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Cilj: Utvrditi postoji li povezanost pojave peritumorskih pukotina s ekspresijom matriks metaloproteinaze-2 (MMP-2) i p63
u duktalnim invazivnim karcinomima dojke bez posebnih obiljezja. Takoder je analizirana korelacija pojave peritumorskih
pukotina te ekspresije matriks-metaloproteinaze-2 i p63 s ostalim obiljezjima tumora - ukljucujuci dob bolesnica, histo-
loski gradus, veli¢inu tumora, status pazusnih limfnih ¢vorova, TNM klasifikaciju, stadij bolesti, ekspresiju estrogenskih i
progesteronskih receptora te proteina Her2/neu. Metode: U 50 uzoraka duktalnog invazivhog karcinoma dojke analizirani
su postojanje peritumorskih pukotina te imunohistokemijska izrazenost MMP-2 i p63. Rezultati: Peritumorske pukotine na-
dene su kod 94 % karcinoma. StatistiCki znacajno ¢eSce pojavljuju se kod starijih bolesnica (p=0,010) i u veéim tumorima
(p=0,018). Pozitivha reakcija na MMP-2 nadena je kod 50 % karcinoma. Istrazivanjem nije nadena povezanost ekspresije
MMP-2 s peritumorskim pukotinama ni s ostalim promatranim obiljezjima. Pozitivha ekspresija p63 nadena je u samo
jednom karcinomu, histoloskog gradusa lll, s jako pozitivhom ekspresijom proteina Her2/neu. Zakljucak: Nije nadena sta-
tisticki znaCajna povezanost ekspresije matriks metaloproteinaze-2 s pojavom peritumorskih pukotina. Pozitivha ekspresija
p63 u mioepitelnim stanicama okolnog zdravog tkiva dojke te izostanak imunoreaktivnosti u karcinomima s peritumorskim
pukotinama upuduje na povezanost pojave peritumorskih pukotina s gubitkom mioepitelnih stanica. Ce$éa pojava pe-
ritumorskih pukotina u veéim tumorima upucuje na mogucu povezanost peritumorskih pukotina s agresivnim bioloskim
ponasanjem, pa bi radi donosenja konac¢nog zaklju¢ka trebalo analizirati podatke dobivene daljnjim klinickim pra¢enjem
bolesnica.
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UVOD nisu u potpunosti poznati. Sve do nedavno promjene

karakteristika strome u prisutnosti tumorskih stanica

Morfoloske analize karcinoma razlicitih lokalizacija
pokazale su da se u prisutnosti tumorskih stanica mi-
jenja i stroma pa nastaju svijetli pukotinasti prostori
tipinog izgleda (retrakcijski artefakti, retrakcijske pu-
kotine, peritumorske pukotine, peritumorske lakune,
peritubularne pukotine i sli¢no) koji djelomice ili u
potpunosti okruzuju nakupine tumorskih stanica (1-
14). Uzroci nastanka i bioloske posljedice ovog mor-
foloskog fenomena, koji se jednostavno moze uociti
pregledom standardno obojenih hemalaun-eozinskih
(HE) preparata svjetlosnim mikroskopom, jo$ uvijek

(promjene gustoce, raslojavanje, razdvajanje, promje-
ne karakteristika obojenosti), vidljive na standardno
obojenim HE histoloskim preparatima, interpretirane
su kao artefakti nastali tijekom laboratorijske obrade
tkiva te ih se nastojalo izbje¢i modifikacijama u po-
stupku fiksacije tkiva. Prema novijim shvacanjima
nastanak peritumorskih pukotina povezuje se s bio-
loskim znacajkama tumora kao $to su abnormalnosti
bazalne membrane, gubitak adhezivnih ¢imbenika te
izrazenost kolagenaza ili drugih enzima ekstracelu-
larnog matriksa odgovornih za invazivni rast tumo-
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ra. Pojavu peritumorskih pukotina dovodi se u vezu
s agresivnim bioloskim ponasanjem tumora i lo$im
ishodom bolesti (3,10-12).

U duktalnim invazivnim karcinomima dojke peritu-
morske pukotine su Cest histoloski nalaz, a u tumor-
skom se tkivu pojavljuju znatno ¢es¢e nego u okolnom
zdravom tkivu. Proucavajuéi pojavnost retrakcijskih
artefakata u tkivu karcinoma dojke Acs i sur. zaklju-
¢uju da se ne radi o posljedicama lose fiksacije tkiva,
nego o vaznim bioloskim promjenama u odnosu iz-
medu tumorskih stanica i strome, a ¢ija je prisutnost
povezana sa Sirenjem tumora u limfaticke putove, pre-
sadnicama u limfne ¢vorove te upucuje na losu pro-
gnozu bolesti (11,12).

