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Apstrakt

Uvod/Cilj. Citokeratini (CK) 5/6 i 17 predstavljaju markere koji
se eksprimiraju u bazalnim/mioepitelnim ¢elijama dojke, kao i u
pojedinim karcinomima dojke. U vise studija dokazano je da je
ckspresija ovih ,,bazalnih® markera povezana sa specificnim his-
tomorfoloskim i imunobioloskim karakteristikama tumora, lo-
Som prognozom i karakteristicnim genskim zapisom. Cilj naseg
rada bio je da se odredi ucestalost ekspresije bazalnih citokeratina
CK5/6 i CK17 u ispitivanom uzorku duktalnih invazivnih karci-
noma dojke, kao i da se ispita postojanje povezanosti izmedu
tumorske ekspresije bazalnih citokeratina i klinicko-patoloskih
prognostickih faktora: zivotnog doba, histoloskog stepena dife-
rentovanosti, hormonskog receptornog statusa, kao i HER2 (hx-
man epidermal prowth factor receptor 2) proteinske ekspresije i HER2
genske ampflikacije u tumorskom tkivu. Metode. Istrazivanje je
bilo sprovedeno na uzorku od 121 karcinoma dojke duktalnog,
nespecificnog tipa. Tumorska ckspresija CK5/6 1 CK17 utvrdi-
vana je imunohistohemijskom metodom. U radu je ispitivana
ucestalost pozitivne imunohistohemijske ekspresije CK5/6 i
CK17 u karcinomu dojke, kao i povezanost ekspresije bazalnih
citokeratina (basal-like fenotipa) sa klinickopatoloskim paramet-
rima. Rezultati. Pozitivna ekspresija CK5/6 ustanovljena je kod
22%, a CK17 kod 30% ispitivanih uzoraka karcinoma dojke.
Tumoti sa pozitivnom ekspresijom CK5/6, kao i CK17, karakte-
risali su se negativhim nalazom receptora za estrogene i progeste-
ron i negativnim HER2 statusom (triplnegativnim fenotipom).
Ekspresija bazalnih citokeratina bila je statisticki znacajno pove-
zana sa lo$im stepenom histoloske diferencijacije ispitivanih tu-
mora. Zakljucak. Odredivanje ekspresije citokeratina 5/61 17 u
tumorskom tkivu, samih ili u kombinaciji sa drugim markerima
bazalne diferencijacije, moze imati klinicki znacaj u selekciji bole-
snica sa agresivnim tipom karcinoma dojke koje zahtevaju pri-
menu posebnih terapijskih modaliteta.

Kljucne reci:

dojka, neoplazme; keratin; receptori, estrogenski,
receptori, progesteronski; geni, ekspresija;
imunohistohemija; prognoza.

Abstract

Background/Aim. Cytokeratins (CK) 5/6 and 17, myoepi-
thelial markers, are also expressed in a proportion of breast
carcinomas. Breast carcinomas expressing basal epithelium
cytokeratins constitute a tumor subgroup that shows com-
mon but heterogeneous morphological, genetical, and immu-
nophenotypical features and is associated with poor clinical
outcome. The aim of this study was to determine the inci-
dence of basal expression of cytokines CK5/6 and CK17 in
the tested samples of ductal invasive breast cancers, as well as
to test the presence of a correlation of tumor expression of
basal cytokines and clinicopathological prognostic factors:
age, the level of histological differentiation, hormone recep-
tor status, HER2 (buman epidermal prowth factor receptor 2) protein
expresion and HER2 gene amplification in tumorous tissue.
Methods. Immunohistochemistry (IHC) was used to evalu-
ate the CK5/6 and CK17 status of 121 ductal invasive breast
cancers. The results thus obtained were compared with clini-
copathological characteristics. Results. From the 117 ana-
lyzed tumor specimens, 22% and 30% were immunohisto-
chemically positive for CK5/6 and CK17, respectively. Basal
cytokeratins showed significant inverse relationship with es-
trogen and progesterone receptor status and HER2 protein
expression. CK5/6 and CK17 immunoreactivities were di-
rectly associated with triple-negative phenotype and higher
histological grade. Conclusion. Our findings are similar to
reports that tumours expression of basal cytokeratins are cor-
related with adverse pathological parameters. Given the lim-
ited number of emerging therapeutic targets in these tumors,
routine ITHC identification of basal-like subtype as a poor
prognostic group of breast cancer could be based on the ex-
pression of basal CKs.
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Uvod

Citokeratini (CK) su proteini koji oslikavaju tip epitel-
nih celija, tkivni rast i diferencijaciju, kao i1 funkcionalno
stanje tkiva. Do sada je opisano dvadesetak razli¢itih keratin
gena, lokalizovanih na hromozomima 12 ili 17. Svaki od
ovih gena enkodira specifi¢nu keratinsku podjedinicu na os-
novu koje se moze izvr$iti klasifikacija na nisko- i visoko-
molekularne citokeratine, kao i kisele, odnosno bazne oblike
na osnovu njihovih izoelektri¢nih tataka '.

