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1. UVOD



1.1. Dojka

Dojka je modificirana zlijezda znojnica koju, kao egzokrinu mlije¢nu Zljezdu, imaju
oba spola. Nakon puberteta u zena pod utjecajem estrogena, hidrokortizona, prolaktina,
inzulina i hormona rasta dojka se razvija i raste, dok se pod utjecajem progesterona razvijaju
reznji¢i te alveole dobivaju stanice za sekreciju (1). Kod Zena dojka ima ulogu slozene

funkcionalne jedinice, dok kod muskaraca ostaje samo rudimentarni organ (2).

Dojka se sastoji od koze i potkoznog masnog tkiva, zlijezda te vezivno-masne
osnovice. Zljezdani parenhim dojke sastoji se od 15 do 25 lobusa (reZnjeva). Lobus
predstavlja funkcionalnu jedinicu dojke te je graden od duktusa (kanali¢a) koji zapocCinju s
terminalnom duktulo-lobularnom jedinicom pa se preko subsegmentalnih 1 segmentalnih
duktusa nastavljaju u laktiferni duktus (glavni izvodni kanal) koji se nalazi uz samu
bradavicu. Terminalnu duktulo-lobularnu jedinicu ¢ine ekstralobularni duktus 1 lobul
(reznji¢). Svaki lobul je graden od acinusa (zlijezda) 1 intralobularnih duktusa. Unutar lobula
se nalazi rahla intralobularna stroma, dok lobule medusobno povezuje gusc¢a interlobularna
stroma i masno tkivo (Slika 1). Areola, bradavica i zavr$ni dio laktifernog sinusa pokriveni su
viSeslojnim ploc¢astim epitelom koji prelazi u pseudostratificirajuéi cilindri¢ni epitel, a zatim u
dvoredni kubi¢ni epitel koji oblaZe ve¢inu kanalica u dojci. Unutar epitela se nalaze

sekrecijske i mioepitelne stanice koje omoguéuju stvaranje i lucenje mlijeka (2).
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Slika 1. Anatomija dojke (2)



Oko tri Cetvrtine limfe iz dojke ide u aksilarne limfne ¢vorove i to vecinom u
pektoralnu skupinu ¢vorova. Limfa iz dubokih dijelova dojke ide u apikalnu skupinu ¢vorova,
dok limfa iz medijalnih dijelova dojke ide u parasternalne limfne ¢vorove. Limfa iz koze

dojke ide niz trbusnu stjenku ili u dojku druge strane (3).

1.2. Karcinom dojke

Karcinom dojke je zlo¢udni epitelni tumor dojke. NajéeS¢e nastaje monoklonskom
proliferacijom epitela terminalnih kanali¢a ili duktulo-lobularnih jedinica, a dijeli se na
neinvazivne (karcinom in situ), mikroinvazivne i invazivne oblike s posebno prepoznatljivim

subtipovima (2).

Neinvazivni oblici karcinoma se razlikuje od invazivnih po izostanku stromalne
invazije kroz bazalnu membranu kanali¢a. Duktalni karcinom in situ (engl. ductal carcinoma
in situ - DCIS) je najcesci (80%) oblik neinvazivnog karcinoma dojke. Graden je od epitelnih
stanica koje imaju morfoloski izgled zlocudnih stanica, a nalaze se unutar kanali¢a dojke.
Lobularni karcinom in situ (engl. lobular carcinoma in situ - LCIS) ¢ini preostalih 20%
neinvazivnih karcinoma dojke. Graden je od malih, dizkohezivnih atipi¢nih stanica koje se

nalaze unutar lobularnih acinusa (2).

Mikroinvazivni karcinomi spadaju u posebnu skupinu jer iako probijaju bazalnu

membranu, infiltracija strome je debljine <0,1 cm (4).

Od invazivnih karcinoma naj¢es¢i podtip je invazivni karcinom nespecificiranog tipa
(engl. not otherwise specified — NOS), te ¢ini 70-80 % svih karcinoma dojke (4). Obuhvaca
heterogenu grupu tumora koji nemaju histoloSke osobitosti na temelju kojih bi se svrstali u
neku specificnu kategoriju. Nastaje iz epitela izvodnih kanali¢a terminalne duktulo-lobularne

jedinice (2).

1.2.1. Epidemiologija

Karcinom dojke najces¢i je zlocudni tumor u Zena u razvijenim zemljama svijeta,
izuzev Japana. Najvisa incidencija karcinoma dojke zabiljezena je u Europi 1 Sjevernoj

Americi, dok su Azija i Afrika kontinenti s najnizom stopom obolijevanja (5).



Prema podacima iz Registra za rak Republike Hrvatske iz 2015. godine, karcinom
dojke je najces¢i zlo¢udni tumor u Hrvatskoj kod Zena starijih od 35 godina. U Hrvatskoj se
2015. godine dijagnosticiralo 2748 novih slu¢ajeva, dok 1038 Zena je umrlo od raka dojke.
Karcinom dojke ¢ini 26% tumora u Zena i uzrokuje oko 15% smrtnosti zbog raka (Slika 2)

(6).
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Slika 2. Najcesca sijela raka u Zena u 2015. godini (6)

1.2.2. Etiologija

Utvrdeni su brojni rizi¢ni ¢imbenici za nastanak karcinoma dojke. Starija Zivotna dob
najveci je ¢imbenik rizika. Rak dojke iznimno je rijetka pojava u Zena mladih od 20 godina,
dok od 35 do 40 godine dolazi do znacajnoga porasta pojavnosti, a nakon toga incidencija

kontinuirano raste te je naj¢es¢i oko i nakon menopauze (5).

Drugi najvazniji ¢imbenik rizika je pozitivna obiteljska anamneza. Zene kojima je
majka ili teta oboljela od raka dojke imaju 8 puta veci rizik za nastanak raka dojke. Od
ukupnog postotka raka dojke, samo 10% tumora moZe se povezati s obiteljskom sklonoSc¢u.
Za sada su dva supresorska gena, BRCA 11 BRCA 2, dovedena u izravnu vezu s nastankom
nekih od obiteljskih tumora. Zene s mutacijom jednog ili obaju gena imaju 90% vjerojatnost
da ¢e oboljeti od raka dojke za razliku od 10% vjerojatnosti u populaciji Zena bez mutacije. U
slu¢aju pozitivne obiteljske anamneze, rak dojke se ¢eSc¢e pojavljuje u mladoj zivotnoj dobi te

ceSce zahvaca obje dojke (5).



Izlozenost djelovanju estrogena nosi povecan rizik za nastanak raka dojke. Tako Zene
s ranom menarhom i kasnom menopauzom imaju 2-3 puta veci rizik za nastanak raka dojke
zbog duze izlozenosti estrogenu. Isto tako zene koje su rodile u kasnijoj Zivotnoj dobi ili
uopce nisu radale te zene koje nisu dojile, imaju veci rizik od nastanka raka dojke. Sukladno
tome, nerotkinje npr. imaju 4 puta vecu ucestalost raka dojke. Ipak, utjecaj broja poroda
mnogo je manje bitan od dobi pri prvom porodu pa Zene koje su prvo dijete rodile u dobi od
30 do 35 godina imaju 4 puta vecu vjerojatnost od nastanka raka dojke u odnosu na zene koje

su prvi put rodile u dobi od 20 do 25 godina (5).

Zbog povecanog stvaranja estrogena u masnom tkivu pretile postmenopauzalne Zene

imaju 3 puta ve¢i rizik od nastanka raka dojke (5).

Sto se tide egzogenog estrogena, dokazano je da uzimanje hormonske nadomjesne
terapije povecava rizik nastanka raka dojke za 1,36 puta, dok Zene koje su uzimale oralne

kontraceptive prije 25. godine u razdoblju duljem od 4 godine imaju 1,84 puta veci rizik (5).

U zena kod kojih je prethodno dijagnosticirana atipi¢na duktalna hiperplazija povecan
je rizik nastanka raka dojke za 4 do 5 puta, dok sklerozirajuéa adenoza i1 multipla
papilomatoza povecavaju rizik za 1,5 do 2 puta. Rizik je poveéan i kod zena kojima je
dijagnosticiran tumor u drugoj dojci te Zena sa karcinomom endometrija ili funkcionalnim
tumorom jajnika. Dijagnosticko ili terapijsko ionizirajuce zracenje za 5 puta povecava rizik
nastanka raka dojke, posebno ako se primjenjuju velike doze kod zena mladih od 40 godina

(5).

1.2.3. Klasifikacije

HistoloSka Klasifikacija

S obzirom na invazivnost karcinomi dojke se dijele na neinvazivne (karcinom in situ),

mikroinvazivne i invazivne oblike (Tablica 1) (2, 4).



Tablica 1. Histoloska klasifikacija karcinoma dojke (SZO 2012)

NEINVAZIVNI KARCINOM INVAZIVNI KARCINOM

Duktalni karcinom in situ Invazivni karcinom nespecificiranog tipa
Lobularni karcinom in situ Invazivni lobularni karcinom
Intraduktalni papilarni karcinom Tubularni karcinom

Kribriformni karcinom

Mucinozni karcinom

Karcinom s medularnim karakteristikama
Karcinom s apokrinom diferencijacijom
Karcinom sa stanicama prstena pecatnjaka
Invazivni mikropapilarni karcinom
Metaplasti¢ni karcinom

Drugi rijetki tipovi

Molekularna Kklasifikacija

S obzirom na genska obiljezja, karcinomi dojke dijele se u 5 razli¢itih podtipova:
luminalni A, luminalni B, HER2 pozitivni, bazalni 1 podtip ,,nalik normalnoj dojci“. Podjela
se temelji na podrijetlu tumora iz odredene vrste epitelnih stanica (luminalne ili bazalne) te

ekspresiji karakteristi¢nih gena (7).