Djelovanjem produkata karcinomskih stanica, medu
kojima proteinaze zauzimaju vazno mjesto, dolazi do
degradacije izvanstanicnog matriksa, $to omogucava
lakse prodiranje i udaljeno $irenje tumorskih stanica.
U tom procesu vrlo je vazna uloga matriks metalopro-
teinaza (MMP). U literaturi je opisano vie od 20 tipo-
va MMP-a od kojih su ponajvise istrazivane MMP-2 i
MMP-9 (15-18).

Matriks metaloproteinaza-2 (MMP-2) razgraduje glav-
ne komponente strukture bazalne membrane, kolagen
tipa IV i gelatin. Razgradnja struktura bazalne mem-
brane omogucava invazivni rast tumora. Nakopoulou i
sur. nasli su ekspresiju MMP-2 u citoplazmi tumorskih
stanica kod 75,6 % bolesnica, dok je imunoreaktivnost
i u tumorskim i u stromalnim stanicama bila prisutna
kod 27,4 % bolesnica s karcinomom dojke (15).

Rezultati istrazivanja imunohistokemijske distribucije
MMP-2 u tkivu zdrave dojke, dojke s benignim pro-
mjenama i kod karcinoma dojke podupiru znacenje
uloge MMP-2 u remodeliranju bazalne membrane
zdrave dojke te upucuju na vaznost mioepitelnih stani-
ca u tom procesu. Visok postotak pozitivnih tumorskih
stanica u invazivnim karcinomima te snazna imuno-
reaktivnost metastaza u limfnim ¢vorovima podupiru
bitnu ulogu ovog enzima u tumorskoj invaziji i meta-
staziranju, ukazujuc¢i na tumorske stanice kao vazan
izvor enzima (16). Jaka ekspresija MMP-2 u tumor-
skim i stromalnim stanicama korelira s visokim histo-
loskim gradusom i uznapredovalim klini¢ckim stadijem
bolesti te upucuje na lo$u prognozu (15, 17, 18).

Mioepitelne stanice pokazuju jaku citoplazmatsku imu-
noreaktivnost na MMP-2. Identifikacija mioepitelnih
stanica vazan je dio patohistoloske analize tkiva dojke,
narocito kod razlikovanja karcinoma od promjena koje
mu nalikuju, pri ¢emu se najcesce koristi imunohisto-
kemijska metoda odredivanja ekspresije p63. U tkivu
zdrave dojke kod dobro¢udnih promjena dojke te kod
atipi¢ne duktalne hiperplazije p63-imunoreaktivne
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stanice tvore kontinuiran jednoredan obrub oko duk-
talnog i zlijezdanog epitela. Kod intraduktalnog karci-
noma obrub p63-pozitivnih stanica je diskontinuiran,
a kod duktalnog invazivnog karcinoma dojke ga se ne
nalazi. Dosada$njim istrazivanjima nisu nadeni dokazi
u prilog izravne uloge p63 u genezi tumora dojke (19).

CIL] RADA

Cilj rada bio je istraZiti pojavu peritumorskih pukoti-
na, ekspresiju MMP-2 i p63 te usporediti povezanost
pojave peritumorskih pukotina s ekspresijom MMP-2 i
p63 u duktalnom invazivnom karcinomu dojke (NOS).

METODE RADA

U istrazivanju je kori$ten arhivski materijal uzoraka
tkiva dobivenih nakon radikalne mastektomije i limfa-
denektomije, uz histolosku potvrdu dijagnoze duktal-
nog invazivnog karcinoma dojke (NOS) Klinic¢kog
zavoda za patologiju i citologiju Ljudevit Jurak Klini¢-
kog bolnickog centra Sestre milosrdnice u Zagrebu u
razdoblju od 1. 1. 2007. do 31. 12. 2012. godine. Ana-
lizirano je ukupno 50 uzoraka duktalnog invazivnog
karcinoma. Uzorci su odabrani na nacin da osim tkiva
karcinoma sadrze i okolno tkivo dojke koje nije za-
hvaceno tumorom, a koje je posluzilo kao unutarnja
kontrola u analizi peritumorskih pukotina te analizi
ekspresije MMP-2 i p63. U analizu su uklju¢eni samo
oni slucajevi kod kojih su postojali potrebni podatci
o dobi, vrsti kirurS$kog zahvata, histoloskom tipu tu-
mora, histoloskom gradusu, veli¢ini tumora, broju
analiziranih limfnih ¢vorova, statusu estrogenskih i
progesteronskih receptora (ER, PR) te statusu protei-
na Her2/neu. Tumori s mikropapilarnom slikom nisu
ukljuceni u studiju, jer su karakterizirani prominen-
tnim peritumorskim pukotinama.

