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SAŽETAK 

Cilj istraživanja: Utvrditi izražaj glikoproteina 96 (GP96) i androgenih receptora (AR) na tumorskim 

stanicama karcinoma dojke te ispitati njihovu povezanost s kliničko-patološkim karakteristikama 

tumora i zahvaćenošću aksilarnih limfnih čvorova (aLČ) metastazama, kao i povezanost kliničko-

patoloških karakteristika, GP96 i AR-a s ukupnim preživljenjem i preživljenjem bez recidiva bolesti. 

Također smo ispitali kliničku, prediktivnu i prognostičku vrijednost ekstranodalne ekstenzije (ENE) u 

limfnom čvoru čuvaru (LČČ). 

Materijali i metode: U istraživanje je retrospektivno uključeno 107 pacijentica s cT1-T2 invazivnim 

karcinomom dojke i metastazom u LČČ, koje su u razdoblju od 2007. do 2016. godine operirane na 

Klinici za kirurgiju, Kliničkog bolničkog centra Rijeka i praćene najmanje pet godina. Od arhivskih 

uzoraka patohistoloških materijala karcinoma dojke Zavoda za patologiju i patološku anatomiju, 

Kliničkog bolničkog centra Rijeka, izrađene su tkivne mikroareje na kojima je učinjena 

imunohistokemijska (IHC) analiza izražaja GP96 i AR-a. ENE u LČČ je mjeren u najvišem (nvENE) i 

najširem (nšENE) promjeru. Relativan izražaj gena GP96 određen je metodom lančane reakcije 

polimeraze u stvarnom vremenu (RT-qPCR). 

Rezultati: ENE u LČČ najsnažniji je prediktor metastaza u drugim limfnim čvorovima (engl. non-

sentinel lymph node; nSLN) te većeg broja metastazama zahvaćenih nSLN. Pacijentice s 

nšENE>nvENE imale su viši rizik za pojavu metastaza u nSLN i lošije preživljenje bez recidiva bolesti. 

Tumori s niskim izražajem GP96 češće su bili hormonski ovisni, HER2-negativni i s niskim mitotskim 

proliferacijskim indeksom (Ki-67). Nije utvrđena povezanost izražaja GP96 i AR-a. Hormonski ovisni 

tumori najčešće su imali niski izražaj GP96 i visoki izražaj AR-a. Visoki izražaj GP96 povezan je s 

većim rizikom od lokoregionalnog recidiva bolesti, dok je negativan izražaj AR-a povezan s većim 

rizikom od lokoregionalnog i udaljenog recidiva bolesti. Dob, histološki gradus 3, ekstenzivna 

intraduktalna komponenta i veći omjer broja pozitivnih i izvađenih limfnih čvorova (engl. lymph node 

ratio; LNR) nezavisni su prediktori ukupnog preživljenja. Histološki gradus 3, ekstenzivna 

intraduktalna komponenta, veći LNR te negativna ekspresija AR-a povezani su s lošijim preživljenjem 

bez recidiva bolesti. Razina glasničke RNK za GP96 povišena je u stanicama karcinoma u odnosu na 

zdravo tkivo dojke. Utvrđena je značajna razlika u razini glasničke RNK za GP96 između trostruko 

negativnog i luminalnih karcinoma dojke, s višim razinama u trostruko negativnom karcinomu. 

Zaključak: ENE u LČČ najsnažniji je prediktor zahvaćenosti i opsega metastaza u nSLN. Izražaj GP96 

nije povezan s preživljenjem, dok je AR značajan prognostički čimbenik te bi mogao imati ulogu u 

planiranju terapije i praćenju pacijentica s karcinomom dojke. 

Ključne riječi: Androgeni receptori; Glikoprotein 96; Imunohistokemijska analiza; Karcinom dojke; 

Limfni čvor čuvar; Prognoza. 
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SUMMARY 

Objectives: The aim of our study is to determine the correlation of glycoprotein 96 (GP96) and 

androgen receptor (AR) expression with clinicopathological features and the extent of additional 

axillary lymph node involvement in early-stage breast cancer (BC) patients with sentinel lymph node 

(SLN) involvement, as well as their impact on 5-year overall survival (OS) and disease-free survival  

(DFS). In addition, we also explore the clinical relevance and the predictive and prognostic implications 

of extranodal extension (ENE) in SLN. 

Materials and methods: We retrospectively included 107 female patients with cT1-T2 invasive BC 

and SLN involvement, who underwent surgery at the Department of General and Oncological Surgery, 

Clinical Hospital Center Rijeka between 2007 and 2016, and with at least five years of clinical follow-

up data. Expression of GP96 and AR was immunohistochemically evaluated on tissue microarrays 

constructed from two 2-mm diameter cores of formalin-fixed, paraffin-embedded tumour specimens 

from each patient. ENE in SLN was measured in the highest (HD-ENE) and widest diameters (WD-

ENE). Additionally, relative GP96 gene expression was quantified using real-time quantitative PCR 

(RT-qPCR). 

Results: The analysis demonstrated that ENE in SLN was the strongest predictor of metastasis in non-

sentinel lymph nodes (non-SLN) and of a higher metastatic burden. Patients with WD-ENE>HD-ENE 

exhibited an even higher risk of non-SLN metastases and reduced DFS. Tumours with low GP96 

expression were more frequently hormone receptor-positive, HER2-negative, and showed lower mitotic 

proliferative index (Ki-67). No significant correlation was observed between GP96 and AR expression. 

Hormone receptor-positive tumours typically presented with low GP96 and positive AR expression. 

High GP96 expression was associated with an increased risk of locoregional recurrence, whereas 

negative AR expression was correlated with an increased risk of both locoregional and distant 

recurrence. Additional independent predictors of OS included age, histological grade 3, extensive 

intraductal component (EIC), and a higher lymph node ratio (LNR). Worse DFS was associated with 

histological grade 3, EIC, higher LNR, and negative AR expression. Finally, GP96 mRNA levels were 

significantly higher in BC tissue compared with normal breast tissue. Notably, triple-negative BC 

showed increased expression relative to luminal subtypes. 

Conclusion: ENE in SLN is the strongest predictor of both the presence and the extent of metastases 

in non-SLN and may also have prognostic significance. While GP96 expression showed no association 

with survival outcomes, AR expression is a significant prognostic marker, and could serve as a valuable 

biomarker for treatment planning and follow-up in BC patients. 

Keywords: Androgen receptors; Breast neoplasms; HSP90 heat shock proteins; 

Immunohistochemistry; Prognosis; Sentinel lymph node



VIII 
 

SADRŽAJ 

1. UVOD I PREGLED PODRUČJA ISTRAŽIVANJA ......................................................................... 1 

1.1. Epidemiologija karcinoma dojke ..................................................................................................... 1 

1.2. Čimbenici rizika za nastanak karcinoma dojke ................................................................................ 3 

1.3. Klasifikacija karcinoma dojke ......................................................................................................... 3 

1.3.1. Histološka klasifikacija karcinoma dojke ............................................................................. 3 

1.3.2. TNM klasifikacija karcinoma dojke...................................................................................... 4 

1.3.3. Molekularna klasifikacija karcinoma dojke .......................................................................... 6 

1.4. Prognostički čimbenici karcinoma dojke ......................................................................................... 7 

1.4.1. Veličina primarnog tumora ................................................................................................... 7 

1.4.2. Histološki tip ......................................................................................................................... 8 

1.4.3. Histološki gradus................................................................................................................... 8 

1.4.4. Status aksilarnih limfnih čvorova.......................................................................................... 9 

1.4.5. Limfovaskularna invazija .................................................................................................... 12 

1.4.6. Estrogenski i progesteronski receptori ................................................................................ 13 

1.4.7. Receptor za humani epidermalni čimbenik rasta 2 (HER2) ................................................ 14 

1.4.8. Mitotski proliferacijski indeks Ki-67 .................................................................................. 14 

1.5. Liječenje karcinoma dojke ............................................................................................................. 15 

1.6. Bjelančevine toplinskog šoka – Glikoprotein 96 (GP96) .............................................................. 16 

1.6.1. Građa i funkcija GP96......................................................................................................... 16 

1.6.2. Uloga GP96 u patogenezi karcinoma dojke ........................................................................ 18 

1.7. Androgeni receptori ....................................................................................................................... 20 

1.7.1. Građa i funkcija androgenih receptora ................................................................................ 20 

1.7.2. Biološka funkcija AR .......................................................................................................... 21 

1.7.3. Uloga androgenih receptora u karcinomu dojke ................................................................. 22 

2. CILJEVI ISTRAŽIVANJA .............................................................................................................. 24 

3. ISPITANICI I METODE .................................................................................................................. 25 

3.1. Ispitanici ......................................................................................................................................... 25 

3.2. Metode ........................................................................................................................................... 25 

3.2.1. Bioptički materijal i patohistološke karakteristike karcinoma dojke .................................. 25 

3.2.2. Izrada tkivnih mikroareja (TMA)........................................................................................ 28 



IX 
 

3.2.3. Imunohistokemijsko bojenje i analiza ................................................................................. 29 

3.2.4. Analiziranje aktivacije gena metodom lančane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu 

(RT-qPCR) .................................................................................................................................... 32 

3.2.5. Etički aspekti istraživanja ................................................................................................... 33 

3.2.6. Statistička obrada podataka ................................................................................................. 33 

4. REZULTATI..................................................................................................................................... 35 

4.1. Kliničko-patološke karakteristike ispitivane skupine .................................................................... 35 

4.2. Imunohistokemijska analiza izražaja GP96 u normalnom tkivu dojke i karcinomu dojke ............ 37 

4.2.1. Imunohistokemijska analiza izražaja GP96 u normalnom tkivu dojke ............................... 37 

4.2.2. Imunohistokemijska analiza izražaja GP96 u karcinomu dojke ......................................... 37 

4.2.3. Odnos ekspresije GP96 i kliničko-patoloških parametara .................................................. 38 

4.3. Imunohistokemijska analiza izražaja AR-a u karcinomu dojke ..................................................... 39 

4.3.1. Odnos ekspresije AR-a i kliničko-patoloških parametara ................................................... 39 

4.3.2. Odnos koekspresije GP96 i AR-a s ostalim kliničko-patološkim karakteristikama ........... 42 

4.4. Usporedbe na temelju podjele ispitanica ovisno o statusu limfnih čvorova nečuvara ................... 44 

4.5. Logistička regresijska analiza prediktora statusa limfnih čvorova nečuvara ................................. 46 

4.6. Usporedbe na temelju podjele ispitanica ovisno o orijentaciji ENE u limfnom čvoru čuvaru ...... 47 

4.7. Analiza petogodišnjeg preživljenja ispitanica (Kaplan-Meierove krivulje i Cox regresijski model)

 .............................................................................................................................................................. 48 

4.8. Rezultati analize aktivacije gena metodom lančane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu (RT-

qPCR) .................................................................................................................................................... 54 

5. RASPRAVA ..................................................................................................................................... 56 

6. ZAKLJUČCI ..................................................................................................................................... 65 

7. LITERATURA ................................................................................................................................. 66 

ILUSTRACIJE ...................................................................................................................................... 77 

POPIS SLIKA ....................................................................................................................................... 77 

POPIS TABLICA ................................................................................................................................. 79 

POPIS POKRATA ................................................................................................................................ 80 

ŽIVOTOPIS .......................................................................................................................................... 83 



1 
 

1. UVOD I PREGLED PODRUČJA ISTRAŽIVANJA 

1.1. Epidemiologija karcinoma dojke 

Karcinom dojke najčešći je maligni tumor u žena i jedan od vodećih uzroka smrtnosti žena u cijelom 

svijetu [1]. Prema podatcima Međunarodne agencije za istraživanje raka (engl. International Agency 

for Research on Cancer, IARC), 2022. godine u svijetu je bilo 2.296.840 novo dijagnosticiranih 

karcinoma dojke, što je činilo 23,8% svih novo otkrivenih karcinoma različitih sijela u žena. U istom 

razdoblju od raka dojke umrlo je 666.103 žena, što predstavlja 15,4% svih smrtnih slučajeva povezanih 

s rakom. Prema IARC, prosječna stopa incidencije karcinoma dojke u svijetu je 46,8/100.000 

stanovnika, dok je prosječna stopa smrtnosti 12,7/100.000 stanovnika. Procjenjuje se da će do 2050. 

godine globalna incidencija karcinoma dojke porasti na 3,3 milijuna novih slučajeva godišnje, uz 

očekivanu smrtnost od 1,1 milijun osoba. Ovaj trend porasta incidencije i smrtnosti od karcinoma dojke 

objašnjava se prvenstveno povećanjem ukupnog broja stanovnika i starenjem populacije. 

U Republici Hrvatskoj stopa incidencije raka dojke iznosi 134,9/100.000 stanovnika, uz smrtnost 

25,2/100.000 stanovnika, što je u skladu s prosjekom zemalja članica Europske unije (EU-27) gdje 

incidencija iznosi 147,6/100.000 stanovnika, uz smrtnost 34,8/100.000 stanovnika. 

Incidencija raka dojke značajno varira u različitim dijelovima svijeta, vjerojatno kao posljedica razlika 

u socioekonomskom statusu, načinu života, dostupnosti zdravstvene skrbi i strategijama probira. 

Najviša incidencija karcinoma dojke bilježi se u razvijenim zemljama poput Sjedinjenih Američkih 

Država, Kanade, pojedinih zapadnoeuropskih zemalja, Australije i Zelanda, dok su najniže stope 

incidencije zabilježene u zemljama Afrike i jugoistočne Azije (Slika 1) [2,3]. 

 

Slika 1. Dobno standardizirana stopa incidencije karcinoma dojke na 100.000 žena u različitim dijelovima svijeta. International 

Agency for Research on Cancer. Globocan 2022. [Internet]. Dostupno na: https://gco.iarc.who.int/today/en/dataviz/maps-

heatmap?mode=population&sexes=2&cancers=20 
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U slabije razvijenim zemljama, karcinom dojke često se dijagnosticira u uznapredovalom stadiju što je 

povezano s lošijim preživljenjem i zbog čega je stopa mortaliteta u ovim zemljama viša, unatoč niskoj 

incidenciji [4].  

Incidencija i biologija karcinoma dojke razlikuju se i s obzirom na etničku pripadnost. Najvišu 

incidenciju imaju žene europskog podrijetla, kod kojih se bolest najčešće dijagnosticira u prosječnoj 

dobi od 63 godine, a samo 20% slučajeva čine žene mlađe od 50 godina. Kod žena afričkog podrijetla, 

prosječna dob pri postavljanju dijagnoze je 59 godina, no u toj skupini čak 35% oboljelih čine žene 

mlađe od 50 godina. Žene hispanskog podrijetla u prosjeku imaju 56 godina u trenutku postavljanja 

dijagnoze, a 20% slučajeva dijagnosticira se u žena mlađih od 50 godina. Etnička pripadnost bolesnica 

utječe i na zastupljenost različitih surogata molekularnih podtipova karcinoma dojke u pojedinim 

populacijskim skupinama. Kod žena europskog podrijetla najčešće se dijagnosticiraju luminalni 

podtipovi karcinoma dojke, čija incidencija značajno raste s dobi. Nasuprot tome, incidencija HER2-

obogaćenog i trostruko negativnog surogata molekularnog podtipa karcinoma dojke ostaje relativno 

stabilna nakon 40. godine života (Slika 2) [2]. 

 

Slika 2. Incidencija luminalnog (ER-pozitivan/HER2-negativan), HER2-obogaćenog i trostruko negativnog (ER-

negativan/HER2-negativan) karcinoma dojke prema dobnim skupinama na 100.000 žena. Preuzeto: Lester SC. The Breast. In: 

Kumar V, Abbas AK, Aster JC, ur. Robbins Basic Pathology. 10th ed. Philadelphia: Elsevier; 2017. p. 1037–64. 

 

U Republici Hrvatskoj je 2006. godine pokrenut Nacionalni program ranog otkrivanja raka dojke s 

ciljem ranog otkrivanja bolesti i poboljšanja kvalitete života oboljelih žena te smanjenja smrtnosti od 

karcinoma dojke za 25-30%. Ovim sustavnim probirom obuhvaćene su sve žene u dobi od 50 do 69 
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godina te je do sada provedeno osam ciklusa poziva za besplatnu preventivnu mamografiju, s devetim 

ciklusom u tijeku. Prema podatcima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo, odaziv u program iznosi oko 

62% te se bilježi povećanje postotka žena kojima je dijagnosticiran rak dojke u ranom, lokaliziranom 

stadiju, što jedan od glavnih ciljeva programa (Internet stranica HZJZ, https://www.hzjz.hr/nacionalni-

programi/rano-otkrivanje-raka-dojke/) [5]. 

 

1.2. Čimbenici rizika za nastanak karcinoma dojke 

Etiologija karcinoma dojke nije u potpunosti razjašnjena, no poznati su brojni čimbenici rizika koji 

utječu na povećan rizik od nastanka ove bolesti. Najznačajniji rizični čimbenici su ženski spol i životna 

dob. Poznato je da žene obolijevaju sto puta češće nego muškarci te da se karcinom dojke rijetko javlja 

u žena mlađih od 25 godina. Incidencija značajno raste nakon 30. godine života te se od ukupnog broja 

dijagnosticiranih karcinoma dojke u žena, 50% otkrije u dobnoj skupini od 45 do 69 godina [6–8]. Od 

drugih čimbenika rizika tu su još rana prva menarha (<12 godine) i kasna menopauza (>55 godina), 

prva trudnoća poslije 35. godine ili nuliparitet, postmenopauza, uporaba oralnih kontraceptiva ili 

hormonske nadomjesne terapije, genetska predispozicija, pozitivna obiteljska anamneza, benigne 

promjene u dojkama sa znakovima atipije, izloženost ionizirajućem zračenju, prehrana bogata 

životinjskim mastima, povećana konzumacija crvenog i/ili prženog mesa, pretilost, pušenje, smanjen 

unos svježeg voća, povrća i fitoestrogena, prekomjerna konzumacija alkohola i nedostatak fizičke 

aktivnosti [4,9,10]. Oko 10% slučajeva karcinoma dojke je nasljedno [11]. Najčešće su povezani s 

mutacijama gena BRCA1 i BRCA2 (engl. breast cancer gene), koji su do danas i najsveobuhvatnije 

istraženi [12]. Obje mutacije nasljeđuju se autosomno-dominantno te su povezane s prosječnim 

kumulativnim rizikom nastanka karcinoma dojke tijekom života od oko 70% [13]. Također je utvrđena 

njihova povezanost s nastankom drugih karcinoma kao što su karcinom jajnika, prostate i gušterače 

[14]. Brojne studije dokazale su utjecaj i drugih tumor-supresorskih gena na povećan rizik za nastanak 

raka dojke, poput TP53, PTEN, PALPB2 i CHEK2. Većina ovih gena ima složenu ulogu u održavanju 

genske stabilnosti putem popravaka dvostrukog lanca DNK [15–17]. 

 

1.3. Klasifikacija karcinoma dojke 

1.3.1. Histološka klasifikacija karcinoma dojke 

Karcinomi dojke heterogena su skupina bolesti, porijeklom iz stanica terminalnih kanalića lobularne 

jedinice dojke. Prema histološkom podtipu dijele se na neinvazivne (in situ) i invazivne lezije. Kod in 

situ karcinoma, tumorske stanice proliferiraju unutar duktusa i lobulusa, uz očuvani sloj mioepitelnih 

stanica, ne probijaju bazalnu membranu i ne invadiraju okolnu stromu te nemaju sposobnost 

metastaziranja. Dijele se u dvije skupine: duktalni karcinom in situ (DCIS) i lobularni karcinom in situ 
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(LCIS) [18,19]. Invazivni karcinomi najčešće su duktalni adenokarcinomi koji probijaju bazalnu 

membranu te imaju sposobnost lokalnog i udaljenog širenja. Prema morfologiji, dijele se na više 

podtipova, a najzastupljeniji je invazivni karcinom ne specijalni tip (engl. no special type, NST), koji 

čini 80% svih slučajeva karcinoma dojke. Slijedi invazivni lobularni karcinom koji se javlja u 10-15% 

bolesnica [19,20]. 

 

1.3.2. TNM klasifikacija karcinoma dojke 

Proširenost karcinoma dojke određuje se prema TNM klasifikaciji, koju je standardiziralo Američko 

zajedničko povjerenstvo za rak (engl. American Joint Committee on Cancer, AJCC) i Međunarodna 

unija protiv raka (engl. Union for International Cancer Control, UICC). Stadij bolesti određen prema 

TNM klasifikaciji koristi se za procjenu prognoze i odabir optimalnog načina liječenja pacijenata. 

Ranijih godina TNM klasifikacija bazirala se isključivo na anatomskim kriterijima: veličini tumora 

(engl. tumour size, T), statusu limfnih čvorova (engl. nodal status, N) i postojanju metastaza (engl. 

metastases, M). Prema uputama Nacionalne sveobuhvatne mreže za rak (engl. National Comprehensive 

Cancer Network, NCCN), za određivanje anatomskog stadija bolesti važno je uzimanje detaljne 

anamneze, potom fizikalni pregled, radiološka dijagnostika (ultrazvučni pregled dojki, mamografija, 

nuklearna magnetska rezonancija) te citološka i/ili patohistološka verifikacija suspektnih lezija uz 

određivanje statusa hormonskih receptora.  

Anatomska TNM klasifikacija uključuje četiri kategorije. Prva kategorija je klinički stadij te se 

označava prefiksom „c“, a bazira se na fizikalnom pregledu, radiološkim pretragama i nalazu biopsije 

ili citološke punkcije prije liječenja. Druga kategorija je patološki stadij, označen prefiksom „p“, a 

temelji se na patohistološkom nalazu primarnog tumora i nalazu biopsije limfnog čvora čuvara (LČČ). 

Treća kategorija je postterapijski staging, oznake „yp“, a odnosi se na pacijente koji su liječeni bilo 

kojim oblikom neoadjuvantne terapije. Zadnja kategorija je restaging i odnosi se na slučajeve kada je u 

pitanju recidiv bolest [21]. 

Tijekom godina, kako se otkrivala biološka i molekularna heterogenost karcinoma dojke, nove spoznaje 

značajno su utjecale i na TNM klasifikaciju, tako da su sada, uz tradicionalni anatomski sustav za 

određivanje stadija bolesti, uvršteni i molekularni biomarkeri koji značajno utječu na klinički ishod 

liječenja, prognozu bolesti i preživljenje. Biomarkeri uključeni u prognostičke kategorije su status 

estrogenskih i progesteronskih receptora, status receptora za humani epidermalni čimbenik rasta 2 

(HER2), histološki gradus i multigenske analize za karcinom dojke (engl. multigene assays) poput 

Oncotype DX i MammaPrint [22,23]. U Tablici 1. prikazana je patološka klasifikacija karcinoma dojke 

(pTNM). 
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Tablica 1. Patološka klasifikacija karcinoma dojke (pTNM) 

Primarni tumor (pT) 

TX Primarni tumor se ne može odrediti 

pT0 Primarni tumor se ne može dokazati 

pTis (DCIS)* Duktalni karcinom in situ 

pTis (Paget) Pagetova bolest bradavice bez invazivnog karcinoma i/ili karcinoma in situ 

pT1 Tumor najvećeg promjera ≤20 mm 

   pT1mi Tumor najvećeg promjera ≤1 mm 

   pT1a Tumor veličine >1 mm, ali ≤5 mm u najvećem promjeru 

   pT1b Tumor >5 mm, ali ≤10 mm u najvećem promjeru 

   pT1c Tumor >10 mm, ali ≤20 mm u najvećem promjeru 

pT2 Tumor >20 mm, ali ≤50 mm u najvećem promjeru 

pT3 Tumor >50 mm 

pT4 Tumor bilo koje veličine sa zahvaćanjem torakalne stijenke i/ili kože 

   pT4a Tumor sa širenjem na torakalnu stijenku (s izuzetkom pektoralnog mišića) 

   pT4b Ulceracija i/ili edem kože dojke i/ili satelitski kožni nodusi iste dojke 

   pT4c T4a + T4b 

   pT4d Inflamatorni karcinom 

Regionalni limfni čvorovi (pN) 

pNX Regionalni LČ se ne mogu procijeniti (npr. nisu izvađeni) 

pN0 Bez metastaza u regionalnim LČ ili samo ITC 

    pN0(i+) samo ITC (nakupine <0,2 mm) 

    pN0(mol+) pozitivan molekularni nalaz (RT-PCR); nema ITC 

pN1 
mikrometastaze ili metastaze u 1-3 aksilarna LČ, i/ili klinički negativni unutarnji mamarni 

LČ s mikrometastazama ili makrometastaza u LČČ 

    pN1mi Mikrometastaza (oko 200 stanica; veličina 0,2-2 mm) 

    pN1a Metastaze u 1-3 aksilarna LČ; najmanje jedna >2 mm 

    pN1b Metastaze u unutarnjim mamarnim LČČ, bez ITC 

    pN1c pN1a + pN1b 

pN2 
Metastaze u 4-9 aksilarnih LČ ili pozitivni unutarnji mamarni LČ na slikovnim pretragama, 

u odsutnosti metastaza u aksilarnim LČ 

    pN2a Metastaze u 4-9 aksilarnih LČ (bar jedan depozit >2 mm) 

    pN2b 
Metastaze u klinički evidentnim unutarnjim mamarnim LČ, sa/bez mikroskopske potvrde 

i bez metastaza u aksilarnim LČ 

pN3 

Metastaze u ≥10 aksilarnih LČ, ili infraklavikularnim LČ, ili pozitivni interni mamarni LČ 

na slikovnim pretragama uz jedan ili više pozitivnih aksilarnih LČ razine I i II, ili >3 

pozitivna aksilarna LČ i mikro- ili makrometastaza na biopsiji LČČ u klinički negativnim 

internim mamarnim LČ, ili supraklavikularnim LČ 
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    pN3a    
Metastaze u ≥10 aksilarnih LČ (najmanje jedan depozit >2 mm) ili metastaza u 

infraklavikularnom LČ 

    pN3b pN1a ili pN2a uz cN2b (pozitivni interni mamarni LČ na slikovnim pretragama) 

    pN3c Metastaze u ipsilateralnim supraklavikularnim LČ 

Udaljene metastaze (M) 

M0 Nema kliničkih ni radioloških znakova udaljenih metastaza 

pM1 patohistološki dokazane udaljene metastaze, ili metastaze u neregionalnim LČ >0,2 mm 

* Lobularni karcinom in situ (LCIS) je benigna lezija te je izbačena iz TNM klasifikacijskog sustava u AJCC, 8. 

izdanje. Kratice: ITC – izolirane tumorske stanice (engl. isolated tumour cells), LČČ – limfni čvor čuvar, LČ – 

limfni čvor. 