Tokom razvoja i diferencijacije tkiva i organa, ekspri-
miraju se razlicite izoforme citokeratina, a razlicite vrste
epitela karakteriSu se razli¢itim oblicima citokeratina. Strati-
fikovani skvamozni epitel pokazuje ekspresiju CK1-6 i 9-17,
dok su CK7, 8, i 18-20 identifikovani u jednostavnim, zlez-
danim epitelima > *. Dokazano je da se ekspresija citokerati-
na tokom onkogeneze ne menja. Vecina karcinoma dojke ek-
sprimira CK7, CK8/18 i CK19, diferentovani glandularni fe-
notip najc¢esce udruzen sa ER pozitivnoS¢u. Nasuprot ovome,
znacajno manji broj karcinoma dojke eksprimira citokeratine
visoke molekularne tezine: CK5/6, CK14 i CK17 **. Na os-
novu ekspresije citokeratina, karcinomi dojke mogu se pode-
liti u Cetiri grupe: najucestaliji su tumori koji eksprimiraju
isklju¢ivo luminalne citokeratine, redi su meSoviti bazal-
no/luminalni, dok su ¢isto bazalni i nulti, oni koji ne esprimi-
raju citokeratine, retki .

Iako je ispitivanje ekspresije razli€itih citokeratina u kar-
cinomima dojke predmet intenzivnih istrazivanja ve¢ Cetvrt
veka, skorasnja supklasifikacija karcinoma dojke zasnovana na
DNA microarray (mikrocip) profilu genske ekspresije (DNA
¢ip, genski Cip), u centar interesovanja postavlja bazalne kar-
cinome, tumore koji eksprimiraju bazalne citokeratine. Perou i
sar. > prvi su pokazali da se fenotipska raznolikost karcinoma
dojke ogleda u odgovarajuc¢im sistemskim varijacijama genske
ekspresije, dok su Sorlie i sar. © dokazali da se pet zasebnih ti-
pova karcinoma dojke definisanih tehnologijom microarray
[luminalni A, luminalni B, slican normalnoj dojci, HER2 (hu-
mai epidermal growth factor receptor 2) pozitivan i bazaloidni
tip], karakteriSu razli¢itom prognozom bolesti. Bazalni karci-
nomi dojke, definisani na osnovu genske ekspresije analizom
microarray, ¢ine do 15% od svih karcinoma dojke > °. Ova
podgrupa nazvana je tako jer neoplasticne Celije bazalnog kar-
cinoma eksprimiraju gene koji se uobicajeno nalaze u normal-
nim bazalnim/mioepitelnim ¢elijama dojke, ukljucujuci one
odgovorne za citokeratine visoke molekularne tezine, HMW
(high molecular weight) ili ‘bazalne’ citokeratine (CK56,
CK14 i CK17), kao i neke druge markere bazalne diferencija-
cije . Tako poreklo i patogeneza bazalnih karcinoma nije u
potpunosti jasna, smatra se da ovi tumori verovatno poti¢u od
CKS5 pozitivnih epitelnih progenitornih ¢elija dojke. U fiziolo-
skim uslovima, ove Celije su, preko intermedijalne faze, spo-
sobne da se diferenciraju u pravcu luminalnog epitela (CKS,
18+) i mioepitela (eksprimira glatkomisi¢ni aktin) > *. U vise
studija dokazano je da su bazalni karcinomi dojke pretezno lo-
Se diferentovani tumori, ¢esto sa medularnim i metaplasticnim
elementima. Imunohistohemijski, oni su pretezno receptori za
estrogen — (ER), receptori za progesteron — (PR) i receptori
HER2 — (HER2)-negativni. Pozitivna ekspresija bazalnih mar-

kera, dokazano je, povezana je sa loSom prognozom sporadic-
nih tumora i sa BRCA-1 mutacijama, najverovatnije kao odraz
visokog proliferativnog kapaciteta ovih tumora, kao i nepostoja-
nja adekvatne, individualizovane, direktno ciljane terapije *.

Cilj naSeg rada bio je da se odredi ucestalost ekspresije
bazalnih citokeratina CK5/6 i CK17 u ispitivanom uzorku
duktalnih invazivnih karcinoma dojke, kao i da se ispita po-
stojanje povezanosti izmedu tumorske ekspresije bazalnih
citokeratina 1 klini¢ko-patoloskih prognostic¢kih faktora: Zzi-
votnog doba, histoloskog stepena diferentovanosti, hormon-
skog receptornog statusa, kao i HER2 proteinske ekspresije i
HER?2 genske ampflikacije u tumorskom tkivu.

Metode

Istrazivanje je bilo sprovedeno na uzorku od 121 inva-
zivnog karcinoma dojke nespecifi¢nog, duktalnog tipa kod
bolesnica koje su bile u stadijumu bolesti II A (T1 N1 i T2
NO) (prema Tumor, Nodus, Metastaza — TNM Kklasifikaciji),
operisane u Klinici za operativnu onkologiju Instituta za on-
kologiju Vojvodine, u periodu od 2000. do 2002. godine. Svi
tkivni uzorci bili su fiksirani u 10% formalninu. Stadijum
tumorske bolesti bio je odreden na osnovu p (patoloske)
TNM Kklasifikacije karcinoma dojke '°. Za utvrdivanje stepe-
na histoloske diferentovanosti koris¢en je semikvantitativni
Bloom-Richardson sistem gradiranja modifikovan od strane
Symmerb i sar. .