Dijagnoza je postavljena nakon operacije na materi-
jalu obradenom standardnom histoloskom metodom
koja ukljucuje fiksaciju tkiva u 10 %-tnom puferira-
nom formalinu i uklapanje u parafinske blokove re-
zane na debljinu od 5 pm, deparafiniziranje i bojenje
standardnom HE metodom. Stupanj diferenciranosti,
odnosno graduiranje tumora, provedeno je u skladu
s Nottinghamskom modifikacijom Scarft-Bloom-Ric-
hardsonove klasifikacije prema Elstonu i Ellisu (20).
Dodatni rezovi debljine 5 um kori$teni su za imuno-
histokemijsku analizu.

Analiza peritumorskih pukotina provedena je na stan-
dardno obojenim HE histoloskim preparatima. U dijelu
preparata s karcinomom odabrane su 3 skupine od po 10
zlijezda/nakupina tumorskih stanica, u kojima je anali-
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zirano svojstvo peritumorskih pukotina. Na taj je nacin
u svakom uzorku analizirano 30 zlijezda/nakupina tu-
morskih stanica koje su prema prethodno definiranim
kriterijima ukljuc¢ene u sljedece skupine: 1. peritumor-
ske pukotine se ne nalaze (-), 2. peritumorske pukotine
prisutne u do 50 % zlijezda/nakupina tumorskih stanica
(+), 3. peritumorske pukotine prisutne u vise od 50 %
zlijezda/nakupina tumorskih stanica (++) (4,6,7).

Kontrolnu skupinu su u svakom preparatu predstav-
ljali kanali¢i okolnog zdravog tkiva dojke oko kojih se
peritumorske pukotine ne nalaze.

Na dodatnim rezovima tumorskog tkiva provedena
je imunohistokemijska analiza ekspresije matriks me-
taloproteinaze-2 i p63, metodom LSAB (engl. labeled
streptavidin-biotin) kao vizualizacijskim sustavom, na
imunohistokemijskom automatskom farbacu Tech-
Mate Horizon, uz kori$tenje protokola MSIP (engl.
microwave streptavidin immunoperoxidase). U analizi
ekspresije MMP-2 kori$tena su primarna protutijela
tvrtke Abcam (Mouse monoclonal anti-MMP2 anti-
body (CA-4001/CA719E3C) . (ab3158), razrjedenje
1:100). U analizi ekspresije p63 su koriStena primar-
na protutijela tvrtke Novocastra [ Lyophilized mouse
monoclonal antibody p63 protein (NCL-p63), razrje-
denje 1:50 . Jasno pozitivna citoplazmatska reakcija
smatrana je pozitivnim nalazom u analizi ekspresije
MMP-2, a za p63 pozitivna nuklearna reakcija. Za oba
protutijela u interpretaciji je koriStena semikvantita-
tivna metoda, uz procjenu postotka stanica koje po-
kazuju pozitivnu reakciju. Na taj nacin formirane su
sljedece skupine : 1. negativna reakcija (-) - manje od
5 % tumorskih stanica pozitivno, 2. slabo pozitivna re-
akcija (+) - 25-10 % tumorskih stanica pozitivno, 3.
umjereno pozitivna reakcija (++) - 210-50 % tumor-
skih stanica pozitivno, 4. jako pozitivna reakcija (+++)
- > o0d 50 % tumorskih stanica pozitivno.

U kontrolnoj skupini su u svakom uzorku analizirane
mioepitelne stanice okolnog zdravog tkiva dojke, u ko-
jima je ekspresija MMP-2 i p63 uvijek jako pozitivna.

S obzirom na raspodjelu podataka u statistickoj su
analizi koriSteni neparametrijski testovi s odgovara-
ju¢im prikazom mjera sredis$nje raspodjele za kvan-
titativne varijable (medijan, minimalna vrijednost,
maksimalna vrijednost i interkvartilni raspon). Kva-
litativna obiljezja prikazana su kao frekvencije u kon-
tingencijskim tablicama i to u apsolutnom broju i po-
stotku. Razlike u kvantitativnim varijablama izmedu
ispitivanih skupina analizirane su Mann-Whitneye-
vim U testom, odnosno Kruskal-Wallisovim testom.
x>-test razlika distribucije se koristio u analiziranju
razlika izmedu kategorijskih varijabli u odnosu na
skupine peritumorskih pukotina i MMP-2. Izracunati
su Spearmanovi korelacijski koeficijenti izmedu veli-

¢ine tumora i dobi za pojedine ispitivane skupine, a za
njihove medusobne razlike provedena je z-statisticka
analiza. Razlike na razini p<0,05 smatrane su statistic-
ki zna¢ajnima.

