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TDLU — terminalna duktulo-lobularna jedinica

CK — citokeratin

EMA — epitelni membranski antigen

HE — hemalaun-eozin

ER — estrogenski receptori

PR — progesteronski receptori

HER2/neu — engl. human epidermal growth factor receptor 2
BRCA — engl. breast carcinoma

UZV - ultrazvuk

WHO - engl. World Health Organization

NST — nespecificirani tip

NOS - engl. not otherwise specified

DCIS — duktalni karcinom in situ

LCIS — lobularni karcinom in situ

CEA — karcinoembrionski antigen

GFAP —engl. glial fibrillary acidic protein

LIN — lobularna intraepitelna neoplazija

GCDF — 15 - engl. gross cystic disease fluid protein 15
FISH — fluorescentna in situ hibridizacija

NPI — Nottinghamski prognosticki indeks

NIH — engl. National Institutes of Health

EGFR — receptor epidermalnog ¢imbenika rasta

VEGF — vaskularni endotelni ¢imbenik rasta
PD-ECGF — endotelni ¢cimbenik rasta porijekla trombocita
FGF — ¢imbenik rasta fibroblasta

CD31 — engl. cluster designation 31

CD10 - engl. cluster designation 10

PECAM-1 - engl. platelet/endothelial cell adhesion molecule
CD34 — engl. cluster designation 34

SD - standardna devijacija

LVI — limfovaskularna invazija tumorom

KVI — invazija tumora u krvnu Zilu

SMA — glatkomisi¢ni aktin

CAF — engl. carcinoma associated fibroblasts
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1. UVOD

1.1. EMBRIOLOGIJA DOJKE

Dojka (lat. mamma) je najveca zlijezda koze i preinacena zlijezda znojnica. Kao
simetri¢ni, parni organ nalazi se u zena, ali i u muskaraca u rudimentarnom obliku.

Embrionalni razvoj dojke zapocinje u petom tjednu gestacije, kad se na ventralnoj
strani embrija pojavljuju dva okomita zadebljanja ektoderma, tzv. mlije¢ne pruge ili
grebeni, koja se protezu od pazusne jame do prepona. Osim pocetnog dijela smjeStenog u
prsnom podrudju, iz Kojeg se razvija osnova bradavice (lat. papilla mammaria, mamilla),
veéi dio mlije¢ne pruge tijekom fetalnog razvoja nestaje. U podru¢ju osnove bradavice
epidermis urasta u mezenhim i dijeli se na 16-24 epitelna ogranka u kojima se potkraj
fetalnog razvoja pojavi lumen te nastaju izvodni kanali (lat. ductus lactiferi). Na izvodnim
kanalima izrastaju mali epitelni pupoljci iz kojih kasnije, u djevojCica u pubertetu, nastaju
kanali¢i i lobuli Zlijezde. Izvodni kanali se u pocetku otvaraju u plitku epitelnu jamicu,
koja se bujanjem mezenhima razvija u prsnu bradavicu. Parenhim dojke doseZe svoj puni

razvojni potencijal i funkcionalnost u trudnoci, a nakon menopauze involuira (1, 2).

1.2. ANATOMIJA | HISTOLOGIJA DOJKE

Dojka je parni organ, smjeSten obostrano u podrucju lateralnih strana prsnog
podrucja, iznad velikog prsnog miSic¢a, prednjeg pilastog misSica i vanjskog kosog miSica.
Obicno se proteze izmedu drugog i1 Sestog rebra te od lateralnog ruba prsne kosti prema
pazusnoj jami, u obliku repa. Tkivo dojke lezi unutar prostora povrsinske fascije koja je u
gornjem dijelu nastavak vratne fascije, a u donjem dijelu nastavak povrSinske trbusne
fascije. Dojka je od okolnih tkiva anatomski jasno ograni¢ena samo u dubokom podrucju
gdje se naslanja na fasciju pektoralnog misSi¢a, no unato¢ tome mikroskopska Zzarista
zljezdanog tkiva mogu se naci i u samoj fasciji, a mogu prelaziti i druge anatomske granice
same dojke. Ova c¢injenica ima klini¢ku vaznost u bolesnica s karcinomom dojke, jer
ponekad niti potpuna mastektomija ne rezultira odstranjenjem citavog zljezdanog tkiva
dojke. Dojka je prekrivena kozom, a na njenom se vrhu nalazi bradavica okruzena
izrazitije pigmentiranim podrucjem koze, koje se naziva areola. Veli¢ina dojke u odrasle

Zene ovisi 0 Zeninoj tjelesnoj gradi, te moze teziti od 30 do 1000 g (2).
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Histoloski pregled uzoraka tkiva dojke kljucan je u dijagnostici bolesti dojke. Pri
tome treba naglasiti da se ,,normalna“ grada uvelike razlikuje ovisno o spolu, dobi, fazi
menstrualnog ciklusa, trudno¢i i laktaciji, menopauzalnom statusu te drugim ¢imbenicima.

Zljezdani dio dojke nalazi se u potkoZju gradenom od vezivnog i masnog tkiva i
podijeljen je u 10 do 20 reznjeva (lat. lobus). Premda se reznjevi lako mogu razluditi
injekcijom boje ili radioloskog kontrastnog sredstva, oni anatomski nisu dobro ograniceni,
zbog Cega se makroskopski i1 histoloSki ne mogu jasno razabrati, a razgranati kanalici
razli¢itih reznjeva mogu se medusobno preklapati ili ¢ak anastomozirati (2).

Rezanj ¢ini kompleks granajucih struktura koji se sastoji od dva osnovna dijela:
terminalne duktulo-lobularne jedinice (TDLU) i sustava velikih kanali¢a. Terminalna
duktulo-lobularna jedinica predstavlja sekrecijski dio Zlijezde, a ¢ine ju terminalni kanali¢ i
reznji¢ (lat. lobulus) sastavljen od 30-50 sitnih, krajnjih kanali¢a ili acinusa. TDLU je
povezana sa subsegmentalnim kanali¢em, koji se nastavlja na segmentalni kanali¢, a zatim

u sabirni kanali¢, koji se prazni na bradavici (slika 1) (2, 3).

TERMINALNA DUKTALNO-LOBULARNA
JEDINICA

Intralobularni terminalni kanali¢

=N\

N Ekstralobularni terminalni kanali¢

SUSTAV VELIKIH KANALICA

""""""""""""""""""""" Sabirni kanali¢

Laktiferni sinus

/ Segmentalni kanali¢

4{/ Subsegmentalni kanali¢

Slika 1. Shematski prikaz glavnih gradevnih elemenata dojke.

Vretenasto proSirenje kanali¢a neposredno ispod bradavice, a izmedu sabirnog i
segmentalnog kanali¢a naziva se laktiferni sinus (lat. sinus lactiferus), ali ¢ini se da to

prosirenje u stvari ne postoji ve¢ da se radi o artefaktu (4).
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Terminalna duktulo-lobularna jedinica histoloski se lako prepoznaje po jasnoj
lobularnoj arhitekturi i1 prisustvu omotaca specijalizirane, hormonski ovisne, tzv.
intralobularne strome koja je rahla i miksoidnog izgleda (histokemijski pozitivna na Alcian
modrilo) te sadrzi njezna kolagena i retikulinska vlakna, fibroblaste, limfocite, plazma
stanice, makrofage i zile, dok elasticna vlakna nedostaju. Veliki kanali¢i imaju manje
specijalizirane strome i okruZeni su tzv. interlobularnom stromom koja je gusca i sadrzi
kontinuirana i dobro razvijena elasti¢na vlakna (slika 2). Interlobularna stroma nakon 18.

godine Zivota sve viSe biva zamijenjena masnim tkivom (2, 3, 5).

Slika 2. Histoloska grada normalnog tkiva dojke.

Cijeli duktulo-lobularni epitelni sustav dojke je obloZzen s dva specijalizirana sloja
epitela koji imaju razli¢ite ultrastrukturne i imunohistokemijske znacajke. Unutarnji sloj
epitela, koji je u neposrednom dodiru s lumenom, ima sekretornu i apsorptivnu funkciju i
Cesto se jednostavno naziva epitel, a vanjski, bazalni sloj ¢ini sloj mioepitelnih stanica. U
sloju epitelnih stanica moze se nac¢i i po koja neuroendokrina stanica. Ovakva grada
epitelnog pokrova ima veliku vaznost prilikom histoloske dijagnostike, s obzirom na to da
je dvorednost epitela jedna od glavnih razlikovnih znacajki benignih i malignih promjena
dojke (6).

Imunohistokemijski, epitelne stanice pokazuju pozitivnu reakciju na citokeratine
(CK); CK7, CK8, CK18, CK19, E-cadherin, specifi¢ni antigen masnih globula mlijeka

3
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(engl. milk fat globule membrane antigen) i alfa-laktalbumin. Epitelni membranski antigen
(EMA) je pozitivan u apikalnom dijelu aktivnih sekretornih stanica. Premda prisutan, sloj
mioepitelnih stanica se Cesto na preparatima bojenim hemalaun-eozinom (HE) teSko
uocava, ali ga se jasno moze prikazati imunohistokemijskim dokazivanjem izrazenosti
CK5/6, CK14, CK17, S-100 proteina, P-cadherina, glatkomisi¢nog aktina (SMA),
calponin, teski lanac glatkomiS$i¢nog miozina, maspin, caldesmon (samo u duktalnom
dijelu) i CD10. Uz to, mioepitelne stanice pokazuju nuklearni pozitivitet na p63.
Pankeratinska protutijela reagiraju s epitelnim i mioepitelnim stanicama. Nedavno je u
normalnom tkivu dojke otkrivena i tre¢a vrsta stanica koje su nejednoliko rasporedene po
duktulo-lobularnom sustavu i koje se smatraju mati¢nim stanicama sposobnim diferencirati
se u obje temeljne stani¢ne linije. Te stanice pokazuju izrazenost CK5 1 nedostatak
izrazenosti CK8, CK18 i CK19 kao i glatkomi$i¢nog aktina (2, 3).

Zljezdani je epitel u cijeloj dojci smjesten na neprekinutoj bazalnoj membrani koja
se histokemijski i imunohistokemijski moze prikazati bojenjem na laminin, kolagen tipa IV
i retikulin.

Tkivo dojke tijekom zivota odgovara na hormonske i druge utjecaje te stoga
pokazuje Siroki raspon ,,normalnog® izgleda: od nezrele i nefunkcionalne dojke prije
puberteta, preko razvijene dojke u reproduktivnom razdoblju koja pokazuje promjene
ovisno o menstrualnom ciklusu, do aktivno secernirajuce dojke u laktaciji i involutivne
dojke u postmenopauzi (2, 3).

Premda je vecina patoloskih promjena dojke epitelnog podrijetla od pocetka
nazivana duktalnima (poput duktalne epitelne hiperplazije, duktalnog in situ karcinoma,
dukatalnog invazivnog karcinoma) danas se zna da te promjene potje¢u od TDLU, a ne od
sustava velikih kanali¢a (7, 8). Veliki izvodni kanali¢i smatraju se primarnim mjestom
nastanka solitarnih papiloma, prosirenja kanali¢a i nekoliko rijetkih tipova duktalnog
karcinoma. Mjesta polaziSta naj¢escih patoloskih promjena dojke prikazana su na slici 3.

Bradavica dojke je smjestena u sredini areole, prekrivena izrazitije pigmentiranom
kozom. Na bradavici se otvaraju veliki izvodni kanali¢i dojke, a osim toga sadrzi i brojne
zlijezde lojnice te gustu vezivnu stromu u kojoj se nalaze erektilni glatki miSici.
Montgomerijevi tuberkuli (kojih je najces¢e 10-20) su izbocenja u podrucju areole koja
postaju uocljivija tijekom trudnoce, a mikroskopski su gradena od sabirnih (laktifernih)
kanali¢a udruzenih sa sustavom zlijezda lojnica. Koza koja prekriva bradavicu i areolu je

uobicajene grade, osim S§to u bazalnom sloju sadrzi vecu koli¢inu melanina i povremeno
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svijetle stanice poznate kao Toker-ove stanice, a koje su histogenetski povezane s Paget-

ovom boles¢u (3).

TERMINALNA DUKTALNO-LOBULARNA
JEDINICA

Fibrocisti¢na bolest

Adenoza

Hiperplazija

Adenom

Karcinom

E:Q INTRALOBULARNA STROMA
Q\\‘

Fibroadenom
= Filodes tumor
S
i / SUSTAV VELIKIH KANALICA
C”% Prosirenje kanalica (duktalna ektazija)

Intraduktalni papilom
Adenom bradavice
Pagetova bolest

Q!

\(

o

INTERLOBULARNA STROMA
Nekroza masnog tkiva
= Lipom
Fibromatoza
Sarkomi

Slika 3. Polazi$ta najc¢esc¢ih patoloskih promjena dojke.

1.3. DOJKA U TRUDNOCI, DOJENJU I MENOPAUZI

Tkivo dojke doseZe svoj puni razvoj tek tijekom trudnoce i dojenja. Pod utjecajem
estrogena, progesterona, prolaktina i hormona rasta epitelne stanice proliferiraju te se tako
povecava broj lobula 1 broj acinusa po lobulu, a koliina intra i interlobularne strome se
smanjuje. Do kraja prvog tromjesecja trudnoce dojke su jasno povecane, povrSinske vene
su proSirene, a koza areole izrazitije pigmentirana. U drugom i tre¢em tromjesecju
trudnoce nastavlja se rast lobula, a epitel koji oblaze acinuse toliko proliferira da se doima
jednorednim. Premda odrzane, mioepitelne stanice su jasno uocljive tek u sustavu velikih
kanali¢a. Citoplazma epitelnih stanica postaje vakuolizirana, mnoge imaju Cavlicast izgled
(engl. hobnail), a u uve¢anim lobulima nakuplja se sekret. Nakon laktacije lobuli se
smanjuju i tijekom nekoliko mjeseci poprimaju izgled poput onoga prije trudnoce i dojenja

).
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Zbog pada razine estrogena i progesterona, nakon menopauze se broj TDLU
smanjuje, no sustav velikih kanalica moze postati prosiren. Koli¢ina specijalizirane

intralobularne strome se smanjuje, a nju zamjenjuje hijalinizirano vezivo ili masno tkivo

).

1.4. OPSKRBA DOJKE KRVLJU I LIMFNA DRENAZA

Krv u dojku ve¢inom dovode dvije velike arterije: unutarnja prsna arterija (lat. a.
thoracica /mammaria/ interna) koja sa svojim ograncima opskrbljuje oko 60% tkiva dojke,
uglavnom srediS$nje dijelove, i postrani¢na prsna arterija (lat. a. thoracica lateralis) koja
opskrbljuje oko 30% dojke, uglavnom gornje i postrani¢ne dijelove. Manji dio krvi u dojku
dolazi putem ogranaka drugih arterija: a. thoracoacromialis, aa. intercostales, a.
subscapularis i a. thoracodorsalis (9).

Venska drenaza pokazuje znacajne individualne razlike, ali uglavnom ipak prati
arterijsku opskrbu. Povrsinski venski splet nalazi se u potkoznom tkivu i tece poprijeko od
lateralne prema medijalnoj strani, a krv skuplja v. thoracica interna. Krv iz dubokih
dijelova dojke drenira se putem ogranaka triju vena: to su v. thoracica interna, v. axilaris i
w. intercostales (2, 6).

Limfna drenaza dojke =zasluzuje posebnu paznju zbog uloge koju ima u
metastaziranju stanica raka dojke. Preko 75% limfe, uglavnom iz lateralnih kvadranata
drenira se u limfne ¢vorove pazu$ne jame ili aksile (lat. nodi lymphoidei axillares). Ostatak
limfe, uglavnom iz medijalnih dijelova dojke, drenira se ili u parasternalne limfne ¢vorove
(lat. nodi lymphoidei parasternales) ili u ¢vorove suprotne dojke, a limfa iz donjih dijelova
u ¢vorove uz oSit (lat. nodi phrenici inferiores). Izuzev koze bradavice i areole, limfa iz
koze dojke, ovisno o smjestaju, drenira se u aksilarne ¢vorove, donje duboke ¢vorove vrata
(lat. nodi lymphoidei cervicales inferiores), ¢vorove ispod klavikule (lat. nodi lymphoidei

infraclaviculares) i parasternalne limfne ¢vorove (6, 9).

1.5. BIOLOSKI BILJEZI | IMUNOFENOTIP TKIVA DOJKE

Poznato je da u tkivu dojke postoje barem dvije vrste estrogenskih receptora (ER);
ERa i ERp, pri ¢emu je ERa puno vise proucavan. Izrazenost ERa se moze dokazati

imunohistokemijskim metodama u pojedinim jezgrama epitelnih stanica lobula i kanaliéa,
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ali je u epitelu lobula ¢esce izrazena. Udio ERa pozitivnih stanica postupno raste s dobi
Zene, a nakon menopauze ostaje stabilan (10). U Zena reproduktivne dobi izrazenost ERa
se mijenja ovisno o fazi menstruacijskog ciklusa i veca je u folikularnoj nego u luteinskoj
fazi ciklusa. Mioepitelne stanice ne pokazuju izraZzenost ERa (11).

U normalnom tkivu dojke dokazana je i izraZzenost ERP i to ne samo u epitelnim
stanicama lobula i kanali¢a, ve¢ i u mioepitelnim stanicama, endotelu i stanicama strome.
Izgleda da faza menstruacijskog ciklusa ne utjeCe na izrazenost ovih receptora, a pojedini
autori pokazuju da bi relativni udio ekspresije ERB 1 ERa u normalnom tkivu dojke mogao
biti vazan u procjeni rizika za obolijevanje od raka, pri ¢emu bi relativni ve¢i udio ERP
prema ERa mogao imati zastitnu ulogu (12).

Za razliku od ER, progesteronski receptori (PR) su u normalnom tkivu dojke manje
proucavani. Ipak, imunohistokemijski ih se nalazi u jezgrama epitelnih stanica lobula i
kanalica i ¢ini se da se njihova izrazenost ne ovisi o fazi menstruacijskog ciklusa (11).

Uz ER i1 PR, u normalnom tkivu dojke prouc¢avani su i brojni drugi bioloski biljezi.
Prekomjerna ekspresija HER2 proteina, nakupljanje p53 proteina ili mutacija p53 je u
epitelu normalnog tkiva dojke rijetkost, a klini¢ki znacaj nejasan (13). Antiapoptoticki
protein bcl-2 je u epitelu normalnog tkiva dojke jasno izrazen, dok je S-100 protein izraZen
u mioepitelnim stanicama i, rjede, epitelnim stanicama (14, 15). Epitelne stanice takoder

razli¢ito pokazuju razli¢itu izraZenost kazeina, a-laktaloumina i c-kita (CD117) (2).

1.6. KARCINOM DOJKE

1.6.1. EPIDEMIOLOGIJA

Karcinom dojke je najées¢i maligni tumor Zena, a u mnogim je zemljama vodeci
uzrok smrti od maligne bolesti u zena (16). Prema podacima American Cancer Society
godi$nje se u svijetu dijagnosticira 1300000 novih slucajeva karcinoma dojke, a oko
465000 Zena godiSnje umire od ove bolesti (17). Prema podacima Drzavnog registra za rak
Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo iz 2009. godine, u Hrvatskoj je najcesce sijelo raka u
Zena upravo dojka, te ¢ini 25% od ukupnog broja svih godisnje dijagnosticiranih malignih
tumora u zena. U 2009. godini u Hrvatskoj je dijagnosticirano 2390 novih slucajeva, a

stope incidencije 1 mortaliteta u stalnom su porastu posljednja dva desetljeca i rastu s dobi
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bolesnica. Kod Zena izmedu 40 i 50 godina starosti rak dojke uzrokuje vecu smrtnost nego

sve druge bolesti zajedno (18).

1.6.2. CIMBENICI RIZIKA

Opcenito je prihva¢eno misljenje da je karcinom dojke multifaktorska bolest koja
ovisi o medudjelovanju okoliSnih (vanjskih) 1 wunutarnjih genskih, hormonskih 1
metabolic¢kih ¢imbenika. Ipak, izgleda da je najvazniji ¢imbenik rizika jaka i/ili dugotrajna
izlozenost estrogenu uz odredenu gensku podloznost (19). Shodno tome, rana menarha,
kasna menopauza, primijenjena hormonska nadomjesna terapija, kao i hormonska terapija
za sprjecavanje ili poticanje trudnoce, povecavaju rizik za nastanak karcinoma dojke, koji
je proporcionalan trajanju terapije (20). Novija hormonska nadomjesna terapija za Zene u
postmenopauzi, s manjom koncentracijom estrogena, dovela je do smanjivanja incidencije
karcinoma dojke u nekim zemljama, te se ¢ini da se prethodna povecana incidencija
povezana s ovom terapijom moze, barem donekle, smatrati reverzibilnom (21, 22).

Karcinom dojke je rijedak prije 25. godine osim u slucajevima obiteljske bolesti,
77% slucajeva se pojavljuje u zena starijih od 50 godina, a prosjec¢na starost bolesnica
iznosi oko 64 godine (23).

U Zena ¢ije rodakinje u prvom koljenu imaju karcinom dojke ili jajnika, rizik od
nastanka karcinoma dojke je dva do tri puta veci od rizika Zena u op¢oj populaciji, a on se
dodatno povecava ako su rodakinje imale rak dojke u ranijoj Zivotnoj dobi 1/ili obostranu
bolest. Smatra se da je 5 — 10% karcinoma dojke povezano s obiteljski naslijedenim
genskim mutacijama, pri ¢emu je 2/3 tih karcinoma povezano s mutacijom BRCA1 (engl.
breast carcinoma 1) i BRCA2 (engl. breast carcinoma 2) gena. U Zena s mutacijom
BRCALI rizik od razvoja karcinoma dojke do pedesete godine Zivota iznosi 57%, dok u
zena s mutacijom BRCA?2 taj rizik iznosi 49% (3, 24). Novija istrazivanja upucuju na ¢ak
2000 mogu¢ih mutacija ovih gena, Sto gensko testiranje ¢ini tehnicki vrlo zahtjevnim. Uz
to se mutacija BRCA1 povezuje s tzv ,trostruko negativnim“ (engl. triple-negative)
fenotipom karcinoma dojke. Uz ove jasno poznate gene, velikim istrazivanjima su
pronadeni i drugi geni Cije nositeljice imaju blago povecani rizik od nastanka karcinoma
dojke, a pomocu kojih bi se (metodom probira) mogle izdvojiti one Zene kojima je

potrebna ¢esca klinicka kontrola (25).
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Od ostalih ¢imbenika rizika u literaturi se najeS¢e spominje mjesto rodenja
(incidencija je visoka u Sjevernoj Americi i Europi, srednje izrazena u juznoj Europi i
latinskoj Americi i niska u Aziji i Africi), debljina, prehrana, konzumiranje alkohola i

ionizirajuce zracenje (3, 26).

1.6.3. SMJESTAJ, MULTICENTRICNOST/MULTIFOKALNOST I
BILATERALNOST

Da bi se opisao smjestaj karcinoma, dojka se dijeli na kvadrante. Oko 50%
karcinoma je smjeSteno u gornjem vanjskom kvadrantu, 15% u gornjem unutarnjem
kvadrantu, 10% u donjem vanjskom kvadrantu, 5% u donjem unutarnjem kvadrantu, 17%
u sredi$njem dijelu (oko 1 cm od areole), a 3% je difuznog rasta (masivni ili multifokalni).
Znacajna razlika u pojavnosti karcinoma u pojedinim kvadrantima moze se objasniti
koli¢inom tkiva dojke u svakom od navedenih kvadranata. Karcinom dojke ¢esce se razvija
u lijevoj dojci, gdje prema istrazivanju Tuliniusa i sur. broj otkrivenih karcinoma za 13%
premasuje one nadene u desnoj dojci (27).

Multicentri¢ni tumor sadrzi dva zariSta tumora ili viSe njih u razli¢itim
kvadrantima, a multifokalni tumor sadrzi dva ili viSe zariSta unutar istog kvadranta dojke.
Multicentri¢ni/multifokalni tumori nalaze se u oko 15% pacijentica s karcinomom dojke i
to ¢esce kod onih s lobularnim nego s duktalnim tipom, a smatra se da takvi tumori imaju
lo$iju prognozu zbog veceg potencijala metastaziranja u aksilarne limfne ¢vorove (28, 29).

Vjerojatnost da ¢e bolesnica s invazivnim karcinomom dojke razviti karcinom
druge dojke je oko pet puta veta u odnosu na opcu populaciju, a jo§ je veca ako ima
pozitivnu obiteljsku anamnezu (3). U novijem istrazivanju Kheirelseida i sur. incidencija
obostranog karcinoma dojke bila je 4,4%, od Cega je 2,1% bilo sinkrono (dijagnosticirano
unutar 12 mjeseci), a 2,3% metakrono (dijagnosticirano nakon viSe od 12 mjeseci). U
usporedbi s pacijenticama s jednostranim karcinomom, ove su pacijentice bile mlade,
tumori su bili manji i dijagnosticirani u ranijem stadiju, a prezZivljenje se nije znacajno
razlikovalo. Ipak pacijentice sa sinkronim tumorima imale su krace preZivljenje od onih s

metakronim tumorom (30).
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1.6.4. DIJAGNOSTIKA

Klini¢ki pregled, osobito palpacija, je korisna i prakticna metoda ako ju izvodi
lije¢nik, ali i sama bolesnica. Medutim, palpacija se ne moze koristiti kao metoda probira
jer je osjetljivost metode vrlo ograni¢ena, a samo 60% tumora koji se otkriju
mamografijom je klinicki palpabilno (31). Klini¢ka procjena stanja aksilarnih limfnih
¢vorova pokazuje visoki stupanj pogreSke, jer ¢vorovi za koje se klinicki misli da su
pozitivni u oko 15% slucajeva ne sadrze tumorsko tkivo (3).

Mamografija je radioloska dijagnosticka metoda prikazivanja dojki. Ovom
metodom mogu se otkriti iznimno mali tumori (1-2 mm), §to ponajprije ovisi 0 postojanju
kalcifikata. Incidencija kalcifikata u karcinomu dojke iznosi oko 50-60%, dok je u
dobro¢udnim bolestima oko 20%. Negativni nalaz mamografije ne isklju¢uje mogucnost
postojanja karcinoma, buduéi da ovom tehnikom nije moguce otkriti oko 20% palpabilnih
tumora. Osjetljivost mamografije iznosi oko 70-90%, a specifi¢nost varira izmedu 55 i
90% (32). Pravilno postupanje s promjenama dojke koje su otkrivene mamografijom
zahtijeva timski rad radiologa, kirurga i patologa. Kad radiolog identificira promijenjeno
podruc¢je na mamografiji, trebao bi obavijestiti kirurga o to¢noj lokalizaciji sumnjive
promjene, a odstranjenu sumnjivu regiju kirurg bi trebao oznaliti Savima. U novije
vrijeme, sve je ¢eS¢i postupak ponovnog radioloSkog snimanja promjene nakon kirur§kog
odstranjenja, a ako se na takvom radiogramu ne nadu promjene, kirurg mora prosiriti
operativni zahvat i dobiti vise tkiva. Kada se promjena nade, patolog ju mora
makroskopski opisati, obiljeziti rubove uzorka i odabrati rez za intraoperativnu analizu.
Najbolji rezultati kod dijagnoze malih i makroskopski slabo uo¢ljivih tumora postizu se
histoloskim pregledom podrucja s radiografskim kalcifikatima i fibrozom parenhima pri
¢emu je kljuéna komunikacija patologa i radiologa (3, 33). Mamografija je prihvacena kao
metoda probira za rano otkrivanje raka dojke i obi¢no se poduzima u zena starijih od 50
godina i to svake dvije godine. Ipak, novije istrazivanje norveskih autora pokazalo je da se
cak 15-25% mamografijom otkrivenih karcinoma dojke ustvari nepotrebno lijeci jer se radi
o tumorima za koje se smatra da se klinicki ne bi ocitovali u o€ekivanom trajanju Zivota
Zene (34).

Ultrazvuk (UZV) dojke se pokazao kao korisna metoda, osobito kod procjene da li
se radi o cisti¢noj ili solidnoj neoplazmi. Osjetljivost UZV metode u dijagnostici raka
dojke iznosi 80%, a specificnost 88% (32).
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Dostupne informacije sugeriraju da magnetska rezonancija ne moze zamijeniti
mamografiju kao metodu probira, premda je korisna pri probiru mladih Zena s velikim
genskim rizikom za rak dojke. Pokazano je da je ta metoda osjetljivija u detekciji
multicentri¢nog karcinoma (35).

