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»If you know nothing of the making of the universe it is indeed complicated,
however when you begin to understand, it is merely complex.«

Albert Einstein
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1ZVLECEK

Kljuéne besede: pes, bolezni; mle¢na Zleza, novotvorbe — patologija — klasifikacija; prognoza;
molekularne diagnosticne metode; imunohistokemija; Zilni endotelijski rastni faktorji —

genetika; gensko izrazanje, regulacija; psi; samica.

Tumorji mleéne Zleze so najpogostejsi tip tumorja, ki se pojavlja pri nesteriliziranih psicah. Na
podlagi ravni izrazanja posameznih celi¢nih oznacevalcev, dolocene z imunohistokemijo (ang.
immunohistochemistry — IHC), karcinome mlec¢ne Zleze pri psicah razvrstimo na luminalni
podtip A, luminalni podtip B, podtip HER-2 in bazalni podtip. V nasi raziskavi smo Zeleli
preveriti prognosticno vrednost takSnega nacina razvricanja. V raziskavo smo vkljucili 81
malignih tumorjev mle¢ne 7leze (TMZ) 72 psic, katerim so tumorje kirursko odstranili med leti
2003 in 2010 na Kliniki za kirurgijo in male Zivali Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani
(KKMZ VF UL). Iz kliniénih kartotek psic smo zbrali podatke o pasmi, starosti, steriliziranosti
psic, mestu tumorjev, klinicnem stadiju in morebitni zgodovini navidezne brejosti psic. Poleg
patohistoloSke diagnostike smo za vsak tumor dolodili stopnjo diferenciacije po metodi
Elstona in Ellisa. Z imunohistokemi¢nim oznacevanjem smo dolocili raven izraZzanja
estrogenskega (ER) in progesteronskega receptorja (PR), receptorja za humani epidermalni
rastni dejavnik 2 (ang. human epidermal growth factor receptor 2 — HER-2) in vaskularnega
endotelijskega rastnega dejavnika (ang. vascular endothelial growth factor — VEGF). S testom
Pearsonovega Hi-kvadrata smo ugotavljali povezave med posameznimi parametri. Tumorji, ki
Sibko izrazajo ali ne izrazajo ER in PR (tumorji ER" in tumorji PR’) so pogostejsi pri psicah starih
10 let ali vec in so najveckrat slabSe diferencirani anaplasti¢ni karcinomi, ki mocno izrazajo
VEGF. VEGF se mocneje izraza v karcinomih enostavnega patohistoloSkega tipa in
anaplasti¢nih karcinomih. Vecji delez karcinomov luminalnega podtipa A in B so karcinomi
kompleksnega tipa in karcinomi in situ. Karcinomi bazalnega podtipa so najveckrat slabo
diferencirani tumorji enostavnega tipa, ki mocno izrazajo VEGF. Primerjavo preZivetja psic z
razliénimi oblikami tumorjev smo prikazali s krivuljami po Kaplan - Meierju. Starost, klini¢ni

stadij, patohistoloska diagnostika, stopnja diferenciacije tumorja, raven izrazanja ER, PR in
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VEGF ter IHC razvri&anje so statisti¢no znacilno povezani s preZivetjem psic z malignimi TMZ.

Rezultati multivariatne analize kaZejo, da raven izrazanja PR (tumorji PR"/PR’), IHC razvri¢anje
in klini¢ni stadij predstavljajo najpomembnej$e prognosti¢ne dejavnike psic z malignimi TMZ.
Pri psicah klinicnega stadija IV je tveganje za pogin 4,5 in 3,7-krat vecje kot pri psicah
kliniénega stadija | in Il. Pri psicah s tumorji PR je tveganje 3,1-krat vecje v primerjavi s
psicami s tumorji PR*. Relativno tveganje za pogin je pri psicah s karcinomi bazalnega podtipa
3,1 in 3,7-krat visje kot pri psicah s karcinomi luminalnega podtipa A in luminalnega podtipa
B. Z rezultati nase raziskave smo potrdili prognosti¢no vrednost IHC razvrs¢anja in odprli pot

za nadaljnje raziskave.
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ABSTRACT

Keywords: dog diseases; mammary neoplasms — pathology — classification; prognosis;
molecular diagnostic techniques; immunohistochemistry; vascular endothelial growth factor

— genetics; gene expression regulation; dogs; female.

Mammary gland tumours are the most frequent class of neoplasm seen in female dogs.
Depending on the level of expression of some cell markers using immunohistochemistry
mammary gland carcinomas can be divided into luminal A, luminal B, HER-2 and basal
subtypes. This study aimed to evaluate the prognostic value of this type of classification. 81
malignant mammary gland tumours from 72 bitches that underwent surgery between 2003
and 2010 at the Clinic for small animal medicine and surgery at the Veterinary Faculty of the
University of Ljubljana were included in the study. Data on breed, age, spaying, tumour
location, clinical stage and history of pseudo-pregnancy were collected from the medical
records of the bitches. In addition to histopathological diagnoses, histological grading was
evaluated according to Elston and Ellis. The expression levels of oestrogen (ER) and
progesterone receptor (PR), human epidermal growth factor receptor 2 (HER-2) and vascular
endothelial growth factor (VEGF) were assessed with immunohistochemical staining. ER” and
PR™ tumours, which are more common in bitches age 10 or older, are frequently poorly
differentiated anaplastic carcinomas with strong VEGF expression. The VEGF expression is
stronger in simple type carcinomas and anaplastic carcinomas. A large proportion of
carcinomas of luminal A and B subtype are complex type carcinomas and carcinomas in situ.
Basal subtype carcinomas are predominantly poorly diferentiated carcinomas of simple type
with strong VEGF expression. We used the Pearson's chi-square test to test the differences
between different variables. Survival curves were generated using the Kaplan-Meier method.
Age, clinical stage, histopathologic classification, histological grade, levels of expression of ER,
PR and VEGF and IHC classification were statistically significantly associated with survival.
According to the results of the multivariate analysis, the expression level of PR (tumours

PR*/PR’), IHC classification and clinical stage represent the strongest prognostic factors for
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bitches with malignant mammary gland tumours. Bitches with clinical stage IV tumours have

a 4.5 and 3.7 fold higher relative risk of death than bitches with clinical stages | and II,
respectively. In bitches with PR” tumours the risk of death is 3.1 times higher than in bitches
with tumours PR". Relative risk in bitches with basal subtype carcinomas is 3.1 and 3.7 fold
higher than in bitches with luminal A and B subtype carcinomas. The results of our study

confirmed the prognostic value of IHC classification and paved the way for future research.
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1UVOD

Tumorji mleéne Zleze (TMZ) pri psicah so najpogostejsi tip tumorjev pri nesteriliziranih
psicah. V ltalijanski raziskavi (Merlo in sod., 2008), kjer so vrednotili deleZe razlicnih tipov
tumorjev pri psih, so TMZ predstavljali 70 % vseh tumorjev, medtem ko je bil v danski
raziskavi (Bronden in sod., 2010) delez 28 % in so bili pogostejsi kozni tumorji (43 %). Po

porocilu Sleeckx in sod. (2011) v povprecju letno oboli 200 na 100 000 psov.

Opravljene so bile posamezne raziskave prognosti¢nih dejavnikov za TMZ pri psicah, medtem
ko je podrocje zdravljenja Se precej neraziskano. Ker je bolezen heterogena, se proucujejo
povezave med klini¢nimi, patohistoloskimi in molekularnimi dejavniki, s pomocjo katerih bi

lahko napovedali potek oziroma izid bolezni.

Zadnja leta je pozornost v veliki meri usmerjena k molekularnemu razvrs¢anju dolo¢enemu z
metodo DNA-mikromrez. V skupine molekularnega razvri¢anja je TMZ mogoce razvrstiti tudi
z dolocanjem ravni izrazanja dolocenih celicnih oznadevalcev z imunohistokemi¢nim
oznacevanjem (ang. immunohistochemistry — IHC). Na podlagi ravni izraZzanja estrogenskih
receptorjev (ER), progesteronskih receptorjev (PR), receptorja za humani epidermalni rastni
dejavnik 2 (ang. human epidermal growth factor receptor 2 — HER-2) in bazalnih celi¢nih
oznadevalcev, je TMZ pri psicah mo¢ razdeliti na vsaj $tiri IHC podtipe; luminalni podtip A,
luminalni podtip B, podtip HER-2 in bazalni podtip. Tumorji posameznih podtipov se

razlikujejo patohistolosko in glede na izid bolezni.

O uporabnosti IHC razvr§¢anja TMZ pri psicah za napoved prognoze bolezni sta bili opravljeni
le dve raziskavi in ugotovitve avtorjev so razlicne. Redke so tudi raziskave povezav med
ravnijo izrazanja posameznih celi¢nih oznacevalcev ter prognozo bolezni psic s TMZ. Osnovni
namen nadega raziskovalnega dela je bil oceniti uporabnost IHC razvré€anja malignih TMZ pri
psicah za napoved prognoze bolezni. Zeleli smo preveriti tudi prognosti¢no vrednost
posameznih celiénih oznacevalcev. Preverili smo soodvisnost med razlinimi parametri
patohistoloskega, klinicnega in IHC razvrS¢anja ter ravnmi izraZzanja posameznih celi¢nih

oznadevalcev v malignih TMZ pri psicah. Ugotavljali smo morebitno povezanost posameznih
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parametrov z izidom bolezni in preverili uporabnost kombinirane ocene najmocnejsih

prognosti¢nih dejavnikov.

1.1 HIPOTEZE

Z raziskovalno nalogo smo oblikovali naslednje hipoteze:

1. karcinomi bazalnega podtipa TMZ pri psicah so klini¢no agresivni in povezani s slab3o
prognozo,
2. med karcinomi luminalnega podtipa A je vedji delez karcinomov kompleksnega tipa, v

skupini karcinomov bazalnega podtipa pa vecji delez slabo diferenciranih tumorjev stopnje
diferenciacije lll,
3. raven izrazanja VEGF je v posameznih skupinah imunohistokemicnih podtipov

karcinomov mle¢ne Zleze pri psicah razli¢na.
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2 PREGLED LITERATURE

2.1 MORFOLOGIJA MLECNE ZLEZE PRI PSICI

Mlecna Zleza (glandula mammaria), pri mesojedih imenovana sesci, je modificirana Zleza
znojnica. Pri psici je sestavljena iz osem do deset mlecnih kompleksov, ki so parno
porazdeljeni vzdolz leve in desne strani spodnjega dela telesa. Sprednja prva para
predstavljajo prednji in zadnji prsni mlecni kompleksi, sledijo prednji in zadnji trebusni mlecni

kompleksi in en par dimeljskih mlecnih kompleksov (Silver, 1966; Sorenmo in sod., 2011).

K vsakemu mle¢nemu kompleksu sodita dva dela: Zlezno telo in njegov bradavicasti privesek,
sesek (papilla mammae). Zlezno telo (corpus mammae) sestavljata Zlezni parenhim in
pripadajoce interparenhimatozno vezivno tkivo (stroma glandulae mammariae). Zlezni
parenhim je z interlobularnim veznim tkivom razdeljen na reinje (lobi glandulae
mammariae), z intralobularnim veznim tkivom pa na reznjice (lobuli glandulae mammariae).
Intralobularno vezivno tkivo je nezno, z obilo medceli¢nine in obseznim spletom (plexus)
krvnih in limfnih kapilar. Pogosto so prisotne plazmatke in limfociti. Interlobularno vezivno
tkivo je obseZzno in sestavljeno iz Stevilnih kolagenih vlaken, skozenj potekajo veéje krvne in
limfne Zile (Dellmann in Carithers, 1996; Monteiro — Riviere, 2006; Sorenmo in sod., 2011;

Sleeckx in sod., 2011).

Anatomsko je mle¢na Zleza sestavljena cevasto-meSickasta (tubulo-alveolarna) Zleza. V
alveolah (mle¢ni mesicki) (alveola lactiferi) poteka izlo€anje mleka. ZdruZujejo se v grozdaste
strukture, ki so med seboj povezane z razvejanim sistemom izvodil (duktov) (ductus lactiferi).
Alveole pokriva enoskladni enostavni epitelij, katerega visina se skozi spolni ciklus spreminja.
Na meji z bazalno membrano je plast mioepitelijskih celic, ki vsebujejo kontraktilne elemente
in vplivajo na iztiskanje mleka. Sistem izvodil tvorijo intralobularna izvodila, ki se naprej
izlivajo v lobularna izvodila in ti naprej v veéje mlekovode reznjev. Intralobularna izvodila
pokriva enoskladni enostavni izoprizmatski epitelij, lahko so prisotne mioepitelijske celice.

Lobularna izvodila proksimalno pokriva enoskladni enostavni izoprizmatski epitelij, bolj
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distalno pa je epitelij sestavljen iz dveh plasti izoprizmatskih celic. V mlekovodih reznjev se
dvoskladni izoprizmatski epitelij nadaljuje, obdajajo ga mioepitelijske celice. Na bazi seska se
mlekovodi reznjev zdruZijo v mle¢no cisterno (sinus lactiferus), ki jo pokriva dvoskladni
izoprizmatski do visokoprizmatski epitelij. Lo¢imo seskov del mlec¢ne cisterne (pars papillaris)
in Zlezni del (pars glandularis). Seskov del mle¢ne cisterne se nadaljuje v seskov kanal (ductus
papillaris), ki prek seskovega ustja (ostium papillare) komunicira s povrsino koZe. Seskov kanal
pokriva poroZenevajoci veéskladni ploscati epitelij. Sistemi obrockastih vlaken gladke
misi¢nine v sluznici tvorijo sfinkter, ki omogoca nadzor nad izlo¢anjem mleka. Pri psici je na
konici vsakega seska mogocih osem do dvanajst tockastih odprtin, ki vodijo v prav tako
Stevilne seskove kanale in cisterne (Silver, 1966; Rigler, 1992; Dellmann in Carithers, 1996;

Monteiro — Riviere, 2006; Sleeckx in sod., 2011; Sorenmo in sod., 2011).

2.1.1 Limfne in krvne Zile v mlecni zZlezi

V vsakem mle¢nem kompleksu se splet limfnih Zilic v podkoZju zdruZzuje v mreZe in vecje
limfne Zile, ki vodijo v regionalne bezgavke (lymphonoduli mammarii). Limfa prsnih mle¢nih
kompleksov se steka v podpazdusne bezgavke (lymphonoduli axillares); lahko pa se steka tudi
v prsne bezgavke (lymphonoduli pectorales). Limfa zadnjih trebusnih in dimeljskih mlec¢nih
kompleksov se steka v povrsinske dimeljske bezgavke (lymphonoduli inguinales superficiales),
lahko pa se steka tudi v sredinske ¢revni¢ne in podkolenske bezgavke (lymphonoduli iliacaies
mediales in lymphonoduli popliteales). Limfa sprednjih trebusnih mle¢nih kompleksov se
steka v podpazdusne in dimeljske bezgavke. Razvejan limfati¢ni in venski sistem mleénega
kompleksa je pomemben pri zasejanju malignih tumorskih celic. Tumorske celice pospesujejo
proces nastajanja novih limfnih Zil in povezav med njimi, kar spremeni vzorec pretakanja

limfe (Pereira in sod., 2003).

Podobno kot limfne Zile so za zasejanje malignih TMZ pomembne krvne Zile, predvsem vene.
Arterije mlecCne Zleze potekajo iz zunanje sramne arterije (arteria pudenda externa) in iz
notranje prsne arterije (arteria thoracica interna) ter stranske prsne arterije (arteria thoracica
lateralis). Istoimenske vene potekajo vzporedno z arterijami. V primerjavi z arterijami manjse
vene pogosteje prehajajo iz ene strani telesa na drugo in tvorijo Stevilne prednje-zadnje

povezave, kar omogoci zasejanje malignih tumorskih celic v sosednje in nasprotno-stranske
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mlecne komplekse (Silver, 1966; Pereira in sod., 2003).

