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1. SKROTY STOSOWANE W PRACY:

BRCAL — ang. Breast Cancerl- gen supresorowy Zkakaany na dtugim ramieniu
chromosomu 17

BRCAZ2 —ang. Breast Cancer2- gen supresorowy zodakny na dtugim ramieniu
chromosomu 13

CK5/6 - cytokeratyna 5/6

CK14 - cytokeratyna 14

DCIS - tac. ductal carcinoma in situ — rak przewogan situ

E-CD- E- kadheryna

EGFR — ang. Epidermal Growth Factor Receptor -ptecalla naskdérkowego czynnika
wzrostu

ER - receptor estrogenowy alfa

ER beta - receptor estrogenowy beta

FISH - ang. fluorescence in situ hybridizationuoilescencyjna hybrydyzacja in situ
HER?2 — ang. Human Epidermal growth factor Receptemreceptor naskérkowego czynnika
wzrostu typu 2

IMH- immunohistochemia

Ki67 - marker proliferacji komérkowej

LCIS —fac. lobular carcinoma in situ — rak zrazikoin situ

p- poziom istotnéci statystycznej

p53 - onkoproteina, produkt geR%3

PgR - receptor progestagenow

VIM -wimentyna



2. WSTEP

Rak piersi jest najestszym nowotworem zétiwym u kobiet w Polsce. W 2008 roku w
naszym kraju zachorowato 14 576 kobiet, a standavgmy wspotczynnik zachorowalém
wyniost 49, 1/100 000. Wedtug Krajowego Rejestrumdtworow w latach 2006-2008 liczba
zachorowa stale wzrasta [1].

Ryzyko zachorowania na raka piersi gk@iza s¢ wraz z wiekiem. Najcgciej chorujp
kobiety w okresie okotomenopauzalnym pedzy 50 a 69 rokienaycia. Tylko 2%-5%
wszystkich rakow piersi rozpoznaje si kobiet mtodych do 35 rokiycia [2,3].

Liczba zgonéw z powodu tego nowotworu wzrasta pookuzycia. W cagu ostatnich
dwoch lat w krajach rozwijagych sg, w tym i w Polsce obserwujecsbgolne zmniejszenie
trendu umieralngi z powodu raka piersi, co wynika z ogromnego gmstv rozpoznawaniu

i leczeniu tego nowotworu.

2.1 Czynniki ryzyka raka piersi
Zdefiniowano bardzo wiele czynnikdéw ryzyka zacheaoia na raka piersi, a najivaejsze
Z nich to: pté zenska, starszy wiek, pierwsza migsika we wczesnym wieku, pdy wiek
ostatniej miesiczki, pierwszy porod zakezonyzywo urodzonym dzieckiem w starszym
wieku, diugotrwata hormonalna terapia zastza, wczéniejsza ekspozycja na
promieniowanie jonizuace, wysoki wskanik BMI u mtodych kobiet [4], dlugotrwata
antykoncepcja hormonalna [5].
Do czynnikow genetycznych zaliczag siosicielstwo mutacji genOBRCALi BRCA2 TP53 -
zZwiazane z zespotem Li-FraumeRTEN oraz CHEK2.U 25% chorych z obgionym
wywiadem rodzinnym wykrywa simutacg w genieBRCAllub BRCA2.Obecnie nawiecie
nie prowadzi s powszechnych programoéw przesiewowych w celu wyilaryeutacji w

jednym z wyej wymienionych genow. Ryzyko zachorowania na ngikesi u nosicielek



mutacji w genieBRCA1 i BRCA2vynosi 60-80% w eigu categarycia [6]. U mtodych kobiet
z mutacy BRCALlrak piersi charakteryzujecsivysolq ztosliwoscia histologiczn oraz
fenotypem potrojnie ujemnym, co age sk ze zdecydowanie gorszym rokowaniem [7].
Nosicielkom mutacji proponujecregularne wykonywanie bal@brazowych piersi przy
uzyciu rezonansu magnetycznego, mammografii i US@ ozgste badania ginekologiczne w
zwiazku z wyrgnie podwyszonym ryzykiem zachorowania na raka jajnika. WMwvie
przypadkach zalecagsiowniez profilaktyczne usurcie jajnikow i ewentualnie miszu

piersi, jednak pogpowanie to jest esto trudne do zaakceptowania przez kobiety, u ktory

wykryto mutacg w jednym z wyej wymienionych gendw wysokiej penetraciji.

2.2 Diagnostyka raka piersi
Najlepszym badaniem wykrywsgjym raka piersi jest mammografia, ki@tosuje si
samodzielnie lub z uzupetnigiym badaniem ultrasonograficznym. Stanowi ona, @edl
zalecé Amerykaiskiego Towarzystwa Radiologéw podstawowe edzie do bada
przesiewowych w kierunku raka piersi u kobiet padku zycia (w Polsce Ministerstwo
Zdrowia finansuje mammograficzne badania przesiesvowobiet w wieku od 50-69 roku
zycia). U kobiet mtodszych (do 40 rokycia) nie wykonuje si przesiewowej mammografii
ze wzgkdu na gsta struktue tkanki piersi, ktora unienitiwia prawidtows interpretacg
wyniku badania [8]. W tej grupie wiekowej czutyrdasy swoistym badaniem jest
ultrasonografia [9]. Aktualnie najczulszym badaniebnazowym w diagnostyce raka piersi w
kazdej grupie wiekowej jest rezonans magnetyczny. ¥guostyce raka piersi vazi duze
znaczenie ma badanie fizykalne, bowiem pozwalananarykrycie okoto 37% guzow
ztosliwych [10]. Kazda nieprawidtiowa masa stwierdzana w badaniu pajpgcyczy
obrazowym powinna zostaweryfikowana w badaniu biopsyjnym (biopsja aspyjaa

cienkoigtowa, gruboigtowa, wycinga,srodoperacyjna) [11].



Podstawowym leczeniem raka piersi jest operacysumiccie chorych tkanek.
Postpowaniem standardowym u chorych bez klinicznycthasmecnéci przerzutow uznaje

si¢ aktualnie biopsj wezta wartowniczego [12].

2.3 Kliniczny i patomorfologiczny stogieaawansowania
Kliniczny stopiéh zaawansowania raka piersi przedstawgangdtug klasyfikacji TNM,
opartej na kryteriach anatomicznych, gdzie T ozaaeielka¢ guza, N stan regionalnych
weztow chtonnych, a M obecié przerzutow odlegtych [13]. Klasyfikacja ta uatiavia
okreslenie grup chorych, u ktérych mioa przeprowadzipierwotne, radykalne leczenie
operacyjne, lub ktére wymagapierwotnego leczenia systemowego.
Okreslenie ,rak piersi” odnosi gido heterogennej grupy guzow w elbie gruczotu
piersiowego w wikszasci wywodzcych sé z nabtonka przewoddw mlekowych i/lub
zrazikbw Mozemy je podzieli na dwie podstawowe kategorie: raki przedinwazyjne
(przewodowe lub zrazikowe) i naciekeg (inwazyjne) [14].
W dobie coraz bardziej rozpowszechnionych przesiggwb badéd mammograficznych
przedinwazyjny rak przewodowy (DCIS) jest rozpozaawcoraz cgciej. Decyzje
terapeutyczne w przypadku zdiagnozowania DCIS podigj s¢ w oparciu o indeks Van
Nyus, w ktérym analizuje sid cechy tj.: wiek chorej, typ histologiczny, szer& marginesu
operacyjnego oragrednic guza. W zalenosci od sumy uzyskanych punktow wybiera si
leczenie oszezizapce z nasfpows radioterap lub mastektomi.
DCIS jest czstym komponentem raka naciei@@go przewodowego.
Rak zrazikowy przedinwazyjny (LCIS) jest wykrywapszypadkowo, a jego obecito
zwigksza ryzyko wysipienia raka naciekagego w obu piersiach. Nie wymaga leczenia

operacyjnego ani uzupetnapgo [15].



Swiatowa Organizacja Zdrowia wytdia 19 histologicznych typdw raka nacieiaigo.
Najczstszym, wysipujacym u okoto 80% chorych jest rak przewodowy [164kRrazikowy
naciekagcy rozpoznawany jest w prawie 20%, a pozostate tggie jak np. rdzeniasty,
cewkowy,sluzowy g rozpoznawane rzadko i #q Si¢ z bardzo dobrym rokowaniem.
Ztosliwo$¢ histologiczm ( cecha G ) okiga sk na podstawie klasyfikacji Blooma i
Richardsona w modyfikacji Elstona i Ellisa [17].lakyfikacja ta oparta jest na ocenie
zdolnaci tworzenia cewek, polimorfizmu komdorkowego i ligzmitoz. Kadej z tych cech w
zaleznosci od stopnia nasilenia przypisywargminkty, ktérych suma pozwala oklig trzy
rézne stopnie zidiwosci raka piersi. Wyréniamy niski - G1, péredni - G2 i wysoki - G3
stopnie ztéliwosci histologicznej.

Ocena histopatologiczna materiatu operacyjnego ptwa ustalenie rzeczywistych
rozmiarOw guza (pT), oraz #oi weztdbw chtonnych zajtych przez proces nowotworowy
(pN). Standardem w diagnostyce histologicznej faikesi jest take ocena obectsoi
receptoréw estrogenowych (ER), progesteronowycR)Pgaz receptorow ludzkiego
naskorkowego czynnika wzrostu typu 2 ( HER2) pragnpcy technik
immunohistochemicznych. Ocena histologiczna guzeot@orowego pozwala na ustalenie
optymalnego sposobu dalszego ppstvania terapeutycznego.

Prébupc wyoderbni¢ grupe kobiet, ktére odniasnajwieksze korzyci z leczenia
uzupetniagcego stosuje si(na razie gtdbwnie w ramach baiddinicznych) analiz ekspres;ji
szeregu gendw w oparciu o techniki mikromacierzyARMolekularne testy diagnostyczne
takie jak MammaPrint czy OncotypeDX oparteosmikromacierze analizage odpowiednio
70 lub 21 gendéw zwrzanych z wysokim ryzykiem nawrotu raka piersi utivaiaj a
zidentyfikowanie chorych, ktére muszost& poddane chemioterapii uzupetaicg;.

Dzicki analizie profilu genetycznego w oparciu o te&hniikromacierzy maemy réwnie

wyodrebni¢c podtypy raka piersi takie jak:



1. luminalny AiB

2. z ekspregj receptora HER2

3. naladujacy nabtonek prawidtowego gruczotu piersiowego

4. z komorek typu podstawnego (basal-like) [18 ].
Najlepsze rokowanie stwierdza si chorych, u ktérych stwierdzono podtypy raka gier
ekspregj receptora ER (luminalny A i B), natomiast aktualnajgorsze rokowanie naaj
chore z podtypem podstawnym. Jakadatutynowo nie charakteryzujesspodtypdw
molekularnych rakéw piersi w praktyce kliniczndjo¢ dopuszcza gj aby wyniki
zwalidowanych testow wielogenowych byty brane paag: podczas podejmowania decyzji
terapeutycznych [14]. Obecnie w standardowym badaistologicznym metodami
immunohistochemicznymi oceniagibecnd¢ szeregu biatek, ktére naoa skorelowé z
réznymi podtypami molekularnymi raka piersi. Zawwao,ze komérki typu podstawnego
(basal-like) bardzo esto maj fenotyp potréjnie ujemny (brak ekspresji recepoiR, PgR
i HER2), natomiast stwierdzagsiv nich obecné& EGFR, cytokeratyny (CK) 5/6 i/lub
cytokeratyny (CK)14 [19,20]. Zagadnienie to jestamiernie istotne w konté&ie raka piersi
dotyczicego mtodych kobiet, u ktérych w ok. 37% wykrywa fg@inotyp potrojnie ujemny

[21].

2.4 Cechy raka piersi u mtodych kobiet
Winchester i wsp. zdefiniowali nagujace grupy wiekowe kobiet chorych na raka piersi:
a) kobiety miode - wszystkie chore przed menopamzvieku do 35 rokuycia,
b) starsze kobiety przed menopauz
c) starsze kobiety po menopauzie [22].
Rak piersi jest najestszym nowotworem wygbujacym u kobiet przed 35 rokiegycia.