Citoloski pregled sekreta bradavice je ogranicene vrijednosti, kako u dijagnostici
klinicki ili mamografijom otkrivene lezije dojke, tako i u svrhu probira. U rukama
pouzdanog citologa, aspiracijska citologija je pouzdana dijagnosticka metoda, cija
prosjecna osjetljivost je oko 87%, a specifi¢nost blizu 100%. Ako postoji klinicka sumnja
na zlo¢udnu neoplazmu, negativni ili nejasni citoloski nalaz se ne smije smatrati konacnom
dijagnozom, ve¢ se ova dijagnosticka metoda moze upotrijebiti kao dodatak, ali ne kao
konkurencija patohistoloskom pregledu (3).

Posljednjih godina se umjesto aspiracijske citologije sve vise rabi biopsija Sirokom
iglom. Ovom metodom se u dobivenom uzorku moze promatrati i citoloski izgled i
arhitektura, $to omogucéava postavljanje konac¢ne dijagnoze invazivnog karcinoma,
odnosno dobroc¢udnih lezija poput fibroadenoma. Da bi se iz patoloskog nalaza moglo
dobiti Sto je viSe moguce informacija, patolog treba imati cjelovite klinicke podatke,
ukljucujuéi radioloski nalaz i mjesto uzimanja biopsije. Kona¢na dijagnoza iz biopsije
iglom postavlja se u oko 90% slucajeva. Preporucen je i nacin pisanja izvjeS¢a za nalaz
biopsije iglom koji trebaju upotrebljavati svi patolozi bez obzira na iskustvo (36).

Otvorena biopsija tumorske promjene dojke moze biti tipa ekscizije kad je tumor
veli¢ine 2.5 cm ili manji, te tipa incizije za vece tumore. Provodenje otvorene biopsije
prac¢eno intraoperativnom, hitnom analizom smrznutog reza i mastektomijom (ili nekom od
modifikacija mastektomije) ukoliko je tumor zlocudan, ve¢ je duZe vrijeme uobicajeni
postupak lijeCenja zlo¢udnih tumora dojke. Dijagnosti¢ka to¢nost kod ovog postupka je
visoka jer lazno pozitivnih nalaza prakti¢ki nema, a lazno negativni nalazi ¢ine manje od

1%, te je broj razlika u dijagnozi manji od 5% (3).

1.6.5. PATOHISTOLOSKA ANALIZA KARCINOMA DOJKE

1.6.5.1. MIKROSKOPSKI TIPOVI INVAZIVNOG KARCINOMA DOJKE

Tumori ukljuceni u ovu kategoriju su oni kod kojih postoji proboj bazalne

membrane, odnosno invazija strome, bez obzira na to da li se nalazi in situ sastavnica ili

ne, i bez obzira na odnos invazivne i in situ sastavnice u tkivu tumora. Kao i in situ lezije, i

11
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veéina invazivnih karcinoma se moze podijeliti na dva glavna histoloska tipa, a to su

duktalni i lobularni tip, ukljucujuci i prisutnost mijesanih i intermedijarnih (prijelaznih)

oblika. Tipovi

invazivnih karcinoma dojke, prema vazecoj Kklasifikaciji Svjetske

zdravstvene organizacije (World Health Organization - WHO) iz 2003. godine, prikazani
su u tablici 1 (37).

Tablica 1. WHO Kklasifikacija invazivnih karcinoma dojke iz 2003. godine (37).

Invazivni duktalni karcinom
o Klasi¢ni, nespecificirani tip (engl. not otherwise specified — NOS)
= Mijesani karcinom
= Pleomorfni karcinom
= Karcinom s orijaskim stanicama tipa osteoklasta
= Karcinom sa znac¢ajkama koriokarcinoma
= Karcinom sa znac¢ajkama melanoma
Invazivni lobularni karcinom
Tubularni karcinom
Invazivni kribriformni karcinom
Medularni karcinom
Mucinozni karcinom i drugi tumori s obilnim stvaranjem sluzi
o Mucinozni karcinom
o Cistadenokarcinom i mucinozni karcinom cilindri¢nih stanica
o Karcinom stanica tipa prstena pecatnjaka
Nauroendokrini tumori
o Solidni neuroendokrini karcinom
o Atipiéni karcinoid
o Sitnostani¢ni karcinom
o Velikostaniéni neuroendokrini karcinom
Invazivni papilarni karcinom
Invazivni mikropapilarni karcinom
Apokrini karcinom
Metaplasti¢ni karcinomi
o Cisti epitelni metaplastiéni karcinomi
= Karcinom plocastih stanica
= Adenokarcinom s metaplazijom tipa vretenastih stanica
= Adenoskvamozni karcinom
=  Mukoepidermoidni karcinom
o Mijesani epitelno-mezenhimni metaplasti¢ni karcinomi
Karcinom bogat lipidima
Sekretorni karcinom
Onkocitni karcinom
Adenoidno cisti¢ni karcinom
Karcinom acinarnih stanica
Svijetlostani¢ni karcinom bogat glikogenom
Sebacealni karcinom
Upalni karcinom
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1.6.5.2. DUKTALNI INVAZIVNI KARCINOM DOJKE

Ovo je najcesci tip karcinoma dojke koji se dijagnosticira u 60-75% slucajeva svih
invazivnih karcinoma (38). Do dijagnoze se dolazi isklju¢ivanjem drugih tipova zbog ¢ega
u nazivu i stoji dodatak ,,nespecificiranog tipa - NST* (engl. not otherwise specified —
NOS) (5).

Veli¢ina ovih tumora moze biti razli¢ita, od manje od 1 cm do preko 10 cm, a
makroskopski su obi¢no Cvrsti (naro€ito oni s ve¢om koli¢inom strome), slabo ograniceni,
Zuto-sivkasti i Skripe pri rezanju. Mogu rasti tako da rubno u tra¢cima infiltriraju okolinu
(infiltrativno) pa im je oblik zvjezdolik, ili rastu u obliku ¢vora, gurajuéi rubove
(ekspanzivno). Makroskopski se, osobito u veéim tumorima, mogu uociti podrucja
nekroze, krvarenja i cisti¢ne degeneracije, a tumor moze zahvacati kozu ili fasciju i
pektoralni misic (3).

Mikroskopski postoje brojne varijacije. Tumor raste u obliku nepravilnih solidnih
nakupina, dobro formiranih gnijezda, tracaka, ili pojedina¢nih stanica, a8 mogu se naci i
veca ili manja podrucja glandularne/tubularne diferencijacije. Tubuli i solidne nakupine
nisu okruzeni mioepitelnim stanicama, niti bazalnom membranom. Tumorske stanice
imaju razli¢itu veli¢inu i oblik, jezgre i jezgrice su jasnije vidljive, a mitoze su jasno
prisutne. Podrucja nekroze se nalaze u oko 60% slucajeva, kao i kalcifikati u obliku grubih
ili finih granula i, rijetko, psamomskih tjelesaca. Koli¢ina strome varira od oskudne do
obilne, a po izgledu od gusto fibroticne (dezmoplasticne) do celularne. U oko 90%
sluCajeva nalaze se obilne nakupine elasticnih vlakana (elastoza) vec¢inom u Stijenkama
netumorskih kanali¢a i krvnih Zila (obi¢no vena). Elastoza je odgovorna za blijede pruge
(engl. chalky streaks) koje se makroskopski uocavaju na prerezu tumora. Histoloski se
ponekad nalazi vaskularna i (peri)neuralna invazija. Uz jasno izraZeni invazivni tumor
¢esto je prisutna 1 komponenta duktalnog in situ karcinoma (DCIS), a ponekad 1 lobularnog
in situ karcinoma (LCIS) (3, 5, 38).

Imunohistokemijski, tumorske stanice pokazuju pozitivnu reakciju na citokeratine
niske molekularne tezine (osobito CK8, 18 i 19) i EMA te na specifi¢ni antigen masnih
globula mlijeka. Uz to je oko 70% slucajeva pozitivno na alfa-laktalbumin, a veéina je
pozitivna i na CEA, B72.3 i BCA-225. Vimentin moze takoder biti pozitivan, ponekad
zajedno s GFAP (engl. glial fibrillary acidic protein). Glatkomisi¢ni aktin i drugi
glatkomiS$i¢ni biljezi nisu izrazeni, $to potvrduje nedostatak mioepitelnih stanica oko

tumorskih nakupina (3, 23).
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1.6.5.3. LOBULARNI INVAZIVNI KARCINOM DOJKE

Ovo je drugi najces¢i invazivni karcinom dojke, iako njegova incidencija u
razli¢itim studijama varira od 0.7 do 20% (39). Tumori mogu biti mikroskopskih
dimenzija, klini¢ki nevidljivi, ili toliko veliki da difuzno zahvadaju citavu dojku.
Makroskopski mogu tvoriti jasnu ¢vrstu tumorsku masu nepravilnih rubova, brojne manje
¢vorove, ali i rasti tako difuzno da se golim okom uopce ne uocavaju.

U svojem klasiénom obliku invazivni lobularni karcinom je karakteriziran
prisustvom malih i relativno jednoli¢nih tumorskih stanica koje rastu u uskim redovima,
pojedinacno ili po nekoliko stanica (engl. Indian file) i u koncentriénom rasporedu oko
kanali¢a i lobula (engl. targetoid growth). Mioepitelnih stanica nema. Stroma je obi¢no
obilna, gusta, vezivna, sa ZariStima periduktalne ili perivaskularne elastoze.

Ako postoji ovakav citoarhitekturalni izgled, tumor treba klasificirati kao lobularni
invazivni karcinom, bez obzira na to postoji li uz njega i in situ oblik. Oko 80% invazivnih
lobularnih karcinoma sadrzi i ZariSta lobularne intraepitelne neoplazije - LIN, odnosno
LCIS-a (5, 38).

Imunohistokemijski, tumorske stanice pokazuju pozitivnu reakciju na citokeratine,
EMA i membranski antigen mlije¢nih masnih globula. S-100 protein se nalazi u oko 60%
sluc¢ajeva. Za razliku od duktalnih, lobularni karcinomi nisu pozitivni na E-cadherin §to
uvelike olakSava postavljanje dijagnoze u najmanje 5% karcinoma koji se na temelju HE
bojenja ne mogu klasificirati niti kao duktalni, niti kao lobularni (5).

Valja naglasiti da je podjela karcinoma dojke na najcesce tipove, duktalni i1
lobularni, vezana za njihove histoloske, citoloSke i imunohistokemijske znacajke, a ne za
porijeklo tumorskih stanica (epitel kanali¢a ili lobula). Danas se smatra da oba tipa polaze

od epitela terminalne duktalno-lobularne jedinice (vidi sliku 3).

1.6.5.4. HISTOLOSKO STUPNJEVANJE DIFERENCIRANOSTI KARCINOMA DOJKE
(GRADUS)

Karcinomi dojke razlikuju se klini¢ki 1 histoloski, ali 1 po svojem bioloskom
ponaSanju. Stupanj diferencijacije tumora prognosticki je vrlo vaZzan i neovisan je o
veli¢ini tumora i1 zahvacenosti limfnih ¢vorova. Postoje dvije metode stupnjevanja

karcinoma dojke: nuklearno (citolosko) i histolosko.
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Nuklearno stupnjevanje (nuklearni gradus) se temelji na histoloskoj usporedbi
jezgara tumorskih stanica s jezgrama normalnih epitelnih stanica dojke. Na velikom
povecanju mikroskopa promatra se veliCina jezgre, odnos jezgre i citoplazme, nepravilnost
jezgrine membrane, raspored kromatina, izrazenost jezgrica i stupanj polimorfije (razlike u
veli€ini 1 obliku jezgara). Tumorske stanice karcinoma niskog stupnja (niskog gradusa) su
jednoli¢ne, s malim pravilnim jezgrama, pravilno rasporedenog kromatina. Karcinomi
visokog stupnja (visokog gradusa) su gradeni od polimorfnih epitelnih stanica Cije jezgre
pokazuju znacCajnu razliku u veli¢ini 1 obliku, imaju izrazene jezgrice, nepravilnu
membranu te grub i nepravilno rasporeden kromatin. Budu¢i da za nuklearno stupnjevanje
nije vazan nain rasta tumora, niti mitotska aktivnost, ono se moze primijeniti na sve
histoloske tipove karcinoma dojke (40).

Za histoloSko stupnjevanje karcinoma dojke danas se uobicajeno koristi tzv.
Nottinghamska modifikacija Bloom i Richardsonove klasifikacije po Elistonu i Ellisu (3)
koja se temelji na stupnju stvaranja tubula, polimorfiji jezgara i broju mitoza. Za svaki od
ova tri kriterija dodjeljuju se po 1, 2 ili 3 boda, a konacni stupanj (gradus) se dobiva
zbrajanjem svih bodova (3-5 bodova=gradus I; 6-7 bodova=gradus II; i 8-9 bodova=gradus
I11). Korist ovog sustava stupnjevanja dokazana je u brojnim istrazivanjima, te ga se
rutinski navodi u svakom patohistoloskom nalazu (5). Sustav se vec¢inom primjenjuje na
duktalni invazivni Kkarcinom, ali se moze primijeniti i na specijalne tipove duktalnog
karcinoma kao i na lobularni karcinom. I nuklearno i histolosko stupnjevanje pokazalo se

korisnim prognostickim ¢imbenikom u bolesnica s karcinomom dojke.

1.6.5.5. pTNM KLASIFIKACIJA KARCINOMA DOJKE

Klasifikacija karcinoma dojke prema 7. izdanju TNM Kklasifikacije iz 2009. godine
prikazana je u tablici 2 (41). Kategorija pT odgovara klinickoj T kategoriji.
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Tablica 2. pTNM Klasifikacija invazivnih karcinoma dojke iz 2009. godine (41).

Tis: karcinom in situ

T1: tumor <2 cm
T2:tumor >2cm,a<5cm
T3: tumor >5cm

T4: tumor dojke bilo koje veli¢ine prosiren na stijenku ili kozu prsnog kosa

pN1mi: mikrometastaze > 0,2 mm, ali <2 mm

pN1: metastaze u 1-3 istostrana aksilarna limfna ¢vora, i/ili u istostrane ¢vorove uzduz
unutarnje mamarne arterije, s mikroskopskim metastazama otkrivenim pregledom ¢vora ¢uvara
koje nisu klinicki ocite

pN2: metastaze u 4-9 ipsilateralnih aksilarnih limfnih ¢vorova, ili klinicki o€ito pozitivni
ipsilateralni ¢vorovi uz unutarnju mamarnu arteriju uz odsutne aksilarne metastaze

pN3: metastaze u >10 ipsilateralnih aksilarnih ¢vorova, ili u ipsilateralnim infraklavikularnim
¢vorovima, ili klini¢ki ogito pozitivne ipsilateralne ¢vorove uz unutarnju mamarnu arteriju i uz
>1 pozitivni aksilarni ¢vor, ili metastaze u >3 aksilarna ¢vora s klini¢ki negativnim ¢vorovima
uz unutarnju mamarnu arteriju u kojih je histoloski detektirana mikroskopska metastaza, ili
prisustvo metastaza u ipsilateralnim supraklavikularnim limfnim ¢vorovima

MO: bez udaljenih metastaza u drugim organima

MI1: prisutne udaljene metastaze, najéesce u kostima, plu¢ima, jetri ili mozgu

1.6.5.6. ESTROGENSKI | PROGESTERONSKI (HORMONSKI) RECEPTORI

Zbog vaznosti u postupku terapije u svakom se karcinomu dojke rutinski
imunohistokemijski odreduje izraZzenost ER i1 PR. Trenutno se u tu svrhu moze Koristiti
nekoliko monoklonalnih antitijela, a bojenje se izvodi na rezovima uzoraka tumora rutinski
fiksiranih u formalinu i uklopljenih u parafin. Kvantifikacija rezultata ve¢ je dugo predmet
rasprave. Neki autori pozitivnim rezultatom smatraju obojanost jezgara barem 5%
tumorskih stanica, dok drugi zahtijevaju minimum od 10% pozitivnih stanica (42). U
ozujku 2009. godine u St. Gallenu (Svicarska) odrzana je 11. konferencija o primarnom
lijeenju ranog raka dojke koja je okupila vise od 4800 sudionika iz 101 zemlje. Pritom su
najveci eksperti koji se bave rakom dojke (engl. Panel) postigli dogovor da se pozitivnom
na ER/PR smatra svaka, pa i najmanja, imunohistokemijski pozitivna reakcija jezgara
tumorskih stanica (43). Ukoliko je rezultat ER i PR bojenja negativan u uzorku dobivenom
biopsijom iglom, testiranje treba ponoviti na velikom uzorku dobivenom nakon kirurskog
zahvata ().
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1.6.5.7. HER2/neu

HER2/neu (c-erbB-2) je onkogen koji kodira transmembranski glokoprotein s
aktivnos¢u tirozin kinaze, poznat kao p185, a koji pripada obitelji receptora epidermalnog
¢imbenika rasta. Njegova prekomjerna izrazenost se moze prikazati imunohistokemijski ili
FISH metodom (ili njenim kromogenim ekvivalentom). Prekomjerna ekspresija HER2/neu
je dobar prediktor odgovora na trastuzumab (Herceptin), ali i prediktor loseg odgovora na
kemoterapiju i kra¢eg ukupnog prezivljenja bolesnica (3).

Anti-HER?2 terapija primjenjuje se u bolesnica s HER2-pozitivnim tumorom, a
prema Komisiji iz St. Galllena, American Society of Clinical Oncology i The College of
American Pathologists (ASCO/CAP) pozitivnim tumorom se smatra onaj koji u >30%
tumorskih stanica pokazuje jako i cjelovito obojenje membrane ili je rezultat FISH-a >2,2+
(43).

Prekomjerna ekspresija HER2/neu nalazi se u gotovo svim slu¢ajevima DCIS-a
visokog gradusa, u 20-30% invazivnih duktalnih karcinoma i u manjem postotku

invazivnih lobularnih karcinoma (3).

1.6.5.8. BILJEZI PROLIFERACIJE

Biljezi proliferacije odnedavno se smatraju vaznim prognosti¢kim ¢imbenikom 1
znacajnom stavkom prilikom odluke o mogucoj koristi primjene kemoterapije u pacijentica
s karcinomom pozitivnim na hormonske receptore. Zbog toga je postotak proliferirajucih
tumorskih stanica imunohistokemijski odreden pomocu protutijela Ki67 danas rutinski dio
patohistoloSkog nalaza karcinoma dojke. Vrijednost Ki67 < 15% smatra se niskom,

vrijednost od 16-30% srednjom, a >30% visokom (43).

1.6.6. KLINICKI TIJEK BOLESTI

Karcinom dojke $iri se neposrednom infiltracijom te limfnim i krvnim putem. Oko
4-6% karcinoma je u vrijeme postavljanja dijagnoze metastaziralo na udaljena mjesta, a u
toj skupini bolesnica, oko 1/5 njih preZivljava 5 godina (44). Ostale metastaze postaju
klinicki vidljive mjesecima, godinama ili desetlje¢ima nakon pocetne terapije. Osim samog
parenhima dojke, lokalno karcinom moze zahvatiti bradavicu, kozu, fascije, pektoralni

misi¢ ili druge strukture prsne stijenke. Stupanj lokalne invazije je opcenito veci u
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invazivnom lobularnom karcinomu i njegovim inac¢icama, nego u duktalnom karcinomu.
Invazija bradavice se nalazi u 23-31% bolesnica kod kojih je karcinom bio otkriven
klinicki, u vecini slucCajeva uz tumore smjeStene u sva Cetiri kvadranta, ve¢e od 5 cm,
visokog nuklearnog i histolo§kog gradusa te pozitivne na HER2/neu (45).

Lokalni recidiv nakon mastektomije nalazi se kao povrs$ni ¢vori¢ u ili blizu
kirurskog oziljka, ili u obliku subkutanog parasternalnog ¢vori¢a, a Zene s lokalnim
recidivom imaju povecan rizik za razvoj udaljenih metastaza. Recidiv tumora koji prati
lokalnu eksciziju ¢esto se nalazi u istom segmentu dojke, sto je ¢injenica koju neki autori
koriste za preporuku primarne ekscizije koja u bloku odstranjuje i udruzeni sustav
kanali¢a. Novije metode kirur§kog lije¢enja kojima se odmah nakon mastektomije izvodi i
rekonstrukcija dojke nisu pra¢ene povecanim brojem lokalnih recidiva (46).

Osim lokalnog Sirenja, karcinomi dojke se limfnim putem Sire u regionalne limfne
¢vorove i to najéesée u cvorove pazusne jame, u kojima se metastaze nalaze u c¢ak 40-50%
klinicki otkrivenih karcinoma dojke (47). Aksilarni limfni ¢vorovi dijele se u tri razine:
donja (etaza I) se nalazi lateralno od malog prsnog misica, srednja (etaza II) ispod malog
prsnog miSica, a gornja ili apikalna (etaZa III) medijalno od malog prsnog misi¢a. Uz to se
karcinomi dojke mogu §iriti u limfne ¢vorove unutarnje mamarne regije, a iz te dvije regije
dalje u ¢vorove supraklavikularne regije. Unutarnji mamarni ¢vorovi nalaze se na prednjim
krajevima interkostalnih prostora sa strane unutarnje torakalne arterije (48). Prosje¢na
incidencija zahvacenosti ovih limfnih ¢vorova u klini¢ki otkrivenim karcinomima dojke
1znosi oko 22%, pri ¢emu je ona manja od 1% za tumore smjeStene u vanjskim dijelovima
dojke s negativnim aksilarnim limfnim ¢vorovima, a veca od 50% za tumore unutarnjih
kvadranata s pozitivnim aksilarnim limfnim ¢vorovima (47). Supraklavikularni limfni
¢vorovi zahvaceni su u oko 20% bolesnica s pozitivnim aksilarnim ¢vorovima i gotovo su
uvijek nezahvaceni u bolesnica s negativnim aksilarnim limfnim ¢vorovima. Nije rijetkost
na¢i limfne ¢vorove i unutar tkiva dojke (tzv. intramamarni limfni ¢vorovi) (5).

Udaljene metastaze se najceSce vide u skeletnoj muskulaturi, plu¢ima 1 pleuri, jetri,
jajniku, nadbubreznim Zlijezdama i srediSnjem zivéanom sustavu (ukljucujuci
leptomeninge i oc¢i). Invazivni lobularni karcinom ima osobitu sklonost metastaziranju u
trbuSnu Supljinu, osobito u probavni sustav, jajnike i serozne ovojnice (3).

U diferencijalnoj dijagnostici metastaza nepoznatog podrijetla, imunohistokemijski
pozitivna reakcija, osobito ako je kombinirana, na GCDF-15 (engl. gross cystic disease
fluid protein 15), alfa- laktalbumin i steroidne receptore ukazuje na karcinom dojke kao na

primarno sijelo (5).
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Metastaze karcinoma dojke u limfne ¢vorove nisu povezane s ukupnim skracenim
prezivljenjem jer same po sebi ne uniStavaju funkcije vitalnih organa. Pritom se postavlja
pitanje da li se usporedno sa Sirenjem tumorskih stanica u limfne ¢vorove tumor i krvlju
Siri u udaljene organe, ili se tumorske stanice na udaljena mjesta Sire tek nakon odredenog
razdoblja koje provedu rastuéi u limfnom &voru. Cini se da nema uobi¢ajenog nacina
Sirenja tumora, da regionalni limfni ¢vorovi nisu djelotvorna barijera tumorskom Sirenju, te
da je njihova zahvacenost tumorskim tkivom ponajprije pokazatelj osobitog odnosa tumora

i domacina, a ne prisutnosti udaljenih metastaza (49).

1.6.7. LIJECENJE, PROGNOZA I MOLEKULARNA KLASIFIKACIJA KARCINOMA
DOJKE

1.6.7.1. KIRURSKO LIJECENJE

Nakon obavljenih dijagnostic¢kih postupaka, bolesnice s karcinomom dojke mogu se
svrstati u 3 velike skupine u kojih se primjenjuju razli¢iti nacini lijecenja:
I. Operabilni karcinom dojke — TisN*OMO ili TO-3N0-1MO
I1. Lokalno uznapredovali karcinom dojke — T1-4N1-3MO
I11. Diseminirani karcinom dojke — T1-4N1-3M1

*odnosi se na klinic¢ki N stadij

Kod bolesnica s operabilnim karcinomom dojke u novije je vrijeme uglavnom
indiciran poStedni kirurSki zahvat (segmentektomija, kvadrantektomija) jer brojna
istrazivanja pokazuju da takav postupak ima jednak ucinak na prezivljenje kao 1
mastektomija (50, 51). PoStedni zahvat podrazumijeva uklanjanje tumora s dostatnim
zdravim rubom koji se u razli¢itim dijelovima svijeta razli¢ito definira. Tako vecina
sjevernoameri¢kih onkologa smatra da je resekcijski rub negativan ukoliko tumor
histoloski ne dopire do ruba obiljezenog bojom za tkivo, dok europski onkolozi smatraju
da negativnim rubom valja definirati onaj od kojeg je tumor udaljen barem 2-5 mm (52).
Nalaz invazivnog karcinoma na resekcijskom rubu povezan je s ¢estim lokalnim povratom
bolesti (43).

Danas je opc¢e prihvaceni stav da opseg disekcije aksilarnih limfnih ¢vorova treba
obuhvatiti razinu I 1 II, 1 to kod pacijentica u kojih je ,,aksila klini¢ki pozitivna®. Stav o
indikaciji za disekciju ¢vorova aksile kod klini¢ki negativnog nalaza predmetom je brojnih

rasprava, budu¢i da uklanjanje negativnih limfnih ¢vorova nema terapijski ucinak, a
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povezano je sa specificnim komplikacijama i povecanim morbiditetom (53). Ipak, s
obzirom na to da je zahvacenost limfnih ¢vorova jedan od najvaznijih prognosti¢kih
¢imbenika raka dojke 1 uvelike odreduje daljnji terapijski postupak, danas se sve ¢esce, ili
¢ak redovito, u tu svrhu izvodi biopsija limfnog ¢vora ¢uvara (sentinel) (54). Postupak je
temeljen na konceptu da ukoliko je sentinel limfni ¢vor negativan, U gotovo svim
slu¢ajevima je i ostatak limfnih ¢vorova negativan, a ako je pozitivan, u trecine bolesnica
postoji vjerojatnost da ¢e jo$ neki limfni ¢vor biti zahva¢en tumorom. Trenutno veéina
patologa smatra da sentinel limfni ¢vor koji je na smrznutom rezu negativan, treba biti
dodatno pregledan na tri razine dubine, bojen standardnom metodom HE, uz najmanje
jedan rez na kojem se treba uciniti imunohistokemijska analiza na izrazenost citokeratina
(55). Daljnja disekcija aksilarnih limfnih ¢vorova moze se izostaviti u svih pacijentica s
negativnim sentinel ¢vorom i u skupini bolesnica s mikrometastazom (<2mm) ili
pojedina¢nim tumorskim stanicama u sentinel ¢voru (43).

Kirursko lijeCenje lokalno uznapredovalog raka dojke provodi se nakon
neoadjuvantne sistemske terapije, ako se postigne operabilnost, a time se otklanja ostatna
tumorska masa i postize bolja lokalna kontrola bolesti (43).

U bolesnica s diseminiranim rakom dojke kirurSki se radi biopsija tumora ili
tumorektomija kako bi se odredio histoloski fenotip tumora, gradus te vrijednosti
hormonskih receptora, HER2/neu status i proliferacijski indeks, ali se bolest primarno
lijeci sistemskom terapijom. Ipak, novija istrazivanja govore da redukcija tumora u takvih

pacijentica nije samo palijativni zahvat ve¢ moze imati ulogu u boljoj kontroli bolesti (56).

1.6.7.2. RADIOTERAPIJA | SISTEMSKO LIJECENJE

Prema smjernicama Komisije iz St. Gallena 2009, radioterapija se provodi
postoperativno u pacijentica s Cetiri ili viSe zahvacena aksilarna limfna ¢vora. Uz to se
radioterapija moZe primijeniti u bolesnica sa zahvac¢enim jednim do tri limfna ¢vora ako su
mlade ili imaju lose druge prognosti¢ke cimbenike (43).