 

1.3.3. Molekularna klasifikacija karcinoma dojke 

Gensko sekvencioniranje omogućilo je kategorizaciju karcinoma dojke u četiri glavna intrinzična 

podtipa, karakterizirana različitim biomarkerima, biološkim ponašanjem i prognozom [24,25]. Kao 

surogati genske ekspresije za klasifikaciju molekularnih podtipova u kliničkoj praksi koriste se klasični 

imunohistokemijski biomarkeri, ekspresija hormonskih i HER2 receptora te mitotski proliferacijski 

indeks Ki-67. Glavni surogati molekularnih podtipova karcinoma dojke su luminal A, luminal B HER-

negativan, luminal B HER2-pozitivan, HER2 obogaćeni i trostruko negativan surogat (Tablica 2) [26]. 

Luminalni karcinomi su estrogen pozitivni tumori koji čine otprilike 70% svih slučajeva karcinoma 

dojke te se najčešće prezentiraju kao invazivni karcinom NST [10]. Luminalni A surogat obično je 

niskog histološkog gradusa, sporo rastući te ima najpovoljniju prognozu s petogodišnjim preživljenjem 

od 95%. Luminalni B surogat češće je višeg histološkog gradusa i ima lošiju prognozu s nešto nižim 

ukupnim petogodišnjim preživljenjem, unatoč sličnosti s luminalnim A surogatom. Razlog je u različitoj 

ekspresiji gena ili proteina karakterističnih za luminalni epitel, kao što su progesteronski receptori i 

transkripcijski faktor FOXA1 [27]. Luminalni B podtip dijeli se u dvije podskupine ovisno o izražaju 

HER2 receptora. HER2-obogaćeni surogat čini oko 10-15% svih karcinoma dojke. Karakteriziran je 

prekomjernom ekspresijom HER2 receptora u odsutnosti ekspresije estrogenskih i progesteronskih 

receptora. Obično pokazuju brži rast u odnosu na luminalne karcinome, agresivniji tijek bolesti i viši 

histološki gradus. Međutim, uvođenjem ciljne anti-HER2 terapije značajno se poboljšalo preživljenje 

pacijenata s ovim molekularnim podtipom karcinoma dojke [28]. Trostruko negativan surogat ne 

pokazuje ekspresiju niti hormonskih niti HER2 receptora, a čini oko 20% svih karcinoma dojke. 

Biološki je najagresivniji i s najlošijom prognozom. Prema dosadašnjim spoznajama, 20-30% 

pacijenata s trostruko negativnim surogatom ima BRCA1 ili BRCA2 mutaciju [29]. Genskom analizom 

potvrđena je heterogenost trostruko negativnog karcinoma dojke te je unutar ovog molekularnog 

entiteta identificirano čak šest različitih podtipova [19,30]. 
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Tablica 2. Surogati molekularnih podtipova karcinoma dojke prema preporukama konferencije iz St. 

Gallena iz 2013. godine [26] 

Surogat molekularnog podtipa ER PR HER2 Ki-67* 

Luminal A pozitivan pozitivan negativan <20% 

Luminal B HER2-negativan pozitivan negativan ili <20% negativan ≥20% 

Luminal B HER2-pozitivan pozitivan pozitivan/negativan pozitivan bilo koji 

HER2-obogaćeni negativan negativan pozitivan bilo koji 

Trostruko negativan negativan negativan negativan bilo koji 

* prihvaćena granična vrijednost za visoki Ki-67 prema preporuci panela iz St. Gallena je ≥20%. 

 

1.4. Prognostički čimbenici karcinoma dojke 

Klinički ishod pacijentica s karcinomom dojke ovisi o biološkim karakteristikama tumora i stadiju 

bolesti u trenutku postavljanja dijagnoze. Prognostički čimbenici omogućuju optimalan odabir terapije 

te procjenu tijeka i kliničkog ishoda bolesti, dok su prediktivni čimbenici ključni u definiranju odgovora 

na specifično liječenje karcinoma dojke. Glavni prognostički čimbenici u karcinomu dojke su: veličina 

primarnog tumora, histološki tip, diferenciranost tumora odnosno histološki gradus, status aksilarnih 

limfnih čvorova, limfovaskularna invazija, postojanje udaljenih metastaza, potom status estrogenskih i 

progesteronskih receptora, HER2 status i mitotski proliferacijski indeks Ki-67. 

 

1.4.1. Veličina primarnog tumora 

Veličina primarnog tumora se, uz status limfnih čvorova aksile smatra najznačajnijim prognostičkim 

čimbenikom u karcinomu dojke [31]. Jedan je od tri ključna parametra koji se koriste za procjenu 

proširenosti karcinoma dojke i određivanje anatomskog stadija prema TNM klasifikaciji. Prema 

preporukama Američkog društva za kliničku onkologiju (engl. American Society of Clinical Oncology, 

ASCO) i Udruženja američkih patologa (engl. College of American Pathologists, CAP), veličina tumora 

trebala bi se mjeriti u dvije različite dimenzije, a za klasifikaciju se uzima najveća izmjerena vrijednost. 

Mjerenje treba potvrditi mikroskopskom analizom, osobito kod manjih tumora. Tumori s izraženom in 

situ komponentom također se trebaju mjeriti mikroskopski, no ta se komponenta ne uključuje u ukupnu 

veličinu tumora. Kod multicentričnih karcinoma, svakom tumorskom žarištu treba odrediti veličinu i 

zasebno je prikazati [32]. Povećanjem veličine primarnog tumora povećava se i rizik od nastanka 

metastaza u aksilarnim limfnim čvorovima. Kod tumora većih od 20 mm, rizik za metastaze u LČČ 1,5 

puta je veći u usporedbi s tumorima manjim od 20 mm (39% vs. 26%). Prema TNM klasifikaciji, rizik 

za pozitivne LČČ iznosi 23,6% u stadiju T1, 42,4% u stadiju T2 te 50% u stadiju T3 [33]. Pacijentice s 

karcinomom dojke veličine do 1 cm i negativnim aksilarnim limfnim čvorovima imaju 10-godišnje 
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preživljenje preko 90%, dok kod karcinoma većih od 2 cm preživljenje opada na 77%. Također je 

utvrđena obrnuta povezanost veličine tumora i petogodišnjeg preživljenja. Pacijentice s karcinomima 

manjim od 1 cm imaju stopu petogodišnjeg preživljenja 99%, one s karcinomima veličine 1-3 cm oko 

89%, dok je kod karcinoma veličine 3-5 cm preživljenje 86% [9,34]. 

 

1.4.2. Histološki tip 

Histološka klasifikacija karcinoma dojke također je jedan od značajnih čimbenika rizika za klinički 

ishod i prognozu bolesti. Svjetska zdravstvena organizacija klasificirala je karcinom dojke u preko 20 

različitih histoloških tipova s obzirom na morfologiju stanica, obrazac rasta i strukturalne uzorke. 

Najčešći među njima je invazivni karcinom NST, dok specijalni tipovi čine oko 25%, a razlikuju se po 

svojim specifičnim morfološkim i prognostičkim obilježjima. Dokazano je da invazivni mikropapilarni, 

invazivni apokrini i metaplastični karcinom dojke imaju lošiju prognozu u odnosu na invazivni 

karcinom NST. S druge strane, rani stadij lobularnog karcinoma dojke ima sličnu prognozu kao i 

invazivni karcinom NST, a tubularni tip karcinoma dojke ima povoljne patohistološke karakteristike. 

Određivanje histološkog tipa karcinoma dojke ima značajan utjecaj na terapijski pristup te pojedini 

povoljni histološki tipovi ne zahtijevaju agresivno sistemsko liječenje. Poznato je da mucinozni, 

tubularni i papilarni tip, potom adenoidni cistični i kribriformni tip karcinoma imaju izrazito povoljnu 

prognozu, bez obzira na status aksilarnih limfnih čvorova [35]. Međutim, miješani tipovi mucinoznog 

karcinoma dojke češće imaju metastaze u limfnim čvorovima, prekomjernu ekspresiju HER2 receptora 

i visoki Ki-67 te su povezani s lošijom prognozom u odnosu na čisti mucinozni tip [35–37].  

 

1.4.3. Histološki gradus 

Histološki gradus određuje se prema stupnju diferenciranosti tumorskog tkiva odnosno njegove 

sličnosti sa stanicama zdravog tkiva iz kojeg tumor potječe. Danas se prema preporuci Svjetske 

zdravstvene organizacije najviše koristi Scarff-Bloom-Richardsonova metoda modificirana po Elstonu 

i Ellisu odnosno tzv. Nottinghamska metoda (Slika 3). Procjenjuju se tri morfološke karakteristike: 

stupanj tubularnih ili žljezdanih formacija, pleomorfizam jezgara i broj mitoza. Svaka od tri navedena 

obilježja ocjenjuje se s 1 do 3 boda, a krajnji gradus dodjeljuje se prema zbroju svih bodova. Postoje tri 

stupnja diferenciranosti: dobro diferencirani, srednje diferencirani i slabo diferencirani tumori [38]. 



9 
 

 

Slika 3. Histološki gradus invazivnog karcinoma dojke procijenjen Nottinghamskom metodom. A) dobro diferencirani tumor 

koji pokazuje visoku sličnost s normalnim kanalićima lobularne jedinice, ima formirane tubule (>75%), blagi stupanj 

nuklearnog polimorfizma i niski broj mitoza. B) srednje diferencirani tumor. C) slabo diferencirani tumor sa značajnim 

stupnjem staničnog polimorfizma, učestalim mitozama i bez tubularnih formacija (<10%). Preuzeto iz reference [38]. 

 

Brojne studije pokazale su podjednaku prognostičku vrijednost histološkog gradusa i statusa limfnih 

čvorova, dok je superiornija prognostička vrijednost histološkog gradusa u odnosu na veličinu tumora 

[38]. Kombinacijom histološkog gradusa, statusa limfnih čvorova i veličine tumora, izveden je 

Nottinghamski prognostički indeks, koji omogućuje stratifikaciju pacijentica s karcinomom dojke u tri 

prognostičke skupine u 15-godišnjem praćenju [39]. Viši histološki gradus korelira s lošijim 

preživljenjem i ranim recidivom bolesti, bez obzira na veličinu tumora, status hormonskih receptora ili 

status limfnih čvorova [40]. Hensen i sur. su u svom istraživanju, koje je obuhvaćalo preko 22 000 

slučajeva karcinoma dojke, pokazali kako pacijenti s histološkim gradusom 1 i stadijem bolesti II imaju 

jednako preživljenje kao skupina pacijenata s tumorima histološkog gradusa 3 i stadijem bolesti I. 

Autori su također zaključili da pacijenti s tumorima histološkog gradusa 1 i dimenzija manjim od 2 cm 

imaju izvrsno petogodišnje preživljenje (99%), čak i ako imaju metastaze u limfnim čvorovima [41]. 

Visoki histološki gradus smatra se jednim od prediktora patološki potpunog odgovora nakon 

neoadjuvantne kemoterapije u trostruko negativnim ili HER2-pozitivnim karcinomima [42]. Histološki 

gradus 3 povezan je s lošijim kliničko-patološkim karakteristikama, poput negativnog ER statusa, 

visoke ekspresije Ki-67 i većom imunogenošću [40]. Također, jedan je od ključnih čimbenika za 

donošenje odluke o primjeni kemoterapije uz hormonsku terapiju za liječenje ER-pozitivnih, HER2-

negativnih karcinoma [43]. 

 

1.4.4. Status aksilarnih limfnih čvorova 

Status aksilarnih limfnih čvorova (aLČ) jedan je od najznačajnijih prognostičkih čimbenika u bolesnica 

s karcinomom dojke koji utječe na rizik pojavnosti recidiva bolesti i preživljenje. Prisutnost metastaza 

u aLČ te broj i lokalizacija pozitivnih aLČ određuju opseg kirurškog zahvata i potrebu za sistemskom 

terapijom i/ili adjuvantnom radioterapijom. U pacijentica s karcinomom dojke bez metastaza u aLČ, 
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petogodišnje preživljenje iznosi 98,8%, dok je u onih sa zahvaćenim aLČ niže i iznosi 85,8% [44]. 

Potpuna aksilarna limfadenektomija dugo je bila standardna metoda za određivanje statusa aLČ, 

omogućujući preciznu procjenu patološkog stadija i lokoregionalnu kontrolu bolesti. Ovaj opsežan 

kirurški zahvat kojim se odstranjuju limfni čvorovi pazušne regije, povezan je sa značajnim 

morbiditetima poput boli, neuropatije, ograničene pokretljivosti ruke, utrnutosti, limfedema i 

povećanog rizika od celulitisa, što značajno utječe na kvalitetu života pacijenata [45]. Danas je biopsija 

LČČ postala standardna kirurška metoda u liječenju pacijentica s ranim stadijem karcinoma dojke i 

klinički negativnim aLČ (nepalpabilni ili ultrazvučno i/ili citološki dokazano negativni limfni čvorovi 

na tumorsku invaziju), čime je uvelike zamijenila potrebu za aksilarnom limfadenektomijom. LČČ je 

prvi regionalni limfni čvor u koji se izravno drenira limfa iz područja primarnog tumora i u koji će se 

tumor najčešće prvo i proširiti, dok se preostali aLČ nazivaju limfnim čvorovima nečuvarima (engl. 

non-sentinel lymph nodes, nSLN). Druge indikacije za biopsiju LČČ uključuju multicentrične tumore, 

DCIS u pacijentica predviđenih za mastektomiju, široku resekciju ili onkoplastičnu operaciju koja može 

poremetiti limfnu drenažu, kao i visok rizik invazivne bolesti u bolesnica s DCIS-om kod kojih se 

planira poštedna operacija. Biopsija LČČ je također indicirana i kod pacijentica nakon prethodnog 

operativnog zahvata na dojci ili aksili, kao i kod onih koje su liječene neoadjuvantnom sistemskom 

terapijom. Apsolutne kontraindikacije za biopsiju LČČ su inflamatorni karcinom dojke i klinički 

pozitivni aLČ, dok su relativne kontraindikacije citološki dokazani metastatski aLČ [46]. Obilježavanje 

LČČ može se učiniti pomoću boje ili radiofarmaka, pri čemu se najviša stopa identifikacije postiže 

kombinacijom obiju metoda, iznoseći 96-100%. Korištenjem samo jedne metode obilježavanja, stopa 

identifikacije LČČ je niža i iznosi 86-90%. Za obilježavanje LČČ koriste se različite vrste boja, poput 

limfazurina ili izosulfan plave, metilenskog plavog, indocijanskog zelenila ili indokarmina. Kod 

limfoscintigrafije se najčešće koristi 99mTc-nanokoloid, odnosno radioizotopom obilježene koloidne 

čestice albumina veličine 5-100 nm. Čestice putuju limfnim žilama od mjesta injiciranja u dojci, gdje 

je lokaliziran tumor, do LČČ, gdje ih fagocitiraju makrofagi (Slika 4). 
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Slika 4. Limfoscintigrafija limfnog čvora čuvara s 99mTc-nanokoloidom. Pacijentici s invazivnim karcinomom dojke, 

intradermalno je injicirano 29 MBq 99mTc-nanokoloida, povrh palpabilne lezije u II. kvadrantu lijeve dojke. Ubrzo nakon 

injiciranja prikazao se fokus aktivnosti u lijevoj aksili koji odgovara limfnom čvoru čuvaru koji je označen na koži makerom. 

Snimljene su A) planarne snimke toraksa i aksila u anteriornoj i prednjoj lijevoj polukosoj projekciji pod kutem od 42°, s 

potisnutom dojkom te B) jednofotonska emisijska tomografija uz niskodozni CT (SPECT/niskodozni CT) toraksa. LČČ – 

limfni čvor čuvar. 

 

Dokazano je kako su dob, veličina i lokalizacija tumora, histološki tip i limfovaskularna invazija 

nezavisni prediktori metastaza u LČČ. Kod pacijentica s pozitivnim LČČ, incidencija metastaza u nSLN 

kreće se u rasponu od 24-65,7%. U prisutnosti mikrometastaza u LČČ, vjerojatnost metastatskog 

zahvaćanja nSLN iznosi oko 15%, dok je kod nalaza izoliranih tumorskih stanica u LČČ oko 9%. 

Analiza podataka SEER baze (engl. Surveillance, Epidemiology, and End Results Program) pokazala 

je da u pacijentica s primarnim tumorom dojke ≤2 cm (pT1) i tumorskim depozitom u limfnim 

čvorovima manjim od 2 mm, smanjenje preživljenja nakon 5 i 10 godina iznosi tek oko 1% u odnosu 

na pacijentice bez metastaza u limfnim čvorovima [47]. Poznato je da su rizični čimbenici poput 

veličine primarnog tumora, makrometastaza u LČČ (metastaza ≥2 mm u najvećem promjeru unutar 

LČČ), broj pozitivnih LČČ, omjer broja pozitivnih LČČ i broja kirurško odstranjenih LČČ (engl. 

sentinel lymph node ratio, sLNR), limfovaskularna invazija, mitotski proliferacijski indeks Ki-67, 

pozitivan HER2 status te proboj kapsule LČČ povezani s većom vjerojatnošću metastaza u nSLN. 
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Između ovih rizičnih čimbenika, posebno se izdvajaju proboj kapsule LČČ, limfovaskularna invazija i 

veličina tumora kao glavni prediktori metastaza u nSLN [48]. 

Za točniju prognozu karcinoma dojke predloženi su i brojnim znanstvenim studijama validirani različiti 

indeksi zahvaćenosti aLČ, uključujući pN sustav AJCC, ukupan broj pozitivnih (PLN) i negativnih 

limfnih čvorova (NLN), omjer broja pozitivnih i izvađenih limfnih čvorova (engl. lymph node ratio, 

LNR), modificirani LNR (mLNR) gdje se broju izvađenih limfnih čvorova standardnog LNR dodaje 2 

te logaritam omjera pozitivnih i negativnih limfnih čvorova (engl. log odds of positive lymph nodes, 

LODDS) [49]. Osim u karcinomu dojke, prognostička vrijednost indeksa zahvaćenosti regionalnih 

limfnih čvorova potvrđena je brojnim znanstvenim istraživanjima i u karcinomima drugih sijela [50–

53]. 

Za procjenu statusa aLČ najčešće se koristi pN stadij, koji je definiran brojem metastatski zahvaćenih 

aLČ, a za njegovo adekvatno određivanje preporučuje se odstranjenje najmanje 10 aLČ tijekom potpune 

aksilarne disekcije. Međutim, u eri kirurške deeskalacije u liječenju karcinoma dojke pa tako i manje 

invazivnog pristupa aksili, kod mnogih se bolesnica odstranjuje manje od preporučenih 10 aLČ, što 

može dovesti do podcjenjivanja pN stadija i smanjene prognostičke točnosti. Veći broj PLN odnosno 

viši pN stadij, povezani su s povećanim rizikom lokalnog i udaljenog recidiva bolesti te lošijim ukupnim 

preživljenjem u odnosu na pacijentice bez metastaza u aLČ. U usporedbi s pN stadijem, LNR daje 

cjelovitiju informaciju o statusu aLČ, analizirajući broj pozitivnih aLČ i ukupan broj izvađenih aLČ te 

se pokazao točnijim prognostičkim čimbenikom. Veći LNR povezan je s lošijim preživljenjem 

pacijentica s karcinomom dojke, dok je LODDS pokazao prognostičku superiornost kod pacijentica s 

manje od 10 izvađenih aLČ te se oba indeksa smatraju značajnim nadopunama PLN i pN stadiju u 

procjeni prognoze [54,55]. Istraživanja su potvrdila kako je i NLN nezavisan prediktor preživljenja u 

karcinomu dojke te su pacijentice s većim brojem NLN imale bolje preživljenje, osobito u pN2 i pN3 

stadiju [56]. 

  

1.4.5. Limfovaskularna invazija 

Limfovaskularna invazija (LVI) definira se kao prisutnost tumorskih embolusa u krvnim i/ili limfnim 

žilama te je ključan korak u procesu metastaziranja [57]. Rutinski se analizira na histološkim 

preparatima obojenim hematoksilin-eozinom, prema kriterijima koje su definirali Rosen i sur. Prema 

preporukama Udruženja američkih patologa (engl. College of American Pathologists, CAP), LVI se 

kvantificira kao odsutna, fokalna ili ekstenzivna [58]. Nalazi se u više od 50% invazivnih karcinoma te 

je u snažnoj korelaciji s prisutnošću metastaza u limfnim čvorovima. Nepovoljan je prognostički 

čimbenik ukupnog preživljenja i preživljenja bez recidiva bolesti, čak i kod pacijentica koje nemaju 

metastaze u limfnim čvorovima te je čimbenik rizika za nastanak lokalnog i udaljenog recidiva bolesti 

[57,59]. Također, korelira s većom veličinom tumora, višim histološkim gradusom i višim T stadijem 
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bolesti. Studije su pokazale da je LVI češće prisutan u hormonski neovisnim i HER2-pozitivnim 

tumorima s visokim mitotskim proliferacijskim indeksom Ki-67. Analizom skupina podijeljenih prema 

surogatu molekularnog podtipa karcinoma dojke, LVI je češće prisutan u HER2-obogaćenim i 

luminalnom B surogatu. Također, invazivni karcinomi NST češće pokazuju LVI u odnosu na druge 

histološke tipove karcinoma dojke [58]. 

 

1.4.6. Estrogenski i progesteronski receptori 

Estrogenski receptori (ER) pripadaju obitelji nuklearnih receptora te imaju ključnu ulogu u 

diferencijaciji, progresiji i invaziji ER-pozitivnih karcinoma dojke, ali i drugih hormonski ovisnih 

karcinoma. Mogu biti aktivirani klasičnim putem, vezivanjem estrogena ili pak fosforilacijom preko 

staničnih kinaza. Tako aktivirani kompleksi premještaju se u jezgru gdje se direktno ili indirektno vežu 

na DNK, potičući aktivaciju različitih transkripcijskih čimbenika odgovornih za regulaciju stanične 

proliferacije i preživljenja [60,61]. Postoje dvije forme ER receptora, ER-α i ER-β, a svaki je kodiran 

različitim genom, ESR1 i ESR2. Utjecaj ER-α u karcinomu dojke je dobro istražen, no uloga i klinički 

značaj ER-β nisu u potpunosti razjašnjeni [62]. Prema literaturi, oko 80% svih karcinoma dojke su ER-

pozitivni te su niskog histološkog gradusa, manje agresivni i s boljom prognozom u odnosu na ER-

negativne karcinome dojke [63]. Ekspresija ER također ima prediktivnu vrijednost za učinkovitost 

hormonske terapije. Međutim, kod otprilike 20% pacijentica liječenih hormonskom terapijom s 

vremenom dolazi do gubitka ekspresije ER te inicijalno ER-pozitivni tumori prijeđu u ER-negativni 

fenotip [64]. 

Progesteronski receptori (PR) poput ER, pripadaju obitelji nuklearnih hormonskih receptora te se 

aktiviraju vezivanjem progesterona na specifična vezna mjesta. Međutim, njihova je sinteza pozitivno 

regulirana i estrogenima i ER. Pomoću koaktivatora i korepresora, aktivirani PR utječu na regulaciju 

transkripcije gena. U kliničkoj praksi, razina izražaja PR danas se koristi kao surogat marker aktivacije 

ER-α receptora te je prekomjerno eksprimiran u većine ER-pozitivnih karcinoma dojke [65]. PR postoji 

u dvije izoforme, PR-A i PR-B te iako su kodirani istim genom, pokazuju različitu transkripcijsku i 

biološku aktivnost. PR-A je funkcionalno dominantnija izoforma u odnosu na PR-B, iako je po strukturi 

zapravo skraćeni oblik PR-B izoforme kojoj nedostaju 164 aminokiseline na N-terminalnom kraju 

proteina [66]. Obje izoforme podjednako su izražene u zdravom tkivu dojki, no u atipičnim lezijama i 

karcinomima prevladava jedna izoforma te je u većine duktalnih karcinoma in situ i invazivnih 

karcinoma dojke prekomjerna ekspresija PR-A u odnosu na PR-B. Pojedine studije su pokazale kako je 

visoki omjer PR-A/PR-B povezan s lošijom prognozom i recidivom bolesti nakon terapije 

tamoksifenom. No postoje istraživanja koja su dobila oprečne rezultate prema kojima je visoki omjer 

PR-A/PR-B povezan s povoljnijim biomarkerima i luminalnim A surogatom molekularnog podtipa 

karcinoma dojke [67]. Ovisno o statusu ER i PR, hormonski ovisni karcinomi dojke dijele se u tri 
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podskupine: ER-pozitivni/PR-pozitivni, ER-pozitivni/PR-negativni i ER-negativni/PR-pozitivni. 