REZULTATI

Analizirano je 50 uzoraka duktalnog invazivnog karci-
noma dojke. Peritumorske pukotine prisutne u vise od
50 % zlijezda bile su vidljive kod 23 (46 %) pacijentice.
Jako pozitivna reakcija na MMP-2 zabiljezena je kod
jedne (2 %) pacijentice. p63 je bio pozitivan kod samo
jedne (2 %) pacijentice, koja je imala histoloski gradus
tumora G3 te jako pozitivnu ekspresiju proteina Her2/
neu (tablica 1).

Tablica 1.
Klinicko-patoloski podatci o pacijenticama s karcinomom
dojke (n=50)

N | Udio %
) ) < 60 godina 19| 38,0
Dob: skupine > 60 godina 31| 620
TINOMX 6 12,0
TINTMX 10 | 20,0
TNM Klasifikacija T2NOMX 14 | 28,0
T2N1MX 17 | 34,0
T3NTMX 3 6,0
Velici <2cm 20 | 40,0
elicina tumora (cm) 9.5 cm 27 | 540
skupine >5cm 3| 60
. Negativni 20 | 40,0
g\t’itﬂmfmh 1-3 pozitina 13| 260
> 3 pozitivna 17 | 340
| 0 0,0
Stadij bolesti 1 47 | 94,0
Il 3 6,0
G1 111 220
Gradus tumora G2 28 | 56,0
G3 1| 220
Negativna reakcija (-) 24 | 48,0
Her2/neu Slabo pozitivna reakcija (+) 9 18,0
Umijereno pozitivna reakcija (++) 4 8,0
Jako pozitivna reakcija (+++) 13 | 26,0
Negativna reakcija (-) 16 | 32,0
ER Slabo pozitivna reakcija (+) 1 2,0
Umjereno pozitivna reakcija (++) 8 16,0
Jako pozitivna reakcija (+++) 25| 50,0
Negativna reakcija (-) 15 | 30,0
PR Slabo pozitivna reakcija (+) 3 6,0
Umjereno pozitivna reakcija (++) 10 | 20,0
Jako pozitivna reakcija (+++) 22 | 440
Peritumorske Be_z pukotina o 3 6,0
pukotine Prisutne u do 50% Zlijezda 24 | 48,0
Prisutne u vise od 50% Zlijezda 23 | 46,0
Negativna reakcija (-) 25| 50,0
NIMP-2 Slabo pozitivna reakcija (+) 17 | 34,0
Umijereno pozitivna reakcija (++) 7 14,0
Jako pozitivna reakcija (+++) 1 2,0
Negativan 49 | 98,0
P63 Pozitivan 1] 20
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Prema klini¢koj vaznosti, odnosno razini ekspresije,
napravljena je binarna podjela s obzirom na katego-
rizaciju. U vecini slu¢ajeva kao negativna vrijednost je
uzeta negativna reakcija (-), dok su kao pozitivna vri-
jednost uzete slabo pozitivna reakcija (+), umjereno
pozitivna reakcija (++) ijako pozitivna reakcija (+++).
Iznimka je ekspresija proteina Her2/neu gdje se kao
pozitivan nalaz racunala iskljucivo jako pozitivna re-
akcija (+++) (tablica 2).

Tablica 2.
Prikaz ekspresije istraZivanih biljega i prisutnosti
peritumorskih pukotina

N | Udio %
. . Negativan 37 74,0
Her2/neu: Skupine bty 13| 260
) ) Negativan 16 | 32,0
ER: skupine Pozitivan 34| 68,0
) . Negativan 15 | 30.0
PR skupine Pozitivan 3 | 700
Peritumorske puko- < 50% 27 | 54,0
tine: skupine > 50% 23 | 46,0
) . Negativan 25 | 50,0
MMP-2:skupine b itvan 25 | 505