Tumori luminalne A skupine imaju pozitivne estrogenske i progesteronske receptore, nizak
proliferacijski indeks, negativne receptore za HER2 i EGFR, te nisku ekspresiju citokeratina

male molekulske mase (7).

Luminalni B tumori imaju pozitivne estrogenske 1/ili progesteronske receptore, pozitivnu ili

negativnu ekspresiju HER?2 receptora, te visok proliferacijski indeks (7).

HER?2 pozitivni tumori imaju pozitivnu ekspresiju HER2 receptora uz negativne steroidne

receptore 1 EGFR (7).

Karcinomi dojke bazalnog podtipa su negativni na ER i HER2, a eksprimiraju gene
karakteristi¢ne za bazalne/mioepitelne stanice: CKS, CK7, integrin 4, laminin, P-cadherin i

EGFR (7).




Karcinomi dojke ,nalik normalnoj dojci" su slabo definirana skupina. Njihovo glavno
obiljezje je da su sli¢ni uzorcima fibroadenoma i normalnih dojki uz visok sadrzaj stromalnih
stanica. Takoder je karakteristicna visoka ekspresija gena koji su izrazeni u adipoznom tkivu,

te stanicama bazalnog epitela (7).

Razli¢iti podtipovi imaju razlicite faktore rizika, biolosko ponasanje i razli¢it odgovor na
sistemsko lijeCenje. Najbolju prognozu imaju tumori luminalne A skupine, koji su i najces¢i,
dok HER2 pozitivna i bazalna skupina imaju losije prezivljenje u odnosu na ostale podtipove

().

Imunohistokemijska klasifikacija

Uz pomo¢ imunohistokemijskih biljega za estrogenske receptore (ER), progesteronske
receptore (PR), HER2 (engl. human epidermal growth factor receptor 2) i proliferacijski
biljeg Ki-67, tumori dojke dijele se u 4 skupine: luminalni A, luminalni B, HER2 pozitivni i
trostruko negativni (engl. triple-negative breast cancer - TNBC) (Tablica 2) (8).

Tablica 2. Imunohistokemijska klasifikacija karcinoma dojke

Podtip karcinoma dojke Imuhistokemijske karakteristike
Luminalni A ER+, PR+, HER?2 -, Ki-67 <20%

Luminalni B HER2 negativan ER+, HER2 — 1 PR <20% ili Ki-67 >20%
Luminalni B HER?2 pozitivan ER+, HER2+, Ki-67 bilo kakav, PR bilo koji
HER?2 pozitivan HER?2 +, ER-, PR-

Trostruko negativni HER?2 -, ER-, PR-

* Estrogenski receptor (ER), progesteronski receptor (PR)

TNM Klasifikacija

Za odredivanje klinickog stadija karcinoma dojke najceS¢e se koristi TNM
klasifikacija, koja se ranije bazirala na veli¢ini tumora (T), statusu regionalnih limfnih
¢vorova (N) 1 prisutnosti udaljenith metastaza (M), a prema najnovijim preporukama uz
anatomske podatke o proSirenosti bolesti za procjenu prognostickog stadija potrebno je

ukljuciti 1 klinicko-patoloske karakteristike tumora: gradus, ekspresiju estrogenskih 1




progesteronskih receptora, HER2/neu status, proliferacijski indeks, a ukoliko su dostupni u

procjenu se mogu ukljuciti i rezultati genomskog testiranja (9).

e Primarni tumor - klini¢ka i patoloska klasifikacija (cT, pT)
o Tx: primarni tumor ne moZze se odrediti
o TO: ne moze se dokazati primarni tumor
o Tis (DICS): duktalni in situ karcinom
o Tis (Paget): Pagetova bolest bradavice bez podlezeceg invazivnog ili in situ
karcinoma
o T1: tumor dojke promjera <2 cm
= Tlmic: mikroinvazija <0.1 cm
= Tla: tumor >0.1 cm, a <0.5 cm
=  Tl1b: tumor >0.5 cm, a <l cm
» Tlc: tumor>1 cm,a<2cm
o T2: tumor dojke promjera >2 cm, a <5 cm
o T3: tumor dojke promjera >5 cm
o T4: tumor dojke bilo koje veliCine s izravhom proSirenoS¢u na torakalnu
stijenku ili kozu
= T4a: zahvacanje torakalne stijenke
= T4b: ulceracija na kozi dojke 1/ ili satelitski kozni ¢vorovi ogranic¢eni na
istu dojku 1/ili edem koze (ukljucujuéi izgled koze poput narancine
kore koji ne zadovoljava kriterije za inflamatorni karcinom)
» T4c: kombinacija T4a i T4b

» T4d: inflamatorni karcinom

e Regionalni limfni ¢vorovi - klinicka klasifikacija (cN)
o cNx: postojanje metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima nije moguce
odrediti
o ¢NO: bez metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima
o cNImi: mikrometastaza u “limfnom ¢voru ¢uvaru” ( do 200 tumorskih
stanica, >0,2 mm, <2mm)

o cNI1: metastaze u pomi¢nim aksilarnim limfnim ¢vorovima



©)

cN2: metastaze u aksilarnim limfnim ¢vorovima koji su fiksirani ili u
istostranim unutarnjim mamarnim limfnim ¢vorovima bez infiltracije
aksilarnih limfnih ¢vorova
* cN2a: metastaze u aksilarnim limfnim ¢vorovima koji su
medusobno ili u odnosu na okolinu fiksirani
= ¢cN2b: metastaze u istostranim unutarnjim mamarnim limfnim
¢vorovima bez infiltracije aksilarnih limfnih ¢vorova
cN3: metastaze u istostranim infraklavikularnim limfnim ¢vorovima sa ili
bez zahvacanja aksilarnih limfnih ¢vorova
» cN3a: metastaze u istostranim infraklavikularnim aksilarnim
limfnim ¢vorovima sa ili bez zahvacanja aksilarnih limfnih ¢vorova
* ¢cN3b: metastaze u istostranim unutarnjim mamarnim limfnim
¢vorovima sa infiltracijom aksilarnih limfnih ¢vorova
= ¢N3c: metastaze u istostrane supraklavikulane limfne ¢vorove sa ili

bez zahvacanja aksilarnih ili unutarnjih mamarnih ¢vorova

e Regionalni limfni ¢vorovi - patoloska klasifikacija (pN)

O

o

pNx: postojanje metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima nije moguce
odrediti
pNO: bez metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima
pNO(i+): nakupine tumorskih stanica u limfnom ¢voru <0.2 mm
pNImi:mikrometastaza (do 200 tumorskih stanica, >0,2 mm,<2 mm)
pN1: mikrometastaze ili metastaze u 1-3 aksilarna limfna ¢vora
* PNla: metastaza u 1-3 aksilarna limfna ¢vora od kojih barem jedna
veca od 2 mm
= pNI1b: pozitivni unutarnji mamarni ¢vor strazar sa tumorskim
depozitom vecé¢im od 0.2 mm uz odsutnost metastaza u aksilarne
limfine ¢vorove
= pNlc: kombinacija pNla I pN1b
pN2: metastaze u 4-9 aksilarnih limfnih ¢vorova, ili pozitivni interni
mamarni limfni ¢vorovi bez zahvacéanja aksilarnih limfnih ¢vorova
* pN2a: pozitivno 4-9 aksilarnih limfnih ¢vorova (barem jedan od
tumorskih depozita >2.0 mm)
* pN2b: metastaze u unutranjim mamarnim limfnim ¢vorovima uz

negativne aksilarne limfne ¢vorove



o PN3
= pN3a: pozitivnih vise od 10 aksilarnih limfnih ¢vorova (barem
jedan od tumorskih depozita >2.0 mm)
* pN3b: metastaze u unutranjim limfnim ¢vorovima I pozitivnim
aksilarnim limfnim ¢vorovima
=  pN3c: metastaze u obostranim supraklavikularnim limfnim
¢vorovima i zahva¢enim drugim regionalnim limfnim ¢vorovima
e M udaljene metastaze
o MO: bez udaljenih metastaza
o ¢MO(i+): bez klini¢ki ili slikovnim metodama dokazanih metastaza, uz
prisutnost tumorskih stanica ili depozita <0.2 mm detektiranih mikoskopski
ili molekularnim metodama iz periferne krvi, kostane srzi ili ostalih
neregionalnih tkiva, u pacijenta bez klinic¢kih znakova prosirenosti bolesti
o cMI: prisutne udaljene metastaze dokazane klinicki ili slikovnim
metodama
o pMI: prisutne udaljene metastaze dokazane biopsijom

¢ Kiinicki stadij bolesti

o Stadij O: Tis
o Stadij I
= Stadij IA: T1,NO,MO
= Stadij IB:TO-1, N1mi, MO
o Stady II
= Stadij IA: TO-1,N1,M0 ili T2,NO,M0
= Stadij IB: T2,N1,M0 ili T3,NO,M0
o Stadij III
= Stadij HIA: T0-2,N2,M0 ili T3,N1-2,M0
= Stadij IIIB: T4, bilo koji N,M0O
= Stadij IIIC: bilo koji T,N3,M0
o Stadij IV: bilo koji T, bilo koji N,M1
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1.3. Dijagnostika karcinoma dojke

Dijagnostika karcinoma dojke zapocCinje anamnezom 1 klinickim pregledom, a
zavrSava patohistoloSkom potvrdom bolesti iz materijala uzetog biopsijom ili iznimno

citoloskom punkcijom (5, 10).

