Korelacija diferenciranosti tumora sa mikrovaskularnom gustoćom  i izražajnošću receptora za VEGF kod oboljelih od karcinoma dojke
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Abstrakt

Uvod: histološki gradus (HG), koji označava zrelost tumora, i nuklearni gradus (NG), koji predstavlja nuklearnu morfometriju, su važni prognostički faktori karcinoma dojki. Viši nuklearni gradus odgovara lošije diferenciranim tumorima sa lošijom prognozom. Sa progresijom tumora povezan je i vaskularni endotelijalni faktor rasta (VEGF) kao i stepen mikrovaskularne gustoće (MVD). Transfekcija tumorskih ćelija sa angiogenim stimulatornim proteinima povećava tumorski rast, invazivnost, razvoj mikrovaskulature i metastaza. Još nije utemeljen marker za povezanost angiogeneze i mikrovaskularne gustoće.

Cilj: korelirati stepen diferenciranosti tumora sa izražajnošću receptora za VEGF u recidivu karcinoma dojki i sa stepenom mikrovaskularne gustoće.

Metod: u rad su uključene pacijentkinje koje su nakon sprovedenog adjuvantnog liječenja karcinoma dojke dobile recidiv bolesti. Ukupno je analizirano 40 uzoraka recidiva karcinoma dojke i 45 uzoraka primarnog tumora. Određeni su histološki i nuklearni gradusi i u primarnom tumoru i u recidivu te izražajnost i receptora za VEGF i mikrovaskularna gustoća. Za dokazivanje krvnih sudova u tumorskom tkivu korištena je metoda IHH antitijela na faktor 8-related antigen. Dobijeni podaci su obrađeni Hi-kvadrat testom.
Rezultati: prosječna starost bolesnica je 53 godine sa najvećom učestalošću tumora pT2-48,1%, a tumora veličine do 2 cm je bilo 23,4%. Najučestaliji je duktalno invazivni karcinom (NOS) u 75,3%. Najveći broj recidiva je bio veličine do 20 mm. Histološki gradus I je češći od nuklearnog gradusa III i bilo ih je 27,4% u odnosu na 13,7% HG III. Tumorskih uzoraka gradusa II je bilo u  58,9%. U slučaju nuklearnog gradusa (NG) I bilo je 24,7% a NG II u 46,6% slučajeva dok je NG III bilo u 28,8% slučajeva. Od ukupno testiranih 85 uzoraka na receptore za VEGF, svi su bili izraženi u recidivu karcinoma dojke u procentu od 15,1. a izraženost faktora 8 (MVD) je bila prisutna u 58,8% uzoraka. Povećana mikrovaskularna gustoća nije statistički korelirala sa različitim stepenima histološkog gradusa (p=0,420) kao ni sa različitim nuklearnim gradusima (p=0,156). Korelacijom histoloških gradusa i receptora za VEGF, nije nađena statistička značajnost između različitih histoloških gradusa i pozitivnih receptora za VEGF (Person Hi2=4,791  p=0,571). Međutim, nađena je značajnost u pozitivnosti receptora za VEGF i različitih nuklearnih gradusa:  NGI prema NG II i prema NG III. Receptor za VEGF je bio srazmjerno manje zastupljen  u NG II u odnosu na druga dva gradusa (Mann Whithey U= 272.000 p=0,05 za NG II i NG III) i Mann Whithey U=306.000 p=0,02 za NG II i NG III). 
Zaključak: Receptor za VEGF je bio pozitivan u uzorcima recidiva karcinoma dojke i korelirao je sa lošije diferenciranim karcinomima. Veća mikrovaskularna gustoća je zapažena u svim analiziranim uzorcima, podjednako izražena za sve  stepene diferenciranosti. 
Ključne riječi: histološki i nuklearni gradus, receptori za VEGF, mikrovaskularna gustoća, karcinomi dojki.
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Introduction: Histological grade (HG), which indicates the maturity of the tumor, and nuclear grade (NG), which represents the nuclear morphometry, are important prognostic factors in breast cancer. The higher nuclear grade corresponds to poorer differentiated tumors with poorer prognosis. Associated with tumor progression also are vascular endothelial growth factor (VEGF) and the degree of microvascular density (MVD). Transfection of tumor cells with angiogenic stimulatory proteins increases tumor growth, invasiveness, and development of metastasis and microvasculature. There has not yet been established marker for correlation between angiogenesis and microvascular density.
Objective: To correlate the degree of tumor differentiation with expression of VEGF receptors in breast cancer recurrence and the degree of microvascular density.
Methods: The work has included patients that were after adjuvant treatment for breast cancer developed recurrence of the disease .A total of 40 samples of breast cancer recurrence and 45 samples of primary tumors were analyzed. We determined histological and nuclear grade in primary tumor and in the recurrence tissue and the expression of the receptors for VEGF and microvascular density. For the detection of blood vessels in tumor tissue we used IHH antibody to factor 8-related antigen. The obtained data were processed by chi-square test.