Nove smjernice upucuju da je adjuvantna hormonska (endokrina) sistemska terapija
indicirana u svih pacijentica s bilo kakvim, pa i najmanjim, imunohistokemijskim
pozitivitetom na ER, a anti-HER2 terapija je indicirana u pacijentica s jasnim jakim
pozitivitetom na HER2/neu. Primjena citotoksi¢ne kemotarapije ima nesSto kompliciranije
indikacije pa pacijentice koje primaju anti-HER2 terapiju obi¢no primaju i kemoterapiju,

pacijentice s negativhim ER, PR i HER2/neu (engl. triple negative) takoder primaju
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kemoterapiju, a one na hormonskoj terapiji primaju i kemoterapiju ukoliko imaju bolest
visokog rizika (nizak ER, gradus 3, visoki Ki67 indeks, tumor promjera veéeg od 5 cm ili

nalaz perivaskularne invazije tumorom) (43).

1.6.7.3. PROGNOZA | MOLEKULARNA KLASIFIKACIJA KARCINOMA DOJKE

Kako bi se predvidjelo klinicko ponasanje bolesti, procijenila prognoza i odlucilo o
najprikladnijem nacinu lijeCenja bolesnica s karcinomom dojke, rutinski se koriste razliciti
klinicki 1 patohistoloski ¢imbenici. To je najcesée zivotna dob, zahvacenost aksilarnih
limfnih ¢vorova, veli¢ina tumora i histoloski gradus, limfovaskularna invazija, stanje
hormonskih receptora 1 HER2 status. Ove znacajke imaju vecu klinicku vrijednost ukoliko
se promatraju u kombinaciji nego svaka zasebno te je takav pristup temelj za nekoliko
prognostickih shema kojima se pacijentice nastoje svrstati u razliCite kategorije rizika.
Tradicionalno se u procjeni prognoze bolesti i petogodiSnjeg prezivljenja nakon
operativnog zahvata koristi Nottinghamski prognosticki indeks - NPI (engl. Nottingham
prognostic index) koji u izratun uvrStava veli¢inu tumora, stanje limfnih ¢vorova i
histoloski gradus (57). Od novijih prognostickih sustava kojima se pacijentice pokusavaju
svrstati u razliite grupe rizika, koriste se kriteriji ve¢ spomenute Komisije iz St. Gallena
2009, NIH kriteriji (engl. National Institutes of Health - NIH) te tzv. Adjuvant Online
sustav (43, 58, 59). Ipak, iako svrstavanje pacijentica u razli¢ite rizicne grupe ima veliku
ulogu u procjeni prognoze, uloga ovih sustava u procjeni rizika svake pojedinacne
pacijentice je ograni¢ena buduc¢i da pacijentice sa slicnom kombinacijom ¢imbenika mogu
imati razlicit klinicki tijek bolesti.

U novije vrijeme ovaj se problem pokuSava rjeSavati pomoc¢u novih molekularnih
metoda, narocito profiliranja ekspresije gena (engl. gene expression profiling), koje se sve
viSe koriste u procjeni prognoze i odgovora na terapiju. Na temelju njih nastaje nova
molekularna klasifikacija karcinoma dojke koja karcinome pozitivne na hormonske
receptore dijeli na 2 skupine: luminal A i luminal B, a karcinome negativne na hormonske
receptore na skupine HER2 i engl. basal-like (60). Razli¢ita istrazivanja osim spomenutih
podtipova spominju i skupinu luminal C i engl. normal breast-like skupinu, ali su one
slabije definirane (61-63).

Molekularni podtipovi medusobno se razlikuju po ekspresiji gena, klinickim

znacajkama, odgovoru na terapiju i prognozi, kao §to je prikazano u tablici 3.
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Tablica 3. Glavni molekularni podtipovi karcinoma dojke (60).

Obrazac
ekspresije gena

Klinicke
znacajke

Odgovor na
lijecenje i
prognoza

Luminalni

- visoka ekspresija ER i PR
udruzenih gena

~70% invazivnih
karcinoma dojke

- ER/PR pozitivni

- luminal B obi¢no ima
vedi histoloski gradus od
luminal A

- neki pojac¢ano
eksprimiraju HER2
(luminal B)

- odgovara na hormonsku
terapiju

- odgovara razli¢ito na
kemoterapiju (luminal B
bolje nego luminal A)

- luminal A ima bolju
prognozu nego luminal B

HER2

- visoka ekspresija
HER2

- niska ekspresija ER i
udruzenih gena

~15% invazivnih
karcinoma dojke

- ER/PR negativni

- CeSce visokog gradusa
i pozitivnih limfnih
¢vorova

- odgovara na
trastuzumab (Herceptin)
- odgovara na
kemoterapiju baziranu
na antraciklinima

- uglavnom losa
prognoza

Basal-like

- visoka ekspresija bazalnih
epitelnih gena i bazalnih
citokeratina

- niska ekspresija ER i
udruzenih gena

Niska ekspresija HER2

~15% invazivnih karcinoma
dojke

- ve¢inom ER/PR/HER2
negativni (‘triple negative’)
- BRCAL1 disfunkcija
(nasljedna, sporadi¢na)

- naroc¢ito ¢est u crnkinja

- ne odgovara na hormonsku
terapiju ili trastuzumab
(Herceptin)

- ¢ini Se da je osjetljiv na
kemoterapiju baziranu na
platini i PARP inhibitorima

- uglavnom losa prognoza (ali
ne generalno losa)

Jedna od najvec¢ih novosti koju donose nova molekularna istraZivanja je utvrdivanje
., basal like* karcinoma kao posebne molekularne grupe. Ti su tumori obi¢no duktalni
invazivni karcinomi visokog histoloskog gradusa, solidnog nacina rasta bez stvaranja
tubula, s velikim brojem mitoza, limfocitnim infiltratom u stromi, ekspanzivnim rubom
(engl. pushing border), s podru¢jima geografske nekroze i/ili srediSnjim fibroti¢nim
podru¢jem (fokusom) i s malo ili nimalo pridruZene in situ duktalne komponente (64).
Nadalje, ti tumori izraZavaju bazalne citokeratine i receptor epidermalnog faktora rasta
(engl. epidermal growth factor receptor), ali ve¢inom ne izraZzavaju ER i PR i ne pokazuju
pojacanu izraZenost 1 amplifikaciju gena HER2 (trostruko negativni) Sto ih cini
neprikladnima za lije€enje vecinom suvremenih hormonskih i1 kemoterapeutskih lijekova.
Oko 80% tumora povezanih s mutacijom BRCA-1 uklapa se u ovu grupu karcinoma, a
mnogi sporadi¢ni ,,basal-like” karcinomi u studijama profiliranja gena pokazuju
disfunkciju BRCAL. Smatra se da ovi tumori uglavnom imaju loSu prognozu, iako neke
studije naglasavaju da su i ,,basal-like “ karcinomi, po histoloskim znacajkama, izrazenosti
bioloskih biljega i klinickom toku bolesti heterogena skupina tumora ¢ija prognoza nije

uvijek losa (65, 66).
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Molekularni  podtipovi karcinoma dojke mogu se priblizno utvrditi i
imunohistokemijskim reakcijama. Trenutno se ¢ini da je u tu svrhu najkorisniji panel od 6
bioloskih biljega (tablica 4) (60, 67, 68). Ovakva klasifikacija podrzana je na 12.
medunarodnoj konferenciji u St. Gallenu u svibnju 2011. godine kada su donesene i

smjernice za sistemsko lijeCenje karcinoma dojke s obzirom na novu klasifikaciju (69).

Tablica 4. Imunohistokemijska bojanja na 6 biomarkera za priblizno utvrdivanje
molekularnih podtipova karcinoma dojke (60).

MOLEKULARNI PODTIP PROFIL BIOMARKERA

Luminal A ER+ i/ili PR+, HER2— i nizak Ki67 (<14%)

Luminal B ER+ i/ili PR+ i HER2+ (luminal-HER2 grupa)
ER+ i/ili PR+, HER2— i visok Ki67 (>14%)

HER?2 ER—, PR— i HER2+

Basal-like ER—, PR—, HER2— i CK5/6 i/ili EGFR+

Kratice : CK — citokeratin; EGFR — receptor epidermalnog ¢imbenika rasta; ER — estrogenski receptor; PR —
progesteronski receptor

Vrlo popularna molekularna istrazivanja su u posljednjih nekoliko godina dovela do
definiranja i drugih molekularnih podtipova pri ¢emu se, poradi relativno losih definicija 1
lose reproducibilnosti podtipova te manjka kontrole kvalitete tehnika, pojedini autori sve
¢esce kriticki o€ituju. Lavasani i Moinfar u svom kriticnom osvrtu dolaze do zakljucka da
je nestrpljivost i zurba u definiranju novih molekularnih podtipova karcinoma dojke, te
nepostojanje standardizirane molekularne tehnologije, dovela do produkcije brojnih
pogres$nih zaklju€aka. Autori smatraju da se trenutna molekularna biotehnologija i pristup
ne moze rutinski koristiti u svakodnevnoj klini¢koj praksi i donoSenju odluke kako lijeciti
pacijentice s rakom dojke (70). Rakha i Ellis smatraju da je tehnologija profiliranja gena
itekako revitalizirala istraZivanje raka dojke, ali da od tih tehnika ne treba ocekivati da
zamijene klasi¢nu histoloSku klasifikaciju ve¢ da ju nadopunjuju dodatnim bioloskim

prognosti¢kim znacajkama, narocito u grupi pacijentica sa srednjim rizikom (71).
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1.7. PERITUMORALNE PUKOTINE

Pojedina istrazivanja provedena na karcinomima prostate, koze, debelog crijeva i
drugih organa pokazuju da se oko tumorskih nakupina cesto mogu uoditi tzv.
"peritumoralne pukotine”. Peritumoralne pukotine se morfoloski uocavaju kao prazni
prostori koji djelomicno ili u potpunosti okruzuju nakupine tumorskih stanica, a u literaturi
su opisane kao retrakcijski atrefakti, retrakcijske pukotine, periglandularne pukotine,
peritumoralne lakune, periacinarni haloi, engl. clefting i sli¢no (72-75). Te se pukotine lako
uocavaju svjetlosnim mikroskopom, na standardno obojenim preparatima tumorskog tkiva,
a bez potrebe za dodatnim metodama bojenja.

Prvi ih je opisao Halpert i sur. 1960-ih godina proslog stoljeca, proucavajuéi
adenokarcinom prostate, ali je njihov zna¢aj dugo zanemarivan (76, 77). Cesto se vide na
rutinski obojenim histoloskim preparatima ne samo bazocelularnog karcinoma koze, gdje
predstavljaju jedan od dijagnostickih kriterija, ve¢ i U karcinomu prostate te
mikropapilarnim varijantama karcinoma razli€itih organa; karcinomu dojke, debelog
crijeva, mokra¢nog sustava i drugdje (78-80). Varma i sur. te Kruslin i sur. su proucavali
pojavnost peritumoralnih pukotina u uzorcima tkiva prostate dobivenim biopsijom iglom te
nakon radikalne prostatektomije i uocili da se ovo morfoloSko svojstvo pojavljuje
statisticki znacajno ¢eS¢e u adenokarcinomu prostate u usporedbi s kontrolnom grupom
benignih promjena prostate i normalnim tkivom prostate. Isti autori predlazu da se utvrdeni
znacajni  postotak peritumoralnih  pukotina vrednuje kao dijagnosticki kriterij
adenokarcinoma prostate, naro€ito u sitnim uzorcima dobivenim iglom. Uz to, novija
istrazivanja ovih autora otkrivaju da je prisutnost jako izrazenih retrakcijskih pukotina u
karcinomima prostate jasno povezano s agresivnijim tumorskim fenotipom te kra¢im
periodom do biokemijskog relapsa bolesti i prezivljenjem (74, 81, 82).

Uocivsi ¢e$¢u pojavnost peritumoralnih pukotina u invazivnom karcinomu dojke
nego u in situ karcinomu, lIrie i sur. ih smatraju jeftinim i efektivnim "markerom
invazivnog karcinoma", definirajuéi ih takoder kao moguce dijagnosticko pomagalo (83).
Istrazivanja Acsa i sur. pokazuju da oko 60% karcinoma dojke pokazuje razlicitu
izrazenost peritumoralnih pukotina te da je njihova pojavnost statisticki znacajno povezana
s veli¢cinom tumora, histoloSkim tipom i1 gradusom tumora kao i limfovaskularnom
invazijom, zahvaceno§¢u aksilarnih limfnih ¢vorova, zna¢ajno loSijom prognozom i kra¢im

prezivljenjem bolesnica. Isti autori u novom istrazivanju otkrivaju znacajnu pozitivnu
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povezanost izmedu proSirenosti peritumoralnih pukotina i limfangiogeneze (mjerene
pomocu gustoce limfnih zila i ekspresije vaskularnog endotelnog ¢imbenika rasta C
IVEGF-C/ u sredistu tumora i na periferiji) te zakljuuju da je veca pojavnost
peritumoralnih pukotina povezana s agresivnijim fenotipom tumora (84, 85).

Peritumoralne pukotine se ne uocavaju na histoloskim preparatima smrznutih
rezova te je ovo morfolosko svojstvo tradicionalno shvaceno kao artefakt nastao zbog
retrakcije strome prilikom fiksacije i laboratorijske obrade tkiva (78). Poboljsavanjem
kvalitete laboratorijskog postupka sSmanjuje se moguéi nastanak artefakata te novija
istrazivanja promatraju peritumoralne pukotine kao morfolosku promjenu cijem bi
nastanku mogle pridonijeti bioloske znacajke tumora poput abnormalnosti bazalne
membrane, gubitka adhezivnih ¢imbenika i izrazenost kolagenaza ili drugih enzima

ekstracelularnog matriksa koji su odgovorni za invazivni rast tumora.

1.8. ANGIOGENEZA, LIMFANGIOGENEZA |
LIMFOVASKULARNA INVAZIJA U KARCINOMU DOJKE

1.8.1. ANGIOGENEZA I BILJEZI ENDOTELA KRVNIH ZILA

Invazija tumorskih stanica u krvne i limfne zile kriti¢an je dogadaj za nastanak
metastaza. Pritom tumorske stanice mogu napustiti primarno sijelo ulaskom u postojece
zile ili novostvorene zile unutar tumora, a uloga ova dva nacina jo$ uvijek nije jasna.

Angiogenezom ili neovaskularizacijom se smatra nastanak novih krvnih zila,
najvjerojatnije od endotela ve¢ postojec¢ih krvnih Zila. Naime, smatra se da su tumoru, kad
dosegne promjer od 1 do 2 mm, za daljnji rast potrebne nove krvne zile (86). Nove krvne
zile nastaju pod utjecajem snaznih induktora angiogenze poput vaskularnog endotelnog
¢imbenika rasta - VEGF, endotelnog ¢imbenika rasta porijekla trombocita — PD-ECGF
(engl. platelet derived endothelial cell growth factor) i ¢imbenika rasta fibroblasta - FGF
(engl. fibroblast growth factor). Osim za rast tumora, angiogeneza je potrebna za nastanak
udaljenih metastaza pa je unazad 15-ak godina intenzivno proucavana, najéeSce
utvrdivanjem gusto¢e malih krvnih Zila. Prou€avaju¢i gusto¢u malih krvnih Zila kao
osobinu angiogeneze unutar tumora, razni istrazivaci predlazu da bi broj malih krvnih zila
mogao postati novi pokazatelj ponasanja tumora koji bi, uz ve¢ poznate klinicke

pokazatelje poput veli¢ine, gradusa i tipa tumora te stanja aksilarnih limfnih ¢vorova,
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vaskularne invazije ili hormonskih receptora, dodatno izdvojio rizi¢ne bolesnice, naro€ito
one s negativnim limfnim ¢vorovima. Otkrivanje takvih bolesnica u ranoj fazi bolesti
omogucilo bi njihovo prikladnije lijecenje adjuvantnom kemoterapijom ili budu¢im novim
antiangiogenim lijekovima (87).

Najces¢i nacin utvrdivanja angiogeneze u pacijentica s karcinomom dojke jest
brojenje malih krvnih Zzila pri ¢emu se njihov endotel jasnije prikazuje ako ih se oznaci
imunohistokemijskom reakcijom na neki antigen Kkoji je svojstven endotelu, najée$¢e na
faktor VIl antigen, CD31, PECAM-1 (engl. platelet/endothelial cell adhesion molecule) i
CD34. Prvi su je 1991. godine proucavali Weidner i sur. na grupi od 49 pacijentica (26 s
pozitivnim i 23 s negativnim limfnim &vorovima) koriste¢i faktor VIII antigen (88). Zile su
proucavane na mjestu njihove najveée gustoce (engl. hot-spot) koje je utvrdeno na malom
povecanju mikroskopa, a brojane na povrsini polja velikog povecanja (x200, kada povrsina
iznosi 0.74 mm? i x 400, kada povrsina iznosi 0.19 mm?). Pritom je kao pojedinagna mala
zila brojena nakupina endotelnih stanica ¢ak i bez jasnog lumena te svaka pojedinacna
obojena endotelna stanica. Konacna gustoca izraZena je kao najveci broj zila izbrojan na
jedno veliko vidno polje. Gusto¢a malih krvnih Zila koju su Weidner i sur. dobili ovom
metodom u 14 pacijentica s udaljenim metastazama iznosila je 106 + 43,6 (srednja
vrijednost = SD) zila na vidno polje x200, odnosno 37 + 18 Zzila na vidno polje x400. U 35
bolesnica bez udaljenih metastaza najveca gustoca Zila iznosila je 71 + 48,2 zila na vidno
polje x200, odnosno 26 =+ 18 Zila na vidno polje x400. Rezultati jasno pokazuju da je
gusto¢a malih krvnih Zila znacCajno povezana s pojavom udaljenih metastaza, pri cemu
autori navode da su sve bolesnice s gusto¢om vecom od 100 zila na vidno polje povecanja
200 puta imale udaljene metastaze. Najve¢a gusto¢a malih Zila nadena je u razli¢itim
dijelovima tumora, ali najceS¢e u rubnim dijelovima. Rizik za pojavu udaljenih metastaza
rastao je za 1.2 puta sa svakih 10 izbrojenih zila vise (na povecanju x200). Isti autori su u
nekih bolesnica primijetili 1 pojavu malih krvnih zila oko ZariSta duktalnog in situ
karcinoma pretpostavljaju¢i tako da se angiogeneza moze pojaviti i U neinvazivnih
karcinoma (88).

Uzzan 1 sur. su 2004. godine revidirali 43 do tada objavljena istrazivanja o gustoci
malih krvnih Zila u karcinomu dojke te su, premda su se studije medusobno razlikovale po
uzorkovanju pacijentica, tehnici bojenja 1 brojenja zila, zakljucili da se radi o zna¢ajnom
¢imbeniku lose prognoze (87). Vecina autora koristila je imunohistokemijsku reakciju na
faktor VIII antigen koji isti¢e endotel zrelih krvnih Zila, ali 1 limfnih Zila, a autori novijih

studija koriste bojenje na CD31 i CD34. Prednost bojenja na CD31 jest u tome $to
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vizualizira i endotel nezrelih krvnih Zila ¢ime je broj krvnih Zila odredivan tim bojenjem za
oko 30% ve¢i od broja odredenog faktorom VIII. Ipak, CD31 protutijelo ponekad
umjereno reagira i s fibroblastima i ponekim plazma stanicama, a lazno negativna reakcija
moze se dobiti u do 20% rutinski fiksiranih uzoraka karcinoma dojke. Uzzan 1 sur. navode
da je bojenje na CD34 slicno onome na CD31, ali s manjim udjelom lazno negativnih
reakcija te da optimalni marker endotela krvnih zila jo§ nije utvrden (87). CD31 i CD34
oznacavaju endotel i krvnih i limfnih zila, premda je reakcija na limfnim Zilama puno
slabije izrazena (89).

Neki autori broje male krvne zile pomocu metode koju je jos 1943. godine
prezentirao Chalkley, morfoloski analiziraju¢i razna tkiva. Metoda brojenja zila po
Chalkleyu (engl. Chalkley count) koristi mikroskopsku reSetku s 25 nasumce poredanih
tocaka (slika 4) pomocu koje se male krvne zile broje na mjestima najvece gustoce
(najéesée u 3 ,, hot-spota). Zile se broje na nadin da se resetka podesi tako da se tocke
reSetke poklope s najve¢im brojem malih zila, a gustoa zila se izrazava srednjom

vrijednoscu broja s tockama resetke poklopljenih zila (90).

Slika 4. Mikroskopska reSetka s 25 nasumce poredanih tocaka, ukupne povrsine 0,196

mm?, pomocu koje se male krvne Zile broje na mjestima najveée gustoée. (Prilagodeno prema
A.S.C. Curtis. Medical and Biological Illustration, Vol. 10. pp 261-266. (91))

Ovom metodom Hansen 1 sur. utvrdili su da je angiogeneza neovisni prognosticki
faktor raka dojke, a novija istrazivanja navode na zaklju¢ak da je ova metoda bolja u
procjeni utjecaja angiogeneze na prognozu od klasi¢nog brojenja malih krvnih Zila (92,

93).
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1.8.2. LIMFANGIOGENEZA, MARKERI ENDOTELA LIMFNIH ZILA |
LIMFOVASKULARNA INVAZIJA

Uloga angiogeneze u rastu i (udaljenom) Sirenju solidnih tumora je jasno utvrdena,
no usprkos tome istrazivanja ne pokazuju da je angiogeneza povezana s pojavom metastaza
u regionalnim limfnim ¢vorovima. U vecini solidnih tumora pa tako i u karcinomu dojke,
Sirenje tumorskih stanica limfnim putem do regionalnih limfnih ¢vorova predstavlja vazan
dogadaj u ranoj progresiji tumora, a otkrivanje nodalnih metastaza je klju¢no za
odredivanje stadija bolesti. No, unato¢ velikoj ulozi limfnih zila, malo se zna o njihovoj
interakciji s tumorskim stanicama, o tome je li limfno Sirenje aktivan ili pasivan proces kao
i 0 tome da li ono ovisi 0 novonastaloj limfangiogenezi ili se radi o0 invaziji postoje¢ih
limfnih zila (94). Poradi nedostatka specifiénih biljega endotela limfnih Zila, u ranijim
istrazivanjima nije bilo moguée razlikovati krvne od limfnih zila. To se promijenilo
pronalaskom novih imunohistokemijskih biljega, od kojih se D2-40 pokazao specifi¢nim i
najboljim za prikaz endotela limfnih zila u mnogim tkivima (89, 95, 96). D2-40 je
monoklonalno misje protutijelo specifi¢no za ljudski podoplanin, koje reagira s endotelom
limfnih zila, a pri ¢emu endotel kapilara, arterija i vena u normalnom i tumorskom tkivu ne
pokazuje izrazenost (97).

Ranije studije opisuju da, poradi povecanog intersticijskog tlaka uzrokovanog
proliferacijom tumorskih stanica, solidni tumori ustvari nemaju limfne Zile te da Sirenje
tumorskih stanica potpomaZzu periferne limfne zile smjestene u uskoj zoni zdravog tkiva uz
sam rub tumora (tzv. peritumoralne limfne zile) (98, 99, 100). Agarwal i sur. su 2005.
godine na grupi pacijentica s metastatskim karcinomom dojke, brojenjem D2-40
pozitivnih, pojedina¢nih limfnih zila u ,, hot spot-u “, proucavali gustocu limfnih Zila unutar
tumora i uz tumor. Ovi autori unutar samog tumorskog tkiva uglavnom nisu pronasli
limfne Zzile ve¢ su ih uocili samo u podrucjima uz preegzistirajuce duktuse i lobuse,
tumaceci ovakav nalaz kao ostatke normalnih limfnih Zzila koje su ,,zarobljene” (engl.
entrapped) unutar tumora. Uz to veéina krvnih zila unutar tumora nije bila pra¢ena limfnim
zilama zbog Cega su autori zakljucili da invazivni rast tumora dovodi do unistenja limfnih
zila 1 da su limfne zile uz tumor dovoljne za nastanak metastaza u limfne ¢vorove te ih
valja smatrati potencijalnom terapeutskom metom (101). Nedostatak limfangiogeneze u
suprotnosti je s razvojem angiogeneze koju su proucavali Weidner i sur. (88). Razlika
izmedu intratumoralne angiogeneze i limfangiogeneze odrazava funkcije ta dva sustava,

pri ¢emu su kapilare hranidbene Zile koje omogucavaju prezivljenje (vijabilnost) tkiva te
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ishranu i rast tumora. Limfne Zile su drenazne zile i uglavnom ne igraju veliku ulogu u
rastu tumora, iako bi njihov smanjeni broj unutar tumora mogao pripomo¢i rastu tumora
zbog smanjene drenaze limfe bogate hranidbenim tvarima (101).

Nasuprot opisanom nedostatku limfangiogeneze, Van der Auwera i sur. takoder
koriste¢i D2-40, pronalaze intratumoralne limfne zile u ¢ak 80% (neupalnih) karcinoma
dojke pri ¢emu je njihov broj ovisan o nacinu rasta tumora (89). Naime, u karcinomima
dojke ekspanzivnog nacina rasta (dobro ograni¢eni tumorski ¢vor graden od tumorskih
stanica 1 dezmoplasticne strome) naden je manji broj limfnih Zzila nego u onih s
infiltrativnim nac¢inom rasta (koji rastu izmedu preegzistiraju¢ih struktura manje remeteci
arhitekturu tkiva). Isti autori, pomocu proliferacijskog markera Ki67, intratumoralno
pronalaze proliferiraju¢e limfne endotelne stanice. Analogno angiogenezi, unutar
ekspanzivnih tumora naden je veci broj proliferiraju¢ih limfnih endotelnih stanica nego u
infiltrativnih tumora.

Novija istrazivanja takoder opisuju novostvorene limfne zile unutar solidnih
tumora, ukljucujuéi i karcinom dojke. Naime El-Gohary i sur. u svom radu iz 2008. godine
(pomoc¢u D2-40) nalaze intratumoralne limfne Zile u 50% slucajeva karcinoma dojke, pri
c¢emu se gustoca intratumoralnih limfnih zila nije znacajno razlikovala od gustoc¢e limfnih
zila u normalnom tkivu dojke, ali je njihova prisutnost ipak znacajno korelirala s
prognostickim faktorima. Uz to autori nalaze da su intratumoralne limfne zile male i uskog
lumena, za razliku od vecih i Siroko otvorenih limfnih zila u perifernoj regiji, te da nisu
pracene od prije postojeim strukturama poput duktusa, lobusa ili velikih krvnih Zila.
Autori zakljucuju da su razlike u rezultatima studija o postojanju limfangiogenze i nalazu
intratumoralnih limfnih zila vjerojatno posljedica razli¢itog uzorkovanja pacijenata (s
nodalnim metastazama ili bez njih), veli¢ine i tipa tumora, razli¢itih metoda promatranja i
brojenja Zila te donedavnog nedostatka specifi¢nog markera endotela limfnih zila (96).

Limfovaskularna invazija (LVI) se definira kao prisutnost tumorskog tromba u
vaskularnom kanalu oblozenom jednim redom endotelnih stanica (102). Na preparatima
obojenima HE, LVI se lako zamijeni za nakupinu tumorskih stanica okruZenu
peritumoralnom pukotinom, a krvna zila se ponekad tesko razlikuje od limfne Zile pa se
limfnom zilom uglavnom smatra zilna struktura koja ne sadrzi eritrocite. Nadalje, tumorski
tromb mozZe u potpunosti ispuniti lumen zile 1 wuciniti je slabo uocljivom.
Imunohistokemijska reakcija na D2-40 pokazala se dobrim biljegom endotela limfnih Zzila,
no osim njih D2-40 (poput p63) pokazuje pozitivhu reakciju u citoplazmi mioepitelnih

stanica normalnih duktusa, duktusa zahvacenih uobicajenom 1 atipi¢nom hiperplazijom, ali
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1 ve¢ine duktalnih in situ karcinoma §to ne smije biti shvaceno kao LVI. Reakcija na D2-40
je ponekad izraZena i u pojedina¢nim stanicama strome (103).

S obzirom na to da ¢ak 16% do 40% pacijentica s negativnim aksilarnim limfnim
¢vorovima nakon nekog vremena dobije recidiv, Arnaout-Alkarain i sur. su pokuSali
utvrditi ucestalost LVI 1 njezinu povezanost s postojanjem metastaza u regionalnim
limfnim ¢vorovima (100). Koriste¢i D2-40, oni su limfne zile i LVI nasli uglavnom uz
tumor (peritumoralno) te su opisali nalaz LVI u 8% do 21% pacijentica s negativnim
aksilarnim limfnim ¢vorovima i 30% do 46% pacijentica s pozitivnim limfnim ¢vorovima
(100). Budu¢i da nalaz LVI moze biti koristan u probiru pacijentica s negativnim
aksilarnim limfnim c¢vorovima kojima bi adjuvantna kemoterapija Kkoristila, nalaz
peritumoralne LVI na preparatima obojenima HE ukljucen je u kriterije za takav probir jo$
na 9. Sastanku u St. Gallenu 2005. godine (104).

