tokom
(296-298). Ce$ée metastaziraju hematogenim putem u pluéa i mozak, dok su metastaze u lokoregionalne limfne &vorove
riede u poredenju sa ostalim tumorima dojke (299). Uprkos dobrom inicijalnom odgovoru na neoadjuvantne hemioterapijske
protokole, pacijentkinje sa ovim tipom tumora imaju visociju stopu udaljenih metastaza i ultimativno losiju prognozu
(189,287,296). Manje od 30% pacijentkinja sa metastatskim trostruko negativnim karcinomom dojke zivi 5 godina i kod svih
je uzrok smrti osnovna bolest, uprkos primijenjenoj adjuvantnoj hemioterapiji koja je danas i osnova lije¢enja ovih

pacijentkinja (299).

Trostruko negativni karcinom dojke karakteriSe se odsustvom estrogenskih receptora (ER- 15

negativvan), progesteronskih receptora (PR- negativan) kao i
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odsustvom HER2 receptora (HER2-negativan). Vrlo blizak trostruko negativnom karcinomu dojke je podtip nalik bazalnom
karcinomu dojke (basal-like, basal epitheilial phenotype, basal breast carcer, basaloid breast cancer). Molekularni podtip
nalik bazalnom karakteriSe se profilom genske ekspresije koji je slican onom koji srije¢emo u bazalnim mioepitelnim
¢elijama zdravog tkiva dojke (82). Brojni nazivi za ovu bolest poticu od postojece jo$ uvijek nerazjasnjene prirode ove
bolesti. Basal-like karcinom predstavlja jednu od pet intrinzi¢nih grupa karcinoma dojke koje su definisane studijama
genetskog profiliranja tumora. Ovaj podtip karcinoma dojke karakteriSe se niskom ili odsutnom ekspresijom estrogen
receptora (ER), odsustvom prekomjerne ekspresije HER2 i ekspresijom gena koji se obi¢no nalaze u mioepitelijalnim
¢elijama zdravog tkiva dojke (82,261,273). Mnogi karcinomi zadovoljavaju definiciju trostruko negativnog i nalik bazalnom
tipu karcinoma dojke istovremeno. Medutim, jos$ uvijek ne postiji internacionalno prihva¢ena definicija ovih tumora. Veéina

basal-like karcinoma su istovremeno i trostruko negativni. Takode,

veéina trostruko negativnih karcinoma dojke, oko 80%, su basal-like karcinomi 22

prema karakteristikama koje ispoljavaju (300). Upravo iz ovog razloga, inicijalno se smatralo da su basal-like i trostruko
negativni karcinom dojke sinonimi (301). Medutim, noviji rezultati klini¢kih, imunohistohemijskih i genetskih istraZivanja
ukazuju na postojanje razlike izmedu ovih tumora, te da ih trebamo smatrati odvojenim entitetima. Na osnovu ovih
istrazivanja basal-like karcinom dojke i trostruko negativni karcinom dojke opisani su kao dva razli¢ita podtipa karcinoma
dojke i imaju jasno razli¢itu definiciju. Pouzdana dijagnoza trostruko negativnih karcinoma dojke, koja se temelji na
definisanju ER, PR i HER2 negativnosti, od ogromnog je znacaja i ima veoma vazne implikacije na odabir hemioterapije kod
karcinoma dojke, te samim tim indirektno odreduje prognozu kod ovih pacijentkinja. Panel eksperata ASCO (Americal
Society of Clinical Oncology) i CAP (College of Americal Pathologists) 2007. godine su objavili vodic i preporuke koje
definisu kada i kako treba odredivati ekspresiju HER2 kod karcinoma dojke (302). Pomenuti ASCO/CAP vodi¢ je dodatno
unaprijeden 2013. godine (303,304). Primjena ovog vodica obezbijedila je standardizaciju HER2 testiranja. Prema
preporukama ovog vodi¢a HER2 negativnim se smatraju tumori dojke ¢iji je HER2 scor 0+ i 1+, kao i tumori Ciji
imunohistohemijski skor 2+ nakon provjere metodom in situ hibridizacije ne pokazuje amplifikaciju HER2 gena. Od
momenta publikacije ovog vodic¢a zabiljezen je znacajan napredak u pouzdanosti HER2 testiranja u preko 1500 laboratorija
koje su ovaj vodi¢ uvele u rutinsku patohistolosku dijagnostiku (Grafikon 11) (303). Medutim, primije¢ene su i manje razlike
u rezultatima testiranja, $to je ukazalo na veliki znacaj interne validacije eseja koji se uvode kao novi u dijagnostiku i narocito
eksterne kontrole kvaliteta testiranja medu laboratorijama. Takode, pomenute razlike u rezultatima ukazale su na veliki
zna&aj metoda in situ hibridizacije u provjeri nejasnih rezultata imunohistohemijskog testiranja (2+ rezultata). Cinjenica da je
u posljednjih 15-ak godina pronaden odredeni broj novih terapijskih agensa, uglavnom biloskih molekula (trastuzumab,
pertuzumab, TDM-1, lapatinib (213,304,305) koji ciljaju prekomjerno eksprimirane HER2 receptore te time daju Sansu za
bolju prognozu pacijentkinjama sa HER2 pozitivhim karcinomom dojke, dodatno je dovela je do potrebe za Sto preciznijim i
pouzdanijim odredivanjem HER2 ekspresije kod karcinoma dojke (306-309). Stoga je ASCO/CAP vodic¢ iz 2007. godine
dopunjen i unaprijeden smjernicama 2013. i 2018. godine koje su se narocito odnosile na interpretaciju rezultata testiranja

(Tabela 4) (274,303,304). Grafikon 11: Laboratorije koje su ucestvovale u unapredenju testiranja prediktivnog
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HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) biomarkera imunohistohemijskom metodom 38

(IHC), odredivanja HER2 in situ

hibridizacijom (ISH) i estrogen receptora (ER) imunohistohemijskom metodom, primjenom ASCO/CAP vodica. Izvor: Wolf et
al. ASCO/CAP Update 2013 (303). Tabela 4: Sumacija preporuka u vodi¢ima za HER2 testiranje iz 2007. i 2013. godine.
Izvor: Wolf et al. ASCO/CAP Update 2013 (303). Kada govorimo o histoloskim i imunohistohemijskim karakteristikama
trostruko negativnih karcinoma dojke (Slika 6: A, B, C, D) karakteristi¢no je da ovi tumori obi¢no imaju gurajuce ivice ka
zdravom tkivu dojke i centralnu zonu nekroze (Slika 6: A). Maligne ¢elije su obi¢no organizovane u solidne nakupnine (Slika
6: A) ili u gnijezda (Slika 6: B). Prominentni limfocitni infriltrat se nekada moze vidjeti na periferiji, ali i u unutrasnjosti tumora
(Slika 6: B). Maligne ¢elije su atipi¢ne i pleomorfne sa jasno vidljivim mitozama na velikom uveli¢anju mikroskopa (Slika 6:
C). Imunohistohemijskim bojenjem se zapaza odsustvo estrogenskih i progesteronskih receptora (ER i PR) (Slika 6: D),
nedostatak HER2 ekspresije, vide se kao negativna reakcija. Ovakav imunohistohemijski nalaz je od dijagnosti¢kog znacaja
za trostruko negativne karcinome dojke. Slika 6 (A, B, C, D, E, F): Histoloske i imunohistohemijske karakteristike trostruko
negativnih karcinoma dojke. Izvor: Wolf et al. ASCO/CAP Update 2013 (303). Na molekularnom nivou, trostruko negativni
karcinomi dojke obuhvataju molekularne podtipove kao Sto su: Klaudin-low tumori koji se sastoje od ¢éelija koje su slicne
matic¢nim i karakteriSu se epitelijalnom do mezenhimalnom tranzicijom; zatim interferonom bogati tumori koji imaju nesto
bolju prognozu; te podtip nalik normalnoj dojci. Oko 18 — 40% basal-like karcinoma ne posjeduje trostruko negativni fenotip
na imunohistohemijskoj analizi (302). Do 20% basal-like karcinoma eksprimira estrogenske receptore (ER) ili pokazuje
prekomjernu ekspresiju HER2. Na genetskom nivou trostruko negativni i basal-like karcinomi su upecatljivo heterogeni.
Identifikovana je amplifikacija brojnih genskih lokusa kod ovih tumora, ali je prevalenca svake od zabiljezenih amplifikacija
niska (310,311). Trostruko negativni i basal-like karcinomi dojke su pretezno veéih dimenzija od ostalih podtipova karcinoma
dojke, i najcesce se prezentuju kao invazivni duktalni karcinomi nespecifi¢nog tipa i visokog histoloskog gradusa (312-315).
Kod ovih tumora, veli¢ina je u slaboj korelaciji sa prezivljavanjem (316). Brzi rast ovih tumora i ce$¢a pojava kod mladih Zena
mogu oteZati mamografsko prepoznavanje ovih tumora. Mada, na magnetnoj rezonanci se ¢esto prezentuju sa naglasenim
obru¢em koji predstavlja ivicu tumora i signalom visokog intenziteta u unutrasnjosti tumora (317). Skolnost trostruko
negativnih karcinoma ka Sirenju u limfne ¢vorove je nedovoljno jasno definisana, ali studije govore u prilog sklonosti ovih
tumora da rjede metastaziraju u loko-regionalne limfne ¢vorove (318). Nasuprot tome, trostruko negativni karcinom dojke
pokazuje vecu sklonost ka udaljenim metastazama u meka tkiva nego ostali podtipovi karcinoma dojke, narocito u pluca
(40%) i mozak (30%) (318-322). BRCA 1 je znacajan predisponirajuéi gen za nastanak ove bolesti. Rezultati do danas
dostupnih istrazivanja ukazuju da 20% pacijentkinja sa trostruko negativnim karcinomom dojke posjeduje BRCA1 mutaciju
(323). Celije trostruko negativnog karcinoma dojke pokazuju na svojoj povrsini biomarkere koji su sliéni onima koje pokazuju
tumorske maticne celije, sa visokim nivoom ekspresije CD44, i niskim nivoom ekspresije CD24 (324). Uloga tumorskih
maticnih éelija u nastanku trostruko negativnog karcinoma dojke jos uvijek je nejasna. Rezultati nekih novijih istrazivanja
sugerisu da bi mikroglandularna adenoza, koja se rijetko javlja u dojci, mogla imati prekursorni znacaj u nastanku trostruko
negativnog karcinoma dojke (325). Brojne studije ukazuju da trostruko negativni karcinomi dojke imaju nepovoljniju
prognozu (326). Nekada su i HER2 pozitivni karcinomi dojke bili tumori sa loSom prognozom. Medutim, danas uz
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dostupnost savremenih ciljanih terapija koje targetiraju HER2, prognoza ovih tumora je znac¢ajno poboljSana. Usljed
nedostatka prepoznatljivih biomarkera za trostruko negativni karcinom dojke, ciljane terapije jos uvijek ne postoje, te je i
prognoza ovih tumora losa. Krivulja prezivljavanja kod pacijentkinja sa trostruko negativnim karcinomom dojke pokazuje
ostro smanjenje prezivljavanja u prvih 3 - 5 godina nakon dijagnoze, dok je nakon pet godina od dijagnoze udaljeni relaps
bolesti rjedi (Grafikon 12) (314). Nakon deset godina od postavljanja dijagnoze relaps je ¢es¢i kod pacijentkinja s hormon
zavisnim tumorima u odnosu na zene s hormon nezavisnim karcinomima dojke (Grafikon 13) (313). Grafikon 12:

Verovatnoca rizika od povratka bolesti kod trostruko negativnih i ne-trostruko negativnih karcinoma dojke. Izvor:

Dent et al. Triple-negative breast cancer: clinical features and patterns of recurrence, 14

2007. (314). Grafikon 13: Prezivljavanje nakon dijagnoze karcinoma dojke. Stopa prezivljavanja kod 3477 pacijentkinja na

osnovu imunohistohemijskog podtipa. Izvor:

Cheang et al. Basal-like breast cancer defined by five biomarkers, 30

2008. (313) Kada govorimo o lije¢enju trostruko negativnog karcinoma dojke, obzirom na negativnost ER i PR receptora ovi

tumori nijesu osjetljivi na hormonsku terapiju. Takode, usljed HER2 negativnog statusa, trastuzumab nece biti od koristi u

lijeenju ovih pacijentkinja (327,328). Do danas je hemioterapija jedina opcija lijecenja trostruko negativnih karcinoma dojke.

Studije koje su ispitivale znacaj neo- adjuvantne hemioterapije primijenjene prije hirur§kog tretmana, ukazale su da je ova

terapija efikasna kod pacijentkinja sa TNBC koje pokazuju kompletan patoloski odgovor na ovo lje¢enje. Medutim, kod

vecine pacijentkinja koje i dalje imaju rezidualnu bolest nakon tretmana, ova terapija nije od znacaja (Tabela 5) (321). Tabela

5: Stopa ukupnog prezivljavanja nakon hemioterapije kod zena sa trostruko negativnim i ne-trostruko negativnim
karcinomom dojke. Kompletan patoloski odgovor je odreden na osnovu pregleda tkiva dojke uklonjenog nakon hirurskog

tretmana. Izvor: Liedtke

et al. Response to neoadjuvant therapy and longterm survival in patients with triple-negative breast 10

cancer,

2008. (321). Upotreba ciljane terapije kod trostruko negativnih karcinoma dojke jo$ uvijek je u ranoj fazi istrazivanja,
pretezno usjed nepostojanja dovoljno dobrih biomarkera za ovu bolest. Do danas su poznati rezultati studije koja je
pokazala da kod pacijentkinja sa ER negativnim i PR negativnim statusom (koje su ve¢inom bile i HER2 negativne -
trostruko negativna bolest) dodavanje bevacizumaba kao inhibitora angiogeneze paklitakselu, dala je napredak u
prezivljavanju bez progresije bolesti (329). Obzirom da trostruko negativni karcinomi dojke eksprimiraju EGFR receptor,

ispitivana je uloga cetuksimaba (EGFR inhibitora) u terapiji ove bolesti u kombinaciji sa karboplatinom (330). Medutim,
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usljed Cinjenice da trostruko negativni karcinomi dojke eksprimirau PTEN mutacije koje su udruzene sa rezistencijom na
anti-EGFR terapije, ova opcija lijecenja nije dala rezultate (331). Skorasnja istrazivanja, medutim, ukazuju da EGFR/p53
imunohistohemijski fenotip kod TNBC moze imati bolju prognozu i odgovor na adjuvantnu hemioterapiju (332). Takode,
istrazivanja su pokazala da PARP inhibitori imaju pozitivni terapijski efekat na tumore koji sadrze BRCA1 mutaciju, a koji su
vecéinom trostruko negativni tumori (333). Studija kineske grupe autora iz 2015. godine ukazala je da je kod pacijentkinja sa
trostruko negativnim karcinomom dojke koje su nosioci BRCA1 mutacije ¢eS¢i pozitivan odgovor na neoadjuvantnu
hemioterapiju baziranu na antraciklinima, nego kod pacijentkinja sa istim podtipom karcinoma koje nijesu nosioci pomenute
mutacije (334). 1.8. Prognosticki i prediktivni faktori Prognosticki i prediktivni faktori su od velikog znacaja za predvidnje
ishoda bolesti i odgovora na primijenjenu terapiju. Klasi¢ni prognosticki faktori za tumore dojke temelje se na
karakteristikama samih tumora. U klasi¢ne prognosticke faktore za tumore dojke spadaju: * veli¢ina tumora, + histoloski tip
tumora, ¢ stepen diferenciranosti (gradus), * limfo-vaskularna invazija, * udio neinvazivne komponente u sveukupnom
tumoruy, * status limfnih ¢vorova, « stadijum prosirenosti bolesti. Obzirom da smo u prethodnim poglavljima opisali
histoloske tipove karcinoma dojke i njima pripadaju¢u prognzu, kao i stadijume prosirenosti bolesti; u ovom dijelu
osvrnué¢emo se na ostale klasiéne prognosticke faktore. Gradus tumora je veoma mocan prognosticki faktor, te stoga
informacija o gradusu mora biti dio histolo$ke dijagnoze karcinoma dojke (335). Gradus invazivnog karcinoma dojke
nespecificnog tipa (NOS) i svih ostalih invazivnih karcinoma dojke se odreduje prije svega na osnovu udjela tubularne,
odnosno zljezdane komponente, na osnovu jedarnog pleomorfizma i broja mitoza. Odredivanje histoloskog gradusa koje su
po prvi put definisali Patey i Scarff 1928. godine (336), te Bloom i Richardson 1957. godine (337), modifikovali su Elston i
Ellis 1991. godine (338) dajuci ovoj klasifikaciji viSe objektivnosti, nakon ¢ega su mnoge studije pokazale znacajnu
povezanosti izmedu histoloskog gradusa i prognoze karcinoma dojke (339,340). Za odredivanje gradusa tumora posmatraju
se gore navedene varijable: prisustvo tubularnih formacija, jedarni pleomorfizam i broj mitoza. Za sve tri varijable koristi se
numericka skala od 1 do 3 (Tabela 6) (338). Prisustvo Zljezdanih formacija se posmatra i odreduje u sveukupnom tumoru i
zrazava u postotku. Jedarni pleomorfizam se odreduje u dijelu tumora koji pokazuje najveéi pleomorfizam. Mitoze se takode
broje u oblasti tumora koja pokazuje najvisi broj mitoza.. Odredivanje broja mitoza zahtijeva veliku paznju i adekvatnu
pripremu tkiva u smislu optimalne fiksacije i adekvatnog rezanja tkiva. Broj mitoza odreduje se na 10 vidnih polja pri
mikroskopiranju. Za brojanje mitoza biraju se mitotski najaktivniji djelovi tumora. Za precizno odredivanje gradusa na

osnovu broja mitoza koristi se skala:

3-5 mitoza (gradus 1,dobro diferentovan), 6-7 mitoza (gradus2, umjereno diferentovan),| 25

8-9

mitoza (lose diferentovan). Odredivanje gradusa na malim uzorcima kao $to je core-biopsija je moguce, ali je upravo
odredivanje broja mitoza na ovakvim uzorcima otezano, te moze dati utisak lazno boljeg gradusa od stvarnog gradusa
posmatranog tumora (341). Tabela 6: Semi-kvantitativna metoda za odredivanje histoloskog gradusa kod tumora dojke.
Izvor: Elston et al. Pathological prognostic factors in breast cancer1991 (338). Brojne studije ukazuju da tumori razli¢itog

histoloSkog gradusa pokazuju prepoznatljiv molekularni profil na genomskom, transkriptomskom i imunohistohemijskom
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nivou (79,342,343). Na osnovu navedenih studija, moze se zakljuéiti da tumori visokog gradusa obi¢no ne nastaju
progresijom iz tumora koji su dijagnostifikovani kao tumori niskog gradusa. Tumori gradusa 1 i gradusa 3 su vjerovatno dvije
razlicite bolesti koje mogu imati razli¢ite molekularne karakteristike, patogenezu i ponasanje (344,345). Studije genske
ekspresije pokazale su da je histoloski gradus tumora bolji pokazatelj prognoze karcinoma dojke od veliine tumora i
statusa limfnih évorova (346). Limfo-vaskularna invazija podrazumijeva prisustvo tumora u malim sudovima van centralne
tumorske mase, obi¢no na periferiji invazivnog karcinoma. Mada je limfo-vaskularna invazija udruZena sa limfo-nodalnim
metastazama ipak se smatra nezavisnim prognostickim faktorom za pojavu lokalne i udaljene rekurence bolesti, te je
veoma znacajna za donosenje odluke o lije¢enju (346-349). Tumori koje karakterise istovremeno prisustvo oba prognosticka
faktora, limfo-vaskularne invazije i limfo-nodalnih metastaza, imaju losiju prognozu nego oni kod kojih je prisutan samo
jedan od pomenuta dva prognosticka faktora. Vaskularna zahva¢enost tumorom je poseban otezavajuéi faktor u
menadzmentu same promjene, jer se zahvaéeni sudovi Cesto ponasaju kao rezervoar tumorskih ¢elija u kozi dojke ili zidu
grudnog kosa i nije ih ¢esto moguce ukloniti standardnim hirurskim tehnikama. Takode, limfo-vaskularna invazija je vrlo
Cesto rezistentna na hemioterapiju na Sta upuéuju brojni slu¢ajevi rezidualnih karcinoma koji se javljaju u vidu limfo-
vaskularne invazije nakon neo-adjuvantne hemio-terapije. Limfo- vaskularna invazija prisutna u dermisu je narocito los
prognosticki faktor, obzirom da je ¢esto udruzena sa pojavom rekurentnih tumora i udaljenih metastaza (350). Limfo-
vaskularna invazija u dermisu, kad je ekstenzivna, izaziva promjene na kozi koje su tipi¢ne na primjer za inflamatorni
karcinom dojke. Cesto javlja udruzeno sa multiplim limfo-nodalnim metastazama, mada postoje i sluajevi kada je
maskirana prisustvom i karakteristikama samog karcinoma. Limfo-vaskularna invazija je na primjer rijetka kod lobularnih
karcinoma, vjerovatno usljed nedostatka adhezije tumora za zidove krvnih sudova. Nasuprot tome, limfo-vaskularna invazija
moze biti ekstenzivna tako da tumorske éelije u cjelosti ispunjavaju lumen krvnih sudova, te je tada tesko razlikovati od
duktalnog karcinoma in situ (DCIS). Limfo-vaskularna invazija je prisutna kod 15% pacijenata bez aksilarnih nodalnih
metastaza, i narocito je zna¢ajan prognosticki faktor kod ove grupe pacijenata. Neki karcinomi dojke nemaju tendenciju
Sirenja u limfne Cvorove, ve¢ se pretezno Sire krvnom strujom i na taj nacin daju udaljene metastaze. Upravo takav je
trostruko-negativni karcinom dojke koji je predmet naseg istrazivanja. Trostruko- -negativni karcinom dojke spada u
karcinome dojke sa malom incidencom limfo- nodalnih metastaza tj. obi¢no ne zahvata limfne ¢vorove, ve¢ se Siri krvnim
sudovima i udruzen je sa ¢estom pojavom udaljenih metastaza (351-353). U vecini sluc¢ajeva limfo-vaskularna invazija se
moze odrediti hematoksilin-eozin bojenjem (H&E) koris¢enjem jasno definisanih kriterijuma. Danas dostupni
imunohistohemijski markeri nijesu u potpunosti specifi¢ni, niti senzitivni. U rutinskoj praksi, nije neophodno razlikovati krvne
od limfnih sudova, obzirom da tumorska zahvac¢enost i jednih i drugih ima prognosticki znacaj. Status aksilarnih limfnih
¢vorova je najvazniji izolovani prognosticki faktor za sve karcinome dojke osim nekih rjedih podtipova kao sto je basal-like
podtip. Metastaze u limfnim ¢vorovima su u znacajnoj korelaciji sa veli¢inom tumora i (354). Prezivljavanje bez progresije
bolesti i ukupno prezivljavanje se smanjuju sa svakim novozahvacenim limfnim ¢vorom (355). Odnos pozitivnih i negativnih
limfnih évorova takode obezbjeduje prognosticki znac¢ajnu informaciju (356-358). Pozitivni limfni ¢vorovi su pokazatelj
metastatskog potencijala bolesti, te stoga snazan negativan prognosticki faktor. Prema rezultatima brojnih studija, prisustvo
mikro-metastaza dijametra manjeg od 0.2cm, smatra se da ima prognosticki znacaij, ali je taj znac¢aj mali, odnosno maniji je
od 3% i kod 5-godisnjeg i 10-godisnjeg prezivljenja u odnosu na pacijentkinje s negativnim limfnim ¢vorovima Studije su

pokazale da oko 80% pacijentkinja kod kojih su pronadene mikrometastaze ima srednje prezivljavanje 8 godina bez povratka
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bolesti (359-361). Obzirom da se vecina pacijenata prezentuje sa malim metastatskim depozitima u ograni¢enom broju
limfnih évorova, palpacija tokom fizikalnog pregleda i primjena imidzing metode, nijesu dovoljne da se iskljuci prisustvo
metastaza u istim. Karcinom dojke se primarno drenira u jedan ili dva sentinel limfna ¢vora u aksili. Zahvac¢enost sentinel
¢vorova se detektuje tokom operativnog tretmana pacijentkinje radioaktivnim izotopom ili bojom (362). Smatra se da ¢e
10% pacijentkinja koje ne pokazuju zahva¢enost sentinel ¢vorova imati metastaze u drugim limfnim ¢vorovima. Biopsija
sentinel ¢vora (Cvor strazar) se pokazala kao pouzdana metoda za razlikovanje karcinoma dojke s pozitivhim od onih s
negativnim limfnim ¢évorovima, s redukcijom komplikacija koje nastaju kao posljedica aksilarne disekcije (363). Ukoliko je
biopsija sentinel limfnog ¢vora (SNLB - Sentinel Lymph Node Biopsy) negativna ili je zahvacen 1-2 limfna ¢vora, kod
postedne opeacije dojke kod koje se planira postoperativno zrac¢enje disekcija aksile, nije neophodna (364). Kada govorimo
o veli¢ini metastaza, prisustvo malih metastatskih depozita u limfnim ¢vorovima nakon neoadjuvantne terapije ukazuje na
lo$ odgovor na sistemsko lijeCenje, pa ove metastaze imaju isto znaCenje kao i metastaze vecih dimenzija . Kompletan
odgovor na terapiju u limfonodalnoj metastazi ima vecéi prediktivni znacaj nego odgovor na terapiju u primarnom tumoru.
Stoga je prije sprovodenja neadjuvantnog lijeCenja potrebno potvrditi postojanje metastaze u limfnom &voru primjenom
citoloske punkcije ili biopsijom Sirokom iglom, umjesto da se limfni ¢vor hiruski odstrani prije pocetka neoadjuvantnog
lijecenja (365). Mada su negativni limfni ¢vorovi povoljan prognosticki pokazatelj, ipak ¢e 10 do 30% pacijentkinja sa
negativnim limfnim ¢vorovima razviti udaljene metastaze. U nekim sluéajevima karcinom ¢e se prosiriti u neke druge limfne
¢vorove koji nijesu obi¢no dio rutinskog pregleda. Postoje i rjedi podtipovi karcinoma dojke koji metastaziraju gotovo
isklju¢ivo hematogeno, bez zahvacenosti limfnih ¢vorova kao Sto su basal-like tumori. Kod ovakvih tipova karcinoma, ostali
pokazatelji ¢e imati veci prognosticki znacaj. Na osnovu prediktivnih faktora procjenjuje se odgovor na odredenu vrstu
lije¢enja. Cetiri biomarkera se danas koriste u klinickom menadZmentu pacijentkinja sa invazivnim karcinomom dojke i
predstavljalju najznacajnije prediktivne faktore za ovu bolest: « estrogenski receptor (ER) - progesteronski receptor (PR), *
HER2 receptorski status i « proliferacijski indeks odreden primjenom Ki-67 antitijela (73). Od pobrojanih molekularnih
markera estrogen (ER), progesteron (PR) receptor status i HER2 odreduju se rutinski, dok je Ki-67 proliferacijski index
skorijeg datumai dobar je prognosticki pokazater i prediktor odgovora na hemoterapiju. Obzirom na veliki prediktivni znacaj
pobrojani molekularni markeri su danas mete za nove visoko senzitivne terapijske agense, te je precizno i pouzdano
odredivanje ovih biomarkera zadatak svake patoloske laboratorije. Estrogenski receptor (ER) je jedarni transkripcioni faktor
kojeg stimuliSe hormon estrogen, $to za posljedicu ima stimulaciju rasta normalnih epitelnih éelija u tkivu dojke (366). Rast
epitelnih ¢elija u tkivu dojke moze biti uzrokovan i prekomjernom ekspresijom estrogenskih receptora (ER) u slucaju
karcinoma dojke (367). Estrogenski receptori (ER) u tkivu tumora dojke se danas rutinski odreduju imunohistohemijskom
metodom na preparatima tumorskog tkiva dojke fiksiranim u formalinu i uklopljenim u parafin. Imunohistohemijska metoda
je jeftina i dostupna u svim laboratorijama, a pritom je visoko specifi¢na i senzitivna. Mikroskopskim pregledom se odreduje
procenat pozitivnih ¢elija i intenzitet bojenja. Opisanom imunohistohemijskom metodom se pozitivho boje oko 80%
invazivnih karcinoma dojke, Sto znaci da pokazuju ekspresiju jedarnog estrogenskog receptora, u proporciji koja se kre¢e u
rasponu od 1% do 100% ¢elija (368). Glavni razlog rutinskog odredivanja estrogenskih receptora lezi upravo u ¢injenici da je
ovo snazan prognosticki faktor odgovora na hormonsku terapiju kod karcinoma dojke, kao $to je na primjer tamoksifen
(369). Kod pacijentkinja sa estrogen receptor pozitivnim invazivnim karcinomom dojke, tamoxifen se vezuje za prekomjerno

eksprimirane estrogenske receptore i time inhibira estrogenom stimulisani rast ¢elija. Zahvaljujué¢i tome, primjena
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tamoksifena kao terapijskog izbora, produzava prezivljavanje bez progresije bolesti i ukupno prezivljavanje kod pacijentkinja
sa ER - pozitivnim invazivnim karcinomom dojke, u odnosu na pacijentkinje sa ER — negativnom boles¢u (370). Noviji
hormonski terapijski agensi kao $to su inhibitori aromataza koji smanjuju produkciju estrogena, imaju sli¢an terapijski
rezultat, tj. samo invazivni karcinomi dojke koji su estrogen receptor (ER) pozitivni imace pozitivan terapijski odgovor na ove
agense (371). Studije su pokazale da postoji direktna korelacija izmedu nivoa ekspresije estrogenskih receptora (ER) i
stepena pozitivnhog odgovora na hormonsku terapiju. | tumori sa manjim nivoom ekspresije estrogenskih receptora pokazuju
znacajno bolji odgovor na pomenutu terapiju u odnosu na estrogen receptor negativne tumore, koji generalno na ovu terapiju
ne odgovaraju. Na osnovu rezultata imunohistohemijskih studija, koje su potkrijepili vodi¢i za imunohistohemijsko testiranje,
estrogen receptor (ER) pozitivnim tumorima smatraju se oni kod kojih se 21% tumorskih ¢éelija pozitivno boji na estrogenske

receptore (273). Na osnovu pomenutih

ASCO (American Society of Clinical Oncology/College of American Pathologists) 36

preporuka obavezno je imunohistohemijsko odredivanje estrogenskih receptora Takode, ASCO preporuke obavezuju na
pouzdanost rezultata teatiranja, zbog ¢ega je izuzetno znacajno sprovoditi programe unutrasnje i spoljasnje kontrole
kvaliteta testiranja. Progesteronski receptor (PR) je veoma znacajan i snazan prediktivni faktor za karcinom dojke, koji se
takode rutinski odreduje imunohistohemijskom metodom kod invazivnih karcinoma dojke. Estrogenski receptori regulisu
prisustvo i ekspresiju progesteronskih receptora (PR). Stoga pozitivha ekspresija progesteronskih receptora ukazuje na
ocuvanost i funkcionalnost estrogen receptor (ER) signalnog puta. Eksprimirane progesteronske receptore (PR) stimuliSe
hormon progesteron i time podstice rast tumorskih ¢elija (366,367). Progesteronski receptori se eksprimiraju u jedrima
tumorskih ¢elija kod 60 do 70% invazivnih karcinoma dojke, sa procentualnom zastupljeno$¢u progesteron receptor (PR)
pozitivnih tumorskih ¢elija od 0 do 100%. Sli¢no ER — pozitivnim tumorima, kod progesteron receptor (PR) pozitivnih
karcinoma dojke postoji direktna korelacija izmedu nivoa ekspresije progesteronskih receptora i stepena odgovora na
hormonsku terapiju (372). Mada je ekspresija progesteronskih receptora (PR) u visokoj korelaciji sa ekspresijom
estrogenskih receptora (ER), ekspresija ova dva biomarkera nije uvijek komplementarna. Postoje 4 razli¢ita fenotipa
karcinoma dojke koji pocivaju na razli¢itim kombinacijama estrogen i progesteron (ER i PR) receptorskog statusa. Sva 4
pomenuta fenotipa pokazuju razli¢iti stepen odgovora na hormonsku terapiju (373). Fenotip ER-pozitivan/PR-pozitivan je
redu fenotip je ER-negativni/PR-negativni koji ¢ini 25%, i ne odgovara na hormonsku terapiju (stopa odgovora je 0%).
Preostala dva mjeSovita fenotipa ER- pozitivan/PR-negativan i ER-negativan/PR-pozitivan imaju djelimi¢an odgovor na
hormonsku terapiju, mada se ¢ak dovodi u pitanje postojanje ER-negativnog/PR- pozitivhog karcinoma. Kada govorimo o
HER2 statusu karcinoma dojke, bitno je naglasiti da je HER2 gen (ERBB2 gen po standardnoj nomenklaturi) lociran na

