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Izvleéek

Diagnozo raka dojk postavi patolog na osnovi mikroskopskega pregleda vzorca
tkiva. Neinvazivni rak ali karcinom in situ je z bazalno membrano omejen na
lobularno enoto ali duktus in ne zaseva. Invazivni rak se preko bazalne
membrane $iri v stromo, lahko pa se razsiri po limfnih Zilah v bezgavke ali po
krvnih Zilah v oddaljene organe. Zadnja klasifikacija tumorjev dojk Svetovne
zdravstvene organizacije deli invazivne rake v invazivni karcinom brez drugih
specifi¢nih lastnosti (80 % vseh karcinomov dojk) in petnajst specialnih tipov,
med katerimi je najpogostejsi invazivni lobularni karcinom (10-15 % vseh
karcinomov dojk). Pri nacrtovanju zdravljenja raka dojk se odlocamo na
podlagi klasi¢nih napovednih dejavnikov, ki jih s histoloskim pregledom tkiva
doloca patolog in jih poda v standardiziranem histoloskem izvidu, za dolo¢ene
tipe rakov pa so za odlocitev o nacinu zdravljenja pomembne tudi nekatere
molekularne preiskave. Poleg histoloskega tipa patolog dolo¢i histoloski
gradus, velikost tumorja, prizadetost pazdusnih bezgavk, prisotnost invazije v
limfne in/ali krvne Zile, status estrogenskih in progesteronskih receptorjev,
proliferacijski indeks in status HERz. Na podlagi velikosti tumorja in
prizadetosti pazdusnih bezgavk ter ustreznih preiskav za zamejitev bolezni
dolo¢imo patoloski stadij TNM, ki je pomemben za odlocitev o nacinu
zdravljenja posamezne bolnice in omogoca, da v klini¢nih studijah med seboj
primerjamo podobne skupine bolnic z rakom dojk.
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Histoloska klasifikacija tumorjev dojk

Maligne tumorje dojk v grobem razdelimo v dve glavni skupini: karcinome
in sarkome.
Karcinomi oz. 'raki' so maligni tumorji, ki vzniknejo iz epitelijske komponente
tkiva dojke. Epitelijsko komponento tvorijo celice, ki obdajajo lobule in
duktuse zleznega parenhima. Karcinomi predstavljajo dale¢ najvecjo skupino
izmed vseh malignih tumorjev dojk. Sarkomi so redki maligni tumorji dojk, ki
vzniknejo iz stromalne komponente (vezivnega tkiva) parenhima dojke.
Stromalno komponento tvorijo miofibroblasti, mascevje, zivci in krvne Zile.
Sarkomi predstavljajo manj kot 1 % primarnih malignih tumorjev dojk.
Posebna oblika tumorjev dojk so filodni tumorji, ki so fibroepitelijski tumorji z
benigno, mejno maligno ali maligno mezenhimsko in benigno epitelijsko
komponento.
Rak dojk je ime za heterogeno skupino epitelijskih tumorjev, ki se med seboj
razlikujejo po morfologiji, imunohistokemicénih in molekularnih lastnostih,
klini¢ni sliki, odzivu na zdravljenje in prognozi. Razlikovati moramo
neinvazivni in invazivni rak dojk.
Neinvazivni rak ali karcinom in situ je 'preinvazivni' karcinom, ki je omejen z
intaktno bazalno membrano. Tumorske celice proliferirajo znotraj
preeksistentnih lobulov oz. duktusov. Glede na mesto vznika in tip tumorskih
celic razlikujemo duktalni karcinom in situ (DCIS) in lobularni karcinom in situ
(LCIS). Tudi karcinom in situ je heterogena bolezen, ki se lo¢i po morfologiji,
molekularnih lastnostih, stopnji malignosti in verjetnosti za prehod v invazivni
karcinom. Ker pa neinvazivni karcinomi ne zasevajo, jih zdravimo kirursko in
z obsevanjem.
Invazivni rak se $iri zunaj lobulov in duktusov preko bazalne membrane in
infiltrira stromo v okolici, lahko pa se razsiri po limfnih zilah v bezgavke ali po
krvnih zZilah v oddaljene organe. Klasifikacija tumorjev dojk Svetovne
zdravstvene organizacije deli invazivne rake v invazivni karcinom brez drugih
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specifi¢nih lastnosti, ki ga v praksi velikokrat $e vedno imenujemo invazivni
duktalni karcinom (80 % vseh karcinomov dojk), in petnajst specialnih tipov,
med katerimi je najpogostejsi invazivni lobularni karcinom (10-15 % vseh
karcinomov dojk). Invazivni duktalni karcinom in invazivni lobularni
karcinom se po svoji morfologiji vefinoma precej razlikujeta. Lobularni
karcinom raste obicajno izrazito disociativno in multifokalno, od duktalnega
karcinoma pa se razlikuje tudi po svojih imunohistokemic¢nih in molekularnih
lastnostih. Drugi specialni tipi, kot so mucinoznozni karcinom, tubularni
karcinom, invazivni mikropapilarni karcinom in metaplasti¢ni karcinom,
imajo znacilno histolosko sliko in prognozo, razlicno pa je tudi njihovo
zdravljenje.