Najveci broj tumora, 28 (56 %), bio je umjerenog
histoloskog gradusa, a po 11 (22 %) tumora bilo je
visokog, odnosno niskog histoloskog gradusa. U tre-
nutku postavljanja dijagnoze 20 (40 %) bolesnica je
imalo negativne limfne ¢vorove, a 30 (60 %) ih je ima-
lo jedan ili viSe pozitivnih limfnih ¢vorova. Najvedi
broj tumora, 27 (54 %), je bio veli¢ine od 2 do 5 cm.
Najvise bolesnica, 17 (34 %), imao je stadij T2N1MX.
Pozitivna ekspresija PR je nadena u 35 (70 %), a ER
u 34 (68 %) uzoraka. Kod 24 (48 %) uzorka peritu-
morske pukotine bile su vidljive u do 50 % Zlijezda,
au 23 (46 %) uzorka kod vise od 50 % zlijezda (sl. 1).
U samo 3 (6 %) uzorka peritumorske pukotine nisu
nadene. Pozitivna ekspresija MMP-2 nadena je u 25
(50 %) uzoraka (sl. 2A). Dva uzorka pokazivala su eks-
presiju MMP-2 u jezgrama tumorskih stanica (sl. 2B).
Ispitanice koje imaju vise od 50 % peritumorskih pu-
kotina su znacajno starije (p=0,010). U skupini s vise
od 50 % peritumorskih pukotina 18 pacijentica (78,3
%) je starije od 60 godina, a u skupini s manje od 50
% peritumorskih pukotina 13 (48,1%) ih je starije od
60 godina (p=0,029). Nisu nadene znacajne razlike u
raspodjeli statusa limfnih ¢vorova u odnosu na prisut-
nost peritumorskih pukotina (p=0,203). Peritumorske
pukotine ¢e$ce su nadene u bolesnica s tumorom pro-
mjera veceg od 2 cm (p=<0,05).
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SL 1. A) tumorske Zlijezde bez peritumorskih pukotina (HE,
200 x), B) peritumorske pukotine vidljive kod vise od 50 %
zlijezda (HE, 200 x)

SL. 2. A) pozitivna MMP-2 reakcija u vise od 50 % tumorskih
stanica (IMH, 400 x), B) pozitivna MMP-2 reakcija u
jezgrama tumorskih stanica (IMH, 200 x), C) pozitivna
P63 reakcija u zdravom tkivu dojke te izostanak reakcije u
tumorskom tkivu (IMH, 200 x), D) pozitivna p63 reakcija u
jezgrama tumorskih stanica (IMH, 400 x)

Istrazivanjem je nadena grani¢no znacajna razlika
(p=0,053) u raspodjeli stadija bolesti u odnosu na
skupine peritumorskih pukotina: u skupini s vise od
50 % peritumorskih pukotina 3 pacijentice (13,0 %)
imaju stadij bolesti III, dok su u skupini s manje od
50 % peritumorskih pukotina sve pacijentice u stadiju
bolesti II. Nisu nadene znacajne razlike u raspodjeli
gradusa tumora u odnosu na prisutnost peritumor-
skih pukotina (p=0,692) kao ni u odnosu prisutno-
sti peritumorskih pukotina i ekspresije Her2/neu
(p=0,990), ER (p=0,318) i PR (p=0,055). Nadalje, nisu
utvrdene ni statisticki znacajne razlike u raspodjeli
MMP-2 skupina u odnosu na prisutnost peritumor-
skih pukotina (p=0,395), dobnih skupina (p=0,771),
raspodjelu TNM Klasifikacije (p=0,834), veli¢inu tu-
mora (p=0,357), raspodjelu statusa limfnih ¢vorova
(p=0,564) i raspodjelu stadija bolesti (p=0,552) odno-
sno u raspodjeli MMP-2 skupina u odnosu na raspo-
djelu gradusa tumora (p=0,850), raspodjelu Her2/neu
skupina (p=0,747), raspodjelu ER skupina (p=0,544) te
raspodjelu PR skupina (p=0,355). S obzirom na samo
jedan p63 pozitivan tumor daljnja statisticka obrada
na razini statisticke znacajnosti ne bi imala prakti¢nu
vrijednost te nije ni u¢injena (slike 2C, 2D). Za sku-
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pine peritumorskih pukotina izracunati su Spearma-
novi koeficijenti korelacije koji, iako nisu statisticki
znacajni za pojedinu skupinu, s obzirom na znacajnu
medusobnu razliku (z-statistika, p=0,028) upucuju na
drugaciju dinamiku korelacija izmedu dobi i veli¢ine
tumora s obzirom na skupine peritumorskih pukoti-
na. Dok je u skupini s peritumorskim pukotinama kod
vise od 50 % zlijezda izrazena pozitivna korelacija dobi
i veli¢ine tumora (grani¢na znacajnost, rho=0,354,
p=0,098), u skupini s peritumorskim pukotinama
kod manje od 50 % zlijezda ta korelacija je negativna
(rho=-0,284, p=0,151), §to se takoder vidi iz nagiba re-
gresijskih pravaca (sl. 3).