2.1.2 Spolno dozorevanje in brejost

Do prve brejosti ostaja mlecna Zleza v infantilnem stanju, s prvo mle¢nostjo po skotitvi
mladi¢a pa doseZe polno velikost in funkcijo. V ¢asu spolnih ciklusov delovanje spolnih
hormonov povzroci Stevilne spremembe v zgradbi mlec¢ne Zleze (Rehm in sod., 2007). Pri
vsakem spolnem ciklu poteka menjavanje proliferacije in apoptoze epitelijskih celic (Santos in
sod., 2010b). Iz jajénikov se sprosca estrogen, ki pospesuje proliferacijo epitelijskih celic v
kon¢nih delih izvodil. Z nastopom gravidnosti se zvisa koncentracija progesterona, sistem
izvodil se mocneje razveja in oblikujejo se Stevilne alveole. Prolaktin pospesuje dozorevanje
epitelijskih celic v alveolah za proces izlo¢anja mleka. Pri navidezni brejosti so morfoloske
spremembe v mlecni Zlezi podobne, vendar s to razliko, da epitelijske celice v alveolah
izlo¢ajo manjse koli¢ine mleka. Po skotitvi mladi¢ev in koncani mle¢nosti se mlecna Zleza
postopoma zmanjSa do velikosti pred brejostjo, (Silver, 1966; Sorenmo in sod., 2011).
Znacilnost involirane (zmanjSane) Zleze so izolirani skupki razvejanih izvodil s posameznimi
majhnimi alveolami. Vezivnega tkiva je ve¢ kot Zleznega, pogosto so prisotne mascobne
celice, limfociti, plazmatke in majhna, temno obarvana kazeinska telesca (corpora amylacea).
Vrstna specificnost psic je dolgo delujo¢e rumeno telo, ki neodvisno od brejosti sintetizira
visoke koncentracije progesterona (Manee-in in sod., 2010; Santos in sod., 2010b; Papa in

Hoffmann, 2011).

2.2 ETIOLOGIJA TUMORIJEV MLECNE ZLEZE PRI PSICAH

Razli¢ni dejavniki vplivajo na pojav TMZ, med drugim so pomembni starost, pasemska in
genetska nagnjenost, delovanje spolnih hormonov ter prehrana. Kot najpomembnejsa
dejavnika tveganja pri psicah se v literaturi navajata starost in vpliv spolnih hormonov
(Sorenmo in sod., 2011). Ceprav se TMZ lahko pojavijo pri kateri koli starosti, so najpogostejsi
pri srednje starih in starejSih psicah. Povprec¢na starost je med 10 in 11 leti (Gobello in
Corrada, 2001; Murphy, 2008; Sleeckx in sod. 2011) in je viSja pri psicah z malignimi tumorji v

primerjavi s psicami z benignimi. Maligni TMZ se redko pojavijo pri psicah mlaj$ih od pet let
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(Sleeckx in sod., 2011). Starej$e psice s TMZ imajo slab%o prognozo (Sorenmo in sod., 2009).

Ni $e povsem jasno, ali so TMZ pogostejsi pri psicah z navidezno brejostjo, ¢eprav rezultati
raziskav nakazujejo, da navidezna brejost ne vpliva na pojav TMZ (Veronesi in sod., 2003;
Sleeckx in sod., 2011). Spol je pomemben dejavnik tveganja, saj se TMZ zelo redko pojavijo
pri samcih (Saba in sod., 2007). Sterilizacija psice predstavlja pomembno preventivo pred
nastankom te vrste tumorjev (Martin de las Mulas in sod., 2004; Millanta in sod., 2005; lllera
in sod., 2006), vendar je klju¢no, da se opravi dovolj zgodaj. Ce se sterilizacija opravi pred
prvim estrusom, je tveganje za nastanek TMZ le 0,5 %, &e se sterilizacija opravi po drugem

estrusu, tveganje naraste na 26 % (Gobello in Corrada, 2001; Sleeckx in sod., 2011).

TMZ se pogosteje pojavljajo pri ¢istokrvnih psicah kot pri mesancih (Hellmen in sod., 1993;
Moe in sod., 2001; Richards in sod., 2001; Sarli in sod., 2002; Itoh in sod., 2005). Posamezne
pasme psov; med njimi pudlji, Spanjeli, setri, poenteriji, terierji, maltezani in nemski ovcarji,

so bolj nagnjene k nastanku TMZ (Gobello in Corrada, 2001; Sorenmo, 2003).

Pravilna prehrana prav tako predstavlja pomemben dejavnik pri preprecevanju nastanka
TMZ. Previsoka telesna masa pri enoletnih psicah, ki se ne uravna, je povezana z nepravilnim
razvojem mlecne Zleze in z vedjim tveganjem za pojav TMZ (Perez Alenza in sod., 1998;

Murphy, 2008).

2.3 RAZVRSCANJE TUMORIJEV MLECNE ZLEZE PRI PSICAH

Okrog 50 % vseh TMZ je malignih (Munson in Moresco, 2007; Murphy, 2008). V skoraj 70 %
primerov se pri eni psici pojavi ve¢ TMZ (multipli tumoriji), ki so v rasti neodvisni drug od
drugega in razli¢ni v celi¢ni zgradbi (Sorenmo in sod., 2009). Vzporedno se lahko pojavijo
benigni in maligni tumorji (Misdorp in sod., 1999; Munson in Moresco, 2007; Lopuszynski in
sod., 2009). Zaradi zapletenega patohistoloSkega razvrS¢anja ter nepredvidljive rasti in
razras€anja TMZ predstavljajo izziv za klinike in patologe. Za postavitev pravilne diagnoze in

prognoze bolezni je potrebno dobro sodelovanje klinika in patologa.
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2.3.1 Klinicna ocena bolezni

TMZ se najpogosteje pojavljajo na predzadnjih (¢etrtih) mle¢nih kompleksih (zadnji trebusni
mlecni kompleksi) in zadnjih (petih) mle¢nih kompleksih (dimeljski mlec¢ni kompleksi)
(Sorenmo in sod., 2009). Ob hitro rasto¢ih TMZ pri psicah, ki ulcerirajo in invazivno vra$¢ajo,
je prognoza slaba (Hellmen in sod, 1993; Murphy, 2008). Pri zdravljenju TMZ pri psicah
prevladuje kirurSka odstranitev tumorjev, medtem ko so ostale oblike zdravljenja redke (Lana

in sod., 2007; Murphy, 2008).

2.3.1.1 Klinicni stadij

Velikost tumorja je eden najpomembnej$ih prognosti¢nih dejavnikov. TMZ pri psicah, z
vecjim premerom kot pet cm, pogosto zasevajo, medtem ko je prognoza psic s tumorji z
manjsSim premerom kot tri cm, boljSa (Hellmen in sod., 1993; Gobello in Corrada, 2001;
Philibert in sod., 2003; Ferreira in sod., 2009; Sleeckx in sod., 2011). Poleg velikosti tumorja
ima pomembno prognosticno vrednost morebitna prisotnost zasevkov v regionalnih
bezgavkah in vras¢anje tumorja v limfne ali krvne Zile (Yamagami in sod., 1996;

Karayannopoulou in sod., 2005).

Klini¢na ocena bolezni vklju¢uje oceno klini¢nega stadija, ki se doloci na podlagi podatkov o
velikosti tumorja in morebitni prisotnosti zasevkov v regionalnih bezgavkah ali prisotnosti
zasevkov v drugih organih (oddaljeni zasevki). Klini¢ni stadij se psicam s TMZ dolo¢i po
sistemu TNM (T — tumor; N — bezgavke, ang. nodes; M — zasevki, ang. metastases) na podlagi
meril Owen-a (1980) ali spremenjeni razli¢ici Lana in sod. (2007). lzvirno razvrS¢anje po
Owen-u (1980) je zahtevnejse; kategoriji T in N sta razdeljeni na podkategorije, ki ocenjujejo
stopnjo prira$éenosti tumorja oziroma bezgavk na okolisko tkivo. Psice s TMZ se razdelijo v
Stiri skupine. Sistem po Lana in sod. (2007) nima podkategorij in loci pet skupin klinicnega
stadija. Psice s tumorji brez prisotnih zasevkov razvrsti glede na velikost tumorja od klini¢nega
stadija | do lll. Ob potrjeni prisotnosti zasevkov v regionalnih bezgavkah se psicam doloci
kliniéni stadij IV, ob oddaljenih zasevkih se doloci klini¢ni stadij V, in sicer ne glede na velikost
tumorija (Tabela 1). Pri psicah z multiplih tumorjih se klini¢ni stadij doloci na osnovi ocene

najvecjega tumorja oziroma morebitne prisotnosti zasevkov (Lana in sod., 2007).
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Tabela 1: Merila za doloc¢anje klinicnega stadija po Lana in sod. (2007)

Table 1: Criteria for assessing the clinical stage in accordance with Lana et al (2007)

Merila za dolocanje klinicnega stadija po Lana in sod. (2007)

velikost tumorja zasevki v bezgavkah oddaljeni zasevki klini¢ni stadij
<3cm odsotni odsotni |
3-5cm odsotni odsotni I
>5 odsotni odsotni n
katerakoli velikost prisotni odsotni v
katerakoli velikost prisotni/odsotni prisotni Vv

2.3.2 Patohistolosko razvrscanje

TMZ pri psicah se patohistolodko razvri¢ajo po sistemu, ki ga je predlagal Misdorp in sod.
(1999) in ga je potrdila Svetovna zdravstvena organizacija (World Health Organization — WHO)
(Tabela 2, levo). Nacin razvr$¢anja temelji na nacinu, povzetem iz humane medicine (Morris,

2010).

90 % vseh TMZ pri psicah so epitelijski tumorji. Ce so epitelijski tumorji benigne narave, jih
imenujemo adenomi, ¢e so maligne narave pa karcinomi. Karcinomi invazivno vraséajo v
okolisko tkivo; izjema so karcinomi in situ. Pri karcinomih in situ tumorske celice Se niso
prebile bazalne membrane in tumorji rastejo ekspanzivno znotraj vezivne kapsule ter
pritiskajo na okolisko tkivo. PatohistoloSko so karcinomi lahko sestavljeni iz enega tipa celic
(karcinomi enostavnega tipa) ali iz epitelijskih in mioepitelijskih celic (karcinomi
kompleksnega tipa). Karcinomi enostavnega tipa se razras¢ajo v tubulopapilarnem, solidnem
ali anaplastihem vzorcu rasti. Za enostavne tubulopapilarne karcinome je znacilna
navzocnost tubulov, v katerih proliferirajoce epitelijske celice oblikujejo prstaste podaljske, ki
segajo v svetlino tubulov. Pri solidnem vzorcu rasti je vezivnega tkiva malo. Enostavni solidni
karcinomi so gostoceli¢ni, tumorske celice rastejo v pasovih ali vozlicih. Enostavni
anaplasti¢ni karcinomi difuzno infiltrativno vrascajo, sestavljajo jih mocno pleomorfne
tumorske celice. Epitelijske celice karcinomov kompleksnega tipa se razrascajo v
tubulopapilarnem ali solidnem vzorcu rasti, medtem ko mioepitelijske celice oblikujejo
vrtinaste ali mreZaste vzorce. Poleg karcinomov in situ, karcinomov enostavnega in

karcinomov kompleksnega tipa, so poznane nekatere posebne oblike karcinomov.
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Vretenastoceli¢ni karcinomi so sestavljeni iz epitelijskih tumorskih celic vretenaste oblike. Za
ploscatocelicne karcinome so znacilna podrocja diferenciacije epitelijskih tumorskih celic v
porozenevajoCi vecskladni ploscati epitelij. V mucinoznih karcinomih je izrazita produkcija
mucina. Karcinome, bogate z lipidi, sestavljajo epitelijske tumorske celice z mnogo
citoplazme, v kateri so Stevilne vakuole, polne nevtralnih mascobnih kislin (Misdorp in sod.,

1999).

V primerjavi z visoko pojavnostjo malignih epitelijskih TMZ pri psicah, so €isti maligni
mezenhimski tumoriji (t. i. sarkomi) redki. Pojavljata se fibrosarkom in osteosarkom, medtem
ko sta hondrosarkom in liposarkom zelo redka. Fibrosarkom je sestavljen iz fibroblastov in
kolagena. Tumorske celice osteosarkoma tvorijo osteoid in/ali pravo kostnino. Pogosteje kot
sarkomi se pri psicah pojavlja kombinacija malignih epitelijskih in malignih mezenhimskih

celic v t. i. meSanih malignih tumorjih in karcinosarkomih (Misdorp in sod., 1999).

Vnetni karcinom je poseben podtip TMZ. Pojavlja se redko in je agresiven, hitro rasto¢ tumor,
ki zelo pogosto zaseva. PatohistoloSko se pojavlja v razlicnih oblikah, najpogosteje kot
anaplasticen karcinom. Oznacuje ga prisotnost Stevilnih vnetnih in tumorskih celic v
razSirjenih limfnih Zilah koze (Perez Alenza in sod., 2001; Pena in sod., 2003). Klini¢ni znaki
prizadetih psic so podobni kot pri mastitisu. Prizadeti mlecni kompleksi so topli in otekli,

tumor se navadno difuzno razrasc¢a (Murphy, 2008).

Sarkomi, v primerjavi s karcinomi, pogosteje tvorijo zasevke. Sarkomi navadno zasevajo prek
krvozilja, karcinomi prek limfnega obtoka v regionalne bezgavke in naprej v plju¢a (Hellmen,
2005). Manj pogosta mesta tvorjenja zasevkov so jetra, kosti, mozgani, vranica, ledvice, koza,
oko, nadledvicni Zlezi, maternica, srce, skeletne misSice in trebusna slinavka (Sleeckx in sod.,
2011). Najagresivnej$e in prognosti¢no najmanj ugodne patohistoloske oblike TMZ psic
predstavljajo anaplasti¢ni karcinomi, karcinosarkomi in vnetni karcinomi (Hellmen, 2005;

Murphy, 2008; Millanta in sod.; 2010).

Po objavljenem patohistolodkem razvri¢anju TMZ po Misdorpu in sod. (1999) so bili opisani
Stevilni novi patohistoloki tipi TMZ pri psicah. Goldschmidt in sod. (2011) so predlagali nov
sistem razvr$¢anja TMZ pri psicah (Tabela 2, desno). Oblikovali so §tiri skupine: epitelijski

karcinomi, karcinomi posebnega tipa, sarkomi in karcinosarkomi. Prvotno skupino
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karcinomov enostavnega tipa razli¢nih vzorcev rasti so preoblikovali v tri samostojne skupine.
V razvr$€anje so vpeljali nove podtipe: kribriformen karcinom enostavnega tipa,
komedokarcinom, duktalen karcinom, intraduktalen papilaren karcinom, invaziven
mikropapilaren karcinom in maligni mioepiteliom (Goldschmidt in sod., 2011). Pena in sod.
(2013) in Rasotto in sod. (2012) so v svojih raziskavah uporabili sistem razvri€anja TMZ pri
psicah po Goldschidtu in sod. (2011). Kljub novo predlaganem razvrianju je veljaven

standard za patohistolosko razvrs¢anje po Misdorpu in sod. (1999).
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Tabela 2: Primerjava patohistoloskega razvrs¢anja tumorjev mlecne Zleze pri psicah po Misdorpu in sod. (1999)

in Goldschmittu in sod. (2011)

Table 2: Comparison of histopathological classification of canine mammary gland tumours according to Misdorp

et al (1999) and Goldschmidt et al (2011)

N

Patohistolosko razvri¢anje malignih TMZ pri

psicah po Misdorpu in sod. (1999)

karcinom in situ

karcinom kompleksnega tipa
karcinom enostavnega tipa
3.1. tubulopapilaren

3.2. soliden
3.3. anaplasti¢en
poseben tip

4.1. vretenastocelicen

4.2. ploscatocelicen

4.3. mucinozen

4.4. bogatiz lipidi

sarkomi

5.1. fibrosarkom

5.2. osteosarkom

5.3. ostali sarkomi
(hondrosarkomi, liposarkomi)
karcinosarkom

karcinom ali sarkom v benignem tumorju

Patohistolosko razvri¢anje malignih TMZ pri psicah
po Goldschmidtu in sod. (2011)

maligni epitelijski tumoriji

1.1. karcinom in situ

1.2. karcinom enostavnega tipa
1.2.1.  tubularen
1.2.2. tubulopapilaren
1.2.3. cisticno-papilaren
1.2.4.  kribriformen