hromozomu broj 17 i kodira sintezu proteina koji funkcionise kao

receptor za humani epidermalni faktor rasta (HER2 - Human Epidermal Growth Factor 35
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2) na povrsini epitelnih ¢elija dojke. Studije sprovodene u posljednjih dvadesetak godina su pokazale da je ovaj gen
umnozen kod nekih 15% karcinoma dojke. Amplifikacija ovog gena je u visokoj korelaciji sa pove¢anom ekspresijom HER2
proteina (374). Ucestalost HER2 pozitivnih karcinoma dojke bila je veéa u proslosti, prije uvodenja programa skrininga, iz
prostog razloga sto je u tom periodu kasnije otkrivanje tumora davalo dovoljno vremena da se razviju dodatne genetske
alteracije kakva je amplifikacija HER2 gena. HER2 status se danas odreduje rutinski na preparatima fiksiranim u formalinu i
uklopljenim u parafin metodom imunohistohemije i/ili metodom in situ hibridizacije (FISH, SISH). Obi¢no su rezultati ove
dvije metode komplementarni. Preporuke za imunohistohemijsko i odredivanje HER2 statusa ISH medotom definisane su
ASCO vodicem iz 2007. godine (303). Skorasnje studije pokazuju da HER2 pozitivni invazivni karcinom dojke pozitivno
odgovara na novije terapije koje specifié¢no ciljaju HER2 receptor, kao $to su na primjer trastuzumab i lapatinib (372,373).
HER?2 status se danas upravo i odreduje u cilju definisanja pacijentkinja koje su dobri kandidati za novije terapije koje ciljaju
HER2 receptor, Cime se poboljSava njihovo prezivljavanje. Stoga mozemo rec¢i da je HER2 status znacajan prediktivni faktor
koji je od velikog znacaja u predvidanju odgovora na HER2 ciljanu terapiju. U skladu sa pomenutim ASCO smjernicama,
HER2 pozitivni tumori se karakteriSu imunohistohemijski snazno pozitivnim cirkumferentnim bojenjem, &iji se intenzitet na
skali definiSe kao 3+ u >30% ¢elija i/ili amplifikacijom HER2 gena potvrdenom in situ hibridizacijom (ISH). Takode HER2
pozitivnim se smatraju i tumori koji pokazuju umjereno cirkumferentno bojenje, na skali inteziteta definisano sa 2+ i
amplifikaciju HER2 gena in situ hibridizacijom (ISH) (274). Opisani HER2 pozitivni karcinomi dojke pokazuju najbolji klinicki
odgovor na HER2 ciljane terapijske agense (372,373). HER2 negativni tumori, se karakterisu imunohistohemijski slabim ili
potpunim odsustvom bojenja tj. intenzitetom obojenosti 0 ili 1+, i uglavnom imaju normalan broj HER2 genskih kopija tj, ISH
negativan nalaz za HER2 gen. HER2 negativni tumori nijesu osjetljivi na HERZ2 ciljanu terapiju, te ona ne moze doprinijeti
poboljsanju prognoze kod ovih pacijentkinja. Jedna od prepoznatljivih karakteristika malignih ¢elija je nekontrolisana
proliferacija, koja se moze odrediti razli¢itim metodama: brojenjem mitoza, odredivanjem obiljezenih nuklotida
inkorporisanih u DNK molekule, kao i protocnom citometrijom koja biljezi ¢elije u,S" fazi ¢elijskog ciklusa (374,375).
Imunohistohemijska metoda odredivanja ekspresije Ki-67 je jeftina metoda, pogodna za Siroku primjenu u klinickoj praksi.
Dowset i saradnici iz radne grupe za karcinom dojke, prepoznali su znacaj primjene josS jedne metode u odredivanju stepena
¢elijske proliferacije u tumoru, kori§éenjem proliferativnog indeksa Ki-67 i definisali preporuke za odredivanje ovog
biomarkera (376). Ki-67 je biomarker prisutan u svim ¢elijama koje se nalaze u fazi proliferacije, te je dugo godina privlacio
paznju istrazivata. Ovaj biomarker eksprimira se u svim fazama ¢elijskog ciklusa, izuzev u,,G0" fazi (377). Stavise, Ki-67
ukljucen je u grupu prospektivno definisanih gena, njih 21, koji ¢ine Onkotip DX koji se koristi za odredivanje rizika za
povratak bolesti i benefita od hemioterapije kod pacijentkinja sa negativnim limfnim ¢vorovima i ER-pozitivnim karcinomom
dojke (378,379). Proliferativni indeks se smatra prognostickim pokazateljem za karcinom dojke (380,381). Pored
konzistentnih podataka koji govore u prilog prognostickog znacaja Ki-67 proliferativhog indeksa, prediktivni znacaj ovog
biomarkera za terapijski ishod jos uvijek je u fazi istrazivanja. Na osnovu dosadasnijih istrazivanja Ki-67 proliferativni indeks
se moze koristiti u svrhe prognoze relativhog odgovora ili rezistencije na hemioterapiju, u svrhu procjene rezidualnog rizika
od povratka bolesti kod pacijenata koji su na standardnoj terapiji, te kao dinamicki biomarker za procjenu odhovora na
lijecenje prije, u toku i nakon neo-adjuvantnog lijeenja, narocito kod hormonske neoadjuvantne terapije (376). Za
odredivanje Ki-67 proliferativhog indeksa potrebno je pregledati najmanje 500 tumorskih ¢elija. Vrijednost Ki-67 se odreduje

kao procenat ¢elija koje se pozitivno boje na ovaj biomarker u posmatranom uzorku (273, 382). Upotreba Ki-67
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proliferativnog indeksa kao prognosti¢kog faktora Siroko je istrazivana kod karcinoma dojke uopste. Medutim, mali je broj
studija koje su istrazivale prognosticki znacaj ovog biomarkera kod pacijentkinja sa trostruko negativnim karcinomom dojke
(TNBC) (383-385). Grupa koreanskih istrazivaca, pokazala je u svojoj studiji da je vikok Ki-67 indeks (210%) udruzen sa
statistiCki znacajno loSijim prezivljavanjem bez progresije bolesti i ukupnim preZivljavanjem kod TNBC (386). Munzone i
saradnici su u svom istrazivanju pokazali da je Ki-67 proliferativni indeks udruzen sa razli¢itom prognozom kod razli¢itih
podtipova TNBC, sa tackom presjeka od 35% (387). U posljednjih 15-ak godina, neveliki broj istrazivaca se bavio ispitivanjem
prognosti¢kog znacaja Ki-67 proliferativnog indeksa kod pacijentkinja sa trostruko negativnim karcinomom dojke. Rezultati
istrazivanja koje su sproveli Ricciardi i saradnici 2015. godine na uzorku od 45 pacijentkinja sa trostruko negativnim
karcinom dojke, upucuju na €injenicu da je ekspresija Ki-67 nezavisan faktor koji korelira sa ukupnim prezivljavanjem kod
ovih pacijentkinja. Rezultati ovog istraZivanja ukazali su da adrogen receptor (AR) negativna ekspresija i Ki-67 pozitivna
ekspresija statistiCki znacajno koreliraju sa losim ishodom bolesti kod pacijentkinja sa trostruko negativnim karcinomom
dojke ispitanih u ovom uzorku (388). Medutim, rezultati istrazivanja iz 2016. godine na uzorku od 571 trostruko negativnih
karcinoma dojke, ukazali su da prognosticki znacaj Ki-67 proliferativhog indeksa zavisi od starostne dobi pacijentkinja. U
ovom istrazivanju visok Ki-67 proliferativni index pokazao se kao znacajan prognosticki faktor kod mladih pacijentkinja, kod
kojih je dijagnoza bolesti postavljena prije 50. godine zivota. Ove pacijentkinje bi mogle imati koristi od hemioterapije
agensima koji uzrokuju DNK ostecenja na signalnim putevima koji su prekomjerno aktivirani kod ove bolesti (389). Rezultati
studije koju su sproveli Wang i saradnici 2016. godine upucuju da je visok Ki-67 (> 40%) u statisti¢ki znacajnoj korelaciji sa
loSijom prognozom kod TNBC tumora, bez obzira na veli¢inu tumora i status limfnih ¢vorova. Ekspresija Ki-67 proliferativhog
indeksa ima prediktivni znacaj u vezi sa ishodom na neoadjvantnu hemioterapiju kod vecine karcinoma dojke uklucujuéi i
trostruko negativni karcinom (TNBC) (390). U vezi sa time, podtip nalik bazalnom koji je najosjetljiviji podtip karcinoma
dojke na hemioterapiju, karakteriSe se visokim Ki-67 proliferativnim indeksom (391). Rezultati studije koju su sproveli
Nakashoi i saradnici 2017. godine, sugerisali su da pacijentkinje sa TNBC osjetljivim na hemio-terapiju imaju klinicki manje
uznapredovali tumor, rjede prisutne kalcifikacije na mamografiji, negativan adrogen receptor (AR) status i visok Ki-67
proliferativni indeks (392). Navedene studije koristile su razliCite vrijednosti razgranicenja za odredivanje prognosticki
znacajnog Ki-67. Prognosticki znacéajne vrijednosti razgrani¢enja su se kretale od 10% (385), preko 35% (387), te vrijednosti
214% (393), pa do vrijednosti 240% u nekim studijama skorijeg datuma (394). Najnoviji rezultati studije koju su sproveli Zhu i
saradnici, na uzorku od 1800 pacijentkinja sa ranim invazivnim trostruko negativnim karcinom dojke, pokazali su da je
najrelevantnija vrijednost razgrani¢enja za prognosticki znacajan Ki-67 30% (p=0.008). Na vrijednosti razgrani¢enja od 30%
zabiljezeno je loSije prezivljavanje bez progresije bolesti i ukupno prezivljavanje kod pacijentkinja sa visokim Ki-67
proloferativnim indeksom. Ki-67 rijednost razgranic¢enja od 30% imala je negativan prognosticki i prediktivni znacaj ¢ak i kod
TNBC veli¢ine <2 cm u dijametru, negativnih limfnih ¢vorova i stadijuma 1 (395) Medutim, jo$ uvijek nedostaje
standardizacija po pitanju vrijednosti razgrani¢enja za Ki-67 proliferativni indeks, koje be definisale prognosticki znac¢ajan Ki-
67 proliferativni indeks. 1.9. IMP3 biomarker Kao $§to smo veé naveli, trostruko negativni karcinomi dojke predstavljaju
heterogenu grupu tumora koja se povezuje sa agresivnijim klinickim tokom, sklonos¢u ka metastaziranju hematogenim
putem u pluéa i mozak, dok su metastaze u lokoregionalne limfne ¢vorove rjede u poredenju sa ostalim tumorima dojke.
Uprkos dobrom inicijalnom odgovoru na neoadjuvantne hemioterapijske protokole, pacijentkinje sa ovim tipom tumora

imaju visociju stopu udaljenih metastaza i ultimativno loSiju prognozu. Manje od 30% pacijentkinja sa metastatskim

https://app.ithenticate.com/en_us/report/68817582/similarity 43/85



24/02/2021 Similarity Report
trostruko negativnim karcinomom dojke zivi 5 godina i kod svih je uzrok smrti osnovna bolest, uprkos primijenjenoj
adjuvantnoj hemioterapiji koja je danas i osnova lijecenja ovih pacijentkinja (287, 296-299). Usljed specifiéne prirode ove
bolesti i loSe prognoze, jasno je da postoji velika potreba za boljim razumijevanjem molekularne osnove trostruko negativnih
karcinoma dojke; potreba za pronalazenjem novih molekularnih markera koji bi imali prognosticki i prediktivni znacaj, te
omogucili dodatnu subklasifikaciju ovih tumora, a sve u cilju pronalazenja efikasnih metoda lije¢enja. U posljednjih 20-ak
godina mnogi istrazivaci su ulagali napore u ispitivanje novih prognostickih markera kod trostruko negativnog karcinoma
dojke. Medutim, rezultati istrazivanja nijesu dali neki znacajniji pomak u klasifikaciji, niti terapiji ovih tumora do danas. Jedan
od novijih biomarkera koji se smatra povezanim sa prognozom bolesti kod TNBC je p53 i smatra se udruzenim sa loSijom
prognozom kod ove bolesti (393). Takode, pacijentkinje sa trostruko negativnim karcinomom dojke koji pokazuje EGFR/p53
imunohistohemijskim fenotip, izgleda da imaju bolju prognozu i odgovor na adjuvantnu hemioterapiju (396). U skladu sa
savremenim nastojanjima nauke, upravo iz gore navedenih razloga, u ovoj studiji odlucili smo istraziti klinicke i
histopatolosSke karakteristike trostruko negativnih karcinoma dojke, te imunohistohemijsku ispoljenost IMP3 proteina kao

potencijalnog prognosti¢kog pokazatelja u ovoj grupi tumora.
IMP3 (Insulin-like growth factor Il mRNA binding protein 3)

je pripadnik porodice insulinu sli¢nih faktora rasta tipa Il (IGF2). Do danas su poznata tri ¢lana IMP3 familije: proteini IMP1,
IMP2 i IMP3 (397). Ova tri proteina sadrze 6 RNK vezujuc¢ih domena od kojih su dva RNK prepoznatljivi domeni, dok su
preostala ¢etiri domena hetorogeni ribonukleotidni K-heterogeni (KH) domeni (397). IMP3 molekul posjeduje 65,7% sli¢nosti
u amino-kiselinskom sastavu sa IMP1 i 59,7% sli¢nosti sa IMP2. Slicnost sekvenci u RNK vezuju¢im domenima je narocito
prisutna u KH domenima (398). Sve tri pomenute izoforme IMP pokazale su visok afinitet za vezivanje za humani IGF2
receptor (399,400). IMP3 molekule je identi¢an K- homolognom domenu Xenopus laevis Vg1 mRNK-vezujuceg proteina
(Vg1- RBP/Vera) koji je prekomjerno eksprimiran kod nekih karcinoma (401-403). Do danas se zna za najmanje pet
segmenata RNK za koje se ciljano vezuje IMP1, ukljucujuci: IGF-II, c-myc, B-actin, tau, and H19. IMP1 moze uticati na
stabilizaciju, lokalizaciju i translaciju pomenutih receptora na mRNK (399,404-409). Smatra se da je IMP1 onko-fetalni
protein, obzirom na Cinjenicu da se pretezno eksprimira u toku embrionalnog razvoja i kod nekih tumora. Ekspresija ovog
proteina je mala ili potpuno odsutna u tkivima odraslih osoba (410,411). Kako smo ve¢ napomenuli, najvecéa slicnost IMP
izoformi je prisutna u njihovom KH domenu. Humani protein koji sadrzi K-homologni domen prvi put je opisan kod

karcinoma pankreasa kod odraslih osoba (412). Xenopus

laevis Vegetal 1 (Vg1) mRNA kodira sintezu  transforming growth factor B-like protein- 21

a koji stimulise formiranje mezoderma u vegetativhom korteksu mozga. Vg1-RBP smatra se da takode ima ulogu u
regulisanju migracije ¢elija nervne krijeste tokom ranog razvoja nervnog sistema (407). Interesantna je ¢injenica da je IMP3

