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POVEZANOST POJAVE PERITUMORALNIH PUKOTINA
U DUKTALNOM INVAZIVNOM KARCINOMU DOJKE
S MIOFIBROBLASTICNOM REAKCIJOM STROME

THE CORRELATION OF PERITUMORAL CLEFTS
WITH MYOFIBROBLASTIC STROMAL REACTION
IN INVASIVE DUCTAL BREAST CARCINOMA

TANJA LENICEK', MARINA KOS'2

Deskriptori: Tumori dojke — metabolizam, patologija; Duktalni karcinom dojke — metabolizam, patologija; Miofi-
broblasti — metabolizam, patologija; Stromalne stanice — metabolizam, patologija; Limfne metastaze;
Tumorska invazivnost; Aktini; Glatki miSi¢i; Vimentin; Antigeni, CD34; Imunohistokemija

Sazetak. Cilj: Utvrditi postoji li povezanost izmedu peritumoralnih pukotina i miofibroblasti¢ne reakcije strome u duk-
talnim invazivnim karcinomima dojke bez posebnih obiljezja. Metode: U 100 invazivnih duktalnih karcinoma dojke u
Zena analizirani su postojanje peritumoralnih pukotina i imunohistokemijska izrazenost CD34, vimentina i glatkomisic-
nog aktina (SMA) u tumorskoj stromi. Rezultati: Peritumoralne pukotine nadene su u 92% karcinoma, dok u okolnom
tkivu i oko Zari$ta duktalnog karcinoma in situ nisu nadene. Prosirenost pukotina bila je 5 do 100%. Apsolutni postotak
peritumoralnih pukotina bio je znatno povezan s kolicinom SMA+ miofibroblasta u stromi, veli¢inom tumora i pT-sta-
dijem bolesti, prisutnoséu metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima i udjelom pozitivnih limfnih ¢vorova. Tumori s
opsezno izrazenim peritumoralnim pukotinama (u > 30% tumora) imali su znatno vecu koli¢inu SMA+ miofibroblasta
u stromi, ¢eS¢e metastaze u aksilarne limfne ¢vorove i veéi udio pozitivnih limfnih ¢vorova. Zakljucak: Peritumoralne
pukotine morfoloski su izraz promijenjenih osobina tumorske strome u obliku zadobivanja miofibroblasti¢nog fenotipa.

Descriptors: Breast neoplasms — metabolism, pathology; Carcinoma, ductal, breast — metabolism, pathology; Myofi-
broblasts — metabolism, pathology; Stromal cells — metabolism, pathology; Lymphatic metastasis; Neo-
plasm invasiveness; Actins; Muscle, smooth; Vimentin; Antigens, CD34; Immunohistochemistry

Summary. Aim: To determine the correlation of peritumoral retraction clefts and myofibroblastic stromal reaction in
invasive breast carcinomas of no special type. Methods: Peritumoral clefts were analyzed in 100 invasive ductal breast
carcinomas. Stromal reaction was analyzed immunohistochemically with CD34, vimentin and smooth muscle actin
(SMA). Results: Peritumoral clefts were found in 92% of invasive carcinoma tissue and were absent in surrounding
normal tissue and around ducts of in situ component. The extent of peritumoral clefts ranged from 5% to 100% and
correlated significantly with the quantity of SMA+ stromal myofibroblasts, increased tumor size, pT stage, presence of
lymph node metastasis and the rate of positive lymph nodes. Extensive peritumoral clefts (in >30% of tumor tissue)
correlated significantly with higher quantity of SMA+ myofibroblasts, higher frequency of lymph node metastases and
higher rate of positive lymph nodes. Conclusion: Peritumoral retraction clefts are morphological expression of the phe-
notypic changes of tumor stromal cell that acquire myofibroblastic characteristics.
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Peritumoralne pukotine (engl. peritumoral clefts) prvi
su opisali Halpert i sur. 60-ih godina proslog stoljeca,
proucavajuci adenokarcinome prostate, ali je njihova vaz-
nost dugo zanemarivana.'? One se ¢esto mogu uociti na
rutinski obojenim histoloskim preparatima bazeocelular-
nog karcinoma koze, gdje su jedan od dijagnostickih kri-
terija, ali 1 u tkivu karcinoma prostate te mikropapilarnim
inaCicama karcinoma razlicitih organa poput dojke, debe-
log crijeva, mokra¢nog sustava i drugdje.’> Varma i sur. te
Kruslin i sur. proucavali su pojavnost peritumoralnih pu-
kotina u uzorcima tkiva prostate dobivenim iglenom biop-
sijom i na uzorcima tkiva tumora nakon radikalne prosta-
tektomije. Pritom su uocili da se ovo morfolosko svojstvo
statisticki znacajno CeS¢e pojavljuje u adenokarcinomu
prostate u usporedbi s kontrolnom grupom benignih pro-
mjena prostate i s normalnim tkivom prostate. Isti autori
predlozili su da se utvrdeni znatni postotak peritumoralnih
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pukotina vrednuje kao dijagnosticki kriterij adenokarci-
noma prostate, osobito u uzorcima dobivenim iglenom
biopsijom. Novija istrazivanja ovih autora otkrivaju da je
prisutnost jako izrazenih peritumoralnih pukotina u karci-
nomima prostate jasno povezana s agresivnijim tumor-
skim fenotipom, kra¢im razdobljem do biokemijskog re-
cidiva bolesti i kra¢im prezivljenjem.>