1.3. karcinom —invaziven mikropapilaren

1.4. karcinom —soliden

1.5. komedokarcinom

1.6. anaplasti¢en karcinom

1.7. karcinom v adenomu kompleksnega tipa/mesanem tumorju

1.8. karcinom kompleksnega tipa (epitelijski sestavni del je
maligen, mioepitelijski maligen)

1.9. karcinom in maligni mioepiteliom (epitelijski in
mioepitelijski sestavni del sta maligna)

1.10. karcinom —mesani tip (epitelijski sestavni del je maligen;
mioepitelijski sestavni del je benigen; mezenhimski sestavni

del tvori hrustanec ali kostnina)
1.11. duktalen karcinom
1.12. intraduktalen papilaren karcinom

maligni epitelijski tumorji posebnega tipa

2.1. ploscatoceli¢en karcinom

2.2. Zlezni ploScatocelicen karcinom

2.3. mucinozen karcinom

2.4. zlipidi bogat karcinom

2.5. vretenastocelicen karcinom
2.5.1. maligni mioepiteliom
2.5.2. ploscatocelicen karcinom — vretenastocelicen
2.5.3. karcinom — vretenastocelicen

2.6. vneten karcinom

maligni mezenhimski tumorji — sarkomi
3.1. osteosarkom

3.2. hondrosarkom

3.3. fibrosarkom

3.4. hemangiosarkom

3.5. ostali sarkomi

karcinosarkomi — maligni mesani tumoriji
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2.3.2.1 Ocena stopnje diferenciacije tumorja

Z uporabo obicajnih patohistoloskih meril je posamezne primere TMZ pri psicah tezko
razvrstiti, saj so mogoce kombinacije razli¢nih tipov celic znotraj istega tumorja (Misdorp in
sod., 1999; Hellmen, 2005; Munson in Moresco, 2007). Rezaie in sod. (2009) priporocajo, da
se pri patohistoloski diagnozi uposteva ocena stopnje diferenciacije tumorja (ang. histological
grade). Pri TMZ pri Zenskah se za oceno stopnje diferenciacije tumorjev najpogosteje
uporablja modificirana metoda po Nottinghamu, avtorjev Elston in Ellis (1991) (Rakha in sod.,
2008). Metoda zdruZuje oceno stopnje navzocnosti tubulov, pleomorfnosti tumorskih celic in
njihovih jeder ter oceno stopnje proliferacije z dolo¢anjem Stevila mitoz. Tumorji se ocenijo s
stopnjo diferenciacije od | do Ill (Tabela 3). Tumorji stopnje diferenciacije | so dobro
diferencirani, tumorji stopnje diferenciacije Il zmerno, medtem ko je diferenciranost
tumorjev stopnje diferenciacije Il slaba. Metodo Elstona in Ellisa so uporabili mnogi avtor;ji za
ocenjevanje TMZ pri psicah (Karayannopoulou in sod., 2005; Rezaie in sod., 2009; Clemente
in sod., 2010; Santos in sod., 2010a; Manuali in sod., 2012). Karayannopoulou in sod. (2005)

in Pena in sod. (2013) so dokazali prognosti¢no vrednost ocene.

Tabela 3: Merila za ocenjevanje stopnje diferenciacije malignih tumorjev mlecne Zleze po Elstonu in Ellisu (1991)
Table 3: Criteria for assessing the histological grade of malignant mammary gland tumours in accordance with

Elston and Ellis (1991)

Merila za ocenjevanje stopnje diferenciacije po Elstonu in Ellisu (1991)

Navzocnost tubulov Tockovanje
>75% 1
10do 75 % 2
<10% 3
Pleomorfizem jeder
majhna jedra, enakih oblik 1
zmerna odstopanja v velikosti in obliki jeder 2
mocna odstopanja v velikosti in obliki jeder 3
Stevilo mitoz
0-9 1
10-19 2
>20 3
stopnja diferenciacije skupno st. tock
| 3-5
I 6-7

1] 8-9




M. Cerovsek: Prognosti¢na vrednost ... razvr§¢anja malignih tumorjev mlec¢ne Zleze pri psicah ... 31
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2013. Doktorska disertacija

2.4 RAZVRSCANJE NA PODLAGI RAVNI IZRAZANJA POSAMEZNIH CELICNIH
OZNACEVALCEV

Z dolo¢anjem ravni izrazanja celi¢nih oznacevalcev ER, PR in HER-2 lahko TMZ razdelimo na
tri razliéne IHC podtipe; luminalni podtip A, luminalni podtip B in podtip HER-2. Tumoriji
luminalnega podtipa A povetano ali moéno izrazajo ER (tumorji ER') in/ali PR (tumorji PRY)
ter $ibko izraZajo ali ne izraZajo HER-2 (tumorji HER-2"). Tumorji luminalnega podtipa B so ER*
in/ali PR" ter povedano ali mo¢no izrazajo (tumorji HER-2"). Tumorji podtipa HER-2 ibko
izrazajo ali ne izrazajo ER (tumoriji ER’) in PR (tumoriji PR’) ter so HER-2" (Sassi in sod., 2010).
Tumorje ER’, PR in HER-2" imenujemo trojno negativni tumorji (Rakha in Ellis, 2009). Z
doloCanjem izrazanja ravni celi¢nih oznacevalcev bazalnih keratinov lahko v skupini trojno
negativnih tumorjev dolo¢imo tiste z bazalnim fenotipom. Od 50 do 80 % trojno negativnih
tumorjev izraza bazalne keratine in so bazalnega podtipa (Carey in sod., 2006; Bertucci in
sod., 2008; Cheang in sod., 2008). V tumorskih celicah bazalnega podtipa se najpogosteje
izrazajo keratin 5/, keratin 14 in keratin 17 (Kim in sod., 2006; Livasy in sod., 2006; Haupt in
sod., 2010). Poleg bazalnih keratinov se vimentin ocenjuje kot uporaben celi¢ni oznacevalec
za tumorje bazalnega podtipa (Rodriguez - Pinilla, 2006; Chen in sod., 2008; Kusinska in sod.,
2009; Sousa in sod., 2010).

Razvri¢anje TMZ z dolo¢anjem ravni izraZanja celiénih oznacevalcev ER, PR, HER-2 in bazalnih
celiénih oznacevalcev izhaja iz molekularnega razvri¢anja TMZ pri Zenskah z metodo DNA-
mikromrez. Pionirji na tem podrocju so Perou in sod. (2000), sledile so Stevilne podobne
raziskave, ki so na molekularni ravni potrdile raznolikost TMZ pri Zenskah (Sorlie in sod.,
2001; Sorlie in sod., 2003; Hu in sod., 2006; Reis - Filho in sod., 2006; Parker in sod., 2009).
Molekularni podtipi TMZ pri zenskah se poimenujejo glede na razli¢ne vzorce izrazanja genov
v tumorjih. Vzorec izrazanja genov bazalnega podtipa tumorjev je podoben vzorcu izrazanja
genov bazalne mioepitelijske celice mlecne Zleze, medtem ko je vzorec izrazanja genov
luminalnega podtipa tumorjev podoben vzorcu izrazanja genov luminalne epitelijske celice
mlecne Zleze (Wetzels in sod., 1989; Sorlie in sod., 2003; Sotiriou in sod., 2003; Rakha in sod.,

2007).
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2.4.1 Prognosti¢na vrednost imunohistokemic¢nega razvrscanja

Na malignih TMZ pri psicah sta bili do sedaj opravljeni dve raziskavi, kjer so proucevali
prognosti¢no vrednost razvrS¢anja tumorjev, dolocenega na podlagi ravni izrazanja celi¢nih
oznacevalcev (IHC razvri$canje) (Gama in sod., 2008; Sassi in sod. 2010). Velikost vzorca
preiskanih tumorjev je bila v obeh raziskavah razlicna; Gama in sod. (2008) so v raziskavi
obravnavali 102 maligna TMZ, Sassi in sod. (2010) pa 45 malignih TMZ. Avtorji so uporabili
razlicen nabor celi¢nih oznacevalcev. Gama in sod. (2008) so za doloc¢anje luminalnih
podtipov uporabili ER in HER-2, medtem ko so Sassi in sod. (2010) uporabili tudi PR. Razlicen
je bil tudi nabor celi¢nih oznacevalcev za dolocanje bazalnega podtipa tumorjev. Gama in
sod. (2008) so uporabili keratin 5, p63 in P-kadherin, Sassi in sod. (2010) pa keratin 56 in
keratin 14. Gama in sod. (2008) so na podlagi ravni izrazanja posameznih celi¢nih
oznacevalcev tumorje razdelili na luminalni podtip A, luminalni podtip B, podtip HER-2 in
bazalni podtip. V raziskavi Sassi in sod. (2010) niso dokazali podtipa HER-2. V obeh raziskavah
so bili tumorji luminalnega podtipa A dobro diferencirani, ¢eprav so bili v raziskavi Sassi in
sod, (2010) dobro diferencirani tudi tumorji bazalnega podtipa. Gama in sod. (2008) so
ugotovili mocno statisticno znacilno povezavo med IHC podtipi tumorjev in stopnjo
diferenciacije. Vsi tumorji stopnje diferenciacije | so bili luminalnega podtipa A. Nasprotno je
bilo v raziskavi Sassi in sod. (2010) 60 % vseh tumorjev bazalnega podtipa dobro
diferenciranih s stopnjo diferenciacije I. Podobno nasprotujoci so si rezultati o prognosticni
vrednosti IHC razvré€anja TMZ pri psicah. Gama in sod. (2008) so ugotovili statisti¢no znacilno
krajSe prezivetje psic s tumorji bazalnega podtipa. Sassi in sod. (2010) niso ugotovili
statisti¢no znacdilne povezave med preZivetjem psic z razlicnimi IHC podtipi tumorjev, rezultati
njihove raziskave pa nakazujejo na najboljSi izid bolezni pri psicah s tumorji bazalnega

podtipa.

Beha in sod. (2012a) so iskali povezave med IHC podtipi primarnih TMZ pri psicah in IHC
podtipi njihovih zasevkov. Zaradi nizkega Stevila podatkov o preZivetju, povezave med IHC
podtipi in prognozo bolezni niso statisti¢no ovrednotili. TMZ vseh petih psic, ki so preZivele
obdobje dveh let po kirurski odstranitvi tumorjev, so bili luminalnega podtipa A in B, medtem

ko so bili TMZ poginulih psic podtipa HER-2 oziroma bazalnega podtipa.
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IHC razvrscanje je bilo uporabljeno tudi v raziskavi Ribeiro in sod. (2012), kjer so proucevali
morfolo$ke znacilnosti in IHC profil karcinomov v benignih me$anih TMZ pri psicah. Avtoriji

niso dokazali povezave med patohistoloskimi znacilnostmi in IHC podtipi tumorjev.

2.5 ESTROGENSKI IN PROGESTERONSKI RECEPTORII

Estrogen in progesteron sta nujno potrebna za normalen razvoj mlecne Zleze (Watson in
Khaled, 2008; Chandra in sod., 2010). V celicah mlec¢ne Zleze, ki izrazajo ER oziroma PR,
estrogen in progesteron pospesujeta njihovo proliferacijo (Rosen, 2003; Stingl, 2011; Platet in
sod., 2004). Estrogen pospesSuje razvoj in oblikovanje izvodil mle¢ne Zleze (Anderson in
Clarke, 2004; Basu in Rowan, 2005), medtem ko progesteron uravnava razvoj alveol (Manee-

inin sod., 2010).
2.5.1 Zgradba in delovanje estrogenskih receptorjev

ER spadajo v druzino jedrnih receptorjev, ki delujejo kot transkripcijski dejavniki. Aktivirajo se
ob vezavi estrogena in z vezavo na DNA urejajo prepisovanje tarénih genov, ki imajo v svojem
zaporedju na estrogen odzivne elemente (Kumar in sod., 2011). Lo¢imo dva tipa ER; ERa in
ERB, ki ju kodirata dva razlicna gena. Estrogen se z enako afiniteto veze na oba receptorja.
Razporeditev in signalizacija ERa in ERP je tkivno specificna (Weihua in sod., 2003; Kumar in
sod., 2011). Domene molekule ER oznacujemo od A do F. Mesto vezave na DNA je na
centralni domeni C. Domena E vsebuje mesto, kamor se veZe estrogen in koregulatorni

proteini (Lovsin Barle, 2004; Hall in McDonnell, 2005; Heldring in sod., 2007).

Lo¢imo dve poti aktivacije ER; klasi¢no in alternativno. Pri klasi¢ni poti estrogen prehaja prek
membrane celic, vstopi v jedro in se veZe na jedrni ER. Vezava povzroci dimerizacijo
receptorja in ER postane dovzetnejSi za vezavo koregulativnih proteinov (koaktivatorji ali
korepresorji) na promotorsko mesto in za vezavo na DNA (Basu in Rowan, 2005; Kumar in
sod., 2011). V primerjavi z daljSo klasi¢no potjo aktivacije so ucinki alternativne poti aktivacije
hipni. Alternativna pot je vezana na membranski ER, ki predstavlja na amino koncu molekule
krajSo obliko jedrnega ER (Heldring in sod., 2007; Levin, 2009; Kim in sod., 2011b).

Alternativna pot je kompleksna (Barton, 2012).
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2.5.2 Zgradba in delovanje progesteronskih receptorjev

Pri sesalcih sta poznani dve izoobliki PR; PRA in PRB, ki ju kodira isti gen. Dve razli¢ni obliki PR
sta posledica prepisovanja gena iz razliénih promotorjev in zacetnih kodonov. Razlikujeta se v
tem, da PR-B vsebuje dodatno zaporedje aminokislin na amino koncu molekule (Connely in
sod., 2003; Gadkar - Sable in sod., 2005). Molekula PR je sestavljena iz razlicnih domen.

Regija C predstavlja mesto vezave na DNA (Connely in sod., 2003).

Klasi¢na pot aktivacije PR je podobna klasi¢ni poti aktivacije ER. Ob vezavi progesterona na
jedrni PR pride do dimerizacije receptorja, kar omogoci vezavo na DNA. VeZe se na
progesteron odzivne elemente znotraj promotorskega mesta tarc¢nih genov. Poleg klasi¢ne
poti aktivacije lahko signalizacija PR, podobno kot pri ER, poteka prek alternativnih poti

aktivacije (Connely in sod., 2003; Gellersen in sod., 2009).

2.5.3 Vpliv na razvoj tumorjev mlecne Zleze

Estrogen pomembno vpliva na nastanek in napredovanje TMZ. ERa predstavlja kljuéni
dejavnik prepisovanja, medtem ko vloga ERPB $e ni povsem razjasnjena (Mann in sod., 2011;
Murphy in Leygue, 2012). V TMZ estrogen prek ER pospesuje prepisovanje proteinov, ki
delujejo kot rastni dejavniki (Mady in sod., 2000; Platet in sod., 2004). Estrogen kot
pospesSevalec proliferacije zvisa Stevilo celic, ki so hkrati v fazi delitve. Poveca se tveganje za
nastanek napak v ¢asu podvojevanja DNA in s tem mutacij, ki lahko povzrocijo motnje v
celicnem ciklusu, apoptozi in popravilu DNA. V tumorskih celicah je v primerjavi s fizioloskimi
celicami mleéne Zleze signalizacija ER in obdcutljivost celic na delovanje estrogena
spremenjena. V zacetni fazi je rast tumorja odvisna od prisotnosti spolnih hormonov. Z
napredovanjem tumorske celice ne izrazajo vecC ER in njihova rast postane neodvisna od

delovanja spolnih hormonov (Rosen, 2003; Clarke in sod., 2004; Basu in Rowan, 2005).

Ob pospesevanju proliferacije ER in PR sodelujejo tudi v nekaterih drugih procesih rasti
tumorja; med drugim pri procesu razrasc¢anja novih krvnih zil in gibljivosti celic (Platet in sod.,
2004). Estrogen in progesteron vplivata na proces angiogeneze direktno s pospesevanjem
proliferacije endotelijskih celic ali pa indirektno z uravnavanjem izrazanja VEGF (Dabrosin in

sod., 2005; Liang in Hyder, 2005; Hyder, 2006; Applanat in sod., 2008). Estrogen in
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progesteron s skupnim delovanjem intenzivneje pospesujeta proces angiogeneze (Dabrosin
in sod., 2005). PR v TMZ pospesuje gibljivost in invazivnost tumorskih celic (Xiao-Dong in
sod., 2010). ER pospesujejo gibljivost celic prek uravnavanja delovanja razli¢nih proteinov, ki

povzrocijo hitro preoblikovanje aktinskih filamentov (Giretti in Simoncini, 2008).