Najčešći su ER-pozitivni/PR-pozitivni tumori, koji čine oko 83% hormonski ovisnih karcinoma dojke, 

dok su ER-negativni/PR-pozitivni najrjeđi, s udjelom od svega 2%. Studije su pokazale kako ER-

pozitivni/PR-negativni karcinomi dojke imaju lošije preživljenje u odnosu na ER-pozitivne/PR 

pozitivne te da se češće javljaju u starijih, postmenopauzalnih žena. Također, češće razvijaju rezistenciju 

na hormonsku terapiju [66].  

Ekspresija ER i PR određuje se IHC metodom pomoću monoklonskih protutijela. Granična vrijednost 

je 1%, tako da se tumori s ekspresijom ER i PR ≥1% u jezgrama tumorskih stanica smatraju ER-

pozitivnim odnosnom PR-pozitivnim. 

 

1.4.7. Receptor za humani epidermalni čimbenik rasta 2 (HER2) 

Obitelji receptora ERBB pripadaju četiri transmembranska proteina s funkcijom tirozin kinaza, a to su 

receptor za humani epidermalni faktor rasta (HER)1, potom HER2, HER3 i HER4. Ovi proteini 

sudjeluju u regulaciji stanične diferencijacije, mitoze, preživljenja i stanične migracije te su ključni u 

karcinogenezi raka dojke [68]. Aktiviraju se vezivanjem različitih drugih faktora rasta poput 

epidermalnog faktora rasta (EGF), betacelulina (BTC) i transformirajućeg faktora rasta α (TGF-α). 

Zanimljivo je da još uvijek nije identificiran specifičan ligand za aktivaciju HER2 receptora, no poznato 

je da sudjeluje u unutarstaničnoj signalizaciji prvenstveno stvaranjem heterodimera s drugim članovima 

obitelji HER receptora [69]. Prekomjerna ekspresija HER2 receptora prisutna je u 15-25% karcinoma 

dojke te je odgovorna za prekomjernu aktivaciju pro-onkogenih signalnih puteva što dovodi do 

nekontroliranog staničnog rasta i posljedično lošijih kliničkih ishoda u HER2-pozitivnim karcinomima 

dojke. Također je dokazana povezanost s kraćim vremenom do progresije bolesti, kao i histološkim 

tipom karcinoma, višim histološkim gradusom, višim patološkim stadijem bolesti i većim brojem 

zahvaćenih aLČ.  

Izražaj HER2 receptora može se odrediti dvjema metodama, a to su IHC analiza izražaja proteina ili 

analiza genske ekspresije in situ hibridizacijom [70,71]. 

 

1.4.8. Mitotski proliferacijski indeks Ki-67 

Mitotski proliferacijski indeks Ki-67 je nuklearni protein koji je prisutan u svim aktivnim fazama 

staničnog ciklusa (G1, S, G2 i M), ali ne i u fazi mirovanja (G0). U zdravom tkivu dojke njegova je 

ekspresija niska, obično manja od 3% i to gotovo isključivo u ER-negativnim stanicama. ER-pozitivne 

stanice normalnog tkiva dojki žena u premenopauzi ne proliferiraju, stoga nemaju izražen Ki-67, dok 

se u normalnom tkivu dojki žena u postmenopauzi može naći koekspresija ER i Ki-67. Međutim, u 
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približno 40% slučajeva DCIS-a nalazi se povišena ekspresija Ki-67, što je povezano s višim gradusom, 

prisutnošću komedo nekroze i mikroinvazijom. Zbog toga se Ki-67 smatra potencijalnim prediktorom 

recidiva kod DCIS-a [72]. Prema podatcima meta-analize De Azambuje i sur., visoki Ki-67 povezan je 

s lošijim preživljenjem pacijentica s invazivnim karcinomom dojke [73]. Takvi tumori češće su većih 

dimenzija, višeg histološkog gradusa, hormonski neovisni i često imaju prekomjernu ekspresiju HER2 

receptora [74]. Međutim, postoje studije s oprečnim rezultatima koje su pokazale da nema povezanosti 

Ki-67 s ekspresijom HER2 receptora [72].  

Ki-67 određuje se imunohistokemijski pomoću monoklonskih protutijela te se izražava kao postotak 

pozitivnih jezgara tumorskih stanica uz graničnu vrijednost od 20% prema preporukama konferencije 

iz St. Gallena [26]. Niska proliferacijska aktivnost je manja od 20%, a visoka jednaka ili veća od 20%. 

 

1.5. Liječenje karcinoma dojke 

Liječenje karcinoma dojke zahtjeva multidisciplinaran pristup s ciljem izrade optimalnog terapijskog 

plana prilagođenog svakoj pacijentici, ovisno o biološkim karakteristikama karcinoma, stadiju bolesti i 

općem stanju pacijentice. Terapijski modaliteti uključuju kirurško liječenje, kemoterapiju, radioterapiju, 

endokrinu terapiju, ciljanu terapiju i imunoterapiju. Kombinacijom ovih metoda liječenja nastoji se 

postići optimalna kontrola bolesti i bolje preživljenje [2].  

Kirurško liječenje predstavlja temeljni modalitet liječenja karcinoma dojke i uključuje poštednu 

operaciju ili mastektomiju, uz procjenu statusa aLČ, najčešće biopsijom LČČ ili aksilarnom disekcijom. 

Biopsija LČČ danas se smatra standardnim kirurškim pristupom u procjeni statusa aksile kod 

pacijentica s klinički negativnim limfnim čvorovima u trenutku postavljanja dijagnoze ili nakon 

neoadjuvantne kemoterapije. U usporedbi s aksilarnom disekcijom, biopsija LČČ povezana je sa 

značajno manjom učestalošću postoperativnih komplikacija poput limfedema, bolnosti i ograničene 

pokretljivosti ruke, što izravno doprinosi boljoj kvaliteti života pacijentica [75]. Nakon poštedne 

operacije dojke slijedi radioterapija te je dokazano kako je kombinacijom ovih dvaju modaliteta 

liječenja postignuto značajno smanjenje lokoregionalnih recidiva bolesti [76,77]. U pacijentica kojima 

je učinjena mastektomija, radioterapija se preporučuje kao dio adjuvantnog liječenja u slučaju 

povišenog rizika za lokoregionalni recidiv bolesti. Odabir operativnog zahvata ovisi o veličini tumora, 

veličini tumora u odnosu na veličinu dojke, njegovoj lokalizaciji, biologiji tumora i želji pacijentice. 

Mlađa životna dob, lobularni karcinom dojke i agresivniji surogati molekularnih podtipova kao 

trostruko negativan i HER2-obogaćen surogat, nisu kontraindikacija za poštednu operaciju. No, 

poseban je oprez potreban kod odabira poštedne operacije u pacijentica sa suspektnim difuznim 

mikrokalcifikatima, multicentričnim tumorima, kontraindikacijama za radioterapiju ili nemogućnošću 

dobivanja negativnih resekcijskih rubova [78]. Profilaktička mastektomija preporučuje se u pacijentica 

koje su nositeljice mutacija BRCA gena te se zahvatom smanjuje incidencija raka dojke za preko 90% 
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[79]. Kemoterapija se može primjenjivati adjuvantno ili neoadjuvantno, osobito kod karcinoma dojke 

visokog gradusa, trostruko negativnih i HER2-pozitivnih podtipova, čime se smanjuje rizik recidiva 

bolesti za oko 30% u određenih skupina pacijentica [80]. Primjena neoadjuvantne terapije može smanjiti 

stadij bolest (engl. down-staging), smanjiti veličinu tumora tako da postane operabilan i ukloniti 

mikrometastatske lezije. Standardni režimi uključuju antracikline i taksane. Endokrina terapija 

primjenjuje se kod hormonski ovisnih tumora te uključuje tamoksifen ili inhibitore aromataze, ovisno 

o menopauzalnom statusu pacijentice. Značajno smanjuje rizik od lokoregionalnog recidiva bolesti, 

udaljenih metastaza ili pojave invazivnog karcinoma u kontralateralnoj dojci. Standardno liječenje traje 

najmanje 5 godina, po potrebi i dulje prema preporuci onkologa. Uz endokrinu terapiju mogu se 

kombinirati i inhibitori kinaza ovisnih o ciklinima, palbociklib i ribociklib. Pojava anti-HER2 terapije 

značajno je promijenila liječenje i prognozu HER2-pozitivnih karcinoma dojke. Prvi od anti-HER2 

lijekova bio je trastuzumab, humanizirano IgG1 monoklonsko protutijelo koje se veže na izvanstaničnu 

domenu HER2 receptora. Time se sprječava aktivacija HER2 receptora i inhibira proliferacija 

tumorskih stanica. Primjenjuje se u kombinaciji s kemoterapijom i/ili endokrinom terapijom te drugim 

anti-HER2 lijekovima (tzv. dualna anti-HER2 terapija) čime se značajno poboljšalo preživljenje u 

ranom stadiju i metastatskom HER2-pozitivnom karcinomu dojke [75,81,82]. Drugi anti-HER2 lijekovi 

koji se koriste u kliničkoj praksi su pertuzumab, lapatinib, neratinib, tukatinib te konjugati trastuzumab 

emtansin (T-DM1) i trastuzumab derukstekan (T-DXd)[75,80]. Posljednjih godina u liječenju 

karcinoma dojke sve veću ulogu ima i imunoterapija temeljena na inhibitorima kontrolnih točaka (engl. 

immune checkpoint inhibitors, ICI), osobito u trostruko negativnom surogatu molekularnog podtipa 

karcinoma dojke. ICI su monoklonska protutijela protiv CTLA-4 (engl. cytotoxic T lymphocyte antigen 

4), PD-1 (engl. programmed cell death-1) i PD-L1 (engl. programmed death-ligand 1), čime se 

omogućuje aktivacija i antitumorski odgovor limfocita T. Međutim, unatoč njihovom povoljnom 

terapijskom učinku, ICI mogu uzrokovati brojne nuspojave povezane s prekomjernom aktivacijom 

imunološkog sustava [83–85]. 

 

1.6. Bjelančevine toplinskog šoka – Glikoprotein 96 (GP96) 

1.6.1. Građa i funkcija GP96 

Proteini toplinskog šoka (engl. heat shock proteins, HSP) pripadaju obitelji molekularnih šaperona koji 

su prisutni u stanicama gotovo svih živih bića, od bakterija i kvasaca do ljudi. Njihova je ekspresija 

pojačana u uvjetima staničnog stresa poput povišene temperature, hipoksije, ishemije, maligne 

transformacije ili infekcije. Odgovorni su za održavanje homeostaze proteina, unutarstanični transport 

molekula, regulaciju staničnog ciklusa, apoptozu, prijenos signala, imunološki odgovor i brojne druge 

stanične funkcije. Prema svojoj molekularnoj masi, HSP se dijele u nekoliko skupina: HSP27, HSP40, 

HSP60, HSP70, HSP90 i veliki HSP [86].  
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Glikoprotein 96 (GP96), poznat i kao glukozom regulirani protein 94 (GRP94), endoplazmin ili 

HSP90B1, glavni je šaperon obitelji HSP90 smješten u endoplazmatskom retikulumu. Relativna 

molekularna masa GP96 iznosi 94-100 kDa te ga kodira gen na kromosomu 12 (q24.2-q24.3). GP96 je 

po svojoj strukturi tipičan homodimer „V“ oblika koji ima četiri funkcionalne domene: N-terminalnu 

domenu (NTD), nabijenu poveznu regiju (CR), srednju domenu (MD) i C-terminalnu domenu (CTD) 

(Slika 5). NTD sadrži vezno mjesto za nukleotide, peptide i adenozin trifosfat (ATP), regiju za 

interakciju s dendritičkim stanicama, vezno mjesto za košaperona CNPY3 te transmembransku 

domenu. CR je kratka regija koja povezuje NTD i MD, a važna je u kontroli ATP hidrolize uz MD te 

vezivanju nukleotida i kalcija. MD ima katalitičku petlju koja je važna za hidrolizu ATP-a. CTD je 

važna za dimerizaciju GP96 i zadržavanje u endoplazmatskom retikulumu putem KDEL peptida te 

sadrži vezna mjesta za ligande [87]. 

 

 

Slika 5. A) Shematski prikaz funkcionalnih domena glikoproteina 96 (GP96): N-terminalna domena (NTD), nabijena povezna 

regija (CR), srednja domena (MD) i C-terminalna domena (CTD). B) Shematski prikaz strukture GP96. Konformacijske 

promjene GP96 se događaju pri vezanju i hidrolizi ATP-a. Preuzeto iz reference [87]. 

 

Ekspresija GP96 u stanici značajno se povećava pod utjecajem staničnog stresa koji narušava funkciju 

endoplazmatskog retikuluma, uključujući oksidativni stres, acidozu, UV zračenje, upalu i infekciju, 

depleciju kalcija i glukoze te nakupljanje nepravilno savijenih proteina. GP96 izravno sudjeluje u 
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pravilnom slaganju i savijanju brojnih proteina unutar endoplazmatskog retikuluma. Također, ima 

važnu ulogu u regulaciji različitih staničnih procesa, poput rasta, adhezije i imunološkog odgovora. 

Među najvažnijim ciljnim proteinima GP96 nalaze se Toll-like receptori (TLR), koji su odgovorni za 

prepoznavanje patogena i pokretanje urođene imunosti. Eksprimirani su na različitim imunološkim 

stanicama (T i B limfociti, dendritičke stanice, makrofagi), kao i na neimunološkim stanicama poput 

fibroblasta i endotelnih stanica, a smješteni su intracitoplazmatski u endolizosomima ili na staničnoj 

površini. Drugi važni ciljni proteini GP96 su integrini, transmembranski glikoproteini koji djeluju kao 

receptori odgovorni za međustaničnu adheziju, prianjanje stanica na izvanstanični matriks te interakciju 

stanice s patogenima. Sudjeluju u aktivaciji signalnih puteva koji reguliraju staničnu migraciju, stanični 

ciklus, organizaciju citoskeleta i transport receptora na staničnu membranu. GP96 također sudjeluje u 

sazrijevanju i funkciji Wnt koreceptora, poput transmembranskog lipoproteinskog receptora LRP6, koji 

je ključan za staničnu proliferaciju, diferencijaciju, embrionalni razvoj te regulaciju metabolizma lipida 

i glukoze. Nadalje, GP96 stabilizira receptore tirozin kinaza kao što su HER2 i receptor za epidermalni 

faktor rasta, koji imaju važnu ulogu u rastu i progresiji tumorskih stanica. GP96 također je važan za 

sintezu i izlučivanje inzulinu sličnog faktora rasta (engl. insulin like growth hormone, IGF-I i IGF-II) 

te proinzulina, koji utječu na stanični rast, tkivnu diferencijaciju i metabolizam glukoze. Na mišjem 

modelu je dokazano da uvjetna delecija GP96 u poprečnoprugastim mišićima, smanjuje lokalnu 

produkciju IGF-a, što dovodi do smanjenog rasta mišića i tjelesne mase, uz očuvanu kontraktilnost 

mišića i relativnu održanu homeostazu glukoze. Osim toga, GP96 regulira i površinsku ekspresiju 

GARP proteina (engl. glycoprotein A repetitions predominant), koji ima ključnu ulogu u aktivaciji TGF-

β i funkciji regulatornih T limfocita te aktiviranih trombocita. GP96 ima važnu ulogu i u hematopoezi, 

osobito u sazrijevanju megakariocita i aktivaciji trombocita, jer je ključan za pravilno savijanje 

glikoproteinskog kompleksa GPIb-V-IX, receptora za von Willebrandov faktor [88–90]. 

 

1.6.2. Uloga GP96 u patogenezi karcinoma dojke 

Stanice karcinoma dojke imaju povećanu ekspresiju GP96 u odnosu na zdravo žljezdano tkivo. 

Istraživanja su dodatno pokazala razlike i u razini ekspresije GP96 ovisno o histološkom tipu karcinoma 

dojke te je u invazivnom duktalnom karcinomu značajno viša ekspresija GP96 u usporedbi s invazivnim 

lobularnim karcinomom [91]. Njegova ekspresija ovisi i o ekspresiji ER, PR i HER2 statusu te Ki-67. 

Radolović i sur. dokazali su značajno višu ekspresiju GP96 u trostruko negativnom surogatu 

molekularnog podtipa karcinoma dojke u usporedbi s luminalnim A i luminalnim B HER2-negativnim 

surogatom. Njegova je visoka ekspresija dokazana i u pacijentica s HER2-pozitivnim karcinomima, 

osobito kod onih s lokalnim recidivom bolesti [92]. Patel i sur. u svojem su istraživanju pokazali da 

inhibicija GP96 pomoću paralog-selektivnih inhibitora HSP90 dovodi do apoptoze i smanjenja 

vijabilnosti stanica karcinoma dojke s povećanom ekspresijom HER2 receptora [93]. Prema literaturi, 

ekspresija GP96 na staničnoj membrani korelira s fosforilacijom HER2 receptora u primarnom 
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karcinomu dojke, pri čemu oba proteina tvore funkcionalni kompleks koji potiče dimerizaciju, 

fosforilaciju i pojačanu signalizaciju HER2 receptora. Inhibicija membranskog GP96 monoklonskim 

protutijelima dovodi do supresije stanične proliferacije vođene aktiviranim signalnim putevima HER2 

i poticanja apoptoze. Dosadašnja istraživanja primjene anti-GP96 monoklonskih protutijela u liječenju 

HER2-pozitivnih karcinoma dojke pokazala su obećavajuće rezultate. U in vitro i in vivo modelima 

potvrđeno je smanjenje signalizacije posredovane HER2, deplecija HER2 receptora na staničnoj 

membrani te ukupne stanične razine HER2, u konačnici dovodeći do smanjenja veličine tumora. Nije 

dokazano sinergističko djelovanje anti-GP96 protutijela i trastuzumaba [94]. Povišena ekspresija GP96 

povezana je s invazivnošću stanica karcinoma dojke, agresivnijim molekularnim surogatima, recidivom 

bolesti, rezistencijom na kemoterapiju i radioterapiju, lošijim preživljenjem i pojavom moždanih 

metastaza [95–98]. Martínez-Aranda i sur. utvrdili su da FN14 i GP96 imaju značajnu prediktivnu 

vrijednost za ranu stratifikaciju rizika za razvoj moždanih metastaza u pacijentica s karcinomom dojke 

[99]. Dokazana je povezanost GP96 i pojave moždanih metastaza u trostruko negativnom 

molekularnom surogatu karcinoma dojke aktivacijom Wnt-β-katenin signalnog puta [100]. GP96 potiče 

preživljavanje metastatskih stanica u mozgu u uvjetima hipoglikemije aktivacijom anti-apoptotskih 

proteina i induciranjem autofagije. Njegovom delecijom smanjuje se stanična autofagija i reducira 

razvoj moždanih metastaza [101]. Buc Calderon i sur. pokazali su da visoka ekspresija GP96 pridonosi 

agresivnosti tumora i rezistenciji na doksorubicin, dok inhibicija njegove ekspresije pomoću siRNK, 

povećava osjetljivost stanica na kemoterapiju i smanjuje njihov invazivni potencijal. Utvrđeno je da 

ukupna ekspresija GP96 u staničnim linijama karcinoma dojke ostaje stabilna u uvjetima hipoksije, 

kemijski inducirane hipoksije i normalnim uvjetima, dok se značajno mijenja deplecijom glukoze. 

Prekomjerna ekspresija GP96 potiče staničnu migraciju i proliferaciju te rezistenciju na oksidativni 

stres, potvrđujući njegovu ulogu u invazivnom procesu metastaziranja. Istraživanja su pokazala 

značajno višu razinu ekspresije GP96 u recidivnom karcinomu dojke u usporedbi s primarnim tumorom 

[95,96]. Liu i sur. potvrdili su negativnu korelaciju između ekspresije GP96 i PR, dok ostali kliničko-

patološki parametri poput dobi, veličine tumora, statusa aLČ, kliničkog stadija bolesti i ekspresije ER 

nisu pokazali značajnu povezanost [97]. Suprotno ovim rezultatima, druge studije su pokazale 

povezanost izražaja GP96 i metastaza u aLČ, višeg stadija bolesti (III-IV) i većih tumora (≥5 cm) te 

rezistencije na paklitaksel [100,102]. GP96 ima ulogu i u međustaničnoj komunikaciji putem egzosoma 

za održavanje kemorezistencije stanica karcinoma dojke, degradaciji p53 odgovornog za staničnu smrt 

te supresiji vijabilnosti CD8+ limfocita T aktivacijom upalnog oblika programirane stanične smrti kako 

bi se izbjegao imunološki odgovor [102]. Visoka ekspresija GP96 povezana je s lošijim ukupnim 

preživljenjem i preživljenjem bez recidiva bolesti [97,103]. Osim toga, GP96 pozitivno regulira 

ekspresiju ER-α36, koji ima ključnu ulogu u proliferaciji stanica karcinoma dojke i razvoju rezistencije 

na tamoksifen, a blokiranje njihove međusobne interakcije dovodi do supresije stanične proliferacije i 

invazije [104]. 
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1.7. Androgeni receptori (AR) 

1.7.1. Građa i funkcija androgenih receptora 

Androgeni receptori (AR) su steroidni hormonski receptori koji pripadaju superobitelji nuklearnih 

receptora. U istu superobitelj ubrajaju se i ER, PR te glukokortikoidni i mineralokortikoidni receptori. 

Po svojoj strukturi su proteini relativne molekularne mase 98,8 kD, a sastoje se od 919 aminokiselina 

koje su kodirane na kromosomskom lokusu Xq11-12. AR ima četiri funkcionalne domene: N-

terminalnu domenu (NTD), koja uključuje aktivacijske funkcijske regije i ključna je za transkripcijsku 

aktivnost, potom DNK-vezujuću domenu (DBD) i karboksil-terminalnu domenu (CTD), koja uključuje 

ligand-vezujuću domenu (LBD) te poveznu regiju za nuklearnu lokalizaciju (H) (Slika 6). DBD domena 

omogućuje direktno vezanje AR-a na promotore i pojačivače gena reguliranih AR-om, čime se potiče 

ili suprimira transkripcija gena. U nedostatku liganda, AR se nalazi u citoplazmi vezan za HSP90 i 

HSP70. Endogeni androgeni kod žena i muškaraca su testosteron, 5α-dihidrotestosteron (DHT), 

androstendion, dehidroepiandrosteron (DHEA) i njegov sulfatni derivat, dehidroepiandrosteron sulfat 

(DHEAS). Ovi hormoni se sintetiziraju u nadbubrežnim žlijezdama, jajnicima, testisima, posteljici, 

mozgu i koži. Najvažniji androgeni su testosteron i DHT. Testosteron se može konvertirati u biološki 

aktivniji DHT pomoću enzima 5α-reduktaze, ili u estradiol putem aromataze. Iako se oba hormona vežu 

za isti AR, svaki od njih ima specifičnu ulogu, osobito u procesu muške spolne diferencijacije. U žena 

se dio testosterona sintetizira izravno u jajnicima i nadbubrežnim žlijezdama, a dio se dobiva 

enzimskom konverzijom iz androstendiona i DHEAS-a. U jajnicima se proizvodnja testosterona 

povećava tijekom folikularne faze, doseže maksimum u vrijeme ovulacije te ostaje povišena i u lutealnoj 

fazi. Manja količina testosterona se stvara u nadbubrežnim žlijezdama [105]. U muškaraca, testosteron 

se primarno sintetizira u Leydigovim stanicama testisa, pod utjecajem luteinizirajućeg hormona kojeg 

izlučuje hipofiza. U plazmi, testosteron cirkulira vezan za serumske vezujuće proteine i albumine [106]. 

Ulaskom androgena u stanicu i vezivanjem za AR nastaje aktivni kompleks koji se premješta u staničnu 

jezgru gdje se dimerizira i potom veže na specifična mjesta na DNK. U usporedbi s testosteronom, DHT 

se na AR veže s dvostruko većim afinitetom i od njega se disocira pet puta sporije. Aktivirani AR osim 

što djeluje kao aktivator transkripcije, također može smanjiti ekspresiju pojedinih gena, vezujući se i 

interferirajući s drugim transkripcijskim faktorima.  

 

 

Slika 6. Funkcionalne domene androgenog receptora: N-terminalna domena (NTD), DNA-vezujuća domena (DBD), povezna 

regija (H) i ligand-vezujuća domena (LBD). 
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Osim klasične aktivacije vezivanjem liganda odnosno androgena, AR mogu se aktivirati i ne-klasičnim 

putem - fosforilacijom i/ili interakcijom s koaktivatorima različitih faktora rasta, što dovodi do nishodne 

aktivacije alternativnih signalnih puteva poput PI3K/AKT, RAS ili MAPK [107]. 