1.9. STROMA KARCINOMA DOJKE

1.9.1. FIBROBLASTI | MIOFIBROBLASTI

Epitelna tkiva su multicelularne, trodimenzionalne strukture koje unutar proteinske
mreZe mikrookoliSa, zvane ekstracelularni matriks, dinami¢no medudjeluju s brojnim
tipovima stanica poput fibroblasta, adipocita, upalnih i endotelnih stanica. lako se zna da
¢imbenici rasta i ekstracelularni matriks doprinose rastu epitelnih stanica tkiva dojke,
morfogenezi, odgovoru na hormone i neoplasticnoj progresiji, tocan utjecaj interakcije
izmedu epitela i strome nije poznat (105).

Fibroblasti su glavna gradevna sastavnica strome dojke, a njihov citoskeletni sustav
¢ine intermedijarni filamenti, uglavnom vimentin (106). Novija istrazivanja pokazuju da
vimentin, osim funkcije citoskeleta, ima ulogu u pokretljivosti i migraciji stanica u
cijele¢im ranama te sudjeluje u brojnim stani¢nim procesima povezanim s regulacijom
proteina vaznih za adheziju stanica (107). Stroma invazivnih karcinoma dojke razlikuje se
od strome normalne dojke po sintezi stromalnih proteina i ekspresiji metalproteinaza
matriksa, a mnoge od tih promjena su vezane za aktivirane fibroblaste, nazvane
miofibroblasti jer eksprimiraju glatkomisi¢ni aktin (engl. smooth muscle actin - SMA).
Naime, prema rezultatima nekoliko istraZivanja, stroma normalnog tkiva dojke sadrzi

fibroblaste imunohistokemijski pozitivne na vimentin, ali i na CD34 (108, 109). CD34 je
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transmembranski, jako glikozilirani protein za kojeg se smatra da je ukljuc¢en u modulaciju
adhezije stanica i transdukciju signala, a izrazen je na hematopoetskim progenitorskim
stanicama, endotelnim stanicama i mezenhimnim stanicama nekih organa, ukljucujuéi i
dojku (109). Intralobularni i interlobularni fibroblasti u tkivu normalne dojke pokazuju
jaku i jednoli¢nu pozitivnu reakciju na CD34 i negativnu reakciju na SMA. Takvu reakciju
pokazuje i normalno tkivo dojke u okolini karcinoma. Fibroblasti koji okruzuju Zlijezde s
epitelnom hiperplazijom, lobularnim karcinomom in situ ili apokrinu metaplaziju takoder
su CD34 pozitivni i SMA negativni. Fibroblasti u fibroadenomima jako su pozitivni na
CD34, ali i na SMA. Za razliku od toga, svi invazivni duktalni karcinomi i ZariSta
mikroinvazije pokazuju gubitak CD34 ekspresije i pojavu SMA pozitiviteta. Pritom
miofibroblasti i dalje zadrZavaju pozitivitet na vimentin. Duktalni karcinomi in situ
pokazuju Sarolik spektar izrazenosti CD34 i SMA pri ¢emu oni visokog gradusa puno
¢esce pokazuju gubitak izrazenosti CD34 od onih umjerenog ili niskog gradusa (108-110).
U tkivu dojke s radijalnim oziljkom veéina fibroblasta je CD34 negativna i SMA pozitivna
(uz pojedinacéne slucajeve koji pokazuju CD34 i SMA pozitivne fibroblaste na periferiji
lezije), a neka istrazivanja ukazuju na to da je radijalni oziljak povezan s povecanim
rizikom od maligniteta (111). Cini se da je gubitak CD34 jade povezan s malignitetom od
ekspresije SMA, iako nije specific¢an (109).

Interakcija izmedu epitelnih stanica karcinoma i strome igra vaznu ulogu u invaziji
I metastaziranju karcinoma dojke. Osim $to imaju funkciju produkcije matriksa,
miofibroblasti su takoder dominantna vrsta stanica koje eksprimiraju nekoliko angiogenih
faktora i faktora koji pospjesuju metastaziranje (engl. plasminogen activator inhibitor-1,
insulin-like growth factor-2 i hepatocyte growth factor) (112). Pretpostavlja se da u
invazivnom karcinomu dojke stromalni miofibroblasti ne samo da povecavaju mitogenezu
1 maligno ponaSanje okolnog tumorskog epitela ve¢ stimuliraju stvaranje vaskularnih
struktura kako bi se osigurala dovoljna opskrba hranjivim tvarima. Ranije istrazivanje
Yazhou i sur. opisuje povezanost stromalnih miofibroblasta i malignih znacajki karcinoma
dojke, a autori pronalaze znacajnu povezanost miofibroblasta s metastazama u limfne
¢vorove 1 histoloskim gradusom, dok povezanost s dobi, veli¢inom tumora i statusom ER
nije nadena (113). Novija istrazivanja Kojima i sur. povezuju prisutnost velikog broja
miofibroblasta sa zlo¢udnijim fenotipom tumora i lo$ijom prognozom pacijenata (114).

Nejasno je da li je fenotipska promjena strome karcinoma dojke posljedica
promjene jednog tipa stanica koje gube CD34 i pocinju eksprimirati SMA ili se radi o

gubitku populacije CD34+ fibroblasta uz posljedi¢nu repopulaciju strome SMA+
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miofibroblastima (110). lako su se prekursorima miofibroblasta smatrale brojne vrste
mezenhimalnih i epitelnih stanica, precizno porijeklo tih stanica te njihova jasna funkcija u
rastu i Sirenju tumora ostaju nerazjasnjeni (114).

Diferencijacija miofibroblasta nije specificna za maligne tumore, dapace
karakteristi¢no se vide u cijele¢im ranama. Sekrecijom kemokina, citokina, faktora rasta,
posrednika upale, kao i proteina i proteinaza izvanstani¢nog matriksa, miofibroblasti igraju
vaznu ulogu u upali, cijeljenju, fibrozi, organogenezi i onkogenezi veéine organa i tkiva
(109).

1.9.2. FIBROTICNI FOKUS

Kako je ve¢ reCeno, rast i progresija tumora nisu odredeni samo karcinomskim
stanicama ve¢ i okolnom tumorskom stromom koja u brojnim karcinomima ¢ini veéinu
tumorske mase. Novostvorena tumorska stroma pokazuje slicnosti s granulacijskim tkivom
1 stvaranjem oziljka koje se vida pri cijeljenju rana, a u nekim se karcinomima u srediSnjem
dijelu moze vidjeti podrucje pretjeranog stvaranja reaktivne strome nalik na oziljak, koje se
naziva fibroti¢ni fokus.

Prije petnaestak godina Hasebe i sur. su prvi detaljnije opisali pojavu fibroticnog
fokusa u karcinomu dojke shvativ§i ga indikatorom agresivnog fenotipa tumora. U
nekoliko svojih radova autori su detaljno opisali histopatoloske kriterije fibroticnog fokusa;
prvo u invazivnim karcinomima dojke, a onda u adenokarcinomima drugih organa, poput
gusteraCe, debelog crijeva i pluca (115-117). Prema Hasebe i sur. fibroti¢ni fokus je
oziljkasto podru¢je promjera > 1 mm, smjeSteno u srediSnjem dijelu tumora, a koje se
zrakasto $iri u okolinu, okruzeno celularnom zonom invazivnih karcinomskih stanica. Isti
tumor moze imati nekoliko fibroticnih fokusa u kojem se slu€aju za potrebe istraZivanja
koriste karakteristike najveéeg zariSta. Fibroti¢ni fokus je graden od razli¢itog broja
fibroblasta i kolagenih vlakana, a unutar sebe moZe sadrzavati nakupine 1 tracke tumorskih
stanica, naroCito kada je promjera ve¢eg od 3 mm. Fibroti¢ni fokus ponekad sadrzi
podrucja koagulacijske nekroze i podrucja krvarenja koja uglavnom prati upalni infiltrat i
povecana gustoca zila (118).

Prema istrazivanju Van den Eynden i sur. koji su 2007. revidirali dotadasnja
saznanja o0 fibroticnom fokusu, duktalni karcinomi dojke s fibroti¢nim fokusom imaju
agresivnije karakteristike od onih bez fibroticnog fokusa, pri ¢emi je prisutnost fibroti¢nog

fokusa povezana s veéom veli¢inom tumora, viSim histoloskim gradusom, viSom

32



UvoD

proliferacijskom aktivnosti tumorskih stanica, nekrozom, prekomjernom izrazenos$cu
HER2 i viSim patoloSkim stadijem. Duktalni karcinomi dojke s fibroticnim fokusom
pokazuju znacajno veéu gusto¢u malih krvnih Zila, i to i u srediSnjim i perifernim
dijelovima tumora, a omjer fibroti¢ni fokus/veli¢ina tumora >1/3 znacajno je povezan s
velikom gusto¢om malih zila, §to sugerira da bi veli¢ina fibroti¢nog fokusa mogla biti
znacajna zamjenska znacajka za kvantifikaciju angiogenze. Uz to je nadena povezanost
izmedu fibroticnog fokusa i povecane limfangiogeneze i limfovaskularne invazije, pri
¢emu njegova prisutnost jace korelira s prisutno$¢u vaskularne, nego limfovaskularne
invazije. Invazija u krvne zile bila je posebno ucestala u tumorima s velikim fibroti¢nim
fokusom (119).

Smatra se da je stvaranje fibroticnog fokusa potaknuto intratumoralnom
hipoksijom, a izvor hipoksije mogao bi biti povezan s nac¢inom rasta tumora (120, 121).
Pretpostavlja se da ekspanzivno rastu¢i tumori induciraju hipoksiju destrukcijom
normalnog okolnog parenhima i stvaranjem novih, razbacanih krvnih zila, dok su
infiltrativni tumori manje hipoksi¢ni jer rastu duz od prije postoje¢ih dobro formiranih
krvnih Zila koje su vjerojatno efikasnije u opskrbi tumora kisikom 1 hranjivim tvarima nego
novostvorene zile. Zaista, tumori s ekspanzivnim nacinom rasta ¢eS¢e imaju fibroti¢ni
fokus, podrucja nekroze te povecanu angiogenezu i limfangiogenezu (122).

Obzirom da je fibroti¢ni fokus obi¢no vidljiv ve¢ golim okom na dobro obojenom
HE preparatu, interpretacija preparata ne zahtjeva puno vremena niti posebno
uvjezbavanje, a nalaz fibroti¢nog fokusa se Cini vrlo reproducibilnim, zbog ¢ega pojedini
autori predlazu da ga se uvrsti u rutinske patoloske izvjeStaje kao prognosticki faktor.
Naime, u ranijem radu Colpaert i sur. objavili su da su histoloski gradus karcinoma dojke i
prisutnost fibroticnog fokusa jedini neovisni prognosticki faktori za rano udaljeno Sirenje
tumora u bolesnica s negativnim limfnim ¢vorovima (121). U svojoj novijoj studiji iz
2011. godine Hasebe i sur. istrazivali su koji su histoloski faktori najbolji u ispravnom
predvidanju prognoze bolesnica s invazivnim duktalnim karcinomom dojke, a njihovi
rezultati jasno pokazuju da je promjer fibroticnog fokusa vrlo koristan prediktor bolesti
(123). Prognosticka snaga veli¢ine tumora manje je znacajna od fibroticnog fokusa,
vaskularne invazije, histoloSkog gradusa ili tipa duktalnog invazivnog karcinoma, a
prognostic¢ki znacaj broja metastaza u limfne ¢vorove manje je vrijedan od broja mitoza u
metastatskom karcinomu dojke (124). Isti autori u radu iz 2010. godine razvijaju sustav
graduiranja tumorskih embola u limfne Zzile karcinoma dojke koji se temelji na broju

mitoza i apoptotickih tjeleSaca u tumorskom embolu. Autori objavljuju kako se sustav
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graduiranja tumorskih embolusa statisticki znacajno podudara sa stanjem limfnih ¢vorova i

ima prognosticko znacenje (125).

34



HIPOTEZA

2. HIPOTEZA

Peritumoralne pukotine, uofene u duktalnom invazivnom karcinomu dojke,
tradicionalno su shvacene kao artefakti nastali prilikom fiksacije i laboratorijske obrade
tkiva. Novija istrazivanja karcinoma dojke povezuju pojavu peritumoralnih pukotina s
invazijom tumora u prelimfaticke prostore.

Hipoteza ovog istrazivanja je da peritumoralne pukotine u invazivnom karcinomu
dojke nastaju kao posljedica promjena u stromi tumora i da ne predstavljaju artefakte koji
nastaju kao posljedica fiksacije, odnosno da nisu znak invazije tumora u prelimfaticke

prostore.
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3. SVRHA | CILJEVI RADA

Na temelju postavljene hipoteze ciljevi ovog istrazivanja su:

1. Odrediti prisutnost i zastupljenost fibroblasta i miofibroblasta u stromi
invazivnog duktalnog karcinoma dojke.

2. Odrediti prisutnost limfokapilarnih prostora te kvantificirati gustocu limfnih

zila u invazivnom duktalnom karcinomu dojke.

3. Usporediti povezanost pojave miofibroblasta s pojavom peritumoralnih

pukotina u invazivnom duktalnom karcinomu dojke.

4. Usporediti povezanost gustoce limfnih prostora s pojavom peritumoralnih

pukotina u invazivnom duktalnom karcinomu dojke.
5. Utvrditi limfokapilarnu invaziju u invazivnom duktalnom karcinomu dojke i

odrediti da li postoji povezanost izmedu limfokapilarne invazije 1 pojave

peritumoralnih pukotina.
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4. BOLESNICE | METODE

4.1. BOLESNICE

U istrazivanju je korisSten arhivski materijal dobiven nakon operacije tumora dojke i
histoloski verificirane dijagnoze invazivnog duktalnog karcinoma na Klini¢kom zavodu za
patologiju "Ljudevit Jurak", Klinickog bolni¢kog centra "Sestre milosrdnice" u Zagrebu.
Analizirano je 100 slucajeva invazivnog duktalnog karcinoma dojke (NOS) u Zena,
dijagnosticiranin u periodu od 01.01.1998. godine do 01.06.2007. godine. Od 100
slucajeva 41 (41%) je bilo bez, a 59 (59%) s metastazama u limfne ¢vorove aksile.
Bolesnice su bile u dobi od 35 do 87, a prosjecna starost iznosila je 63.03 godine + 12.68.

Histopatoloske znacajke analiziranih slucajeva prikazane su u tablici 5.

Tablica 5. Histopatoloske znacajke analiziranih invazivnih duktalnih karcinoma
dojke (NOS), N=100

PROSJECNA DOB BOLESNICA (godine) 63.03 (raspon 35-87)
VELICINA TUMORA (pT)
T1 44
T2 33
T3 2
T4 21
VELICINA TUMORA (mm)
Aritmetic¢ka sredina = SD 26,5+ 15,9
Medijan 19
METASTAZE U LIMFNE CVOROVE (pN)
NO 41
N1 29
N2 26
N3 4
HISTOLOSKI GRADUS
Gl 9
G2 54
G3 37
HORMONSKI RECEPTORI
ER 0 18
1 8
2 12
3 62
PR 0 28
1 13
2 9
3 50
HER2/neu STATUS
pozitivan 75
negativan 25
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4.2. METODE

Za potrebe histoloske analize materijal je obraden standardnom histoloSkom
metodom koja ukljucuje fiksaciju tkiva u 10% puferiranom formalinu i uklapanje u
parafinske blokove, rezanje na debljinu 5 pum, deparafiniranje i bojenje standardnom
metodom hemalaun-eozin (HE). U imunohistokemijskoj analizi koriSteni su dodatni

prerezi tkiva.

4.2.1. FIBROBLASTI | MIOFIBROBLASTI U STROMI

Prisutnost fibroblasta i miofibroblasta analizirana je imunohistokemijski upotrebom
monoklonskih protutijela na vimentin (monoklonalni misji; klon V9; kod M 0725;
razrjedenje 1:50; Dako Epos, Danska), CD34 (monoklonalni misji; klon QBEnd 10; kod M
7165, razrjedenje 1:50; Dako Epos, Danska) i glatkomisi¢ni aktin — SMA (monoklonalni
misji; klon 1A4; kod M 0851; razrjedenje 1:50; Dako Epos, Danska).

Imunohistokemijska analiza tumora na vimentin, CD34 i SMA ucinjena je LSAB
metodom kao vizualizacijskim sistemom na Dako TechMate TM automatiziranom stroju
za imunohistokemijsko bojenje uz upotrebu streptavidin imunoperoksidaza MSIP
protokola.

(Mio)fibroblasti su se smatrali pozitivnima na promatrana bojenja ukoliko su
citoplazme pokazivale zZuckasto-smede obojenje.

Imunohistokemijska reakcija stanica tumorske strome na vimentin i CD34
(odnosno prisutnost i zastupljenost fibroblasta) odredivana je na malom povecanju
mikroskopa (40x), na cijeloj povrSini odabranog prereza kroz tumor, a biljezena je
semikvantitativno u obliku postotka imunoreaktivnih stanica na temelju kojeg su
pacijentice svrstane u skupine (126):

- 0, za odsutnost reakcije

- 1, za slabo izrazenu reakciju, do 33% pozitivnih stanica

- 2, za umjereno izrazenu reakciju, >33%-66% pozitivnih stanica
- 3, za jako izrazenu reakciju, preko 66% pozitivnih stanica.

Uz postotak imunoreaktivnih stanica strome na vimentin, dodatno je biljeZen 1
intenzitet reakcije te je rezultat biljezen kao:

- slaba reakcija — za blago obojenje stromalnih stanica na vimentin
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- jaka reakcija — za intenzivno obojenje stromalnih stanica na vimentin.

Obzirom da pozitivnu imunohistokemijsku reakciju na vimentin daju i fibroblasti i
miofibroblasti, a pozitivitet na SMA daju samo miofibroblasti, reakcija tumorske strome na
SMA (odnosno prisutnost i zastupljenost miofibroblasta) odredena je tako $to je jacina
bojenja strome na SMA usporedena s ja¢inom bojenja strome na vimentin i to pregledom
preparata na malom povecanju (40x), na cijeloj povrSini odabranog prereza kroz tumor.
Time je reakcija strome na SMA oznacavana kao:

- 1, slaba reakcija — bojenje strome na SMA slabije izraZzeno nego bojenje na

vimentin (odnosno, relativno manji broj miofibroblasta)

- 2, jaka reakcija — bojenje strome na SMA izrazeno jednako ili jaCe nego bojenje

na vimentin (odnosno, relativno veéi broj miofibroblasta)

4.2.2. GUSTOCA MALIH LIMFNIH ZILA I LIMFOVASKULARNA INVAZIJA

Endotel limfnih zila i limfokapilarna invazija vizualizirani su imunohistokemijski
pomoc¢u D2-40 (monoklonalni misji; klon D2-40; kod M 3619; razrjedenje 1:100; Dako
Epos, Danska), LSAB metodom kao vizualizacijskim sistemom, na Dako TechMate TM
automatiziranom stroju za imunohistokemijsko bojenje uz upotrebu streptavidin
imunoperoksidaza MSIP protokola.

D2-40 pozitivnim zilama smatrane su vaskularne strukture ¢ije su endotelne stanice
pokazivale smede obojenje.

Gusto¢a malih limfnih zila odredivana je na preparatima bojenim D2-40, ranije
opisanom metodom ,, kot spota* (88) 1 to unutar tumora (intratumoralno) i uz tumor
(peritumoralno). Intratumoralne limfne Zzile su definirane kao one smjeStene unutar
tumorske mase (unutar strome izmedu gnijezda tumorskih stanica), a peritumoralnim
limfnim Zzilama smatrane su one smjeStene van tumorske mase, u uskoj zoni normalnog
tkiva dojke, unutar 2 mm od granice tumora (89).

Preparati su pregledani na malom povecanju (40x) te su utvrdena podrucja s
najve¢om gustoc¢om D2-40 pozitivnih zila (hot spot) unutar tumora i uz tumor. Zatim je
gustoca limfnih zila odredena brojanjem zila na 5 velikih vidnih polja (400x) $to je
zabiljezeno kao apsolutni broj. Pritom je kao pojedinacna mala Zila brojena nakupina
endotelnih stanica ¢ak i bez jasnog lumena te svaka pojedinacna obojena endotelna stanica.

Limfovaskularna invazija je definirana kao barem jedna nakupina tumorskih stanica

unutar vaskularnog prostora ¢iji je endotel imunohistokemijski jasno D2-40 (i CD34)
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pozitivan. Odredivana je pregledavanjem citavog odabranog prereza tumora pod malim
povecanjem (40X) i izrazena apsolutnim brojem nadenih zariSta limfokapilarne invazije

unutar tumora i uz tumor.

4.2.3. PERITUMORALNE PUKOTINE

Peritumoralnim pukotinama smatrani su slobodni prostori, bez endotelnog pokrova,
koji okruzuju tumorske stanice, zlijezde i gnijezda i odvajaju ih od okolne strome.
Prisustvo pritumoralnih pukotina odredeno je pomocu svjetlosnog mikroskopa pod malim
povecanjem (40x) na svim dostupnim histoloskim preparatima svakog od analiziranih
tumora, te je zastupljenost biljezena u obliku postotka invazivnog karcinoma koji pokazuje
peritumoralne pukotine.

Statistickom obradom dobivenih rezultata prvo je apsolutni postotak peritumoralnih
pukotina usporeden sa svim klinickim, histoloskim i imunohistokemijskim parametrima
koji su promatrani u ovom radu, kako bi se vidjelo postoji li medu njima povezanost.
Zatim je wucCinjena statisticka analiza ROC krivuljom (engl. receiver operating
characteristic) kojom je, dijele¢i pacijentice u dvije prognosticki razli¢ite skupine (one s i
one bez metastaza u limfnim ¢vorovima aksile), odredena prediktivna, grani¢na vrijednost
postotka peritumoralnih pukotina (engl. cut-off). Prema grani¢noj vrijednosti dobivenoj
ROC analizom pacijentice su svrstane u dvije skupine (one s postotkom peritumoralnih
pukotina manjim ili jednakim od grani¢ne vrijednosti i one s postotkom peritumoralnih
pukotina ve¢im od grani¢ne vrijednosti). Na temelju takve podjele pacijentica u dvije
skupine promatrana je povezanost drugih histoloskih i imunohistokemijskih parametara s

izrazenosti peritumoralnih pukotina.

4.2.4. OSTALI PROMATRANI HISTOLOSKI I KLINICKI PARAMETRI
KARCINOMA DOJKE

Od ostalih znacajki vidljivih na histoloSkim preparatima koriStenim u istrazivanju, s
peritumoralnim pukotima usporedivani su:
- nadin rasta tumora, definiran kao:

- ekspanzivni nacin rasta — dobro ograniceni tumor, oblika ¢vora, graden od

tumorskih stanica i dezmoplasti¢ne strome,
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- infiltrativni nacin rasta - tumor koji raste izmedu preegzistiraju¢ih
struktura slabo remeteci arhitekturu tkiva (89).

- fibroti¢ni fokus, definiran kao:
- oziljkasto podruéje veli¢ine > 1 mm, smjesteno u srediSnjem dijelu tumora
koje se zrakasto Siri u okolinu, okruzeno celularnom zonom invazivnih
karcinomskih stanica. Ukoliko je u tumoru nadeno nekoliko fibroti¢nih
fokusa za potrebe istrazivanja koristena je veli¢ina (promjer) najveceg
zarista (118).

- gusto¢a malih krvnih Zila:
- odredivane na preparatima imunohistokemijski bojenim na CD34 unutar
tumora i uz tumor, metodom ,,hot-spota“, na isti na¢in kao i gustoca malih
limfnih Zila (88), pri ¢emu zile vec¢eg lumena s jasno izrazenom miSi¢nom
stijenkom nisu smatrane malom zilom.

- vaskularna invazija:
- definirana kao barem jedna nakupina tumorskih stanica unutar vaskularnog
prostora €iji je endotel imunohistokemijski jasno CD34 pozitivan 1 D2-40
negativan. Odredivana je pregledavanjem citavog odabranog prereza tumora
pod malim povecanjem (40X) i izraZzena apsolutnim brojem nadenih zarista
invazije krvnih Zila unutar tumora i uz tumor.

- rutinski odredeni patohistoloski parametri preuzeti i prilagodeni iz patohistoloskih
nalaza:
- veli¢ina tumora (izrazena u mm) 1 pT stadij
- histoloski gradus tumora (G1, G2 i G3, prema Nottinghamskoj
modifikaciji Bloom i Richardsonove klasifikacije po Elistonu i Ellisu (127)
- zahvacenost aksilarnih limfnih ¢vorova (pN stadij)
- udio pozitivnih aksilarnih limfnih ¢vorova dobiven kao omjer broja
pozitivnih i negativnih limfnih ¢vorova
- status estrogenskih i progesteronskih receptora
- HER2/neu status (odredivan prema (43))

Od klinic¢kih parametara s izrazenos$¢u peritumoralnih pukotina usporedena je dob
pacijentica.
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4.25. STATISTICKA ANALIZA

S obzirom na raspodjelu podataka u radu su koriSteni neparametrijski testovi
(Spearmanov koeficijent koralacije, Mann-Whitneyev U test i Wilcoxonov Test) te
neparametrijski nain prikaza podataka (medijan i pripadajuci interkvartilni raspon). U
analizi razlika u kategorijskim varijablama koristen je XZ test. Za odredivanje statistic¢ki
znaCajne granicne vrijednosti peritumoralnih pukotina (,,cut-off value*) koristena je ROC

analiza. Sve p vrijednosti manje od 0,05 smatrane su zna¢ajnima. U analizi je koriStena

programska podrska IBM SPSS statistics 19.0.0.1.
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5. REZULTATI

5.1. FIBROBLASTI | MIOFIBROBLASTI U STROMI

Na preparatima gdje je uz tkivo karcinoma bilo prisutno i normalno tkivo dojke s
oc¢uvanim duktusima i acinusima (28%, 28/100), uoc¢eno je da su u normalnom tkivu
dojke duktusi i acinusi te vece krvne zile, okruzeni gustom, koncentricnom mrezom
CD34+ fibroblasta. Dalje od Zljezdanih i zilnih struktura gusto¢a CD34+ fibroblasta opada.
CD34 je uz to obojao endotel krvnih i limfnih Zila. Fibroblasti strome i mioepitelne stanice
duktusa i acinusa pokazivale su pozitivnu reakciju na vimentin. SMA pozitivitet naden je u
mioepitelnim stanicama i stijenci miSi¢nih arterija, a SMA+ miofibroblasti nisu nadeni u
stromi normalnog tkiva dojke niti u jednom slucaju (slika 5).

Slika 5. Normalno tkivo dojke. U stromi se, oko duktusa i acinusa, vide koncentri¢no
poredani CD34+ fibroblasti. SMA pozitivnih miofibroblasta nema.
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Stroma invazivnog duktalnog karcinoma dojke je u svih 100 promatranih
slu¢ajeva, imunohistokemijskim (IH) bojenjem na CD34, pokazala potpuni gubitak CD34+
fibroblasta, dok je okolno, zdravo tkivo dojke (u slu¢ajevima gdje je bilo prisutno)
zadrZalo normalnu distribuciju CD34+ fibroblasta. Uz to su u svim slu¢ajevima karcinoma

dojke stromalni (mio)fibroblasti pokazivali pozitivnu reakciju na vimentin (slika 6).

Slika 6. Prikazana su dva slucaja (lijevi red i desni red slika) bojenja strome na CD34 i
vimentin. Normalno tkivo dojke sadrzi CD34+ fibroblaste (lijevo na slikama), a stroma
karcinoma (desno na slikama) ih gubi. Vimentin ostaje pozitivan u stromi karcinoma.

Endotel krvnih zila unutar tumora i u okolnom, zdravom tkivu dojke jednako je
pozitivan na CD34.
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Stroma karcinoma dojke, u svih 100 promatranih sluc¢ajeva duktalnog invazivnog
karcinoma dojke, sadrzavala je veliku koli¢inu vimentint+ (mio)fibroblasta (>66%
stromalnih stanica). Pritom su (mio)fibroblasti u 88% (88/100) karcinoma pokazivali jak
intenzitet (jac¢inu) obojenja, a 12% (12/100) karcinoma pokazalo je slab intenzitet obojenja

(mio)fibroblasta na vimentin (slika 7, tablica 6).

