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1. UVOD

Karcinom dojke je vode¢i malignitet kod Zena koji se smatra odgovornim za
preko 3.500.000 smrtnih ishoda $irom sveta,' pa je rano otkrivanje i adekvatna terapija
ovog tumora jedan od najaktuelnijih problema savremene medicine.

Najcesca mikromorfoloska forma karcinoma dojke je duktalni karcinom (vise od
70%), dok je drugi po ucestalosti lobularni karcinom dojke koji se otkrivao u 5 - 7%
slucajeva, ali u novije vreme predstavlja i do 15% slucajeva svih karcinoma dojke. Tako
je poreklo duktalnih i lobularnih karcinoma dojke relativno poznato (terminalna duktulo-
lobularna jedinica), histogeneza, ucestalost i citomorfoloske karakteristike svih podtipova
lobularnog karcinoma dojke jo$ uvek nisu dovoljno ispitane.

U literaturi je neprestano prisutna dilema o multifokalnosti, multicentri¢nosti i
bilateralnosti lobularnog karcinoma dojke.

Razvoj imunohistohemijskih metoda sa koris¢enjem monoklonskih antitela
omoguc¢io je odredivanje hormonskih receptora, Sto je od posebne vaznosti za
odredivanje bioloSkog potencijala karcinoma dojke. Obzirom da karcinomi dojke
pokazuju hormonsku regulaciju kako u toku nastanka, tako i u toku evolucije,
odredivanje hormonskih receptora (estrogenskih i progesteronskih) omogucéuje |
adekvatnu primenu odgovarajuce antihormonske terapije. Odredivanje hormonskih
receptora u lobularnom karcinomu dojke daje nove dijagnosticke i prognosticke
informacije, koje mogu da se porede sa rezultatima mikromorfoloskih analiza, §to je 1
predmet ove studije.

Osim toga poznato je da na nastanak i evoluciju lobularnog karcinoma dojke ima
uticaj i c-erbB-2 onkoprotein, koji je lokalizovan na membranama tumorskih Celija, a
njegova pozitivnost omogucuje koris¢enje terapije Herceptinom (trastuzumabom), koja

se uspes$no primenjuje u sprecavanju rasta i progresije lobularnog karcinoma dojke.



Imunohistohemijski markeri kao sto su BRCAI, p53, Ki-67 i E-cadherin takode
mogu da budu od pomo¢i u proceni bioloskog potencijala lobularnog karcinoma dojke.

Pitanje standardizovane interpretacije reaktivnosti na imunohistohemijskim
preparatima je pokusano da se resi kvantitativno upotrebom fotometrijskih metoda, gde
su specificno obojeni regioni izdvojeni na osnovu koloriteta hromogena. Ipak, do sada
nije bilo morfometrijskih i fotometrijskin metoda koje su se ekvilibrisale prema
postojeCem sistemu skorovanja (Allred skoring sistem). One nisu i zasebno odredivale
intenzitet specificne prebojenosti kroz gustinu boje prisutnog hromogena, a uz
eliminaciju koloriteta koji pripada nespecificnom osnovi¢cnom prebojenju.

Komparativna mikromorfoloska, imunohistohemijska i kvantitativna studija
lobularnih karcinoma dojke je u nasoj zemlji odsutna, a podaci u svetskoj literaturi su

parcijalni i1 Cesto kontradiktorni.



2. PREGLED LITERATURE

2.1 EMBRIOLOGIJA | HISTOLOGIJA LOBULA DOJKE

Razvoj ljudske dojke je slozen proces koji zapocinje tokom embrionalnog
perioda. Znacajniji napredak u rastu se deSava u pubertetu sa formiranjem lobula, ali
razvoj i diferencijacija dojke se zavr§avaju na kraju prve kompletne trudnoée.’

Zlezdani parenhim dojke se razvija od pojedinaénog epitelnog ektodermalnog
pupoljka. Zbog teSkota u utvrdivanju ta¢nog dana zaCeCa, mMNogo je preciznije
uporedivati faze razvoja zlezdanog epitela dojke sa duzinom embriona ili fetusa.®
Prenatalni razvoj Zlezdanog epitela dojke se moze podeliti u deset faza:

1. Stadijum "grebena™ (embrion manji od 5 mm)

. Stadijum "mle¢nog brezuljka" (emrion duzine od 5,5 do 10 mm)
. Stadijum "diska" dojke (embrion od 10 do 11 mm duzine)
. Stadijum "tipa lobula" (embrion duzine od 11 do 25 mm)

. Stadijum "kupe" (embrion duzine od 25 do 30 mm)

2
3
4
5
6. Stadijum "pupljenja" (embrion duzine od 30 do 68 mm)

7. Stadijum "uvlacenja" (embrion duzine 68 mm do 10 cm)

8. Stadijum "grananja" ( fetus duzine 10 cm)

9. Stadijum "kanalizovanja" (period od 20 do 32 nedelje gestacije)

10. Stadijum "terminalnih alveola”, koje su sastavljene od jednorednog epitela i
sadrze kolostrum (novorodence).’

Dojka novorodenceta je vrlo primitivna struktura, a sastoji se od duktusa koji se
zavr$avaju kratkim duktulima oblozenim jednim do dva sloja epitelnih ¢elija i jednim
slojem mioepitelnih Celija. Epitelne celije imaju eozinofilnu citoplazmu sa tipi¢nom
apokrinom sekrecijom.?*

U vreme puberteta rudiment dojke pokazuje aktivan rast kako u Zlezdanom tkivu
tako i u okruzujucoj stromi. Porast zlezdanog epitela nastaje zbog rasta i deobe malih
"sveznjeva" primarnih i sekundarnih duktusa. Oni rastu i dele se na dihotomni i

simpodijalni na¢in. Duktusi rastu, dele se i formiraju nakupinu terminalnih pupoljaka,



koji predstavljaju prekursore novih "grana”, "grancica" i malih duktula ili alveolarnih
pupoljaka.?

Grupa alveolarnih pupoljaka oko terminalnih duktusa formira lobule tipa 1 ili
devi¢anske (virginalne) lobule, a svaka grupa je sastavljena od oko 11 alveolarnih
pupoljaka. Terminalni duktusi i alveolarni pupoljci su povezani dvorednim epitelom.
Formiranje lobula u zenskim dojkama se deSava unutar jedne do dve godine nakon
podetka prvog menstrualnog perioda. Cinjenica da lobuli tipa 1 imaju najveéi
proliferativni indeks, najvecu koncentraciju estrogenskih receptora, a i broj krvnih sudova
po lobularnoj jedinici, jasno ukazuje da je ova struktura prirodna "meta” maligniteta.>®
Potpuna diferencijacija zlezdanog epitela dojke je postepen proces koji zahteva vise
godina, a u slutajevima ukoliko nije bilo trudnoée, nikada se ne zavrsava.”’

Prelaz lobula tip 1 u tip 2 ili lobula tipa 2 u tip 3 je postepen proces pojavljivanja
novih alveolarnih pupoljaka. Kod lobula tipa 2 i 3 oni se nazivaju duktulima. Njihov broj
se povecava od 11 kod lobula tipa 1 do 47 kod lobula tipa 2 i do 80 kod lobula tipa 3.

Dojke Zena koje nisu radale sadrze viSe nediferentovanih struktura, kao $to su
terminalni duktusi i lobuli tipa 1, mada se povremeno mogu videti i lobuli tipa 2 i tipa 3.
Sa druge strane, kod Zena koje su radale dominantne strukture su najdiferentovaniji lobuli
tipa 3. Lobuli tipa 1 su konstantno prisutni tokom citavog zivota Zena koje nisu radale.
Kod Zena koje su radale ima najviSe lobula tipa 3 u ranim reproduktivnim godinama, a
broj im opada posle ¢etrdesete godine Zivota, verovatno zbog involucije u predominatne
lobule tipa 2 i 1.2 Kod Zena koje nisu radale lobuli tipa 2 su prisutni u umerenom broju u
ranijim godinama, a njihov broj naglo opada nakon 23. godine zivota, dok broj lobula tip
1 ostaje zna&ajno visi.>

U trudno¢i dojka postiZze svoj maksimalni razvoj. Rani stadijum se karakteriSe
proliferacijom distalnih elemenata duktalnog "stabla” formiraju¢i duktule koji se u tom
stadijumu mogu nazvati acinusima, i kona¢no se zavrSava razvojem lobula tipa 3 u lobule
tipa 4.2

Utvrdeno je da atipicne lobularne hiperplazije i duktalni karcinomi "in situ"
(DCIS) vode poreklo od lobula tipa 1, slabo diferentovanih struktura, u kojima se mogu
razviti prencoplastine promene, ali i jako agresivne neoplazme.® Diferentovanije

lobularne strukture takode mogu da budu mesta formiranja neoplazmi tj. lobuli tipa 2 su



mesta razvoja lobularnog karcinoma "in situ” (LCIS), dok su lobuli tipa 3 predodredeni
za mnogo benignije promene dojke (hiperplastiéne lobule, ciste, fibroadenome |
adenome), a lobuli tipa 4 za laktantne adenome.*°

Ultrastruktura normalnog epitela dojke je prvi put gotovo istovremeno ispitana
pocetkom Sezdesetih godina proSlog veka od strane viSe istrazivaca (Haguenau-a i
Arnoult-a (1959)," Waugh-a i van der Hoeven-a (1962),'? Barton-a (1964)" i Toker-a
(1967)), i dobijeni su skoro identi¢ni nalazi.

Terminalni delovi lobula obloZeni su jednim tipom epitelnih ¢elija koje se na
osnovu svetle citoplazme mogu da svrstaju u tip B ¢elija, pri ¢emu je gustina njihove
citoplazme razli¢ita zbog razli¢itog sadrzaja ribozoma. PovrSinu ¢elija ¢ine mikrovilusi,
intercelularni produzeci 1 dezmozomi. Takode, karioplazma okruglih do ovalnih jedara
ima svoj udeo u transparentnosti zbog uniformnog rasporeda hromatina. U citoplazmi se
nalaze Goldzi polja koja su jasno ograni¢ena izmedu povrsine ¢elije 1 jedra, a neSto manje
su zastupljene mitohondrije sa gustim matriksom i1 pojedina¢nim kratkim lamelama
ergastoplazme. Narocito nedostaju fibrilarne strukture i kontrastni depoziti.

Na bazi terminalnih delova zlezda se nalazi manji broj celija, ¢ija citoplazma
sadrzi brojne ribozome, pa su stoga ove Celije tamne i odgovaraju tipu A celija. One
imaju izduzeno jedro sa naboranom povrSinom i sa gustom delom grudvastom
karioplazmom. Ove celije su jako razgranate i njihovi produzeci se protezu izmedu B
éelija i mioepitelnih ¢elija. Cesto se vide samo Celijski produZeci bez odgovarajuéeg
jedra. Produzeci A ¢elija su pomoc¢u dezmozoma povezani sa okolnim ¢elijama, pri cemu
Cesto postoji razdvajanje intercelularnih prostora. Citoplazma A celija sadrzi velike 1
grupisane mitohondrije i to u ve¢em broju u odnosu na B ¢elije, dok je matriks svetliji
nego kod B ¢elija. Osim kratkih lamela ergastoplazme i malog Goldzi aparata, citoplazma
A éelija ne sadrzi druge diferencijacione komponente.™

Treci Celijski tip su mioepitelne Celije koje se nalaze izmedu bazalne membrane i
prethodno dva opisana tipa epitelnih celija. One imaju zvezdasti, razgranati oblik, veliko
izduZeno izvijugano jedro i gust vlaknasti omota¢ sastavljen od mikrofilamenata debljine
50-80 A. Ove ¢elije su hemidezmozomima pripojene za bazalnu membranu. Na
bazalnom delu ¢elijske membrane mioepitelnih ¢elija postoje jasno vidljivi mnogobrojni

loptasti "mehuri¢i" promera od 500 - 600 A bogati pinocitoznim strukturama.®



Bazalna membrana koja okruzuje zlezdane formacije sastoji se iz debele fino
zrnaste laminae dense (550 - 720 j\) koja se pomocu debele laminae rare (400 - 450 A)
odvaja od bazalnih delova ¢elijske membrane mioepitelnih ¢elija. Vezivno tkivo se nalazi
odmah u neposrednoj okolini epitelnih ¢elija i isti¢e se kao jace transparentno, a sadrzi
rastresito razdvojene kolagene fibrile, koje pokazuju poprec¢nu ispruganost, kao i kraca
(100 - 1201&) debela vlakna nalik micelama. Fibroblasti na oko 3 um §iroke bezcelijske
zone se protezu uzduzno i paralelno u odnosu na bazu epitela, a U njima se ne primecéuje
fibrilogeneza. Pored toga, nalaze se i pojedina¢ni kapilari, a periferno od fibroblastnog
sloja se vide gusto zbijene trake kolagenog vezivnog tkiva.'

2.2 LOBULARNI KARCINOM "IN SITU"

Termin lobularni karcinom "in situ”, kao poseban morfoloski entitet, je definisan
prvi put 1941. godine.'®” Od strane Muir-a je oznagen kao “intraacinusni karcinom koji
je Cesto samo rezultat Sirenja kancerskih ¢elija sa mesta terminalnog duktusa, gde sam
maligni proces podinje".® Foote i Stewart su uveli termin lobular carcinoma “in situ"
(LCIS) da bi opisali "bolest malih lobulusnih duktusa i lobula™. Oni su izneli vazne
klinicke i patoloSke karakteristike ove, do tada, nedefinisane bolesti:

1. Neupadljiv karakter LCIS-a koji se ne moze otkriti palpacijom ili makroskopskim
pregledom.
Multicentri¢nost (obi¢no je lezija prisutna u vise lobula).
Poreklo iz terminalnog duktulo-lobularnog kompleksa ili iz terminalnih duktusa.

PedZetoidno Sirenje u duktuse, koje nije u vezi sa pravom PedZetovom bolescu.

o & DN

Celije prstena pecatnjaka (“'signet ring cells") sa centralnom mukusnom vakuolom

i periferno postavljenim jedrom.

6. Udruzenost sa karakteristi¢nim tipom infiltrativnog karcinoma.

7. Istovremeno postojanje LCIS sa drugim tipovima karcinoma (duktalnog,
tubularnog).

8. Sklonost infiltrativnog lobularnog karcinoma da raste oko duktusa i lobula,

ponekad oznacen kao "target"-oidan nacin rasta (u vidu mete).



9. Dezmoplasti¢na reakcija strome kod infiltrativnog lobularnog karcinoma.*’

Zbog toga sto je LCIS mikroskopska lezija koja ne formira palpabilni tumor, ucestalost
bolesti nije poznata.'®

LCIS se obi¢no otkriva slucajno u tkivu dojke koje je odstranjeno zbog
proliferativne promene koja je napravila palpabilnu masu ili u "normalnom tkivu" koje
okruzuje benigni tumor kao $to je fibroadenom. Mamografija nije u mnogim slucajevima
delotvoran metod za otkrivanje LCIS, a procena zavisi od multicentricnosti ili
bilateralnosti promena.’®%

Haagensen je saopstio da je LCIS pretezno bolest Zena u perimenopauzi,?* a da je
10-12% LCIS nadeno kod postmenopauzalnih bolesnica,? za razliku od Rosen-a koji je
saopstio da je taj procenat veci u postmenopauzalnih Zena - 250%.%

LCIS se retko javlja kao izolovana promena u Zena mladih od 35 ili starijih od 75
godina.?!

Zene sa LCIS imaju znadajan rizik da imaju karcinom u drugoj dojci, ¢esto
istovremeno, ali nije dokazano da sve zene sa LCIS uvek imaju bilateralne promene.
Kada ipsilateralna dojka ima samo LCIS promene, kontralateralni LCIS se moze naci u
oko 40% sluéajeva.25

Multicentricnost i bilateralnost su karakteristike koje su u medusobnom odnosu
kod karcinoma dojke. Multicentri¢ni fokusi LCIS-a se nalaze u 60-85% bolesnica kojima
je uradena mastektomija zbog LCIS.??® Benfield i saradnici su zabelezili da je rezidualni
karcinom prisutan u 89% slucajeva bolesnica kod kojih je uradena mastektomija zbog
LCIS do 1965 godine.?®

Skriveni, klini¢ki neocekivani invazivni karcinom je bio otkriven u 4-6%

amputiranih dojki, odstranjenih posle biopsije koja je pokazala LCIS.??
2.2.1 Makroskopske i mikroskopske karakteristike LCIS-a

LCIS se cesto makroskopski opisuje kao nodularna (€vornovata) promena, kao
fibroadenom, polja ¢vrstog i tvrdog tkiva ili cista, ali se nijedna od vidljivih ili

palpatornih abnormalnosti ne mogu sa sigurnos¢u pripisati LCIS-u. Kod bolesnica sa



veoma razvijenim i proSirenim LCIS-om, rezna povrSina tkiva dojke moze imati slabo
granulirani izgled, kada se gleda osvetljena pod uglom, zato §to su zahvaéeni lobuli
dovoljno uveéani da bi se videli.??

Foote i Stewart su primetili da je LCIS prisutan u terminalnim duktusima
postmenopauzalnih, atrofi¢nih dojki, obzirom da je LCIS u premenopauzalnih Zena
smeSten u terminalnom duktulo-lobularnom kompleksu. U tipi¢noj lobularnoj formi,
populacija neoplasticnih c¢elija zamenjuje normalni epitel acinusa i intralobularnih
duktula.?®

Postoji debata oko toga koliko je neophodna zahvacenost lobula da bi se postavila
dijagnoza LCIS. Neki autori smatraju da je potrebno da najmanje dva lobula pokazu
dijagnosticke karakteristike LCIS-a.%° Drugi su zaklju¢ili da je jedan potpuno zahvaéeni
lobul dovoljan dokaz za dijagnozu.?**° Zapravo, ne postoji signifikantna razlika u riziku
za nastanak karcinoma kod bolesnica sa zahvatanjem jednog ili dva lobula. Kod nekih
biopsijskih uzoraka jedini dokaz neoplasticne lobularne proliferacije je jedan lobul u
kome su neki, ali ne i svi acinusi zahvaéeni.**

Gubitak kohezije je karakteristika neoplasti¢nih ¢elija u LCIS, mada se ta osobina
ne vida tako Cesto u zahvacenim i ispunjenim acinusima.?® Uvecane lobularne Zlezdane
komponente (acinusi) ispunjavaju vecinu intralobularne strome. Gubitak kohezije u
neoplasticnim lobularnim promenama u velikoj meri se moze pripisati promenama u E-
cadherin genu, koja se manifestuje odsustvom E-cadherin membranske imunoreaktivnosti
u tim éelijama.**** Promene na hromozomu 16g22.1, mestu E-cadherin gena, je opsta
abnormalnost, koja se sreée kod LCIS-a.** Uprkos velikoj udestalosti E-cadherin
somatskih mutacija u LCIS, urodene E-cadherin mutacije su retko detektovane kod ovih
bolesnica.®*%°

Neoplasticne celije kod klasicnog LCIS-a su opisane kao celije sa oskudnom
citoplazmom i malim okruglim jedrima, citoloski sa lakom atipijom, bez vidljivih
jedaraca. Kod nekih slucajeva prisutan je citoloski pleomorfizam i tada se mnoStvo
razlicitih ¢elija klasifikuje kao pleomorfni LCIS.?® Celije klasi¢nog LCIS su uglavnom
diploidne, dok su kod pleomorfnog one hiperploidne.®” Celije pleomorfnog LCIS-a imaju
obilniju citoplazmu nego celije klasicnog LCIS-a i pleomorfnija jedra, sa cesto

prominentnim nukleolusima. Citoloske karakteristike pleomorfnog LCIS-a u nekim



sluajevima li¢e na one kod duktalnog karcinoma 1 tada je od pomoci
imunohistohemijsko bojenje na E-cadherin.

Intracitoplazmatski mucini su ¢esto prisutni u najmanje nekoliko ¢elija, Sto ide u
prilog dijagnoze LCIS-a.*® Mucin moZe da bude neupadljiva karakteristika, koja se moze
pokazati histohemijskim bojenjima, kao §to su mucikarmin ili Alcian blue-PAS (periodic
acid Schiff).*® Mucin je prisutan difuzno u citoplazmi ili mnogo &ei¢e je ograni¢en na
vakuole. Ekstremna manifestacija ovog fenomena je formiranje "signet ring" ¢elija, kod
kojih rastegnute citoplazmatske vakuole potiskuju jedro uz ¢elijsku membranu i uvlaceci
se u njega daju mu oblik mese&evog srpa ("mladog meseca').*® Degenerativne promene u
citoplazmi celija LCIS-a 1 epitelu hiperplasticnih lobula, mogu da uzrokuju
citoplazmatske defekte, koji lice na vakuole, ali se intracitoplazmatski mucin ne detektuje
u ovim ¢elijama. U epitelnim ¢elijama normalnih lobula intracitoplazmatski mucin se ne
moze dokazati, ali on moZze da bude prisutan u lumenu lobula. To je znacajno zbog
razlikovanja mucina u pravim intracitoplazmatskim vakuolama i mucina dokazanog u
malim dzepovima lobularnog lumena, koji se nalaze izmedu epitelnih Ccelija
hiperplasti¢nih lobula. Kazein i ostali sekretorni produkti, kao $to su karcinoembrionalni
antigen (CEA) su takode konstituenti lobularne sekrecije.®*® Obzirom da su
intracitoplazmatske mukusne vakuole neuobicajene za cCelije duktalnog karcinoma i
prakti¢no odsutne kod hiperplasti¢nih promena duktusnog i lobularnog epitela, njihovo
prisustvo je znaGajan, ali ne i neophodan kriterijum za dijagnozu LCIS-a.*®

U aspiracionim uzorcima se ne moze precizno izvrsiti razlika izmedu LCIS 1
invazivnih lobularnih karcinoma. U LCIS-u se takode moze naci nekoliko neuobicajenih
citoloskih karakteristika. Bleda citoplazma ili svetlocelijska promena je mnogo ¢eS¢a U
neneoplasti¢nim hiperplastiénim lobulima i retko se vida kod LCIS-a.* Svetlocelijski
LCIS je sainjen od celija koje sadrze obilje intracitoplazmatskih mucina. Apokrina
metaplazija je takode opisana kod LCIS-a.*' Mucin unutar LCIS éelija koji podleze
apokrinim promenama obic¢no se vidi kao citoplazmatska amfofilija ili bazofilija. Slede¢a
citoloSka pojava vidljiva u velikoj meri kod atrofi¢nih lobula u terminalnim duktusima
postmenopauzalnih Zena, je prisustvo celija sa tamno eozinofilnom ili bazofilnom
citoplazmom i jace bazofilnim ekscentri¢nim jedrom. Ovakav izgled je verovatno rezultat

kondenzacije citoplazme, udruzene sa gubitkom kohezije i1 skvravanja ¢elija. Ove Celije



lice na mioblaste i upuéuju na mioidnu formu LCIS-a.”® Sligne éelije sreéu se i kod
odgovaraju¢e forme infiltrativnog lobularnog karcinoma, koji moze biti pleomorfnog
tipa. Celije mioidnog tipa lobularnog karcinoma dojke &e$¢e imaju intracitoplazmatske
rezultat prisustva jasnih meducelijskih granica i prominentnih okruglih centralno
postavljenih jedara okruzenih svetlom citoplazmom. U ovom tipu LCIS-a se obi¢no
nalaze intracitoplazmatske vakuole sa mucinima. Chen i saradnici su opisali deset
slu¢ajeva LCIS-a koji se mogu oznagiti kao pleomorfni apokrini LCIS.*

LCIS Kkarakteristicno zahvata intralobularne i ekstralobularne ili terminalne
duktuse kao i acinusne komponente unutar lobula. Ekstralobularni LCIS u epitelu duktusa

i duktula javlja se u 65-78% pacijenata.*"***

Kod postmenopauzalnih Zena sa atroficnim
lobulima, zahvatanje duktusa moZe da bude jedina manifestacija LCIS-a.*** Nema
upadljive razlike u godinama pacijentkinja koje imaju i koje nemaju duktalno Sirenje
LCIS-a.*

Nepravilni izgled pojedinih duktusa zahva¢enih LCIS-om moze da se opise kao
izgled zubaca na testeri ili izgled lista deteline. Grupe LCIS-¢elija ispod neneoplasti¢nog
duktalnog epitela formiraju pupoljke koji prominiraju put spolja oko periferije duktusa.
Neoplasticne celije se prostiru kontinualno ili diskontinualno duz duktalnog sistema,
potkopavajuci i kona¢no potiskujué¢i normalni duktalni epitel. Kada se to desi, normalni
zlezdani epitel ponekad postaje izdignut ili potisnut prema lumenu. Mioepitelni sloj je
oCuvan u razli¢itom stepenu i moze se pokazati imunocitohemijskim bojenjem na aktin,
katenin ili p63. U nekim slucajevima izolovane LCIS-¢elije se takode mogu naci
pojedinac¢no ili u manjim grupama unutar epitela lobula i duktusa sa slikom koja podsec¢a
na Padzet-ovu bolest bradavice. Ova slika intraepitelnog rasta se odnosi na Padzetoidno
Sirenje zbog pretpostavke rasta neoplasti¢nih ¢elija, porekla lobula, u duktalni epitel.
Kod postmenopauzalnih Zena slika "lista deteline” ponekad se pojavljuje kao stvorena
"de novo" u duktusima pre nego padzetoidnim Sirenjem iz lobula. Slucaj ove
mikromorfoloske alteracije u pojedinim velikim duktusima, ukljuuju¢i 1 one u
subareolarnom regionu, navode na zakljucak da duktusi zadrzavaju kapacitet za lobularnu
diferencijaciju.*’ Ovo pruZa objanjenje za nalaz LCIS ili atipi¢ne lobularne hiperplazije

(ALH) kod biopsija dojke bez klasicne lobularne komponente. Pagetova bolest
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skvamozne povrSine bradavice nije odlika LCIS-a, osim u veoma retkim sluc¢ajevima
kada postoji razvijeno padzetoidno Sirenje u duktusima.*® Neobi¢ni obrazac zahvatanja
duktusa se javlja kada se LCIS razvija u duktusima ve¢ izmenjenim kolagen
sferulozom.*® Ovakva konfiguracija imitira kribriformni intraduktalni karcinom. Kada
LCIS ukljuéuje kolagen sferulozu, mioepitel moze da bude dokazan
imunohistohemijskim bojenjem na p63 i kalponin. U diferencijalnoj dijagnozi
padzetoidne promene treba uzeti u obzir dve abnormalnosti: 1. histiocite u epitelu i 2.
epiteloidnu mioepitelnu hiperplaziju ¢elija. Na velikom poveéanju intraepitelni histiociti
imaju obi¢no penuSavu citoplazmu, ponekad sa lipofuscinskim ili hemosiderinskim
pigmentom i malim tamnim jedrima. Intracitoplazmatski mucin je odsutan u histiocitima
i oni nisu imunoreaktivni na citokeratin. Epiteloidna mioepitelna hiperplazija se ¢esce
zamenjuje sa pedzetoidnim Sirenjem LCIS-a nego sa prisustvom intraepitelnih histiocita.
Epiteloidne mioepitelne ¢elije imaju obi¢no prozirnu vezikularnu citoplazmu. Osim u
papilomima, hiperplasticne mioepitelne ¢elije uglavnom su rasporedene u jednom sloju
Sto manje raslojava epitel u odnosu na padzetoidno Sirenje LCIS-a. U ovom slucaju p63
antitelo je najpouzdanije, jer postoji nuklearna reaktivnost u epiteloidnim mioepitelnim
¢elijama, dok su ¢elije LCIS-a p63 negativne.?

U najrazvijenijem obliku zahvatanja duktusa, LCIS proliferiSe i formira solidnu
masu tumorskih ¢elija koje ispunjavaju i prosiruju lumen duktusa. Ovakvi fokusi mogu
da razviju centralnu nekrozu i kalcifikacije, sto moze da se otkrije na mamogramu. Ova
razvijena forma LCIS-a je E-cadherin negativna i po tome se razlikuje od intraduktalnog
komedo-karcinoma koji je E-cadherin pozitivan.>® Razvijeni LCIS sa nekrozom moze da
sadrzi klasi¢ne, pleomorfne ili obe vrste celija. U nekim slucajevima citoplazma
pleomorfnih LCIS ¢elija ima apokrina svojstva.

Pazljivim pregledom obi¢no se otkriva karaktristican nalaz na terenu adenoze u
kome su Zlezde okruzene bazalnom membranom, mioepitelnim ¢elijama i stromom. Ovi
elementi se mogu dokazati bojenjem na retikulin i imunohistohemijski se mogu dokazati
proteini bazalne membrane (laminin, kolagen tip 4) i mioepitel. Istanjene vretenaste
mioepitelne celije perzistiraju u sklerozirajucoj adenozi i mogu da budu istaknute kada se
ova lezija kolonizuje LCIS-om.>* Miofibroblastna proliferacija u stromi moze da maskira

mioepitelne Celije u skleroziraju¢oj adenozi. Invazija se tesko otkriva kada neoplasti¢ne
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¢elije ostaju u konfiguraciji skleroziraju¢e adenoze. Potvrda invazije, kada postoji LCIS u
sklerozirajucoj leziji, se zasniva na nalazu tumorskih ¢elija u stromi, uz odsustvo
mioepitelnih celija, Sto se dokazuje imunohistohemijski. U ovom slucaju narocito je
korisno bojenje na citokeratine.

Vecina lobula je okruzena fibroznom stromom, ali retko su lobuli locirani u
masnom tkivu dojke. Ovakav nalaz moze da imitira invazivni karcinom. VaZne
karakteristicne osobine koje idu u prilog LCIS-a lokalizovanog u masnom tkivu su:
prisustvo jasno ograni¢enih zlezda sa LCIS-om, komponenate bazalne membrane i
mioepitelne celije. Antitela na p63, CD 10, kalponin i aktin dokazuju mioepitel.
Mioepitel i bazalna membrana su odsutni kada infiltrativni lobularni karcinom zahvata

masno tkivo.?

2.2.2 Atipi¢na lobularna hiperplazija

Zajednicki naziv za atipi¢nu lobularnu hiperplaziju (ALH) i LCIS je lobularna
neoplazija (LN), "in situ” lobularna neoplazija ili lobularna intraepitelna neoplazma
(LIN).>2°%** K inicke indikacije za biopsijsku proceduru kod ALH su identi¢ne onima za
detekciju LCIS, a to su palpabilna lezija ili mamografska abnormalnost. ALH je obi¢no
sluajan nalaz i ona nije specificno vezana za abnormalnosti koje su dovele do
dijagnosticke procedure. U oko 9% slucajeva ALH su u sklopu radiografskih
abnormalnosti.>

Kriterijumi za precizno razlikovanje ALH i LCIS-a ne postoje. Moraju se uzeti u
obzir kvalitativni i kvantitativni faktori.?® Autori uglavnom preporucuju da se lezija koja
je kvantitativno na nivou ispod LCIS-a klasifikuje kao atipi¢na lobularna hiperplazija.
Drugi smatraju da se dijagnoza ALH moze postaviti kada lobularne promene zahvataju
manje od 50% volumena jednog lobula ili manje od jednog kompletnog lobula, pa se
moze zakljuciti da se dijagnoza ALH postavlja kada manje od 75% lobula pokazuje
karakteristike LCIS-a.”® Kvalitativno, ALH se karakteride prisustvom abnormalnih ¢elija
sliénih kao kod LCIS-a unutar jednog ili vise lobula ili duktula. Kod najmanje upadljivog
oblika, ove celije zamenjuju deo normalnog lobularnog Zzlezdanog epitela, briSuci

lumene. Na ovom stupnju proliferacije acinarne jedinice nisu uvecane. Kada se proces
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razvije, nakupljanje veceg broja ovih ¢elija uzrokuje progresivno acinarno Sirenje, ali
granice pojedinih acinarnih jedinica i intralobularnih duktula ostaju nejasne. Celije u
ALH skoro uvek imaju manjak intracitoplazmatskih mucina, a gubitak kohezije nije
izrazen. Slicni kriterijjumi se mogu primeniti za neke lobularne proliferacije koje
zahvataju terminalne duktuse. Takve promene imaju tendenciju javljanja oko, pre nego u
duktalnom lumenu, formiraju¢i obrazac "lista deteline". Lumen takvih duktusa obi¢no je
jasno definisan posebnim slojem kuboidalnih ili plo¢astih duktalnih ¢elija. Protruzija put
spolja od lumena su kruzni dZepovi ili izboCenja, koja se mogu stvarati u kontinuitetu sa
glavnim duktusnim lumenom, ili su pak popunjene razli¢itom koli¢inom neoplasti¢nih
¢elija. Kada se takvi duktusi preseku transverzalno ili tangencijalno, izbocenja prema
spolja imaju simetri¢nu distribuciju opisanu kao izgled zubaca na testeri. ZajedniCko za

ALH i LCIS je da su E-cadherin negativni.>®*’

2.2.3 Diferencijalna dijagnoza izmedu LCIS-a i ALH

Diferencijalna dijagnoza LCIS-a obuhvata brojne proliferativne promene koje
zahvataju terminalne duktuse i lobuluse. Te promene ukljucuju hiperplaziju nalik onoj u
trudnodi ili pseudolaktacionu hiperplaziju, svetlocelijske promene, apokrinu metaplaziju i
ALH. Osim ALH, epitel kod svih ovih promena je E-cadherin pozitivan. Hiperplazija
nalik onoj u trudno¢i pojavljuje se kod premenopauzalnih Zena koje nisu trudne i kod
postmenopauzalnih Zena. Celije mogu da imaju vakuolizovanu citoplazmu, atipi¢ne
apikalne Cuperke ("izdanke") i hiperhromati¢na atipi¢na jedra. Psamomaliki kalcifikati
koji se razvijaju u ovim lezijama omogucuju da ove lezije budu detektovane mamografski
i igleno-biopsijskim procedurama. Svetlocelijske promene koje se deSavaju u pre- i
postmenopauzalnih Zena mogu da budu varijante apokrine metaplazije; zato su one
ponekad prisutne istovremeno u istom lobulu. Svetlocelijska promena obi¢no ne formira
kalcifikate i Cesto je slucajni nalaz na hirurskim ili iglenim biopsijskim uzorcima.
Apokrina metaplazija u lobularnoj hiperplaziji se manifestuje eozinofilijom citoplazme.
Pravilna ¢elijska distribucija ove promene je obi¢no razlikuje od LCIS-a sa eozinofilijom
citoplazme, od lobularnog zahvatanja pleomorfnog LCIS-a i od lobularnog Sirenja

apokrinog intraduktalnog karcinoma.?®
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Obzirom na Cinjenicu da su mutacije na genskom lokusu CDH 1 za E-cadherin
uvek prisutne kod LCIS, moze se napraviti poredenje u odnosu na ALH gde su ove
mutacije veoma retke.”® Opazanja da se reaktivnost za E-cadherin, Alfa- i Beta-katenin
gubi i kod LCIS-a i kod ALH, a da su mutacije u E-cadherin genu nadene skoro samo u
LCIS-u, sugeriSu da su mehanizmi drugaciji od mutacija odgovorni za inaktivaciju E-
cadherina i proteina u vezi sa njim. Ostaje da se determiniSe da li je nagomilavanje
mutacija u CDH 1 genu nuzno za evoluciju ALH u LCIS i u krajnjoj liniji za razvoj
invazivnog lobularnog karcinoma.

Procene rizika za pratec¢i karcinom u Zena sa ALH su otezane zbog nepostojanja

jasne definicije za ovu leziju.
2.2.4 Imunohistohemija LCIS-a

LCIS obi¢no pokazuje nuklearnu imunoreaktivnost na estrogenske 1
progesteronske receptore.58'6° Ekspresija je mnogo ¢es¢e prisutna kod klasicnog LCIS-a
sa niskim nuklearnim gradusom nego kod pleomorfnih varijanti LCIS-a.
Imunohistohemijska membranska reaktivnost HER 2/neu se vrlo retko zapaza kod LCIS-
a, a u sludaju da je prisutna, udruzena je sa pleomorfnim podtipom LCIS-a.*>°86162
Prekomerna ekspresija pS3 imunohistohemijski se ne detektuje kod klasi¢nog LCIS-a.
Nuklearni proliferativni marker Ki-67 je nizak kod klasi¢ne forme LCIS-a,>® dok se
pleomorfni LCIS karakterife Ki-67 indeksom veéim od 10%.%® E-cadherin
imunohistohemijsko bojenje je jako pozitivno u neneoplasticnom duktalnom epitelu i
lezijama koje poticu od njega, ukljucujué¢i i intraduktalni karcinom. Normalni i
neneoplasti¢ni (hiperplasti¢ni) lobularni epitel je takode jako E-cadherin pozitivan.
Veéina neoplastiénih lobularnih lezija se karakteriSe odsustvom E-cadherin reaktivnosti,
a pojedine neoplasticne lobularne ¢elije pokazuju fragmentiranu i diskontinualnu E-

cadherin reaktivnost.®*%
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2.2.5 Mikroinvazija

Termin mikroinvazija se koristi kod invazivnih karcinoma manjih od 1mm

(T1mic). Invazivni fokusi 1 mm ili veéi se opisuju preko dijametra izmerenog na

histoloskom preseku. Mikroinvaziju treba traziti narocito kada uzorak sadrzi razvijeni

LCIS sa izrazitim uvecanjem duktulolobularnih struktura pracenih nekrozom i
kalcifikacijom. Jedva primetne nepravilnosti granica lobula koje ukazuju na poremecenu
bazalnu membranu su takode bitni u razvijenom LCIS-u. Kad se primenom hirurske ili
iglene biopsije dojke utvrdi LCIS ili ALH, tkivo treba detaljno i pazljivo ispitati na
prisustvo fokusa invazivnog lobularnog karcinoma (ILC).

Posto mali broj ¢elija klasicnog ILC-a moZe da bude tezak za razlikovanje od
zapaljenjskih ili stromalnih ¢elija, imunohistohemija se ¢esto koristi u ovim sluc¢ajevima.
Narocito su korisna antitela na citokeratin 7 1 AE1/AE3 za isticanje tumorskih celija u
stromi. Preporucuje se dvostruko imunohistohemijsko bojenje na aktin i citokeratin za
otkrivanje malih ili mikroinvazivnih fokusa lobularnog karcinoma u skleroziraju¢im

lezijama.®®

2.3 INVAZIVNI LOBULARNI KARCINOM DOJKE

Termin lobularni karcinom kona¢no je ustanovljen 1941.god. sa publikacijom
Foote i Stewarta.!” Po njima ,....kada tumor infiltri§e on to &ini na specifidan nagin koji
omogucava osobi sa iskustvom da prepozna njegovo poreklo®. Udruzena dezmoplasti¢na
stromalna reakcija, linearni raspored c¢elija karcinoma i njihova tendencija da rastu
formiraju¢i krugove oko duktusa i lobula (“target"-odni rast) bila su specifi¢na
dijagnosticka obelezja naglasena od strane Foota i Stewara.” Kada se dijagnoza striktno
zasniva na Kriterijumima Foota i Stewarta invazivni lobularni karcinom obi¢no ¢ini 5% ili
manje karcinoma svih serija.®” Ako se zastupaju blazi dijagnosticki kriterijumi, frekvenca
invazivnih lobularnih karcinoma iznosi od 10 do 14 % invazivnih karcinoma.?®® Studija
populacije Zena sa invazivnim karcinomom dojke dijagnostifikovanim od 1987. do 1999.

pokazala je da je incidenca invazivnog lobularnog karcinoma porasla tokom ovog
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perioda.”® Pove¢ana incidenca invazivnog lobularnog karcinoma bila je najveéa kod Zena
starijih od 50 godina. U veé¢im serijama uzastopnih slucajeva nije zabelezena povecana
ucestalost invazivnog lobularnog karcinoma potvrdena imunohistohemijski E-

cadherinom.”®
2.3.1 Klinicke karakteristike invazivnog lobularnog karcinoma dojke

Invazivni lobularni karcinom (ILC) moze da se javi u skoro svim starosnim
dobima Zena (28-86 godina). U vecini studija su prisutni podaci koji se tiCu prosecne
starosti Zena u vreme postavljanja dijagnoze i to je izmedu 45 i 56 godina.®”®®"7
Invazivni lobularni karcinom je relativno ¢e$¢i kod Zena starijih od 75 godina (11%) u
odnosu na 7ene mlade od 35 godina.” Prilikom analize ena sa razli¢itim tipovima
karcinoma dojke proseCna starost bolesnica sa ILC-om i invazivnim duktalnim
karcinomom, za oba tipa, je 57 godina.”” U tri studije nadeno je da su bolesnice sa
klasi¢nim invazivnim lobularnim karcinomom mlade od bolesnica sa razli¢itim podtipom
invazivnog lobularnog karcinoma.®®’>"® Cetvrta studija pokazala je da su bolesnice sa
razli¢itim podtipom tumora bile prose¢no mlade (47 godina) od onih sa klasi¢nim tipom
tumora (53 godine).” Prisutni simptom kod veéine slucajeva je lode ograni¢ena masa, ali
u nekim slucajevima jedini dokaz neoplazme je nejasno zadebljenje i/ili sitna difuzna
nodularnost. Velike lezije ¢eS¢e uzrokuju retrakciju koze ili fiksaciju, ali se ti znaci mogu
pripisati malim povrSinskim tumorima. Nekoliko autora je saopstilo manju ucestalost
kalcifikata detektovanih mamografski u ILC-ima nego kod duktalnih karcinoma.”” "
Rodenko i sar. nasli su da je MRI mnogo efikasnija od mamografije za definisanje
veli¢ine primarnog lobularnog karcinoma u znagajnom procentu sluajeva.®® Yeh i sar.
saopStili su da je tumorska morfologija, koja se vidi na MRI kombinovana sa
kvantitativnim merenjem preuzimanja gadolinijuma, bila efikasna za detekciju invazivnih
lobularnih karcinoma u veéini slu¢ajeva.®’ U nekim sluéajevima invazivni lobularni
karcinom je bio udruZen sa smanjenjem veli¢ine dojke na mamografiji, mada promene u
veli¢ini nisu klini¢ki zapazene.®” Ove bolesnice uglavnom pokazuju zadebljanje pre nego

izdvojenu masu na klinickom ispitivanju, $to odgovara difuznom invazivnom karcinomu

dojke. Ultrazvuéno, 60,5% ILC-a vide se kao heterogena hipoehogena masa sa uglastim
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ili lose definisanim marginama i pozadinskim zasencenjem.®® Ostali tumori imaju
drugacije ultrazvucne karakteristike, uklju¢ujuéi i 12% onih koji se ultrazvukom ne mogu
videti. Senzitivnost ultrazvuka za tumore manje od 1 cm je 85,7%. Klasi¢ni invazivni
lobularni karcinom tezi da formira ,,fokalne senke bez izdvojene mase* dok tumori sa
pleomorfnim Kkarakteristikama se vide kao ,,mase u vidu senke* . Tumori alveolarne,
solidne i "signet ring" klase se naj¢e$¢e manifestuju kao ,,lobulirane, jasno ograni¢ene
mase*.®® Ultrazvuk je koristan za otkrivanje multifokalnih i multicentri¢nih invazivnih
lobularnih karcinoma.®* Selinko i sar. zapazili su da je senzitivnost ultrazvuka za
otkrivanje ILC 98%, znacajno veca od senzitivnosti mamografije (65%).85

Poredenjem mamograma ILC-a i drugih tipova karcinoma dojke, zapaza se da su
lobularni karcinomi ("nareckane”-"spiculated" forme) mnogo ¢e$ée u vezi sa retrakcijom
bradavice ili koze dojke.’*® Najées¢a mamografska manifestacija ILC-a je asimetri¢na,

77,79,87 . . v ..
7987 Karcinomi sa meSovitim

slabo ogranicena ili iregularna (izreckana) tkivna masa.
lobularnim i duktalnim karakteristikama teze da imaju mamografska obelezja koja se
nalaze na sredini ove dve grupe. Prema nekim studijama u 46% slu¢ajeva mamograma,
ponovnom analizom je dokazano prisustvo ILC-a, mada je u pocetku nalaz bio
negativan.’®

Odsustvo dobro definisanih margina, a u nekim slucajevima tendencija da se
formiraju multipni ¢vori¢i kroz celu dojku, su karakteristike koje mogu da oteZzaju
radioloSku detekciju ILC-a, $to vodi u lazno-negativnu dijagnozu. Bolesnice sa tumorom
u vidu nazubljene mase imaju manju verovatno¢u da imaju rezidualni karcinom kada se
uradi reekscizija, od onih sa loSe definisanom asimetri¢nom lezijom.®” Maniji broj ILC-a
se mamografski vidi kao okrugli ili ovalni tumor.®®

Mendelson i saradnici su opisali pet mamografskih nalaza koji mogu da ukazu na
ILC. To su: 1) asimetrina gustina bez jasnih margina; 2) gusta nazubljena masa; 3)
Gvrsta dojka bez ociglednog tumora; 4) mikrokalcifikati i 5) diskretna okrugla masa.®
Asimetri¢na, loSe ograniCena gustina je najée$¢i nalaz. Zbog toga ILC ne formira
specificni ili karakteristiéni mamografski izgled. ILC se ¢eS$ce registruje u vremenskom

intervalu izmedu dva skrininga.” Kepple i saradnici su saopétili da je u njihovoj seriji od

29 ILC-a 41% mamograma opisano kao normalno. Promene detektovane u ostalih 59%
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sluajeva imale su izmene u arhitektonici (28%), prezentovane su kao mase (24%), a

imale su mikrokalcifikate u 7%. Merljive lezije su nadene samo u 14% slugajeva.®*
2.3.2 Multifokalnost, multicentri¢nost i bilateralnost karcinoma dojke

Karcinom dojke obi¢no se prezentuje kao fokalna abnormalnost unutar dojke.
Multipli karcinomi dojke, posebno kada se nalaze u ipsilateralnoj dojci su izazov za
patologe 1 za kliniare u smislu identifikacije porekla celija 1 najboljeg terapijskog
pristupa. Mnogo je dabata oko prevalence multicentricnih karcinoma dojke, sa
saopstenom udestalodéu od 4-65% slucajeva.’**® Isto tako, multifokalni karcinom dojke
desava se u oko 60% slucajeva karcinoma dojke, a 4-5% pacijenata sa karcinomom dojke
imaju bilateralnu bolest u vreme dijagnoze.

Originalna klasifikacija karcinoma kao multicentricni ili multifokalni bazirana je
na pretpostavci da se karcinomi koji se razvijaju u jednom kvadrantu dojke vrlo
verovatno razvijaju u istim duktalnim strukturama, u odnosu na one Kkoji se razvijaju u
razdvojenim oblastima dojke. Molekularne studije ukazuju da se vecina, ali ne i svi,
multicentri¢nih karcinoma razvijaju iz istih éelija.”” Dowson i saradnici su posmatrali
opseg imunohistohemijskih i histoloskih markera u multifokalnim/multicentri¢nim
(mf/mc) karcinomima dojke. Analizom su nasli karakteristike koje ukazuju na zajedni¢ko
klonalno poreklo u 17 od 24 slu¢aja.®® Middleton je kod 31 od 32 pacijenata sa
multicentricnim karcinomom, na$ao oba tumora iste histologije 1 gradusa, a 72%
pacijenata imalo je "in situ” karcinom u oba tumora. Imunohistohemijsko bojenje za
hormonske receptore, HER 2/neu i Ki67 se poklapalo u 11 od 14 slucaja. Kod jednog
pacijenta sa 2 histoloski razli¢ita tumora (ILC i IDC) imunohistohemijski rezultati su bili
konkordantni.*®

U literaturi je saopsteno da 17% karcinoma dojke su imale multipne lezije koje se
nalaze u istom kvadrantu dojke, a 37% u razli¢itim kvadrantima.” Holland i saradnici
ispitivali su mastektomijske uzorke 282 pacijenta sa T1 i T2 invazivnim karcinomima
koji su klinicki ili radiografski izgledali kao unicentri¢ni. Samo kod 37% pacijentkinja
nisu nadeni dodatni tumorski fokusi. Dodatni fokusi tumora prisutni unutar 2 cm od

opisanog karcinoma, videni su u 20% slucajeva, a ostalih 43% imalo je fokuse na vecoj

18



udaljenosti.”? Multicentri¢ni fokusi su bili i kod invazivnih i intraduktalnih karcinoma, a
njihovo prisustvo nije bilo u korelaciji sa veli¢cinom primarnog tumora.