U tkivu invazivnog karcinoma dojke pojavnost peritu-
moralnih pukotina uocena je ¢e$¢e nego u karcinomu in
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situ pa ih neki smatraju jeftinim i u¢inkovitim ,,markerom
invazivnog karcinoma® i moguéim dijagnosti¢ckim poma-
galom.™® U istrazivanju Iriea i sur. pokazalo se da oko
60% karcinoma dojke pokazuje razlicitu izrazenost peri-
tumoralnih pukotina te da je njihov nalaz statisticki zna-
¢ajno povezan s veli¢inom, histoloskim tipom i gradusom
tumora, kao i s limfovaskularnom invazijom, zahvace-
noscu aksilarnih limfnih ¢vorova, znatno losijom progno-
zom 1 kra¢im prezivljenjem bolesnica. Takoder, pokazalo
se da postoji znatna pozitivna povezanost izmedu prosire-
nosti peritumoralnih pukotina i limfangiogeneze (mjerene
s pomocu gustoc¢e limfnih zila 1 ekspresije vaskularnog
endotelnog ¢imbenika rasta C /VEGF-C/ u sredistu tumo-
ra i na periferiji) te se zakljucilo da je veca pojavnost pe-
ritumoralnih pukotina povezana s agresivnijim fenotipom
tumora.®’

Na smrznutim rezovima tumorskog tkiva peritumoral-
ne se pukotine ne uocavaju pa je ovo morfolosko svojstvo
tradicionalno shvacano kao artefakt nastao zbog retrakcije
strome prilikom fiksacije i laboratorijske obrade tkiva.!
Poboljsanjem kvalitete laboratorijskog postupka smanjuje
se moguci nastanak artefakata te su, prema novijim shva-
¢anjima, peritumoralne pukotine morfoloska promjena
¢ijem nastanku vjerojatno pridonose bioloSke znacajke
tumora poput abnormalnosti bazalne membrane, gubitka
adhezivnih ¢imbenika i izrazenosti kolagenaza ili drugih
enzima ekstracelularnog matriksa koji su odgovorni za in-
vazivni rast tumora. Danas se zna da karcinom ne obilje-
zava samo nekontrolirana dioba epitelnih stanica vec¢ i
poremecena interakcija epitelne komponente tumora i
mezenhimalne strome koja epitelnu komponentu okru-
zuje. To medudjelovanje tumora i njegove strome ima
vaznu ulogu u razvoju i progresiji tumora, a promjene
stromalnog mikrookoliSa poput razvoja zila (angiogeneze
i limfangiogeneze), promjene sastava ekstracelularnog
matriksa, nalaza upalnih stanica ili nebalansirane aktivno-
sti proteaza imaju klju¢nu ulogu u rastu i invaziji tumo-
ra.'” Vise istrazivaca misli da su peritumoralne pukotine
neprepoznati put limfatickog Sirenja tumora kroz kom-
pleksnu mrezu stromalnih (prelimfatickih) kanala poveza-
nu s glavnim limfati¢kim sustavom tkiva dojke, s objas-
njenjem da interakcija strome i tumora potice pretvorbu
mezenhimalnih stanica strome u endotelne stanice te da bi
peritumoralne pukotine mogle biti rani stadij limfokapi-
larne invazije gdje ta pretvorba nije privedena kraju.”” S
obzirom na to, peritumoralne pukotine u karcinomu dojke
Cesti su dijagnosticki problem, jer morfoloski oponasaju
limfovaskularnu invaziju koja se nalazi u oko 15% inva-
zivnih duktalnih karcinoma dojke.!! Pretpostavili smo da
peritumoralne pukotine u invazivnom karcinomu dojke
nastaju kao posljedica promjena u tumorskoj stromi, a cilj
su istrazivanja bili odredivanje prisutnosti i zastupljenosti
fibroblasta i miofibroblasta u stromi, kao i utvrdivanje po-
vezanosti pojave miofibroblasta s pojavom peritumoral-
nih pukotina u tkivu invazivnoga duktalnog karcinoma
dojke bez posebnosti.

Materijal i metode

U istrazivanju je upotrijebljen arhivski materijal dobi-
ven nakon operacije tumora dojke i histoloski verificirane
dijagnoze invazivnoga duktalnog karcinoma bez posebnih
obiljezja (engl. no special type) na Klinickom zavodu za
patologiju i citologiju ,,.Ljudevit Jurak* Klinickoga bol-

nickog centra Sestre milosrdnice u Zagrebu. Analizirano
je 100 slu¢ajeva invazivnoga duktalnog karcinoma dojke
¢ija je dijagnoza postavljena u Zena, u razdoblju od 1. 1.
1998. godine do 1. 6. 2007. godine. Od 100 slucajeva 41
(41%) bio je bez metastaza u limfne ¢vorove aksile, a 59
(59%) s njima.

Prvotna dijagnoza nakon operacije postavljena je na
uzorcima tumora obradenim standardnom histoloskom
metodom koja ukljucuje fiksaciju tkiva u 10%-tnome pu-
feriranom formalinu i uklapanje u parafinske blokove, re-
zanje na debljinu od 5 pm, deparafiniranje i bojenje hema-
laun-eozinom (HE). Za imunohistokemijsku (IH) analizu
upotrijebljeni su dodatni prerezi tkiva. Prisutnost fibro-
blasta i miofibroblasta analizirana je imunohistokemijski
upotrebom monoklonskih protutijela na vimentin (mo-
noklonsko misje; klon V9; kod M 0725; razrjedenje
1 : 50; Dako Epos, Danska), CD34 (monoklonsko misje;
klon QBEnd 10; kod M 7165; razrjedenje 1 : 50; Dako
Epos, Danska) i glatkomisi¢ni aktin — SMA (monoklon-
sko misje; klon 1A4; kod M 0851; razrjedenje 1 : 50;
Dako Epos, Danska). Imunohistokemijska analiza tumora
na vimentin, CD34 i SMA ucinjena je metodom LSAB
kao vizualizacijskim sustavom na automatiziranom stroju
za imunohistokemijsko bojenje Dako TechMate™ uz pri-
mjenu streptavidin imunoperoksidaze prema protokolu
MSIP (engl. microwave streptavidin immunoperoxidase).
(Mio)fibroblasti su se smatrali pozitivnima na promatrana
bojenja ako su citoplazme pokazivale zuckasto-smedu
obojenost. Imunohistokemijska reakcija stanica tumorske
strome na vimentin i CD34 (odnosno prisutnost i zastu-
pljenost fibroblasta) odredivana je na malom povecanju
mikroskopa (40x), na cijeloj povrsini odabranog prereza
kroz tumor, a biljezena je semikvantitativno u obliku po-
stotka imunoreaktivnih stanica na temelju kojeg su paci-
jentice svrstane u skupine koje su oznacene brojem ovisno
o izrazenosti reakcije. Tako je odsutnost reakcije oznace-
nas 0, slabo izrazena reakcija (reakcija izrazena u do 33%
stanica) oznacena je brojem 1, srednje izrazena reakcija
oznacena brojem 2 smatrala se ona u 33 do 66% stanica, a
jako izrazena reakcija oznacena brojem 3 bila je pozitivna
reakcija u viSe od 66% stanica.

