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SAZETAK

Cilj: Odredivanje povezanosti statusa humanog epidermalnog faktora rasta (HER-2)
onkoproteina, potvrdene metodom hromogene in situ hibridizacije (CISH), sa starosnom
dobi, menstrualnim statusom, porodicnom anamnezom, lokalizacijom tumora, kao i
klinickom i patoloskom Tumor, Nodus, Metastaza, klasifikacijom tumora (TNM),
histopatoloskim tipom, histoloskim i nuklearnim gradusom, nalazom steroidnih receptora i
vrstom sprovedenog hiruskog lecenja, kod primarno operabilnog unicentricnog karcinoma

dojke, u odredivanju strategije inicijalnog lecenja.

Metode: Poredeni su klinicki TNM nalazi i opSte karakteristike bolesnica kod kojih je
lecenje zapoceto inicijalnim operativnim zahvatom u periodu 2006-2009. godine, sa
definitivnim HP nalazom kojim je odredivan tip tumora, velicina, patolodki pT i pN,

histoloski i nuklearni gradus, nalaz steroidnih receptora i CISH amplifikacija.

Rezultati: U osnovnoj grupi analizirano je 346 bolesnica sa duktalnim (DC), lobularnim
(LC) i drugim tipovima karcinoma dojke. U osnovnoj grupi amplifikacija HER-2 receptora
pokazala se kod 72 (20,81%) bolesnica. Za potrebe ovog istrazivanja poredene su grupe sa
I bez CISH amplifikacije.

U odnosu na starosnu dob (p=0.41) i menstrualni status (p=0.54) nije utvrdena statisticki
znacajna razlika. Statistcka znacajnost nije dobijena ni u odnosu na lokalizaciju tumora
(p=0.65), kao ni prema opstoj i porodocnoj anamnezi vezanoj za maligne bolesti dojke
(p=0.77 i1 p=0.5).

U odnosu na HP nalaz, utvrdena je statisticki znacajna razlika. Sa CISH amplifikacijom je
bilo DC - 55 (76,39%), kod LC - 11 (15,28%), ostalo 4 (5,56%), meSoviti karcinomi - 2
(2,78%), p=4.22:10°. Prema klinickom nodalnom statusu (p=0.78), i patoloskom
nodalnom statusu (p=0.81), nije utvrdena statisticka znacajnost.

Znacajna statisticka razlika dobijena je u odnosu na histoloski gradus (p=0.015), nuklearni

gradus (p=0.00135), kao i na odnos prema steroidnim receptorima (ER p=3-10°, PR



p=4-10").

Narednu analizu smo radili po PH tipu karcinoma unutar kategorija pT. Podatke o pT i
CISH je imalo 337/346 (97.4%) bolesnica, od cega je sa DC ukupno 183/346 (52.89%)
bolesnica, dok je LC imalo 118/346 (34.1%) pacijentkinja.

U formiranoj podgrupi samo duktalih i lobularnih karcinoma, analizirani su nalazi 301
bolesnice. Amplifikacija HER-2 onkoproteina pokazala se kod 66 (21,93%) bolesnica. Za
potrebe ovog istrazivanja poredene su grupa sa i bez CISH amplifikacije. U odnosu na
starosnu dob (p=0.08) i menstrualni status (p=0.68), nije utvrdena statisticki znacajna
razlika. Prema lokalizaciji tumora (p=0.82), i klinickom T (p=0.21) i N statusu (p=0.95),
nije utvrdena statisticka znacajnost. U odnosu na HP nalaz DC vs LC, utvrdena je
statisticki znacajna razlika. Sa CISH amplifikacijom je bilo DC 55 (83,33%) a kod LC 11
(16,67%) (p=2-10"). Statisticka znacajnost nije utvrdena kod patoloskog pT (p=0.17) ni
kod patoloskog pN (p=0.95). U ovoj podgrupi potvrdeni su nalazi dobijeni i U 0SNOVNOj
grupi sa neznatno izmenjenim vrednostima. Statisticka znacajnost potvrdena je i za
histoloski (p=0.079) i nuklearni gradus (p=0.00371). Intrigirani dobijenim nalazima dalju
analizu smo radili po PH tipu karcinoma unutar kategorija pT. Podatke o pT i CISH je
imalo 293/301 (98.34%) pacijenata od cega je sa DC ukupno 178/183 (97.27%,) bolesnica,
dok je LC imalo 115/115 (100%) pacijentkinja. Kod pacijentkinja sa DC u odnosu na LC
pokazana je statisticki znacajno veca ucestalost CISH amplifikacije. Ova znacajnost
iskazana je i kod poredenja velicine tumora pT1l (p=4.9:10%), u odnosu na pT2+3
(p=0.019).

Zakljuéak: Shodno dobijenim rezultatima zakljucili smo da nema statisticki znacajne
korelacije sa klinickim i patoloskim nodalnim statusom i HER-2 amplifikacije odredene
CISH metodom kod karcinoma dojke. Potvrdili smo da se kod duktalnih karcinoma
statisticki znacajno obrnuto cdesée javlja CISH amplifikacija nego kod lobularnih
karcinoma. Takode je potvrdena i statisticki veca ucestalost CISH amplifikacije u odnosu
na manje vrednosti steroidnih receptora, kao i direktno proporcionalna statisticka
znacajnost sa CISH amplifikacijom u odnosu na histoloski i nuklearni gradus. Potvrdili

smo vecu ucestalost CISH ampifikacije kod duktalnih nego kod lobularnih karcinoma.



Utvrdili smo da je amplifikacija statisticki znacajno veéa kod manjih tumora (pT1) nego
kod vecih (pT2+3). Ovaj nalaz ukazuje na vecu biolosku agresivnost manjih tumora,
pogotovo duktalnih karcinoma, u odnosu na veée tumore. lako nije jedini prognosticki i
prediktivni faktor, amplifikacija HER-2 onkoproteina prema PH tipu i velic¢ini tumora moze
uticati na buducu strategiju inicijalnog lecenja primarno operabilnih karcinoma dojke

klinickog stadijuma I i I1.

Kljucne reci: dojka, karcinom, duktalni, lobularni, TNM, HER-2



SUMMARY

Purpose: To determine the association of status of human epidermal growth factor (HER-
2) oncoprotein, chromogene confirmed using in situ hybridization (CISH), with age,
menstrual status, family history, tumor localization and the clinical and pathological
tumor, nodes, metastasis, the classification of tumors (TNM), histopathological type,
histological and nuclear grade, steroid receptor findings and type of surgical treatment
carried out, the primary operable breast cancer unicentric, in determining initial treatment

strategies.

Methods: The comparison of the clinical TNM and general characteristics of patients in
whom treatment was started with initial surgical procedure in the period of 2006 to 2009,
with definite findings that HP was determined by tumor type, size, pathological pT and pN,
histologic and nuclear grade, a finding steroid receptors and CISH amplification.

Results: The primary group analyzed 346 patients with ductal (DC), lobular (LC) and
other brest carcinoma. The amplification of the fundamental group of HER-2 receptor is
shown in 72 (20.81%) patients. For the purposes of this study group were compared with
and without CISH amplification. In relation to age (p=0.41) and menstrual status (p=0.54)
was not statistically significant difference. Statistically significance was not obtained even
in relation to the localization of the tumor (p=0.65), as well as the general anamnesis and
family anamnesis related to malignant breast disease (p=0.77 and p=0.5). Compared to the
HP findings, a statistically significant difference. With CISH amplification was DC - 55
(76.39%), with LC - 11 (15.28%), other - 4 (5.56%), two mixed carcinomas (2.78%) ,
p=4.22.10". According to the clinical nodal status (p=0.78), and pathologic nodal status
(p=0.81), not statistically significant. Statistically significant difference was observed in
relation to histological grade (p=0.015), nuclear grade (p=0.00135), and the relationship
to steroid receptors (ER p=3-10°, PR p=4-10").



Subsequent analysis we did for PH type of cancer within the pT category. Data on pT and
CISH had the 337/346 (97.4%) patients, of which the total DC 183/346 (52.89%) patients,
while LC had a 118/346 (34.1%) patients.

In the subgroup formed only DC/LC were analyzed the results of 301 patients.
Amplification of HER-2 oncoprotein is shown in 66 (21.93%) patients. For the purposes of
this study group were compared with and without CISH amplification. In relation to age
(p=0.08) and menstrual status (p=0.68), there isn't statistically significant difference.
According to the localization of the tumor (p=0.82), and clinical T (p=0.21) and N status
(p=0.95), there isn't statistically significant difference. Compared to the HP DC/LC
findings, there is a statistically significant difference. CISH with DC amplification was 55
pathients (83.33%) and the LC 11 patients (16.67%) (p=2-10"). The statistical significance
was not found in pathological pT (p=0.17) or in pathological pN (p=0.95). In this
subgroup confirmed the findings obtained in the primary group with slightly altered values.
Statistical significance was confirmed histologically and for (p=0.079) and nuclear grade
(p=0.00371). Intrigued by these findings, we did further analysis on PH type of cancer
within the pT category. Data on pT and CISH had the 293/301 (98.34%) patients, of which
the total DC 178/183 (97.27%) patients, while LC had a 115/115 (100%) patients. In
patients with DC in relation to the LC demonstrated a statistically significantly higher
incidence of CISH amplification. This significance is presented and comparisons with pT1
tumor size (p=4.9-10*), compared to pT2+3 (p=0.019).

Conclusion: According to the results, we concluded that there was no statistically
significant correlation with clinical and pathological nodal status and HER-2 amplification
determined using CISH methods in breast cancer. We have confirmed that in ductal
carcinoma significantly more frequently than CISH amplification lobular cancer. It was
also confirmed by the statistically inversely higher frequency of CISH amplification
compared to the low value of steroid receptors, and directly proportional to the statistical
significance of the CISH amplification with respect to histologic and nuclear grade. We
confirmed a higher frequency of CISH amplification in ductal carcinomas than in lobular.

We found that amplification was significantly higher in small tumors (pT1) than in larger



(pT2+3). This finding suggests a greater biological aggressiveness of smaller tumors,
particularly ductal carcinoma, as compared to larger tumors. Although that is not the only
prognostic and predictive factor, amplification of HER-2 oncoprotein by PH type and size
of the tumor, may affect the future strategy of initial treatment of primary operable breast

cancer clinical stage | and I1.

Key words: breast cancer, ductal, lobular, TNM, HER-2
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1. UvOoD

1.1. ISTORIJAT LECENJA PRIMARNO OPERABILNIH KARCINOMA DOJKE

Karcinom dojke predstavlja jednu od najrasprostranjenijih bolesti na osnovu
brojnih sprovedenih naucnih, klinickih, eksperimentalnih i epidemioloskih studija.
Globalne statisticke analize uradene jo$ 80-ih godina proSlog veka, nazalost i danas
nisu bitno promenjene. Karcinom dojke je 1 dalje jedno od najucestalijih malignih
oboljenja i vodeéi je uzrok smrti kod Zena obolelih od malignih bolesti [1]. Svake
godine se otkrije vise od milion novoobolelih u celom svetu. Kod muskaraca se javlja
retko i odnos je 1:100 [2].

Uprkos sve ranijoj dijagnostici, u svetskim razmerama oko 40-60% bolesnica u
vreme postavljanja dijagnoze ima zahvaene regionalne limfne ¢vorove u
homolateralnoj aksili [3]. lako je u trenutku otkrivanja bolest moguce ve¢ metastazirala
u regionalne limfne noduse, u ovu grupu spadaju i bolesnice klinickog stadijuma 11 II,
koje su primarno operabilne. U podacima razvijenih zemalja sa organizovanim skrining
programima, navodi se da se udeo lokalizovane bolesti (klinicki i patoloski stadijum I)
u novotkrivenim slu¢ajevima raka dojke krece i do 80%. Zbog verovatnog postojanja
udaljenih mikrometastaza, oko 50%-70% bolesnica ¢e u narednih 10 godina dobiti
recidiv bolesti [4].

lako je podatak iznet unazad 34 godina, a i pre definisanja standardne adjuvantne
hemio-hormono terapije, procenat bolesnica koje umiru zbog relapsa bolesti je i dalje
relativno visok, a pitanje mogucénosti trajnog izlecenja cak i ranog karcinoma dojke je i
dalje nejasno [5,6,7,8,9].

Uz kvalitet inicijalnog hiruskog lecenja, do sada poznati i definisani osnovni
parametri prognoze su odredeni veli¢inom tumora (T), histoloSskim i nuklearnim
gradusom, statusom aksilarnih limfnih nodusa (N), prisustvom udaljenih metastaza (M)
kao i stausom estrogenskih, progesteronskih i HER-2 receptora i Ki67 nuklearnim
proteinom u samom tumoru.

HER-2 (human epidermal growth-factor receptor) pripada  grupi
transmembranskih receptora za faktore rasta. U ovoj grupi od do sada otkrivenih 4

receptora koji ucestvuju u meducelijskoj komunikaciji (HER-1-4), HER-2 predstavlja



sloZeni protein koji se nalazi na povrsini ¢elije 1 u normalnim uslovima kontroliSe rast i
deobu ¢elije. Kodiran je protoonkogenom cerB-2, lokalizovanom na 17 hromozomu
koji se u literaturi se nalazi pod imenima HER-2/neu, HER-2 onkoprotein, onkogen i
protoonkogen [10].

Odredivanje ekspresije i amplifikacije HER-2 u karcinomu dojke postalo je
neophodan vodi¢ za svakodnevnu klini¢ku praksu.

Osnovne metode testiranja su: 1. imunohistohemijska metoda(IHH), kojom se
identifikuje poveéana proteinska ekspresija na celijskoj membrani i 2. metoda in situ
hibridizacija (ISH), bilo fluorescenta in situ hibridizacija (FISH) ili hromogena in situ
hibridizacija (CISH), kojoma se determiniSu postojanje genske amplifikacije.

HER grupu receptora ¢ine cetiri membranska proteina: receptor humanog
epidermalnog faktora rasta HER1 (EGFR), HER2 (poznat i kao neu/c-erb B2), HER3
(c-erb-B3) i HER4 (c-erb-B4).

Strukturno, HER receptori se sastoje od tri regiona: 1. ekstracelularnog dela za
vezivanje liganda, 2. transmembranskog glikoproteinskog dela u kome se receptor
vezuje za ¢elijsku membranu 1 3. intracelularnog podrucja (izuzev HER3) koji odreduje
aktivnost tirozin-kinaze. U inaktivnom stanju HER receptori su monomeri. Vezivanjem
liganda i aktivacijom receptora dolazi do njihove homo i heterodimerizacije i aktivacije
enzima tirozin-kinaze. Na taj nacin aktivira se kaskadni mehanizam biohemijskih
promena u samoj celiji, Sto dovodi do ¢elijske proliferacije, apoptoze, angiogeneze,
promena u adhezivnosti i motilitetu ¢elija. Poremecaj bilo koje faze ovog mehanizma
moze da dovede do prekomerne proliferacije, migracije ¢elija i njihovog metastaziranja
[11,12,13].

Klini¢ki znacaj amplifikacije gena receptora humanog epidermalnog faktora rasta
HERZ2, lokalizovanog na hromozomu 17, u karcinomu dojke je ustanovljen pre vise od
dve decenije, kada je Slamon sa saradnicima objavio rezultate svojih istrazivanja [14].

Od tada je u brojnim studijama dokazano da HER2 genska amplifikacija i/ili
povecana proteinska ekspresija predstavljaju faktor loSe prognoze udruzen sa rapidnim
tumorskim rastom, povec¢anim rizikom za pojavu recidiva nakon hirurskog tretmana,
slab odgovor na konvencionalnu hemioterapiju i hormonsku terapiju i krace
prezivljavanje [15,16,17,18,19].



Povecana ekspresija HER2 moze, ali i ne mora biti udruzena sa drugim faktorima
loSe prognoze, kao Sto su veli¢ine tumora, visok gradus histoloske i nuklearne
diferencijacije, negativan status steroidnih receptora (SR) estrogen (ER) i progesteron
(PR) i visok proliferativni indeks [20,21].

HER2 genska amplifikacija ili povecana proteinska ekspresija vida se kod 10-
34% karcinoma dojke [11]. Amplifikacija ovog gena (viSe od deset kopija) dovodi do
izrazito povecane (over) ekspresije HER-2 receptora (povecana sinteza membranskog
glikoproteina — receptora). Ovo podrazumeva HER-2 pozitivan tumorski status kod
karcinoma dojke, a za rezultat ima nekontrolisan rast i deobu celija Sto predstavlja
osnovu tumorske transformacije [22].

U poslednjih dvadeset godina otkriven je i definisan znacaj HER-2 receptora, koji
pokazuje overekspresiju u primarnom tumoru u 10-34% bolesnica sa karcinomom
dojke. Pozitivnost HER-2 ima ne samo prognosticki, ve¢ i prediktivni znacaj, jer se na
taj nacin mogu selektovati bolesnice koje su kandidati za primenu trastuzumab-a,
monoklonskog antitela koje se vezuje za HER-2 receptore, dovode¢i do ciljanog
uniStavanja tumorskih celija. Ve¢ prvi rezultati potvrdili su znacajno vecu terapijsku
efikasnost kombinacije hemioteapije sa trastuzumab-om u odnosu na samo
hemioterapiju [23,24].