Svi tkivni uzorci fiksirani su u formalinu i ukalupljeni u
parafin i seceni su na rezove debljine 5 mikrometara, a zatim
nanoSeni na plocice i suseni. Primenjena su slede¢a primarna
monoklonska antitela u optimalnim ili komercijalnim kon-
centracijama: ER alfa (1D5 M7047 DAKO), PR (1A6
M3529 DAKO), HER2 /c-erbB-2 protein (A0485 DAKO),
citokeratin 5/6 (M7237 DAKO), citokeratin 17 (M7046
DAKO). Imunohistohemijska identifikacija ispitivanih anti-
gena vrsena je primenom tehnike streptavidin-biotin-
peroksidaza '>. U negativnm kontrolama nije vriena inkuba-
cija primarnim antitelom. Kao pozitivna kontrola sluzilo je
tumorski neizmenjeno tkivo dojke kao i odgovarajuci, unap-
red izabrani tkivni uzorci.

Kompletno ispitivanje sprovedeno je na uzorku koji je
¢inilo 117 slucajeva.

Ekspresija ER i PR procenjivana je semikvantitativho
prema procentu tumorskih ¢elija ¢ija su jedra bila jasno ili in-
tenzivno obojena crvenkastosmede, pri cemu su kao pozitivni
slucajevi vrednovani tumori sa najmanje 10% pozitivnih celi-
ja . U proceni ekspresije HER2 proteina koriséen je skoring
sistem sa Cetiri kategorije (0-3), na osnovu kog su tumori svr-
stavani u negativnu (skorovi 0 i 1+), nedefinisanu kategoriju
(skor 2+) i pozitivnu (skor 3+), sa kompletnom membranskom
imunoreaktivno$c¢u jakog intenziteta u najmanje 30% tumor-
skih ¢elija "> ', Svi sludajevi sa skorom 2+ retestirani su me-
todom hromogene in situ hibridizacije (CISH) u cilju utvrdi-
vanja postojanja genske amplifikacije koriS¢enjem sistema
Zymed SpoT-Light® HER2 CISH™Kit. Uzorci su analizirani
svetlosnim mikroskopom na x40 uvecanju i interpretirani
prema prilozenim preporukama proizvodaca (Zymed® HER2
CISH™ Test Interpretation Guide) .
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Kao pozitivni citokeratin 5/6 1 17 slucajevi definisani su
oni u kojima je ustanovljena makar jedna jasno pozitivna
tumorska ¢elija. Kao pozitivna unutrasnja kontrola koriséene
su obojene bazalne/mioepitelne celije duktusa u tumorski
neizmenjenom tkivu dojke (Slika 1).

”fl-.:ﬁ- ,.za,é
1&4“‘ 'lﬂh' 'ﬁ.—- J' 2% mm
Sl 1- Cltokeratm 5/6—p021t1vna 1mun0h1stohemljska

reakcija u tumorskim ¢elijama
(x400)

Povezanost izmedu ekspresije CK5/6, CK17 u tumoru i
razli¢itih klini¢kopatologkih parametara utvrdivana je x° te-
stom. Razlika na nivou p <0.05 smatrana je statisticki zna-
cajnom.

Rezultati

Klini¢kopatoloske karakteristike u ispitivanom uzorku
prikazane su u tabeli 1.

Tabela 1
Klini¢kopatoloSke karakteristike ispitivanog uzorka
karcinoma dojke

Parametri n (%)
Zivotno doba

< 50 godina 35(29,91)

> 50 godina 82 (70,09)
Histoloski gradus

HG 1 21 (17,95)

HG2 71 (60,68)

HG3 25(21,37)
Receptori za estrogen (ER)

ER negativni 29 (24,79)

ER pozitivni 88 (75,21)
Receptori za progesteron (PR)

PR negativni 26 (22,22)

PR pozitivni 91 (77,88)
HER2

negativan 103 (88,04)

pozitivan 14 (11,96)

HER?2 - human epidermal growth factor receptor 2

Posmatraju¢i kombinovano vrednosti ekspresije hor-
monskih receptora i HER2, najvise je bilo nalaza sa pozitiv-
nim hormonskim receptorima uz negativan HER2 status
(HR+ HER2-, 88%-75,21%). Negativan hormonski recep-
torni status uz negativan HER2 (HR- HER2-) ustanovljen je

Ivkovié-Kapicl T, et al. Vojnosanit Pregl 2012; 69(12): 1031-1038.

kod 16 (13,68%) slucajeva, negativan hormonski receptorni
status uz pozitivan HER2 (HR- HER2+) kod 7 (5,98%), a
nalaz pozitivnih hormonskih receptora uz istovremeno pozi-
tivan HER2 (HR+ HER2+) kod 6 (5,13%) slucajeva.

U ispitivanom uzorku ustanovljeno je 26 (22,22%)
CK5/6 pozitivnih i 35 (29,91%) CK 17 pozitivnih tumora.