Results: The average age of patients was 53 years with the highest incidence of pT2 tumors 48, 1%, and tumor size up to 2 cm was 23.4%. The most common histological type was ductal invasive carcinoma (NOS) in 75.3% cases. The highest number of relapses was sized up to 20 mm. Histological grade I was more common than nuclear grade III, and there were 27.4% compared to 13.7% of HG III. Tumor samples were grade II in 58.9%. In the case of nuclear grade I (NG) there was 24.7% of samples and NG II in 46.6% cases, while the NG III was 28.8% of cases. From a total of 85 samples tested for the receptors of VEGF, they were all highly expressed in breast cancer recurrence in the percentage of 15.1. and expression of factor 8 (MVD) was present in 58.8% of samples. Increased microvascular density was not statistically correlated with different degrees of histological grade (p = 0.420) or with different nuclear grade (p = 0.156). Correlation of histological grade and receptors for VEGF, there was no statistical significance between different histological grade and positive receptors for VEGF (Person Chi2 = 4.791 p = 0.571). However, significance was found in the receptor for VEGF positivity and different nuclear grades: NG I to NG II and NG  III. Receptor for VEGF was proportionally less frequent in the NG II in relation to the other two grades (Mann Whithey U = 272 000 p = 0.05 for NG II and III) and Mann Whithey U = 306 000 p = 0.02 for NG II and NG III).
Conclusion: Receptor for VEGF was positive in samples of breast cancer recurrence and is correlated with poor differentiated carcinomas. Increased microvascular density was observed in all samples analyzed, expressed equally in all degrees of differentiation.
Keywords: histological and nuclear grade, receptors for VEGF, microvascular density and breast cancer.
1. Uvod:
Karcinomi su svojom učestalošću i visokom smrtnošću, te nizom epidemioloških nepoznanica već desetljećima među glavnim izazovima savremene epidemiologije1.
        Karcinom dojke je treći po učestalosti u svijetu i vodeće je maligno oboljenje kod žena, i predstavlja veliki problem u javnom zdravstvu širom svijeta. Prema podacima Instututa za zaštitu zdravlja RS incidenca karcinoma dojke u 2008.god je bila 334, odnosno stopa incidence je 47,5 a procenat novotkrivenih slučajeva karcinoma dojki u Republici Srpskoj je bio 19,72 .
U literaturi je opisano preko 30 različitih  faktora koji utiču na dužinu preživljavanja bolesnica operisanih od karcinoma dojke3. Nakon sprovedenog primarnog liječenja relaps nastaje  kod 10-30% pacijenata u stadijumu I, a tokom 10 godina pračenja i u 40-50% u stadijumu II. Do 85%, relaps nastaje unutar pet godina od postavljanja dijagnoze. Nakon sprovedene postoperativne radijoterapije, lokoregionalni recidiv javlja se u manje od 10% pacijenata  (I,A). Odnosi između epidemioloških faktora rizika i rekurencije karcinoma dojke, teme su mnogobrojnih studija4. Lokalni recidiv znači ponovnu pojavu karcinoma dojke u polju operacije ili zračenja. Stopa nastanka lokoregionalnog recidiva, uprkos adekvatnoj i prikladnoj lokoregionalnoj i sistemskoj terapiji, varira između 5 i 30%. Stope, čak i do 50% su opisane u literaturi, u zavisnosti od pacijentovih inicijalnih faktora rizika5. 
Histološki gradus koji označava zrelost tumora i kao i nuklearni gradus, koji predstavlja nuklearnu morfometriju, je vrlo bitan prognostički faktor karcinoma dojki. Viši nuklearni gradus odgovara lošije diferenciranim tumorima sa lošijom prognozom. Kod tumora dojke histološki gradus se najčešće određuje prema uputstvima Scarf-Bloom-Richardsona6. Gradusi I i III pokazuju dobru korelaciju sa kliničkim parametrima, što se ne može reći za gradus II koji je dosta široka kategorija sa heterogenim članovima7. 
Sa progresijom tumora povezan je i vaskularni endotelijalni faktor rasta kao i stepen mikrovaskularne gustoće. Transfekcija tumorskih ćelija sa angiogenim stimulatornim proteinima povećava tumorski rast, invazivnost, razvoj mikrovaskulature i metastaza. Još nije utemeljen marker za povezanost angiogeneze i mikrovaskularne gustoće. Obimni laboratorijski podaci ukazuju da angiogeneza igra esencijalnu ulogu u razvoju karcinoma dojke. Vaskularni endotelijalni faktor rasta (VEGF) je jedan od brojnih faktora povezanih s angiogenezom, procesom esencijalnim za rast tumora8. Judah Folkman je 1971. postavio prvi postulat da je tumorski rast zavisan od formiranja novih krvnih sudova iz već postojeće vaskulature9. On izvještava da tumor nije rastao dalje od 2-3mm kad nema stimulacije angiogeneze. Angiogeneza je zahtjev za rast tumora i formiranje metastaza. Interakcija VEGF i odgovarajućih receptora dovodi do proliferacije endotelnih ćelija i formiranja novih krvnih sudova. U kliničkim studijama je potvrđeno nedvosmislena povezanost VEGF i stepena napredovanja bolesti (sa ili bez metastaze)10. In vivo je dokumentovano da se za napredovanje solidnih tumora zahtijeva VEGF, i da inhibiranje VEGF-a, inhibira i rast tumora. U uslovima hipoksije povećana je sekrecija VEGF. Tumorske ćelije otpuštaju VEGF in vitro. Obilna ekspresija VEGF kod ljudskih tumora je u vezi sa gustoćom mikrokrvnih sudova i kliničkom prognozom11. 
Weidner i saradnici su definisali odnos izmađu gustoće mikrovaskularizacije i preživljavanja žena u ranom stadiju karcinoma dojke. Oni izvještavaju da je gustoća mikrovaskularizacije u području intenzivne neovaskularizacije bila nezavisan faktor za preživljavanje i slobodan period, DFS.
2. Cilj rada: pokazati da loše diferencirani karcinomi dojki koreliraju sa markerima neoangiogeneze i to receptorima za vaskularni endotelijalni faktor rasta i mikrovaskularnom gustoćom, kao važnim prognostičkim faktorima oboljelih od karcinoma dojki