Peritumorske
pukotine
1 O <50%
>50%
..... <50%
12 >50%

Veli¢ina tumora (cm)

Dob (godine)

SL. 3. Korelacija i regresijski pravci izmedu dobi i veli¢ine
tumora s obzirom na peritumorske skupine: Spearmanov
koeficijent korelacije (za skupinu <50 %: rho = -0,284,
p=0,151; za skupinu >50 %: rho=0,354, p=0,098)

RASPRAVA

U ovom je istrazivanju analizirana skupina od 50 Zena
kod kojih je primijenjen radikalan kirurski zahvat od-
stranjivanja cijele dojke i pazu$nih limfnih ¢vorova,
a patohistoloskom analizom potvrdena je dijagnoza
duktalnog invazivnog karcinoma. Analizirani su svi
dosad prihvaceni parametri i prognosticki ¢imbenici
bitni za klini¢ko pracenje oboljelih od karcinoma doj-
ke: dob bolesnica, histoloski gradus, veli¢ina tumora,
zahvadenost pazus$nih limfnih ¢vorova, TNM stadij
bolesti, status ER i PR te status proteina Her2/neu. Po-
datci dobiveni analizom rezultata istrazivanja ne od-
stupaju bitnije od podataka iz literature.

Osim navedenih parametara istrazena je i prisutnost
peritumorskih pukotina te analiza ekspresije MMP-2
ip63.

Iako to¢ni mehanizmi nastanka i Sirenja karcinoma
jos uvijek nisu u potpunosti poznati, neka istrazivanja

pokazala su da se u prisutnosti tumorskih stanica, pod
utjecajem proteolitickih enzima i citokina, mijenja i
stroma, odnosno da je u biologiji tumora, osim epi-
telne, bitna i stromalna komponenta koja tumorskim
stanicama olaksava lokalno i udaljeno Sirenje (21-24).
Istrazujuci maligne tumore koZze Simpson je jos§ 1950.
postavio hipotezu da mukoliticki enzimi koje stvaraju
nediferencirane epitelne stanice, putem degradacije
okolne strome, mogu biti u vezi sa sposobnos¢u inva-
zivnog tumorskog rasta (25). Opisane su varijacije me-
takromatskog odgovora dermisa u prisustvu razli¢itih
tumora koze (26), a prouc¢avanjem karcinoma bazal-
nih i plocastih stanica autori opisuju promjenu strome
koja se ocituje odvajanjem strome od Zlijezda (26,27).
Merot i sur. zaklju¢uju kako se ne radi o artefaktima,
ve¢ o dinami¢nim promjenama strome u prisutnosti
tumora (1). Neki autori pojavu retrakcijskih artefaka-
ta razmatraju kao rani stadij limfokapilarne invazije
u vrijeme dok jo$ nije dovrsena pretvorba mezenhi-
malnih stanica u endotelne stanice (28). Peritumorske
su pukotine bile predmet istrazivanja kod karcinoma
razli¢itih lokalizacija i morfologija, poput karcinoma
rektuma, jednjaka, mokra¢nog mjehura, prostate i
drugih lokalizacija (2-10).

Istrazivanja peritumorskih pukotina u karcinomu doj-
ke nesto su brojnija posljednjih godina. Analizirajuci
pojavnost peritumorskih retrakcijskih artefakata kod
neinvazivnog i invazivnog duktalnog karcinoma doj-
ke, Irie i sur. nalaze peritumorske pukotine kod 16 %
neinvazivnih i 84,4 % invazivnih karcinoma. Smatraju
da se ne radi o artefaktu, ve¢ o prelimfatickim pro-
storima (13). Acs i sur. su proucavanjem retrakcijskih
artefakata u tkivu karcinoma dojke zaklju¢ili da se ne
radi o posljedicama lo$e fiksacije tkiva, nego o vaznim
bioloskim promjenama u odnosu izmedu tumorskih
stanica i strome, a koje mogu doprinijeti laksem Sire-
nju do limfati¢kih putova i tumorskoj progresiji (11).
Daljnjim istrazivanjima, provedenim na malim uzor-
cima tkiva dobivenim iglenom biopsijom, dosli su do
zaklju¢ka da prisutnost mikropapilarne slike tumora,
odnosno prisutnost ekstenzivnih retrakcijskih artefa-
kata moze upudivati na pojavu presadnica u limfnim
¢vorovima pazuha te na samom pocetku biti znak lose
prognoze i klinickog tijeka bolesti (12). Peritumorske
pukotine statisticki su znacajno ¢e$ce prisutne kod
karcinoma koji pokazuju smanjenu/aberantnu ekspre-
siju adhezijskih molekula E-kadherina i p-katenina
(14).