Uz postotak imunoreaktivnih stanica strome na vimen-
tin dodatno je biljeZen i intenzitet te reakcije, i to kao
slaba reakcija za blagu obojenost citoplazme stromalnih
stanica i kao jaka reakcija za intenzivnu obojenost cito-
plazme stromalnih stanica. S obzirom na to da pozitivnu
imunohistokemijsku reakciju na vimentin daju i fibrobla-
sti 1 miofibroblasti, a pozitivna reakcija na SMA nalazi se
samo u miofibroblastima, reakcija stanica tumorske stro-
me na SMA (odnosno prisutnost i zastupljenost miofi-
broblasta) odredena je tako Sto se ja¢ina obojenosti stani-
ca strome na SMA usporedila s ja¢inom njihove obojeno-
sti na vimentin, i to pregledom preparata na malom pove-
¢anju (40x) cijelom povrSinom odabranog prereza kroz
tumor. Pritom se reakcija stromalnih stanica na SMA
odredivala kao: slaba (1) kad je bila slabije izrazena nego
reakcija na vimentin i jaka (2) kad je reakcija stromalnih
stanica na SMA bila izrazena jednako ili jaée nego reak-
cija na vimentin.

Peritumoralnim pukotinama smatrali su se slobodni
prostori bez endotelnog pokrova, koji su okruzivali tu-
morske stanice, Zlijezde i gnijezda i odvajali ih od okolne
strome. Prisutnost peritumoralnih pukotina odredena je s
pomocu svjetlosnog mikroskopa na vidnom polju malog
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povecanja (40%) na svim dostupnim histoloskim prepa-
ratima svakog od analiziranih tumora te je zastupljenost
biljezena u obliku postotka invazivnog karcinoma koji
pokazuje peritumoralne pukotine.

Statistickom obradom dobivenih rezultata prvo je apso-
lutni postotak peritumoralnih pukotina usporeden sa svim
klinickim, histoloskim i imunohistokemijskim parametri-
ma koji su promatrani u ovom radu da bi se vidjelo postoji
li medu njima povezanost. Zatim je ucinjena statisticka
analiza krivuljom ROC (engl. receiver operating charac-
teristic) kojom je, dijele¢i pacijentice u dvije prognosticki
razli¢ite skupine (one s metastazama u limfnim ¢vorovi-
ma aksile i one bez njih), odredena prediktivna, granicna
vrijednost postotka peritumoralnih pukotina (engl. cut-off).
Prema grani¢noj vrijednosti dobivenoj analizom ROC,
pacijentice su svrstane u dvije skupine (one s postotkom
peritumoralnih pukotina manjim ili jednakim grani¢noj
vrijednosti i one s postotkom tih pukotina ve¢im od gra-
ni¢ne vrijednosti).

Na temelju takve podjele pacijentica u dvije skupine
promatrala se povezanost drugih histoloskih i imunohisto-
kemijskih parametara s izrazenoscu peritumoralnih puko-
tina. To su bili: veli¢ina tumora (izrazena u mm) i pT-sta-
dij, histoloski gradus tumora u skladu s Nottinghamskom
modifikacijom Bloom-Richardsonove klasifikacije prema
Elstonu 1 Ellisu, zahvaéenost aksilarnih limfnih ¢vorova
(pN-stadij), udio pozitivnih aksilarnih limfnih ¢vorova
dobiven kao omjer broja pozitivnih i negativnih limfnih
¢vorova, status estrogenskih i1 progesteronskih receptora i
status HER2/neu odredivan prema imunohistokemijskoj
reakciji.’? Od klini¢kih parametara s izrazeno$cu peritu-
moralnih pukotina usporedena je dob pacijentica. Od
ostalih znacajka vidljivih na histoloskim preparatima
upotrijebljenim u istrazivanju, s nalazom peritumoralnih
pukotina usporedivao se nacin rasta tumora, definiran
kao ekspanzivni (dobro ogranicen tumor, ¢vorasta oblika,
graden od tumorskih stanica i dezmoplasticne strome)
ili infiltrativni (kad je tumor infiltrirao preegzistirajuce
strukture).

S obzirom na raspodjelu podataka, u radu su upotri-
jebljeni neparametrijski testovi (Spearmanov koeficijent
korelacije, Mann-Whitneyev U-test i Wilcoxonov test) te
neparametrijski nacin prikaza podataka (medijan i pripa-
dajuci interkvartilni raspon). U analizi razlika u kategorij-
skim varijablama upotrijebljen je c’-test. Za odredivanje
statisticki znacajne granicne vrijednosti peritumoralnih
pukotina (engl. cut-off value) upotrijebljena je analiza
ROC. Sve p-vrijednosti manje od 0,05 smatrane su zna-
¢ajnima. Pri analizi rabljena je programska potpora IBM
SPSS Statistics 19.0.0.1.