W tej grupie chorych 80% guzéw wykrywanych jestypppmocy badania palpacyjnego,



asredni wymiar guza to 2cm [21]. U mtodych kobietsimielek mutacji genéw wysokiego
ryzyka raka piersi, na wczesnym etapie rozwoju @amowotworowego rezonans
magnetyczny pozwala na wykrycie 80% guzowslidgych, natomiast badanie
mammograficzne jest mniej czute i wykrywa nowotwgdko w 33% przypadkow [10,23].
Tkanka gruczotowa u mtodych kobiet zajmuje zazwyppavyzej 75% obgtosci piersi, co
utrudnia diagnostykprzy pomocy ,ztotego standardu” jakim jest mamnadigy.

Wykryte w badaniach obrazowych zmiany w piersi pmede biopsji cienkoigtowej, ktorej
czutai¢ siega 78%. Klasycznym ,testem potrdjnej diagnozy”,Ichgdaniem palpacyjnym,
badaniem radiologicznym oraz biopsispiracyja cienkoigtowa mazna potwierdat 95%
rozpozna [24]. U 33% chorych na raka piersi w wieku 20-20dtwierdza simutacje genow
BRCAL, BRCAZrzy czym nosicielki tych mutacji w ogolnej popylazhorych stanowi
tylko 5-10% [25]. Biologia raka piersi u kobiet piz 35 rokienxycia jest specyficzna, guzy
charakteryzuyj sie niskim zr@&nicowaniem komérkowym, czyli wysakztosliwoscia
histologiczrn, (G3). Czsciej spotyka si inwazg naczy chtonnych i krwionénych przez
komoérki nowotworowe oraz przerzuty dextow chtonnych pachowych. U miodych
chorych, zdecydowanie ¢xiej niz w ogdlnej populacji nie wykrywasbbecndci
receptoréw estrogenowych i progesteronowych, nasinzinacznie e%ciej stwierdza si
wysoka ekspresj markera proliferacyjnego Ki 67 oraz biatka p53. d&le s¢, ze rownie
czesciej stwierdza si nadekspresjgenu HERZ2, jednak nie jest to doarka ustalone. W
badaniach Marou i wsp 44% rakow piersi u mtodychi&bwykazywato nadekspredHER?2
podczas gdy w badaniach Choi i wsp odsetek ten siWyB8% [26,27].

U mtodych chorych wyspuje czsciej tzw. fenotyp potréjnie ujemny, ktory €o koreluje z
wystepowaniem typu podstawnego( basal-like) raka pietgrakteryzujcego st gorszym

rokowaniem.



Wszystkie wyej wymienione cechy sprawigjze mtode chore z rakiem piersi charakteryzuj
si¢ generalnie krotszym czasem prygeia wolnego od progresji oraz p¥eia catkowitego w

poréwnaniu ze starszymi grupami wiekowymi.

2.5 Klasyczne czynniki prognostyczne
Od wielu lat dzy sic do personalizacji leczenia systemowego choryakiem piersi.
Zastosowanie odpowiedniego, najbardziej optymaliegrenia u danej chorej, ktére bytoby
obarczone jak najmniejgzoksyczngécia wymaga zakwalifikowania danej pacjentki do
odpowiedniej grupy rokowniczej - o niskim, ednim lub wysokim ryzyku
rozsiewu/wznowy raka piersi. W tym celu wyebiniono czynniki, ktére pomagaj
prognozowa przebieg choroby.
Do czynnikow prognostycznych zaliczamy:

* wiek

» wielko$¢ guza pierwotnego

* histologiczny stopig ztosliwosci

» typ histologiczny,

* ilos¢ zagtych przerzutami wztow chtonnych pachowych

* naciekanie przez guz naczghtonnych i krwionénych

» ekspresja receptoréw estrogenowych (ER) i progestevych (PgR)

» stopier ekspresji receptora HER2 [28,29]

Wiek chorych
Zachorowanie na raka piersi u kobiety przed 35awmiiycia wiaze st z wystpowaniem

guza o wyszej ztgliwosci, czstsz obecndcia przerzutéw do pachowycheztow
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chtonnych oraz brakiem ekspresji receptoréw estrogiych. W zwazku z tym
migdzynarodowi eksperci na konferencji w St. GalleB305 roku uznali wiek chorych za
niezaleny, niekorzystny czynnik prognostyczny i zalecupetniajce leczenie systemowe
u wszystkich mtodych chorych [29]. W tej grupie jeaxtek stosuje gitakze uzupetnigca
radioterapt w przypadku przerzutdéw do mniegid weztow chtonnych [14].

Sama granica wieku w dobie indywidualizacji leczemie jest jednak wystarcaaym
parametrem do okékenia grupy docelowej, ktéra me odniéé¢ najwicksze korzyci z
leczenia uzupetniagego. Poszukuje siviecc nowych czynnikdédw prognostycznych i

predykcyjnych, ktére mma wyodebni¢ tatwo dos¢pnymi technikami diagnostycznymi.

Wielkos¢ guza pierwotnego

U chorych bez przerzutéw do regionalnyctetéw chtonnych wielké¢ guza pierwotnego
jest wytecznym wskanikiem prognostycznym. Chore z guzem penpilcm maj dobre
rokowanie, a prawdopodolfigtwo 5-cio letniego przgcia bez wznowy i rozsiewu choroby
wynosi u nich powyej 80% [30]. Ryzyko nawrotu saie proporcjonalnie do wielkoi guza i
dla guzoéw dsrednicy 3-6 cm wynosi 36-38%, a dla guzéwrednicy > 6 cm - 47% [31].
Istnieja doniesienia o chorych z bardzozgimi (ekstremalnej wielkéxi) guzami, u ktérych
stwierdzono dobre rokowanie. Prawdopodobnie gp@ivanie diuego guza bez zgia

weztéw chtonnychiwiadczy o niskim potencjale komoérek rakowych dogpzatowania.

Histologiczny stopig ztosliwosci
Wysoki stopié ztosliwosci histologicznej G3 koreluje ze skroconym czaseneqycia
catkowitego. Stwierdzany jest ongdziej u kobiet mtodych i determinuje zte rokowanidey

grupie chorych. Nisko zédicowane nowotwory mimo ztego rokowania, z uwaginysoky
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dynamile proliferacji @ jednak bardziej chemiowitbwe, i lepiej reagyj na leczenie

cytostatykami.

Stan okolicznych wztow chtonnych

Jednym z najwaniejszych czynnikdw pozwalgych prognozowaprzebieg choroby jest
obecnd¢ przerzutow w wztach chtonnych pachy po stronie guza.

Przerzuty do innych niunilateralne, pachoweqaty chtonne okréla sk jako odlegte (M1).
Badanie histopatologiczne dostarcza informacjiemaat obecn&ei przerzutow i ilgci
usungtych podczas zabiegu operacyjnegaidw chtonnych. Jest ono niezmiernie istotne
takze w przypadku operaciji oszgizapcych, gdzie do badania pobiera ed 1-5 wztdw
chtonnych wartowniczych, wczgeiej znakowanych radiofarmaceutykiem ¢htem
metylenowym. W przypadku stwierdzenia przerzutévwgatéw wartowniczych naley
wykona limfadenektomg pachows. U chorych z zatymi 3 i wigcej weztami chtonnymi
prawdopodobigstwo dziesicioletniego przgycia wolnego od choroby wynosi 30%, a u
chorych bez zegia weztéw pachy 70-80%. Obecnie wskazaniem do uzupetregj
radioterapii § przerzuty w czterech i weej weztach chtonnych [14]. Niezmiernie istatn
informacp kliniczna jest take ilos¢ usunetych podczas operacjiamow chtonnych. Aby
uzna zabieg za radykalny i prawidtowo wykonany, nglesura¢ co najmniej 10 wztdw

chtonnych pachy.

Inwazja naczi krwionasnych i chtonnych

Obecndc¢ rozlegtego okotoguzowego naciekania na@celgtonnych wysipuje u okoto 34%

chorych, a naciekanie nagzgrwionasnych u 4%.
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Ekspresja receptoréw estrogenowych (ER) i progesterych (PgR)

Za pomog metod immunohistochemicznych oznaczaokiecné¢ receptoréw hormonalnych
w jadrach komérek nowotworowych. Wyniki przedstawiawiskali Allreda jako odsetek
wybarwionych gder oraz si ich wybarwienia. Obecnie uwa sk, ze kazda wykrywalna
ekspresja receptora estrogenowg&g@dczy o istnieniu hormonowttiwosci komorek raka
piersi i jest wystarczaga dla whczenia terapii hormonalnej [14].

Pierwsze publikacje na temat znawgj roli receptorow ER ukazatyeguz w 1977 roku, gdy
po raz pierwszy zauwano,ze pacjentki z ekspresfeceptoréw estrogenowych majorsze
rokowanie [32]. W kolejnych badaniach stwierdzom®problem ten dotyczyt 60%
wszystkich chorych na raka piersi [33]. W wynikistesowania terapii hormonalnej w
leczeniu uzupetniagym uzyskano popraywynikdéw leczenia. Obecnie chore na raka piersi
wykazupcego ekspresjreceptorow ER majlepsze rokowanie [34].

W ogdlnej populacji chorych na raka piersi samaddzibormonoteragi w leczeniu
uzupetniagcym mazna zaleai u chorych z matymi guzami (pamj 2 cm), w pierwszym
stopniu ztdliwosci histologicznej, bez przerzutéw do regionalnyaizddw chtonnych, u
ktorych wystpuje wysoka hormonowiziwos¢ (dodatni wynik barwienia w 50% i wéej
jader komorkowych). Wszystkie pacjentki z guzami pTAH0, ER(+) powinny otrzynia
jedynie terapi hormonalla. Leczenie przedoperacyjne oparte o hormonoterapina
zaproponowachorym po menopauzie z wysp&kspresj receptoréw steroidowych.
Stwierdzenie obecroi receptora progesteronowego przy braku ekspiesgptora
estrogenowego jest obecnie uznawane g \wtocenie, a ekspresja receptora PgR ma

jedynie znaczenie rokownicze, ale nie predykcyjq.

Ekspresja receptora HER2
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Obecnda¢ receptora typu 2 dla ludzkiego naskérkowego cRamizrostu ocenia sw
btonach komérek nowotworowych przy pomocy baftimmunohistochemicznych stogqj
przeciwciata wykrywajce zewatrzkomorkows domer receptora. Wynik analizy HER2
przedstawia giw czterostopniowej skali (0,1+,2+,3+), gdzie O azza brak obecsoi
zewntrzkomérkowej domeny receptora, a 3+ wykazuje@ekspregj W guzach, w
ktorych uzyskano wynik wipliwy (2+) ocenia si amplifikacg genuHER2metod, FISH
(fluorescencyjnej hybrydyzaciji in situ). W 20% guwezs poziomem ekspresji HER2 (+2)
stwierdza sj amplifikackg genuHER2 (stosunek liczby kopii gendER2do liczby
centromerow chromosomu £72,2). Stwierdzenie nadekspresji HER2 (+3) lub iikacji
genuHER2stanowi czynnik predykcyjny odpowiedzi na leczamepetniagce
trastuzumabem (przeciwcialo monoklonalne anty-HER2anowi warunek rozpoeezia
terapii tym lekiem. Wprowadzenie trastuzumabu daéaia uzupetniacego u chorych na
raka piersi z nadekspredflER2, umaliwito znamienne wydtiaenie czasu przgcia

catkowitego i redukej ryzyka zgonu w tej populacji [35].

Inne czynniki prognostyczne

Do innych czynnikdw prognostycznych w raku pie@i@zzamy markery proliferaciji
komdrkowej, me¢dzy innymi antygen Ki-67, ktorego ekspresja stwzath jest we
wszystkich fazach aktywnych cyklu komorkowego. Makalny poziom Ki-67 mana
wykry¢ podczas mitozy [36]. Wskaik antygenu Ki-67 przedstawiaggako odsetek
procentowy wyznakowanychder komoérkowych ( niski 15%,sredni 16-30%, wysoki
>30%). Stwierdzonaze im wyzszy stopié ztosliwosci histologicznej, tym wisza ekspresja
Ki-67. Natomiast niski poziom tego antygenwid st z wysok ekspregj receptorow
steroidowych [37,38]. Zalmosci pomkdzy Ki-67 a HER2 nie zostaly do kca ustalone,

bowiem w licznych badaniach na ten temat uzyskanoeszne wyniki, co wzato sg¢
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najprawdopodobniej z niewielkiczebndcia badanych grup [39]. Wiesner i wsp w grupie
1200 chorych wykazali statystyczne zalesci migdzy niskim poziomem Ki-67, niskim
stopniem ziéliwosci histologicznej i brakiem ekspresji receptorowR#Ea przeyciem.