 

1.7.2. Biološka funkcija AR-a 

Poznato je da AR sudjeluju u brojnim biološkim procesima, budući da su prisutni u gotovo svim 

stanicama tijela. Korištenjem ARKO mišjih modela (engl. androgen receptor knockout, ARKO), 

istražena je njihova uloga u koštanom metabolizmu, metabolizmu lipida i funkciji mozga te razvoju 

ženskog reproduktivnog sustava [108]. AR su ključni za razvoj muških spolnih organa i proces 

spermatogeneze, a također utječu i na obrasce ponašanja kod oba spola. U ARKO miševima, gubitak 

funkcionalnih AR rezultira značajnim smanjenjem trabekularne i kortikalne koštane mase, uz pojačanu 

koštanu resorpciju i razvoj osteopenije [109]. Također, istraživanja su pokazala da AR djeluju kao 

negativni regulator adipogeneze, pri čemu njihova odsutnost u ARKO muških miševa rezultira 

razvojem pretilosti zbog povećane diferencijacije adipocita i akumulacije masnog tkiva. Gubitak 

funkcije AR, povezan je i s pojavom inzulinske rezistencije i razvojem metaboličkog sindroma 

[110,111]. AR imaju utjecaj i na fiziologiju kože, cijeljenje rana te se povezuju s nastankom androgene 

alopecije, akni i hirzutizma [112]. AR imaju ulogu u regulaciji kognitivnih funkcija, raspoloženja, 

agresivnog ponašanja i neurogeneze te imaju antistres i antidepresivni učinak putem aktivacije MAPK-

ERK2 kaskadnih signalnih puteva u hipokampusu [113]. Studije su pokazale kako AR sudjeluju i u 

regulaciji prirođene i stečene imunosti. Potrebni su za stvaranje, diferencijaciju i normalnu funkciju 

neutrofila, aktivaciju makrofaga i produkciju proinflamatornih citokina te djeluju supresivno na razvoj 

i aktivaciju T i B limfocita [114]. Istraživanja su pokazala da AR imaju složenu ulogu i u razvoju 

različitih kardiovaskularnih poremećaja, uključujući hipertenziju, moždani udar, aterosklerozu, 

aneurizmu abdominalne aorte, hipertrofiju miokarda, zatajenje srca i kardiometabolički sindrom 

[115,116]. AR pokazuju različite razine ekspresije tijekom različitih stadija folikulogeneze u ovarijima 

te sudjeluju u nastanku sindroma policističnih jajnika [117,118]. U odsutnosti androgena ili 

funkcionalnih AR uslijed mutacija različitih gena, izostaje diferencijacija muškog spolnog fenotipa. 

Inaktivirajuće mutacije AR gena dovode do djelomične ili potpune neosjetljivosti stanica na androgene, 

što rezultira razvojem sindroma androgene neosjetljivosti. Do sada je identificirano više od 500 

različitih mutacija AR gena povezanih s ovim sindromom, pri čemu je većina nasljedna, dok se približno 

30% slučajeva odnosi na de novo mutacije. Većina ovih mutacija utječe na LBD domenu AR-a [119]. 
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1.7.3. Uloga androgenih receptora u karcinomu dojke 

Prema klasifikaciji temeljenoj na imunohistokemijskoj ekspresiji hormonskih i HER2 receptora, 

karcinomi dojke dijele se u tri glavne podskupine: hormonski ovisni (ER- i/ili PR-pozitivni), HER2-

pozitivni i trostruko negativni karcinomi. Novija istraživanja potvrdila su povezanost AR-a i nastanka 

karcinoma dojke putem različitih mehanizama ovisnih upravo o koekspresiji hormonskih receptora i 

HER2 amplifikaciji. AR je prekomjerno eksprimiran u 70-90% svih karcinoma dojke te je njihov izražaj 

u tumorskom tkivu češći od ekspresije ER i PR [120]. U meta analizi koja je obuhvatila 19 studija i 

preko 7500 pacijenta, Vera-Badillo i sur. potvrdili su da je AR najčešće koeksprimiran u ER-pozitivnim 

karcinomima dojke i to u 74,8%, dok je u ER-negativnim tumorima AR izražen u 31,8% slučajeva 

[121]. Druge studije su pokazale značajnu varijabilnost ekspresije AR-a u ER-negativnim karcinomima 

dojke ovisno o HER2 statusu. Kod hormonski neovisnih, HER2-pozitivnih karcinoma, AR su izraženi 

u oko 50-60% slučajeva, dok je u trostruko negativnim karcinomima njihova ekspresija oko 20-40% 

[120]. Ovisno o razini ER ekspresije i surogatu molekularnog podtipa karcinoma dojke, AR mogu imati 

proliferativni ili antiproliferativni učinak. Collins i sur. su pokazali da su AR izraženi u 91% luminal A, 

68% luminal B, 59% HER2-obogaćenih te 32% trostruko negativnih karcinoma dojke. AR su izraženi 

i u DCIS-u u otprilike 86% slučajeva, a kao kod invazivnih karcinoma dojke, raspodjela pojavnosti 

njihove pojačane ekspresije također ovisi o surogatu molekularnog podtipa. Ovisno o histološkim tipu 

invazivnog karcinoma dojke, AR pokazuju najvišu razinu ekspresije u specijalnim tipovima, osobito 

tubularnom, metaplastičnom, lobularnom i kribriformnom, dok je ekspresija u skvamoznom tipu 

uglavnom negativna [122]. AR su u korelaciji s ekspresijom α-ER i PR te zbog svojih strukturalnih 

sličnosti, AR i ER križno aktiviraju različite signalne puteve. Dokazano je da se kod ER-pozitivnih 

karcinoma dojke, AR natječe s α-ER za α-estrogen vezna mjesta u jezgri. Omjer ekspresije AR i ER, 

određuje utjecaj ovih receptora na regulaciju proliferacije stanica karcinoma dojke. Kada je viša razina 

ekspresije AR u odnosu na ER, aktivirani AR se veže na element odgovora na estrogen u jezgri, djelujući 

inhibitorno na stanični rast. Kad je razina ekspresije ER viša od ekspresije AR, tada se ER veže na 

element odgovora na androgene, dovodeći do stanične proliferacije. Kod HER2-pozitivnih tumora, AR 

aktivira složene signalne puteve koji potiču rast i dijeljenje tumorskih stanica. AR su u korelaciji s 

povoljnim kliničko-patološkim parametrima (manji tumori, niži histološki gradus, odsutnost nekroze, 

niži Ki-67) i boljim odgovorom na terapiju u ER-pozitivnim tumorima dojke [123]. Brojne studije 

ispitivale su prediktivnu, prognostičku i terapijsku ulogu AR-a, no rezultati su često oprečni zbog 

heterogenosti njegove ekspresije i signalnih puteva između pojedinih surogata molekularnih podtipova 

karcinoma dojke. Meta analiza Bozovic-Spasojevic i sur. koja je uključivala više od 10 000 pacijenata, 

utvrdila je da je pozitivna ekspresija AR-a povezana s boljim preživljenjem bez povrata bolesti i 

ukupnim preživljenjem u ER-pozitivnim karcinomima dojke [124]. Drugo istraživanje također je 

pokazalo da je ekspresija AR-a kod postmenopauzalnih žena s ER-pozitivnim karcinomom dojke 

povezana s boljim preživljenjem tijekom prvih 5-10 godina nakon postavljanja dijagnoze [125]. 
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Suprotno tome, Kensler i sur. u svom istraživanju provedenom na 3021 ispitanici nisu dokazali 

statistički značajnu povezanost ekspresije AR-a s povoljnijim preživljenjem u ER-pozitivnim 

karcinomima, niti su potvrdili prediktivnu ulogu AR-a za odgovor na endokrinu terapiju letrozolom ili 

tamoksifenom [126]. Slični rezultati dobiveni su i u studiji Xu i sur., koja je obuhvatila 4914 ispitanica 

s trostruko negativnim karcinomom dojke [127].  
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2. CILJEVI ISTRAŽIVANJA 

Glavni cilj istraživanja jest ispitati postoji li razlika u ekspresiji GP96 i AR-a između hormonski ovisnih 

i hormonski neovisnih karcinoma dojke te postoji li razlika u razini ekspresije GP96 i AR-a s obzirom 

na metastatski status nSLN-a. 

Specifični ciljevi ovog istraživanja su: 

1. ispitati korelaciju ekspresije GP96 i AR-a u karcinomu dojke. 

2. odrediti amplifikaciju gena za GP96 i ispitati njezinu povezanost sa surogatom molekularnog podtipa 

karcinoma dojke ovisno o hormonskom statusu. 

3. ispitati postoji li razlika u petogodišnjem ukupnom preživljenju i preživljenju bez relapsa bolesti s 

obzirom na ekspresiju AR-a i GP96. 

4. utvrditi postoji li razlika u patohistološkim karakteristikama karcinoma i aLČ u odnosu na prisutnost 

metastaza u nSLN. 

 

Naša je hipoteza da je povećana ekspresija GP96 u stanicama karcinoma dojke u negativnoj korelaciji 

s ekspresijom AR te da je povećana ekspresija GP96 povezana s većom zahvaćenošću nSLN-a 

metastazama. Pretpostavljamo da su prisutnost LVI-a, ENE-a i makrometastaze u LČČ-u te veći tumori 

u skupini hormonski ovisnih karcinoma dojke češći kod nSLN-a zahvaćenih metastazama. 
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3. ISPITANICI I METODE 

3.1. Ispitanici 

U ovo retrospektivno istraživanje uključeno je 107 žena s dijagnosticiranim invazivnim karcinomom 

dojke, kliničkog stadija cT1-T2N0, koje su u razdoblju od 2007. do 2016. godine operirane na Klinici 

za kirurgiju, Kliničkog bolničkog centra Rijeka. Prethodno operacijskom zahvatu na dojci, učinjena im 

je scintigrafija LČČ na Kliničkom zavodu za nuklearnu medicinu, Kliničkog bolničkog centra Rijeka. 

Uključni kriteriji za sudjelovanje u studiji bili su: novootkriven i patohistološki potvrđen invazivni 

karcinom dojke, veličine do 5 cm (po TNM klasifikaciji pT1-T2 stadij), bez kliničkih ili ultrazvučnih 

znakova zahvaćenosti regionalnih limfnih čvorova, u trenutku dijagnoze bez udaljenih metastaza 

bolesti, s nalazom biopsije LČČ pozitivnim na tumorsku invaziju, nakon kojeg je uslijedila aksilarna 

disekcija, da su pacijentice primile adjuvantnu terapiju sukladno imunofenotipu karcinoma dojke prema 

važećim smjernicama razdoblja u kojem su operirane te da su praćene najmanje 5 godina od dana kada 

je učinjen operacijski zahvat na dojci. 

U studiju nisu bile uključene pacijentice koje su već imale učinjen operacijski zahvat na dojci, potom 

pacijentice s ranijim operacijskim zahvatima u aksilarnim regijama, obostranim ili rekurentnim 

karcinomom dojke, uznapredovalim stadijem karcinoma dojke (po TNM klasifikaciji pT3-T4), one koje 

boluju od druge maligne bolesti, pacijentice koje su primile bilo koji oblik neoadjuvantne terapije, kao 

i one za koje je utvrđeno da nisu onkološki redovito praćene u tijeku petogodišnjeg postoperativnog 

praćenja od dana kirurškog zahvata na dojci ili ako glavnom istraživaču nisu bili dostupni relevantni 

nalazi njihovog redovitog petogodišnjeg praćenja ili ako je nedostajao biopsijski materijal u arhivi 

Zavoda za opću patologiju i patološku anatomiju. 

 

3.2. Metode 

3.2.1. Bioptički materijal i patohistološke karakteristike karcinoma dojke 

Pregledom arhive biopsija Zavoda za patologiju i patološku anatomiju Medicinskog fakulteta 

Sveučilišta u Rijeci izdvojeni su patohistološki materijali pacijentica koje su zadovoljavale uključne 

kriterije studije iz razdoblja od 2007. do 2016. godine. Arhivski patohistološki materijal fiksiran je 

standardnim postupkom i uklopljen u parafinske kocke, kojima su dodijeljeni bioptički brojevi prema 

godinama. Bioptički materijal uključivao je i histološke preparate obojene hematoksilin- eozinom (H-

E) i imunohistokemijske preparate, a ovi preparati su izdvojeni iz staklene arhive Zavoda za patologiju 

i citologiju, Kliničkog bolničkog centra Rijeka. U dogovoru s patologom s višegodišnjim iskustvom iz 

užeg područja patologije dojke, za potrebe statističke analize, revidirani su imunohistokemijski 
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preparati za određivanje statusa ER i PR na tumorskim stanicama karcinoma dojke. Hormonski ovisni 

karcinomi dojke definirani su izražajem ER >1% i/ili izražajem PR >1% u jezgrama tumorskih stanica. 

Izražaj receptora humanog epidermalnog čimbenika rasta 2 (HER2) analiziran je imunohistokemijskom 

(IHC) metodom (HerceptTest) ili metodama in situ hibridizacije (ISH) koje detektiraju povećan broj 

kopija gena HER2/neu u uzorcima tkiva prema važećim smjernicama [128]. U HercepTestu koristi se 

poliklonsko protutijelo usmjereno na epitope intracitoplazmatske domene HER2 receptora, a 

interpretira se na temelju intenziteta i uzorka obojenosti membrana tumorskih stanica na sljedeći način: 

IHC 0 (negativan): nema membranskog bojenja ili inkompletno slabo membransko bojenje prisutno u 

≤10% tumorskih stanica; 

IHC 1+ (negativan): slabo ili jedva vidljivo inkompletno membransko bojenje u >10% tumorskih 

stanica; 

IHC 2+ (dvojben): inkompletno membransko bojenje i/ili slabog ili umjerenog intenziteta u >10% 

tumorskih stanica ili jako kompletno membransko bojenje u ≤10% tumorskih stanica; 

IHC 3+ (pozitivan): jako, kompletno membransko bojenje u >10% tumorskih stanica. 

Izražaj HER2 receptora je određen kao prekomjeran odnosno pozitivan kod rezultata IHC 3+ ili 

negativan kod rezultata IHC 0 ili IHC 1+. Rezultat IHC bojenja 2+ smatra se dvojbenim te je konačni 

rezultat potvrđen SISH metodom (hibridizacija in situ srebrom) pomoću iNFORM HER2 Dual ISH 

DNA Probe Coctail - koktel duple DNK probe za in situ hibridizaciju za detekciju HER2 (Ventana 

Medical Systems, Tuscon, SAD). Učinjena je DNK hibridizacija s probama Red ISH (proba specifična 

za 17. kromosom) i SISH (proba specifična za HER2 gen). Evaluacija je izvršena na temelju brojenja 

signala Red ISH i SISH u 20 interfaznih jezgara u preparatu, prema preporuci proizvođača. Izračunat 

je omjer između broja signala specifičnih za HER2 gen i signala specifičnih za kromosom 17. 

Referentni omjeri su: < 1,8  nema amplifikacije HER2 gena 

          > 2,2  amplifikacija HER2 gena 

          1,8-2,2 granični rezultat 

Mitotska proliferacijska aktivnost tumorskih stanica izražena je kao Ki-67 indeks, a određena je IHC 

metodom kao postotak pozitivnih jezgara tumorskih stanica uz graničnu vrijednost od 20%. Niska 

proliferacijska aktivnost je manja od 20%, a visoka veća ili jednaka 20% [26]. 

Surogati molekularnih podtipova karcinoma dojke određeni su prema izražaju hormonskih receptora, 

HER2 statusu i mitotskom proliferacijskom indeksu Ki-67, sukladno preporukama konsenzusa iz St. 

Gallena [26]. Postoji pet skupina: 

1) luminal A surogat definiran je pozitivnim izražajem ER i PR, negativnim statusom HER2 

receptora i niskim Ki-67 odnosno <20%. 

2) luminal B HER2-negativan surogat definiran je pozitivnim izražajem ER, negativnim statusom 

HER2 receptora, negativnom ekspresijom PR ili ekspresijom <20% i/ili Ki-67≥20%. 
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3) luminal B HER2-pozitivan surogat definiran je pozitivnim izražajem ER, uz bilo koju razinu 

izražaja PR, pozitivnim statusom HER2 receptora i bilo kojom razinom Ki-67. 

4) HER2-obogaćeni surogat definiran je negativnom ekspresijom ER i PR i pozitivnim statusom 

HER2 receptora. 

5) trostruko negativan surogat definiran je negativnim izražajem ER i PR uz negativan status 

HER2 receptora. 

Proboj tumora kroz čahuru LČČ (engl. extranodal extension; ENE) definiran je kao proboj tumorskih 

stanica kroz čahuru LČČ u masno tkivo oko limfnog čvora. ENE u LČČ je reevaluirana na histološkim 

H-E preparatima ili imunohistokemijskim preparatima obojenim na AE1/AE3, napravljenim prema 

standardnom protokolu za LČČ. Patolog je izmjerio ENE u dvije dimenzije, u najvišem i najširem 

promjeru, na način kako je opisano u istraživanju Xa i sur. [129]. Najviši promjer ENE u LČČ (nvENE) 

je izmjeren od točke gdje tumorsko tkivo probija kapsulu LČČ do najviše točke tumorskih stanica u 

masnom tkivu oko limfnog čvora. Najširi promjer ENE u LČČ (nšENE) je izmjeren duž kapsule LČČ, 

između točaka na perifernim rubovima područja s ENE. Ovisno o dimenziji promjera ENE u LČČ, 

ispitivana skupina je podijeljena u dvije podgrupe: nšENE>nvENE i nšENE≤nvENE. 

Ekstenzivna intraduktalna komponenta (EIC) određena je prema smjernicama Američkog društva 

patologa [130], a definirana je na dva načina: 1. DCIS zauzima ≥25% unutar područja invazivnog 

karcinoma i prisutan je i u okolnom tkivu dojke, 2. opsežan DCIS s invazivnim karcinomom veličine 

≤1 cm (npr. invazivna komponenta karcinoma je premala da bi duktalni karcinom in situ činio 25% 

ukupne površine). 

LNR je izračunat kao omjer broja pozitivnih i broja ukupno izvađenih limfnih čvorova. 

Opseg zahvaćenosti nSLN metastazama je kategoriziran kao visoki ako su ≥2 nSLN-a bila zahvaćena 

metastazama odnosno niski ako su <2 nSLN bila zahvaćena metastazama. 

Pacijentice su prema dobi u trenutku postavljanja dijagnoze podijeljene u dvije dobne podskupine: ≤50 

godina i >50 godina. 

Indeks tjelesne mase (ITM) izračunat je prema izrazu: 

𝐼𝑇𝑀 =
𝑚

ℎ2
 

gdje su m tjelesna masa izražena u kilogramima (kg) i h visina izražena u metrima (m). Indeksi su potom 

kategorizirani prema odredbama Svjetske zdravstvene organizacije [131]. 

Recidiv bolesti je uključivao lokoregionalni i/ili udaljeni recidiv, koji god se pojavio prvi. 

Lokoregionalni recidiv bolesti definiran je kao recidiv u istostranoj torakalnoj stijenci ili dojci ili 

zahvaćenost istostranih aksilarnih, supraklavikularnih, infraklavikularnih i/ili internih mamarnih 
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limfnih čvorova. Recidiv na bilo kojem drugom mjestu smatrao se udaljenim recidivom bolesti. Ukupno 

preživljenje određeno je kao vrijeme od dana operacijskog zahvata na dojci do smrti od bilo kojeg 

uzroka. Preživljenje bez recidiva bolesti je definirano kao vrijeme od dana operacije do pojave recidiva 

bolesti, lokoregionalnog i/ili udaljenog. 

 

3.2.2. Izrada tkivnih mikroareja (TMA) 

Za IHC analizu uzoraka karcinoma dojke, korištena je metoda tkivnih mikroareja. Prvo su pregledani 

H-E patohistološki preparati cjelovitih biopsija te su na stakalcima flomasterom označena 

reprezentativna područja invazivnog karcinoma, bez krvarenja i nekroze. Zatim su obilježene i 

pripadajuće parafinske kocke (donorske kocke) sukladno oznakama na stakalcima. Koristeći ručni 

uređaj za izradu tkivnih mikroareja (MTA Booster OI, Alphelys, Plaisir, Francuska), uzeta su po dva 

cilindra tkiva iz donorske kocke promjera 2 mm, koja su potom prenesena u novopripremljenu 

parafinsku kocku. Isti postupak je ponovljen s biopsijama tkiva dojki pacijentica koje su operirane zbog 

mamografski verificiranih mikrokalcifikata, a za koje je patohistološkom analizom postavljena 

dijagnoza neproliferativnih promjena (mikrociste, ciste, fibroza i fibrocistične promjene). Uzet je po 

jedan cilindar promjera 2 mm koji je pripadao histološki nepromijenjenom žljezdanom tkivu dojke. 

Uzorci ovih pacijentica činili su kontrolnu skupinu. Za orijentaciju TMA korišten je cilindar normalnog 

tkiva jetre, smješten u sjecištu x i y osi prema kojem su cilindri tkiva montirani s razmakom od 1 mm. 

Na ovaj način napravljeno je sedam novih parafinskih kocki, koje su čuvane u termostatu na temperaturi 

od 45 °C preko noći radi uklapanja tkiva u kocku. Nakon hlađenja, parafinske kocke su pogodne za 

rezanje mikrotomom te su izrađeni parafinski rezovi debljine 4 µm. Jedan set parafinskih rezova obojen 

je H-E radi analize morfologije stanica, dok su dva seta pripremljena za IHC bojenja (Slika 7). 
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Slika 7. Tkivne mikroareje karcinoma dojke, bojanje hematoksilin-eozinom. 

 

3.2.3. Imunohistokemijsko bojenje i analiza 

3.2.3.1. Priprema za imunohistokemijsko bojenje 

Rezovi parafinskih TMA kocaka debljine 4 µm postavljeni su na predmetna stakalca obložena silanom 

te su sušeni preko noći u sušioniku na 48 °C. Nakon toga su deparafinizirani supstitucijom ksilena tri 

puta tijekom 10 minuta (Tissue Clear, art.1426, Sakura, Nizozemska) i potom rehidrirani apsolutnim 

etilnim 100%-tnim alkoholom tijekom 5 minuta, zatim 96%-tnim alkoholom tijekom 5 minuta te 70%-

tnim alkoholom tijekom 5 minuta. Nakon postupka rehidracije, rezovi su ispirani u destiliranoj vodi 

tijekom 10 minuta. Nakon sušenja rezova, slijedio je postupak otkrivanja antigenskih epitopa pomoću 

predtretmana induciranog toplinom. Predmetna stakalca namijenjena bojanju GP96 tretirana su Tris-

EDTA puferom (pH 9,0) pri temperaturi od 97 °C tijekom 20 minuta u vodenoj kupelji, dok su rezovi 

namijenjeni bojenju AR-a inkubirani u Tris-EDTA puferu (pH 9,0) u uređaju PT link (Dako, Glostrup, 

Danska) pri 97 °C tijekom 20 minuta. Zatim je uslijedilo hlađenje na sobnoj temperaturi tijekom 20 

minuta i ispiranje u destiliranoj vodi. 

 

3.2.3.2. Imunohistokemijsko bojenje GP96 

Za GP96, nespecifična vezna mjesta blokirana su 5%-tnim normalnim kozjim serumom (X0907, Dako) 

u 1%-tnoj otopini goveđeg serumskog albumina (BSA) tijekom 20 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon 

toga, rezovi su inkubirani preko noći na temperaturi od +4 °C u ovlaženoj komori sa zečjim 

monoklonskim IgG protutijelom protiv GRP94 (klon D6X2Q, Cell Signalling Technology, Danvers, 
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SAD) u razrjeđenju 1:800 u diluentu za protutijela. Aktivnost endogene peroksidaze blokirana je 

primjenom peroksidaza-blokirajuće otopine (S2023, Dako) tijekom 5 minuta. Zatim su rezovi 

inkubirani sa sekundarnim kozjim anti-zečjim IgG protutijelom konjugiranim s hrenovom 

peroksidazom (H&L-HRP, ab6721, Abcam)  u razrjeđenju 1:500 tijekom 30 minuta na sobnoj 

temperaturi. Imunohistokemijska vizualizacija provedena je pomoću EnVision Flex + sustava (K8000, 

Dako, Glostrup, Danska), korištenjem 3,3′-diaminobenzidina (DAB) kao smeđim kromogenom. Nakon 

toga, rezovi su isprani destiliranom vodom, kontrastirani hematoksilinom i dehidrirani kroz rastuće 

koncentracije etanola. Negativna kontrola imunohistokemijskog bojanja pripremljena je zamjenom 

primarnog protutijela diluentom. 

 

3.2.3.3. Imunohistokemijsko bojenje AR-a 

Za IHC bojanje AR-a korišteno je mišje monoklonalno IgG protutijelo protiv humanog AR (klon 

AR441, Dako Cytomation, Glostrup, Danska) u razrjeđenju 1:100 s DAKO Antibody Diluentom 

(S0809). Nakon pripreme i otkrivanja antigenskih epitopa kako je prethodno opisano, rezovi su stavljeni 

u Dako automatski imunobojač  (DakoCytomation Colorado Inc, Fort Collins, SAD), gdje su korištene 

odgovarajuće DakoREAL otopine (Dako, Glostrup, Danska), prema uputama proizvođača. Primarno 

protutijelo inkubirano je 30 minuta na sobnoj temperaturi. Za imunohistokemijsku vizualizaciju 

korišten je EnVision Flex + sustav (K8000, Dako, Glostrup, Danska) s DAB kromogenom. Potom su 

rezovi kontrastirani s hematoksilinom. Negativna kontrola imunohistokemijskog bojenja pripremljena 

je zamjenom primarnog protutijela fosfatnim puferom (PBS). 

 

3.2.3.4. Procjena imunohistokemijskog bojenja za GP96 i AR 

Analiza IHC bojenja GP96 na tumorskim stanicama, provedena je procjenom intenziteta bojenja i 

ukupnog postotka pozitivnih tumorskih stanica. Intenzitet bojenja procijenjen je semikvantitativno kako 

slijedi: 0 – negativno, 1 – slabo pozitivno, 2 – umjereno pozitivno i 3 – snažno pozitivno (Slika 8). 