Rezultati

Peritumoralne pukotine s razli¢itom izrazeno$¢u prona-
dene su u 92% (92/100) analiziranih duktalnih invazivnih
karcinoma dojke bez posebnosti, a prosirenost peritumo-
ralnih pukotina kretala se od 5 do 100% (tablica 1., slika
1.). Uz tkivo tumora u 28% (28/100) slucajeva nalazilo se
i uredno gradeno tkivo dojke s o¢uvanim duktusima i aci-
nusima. Peritumoralne pukotine nisu uoc¢ene oko kanalica
i acinusa normalnog tkiva dojke, kao ni oko Zzarista duk-
talnog karcinoma in situ. StatistiCkom usporedbom ap-
solutnog postotka peritumoralnih pukotina s klinickim,
histoloskim 1 imunohistokemijskim parametrima nade-
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no je da je veéi postotak peritumoralnih pukotina bio
statisticki znacajno povezan s veéim promjerom (veli-
¢inom) tumora u mm (p = 0,009), pT-stadijem bolesti
(p = 0,018), prisutnoséu metastaza u aksilarnim limfnim
¢vorovima (p <0,001) i udjelom pozitivnih limfnih ¢voro-
va (p < 0,001) te s jaCinom obojenosti strome karcinoma
na SMA (p <0,001).

Dodatno ucinjenom statisticCkom analizom ROC, kojom
su bolesnice podijeljene u dvije prognosticki razlicite sku-
pine (skupinu s metastazama u aksilarne limfne ¢vorove i
skupinu bez njih), kao znatna grani¢na vrijednost (engl.
cut-off) utvrdena je izrazenost peritumoralnih pukotina od
30% (osjetljivost 73% 1 specificnost 63%). Na temelju do-
bivene grani¢ne vrijednosti peritumoralnih pukotina od
30% karcinomi dojke podijeljeni su u dvije skupine: onu
koja je sadrzavala peritumoralne pukotine u < 30% povr-
Sine tumora, $to se smatralo oskudnim nalazom, i na onu
u kojoj su peritumoralne pukotine nadene u > 30% povr-
Sine tumora, §to se smatralo opseznim (ekstenzivnim) na-
lazom. Od 100 promatranih slucajeva 33% karcinoma nije
sadrzavalo peritumoralne pukotine ili su one bile oskud-
ne, a u 67% karcinoma bile su opsezno izrazene. Rezultati
usporedbe promatranih kvantitativnih i kategorijskih po-
kazatelja s izrazenoS¢u peritumoralnih pukotina u dvije
skupine bolesnica (s oskudnim i s opseznim nalazom peri-
tumoralnih pukotina) pokazuju da se u skupini bolesnica s
karcinomima dojke koji sadrzavaju opsezne peritumoral-
ne pukotine statisti¢ki znacajno ¢esée nalaze metastaze u
aksilarne limfne ¢vorove i da je u tih bolesnica znatno
veci udio pozitivnih limfnih ¢vorova u odnosu prema ne-
gativnima. Karcinomi dojke s opseznim nalazom peritu-

Tablica 1. Izrazenost peritumoralnih pukotina u 100 slucajeva inva-
zivnoga duktalnog karcinoma dojke bez posebnih obiljezja (engl. no spe-
cial type)

Table 1. Expression of peritumoral clefts in 100 cases of invasive ductal
carcinoma of no special type

Izrazenost peritumoralnih pukotina
(% Tumorskog tkiva)

/Expression of peritumoral clefts
(% Of tumor tissue)
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Slika 1. Izrazenost peritumoralnih pukotina (HE): A — tumor bez peritumoralnih pukotina, B — tumor s 20% peritu-
moralnih pukotina, C — tumor sa 60% peritumoralnih pukotina, D — tumor s 90% peritumoralnih pukotina
Figure 1. Expression of peritumoral clefts (HE): A — tumor with no clefts, B — tumor with 20% of clefts, C — tumor
with 60% of clefts, D — tumor with 90% of clefis

moralnih pukotina pokazali su i znatno izrazeniju reakciju
na SMA u stromi (tablice 2. i 3.). Usporedbom prosjecne
veli¢ine tumora (i pT-stadija bolesti) izmedu skupine bo-
lesnica s oskudnim i onih s opseznim nalazom peritumo-
ralnih pukotina dobivenim prema analizi ROC, nije nade-

na statisticki znacajna povezanost izmedu veli¢ine tumora
(odnosno pT-stadija) i peritumoralnih pukotina (P = 0,08).
Preostali promatrani pokazatelji (dob, gradus tumora, sta-
tus hormonskih receptora i izrazenost HER2/neu) nisu
pokazali povezanost s izrazeno$¢u peritumoralnih pukoti-
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Tablica 2. Usporedba kvantitativnih vrijednosti izmedu skupina peritumoralnih pukotina prema analizi ROC (< 30% i > 30%): Mann-Whitneyev
U-test
Table 2. Comparison of quantitative values between the groups of peritumoral clefts by ROC analysis (<30% i >30%): Mann-Whitney U test

Kvantitativna vrijednost Kleftovi: skupine Ar;r(;r:;t;zka SD Min Maks./Max Percentile
/Quantitative value /Clefts: groups /Mean value ’ ’ 25. Medijan/Median 75.
Dob/Age <30% 33 61,09 12,43 35 87 52,5 58 68
>30% 67 63,99 13,04 37 87 53 66 74
Veli¢ina tumora (mm) <30% 33 22,94 12,82 7 62 13,5 19 30
/Tumor diameter (mm) >30% 67 30,66 20,24 7 98 17 23 40
Udio pozitivnih limfnih ¢vorova* <30% 33 0,14 0,28 0 1 0 0 0,15
/Ratio of positive lymph nodes* >30% 67 0,3 0,32 0 1 0 0,17 0,46

*P < 0,001

na. Od 100 promatranih duktalnih invazivnih karcinoma
dojke 39% (39/100) pokazivalo je eckspanzivni nacin
rasta, a 61% (61/100) infiltrativni. Izrazenost peritumo-
ralnih pukotina nije pokazala povezanost s nacinom rasta
tumora.