W tym badaniu odsetek prag 10-letnich u chorych, u ktérych stwierdzonoaey
wymienione parametry wynosit 80% [36]. Obecnie Kijést uznanym czynnikiem
prognostycznym i jego wysoki poziom koreluje z wkiso ryzykiem nawrotu raka piersi.
Geny regulujce cykl komorkowy i apopt@zto m.in. genyTP53i Bcl-2. GenTP53jest
pierwszym zidentyfikowanym genem supresorowym. Mjataunieczynnienie tego genu
Wiaza Si¢ z bardziej agresywnym przebiegiem choroby i garszgkowaniem [39,40].

Z kolei nadekspresja genu kodeggo biatko antyapoptotyczne bcl-2 a»8 sk z lepszym
rokowaniem u chorych z wczesnym rakiem piersi [41]

E-kadheryna, obecna w komdrkach nabtonkowych tjeasbtonowym biatkiem
odpowiedzialnym za przyleganie komérkowe (adélezjaczy ona cytoszkielet komorkowy
poprzez kateniny i jej aktywré regulowana jest przez jony wapnia. Qtama ekspresja tego
biatka zazwyczaj koreluje z wigzym zaawansowaniem choroby iaggym ryzykiem
progresji [42]. Rola E-kadheryny u chorych z rakipmrsi nie zostata do koa ustalona. W
swoich badaniach Mauro i wsp. oceniali korejgmpmidzy E-kadherys, ER alfa , EGFR, i
uznali,ze maze ona stasie uzytecznym czynnikiem predykcyjnym odpowiedzi na
tamoksyfen [43].

Od czasu wytypowania za pomdechniki mikromacierzyzle rokupcych profili
molekularnych, korelagych z fenotypem histologicznym, trwgjoszukiwania tanich i
szybkich metod ich identyfikacji. Najbardzie] dgste jest badanie immunohistochemiczne,
w ktorym mana ocent obecné¢ specyficznych biatek wchodaych w sktad komorki
nowotworowej. Jak juwyzej wspomniano nadekspresja lub brak ekspresji pelwny

okreslonych biatek stanowizyteczny wskanik prognostyczny. Przyktadowo, dla potrojnie
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ujemnego raka piersi o typie podstawnym takimi reeaikni 8 migdzy innymi cytokeratyny
5/6 i 14 oraz receptor dla naskérkowego czynnikeost (EGFR).

Cytokeratyny § komponentami cytoszkieletu w prawie wszystkich kokach
nabtonkowych, natomiast EGFR najedo rodziny przezbtonowych receptoréw o aktyéaio
kinazy tyrozynowej. Dotychczas ich nadekspgésjjarzono z bardziej agresywnym
przebiegiem raka piersi i ztym rokowaniem. Obe@ta@y s¢ one uznanymi markerami

pozwalajcymi prognozowé przebieg choroby w potréjnie ujemnych rakach pigi4].

2.6 Czynniki predykcyjne
Czynniki predykcyjne okrdaja prawdopodobigstwo odpowiedzi na leczenie. Do uznanych
zaliczamy wczéniej omoéwione receptory estrogenowe alfa i recgpittER2. Przed ar
hormoterapii czy terapii ukierunkowanych molekularchore z wysokekspresj tych
receptoréw miaty gorsze rokowanie. Wprowadzenieod koniec lat '80 selektywnego
modulatora receptora estrogenowego - tamoksyfemiegsayto ryzyko nawrotu o 50%, a
zgonu z powodu raka o 35% [45]. Natomiast transheuw skojarzeniu z chemioterapi
zastosowany w leczeniu uzupeta@jm chorych na raka piersi z nadekspresgeptora
HERZ2 obnia wzgkdne ryzyko nawrotu o 50%, a zgonu o 30% [35].
Do nowych, opisywanych w fhiennictwie czynnikdw predykcyjnych moa zaliczy
receptory estrogenowe beta ([BRktorych obecn& u chorych ERx pozytywnych jest
zwiazane z lepsgodpowiedzi na uzupetniaijce leczenie tamoksyfenem [46].
W dobie indywidualizacji leczenia orazznia do ograniczania skutkow ubocznych terapii
systemowych probujeesidentyfikowa nowe czynniki prognostyczne i predykcyjne, ktére
umazliwi a zdefiniowanie populacji pacjentek wymag@jch agresywnego leczenia oraz

chorych, u ktorych takie leczenie nigdzie konieczne.
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3. CEL PRACY
Cel gtowny
Ocena klasycznych i poszukiwanie nowych czynnikéegpostycznych i predykcyjnych w

populacji mtodych kobiet chorych na raka piersi.

Cele szczegb6towe

1. poréwnanie wysfpowania klinicznych czynnikow prognostycznychedry
populacjami mtodych i starszych chorych na rakaspie

2. poréwnanie wysipowania patologicznych czynnikdw prognostycznychdny
populacjami mtodych i starszych chorych na rakaspie

3. poréwnanie wysfpowania molekularnych czynnikow prognostycznyckdny
populacjami mtodych i starszych chorych na rakaspie

4. analiza czasu przgcia catkowitego mtodych chorych na raka piersi z

uwzgkdnieniem zdefiniowanych czynnikow prognostycznych
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4. MATERIAL | METODYKA BADA N

4.1 Materiat kliniczny
Badaniu poddano tkanki pochage z 185 kobiet leczonych w Wielkopolskim Centrum
Onkologii z powodu wczesnego raka piersi.
Grup badan stanowito 99 chorych w wieku 19-3&¢€dnia wieku 30 lat) operowanych w
latach 2002-2006.
Grupe kontrolrg stanowito 86 chorych w wieku 56-6&€dnia wieku 58 lat), u ktérych w
chwili rozpoznania stwierdzono menopauxtore byty operowane w 2006 roku (ryc.1)
Analizie poddano dane kliniczne zawarte w histchiorob oddziatow chirurgii oraz
chemioterapii Wielkopolskiego Centrum Onkologikitajak: wielkag¢ guza pierwotnego,

liczba pobranych podczas zabiegu operacyjnegadmw chtonnych.

40

Liczba chorych

02 40,5 44,8 49,1 53,4 57,7 62,0

Wiek (lata)

Rycina 1. Histogram wieku chorych poddanych aralizi
4.2 Badania histopatologiczne
Analizie poddano rownieparametry zawarte w wynikach badastologicznych takie jak:

typ histologiczny, stopieztosliwosci histologicznej, wielké¢ guza, ilé¢ weztéw chtonnych
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z przerzutem nowotworowym, nacieczenie skory, bnddautkowej oraz torebki gztow
chtonnych przez proces nowotworowy, inwaagczy krwionasnych komaorkami
nowotworowymi. Wszystkie badania mikroskopowe zZigstazeprowadzone w Zaktadzie
Patologii Nowotworow Wielkopolskiego Centrum Onkgiio Stopiexr ztosliwosci
histologicznej zostat oksny w klasyfikacji Blooma i Richardsona w modyfdfaElstona i
Ellisa, ktora ocenia zdolsé tworzenia cewek, polimorfizm komorkowy i liczimitoz [17].
Wyniki zostaty zapisane w skali 1-3, a suma punksfanowi podstagdo oceny stopnia

ztosliwosci histologicznej G1- G3 (rys 2).

Rycina 2. Reakcja barwna obramg stopié ztosliwosci histologicznej- powikszenie 400x

Materiat tkankowy utrwalono w 10% formalinie | ureEzono w procesorze, ngstie
tkankg zatopiono w parafinie w temperaturz€ 68vg klasycznych metod histologicznych.
Z bloczkow parafinowych skrojono skrawki o grébio4-5um, nas¢pnie nataono na

szkietka adhezyjne. Skrawki inkubowano w cieplgzez 2 godziny w temperaturze®g8
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4.3 Badania immunohistochemiczne
Badania immunohistochemiczne wykonano w Pracowmuimologii zaktadu Patologii
Nowotworow Wielkopolskiego Centrum Onkologii. Dodzé zastosowano nagtujace
odczynniki i immunoreagenty:
I Odczynniki:
1. TBS-sdl fizjologiczna buforowana za pomdcis/HCL o pH 7,6 (Tris-Buffered Saline
firmy DAKO; Code: S1968)
Przygotowanie: substargprzygotowan przez firng rozpuszczono w wodzie
destylowanej do objosci 5 litrow.
1. Bufor EDTA o pH 8,0; (Target Retriewal Solution 1Goncentrate; firmy DAKO;
Code S2367).
2. Bufor Epitope Retrieval Solution 10x Concentragg-b6,0 (firmy DAKO,;
Code: K5204).
3. DAB (3'3- diaminobenzydyna firmy DAKO; Code K 3466)
Roztwo6r DAB-u przygotowano bezgednio przed gyciem.
4. 1% roztwor albuminy, otrzymany przez rozpuszczenteuforze TBS.
5. Hematoksylina Mayer’a
6. Pertex Mouting Medium firmy HistoLab; Nr 00811. Mech do zatapiania szkietek
nakrywkowych
I Immunoreagenty
1. Monoklonalne przeciwciato mysie prze&vweadherin;
Klon NCH-38; Nr katalogowy: M 3612 DAK
2. Monoklonalne przeciwciato mysie przeciw BCL-2,;
Klon 124; Nr katalogowy: M 0887 DAKO.

3. Monoklonalne przeciwciato mysie przeciw Cytoketdiis;
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Klon D 5/16 B4; Nr katalogowy M 7237 DAKO.
4. Monoklonalne przeciwciato mysie przeciw Estrogercépdora;
Klon SP1; Nr katalogowy: M 3634 DAKO.
5. Monoklonalne p/c mysie przeciw Ki-67;
Klon MIB-1; Nr katalogowy: M7240 DAKO
6. Monoklonalne p/c mysie przeciw Vimentin;
Klon V9; Nr katalogowy: M 0725 DAKO
7. Monoklonalne p/c mysie przeciw Progesterone Recgpt
Klon PGR 636; Nr katalogowy: M 3569 DAKO
8. Monoklonalne p/c mysie przeciw p53 Protein;
Klon DO-7; Nr katalogowy: M 7001 DAKO
9. Monoklonalne p/c mysie przeciw Epiderma GrowthtBa&keceptor; Klon EGFR,
113; Nr katalogowy: NCL-EGFR NOVOCASTRA
10.Monoklonalne p/c mysie przeciw Cytokeratin 14; iKioL002;
Nr katalogowy: NCL-L-LLO02 NOVOCASTRA
11.Poliklonalne p/c krélicze przeciw Estrogen Recepita,
Nr katalogowy: AB1410 CHEMICON
12.Monoklonalne p/c mysie przeciw BRCA1; Klon MS110;
Nr katalogowy: OP92 CALBIOCHEM
15. DAKO En-Vision/HRP Anti-Rabbit; Nr katalogowi4003
16. DAKO En-Vision/HRP Anti-Mouse; Nr katalogowy: K4@Q0

17. HercepTest, Nr katalogowy K 5204, DAKO

Zastosowano metody immunoperoksydazowe dwustoprzokeenpleksem EnVision/HRP.
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| Metoda z zastosowaniem kompleksu DAKO En VistRIP do wykrywania antygenow:

BCL-2, p-53, BRCA 1, CK 5/6, EGFR.

1.

9.

Skrawki materiatu histologicznego odparafinowanksylenie, przeprowadzono przez
szereg alkoholi i ptukano w wodzie destylowane.

Preparaty inkubowano w buforze EDTA ( pH 8,0) velkence mikrofalowej o mocy
250W przez 30 min. Naginie pozostawiono je w tym buforze przez kolejnarif.
Ptukano preparaty w buforze TBS przez 10 min.

Aktywnos¢ endogennej peroksydazy blokowano w 3% wodnym roze nadtlenku
wodoru przez 10 min.

Preparaty ptukano w bigcej wodzie przez 10 min, ngphie w buforze TBS przez 5
min.