po prvi put izolovan iz ¢elija rabdomiosarkoma i pokazalo se da je bio identi¢an pomenutom proteinu KOC koji se
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prekomjerno eksprimira u nekim karcinomima i ima identi¢an KH domen (413). Prekomjerna ekspresija IMP3/KOC pokazalo
se da je udruzena sa remodelovanjem tkiva pankreasa (414). Istrazivanja su pokazala da je IMP3 ukljucen u proces
embriogeneze kada je fizioloski eksprimiran i pokazuje slican obrazac ekspresije kao IMP1; dok je nakon rodenja ekspresija
ovog proteina patoloska i udruzena sa procesom nastanka nekih tumora. Posmatrano sa aspekta funkcije ovog proteina,
IMP3 funkcioni$e kao regulator procesa translacije na mRNK. Kao takav, smatra se da IMP3 ima klju¢nu ulogu u prenosenju
i stabilizaciji mRNK, éelijskom rastu, proloferaciji i migraciji tokom embriogeneze (415). Visok nivo iMP3 mRNK zabiljezen je
kod karcinoma pankreasa, kao i u tumorskim ¢éelijama kod karcinoma zeluca, sarkoma mekih tkiva, karcinoma debelog
crijeva, u ¢elijama rabdomosarkoma, kao i u K562 leukemijskim ¢elijama (399, 416-417). Yaniv i saradnici su 2003. godine u
svom istrazivanju obezbijedili dokaz o ulozi IMP3 u stimulaciji ¢elijske migracije u toku ranog, embrionalnog razvoja nervnog
sistema (418). Uslijedila su nova istrazivanja medu kojima je od znacaja pronalazak Yantissa i saradnika koji upucuje na
postojanje korelacije izmedu stadijuma tumora i IMP3 (KOC) ekspresije kod karcinoma pankreasa, na osnovu kojeg se moze
pretpostaviti da IMP3 ekspresija ima veze sa pojavom displazije i razvojem karcinoma pankreasa (419). Regulatornu ulogu
IMP3 u ekspresiji gena i proloferaciji ¢elija, ispitivali su Liao i saradnici 2005. godine na uzorku K652 leukemijskih éelija
(420). Ova studija je pokazala da inhibicija IMP3 u pomenutim ¢elijama nije uticala na promjenu ekspresije RNK receptora za
IMP3. Medutim, nakon inhibicije IMP3, mjereno ELISA metodom, primije¢eno je da unutar-¢elijski nivo kao i novo
sekretovanog IGF2 opada. Obzirom na ¢injenicu da endogeni i egzogeni IGF2 u pomenutim K652 ¢elijama ima ulogu
promotora proliferacije (421-427), to ¢e njegova inhibicija uzrokovana supresijom IMP3, rezultovati smanjenom ¢elijskom
proliferacijom (421,427). Prema rezultatima ove studije IMP3 ne stupa u vezu sa tipi¢nim receptorima na RNK za IMP1 (c-
myc i B-aktin), ve¢ se vezuje za sasvim nezavistan receptor H19 na mRNK. Stoga, ova studija je ukazala i na specificne
razlike u receptorima na RNK za IMP3 i IMP1, Sto ih ¢ini funkcionalno razli¢itim. IMP-3 reguliSe ekspresiju gena IGF-II
vezivanjem za 3 m-RNA region IGF-Il. IGF- Il se zatim vezuje za IGF-l i stimuliSe tirozinsku fosforilaciju ovog receptora.
Tirozin fosforilisani IGF-I receptor Salje ¢eliji signal za pokretanje ¢elijske diobe. Ovim se gubi regulacija ¢elijskog ciklusa i
remeti apoptoza, $to za rezultat ima nekontrolisanu proliferaciju ¢elije odnosno karcinogenezu (425). Nasuprot IMP1,
nedavno sprovedena studija od strane korejske grupe istrazivaca, ukazala je na sinergisticki efekat IMP2 i IMP3 proteina u
metastaziranju trostruko negativnih karcinoma dojke. Naime, IMP2 i IMP3 povecano se eksprimiraju zajedno kod TNBC i
sinergistiCki stimuliSu migraciju i epitelijalno- mezenhimalnu translaciju kod luminalnog podtipa ¢elija TNBC, stimuliSuci
time nastanak metastaza ove bolesti (437). Jiang i saradnici ispitivali su prediktivni znacaj IMP3 kao biomarkera pri
odredivanju prognoze karcinoma bubrega (428-430). U ovim studijama IMP3 ekspresija u ¢elijama karcinoma bubrega
odredivana je imunohistohemijskom, PCR i Western blot metodom. U ovom sitrazivanju je primije¢eno da je IMP3 ekspresija
bila znacajno povecéana kod pacijenata Ciji su tumori bili praceni prisustvom metastatske bolesti. Pove¢ana IMP3 ekspresija
bila je primije¢ena ne samo u metastazama ovih tumora, ve¢ i u znacajnom broju primarnih tumora koji su kasnije dali
metastatske promjene. Pacijenti Ciji primarni tumor nije pokazao IMP3 pozitivhost imali su statisti¢ki znacajnije duze
prezivljavanje bez progresije bolesti i ukupno prezivljavanje od onih ¢iji je primarni tumor bio IMP3 pozitivan. Ove studije dale
su znacajan doprinos u otkrivanju prediktivhog znacaja IMP3, ukazujuci na znacajno povecanje metastatskog potencijala
kod karcinoma bubrega kod pacijenta koji su imali prekomjernu ekspresiju IMP3(428-430). Skorasnje studije ukazale su na
dijagnosticki znacaj IMP3 kod karcinoma endometrijuma, kao i na udruzenost IMP3 ekspresije sa agresivnim histoloskim

fenotipom kod ovih karcinoma. Imunohistohemijski snazna i difuzna IMP3 ekspresija kod karcinoma endometrijuma
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pokazala se kao visoko senzitivna za serozne i svijetlo-Celijske (clear-cell) karcinome endometrijuma, kao i za njihove
prekursorne lezije, za razliku od indolentnih endometrioidnih karcinoma endometrijuma kod kojih je IMP3 ekspresija bila
slaba. Ovakav nalaz upucuje na znacaj pronalazenja IMP3 pozitivnosti u prekursornim lezijama u endometrijumu, kao
faktora koji moze predvidjeti tip karcinoma endometrijuma i potencijalni tok bolesti (431). Prvi napori istrazivaca u
ispitivanju veze insulinu slicnog faktora rasta (IGF) i njegovog receptora sa etiopatogenezom karcinoma dojke datiraju iz
2000. godine (432,433). Rezultati ovih istrazivanja ukazuju postojanje ove povezanosti, mada je uticaj IMP3 na prirodu i
ponasanje karcinoma dojke jos uvijek nedovoljno istrazen. Takode, jos uvijk je nejasno da li IMP3 ekspresija zapravo inicira
malignu transformaciju éelija i proliferaciju ili je pak posljedica ve¢ prisutne maligne transformacije u éelijama karcinoma
dojke. Tek znacajno kasnije, 2012. godine, doslo se do zaklju¢ka da aktivnost signalnih puteva u veé¢ maligno izmijenjenim
¢elijama trostruko negativhog karcinoma dojke ima znacajan uticaj na ekspresiju IMP3 molekula, kao i da IMP3 protein
doprinosi funkciji trostruko negativnog karcinoma dojke (434,435). Prema rezultatima ove studije, aktivacija receptora za
epidermalni faktor rasta (EGFR) izaziva stimulaciju mitogen-aktivirajuce protein kinaze EGFR signalnog puta, Sto za
posljedicu ima indukciju transkripcije i ekspresiju IMP3. U ovoj studiji istraZivaci su pronasli da aktiviran estrogen receptor 3
(ERB) suprimira EGFR transkripciju i na taj nacin indirektno inhibira ekspresiju IMP3 proteina. Ovaj mehanizam u potpunosti
korelira sa poznatom prirodom trostruko negativnog karcinoma dojke koju karakteriSe smanjena ekspresija ERB i pove¢ana
ekspresija EGFR i aktivnost EGFR signalnog puta. Stavie, rezultati ove studije ukazuju da IMP3 doprinosi EGFR-
posredovanoj migraciji i invaziji malignih ¢elija kod trostruko negativnog karcinoma dojke (434). Prvi pomak u ispitivanju
prognostickog znacaja IMP3 ekspresije kod invazivnog karcinoma dojke, dali su Walter i saradnici 2009. godine (436). U
svojoj retrospektivnoj studiji, na uzorku od 138 pacijentkinja sa invazivnim karcinomom dojke, oni su dosli do saznanja da je
ucestalost IMP3 pozitivnosti u njihovom uzorku invazivnih karcinoma dojke 33%. Takode, ova studija dala je znacajan
rezultat koji govori da je IMP3 ekspresija u statisticki znacajnoj korelaciji sa poznatim morfoloskim i bioloskim
prognostickim faktorima i to sa: visokim gradusom tumora, sa nekrozom u tumoru, poveéanom CK5/6 ekspresijom i
trostruko negativnim molekularnim podtipom. Rezultati ovog istrazivanja su po prvi put sugerisali da IMP3 ekspresija kod
trostruko negativnog karcinoma dojke moze biti u vezi sa agresivnijim fenotipom i kra¢im ukupnim prezivljavanjem (436).
Medutim, treba imati na umu slabost ove studije, koja se ogleda u vrlo heterogenom uzorku sa svega 32 trostruko negativna
karcinoma i poprilicno visokom procentu IMP3 pozitivnosti (33%) za tako heterogen uzorak. Svega godinu dana kasnije
Sidoni i autori su, na takode heterogenom uzorku karcinoma dojke, dobili rezultat koji govori da je IMP3 pozitivhost u
trostruko negativnim karcinomima dojke bila 41%, te da su ovi tumori imali znac¢ajno krace prezivljavanje bez progresije
bolesti i ukupno prezivljavanje od TNBC koji su bili IMP3 negativni (437). Ova studija je ukazala da je IMP3 ekspresija ¢es¢a
kod trostruko negativnih karcinoma dojke koji pokazuju agresivniji profil, Sto ukazuje na €injenicu da je trostruko negativni
karcinom dojke vrlo heterogena bolest. Do slicnog zaklju¢ka dosli su i Vranic i saradnici u studiji sprovedenoj u Sjedinjenim
Americkim Drzavama, Ciji rezultati su ukazali na IMP3 ekspresiju kod odredenih histoloskih formi kao Sto je adenoidni
cistiéni karcinom dojke, za razliku od primarno apokrinih formi karcinoma kod kojih je IMP3 ekspresija bila odsutna (438).
Rezultati navedenih studija dali su pretpostavku da bi odredivanje IMP3 moglo biti od pomoc¢i za definisanje novih podtipova
karcinoma dojke sa loSijom prognozom. Medutim, heterogeni uzorak koji je kori§éen u ovim studijama, ucinio ih je znacajno
ograni¢enim i nedovoljnim za znacajnije zaklju¢ivanje o ulozi IMP3 biomarkera. Stoga, studije na reprezentativhom uzorku

koji bi se sastojao samo od trostruko negativnih karcinoma dojke, dao bi mnogo bolji doprinos nauci i struci u definisanju
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prognostickog i prediktivnog znacaja ovog biomarkera. Posljednjih godina zabiljeZeni su napori istrazivaca da dublje ispitaju
prognosticki znacaj IMP3 proteina i njegovu potencijalnu korelaciju sa odgovorom trostruko negativnog karcinoma dojke na
hemioterapiju. Carey i saradnici opisali su 2007. godine da odredeni tumori iz TNBC grupe pokazuju dobar odgovor na neo-
adjuvantnu hemioterapiju (439). Medutim, skorasnje istrazivanje sprovedeno 2017. godine, ukazalo je da je IMP3 pozitivnost
udruzena Cesto sa rezistencijom na neoadjuvantne hemioterapijske protokole kod trostruko negativnih karcinoma dojke.
Ovo istrazivanje sugeri$e na potencijalnu primjenu IMP3 kao negativnog prognostickog faktora za TNBC koji moze biti od
znacja kao prediktor odgovora na hemioterapiju i prediktor ukupne prognoze kod ovih tumora (440). Ovi rezultati su u skladu
sa rezultatima istrazivanja iz 2013. godine koje je pokazalo da IMP3 djeluje kao promotor hemiorezistencije trostruko
negativnih karcinoma dojke putem regulacije ekspresije breast cancer resistance proteina (ABCR) (441). Na osnovu
rezultata, do danas malobrojnih istrazivanja znacaja IMP3 kod trostruko negativnih karcinoma dojke, mozemo reci da je
povecana ekspresija IMP3 povezana sa agresivnim ponasanjem tumora, uznapredovalim klinickim stadijumom bolesti,
nalazom udaljenih metastaza i kra¢im ukupnim prezivljavanjem (296-299). Povec¢ana ekspresija IMP3 u gore navedenim
studijama, takode, je pokazala povezanost sa loSim odgovorom na neoadjuvantne hemioterapijske protokole. Na osnovu do
danas sprovedenih istrazivanja, smatra se da IMP3 ekspresija ma dokazan dijagnosticki i prognosticki znacaj za TNBC.
Prema tome, mozemo pretpostaviti da bi IMP3 kao molekularni marker mogao biti potencijalno dobra meta za nove
terapijske agenase koji bi unaprijedili lijec¢enje ovih tumora. Medutim, zbog vrlo heterogenih uzoraka koji su koriséeni u
dosadasnjim studijama, sa malim brojem trostruko negativnih karcinoma dojke, te brojnih drugih metodoloskih ogranicenja,
neophodne su su dalje studije koje bi obezbijedile pouzdaniji dokaz prognosti¢kog i prediktivnog znacaja IMP3 za trostruko
negativni karcinom dojke. Targetiranje IMP3 molekula ciljanim terapijskim agensima mogao bi biti efikasan pristup u
menadzmentu trostruko negativnih karcinoma dojke iz viSe razloga: IMP3 se ne eksprimira u zdravom tkivu dojke,
mehanizam djelovanja ovog molekula je poznat (vezivanje za specifiéne sekvence RNK), a inhibicija ekspresije IMP3
molekula trebalo bi da poveca osjetljivost tumora na hemioterapiju (442). Molekul IMP3, jedan je od najaktuelnijih i za
istrazivanje najinteresantniji antigen, Cija je poveéana ekspresija primije¢ena kod niza gore pomenutih malignih tumora.
Zbog svoje imunogeni¢nosti, odnosno sposobnosti da indukuje snazan i specifi¢an antitumorski imuni odgovor, epitopi
IMP3 molekula mogli bi biti meta novosintetisanih vakcina u lije¢enju trostruko negativnog karcinoma dojke. Aktivna
imunoterapija je jo$ uvijek u fazi istrazivanja kao potencijalni nacin lije¢enja trostruko negativnih i karcinoma dojke uopste.
Kancer vakcine su dizajnirane tako da ciljaju samo maligne ¢elije i obezbjeduju postedu zdravog okolnog tkiva. Rezultati
dosadasnijih klini¢kih studija, pokazali su njihovu sigurnost i gotovo nepostojedi rizik od autoimune reaktivnosti na iste.
Ovakav oblik imunoterapije, zasnovan na imunogenoj sposobnosti IMP3 molekula, do danas je ispitan kao novi terapijski
modalitet u lije¢enju karcinoma pluéa i ezofagusa (443). Klinicka studija faze | pokazala je dobru tolerabilnost vakcine koja
aktivira IMP3 specificni T-Celijski imuni odgovor kod pacijenata sa HLA-A-24 pozitivnim karcinomom ezofagusa. U toku su i
studije koje ispituju efikasnost IMP3 specificne imunoterapije kod pacijenata sa HLA-A-2 pozitivnim tumorima, prije svega
kod karcinoma pluca (444). Smatra se da isti mehanizam IMP3 specifiénog T-¢elijskog imunog odgovora, predstavlja novu
mogucénost za lijeCenje trostruko negativnog karcinoma dojke. Imajuéi u vidu rezultate ne narocito brojnih prethodno
opisanih istrazivanja u oblasti trostruko negativnih karcinoma dojke, narocito imajuci u vidu njihove ograni¢enosti za jasno
zakljucivanje, u istrazivanju koje smo sproveli odlucili smo prije svega koristiti homogen uzorak trostruko negativnih