U 28% slucajeva u kojima je uz tumorsko nadeno i
uredno gradeno tkivo dojke, u urednom tkivu duktusi i
acinusi te veée krvne zile bili su okruzeni gustom, kon-
centricnom mrezom fibroblasta pozitivnih na CD34. Nji-
hova se gustoc¢a smanjivala na vecoj udaljenosti od Zljez-
danih i zilnih struktura. Fibroblasti strome i mioepitelne
stanice duktusa i acinusa pokazivali su pozitivnu reakciju
na vimentin, a miofibroblasti pozitivni na SMA ni u jed-
nom slucaju nisu nadeni u stromi normalnog tkiva dojke
(slika 2.).

Stroma invazivnoga duktalnog karcinoma dojke u svih
je 100 promatranih slu¢ajeva imunohistokemijskim boje-
njem na CD34 pokazala potpuni gubitak fibroblasta pozi-
tivnih na CD34, dok je okolno, zdravo tkivo dojke (u slu-
¢ajevima gdje je bilo prisutno) zadrzalo njihovu normalnu
raspodjelu. Uz to su u svim sluc¢ajevima karcinoma dojke
stromalni (mio)fibroblasti pokazivali pozitivnu reakciju
na vimentin (slika 3.).

U svih 100 sluc¢ajeva stroma invazivnog karcinoma doj-
ke sadrzavala je veliku koli¢inu (> 66%) stromalnih stani-
ca koje su pozitivne na vimentin, a izrazenost reakcije na
vimentin bila je jaka u 88% (88/100) karcinoma, dok je u
preostalih 12% (12/100) karcinoma intenzitet reakcije bio
slabo izrazen. Kad je jacina reakcije imunohistokemijske
obojenosti strome karcinoma dojke na vimentin (koji boji
i fibroblaste i miofibroblaste) usporedena s ja¢inom oboje-
nosti strome na SMA (koji boji samo miofibroblaste),
43% (43/100) slucajeva pokazalo je slabiju reakciju stro-
malnih stanica na SMA u odnosu prema vimentinu, od-
nosno sadrzaj manjeg broja miofibroblasta. U preostalih
57% (57/100) slucajeva intenzitet reakcije na SMA u stro-
malnim stanicama bio je jednak ili jaCi nego intenzitet
reakcije na vimentin, odnosno ti su slucajevi sadrzavali
relativno veci broj miofibroblasta (slika 4.). Statistickom
analizom utvrdena je znatna povezanost jaceg intenziteta
reakcije na SMA (odnosno veéeg broja miofibroblasta) s
prisutnos¢u peritumoralnih pukotina promatranih u apso-
lutnom postotku (Wilcoxonov test, p < 0,001), kao i
prema skupinama dobivenim analizom ROC (Pearsonov
c>-test, p < 0,001). Usporedbom zivotne dobi i histopato-
loskih pokazatelja (veli¢ina tumora, nacin rasta tumora,
pT-stadij, N-stadij, udio pozitivnih limfnih ¢vorova, histo-
loski gradus te ER, PR i HER2/neu) nisu nadene statistic-
ki znacajne razlike izmedu grupe karcinoma s manjim
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brojem miofibroblasta i one s ve¢im brojem miofibro-
blasta u stromi.

Rasprava

Histoloski je tkivo karcinoma dojke gradeno od malig-
nih epitelnih stanica uklopljenih u mikrookoli§ koji, uz
krvne i limfne Zile te upalne stanice, sadrzava i znatan broj
stromalnih stanica okruzenih izvanstani¢nim matriksom.
Osim §to tumorski mikrookoli§ stvaranjem novih krvnih
zila potpomaze rast tumora osiguravaju¢i mu prehranu,
dokazano je da on ima vaznu ulogu u progresiji i metasta-
ziranju raka dojke, izlucujué¢i ¢imbenike rasta i citokine
koji poticu proliferaciju endotelnih stanica i pericita te
pojacavajuci pokretljivost i invazivnost karcinomskih sta-
nica.”'® Brojni radovi pokazuju da stroma karcinoma
dojke sadrzava tzv. aktivirane fibroblaste ili miofibrobla-
ste (zajedno Cesto zvane i fibroblastima povezanima s kar-
cinomom — engl. carcinoma associated fibroblasts —
CAFs), a sve je viSe dokaza da su za rast i Sirenje tumora
oni podjednako vazni kao i maligna epitelna sastavni-
ca.'” U svojem istrazivanju Rennov-Jessen i Petersen
jos su 1993. godine opisali da se normalni fibroblasti kul-
tivirani in vitro s karcinomskim stanicama mijenjaju u
miofibroblaste koji zauzvrat poticu rast tumora, a poslije
su opisali i drugadiji nadin nastanka miofibroblasta, tzv.
epitelno-mezenhimalnom tranzicijom, kada aktivacijom
embrionalnih transkripcijskih programa epitelne stanice
gube svoje znacajke i mijenjaju strukturu citoskeleta kako
bi zadobile svojstva i pokretljivost mezenhimalnih stani-
ca.?! Noviji radovi takoder opisuju da tijekom progresije
tumora postoje¢i stromalni fibroblasti stjecu autokrine
signalne putove (koji uklju¢uju TGF-beta i SDF-1) koji se
postupno pojacavaju i dovode do njihove diferencijacije u
miofibroblaste §to imaju sposobnost promocije tumo-
ra.'*?2 Mogué¢im nac¢inom nastanka miofibroblasta smatra
se 1 tzv. epitelno-mezenhimalna tranzicija, a neki autori
kao prekursore miofibroblasta navode cirkulirajuce fibro-
cite podrijetla iz kosStane srzi.*** U normalno gradenom
tkivu dojke duktusi i acinusi te miSi¢ne krvne zile okruze-
ni su stromom s gustom mrezom fibroblasta pozitivnih na
CD34 koji imaju tanke, izduljene produljke poput dendri-
ta i male, neupadljive jezgre, dok stanica strome pozitiv-
nih na SMA nema.