Vise studija pokazalo je da je petogodi$nje prezivljavanje kod vecine ostalih
maligniteta samo interval, nakon koga je recidiv izuzetno redak, a smrtni ishod veoma
izvestan. Za karcinom dojke rizik od recidiva (kao lokalne ponovne pojave bolesti),
traje godinama, pa Cak i decenijama od inicijalne dijagnoze i sprovedenih modaliteta
leCenja. Ovo se posebno odnosi na bolesnice kod kojih je karcinom dojke
dijagnostikovan pre 50-te godine starosti, (oko 1/4 svih bolesnica), i kod kojih se
karcinom dojke skoro moze smatrati hronicnom boles¢u. Naime, desetogodisSnje
prezivljavanje za bolesnice sa ranim stadijumima bolesti iznosi 80-90% [8,9].

Takav tok bolesti opravdava tezu da je karcinom dojke od pocetka sistemska
bolest sa mikrometastazama koje mogu "mirovati" godinama, a zatim preci u klinicki
manifestnu bolest.

Konsenzus o izboru najsvrsihodnije terapije u razli¢itim stadijumima i fazama
klinicke evolucije karcinoma dojke na osnovu HER-2 statusa je u stalnim

dopunjavanjima, a pojedine dileme perzistiraju (najadekvatnija hemioterapijska



kombinacija u adjuvantnom pristupu, izbor hormonoterapije u SR+ i HER-2 3+ statusu,
broj linija hemioterapije u kojima istu treba kombinovati sa Trastuzumab-om, primena
Trastuzumab-a u karcinomu dojke koji pokazuje HER-2 pozitivnost ali ne i 3+
hiperekspresiju), kao i primena Trastuzumab-a u neodjuvantom pristupu.

Poslednjih desetak godina u literaturi je publikovan veci broj radova u kojima su
istrazivani razliciti aspekti prediktivne i prognosticke znacajnosti ekspresije HER-2
onkoproteina u karcinomu dojke kao i overekspresije HER-2 kao faktora nepovoljne
prognoze. Medutim, podaci vezani za meduzavisnost HER-2 statusa prema poloZaju,
veli¢ini, tipu tumora, njegovog histoloskog i nuklearnog gradusa, zahvacenosti
regionalnih limfnih nodusa kao i drugih faktora rizika, ne daju odgovore na sva pitanja
[25,26,27,28,29,30,31,32,33].

1.2. EMBRIOLOGIJA DOJKE

Prvi embrionalni zaceci dojki vide se u toku pete nedelje embrionalnog razvicéa a
ispoljavaju se u vidu primitivne ektodermalne trake ili “mlecne linije” koja se pruza od
aksile pa do sredine ingvinalnog predela. U grudnom delu od ove trake nastaje mle¢ni
greben dok ostali deo mlecne linije podleze regresiji. Nekompletna regresija ili
nekompletno iS¢ezavanje primitivne mlecne trake osnov je za pojavu akcesornog tkiva
dojke koje srecemo kod 2-6 % odraslih zena.

Izmedu 7 i 8 nedelje gestacije javlja se zadebljanje mamarnog zacetka (stadijum
mleCnog brezuljka), nakon c¢ega sledi invaginacija u mezenhim zida grudnog koSa
(diskoidni stadijum) i trodimenzionalni rast (globularni stadijum). Dalja invazija
mezenhima grudnog kosa rezultira u spljostavanju mlecne brazde (konusni stadijum)
koji se vidi izmedu desete i Cetrnaeste nedelje gestacije. Izmedu 12-te i 16-te nedelje,
mezenhimske ¢elije se diferenciraju u glatke misice ¢elije bradavice i1 areole. Zatim se
razvijaju epitelni pupoljci (stadijum pupljenja), a onda se isti granaju stvarajuci 15-250
epitelnih pruga (16-ta nedelja, stadijum grananja). Ove epitelne trake predstavljaju
buduce sekretorne alveole dojke. Zatim nastaje sekundarni mamarni zacetak sa
diferencijacijom folikula dlaka, lojnih Zlezda i znojnih Zlezda ali su samo znojne Zlezde

vidljive u ovom periodu. Veruje se da se filogenetski paranhim dojke razvija od znojnih



zlezda od kojih nastaju Montgomery-eve Zlezde ove bradavice. Ovaj razvoj nije pod
hormonskim uticajem.

Za vreme treéeg trimestra trudnoce, placentarni seksualni hormoni ulaze u fetalnu
cirkulaciju i indukuju tunelizaciju razgranatog epitelnog tkiva (kanalikularni stadijum).
Proces traje od 32 do 40-te nedelje razvica. U vreme termina za porodaj formirana su
15-25 duktusa koji se spajaju sa duktusima lojnih zZlezda u blizini epiderma.

Paranhimska diferencijacija ispoljava se izmedju 32 i 40-te nedelje kada se vide
lobulo-alveolarne strukture koje sadrze kolostrum (terminalni vezikularni stadijum). U
ovom stadijumu se vidi ¢etvorostruko uvecanje mase mlecnih Zlezda a istovremeno se
razvija 1 bradavica — areolarni kompleks sa naglasenijom pigmentacijom. Kod
neonatusa oba pola stimulirano tkivo dojke luc¢i kolostrum koji se istiskuje iz dojke u
toku 4-7 postpartalnih dana.

Lucenje kolostruma regresira izmedju 3-4 nedelje kada dolazi i do involucije dojki
zbog nestanka placentarnih hormona.

Najcesce, pubertet kod devojéica pocinje izmedu desete i dvanaeste godine kao
rezultat delovanja hipotalami¢nih hormona koji se lue u hipotalami¢no-hipofizni
portalni venski sistem. Bazofilne ¢elije oslobadaju folikulostimulirajuéi i lutenizirajuéi
hormon koji uticu na primarne ovarijalne folikule da sazrevaju u grafove folikule. Oni
dalje luce estrogene najcesce u obliku 17-beta estradiola. Ovi hormoni indukuju rast i
maturaciju dojki i genitalnih organa.

U toku 1-2 godine posle menarhe hipotalami¢no hipofizna funkcija nije
izbalansirana. U ovom periodu je sinteza estrogena izrazenija od sinteze progesterona.
Estrogeni izazivaju uzduzni rast duktusa dojki i rast duktalnog epitela. Terminalni
duktuli, takode, stvaraju pupoljke koji su prethodnici lobula dojki. Simultano se razvija
periduktalno vezivno tkivo sa pojaanom vaskularno$¢u i razvojem masnog tkiva. Ove
su promene indukovane estrogenima, sintetisanim u nezrelim overijalnim folikulima
koji su anovulatorni. Kasnije folikuli ovuliraju i zuta tela stvaraju progesteron.
Relativna uloga ovih hormona nije u potpunosti razjaSnjena. Sam estrogen indukuje
naglaSeno povecanje duktusa dok progesteron to ne c¢ini. Oba hormona indukuju

duktulo-lobulo-alveolarni rast [34].



1.3. ANATOMIJA DOJKE

Dojka je modifikovana znojna Zzlezda ¢iji se zacCeci javljaju u Sestoj nedelji
fetalnog razvoja iz zadebljanja epiderma na ventralnoj strani tela. Posle rodenja kod
muskaraca ostaje rudimentirani organ, a kod Zena se progresivno razvija u pubertetu, da
bi u trudno¢i dostigla svoju punu morfolosku zrelost i funkcionalnu aktivnost. U
menopauzi dolazi do njene involucije i atrofije. Dojka se nalazi na prednjem zidu
grudnog kosa, izmedju Il i V rebra, prednje aksilarne i parasternalne linije. Sastoji se od
strome i zlezdanog tkiva. Stromu ¢ini masno tkivo koje obavlja mle¢nu Zlezdu i
fibrozno tkivo. PovrSna (potkozna) fascija kao i duboka koja pokriva m. pactoralis
major obavijaju tkivo dojke i povezane su fibroznim trakama - Kuperovi ligamenti - ¢ije
zatezanje objaSnjava retrakcija koze prilikom ravoja malignog tumora u dojci.
Zlezdanih reZnjeva dojke ima 15-20, i oni su medusobno odvojeni stromom. Svaki
rezanj ima veci broj reznjica (lobulusa), a svaki od lobulusa ima 10-100 acinusa.
Lobulus je strukturna jedinica mle¢ne zlezde. Acinusi su oblozeni kockastim epitelom 1
izlivaju se u mamilu preko mlecnih kanali¢a koji su oblozeni cilindricnim epitelom.
Ovakvnih mle¢nih kanali¢a (duktusa) ima oko 20 i oni se na putu prema bradavici
prosiruju u ampule koje su oblozene plocastoslojevitim epitelom. Kako dojka
predstavlja target tkivo, cikli¢no se odigravaju histoloske promene u njoj pod dejstvom
ovarijalnih hormona, estrogena i progesterona.

Pod dejstvom estrogena proliferiSe eptiel duktusa i acinusa, a pod dejstvom
progesterona dolazi do rasta i edema strome, do pojacane sekretorne aktivnosti acinusa i
do prosirenja duktusa. U daljem toku odigrava se skvrcavanje duktusa, deskvamiraju

¢elije 1 nestaje edem.

Vaskularizacija dojke ima slede¢u anatomsku Semu:

¢ medijalni deo dojke ishranjuje se preko rami perforantes-a. a. mamariea interne

e duboka strana dojke vaskularizovana je bocnim probojnim granama interkostalnih
arterija

e najve¢i deo tkiva dojke, oko 80% irigira a. axillaris 1 njene grane: a.

thoracoacromialis, a. thoracica lateralis i a. thoraco dorsalis.



Vene prate istoimene arterije a njihov je znacaj u rasejavanju malignih ¢elija iz tumora

dojke u opstu cirkulaciju. Razlikuju se sledec¢e grupe vena:

e aksilarna vena sa pritokama odvodi krv direktno u desno srce Sto objasnjava veliki
procenat metastaza u plu¢ima

e povrsne (potkozne) vene dojke

e grane v. mammariae interne takodje preko v. anonime odvode krv u pluénu
cirkulaciju

e Interkostalne vene komuniciraju sa vertebralnim venskim pleksusom koji nema
valvula pa je mogucéa retrogradna cirkulacija pri promeni intraabdominalnog

pritiska. To favorizuje diseminaciju malignih ¢elija u kicmu, lobanju, karlicu, femur.

Limfna drenaza dojke:

Putem difuznog kutanog limfnog pleksusa 1 dubokog, subareolarnog
(intramamarnog) pleksusa vise od 85% limfne drenaze odvija se preko aksilarnih
limfnih sudova i nodusa. U manjoj meri limfa ide u noduse mammariae interne
(parasternalno), u paravertebralne limfne noduse, pozadi, preko interkostalnih limfnih
sudova, kao i u infra i supraklavikularne limfne noduse.

Komunikacije limfnog sistema dojke sa suprotnom dojkom postoji preko
retromanubrijalnih limfnih nodusa kao i sa subdijafragmalnim nodusima i jetrom preko

limfnih sudova misica prednjeg trbusnog zida [34].

1.4. PATOMORFOLOSKI ASPEKT KARCINOMA DOJKE

Maligni tumori dojke mogu biti porekla koze, masnog tkiva, mezenhimalnog tkiva
1 u najveCem procentu epitelnih struktura. Karcinom dojke potice iz epitela kanalica

(duktalni) i acinusa (lobularni).

Klasifikacija karcinoma dojke — prema UICC
I Neinvazivni karcinomi
1. duktalni in situ (intraductale)

2. lobularni in situ



Il Invazivni karcinomi
1. duktalni
- papilarni
- tubularni
- medularni
- mucinozni
- Mb. Paget
2. lobularni
3. adenocisti¢ni
- sekretorni (juvenilni)

- apokrini

Duktalni karcinomi su najc¢esci i ¢ine 70%- 80% svih malignih tumora dojke, pri
¢emu je najviSe zastupljen histoloski oblik, invazivni duktalni karcinom (2/3 svih

duktalnih). Lobularni karcinom je zastupljen u manjem procentu [35].

1.5. EPIDEMILOGIA KARCINOMA DOJKE

Karcinom dojke je bolest Zzena. Kod muskaraca se javlja retko i odnos je 1:100
[36]. U mnogim razvijenim zemljama kao i u zemljama u razvoju karcinom dojke je
najces¢e maligno oboljenje 1 vodeci je uzrok smrti kod Zena obolelih od malilgnih
bolesti [2,37].

Procenjuje se da je rak dojke u porastu kako zbog uticaja razlicitih faktora rizika,
tako i zbog produZenja Zivotnog veka, bolje dijagnostike, ta¢nijih statistickih podataka i
dr.

Incidenca raka dojke varira Sirom sveta: ona je najniza u manje razvijenim
zemljama a najveca u razvijenim zemaljama. U dvanaest svetskih regiona, godisnje
standardizovane stope incidencije na 100.000 Zena su: u isto¢noj Aziji 18, juzna i
srediSnja Azija 22, podsaharska Afrika 22, jugoistotne Azija 26, severna Afrika i
zapadna Azija 28, juzna i srednja Amerika 42, isto¢na Evropa 49, juzna Evropa 56,
severna Evropa 73, okeanija 74, zapadna Evropa 78, u severnoj Americi 90.



Porast incidence karcinoma dojke je u razvijenim zemljama je delimi¢no objasnjiv
modernim na¢inom zivota i ve¢im moguénostima rane dijagnostike. U ovim zemljama u
starosnoj strukturi samo 5% Zena oboljeva od raka dojke u dobi ispod 40 godina.
Cetvrtine svih malignih bolesti. Procenjuje se da svake godine otkrije oko 4000 novih
slucajeva raka dojke. Ovaj karcinom je ujedno i vodeéi uzrok smrti medju malignim
tumorima kod Zena. U Srbiji su od raka dojke 2006. godine umrle 1574 Zene, Sto Cini
oko 18% smrtnosti od kancera u Zenskoj populaciji.

Incidenca raka dojke u Srbiji je u neprekidnom porastu (Slika 1).

Sirova stopa mortaliteta se od 1970. godine povecala 4 puta, sa 10 na 100,000
zena na 40 u 2004. godini (Slika 2). Standardizovana stopa mortaliteta povecala se u

istom periodu 2,5 puta (sa 8,3 na 20,7) [38].
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Slika 1. Stope incidence raka dojke kod Zena u centralnoj Srbiji i Vojvodini (sirove
stope incidence na 100 000 Zena, Registar za rak centralne Srbije, 2004.
godina)
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Slika 2. Stopa mortaliteta vode¢ih malignih bolesti kod zena u Srbiji (sirova stopa

mortaliteta na 100 000 Zena, Registar za rak centralne Srbije, 2004. godina)

Ucestalost raka dojke pocinje naglo da raste nakon 40. godine zivota (Slika 3).

Prema podacima za centralnu Srbiju za 2004. godinu, kod 22% Zena je rak dojke

dijagnostikovan pre 50. godine starosti.
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Slika 3. Uzrasno-specificne stope incidence raka dojke u centralnoj Srbiji (stope

incidence na 100,000 Zena, Registar za rak centralne Srbije, 2004. godina).
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1.6. KARCINOM DOJKE KAO SOCIJALNO MEDICINSKI PROBELM

Dojka je organ pristupacan pregledu. Sam pregled je jednostavan i bezbolan ali
pravovremeno javljanje Zena obolelih od malignih tumora dojke lekaru nije
zadovoljavajuée. Razlozi za to mogu biti subjektivni i objektivni. Strah od bolesti,
smrti, svesno skrivanje bolesti, nivo zdrvstvene kulture i vaspitanje kao i podmukli
razvoj bolesti u najve¢em broju slucajeva (bezbolni tumori), najéesce su uzrok kasnijeg
javljanja obolelih lekaru.

Zbog svoje ucestalosti i posledica karcinom dojke je veliki socijalno medicinski
problem. Pre svega zbog toga §to u znacajnom broju pogada Zene u rano produktivnom
periodu zivota, tako da pored fizi¢kih i1 psiholoskih postoje 1 drustveno ekonomske
posledice [39].

To su odsustvovanja sa posle, nastanak invalidnosti, cena leCenja kao i prerana
smrt obolelih. 1z tog razloga svetska zdravstvena organizacija (WHO) nacionalne
programe za dojku razli¢itih zemalja usmerava tako da podstakne pacijente kako bi
dijagnosticko terapijski tretman zapoceo u ranoj fazi bolesti. Uprkos savremenom
pristupu o sistemskom karakteru humanog karcinoma dojke, detekcija u ranom
stadijumu znaci dobru prognozu. U nasim uslovima veéina bolesnica otkriva tumor u
dojci sama, najcesce slucajno.

Iz tog razloga je razumljiva preporuka WHO da je neophodno edukovati Zene i
ukazati im na bitne simptome kako mogu prepoznati bolest u ranoj fazi. A to su:

e tvrdina u dojci

e otekline

e izrasline

e uvucene bradavice

e ranice

e sukrvica iz bradavice

Nadalje, potrebno je sprovoditi selektivni skrining za Zene sa visokim rizikom za
oboljenje od karcinoma dojke. Hagenssen je sugerisao joS pedesetih godina proslog
veka da je znacajnije obucavanje zena za vrSenje samopregleda nego edukacija lekara

tehnici pregleda dojki [40].
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Dosadasnji rezultati nesumnjivo ukazuju da se Zene od 40-65 godina starosti,

osposobljene za samopregled u vecoj meri javljaju lekaru sa nekim od obolenja dojke.