Slika 7. Reakcija strome karcinoma dojke na vimentin (strelica). Lijevo: jak intenzitet
bojenja stromalnih (mio)fibroblasta na vimentin. Desno: slab intenzitet bojenja stromalnih
(mio)fibroblasta na vimentin.

Tablica 6. Intenzitet IH bojenja strome duktalnih invazivnih
karcinoma dojke (NOS) na vimentin i SMA (N=100)
IH BOJENJE INTENZITET BOJENJA STROME | N (%)
JAK 88
VIMENTIN
SLAB 12
JAK* 57
SMA
SLAB* 43

*relativno u odnostu na vimentin

Kada je jacina reakcije imunohistokemijskog bojenja strome karcinoma dojke na
vimentin (koji boji i fibroblaste i miofibroblaste) usporedena s jac¢inom bojenja strome na
SMA (koji boji samo miofibroblaste), 43% (43/100) slucajeva pokazalo je slabiju reakciju
na SMA u odnosu na vimentin (odnosno, relativno manji broj miofibroblasta, slika 8,
strome na SMA nego na vimentin (odnosno, relativno veci broj miofibroblasta, slika 8,
tablica 6).
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Slika 8. Prikazana su dva slu¢aja. Lijevi red slika: karcinom dojke ¢ija stroma pokazuje
slabiji intenzitet bojenja strome na SMA nego na vimentin (odnosno, relativnho manji broj
miofibroblasta). Desni red slika: karcinom dojke ¢ija stroma pokazuje jaéi intenzitet
bojenja strome na SMA nego na vimentin (odnosno, relativno ve¢i broj miofibroblasta).
Crna strelica pokazuje stromu oko o¢uvanog normalnog kanali¢a tkiva dojke u kojoj nema
SMA+ miofibroblasta.

Statistickom analizom utvrdena je znacajna povezanost jaCeg intenziteta SMA
reakcije (odnosno veéeg broja miofibroblasta) s prisutnosti peritumoralnih pukotina (vidi
dalje) promatranih u apsolutnom postotku (Wilcoxonov test, p<0,001), kao i prema
skupinama dobivenim ROC analizom (Pearsonov ytest p<0,001).
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Kada su usporedene vrijednosti klinickih (dob) i histopatoloskih parametara
(veli¢ina tumora, prisustvo fibroti¢nog fokusa, na¢in rasta tumora, pT stadij, N stadij i udio
pozitivnih limfnih ¢vorova, histoloski gradus te ER, PR i HER2/neu) izmedu grupe
karcinoma s manjim brojem miofibroblasta i grupe karcinoma s ve¢im brojem
miofibroblasta, nisu nadene statisticki znacajne razlike.

Kada su usporedeni medijani gusto¢a malih limfnih i1 krvnih Zila (unutar tumora i
uz tumor) izmedu grupe karcinoma s manjim brojem miofibroblasta i grupe karcinoma s
ve¢im brojem miofibroblasta, medu njima takoder nije nadena statisticki znacajna razlika

(tablica 7).

Tablica 7. Gusto¢a malih limfnih i krvnih zila, u tumoru i uz tumor, te limfovaskularna i
vaskularna invazija u odnosu na broj miofibroblasta u stromi 100 duktalnih invazivnih
karcinoma dojke (NOS)

KVANTITATIVNA SMA - jatina _ Percentile
VRIJEDNOST reakcue u N Min | Max -
stromi 25. Medijan 75.
Gustoc¢a malih limfnih Zila u Slaba 43 0 31 0,00 2,00 7,00
tumoru (na 5 VVP) Jaka 57 0 22 0,00 3,00 8,00
Gustoc¢a malih limfnih Zilauz | Slaba 43 3 38 9,00 17,00 21,00
tumor (na 5 VVP) Jaka 57 3 28 . 10,50 15,00 20,00
Limfovaskularna invazija u Slaba 43 0 30 0,00 0,00 0,00
tumoru Jaka 57 0 3 0,00 0,00 0,00
Limfovaskularna invazija uz Slaba 43 0 20 0,00 0,00 1,00
tumor Jaka 57 0 37 0,00 0,00 2,00
Gustoéa malih krvnih Zila u Slaba 43 32 239 56,00 84,00 : 109,00
tumoru (na 5 VVP) Jaka 57 34 208 61,50 92,00 127,00
Gustocéa malih krvnih Zila uz Slaba 43 15 107 27,00 35,00 47,00
tumor (na 5 VVP) Jaka 57 14 86 31,50 41,00 . 52,00
. = Slaba 43 0 1 0,00 0,00 0,00
Vaskularna invazija u tumoru
Jaka 57 0 0 0,00 0,00 0,00
. = Slaba 43 0 5 0,00 0,00 0,00
Vaskularna invazija uz tumor
Jaka 57 0 1 0,00 0,00 0,00

5.2. GUSTOCA MALIH LIMFNIH ZILA I LIMFOVASKULARNA
INVAZIJA

Imunohistokemijskim bojenjem tumora na D2-40, limfne zile unutar tumora
(intratumoralno) nadene su u 56% (56/100) promatranih karcinoma dojke. U tkivu dojke

uz tumor (peritumoralno, unutar 2 mm od granice tumor) limfne zile nadene su u svih 100
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slu¢aja. Pritom su intratumoralne limfne Zile ve¢inom bile male, linearne i uskog lumena,

za razliku od limfnih Zila uz tumor koje su veé¢inom bile vece i Siroko otvorene (Slika 9).

Slika 9. Limfne zile unutar tumora veé¢inom su male i uske (plavi okvir), a uz tumor su
veée, otvorenog lumena (ruzicasti okvir) (D2-40, 40x). Detalji: prikaz limfnih zila na
povecanju 200x.

Medijan gusto¢e malih limfnih zila, unutar tumora (intratumoralno) u promatranom
uzorku invazivnih karcinoma dojke, iznosio je 2,5 Zila na 5VVP. U normalnom tkivu dojke
uz tumor (peritumoralno), medijan gustoce je iznosio 15 zila na SVVP, §to je statisticki

znacajno vise nego unutar tumora (Wilcoxonov test, p<0,001, tablica 8, slika 10).

Tablica 8. Gusto¢a malih limfnih Zila u tumoru i uz tumor u uzorku od 100 duktalnih
invazivnih karcinoma dojke (NOS)

Percentile
25. Medijan 75.
Gustoc¢a malih limfnih zila u tumoru (na 5 VVP) | 100 0,00 31,00 0,00 2,50 8,00
Gustoc¢a malih limfnih Zila uz tumor (na 5 VVP) | 100 3,00 38,00 9,00 15,00 20,00

KVANTITATIVNA VRIJEDNOST N Min Max
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T i Slika 10. Graf pokazuje da se unutar tumora
nalazi manji broj, a van tumora veci broj limfnih
" zila.
Gustoca malih Gustoca malih
limfnih zila u limfnih zila uz
tumoru tumor

Limfovaskularna invazija (LVI) intratumoralno je nadena u 13% (13/100)
promatranih sluc¢ajeva karcinoma dojke, pri ¢emu se broj zila s tumorskim trombom kretao
od 1 do 30. Peritumoralno je LVI nadena u ¢ak 43% (43/100) slucajeva, a broj zila s
tumorskim trombom kretao se od 1 do 37 (slika 11). Razlika u nalazu tumorskih tromba
unutar tumora i uz tumor je statisticki znacajna, odnosno limfovaskularna invazija se
znacajno ¢e$ce nalazi peritumoralno (Wilcoxonov test, p<0,001).

Od 13 bolesnica u kojih je nadena intratumoralna LVI, 11 ih je imalo pozitivne
limfne ¢vorove, a dvije ne. Od 43 bolesnice s peritumoralnom LVI, 32 su imale pozitivne
aksilarne limfne ¢vorove, a 11 ih je bilo bez aksilarnih metastaza. Ako se isti ovi rezultati
prikaZzu prema skupinama pacijentica ovisno o N stadiju, tada se u bolesnica bez aksilarnih
metastaza (41/100) LVI intratumoralno nalazi u 4% (2/41) bolesnica, a peritumoralno u
Cak 27% (11/41). U bolesnica s metastazama u limfne ¢vorove (59/100) intratumoralna

LVI je nadena u 19% (11/59) slucajeva, a peritumoralna u 54% (32/59) karcinoma dojke.
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Slika 11. Limfovaskularna invazija na preparatima bojenim HE, CD34 i D2-40. Lijevi red
slika: LVI wunutar tumora (intratumoralno). Desni red slika: LVI van tumora
(peritumoralno).

5.3. GUSTOCA MALIH KRVNIH ZILA I VASKULARNA INVAZIJA

Imunohistokemijskim bojenjem tumora na CD34, male krvne zile nadene su
intratumoralno (slika 12) i peritumoralno u svih 100 promatranih karcinoma dojke.
Medijan gustoce malih krvnih Zila intratumoralno iznosio je 89 zila na 5VVP. U
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normalnom tkivu dojke uz tumor (peritumoralno), medijan gusto¢e je iznosio 38,5 na
5VVP, sto je statisticki znacajno manje nego unutar tumora (Wilcoxonov test, p<0,001,
tablica 9, slika 13). Vaskularna invazija intratumoralno je nadena u samo jednom slucaju

(1/100), a peritumoralno u 3 slucaja (3/100).

Slika 12. Gusto¢a malih krvnih Zila intratumoralno. A — tumor s ve¢im brojem malih
krvnih Zila u ,,hot spot-u®, B — tumor s manjim brojem malih krvnih zila u ,,hot spot-u®.

Tablica 9. Gusto¢a malih limfnih i krvnih Zila u tumoru i uz tumor u uzorku od 100
duktalnih invazivnih karcinoma dojke (NOS)

Percentile

KVANTITATIVNA VRIJEDNOST N Min Max -
25. Medijan 75.

Gustoca malih krvnih Zila u tumoru (na 5 VVP) 100 32,00 | 239,00 60,00 89,00 | 122,50

Gustoc¢a malih krvnih zila uz tumor (na 5 VVP) 100 14,00 ¢ 107,00 29,25 38,50 49,75

2504

1504

1004

% Slika 13. Graf pokazuje da se unutar tumora
s nalazi veci broj, a van tumora manji broj krvnih
Gustoca malih Gustoc¢a malih zila.
krvnih zila u krvnih zila uz
tumoru tumor
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5.4. PERITUMORALNE PUKOTINE

Razli¢ita izrazenost peritumoralnih pukotina nadena je u 92% (92/100) analiziranih

duktalnih invazivnih karcinoma dojke, a prosirenost peritumoralnih pukotina se kretala od

5% do 100% (tablica 10, slika 14 i 15). Peritumoralne pukotine nisu uo¢ene oko kanali¢a i

acinusa normalnog tkiva dojke, kao niti oko zariSta duktalnog in situ karcinoma.

Tablica 10. Izrazenost peritumoralnih pukotina u promatranom
uzorku od 100 duktalnih invazivnih karcinoma dojke (NOS)
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Slika 14. Peritumoralne pukotine (strelica) jasno se vide kao prazni prostori koji okruzuju
tumorske Zlijezde i gnijezda te ih odvajaju od okolne strome (HE 200x).
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Slika 15. Izrazenost peritumoralnih pukotina (HE): A— tumor bez peritumoralnih pukotina,
B-— tumor s 20% peritumoralnih pukotina, C— tumor sa 60% peritumoralnih pukotina, D—
tumor s 90% peritumoralnih pukotina.
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Statistickom usporedbom apsolutnog postotka peritumoralnih pukotina s klini¢kim,
histoloskim 1 imunohistokemijskim parametrima nadena je povezanost izrazenosti
peritumoralnih pukotina s pojedinim promatranim parametrima kako je prikazano u tablici
8. Pritom je veéi postotak peritumoralnih pukotina bio statisticki znac¢ajno povezan s ve¢im
promjerom (veli¢inom) tumora u mm (p=0,009), pT stadijem bolesti (p=0,018), s prisutnosti
metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima (p<0,001) i udjelom pozitivnih limfnih ¢vorova
(p<0,001) te s jacinom bojenja strome karcinoma na SMA (p<0,001) (tablica 11, slike 16-
20).

Tablica 11. Usporedba pojedinih parametara i apsolutnog broja peritumoralnih
pukotina.
Spearmanov korelacijski koeficijent PERNIEIMIOIRAEN 2 A KON
(UKUPAN % U TUMORU)
Rho 0,26
Veli¢ina tumora u mm p 0,009
N 100
Rho 0,237
pT P 0,018
N 100
Rho 0,394
pN P <0,001
N 100
Rho 0,368
Udio pozitivnih limfnih ¢vorova P <0,001
N 100
Rho 0,423
Jacina SMA reakcije u stromi P <0,001
N 100
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Slika 16. Povezanost izmedu broja
kleftova i T statusa tumora: Spearmanov
koeficijent korelacije, rho 0,237; P=0,018.
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Slika 17. Povezanost izmedu broja kleftova
i veli¢ine tumora: Spearmanov koeficijent
korelacije, rho 0,260; P=0,009.
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Slika 18. Povezanost izmedu broja kleftova
i N statusa tumora: Spearmanov koeficijent
korelacije, rho 0,394; P<0,001.
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Slika 19. Povezanost izmedu broja kleftova
i udjela pozitivnih limfnih ¢vorova:
Spearmanov koeficijent korelacije, rho
0,368; P<0,001.
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Slika 20. Povezanost izmedu broja kleftova
i SMA izrazenosti reakcije u stromi:
Spearmanov koeficijent korelacije, rho
0,423; P<0,001.
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Na temelju dobivenih rezultata u¢injena je dodatna statisticka ROC (engl. receiver

operating characteristic) analiza pri kojoj su bolesnice podijeljene u dvije prognosticki

razli¢ite skupine (skupinu s i skupinu bez metastaza u limfne ¢vorove) te je kao znacajna

grani¢na (engl. cut-off) vrijednost utvrdena izraZzenost peritumoralnih pukotina od 30%
(osjetljivost 73% i specifi¢nost 63%), tablica 12, slika 21.

Tablica 12. ROC analiza - peritumoralne pukotine

PERITUMORALNE PUKOTINE

VEIELIE (UKUPAN % U TUMORU)
Varijabla klasifikacije N SKUPINA: METASTAZE
Veli¢ina uzorka 100
Pozitivna skupina : N SKUPINA: METASTAZE =1 59
Negativna skupina : N SKUPINA: METASTAZE =0 41
Podru¢je ispod ROC krivulje (AUC) 0,695
Standardna pogreska® 0,0555
95% Podrucje pouzdanostib 0,595 t0 0,783
z statistika 3,518
Stupanj znacajnosti P (Area=0.5) 0,0004
a Delong et al., 1988
b Binomial exact
Kriteriji vrijednosti i koordinate ROC krivulje
Kriterij ~ Osjetljivost 95% CI = Specificnost 95% Cl = +LR 95% ClI -LR 95% ClI
>=0 100 © 93,9 -100,0 0 0,0-8,6 1
>0 94,92 85,9-98,9 12,2 41-26,2 1,08 05-25 042 01-1.3
>5 93,22 83,5-98,1 2195 10,6-37,6 1,19 0,7-2,1 031 01-08
>10 89,83 79,2 - 96,2 29,27 . 16,1-455 1,27 08-21 03 :02-0,8
>15 88,14 77,1-95,1 31,71 18,1-481 1,29 0,8-2,0 0,37 102-0,8
>20 81,36 69,1 - 90,3 48,78 329-649 1,59 11-22 0,38 0,2-0,7
>25 81,36 69,1 - 90,3 53,66 37,4-69,3 1,76 13-24 035 0,2-07
>30 * 72,88 59,7 - 83,6 63,41 46,9-77,9 1,99 15-2,6 043 0,2-0,8
>40 66,1 52,6 -77,9 63,41 46,9-77,9 181 13-24 053 0,3-09
>45 61,02 47,4 -73,5 68,29 519-819 192 1,4-2,6 057 0,3-1,0
>50 59,32 45,7-71,9 68,29 | 51,9-819 | 1,87 1,4-25 0,6 0,3-1,0
>55 55,93 42,4 - 68,8 73,17 | 57,1-858 | 2,08 16-28 0,6 0,3-1,1
>60 49,15 35,9-62,5 80,49 | 651-912 | 252 19-34 0,63 |03-1.2
>65 47,46 34,3-60,9 82,93 | 67,9-928 | 2,78 2,1-38 063 |03-13
>70 33,9 22,1-47,4 8537 70,8-944 232 16-34 0,77 04-1,7
>80 22,03 12,3-34,7 87,8 738-959: 181 1,1-3,0 089 04-20
>85 15,25 7,2-27,0 90,24 76,9-97,3 1,56 0,8-29 094 04-24
>90 5,08 1,1-141 9512 835-994 1,04 0,3-3,1 1 0,3-39
>05 0 0,0-6,1 97,56 87,1-99,9 0 1,03 01-71
>100 0 0,0-6,1 100 91,4-100,0 1

* Kriterij koji odgovara najvisem Youden indeksu
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Slika 21. ROC krivulja usporedbe optimalnog broja peritumoralnih pukotina u odnosu na
prisutnost metastaza. Znacajna grani¢na vrijednost (p<0,001) je 30% (osjetljivost 73% i
specifi¢nost 63%).

Na temelju dobivene grani¢ne vrijednosti peritumoralnih pukotina od 30%,
slucajevi karcinoma dojke su podijeljeni u dvije skupine:

1. skupina — sadrzi peritumoralne pukotine u < 30% povrSine tumora, $to je
smatrano oskudnim nalazom,

2. skupina — sadrzi peritumoralne pukotine u > 30% povrSine tumora, §to je

smatrano opseZnim (ekstenzivnim) nalazom.

Od 100 promatranih slucajeva, 33% karcinoma nije sadrzavalo ili je sadrzavalo
oskudne peritumoralne pukotine, a 67% karcinoma je imalo opsezno izrazene
peritumoralne pukotine.

Rezultati dobiveni usporedbom promatranih parametara (kvantitativnih i
kategorijskih) s izraZzenosti peritumoralnih pukotina u dvije skupine bolesnica (s oskudnim
i s opseznim nalazom peritumoralnih pukotina) prikazani su u tablici 13 i 14. Rezultati
pokazuju da skupina bolesnica s karcinomima dojke koji pokazuju opsezne peritumoralne
pukotine (>30%) statisticki znacajno ¢e$¢e ima metastaze u aksilarne limfne ¢vorove i da
te pacijentice imaju veci udio pozitivnih limfnih ¢vorova. Karcinomi dojke s opseznim

nalazom peritumoralnih pukotina imaju i znacajno jace izrazenu reakciju na SMA u stromi.
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Tablica 13. Usporedba kvantitativnih vrijednosti izmedu skupina pacijentica s oskudnim
(<£30% ) 1 opseznim (>30%) nalazom peritumoralnih pukotina dobivenim prema ROC
analizi: Mann-Whitney U test

Peritumoralne Aritmeti- Percentili
KVVARI\IGFEI-[I;'K‘BQ{I.NA pukotine: N ¢ka SD Min | Max Niedi
skupine sredina 25. . 75.
-jan

<30% 33 61,09 @ 12,43 35 87 525 58 68
Dob

>30% 67 63,99 | 13,04 37 87 53 66 74
Veli¢ina tumora <30% 33 22,94 12,82 7 62 135 19 30
(mm) >30% 67 30,66 20,24 7 98 17 23 40
Udio pozitivnih <30% 33 0,14 | 0,28 0 1 0 01015
limfnih ¢vorova** >30% 67 03| 032 0 1| ol 017|046
Gustoca malih <30% 33 564 | 7,62 0 31 0 2| 10
limfnih Zzila u tumoru
(na 5 VVP) >30% 67 482 627 0 23 0 3 7
Gustoc¢a malih <30% 33 16,09 8,4 5 38 8 15 215
limfnih zila uz tumor
(na 5 VVP) >30% 67 15,15 . 7,06 3 36 10 15 19
Limfovaskularna <30% 33 1,33 4.7 0 22 0 0 0
invazija u tumoru >30% 67 067 37 0 30 0 0 0
Limfovaskularna <30% 33 2,09 4,76 0 20 0 0 1
invazija uz tumor >30% 67 145 4,68 0 37 0 0o 1
Gustoca malih krvnih <30% 33 97,33 54,54 40 239 57,5 83 112
zila u tumoru (na 5
VVP) >30% 67 97,75 | 43,93 32| 208| 60 97 | 124
Gustoca malih krvnih <30% 33 42,36 | 17,74 19 107 | 31 38 | 49,5
zila uz tumor (na 5
VVP) >30% 67 40,61 158 14 86 27 39 52
Vaskularna invazija u =30% 33 0 0 0 0 0 0 0
tumoru >30% 67 0,01 0,12 0 1 0 0 0
Vaskularna invazija <30% 33 0 0 0 0 0 0 0
uz tumor >30% 67 01 063 0 5 0 0 0

**P<0,001
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Tablica 14. Usporedba kategorijskih vrijednosti izmedu skupina pacijentica s oskudnim
(£30% ) i opseznim (>30%) nalazom peritumoralnih pukotina, dobivenim prema ROC
analizi: y? test

PERITUMORALNE PUKOTINE:
SKUPINE
KATEGORIJSKA VRIJEDNOST <30% >30%
N=33 N=67
N % N %
Ekspanzivni 11 33,30% 28 41,80%
RAST TUMORA o
Infiltrativni 22 66,70% 39 58,20%
. Da 12 | 36,40% 27 | 40,30%
FIBROTICNI FOKUS
Ne 21 63,60% 40  59,70%
1 17 ¢ 51,50% 27 40,30%
2 11 33,30% 22 32,80%
pT STADIJ
3 0 0,00% 2 3,00%
4 5| 15,20% 16 | 23,90%
0 22 66,70% 19 1 28,40%
. 1 7 21,20% 22 32,80%
N stadij *
2 9,10% 23| 34,30%
3 3,00% 3 4,50%
Nema metastaza 22 66,70% 19 28,40%
N SKUPINA: METASTAZE ** .
Metastaze u LC 11 ¢ 33,30% 48 71,60%
1 6 18,20% 3 4,50%
GRADUS 2 14 | 42,40% 40 | 59,70%
3 13 1 39,40% 24 3580%
0 8 24,20% 10 . 14,90%
ER 1 9,10% 5 7,50%
2 6  18,20% 6 9,00%
3 16 | 48,50% 46 68,70%
0 12 . 36,40% 16 . 23,90%
oR 1 47 12,10% 9 13,40%
2 5| 15,20% 4 6,00%
3 12 1 36,40% 38 56,70%
0 18 . 54,50% 45 . 67,20%
1 5| 15,20% 6 9,00%
HER2/neu
2 0 0,00% 1 1,50%
3 10 ¢ 30,30% 15 1 22,40%
(Séalb‘;)‘mze“o“ 23 69,70% 52 77.60%
HER2/neu - SKUPINA Jaka izrazenost
) Zenos 10 . 30,30% 15 22,40%
SMA - [ZRAZENOST REAKCIJE U  Slaba 23 69,70% 20 . 29,90%
STROMI ** Jaka 10 . 30,30% 47 1 70,10%
*P<0,05
**P<(),001
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Kada je usporedena prosjec¢na veli¢ina tumora (i pT stadij bolesti) izmedu skupina
pacijentica s oskudnim i opseznim nalazom peritumoralnih pukotina dobivenim prema
ROC analizi, tada povezanost izmedu veli¢ine tumora (odnosno pT stadija) i
peritumoralnih pukotina nije bila statisticki znacajna (P=0,08).

Preostali promatrani parametri (dob pacijentica, gustoca malih limfnih i krvnih zila
unutar i van tumora, limfovaskularna i vaskularna invazija unutar i van tumora, gradus
tumora, ER, PR i HER2/neu) nisu pokazali povezanost s izrazenosti peritumoralnih
pukotina (tablica 10. i 11).

Od 100 promatranih duktalnih invazivnih karcinoma dojke 39% (39/100) ih je
pokazivalo ekspanzivni nacin rasta, a 61% (61/100) infltrativni nacin rasta (slika 22), a
izrazenost peritumoralnih pukotina nije pokazala povezanost s nafinom rasta tumora
(tablica 14).

Slika 22. A - ekspanzivni
nacin rasta tumora, HE
100x - dobroograniceni
tumor, oblika ¢vora, graden
od tumorskih stanica i
dezmoplasti¢ne strome.

B - infiltrativni nacin rasta,
HE 100x - tumor Kkoji raste
izmedu preegzistirajucih
struktura slabije remeteci
arhitekturu tkiva.
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Fibroti¢ni fokus (slika 23. i 24) uocen je u 39% (39/100) promatranih karcinoma
dojke, a mjerio je od 3 do 18 mm. lzrazenost peritumoralnih pukotina nije pokazala

povezanost s prisustvom fibroti¢nog fokusa (tablica 14).

Slika 23. Slike preparata karcinoma dojke na predmetnim stakalcima. A — Cetiri razlicita
karcinoma iz studije koji u srediSnjem dijelu sadrze fibroti¢ni fokus (bijele strelice). B —
Cetiri razli¢ita karcinoma iz studije bez fibroti¢nog fokusa.

Slika 24. Histoloska slika fibroti¢nog fokusa.
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6. RASPRAVA

Histoloski je tkivo karcinoma dojke gradeno od malignih epitelnih stanica
uklopljenih u mikrookoli$ Koji, uz krvne i limfne zile te upalne stanice, sadrzi i znacajan
broj stromalnih stanica uklopljenih u vanstani¢ni matriks. Osim §to tumorski mikrookoli$
stvaranjem novih krvnih Zzila (angiogeneza) potpomaze rast tumora osiguravaju¢i mu
prehranu, nedavno su Weigelt 1 Bissell pokazali da mikrookoli§ igra glavnu ulogu i u
progresiji i metastaziranju raka dojke (128). Do sli¢nih zaklju¢aka dolaze i drugi istrazivaci
koji opisuju da stanice tumorske strome luce razliite faktore rasta i citokine koji poticu
proliferaciju endotelnih stanica i pericita, ali i poveéavaju maligne osobine karcinomskih

Brojni radovi pokazuju da stroma karcinoma dojke sadrzi tzv. aktivirane fibroblaste
ili miofibroblaste (zajedno Cesto zvani i s karcinomom povezani fibroblasti — engl.
carcinoma associated fibroblasts, CAF-s), a sve je vise dokaza da su za rast i Sirenje
tumora oni podjednako vazni kao i maligna epitelna sastavnica (108, 113, 114).
Prekursorima miofibroblasta smatrane su brojne vrste mezenhimalnih i epitelnih stanica. U
svom ranijem istrazivanju Ronnov-Jessen i Petersen opisuju da se normalni fibroblasti
kultivirani in vitro s karcinomskim stanicama mijenjaju u miofibroblaste koji zauzvrat
poti¢u rast tumora (131). Sli¢no, noviji radovi opisuju da tijekom progresije tumora
postojeci stromalni fibroblasti stje¢u autokrine signalne puteve (koji ukljucuju TGF-beta i
SDF-1) koji se postupno pojacavaju i dovode do njihove diferencijacije u miofibroblaste
koji imaju sposobnost promocije tumora (114). U kasnijem istrazivanju Petersen i sur.
opisuju alternativni nadin nastanka miofibroblasta tzv. epitelno-mezenhimalnom
tranzicijom, kada aktivacijom embrionalnih transkripcijskih programa epitelne stanice
gube svoje znacajke i mijenjaju strukturu citoskeleta kako bi stekle svojstva i pokretljivost
mezenhimalnih stanica (132). Moguéim nac¢inom nastanka miofibroblasta smatra se i tzv.
endotelno-mezenhimalna tranzicija, a neki autori kao prekursore miofibroblasta navode
cirkulirajuce fibrocite porijekla kostane srzi (133, 134).