Potaknuti radovima koji distribuciju fibroblasta pozi-
tivnih na CD34 rabe kao vrijedan pomo¢ni pokazatelj u
diferencijalnoj dijagnostici benignih i malignih tumora
koznih adneksa, Barth i sur. prvi su proucavali prisutnost
fibroblasta pozitivnih na CD34 u duktalnom invazivnom
karcinomu dojke i u dobrocudnim promjenama u dojci
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Tablica 3. Usporedba kategorijskih vrijednosti izmedu skupina pacijen-
tica dobivenih prema analizi ROC peritumoralnih pukotina (< 30% i >
30%): c*-test
Table 3. Comparison of category values between the groups of patients
by ROC analysis of peritumoral clefts (<30% and >30%): X2 test

Peritumoralne pukotine: skupine
/ Peritumoral clefts: groups

Kategorijska vrijednost <30% >30%
/ Category value N =33 N=67
N % N %

Rast tumora Ekspanzivni

0, 0,
/ Tumor growth / Expansive 11 33,30% 28  41.80%
Infiltrativni o o
J Infiltrative 22 66,70% 39  58,20%
T-stadij 1 17 51,50% 27 40,30%
/Tstage 2 11 3330% 22 32.80%
3 0 0,00% 2 3,00%
4 5 1520% 16 23,90%
N-stadij* 0 22 66,70% 19  28,40%
*
/N stage 1 72120% 22 32,80%
2 3 9,10% 23 34,30%
3 1 3,00% 3 4,50%
N-skupina: Nema metastaza 2 6670% 19 28.40%
metastaze** / None
/N group: x
Metastaze u LC
s sk 0, 0,
metastases / Metastases in LN 11 33,30% 48 71,60%
Gradus 1 6 1820% 3 4,50%
/ Grade 2 14 4240% 40 59,70%
3 13 39,40% 24 35,80%
ER 0 8 24,20% 10  14,90%
1 3 9,10% 5 7,50%
2 6 1820% 6 9,00%
3 16 48,50% 46  68,70%
PR 0 12 36,40% 16  23,90%
1 4 12,10% 9 13,40%
2 5 1520% 4 6,00%
3 12 36,40% 38 56,70%
HER2/neu 0 18 54,50% 45 67,20%
1 5 1520% 6 9,00%
2 0 0,00% 1 1,50%
3 10 30,30% 15 22,40%
HER2 Slaba izrazenost
/neu-skupina ©,1,2) o o
/ HER2 / Weak expression 23 6970% 52 77,60%
/neu-group (0,1,2)
Jaka
;Zsrff(f;‘g“t @) 10 3030% 15 22,40%
expression (3)
SMA — ja¢ina Slaba/Weak 23 69,70% 20  29,90%
reakcije u stromi**
/ SMA —stromal  Jaka/Strong 10 3030% 47 70,10%

expression**

¥P < 0,05, **P < 0,001

poput duktalne hiperplazije, skleroziraju¢e adenoze, fi-
broadenoma i filodes tumora.’® Sve proucavane benigne
promjene dojke u stromi su sadrzavale fibroblaste pozitiv-
ne na CD34, a tek su poneke (rijetki fibroadenomi i filodes
tumori) dodatno sadrzavale i miofibroblaste pozitivne na

SMA. Nasuprot tomu, stroma svih invazivnih i duktalnih
karcinoma dojke in situ nije sadrzavala fibroblaste pozi-
tivne na CD34. Vecina invazivnih karcinoma i karcinoma
in situ sadrzavala je stromalne stanice pozitivne na SMA,
odnosno miofibroblaste.?® Gubitak populacije fibroblasta
pozitivnih na CD34 pokazao se mogucim specificnim
markerom stromalnih promjena povezanih sa zlocud-
nosc¢u, dok se nakupljanje miofibroblasta pozitivnih na
SMA pokazalo manje specificnim, ali ipak vaznim zna-
kom promjene strome. Do sli¢nih rezultata dosli su i drugi
autori koji u stromi karcinoma dojke takoder opisuju gu-
bitak CD34-pozitivnih fibroblasta, no buduci da je isti gu-
bitak uocen i u nekim slu¢ajevima atipicne duktalne hi-
perplazije, u veéine duktalnih karcinoma in situ visokoga
gradusa te u radijalnom oziljku nalaz se ipak smatra ne-
pouzdanim dijagnostickim svojstvom.?*?” Iste skupine
autora pojavu miofibroblasta pozitivnih na SMA nalaze u
¢ak 100% karcinoma dojke.?**” Nakayama i sur. opisuju
gubitak fibroblasta pozitivnih na CD34 u stromi invaziv-
noga kolorektalnog karcinoma, a Barth i sur. njihov gubi-
tak u stromi karcinoma plocastih stanica usne Supljine,
zdrijela i grkljana, pri ¢emu se u stromi tih vrsta karcino-
ma javljaju i miofibroblasti pozitivni na SMA.?* U ovom
je istrazivanju u 28/100 slu¢ajeva, uz tkivo duktalnog in-
vazivnog karcinoma dojke, rubno bilo prisutno i normal-
no tkivo dojke s ocuvanim duktusima i acinusima, $to je
omogucilo analizu ekspresije CD34, vimentina i SMA i u
uredno gradenom tkivu dojke. Acinusi, duktusi i vece
krvne zile bili su okruzeni gustom, koncentricnom mre-
zom fibroblasta pozitivnih na CD34 ¢ija se gusto¢a sma-
njivala s povecanjem udaljenosti od tih struktura. Fibro-
blasti strome tog dijela tkiva dojke pokazivali su i pozi-
tivnu reakciju na vimentin, dok u njemu nisu nadeni mio-
fibroblasti pozitivni na SMA. U ovom istrazivanju,
sukladno ve¢ spomenutim istrazivanjima, stroma invaziv-
noga duktalnog karcinoma dojke u svih je 100 promatra-
nih slucajeva pokazala potpuni gubitak fibroblasta pozi-
tivnih na CD34, uz nalaz velike koli¢ine stromalnih stani-
ca (fibroblasta i miofibroblasta) pozitivnih na vimen-
tin.>*?7 U svim su sluajevima u stromi karcinoma nadeni
miofibroblasti pozitivni na SMA. Premda pojedini autori
u svojim radovima naoko jasno i relativno lako ,,broje*
miofibroblaste u stromi karcinoma dojke, iskustvo iz ove
studije govori da je zbog difuzne obojenosti citoplazme
stromalnih stanica, koje Cesto nisu jasno ogranicene sta-
ni¢énom membranom, kvantifikacija miofibroblasta teska.'®
Da bi se njihov broj ipak kvantificirao, u radu su medu-
sobno usporedene reakcije stromalnih stanica na oboje-
nost vimentinom i SMA. Kad je jac¢ina imunohistokemij-
ske reakcije strome karcinoma dojke na SMA (u mio-
fibroblastima) usporedena s izrazenos¢u reakcije strome
na vimentin (u fibroblastima i miofibroblastima), 43%
karcinoma pokazalo je slabiju reakciju na SMA u odnosu
prema vimentinu (odnosno relativno manji broj miofi-
broblasta), a 57% jednak ili jaci intenzitet reakcije strome
na SMA nego na vimentin (odnosno relativno veéi broj
miofibroblasta). Nalaz miofibroblasta pozitivnih na SMA
u stromi karcinoma dojke u skladu je s rezultatima iz lite-
rature i potvrduje stajaliSte da se stromalne stanice nor-
malnog tkiva dojke fenotipski razlikuju od onih u stromi
karcinoma. 72627