karcinoma dojke. Koris¢enje homogenog uzorka trostruko negativnih karcinoma dojke, znac¢ajno povecava statisticku moé
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zakljucivanja, te vjerujemo da je utoliko veci znacaj rezultata naseg istraZivanja i doprinos nauci. Znacaj istrazivanja koje
smo sproveli ogleda se i u ¢injenici da smo ovim putem obezbijedili dodatnu morfolosku i imunohistohemijsku podlogu za
dalje studije usmjerene ka istrazivanju uloge IMP3 proteina u trostruko negativnim karcinomima dojke. Takode,
potkrijepljeno rezultatima naseg istrazivanja, odredivanje IMP3 molekularnog markera omogudéiée bolju podjelu unutar
heterogene grupe trostruko negativnih karcinoma dojke. Imajucéi u vidu uopsteno loSu prognozu kod ovih tumora, a na
osnovu dobijenih rezultata, vjerujemo da nase istrazivanje doprinosi rasvjetljavanju prognosticke uloge biomarkera IMP3.
Uloga IMP3 u prognozi TNBC, otvara i pitanje potencijalnog unaprjedenja lijeCenja pacijentkinja sa trostruko negativnim
karcinomom dojke. Poseban znacaj naseg istrazivanja vidimo u moguénosti razvoja ciljanih imunoloskih terapija, na
temeljima rezultata koje ¢emo izloziti, a koje za ovaj podtip tumora jo$ uvijek ne postoje. Pronalazenje novih terapijskih
agenasa svakako bi bilo od velikog znacaja za unaprijedjenje prognoze kod ovih pacijentkinja. 2. Ciljevi istrazivanja i
hipoteza 2.1. Ciljevi istrazivanja U skladu sa tematikom objasnjenom u uvodu teze, ciljevi naseg istrazivanja sprovedenog
kao predmet doktorske disertacije podrazumijevaju, na ispitanim uzorcima trostruko negativnih karcinoma dojke odrediti: 1.
povezanost prognostickih faktora: klinickih (veli¢ina tumora), demografskih (dob) i patohistoloskih (histoloski tip, stepen
diferencijacije, nalaz vaskularne invazije) i imunohistohemijskog nivoa IMP3 proteina, sa duzinom ukupnog prezivljavanja i
prezivljavanja bez znakova progresije bolesti. 2. znac¢aj imunohistohemijskog nivoa IMP3 proteina kod trostruko negativnih
karcinoma dojke, kao prognostickog pokazatelja. Ciljevi naseg sitrazivanja koje je predmet teze doktorske disertacije,
temelje se na osnovnim rezltatima nase teze koje smo detaljno obradili u Polaznim istrazivanjima nase studije, a obuhvatili
su: 1. odredivanje imunohistohemijskog nivoa IMP3 proteina u ispitanim uzorcima trostruko negativnih karcinoma dojke; 2.
povezanost klinickih (veli¢ina tumora), demografskih (dob) i patohistoloskih (histoloski tip, stepen diferencijacije, nalaz
vaskularne invazije) pokazatelja sa imunohistohemijskim nivoom IMP3 proteina. Dobijeni osnovni rezultati naseg
istrazivanja koje smo obradili detaljno kao predmet polaznih istrazivanja, predstavljaju izuzetno znacajnu polaznu osnovu za
dalji tok naseg rada i rezultate koje obradujemo na ovom mjestu. Rezultati polaznih istrazivanja su neophodni za
zakljuCivanje o rezultatima nesSe teze, te kao takvi predtsavljaju nerazdvojivu cjelinu, na koju éemo na ovom mjestu napraviti
kratak osvrt, u duhu objasnjenja rezultata koji su predmet zavrSne teze. 2.2. Hipoteza Obzirom na ¢injenicu da su trostruko
negativni karcinomi dojke heterogena grupa tumora, analizom potencijala IMP3 kao prognosti¢kog faktora, o¢ekujemo da
¢e rezultati naseg istrazivanja omoguditi razdvajanje ove grupe tumora u prognosticki razlicite podgrupe, na osnovu
morfoloskih i imunohistohemijskih karakteristika. Takode, o¢ekujemo da ¢e: - pacijentkinje sa trostruko negativnim
karcinomom dojke u nasoj studiji u oko 35% slucajeva pokazati pove¢anu ekspresiju IMP3. - poveéana ekspresija IMP3 kod
nasih pacijentkinja biti ¢e$¢a kod pacijentkinja sa bazalnim imunofenotipom karcinoma dojke, kod pacijentkinja sa nizim
stepenom diferencijacije tumora, te pove¢anom vaskularnom invazijom. - pove¢ana ekspresija IMP3 kod trostruko negtivnih
karcinoma dojke u nasem istrazivanju biti povezana sa kra¢im ukupnim prezivljavanjem i prezivljavanjem do progresije
bolesti, odnosno, da je IMP3 negativan prognosticki pokazatelj kod pacijentkinja sa trostruko negativnim karcinomom dojke.
- potvrda definisanih hipoteza putem rezultata naseg istrazivanja, obezbijediti dokaz da je IMP3 bitan prediktivni faktor koji
odreduje prognozu ovih tumora. Ovakvi rezultati naseg istrazivanja bili bi potencijalno i od znacaja za moguce unapredenje
lijeCenja trostruko negativnog karcinoma dojke, budu¢im razvojem terapijskih agenasa koji bi ciljano djelovali na IMP3

molekul koji se prekomjerno eksprimira kod pacijentkinja sa trostruko negativnim karcinomom dojke. 3. Materijal
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i metode Istrazivanje je sprovedeno na Klinickom zavodu za patologiju, sudsku medicinu i citologiju

a, Split. U

odnosu na pristup istraZivanje je eksperimentalno, nerandomizirano. Prema namijeni istrazivanje je primijenjeno. Prema
specificnosti organizacije, radi se o presjeénom istrazivanju. Prema nacinu dobijanja podataka, istrazivanje je opservaciono i

retrospektivno. 3.1. Ispitanice U studiju su uklju¢ene sve bolesnice oboljele

od karcinoma dojke koje su operisane na Klinici za kirugiju KBC- Split, u periodu od 01.01. 13

2003. -
31.12.2009. godine, Ciji je operativni materijal analiziran u Klinickom zavodu za patologiju,

sudsku medicinu i citologiju i postavljena dijagnoza karcinoma dojke sa trostruko negativnim imunofenotipom. Kao izvor
podataka koris¢ena je medicinska dokumentacija tj. istorije bolesti bolesnica lijeCenih u Centru za tumore KBC- Split u gore
navedenom periodu. Kori$éeni su klinicki podaci o starosnoj dobi bolesnica, datumu operacije, klinickom stadijumu bolesti,
primijenjenom hirurskom i onkoloskom lijecenju, podaci o toku bolesti (pojavi recidiva, metastaza i duZini perioda bez
znakova progresije bolesti), te o klinickom ishodu bolesti boleasnica obuhvacenih uzorkom. Iz studije su isklju¢ene

bolesnice sljedece sa sljede¢im karakteristikama: 1)

bolesnice koje su prije operacije primale hemioterapiju, 2) bolesnice ¢ije parafinski kalupi

tumora viSe nijesu bile

dostupni u momentu sprovodenja naseg istrazivanja, 3) bolesnice u ¢ijim je kalupima tumorskog tkiva naknadnom

provjerom dokazano prisustvo ER, PR ili HER2 pozitivnog statusa 4)

bolesnice koje su nakon operativnhog zahvata nastavile pracenjeilijeCenje bolesti u nekojdrugoj

ustanovi.

Ukupan boj bolesnica koje su zadovoljile kriterijime uklju¢enja u nase istrazivanje je 118. 3.2. Metode istrazivanja U svrhe

naseg istrazivanja, izvrsili smo ponovni pregled arhiviranih patohistoloskih stakalaca bolesnica iz naseg uzorka. Ponovnim
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pregledom odredili smo sljedec¢e parametre: 1) histoloski tip tumora, 2) stepen diferencijacije, 3) prisustvo bazalne
morfologije, 4) postojanje vaskularne invazije, 5) po potrebi ponovo je odredena ekspresija estrogenskih i progesteronskih

receptora (ER i PR), 6) po potrebi ponovo je odreden

HER2/neu status. Histoloski tip karcinoma dojke, unasem istrazivanju, odredenje u skladu sa

smjernicama Svjetske zdravstvene organizacije (445). Histoloski gradus

tumora odreden je koriS¢enjem

ElstoniEllis- esheme za sve histoloske tipove karcinoma dojke (338). Ekspresija 12

estrogenskih i progesteronskih receptora

(ER i PR) receptora, kaoi HER2/neu status, odredenisu premasmjernicama ASCO /CAP

protokola (304). Vaskularna invazija tumora

definisana je na osnovu prisutstva tumorskih ¢elija u endotelom omedenim prostorima. Bazalna morfologija je procijenjena

s obzirom na prisustvo specifi¢nih

morfoloskih karakteristika kao Sto su: sincicijalni nacin rasta, nekroza u centralnom dijelu  tumora,

gurajuci rubovi,

prisustvo limfocitnog upalnog infiltrata na periferiji, te prisustvo metaplasti¢nih i medularnih elemenata u zahvaé¢enom tkivu
(446). 3.3. Imunohistohemijske analize Kao Sto smo ve¢ naveli, u nasem istrzivanju smo ponovo pregledali parafinske
blokove tumorskog tkiva bolesnica obuhvacenih nasim uzorkom. Reprezentativni rezovi tumorskog tkiva naknadno su, u
sklopu imunohistohemijske analize bojeni primjenom imunohistohemijske LSAB (Labeled Streptavidin Biotin) metode,

prema standardnom protokolu, u Laboratoriji za imunohistokemiju

Klinickog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju KBC -Split. 31

Imunohistohemijska LSAB metoda je metoda bojenja koja koristi streptavidin vezuju¢i konjugat u svrhe detekcije vezujucéeg

primarnog antitijela u ispitivanom, prebojenom tkivnom uzorku. Uzorci tumora za analizu dobijeni su 3-5p rezovima
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arhiviranih parafinskih blokova. U toku imunohistohemijske analize uzorci su bojeni standardnom metodom hemalaun-eozin
i imunohistohemijski, primjenom antitijela na IMP3 protein (DAKO, Glostrup , Danska) u razredenju 1:150. Za
imunohistohemijsku analizu, nakon deparafinisanja i rehidracije, histoloski rezovi tumorskog tkiva su obradeni zagrijavanjem
u mikrotalasnoj pec¢i (750 W, 110°C) u citratnom puferu. Ohladeni rezovi su isprani u destilovanoj vodi i PBS (Phosphate
Buffered Saline) puferu, a zatim inkubirani sa H202 radi blokiranja endogene peroksidaze. Nakon ispiranja u destilovanoj
vodi i rastvoru PBS fosfatnog pufera, uzorci su inkubirani u vlaznoj komori na sobnoj temperaturi sa odgovaraju¢im
primarnim vezujuéim antitijelima. Nakon ovog postupka, kao sljedeci korak, izvrSeno je ispiranje s PBS puferom i inkubacija
sa streptavidinom. Nakon ispiranja u PBS puferu preparati su inkubirani sa hromogen diaminobenzidinom (DAKO) u vlaznoj
komori, te su kontrastno obojeni hematoksilinom, dehidrirani u gradijentu alkohola, izbistreni u ksilolu i prekriveni kanada
balzamom i pokrovnim stakalcima. Bitna stavka u nasem istrazivanju bilo je imunohistohemijsko odredivanje IMP3. Za ovu
analizu koris¢ena je metoda bojenja koja detektuje komplekse primarnog IMP3 antitijela sa odrgovarajuc¢im receptorom u
uzorku. Bojenje na IMP3 smo procjenjivali semikvantitativno, nalazom smede obojenosti citoplazme. U svrhe preciznijeg
definisanja rezultata ovog testiranja, intenzitet obojanosti smo procijenili skalom: 1) 0: odsutno citoplazmatsko bojenje, 2) 1:
slabo citoplazmatsko bojenje, 3) 2: umjereno citoplazmatsko bojenje i 4) 3: jako citoplazmatsko bojenje. Bojenje na IMP3
smo i kvantitativno definisali, na osnovu stepenovanja postotka obojenih ¢elija, kao znaka pozitivne reakcije na IMP3: 1) 0:
0%, 2) 1: 1-25%, 3) 2: 25-50%, 4) 3: 51-75% 5) 4: 75-100% Konacni rezultat bojenja na prisustvo IMP3 ekspresije u uzorcima
tumorskog tkiva, interpretirali smo kao rezultat zbira bodova dobijenih procjenom intenziteta obojenosti i postotka obojenih
¢elija. Rezultat smo interpretirali na sljedec¢i nacin interpretiran na slijedeci nacin: 1) 0-1: negativno bojenje 2) 2-4: slabo
pozitivno bojenje 3) 5-7: jako pozitivno bojenje 3.4. Statisticke metode Za analizu podataka dobijenih u ovom istrazivanju
koriséen je statisticki program SPSS Windows. Od statisti¢kih analiza za odredivanje znacajnosti razlike kvantitativnih
varijabli: starost (godine), veli¢ina tumora (u cm) u odnosu na ekspresiju IMP3 proteina korisc¢en je T - test, dok je za
odredivanje znacajnosti razlike kvalitativnih varijabli (histoloski tip, stepen diferencijacije, nalaz vaskularne invazije) u
odnosu na ekspresiju IMP3 proteina koriséen HI-kvadrat test. Za ispitivanje povezanosti svih pomenutih varijabli sa
ekspresijom IMP3 koriséena je metoda logisti¢ke regresije. U analizi prezivljavanja prema svim varijablama koristili smo
Kaplan-Meierova metoda i Log-rank test. Uticaj ispitivanih varijabli na prezivljenje i relativni rizik od smrtnog ishoda i relativni
rizik od povratka bolesti analizirali smo Coxovom uninominalnom i multinominalnom analizom. U nasem radu, zaklju€ivanje
o statistiCkim hipotezama sproveli smo na nivou statistiCke znacajnosti p<0.05. 4. Rezultati istrazivanja Nase istrazivanje je
obuhvatilo sve uzastopno dijagnostifikovane bolesnice sa trostruko negativnim karcinomom dojke u Klini¢ko bolnickom
Centru u Splitu u periodu od 01.01.2003. — 31.12.2009. godine, koje imaju dostupne parafinske blokove tumorskog tkiva i
kompletne klinicke podatke. U Tabeli 7 prikazano je 118 pacijentkinja oboljelih od TNBC, koje su obuhvac¢ene nasim
istrazivanjem. U ovoj tabeli, pacijentkinje su prikazane prema ispitivanim kvalitativnim i kvantitativnim varijablama i medijani
(minimum - maksimum) kvantitativnih varijabli, ukupno i u odnosu na ishod. Prikazane su prosjecne vrijednosti, procenti i
rasponi analiziranih varijabli, na nacin da su ponudene deskriptivne statisticke vrijednosti za poduzorak zena umrlih od

karcinoma dojke, poduzorak onih koji su zivi ili su umrli od ostalih bolesti, te vrijednosti za cijeli uzorak (N = 118). Tabela 7:

Prikaz zena oboljelih od TNBC prema ispitivanim kvalitativnim i kvantitativnim varijablama - medijan
(min-max), ukupno
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i u odnosu na ishod. VARIJABLE UMRLE OD KARCINOMA DOJKE N= 28 (23.7%) ZIVE ILI UMRLE OD OSTALIH BOLESTI N=
90 (76.3%) UKUPNO N = 118 Dob (godine) 58 (34-97) 57 (32-85) 57.5 (32-97) Veli¢ina tumora (cm) 3.0 (2.0-6.0) 2.5 (0.8-
12.0) 2.5 (0.8-12.0) Histoloski tip NOS 27 (96.4) 72 (80.0) 99 (83.9) Ostali 1 (3.6) 18 (20.0) 19 (16.1) 1A 6 (21.4) 24 (26.7) 30
(25.4) 1A 3 (10.7) 33 (36.7) 36 (30.5) Klinicki 1B 1 (3.6) 10 (11.1) 11 (9.3) Stadijum II1A 5 (17.9) 10 (11.1) 15 (12.7) llIB 3
(10.7)1(1.1) 4 (3.4) IC 10 (35.7) 12 (13.3) 22 (18.6) Bazalna Ne 8 (28.6) 55 (61.1) 63 (53.4) morfologija Da 20 (71.4) 35
(38.9) 55 (46.6) Stepen 1 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) diferencijacije 2 8 (28.6) 15 (16.7) 23 (19.5) (gradus) 3 20 (71.4) 75 (83.3) 95
(80.5) Vaskularna Ne 15 (53.6) 63 (70.0) 78 (66.1) invazija Da 13 (46.4) 27 (30.0) 40 (33.9) Napomena: Raspon u zagradi
predstavlja minimalnu i maksimalnu starostnu dob ispitanica, odnosno u drugom slu¢aju minimalnu i maksimalnu veli¢inu
tumora. U ostalim slucajevima, broj u zagradi je procenat ispitanika u odredenoj kategoriji s obzirom na histoloski tip, klinicki
stadium, bazalnu morfologiju, gradus i vaskularnu invaziju. Glavni brojevi (vrijednosti van zagrada) su frekvencije ispitanica u
svakoj od kategorija (tj. njihov broj), osim u slucaju starostne dobi i veli¢ine tumora, gdje su glavni brojevi medijane
(centralne vrijednosti, prosjeci) starosti i veli¢ine tumora, izrazene u centimetrima. Podaci iz Tabele 7, upu¢uju da je
prosjeCna starostna dob ispitanica obuhvacenih ovim istrazivanjem, izrazena medijanom, iznosila Mdn = 57.5, odnosno da
se starostna dob ispitanica kretala u rasponu od 32 do 97 godina. Prosjecna veli¢ina tumora izrazena medijanom, iznosila je
Mdn=2.5, s rasponom vrijednosti veli¢ina od 0.8 do 12.0. Nase istrazivanje je pokazalo da je naj¢eséi histoloski tip TNBC bio
NOS tj. invazivni karcinom bez posebne oznake (n = 99, odnosno 83.9%), dok je ostalih tipova bilo 19 (16.1%). Najces¢i
klinicki stadijum trostruko negativnog karcinoma dojke u nasem uzorku bio je lIA (n = 36, tj. 30.5%), dok je najrjedi bio IlIB (n
= 4, odnosno 3.4%). Prisustvo bazalne morfologije uoceno je kod 55 ispitanica (46.6%), a odsustvo kod njih 63 (53.4%). Kod
95 ispitanica, tj. 80.5%, tumori su bili slabo diferentovani. Prisustvo vaskularne invazije u nasem ispitivanju bilo je izrazeno
kod 40 ispitanica (33.9%), a njeno odsustvo u 78 slu¢ajeva (66.1%). U daljnim nanalizama smo u metodama opisanu
trostepenu skalu sveli na dihotomnu (binarnu), ¢ija je kategorija "jaka ekspresija IMP3" karakterisana kao pozitivno IMP3
bojanje i "slaba ili negativna ekspresije IMP3" karakterisana kao negativno IMP3 bojanje (Slika 7, Slika 8) (Tabela 8). Slika 7:
Imunohistohemijska analiza: A) negativno IMP3 bojenje, (B) negativno ER bojenje, (C) negativno PR bojenje, (D) negativho
HER2 bojenje, (E) slabo pozitivno IMP3 bojenje, (F) negativno ER bojenje, (G) negativno PR bojenje, (H) negativnho HER2
bojenje, (1) jako pozitivno IMP3 bojenje, (J) negativno ER bojenje, (K) negativno PR bojenje i (L) negativno HER2 bojenje. ER =
estrogen receptor, HER2 = epidermalni faktor rasta receptor 2, IMP3 = insulinu-slican faktor rasta Il, mRNA vezujuci protein

3, PR = progesteron receptor. Izvor: Sjeklo¢a N. et al.

Prognostic value of IMP3 immunohistochemical expression in triple negative breast cancer. Medicine

2020;99:7(e19091)

(447). Slika 8: (A) sincicijalni obrazac rasta, (B) velika centralna bezcelijska/nekroti¢na zona, (C) gusti limfocitni infltrat na

periferiji invazivazivne komponente i (D) vaskularna invazija. Izvor: Sjeklo¢a N. et al.
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Prognostic value of IMP3 immunohistochemical expression in triple negative breast cancer. Medicine

2020;99:7(e19091)

(447). Tabela 8: Odnos kvalitativnih i kvantitativnih varijabli u odnosu na IMP3 ekspresiju. VARIJABLE IMP3+ N= 42 (35.6%)
IMP3- N= 76 (64.4%) P Dob (godine) 62 (34-97) 55 (32-85) .664 <52 52-58 59-71 >71 11 (26.2) 8 (19.05) 15 (35.7) 8 (19.05)
13 (17.6) 29 (39.2) 17 (22.9) 15 (20.3) 0.113 Velicina tumora (cm) 3.0 (1.2-6.0) 2.5 (0.8-12.0) 0.039* < 1.5 1.5-2.5 2.6-3 >3 1
(2.4) 16 (38.1) 10 (23.8) 15 (35.7) 25 (33.3) 25 (33.3) 9 (12.0) 16 (21.3) 0.001** Histoloski tip Duktalni NOS Ostali 34 (81.0)
8 (19.0) 65 (85.5) 11 (14.5) 0.517 Klinicki Stadij IA 1A 1IB A B 11IC 5 (11.9) 11 (26.2) 4 (9.5) 7 (16.7) 3 (7.1) 12 (28.6) 25
(32.9) 25 (32.9) 7 (9.2) 8 (10.5) 1 (1.3) 10 (13.2) 0.034* Bazalna morfologija Ne Da 5 (11.9) 37 (88.1) 58 (76.3) 18 (23.7)
<0.001 Stupanj diferencijacije (gradus) 12 3 0 (0.0) 6 (14.3) 36 (85.7) 0 (0.0) 17 (22.4) 59 (77.6) 0.289 Vaskularna invazija
Ne Da 27 (64.3) 15 (35.7) 51 (67.1) 25 (32.9) 0.757 * Hi-kvadrat, odnosno t-statistik je statisticki znacajan na nivou 0.05 (p <

0.05) ** Hi-kvadrat, odnosno t-statistik
je statisticki znacajan na nivou 0.01 (p < 0.01)

< 0.001 Koli¢nik $ansi (OR) je statisticki znacajan na nivou 0.001 (p <0.001) Iz Tabele 8, moZzemo zapaziti

da ne postoji statisticki znacajna razlikau prosjeCnoj starostnoj dobi izmedu grupa ispitanih 20

pacijentkinja saibez

ekspresije IMP3 (t = 0.436, p = 0.667), kao ni u odnosu na pripadnost ispitanica razli¢itim dobnim grupama (x2 = 5.968, p =
0.113). S druge strane,ovo istrazivanje je pokazalo da je prosjec¢na veli¢ina tumora statisti¢ki znacajno vec¢a u gr. "IMP3+" (t
=2.088,p = 0.039), nego u gr. "IMP3-" Isto tako, primjec¢ujemo da postoje i razlike vezane za Cetiri grupe ispitanica formirane
po veli¢ini tumora (x2 = 16.195, p = 0.001). Grupa ispitanica oboljelih od TNBC kod kojih postoji ekspresija IMP3 i grupa bez
ekspresije IMP3 se ne razlikuju statisti¢ki zna¢ajno po varijabli ,histoloski tip" (x2 = 0.419, p = 0.517). Takode, kako rezultati
naseg ispitivanja pokazuju, slucajevi sa i bez izrazene ekspresije IMP3 se ne razlikuju statisticki znacajno po gradusu
tumora (x2 = 1.126, p = 0.289), niti po vaskularnoj invaziji (x2 = 0.096, p = 0.757). Prema izlozenim rezultatima istrazivanja u
tabeli 2, primje¢ujemo da su statistiCki znacajne razlike izmedu "IMP3+" i "IMP3-" grupe ispitanica vezane za klinicki
stadijum bolesti (x2 = 12.048, p = 0.034), kao i za prisustvo/odsustvo bazalne morfologije (x2 = 45.099, p < 0.001).
Preciznije, nalaz bazalne morfologije povezan je s jakom IMP3 ekspresijom. U narednoj tabeli (Tabela 9) nalaze se rezultati
Log rank testa, nastali kao rezultat analize prezivljavanja (u vidu slobodnog intervala bez bolesti, tj. disease- free survival), s
obzirom na varijable koje smo ispitivali u naSem istrazivanju. Tabela 9: Analiza prezivljavanja Log rank testom za slobodni

interval bez bolesti (DFS) prema ispitivanim pokazateljima. VARIJABLE Prosjek DFS (mjeseci) SE 95%CI LR P Dob (godine)

https://app.ithenticate.com/en_us/report/68817582/similarity 53/85


https://app.ithenticate.com/en_us/report/68817582/similarity?id=33110&node=3788&dn=bfbb41edac79fee9e8e0d7233d153a5bd3a9d583daf9f83b10ee5fdcdb7212f45ee9f150a60edbdd55b80ac0497b61f19a5360602869238983176d3e53298dea&dsc=1&source=790968720
https://app.ithenticate.com/en_us/report/68817582/similarity?id=89082&source=2111257331&dsc=1&dn=02a4cd889ea2d088294de86000be8bfcaeca15936fc37dcf1984f5161bf8c799ed28beafefa25a443f0bb494e078e1de3668818caf76b5e9fb73da5d76a8619a&node=2909
https://app.ithenticate.com/en_us/report/68817582/similarity?dn=b61a85da6c3e085f746eb54b17bdc397e4931a26216193acab7e24b633167a51c99ef624c9fac29f03e81d1de7081f86fe50b29579c779b11775c5d369d5ba7b&source=921221&dsc=1&node=3793&id=19212

24/02/2021 Similarity Report
<52 52-58 59-71 >71 57 94 74 86 8 5 8 8 41-73 84-104 59-90 70-102 8.95 0.030* Veli¢ina tumora (cm) < 1.51.52.52.6-3 >3 -
8364 65-6109-71-96 44-84 48-83 3.3 2.5 0.191 0.114 Histoloski tip Duktalni NOS Ostali 97 80 7 4 84-110 71-88 Klinicki
Stadij IAIIAIIB NIA B IIIC 8797895211597 411721074-100 89-106 67-111 38-66 8-14 39-80 28.5 <0.001 Bazalna
morfologija Ne Da 93 70 4 6 85-101 57-82 10.35 0.001** Stupanj diferencijacije (gradus) 12 3-77 84-9 4 - 60-94 76-92
0.49 0.482 Vaskularna invazija Ne Da 84 75 57 75-94 61-89 1.31 0.253 IMP313 Negativan Pozitivan 97 57 3 7 90-103 42-71
28.70 <0.001 * LR je statisticki znac¢ajan na nivou 0.05 (p < 0.05) ** LR

je statisticki znacajan na nivou 0.01 (p < 0.01)

< 0.001 LR je statisticki znacajan na nivou 0.001 (p <0.001) Na osnovu rezultata iz Tabele 9, mozemo oditati da postoji
statistiCki znaCajna povezanost starostne dobi i slobodnog intervala bez bolesti (LR = 8.95, p = 0.030). Prosje¢ni DFS
(Disease-free survival tj vrijeme bez progresije bolesti) je najveci u grupi boleasnica od 52 do 58 godina starosti (94
mjeseci), a najkraci u starosnoj grupi ispod 52 godine (57 mjeseci). Prezivljavanje bez progresije bolesti (DFS) u nasem
istrazivanju je pokazao statistiCki znacajnu povezanost i sa sljede¢im varijablama: klinickim stadijumom bolesti (LR = 28.5,
p < 0.001), bazalnom morfologijom (LR = 10.35, p = 0.001), IMP313 (LR = 28.702, p < 0.001) i IMP307 (LR = 30.61, p <
0.001). Dakle, slobodni interval bez bolesti vedi je u slu¢ajevima u kojima je u pitanju karcinom dojke sljedecih karakteristika:
nizi klinicki stadijum, odsutna bazalna morfologija, negativna ekspresija IMP3. Statisticki znacajni rezultati iz Tabele 9,
odnosno njima pripadajuci podaci, prikazani su Kaplan-Meierovim krivuljama prezivljavanja (Grafikon 14-17) . Grafikon 14:
Prikaz Kaplan-Meierove krivulje prezivljavanja za slobodni interval bez znakova bolesti (DFS) prema starostnoj dobi (plava:
manje od 52 godine; zelena: 52-58 god; siva: 59-71 god; ljubicasta: vise od 71 godinu). Grafikon 15: Prikaz Kaplan-Meierove
krivulje prezivljavanja za slobodni interval bez znakova bolesti (DFS) prema klinickom stadijumu (plava: IA; zelena: lIA,; siva:
[1B; ljubiCasta: IlIA; crvena: IlIB i Zuta: IlIC). Grafikon 16: Prikaz Kaplan-Meierove krivulje prezivljavanja za slobodni interval
bez znakova bolesti (DFS) prema bazalnoj morfologiji (plava: NE; zelena: DA). Grafikon 17: Prikaz Kaplan-Meierove krivulje
prezivljavanja za slobodni interval bez znakova bolesti (DFS) prema IMP313 (plava: negativan; zelena: pozitivan). U tabeli
koja slijedi (Tabela 10), prikazani su rezultati Log rank testa vezani za ukupno prezivljenje (overall survival — OR). Tabela 10:
Analiza prezivljavanja Log rank testom za ukupno prezivljenje (OS) prema ispitivanim pokazateljima. VARIJABLE Prosjek 0S
(mjeseci) SE 95%CI LR P Dob (godine) <52 52-58 59-71 >71 5994 7587 8 57 8 43-74 84-104 61-90 71-102 8.70 0.034*
Veli¢ina tumora (cm) < 1.51.5-2.52.6-3>3-85 64 67 -- 6 73-96 9 46-81 8 51-84 3.25 2.49 0.197 0.115 Histoloski tip
Duktalni NOS Ostali 97 81 7 4 83-110 73-89 Klinicki Stadijum IATIA1IB HIA 1IIB [1IC 89 97 87 54196264126 6 10 78-101
89-106 63-111 41-66 7-30 43-81 28.7 <0.001 Bazalna morfologija Ne Da 94 70 4 6 86-102 58-82 10.58 0.001** Stupanj
diferencijacije (gradus) 12 3-80 84 -8 4 - 64-96 76-93 0.22 0.637 Vaskularna invazija Ne Da 8577 4 7 76-94 63-90 0.99
0.320 IMP313 Negativan Pozitivan 97 59 3 7 91-104 45-72 28.33 <0.001 * LR je statisti¢ki znacajan na nivou 0.05 (p < 0.05)
** | R

je statisticki znacajan na nivou 0.01 (p < 0.01)
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< 0.001 LR je statisti¢ki znacajan na nivou 0.001 (p <0.001) U skladu sa prikazanim u prethodnoj tabeli (Tabela 10), mozemo
re¢i da su rezultati slicni onima vezanim za prezivljavanje bez progresije bolesti (DFS). Tako je ukupno prezivljenje statisticki
znacajno povezano sa: starostnom dobi pacijentkinja (preciznije, pripadnos¢u dobnim grupama; LR = 8.70, p = 0.034),
klinickim stadijumom bolesti (LR = 28.71, p < 0,001), bazalnom morfologijom (LR = 10,58, p = 0.001), i rezultatom dobijenim
na osnovu IMP3 bojenja (LR = 28.33, p < 0.001). Dakle, duzina ukupnog preZivljavanja kod pacijentkinja sa trostruko
negativnim karcinomom dojke u nasem istrazivanju je duze kod pacijentkinja koje karakterise: starostna dob <52 godine, nizi
klinicki stadijum bolesti, odsutna bazalna morfologija, negativna ekspresija IMP3. Varijable koje su u statisticki znacajnoj
korelaciji sa ukupnim prezivljavanjem (0OS) pacijentkinja sa trostruko negativnim karcinomom dojke u nasem istrazivanju,
prikazane su Kaplan-Meierovim krivuljama (Grafikon 18-21). Grafikon 18: Kaplan-Meierova krivulja: prikaz ukupnog
prezivljavanja (OS) prema starostnoj dobi (plava: manje od 52 godine; zelena: 52-58 god; siva: 59-71 god; ljubi¢asta: vise od
71 godinu). Grafikon 19: Kaplan-Meierova krivulja: Prikaz ukupnog prezivljavanja (0S), shodno klinickom stadijumu (plava:
IA; zelena: llA; siva: 1IB; ljubicasta: llIA; crvena: IlIB i Zuta: 11IC Grafikon 20: Kaplan-Meierova krivulja: prikaz ukupnog
prezivljavanja (0S), u odnosu na bazalnu morfologiju (plava: NE; zelena: DA). Grafikon 21: Kaplan-Meierova krivulja: prikaz
ukupnog prezivljavanja (0S) u odnosu na IMP3 (plava: negativan; zelena: pozitivan). U cilju ispitivanja potencijalne
prediktivne moci ispitivanih varijabli za ukupno vrijeme bez progresije bolesti i za ukupno prezivljenje, sproveli smo Cox- ovu
uninominalnu regresijsku analizu za svaku varijablu posebno, a u odnosu na DFS kao kriterijum (zavisnu varijablu), kao i na
0S kao kriterijum (tj. zavisnu varijablu). Rezultati su prikazani u narednim tabelama (Tabela 11,Tabela 12). Tabela 11:
Coxova regresiona uninominalna analiza za slobodni interval bez znakova bolesti (DFS) VARIJABLE RR 95%CI P Dob
(godine) <52 52-58 59-71 >71 0.84 0.58-1.20 0.331 Veli¢ina tumora (cm) < 1.5 1.5-2.5 2.6-3 >3 1.89 1.33-2.67 <0.001
Histoloski tip Duktalni NOS Ostali 2.97 0.71-12.48 0.137 Klinicki Stadij IA 1A [IB HIA HlIB IlIC 1.44 1.19-1.73 <0.001 Bazalna
morfologija Ne Da 3.33 1.52-7.29 0.003** Stupanj diferencijacije (gradus) 1 2 3 0.75 0.33-1.69 0.489 Vaskularna invazija Ne
Da 1.52 0.73-3.13 0.261 IMP3 Negativan Pozitivan 6.73 2.98-15.18 <0.001 * RR je statisticki znacajan na nivou 0.05 (p <
0.05) **RR

je statisticki znacajan na nivou 0.01 (p < 0.01)