1.7. KARCINOM DOJKE KAO SISTEMSKA BOLEST

U poslednjih pet decenija promenilo se shvatanje o biologiji i evoluciji karcinoma
dojke. Novija saznanja o biologiji malignih tumora u suprotnosti su sa nekadasnjim
stavom koji je ukazivao da je maligna bolest postepeni, kaskadni proces, u kome
hematogeno rasejavanje malignih c¢elija po organizmu nastaje nakon invazije
regionalnih limfnih ¢vori¢a. Prema savremenim saznanjima karcinom dojke je
sistemska bolest, a diseminacija malignih ¢elija nastaje u najranijoj fazi razvoja tumora.
To znaci da zahvatanje regionalnih limfnih zlezda malignim c¢elijama ve¢ predstavlja
manifestaciju opSteg rasejavanja. Ovakva priroda maligne bolesti je najbolje proucena
na primeru karcinoma dojke, medjutim, sve je viSe dokaza da se i karcinom jetre, pluca,

kolona, kao i maligni melanom ponasaju na isti nacin.

Mehanicka teorija Virhovljevog shvatanja razvoja malignog procesa u tri faze:

T —tumor, N - region, nodusi, M — udaljene metastaze (TNM)
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Savremeni pristup:

Karcinom dojke pocinje da metastazira u predklinickoj fazi razvoja. To je period
kada je tumor dijagnosti¢ki nedostupan. U momentu postavljanja dijagnoze zapocinje
klinicka faza razvoja karcinoma dojke, koja traje krace, u poredenju sa vremenom
proteklim od nastanka tumora, do prepoznavanja bolesti [41].

Rasejavanje malignih ¢elija iz primarnog tumora odigrava se izmedu desete i
dvadesete deobe i to limfogeno, hematogeno i per continuitatem, mada je osnovni put
kojim se prenose Celije do vitalnih organa hematogeni. Maligne ¢elije prodiru u krvne
sudove direktno unutar tumora ili kroz limfatikovenske kanale limfnih nodusa.
Utvrdjeno je da tumorska masa do 2mm u dijametru moze u duzem periodu da se
ishranjuje putem difuzije. Dalji razvoj tumora pracen je urastanjem novoformiranih
kapilara u tumorsku masu te ovaj proces neovaskularizacije putem angiogeneze

favorizuje rasejavanje malignih Celija [42,43,44].
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Smatra se da limfni nodusi ne predstavljaju mehanicki mikrofilter, ve¢ su sediste
imunoloskog nadzora. Kancerske c¢elije se mogu zadrzati i razvijati unutar njih
formirajuci sekundarni depozit, da prolaze bez reakcije ili mogu biti uniStene. Sistem
limfnih sudova i1 vaskularna mreza Cine usko povezani cirkulatorni sistem tako da
maligne Celije viSestruko prelaze iz jednog sistema u drugi i formiraju mikrometastatska
ognjista koja se sadas$njim dijagnostickim metodama ne mogu otkriti.

Evolucija maligne bolesti nije samo posledica agresivnosti i malignog potencijala
tumora, vec je u sprezi sa otporno$¢u obolelog domacina [45,46].

Nezahvacenost regionalnih — aksilarnih limfnih nodusa metastazama karcinoma
dojke je bitan, ali ne i iskljucivi pokazatelj povoljne prognoze obolelih. Dugoro¢ne
klini¢ke studije ukazuju na veliku smrtnost obolelih od karcinoma dojke sa negativnim
limfnim nodusima u aksili nakon 30 i 40 godina od operacije [47].

Adair-ovo 30-godisnje pracenje pokazuje da samo 20% obolelih Zivi bez znakova
bolesti [48]. Ovaj podatak ukazuje da uniStavanje malignih ¢elija rasejanih u ranoj fazi
razvoja karcinoma dojke moze poboljsati dugorocno prezivljavanje 1 pokrece pitanje
primene sistemske terapije u obolelih sa negativnim aksilarnim statusom: citotoksi¢ne
hemioterapije, hormonske ili neke druge terapije koja bi povecala imunoloski kapacitet
obolele osobe.

Avgusta 1981. godine National Surgical Adjuvant Breast Project (NSABP) je
zapoceo randomizirani trajal B-13 kod obolelih od karcinoma dojke sa negativnim
(histoloski) limfnim nodusima u aksili i negativnim ER receptorskim statusom tumora
(ER < 10 fmol/mg prot.). Rezultat ovog trajala je sledeci: prezivljavanje bez znakova
bolesti je znacajno duze u bolesnica koje su nakon operacije (mastektomije) primale
sistemsku hemoterapiju (Metotrexat i Fluorouracil) [49,50].

Milanski trajal za istu kategoriju bolesnica (negativni nodalni status i negativni
ER receptorski status tumora) uvodi i Ciklofosfamid uz Metotrexat i Fluorouracil.
IzvesStaj ovog trajala ukazuje na duze prezivljavanje, ukupno i bez znakova bolesti ovih
bolesnica [51].
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1.8. OPERATIVNI PRISTUP LECENJU MALIGNIH TUMORA DOJKE

Prve kriterijume operabilnosti karcinoma dojke postavio Haagensen jo$
1943.godine [40]. Od tada se oni neprekidno menjaju [52].

Protokolom za dijagnostiku i leenje malignih tumora dojke, predvideno je
operativno lec¢enje bolesnika sa mobilnim tumorom, bez znakova bioloske agresivnosti i
bez udaljenih metastaza. Indikaciono podruc¢je za primarni hirurski tretman obuhvata
tumore klasifikovane prema TNM sistemu kao T1-3NO-1MO. Uslovno inoperabilni
tumori klasifikovani su kao T1-4b, N2, MO bez ili sa znacima bioloSke agresivnosti. Uz
prethodnu biopsiju radi patohistoloske verifikacije maligniteta i preoperativnu
neoadjuvantnu i/ili zraénu terapiju, mogu se leCiti odgovaraju¢om hiruskom
procedurom.

Operativno leCenje tumora dojke zapocCinje 1868. godine kada Pauer
tumorektomijom pokuSava da oslobodi zene ove opake bolesti. Krajem devetnaestog
veka (1894. god.) Halsted uvodi radikalnu mastektomiju sa disekcijom aksile i ova
operacija ostaje do danas prisutna u leCenju malignih tumora dojke.

Primena ove operativne metode zasnivala se na shvatanju da je karcinom dojke u
pocetku lokoregionalni proces, koji se Siri striktno limfogeno, najpre u limfne zlezde
istostrane aksile. 1z tog razloga se pretpostavljalo da se Sirokom ekscizijom koze dojke,
uklanjanjem tkiva dojke, dezinsercijom velikog i malog grudnog misica i1 evakuacijom
(disekcijom) limfnih ¢vorova i masnog tkiva aksile, moze posti¢i eradikacija svih
malignih ¢elija.

Hematogena diseminacija tada nije bila poznata. Prevazilazenjem shvatanja o
razvoju maligne bolesti kao postepenom, kaskadnom procesu, suZzava se indikaciono
podrucje za primenu Halsted-ove operacije na tumore koji fiksiraju pektoralni misic.

Manje radikalne, tzv. modifikovane radikalne mastektomije koje se primenjuju, uz
eventualnu adjuventnu terapiju, jesu operacije po Patey-u i po Madden-u.

Operacija po Patey-u obuhvata amputaciju dojke, dezinserciju malog grudnog
miSica 1 blok disekciju limfnih ¢vori¢a 1 masnog tkiva Citave aksile. Manje radikalna je
operacija po Madden-u kojom se uklanja dojka, donja i srednji sprat aksile. Fisher i
Veronesi 1976. godine zapocinju nezavisno, randomizirane trajale ¢iji nalazi dovode do

promene u radikalnosti hiruskog pristupa u le¢enju malignih tumora dojke. Naime, trajal
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NSABP i trajal Nacionalnog kancer instituta — Milano, pokazali su da se tumori
dijametra do 2 cm, sa klini¢ki negativnim (neopipljivim) nodusima u aksili, mogu le¢iti
segmentnom resekcijom dojke 1 disekcijom aksile uz primenu postoperativne zrane
terapije, kao i adjuvantne hemio i/ili hormono terapije shodno definitivnom
histopatoloskom nalazu. Kako nije utvrdena statisticki znac¢ajna razlika u prezivljavanju
u odnosu na radikalnu mastektomiju, Unija za Medunarodnu Kontrolu Raka (UICC)
prihvata i promoviSe stav da se tumori klasifikovani kao T1 NO MO, mogu leciti
kvadrantektomijom uz disekciju aksile i primenu postoperativne zracne terapije i/ili
adjuvantne hemio i hormono terapije [53,54,55].

Trend u konzervativnom odnosno postednom lecenju karcinoma dojke, malog
dijametra, niskog histoloSkog i nuklearnog gradusa, ide u pravcu lampektomije. Tom
prilikom se uklanja segment dojke sa tumorom.

U poslednjih 20 godina poStedne operacije su od slobodnih ivica resekcije tumora,
koje su se u pocetku kretale od 2 do 5 cm, promenile, tako da je danas adekvatna

tumorektomija ona kod koje su ivice resekcije slobodne a da su pri tome u samom
hiruskom radu te distance svedene na 1 do 2 mm [56,57] .

Takode je 1 obim disekcije istostrane pazuSne jame sveden na minimum
uvodenjem sentil provere i odstranjivanjem samo pozitivnih strazarskih limfnih nodusa
[34,58,59,60,61,62,63].

Ovo napredovanje se i dalje nastavlja uz pratece novine hemio, hormono i zra¢ne

terapije.
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2. CILJEVI RADA

2.1. CILJEVI ISTRAZIVANJA

2.1.1. Odredivanje ekspresije HER-2 receptora u primarnom tumoru bolesnica sa

inicijalno operabilnim karcinomom dojke klinickog stadijuma I i ITA i IIB.

2.1.2. Ispitivanje povezanosti HER-2 statusa u primarnom tumoru sa:

a.

klinickim stadijumom regionalnih limfnih ¢vorova u aksili prema TNM

klasifikaciji (NO i N1);

. patoloskim stadijumom regionalnih limfnih ¢vorova u aksili prema pTNM

klasifikaciji (pNO, pNI1, pN2) i brojem zahvacenih regionalnih limfnih
¢vorova u aksili u slucaju patoloskog pN stadijuma;
lokalizacijom primarnog tumora u odnosu na kvadrante dojke (lateralna,

medijana i centralna);

. veli¢inom primarnog tumora prema TNM 1 pTNM Kklasifikaciji (T1-T3; pT1-

pT3).

e. vrednostima histoloskog i nuklearnog gradusa tumora

2.1.3. Analiza povezanosti slede¢ih faktora rizika:

a.

b
C.
d

pozitivna vs negativna porodicna i li¢na anamneza

. starosti bolesnica pri postavljanju inicijalne dijagnoze (<45 vs >45);

menstrualnog statusa bolesnica (premenopauzne vs postmenopauzne);

. ekspresije/amplifikacije HER-2 u primarnom tumoru potvrdena CISH

analizom;
statusom estrogenskih receptora u primarnom tumoru (Er scor <3 vs Er scor
>3);

. Statusom progesteronskih receptora u primarnom tumoru (Pgr scor <3 vs Pgr

scor >3);

vrednostima histoloskog i nuklearnog gradusa tumora;

. klini¢kog statusa regionalnih limfnih ¢vorova u aksili (NO vs N1);
. patoloskog statusa regionalnih limfnih ¢vorova (pNO vs pN1-2);

. brojem zahvadenih regionalnih limfnih ¢vorova u aksili kod lateralne,

medijalne i centralne lokalizacije primarnog tumora (>4 vs <4);
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2.2. RADNA HIPOTEZA

NaSa radna hipoteza polazi od pretpostavke da postoji korelacija izmedu over
ekspresije  HER-2 onkoproteina u primarnom tumoru i metastatski zahvacenih
regionalnih limfnih nodusa u istostranoj aksili, kod bolesnica sa inicijalno operabilnim
karcinomom dojke, uzimaju¢i u obzir lokalizaciju primarnog tumora (lateralni,
medijalni, centralni kvadrant dojke) 1 broj zahvacenih pozitivnih regionalnih limfnih
nodusa u aksili.

Kod medijalne i centralne lokalizacije primarnog tumora u dojci nepovoljan
faktor prognoze je zahvacenost jednog ili vise limfnih ¢vorova, a kod lokalizacije u
lateralnim kvadrantima pozitivan nalaz u najmanje Cetiri od deset ili viSe limfnih
¢vorova.

Dalje smo pretpostavili da postoji zavisnost izmedu amplifikacije HER-2
onkoproteina i veli¢ine primarnog tumora u dojci (T1-T3 i pT1-pT3), patohistoloskog
nalaza tipa tumora, histoloSkog i nuklearnog gradusa tumora, i klinickog i patoloskog
stadijuma bolesti (klinicki stadijum I vs II, patoloski stadijum I vs II).

S obzirom da je overekspresija HER-2 onkoproteina faktor nepovoljne
prognoze, takode smo pretpostavili da postoji korelacija sa drugim faktorima
nepovoljne prognoze u li€noj anamezi (rana menarha, kasna menopauza, bez trudnoce i
porodaja, starosno doba, hormonska nezavisnost karcinoma dojke, benigne bolesti
dojke, prethodna endokrina terapija) i porodi¢noj anamnezi (karcinom dojke, ovarijuma

I ostali karcinomi u prvoj i drugoj liniji srodstva).
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3. MATERIJAL | METODOLOGIJA
3.1. MATERUAL

NaSe naucno istrazivanje je eksperimentalno-klinicka studija sprovedena u
Institutu za onkologiju i radiologiju u Beogradu (IORS), u periodu od 2006 do 2009.
godine, u koju su bile uklju¢ene 346 bolesnice sa inicijalno operabilnim karcinomom
dojke. Kriterijumi za uklju¢ivanje u studiju su bili:

1. patoloski dokazan karcinom dojke,

2. klinicki stadijum I 1 IT,

3. Zenski pol,

4. starosna dob (od 24 do 84 godina starosti),

5. bez prethodne maligne bolesti u li¢noj anamnezi.

Kod svih bolesnica je, osim incijalnog odredivanja HER-2 statusa IHH metodom,
radena i dopunska provera CISH metodom, a ¢iji su nalazi uzimani kao definitivni.
Obradivani su svi podaci. U daljoj analizi evaluirani su podaci za duktalni invazivni
(DC) i lobularni invazivni karcinom (LC), dok pacijentkinje sa meSovitim, in situ ili
drugim tipovima karcinoma dojke, nisu uzimane u obradu.

Za donoSenje konzilijarne odluke u preoperativnoj pripremi uz klini¢ki pregled
radeni su mamografija, ehosonografja dojki i abdomena, nativni Rtg plu¢a i osnovne
laboratorijske analize sa biohemijom. U pojedinim sluc¢ajevima, a zbog nalaza
prethodnih analiza, radene su i dodatne analize poput MRI dojki, scintigrafija skeleta,
Rtg kostanog sistema i odredivanje Tu markera CEA i1 CA 15-3 [64].

Medicinska dokumentacija je u formi istorije bolesti u kojoj su sadrZani podaci
potrebni za statisticke analize rezultata: a. pozitivna vs negativna porodi¢na i li¢na
anamneza; b. starost; c. menstrualni status bolesnica; d. klinicki i patoloski stadijum
regionalnih limfnih nodusa iz disektata istostrane aksile; e. lokalizacija primarnog
tumora u odnosu na kvadrante dojke; f. veli¢ina primarnog tumora; g¢. histoloski i
nuklearni gradus tumora; h. status steroidnih receptora odredenih patoloski
imunohistohemijskom metodom (IHH); i. HER-2 status iz primarnog tumora ¢e se
inicijalno odredivati IHH metodom a potvrdivati i uzimati kao definitivni rezultat

dobijen koris¢enjem CISH metode.
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3.2. METODOLOGUA HER-2 TESTIRANJA

Osnovne metode testiranja koje se koriste za odredivanje HER2 statusa jesu: 1.
imunohistohemijska (IHH), za povecanu membransku ekspresiju i 2. in situ
hibridizacija (ISH), koriS¢enjem bilo fluorescencije (FISH) ili hromogena (CISH),
kojima se odreduje genska amplifikacija. VaZnost ranog testiranja je u tome da se HER2
pozitivnost razvija u ranom stadijumu kancerogeneze, kao i da HER2 status primarnog
tumora korelira sa metastatskim Zaristima [13].

Imunohistohemija je primarna metoda utvrdivanja HER2 statusa kojom se,
primenom anti-HER2 antitela, u svrhu terapijskog tretmana, odvajaju jasno pozitivni
(skor 3+) od negativnih (skor 0/1+) slucajeva i, takode, vrsi trijaza grani¢nih (skor 2+)
slucajeva koji zahtevaju dalje ispitivanje FISH ili CISH tehnikom, kako bi se utvrdilo
da li pokazuju gensku amplifikaciju.