Inkubowano preparaty przez 60 min ze swoistym pwagatem mysim
rozcieaczonym w 1% roztworze albuminy TBS:

- anty-BCL-2; 1/50

- anty- p53; 1/100

- anty-BRCA1,; 1/150

- anty- CK 5/6; 1/50

- anty-EGFR; 1/50

Ptukano preparaty w buforze TBS przez 10 min.

Skrawki inkubowano przez 30 min z kompleksem\Esion/HRP

dla przeciwciat monoklonalnych Anti- MOUSE

Ptukano preparaty w buforze TBS przez 10 min

10.Inkubowano skrawki z DAB-em przez 2 min.

11.Ptukano preparaty w buforze TBS i pozostawiono vdzie destylowane,;.
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12.Delikatnie podbarwionmfra komorkowe hematoksylirMayer'ai pozostawiono w
wodzie & do zniebieszczenia
13.Przeprowadzono preparaty przez szereg alkoholipddino w ksylenie i zatopiono

w medium - Pertex Mouting Medium.

Il. Metoda z zastosowaniem kompleksu DAKO En Visitmwykrywania antygenéw: Ki-67,

ER-0, PgR, E-CD, VIM, ER-beta i CK 14.

Odparafinowano skrawki w ksylenie, przeprowadzoreep szereg alkoholi, ptukano

w wodzie destylowanej.

* Inkubowano preparaty zanurzone w buforze DAKO TaRgrieval Solution x 10
(51699) na tani wodnej (95-99°C) przez 20-40min. Preparaty ptaemno w tym
buforze na 20min.

* Plukano preparaty w buforze TBS przez 10 min

» Aktywnos¢ endogennej peroksydazy blokowano w 3% roztworzeénym nadtlenku
wodoru przez 10 min.

* Preparaty ptukano w wodzie higej przez 10 min. naginie w buforze TBS przez 5
min.

* Inkubowano skrawki przez 60 min., ze swoistymi pr&eiatem mysim
rozcienczonym w 1% roztworze albuminy w TBS

e anty-ERe; 1/50

* anty-PgR; 1/100

e anty-Ki67; 1/300

* anty-E-CD; 1/100

anty-VIM; 1/200

anty-CK 14; 1/100
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- ze swoistym przeciwciatem kroliczym

* anty-ER-beta;1/300

7. Piukano preparaty w buforze TBS przez 10 min.

8. Przez 30 min. inkubowano skrawki z kompleksem\ision/HRP

» - dla przeciwciat monoklonalnych Anti- MOUSE

» - dla przeciwciat poliklonalnych Anti- RABBIT

9. Preparaty ptukano w buforze TBS przez 10 min.

10. Inkubowano skrawki z DAB-em przez 2 min.

11.Ptukano preparaty w buforze TBS i pozostawiono vdzwe destylowanej.

12.Delikatnie podbarwionafra komérkowe hematoksylirMayer’a i pozostawiono w
wodzie & do zniebieszczenia.

13. Przeprowadzono preparaty przez szereg alkoholipddieno w ksylenie i zatopiono

w medium Pertex Mouting Medium.

4.4 Kryteria oceny reakcji immunohistochemicznych
Eksprest receptorow estrogenowyceh 3 oraz receptorow progesteronowych oceniano w
jadrach komarek nowotworowych. (rycina 3). Za wyndddtni uznano reakgparwrg w co

najmniej10% komaorek.

Rycina 3. Nadekspresjadrowych receptoréw ER alfa- poytiszenie 400x
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Eksprest receptora HER-2 oceniono za poraoeakcji barwnej btony komorkowej w raku
inwazyjnym. Wynik negatywny to zabarwienie ocenigie 0 i + (1+), za wynik pozytywny
uznano zabarwienie +++ (3+) (rycina 4), wszystlabarwienia okrdone ++ (2+) okréono
jako wyniki graniczne lub niejednoznaczne i skieaow do oceny amplifikacji gerdlER2
metod, fluorescencyjnej hybrydyzaaj situ (FISH). Wynik badania FISH wy#ano jako
stosunek liczby kopii gendER2do liczby kopii chromosomu 17 w komdérkach raka

naciekagcego. Wskanik powyzej 2,2 oznaczat amplifikagj wynik pozytywny.

Rycina 4. Nadekspresja btonowego receptora HERR-(Béwickszenie 400x

EGFR, CK5/6, CK14, Vimentyna, BRCA1 oceniano w diepsiowej skali, gdzie:
0- oznaczato brak reakcji barwnej,

1-oznaczato reakgjparwry

BRCAL i E-kadherya oceniano w dwustopniowej skali, gdzie:

0- oznaczalo reakgparwry < 50% komorek

1- oznaczato reakgparwry = 50% komorek

Bcl-2 oceniano tate w dwustopniowej skali, gdzie:

0- oznaczato reakgparwry w <10% komorek
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1- oznaczato reakgjparwry w = 10% komorek
Wskaznik proliferacji Ki 67 oceniano zgodnie z wytycaniySt.Galen 2010, gdzie:
0 - wybarwienie <15%

1 ->15% (rycina 5).

Rycina 5. Ekspresja Ki-67 >50% wdrach komorek raka przewodowego nacigt@go-

powigkszenie 400x

Zawart@¢ biatka p53 w komérkach nowotworowych oceniano alisk
0)- brak reakcji barwnej
1)- reakcja od 1-10%
2)- 11-50%

3)- powsej 50%

4.5 Statystyczna ocena wynikow
Zmienne ilgciowe (wiek, czas przgcia, czas do wyspienia przerzutéw) przedstawiono
jako sredni arytmetyczn wraz z odchyleniem standardowym oraz waniemi

ekstremalnnymi (minimum, maksimum).
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Zmienne jakéciowe dychotomiczne wyfano jako liczk (procent) zaobserwowanych
przypadkow. W analizie poazan tych cech zastosowano test doktadny Fishera. Zmien
jakosciowe kategorialne o liczbie poziomow >2 prezentowgako liczke (procent)
zaobserwowanych przypadkéw, amice midzy tymi zmiennymi oceniano za ponadestu
Chi-kwadrat. Dla oceny funkcji przgwalnasci zastosowano metedaplana-Meiera oraz
metod tabel trwaniazycia. Wptyw wybranych czynnikdw na pragie oceniano metad
regresji proporcjonalnego hazardu Coxa. Jako pomtoingci statystycznej przgjo
p<0,05. W obliczeniach wykorzystano system analayych StatSoft, Inc (20100)

STATISTICA (data analysis software system) vergdhwww.statsoft.comnr licencji

JXNP010B316627AR-K.
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S.WYNIKI
5.1 Typy histologiczne raka piersi wgmtijgce w analizowanych populacjach chorych
Najczsciej rozpoznawanym typem raka piersi w obu grugaghak przewodowy
inwazyjny. W grupie kontrolnej stwierdzonogstsze wysgpowanie raka zrazikowego
oraz innych typoéw raka piersi odpowiednio 4,65%j93% , w porodwnaniu do grupy
badanej (odpowiednio 2,02% i 15,15%) [Tab 1].
Tabela 1.Wysfpowanie poszczegdlnych typdéw histologicznych raileasi w grupach

badanej i kontrolnej

Grupa Rak Rak Inne typy | Nie mazna | Liczebna¢

przewodowy zrazikowy| raka okresli¢ typu|  grupy

Badana n (%) 78 (78,79) 2 (2,02) 15 (15,15 4 (4,04) 99 (100)

Kontrolna n (%)  53(61,63) 4(4,65) 18(20,93) 11(12,79) 86(100)

5.2 Ziglliwos¢é histologiczna, stopiezaawansowania i inne niekorzystne cechy

prognostyczne guzow nowotworowych w analizowangphlpcjach chorych
U mitodych pacjentek statystyczniezéziej rozpoznawano raki 0 wysokim stopniu
ztosliwosci charakteryzujce s¢ wyzsza atypa, czestszymi mitozami i rzadszym tworzeniem
cewek [Tab. 2]

Tabela 2. Wysfpowanie okrglonych histologicznych cech Aowosci w poszczegoélnych

grupach chorych

Cecha Grupa badana Grupa kontrolna P
liczba (%) liczba (%)
Stopier ztosliwosci | G1 4 (4,04) 16 (18,60 <0,00001
histologicznej(G) | G2 37 (37,37 39 (45,35
G3 50 (50,51 17 (19,77
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Gx 8 (8,08) 14 (16,28

Obecndac¢ atypii 1 0(0,00) 7 (10,00)  <0,00001
2 30 (32,97 44 (62,86
3 61 (67,03 19 (27,14

Tworzenie cewek |1 3 (3,30 8 (11,43) 0,006
2 18 (19,78 24 (34,29
3 70 (76,92 38 (54,29

Obecné¢ mitoz 1 24 (26,37 33 (47,14 0,004
2 29 (31,86 23 (32,86
3 38(41,86 14(20,00

W grupie miodych chorych stwierdzono znamiennigszg miejscowe zaawansowanie
procesu nowotworowego zaréwno w odniesieniu dokeiel guza pierwotnego (cecha

T) jak i ilosci zagtych weztow chtonnych (cecha T) [Tab. 3].

Tabela 3. Stopiezaawansowania miejscowego guza nowotworowego \ariyath

grupach
Cecha Grupa badan&rupa kontrolna P
liczba (%) liczba (%)

Wielkos¢ guza <2cm (T1) 46(47,92 58(69,88) <0,00001
(cecha T wg. AJCC) 2-5cm (T2)|  41(42,71 10(12,05

>5cm (T3) 5(5,20) 1(1,20)

xO(Tx) 4(4,17) 14(16,87
Zajecie pachowych waztow NO 46(46,46 69(83,13) <0,00001
chtonnych — cecha N wg. AJGC

N1 29(29,29 12(14,46
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N2 18(18,18 2(2,41)

N3 6(6,07) 0(0,00)
Pachowe wzly NO 46(46,46% 69(83,13) <0,0001
chtonne (N)

N1-3 53(53,54 14(16,87

W populacji chorych starszych znamiennie rzadzigjesdzano wysgpowanie takich
niekorzystnych czynnikdéw prognostycznych jak naargk przez nowotwor torebkiezta
chtonnego oraz inwazja naagzghtonnych czy krwionénych komaérkami raka. Z kolei
wystepowanie nacieczenia brodawki sutkowej i skory prizemaérki nowotworowe byto

podobne w obu grupach [Tab.4].

Tabela 4. Wysfpowanie innych, niekorzystnych czynnikdéw prognostyeh w badanych

grupach
Cecha Grupa badangGrupa kontrolna P
liczba (%) Liczba (%)

Inwazja torebki nieobecne 79(79,80 76(91,57 0,023
weztow chtonnych

obecne 20(20,20) 7(8,43)
Inwazja naczg nieobecne 68(68,69 76(89,41 0,005
chtonnych i krwionénych

obecne 31(31,31) 9(10,59)
Nacieczenie skory nieobecne 95(95,96 83(97,65) 0,515(ns

obecne 4(4,04) 2(2,35)
Nacieczenie brodawki |nieobecne 94(94,95 78(91,76) 0,384(ns
sutkowej

obecne 5(5,058) 7(8,24)
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5.3 Ekspresja receptorow steroidowych i HER2 w kéaah raka piersi
W guzach pierwotnych u mtodych chorych znamiennsslziej stwierdzano obec§to
receptoréw estrogenowych [Tab. 5A]. U kobiet po opauzie receptory te wykrywano u
70% chorych, a w populacji mtodych pacjentek u J9%b. 5A].
Analogicznie, w grupie chorych starszych w guzaehvpotnych czsciej stwierdzano
ekspresj receptoréw progesteronowych jednakmig@a te nie byla istotna statystycznie.
W grupie badanej obecfiotych receptorow wykryto w 46,5% a w grupie korrilw
57,6% przypadkow [Tab. 5B].

Tabela 5. Ekspresja receptorow hormonalnych w dunagvotworowych

A

Grupa Receptory estrogenowe | Receptory estrogenowe P
nieobecne  liczba(%) |obecne liczba(%)

Badana 57 (57,58) 42 (42,42) 0,0001

Kontrolna 25 (29,41) 60 (70,59

B

Grupa Receptory progesteronoweceptory progesteronowe¢ P
nieobecne liczba(%) obecne liczba(%)

Badana 53 (53,594) 46 (46,46) 0,163

Kontrolna 36 (42,36) 49 (57,64 (ns)

Analiza ekspresji receptoréw progesteronowych i BpRmedzy grupami nie byta
istotna statystycznie [Tab. 5] i [Tab. 6].