1.3.1. Klini¢ka slika

Karcinom dojke najcesS¢e se ocituje kao bezbolan ¢vor u dojci. Smedkasto krvavi
iscjedak iz dojke, uvlacenje bradavice 1 koze, oteklina te upala znak su patoloskih promjena u
dojci. Fiksacija za prednju prsnu stijenku znak je Sirenja tumora prema dubokoj fasciji.
Palpacijom se moze utvrditi zahvacanje aksilarnih i supraklavikularnih limfnih ¢vorova.
Takoder, intravaskularno Sirenje tumora moze dovesti do zatvaranja limfnih puteva i pojave
edema koZe koja dobiva izgled ,,narancine kore“. Zahvacanje limfnih ¢vorova jedan je od
najvaznijih prognostickih ¢imbenika, a upucuje na losiju prognozu u bolesnica s karcinomom
dojke. Osim limfnim putem, tumor se $iri i hematogeno te moze dati udaljene metastaze u
pluéa, jetru, kosti, mozak i nadbubreznu Zlijjezdu s pridruZenim simptomima zahvacanja
odredenog podrucja. U uznapredovaloj bolesti uz nabrojene simptome prevladavaju i opci

simptomi kao §to su malaksalost, umor, gubitak na tezini i kaheksija (5).

1.3.2. RadioloSka dijagnostika

Dijagnosticke slikovne metode koje se rutinski koriste u ranoj dijagnostici karcinoma

dojke su: mamografija, ultrazvuk 1 magnetska rezonancija dojki (11).

Mamografija je najvaZnija radioloska slikovna metoda za detekciju karcinoma dojke
kod Zena starijih od 40 godina. Osim kao metoda probira kod asimptomatskih Zena,
mamografija se koristi 1 za dijagnostiku razli¢itih promjena u dojkama. Zlo¢udni tumori dojke
najcesS¢e se prikazuje kao nepravilna, neoStro ograniCena sjena, uz koju su cesto vidljive
fokalne nakupine patoloskih mikrokalcifikata, pleomorfnog ili linearno-granajuceg tipa.
Mamografija jedina pouzdano prikazuje mikrokalcifikacije promjera 200 do 300 pm koje su
najraniji detektabilni znak raka dojke. Kod mladih zena u dojkama dominira Zljezdano tkivo
pa su dojke mamografski guste te se rak dojke moze previdjeti u 10 do 20% slucajeva pa se

kao metoda probira preporuca ultrazvucni pregled (11).
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Ultrazvuk dojke metoda je izbora za dijagnostiku bolesti dojke kod Zena do 40-e
godine zivota. Ultrazvuk je metoda komplementarna mamografiji, a usporednom primjenom
to¢nost nalaza povecava se do 98%. Siroko je dostupna, bezbolna i jeftina pretraga, a buduéi
da bolesnice nisu izlozene ioniziraju¢em zracenju, pregled se po potrebi moze ponavljati vise
puta. Ultrazvukom je moguce analizirati i lokoregionalne limfne ¢vorove te ektopicno tkivo
dojke. Zlo¢udni tumori se prikazuju kao hipoehogene sitno zrnate zone nepravilnih rubnih

kontura uz mogucu pojavu kalcifikata te slabljenje ultrazvu¢nog snopa u podrucju iza tumora

(11).

Magnetska rezonancija (engl. magnetic resonance imaging, MRI) najpreciznija je
metoda u dijagnostici karcinoma dojke. Primjenjuje se kod zena koje su nosioci mutacije
BRCA1 i BRCA2 gena, kod preoperativne dijagnostike invazivnih lobularnih karcinoma, u
slucaju inkonkluzivnih nalaza konvencionalnih metoda te za dijagnostiku tumora s

nepoznatim primarnim sijelom (11).

1.3.3. Citoloska punkcija i biopsija dojke

Uzimanje uzorka stanica ili tkiva s odgovaraju¢eg mjesta od najveceg je znacaja za

postavljanje to¢ne dijagnoze (11).

Citoloska punkcija radi se tankom iglom (engl. fine needle aspiration - FNA) kojom se
dobivaju stanice za citoloSku analizu, dok se iglenom biopsijom (engl. core needle biopsy —
CNB) dobivaju tkivni uzorci za histopatolosku analizu. Obje metode se izvode pod nadzorom

slikovnih metoda (ultrazvuk, mamografija i rijetko magnetna rezonancija) (11).

1.4. Lijecenje karcinoma dojke

Metode lijecenja karcinoma dojke ukljucuju kirurgiju, radioterapiju, kemoterapiju,
hormonsku terapiju i imunoterapiju. Odluka o metodi lije€enja mora biti doneSena na temelju
stadija bolesti, bioloskih obiljezja tumora te opfem stanju 1 Zeljama bolesnice. Tu odluku,
osim u hitnim stanjima, donosi multidisciplinarni tim kojeg ¢ini kirurg, radiolog, patolog i
onkolog (10). Cilj lijeCenja je odreden stupnjem prosirenosti karcinoma dojke. Kod lokalnog
karcinoma konacni cilj je izljecenje, dok je kod proSirenog karcinoma svrha osigurati

maksimalnu duljinu Zivota (5).
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U slucaju lokalnog, primarno operabilnog karcinoma dojke metoda izbora je kirurgija.
Moze se raditi poStedna (tumorektomija, kvandrantektomija 1 segmentektomija) ili radikalna
operacija (mastektomija). Adjuvantna radioterapija mora se provesti kod svih postednih
zahvata te nakon mastektomije ako je tumor T3 ili T4, ako je resekcijski rub pozitivan ili
manji od 1 mm te ako postoji ekstenzivna limfovaskularna invazija. S druge strane,
adjuvantna radioterapija se ne mora provesti kod zena starijih od 70 godina ako se radi o I.
stadiju 1 luminalnom A podtipu tumora. Uvodi se 4 do 8 tjedana nakon operacije u slucaju
kada nije indicirana kemoterapija, u suprotnom 4 tjedna nakon zavrsetka kemoterapije. Pod
adjuvantno sustavno lijeCenje spada kemoterapija, imunoterapija i hormonska terapija.
Adjuvantna kemoterapija se primjenjuje u svih bolesnica sa srednjim i visokim rizikom za
ponovnu pojavu bolesti u koje spadaju bolesnice s pozitivnim limfnim ¢vorovima, bolesnice s
tumorima visokog gradusa te trostruko negativnim i HER-2 pozitivnim tumorima. Ordinira se
prva u nizu adjuvantnog lije¢enja. U bolesnica sa srednjim rizikom za povrat bolesti koristi se
FEC-protokol (5-fluorouracil, epirubicin 1 ciklofosfamid) u trajanju od 6 ciklusa. U starijih
bolesnica i kardiomiopata moze se ordinirati neantraciklinski CMF-protokol (ciklofosfamid,
metotreksat i 5-fluorouracil). U slucaju veceg rizika primjenjuje se terapija temeljena na
taksanima, AC-T protokol (paklitaksel i docetaksel) ili TAC-protokol (kombinacija taksana,
doksorubicina 1 ciklofosfamida). Adjuvantna imunoterapija trastuzumabom u trajanju od
jedne godine indicirana je Zenama s HER-2 pozitivnim karcinomom dojke. Adjuvantna
hormonska terapija indicirana je u lije¢enju ER i PR pozitivnih tumora dojke. Provodi se
nakon ordinirane adjuvantne kemoterapije 1 radioterapije. U prijemenopauzalnih Zena koristi
se tamoksifen 5 do 10 godina, dok se kod postmenopauzalnih Zena primjenjuju aromatazni
inhibitori. Kod klini¢ki pozitivnih povecanih pazu$nih limfnih ¢vorova ili limfnog ¢vora
vizualiziranog ultrazvukom, potrebno je obaviti citoloSku punkciju ili biopsiju limfnog ¢vora.
Kod klini¢ki negativne aksile preporucuje se uciniti biopsiju limfnog ¢vora “Cuvara”. Ukoliko
su pozitivana do dva limfna ¢vora “Cuvara”, nije potrebno napraviti disekciju aksile.

Radioterapija aksile se preporucuje ako su pozitivna vise od 4 limfna ¢vora (5, 10).

U slucaju lokalno uznapredovalog, primarno neoperabilnog karcinoma dojke inicijalno
se primjenjuje kemoterapija ili rjede hormonska terapija, te nakon smanjenja tumorske mase
slijedi kirurski zahvat. U slu¢aju neodgovaraju¢eg smanjenja tumora, primjenjuje se
radioterapija. Takva primjena kemoterapije, hormonske terapije ili radioterapije prije

kirur§kog zahvata naziva se neoadjuvantnom (5, 10).
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U slucaju metastatskog karcinoma dojke koriste se prethodno spomenute terapijske
metode uz dodatak tirozin-kinaznih inhibitora i angiostaticke terapije. Glavni je cilj postici
duze prezivljenje uz S§to bolju kvalitetu Zzivota. Duzina prezivljenja ovisi o stupnju
diseminacije bolesti, zahvacenosti parehimnih organa, broju zahvacenih organa, obiljezjima
tumora, komorbiditetu i dobi. Kod hormonski ovisnih tumora prvo se zapoCinje s
hormonskom terapijom. Kemoterapija se uvodi nakon neuspjeha lijeCenja hormonskom
terapijom kod hormonski ovisnih tumora, kao jedini oblik terapije kod trostruko negativnih
tumora te u kombinaciji s aniti-HER2 lijekovima u lije¢enju HER2-pozitivnih karcinoma (5,

10).