Razlike u prisutnosti i koli¢ini miofibroblasta u pojedi-
nim serijama karcinoma opisanih u literaturi posljedica su
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Slika 2. Histoloske i imunohistokemijske osobine uredno gradenog tkiva dojke. U stromi se, oko duktusa i acinusa,
vide koncentricno poredani fibroblasti pozitivni na CD34, a miofibroblasta pozitivnih na SMA nema. Pozitivnu
reakciju na SMA pokazuju samo mioepitelne stanice duktusa i acinusa
Figure 2. Histological and immunohistochemical characteristics of healthy breast tissue. Ducts and acini are sur-
rounded by concentric layers of CD34 positive fibroblasts, no SMA positive fibroblasts are present. Positive expres-
sion of SMA is seen only in myoepithelial cells around ducts and acini

razlika u metodi promatranja i teskoca u njihovoj kvanti-
fikaciji na preparatima s imunohistokemijskom reakcijom
na SMA. Naime, dok neki autori pozitivnim rezultatom
smatraju prisutnost bilo koje koli¢ine stromalnih stanica
pozitivnih na SMA, drugi pozitivnim rezultatom smatraju
tek nalaz >10% tih stanica.'”'®*” Prema Orimu i sur., CAFs
izdvojeni iz karcinoma dojke, samostalno 10 puta presa-
deni in vitro 1 s karcinomskim stanicama ubrizgani u imu-
nodeficijentne miSeve, promoviraju rast tumora i angioge-
nezu vise nego kada se zajedno s karcinomskim stanicama
ubrizgaju normalni fibroblasti dojke iste pacijentice, a
pokazuju osobine miofibroblasta poput ekspresije SMA i
vece kontraktilnosti.*® U svjetlu dana$njih spoznaja ¢ini se
da ti fibroblasti povezani s karcinomom, koji se jo$ nazi-
vaju i peritumoralni miofibroblasti (PMY), imaju najvaz-
niju ulogu u Sirenju karcinomskih stanica.'** U studijama
koje su pojavnost stromalnih miofibroblasta usporedivale
s klini¢kopatoloskim znac¢ajkama tumora opisana je pove-
zanost miofibroblasta s metastazama u limfne ¢vorove,
visim histoloskim gradusom i ve¢om gusto¢om malih
krvnih zila sa zlo¢udnijim fenotipom tumora i loSijom
prognozom, pa ¢ak i s udaljenim metastazama.'*!#3! Me-
dutim, u ovom istraZivanju usporedbom dobi bolesnica i
histopatoloskih pokazatelja (veli¢ina tumora, pT-stadij,
N-stadij i udio pozitivnih limfnih ¢vorova, histoloski gra-
dus, sadrzaj hormonskih receptora i HER2/neu te nacin
rasta tumora) izmedu grupe karcinoma s manjim brojem
miofibroblasta i one s njihovim ve¢im brojem nisu nadene
statisti¢ki znacajne razlike. Ovakvo neslaganje s rezulta-
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tima opisanim u literaturi moglo bi biti posljedica spome-
nutih teskoca u kvantifikaciji miofibroblasta u tumorskoj
stromi i razlika u primijenjenoj metodi te upotrijebljenim
protutijelima razlicitih proizvodaca.

Uzevsi u obzir opisane promjene koje se dogadaju u
stromi karcinoma dojke, poput pojave miofibroblasta, u
ovom se radu pokusalo utvrditi postoji li povezanost iz-
medu njih i pojave tzv. peritumoralnih pukotina. Peritu-
moralne pukotine, koje su u ovom istrazivanju nadene u
92% invazivnih duktalnih karcinoma dojke, mogu se sma-
trati morfoloskim odrazom fenotipskih promjena stromal-
nih stanica koje okruzuju maligne epitelne stanice, odno-
sno zadobivanjem miofibroblasti¢nih svojstava stromal-
nih stanica $to svojim kontraktilnim sposobnostima dovo-
de do stvaranja retrakcijskih peritumoralnih pukotina.
Sli¢no kao u istrazivanju Acsa i sur., statistickom uspored-
bom apsolutnog postotka peritumoralnih pukotina s kli-
ni¢kim, histolo$kim i imunohistokemijskim parametrima
nadena je znatna povezanost izrazenosti peritumoralnih
pukotina s veli¢inom tumora (p = 0,009) i pT-stadijem bo-
lesti (p = 0,018) te s prisutno$¢u metastaza u aksilarnim
limfnim ¢vorovima (p <0,001) i udjelom pozitivnih limf-
nih ¢vorova (p < 0,001).”* Razlika u ucestalosti pojave
peritumoralnih pukotina izmedu ovog rada (92%) i istra-
zivanja Acsa i sur. (60%) moze se objasniti razlikom pro-
matranog uzorka.” Naime, Acs i sur. u svojem su istraziva-
nju proucéavali uzorak od 304 karcinoma dojke stadija pT1
i pT2, prosjecne veli¢ine 1,5 cm, od kojih je 23% imalo
pozitivne limfne ¢vorove aksile, a u ovom je radu pro-
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Slika 3. Dva slucaja (lijevi i desni red slika) obojenosti strome na CD34 i vimentin. Normalno tkivo dojke sadrzava
fibroblaste pozitivne na CD34 (slike lijevo), dok se u stromi karcinoma (slike desno) oni gube. Vimentin u stromi
karcinoma ostaje pozitivan
Figure 3. Two cases (left and right rows of pictures) of stromal cell expression of CD34 and vimentin. Healthy breast
tissue contains CD34 positive fibroblasts (pictures on the left), that are not seen in the stroma of ductal carcinoma
(pictures on the right). In the stroma of the ductal carcinoma the vimentin expression remains positive