Rezultati nasSega istrazivanja prisutnosti peritumor-
skih pukotina u uzorcima tkiva karcinoma dojke po-
kazuju prisutnost peritumorskih pukotina kod 47 (94
%) uzoraka, $to je u skladu s podatcima iz literature
(11-13). U skupini s viSe od 50 % peritumorskih pu-
kotina bolesnice su bile znacajno starije, a tumori ve¢i.
Budud¢i da izmedu veli¢ine tumora i prezivljavanja po-
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stoji linearan odnos, ¢e$¢a pojava peritumorskih pu-
kotina u ve¢im tumorima upucuje na mogucu poveza-
nost peritumorskih pukotina s agresivhim biologkim
ponasanjem.

Medu produktima tumorskih stanica u biologiji tumo-
ra vrlo znacajno mjesto ima MMP-2. Ovaj enzim raz-
graduje glavne komponente strukture bazalne mem-
brane, kolagen tipa IV i gelatin. Osim toga, MMP-2
je uklju¢ena u proces angiogeneze, limfangiogeneze
te proteoliticku aktivaciju TGF-f koji promovira epi-
telno-mezenhimalnu transformaciju, klju¢ni proces u
metastaziranju karcinoma (29). Razgradnja struktura
bazalne membrane omogucava prodor zlo¢udnih sta-
nica kroz bazalnu membranu i pocetni invazivni rast
tumora.

Prema podatcima iz literature tumorske stanice pozi-
tivne na MMP-2 se u uzorcima tkiva karcinoma dojke
nalaze kod 52-80 % bolesnica (15,30,31). Ekspresija
MMP-2 pojacana je kod bolesnica u ¢ijim su limfnim
¢vorovima nadene presadnice te u tumorima s jacom
ekspresijom ER. Kod bolesnica s pozitivnim limfnim
¢vorovima takoder je utvrdena slabija ekspresija tkiv-
nog inhibitora MMP-2 (32). Opisana je statisticki
znacajna povezanost ekspresije MMP-2 s veli¢inom
tumora, histoloskim gradusom tumora i pojavom
metastaza uz zakljucak da ekspresija MMP-2 moze
odrazavati invazivni potencijal karcinoma dojke (33).
Istrazujudi ekspresiju MMP-2 u tumorskim stanicama
i stromi tumora bolesnica s rakom dojke Pellikainen
i sur. ne nalaze korelaciju ekspresije MMP-2 s Her2/
neu, a Zhang i sur. nalaze da jaca ekspresija MMP-2
korelira s veli¢cinom tumora i PR (31,34).

U nasem istrazivanju je pozitivna ekspresija MMP-2
nadena u 25 (50 %) uzoraka karcinoma §to je u skla-
du s literaturnim podatcima. Kod 17 (34 %) uzoraka
reakcija je bila slabo pozitivna, kod 7 (14 %) uzoraka
umjereno, a samo 1 (2 %) uzorak je pokazivao jako po-
zitivnu reakciju. Istrazivanjem nije nadena povezanost
ekspresije MMP-2 s peritumorskim pukotinama ni s
ostalim promatranim obiljezjima.

Medu uzorcima u kojima je bila negativna reakcija
dva su pokazivala ekspresiju MMP-2 u jezgrama tu-
morskih stanica. MMP-2 u stani¢noj jezgri sudjeluje
u procesima razgradnje matriksa jezgre, apoptoze i
regulacije stani¢nog ciklusa, a vazna je i njezina ulo-
ga u razgradnji poli (ADP-riboza) polimeraze (PARP)
koja, kao enzim matriksa stani¢ne jezgre, sudjeluje u
reparaciji ostecene DNA (35). Pregledom literature
nisu nadeni podatci o ekspresiji MMP-2 u jezgrama
stanica karcinoma dojke, pa se istrazivanjem dobive-
ne podatke moze razmatrati u kontekstu dosadasnjih
spoznaja o ulozi ovoga enzima u bioloskim procesima
u stanicnoj jezgri.
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Mioepitelne stanice koje okruzuju vodove i acinuse
zlijezdanih organa odjeljuju epitelne stanice od bazal-
ne membrane i podlezece strome, a sadrze i brojne in-
hibitore proteinaza. Ove su stanice prirodni parakrini
supresori invazivnog rasta i metastaziranja te mogu
specifi¢no inhibirati progresiju prekanceroznih stanja
u invazivni karcinom (36).

Tumorske stanice pozitivne na p63 vidljive su kod
malog broja duktalnih invazivnih karcinoma gradusa
III. Ribeiro-Silva i sur. nalaze p63-pozitivne tumorske
stanice kod 11,8 % duktalnih invazivnih karcinoma
pri ¢emu je ekspresija korelirala s velicinom tumora,
histoloskim gradusom, presadnicama u limfne ¢voro-
ve i negativnim ER (19). U studiji iz 2005. nalaze pozi-
tivitet kod 15,7 % karcinoma, uz negativnu korelaciju
s ER 1 PR (37). Sli¢ne rezultate pokazuju i drugi autori
(38).