3. Metod: 
U rad su uključene pacijentkinje koje su nakon sprovedenog adjuvantnog liječenja karcinoma dojke dobile recidiv bolesti. Ukupno je analizirano 40 uzoraka recidiva karcinoma dojke i 45 uzoraka primarnog tumora. Određeni su histološki i nuklearni gradusi i u primarnom tumoru i u recidivu te izražajnost i receptora za VEFG i mikrovaskularna gustoća. Za dokazivanje krvnih sudova u tumorskom tkivu korištena je metoda IHH antitijela na faktor 8-related antigen. U analizi podataka koristile su se metode deskriptivne statistike (aritmetička sredina, standardne devijacije, grupisanje, tabeliranje i grafikoni). Dobijeni podaci su obrađeni Hi-kvadrat testom.

4. Rezultati

Najmlađa pacijenkinja u uzorku bila je stara 35 a najstarija 71 godinu, prosečna starost iznosila je 53,24 godine, medijana 53 godine

[image: image1.emf]Starost pacijentkinje

70 65 60 55 50 45 40 35

Frekvencija

25

20

15

10

5

0

Std. Dev = 9,29  

Mean = 53

N = 80,00


Grafikon 1. Starost pacijentkinja i karcinomi dojke
Podatak o veličini tumora postojao je kod 90,6% pacijentkinja. Prema pTNM klasifikaciji najveći broj pacijentkinja je pripadao pT2 grupi (48,1%), zatim pT1 (23,4%), dok je 9,1% imaolo lokalno uznapredovalu bolest (pT4).
Tabela 1. Distribucija  veličine tumora -pT

	 
	Frequency
	Percent
	Valid Percent
	Cumulative Percent

	Valid
	pT1
	18
	21,2
	23,4
	23,4


	 
	pT2
	37
	43,5
	48,1
	71,4

	 
	pT3
	15
	17,6
	19,5
	90,9

	 
	pT4
	7
	8,2
	9,1
	100,0

	 
	Total
	77
	90,6
	100,0
	

	Missing
	System
	8
	9,4
	
	

	Total
	85
	100,0
	
	


Prema histološkom tipu 75.3% su činili duktalni karcinomi a 24.7% lobularni. Najčešći histološki podtip bio je duktalni NOS karcinom i to u 62.4% slučajeva, zatim lobularni (22.4%) a potom podgrupe duktalnih karcinoma i to medularni (8.2%) i tubularni (4.7%).
Ukupno je 58,9% tumora bilo histološkog gradusa II. Gradus I tumori su bili češći od gradus III tumora i bilo ih je 27,4% u odnosu na 13,7% tumora.