U normalnom su tkivu dojke duktusi i acinusi te miSi¢ne krvne zile okruzeni
stromom koja sadrzi gustu mrezu CD34+ fibroblasta koji imaju tanke, izduljene produljke
poput dendrita i male, neupadljive jezgre, a SMA+ miofibroblasta nema. Potaknuti
radovima koji distribuciju CD34+ fibroblasta koriste kao vrijedan pomoéni pokazatelj u

diferencijalnoj dijagnostici benignih i malignih tumora koznih adneksa, Barth i sur. prvi su
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proucavali prisutnost CD34+ fibroblasta u 31 duktalnom invazivnom karcinomu dojke i 27
uzoraka benignih lezija dojke (duktalne hiperplazije, sklerozirajuée adenoze,
fibroadenoma, filodes tumora). Autori opisuju da sve proucavane benigne promjene dojke
u stromi sadrze CD34+ fibroblaste, a tek poneke (rijetki fibroadenomi i filodes tumori)
dodatno sadrze i SMA+ miofibroblaste. Nasuprot tome stroma svih invazivnih i in situ
duktalnih karcinoma dojke gubi CD34+ fibroblaste, ali veéina (20/24 invazivnih i 5/7 in
situ karcinoma) sadrzi SMA+ miofibroblaste (110). Time se, prvi put, gubitak populacije
CD34+ fibroblasta pokazao kao moguci specifican marker stromalnih promjena povezanih
s malignitetom u dojci, dok se nakupljanje SMA+ miofibroblasta pokazalo manje
specificnim, ali ipak vaznim znakom promjene strome. Do sli¢nih rezultata dolaze i drugi
autori koji u stromi karcinoma dojke takoder opisuju gubitak CD34+ fibroblasta, ali buduci
da je isti gubitak uocen i u nekih atipi¢nih duktalnih hiperplazija, u ve¢ine duktalnih in situ
karcinoma visokog gradusa te u radijalnom oziljku, nalaz se ipak smatra nepouzdanim
dijagnostickim svojstvom. Iste skupine autora pojavu SMA+ miofibroblasta nalaze u ¢ak
100% (46/46 i 40/40) karcinoma dojke (108, 109). Uz to Nakayama i sur. opisuju gubitak
CD34+ fibroblasta u stromi invazivnog kolorektalnog karcinoma, a Barth i sur. gubitak
CD34+ fibroblasta u stromi karcinoma plocastih stanica usne Supljine, zdrijela i grkljana,
pri ¢emu se u stromi tih vrsta karcinoma takoder javljaju SMA+ miofibroblasti (135, 136).
U ovom je istrazivanju u 28/100 slucajeva, uz tkivo duktalnog invazivnog
karcinoma dojke (NOS), rubno bilo prisutno i normalno tkivo dojke s o¢uvanim duktusima
I acinusima koji su bili okruzeni gustom, koncentricnom mrezom CD34+ fibroblasta. Na
vecoj udaljenosti od Zljezdanih (i zilnih) struktura gusto¢a CD34+ fibroblasta opada, a
SMA+ miofibroblasti nisu nadeni u stromi normalnog tkiva dojke. Fibroblasti strome
normalnog tkiva dojke pokazivali su i pozitivnu reakciju na vimentin. Nasuprot tome,
stroma invazivnog duktalnog karcinoma dojke je, sukladno opisanim radovima, u svih 100
promatranih slucajeva pokazala potpuni gubitak CD34+ fibroblasta, uz nalaz velike
koli¢ine vimentin+ stromalnih stanica (fibroblasta i miofibroblasta). U svim slu¢ajevima u
stromi karcinoma nadeni su SMA+ miofibroblasti. lako pojedini autori u svojim radovima
naoko jasno i relativno lako ,,broje” miofibroblaste u stromi karcinoma dojke (113),
iskustvo iz ove studije govori da je poradi difuznog bojenja citoplazmi stromalnih stanica,
koje Cesto nisu jasno ograniene stanicnom membranom, kvantifikacija miofibroblasta
teska. Kako bi se ipak kvantificirao njihov broj, u radu su medusobno usporedene reakcije
stromalnih stanica na bojenje vimentinom i SMA. Kada je jac¢ina imunohistokemijske

reakcije strome karcinoma dojke na SMA (u miofibroblastima) usporedena s izraZzeno$¢u

64



RASPRAVA

reakcije strome na vimentin (u fibroblastima i miofibroblastima), 43% karcinoma pokazalo
je slabiju reakciju na SMA u odnosu na vimentin (odnosno, relativno manji broj
(odnosno, relativno vec¢i broj miofibroblasta). Nalaz SMA+ miofibroblasta u stromi
karcinoma dojke u skladu je s razultatima iz literature i potvrduje stav da se stromalne
stanice normalnog tkiva dojke fenotipski razlikuju od onih u stromi karcinoma (108-110).
Razlike u prisutnosti i koli¢ini miofibroblasta u pojedinim serijama karcinoma opisanih u
literaturi posljedica su razlika u metodi promatranja i teSkoca u njihovoj kvantifikaciji na
preparatima s imunohistokemijskom reakcijom na SMA. Naime dok neki autori pozitivnim
rezultatom smatraju prisustvo bilo koje koli¢ine SMA+ stanica u stromi, drugi pozitivnim
rezultatom smatraju tek nalaz >10% SMA+ stromalnih stanica (108, 109, 113).

Prema Orimo i sur. s karcinomom povezani fibroblasti (CAFs) izdvojeni iz
karcinoma dojke, samostalno 10 puta presadeni in vitro i s karcinomskim stanicama
ubrizgani u imunodeficijentne miseve, promoviraju rast tumora I angiogenezu vise nego
kada se zajedno s karcinomskim stanicama ubrizgaju normalni fibroblasti dojke iste
pacijentice (137). Ti aktivirani fibroblasti pokazuju osobine miofibroblasta poput
ekspresije SMA i vece kontraktilnosti. U studijama koje su pojavnost stromalnih
miofibroblasta usporedivale s klinickopatoloskim znacajkama tumora, opisana je
povezanost miofibroblasta s metastazama u limfne ¢vorove, visim histoloskim gradusom i
ve¢om gusto¢om malih krvnih Zila, sa zlo¢udnijim fenotipom tumora i lo§ijom prognozom
pacijentica pa ¢ak i s udaljenim metastazama (113, 114, 138). Usporedbom vrijednosti
klinickih (dob) i histopatoloskih parametara (veli¢ina tumora, pT stadij, N stadij i udio
pozitivnih limfnih ¢vorova, histoloski gradus, ER, PR i HER2/neu, nacin rasta tumora,
prisustvo fibroti¢nog fokusa te vaskularna i limfovaskularna invazija) izmedu grupe
karcinoma s manjim brojem miofibroblasta i grupe karcinoma s ve¢im brojem
miofibroblasta, u ovoj studiji nisu nadene statisticki znaCajne razlike. lako mnoga
istrazivanja pretpostavljaju da su miofibroblasti sposobni promovirati angiogenezu (113,
114), u ovom radu nije nadena povezanost izmedu broja miofibroblasta u stromi i gustoce
malih krvnih 1 limfnih zila. Ovakvo neslaganje s rezultatima opisanim u literaturi moglo bi
biti posljedica spomenutih teSkoc¢a u kvantifikaciji miofibroblasta u stromi tumora i razlika
u primijenjenoj metodi te razlikama u koriStenim protutijelima razli¢itih proizvodaca.

Povecanje gustoce malih krvnih Zila, odnosno angiogeneza u karcinomu dojke je
jasno povezana s nastajanjem udaljenin metastaza (88). Usprkos tome, istraZivanja ne

pokazuju da je angiogeneza povezana S pojavom metastaza u regionalnim limfnim
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¢vorovima (139). Naime, klini¢ki je ocito da se karcinom dojke prvenstveno §iri limfnim
putem i da su regionalni limfni ¢vorovi obi¢no prvo sijelo metastaza, a eksperimentalnim
radom na miSevima Dadiani 1 sur. prvi put su i vizualno demonstrirali koristenje limfnih
zZila za prijenos tumorskih stanica iz primarnog sijela u limfne ¢vorove (140). Jasno je
dakle da se karcinom dojke $iri limfnim putem, ali nije jasno da li tumorske stanice
infiltriraju postoje¢e limfne zile ili Sirenje tumora zahtijeva razvoj novih limfnih zila
(limfangiogenezu). Zbog donedavnog nedostatka prihvatljivog biljega za razlikovanje
endotela krvnih i limfnih Zila, postoji relativno malo studija o limfangiogenezi. Otkrice
specificnih markera limfnih zila, poput D2-40, omogucilo je jasno razlikovanje krvnih i
limfnih zila, a analogno ranijim spoznajama da je gustoca intratumoralnih krvnih zila
pouzdan pokazatelj tumorom inducirane angiogeneze, ocekivalo se da ¢e kvantitativna
analiza gusto¢e limfnih zila unutar tumora (intratumoralno), u tkivu dojke uz sam rub
tumora (peritumoralno) i unutar zdravog tkiva dojke odgovoriti na pitanje postojanja
limfangiogeneze u karcinomu dojke (141, 142). Ipak, rezultati raznih studija uvelike se
razlikuju (139, 143-146). Naime, Agarwal i sur. su na grupi pacijentica s metastatskim
karcinomom dojke, pomocu D2-40, proucavali gusto¢u limfnih zila unutar tumora i
peritumoralno te opisali da je gustoca limfnih zila unutar karcinoma dojke statisticki
znacajno manja nego u normalnom tkivu dojke, benignim lezijama ili in situ karcinomu,
dok se prema El-Gohary i sur. intratumoralna gustoca limfnih Zzila (D2-40) nije znacajno
razlikovala od gusto¢e limfnih Zila u normalnom tkivu dojke (101, 96). Pritom su ovi, ali i
drugi autori, limfne Zile uocili samo uz preegzistiraju¢e duktuse i lobuse zbog cega ih
tumace kao ostatke normalnih limfnih zila koje su ,,ulovljene” (engl, entrapped) unutar
tumora. Kako vecina krvnih Zila unutar tumora nije bila prac¢ena limfnim zilama ovi, ali i
drugi autori smatraju da invazija tumora dovodi do uniStenja limfnih Zila i da su limfne zile
na rubu tumora, dovoljne za nastanak limfogenih metastaza (147).

Nasuprot opisanom nedostatku limfangiogeneze, brojni noviji radovi zagovaraju
mogucnost postojanja limfangiogeneze te opisuju mogu¢ mehanizam njenog nastanka
(139, 143, 148-150). Ukratko, pronadeni su limfangiogeni faktori poput VEGF-C i VEGF-
D (engl. vascular endothelial growth factor - C i D) koje Iuce maligne epitelne, ali i
stromalne stanice, a koji aktivacijom receptora tirozin kinaze VEGFR-3 (engl. vascular
endothelial growth factor receptor-3) navodno stvaraju povoljan okoli§ za nastajanje novih
limfnih zila. Pritom neke studije opisuju znacajnu povezanost izmedu tumorskog VEGF-C
pozitiviteta i gusto¢e limfnih Zila te metastaza u limfne ¢vorove, dok druge nisu nasle tu

povezanost (151, 152). Pitanje aktivnog stvaranja novih limfnih Zila pokusalo se rijeSiti i
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dvostrukim IH bojanjem na neki od endotelnih markera limfnih Zzila (npr. D2-40) i
proliferacijski marker Ki67. Tako neki autori ne nalaze Ki67 pozitivitet u strukturama
obojenim s D2-40 i zakljuCuju da aktivna limfangiogeneza u karcinomu dojke izostaje
(101, 153), dok rezultati drugih istrazivackih grupa govore da je koli¢ina Ki67 pozitivnih
jezgara jako povezana s velikom gustocom limfnih Zila, metastazama u limfne ¢vorove i
prezivljenjem, podupiru¢i time postojanje tumorom uzrokovane limfangiogeneze (143,
154).

U ovom radu endotel limfnih Zila je vizualiziran IH reakcijom na D2-40, te su
limfne Zile unutar tumora nadene u 56% (56/100) karcinoma dojke. Pritom su
intratumoralne limfne zile ve¢inom bile male, linearne, uskog lumena, djelujuéi stisnute
izvana tumorskim stanicama i gotovo neuocljive bojenjem HE-om. | dok Van der Auwera i
sur. koriste¢i D2-40, pronalaze intratumoralne limfne Zile u 80%, a E1-Gendi i Abdel-Hadi
u Cak 85% karcinoma dojke, van der Schaft i sur. ih nalaze u samo 12 % (89, 153, 155).
Ovako razli€iti rezultati nisu neobi¢ni ako se uzme u obzir gusto¢a intratumoralnih limfnih
zila. Naime, u ovom radu medijan gustoce intratumoralnih limfnih zila iznosio je 2,5 Zila
na SVVP, dok se u drugim radovima broj zila uvelike razlikovao (od 0,3 do 9,7 (89, 96,
101, 156, 155)) sto je prvenstveno posljedica razlike u metodi brojenja zila (mjesta
brojenja i povecanja mikroskopa). Obzirom na relativno mali broj limfnih zila koje se
nalaze u tumoru ocito je da je, usprkos velikoj vrijednosti D2-40, pronalaZzenje limfnih zila
tehnicki izazovnije, a zbog njihove heterogene distribucije unutar tumora njihova se
prisutnost moZe propustiti uo€iti na prerezima tumora odabranih za imunohistokemijsku
analizu. Ovdje valja napomenuti da Van der Auwera i sur. opisuju da je gustoca
intratumoralnih limfnih Zila ovisna o nacinu rasta tumora pa u karcinomima dojke
ekspanzivnog nacina rasta (dobro ograni¢eni tumorski ¢vor graden od tumorskih stanica i
dezmoplasticne strome) nalaze limfne zile, ali je njithov broj manji nego u onih s
infiltrativnim nacinom rasta (koji rastu izmedu preegzistiraju¢ih struktura manje remeteci
arhitekturu tkiva). Obzirom da tumori ekspanzivnog nacina rasta unutar svoje mase ne
sadrze strukture normalnog tkiva dojke, ve¢ su one nodularnim rastom tumora potisnute u
stranu, dokazavsi prisutnost limfnih zila u takvim tumorima (D2-40), koje su pritom
oblozene endotelom koji pokazuje proliferativnu aktivnost (Ki67), isti autori intenzivno
zagovaraju moguénost postojanja intratumoralne limfangiogeneze (89).

Rezultati ovog istrazivanja poklapaju se s rezultatima Van der Auwera i sur. (89) te
je medijan gustoce intratumoralnih limfnih zila u tumora s ekspanzivnim nacinom rasta

(39/100) iznosio samo 1 zilu na SVVP, a u onih s infltrativnim nacin rasta (61/100) 4 zile
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na 5VVP. Ova razlika je statisticki znac¢ajna i govori u prilog tezi da se intratumoralne
limfne zile mogu na¢i u karcinomima dojke, da ih je viSe u tumorima Koji rastu
infiltrativno, ali da se nalaze 1 u tumorima ekspanzivnog nacdina rasta i to unutar
dezmoplasti¢ne tumorske strome koja je od normalne strome tkiva dojke jasno razlikuje po
nedostatku CD34+ fibroblasta i prisutnosti razlicite koli¢ine SMA+ miofibroblasta.

Prema nekim autorima gusto¢a intratumoralnih limfnih Zila nije povezana s
veli¢inom i gradusom tumora kao niti sa stanjem limfnih ¢vorova, dok drugi autori nalaze
njihovu povezanost s nalazom limfovaskularne invazije i metastazama u limfne ¢vorove,
veli¢inom tumora, nuklearnim i histoloskim gradusom te stadijem bolesti (96, 101). Iz
razultata ovog rada i opisanih rezultata drugih autora moze se zakljuditi da se
intratumoralne limfne zile nalaze u nekim karcinomima dojke, ali obzirom na njihov
izgled, mali broj, razliku u broju ovisno o nadinu rasta tumora te opisanu razli¢itu
povezanost s kliniCkim parametrima, nije jasno igraju li znacajniju ulogu u nastanku
metastaza u limfne ¢vorove. Ipak kao drenazne zile, njihov smanjeni broj unutar tumora
mogao bi pripomo¢i rastu tumora zbog smanjene drenaze limfe bogate hranidbenim
tvarima (101).

U tkivu dojke uz tumor (peritumoralno, unutar 2 mm od granice tumora) limfne zile
su u ovom radu nadene u svih 100 slucajeva, a one su bile veée, Siroko otvorenog lumena i
jasno uocljive na HE preparatima §to je u skladu s rezultatima drugih studija (101, 153).
Njihov medijan gustocée je iznosio 15 Zila na SVVP, $§to je statisticki znacajno vise nego
unutar tumora (2,5 zila na 5VVP). Znacajno veca gustoca peritumoralnih limfnih Zila
opisana je 1 od strane drugih spomenutih autora, pri ¢emu su pojedine limfne zile
sadrzavale tumorske embole (99, 101, 153). Iako je raspon misljenja o prognostickoj ulozi
gustoce intratumoralnih limfnih Zila Sirok, ¢ini se da postoji slaganje da bi povecana
gustoca peritumoralnih limfnih zila mogla biti dovoljna tumorskim stanicama da dosegnu
limfne ¢vorove ¢ak i u odsutnosti intratumoralnih limfnih zila (96, 99, 101, 147, 151, 153).
Ne postoji jasan odgovor na pitanje da li peritumoralne limfne zile postoje od prije ili su
novostvorene. Studije koje su proucavale ekspresiju proliferativnih markera u njihovom
endotelu govore u prilog aktivne limfangiogeneze, ali ¢ini se da pojedini tumori rubno ipak
ne uspiju inducirati stvaranje novih limfnih zila (99, 157, 158).

Bilo da se radi o preegzistirajuéim 1ili novostvorenim limfnim Zilama,
limfovaskularna invazija (LV1) se definira kao prisutnost tumorskog tromba u vaskularnom
prostoru oblozenom jednim redom endotelnih stanica (102). Na preparatima bojenim HE

LVI se lako zamijeni za nakupinu tumorskih stanica okruzenu peritumoralnom pukotinom,
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a krvna se zila ponekad tesko razlikuje od limfne zile pa se limfhom Zzilom uglavnom
smatra zilna struktura koja ne sadrzi eritrocite. Nadalje, tumorski tromb moze u potpunosti
ispuniti lumen zile i uciniti je slabo uocljivom pa se LVI u novije vrijeme uglavnom
proucava na preparatima bojenim s D2-40. De Mascarel i sur. su usporedivali smjestaj,
broj i prosirenost tumorskih tromba u tkivu 94 karcinoma dojke bez metastaza u limfne
¢vorove, na preparatima obojenima HE i imunohistokemijski, analizom izrazenosti D2-40.
U tom istrazivanju, HE bojenjem tumorski su trombi nadeni u 15% tumora i to udaljeno
od glavne tumorske mase, a reakcijom na D2-40 tumorski trombi su nadeni u ¢ak 41%
tumora te su bili multipli, proSireniji i smjesteni unutar, blizu ili udaljeno od tumora. Ipak
samo su udaljeni (peritumoralni) D2-40 trombi imali prognosti¢ki znacaj (159). Druge
studije koje su pomo¢u D2-40 proucavale LVI takoder pokazuju da je upravo
peritumoralna limfovaskularna invazija znacajno povezana s metastazama u limfne
¢vorove te da se nalazi oko 3 puta CeSce u pacijentica s pozitivnim limfnim ¢vorovima
(30% do 65%) nego u onih s negativnima (8% do 23%) (100, 146, 160). U ovom radu
peritumoralna LVI nadena je dva puta ¢e$¢e u pacijentica s metastazama u limfne ¢vorove
(54%) nego u pacijentica bez metastaza (27%), Sto je u skladu s literaturom i upuéuje na
njenu vaznost u Sirenju tumora limfnim putem. Intratumoralna LVI je u ovom radu nadena
u 4% pacijentica bez, i u 19% pacijentica s metastazama u limfne ¢vorove, §to je takoder u
skladu s razultatima iz literature. Kako peritumoralna LVI upucuje na mogucnost
postojanja metastaza u limfnim ¢vorovima 1 time je pokazatelj veceg rizika od recidiva
bolesti i kraceg prezivljenja, taj nalaz moze biti koristan u probiru pacijentica s negativnim
aksilarnim limfnim ¢vorovima kojima bi adjuvantna kemoterapija koristila. Zato je na
devetom sastanku stru¢njaka u St. Gallenu 2005. godine, nalaz peritumoralne LVI na
mikroskopskim HE preparatima ukljucen je u Kriterije za takav probir (104). Uz to je u
novijem istrazivanju koje su proveli Marinho i sur. peritumoralna LV1 bila prvi put jasno
povezana s karcinomima dojke koji su pokazivali agresivnije znacajke (visoki Ki67, visoki
gradus, negativni ER i PR) (139). Za razliku od dokazane vaznosti peritumoralne LVI,
znacaj intratumoralne LVI za sada nije jasan i uglavnom se ne povezuje s loSijom
prognozom, a de Mascarel i sur. smatraju da bi limfati¢ni trombi smjesteni unutar tumora
mogli biti drugaciji od onih smjestenih izvan tumora, pri ¢emu povezanost izmedu ta dva
sustava ne mora biti funkcionalna (159).

Patofiziologija tumorskih krvnih Zila je potpuno drugacija. Kapilare su Zzile
hraniteljice koje osiguravaju vitalnost tkiva, a angiogeneza i vaskularna invazija u

karcinomu dojke su povezane s promocijom rasta i hematogenim Sirenjem tumora (97,
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156). Japanski autori su pokazali kako je gustoca malih krvnih Zila neovisni pokazatelj
duljine remisije bolesti i cjelokupnog prezivljenja (161), a meta-analiza 43 neovisne studije
pokazuje da je visoka gusto¢a malih zila znaCajno povezana s krac¢im prezivljenjem
bolesnica s karcinomom dojke, naro¢ito onih s negativnim limfnim ¢vorovima (87).
Poteskoce i razlike u brojanju malih krvnih Zila razlog su razli¢itostima u rezultatima
pojedinih studija, ali uglavnom postoji slaganje da je angiogeneza u karcinomu dojke jasna
pojava. Srednja gusto¢a malih krvnih Zila u tumoru prema EI-Gendi i sur. iznosi 17,9 Zila
na 1VVP (400x) (155). Sli¢ni rezultati dobiveni su i u ovom radu gdje je medijan gustoce
malih krvnih zila u hot-spotu unutar tumora iznosio 89 zila na 5VVP (400x). To je jasan
znak angiogeneze u usporedbi sa statisticki znacajno manjom gusto¢om krvnih zila u
peritumoralnom podruc¢ju, s medijanom vrijednosti od 38,5 zila na S5VVP. Rezultati El-
Gendi 1 sur. ne pokazuju znacajnu povezanost gustoce krvnih Zila s veli¢inom 1 gradusom
tumora kao niti s LVI i metastazama u limfne ¢vorove. Isti autori pokazuju da je gustoca
malih krvnih zila unutar tumora znacajno povezana s gustocom malih limfnih zila, a takva
pozitivha povezanost sugerira da bi angiogeneza i limfangiogeneza mogle nastati
zajednickim putem (155). Premda je gusto¢a malih krvnih zila neosporno vazna za
odrzavanje tumorskih stanica na zivotu, klinicki znacaj gusto¢e malih krvnih zila u
karcinomu dojke ostaje nesiguran (156).

Za razliku od LVI, invazija tumora u krvne zile (KVI) rijetko se nalazi. Naime, u
jednom od najranijih i najvecih istraZivanja ove osobine (N=1408, HE preparati) invazija u
krvne zile nadena je u samo 4,2% slucaja, a druga, novija studija, koja je obuhvacala 177
pacijentica, pronalazi KVI u tek 1,1% slucajeva (162, 163). U ovoj studiji vaskularna
invazija intratumoralno je nadena u samo jednom slu¢aju (1/100), a peritumoralno u 3
slucaja (3/100). Neke studije smatraju i LVI i KVI loSom prognosti¢kom znacajkom (162),
ali je ipak vecina studija pokazala da je samo LVI pokazatelj kraceg prezivljenja (100, 139,
160).

Uzevsi u obzir opisane promjene koje se dogadaju u stromi karcinoma dojke, poput
pojave miofibroblasta, promjene gusto¢e malih limfnih i krvnih zila te njihove invazije
tumorom, u ovom se radu pokusalo utvrditi postoji li povezanost izmedu njih i pojave tzv.
peritumoralnih pukotina. Peritumoralne pukotine morfoloski se ocituju kao prazni prostori
koji djelomicno ili u potpunosti okruzuju nakupine tumorskih stanica, a u literaturi su
opisane kao retrakcijski artefakti, retrakcijske pukotine, periglandularne pukotine,
peritumoralne lakune, periacinarni haloi, "clefting" i sli¢no (72-75). Lako se uocavaju

svjetlosnim mikroskopom na standardno obojenim preparatima tumorskog tkiva, bez
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potrebe za dodatnim metodama bojenja, ali se rijetko uocavaju na histoloskim preparatima
smrznutih rezova pa je ovo morfolosko svojstvo tradicionalno shvaceno kao artefakt nastao
zbog retrakcije strome prilikom fiksacije i laboratorijske obrade tkiva (78). Pobolj$avanjem
kvalitete laboratorijskog postupka smanjuje se mogu¢i nastanak artefakata te novija
istrazivanja promatraju peritumoralne pukotine kao morfolosku promjenu cijem bi
nastanku mogle pridonijeti bioloske znacajke tumora poput abnormalnosti bazalne
membrane, gubitka adhezivnih ¢imbenika i1 ekspresija kolagenaza ili drugih enzima
ekstracelularnog matriksa odgovornih za invazivni rast tumora.

Varma i sur. (81) te Kruslin i sur. (82) proucavali su njihovu pojavnost u uzorcima
tkiva prostate dobivenim biopsijom iglom te nakon radikalne prostatektomije i uocili da se
ovo morfolosko svojstvo pojavljuje statisticki znacajno ceSc¢e u adenokarcinomu prostate u
usporedbi s kontrolnom grupom benignih promjena prostate i normalnim tkivom prostate.
Isti autori predlazu da se utvrdeni znacajni postotak peritumoralnih pukotina vrednuje kao
dijagnosticki kriterij adenokarcinoma prostate, narocito u sitnim uzorcima dobivenim
iglom. Uz to, novije istrazivanje Tomasa i sur. otkriva da je prisutnost jako izrazenih
retrakcijskih pukotina u karcinomima prostate jasno povezano s agresivnijim tumorskim
fenotipom te kra¢im periodom do biokemijskog relapsa bolesti i kra¢im prezivljenjem
(164).

Uocivsi ¢e$¢u pojavnost peritumoralnih pukotina u invazivnom karcinomu dojke
nego u in situ karcinomu, Irie i sur. ih smatraju jeftinim i efektivnim "markerom
invazivnog karcinoma", definirajuéi ih takoder kao moguce dijagnosticko pomagalo (83).
Istrazivanja Acsa 1 sur. pokazuju da oko 60% karcinoma dojke pokazuje razliCitu
izrazenost peritumoralnih pukotina te da je njihova pojavnost statisti¢ki znacajno povezana
s veli¢cinom tumora, histoloSkim tipom i1 gradusom tumora kao i1 limfovaskularnom
invazijom, zahvaceno$¢u aksilarnih limfnih ¢vorova te znacajno loSijom prognozom i
kra¢im prezivljenjem bolesnica (84, 165). Isti autori u novom istrazivanju otkrivaju
znacajnu  pozitivnu povezanost izmedu proSirenosti peritumoralnih pukotina i
limfangiogeneze (mjerene pomocu gustoce limfnih zila i ekspresije VEGF-C u sredistu
tumora i uz tumor) te zakljucuju da je veca pojavnost peritumoralnih pukotina povezana s
agresivnijim fenotipom tumora (85).