2.5.4 Izrazanje v tumorjih mlecne zleze

Stevilne raziskave so dokazale, da se ER v posameznih patohistoloskih tipih TMZ pri psicah
razliéno izrazajo (Martin de las Mulas in sod., 2005; Millanta in sod., 2005; Manee-in in sod.,
2009). V primerjavi z normalnim tkivom in tumorji je raven izrazanja ER najviSja v
hiperplasticnem tkivu (Millanta in sod., 2005). V malignih TMZ pri psicah so ER pogosteje
izrazeni v karcinomih kompleksnega tipa in v tubulopapilarnih karcinomih, nizke stopnje
diferenciacije in pri psicah brez prisotnih zasevkov v regionalnih bezgavkah ali oddaljenih
zasevkov, niZjega klini¢nega stadija (Martin de las Mulas in sod., 2005; Millanta in sod., 2005;
Chang in sod., 2009). Pri psicah s tumorji ER" obstaja vecja verjetnost pojava zasevkov v
regionalnih bezgavkah in visja je tudi smrtnost (Martin de las Mulas in sod., 2005; Millanta in
sod., 2005). Nieto in sod. (2000) so v svoji raziskavi ugotovili, da je raven izrazanja ER v
malignih TMZ vi$ja pri psicah, pri katerih je bila v preteklosti diagnosticirana navidezna
brejost. Dokazana je povezava med starostjo in ravnijo izrazanja ER; ER so pogosteje izrazeni v

TMZ pri mlajsih psicah (Martin de las Mulas in sod., 2005).

Zaradi podobnih mehanizmov delovanja je vzorec izrazanja ER in PR v tkivu mle¢ne Zleze pri
psicah podoben (Manee-in in sod., 2010). Podoben je tudi njun vzorec izrazanja v TMZ. PR je
v malignih TMZ pri psicah prav tako pogosteje izrazen v karcinomih kompleksnega tipa nizke
stopnje diferenciacije in v tumorijih psic niZjega klini¢énega stadija (Martin de las Mulas in sod.,
2005). Chang s sod. (2009) in Millanta s sod. (2005) so ugotovili krajSe prezZivetje psic s

tumorji PR™ v primerjavi s psicami s tumorji PR".

2.6 RECEPTOR ZA HUMANI EPIDERMALNI RASTNI DEJAVNIK 2

HER-2 deluje v procesih proliferacije celic mlecne Zleze v ¢asu spolnega dozorevanja in

poznejsi diferenciaciji. V ¢asu spolnega dozorevanja je HER-2 najintenzivneje izrazen v celicah
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izvodil in alveol mle¢ne Zleze. Tam uravnava proces veji¢enja izvodil in oblikovanje alveol. V
pozni brejosti in v obdobju mle¢nosti je raven izrazanja HER-2 v mlec¢ni Zlezi nizka (Jones in
Stern, 1999; Andrechek in sod., 2005). Signalizacijske poti ER in HER receptorjev so povezane.
V Casu spolnega dozorevanja spolni hormoni uravnavajo sintezo in aktivacijo HER-2 (Stern,

2008).

2.6.1 Zgradba in delovanje

HER-2 spada med receptorje za epidermalne rastne dejavnike (ang. Human Epidermal growth
factor Receptor — HER), ki so membranski receptoriji s tirozin-kinazno aktivnostjo. Lo¢imo Stiri
tipe HER, ki jih oznacujemo od 1 do 4. Molekulo HER-2 sestavlja izvencelicna domena na
amino koncu, enojna transmembranska vijacnica, tirozin-kinazna domena in znotrajceli¢na

regulatorna domena (Park in sod., 2008; Gutierrez in Schiff, 2011).

Poznanih je ve¢ kot deset razli¢nih ligandov, ki se veZejo na HER. Na HER-2 se ligandi ne
veZejo in protein se aktivira tako, da tvori homodimere ali heterodimere z drugimi HER.
Kompleks HER-2/HER-3 predstavlja heterodimer z najvedjo kataliticno aktivnostjo. Poleg
vezave s predstavniki HER, HER-2 lahko tvori komplekse z nekaterimi drugimi membranskimi
receptorji (Park in sod., 2008; Gutierrez in Schiff, 2011). Vezava liganda na izvenceli¢no
domeno povzrodi dimerizacijo HER in transfosforilacijo znotrajcelicne domene. Fosforilacija
priviaci specificne signalne molekule, ki se veZejo na tirozin-kinazno domeno. Aktivirajo se
kinaze v celici, ki signaliziranje HER-2 prenesejo v jedro. V jedru signalizacija uravnava
prepisovanje genov, ki uravnavajo proliferacijo in diferenciacijo celic in proces razras¢anja

novih krvnih zil (Park in sod., 2008; Gutierrez in Schiff, 2011).

2.6.2 Vpliv na razvoj tumorjev mlecne Zleze

Vpliv HER-2 na rast in zasejanje tumorja je odvisen od tvorjenja homo- ali hetero-dimerov ob
aktivaciji proteina in katere signalizacijske poti se posledi¢no sprozZijo (Hardy in sod., 2010).
HER-2 z uravnavanjem kontrolnih toc¢k celi¢nega ciklusa v TMZ pospesuje proliferacijo in
zavira apoptozo. Motnje v nadzoru celi¢nega ciklusa, Se posebej kontrolne tocke G1/S (faza

rasti celice/faza podvajanja DNA), vodijo v nenadzorovano proliferacijo celic (Moasser, 2007;
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Park in sod., 2009). S pospesSevanjem izrazanja VEGF HER-2 vpliva na procese razrasc¢anja
novih krvnih Zil (Pietras, 2003; Menard, 2004; Park in sod., 2009). Z uravnavanjem
signalizacije integrinov, fokalne adhezije celic in delovanja aktinskega citoskeleta HER-2
pomembno vpliva na gibljivost in Sirjenje tumorskih celic v druge organe (Moasser, 2007;

Browne in sod., 2009).

Onkogeno delovanje HER-2 v TMZ pri psicah $e ni povsem razjasnjeno. Murua Escobar in sod.
(2001) so ugotovili, da gen, ki kodira HER-2, lezi na delu kromosoma, kjer so pogoste
mutacije. Martin de las Mullas in sod. (2003) tega niso potrdili, medtem ko rezultati njihove
raziskave kazejo, da se v posameznih TMZ pri psicah HER-2 povecano ali moéno izraza brez
prisotnosti ve¢ kopij gena. Hsu in sod. (2009) so na delu kromosoma, ki kodira HER-2 potrdili

le tihe mutacije.

2.6.3 lzrazanje v tumorjih mlecne zleze

Tumorji HER-2" predstavljajo 18 do 30 % vseh malignih TMZ pri psicah (Kim in sod., 2011).
Rezultati raziskav izrazanja HER-2 v TMZ pri psicah si nasprotujejo. Martin de las Mulas in
sod. (2003) so ugotovili mocnejse izrazanje HER-2 v malignih TMZ psic in nasprotno so
Rungsipipat in sod. (2008) ugotovili mocnejse izrazanje HER-2 v benignih tumorjih. Dutra in
sod. (2004) so ugotovili razliéno raven izrazanja HER-2 v TMZ pri psicah razliénih stopenj
diferenciacije. Hsu in sod. (2009) so ugotovili, da je preZivetje psic z malignimi TMZ HER-2" v

dveh letih po kirurski odstranitvi tumorjev daljSe, kot pa pri psicah s tumorji HER-2".

2.7 BAZALNI KERATINI IN VIMENTIN

Lo¢imo tri tipe nitastih struktur; aktinske filamente, mikrotubule in intermediarne filamente.
Intermediarni filamenti so po obliki gladke, dolge, nerazvejane niti, ki se razpostrirajo po vsej
citoplazmi (Jezernik in sod., 2012). Keratini sestavljajo intermedirane filamente specificne za
epitelijske celice. V razlicnih epitelijskih celicah so razli¢ni keratini, njihova pojavnost odraza
stopnjo diferenciranosti in funkcijsko specificnost celice. Keratini omogocajo mehansko oporo
in pomembno sodelujejo pri Stevilnih drugih procesih v celici; med drugim pri prenosu

razliénih snovi znotraj celicnih organel, gibljivosti celice, signalizaciji, imunskem odzivu in
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prezivetju celice. Lo¢imo keratine tipa | ali kisle keratine in keratine tipa I, ki so nevtralni ali
bazi¢ni. Keratin 14 sodi med keratine tipa |, keratina 5 in 6 pa med keratine tipa Il (Schweizer

in sod., 2006; Windoffer in sod., 2011; Jezernik in sod., 2012).

V skupino lll sodijo vimentin in njemu sorodni polipeptidi. Vimentin je med vrstami najbolj
ohranjen intermediaren filament tipa Ill. Izraza se v fibroblastih, gladkih misi¢nih celicah in
levkocitih. Tako kot intermediarni filamenti tipa | in Il vimentin vzdrZuje strukturo celice in

sodeluje v mnogih drugih procesih (Satelli in Li, 2011).
2.7.1 Pomen izrazanja keratina 5/, keratina 14 in vimentina v tumorjih mle¢ne Zleze

V mlecni Zlezi pri psicah se keratin 14 izraza v bazalni mioepitelijski celici (Beha in sod.,
2012b). Vimentin se izraza v fibroblastih in endotelijskih celicah vezivnega tkiva mlec¢ne Zleze,
medtem ko si rezultati raziskav izraZzanja vimentina v bazalni mioepitelijski celici nasprotujejo

(Hellmen in Lindgren, 1989; Vos in sod., 1993).

Raziskave ravni izraZanja keratina 56, keratina 14 in vimentina v TMZ pri psicah so
malostevilne. V dveh starejsih raziskavah so avtorji ugotovili, da se vimentin v malignih TMZ
pri psicah izraza tudi v dolo¢enem delezu epitelijskih tumorskih celic (Hellmen in Lindgren,
1989; Vos in sod. 1993). Ramalho in sod. (2005) so proucevali izvor me$anih TMZ pri psicah in
keratin 5 se je izrazal v mioepitelijskih in bazalnih epitelijskih celicah. Avtorji menijo, da to
nakazuje na izvor epitelijske in mioepitelijske komponente me$anih TMZ pri psicah iz skupne
bipotentne predniske celice, ki izraza keratin 5. Beha in sod. (2012b) so ugotovili, da se
keratin 56 in 14 slabse izrazata v proliferirajocih moiepitelijskih celicah, medtem ko je njuno
izrazanje povsem odsotno v mioepitelijskih celicah vretenaste in zvezdaste oblike, ki pa

izraZzajo vimentin.

2.8 VASKULARNI ENDOTELHSKI RASTNI DEJAVNIK

Aktivacija vaskularnega endotelijskega rastnega dejavnika (ang. vascular endothelial growth
factor — VEGF) predstavlja mejni korak v procesu angiogeneze (Ferrara, 2002; Bergers in

Benjamin, 2003). Angiogeneza je proces brstenja novih kapilar iz Ze obstojecih krvnih Zil in
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njihovo vraséanje v predhodno neoziljena tkiva (Carmeliet, 2005; Raica in sod., 2009).
Angiogeneza pripomore k napredovanju in zasejanju tumorja, saj rast tumorskih celic
postane neodvisna od oskrbe prek okoliskega tkiva, iz katerega tumor izvira (Ferrara, 2002;
Carmeliet, 2005). Tkivo tumorja je neoZiljeno vse dokler ne doseZe velikosti premera ena do
dva mm. Do te velikosti se tumorske celice oskrbujejo prek difuzije iz okoliskega tkiva (Correa
de Sampaio in sod., 2012). Maligne celice z izlo¢anjem angiogenih dejavnikov nenehno
stimulirajo celice vezivnega tkiva in celice krvnih Zil okoliSkega tkiva, kar povzrodi intenzivno
brstenje okoliskega Zilja in vras¢anje novo nastalih brstov v tkivo tumorja (Bergers in

Benjamin, 2003; Bhat in Singh, 2008; Rapisarda in Melillo, 2012).
2.8.1 Zgradba in delovanje

Gen za VEGF je dobro ohranjen med posameznimi Zivalskimi vrstami. Pri sesalcih lo¢imo pet
predstavnikov VEGF: VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD in rastni dejavnik placente. Vsi so
polipeptidi, sestavljeni iz dveh homolognih dimerov. Dejavniki so si razlicni v molekularni
zgradbi; razlic¢ici VEGFA in VEGFB nastajata v procesu alternativnega spenjanja eksonov,
razlicice VEGFC, VEGFD in rastni dejavnik placente pa pri procesiranju (Yamazaki in Morita,
2006; Grunewald in sod., 2010). VEGF delujejo prek treh receptorjev; VEGFR1, VEGFR2 in

VEGFR3, na katere se veZejo z razli¢no afiniteto (Koch in Claesson - Welsh, 2012).

VEGFA predstavlja dejavnik z najmocnejSo angiogeno aktivnostjo. Sintetizira se v celicah
parenhimskih organov in je nujen za normalen razvoj krvozilja. Ob vezavi na VEGFR2
pospesuje proliferacijo, gibljivost in propustnost endotelijskih celic. VEGFR1 deluje kot
zaviralec angiogenih ucinkov. Ob vezavi VEGFA na VEGFR1 se zmanjsSa razpolozljivost tega

dejavnika za VEGFR2 (Lee in sod., 2007; Koch in Claesson - Welsh, 2012).
2.8.2 lzrazanje v tumorjih mlecne zleze

Pri psicah je izrazanje VEGF mo¢nejée v malignih, slabo diferenciranih TMZ (Restucci in sod.
2002; Qiu in sod., 2008; Queiroga in sod., 2011a; Al - Dissi in sod., 2010; Millanta in sod.,
2010). Qiu in sod. (2008) menijo, da raven izrazanja VEGF v TMZ pri psicah predstavlja

pomemben prognostic¢en dejavnik.



M. Cerovsek: Prognosti¢na vrednost ... razvr§¢anja malignih tumorjev mlec¢ne Zleze pri psicah ... 40
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2013. Doktorska disertacija

3 MATERIALI IN METODE

3.1 1ZBOR ZIVALI IN ZBIRANJE KLINICNIH PODATKOV

V raziskavo smo vkljucili 72 psic, katerim so med leti 2003 in 2010 na Kliniki za kirurgijo in
male Zivali (KKMZ) Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani (VF UL) odstranili TMZ. Vzorce
tumorjev smo izbrali med arhivskimi vzorci InStituta za patologijo, sodno in upravno

veterinarstvo (IPSUV) VF UL.

Na podlagi podatkov o velikosti tumorjev ter morebitni prisotnosti zasevkov so kirurgi
tumorje razvrstili po sistemu TNM in psicam dolocili klini¢ni stadij od | — V (Lana in sod.,
2007) (Tabela 1). Pri multiplih tumorjih so psicam klini¢ni stadij dolocili na podlagi tumorja z
najvecjim premerom oziroma na podlagi prisotnih zasevkov (Sorenmo in sod., 2011). Psice so

bile zdravljene le kirursko, brez dodatnega zdravljenja.

Na KKMZ VF smo iz kliniénih kartotek zbrali kliniéne podatke o pasmi, starosti, steriliziranosti
psic, mestu tumorjev in morebitni zgodovini navidezne brejosti psic. Ce so podatki manjkali,
smo opravili telefonski pogovor z lastniki psov ali jim po posti poslali vprasalnik (Priloga 1).
Zanimalo nas je prezivetje psic v ¢asu dveh let (730 dni) po kirurski odstranitvi tumorjev.
Ugotavljali smo preZivetje, pogin zaradi TMZ, pogin zaradi drugega vzroka in ponoven pojav

bolezni.