Mada su studije pacijenata sa invazivnim tumorima imale dosledno verifikovane
multicentricne procese tumora, nalazi kod DCIS-a bili su manje uniformni. Grump i
saradnici saopstili su da 81% pacijenata sa DCIS-om ima multifokalnu ili multicentri¢nu
bolest, a Schwartz saopitava incidencu multicentridnosti DCIS-a od 45%.%? Zbog
poprecnih preseka istog duktusa, na mikroskopskim plo¢icama se mogu pojaviti odvojeni
tumorski fokusi, tako da je kod vec¢ine ovih studija incidenca multicentri¢nosti DCIS-a
precenjena.*

U vreme kada je mastektomija jedina hirur§ka opcija za karcinom dojke, prisustvo
mikroskopskog multifokalnog ili multicentricnog tumora ima samo akademski znacaj.
Mnoge prethodno opisane studije govore protiv kompletnog odstranjivanja dojke kao
jedinog moguceg resenja za karcinom dojke. Nasumicne studije pokazale su da se vecina
tih subklini¢kih tumorskih fokusa dobro kontrolidu radioterapijski.** Tako su termini
multifokalna 1 multicentri¢na bolest rezervisani za pacijente sa multipnim tumorima
dokazanim klinickim ispitivanjem, mamografski, ultrazvukom i rutinskim patoloSkim
ispitivanjem.

Prema podacima iz literature do sada nije postignuta saglasnost oko faktora koji
su u vezi sa razvojem multicentri¢nih karcinoma. Fukutami i saradnici su uporedivali
incidencu multicentri¢nosti kod 469 pacijentkinja sa familijarnim karcinomom dojke i
3334 sa sporadi¢nim karcinomom dojke tretiranih u istom periodu.” Nije bilo razlike u
globalnoj incidenci multicentricnosti, mada je zapazena neznatno veca incidenca
multicentri¢nih karcinoma kod premenopauzalnih Zena sa familijarnim karcinomom
dojke.

Studije koje su ispitivale patoloSke osobine karcinoma kod Zena sa BRCA 1 ili
BRCA 2 mutacijama saopstile su povecanu incidencu multicentricne bolesti.®* Histoloski
podtip invazivnog karcinoma se nije pokazao kao prediktivni faktor multicentri¢nosti.
Starije studije sugeriSu da su infiltrativni lobularni karcinomi mnogo skloniji ka
multicentri¢cnom rastu, a kada se LCIS izuzme, multicentri¢nost nije tako ucestala kod
ILC-a.%4%
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Prisustvo klinicki ili mamografski evidentnog multicentricnog karcinoma, sigurna
je kontraindikacija za postedne terapijske procedure (BC-47).%

Bilateralni karcinom dojke oznacava pojavu odvojenih primarnih karcinoma
dojke koji se razvijaju u obe dojke. Opisani su kao sinhroni kada se tumori
dijagnostificiraju unutar 6 meseci jedan od drugog i kao metahroni ukoliko se
dijagnostikuju u intervalu veéem od 6 meseci izmedu pojavljivanja.*?

Pitanje koje se javlja kada je u pitanju bilateralni karcinom dojke je da li su
prisutne dve primarne lezije ili je to jedan primarni tumor Koji je metastazirao u
kontralateralnu dojku. Kiriterijumi koji se koriste u razlikovanju primarnog od
metastatskog tumora ukljucuju prisustvo "in situ" promena u kontralateralnoj leziji,
razli¢it histoloski izgled, razlike u stepenu diferencijacije izmedu lezija i odsustvo drugih

dokaza lokalnog ili sistemskog Sirenja primarne promene.*®

Kori$¢enjem tih kriterijuma,
metastaze u kontralateralnoj dojci su retke, osim ako nije prisutna jako uznapredovala
metastatska bolest ili lokalno uznapredovali karcinom dojke. Molekularne studije
podrzavaju glediste da su mnogi bilateralni karcinomi dojke nezavisni tumori.*”* Teixera
i saradnici su komparativnom genomskom hibridizacijom ispitivali 7 bilateralnih
karcinoma dojke i utvrdili da su 6 od 7 pojava nezavisni tumori.’®* Sli¢ni nalazi su
saopSteni i od strane Agelopoulosa i saradnika kod 16 bolesnica sa sinhronim
bilateralnim karcinomima dojke, i studije alelskog imbalansa kod 28 bilateralnih
karcinoma dojke, gde je zajedni¢ka klonalnost iskljudena kod 28 slu¢ajeva.9%*%

Lee 1 saradnici su izraCunali da je frekvenca javljanja kontralateralnog karcinoma
posle 10 godina praéenja 10%.'%°% Za pacijente sa invazivnim lobularnim karcinomima
u principu se smatra da imaju izuzetno veliki rizik bilateralnog karcinoma u poredenju sa
7enama sa drugim tipovima karcinoma.'® Siroki globalni opseg procenta bilateralnosti
koji je opisan, ide od 6-47% i zavisi od toga kako su podaci prikupljani i tabelarno
prikazani, pa je bilateralnost opisana u 6-28% slu¢ajeva.®’ 37173107108 postoie dokazi da
je frekvenca bilateralnosti veca u pacijenata sa klasi¢énim invazivnim lobularnim
karcinomima nego u bolesnica sa razli¢itim podtipovima ILC-a."% Studije pracenja su
pokazale da je razvoj kontralateralnog karcinoma kod bolesnica prethodno tretiranih zbog
ILC-a 10-14%.%%1°°" [obularna komponenta nadena je u veéini sinhronih ili

metahronih kontralateralnih karcinoma, a najmanje 50% njih je invazivno.’>®%108.109
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Saopsteno je da se LCIS vida u 17%, a ILC kod 3% kontralateralnih profilakti¢kih
mastektomija.'*

Verovatno¢a da postoji kontralateralni invazivni karcinom znaajno je veca u
zena koje imaju multicentri¢ni invazivni karcinom ipsilateralne dojke, ili metastaze u
ipsilateralnim limfnim &vorovima.?® Prema studijama nekih autora, kontralateralni
intraduktalni karcinom se mnogo ceS¢e vida u zena sa ipsilateralnim lobularnim

karcinomima (5,2%), nego u onih sa ipsilateralnim duktalnim karcinomima (1,1%).""*

2.3.3 Makroskopski izgled i veli¢ina invazivnog lobularnog karcinoma dojke

Veli¢ina ILC-a varira i krece se od vizuelno okultnih promena mikroskopskih
dimenzija, do tumora koji difuzno zahvataju ¢itavu dojku. Tipicno za ILC je da je to
jedan ¢vrst do tvrd tumor sa nejasnim granicama. Ivice promene se mogu mnogo jasnije
odrediti palpacijski nego inspekcijski, zato Sto granica moze biti neprimetna, izmeSana sa
okolnim parenhimom. Cisti¢ne formacije, hemoragija, nekroza ili makroskopski vidljivi
kalcifikat u formi "tragova krede" u principu nisu prisutni. Veéina tumora su sivi ili beli,
skiroznog ili fibroznog izgleda. Celijske varijante ILC-a se ponekad opisuju kao promene
zuto-mrke boje.?

Kod nekih slu¢ajeva, eksciziona biopsija ne mora biti vizuelno abnormalna i
samo je blago ¢vrsta pri palpaciji, mada je znatno zahvac¢ena tumorom koji je evidentan
pod mikroskopom.'*? Slede¢a makroskopska manifestacija ILC-a je formiranje brojnih
sitnih, Cvrstih Cvori¢a koji podse¢aju na minimalne kamenci¢e ili zrnca peska u
parenhimu dojke. Ovi fokusi imitiraju mikroskopski i makroskopski izgled sklerozirajuce
adenoze. Kompaktni tvrdi fokusi ili sitni ¢vori¢i mogu biti jedini dokaz karcinoma u
kontralateralnom biopsijskom uzorku dojke, kada se klinickim pregledom za suprotnu

dojku, smatralo da nije izmenjena.?®
2.3.4 Mikromorfoloske karakteristike i podtipovi invazivnog lobularnog karcinoma dojke

Pet godina nakon opisa LCIS-a, Foote i Stewart dali su opis invazivnog

lobularnog karcinoma.*? Infiltrativni deo lobularnog karcinoma tipiéno pokazuje trake
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tumorskih celija koje su uglavnom slobodno rasute po fibroznoj stromi. Posle nastale
infiltracije, ne postoji tendencija ¢elija da simuliraju atipi¢ne lobule. Nacin rasta u vidu
sirokih plaza ocigledno nije karakteristican, a velika celularnost u primarnom tumoru je
retka, ali je opisana.'*

Na citoloskom nivou, tumorske ¢elije su opisane kao ¢elije male do srednje
veli¢ine, prili¢no uniformne u pogledu bojenja, a pokazuju relativno male nepravilnosti.
Zbog izuzetno malih kancerskih ¢elija i gustog rasporeda celija koje se nalaze u
metastatskim limfnim nodusima, Foote i Stewart su upozorili na mogucénost pogresne
dijagnoze, kao Sto su npr. metastaze limfoma. Oni su istakli prisustvo centralnih

mukoidnih kapi u tumorskim ¢elijama kao dijagnosticki znak koji mozZe biti od pomoéi.'’

2.3.4.1 Promene u stromi invazivnih karcinoma dojke

Mezenhimalne promene poznate kao stromageneza, deSavaju se paralelno sa
tumorogenezom, a li¢e na inflamatorni odgovor tokom zarastanja rana ili fibroze.**3*
Stromageneza je reakcija vezivnog tkiva domaéina koja je indukovana neoplazmom,
prate¢im razvojem tumora i moze se podeliti u tri razli¢ite faze: 1) normalnu, 2) glavnu (
osnovnu ) i 3) aktiviranu (udruZenu sa tumorom).**%*%

Dominantni ¢elijski tip u normalnoj stromi su fibroblasti u stanju mirovanja i
njihov ekstracelularni matriks, za koje se veruje da ograniCavaju tumorsku progresiju
delujué¢i kao prirodna barijera.****"?* Medutim, rani hiperplastiéni tumori mogu
pokrenuti mezenhimalne promene u osnovnoj stromi i izazvati, stimulisati ili podrzati
(umesto ogranienja) tumorsku progresiju.t*”*%1%12 Tokom te paralelne progresije
stroma postaje potpuno aktivirana, a fibroblasti strome pocinju sa ekspresijom vise
specifiénih gena, kao 3to je kolagen tipa 1.**® Kroz kasno aktiviranu fazu strome tumor
postaje invazivan i dobija metastatski potencijal.™*'*** Karakteristike aktivirane strome
mogu se manifestovati kao dezmoplasti¢na ili onkofetalna tumorska mikrosredina.'*

Dezmoplasti¢ni stromalni fenotip moze da bude izgleda oziljka, jako fibrozan i
¢ini vise od 50% tumorske mase. Najbrojnije stromalne celije kod dezmoplasti¢ne

reakcije su fibroblasti.****123:133
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Kod dezmoplazije, miofibroblasti unutar tumorske strome proizvode i organizuju
ekstracelularni matriks (ECM) bogat fibronektinom i poviSenim nivoom kolagena tipa
1.1 Osim toga, visoko proliferativni fibroblasti i tumorska stroma bogata fibronektinom
i kolagenom tipa 1 &esto je udruZena sa losijom prognozom karcinoma dojke.*** Postoje i
sugestije da se osnovna (glavna) stroma nasleduje ili stie, a takva tumorska stroma
potpomaze epitelnu transformaciju kroz mutacije (mutagenezu).™’

Zbog nedostatka odgovarajucih, fizioloski bitnih, eksperimentalnih modela
dogadaji koji su pokretaci stromalne inicijacije 1 mehanizmi koji podsticu 1 podrzavaju
progresiju tumora su uglavnom nepoznati.**

Mada su studije iz 50-ih godina proslog veka predlozile da dezmoplazija
predstavlja nezreli (preegzistirajuéi) kolagen,*® sada postoje jasni dokazi da kolagen
sintetiSu miofibroblasti koji su prisutni u intersticijumu.*****" Opisano je nekoliko
mehanizama kojima se mogu aktivirati miofibroblasti da sintetiSu kolagen. To ukljucuje

37

imune citokinske mehanizme i mikrovaskularno oste¢enje,”*’ sa Kkarakteristikama

identi¢nim kao kod zarastanja rana'*®

I parakrinu aktivaciju miofibroblasta faktorima
rasta koje oslobadaju tumorske c’:elije.lg’g’140 Razli¢iti faktori rasta, kao S§to su
transformisuci faktor rasta (TGF)-a, TGF-B, insulinu sli¢an faktor rasta (IGF)-1, IGF-11 i
trombocitni faktor rasta (PDGF) su aktivirani kao produkti sekrecije kancerskih ¢elija, a
oni mogu da stimuliu ¢elije strome.***™** Faktori rasta kao §to su TGF-B, produkovan od
strane tumorskih ¢elija, je naveden kao najodgovorniji za transdiferencijaciju fibroblasta
u miofibroblaste.**> Osim transdiferencijacione uloge, TGF-R u tumorima ima brojne
uloge: dovodi do znaCajnijih promena u citokinskom balansu, proteinima ECM,
proteinazama 1 njihovim inhibitorima i obezbeduje ukrStanje informacija od znacaja za
invaziju i prezivljavanje, angiogenezu i izbegavanje nadzora od strane imunog
sistema, 40148

Uloga dezmoplasti¢ne reakcije kod progresije karcinoma dojke je jo$ uvek nije
jasna, a moze se menjati u zavisnosti od prirode same reakcije. U stadijumu "in situ"
karcinoma, maligne epitelne éelije sekretuju faktore rasta (PDGF'° i/ili TGF-B1™° sa/bez

drugih faktora) i tako stimuliSu miofibroblaste u okolnoj stromi. Tako se sintetiSu razli¢iti

stromalni proteini (kao S§to su fibronektin, tenascin i1 kolageni tipa 1 1 3),

23



metaloproteinaze®®*!*?

i faktori rasta sa angiogenim efektima, koji pomazu u invaziji,
daljem rastu kancerskih ¢elija i potpomaZu metastaziranje.'*®

Postoji jo§ mnogo nerazjasnjenih Cinjenica U vezi dezmoplasticnog odgovora sa
potrebom definisanja jasnih kriterijuma koji ¢e povuci paralelu izmedu "in situ" i
invazivnih karcinoma dojke, uz detaljno ispitivanje znacajnosti u okviru primarnih
karcinoma dojke.***
Razvoj i progresija tumora se smatra posledicom disbalansa izmedu apoptoze i

proliferacije transformisanih éelija.'*

Medutim, progresija u smislu maligniteta zahteva
dinamicku interakciju izmedu tumorskih ¢elija 1 okoline u kojoj one "napreduju". Ova
interakcija omogucuje promene u tumorskoj stromi, ukljuéujuéi i pojavu dezmoplazije.'>

Glavne karakteristike ¢elijsko-stromalnih interakcija su odredene proteoglikanima
ECM-a. Oni predstavljaju kompleksni dinami¢ni sistem interakcija sa epitelnim
strukturama u periodu razvoja dojke, modifikaciji tkiva dojke i patoloskim stanjima.'*®
Znacajni ¢lan familije matriksnih proteoglikana ukljuen u modifikacije strome zbog
neoplasti¢nih signala ili reparativnih procesa u dojci je verzikan. Verzikan je hijaluron-
vezujuéi protein sa razli¢itim i kompleksnim ulogama u ¢elijsko-stromalnim
komunikacijama i u izmenama sastava strome. On reguliSe celijsku adheziju
antiadhezivnom aktivnos¢éu svog G 1 domena i proadhezivhom aktivnoséu G 3
domena.” Kod adultnih tkiva verzikan se nalazi u elasti¢nim vlaknima i laminama
vezivnog tkiva. Kod normalne dojke on pravi tanak rub oko lobula i duktusa.'*®

Geni koji su identifikovani u ¢elijama invazivnog fronta karcinoma dojke su
odraz prisustva razliCitih komponenti stromalnog odgovora domacina, ukljucujuci
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remodelovanje ECM-a (na primer collagen 1ol),”" angiogenezu (na primer IGFBP 7 i
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osteonectin),” imuni odgovor ( na primer immunoglobulin heavy chain y3), povetanu

proliferaciju ( cdk inhibitor 3 i SMC 4-like 1)***** ili povecanje nivoa transkripcije

(ribozomalni proteini).*®?

Moguce je da ekspresija gena specificnih za invaziju ima veze
sa organom u kome dolazi do stromalne reakcije.'®® Geni specifi¢ni za invaziju kod
pojedinih tipova karcinoma su identifikovani, pre svega, zbog njihove pojacane
ekspresije u kvantitativnom smislu.*®®

Elastoza je takode znacajan stromalni odgovor kod invazivnih duktalnih i kod

invazivnih lobularnih karcinoma, bez znacajnijih razlika izmedu ova dva tipa karcinoma
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dojke. Sa druge strane, medularni karcinomi dojke ne izazivaju znacajniju elastozu.
Faktori koji pospesuju pojac¢anu produkciju elasti¢nih vlakana i prognozni znacaj elastoze
nije sasvim jasan.'®*

Invazivni lobularni karcinomi imaju identi¢nu reakciju strome kao i invazivni

duktalni karcinomi.®*

Ranije se smatralo da su elasticna vlakna koja se nalaze u
karcinomima dojke produkti neoplasticnih ¢elija.**>'®® Medutim, elektronomikroskopske
studije su pokazale da se fibroblasti i miofibroblasti, u invazivnim karcinomima dojke sa
izrazenom stromalnom reakcijom, nalaze u izobilju elasti¢nih i kolagenih vlakana.'®*
Ipak, ustanovljeno je da su fibroblasti i glatkomisiéne Celije sposobne za produkciju
elasti¢nih vlakana.'®" 1%

Mikromorfoloski, elastoza se mnogo ¢eS¢e uocCava kao difuzni tip elastoze nego
kao tzv. "kolapsni" tip elastoze, koja predstavlja novoformirana elasticna vlakna u

interlobularnoj stromi oko duktusa.*®

Medutim, dok u normalnom tkivu dojke nekoliko
elasti¢nih vlakana okruzuju kolagena vlakna, u "kolapsnom" gomilanju elasti¢nih vlakana

dominantnu ulogu imaju stromalna kolagena vlakna.
2.3.4.2 Klasicni podtip invazivnog lobularnog karcinoma dojke

Opis ILC-a koji su dali Foote i Stewart siroko je prihvacen kao definicija
klasi¢nog podtipa ovog karcinoma i mnoge naredne klini¢cko-patoloske studije pazljivo
koriste te kriterijume.**?

Kao sto je prvobitno definisano, ¢elije kod ovog tumora imaju karakteristi¢cno
mala jedra, oblika sociva. To je posledica potiskivanja jedara malim, skrivenim lumenima
ispunjenih mucinom koji su klasi¢no obelezje lobularnog karcinoma.’®® Ovi skriveni
lumeni mogu varirati u veli¢ini, a u mnogim tumorima su neupadljivi i otkrivaju se
bojenjem na mucine (AB-PAS). U nekim tumorima oni mogu da budu upadljivi i daju
tumoru klasi¢nu ’’signet-ring’> morfologiju. Nukleolusi se obi¢no ne vide, a mitoze su
retke. U vecini slucajeva nacin rasta tumora je karakterisitican sa linearnim rasporedom
¢elija koje se provlace izmedu kolagenih snopova formirajuci tzv. ,,indian files*. Takav
linearni rast ¢esto se orjentise oko normalnih struktura kao sto su duktusi, na vrtlozni

target-oidan nagin.®*1"°
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Prva veca studija radena je 1966. godine i obuhvatala je 142 ILC-a. U ovoj studiji
73 ILC-a je procenjeno kao "pravi" ILC, zbog toga $to su oni u velikoj meri, ili u celini
pokazali na¢in rasta u vidu niza pojedinagnih éelija.®’

Nekoliko nadina rasta Se moze svrstati u promene klasifikovane kao klasi¢ni
invazivni lobularni karcinom. Tumorske ¢elije pokazuju gubitak kohezije. Najizrazenija
manifestacija ove osobine na dvodimenzionalnim histoloskim presecima je tendencija da
se formiraju tanke trake ¢elija rasporedene na linearan nacin. U vecini sluCajeva trake su
siroke vise od jedne ili dve éelije. Siroke trake éelija koje se mestimi¢no anastomoziraju
&ine trabekularni invazivni lobularni karcinom.?

Neki tumori pokazuju nacin rasta kod kojeg se tumorske ¢elije nalaze u okolini
duktusa i lobula u vidu koncentri¢nih krugova. Takva distribucija ima izgled bikovog oka
ili mete (target). Inflamatorne celije rasporedene oko duktusa mogu da imitiraju
"targetoid”-ni nacin rasta ILC-a, a takav fenomen je zabeleZzen kao dijagnosticki problem,
naro¢ito kod kriostatskih preseka ili kod iglenih biopsijskih uzoraka.'™ Samo u retkim
slucajevima ILC je pracen limfocitnom reakcijom. U izuzetnim sluéajevima moze da Se
nade izrazeni limfoidni infiltrat sa prisustvom germinativnih centara, $to moze da navede
na pogresnu dijagnozu koegzistentne limfocitne mastopatije.’> Limfoplazmocitna
reakcija se nalazi mnogo ceS¢e u solidnim i alveolarnim podtipovima nego u klasi¢nom
ILC-u. Granulomatozna inflamatorna reakcija je neuobicajena u ILC-u.”®

Termin limfoepiteloliki karcinom se primenjuje za ILC  sa izrazenom
limfocitnom reakcijom.”® Celije ILC mogu da budu pogres$no prepoznate kao histiociti
medu limfocitima. Intracitoplazmatski mucini kancerskih c¢elija se uvek boje
mucikarminom ili imunohistohemijski citokeratinom AE1/AE3. Limfociti mogu da budu
pomesani sa éelijama ILC-a i oni su neznatno manji od kancerskih éelija.”®

U manjem broju slucajeva, linearni na¢in rasta u vidu traka nije toliko upadljiv, a
tumorske celije pretezno rastu u vidu manjih rasutih, neuredenih fokusa. Takav tip
invazije (infiltracije) ne pokazuje odvojenu masu i uglavnom se nalazi u bolesnica sa
malim ili neznatno velikim invazivnim karcinomima. Male tumorske celije u takvim
invazivnim fokusima mogu da budu pomesane sa limfocitima ili plazma celijama u

fibroznim ili masnim podrugjima, kada se preseci gledaju pod manjim poveéanjem.”®
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Interlobularna stroma kod bolesnica sa LCIS-om treba da bude pazljivo ispitana
zbog skrivenih fokusa invazije.

Mnogi tumori, u velikoj meri sacinjeni od klasi¢nog ILC-a imaju neznatne
komponente u kojima identicne ¢éelije pokazuju drugaciji nadin Sirenja (invazije). Zbog
takve pojave savetovano je da se dijagnoza ILC-a postavlja u slucaju kada najmanje 70%
tumora ima nain rasta "single file", a taj kvantitativni Kkriterijum je generalno
prihvaéen.”* Raznovrsnost u na¢inu rasta je faktor koji dovodi do problema u postavljanju
dijagnoze ILC-a.*"**"

Sve citoloske karakteristike koje se vidaju u LCIS-u, mogu biti prisutne i u ILC-u.
Kada je sekrecija izrazena, ¢elije imaju "signet ring" konfiguraciju. Sa gore spomenutim
bojenjima, ¢esto je moguée pokazati malu koli¢inu sekreta i u "ne-signet ring" ¢elijama.
Vecina takozvanih "signet ring" karcinoma dojke su forme ILC-a,'#*"® ali iste ¢elije se

takode retko nalaze i u invazivnim duktalnim karcinomima.t’¢*"

2.3.4.3 Pleomorfni podtip invazivnog lobularnog karcinoma dojke

Neki invazivni lobularni karcinomi sastoje se kompletno ili delimi¢no od c¢elija
koje su vece od ¢elija u klasi¢nom ILC-u i imaju relativno obi¢nu eozinofilnu citoplazmu.
U nekim slucajevima jedra su hiperhromna, a ekscentri¢nost jedara uz izraZzen nukleolus
daje tim ¢elijama plazmacitoidni izgled. Takve éelije opisane su razli¢ito: kao mioidne,”

179,180 ;

i pleomorfne ¢elije lobularnog karcinoma. 882

histiocitoidne

Pleomorfni podtip pokazuje izrazeni nuklearni polimorfizam sa nuklearnim
gradusom 3 prema modifikovanim Scarfe, Bloom i Richardson-ovom sistemu gradiranja,
koji su opisali Elston i Ellis.>***® Ovi tumori su agresivnije prirode, Ges¢e gradusa 3 i
uopste imaju visok mitotski indeks. U vecini slu¢ajeva nacin rasta je kao kod klasi¢nog
lobularnog karcinoma. Medutim, grada moZze da bude izrazito meSovita, a pleomorfna
jedra posebno se isticu u regionima alveolarnih ili solidnih podtipova.
Imunohistohemijski profil znacajno se razlikuje od klasiénog podtipa lobularnog
karcinoma, sa prekomernom ekspresijom HER2, izrazitom p53 ekspresijom i u nekim
slu¢ajevima gubitkom ekspresije estrogenskih i progesteronskih receptora.’®'** Takode

je opisana povecana ekspresija visokomolekularnog citokeratina i hlromogranina.169
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Varijante pleomorfnog ILC-a su apokrini i histiocitoidni podtip. Celije kod ovih tumora
Cesto imaju velika, oc¢igledno nukleolisana jedra i obilnu citoplazmu. U celini ¢elije mogu
da li¢e na makrofage - otuda i termin histiocitoidni.*®

Eusebi i saradnici su istakli prisustvo apokrine diferencijacije u pleomorfnom
ILC-u i zakljuéili su da ti pacijenti imaju narocito agresivan klinicki tok, zbog toga Sto je
9 od 10 pacijenata u njihovoj seriji razvilo rekurentni oblik ILC-a. Svih 9 pacijenata
imalo je metastaze u limfnim nodusima u vreme dijagnoze.’® Apokrina diferencijacija je
takode zabeleZzena od strane drugih autora koji su postavili dilemu granice izmedu
klasi¢ne i pleomorfne mikromorfologije u "in-situ” komponentama.*®®*% Pleomorfni ILC
su imunoreaktivni na Gross-cystic disease fluid protein-15 (GCDFP-15), marker apokrine
diferencijacije.'®18°

Drugi histoloski dokaz da je pleomorfni lobularni karcinom varijanta lobularnog
karcinoma obuhvata padzetoidno "in situ™ duktalno Sirenje sa na¢inom rasta u vidu lista
deteline, Cesto prisustvo intracitoplazmatskih mucina, linearni nacin invazije 1
istovremeno prisustvo klasi¢nog invazivnog lobularnog karcinoma u nekim slu¢ajevima.
Treba imati na umu da je retka varijanta invazivnog apokrinog duktalnog karcinoma
sastavljena od rasutih pleomorfnih tumorskih ¢elija, ponekad sa linearnim nac¢inom rasta i
intracitoplazmatskim vakuolama ispunjenih mucinima, Sto je rezultat distribucije
karcinoma po stromi izmenjenom pseudoangiomatoznom stromalnom hiperplazijom.*®’

Mala ucestalost reaktivnosti na ER i PR nalazi se kod pleomorfnih ILC-3,%% a i
apokrini karcinomi su takode tipicno negativni na ove hormonske receptore. Prisustvo
androgenih receptora je detektovano kod pleomorfnih ILC-a,*® a tipi¢no su prisutni u

apokrinim karcinomima.

2.3.4.4 Alveolarni podtip invazivnog lobularnog karcinoma dojke

Alveolarni podtip se javlja u vidu alveolarnih formacija ¢elija karcinoma,
odvojenih tankim trakama fibrozne strome. Celije imaju uniformna okrugla i centralno
postavljena jedra.?® Ovaj karakteristi¢an nadin rasta formira ovalne nakupine dvadest ili
viSe neoplasti¢nih ¢elija na na€in koji imitira lobularni karcinom in situ. Ovakav nacin

rasta je Gesto deo meSovitog podtipa lobularnog karcinoma dojke.*®
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2.3.4.5 Solidni podtip invazivnog lobularnog karcinoma dojke

Solidni podtip ima neoplasti¢ne ¢elije koje formiraju plaze i kao takve mogu da
imitiraju druge promene, najée$¢e limfom. Obi¢no promene imaju visok nuklearni
gradus. Detaljnija ispitivanja Cesto otkrivaju polja klasi¢nih “’indian files’’, obi¢no na

.. .. . . . L, qe. . .1
margini promene, mada i limfomi mogu da ispolje takvu éelijsku organizaciju.*®

2.3.4.6 Tubulolobularni podtip invazivnog lobularnog karcinoma dojke

Tubulolobularni podtip je sacinjen od manjih tubula kao i traka tumorskih ¢elija
koje rastu linearno kao klasi¢ni ILC. Zbog toga §to on ima mnoge karakteristike na
granici izmedu ILC-a 1 tubularnog karcinoma, uklju¢uju¢i i manje povoljnu prognozu
nego tubularni karcinom, autori su zakljuc¢ili da se tubulolobularni karcinom mora
smatrati posebnim podtipom invazivnog lobularnog karcinoma.*® Prvi put opisan od
strane Fisher-a 1977. godine® , ovaj tumor se Kkarakterife svim citoloskim
karakteristikama klasi¢nog lobularnog karcinoma (“indian files" i "target"-oidna
konfiguracija), ali uz prisustvo tubula malog pre¢nika. Vazno je naglasiti da ova promena
nije isto Sto i morfoloSki heterogena meSavina tipi¢nog tubularnog 1 infiltrativnog
lobularnog karcinoma za koji bi trebalo da se koristi termin tubularno/lobularni meSoviti
tip. Medutim, neki autori smatraju da je promena bliza tubularnom nego lobularnom

karcinomu.*®*

2.3.4.7 Mesoviti lobularni podtip invazivnog lobularnog karcinoma dojke

Trabekularne i alveolarne varijante 1LC-a opisane su 1979.%° Oko 50% tumora
ima trabekule od jednog sloja ¢elija, a samo 10% poseduje trabekule od ¢elija u tri sloja.
Da bi dobio na znacaju termin trabekularni bi trebalo ograni€iti na tumore sa upadljivim
trakama, koje su Siroke najmanje dve éelije.”® Obicno se trabekularni na¢in rasta nalazi
zajedno sa drugim varijantama, kada se tumor oznacava kao mesoviti lobularni podtip.

Alveolarni nacin rasta se definiSe kao "viSe ili manje loptasti agregat" od 20 ili viSe ¢elija
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i Cesto je deo slike meSovitog lobularnog podtipa.®® Cinjenica da brojni sluGajevi
klasicnog ILC imaju mnoge od komponenti alveolarnog, tubularnog, trabekularnog ili
solidnog rasta je dokaz koji podrzava ovu Klasifikaciju neoplazmi, koja mnogo vise istice
te karakteristike u vidu podtipova ILC-a. Zakljucak se moze izvesti i na osnovu ¢injenice

da su opisani podtipovi E-cadherin-negativni.?®

2.3.4.8 Kombinovana mikromorfoloska klasifikacija invazivnog lobularnog karcinoma

Tumori sa citoloskim karakteristikama invazivnog lobularnog karcinoma u kojima
postoje bitni elementi nelinearnog rasta oznaceni su kao podtipovi ILC-a. Polja klasi¢nog
ILC-a sa linearnim nafinom rasta nalaze se u vecéini podtipova. Poslednje decenije
opisane su: trabekularni, alveolarni i solidni podtip, prosiruju¢i tako grupu tumora
dijagnostikovanih kao ILC.?® Fechner je opisao 6 karcinoma sa nainom rasta koji
objedinjuje nekoliko podtipova, oznacenih kao solidni sa ¢elijama tipi¢nim za ILC. Celije
formiraju kompaktna gnezda nepravilnog oblika, nekada u kontinuitetu sa pojedina¢nim
trakama cCelija. Ponekad se slivene ili solidne grupe tumorskih c¢elija rasporeduju kao
okrugle mase koje se ne moraju uvek zapaziti mikroskopski, kao i makroskopski.”* Nisu
uocene znacajnije razlike u godiStima ili u veli¢ini tumora izmedu Zena sa klasicnim
varijantama ILC-a i onih sa solidnom varijantom ILC-a. Neki autori smatraju da se
solidni nacin rasta srece u 41% ILC-a (9 od 22). Koegzistiraju¢i LCIS je naden u 10 od
22 (45%) slucajeva.™
Kombinovana podela ILC-a zasniva se na dva vazeca principa:

1. prema tipu rasta kancerskih ¢elija: linearni (klasi¢ni tip lobularnog karcinoma),

trabekularni i nelinearni tip rasta (alveolarni, solidni i disperzni).

2. prema stepenu (de)diferencijacije na: bazaloidni tip, apokrini tip, mucin
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produkujudi, histiocitoidni, mioidni i pleomorfni.

Disperzni (rasuti) podtip ILC-a prezentuje se kao slabo ograni¢eni fokusi
neupadljivih ¢elija invazivnog karcinoma, koje se mogu pomeSati sa zapaljenjskim

éelijama rasutih po kolagenoj stromi.?®
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Veliki problem nastaje u pokusaju da se definiSu i uporede podtipovi ILC-a, koji
su rariteti u ¢itavoj grupi tumora sa svega nekoliko podtipova. Serija od 230 bolesnica sa
ILC-om u stadijumu I i Il obuhvatila je 176 (77%) Zena sa klasi¢nim podtipom ILC-a i 54
(23%) sa razli¢itim podtipovima ILC-a. Osim mlade zivotne dobi bolesnica sa ILC-om,
komparacijom izmedu klasi¢nog ILC-a i pojedinac¢nih podtipova ILC-a nisu zapazene
klinicke razlike. Zene sa klasi¢nim invazivnim lobularnim karcinomom imale su
znacajno vecu ucestalost duktularnog Sirenja i sklonost ka multicentricnosti, koja se
manifestovala vecom frekvencom bilateralnosti, veli¢inom kao i mikroskopskom

multifokalno$éu.”

2.3.5 Stepenovanje invazivnog lobularnog karcinoma dojke

Stepenovanje (gradiranje) invazivnih karcinoma dojke vr§i se prema

modifikovanom Bloom-Richardson-ovom sistemu po Elstonu i Ellisu (Nottingham
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gradiranje),”” $to je prikazano u tabeli 1.

Tabela 1. Stepenovanje invazivnih karcinoma dojke (Modifikovani Bloom-Richardson
sistem po Elstonu i Ellisu)

HP karakteristika Kriterijumi Vrednost (poeni)
stvaranje tubularnih formacija >75% 1
10-75% 2
<10% 3
pleomorfizam tumorskih jedara mali 1
srednji 2
jako izrazen 3
Broj mitoza (HPF=objekt.40x, | 0-7 mit./10 HPF 1
dijametar vidnog polja 0,52mm) 8-14 mit./10 HPF 2
>15 mit./10 HPF 3

Zbir poena: 3,4,5= G1 - dobro diferentovani karcinom
6,7 = G2 - srednje diferentovani karcinom
8,9 = G3 - slabo diferentovani karcinom

Pleomorfni podtip ILC-a Cesto pokazuje jedarnu atipiju, visi mitotski indeks i veci

jedarni gradus.**®

Pojedine studije su saopstile da je vise od 65% pleomorfnih lobularnih
karcinoma gradusa 2 po Elston-ovoj i Ellis-ovoj modifikaciji Scarf-Bloom-Richardson-

ovog sistema stepenovanja.***
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2.3.6 Odredivanje stadijuma karcinoma dojke

T-stadijum ILC-a moze biti pogresno odreden ukoliko se bazira jedino na veli¢ini
makroskopski vidljivog tumora, kada postoji makroskopski nevidljivi dodatni fokus
invazivnog karcinoma.

Neki nalazi ukazuju da postoje¢i "TNM-staging” Kriterijumi, bazirani na
najveéem pojedinacnom tumorskom fokusu, mogu znacajno podceniti tezinu primarnog
tumora kod znacajnog broja pacijenata sa ILC-om.*®
pTNM Klasifikacija karcinoma dojke (WHO)*®
pT - primarni tumor

pTX primarni tumor se ne moZe odrediti

pTO nema dokaza primarnog tumora

pTis karcinom "in situ”

pTis (DCIS) duktalni karcinom "in situ™

pTis (LCIS) lobularni karcinom "in situ”

pTis (Paget) Paget-ova bolest bradavice bez dokazanog tumora. Napomena:
ukoliko se dokaze 1 primarni tumor onda se veli¢ina tumora klasifikuje.

pT1 tumor veli¢ine 2 cm ili manje u najve¢em promeru

pT1mic mikroinvazija od 0,1 cm ili manje u najve¢em dijametru

pTla tumor veéi od 0,1 cm ali ne ve¢i 0od 0,5 cm u najve¢em promeru

pT1b tumor veéi od 0,5 cm ali ne ve¢i od 1 cm i1 najve¢em dijametru

pTlc tumor veci od 1 cm ali ne veéi od 2 cm u najve¢em dijametru

pT2 tumor veci od 2 cm ali ne ve¢i od 5 cm u najvecem dijametru

pT3 tumor veéi od 5 cm u najvec¢em dijametru

pT4 tumor bilo koje veli¢ine sa direktnim Sirenjem na zid grudnog kosa ili Sirenje
u kozu. Zid grudnog kosa ukljucuje rebra, interkostalne misi¢e 1 prednji zupcasti misi¢
(M.serratus anterior), ali ne i muskulaturu M.pectoralisa.

pT4a tumor sa Sirenjem u zid grudnog koSa

pT4b tumor sa edemom (ukljucujuéi "peau d'orange") ili sa ulceracijom koze
dojke ili sa satelitskim metastazama na koZi iste dojke

pT4c kriterijumi pod 4a i 4b zajedno
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pT4d inflamatorni karcinom (mastitis carcinomatosa)
pN- regionalni limfni ¢vorovi

pNX regionalni limfni ¢vorovi se ne mogu odrediti (ranije uklonjene)

PNO bez metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima (napomena: ovde spadaju i
sluéajevi prisustva samo pojedina¢nih izolovanih tumorskih ¢elija u regionalnim limfnim
¢vorovima i one pojedinacne tumorske ¢elije koje ne pokazuju znakove proliferacije ili
stromalne reakcije).

pN1mi mikrometastaze (vece od 0,2 mm ne veée od 2 mm u najve¢em promeru)

pN1 metastaza(e) u 1-3 ipsilateralna limfna ¢vora aksile i/ili ipsilateralni limfni
¢vorovi duz A.mammariae internae sa mikroskopskom (-im) metastazom (metastazama),
koje su otkrivene disekcijom limfnih ¢vorova "strazara" (pNsn), medutim ti ¢vorovi nisu
bili klinicki prepoznatljivi.

pN1la metastaza(e) u 1-3 ipsilateralna limfna ¢vora veée od 2 mm u pre¢niku

pN1b limfni ¢vorovi duz A.mammaria interna sa mikroskopskim metastazama,
koje su otkrivene disekcijom limfnih ¢vorova "strazara", koji nisu bili klinicki
prepoznatljivi.

pN1c metastaze u 1-3 ipsilateralna aksilarna limfna ¢vora duz A.mammaria
interna sa mikroskopskim metastazama koje su otkrivene disekcijom limfnih ¢vorova
"strazara", koji nisu bili klini¢ki prepoznatljivi.

PN2 metastaze u 4-9 ipsilateralnih aksilarnih limfnih ¢vorova ili klinicki
prepoznatljivi limfni ¢vorovi duz A.mammaria interna, a bez metastaza u aksilarnim
limfnim ¢vorovima.

pN2a metastaze u 4-9 ipsilateralnih limfnih ¢vorova, najmanje veli¢ine 2mm u
precniku

pN2b metastaze u klinicki prepoznatljivim (izmenjenim) ipsilateralnim limfnim
¢vorovima duz A.mammaria interna i bez metastaza u aksilarnim ¢vorovima.

pPN3 metastaze u najmanje 10 ipsilateralnih limfnih ¢vorova; ili u ipsilateralne
infraklavikularne limfne ¢vorove; ili u klini¢ki promenjenim (prepoznatljivim) limfnim
¢vorovima duz A. mammaria interna sa najmanje jednom metastazom u aksilarnim

¢vorovima; ili viSe od 3 metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima sa klinicki
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neizmenjenim (neprepoznatljivim) ali mikroskopski verifikovanim metastazama duz
A.mammaria interna; ili metastaze u ipsilateralne supraklavikularne limfne ¢vorove.

pN3a metastaza(e) u najmanje 10 ipsilateralnih aksilarnih limfnih ¢&vorova
(najmanje veli¢ine 2mm i vece) ili metastaze u ipsilateralne infraklavikularne limfne
c¢vorove

pN3b metastaza(e) u klinicki izmenjenim (prepoznatljivim) limfnim ¢vorovima
duz A.mammaria interna sa prisustvom najmanje jedne aksilarne metastaze u limfnom
¢voru; ili metastaze u vise od 3 aksilarna limfha ¢vora i u limfhim ¢&vorovima duz
A.mamaria interna, koji su dokazani putem disekcije limfnih ¢vorova "strazara", Koji
klinicki nisu bili prepoznatljivi.

pN3c metastaza (e) u ipsilateralne supraklavikularne limfne ¢vorove.
pM-udaljene metastaze

pMX udaljene metastaze se ne mogu odrediti

pMO bez udaljenih metastaza

pM1 udaljene metastaze

Multicentrini invazivni karcinomi stadiraju se koriS¢enjem najveceg primarnog
karcinoma, ¢ime se odreduje pT stadijum.197 Kada se dijametar najveceg multicentri¢nog
tumora koristi da bi se odredila veli¢ina tumora, bolesnice sa multicentriénim tumorima
imaju znatno viSe nodalnih metastaza kod T1 i T2 tumora, nego oni sa unicentricnim

tumorima.*®®

Kada se koriste zbirni dijametri multicentri¢nih tumora za procenu veli¢ine
tumora, nema signifikantne razlike u incidenci nodalnih metastaza za posmatrane T
stadijume. To sugeriSe da, bez obzira na odredeni stadijum, celokupna veli¢ina tumora u
dojci se moze uzeti u obzir kada se donese odluka o potrebi za adjuvantnom terapijom
kod bolesnica sa negativnim limfnim &vorovima.*

Perineuralna inavazija je neuobiCajena kod ILC-a, ali se moze uociti kod
uznapredovalih promena. Tumorski embolusi u limfaticima takode se retko sre¢u kod
ovog tipa karcinoma, a u slucaju skvr€enih arteficijalnih pukotina mogu da simuliraju
karcinom u limfnim sudovima. Pravi tumorski embolus u limfatiku obi¢no se sastoji od

malih grupa tumorskih éelija ili izolovanih ¢elija.?
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Morphopoulos 1 saradnici proucavali su proSirenost angiogeneze u ILC
imunohistohemijskim  koris¢enjem antitela srodnog faktora VIII.  Gustina
mikrocirkulacije nije signifikantno zavisila od godina, menopauzalnog statusa, velicine
tumora, histoloskog podtipa, zahvacenosti limfnih nodusa. Gustina mikrocirkulacije nije

pokazatelj globalnog preZivljavanja ili duZeg relapsnog perioda.*®®

2.3.7 Kariometrijska analiza karcinoma dojke

Kvantitativne razlike izmedu c¢elija benignih 1 malignih tumora su opisane jo$
1840. godine,?® a u narednim decenijama su se izdvojili morfometrijski aspekt (veli¢ina i
oblik) i fotometrijski aspekt (intenzitet bojenja).?**2%

Morfometrija predstavlja kvantitativnu ekspresiju odredenih geometrijskih
karakteristika.”®* Postoji oko 50 parametara (osnovnih i izvedenih) koji se koriste za
analizu veli¢ine i oblika jedara. Kariometrijskim analizama najcesce se odreduju veli¢ina
i oblik jedara, planimetrijskom ili stereoloskom metodom.?%® Planimetrija se moZe opisati
kao merenje geometrijskih karakteristika dvodimenzionalnih objekata. Planimetrijske
karakteristike kod razli¢itih promena dojke, su prvi put saopstene od strane Nienhaus-a
1977. godine.’®® Godine 1981. i 1985. dve morfometrijske studije su saopstile predikciju i
prognozu karcinoma dojke.?*"?® Naknadno je manji broj studija imao za cilj predikciju,
prognozu, stepenovanije ili diferencijalnu dijagnozu promena u dojci.??***

Pojedine morfometrijske studije su istakle da je povrSina preseka jedara korisna u
diferencijaciji dva najée$¢a histologka tipa karcinoma dojke.?'? Takode je saopsteno da je
proseCna povrSina preseka jedara statisticki znacajno veca kod duktalnih nego kod

lobularnih karcinoma dojke.?** Rajesh i saradnici su 2002. godine objavili studiju gde je

saopsteno da je povrsina preseka jedara znaGajna za razlikovanje ILC-a od IDC-a.*"*

2.3.8 Nacin sirenja invazivnog lobularnog karcinoma

Embrioloski dojka se u potpunosti razvija unutar superficijalne fascije koze, tako

da tkivo dojke i koza koja ga prekriva funkcionalno pripadaju jednoj limfati¢noj jedinici.®
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Injekcione studije obezbeduju dovoljno dokaza koji podrzavaju glediSte da limfaticna
drenaza cele dojke ide zajednickim kanalima, bez obzira na kvadrant dojke u kome je
primarni tumor lokalizovan.?**

Invazivni lobularni karcinom moze da metastazira limfaticima ili hematogenom
diseminacijom. Metastatski depoziti lobularnog karcinoma teze da dupliraju citoloske
karakteristike primarnog tumora. Na primer, "signet ring" ¢elijska formacija je upadljivija
u metastazi nego u primarnom tumoru.?