Nie stwierdzono statystycznie istotnyclzmic w czstasci wyskpowania rakow piersi
wykazupcych nadekspresyeceptora HER2. W grupie chorych mtodych nadelsgpre
receptora HER2 obserwowano w 28,3%, a w grupierkbmdj w 24,1% przypadkdéw

[Tab. 6] i (rycina 6).
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Tabela 6. Ekspresja receptora HER2 w komoérkach padeai

HER2 - brak nadekspresji

ilub FISH () n (%)

FISH (+) n (%)

HER2 - nadekspresja i/ly

b P

Grupa badana

71(71,72)

28(28,28)

Grupa kontrolna

63(75,90)

20(24,10

0,522(ns

451

40

35

30
257
20

[EEN
<
\\\|\\

nadekspresja HER-

Ogrupa badana
B grupa kontrolna

ekspresja ER

Rycina 6. Poréwnanie ekspresji receptorow HER2 mMEgupie badanej i kontrolnej

W populacji chorych mtodych ponad trzykrotniegzej wystpowat rak piersi o fenotypie

potréjnie ujemnym (37,4% przypadkdw) wobec 11,8%ypadkow w grupie kontrolnej.

Czestas¢ wystpowania raka potréjnie ujemnegaznita sk istotnie pomgdzy badanymi

populacjami [Tab. 7] i (rycina 7).

Tabela 7. Cgstas¢ wysigpowania potrojnie ujemnego raka piersi

Grupa Fenotyp inny ai Fenotyp potréjnie P
potréjnie ujemny ujemny
liczba (%) liczba (%)
Badana 62 (62,63)) 37 (37,37 0,00004
Kontrolna 75 (88,24) 10 (11,76
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Rycina 7. Porownanie wygiowania fenotypu potréjnie ujemnego w grupie bagane

kontrolnej

5.4. Immunohistochemiczna ocena dynamiki prolifekaenorkowe;.

W oparciu o oceniekspresji biatka Ki-67 wykazange komorki raka piersi u chorych

miodszych charakteryzowatysstotnie wy:sza dynamilkg proliferacji w porownaniu do

chorych starszych. U 68% chorych w grupie kontrodtierdzano indeks proliferacyjny

Ki-67 ponizej 15%, podczas gdy takiska dynamile proliferacji obserwowano jedynie u

28% miodych pacjentek [Tab.8].

Tabela 8. Ocena indeksu proliferacyjnego w guzastotworowych

Parametr Grupa badana liczba(%dprupa kontrolna liczba(? p
Ki67 <15% 28(29,17 55(67,90 <0,0001
Ki67 >15% 68 (70,83 26(32,10
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5.5 Analiza ekspres;ji biatek o dyskusyjnym znaozemignostycznym
W przeprowadzonych badaniach oceniano réwndenice w ekspresji biatek majych

potencjalne znaczenie prognostyczne. Do takiclebkiaalea — biatko naprawy DNA —

BRCAL, biatko anty-apoptotyczne — Bcl2 oraz bia#ldhezyjne — E-kadheryna. W grupie

miodych chorych stwierdzono znamienniesz ekspresj BRCAL i E-kadheryny w
poréwnaniu do starszych oséb. Z kolei wybarwienié Bpowyzej 10% uzyskano
czesciej w grupie kontrolnej (80,25% vs.68,10% ), zal&c¢ ta nie jest istotna

statystycznie [Tab.9].

Tabela 9. Analiza immunohistochemiczna biatek dgargjalym znaczeniu

prognostycznym

Parametr Grupa badan&rupa kontrolna P Cl 95%
BRCA1 <50% 82(85,42) 44(57,14) <0,0001 2,41-10,6
BRCA1>50% 14(14,58 33(42,86

E-kadheryna <50% 84(95,45) 48(60,00) <0,0001 4,67-42,C

E-kadheryn50% 4(4,55) 32(40,00
Bcl-2 <10% 30(31,90) 16(19,75 0,068
Bcl-2 >10% 64(68,10 65(80,25

5.6 Analizy immunohistochemiczne biatek determaygh wiaciwasci biologiczne
komorek raka piersi.
W poszukiwaniu potencjalnych czynnikdw prognostyainw oparciu o metody
immunohistochemiczne oznaczano obé&c¢rmatek kontrolugcych rznorodne procesy

biologiczne zachodzych w komorkach nowotworowych. W populacji mtodyatiorych
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istotnie czsciej stwierdzano ekspresgytokeratyn- CK 5/6, CK14 i receptora EGFR oraz
brak ekspresiji receptora estrogenowego beta w pwdiv do starszych pacjentek [Tab.10].
Tabela 10. Analiza immunohistochemiczna ekgipngdbranych receptorow oraz

elementow cytoszkieletu komoérkowego.

Parametr Grupa badana liczba(%o) Grupa kontrolzédi(%o) P
CK5/6 (-) 62(65,95 70(87,5)  0,0009
CK5/6 (+) 32(34,05 10(12,5)

CK14 (-) 24(26,37 46(65,71) <0,0001
CK14 (+) 67(73,63 24(34,29

EGFR(-) 12(13,33 19(27,14 0,029
EGFR(+) 78(86,67) 51(72,86

ERB(-) 44(44,44 20(23,80 0,021
ERB(+) 52(55,56 64(76,20

P53(-) 19(20,21 32(42,11 0,002
P53(+) 75(79,79) 44(57,89
Vimentyna(-) 70(76,92) 31(68,89) 0,318ns
Vimentyna (+) 21(23,08) 14(31,11

5.7 Analizy zalenosci czasu przgycia catkowitego w populacji mtodych chorych nkaa

i przezyé catkowitych od wybranych cech klinicznych, patangych i molekularnych.

Analizujac ocer przezycia catkowitego w grupie chorych mtodych do 3&uaycia nie

wykazano ranic w zalenosci od wielkaci guza pierwotnego (rycina 8).
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Prawdopodobienstwo przezycia Kaplana-Meiera
© Kompletne 4+ Uciete

1,0

0,9

0,8

0,7

0,6

0,5

0,4

Oreorory p=0,211

0,3

Prawdopodobienstwo przezycia

0,2

0,1

0,0

(0] 1 2 & 4 5 6 7 8 9 10 11

Czas (lata)

Rycina 8. Czas catkowitego peaeia chorych < 35 lat w zataosci o wielkasci guza

pierwotnego (cecha T1-T3)

Wykazano natomiast znamienngmice w czasie przgcia catkowitego w zalaosci od
obecndci przerzutow do pachowychegtow chtonnych. Mediana czasu pzyeia
catkowitego wynosita 3,9 lat w populacji choryctelmgtych weztéw chtonnych i 3,0 lat u

chorych z cecpN+ (p=0,002) (rycina 9).
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Prawdopodobienstwo przezycia Kaplana-Meiera
O Kompletne + Uciete

Przwdopodobienstwo przezycia

0,3

0,2

0,1

0,0

—— przerzuty obecne

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 =
~-— bez przerzutéw

Czas (lata)

Rycina 9. Czas przgcia catkowitego mtodych chorych w zatesci od obecnéci

przerzutow w pachowychaatach chtonnych.

Analizujac krzywe czasu przgcia catkowitego w zalaosci od cechy G nie stwierdzono
istotnych r@nic pomkdzy poszczegolnymi grupami.ddd chorych z niskim stopniem
ztosliwosci histologicznej G1 nie odnotowariadnego zgonu (rycina 10). Podobne wyniki
uzyskano analizaf czas przeycia catkowitego w zalaosci od dwoch parametrow
oznaczanych przy ustalaniu stopniash¥eosci histologicznej, a mianowicie obecmo mitoz
oraz tworzenia cewek przez komérki raka ( rycinyi 12). Wykazano natomiast znamienne
réznice w czasie przgcia catkowitego mtodych chorych w zafesici od wystpowania
atypii komorkowej (polimorfizmugder), mediana czasu peaeia chorych z guzami o
wysokiej atypii wynosita 3,9 lat, a w przypadku cjh z nisk atypka 3,6 lat (p=0,046)

(rycina 13).
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Prawdopodobienstwo przezycia Kaplana-Meiera
O Kompletne + Uciete

10
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Prawdopodobienstwo przezycia
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0,1+t

0,0
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Czas (lata) --- G3

Rycina 10. Czas przgcia catkowitego w zalaoéci od cechy G.

Prawdopodobienstwo przezycia Kaplana-Meiera
O Kompletne + Uciete

1,0 r '
09
0,8
0,7 +

0,6

0,5

04t

Prawdopodobienstwo przezycia

03+t

0,2 +

0,1+t

0,0 ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; 7
! — Mitozy kod 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 ___ Vitozy kod 2
Czas(latay Mitozy kod 3
Rycina 11. Czas przgcia catkowitego w zalaosci od wystpowania mitoz wgdrach
komodrek nowotworowych. Kod1 — matadtomitoz, kod 2 — pgrednia ilg¢ mitoz, kod 3 -

dwza ilos¢ mitoz.
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Prawdopodobienstwo przezycia
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Prawdopodobienstwo przezycia Kaplana-Meiera
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— Cewki kod 1
--- Cewki kod 2
------- Cewki kod 3

Rycina 12. Czas przgcia catkowitego w zalaosci od tworzenia cewek. Kod 1 oznacza

tworznie>75% cewek, a kod 3 tworzenie <10% cewek

Prawdopodobienstwo przezycia

1,0 '
09
0,8
0,7 +
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2 +
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— Atypia kod 2
--- Atypia kod 3

Rycina 13. Czas przgcia catkowitego w zalanosci od atypii pdrowej. Kod 3 oznacza

wysoka atypk, a kod 2 péredng atypk.
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Nie wykazano take r@nic w czasie przg/cia catkowitego mtodych chorych w zatesci od
indeksu proliferacyjnego guza (ekspresja Ki-67p@imci receptoréw estrogenowych i

HER2 (ryciny 14-16).

Prawdopodobienstwo przezycia Kaplana-Meiera
O Kompletne + Uciete

0.4}

Prawdopodobienstwo przezycia

0,3

0,2

0,0 L L : L L : L L L L
o] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 ~15%
Czas (lata) --- <=15%

Rycina 14. Czas przgcia catkowitego w zalanosci od ekspresji Ki-67
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Prawdopodobienstwo przezycia
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Rycina 15. Czas przgcia catkowitego w zalaosci od ekspresjigdrowych receptoréw

estrogenowych
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Rycina 16. Krzywe przg/cia catkowitego w zalaosci od obecnéci receptora btonowego

HER2
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Nie stwierdzono tate znamiennych tdnic w czasie przgycia catkowitego pomidzy
populacy chorych z guzem o fenotypie potrdjnie ujemnym pypacjami chorych z guzami o
innym fenotypie (rycina 17).

Prawdopodobienstwo przezycia Kaplana-Meiera
O Kompletne + Uciete

Prawdopodobienstwo przezycia

(0] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Inne

Czas (lata) -—- 3 negat.