Rezultati ovog istrazivanja u skladu su s podatcima
iz literature. Pozitivna ekspresija p63 nadena je u zlo-
¢udnim stanicama jednog (2 %) duktalnog invazivnog
karcinoma dojke, histoloskog gradusa III.

Pozitivna ekspresija p63 u mioepitelnim stanicama
okolnog zdravog tkiva dojke te izostanak takve imu-
noreaktivnosti u karcinomima s peritumorskim pu-
kotinama upucuje na povezanost pojave peritumor-
skih pukotina s gubitkom mioepitelnih stanica. Zbog
toga se negativna reakcija na p63 u tumoru koristi u
dijagnostici duktalnog invazivnog karcinoma doj-
ke, odnosno u razlikovanju malignih od nemalignih
promjena $to je bila i namjera ovog rada kako bismo
pouzdano mogli razluciti karcinomske Zlijezde od
drugih promjena koje mogu oponasati tumor. Napo-
sljetku, potrebno je ve¢im studijama utvrditi jesu li
slabo diferencirani karcinomi ¢e$ée povezani s pozi-
tivnom reakcijom na p63.

ZAKLJUCAK

Pozitivna ekspresija p63 u mioepitelnim stanicama
okolnog zdravog tkiva dojke te izostanak imunoreak-
tivnosti u karcinomima s peritumorskim pukotinama
upucuje na povezanost pojave peritumorskih pukoti-
na s gubitkom mioepitelnih stanica. Nije nadena sta-
tisticki znacajna povezanost ekspresije matriks me-
taloproteinaze-2 s pojavom peritumorskih pukotina
§to je najvjerojatnije posljedica malog broja uzoraka
uklju¢enih u ovu probnu studiju. Ces¢a pojava peri-
tumorskih pukotina u veéim tumorima upucéuje na
mogucu povezanost peritumorskih pukotina s agre-
sivnim bioloskim ponasanjem, pa bi radi donosenja
konac¢nog zakljucka trebalo analizirati ekspresiju i
drugih MMP-a, poglavito MMP-9 i podatke dobivene
na vec¢oj skupini bolesnica §to ¢e biti sljedeci korak u
ovom projektu.
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SUMMARY

RELATIONSHIP OF MATRIX METALLOPROTEINASE-2 AND p63 EXPRESSION WITH
PERITUMORAL CLEFTS IN INVASIVE DUCTAL CARCINOMA OF THE BREAST

C. LEZ'? and B. KRUSLIN?*#

1Zabok General Hospital, Department of Pathology and Cytology, Zabok, Josip Juraj Strossmayxer University
of Osijek, Faculty of Dental Medicine and Health, Osijek, *Sestre milosrdnice University Hospital Centre,
Ljudevit Jurak Department of Pathology and Cytology, Zagreb and *University of Zagreb, School of Medicine,
Department of Pathology, Zagreb, Croatia

Aim: To assess whether there is a relationship between the appearance of peritumoral clefts and the expression of matrix
metalloproteinase-2 (MMP-2) and p63 in invasive ductal carcinoma of the breast. Furthermore, correlations between
peritumoral clefts and expression of matrix metalloproteinase-2 and p63 with other factors including patient age,
histologic grade of tumor, size of tumor, axillary lymph node status, TNM classification, stage, expression of estrogen and
progesterone receptors, as well as Her2/neu expression were also analyzed. Methods: Fifty specimens of invasive ductal
breast carcinoma were collected, and the presence of peritumoral clefts, as well as immunohistochemical expression of
MMP-2 and p63 was analyzed. Results: Peritumoral clefts were found in 94% of carcinomas. Statistical significance was
more commonly recorded in older patients (p=0.010) and larger tumors (p=0.018). Positive reaction to MMP-2 was found
in 50% of carcinomas. The study found no correlation between MMP-2 expression and peritumoral clefts, or with other
factors analyzed. Positive expression of p63 was found in only one carcinoma, histologic grade 3, with strong positive
expression of Her2/neu protein. Conclusion: Statistically significant correlation between expression of MMP-2 and the
occurrence of peritumoral clefts was not found. Positive expression of p63 in myoepithelial cells of the surrounding healthy
breast tissue, as well as the lack of immunoreactivity in carcinomas with peritumoral clefts suggested a correlation with
the occurrence of peritumoral clefts and loss of myoepithelial cells. The more frequent occurrence of peritumoral clefts in
larger tumors suggested a possible correlation between peritumoral clefts and aggressive biological behavior. To reach a
definitive conclusion, additional data should be collected and analyzed from continued patient follow-up.

Key words: breast carcinoma, peritumoral clefts, matrix metalloproteinase-2, p63
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