Rak dojke pri moskih in otrocih/adolescentih

Rak dojk se lahko pojavi tudi pri moskih in otrocih. Delez raka dojk pri
moskih je manj kot 1 % vseh karcinomov dojk, rak pa je lahko invaziven ali in
situ. Histoloska slika raka dojk pri moskih je identi¢na histoloski sliki raka pri
zenskah, veCinoma pa gre za invazivni duktalni karcinom.
Tumorji dojk pri otrocih/adolescentih so redki. Lahko so benigni, kot na
primer juvenilni fibroadenom, ali pa maligni, najpogostejsi je sekretorni
karcinom. Pri otrocih moramo zato vedno misliti tudi na moznost
sekundarnega tumorja, kot sta limfom ali rabdomiosarkom. Zasevki v dojki so
pri otrocih precej pogostejsi od primarnih tumorjev.

Histoloska diagnostika raka dojk

Za opredelitev sprememb v dojki patolog dobi v preiskavo debeloigelno
biopsijo (stebriCast vzorec spremembe v dojki) ali ekscizijo (kirursko
odstranjen manjsi del dojke s spremembo). Na podlagi tkivnega vzorca igelne
biopsije patolog opredeli spremembe oz. doloci tip tumorja, spremembe pa na
osnovi klasifikacije 'B' uvrsti tudi v ustrezno kategorijo 'B'. Klasifikacija 'B'
vkljucuje kategorije od 1 do 5 in deli lezije v dojki na benigne (B2), na lezije
nejasnega malignega potenciala (B3), lezije, ki so sumljive za karcinom (B4), in
maligne lezije (Bs). Predoperativna diagnostika s pomocjo debele igle omogoca
tudi nacrtovanje sistemskega zdravljenja karcinoma dojk Se pred kirurskim
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posegom in lahko vpliva na nacrt kirurskega posega. Kadar so spremembe zelo
globoko v dojki, blizu stene prsnega kosa, jih pogosto ne moremo doseci z
debelo iglo. V tak$nih primerih je kirurska ekscizija edini nacin, s katerim
lahko dobimo ustrezen tkivni vzorec za histolosko diagnozo.

Napovedni dejavniki raka dojk

Napovedni dejavniki poteka bolezni bolnic z rakom dojk so tiste lastnosti
primarnega tumorja, na podlagi katerih lahko predvidimo naravni potek
bolezni brez zdravljenja. Od napovednih dejavnikov, ki napovedujejo potek
bolezni (prognosti¢ni dejavniki), lo¢imo napovedne dejavnike, ki so povezani z
odgovorom na doloceno sistemsko zdravljenje (prediktivni dejavniki).
Pri nacrtovanju zdravljenja raka dojk se odlocamo na podlagi klasi¢nih
napovednih dejavnikov, ki jih s histoloskim pregledom tkiva dolo¢a oz. meri
patolog in jih poda v standardiziranem histoloskem izvidu. Klasi¢ni napovedni
dejavniki so histoloski tip tumorja, stopnja diferenciacije tumorja oz.
histoloski gradus, velikost tumorja, prizadetost pazdu$nih bezgavk ter status
hormonskih receptorjev (estrogenskih in progesteronskih) in onkogena oz.
onkoproteina HERz2. Standardiziran histoloski izvid vsebuje tudi informacijo
o proliferacijski aktivnosti tumorja, proliferacijski indeks MIB-1, ki pa ni
klasi¢ni napovedni dejavnik, ker ne poznamo dovolj objektivne metode za
njegovo ponovljivo dolo¢anje. Na podlagi velikosti tumorja, prizadetosti
pazdusnih bezgavk in prisotnosti oddaljenih zasevkov lahko dolo¢imo stadij
bolezni. V zadnjem Casu postajajo vse pomembnejsi tudi novejsi prognosti¢ni
in prediktivni dejavniki. Imunohistokemi¢no dolo¢amo izraZanje PD-L1 na
tumorskih in imunskih celicah strome na metastatskih trojno negativnih
tumorjih za odlocitev o zdravljenju z zaviralci imunskih nadzornih tock, za
dolocitev verjetnosti ponovitve zgodnjih, hormonsko odvisnih rakov dojk, pa
vzorec tumorskega tkiva posljemo na dodatne molekularne preiskave v tujino.