Tumori pozitivni na CK5/6 karakteristicno su pokazi-
vali koekspresiju CK17. Analiziraju¢i povezanost tumorske
ekspresije CK5/6 1 CK17 ustanovljena je umereno znacajna
povezanost (p = 0,000 y’-testa, a x> = 0,564, sa intervalom
poverenja 0,484; 0,645 koji ne sadrzi nulu).

Tumori pozitivni na CK5/6 bili su karakteristicno ER i
PR negativni (tabela 2). Kako je p = 0,001 y’-testa, a y* =
0,298 sa intervalom poverenja 0,127; 0,469, koji ne sadrzi
nulu, moze se reci da je ustanovljena niska povezanost izme-
du ekspresije citokeratina 5/6 i ekspresije ER. Analizirajuéi
povezanost tumorske ekspresije CK5/6 i ekspresije PR usta-
novljena je, takode, znacajna povezanost niskog stepena (p =
0,005 xz-testa, a xzz 0,250 sa intervalom poverenja 0,068;
0,433 koji ne sadrzi nulu). y*-testom nije utvrdena poveza-
nost izmedu tumorske ekspresije citokeratina 5/6 i HER2
statusa.

Tabela 2
Brojcana (n) i procentualna (%) zastupljenost vrednosti
tumorske ekspresije ER, PR i HER2 u odnosu na ekspresiju
citokeratina 5/6

Ekspresija citokeratina Tumorska ekspresija

(CK) n % n %
ER negativni ER pozitivni
CK5/6 negativni 16 17,6 75 82,4%
CKS5/6 pozitivni 13 50,0* 13 50,0
PR negativni PR pozitivni
CK5/6 negativni 15 16,5 76 83,5%
CKS5/6 pozitivni 11 42,3% 15 57,7
HER2 negativni  HER2 pozitivni
CK5/6 negativni 78 85,7 13 14,3
CK5/6 pozitivni 24 92,3 2 7,7

*p = 0,005 (x>-test); ER — receptori za estrogen; PR — receptori za
progesteron; HER2 — human epidermal growth factor receptor 2

Sli¢ni nalazi dobijeni su i analizom povezanosti ekspre-
sije CK17 sa ER, odnosno PR i HER2 ekspresijom (tabela
3). Tumori pozitivni na CK17 karakteristicno su bili ER ne-
gativni i PR negativni. U ispitivanom uzorku ustanovljena je
znacajna povezanost niskog stepena izmedu pozitivne eks-
presije CK17 i negativnog nalaza ER, kao i PR (p = 0,000
xz—testa; a x2= 0,339 sa intervalom poverenja 0,184; 0,494,
p = 0,000 xz-testa; a xz = 0,383 sa intervalom poverenja
0,238; 0,527 koji ne sadrzi nulu). Analiziraju¢i povezanost
izmedu tumorske ekspresije citokeratina 17 i HER2 statusa,
nije utvrdena statisticki znacajna povezanost (p = 0,369).

Tumori pozitivni na CK5/6 i CK17 karakterisi¢no su
bili ER, PR i HER2 negativni (triplnegativnog fenotipa). 1z-
medu tumorske ekspresije citokeratina 5/6 i kombinovane
ekspresije hormonskih receptora i HER2 ustanovljena je
umerena povezanost (p = 0,000 y’-testa, x* = 0,413 sa inter-
valom poverenja 0,265; 0,561 koji ne sadrzi nulu. Sli¢ni su
nalazi dobijeni analizom povezanosti ekspresije CKI17 i
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Tabela 3
Brojc¢ana (n) i procentualna (%) zastupljenost vrednosti
tumorske ekspresije ER, PR i HER2 u odnosu na
ekspresiju citokeratina 17

Ekspresija citokeratina Tumorska ekspresija

(CK) n % n %
ER negativni ER pozitivni
CK17 negativni 12 14,6 70 85,4
*
CK17 pozitivni 17 48,6* 18 51,4
PR negativni PR pozitivni
CK17 negativni 9 11,0 73 89,0
*
CK17 pozitivni 17 48,6* 18 51,4
HER2 negativni ~ HER2 pozitivni
CK17 negativni 70 85,4 12 14,6
CK17 pozitivni 32 91,4 3 8,6

*p =0,000; (x*-test); ER — receptori za estrogen; PR — receptori za progesteron
HER?2 - human epidermal growth factor receptor 2

kombinovanog nalaza hormonskih receptora i HER2 (p =
0,000 x’-testa; a x° = 0,456 sa intervalom poverenja 0,347;
0,566), pri ¢emu je utvrdena umerena povezanost izmedu is-
pitivanih obelezja (tabela 4).

Tumori sa pozitivnom ekspresijom bazalnih citokerati-
na 5/6 i 17 karakteristicno su bili loSeg stepena diferencija-
cije (tabela 5). Analiziraju¢i povezanost ekspresije CKS5/6,
kao i CK17 sa histoloskim gradusom tumora ustanovljena je
statisti¢ki znagajna povezanost niskog stepena (p = 0,034 -
testa, a xz = 0,234 sa intervalom poverenja 0,062; 0,406; p =
0,000 y’-testa, a x° = 0,381 sa intervalom poverenja 0,270;
0,492 koji ne sadrzi nulu).