Konačni rezultat izražen je kao histoskor (engl. histoscore, HS) koji predstavlja umnožak postotka 

pozitivnih stanica i intenziteta bojenja, s maksimalnom vrijednošću 300. Za potrebe statističke analize, 

vrijednosti HS ekspresije GP96 kategorizirane su u dvije skupine prema optimalnoj graničnoj 

vrijednosti određenom analizom krivulje osjetljivosti dijagnostičkog testa (engl. Receiver Operating 

Characteristic Curves, ROC). Tumori s HS većim od 200 smatrani su tumorima s povišenim izražajem 

GP96, dok su tumori s HS manjim ili jednakim 200, klasificirani kao tumori s niskim izražajem GP96. 
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Slika 8. Reprezentativne slike tkivnih mikroareja obojenih imunohistokemijskom metodom s protutijelima na glikoprotein 96 

(GP96). A – negativno obojenje, B – slabo pozitivno obojenje, C – umjereno pozitivno obojenje i D – snažno pozitivno, 

citoplazmatsko obojenje. Skala 100 µm, povećanje 20x. 

 

Izražaj AR-a određen je prema postotku tumorskih stanica s pozitivnim nuklearnim bojenjem (Slika 9). 

Za potrebe statističke analize, tumori s 10 ili više posto pozitivno obojenih jezgara tumorskih stanica 

klasificirani su kao AR-pozitivni, dok su tumori s manje od 10% pozitivnih jezgara klasificirani kao 

AR-negativni [132]. 

Sva očitavanja učinjena su bez uvida u kliničko-patološke karakteristike pacijentica i histološke 

karakteristike tumora. 
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Slika 9. Reprezentativne slike tkivnih mikroareja obojenih imunohistokemijskom metodom s protutijelima na androgene 

receptore (AR). (A) negativan izražaj AR-a u tumorskim stanicama i (B) pozitivan izražaj AR-a (nuklearno obojenje). Skala 

100 µm, povećanje 20x. 

 

3.2.4. Analiziranje aktivacije gena metodom lančane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu 

(RT-qPCR) 

Metodom kvantitativne analize aktivacije gena u stvarnom vremenu (RT-qPCR) ispitane su vrijednosti 

relativne ekspresije gena GP96 iz biopsijskih materijala luminal A, luminal B i trostruko negativnog 

molekularnog surogata karcinoma dojke, kao i iz uzoraka normalnog žljezdanog tkiva dojke (N=12 za 

svaku podskupinu). Ukupna RNK izolirana je pomoću TRIzol reagensa (Invitrogen, Carlsbad, SAD), 

prema uputama proizvođača uz korištenje kloroforma, izopropanola i etanola. Kvaliteta i koncentracija 

izolirane RNK procijenjene su elektroforezom na agaroznom gelu (jasno vidljive 18S i 28S ribosomalne 

RNK trake) te UV spektrofotometrijom (NanoDrop, Thermo Fisher Scientific, Rockford, SAD), na 

temelju omjera apsorbancije OD260/OD280. Za uklanjanje moguće kontaminacije genomskom DNK 

korišten je Turbo DNA-free kit (Ambion Inc., The RNA Company, Austin, SAD) prema uputama 

proizvođača. Visokokvalitetni RNK uzorci zatim su reverzno transkribirani u komplementarnu DNK 

(cDNK) pomoću High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, Foster City, 

SAD), sukladno uputama proizvođača. Razina ekspresije gena GP96 kvantificirana je korištenjem ABI 

PRISM 7300 sustava (Applied Biosystems, Foster City, SAD), pri čemu je 18S rRNK korištena kao 

referentni kućepaziteljski (engl. housekeeping) gen. Količina glasničke RNK određena je pomoću 

komercijalno dostupnih TaqMan Assay proba za GP96 (Hs00427665_g1) i 18S rRNK 

(Hs99999901_s1), prema uputama proizvođača. Postupak umnažanja je proveden uz standardizirane 

uvjete prikazane u Tablici 3. 
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Tablica 3. Program reakcije korištene za kvantifikaciju ekspresije gena GP96 

Program reakcije: 

Inkubacija 2 min 50 °C (1 ciklus) 

Inicijalna denaturacija 10 min 95 °C (1 ciklus) 

Denaturacija 15 sek 95 °C (40 ciklusa) 

Sparivanje/elongacija 1 min 60 °C 

 

Rezultati amplifikacije analizirani su pomoću računalne aplikacije 7300 System SDS Software v1.3. 

Reakcije svih uzoraka napravljene su u duplikatima, a rezultat se smatrao vjerodostojnim samo u slučaju 

kada nije bilo razlike između njihovih amplifikacijskih krivulja. Relativna razina ekspresije gena GP96 

normalizirana je prema razini 18S rRNK te je izražena kao 2−ΔΔCt vrijednost [133]. 

 

3.2.5. Etički aspekti istraživanja 

Studija je provedena kao retrospektivna studija, u skladu sa svim primjenjivim smjernicama, čiji je cilj 

osigurati pravilno provođenje istraživanja i sigurnost osoba koje sudjeluju u ovom znanstvenom 

istraživanju poštujući Osnove dobre kliničke prakse. Istraživanjem je osigurano poštivanje temeljnih 

etičkih i bioetičkih principa – osobni integritet (autonomnost), pravednost, dobročinstvo i neškodljivost, 

kao i onih iz njih izvedenih (privatnost, povjerenje) – u skladu s Nürnberškim kodeksom i najnovijom 

revizijom Helsinške deklaracije te ostalim mjerodavnim dokumentima. 

Istraživanje je odobrilo Etičko povjerenstvo Kliničkog bolničkog centra Rijeka (broj 003-05/21-1/114, 

datum odobrenja 12. listopada 2021.). 

 

3.2.6. Statistička obrada podataka 

Statistička obrada podataka rađena je pomoću programa Stata 16.0. (StataCorp LLC, College Station, 

Texas, SAD) i MedCalc 18.2.1 (MedCalc Software, Ostend, Belgija), uz postavljenu razinu statističke 

značajnosti α=0,05. 

Analizirane kategorijske varijable prikazane su apsolutnim i relativnim učestalostima, odnosno 

frekvencijama ili postotnim udjelima. Za kvantitativne varijable odabrane su odgovarajuće mjere 

prosjeka i odstupanja. Podatci s normalnom raspodjelom prikazani su aritmetičkom sredinom sa 

standardnom devijacijom, dok su u suprotnom prikazani medijanom s rasponom. Normalnost raspodjele 

varijabli testirana je Kolmogorov-Smirnov testom. Razlike u pojavnosti između kategorijskih varijabli 

testirane su χ2-testom i t-testom za proporcije, dok su razlike kvantitativnih varijabli ispitane t-testom 

za nezavisne uzorke. Testom korelacije ispitana je povezanost ekspresije GP96 i AR-a, a razlika u 
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ekspresiji GP96 i AR-a u odnosu na status nSLN-a t-testom za nezavisne uzroke. Za utvrđivanje 

statističke značajnosti razlike između više međusobno ispitivanih skupina koristili su se Kruskal-Wallis 

test ili ANOVA, ovisno o tipu i raspodjeli podataka. Univarijatnom i multivarijatnom logističkom 

regresijskom analizom utvrđena je značajnost patohistoloških karakteristika karcinoma i aLČ te 

ekspresije GP96 i AR-a u predviđanju tumorske invazije u nSLN. Stopa petogodišnjeg ukupnog 

preživljenja i preživljenja bez recidiva bolesti između podgrupa prikazana je Kaplan-Meierovim 

krivuljama preživljenja, a razlika među njima testirana je log-rank testom. Univarijatni i multivarijatni 

Coxovi regresijski modeli korišteni su za analizu prognostičkog značaja ispitivanih varijabli za ukupno 

preživljenje i preživljenje bez recidiva bolesti, a rezultati su iskazani kao omjeri rizika s 95% 

intervalima pouzdanosti. 

Od demografskih i kliničko-patoloških karakteristika, koji su razmatrani kao prediktori statusa nSLN-

a i preživljenja u ispitivanoj skupini, analizirali smo: razinu izražaja GP96 i AR-a, dob u trenutku 

postavljanja dijagnoze (≤50 i >50 godina), lokalizaciju tumora (lateralnost), histološki tip (duktalni, 

lobularni ili ostali podtipovi), histološki gradus, veličinu tumora, pN stadij, NLN, LNR, prisutnost 

nekroze, kalcifikata, LVI-a, perineuralne invazije, ENE-a u LČČ i EIC-a, status ER i PR, mitotski 

proliferacijski indeks Ki-67 (<20% ili ≥20%), HER2 status, veličinu metastaze u LČČ (metastaza ≥2 

mm u najvećem promjeru unutar LČ i metastaza <2 mm u najvećem promjeru unutar LČ), broj 

pozitivnih LČČ, ITM, surogat molekularnog podtipa karcinoma dojke te status nSLN ovisno o 

postojanju metastaza. 
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4. REZULTATI 

4.1. Kliničko-patološke karakteristike ispitivane skupine 

U istraživanje je uključeno 107 pacijentica koje su operirane na Klinici za kirurgiju, Kliničkog 

bolničkog centra Rijeka, u periodu od 2007. do 2016. godine. Od ukupnog broja pacijentica, u njih 73 

(68,22%) učinjena je poštedna operacija dojke, a u preostale 34 (31,78%) mastektomija. Medijan dobi 

pacijentica bio je 59 godina, s rasponom od 28 do 89 godina. Prema surogatu molekularnog podtipa 

karcinoma dojke, njih 34 (31,77%) imalo je luminal A surogat, 36 (33,64%) luminal B HER2-negativan 

surogat i 6 (5,61%) luminal B HER2-pozitivan surogat te 21 (19,63%) HER2-obogaćeni i 10 (9,35%) 

trostruko negativan surogat karcinoma dojke. Srednja veličina tumora iznosila je 2,57±1,16 cm. Prema 

histološkom gradusu, 41 tumor (38,32%) klasificiran je kao dobro diferenciran (gradus 1), 50 (46,73%) 

kao umjereno diferenciran (gradus 2), a 16 (14,95%) kao loše diferenciran (gradus 3). Limfovaskularna 

invazija bila je prisutna u 91 (85%) pacijentice, nekroza u 34 (31,77%), a kalcifikati u njih 45 (42,05%). 

Kliničko-patološke karakteristike pacijentica prikazane su u Tablici 4. 

Hormonski ovisni karcinomi dojke češće su bili histološkog gradusa G1 (P<0,001), HER2-negativni 

(P<0,001), prema histološkom tipu duktalni invazivni (P=0,003), bez nekroze (P=0,002), s niskim Ki-

67 (P=0,002) i makrometastazama u LČČ (P=0,002). Kalcifikati u invazivnoj komponenti tumora 

najčešće su bili odsutni kod hormonski neovisnih tumora (P=0,009). Nije bilo razlike u statusu nSLN 

ovisno o ekspresiji hormonskih receptora (P=0,238). 

Pacijentice u dobi 50 godina ili mlađe češće su imale karcinome veće od 2 cm (P=0,009), bez kalcifikata 

u invazivnoj komponenti tumora (P=0,023). U cijeloj ispitivanoj skupini EIC je u većine pacijentica bio 

odsutan, no u slučajevima kada je bio detektiran, njegova pojavnost je bila značajno učestalija u mlađih 

pacijentica (P=0,017). Također, mlađe su pacijentice češće imale ITM ≤25 kg/m2 (P=0,011) u usporedbi 

s pacijenticama starijim od 50 godina. 

Karcinomi s pozitivnim HER2 statusom češće su bili histološkog gradusa G3 (P=0,022), ER-negativni 

(P<0,001), PR-negativni (P<0,001) i visokog Ki-67 (P=0,002). Pacijentice koje su imale karcinome s 

visokim Ki-67 češće su imale prisutnu nekrozu u invazivnoj komponenti tumora (P<0,001). Statistička 

analiza je pokazala da je prisutnost limfovaskularne invazije češće praćena perineuralnom invazijom 

(P=0,013). Pacijentice koje su podvrgnute mastektomiji, češće su imale prisutan EIC (P=0,012) i 

pozitivan status nSLN (P=0,036). Kod karcinoma histološkog gradusa G3 u većini slučajeva bila je 

prisutna nekroza u invazivnoj komponenti tumora (P<0,001). 

 

Tablica 4. Kliničko-patološke karakteristike pacijentica 

Karakteristike 
 

No. (%) P vrijednost 
 

Dob, godine medijan (raspon) 59 (28-89)  
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 ≤ 50 godina 29 (27,1%) <0,001 

 > 50 godina 78 (72,9%)  

Lateralnost lijeva 51 (47,66%) 0,629 

 desna 56 (52,34%)  

Histološki tip duktalni/NST 85 (79,44%) <0,001 

 lobularni 14 (13,08%)  

 ostali 8 (7,48%)  

Histološki gradus G1 41 (38,32%) <0,001 

 G2 50 (46,73%)  

 G3 16 (14,95%)  

Veličina tumora, cm ar.sred.± std. 2,57±1,16  

pT stadij pT1 44 (41,12%) 0,066 

 pT2 63 (58,88%)  

pN stadij 1 68 (63,55%) 0,005 

 2 39 (36,45%)  

Nekroza nema 73 (68,22%) <0,001 

 prisutna 34 (31,78%)  

Kalcifikati nema 62 (57,94%) 0,100 

 prisutni 45 (42,06%)  

EIC nema 89 (83,18%) <0,001 

 prisutna 18 (16,82%)  

ER status negativan 31 (28,97%) <0,001 

 pozitivan 76 (71,03%)  

PR status negativan 39 (36,45%) 0,005 

 pozitivan 68 (63,55%)  

HER2 status negativan 80 (74,77%) <0,001 

 pozitivan 27 (25,23%)  

Ki-67 indeks < 20% 56 (52,34%) 0,629 

 ≥ 20% 51 (47,66%)  

Limfovaskularna invazija negativna 16 (14,95%) <0,001 

 pozitivna 91 (85,05%)  

Perineuralna invazija negativna 30 (28,04%) 0,029 

 pozitivna 49 (45,79%)  

 nije moguće odrediti 28 (26,17%)  

ENE u LČČ negativna 69 (64,49%) 0,003 

 pozitivna 38 (35,51%)  

Veličina metastaze u LČČ,mm ar.sred. ± std. 9,19±6,75  

ITM, kg/m2 ≤ 25 48 (44,86%) <0,001 

 > 25 58 (54,21%)  

 nedostupan podatak 1 (0,93%)  
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Tip kirurškog zahvata mastektomija 34 (31,78%) <0,001 

 poštedna operacija 73 (68,22%)  

Surogat molekularnog podtipa Luminal A 34 (31,77%) <0,001 

 Luminal B/HER2- 36 (33,64%)  

 Luminal B/HER2+ 6 (5,61%)  

 HER2-obogaćen 21 (19,63%)  

 Trostruko negativan 10 (9,35%)  

NST – nije specijalni tip; EIC – ekstenzivna intraduktalna komponenta; ER – estrogenski receptori; PR – progesteronski 

receptori; HER2 – humani epidermalni čimbenik rasta 2; ENE – ekstranodalna ekstenzija; LČČ – limfni čvor čuvar; ITM – 

indeks tjelesne mase 

 

4.2. Imunohistokemijska analiza izražaja GP96 u normalnom tkivu dojke i karcinomu dojke 

4.2.1. Imunohistokemijska analiza izražaja GP96 u normalnom tkivu dojke 

Ekspresija GP96 u normalnom tkivu dojke prisutna je u citoplazmi stanica žljezdanog tkiva, limfocitima 

i makrofazima. Limfociti i makrofazi su snažno pozitivni (Slika 10). 

 

  

Slika 10. Histološki preparat zdravog žljezdanog tkiva dojke. A) Hematoksilin-eozinsko bojenje. B) Imunohistokemijsko 

bojenje monoklonskim protutijelom na GP96. Skala 100 µm, povećanje 20x. 

 

4.2.2. Imunohistokemijska analiza izražaja GP96 u karcinomu dojke 

IHC analiza izražaja GP96 otkrila je dominantno citoplazmatsko i djelomično membransko bojenje 

tumorskih stanica, različitog intenziteta i ukupnog broja pozitivnih stanica. Obrazac IHC bojenja bio je 

od potpuno negativnog, blago pozitivnog do umjereno pozitivnog i snažno pozitivnog bojenja. Na 

temelju HS, niska ekspresija GP96 utvrđena je u 84 (78,5%) pacijentice, a visoka u njih 23 (21,5%). 

Medijan ekspresije GP96 u cijeloj ispitivanoj skupini bio je 165, s rasponom od 0 do 300. Prema 
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intenzitetu bojenja, izražaj GP96 bio je negativan u 5 (4,67%), slabo pozitivan u 48 (44,86%), umjereno 

pozitivan 31 (28,97%) i snažno pozitivan u 23 (21,5%) tumora. 

 

4.2.3. Odnos ekspresije GP96 i kliničko-patoloških parametara 

Tumori s niskim izražajem GP96 češće su bili ER i PR pozitivni (oba P<0,001), HER2-negativni 

(P=0,005) i s niskim Ki-67 (P=0,018). Statistički značajne razlike u razini ekspresije GP96 utvrđene su 

između luminalnog A i HER2-obogaćenog te trostruko negativnog karcinoma, kao i između luminalnog 

B HER2-negativnog i HER2-obogaćenog te trostruko negativnog surogata molekularnog podtipa 

(Kruskal-Wallis test, P<0,001). U skupini luminalnih B HER2-pozitivnih karcinoma dojke nije utvrđena 

statistički značajna razlika u ekspresiji GP96 u odnosu na ostale molekularne podtipove. Razlike u 

ekspresiji GP96 ovisno o surogatu molekularnog podtipa karcinoma dojke prikazane su na Slici 11. 

Statistički značajna negativna povezanost utvrđena je između razine izražaja GP96 i statusa ER (r=-

0,468, P<0,001), kao i statusa PR (r=-0,407, P<0,001). Međutim, nije utvrđena statistički značajna 

povezanost razine izražaja GP96 i AR-a (r=-0,167, P=0,085). Od 76 (71,03%) ER-pozitivnih tumora, 

njih 7 (9,21%) imalo je visoku ekspresiju GP96, dok je od 31 (28,97%) ER-negativnih tumora, njih 16 

(51,61%) imalo je visoku ekspresiju GP96. U skupini PR-pozitivnih tumora, od njih ukupno 68 

(63,55%), 6 (8,82%) tumora imalo je visoku ekspresiju GP96, dok od 39 (36,45%) PR-negativnih 

tumora, 17 (43,59%) tumora je imalo visoku ekspresiju GP96. Izražaj GP96 ovisno o ER, PR i AR 

statusu prikazan je u Tablici 5. 

 

Slika 11. Grafički prikaz i usporedba razine ekspresije GP96 izražene kao histoskor ovisno o surogatu molekularnog podtipa 

karcinoma dojke (Kruskal-Wallis test, *P<0,001). 1- Luminalni A; 2 - Luminalni B HER2-negativan; 3 - Luminalni B HER2-

pozitivan; 4 - HER2-obogaćeni; 5 - Trostruko negativan. Vrijednosti su prikazane kao medijan s 95% intervalima pouzdanosti. 
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Tablica 5. Ekspresija GP96 ovisno o ER, PR i AR statusu. 

 Ekspresija GP96 P vrijednost 

 niska (HS≤200) visoka (HS>200)  

 N (%) N (%)  

ER status   <0,001 

pozitivan 69 7  

negativan 15 16  

PR status   <0,001 

pozitivan 62 6  

negativan 22 17  

AR status   0,085 

pozitivan 63 13  

negativan 21 10  

ER – estrogenski receptori; PR – progesteronski receptori; AR – androgeni receptori, GP96 – glikoprotein 96; HS – histoskor. 

 

Nije bilo statistički značajne razlike između podskupina s visokom i niskom ekspresijom GP96 u 

odnosu na histološki gradus (P=0,226). Analiza je pokazala značajnu pozitivnu korelaciju ekspresije 

GP96 i veličine tumorskog infiltrata u nSLN (r=0,349, P=0,017). Nije utvrđena značajna povezanost 

između ekspresije GP96 i veličine tumorskog infiltrata u LČČ (r=0,035, P=0,725) niti veličine tumora 

(r=0,017, P=0,866). U univarijatnoj logističkoj regresijskoj analizi negativan hormonski status 

(P<0,001), pozitivan HER2 status (P=0,007) i Ki-67 ≥20% (P=0,021) pokazali su se statistički 

značajnim prediktorima visoke ekspresije GP96. U multivarijatnoj analizi jedino je negativan 

hormonski status (OR 10,514; 95% CI 3,683–30,020; P<0,001) ostao nezavisan prediktor visoke 

ekspresije GP96. 

 

4.3. Imunohistokemijska analiza izražaja AR-a u karcinomu dojke 

IHC analiza AR-a pokazala je njihov izražaj u jezgrama tumorskih stanica što se smatralo znakom 

androgene aktivacije. Pozitivna ekspresija AR-a utvrđena je u 76 (71,03%) pacijentica, dok je negativna 

AR ekspresija utvrđena u 31 (28,97%). Medijan izražaja AR-a u cijeloj ispitivanoj skupini bio je 77, s 

rasponom od 0 do 100%. 

 

4.3.1. Odnos ekspresije AR-a i kliničko-patoloških parametara 

Od 76 (71,03%) pacijentica koje su imale hormonski ovisne karcinome dojke, njih 62 (81,58%) imalo 

je i pozitivnu ekspresiju AR-a. Od 31 (28,97%) hormonski neovisnih karcinoma dojke, u njih 17 

(54,84%) utvrđena je negativna ekspresija AR-a. Ekspresija AR-a ovisno o surogatu molekularnog 
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podtipa karcinoma dojke prikazana je na Slici 12. Nije utvrđena statistički značajna razlika između AR-

pozitivne i AR-negativne podgrupe u odnosu na HER2 status (P=0,288) i Ki-67 (P=0,603). Tablica 6. 

prikazuje povezanost kliničko-patoloških karakteristika i ekspresije GP96 i AR-a. 

 

Tablica 6. Povezanost kliničko-patoloških karakteristika i ekspresije GP96 i AR-a 

Karakteristike 

AR  GP96  

negativan pozitivan P vrijednost niski  visoki P vrijednost 

N (%) N (%)  N (%) N (%)  

Dob, godine       

≤ 50 godine 9 (8,41%) 20 (18,69%) 0,775 22 (20,56%) 7 (6,54%) 0,686 

> 50 godine 22 (20,56%) 56 (52,34%)  62 (57,95%) 16 (14,95%)  

Lateralnost       

lijevo 12 (11,21%) 39 (36,45%) 0,239 39 (36,45%) 12 (11,21%) 0,627 

desno 19 (17,76%) 37 (34,58%)  45 (42,06%) 11 (10,28%)  

Histološki tip       

duktalni/NST 23 (21,50%) 62 (57,95%) 0,086 65 (60,75%) 20 (18,69%) 0,372 

lobularni 3 (2,80%) 11 (10,28%)  13 (12,15%) 1 (0,93%)  

ostali 5 (4,67%) 3 (2,80%)  6 (5,61%) 2 (1,87%)  

Histološki gradus       

G1 12 (11,21%) 29 (27,1%) 0,676 34 (31,77%) 7 (6,54%) 0,227 

G2 13 (12,15%) 37 (34,58%)  40 (37,38%) 10 (9,35%)  

G3 6 (5,61%) 10 (9,35%)  10 (9,35%) 6 (5,61%)  

pT stadij       

pT1 11 (10,28%) 33 (30,84%) 0,451 34 (31,77%) 10 (9,35%) 0,796 

pT2 20 (18,69%) 43 (40,19%)  50 (46,73%) 13 (12,15%)  

pN stadij       

pN1 22 (20,56%) 46 (42,99%) 0,311 52 (48,60%) 16 (14,95%) 0,501 

pN2 9 (8,41%) 30 (28,04%)  32 (29,91%) 7 (6,54%)  

Nekroza       

nema 19 (17,76%) 54 (50,47%) 0,328 59 (55,14%) 14 (13,08%) 0,395 

prisutna 12 (11,21%) 22 (20,56%)  25 (23,37%) 9 (8,41%)  

Kalcifikati       

nema 22 (20,56%) 40 (37,38%) 0,083 45 (42,05%) 17 (15,89%) 0,081 

prisutni 9 (8,41%) 36 (33,65%)  39 (36,45%) 6 (5,61%)  

EIC       

negativan 27 (25,24%) 62 (57,94%) 0,491 72 (67,29%) 17 (15,89%) 0,182 

pozitivan 4 (3,74%) 14 (13,08%)  12 (11,21%) 6 (5,61%)  

ER status       
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negativan 17 (15,89%) 14 (13,08%) <0,001 15 (14,02%) 16 (14,95%) <0,001 

pozitivan 14 (13,08%) 62 (57,95%)  69 (64,49%) 7 (6,54%)  

PR status       

negativan 19 (17,76%) 20 (18,69%) <0,001 22 (20,56%) 17 (15,89%) <0,001 

pozitivan 12 (11,21%) 56 (52,34%)  62 (57,94%) 6 (5,61%)  

HER2 status       

negativan 21 (19,62%) 59 (55,14%) 0,288 68 (63,55%) 12 (11,21%) 0,005 

pozitivan 10 (9,35%) 17 (15,89%)  16 (14,96%) 11 (10,28%)  

Ki-67 indeks       

< 20% 15 (14,02%) 41 (38,32%) 0,603 49 (45,8%) 7 (6,54%) 0,018 

≥ 20% 16 (14,95%) 35 (32,71%)  35 (32,71%) 16 (14,95%)  

LVI       

negativan 4 (3,74%) 12 (11,22%) 0,705 13 (12,15%) 3 (2,8%) 0,773 

pozitivan 27 (25,23%) 64 (59,81%)  71 (66,36%) 20 (18,69%)  

Perineuralna invazija       

negativna 11 (10,28%) 19 (17,76%) 0,083 22 (20,56%) 8 (7,48%) 0,483 

pozitivna 9 (8,41%) 40 (37,38%)  41 (38,32%) 8 (7,48%)  

NSO* 11 (10,28%) 17 (15,89%)  21 (19,62%) 7 (6,54%)  

ENE u LČČ       

negativan 21 (19,63%) 48 (44,86%) 0,655 51 (47,67%) 18 (16,82%) 0,121 

pozitivan 10 (9,34%) 28 (26,17%)  33 (30,84%) 5 (4,67%)  

nSLN status       

negativan 14 (13,08%) 37 (34,58%) 0,742 37 (34,58%) 14 (13,08%) 0,154 

pozitivan 17 (15,89%) 39 (36,45%)  47 (43,93%) 9 (8,41%)  

ITM, kg/m2       

≤ 25 14 (13,08%) 34 (31,78%) 0,858 35 (32,71%) 13 (12,15%) 0,223 

> 25 16 (14,96%) 42 (39,25%)  48 (44,86%) 10 (9,35%)  

N/D 1 (0,93%) -  1 (0,93%) -  

Molekularni surogat       

Luminal A 6 (5,61%) 28 (26,18%) <0,001 32 (29,91%) 2 (1,87%) <0,001 

Luminal B/HER2- 7 (6,54%) 29 (27,1%)  32 (29,91%) 4 (3,74%)  

Luminal B/HER2+ 1 (0,93%) 5 (4,67%)  5 (4,67%) 1 (0,93%)  

HER2-obogaćeni 9 (8,41%) 12 (11,21%)  11 (10,28%) 10 (9,34%)  

Trostruko neg. 8 (7,48%) 2 (1,87%)  4 (3,74%) 6 (5,61%)  

EIC – ekstenzivna intraduktalna komponenta; ER – estrogenski receptori; PR – progesteronski receptori; HER2 – humani 

epidermalni čimbenik rasta 2; ENE – ekstranodalna ekstenzija; LČČ – limfni čvor čuvar; AR – androgeni receptori; GP96 – 

glikoprotein 96; ITM – indeks tjelesne mase; NST – ne specijalni tip; nSLN – limfni čvorovi ne čuvari; N/D – nije dostupno. 