Metastaze klasi¢nog ILC-a u aksilarnim limfnim ¢vorovima se $ire u veikoj meri
duz sinusoida ili zahvataju sinusoide i limfoidno tkivo. Kada je zahavatanje limfnog
¢vora nepravilno, razlikovanje tumorskih ¢elija i histiocita je otezano. Problemi takode
mogu da nastanu kada se pojavi slu¢aj opseznih nodalnih metastaza koje su ograni¢ene
na sinusoide, a li¢e na izraZzenu sinus histiocitozu. Takav nafin metastatskog Sirenja je
opisan kao "sinus katar". U ovim okolnostima, tumorske ¢elije se ponekad rasporeduju
pojedina¢no ili u manjim grupama u poljima limfoidnog tkiva. U tom slu¢aju, moze se
nai¢i na limfni nodus kod koga je metastatski lobularni karcinom koncentrisan u
sinusoidima hilusa. Reaktivne promene histiocita u sinusoidima limfnih ¢vorova mogu da
lice na metastatski lobularni karcinom. Vakuolizovani histiociti udruzeni sa silikonskim
mastitisom podsecaju na "signet-ring" ¢elije i oni nisu uvek ograni¢eni na sinusoide, a
dzinovsko ¢elijska reakcija je obi¢no prisutna. "Signet-ring" ¢elijska sinus histiocitoza,
retka neneoplasticna reaktivna promena nepoznate etiologije, posebno se tesko razlikuje
od metastatskog lobularnog karcinoma.”*® "Signet-ring" histiocitoza li¢i na metastatski
lobularni karcinom na rutinskim HE-preparatima, pa je potrebno primeniti histo- ili
imunohistohemijske procedure. Citoplazmatsko bojenje sa Periodic Acid Shiff-om (PAS)
blokirano dijastaza tretmanom i slabo do srednje pozitivno mucicarmine bojenje moze da
se vidi u "signet-ring" histiocitima. Ove c¢elije nisu imunoreaktivne sa markerima
epitelnih Celija, kao $to su cytokeratin ili GCDFP 15, a reaktivne su na histiocitne
markere (lysozyme, CD68 i Alfal-antitripsin).**°

Elektronomikroskopski su prisutne citoplazmatske vakuole ili amorfne, elektrono-
guste masti u "signet-ring" histiocitima.?*° Etiologija "signet-ring" histiocita nije jasna, ali
mnoge prikazane bolesnice su imale prethodnu hirur§ku intervenciju zbog karcinoma

dojke ili koronarne bolesti srca.”*® Lipidi koji su prisutni u ovim éelijama mogu poticati
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od traumatizovanog masnog tkiva prethodne operacije. Citoplazma histiocita se boji
ruziCasto mucikarminom, ali citoplazmatske vakuole nisu mucikarminofilne.

Kada se dijagnoza metastatskog lobularnog karcinoma u limfnim ¢vorovima ne
moze sa sigurnoséu postaviti na rutinskim histoloSkim preparatima, moze se upotrebiti
imunohistohemijska analiza citokeratinom niske molekulske tezine u cilju otkrivanja
skrivenih  mikrometastaza. Nema usaglasenog misljenja o0oko Koristi rutinske
imunohistohemijske primene radi otkrivanja mikrometastaza ILC-a u limfnim nodusima,
ali publikovani radovi potvrduju da je to korisna procedura. Pojedini autori prikazuju
nalaze skrivenih mikrometastaza kod blizu 1/3 sludajeva upotrebom ove metode.?*" %8
Neki su koristili dodatne serijske HE preseke kao i imunohistohemijsko bojenje na
citokeratine da bi se detektovali metastatski karcinomi u aksilarnim limfnim nodusima
prethodno oznaceni kao negativni. Skrivene metastaze su nadene imunohistohemijski u
39% slucajeva, a u 3% slucaja obi¢nom HE-metodom.?*

Pregledom limfnih ¢vorova "strazara" kod 449 bolesnica sa ILC-om, otkriveno je
189 (42%) metastatskih karcinoma. Ucestalost nodalne zahvacenosti bila je direktno u
vezi sa veli¢inom tumora (<lcm, 17%; 1,1-2 cm, 33%; 2,1-3 cm, 60%; 3,1-4 cm, 74%).
Samo primenom imunohistohemije naden je metastatski karcinom u 65 slucajeva (34%),
uklju¢ujuéi 1 17 slucajeva izolovanih tumorskih celija, 40 mikrometastaza 1 8
makrometastaza. Disekcija aksile je uradena u 161 (85%) slucaju, sa otkrivanjem
metastatskog karcinoma u limfnim ¢vorovima koji nisu "strazari" u 66 (41%) slucajeva.
Nijedna bolesnica sa izolovanim tumorskim c¢elijama u limfnom ¢voru "strazaru" nije
imala pozitivne ostale limfne ¢vorove. Konacno, 12 (24%) bolesnica sa
imunohistohemijski pozitivnim limfnim ¢vorovima "strazara" imalo je metastatski
karcinom i u ostalim limfnim ¢vorovima. Imunohistohemijski citokeratin se obi¢no
upotrebljava kod analize limfnog ¢vora "strazara", a moze se koristiti i kod svih limfnih
¢vorova bolesnica sa ILC-om ukoliko je limfni ¢vor "strazar" zahvaden metastatskim
karcinomom ve¢i od mikrometastaze.??

Teskoce u razlikovanju metastatskog lobularnog karcinoma od histiocita su
opisane i van limfnih &vorova.'”™ Tako orbitalne metastaze mogu da budu proglasene
malignim limfomom ili melanomom. Na o¢nom kapku metastatske promene mogu da

179,221

lice na halacion. Izolovane tumorske celije u kostnoj srzi lice na hematopoetske
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elemente.???

Retrospektivnim pregledom biopsija kostnih srzi, sve su pokazale skrivene
metastatske karcinome dojke dokazane imunohistohemijski citokeratinom. Otkriveno je
da je metastatski lobularni karcinom dijagnostifikovan na HE-preparatima u 39% tih
slucajeva. U istoj studiji, karcinom je detektovan u 58% HE-preparata tkivnih biopsija
kostne srzi pacijenata sa duktalnim karcinomom. Iz tog razloga se preporucCuje da
imunohistohemijski citokeratin bude ukljucen u rutinsku proceduru biopsija kostne srzi,
bolesnica sa karcinomom dojke, naro¢ito sa ILC-om.??

Karakteristi¢ne lokalizacije sistemskih metastaza su takode povezane sa ILC-om.

Istrazivaéi su uporedivali na¢in metastatskog Sirenja duktalnog i lobularnog karcinoma na

223 224

obdukcijama™® ili kroz klinicke podatke.”” Oba pristupa su otkrila statisticki znacajniju
ucestalost metastatskog Sirenja lobularnog karcinoma na peritoneum i retroperitoneum,
leptomeninge, gastrointestinalni trakt 1 ginekoloske organe, a nisku ucestalost plu¢nih 1

224 Kosti su Gesto mesto metastaza 1LC-a.2*%*® U jednoj studiji,

pleuralnih metastaza.
parenhimne metastaze u jetri, plu¢ima 1 mozgu rede su detektovane, na autopsiji ili
klini¢kim ispitivanjem, kod pacijenata sa ILC-om nego kod pacijenata sa IDC-om.***
Drugi autori su saopstili da su metastaze u jetri signifikantno ucestalije kod ILC-a nego
kod IDC-a,%" ili da nema signifikantne razlike u ucestalosti metastaza u jetri.?>*** Nema
znacajne razlike u distribuciji metastatskih depozita izmedu bolesnica sa klasi¢nim i
drugim podtipovima ILC-a."

Zahvatanje centralnog nervnog sistema obi¢no poprima formu karcinomatoznog
meningitisa i sastoji se od difuzne leptomeningealne infiltracije.?*#42%?% prisustvo
skrivenog karcinoma sa simptomima koji se mogu pripisati leptomeningealnim
metastazama je opisano.”® Jayson i saradnici su nasli da 67% pacijenata sa
karcinomatoznim meningitisom ima lobularni ili meSoviti duktulo-lobularni karcinom.?*
Bolest ima rapidno progresivni tok, sa srednjim intervalom od 10,9 meseci od primarne
dijagnoze do meningealnog ispoljavanja. MoZdani infarkti mogu se pripisati mukusnim

embolusima kod pacijenata sa "signet-ring" varijantom ILC-a.%**

230

"Signet-ring™ ¢elije su
tipi¢no prisutne u cerebrospinalnoj te¢nosti.
Intraabdominalne metastaze imaju tendenciju da zahvataju serozne povrSine i

176,223,224,227,232 223,233

retroperitoneum ili ovarijume. HirurSkom pretragom ponekad se

otkriva istanjenje seroznih, mezenteri¢nih i retroperitonealnih tkiva, bez izolovane mase
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tumora. Ureteralna opstrukcija se moze razviti kao posledica retroperitonealnih

metastaza.??®

U ostalim slucajevima, postoji difuzno Sirenje na uterus i ovarijume, sa
uveCanjem ovarijuma 1 tako formiraju¢i obelezja Krukenbergovog tumora.
Kompjuterizovana tomografija (CT) pokazala se posebno korisnom u otkrivanju
abdominalnih metastaza 1LC-a.?** Poseban dijagnosticki izazov je prisustvo metastaza

lobularnog karcinoma u uterusu.?®

Kancerske ¢elije su izmeSane sa normalnim ¢éelijama
endometrijalne strome i tako mogu da se previde u kiretmanu endometrijuma dobijenog
od bolesnica sa vaginalnim krvavljenjem. Celije metastatskog lobularnog karcinoma u
endometrijumu mogu da budu otkrivene i u cervikalnom brisu.”*® Liebmann je saopstio
slu¢aj bolesnice sa prethodno neprepoznatim ILC-om dojke, kod koje je nadena
metastaza lobularnog karcinoma u uterusnom leiomiomu.?®” Metastatski lobularni
karcinom neden je i u endometrijalnim polipima koji su bili u vezi sa tretmanom
tamoxifenom.?®

ILC moze da da serozne i muralne metastaze zahvatajuci zeludac. Klinicki 1
patoloski nalazi mogu da budu identi¢ni nalazu onih u primarnom karcinomu
zeluca.?>??*239  Jedan slucaj vredan paznje je gastrektomija koja je uradena zbog
karcinoma koji je zahvatio Zeludac, a 18 meseci ranije je dijagnostikovan ILC-dojke.?*
Imunohistohemijsko bojenje na ER receptore iskoriS¢eno je za razlikovanje zeludacnog
od karcinoma dojke, ali slabo pozitivni receptori nisu iskljucili prisustvo Zeludacnog
241,242

karcinoma. ER-receptori su detektovani u Zeluda¢nom karcinomu biohemijskim i

imunohistohemijskim procedurama,?***

velikoj meri kod bolesnika u Aziji. U jednoj
studiji, ER-receptori su znacajno detektovani i to ¢eS¢e kod lose diferentovanih nego kod
dobro diferentovanih Zeludaénih karcinoma, a imunoreaktivnost nije bila zavisna od
pola.?** Chaubert je saopstio da je ER imunoreaktivnost odsutna kod karcinoma Zeluca
evropskih pacijenata.”*> Metastatski "signet-ring" karcinom dojke koji zahvata Zeludac i
druga mesta je verovatno pozitivan na GCDFP-15, dok je primarni karcinom Zeluca retko
imunoreaktivan na GCDFP-15. Gubitak E-cadherin ekspresije je naden kod karcinoma
zeluca, a familijarni karcinom Zeluca je udruzen sa germline mutacijama E-cadherin
gena.?*®

Metastatski lobularni karcinom u kolonu moze da imitira primarni karcinom

kolona.?*” Razlikovanje metastatskog lobularnog karcinoma i nekih karcinoidnih tumora
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je izazov u dijagnostici. Saopsten je sluc¢aj bolesnice sa klasicnim ILC-om koja je imala i
tumor apendiksa, primarno interpretiran kao metastaza ILC-a. Daljim
imunohistohemijskim ispitivanjima potvrdena je imunoreaktivnost na neuron-specifi¢nu
enolasu (NSE) i druge neuroendokrine markere, a nije bilo reaktivnosti na ER. Bolesnica
je imala i ILC i karcinom apendiksa, tako da ILC-i mogu da ispolje i neuroendokrina
svojstva.?®

2.4 TKIVNI MARKERI U LOBULARNOM KARCINOMU DOJKE

UproS¢eno, biomarker je bilo koji analit (DNK, RNK, protein, metabolit) u
telesnim te¢nostima, ¢elijama ili tkivima koji sadrzi informaciju o: statusu bolesti,
progresiji ili reakciji na terapiju. Biomarkeri su "sijamski blizanci" "target" terapija.
Mogu da budu: 1) dijagnosti¢ki markeri, 2) prognosti¢ki markeri i 3) prediktivni markeri.
Dijagnosti¢ki markeri obezbeduju informacije 0 prisustvu ili odsustvu za datu bolest.
Prognosticki markeri daju informacije o verovatno¢i prezivljavanja za datu bolest.

Prediktivni markeri daju informacije o verovatno¢i odgovora na terapiju.248

2.4.1 Estrogen i karcinom dojke

Estrogen je jedan od ozbiljnijih faktora rizika za progresiju i razvoj karcinoma
dojke. Preko 85% karcinoma dojke kod Zena vodi poreklo od luminalnog sloja epitelnih
¢elija dojke. Povecani rizik za razvoj karcinoma dojke postoji kod osoba sa pove¢anim
nivoom endogenog estrogena u krvi. Uticaj nivoa koncentracije serumskog estrogena u
vezi je sa menstrualnim ciklusom kod premenopauzalnih zena, a mnogo je ustaljeniji kod

o 249
postmenopauzalnih zena.

2.4.1.1 Sinteza estrogena

Estrogeni derivati: estron (E1), estradiol (E2) i estriol (E3), C18 steroidi poti¢u od

holesterola. Holesterol preuzet od strane steroidogenih ¢elija odlaZe se i sklanja na mesto
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sinteze steroida.?*°

do 18.%"
Oba citohroma CYP17 (P450 17 hidroksilaza) i CYP19 (P450 aromataza)

Razli¢iti steroidi nastaju redukcijom u broju ugljenikovih atoma od 27

ukljueni su u biosintezu estrogena. Aromatizacija je poslednji korak u formiranju
estrogena, a P450-aromatazni monoksigenazni enzimski kompleks prisutan je u glatkom
endoplazmatskom retikulumu gde funkcionise kao demetiliSuci katalizator ove reakcije.
U tri uzastopne hidroksilacione reakcije, od estrona (E1) i estradiola (E2) obavezno se

formiraju posebni prekursori androstendion i testosteron.

2.4.1.2 Metabolizam estrogena

Osim S§to prelaze enterohepaticnu cirkulaciju, estrogeni se metaboliSu
hidroksilacijom a zatim i metilacijom do formiranja katehol estrogena i metilisanih
estrogena.®*

Hidroksilacijom estrogena dobijaju se 2-hidroksiestrogeni, 4-hidroksiestrogeni i
16-Alfa-hidroksiestrogeni (katehol estrogeni), medu kojima se 4-hidroksiestrogeni i
16Alfa-hidroksiestradioli smatraju kancerogenim.

Metilacijom 2- i 4-hidroksiestrogena katehol-O-metil transferazom dobijaju se
metoksilisani metaboliti estrogena.”®* Katehol estrogeni su vezani za estrogenske
receptore i imaju slabu estrogensku aktivnost kod zivotinja. Lipoidni estrogeni su estri
estrogena sa mastima koji se ukljucuju kao posebna klasa steroidnih hormona, a sintetisu
se u krvi, kojom cirkuliSu vezani za lipoproteine. Globalno, manje od 10% serumskog
estradiola je vezan za lipoproteine, uglavnom za lipoproteine velike gustine, mada se
serumski estradiol moZe preneti i lipoproteinima niske gustine.?®® Lipoidni estrogeni
mnogo manje podlezu kataboli¢kim procesima za razliku od slobodnih estrogena, stoga
imaju vek trajanja do eliminacije iz cirkulacije. Lipoidni estrogeni snizavaju
koncentraciju estradiola 1 inhibiraju oksidaciju lipoproteina niske gustine, Sto je

saopsteno U "in vitro" sistemima.?*®
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2.4.1.3 Funkcije estrogena

Estrogen stimuliSe rast, protok krvi i zadrzavanje vode u genitalnim organima.
Ukljucen je i u lipoproteinske receptore u dojci, a snizava serumsku koncentraciju LDL
holesterola u jetri. Estrogen povecava potencijal zgrusavanja krvi. U gastrointestinalnom
traktu estrogeni mogu imati ulogu u zastiti od karcinoma kolona.”>’ Estrogen poveéava
turgor koZe i produkeiju kolagena redukujuéi tako dubinu bora u starenju.?®

U dojkama, estrogen stimuliSe rast i diferencijaciju duktalnog epitela, podsticuci
mitotsku aktivnost cilindri¢nih ¢elija duktusa i stimuli§uéi rast vezivnog tkiva.>® Gustina
estrogenskih receptora u tkivu dojke najveca je u folikularnoj fazi menstrualnog ciklusa,
a pada nakon ovulacije. Estrogen ovarijuma ima primarnu ulogu u uspostavljanju i
odrzavanju reproduktivne funkcije. Dodatne funkcije estrogena su razvoj skeleta,

kardiovaskularnog sistema i mozga.?®
2.4.1.4 Molekularna dejstva estrogena

Molekularni mehanizmi estrogena na jedarnu DNK obuhvataju estrogen i njegov
jedarni receptorni kompleks sacinjen od regulatornih regiona estrogen osetljivih gena.
Takvi dimeri u vezi su sa faktorima bazalne transkripcije, kao aktivatorima i

korepresorima menjaju¢i tako gensku ekspresiju.®*

Estrogen je ligand zavisni
transkripcioni faktor ¢ime se objaSnjava latentnost vecine estrogenih odgovora u target
tkivima.?®® Estrogen ulazi u ¢eliju difuzijom i vezuje se za ligand-vezujuce mesto
receptora. Kompleks estrogen-estrogen receptor difunduje u jedro gde se vezuje za
specifi¢nu sekvencu DNK, nazvanu estrogen reaktivni element (ERE). Estrogen-estrogen
receptor kompleks nije samo vezan za reaktivne elemente, ve¢ i za jedarne receptorne
koaktivatore ili represore. reguliSe transkripciju gena oslobadaju¢i finalne estrogen

reaktivne elemente, moduliSu¢i aktivnost drugih transkripcionih faktora, a takode moze

da poveca prezivljavanje ¢elija karcinoma dojke i rast tumora.?®®
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2.4.2 Estrogenski i progesteronski receptori

Postoje dva podtipa estrogenskih receptora i nekoliko izoformi, a saopsStene su i
mesovite varijante. Prvi podtip estrogenskog receptora Beta kloniran je 1986., a drugi
podtip estrogenskog receptora Beta je prisutan u nekoliko neklasicnih "target" tkiva
ukljucujuéi bubreg, intestinalnu mukozu, pluéni parenhim, kostnu srz, kosti, mozak,
endotelne ¢Gelije i prostatiéne Zlezde.?®* Sa druge strane, estrogenski receptor Alfa se
nalazi preteZzno u endometrijumu, ¢elijama karcinoma dojke i strome ovarijjuma. Razvoj 1
rast karcinoma dojke posredovan je balansom molekula ER Alfa i ER Beta. Estrogen
receptor Alfa i Beta ¢lanovi su superfamilije jedarnih hormonskih receptora koja broji, do
sada prepoznatih oko 150 ¢lanova. Estrogeni receptori imaju nekoliko funkcionalnih
domena. ER Alfa 1 ER Beta imaju 96% identi¢nih aminokiselina u njthovim DNK-
vezujuéim domenima, dok je samo 53% homologno u njihovim ligand-vezuju¢im
domenima. Ovi receptori se razlikuju u svojim aktivacionim domenima, sugerisuci da oni
mogu da regrutuju razli¢ite proteine sve do transkripcionih kompleksa. Tako ispoljavaju
svoju specifi¢nost ka alternativnim transkripcionim efektima na genom.?®® Ligand-
vezuju¢i domeni sadrze razliCite sastave aminokiselina vezuju¢i se tako za razliCite
ligande, a ti domeni su u interakciji i sa ko-regulatornim proteinima. N-terminalni domen
visokog je nivoa varijabilnosti i normalno sadrzi transaktivacioni domen koji direktno
stupa u interakciju sa "maSinerijom" transkripcionih faktora. C-terminalni domen
doprinosi transaktivacionom kapacitetu receptora. DNK-vezujué¢i domeni estrogenskih
receptora Alfa i Beta su vrlo sli¢ni, a globalni nivo homolognosti receptora u ¢elijama je
nizak. Put signalne transdukcije estrogena pun je brojnih proteina koji mogu da ostete

funkciju estrogena.”®®

ER Alfa je sekvestriran u jedrima "target" Ccelija velikim
inhibitornim "heat shock™ proteinskim kompleksom, koji omoguéava pomeranje "heat
shock" proteina a takode i olakSava interakciju receptornog dimera unutar regulatornog
regiona "target" gena. Interakcija ER Alfa sa "target” genskim promoterima moze da
nastane ili direktno preko specifi¢nih estrogen reaktivnih elemenata (ERE) ili indirektno
kontaktom sa drugim DNK vezuju¢im transkripcionim faktorima, kao $to su: AP1, SP1
ili NF-kapaB. Jednom vezan za DNK, receptor moze pozitivno ili negativno da regulise

3

transkripciju "target" gena.’®® Unakrsno delovanje genomskih puteva i puteva
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sekundarnih glasnika verovatno ima vaznu ulogu u estrogenskoj kontroli celijske
proliferacije i inhibicije apoptoze i moZe da ima terapijske implikacije.?®® Metaboboliti
kateholestrogena mogu da ucestvuju u regulaciji puteva genske ekspresije ili signalizacije
ili oba, preko estrogenskih receptora. Receptor se menja da poveca ili smanji aktivaciju

gena u razli¢itim "target" tkivima.®’

PredloZeni mehanizam je balans ko-represornih ili
ko-aktivatornih proteina koji mogu da se vezu za SERM-ER (Selective estrogen receptor
modulator) proteinski kompleks da "ugase" (korepresori) ili "upale” (koaktivatori)
transkripcioni potencijal kompleksa. Ligand zavisna aktivacija estrogenskih receptora
ima nepri¢vrséen ligand za receptor i gubitak veze sa njegovom citoplazmatskom ili
jedarnom lokacijom, ali je pri¢vrS¢en za receptor-pridodate proteine. Ovi proteini sluze
kao Saperoni 1 stabilizuju receptor u jednom neaktivhom stanju ili maskiraju DNK-
vezuju¢i domen receptora. Drugi receptor-pridodati proteini mogu da doprinesu
unakrsnoj vezi izmedu razlicitih signalnih puteva. Specificni domeni unutar ER-Alfa
uslov su za vezivanje liganda, dimerizaciju, vezivanje za DNK i transaktivaciju.?®® ER-
Alfa takode igra ulogu u negativnoj regulaciji ER-Beta. Odgovorom na estradiol, ER-
Beta moze da aktivira iste gene koji su regulisani od strane ER-Alfa. Medutim, funkcija
ER-Beta je da inhibira ER-Alfa transkripcionu aktivnost u c¢elijama kod kojih su
eksprimirana oba podtipa receptora.?®®

Sli¢no kao ER, PR receptor protein nalazi se u dve receptrorske izoforme (u ovom
slu¢aju nazvani A i B), ali su obe forme produkt istog gena. Ove izoforme PR receptora
(A je lako okrnjena forma B) se spajaju jedna sa drugom, formiraju¢i homo- i

ove

heterodimere. Mada su u zizZi interesovanja istrazivaca, postoji mali broj radova o
relativnom klini¢kom zna&aju ovih formi kod tkivnih uzoraka.?®*

Prva saopStenja koja su vazila godinama, govorila su da pacijenti sa ER
pozitivnim/PR negativnim receptorskim statusom karcinoma dojke, imaju goru prognozu

nego pacijenti sa PR+ tumorima.?’

Medutim, sugestije da PR receptori mogu da posluze
kao znacajan prediktivni faktor za benefit od antiestrogenih terapija poniStene su u
narednim studijama.?’**"® Kasnija hipoteza bazirana je na zapazanju da gen koji kodira
PR receptor je estrogen zavistan, i zato ekspresija PR receptora moze da sluzi kao

indikacija intaktnog estrogen-ER-estrogen zavisnog puta.”’®
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Korist od endokrine terapije kod ER-/PR+ karcinoma dojke, neuobicajene

274

kategorije tumora, su kontraverzne.”” Medutim, postoji dokaz da mali procenat

pacijenata sa ER-/PR+ karcinomima moze da ima odgovor na endokrinu terapiju.?’**"
Ovo zajedno sa prognostickim informacijama, pokazuje dovoljan klini¢ki znacaj za
rutinsko merenje PR receptora.

Rane biohemijske studije govorile su da su invazivni lobularni karcinomi bili

izuzetno bogati estrogenskim receptorima (ER),%"®

to nije potvrdeno narednim analizama
ve¢e grupe pacijenata.’’’ Naro¢ito visoki nivoi estrogena nadeni su kod alveolarnog
podtipa 1LC-a.1%%"® Ve¢ina tih karcinoma takode je imala visok nivo progesteronskih
receptora (PR). Heterogena imunohistohemijska reaktivnost za ER je prisutna. Smanjena

183

ili odsutna ekspresija ER i PR saopstena je u pleomorfnom podtipu ILC-a.”> Androgeni

receptori (AR) su pozitivni u 87% ILC-a, a u 56% invazivnih duktalnih karcinoma.?”
Androgen-receptor pozitivni ILC su neuobi¢ajeno ER i PR pozitivni i sa niskim
proliferativnim Ki-67 indeksom.?®

Riva i saradnici saopstili su imunohistohemijske nalaze ekspresije androgenih
receptora (AR) u 64 od 80 (80%) invazivnih lobularnih karcinoma i u 118 od 212 (56%)
invazivnih duktalnih karcinoma. Androgeni receptori su detektovani u 85% klasicnih 1
65% pleomorfnih invazivnih lobularnih karcinoma. AR-pozitivni tumori su ER-pozitivni
u 87,5% ili PR-pozitivni u 75,0% slu¢ajeva.?’® Manji deo ILC-a bio je ER(-), PR (-) i
AR(+). Ovi rezultati su u skladu sa ranijim saopsStenjima koja su ukazivala na
koekspresiju ER, PR i AR u invazivnim duktalnim karcinomimai invazivnim lobularnim

karcinomima, 280281

2.4.2.1 Semikvantitativne ASCO preporuke za imunohistohemijsko testiranje ER i

PR receptora kod karcinoma dojke

Do 20% imunohistohemijskih analiza ER i PR receptora Sirom sveta mogu da
budu netacne (lazno negativne ili lazno pozitivne). Veéina spornih pitanja u vezi sa
testiranjem javljaju se zbog varijacija preanalitickih varijabli, granica pozitivnosti i

kriterijuma interpretacije.?®
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Preporuka je da se ER i PR receptorske analize smatraju pozitivnim ako postoji
najmanje 1% pozitivnih tumorskih ¢elija na testiranim uzorcima u prisustvu ocekivane
reaktivnosti unutra$nje (normalni epitelni elementi) i spoljasnje kontrole. Odsustvo
koristi od endokrine terapije kod Zena sa ER-negativnim invazivnim karcinomima dojke
potvrden je detaljnim pregledima nasumic¢nih klini¢kih studija.

Imunohistohemijska aplikacija hormon-receptor specifi¢nih antitela u pocetku su
bili uspesni samo na kriostatskim tkivnim presecima, a "antigen retrival" metode razvile
su se ranih 90-ih i nova antitela omogucavala su aplikaciju na rutinskim formalin-
fiksiranim i u parafinu ukalupljenim materijalima.

Za sve tumore koji su odredeni kao ER-laZzno negativni, nadeno je da imaju jednu
ili nekoliko slede¢ih karakteristika: losa fiksacija, negativna unutrasnja kontrola (kada je
normalni duktalni epitel prisutan, a bio je negativan) i odsustvo unutra$njih kontrola
(nema unutranje kontrole za evaluaciju).”®

Receptorni status generalno se dobija sumom skora procentualne zastupljenosti i
skora prosecnog intenziteta pozitivnhog bojenja tumorskih ¢elija (tzv. Allred-ov scor u
rasponu od 0-8). Na bazi "cut point™ analiza korelisanih imunohistohemijskih skorova sa
ishodom pacijenata tretiranih samo adjuvantnom endokrinom terapijom, nadeno je da
pacijenti sa tumorima koji imaju Allred-ov skor preko ili jednako 3 ($to predstavlja 1-
10% slabo pozitivnih ¢elija), imaju znatno 1 statisti¢ki signifikantno bolju prognozu nego
pacijenti sa skorom manjim od 3 (tj. manje od 1% pozitivnih ¢éelija).?*®

Mada neke studije sugerisSu da prediktivna uloga PR receptora nije toliko znacajna
kao uloga ER receptora, %> druge studije su pokazale da PR receptorski status

obezbeduje dodatni prediktivni zna¢aj,?®® nezavisan od vrednosti ER-receptora,?>%:2%

289,290

pogotovu kod premenopauzalnih Zena. Prediktivna validnost, pokazana u

retrospektivnim studijama je uoena ukoliko je bar 1% tumorskih ¢elija obojeno.?**?%
Lista preporuka za skorovanje ER i PR receptora zahteva tri elementa:

1) Procenat/udeo jedara tumorskih celija koje su se obojile; i svi delovi tumora na

odgovaraju¢em ICH preparatu moraju da se procene. Procenat se dobija: procenom,

kvantifikacijom tj. brojanjem ¢elija ili analizom slike. U tom smislu, analiza slike dosta

obecava zbog poboljsanja inter- i intra-observerskih provera, ali neslaganja postoje oko
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toga kako te slike treba procenjivati. Standardi uspesnog sistema za anlizu slike jo§ uvek
nisu razvijeni.?®®
2) Intenzitet bojenja se moze opisati i saopstiti kao slab, srednji ili jak. Ovo merenje treba
da predstavlja procenu prosecnog intenzitat bojenja tumorskih ¢elija na celom tkivnom
preseku u odnosu na intenzitet pozitivnih kontrola koje se rade u isto vreme. Intenzitet se
smatra merom kvaliteta, a dozvoljava i dalje formiranje kombinovanog skoring sistema.
3) Interpretacija analize treba da obezbedi koris¢enje jedne od tri medusobno iskljuéive
interpretacije, koja treba da bude bazirana na sledeé¢im kriterijumima:
a) Receptor pozitivni (ili ER ili PR). Lista preporuka iskljuéuje minimum od 1%
pozitivnih jedara tumorskih ¢elija za ER/PR za uzorke koji se smatraju pozitivnim. Nema
saglasnosti o opsegu grani¢nih vrednosti receptora, pa se takav termin i ne koristi.
b) Receptor negativni. Tumore koji pokazuju manje od 1% pozitivno obojenih jedara
tumorskih ¢elija za ER ili PR bilo kog intenziteta, treba smatrati negativnim, §to se bazira
na podacima da takvi pacijenti nemaju znacajan benefit od endokrine terapije. Uzorke
treba smatrati negativnim samo u prisustvu odgovarajueg prebojavanja spoljasSnje 1
unutrasnje kontrole. Uzorak sa odsutnom unutrasnjom kontrolom (normalni epitel dojke)
negativan na ER 1/ili PR receptorsku analizu, treba ponovo analizirati koriS¢enjem drugog
tumorskog kalupa ili drugog uzorka tumorskog tkiva 1 oznaciti kao uzorak koji ne moze
da se prepozna pre nego ga proglasiti negativnim.
¢) Neprotumacljivi receptori. Lista preporuka je saglasna da ne postoji apsolutna
iskljucivost analize. Ipak, rezultat se moze smatrati netumacljivim ukoliko uzorak nije
bio prilagoden preanalitickim specifikacijama vodica. Okolnosti koje dovode do
netumacljivih rezultata ukljucuju testiranje iglenih biopsija ili citoloskih uzoraka
fiksiranih u alkoholu, koriS¢enje drugih fiksativa a ne 10% neutralnog puferisanog
formalina, biopsije fiksirane u intervalu kra¢em od 6 sati ili duzem od 72 sata, uzorci ¢ija
je fiksacija odlozena za viSe od 1 sat, uzorci koji su ranije dekalcinisani koriS¢enjem jakih
kiselina 1 uzorci sa neadekvetnim bojenjem unutrasnje kontrole (ukljucujuéi unutradnje
normalne epitelne elemente) ili spoljasnje kontrole.

Lista preporucuje koriS¢enje nekih neobavezuju¢ih elemenata:
1) Opominjué¢i nalaz moze da bude kod negativnih ER i PR analiza, kada je

histopatologija tumora skoro uvek udruZena sa ER i PR pozitivnim rezultatima. Tu se pre
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svega misli na tubularne, lobularne i mucinozne histoloske tipove tumora sa Nottingham
scorrom 1. Recenica koja opominje treba da ukaze da iako je tumor kod pacijenta ER
negativan, tumori istog histoloskog tipa ili Nottingham scora skoro uvek su ER-pozitivni.
2) Merenje procenata i intenziteta moze patolozima obezbediti jedan meSoviti skor kao

Sto je H skor, Allred skor ili Quick skor.?*

2.4.2.2 Kvantitativna imunohistohemijska procena ekspresije hormonskih

receptora

Od samog pocetka, imunohistohemija je prilagodena razli¢itim markerima
¢elijskih linija i tipovima tkiva, a u cilju da pomogne u dijagnozi i klasifikaciji pojedinih
tumora.”" U takvim uslovima imunohistohemija se upotrebljava kao “specijalno
bojenje", €iji rezultati se kvalitativno interpretiraju od strane patologa. Danas je paznja
usmerena na prikazivanje prognostickih markera u tumorskim ¢elijama, za $ta je zasluZzno
otkrivanje brojnith regulatornih proteina sa odgovaraju¢im specificnim antitelima.
Imunohistohemija je brzo adaptirana za nove potrebe, ali na takav nadin da je
kvantitativni momenat postao glavni. Nije viSe dovoljno pitanje "da 1li je bojenje
prisutno”, ve¢ pitanje "koliko ga ima".?** Ovakvo razmatranje otkriva ograniGenja
imunohistohemije u semikvantitativnom smislu, a sa druge strane mogucnosti
iskoriS¢enja punog potencijala imunohistohemije kao prave kvantitativne imunoprobe na
tkivnim uzorcima. Ocigledno, da bi se dobili imunohistohemijski rezultati koji se mogu
kvantifikovati, ¢itava procedura bojenja mora da bude standardizovana.”**%%

Za razliku od procene membranskih markera, procenjivanje jedarne ekspresije
pojedinih antigena se mogu kasnije razmatrati i kroz prostorne obrasce ekspresije, a ne
samo obi¢nim merenjima intenziteta imunohistohemijske reakcije.”®! Faktori analize
ekspresije ER i PR receptora ukljucuju inter- i intraobserverske razlike, kao i grani¢ne
vrednosti koje se odnose na procenat i intenzitet obojenih tumorskih jedara.?*’

Do pre par decenija sadrzaj ER 1 PR receptora u tumorskim tkivima je odredivan

biohemijskim metodama.?*®

Ovim metodama se odredivala koli¢ina supstancija po teZini
homogenizovanog tumorskog tkiva i tako su se dobijali kvantitativni rezultati. Strukturne

karakteristike tumora, kao Sto su celularnost, heterogenost i raspored vezuju¢ih mesta
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obojenih reagensima, znaGajnih za odredivanje prognoze pacijenata,?®® se ne mogu

objasniti biohemijskim metodama.*®® Sa razvojem imunohistohemije i raspolozivih
specificnih monoklonskih antitela na steroidne receptore, ove metode se opsezno koriste
za njihovu vizuelizaciju.”® Imunohistohemijske metode imaju nekoliko prednosti u
odnosu na biohemijske metode: zahtevaju manje uzorke, jeftinije su, a istovremena
primena drugih dijagnostickih metoda (na primer mamografije) omogucuje identifikaciju

tumora manjih od 1 cm.**3%

Korist od kvantifikacije ekspresije hormonskih receptora je dobro proucena.***3%
Mnoge studije su ustanovile prediktivni nivo ekspresije hormonskih receptora u pogledu
prezivljavanja bez bolesti i globalnog prezivljavanja, ali u smislu pozitivnosti ili
negativnosti  ekspresije  hormonskih  receptora, sa dogovorenom granicom
imunohistohemijski pozitivnih jedara. Osim toga, pojedine studije su korelirale prognozu
sa subjektivnim skorom intenziteta prose¢ne jedarne prebojenosti.**’*% De Sombre i
saradnici su  saopstili  statisticki  znaCajnu  korelaciju  izmedu intenziteta
imunohistohemijskog bojenja jedara na ER receptore i1 preZivljavanja bez bolesti kao 1
globalnog pre:Zivljavanja.gO7 Reiner i saradnici su zatim pokazali da bolesnice sa jacim
jedarnim imunobojenjem na ER receptore imaju najbolju prognozu.>® Za razliku od ove
dve studije Esteban se posvetio sistemima za analizu slike u cilju kvantifikacije
imnuohistohemijskog bojenja. Tako je pokazano da intenzitet imunohistohemijske
reakcije moze da izdvoji grupu bolesnica sa statisticki znacajnijim rizikom od pojave
recidiva i smrtnog ishoda.>*°

Mada je ekspresija ER receptora udruzena sa boljom diferentovanoséu ILC-a i
nizim jedarnim gradusom mnoge studije su pokazale da se ona takode moze smatrati

311

nezavisnim prognostickim faktorom.”~ Mnogo vaznije je da je ekspresija ER receptora

najpouzdaniji prediktivni faktor odgovora na endokrinu terapiju kod karcinoma dojke.**?
Kvantitativna analiza ekspresije ER receptora u jedrima tumorskih ¢elija se moze dovesti
U vezu sa znacajnim klinickim parametrima, kao §to su vreme dijagnoze, odgovor na

3% Medutim, autofluorescenca kao nerazdvojivi

endokrinu terapiju i prezivljavanje.
pratilac tkiva fiksiranih formalinom, kao i razlika u karakteristikama mikroskopa mogu
da otezaju dobijanje preciznih i proverljivih kvantitativnih podataka. Pojedini autori su

pozadinsku autofluorescencu uspeli da svedu na minimum, fluorescencom koja nije
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varirala iz dana u dan, kao 1 kori§¢enjem kombinacije magareceg i kozjeg seruma kao
sekundarnih antitela.*"®

Procena ekspresije hormonskih receptora u jedrima tumorskih ¢elija karcinoma
dojke je deo rutinske dijagnostike, a omogucuje vazne informacije o prognozi i
relevantnom terapijskom pristupu.*®® Danas je imunohistohemijska procena ekspresije
ER i PR receptora Siroko prihvacena.******® Procena intenziteta imunohistohemijskog
bojenja, posebno u svrhu skoringa razli¢itih histopatoloskih uzoraka sustinski se zasniva
na subjektivnom odredivanju prose¢nog prisustva vidljivog hromogena. U stvari,

pozitivnost imunohistohemijski obojenih tkiva nije sasvim definisana kategorija i

predstavlja vise od obi¢nog proseka nivoa intenziteta bojenja.>'

2.4.3. HER-2 receptori

HER-2 je proto-onkogen mapiran na hromozomu 17g21,37318

HER-2 gena.®"®%%° HER-2 gen kodira transmembranski glikoprotein od 185 kDa

a Clan je familije

5 HER2'317,321,322 p185HER2

oznacen kao pl8 je takode poznat kao c-erbB-2 i obi¢no se

odnosi na HER 2 protein ili HER 2. HER 2 protein ima tri domena,®* a igra centralnu
ulogu u signalnoj transdukciji faktora rasta.®**%*

Modeli humanih karcinoma ukazali su da jaka prekomerna ekspresija HER 2
receptora igra glavnu ulogu u onkogenoj transformaciji i tumorogenezi.®*%*" Jaka
prekomerna ekspresija HER 2 je uo&ena u 20-30% invazivnih karcinoma dojke.9%%

Sli¢no, Human epidermal growth factor receptor 2 (HER 2) sluzi kao znacajan
marker za benefit od "target" terapije, ovog tirozin kinaznog receptora, kao Sto je
trastuzumab i lapatinib. U 2007. zajednicki odbor sastavljen od strane American Society
of Clinical Oncology (ASCO) i College of American Pathologists (CAP) sastavio je
tehnicke 1 analiticke odredbe koje se odnose na precizno HER 2 testiranje i izdao zbirku
vodi¢a koji bi imali pozitivan uticaj na evaluaciju i tretman Zena sa karcinomom dojke.*

HER-2/neu genski produkt retko se imunohistohemijski detektuje u "in situ" i
invazivnim lobularnim karcinomima.*®® Reis-Filho i saradnici opisali su slu¢aj in situ i
invazivnog E-cadherin negativnog pleomorfnog karcinoma kod koga su c-myc i HER-

2/neu bili amplifikovani.®*!
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2.4.4 BRCA 1 tumor supresorni gen

BRCA 1 je smesten na hromozomu 17921 i kodira nuklearni protein od 220

kilodaltona sa 1863 aminokiseline.****

Taj protein reguliSe aktivaciju transkripcije,
popravku DNK, apoptozu, kontrolne tacke celijskog ciklusa 1 remodelovanje
hromozoma.®®* Kod familijarnih karcinoma dojke BRCA 1 predstavlja klasi¢ni tumor
supresor gen.**® Urodene BRCA 1 genske mutacije su prakti¢no nedetektabilne kod
sporadi¢nih karcinoma dojke, pa otuda neki autori smatraju da gubitak funkcije BRCA 1
proteina dovodi do smanjene ekspresije ili nepravilne subcelularne lokalizacije ovog

proteina. 334

Postoje sugestije da je BRCA 1 ukljucen u karcinogenezu sporadi¢nih
tumora mehanizmima koji nisu povezani sa genskim mutacijama. Neki podaci ukazuju da
epigenetski gubitak funkcije BRCA 1 moze da se dogodi na transkripcionom nivou ili u
slede¢em koraku uti¢u¢i na akumulaciju RNA i hipermetilaciju promotora.34*%*3
Lokalizacija BRCA 1 saopstena je u jedru i citoplazmi, gde su ispitivanja pokazala da se
on nalazi u jedrima normalnih éelija, a abnormalna je citoplazmatska lokalizacija.®*"
339344345 Jedan od mehanizama koji inhibiraju BRCA 1 ekspresiju je metilacija
promotora, kojom se objasnjava tre¢ina sporadi¢nih tumora dojke sa niskom ekspresijom
ovog gena.334'346 Ovi podaci sugeriSu da BRCA 1 predstavlja "Cuvara" genoma, koji
odrzava njegov integritet. Gubitkom njegove funkcije moze se objasniti zasto BRCA 1
mutacije predisponiraju razvoj karcinoma, ali ne i sklonost ka odredenim tipovima
tumora, posebno ka karcinomima dojke i drugim hormon-zavisnim tumorima.**” BRCA-
1 genomom objasnjava se 40-50% naslednih karcinoma dojke.

Po nekim autorima nasledni karcinomi dojke bez BRCAL mutacija zastupljeni su
sa 67%, dok su BRCAL1 mutacije prisutne kod 33% naslednih karcinoma dojke.?*"3
Drugi autori saopstavaju da je zastupljenost podjednaka.***3*° Sto se ti¢e nenaslednih
karcinoma dojke, aberantni BRCAL protein je prisutan u 33%.%%

BRCA 1 protein ima funkcionalne "ulazne" i "izlazne" jedarne signale, $to znaci
da on moze da bude lokalizovan u jedru ili u citoplazmi.**! BRCA 1 je fosfoprotein koji

se eksprimira i fosforiliSe na ciklican nacin, sa maksimumom ekspresije/fosforilacije u

kasnoj G1 ili ranoj do spednjoj S fazi ¢elijskog ciklusa.****** Saopsteno je da kod
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normalnog epitela dojke postoji i nuklearna i citoplazmatska prebojenost i da ne postoji
povezanost citoplazmatskog bojenja i klinickog ponasanja.®**

BRCA-1 genomom objasnjava se 40-50% naslednih karcinoma dojke. BRCA-1
inhibira signalni put ligandom aktivisanog ER-Alfa, posredstvom estrogen-reaktivnih
elemenata i tako blokira funkciju AF2 kod ER-Alfa kao aktivatora transkripcije.*** lako
BRCA 1 nije sekventno specificni DNK vezujuci transkripcioni faktor, on moze da bude
u interakciji sam razli¢itim transkripcionim faktorima i tako stimulise ili inhibira njihovu

aktivnost (p53, c-Myc, ATF-1, Jun B i dr.).®*
2.4.5 p53 tumor supresorni gen

Kod sporadi¢nih karcinoma dojke identifikovano je nekoliko pretpostavljenih
tumor supresornih genskih lokusa. To su studije gubitka heterozigotnosti i alelskog
disbalansa, a do sada je samo za TP53 gen nadeno da je mutiran u znacajnijem procentu
kod sporadi¢nih karcinoma dojke.®*® TP53 protein ima brojne funkcije: transkripcioni
faktor gde je aktivator nekih gena, a supresor drugih. Najvaznije njegovo dejstvo je
prevencija formiranja tumora i progresija, Sto je u vezi sa njegovom funkcijom "Cuvara"
genoma. Nakon o$te¢enja DNK, normalna ¢elija stoji u G1/S fazi da bi se obezbedilo
dovoljno vremena za "popravku". Celije sa alterisanim TP53 genom ne staju u G1/S fazi,
tako da se oSteCenja ne repariraju , a pojavljuje se genomska nestabilnost sa
akumulacijom delecija i amplifikacija.*****°

U normalnom tkivu dojke duktalni i lobularni epitel je p53 negativan.**’ Nekoliko
studija je pokazalo veliku ucestalost p53 imunobojenja i p53 mutacija u BRCA 1
karcinomima u odnosu na sporadi¢ne slucajeve. Tako su te alteracije zapazene u 37-77%
BRCA 1l-udruZzenih tumora, dok su samo one bile prisutne u oko 20% sporadi¢nih
kontrola.**®***3%2 Osim toga, nekoliko zapazanja sugerisu da BRCA 1 mutacije uticu na
tip 1 distribuciju p53 mutacija videnih kod karcinoma dojke. Komparacijom spektra p53
mutacija kod BRCA 1 pacijenata sa onim u sporadi¢énim tumorima, dobija se znacajna
razlika u distribuciji i izmenama baznih parova. Mutacije A-T baznih parova su ¢es¢e kod
BRCA 1 udruzenih tumora. Dosta tih mutacija ranije nije saopSteno kod humanih

karcinoma, dok su se druge deSavale veoma retko. Promene su bile ucestale na p53
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kodonima koji nisu bili mutaciona "opasna mesta”, a mutirani su van p53 DNK-
vezujuéeg mesta.*®® Prisustvo tih izmenjenih amino kiselina na ne-DNK-vezuju¢im
mestima p53 molekula, mogu da predstavljaju jednu interakcionu povrsinu za drugi,
nepoznati protein.