U ovom radu su peritumoralne pukotine nadene u 92% (92/100) analiziranih
duktalnih invazivnih karcinoma dojke. Oko kanali¢a i acinusa normalnog tkiva dojke, kao
niti oko zariSta duktalnog in situ karcinoma, peritumoralne pukotine nisu uocene niti u

jednom slucaju, Sto peritumoralne pukotine jasno povezuje s invazivnim rastom te bi ih se
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moglo smatrati pomoénim morfoloskim svojstvom u razlikovanju invazivnih duktalnih
karcinoma od benignih lezija. Prosirenost peritumoralnih pukotina kretala se od 5% do
100%, a statistickom usporedbom apsolutnog postotka peritumoralnih pukotina s
klini¢kim, histoloskim i imunohistokemijskim parametrima nadena je zna¢ajna povezanost
izrazenosti peritumoralnih pukotina s veli¢inom tumora (p=0,009) i pT stadijem bolesti
(p=0,018) te s prisutno$¢u metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima (p<0,001) i udjelom
pozitivnih limfnih ¢vorova (p<0,001) $to se poklapa s rezultatima Acsa i sur (84, 85, 165).
Razlika u uclestalosti pojave peritumoralnih pukotina izmedu ovog rada (92%) i
istrazivanja Acsa i sur. (60%) moze se objasniti razlikom promatranog uzorka (84). Naime,
dok Acs i sur. proucavaju uzorak od 304 karcinoma dojke pT1 i pT2 stadija, prosjecne
veli¢ine 1,5 cm, od kojih je 23% imalo pozitivne limfne ¢vorove aksile, u ovom radu je
promatrano 100 karcinoma svih stadija (pT1-pT4), vece prosje¢ne veli¢ine (2,6 cm) od
kojih je 51% imalo metastaze u limfne ¢vorove. Na temelju ROC (engl. receiver operating
characteristic) analize pri kojoj su bolesnice podijeljene u dvije prognosti¢ki razlicite
skupine (skupinu s i skupinu bez metastaza u limfne ¢vorove) slucajevi koji su pokazivali
barem 30% peritumoralnih pukotina smatrani su tumorima s opseznim nalazom
peritumoralnih pukotina. Analiziraju¢i tumore na taj nacin, bolesnice s karcinomima dojke
koji pokazuju opsezne peritumoralne pukotina statisticki su znacajno ce$ée imale
metastaze u aksilarne limfne ¢vorove (p<0,001) i ve¢i udio pozitivnih limfnih ¢vorova
(p<0,001). Time su tumori s opseznim nalazom peritumoralnih pukotina u ovom radu
povezani s agresivnijim fenotipom §to se pokapa s istrazivanjima Acsa i sur. koji ih pritom
povezuju i kra¢im prezivljenjem (84, 85, 165). lako navedeni autori uz to opisuju
povezanost peritumoralnih pukotina s limfovaskularnom invazijom, ta se povezanost u
ovom radu nije pokazala statistiCki znacajnom, pri ¢emu valja naglasiti da je grani¢na
vrijednost peritumoralnih pukotina u radovima navedenih autora bila 20%. Kada je
usporedena prosjecna veli¢ina tumora (i pT stadij bolesti) izmedu skupina pacijentica s
oskudnim i1 opseznim nalazom peritumoralnih pukotina, tada povezanost izmedu veli¢ine
tumora (odnosno pT stadija) i peritumoralnih pukotina nije bila statisticki znacajna
(P=0,08), ali je ipak uocena tendencija da veéi tumori imaju opseznije izrazene
peritumoralne pukotine.

Preostali promatrani parametri (dob pacijentica, gusto¢a malih limfnih i krvnih zila
unutar i izvan tumora, vaskularna invazija unutar i izvan tumora, gradus tumora, ER, PR i
HER2/neu, nacin rasta tumora i prisustvo fibroticnog fokusa) nisu pokazali znacajnu

povezanost s izrazeno$¢u peritumoralnih pukotina.
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Imunohistokemijsko odredivanje izrazenosti SMA u stromi tumora u ovom je radu
pokazalo znacajno veci broj SMA+ miofibroblasta u stromi karcinoma dojke s veéim
apsolutnim postotkom peritumoralnih pukotina te opseznim nalazom peritumoralnih
pukotina (p<0,001, p<0,001), §to upucuje da bi njihova pojava mogla doprinijeti nastanku
tog morfoloskog svojstva.

Danas je jasno da karcinom predstavlja mnogo vise do nekontrolirane diobe
epitelnih stanica te da njegovom nastanku doprinosi slom normalne interakcije epitelne i
mezenhimalne komponente. Medudjelovanje tumora i njegove strome igra veliku ulogu u
razvoju i progresiji tumora, a promjena stromalnog mikrookoliSa poput razvoja zila (angio-
i limfangiogeneza), promjene sastava ekstracelularnog matriksa, upalnih stanica ili
nebalansirane aktivnosti proteaza, igra klju¢nu ulogu u rastu i invaziji tumora (166). Acs i
sur. predlazu da bi peritumoralne pukotine mogle predstavljati morfoloski odraz tog
promjenjenog odnosa tumora i strome koji pomaze u rastu i Sirenju tumora, $to se ne
protivi tezi Barsky i sur. koji smatraju da interakcija strome i tumora potice pretvorbu
mezenhimalnih stanica strome u endotelne stanice te da bi peritumoralne pukotine mogle
predstavljati rani stadij limfokapilarne invazije gdje ta pretvorba nije do kraja izvrSena (84,
85, 165, 167). Sli¢nog misljena su Irie i sur. te Damiani i sur. koji takoder smatraju da
peritumoralne predstavljaju neprepoznati put limfati¢kog Sirenja tumora kroz kompleksnu
mrezu stromalnih (prelimfatickih) kanala povezanu s glavnim limfatickim sustavom tkiva
dojke (83, 168).

U ovom radu su peritumoralne pukotine nadene samo unutar invazivnog dijela
karcinoma, dok nisu uocene u in situ komponenti i u okolnom normalnom tkivu dojke. To
ukazuje da peritumoralne pukotine nisu artefakti nastali kao posljedica postupka fiksacije
tkiva te da ih se moze smatrati pomoc¢nim dijagnostiCkim svojstvom u razlikovanju
duktalnih invazivnih karcinoma i benignih promjena. Jaca izraZenost peritumoralnih
pukotina povezana je s veli¢inom tumora i prisutnosti metastaza u aksilarnim limfnim
¢vorovima §to upucuje da takvi tumori imaju agresivniji fenotip. Histoloski nalaz opseznih
peritumoralnih pukotina mogao bi stoga izdvojiti pacijentice koje bi klinicki mogle imati
fibroblasta i pojavi SMA+ miofibroblasta, stroma duktalnog invazivnog karcinoma dojke
se u ovom radu jasno razlikuje od netumorske strome tkiva dojke $to je vazan, iako ne
specifican, znak invazivnog rasta. Povezanost izrazenosti peritumoralnih pukotina s ve¢im
brojem miofibroblasta u stromi govori u prilog da bi upravo oni mogli pridonijeti nastanku

tog morfoloskog svojstva. Miofibroblasti koji luce razli¢ite ¢imbenike rasta i citokine
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vjerojatno potpomazu i proliferaciju endotelnih stanica (angiogenezu i limfangiogenezu) te
rast 1 Sirenje tumora pa bi se farmakoloski pristup koji bi ciljano zaustavljao stvaranje i
djelovanje tumor-promovirajuc¢ih miofibroblasta, mogao u budu¢nosti pokazati kao korisna
antitumorska terapijska strategija.

Obzirom da u ovom radu nije dokazana povezanost izmedu izrazenosti
peritumoralnih pukotina i gusto¢e malih limfnih Zzila te limfovaskularne invazije, misljenje
drugih autora da one predstavljaju znak invazije tumora u prelimfatiCke prostore nije

potvrdeno.
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7. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata ovog istrazivanja moze se zakljuciti da:
1. Stroma normalnog tkiva dojke sadrzi mrezu imunohistokemijski CD34+
fibroblasta, a SMA+ miofibroblasti se ne nalaze. Nasuprot tome, stroma duktalnog
invazivnog karcinoma dojke u svih 100 promatranih sluc¢ajeva u potpunosti gubi CD34+
fibroblaste, uz nalaz velike koli¢ine vimentint+ stromalnih stanica (fibroblasta i
miofibroblasta). U svim slu¢ajevima u stromi karcinoma nadene su SMA+ stromalne
stanice, odnosno miofibroblasti, pri ¢emu je njihova kvantifikacija teSka. Koli¢ina
miofibroblasta u stromi statisticki je znaCajno povezana s izrazenosti peritumoralnih
pukotina (p<0,001), ali povezanost s promatranim klinickim (dob) i histopatoloSkim
parametrima (veli¢ina tumora, pT stadij, N stadij i udio pozitivnih limfnih ¢vorova,
histoloski gradus, ER, PR i HER2/neu, gusto¢a malih krvnih i limfnih zila te njihova
invazija tumorom, nacin rasta tumora i prisustvo fibroti¢nog fokusa, p>0,05) nije nadena.
2. Imunohistokemijskim bojanjem tumora na D2-40 limfne Zile su unutar tumora
nadene u 56% (56/100) karcinoma dojke. Pritom su intratumoralne limfne Zile male,
linearne, uskog Ilumena i gotovo neuoCljive bojenjem HE-om. Medijan gustoce
intratumoralnih limfnih Zzila u cijelom uzorku iznosi 2,5 zila na 5 VVP, pri ¢emu tumori
koji rastu ekspanzivno (39/100) imaju medijan od 1 Zile na 5 VVP, a tumori koji rastu
infiltrativno (61/100) medijan od 4 zile na 5 VVP, §to je statisticki znaCajno viSe
(p>0,001). Peritumoralno su limfne zile nadene u svih 100 slucajeva, a one su vece, Siroko
otvorenog lumena i jasno uo€ljive na HE. Njithov medijan gustoce iznosi 15 zila na S5VVP,
§to je statisti¢ki znacajno viSe nego unutar tumora (p<0,001).

Male krvne zile prikazane su imunohistokemijskom reakcijom na CD34 i nalaze se
u svih 100 slucajeva intratumoralno 1 peritumoralno. Medijan gustoée malih krvnih Zila
unutar tumora iznosi 89 Zila na 5VVP, dok je peritumoralno gusto¢a krvnih Zila 38,5 zila
na 5VVP, sto je statisticki znac¢ajno manje (p<0,001).
3. Peritumoralne pukotine morfoloski se na preparatima bojenim HE-om ocituju kao
prazni prostori koji djelomi¢no ili u potpunosti okruzuju nakupine tumorskih stanica, a
nadene su u 92% (92/100) analiziranih slu¢ajeva. Oko kanali¢a i acinusa normalnog tkiva
dojke ili zarista duktalnog in situ karcinoma, peritumoralne pukotine nisu uocene niti u
jednom slucaju. Prosirenost peritumoralnih pukotina kretala se od 5% do 100%, a

usporedbom apsolutnog postotka peritumoralnih pukotina s promatranim parametrima
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nadena je njihova znacajna povezanost s koli¢inom SMA-+ miofibroblasta u stromi
(p<0,001), veli¢inom tumora (p=0,009) i pT stadijem bolesti (p=0,018), s prisutnoscu
metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima (p<0,001) i udjelom pozitivnih limfnih ¢vorova
(p<0,001).

ROC analizom je, uz osjetljivost od 73% i specifi¢nost od 63%, utvrdena grani¢na
vrijednost izrazenosti peritumoralnih pukotina od 30%, pri ¢emu 33% karcinoma nije
sadrzavalo ili je sadrzavalo oskudne peritumoralne pukotine, a 67% karcinoma je imalo
opsezno izrazene peritumoralne pukotine. Bolesnice s karcinomima dojke koji pokazuju
opsezne peritumoralne pukotine statisti¢ki su znacajno ¢eS¢e imale veéu koli¢inu SMA+
miofibroblasta u stromi (p<0,001), ¢eS¢e metastaze u aksilarne limfne ¢vorove (p<0,001) i
ve¢i udio pozitivnih limfnih ¢vorova (p<0,001), a povezanost s veli¢inom tumora (i pT
stadijem) nije se pokazala statisticki znac¢ajna (P=0,08), iako je uoCena tendencija da veéi
tumori imaju opseznije izrazene peritumoralne pukotine.

4. Gustoc¢a malih limfnih zila unutar tumora i peritumoralno nije pokazala statisticki
znaCajnu povezanost s apsolutnim postotkom peritumoralnih pukotina, kao niti s
izrazeno$¢u peritumoralnih pukotina s obzirom na grani¢nu vrijednost od 30%.

5. Peritumoralna (p<0,05) i intratumoralna (p<0,001) LVI je nadena statisti¢ki
znacajno CeS¢e u pacijentica s metastazama u limfne ¢vorove nego u pacijentica bez
metastaza. Ni peritumoralna, niti intratumoralna LVI nije pokazala statistiCcki znacajnu
povezanost s apsolutnim postotkom peritumoralnih pukotina, kao niti s izrazeno$¢u
peritumoralnih pukotina s obzirom na grani¢nu vrijednost od 30%.

Dobiveni rezultati potvrduju da se u stromi duktalnog invazivnog karcinoma dojke
zbivaju promjene po Cemu se ona razlikuje od strome normalnog tkiva dojke.
Peritumoralne pukotine nadene su samo unutar invazivnog dijela karcinoma, $to ukazuje
da nisu artefakti nastali kao posljedica postupka fiksacije tkiva te da ih se moze smatrati
pomo¢nim dijagnostickim svojstvom u razlikovanju karcinoma 1 benignih promjena. Jaca
izrazenost peritumoralnih pukotina povezana je s veli¢inom tumora i prisutno$¢u metastaza
u limfnim ¢vorovima §to upucuje da takvi tumori imaju agresivniji fenotip, stoga bi
histoloski nalaz opseznih peritumoralnih pukotina mogao izdvojiti pacijentice koje bi
klinicki mogle imati agresivniji tijek, naroCito one s negativnim limfnim ¢vorovima.
Stroma karcinoma uz to sadrzi miofibroblaste ¢ija je koli¢ina znacCajno povezana s
izrazenos$¢u peritumoralnih pukotina §to navodi na zakljucak da bi upravo oni mogli
pridonijeti nastanku tog morfoloSkog svojstva. Miofibroblasti koji luce razlicite cimbenike

rasta i citokine vjerojatno potpomazu rast i Sirenje tumora pa bi se farmakoloski pristup,
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koji bi ciljano zaustavljao njihovo stvaranje i djelovanje, mogao u buduénosti pokazati kao

korisna antitumorska terapijska strategija.
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Cini se da promjena stromalnog mikrookolisa igra kljuénu ulogu u rastu i Sirenju
tumora, a peritumoralne pukotine koje se nalaze u nekim duktalnim invazivnim
karcinomima dojke mogle bi predstavljati morfoloski odraz tog promijenjenog odnosa
tumora i strome. Peritumoralne pukotine, uocene u duktalnom invazivnom karcinomu
dojke, tradicionalno su shvacene kao artefakti nastali prilikom fiksacije i laboratorijske
obrade tkiva, a novija istrazivanja karcinoma dojke povezuju ih s invazijom tumora u
prelimfaticke prostore.

Hipoteza ovog istrazivanja je da peritumoralne pukotine u invazivnom karcinomu
dojke nastaju kao posljedica promjena u stromi tumora i da ne predstavljaju artefakte koji
nastaju kao posljedica fiksacije, odnosno da nisu znak invazije tumora u prelimfaticke
prostore. Stoga su postavljeni ciljevi da se u duktalnom invazivnom karcinomu dojke:

- odredi prisutnost i zastupljenost fibroblasta i miofibroblasta u stromi,

- odredi prisutnost limfokapilarnih prostora te kvantificira gusto¢a limfnih zila,

- usporedi povezanost pojave miofibroblasta s pojavom peritumoralnih pukotina,

- usporedi povezanost gustoce limfnih prostora s pojavom peritumoralnih pukotina i

- utvrdi limfokapilarna invazija u invazivnom duktalnom karcinomu dojke te odredi da li
postoji povezanost izmedu limfokapilarne invazije i pojave peritumoralnih pukotina.

U istrazivanju je analizirano 100 slucajeva invazivnog duktalnog karcinoma dojke
(NOS) u Zena, prosjecne starosti 63,03 godine, od cega je 41% bilo bez, a 59% s
metastazama u limfne Cvorove aksile. Materijal je obraden standardnom histoloskom
metodom, a dodatno je u tkivu imunohistokemijski analizirana izrazenost CD34,
vimentina, SMA i D2-40.

Statistickom analizom rezultata ustanovljeno je da stroma invazivnog duktalnog
karcinoma dojke ne sadrzi CD34+ fibroblaste, ve¢ razli¢itu koli¢inu SMA+ stromalnih
stanica, odnosno miofibroblasta. Limfne zile su unutar tumora nadene U 56% karcinoma
dojke, a peritumoralno u 100% slucajeva, pri ¢emu je peritumoralno nadeno statisticki
znacajno vise limfnih Zila nego intratumoralno. Peritumoralne pukotine su nadene u 92%
analiziranih slu¢ajeva karcinoma dojke, a u normalnom okolnom tkivu dojke i oko Zarista
duktalnog in situ karcinoma, nisu uocene niti u jednom slucaju. Prosirenost peritumoralnih
pukotina kretala se od 5% do 100%, a usporedbom apsolutnog postotka peritumoralnih

pukotina s klini¢kim, histolo§kim i imunohistokemijskim parametrima nadena je njihova
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znacajna povezanost s koli¢cinom SMA+ miofibroblasta u stromi, veli¢inom tumora i pT
stadijem bolesti te s prisutnoséu metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima i udjelom
pozitivnih limfnih ¢vorova. ROC analizom je, uz osjetljivost od 73% i specifi¢nost od
63%, utvrdena grani¢na vrijednost izrazenosti peritumoralnih pukotina od 30%, a bolesnice
s karcinomima dojke koji pokazuju opsezne peritumoralne pukotina statisticki su znacajno
¢es¢e imale vecu kolicinu SMA+ miofibroblasta u stromi, ¢e$¢e metastaze u aksilarne
limfne ¢vorove i veci udio pozitivnih limfnih ¢vorova. Gusto¢a malih limfnih Zila unutar
tumora i peritumoralno nije pokazala statistiCki znacajnu povezanost s apsolutnim
postotkom peritumoralnih pukotina, kao niti s izrazeno$¢u peritumoralnih pukotina s
obzirom na grani¢nu vrijednost od 30%. Peritumoralna LVI je nadena dva puta cesce, a
intratumoralna LVI skoro 5 puta ¢eS¢e u pacijentica s metastazama u limfne ¢vorove nego
u pacijentica bez metastaza, $to je statisticki znacajno razli¢ito. Ni peritumoralna, niti
intratumoralna LV nisu pokazale statisti¢ki znacajnu povezanost s apsolutnim postotkom
peritumoralnih pukotina, kao niti s izrazeno$¢u peritumoralnih pukotina s obzirom na
grani¢nu vrijednost od 30%.

Dobiveni rezultati potvrduju da se u stromi duktalnog invazivnog karcinoma dojke
zbivaju promjene po Cemu se ona razlikuje od strome normalnog tkiva dojke.
Peritumoralne pukotine nadene su samo unutar invazivnog dijela karcinoma, $to ukazuje
da nisu artefakti nastali kao posljedica postupka fiksacije tkiva te da ih se moze smatrati
pomoénim dijagnostickim svojstvom u razlikovanju duktalnih invazivnih karcinoma i
benignih promjena. Obzirom da nije dokazana povezanost izmedu izrazenosti
peritumoralnih pukotina i gustoée malih limfnih zila te limfovaskularne invazije, one
vjerojatno ne predstavljaju znak invazije tumora u prelimfaticke prostore. Jaca izrazenost
peritumoralnih pukotina povezana je s veli¢inom tumora i prisutnosti metastaza u
aksilarnim limfnim ¢vorovima $to upucuje da takvi tumori imaju agresivniji fenotip, stoga
bi nalaz opseznih peritumoralnih pukotina mogao izdvojiti pacijentice koje bi klinicki
mogle imati agresivniji tijek, naroc¢ito one bez aksilarnih metastaza. Stroma karcinoma uz
to sadrzi SMA+ miofibroblaste ¢ija je koli¢ina znaajno povezana s izrazenoS¢u
peritumoralnih pukotina Sto navodi na zakljucak da bi upravo oni mogli pridonijeti
nastanku tog morfoloSkog svojstva. Miofibroblasti koji luce razli¢ite ¢imbenike rasta i
citokine, vjerojatno potpomazu rast i Sirenje tumora pa bi se farmakoloski pristup koji bi
ciljano zaustavljao njihovo stvaranje i djelovanje, mogao u buducnosti pokazati kao

korisna antitumorska terapijska strategija.
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9. SUMMARY

The correlation of peritumoral clefts with myofibroblastic stromal reaction and

lymph vessel density in invasive ductal breast carcinoma

The hypothesis was that peritumoral clefts, which are traditionally considered as
artifacts in ductal invasive breast cancer, reflect stromal changes. The aims were to
determine: presence and extension of stromal fibroblasts and myofibroblasts in invasive
ductal breast cancer, presence of lymphovascular spaces and quantification of their density,
the correlation of stromal myofibroblasts and peritumoral clefts, the correlation of lymph
vessel density and peritumoral clefts, lymphovascular invasion and the relation between
lymphovascular invasion and peritumoral clefts.  One hunderd invasive ductal breast
carcinomas (NOS) were analyzed (59% with axillary lymph nodes metastases). The tumor
tissue was routinely processed and stained, and analyzed immunohistochemically for
CD34, vimentin, SMA and D2-40. The stroma of ductal invasive breast cancer did not
contain CD34+ fibroblasts but various quantities of SMA+ myofibroblasts. Peritumoral
lymphatic vessels were found in 100%, and intratumoral vessels in 56% of tumors.
Peritumoral clefts were found in 92% of invasive carcinomatous tissue and were absent
around normal ducts and acini and in situ ductal component. The extent of peritumoral
clefts ranged from 5 to 100% and correlated highly with the quantity of SMA+ stromal
myofibroblasts, increased tumor size and pT stage, the presence of lymph node metastasis
and the rate of positive lymph nodes. According to the statistically determined cut-off
value, the cases with the extensive peritumoral clefts showed higher quantity of SMA+
myofibroblasts, higher frequency of lymph node metastases and higher rate of positive
lymph nodes, but no correlation between intratumoral and peritumoral lymphatic vessel
density and the extension of peritumoral clefts. This study confirms that the peritumoral
clefts can be considered an additional diagnostic feature in differential diagnosis of
invasive ductal carcinoma, and that they most probably do not represent a sign of tumor
invasion in prelymphatic spaces. The higher extension of peritumoral clefts was
significantly associated with more aggressive tumor phenotype. The stroma of invasive
ductal carcinoma contains SMA+ myofibroblasts suggesting that they are involved in the
development of peritumoral clefts, probably by secretion of various mediators.

Tanja Lenicek, Zagreb 2012

80



LITERATURA

10. LITERATURA

1. Sadler TW. Langmanova medicinska embriologija. 7.izd. Zagreb: Skolska knjiga d.d,
1996, str. 371-3.

2. Mills SE. Histology for Pathologists. Lippincott Williams & Wilkins, 2006, 57-71

3. Rosai J. Rosai and Ackerman's Surgical Pathology. Philadelphia: Elsevier, 2004, str.
1764-840.

4. Ramsay DT, Kent JC, Hartmann RA, Hartmann PE. Anatomy of the lactating human
breast redefined with ultrasound imaging. J Anat 2005;206:525-34.

5. Moinfar F. Essentials of Diagnostic Breast Pathology. Berlin: Springer, 2007. str. 2-23.
6. Rosen P. Anatomy and physiologic morphology. Rosen's Breast Pathology.
Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins, 2001:1-21.

7. Jensen HM. Breast pathology, emphasizing precancerous and cancer-associated lesions.
[aut. knjige] Taylor DJ Bulbrook RD. Commentaries on Research in Breast Disease. Vol 2.
New York: Alan R. Liss, 1981, str. 41-86.

8. Wellings SR, Jensen HM, Marcum RG. An atlas of subgross pathology of the human
breast with special reference to possible precancerous lesions. J Natl Cancer Inst
1975;5:231-73.

9. Osborne MP. Breast anatomy and development. [aut. knjige] Lippman ME, Morrow M,
Osborne CK Harris JR. Diseases of the Breast. Philadelphia: Lippincott Williams &
Wilkins, 2004, str. 1-35.

10. Shoker BS, Jarvis C, Sibson DR, Walker C, Sloane JP. Oestrogen receptor expression
in the normal and pre-cancerous breast. J Pathol 1999;188:237-44.

11. Shaw JA, Udokang K, Mosquera JM, Chauhan H, Jones JL, Walker RA. Oestrogen
receptors alpha and beta differ in normal human breast and breast carcinomas. J Pathol
2002;198:450-7.

12. Shaaban AM, O'Neill PA, Davies MP i sur. Declining estrogen receptor-beta
expression defines malignant progression of human breast neoplasia. Am J Surg Pathol
2003;27:1502-12.

13. Krishnamurthy S, Sneige N. Molecular and biologic markers of premalignant lesions of
human breast. Adv Anat Pathol 2002;9:185-97.

14. Siziopikou KP, Prioleau JE, Harris JR, Schnitt SJ. Bcl-2 expression in the spectrum of
preinvasive breast lesions. Cancer 1996;77:499-506.

81



LITERATURA

15. Egan MJ, Newman J, Crocker J, Collard M. Immunohistochemical localization of S100
protein in benign and malignant conditions of the breast. Arch Pathol Lab Med
1987;111:28-31.

16. Parkin DM, Bray F, Ferlay J, Pisani P. Estimating the world cancer burden: Globocan
2000. Int. J. Cancer 2001;9:153-6.

17. Horner MJ, Ries LAG, Krapcho M i sur. SEER Cancer Statistics Review, 1975-2006.
Bethesda: National Cancer Institute. Dostupno s: http://seer.cancer.gov/csr/1975-2006.

18. Registar za rak Republike Hrvatske. Bilten br.34. Hrvatski zavod za javno zdravstvo,
2009.

19. Moore DH, Moore DH 2nd, Moore CT. Breast carcinoma etiological factors. Adv
Cancer Res 1983;40:189-253.

20. Crandall CJ, Aragaki AK, Cauley JA i sur. Breast tenderness and breast cancer risk in
the estrogen plus progestin and estrogen-alone women's health initiative clinical trials.
Breast Cancer Res Treat 2012;132:275-85.

21. Chlebowski RT, Kuller LH, Prentice RL i sur. Breast cancer after use of estrogen plus
progestin in postmenopausal women. N Engl J Med 2009;360:573-87.

22. Ravdin PM. The changes in breast cancer incidence: a result of recent changes in
hormone use by postmenopausal women? Breast 2009;18:S1 (Abst S3).

23. Lester SC. The Breast. [aut. knjige] Fausto N, Abbas, A Kumar V. Robbins and Cotran
Pathologic Basis of Disease. Elsevier Saunders, 2004, str. 1119-54.

24. Goodwin PJ, Phillips KA, West DW i sur. Breast cancer prognosis in BRCA1 and
BRCA2 mutation carriers: an International Prospective Breast Cancer Family Registry
population-based cohort study. J Clin Oncol 2012;30:19-26.

25. Brody LC. Current knowledge on genetic predispositions for breast cancer. Breast
2009;18:S4 (Abst S9).

26. Chen WY, Rosner B, Hankinson SE, Colditz GA, Willett WC. Moderate alcohol
consumption during adult life, drinking patterns, and breast cancer risk. JAMA 2011,
306:1884-90.

27. Tulinius H, Sigvaldason H, Olafsdéttir G. Left and right sided breast cancer. Pathol
Res Pract 1990;186:92-4.

28. Ustaalioglu BO, Bilici A, Kefeli U i sur. The importance of multifocal/multicentric
tumor on the disease-free survival of breast cancer patients: single center experience. Am J
Clin Oncol 2011.

82



LITERATURA

29. Cabioglu N, Ozmen V, Kaya H i sur. Increased lymph node positivity in multifocal and
multicentric breast cancer. J Am Coll Surg 2009;208:67-74.

30. Kheirelseid EA, Jumustafa H, Miller N i sur. Bilateral breast cancer: analysis of
incidence, outcome, survival and disease characteristics. Breast Cancer Res Treat
2011;126:131-40.

31. Kosters JP, Getzsche PC. Regular self-examination or clinical examination for early
detection of breast cancer. Cochrane Database Syst Rev, 2003;2.

32. Houssami N, Ciatto S. Ultrasound and mammography for breast cancer screening.
JAMA 2008;300:1514-5.

33. Gallagher R, Schafer G, Redick M i sur. Microcalcifications of the breast: a
mammographic-histologic correlation study using a newly designed Path/Rad Tissue Tray.
Ann Diagn Pathol 2012;16:196-201.

34. Kalager M, Adami HO, Bretthauer M, Tamimi RM. Overdiagnosis of invasive breast
cancer due to mammography screening: results from the norwegian screening program.
Ann Intern Med 2012;156:491-9.

35. Brennan M, Spillane A, Houssami N. The role of breast MRI in clinical practice. Aust
Fam Physician 2009;38:513-9.

36. Hoda SA, Harigopal M, Harris GC, Pinder SE, Lee AH, Ellis 10. Expert opinion:
Reporting needle core biopsies of breast carcinomas. Histopathology 2003;43:84-90.

37. Tavassoli FA, Devilee P. World Health Organization: Tumours of the Breast and
Female Genital Organs. Oxford: Oxford University Press, 2003, str. 11.

38. Gomes DS, Balabram D, Porto SS, Gobbi H. Lobular neoplasia: frequency and
association with other breast lesions. Diagn Pathol 2011;9;66:74.

39. Li CI, Anderson BO, Daling JR, Moe RE. Trends in incidence rates of invasive lobular
and ductal breast carcinoma. JAMA 2003;289:1421-4.