Godine 1969 Gall i Pardue su predstavili stru¢noj javnosti tehniku poznatu kao in
situ hibridizacija (ISH), kojom je omoguceno lokalizovanje nukleinskih kiselina u
pojedinacnim ¢elijama [65].

Ova metoda se do danas razvila u standardno primenjivu fluorescentnu in situ
hibridizaciju (FISH) koja koristi fluorohrom-konjugovane nucleotide, i sve Sire
koris¢enu hromogenu in situ hibridizaciju (CISH) [13, 66,67,68,69].

Alternativna metoda FISH tehnici za utvrdivanje broja kopija HER2 gena i
njihove moguce polizomije, jeste CISH metoda koja koristi hromogeni metod detekcije
[70,71,72,73,74,75,76].

Za razliku od ve¢ potvrdene FISH metode u kojoj se koriste dve boje, CISH se
bazira na kolorimetrijskoj detekciji samo jedne probe. Nakon detaljne i pazljive
optimizacije metode, kao tacka koja oznafava grani¢nu vrednost za definisanje HER2
amlifikacije prihvaceno je Sest ili vise kopija. Tipicna genska amplifikacija CISH
predstavlja peroksidaza-pozitivne grupe (klastere) multiplih kopija gena, koji se lako
identifikuju na mikroskopu sa 40 puta objektivskim povecanjem.

U slucajeve sa visokom amplifikacijom gena ubrajaju se oni sa deset i viSe kopija
po ¢eliji, u vise od 50% tumorskih ¢elija. Slabom amplifikacijom smatraju se oni sa 6-9
kopija po ¢eliji u vise od 50% tumorskih ¢elija. Bez amplifikacije su oni sa 1-5 kopija

po ¢eliji u vise od 50% tumorskih celija.
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Kao najveca prednost CISH metode smatra se to $to se rezultati mogu ocitavati na
standardnom svetlosnom mikroskopu, bez upotrebe objektiva sa uljnom imerzijom.
FISH metoda, sa druge strane, zahteva skupi fluorescentni mikroskop snabdeven
sistemom za snimanje slike. Takode, FISH plocice se teSko mogu arhivirati, dok je

cuvanje CISH plocica jednostavno izvodljivo [77].

3.3. METODOLOGIJA ODREDIVANJA STEROIDNIH RECEPTORA

Za odredivanje statusa steroidnih receptora ER i1 PR u primarnom tumoru
koriS¢ena je IHH metoda monoklonskim antitelima. Dobijene vrednosti su interpretirane
prema skoring sistemu 0-8. Skor 4 je grani¢na vrednost. Za skor 3 i manje tumorski

receptori se smatraju negativnim a skor 4 i vise pozitivnim.

3.4. METODOLOGIJA ODREDIVANJA HISTOLOSKOG I NUKLEARNOG
GRADUSA

Interpretacija vrednosti histoloskog i nuklearnog gradusa se izrazava u 3
kategorije (gradusa). Za ocenjivanje se koriste arhiktetura tumorskog tkiva, oblik i
veli¢ina ¢elija i jedra, tip i raspored hromatina i broj uo¢enih mitoza. Gradus | izrazava

dobru diferentovanost, gradus Il umerenu a gradus 111 slabu diferentovanost.

3.5. STATISTICKA OBRADA I TEKSTOVI

Statisticka metodologija je obuhvatala:

e ispitivanje saglasnosti uzorackih raspodela sa normalnom raspodelom (grafici:
Normal Q-Q Plot i Histogram; testovi: Kolmogorov-Smirnov i Shapiro-Wilk)

e opis parametara od znacaja pomocu mera deskriptivne statistike (frekvencije,

procenti, srednja vrednost (prosek), medijana, standardna devijacija (SD) i opseg).
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testiranje razlika izmedu ispitivanih parametara, pomocu testova: Pearsgn 2 test;
Fisher exact test i Wilcoxon rank sum test with continuity correction.

Za nivo statisticke znacajnosti usvojena je vrednost p=0.05

Analiza podataka je radena u statistickom programu R version 2.8.1 (2008-12-22)
Copyright (C) 2008 The R Foundation for Statistical Computing; ISBN 3-900051-
07-0.

Za graficki prikaz podataka korisc¢en je Microsoft Office Excel 2007.
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4. REZULTATI

4.1. OPSTE KARAKTERISTIKE BOLESNICA, OBOLJENJA I LECENJA

4.1.1. Karakteristike bolesnica

U analizu je uklju¢eno ukupno 346 bolesnica. Starosna dob je odredivana u vreme
postavljanja dijagnoze i pocetka inicijalnog le¢enja. Srednja vrednost (SD) je 56,23
(12.63%). Medijana starosti je 56 godina sa rasponom od 24-84 godina. Grani¢na
vrednost za analizu je starost do 45 godina i 45 i viSe godina. Menstrualni status je
odredivan kao premenopauzne, perimenopauzne i postmenopauzne bolesnice. Pozitivna
porodi¢na anamneza za sve malignitete je nadena kod 93 bolesnice (26,88%), a za
maligne bolesti dojke kod 29 bolesnica (8,38%). Osnovne karakteristike bolesnica
prikazane su u tabeli 1 i na grafikonima 1, 2i 3.

Tabela 1 — Opste kar akteristike bolesnica

Karakteristike N (%)
Ukupno bolesnica 346 (100%)
Starost (godine)

Srednja vrednost (SD) 56.23 (12.63)

Medijana (opseg) 56 (24-84)
Starost — kategorije

od <45 71 (20.52%)

od >45 275 (79.48%)
Menostatus

Premeno 91 (26.3%)

Perimeno 23 (6.65%)

Menopauza 232 (67.05%)
Porodicna anamneza

Ne 198 (57.23%)

Da 93 (26.88%)

Bez podataka 55 (15.9%)
Porodi¢na anamneza —dojka

Dojka 29 (8.38%)

Drugo 64 (18.5%)

Bez podataka 253 (73.12%)

Kao Sto je prikazano u tabeli 1, bolesnice su uglavnom starosti preko 45 godina,
prose¢na starost iznosi 56 godina (grafikon 1), u najvec¢em broju menopauzne (grafikon

2) i bez pozitivne porodi¢ne anamneze (grafikon 3).
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Grafikon 1. Starost bolesnica
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Grafikon 2. Menstrualni status bolesnica
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15,90%

26,88% 57,23%

@ Negativna porodi€¢na anamneza
B Pozitivna porodi¢na anamneza

O Bez podataka

Grafikon 3. Porodi¢na anamneza bolesnica

4.1.2. Klinicke karakteristike oboljenja

U studiju su ukljucene bolesnice sa klinickom veli¢inom tumora kategorija T1 (0-
2cm), T2 (2-5cm) i T3 (preko 5cm), kao i sa kategorijama limfnih nodusa NO
(nepalpabilni) i N1 (palpabilni lifni nodusi) u istostranoj aksili. Sve bolesnice su bile
bez verifikovanih metastastaza - MO.

Klini¢ki stadijum bolesti je obuhvatao karegorije: klinicki stadijum | (TLNOMO),
klini¢ki stadijum 1A (TON1IMO ili TINIMO ili T2NOMO) i klini¢ki stadijum 1IB
(T2N1MO ili T3NOMO), dok je lokalizacija tumora (odredivana u odnosu na kvadrant
dojke) bila centralna, lateralna ili medijalna. Za nepalpabilne tumore, lokalizacija je
kategorisana kao nepoznata.

Osnovne klinicke karakteristike oboljenja su prikazane u tabeli 2 i na grafikonima
4,5,6i7.
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Tabela 2 — Klinicke karakteristike oboljenja

Karakteristike N (%)
Klinic¢ki stadijum bolesti
I (TINO) 90 (26.01%)

IHA (TONZ1 ili TIN1 ili T2NO)
1B (T2N1 ili T3NO)
Klinic¢ki stadijum bolesti — kategorije
I
A
11B
T u TNM Klasifikaciji
TO
Tl
T2
T3
N u TNM klasifikaciji
NO
N1
Lokalizacija tumora — kvadrant dojke
Centralni kvadrant
Lateralni
Medijalni
Nepoznato (nepalpabilni)

124 (35.84%)
132 (38.15%)

90 (26.01%)
124 (35.84%)
132 (38.15%)

6 (1.73%)
128 (36.99%)
193 (55.78%)

19 (5.49%)

189 (54.62%)
157 (45.38%)

33 (9.54%)
244 (70.52%)
58 (16.76%)

11 (3.18%)

Kao Sto se vidi iz tabele 2, klinicki stadijumi IIA i IIB su sli¢ne ucestalosti, dok je

najmanje zastupljen bio klini¢ki stadijum I (grafikon 4).

U TNM Kklasifikaciji, najucestalija veli¢ina tumora je bila T2 (grafikon 5), dok su
u nodalnom statusu NO i N1 vrednosti bile slicne ucestalosti (grafikon 6).
Prema polozaju lateralna lokalizacija tumora je bila najfrekventnija (grafikon 7).
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Grafikon 4. Klini¢ki stadijum bolesti — kategorije
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4.1.3. Karakteristike hirurskog lecenja

Sprovedeno operativno lecenje je svrstano u dve osnovne kategorije. PoStedne
operacije i modifikovane radikalne operacije. Njihova ucestalost je prikazana u tabeli 3 i
grafikonu 8.

Tabela 3 — Karakteristika hiruskog lecenja

Karakteristike N (%)
Tip hiruske intervencije

PoStedna operacija 169 (48.84%)
Radikalne/modifikovane radikalne 177 (51.16%)

48,84%

51,16%

O Postedna operacija

[ Radikalne/modifikovane radikalne

Grafikon 8. Tip hirurSke intervencije
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4.1.4. PatohistoloSke karakteristike tumora i nodalnog statusa

U definitivnom histopatoloSkom nalazu, odredeni su tipovi tumora kao: duktalni
invazivni, lobularni invazivni, meSani duktalno-lobularni karcinomi i ostali tipovi
tumora (svi drugi tipovi).

Od strane patologa odredivana je velicina tumora pT ¢ije su kategorije bile: pT1 -
tumori velic¢ine do 2cm, pT2 - tumori velic¢ine od 2 do5cm i pT3- tumori veli¢ine vise
od 5cm, dok su bez podataka kategorisane one bolesnice kod kojih patolog nije mogao
da odredi veli¢inu karcinoma.

Histoloski i nuklearni gradusi su obelezavani na isti nacin: 0 - kada se gradus nije
mogao odrediti, 1 - najveci stepen diferencijacije, 2 - srednji stepen, 3 - najmanji stepen
diferencijacije.

Nodalni status odredivan od strane patologa prikazan je kroz ukupan broj
odstranjenih limfnih nodusa istostrane aksile, bez metastaza i sa metastazama.

Za odredivanje postoperativnog stadijuma bolesti koriS¢en je pT, pN sistem

stadiranja u okviru patoloSke TNM klasifikacije.

Osnovne Kkarakteristike prikazane su u tabeli 4 i na grafikonima 9, 10, 11, 12, 13 i
14,

Tabela 4 — Patohistol oSke kar akteristike tumora i nodalnog statusa

Patohistoloske

kar akteristike N (%) Patohistoloske kar akteristike N (%)

Tip tumora Patoloski N u celoj grupi pacijenata
Duktalni 183 (52.89%) Bez zahvacenih nodusa 171 (49.42%)
Lobularni 118 (34.10%) Sa zahva¢enim nodusima 149 (43.06%)
Ostali 23 (6.65%) Nema podataka 26 (7.51%)
Duktalni + lobularni 22 (6.36%)

pT tumora Lgl ekstirpirane
pT1 193 (55.78%) Srednja vrednost (SD) 16.03 (5.41)
pT2 142 (41.04%) Medijana (Opseg) 15 (1-43)
pT3 5 (1.45%) Bez podataka 26
Bez podataka 6 (1.73%)

Histoloski gradus Lgl poztivne
1 16 (5.32%) Srednja vrednost (SD) 1.94 (3.63)
2 262 (87.04%) Medijana (Opseg) 0 (0-31)
3 11 (3.99%) Bez podataka 26
Bez podataka 12 (4.62%)

Nuklearni gradus Postoperativni stadijum
1 26 (8.64%) | 115 (33.24%)
2 242 (80.4%) A 117 (33.82%)
3 27 (8.97%) 11B 82 (23.70%)
Bez podataka 6 (1.99%) Bez podataka 32 (9.25%)
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Kao §to se vidi iz tabele 4, najucestaliji je duktalni tip tumora (grafikon 9),
patohistoloska pT1 pa pT2 kategorija (grafikon 10), dok je najucestaliji histoloSki
gradus 2 (grafikon 11), i nuklearni gradus 2 (grafikon 12). Sli¢na je ucestalost patoloski
zahvaéenih i nezahvacenih limfnih nodusa (grafikon 13), dok su postoperativni

stadijumi I i 1A slicne frekventnosti (grafikon 14).
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Grafikon 10. PatohistoloSke karakteristike — pT tumora
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Grafikon 11. Patohistoloke karakteristike — HistoloSki gradus tumora

8,97% 1,99% 8,64%

80,40%
O Nuklearni gradus 1
B Nuklearni gradus 2
B Nuklearni gradus 3
O Bez podataka

Grafikon 12. PatohistoloSke karakteristike — Nuklearni gradus tumora
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Grafikon 14. PatohistoloSke karakteristike — Postoperativni stadijum
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4.1.5. Status steroidnih receptora i HER-2 status odreden IHH i CISH metodom

Estrogenski 1 progesteronski receptori odredivani su IHH metodom i njihove
kategorije su bile: ER+ tj. PR+ (skor 4 i viSe), odnosno ER- tj. PR- (skor 3 i manje).

Istom (IHH) metodom, kao pocetni nalaz, odredivana je i HER-2 ekspresija,
odnosno njene kategorije: 1+ (negativna), 2+ (grani¢na) i 3+ (pozitivna).

Definitivni nalaz HER-2 statusa odredivan je CISH metodom, a dobijene
kategorije su bile: CISH- (bez amplifikacije) i CISH+ (sa amplifikacijom).

Karakteristike steroidnih receptora prikazane su u tabelama 5 i 6 i grafikonima 15,
161 17.

Tabela 5 — Status steroidnih receptora odredjen IHH metodom

Steroidni receptori N (%)
Estrogen

Srednja vrednost (SD) 4.1 (3.47)

Medijana (opseg) 6 (0-8)

Bez podataka 0
Estrogen poztivnost u celoj grupi bolesnika

ER negativno (<3) 150 (43.35%)

ER grani¢na vrednost (=4) 7 (2.02%)

ER pozitivno (>4) 189 (54.62%)
Estrogen poztivnost — kategorije

ER negativno (<3) 150 (43.35%)

ER (>4) 196 (56.65%)
Progesteron

Srednja vrednost (SD) 3.47 (3.38)

Medijana (opseg) 4 (0-8)

Bez podataka 0
Progesteron poztivnost u celoj grupi pacijenata

PR negativno (<3) 170 (49.13%)

PR granicna vrednost (=4) 19 (5.49%)

PR pozitivno (>4) 157 (45.38%)
Progesteron poztivnost — kategorije

PR negativno (<3) 170 (49.13%)

PR (>4) 176 (50.87%)

Kao $to se vidi iz tabele 5, prose¢ni skor progesterona je bio nesto nizi nego kod
estrogena. Pozitivne kategorije i ER i PR (skor > 4) su neznatno ucestalije od negativnih
(grafikon 15 i 16).
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Tabela 6 — Prikaz parametra HER-2 ekspresije i HER-2 amplifikacije odreden CISH
metodom u celoj grupi bolesnika

Status N (%)
HER?2 status
HER2 + (negativno) 218 (63.01%)
HER2 ++ 76 (21.97%)
HER2 +++ 52 (15.03%)
CISH status
CISH- 270 (78.32%)
CISH+ 72 (20.81%)
Bez podataka 3 (0.87%)

Kao Sto se vidi iz tabele 6, najucestalije su negativne kategorije i HER2 i CISH
statusa (grafikon 17).
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Grafikon 17. CISH status
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4.2. HER-2 STATUS ODREBEN CISH METODOM I OPSTE KARAKTERISTIKE
BOLESNICA | OBOLJENJA

4.2.1. HER-2 status odreden CISH metodom i opSte karakteristike bolesnica
Prema amplifikaciji c-erbB-2 gena odredenoj po CISH metodi, bolesnice su

podeljene u dve grupe: CISH+ (sa amplifikacijom) i CISH- (bez ampifikacije).
Osnovne karakteristike prikazane su u tabeli 7.

Tabela 7 - HER-2 status odreden CISH metodom i opste karakteristike obolelih

CISH status- N(%)

Karakteristike CISH- ClSH+ Bez Test
podataka

Sarost (godine)
Prosek(SD) 56.86 (12.61) 53.15 3 Wilcoxon rank sum*
Medijana (opseg) 30-84 (12.12) 3 W=11280; p=0.41

24-80

Starost — kategorije Pearson y test
od <45 godina 53 (19.56%) 18 (25%) 0 (0%) 2 _1 03 X—O 31
od >46 godina 218 (80.44%) 54 (75%) 3 (100%) X 1=109, P=0.