Pri psicah s TMZ je bil pred kirurskim posegom opravljen rentgenski pregled prsnega kosa
(dve laterolateralni projekciji in dorzoventralna) zaradi ugotavljanja morebitne prisotnosti
zasevkov v pljucih. Lastnikom psov je bil priporo¢en kontrolni rentgenski pregled tri mesece
in Sest mesecev po opravljenem kirurSkem posegu in nato enkrat na leto. Ob potrjenih
zasevkih v regionalnih bezgavkah se je kontrolni rentgenski pregled priporocal en mesec po
opravljenem kirurSkem posegu. Ugotovitve ob opravljenem rentgenskem pregledu so bile

zapisane v klini¢no kartoteko psic.
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3.2 OBDELAVA TKIV IN PATOHISTOLOSKA PREISKAVA

TMZ so bili takoj po kirurski odstranitvi preneseni v 10 % puferiran formalin. Cas fiksacije v
formalinu se je razlikoval med posameznimi tumorji. Fiksacija je potekala od 24 ur do nekaj
dni. Vzorci so bili impregnirani s parafinom z aparaturo HypercenterXP (Shandon®), manjsi
tumorji so bili impregnirani v celoti, pri ve¢jih tumorjih so bili izbrani reprezentativni vzorci
tkiva. Parafinski bloki so bili izdelani na aparaturi Histocenter (Shandon®). Z drsnim
mikrotomom (Leica®) so bile narezane tkivne rezine debeline 4 pm. Barvanje s
hematoksilinom in eozinom (HE) je bilo izvedeno po standardnem postopku IPSUV VF UL. V
aparaturi Varistain (Shandon®) so se tkivne rezine deparafinizirale v ksilolu in padajo&i vrsti
alkoholov, pobarvale s HE in konéno dehidrirale v narascajoli vrsti alkoholov. Postopek
barvanja se je koncal z bistrenjem v ksilolu. Pobarvane tkivne rezine so bile pokrite s

sinteti¢no smolo in pokrivnim stekelcem.

Za vsak tumor je bila v okviru redne diagnostike na IPSUV VF UL opravljena patohistoloska
diagnostika na osnovi meril WHO (Misdorp in sod., 1999) (Tabela 2, levo). Patohistolosko
diagnozo je dodatno potrdil drugi patohistolog. V raziskavo smo vkljucili le maligne TMZ, ki so

bili psicam kirur$ko odstranjeni na KKMZ VF UL med leti 2003 in 2010.

Poleg patohistoloske diagnostike smo vsem karcinomom enostavnega, kompleksnega in
posebnega tipa dolodili stopnjo diferenciacije. Na osnovi meril, ki sta jih opredelila Elston in
Ellis (1991), smo tumorje razdelili na dobro diferencirane (stopnja diferenciacije 1), zmerno
diferencirane (stopnja diferenciacije 1) in slabo diferencirane (stopnja diferenciacije 1ll). S
tockami od ena do tri smo ocenjevali navzocnost tubulov, pleomorfizem jeder in Stevilo
mitoz. Navzo¢nost tubulov smo ocenili z 1 v primeru, ko je tumor sestavljalo manj kot 10 %
tubulov, z 2 v primeru, ko je bilo tubulov 10 do 75 % in s 3 v primeru, ko je bilo tubulov vec
kot 75 %. Pri tumorjih kompleksnega tipa smo navzocnost tubulov ocenjevali le v podro¢jih z
epitelijskimi celicami. Pleomorfizem jeder smo glede na intenzivnost ocenili z 1 ob blagem
pleomorfizmu, z 2 ob zmernem pleomorfizmu in s 3 ob mo¢nem pleomorfizmu. Mitoze smo
Steli na desetih izbranih poljih pod 400-kratno povecéavo in tumorje ocenili z 1 v primeru 0-9
mitoz, z 2 v primeru 10-19 mitoz in s 3 v primeru, ko je bilo prestetih mitoz ve¢ kot 20. Tocke

ocenjevanja posameznega merila smo med seboj sesteli in glede na dosezeno vsoto dolocili
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stopnjo diferenciacije; stopnjo diferenciacije | smo dolocili ob 3-5 skupnih tockah, stopnjo
diferenciacije 1l ob 6—7 skupnih tockah in stopnjo diferenciacije 1ll ob 8-9 skupnih tockah

(Tabela 3). Stopnjo diferenciacije je dodatno potrdil Se drugi patohistolog.
3.3 IMUNOHISTOKEMICNE PREISKAVE

Vse IHC preiskave smo izvedli na parafinskih tkivnih rezinah debeline 4 um, ki smo jih prenesli
na objektna stekelca, prevlecena s 3-aminopropiltrietoksilanom (APTES) in jih nato skozi no¢
suSili v termostatu pri temperaturi 50° C. Tkivne rezine smo pred IHC oznacevanjem

deparafinizirali v aparaturi Varistain (Shandon®).

Pri IHC preiskavah smo v protokol vkljucili postopek razkrivanja antigena. Uporabljeni so bili
razlicno dolgi ¢asovni intervali razkrivanja v razliénih pufrih (Tabela 7). Vsa IHC oznacdevanja
smo izvedli z vizualizacijskim kitom Dako REAL™ EnVision™ Detection System
Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse (Dako, kat. st. K5007). Vizualizacijski kit vsebuje sekundarna
kozja protitelesa proti kuncjim in misSjim imunoglobulinom, konjugirana s polimerom,
oznacenim s hrenovo peroksidazo (stekleni¢ka A) ter pufer (Substrate Buffer — steklenicka B)
in kromogen (3-diaminobenzidin (DAB) + Chromogen — steklenicka C) za pripravo raztopine
barvnega substrata. Raztopino barvnega substrata smo pripravili pred uporabo tako, da smo
v pufer dodali kromogen v razmerju 1 ml pufra in 20 pl kromogena. Kot izpiralni pufer smo
uporabili Tris-pufer z dodatkom tween-a (ang. Tris-buffered-saline-tween — TBST) pH 7,5, ki
smo ga pripravili tako, da smo osnovno raztopino red¢ili z destilitrano vodo v razmerju 1 : 9 in
na 1 L delovne raztopine dodali 5 ml detergenta Tween 20 (polisorbat 20). Za spiranje in
bistrenje s hematoksilinom kontrastiranih rezin smo uporabili fosfatni pufer z NaCl (angl.

phosphate buffer saline — PBS) s pH 7,2.

IHC oznacéevanja smo izvedli po naslednjem postopku:
1. Deparafinizacija tkivnih rezin do vode.
2. Razkrivanje antigena.
3. Hlajenje tkivnih rezin najmanj 20 min.
4

Spiranje v izpiralnem pufru.
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5. Inhibicija endogene peroksidaze v Peroxidase-Blocking Solution, Dako REAL™ (Dako,
kataloska oznaka S2023), 30 min.
6. Spiranje v izpiralnem pufru.
7. Inkubacija s primarnimi protitelesi, redenimi z redCilom za protitelesa DAKO
Cytomatin Antibody Diluent (Dako, kataloSka oznaka $2022).
8. Spiranje v izpiralnem pufru.
9. Inkubacija v sekundarnih protitelesih iz vizualizacijskega kita Dako REAL™ (steklenicka
A).
10. Spiranje v izpiralnem pufru.
11. Inkubacija v delovni raztopini barvnega substrata z DAB na sobni temperaturi.
12. Spiranje s tekoco vodo.
13. Spiranje z destilirano vodo.
14. Kontrastiranje z Mayerjevim hematoksilinom 30 sekund.
15. Spiranje in bistrenje v PBS 1 min.
16. Spiranje pod teko¢o vodo 5 min.
17. Dehidracija v narascajoci vrsti alkoholov, bistrenje v ksilolu in pokrivanje s sinteti¢no
smolo.
Postopek IHC oznafevanja za posamezna primarna protitelesa je bil enak v vecini navedenih
tock. Razlike so bile v razliénih ¢asovnih intervalih in uporabljenih pufrih za razkrivanje
antigena (tocka 2), razlicnih ¢asovnih intervalih inkubacije z razliéno red¢enimi primarnimi
protitelesi (tocka 7) in razliénih ¢asovnih intervalih inkubacije v delovni raztopini barvnega
substrata z DAB (tocka 11) (Tabela 7). Za vsa v raziskavo vklju¢ena protitelesa smo postopek
razkrivanja antigena izvedli v mikrovalovni pedici. Razen pri ER in keratinu 56, je bila pri vseh
drugih protitelesih mo¢ mikrovalov na zadetku 1100 W, ob vretju smo moc¢ postopoma
zmanjsevali vse do 220 W. Pri ER in keratinu 56 je bila moc¢ valov skozi celoten postopek

razkrivanja antigena 770 W (Tabela 7).
Tabela 7 v rezultatih prikazuje optimizirane postopke IHC preiskav za posamezno protitelo.

Pri postopku IHC preiskave izrazanja ER, PR in VEGF smo poskusili pred nanosom primarnega
protitelesa tkivne rezine eno uro inkubirati z redéenim kozjim ali prasi¢jim serumom ali

mlekom v prahu za blokado nespecificne reakcije. Vkljucitev te tocke v IHC postopek ni
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bistveno vplivala na rezultat, zato je niso uporabili pri konénem postopku oznacevanja.

Pozitivna reakcija je pri IHC postopku, kjer uporabimo DAB kot barvni substrat, vidna kot rjav
reakcijski produkt. Za kontrastiranje smo jedra obarvali z Mayerjevim hematoksilinom. Pri
negativni kontroli ne pride do rjavega reakcijskega produkta. Jedra se po kontrastiranju s

hematoksilinom obarvajo nezno modro.
3.3.1 Celi¢ni oznacevalci

e Za oznadevanje ER v malignih TMZ pri psicah smo uporabili mije monoklonsko
protitelo, klon 1D5 (Dako), ki se veze na domeno na amino koncu molekule ERa pri
¢loveku. Protitelo se veZe tudi na ERa pri psu (Geraldes in sod., 2000; Martin de las
Mullas in sod., 2005, Toniti in sod., 2009; Beha in sod., 2012b).

e Za oznadevanje PR v malignih TMZ pri psicah smo uporabili kunéje poliklonsko
protitelo (PR(c-19): sc-538, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), ki se veZe na karboksilni
konec molekule PR pri ¢loveku. Protitelo se veZze na PRA in PRB obliko. Protitelo se
veze tudi na PR pri psu (Toniti in sod., 2009).

e Za oznalevanje HER-2 v malignih TMZ pri psicah smo uporabili kunéje poliklonsko
protitelo c-erbB-2 Oncoprotein (Dako), ki se veze na znotrajcelicno domeno molekule
HER-2 pri ¢loveku. Protitelo se veZe tudi na HER-2 pri psu (Martin de las Mullas in
sod., 2003; Dutra in sod., 2004; Rungsipipat in sod., 2008; Sassi in sod., 2010).

e Za oznalevanje keratina 56 v malignih TMZ pri psicah smo uporabili misje
monoklonsko protitelo, klon D5/16 (Dako), ki se veZze na keratin 5 in 6 pri ¢loveku.
Protitelo se veZe tudi na keratin 5 in 6 pri psu (Sassi in sod., 2010).

e Za oznadevanje keratina 14 v malignih TMZ pri psicah smo uporabili misje
monoklonsko protitelo, klon LL0O02 (Millipore), ki se veZe na zadnjih 15
aminokislinskih ostankov molekule keratina 14 pri ¢loveku. Protitelo se veze tudi na
keratin 14 pri psu (Sakuma in sod., 2010; Sassi in sod., 2010; Beha in sod., 2012b).

e Za oznalevanje vimentina v malignih TMZ pri psicah smo uporabili misje
monoklonsko protitelo, klon V9 (Dako), ki se veze na molekulo vimentina pri ¢loveku.
Protitelo se veZe tudi na vimentin pri psu (Sakuma in sod., 2010; Beha in sod., 2012b).

e Za oznalevanje VEGF v malignih TMZ pri psicah smo uporabili migje monoklonsko
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protitelo, klon JH121 (Thermo Scientific), ki se veze na molekulo VEGF pri ¢loveku.
Protitelo se veZe tudi na VEGF pri psu (Restucci in sod, 2002; Al - Dissi in sod., 2010;

Queiroga in sod., 2011a).
3.3.2 Nadzori pri imunohistokemi¢énem oznacevanju

V vsakem od IHC postopkov smo uporabili nadzore za preverjanje ustreznosti postopkov. Za
pozitivne kontrole smo uporabili:

= pri IHC oznacevanju ER, PR in HER-2, parafinske tkivne rezine karcinoma mle¢ne Zleze
pri Zenski s potrjenim izrazanjem teh celi¢nih oznacevalcev (Onkoloski institut, Klini¢ni
center, Ljubljana),

» pri IHC oznadevanju ER in PR, v vzorcih tkivnih rezin malignih TMZ pri psicah, kjer je
bilo poleg tumorja hkrati prisotno normalno tkivo mleéne Zleze, mocno obarvanje
posamicnih jeder celic mle¢ne Zleze,

= pri IHC oznacevanju keratina 5/ in keratina 14, parafinske rezine koZe psa izbrane iz
arhiva IPSUV VF UL — obarva se bazalna plast celic poroZzenevajocega vecskladnega
ploscatega epitelija, ker keratin 56 in keratin 14 sestavljata citoskelet teh celic,

= pri IHC oznacevanju vimentina, ki je celi¢ni oznacevalec za mezenhimske celice, je
pozitivno kontrolo predstavljala obarvana vezna plast podkoZja in obarvano vezivno
tkivo tumorijey,

= pri IHC oznacevanju VEGF, parafinske rezine ledvic psa izbrane iz arhiva IPSUV VF UL —
celice ledviénih tubulov mocno izrazajo VEGF.

V vseh tkivnih rezinah pozitivnih kontrol smo za posamezne antigene ugotovili specifi¢no

reakcijo.

Kot negativno kontrolo smo uporabili tkivne rezine, pri katerih smo v IHC postopku primarno
protitelo nadomestili z redcilom za protitelesa DAKO Cytomatin Antibody Diluent (Dako,
kataloSka oznaka S2022). V negativnih kontrolah nismo ugotovili obarvanja oziroma

specifi¢ne ali nespecifi¢ne IHC reakcije.

Ponovljivost IHC reakcije smo nadzorovali tako, da smo v vsako serijo barvanja vzorcev
vkljucili tkivno rezino vzorca, ki je bil oznacen v prejsnjih serijah. Ponovljivost reakcije smo

ocenili subjektivno. Ocenjevali smo intenzivnost izrazanja posameznega celi¢nega
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oznacCevalca in intenzivnost barvne reakcije.

3.4 MERILA ZA OCENJEVANJE IMUNOHISTOKEMICNIH REAKCIJ

Merila za ocenjevanje IHC reakcij so bila naslednja:

=  Tumorje smo ocenili kot ER" in PR", ko je bilo jedro zmerno do moéno obarvano v vsaj
5 % vseh tumorskih celic (Millanta in sod., 2005; Sassi in sod. 2010).

*  Tumorjev smo ocenili kot HER-2", ko je bilo vidno 3ibko do mo&no popolno obarvanje
celicne membrane v vsaj 10 % tumorskih celic (Gama in sod., 2008; Kim in sod.,
2011a; HercepTest ™, Dako).

*  Tumorje smo ocenili kot keratin 56", keratin 14" in vimentin®, ko je bilo izrazito mo¢no
obarvanje citoplazme vidno v vsaj 1 % epitelijskih tumorskih celic (Kim in sod., 2006;

Chen in sod., 2008; Sassi in sod., 2010).

Vzorce smo ocenili s Sibkim izrazanjem ali brez izrazanja, ko je bil delez obarvanih tumorskih
celic niZji od mejne vrednosti, dolocene za posamezen oznacevalec oziroma v primeru, ko ni

bilo IHC obarvanja tumorskih celic.

Rezultat reakcije IHC izrazanja VEGF smo ocenjevali z ravnmi od ni¢ do tri. Pri ocenjevaniju,
smo za pozitivne na izrazanje VEGF, Steli epitelijske in mezenhimske tumorske celice z
izrazitim zrnatim ali difuznim obarvanjem citoplazme. Tumorje z manj kot 25 % obarvanja
citoplazme tumorskih celic smo ocenili z ravnijo ni¢ (VEGF 0), tumorje s 25 do 50 % obarvanih
tumorskih celic z ravnijo ena (VEGF 1), tumorje s 50 do 75 % obarvanih tumorskih celic z
ravnijo dve (VEGF 2) in tumorje z vec kot 75 % obarvanih tumorskih celic z ravnijo tri (VEGF 3)

(Santos in sod., 2010a).