Tabela 2. Distribucija Histološkog gradusa tumora

	
	Frequency
	Percent
	Valid Percent
	Cumulative Percent

	Valid
	1
	20
	23,5
	27,4
	27,4

	
	2
	43
	50,6
	58,9
	86,3

	
	3
	10
	11,8
	13,7
	100,0

	
	Total
	73
	85,9
	100,0
	

	Missing
	System
	12
	14,1
	
	

	Total
	85
	100,0
	
	


Ukupno je 46,6% tumora bilo nuklearnog gradusa II. Gradus III tumori su bili nešto češći od gradus I tumora i bilo ih je 28,8% u odnosu na 24,7% tumora. 
  Tabela 3. Distribucija Nuklearnog gradusa tumora
	 
	Frequency
	Percent
	Valid Percent
	Cumulative Percent

	Valid
	1
	18
	21,2
	24,7
	24,7

	 
	2
	34
	40,0
	46,6
	71,2

	 
	3
	21
	24,7
	28,8
	100,0

	 
	Total
	73
	85,9
	100,0
	 

	Missing
	System
	12
	14,1
	 
	 

	Total
	85
	100,0
	 
	 


Nuklearni gradus je dobar prognostički parametar.

Najveći procenat, 43,6%, recidiva su bili veličine 11-20mm. Recidiv veličine ispod 10mm, bio je dijagnostikovan u 24,4%. Ovo čini 68,0% svih recidiva. Manji broj recidiva, 10,3%, je bio veličine preko 21-30mm a u 21,8% su bili veličine preko 30mm.

VEGFR je bio prisutan kod manjih recidiva, veličine <10mm i od 11-20mm, dok se kod većih recidiva nije nalazio.
Relativno je mali broj pacijentkinja sa pozitivnim VEGFR (u 7,1% svih uzoraka), ali pregledom uzoraka utvrđeno je da se kod 15,1% uzoraka recidiva nalazi pozitivan receptor za VEGF. Najizraženija pozitivnost VEGFR je kod duktalnog karcinoma NOS. Iako je VEGFR bio negativan kod tubularnih, tubulolobularnih i medularnih karcinoma, zbog cjelokupno male pozitivnosti nije bilo statistički značajne razlike u pozitivnosti među histološkim tipovima (Mann Whitney U=177.000 p=0.233). Najizraženija pozitivnost VEGFR je kod duktalnog karcinoma NOS.
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Sl.br.1. Izražena reakcija VEGFR                     Sl.br.2.  Izražena reakcija VEGFR
Tabela 4. Distribucija VEGFR prema histološkom gradusu

	 
	VEGFR pozitivan/negativan
	Total

	 
	Da
	Ne
	 

	Histoloski gradus tumora

 
	1
	2
	18
	20

	
	 
	10,0%
	90,0%
	100,0%

	
	2
	3
	40
	43

	
	 
	7,0%
	93,0%
	100,0%

	
	3
	0
	10
	10

	
	 
	,0%
	100,0%
	100,0%

	Total
	5
	68
	73

	 
	6,8%
	93,2%
	100,0%


Iako su svi tumori histološkog gradusa 3 imali negativan VEGFR ne postoji statistički značajna razlika (Pearson Hi2=4.791 p=0571)
Rezultati su drugačiji kada je u pitanju nuklearni gradus i korelacija sa pozitivnočću receptora za VEGF. Postoji statistički značajna razlika u VEGFR pozitivnosti između nuklearnog gradusa 2 prema gradusu 1 i prema gradusu 3. VEGFR je bio srazmerno manje zastupljen kog gradusa 2 u odnosu na druge graduse (Mann Whithey U= 272.000 p=0.05 za gradus I i II i Mann Whithey U= 306.000 p=0.02 za gradus II i III).

Tabela 5. DistribucijaVEGFR prema nuklearnom gradusu NG  

	 
	VEGFR pozitivan/negativan
	Total

	
	Da
	Ne
	 

	Nuklearni gradus tumora
	1
	2
	16
	18

	 
	 
	11,1%
	88,9%
	100,0%

	 
	2
	0
	34
	34

	 
	 
	,0%
	100,0%
	100,0%

	 
	3
	3
	18
	21

	 
	 
	14,3%
	85,7%
	100,0%

	Total
	5
	68
	73

	 
	6,8%
	93,2%
	100,0%


Analizirajući stepen mikrovaskularne gustoće kroz identifikaciju stepena zastupljenosti faktora 8 i vizualizaciju krvnih sudova u tumoru nađeni su sledeći rezultati. Postoji statistički značajna razlika između duktalnih prema svim ostalim histološkim tipovima, kao i između lobulatnih i tubularnih, tubulolobularnih i medularnih karcinoma. Nije bilo razlike među tubularnim, tubulolobularnim i medularnim karcinoma. Najveći broj krvnih sudova identifikovanih je kod duktalnih NOS karcinoma, značajno manji kod lobularnih , a još znatno manji kod preostala tri histološka podtipa.