Menstrualni status
Premeno 69(25.46%) 22(30.56%) (0%) Fisher Exact test
Perimeno 20(7.38%) 3(4.17%) 0(0%) p=0.54
Menopauza 182(67.16%)  47(65.28%) 3(100%)

Porodicna anamneza
negativna 150(55.35%) 45(62.5%) 3(100%) Pearson y test
pozitivna 73(26.94%) 20(27.78%) 0(0%) ¥*1=0.09; p=0.77
Bez podataka 48(17.71%) 7(9.72%) 0(0%)

Porodicna anamneza - dojka
Dojka + 24(8.86%) 5(6.94%) 0(0%) Pearson y test
Drugo + 49(18.08%) 15(20.83%) 0(0%) x*1=0.45; p=0.5
Bez podataka 198(73.06%) 52(72.22% 3(100%)

*Wilcoxon rank sum test with continuity correction

Kao §to se vidi iz tabele 7, CISH- i CISH+ podgrupe bolesnica su homogene po
svim navedenim parametrima (starosna dob - godine i kategorije, menstrualni status,

opsta porodi¢na anamneza i porodi¢na anamneza vezano za maligne bolesti dojke).
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4.2.2. HER-2 status odreden CISH metodom i karakteristike oboljenja
4.2.2.1. Povezanost klini¢kih i histopatoloskih karakteristika oboljenja

Za potrebe ovog istrazivanja prikazane su klinicke 1 patohistoloske kategorije

veli¢ina tumora u tabeli 8.

Tabela 8 — T u TNM Klasifikaciji u odnosu na patoloski T

Total
uTNM pT1 pT2 pT3 Bez podataka
T0 5(1.45%) 0(0%) 0(0%) 1(0.29%) 6(1.73%)
T1 109(31.5%) 19(5.49%)  0(0%) 0(0%) 128(36.99%)
T2 79(22.83%) 109(31.5%)  2(0.58%) 3(0.87%) 193(55.78%)
T3 00%)  14(4.05%)  3(0.87%) 2(0.58%) 19(5.49%)

Kao Sto se vidi iz tabele 8, adekvatno je stadirana veli¢ina tumora kod 221/346
(63,87%) bolesnice. Od toga je T1=pT1 kod 109 bolesnica (31,5%), T2=pT2 takode
kod 109 bolesnica (31,5%) i T3=pT3 kod 3 bolesnice (0,87%).

Podstadirano je 26/346 (7,51%) bolesnica. Od toga je kod 5 (1,45%) bolesnica
stadiran TO a potvrden pT1, kod 19 (5,49%) bolesnica stadiran je T1 a potvrden pT2,
dok je kod 2 (0,58%) bolesnice stadiran T2 a potvrden pT3.

Prestadirano je ukupno 93/346 (26,88%) bolesnice, a od toga je kod 79 (22,83%)
bolesnica stadiran T2 a potvrden pT1 i kod 14 (4,05%) bolesnica je stadiran T3 a
potvrden pT2.

Za potrebe ovog istrazivanja prikazane su klini¢ke i1 patohistoloSke kategorije

nodalnog statusa u tabeli 9.

Tabela 9 — N u TNM klasifikaciji u odnosu na patoloski N

Klini¢ki N Zahvacenost nodusa - N(%) ot
uTNM Nezahvaéeni Zahvaceni Bez podataka
NO 106(30.64%) 68(19.65%) 15(4.34%) 189(54.62%)
N1 65(18.79%) 81(23.41%) 11(3.18%) 157(45.38%)

38



Kao Sto se vidi iz tabele 9, po nodalnom statusu adekvatno je stadirano 187/346
(53,95%) bolesnica. Od toga NO=pNO 106 (30,64%) i N1=pN1 81 (23,41%).
Podstadirano je 65 bolesnica(19,65%) a prestadirano 65 (18,79%).

Na osnovu dobijenih nalaza klinickog i1 patoloSkog T i N, odredivani su klinicki 1
postoperativni (patoloski) stadijumi bolesti. Za potrebe ovog istrazivanja prikazane su

klinicke i patohistoloske kategorije stadijuma bolesti u tabelama 101 11.

Tabela 10 — Klinicki i postoperativni stadijum

Postoperativni stadijum N (%)
I [ Bez podataka

Klinicki stadijum 1 55(15.9%) 31(8.96%) 4(1.16%)
Klinigki stadijum II 60(17.34%)  168(48.55%) 28(8.09%)

Klini¢ki stadijum

Kao Sto se vidi iz tabele 10, adekvatno su stadirani stadijumi bolesti kod 223/346
(64.45%) bolesnica. Podstadirano je 31/346, a prestadirano je 60/346.

Tabela 11 — Klinicki i postoperativni stadijum (detaljno)

vy .. Postoper ativni stadijum Bez
Klinicki stadijum
| A 1B podataka
Klini¢ki stadijum I 55(15.9%) 27(7.8%) 4(1.16%) 4(1.16%)
Klini¢ki stadijum ITA 45(13.01%) 40(11.56%) 27(7.8%) 12(3.47%)

Klinicki stadijum 1B~ 15(4.34%) 50(14.45%)  51(14.74%) 16(4.62%)

Adekvatno su stadirani stadijumi bolesti kod 146/346 (42.2%) bolesnica.
Podstadirano je 58/346 (16.76%), a prestadirano je 110/346 (31.8%).
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4.2.2.2. HER-2 status odreden CISH metodom i klinicke karakteristike oboljenja

Za potrebe ovog istrazivanja bilo je od znacaja ispitivanje razlika izmedu CISH- i
CISH+ podgrupa bolesnica po karakteristikama oboljenja. Rezultati analize prikazani su
u tabeli 12.

Tabela 12 - HER-2 status odreden CISH metodom i klinicke karakteristike oboljenja

CISH gtatus- N(%)

Karakteristike CISH- CISH+ Bez podataka Test

Kvadrant dojke
centralni 25(9.23%) 8(11.11%) 0(0%)
lateralni 195(71.96%) 47(65.28%)  2(66.67%)  Fisher Exact Test
medijalni 43(15.87%)  14(19.44%)  1(33.33%) p=0.65
nepoznato (nepalpabilni) 8(2.95%) 3(4.17%) 0(0%)

T u TNM Klasifikaciji
TO 3(1.11%) 3(4.17%) 0(0%) _

T1 104(38.38%) 24(3333%)  0(%) ' onerExactTest
T2 147(54.24%)  43(59.72%) 3(100%) p=>
T3 17(6.27%) 2(2.78%) 0(0%)

N u TNM klasifikaciji Pearson 2 test
NO 148(54.61%)  38(52.78%) 3(100%) 2 _o 08_1‘):0 78
N1 123(45.39%)  34(47.22%) 0(0%) = P

Klinic¢ki stadijum detaljno
| 70(25.83%)  20(27.78%) 0(0%) Pearson ” test
HA 08(36.16%)  23(31.94%) 3(100%) %*1=0.45; p=0.8
1B 103(38.01%)  29(40.28%) 0(0%)

Klinicki stadijum )
| 70(25.83%)  20(27.78%) 0(0%) Pearson " test
I 201(74.17%) 52(72.22%)  3(100%) X 170.11;p=0.73

CISH- i CISH+ podgrupe bolesnica su homogene po svim karakteristikama

oboljenja (lokalizacija tumora, veli¢ina, nodalni status i klinicki stadijumi bolesti).

Statisticka znacajnost nadena je samo kod veli¢ine tumora (p=0.17)
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4.2.2.3. HER-2 status odreden CISH metodom 1 histopatoloske karakteristike oboljenja

Za potrebe ovog istrazivanja bilo je od znacaja ispitivanje razlika izmedu CISH- i

CISH+ podgrupa bolesnica po histopatoloSkim karakteristikama oboljenja. Rezultati

analize prikazani su u tabeli 13.

Tabela 13 - HER-2 status odreden CISH metodom i histopatoloske karakteristike

oboljenja
- CISH status- N(%)

Karakteristike CISH- CISH+  Bezpodataka Test

Patoloski T
pT1 149(54.98%)  41(56.94%) 3(100%) Eisher Exact
pT2 117(43.17%)  25(34.72%) 0(0%) Test
pT3 3(1.11%) 2(2.78%) 0(0%) 0=0.28
Bez podataka 2(0.74%) 4(5.56%) 0(0%)

Patoloski N )
bez zahvacenih nodusa  132(48.71%) 37(51.39%)  2(66.67%) Pearson - test
sa zahvacenim nodusima  118(43.54%)  31(43.06%) 0(0%) KAz
Bez podataka 21(7.75%)  4(5.56%)  1(33.33%) =2

Postoperativni stadijum
postop. stadijum | 92(33.95%) 21(29.17%) 2(66.67%) Pearson y* test
postop. stadijum 1A 89(32.84%)  28(38.89%) 0(0%) 71=1.34;
postop. stadijum 11B 67(24.72%)  15(20.83%) 0(0%) p=0.51
Bez podataka 23(8.49%)  8(11.11%) 1(33.33%)

Kao Sto se vidi iz tabele 13, izmedu CISH- i CISH+ podgrupa bolesnica nema

statisticki znacajne razlike u odnosu na kategorije patoloskog T, patoloskog N i

postoperativnih stadijuma.
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4.2.2.4. HER-2 status odreden CISH metodom i histoloski i nuklearni gradus tumora

U daljem toku istrazivanja bilo je od znacaja ispitivanje razlika izmedu CISH- i
CISH+ podgrupa bolesnica po histoloskim i nuklearnim gradusima tumora. Rezultati

analize prikazani su u tabeli 14 i na grafikonima 18 i 19.

Tabela 14 — Histoloski i nuklearni gradus tumora

CISH gtatus- N(%)
CISH- CISH+ Bez podataka

Gradusi Test

Histoloski gradus
Hist. gradus 1 17(6.27%) 1(1.39%) 1(33.33%)
Hist. gradus 2 233(85.98%) 61(84.72%)  2(66.67%)
Hist. gradus 3 8(2.95%) 7(9.72%) 0(0%)
Bez podataka 13(4.8%) 3(4.17%) 0(0%)
Nuklearni gradus
Nuk.gradus 1 26(9.59%) 2(2.78%) 1(33.33%) Fisher Exact

Fisher Exact
Test p=0.015

Nuk.gradus 2 221(81.55%) 53(73.61%)  1(33.33%) Test
Nuk.gradus 3 19(7.01%)  15(20.83%)  1(33.33%) p=0.00135
Bez podataka 5 (1.85%) 2 (2.78%) 0 (0%)

Analiziraju¢i povezanost CISH statusa sa histoloskim i nuklearnim gradusom
tumora dobijene su statisticki znacajne razlike (tabela 14).

Histolodki gradus 2 je najzastupljeniji u obe podgrupe. U CISH- je ucestaliji
histoloski gradus 1, dok je u CISH+ ucestaliji histoloski gradus 3 (grafikon 18).

Nuklearni gradus 2 je najzastupljeniji u obe podgrupe. U CISH- je ucestaliji

nuklearni gradus 1, dok je u CISH+ ucestaliji nuklearni gradus 3 (grafikon 19).
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* Fisher Exact Test
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Grafikon 18. Histoloski gradus tumora
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Grafikon 19. Nuklearni gradus tumora
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4.2.2.5. HER-2 status odreden CISH metodom i steroidni receptori

Rezultati testiranja steroidnih receptora u odnosu na CISH- i CISH+ podgrupe

bolesnica su prikazani u tabeli 15 i na grafikonu 20.

Tabela 15 - HER-2 status odreden CISH metodom i steroidni receptori

CISH status - N(%)

Steroidni receptori CISH- CISH+ Bez Test
podataka

Estrogen Wilcoxon rank sum*
Prosek (SD) 456 (3.42) 2.25(3.02) 3/346 W=13511; p=1.77-10
Medijana (opseg) 6 (0-8) 0(0-8) (0.87%) 7

Estrogen poztivnost
ER negativno (<3) 103(38.01%) 47(65.28%) Fisher Exact Test
ER granicna vrednost (=4) 4(1.48%) 3(4.17%) 3(100%) p=1.5.10"
ER pozitivno (>4) 164(60.52%) 22(30.56%)

Estrogen kategorije (poz./neg. 2
ER negativno (Js3§p %) 103(38.01%) 47(65.28%)  0(0%) ,hearsontest
ER >4 168(61.99%) 25(34.72%)  3(100%) X 1717-19:p=310

Progesteron Wilcoxon rank sum*
Prosek(SD) 3.88(3.41) 1.83(2.77) 3/346 W=13006; p=4.57-10
Medijana (opseg) 5 (0-8) 0(0-8) (0.87%) 6

Progesteron poztivost
PR negativno (<3) 118(43.54%) 51(70.83%) 1(33.33%) Pearson ” test
PR granicna vrednost (=4) 14(5.17%) 5(6.94%) 0(0%) ¥*1=19.56; p=6-10°
PR pozitivno (>4) 139(51.29%) 16(22.22%) 2(66.67%)

Progesteron kategorije

(poz./neg.) 118(43.54%) 51(70.83%)  1(33.33%) Pearson ” test
PR negativno (<3) 153(56.46%) 21(29.17%) 2(66.67%)  4°;=16.95; p=4-10"
PR >4

*Wilcoxon rank sum test with continuity correction

Analiziraju¢i povezanost CISH statusa sa steroidnim receptorima dobijene su
statisticki znacajne razlike (tabela 15).
U CISH+ u odnosu na CISH- podgrupu vrednosti estrogena i progesterona su zna¢ajno

nize 1 znaajno su frekventnije ER- i PR- Kategorije (grafikon 20).
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Grafikon 20. ER i PR vrednosti u odnosu na CISH metodu

4.2.2.6. HER-2 status odreden CISH metodom i histopatoloski tipovi tumora

Rezultati testiranja PH tipova tumora u odnosu na CISH- i CISH+ podgrupe
bolesnica su prikazani u tabeli 16 i na grafikonu 21.

Tabela 16 — PH tip tumora

CISH status- N(%)

PH tip tumora CISH- CISH+ Bez podataka Test
Duktalni 125(46.13%)  55(76.39%) 3(100%)

Lobularni 107(39.48%) 11(15.28%) 0(0%) Fisher Exact Test
Ostalo 19(7.01%) 4(5.56%) 0(0%) p=4.22-10°
Duktalni+lobularni 20(7.38%) 2(2.78%) 0(0%)

Analiziraju¢i povezanost CISH statusa sa PH tipovima tumora dobijena je
statisticki znacajna razlika (tabela 16). Naime, u obe podgrupe dominira duktalni tip
tumora, pri ¢emu je njegova ucestalost znacajno veca u CISH+ nego u CISH- podgrupi,

dok je lobularni tip znacajno ucestaliji u CISH- nego u CISH+ podgrupi.
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Grafikon 21. PH tip tumora

4.3. HER-2 STATUS ODREBDEN CISH METODOM U PODGRUPI BOLESNICA SA
DUKTALNIM | LOBULARNIM KARCINOMOM DOJKE (N=301)

4.3.1. Opste karakteristike bolesnica, oboljenja i leCenja
4.3.1.1. Karakteristike bolesnica

Starosna dob formirane podgrupe DC/LC od 301 bolesnice je prikazana kroz
srednju vrednost (SD) 55,93 (12,48) i medijanu(opseg) 56 (24-83). Grani¢na vrednost
za analizu je starost do 45 godina i 45 1 viSe godina. Menstrualni status je odredivan kao
premenopauzne, perimenopauzne i postmenopauzne bolesnice. Pozitivna porodicna
anamneza za sve malignitete je nadena kod 78 (25,91%) bolesnice a za maligne bolesti

dojke kod 24 (7,97%) bolesnica. Osnovne karakteristike prikazane su u tabeli 17.
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Tabela 17 — Opéte karakteristike bolesnica

Karakteristike N (%)
Starost (godine)

Prosek(SD) 55.93 (12.48)

Medijana (opseg) 56 (24-83)
Starost — kategorije

od <45 61 (20.27%)

od >45 240 (79.73%)
Menstrualni status

Premeno 79 (26.25%)

Perimeno 21 (6.98%)

Menopauza 201 (66.78%)
Porodicna anamneza

Ne 177 (58.8%)

Da 78 (25.91%)

Bez podataka 46 (15.28%)
Porodi¢éna anamneza —dojka

Dojka 24 (7.97%)

Drugo 54 (17.94%)

Bez podataka 223 (74.09%)
Ukupno bolesnica 301 (100%)

Kao Sto se u tabeli 17 vidi, bolesnice su uglavnom starosti preko 45 godina

(prosecna starost iznosi 56 godina), menopauzne i bez pozitivne porodi¢ne anamneze.

4.3.1.2. Klini¢ke karakteristike oboljenja

U studiju podgrupe DC/LC su uklju¢ene bolesnice sa klinickom veli¢inom tumora
kategorija T1 (0-2cm), T2 (2-5cm) i T3 (preko 5cm), kao i sa kategorijama limfnih
nodusa NO (nepalpabilni) i N1 (palpabilni lifni nodusi) u istostranoj aksili. Sve
bolesnice su bile bez verifikovanih metastastaza - MO.

Ovo je podrazumevalo klinicke stadijume bolesti i lHA i 11B.