40. Kalogeraki A, Tamiolakis D, Kozoni V i sur. Nuclear grading in invasive ductal breast
carcinomas. Cancer Detect Prev 2000;24:224-7.

41. Sobin LH, Gospodarowicz MK, Wittekind Ch. TNM Classification of Malignant
Tumors. Wiley-Blackwell, 2009;192-3.

42. Ogawa Y, Moriya T, Kato Y i sur. Immunohistochemical assessment for estrogen
receptor and progesterone receptor status in breast cancer: analysis for a cut-off point as
the predictor for endocrine therapy. Breast Cancer 2004;11:267—75.

83



LITERATURA

43. Goldhirsch A, Ingle JN, Gelber RD, Coates AS, Thiirlimann B, Senn HJ. Thresholds
for therapies: highlights of the St Gallen International Expert Consensus on the Primary
Therapy of Early Breast Cancer 2009. Annals of Oncology 2009;20:1319-29.

44, Cardoso F, Fallowfield L, Costa A, Castiglione M, Senkus E. Locally recurrent or
metastatic breast cancer: ESMO Clinical Practice Guidelines for diagnosis, treatment and
follow-up. Ann Oncol 2011;22:25-30.

45. Wang J, Xiao X, Wang J i sur. Predictors of nipple-areolar complex involvement by
breast carcinoma: histopathologic analysis of 787 consecutive therapeutic mastectomy
specimens. Ann Surg Oncol 2012;19:1174-80.

46. Gieni M, Avram R, Dickson L i sur. Local breast cancer recurrence after mastectomy
and immediate breast reconstruction for invasive cancer: A meta-analysis. Breast 2004.

47. Koo MY, Lee SK, Bae SY i sur. Long-term outcome of internal mammary lymph node
detected by lymphoscintigraphy in early breast cancer. J Breast Cancer 2012;15:98-104.
48. Lindfors KK, Kopans DB, Googe PB, McCarthy KA, Koerner FC, Meyer JE. Breast
cancer metastasis to intramammary lymph nodes. Am J Roentgenol 1986;146:614-20.

49. Leong SP, Nakakura EK, Pollock R i sur. Unique patterns of metastases in common
and rare types of malignancy. J Surg Oncol 2001;103:607-14.

50. Veronesi U, Banfi A, Del Vecchio M i sur. Comparison of Halsted mastectomy with
quadrantectomy, axillary dissection, and radiotherapy in early breast cancer: long-term
results. Eur J Cancer Clin Oncol 1986;22:1085-9.

51. Fisher B, Anderson S, Redmond CK, Wolmark N, Wickerham DL, Cronin WM.
Reanalysis and results after 12 years of follow-up in a randomized clinical trial comparing
total mastectomy with lumpectomy with or without irradiation in the treatment of breast
cancer. N Engl J Med 1995;333:1456-61.

52. Morrow M, Wu S. Breast conservation and clear margins: invasive or in situ
involvement. Breast 2009;18:Abs.S28.

53. Recht A, Houlihan MJ. Axillary lymph nodes and breast cancer: a review. Cancer
1995;76:1491-512.

54. Cody HS 3rd, Houssami N. Axillary management in breast cancer: What's new for
20127 Breast 2012;21:411-5.

55. SG, Silverberg. Sentinel node processing: recommendations for pathologists. Am J
Surg Pathol 2002;26:383-5.

84



LITERATURA

56. Pérez-Fidalgo JA, Pimentel P, Caballero A i sur. Removal of primary tumor improves
survival in metastatic breast cancer. Does timing of surgery influence outcomes? Breast
2011;20:548-54.

57. Galea MH, Blamey RW, Elston CE, Ellis 10. The Nottingham Prognostic Index in
primary breast cancer. Breast Cancer Res Treat 1992;22:207-2109.

58. Eifel P, Axelson JA, Costa J i sur. National Institutes of Health Consensus
Development Conference Statement: adjuvant therapy for breast cancer, November 1-3,
2000. J Natl Cancer Inst 2001;93:979-89.

59. www.adjuvantonline.com.

60. Schnitt SJ. Classification and prognosis of invasive breast cancer: from morphology to
molecular taxonomy. Mod Pathol 2010:23;60-4.

61. Rakha EA, El-Sayed ME, Reis-Filho JS, Ellis 10. Expression profiling technology: its
contribution to our understanding of breast cancer. Histopathology 2008;52:67—81.

62. Sotiriou C, Pusztai L. Gene-expression signatures in breast cancer. N Engl J Med 2009;
360:790-800.

63. Geyer FC, Reis-Filho JS. Microarray-based gene expression profiling as clinical tool
for breast cancer management: are we there yet? Int J Surg Pathol 2009;17:285-302.

64. Diaz LK, Cryns VL, Symmans WF, Sneige N. Triple negative breast carcinoma and
the basal phenotype: from expression profiling to clinical practice. Adv Anat Pathol
2007;14:419-30.

65. Moinfar F. Is ‘basal-like’ carcinoma of the breast a distinct clinicopathological entity?
A critical review with cautionary notes. Pathobiology 2008;75:119-31.

66. Rakha EA, Reis-Filho JS, Ellis 10. Basal-like breast cancer: a critical review. J Clin
Oncol 2008;26:2568-81.

67. Cheang MCU, Chia SK, Voduc D i sur. Ki67 index, HER2 status, and prognosis of
patients with luminal B breast cancer. J Natl Cancer Inst 2009;101:736-50.

68. Cheang MC, Voduc D, Bajdik C i sur. Basal-like breast cancer defined by five
biomarkers has superior prognostic value than triple-negative phenotype. Clin Cancer Res
2008;14:1368-76.

69. Goldhirsch A, Wood WC, Coates AS i sur. Strategies for subtypes--dealing with the
diversity of breast cancer: highlights of the St. Gallen International Expert Consensus on
the Primary Therapy of Early Breast Cancer 2011. Ann Oncol. 2011;22:1736-47.

70. Lavasani MA, Moinfar F. Molecular classification of breast carcinomas with particular

emphasis on “basal-like” carcinoma: A critical review. J. Biophotonics 2012;4:345-66.

85



LITERATURA

71. Rakha EA, Ellis 10. Modern classification of breast cancer: should we stick with
morphology or convert to molecular profile characteristics. Adv Anat Pathol 2011;18:255-
67.

72. Ulrich M, Roewert-Huber J, Gonzalez S, Rius-Diaz F, Stockfleth E, Kanitakis J.
Peritumoral clefting in basal cell carcinoma: correlation of in vivo reflectance confocal
microscopy and routine histology. J Cutan Pathol. 2011;38:190-5.

73. Ulamec M, Dzombeta T, Cupié H, Leni¢ek T, Tomas D, Kruslin B. Periacinar
retraction clefting and D2-40 expression in prostatic adenocarcinoma. Pathol Oncol Res
2012;18:365-70.

74. Kruslin B, Tomas D, Mikuz G. Periacinar retraction artifact of the prostate. Front
Biosci (Schol Ed) 2011;3:226-35.

75. Bujas T, Pavi¢ I, Lenicek T, Miji¢ A, Kruslin B, Tomas D. Peritumoral retraction
clefting correlates with advanced stage squamous cell carcinoma of the esophagus. Pathol
Oncol Res 2008;14:443-7.

76. Halpert B, Schmalhorst WR. Carcinoma of the prostate in patients 70 to 79 years old.
Cancer 1966;19:695-8.

77. Halpert B, Sheehan EE, Schmalhorst WR, Scott R Jr. Carcinoma of the prostate. A
survey of 5,000 autopsies. Cancer 1963;16:737-42.

78. Yeh I. Atlas of microscopic artifacts and foreign materials. Bsaltimore: Williams &
Wilkins, 1997.

79. Verda M, Roman R, Calvo M 1 sur. Clinicopathological and molecular characterization
of colorectal micropapillary carcinoma. Mod Pathol 2011;24:729-38.

80. Kwon GY, Ro JY. Micropapillary variant of urothelial carcinoma. Adv Urol
2011;2:171-53.

81. Varma M, Lee MW, Tamboli P i sur. Morphologic criteria for the diagnosis of
prostatic adenocarcinoma in needle biopsy specimens. A study of 250 consecutive cases in
a routine surgical pathology practice. Arch Pathol Lab Med 2002;126:554-61.

82. Kruslin B, Tomas D, Rogatsch H i sur. Correlation of periacinar retraction clefting in
needle core biopsies and corresponding prostatectomy specimens of patients with prostatic
adenocarcinoma. Int J Surg Pathol 2005;13:67-72.

83. Irie J, Manucha V, loffe OB, Silverberg SG. Artefact as the pathologist's friend:
peritumoral retraction in in situ and infiltrating duct carcinoma of the breast. Int J Surg
Pathol 2007:15:53-9.

86



LITERATURA

84. Acs G, Dumoff KL, Solin LJ. Extensive retraction artifact correlates with lymphatic
invasion and nodal metastasis and predicts poor outcome in early stage breast carcinoma.
Am J Surg Pathol 2007;31:129-40.

85. Acs G, Paragh G, Rakosy Z. The extent of retraction clefts correlates with lymphatic
vessel density and VEGF-C expression and predicts nodal metastasis and poor prognosis in
early-stage breast carcinoma. Mod Pathol 2012;25:163-77.

86. Fox SB, Generali DG, Harris AL. Breast tumour angiogenesis. Breast Cancer Res
2007;9:216.

87. Uzzan B, Nicolas P, Cucherat M, Perret GY. Microvessel density as a prognostic factor
in women with breast cancer: a systematic review of the literature and meta-analysis.
Cancer Res 2004;64:2941-55.

88. Weidner N, Semple JP, Welch WR, Folkman J. Tumor angiogenesis and metastasis
correlation in invasive breast carcinoma. N Engl J Med 1991;324:1-8.

89. Van der Auwera I, Van den Eynden GG, Colpaert CG i sur. Tumor lymphangiogenesis
in inflammatory breast carcinoma: a histomorphometric study. Clin Cancer Res
2005:11:7637-42.

90. Chalkley HW. Method for the quantitative morphologic analysis of tissues. J. Natl.
Cancer Inst 1943;4:47-53.

91. Curtis ASC. Medical and Biological Illustration. 2008. 10:261-6.

92. Hansen S, Serensen FB, Vach W, Grabau DA, Bak M, Rose C. Microvessel density
compared with the Chalkley count in a prognostic study of angiogenesis in breast cancer
patients. Histopathology 2004;44:428-36.

93. Dhakal HP, Bassarova A, Naume B i sur. Breast carcinoma vascularity: a comparison
of manual microvessel count and Chalkley count. Histol Histopathol 2009;24:1049-59.

94. Stacker SA, Baldwin ME, Achen MG. The role of tumor lymphangiogenesis in
metastatic spread. FASEB J 2002;16:922-34.

95. Evangelou E, Kyzas PA, Trikalinos TA. Comparison of the diagnostic accuracy of
lymphatic endothelium markers: Bayesian approach. Mod Pathol 2005;18:1490-7.

96. EI-Gohary YM, Metwally G, Saad RS, Robinson MJ, Mesko T, Poppiti RJ. Prognostic
significance of intratumoral and peritumoral lymphatic density and blood vessel density in
invasive breast carcinomas. Am J Clin Pathol 2008;129:578-86.

97. Lee JA, Bae JW, Woo SU, Kim H, Kim CH. D2-40, Podoplanin, and CD31 as a
Prognostic Predictor in Invasive Ductal Carcinomas of the Breast. J Breast Cancer
2011;14:104-11.

87



LITERATURA

98. Clarijs R, Ruiter DJ, de Waal RM. Lymphangiogenesis in malignant tumours: Does it
occur? J Pathol 2001;193:143-6.

99. Williams CS, Leek RD, Robson AM i sur. Absence of lymphangiogenesis and
intratumoural lymph vessels in human metastatic breast cancer. J Pathol 2003;200:195-
206.

100. Arnaout-Alkarain A, Kahn HJ, Narod SA, Sun PA, Marks AN. Significance of lymph
vessel invasion identified by the endothelial lymphatic marker D2-40 in node negative
breast cancer. Mod Pathol 2007;20:183-91.

101. Agarwal B, Saxena R, Morimiya A, Mehrotra S, Badve S. Lymphangiogenesis does
not occur in breast cancer. Am J Surg Pathol 2005;29:1449-55.

102. de Mascarel I, Bonichon F, Durand M, Mauriac L i sur. Obvious peritumoral emboli:
an elusive prognostic factor reappraised. Multivariate analysis of 1320 node-negative
breast cancers. Eur J Cancer 1998;34:58-65.

103. Ren S, Abuel-Haija M, Khurana JS, Zhang X. D2-40: an additional marker for
myoepithelial cells of breast and the precaution in interpreting tumor lymphovascular
invasion. Int J Clin Exp Pathol 2011;30;4:175-82.

104. Goldhirsch A, Glick JH, Gelber RD, Coates AS, Thiirlimann B, Senn HJ. Meeting
highlights: international expert consensus on the primary therapy of early breast cancer
2005. Ann Oncol 2005;16:1569-83.

105. Shekhar MP, Werdell J, Santner SJ, Pauley RJ, Tait L. Breast stroma plays a
dominant regulatory role in breast epithelial growth and differentiation: implications for
tumor development and progression. Cancer Res 2001;61:1320-6.

106. Eriksson JE, Dechat T, Grin B i sur. Introducing intermediate filaments: from
discovery to disease. J Clin Invest 2009;119:1763-71.

107. Ivaska J, Pallari HM, Nevo J, Eriksson JE. Novel functions of vimentin in cell
adhesion, migration, and signaling. Exp Cell Res 2007;313:2050-62.

108. Cimpean AM, Raica M, Narita D. Diagnostic significance of the immunoexpression
of CD34 and smooth muscle cell actin in benign and malignant tumors of the breast. Rom J
Morphol Embryol 2005;46:123-9.

109. Chauhan H, Abraham A, Phillips JR, Pringle JH, Walker RA, Jones JL. There is more
than one kind of myofibroblast: analysis of CD34 expression in benign, in situ, and
invasive breast lesions. J Clin Pathol 2003;56:271-6.

88



LITERATURA

110. Barth PJ, Ebrahimsade S, Ramaswamy A, Moll R. CD34+ fibrocytes in invasive
ductal carcinoma, ductal carcinoma in situ, and benign breast lesions. Virchows Arch
2002;440:298-303.

111. Jacobs TW, Byrne C, Colditz G, Connolly JL, Schnitt SJ. Radial scars in benign
breast-biopsy specimens and the risk of breast cancer. N Engl J Med 1999;340:430-6.

112. Offersen BV, Nielsen BS, Heyer-Hansen G i sur. The myofibroblast is the
predominant plasminogen activator inhibitor-1-expressing cell type in human breast
carcinomas. Am J Pathol 2003;163:1887-99.

113. Yazhou C, Wenlv S, Weidong Z, Licun W. Clinicopathological significance of
stromal myofibroblasts in invasive ductal carcinoma of the breast. Tumour Biol
2004;25:290-5.

114. Kojima Y, Acar A, Eaton EN i sur. Autocrine TGF-beta and stromal cell-derived
factor-1 (SDF-1) signaling drives the evolution of tumor-promoting mammary stromal
myofibroblasts. Proc Natl Acad Sci U S A 2010;107:20009-14.

115. Hasebe T, Sasaki S, Imoto S, Ochiai A. Highly proliferative fibroblasts forming
fibrotic focus govern metastasis of invasive ductal carcinoma of the breast. Mod Pathol
2001;14:325-37.

116. Hasebe T, Tsuda H, Hirohashi S. Fibrotic focus in infiltrating ductal carcinoma of the
breast: a significant histopathological prognostic parameter for predicting the long-term
survival of the patients. Breast Cancer Res Treat 1998;49:195-208.

117. Hasebe T, Sasaki S, Imoto S, Mukai K, Yokose T, Ochiai A. Prognostic significance
of fibrotic focus in invasive ductal carcinoma of the breast: a prospective observational
study. Mod Pathol 2002;15:502-16.

118. Hasebe T, Tsuda H, Hirohashi S i sur. Fibrotic focus in invasive ductal carcinoma: an
indicator of high tumor aggressiveness. Jpn J Cancer Res 1996;87:385-94.

119. Van den Eynden GG, Colpaert CG, Couvelard A i sur. A fibrotic focus is a prognostic
factor and a surrogate marker for hypoxia and (lymph)angiogenesis in breast cancer:
review of the literature and proposal on the criteria of evaluation. Histopathology
2007;51:440-51.

120. Colpaert CG, Vermeulen PB, Fox SB, Harris AL, Dirix LY, Van Marck EA. The
presence of a fibrotic focus in invasive breast carcinoma correlates with the expression of
carbonic anhydrase IX and is a marker of hypoxia and poor prognosis. Breast Cancer Res
Treat 2003;81:137-47.

89



LITERATURA

121. Colpaert C, Vermeulen P, van Beest P i sur. Intratumoral hypoxia resulting in the
presence of a fibrotic focus is an independent predictor of early distant relapse in lymph
node-negative breast cancer patients. Histopathology 2001;39:416-25.

122. Colpaert C, Vermeulen P, Jeuris W i sur. Early distant relapse in "node-negative"
breast cancer patients is not predicted by occult axillary lymph node metastases, but by the
features of the primary tumour. J Pathol 2001;193:442-9.

123. Hasebe T, lwasaki M, Akashi-Tanaka S i sur. Important histologic outcome predictors
for patients with invasive ductal carcinoma of the breast. Am J Surg Pathol 2011;35:1484-
97.

124. Hasebe T, Iwasaki M, Akashi-Tanaka S i sur. Prognostic significance of mitotic
figures in metastatic mammary ductal carcinoma to the lymph nodes. Hum Pathol
2011;42:1823-32.

125. Hasebe T, Tamura N, Iwasaki M i sur. Grading system for lymph vessel tumor
emboli: significant outcome predictor for patients with invasive ductal carcinoma of the
breast who received neoadjuvant therapy. Mod Pathol 2010;23:581-92.

126. Tomas D, Kruslin B. The potential value of (Myo)fibroblastic stromal reaction in the
diagnosis of prostatic adenocarcinoma. Prostate 2004;61:324-31.

127. Elston CW, Ellis 10. Pathologic prognostic factors in breast cancer. I. The value of
histologic grade in breast cancer: Experience from a large study with long-term follow-up.
Histopathology 1991;19:403-10.

128. Weigelt B, Bissell MJ. Unraveling the microenvironmental influences on the normal
mammary gland and breast cancer. Semin Cancer Biol 2008;18:311-21.

129. Kalluri R, Zeisberg M. Fibroblasts in cancer. Nat Rev Cancer 2006;6:392-401.

130. Karnoub AE, Dash AB, Vo AP i sur. Mesenchymal stem cells within tumour stroma
promote breast cancer metastasis. Nature 2007;449:557-63.

131. Rennov-Jessen L, Petersen OW. Induction of alpha-smooth muscle actin by
transforming growth factor-beta 1 in quiescent human breast gland fibroblasts.
Implications for myofibroblast generation in breast neoplasia. Lab Invest 1993;68:696-707.
132. Petersen OW, Nielsen HL, Gudjonsson T i sur. Epithelial to Mesenchymal Transition
in Human Breast Cancer Can Provide a Nonmalignant Stroma. Am J Pathol 2003;162:391-
402.

133. Zeisberg EM, Potenta S, Xie L, Zeisberg M, Kalluri R. Discovery of endothelial to
mesenchymal transition as a source for carcinoma-associated fibroblasts. Cancer Res
2007;67:10123-8.

90



LITERATURA

134. Direkze NC, Hodivala-Dilke K, Jeffery R i sur. Bone marrow contribution to tumor-
associated myofibroblasts and fibroblasts. Cancer Res 2004;64:8492-5.

135. Nakayama H, Enzan H, Miyazaki E, Kuroda N, Naruse K, Hiroi M. Differential
expression of CD34 in normal colorectal tissue, peritumoral inflammatory tissue, and
tumour stroma. J Clin Pathol 2000;53:626-9.

136. Barth PJ, Schenck zu Schweinsberg T, Ramaswamy A, Moll R. CD34+ fibrocytes,
alpha-smooth muscle antigen-positive myofibroblasts, and CD117 expression in the stroma
of invasive squamous cell carcinomas of the oral cavity, pharynx, and larynx. Virchows
Arch 2004;444:231-4.

137. Orimo A, Gupta PB, Sgroi DC i sur. Stromal fibroblasts present in invasive human
breast carcinomas promote tumor growth and angiogenesis through elevated SDF-
1/CXCL12 secretion. Cell 2005;121:335-48.

138. Hasebe T, Sasaki S, Imoto S, Ochiai A. Proliferative activity of intratumoral
fibroblasts is closely correlated with lymph node and distant organ metastases of invasive
ductal carcinoma of the breast. Am J Pathol 2000;156:1701-10.

139. Marinho VF, Metze K, Sanches FS, Rocha GF, Gobbi H. Lymph vascular invasion in
invasive mammary carcinomas identified by the endothelial lymphatic marker D2-40 is
associated with other indicators of poor prognosis. BMC Cancer 2008;8:64.

140. Dadiani M, Kalchenko V, Yosepovich A i sur. Real-time imaging of lymphogenic
metastasis in orthotopic human breast cancer. Cancer Res 2006;66:8037-41.

141. Braun M, Flucke U, Debald M i sur. Detection of lymphovascular invasion in early
breast cancer by D2-40 (podoplanin): a clinically useful predictor for axillary lymph node
metastases. Breast Cancer Res Treat 2008;112:503-11.

142. Weidner N. Tumoural vascularity as a prognostic factor in cancer patients: the
evidence continues to grow. J. Pathol. 1998;184:119-22.

143. Cunnick GH, Jiang WG, Douglas-Jones T i sur. Lymphangiogenesis and lymph node
metastasis in breast cancer. Mol Cancer 2008;6:7-23.

144. Mohammed RA, Ellis 10, Lee AH, Martin SG. Vascular invasion in breast cancer; an
overview of recent prognostic developments and molecular pathophysiological
mechanisms. Histopathology 2008;1-9.

145. Van den Eynden GG, van der Auwera I, Van Laere SJ i sur. Distinguishing blood and
lymph vessel invasion in breast cancer: a prospective immunohistochemical study. Br. J.
Cancer 2006;94:1643-9.

91



LITERATURA

146. Ito M, Moriya T, Ishida T i sur. Significance of pathological evaluation for lymphatic
vessel invasion in invasive breast cancer. Breast Cancer 2007;14:381-7.

147. Vleugel MM, Bos R, van der Groep P i sur. Lack of lymphangiogenesis during breast
carcinogenesis. J Clin Pathol 2004;57:746-51.

148. Sundar SS, Ganesan TS. Role of lymphangiogenesis in cancer. J Clin Oncol
2007;25:4298-307.

149. Mumprecht V, Detmar M. Lymphangiogenesis and cancer metastasis. J Cell Mol Med
2009;13:1405-16.

150. Ran S, Volk L, Hall K, Flister MJ. Lymphangiogenesis and lymphatic metastasis in
breast cancer. Pathophysiology 2010;17:229-51.

151. Nakamura Y, Yasuoka H, Tsujimoto M i sur. Lymph vessel density correlates with
nodal status, VEGF-C expression, and prognosis in breast cancer. Breast Cancer Res Treat
2005;91:125-32.

152. Koyama Y, Kaneko K, Akazawa K, Kanbayashi C, Kanda T, Hatakeyama K.
Vascular endothelial growth factor-C and vascular endothelial growth factor-D messenger
RNA expression in breast cancer: association with lymph node metastasis. Breast Cancer
2003;4:354-60.

153. Van der Schaft DW, Pauwels P, Hulsmans S, Zimmermann M, van de Poll-Franse
LV, Griffioen AW. Absence of lymphangiogenesis in ductal breast cancer at the primary
tumor site. Cancer Lett 2007;254:128-36.

154. Mohammed RA, Ellis 10, Elsheikh S, Paish EC, Martin SG. Lymphatic and
angiogenic characteristics in breast cancer: morphometric analysis and prognostic
implications. Breast Cancer Res Treat 2008;261-73.

155. El-Gendi S, Abdel-Hadi M. Lymphatic vessel density as prognostic factor in breast
carcinoma: relation to clinicopathologic parameters. J Egypt Natl Canc Inst 2009;21:139-
49,

156. Choi WW, Lewis MM, Lawson D i sur. Angiogenic and lymphangiogenic
microvessel density in breast carcinoma: correlation with clinicopathologic parameters and
VEGF-family gene expression. Mod Pathol 2005;18:143-52.

157. Padera TP, Kadambi A, di Tomaso E i sur. Lymphatic metastasis in the absence of
functional intratumor lymphatics. Science 2002;296:1883-6.

158. Isaka N, Padera TP, Hagendoorn J, Fukumura D, Jain RK. Peritumor lymphatics
induced by vascular endothelial growth factor-C exhibit abnormal function. Cancer Res
2004,64:4400-4.

92



LITERATURA

159. De Mascarel I, MacGrogan G, Debled M i sur. D2-40 in breast cancer: should we
detect more vascular emboli? Mod Pathol 2009;22:216-22.

160. Schoppmann SF, Bayer G, Aumayr K i sur. Prognostic value of lymphangiogenesis
and lymphovascular invasion in invasive breast cancer. Ann. Surg 2004;240:306-12.

161. Tsutsui S, Kume M, Era S. Prognostic value of microvessel density in invasive ductal
carcinoma of the breast. Breast Cancer 2003;10:312-9.

162. Lauria R, Perrone F, Carlomagno C i sur. The prognostic value of lymphatic and
blood vessel invasion in operable breast cancer. Cancer 1995;76:1772-8.

163. Mohammed RA, Martin SG, Gill MS, Green AR, Paish EC, Ellis 10. Improved
methods of detection of lymphovascular invasion demonstrate that it is the predominant
method of vascular invasion in breast cancer and has important clinical consequences. Am.
J. Surg. Pathol 2007;31:1825-33.

164. Tomas D, Spaji¢ B, Milosevic M, Demirovi¢ A, Marusi¢ Z. Extensive retraction
artefact predicts biochemical recurrence-free survival in prostatic carcinoma.
Histopathology 2011;58:447-54.

165. Acs G, Paragh G, Chuang ST, Laronga C, Zhang PJ. The presence of micropapillary
features and retraction artifact in core needle biopsy material predicts lymph node
metastasis in breast carcinoma. Am J Surg Pathol 2009;33:202-10.

166. Verghese ET, Shenoy H, Cookson VJ i sur. Epithelial-mesenchymal interactions in
breast cancer: evidence for a role of nuclear localized B-catenin in carcinoma-associated
fibroblasts. Histopathology 2011;59:609-18.

167. Barsky SH, Ye Y, Karlin NJ. “Separation artifact” v lymphovascular invasion: are
mimics only mimics? [abstrakt]. Mod Pathol 2006. 19(suppl 1):289A.

168. Damiani S, Eusebi V, Peterse JL. Malignant neoplasms infiltrating
pseudoangiomatous' stromal hyperplasia of the breast: an unrecognized pathway of tumour
spread. Histopathology 2002;41:208-15.

93



ZIVOTOPIS

11. ZIVOTOPIS

Rodena sam 08. srpnja 1976. godine u Zagrebu gdje sam zavrsila osnovnu i srednju
Skolu. Diplomirala sam 2002. godine na Medicinskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu.
Dobitnik sam Rektorove nagrade akademske godine 2000/2001. Nakon obavljenog
pripravnic¢kog staza u KBC ,,Sestre milosrdnice” u Zagrebu, 2003. godine sam polozila
drzavni ispit 2003. godine te godinu dana radila u Ustanovi za hitnu medicinsku pomoc¢,
Doma zdravlja Vitoviticko-podravske Zupanije, u Slatini. U velja¢i 2005. godine
zapoCinjem specijalizaciju iz patoloske anatomije na Klinickom zavodu za patologiju
»Ljudevit Jurak®, KBC ,,Sestre milosrdnice®, gdje sam u rujnu 2009. godine polozila
specijalisti¢ki ispit 1 gdje 1 danas radim kao patolog s uzim stru¢nim i znanstvenim
interesom u podrucju ginekoloske i perinatalne patologije. Autorica sam viSe Clanaka i
kongresnih priop¢enja koji su objavljeni u indeksiranim casopisima, od cega je 10
objavljeno u ¢asopisima indeksiranim u CC. Uz prof. dr. sc. Marinu Kos, koautor sam
udzbenika ,,Osnove patologije posteljice”, objavljenog 2011. godine te poglavlja o
infekcijama 1 upalama posteljice u udzbeniku ,,Infekcije u ginekologiji i perinatologiji®,

objavljenog 2012. godine.

94