< 0.001 RR je statisticki znacajan na nivou 0.001 (p <0.001) Rezultati u Tabeli 11 govore da sprovedena analiza prediktivnog
znacaja varijabli sugerise da su sljedece varijable (prediktori) statisticki znacajno povezane sa DFS-om (u zagradi su
relativni rizik = RR i znacajnost njemu korespondentnog koeficijenta): veli¢ina tumora (RR = 1.89, p < 0.001), klini¢ki stadijum
boleasti (RR = 1.44, p < 0.001), bazalna morfologija (RR = 3.33, p = 0.003) i IMP3 (RR = 6.73, p < 0.001). Na primjer, kod
ispitanica kod kojih je odsutna bazalna morfologija, prisutan je 3.33 puta maniji rizik za smrtni ishod nego kod onih kod kojih
je bazalna morfologija zastupljena u tumoruy, imajuéi u vidu interval bez progresije bolesti (DFS). Ovaj rizik je, 6,73 puta maniji
kod grupe ispitanica sa negativnim rezultatom testiranja na IMP3, u odnosu na one kod kojih je pozitivan rezultat testiranja
na IMP3. Tabela 12: Coxova regresiona uninominalna analiza za ukupno prezivljavanje (0S). VARIJABLE RR 95%CI P Dob
(godine) <52 52-58 59-71 >71 0.84 0.58-1.21 0.358 Veli¢ina tumora (cm) < 1.5 1.5-2.5 2.6-3 >3 1.88 1.34-2.66 <0.001
Histoloski tip Duktalni NOS Ostali 2.97 0.71-12.47 0.137 Klinicki Stadij IA IIA 1B HIA 1B IlIC 1.42 1.18-1.71 <0.001 Bazalna
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morfologija Ne Da 3.36 1.54-7.37 0.002** Stupanj diferencijacije (gradus) 1 2 3 0.82 0.36-1.86 0.641 Vaskularna invazija Ne
Da 1.44 0.69-2.97 0.328 IMP3 Negativan Pozitivan 6.66 2.95-15.01 <0.001 * RR je statisticki zna¢ajan na nivou 0.05 (p <
0.05) **RR

je statisticki znacajan na nivou 0.01 (p < 0.01)

< 0.001 RR je statisticki znac¢ajan na nivou 0.001 (p <0.001) U slu¢aju ukupnog prezivljavanja (Tabela 12), dobili smo sli¢ne
rezultate. Sa ukupnim prezivljavanjem, statisticki znacajno su povezane sljedeée varijable (prediktori): veli¢ina tumora (RR =
1.88, p < 0.001), klinicki stadijum (RR = 1.42, p < 0.001), bazalna morfologija (RR = 3.36, p = 0.002) i IMP3 pozitivnost (RR =
6.66, p < 0.001). Manja veli¢ina tumora (<1.5 cm), uporedena sa velicinom ve¢om od 1.5 cm, podrazumijeva 1.88 puta manji
rizik od smrtnog ishoda, uzimajuéi u obzir ukupno prezivljenje (0S) kod pacijentkinja sa trostruko negativnim karcinomom
dojke obuhvaéenih nasim istrazivanjem. Kako bismo stekli $to bolji uvid u odnos analiziranih varijabli (indikatora) i
prezivljavanja, sproveli smo Cox-ovu multinominalnu regresionu analizu. Rezultati ove analize su prikazani u Tabelama 13 i
14. U ovu vrstu analize uvrstene su varijable koje su bile statistiCki znaCajne za prezivljavanje (tj. za DFS i OS). Tabela 13:
Multinominalna Cox-ova regresiona analiza za slobodni interval bez bolesti (DFS), uz IMP313 u ulozi jednog od prediktora.
VARIJABLE Referentni nivo RR 95%CI P Veli¢ina tumora (cm) < 1.5 1.5-2.5 2.6-3 >3 1.5 1.42 0.95-2.14 0.089 Klinicki Stadij IA
A 1B IHA 1IB IIIC IA 1.30 1.04-1.61 0.020* Bazalna morfologija Ne Da Ne 0.54 0.17-1.73 0.303 IMP3 Negativan Pozitivan Ne
7.68 2.27-25.97 0.001** * RR je statisticki znacajan na nivou 0.05 (p < 0.05) ** RR

je statisticki znacajan na nivou 0.01 (p < 0.01)

Kada u Cox-ovu regresionu analizu odjednom uklju¢imo ove Cetiri varijable (gdje je DFS u svojstvu kriterijuma, odnosno
zavisne varijable), primjeéujemo da su od prediktivnog znacaja samo sljedeci indikatori tj varijable: klini¢ki stadijum (RR =
1.30, p = 0.020) i IMP313 (RR = 7.68, p = 0.001). Ovo bi znacilo da trostruko negativni karcinomi dojke u nasem uzorku, nizeg
klinickog stadijuma imaju 1.30 puta maniji rizik od progresije bolesti tj, 1.30 puta duze prezivljavanje bez progresije bolesti u
odnosu na tumore viSeg stadijuma bolesti. Takode, pacijentkinje Ciji tumor pokazuje ekspresiju IMP313 imaju 7.68 puta vedi
rizik od progresije bolesti. Isto smo uradili za ukupno prezivljenje (0S), u tabeli koja slijedi (Tabela 14). Tabela 14:
Multinominalna Coxova regresiona analiza za ukupno prezivljavanje (0S), gdje je IMP313 jedna od prediktorskih varijabli.
VARIJABLE Referentni nivo RR 95%Cl P Veli¢ina tumora (cm) < 1.5 1.5-2.5 2.6-3 >3 1.5 1.39 0.93-2.08 0.113 Klini¢ki Stadij IA
A 1B IIIA 1B IC 1A 1.27 1.03-1.58 0.028* Bazalna morfologija Ne Da Ne 0.66 0.22-1.99 0.458 IMP3 Negativan Pozitivan Ne
6.36 1.98-20.46 0.002** * RR je statisticki znacajan na nivou 0.05 (p < 0.05) ** RR

je statisticki znacajan na nivou 0.01 (p < 0.01)
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Iz Tabele 14 vidimo da su relevantne (statisticki znacajne) varijable za ukupno prezivljavanje — klini¢ki stadijum bolesti (RR =
1.27,p = 0.028) i IMP313 pozitivnost (RR = 6.36, p = 0.002). Ukoliko je IMP313 negativan u tumory, rizik za smrtni ishod je
maniji 6.36 puta, kada je u pitanju ukupno prezivljenje (0S). 5. Diskusija Trostruko negativni karcinom dojke, kao klinicko-
patoloski entitet, prvi put se pominje u literaturi u oktobru 2005. godine (285). Do danas, ovaj termin se pominje u viSe od
600 publikacija, $to svjedoCi o prepoznatljivosti znaCaja ove teme od strane onkologa, patologa i geneticara i kontinuiranim
naporima ka unaprjedenju razumijevanja etiopatogeneze, klasifikacije i lijec¢enja ove bolesti. Trostruko negativni karcinomi
dojke ¢ine oko 12 - 17% svih karcinoma dojke. To je heterogena grupa tumora koja se povezuije sa agresivnijim klinickim
tokom. Ce$ée metastaziraju hematogenim putem u pluéa i mozak, dok su metastaze u lokoregionalne limfne &vorove rjede
u poredenju sa ostalim tumorima dojke. Za sada hemioterapija je jedini nacin lijecenja ove bolesti, obzirom da trostruko
negativni karcinomi dojke ne eksprimiraju receptore (ER, PgR i HER2) prepoznatljive danas postoje¢im ciljanim terapijskim
agensima. Uprkos dobrom inicijalnom odgovoru na neoadjuvantne hemioterapijske protokole, pacijentkinje sa ovim tipom
tumora imaju visociju stopu udaljenih metastaza i losiju prognozu bolesti (287, 296-299). Agresivna priroda i nepovoljan tok
ove bolesti, mali broj terapijskih opcija sa ograni¢enom efikasno$éu, povod je i izazov brojnih istrazivaca koji su u posljednjih
nekoliko decenija ulagali napore u cilju pronalazenja novih biomarkera koji bi obezbijedili prije svega bolje razumijevanje
prirode i karakteristika ove bolesti, bolju klasifikaciju i buduce lijeCenje ovih tumora. U naSem istrazivanju analizirali smo

IMP3 biomarker kod trostruko negativnih karcinoma dojke.
IMP3 (Insulin-like growth factor Il mRNA binding protein 3)

je pripadnik porodice insulinu sli¢nih faktora rasta tipa Il (IGF2) koji se povec¢ano eksprimira kod trostruko negativnih
karcinoma dojke. Stoga, u nasem istrazivanju odlucili smo se ispitati korelaciju ekspresije ovog bimarkera i karakteristika
same bolesti u cilju boljeg razumijevanja prirode bolesti, kao i prognosticke i prediktivhe mo¢i IMP3 biomarkera kod TNBC
na osnovu njegovog uticaja na parametre prezivljavanja kod pacijentkinja sa ovom boless¢u. Rezultati koje smo dobili bice
od pomo¢i u definisanju potencijalno nove klasifikacije trostruko negativnih karcinoma dojke i definisanju karakteristika
podtipova u okviru ove heterogene grupe tumora. U poslednje dvije decenije ulozeni su veliki napori u ispitivanje stepena
ispoljenosti IMP3 u mnogim tkivima solidnih tumora. U svim ovim ispitivanjima IMP3 je opisan kao molekul odgovoran za
¢elijsku proliferaciju, adhezivnost i invazivnost éelija malignog tumora. Celije adultnih tkiva koje prekomjerno eksprimiraju
IMP3 na ovaj nacin gube regulaciju ¢elijskog ciklusa, te je njihova apoptoza poremecena, sto za rezultat ima nekontrolisanu
proliferaciju ¢elije i karcinogenezu (432). IMP3 je inicijalno identifikovan 1996. godine u tkivu karcinoma pankreasa (412), a
zatim po prvi put izolovan iz ¢elijske linije tkiva rabdomiosarkoma, iste godine. Ekspresija IMP3 je negativna u zdravim
zrelim tkivima, a pozitivna u zloéudnim tumorima debelog crijeva, bubrega, mokraéne besike, u duktalnom adenokarcinomu
pankreasa, karcinomu zeluca, nesitnocelijskom karcinomu pluéa, u malignom melanomu, karcinomu Stitaste zlijezde,
osteosarkomu i konac¢no karcinomu dojke. Ako govorimo o stepenu ekspresije IMP3, istrazivanja su pokazala da je
ispoljenost IMP3 najvisa kod adenokarcinoma Zeluca, te da iznosi 82%, prema istrazivanju koje su sproveli Wang et al. (448).
Visoka ispoljenost IMP3 dokazana je i kod nekih drugih malignih umora, kao na primjer kod kolorektalnog karcinoma 76,9%,

holangiokarcinoma 74%, te kod 70% pacijenata sa adenokarcinom plu¢a (449-451). IMP3 ekspresija kod primarnog
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superficijalnog karcinoma urotela iznosi 20%, kao i kod hepatocelularnog karcinoma (452,453). Kod karcinoma bubreznih
¢elija IMP3 se eksprimira u 30% slucajeva. Kod primarnog meningeoma ispoljenost je svega 6,5% (454). Istrazivanja su
pokazala da povec¢ana ekspresija IMP3 kod navedenih tumora ima prognosticku vrijednost i povezana je s losijim
prezivljavanjem. Do danas su objavljeni rezultati svega nekoliko istrazivanja koja su pratila stepen ispoljenosti IMP3 u tkivu
karcinoma dojke, njegovu korelaciju sa klinickim i patohistoloskim karakteristikama TNBC i prognosticki potencijal ovog
biomarkera. Prva ispitivanja procentualne ispoljenosti IMP3 markera kod trostruko negativnih karcinoma dojke objavljena su
2009. godine. Walter i saradnici su na uzorku ispitanica koji je bio slican uzorku obuhvaé¢enom nasim ispitivanjem (138
ispitanica) dokazali IMP3 pozitivnost u 33% sluCajeva (436). U nasem istrazivanju koje smo sproveli na uzorku od 188
pacijentkinja sa trostruko negativnim karcinomom dojke, ustanovili smo poveéanu ispoljenost IMP3 kod 35,6% ispitanica,
$to je u skladu sa rezultatima prethodno sprovedenih istrazivanja. Karakteristike trostruko negativnih karcinoma dojke kod
pacijentkinja u nasem istrazivanju i karakteristike klasi¢nih prognostickih faktora detaljnije smo opisali u Polaznom
istrazivanju. Za svrhu teze, na ovom mjestu osvrnuéemo se na korelaciju pomenutih karakteristika sa IMP3 ispoljeno$éu kod
TNBC u nasem uzorku. Razmotri¢emo i prognosticki i prediktivni znacaj IMP3 i njegov uticaj na prezivljavanje. Kada
govorimo o klasiénim prognosti¢kim faktorima za karcinom dojke, opste je vazeéi stav da su veéa dimenzija tumora, visi
gradus i nalaz vaskularne invazije pokazatelji loSe prognoze tumora. U vezi sa time, nase istrazivanje je pokazalo da visok
stepen IMP3 ispoljenosti kod pacijentkinja sa trostruko negativnim karcinomom dojke statisti¢ki znacajno korelira sa nekim
od prognostickih faktora koji su udruzeni sa loSom prognozom i to sa: veli¢inom tumora, klinickim stadijumom bolesti i
bazalnom morfologijom tumora. Istovremeno, nase istraZivanje je pokazalo da neki drugi klasi¢ni prognosticki faktori kao
Sto su: starostna dob pacijenta, gradus tumora i prisustvo vaskularne invazije, nijesu statisticki znac¢ajno povezani sa
stepenom IMP3 ispoljenosti u naSem uzorku pacijentkinja sa TNBC. Istrazivanjem koje su objavili 2012. godine, Zhang i
saradnici su pokazali da su TNBC kao prognosticki loSa grupa tumora najcesce veli¢ine od 2 do 5 cm (435), $to se podudara
s rezultatima naseg istrazivanja. S porastom veli¢ine tumora raste stepen IMP3 ispoljenosti u nasem istrazivanju. Faktor o
Cijem prognostickom znacaju postoji jedinstveno misljenje je klinicki stadijum bolesti, $to je u skladu sa rezultatima naseg
istrazivanja. Prognosticki znacaj velic¢ine tumora do danas je ispitivan na osnovu korelacije sa pojavom limfonodalnih
metastaza i kod razli¢itih istrazivaca, dao razlicite rezultate. Kontrolisana studija koju su sproveli Van de Rijn i saradnici
2002. godine (297) upuéuje da TNBC imaju vecu sklonost razvoju limfonodalnih metastaza u poredenju sa drugim vrstama
karcinoma dojke. Medutim, nasuprot ovoj studiji, niz drugih studija su pokazale da nema razlike u ucestalosti pojave
limfonodalnih metastaza kod TNBC (296,298). Skorasnja kohortna studija sprovedena od strane grupe kineskih autora iz
2018. godine, ukazala je da postoji znacajna razlika u prezivljavanju pacijentkinja sa TNBC u Kini koje imaju N1 i N2 status
limfnih évorova u odnosu na one ¢iji ne nodalni status NO (limfni évorovi nijesu zahvaceni). Ovakav rezultat upucuje da bi
pacijentkinje sa N1 i N2 stadijumom mogle imati koristi od snaznije hemioterapije (455). Na ispitivanom uzorku od 292
ispitanice sa karcinomom dojke Haffty et al (143) su pokazali da veli¢ina tumora nije u korelaciji sa pojavom limfonodalnih
metastaza. U ovoj studiji za tumore veli¢ine <2 cm ucestalost limfonodalnih metastaza bio je 42.1%, dok je ovaj procenat
iznosio 70.0% kod tumora >5 cm (P>0.05). Na osnovu ovoga Haffty i saradnici su zakljucili da veli¢ina tumora ne korelira
znacajno sa pojavom limfonodalnih metastaza, Sto je u skladu sa nalazom niza studija sprovedenih u Kini. Nalaz vaskularne
invazije, pokazali su Rabab i saradnici, je viSe ispoljen kod trostruko negativnih nego kod ostalih karcinoma dojke. Takode,