Diskusija

Razlike u toku i ishodu bolesti kod bolesnica sa karci-
nomom dojke u istom stadijumu inicirale su traganje za no-
vim, pouzdanijim prognostickim parametrima, koji bi, pored
standardnih, bili znacajni u identifikaciji bolesnica sa nepo-
voljnim tokom i ishodom bolesti. Pretpostavka da su razlike
u toku i ishodu bolesti kod Zena sa karcinomom dojke istih
histomorfoloskih karakteristika rezultat molekularnih razlika
medu tumorima rezultirao je viSedecenijskim istrazivanjima,
u kojima je ispitivano na hiljade pojedinacnih gena, kao i ve-
¢eg broja gena istovremeno. Ipak, tek je molekularna analiza
karcinoma dojke metodom analize globalne genske ekspre-
sije (DNA mikroCip) donela revolucionaran napredak na
ovom polju. Kao visokosofisticirana metoda, ona polako po-
¢inje da nalazi svoju prakti¢nu primenu u razvijenim zem-
ljama sveta '*"°.

Bazalni karcinomi dojke identifikovani u studijama pro-
filisanja globalne genske ekspresije definisani su na osnovu
setova ekspresije nekoliko gena. Medutim, vec¢ina ovih gena
nema dijagnosti¢ka antitela koja mogu da se koriste na uzor-
cima tkiva ukalupljenim u parafin, $to ¢ini klinicku identifi-
kaciju ovih tumora svojevrsnim izazovom. Iz tog razloga, ra-
zIiciti autori koriste razliite panele biomarkera kako bi stvo-
rili klini¢ki model za identifikaciju bazalnih karcinoma, pri-
menjiv u svakodnevnom radu. Medutim, optimalni imunohi-
stohemijski profil bazalnih karcinoma jo$ je uvek u fazi is-
trazivanja. PredloZeno je viSe imunohistohemijskih kombi-
nacija, ali postoji malo podataka o njihovoj specificnosti i

Tabela 4

Brojc¢ana (n) i procentualna (%) zastupljenost kombinovane vrednosti ekspresije hormonskih receptora (HR) i HER2 u
odnosu na tumorsku ekspresiju citokeratina 5/6 i citkeratina 17

Ekspresija hormonskih receptora

Ekspresija

citokeratina (CK) HR+ HER2- HR+ HER2+ HR- HER2+ HR- HER2-

n % n % n % n %
CK5/6 negativni 74 81,3* 6 6,6 6 6,6 5 5,5
CKS5/6 pozitivni 14 53,8 0 0 1 3,8 11 42,3%
CK17 negativni 69 84,1* 6 7,3 5 6,1 2 2,4
CK17 pozitivni 19 54,3 0 0 2 5,7 14 40,0*

*p = 0,000 (-test); HER2 — human epidermal growth factor receptor 2
Tabela 5

Brojc¢ana (n) i procentualna (%) zastupljenost vrednosti histoloskog gradusa (HG)
u odnosu na tumorsku ekspresiju citokeratina 5/6 i citokeratina 17

Histoloski gradus

Ekspresija citokeratina (CK) HG1 HG2 HG3

n % n % n %
CK5/6 negativni 19 209 57 626 15 16,5
CK5/6 pozitivni 2 7,7 14 538 10 385*
CK17 negativni 21 25,6* 51 62,2 10 12,2
CK17 pozitivni 0 0 20 57,1 15 297

*p = 0,034; 1p = 0,000 (x’-test)

Tako su kod Zena mladih od 50 godina bili ucestaliji tu-
mori sa pozitivnom ekspresijom citokeratina 5/6 i 17 u odno-
su na grupu zena starijih od 50 godina, nije dokazana statisti-
¢ki znacaja povezanost izmedu zivotnog doba bolesnica i ek-
spresije bazalnih citokeratina (p = 0,280 i p = 0,265).

senzitivnosti u identifikaciji bazalnog podtipa karcinoma de-
finisanog tehnologijom microarray °. Nielsen i sar. '°, u stu-
diji na University British Columbia, predlozili su panel na
osnovu kog se bazalni karcinomi dojke definiSu kao ER i
HER2 negativni i CK5/6 i EGFR pozitivni. Veéina autora
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danas smatra da se ovi tumori mogu identifikovati samo na
osnovu ekspresije HMW citokeratina °. Ovo stanoviste Rak-
ha i sar. >*** potkrepljuju &injenicom da je prevalenca tumo-
ra sa ekpsreijom bazalnih CK usaglasena sa ucestalo$¢u ba-
zalnih karcinoma definisanih microarray studijama, kao i da
je jasna povezanost ekspresije bazalnih CK i loSe prognoze,
dok istovremeno mnogi markeri povezani sa ekspresijom ba-
zalnih CK nemaju dokazan prognosti¢ki znacaj. Medutim,
definicija bazalnih karcinoma na osnovu ekspresije bazalnih
citokeratina sigurno nije kompletna s obzirom na to da odre-
den broj karcinoma koji eksprimiraju bazalne CK istovreme-
no eksprimiraju hormonske receptore ili HER2, kao i da od-
reden broj bazalnih karcinoma definisanih metodom
microarray ne pokazuje ekspresiju bazalnih CK. Pored toga,
postoji i znacajan stepen varijabilnosti u odredivanju ekspre-
sije bazalnih citokeratina, vezanih prvenstveno za odabir
(pojedinacni ili vise markera) i vrstu, kao i veli¢inu uzorka
koji se pregleda s obzirom na varijabilnost i heterogenost
bojenja > .