1.5. Procjena odgovora na neoadjuvantno lijeCenje

Primjena kemoterapije i/ili hormonalnog lijecenja prije kirurSkog lijecenja, odnosno
neoadjuvantno lije€enje (engl. neoadjuvant therapy — NAT) je standard lijeCenja za upalne i

inoperabilne, lokalno uznapredovale karcinome dojke (12).

lako klinicka istrazivanja nisu pokazala razliku u lokoregionalnoj kontroli i1
prezivljenju izmedu pacijentica koje su primale adjuvantno lije¢enje u usporedbi s onima koje
su primale NAT, NAT pruza jedinstvenu priliku procjene ucinkovitosti lijecenja in vivo i

odabir pacijentica prikladnih za naknadni postedni kirurski zahvat (12).

Odgovor na NAT je definiran procjenom veliine tumora prije lije¢enja (klinicka i/ili
radioloska procjena) u usporedbi s klinickom, radioloSkom 1 patoloSkom procjenom nakon
lijecenja. Postoje Cetiri kategorije odgovora: kompletni ili potpuni odgovor (engl. complete
response), parcijalan odgovor (engl. partial response), minimalan odgovor ili izostanak
odgovora (engl. minimal or no response), te progresivna bolest (engl. progressive disease)

(12).

Vazna odrednica je patoloski utvrden kompletni ili potpuni odgovor na lije€enje (engl.
pathologic complete response - pCR). Definiran je kao potpuni nestanak invazivnog
karcinoma u dojci 1 aksilarnim limfnim ¢vorovima nakon zavrSetka NAT. Rezidualni CIS
(carcinoma in situ) moze biti prisutan, odnosno ne isklju¢uje pCR jer nalazak istog ne utjece
na prezivljenje. Stopa pCR se kre¢e od 15% do 30% ovisno o vrsti tumora i vrsti terapijskog

protokola. Vecina istrazivanja je pokazala da pacijenti koji su postigli pCR imaju bolje
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dugoro¢no prezivljenje, te ukupno prezivljenje bez znakova povrata bolesti u usporedbi s non-

responderima (12).

Odgovor na NAT se tijekom lijecenja procjenjuje klinickim metodama (klinicki
pregled 1 radioloske pretrage), a nakon lijecenja pato-histoloskim pregledom tkiva. Klinicki
pregled i radioloske metode (mamografija i ultrazvuk) podlijezu vecoj varijabilnost u

interpretaciji nalaza uz mogucnost pogreske u procjeni rezidualnog karcinoma (12).

S druge strane, patohistoloskom procjenom uzorka nakon NAT-a moze se tocno
odrediti prisutnost i udio rezidualne bolesti te se stoga smatra zlatnim standardom procjene

odgovora na NAT (12).

1.5.1. Klinic¢ka procjena odgovora na neoadjuvantno lijecenje

Uloga palpacije kao klinicke metode ima ulogu u pacijenata s malim ili izostalim
uc¢inkom na primijenjeno lijecenje. Naime, tumore koji su imali dobar odgovor na lijecenje
teze je palpirati zbog razmeksanja tumorske strome. Tvdoca tumorske strome ovisi o pojavi

dezmoplasti¢ne reakcije, celularnosti i vaskularizaciji (12).

Mamografija i ultrazvucna dijagnostika imaju kritinu ulogu u detekciji karcinoma dojke.
Medutim, one ne pruzaju kvantitativne informacije o odgovoru na lijeenje te se za procjenu
koriste druge metode. DCE (engl. dynamic contrast-enhanced) MRI (engl. magnetic
resonance imaging) 1ili CT (engl. computed tomography) 1 FDG (engl. Bp.
fluorodeoxyglucose) PET (engl. positron-emission tomography) su pokazali obecavajuce
rezultate u procjeni ucinka lijeCenja. Procjena tumorske vaskularnosti 1 funkcionalnog
volumena DCE-MRI-om prije i tijekom lijeCenja te procjena protoka krvi i metabolizma

tumora PET "°O-vodom i FDG-om su se pokazale 1 kao prediktivne metode (12).

1.5.2. PatoloSka procjena odgovora na neoadjuvantno lijeCenje

Budu¢i da dio pacijenata ne¢e imati rezidualni tumor nakon NAT-a, vazno je dobiti
odgovaraju¢i uzorak tkiva prije samog lije€enja kojim se postavlja pouzdana dijagnoza te
procijenjuje ekspresija hormonskih (ER i PR) receptora, HER2/neu status i proliferacijska
aktivnost. Uzorak tkiva prije odluke o lije€enju najceS¢e se dobija iglenom biopsijom te

patohistolosko izvjeSée mora sadrzavati: histoloski tip tumora, gradus, prisustvo nekroze,
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limfati¢nu 1 vaskularnu invaziju, status hormonskih (ER 1 PR) receptora, HER2/neu status i
Ki-67 proliferacijski indeks kako bi se izabralo najprikladnije lijeCenje uz mogucnost

usporedbe klini¢ko-patoloskih parametara nakon lijeCenja (12).

Kako bi se procijenio odgovor na lijeenje, vazno je utvrditi status limfnih ¢vorova
prije i nakon NAT-a. Za procjenu se koriste citoloska punkcija i iglena biopsija klinicki
suspektnih limfnih ¢vorova, a za klini¢ki negativne limfne ¢vorove biopsija limfhog ¢vora
“Cuvara® (engl. sentinel lymph node biopsy — SLN). Kod pacijentica s klini¢ki pozitivnhim
limfnim ¢vorovima prije NAT-a za vrijeme resekcije primarnog tumora najéesce se provodi i

potpuna aksilarna limfadenektomija (12).

SLN biopsija se koristi u sluc¢ajevima klinicki negativnih limfnih ¢vorova te kod
negativnih rezultata citoloske punkcije ili iglene biopsije. Ukoliko je SLN negativan, nije
potrebna  dodatna aksilarna limfadenektomija nakon NAT-a. Medutim, kod pozitivnih
rezultata SLN biopsije, u slufaju uklanjanja svih zahvaenih limfnih ¢vorova samom

biopsijom, nece biti moguéa procjena terapijskog odgovora (12).

Makroskopski pregled

Identifikacija leZiSta tumora je vaZzna za procjenu odgovora na lijecenje. U slucaju
izostanka odgovora, identifikacija leziSta je jednostavna jer je tumor palpabilan i nakon
lijecenja. U pacijentica s poStednim kirurS§kim zahvatom je potrebno imati radiografski
potvrdene kalcifikacije ili mjesto leZiSta tumora obiljeZeno klipsama. U slu€aju nedostatka
istih, preostaje samo makroskopska i mikroskopska identifikacija leZiSta tumora kako bi se
uvjerili da je samo leziSte uklonjeno. Za uzorke mastektomije u kojima tumorska masa nije
lako detektabilna, od znatne pomo¢i je detaljan opis mjesta tumora (npr. kvadrant 1 udaljenost
od bradavice) ili kirurS§ko oznafavanje intraoperacijskim Savovima. LeZiSte tumora, u slucaju
vrlo dobrog odgovora na NAT, makroskopski moZe izgledati kao nejasno ograni¢no fibrozno
podrucje gumaste konzistencije. Rezidualni tumor je vidljiv kao tkivni ¢vori¢ unutar lezista
tumora. Vazno je zabiljeziti veli¢inu makroskopski vidljivog leziSta tumora te svaku naznaku

rezidualog tumora (12).

Kako bi se osigurala potpuna ekscizija tumora, vrlo je vazna ekscizija Citavog lezista

tumora s Cistim resekcijskim rubovima. Uzorci parcijalne resekcije trebaju biti obiljezeni
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bojom kako bi se procijeno status resekcijskih rubova i identificirao eventualni rezidualni

tumor (12).

Masno tkivno aksilarne regije treba biti pazljivo pretrazeno i svi limfni ¢vorovi
razrezani duz duge osi. Nacelno, nakon kemoterapije je tesko identificirati limfne ¢vorove
zbog njihove atrofije i fibroze. U tom slucaju se predlaze uzorkovanje fibroznih podrucja

aksilarnog masnog tkiva te tkiva oko krvnih Zila za mikroskopsku analizu (12).