3.5 UGOTAVLJANJE DELEZA POZITIVNIH TUMORSKIH CELIC

Uporabili smo slike tkivnih rezin, narejene z digitalno kamero DS-U2 (Nikon) in mikroskopom
Microphot FXA (Nikon). Stetje pozitivnih tumorskih celic smo izvedli z racunalnidkim

programom NIS-Elements BR (Nikon). Vsak vzorec tkivnih rezin tumorjev, oznacen s
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posameznim protitelesom, smo razdelili na deset enako velikih polj in v vsakem polju
naklju¢no izbrali podrocje, kjer smo pod 400-kratno povecavo presteli 100 tumorskih celic.
Med temi 100 prestetimi tumorskimi celicami smo presteli celice, ki so izrazale posamezen
celicni oznacevalec. 1z rezultatov deleZa pozitivnih celic na vsakem od desetih polj smo

izraCunali povprecje za posamezen vzorec in dolocili skupen delez pozitivnih celic v tumorju.

Pri vzorcih, kjer smo rezultat IHC preiskave ocenili kot neuporaben za oceno, smo to zapisali.

3.5.1 Imunohistokemicno razvrs¢anje tumorjev

IHC smo razvrstili samo karcinome mlecne Zleze. Maligne mezenhimske tumorje pri razvrstitvi
nismo upostevali. Na podlagi ocene rezultatov IHC, smo karcinome mlecne Zleze psic po
modelu Sassi in sod. (2010) razvrstili v Stiri skupine: karcinome luminalnega podtipa A,
karcinome luminalnega podtipa B, karcinome podtipa HER-2 in karcinome bazalnega podtipa.
Tumorje smo razvrstili na podlagi mejnih vrednosti IHC oznacevanja ER, PR in HER-2.
Karcinomi luminalnega podtipa A so ER in/ali PR" ter hkrati HER-2". Karcinomi luminalnega
podtipa B so ER" in/ali PR ter hkrati HER-2". Karcinomi podtipa HER-2 so ER’, PR™in HER-2".
Karcinomi bazalnega podtipa so ER, PR in HER-2 ter keratin 56" in keratin 14" (Slika 1).
Karcinome bazalnega podtipa smo dodatno potrdili kot vimentin® (Livasy in sod., 2006;

Rodriguez - Pinilla in sod., 2007).
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IHC oznacevanje ER in PR

ER in PR™ = ne-luminalni karcinomi ER* ali PR = luminalni karcinomi

IHC oznacevanje HER-2 IHC oznacevanje HER-2
- +
+ -|| karcinomi luminalnega podtipa A karcinomi luminalnega podtipa B
karcinomi HER-2*

IHC oznacevanje keratina 56, keratina 14 in vimentina

+ -—

karcinomi bazalnega podtipa neklasificirani/ne izrazajo nobenega od celi¢nih oznacevalcev

Slika 1: Razvrscanje karcinomov mlecne Zleze na posamezne imunohistokemicne podtipe (delno povzeto po Sassi
in sod., 2010)

Figure 1: Sorting of the mammary gland carcinomas regarding immunohistochemical subtypes (partially
adapted from Sassi et al., 2010)
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3.6 STATISTICNA ANALIZA REZULTATOV

Zeleli smo preveriti ali je razporeditev tumorjev ER'/ER, PR'/PR, HER-2'/HER-2, VEGF
0/VEGF 1/VEGF 2/VEGF 3 in luminalnega podtipa A/luminalnega podtipa B/podtipa HER-2
/bazalnega podtipa statisticno znadilno razlicna znotraj skupin klini¢nih, patohistoloskih in
IHC parametrov (starost, sterilizacija, navidezna brejost, prisotnost multiplih tumorjev, mesto
tumorijey, kliniéni stadij, patohistoloSko razvrséanje, patohistoloski tip
(enostaven/kompleksen), stopnja diferenciacije). Uporabili smo test Pearsonovega hi-
kvadrata. Korelacije med ravnem izrazanja ER, PR, HER-2 in VEGF smo preverili z izraCunom
Spermanovega koeficienta korelacije.

Od napredovanja bolezni odvisno prezivetje smo prikazali s krivuljami po Kaplan - Meierju. V
analizo smo vkljucili samo skupine z vec¢ kot tremi vzorci, kar je omogocilo statisti¢no
obdelavo. Prezivetje, znaCilno za bolezen (ang. disease specific survival) je predstavljalo v
dnevih izrazeno obdobje od datuma kirurske odstranitve tumorjev do pogina, ponovnega
pojava bolezni ali preZivetja dveh let. Kot dogodek smo Steli le pogin zaradi TMZ. Ob poginu
zaradi drugega vzroka ali ponovnega pojava bolezni smo ugotovljeni ¢as Steli kot okrnjen
podatek (ang. censored data). Test log-rank enakosti dveh funkcij prezivetja je bil uporabljen
za testiranje razlik med posameznimi skupinami. Krivulje prezivetja smo izdelali za starost,
sterilizacijo, navidezno brejost, prisotnost multiplih tumorjev, mesto tumorjev, kliniéni stadij,
patohistolosko razvrs¢anje, patohistoloski tip (enostaven/kompleksen), stopnjo diferenciacije,
ER, PR, HER-2, VEGF, IHC razvrsc¢anje in kombinirano oceno klini¢énega stadija/PR in kliniénega
stadija/IHC razvrs¢anja. Spremenljivke, pri katerih je bila razlika med krivuljami preZivetja
statisti¢no znacilna, smo uporabili pri multivariatni analizi. Multivariatno analizo smo opravili
s pomocjo Coxovega regresijskega modela sorazmernega tveganja. Rezultate multivariatne
analize smo predstavili kot razmerje ogrozenosti (ang. hazard ratio) s 95 % intervali zaupanja
(ang. confidence intervals). Razmerje ogroZenosti prikaze ogrozenost posameznih skupin v
primerjavi z referenéno skupino. Ce je vrednost razmerja ogrozenosti > 1,0, ogroZenost

narasca, Ce je razmerje ogrozenosti < 1,0, pa pada.

Pri vseh uporabljenih statisticnih metodah smo kot statisticno znacilne vrednosti imeli ob
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P < 0,05. Vsi statisticni izracuni so bili izpeljani s pomocjo statistiénega programa IBM SPSS,

razlicica 20.
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4 REZULTATI

4.1 KLINICNI PODATKI PSIC

V raziskavo smo vkljuéili 81 malignih TMZ 72 psic, katerim so med leti 2003 in 2010 na KKMZ
VF UL kirursko odstranili tumorje. Pri enaintridesetih psicah (43,1 %) se je hkrati pojavilo
ve¢je Stevilo TMZ in v primeru, da so bili maligni, smo vse vkljuéili v raziskavo. Tak$nih psic je
bilo 8; pri eni so se hkrati pojavili trije maligni TMZ, pri ostalih sedmih po dva maligna TMZ.

14 psic (19,7 %) je bilo steriliziranih in 57 (80,3 %) nesteriliziranih, za eno psico nismo imeli

podatka. Nobena sterilizacija ni bila opravljena pred nastopom drugega spolnega ciklusa.

Pri 12 psicah (16,7 %) je bila v obdobju do pojava TMZ diagnosticirana navidezna brejost, pri
6 od teh 12 psic (50 %) se je hkrati pojavilo ve¢ TMZ.

4.1.1 Pasemska porazdelitev

Poleg me3ancev so se TMZ pojavili pri psicah 28 razli¢nih pasem. Najve¢ je bilo
kokerspanjelov (19,4 %) in mesancev (18,1 %). Sledili so srednji kodri (6,9 %), trije primeri
pasme maltezan, nemski ovéar, pekinzan in slovaski ¢uvac in dva primera pasme doberman,
zlati prinasalec, pritlikavi Snaucer, saluki, samojed in zahodnovisavski beli terier. Za
primerjavo smo Stevilo psic s TMZ posamezne pasme primerjali s $tevilénostjo te pasme v
Sloveniji (register Veterinarske uprave Republike Slovenije, december 2011). Po Stevil¢nosti
so v Sloveniji najpogostejSi meSanci, nemski ov¢ariji, zlati prinasalci, maltezani in kokerspanjeli

(Tabela 4).
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Tabela 4: Stevilo in deleZ psic s tumorji mle¢ne leze, katerim so tumorje kiruriko odstranili na Kliniki za kirurgijo
in male Zivali Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani med leti 2003 in 2010 in stevilcnost te pasme v Sloveniji
(podatki Veterinarske uprave Republike Slovenije, december 2011)

Table 4: The number and percentage of bitches with mammary gland tumours that underwent surgery between
2003 and 2010 at the Clinic for small animals medicine and surgery at the Veterinary Faculty of the University of
Ljubljana and the breed's size in Slovenia (data from the Veterinary administration of the Republic of Slovenia,
December 2011)

DELEZ VSEH PSIC S TMZ
PASMA* ST. PSIC VKLJUCENIH V ST. PSIC V SLO
RAZISKAVO (%)

VAL 1 1,4 11
sC 3 4,1 46
oT 1 1,4 16
SAL 2 2,8 36

AUT 1 1,4 19
D 1 1,4 131
BM 1 1,4 151
KOS 5 6,9 976
HW 1 1,4 199
BT 1 1,4 224
kS 14 19,4 3157
PS 2 2,8 459
DO 2 2,8 746
JK 1 1,4 478
S) 2 2,8 1513
JRT 1 1,4 813
DA 1 1,4 972
PE 3 4,1 3030

KOP 1 1,4 1073

WHT 2 2,8 3030

SH 1 1,4 1505

AST 1 1,4 1717
ML 3 4,1 5231
RW 1 1,4 2144
YT 1 1,4 2202
GR 2 2,8 9093

X 13 18,1 92934

NO 3 4,1 22589

AB 1 1,4 867
SKUPAJ 72 100 155362

*Razlaga okrajsav pasem

AB = angleski buldog JD = jazbecar, dolgodlaki PS = $naucer, pritlikavi

AST = ameriski staffordshirski JK = jazbecar, kratkodlaki RW = (rottweiler) rotvajler

terier JRT = jack russel terier SAL = saluki

AUT = avstralski terier KOP = koder (pudelj), pritlikavi SH = sibirski husky

BM = bulmastif KOS = koder (pudelj), srednji SJ = samojed

BT = angleski bulterier KS = angleski koker$panjel SC = slovaski ¢uvac

DA = dalmatinec ML = malteZan VAL = Svedski ovdji Spic

DO = doberman NO = nemski ovcar WHT = zahodnovisavski beli terier
GR = zlati prinasalec OT = (otterhound) vidrar X = mesanec

HW = hovawart PE = pekinZan YT = yorkshirski terier
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4.1.2 Starostna razvrstitev

Tabela 5 prikazuje starostno razvrstitev psic s TMZ. Povpreéna starost je bila 10,3 let. Najved
psic je bilo starih 11 let (Tabela 5, krepko). 47 psic (65,3 %) je bilo starih 10 let ali vec, 9 psic

(12,3 %) je bilo starih 7 let ali manj.

Tabela 5: Razvrstitev psic s tumorji mlecne Zleze glede na starost

Table 5: Age distribution of the bitches with mammary gland tumours

STAROST STEVILO PSOV DELEZ (%)

4 1 1,39
5 2 2,78
6 2 2,78
7 4 5,56
8 9 12,50
9 7 9,72
10 10 13,89
11 14 19,44
12 9 12,50
13 6 8,33
14 6 8,33
15 2 2,78

SKUPAJ 72 100

4.1.4 Pogostost tumorjev glede na polozaj v mleénem kompleksu

Med vsemi 81 tumorji vkljuéenimi v raziskavo, za en tumor nismo imeli podatka o mestu. Dva
tumorja sta bila vnetnega tipa in difuzno razra$¢ena. Maligni TMZ so bili pogostejsi na zadnjih
(petih) mlecnih kompleksih (D5, L5) (27,5 %) in predzadnjih (Cetrtih) mlec¢nih kompleksih (D4,
L4) (20 %). Tabela 6 prikazuje Se ostale podatke.
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Tabela 6: Razvrstitev tumorjev glede na mesto (mlecni kompleks)

Table 6: Classification of the tumours by their location (mammary complex)

MESTO STEVILO TUMORIEV DELEZ (%)
DlinlL1 5 6,25
med 1in2 1 1,25
D2inL2 8 10,0
D3inL3 14 17,5
med 3in4 4 5,0
D4 in L4 16 20,0
med4in5 8 10,0
D5in L5 22 27,5
vnetni 2 2,5
SKUPAJ 80 100

4.1.5 Razvrstitev psic v posamezne skupine klini¢nega stadija

Kirurgi so psicam s TMZ ob kirurski odstranitvi tumorjev dolo¢ili kliniéni stadij po sistemu
TNM (Lana in sod., 2007; Sleeckx in sod., 2011) (Tabela 1). Za test Pearsonovega hi-kvadrata
smo v primeru multiplih tumorjev vsakega upostevali kot samostojno enoto. Podatke smo
imeli za 76 tumorjev: v 37 primerih smo dolocili klini¢ni stadij I, v 14 klini¢ni stadij Il, v 10
kliniéni stadij lll in v 15 klini¢ni stadij IV. Pri analizi preZivetja po Kaplan - Meierju smo pri
psicah z multiplimi tumorji upostevali klini¢ni stadij, ki so ga kirurgi dolocili na podlagi ocene

najveéjega tumorja oziroma morebitne prisotnosti zasevkov.

4.2 PATOHISTOLOSKO RAZVRSCANJE

Pri psicah s TMZ so bili diagnosticirani: 3 karcinomi in situ, 29 karcinomov kompleksnega tipa,
25 enostavnih tubulopapilarnih karcinomov, 13 enostavnih solidnih karcinomov, 3 enostavni
anaplasticni karcinomi, 2 plosc¢atocelicna karcinoma (poseben tip) in 6 malignih
mezenhimskih TMZ; sarkom, karcinosarkom, fibrosarkom, maligni mioepiteliom in 2 maligna

mesana tumorija.
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Slika 2: A karcinom in situ, B karcinom kompleksnega tipa (HE, 40-kratna povecava)

Figure 2: A carcinoma in situ, B complex type carcinoma (HE, 40-fold magnification)

Slika 2 prikazuje primer karcinoma in situ (A) z debelo vezivno kapsulo, ki je znacilna za ta tip
tumorjev (puscici) — znak, da tumorske celice Se niso prodrle v bazalno membrano; in primer
karcinoma kompleksnega tipa (B), kjer so na levi strani slike vidne epitelijske tumorske celice,
ki oblikujejo tubule (zvezdice) in na desni strani slike vrtincasti skupki proliferirajocih

mioepitelijskih celic (puscice).

Figure 2 shows an example of the carcinoma in situ (A) surrounded with a thick capsule of
connective tissue which is characteristic of this tumour type — it indicates that tumour cells
did not yet invade into the basement membrane yet; and the example of complex type
carcinoma (B) with epithelial tumour cells forming tubules seen on the left side (asterisks)
and with proliferative myoepithelial cells forming a swirling pattern seen on the right side of

the image (arrows).
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Slika 3: A tubulopapilaren karcinom, B soliden karcinom, C anaplasti¢en karcinom in D plos¢atocelicen karcinom
(HE, 100-kratna povecava)

Figure 3: A simple tubulopapillary carcinoma, B solid carcinoma, C anaplastic carcinoma and D squamous cell
carcinoma (HE, 100-fold magnification)

Slika 3 prikazuje primer tubulopapilarnega karcinoma (A), solidnega karcinoma (B), anaplasticnega karcinoma
(C) in ploscatocelicnega karcinoma (D). Znacilnost tubulopapilarnih karcinomov (A) so oblikovani tubuli.
Proliferirajoce epitelijske tumorske celice rastejo v plasteh in tvorijo prstaste podaljske, ki segajo v svetlino
tubulov (puscici). Solidni karcinomi (B) so gostoceli¢ni. Epitelijske tumorske celice rastejo strnjeno in tvorijo
kompaktne skupke v obliki snopov, listov ali kroglastih struktur. Pri anaplasti¢cnem karcinomu (C) se tumorske
celice infiltrativno difuzno razraséajo in posamicno ali v skupkih invazivno vrascajo v okolisko tkivo. Tumorje tega
patohistoloskega tipa sestavljajo velike, pleomorfne celice z netipi¢nimi jedri. Del epitelijskih tumorskih celic
ploscatoceli¢nega karcinoma (D) poroZeneva (diskeratoticne celice); znotraj tumorja se tvorijo manjsi otocki
rozevine, ki se po barvanju s HE obarvajo homogeno roZnato (zvezdice). Skupki tumorskih celic infiltrativno
vrascajo v okolisko tkivo (puscica).