Lokalizacija tumora (odredivana u odnosu na kvadrant dojke) bila je centralna,
lateralna ili medijalna, dok je za nepalpabilne tumore lokalizacija kategorisana kao

nepoznata. Osnovne klini¢ke karakteristike oboljenja prikazane su u tabeli 18.
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Tabela 18 — Klinicke karakteristike oboljenja

Karakteristike N (%)
Klinic¢ki stadijum bolesti
I (TINO) 79 (26.25%)

[1A (TONZ ili TIN2 ili T2NO)
1B (T2N1 ili T3NO)
Klinic¢ki stadijum bolesti — kategorije
I
A 1IB
T u TNM Klasifikaciji
TO
Tl
T2
T3
N u TNM klasifikaciji
NO
N1
Lokalizacija tumora — kvadrant dojke
Centralni kvadrant
Lateralni
Medijalni
Nepoznato (nepalpabilni)

110 (36.54%)
112 (37.21%)

79 (26.25%)
222 (73.75%)

6 (1.99%)
114 (37.87%)
167 (55.48%)

14 (4.65%)

162 (53.82%)
139 (46.18%)

30 (9.97%)
212 (70.43%)
50 (16.61%)

9 (2.99%)

Dobijeni rezultati pokazuju da su klinic¢ki stadijumi IIA 1 IIB slicne ucestalosti,
dok je najmanje zastupljen bio I klinicki stadijum. U TNM klasifikaciji, najucestalija

vrednost je bila T2 zatim T1, dok su NO i N1 bili sliéne ucestalosti. Lateralna

lokalizacija tumora je bila najfrekventnija.

4.3.1.3. Karakteristike hirurS§kog le¢enja

Sprovedeno operativno leCenje je svrstano u dve osnovne kategorije. PoStedne

operacije i modifikovane radikalne operacije. Osnovne karakteristike prikazane su u

tabeli 19.
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Tabela 19 — Karakteristika hiruskog lecenja

N (%)
Tip hiruske intervencije
Postedna operacija 150 (49.83%)
Radikalne/modifikovane radikalne 151 (50.17%)

Kao Sto se vidi iz tabele 19, ucestalost radikalnih tipova operacija je nesto malo

vecéa od poStednih operacija.

4.3.1.4. PatohistoloSke karakteristike tumora i nodalnog statusa

U definitivnom histopatoloskom nalazu, odredeni su tipovi tumora kao: duktalni
invazivni, lobularni invazivni, meSani duktalno-lobularni karcinomi i ostali tipovi
tumora (svi drugi tipovi).

Od strane patologa odredivana je velicina tumora pT ¢ije su kategorije bile: pT1 -
tumori velic¢ine do 2cm, pT2 - tumori velic¢ine od 2 do5cm i pT3- tumori veli¢ine vise
od 5cm, dok su bez podataka kategorisane one bolesnice kod kojih patolog nije mogao
da odredi veli¢inu karcinoma.

Histolo3ki i nuklearni gradusi su obeleZavani na isti nacin: 0 - kada se gradus nije
mogao odrediti, 1 - najveci stepen diferencijacije, 2 - srednji stepen, 3 - najmanji stepen
diferencijacije.

Nodalni status odredivan od strane patologa prikazan je kroz ukupan broj
odstranjenih limfnih nodusa istostrane aksile, bez metastaza i sa metastazama.

Za odredivanje postoperativnog stadijuma bolesti koris¢en je pT, pN sistem
stadiranja u okviru patoloske TNM Klasifikacije. Osnovne karakteristike prikazane su u
tabeli 20.
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Tabela 20 — PatohistoloSke kar akteristike tumora i nodalnog statusa

Patohistoloske kar akteristike N (%)
Tip tumora
Duktalni 183 (60.8%)
Lobularni 118 (39.2%)
pT tumora
pT1 171 (56.81%)
pT2 121 (40.2%)
pT3 4 (1.33%)
Bez podataka 5 (1.66%)

Histoloski gradus
1
2
3
Bez podataka
Nuklearni gradus
1
2
3
Bez podataka
Patoloski N
Bez zahvacenih nodusa
Sa zahvacenim nodusima
Nema podataka
Lgl ekstirpirane
Prosek(SD)
Medijana (Opseg)
Bez podataka
Lgl poztivne
Prosek(SD)
Medijana (Opseg)
Bez podataka
Postoperativni stadijum
I
IHA
1B
Bez podataka

16 (5.32%)
262 (87.04%)
11 (3.65%)
12 (3.99%)

26 (8.64%)

242 (80.4%)
27 (8.97%)
6 (1,99%)

149 (49.5%)
131 (43.52%)
21 (6.98%)

16.13 (5.55)
15 (1-43)
21

2.06 (3.83)
0 (0-31)
21

100 (33.22%)

104 (34.55%)
71 (23.59%)
26 (8.64%)

Najucestaliji je duktalni tip tumora. Najucestaliji pT je pT1 (171 bolesnica), zatim
pT2 (121 bolesnica) i najmanje pT3 (4 bolesnice). Bez podataka je bilo 5 bolesnica.

Histoloski i nuklearni gradus 2 su najucestaliji. Slicna je ucestalost patoloski
zahvacenih i nezahvacenih limfnih nodusa, dok su postoperativni stadijumi I i 1A sli¢ne

frekventnosti.
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4.3.1.5. Status steroidnih receptora i HER-2 status odreden CISH metodom

Estrogenski i progesteronski receptori odredivani su IHH metodom i njihove
kategorije su bile: ER+ tj. PR+ (skor 4 i viSe), odnosno ER- tj. PR- (skor 3 i manje).

Istom (IHH) metodom, kao pocetni nalaz, odredivana je i HER-2 ekspresija,
odnosno njene kategorije: 1+ (negativna), 2+ (grani¢na) i 3+ (pozitivna).

Definitivni nalaz HER-2 statusa odredivan je CISH metodom, a dobijene
kategorije su bile: CISH- (bez amplifikacije) i CISH+ (sa amplifikacijom).

Osnovne karakteristike steroidnih karakteristike prikazane su u tabelama 21 i 22.

Tabela 21 — Status steroidnih receptora odreden IHH metodom

Steroidni receptori N (%)
Estrogen - vrednosti
Prosek (SD) 4.05 (3.44)
Medijana (opseg) 6 (0-8)
Bez podataka 0

Estrogen poztivnost
ER negativno (<3) 132 (43.85%)
ER grani¢na vrednost (=4) 7 (2.33%)
ER pozitivno (>4) 162 (53.82%)
Estrogen — kategorije (poz./neg.)

ER negativno (<3) 132 (43.85%)

ER (>4) 169 (56.15%)
Progesteron - vrednosti

Prosek(SD) 3.52 (3.38)

Medijana (opseg) 4 (0-8)

Bez podataka 0

Progesteron poztivnost
PR negativno (<3)
PR granicna vrednost (=4)
PR pozitivno (>4)

Progesteron — kategorije (poz./neg.)

PR negativno (<3)
PR (>4)

147 (48.84%)
17 (5.65%)
137 (45.51%)

147 (48.84%)
154 (51.16%)

Kao s$to se vidi iz tabele 21, prose¢ni skor progesterona je bio nesto nizi nego kod
estrogena. Pozitivne kategorije i ER i PR Xskbr su neznatno ucestalije od

negativnih.
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Tabela 22 — Prikaz parametra HER-2 ekspresije i HER-2 amplifikacije (CISH)

Status N (%)
HER?Z2 status
HER2 + (negativno) 187 (62.13%)
HER2 ++ 66 (21.93%)
HER2 +++ 48 (15.95%)
CISH status
CISH- 232 (77.08%)
CISH+ 66 (21.93%)
Bez podataka 3 (1.00%)

Rezultati prikazani u tabeli 22 pokazuju da su najucestalije kategorije HER-2 i

CISH statusa.

4.3.2. HER-2 status odreden CISH metodom i opste karakteristike bolesnica i oboljenja

4.3.2.1. HER-2 status odreden CISH metodom i opste karakteristike bolesnica

Prema amplifikaciji HER-2 onkoproteina odredenoj po CISH metodi, bolesnice su

podeljene u dve grupe: CISH+ (sa amplifikacijom) i CISH- (bez amplifikacije).

Osnovne karakteristike prikazane su u tabeli 23.

Tabela 23 - HER-2 status odreden CISH metodom i opste karakteristike obolelih

CISH status- N(%)

Karakteristike CISH- CISH+ Bez Test
podataka
Starost (godine)
Prosek(SD) 56.51 (12.43)  53.12 (12.11) 3 Wilcoxon rank sum*
Medijana (opseg) 57 (30-83) 53 (24-80) 3 W=8737; p=0.08
Starost — kategorije
od <45 godina 46 (19.83%) 15 (22.73%) 0 (0%) Pearson y test
od >46 godina 186 (80.17%) 51 (77.27%) 3 (100%) x*1=0.27; p=0.61
Menstrualni status
Premeno 60(25.86%) 19(28.79%) (0%) Fisher Exact test
Perimeno 18(7.76%) 3(4.55%) 0(0%) p=0.68
Menopauza 154(66.38%) 44(66.67%) 3(100%)
Porodi¢na anamneza
negativna 131(56.47%) 43(65.15%) 3(100%) Pearson y* test
pozitivna 61(26.29%) 17(25.76%) 0(0%) x*1=0.25; p=0.61
Bez podataka 48(17.24%) 6(9.09%) 0(0%)
Porodi¢na anamneza
Dojka + 20(8.62%) 4(6.06%) 0(0%) Fisher Exact test
Drugo + 41(17.67%) 13(19.7%) 0(0%) p=0.56
Bez podataka 171(73.71%) 49(74.24%) 3(100%)

*Wilcoxon rank sum test with continuity correction
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Kao Sto se vidi iz tabele 23, CISH- i CISH+ podgrupe bolesnica su homogene po
svim navedenim parametrima (starosna dob — godine i kategorije, menstrualni status,
opsta porodi¢na anamneza i porodi¢na anamneza vezana za maligne bolesti dojke). Nije

nadena statisCka znacajna razlika u analiziranim kategorijama.

4.3.2.2. HER-2 status odreden CISH metodom i karakteristike oboljenja
4.3.2.2.1. Povezanost klini¢kih i histopatoloskih karakteristike oboljenja

Za potrebe ovog istrazivanja prikazane su klinicke i patohistoloske kategorije

veli¢ina tumora u tabeli 24.

Tabela 24 — T u TNM klasifikaciji u odnosu na patoloski T

Klini¢ki Patolodki T - N(%)
T uTNM Total
pT1 pT2 pT3 Bez podataka
T0 5 (1.66%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (0.33%) 6 (1.73%)
T1 98 (32.56%) 16 (5.32%) 0 (0%) 0 (0%) 128 (36.99%)
T2 68 (22.59%) 95 (31.56%) 2 (0.66%) 2 (0.66%) 193 (55.78%)
T3 0 (0%) 10 (3.32%) 2 (0.66%) 2 (0.66%) 19 (5.49%)

Adekvatno je stadirana veli¢ina tumora kod 195/301 (64,78%) bolesnice. Od toga
je T1=pT1 kod 98 bolesnica (32,56%), T2=pT2 kod 95 bolesnica (31,56%) i T3=pT3
kod 2 bolesnice (0,66%).

Podstadirano je 23/301 (7,64%) bolesnica. Od toga TO vs pT1 5 (1,66%), T1 vs
pT2 16 (5,32%) i T2 vs pT3 2 (0,66%).

Prestadirano je ukupno 78/301 (25,91%) bolesnica, a od toga T2 vs pTl 68
(22,59%) i T3 vs pT2 10 (3,32%).
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Za potrebe ovog istrazivanja prikazane su klini¢ke i1 patohistoloSke kategorije

nodalnog statusa u tabeli 25.

Tabela 25 — N u TNM Kklasifikaciji u odnosu na patoloski N

Klini¢ki N Zahvacenost nodusa - N(%)
uTNM

Total
Nezahvaéeni Zahvacdeni Bez podataka

NO 91(30.23%) 59(19.6%) 12(3.99%) 162(53.82%)
N1 58(19.27%)  72(23.92%) 9(2.99%) 139(46.18%)

Prema nodalnom statusu adekvatno je stadirano 163/301 (54,15%) bolesnica. Od
toga NO=pNO 91 (30,23%) i N1=pN1 72 (23,92%). Podstadirano je 59 bolesnica
(19,6%), a prestadirano 58 (19,27%).

Na osnovu dobijenih nalaza klinickog 1 patoloskog T i N, odredivani su klinicki 1
postoperativni (patoloski) stadijumi bolesti. Za potrebe ovog istraZivanja prikazane su

klinicke i patohistoloske kategorije stadijuma bolesti u tabelama 26 i 27.

Tabela 26 — Klinicki i postoperativni stadijum

Postoperativni stadijum N (%)

Klinic¢ki stadijum

I [ Bez podataka
Klini¢ki stadijum I 49(16.28%) 26(8.64%) 4(1.33%)
Klini¢ki stadijum II 51(16.94%) 149(49.5%) 22(7.31%)

Kao Sto se vidi iz tabele 26, adekvatno su stadirani stadijumi bolesti kod 198/301
(65,78%) bolesnica, podstadirano je 26/301 (8,64%) a prestadirano je 51/301 (16,94%)

bolesnica.
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Tabela 27— Klinicki i postoperativni stadijum(detaljno)

Postoperativni stadijum

Klini¢ki stadijum Bez podataka
I A 1B
I 49(16.28%) 23(7.64%) 3(1%) 4(1.33%)
A 39(12.96%)  35(11.63%) 25(8.31%) 11(3.65%)
1B 12(3.99%) 46(15.28%)  43(14.29%) 11(3.65%)

Kao Sto se vidi iz tabele 27, adekvatno su stadirani stadijumi bolesti kod 127/301
(42,20%) bolesnica, podstadirano je 51/301 (16,95%) a prestadirano je 97/301 (32,23%)
bolesnica.

4.3.2.2.2. HER-2 status odreden CISH metodom i klini¢ke karakteristike oboljenja

Ispitujuéi razlike izmedu CISH- i CISH+ podgrupa bolesnica po karakteristikama

oboljenja, nismo dobili statisti¢ku znacajnost. Rezultati analize su prikazani u tabeli 28.

Tabela 28 - HER-2 status odreden CISH metodom i klinicke karakteristike oboljenja

CISH status- N(%)

Karakteristike Test
CISH- CISH+ Bez podataka
Kvadrant dojke
centralni 23(9.91%) 7(10.61%) 0(0%)
lateralni 166(71.55%)  44(66.67%) 2(66.67%) Fisher Exact Test
medijalni 36(15.52%)  13(19.7%) 1(33.33%) 0=0.82
nepoznato (nepalpabilni) 7(3.02%) 2(3.03%) 0(0%)
T u TNM klasifikaciji
TO 3(1.29%) 3(4.55%) 0(0%) .
T1 93(40.09%)  24(31.82%) 0(0%) F'Sher_Eé‘gclt Test
T2 124(53.45%)  40(60.61%) 3(100%) =5
T3 12(5.17%)  2(3.03%) 0(0%)
N u TNM Klasifikaciji P )
NO 124(53.45%)  35(53.02%) 3(100%) ) carson y” test
N1 108(46.55%)  31(46.97%) 0(0%) 1°1=0.004; p=0.95
Klini¢ki stadijum detaljno
| 62(26.72%) 17(25.76%) 0(0%) Pearson ” test
A 84(36.21%)  23(34.85%) 3(100%) ¥*1=0.12; p=0.95
1B 86(37.07%)  26(39.39%) 0(0%)
Klinicki stadijum ,
I 62(26.72%)  17(25.76%) 0(0%) pearson y” test
T 170(73.28%)  49(74.24%) 3(100%) x"1=0.024; p=0.87
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Kao Sto se vidi iz tabele 28, CISH- i CISH+ podgrupe bolesnica su homogene po
svim karakteristikama oboljenja (lokalizacija tumora, veli¢ina, nodalni status i klinicki

stadijumi bolesti).

4.3.2.2.3. HER-2 status odreden CISH metodom 1 histopatoloske karakteristike

oboljenja

Analizom histopatoloski odredene veli¢ine tumora, zahvaéenosti limfnih nodusa i
postoperativnim/patoloskim stadijumom bolesti i poredenjem sa CISH vrednostima,
nismo dobili staticku znacajnost koja bi ukazivala na njihovu meduzavisnost. Rezultati

su prikazani na tabeli 29.

Tabela 29 - HER-2 status odreden CISH metodom i histopatoloske karakteristike

oboljenja
. CISH status- N(%)
Karakteristike CISH- CISH+ Bez podataka Test
Patoloski T
pT1l 129(55.6%)  39(59.09%) 3(100%)
pT2 99(42.67%)  22(33.33%) 0(0%) Fisher Exact Test
pT3 2(0.86%) 2(3.03%) 0(0%) p=0.17
Bez podataka 2(0.86%) 3(4.55%) 0(0%)
Patolodki N 5
bez zahvadenih nodusa  114(49.14%)  33(50%) 2(66.67%) Peazrs_og c))(ofSt
sa zahva¢enim nodusima 102(43.97%) 29(43.94%) 0(0%) X ;;0'95 '
Bez podataka 16(3.9%) 4(6.06%) 1(33.33%) '
Postoperativni stadijum
postop. stadijum | 78(33.62%)  20(30.3%) 2(66.67%) Pearson +Z test
postop. stadijum 1A 80(34.48%)  24(36.36%) 0(0%) 2 1 34.)é20 51
postop. stadijum 1B 56(24.14%)  15(22.73%) 0(0%) Lamsom B
Bez podataka 18(7.76%)  7(10.61%)  1(33.33%)
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4.3.2.2.4. HER-2 status odreden CISH metodom i histoloski i nuklearni gradus tumora

Za potrebe ovog istrazivanja bilo je od znacaja ispitivanje razlika izmedu CISH- i
CISH+ podgrupa bolesnica po histoloskim i nuklearnim gradusima tumora. Rezultati

analize su prikazani u tabeli 30 i na grafikonima 22 i 23.