Rycina 17. Czas przgcia catkowitego u chorych o fenotypie potrojniempym (3 neg.) w

poréwnaniu do innych fenotypdw raka

Wykazano wyrany trend w kierunku ditszego przeycia catkowitego chorych, u ktérych w
komodrkach raka piersi wykazano ekspgdsptka BRCAL na poziomie >50% poréwnaniu do

chorych z nisz ekspresj lub catkowitym brakiem ekspres;ji tego biatka (nail8).
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Ryc. 18. Czas catkowitego paeia chorych w zalnosci od ekspresji biatka BRCAL w

komodrkach guza. Kod ‘Negat’ — ekspresj BRCA1 naigoize <50%, ‘Pozyt’ — ekspresja
BRCAL1 >50%.
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6. DYSKUSJA
Rak piersi u miodych kobiet ma imnbiologic niz w starszych grupach wiekowych i
zazwyczaj przebiega bardziej agresywnie. Od dhugiezasu poszukuje esimechanizmow
molekularnych odpowiedzialnych za szybki rozwoyogresg raka piersi u mtodych kobiet,
ktére mogtyby stay¢ jako potencjalne czynniki prognostyczne i predykey Poszukiwania
takie prowadzoneaszaréwno na poziomie genéw — ocena polimorfizmowtaunji w obebie
DNA, oraz aktywaciji transkrypcji okémnych genow przy tyciu mikromacierzy RNA, a
takze na poziomie biatek z wykorzystaniem technik imwolustochemicznych. W
odr&nieniu od analiz genetycznych, wymaggjch prospektywnego gromadzenia materiatu
biologicznego, analizy immunohistochemiczne mday¢ przeprowadzane na archiwalnym
materiale tkankowym. Dlategozew niniejszej pracy z racji jej retrospektywnedwmrakteru
zastosowano techniki immunohistochemiczne w celangcprofilu niekorzystnych cech
biologicznych wystpujacych w rakach piersi u mtodych kobiet.
W przedstawionym badaniu populacja miodych chorgtiejmowata kobiety, ktdére w
momencie rozpoznania raka piersi nie przekracz&éhyrdku zycia. W literaturze nie ma
jednoznacznej definicji pegia ‘mtoda chora’. Najogciej okre&leniem ,mtoda” postugiwano
si¢ w stosunku do kobiet przed 40-tym rokiemycia [47]. W innych badaniach, autorzy
dowodzili, ze mtode chore, to takie, ktore migsikuja, czyli za wiek graniczny uznawano
50-ty rokzycia [48]. W niniejszym badaniu oparta; $ia definicji zawartej w The Women’s
Health Initiative (WHI) [22], i jako miode uznanookiety do 35 rokuzycia. Ustalenia
konferencji w St. Gallen w 2005 roku i latachzpiejszych potwierdzityze wiek do 35 roku
zycia jest niezatenym, niekorzystnym czynnikiem prognostycznym[29].

W populacji mtodych chorych ¢gciej stwierdzano guzy o wielkoi 2-5cm (cecha T2
wg AJCC). Zmiany o tych rozmiarach gazwyczaj wykrywane przypadkowo przez same

chore. W grupie kontrolnej, w ktorej z racji wiekstosowano rutynowe badania
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mammograficzne, znaczniegsziej wykrywano guzki mniejsze @ednicy nieprzekraczagej
2cm. Wielka¢ guza pierwotnego jest jednym z kluczowych paradvetoranych pod uwag
podczas podejmowania decyzji odnie sposobu leczenia uzupetlaEggo.

W przedstawionym badaniu cechi2 stwierdzono u 42,71% chorych, natomiast w
grupie kontrolnej u 12,05%. Rochefordiere i wsp.swojej pracy stwierdzilize u kobiet
ponizej 33 rokuzycia, guzy o wymiarach 2-5cm wygbwaly w 46% przypadkow [48].
Natomiast Qerzoli w grupie 37 chorych do 35 ragia znalazt 47% pacjentek z guzem o
srednicy przekraczagej 2 cm [49]. Na szczegélruwag: zastuguje opracowanie Maggard i
wsp., ktérzy w daym badaniu populacyjnym stwierdzili guzy wietkd T2 u 54% miodych
kobiet, podobne wyniki otrzymat Marou (56%) [50,26)V badaniu Gajdosa €ztai¢
wystepowania guzow T2 wynosita 36% [23].

Kolejnym, istotnym czynnikiem wpltywagym na rokowanie jest obecitoprzerzutow do
pachowych wztow chtonnych. W przedstawionej pracy znamienraesaej wystpowaty
one u miodych chorych - 53,53%. U zdecydowanekszaici starszych pacjentek (83,13%)
w badaniu histopatologicznym nie stwierdzono pragr® do wztéw chtonnych. Podobne
wyniki uzyskat w 2000 roku Kroman [51]. Sidoni natiast wykryt przerzuty do wziéw
chtonnych u 53% chorych do 40 rokycia i u 45% powyej 60 rokuzycia, jednak liczebnig
obu grup byta niewielka [52].

Do uznanych czynnikédw prognostycznych w raku piersliezy rowniez typ histologiczny
guza. U chorych poddanych analizie najcej stwierdzano raka przewodowego
inwazyjnego, ktéry w grupie badanej wysbwat w 78,79%, a w kontrolnej w 61,61%. U
chorych starszych zaobserwowana tzestsze wysfpowanie raka zrazikowego i innych
typodw raka piersi, zaimos¢ ta nie byla jednak istotna statystycznie. Pacjentérsze z
wczesnym rakiem piersi rutynowo otrzymywaty neoadjntowe leczenie cytostatykami, w

tej grupie chorych w 12,79% przypadkdéw nie udatousitalt typu nowotworu ze wzgtu na
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catkowita remisg raka. W 2006 roku nie wykonywano jeszcze rutyn@eeny histologicznej
guza przed rozpogziem leczenia indukcyjnego. Mpa przypuszcza ze u wielu z tych
chorych take wystpowat typ przewodowy i odsetek rozpoanaka przewodowego w obu
grupach bytby porownywalny. W deginym pEmiennictwie nie stwierdza eiistotnych
roznic pomedzy poszczegdllnymi grupami wiekowymi w wgsbwaniu okrélonych typow
histologicznych raka piersi [21,22,23,49,53].

Jednym z najwaniejszych czynnikow prognostycznych w raku pieesitjstopié ztosliwosci
histologicznej. W przeprowadzonym badaniu u potogs0,51%) miodych pacjentek
stwierdzano raki niskoz#gicowane G3, natomiast u starszych chorych ten ietop
ztosliwosci wystkepowat tylko w 19,77% przypadkow. Zaleoi¢ ta byta istotna statystycznie.
Natomiast w grupie kontrolnej exiej wystpowaly guzy G2. W celu okékenia stopnia
ztosliwosci histologicznej analizuje sitrzy parametry - atypi(pleomorfizm ader), liczle
mitoz w polu widzenia oraz tworzenie cewek przemkrki raka. Statystycznie gxiej
wszystkie te zjawiska wygbtowaty w guzach u kobiet mtodych. W tej populacyseka
atypk odnotowano w 67,03%, eztsze mitozy w 41,86%, a brak tworzenia cewek \@Z%,
przypadkow. Podobne wyniki w stosunku do miodychi&b uzyskat Querzoli i Maggard
[49,50]. Inni autorzy stwierdzali wysoki stopietosliwosci histologicznej guza u miodych
chorych zdecydowanej whszaici przypadkow ¥80%) [23,51,52]. Parametry powsze §
niezkzdne dla okréenia rokowania.

Nacieczenie torebki wzla chionnego oraz inwazja komérek nowotworowych w
okotoguzowych naczyniach chtonnych i krwidngch stanowd niekorzystne zjawiska brane
pod uwag przy planowaniu leczenia uzupetaieg@go. Znamiennie €stsze wysipowanie
tych parametrow w populacji mtodych chorych (nactekebki wezta - 20,20%, inwazja
naczy - 31,31%)swiadcz o zdecydowanie gorszym rokowaniu w tej grupie gblor W

dostpnym pgmiennictwie naciekanie naczykotoguzowych u chorych w wieku paej 40
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lat obserwowano u 21,2% pacjentek [54]. W ninigjszyadaniu odsetek ten jest #8yy, co
moze by zwiazane z miodszym wiekiem analizowanych chorych, mefraczajcym
zdefiniowanej krytycznej granicy 35 lat. Do czykdiv prognostycznych i predykcyjnych
zalicza st réwniez ekspresj receptoréw hormonalnych i HER 2 w komérkach ralexsp.
Ich obecné¢ pozwala nie tylko ocetirokowanie, ale tate ustalé przewidywamn odpowied
na leczenie systemowe. W populacji wszystkich kobilgorych na raka piersi receptory
estrogenowax (ER) wykrywane g w komérkach nowotworowych w 60-80% przypadkéw.
W niniejszym badaniu u kobiet po menopauzie odsesek wynosit 70,59%, natomiast
zdecydowanie rzadziej stwierdzano obeénBR w grupie mtodych chorych (42,42%). W
kilku innych badaniach obejmugychsrednio 116 (44-185) mtodych chorych p#eaji 35 roku
zycia ekspresja ER obserwowana byta jedynie w 43%ypadkow (20-61%) [23,26,56]. Z
uwagi na cgstsze wysfpowanie hormononiezaierego raka piersi, wkszag¢ miodych
chorych nie jest poddawana uzupekpgmu leczeniu hormonalnemu. Rowniekspresja
receptorow progesteronowych (PgR) stamgai korzystny czynnik prognostyczny byta
stwierdzana cgciej w grupie kontrolnej. U wkszaci miodych chorych nie wykrywano
ekspresji receptorow hormonalnych, jednakniéa w czstasci ekspresji PgR poraizy
badanymi populacjami nie byla istotna statystycz@igodnie z obecnymi rekomendacjami
terape hormonala stosuje s u chorych z rakiem piersi wykaagym ekspres] ER.
Metaanaliza badaklinicznych opublikowana w Lancet w 2007 roku wyké&,ze chore w
wieku <40 lat odnosg istotm korzys¢ ze skojarzenia tamoksyfenu z analogami
gonadoliberyn [57]. Zgodnie z aktualnymi wytyczristwierdzenie ekspresji ER niezabée
od poziomu stanowi przestanio wdraenia uzupetniacej hormonoterapi [14].

W dostpnym pémiennictwie odsetek mitodych kobiet chorych na rakersi, u ktorych
stwierdzono nadekspresj receptora HER2 waha ¢si w granicach 28%-44%.

Najprawdopodobniej, rozhiaosci te & ponownie zwizane ze sposobem definiowania wieku
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miodych kobiet. W niniejszym badaniu nadeksprddER2 stwierdzono u 28% chorych
miodych i 24% chorych w starszym wieku. Podobne ilymizyskat Berthau, jednak
liczebna¢ grupy miodych chorych u tego autora byla o p@lawnniejsza ni w niniejszym
badaniu [23,26,27,58,59,60ladna z pacjentek operowanych w latach 2002-20@@nych
stwierdzono nadekspresHER2 nie otrzymata leczenia uzupela@ggo transtuzumabem,
poniewa w tamtym okresie lek ten nie byt zarejestrowanterapii adjuwantowej. Wszystkie
chore zostaly poddane uzupetla@gj chemioterapii opartej gtéwnie o antracykliny i
cyklofosfamid, niektére z nich otrzymywaty rownigaksany.

W grupie badanej u ponad jednej trzeciej chorych%}B stwierdzono fenotyp potréjnie
ujemny, natomiast w grupie kontrolnej odsetek chbry tym typem raka piersi wynosit tylko
10%. Pacjentki z potréjnie ujemnym rakiem piersewykazujcym ekspresji ER, PgR i
HER2 maj gorsze rokowanie i praktycznie zawsze wymagajupetniagcej chemioterapii.
Nalezy jednak pamitaé, ze fenotyp potréjnie ujemny, nie jest synonimem ppdt
podstawnego charakteryzaaggo st gorszym rokowaniem [14,61,62,63]. Podobny odsetek
rakéw potréjnie ujemnych stwierdzili w swoich badsih Haffty i wsp., jednak jako mtode
uznali chore do 50 rokiycia [21].

Uzytecznym wskanikiem, przydatnym w podejmowaniu decyzji kwalifjgaej do leczenia
hormonalnego lub chemioterapii jest oznaczenie tadeksu proliferacyjnego Ki-67, ktéry
odpowiada poziomowi ekspresji biatka charakteryatggo dla wszystkich faz cyklu
komédrkowego za wyjkiem fazy GO. Zdecydowanie gzxiej w populacji mtodych kobiet
(70%) stwierdzano wysoki indeks proliferacyjny ($4p niz u chorych starszych (32%).
Obserwacja ta potwierdzage rak piersi u miodych chorych charakteryzuje snacznie
wyzsza dynamilky wzrostu, co koreluje z gorszym rokowaniem, alewigkszy wrazliwoscia

na chemioterapi[64].
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W niniejszej pracy staranocesiowniez zidentyfikowa inne parametry mage potencjalnie
stuzy¢ jako czynniki prognostyczne u mtodych chorych alearpiersi. Analizie poddano
ekspresj nastpujacych biatek - BRCAL, E-kadheryny i Bcl-2.