Figure 3 shows examples of simple tubulopapillary carcinoma (A), simple solid carcinoma (B), simple anaplastic
carcinoma (C), and squamous cell carcinoma (D). Tubule formation is characteristic of tubulopapillary
carcinomas (A). Proliferative epithelial cells grow in layers forming fingerlike structures that protrude into the
lumina of tubules (arrows). Solid carcinomas (B) are highly cellular. Compact growth of the epithelial tumour
cells is seen with cells arranged in sheets, cords or nests. Anaplastic carcinomas (C) are diffusely infiltrating
neoplasms with tumours cell invading into the surrounding tissue individually or in clusters. Tumours of this
histopathological type consists of large, pleomorphic cells with atypical nuclei. Some of the epithelial tumour
cells in the squamous cell carcinoma (D) are keratinized (dyskeratotic cells), forming small islets of squamous
differentiation which stains homogeneously pink with hematoxylin and eosin (asterisks). The clusters of tumour
cells infiltrate the surrounding tissue (arrow).
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Slika 4: Primeri malignih mezenhimskih tumorjev mlecne Zleze: A maligni mesani tumor, B maligni mioepiteliom,
C karcinosarkom in D fibrosarkom (HE, 100-kratna povecava)

Figure 4: Examples of malignant mesenchymal mammary gland tumours: A malignant mixed tumour, B
malignant myoepithelioma, C carcinosarcoma and D fibrosarcoma (HE, 100-fold magnification)

Slika 4 prikazuje primere malignih mezenhimskih TMZ: maligni me$ani tumor (A), maligni mioepiteliom (B),
karcinosarkom (C) in fibrosarkom (D). Maligne meSane tumorje (A) sestavlja mesanica epitelijskih,
mioepitelijskih in mezenhimskih celic. Mezenhimske tumorske celice tvorijo hrustancevino (zvezdica) in
kostnino (glava puscice) — oblikujejo se votline, kjer nastaja kostni mozeg (puscica). Maligni mioepiteliom (B)
vecinoma sestavljajo vretenaste mioepitelijske celice, ki tvorijo vecje in manjse vrtince (spinocelularen tip rasti).
Karcinosarkom (C) sestavljajo nezrele epitelijske (zvezdica) (luminalne in mioepitelijske) in nezrele mezenhimske
celice (puscica). Tumorske celice fibrosarkoma (D) sintetizirajo kolagen — znotraj tumorskega tkiva se oblikujejo
homogena podrocja, ki se po barvanju s HE obarvajo eozinofilno (zvezdica).

Figure 4 shows examples of malignant mesenchymal mammary gland tumours: malignant mixed tumour (A),
malignant myoepithelioma (B), carcinosarcoma (C) and fibrosarcoma (D). Malignant mixed tumours (A) are
composed of a mixture of malignant epithelial, myoepithelial and mesenchymal cells. The mesenchymal tumour
cells produce cartilage (asterisk) and bone (arrow head), forming cavities with bone marrow production
(arrow). The malignant myoepithelioma (B) is composed of spindle myoepithelial cells forming larger and
smaller swirling patterns (spinocellular type of growth). The carcinosarcoma (C) is composed of immature
epithelial (asterisk) (luminal and myoepithelial) and immature mesenchymal cells (arrow). The tumour cells of
the fibrosarcoma (D) synthesize collagen — within the tumour tissue homogeneous areas are formed that stain
eosinophilic with hematoxylin and eosin (asterisk).
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Vsem karcinomom enostavnega, kompleksnega in posebnega tipa smo dolocili stopnjo

diferenciacije po Elstonu in Ellisu (Tabela 3). Med vsemi 72 tumorji smo jih 30 (41,7 %) ocenili
kot dobro diferencirane (stopnja diferenciacije 1), 25 (34,7 %) kot zmerno diferencirane

stopnja diterenciacije In %) kot slabo diferencirane (stopnja diferenciacije .
(stopnja diferenciacije I1) in 17 (23,6 %) kot slabo diferencirane (stopnja diferenciacije I11)

stopnja diferenciacije Il stopnja diferenciacije Il

v

Slika 5: Primeri karcinomov mlecne Zleze ocenjenih s stopnjo diferenciacije | (A), Il (B) in Il (C) (HE, na zgornjih
slikah 40-kratna in na spodnjih 400-kratna povecava)

Figure 5: Examples of carcinomas of the mammary gland estimated with the histological grade | (A), Il (B) and
1l (C) (HE, the above figures with 40-fold and the figures below with 400-fold magnification)

Slika 5 prikazuje karcinome mlecne Zleze, ki so ocenjeni s stopnjo diferenciacije od | do Ill. Na sliki A so vidne
Stevilne svetline (zvezdice) — tubuli so navzoci v vec kot 75 % tumorskega tkiva. Jedra tumorskih celic so majhna
in podobnih oblik. Na sliki B je deleZ tubulov manjsi (zvezdice). Jedra tumorskih celic zmerno odstopajo glede na
velikost in obliko. Na sliki C se tumorske celice razrascajo neurejeno. Njihova jedra so razli¢nih oblik in velikosti
(mocno pleomorfna) z izrazitimi jedrci.

Figure 5 shows examples of the carcinomas of the mammary gland estimated with histological grades from | to
Ill. On image A numerous lumina are seen (asterisks) — tubules are visible in more than 75 % of the tumour
tissue. The tumour cell nuclei are small and equal in size. On image B the proportion of visible tubules is smaller
(asterisks). There is moderate variance in the size and shape of the tumour cell nuclei. On image C the tumour
cells exhibit disordered growth; their nuclei are of different shapes and sizes (highly pleomorphic) with
apparent nucleoli.
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4.3 REZULTATI IMUNOHISTOKEMICNE PREISKAVE

Za vsak celi¢ni oznacevalec, ki smo ga uporabili v raziskavi, smo optimizirali postopek IHC

preiskave. Tabela 7 prikazuje rezultate optimizacije.

Tabela 7: Casovni intervali razkrivanja antigenov, uporabljena redéenja posameznih protiteles in as inkubacije s
posameznimi primarnimi protitelesi

Table 7: Time intervals of antigen unmasking, antibody dilutions used and the primary antibody incubation time

7) 73;:7: éas razkrivanja antigena / pufer redcina protitelesa Eastir::::zt:;:ﬁ lp Z:;bni
ER 770W 15 min / EDTA pufer 1:80 24
PR 220 W 15 min / citratni pufer 1:150 1
HER-2 220W 20 min / citratni pufer 1:100 1
keratin 5/6 770 W 60 min / EDTA pufer 1:50 24
keratin 14 220 W 15 min / citratni pufer 1:50 1
vimentin 220 W 15 min / citratni pufer 1:100 1
VEGF 220 W 10 min / EDTA pufer 1:50 1

4.3.1 Vpliv Casa fiksacije tkiva tumorja v formalinu na izrazanje celi¢nih oznacevalcev

Da bi preverili, kako ¢&as fiksacije tkiva tumorja v formalinu vpliva na izraZanje celi¢nih
oznacevalcev, smo svei maligen TMZ psice fiksirali v formalinu, pri €emer smo spreminjali ¢as
fiksiranja. Tkivo izbranega tumorja smo v kosih razli¢nih velikosti fiksirali: 8 ur, 24 ur in 8 dni.
Za kose tumorjev razli¢nih velikosti smo preizkusili vse ¢asovne intervale. Uporabili smo jih za

preizkusanje IHC preiskav izrazanja ER, PR in VEGF.

Glede na izrazanje celi¢nih oznadevalcev ER, PR in VEGF v tkivu tumorja, razliécno dolgo

fiksiranega v formalinu, smo o vplivu ¢asa fiksacije ugotovili:

» Razli¢ni casovni intervali fiksacije v formalinu niso bistveno vplivali na rezultate
izrazanja VEGF.

» Pri ER in PR smo ugotovili slabse IHC reakcije ob nezadostno fiksiranem tkivu (8 ur).

» V tkivu tumorija, predolgo fiksiranega v formalinu, je bil za optimalno barvno reakcijo
potreben daljsi ¢asovni interval razkrivanja antigena.

» V tkivu tumorja, fiksiranega v formalinu 24 ur, smo ugotovili zmerno do mocno
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specifi¢no reakcijo.

4.3.2 Rezultati imunohistokemicne preiskave za estrogenske in progesteronske receptorje

ter receptor za humani epidermalni rastni dejavnik 2

Od vseh 81 tumorjev vkljuéenih v IHC preiskavo, je bil pri 2 vzorcih rezultat neuporaben za
oceno. Oba vzorca sta bila primer malignega mesanega TMZ. V ve¢ zaporednih poskusih, pri
IHC oznacevanju ER in PR, smo pri obeh vzorcih opazili nespecificno barvno reakcijo. Pri IHC

oznacevanju HER-2 je bila barvna reakcija Sibka, s slabim kontrastom.

Pri IHC oznalevanju ER je bilo 43 % tumorjev ER" in 57 % tumorjev ER". Pri IHC ozna&evanju
PR je bilo 27,8 % tumorjev PR in 72,2 % tumorjev PR". Pri IHC oznagevanju HER-2 je bilo
65,8 % tumorjev HER-2" in 34,2 % tumorjev HER-2" (Slika 6). 21,5 % (17/79) tumorijev je bilo
hkrati ER*, PR" in HER-2", medtem ko je bilo 15,2 % (12/79) tumorjev trojno negativnih (ER’,

PR in HER-2)). 21,5 % (17/79) tumorijev je bilo hkrati ER* in HER-2" in 25,3 % (20/79) tumorjev

je bilo hkrati PR" in HER-2".
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Slika 6: Stevilo malignih tumorjev mlecne Zleze ER", ER, PR’, PR, HER-2" in HER-2 (n = 79)

HER-2

ER

Figure 6: The number of ER", ER,, PR’, PR, HER-2" in HER-2" malignant mammary gland tumours (n = 79)
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Slika 7: Razli¢ne ravni izraZanja estrogenskega receptorja v malignih tumorjih mlecne Zleze: A mocno, B zmerno,
C sibko, D negativno, E pozitivna kontrola in F negativna kontrola (IHC oznacevanje, 400-kratna povecava)

Figure 7: Different levels of estrogen receptor expression in malignant mammary gland tumours: A strong, B
moderate, C weak, D negative, E positive control, F negative control (IHC staining, 400-fold magnification)
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Slika 8: Razlicne ravni izraZanja progesteronskega receptorja v malignih tumorjih mle¢ne Zleze: A mocno, B
zmerno, C Sibko, D negativno, E pozitivna kontrola in F negativna kontrola (IHC oznacevanje, 400-kratna
povecava)

Figure 8: Different levels of progesteron receptor expression in malignant mammary gland tumours: A strong, B
moderate, C weak, D negative, E positive control, F negative control (IHC staining, 400-fold magnification)
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Slika 9: Razlicne ravni izraZanja receptorja za humani epidermalni rastni dejavnik 2 v malignih tumorjih mle¢ne

Zleze: A mocno, B zmerno, C Sibko, D negativno, E pozitivna kontrola in F negativna kontrola (IHC oznacevanje,
400-kratna povecava)

Figure 9: Different levels of human epidermal growth factor receptor 2 expression in malignant mammary gland

tumours: A strong, B moderate, C weak, D negative, E positive control, F negative control (IHC staining, 400-fold
magnification)
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4.3.3 Rezultati imunohistokemicne preiskave za bazalne celiéne oznacevalce

Z IHC preiskavo smo ugotavljali ravni izrazanja keratina 56, keratina 14 in vimentina v 12
TMZ, ki so bili ER’, PR in HER-2" (Slika 1). Vseh 12 karcinomov je bilo keratin 14" in vimentin®.
Pri IHC oznacevanju keratina 5/6 je bilo 10 tumorjev (83,3 %) keratin 56" in 2 (16,7 %) keratin
56
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Slika 10: Razli¢ne ravni izraZzanja bazalnih celi¢nih oznaéevalcev v tumorjih mle¢ne Zleze: a—c keratin 5/6, d—f
keratin 14, g—i vimentin - od leve proti desni z mocno, zmerno in Sibko ravnijo izraZanja (IHC oznacevanje, 400-
kratna povecava)

Figure 10: Different levels of basal cell markers expression in malignant mammary gland tumours: a—c keratin
5/, d—f keratin 14, g—i vimentin — from left to the right with strong, moderate and weak expression (IHC
staining, 400-fold magnification)
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Slika 11: Pozitivne (levo) in negativne kontrole (desno) za bazalne celicne oznacevalce: a—b keratin 5/6, c—d
keratin 14, e—f vimentin (IHC oznacevanje, 200-kratna povecava)

Figure 11: Positive (left) and negative controls (right) for basal cell markers. a—b keratin 5/6, c—d keratin 14, e—f
vimentin (IHC staining, 200-fold magnification)

4.3.4 Rezultati imunohistokemicne preiskave za vaskularni endotelijski rastni dejavnik

Od 81 IHC oznacenih tumorjev, 2 vzorca nista bila uporabna za oceno. Oba vzorca sta bila
primer malignega mesanega TMZ. V ve¢ zaporednih poskusih je bila barvna reakcija $ibka, s

slabim kontrastom.

Od vseh 79 IHC oznacenih tumorjev se je v 6,3 % tumorjev obarvalo 25 % citoplazme
tumorskih celic — tumorje smo ocenili z ravnijo izrazanja VEGF 0. V 15,2 % tumorjev se je
obarvalo 25 do 50 % citoplazme tumorskih celic — tumorje smo ocenili z ravnijo izrazanja
VEGF 1.V 27,9 % tumorjev se je obarvalo 50 do 75 % citoplazme tumorskih celic — tumorje

smo ocenili z ravnijo izrazanja VEGF 2. V 50,6 % tumorjev se je obarvalo ve¢ kot 75 %
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citoplazme tumorskih celic — tumorje smo ocenili z ravnijo izrazanja VEGF 3 (Slika 12).
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Slika 12: Razpon rezultatov imunohistokemicne analize izraZanja vaskularnega endotelijskega rastnega
dejavnika v malignih tumorjih mlec¢ne Zleze (n = 79)

Figure 12: The range of immunohistochemical analysis results of vascular endothelial growth factor expression
in malignant mammary gland tumours (n = 79)
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Slika 13: Razlicne ravni izraZanja vaskularnega endotelijskega rastnega dejavnika v malignih tumorjih mlecne

Zleze: A mocno, B zmerno, C Sibko, D negativno, E pozitivna kontrola in F negativna kontrola (IHC oznacevanje,
200-kratna povecava)

Figure 13: Different levels of vascular endothelial growth factor expression in malignant mammary gland

tumours: A strong, B moderate, C weak, D negative, E positive control, F negative control (IHC staining, 200-fold
magnification)
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4.3.5 Imunohistokemic¢no razvrs¢anje

Po vzoru Sassi in sod. (2010) smo, na podlagi analize rezultatov IHC oznacevanja ER, PR, HER-
2, keratina 5/, keratina 14 in vimentina, karcinome mlecne Zleze psic razdelili v Stiri skupine
(Slika 1). Med 75 karcinomi jih je 54,6 % luminalnega podtipa A, 24 % luminalnega podtipa B,
5,3 % podtipa HER-2 in 16 % bazalnega podtipa (Slika 14).

luminalni podtip A luminalni podtip B podtip HER-2 bazalni podtip
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Slika 14: Stevilo karcinomov mle¢ne Zleze razli¢nih IHC podtipov (n = 75)

Figure 14: The number of mammary gland carcinomas of different IHC subtypes (n = 75)
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4.4 REZULTATI STATISTICNE ANALIZE