U literaturi se navodi da ucestalost ekspresije bazalnih
citokeratina CK5/6, CK14 i CKI17 iznosi od 4% do
38% >*'%2* 2 Gusterson i sar. ', detaljno su analizirali eks-
presiju citokeratina u benignim i malignim bolestima dojke.
Koriséenjem tri antitela koja prepoznaju CK14 (LLOO02,
KA1 i EKH4) ovi istrazivaci su sa malim varijacijama doka-
zali da se svi karcinomi dojke mogu svrstati u dve osnovne
grupe: 38% karcinoma eksprimiralo je citokeratine stratifi-
kovanog epitela (CKS5, 14 i/ili 17), a ostatak je eksprimirao
samo jednostavne epitelne keratine. Ekspresija bazalnih cito-
keratina u karcinomima dojke bila je udruzena sa loSom pro-
gnozom. Sli¢ni su i nalazi Abd El-Rehim-a i sar. *. U ovoj
studiji izvedenoj na uzorku od 1 944 slucaja karcinoma doj-
ke, zastupljenost Cisto luminalnog fenotipa iznosila je 71%,
dok je istovremeno ucestalost Cisto bazalnog fenotipa bila
1%. U Istrazivanju Ribeiro-Silva i sar. >, meSoviti luminal-
nobazalni fenotip (CK5+, CK8/18+) ustanovljen je kod 14%
ispitivanih karcinoma dojke, dok je C¢ist bazalni fenotip
(CKY5) ustanovljen kod 5%. Karcinomi koji nisu eksprimirali
ni jedan od citokeratina bili su najredi, sa ucestalos¢u ma-
njom od 3% *°. U naem ispitivanju ekspresija CK5/6 i CK17
utvrdena je kod 22% i 30% slucajeva, $to je u skladu sa po-
dacima iz literature, iako na gornjoj granici spektra navede-
nih ucestalosti. Varijacije u nalazima pozitivne ekspresije
markera bazalne diferencijacije koje postoje u literaturi pred-
stavljaju rezultat postojecih razlika u ispitivanim uzorcima,
kao i razli¢itog vrednovanja pozitivnih slucajeva, s obzirom
na to da nivo grani¢nih vrednosti za njihovu selekciju u raz-
licitim studijama varira i krece se od fokalne pozitivnosti,
preko 1%, 5%, 10% do 20%. Pored navedenog, razlike u
ucestalosti ekspresije pojedinih markera mogu biti rezultat
koriS¢enja razli¢itih komercijalnih antitela i/ili metoda boje-
nja. S obzirom na to da je dokazano kako nalazi bojenja ba-
zalnih citokeratina mogu biti veoma hetorogeni i varijabilni,
dodatne razlike i kontradiktornosti u odredivanju ekspresije
bazalnih citokeratina mogle bi biti i rezultat sve ¢eS¢e upot-
rebe metode tkivnih mikronizova, kojom se ne moze stec¢i
uvid u celokupan uzorak tkiva * *%. Porede¢i vrednosti eks-
presije bazalnih citokeratina u studijama izvedenim posled-
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njih nekoliko godina i onim izvedenim ranije, mozda se up-
ravo iz tog razloga zapaza tendencija smanjenja ucestalosti
tumora sa pozitivnom ekspresijom bazalnih citokeratina.

Analiziraju¢i medusobni odnos ekspresije CK5/6 i 17
nasi rezultati pokazuju da je nalaz pozitivne tumorske eks-
presije bazalnog markera CK5/6 povezan sa koekspresijom
bazalnog citokeratina CK17 i obrnuto. Medutim, u grupi
CK17 pozitivnih tumora bilo je 12 (13%) slucajeva sa nega-
tivnim CK5/6 nalazom, dok su istovremeno tri (11,5%) slu-
Caja sa pozitivnom CK5/6 ekspresijom bila CK17 negativna.
Jos$ od kada je utvrdeno da pojedini karcinomi dojke mogu
eksprimirati HMW citokeratine, dokazana je znacajna koek-
spresija citokeratina ove grupe: CK5/6, 14 i 17. Sasa i sar. **
ispitujuéi ekspresiju bazalnih citokeratina 5/6, 14 1 17 u tripl-
negtivnim karcinomima dojke, ustanovili su znacajnu poziti-
vnu povezanost u ekspresiji ovih markera, sa medusobnom
podudarnoséu nalaza od 80%. lako se ekspresija CKS5 i
CK14 nalazi u paru u normalnim tkivima, koekspresija oba
markera postoji u manje od 30% tumora, $to ukazuje da kori-
S¢enje jednog bazalnog citokeratina nije dovoljno u identifi-
kaciji bazalnih karcinoma ili tumora agresivnog klnickog
ponasanja, §to je potvrdeno i u nasoj studiji *’.