* ne može se odrediti 
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Logistička regresijska analiza pokazala je da je hormonski status (OR 5,378; 95% CI 2,154–13,423; 

P<0,001) jedini nezavisni prediktor AR ekspresije u ranom stadiju karcinoma dojke s pozitivnim LČČ, 

dok ostali kliničko-patološki čimbenici nisu imali značajan utjecaj. 

 

  

 

Slika 12. Grafički prikaz ekspresije androgenih receptora ovisno o surogatu molekularnog podtipa. A) Frekvencije AR-

pozitivnih i AR-negativnih karcinoma unutar pojedinog surogata molekularnog podtipa. B) Razina ekspresije androgenih 

receptora ovisno o surogatu molekularnog podtipa karcinoma dojke. Vrijednosti su izražene kao medijan s 95% intervalima 

pouzdanosti. 1 - Luminalni A; 2 - Luminalni B HER2-negativan; 3 - Luminalni B HER2-pozitivan; 4 - HER2-obogaćeni; 5 - 

Trostruko negativan karcinom dojke. AR – androgeni receptori; HER2 - humani epidermalni čimbenik rasta 2. 

 

Statistički značajna pozitivna korelacija utvrđena je između razine ekspresije AR i dobi (r=0,221, 

P=0,022), ER (r=0,419, P<0,001), PR (r=0,402, P<0,001) te prisutnosti kalcifikata u invazivnoj 

komponenti (r=0,194, P=0,046), dok je negativna korelacija utvrđena između ekspresije AR i broja 

metastatskih sijela (r=-0,210, P=0,03) i HER2 statusa (r=-0,219, P=0,024). Nije utvrđena statistički 

značajna povezanost s ostalim kliničko-patološkim čimbenicima, uključujući veličinu tumora (r=-

0,045, P=0,645) i mitotski proliferacijski indeks Ki-67 (r=-0,141, P=0,146). 

 

4.3.2. Odnos koekspresije GP96 i AR-a s ostalim kliničko-patološkim karakteristikama 

Ispitivana skupina podijeljena je u četiri podgrupe ovisno o koekspresiji GP96 i AR-a. Analizirane 

podgrupe su kako slijedi: GP96niskiARpozitivan, GP96niskiARnegativan, GP96visokiARpozitivan i 

GP96visokiARnegativan. U 63 (58,88%) pacijentice utvrđen je GP96niskiARpozitivan izražaj te u 21 (19,62%) 

GP96niskiARnegativan izražaj. Deset (9,35%) pacijentica imalo je GP96visokiARnegativan izražaj te njih 13 

(12,15%) GP96visokiARpozitivan izražaj. Većina hormonski ovisnih karcinoma (75%) pokazivala je nisku 

ekspresiju GP96 i pozitivnu AR ekspresiju, dok je u 8 (25,8%) pacijentica s hormonski neovisnim 



43 
 

karcinomom utvrđena visoka ekspresija GP96 i negativna ekspresija AR-a. Analizom podgrupa ovisno 

o koekspresiji GP96 i AR-a utvrđena je povezanost s HER2 statusom (P<0,001), statusom ER i PR (oba 

P<0,001), brojem metastatskih sijela (P=0,03) te surogatom molekularnog podtipa (P<0,001). 

Zastupljenost ekspresije GP96 i AR-a ovisno o surogatu molekularnog podtipa karcinoma dojke 

prikazana je na Slici 13. Karcinomi s niskom ekspresijom GP96 i pozitivnom AR ekspresijom češće su 

bili HER2 negativni, dok su oni s visokom ekspresijom GP96 i pozitivnom AR ekspresijom češće bili 

HER2 pozitivni. U skupini ER-pozitivnih karcinoma dojke, 57 (75%) tumora pokazivalo je 

koekspresiju GP96niskiARpozitivan, 12 (15,79%) GP96niskiARnegativan, 2 (2,63%) GP96visokiARnegativan te 5 

(6,58%) GP96visokiARpozitivan. Kod ER-negativnih karcinoma, GP96niskiARpozitivan fenotip zabilježen je u 

6 (19,35%) tumora, GP96niskiARnegativan u 9 (29,03%), GP96visokiARnegativan u 8 (25,81%) te 

GP96visokiARpozitivan u 8 (25,81%) slučajeva.  

U analizi podskupina ovisno o koekspresiji GP96 i AR te drugih kliničko-patoloških karakteristika, nije 

bilo statistički značajne razlike u odnosu na dob (P=0,786), prisutnost EIC-a (P=0,167) i ENE 

(P=0,165), histološki gradus (P=0,746) i tip (P=0,236), Ki-67 (P=0,083), prisutnost LVI (P=0,674), 

nekroze u invazivnoj komponenti karcinoma (P=0,602) i perineuralne invazije (P=0,445), veličinu 

tumora (P=0,862) niti tip operacije (P=0,271). Statistički granična značajnost utvrđena je kod 

prisutnosti mikrometastaza i makrometastaza u LČČ (P=0,059). 

 

Slika 13. Raspodjela koekspresije GP96 i AR-a ovisno o surogatu molekularnog podtipa karcinoma dojke; Kruskal-Wallis, 

P<0,001. Kod luminalnog A, luminalnog B HER2-negativnog i luminalnog B HER2-pozitivnog surogata najzastupljenija je 

niska ekspresija GP96 i pozitivna AR ekspresija, kod HER2-obogaćenog visoka ekspresija GP96 i pozitivna AR ekspresija te 

kod trostruko negativnog visoka ekspresija GP96 i negativna AR ekspresija. 
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 4.4. Usporedbe na temelju podjele ispitanica ovisno o statusu limfnih čvorova nečuvara  

U cijeloj ispitivanoj skupini, 56 (52,33%) pacijentica imalo je pozitivan status nSLN. ENE u LČČ bio 

je prisutan u 38 (35,51%) slučajeva, od kojih je 28 (73,68%) imalo metastaze u nSLN. U 69 (64,48%) 

pacijentica bez ENE u LČČ, 28 (40,58%) ih je imalo metastaze u nSLN. U Tablici 7. prikazane su 

kliničko-patološke karakteristike pacijentica ovisno o statusu nSLN. Prisutnost ENE u LČČ bila je u 

pozitivnoj korelaciji s brojem pozitivnih nSLN (r=0,401, P<0,001), ukupnim brojem pozitivnih aLČ 

(r=0,442, P<0,001) te većim opsegom tumorskog opterećenja u nSLN (r=0,349, P<0,001).  

 

Tablica 7. Kliničko-patološke karakteristike pacijentica ovisno o statusu nSLN  

Karakteristike 
 Status nSLN  

 pozitivan negativan P vrijednost 

Cijela skupina  56 (52,34%) 51 (47,66%) 0,630 

Dob, godine medijan (raspon) 57 (34-89) 60 (28-85)  

 ≤ 50 godina 15 (14,02%) 14 (13,08%) 0,939 

 > 50 godina 41 (38,32%) 37 (34,58%)  

Lateralnost lijeva 24 (22,43%) 27 (25,23%) 0,299 

 desna 32 (29,91%) 24 (22,43%)  

Histološki tip duktalni/NST 43 (40,19%) 42 (39,25%) 0,754 

 lobularni 8 (7,48%) 6 (5,61%)  

 ostali 5 (4,67%) 3 (2,8%)  

Histološki gradus G1 19 (17,76%) 22 (20,56%) 0,042 

 G2 24 (22,43%) 26 (24,3%)  

 G3 13 (12,15%) 3 (2,8%)  

Veličina tumora, cm ar.sred. ± std. 2,75±1,31 2,37±0,94 0,087 

pT stadij pT1 21 (19,63%) 23 (21,49%) 0,427 

 pT2 35 (32,71%) 28 (26,17%)  

pN stadij 1 19 (17,76%) 49 (45,79%) <0,001 

 2 37 (34,58%) 2 (1,87%)  

Nekroza nema 36 (33,65%) 37 (34,58%) 0,361 

 prisutna 20 (18,69%) 14 (13,08%)  

Kalcifikati nema 33 (30,84%) 29 (27,1%) 0,83 

 prisutni 23 (21,5%) 22 (20,56%)  

EIC nema 47 (43,93%) 42 (39,25%) 0,829 

 prisutan 9 (8,41%) 9 (8,41%)  

ER status negativan 19 (17,76%) 12 (11,21%) 0,239 

 pozitivan 37 (34,58%) 39 (36,45%)  

PR status negativan 22 (20,56%) 17 (15,88%) 0,525 
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 pozitivan 34 (31,78%) 34 (31,78%)  

HER2 status negativan 40 (37,38%) 40 (37,38%) 0,407 

 pozitivan 16 (14,95%) 11 (10,29%)  

Ki-67 indeks < 20% 28 (26,17%) 28 (26,17%) 0,614 

 ≥ 20% 28 (26,17%) 23 (21,49%)  

Limfovaskularna invazija negativna 6 (5,61%) 10 (9,34%) 0,2 

 pozitivna 50 (46,73%) 41 (38,32%)  

Perineuralna invazija negativna 15 (14,02%) 15 (14,02%) 0,836 

 pozitivna 25 (23,36%) 24 (22,43%)  

 nije moguće 

odrediti* 

16 (14,95%) 12 (11,22%)  

ENE u LČČ negativna 28 (26,17%) 41 (38,32%) 0,001 

 pozitivna 28 (26,17%) 10 (9,34%)  

Veličina metastaze u LČČ,mm ar.sred. ± std. 11,40±6,68 6,80±6,04 <0,001 

AR < 10 % 17 (15,89%) 14 (13,08%) 0,742 

 ≥ 10 % 39 (36,45%) 37 (34,58%)  

GP96 niski 47 (43,93%) 37 (34,58%) 0,154 

 visoki 9 (8,41%) 14 (13,08%)  

ITM, kg/m2 ≤ 25 23 (21,49%) 25 (23,36%) 0,459 

 > 25 32 (29,91%) 26 (24,3%)  

 N/D (1)    

Tip kirurškog zahvata mastektomija 24 (22,43%) 10 (9,34%) 0,01 

 poštedna operacija 32 (29,91%) 41 (38,32%)  

Surogat molekularnog podtipa Luminal A 18 (16,82%) 16 (14,95%) 0,75 

 Luminal B/HER2- 16 (14,95%) 20 (18,69%)  

 Luminal B/HER2+ 3 (2,8%) 3 (2,8%)  

 HER2-obogaćeni 13 (12,15%) 8 (7,48%)  

 Trostruko negativan 6 (5,61%) 4 (3,74%)  

NST – nije specijalni tip; EIC – ekstenzivna intraduktalna komponenta; ER – estrogenski receptori; PR – progesteronski 

receptori; HER2 – humani epidermalni čimbenik rasta 2; ENE – ekstranodalna ekstenzija; LČČ – limfni čvor čuvar; AR – 

androgeni receptori; GP96 – glikoprotein 96; ITM – indeks tjelesne mase; N/D – nije dostupan podatak. 

 

ENE u LČČ nije u statistički značajnoj korelaciji s veličinom tumorskog infiltrata u nSLN (r=0,220, 

P=0,141). Međutim, veličina metastaze u nSLN u statistički je značajnoj pozitivnoj korelaciji s ukupnim 

brojem pozitivnih nSLN (r=0,378, P=0,009) te većim opsegom tumorske zahvaćenosti nSLN (r=0,385, 

P=0,008). Od 56 (52,33%) pacijentica koje su imale metastaze u nSLN, 16 (28,57%) ih je imalo prisutan 

ENE u nSLN. Iako je u pacijentica s prisutnim ENE u nSLN, njih 11 (68,75%) imalo i pozitivan ENE 

u LČČ, nije dokazana statistički značajna korelacija između ova dva parametra (r=0,237, P=0,078). 

Kod 5 (31,25%) pacijentica s prisutnim ENE u nSLN, nije bio prisutan ENE u LČČ. Status nSLN nije 
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bio statistički značajno povezan niti sa statusom ER (r=-0,114, P=0,240), PR (r=-0,062, P=0,527), 

HER2 statusom (r=0,081, P=0,409), Ki-67 (r=0,049, P=0,616) i veličinom tumora (r=0,122, P=0,209). 

U skupini hormonski ovisnih karcinoma, analiziranih prema statusu nSLN, nije utvrđena statistički 

značajna razlika u veličini tumora (P=0,477), prisutnosti LVI (P=0,38) ni veličini metastaza u LČČ 

(P=0,603), dok je odsutnost ENE u LČČ bila statistički značajno češća u bolesnica s negativnim nSLN 

(P=0,021). Ekspresija GP96 nije pokazala statistički značajnu povezanost sa statusom nSLN (r=-0,138, 

P=0,155), kao niti većim tumorskim opterećenjem u nSLN (r=-0,099, P=0,309). Nasuprot tome, za 

ekspresiju AR-a utvrdili smo slabu, ali statistički značajnu negativnu korelaciju sa statusom nSLN (r=-

0,195, P=0,044). Međutim, nije bilo značajne povezanosti između ekspresije AR-a i opsega tumorske 

zahvaćenosti nSLN (r=-0,170, P=0,08). Također, nije bilo značajne povezanosti između koekspresije 

GP96 i AR-a i statusa nSLN (r=-0,039, P=0,988) i opsega tumorske zahvaćenosti nSLN (r=-0,011, 

P=0,911). 

 

4.5. Logistička regresijska analiza prediktora statusa limfnih čvorova nečuvara 

U univarijatnoj logističkoj regresijskoj analizi, histološki gradus 3 (P=0,019), broj pozitivnih LČČ 

(P=0,039), veličina metastaze u LČČ (P=0,001) te prisutnost ENE u LČČ (P=0,001) bili su statistički 

značajno povezani s metastazama u nSLN. Multivarijatna analiza je utvrdila kako su prisutnost ENE u 

LČČ (OR 2,696; 95% CI 1,051-6,914; P=0,039) i veličina metastaze u LČČ (OR 1,103; 95% CI 1,021-

1,193; P=0,013) nezavisni prediktori statusa nSLN. Rezultati univarijatne i multivarijatne logističke 

regresijske analize kliničko-patoloških karakteristika i statusa nSLN prikazani su u Tablici 8. 

 

Tablica 8. Rezultati univarijatne i multivarijatne logističke regresije kliničko-patoloških karakteristika 

i statusa nSLN 

Karakteristike 
Univarijatna analiza Multivarijatna analiza 

OR (95% CI) P OR (95% CI) P 

Dob (kontinuirana) 0,999 (0,972–1,029) 0,978   

Histološki tip, specijalni vs. duktalni 1,411 (0,545–3,649) 0,478   

Histološki gradus, G3 vs. G1, G2 4,837 (1,291–18,128) 0,019 3,050 (0,706–13,168) 0,135 

pT stadij, pT2 vs. pT1 1,369 (0,632–2,965) 0,426   

Nekroza, prisutna vs. odsutna 1,468 (0,645–3,343) 0,360   

Kalcifikati, prisutni vs. odsutni 0,919 (0,426–1,981) 0,829   

EIC, pozitivan vs. negativan 0,894 (0,324–2,462) 0,828   

HR status, pozitivan vs. negativan 0,599 (0,256–1,404) 0,238   

HER2 status, pozitivan vs. negativan 1,455 (0,601–3,521) 0,406   

Ki-67 indeks, ≥20% vs. <20% 1,217 (0,569–2,605) 0,612   
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LVI, pozitivan vs. negativan 2,033 (0,681–6,064) 0,204   

PNI, pozitivna vs. negativna 1,042 (0,420–2,585) 0,930   

ENE u LČČ, pozitivna vs. negativna 4,100 (1,722–9,760) 0,001 2,696 (1,051–6,914) 0,039 

Veličina metastaze u LČČ, mm 1,135 (1,052–1,225) 0,001 1,103 (1,021–1,193) 0,013 

Broj pozitivnih LČČ 1,734 (1,029–2,921) 0,039 1,496 (0,865–2,588) 0,150 

AR, ≥10% vs. <10% 0,868 (0,375–2,007) 0,741   

GP96, visoki vs. niski 0,506 (0,197–1,298) 0,156   

ITM (kg/m2), >25 vs. ≤25 1,338 (0,621–2,881) 0,457   

EIC – ekstenzivna intraduktalna komponenta; HR status- status hormonskih receptora; HER2 – humani epidermalni čimbenik 

rasta 2; LVI – limfovaskularna invazija; PNI – perineuralna invazija; ENE – ekstranodalna ekstenzija; LČČ – limfni čvor 

čuvar; AR – androgeni receptori; GP96 – glikoprotein 96; ITM – indeks tjelesne mase; OR – omjer vjerojatnosti (engl. odds 

ratio); CI – interval pouzdanosti (engl. confidence interval) 

 

4.6. Usporedbe na temelju podjele ispitanica ovisno o orijentaciji ENE u limfnom čvoru čuvaru 

Ispitivana skupina podijeljena je u dvije podgrupe ovisno o dimenziji i orijentaciji ENE u LČČ: 

nšENE>nvENE i nšENE≤nvENE. U podskupini nšENE>nvENE bilo je 24 (63,16%) slučaja, dok je u 

podskupini nšENE≤nvENE bilo 9 (23,68%) slučajeva. Za pet pacijentica (13,16%) nisu bili dostupni 

arhivski biopsijski materijali za reevaluaciju ENE u LČČ. Srednja veličina ENE u LČČ iznosila je 

1,79±1,25 mm. U usporedbi podskupina pacijentica s nšENE≤nvENE i onih koje nisu imale ENE u 

LČČ, pacijentice koje su imale nšENE≤nvENE češće su imale veći opseg tumorske zahvaćenosti nSLN 

(P=0,038). Međutim, između ovih dviju podskupina nije bilo statistički značajnih razlika u ostalim 

kliničko-patološkim parametrima. Pacijentice s nšENE>nvENE češće su imale kalcifikate u invazivnoj 

komponenti tumora (P=0,002), pozitivan status nSLN (P=0,003), veći opseg tumorske zahvaćenosti 

nSLN (P=0,012) i viši pN stadij (P=0,008) u odnosu na one koje nisu imale ENE u LČČ. Također, 

pojavnost nšENE>nvENE bila je značajno češća u skupini pacijentica starijih od 50 godina (P=0,041). 

Analizom podskupina prema orijentaciji ENE u LČČ, nšENE>nvENE i nšENE≤nvENE, ispitali smo 

povezanost s rizikom pojavnosti metastaza u nSLN. Usporedba podskupina pokazala je da pacijentice 

s nšENE>nvENE imaju značajno veći rizik od metastaza u nSLN (OR 3,882; 95% CI 1,391-10,838; 

P=0,009) (Slika 14). 
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Slika 14. Grafički prikaz pojave i orijentacije ekstranodalne ekstenzije u limfnom čvoru čuvaru (ENE u LČČ) ovisno o statusu 

limfnih čvorova nečuvara (nSLN); χ2 test, P=0.009. 

nšENE-najširi promjer ekstranodalne ekstenzije u limfnom čvoru čuvaru; nvENE-najviši promjer ekstranodalne ekstenzije u 

limfnom čvoru čuvaru.  

 

4.7. Analiza petogodišnjeg preživljenja ispitanica (Kaplan-Meierove krivulje i Cox regresijski 

model) 

Medijan vremena praćenja u cijeloj ispitivanoj skupini iznosio je 61 mjesec, s rasponom od 15 do 71 

mjesec za ukupno preživljenje, dok je za preživljenje bez recidiva bolesti medijan vremena praćenja 

iznosio 60 mjeseci, s rasponom od 10 do 71 mjesec. Tijekom praćenja 28 (26,17%) pacijentica je umrlo, 

dok je kod 22 (20,56%) pacijentice došlo do recidiva bolesti. Od tih recidiva, 4 (18,18%) su bila 

lokoregionalna, 13 (59,09%) udaljena, a 5 (22,73%) kombinirana (lokoregionalna i udaljena). Dvanaest 

(54,55%) pacijentica imalo je jedno metastatsko sijelo, 2 (9,09%) dva, 4 (18,18%) tri i 4 (18,18%) četiri 

ili više metastatskih sijela. Najčešća metastatska sijela bila su kosti i pluća, dok su preostala sijela 

uključivala dojku, kožu, aksilu, torakalnu stijenku, jetru, nadbubrežnu žlijezdu, mozak te maligni 

pleuralni izljev. Zbirno gledajući lokalizacije metastatskih sijela, 11 pacijentica razvilo je metastaze u 

kostima, 7 u plućima, 6 u dojci, 2 u koži, 3 u aksili, 2 u torakalnoj stijenci, 6 u jetri, 1 u nadbubrežnoj 

žlijezdi, 3 u mozgu i 4 su imale maligni pleuralni izljev. Nije utvrđena statistički značajna povezanost 

između broja metastatskih sijela i ekspresije GP96 (r=0,188, P=0,052) ni AR-a (r=-0,184, P=0,058). 

Statistički značajna povezanost s većim brojem metastatskih sijela utvrđena je kod prisutnosti ENE u 

LČČ (P=0,013), negativnog ER statusa (P=0,010), višeg histološkog gradusa (P=0,008), Ki-67 ≥20% 

(P=0,017), većeg broja pozitivnih nSLN (P=0,020), višeg pN stadija (P=0,045) i većeg tumorskog 

infiltrata u LČČ (P=0,011) i nSLN (P=0,009). Prisustvo EIC-a pokazalo je statistički granično značajnu 

povezanost s većim brojem metastatskih sijela (P=0,050). 

Univarijatna Coxova regresijska analiza rizika pokazala je da su dob, histološki gradus, pN stadij, EIC, 

LNR i status nSLN značajno povezani s ukupnim preživljenjem. Multivarijatna analiza je potvrdila da 
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su dob, histološki gradus G3, prisutnost EIC i LNR nezavisni prediktori ukupnog preživljenja. Za 

preživljenje bez recidiva bolesti, univarijatna analiza je utvrdila da su histološki gradus, pN stadij, EIC, 

status hormonskih receptora, ENE, LNR, Ki-67, status nSLN i ekspresija AR-a statistički značajni 

prognostički čimbenici. Multivarijatna analiza je pokazala da su samo histološki gradus, EIC, LNR i 

ekspresija AR-a nezavisni čimbenici povezani s preživljenjem bez recidiva bolesti. Rezultati 

univarijatne i multivarijatne Coxove regresijske analize rizika prikazani su u Tablici 9. za ukupno 

preživljenje i Tablici 10. za preživljenje bez recidiva bolesti. Kaplan-Meierove krivulje preživljenja za 

ukupno preživljenje i preživljenje bez recidiva bolesti prema ekspresiji GP96 i AR-a te prisutnosti ENE 

u LČČ, prikazane su na Slici 15. 

Također je ispitan utjecaj ekspresije GP96 i AR-a na relativni rizik za lokoregionalni i udaljeni recidiv 

bolesti. Relativni rizik za lokoregionalni recidiv bio je veći u skupini s visokom ekspresijom GP96 u 

usporedbi sa skupinom s niskom ekspresijom GP96 (RR 4,565; 95% CI 1,333–15,638; P=0,016). 

Međutim, nije utvrđena značajna razlika u relativnom riziku među skupinama s obzirom na ekspresiju 

GP96 za udaljeni recidiv bolesti (RR 1,044; 95% CI 0,380–2,868; P=0,934). Skupina s negativnom 

ekspresijom AR-a imala je veći relativni rizik za lokoregionalni recidiv bolesti u odnosu na skupinu s 

pozitivnom ekspresijom AR-a (RR 4,903; 95% CI 1,308–18,382; P=0,018). Također, u istoj skupini 

utvrđen je i veći relativni rizik za udaljeni recidiv bolesti (RR 2,451; 95% CI 1,075–5,589; P=0,033).  