Tabela 6. Broj pozitivnih krvnih sudova-Faktor 8

	 
	Frequency
	Percent
	Valid Percent
	Cumulative Percent

	Valid
	0
	35
	41,2
	41,2
	41,2

	 
	1
	19
	22,4
	22,4
	63,5

	 
	2
	8
	9,4
	9,4
	72,9

	 
	3
	16
	18,8
	18,8
	91,8

	 
	4
	1
	1,2
	1,2
	92,9

	 
	5
	5
	5,9
	5,9
	98,8

	 
	8
	1
	1,2
	1,2
	100,0

	 
	Total
	85
	100,0
	100,0
	 


U 58,8% , u uzorcima je bila izražena mikrovaskularna mreža. Zastupljenost u gustini (stepenovano od 1-8) je različito učestala, a primjećuje se naročita učestalost stepena 3 i 1 gustine mikrovaskularizacije u tumorima.
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Sl.br. 4. Pozitivna reakcija intra-tumorskih    Sl.br.3. Pozitivni intratumorski i periferni 

krvnih sudova
Distribucija faktora 8 prema histološkom gradusu je sledeća:
Tabela 7. Histoloski gradus tumora i Faktor 8.  

	 
	Faktor 8
	Total

	
	0
	1
	2
	3
	4
	5
	 

	1
	5
	6
	1
	8
	0
	0
	20

	
	 
	25,0%
	30,0%
	5,0%
	40,0%
	,0%
	,0%
	100,0%

	2
	19
	11
	4
	5
	0
	4
	43

	
	 
	44,2%
	25,6%
	9,3%
	11,6%
	,0%
	9,3%
	100,0%

	3
	5
	1
	1
	1
	1
	1
	10

	 
	 
	50,0%
	10,0%
	10,0%
	10,0%
	10,0%
	10,0%
	100,0%

	Total
	29
	18
	6
	14
	1
	5
	73

	 
	39,7%
	24,7%
	8,2%
	19,2%
	1,4%
	6,8%
	100,0%


Ne postoji statistički značajna razlika između histološkog gradusa i ekspresije F8 (Kruskal Wallis Hi2=1.736 p=0.420).
Ako se pogleda distribucija fasktora 8 prema nuklearnom gradusu, rezultati su sledeći:
Tabela 8. Nuklearni gradus tumora i Faktor 8.  

	 
	Faktor 8
	Total

	
	0
	1
	2
	3
	4
	5
	 

	1
	3
	6
	1
	8
	0
	0
	18

	
	 
	16,7%
	33,3%
	5,6%
	44,4%
	,0%
	,0%
	100,0%

	2
	15
	9
	3
	5
	0
	2
	34

	
	 
	44,1%
	26,5%
	8,8%
	14,7%
	,0%
	5,9%
	100,0%

	3
	11
	3
	2
	1
	1
	3
	21

	 
	 
	52,4%
	14,3%
	9,5%
	4,8%
	4,8%
	14,3%
	100,0%

	Total
	29
	18
	6
	14
	1
	5
	73

	 
	39,7%
	24,7%
	8,2%
	19,2%
	1,4%
	6,8%
	100,0%


Ne postoji statistički značajna razlika ni u odnosu na nuklerni gradus tumora (Kruskal Wallis Hi2=3.740 p=0.156)