Biatko BRCAL sktada siz 1863 aminokwasoéw i jest jednym z kluczowych dkat
regulupcych procesy naprawy DNA. Wystuje w pdrze komérkowym wielu tkanek, a
szczegolnie w komérkach prolifeaglych. Zmniejszenie ekspresji obserwujesi
przyspieszonym wzkgie komorek gruczotu piersiowego w modelathitro, a utrata
ekspresji wysipuje podczas progres;ji i tworzenia przerzutdéw wirplersi. Rola tego biatka
nie zostata jeszcze doikwa poznana, ale jako potencjalny czynnik prognastyevzbudza
ono due nadzieje, poniewgest fatwo oznaczane w badaniu immunohistochergiozivv
badaniu wtasnym obserwowano znamigstatystycznie, niskekspresj u kobiet mtodych
(85,42%) w poréwnaniu do grupy kontrolnej (57,14%gmbie i Wilson ustalilize utrata
ekspresji BRCAL koreluje z wysokim stopniemsat@osci histologicznej [65,66]. W
pézniejszych publikacjach inni autorzy potwierdziliretacg pomigdzy nisk ekspresj tego
biatka a podtypami podstawnymi i potréjnie ujemnyaka piersi [67,68]. Obserwacja ta
moze mie w przyszidci duze znaczenie w doborze lekéw stosowanych podczas
chemioterapii. Niestety na podstawie ekspresjikai®RCAL1w pdrach komarkowych nie
mozna stwierdzi czy u badanej chorej wygtuje mutacja dziedziczna.

Innym, obiecujcym wskanikiem prognostycznym nmie st& si¢ transbtonowa molekuta
adhezyjna E- kadheryna, odpowiada za przyleganie komorkowe. W niniejszym badaniu
zaobserwowano niglkekspresj E-kadheryny u 95,45% miodych chorych, natomiagrupie
kobiet starszych tylko u 60%. Niska ekspresja teigtka adhezyjnego koreluje z wielam
guza, wysok ztosliwoscia histologiczm i rozsiewem choroby nowotworowej [69].
Nadekspresja biatka Bcl-2 yz@ana jest z lepszym rokowaniem. W badaniach widsnyc

stwierdzono cgciej reakcg barwra powyzej 10% uznamza pozytywn [70] w grupie
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chorych starszych, jednakartice te w obu grupach nie byly istotne statystyeziV
pismiennictwie Bcl-2 opisywany jest jakayteczny marker pozwalgy przewidywa 5-cio
letnie przeycie, poréwnywalnie do warfoi prognostycznych paneli receptorowych.
Niestety, dane na ten tematsprzeczne i wymagapalszych bada[41].

W przedstawionej pracy analizowanozaknne receptory i elementy cytoszkieletu takie jak
EGRF, ER, CK 5/6, CK14, p53 i Vimentyn W grupie badanej znamienniezfaiej
stwierdzano ekspresgytokeratyn 5/6, 14, obecfioreceptora dla naskorkowego czynnika
wzrostu oraz akumulaggmutowanego biatka p 53. Taki model immunohistoaicezny
charakterystyczny jest dla raka o fenotypie poigdipemnym. Dane teaszbiezne z
opracowaniami innych autorow bagiaych populacje mtodych chorych na raka piersi
[49,52,62,71].

Ekspresja wimentyny — biatka wtoknagpedniego, ktore jest ¢gcia struktur podporowych
komorek, rzadko spotykana jest w inwazyjnych rakaielnsi, a jej obecrié wiaze sk z
wystepowaniem potencjalnie bardziej agresywnych i chemionych guzow. W
przedstawionym badaniu analizajten parametr nie uzyskano znamiennycmi@pomedzy
badanymi populacjami. W niniejszym badaniu nie petdzono rownie potencjalnej roli
prognostycznej tego biatka analizowanej populaéjidyich chorych [72].

Nowym, przydatnym czynnikiem predykcyjnym nmaogkaza Si¢ receptory
estrogenowe beta. W obu grupach ich ekspresjagogtabna do receptorow estrogenowych
alfa. Wyniki innych autorowsszbiezne z przedstawionymi w tym opracowaniu [73]. Szereg
prac wskazujeze w przysztéci receptory estrogenowe beta magat sic howym celem
terapeutycznym [74,75].

Mtody wiek jest uznanym niekorzystnym czynnikienognostycznym w raku piersi.
W szeregu badawykazanoze kobiety w wieku < 35-40 rokkycia maj gorsze rokowanie i

krotszy czas przgycia catkowitego w porownaniu do starszych choryt@ 77,78]. Oprocz
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wieku, uznawanego za niezatg, niekorzystny czynnik prognostyczny istniejersgeinnych
parametréw, ktére magpozwolic na zidentyfikowanie wdéd mtodych chorych na raka piersi
grup pacjentek o odmiennym rokowaniu. Glkeaie, ktére chore nate do grupy ztego lub
dobrego rokowania jest niegine przy planowaniu leczenia uzupetatago i opieki po
zakaczeniu terapii. W populacji mtodych chorych uczestscych w niniejszym badaniu
oceniano klasyczne parametry histopatologiczne ekapresj szeregu biatek o potencjalnym
znaczeniu prognostycznym, ktére rastie korelowano z czasem pzgeia catkowitego. W
badanej populacji 99 chorych na raka piersi w wigR& rokuzycia bezdyskusyjnym,
niekorzystnym czynnikiem ryzyka okazat &iy¢ status pachowych aztéw chtonnych.

Chore, u ktorych stwierdzono obesgtigrzerzutow w okolicznych gztach chtonnych miaty
znamiennie krétszy czas pezeia catkowitego w poréwnaniu do chorych z cebdl®.
Obserwacja ta potwierdza ogromny wptyw stareztéw chtonnych na rokowanie chorych na
raka piersi niezataie od wieku [79,80]. W analizowanej populacji myatl chorych nie
stwierdzono natomiast znamiennego wptywu wiétkguza pierwotnego na czas pty€a
catkowitego, a jedynie zaobserwowano trend w kilaukrotszego przs/cia u chorych z
wiekszymi guzami. W innych badaniach dotycygch ogdlnej populacji chorych na raka
piersi wielkg¢ guza stanowita niezailey czynnik prognostyczny [79,80]. Brak stwierdzenia
istotnych ré@nic w czasie przg/cia catkowitego w zalanosci od cechy T wynika
najprawdopodobniej ze zbyt matej liczebadoadanych grup, jednak nie sma wykluczy,

ze w przypadku agresywnego leczenia systemowegerkid byty poddane wszystkie miode
chore wielkd¢ guza rzeczywcie nie miata istotnego znaczenia prognostycznego.

Stopien ztosliwosci histologicznej od wielu lat uznawany jest zazalezny czynnik
prognostyczny w raku piersi [81]. Jednak, w badg@ogulacji mtodych chorych na raka
piersi nie wykazano istotnychzndic w czasie przg/cia catkowitego w zalaosci od stopnia

ztosliwosci histologicznej (G2 vs. G3). W analizie nie brguam uwag cechy G1, poniewa
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ten stopié ztosliwosci stwierdzono tylko u kilku chorych. W swoim badafRakha i wsp
[71] analizugjc populact ponad 2 tysicy chorych na raka piersi w wieku <70 lat wykazali
istotmy korelacg czasu przeycia swoistego dla raka piersi (Breast Cancer Sipesurvival) z
poszczegdlnymi stopniami Aawvosci histologicznej. Bardzo ciekavwobserwacj w
niniejszej pracy wydaje sby¢ prognostyczna rola polimorfizmader komorkowych. W
odr&nieniu od dwdch innych parametréw histologiczny@rzbednych do ustalenia stopnia
ztosliwosci raka piersi (ocena mitoz i tworzenie cewek),@imd¢ zaburzé w budowie gder
okazata s istotnie korelowé z czasem przgcia catkowitego. Nie mma wykluczy, ze
polimorfizm jader okae sk przydatny przy definiowaniu grup ryzyka&rgd miodych
chorych na raka piersi, jednak potwierdzenie teglzie wymagato prospektywnych bada
Indeks proliferacyjny Ki-67, ktory od pewnego czgsst rutynowo oznaczany we wczesnych
rakach piersi ma przede wszystkim znaczenie pregiyka jest wykorzystywany przy
podejmowaniu decyzji odsnie leczenia uzupetnigego [14]. W swojej pracy Klintman i
wsp. [82], wykazalize Ki-67 ma réwnie znaczenie prognostyczne. W populacji chorych
przed menopauzawvykazali znamienne pdice w zakresie czasu pezeia catkowitego i
czasu przeycia wolnego od choroby w zateosci od ekspresji Ki-67<20 vs. >20%). W
niniejszej pracy nie stwierdzono natomiastié w zakresie czasu pragia catkowitego w
miodszej grupie wiekowej w poréwnaniu do badanietthana, a dodatkowo zastosowano
inny punkt odgicia (Ki-67 <15 vs. >15%), zgodny z rekomendacjami konferencji
uzgodnieniowej St Gallen.

Ekspresja receptora estrogenowego jest kolejnyranyan korzystnym czynnikiem
prognostycznym i predykcyjnym u chorych na rakapigi4,80, 29]. Stwierdzenie obecwo
receptora estrogenowego ydjach komaorek raka pieréiviadczy o hormonowrdiwosci i
determinuje strategipostpowania terapeutycznego w oklanym przypadku. Mtode chore

<35 roku z hormonozataym rakiem piersi majzdecydowanie gorsze rokowanie w
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poréwnaniu do chorych starszych [83]. W przypad&tnionozalenego raka piersi
wymagaj one hormonoterapii opartej o skojarzenie tamoksfyzanalogami gonadaoliberyn
[57] i zawsze powinny zostgpoddane uzupenigej chemioterapii [51]. W analizowanej w
niniejszym badaniu populacji mtodych chorych eks@eeceptora estrogenowego okazata
si¢ nie mi& znaczenia prognostycznego. Maoswiadczy o tym,ze w przypadku bardzo
miodych chorych agresywna uzupetacg chemioterapia ma istotny wptyw na czas
przezycia catkowitego niezalmie od hormonozaimosci nowotworu i uzupetniage]
hormonoterapii.

Ekspresja receptora HER2 jest réwiniznanym niekorzystnym czynnikiem prognostycznym
w o0golnej populacji chorych na raka piersi [84].IMgraturze brakuje jednak informacji na
temat prognostycznego znaczenia ekspresji HER2pulpoji mtodych chorych na raka
piersi. W niniejszym badaniu nie wykazano znamiehmgznic, a jedynie trend w kierunku
krotszego czasu przgcia catkowitego mtodych chorych na raka piersadekspregjHER2.
Zastosowanie agresywnej chemioterapii uzupetogmogto przyczyri sie do

zniwelowania ranic w zakresie czasu praeia catkowitego pomidzy subpopulacjami
miodych chorych z prawidtoav nieprawidtows ekspresj HER2. Pomimo niekorzystnego
znaczenia prognostycznego nadekspresja HER2 stadamiez czynnik predykcyjny
odpowiedzi na chemioterapopart, 0 doksorubicyg, cyklofosfamid i fluorouracyl [85].
Pacjentki z potrgjnie ujemnym rakiem piersi bezpe&sji receptorow hormonalnych i
nadekspresji HER2 magdecydowanie gorsze rokowanie w poréwnaniu dograek z

innymi fenotypami raka [86]. W kanadyjskim badapapulacyjnym przeprowadzonym na
grupie 1500 chorych wykazange ryzyko zgonu byto trzykrotnie wgze w populacji

chorych na potrdjnie ujemnego raka piersi [87kr§d chorych na raka o fenotypie potrojnie

ujemnym wiek <40 rokuaycia wydaje si by¢ istotnym niekorzystnym czynnikiem
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rokowniczym [88, jednak brak jest w literaturze jednoznacznydbrmacji na temat

wartasci prognostycznej tego typu nowotworu u chorych ik poniej 35 lat.