Histoloski gradus

S histoloskim gradusom opredelimo stopnjo malignosti tumorja. Tumorji
nizkega gradusa so bolje diferencirani in v sploSnem manj agresivni od
tumorjev visokega gradusa, ki so slabo diferencirani in imajo agresivnejsi
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potek. Gradus dolo¢amo vsem invazivnim karcinomom dojk, tudi na vzorcih
debeloigelnih biopsij, kadar je v vzorcu dovolj tumorskega tkiva. Gradus je
pomemben napovedni dejavnik, ki moc¢no korelira s preZivetjem bolnic z
rakom dojk in napoveduje tudi odgovor na sistemsko zdravljenje, zato je
klju¢nega pomena pri nacrtovanju zdravljenja

Poznamo ve¢ razli¢nih sistemov gradiranja. Eden izmed njih je Elston-Ellisova
modifikacija dolocanja stopnje diferenciacije po Scarff-Bloom-Richardsonu
(Nottingham Histological grading score), pri katerem patolog oceni delez
Zleznih formacij, jedrne znacilnosti oz. jedrni 'pleomorfizem' in $tevilo mitoz.
Vsako izmed nastetih lastnosti patolog oceni s tockami 1-3, tocke sesteje in na
podlagi vsote tock uvrsti tumor v eno izmed treh kategorij: gradus 1(3-5 tock,
dobro diferenciran), gradus 2 (67 tock, zmerno diferenciran) ali gradus 3 (8-
9 tock, slabo diferenciran).

Stadij

Tumorski stadij
Najpogostejsi sistem doloc¢anja stadija (razsirjenosti) raka je klasifikacija TNM
(T - velikost tumorja, N — prizadetost bezgavk, M — prisotnost oddaljenih
zasevkov oz. metastaz). S kombinacijo razli¢nih kategorij T, N in M lo¢imo pet
stadijev (stadij o, I, II, III in IV). Dolocitev stadija je pomembna za odlocitev o
nacinu zdravljenja posamezne bolnice in omogoca, da v klini¢nih studijah med
seboj primerjamo podobne skupine bolnic z rakom dojk.
Patoloski stadij T in N dolo¢imo na podlagi makroskopskega in
mikroskopskega pregleda kirurskega vzorca ekscizije ali resekcije dojke in
varovalne bezgavke ali disekcije pazdu$nih bezgavk. Stadij T dolo¢imo glede
na velikost invazivnega karcinoma, ki jo patolog izmeri pri mikroskopskem
pregledu tumorja oz. makroskopskem pregledu pri vecjih tumorjih. Pri
multiplih invazivnih tumorjih upostevamo velikost najvecjega tumorja.
Veckrat moramo za dolocitev ustrezne kategorije T korelirati rezultate
makroskopske, mikroskopske in slikovne preiskave.
Za pravilno dolocitev kategorije N moramo vzor¢iti vse bezgavke na nacin, ki
omogoca histolosko identifikacijo vseh zasevkov, ve¢jih od 0,2 cm. Kategorijo
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M najveckrat opredelimo na osnovi radioloskih preiskav, posamezne
metastaze pa potrdimo tudi s histolosko preiskavo.