5. Diskusija
Odnosi između epidemioloških faktora rizika i rekurencije karcinoma dojke, teme su mnogobrojnih studija12. Svi biljezi mogu se mjeriti u uzorku tumorskog tkiva. Svjedoci smo povezanosti molekularne biologije i kliničke onkologije u prvoj dekadi 21.vijeka. Rapidan progres u polju proteomiks-a, genomiks-a, i najnovije metabolomiks, i integraciju ovih „omic“ tehnologija, rezultiraće i novim i bolje odabranim terapijskim izborima za svakog pacijenta pojedinačno13. Stvaranje krvnih žila (angiogeneza) može biti slično proteolizi, a stvaranje antiinvazivnih tvari imalo bi uticaj na stvaranje tumorske krvne mreže14. Zahvaljujući napretku dijagnostike, razvojem ultrazvuka, moguce je otkriti vrlo mali lokalni recidiv, velićine nekoliko mm, uraditi iglenu punkciju sumnjive promjene, pod kontrolom ultrazvuka i dobijeni materijal citološki analizirati15. 
Obilje novih podataka i ogroman istraživački trud mora rezultirati pojavom novih lijekova. Već sada se može reći da će terapija karcinoma biti vrlo individualna, praćena mnogobrojnim testiranjima, koja će sve više zahtijevati i eksperimentalnog rada za svakog pacijenta ponaosob. Tek na osnovu svakog procijenjenog parametra svakog pojedinačnog bolesnika biće određen izbor terapije iz palete svih mogućih opcija. Vjerovatno će terapija biti više upravljena na praćenje dinamičkih promjena klona malignih ćelija i selektivno blokiranje njihovih ustaljenih karakteristika nego njihovo neselektivno i nespecifično uništavanje. A takvih sistema ima još mnogo i biće potrebno još mnogo znanja i rada da bi se oni otkrili

Sama činjenica da je u ispitivanju bilo najviše pacijentkinja sa pT2 tumorom u dojci, govori u prilog činjenice da će kod njih češće i doći do relapsa bolesti. Ako se tome pridoda i veličina pT4, taj broj se povećava na 57,2% pacijentkinja koje imaju veću šansu za relaps bolesti. U ispitivanju je bilo i pacijentkinja sa tumorima pT1. I ako je rizik za relaps bolesti manji, ipak postoji jer se i kod njih našao lokalni recidiv bolesti, ali i metastaze. Poznato je da se u 10% bolesnica sa tumorom manjim od 1 cm s godinama javljaju udaljene metastaze. I one imaju korist od adjuvantne HT16 . Najčešći karcinom, prema patohistološkoj slici, kako je i očekivano, je ductalni invazivni karcinom koji je zastupljen sa 75,3%, a lobularni sa 24,7%. Prema navodima iz literature ovaj tumor čini 70-80% svih tumora dojke17. 
Kod tumora dojke histološki gradus se najčešće određuje prema uputstvima Scarf-Bloom-Richardsona. Gradusi I i III pokazuju dobru korelaciju sa kliničkim parametrima, što se ne može reći za gradus II koji je dosta široka kategorija sa heterogenim članovima. Histološki gradus (bolje rečeno „zrelost tumora“) je vrlo bitan prognostički faktor, a povoljniji je niži histološki gradus. U ispitivanom uzorku najzastupljeniji je bio histološki gradus II, zastupljen sa 58,9%. Gradus I tumori su bili češći od gradusa III i bilo ih je 27,4% u odnosu na 13,7% tumora gradusa III.