Mikroskopski pregled

Prisutnost leziSta tumora mora biti mikroskopski potvrdena kad rezidualni tumor nije
pronaden. LeziSte tumora mikroskopski karakterizira hijalizinirana vaskularna stroma te
stromalni edem i elastoza ili miksoidna promjena bez prisustva normalnih zljezdanih duktusa
1 lobula dojke. Stroma je najceS¢e infiltrirana limfocitima, histiocitima 1 makrofazima
prepunjenim hemosiderinom. Postoje tipicne promjene koje odlikuju vec¢inu karcinoma dojke
— neovisno o vrsti terapijskog protokola. Kod veéina rezidualih karcinoma prisutna je
smanjena celularnosti nakon NAT-a. Medutim, neki karcinomi pokazuju promjene
indikativne za terapijski u€inak kao Sto su: poremecaj Zljezdane grade, povecanje obujma
tumorskih stanica na ra¢un povecéanja citoplazme, citoplazmatska vakuolizacija i eozinofilne
promjene, pleomorfan i bizaran izgled jezgara te smanjena mitotska aktivnost. Rezidualne
tumorske stanice su Cesto razbacane pojedinacno ili u malim nakupinama c¢ije su granice
dobro ograniene. U slu¢ajevima gotovo potpunog pCR-a, pojedinacne razbacane stanice
mogu pokazivati multinuklearnost, hiperkromaziju 1 nuklearno mrljanje te ih se moze
previdjeti na rutinskim bojenjima. U odredenim slucajevima, imunohistokemijska bojenja su
od pomo¢i za razlu€ivanje epitelnih stanica (citokeratin - AEI/AE3 ili CK) od makrofaga
(CD68). CIS 1 tumorski vaskularni emobolusi su, u usporedbi s invazivnim karcinomom,
relativno rezistentni na kemoterapiju. Ako je rezidualni tumor zamije¢en samo u vaskularnim

prostorima, smatra se nepotpunim patoloSkim odgovorom (12).

Odgovor na NAT nije isti u svim metastatskim limfnim &vorovima. Sto se tie
terapijskog odgovora, moguce su krajnosti odnosno pojedinacni limfni ¢vorovi mogu
pokazivati naglasenu limfoidnu depleciju i fibrozno oziljkavanje s naznakama ili bez
rezidualnog tumora, dok u drugih mogu biti prisutne krupne metastaze i nakon lijecenja.

Nacelno, smatra se da stupanj odgovora na lijeCenje u limfnim ¢vorovima odgovara onom u
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samoj dojci. Zahvaceni limfni ¢vorovi s kompletnim odgovorom na lijeCenje su cesto
zamijenjeni podrucjima hijaline skleroze, nakupinama mucina ili makrofaga bez vidljivih
tumorskih stanica. pCR u prethodno infiltriranim limfnim ¢vorovima ponekad nije lako sa
sigurnos$¢u utvrditi jer mikrometastaze mogu zaostati bez posljedi¢nog oziljka ili mogu
ostaviti sitne fibrozne tracke. U pacijentica koje su inicijalno podvrgnute kirurSkom zahvatu,
veliki fibrozni oziljci su neuobic¢ajen nalaz, te se prisustvo istih u limfnim ¢vorovima nakon
NAT, a bez prisutnosti tumorskih stanica, smatra kompletnim odgovorom na lijeCenje.
Zahvacene limfne ¢vorove s pacijalnim odgovorom na lijecenje karakteriziraju izolirane ili
nakupine tumorskih stanica, ¢esto okruzene slojem hijaline fibroze. Imunohistokemijska
bojenja na citokeratin su od pomoci pri identifikaciji tumorskih stanica koje je tesko razluciti
na standardnim bojenjima. Vrlo je vazno naznaciti bilo kakav ucinak lijecenja u rezidualnim

metastatskim ¢vorovima (12).

1.5.3. Klasifikacijski sistemi za procjenu odgovora na neoadjuvantno lije¢enje

Trenutno nema sluzbene metode za procjenu odgovora na NAT pa se koristi vise

klasifikacijskih sistema.

post-NAT TNM Kklasifikacija

Postoje dva oblika post-NAT TNM Kklasifikacije — klinicka (yc) 1 patoloska (yp). Iako
ova klasifikacija ne ukljucuje promjene u celularnosti, preporuca se da se dodaju dodatne

informacije vezane uz opseg rezidualne bolesti te ukupnu celularnost tumora (9, 12).

RCB Klasifikacija

RCB Kklasifikacija se zasniva na RCB metodi (engl. Residual Cancer Burden). Kod
ove metode Sest varijabli (veli¢ina primarnog tumora u mm, postotak ukupne celularnosti
tumora, postotak CIS-a, broj pozitivnih limfnih ¢vorova i promjer najveée metastaze) se unosi
u web kalkulator koji zatim izracunava RCB indeks 1 RCB kategoriju (Slika 3). RCB indeks
sluzi kvantificiranje rezidualne bolesti nakon neoadjuvantne terapije, te se na temelju njega
odredeni karcinom svrstava u jednu od Cetiri RCB kategorije. Pod RCBO kategoriju spadaju

tumori koji imaju potpuni patoloski odgovor na primjenu neoadjuvantne terapije, pod RCBI1
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minimalni rezidualni karcinomi, RCB2 umjereni rezidualni karcinom, dok u RCB3 kategoriju

spadaju opsezni rezidualni karcinom (13,14).

(1) Primary Tumor Bed
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(2) Lymph Nodes
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Slika 3. RCB kalkulator (13)

Miller - Payne Kklasifikacija

Miller-Payne klasifikacija se zasniva na usporedbi tumorske celularnosti prije 1 nakon

NAT-a. Vazno je naglasiti da ova klasifikacija ne uzima u obzir i limfne ¢vorove, pa zato

postoji mogucnost da pacijenti koji su po ovoj klasifikaciji dobro odgovorili na NAT u

stvarnosti loSe odgovore zbog postojanja rezidualnog tumora u limfnim ¢vorovima (12).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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Osnovni cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi razinu podudarnosti klini¢ko-patoloSkih
znacajki tumora, kao S§to su: veli¢ina tumora, gradus tumora, ekspresija ER i PR, HER2/neu
status 1 proliferacijski indeks prije i nakon primjene neoadjuvantne terapije, te utvrditi utjecaj

imunofenotipa i gradusa tumora na stupanj odgovora na neoadjuvantu terapiju.
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3. MATERIJAL I METODE
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3.1. Ispitanice

Istrazivanje je provedeno na Klinickom zavodu za patologiju, sudsku medicinu i
citologiju KBC-a Split. U studiju su ukljucene sve bolesnice oboljele od karcinoma dojke kod
kojih je zavrSeno neoadjuvantno lije¢enje u razdoblju od 1.1.2015. do 1.3.2018., a za koje su

bili dostupni patohistoloski nalazi prije i nakon neoadjuvantne terapije.

3.2. Metode

Iz kompjuterske baze podataka Zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju
izvadeni su podaci o dobi bolesnica, veli¢ini tumora, histoloskom tipu tumora, gradusu,
limfovaskularnoj invaziji, statusu hormonskih receptora, HER 2/neu statusu i proliferacijskom

indeksu.

Histoloski tip karcinoma dojke odreden je prema smjernicama Svjetske zdravstvene
organizacije (15), histoloski gradus prema Elston i Ellis-ovoj shemi za sve histoloSke tipove
raka dojke (16), a ekspresija ER i PR receptora, te HER2/neu status prema smjernicama CAP
protokola (17, 18).

Procjena odgovora na neoadjuvantnu terapiju odredena je RCB metodom. Kod ove
metode Sest varijabli (veli¢ina primarnog tumora u mm, postotak ukupne celularnosti tumora,
postotak CIS-a, broj pozitivnih limfnih ¢vorova i promjer najve¢e metastaze) se unosi u web

kalkulator koji zatim izracunava RCB indeks i RCB kategoriju (13,14).

3.3. Statisticke analize

Za usporedbu utjecaja imunofenotipa i gradusa tumora na odgovor na neoadjuvantnu
terapiju koriten je y’-test. Za usporedbu klini¢ko-patoloskih karakteristika tumora prije i
nakon primjene neoadjuvantne terapije koriSten je Wilcoxonov test. Zakljucivanje o
statistiCkim hipotezama provedeno je uz razinu znacajnosti P <0.05. Pri statistickoj obradi

podataka koriSten je program SPSS 19.0 Windows.
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4. REZULTATI

24



U ispitivanje je uklju¢eno 35 Zena oboljelih od karcinoma dojke kod kojih je

provedeno neoadjuvantno lijeCenje u razdoblju od 1.1.2015. do 1.3.2018., a za koje su bili

dostupni patohistoloski nalazi prije i nakon neoadjuvantne terapije.

Tablica 3. Klinicko-patoloske karakteristike tumora prije neoadjuvantne terapije

DOB (godine)
VELICINA TUMORA (cm)
HISTOLOSKI TIP

GRADUS

IMUNOFENOTTIP

LIMFOVASKULARNA
INVAZIJA

ER

PR

HER2 STATUS

Ki67 (%)

NOS

Invazivni lobularni
Ostali

I

II

I

X (nepoznat)

Luminalni A

Luminalni B, HER2 neg.
Luminalni B, HER2 poz.