Kada se uporedi sa infiltrativnim duktalnim karcinomom, klasi¢ni ILC je mnogo
GeS¢e Cathepsin D pozitivan, ali je tipi¢no negativan na p53 protein i vimentin.*®*
Nuklearna reaktivnost na p53 detektovana je u mnogim slucajevima pleomorfnog ILC-

1
a. 83

2.4.6 Ki-67 proliferativni marker

Protein Ki-67 je jedarni fosfoprotein Cija ekspresija zavisi od faze celjskog
ciklusa. Ki-67 je prisutan u svim c¢elijama koje proliferiSu, pa otuda proisti¢e i veliki
znataj Ki-67 kao markera proliferacije.®® Koris¢enjem Ki-67 antitela moze se
detektovati nehistonski jedarni protein od 395 kDa, koji je prisutan u svim aktivnim
fazama Celijskog ciklusa osim u GO fazi.*® Proliferacioni Ki-67 marker se smatra
prognosti¢kim faktorom za karcinom dojke i ispitivan je u nekoliko ve¢ih studija. %3

Prema preporukama St.Gallen konsenzus konferencije iz 2009. godine
proliferativni Ki-67 indeks u karcinomima dojke moze da bude: 1) nizak (do 15%), 2)
srednji (16-30%) i 3) visok (preko 31%), tako da su preporucene grani¢ne vrednosti 15%

ili 30%.%% U tom smislu, pojedini autori su za grani¢nu vrednost koristili Ki-67 indeks od

20%.%°
2.4.7 E-cadherin

E-cadherin je epitelno-specificni molekul ukljuéen u ¢elijsko-celijsku adheziju,
koji ima ulogu tumor supresornog gena tumorske invazije. Kada se pravi poredenje sa
invazivnim duktalnim karcinomima, E-cadherin ICH ekspresija se znacajno smanjuje ili
gubi kod vecine ILC-a,33’57’371'374
katenine.*”* Quershi i saradnici nali su E-cadherin reaktivnost u 203 od 204 (99,5%)

invazivnih duktalnih karcinoma.*”* Medu klasi¢nim ILC-ima 44 od 49 (90%) bilo je E-

a takode se gubi i ICH reaktivnost za alfa-,beta- i gama-

53



cadherin negativno, a 5 (10%) E-cadherin pozitivno. Ucestalost E-cadherin negativnosti
bila je neznatno manja - 8 od 10 (80%) medu pleomorfnim lobularnim karcinomima.
Gubitak E-cadherin reaktivnosti kod karcinoma koji izgledaju po histoloskim

33,374 all

kriterijumima kao duktalni se mnogo ces¢e vida kod lose diferentovanih tumora,
se desava i kod dobro diferentovanih karcinoma.*”

Gubitak E-cadherinske imunoreaktivnosti je dosledno prac¢en kod klasi¢nog i
pleomorfnog LCIS-a sa ili bez ILC-om.*"®¥" Kada su prouceni komparativnom
genomskom hibridizacijom, istovremena prisutnost LCIS i ILC-a kod svakog pacijenta
ponaosob prikazala je slicne obrasce genomskih promena, sugeriSu¢i klonalnost 1
progresiju od in-situ do invazivnog karcinoma.®’®*"® U jednoj studiji uporedivani su LCIS
i ILC kod 24 pacijenata. Kod svih je detektovan gubitak 16q kraka i zakljuceno je da
velika sli¢nost u genomskim promenama izmedu in situ i invazivnih komponenti tumora
jasno prikazuju obi¢nu klonalnost dve promene.>”

Katenini su proteini uklju¢eni u povezivanje E-cadherin membranskog kompleksa
sa intracelularnim aktinskim citoskeletom. Saopsteno je da lobularni karcinomi klasi¢nog
i pleomorfnog tipa prikazuju odsustvo membranske imunoreaktivnosti za katenin,
paralelno sa gubitkom E-cadherinske reaktivnosti kod tih karcinoma.®*®! Kao sto se
ponekad deSava sa E-Cadherin imunohistohemijski, p120 katenin retko ima tackasto
membransko bojenje "u vidu brojanice” kod ¢elija lobularnog karcinoma. Jako difuzno
citoplazmatsko ili tatkasto paranuklearno p120 katenin bojenje obi¢no se vida kod ¢elija
lobularnog karcinoma dojke.**°3! Nasuprot tome, duktalni karcinomi i normalni epitel
dojke pokazuje kontinualnu membransku p120 kateninsku reaktivnost. Medutim, Brandt 1
saradnici zapazili su slabo membransko pl120 katenisko bojenje u 10% duktalnih
karcinoma i zakljuéili da taj deo promena moze da bude pogresno klasifikovan kao
lobularni karcinom, ako se dijagnoza zasniva na p120 katenin bojenju.*®> Mada je E-
cadherin bojenje samo po sebi dovoljno da bi se napravile razlike izmedu lobularnih 1

duktalnih karcinoma, u ve¢ini slucajeva p120 katenin moze da bude od pomo¢i zajedno

sa E-cadherinom kod dvosmislenih slu¢ajeva.”®
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2.4.8 Ostali biomarkeri od znacaja za dijagnozu lobularnog karcinoma dojke

Prekomerna ekspresija Cyclin D1 onkogena je otkrivena u znaCajnom delu
invazivnih lobularnih karcinoma.??® Za veéinu klasi¢nih ILC-a saopsteno je da pokazuju
Cyclin D1 protein reaktivnost.?>3#® Imunohistohemijska studija otkrila je ekspresiju
Cyclina D1 u 80% ILC-a, a vrlo malu ulestalost imunoreaktivnosti kod LCIS-a.**®
Vecina Cyclin D1 pozitivnih ¢éelija je pokazala slabu reaktivnost na Ki-67. Nije utvrdena
korelacija izmedu Cyclina D1 i p27 ekspresije kod ILC-a, ali je pokazano da postoji
obrnuta srazmera izmedu p27 i Ki-67 u cyclin D1 pozitivnim tumorima. Takva zapazanja
navode na zakljucak da Cyclin D1 ne ubrzava normalno trajanje celijskog ciklusa kod
ILC-a.%® Neke studije pokazuju da izmedu ekspresije cyclina D1 i TP53 nema statisticki
znaCajne razlike izmedju duktalnih i lobularnih karcinoma, dok po nekim autorima
postoje znadajne razlike.*®* Kod lobularnih karcinoma dojke ne postoji koakumulacija
PT53 i cyclina D1, a kod duktalnih karcinoma postoji u 1296343

Ekspresija ER receptora je udruZena sa prekomernom ekspresijom cyclina D1 kod
svih lobularnih karcinoma. U 35% tumora dojke cyclin D1 je prekomerno eksprimiran.
lako duktalni i lobularni karcinomi imaju slican procenat ekspresije cyclina D1,
prekomerna ekspresija cyclina D1 bez odgovarajuce cyclin D1 genske amplifikacije kod
lobularnih karcinoma dojke govori o molekularnim razlikama izmedu lobularnih i
duktalnih karcinoma dojke. Ciklin D1 indukuje tumorogenezu, ne preko ubrzanja
¢elijskog ciklusa, nego kao onkogen, aktivacijom ER receptora.’”

PoviSena ekspresija cyclina D1 u invazivnom lobularnom karcinomu je zbog
interakcije tumorskih ¢elija sa strukturnim proteinima ili faktorima rasta iz strome.
Invazivni lobularni karcinomi se zato jace boje na integrine koji sluze kao receptori za
matriksne proteine (alfa 1, alfa 6 i beta 1).%

Imunohistohemijske analize ekspresije receptora za epidermalni faktor rasta
(EGFR) kod ILC-a nisu dale dosledne rezultate. Jedno saopstenje formulisalo je da su
EGFR-pozitivni slucajevi mnogo manje uobicajeni kod ILC-a nego kod invazivnih
duktalnih karcinoma, i ta razlika je statisticki zna¢ajna.’®*® Drugi autori takode

saopStavaju manju ucéestalost EGFR-pozitivnosti u ILC-a nego kod IDC-a, ali razlika kod
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njih nije statisticki zna¢ajna.*® Treca grupa istraZivata iznela je da ne postoji
signifikantna veza izmedu kolicine EGFR u tumoru 1 histoloskog ‘[ipa.387

Mnogi tripl negativni tumori dojke imaju pozitivne bazalne citokeratine, a nadeno
je da ekspresija citokeratina 14 udruzena sa HER-2 ekspresijom. Predlozeno je da se
bazalni tip tumora i tripl negativni tip stave u posebne kategorije.**®

Imunoreaktivnost na GCDFP-15 prisutna je kod ILC-a, a najvise kod onih sa
pleomorfnom i signet ring citologijom,*!*81-183.389.3%

Znatan broj ILC-a pokazuje reaktivnost na karcinoembrionalni antigen (CEA).**"
%93 Intenzitet ekspresije je u korelaciji sa sekrecijom mucina, koja je prisutna kod tumora
sa naglasenim "signet ring"-¢elijskim osobinama.

Razli¢ita reaktivnost za a-laktalbumin je opisana kod ILC-a i varira od 19% do
100%.391:39239% Kazein- pozitivne éelije nalaze se u veéini lobularnih karcinoma, ali
reaktivnost moZe da bude ogranitena na samo nekoliko éelija.?®

Grimelius-pozitivne ¢éelije su opisane kod manjeg broja ILC-a, i to uglavnom kod
tumora sa posebnim naginom rasta.’*' Imunoreaktivnost na hromogranin zabeleZena je i
kod klasi¢nih i pleomorfnih ILC-a, najvise do 5% tumorskih ¢elija.’®® Granule sa gustim
jezgrom "neurosekretornog” tipa takode su detektovane elektronomikroskopski.3**%% Taj
nalaz 1 prisustvo dva tipa tumora kod nekih slucajeva, moze da sugeriSe da sitnocelijski
(oat-cell) neuroendokrini karcinomi mogu da budu varijanta ILC-a.>®® Neki sitnocelijski

karcinomi dojke imaju komponentu ILC-a.?®
2.5 OSTALE METODE ISPITIVANJA LOBULARNOG KARCINOMA DOJKE
2.5.1 Citologija lobularnog karcinoma dojke

Dijagnoza ILC-a moze da bude sugerisana koris¢enjem FNA (Fine Needle
Aspiration).**"?%® Uzorak je esto slabo celularan, a to je okolnost koja vodi u lazno
negativnu dijagnozu.®*® U jednoj seriji od 56 bolesnica, samo kod 29 (52%) je
postavljena FNA dijagnoza ILC-a na citologiji.*® Deset od 27 bolesnica koje nisu
podvrgnute FNA citologiji, dijagnostikovano je kasnije iglenom biopsijom. Sli¢ni podaci

su saopsSteni U seriji od 66 bolesnica sa ILC-om koji su ispitivani FNA metodom.
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Citoloski uzorci otkrili su karcinom u 27 (41%) slucajeva, a 20 (30%) slucajeva oznaceni
su kao sumnjivi ili atipi¢ni. Negativni aspirati dobijeni su kod 19 (28%) bolesnica.*”* Na
citoloske rezultate, U znatnoj meri nije uticala veli¢ina tumora.

Male ¢celije ILC-a sa oskudnom, neupadljivom citoplazmom su pojedina¢no

razbacane ili u manjim grupama na plo¢icama FNA uzoraka.*® "

Signet ring" celijske
forme mogu da se nadu, ali su one upadljive u manjem broju sluc¢ajeva. Jedna studija je
otkrila da se intracitoplazmatski lumeni nalaze u 58% aspirata ILC-a.*? Neki
citoplazmatski lumeni mogu da sadrze centralnu kap zgusnutog sekreta. Ukoliko ona
postoji pomaze u razlikovanju pravog intracitoplazmatskog lumena od nespecifi¢nih
vakuola.*® Linearni raspored tumorskih Celija je karakteristicno obelezje aspirata sa
klasi¢nim ILC-om. FNA uzorak dobijen od pleomorfnog ILC-a je "hibrid" izmedu
izgleda duktalnog i lobularnog karcinoma.*®? Uzorci su mnogo celularniji nego aspirati
od klasi¢nog lobularnog karcinoma, éelije su veée, a jedra su mnogo pleomorfnija.*%*
Obrazac u vidu rozeta se moze naCi u aspiratu alveolarnog podtipa lobularnog
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karcinoma. Intranuklearne vakuole su zastupljene sa manjom ucestalos¢u kod

podtipova nego u klasi¢nom ILC-u.*%®

2.5.2 Elektronska mikroskopija i ultrastrukturne karakteristike lobularnog karcinoma
dojke

Kod lobularnih karcinoma dojke dominiraju pretezno svetle ¢elije koje pripadaju
B-tipu normalnih acinusa. A-¢elije, mioepitelne Celije i epitelne Celije izvodnih kanali¢a
ne ucCestvuju u proliferaciji. Kao znaci proliferacije uocavaju se grupe epitelnih celija u
vidu "mosti¢a " ili "pupoljaka". Citoplazma proliferiSucih celija je slabo diferentovana a
broj normalnih ¢elijskih organela je redukovan. Osim atipi¢nih diferencijacionih
komponenti, u vidu fibrilarnih struktura se sre¢e veliki broj citozoma koji verovatno
predstavljaju mikrotelasca 1 lizozome. Bazalna membrana koja okruzuje acinuse
lobularnog karcinoma, za razliku od normalnih lobula dojke, je zadebljana, a okolno
vezivno tkivo je gusto i sadrzi brojne aktivne fibroblaste.

Kod ILC-a se javljaju slede¢i diferencijacione komponente Kkoje nisu

karakteristi¢ne za normalne ¢elije zlezdanog epitela dojke:
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a) intracitoplazmatske fibrile, strukture u vidu pera sa vlaknima debelim od 50
do 60 A u vidu koncentri¢nih nakupina oko c¢elijskih jedara, ili u vidu grubo
grudvaste forme koje se nalaze u okolini drugih celijskih organela. Nije
uocena strukturna povezanost ovih elemenata sa dezmozomima na povrsini
tumorskih celija.

b) globularna inkluziona telaSca, oznacena i kao citozomi, koja predstavljaju
okrugle ili ovalne partikule, deponovane u citoplazmi, a veli¢ine su 250-500
um. Na vecem povecanju prepoznaje Se da je njihov matriks sastavljen od
gusto zbijenih granula sa najve¢im prec¢nikom od 200 A, koje su okruzene
tankom (50 - 60 A) membranom. Kod izvesnog broja citozoma sre¢u se
vakuolarne i vezikularne zone prosvetljenja, a u drugim se vide izrazito
zgusnuta i homogena podru¢ja granularnog matriksa. Ove Celijske inkluzije
su prisustne u ¢elijama dubljih partija, kao 1 u ¢elijama koje se granice sa
lumenom. Pritom, kod c¢elija luminalnog sloja, one su znatno brojnije u
apikalnom delu citoplazme.

C) u lumenu terminalnih zlezda vide se elementi proliferacije sa suzenjem i
isCezavanjem lumena. Kada kod ILC-a proliferisu celije jednog tipa, i kada
potpuno ispunjavaju lumen Zzlezda, svetlosnomikroskopski se uocava svetla
prozirna citoplazma, a elektronoopticki u tim brojnim svetlim ¢éelijama B-tipa
postoji razli¢iti sadrzaj ribozoma. Tamne A-Celije leze uglavnom pojedinacno
na bazi ¢elijske grupe 1 imaju obi¢no manji udeo u proliferativnom procesu.

d) mikrotelasca

e) brojna lizozomima sli¢na citoplazmatska inkluziona telasca.™

Elektronomikroskopske studije su pokazale poreklo LCIS-a iz lobularnih epitelnih
¢elija. Intracitoplazmatski lumeni oivi¢eni mikrovilima su prisutni ultrastrukturno kod
tipi¢nog slucaja. Protruzija LCIS ¢elija kroz bazalnu membranu je neuobicajen fenomen
koji je opisao Ozzello.*®® Anderson je histohemijski dokazao diskontinuitet bazalne
membrane u LCIS-u.*”’ Praznine se mogu dokazati i kod normalnih lobula.*®’

Elektronska mikroskopija I1LC-a pokazala je razli¢ite ultrastrukturne

39,391,408,409

nalaze. Kod nekih slucajeva celije LCIS-a i ILC-a imaju bledu ili svetlu

citoplazmu sa malo organela. Intracitoplazmatski lumeni su Cesto ali ne uvek prisutni.
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Celije sa tamnim iregularnim jedrima i citoplazmom bogatom organelama odgovaraju
slu¢ajevima "mioidnog" ILC-a. Nadeno je da neoplasticne ¢elije u alveolarnoj formi ILC-
a imaju citoplazmu siromasnu organelama sa ovalnim bledim jedrima i neupadljivim

jedarcima. 39499

2.5.3 Protoc¢na ("flow") citometrija i molekularna genetika

Molekularne analize sprovedene u cilju detekcije gubitka heterozigotnosti u
sluajevima LCIS-a i ALH, izolovanih mikrodisekcijom, pokazale su gubitak
heterozigotnosti (LOH) hromozoma 11g13 u 33% ispitivanih sludajeva.??® Frekvenca
gubitka heterozigotnosti je veca (50%) u LCIS-u udruzenog sa infiltrativnim lobularnim
karcinomom nego u LCIS-u bez invazivne komponente (11%). Gubitak heterozigotnosti
11q13 je otkriven u 10% slucajeva atipi¢nih lobularnih hiperplazija i 41% infiltrativnih
lobularnih karcinoma. Zakljuceno je da gubitak heterozigotnog statusa 11913 u LCIS-u
moze da bude marker povecanog rizika za razvoj sledeéeg - invazivnog karcinoma.
Gubitak E-cadherin i katenin reaktivnosti je rani dogadaj u razvoju lobularnih neoplazmi.
Progresija karcinoma "in situ" u invazivni tip udruZena je sa mutacijom E-cadherinskog
genskog lokusa.*®

Klasi¢ni ILC-1 proucavani proto¢nom citometrijom tipi¢no su bili diploidni sa
niskom frakcijom S faze, a ti faktori su imali malu prediktivnu i prognosti¢ku ulogu.******
Nayar i saradnici proucavali su gubitak heterozigotnog stanja na hromozomu 11ql13 u
ILC-ima koriste¢i mikrosatelitne markere INT2 1 PYGM. Gubitak heterozigotnosti naden
jeu9 od 22 (41%) slucajeva. Postevljen je postulat da je gubitak heterozigotnog stanja na
hromozomu 11q13 u vezi sa gubitkom jednog ili vise tumor-supresorskih gena, a takva
promena moze doprineti kancerogenezi u dojci.??®

Nishizaki i saradnici uporedivali su ucestalost genetskih alteracija u IDC-ima i
ILC-ima. Dobijeni broj DNA kopija bio je znafajno nizi kod lobularnih karcinoma.
Medutim, 15 0d 19 (79%) ILC-a imali je povecani broj kopija 1q, a 12 (63%) pokazalo je
gubitak 16q. Takve genetske promene nisu bile u signifikantnoj korelaciji sa nodalnim

statusom ili histoloskom kvalifikacijom kao klasi¢ni ili pleomorfni podtip. Ucestalost
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gubitka 16q bila je veca u lobularnim nego u duktalnim karcinomima, a kod ILC-a je

nadena mala u&estalost 8q i 20q uveéanja.”®

2.6 PROGNOZA LOBULARNOG KARCINOMA DOJKE

2.6.1 Prognoza LCIS-a i atipi¢ne lobularne hiperplazije

Neki istrazivaci koji ne prave razliku izmedu atipi€ne lobularne hiperplazije 1
LCIS saopitili su procenu rizka za obe lezije pod nazivom lobularne neoplazije.?***
Dijagnoza atipi¢ne lobularne hiperplazije ,rezervisana je za atipi€ni epitel koji zahvata
lobularnu jedinicu koji se priblizava u izgledu tako da se moZe prihvatiti kao LCIS.
Gubitak dve celijske populacije iznad bazalne membrane, skoro obliterisani lumeni u
50% zahvacenih struktura i blago prosireni duktuli su neophodni kriterijumi za dijagnozu
ALH. Celije imaju malu do srednju koli¢inu svetle ctoplazme i teze da imaju pravilan
odnos izmedu sebe. Jedra su okrugla, sli¢na jedna drugima i hiperhromna. Na bazi ove
definicije atipi¢na lobularna hiperplazija je dijagnostifikovana u 3,6 % zena. 87%
bolesnica sa atipicnom lobularnom hiperplazijom ima od 31 do 55 godina, i svi sledec¢i
karcinomi razvili su se kod zena koje su bile tih godina.**?

Slede¢a analiza iste serije bolesnica opisala je znacaj duktalnog zahvatanja kao
marker za rizik od razvoja karcinoma dojke kada je udruzen sa atipicnom lobularnom
hiperplazijom.*® Duktalno zahvatanje je prisutno u 37% bolesnica sa ALH. Po nekim
autorima oko 20% Zena sa ALH kasnije razvija invazivni karcinom dojke.** Page i
saradnici su sopstili da se rizik za razvoj karcinoma kod zena sa ALH povecava kada
postoji prateca atipiéna duktalna hiperplazija (ADH).*** McLaren i saradnici su opisali
252 slu¢aja Zena sa ALH koje su pracene prosecno 17 godina.**® Invazivni karcinom je
dijagnostifikovan u 19% tih Zena posle prosecnog intervala od 17 godina. Autori su
naglasili relativno veliku udestalost specijalnih tipova ili podtipova sa dobrom
prognozom ukljucujuéi infiltrativni lobularni, tubularni tubulolobularni, ,,medularnu
varijantu“ i ,,nespecifiéne tipove karcinoma sa lobularnim karakteristikama®. Posle 13-

ogodisnjeg pracenja, 10% bolesnica sa karcinomom specijalnog tipa je umrlo. Ovi podaci
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pokazuju da su bolesnice sa ALH predisponirane da razviju relativno povoljnije tipove
invazivnih karcinoma.**

Termin lobularna neoplazija je uveden najviSe sa ciljem da se izmeni tretman
LCIS izbacivanjem termina karcinom iz dijagnoze.*”® Lobularna neoplazija odnosi se na
spektar lobularnih proliferativnih lezija ukljuc¢ujuéi blagu atipiju, atipi¢nu hiperplaziju sa
parcijalnim lobularnim zahvatanjem i potpuno razvijeni LCIS koji je zahvatio 1 ili vise
lobula. U klinickoj praksi, koriS¢enje ovog termina dovodi do situacije u kojoj ista
dijagnoza ne pravi razlike medu pacijentima sa minimalnim proloferativnim lezijama,
koje mogu da budu blaga atipi¢na hiperplazija, i pacijenata koji imaju potpuno razvijeni
oblik LCIS-a. Mada otklanja potrebu da se napravi razlika izmedu ALH i LCIS,
dijagnoza lobularne neoplazije jo§ uvek zahteva razlikovanje obi¢ne lobularne
hiperplazije od neoplastine prolferacije u lobulima. Kona¢no podaci dobijeni od
Mastracci i saradnici ukazuju na molekularnu osnovu nivoa mutacije E cadherin gena za
pravljenje razlike izmedu ALH i LCIS.*® Zbog prethodno navedenih razloga za
razlikovanje ALH i LCIS-a, a termin LIN treba izbegavati kad god je moguce u klinickoj
praksi. Termin lobularna neoplazija maskira nase podele i stvara lazni utisak specifi¢nosti
za bolesnicu i klinicara. Opseg morfoloskih promena obuhvacéenih lobularnom
neoplazijom je vrlo Sirok, uklju¢uju¢i ALH, klasi¢ni LCIS i pleomorfni LCIS ¢ine¢i ovu
dijagnozu jednom od najmanje specifi¢nih u patologiji dojke, koja se ne preporuc“:uje.28

Klini¢ko prac¢enje je preporucljivo kada se postavi dijagnoza ALH i za vecinu
pacijenata sa LCIS. Tamoxifen moze da bude indikovan. Biopsija kontralateralne dojke
moze da se uradi ako postoje klini¢ke indikacije. Klini¢ko prac¢enje pacijenata sa ALH i
LCIS se preduzima do kraja zivota pacijentkinja zbog povecanog rizika za kasniji razvoj
karcinoma. Mogu¢nosti da antiestrogen kao $to je tamoxifen moze da inhibSe evoluciju
ALH ili LCIS je predlozena 1978.% Kasnije je zapaZeno da bolesnice koje primaju
tamoxifen kao adjuvantnu terapiju prateteg invazivnog karcinoma imaju manje
oGekivanu ucestalost od razvoja kontralateralnog karcinoma.***** Posle 5 godina od
tretmana tamoxifenom Zene sa LCIS-om imaju 56 % manji rizik za razvoj invazivnog

karcinoma.*'®
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2.6.2 Prognoza invazivnog lobularnog karcinoma dojke

Prognoza bolesnica sa ILC-om saopstena je u mnogobrojnim studijama. Newman
je prikazao da je kod 22 bolesnice, koje su mastektomisane zbog ILC-a, smrtnost u roku
od 8 godina iznosi 14% kod stadijuma | i 46% kod stadijuma Il bolesti.®” Ashikari je
prikazao 5-godisnje prezivljavanje od 86% i 10-godiSnje prezivljavanje od 74% za
stadijum | bolesnica sa ILC-om tretiranih mastektomijom.' Nije bilo zna&ajnih razlika u
prezivljavanju kada se te bolesnice porede sa Zenama tretiranim zbog IDC-a sa istim
nodalnim statusom.

Nekoliko serija ukljucilo je dovoljno slucajeva mastektomija da bi se uporedila
prognoza bolesnica sa histoloski klasi¢nim i razli¢itim podtipovima ILC-a

Dixon je nasao u 103 bolesnice sa ILC-om da one sa klasi¢nim ILC-om imaju
mnogo povoljniju prognozu, nego one sa razli¢itim podtipovima ILC-a, kada su tretirane
mastektomijom.®® Zbog toga $to bolesnice sa klasi¢nim i drugim podtipovima nisu
stadirani, takve rezultate treba uzimati sa rezervom. Na primer, ucestalost slu¢ajeva sa
stadijumom I varira od 33% kod meSovitog lobularnog podtipa do 74% kod alveolarnog
podtipa. Osim toga, veéina bolesnica koja je bila uklju¢ena u ovu studiju nije imala
disekciju aksile.

Analizom 171 bolesnice sa ILC-om otkriveno je da zene sa klasi¢énim podtipom
imaju neznatno bolju prognozu u odnosu na one sa solidnim i alveolarnim podtipom.
Najbolju prognozu uz 12-godisnje statistiCko prezivljavanje od 100% je zapazeno kod
bolesnica sa tubulolobularnim karcinomima.'® Sistemsko vra¢anje bolesti otkriveno je u
44% bolesnica sa klasi¢nim ILC-om i 40% do 57% bolesnica sa razli¢itim podtipovima
ILC-a. Rezultati ove studije su tesko procenjivi zbog toga §to tumori nisu stadirani i nisu
tretirani na isti nacin. HirurSka terapija sastojala se od proste mastektomije, potkozne
mastektomije ili lampektomije pracene ozrafivanjem cele dojke, a status limfnih nodusa
odredivan je trostrukom biopsijom nodusa pre nego aksilarnom disekcijom.'%®

Frost je prikazao 92 bolesnice sa ILC-om subklasifikovanih po histoloskom
nacinu rasta. Nije postojala statisti¢ki znac¢ajna veza izmedu arhitekture ILC-a (klasi¢nog,

alveolarnog, solidnog i meSovitog) i1 prognoze. Podtipovi su bili identi¢ni u odnosu na

62



godine zivota, veli¢inu tumora, status limfnih nodusa i ekspresiju hormonskih
receptora.*"’

Uporedivannjem 176 zena sa klasicnim ILC-om i 54 Zzene sa razli¢itim
podtipovima ILC-a, globalno prezivljavanje i vreme bez bolesti su bili isti u obe grupe.
Mada nije bilo statisti¢ki znac¢ajno, prezivljavanje stadijuma | i nivoa | nodus pozitivnog
stadijuma Il bolesnica sa klasi¢nim ILC-om je bilo bolje od bolesnica sa razli¢itim
podtipovima ILC-a istog stadijuma. Kada se napravi razlika prema klasi¢cnom ILC-u,
svaki od podtipova ILC-a pokazuje tendencu mnogo ucestalijeg recidiva tumora i smrti
zbog bolesti, ali nijedna od razlika nije statistidki zna¢ajna.”® U daljoj analizi uporedivane
su zene sa klasi¢nim ILC-om sa serijom bolesnica tretiranih zbog IDC-a. Bolesnice sa
stadijumom I klasi¢énog ILC-a imale su znacajno bolje prezivljavanje bez bolesti, nego
bolesnice sa dokazanim karcinomom istog stadijuma. Nije bilo signifikantne razlike u
preZivljavanju bolesnica sa ILC-om i IDC-om stadijuma I1."

Weidner i Semple su nasli da bolesnice sa pleomorfnim podtipom ILC-a imaju
znadajno gore preZivljavanje u periodu bez bolesti nego one sa klasi¢nim ILC-om.'®?
Poredenje je bazirano na istim grupama u odnosu na veli¢inu tumora i status limfnih
nodusa.’® Analizom bolesnica koje imaju ILC i negativne limfne noduse dobijen je
relativni rizik od ponovnog javljanja od 4,13 za nodus negativne pleomorfne ILC-e, 7,35
za nodus pozitivne klasiéne ILC-e i 30,4 za nodus pozitivne pleomorfne lobularne
karcinome. Sledeca komparativna studija iz iste institucije otkrila je kra¢i period
prezivljavanja bez bolesti za bolesnice sa pleomorfnim lobularnim karcinomom, ali nije
bilo signifikantne razlike u odnosu na klasi¢ni lobularni karcinom u pogledu globalnog
prezivljavanja.*'® Bentz i saradnici saopstili su fatalni ishod u 9 od 12 (75%) bolesnica sa
pleomorfnim lobularnim karcinomom, uz srednje prezivljavanje od 2,1 godine posle
dijagnoze. Ovaj ishod je znacajno gori od poredenja grupa bolesnica sa IDC-om i
klasi¢nim ILC-om.*®®

U poredenju sa klasicnim ILC-om, pleomorfni lobularni karcinom je cesce
aneuploidan sa duzom S-fazom, ¢elije imaju veée nuklearne dijametre,*'® veé¢i mitotski
indeks i veé¢i Ki-67 indeks.**® U jednoj studiji koja je ispitivala ova dva tipa lobularnog

karcinoma, nisu uo&ene znacajne razlike u pogledu unutartumorske vaskularizacije.**®
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Nema jasnih dokaza da pacijentkinje sa multifokalnim/multicentri¢nim
karcinomom dojke imaju gori klinicki ishod nego one sa unicentricnim karcinomom
dojke, a tretirane su na isti na¢in.****** Ove studije sugeri$u da multicentri¢nost sama za
sebe nije indikacija za postmastektomijsku radioterapiju niti za izmenjene preporuke
adjuvantne sistemske terapije.

2.7 TERAPIJA LOBULARNOG KARCINOMA DOJKE
2.7.1 Hirurska terapija lobularnog karcinoma dojke

Yeatman je saopStio da je mastektomija pre nego lampektomija sa poStedom
dojke, znacajnije ¢es¢e preduzimana kod bolesnica sa ILC-om, nego kod bolesnica sa
IDC-om.** Preorijentisanje od lampektomije do mastektomije je uradeno mnogo Gesée
kod bolesnica sa ILC-om zbog "pozitivnih" resekcionih ivica nakon lampektomije.
Ukoliko se mastektomija preduzima trebalo bi da bude tipi¢na, sa minimalnom
moguénos$éu ostavljanja tkiva dojke u predelu hirurSke intervencije. Subkutana
mastektomija nije pogodna za ove bolesnice.

Singletary je analizirao podatke National Center Data Base od 1989. do 2001. da
bi ispitao kretanje u tretmanu invazivnog lobularnog karcinoma.*® Medu 21596
bolesnica odabranih za studiju, 8108 (37,5%) imalo je neku od postednih operacija dojke,
a u ostalih 62,5% uradena je mastektomija. Ucestalost poStednih operacija dojke bila je u
obrnutoj srazmeri sa TN-stadijumom, ali se povecala sa oko 20-25% u 1998. do 50-60%
u 2001. Takode se udvostrucila ucestalost mapiranja zbog stadiranja sentinel limfnih
nodusa od oko 10-15% do 20% i blizu 30% u istom periodu. Bitne regionalne razlike u
ucestalosti postednih operacija dojki sa ILC-0m su nadene u rasponu od 40-50% u Novoj
Engleskoj, Srednjem Atlantiku i Pacifickim regionima do oko 25% u juznim i centralnim
regionima.*?®

Mnogi izvestaji o postednim operacijama Sa radioterapijom su objavljeni. Podaci
dobijeni iz nerandomiziranih studija ukazuju da lokalna kontrola i prezivljavanje za
bolesnice sa ILC-om tretiranih postednim operacijama dojke su sli¢ni podacima

87,424-430

dobijenim za duktalne karcinome sa 5-godisnjim prac¢enjem. Vecina ovih studija
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nema sveobuhvatne podatke za 10-godiSnje pracenje, koje je bitno iz razloga §to je od
strane nekih istrazivata zapaZen trend kasnog lokalnog recidiva ILC-a u dojci.*”’

Warneke i saradnici analizirali su 111 bolesnica tretiranih zbog ILC-a stadijuma |
i 11 u periodu preko 10 godina na Univerzitetu u Arizoni. Nije bilo razlike u ucestalosti
lokalnog recidiva medu bolesnicama sa poStednim operacijama i mastektomisanim
bolesnicama. Kada se uporedi sa bolesnicama koje su imale lampektomiju i radioterapiju,
grupa mastektomiranih bolesnica se karakterisala: veCcom klinickom veli¢inom tumora
(3cm prema 1,6 cm), veCom veli¢inom tumora (2,6cm prema 2,1cm) i mnogo ¢e$¢im
metastazama u aksilarnim limfnim ¢vorovima (44% prema 27%). Medu 34 bolesnice
(37%) koje su imale lampektomiju sa radioterapijom, postojala je 1 (3%) sa lokalnim
recidivom i srednjim op$tim prezivljavanjem od 83,6 meseci. Ostalih 59 (63%) bolesnica
podvrgnuto je modifikovanoj radikalnoj mastektomiji, posle koje je bilo 2 slucaja (3%)
lokalnog recidiva.**°

Kurtz je nasao da je pojava lokalnih recidiva posle 5 godina od tretmana mnogo
¢esca kod bolesnica sa ILC-om (13,5%) nego kod bolesnica sa IDC-om (8,8), ali razlika
nije statistiCki znacajna. Prakti¢no, svi rekurentni tumori su bili na nekoj distanci od
primarnog tumora ili su bili multifokalni. Petogodisnje statisticke stope prezivljavanja
bile su 100% za nodus negativne, a 77% za nodus pozitivne bolesnice.*** Schnitt je
saopstio da je petogodisnji statisticki rizik od lokalnog recidiva bio skoro identiCan za
bolesnice sa IDC-om (11%). Stopa od 12% za rekurencu ILC-a je veca od stope
rekurence kod bolesnica sa IDC-om koji ima oskudno Sirenje u intraduktalne delove
(5%), ali manje u poredenju sa stopom rekurence od 23% za duktalne karcinome sa
opseznim intraduktalnim karcinomom. U ovoj seriji, sve rekurence ILC-a su bile u
okolini pocetnog primarnog tumora. Karateristike ILC-a koje su u vezi sa veCom
ucestalos¢u lokalnih recidiva bile su: multifokalna invazija primarnog tumora, signet-ring
éelijska citologija i razli¢iti histoloski na&ini rasta.?®

U studiji 60 bolesnica sa ILC-om posle lampektomije i radioterapije i periodom
pracenja od 2,5 do 10 godina (srednje vreme pracenja 5,5 godina), dve bolesnice su imale
rekurencu u lokalnim nodalnim regionima, a jedna je razvila rekurentni karcinom u

zahvaéenoj dojci.*® Tokom pet godina, kod 11 bolesnica javile su se udaljene metastaze,
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Sto se zavrdilo smrtnim ishodom u 6 sluGajeva.*”® White i saradnici saopstili su stope
lokalnog recidiva od 3,3% za ILC i 4,2% za IDC.*’

Znacajni su podaci iz studije koja se bavila uporedivanjem rezultata postednih
terapijskih procedura u 1093 bolesnice sa IDC-om stadijuma I i Il i 55 bolesnica sa ILC-
om stadijuma | 1 Il na Univerzitetu Pensilvanija u periodu 1977. i 1995. Medijana
pracenja bila je 8,7 godina za bolesnice sa duktalnim i 10,2 godine za bolesnice sa
lobularnim karcinomom. Nije bilo signifikantnih razlika u desetogos$njim statistickim
stopama za opSte prezivljavanje, bolest specificno prezivljavanje i dugo prezivljavanje
bez bolesti. Lokalne rekurence bile su mnogo ¢esc¢e kod bolesnica sa ILC-om (18%),
nego kod bolesnica sa IDC-om (12%), ali razlika nije statisticki zna¢ajna. Interesantno je
zapazanje 10-godiSnje stope kontralateralnog karcinoma (lobularni 12% prema duktalnim
8%) koje se nisu znaCajno razlikovale. Ovi rezultati su dokumentovani sliénim
rezultatima za zene sa stadijumom I i II lobularnog i duktalnog karcinoma, kojima je
uradena poStedna operacija sa radioterapijom.431

Zakljuéno, prethodni podaci sugerisu da ILC klasi¢nog citoloskog tipa, bilo da je
strukturno klasican ili varijanta podtipa, moZe da bude uspesno reSen nekom od postednih
terapeutskih procedura. Kriterijumi za selektovanje bolesnica za takav tretman su u
sustini isti kao 1 za IDC. Prisustvo invazivnog karcinoma na ivicama resekcije obi¢no
zahteva dalju eksciziju. Medutim, za razliku od duktalnih karcinoma, lobularni karcinom
"in situ™ na ivicama resekcije nije potrebno dodatno resecirati. Lampektomiju bi trebalo
dopuniti ozrativanjem dojke, osim ako ne postoje posebne okolnosti.?®

OgraniCen je broj korisnih informacija o tretmanu pleomorfnog ILC-a postednim
operacijama. Ukoliko se desi, sugeriSe se da pleomorfni LCIS bude tretiran slicno kao
intraduktalni karcinom u pogledu procene ivice resekcije.?

Adjuvantna hemioterapija je indikovana na bazi kriterijuma kori§¢enih za IDC.
Postoji dokaz da ILC moze da bude manje senzitivan na neke forme neoadjuvantne
hemioterapije u odnosu na IDC.*?

Rutinska biopsija kontralateralne dojke nije indikovana aktuelno raspoloZivim
podacima za bolesnice sa ILC-om.!***%*4% Kontralateralna biopsija je pogodna, kada je
indikovana imidzing ili klini¢kim nalazima, eventualno i kod bolesnica sa izrazenim

familijarnim optere¢enjem ili drugim dokazom genetske predispozicije za karcinom
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dojke. Brojne razlike u dugotrajnom riziku od bilateralnog karcinoma dojke (metahronog
kao 1 sinhronog) medu bolesnicama sa IDC-om i bolesnicama sa ILC-om u jednoj dojci
su neresive.”® Podaci bazirani na ranijim studijama upotrebe Tamoxifena i drugih lekova
kod bolesnica u cilju inhibicije razvoja kontralateralnog karcinoma ne smeju se direktno
primeniti posle uvodenja ovih i ostalih selektivnih estrogen-receptor-modulisucih

lekova.”®
2.7.2 Antiestrogena terapija

Karcinom dojke je vode¢i malignitet kod Zena koji se smatra odgovornim za
preko 3.500.000 smrtnih ishoda $irom sveta.' Estrogen igra ulogu u proliferaciji
luminalnog sloja epitelnih ¢elija dojke 1 razvoju karcinoma dojke. Oko 70% humanih
karcinoma dojke pokazuje ekspresiju estrogenskih receptora.** Karcinomi dojke su
klasifikovani na bazi brojnih zahteva kao estrogen zavisni ili estrogen nezavisni
tumori.**4%° Estrogen je transkripcioni faktor koji reguliSe genetski program progresije
¢elijskog ciklusa i rasta u zlezdama dojke. Antiestrogena terapija blokira sposobnost
estrogena da kontroliSe rast ¢elija karcinoma dojke. To je vrlo delotvoran protein u borbi
protiv estrogen zavisnih karcinoma dojke. Antiestrogene terapije blokiraju estrogene
receptore:

1) kao selektivni modulatori (tamoksifen i raloksifen);

2) destabilizacijom i degradacijom estrogenih receptora selektivnom "down"

regulacijom (fluvestrant) i

3) inhibicijom sinteze estrogena (inhibitori aromataze- anastrozol, leterozol),

rezultujuéi zna¢ajnim smanjenjem tumorske progresije i rasta.**°

Thomas William Nunn je 1882. uocCio znadaj ovarijalnih funkcija u rastu
karcinoma dojke. Albert Schizinger 1889. je predlozio hirur§ku ooforektomiju u tretmanu
karcinoma dojke. 37% bolesnica je imalo odgovor tumora na ooforektomiju, koja je
saoptena ranije.”” "Ovarijalni hormon estrusa” i hormoni iz ovarijalnih tkiva bili su
predmet istrazivanja i 1923 nazvani su estrogenima.*®

Mehanizam antiestrogene terapije zasniva se na tri glavna mehanizma:

1. Blokiranje estrogenskih receptora (Tamoxifen i Raloxifen);
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2. Inhibiranje sinteze estrogena (Aromatase) i
3. "Down" regulacija estrogenskih receptora (Fluvestrant).

2.7.2.1. Blokiranje estrogenskih receptora (Tamoxifen, Raloxifen)

Tamoxifen deluje kao antiestrogen inhibiranjem vezivanja estrogena za
estrogenske receptore. Food and Drug Aministration (FDA) 1977. je odobrila da se
Tamoxifen koristi u leGenju Zena sa uznapredovalim karcinomom dojke.**® Tamoxifen
ima estrogen-antagonisticku aktivnost u tkivu dojke, opravdavajuéi svoju sposobnost da
inhibira rast tumora.**® Tamoxifen se lako apsorbuje posle oralne primene u uobitajenoj
dozi od 20mg dnevno i serumskim poluZivotom od 7-14 dana.****** Moze da se detektuje
u serumu nekoliko nedelja, a u tumorskom tkivu nekoliko meseci posle prekida

terapije.**

Antitumorski efekti tamoxifena verovatno su posledica njegove antiestrogene
aktivnosti posredovane kompetitivnom inhibicijom vezivanja estrogena za estrogenske
receptore.*”® Posledica tog vezivanja je inhibicija ekspresije gena regulisanih od strane
estrogena, ukljuCuju¢i faktore rasta i angiogene faktore sekretovane od strane tumora
(autokrine ili parakrine). Neposredni rezultat je blokiranje G1 faze celijskog ciklusa i
usporavanje Celijske proliferacije. Tumori mogu podle¢i regresiji zbog izmenjenog
balansa medu proliferiSsu¢im celijama i ¢elijama koje podleZzu nekrozi ili apoptozi.
Tamoxifen direktno indukuje programiranu ¢elijsku smrt u tumorskim tkivima i smanjuje
rizik od recidiva ili smrti zbog karcinoma dojke, a ima i efektivno palijativno dejstvo kod
bolesnica sa metastatskim karcinomom dojke.**® Stoga je koristan u tretmanu Zena koje
imaju estrogen receptor pozitivni invazivni karcinom dojke. Tamoxifen predstavlja
inicijalnu  hormonsku terapiju izbora za postmenopauzalne Zene sa metastatskim
karcinomom dojke, a koristan je i kao prva ili druga terapijska linija kod mladih Zena.
Bezbedan je i1 dobro se tolerise, ali je rizik od pojave karcinoma endometrijuma visok.
Raloxifen je druga generacija SERM (Selective Estrogen Receptor Modulator) i u
pocetku je bio proizveden za karcinome dojke. Kasnije se koristio kao alternativa
hormon-nadoknadujucoj terapiji u terapiji osteoporoze. Raloxifen je benzotiofenski

447

derivat sa strukturom koja se ocigledno razlikuje od Tamoxifena.”™" Mada Raloxifen ima

slicnu aktivnost kao Tamoxifen u dojci i kostima, liSen je agonisticke aktivnosti u
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endometrijumu.**®

Raloxifen znacajno smanjuje rizik od invazivnog karcinoma dojke kod
osoba sa pozitivnim estrogen-receptorskim statusom i redukuje rizik vertebralnih
fraktura, ali ne nevertebralnih fraktura. Medutim, moze da smanji tromboembolizam
(44%), mozdani udar (49%), gréeve u nogama, periferne edeme i bolesti zu¢ne kese kod
bolesnica sa karcinomom dojke.”® Raloxifen nije udruzen sa proliferacijom
endometrijuma, a jasne informacije o raloxifenskom efektu u razvoju karcinoma

endometrijuma, jos uvek nisu poznate.**®

2.7.2.2 Inhibitori sinteze estrogena (Aromatase)

Inhibitori Aromataze znacajno smanjuju nivo estrogena u plazmi kod
postmenopauzalnih Zena, inhibicijom ili inaktivacijom aromataze. Aromataza je enzim
odgovoran za sintezu estrogena iz androgenih substrata, a pripada superfamiliji citohroma
P450 i produkt je gena CYP 19.**° Aromataza je prisutna, u manjim koli¢inama, u tkivu
normalne dojke i tkivu karcinoma dojke, kao i u nekoliko nezlezdanih tkiva ukljucujuéi:
potkozno masno tkivo, jetru, misice, mozak.*' Periferna aktivnost aromataze i nivo
estrogena u plazmi su u korelaciji sa Body Mass Indexom kod postmenopauzalnih Zena.
Koncentracija estradiola u tkivu karcinoma dojke je otprilike 10x veca od koncentracije u
plazmi.*** Nivo estrogena je visok kod bolesnica sa karcinomom dojke, a estrogen preko
ER receptora salje signale rasta, Sto dovodi do nekontrolisane proliferacije celije.
Inhibitori aromataze blokiraju estrogenu signalizaciju, $to vodi smanjenju broja signala
rasta do estrogenskih receptora, stoga se moze desiti i smanjenje ili potpuno stopiranje
rasta karcinoma.

Inhibitori aromataze inhibiraju nekoliko citohrom P450 enzima ukljucenih u
adrenalnu steroidogenezu, §to je iskoriS¢eno kao "farmakoloska adrenalektomija" za

le¢enje uznapredovalog karcinoma dojke.**

Opisani su kao prva, druga i tre¢a generacija
inhibitora u pogledu hronologije njihovog klinickog razvoja 1 njihove dalje klasifikacije
kao tip 1 ili tip 2 inhibitora ukoliko se ima u vidu mehanizam dejstva. Tip 1 inhibitori su
steroidni analozi androstendiona, a vezuju se za isto mesto na molekulu aromataze. Za
razliku od androstendiona, tip 1 inhibitora se vezuje ireverzibilno za aromatazu i blokira

reakciju medijatora. Stoga su poznatiji i kao enzimski inaktivatori. Tip 2 inhibitora nisu
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steroidi, a vezuju se reverzibilno za hem-grupu enzima glavnim azotovim atomom.
Anastrozol i Letrozol su tre¢a generacija inhibitora a vezuju se za njihove triazolne grupe.
Svi inhibitori trece generacije smanjuju nivo estrogena u plazmi kod postmenopauzalnih
zena. Aromataza ima intratumorsku aktivnost u veéini karcinoma dojke, a analize
izotopima pokazuju da takva aktivnost doprinosi smanjenju nivoa estrogena u plazmi.
Anastrozol, Letrozol i Exemestane znaGajno inhibiraju karcinom dojke.**® Globalne
studije su pokazale da su inhibitori aromataze pogodniji od tamoksifena kod
postmenopauzalnih ER-pozitivnih bolesnica, zatim u smanjenju rekurenci i sporednih
nezeljenih efekata (endometrijalnog karcinoma 1 venske tromboze). Nedostaci inhibitora

aromataze su: veci nivo osteoporoze, pratece frakture i visoki nivoi holesterola.

2.7.2.3 Estrogen receptor "down" regulatori (Fluvestrant)

Fluvestrant je selektivni estrogen receptor "down" regulator, a FDA ga je
poslednjeg odobrila za koriS¢enje u terapiji uznapredovalog i metastatskog karcinoma
dojke.”* Agonisticka svojstva Tamoxifena i drugih SERM-a mogu da dovedu do
povecanog rizika za pojavu endometrijalnog karcinoma 1 razvijanja rezistentnosti
tumorskih ¢elija. Fluvestrant je 7-alkil analog estradiola, posedujuc¢i jedinstven
mehanizam aktivnosti u poredenju sa tamoxifenom i drugim SERM-a. Tamoxifen se
vezuje za ER receptore dovodeci do odvajanja "heat shock™ proteina homodimerizacijom
i inhibicijom transaktivacije u tkivu dojke. Fluvestrant deluje sasvim razli¢ito, vezujuci
ER uzrokuje odvajanje "heat shock" proteina. Medutim, teski boc¢ni lanac Fluvestranta
sprecava dimerizaciju, $to rezultuje degradacijom ER-a. Rezultat nije samo inhibicija
aktivnosti ER receptora, ve¢ i znatajno smanjenje nivoa ekspresije ER.** Kao rezultat
"down" regulatorne aktivnosti, Fluvestrant je nazvan SERD. Fluvestrant je znacajno
efikasniji kod tamoksifen rezistentne bolesti i pokazuje podjednaku ili bolju aktivnost od
anastrozola kod metastatskih karcinoma dojke. Glavni nezeljeni efekti Fluvestranta su
muka, povracanje, zatvor i proliv. Fluvestrant ne prolazi hematoencefalnu barijeru i
izgleda da daje manje menopauzalnih simptoma od drugih antiestrogena.**> Ne uzrokuje
zadebljanje endometrijuma, ali vece studije, sa duzim periodom pracenja, tek ¢e pokazati

da li postoji rizik od pojave karcinoma endometrijuma.**°
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3. PREDMET I CILJ ISTRAZIVANJA

U literaturi se nailazi na veliku heterogenost klasifikacionih sistema koji
nozoloski dele lobularne karcinome dojke na razli¢ite kategorije, u prvom redu isticuci
njihov mikromorfoloski nacin rasta i citodiferencijaciju. Prema novijim podacima iz
literature imunohistohemijski profili se znacajno razlikuju kod pojedinih podtipova

lobularnog karcinoma dojke, '8 ¥

to je postavilo kao imperativ da se lobularni
karcinomi dojke detaljno prouce. Kombinovana podela invazivnog lobularnog karcinoma
dojke zasniva se na dva vazec¢a principa: 1) prema tipu rasta kancerskih celija: linearni
(klasiéni tip lobularnog karcinoma), trabekularni i nelinearni tip rasta (alveolarni, solidni
i disperzni) i 2) prema stepenu diferencijacije: bazaloidni, apokrini, mucin-produkujuéi,
histiocitoidni, mioidni i pleomorfni podtip.?®

Ovo obilje podela u prakticnom smislu donosi Visoki stepen subjektivnosti.