Vse pomembnejsa postaja predoperativno (neoadjuvantno) zdravljenje raka
dojk, ki za dolocCitev najverjetnejsega stadija TNM pred kirurskim posegom in
pred sistemskim zdravljenjem zahteva korelacijo rezultatov klini¢nih,
slikovnih in histoloskih preiskav. Stadij po neoadjuvantnem zdravljenju
dolo¢amo na tkivnih vzorcih po definitivni kirurgiji (yT, yN). Stadij pred in po
zdravljenju je pomemben napovedni dejavnik preZivetja pri bolnicah z rakom
dojk. Ucinkovitost predoperativnega zdravljenja in breme rezidualne bolezni
ocenjujemo na podlagi histoloske preiskave tkiva dojke in bezgavk po
zdravljenju in s pomocjo racunalniske aplikacije, na podlagi mikroskopskih
meritev in ocen, izra¢unamo RCB (residual cancer burden’).

Invazija limfnih in krvnih Zil

Invazija limfnih in /krvnih Zil je povezana z vedjo verjetnostjo zasevkov v
bezgavkah, hkrati pa je tudi samostojen napovedni dejavnik za ponovitev
bolezni in zato vpliva na odlo¢itev o zdravljenju. Bolnice z invazijo
limfnih/krvnih Zil in zasevki v bezgavkah imajo slabso napoved poteka bolezni
v primerjavi z bolnicami, pri katerih so prisotni zgolj zasevki ali samo invazija
limfnih/krvnih zil.

Prizadetost pazdus$nih bezgavk

Prizadetost pazdusnih bezgavk je najpomembnejsi samostojni prognosti¢ni
dejavnik za vecino karcinomov dojk. Prisotnost zasevkov v pazdusnih
bezgavkah mocno korelira z velikostjo tumorja. PreZivetje se niZa z vsako
prizadeto pazdu$no bezgavko. Prizadetost pazdusnih bezgavk je hkrati znak
veCje verjetnosti za razsoj bolezni, kirurska odstranitev bezgavk pa glede na
sedanje raziskave nima veéjega vpliva na preZivetje.

Na prezivetje vplivajo zasevki (imenujemo jih tudi makrozasevki), ki so veéji od
0,2 cm v najdaljSem premeru. Vecino zasevkov lahko identificiramo v
bezgavkah, ki jih pravilno vzor¢imo tako, da jih narezemo na 2-mm rezine,
vklopimo v parafin v pravilnem zaporedju in iz vsakega bloka pregledamo po
eno reprezentativno rezino HE. Za dokaz mikrozasevkov (vecji od 0,2 mm in
manjsi od 2 mm) in izoliranih tumorskih celic so potrebne dodatne
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imunohistokemicne preiskave, njihova prisotnost v pazdusnih bezgavkah pa
bistveno ne vpliva na prognozo.

Tumorske celice se iz dojke drenirajo v eno ali dve bezgavki v pazduhi, le
izjemoma v bezgavke druge regije. Te bezgavke imenujemo varovalne
bezgavke in jih kirurg lahko identificira med operacijo s pomocjo ustreznega
barvila ali kontrasta in poslje na histolosko preiskavo. Ce v varovalni bezgavki
ni tumorja, je velika verjetnost, da ga ni niti v drugih pazdus$nih bezgavkah.
Manj kot 10 % bolnic ima namre¢ ob negativni varovalni bezgavki zasevke v
drugih, nevarovalnih pazdusnih bezgavkah. Intramamarne bezgavke so le
redko varovalne bezgavke, seveda pa jih moramo, ¢e so v njih zasevki, pristeti
k pazdusnim bezgavkam pri dolocanju stadija. Biopsija varovalne bezgavke je
ucinkovita metoda za ugotavljanje prizadetosti pazdusnih bezgavk pri
bolnicah z rakom dojk. Kirurska odstranitev vseh pazdusnih bezgavk pri
bolnicah brez zasevkov v varovalnih bezgavkah oz. z minimalno prizadetostjo
varovalnih bezgavk (izolirane tumorske celice ali mikrozasevki) ni potrebna.