HER?2 pozitivan
TNBC

Da

Ne

Pozitivani
Negativani
Pozitivni
Negativni
Pozitivan

Negativan

54 (37-88)
4(1,2-22)
26 (74,28%)
4 (11,42%)
5 (14,28%)
3 (8,57%)
16 (45,71%)
14 (40%)

2 (5,71%)

3 (8,57%)
19 (54,28%)
8 (22,85%)
2 (5,71%)

3 (8,57%)
14 (40%)

21 (60%)
28 (80%)

7 (20%)

25 (71,43%)
10 (28,57%)
10 (28,57%)
25 (71,43%)
32(2-83.5)

* Invazivni karcinom nespecificiranog tipa (NOS), Trostruko negativni karcinom (TNBC),

Estrogenski receptor (ER), Progesteronski receptor (PR)

Prosjecna dob bolesnica bila je 54 godine (raspon 37-88 godina), a prosjecna veli¢ina

tumora prije primjene neoadjuvantne terapije iznosila je 4 cm (raspon 1,2-22 cm). Vecina
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tumora je bila invazivnog NOS histoloskog podtipa (74,28%), 4 su bila invazivi lobularni, a
od ostalih 4 su bila mjeSana (2 invazivni NOS/invazivni lobularni, 2 invazivni NOS/invazivni
mikropapilarni), te 1 apokrini. Vecéina tumora bila je srednjeg (45,71%) i visokog histoloskog
gradusa (40%). Samo tri tumora su imala niski gradus, dok za dva tumora gradus na
bioptiCkom uzorku nije bilo moguce odrediti zbog malog udijela invazivne komponente.
Najveci broj tumora je na osnovu imunohistokemijskih karakteristika svrstan u luminalnu B
podskupinu (77,14%), a od ostalih tri tumora su imala luminalni A imunofenotip, tri TNBC
imunofenotip, a dva HER2 pozitivni imunofenotip. Cetrnaest bolesnica je imalo pozitivnu
limfovaskularnu invaziju (40%). Estrogenski receptori su bili pozitivni u 28 bolesnica (80%),
a progesteronski u 25 bolesnica (71,42%). HER2 status je bio pozitivan u 10 bolesnica
(28,57%). Prosjecna vrijednost proliferacijskog indeksa mjerenog primjenom Ki-67 antitijela

bila je 32 (raspon 2-83,5) (tablica 3).

Odgovor na neoadjuvantnu terapiju

B RCBO mRCB1 mRCB2 = RCB3

Slika 4. Graficki prikaz odgovora na neoadjuvantnu terapiju procijenjen primjenom RCB

metode

Od ukupno 35 bolesnica, 4 (11,42%) su imale potpuni patoloski odgovor na primjenu
neoadjuvantne terapije - RCBO, 4 (11,42%) su imale minimalni rezidualni karcinom - RCBI1,
14 bolesnica (40%) imalo je umjeren rezidualni karcinom - RCB2, a 13 (37,14%) opseZan

rezidualni karcinom - RCB3 (Slika 4).
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Tablica 4. Odgovor na neoadjuvantnu terapiju ovisno o imunofenotipu tumora

UKUPNO RCBO0 RCBI1 RCB2 RCB3 x2 P
Luminalni A 3 0 0 1 2
(33,33%) (66,66%)
Luminalni B, 19 0 3 7 9
HER?2 neg. (15,78%) (36,84%) (47,36%)
Luminalni B, 18 3 1 3 1 18,8 0,934
HER?2 poz. (16,66%) (5,55%) (16,66%) (5,55%)
HER2 2 1(50%) O 0 1 (50%)
pozitivni
TNBC 3 0 0 3(100%) O

Od tumora koji su pokazali potpuni patoloSki odgovor na primjenu neoadjuvantne

terapije (RCB 0) tri su bila luminalnog B imunofenotipa sa HER2 pozitivnim statusom, a

jedan je bio iz HER2 pozitivne podskupine. Minimalni rezidualni karcinom (RCB 1) imala su

Cetiri tumora luminalnog B imunofenotipa. Kod sva tri TNBC ukljucena u studiju odgovor na

terapiju je klasificiran kao umjereni rezidualni karcinom (RCB 2). Od uzoraka sa opseznim

rezidualnim karcinomom nakon terapije (RCB 4) dva su bila luminalnog A imunofenotipa,

deset luminalnog B, te jedan iz HER?2 pozitivne podskupine (Tablica 4).
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Tablica 5. Odgovor na neoadjuvantnu terapiju ovisno o gradusu tumora

UKUPNO RCBO0 RCBI1 RCB2 RCB3 X2 P
Gradus 3 0 0 2 1
1 (66,66%) (33,33%)
Gradus 16 0 1 6 9 11,50 0,074
2 (6,25%)  (37,5%)  (56,25%)
Gradus 14 4 3 5 2
3 (28,57%) (21,42%) (35,71%) (14,28%)

* za dva tumora ukupni gradus prije neoadjuvantne terapije nije mogao biti odreden zbog
oskudne invazivne komponente tumora u uzorku iglene biopsije

Od ukupno cetiri tumora koji su pokazali potpuni patoloski odgovor na primjenu
neoadjuvantne terapije (RCB 0), svi su bili gradusa III. Tumori gradusa I 1 II uglavnom su

imali umjeren ili opsezan rezidualni karcinom (Tablica 5).

Tablica 6. Usporedba klinickopatoloskih karakteristika prije i nakon neoadjuvantne terapije

PRIJE TERAPIJE NAKON TERAPIJE

(medijan) (medijan) P
Formiranje tubula 3 3 0,592
Polimorfizam 2 3 0,182
Mitotski indeks 2 1 <0,001"
Ukupni gradus 7 6,5 0,044
Veli¢ina tumora 4 2 <0,001*
Ki67 (%) 32 18 <0,001*

Svaka komponenta gradusa promatrana je =zasebno prije i nakon primjene
neoadjuvantne terapije: za formiranje tubula nije nadena statisticki znaajna razlika,
polimorfizam jezgara bio je naznaceniji nakon primjene terapije, ali bez statisticke znacajnosti
(p=0,182), dok je mitotski indeks bio znafajno nizi nakon primjene terapije (p=0,0036).
Statisticka znacajnost zabiljezena je 1 za ukupni gradus, veli¢inu tumora, te proliferacijski

indeks nakon terapije (p=0,044, p=0,000655, p=0,001168) (Tablica 6).
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Tablica 7. Promjena statusa ispitivanih biomarkera nakon primjene neoadjuvantne terapije

ER (IHC) PR (IHC) HER2/neu
(IHC/SISH)

Ukupan broj 35 35 35
testiranja prije
terapije
Ukupan broj 29 29 29
testiranja nakon
terapije
Iz negativno u 0 2 1
pozitivho
Iz pozitivno u 0 1 1
negativno
Ukupan broj 0 3 2
promjena

* Estrogenski receptor (ER), Progesteronski receptor (PR)

Kod svih 35 bolesnica je prije neoadjuvantne terapije napravljeno testiranje na
estrogenske, progesteronske receptore 1 HER2 status. Kod 6 tumora invazivna komponenta je
potpuno nestala nakon neoadjuvantne terapije, pa testiranje nije bilo moguce ponoviti nakon
terapije. Za tri je tumora nakon primjene neoadjuvantne terapije zabiljezena promjena statusa
PR: dva iz negativnog u pozitivni, a jedan iz pozitivhog u negativni. Za dva je tumora
zabiljezena promjena HER?2 statusa: jedan iz negativnog u pozitivni, a jedan iz pozitivhog u

negativni. Za status ER nije zabiljeZena niti jedna promjena (Tablica 7).
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5. RASPRAVA
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Karcinom dojke najces¢i je zloudni tumor u Zena u razvijenim zemljama (5). Metode
lije¢enja karcinoma dojke ukljucuju kirurgiju, radioterapiju, kemoterapiju, hormonsku terapiju
i imunoterapiju. Odluka o lijeCenju donosi se na temelju stadija bolesti, bioloskih obiljezja
tumora te opceg stanja bolesnice. Tu odluku, osim u hitnim stanjima, donosi
multidisciplinarni tim koji €ine kirurg, radiolog, patolog i onkolog (10).

Neoadjuvantna terapija oznac¢ava primjenu kemoterapije, hormonske terapije,
imunoterapije, a po potrebi i radioterapije prije operativnog zahvata (5).

Dok je u proslosti neoadjuvantna kemoterapija karcinoma dojke bila rezervirana za
pacijentice s lokalno uznapredovalom, inoperabilnom boles¢u kako bi se smanjila veli¢ina
tumora te postigla njegova operabilnost, danas se sve ¢eS¢e koristi i kod manjih, operabilnih
tumora s agresivnim karakteristikama, te omogucuje izvodenje poStednog umjesto radikalnog
kirurSkog zahvata i pracenje odgovora na terapijske protokole “in vivo” (18, 21). lako su
neke od velikih studija dokazale da ne postoji razlika u prezivljenju kod primjene
neoadjuvantne kemoterapije u odnosu na adjuvantnu, smatra se da su njene prednosti
smanjenje veli¢ine tumora te sprijeCavanje sistemske diseminacije bolesti (21, 24, 25).