Klasifikacija ILC-a je do sada bila bazirana na subjektivnim parametrima sa ciljem da se
odrede njegov prediktivni karakter i prognosticki znacaj.

Iz navedenih razloga istrazivanje je bilo usmereno u slede¢em pravcu:

1. Uporediti mikromorfoloske osobine histoloskog nac¢ina rasta kod razli¢itih
podtipova lobularnog karcinoma dojke, sa posebnim osvrtom na godine
zivota, pT  stadijum tumora, histoloski i nuklearni  gradus,
multifokalnost/multicentricnost, fokalno prisustvo duktalnog ili lobularnog
karcinoma "in situ”, dezmoplasti¢nu reakciju strome, prisustvo elastoze,
disoluciju tumorskih c¢elija i prisustvo metastaza u aksilarnim limfnim

nodusima.

2. Uporediti razli¢ite podtipove lobularnog karcinoma dojke na osnovu njihovih
mikromorfoloskih, imunohistohemijskih prediktivnih (ER, PR, HER2) i
prognosti¢kih parametara (BRCA1, p53, E-cadherin, Ki-67), kao i u odnosu
na klinicke parametre (godine zivota, prisustvo ili odsustvo metastaza), i
patohistoloske karakteristike (pT stadijum tumora, histoloski i nuklearni

gradus, multifokalnost/multicentriénost, fokalno prisustvo duktalnog ili
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lobularnog karcinoma "in situ”, dezmoplastiénu reakciju strome, prisustvo

elastoze, disoluciju tumorskih ¢elija).

Uspostaviti sistem kvantitativne fotometrijske 1 morfometrijske analize
imunohistohemijskih ~ parametara  bioloSke  agresivnosti  razli¢itih
patohistoloskih podtipova lobularnih karcinoma dojke, koji se moze Koristiti
za postavljanje diferencijalne dijagnoze i uporedivanje sa sistemom trenutno

vazece semikvantitativne procene.
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4. MATERIJAL | METODE

Analizirano je 334 slucaja lobularnih karcinoma dojke razli¢itih histopatoloskih
podtipova, od istog broja bolesnica, dijagnostikovanih u sedmogodi$njem periodu od
januara 2005. do aprila 2011. godine. U tom periodu je dijagnostikovano 2486 slucajeva
svih tipova karcinoma dojke, te lobularni karcinom ¢ini 13,43% slucajeva. U ovoj studiji
su koriS¢eni tkivni uzorci lobularnih karcinoma dojke, dobijeni ekscizionim biopsijama
ili amputacijom dojki sa disekcijom aksile bolesnica, od kojih je 266 slu¢ajeva hirurski
leCeno u Klinickom Centru u NiSu, a 68 sluc¢ajeva u drugim zdravstvenim centrima
jugoisto¢ne Srbije. Uzorci su rutinski obradeni do parafinskih kalupa i arhivirani zajedno
sa patohistoloSkom 1 klinickom dokumentacijom na Institutu za patologiju Klinickog
Centra u Nisu.

Multifokalnost je odredivana na mikroskopskom nivou, prisustvom veceg broja
morfoloskih centara razvoja karcinoma, a to je kod dojke ista mikromorfoloska jedinica
odnosno lobus. Multicentri¢nost je u ovoj studiji predstavljena prisustvom veceg broja
karcinoma u istoj anatomskoj regiji sa medusobnom udaljeno$¢u od najmanje 5 cm
normalnog tkiva dojke (u razli¢itim lobusima dojke), bilo da su unikvadrantni ili
bikvadrantni. Multipnost je predstavljena prisustvom veceg broja tumora u medusobno
udaljenim anatomskim regijama, a kod dojke je to sinonim za bilateralnost. U obzir su
uzimani samo sinhroni bilateralni lobularni karcinomi.

Za potrebe imunohistohemijskog bojenja iz podrucja tumora uziman je
mikroskopski najkarakteristi¢niji uzorak (region) i on se u vidu jednog ili dva parafinska
kalupa podredivao ovoj specificnoj proceduri. Po osnovnoj morfoloskoj proceni
na¢injenoj na HE preparatima vrSio se izbor jednog do dva kalupa koji sadrze tkivne
uzorke lobularnog karcinoma iz prose¢no reprezentativnog regiona, sa spoljas$njih
infiltrativnih granica. Od parafinskih kalupa mikrotomski su nac¢injeni preseci debljine
oko 4um, adherirani na "super frost" plo¢ice i bojeni imunohistohemijski na estrogenske
receptore, progesteronske receptore, Her-2 receptore, BRCAL protein, p53 protein, Ki-67
antigen i E-cadherin. Nakon deparafinacije i hidratacije isecaka kroz ksilol i seriju
alkohola opadaju¢e koncentracije, radeno je demaskiranje antigena u mikrotalasnoj peci,

20 min u citratnom puferu, a potom hladenje na sobnoj temperaturi, ispiranje i blokiranje
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endogene peroksidaze 3% hidrogenom. Isecci su ispirani u puferu PBS (Phosphate
Buffered Saline) pH=7.4, a zatim je nanoSeno primarno antitelo uz inkubaciju od 40 min
na sobnoj temperaturi. Posle ispiranja PBS-om sledi Labelled Streptavidin-Biotin 2
System, Horseradish Peroxidase (LSAB2 System-HRP, 15 ml, Code K0673), koji sadrzi
zuti i crveni LINK i inkubirani su po 20 min, a izmedu svakog koraka radeno je ispiranje
PBS-om. Vizuelizacija je radena DAB-om (Diaminobenzidine), a potom je primenjeno
dobro ispiranje teku¢om vodom 2 min, kontrastiranje hematoksilinom, dehidratacija i
uklapanje tkiva DPX-om.

Imunohistohemijska procedura: za potrebe ovog bojenja su koris¢ena poliklonska
i monoklonska antitela, a koriS¢ena razblazenja kao i ekspresija antitela prikazani su u
tabeli 2.

Tabela 2. Karakteristike koris¢enih imunohistohemijskih markera

ANTITELO Naziv/klon/code RazblaZenje Ekspresija
ER Monoclonal Mouse Anti-Human Estrogen | Ready-to-use u jedru
Receptor a (ER); Clone 1DS5; Code
N1575
PR Monoclonal Mouse Anti-Human Ready-to-use u jedru
Progesterone Receptor; Clone PgR 636;
Code N1630
Her-2 Polyclonal Rabbit Anti-Human c-erbB-2 | 1:250 - 1:350 | ¢elijska membrana
Oncoprotein; Code A0485
BRCA1 Monoclonal Mouse Anti-Human BRCAL; 1:50 u jedru i
Clone GLK-2; Code M3606 citoplazmi
p53 Monoclonal Mouse Anti-Human p53 Ready-to-use u jedru
Protein; Clone DO-7; Code N1581
Ki-67 Monoclonal Mouse Anti-Human Ki-67 Ready-to-use u jedru
Antigen, Clone MIB-1; Code N1633
E-cadherin | Monoclonal  Mouse ~ Anti-Human  E- 1:50 Celijska membrana

cadherin; Clone NCH-38; Code M3612

Sva kori§¢ena antitela su istog proizvodaca (DAKO, Glostrup Denmark) sa
rasponom razblazenja od 1:100 do 1:400 (Dako Antibody Diluent, Ready-to-use, Code

S0809), a upotrebljen vizuelizacioni sistem je bio En Vision sa hromogenom DAB
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(DAKO Cytomation). "Background" bojenje je uradeno Mayer-ovim hematoksilinom sa
standardnim vremenom ekspozicije 1 ostalim standardizovanim prate¢im delovima
procedure (ispiranje i ostalo), a obojeni tkivni preseci prekriveni DPX-om i pokrovnom
ljuspicom.

Rezultati imunohistohemijskih analiza su procenjivani semikvantitativno i
kvantitativno i to iz najkarakteristi¢nijeg regiona, a sa spoljasnjih infiltrativnih granica
invazivnih lobularnih karcinoma na slede¢i nacin:

1) Semikvantitativna analiza ER i PR uradena je na osnovu Allred "scoring"
sistema, gde se ukupni skor dobija zbirom: skora procentualne zahvacenosti jedara
tumorskih éelija (skor 1 - manje od 1% jedara tumorskih ¢elija; skor 2 - od 1 do 10%
jedara tumorskih celija; skor 3 - od 11 do 33% jedara tumorskih ¢elija; skor 4 - od 34 do
66% jedara tumorskih celija; skor 5 - vise od 67% jedara tumorskih celija) i skora
intenziteta bojenja jedara (skor 1 - slabo; skor 2 - srednje; skor 3 - jako), $to je

prikazano na shemi 1.

Procentualni 0

skor (PS) 0d 0do 1% od 2 do 10% od 11 do 33% od 34 do 66% od 67 do 100%

Skor
intenziteta 0 1 2 3 Ukupni skor (US) = PS + SI

(SD negativno slabo srednje jako (US opseg =0, 2-8)

Shema 1. Allred-ov "scoring" sistem

2) Analiza membranske ekspresije HER-2 receptora radena je na osnovu
originalnog HercepTesta (DAKO),*’ koris¢enjem "CAP scoring" sistema sa skalom od 0
do 3+, koji se bazira na karakteru bojenja celijske membrane u invazivnoj komponenti
tumora. Skor 0 predstavlja odsustvo membranskog bojenja ili slabo membransko bojenje

u manje od 10% tumorskih ¢elija. Skor 1+ predstavlja slabo vidljivo membransko bojenje
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u preko 10% tumorskih celija, a ¢elijske membrane su parcijalno obojene. Skor 2+ je
slabo do srednje kompletno bojenje celog obima ¢elijskih membrana u vise od 10%
tumorskih celija. Skor 3+ predstavlja jaku kompletnu prebojenost ¢elijskih membrana u
preko 10% tumorskih ¢elija. Samo tumori sa skorom 3+ su smatrani pozitivnim.**’

3) Proliferativna aktivnost je odredivana imunobojenjem sa Ki-67 antitelom.
Udeo proliferativnih ¢elija je odredivan brojanjem najmanje 500 tumorskih ¢elija. Nivo
Ki-67 indeksa je izrazen kroz procenat pozitivnih celija za svaki slu¢aj ponaosob.
Granicom visokog i niskog Ki-67 indeksa je smatrano 15% pozitivnih tumorskih ¢elija.
Svi slucajevi ILC-a dojke koji imaju 15% ili vise od 15% pozitivnih tumorskih ¢elija su
svrstani u grupu karcinoma sa visokim Ki-67 indeksom.**®

4) p53 pozitivnost je odredivana na sli¢an nacin kao i Ki-67 indeks, osim §to je
granica pozitivnosti za p53 data kao srednje do jako bojenje najmanje 10% jedara
tumorskih c¢elija. Intranuklearna ekspresija p53 u vise od 10% tumorskih celija je
povezana sa mutacijama u genomu.

5) U normalnom tkivu dojke postoji jaka uniformna jedarna ekspresija BRCAL.
Kod karcinoma dojke ekspresija BRCA1 je heterogena i ¢esto manje intenzivna nego u
normalnoj dojci, a prisutna je u jedru iili u citoplazmi.*®® Imunohistohemijski, karcinomi
dojke su BRCA 1 pozitivni kada postoji odsutna ili smanjena nuklearna i/ili pozitivna
citoplazmatska ekspresija BRCA 1 proteina.*®°

6) Imunohistohemijski, anti-E-cadherin antitelom se jako boje intercelularne
granice luminalnih ¢elija kako interlobularnih duktusa, tako i intralobularnih terminalnih
duktusa i duktula. Mioepitelne celije duktusa i duktula pokazuju mnogo slabiju
imunoreaktivnost izmedu susednih ¢elija, a nekad su i negativne. Ove karakteristike E-
cadherin imunobojenja sluze kao pozitivne unutrasnje kontrole, jer svi lobularni
karcinomi "in situ” i invazivni lobularni karcinomi pokazuju smanjenu ekspresiju ili
potpuni gubitak E-cadherin membranskog bojenja.

Imunohistohemijski preparati su zatim prouceni na morfo- i fotometrijskom
sistemu Instituta za histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta u Nisu, koji je
sa¢injen od mikroskopa BX-50 (OLYMPUS, Japan) sa SONY-evom CCD Color Video
kamerom HYPER HAD, povezana sa PC-raunarskim sistemom, Kkoji obavlja

skladistenje digitalizovane mikroskopske slike u vidu TIFF (Tagged Image File Format).
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Izbor polja sa mikroskopskih imunohistohemijskih preparata za analogno-digitalnu
konverziju obavljen je sa najmanje 10 mikroskopska polja, a pod ukupnim poveéanjem
od 400x. lzabrana su ona polja koja se nalaze na periferiji uzorka karcinoma prema
okolnim normalnim tkivnim strukturama dojke. Polja sa normalnim tkivnim strukturama,
polja displasti¢no izmenjenih delova dojke, kao i fokalnog lobularnog karcinoma "in situ”
(LCIS-a), nisu uzimani u analizu. U okviru analogno-digitalne konverzije ceo
mikroskopski sistem je podeSen na uniforman nacin i pod tim konstantnim, istovetnim
uslovima nacinjene su sve mikroskopske slike, koje su kasnije analizirane morfo- i
fotometrijski.

Po podesavanju Kelerovog i iluminacionog polja, otvor blende na kondenzoru je
postavljen na konstantnu vrednost od 0,3; jaCina osvetljenja je potenciometrijski
podeSena na ustaljenu vrednost, a na digitalnoj kameri su isklju¢ene sve funkcije
automatskog podeSavanja slike, kao S$to su: "SHUTTER", "GAIN", a "WHITE
BALANCE" je podeseno u konstantni opseg od 3200; koris¢en je plavi filter mikroskopa
uz upotrebu indiferentnog filtra ND6.

Digitalizovane mikroskopske slike, sacuvane u TIFF formatu, bez daljih korekcija
("BACKGROUND CORRECTION", "BACKGROUND SUBSTRACTION",
"BRIGHTNEST", "CONTRAST"), analizirane su u programu za analizu slike Image J
version 1.42. Za potrebe nesubjektivhog selektovanja jedara ispitivanin karcinoma,
koriS¢en je planimetrijski mrezni "OVERLAY™ sistem, koji spomenuti "Image analysis"
sistem koristi kao "PLUG IN". Rastojanje (d) izmedu tacaka na kojima se ukr$taju linije
mreznog sistema je ekvivalent izracunatog prose¢nog dijametra kancerskih ¢elija iz pilot
merenja na manjem broju slucajeva (n=30). Ovako definisan mrezZni sistem upotrebljen je
na svim slikama svih ispitivanih sluajeva. Uz upotrebu svetlosnog pera ocrtana je
kontura jedra svake kancerske celije koja je bila pogodena nekom od tacaka testnog
sistema, makar i u predelu njene citoplazme. Kod svakog analiziranog slucaja je mereno
najmanje po 100 jedara. Ocrt (“outline™) svakog jedra ponaosob uéitan (upisan) je u "ROI
(Region of Interest) Manager", a niz tako upisanih ocrta snimljen je za kasniju upotrebu i
ucitavanje.

Digitalizovane mikroskopske slike su zatim podvrgnute dekonvoluciji boja, a uz

upotrebu dekonvolucionog Landini-evog algoritma koji je inkorporisan kao "PLUG IN" u
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novije verzije Image J version 1.42.%4% Ovaj algoritam izdvaja iz hematoksilin-DAB
(H-DAB) slike, kao jednu od matrica, matricu koja sadrzi koloritet koji pripada iskljucivo
DAB hromogenu i ima braon prebojenost. Spomenuta matrica se snima kao osmobitna
"TIFF" slika i sluzi kao supstrat za dalju fotometrijsku analizu slika. Preko ovih slika se
zatim ucitavaju prethodno snimljeni "outlines”, koji predstavljaju granice ranije mreznim
sistemom selektovanih jedara, unutar kojih ¢e se za svako jedro ponaosob fotometrijskim
funkcijama izracunati opticka gustina (“optical density”) (OD). Na slici 1 su prikazani
funkcionalni moduli koji simbolizuju razli¢ite faze u procesu analize mikroskopskih

slika.

Slika 1. Funkcionalni moduli analize slike u programu Image J

Fotometrijska kalibracija sistema: za potrebe kalibracije opticke gustine u opciji
programa "calibrate™ koris¢ena je funkcija "uncalibrated OD" za raspon intenziteta
prebojenosti piksela od 0 do 255 i sa eksponencijalnim karakterom. Nakon kalibracije
odredena je prosecna vrednost opticke gustine svih piksela koji pripadaju u okvirima
"outline"-a svakog od selektovanih jedara ponaosob, gde svetliji pikseli teZze ka vrednosti
0 (na binarnoj slici bela boja, a na podru¢jima H-DAB slike nespecificno vezanog
hematoksilina-plavo), dok tamniji delovi teze ka visim vrednostima, gde je u okviru
nekalibrisanog sistema opticke gustine vrednost za crnu 255 maksimalno. Dobijene

vrednosti opticke gustine na prethodno opisani nadin za sva ispitivana jedra svih
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ispitivanih slucajeva su zatim posluzile za nepristrasno (unbiaset) skorovanje
imunohistohemijskog intenziteta prebojenosti jedara na ER receptore. U skladu sa
Lambert-Beer-ovim zakonom koli¢ina prisutne boje odredena je na osnovu specifi¢ne
talasne duzine boje, gde je opticka gustina (OD) proporcionalna koncentraciji boje.*®?
Tako je koli¢ina boje linearno zavisna od OD (absorbance). Konverzija u opticku gustinu
se dobija kao negativni logaritam za osnovu 10 intenziteta svetlosti detektovane nakon
prolaska kroz preparat. Opticka gustina je bezdimenziona logaritamska jedinica, gde
absorbanca 0 znaci da svi fotoni prolaze kroz preparat, OD = 1.0 znaci da je absorbovano
90% fotona, a OD = 2.0 da je 99% fotona absorbovano. Imunohistohemijska bojenja
mogu pojedinaéno da imaju opticku gustinu najvise 1 OD.”* Skor koji se tide
procentualne zastupljenosti jedara imunohisohemijski “pozitivnih™ ili ~ "negativnih”
unutar jednog patohistoloskog slucaja odredivan je tako S§to je ukupan broj
kvantifikovanih jedara po slu¢aju smatran 100%, a zatim je granica izmedu ,,pozitivnih* i
,hegativnih® jedara postavljena u odnosu na vrednost 0,1, §to predstavlja 10% ukupne
skale hromogenog intenziteta (opticke gustine) za DAB.**® Kuvantitativni ER skor po
svakom ispitivanom slucaju odredivan je, slicno ASCO preporukama za
semikvantitativni skor, zbirom skora prose¢nog intenziteta jedara prethodno pomnozenim
sa 100 i skorom procentualne zastupljenosti, a zatim deljenjem zbira sa 2.

Digitalna mikroskopska slika se sastoji od sitnih tacaka (piksela), a koris¢ena je
kao polazna veli¢ina za oredivanje jedarnog areala (povrSine prescka jedara), $to je uz
faktore oblika jedan od najées¢e analiziranih parametara u patohistologiji tumora.“®*

Povrsina preseka jedara (areal) za sva jedra svih ispitivanih slu¢ajeva je dobijena
kao broj piksela po svakom jedru, a zatim je izra¢unata u pm? na slede¢i na¢in:

1 um na digitalnim slikama je imao duzinu od 3,7 pixela
areal (um?®) = areal (pixel?)
1 pm? = 3,72 = 13,69 (pixel?)
areal (um?®) = area (pixel®) / 13,69

Za odredivanje jedarnog areala se koristi povrSina koja odgovara jednom pikselu.
Areal (A) jednog piksela se dobija kao proizvod broja piksela koji pripadaju jedru (Ps) i
povrsine (2) koja odgovara jednom pikselu:

A=P;-a
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Dobijene vrednosti za ispitivane morfo- i fotometrijske parametre, kao i starost
bolesnica, histoloski podtip, pT stadijum tumora, prisustvo
multifokalnosti/multicentri¢nosti, procenat zahvacenosti aksilarnih limfnih nodusa i

286465467 g1 podvrgnute

subjektivni semikvantitativni ER skor (Allred skoring sistem)
slede¢im metodama: 1) deskriptivnom statistikom (prosecna vrednost, standardna
devijacija, medijana), 2) komparativnim testovima (parametrijskog (t-test;, ANOVA) i
neparametrijskog (Fisher-ov test) tipa i 3) korelacionim testom (Pirsonov test) analizama.
Svi statisti¢ki proracuni su obavljeni uz pomo¢ programa Jandel Sigma Stat 2.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA), GraphPad Prism version 5.03, (San Diego, CA, USA). Efekat

veli¢ine uocCenih razlika dobijenih morfometrijskih parametara izraCunat je pomocu

G*Power statistickog kalkulatora version 3.1.9.2 (http://www.gpower.hhu.de).
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5. REZULTATI

5.1 REZULTATI KLINICKE I MIKROMORFOLOSKE ANALIZE BOLESNICA
SA LOBULARNIM KARCINOMOM DOJKE

Ispitivanjem je analizirano 334 bolesnica sa lobularnim karcinomom dojke koje
su bile podvrgnute tumorektomiji ili radikalnoj mastektomiji sa disekcijom aksile.
Prosecna starost bolesnica bila je 57,58+11,8 godina, gde je najmlada bolesnica imala 20,
a najstarija 86 godina. Lobularni karcinomi su podeljeni na 7 podtipova: 1) "in situ", 2)
klasi¢ni, 3) alveolarni, 4) solidni, 5) tubulolobularni, 6) pleomorfni i 7) meSoviti lobularni
podtip. Najveci broj bolesnica - 224 (73,1%) imao je klasi¢ni podtip lobularnog
karcinoma (slika 2), dok je "in situ”, alveolarni, solidni, tubulolobularni, pleomorfni i
mesSoviti lobularni podtip imalo: 7 (2,1%), 3 (0,9%), 5 (1,5%), 5 (1,5%), 53 (15,9%) i 17
(5,1%) bolesnica. Struktura bolesnica u odnosu na podtip lobularnog karcinoma
prikazana je na grafikonu 1. MikromorfoloSki prikaz ostalih podtipova lobularnog
karcinoma prikazan je na slici 3.

Slika 2. Klasi¢ni invazivni lobularni karcinom dojke sa karakteristiénim linearnim
rasporedom tumorskih ¢elija (HE x 200)
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Slika 3. Podtipovi lobularnog karcinoma dojke: a) lobularni karcinom "in situ"; b)
alveolarni podtip ILC-a; c) solidni podtip ILC-a u blizini ciste; d) tubulolobularni podtip
ILC-a sa "target"-oidnim nacinom rasta oko krvnih sudova; e) pleomorfni podtip ILC-a
sa "target"-oidnim nadinom rasta; f) meSoviti lobularni podtip sa alveolarnim i
trabekularnim na¢inom rasta (HE x 200)
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B me3oviti lobularni

Grafikon 1. Struktura bolesnica u odnosu na podtip lobularnog karcinoma

Razlika u prose¢noj starosti bolesnica izmedu razli¢itih podtipova lobularnog

karcinoma prikazana je u tabeli 3.

Tabela 3. Razlika u prose¢noj starosti bolesnica sa razli¢itim podtipovima lobularnog

karcinoma
Podtip lobularnog karcinoma X +SD

"in situ" 45,28+8,62
klasi¢ni 57,97+11,14

alveolarni 65+11,53
solidni 44,8+10,26
tubulolobularni 51,4+10,36
pleomorfni 57,48+13,65
mesSoviti lobularni 61,76+12,12

Nisu utvrdene statisticki signifikantne razlike izmedu dve najbrojnije grupe

bolesnica (klasi¢ni i pleomorfni podtip) sa lobularnim karcinomom dojke u odnosu na

starost (t test, p>0,05).

Analiza stadijuma (od pTl do pT4) pokazala je najvecu ucestalost u pT2
stadijumu kod 128 (38,3%) bolesnica. Ucestalost u pT1 stadijumu bila je 28,4% (95), u
pT3 5,1% (17), a u pT4 stadijumu 9% (30). Kod 64 (19,2%) bolesnice nije mogao da

bude precizno odreden pT stadijum bolesti (Grafikon 2).
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Grafikon 2. Struktura bolesnica u odnosu na pT stadijum tumora
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pT stadijum bolesti statisti¢ki znacajno ¢esSc¢e nije mogao da bude odreden kod "in

situ” lobularnih karcinoma dojke (57,14%) u odnosu na ostale podtipove ILC-a (Fisher-
ov test, p=0,0273) (Tabela 4).

Tabela 4. Odnos izmedu pT stadijuma razli¢itih podtipova lobularnog karcinoma

Podtip tumora | pT1 p pT2 p pT3 p pT4 p pTXx p ukupno
"in situ" 2 |p>0,05| 1 [02575| 0 |p>0,05| 0 |p>0,05| 4 |0,0273* 7
klasi¢ni 67 |0,55847 | 93 [0,8997 | 11 | 0,411 | 24 | 05176 | 49 | 0,5337 | 244

alveolarni 0 | 0561 | 2 |05608| 0 |p>0,05| 1 |0,2467| 0 | p>0,05 3
solidni 1 |p>0,05| 1 [06528| 1 |[02311| 0 |p>0,05| 2 | 0,2449 5
tubulolobularni | 3 |0,1415| 2 |p>0,05| 0 |p>0,05| 0 |p>0,05| O | 05877 5
pleomorfni 14 | 0,8683| 22 [0,6452| 4 [0,3248| 5 [0,7989| 8 | 0,5678 53
SOV 8 |00982| 7 |08028| 1 |05977| 0 |0,3817| 1 | 0,2124 17
lobularni
ukupno 95 128 17 30 64 334

Na grafikonu 3 prikazana je struktura bolesnica u odnosu na histoloski gradus

(HG) tumora, gde je najveci broj tumora 185 (55, 4%) imao histoloski gradus 2.
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Grafikon 3. Struktura bolesnica u odnosu na HG tumora

Ucestalost nuklearnog gradusa (NG) tumora ispitivanih bolesnica prikazan je na
grafikonu 4. Najucestaliji nuklearni gradus je gradus 2 (211 bolesnica - 63,2%).

BENG 1
ONG 2
BENG 3

NG 1 NG 2 NG 3

Grafikon 4. Struktura bolesnica u odnosu na NG tumora

Pleomorfizam jedara lobularnog karcinoma prikazan je na slikama 4, 5 i 6.
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Slika 4. Lobularni karcinom "in situ” sa uniformnim jedrima, NG I (HE x 400)

Slika 5. Invazivni lobularni karcinom dojke srednjeg stepena diferentovanosti, NG II
(HE x 400)
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Slika 6. Izrazena nejednakost jedara kod pleomorfnog lobularnog karcinoma dojke, NG
Il (HE x 400)

Multifokalnost, multicentricnost 1 bilateralnost su zapaZzene kod 27 (8,1%)
bolesnica, a pojedina¢na zastupljenost prikazana je u tabeli 5. Pri tome, fokalno prisustvo

LCIS-a i DCIS-a nisu bili parametri za odredivanje multicentri¢nosti/multifokalnosti

tumora.

Tabela 5. Struktura bolesnica u odnosu na multifokalnost, multicentri¢nost i bilateralnost
lobularnog karcinoma

mf/mc/bil n ucestalost (%)
odsutna multifokalnost, multicentri¢nost i
bilateralnost 307 919
multifokalni 10 3
multicentri¢ni 15 4,5
bilateralni 2 0,6
ukupno 334 100

Statistickom analizom utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika u prosecnoj starosti
izmedu bolesnica sa multifokalnim, multicentricnim i bilateralnim lobularnim
karcinomom (p<0.05, ANOVA). Naknadnom ("post hok") analizom utvrdeno je da

postoji razlika izmedu bolesnica sa bilateralnim karcinomom i onih koje nisu imale ni
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multifokalni, ni multicentri¢ni, ni bilateralni lobularni karcinom (p<0,0001, Dunnett T3),

kao i izmedu bilateralnog i multifokalnog lobularnog karcinoma (p=0,0001, Dunnett T3)

i bilateralnog i multicentri¢nog karcinoma dojke (p<0,0001, Dunnett T3) (Tabela 6).

Tabela 6. Razlika u prose¢noj starosti izmedu bolesnica sa multifokalnim,
multicentri¢nim i bilateralnim lobularnim karcinomom

mi/mc/bil X+ SD ol AN(F;V p)|  DumnettT3
odsutna
multifokalnost, | -7 o\ 45 75
multicentriénost
i bilateralnost 4,026 0,008* A B, C
multifokalni 58+ 12,33
multicentriéni 53,07+ 9,51
bilateralni 32+ 5,39

A - bilateralni prema odsutnoj mf/mc/bil
B - bilateralni prema mf
C - bilateralni prema mc

Kada je definicijom multicentricnosti/multifokalnosti obuhvaéeno 1 fokalno

prisustvo LCIS-a i DCIS-a,” takode je utvrdena statisticki signifikantna razlika u

prosecnoj starosti bolesnica (t test, p<0,01) (Grafikon 5)
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bez multicentri€nosti/multifokalnosti

Grafikon 5. Razlika u prosecnoj starosti izmedu bolesnica sa i bez prisustva
multicentri¢nosti/multifokalnosti; statisticki signifikantna razlika prikazana je (*) za

p<0,01
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Statisticki signifikantna znacajnost izmedu klasicnog i pleomorfnog podtipa
lobularnog karcinoma nije nadena u odnosu na multifokalnost, multicentricnost i
bilateralnost tumora (Fisher-ov test, p>0,05) (Tabela 7).

Tabela 7. Odnos izmedu multifokalnosti, multicentri¢nosti i bilateralnosti lobularnog
karcinoma kod klasi¢nog i pleomorfnog podtipa tumora.

. Podtip tumora
el klasi¢ni ° pleomorfni U P
odsutna
TS ETOET, | Y 49 273 00,05
multicentri¢nost
i bilateralnost
multifokalni 8 0 8 0,3584
multicentriéni 10 4 14 0,2859
bilateralni 2 0 2 p>0,05
ukupno 244 53 297

Prisustvo fokalnog DCIS-a je verifikovano kod 22 (6,6%) bolesnice, dok je
fokalni LCIS naden kod 19 (5,7%) bolesnica (Grafikon 6).

O odsutan
M prisutan

DCIS LCIS

Grafikon 6. Struktura bolesnica u odnosu na fokalno prisustvo DCIS-a i LCIS-a (od

ukupnih 334 slu¢aja lobularnih karcinoma)

Odredivanjem statisticki znacajnih razlika izmedu prosecne starosti bolesnica sa i

bez fokalnog DCIS-a kao i sa i bez fokalnog LCIS-a, pokazano je da ne postoji znacajna
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razlika kod bolesnica sa fokalnim DCIS-om (t test, p>0,05), dok je statisticki znac¢ajna
razlika utvrdena kod bolesnica sa fokalnim LCIS-om (t test, p<0,01) (Tabela 8). Fokalno

prisustvo LCIS-a u okolini invazivnog lobularnog karcinoma prikazano je na slici 7.

\‘;;"I.'f'

Slika 7. LCIS u blizini invazivnog lobularnog karcinoma dojke (HE x 200)

Tabela 8. Razlika u prose¢noj starosti izmedu bolesnica sa i bez fokalnog DCIS-a i LCIS-

a
parametar prisustvo X +SD t p
) da 54,18+10,86
fokalni DCIS e 5783111 84 1,402 0,162
_ da 48,79+7,37 .
fokalni LCIS ” 5812411 81 3,401 0,001

Analizom odnosa izmedu prisustva fokalnog DCIS-a i fokalnog LCIS-a kod
klasi¢nog i pleomorfnog podtipa lobularnog karcinoma nisu utvrdene statisticki znacajne

razlike izmedu ova dva podtipa ILC-a (Fisher-ov test, p>0,05) (Tabela 9).
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Tabela 9. Odnos izmedu prisustva fokalnog DCIS-a ili fokalnog LCIS-a kod klasi¢nog i
pleomorfnog podtipa tumora

arametar risustvo R plilineTd ukupno
P P klasi¢ni | pleomorfni P P
. da 227 50 277
fokalni DCIS ne 17 3 20 p>0,05
. da 233 51 284
fokalni LCIS e 11 > 13 p>0,05

Dezmoplazija, elastoza i1 disolucija su otkrivene u malom broju slucajeva u
odnosu na broj ispitivanih bolesnica: dezmoplazija kod 31 (9,3%), elastoza kod 7 (2,1%)
i disolucija kod 16 (4,8%) bolesnica (Grafikon 7). Dezmoplasti¢na reakcija strome oko
¢elija lobularnog karcinoma prikazana je na slici 8, periduktalna elastoza na slici 9, a

disolucija tumorskih ¢elija na slici 10.

Slika 8. Dezmoplasti¢na stroma oko linearno rasporedenih tumorskih ¢elija invazivnog

lobularnog karcinoma (HE, x 400)
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Slika 9. Periduktalna elastoza sa okolnim rasporedom tumorskih ¢elija u vidu "mete"
(HE 200)

Slika 10. Tumorske ¢elije ILC-a rasute po fibroznoj stromi (HE X 100)
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Grafikon 7. Struktura bolesnica u odnosu na prisustvo dezmoplazije, elastoze i disolucije

(od ukupnih 334 slucaja lobularnih karcinoma)

Statisticki ne postoji znacajna povezanost izmedu podtipa tumora i dezmoplazije
(Fisher-ov test, p>0,05), ali postoji izmedu podtipa tumora i disolucije tumorskih ¢elija
(Fisher-ov test, p<0,0000001) (Tabele 10 i 11). Disolucija tumorskih celija je bila
statisticki znaCajna karakteristika pleomorfnog podtipa (28,3%), kod klasi¢nog nije bila
uocena, a u samo jednom slucaju meSovitog lobularnog podtipa (5,88%). Post hok
analizom utvrdeno je da je disolucija tumorskih ¢elija statisticki znacajno ¢e$c¢a kod

pleomorfnog podtipa u odnosu na klasi¢ni podtip ILC-a (Fisher-ov test, p<0,001).
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Tabela 10. Povezanost izmedu podtipa tumora i prisustva dezmoplazije

Podtip dezmoplazija ukupno
tumora odsutna prisutna P P
in situ 7 0 7 p>0,05
klasi¢ni podtip 222 22 244 0,8322
alveolarni
podtip 3 0 3 p>0,05
solidni podtip 3 2 5 0,0699
tubulolopularnl 3 5 5 0,0699
podtip
SRl 49 4 53 0,799
podtip
meSoviti
lobularni 16 1 17 p>0,05
podtip
ukupno 303 31 334
Tabela 11. Povezanost izmedu podtipa tumora i prisustva disolucije
Podtip disolucija ukupno
tumora odsutna prisutna P b
in situ 7 0 7 p>0,05
klasi¢ni podtip 244 0 244 p<0,0001*
alveolarni
nodtip 3 0 3 p>0,05
solidni podtip 5 0 5 p>0,05
tubulolob_ularnl 5 0 5 050,05
podtip
BB 38 15° 53 | p<0,0001*
podtip
mesoviti
lobularni 16 1 17 0,575
podtip
ukupno 318 16 334

a - p<0,001 u odnosu na klasi¢ni podtip
Evaluacijom prisustva metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima u vreme

dijagnoze nadena je metastatska proSirenost tumora u 89 (26,6%) bolesnica, dok kod 245

(73,4%) bolesnica nisu nadene metastaze u aksilarnim limfnim ¢vorovima (Grafikon 8).
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Grafikon 8. Struktura bolesnica u odnosu na prisustvo metastaza u aksilarnim limfnim

¢évorovima

Statisticki signifikantne razlike u prose¢noj starosti nisu nadene izmedu bolesnica
sa i bez metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima (t test, p>0,05) (Grafikon 9), kao i u

odnosu izmedu podtipa tumora i prisustva metastaza (Fisher-ov test, p>0,05) (Tabela 12).
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Grafikon 9. Razlika u prose¢noj starosti izmedu bolesnica sa i bez metastaza u aksilarnim

limfnim ¢vorovima
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Tabela 12. Odnos izmedu podtipa tumora i prisustva metastaza u aksilarnim limfnim

évorovima

Podtip metastaze
tumora odsutne prisutne g P
klasi¢ni podtip 173 71 244 0,2023
alveolarni
nodtip 2 1 3 p>0,05
solidni podtip 4 1 5 p>0,05
tubulolobularni
podtip 5 0 5 0,3285
PlBBITel 39 14 53 p>0,05
podtip
meSoviti
lobularni 15 2 17 0,1712
podtip
ukupno 238 89 327

Postoji signifikantna povezanost izmedu veli¢ine primarnog tumora (manji ili veci

od 2cm) i metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima (Fisher-ov test, p=0,0018) (Tabela

13), gde su analizirani ILC-i veli¢ine do 2 c¢m imali statisticki zna¢ajno manju ucéestalost

metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima (16,84%) u odnosu na ILC-e ve¢e od 2 cm

gde je ucestalost metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima iznosila 34,85%.

Tabela 13. Odnos veli¢ine primarnog tumora (< ili > 2cm) i metastaza u aksilarnim

limfnim ¢vorovima

Metastaze u | Veli¢ina tumora

aksilarnim .. .
. manji | ve¢iod | ukupno p
limfnim

« . od 2cm 2cm

cvorovima
prisutne 16 61 77
odsutne 79 114 193 0,0018*
ukupno 95 175 270

Znacajna statisticka povezanost multifokalnosti, multicentri¢nosti i bilateralnosti

lobularnog karcinoma i prisustva metastaza u aksilarnim Imfnim ¢vorovima nije utvrdena

primenom Fisher-ovog testa (p>0,05) (Tabela 14).
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Tabela 14. Odnos izmedu multifokalnosti, multicentri¢nosti i bilateralnosti i prisustva
metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima

. metastaze
mf/mc/bil odsutne prisutne ukupno p
odsutna
AL O ETOED, - R 81 307 0,8205
multicentri¢nost
i bilateralnost
multifokalni 6 4 10 0,4662
multicentriéni 11 4 15 p>0,05
bilateralni 2 0 2 p>0,05
ukupno 245 89 334
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5.2. REZULTATI ANALIZE IMUNOHISTOHEMIJSKIH KARAKTERISTIKA
TKIVNIH MARKERA U LOBULARNOM KARCINOMU DOJKE

5.2.1 Estrogenski receptori (ER)

Analizirani lobularni karcinomi dojke su u 79,87% slucajeva imali pozitivan skor
ER receptora. Razli¢iti nivoi ekspresije ER receptora u tkivu lobularnih karcinoma dojke

prikazani su na slikama 11, 12, 13, 14, 15 16.

Slika 11. Difuzna ekspresija estrogenskih receptora u jedrima LCIS-a (LSAB x 400)

Nije postojala statisticki znacajna razlika u prosecnoj starosti bolesnica sa

pozitivnim i negativnim ER skorom (t test, p>0,05) (Grafikon 10).
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Grafikon 10. Razlika u prosecnoj starosti bolesnica sa pozitivnim i negativnim ER
skorom

Statistickom analizom odnosa izmedu podtipa lobularnog karcinoma i ER skora,
utvrdene su statisticki signifikantne razlike (Tabela 15). Dobijeni podaci pokazuju da
klasi¢ni (83,12%) i pleomorfni (62,26%) podtip ILC-a statisti¢ki znacajno ¢e$ée imaju
pozitivan ER skor u odnosu na ostale podtipove ILC-a. Naknadnom post hok analizom
utvrdeno je da klasi¢ni podtip ima znacajno ¢esS¢e pozitivne ER receptore u odnosu na

pleomorfni podtip ILC-a (Fisher-ov test, p=0,0044) (Grafikon 11).

Tabela 15. Odnos podtipa lobularnog karcinoma i ER skora

Podtip ER skor ukupno 0
tumora negativan | pozitivan
in situ 1 6 7 p>0,05
klasi¢ni podtip 42 201° 243 0,0447*
ANBEIET 1 2 3 0,4915
podtip
solidni podtip 0 5 5 0,5873
tubulolob_ularnl 0 5 5 0,5873
podtip
pleomorfni 19 34 53 | 0,0043*
podtip
mesoviti
lobularni 4 13 17 0,7562
podtip
ukupno 67 266 333

a — p<0,05 u odnosu na pleomorfni podtip ILC-a
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Grafikon 11. Odnos izmedu ER skora klasi¢nog i pleomorfnog podtipa tumora;
postojanje statisticki znacajne razlike oznaceno je (*), p=0,0044 u odnosu na ER

pozitivni pleomorfni ILC

Slika 12. Negativna ekspresija estrogenskih receptora u jedrima invazivnog lobularnog

karcinoma dojke (LSAB x 400)
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Slika 13. Umerena ekspresija estrogenskih receptora kod solidnog podtipa invazivnog
lobularnog karcinoma dojke (LSAB x 400)

Slika 14. Klasi¢ni invazivni lobularni karcinom sa umerenom ekspresijom estrogenskih
receptora (LSAB x 200)

101



Slika 15. Alveolarni podtip invazivnog lobularnog karcinoma dojke sa umereno do jakom
ekspresijom estrogenskih receptora (LSAB x 200)

Slika 16. Jaka imunohistohemijska ekspresija estrogenskih receptora kod invazivnog

lobularnog karcinoma sa pojedinac¢nim "signet ring" ¢elijama (LSAB X 400)
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Odredivanem statisticki znacajne povezanosti ER skora i prisustva metastaza u
aksilarnim limfnim ¢vorovima, utvdeno je da bolesnice bez metastaza u aksilarnim
limfnim ¢vorovima statisti¢ki znacajno ¢eS¢e imaju pozitivan ER skor (82,78%) u odnosu

na bolesnice sa metastazama (71,91%) (Fisher-ov test, p=0,0316) (Grafikon 12).
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100

50
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Grafikon 12. Odnos izmedu ER skora i prisustva metastaza u aksilarnim limfnim
¢vorovima; postojanje statisticki znacajne razlike oznaceno je (*), p=0,0316 u odnosu na
ER pozitivan skor sa metastazama

5.2.2 Progesteronski receptori (PR)

Bolesnice sa pozitivnim (67,27%) 1 negativnim (32,73%) PR skorom se statisticki

znacajno ne razlikuju u odnosu na prose¢nu starost (t test, p>0,05) (Tabela 16).

Tabela 16. Razlika u prose¢noj starosti bolesnica sa pozitivnim i negativnim PR skorom

PR skor X +SD t b
pozitivan 57,22+11,77
negativan sg67riLer | o0 | 0%
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Imunohistohemijskim bojenjem PR receptora i odredivanjem PR skora kod

razli¢itih podtipova lobularnog karcinoma dojke dobijeno je da klasi¢ni (71,25%) 1

pleomorfni podtip (50,94%) statisticki znacajno ¢eS¢e imaju pozitivan PR skor u odnosu

na ostale podtipove ILC-a, a naknadnom post hok analizom je utvrdeno da klasi¢ni podtip

znacajno ¢es$ce ima pozitivan PR skor u odnosu na pleomorfni podtip ILC-a (Fisher-ov

test, p=0,0057) (Tabela 17)(Grafikon 13).

Tabela 17. Odnos podtipa lobularnog karcinoma i PR skora

Podtip PR skor
- — ukupno p
tumora negativan | pozitivan
in situ 1 6 7 0,4336
klasi¢ni podtip 69 171° 240 0,0174*
AVEBLE T 2 1 3 0,2505
podtip
solidni podtip 2 3 5 0,6638
tubulolopularnl 0 5 5 0,1769
podtip
BT 26 27 53 0,01*
podtip
mesoviti
lobularni 8 9 17 0,197
podtip
ukupno 108 222 330

a - p<0,05 u odnosu pleomorfni podtip ILC-a
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Grafikon 13. Odnos izmedu PR skora klasi¢nog i pleomorfnog podtipa lobularnog
carcinoma; postojanje statisti¢ki znacajne razlike oznaceno je (*), p=0,0057u odnosu na
PR pozitivni pleomorfni ILC

Ekspresija progesteronskih receptora u podtipovima invazivnog lobularnog
karcinoma dojke je prikazana na slikama 17, 18, 19, 20 21.

Slika 17. Fokus pleomorfnog LCIS-a sa izrazenom ekspresijom progesteronskih
receptora (LSAB x 400)
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Slika 18. Umerena imunohistohemijska reaktivnost progesteronskih receptora u
tubulolobularnom podtipu ILC-a (LSAB x 400)

Slika 19. Slaba imunoreaktivnost progesteronskih receptora mesovitog podtipa ILC-a
(LSAB x 400)
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Slika 20. Pleomorfni podtip ILC-a sa umereno jakom ekspresijom progesteronskih
receptora (LSAB x 400)

Slika 21. Jaka imunohistohemijska ekspresija progesteronskih receptora kod klasi¢nog
ILC-a (LSAB x 400)
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Analizom izmedu PR skora i prisustva metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima
utvrdeno je da bolesnice bez metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima imaju u 69,1%
slucajeva pozitivan PR skor, dok je kod bolesnica sa metastatski izmenjenim aksilarnim
limfnim nodusima PR skor bio pozitivan u 62,5% slucajeva, ali razlika nije bila statisticki
znacajna (Fisher-ov test, p=0,2895) (Tabela 18).

Tabela 18. Odnos izmedu PR skora i prisustva metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima

PR skor metastaze_ ukupno p
nema ima
negativan 75 33 108
pozitivan 167 55 222 0,2895
ukupno 242 88 330

5.2.3 HER-2

Odredivanjem skora HER-2 onkoproteina kod 259 bolesnica sa lobularnim
karcinomom, skor je bio pozitivan samo kod 41 bolesnice (15,83%) u odnosu na HER-2
negativan skor kod 218 bolesnica (84,17%). Razlike u prose¢noj starosti izmedu
bolesnica sa pozitivnim i negativnim HER-2 skorom nisu nadene (t test, p>0,05) (Tabela
19).

Tabela 19. Razlika u prosecnoj starosti bolesnica sa pozitivnim i negativhim HER-2
skorom

HER-2 skor X +SD t 0
pozitivan 57,58+12,86
negativan 58,4+11,75 0,404 0,687

Nije utvrdena statisticki signifikantna razlika u ucestalosti pojedinih podtipova

lobularnog karcinoma i HER-2 skora (Fisher-ov test, p>0,05) (Tabela 20). Pleomorfni
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ILC-i su ces¢e imali pozitivan HER-2 skor (18,42%) u odnosu na klasi¢ni tip ILC-a
(15,62%) ali bez signifikantne razlike ucestalosti (Fisher-ov test, p=0,6346) (Grafikon
14).