Estrogenski receptorji, progesteronski receptorji in HER2

V rutinski obravnavi bolnic z invazivnim rakom dojk imajo trije molekularni
oznacevalci, estrogenski receptorji (ER), progesteronski receptorji (PR) in
humani receptor epidermalnega rastnega faktorja 2 (HER2), klju¢no vlogo in
jih dolo¢amo rutinsko na vseh invazivnih karcinomih. Vsi trije so prognosti¢ni
in prediktivni dejavniki. Natanc¢no dolocanje statusa ER, PR in HER2 je
klju¢nega pomena za uspesno zdravljenje.
ER je jedrni transkripcijski faktor, ki ga aktivira hormon estrogen in nato
stimulira rast normalnega epitelija dojke. Na enak nacin spodbuja tudi rast
tumorskih celic. ER dolotamo imunohistokemi¢no. S pomocjo
mikroskopskega pregleda patolog oceni delez pozitivnih jeder tumorskih celic.
Priblizno 80 % invazivnih karcinomov dojk izraza ER, deleZ pa variira od 1 do
100 %. Status ER je mocan prediktivni dejavnik odgovora na hormonsko
zdravljenje in to je tudi glavni razlog, da ga dolo¢amo na vseh invazivnih
karcinomih.
Tudi PR dolo¢amo imunohistokemi¢no. ER regulirajo izrazanje PR. PR
aktivira hormon progesteron, PR pa nato stimulirajo tumorsko
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proliferacijo. PR izraza 60-70 % vseh invazivnih karcinomov dojk, delez
pozitivnih jeder pa prav tako, kot pri ER, varira od 1 do 100 %. Obstaja
neposredna korelacija med delezem tumorskih celic, ki izrazajo hormonske
receptorje, in odgovorom na hormonsko zdravljenje.
Gen HER2 na kromosomu 17 kodira receptor za rastni faktor na povrsini
normalnih epitelijskih celic dojke. Gen HER2 je pomnozZen (amplificiran) v 15 %
invazivnih karcinomov dojk. Posledica amplifikacije gena je visja ekspresija
proteina HER2, posledica je ve¢ receptorjev za rastni faktor in hitrejsa
proliferacija tumorskih celic. Status HER2 dolo¢amo imunohistokemi¢no
in/ali s fluorescené¢no hibridizacijo in situ (FISH). Za dolocanje statusa HER2
obstajajo natan¢ne smernice, ki jih moramo upostevati, da bi zagotovili kar se
da natanéne rezultate preiskave in uspeh zdravljenja. Povezava med statusom
HER2 in izidom bolezni je precej kompleksna. HER2-pozitivni tumorji dobro
odgovorijo na zdravljenje s tarcnimi zdravili, ki se veZejo na protein HER2 na
povrsini tumorske celice (npr. trastuzumab in lapatinib). Glavni namen
dolocanja statusa HERz2 je iskanje bolnic z invazivnim karcinomom dojk, ki so
primerne za zdravljenje s tar¢nimi zdravili. HER2-pozitivni tumorji imajo
mocno pozitivno sklenjeno membransko imunohistokemic¢no reakcijo (IHK
3+) v ve¢ kot 10 % celic in/ali amplifikacijo gena HER2, ki jo dokaZemo s
preiskavo FISH. Pozitivni so tudi tumorji, ki imajo srednje moc¢no pozitivno
sklenjeno membransko imunohistokemicno reakcijo (IHK 2+) in amplifikacijo
gena HER2. Tumorji, ki so imunohistokemi¢no negativni ali imajo Sibko
membransko imunohistokemi¢no reakcijo (0 ali 1+) imajo praviloma normalno
Stevilo genov HER2 in so HER2-negativni.
Vsem primarnim invazivnim karcinomom moramo torej rutinsko dolo¢iti
status ER, PR in HERz2. Ker se status pri majhnem delezu bolnic s ponovitvijo
bolezni lahko spremeni, moramo status hormonskih receptorjev in HER2
dolociti tudi na recidivnem tumorju/zasevkih.
MIB-1

Proliferacijski oznacevalec MIB-1 (tudi Ki-67) je nehistonski jedrni protein,
ki je prisoten v vseh fazah celi¢nega cikla, od G1 do M, v mirujocih celicah (Go)
paniizraZen. Dokazemo ga imunohistokemic¢no. Ocenjujemo delez pozitivnih
tumorskih celic. Nekatere Studije so nedvomno dokazale, da je MIB-1
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neodvisen napovedni dejavnik slabsega prezivetja bolnic z rakom dojk in
negativnimi pazdusnimi bezgavkami. Ker je metoda semikvantitativna in
subjektivna, saj ni jasnih protokolov za vrednotenje rezultatov, MIB-1 ni
splo$no sprejet napovedni dejavnik. Kljub subjektivnosti metode pa ga stevilni
kliniki uporabljajo pri odlo¢itvi o zdravljenju dolocenih invazivnih karcinomov
dojk in ga zato v mnogih evropskih drzavah, tudi v Sloveniji, dolo¢amo
rutinsko in rezultat zapisemo v histoloski izvid.