U istrazivanje je ukljueno je 35 pacijentica koje su lijeCene neoadjuvantnom
terapijom, a ¢iji su patohistoloski nalazi retrospektivnom analizom izdvojeni iz baze podataka
Klinickog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju KBC-a Split. Iz bioptickih
uzoraka dobivenih iglenom ili kirurSkom biopsijom izdvojene su klinicko-patoloske
karakeristike tumora prije ordiniranja neoadjuvantne terapije. Srednja dob Zena u vrijeme
postavljanja dijagnoze bila je 54 godine, s rasponom od 37 do 88 godina. Prema podacima iz
Registra za rak Republike Hrvatske iz 2015. godine, karcinom dojke je najces¢i zlocudni
tumor u Hrvatskoj kod Zena starijih od 35 godina. S obzirom da je rak dojke iznimno rijetka
pojava u zena mladih od 20 godina, te je naj¢es¢i u vrijeme 1 nakon menopauze, podaci o
dobi dobiveni u ovom istrazivanju u skladu su s epidemioloskim podacima Registra za rak
Republike Hrvatske (6). Vecina tumora je bila invazivnog NOS histoloskog podtipa (74%),
koji je prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije ujedno i naj¢es¢i podtip invazivnog
karcinoma dojke (70-80%) (4). Prosjecna veliina tumora prije primjene neoadjuvantne
terapije bila je 4 cm, veina tumora bila je srednjeg (46%) 1 visokog histoloSkog gradusa
(40%), a prosjecna vrijednost proliferacijskog indeksa mjerenog uporabom Ki-67 antigena
bila je 32%, §to upucuje na lokalno uznapredovale tumore s agresivnijim klini¢cko-patoloskim
karakteristikama kod kojih je primjena neoadjuvantnog lijeCenja metoda prvog izbora (10).
Najveci broj tumora je na osnovu imunohistokemijskih karakteristika svrstan u luminalnu B
podskupinu (77%). Luminalni B tumori imaju pozitivne estrogenske i/ili progesteronske
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receptore, pozitivnu ili negativnu ekspresiju HER2 receptora, te visok proliferacijski indeks
(7). Od ostalih tumora, tri tumora su imala luminalni A imunofenotip (9%), tri trostruko
negativni imunofenotip (9%), te dva HER?2 pozitivni imunofenotip (6%). Tumori luminalne A
skupine imaju pozitivne estrogenske i progesteronske receptore, negativne receptore za
HER2, te nizak proliferacijski indeks. Trostruko negativni tumori, kao §to im samo ime
govori, imaju negativne estrogenske, progesteronske i HER2 receptore, dok HER2 pozitivni
tumori imaju negativne estrogenske i progesteronske receptore, te pozitivne receptore za
HER2 (7).

Za procijenu odgovora na neoadjuvantnu terapiju koristili smo se RCB metodom. Kod
ove metode u web kalkulator se unosi veli¢ina primarnog tumora, postotak ukupne
celularnosti tumora, postotak CIS-a, broj pozitivnih limfnih ¢vorova i promjer najvece
metastaze. Kalkulator zatim izraCunava RCB indeks i RCB kategoriju. Od ukupno 35
bolesnica, 11% je imalo potpuni patoloSki odgovor na primjenu neoadjuvantne kemoterapije,
11% je nakon primjene terapije imalo minimalni rezidualni karcinom, 40% je imalo umjereni
rezidualni karcinom, dok je kod 37% bolesnica zabiljezena opsezna rezidualna bolest. lako
nacin za odredivanje potpunog patoloSskog odgovora nije standardiziran, te je trenutno u
primjeni vise razli¢itih metoda, potpuni patoloski odgovor povezuje se sa boljom prognozom
(22). Isto tako, niza RCB vrijednost nakon neoadjuvantne kemoterapije = povezana je s
manjim rizikom za povrat bolesti. Studija Teshome i Hunta je pokazala da petogodisnji rizik
za povrat bolesti kod minimalnog rezidulanog carcinoma bilo 2,4% , u odnosu na 53,6% za

opsezni rezidulni karcinom (25).

Dodatno, Zeljeli smo utvrditi utjecaj imunofenotipa tumora na razinu odgovora na
neoadjuvantnu terapiju. Prema nasim rezultatima, potpuni patoloski odgovor na primjenu
neoadjuvantne terapije imala tri tumora luminalnog B imunofenotipa s HER2 pozitivnim
statusom, te jedan iz HER2 pozitivne podskupine. Kako je kod obje podskupine zbog
pozitivnog HER?2 statusa, indicirano lijeCenje trastuzumabom, tome se moze pripisati 1 bolji
odgovor. Trastuzumab (Herceptin) je ciljani bioloski lijek, odnosno monoklonsko protutijelo
koje se veze za HER2 protein i tako blokira rast malignih stanica. U istraZivanju Niikura i
suradnika u koje je ukljueno 21755 pacijentica iz Japanskog registra za karcinom dojke,
utvrdeno je da je potpuni patoloSki odgovor bio najces¢i kod HER?2 pozitivnih tumora
(24,6%), a medu njima bolji patoloSki odgovor postigli su tumori koji su uz to bili i ER
negativni, a lijeCeni su trastuzumabom (20). Od tumora sa opseznim rezidualnim

karcinomom, 12 ih je bilo luminalnog imunofenotipa, i to dva luminalnog A imunofenotipa te
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deset luminalnog B imunofenotipa. Meta-analiza koju su napravili Teshome i Hunta
usporedujuci rezultate 30 studija, pokazala je da HER-pozitivni tumori i TNBC imaju 7 puta,
odnosno 5 puta vedu vjerojatnost postizanja potpunog patoloskog odgovora u odnosu na
hormone receptor-pozitivne tumore. Tako je potpuni patoloSki odgovor za HER2
pozitivne/HR negativne tumore iznosio 38,9%, za TNBC 31,1%, za HER2 pozitivne/HR
pozitivne 18,7%, te za HER2 negativne/HR pozitivne 8,3% (25). Sva tri TNBC ukljucena u
nasu studiju imala su umjereni rezidualni karcinom nakon neoadjuvantne kemoterapije, Sto se

moze pripisati malom uzorku, koji je ujedno i najvece ogranicenje ove studije.

Takoder, odgovor na neoadjuvantnu terapiju varirao je ovisno o gradusu tumora, pa
su od ukupno cetiri tumora sa potpunim patoloskim odgovorom svi bili visokog gradusa.
Razlog tome lezi u Cinjenici da tumori viSeg gradusa imaju visi mitotski i proliferacijski
indeks, a kako kemoterapija djeluje na stanice koje su u diobi kod takvih tumora je bol;ji

odgovor na terapiju ocekivan (25).

Usporedili smo klinicko-patoloske karakteristike tumora (formiranje tubula,
polimorfizam jezgara, mitotski indeks, ukupni gradus, veli¢ina tumora i proliferacijski indeks)
prije i nakon neoadjuvantne terapije. Polimorfizam jezgara bio je naznaceniji nakon primjene
neoadjuvantne kemoterapije, ali bez statistiCke znacajnosti. U istrazivanju Reddya 1 Applea
polimorfizam jezgara bio je takoder ve¢i nakon primjene neoadjuvantne kemoterapije, isto
bez statistiCke znacajnosti (18). Poznato je da nakon neoadjuvantne kemoterapije neki
karcinomi pokazuju promjene karakteristicne za terapijski u€inak kao $to su: poremecaj
zljezdane grade, povecanje obujma tumorskih stanica na racun povecanja citoplazme,
citoplazmatska vakuolizacija i eozinofilne promjene, pleomorfan i bizaran izgled jezgara (12).
Mitotski je indeks bio statisti¢ki znacajno niZi nakon primjene neoadjuvantne kemoterapije, a
isto je zabiljeZeno u istraZzivanju Reddya i Applea (18). Statisti¢ka znacajnost zabiljeZena je 1
za ukupni gradus, veli¢inu tumora, te proliferacijski indeks nakon terapije te su svi, kao Sto je
oc¢ekivano, bili nizi nakon neoadjuvantne terapije. U ¢lanku Reddya 1 Applea kod 48% tumora

proliferacijski indeks je nakon neoadjuvantne kemoterapije bio nizi (18).

Dodatno, usporedili smo statuse ispitivanih biomarkera prije i nakon neoadjuvantnog
lijeCenja. Odabir neoadjuvantne terapije, osim o klini¢ko-patoloSkim karakteristikama, ovisi 1
o tumorskim biomarkerima koji se procjenjuju na bioptickim uzorcima iglene ili otvorene
kiruSke biopsije. S obzirom da se ekspresija tumorskih biomarkera moZe promijeniti, nakon

neoadjuvantne kemoterapije 1 kirurSkog zahvata trebalo bi ponoviti njihovo testiranje na
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resekcijskim uzorcima tkiva. Postoje brojni razlozi koji mogu dovesti do promijene tumorskih
biomarkera, a najces¢i su intratumorska heterogenost, djelovanje kemoterapije,
medulaboratorijska varijabilnost i sama promjenjivost tumora tijekom vremena (18).
Promjena statusa biomarkera je bitna zbog eventualne daljnje primjene hormonske terapije, te
ciljane terapije trastuzumabom ili lapatanibom. Kod svih 35 bolesnica ukljucenih u ovo
istrazivanje  prije neoadjuvantne terapije napravljeno je testiranje na estrogenske,
progesteronske receptore i HER2 status, a budu¢i da je kod 6 tumora invazivna komponenta
potpuno nestala nakon neoadjuvantne terapije, testiranje nije bilo mogucée ponoviti nakon
terapije. Za tri od ukupno 29 tumora nakon primjene neoadjuvantne terapije zabiljezena je
promjena statusa PR, i to za dva tumora iz negativnog u pozitivni, te za jedan tumor iz
pozitivnog u negativni. Za status ER nije zabiljeZena niti jedna promjena. U ¢lanku Reddya i
Applea nadena je statisticki znaCajna promjena statusa PR kod 26% tumora iz pozitivnih u
negativne, dok je 2% inicijalno negativnih tumora nakon terapije postalo pozitivno (18). Za
status ER nije zabiljeZena niti jedna promjena. U ¢lanku Niikura i suradnika 4,6% ER
pozitivnih tumora je postalo negativno, dok je 9,3% ER negativnih tumora postalo pozitivno
(20). Sto se HER? status tiée, u nasem istrazivanju za dva je tumora zabiljeZzena promjena:
jedan iz negativnog u pozitivni, a jedan iz pozitivhog u negativni. U istrazivanju Niikura i
suradnika 21,4% HER?2 pozitivnih tumora je nakon terapije postalo negativno, dok je 3,4%
negativnih tumora postalo pozitivno (20). Neoadjuvantna kemoterapija zasnovana na
antraciklinima i taksanima moze utjecati na HER2 THC status i to tako da smanjuje ekspresiju
HER?2 proteina. S druge strane, ta ista terapija ne mora djelovati amplifikaciju HER2 gena.
Zbog toga bi se kod tumora s promijenjenim HER2 IHC statusom trebalo napraviti 1 testiranje
FISH-om da bi se otkrio to€an status HER2 gena (23). Promjena HER2 negativnog u pozitivni
status je isto moguca ali nije toliko dobro istrazena. Iako transformacija HER2 statusa iz
negativnog u pozitivni nije ¢esta, za pacijentice sa loSim odgovorom na terapiju preporuca
ponoviti biopsiju radi ponovne procjene HER?2 statusa ili testiranje provesti na metastazi iz
aksilarnog limfnog ¢vora (19). U ¢lanku Reddya i Applea je napravljen pregled 31 studije
koje su proucavale promjene tumorskih biomarkera nakon neoadjuvantne kemoterapije
karcinoma dojke. Utvrdeno je da su promjene za ER varirale od 0% do 42,4%, za PR 13,2%-
67%, za HER2 0%-35%, te za proliferacijski indeks 7%-92,4% (18).