Tabela 20. Odnos podtipa lobularnog karcinoma i HER-2 skora

Podtip I_-IER-2 skor _ ukupno 0
tumora negativan | pozitivan
in situ 4 1 5 0,5806
klasi¢ni podtip 162 30 192 0,8482
alveolarni
podtip 1 2 3 0,0662
solidni podtip 4 0 4 p>0,05
tubulolopularni 3 0 3 00,05
podtip
ST 31 7 38 0,6329
podtip ’
mesoviti
lobularni 13 1 14 0,7045
podtip
ukupno 218 41 259
180
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Grafikon 14. Odnos izmedu HER-2 skora klasi¢nog i pleomorfnog podtipa tumora

Membransko bojenje HER-2 onkoproteina ¢elija razli¢itih podtipova invazivnog

lobularnog karcinoma dojke je dato na slikama 22, 23, 24, 25 i 26.
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Slika 22. Slabo membransko bojenje HER-2 onkoproteina kod LCIS-a (LSAB x 200)

Slika 23. Slaba i nekompletna membranska prebojenost HER-2 onkoproteina ¢elija
klasi¢nog ILC-a (LSAB x 400)
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Slika 24. Difuzno membransko bojenje HER-2 onkoproteina ¢elija solidnog podtipa
ILC-a (LSAB x 400)

Slika 25. Izrazena membranska HER-2 ekspresija u invazivnoj i "in situ” komponenti
klasi¢nog ILC-a (LSAB x 200)
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(LSAB x 400)

Pozitivan HER-2 skor je bio prisutan kod 18,52% bolesnica sa metastatski
izmenjenim aksilarnim limfnim ¢vorovima u odnosu na pozitivan HER-2 skor kod
14,61% bolesnica bez metastaza. Razlika nije bila statisticki znacajna (Fisher-ov test,
p=0,4641)(Tabela 21).

Tabela 21. Odnos izmedu HER-2 skora i prisustva metastaza u aksilarnim limfnim
¢vorovima

HER-2 skor metastazg ukupno p
nema ima
negativan 152 66 218
pozitivan 26 15 41 0,4641
ukupno 178 81 259
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5.2.4 BRCA1

U studiji je izdvojeno 50 bolesnica sa lobularnim karcinomom dojke koje su imale
pozitivhu porodi¢nu anamnezu, a BRCAI1 pozitivnost je potvrdena u 68% slucajeva.
Statisticki znaCajne razlike u prosecnoj starosti izmedu bolesnica sa negativnim i

pozitivnim nalazom BRCAL nisu postojale (t test, p>0,05) (Tabela 22).

Tabela 22. Razlika u prosecnoj starosti bolesnica sa i bez prisustva BRCA 1 proteina

BRCA1 X +SD t p
negativan 58,94+11,57
pozitivan 55,06:12,61 | ot | 0304

U odnosu na podtip lobularnog karcinoma nije utvrdena statisticki znacajna

razlika izmedu podtipa i prisustva BRCAL1 proteina (Fisher-ov test, p>0,05) (Tabela 23).

Tabela 23. Odnos izmedu podtipa tumora i prisustva BRCA1 proteina

Podtip BRCA1
- — ukupno p
tumora negativan | pozitivan
in situ 0 1 1 p>0,05
klasi¢ni podtip 10 23 33 0,7568
solidni podtip 0 1 1 p>0,05
pleomorini 6 7 13 0,3006
podtip
mesoviti
lobularni 0 2 2 p>0,05
podtip
ukupno 16 34 50

Imunohistohemijska ekspresija BRCA 1 proteina u citoplazmi ¢elija invazivnog

lobularnog karcinoma dojke je prikazana na slikama 27, 28 i 29.
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Slika 27. Citoplazmatska akumulacija BRCA 1 proteina kod klasi¢nog ILC-a sa
dezmoplastiénom stromom (LSAB x 100)

S

Slika 28. Pleomorfni histiocitoliki podtip ILC-a sa izrazenom citoplazmatskom

ekspresijom BRCA 1 proteina (LSAB x 400)

114



N x )
) Yl FNyy A
5 N #
S a8 WS ‘ NI 4
& o WA A TN ¥ A
’ % 9 o\ ¢ \ * i ,’
Y fa N P /) ) 754
-
sy . e \ ¥ B34 > { ‘_,"’é
R & a,‘ L w Vo T | { £ B ‘
~\ \\ \,‘,’? \ ath ) ' i .
. ‘ % ¢
> . "7 » v > N ;
v S SN AW AN f
~ A 2 t A
4 » Y v - \ A '\ \ » /
~ 3, .o,
i - 8- - 4
“\J; . \, ?IL‘/‘ v Bl &
b Py ¢ 2 .
AL @ X & T = .
5 ) | T * [ % 10y
\' . S * > 5. 7 e
b 8T R N \ a"
N & 4 \’_";’_ / » T8 R A ML
|| ;J,. ) " % » v a2
\ i W - \ . w / ‘
TR MR 4 e » ), 7

Slika 29. Gubitak jedarne ekspresije i pojava citoplazmatske ekspresije BRCA 1 proteina
kod ILC-a sa "signet ring" ¢elijama (LSAB x 200)

Multifokalnost i multicentri¢nost lobularnog karcinoma dojke i prisustvo BRCAI
nije pokazalo statisti¢ki signifikantne razlike. BRCA 1 pozitivni ILC-i su bili u 14,7%
sluajeva multifokalni/multicentriéni dok su BRCA 1 negativni ILC-i pokazivali

multifokalnost/multicentricnost u 12,5% slucajeva (Fisher-ov test, p>0,05) (Tabela 24).

Tabela 24. Odnos izmedu multifokalnosti i multicentri¢nosti tumora i prisustva BRCA1
proteina

BRCA1
mf/mc - — ukupno p
negativan | pozitivan
odsutna
multifokalnost i 14 29 43 p>0,05
multicentricnost
multifokalni 2 1 3 0,2367
multicentri¢ni 0 4 4 0,2919
ukupno 16 34 50

Kod svih BRCA 1 negativnih ILC-a je bila prisutna dezmoplasti¢na reakcija

strome u odnosu na BRCA 1 pozitivne ILC-e gde je dezmoplasti¢na reakcija uocena u
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79,41% slucajeva, a razlika nije statisticki znacajna (Fisher-ov test, p = 0,0812) (Grafikon
15).

O prisutna dezmoplazija
B odsutna dezmoplazija

BRCA 1 negativan BRCA 1 pozitivan

Grafikon 15. Odnos izmedu dezmoplazije i prisustva BRCA1 proteina

Metastaze u aksilarnim limfnim ¢vorovima su ¢eScée bile prisutne kod BRCA 1
negativnih ILC-a (37,5%) u odnosu na BRCA 1 pozitivne ILC-e gde je ucestalost
metastaza bila 29,41%, ali bez statisticke znacajnosti (Fisher-ov test, p=0,7462) (Grafikon
16).

Obez metastaza
B sa metastazama

BRCA 1 negativan BRCA 1 pozitivan

Grafikon 16. Odnos izmedu metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima i prisustva
BRCAL proteina
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Odredivanjem relacije izmedu ER skora i prisustva BRCAT1 utvrdena je statisticki
signifikantna povezanost (Fisher-ov test, p = 0,0363), gde je 85,29% BRCA 1 pozitivnih
ILC-a istovremeno imalo pozitivan ER skor u odnosu na BRCA 1 negativne ILC-e sa
pozitivnim ER skorom (56,25%) (Grafikon 17).

30

O ER skor negativan

@ ER skor pozitivan

BRCA 1 negativan BRCA 1 pozitivan

Grafikon 17. Odnos izmedu ER scora i prisustva BRCAL; postojanje statisticki znacajne
razlike oznaceno je (*), p=0,0363u odnosu na BRCA 1 negativne ILC-e sa pozitivhim ER
skorom

Postoji i statisti¢ki znacajna povezanost pozitivnosti PR skora i prisustva BRCAL
proteina kod 82,35% slucajeva ILC-a u odnosu na 50% PR pozitivnih ILC-a negativnih
na BRCA 1 protein (Fisher-ov test, p = 0,0396)(Grafikon 18).
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Grafikon 18. Odnos izmedu PR scora i prisustva BRCAL; postojanje statisticki znacajne
razlike oznac¢eno je (*), p=0,0396 u odnosu na BRCA 1 negativne ILC-e sa pozitivnim
PR skorom

BRCA 1 pozitivni ILC-i su imali pozitivan HER-2 skor u 16,12% slucajeva, a
BRCA 1 negativni ILC-i su imali pozitivan HER-2 skor u 12,5% slu¢ajeva, bez statisticki
znacajne razlike (Fisher-ovtest, p>0,05) (Grafikon 19).
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BRCA 1 negativan BRCA1 pozitivan

Grafikon 19. Odnos izmedu HER-2 scora i prisustva BRCA1
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5.2.5 Supresorni p53 gen

Akumulacija p53 proteina pracena je kod 125 bolesnica sa lobularnim
karcinomom dojke. 41,6% analiziranih slu¢ajeva je imalo intranuklearnu ekspresiju u
visSe od 10% tumorskih ¢elija tj. bilo je pS3 pozitivno. Razli¢iti nivoi ekspresije p53 u

jedrima tumorskih ¢elija su prikazani na slikama 30, 31 i 32.
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Slika 30. Slaba p53 imunoreaktivnost u jedrima ¢elija klasi¢nog ILC-a (LSAB x 100)
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Slika 31. Retke p53 pozitivne ¢elije ILC-a (LSAB x 200)
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Slika 32. Jaka p53 imunoreaktivnost kod ILC-a visokog nuklearnog gradusa (LSAB x
400)

Analiza ekspresije p53 u odnosu na proseé¢nu starost bolesnica sa lobularnim

karcinomom dojke nije pokazala statisticki znacajne razlike (t test, p>0,05) (Tabela 25).

Tabela 25. Razlika u prose¢noj starosti bolesnica sa i bez prisustva p53

pS3 X +SD t p
negativan 57,92+10,52
pozitivan 57,13:1261 | o ' | 01V

Analizom odnosa izmedu podtipa tumora i prisustva p53 nije dokazana statisti¢ki
zna¢ajna povezanost. Klasicni 1 pleomorfni podtip ILC-a su imali skoro identi¢nu

ucestalost p53 pozitivnosti (42,26% prema 42,1%) , dok je nesto veca bila kod meSovitog
lobularnog podtipa (50%) (Fisher-ov test, p>0,05) (Tabela 26).
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Tabela 26. Odnos izmedu podtipa tumora i p53

Podtip

p53

tumora negativan | pozitivan el P
in situ 1 0 1 p>0,05
klasi¢ni podtip 56 41 97 0,8305
el 2 0 2 0,5102
podtip
LTI 11 8 19 00,05
podtip
meSoviti
lobularni 3 3 6 0,6923
podtip
ukupno 73 52 125

ILC-i koji nisu ni multifokalni ni multicentriéni statisticki signifikantno cesce
(45,04%) p53 pS3
mulifokalne/multicentri¢ne ILC-e (14,28%) (Fisher-ov test, p=0,037) (Tabela 27).

pokazuju pozitivnost u  odnosu  na pozitivne

Tabela 27. Odnos izmedu multifokalnosti/multicentri¢nosti i prisustva p53

mf/mc - e — ukupno p
negativan | pozitivan
odsutna
multifokalnost i 61 50 111
multicentri¢nost 0,037*
mult‘lfokaI.rVu/. 12 5 14
multicentriéni
ukupno 73 52 125

p53 pozitivni ILC-i su ¢esce bez fokalnih DCIS promena (60,68%) u odnosu na
p53 pozitivne sa fokalnim DCIS-om (25%), ali bez statist¢ki znacajne razlike (Fisher-ov
test, p = 0,0659) (Grafikon 20).
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Oodsutan DCIS
@ prisutan DCIS

p53 pozitivan p53 negativan

Grafikon 20. Odnos izmedu prisustva fokalnog DCIS-a i p53

Odnos izmedu fokalnog LCIS-a i prisustva p53 takode nije statisticki
signifikantna. Dobijeni podaci pokazuju da ILC-i sa fokalnim LCIS-om su pozitivni na
p53 u 42,85% slucajeva u odnosu na p53 pozitivne ILC-e bez LCIS promena (59,32%)
(Fisher-ov test, p=0,4486) (Grafikon 21).

Oodsutan LCIS
W prisutan LCIS

p53 pozitivan p53 negativan

Grafikon 21. Odnos izmedu prisustva fokalnog LCIS-a i p53
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Statisticki znaCajna povezanost metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima |
prisustva p53 nije nadena: metastaze je imalo 57,95% bolesnica sa p53 pozitivnim ILC-
om u odnosu na 59,45% bolesnica bez metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima sa p53

pozitivnoscu (Fisher-ov test, p>0,05) (Grafikon 22).

O sa metastazama
B bez metastaza

p53 pozitivan p53 negativan

Grafikon 22. Odnos izmedu metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima i p53 pozitivnosti

Statistickom analizom odnosa izmedu ER skora i p53, PR skora i p53 1 HER-2
skora i p53 nisu utvrdene statisticki znacajne razlike (Fisher-ov test, p>0,05) (Grafikoni
23, 241 25).
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50+

40

O negativan ER skor
W pozitivan ER skor

30+

20+

10+

p53 negativan p53 pozitivan

Grafikon 23. Odnos izmedu ER skora i p53
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O negativan PR skor
M@ pozitivan PR skor

p53 negativan p53 pozitivan

Grafikon 24. Odnos izmedu PR skora i p53

O negativan HER-2 skor
@ pozitivan HER-2 skor

p53 negativan p53 pozitivan

Grafikon 25. Odnos izmedu HER-2 skora i p53

Statisticki znacajna razlika nije postojala ni izmedu p53 pozitivnosti i prisustva
BRCA 1 proteina (Fisher-ov test, p=0,3515) (Tabela 28).
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Tabela 28. Odnos izmedu p53 pozitivnosti i prisustva BRCA 1 proteina

p53 - el — ukupno p
negativan | pozitivan
negativan 8 22 30
pozitivan 8 11 19 0,3515
ukupno 16 33 49

5.2.6 Ki-67
Odredivanjem Ki-67 intranuklearne ekspresije ispitana je proliferativna aktivnost
¢elija lobularnog karcinoma dojke kod 60 bolesnica. Prose¢na starost bolesnica nije

statisti¢ki znacajno povezana sa Ki-67 indeksom (t test, p>0,05) (Tabela 29).

Tabela 29. Razlika u prosecnoj starosti bolesnica sa niskim i visokim Ki-67 indeksom

Ki-67 indeks X +SD t p
nizak 56,8+12,1
visok 56,45+11,81 0.107 0.915

Utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu podtipa tumora i prisustva Ki-67
imunoreaktivnosti, gde su ,,in situ” lobularni karcinomi statisti¢ki znacajno ¢e$¢e imali
nizak Ki-67 indeks u odnosu na ostale podtipove ILC-a (Fisher-ov test, p = 0,0333)
(Tabela 30).

Tabela 30. Odnos podtipa tumora i Ki-67 indeksa

Podtip Ki-67 indeks K
tumora nizak visok ukupno P
in situ 3 0 3 0,0333*
klasi¢ni podtip 10 27 37 0,2612
AL T 1 0 1 0,3333
podtip
solidni podtip 1 0 1 0,3333
leomorfni
P odtip 5 9 14 p>0,05
mesoviti
lobularni 0 4 4 0,2909
podtip
ukupno 20 40 60
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Ki-67 imunoreaktivnost jedara u invazivnim lobularnim karcinomima dojke
razlicitih podtipova i razli¢itog histoloskog i jedarnog stepena ilustrovana je na slikama

33,341 35.

Slika 33. Ki-67 imunoreaktivnost u klasi¢cnom ILC-u (LSAB x 100)
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Slika 34. Intenzivna Ki-67 imunoreaktivnost u invazivnom lobularnom karcinomu

visokog jedarnog i histoloskog gradusa (LSAB x 200)

126



\
it e
) : . . N
k2 4% 0 SR o S B
: ..\‘\ L Y Sp‘ § g e ~ v(»\ -, ?g)\‘
o B < ST » Qe @ V™
¢ - ~ . N (4 (2 <
b e P T Nre GV TR | N
TR - e {1 () R e
" W2 N A [ 4 ‘o " PR N
L * - ‘
(PR . - *.\\ -
2 s, M A ' B S
. Q . \ b \ L“‘ \
LY -’ - ‘ ’ .‘ R

Slika 35. Visok Ki-67 indeks u pleomorfnom podtipu ILC-a (LSAB x 200)
Statistickom analizom nije utvrdena znacajna povezanost ER skora i Ki-67
indeksa, PR skora i Ki-67 indeksa, HER-2 skora i Ki-67 indeksa (Fisher-ov test, p>0,05)

(Tabela 31).

Tabela 31. Odnos izmedu ER skora, PR skora i HER-2 skora prema Ki-67 indeksu

Ki-67 indeks
parametar izak visoK ukupno p
croor | S 2B s
I v e
HER-2 skor gingttl'\‘/’:;‘ 125 248 463 0>0,05

Nije utvrdena statisticki znacajna povezanost izmedu Ki-67 indeksa i prisustva
BRCA 1 proteina (Fisher-ov test, p=0,2465), ali je postojala statisticki znacajna
povezanost izmedu Ki-67 indeksa i p53 pozitivnosti: ILC-i sa visokim Ki-67 indeksom
su imali p53 pozitivnost u 85,71% slucajeva u odnosu na 59,46% p53 negativnih ILC-a
sa visokim Ki-67 indeksom (Fisher-ov test, p=0,0443) (Tabela 32).
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Tabela 32. Odnos Ki-67 indeksa sa prisustvom BRCA 1 proteina i p53 pozitivno$éu

. Ki-67 indeks
parametri ok | o ukupno p
pozitivan 8 11 19
SR negativan 2 9 11 0,2465
pozitivan 3 18 21 -
P53 negativan 15 22 37 0,0443

Metastaze u aksilarnim limfnim ¢vorovima su ¢eSc¢e bile prisutne kod ILC-a sa

niskim Ki-67 indeksom (40%) u odnosu na ILC-e bez metastaza sa visokim Ki-67
indeksom (27,5%) ali bez statisticke znacajnosti (Fisher-ov test, p=0,3841) (Grafikon 26).
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20+
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nizak Ki-67 indeks

visok Ki-67 indeks

Obez metastaza
B sa metastazama

Grafikon 26. Odnos izmedu metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima i Ki-67 indeksa

5.2.7 E-cadherin

Transmembranski ¢elijski adhezivni protein E-cadherin je odredivan kod 38

bolesnica sa lobularnim karcinomom dojke koje su imale visok jedarni gradus ili manje

od 10% duktalne komponente. Nisu utvrdene statistiCki znaéajne razlike izmedu

bolesnica sa smanjenom ekspresijom ili potpunim gubitkom E-cadherina u odnosu na

prose¢nu starost (t test, p>0,05) (Tabela 33).
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Tabela 33. Razlika u prosecnoj starosti bolesnica sa smanjenom ekspresijom i gubitkom
E-cadherina

E-cadherin X % SD t D
eﬁé’rﬁ'éi!}e 57,2412,06

smanjena 1,062 | 0,295
ekspresija 52,78+13,61

Relacija izmedu podtipa lobularnog karcinoma i smanjene ekspresije ili potpunog
gubitka E-cadherina nije bila statisticki znacajna (Fisher-ovtest, p>0,05) (Tabela 34).

Tabela 34. Odnos podtipa tumora i ekspresije E-cadherina

Podtip E-cadherin K
tumora gubitak sSmanjena ukupno P
in situ 1 0 1 p>0,05
klasi¢ni podtip 11 9 20 p>0,05
AVEBLE 0 1 1 0,4737
podtip
solidni podtip 0 1 1 0,4737
pleomorfni
podtip 8 5 13 0,5064
mesoviti
lobularni 0 2 2 0,2176
podtip
ukupno 20 18 38

Odsustvo E-cadherin membranskog bojenja kod "in situ” i invazivnog lobularnog

karcinoma dojke je dato na slikama 36 i 37.
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Slika 36. Odsustvo E-cadhein membranskog bojenja kod “Paget"-oidnog Sirenja LCIS-a
kroz duktuse (LSAB x 100)

Slika 37. Gubitak membranskog bojenja na E-cadherin kod fokalnog LCIS-a i klasi¢nog
ILC-a (LSAB x 100)

Pojedini invazivni lobularni karcinomi dojke su pokazali aberantnu ekspresiju E-
cadherina (slika 38).
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Slika 38. Malobrojne ¢elije ILC-a pokazuju aberantnu membransku ekspresiju E-
cadherina (LSAB x 100)

Odnos izmedu ER skora i ekspresije E-cadherina, PR skora i ekspresije E-
cadherina, HER-2 skora i ekspresije E-cadherina nije pokazao statisticku znaajnost
(Fisher-ov test, p>0,05) (Tabela 35).

Tabela 35. Odnos izmedu ER, PR i HER-2 skora i ekspresije E-cadherina

arametar =staleIchl) ukupno
P gubitak | smanjen P P

negativan 7 6 13

AR pozitivan 13 12 25 p>0,05
negativan 8 7 15

PREC) pozitivan 12 11 23 p>0,05

HER-2 skor | 1cdativan 18 12 0 03738
pozitivan 2 4 6

Nije postojala statisticki znacajna razlika ni izmedu ekspresije E-cadherina i p53
pozitivnosti, gde je potpun gubitak E-cadherinskog bojenja pokazalo 35,71% p53
pozitivnih ILC-a u odnosu na 68,18% p53 negativnih ILC-a (Fisher-ov test, p=0,0874)
(Tabela 36).
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Tabela 36. Odnos izmedu ekspresije E-cadherina i p53 pozitivnosti

E-cadherin — oS - ukupno p
pozitivan | negativan
smanjen 9 7 16
gubitak 5 15 20 0,0874
ukupno 14 22 36

Analizom odnosa izmedu metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima i ekspresije
E-cadherina nisu nadene statisticki znacajne razlike, gde je ve¢i procenat (36,84%) ILC-
a sa metastazama u aksilarnim limfnim ¢vorovima imalo potpuni gubitak E-cadherinskog
u odnosu na ILC-e sa metastazama i smanjenim E-cadherinskim bojenjem (22,2%)
(Fisher-ov test, p=0,4848) (Grafikon 27).

O bezmetastaza

l sa metastazama

gubitak E-cadherina E-cadherin smanjen

Grafikon 27. Odnos izmedu metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima i ekspresije E-

cadherina
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5.3 REZULTATI KVANTITATIVNE ANALIZE EKSPRESIJE ESTROGENSKIH
RECEPTORA I POVRSINE PRESEKA JEDARA U LOBULARNOM
KARCINOMU DOJKE

Kvantitativnom analizom ER receptora kod 334 bolesnica sa lobularnim
karcinomom dojke odredivani su slede¢i parametri: 1) procenat ER pozitivnih ¢elija, 2)
prosecan intenzitet bojenja jedara, 3) povrSina preseka jedara i 4) kvantitativni ER skor.
Dobijeni podaci su korelirani sa staros¢u bolesnica, podtipom tumora, pT stadijumom
tumora, multifokalnoS¢u/multicentri¢no$¢u (mf/mc) tumora i procentom zahvacéenosti
aksilarnih limfnih nodusa. Srednja vrednost, standardna devijacija, maksimalna,
minimalna vrednost i medijana sva Cetiri ispitivana parametra ILC-a sumirani su u tabeli
37.

Tabela 37. Deskriptivna statistika procenta ER pozitivnih ¢elija lobularnih karcinoma
dojke, prose¢nog intenziteta bojenja jedara, povrSine preseka jedara i kvantitativhog ER
skora

parametar X +SD Med Min Max

procenat pozitivnih Celija 59,25+40,71 80 0 100
prosecan intenzitet 0,32+0,25 0,27 0 0,92
povrsina preseka jedara (Um?) | 27,64+9,16 26,85 13,35 57,75
kvantitativni ER skor 45,93+31,63 52,21 0 96,06

Posebno je ispitana razlika u prosenoj vrednosti procenta pozitivnih celija,
prose¢nog intenziteta bojenja jedara, povrsini preseka jedara i kvantitativnog ER skora u
odnosu na Kklasi¢ni i pleomorfni podtip lobularnog karcinoma. Nije postojala
signifikantna razlika u procentu pozitivnih ¢elija dva najcesca podtipa (t test, p>0,05) sa
malim efektom veli¢ine (ispitivani su samo sluéajevi pozitivnog ER skora klasi¢nog i
pleomorfnog podtipa ILC-a). Uocena je signifikantna razlika u proseénom intenzitetu
bojenja jedara (t test, p<0,01) sa srednjim efektom veli¢ine, povrSini preseka jedara (t
test, p<0,05) sa malim efektom veli¢ine i kvantitativnom ER skoru (t test, p<0,05) sa

malim efektom veli¢ine izmedu ova dva podtipa lobularnog karcinoma (Tabela 38).
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Tabela 38. Razlika u prose¢noj vrednosti procenta pozitivnih ¢elija, prose¢nog intenziteta
bojenja jedara, povrsini preseka jedara i kvantitativnom ER skoru u odnosu na klasi¢ni i
pleomorfni podtip lobularnog karcinoma

X +SD 5 q
klasi¢ni pleomorfni

proce”iﬁ;’;""’”'h 60,06+39,59 | 72,44+42.69 | 0,0968 | 0,3007

prosecan intenzitet 0,32+0,23 0,44+0,31 0,0083 0,439

P9W§1napresfka 2527+812 | 28,58+12,05 | 0,0167 |0,3221
jedara (um°)

kvantitativni ER skor | 46,43+30,23 | 58,31+35,92 | 0,0405 | 0,3578

parametar

Postoji signifikantna pozitivna korelacija izmedu starosti bolesnica i procenta ER
pozitivnih Celija, proseCnog intenziteta bojenja jedara, povrSine preseka jedara i
kvantitativnog ER skora ( p<0,001). Za ispitivane parametre: procenat pozitivnih ¢elija,
prosecan intenzitet i kvantitativni ER skor dobijen je statisticki znacajan porast sa velikm
efektom veli¢ine dok je za povrSinu preseka jedara statistiCki znacajan porast bio sa

malim efektom veli¢ine (Tabela 39) (Grafikoni 28 i 29).

Tabela 39. Korelacija izmedu starosti bolesnica i procenta ER pozitivnih celija,
prose¢nog intenziteta bojenja jedara, povrsine preseka jedara i kvantitativnog ER skora

parametar r p d
procenat pozitivnih Celija 0,403 <0,001 0,8806
prosecan intenzitet 0,389 <0,001 0,8445
povriina preseka jedara (um°) 0,116 0,035 0,2335
kvantitativni ER skor 0,406 <0,001 | 0,8885
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Grafikon 28. Korelacija starosti bolesnica i prose¢nog intenziteta bojenja jedara
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Grafikon 29. Korelacija starosti bolesnica i povrsine preseka jedara

50 60 70

Postoji signifikantna razlika u proseénom intenzitetu bojenja jedara i procentu ER

pozitivnih ¢elija izmedu premenopauzalnih i postmenopauzalnih bolesnica (t test,

p<0,05) (Grafikoni 30 i 31).
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Grafikon 30. Razlika u prose¢nom intenzitetu bojenja jedara bolesnica u premenopauzi i
postmenopauzi; postojanje statisti¢ki znacajne razlike prikazano je (*) za p<0,05
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Grafikon 31. Razlika u procentu ER pozitivnih ¢elija bolesnica u premenopauzi i
postmenopauzi; postojanje statisticki znacajne razlike prikazano je (*) za p<0,05

Nije nadena statisticki signifikantna korelacija izmedu pT stadijuma tumora i
ispitivanih parametara prikazanih u tabeli 40, a efekat veli¢ine dobijenih vrednosti je bio

mali.
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Tabela 40. Korelacija izmedu pT stadijuma tumora i procenta ER pozitivnih celija,
prose¢nog intenziteta bojenja jedara, povrsine preseka jedara i kvantitativnog ER skora

parametar r p d
procenat pozitivnih ¢elija -0,013 0,832 0,026
prosecan intenzitet -0,026 0,676 0,052
povrsina preseka jedara (um®) 0,120 0,051 0,024
kvantitativni ER skor -0,041 0,504 0,082

Takode je ispitana i razlika u prose¢noj vrednosti procenta ER pozitivnih ¢elija,
prose¢nog intenziteta bojenja jedara, povrsine preseka jedara i kvantitativnog ER skora u
odnosu na multifokalnost/multicentri¢nost (mf/mc) lobularnog karcinoma. Postoji
signifikantna razlika prose¢ne nuklearne aree u odnosu na mf/mc lobularnog karcinoma (t
test, p<0,05). Multifokalni/multicentricni ILC-i imaju znacajno vecu proseénu povrsinu
preseka jedara u odnosu na lobularne karcinome bez multicentri¢nosti/multifokalnosti, ali

je razlika sa malim efektom veli¢ine (d=0,327) (Tabela 41).

Tabela 41. Razlika u prose¢noj vrednosti procenta ER pozitivnih celija, prosec¢nog
intenziteta bojenja jedara, povrsine preseka jedara i kvantitativnog ER skora u odnosu na
multifokalnost/multicentri¢nost tumora

X +SD
parametar mf/mc mf/mc t p d
prisutna odsutna
procenat pozitivnih ¢éelija 60,94+36,98 | 58,88+41,54 | 0,354 | 0,724 | 0,0523
prosecan intenzitet 0,34+0,21 0,32+0,26 0,401 | 0,689 | 0,0846
povrSina preseka jedara (umz) 30,19+10,05 | 27,09+8,87 | 2,394 | 0,017 | 0,327
kvantitativni ER skor 47,41+27,68 | 45,61+32,47 | 0,399 0,69 | 0,0596

Postoji signifikantna pozitivna korelacija izmedu procenta zahvacenosti aksilarnih
limfnih ¢vorova i povrSine preseka jedara (p<0,05), a statisticki znacajan porast je sa
malim efektom veli¢ine (d=0,2601) (Tabela 42) (Grafikon 32). Procenat ER pozitivnih
Celija, prosecni intenzitet bojenja jedara i kvantitativni ER skor ne pokazuju statisticki
znadajnu korelaciju prema procentu zahvacenosti aksilarnin limfnih nodusa (p>0,05)
(Tabela 42).
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Tabela 42. Korelacija izmedu procenta zahvaéenosti aksilarnih limfnih ¢vorova i
procenta ER pozitivnih Celija, proseCnog intenziteta bojenja jedara, povrSine preseka
jedara i kvantitativnog ER skora

parametar r p d
procenat pozitivnih ¢elija 0,039 0,474 0,078
prosecan intenzitet 0,025 0,643 0,05
povriina preseka jedara (um®) 0,129 0,018 0,2601
kvantitativni ER skor 0,037 0,504 0,074
£ 120
=
s
B 100 WEEL 0 WWIIOBIION
X
§ g oo seoes
30 60 * oo 0s
S = W SN weee
S E 40
N .= ane
g 20 Y —
8 L 4
'5_ 0 +———— "N ARERBAIMNGNIRENGANRD 000N ——— 60606066
0 10 20 30 40 50 60 70

povrsina preseka jedara

Grafikon 32. Korelacija izmedu procenta zahvacenosti aksilarnih limfnih ¢vorova i
povrsine preseka jedara

Uradena je 1 korelacija izmedu subjektivnog semikvantitativnog ER skora i
kvantitativnog ER skora. Postoji signifikantna pozitivna korelacija izmedu subjektivnog
semikvantitativnog ER skora i kvantitativnog ER skora (r=0.886, p<0,001), a statisti¢ki

znacajan porast je sa velikim efektom veli¢ine (d=3,8215) (Grafikon 33).
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Grafikon 33. Korelacija izmedu subjektivnog ER skora i kvantitativhog ER skora
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6. DISKUSIJA

Lobularni karcinom "in situ™ (LCIS) je opisan kao mikroskopska promena koja ne
formira palpabilni tumor.® O ugestalosti LCIS-a ima malo podataka, a u ovoj studiji ona
je iznosila 2,1%. Uglavnom se javlja kod Zena u perimenopauzi,®* u 10-12% slucajeva je
naden kod postmenopauzalnih bolesnica,?* dok neki autori sopstavaju da je taj procenat
veci u postmenopauzalnih Zena i iznosi 25%.% U ovoj studiji prosecna starost bolesnica
sa LCIS-om je bila 45,28+8,62 godina, sto je u skladu sa literaturnim podacima da se
LCIS kao izolovana promena retko javlja kod zena mladih od 35 ili starijih od 75
godina.?!

Zahvatanje intralobularnih i ekstralobularnih struktura od strane LCIS-a je
uobi¢ajeno kao Sirenje u acinuse unutar lobula i duz terminalnih duktusa. Ekstralobularno
Sirenje LCIS-a u epitelu duktusa i duktula opisano je kao pedzetoidno Sirenje, a javlja se
u 65-78% bolesnica.****** U vecine analiziranih bolesnica (71,42%) sa LCIS-om je
nadeno Sirenje u ekstralobularne strukture. Jedina manifestacija LCIS-a kod
postmenopauzalnih zena moze biti pedzZetoidno Sirenje duz terminalnih duktusa.”*** U
literaturi je pokazano da nema razlika u prosecnoj starosti bolesnica sa i bez
pedzetoidnog Sirenja LCIS-a.*° Solidna tumorska masa se formira kod izrazenog $irenja
LCIS-a u duktuse, pri ¢emu popunjava i proSiruje lumen duktusa. U takvim slu¢ajevima
moze da se razvije centralna nekroza i polja kalcifikacije, koji su vidljivi na
mamogramu.>®

Najveci broj slucajeva invazivnog lobularnog karcinoma (ILC) se prikazuje kao
neupadljiva masa, dok u nekim slucajevima jedini dokaz neoplazme je nejasna
rezistentna masa sa ili bez sitne difuzne noduliranosti. Od makroskopskih karakteristika,
u prilog ILC-a, istaknuto je pet mamografskih nalaza: 1) asimetri¢na gustina bez jasnih
margina; 2) gusta nazubljena masa; 3) Cvrsta dojka bez ociglednog tumora; 4)
mikrokalcifikati i 5) diskretna okrugla masa.®®

Podaci studije Zena sa invazivnim karcinomom dojke dijagnostikovane u periodu
od 1987. do 1999. godine, pokazali su da je incidencija invazivnog lobularnog karcinoma
porasla tokom ovog perioda.” Lobularni karcinom je bio najuéestaliji kod Zena starijih

od 50 godina.”® Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da je prosecna starost bolesnica bila
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57,58+11,8 godina. Neke ranije studije su pokazale da se invazivni lobularni karcinom
pretezno javlja kod bolesnica mlade Zivotne dobi."?

Postoje saopstenja da su bolesnice sa klasicnim invazivnim lobularnim
karcinomom mlade zivotne dobi nego bolesnice sa drugim podtipovima invazivnog
lobularnog karcinoma,®®%™ 370 je u ovoj studiji pokazano samo za alveolarni podtip
(65%£11,53) i mesoviti lobularni podtip (61,76+12,12), ali ne i za solidni podtip
(44,8+10,26), tubulolobularni podtip (51,4+10,36) i pleomorfni podtip (57,48+13,65).

Pojedini podtipovi ILC-a (alveolarni, solidni i tubulolobularni) su relativno retki u
odnosu na celu grupu tumora, $to je i pokazala studija 230 bolesnica sa ILC-om, gde je
176 (77%) bolesnica imalo klasi¢ni podtip ILC-a, a 54 (23%) bolesnice sve ostale
podtipove ILC-a,” dok je procentualna zastupljenost klasicnog ILC-a u ovoj studiji (334
bolesnice) bila nesto manja i iznosila je 73,1%, $to uz odredenu vremensku distancu (20
godina) govori o blago povecanoj incidenciji podtipova ILC-a. U spomenutoj studiji sa
230 bolesnica nisu nadene klinicke razlike izmedu klasi¢nog ILC-a i pojedinih podtipova
ILC-a,"?au ovoj studiji razlike su bile prisutne, ali ne i statisticki znacajne. Tako klasicni
ILC nije makroskopski izgledao kao uoblicen tumor u 49 (20,08%) slucajeva, a
pleomorfni ILC u 8 (15,09%) slucajeva. Medutim, kod ,,in situ* lobularnog karcinoma
dojke statisticki znacajno cesée (57,14%) pT stadijum nije mogao da bude makroskopski
odreden (p=0,0273).

Invazivni lobularni karcinomi ve¢inom imaju linearni nacin rasta duz stromalnih
snopova kolagenih vlakana formirajuéi tzv. ,,indian files“. Linearni rast se ¢esto vida oko
o¢uvanih struktura, kao $to su duktusi dajuéi sliku vrtloga ili mete (“target”). Ovakav
nacin rasta sa ¢elijama relativno malih ujednacenih jedara predstavlja klasi¢ni oblik ILC-
a.%91" Celije invazivnog lobularnog karcinoma dojke nemaju uvek linearni naéin rasta, a
takvi karcinomi se oznacavaju kao podtipovi invazivnog lobularnog karcinoma dojke.
Analizirani ILC-i su u 133 (39,82%) slucaja pokazali nelinearni nacin rasta, a bili su
histoloskog gradusa II1. Podtipovi ILC-a mogu da imaju (u potpunosti ili delimi¢no)
¢elije koje su vece od celija klasicnog ILC-a, sa obilnijom eozinofilnom citoplazmom i
hiperhromnim ekscentricno postavljenim jedrima. U literaturi su takve celije opisane

2 179,180

razli¢ito: kao plazmocitolike, mioidne,”® histiocitoidne
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1 pleomorfne celije

invazivnog lobularnog karcinoma. Ucestalost nuklearnog gradusa 11l od 29,64% u
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svim analiziranim slucajevima ILC-a, sa zastupljenoséu od 15,9% pleomorfnih ILC-a,
ukazuje da pleomorfni podtip ILC-a ima cesto, ali ne uvek, velika jedra. Celije tada imaju
izrazene nukleoluse i obilniju citoplazmu (izgled makrofaga), Sto je u pojedinim
radovima opisano kao histiocitoidna forma pleomorfnog podtipa ILC-a.'® Veéi broj
pleomorfnih ILC-a ima linearni nacin rasta, kao klasi¢ni ILC. Sa druge strane njihov
nacin rasta moze da bude izrazito mesovit, a pleomorfizam jedara posebno se istice u
delovima tumora koji imaju alveolarni ili solidni nacin rasta.

Pojedini autori saopstili su da ne postoje statisticki znacajne razlike u prosecnoj
starosti ili u veli¢ini tumora izmedu zena sa klasiénim ILC-om i Zena sa solidnim
podtipom ILC-a, i da se solidni nadin rasta zapaza u 41% (9 od 22) ILC-a.**? Obzirom na
vrlo mali broj analiziranih slu¢ajeva ovakvi podaci ne mogu da budu relevantni.

Kada pojedini radovi opisuju nelinearni nacin rasta, u smislu rasutih tumorskih
¢elija u stromi, daju obelezja posebnom disperznom (rasutom) podtipu ILC-a. Kod ovog
podtipa postoje slabo ograni¢ena podrucja neupadljivih celija ILC-a, koje se mogu
pomesati sa zapaljenjskim éelijama, koje su takode rasute u kolagenoj stromi.”® Izrazeni
elementi nelinearnog rasta (disolucije tumorske mase) sa vec¢im medusobnim rastojanjem
tumorskih celija od uobicajenog, uoceni su samo u 16 (4,79%) slucajeva, ali je takav
nelinearni nacin rasta bio prisutan iskljucivo kod 15 (28,3%) slucajeva pleomorfnog
podtipa ILC-a i samo u jednom slucaju (5,8%) mesovitog lobularnog podtipa ILC-a.
Statisticki  znacajna povezanost disolucije tumorske mase i podtipova ILC-a
(p<0,0000001), jasno izdvaja pleomorfni podtip ILC-a kao zaseban entitet u pogledu
nacina rasta.

Invazivni lobularni karcinomi ¢es¢e pokazuju duktularno Sirenje i sklonost ka
multicentri¢nosti, koja se manifestuje: 1) ve¢om ucestalos¢u bilateralnosti, 1) vecom
veli¢inom tumora i 3) mikroskopskom multifokalno$éu.

Prevalencija multicentri¢nih karcinoma dojke predmet je brojnih diskusija, a
saopitena udestalost varira od 4 do 65% slu¢ajeva.’” Osim toga, saopiteno je da se
multifokalni karcinom dojke javlja u priblizno 60% slucajeva karcinoma dojke, i da 4-5%
bolesnica sa karcinomom dojke ve¢ imaju bilateralni karcinom dojke u vreme
dijagnoze.” Nasuprot zapazanju da bolesnice sa invazivnim lobularnim karcinomom

imaju izuzetno veliki rizik od bilateralnog karcinoma dojke u poredenju sa bolesnicama
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sa drugim tipovima karcinoma dojke,'*

u ovoj studiji bilateralni lobularni karcinom je
bio pisutan samo u 2 (0,6%) slucaja . Pojedini podaci ukazuju da je ucestalost
bilateralnosti veca kod bolesnica sa klasi¢nim invazivnim lobularnim karcinomima u
odnosu na bolesnice sa razli¢itim podtipovima ILC-a,'% §to se razlikuje od nalaza ove
studije, gde statisticki znacajna razlika izmedu klasicnog i pleomorfnog podtipa
lobularnog karcinoma nije nadena u odnosu na multifokalnost, multicentricnost i
bilateralnost ILC-a (p>0,05).

Klasifikacija karcinoma dojke kao multicentri¢ni ili multifokalni bazirana je na
pretpostavci da se karcinomi koji se razvijaju u jednom kvadrantu dojke vrlo verovatno
razvijaju iz istih duktalnih struktura, za razliku od onih koji se razvijaju u anatomski
odvojenim oblastima dojke. Istorijska definicija multicentricnog karcinoma dojke
oznacava dva ili viSe karcinoma koji se razvijaju u razli¢itim kvadrantima dojke. To je
tema brojnih polemika, pa Cheatle i saradnici opisuju multicentri¢ni karcinom dojke kao
dva ili viSe karcinoma odvojenih normalnim tkivom dojke,* a koristi se i definicija da su
to dva ili vise karcinoma razdvojena sa vise od 5mm normalnog tkiva dojke.*> Nasuprot
tome, multifokalni karcinom dojke se odnosi na dva polja karcinoma dojke, koji se
razvijaju u istom kvadrantu dojke. Definicije su problemati¢ne posto su "kvadranti”" dojke
dogovorne spoljaSnje oznake, bez ikakve unutra$nje veze. Osim toga, ove definicije
mogu da oznacavaju razli¢ite lezije, a da budu klasifikovane razli¢ito, samo na osnovu
lokalizacije u dojci ili veli¢ine dojke. Na primer, dve lezije udaljene na 2cm na "10h" i
"1h" mogu da budu klasifikovane kao multicentri¢ne zato $to su smestene u gornje-
spoljnom i gornje-unutrasnjem kvadrantu, dok se dve lezije na "10h™ i "3h"™ mogu da
klasifikuju kao multifokalne.®

Da li multicentri¢ni karcinom dojke nastaje kao rezultat $irenja jednog karcinoma
kroz dojku ili je to viSe razlic¢itih karcinoma koji se istovremeno razvijaju, kljuéno je
pitanje mnogih istraZivanja. Pokazano je da ve¢ina multicentri¢nih karcinoma dojke vode
poreklo od istih éelija.’’ T druge studije pokazuju da se veéina multicentriénih karcinoma
razvija iz istih ¢elija, a da termini multicentri¢ni i multifokalni ne ukazuju na dva bioloski
razli¢ita procesa. Generalno gledano, multifokalnost ozna¢ava promene koje su u vecoj
blizini, nego one koje su oznacene kao multicentricne, $to nema znacaja jer je

terapeutsko razmatranje oba pojma identi¢no.*
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Multicentri¢ni karcinom je relativno redak klinicki nalaz. Koida i saradnici nasli
su da samo 5% od 1334 bolesnica ima multicentri¢ni karcinom (videnih u 25-godisnjem
periodu).” Morrow je zapazio multicentri¢ni ili multifokalni karcinom kod 39 od 432
(9%) bolesnica u periodu od 1988-1993. U studijama sa koris¢enjem standardnih
klinickih tehnika ispitivanja tkiva dojke, nadeno je da se multicentri¢ni karcinomi javljaju
u manje od 10% sludajeva,*” $to je pokazano i u ovom istraZivanju sa ucestaloséu od
4,5% multicentricnih ILC-a, i 3% multifokalnih ILC-a. Ukupna ucestalost multifokalnih,
multicentricnih 1 bilateralnih ILC-a je bila 8,1% (27), §to je manje od 10% saopstene
sveobuhvatne ucestalosti. Medutim, neke studije su saopstile znatno vecu ucestalost
multifokalnih/multicentri¢nih  karcinoma. Qualheim 1 Gall su ispitivanjem 157
mastektomijskih uzoraka utvrdili da 54% sadrzi multipne fokuse karcinoma.*? Ovakve
rezultate treba pazljivo sagledavati, obzirom da incidencija multicentri¢nih i
multifokalnih karcinoma znacajno varira zavisno od definicije koja se koristi, Sirine
patoloskog uzorka tkiva dojke, i ¢injenice da li je "in situ” promena smatrana dokazom
multicentri¢nosti.®® U tom kontekstu ucestalost multifokalnosti/multicentricnosti
lobularnih karcinoma kod analiziranih bolesnica je bila veca i iznosila je 20,35% tj.
svaki peti invazivni lobularni karcinom je imao multifokalni ili multicentricni nacin rasta.
lako postoje publikacije koje govore o globalnoj incidenciji multicentri¢nosti |
multifokalnosti, sa zapazenom nesignifikantno vecom incidencijom multicentricnih

karcinoma kod premenopauzalnih bolesnica sa karcinomom dojke,®*

ova studija je
pokazala da postoji statisticki znacajna razlika | u prosecnoj starosti izmedu bolesnica sa
multifokalnim, multicentricnim i bilateralnim lobularnim karcinomom (p< 0,05).
Naknadna (“post hok™) analiza izdvojila je grupu bolesnica sa bilateralnim ILC-om kao
statisticki znacajno mlade u odnosu na bolesnice sa multifokalnim i multicentricnim
lobularnim  karcinomima, kao i na ostale bolesnice bez prisutne
multifokalnosti/multicentricnosti (p<  0,0001). Ukoliko je definicijom
multicentri¢nosti/multifokalnosti 1LC-a smatrano i fokalno prisustvo "in situ” promena,
takode je uocena statisticki signifikantna razlika u prosecnoj starosti bolesnica sa i bez
prisutne multifokalnosti/multicentricnosti ( p<0,01).