Tabela 30 — Histoloski i nuklearni gradus tumora
CISH gtatus- N(%)

Gradus CISH- CISH+  Bez podataka Test
Histoloski gradus
Hist. gradus 1 14(6.03%) 1(1.52%) 1(33.33%) Fisher Exact
Hist. gradus 2 201(86.64%) 59(89.39%) 2(66.67%) Test b=0 079
Hist. gradus 3 6(259%)  5(7.58%) 0(0%) P=2.
Bez podataka 11(4.74%) 1(1.52%) 0(0%)
Nuklearni gradus
Nuk.gradus 1 23(9.91%) 2(3.03%) 1(33.33%) Fisher Exact
Nuk.gradus 2 191(82.33%) 50(75.76%)  1(33.33%) Test p=0.00371
Nuk.gradus 3 14(6.03%)  12(18.18%)  1(33.33%) '
Bez podataka 4(1.72%) 2(3.03%) 0(0%)

Analiziraju¢i povezanost CISH statusa sa histoloskim i1 nuklearnim gradusom

tumora dobijene su statisticki znacajne razlike za nuklearni ali ne i histoloski gradus

(tabela 30).

Histoloski gradus 2 je najzastupljeniji u obe podgrupe. U CISH- je ucestaliji

histoloski gradus 1, dok je u CISH+ ucestaliji histoloski gradus 3 (grafikon 22).

Nuklearni gradus 2 je najzastupljeniji u obe podgrupe. U CISH- je ucestaliji

nuklearni gradus 1, dok je u CISH+ ucestaliji nuklearni gradus 3 (grafikon 23).
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4.3.2.2.5. HER-2 status odreden CISH metodom i steroidni receptori

Statisicke znacajnosi su dobijene i poredenjem CISH statusa sa vrednostima
estrogenskih i progesteronskih receptora. Za testiranje su koriS¢ene srednja vrednost
(SD) i medijana (opseg) i vrednosti receptora po grupama i kategorijama. Rezultati su

prikazani u tabeli 31.

Tabela 31 - HER-2 status odreden CISH metodom i steroidni receptori
CISH status- N(%)

Steroidni receptori CISH- ClSH+ Bez Test
podataka

Estrogen Wilcoxon rank sum*
Prosek (SD) 4.49(3.41) 2.36 (3.06) 3/346 W=10391;
Medijana (opseg) 6 (0-8) 0 (0-8) (0.87%) p=4.18-10°

Estrogen poztivnost
ER negativno (<3) 90(38.79%)  42(63.64%) Fisher Exact Test
ER granicna vrednost (=4) 4(1.71%) 3(4.55%) 3(100%) p=0.00017
ER pozitivno (>4) 138(59.48%) 21(31.82%)

Estrogen kategorije (poz./neg.) Pearson y” test
ER negativno (<3) 90(38.79%)  42(63.64%) 0(0%) x%1=12.85;
ER >4 142(61.21%) 24(36.36%) 3(100%) p=0.00034

Progesteron Wilcoxon rank sum*
Prosek(SD) 3.94(3.41) 1.92(2.82) 3/346 W=10192;
Medijana (opseg) 5 (0-8) 0 (0-8) (0.87%) p=1.55.10"°

Progesteron poztivost Pearson +2 test
PR negativno (<3) 100(43.1%)  46(69.7%)  1(33.33%) 2 :17X47_
PR granicna vrednost (=4) 12(5.17%) 5(7.58%) 0(0%) x _10 OOblé
PR pozitivno (>4) 120(51.72%) 15(22.73%) 2(66.67%) p=>

Progesteron kategorije(poz./neg.) Pearson y” test
PR negativno (<3) 100(43.1%)  46(69.7%)  1(33.33%) x*1=14.54;
PR >4 132(56.9%)  20(30.3%)  2(66.67%) p=0.00014

*Wilcoxon rank sum test with continuity correction

U CISH+ u odnosu na CISH- podgrupu vrednosti estrogena i progesterona su

znacajno nize i znacajno su frekventnije ER- i PR- kategorije.
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4.3.2.2.6. HER-2 status odreden CISH metodom i pT vrednosti histopatoloskih tipova
tumora (DC/LC)

Rezultati testiranja PH tipova tumora u odnosu na CISH- i CISH+ podgrupe

bolesnica su prikazani u tabelama 32 i 33 i na grafikonima 24 i 25.

Tabela 32 — PH tip tumora

CISH gtatus- N(%)

PH tip tumora CISH- CISH+ Bez podataka Test
Duktalni 125(53.88%)  55(83.33%) 3(100%) Pearson ° test
Lobularni 107(46.12%) 11(16.67%) 0(0%) v*1=18.64 p=2-10"

Analiziraju¢i povezanost CISH statusa sa PH tipovima tumora dobijena je
statistiCki znaCajna razlika (tabela 32). Naime, u obe podgrupe dominira duktalni tip
tumora, pri ¢emu je njegova ucestalost znacajno ve¢a u CISH+, nego u CISH- podgrupi,

dok je lobularni tip znac¢ajno ucestaliji u CISH-, nego u CISH+ podgrupi.
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40 4
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Grafikon 24. PH tip tumora
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Analiza CISH amplifikacije u odnosu na tipove tumora pokazala je znacajnu
statistiCku razliku i to najvise kod duktalnog karcinoma 55 bolesnica (83,33%) a kod
lobularnih karcinoma 11 bolesnica (16,67%). Daljom analizom ustanovljena je znacajna
statisticka razlika 1 u veli¢ini tumora u odnosu na CISH ampifikaciju. Naime pTl1,
posebno duktalni karcinomi, pokazali su znatno vecu statisticku razliku amplifikacije
HER-2 onkoproteina u odnosu lobularne karcinome iste ili veée patoloski merene

velidine.

Tabela 33- CISH+ u odnosu na kategorije PH tipa karcinomai pT

Karakteristika DC LC Test

pT1 102 (100%) 66 (100%) Pearson y” test
CISH- 69 (67.65%) 60 (90.91%) v*1=12.16; p=4.9*10™
CISH+ 33 (32.35%) 6 (9.09%)

pT2 73 (100%) 48 (100%) Fisher exact test
CISH- 55 (75.34%) 44 (91.67%) p=0.0294
CISH+ 18 (24.66%) 4 (8.33%)

pT3 3 (100%) 1 (100%) Fisher exact test
CISH- 1 (33.33%) 1 (100%) p=1
CISH+ 2 (66.67%) -

N (%) 178 (100%) 115 (100%) -

p=0.00049 p=0.019
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Grafikon 25. CISH+ u odnosu na PH tip Ca i kategorije pT1ipT2+3
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5. DISKUSIJA

S obzirom na specifi¢nost problematike, ve¢ina do sada objavljenih studija u ovoj
oblasti su retrospektivne, najéesée bazirane na hospitalnim serijama i relativno velikim
brojem bolesnika. Nedostatak prospektivnih studija je Sto zahtevaju izuzetno dugi,
prakti¢no neograniceni period istrazivanja. Do sada sprovede neprospektivne studije su
ograniCene kratkim vremenom pracenja (1-5 godina od postavljanja dijagnoze) i
nedovoljne da daju odgovore na kompeksnu povezanost prognostickih i prediktivnih
faktora rizika za karcinom dojke.

Pre 25 godina Salamon i autori su otkrili da je amplifikacija HER-2 onkoproteina
udruZena sa loSijim ishodom bolesti [14]. Jedna od najvecih meta analiza koje je objavio
Ross sa saradnicima obuhvatala je vise od 27000 bolesnica sa karcinomom dojke.
Analizirani su rezultati 81 studije, univarijantnom ili multivarijantnom metodom. U vise
od polovine studija potvrdeno je da je pozitivni HER-2 status nezavisni faktor lo3e
prognoze. Ovakvi rezultati su dobijeni bez obzira na metodologiju odredivanja HER-2
statusa, koja se u meduvremenu menjala i usavrsavala [22].

Ucestalost HER-2 amplifikacije (c-erbB-2 gena) potvrdena CISH metodom u
grupi naSih bolesnica iznosi 20,81%, Sto je za visSe od 5% u odnosu na HER-2
overekspresiju utvrdenu IHH metodom (15,03%). Ovi nalazi se uklapaju sa objavljenim
rezultatima koji daju razlike u HER-2 overeksprisiji utvrdivanoj IHH metodom sa HER-
2 amplifikacijom utvrdenom FISH ili u naSem radu CISH metodom, gde od vecine
objavljenih i u uvodu navedenih, izdvajamo radove Achima sa saradnicima i Bharagve
sa saradnicima [78,79].

Porede¢i godine starosti i Starosnu dob kroz kategorije (grani¢na vrednost je
iznosila 45), kao i menstrualni status i opsStu i porodi¢nu anamnezu vezanu za dojku,
nismo dobili znacajnost statistiCke razlike u odnosu na CISH pozitivnost. Godine
starosti (p=0.41). Starosna dob (p=0.31). Menstrualni status (p=0.54). Porodi¢na
anamneza opSta (p=0.77), vezano za dojku (p=0.5). Ovim smo potvrdili da se opsti
prognosticki faktori ne mogu dovesti u direktu vezu sa c-erb-B-2 genskom
amplifikacijom, iako su znacajni faktori rizika, a $to su svojim radovima pokazali i
drugi istrazivaci (Dirier, El Sagfir i Finek sa saradnicima) [27,80,81].

U daljim analizama testirali smo specifi¢ne faktore rizika koji su i prognosticki ali
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I prediktivni faktori.

Najces¢a lokalizacija tumora je bila u lateralnim kvadrantima 244 bolesnice
(70,52%), u medijalnim kvadrantima kod 58 bolesnica (16,76%) a u centralnom
kvadrantu najmanja 33 bolesnice (9,54%). Testirajuci njihovu meduzavisnost sa CISH
pozitivnosc¢u nismo dosli do statisticki znacajne razlike (p=0.65). Time smo utvrdili da
lokalizaja tumora nije u meduzavisnosti sa HER-2 amplifikacijom.

U klini¢koj TNM Kklasifikaciji najveci je broj T2 tumora 193 (55,78%), potom T1
128 (36,99%), T3 19 (5,49%) i TO 6 (1,73%). Klinicki NO status je imalo 189 bolesnica
(54,62%), N1 157 bolesnica (45,38%). 1z ovih rezultata proistekli su i nalazi klini¢kih
stadijuma. U inicijalnom klinickom stadijumu I je bilo 90 bolesnica (26,01%) a u
stadijumu II 256 bolesnica (73,99%). Testiraju¢i njihovu meduzavisnost u odnosu na
HER-2 amplifikaciju nismo utvrdili statisticki znacajnu meduzavisnost Klini¢ki T
(p=0.17). Klini¢ki N (p=0.78) Klinicki stadijum bolesti (p=0.73). Svakako, nodalni
status je vazan u prognozi bolesti (Andrulis sa saradnicima), ali u odnosu na postavljene
ciljeve, bitan zakljuéak je da nismo dokazali korelaciju klinickog regionalnog
aksilarnog nodalnog statusa sa HER-2 amplifikacijom utvrdenu CISH metodom [82,83].

Tip hiruSke intervencije u inicijalnom lecenju karcinoma dojke nije se mogao
predvideti unapred u odnosu na HER-2 amplifikaciju. HER-2 status je odredivan
postoperativno a tip hiruske intervencije je bio determinisan preoperativnim i
intraoperativnim (EX tempore) nalazima. PosStednih operacija je bilo 169 (48,84%) a
radikalnih 177 (51,16%).

Analizirajuéi patoloski T i patoloski N ukljucuju¢i u analizu i broj odstranjenih
limfnih nodusa, kao i postoperativni (patoloski) stadijum bolesti koji je proistekao iz
patoloSkog T 1 N, nismo dobili statisticki znacajnu razliku u odnosu na CISH
amplifikaciju. Patolodki T (p=0.28), patoloski N (p=0.81), patoloski stadijum bolesti
(p=0.51). Znacajan zakljucak ovih analiza u odnosu na postavljene ciljeve, je da i
patoloski N, kao i klinicki, ne korelira sa CISH amplifikacijom. Do ovog zakljucka dosli
smo uzimajuéi u obzir 1 poredenje stadiranja klinickog T 1 N 1 klinickog stadijuma
bolesti sa patoloSkim pT i pN i patoloskim stadijumom bolesti. Nalazi adekvatno
stadiranih bolesnica po stadijumima bolesti 243 (64,45%), podstadiranih 31 (8,96%) i

prestadiranih 60 (17,34%), nisu uticali na rezultat statisticke analize.
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Po tipu tumora najzastupljeniji su bili duktalni karcinomi 183 (52,89%), lobularni
118 (34,10%) a ostalih 45 (13,01%). Koriste¢i Fisher Exact Test dobili smo statisticki
znadajnu razliku u odnosu na tip tumora prema CISH pozitivnosti (p=4.22- 10~>). lako
se ovakvi nalazi podudaraju sa ve¢inom sli¢nih dobijenih nalaza, a medu kojima su bila
prva istrazivanja Harrisa i saradnika jos 1984. godine, to je bio i glavni povod da u
sledecoj fazi formiramo podgrupu samo duktalnih i lobularnih karcinoma [84].

Pre formiranja podgrupe DC/LC uradili smo analize ostalih faktora rizika u
0snovnoj grupi.

Testiraju¢i vrednosti steroidnih receptora u odnosu na CISH pozitivnost koristili
smo srednju vrednost i medijanu (opseg). Estrogen i progesteron vrednosti po
skorovima smo odredivali u grupama. Skor 3 i manje je negativan (prva grupa), skor 4
je grani¢na vrednost (druga grupa) a viSe od 4 je smatran pozitivnim nalazom (tre¢a
grupa). Zbog lakseg testiranja, a u neposrednoj vezi radi primene ovih nalaza u klinickoj
praksi, estrogen i progesteron vrednosti smo podelili u dve kategorije. Skor manji od 3
je smatran negativnim a skor 4 i vie pozitivnim nalazom. Posle analiziranja dobili smo
statistiCki znacajnu razliku za obe kategorije u odnosu na CISH vrednosti. Naime,
estrogen pozitivna kategorija je bila zastupljena u 61,21% bolesnica (p=3-107>),
progesteron pozitivna kategorija je bila zastupljena kod 56,9% bolesnica (p=4 - 10~°).
Vrednosti za obe kategorije su dobijene u grupi bez CISH amplifikacije. Ovo se
podudara sa nalazima Cianfroccae i Joensuua sa saradnicima i uklapa se u vecinu nalaza
sli¢nih istrazivanja [85,86].

Analiziraju¢i histoloske i nuklearne graduse kao klasi¢ne faktore rizika, koje je
Bloom prezentovao joS davne 1957. godine, a dopunio Fisher B. 1969. godine, dobili
smo sledece rezultate. HistoloSki gradus 2 je imalo 262 bolesnica (87,04%), gradus 1 je
imalo 16 bolesnica (5,32%) a gradus 3 11 bolesnica (3,99%). Nuklearni gradus 2 je
takode imao najveci broj bolesnica 242 (80,4%), gradus 3 je imalo 27 bolesnica (8,97%)
i gradus 1 je imalo 26 bolesnica (8,64%). U odnosu na CISH pozitivnost dobili smo
statisti¢ki znacajnu razliku za nuklearni (p=0.00135) i za histoloski gradus (p=0.015).
CISH pozitivnost je bila znacajno prisutnija kod vecih gradusa [87].

Zbog dobijenih statistickih znacajnosti odlu¢ili smo da formiramo podgrupu samo
duktalnih i lobularnih karcinoma i izvrSimo retestiranje po svim parametrima.

Formirana podgrupa je imala 301 bolesnicu.
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Ucestalost HER-2 amplifikacije (c-erbB-2 gena) potvrdena CISH metodom u
formiranoj podgrupi 301 bolesnica (DC/LC), iznosi 21,93%, Sto je za vise od 5% u
odnosu na HER-2 overekspresiju utvrdenu IHH metodom (15,95%). Ovi nalazi dobijeni
u podgrupi se bitno ne razlikuju u odnosu na one dobijene u 0snovnoj grupi.

Porede¢i godine starosti i starosnu dob kroz kategorije (grani¢na vrednost je
iznosila 45), kao i menstrualni status, porodi¢nu anamnezu za druge malignne bolesti i
porodi¢nu i licnu anamnezu vezanu za dojku, nismo dobili znacajnost statisticke razlike
u odnosu na CISH pozitivnost, §to se takode slaze sa rezultatima u osnovnoj grupi.