Ameri¢ko drustvo za klini¢ku onkologiju je objavilo smjernice koje preporucuju

ponovno testiranje tumorskih biomarkera na tkivu udaljenih metastaza karcinoma dojke. Za
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sada joS ne postoje smjernice da li bi se testiranje trebalo ponoviti nakon neoadjuvatne

kemoterapije, pa se praksa razlikuje Sirom svijeta (18).

Iako je ovo istrazivanje provedeno na malom broju uzoraka, promjene biomarkera
zabiljezene nakon primjene neoadjuvantne kemoterapije upucuju da je ponovno testiranje
potrebno, osobito ako je u bioptickom uzorku njihova ekspresija bila negativna, da bi se

pacijenticama omogucila najbolja individualizirana terapija.
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6. ZAKLJUCCI
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1. U ovo istrazivanje ukljuceno je 35 pacijentica koje su lijeCene neoadjuvantnom terapijom.
Prosjecna veliCina tumora prije primjene neoadjuvantne terapije bila je 4 cm, veéina tumora
bila je srednjeg i visokog histoloskog gradusa, a prosjecna vrijednost proliferacijskog indeksa
mjerenog uporabom Ki-67 antigena bila je 32%, Sto upucuje na lokalno uznapredovale tumore

s agresivnijim klinicko-patoloskim karakteristikama.

2. Na osnovu imunohistokemijskih karakteristika odredili smo imunofenotip tumora. Najveci
broj tumora bilo je luminalnog B imunofenotipa (77,14%). Od ostalih, tri tumora su imala
luminalni A imunofenotip (8,57%), tri trostruko negativni imunofenotip (8,57%), a dva HER2

pozitivni imunofenotip (5,71%).

3. Primjenom RCB metode procjenili smo odgovor na primjenu neoadjuvantne terapije. Od
ukupno 35 bolesnica, 11,42% imalo je potpuni patoloski odgovor na primjenu neoadjuvantne
terapije, 11,42% je imalo minimalni rezidualni karcinom, 40% umjeren rezidualni karcinom,

a 37,14% opseZzan rezidualni karcinom.

4. Usporedujuci utjecaj imunofenotipa tumora na razinu odgovora na neoadjuvantnu terapiju,
zabiljezili smo najbolji odgovor kod tumora s pozitivnim HER2 statusom, te su od cCetiri
tumora s potpunim patoloskim odgovorom tri tumora bila luminalnog B imunofenotipa s

HER?2 pozitivnim statusom, te jedan iz HER2 pozitivne podskupine.

5. Usporedujuci utjecaj gradusa tumora na razinu odgovora na neoadjuvantnu terapiju, bolji
odgovor zabiljeZzen je kod tumora viSeg gradusa, te su sva Cetiri tumora sa potpunim

patoloskim odgovorom bili visokog histoloskog gradusa.

6. Usporedujuc¢i klinicko-patoloske karakteristike tumora (formiranje tubula, polimorfizam
jezgara, mitotski indeks, ukupni gradus, veli¢ina tumora 1 proliferacijski indeks) prije 1 nakon
neoadjuvantne terapije, zabiljezili smo statisticki znacCajno nizi mitotski indeks, ukupni
gradus, veli¢inu tumora, te proliferacijski indeks u resekcijskim uzorcima, Sto se mozZe

pripisati djelovanju kemoterapije.

7. Usporedujuci status biomarkera prije i nakon neoadjuvantnog lijeCenja, zabiljeZena je
razlika u ekspresiji PR 1 HER2 statusa. S obzirom da se ekspresija tumorskih biomarkera
moze promijeniti nakon primjene kemoterapije, preporuca se testiranje ponoviti na

resekcijskim uzorcima tkiva.
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8. SAZETAK
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CILJ ISTRAZIVANJA: Osnovni cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi razinu podudarnosti
klinicko-patoloskih znacajki tumora, kao Sto su: veli¢ina tumora, gradus tumora, ekspresija
ER 1 PR, HER2/neu status i proliferacijski indeks prije i nakon primjene neoadjuvantne
terapije, te utvrditi utjecaj imunofenotipa i gradusa tumora na stupanj odgovora na

neoadjuvantu terapiju.

MATERIJAL I METODE: U istrazivanje je bilo uklju¢eno 35 Zena oboljelih od karcinoma
dojke kod kojih je zavrSeno neoadjuvantno lijecenje u razdoblju od 1.1.2015. do 1.3.2018., a
za koje su bili dostupni patohistoloski nalazi prije i nakon neoadjuvantne terapije. Uvidom u
medicinsku dokumentaciju Klinickog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju
KBC-a Split izvadeni su podaci o dobi bolesnica, veli¢ini tumora, histoloSkom tipu tumora,
gradusu, limfovaskularnoj invaziji, statusu hormonskih receptora, HER 2/neu statusu 1
proliferacijskom indeksu. Za usporedbu ispitivanih varijabli  koristeni su y>-test te

Wilcoxonov test.

REZULTATI: Potpuni patoloski odgovor na NAT su postigli tumori luminalnog B
imunofenotipa s HER2 pozitivnim statusom te tumor iz HER2 pozitivne podskupine. Svi
tumori koji su pokazali potpuni patoloSki odgovor na primjenu NAT bili su visokog
histoloskog gradusa. Mitotski indeks, ukupni gradus, veli¢ina tumora te proliferacijski indeks
nakon primjene NAT-a su bili znacajno niZi. Kod tri tumora zabiljeZena je promjena statusa

PR, a kod dva promjena HER?2 statusa nakon NAT-a.

ZAKLJUCCI: Najbolji odgovor na neoadjuvantnu terapiju su imali tumori s pozitivnim
HER?2 statusom, te tumori viSeg gradusa. Nakon primljene neoadjuvantne terapije doslo je do
statistiCki znaCajnog smanjenja mitotskog indeksa, ukupnog gradusa, veliCine tumora i
proliferacijskog indeksa, te razlike u ekspresiji PR i HER2 statusa u resekcijskim uzorcima. S
obzirom da se ekspresija tumorskih biomarkera moZe promijeniti nakon primjene

kemoterapije, preporuca se testiranje ponoviti na resekcijskim uzorcima tkiva.
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9. SUMMARY
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DIPLOMA THESIS TITLE: Asessment of complete pathological response after

neoadjuvant treatment of breast cancer

OBJECTIVES: The main purpose of this study was to determine the level of correlation of
clinical pathological characteristics such as tumor size, tumor grade, ER and PR expression,
HER?2 status and proliferation index before and after neoadjuvant therapy, and to determine

the effect of immunophenotype and grade on tumor response to neoadjuvant therapy.

PATIENTS AND METHODS: The study included 35 women with breast cancer who
completed neoadjuvant treatment in the period from Febrauary 2015. till March 2018., for
whom pathohistological findings were available before and after neoadjuvant therapy. The
age of the patient, tumor size, histological type, grade, lymphovascular invasion, hormone
receptor status, HER2 status and proliferation index were taken from the medical
documentation of the Department of Pathology, Cytology and Forensic Medicine, University
Hospital Split. For comparison of the examined variables, y2-test and Wilcoxon test were

used.

RESULTS: Complete pathological response to NAT was achieved by tumors with luminal B
immunophenotype which were HER2 positive and tumor from HER?2 positive subgroup. All
tumors that showed complete pathological response to NAT were hystological grade I1I. The
mitotic index, total grade, tumor size, and proliferation index after NAT were significantly

lower. For three tumors PR status and HER?2 status changed after NAT.

CONCLUSION: The best response to neoadjuvant therapy was seen among HER?2 positive
tumors and tumors with higher grade. After receiving neoadjuvant therapy tumors showed a
statistically significant decrease in mitotic index, total grade, tumor size, proliferation index
and difference in PR expression and HER?2 status. Since the expression of tumor biomarkers
may change after neoadjuvant therapy, it is recommended to repeat the testing on a tissue

resection samples.
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