LIMFOCITI, KI INFILTRIRAJO TUMOR (TIL)

V zadnjih nekaj letih so $tudije dokazale, da so limfociti, ki infiltrirajo
tumorsko tkivo (TIL), pomemben prediktivni napovedni dejavnik odgovora na
neoadjuvantno kemoterapijo pri bolnicah s trojno negativnim rakom dojk in
HER2-pozitivnim rakom dojk. Popoln patoloski odgovor na neoadjuvantno
prediktivni napovedni pomen TIL za odgovor na neoadjuvantno zdravljenje
dokazale tudi pri hormonsko odvisnem raku. Patolog na podlagi
mikroskopskega pregleda po standardizirani metodi oceni TIL: glede na delez
tumorske strome, ki jo zajemajo limfociti, granulociti in makrofagi, opredeli
TIL kot blag (0-10 % infiltrirane tumorske strome), zmeren (11-59 %
infiltrirane tumorske strome) ali izrazit (> 60 % infiltrirane tumorske strome).
Ocena je semikvantitativna in subjektivna, Se zlasti na vzorcih debeloigelne
biopsije, kjer meja med intratumorsko stromo in okolico velikokrat ni jasna.
PD-1/PD-11

Imunoterapija z zaviralci imunskih nadzornih tock PD-1/PD-L1je v zadnjem
desetletju botrovala zelo uspesnemu zdravljenju nekaterih tumorjev, ki so
neodzivni na konvencionalno sistemsko zdravljenje, kot sta npr. maligni
melanom in nedrobnoceli¢cni plju¢ni rak. Posamezne novejse klini¢ne
raziskave pa so potrdile njeno ucinkovitost tudi pri zdravljenju metastatskega
raka dojk, predvsem trojno negativnega. Zaradi visokih stroskov zdravljenja z
zaviralci PD-1/PD-L1 in moZnih neZelenih u¢inkov bo treba poiskati zanesljive
prediktivne dejavnike odgovora na imunoterapijo, da bomo lahko zdravili le
tiste bolnike z rakom dojk, pri katerih bo taksno zdravljenje ucinkovito.
Zaenkratje edini prediktivni dejavnik imunohistokemiéno dolo¢anje izrazanja
PD-L1 na tumorskih in imunskih celicah, ki ga dolo¢amo patologi z
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mikroskopskim  pregledom tumorskega tkiva. Reakcijo ocenimo
semikvantitativno in rezultat v histoloskem izvidu zapiSemo kot delez
pozitivnih tumorskih in/ali imunoloskih celic.

MOLEKULARNE PREISKAVE

Za zgodnje hormonsko odvisne HER2-negativne rake pri odlocitvi glede
zdravljenja s kemoterapijo upostevamo tudi specificne molekularne lastnosti
tumorja. Patolog izbere ustrezen vzorec s tumorskim tkivom, ki ga nato
posljemo v tujino na molekularne preiskave. Na osnovi t. i. genskega podpisa
tumorja (angl. gene expression signature) lahko ugotovimo, ali ima bolnica
nizko ali visoko tveganje za ponovitev bolezni. Bolnicam, ki imajo glede na
genski podpis tumorja nizko tveganje za ponovitev, kemoterapija ne prinasa
dobrobiti, zato jih s kemoterapijo ne zdravimo, bolnice z visokim tveganjem za
ponovitev pa imajo dokazano dobrobit kemoterapije in poleg hormonskega
zdravljenja prejmejo tudi kemoterapijo.
Pri bolnicah z napredovalim hormonsko odvisnim HER2-negativnim
tumorjem vzorec tumorja posljemo na molekularno preiskavo za dolocitev
mutacij v genu PIK3CA. Mutacije v genu PIK3CA izbolj$ajo odzivnost na
zdravljenje z zaviralci signalne poti PI3K/AKT/mTOR.
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