matrano 100 karcinoma svih stadija (pT1 — pT4), vecée
prosjecne veli¢ine (2,6 cm), od kojih je 51% imalo meta-
staze u limfne ¢vorove. Na temelju analize ROC, pri kojoj
su bolesnice podijeljene u dvije prognosticki razlicite sku-
pine (skupinu s metastazama u limfne ¢vorove i onu bez
njih), slucajevi koji su pokazivali barem 30% peritumo-
ralnih pukotina smatrali su se tumorima s opseznim nala-
zom peritumoralnih pukotina. Analiziraju¢i tumore na taj
nacin, bolesnice s karcinomima dojke koji pokazuju op-
sezne peritumoralne pukotine statisti¢ki su znacajno ¢esée
imale metastaze u aksilarne limfne ¢vorove (p < 0,001) i
veci udio pozitivnih limfnih ¢vorova (p < 0,001). Time su
u ovom radu tumori s opseznim nalazom peritumoralnih
pukotina povezani s agresivnijim fenotipom, $to se pokla-
pa s istrazivanjima Acsa i sur. koji ih pritom povezuju i s
kra¢im preZivljenjem.”® Najnovija istrazivanja naglasa-

vaju ulogu ekstracelularnog matriksa, odnosno njegove
neelasticnosti (engl. stiffness) u procesu metastatskog
Sirenja zlocudnih epitelnih stanica te se sve vise govori o
mehani¢kim osobinama ekstracelularnog matriksa zlo-
¢udnih tumora.’>3* Fibroblasti povezani s karcinomom,
zvani jo§ 1 peritumoralni miofibroblasti, izlucuju lizil
oksidazu koja ima ulogu u kriznom povezivanju kola-
genih vlakana ¢ime stroma tumora postaje manje elastic-
na, §to pridonosi rasapu tumorskih stanica.***> Kad se u
ovom istrazivanju usporedila prosje¢na veli¢ina tumora (i
pT-stadij bolesti) izmedu skupina pacijentica s oskudnim i
opseznim nalazom peritumoralnih pukotina, povezanost
izmedu veli¢ine tumora (odnosno pT-stadija) i peritumo-
ralnih pukotina nije bila statisticki znacajna (P = 0,08), ali
je ipak uocena tendencija da ve¢i tumori imaju opseznije
izrazene peritumoralne pukotine. Preostali promatrani
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Slika 4. Lijevo: karcinom dojke cija stroma pokazuje slabiji intenzitet obojenosti strome na SMA nego na vimentin
(odnosno relativno manji broj miofibroblasta). Desno: karcinom dojke cija stroma pokazuje jaci intenzitet obojeno-
sti strome na SMA nego na vimentin (odnosno relativno veci broj miofibroblasta). Crna strjelica pokazuje stromu
oko ocuvanoga normalnog kanalic¢a tkiva dojke u kojoj nema miofibroblasta pozitivnih na SMA
Figure 4. Left: ductal breast carcinoma that shows weaker expression of SMA in the stromal cells in comparison to
vimentin expression (i.e. relatively fewer myofibroblasts). Right: ductal breast carcinoma that shows stronger
expression of SMA in the stromal cells (i.e. larger number of myofibroblasts). The black arrow points to the stroma
surrounding a preserved normal duct with no SMA positive myofibroblasts surrounding it

parametri (dob pacijentica, gradus tumora, sadrzaj hor-
monskih receptora, izrazenost HER2/neu i nacin rasta tu-
mora) nisu pokazali znatnu povezanost s izrazenoscu pe-
ritumoralnih pukotina. Imunohistokemijsko odredivanje
izrazenosti SMA u tumorskoj stromi u ovom je radu poka-
zalo znatno vec¢i broj miofibroblasta pozitivnih na SMA u
stromi karcinoma dojke, s ve¢im apsolutnim postotkom
peritumoralnih pukotina te njihovim opseznim nalazom
(p < 0,001, p < 0,001), $to upucuje na to da bi njiho-
va pojava mogla pridonijeti nastanku toga morfoloskog
svojstva.

Histoloski nalaz opseznih peritumoralnih pukotina
mogao bi pomo¢i pri izdvajanju bolesnica ¢iji bi tumori
klini¢ki mogli imati agresivniji tijek, osobito u slucaje-
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vima bez metastaza u aksilarne limfne ¢vorove, a peritu-
moralne pukotine morfoloski su odraz zadobivanja miofi-
broblasti¢nog fenotipa, odnosno preobrazbe fibroblasta
tumorske strome u CAFs, koji izluCivanjem razli¢itih
¢imbenika i enzima olakSavaju metastaziranje malignih
epitelnih stanica.

NAPOMENA

Ovaj rad je izvadak iz Lenicek T. Povezanost pojave
peritumoralnih pukotina u duktalnom invazivnom kar-
cinomu dojke s miofibroblasticnom reakcijom strome i
gustocom krvnih zila. (disertacija). Zagreb: Sveuciliste u
Zagrebu, Medicinski fakultet; 2012.
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