Prosecna starost bolesnica sa bazalnim karcinomom u
razli¢itim studijama varira od 47 do 55 godina. One su obic-
no mlade i premenopauzalne u odnosu na nebazalne tumo-
re ” . Analizirajuéi povezanost starosti bolesnica sa ekspre-
sijom bazalnih i luminalnih markera u karcinomu dojke, u
istrazivanju Abd El-Rehim-a i sar. * ustanovljena je pozitivna
korelacija izmedu ekspresije luminalnih markera i starosti
bolesnica i, istovremeno, inverzna korelacija bazalnih marke-
ra i godina Zivota. Sliéni su i rezultati Foulkesa i sar. *' koji
su ustanovili povezanost izmedu ekspresije CK5/6 i mladeg
7ivotnog doba. Rakha i sar. ** nisu u svom istrazivnju utvrdili
udruzenost ekspresije bazalnih, niti mioepitelnih markera i
zivotnog doba bolesnica. Sli¢ni su rezultati istrazivanja Po-
temski i sar. °, kao i Laakso i sar. ** koji su ispitivali klini¢-
nopatoloske karakteristike CK5/6 ili CK17 i CK14 negativ-
nih i pozitivnih tumora. Tako je u naSem uzorku kod bolesni-
ca mladih od 50 godina bio ¢eSc¢e zastupljen pozitivan nalaz
tumorske ekspresije citokeratina CK5/6 i CK17 u odnosu na
grupu starijih bolesnica, ova razlika nije statisti¢ki znacajna.

Tumori pozitivni na CK5/6, CK14 i CK-17 detektuju su
pretezno medu ER i PR negativnim tumorima, loSeg stepena
diferencijacije * **. Rezultati nekoliko studija pokazali su
znacajnu korelaciju ekspresije bazalnih citokeratina i negati-
vnog ER statusa > * **. Eerola i sar. *> ustanovili su poveza-
nost ekspresije bazalnih citokeratina (CK5/6, 14 1 17) sa ne-
gativnim ER 1 PR statusom i mladim Zivotnim dobom. Chen
i sar. ** dokazali su inverznu povezanost izmedu ekspresije
bazalnih citokeratina (CK5/6 i 14) i ER u ispitivanom uzorku
karcinoma dojke kod Zena mladih od 35 godina. Nasi rezul-
tati su u skladu sa podacima iz literature.

Postoje kontroverzni nalazi o povezanosti tumorske ek-
spresije bazalnih citokeratina i HER2 statusa. Iako je u po-
jedinim studijama utvrdena povezanost izmedu ekspresije
bazalnih markera i HER2 negativnosti, objavljeni su i nalazi
povezanosti izmedu bazalnih citokeratina i HER2 poveéane
ekspresije 2 **?*3* Istovremeno, rezultati studija microar-
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ray dokazali su da su bazalni karcinomi dojke predomi-
nantno HER2 negativni. Na$i rezultati u skladu su sa
navedenim podacima iz literature. Kao i u vecini drugih stu-
dija, ni u nasoj nije nadena povezanost izmedu ovih
parametara. Jo§ uvek nema dostupnih podataka o prognozi i
predikciji terapeutskog odgovora za bolesnice sa HER2 am-
plifikovanim tumorima pozitivnim na bazalne CK ****3*,