Klini¢ki znac¢aj LCIS-a je predmet brojnih diskusija, zbog ¢e$¢eg sinhronog

javljanja sa ILC-om i zbog pojave u mladih osoba. Retrospektivnom studijom utvrdeno je
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da LCIS postoji u 17%, a ILC u 3% kontralateralnih profilaktickih mastektomija.°
Pojava kontralateralnog invazivnog karcinoma izvesnija je kod bolesnica sa
multicentri¢nim invazivnim karcinomom ipsilateralne dojke.”®

Saopstenja 0 ucestalosti LCIS-a sa klasi¢nim ILC-om znatno variraju. Newman je
jedan od prvih autora koji je objavio da se LCIS nalazi u 98% ILC-a (72 od 73).*" Kasnije
je saopsteno da je Koegzistirajuéi LCIS naden u 10 od 22 (45%) slucajeva.'®® Di
Constanzo i saradnici su detektovali LCIS u 65% slucajeva (od 176) klasi¢nog ILC-a i u
57% (od 54) slucajeva podtipova ILC-a. U nekim manjim serijama klasi¢nog ILC-a,
LCIS komponenta je nadena u 31%*, 45%* i 87%> sluajeva. U analiziranom
materijalu (334 bolesnice) prisustvo fokalnih "in situ™ promena je verifikovano kod 41
bolesnice (12,27%) i to LCIS-a kod 19 (5,7%) bolesnica, dok je fokalni DCIS naden kod
22 (6,6%) bolesnice. U kasnijim serijama proliferativne lezije opisane kao atipi¢na
lobularna hiperplazija 1 LCIS su grupisane zajedno. Ovi autori takode su saopstili
udruZenost LCIS-a u 56% podtipova ILC-a,%® a analizom odnosa izmedu klasicnog i
pleomorfnog podtipa ILC-a u odnosu na fokalno prisustvo LCIS-a, kao i na fokalno
prisustvo DCIS-a, nisu nadene statisticki znacajne razlike (p>0,05) Studija 38 ILC-a,
ukljucujuéi i podtipove oznacene kao tubularne i solidne otkrila je prisustvo LCIS-a u
86% slu(“:ajeva.28

Kako je u ovoj studiji uoceno da su bolesnice sa fokalnim LCIS-om statisticki
znacajno mlade zivotne dobi, fokalni LCIS bi mogao da se smatra sastavnim delom
definicije multifokalnosti/multicentricnosti, u prilog cemu govori i nalaz da su bolesnice
sa prisutnom multifokalnoséu/multicentricnoséu takode statisticki znacajno mlade
(p<0,01). Medutim, statisticki znacajne razlike u prosecnoj starosti izmedu bolesnica sa i
bez fokalnog DCIS-a nisu uocene (p>0,05).

Dezmoplazija se karakterise prisustvom kolagenih vlakana, miofibroblasta,
mezenhimalnih éelija pomeganih sa glatko mi§i¢nim éelijama i fibroblastima.'*

Studija dezmoplasticnog odgovora kod invazivnih karcinoma dojke moZe da bude
korisna u razumevanju molekularne biologije pojedinih tipova karcinoma dojke, kao §to
je invazivni duktalni karcinom dojke karakteristican po izrazenoj stromalnoj reakciji,
164

mada je izgled stromalnog odgovora isti i kod invazivnog lobularnog karcinoma dojke.

Dezmoplasticna reakcija strome je u ovoj studiji uocena kod 31 (9,28%) bolesnice sa
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ILC-om. Klasicni ILC-i su bili dezmoplasticni u 9,01% slucajeva, pleomorfni ILC-i u
7,54% slucajeva, a mesoviti lobularni podtip ILC-a u 5,88% slucajeva i te razlike su bile
statisticki znacajne (p<0,05).

Ekspresija verzikana i drugih matriksnih proteoglikana, kao $to su tenascin,
fibronektin 1 integrini su proucavani u patologiji dojke, a detektovani su u
dezmoplasti¢noj stromi oko invazivnih i preinvazivnih promena u dojci.*”**" Za
verzikan i tenascin koji mogu da se detektuju imunohistohemijski u peritumorskoj stromi
dojke, utvrdeno je da imaju prognosticki znagaj.*’**'" Imunohistohemijske studije strome
ILC-a donele su neka interesantna zapazanja. Fibronektin je nekolageni glikoprotein
udruzen sa bazalnom membranom kao 1 intersticijalnim kolagenom. Povecanje
fibronektina tipiéno se nalazi u stromi mnogih malignih tumora.*®*”® Istovremeno sa
smanjenjem drugih Cinilaca bazalne membrane, kao $to je laminin i kolagen tip 4,
zapazen je gubitak fibronektina oko tumorskih éelija.*”® Fibronektin izrazito opada kod
ILC-a, naro¢ito kod tumora sa klasi¢nim nadinom rasta.*’”® Bojenje na fibronektin je
ocuvano u bazalnim membranama oko LCIS-a udruzenog sa ILC-om. Zbog ¢injenice da
fibronektini doprinose éelijskoj adheziji,*”® manjak ovog glikoproteina u stromi ILC-a
moze da uslovi linearni ili disperzni naina rasta, §to mozZe da se dovede u vezu sa
rezultatima ove studije, jer je nesto veci broj dezmoplasticnih lobularnih karcinoma bio
prisutan u grupi ILC-a sa klasicnim nacinom rasta (9,01%) u odnosu na pleomorfni
podtip ILC-a (7,54%) i meSoviti lobularni podtip ILC-a (5,88%) (p>0,05).

Za razliku od LCIS-a gde postoji linearna imunohistohemijska distribucija
verzikana oko lobularnih struktura, mikroinvazivni fokusi pokazuju naglu promenu u
distribuciji verzikana, koja je difuznog karaktera u dezmoplasti¢noj stromi ILC-a.**®

Mada je indukcija dezmoplasti¢nog odgovora strome jo§ uvek slabo objaSnjena sa

nekoliko predloZenih mehanizama,*®**%

novije studije su pokazale da i prekomerna
ekspresija vaskularnog endotelnog faktora rasta (VEGF) takode uti¢e na pojacanje
dezmoplasti¢nog odgovora u primarnim tumorima dojke.*®? Posebno kod ER pozitivnih
karcinoma dojke prekomerna ekpsresija VEGF-a pojacava tumorsko-stromalne
interakcije i olakSava da se stroma prilagodi i omoguéi metastaziranje, ¢ak i u slucaju

tretmana tamoxifenom.*?
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U studiji ¢elijskih kultura karcinoma dojke se pokazalo da su tumori koji su se
razvili uz prisustvo estrogena liSeni tumorske strome. Sa druge strane, u odsustvu
estrogena, tumorski rast je bio znacajno slabiji u svim ispitivanim ¢elijskim kulturama, a
u jednoj od njih je uo&ena znatajna tumorska dezmoplazija.**°

Shvatanje dezmoplasti¢nog odgovora strome kod invazivnih karcinoma dojke u
narednim studijama moglo bi pomo¢i u pronalazenju novih ciljeva u klinickoj "image" i
patohistoloskoj dijagnostici, seroloskoj dijagnostici i razvoju lekova.

Odavno je saopSteno da invazivni lobularni karcinomi imaju identicnu reakciju
strome kao i invazivni duktalni karcinomi,’® a poznato je da fibroblasti i glatkomisi¢ne
éelije mogu da produkuju elasti¢na vlakana.'®"®® Elastoza moze da bude difuznog tipa ili
ceS¢e tzv. "kolapsnog" tipa, a predstavlja novoformirana elasticna vlakna u
interlobularnoj stromi oko duktusa.**® Za razliku od normalnih dojki, gde je nekoliko
elasticnih vlakana okruzeno kolagenim vlaknima, u "kolapsnom" tipu gomilanja
elasti¢nih vlakana glavnu ulogu imaju kolagena vlakna. Postojanje elastoze "kolapsnog
tipa" je uoceno samo u 7 (2,09%) slucajeva analiziranih ILC-a.

Obzirom da se dojka u potpunosti razvija unutar superficijalne fascije koze,
celokupno tkivo dojke 1 koza koja ga prekriva funkcionalno pripadaju jednoj limfaticnoj
jedinici,® a limfati¢na drenaZa cele dojke, bez obzira na kvadrant dojke, ide zajednidkim
limfaticima.?"

Di Costanzo i saradnici su prikazali studiju 230 bolesnica sa stadijumom 1| i Il
ILC-a prethodno mastektomiranih sa aksilarnom disekcijom. Analiza je obuhvatila 176
bolesnica sa klasi¢nim ILC-om i 54 bolesnice sa razli¢itim podtipovima ILC-a (10
solidnih, 14 alveolarnih i 30 meSovitih). Ovi autori su saopstili da su Zene sa klasi¢nim
ILC-om znacajnije mlade u vreme postavljanja dijagnoze (52 godine u odnosu na 57
godina), Sto proSiruje interesovanja za procenu bioloske agresivnosti podtipova
lobularnog karcinoma dojke. Grupe Zena se nisu razlikovale zna¢ajno u veli¢ini tumora,
statusu limfnih nodusa ili pT stadijumu,’ $to je u saglasnosti sa rezultatima ove studije
da ne postoji Statisticki znacajna povezanost nijednog podtipa invazivnog lobularnog
karcinoma dojke sa pT stadijumom tumora (p>0,05), kao ni povezanost podtipova ILC-a

i metastaza ILC-a u aksilarnim limfnim ¢vorovima (p>0,05).
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Dve studije su se bavile uporedivanjem bolesnica sa ¢istim lobularnim, mesovitim
duktulo-lobularnim i nelobularnim karcinomima. Jedna studija je pokazala da bolesnice
sa ILC-om imaju tumore veéeg promera, ali istovremeno najnizu ucestalost metastaza u
aksilarnim limfnim &vorovima,*** a u ovoj studiji zastupljenost je iznosila 27%, pri cemu
nisu nadene Statisticki signifikantne razlike u prosecnoj starosti izmedu bolesnica sa i bez
metastaza u aksilarnim limfnim cvorovima (p>0,05). Tri grupe se nisu znacajno
razlikovale u pogledu opsteg prezivljavanja, lokoregionalnog S$irenja ili udaljenih
metastaza. Pacijentkinje sa ILC-om imale su zna¢ajno nizu ucestalost pluénih metastaza,
a vecu ucestalost metastaza u kostima. Komparacija prognoze pacijenatkinja sa ILC-om i
IDC-om pokazala je znaGajno povoljniji kona&ni ishod u grupi lobularnih karcinoma.*®®

Najvaznije prognosticke determinante bolesnica sa ILC-om su veli¢ina primarnog
tumora i status limfnih &vorova.*® Analizom vise od 15000 pacijenata u "Kolorado
Tumor Registry” pokazano je da veli¢ina tumora predstavlja najznacajniji pokazatelj
metastaza u aksilarnim limfnim &vorovima.*®® Ugestalost aksilarnih metastaza je skoro
identi¢na za bolesnice sa IDC-om i ILC-om, kada se uporede sa veli¢inom tumora. Kod
zena sa ILC-om veli¢ine do 2 cm, aksilarni limfni ¢vorovi su zahvaéeni u 25% slucajeva,
a ukoliko je tumor bio 0,5 cm ili manji, uestalost aksilarnih metastaza iznosi 13%."%°
Analizirani lobularni karcinomi dojke velicine do 2cm su imali manju ucestalost
metastaza u limfnim ¢vorovima aksile od 16,84%, za razliku od lobularnih karcinoma
dojke vecéih od 2cm, gde je ucestalost metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima iznosila
34,85%. Razlika je bila statisticki znac¢ajna (p<0,01).

Frost je prikazao 92 bolesnice sa ILC-om koje su subklasifikovane prema
histoloSkom nacinu rasta. Nije postojala statisticki znacajna veza izmedu arhitekture ILC-
a (klasi¢nog, alveolarnog, solidnog i me3ovitog) i prognoze.*’

U ovom istrazivanju Inacajna statisticka povezanost —multifokalnosti,
multicentricnosti i bilateralnosti lobularnog karcinoma u odnosu na prisustvo metastaza
u aksilarnim limfnim cvorovima nije utvrdena primenom Fisher-ovog testa (p>0,05), sto
je u suprotnosti sa malim brojem nalaza da bolesnice sa multifokalnim/multicentri¢nim
karcinomom dojke imaju gori klini¢ki ishod nego bolesnice sa unicentriénim

karcinomom dojke, tretiranih na isti na¢in.*****!
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Analizom podataka "Rhode Island Tumor Registry” od 1984. do 1994. godine,
gde je obuhvaceno 4886 Zena sa IDC-om i ILC-om, dobijeno je da su Zene sa ILC-om:
statisticki starije zivotne dobi u vreme postavljanja dijagnoze (64,5 godine u odnosu na
61,6 godina), sa ve¢om veli¢inom tumora (28,6 mm u odnosu na 23,9 mm) i imaju skoro
identi¢nu ucestalost metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima (lobularni 33,4% u
odnosu na duktalne 33,1%). Nije bilo signifikantnih razlika u incidenciji kontralateralnog
karcinoma (lobularni 6,6% prema duktalnim 6,5%).%%

Razli¢ite studije koje su se bavile prognozom bolesnica sa ILC-om nisu pokazale
jasnu razliku u odnosu na bolesnice sa IDC-om tretirane mastektomijom, kada se uzme u
obzir stadijum u vreme postavljanja dijagnoze. Mnoge studije ukazuju da bolesnice sa
klasi¢nim ILC-om imaju bolju prognozu nego bolesnice sa nekim od podtipova ILC-a, ali
razlike nisu bile statisticki znac¢ajne. Malobrojne razlike u prognozi su prikazane medu
bolesnicama sa nepleomorfnim podtipovima, ali je evidentno da je veci broj sluCajeva
neophodan da bi se dokumentovale signifikantne razlike, ukoliko one postoje. Klasi¢ni
ILC ima mnogo povoljniju prognozu od pleomorfne forme,*®? a druge studije pokazuju
da nema signifikantne razlike pleomorfnog podtipa u odnosu na klasicni lobularni
karcinom u pogledu globalnog prezivljavanja.*®

Kako je desetogodiSnje prezivljavanje vece kod bolesnica sa ILC-om u pT1ipT2
stadijumu (84%) u odnosu na bolesnice sa IDC-om (69%), od izuzetne je vaznosti
blagovremena detekcija i odstranjivanje potencijalno malignih i ranih malignih promena,
Sto opravdava "screening" programe. Delimi¢no povoljnija prognoza bolesnica sa
lobularnim karcinomom je zapazena, ali razlike nisu statisticki znacajne, mada analiza
nije uzela u obzir podtipove lobularnog karcinoma dojke.*®

Odredivanje bioloske agresivnosti ILC-a je jo§ uvek predmet polemika, te su
neophodna savremena patohistoloSka, imunohistohemijska i kvantitativna ispitivanja.

Pojedine studije bolesnica sa razli¢itim podtipovima ILC-a ne pokazuju sustinsku
razliku u odnosu na godine Zivota, veli¢inu tumora, nac¢in rasta, status limfnih ¢vorova i
imunohistohemijsku ekspresiju hormonskih receptora.**’

Veza izmedu ekspresije estrogenskih receptora i osetljivosti ¢elija na estrogen 1
antiestrogen opsezno je proudavana u ¢elijskim kulturama,®®’ na Zivotinjskim modelima i

kod 7ena*®, §to ¢ini estrogen jednim od najznacajnijih terapeutskih meta kod bolesnica sa
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karcinomom dojke.***** Estrogen receptor Alfa (ER alfa) se smatra primarnim
receptorom odgovornim za razvoj tumora dojke.

Neke studije saopstile su povecani rizik za razvoj karcinoma dojke kod osoba sa
poveéanim nivoom endogenog estrogena u krvi.?*® U eksperimentima sa zivotinjama
estrogen je dovodio do razvoja tumora dojke, a estrogeni mehanizmi su bili ukljuceni u
svakoj fazi procesa karcinogeneze (inicijacija, promocija i progresija). **°

Estrogen stimulise rast i diferencijaciju duktalnog epitela i rast intralobularnog
vezivnog tkiva.?®® Terminalne duktulolobularne jedinice dojke mladih Zena su mnogo
osetljivije na estrogen, koji ima efekte na mikrocirkulaciju dojke sli¢ne histaminu, a
manja prosecna starost, ali ne i statisticki znacajna, je bila u ovoj studiji kod bolesnica
sa ER negativnim receptorima (p>0,05).

Vise od tri decenije, ER je najznacajniji biomarker odredivan zbog tretmana
karcinoma dojke, pre svega zbog znacajne koristi koju obezbeduje endokrina terapija za
ER-pozitivne, ali ne i za ER-negativne tumore kod Zena svih starosnih doba.*%%#%*

Imunohistohemijske analize koje su identifikovale ER receptore kao jedarne
proteine i1 eksperimenti ¢elijskih frakcija snazno su potvrdili takvo glediste. Signalizacija
mehanizmima koji su opisani ranije oznaGena je kao genomski signalni put.**®#%?
Medutim, poslednje laboratorijske studije koristile su kulture humanih ¢elija karcinoma
dojke i pokazale su da estrogen moze da vrsi signalizaciju kroz odvojeni, ne genomski
put. U ovom sluc¢aju, nadeno je da je estrogen u vezi sa membranom celija karcinoma
dojke, a njegovi efekti posredovani su kaskadom tirozin kinaza i fosfataza, konacno
aktiviranjem gena i modulacijom jedarnih transkripcionih faktora.**®

Nuklearna imunoreaktivnost na hormonske receptore prisutna je u vecini LCIS-

58-60
a, S

to je pokazano i u ovoj studiji u 85,71% slucajeva. Pozitivnost estrogenskih i
progesteronskih receptora je ¢esc¢e prisutna kod klasi¢nog LCIS-a sa niskim nuklearnim
gradusom, a rede se vida kod pleomorfnog LCIS-a.

Rezultati istrazivanja pokazuju da su ispitivane imunofenotipske karakteristike
invazivnih lobularnih karcinoma najbolje determinisane pozitivnos¢u ER receptora, a u
manjoj meri ostalim imunohistohemijskim markerima. U analiziranim uzorcima
bolesnica sa ILC-om, 83,12% klasicnih 1LC-a je imalo pozitivne ER receptore, dok su

kod pleomorfnog podtipa oni bili pozitivni u 62,26% slucajeva, i ta razlika je bila
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statisticki znacajna (p=0,0044). Svi solidni i tubulolobularni podtipovi ILC-a su imali
pozitivne ER receptore, a kod mesovitog lobularnog podtipa procenat ER pozitivnih ILC-
a je iznosio 76,47%. U nekim studijama je nadena visoka imunohistohemijska ekspresija
estrogenskih receptora i kod alveolarnog podtipa ILC-a, a za taj podtip je karakteristi¢an i

visok nivo progesteronskih receptora (PR),%?"®

to je rezultatima u ovoj studiji
potvrdeno samo za ER receptore.

Pozitivnost PR receptora obezbeduje dodatni prediktivni znacaj, nezavisno od
vrednosti ER receptora.?®>?72% Dok je malo verovatno da je gen koji kodira PR receptor
estrogen zavisan, otkrivanje intaktnog estrogen-ER-receptor zavisnog puta,?” dovelo je
do potrebe razmatranja koncepta da mali procenat bolesnica sa ER-/PR+ karcinomima
dojke moZe da ima adekvatan odgovor na endokrinu terapiju.?’**" lako je u brojnim
publikacijama poniSten prediktivni znacaj PR receptora za korist od antiestrogene

terapije1270-273

ipak ovi dokazi zajedno sa prognostickim informacijama, pokazuju
dovoljan klini¢ki znaaj za rutinsko merenje PR receptora.?’**” Ova studija nije
pokazala statisticki znacajnu razliku u prosecnoj starosti bolesnica sa pozitivnim i
negativnim PR skorom (p>0,05).

Da se imunohistohemijski profil pleomorfnog podtipa ILC-a znacajno razlikuje
od Kklasi¢nog ILC-a, pretezno gubitkom ekspresije estrogenskih i progesteronskih

receptora, 83184

potvrdeno je i ovom analizom pozitivnosti PR receptora u 50,94%
pleomorfnog ILC-a i 71,25% klasicnog ILC-a, uz statisticki znacajnu razliku (p=0,0057).
Mala ucestalost imunoreaktivnosti na ER i PR kod pleomorfnih ILC-a pokazana je i
drugim studijama®®, uz heterogenu imunohistohemijsku reaktivnost za ER, a opet
smanjenu ili odsutnu ekspresiju ER i PR receptora.'®

Imunohistohemijska analiza ekspresije ER receptora je pokazala da je pozitivan
ER skor statisticki znacajno cesée bio prisutan kod bolesnica bez metastaza u aksilarnim
limfnim cvorovima (82,78%) nego kod bolesnica sa metastazama u aksilarnim limfnim
¢vorovima (71,91%) (p=0,0316). Medutim, statisticki znacajna razlika nije dobijena
analizom odnosa pozitivnosti PR receptora i metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima
(p>0,05).

HER-2 receptor je strukturno vrlo slian receptoru za epidermalni faktor rasta, a

¢lan je velike familije membranskih receptora za faktore rasta. HER 2 (HER 2 ili c-erbB
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2) je jedan od cetiri homologna ¢lana familije receptora za humani epidermalni faktor
rasta.*'" 19320 HER 2 receptori su transmembranski receptori koji su ukljuceni u éelijski
rast i diferencijaciju.***** Amplifikacija HER 2 gena se javlja kao po&etni dogadaj koji je
okida¢ onkogene aktivnosti HER 2 kod tumora ¢oveka. HER 2 genska amplifikacija
dovodi do povecane transkripcije HER 2 gena i posledi¢no preterane ekspresije HER 2
receptora.

HER 2 je tirozin-kinazni receptor (p185) ukljuCen u signalne procese
proliferacije, antiapoptoze, adhezije i angiogeneze. HER 2 genska amlifikacija se srece u
5-30% svih tumora, a kod tumora dojke u 20-30% slucajeva. Amplifikacija HER 2 gena
1/ili prekomerna ekspresija HER 2 receptora je udruZzena sa onkogenom transformacijom,
losom prognozom i agresivnijim tokom kod karcinoma dojke.??*3# Aktivacione mutacije
su retkost. 19?8 Familija HER receptora ima cetiri ¢lana sa razli¢itim osobinama i vaznim
ulogama, kako u embrionalnom razvi¢u, tako i u adultnim tkivima. HER 2 je receptor za
nepoznati ligand (moguc¢e Heregulin), a u adultnim tkivima ima ulogu u
lobuloalveolarnoj diferencijaciji i laktaciji.**** za familiju HER receptora je
karakteristicna kombinovana dimerizacija za ligand zavisnu fiziolosku signalizaciju.
HER 2 monomer se moze dimerizovati i sa drugim ¢lanovima familije HER receptora
(HER 1, HER 3, HER 4), a obi¢no se smatra heterodimerizacionim “partnerom sa
prioritetom". U tim slucajevima moze da dode do: stvaranja sopstvenih deobnih signala
((epi)genetska nestabilnost), rezistencije na inhibitorne signale rasta (p53, Rb, pl6),
"izbegavanja" apoptoze, proliferacije bez ogranienja (telomerazna aktivnost).?*

Ligandi kao $to je Heregulin mogu da indukuju HER 2/HER 3 dimerizaciju i
autofosforilaciju kod ligand zavisne aktivacije. Medutim, enormno povecanje gustine
HER 2 receptora vodi autonomnoj ligand nezavisnoj signalizaciji koja uvodi u
proliferaciju, antiapoptozu i neoangiogenezu.?*®

Rezultati 81 studije koje su obuhvatile 27161 bolesnicu,*** pokazali su da je HER
2 prekomerna ekspresija u 90% slucajeva udruzena sa nepovoljnim ishodom.
Multivarijantnom analizom je pokazano da je u 71% slu¢ajeva HER 2 nezavisan faktor u
pogledu ishoda u odnosu na druge varijable. Zato se HER 2 u medunarodnim "konsenzus

vodi¢ima" ocenjuje kao nezavisan faktor rizika.’*®® Rezultati ove studije nisu pokazali
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statisticki znacajnu razliku u prosecnoj starosti bolesnica sa pozitivnim i negativnim
HER-2 statusom (p>0,05).

Vecéina publikacija istice prekomernu ekspresiju HER-2 onkoproteina kod
pleomorfnog podtipa ILC-a, kao posebnu karakteristiku ovog podtipa u odnosu na
klasi¢ni ILC.***8* Analizirani slucajevi pleomorfnog podtipa ILC-a su pokazali
prekomernu ekspresiju HER-2 u 18,42% slucajeva, za razliku od klasicnih ILC-a Koji su
bili HER-2 pozitivni u 15,62% slucajeva, a razlika izmedu njih nije bila statisticki
znacajna (p>0,05). Ovakav nalaz moze da ukaze na zajednicko histogenetsko poreklo ova
dva podtipa ILC-a. Neznatne razlike u ekspresiji HER-2 receptora takode govori u prilog
tesne veze izmedu ova dva podtipa lobularnog karcinoma.

Razli¢ite tehnologije su dostupne da bi se odredio HER 2 status. Kada tumor
pokazuje jaku HER 2 prekomernu ekspresiju ili amplifikaciju HER 2 gena, kaze se da
ima pozitivan HER 2 status. Nekoliko vec¢ih studija je potvrdilo da je HER 2 pozitivan
status povezan sa losim klinickim ishodom, narocito kod bolesnica sa metastazama u
limfnim &vorovima.?*®4%4% Kod analiziranih slucajeva ILC-a, 18,52% bolesnica sa
pozitivnim HER-2 statusom su imale metastaze u aksilarnim limfnim c¢vorovima, a
14,61% bolesnica sa pozitivnim HER-2 statusom je bilo bez metastaza u aksilarnim
limfnim c¢vorovima, s tim Sto razlika nije statisticki znacajna (p>0,05). Znalaj
odredivanja HER 2 statusa kod bolesnica bez metastaza u limfnim ¢vorovima je slabije
definisan. Kontradiktorni rezultati delimi¢no mogu da se objasne razli¢itim metodama
koje su koris¢ene u odredivanju HER 2 statusa i retrospektivnom prirodom ovih
analiza 497499500
Posebna paznja se posvecuje ispitivanju genetskih promena koje doprinose
razvoju ILC-a, a kao inicijalni dogadaj u razvoju i sporadi¢nog i naslednog ILC-a
sugeriSe se aktivacija protoonkogena ili gubitak funkcije tumor-supresornih gena. Osim
tradicionalnih prognostickih parametara ILC-a kao $to su: histoloski podtip, pT stadijum,
status aksilarnih limfnih ¢vorova, sve viSe se koriste u prognozi, kao i u dijagnostici ILC-
a, imunohistohemijske analize tumorsupresornih gena.

BRCA 1 je protein koji regulise aktivaciju transkripcije, popravku DNK,
apoptozu, kontrolne tatke éelijskog ciklusa i remodelovanje hromozoma.*** Podaci u

literaturi pokazuju da je BRCAL pozitivan kod 27-50% lobularnih karcinoma
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dojke.3493°04%8489 (jrodene BRCA 1 genske mutacije su praktiéno nedetektabilne kod

sporadi¢nih karcinoma dojke, pa stoga neki autori smatraju da gubitak funkcije BRCA 1
proteina dovodi do smanjene ekspresije ili nepravilne subcelularne lokalizacije ovog
proteina, §to upravo dokazuje njegovu tumor-supresornu funkciju.**”*** BRCA-1 inhibira
signalni put ligandom aktivisanog ER-Alfa, posredstvom estrogen-reaktivnih elemenata i
tako blokira funkciju AF2 kod ER-Alfa kao aktivatora transkripcije.®*

Imunohistohemijskom metodom markira se abnornalmi BRCAL protein koji je
pokazatelj i genetskih mutacija i epigenetskin promena BRCA1l gena. U slucaju
smanjenja ekspresije BRCAL gena i smanjene sinteze BRCA1 proteina polemise se da i
je to posledica genskih mutacija ili epigenetskih uticaja.*® Kod normalne dojke
ekspresija BRCA 1 je nadena samo u jedru. Postoje i podaci da je samo citoplazmatska
ekspresija prisutna u 5% slucajeva, dok je jedarna i citoplazmatska ekspresija prisutna u
36% slucajeva.*®® Kod karcinoma dojke ekspresija moZe da bude lokalizovana samo u
jedru, ali je manja u odnosu na normalno tkivo dojke (duktalni 66%, medularni 77%,
lobularni 27%). Citoplazmatska ekspresija je ¢es¢a u duktalnim i medularnim, a reda u
lobularnim karcinomima dojke. U ve¢ine tumora dojke BRCAL1 je odsutan ili eksprimiran
u manjoj meri, a u 86% razlog je hipermetilacija promotora BRCAL, posebno kod
bolesnica starosti preko 55 godina sa duktalnim i/ili invazivnim lobularnim karcinomom,
Sto mozZe odgovarati dobijenim rezultatima, gde je prosecna starost bolesnica sa
pozitivnim BRCA 1 proteinom bila niza (55,06 = 12,61 godina) od bolesnica sa
negativnim BRCA 1 proteinom (58,94 + 11,57 godina), bez statisticki znacajne razlike
(p>0,05). Hipermetilacija promotora BRCA1 je saops$tena u 20% sporadi¢nih karcinoma
dojke i poklapa se sa nivoom transkripcije BRCA1. %46

Citoplazmatska ekspresija posledica je abnormalnog BRCAL proteina, a sam
abnormalni BRCALI protein verovatno igra ulogu u razvoju sporadi¢nog (nenaslednog)
karcinoma dojke. Promene BRCA1 proteina sli¢ne su i kod naslednih i kod sporadi¢nih
karcinoma dojke. Sto se tide same ekspresije BRCAL gena postoje dva osnovna faktora
koji su vezi sa bioloskim i patolo$kim karakteristikama kao i sa klinickim ishodom a to
su: 1) nivo ekspresije BRCALI i 2) ¢elijska lokalizacija BRCAL proteina. Uzevsi u obzir

oba parametra BRCA 1 pozitivnosti, nije se pokazala statisticki znacajna veza izmedu
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BRCA 1 negativnih i BRCA 1 pozitivnih ILC-a (37,5% prema 29,41%) u odnosu na
prisustvo metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima (p>0,05).

Jos§ uvek postoji dilema o ¢elijskoj lokalizaciji BRCAL proteina u tumorima dojke
I znacaju aberantne lokalizacije BRCAL proteina. Citoplazmatska ekspresija je posledica
abnormalnog BRCAL proteina koji je nastao kroz specifi¢ne epigenetske promene,®**>%
pa bi to moglo da znaci da je gomilanje BRCAL1 proteina u citoplazmi odraz epigenetskih
promena, a smanjena nuklearna ekspresija BRCA1 posledica genskih mutacija.

Zapazanje da su mnogi karcinomi dojke sa BRCA 1 mutacijama negativni na
hormonske receptore postavlja dilemu da 1i hormonski faktori etioloski doprinose BRCA

347

1 mutacijama kod karcinoma dojke.”™" Ipak, funkcija "Cuvara" BRCA 1 je opsta i ne

objasnjava zasto BRCA 1 mutacije dovode do specifi¢nog rizika za tumore koji su

347 Molekularna veza

hormonski zavisni ili u ¢ijem nastanku hormoni igraju vaznu ulogu.
izmedu BRCA 1 1 estrogena ustanovljena je zapazanjem da egzogeni BRCA 1 protein
inhibiSe transkripcionu aktivnost vezanog ERa preko ERE u kulturi humanih celija
karcinoma dojke.*® Naredne studije su ukazale na dva mehanizma kojima BRCA 1 vrsi
inhibiciju ERa : 1. direktnom interakcijom BRCA 1 i ERa proteina i 2. nishodnom
(down) regulacijom p300, jedarnog receptornog koaktivatora.>®">%

Podaci o postojanju histoloskog fenotipa karakteristicnog za BRCA 1 ,,nosioce”,
u suprotnosti su sa dobijenim rezultatima o povezanosti podtipa ILC-a sa BRCA 1
pozitivnoscu (p>0,05). Slucajevi prekomerne ekspresije BRCA 1 proteina medu
analiziranim ILC-ima nisu pokazali statisticki znacajnu povezanost sa multifokalnim ili
multicentricnim nacinom rasta (p>0,05), kao ni prekomernu ekspresiju BRCA 1 proteina
kod dezmoplasticnih ILC-a (p=0,0812). Svi BRCA 1 negativni ILC-i su imali
dezmoplasticnu reakciju strome u odnosu na BRCA 1 pozitivne ILC-e sa dezmoplazijom
(79,41%), Sto moze da bude od znacaja za procenu bioloskog karaktera dezmoplasticnih
ILC-a i sa imunohistohemijskog aspekta. Karcinomi dojke koji su ozna¢eni kao BRCA 1
"nosioci”, histopatoloski se razlikuju od sporadi¢nih karcinoma dojke. Oni obi¢no imaju
negativne steroidne receptore sa saopStenom ucestaloS¢u pozitivnih ER slucajeva u
razli¢itim studijama od 10 do 36%.%%°%%*1% Nedostatak ekspresije ERa kod ovih tumora

moze da bude delimi¢no objasnjen hipermetilacijom ERa gena.”™ Interesantna su i

zapazanja da je ekspresija PR receptora znacajno ve¢a u normalnom epitelu dojke koji se
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nalazi u susedstvu karcinoma dojke sa BRCA 1 mutacijom u odnosu na sporadi¢ne

karcinome dojke,**?

a analizirani slucajevi BRCA 1 pozitivnih lobularnih karcinoma

dojke su imali pozitivne PR receptore u 82,35% slucajeva, sa statisticki znacajnom

razlikom prema 50% BRCA 1 negativnih ILC-a sa pozitivnim PR receptorima (p<0,05).
Nasledni BRCA 1 karcinomi su karakteristi¢cno ER negativni U poredenju sa

oy . . 1
sporadi¢nim tumorima.>*®

Ovakva povezanost se moze objasniti vecim gradusom
karcinoma i mladom Zzivotnom dobi bolesnica,®*® kao i &etiri do osam puta vecom
verovatnocom ER negativnosti kod BRCA 1 karcinoma gradusa 3 u odnosu na
sporadiéne karcinome gradusa 3.°** Osim toga, karcinomi dojke sa BRCA 1 mutacijama
su mnogo ceS¢e visokog nuklearnog i histoloskog gradusa, a imaju i visok Ki-67
indeks, 360515
57,89% BRCA 1 pozitivnih lobularnih karcinoma u odnosu na 81,82% BRCA 1

negativnih ILC-a sa visokim Ki-67 indeksom, ali bez statisticke znacajnosti (p>0,05).

Sto je suprotno nalazima ove studije, gde je visok Ki-67 indeks je imalo

p53 i BRCA 1 su tumor supresorni geni, a oba su uklju¢ena u mnoge celijske
procese podev od popravke gresaka dvolantane DNK,**° stopiranja Celijske deobe,”’
apoptoze®® do regulacije transkripcije.”™® Direktna funkcionalna veza izmedu p53 i
BRCA 1 prvobitno je utvrdena zapazanjem da gubitak p53 delimi¢éno moze da smanji
smrtnost embriona kod BRCA 1 "knockout" miSeva.**® Nekoliko studija je pokazalo ve¢u
incidenciju p53 imunobojenja kod BRCA 1 karcinoma dojke u odnosu na sporadi¢ne
slu¢ajeve. p53 prekomerna ekspresija je nadena u 37 do 77% BRCA 1 pozitivnih

348,359-362,521

karcinoma dojke, a u ovoj studiji ona je bila prisutna u 57,89% BRCA 1

pozitivnih karcinoma, ali bez statisticki znacajne razlike (p>0,05). Sa druge strane,
mutacije p53 su zabeleZene u oko 20% slucajeva sporadi¢nih kontrola,*¢13%2

Prekomerna ekspresija HER-2 ustanovljena je u oko 20-30% sporadi¢nih
karcinoma dojke, ali postoje i kontradiktorni podaci da ne postoji ekspresija HER-2
onkoproteina ili je ona prisutna u minimalnom broju slucajeva (3,7%) kod BRCA 1

pozitivnih karcinoma dojke.3**%%®

Imunohistohemijske studije novijeg datuma su
saopstile da je prekomerna ekspresija HER-2 prisutna kod 18,6% BRCA 1 pozitivnih
karcinoma dojke.**® Ovakvi rezultati odgovaraju nalazima ove studije, gde je 16,12%

slucajeva sa prekomernom ekspresijom HER-2 bilo BRCA 1 pozitivno prema 12,5%
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slucajeva HER-2 pozitivnih ILC-a bez aberantnog BRCA 1 proteina, mada nisu nadene
statisticki znacajne razlike (p > 0,05).

Ucestala alteracija na 17. hromozomu kod BRCA 1 karcinoma je monozomija,
koja je saopstena u 35-61% ovih tumora.***?? Ova hromozomska abnormalnost moze da
bude znacajna, poSto monozomija 17. hromozoma moze da dozivi drugi inaktivacioni
"udar" u odredenom procentu BRCA 1 pozitivnih karcinoma. Saopsteno je i da niska
incidencija HER-2 amplifikacije kod BRCA 1 karcinoma moze da bude zbog fizicke
kodelecije jednog HER-2 alela i obliznje sekvence tokom gubitka heterozigotnosti na
BRCA 1 lokusu.’*

Karcinomi dojke se rutinski stepenuju po modifikaciji Scarff - Bloom -
Richardson-ovog sistema, opisanog od strane Elston-a i Ellis-a, na bazi procene
tubularnih formacija, jedarnog pleomorfizma i mitotskog indeksa.*®® BRCA 1 karcinomi
dojke su cesc¢e loSe diferentovani tj. gradusa 3. Ucestalost gradusa 3 kod BRCA 1

348,358,359,513,523-527 dok ucestalost kod

pozitivnih karcinoma dojke je preko 66%,
sporadi¢nih BRCA 1 pozitivnih tumora ide od 15 do 55%.%°%%%°% U ovoj studiji maniji
broj BRCA 1 pozitivnih lobularnih karcinoma je imalo visok Ki-67 indeks (57,89%) u
odnosu na BRCA 1 negativne lobularne karcinome sa visokim Ki-67 indeksom (81,82%),
ali bez statisticke znacajnosti (p>0,05), sto je ponovo kontradiktorno u odnosu na
pojedine komponente koje ulaze u sastav gradusa BRCA 1 pozitivnih karcinoma dojke
(visok jedarni pleomorfizam i visok mitotski indeks, a najmanje znacajno formiranje
tubularnih formacija).3*®°%~28

Na bazi molekularnih analiza, karcinomi dojke sa BRCA 1 mutacijama pokazuju

poveéanu incidenciju p53 mutacija,******** a smanjenu incidenciju HER-2/neu

amplifikacije/prekomerne ekspresije,300°2%:°29531532

Osim §to karcinomi dojke sa BRCA 1 mutacijama pokazuju smanjenu ekspresiju
ERa i PR receptora u odnosu na sporadi¢ne karcinome dojke, takode pokazuju i
smanjenu ekspresiju AR receptora.”*

DNK "microarray" i imunohistohemijske studije pokazuju da karcinomi dojke
"nosioci" BRCA 1 mutacija pokazuju bazaloidni fenotip.>?**** Bazaloidni fenotip, koji se

javlja u oko 15% karcinoma dojke karakteriSe se ERa i HER-2/neu negativnoscéu, zajedno
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sa visokim nivoima citokeratina koji se normalno nalaze u bazalnim epitelnim
éelijama.®"’

Pojedine studije ukazuju da je BRCA 1 protein odsutan ili redukovan u
znadajnijoj meri u 30 do 40% sporadiénih karcinoma dojke.*******%" Smanjena BRCA 1
ekspresija moze da bude posledica hipermetilacije BRCA 1 promotora i/ili gubitka
jednog od BRCA 1 alela.>®*** Jo3 uvek nije sasvim jasno da li sporadi¢ni BRCA 1
karcinomi dojke predstavljaju posebnu fenotipsku grupu. Posto su mnogi sporadi¢ni
karcinomi dojke ERa pozitivni, a nalazima ove studije je pokazano da 85,29% BRCA 1
pozitivnih lobularnih karcinoma ima pozitivan ER skor (p < 0,05), moze da se govori o
hormonskoj interakciji kod razvoja sporadicnih lobularnih karcinoma dojke.

Tamoxifen smanjuje rizik od pojave karcinoma dojke kod zdravih Zena sa
razli¢itim predisponiraju¢im faktorima, kao $to su pozitivna porodi¢na anamneza, godine
ivota, lobularni karcinom "in situ" i atipiéna lobularna hiperplazija.>** Tamoxifen
smanjuje rizik od pojave ER pozitivnih tumora u 69% slucajeva, a nema znacajnijeg
uticaja na pojavu ER negativnih karcinoma dojke. Iako nije odluceno da li je upotreba
Tamoxifena efektivha za nosioce BRCA 1 mutacija, nalazi ove studije da je 85,29%
BRCA 1 pozitivnih lobularnih karcinoma ER pozitivno u odnosu na 56,25% BRCA 1
negativnih ILC-a sa pozitivnim ER skorom, uz statisticku znacajnost (p<0,05), svedoce
da se i BRCA 1 status mozZe uzeti u obzir prilikom donosenja odluke o primeni
antiestrogene terapije kod tih bolesnica.

BRCA 1 mutacijama se moze objasniti samo 25 do 30% familijarnih karcinoma
dojke, mada procenat varira zavisno od pojedina¢nih studija.>**°*® Stoga je znacajno na¢i
dodatne klinic¢ke ili patoloSke pokazatelje koji mogu da ukazu na prisustvo ili da potvrde
odsustvo BRCA 1 mutacija.

Nekoliko studija je pokazalo veliku ucestalost p53 imunobojenja i p53 mutacija u
BRCA 1 pozitivnim karcinomima u odnosu na sporadi¢ne sluc¢ajeve. Tako su te alteracije
zapazene u 37-77% BRCA 1-udruzenih tumora, dok su samo one bile prisutne u oko 20%
sporadi¢nih kontrola.®*®**®*%%? Osim toga, nekoliko zapazanja sugerisu da BRCA 1
mutacije utiCu na tip 1 distribuciju p53 mutacija videnih kod karcinoma dojke.
Komparacijom spektra p53 mutacija kod BRCA 1 pozitivnih bolesnica sa onim u

sporadi¢nim tumorima, dobija se znacajna razlika u distribuciji 1 izmenama baznih
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parova. Mutacije A-T baznih parova su ¢es¢e kod tumora povezanih sa prekomernom
ekspresijom BRCA 1 proteina. Veéina tih mutacija ranije nije saopstena kod karcinoma,
dok su se druge desavale veoma retko. Promene su bile ucestale na pS3 kodonima koji
nisu bili mutaciona "opasna mesta", a mutirani su van p53 DNK-vezujuéeg mesta.*®
Prisustvo tih izmenjenih amino kiselina na ne-DNK-vezuju¢im mestima p53 molekula,
mogu da predstavljaju jednu interakcionu povrsinu za drugi, nepoznati protein.
Prekomerna ekspresija p53 prisutna je u 11 do 55 % tumora. Nivo TP53 u
neneoplasti¢nim ¢elijama je nizak i moze da se detektuje osetljivim imunohistohemijskim
metodama. Akumulacija TP53 se obi¢no tumaci kao marker za ’’missense’’ mutaciju
gena, $to je najceS¢i mehanizam inaktivacije p53 gena u tumoru dojke. Ovaj protein je
faktor regulacije progresije ¢elija u ¢elijskom ciklusu 1 apoptozi u odgovoru na delovanje
faktora okoline, kao §to su oste¢enje DNK i hipoksija.*”® Imunohistohemijski moze da se

detektuje heterogenost ekspresije p53.*"°

U slabo diferentovanim podru¢jima zapaZza se
jaka prebojenost, a u bolje diferentovanim podru¢jima tumora celije se ne boje.
Imunohistohemijski profil pleomorfnog podtipa ILC-a se znacajno razlikuje od klasi¢nog
ILC-a, pre svega po prekomernoj ekspresiji HER2 receptora, po izrazitoj p53 ekspresiji i
u nekim slucajevima po gubitku ekspresije hormonskih receptora.’®'®* Ova studija je
pokazala gotovo identicnu ucestalost p53 pozitivnosti kod klasicnog i pleomorfnog
popdtipa (42,26% u odnosu na 42,10%), a nesto veci procenat p53 pozitivnih slucajeva je
imao meSoviti lobularni podtip (50%) (p>0,05).

U nekim studijama je zapazeno da su klasicni ILC-i ¢eS¢e multifokalni ili
multicentriéni u odnosu na pleomorfne ILC-e.'®® Rezultati ove studije ne pokazuju
statisticki znacajnu povezanost multifokalnosti/multicentricnosti i podtipova ILC-a.
Pozitivnost p53 je nadena u skoro identicnom procentu kod klasicnog ILC-a (42,26%),
koji je cesce multicentricni/multifokalni™®, i kod pleomorfnog ILC-a (42,1%).
Multifokalni i multicentricni ILC-i u ovoj studiji su u statisticki znacajno manjem
procentu bili p53 pozitivni (14,28%) u odnosu na 45,04% p53 pozitivnih ILC-a koji nisu
bili multicentricni/multifokalni (p<0,05), dok statisticka znacajnost nije utvrdena za ILC-
e sa fokalnim LCIS-om ili DCIS-om koji su bili p53 pozitivni (p>0,05). Ekspresija p53 je
bitna za nastanak tumora, a nije znacajna za histoloski tip, diferencijaciju i pojavu

metastaza,*”° sto je potvrdeno i ovom analizom, a statisticki znacajna povezanost p53
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pozitivnosti nije utvrdena prema prosecnoj starosti bolesnica, podtipu, metastazama u
aksilarnim limfnim cvorovima, kao ni prema pozitivnosti ER, PR i HER-2 receptora
(p>0,05).

Kod lobularnih karcinoma dojke nije nadjena inaktivacija Rb gena, koji ima
znaGajnu ulogu u interakciji drugih tumor-supresornih gena.****®* Stoga je retka pojava
da su vise od dva gena regulatora celijskog ciklusa poremecena istovremeno (Rb, p53,
cyclin D1). Postoji korelacija izmedu broja abnormalno eksprimiranih gena i mitotske
aktivnosti tumora. Postavljena je i hipoteza da tumori sa poremecajem dva ili vise
mehanizama éelijskog ciklusa imaju agresivniji fenotip.*™

Odsustvo p53 ekspresije kod LCIS-a, pokazano u ovoj studiji, takode potvrduje
glediste da se prekomerna ekspresija p53 imunohistohemijski ne detektuje kod klasicnog
LCIS-a (82). Takode klasi¢ni ILC-i su tipi¢no negativni na p53 protein,*®* a u mnogim
slu¢ajevima imunoreaktivnost p53 se detektuje kod pleomorfnog podtipa ILC-a'®, dok je
u ovoj studiji ucestalost p53 pozitivnosti klasicnog i pleomorfnog podtipa ILC-a bila
gotovo identicna.

Abnormalno eksprimirani geni (p53) su u korelaciji sa proliferativnom aktivnoséu
(Ki67) i gradusom tumora, ali ne i sa metastatskim potencijalom, $to objas$njava njihovu

ulogu u najranijoj fazi razvoja karcinoma dojke,>*°

a u analiziranom materijalu 85,71%
tumora sa visokim Ki-67 indeksom je bilo p53 pozitivno u odnosu na 59,46% p53
negativnih lobularnih karcinoma sa visokim Ki-67 indeksom, a relacija je bila statisticki
znacajna (p<0,05).

Veéina publikacija govori da je Ki-67 indeks nizak kod klasi¢nog LCIS-a,*® a da
se pleomorfni podtip LCIS-a karakterise Ki-67 indeksom veéim od 10%.% Nizak Ki-67
indeks je bio prisutan u svim analiziranim slucajevima LCIS-a ove studije, sto statisticki
zacajno razlikuje LCIS od svih podtipova ILC-a (p=0,033). Podaci da pleomorfni
invazivni lobularni karcinom ima veéi Ki-67 indeks u poredenju sa klasi¢nim ILC-

418,419
om,

suprotni su od dobijenih rezultata o povezanosti Ki-67 indeksa i pojedinih
podtipova ILC-a. Nalazi ove studije ukazuju da klasi¢ni ILC-1 imaju visok Ki-67 indeks u
vecem broju slucajeva (72,97%), u odnosu na pleomorfni podtip (64,28%), ali bez
statisticki znacajne razlike (p>0,05). Medutim, kontradiktorni su podaci i u odnosu na

ostale podtipove ILC-a. Studije su pokazale da su pojedini ILC-i heterogeni u svojoj
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diferentovanosti, odnosno gradeni od neoplasti¢nih ¢elija razli¢itih imunohistohemijskih
karakteristika, verovatno kao odraz multipotentnog kapaciteta "stem" Celija.
Imunohistohemijski nalazi ove studije pokazuju visok Ki-67 indeks kod svih slucajeva
(100%) mesovitog lobularnog podtipa ILC-a (p>0,05).