Najcesca lokalizacija tumora je bila u lateralnim kvadrantima 212 bolesnica, u
medijalnim kvadrantima kod 50 bolesnica, a u centralnom kvadrantu najmanja, 30
bolesnica. Testiraju¢i njihovu meduzavisnost sa CISH pozitivnos¢u nismo dosli do
statisticki znacajne razlike, koja se nije pokazala ni u osnovnoj grupi. Time smo utvrdili
da lokalizaja DC/LC tumora nije u meduzavisnosti sa HER-2 amplifikacijom.

U klinickoj TNM Kklasifikaciji najveci je broj bolesnica su imale tumor T2 (167),
potom T1 (114), T3 (14) 1 TO (6). Klinicki NO status je imalo 162 bolesnica a N1 139
bolesnica. Iz ovih rezultata proistekli su i nalazi klinickih stadijuma. U inicijalnom
klini¢kom stadijumu I je bilo 79 bolesnica, a u stadijumu II 222 bolesnica. Testirajuci
njihovu meduzavisnost u odnosu na HER-2 amplifikaciju nismo utvrdili statisticki
zna€ajnu meduzavisnost, $to je sli¢an nalaz kao i za osnovnu grupu.

Tip hiruske intervencije u inicijalnom leCenju karcinoma dojke nije se mogao
predvideti unapred u odnosu na HER-2 amplifikaciju. HER-2 status je odredivan
postoperativno a tip hiruske intervencije je bio determinisan preoperativnim i
intraoperativnim (EX tempore) nalazima. PoStednih operacija je bilo 150 (49,83%) a
radikalnih 151 (50,17%).

Analizirajuéi patoloski T i patoloSki N ukljucuju¢i u analizu i broj odstranjenih
limfnih nodusa, kao i postoperativni (patoloski) stadijum bolesti koji je proistekao iz
patoloSkog T i N, nismo dobili statisticki zna€ajnu razliku u odnosu na CISH
amplifikaciju, Sto je takode bio nalaz i u osnovnoj grupi. Znacajan zakljucak ovih
analiza u odnosu na postavljene ciljeve, je da i patoloski N ne korelira sa CISH
amplifikacijom. Do ovog zakljucka dosli smo uzimajuci u obzir i poredenje stadiranja
klinickog T i N 1 klinickog stadijuma bolesti sa patoloskim pT i pN i patoloSkim

stadijumom bolesti. Razlike u klinickom i patoloSkom stadiranju bolesti odgovaraju
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nalazima u osnovnoj grupi.

Sli¢ne nalaze, ¢ak favorizujuc¢i veée tumore (pT3), dobili su Ake i saradnici 1990.
godine, kao i Toikkanen sa saradnicima 1992. godine. Ovi nalazi su u suprotnosti sa
rezultatima koje smo mi dobili u daljim analizama samo CISH pozitivnih karcinoma
analizirajuci ih po PH tipu unutar pT kategorija (veli¢ina) [88,89].

Po tipu tumora najzastupljeniji su bili duktalni karcinomi kod 183 bolesnica
(60,8%) a lobularni znatno manje kod 118 bolesnica (39,2%). Testirajuci nalaze dobili
smo statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na tip tumora prema CISH pozitivnosti
(p=2- 107°). Rezultati nase studije su u saglasnosti sa veéinom podataka iz literature.
Referentna literatura je navedena u prethodnim poglavljima, a nace$ée citirani su
rezultati istraZzivanja Lewisa i saradnika, Prati i saradnika, Huang i saradnika, Diriera i
saradnika, Aksu i saradnika, Dowsettta i saradnika, Slamona i saradnika
[13,20,21,27,90,91,92].

Testiraju¢i vrednosti steroidnih receptora u odnosu na CISH pozitivnost koristili
smo srednju vrednost i medijanu (opseg). Estrogen i progesteron vrednosti po
skorovima smo odredivali u u grupama. Skor 3 i manje je negativan, skor 4 je grani¢na
vrednost a visSe od 4 je smatran pozitivnim nalazom. Zbog lakSeg testiranja, a u
neposrednoj vezi radi primene ovih nalaza u klinickoj praksi, estrogen i progesteron
vrednosti smo podelili u dve kategorije. Skor manji od 3 je smatran negativnim a skor 4
i viSe pozitivnim nalazom.

Posle analiziranja dobili smo statistiCki znacajnu razliku za sve kategorije u
odnosu na CISH pozitivnost, Sto se podudara sa nalazima dobijenim u osnovnoj grupi.

Analiziraju¢i histoloske i nuklearne graduse kao klasi¢ne faktore rizika dobili smo
slede¢e rezultate. HistoloSki gradus 2 je imalo 262 bolesnica (87,04%), gradus 1 je
imalo 16 bolesnica (5,32%) a gradus 3 11 bolesnica (3,99%). Nuklearni gradus 2 je,
takode, imao najveci broj bolesnica 242 (80,4%), gradus 3 je imalo 27 bolesnica
(8,97%) i gradus 1 je imalo 26 bolesnica (8,64%). Ovi su nalazi identi¢ni za oba gradusa
u odnosu na osnovnu grupu od 346 bolesnica. U odnosu na CISH pozitivnost dobili smo
za oba gradusa statisticki znacajnu razliku. CISH pozitivnost je bila znacajno prisutnija
kod ve¢ih gradusa (gradus 2 i 3).

Zbog sve veceg broja publikovanih radova koji sa dilemom uporeduju veli¢inu

primarnog karcinoma dojke sa HER-2 amplifikacijom, kao i drugim faktorima rizika,
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odlucili smo da dalju analizu uradimo po PH tipu karcinoma unutar kategorija pT po
CISH amplifikaciji. Utvrdili smo da je statisticki znacajno veca ucestalost CISH
amplifikacije kod duktalnih karcinoma, a narocito kod onih do 2cm. (pT1) u odnosu na
lobularne karcinome. Sli¢ne nalaze dobili su i Allred sa saradnicima 1992. godine, kao i
Junnan sa saradnicima koji je svoje nalaze publikovao 2012. godine. Potvrdu rezultata
naSeg istrazivanja pronasli smo i u zakljuécima radova Ana i saradnika i Harolda i
saradnika [93,94,95,96].

Radovi Parise i saradnika, Kelly i saradnika i Roisina i saradnika, istovremeno
analiziraju vise faktora rizika. Veli¢inu i HP tumora, nodalni status, status steroidnih
receptora i status HER-2 onkoproteina. Bez decidnih zakljucaka, u njihovim
istrazivanjima se namece sve prisutnija dilema: koji je faktor rizika vazniji u
adjuvantnom pristupu le¢enja [97,98,99].

lako to nije tema ovog istrazivanja, nemoguce je bilo ignorisati. Mozda najbolji
prikaz ovako razli¢itih stavova koji odreduju vrstu leCenja i prognozu bolesti, daje
Diana Crivellari, iznoseci rezultate dve velike sli¢ne retrospektivne studije [100].

Slicnu dilemu u svojim radovima iznose 1 Swede 1 saradnici, Curigliano 1
saradnici i Azizun-Nisa i saradnici [101,102,103].

Kako su postedne operacije kod ranog karcinoma dojke, ve¢ dugo standard u
lecenju, adjuvantni pristup zavisi od procene nalaza dobijenih u standardnoj HP analizi
[104,105,106,107,108].

Misljenja smo da svaka poStedna operacija u toku preparisanja tkiva -
tumorektomije, stvara moguénost za lokalnu diseminaciju. Takode, 1 sentinel biopsija,
ukoliko su strazarski limfni nodusi pozitivni, stvara moguénost za lokalnu diseminaciju.
Imaju¢i u vidu moguénost preoperativne HP dijagnostike core biopsijom, kao i1
odredivanje, histoloskog 1 nuklearnog gradusa, nalaza steroidnih i HER-2 receptora,
namece se zakljucak da se i kod malih tumora klini¢kog stadijuma I i II, pogotovo za
duktalni karcinom, inicijalno leCenje moze zapoceti primenom neoadjuvantne
hemioterapije, kao i primenom monoklonskog antitela Trastuzumab-a [25,
26,109,110,111,112].

Trastuzumab deluje na viSe razlicitih nacina, ali jedan od najznacajnijih
mehanizama dejstva je aktivacija imunog odgovora organizma, koji putem antitelo-

zavisne celijski posredovane citotoksi¢nosti (ADCC, antibody-dependent cellular
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cytotoxicity) dovodi do smrti tumorskih ¢éelija zaostalih ili diseminovanih u toku
inicijalnog hiruskog lecenja [113].

Efikasnost ovog leka u tretmanu bolesnica sa agresivhom formom HER2
pozitivnih karcinoma dojke prvi put je dokazana 1998. godine, u klinickoj studiji u
kojoj je Herceptin korisScen kao druga i treca linija monoterapije kod Zzena sa
metastatskom bolescu koje su prethodno bile tretirane hemioterapijom [13].

Primenjen u prvoj liniji metastatskog karcinoma dojke u kombinaciji sa taksanima
prezivljavanje [114,115].

U skorije vreme, prospektivne randomizirane studije koje je sproveo u Americi
National Surgical Adjuvant Breast Project (NSABP) B-31 i Breast Cancer Intergroup
Study (N-9831), a u Evropi Herceptin Adjuvant trial (HERA), dokazale su da
adjuvantna primena trastuzumaba u trajanju od 1 godine, nakon primenjene standardne
hemioterapije, dovodi do smanjenja rizika od recidiva i smanjenja mortaliteta kod
bolesnica sa HER2 pozitivnim ranim  stadijumom  karcinoma dojke
[116,117,118,119,120]

Ispitivanjem meduzavisnosti ekspresije HER-2 onkoproteina u primarnom tumoru
1 drugih (klasi¢nih) faktora prognoze (vrednosti steroidnih receptora, histoloskog i
nuklearnog gradusa), uz o€ekivane korealacije, mogla bi se preciznije odrediti bioloska
agresivnost tumora i time, verovatno, uticati na postoje¢e modalitete leCenja. Naucni
doprinos doktorske teze, a iz koga ¢e proizaci i klini¢ki doprinos, ¢e se odnositi na
mogucénost redefinisanja indikacija za sve modalitete leCenja, a narocito za primenu
adjuvantne/neoadjuvantne zratne 1 hemio/hormono terapije kao i terapije
monoklonskim antitelom — trastuzumab-om [18,121,122,123].

Bolesnice sa HER-2 overekspresijom (3+) imaju losiji terapijski odgovor na
hormonoterapiju tamoksifenom, a bolji terapijski odgovor na primenu lekova iz grupe
inhibitora aromataze trece generacije. Takode, overekspresija HER-2 u primarnom
tumoru moZe uticati na izbor hemioterapije, (antraciklinska ili neantraciklinska
hemioterapija ili taksanske kombinacije) ili kombinaciju sa trastuzumab-om [124,125].

Ispitivanje povezanosti ekspresije HER-2 sa klini¢kim i patoloSkim stadijumom

lokalne i regionalne bolesti prema TNM i pTNM Klasifikaciji, kao i ostalim definisanim
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faktorima rizika, opravdava odredivanje HER-2 statusa u inicijalnoj patoloskoj
dijagnostici operabilnog karcinoma dojke, klinickog stadijuma I i II [126,127].
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6. ZAKLJUCAK

Nase naucno istrazivanje je eksperimentalno-klinicka studija, sprovedena u

Institutu za onkologiju i radiologiju Srbije u periodu 2006.-2009. godine, u koju je bilo

ukljuceno 346 bolesnica klini¢kog stadijuma I i II, a na osnovu dobijenih rezultata izveli

smo sledece zakljucke:

1.

U osnovnoj grupi od 346 bolesnica, u odnosu na starosnu dob, porodi¢nu i
liénu anamnezu, menstrualni status, veli¢inu i lokalizaciju tumora, nismo
dobili statisticki znacajnu korelaciju sa HER-2 ampifikacijom potvrdenom
CISH metodom.

Klini¢ki i patoloski stadijum istostranih aksilarnih limfnih nodusa, prema
klini¢kom 1 patoloSkom TNM stadiranju bolesti, kod unicentricnog primarno
operabilnog karcinoma dojke, nije u statisticki znacajnoj korelaciji sa HER-2
ampifikacijom potvrdenom CISH metodom.

Potvrdili smo statisticki znacajnu ucestalost HER-2 amplifikacije odredene
CISH metodom kod duktalnih karcinoma klinickog i patoloskog stadijuma
1,2 i 3 u odnosu na druge karcinome istih stadijuma bolesti prema TNM
klasifikaciji (p=4.22- 107°).

Potvrdili smo obrnuto srazmernu korelaciju steroidnih receptora sa HER-2
amplifikacijom potvrdenom CISH metodom. ER (p=3-107°), PR (p=4-
107°).

Potvrdili smo statisticki znac¢ajnu korelaciju histoloskog (p=0.015) i narocito
nuklearnog gradusa (p=0.00135), sa HER-2 amplifikacijom utvrdenu CISH
metodom.

Zbog dobijenih statistickih znacajnosti odlucili smo da formiramo podgrupu
samo duktalnih i lobularnih karcinoma i izvrS§imo retestiranje po svim
parametrima. Formirana podgrupa je imala 301 bolesnicu. Nalazima
dobijenim u podgrupi u odnosu na starosnu dob, porodi¢nu i licnu anamnezu,
menstrualni status, veli¢inu i lokalizaciju tumora, nismo dobili statisticki
znaCajnu korelaciju sa HER-2 ampifikacijom potvrdenom CISH metodom.
Takode, klinic¢ki 1 patoloski stadijum istostranih aksilarnih limfnih nodusa,

prema klinickom 1 patoloSkom TNM stadiranju bolesti, kod unicentricnog
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10.

11.

12.

primarno operabilnog karcinoma dojke, nije u statisticki znacajnoj korelaciji
sa HER-2 ampifikacijom potvrdenom CISH metodom.

Potvrdili smo statisticki znacajnu ucestalost HER-2 amplifikacije odredene
CISH metodom kod duktalnih karcinoma klinickog i patoloSkog stadijuma
1,2 i 3 u odnosu na lobularne karcinome istih stadijuma bolesti prema TNM
klasifikaciji (p=2- 107>).

Potvrdili smo obrnuto srazmernu korelaciju steroidnih receptora sa HER-2
amplifikacijom potvrdenom CISH metodom. ER (p=0.00034), PR
(p=0.00014).

Potvrdili smo statisticki znacajnu korelaciju histoloskog (p=0.079) i
nuklearnog gradusa (p=0.00371) , sa HER-2 amplifikacijom potvrdenu CISH
metodom.

Uporedujuci po CISH amplifikaciji karcinome unutar podgrupe DC/LC, sa
njihovom veli¢inom po pTNM stadiranju, dosli smo do zakljucka da je kod
malih DC (pT1) u odnosu na male LC (pT1), pokazana je statisticki znacajno
veéa udestalost CISH amplifikacije. pT1 DC/LC (p=4.9-10"), kao i na pT2
DC/LC (p=0.019). Grupa pT3 DC/LC tumora nije pokazala statisticki
znacajnu razliku najverovatnije zbog malog broja bolesnica (4).

Zakljuc€ili smo da mali duktalni karcinomi (T1/pTl), imaju statisticki
znacajnije vecu ucestalost HER-2 amplifikacije, da su obrnuto proporcionalni
vrednostima steroidnih receptora i da su u direktnoj korelaciji sa histoloskim i
nuklearnim gradusom tumora.

Na osnovu naseg naucnog istrazivanja smatramo da je potrebno sprovesti
studije na ve¢im kohortama bolesnica sa inicijalno operabilnim karcinomom
dojke, u cilju istrazivanja povezanosti amplifikacije HER-2 onkoproteina i
veli¢ine kao 1 HP tipa primarnog tumora dojke, koje ¢e ukazati na to da li je
potrebno ili ne, kod malih primarnih tumora veli¢ine do 2cm. duktalnog tipa i
viseg histoloskog i nuklearnog gradusa, primeniti neoadjuvantu terapiju

Herceptinom ili ne.
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8. SKRACENICE KORISCENE U TEKSTU

TNM - Tumor, Nodus, Metastaza

UICC - Unija za Medunarodnu Kontrolu Raka

WHO - Svetska Zdravstvena Organizacija

HER 2 - hyman epidermal growtel factor receptor 2 (humani epidermalni faktor rasta)
HER 2 - neu kod miSeva koji su imali neuroblastom

EGF - epidermalni faktor rasta ili erb B za celu grupu

Her 2 - neu erb B2 humani EGF

HER - receptor za humani epiderrnalni faktor rasta

EGFR - receptor za epidermalni faktor rasta

DC - duktalni karcinom

LC - lobularni karcinom

ADCC - antitelo-zavisna ¢elijski posredovana citotoksicnost
NSABP - National Surgical Adjuvant Breast Project

HERA - HERceptin® Adjvant trial

IHH - imunohistohemija

ISH - in situ hibridizacija

FISH - fluorescentna in situ hibridizacija

CISH - hromogena in situ hibridizacija

UK NEQAS - United Kingdom National External Quality Assessment Service
NordiQC - Nordic imunochistochemtcal Quality Control
USCAP - United Stales and Canadian Academy of Pathology
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