U literaturi se nalazi dosta zbunjujuéih podataka o me-
dusobnoj podudarnosti bazalnih karcinoma, tumora koji eks-
primiraju bazalne citokeratine i triplnegativnih karcinoma. S
obzirom na to da su bazalni tumori uglavnom ER i PR nega-
tivni i ne pokazuju HER2 ekspresiju, pojedini autori izjedna-
Cavaju kategoriju bazalnih karcinoma dojke i triplnegativnih
tumora. Medutim, iako bazalni i triplnegativni karcinomi
(ER, PR i HER2 negativni tumori) umnogome dele zajednic-
ke karakteristike, ukljucujuéi ¢injenicu da se oba tipa pojav-
ljuju ¢esée kod mladih bolesnica (< 50 godina), da se Cesto
javljaju prema tipu interval karcinoma u zemljama sa popu-
lacionom skrining mamografijom, kao i da su znacajno agre-
sivniji od tumora drugih molekularnih podgrupa, a da je je-
dini terapeutski modalitet sistemske terapije hemioterapija,
smatra se da triplnegativni karcinomi dojke, ipak, ne pred-
stavljaju zaseban entitet, odnosno da ¢ine Saroliku grupu, te
da se iz tog razloga bazalni i triplnegativni karcinomi ne mo-
gu posmatrati kao istovrsna kategorija > **. U prilog ovim
tvrdnjama idu podaci dobijeni analizama microarray kojima
je dokazano da u bazalnoj grupi tumora 15-54% njih eks-
primira ER, PR ili HER2. Ispitujuéi ekspresiju bazalnih CK i
EGFR u triplnegativnim tumorima ustanovljena je njihova
ekspresija kod svega 56-84% tumora *’. Istovremeno, iako je
ocigledno da su triplnegativni karcinomi dojke vec¢inom ba-
zalnog fenotipa, pazljiva analiza tehnologijom microarray
profilisane ekspresije pokazala je da triplnegativni karcinomi
mogu pripadati i drugim molekularnim podgrupama tumora,
kao Sto je podtip sli¢an normalnoj dojci. Od znacaja je Cinje-
nica da podtip karcinoma dojke sli¢an normalnoj dojci ima
nesto bolju prognozu od bazalnih karcinoma dojke, ali ne
pokazuje odgovor na neoadjuvantnu hemoterapiju na isti na-
¢in kao $to ¢ine bazalni karcinomi. Triplnegativni karcinomi
¢ine 10-17% od svih karcinoma dojke, zavisno od sistema
koris¢enog za definisanje ER i PR pozitivnosti, kao i metode
odredivanja HER?2 statusa, i nasi nalazi su u skladu sa vred-
nostima ucestalosti ovih tumora koje se navode u literaturi.
Rakha i sar. * su u uzorku koji je &inila serija od 1 944 kar-
cinoma ustanovili triplnegativan fenotip kod 16,3% slucaje-
va, pri ¢emu je vecina njih predstavljala lose diferentovane
duktalne karcinome nespecificnog tipa. U ovom radu doka-
zana je pozitivha povezanost triplnegativnog statusa sa ve-
¢im dimenzijama tumora, potiskuju¢om tumorskom margi-
nom, razvojem recidiva, udaljenih metastaza i lo§im ishodom
bolesti. Povezanost je, takode, ustanovljena i sa gubitkom
ekspresije androgenih receptora i E-cadherina, i pozitivnom
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ekspresijom bazalnih citokeratina, P-cadherina, p53 i EGFR.
Bolesnici sa triplnegativnim karcinomom Kkoji istovremeno
eksprimiraju bazalni fenotip imaju znacajno krace prezivlja-
vanje u odnosu na triplnegativne karcinome koji ne pokazuju
ekspresiju bazalnih markera. Ovi autori prepurucuju da se svi
triplnegativni karcinomi dojke boje bazalnim CK i androge-
nima.

U nasoj studiji ustanovljeno je da je ekspresija bazalnih
citokeratina CK5/6 i 17 znacajno povezana sa loSim stepe-
nom histoloske diferencijacije §to je u skladu sa podacima iz
literature, u kojima se navodi da su tumori sa pozitivnim na-
lazom ekspresije bazalnih citokeratina, ili bazalni karcinomi
definisani microarray genskom ekspresijom preteZzno gradu-
sa 2-4,20,22,25, 35—37.

U literaturi se navodi da se u bazalnim karcinomima broj
mitoza krece od 25/10HPF do &ak 40/HPF ***. Ovi tumori su
pretezno oskudne strome, potiskujuée invazivne margine, sa
centralnom komedo ili geografskom nekrozom i limfocitnim
infiltratom u stromi. Pored toga, mogu se karakterisati prisus-
tvom metaplasticnih elemenata, centralnim oziljkom i glome-
ruloidnom mikrovaskularnom proliferacijom ***. Tako postoji
snazna veza izmedu svih navedenih karakteristika i bazalnog
tipa karcinoma dojke, §to moZe olakSavati njihovu identifika-
ciju, njihove morfoloske odlike generalno nisu specifi¢ne, i
pojedine od navedenih karakteristika mogu se videti i u dru-
gim lose diferentovanim tumorima nezavisno od njihovog fe-
notipa. Iz tog razloga, istiCe se znacaj imunohistohemijske de-
tekceije specificnih (bazalnih) markera, kao realne i jednostav-
ne metode kojom bi se ovi tumori (invazivni karcinomi dojke
nespecifi¢nog tipa sa bazalnim fenotipom) mogli identifikovati
u svakodevnoj praksi »’. Istovremeno, nameée se zakljucak da
se bazalni tumori, medularni karcinomi i karcinomi dojke na-
stali kod nosioca BRCA1 mutacija (ili BRCA1 disfunkcional-
nim putem) u znacajnoj meri poklapaju po svojim morfolos-
kim karakteristikama, kao §to dele i slican imunohistohemijski
profil. Bazalne karcinome i tumore nastale kod nosioca germi-
nativnih BRCA1 mutacija, dokazano je, karakteriSe losa prog-
noza ®** 33344 Genskim klaster analizama tehnologijom
microarray, Sorlie i sar. ** dokazali su da familijarni BRCA1
mutirani tumori pripadaju pretezno grupi bazalnih karcinoma.

Zakljucak

Odredivanje ekspresije bazalnih citokeratina (CK5/6,
CK14, CK17) u karcinomima dojke, samih ili u kombinaciji
sa drugim markerima bazalne diferencijacije, nalazi svoje
mesto u svakodnevnom radu patologa. Na ovaj na¢in omo-
gucava se selekcija bolesnica sa agresivnim tipom karcinoma
koje zahtevaju primenu posebnih terapijskih modaliteta. Is-
tovremeno, postavlja se sumnja u postojanje BRCA1 germi-
nativnih mutacija, narocito kada se radi o tumorima negativ-
nog hormonskog receptornog statusa.
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