Postoji obrnuta korelacija izmedu pozitivnosti ER, PR i ¢elijske proliferacije (Ki-
67) u normalnom tkivu dojke. Medjutim, kod LCISa sa povec¢anjem Ki-67 indeksa raste i
ekspresija ER.>"?

U odnosu na druge histoloSke tipove karcinoma dojke, najnovije studije su
pokazale da medijana Ki-67 indeksa za lobularne karcinome dojke iznosi 14%, §to je po
preporukama "St.Gallen konsenzus konferencije” nizak Ki-67 indeks.**%3"

Visoki Ki-67 indeks je u znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa veli¢inom primarnog
karcinoma dojke, mladim Zivotnim dobom bolesnica, pozitivnim limfnim ¢vorovima,
visokim jedarnim gradusom, negativnim hormonskim receptorima, p53 prekomernom
ekspresijom i pozitivnim HER-2 skorom,*” a u ovom istraZivanju nije postojala znacajna
povezanost visokog Ki-67 indeksa sa metastatski izmenjenim limfnim ¢vorovima aksile
(p>0,05). Bolesnice preko 65 godina starosti imaju karcinome sa niskim Ki-67
indeksom, ali nema signifikantne razlike u Ki-67 indeksu tumora izmedu bolesnica koje
su mlade od 50 godina i onih koje su starije od 50 godina.®”® Analizirane bolesnice sa
ILC-om nisu pokazale statisticki znacajne razlike u prosecnoj starosti prema Ki-67
indeksu (p>0,05). Statisticki znacajna povezanost se nije pokazala ni u odnosu na
hormonske receptore, kao ni HER-2 receptore, a ER receptori su bili negativni u 60%
Slucajeva sa visokim Ki-67 indeksom, PR receptori negativni u 69,56% slucajeva sa
visokim Ki-67 indeksom, dok je HER-2 pozitivnost uocena kod 66,67% slucajeva sa
visokim Ki-67 indeksom (p>0,05).

Bolesnice sa visokim Ki-67 indeksom imaju znacajno kraéi period bez bolesti i
globalno prezivljavanje u odnosu na bolesnice sa niskim Ki-67 indeksom. Osim toga,
bolesnice sa Ki-67 indeksom ve¢im od 50% imaju ponovno javljanje karcinoma dojke
unutar 2 godine od operacije. S druge strane, bolesnice koje imaju Ki-67 indeks manji od
20% imaju ponovno javljanje karcinoma tek nakon 10 godina od operacije.*”

U odnosu na Ki-67 indeks i klini¢ko-patoloske faktore, visoki Ki-67 indeks (> ili

=20%) znacajno korelira sa visokim gradusima maligniteta, kao $to su negativni ER i PR
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receptori, visoki HG i NG, p53 prekomerna ekspresija i pozitivni HER-2 receptori.”*

Ovakvi podaci ukazuju da bolesnice sa visokim Ki-67 indeksom imaju goru prognozu.
Mnoge studije su ispitivale prognosticki znacaj Ki-67 indeksa, a u veéine njih je
postavljena grani¢na vrednost od 209,02

Uzimajuéi Ki-67 kao prediktivni faktor terapijskog odgovora, u veéem broju
studija je naglaSen znacaj Ki-67 u predvidanju klini¢kog 1/ili patoloskog odgovora kod
ranog ili lokalno uznapredovalog karcinoma dojke. Nadeno je da je visok Ki-67 indeks

7 . . )
367368550 <10 moze da ima

povezan sa mnogo povoljnijim odgovorom na hemoterapiju,
veze sa dobijenim rezultatima da klasicni ILC-i imaju veéi Ki-67 indeks u odnosu na
pleomorfni podtip ILC-a (72,97% u odnosu na 64,28%), ali bez statisticki znacajne
razlike (p>0,05). Drugi autori su pokazali da nema adekvatnog odgovora u slucajevima
gde je Ki-67 indeks bio niZi od 25%.%%® Sa druge strane, pojedine studije nisu saopstile
znaCajniju vezu izmedu Ki-67 indeksa i odgovora na neoadjuvantnu endokrinu
tearpiju.>>**>> Medutim, novija istraZivanja su ukazala da odredivanje Ki-67 indeksa
posle kratkotrajne endokrine terapije moze da poboljsa predvidanje prezivljavanja (bez
ponovnog javljanja bolesti).**® Ovakvi nalazi sugeri$u da je Ki-67 zna¢ajan marker, ne
samo kod primarne dijagnoze ve¢ i kroz terapijske protokole. Stoga je znacajno uzeti u
obzir Ki-67 indeks kod tretmana i pracenja bolesnica sa karcinomom dojke.

Invazivni lobularni karcinomi dojke koji su E-cadherin negativni u 90% slucajeva
imaju metilaciju promotora. Epigenetska modifikacija E-cadherina je prisutna u okolnom
normalnom epitelu oko tumora sa normalnom ekspresijom E-cadherina, ali te promene
nisu prisutne u epitelu kod zena bez tumora. E-cadherin ima ulogu u inicijaciji lobularnog
karcinoma dojke.>” Svi invazivni (100%) i *’in situ’> lobularni karcinomi dojke pokazuju
kompletnu odsutnost E-cadherin membranske ekspresije.>*®

Mutacija p53 gena i nakupljanje abnormalnog TP53 je povezano sa smanjenom
ekspresijom E-cadherina, Sto je i logi¢no, jer normalni produkt p53 gena ispravlja
ostecenja DNK, izmedu ostalih i za E-cadherin, a odsustvo statisticki znacajne razlike
izmedu p53 pozitivnosti i prisustva E-cadherina kod analiziranih slucajeva jasno ukazuje
na aberantnu ekspresiju E-cadherina (p>0,05). Postoje drugi mehanizmi za inaktivaciju

559

E-cadherina, verovatno epigenetski.” Kod bolesnica mladih od 40 godina ¢es¢i je

duktalni karcinom, veci je precnik tumora, mitotski indeks, HG, NG i p53, dok je
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smanjena ekspresija estrogenskih receptora, a mutacija BRCAL je los prognosti¢ki znak.
Celije klasi¢nog LCIS-a generalno se ne boje na E-cadherin, ali ispoljavaju perinuklearnu
reaktivnost za HMW citokeratine.>®

Kada je promena u celini sastavljena od pleomorfnih LCIS-¢elija, razlika izmedu
LCIS-a i intralobularnog Sirenja intraduktalnog karcinoma moze da bude teSko
prepoznatljiva. Imunohistohemijsko bojenje na E-cadherin u takvoj situaciji je vrlo
korisno, jer gubitak reaktivnosti je siguran znak LCIS-a.>%%4%%

Postoje veoma retki slucajevi kada "in situ” promena, morfoloski identi¢na sa
LCIS-om, pokazuje jaku membransku E-cadherin pozitivnost zajedno sa okolnim
fokusima LCIS-a koji su E-cadherin negativni. Ovakav sluc¢aj E-cadherin pozitivnog
LCIS-a oznacava se aberantnom E-cadherin reaktivnos¢éu. To zahteva da se aberantna E-
cadherin reaktivnost ukljui u posebnu klasifikaciju ovih lezija.?®

Skoro sve neoplastiCne lobularne lezije se karakteriSu odsustvom E-cadherin
reaktivnosti. E-cadherin ekspresija je odsutna u kancerskim ¢elijama, kada LCIS zahvata
duktule. Preostale duktalne i mioepitelne ¢elije, koje mogu da budu u veéem broju kada
se LCIS padzetoidno S§iri, su E-cadherin pozitivne. U manjem broju slucajeva, lobularne
neoplasti¢ne Celije pokazuju fragmentiranu i diskontinualnu E-cadherin reaktivnost, koja
je slabija od reaktivnosti duktalnih epitelnih ¢elija.®*®®

Neznatne razlike izmedu klasi¢nih i pleomorfnih ILC-a u odsustvu E-cadherin
imunoreaktivnosti (90% u odnosu na 80%), zapazene su u pojedinim analizama.
Saopsteno je da se odsustvo E-cadherin reaktivnosti kod karcinoma, koji histoloski lice

33374 ali je zapazeno i kod

na duktalne, mnogo ¢esc¢e vida kod loSe diferentovanih tumora,
dobro diferentovanih karcinoma.®” 1z razloga $to je E-cadherinsko bojenje u izrazitoj
vezi sa histoloskim tipom tumora, promene koje odstupaju od oéekivane E-cadherinske
reaktivnosti, opisane su kao promene sa aberantnim E-cadherinskim obrascem bojenja.*”
Slucajevi aberantnog E-cadherinskog bojenja mogu da se jave zbog neuobiajenih
molekulskih promena, koje uzrokuju da E-cadherin protein bude prezentovan ili kao
nefunkcionalan kod lobularnih karcinoma,”® ili odsutan kod duktalnih karcinoma.

Uzroci su delecije gena ili defekti u transkripciji.>®?

376,563,564 377

Mutacije E-cadherin gena opisane su

kod klasi¢nog i pleomorfnog ILC-a.”"" Jedna tre¢ina pleomorfnih ILC-a moze

nastati iz duktalnih karcinoma visokih gradusa sa retkim ER - pozitivhim/E-Cadherin
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negativnim fenotipom.*”* U jednoj studiji molekularna abnormalnost je otkrivena u 2 od
20 (10%) slucajeva ILC-a. Zato S$to je ispitivano 5 od 8 eksona, autori nisu mogli da
iskljute moguénost razli¢itih tackastih mutacija u drugim slutajevima.”®® Takode su
pronasli "okrnjeni" protein mutiranog E-cadherin eksona u 21 od 32 (66%) ILC-a sa
gubitkom E-cadherinske imunoreaktivnosti.® Gubitak heterozigotnosti na 16¢22.1,
mesta koje je kodirano kao E-cadherin gen, naden je sa vecom ucestalo$¢u u ILC-u nego
u IDC-u.*"® Analizirani slucajevi smanjene ili odsutne ekspresije E-cadherina nisu
pokazali statisticki znacajnu vezu prema statusu ER, PR i HER-2 receptora (p>0,05).

Kontradiktorni podaci o aberantnoj ekspresiji E-cadherina mogu da se tumace
pogresnim klasifikovanjem pojedinih histoloskih podtipova lobularnog karcinoma dojke
ili imunohistohemijskim artefaktima. Bez obzira da li se radi o smanjenoj ili aberantnoj
ekspresiji E-cadherina, u ovoj studiji nije nadena statisticki znacajna povezanost podtipa
lobularnog karcinoma u odnosu na smanjenu ekspresiju ili gubitak ekspresije E-
cadherina (p>0,05). S druge strane, rezultati ove imunohistohemijske analize, gde je
22,22% ILC-a sa smanjenom ekspresijom E-cadherina imalo metastaze, a 36,84% sa
potpunim gubitkom E-cadherina takode imalo metastaze, ukazuju na razliku u malignom
potencijalu, ali bez statisticki znacajne razlike (p>0,05).

Standardizacija imunohistohemijskih procedura je do sada bila predmet mnogih
debata, uspostavljanja konkretnih postupaka i sistema za svakodnevnu upotrebu.
Medutim, pored problema koji se javlja na nivou laboratorijske izrade kvalitetnih
imunohistohemijskih preparata, pitanje njihove interpretacije je postalo faktor koji moze
da ima izuzetan znacaj po ishod bolesti.

Imunohistohemijski preparati, izradeni na standardizovani rutinski nacin, a za
potrebe dijagnosti¢ke procene, specificno obelezeni monoklonskim antitelom imaju u
hromatskom smislu dvokolorni karakter. Svaki od preparata pokazuje polja unutar kojih
su se specifi¢no vezala monoklonska antitela obojena hromogenom (braon prebojenost) i
pozadinsko bojenje (background) nacinjeno hematoksilinom, koje daje plavicastu
prebojenost nespecificnim delovima tkivnog uzorka, ukljuéujuci i specificno prebojene
delove uzorka (jedro, citoplazma, ¢elijska membrana).

Pojedini karcinomi dojke tipi¢no pokazuju relativno homogenu ekspresiju ER

receptora, ali u nekim slucajevima se moze uociti heterogenost u ekspresiji ER
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receptora.”® Kod analiziranih I1LC-a je kvantitativno merena ekspresija ER receptora, a
zbog heterogenosti njihove ekspresije od polja do polja, biran je invazivni front tumora.
Brojni istrazivaci su opisali mnogo intenzivniju imunoreaktivnost na periferiji tumora u
poredenju sa centralnim delovima tumorske mase, jer je poznato da invazivni front
tumora ima drugaciju morfologiju i sa veCom sigurno$c¢u eksprimira odredene proteine u
odnosu na centralne delove tumora.®***® Precizno merenje statusa hormonskih receptora
moze da bude od dijagnosti¢kog, istrazivackog, kao i terapijskog znacaja, zbog toga $to
hormonska terapija smanjuje relativni rizik od ponovnog javljanja bolesti u vise od 50%
bolesnica sa hormon zavisnim karcinomom dojke.?"**°®%%" Allred-ov skoring sistem se
zasniva na semikvantitativnoj proceni procenta pozitivnih ¢elija kao 1 intenziteta bojenja,
gde se granicom pozitivnosti ekspresije receptora uzima ili 10% slabo obojenih jedara ili
1% srednje prebojenih jedara.*®® Razli¢ite studije su ustanovile grani¢ne vrednosti
izmedu pozitivnih i negativnih sluajeva imunohistohemijskog bojenja.**" >

Znacajniji napredak u konfokalnoj fluorescentnoj mikroskopiji, sistemu kamera sa
prate¢im softverima Su obezbedili novi metod 1 mogucénost kvantifikacije promena u
ljudskim tkivima. Ekspresija ER receptora je relativno ujednacena u susednim ¢elijama,
dok se ekspresija PR receptora razlikuje izmedu susednih éelija.™

Osim preciznije kvantifikacije ER receptora, slucajevi grani¢nih pozitivnosti ER
receptora mogu da se rese primenom odgovarajucih dekonvolucionih metoda, sto je od
izUzetne vaznosti u proceni efekata antihormonske terapije. Kvantifikacija nizih i
grani¢nih vrednosti pozitivnosti ER receptora, sa aspekta sadrzaja ER receptora u jedrima
tumorskih ¢elija, od posebne je vaznosti, ne samo zbog resavanja dijagnoznih dilema, ve¢
1 zbog odredivanja koristi od antiestrogene terapije 1 metastatske proSirenosti
bolesti.®**3*
Obrada slika u patohistologiji ima dugu istoriju.’®®**® Kvantifikacija jedarne
pozitivnosti na steroidne hormonske receptore je vrlo korisna u predikciji ishoda

bolesti.23°7

Nivo ekspresije receptora subjektivno se procenjuje koriS¢enjem sistema
skorovanja od 0 do 3+ pozitivnosti i/ili prostom procenom broja pozitivnih jedara u

odnosu na celokupnu populaciju tumorskih ¢elija.?**
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Ono §to je od izuzetnog znacaja je da postoje programi koji mogu da se koriste za
istrazivanje medusobnih molekulskih veza kod pojedinacnih ¢elija, sa rezultatima koji se
mogu kvantifikovati, a to su preduslovi pocetka "molekularne morfologije".**

Kvantitativna imunohistohemija zahteva pazljivu kontrolu standardizovanih
uslova obrade tkiva, a u samom delu obrade slike sprovodenje mera kvantitativnih

standarda.?®*°"

Koris¢enje kvantitativne imunohistohemije u cilju prikazivanja
molekularnih dogadaja na bazi pojedinih piksela ¢elija ili tkivnih struktura je otezano u
klini¢koj praksi zbog razli¢itog uzorkovanja materijala, pripreme i interpretacije. Ovi
postupci treba da budu integrisani, standardizovani, a u najboljem slucaju i
automatizovani.”’*>"

lako je odredivanjem pozitivnosti ER skora kod razlicitih podtipova ILC-a u ovoj
studiji utvrdena statisticki znacajna povezanost ER skora sa prisustvom metastaza u
aksilarnim limfnim c¢vorovima (p<0,05), narednom kvantitativnom analizom nije
utvrdena statisticki znacajna korelacija prosecnog intenziteta bojenja jedara na ER
receptore, procenta ER pozitivnih Ccelija i kvantitativnog ER skora prema procentu
metastatski izmenjenih aksilarnih limfnih ¢vorova (p>0,05). Dobijeni su kontradiktorni
podaci u odnosu na razliku u prosecnoj starosti bolesnica sa pozitivnim i negativnim
semikvantitativnim ER skorom, gde statisticka znacajnost nije utvrdena primenom t testa,
(p>0,05), a pozitivna korelacija je dobijena izmedu starosti bolesnica i prosecnog
intenziteta bojenja jedara na ER receptore, procenta ER pozitivnih celija, kvantitativnog
ER skora, sa velikim efektom velicne ispitivanih morfometrijskih parametara (d>0,5)
(p<0,001).

Osim toga signifikantna razlika u prosecnom intenzitetu i procentu ER pozitivnih
Celija lobularnog karcinoma izmedu premenopauzalnih i postmenopauzalnih bolesnica,
gde su premenopauzalne bolesnice imale nizi prosecan intanzitet (0,21£0,18 prema
0,37+0,26) i procenat porzitivnih Celija (44,33£39,94 prema 66,28+39,66) u odnosu na
postmenopauzalne bolesnice ( t test, p<0,05), moze da se dovede u vezu sa nalazima da
je kod postmenopauzalnih Zena sa karcinomom dojke, tumorska koncentracija estradiola

visoka zbog "in situ" aromatizacije, a niske serumske koncentracije estradiola.?®°
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Konacni cilj kvantitativne procene u slu¢aju imunohistohemijskih bojenja je da se
poveca senzitivnost (detekcija specifi¢nih antitela) i specificnost (intenzitet specificnog
bojenja), poboljsanjem preciznosti procene pozitivnih/negativnih mesta bojenja u celiji.
Posle toga se sa ve¢om tacno$¢u moze da odredi prognoza i prezivljavanje kod tih

bolesnica.’®

Postojanje jednostavnog, besplatnog sistema za analizu slike u
svakodnevnoj patohistoloskoj dijagnostici karcinoma dojke omogucuje formiranje Sire
baze podataka za dalje prospektivne studije uticaja ekspresije hormonskih receptora na
prognozu i/ili odgovora na terapiju.

Poslednjih godina je mnogo ucinjeno da se promene konvencionalne procene
imunohistohemijskog dokazivanja proteina u jedrima tumorskih celija. PokuSaji su se
bazirali na razdvajanju i fotometrijskoj analizi specificne boje imunohistohemijskog

hromogena, posebno diaminobenzidina (DAB).***°"™

Problem koji se sreée u
kvantitativnoj imunohistohemiji je ta¢no odvajanje hromogene boje od boje koja pripada
pozadinskom prebojavanju hematoksilinom. Napredak na tom polju nacinili su Ruifrok i
Johnston, koji su predlozili algoritam dekonvolucije boja, kojim se mogu razdvajati boje
koje pripadaju imuno bojenju odnosno pozadinskom bojenju, ¢ak i u slucaju preklapanja
apsorpcionih spektara kao i zajednicke lokalizacije boja.**> Glavna prepreka u proceni
imunoreaktivnosti je determinisanje onoga Sto je pozitivno na tkivnom uzorku, a sa druge
strane koji nivo vidljivog hromogena je pogodan da bi se odredena struktura smatrala
pozitivnom ili ne.?*°

Pojedini autori su intenzitet imunohistohemijske ekspresije ER receptora
odredivali kao razliku izmedu intenziteta jedarnog bojenja i bojenja pozadine i tako
odredivali imunohistohemijski indeks bojenja.**> Medutim, takvim pristupom ne mogu da
se naprave jasne razlike izmedu tamno plavih i svetlo braon prebojenih jedara, $to je u
ovoj studiji izbegnuto, jer su dekonvolucijom odvojeni signali koji pripadaju
hromogenom (DAB) bojenju od hematoksilinskih signala.

Uprkos upotrebljenoj dekonvolucionoj metodi odredivanja ekspresije receptora,
kvantitativni ER skor nije korelirao sa pT stadijumom niti sa multifokalnoséu
/multicentricno$cu ispitivanih ILC-a (p>0,05).

lako imunohistohemija ima brojne prednosti, dugo nije bilo konsenzusa oko

314

skoring sistema i tumacenja imunohistohemijskih rezultata.” Mada imunohistohemijska
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procedura lako moze da se standardizuje, tumecenje imunohistohemijske ekspresije se
jedino bazira na vizuelnoj subjektivnoj proceni.?® Mnogi patolozi prave razliku izmedu
pozitivnih 1 negativnih imunohistohemijskih rezultata prema subjektivnoj kvalifikaciji
pozitivnosti i procentualne zastupljenosti pozitivnih jedara, gde su procentualne granice
dogovorom definisane i kre¢u se izmedu 5 i 45%.%°°"®°"® Rezultati dobijeni u ovoj
studiji, gde je utvrdena statisticki znacajna pozitivna korelacija starosti bolesnica sa
procentom ER pozitivnih c¢elija ILC-a (p<0,001), sa velikim efektom velicne ispitivanih
morfometrijskih parametara (d>0,5), mogu da ukazu da i procenat pozitivnih éelija moze
da ima dijagnozni znacaj. Drugi autori su primenjivali semikvantitativne skorove u
proceni intenziteta jedarnog bojenja, kao pokazatelja broja receptora po éeliji. 38>
Medutim, mnogi od ovih skoring sistema su glomazni za izvodenje, a 1 dalje je prisutan
visok nivo subjektivnosti i interobserverskih razlika.**> Da bi se obezbedili mnogo
standardizovaniji podaci za kvantifikaciju imunohistohemijskih rezultata, upotrebljavani
su razli¢iti kompjuterski sistemi za analizu slike, a nadeno je da su u pozitivnoj korelaciji
sa semikvantitativnim histoloskim skoring sistemima ili sa biohemijskim podacima.®®!%°
Medutim, visoka cena koStanja i kompleksnost ovih sistema za analizu slika, ozbiljno
ograniCavaju njihovu prakticnu primenu u laboratorijama gde se radi rutinska
dijagnostika.

Analizom imunohistohemijskih slika u programu Image J dobijeni su kvantitativni
podaci o ekspresiji ER receptora, koji su u jakoj pozitivnoj korealciji sa
semikvantitativnim ER skorom, ali i sa staroS¢u bolesnica (p<0.001), sa velikim efektom
velicne ispitivanih morfometrijskih parametara pokazuju visok stepen podudarnosti
semikvantitativnog i kvantitativnog ER skora (d>0,5).

Semikvantitativne procedure u principu prouzrokuju inter- i intraobserverske
varijacije.”®® Uprkos ovim ograni¢enjima, studije su pokazale da su rezultati
semikvantitativnin procena biopsijskih uzoraka jo$ uvek wupotrebljivi i klini¢ki
zna¢ajni.’*® Medutim, preciznost im je ograniena kod grani¢nih sludajeva pozitivnosti.
Stoga je od znafaja i poboljSanje preciznosti semikvantitativnih Sema za procenu
pozitivnosti steroidnih receptora.?®® Cinjenica o postojanju optickih varki, pre svega u
proceni opticke gustine, objaSnjava razlike u patohistoloskoj proceni koje mogu da budu

prevazidene upotrebom programa za analizu slike.”®” Jedan od bitnijih nalaza ove studije
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je 1 primena jednostavnog, besplatnog i dostupnog programa Image J, u kvantifikaciji
ekspresije hormonskih receptora. Konac¢no, od toga bi izuzetnu korist imale bolesnice sa
karcinomom dojke, zato Sto postoje mnogi faktori koji se koriste kao prognosticki
indeksi, a bazirani su na imunohistohemijskim metodama.”® Mada nema opste

" rezultati ovakve

prihvaéenih standarda za morfometrijsku i fotometrijsku analizu,®®
studije mogu da se koriste kao standardi i da sluze za poredenje odredenih histoloskih
podtipova karcinoma dojke.

Imunohistohemijska semikvantitativna procena ekspresije hormonskih receptora u
cilju tretmana karcinoma dojke je preporucena od strane ASCO (American Society of
Clinical Oncology).*® Ipak, interlaboratorijske razlike u proceni ekspresije hormonskih
receptora su relativno velike u klini¢koj praksi. Rhodes i saradnici su pokazali da je 80%
laboratorija prikazalo kao ER pozitivne karcinome dojke sa srednjom do jakom
ekspresijom ER receptora, a samo 37% kao ER pozitivne karcinome dojke sa slabom
ekspresijom ER receptora.®® Uporedivanje i ispitivanje semikvantitativnih skoring
sistema (npr. Allred-ov skoring sistem) je neophodno za standardizaciju kvantitativne
procene ekspresije ER receptora. Ovakav dekonvolucioni metod moze da pravi razlike
kod razli¢itih podtipova ILC-a, da smanji intralaboratorijske varijacije i subjektivnost
procene pojedinih slucajeva pozitivnosti ER receptora.

lako se subjektivnost u izboru jedara tumorskih éelija ne moze sasvim iskljuciti, u
analiziranom materijalu je takav faktor ogranicen upotrebom planimetrijske test mrezice.
Postoji  visok stepen podudarnosti izmedu semikvantitativnog i kvantitativnog
imunohistohemijskog skora za ER receptore, a jaka pozitivha korelacija izmedu
semikvantitativnog i kvantitativnog ER skora (p<0,001), sugerise da je pristup izbora 10
vidnih polja sa invazivnog fronta ILC-a reprezentativni uzorak za procenu ekspresije
hormonskih receptora.

U literaturi ima malo podataka o znacaju morfometrije u diferencijalnoj dijagnozi
promena u dojci.”®?!! Ipak se pokazalo da morfometrijske karakteristike mogu da budu
od pomo¢i u razlikovanju benignih od malignih promena, kao i u razlikovanju duktalnih
karcinoma gradusa I od visih gradusa. Sa druge strane, morfometrijski parametri imaju
malu statisticku znacajnost kada je u pitanju razlikovanje duktalnih karcinoma jedarnog

gradusa Il od duktalnih karcinoma jedarnog gradusa Il1l. Studije su pokazale da se od
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razliCitih jedarnih parametara, povrSina preseka jedara (jedarni areal) konstantno
ispoljava kao najkorisniji parametar prognoze kod bolesnica sa karcinomom dojke.>*® U
dostupnoj literaturi nema podataka o0 razlikama u povrSini preseka jedara izmedu
pojedinih jedarnih gradusa lobularnih karcinoma dojke, a u ovoj studiji su se jasno
izdvojili klasicni ILC-i koji su bili uglavnom jedarnog gradusa Il od pleomorfnih ILC-a
sa dominantnim jedarnim gradusom Il1.

Pojedina istrazivanja su saopStila da je povrSina preseka jedara znacajan
prognosticki faktor kod bolesnica sa metastazama u aksilarnim limfnim ¢vorovima i kod
postmenopauzalnih bolesnica, ali ne i kod bolesnica bez metastaza u aksilarnim limfnim
&vorovima i kod premenopauzalnih bolesnica.”®® Sa druge strane, studije koje su radene u
evropskim zemljama su pokazale da je prosetna povrSina preseka jedara koristan
prognosticki faktor kod premenopauzalnih bolesnica sa karcinomom dojke.>***% Nalazi
ove studije ukazuju na postojanje statisticki znacajne pozitivne korelacije izmedu starosti
bolesnica i prosecne povrsine preseka jedara (p<0,05), gde mali efekat velicne
ispitivanih morfometrijskih parametara ukazuje da starost bolesnica nije jedini faktor
koji utice na povecanje povrsine preseka jedara (d>0,5). Promene u aktivnosti viSe gena:
amplifikacije MYC, MDM 2, HER-2 i ZNF 217 zajedno sa p53 imunoreaktivno$¢u su
mnogo tipi¢nije za IDC visokog jedarnog gradusa nego za ILC. #**%¥°% pleomorfni ILC
se prema tome razvija u pozadini LCIS-a ili klasi¢nog ILC-a, ali sti¢e svoja fenotipska
obelezja visokog jedarnog gradusa zbog nakupljanja dodatnih somatskih mutacija.*”*
Ovim se moze delimicno objasniti pojava velikih jedara kod starijih bolesnica sa ILC-om.

U okviru nigerijske studije koja je obuhvatila 10 bolesnica sa ILC-om saopstena
je prosetna povrina jedara od 17,2 + 9,3 um?.*® Analizirani slucajevi su pokazali veéu
prosecnu povrSinu preseka jedara (27,64 + 9,16 pm?), sto je verovatno posledica
razmatranja veceg broja slucajeva ILC-a i ukljucivanja pleomorfnog i drugih podtipova
ILC-a. Objasnjenje za pojavu vece prosecne povrsine preseka jedara kod analiziranih
slucajeva ILC-a u odnosu na bolesnice iz Nigerije je da su i drugi tipovi karcinoma dojke

213,592,596,597
a do

vecih prosecnih povrsina preseka jedara u bolesnica evropskih zemalja,
sada razlike u prosecnoj povrsini preseka jedara lobularnih karcinoma dojke nisu

saopstene. Alternativno objasnjenje za razlike u povrsini jedara je i saopStenje da se
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primenom razlicitih metoda fiksacije mogu da jave razlike u jedarnoj povrsini i obimu za
oko 5 - 10%.>
Van der Linden i saradnici su saopstili da je najizrazitiji pleomorfizam jedara

prisutan kod karcinoma dojke koji ¢ée kasnije metastazirati,>*

a Utvrdivanje statisticki
znacajne pozitivne korelacije prosecne povrsine preseka jedara kod analiziranih ILC-a
prema procentu zahvacenih aksilarnih limfnih cvorova (p<0,05), svedoci da je gubitak
diferencijacije pracen vecéim procentom metastatski izmenjenih aksilarnih limfnih
¢vorova. Dobijeni rezultati pokazuju da kariometrijska analiza moze da se koristi za
preciznije odredivanje metastatskog potencijala ILC-a, a mali efekat velicne ispitivanog
morfometrijskog parametara (d=0,2601) ukazuje da na veci procenat metastatski
izmenjenih aksilarnih limfnih nodusa uticu i drugi (ko)faktori.

Povecanje Stepena dediferencijacije ILC-a ima veze sa
multifokalnos¢u/multicentricnos¢u ILC-a, Sto potvrduje i prisustvo statisticki znacajne
povezanosti  izmedu  vece  prosecne  povrSine preseka jedara i  uocene
multifokalnosti/multicentricnosti ILC-a (p<0,05), ali zbog malog efekta velicne
ispitivanog morfometrijskog parametara (d<0,5) neophodan je multifaktorijalni pristup.
Multifokalni/multicentricni (mf/mc) ILC-i u proseku su imali vecu povrsinu preseka
jedara sa vecom standardnom devijacijom u odnosu na ILC-e bez mf/mc (30,19+£10,05
pm? u odnosu na 27,09+8,87 um?). Mada su mf/mc ILC-i imali veci prosecan intenzitet
ER bojenja jedara (0,34+0,21 u odnosu na 0,32+0,26) i veéi procenat ER pozitivnih
Celija (60,94+36,98% u odnosu na 58,88+41,54%) u odnosu na ILC-e bez uocene mf/mc,
razlike nisu bile statisticki znacajne (p>0,05).

Veca prosecna povrsina preseka jedara u analiziranim sluc¢ajevima ILC-a moze da
odrazava stvarne bioloske razlike izmedu klasi¢nog i pleomorfnog tipa ILC-a. Nekoliko
ranijih studija su pokazale da postoji povezanost izmedu nuklearnog gradusa, Celijske

proliferacije i morfometrijskih parametara.?®°%=%

Ladekarl i Sorensen su saopstili da su
prosecna povrSina preseka jedara 1 mitotski indeks statistiCki znacajnije veéi kod
duktalnih nego kod lobularnih karcinoma,?*® a takode je i Yu sa saradnicima zapazio iste
jedarne karakteristike korisne u diferencijaciji dva najce$c¢a histoloska tipa karcinoma
212

dojke.

Prema tome, veca prosecna povrSina preseka jedara analiziranih pleomorfnih
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ILC-a, moze da predstavlja odraz povisenog proliferativnog indeksa kod bolesnica sa
ovim podtipom ILC-a.

Znacajno razlicite populacije tumorskih ¢elija, klonova, sa razlicitom bioloSkom
agresivnosc¢u postoje kao uznapredovali karcinomi dojke visokog proliferativnog indeksa.
Ovi razlic¢iti klonovi mogu da imaju razli¢iti p53 status, DNK-ploidnost, nivo
proliferativnosti i jedarnu morfologiju.®® Merenja svih analiziranih slu¢ajeva su
obavljena u najcelularnijim delovima invazivnog fronta ILC-a sa jakim proliferativnim
indeksom, jer je poznato da invazivni front tumora ima drugaciju morfologiju i sa veCom
sigurno$¢u eksprimira odredene proteine u odnosu na centralne delove.>®*%

Morfoloske i imunofenotipske karakteristike pleomorfnog ILC-a preklapaju se i
sa klasi¢nim ILC-om i sa IDC-om visokog jedarnog gradusa.*”* Tako se dovodi u pitanje
njihovo razvojno poreklo i klasifikacija. Nove studije istiCu blisku molekularnu
povezanost klasi¢nog i pleomorfnog podtipa ILC-a.*"* Analizom FNA materijala 555
bolesnica sa lobularnim karcinomom dojke, utvrdeno je da je pleomorfni podtip ¢eSée bio
prepoznat po izrazenijoj atipiji, viSem mitotskom indeksu i ve¢em jedarnom gradusu.™**
Lobularni karcinomi sa visokim jedarnim gradusom uglavnom predstavljaju neke od
podtipova lobularnog karcinoma, a posebno pleomorfni podtip.'*® Pokazalo se da je vise
od 65% pleomorfnih lobularnih karcinoma bilo gradusa 2 po Elston-ovoj i Ellis-ovoj
modifikaciji Scarf-Bloom-Richardson-ovog sistema stepenovanja,*®* 570 se u ovoj studiji
pokazalo, jer su pleomorfni ILC-i imali malo veéu prosecnu povrSinu preseka jedara
(28,58+12,05 um?) u odnosu na klasicne ILC-e (25,27+8,12 um?) uz statisticki znacajnu
razliku (p<0,05). Efekat velicine ispitivanog morfometrijskog parametara je mali, te
povrsina preseka jedara ILC-a nije jedina znacajna karakteristika pojedinih podtipova
ILC-a.

Postoje jaki dokazi da je pleomorfni ILC evolutivno povezan sa klasi¢nim ILC-

om tokom ranijih etapa ER- pozitivnog puta neoplasti¢nog razvoja,>%>%01-%%

Medutim,
jedna tre¢ina (5/15) pleomorfnih ILC-a pokazuje samo promene manjeg broja kopija na
16q, a takvi nalazi mogu da ukazu da se neki pleomorfni ILC-i razvijaju iz duktalnih
karcinoma visokih gradusa sa retkim ER - pozitivnim/E-Cadherin negativnim

fenotipom.*’*
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Morfoloske i molekularne karakteristike pleomorfnih ILC-a se poklapaju sa
karakteristikama klasi¢nog ILC-a (ER/PR pozitivni, E-Cadherin negativni), sugeriSuéi da
mnogi pleomorfni ILC-i nisu samo IDC-i koji imaju inaktivaciju E-Cadherina, veé
predstavljaju varijantu ILC-a. Pleomorfni ILC se verovatno razvija sli¢nim molekularnim
mehanizmima kao i klasi¢ni ILC, ¢ak iako zadobije fenotip visokog jedarnog gradusa
karakteristicnog za IDC (p53 i HER-2 prekomerna ekspresija, gubitak 13q i amplifikacija
8924 (MYC), 12q14 (MDM 2), 17912 (HER-2/TOP 2A) i 20913 (ZNF 217)). Ovakve
karakteristike su odgovorne za losiju prognozu pleomorfnog ILC-a.*"*

Mada su histopatoloSke razlike izmedu pojedinih podtipova ILC-a obi¢no
dovoljne da patolozi postave definitivnu dijagnozu, razlike izmedu podtipova ILC-a sa
razli¢itim nuklearnim gradusima ostaju predmet diskusije.®® U tom smislu je ova studija
kvantifikovala mikromorfoloske razlike u veli¢ini jedara klasi¢nih i pleomorfnih ILC-a,
kao i razlike u kvantitativnoj ekspresiji ER receptora kod ova dva podtipa ILC-a.
Analizom 277 bolesnica sa klasicnim i pleomorfnim ILC-om je nadeno da postoje
statisticki znacajne razlike u prosecnoj povrsini preseka jedara i prosecnom intenzitetu
bojenja jedara na ER receptore, i kvantitativnom ER skoru (p<0,05), ali ne i procentu ER
pozitivnih  Celija (p>0,05), sa malim do srednjim efektom velicine ispitivanih
morfometrijskih parametara. Dobijeni rezultati pokazuju da se kariometrijska i
fotometrijska analiza mogu koristiti za uspesnije razlikovanje i razdvajanje klasicnog od
pleomorfnog podtipa ILC-a.

Ukupni prosecni intenzitet bojenja jedara na ER receptore svih ILC-a je 0,32 £
0,25, a Ukupne prosecne vrednosti bojenja jedara su pokazale statisticki znacajne razlike
izmedu klasicnog (0,32 £+ 0,23) i pleomorfnog (0,44 + 0,31) podtipa ILC-a (p<0,01), i u
okviru kvantitativnog skora pokazuje statisticku znacajnost (p<0,05), ali ne i izmedu
procenata ER pozitivnih Ccelija klasicnog (60,06 + 39,59%) i pleomorfnog (72,44 +
42,69%) podtipa ILC-a (p>0,05). Ovi nalazi ukazuju na znacajne bioloske razlike izmedu

dva najzastupljenija podtipa ILC-a.
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7. ZAKLJUCAK

Studijom mikromorfoloskih, imunohistohemijskih i kvantitativnih karakteristika

lobularnih karcinoma dojke kod 334 bolesnice izvedeni su slede¢i zakljucci:

1. Bilateralni lobularni karcinom dojke se najcesce javlja kod najmladih bolesnica sa
invazivnim lobularnim karcinomom, dok se multicentri¢ni i multifokalni lobularni
karcinomi javljaju kod starijih bolesnica sa invazivnim lobularnim karcinomom.

2. Fokalne LCIS promene su najces¢e udruzene sa invazivnim lobularnim
karcinomom kod mladih bolesnica.

3. Kod jedne petine lobularnih karcinoma dojke nije bilo moguée odrediti pT
stadijum, a znacajno ¢es¢e kod ,,in situ* lobularnih karcinoma dojke.

4. Lobularni karcinom ,,in situ“ ima znacajno nizi Ki-67 proliferativni indeks u
odnosu na sve podtipove invazivnih lobularnih karcinoma.

5. Na ceS¢u pojavu metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima ne utiCe starost
bolesnica, multifokalnost, multicentri¢nost i bilateralnost invazivnih lobularnih
karcinoma, kao i PR skor, HER-2 skor, ekspresija BRCA 1, ekspresija p53, Ki-67
indeks i smanjena ekspresija ili gubitak E-cadherin-a.

6. Lobularni karcinomi dojke veé¢i od 2cm i lobularni karcinomi dojke sa negativnim
ER skorom ¢es¢e daju metastaze u aksilarne limfne ¢vorove.

7. Osnovne imunohistohemijske 1 mikromorfoloske razlike klasi¢nog u odnosu na
pleomorfni podtip invazivnih lobularnih karcinoma su: odsustvo disolucije
tumorskih ¢elija, ¢eS¢e pozitivan ER skor, ¢eS¢e pozitivan PR skor i manja
prosecna povrSina preseka jedara.

8. Nasuprot razlikama, sli¢nosti klasi¢énog i pleomorfnog podtipa invazivnog
lobularnog karcinoma su brojne i odnose se na: odsustvo njihove povezanosti sa
odredenim  pT stadijumom, elastozom, dezmoplazijom, HER-2 skorom,
ekspresijom BRCA 1, ekspresijom p53, smanjenom ekspresijom ili gubitkom E-
cadherin-a, kao i sa metastazama u aksilarnim limfnim ¢vorovima.

9. Prekomerna imunohistohemijska ekspresija BRCA 1 nije povezana sa podtipom i

multifokalnim/multicentriénim invazivnim lobularnim karcinomom, ali se ¢eSce
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10.

11.

12.

13.

vida kod lobularnih karcinoma sa pozitivnim ER skorom, i kod lobularnih
karcinoma sa pozitivnim PR skorom.

Znacajna prekomerna ekspresija p53 je prisutna kod invazivnih lobularnih
karcinoma a sa visokim proliferativnim Ki-67 indeksom, dok je u znacajno
manjem procentu prisutna kod multifokalnih 1 multicentricnih lobularnih
karcinoma dojke.

Sa gubitkom ¢elijske diferencijacije invazivnih lobularnih karcinoma dojke javlja
se pozitivna korelacija izmedu prosecne povrSine preseka jedara 1 starosti
bolesnica, multifokalnosti/multicentri¢nosti invazivnih lobularnih karcinoma i
veceg procenta metastatski izmenjenih aksilarnih limfnih ¢vorova.

Starije bolesnice, naroc¢ito posle menopauze, imaju veci procenat pozitivnih ER
¢elija 1 ve¢i prosecni intenzitet bojenja jedara na ER receptore.

Kvantitativna mikromorfoloska analiza je od =znacaja za diferencijalnu
dijagnostiku izmedu klasicnog 1 pleomorfnog podtipa lobularnog karcinoma

dojke, kao i procenu bioloske agresivnosti lobularnih karcinoma dojke.
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9. SAZETAK

KVANTITATIVNA MIKROMORFOLOSKA STUDIJA LOBULARNIH
KARCINOMA DOJKE RAZLICITE BIOLOSKE AGRESIVNOSTI

Studijom su obuhvacene 334 bolesnice sa lobularnim karcinomom dojke, kod
kojih su analizirane mikromorfoloske, imunohistohemijske i kvantitativne karakteristike.
Dobijeni rezultati su komparirani u odnosu na starost, veli¢inu tumora, gradus,
multicentricnost/multifokalnost 1 prisustvo metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima. U
literaturi je  prisutno vise Kklasifikacionih  sistema, kao i dilema o
multifokalnosti/multicentricnosti 1 bilateralnosti lobularnih karcinoma dojke. Na osnovu
rezultata se pokazalo da su dva naj¢esSca podtipa lobularnog karcinoma dojke klasi¢ni 244
(73,1%) i pleomorfni podtip 53 (15,9%), ali ni jedan od podtipova nije bio znafajno
povezan sa multifokalnoscu, ili prisustvom metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima.
Narednom kariometrijskom analizom je pokazano da invazivni lobularni karcinomi (ILC-
i) sa veCom proseCnom povr§inom jedara znaCajno c¢eS¢e imaju multifokalni i
multicentri¢ni nacin rasta, kao i1 ve¢i procenat metastatski izmenjenih aksilarnih limfnih
¢vorova. Takode je zakljuCeno da ILC-i veéi od 2 cm ¢eS¢e daju metastaze u aksilarne
limfne ¢vorove 1 da je negativnost ER receptora statisticki znacajno povezana sa ve¢im
metastatskim potencijalom ILC-a. Znatno veci broj slu¢ajeva klasi¢nog podtipa ILC-a sa
pozitivnim ER 1 PR receptorima, veéim Ki-67 indeksom, a manjom prosecnom
povr§inom preseka jedara u odnosu na pleomorfni podtip ILC-a govori 0 jasnim
razlikama izmedu dva podtipa ILC-a. Medutim, na njihovo zajedni¢ko histogenetsko
poreklo je indirektno ukazano odsustvom statisticki znacajne razlike izmedu podtipova
ILC-a 1 metastaza u  aksilarnim  limfnim  ¢vorovima,  podtipova i
multifokalnosti/multicentri¢nosti ILC-a, kao i odsustvom povezanosti podtipova prema
genskim lezijama tipa HER-2 onkoproteina, BRCA1, p53 i E-cadherina. Visoka
proliferativna aktivnost (Ki-67) je u znacajnoj interakciji sa prekomernom ekspresijom
tumor supresornog proteina p53, a BRCAL prekomernu ekspresiju su imali svi lobularni
karcinomi sa izrazenom dezmoplasticnom reakcijom strome. Konacno, upotrebom
standardizovanog fotometrijskog sistema za kvantitativhu imunohistohemijsku analizu
ekspresije  ER receptora izbegnuti su pojedini problemi u analizi intenziteta
imunohistohemijske reakcije. U tom smislu je pokazano postojanje statisticki znacajne
korelacije procenta, kao 1 proseCnog intenziteta bojenja jedara na ER receptore sa
godinama starosti bolesnica. Statisticki zna€ajno veci prose€ni intenzitet bojenja jedara
na ER receptore je prisutan kod bolesnica sa pleomorfnim podtipom ILC-a u odnosu na
bolesnice sa klasicnim podtipom ILC-a.

Neosporan je znacaj kvantitativne mikromorfoloSke analize u diferencijalnoj
dijagnostici podtipova ILC-a i njihove bioloske agresivnosti.
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10. SUMMARY

QUANTITATIVE MICROMORPHOLOGICAL SUDY OF LOBULAR BREAST
CARCINOMA VARIOUS BIOLOGICAL AGGRESSIVENESS

This study analyzed lobular breast cancers of 334 female patients, and their
micro-morphological, immunohistochemical and quantitative characteristics. The results
of breast cancer tissue analysis were compared with patient’s age, tumor dimensions,
tumor grade, multicentrical/multifocal tumor growth, and presence/absence of axillary
lymph node metastasis. Scientific literature offers more different classification systems of
lobular breast cancers, followed by controversy about multifocality/multicentricity, as
well as billaterality of these cancers. The most usual types of analyzed lobular breast
cancer were: classical 244 (73.1%), and pleomorphic type (15.9%), however none was
significantly correlated with multifocal growth or presence of metastases in axillary
lymph nodes. Nuclear morphometry showed that invasive lobular breast cancers (ILC),
with a larger values of average nuclear area, more often are followed by multifocal tumor
growth, or presence of metastases in lymph nodes. The ILC larger than 2 cm, frequently
gives metastases in axillary lymph nodes, as well as the absence of
immunohistochemically verified estrogene receptors was significantly correlated with
metastatic potential of ILCs. A large number of classical type of lobular breast cancers
associated with positive ER and PR, higher Ki-67 labeling index, and with lower values
of average nuclear area, showed clear difference about mentioned parameters toward
pleomorphic type. However, their common histological origin was indirectly
demonstrated with absence of statistically significant difference between them about
presence of metastases in axillary lymph nodes, multifocal/multicentrical growth ILCs,
and about absence of their association with genetic lesions, namely, HER-2 oncoprotein,
BRCAL, p53, and E-cadherin. High proliferative activity of breast cancer cells was
significantly correlated with overexpression of tumor-supressor p53. All ILC-s with
desmoplastic stromal reaction showed overexpression of BRCAL. Finally, in order to
avoid subjective bias during chromogene color intensity analysis, immunohistochemical
expression of ER was quantitatively performed by using calibrated photometric system.
Moreover, statistically significant correlation of percentage and average intensity of
immunohistochemical ER presence in nuclei of cancer cells with age of patients was
observed. Higher average values of immunohistochemical nuclear intensity staining on
ER were statistically more significant at pleomorphic type lobular breast carcinoma
patients, than at patients with classical type.

It is obvious that quantitative micromorphological analysis could be very useful
for unbiased differential diagnostics of ILC's types, and estimation of their biological
aggressiveness.
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