Parametri histološkog gradusa su tubularne formacije, nuklearna hiperhromazija i broj mitoza. Na osnovu ovoga tumor se dijeli u dobro diferentovan (gradus I), umjereno diferentovan (gradus II), i slabo diferentovan (gradus III). Sve veća pažnja poklanja se morfometriji nukleusa. Tako je utvrđeno da postoji dobra korelacija sa prognozom u odnosu na „thymidil labeling test“18. Nuklearnom morfometrijom određujemo: veličinu i oblik jedra, dijametar jedra, njegovu površinu, nuklearni perimetar i broj mitoza. U radu je bilo ukupno 46,6% tumora sa nuklearnim gradusom II. Gradus III tumori su bili nešto češći od gradusa I i bilo ih je 28,8% u odnosu na 24,7% . Preživljavanje se smanjuje ako se povećava gradus. Histološki gradus korelira s petogodišnjim slobodnim intervalom. Tako se navodi da je 68% pacijentkinja sa Gr I imalo slobodan petogodišnji interval, dok je s Gr II bilo 39%, a s Gr III ni jedna bolesnica nije imala slobodnog intervala19. Takođe i drugi autori iznose podatke da je histološki gradus usko povezan sa incidencom nastanka recidiva i dužinom preživljavanja bolesnica20. 
VEGF pozitivan status je bio u 7,1% svih uzoraka, a kod 15,1% recidiva. U svim  slučajevima gdje je pokazana pozitivnost VEGFR, radilo se o veličnini T2 i T3 primarnih tumora21. Mali tumor zahtijeva formiranje novih krvnih sudova-neoangigenezu, da bi osigurao dotok hranjivih materija i kiseonika i tako rastao. Dalji rast zahtijeva stvaranje nove vaskularne mreže22. Ako se pažljivo pogledaju histološki preparati, kod kojih je potvrđeno prisustvo VEGFR, kod većine tumora se vide stiješnjene krvne žile. To je rezultat brzog rasta tumora. Ovo rezultira hipoksijom. Hipoksija, preko već opisanih mehanizama, indukuje rast novih krvnih sudova. Rubno, uz tumor se nalazi pozitivnost VEGFR-a. Zanimljivo je da je pozitivnost receptora za  VEGF značajnije izražena u recidivima (15,1%). Samo kod jednog recidiva sa pozitivnim VEGFR, veličina je bila manja od 20. Svi ostali su bili reda veličine ispod 10mm. Ovo govori u prilog hipotezi da je za rast malih tumora (naročito za brz rast) neophodno izgraditi novu vaskularnu mrežu-neoangiogeneza. Kada su u pitanju veliki tumori, oni već imaju dobro razgranatu mrežu krvnih sudova. Što više tumor raste, to više stišće vaskularne strukture. Razlog zbog čega nije verifikovano pojačano prisustvo VEGFR-a kod primarnih tumora je vjerovatno u tome što su u rad uzeti (retrogradno) uzorci. Pri tome je bilo malo preparata koji prikazuju rubni dio tumora, gdje bi se i očekivala najizraženija neoangiogeneza, te bi to mogao biti jedan od razloga zašto nije bilo više izražajnosti VEGFR-a u primarnim tumorima. Nešto češće je bio prisutan (VEGFR) kod duktalnih nego kod lobularnih karcinoma. Ali u svim slučajevima sa izraženim VEGFR, bio je i visoko prisutan faktor 8 kao indikator guste mreže krvnih sudova. Zanimljivo je da je u većini slučajeva, gdje je dokazana izražajnost VEGFR, recidiv se ponavljao više puta (i do 3x). Iako, zbog malog uzorka, nije postojala statistička značajnost u pozitivnosti VEGFR kod različitih histoloških tipova tumora, kao ni kada je u pitanju histološki gradus, ali postojala je statistički značajna razlika u VEGFR pozitivnosti između nuklearnog gradusa 2 prema gradusu 1 i prema gradusu 3. VEGFR je bio srazmjerno manje zastupljen kod gradusa 2 u odnosu na druge graduse (Mann Whithey U=272.000  p=0,05 za gradus 1 i 2, i Mann Whithey U 306.000 p 0,02 za gradus 2 i 3). Mjeren je i stepen pozitivnosti VEGFR (0,1,2 i 3). S obzirom na veličinu uzorka, distribucija stepena pozitivnosti VEGFR prema nuklearnom gradusu, nije potvrdila statistički značajnu razliku među nuklearnim gradusima23. 

Faktor 8 je indikator krvnih sudova. Tumor je snabdjeven bogatom mrežom krvnih sudova, koji su mu neophodni za rast i razvoj zbog dotoka kiseonika i hranjivih materija. Više radova iznosi da određena gustoća mikrovaskularizacije u tumoru može pružiti prognostičke informacije za predikciju rekurencije i udaljenih metastaza. Najčešće upotrebljavani metod je IHH (imunohistohemijsko) antitijelo za faktor 8-related antigen, CD31 ili CD34, type IV collagen ili laminin. Ovi reagensi imaju različitu senzitivnost i specifičnost. Ispitivanja govore o jakoj povezanosti između visoke vaskularne gustine i lošeg kliničkog ishoda. Mikrovaskularna gustoća čini se može biti nezavisan prediktor i vremena do progresije i sveukupnog preživljavanja i u nod-pozitivnih kao i nod-negativnih pacijenata. Mnoge od studija imale su mali broj pacijenata  sa različitim stadijumima bolesti i relativno kratkim vremenom praćenja. Još nije utemeljen marker za povezanost angiogeneze i mikrovaskularne gustoće. Potrebne su dobro opremljene studije24. U radu je pokazana prisutnost VEGF receptora na rubu tumora. Već je napomenuto da se u pravilu radilo o malim tumorima-recidivima-veličine ispod 10mm. Smatra se da tokom brzog rasta tumora, tumor zarobi matične krvne sudove, zajedno sa VEGFR, i komprimira ih, i ne može se vizualizirati. S obzirom da je u radu, kod većine ispitanica tumor bio T2 ili T3, a da su uzorci uzimani u rad retrogradno i da najčešće nije bilo ruba tumora, jasno je zašto nije dobijen veći procenat pozitivnosti VEGFR u uzorcima primarnih tumora. Međutim jako izražena pozitivnost faktora 8, kao znak pozitivne reakcije krvnih sudova i unutar tumora a i na periferiji, indirektno upućuje na povezanost VEGFR i faktora 8. Faktor 8 je bio prisutan kod svih histoloških tipova tumora, i nije se mogla naći značajnija statistička razlika u zastupljenosti istog prema tipu tumora, ali je ipak najveći broj krvnih sudova identifikovan kod duktalnih NOS karcinoma, značajno manji kod lobularnih, a još znatno manji kod tubularnog, tubulolobularnog i medularnog. Nije postojala statsistički značajna razlika u postojanju krvnih sudova u odnosu na histološki i nuklearni gradus ( Kruskal Wallis Hi2=1,736 p=0,42 za HG, a za nuklearni gradus Kruskal Wallis Hi2=3,740 p=0,156). 