Mutacja lub brak ekspresji BRCA1 w komérkach ralexg wiaze sk z wystpowaniem
niekorzystnych cech patologicznych takich jak fgpgtodstawny (basal-like), brak ekspres;ji
ER, czy wysoki stopieziosliwosci histologicznej [89]. W swojej pracy Rakha i wsp.
wykazali,ze zaburzona ekspresja BRCA1 obserwowana w okoto giz¥padkéw byta
niekorzystnym czynnikiem prognostycznym w ogolngpplacji chorych na raka piersi
liczacej prawie dwa tysce kobiet [67]. W badane] populacji mtodych kolueas przeycia
catkowitego byt diaszy w grupie chorych, u ktorych stwierdzano ekgprBRCAL. Ré&nice

w czasie przgycia catkowitego nie osgnety jednak znamiennii statystycznej, co nie

by¢ zwiazane z dia dysproporci w liczebndci grup BRCA1+ vs. BRCA1-(83 vs. 13
chorych).

W wiegkszaici publikacji dotycacych potencjalnych czynnikdw prognostycznych u mitdd
chorych na raka piersi ocenig pirzede wszystkim czas peaeia wolnego od choroby,
ktérego analiza wymaga znacznie krétszej obserwéciizas przeycia catkowitego. Czas
przezycia catkowitego jest jednak uweny za podstawowy i najbardziej obiektywny parametr
w onkologii. Problematyka raka piersi w bardzo nymdwieku, z racji systematycznie
wzrastagcej zachorowalrgei staje s¢ coraz cgsciej dyskutowanym zagadnieniem. Jednak
ilos¢ danych dotycazcych zardwno rokowania jak i optymalnego ppstvania
terapeutycznego w tej szczegdlnej populacji w podviu do starszych grup wiekowych jest
ograniczona. Niniejsza praca dostarcza dowodowymazng odmienndé raka piersi w
populacji chorych przed 35 rokieigcia w poréwnaniu do starszych chorych zaréwno pod
katem parametréw klinicznych jak i molekularnych. Rtddwo, potwierdzaze wiele
uznanych czynnikdw rokowniczych rutynowo stosowdmwycanalizie ryzyka czy planowaniu

leczenia uzupetniagego w ogdlnej populacji chorych na raka piersizennie mi¢
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uzasadnienia w odniesieniu do bardzo mtodych koWietioski ptyrace z niniejszej pracy, w
zwiazku z jej retrospektywnym charakterem mjgdnak ograniczone przedenie na praktyk
kliniczna i wydaja sie stanowt hipotezy, ktére nalatoby zweryfikowa w prospektywnych

badaniach translacyjnych.
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7. WNIOSKI

1. Stwierdzono istotne #mice w cechach klinicznych, histologicznych i
immunohistochemicznych poguzy populacj chorych na raka piersi w wieku
ponizej 35 lat a populagjchorych powyej 56 rokuzycia

a. wielkos¢ guza i czstas¢ wyskpowania przerzutéw do pachowyclziow
chtonnych byty istotnie wisze w populacji chorych mtodych

b. niekorzystne parametry histologiczne takie jak vikystopieir ztosliwosci oraz
jego sktadowe takie jak: liczba mitoz, tworzenievek, atypia komdrkowa a
takze inwazja nacaybyly znamiennie cgciej stwierdzane w populacji
miodych chorych

c. w populacji chorych w wieku <35 lat obserwowanorarennie czstsze
wystepowanie powszechnie uznanych czynnikéw prognostyaziakich jak
wysoki indeks proliferacyjny czy fenotyp potrojnagemny

d. stwierdzono rOwnizznamiennie cgstsze wysipowanie potencijalnie
niekorzystnych czynnikdéw prognostycznych takich fgdka ekspresja
BRCAL, E-kadheryny, czy wysoka ekspresja biatka @&& cytokeratyny 14

2. Zdefiniowano warté¢ potencjalnych czynnikdw prognostycznych w populacj

miodych chorych na raka piersi w odniesieniu dsuozzatkowitego przgcia

a. obecnd¢ przerzutéw w pachowychaatach chtonnych byta istotnym,
niekorzystnym czynnikiem prognostycznym

b. przexycie chorych na raka piersi z wysoitypa komorkows niezalenie od
stopnia ztgliwosci histologicznej byto znamiennie krotsze w poréwinado
chorych z péredni atypi

c. parametry takie jak wysoki indeks proliferacyjnispresja receptoréw
estrogenowych i HER2, fenotyp potréjnie ujemny pdapce wartgéé
prognostyczaw ogolnej populacji chorych na raka piersi, w plapji

miodych chorych nie wykazaty waém rokowniczej
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8. STRESZCZENIE

Rak piersi jest najestszym nowotworem zétiwym u kobiet w Polsce. Ryzyko
zachorowania na ten nowotwor ziksza s¢ wraz z wiekiem. U miodych kobiet do 35 roku
zycia wykrywany jest on rzadko i stanowi 2-5 % wskieh rozpoznawanych rakow piersi.
Ze wzgkdu na gorsze rokowanie i krotszy czas pyeea catkowitego w tej grupie wiekowej
szczegolnie istotne jest oklenie czynnikdw prognostycznych i predykcyjnychjret
umazliwi g przewidywanie przebiegu choroby oraz pozwwh optymalizagj leczenia
uzupetniagcego. Onkolodzy w swojej praktyce klinicznej postjagsic wieloma czynnikami
prognostycznymi i predykcyjnymi o uznanej wddiow ogoélnej populacji chorych na raka
piersi, ktére mog nie by odpowiednie dla populacji bardzo mtodych (<35 &tprych.
Celem pracy byto poréwnanie wypbwania okrélonych klinicznych, patologicznych i
molekularnych czynnikéw prognostycznych w populadiodych i starszych chorych na raka
piersi, a take analiza wartai rokowniczej poszczegolnych zdefiniowanych czyam
prognostycznych w odniesieniu do czasu pyz& catkowitego mtodych chorych.

Materiat i metoda

Przedmiotem badabyly tkanki pochodzce z zabiegow operacyjnych 185 kobiet
leczonych w Wielkopolskim Centrum Onkologii z pownodczesnego raka piersi. Grup
badamn stanowito 99 chorych w wieku 19-35 latddnia - 30,6) operowanych w latach 2002-
2006. Do grupy kontrolnej zakwalifikowano 86 chdmyow wieku 56-62 latas(ednia 58,4)
operowanych w 2006 roku, u ktorych w chwili rozpamra stwierdzono menopauznalizie
poddano dane kliniczne oraz parametry histologiczmenunohistochemiczne. Wszystkie
badania mikroskopowe zostaty przeprowadzone w dakgaPatologii Nowotworéw
Wielkopolskiego Centrum Onkologii.

Zmienne ilgciowe przedstawiono jakiedni arytmetycza wraz z odchyleniem

standardowym oraz wadciami ekstremalnymi. Zmienne jad@owe dychotomiczne i
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kategorialne wyrzono jako liczlg (procent) zaobserwowanych przypadkéw, anice

migedzy nimi oceniano za pomgtestu Chi-kwadrat. Do oceny czasu psaea catkowitego
zastosowano meteKaplana-Meiera.

Wyniki:

Najczsciej rozpoznawanym typem nowotworu w obu grupadirély przewodowy
inwazyjny. U miodych chorych istotnie gzxiej rozpoznawano raki o wysokim stopniu
ztosliwosci charakteryzujce s¢é wyzsz atyph i czestszymi mitozami, w ktérych rzadziej
stwierdzano obecré cewek. W grupie badanej obserwowano znamiennigszeymiejscowe
Zzaawansowanie procesu howotworowego zaréwno w sigmie do wielkéci guza (cecha T)
jak i liczby zagtych weztéw chtonnych ( cecha N). U starszych chorych zieamie rzadziej
stwierdzano wyspowanie niekorzystnych czynnikow prognostycznydtictajak: inwazja
torebki wezta, naczy chtonnych czy krwiongnych przez komorki raka.

W guzach u mtodych kobiet stwierdzano istotnie szagkspresj receptora estrogenowego,
natomiast ekspresja receptora progesteronowegdizHte rénita sk znamiennie w
poréwnaniu do chorych starszych.

Fenotyp potréjnie ujemny, ktory stanowi niekorzystaynnik prognostyczny stwierdzano
istotnie czsciej u mtodych chorych. W tej grupie wiekowej odmwtno take wyzszy
dynamile proliferacji, okrélana na podstawie ekspresji biatka Ki-67.

Potencjalne niekorzystne czynniki prognostyczneetgk niska ekspresja BRCALl i E-
kadheryny, czy wysoka ekspresja cytokeratyn 54 orhz EGFR stwierdzano znamiennie
czesciej w populacji mtodych chorych.

Odnotowano istotne #dice w czasie przgcia catkowitego mtodych chorych w zalesci

od stanu pachowycheztoéw chtonnych. Chore bez przerzutow dezWdw zyty diuze;.

Innym parametrem o waia predykcyjnej byto wysipowanie atypii komdrkowej — wysoka

atypia zwizana byta ze znamiennie skroconym czasenvpciz catkowitego. Pozostate
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klasyczne i potencjalne czynniki prognostycznemiaty wartgci rokowniczej w odniesieniu
do czasu catkowitego przgcia chorych w grupie badanej.
Whioski:

W wykonanych badaniach stwierdzono istotneniée w zakresie klinicznych,
histologicznych oraz molekularnych cech rakéw piposniedzy populacjami chorych
miodych (<35 rokuycia) i starszych (>56 rokkycia). U miodych chorych stwierdzono
czestsze wysgpowanie niekorzystnych czynnikdw prognostycznychoprciu o analizy
czasu catkowitego przgcia zdefiniowano nowe, potencjalnie niekorzystagnaiki

rokownicze w populacji mtodych chorych na raka gier

8. ABSTRACT
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Breast cancer is the most common malignancy amohghPvomen. Morbidity rises with
age. In young women (aged below 35 years) the @mcie of this malignancy is relatively
low, and consists of 2-5% of all breast cancer ase

Due to worse prognosis and shorter survival in golireast cancer patients it is crucial to
determine prognostic and predictive markers tonoige adjuvant therapy. There are a lot of
such markers used in everyday oncology-practicé;wdre acknowledged for general breast
cancer population. Hover, these markers mighbeauitable for younger patients (<35
year-old).

The aim of this study was to compare the incidexiatefined clinical, pathological and
molecular prognostic factors between young androlaignen diagnosed with breast cancer.
Analysis of prognostic value of each potential pragfic factor in the population of young
breast cancer patients has been carried out.

Material and methods: Paraffin-embedded tissud85fconsecutive women diagnosed with
early breast cancer in GreaterPoland Cancer Cemter analysed. The studied group
consisteded of 99 patients aged 19-35 years (ngaB@6) who underwent surgery in years
2002-2006. The control group consisted of 86 postrpausal women, aged 56-62 years
(mean age 58,4). Histological and immunohistochahparameters were assessed. All
microscopic studies were conducted in Pathologyaltepent of Greater Poland Cancer
Center. Statistical analysis was done using Chasgtest. Survival analysis were presented
as Kaplan-Meier curves.

Results: In both groups invasive ductal carcinorag most the common type of breast
cancer. Young women were often diagnosed with grglde tumors, characterised by higher
cellular athypia and mitotic rate and absence loé tiormation.

Significantly bigger tumors (T) and higher incideraf lymph node metastases (N) was found

in the studied group. In the control group unfawatle negative prognostic factors such as
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invasion of lymph node capsule or invasion of blbgdphatic were observed significantly
less frequently. Estrogen receptor expression asasrlin young women, but expression of
progesterone receptor and HER2 were comparabletingsoups. Triple negative phenotype,
which is an unfavourable prognostic factor, wasifbmore often in young women. In this
group higher breast cancer proliferation rate (M@gle7 expression) was also noted. Among
young women other potentially negative factors watse more often detected: low BRCAL
and E-cadherin expression; cytokeratine 5/6 andr EGFR high expression. In young
patients the overall survival time significantlyreglated with axillary lymph nodes status.
Cellular atypia turned out to represent anothemiant prognostic marker: high rate of
cellular polymorphism was related to significarghyrter survival. Other classical and
potential prognostic markers did not prove thelugan the population of young breast
cancer patients.

Conclusions:Significant differences in clinical, histologicatid molecular features of breast
cancers were found between young (<35 years) atet (#56 years) female patients.
Unfavourable prognostic factors were more freqyetdtected in younger patients. Based on
survival analysis, new potentially unfavourablegirostic such as high atypia or low BRCA1

expression were defined in the population of yoboreast cancer patients.
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