Ispitivanjem utjecaja drugih kliničko-patoloških karakteristika na relativan rizik pojave 

lokoregionalnog recidiva bolesti, utvrđeno je da pacijentice s histološkim gradus G3 (RR 4,550; 95% 

CI 1,3667–15,147; P=0,014), prisutnim EIC-om (RR 3,956; 95% CI 1,176–13,309; P=0,026), 

negativnim HR statusom (RR 8,581; 95% CI 1,886–39,036; P=0,005) i pozitivnim statusom HER2 (RR 

3,704; 95% CI 1,071–12,803; P=0,039) imaju povećan relativni rizik za lokoregionalni recidiv bolesti.   

 

Tablica 9. Univarijatna i multivarijatna Coxova regresijska analiza rizika za ukupno preživljenje 

 Ukupno preživljenje 

Karakteristike Univarijatna analiza Multivarijatna analiza 

 HR (95% CI) P HR (95% CI) P 

Dob 1,035 (1,004–1,066) 0,028 1,052 (1,020–1,085) 0,001 

Histološki tip, specijalni vs. duktalni 1,927 (0,871–4,263) 0,105   

Histološki gradus, G3 vs. G1, G2 3,287 (1,483–7,286) 0,003 3,235 (1,257–8,330) 0,015 

pT stadij, pT2 vs. pT1 1,852 (0,815–4,205) 0,141   

pN stadij, pN2 vs. pN1 2,705 (1,279–5,720) 0,009 0,720 (0,164–3,165) 0,664 

Nekroza, prisutna vs. odsutna 1,698 (0,803–3,590) 0,166   

Kalcifikati, prisutni vs. odsutni 0,433 (0,184–1,019) 0,055   

EIC, pozitivan vs. negativan 2,383 (1,046–5,429) 0,039 2,806 (1,165–6,758) 0,021 
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HR status, negativan vs. pozitivan 0,522 (0,246–1,104) 0,089   

HER2 status, pozitivan vs. negativan 1,146 (0,504–2,608) 0,745   

Ki-67 indeks, ≥20% vs. <20% 1,849 (0,865–3,951) 0,113   

LVI, pozitivan vs. negativan 0,804 (0,305–2,120) 0,659   

PNI, pozitivan vs. negativan 0,528 (0,233–1,196) 0,126   

ENE, pozitivan vs. negativan 2,087 (0,987–4,414) 0,054   

nSLN status, pozitivan vs. negativan 3,339 (1,418–7,860) 0,005 1,689 (0,517–5,520) 0,386 

AR, <10% vs. ≥10% 0,537 (0,254–1,136) 0,104   

GP96, visoki vs. niski 1,247 (0,530–2,934) 0,614   

LNR 1,032 (1,011–1,053) 0,002 1,031 (1,001–1,063) 0,044 

NLN 0,956 (0,883–1,036) 0,275   

ITM (kg/m2), >25 vs. ≤25 0,762 (0,358–1,621) 0,480   

EIC – ekstenzivna intraduktalna komponenta; HR status – status hormonskih receptora; HER2 - humani epidermalni faktor 

rasta 2; LVI – limfovaskularna invazija; NLN – broj negativnih limfnih čvorova; PNI – perineuralna invazija; ENE – 

ekstranodalna ekstenzija; nSLN status – status limfnih čvorova nečuvara; AR – androgeni receptori; GP96 – glikoprotein 96; 

ITM – indeks tjelesne mase; HR – omjer rizika (engl. hazard ratio); CI – interval pouzdanosti (engl. confidence interval). 

 

Nadalje, analiziran je utjecaj drugih kliničko-patoloških karakteristika ispitivane skupine na rizik pojave 

udaljenog recidiva bolesti te je utvrđeno da su pacijentice s prisutnom ENE u LČČ imale veći relativni 

rizik za pojavu udaljenog recidiva bolesti u odnosu na one bez ENE u LČČ (RR 2,853; 95% CI 1,206–

6,750; P=0,017). Usporedbom podskupina prema orijentaciji ENE u LČČ utvrdili smo da su pacijentice 

s nšENE>nvENE imale veći relativni rizik za pojavu udaljenog recidiva bolesti u odnosu na pacijentice 

bez ENE u LČČ (RR 2,875; 95% CI 1,124–7,353; P=0,028). Za pacijentice s nšENE≤nvENE nije bilo 

statistički značajne razlike u odnosu na one koje nisu imale ENE u LČČ (RR 1,095; 95% CI 0,152–

7,908; P=0,928). 

 

Tablica 10. Univarijatna i multivarijatna Coxova regresijska analiza rizika za preživljenje bez povrata 

bolesti 

 Preživljenje bez recidiva bolesti 

Karakteristike Univarijatna analiza Multivarijatna analiza 

 HR (95% CI) P HR (95% CI) P 

Dob 1,002 (0,969–1,035) 0,928   

Histološki tip, specijalni vs. duktalni 1,890 (0,769–4,645) 0,165   

Histološki gradus, G3 vs. G1, G2 2,899 (1,130–7,435) 0,027 3,280 (1,218–8,837) 0,019 

pT stadij, pT2 vs. pT1 1,576 (0,642–3,867) 0,321   

pN stadij, pN2 vs. pN1 2,546 (1,098–5,903) 0,029 1,311 (0,225–7,640) 0,763 

Nekroza, prisutna vs. odsutna 1,067 (0,435–2,620) 0,887   
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Kalcifikati, prisutni vs. odsutni 0,745 (0,312–1,776) 0,506   

EIC, prisutan vs. odsutan 2,743 (1,112–6,765) 0,028 2,920 (1,138–7,493) 0,026 

HR status, negativan vs. pozitivan 0,384 (0,166–0,888) 0,025 0,776 (0,285–2,114) 0,620 

HER2 status, pozitivan vs. negativan 1,673 (0,700–4,001) 0,247   

Ki-67 indeks, ≥20% vs. <20% 2,720 (1,108–6,681) 0,029 1,786 (0,659–4,842) 0,254 

LVI, prisutna vs. odsutna 1,183 (0,349–4,009) 0,787   

PNI, prisutna vs. odsutna 0,806 (0,324–2,005) 0,642   

ENE, prisutna vs. odsutna 2,478 (1,058–5,806) 0,037 2,585 (0,876–7,627) 0,085 

nSLN status, pozitivan vs. negativan 2,479 (1,009–6,091) 0,048 0,748 (0,213–2,621) 0,650 

AR, <10% vs. ≥10% 0,397 (0,172–0,916) 0,030 0,304 (0,129–0,714) 0,006 

GP96, visoki vs. niski 1,454 (0,569–3,718) 0,435   

LNR 1,033 (1,010–1,056) 0,005 1,043 (1,016–1,070) 0,001 

NLN 0,946 (0,862–1,038) 0,240   

ITM (kg/m2), >25 vs. ≤25 0,830 (0,360–1,914) 0,662   

EIC – ekstenzivna intraduktalna komponenta; HR status – status hormonskih receptora; HER2 - humani epidermalni faktor 

rasta 2; LVI – limfovaskularna invazija; PNI – perineuralna invazija; ENE – ekstranodalna ekstenzija; nSLN status – status 

limfnih čvorova nečuvara; AR – androgeni receptori; GP96 – glikoprotein 96; ITM – indeks tjelesne mase; HR – omjer rizika 

(engl. hazard ratio); CI – interval pouzdanosti (engl. confidence interval). 
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Slika 15. Kaplan-Meierove krivulje preživljenja za ukupno preživljenje i preživljenje bez recidiva bolesti prema ekspresiji 

glikoproteina 96 (GP96) i androgenih receptora (AR) te prisutnosti ekstranodalne ekstenzije u limfnom čvoru čuvaru (ENE u 

LČČ). Usporedba ukupnog preživljenja A) i preživljenja bez recidiva bolesti B) prema GP96 histoskoru>200 vs. GP96 

histoskor ≤200. Usporedba ukupnog preživljenja C) i preživljenja bez recidiva bolesti D) prema AR ≥10% vs. AR <10%. 

Usporedba ukupnog preživljenja prema nšENE≤nvENE u LČČ vs. nema ENE E) i nšENE>nvENE u LČČ vs. nema ENE F). 

Usporedba preživljenja bez recidiva bolesti prema nšENE≤nvENE u LČČ vs. nema ENE G) i nšENE>nvENE u LČČ vs. nema 

ENE H). 

nšENE – najširi promjer ekstranodalne ekstenzije u limfnom čvoru čuvaru; nvENE – najviši promjer ekstranodalne ekstenzije 

u limfnom čvoru čuvaru. 

*Statistička značajnost log rank testa P<0,05  

 

 

4.8. Rezultati analize aktivacije gena metodom lančane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu 

(RT-qPCR) 

Metodom kvantitativne analize aktivacije gena u stvarnom vremenu (RT-qPCR) ispitan je izražaj gRNK 

GP96 iz biopsijskih materijala luminal A, luminal B i trostruko negativnog surogata molekularnog 

podtipa karcinoma dojke, kao i iz uzoraka normalnog žljezdanog tkiva dojke. 

Razine gRNK GP96 bile su statistički značajno više u luminalnom A, luminalnom B i trostruko 

negativnom surogatu molekularnog podtipa karcinoma dojke u usporedbi s normalnim žljezdanim 

tkivom dojke (sve P<0,001). Najviša razina gRNK GP96 zabilježena je u trostruko negativnom podtipu, 

uz statistički značajnu razliku u usporedbi s luminalnim A i luminalnim B molekularnim surogatom 

(oba P<0,001) (Slika 16). 

 

 

 



55 
 

 

 

Slika 16. Grafički prikaz relativnog izražaja gena metodom RT-qPCR za GP96 (n=12) u tumorskom tkivu i normalnom 

žljezdanom tkivu dojke. Rezultati su prikazani kao relativna promjena izražaja gena u tumorskom tkivu u odnosu na normalno 

žljezdano tkivo (broj puta promjene izražaja ili FC; engl. Fold-change). 

Sve usporedbe među skupinama statistički su značajne (P<0,05). 
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5. RASPRAVA 

Status aLČ smatra se vodećim prognostičkim čimbenikom preživljenja pacijentica s karcinomom dojke 

te je preživljenje lošije, ukoliko su aLČ zahvaćeni metastazama [134]. Čimbenici koji su povezani s 

pojavom metastaza u aLČ su dob, multifokalnost tumora, lokalizacija tumora, histološki gradus, 

veličina tumora, prisutnost LVI i status hormonskih receptora [33]. Istraživanja su pokazala da 30-40% 

pacijentica s karcinomom dojke ima metastaze u aLČ [44,135], stoga je točna procjena njihovog statusa 

ključan čimbenik u određivanju stadija karcinoma dojke, koji izravno utječe na liječenje. Povijesno, 

aksilarna limfadenektomija smatrana je zlatnim standardom za lokoregionalnu kontrolu invazivnog 

karcinoma dojke i preciznu procjenu statusa aLČ. Međutim, od 1990-ih godina prošlog stoljeća, biopsija 

LČČ postala je opće prihvaćeni standard kirurškog liječenja pacijentica s ranim stadijem karcinoma 

dojke i klinički negativnim limfnim čvorovima te je u velikoj mjeri zamijenila aksilarnu 

limfadenektomiju [136,137]. NSABP (The National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project) B-32 

bila je velika randomizirana kontrolirana studija s preko 5000 žena, koja je uspoređivala biopsiju LČČ 

i aksilarnu limfadenektomiju u pacijentica s karcinomom dojke, s ciljem utvrđivanja postojanja razlika 

u stopama preživljenja, lokoregionalnoj kontroli bolesti i morbiditetima između ovih dviju metoda 

liječenja. Pacijentice uključene u studiju bile su razvrstane u dvije skupine. Jednoj skupini je rađena 

biopsija LČČ i aksilarna disekcija, a drugoj samo biopsija LČČ te aksilarna disekcija ukoliko bi LČČ 

bio zahvaćen metastazama. Studija je potvrdila da nema statistički značajnih razlika između dviju 

ispitivanih skupina u smislu preživljenja i lokoregionalne kontrole bolesti te da, kada je LČČ negativan, 

sama biopsija LČČ, bez dodatne aksilarne limfadenektomije, predstavlja sigurnu, preciznu i učinkovitu 

metodu optimalnog kirurškog rješavanja aLČ i procjene njihovog statusa, bez negativnog utjecaja na 

preživljenje [138]. 

Julian i sur. prezentirali su rezultate 10-godišnjeg praćenja pacijentica uključenih u NSABP B-32 te su 

potvrdili da nema statistički značajnih razlika u ukupnom preživljenju i preživljenju bez recidiva bolesti 

između pacijentica koje su imale negativne LČČ, a imale su samo biopsiju LČČ ili biopsiju LČČ s 

aksilarnom disekcijom. Također, u pacijentica koje su imale okultne metastaze u LČČ, nije utvrđeno 

povećanje relativnog rizika za lošije ukupno preživljenje i preživljenje bez recidiva bolesti [139]. 

Daljnjim istraživanjima nastojalo se utvrditi može li se aksilarna disekcija izostaviti kod odabranih 

pacijentica s ograničenim brojem pozitivnih aLČ. To je dovelo do niza kliničkih ispitivanja koja su 

promijenila dotadašnju kliničku praksu, podupirući sigurno izostavljanje izvođenja aksilarne 

limfadenektomije kod odabranih skupina pacijentica [140–145]. Međutim, optimalan terapijski pristup 

pacijenticama s karcinomom dojke i ograničenim brojem pozitivnih LČČ i dalje je predmet rasprava, s 

obzirom na to da njih 34,3-77,3% ima pozitivne nSLN nakon aksilarne disekcije [146]. Brojne studije 

ispitivale su kliničko-patološke karakteristike i različite molekularne biljege u svrhu predviđanja statusa 
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nSLN, osobito u kontekstu deeskalacije kirurškog pristupa aksili i smanjenja morbiditeta povezanih s 

izvođenjem aksilarne disekcije [47,48]. 

U ovoj studiji ispitana je povezanost ENE-a u LČČ, izražaja AR-a i GP96 s kliničko-patološkim 

karakteristikama, statusom nSLN, recidivom bolesti i preživljenjem pacijentica s ranim stadijem 

karcinoma dojke i pozitivnim LČČ. 

U prethodnim istraživanjima potvrđena je povezanost prisutnosti ENE-a u LČČ i značajno povišenog 

rizika za prisutnost metastaza u nSLN u pacijentica s karcinomom dojke. Ma i sur. proveli su 

retrospektivno istraživanje koje je uključivalo 402 pacijentice s invazivnim karcinomom dojke i 

pozitivnim aLČ. Otkrili su da su pacijentice s pozitivnim ENE imale veći broj nSLN zahvaćenih 

metastazama i viši pN stadij bolesti. Također su ispitali ulogu ENE u pacijentica s različitim nodalnim 

stadijem bolesti te su utvrdili da su pacijentice s N3 stadijem bolesti i pozitivnim ENE imale lošije 

preživljenje bez recidiva bolesti u usporedbi s onima koje nisu imale ENE. Međutim, nisu pronašli 

statistički značajnu korelaciju između ENE-a i preživljenja pacijentica s N1 i N2 stadijem bolesti [129]. 

Choi i sur. su zaključili kako su pacijenti s ENE imali značajno veći broj ukupno pozitivnih aLČ i nSLN, 

kao i veću učestalost N2 stadija bolesti [147]. Druga studija je također potvrdila da pacijentice s ENE 

češće imaju ≥4 pozitivna aLČ, potvrđujući ENE kao nezavisan prediktor opsežnije zahvaćenosti aLČ 

[148]. U skladu s prethodnim istraživanjima, i u ovoj studiji prisutnost ENE u LČČ bila je povezana s 

većim brojem pozitivnih nSLN, većim ukupnim brojem zahvaćenih aLČ te većim opsegom tumorskog 

opterećenja u nSLN. Drugi faktori, kao što su mlađa životna dob, viši histološki gradus, prisutnost LVI, 

veći tumori, makrometastaze u LČČ, broj pozitivnih i negativnih LČČ te HER2 status, također 

dokazano utječu na povećani rizik metastaza u nSLN [146,149]. U ovom istraživanju, 38 (35,51%) 

pacijentica imalo je ENE u LČČ, što je slično rezultatima u drugim istraživanjima [129,150]. Utvrdili 

smo da su histološki gradus, broj pozitivnih LČČ, veličina metastaze u LČČ i ENE u LČČ statistički 

značajno povezani s prisutnošću metastaza u nSLN. Multivarijatna analiza je potvrdila da su ENE u 

LČČ i veličina metastaze u LČČ, nezavisni prediktori statusa nSLN, što je u skladu s prethodnim 

istraživanjima [151]. Analiza je također pokazala statistički značajnu pozitivnu korelaciju između 

veličine metastaze u nSLN i ukupnog broja pozitivnih nSLN te većeg opsega tumorske zahvaćenosti 

nSLN. O'Keeffe i sur. utvrdili su da u odsutnosti ENE u LČČ značajno opada rizik od pojave ENE u 

nSLN, kao i obrnuto [151]. U našem istraživanju, nije dokazana statistički značajna korelacija između 

prisutnosti ENE u LČČ i ENE u nSLN, iako je većina pacijentica s ENE u nSLN imala i ENE u LČČ. 

Takav rezultat može biti posljedica manjeg broja ispitanica s potvrđenim ENE u nSLN. U okviru ovog 

istraživanja, nije utvrđena značajna povezanost statusa nSLN s veličinom primarnog tumora, LVI, 

histološkim gradusom, statusom ER i PR, HER2 statusom niti Ki-67. Meta-analiza Nottegar i sur., 

potvrdila je da je ENE u LČČ jedan od najvažnijih prediktora statusa nSLN [152]. Meretoja i sur. proveli 

su multicentričnu studiju koja je uključivala 675 pacijentica s karcinomom dojke i makrometastazom u 

LČČ. Cilj im je bio razviti prediktivni model za točnu procjenu i stratifikaciju pacijentica prema riziku 
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zahvaćenosti aLČ, a koje bi imale koristi od provođenja aksilarne disekcije, zračenja aksile ili 

kombinacije obiju terapijskih postupaka [153]. Rezultati njihovog istraživanja su u skladu s rezultatima 

meta-analize koji su učinili van la Parra i sur. [154]. Dosadašnja istraživanja pokazala su oprečne 

rezultate u svezi utjecaja ENE-a na preživljenje pacijentica s karcinomom dojke. Aziz i sur. su dokazali 

kako je ENE>3 mm, mjeren okomito na kapsulu LČČ, povezan s lošijim specifičnim preživljenjem i 

preživljenjem bez recidiva bolesti [155]. Ma i sur. istražili su prediktivnu i prognostičku vrijednost 

ENE-a ovisno o njegovom najvišem i najširem promjeru te su ispitali granične vrijednosti veličine ENE-

a ovisno o izmjerenoj dimenziji. Dokazali su da je ENE povezan s lošijim preživljenjem bez recidiva 

bolesti, ali ne i s ukupnim preživljenjem. Daljnjom analizom podskupina dobivenih kategorizacijom 

prema graničnim vrijednostima, za najviši ENE 2 mm i najširi ENE 3 mm, autori nisu potvrdili njihovu 

prognostičku vrijednost [129]. Nottegar i sur. dokazali su kako je prisutnost ENE u LČČ snažno 

povezana s lošijom prognozom i većim rizikom za povrat bolesti [152]. Slične rezultate dobili su Bucci 

i sur. u svom istraživanju u kojem su pokazali lošije preživljenje u pacijenata s ENE u usporedbi s onim 

bez ENE [156]. Oprečni rezultati dobiveni u ranijim studijama, djelomično se mogu objasniti različitim 

metodama procjene ENE. Nedostatak standardizacije metodologije procjene i opisivanja ENE u 

patohistološkim nalazima, kao i različite granične vrijednosti s rasponom od 1 mm do 3 mm, također 

doprinose različitosti dobivenih rezultata, što su Tang i sur. prezentirali u svojem internacionalnom 

istraživanju [157]. Slično kao u studiji Ma i sur. [129], i u ovom istraživanju također je provedena 

analiza podskupina ovisno o promjeru ENE, nvENE i nšENE. Međutim, umjesto kategorizacije 

podskupina prema graničnim vrijednostima, ispitivana skupina podijeljena je u dvije podskupine: 

nšENE>nvENE i nšENE≤nvENE. Statistička analiza je pokazala da su pacijentice u podskupini s 

nšENE>nvENE u LČČ imale veći rizik za pozitivan status nSLN na metastaze, kao i lošije preživljenje 

bez recidiva bolesti, ali ne i lošije ukupno preživljenje. Također, ove su pacijentice češće imale veći 

opseg tumorske zahvaćenosti nSLN i viši pN stadij. 

Izražaj GP96 nije povezan sa statusom nSLN, kao niti većim brojem metastazama zahvaćenih nSLN. 

Suprotno tome, izražaj AR-a je negativno povezan sa zahvaćenošću nSLN, ali nije povezan s većim 

brojem zahvaćenih nSLN. Također, nije dokazana povezanost koekspresije GP96 i AR-a sa statusom 

nSLN niti brojem pozitivnih nSLN. 

GP96 je član obitelji HSP90 te je najprisutniji u endoplazmatskom retikulumu stanice, gdje održava 

homeostazu proteina. Hodorova i sur. su u istraživanju IHC metodom utvrdili izražaj GP96 te su 

dokazali kako je GP96 značajno više eksprimiran u stanicama karcinoma dojke nego u normalnom 

žljezdanom tkivu dojke [91]. Potvrđena je i visoka ekspresija GP96 u hepatocelularnom karcinomu u 

usporedbi sa zdravim tkivom jetre [158]. U posljednje vrijeme posebna se pozornost u istraživanjima 

posvećuje tumorskom mikrookolišu, koji se pokazao značajnim prognostičkim čimbenikom 

preživljenja, te imunomodulaciji, kao posljedici interakcije tumorskih stanica i različitih tumor-

infiltrirajućih upalnih stanica. Prethodne studije su pokazale kako je GP96 važan za aktivaciju urođenog 
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i stečenog imunološkog odgovora te da je ključan za aktivaciju Toll-like receptora i pripremu snažnog 

T-staničnog odgovora [89,159]. U našem istraživanju, 84 (78,50%) pacijentice imalo je nisku ekspresiju 

GP96. Ova je podskupina također češće imala ER-pozitivne, PR-pozitivne, HER2-negativne tumore, s 

niskim mitotskim proliferacijskim indeksom Ki-67 (<20%). Naši rezultati pokazali su negativnu 

povezanost izražaja GP96 s ekspresijom ER i PR. Radolović i sur. također su dokazali razliku u 

ekspresiji GP96 ovisno o hormonskom statusu [92]. Međutim, u našoj ispitivanoj skupini nije utvrđena 

statistički značajna korelacija između izražaja GP96 i AR-a. Za razliku od toga, Wang i sur. pokazali su 

statistički značajnu pozitivnu korelaciju između visoke razine GP96 i AR-a. Nadalje, utvrdili su 

povezanost visoke razine GP96 s pozitivnim PR statusom i niskom ekspresijom EGFR-a, dok 

povezanost s ER i HER2 statusom, p53, Ki-67, dobi, kliničkim stadijem, histološkim gradusom, 

statusom aLČ i histološkim tipom tumora nije potvrđena. Rezultati studije sugeriraju potencijalnu ulogu 

GP96 u biološkim procesima hormonski ovisnih karcinoma dojke te mogući doprinos GP96 inhibiciji 

proliferacije tumorskih stanica [160]. IHC analizom u ovom istraživanju uspoređene su razine 

ekspresije GP96 između različitih surogata molekularnih podtipova karcinoma dojke, pri čemu je 

utvrđena značajna razlika između luminalnog A i luminalnog B u odnosu na HER2-obogaćeni i 

trostruko negativni podtip. Više razine ekspresije GP96 utvrđene su u HER2-obogaćenom i trostruko 

negativnom molekularnom podtipu karcinoma dojke u odnosu na luminalne podtipove. Ove rezultate 

dodatno smo potvrdili metodom RT-qPCR, pri čemu je utvrđeno da su razine gRNK GP96 bile značajno 

više u tumorskom tkivu u usporedbi sa zdravim žljezdanim tkivom dojke, uz najviše vrijednosti u 

trostruko negativnom podtipu u odnosu na luminalne A i B podtipove. Slične rezultate dobili su i Liu i 

sur. u istraživanju koje je obuhvatilo IHC i gensko testiranje na uzorcima karcinoma dojke [97]. 

Povišene razine gRNK GP96 zabilježene su i u tumorima drugih sijela poput hepatocelularnog 

karcinoma, glioma, karcinoma pluća te adenokarcinoma jednjaka, pri čemu je ekspresija gRNK GP96 

bila značajno viša u tumorskim nego u normalnim tkivima [97]. Ova studija je pokazala pozitivnu 

korelaciju između ekspresije GP96 i veličine tumorskog infiltrata u nSLN, što može upućivati na 

indirektnu povezanost ekspresije GP96 s opsegom tumorske zahvaćenosti nSLN, kao što smo već 

prikazali. Ranija istraživanja nisu pokazala značajnu povezanost veličine tumora i ekspresije GP96, što 

je u skladu i s našim rezultatima [97,160]. 