Tačno prepoznavanje prognostičkih faktora i prediktivnih parametara u odgovoru na specifične terapijske programe i dalje predstavlja veliki istraživački problem25. Prepoznato je da bi se neki pacijenti sa niskim stepenom bolesti trebali svrstati u srednje rizičnu skupinu za relaps ako npr. imaju peritumorsku vaskularnu invaziju (PVI). Pojava PVI je značajno povezana sa drugim prognostičkim značajkama kao što su mlađa dob, veći tumor, veći histološki i nuklearni gradus, visok Ki-67 i HER2 prekomjerna ekspresija. PVI se smatra ogledalom diseminacije tumorskih ćelija ka aksilarnim limfnim žlijezdama i širenje na udaljena mjesta. Period preživljavanja bez bolesti kod pacijenata sa ekstenzivnim PVI je bio znatno kraći za pacijente koji su imali tzv. trostruko negativni tumorski fenotip (ER-/PR-/HER2). Ovoj grupi pacijenata trebaju biti istraživana nova, ciljana terapijska rješenja26. 
Prema poslednjem St Gallen-skom konsenzusu odluke o vrsti specifičnih onkoloških tretmana se donose na osnovu nove podjele karcinoma dojki na: Luminal A, Luminal B (HER2 neg i HER2 poz), HER2 pozitivni (ne luminalni) i Basal like (tripl negativni) karcinomi dojki27. 
6. Zaključak
Dobiveni podaci o biohemijskom i genetskom mehanizmu koji su važni u procesu metastaziranja, pridonijeli su novim pristupima dijagnozi i liječenju karcinoma dojki. Biohemijske promjene na malignom fenotipu, mogle bi biti cilj novih strategija liječenja, koje bi bile uspješnije od sadašnjih konvencionalnih citotoksičnih terapija.
Poznavanje molekularne  patofiziologije karcinoma dojke omogućiće dijagnostičke i terapijske postupke koji će biti usmjereni prema identifikaciji ili modulaciji funkcije određene makromelekule. Od takvih podataka očekuje se visoka selektivnost, ali njihova primjena tražiće individualizaciju liječenja u pogledu svojstava tumora i domaćina.

Sa kliničkog stajališta najvrednije je upozoriti i predložiti savremene preporuke i kriterije dijagnostike i liječenja pojedinih zloćudnih tumora. Na osnovu rezultata dobijenih tokom ispitivanja može se zaključiti:
1.       Najveći broj pacijentkinja je u dobi oko 53 godine. Bolest se najčešće verifikuje kada su tumori veličine pT2, a najzastupljeniji je duktalni NOS karcinom, a potom lobularni karcinom dojke, HG i NG II i III. 
2. Pozitivnost VEGFR je bila u 7,1% svih uzoraka a kod 15,1% slučajeva recidiva. Statistički manja izraženost u NG-I u odnosu na druge graduse (p=0,02), a kao i kod NG-II u odnosu na druge graduse (p=0.05),  VEGFR je statistički značajno pozitivniji kod visokog NG (NG-III) u odnosu na druge graduse, znači kod lošije diferenciranih tumora, te kod duktalnih i lobularnih karcinoma. 

3. Uočena je visoka mikrovaskularna gustoća u tumorima, određena identifikaciom faktora 8. Veća izražajnost faktora 8, uočena je kod duktalnih karcinoma u odnosu na sve druge histološke tipove, ali je faktor 8 podjednako dobro bio izražen za sve histološke i nuklearne graduse. Faktor 8, kao i VEGFR su izraženiji kod duktalnih NOS karcinoma.

4. Recidivi su bili češći kod duktalnih karcinoma, a receptor za VEGF je značajnije pozitivan kod manjih tumora i najčešće na rubovima tumora.
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