nalaz vaskularne invazije kod basal-like karcinoma vise je ispoljen nego kod tumora koji nemaju bazalnu morfologiju. Ova
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studija je pokazala da je kod basal-like tumora i TNBC vaskularna invazija bila statisticki zna¢ajno povezana sa ve¢om
dimenzijom tumora. U ovom istrazivanju nije nadena povezanost nalaza vaskularne invazije sa pove¢anom ispoljenos¢u
IMP3 proteina. Ako tome dodamo Cinjenicu da je u ovoj studiji analizom prezivljavanja dokazano da mikrovaskularna
invazija nije bila povezana sa ukupnim prezivljavanjem niti prezivljavanjem do progresije bolesti, jasno je da mikrovaskularna
invazija u ovoj agresivnoj podgrupi karcinoma dojke gubi svoju prognosticku vrijednost (456). Ovakav nalaz poklapa se sa
rezultatima naseg istrazivanja. Mozemo reéi da vaskularna invazija moze biti vrlo zna¢ajna u pocéetnoj fazi nastanka i rasta
tumora, ali se tokom tumorske progresije, sticanjem dodatnih genetskih promjena vezanih uz nastanak metastatskih
klonova vaznost vaskularne invazije gubi. Na osnovu ovoga mozemo pretpostaviti da TNBC mogu imati benefita od
primjene antiangiogenezne terapije, ali samo u lije¢enju ranog karcinoma. U vezi sa time interesantni su rezultati studije
(442) koji su pokazali da antiangiogenezna terapija redukuje rast primarnog tumora, ali i da ubrzava invaziju i metastaziranje
tumora. Histoloski gradus tumora izuzetno je znacajan prognosticki faktor kod TNBC. Prognosticki su najpovoljniji tumori
prvog gradusa. LoSe diferentovani tumori gradusa 3 udruzeni su sa kratkim intervalom do povratka bolesti i kra¢im ukupnim

prezivljavanjem u odnosu na graduse 1 2.

Histoloski gradus je zna€ajno povezan sa ucestaloséu recidiva i duzinom prezivljavanja 42

(440). U nasem istrazivanju histoloski gradus nije pokazao statisticki znacajnu koelaciju sa stepenom IMP3 ispoljenosti, $to
se objasnjava specificnoséu uzorka ispitanih pacijentkinja, u kom nije ucestvovala niti jedna pacijentkinja sa gradusom 1
trostruko negativnog karcinoma dojke. Odsustvo korelacije gradusa tumora i IMP3 pozitivnosti u naSem istraZivanju moze
se objasniti podatkom da u istrazivanoj grupi tumora nije bilo niti jednog koji je bio dobro diferentovan, a <20% je bilo srednje
diferencirano. U istrazivanju koje smo sproveli, ispitanice sa bazalnim fenotipom koji je klinicki i patohistoloski prediktor
agresivnijeg bioloskog ponasanja karcinoma dojke i pokazatelj loSe prognoze, imale su visoku ispoljenost IMP3. Nase
istrazivanje je ukazalo da od klasi¢nih prognostickih faktora koje smo analizirali u ovoj studiji, samo su starostna dob
pacijentkinja, klini¢ki stadijum bolesti i bazalna morfologija tumora bili statisti¢ki zna¢ajno povezani sa duzinom

prezivljavanja pacijentkinja bez progresije bolesti (DFS).

Rezultati naseg istrazZivanja pokazali su da postoji statisticki znacajna povezanost starostne dobi | 27

pacijentkinja i prezivljavanja bez progresije bolesti (DFS). Prosjecni DFS je bilo najduZe u grupi bolesnica od 52 do 58 godina
starosti (94 mjeseci), dok smo najkrace prezivljavanje bez progresije bolesti zabiljezili u starosnoj grupi ispod 52 godine (57
mijeseci). Takode, povecana ekspresija IMP3, novog biomarkera koji smo ispitivali u ovoj studiji, bila je udruzena sa losijim
prezivljavanjem bez progresije bolesti (DFS). PreZivljavanje bez progresije bolesti (DFS) u nasoj studiji, bilo je duze kod
pacijentkinja koje su imale karcinom sljedeéih karakteristika: nizi klini¢ki stadijum, odsustvo bazalne morfologije, odsustna
ili nedovoljno izraZzena ekspresija IMP3. Kada govorimo o povezanosti prognosti¢kih faktora koje smo ispitivali sa ukupnim

prezivljavanjem (OS - overall survival) pacijetkinja, u nasem istrazivanju smo dobili slican rezultat kao kod prethodno
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opisanog prezivljavanja bez progresije bolesti (DFS). Isti faktori, starostna dob pacijentkinja, klini¢ki stadijum bolesti,
bazalna morfologija i stepen ispoljenosti IMP3, pokazali su statisti¢ki znacajnu korelaciju sa duzinom ukupnog
prezivljavanja kod nasih pacijentkinja sa TNBC. U nasem istrazivanju, ukupno prezivljavanje (0S) bilo je duze kod
pacijentkinja koje karakteriSe: starostna dob <52 godine, nizi klini¢ki stadijum bolesti, odsutna bazalna morfologija, odsutna
ili nedovoljno izraZzena ekspresija IMP3. Na osnovu navedene analize uticaja pojedinacnih faktora na prezivljavanje
pacijentkinja u nasoj studiji (DFS i 0S), mozemo rec¢i da starostna dob, klinicki stadijum bolesti, bazalna morfologija i IMP3
ispoljenost imaju vazan prognosticki znacaj kod trostruko negativnih karcinoma dojke. Analiza prediktivhe moci faktora
navedenih u prethodnom dijelu diskusije, u nasem istrazivanju je pokazala da veli¢ina tumora, klini¢ki stadijum bolesti,
bazalna morfologija i IMP3 ekspresija statisti¢ki znacajno koreliraju sa prezivljavanjem bez progresije bolesti (DFS) i
ukupnim prezivljavanjem (0S). U nasem istrazivanju, tumori koji su imali poveé¢anu ekspresiju IMP3 imali 6.73 puta vedi rizik
za nakstanak progresije bolesti tj. krace prezivljavanje bez progresije bolesti (DFS) i 6,66 puta vedi rizik za krac¢e ukupno
prezivljavanje (OS) u odnosu na IMP3 negativne tumore. Rizik za krace prezivljavanje bez progresije bolesti (DFS) i krace
ukupno prezivjavanje (0S) kod TNBC vecih dimenzija (preko 2.6cm) bilo je 1.8 veci. Trostruko negativni karcinomi dojke

veceg klinickog stadijuma bolesti pokazali su 1,4 puta vedi rizik za krace
prezivljavanje bez progresije  bolesti (DFS) kraée ukupno prezivljavanje (OS) u odnosu na

one nizeg klinickog stadijuma bolesti. Ukoliko je TNBC imao bazalnu morfologiju, njeno prsustvo je bilo povezano sa 3,33
puta vecim rizikom za kra¢e DFS-om i OS. Ukoliko je trostruko negativni karcinom dojke imao istovremeno sve gore
navedene karakteristike, losijem DFS-u i ukupnom prezivljavanju (OS) doprinosio je samo visi klinicki stadijum bolesti od
gore pobrojanih karakteristika tumora. Na osnovu navedenog mozemo zakljuciti da je imunohistokrmijski nivo IMP3
proteina znacajan prediktor prognoze kod trostruko negativnih karcinoma dojke. Takode, Cox-ova multinominalna analiza
koju smo primijenili u cilju odredivanja korelacije prognostickih faktora i prezivljavanja, omogucila nam da sagledamo
trostruko negativne karcinome dojke kao heterogenu grupu tumora. Rezultati naseg istrazivanja govore da trostruko
negativne karcinome dojke mozemo sagledati kao heterogenu grupu tumora koje prije svega mozemo podijeliti na IMP3
pozitivne i IMP3 negativne tumore. IMP3 pozitivni tumori imaju loSije prezivljavanje bez progresije bolesti i ukupno
prezivljavanje u poredenju sa IMP3 negativnim tumorima i sveukupno losiju prognozu. IMP3 pozitivan tip trostruko
negativnih karcinoma dojke, na osnovu rezultata naseg istrazivanja, ce$cée je udruzen sa ve¢im dimenzijama tumora, vi§im
klinickim stadijumom bolesti i bazalnom morfologijom. Nase istrazivanje je, takode, pokazalo da ovi tumori imaju

sveukupno losiju prognozu
(prezivljavanje bez progresije bolesti — DFS i ukupno prezivljavanje — OS) u odnosu na

ostale karcinome dojke. Podtip IMP3 pozitivnhog tumora karakteriSe se losijom prognozom. Rizik od progresije bolesti kod

ovih tumora je dodatno povecan ukoliko je tumor istovremeno vecih dimenzija od 2.5 cm i u slucaju veéeg klinickog
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stadijuma bolesti. IMP3 pozitivan karcinom dojke karakteriSe se i 6,6 puta ve¢im rizikom od smrtnog ishoda, . kraéeg
ukupnog prezivljavanje u odnosu na IMP3 negativhe TNBC tumore. Ovi tumori imaju narocito nepovoljnu prognozu i kraée
ukupno prezivljavanje ukoliko je IMP3 pozitivnost istovremeno udruzena sa vi§im klinickim stadijumom bolesti. Poseban
znacaj nasegq istrazivanja i doprinos unapredenju dijagnostike, klasifikacije i menadzmenta trostruko negativnih karcinoma
dojke, zasniva se na rezultatima naseg istrazivanja koji upucuju da bi IMP3 molekularni marker moglao biti dobra meta za
nove terapijske agense. Imunohistohemijsko odredivanje ovih biomarkera, na nacin sproveden u nasem istrazivanju, je sa
aspekta troSkova za zdravstveni sistem jeftina metoda. Takode metoda je jedostavna i primjenljiva u praksi te bi se mogla
lako integrisati u rutinsku klinicku praksu patologa u buduénosti. Ciljane terapije, vezivanjem za IMP3 receptor, mogle bi
blokirati njihovu aktivnost u tkivu tumora, te time omoguciti uspostavljanje normalne apoptoze i ¢elijskog ciklusa, tj.
ogranicile karcinogenezu ili je potpuno zaustavile. Vjerujemo da bi razvoj ciljanih terapija, koje bi djelovale na IMP3
biomarker Ciji smo prognosticki i prediktivni znacaj rasvijetlili u nasem istrazivanju, mogao promijeniti lice ove bolesti i
znacajno unaprijediti prognozu kod pacijentkinja sa trostruko negativnim karcinomom dojke. 6. Zakljucci: 1. IMP3 biomarker
se povecano eksprimira u tkivima trostruko negativnih karcinoma dojke (35.6%). 2. IMP3 biomarker ima prognosticki znacaj
kod trostruko negativnih karcinoma dojke koji znac¢ajno utiCe na prognozu ovih tumora, te da je povezan sa sveukupno
losijom prognozom (kraé¢im prezivljavanjem bez progresije bolesti — DFS i kra¢im ukupnim prezivljavanjem — 0S) u odnosu
na IMP3 negativne karcinome dojke. 3. IMP3 pozitivani trostruko negativn karcinom dojke, ¢esée je udruzen sa veéim
dimenzijama tumora, visim klini¢kim stadijumom bolesti i bazalnom morfologijom, te kraéim prezivljavanjem bez progresije
bolesti (DFS) i kra¢im ukupnim prezivljavanjem (0S). 4. Nepovoljnijoj prognozi i kraéem prezivljavanju kod ovih tumora
doprinosi visi klini¢ki stadijum bolesti i ve¢e dimenzije tumora (ve¢i od 2.5cm). Ovi tumori imaju 2.6 puta krace ukupno
prezivljavanje u odnosu na IMP3 negativne tumore, cemu moze dodatno doprinijeti ve¢a dimenzija tumora (preko 2.5 cm). 5.
IMP3 kao novi prognosticki i marker za trostruko negativne karcinome dojke, otvara moguénost za dalja istrazivanja, sa
ciljem pronalazenija ciljanih terapijskih agenasa koji bi djelovanjem na IMP3 ogranicili ili onemogucili progresiju ove bolesti i
unaprijedili prognozu kod pacijentkinja sa TNBC. 7. Literatura 1. Freddie Bray, BSc, MSc, PhD1; Jacques Ferlay, MEZ2; Isabelle
Soerjomataram, MD, MSc, PhD3; Global Cancer Statistics 2018: GLOBOCAN Estimates of Incidence and Mortality Worldwide
for 36 Cancers in 185 Countries. doi: 10.3322/caac.21492. 2. Ziegler RG, Hoover RN, Pike MC, et al. Migration patterns and
breast cancer risk in Asian-American women. J Natl Cancer Inst. 1993;85:1819-1827. 3. Brinton LA, Gaudet MM, Gierach GL.
Breast cancer. In: Thun MJ, Linet MS, Cerhan JR, Haiman CA, Schottenfeld D, eds. Cancer Epidemiology and Prevention. 4th
ed. New York: Oxford University Press; 2018:861-888. 4. Ferlay J, Steliarova-Foucher E, Lortet-Tieulent J, Rosso S, Coebergh
JWW, Comber H, Forman D, Bray F. Cancer incidence and mortality patterns in Europe: estimates for 40 countries in 2012.
Eur J Cancer: IARC Cancer Base Internet Lyon, France; Dostupno sa http://eco.iarc.fr/EUCAN/CancerOne 5. Eva Steliarova-
Foucher, Mark O'Callaghan, Jacques Ferlay, Eric Masuyer, Stefano Rosso, David Forman, Freddie Bray, Harry Comber; The
European Cancer Observatory: A new data resource; doi.org/10.1016/j.ejca.2014.01.027 6. Maligne neoplazme u Crnoj Gori
2013. Podgorica: Institut za javno zdravlje Crne Gore, Centar za kontrolu i prevenciju nezaraznih bolesti, Registar malignih
neoplazmi Crne Gore, 2018 7. Dupont WD, Page DL (1985). Risk factors for breast cancer in women with proliferative breast
disease. N Engl J Med 312:146-151. 8. Dupont WD, Parl FF, Hartmann WH, Brinton LA, Winfield AC, Worrell JA, Schuyler PA,
Plummer WD (1993). Breast cancer risk associated with proliferative breast disease and atypical hyperplasia. Cancer 71:

1258-1265. 9. Lee E, Ma H, Kean-Cowdin R, Van Den Berg D, Bernstein L, Henderson BE, Ursin G (2008). Effect of
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reproductive factors and oral contraceptives on breast cancer risk in BRCA1/2 mutation carriers and noncarriers: results
from a population-based study. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 17: 3170-3178. 10. Ottini L, Palli D, Rizzo S et al. Male
breast cancer. Crit Rev Oncol Hematol 2010; 73(2): 141-155. 11. Goldgar DE, Easton DF, Cannon-Albright LA, Skolnick MH
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