AR pripadaju skupini steroidnih receptora koji djeluju kao klasični hormonima regulirani transkripcijski 

čimbenici te su ključan čimbenik u razvoju karcinoma prostate. Međutim, sve se više istražuje njihova 

uloga i u karcinomu dojke, gdje su eksprimirani u približno 70-90% slučajeva, što ih čini češće 

prisutnima od klasičnih hormonskih receptora ER ili PR [120]. Naše istraživanje pokazuje slične 

rezultate, pri čemu je u 71% pacijentica bila prisutna ekspresija AR-a. Do sada je poznato da AR 

pokazuje različite funkcije, ali i razinu ekspresije ovisno o surogatu molekularnog podtipa karcinoma 

dojke. Prethodne studije ustanovile su da se u ER-pozitivnom karcinomu dojke AR vežu s ERα te da 

ova interakcija može dovesti do međusobne inhibicije oba receptora. Osim toga, AR mogu izravno 



60 
 

aktivirati tumor-suprimirajuće gene ili povećati ekspresiju tumor-suprimirajućih proteina, čime 

pridonose supresiji rasta tumorskih stanica. U skladu s time, ER-pozitivni i AR-pozitivni karcinomi 

dojke imaju povoljnije patohistološke karakteristike i bolje preživljenje bez recidiva bolesti 

[124,125,161]. Prethodno objavljena istraživanja pokazala su da je pozitivna AR ekspresija povezana s 

nižim pT stadijem, negativnim statusom limfnih čvorova, sciroznim tipom invazivnog duktalnog 

karcinoma, nižim histološkim gradusom i negativnom ekspresijom p53 te je češće prisutna kod 

postmenopauzalnih žena. Također, utvrđena je pozitivna korelacija s ekspresijom ER i PR, što je u 

skladu s rezultatima istraživanja u sklopu ovog rada [162]. Nadalje, utvrdili smo da su upravo 

hormonski receptori jedini nezavisni prediktor ekspresije AR-a u odnosu na ostale kliničko-patološke 

čimbenike. Prema našim rezultatima, osim s hormonskim receptorima, AR su bili povezani i s dobi 

pacijentica te prisutnošću kalcifikata u invazivnoj komponenti tumora. Suprotno nekim ranijim 

istraživanjima [162,163], naša je studija potvrdila statistički značajnu negativnu povezanost između 

ekspresije AR i HER2 statusa. Rezultati istraživanja He i sur. pokazali su da AR sudjeluje u aktivaciji 

HER2 signalnih puteva in vivo i in vitro, potičući proliferaciju HER2-pozitivnih staničnih linija 

karcinoma dojke. Inhibicija AR-a dovodi do smanjenja rasta tumorskih stanica, bez utjecaja na 

ekspresiju HER2 i HER3 proteina. Suprotno ovim rezultatima, druga studija pokazala je drukčiju ulogu 

AR-a u luminalnom AR-pozitivnom trostruko negativnom karcinomu dojke, gdje AR pojačava 

fosforilaciju i signalizaciju povećanjem transkripcije gena za HER3, što posljedično dovodi do veće 

ekspresije HER3 proteina [164]. Razlike u ovim nalazima mogu se djelomično objasniti heterogenošću 

biološkog ponašanja AR-a među pojedinim surogatima molekularnih podtipova karcinoma dojke, koji 

se međusobno razlikuju i prema razinama ekspresije AR-a. Zhang i sur. dokazali su da je pozitivna 

ekspresija AR-a češća u luminalnom A, luminalnom B i HER2-obogaćenom surogatu u odnosu na 

trostruko negativan surogat, u kojem je ekspresija AR-a češće negativna [165]. Sukladno dosadašnjim 

spoznajama, i u našoj ispitivanoj skupini najveći udio AR-pozitivnih tumora te najviše razine AR 

ekspresije zabilježene su u luminalnom A i luminalnom B podtipu, dok su u trostruko negativnom 

podtipu pretežno bili AR-negativni tumori s vrlo niskim postotkom AR ekspresije. Slične rezultate 

prikazali su i Collins i sur. u svojem velikom istraživanju, koje je obuhvatilo preko 3000 uzoraka 

karcinoma dojke, u kojem su analizirali ekspresiju AR-a u odnosu na stadij bolesti, patološke 

karakteristike i surogat molekularnog podtipa karcinoma. Također su utvrdili povezanost pozitivne 

ekspresije AR-a s manjim tumorima, nižim histološkim gradusom te češće negativnim statusom aLČ u 

usporedbi s pacijenticama koje su imale tumore s negativnom ekspresijom AR-a [122]. Međutim, 

suprotno rezultatima nekih prethodnih istraživanja [126,132,162,165], naši rezultati nisu pokazali 

povezanost ekspresije AR-a s veličinom tumora niti mitotskim proliferacijskim indeksom Ki-67. 

U ovom istraživanju po prvi puta je analiziran odnos koekspresije GP96 i AR-a s kliničko-patološkim 

karakteristikama karcinoma dojke. Analizom podskupina utvrđena je statistički značajna povezanost 

koekspresije GP96 i AR-a s HER2 statusom, statusom ER i PR, brojem metastatskih sijela te surogatom 
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molekularnog podtipa karcinoma dojke. Većina hormonski ovisnih karcinoma dojke pokazivala je nisku 

ekspresiju GP96 uz pozitivnu ekspresiju AR-a, dok je u skupini hormonski neovisnih karcinoma 

najzastupljeniji fenotip bio visoka ekspresija GP96 uz negativnu ekspresiju AR-a. Ovakvi rezultati 

mogu upućivati na povezanost GP96 s agresivnijim molekularnim surogatima karcinoma dojke, 

vjerojatno posredovanu signalnim putevima ER i PR. Naši podatci su pokazali kako su karcinomi s 

niskom ekspresijom GP96 i pozitivnom ekspresijom AR češće bili HER2 negativni, dok su oni s 

visokom ekspresijom GP96 i pozitivnom AR ekspresijom češće bili HER2 pozitivni. Analizom 

podskupina definiranih prema koekspresiji GP96 i AR-a nisu utvrđene statistički značajne razlike u 

odnosu na dob, histološki gradus i tip, Ki-67, veličinu tumora i tip operacije te prisutnost EIC-a, ENE-

a, LVI-a, nekroze u invazivnoj komponenti karcinoma i perineuralne invazije. Kod luminalnog A, 

luminalnog B HER2-negativnog i luminalnog B HER2-pozitivnog surogata najzastupljenija je bila 

niska ekspresija GP96 uz pozitivnu AR ekspresiju, kod HER2-obogaćenog visoka ekspresija GP96 i 

pozitivna AR ekspresija, a kod trostruko negativnog visoka ekspresija GP96 i negativna AR ekspresija. 

U analizi preživljenja s praćenjem od pet i više godina u ovom istraživanju, ekspresija GP96 nije imala 

utjecaj niti na ukupno preživljenje niti na preživljenje bez recidiva bolesti kod bolesnica s ranim 

stadijem karcinoma dojke. Međutim, Wang i sur. u sveobuhvatnoj analizi pacijentica s karcinomom 

dojke, utvrdili su da skupina s visokom ekspresijom GP96 ima lošije ukupno preživljenje i preživljenje 

bez recidiva bolesti [160]. Slični rezultati dobiveni su i u studiji Liu i sur., koji su također utvrdili 

povezanost visoke ekspresije GP96 s lošijom ishodom bolesti [97]. U istraživanju Kim i sur. 

rasvijetljena je uloga GP96 u procesu epitelno-mezenhimalne tranzicije (EMT) tumorskih stanica, 

ključnom koraku procesa metastaziranja. EMT uključuje promjenu morfologije i fenotipa stanica te 

reorganizaciju citoskeleta, omogućujući tumorskim stanicama invaziju okolnog tkiva i širenje na 

udaljena mjesta. Koristeći različite stanične linije karcinoma dojke, dokazali su da povišena ekspresija 

GP96 korelira s višim metastatskim potencijalom i lošijim kliničkim ishodom, uključujući lošije 

preživljenje bez recidiva bolesti i kraće preživljenje bez udaljenog recidiva bolesti. Ključna za ovu 

funkciju GP96 jest njegova fosforilacija posredovana kazein kinazom 2α (CK2α), koja ga stabilizira te 

optimizira njegovu interakciju s LRP6. Rezultat je CK2α inducirana invazija i migracija stanica, osobito 

u linijama trostruko negativnog karcinoma dojke [166].  

Prema dostupnoj literaturi, visoka ekspresija GP96 povezana je i s lošijim ukupnim preživljenjem kod 

karcinoma mokraćnog mjehura, kao i kod karcinoma želuca i jednjaka [160,167]. Nasuprot tome, Ji i 

sur. pokazali su da je niska ekspresija GP96 povezana s lošijim ukupnim preživljenjem kod bolesnika s 

hepatocelularnim karcinomom [158]. Slični rezultati dobiveni su i u istraživanju Lee i sur., koji su 

analizirali ekspresiju GP96 u skupini pacijenata s kolorektalnim karcinomom [167].  

U literaturi postoje kontradiktorni rezultati o prognostičkoj ulozi AR-a u karcinomu dojke, pri čemu 

pojedini autori povezuju pozitivnu ekspresiju AR-a s boljim preživljenjem, dok drugi nisu uočili 
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značajan utjecaj na klinički ishod. U dosad jednoj od najvećih provedenih meta-analiza, Bozovic-

Spasojevic i sur. pokazali su da je pozitivna ekspresija AR-a povezana s boljim preživljenjem bez 

recidiva bolesti i duljim ukupnim preživljenjem [124]. Slične rezultate izvijestili su Vera-Badillo i sur., 

koji su u svojoj meta-analizi potvrdili povezanost ekspresije AR-a s boljim trogodišnjim i petogodišnjim 

ukupnim preživljenjem neovisno o koekspresiji ER-a [121]. U retrospektivnoj studiji Aleskandarany i 

sur., pozitivna ekspresija AR-a u pacijentica s ranim stadijem karcinoma dojke bila je povezana s dužim 

specifičnim preživljenjem, neovisno o veličini tumora, histološkom gradusu i stadiju bolesti. Kod 

trostruko negativnog surogata molekularnog podtipa karcinoma dojke, neke studije su pokazale da je 

ekspresija AR-a povoljan prognostički čimbenik, vjerojatno zbog negativne korelacije s Ki-67, kao 

markerom stanične proliferacije. Nasuprot tome, druga istraživanja nisu pokazala značajan utjecaj AR-

a na preživljenje u ovom podtipu karcinoma dojke. Slični kontradiktorni rezultati dobiveni su i kod 

HER2-obogaćenog surogata. Razlike među rezultatima istraživanja mogu se djelomično objasniti time 

što je biološki učinak AR-a ovisan o njegovoj koekspresiji s ER-om i HER2, kao što su predstavili Jahan 

i sur. u svom preglednom radu koji je obuhvatio dosadašnje spoznaje o ekspresiji AR-a, njegovim 

signalnim putevima te prognostičkoj, prediktivnoj i terapijskoj ulozi u karcinomu dojke [168]. 

U ovom istraživanju analiza petogodišnjeg ukupnog preživljenja pokazala je da su dob bolesnica, 

histološki gradus, EIC i LNR značajni nezavisni prediktori ukupnog preživljenja. Iako je u univarijatnoj 

analizi statistički značajan bio i status nSLN, njegov utjecaj nije potvrđen u multivarijatnom modelu. 

Ipak, pojedine studije su pokazale da pozitivan status nSLN može biti povezan s lošijim preživljenjem 

[169]. U analizi preživljenja bez recidiva bolesti, značajni kliničko-patološki faktori bili su histološki 

gradus, EIC, LNR i ekspresija AR-a. 

Rezultati ranijih studija nisu konzistentni u pogledu utjecaja dobi na preživljenje. Istraživanja su 

pokazala da je životna dob pacijentica u trenutku postavljanja dijagnoze značajan prognostički faktor, 

dok druga nisu potvrdila takve zaključke. Smatra se da su i mlađa i starija životna dob u vrijeme 

postavljanja dijagnoze nezavisni negativni čimbenici preživljenja te da pacijentice srednje životne dobi 

imaju bolje ukupno preživljenje u odnosu na ostale dobne skupine. Dosadašnje spoznaje upućuju na to 

da odnos između dobi i preživljenja nije linearan, no on je uvelike uvjetovan i samim molekularnim 

podtipom karcinoma dojke [49,170]. Naši rezultati su u skladu s literaturom i upućuju na to da starija 

životna dob predstavlja čimbenik lošijeg ukupnog preživljenja. 

Histološki gradus prihvaćen je kao surogat biološkog ponašanja tumora te je u karcinomu dojke 

prepoznat kao značajan prognostički čimbenik, zajedno sa statusom aLČ i veličinom tumora. Viši 

histološki gradus povezan je s kraćim preživljenjem i ranijom pojavom recidiva bolesti, neovisno o 

veličini tumora, hormonskom statusu ili statusu aLČ, zbog čega je danas uključen u AJCC sustav 

klasifikacije procjene proširenosti bolesti. Osim toga, prepoznat je i kao prediktor odgovora na 

neoadjuvantnu terapiju u trostruko negativnim i HER2-pozitivnim karcinomima dojke [40,165]. 
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Sukladno rezultatima prijašnjih studija [49,124,150,155,163], i u našem istraživanju histološki gradus 

G3 pokazao je nepovoljan utjecaj na ukupno preživljenje, preživljenje bez recidiva bolesti te povećan 

relativni rizik za pojavu lokoregionalnog recidiva bolesti.  

Utjecaj EIC-a na preživljenje u karcinomu dojke još uvijek nije u potpunosti razjašnjen zbog 

nepodudarnosti ranijih istraživanja. Dok pojedini autori nisu uočili značajan utjecaj EIC-a na 

preživljenje, drugi su neočekivano utvrdili da njegova prisutnost može biti povezana s povoljnijim 

kliničkim ishodima, vjerojatno zbog biološki manje agresivne DCIS komponente. U svom istraživanju, 

Corsi i sur. pokazali su da je EIC povoljan čimbenik preživljenja bez recidiva bolesti kod pacijentica s 

T1 stadijem tumora u usporedbi s T2 stadijem, što se može objasniti većim relativnim udjelom 

invazivne komponente u T2 tumorima. Nadalje, EIC se pokazao povoljnim prognostičkim čimbenikom 

u karcinomima histološkog gradusa G2 i G3, ali ne i u gradusu G1. Prisutnost EIC-a nije značajno 

utjecala na preživljenje ovisno o molekularnom podtipu tumora niti pN0 stadiju bolesti, iako je 

zabilježen trend prema povoljnijem preživljenju kod viših pN stadija [171]. S druge strane, više studija 

je potvrdilo da je prisutnost EIC-a povezana s povišenim rizikom za lokoregionalni recidiv bolesti, 

osobito kod pacijentica koje su imale poštedni operativni zahvat [172–174]. Prema rezultatima 

istraživanja Ha i sur. prisutnost EIC-a nije imala utjecaj na ukupno preživljenje i preživljenje bez 

recidiva bolesti [175]. Međutim, u našem istraživanju EIC se pokazao negativnim prognostičkim 

čimbenikom za oba preživljenja te čimbenikom povišenog relativnog rizika za lokoregionalni recidiv 

bolesti. 

Prema literaturi, ukupan broj pozitivnih aLČ, izražen kao PLN ili pN stadij te omjer broja pozitivnih i 

ukupno izvađenih limfnih čvorova, odnosno LNR, korisni su prediktivni čimbenici kliničkog ishoda 

pacijentica s karcinomom dojke [49,54]. U nekim studijama LNR je pokazao čak i precizniju 

prognostičku vrijednost u odnosu na pN stadij. Pojedini autori ističu da su od aksilarnih indeksa, LNR 

i LODDS bolji za stratifikaciju rizika pacijenata kod kojih je aksilarnom disekcijom odstranjeno manje 

od 10 limfnih čvorova, dok je kod onih s 10 i više odstranjenih limfnih čvorova bolji pN sustav. Viši 

LNR povezan je s lošijim ukupnim preživljenjem i preživljenjem bez recidiva bolesti, što je u skladu i 

s rezultatima našeg istraživanja [54,55,90]. 

U ovom smo istraživanju, u analizi relativnog rizika za lokoregionalni recidiv bolesti, osim već 

spomenutog utjecaja histološkog gradusa G3 i prisutnosti EIC-a, utvrdili i značajan utjecaj visoke 

ekspresije GP96, negativne ekspresije AR-a, negativnog statusa hormonskih receptora te pozitivnog 

HER2 statusa. Slično tome, u analizi relativnog rizika za udaljene metastaze, značajan su utjecaj 

pokazali negativna ekspresija AR-a te prisutnost ENE u LČČ, u odnosu na one pacijentice bez prisutne 

ENE. Ovakvi su rezultati usporedivi s onima koje su ranije objavili Nottegar i sur. [152]. 

U našoj ispitivanoj skupini, pacijentice s visokom ekspresijom GP96 imale su 4,5 puta veći rizik za 

lokoregionalni recidiv bolesti u usporedbi s pacijenticama s niskom ekspresijom GP96, što je u skladu 
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i s prethodnim istraživanjima [92,160]. U analizi podskupina prema pojavi udaljenog recidiva bolesti, 

nije utvrđena statistički značajna povezanost s razinom ekspresije GP96. Skupina s negativnom 

ekspresijom AR-a imala je gotovo pet puta veći relativni rizik za lokoregionalni recidiv te 2,5 puta veći 

rizik za razvoj udaljenih metastaza u odnosu na skupinu s pozitivnom ekspresijom AR-a, što je u skladu 

s rezultatima prijašnjih studija [124,163,168]. 

Dosadašnja istraživanja pokazala su da povišen rizik za lokoregionalni recidiv bolesti nije povezan 

isključivo sa stadijem bolesti i statusom aLČ, već su i status hormonskih receptora i prekomjerna 

ekspresija HER2 receptora identificirani kao značajni prediktori kliničkog ishoda, uključujući 

lokoregionalni recidiv bolesti, udaljene metastaze i preživljenje [124,168]. U pacijentica s karcinomom 

dojke koji su ER-negativni, PR-negativni i/ili HER2 pozitivni, rizik za lokoregionalni recidiv bolesti je 

značajno viši, što je u skladu i s rezultatima ovog rada [176]. Također, danas su poznati obrasci 

incidencije lokoregionalnog recidiva ovisno o surogatu molekularnog podtipa karcinoma dojke što 

izravno utječe na plan i način praćenja pacijentica.  
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6. ZAKLJUČCI 

• Ekspresija GP96 nije u korelaciji s ekspresijom AR-a, ali je negativno povezana s ekspresijom 

ER-a i PR-a. 

• Najviše razine GP96 zabilježene su u hormonski neovisnim karcinomima u usporedbi s 

hormonski ovisnima. 

• Ekspresija GP96 nije pokazala značajnu povezanost sa statusom nSLN niti većim opsegom 

tumorskog opterećenja u nSLN. 

• Ekspresija AR-a u pozitivnoj je korelaciji s ekspresijom ER-a i PR-a. 

• Najviše razine AR-a utvrđene su u luminalnom A i luminalnom B surogatu molekularnog 

podtipa karcinoma dojke. 

• Ekspresija AR-a u negativnoj je korelaciji sa statusom nSLN, ali nije povezana s opsegom 

tumorske zahvaćenosti nSLN. 

• ENE u LČČ i veličina metastaze u LČČ glavni su prediktori nSLN statusa. 

• Pacijentice s nšENE > nvENE imaju značajno veći rizik metastaza u nSLN i lošije preživljenje 

bez recidiva bolesti. 

• Nema razlike u stopama ukupnog preživljenja i preživljenja bez recidiva bolesti ovisno o 

ekspresiji GP96. 

• Nema razlike u stopama ukupnog preživljenja ovisno o ekspresiji AR-a, dok pacijentice s 

negativnom ekspresijom AR-a imaju lošije preživljenje bez recidiva bolesti. 

• Prognostički čimbenici ukupnog preživljenja su dob, histološki gradus G3, prisutnost EIC-a i 

LNR. 

• Prognostički čimbenici preživljenja bez recidiva bolesti su histološki gradus G3, prisutnost 

EIC-a, LNR i negativna ekspresija AR-a. 

• Visoka ekspresija GP96 povezana je s povećanim rizikom za lokoregionalni recidiv bolesti, ali 

ne i udaljeni recidiv bolesti. 

• Negativna ekspresija AR-a povezana je s povećanim rizikom za lokoregionalni i udaljeni 

recidiv bolesti. 

• Razine gRNK GP96 značajno su više u luminalnom A, luminalnom B i trostruko negativnom 

surogatu molekularnog podtipa karcinoma dojke u usporedbi s normalnim žljezdanim tkivom 

dojke. 

• Najviše razine gRNK GP96 zabilježene su u trostruko negativnom podtipu u odnosu na 

luminalne.
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Shematski prikaz strukture GP96.  

Slika 6. Funkcionalne domene androgenog receptora: N-terminalna domena (NTD), DNA-vezujuća 

domena (DBD), povezna regija (H) i ligand-vezujuća domena (LBD). 
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Slika 12. Grafički prikaz ekspresije androgenih receptora ovisno o surogatu molekularnog podtipa. 

Slika 13. Raspodjela koekspresije GP96 i AR-a ovisno o surogatu molekularnog podtipa karcinoma 

dojke. 

Slika 14. Grafički prikaz pojave i orijentacije ekstranodalne ekstenzije u limfnom čvoru čuvaru (ENE 

u LČČ) ovisno o statusu limfnih čvorova nečuvara (nSLN). 
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Slika 15. Kaplan-Meierove krivulje preživljenja za ukupno preživljenje i preživljenje bez recidiva 

bolesti prema ekspresiji glikoproteina 96 (GP96) i androgenih receptora (AR) te prisutnosti 

ekstranodalne ekstenzije u limfnom čvoru čuvaru (ENE u LČČ). 
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POPIS POKRATA 

AJCC – Američko zajedničko povjerenstvo za rak (engl. American Joint Committee on Cancer) 

aLČ – aksilarni limfni čvorovi 

AR – androgeni receptori 

ARKO – isključenje androgenih receptora (engl. androgen receptor knockout) 

ASCO – Američko društvo za kliničku onkologiju (engl. American Society of Clinical Oncology)  

ATP – adenozin trifosfat 

BRCA – gen za rak dojke (engl. breast cancer gene) 

BTC – betacelulin  

CAP – Udruženje američkih patologa (engl. College of American Pathologists) 

cDNK – komplementarna DNK 

CK2α – kazein kinaza 2α 

CR – povezna regija 

CTD – C-terminalna domena 

CTLA-4 – citotoksični T-limfocitni antigen 4 (engl. cytotoxic T lymphocyte antigen 4) 

DAB – 3,3′-diaminobenzidin 

DCIS – duktalni karcinom in situ 

DBD – DNK-vezujuća domena 

DHEA – dehidroepiandrosteron  

DHEAS – dehidroepiandrosteron sulfat 

DHT – 5α-dihidrotestosteron 

DNK – deoksiribonukleinska kiselina 

EGF – epidermalni faktor rasta (engl. epidermal growth factor) 

EIC – ekstenzivna intraduktalna komponenta 

EMT – epitelno-mezenhimalna tranzicija 
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ENE – proboj tumora kroz čahuru limfnog čvora (engl. extranodal extension) 

ER – estrogenski receptori 

FC – fold promjena (engl. fold-change) 

GP96 – glikoprotein 96  

GRP94 – glukozom regulirani protein 94 

HER2 – humani epidermalni čimbenik rasta 2 

H-E – hematoksilin-eozin 

HS – histoskor (engl. histoscore) 

HSP – proteini toplinskog šoka (engl. heat shock proteins) 

IARC – Internacionalna agencija za istraživanje raka (engl. International Agency for Research on 

Cancer) 

ICI – inhibitori kontrolnih točaka (engl. immune checkpoint inhibitors) 

IGF – inzulinu sličan faktor rasta (engl. insulin like growth factor) 

IHC – imunohistokemijski 

ISH – in situ hibridizacija 

ITC – izolirane tumorske stanice (engl. isolated tumour cells) 

ITM – indeks tjelesne mase 

LBD – ligand-vezujuća domena 

LČČ – limfni čvor čuvar 

LNR – omjer broja pozitivnih i izvađenih limfnih čvorova (eng. lymph node ratio) 

LCIS – lobularni karcinom in situ 

LODDS – logaritam omjera pozitivnih i negativnih limfnih čvorova (engl. log odds of positive lymph 

nodes) 

LVI – limfovaskularna invazija 

NCCN – Nacionalna sveobuhvatna mreža za rak (engl. National Comprehensive Cancer Network) 
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NLN – negativni limfni čvorovi 

nSLN – limfni čvorovi nečuvari (engl. non-sentinel lymph nodes) 

NST – invazivni karcinom ne specijalni tip (engl. no special type) 

NTD – N-terminalna domena  

MD – srednja domena (engl. middle domain) 

mLNR – modificirani LNR 

PBS – fosfatni pufer 

PD-1 – antigen programirane stanične smrti 1 (engl. programmed cell death-1) 

PD-L1 – ligand programirane stanične smrti 1 (engl. programmed death-ligand-1) 

PLN – pozitivni limfni čvorovi 

PR – progesteronski receptori 

RNK – ribonukleinska kiselina 

ROC – ROC krivulja (engl. Receiver Operating Characteristic Curves) 

RT-qPCR – metoda lančane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu 

SEER – Surveillance, Epidemiology, and End Results 

SISH – hibridizacija in situ srebrom 

sLNR – omjer broja pozitivnih LČČ i broja kirurško odstranjenih LČČ (engl. sentinel lymph node ratio) 

TGF-α – transformirajući faktor rasta-α 

TLR – Toll-like receptori 

TMA – tkivne mikroareje 

UICC – Međunarodna unija protiv raka (engl. Union for International Cancer Control)
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