4.4.1 Preverjanje soodvisnosti posameznih spremenljivk

S testom Pearsonovega hi-kvadrata smo analizirali 79 malignih TMZ, v katerih smo preverili
stopnjo izrazanja ER, PR, HER-2 in VEGF. Ob multiplih tumorjih pri eni psici, smo posamezen
tumor obravnavali kot samostojno enoto. Od vseh 79 tumorjev, za enega nismo imeli podatka
o sterilizaciji psice, za dva o mestu tumorja in za pet o klinicnem stadiju. Karcinomov
enostavnega/kompleksnega patohistoloskega tipa je bilo skupaj 70. 72 karcinomom
(enostaven, kompleksen in poseben tip) smo dolocili stopnjo diferenciacije. 75 karcinomov
(vse maligne epitelijske tumorje) smo IHC razvrstili. Pri spremenljivki starost smo oblikovali
dve skupini: psice stare manj kot 10 let in psice stare 10 let ali ve¢, da smo dobili dve
priblizno enako veliki skupini. Pri spremenljivki mesto tumorja smo tumorje razdelili v tri
skupine: tumoriji, ki so se pojavili na prvih treh mle¢nih kompleksih, tumoriji, ki so se pojavili
na zadnjih dveh mle¢nih kompleksih in difuzno razrasé¢eni vnetni tumorji. Pri patohistoloskem
razvrs¢anju smo vse maligne mezenhimske tumorje zdruzili v eno skupino. Preverili smo tudi
soodvisnost patohistoloskega tipa (enostaven/kompleksen) in patohistoloskega razvricanja s

stopnjo diferenciacije tumorjev.
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Tabela 8: Razporeditev tumorjev ER/ER® znotraj skupin klini¢nih, patohistoloskih in imunohistokemicnih
parametrov

Table 8: The distribution of ER/ER® tumours by the clinical, pathohistological and immunohistochemical
parameters

znacilnost podskupine n ER ER" P
<10 let 27 5 (14,7 %) 22 (48,9 %)
starost >10 let 52 29 (85,3 %) 23 (51,1 %) 0.020
e da 16 9(27,3 %) 7 (15,6 %)
sterilizacija ne 62 24(72,7 %) 38 (84,4 %) 0.205
. da 38 17 (50,0 %) 21 (46,7 %)
multipli ne 41 17 (50,0 %) 24 (53,3 %) 0.086
1., 2. mlecni kompleks 31 13 (39,4 %) 18 (40,9 %)
mesto tumorja 3.,4.1in 5. mle¢ni kompleks 44 18 (54,5 %) 26 (59,1 %) 0.253
vnetni 2 2(6,1%) 0
navidezna da 13 4 (11,8 %) 9 (20,0 %) 0.328
brejost ne 66 30 (88,2 %) 36 (80,0 %) :
I 35 12 (37,5 %) 23 (54,8 %)
klini€ni I 14 4(12,5 %) 10 (23,8 %) 0.044
stadij Il 10 5 (15, 6 %) 5(11,9 %) :
\Y 15 11 (34,4 %) 4(9,5%)
in situ 3 0 3(6,7 %)
kompleksen 29 2 (5,9 %) 27 (60 %)
atohistologko enostaven tubulopapilaren 25 13 (38,2 %) 12 (2,7 %)
P razvricanie enostaven soliden 13 10 (29,4 %) 3(6,7 %) <0.001
) enostaven anaplasticen 3 3(8,8%) 0
poseben tip 2 2 (5,9 %) 0
mezenhimski 4 4(11,8 %) 0
. T kompleksen 29 2(7,1%) 27 (64,3 %)
patohistoloski tip enostaven 41 26 (92,9 %) 15 (35,7 %) <0.001
I 30 8 (26,7 %) 22 (52,4 %)
stopnja diferenciacije 1] 25 9 (30,0 %) 16 (38,1 %) 0.003
1 17 13 (43,3 %) 4(9,5 %)
0 5 0 5 (11,1 %)
1 12 4(11,8 %) 8(17,8 %)
VEGF 2 23 4(11,8 %) 19 (42,2 %) <0.001
3 39 26 (76,5 %) 13 (28,9 %)
PR 21 19 (55,9 %) 2(4,4 %)
PR + .001
PR 58 15 (44,1 %) 43 (95,6 %) <0.00
HER-2’ 52 25 (73,5 %) 27 (60,0 %)
HER-2 HER-2" 27 9 (26,5 %) 18 (40,0 %) 0.209

*statisti¢no znacilne vrednosti so krepko oznacene
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Razporeditev tumorjev ER'/ER™ je statistiéno znacilno razliéna znotraj starostnih skupin,
skupin kliniénega stadija, patohistoloSkega razvrScanja, patohistoloskega tipa in stopnje
diferenciacije malignih TMZ pri psicah (P < 0,05) (Tabela 8). Tumorji ER” so pogostejsi (85,3 %)
pri psicah starih 10 let ali ve€. Oba vnetna karcinoma sta ER". Tumoriji psic kliniénega stadija |
so pogosteje ER" (65,7 %), tumorji psic kliniénega stadija IV pa ER™ (73,3 %). Vsi karcinomi in
situ so ER", karcinomi kompleksnega tipa pretezno ER" (93,1%), vsi anaplasti¢ni karcinomi,
karcinomi posebnega tipa in vsi maligni mezenhimski tumorji so ER. Tubulopapilarni
karcinomi so, glede na izrazanje ER, razli¢ni od solidnih in anaplasti¢nih karcinomov. Solidni in
anaplasti¢ni karcinomi so pogosteje ER". Vecji del (92,9 %) karcinomov enostavnega tipa je
ER’, vedji del (93,1 %) karcinomov kompleksnega tipa pa ER*. Najve¢ tumorjev ER™ (43,3 %) je
stopnje diferenciacije Ill, najve¢ tumorjev ER" (52,4 %) je stopnje diferenciacije I. V 90,5 % so
tumorji ER” hkrati tudi PR"in 95,6 % tumorjev ER" je hkrati PR*. 80 % tumorjev ER" je z ravnijo
izrazanja VEGF 0, 1 in 2. Vsi tumorji z ravnijo izrazanja VEGF 0 so ER". Najve& tumorjev ER je

med tumorji z ravnijo izrazanja VEGF 3 (76,5 %).
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Tabela 9: Razporeditev tumorjev PR/PR’ znotraj skupin klini¢nih, patohistoloskih in imunohistokemicnih

parametrov

Table 9: The distribution of PR/PR® tumours by the clinical, pathohistological and immunohistochemical

parameter
znacilnost podskupine n PR PR P
<10 let 27 3 (14,3 %) 24 (41,4 %)
starost >10 let 52 18 (85,7 %) 34 (58,6 %) 0,025
T da 16 5(23,8 %) 11 (19,3 %)
sterilizacija ne 62 16 (76,2 %) 46 (80.7 %) 0,662
. da 38 10 (46,7 %) 28 (48,3 %)
multipli ne 41 11 (52,4 %) 30 (51,7 %) 0,959
1., 2. mlecni kompleks 31 8 (38,1 %) 23 (41,1 %)
mesto tumorja 3., 4., 5. mle¢ni kompleks 44 12 (57,1 %) 32 (57,1 %) 0,758
vnetni 2 1(4,8%) 1(1,8%)
navidezna da 13 2(9,5%) 11 (19,0 %) 0317
brejost ne 66 19 (90,5 %) 47 (81,0 %) !
I 35 6 (30,0 %) 29 (53,7 %)
A .. 1 14 1(5,0%) 13 (24,1 %)
klini¢ni stadij i 10 4(20,0 %) 6 (11,1 %) 0,003
1% 15 9 (45,0 %) 6 (11,1 %)
in situ 3 0 3(5,2%)
kompleksen 29 0 29 (50,0 %)
atohistologko enostaven tubulopapilaren 25 5(23,8 %) 20 (34,5 %)
P razvricanie enostaven soliden 13 9(42,9 %) 4 (6,9 %) <0,001
) enostaven anaplasticen 3 3(14,3 %) 0
posebni 2 1(4,8%) 1(1,7%)
mezenhimski 4 3 (14,3 %) 1(1,7%)
. T enostaven 41 17 (100,0 %) 24 (45,3 %)
patohistoloski tip kompleksen 29 0 29 (54,7 %) <0,001
stopnia | 30 1(5,6 %) 29 (53,7 %)
difere;’d’ad.e I 25 6(33,3 %) 19 (35,2 %) <0,001
) 1 17 11 (61,1 %) 6 (11,1 %)
0 5 0 5(8,6 %)
1 12 2(9,5 %) 10 (17,2 %)
VEGF 2 23 0 23 (39,7 %) <0,001
3 39 19 (90,5 %) 20 (34,5 %)
HER-2’ 52 15 (71,4 %) 37 (63,8 %)
HER-2 HER-2" 27 6 (28,6 %) 21 (36,2 %) 0,527

*statisticno znacilne vrednosti so krepko oznacene




M. Cerovsek: Prognosti¢na vrednost ... razvr§¢anja malignih tumorjev mlec¢ne Zleze pri psicah ... 73
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2013. Doktorska disertacija

Razporeditev tumorjev PR'/PR™ je statisti¢no znacilno razliéna znotraj starostnih skupin,
skupin kliniénega stadija, patohistoloSkega razvrScanja, patohistoloskega tipa in stopnje
diferenciacije malignih TMZ pri psicah (P < 0,05) (Tabela 9). Najve¢ tumorjev PR (85,7 %) je
pri psicah starih 10 let ali ve¢, medtem ko so pri psicah mlajSih od 10 let pogostejsi tumorji
PR" (88,9 %). Pri psicah kliniénega stadija I, Il in Ill so pogostejsi tumorji PR* (80 %), pri psicah
klinicnega stadija IV pa tumorji PR™ (60 %). Vsi karcinomi in situ in karcinomi kompleksnega
tipa so PR". Tubulopapilarni karcinomi so ve¢inoma PR" (80 %), in obratno solidni karcinomi
vecCinoma PR (69,2 %), medtem ko so vsi trije anaplasti¢ni karcinomi PR’. Skoraj vsi tumorji
stopnje diferenciacije | (96,7 %) so PR'. Prav tako je visok dele? tumorjev stopnje
diferenciacije Il (76 %) PR, medtem ko so tumorji stopnje diferenciacije Ill pogosteje (64,7%)
PR". Vsi tumorji z ravnijo izrazanja VEGF 0 in VEGF 2 in vedji del tumorjev z ravnijo izrazanja

VEGF 1 (83,3 %) so PR*. Tumorji PR so ve¢inoma (90,5 %) z ravnijo izraZzanja VEGF 3.
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Tabela 10: Razporeditev tumorjev HER-2'/HER-2" znotraj skupin klinicnih, patohistoloskih in imunohistokemicnih

parametrov

Table 10: The distribution of HER-2/HER-2" tumours by the clinical, pathohistological and immunohistochemical

parameters
znaéilnost podskupine n HER-2' HER-2" P
<10 let 27 17 (32,7 %) | 10(37,0 %)
starost >10 let 52 | 35(67,3%) | 17(63,0%) 0,699
e da 16 13 (25,5 %) 3(11,1 %)
sterilizacija ne 62 38 (74,5 %) 24 (88,9 %) 0,135
1., 2. mlec¢ni kompleks 31 24 (48,0 %) 7 (25,9 %)
mesto tumorja 3., 4., 5. mle¢ni kompleks 44 25 (50,0 %) 19 (70,4 %) 0,166
vnetni 2 1(2,0%) 1(3,7 %)
- da 38 28 (53,8 %) 10 (37,0 %)
multipli ne 41 | 24(462%) | 17(63,0%) 0,156
navidezna da 13 9 (17,3 %) 4 (14,8 %) 0777
brejost ne 66 43 (82,7 %) 23 (85,2 %) !
| 35 24 (48,0%) | 11 (45,8 %)
R .. 1] 14 9 (18,0 %) 5(20,8 %)
klini¢ni stadij i 10 7 (14,0 %) 3 (12,5 %) 0,990
\% 15 10 (20,0 %) 5(20,8 %)
in situ 3 1(1,9%) 2(7,4 %)
kompleksen 29 18 (34,6 %) 11 (40,7 %)
atohistologko enostaven tubulopapilaren 25 18 (34,6 %) 7 (25,9 %)
P razvricanie enostaven soliden 13 9 (17,3 %) 4 (14,8 %) 0,874
) enostaven anaplasti¢en 3 2 (3,8 %) 1(3,7%)
posebni 2 1(1,9 %) 1(3,7%)
mezenhimski 4 3 (5,8 %) 1(3,7%)
. T enostaven 41 29 (61,7 %) 12 (52,2 %)
patohistoloski tip kompleksen 29 | 18(383%) | 11(47,8%) 0,447
stopnia | 30 20 (41,7 %) 10 (41,7 %)
difererfcija e I 25 | 16(32,7%) | 10(38,5%) 0,546
) I 17 13(26,5%) | 4 (15,4 %)
0 5 3 (5,8 %) 2 (7,4 %)
1 12 9 (17,3 %) 3 (11,1 %)
VEGF 2 23 14 (26,9 %) 9 (33,3 %) 0,852
3 39 | 26(50,0%) | 13(48,1%)
Razporeditev tumorjev HER-2/HER-2" znotraj skupin klini¢nih, patohistologkih

imunohistokemicnih parametrov ni statisticno znacilno razlicna (P > 0,05) (Tabela 10).

in
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Tabela 11: Razporeditev tumorjev VEGF 0/VEGF 1/VEGF 2 in VEGF 3 znotraj skupin klini¢nih, patohistoloskih in
imunohistokemicnih parametrov

Table 11: The distribution of VEGF O/VEGF 1/VEGF 2 in VEGF 3 tumours by the clinical, pathohistological and
immunohistochemical parameters

znacilnost podskupine n VEGF 0 VEGF 1 VEGF 2 VEGF 3 P
<10 let 27 | 4(80,0%) | 3(250%) | 13(56,5%) 7 (17,9 %)
starost >10 let 52 | 1(200%) | 9(750%) | 10@35%) | 32(821%) | *002
- da 16 0 1(8,3 %) 4 (18,2 %) 11 (28,2 %)
sterilizacija ne 62 | 5(1000%) | 11(91,7%) | 18(81,8%) | 28(71,8%) | *°’°
1., 2., 3. mleéni kompleks | 31 3(60,0%) | 4(33,3%) 8 (38,1 %) 16 (41,0 %)
mesto tumorja 4., 5. mlec¢ni kompleks 44 2 (40,0 %) 8 (66,7 %) 13 (61,9 %) 21 (53,8 %) 0,782
vnetni 2 0 0 0 2(5,1%)
0, 0, 0, 0,
multipl da 38 2(40,0%) | 5(41,7 %) 11 (47,8 %) 20 (51,3 %) 0.521
ne 41 3(60,0%) | 7(583%) | 12(52,2%) 19 (48,7 %)
[ 35 | 4(80,0%) | 4(33,3%) 12 (57,1 %) 15 (41,7 %)
R I 14 0 4(33,3%) 3(14,3 %) 7(19,4 %)
linicni stadij Il 10 | 1(200%) | 2(16,7%) | 4(19,0%) 3(8,3 %) 0,319
Y 15 0 2 (16,7 %) 2(9,5 %) 11 (30,6 %)
navidezna da 13 1(20,0 %) 0 7 (30,4 %) 5(12,8 %) 0109
brejost ne 66 | 4(80,0%) |12(100,0 %)| 16 (69,6 %) 34 (87,2 %) ’
in situ 3 1(20,0 %) 0 1(4,3 %) 1(2,6 %)
kompleksen 29 3(60,0%) | 7(583%) | 15(652%) 4(10,3 %)
. Y enostaven tubulopapilaren| 25 1(20,0 %) 2 (16,7 %) 6 (26,1 %) 16 (41,0 %)
patohistolosko )
razvrédanie enostaven soliden 13 0 1(8,3%) 1(4,3%) 11 (28,2 %) 0,008
) enostaven anaplasti¢en 3 0 0 0 3(7,7%)
posebni 2 0 1(8,3%) 0 1(2,6%)
mezenhimski 4 0 1(8,3%) 0 3(7,7%)
o enostaven 41 | 1(250%) | 3(30,0%) 7 (31,8 %) 30 (88,2 %)
histolosk 1
patohistoloski tip kompleksen 29 | 3(750%) | 7(700%) | 15(682%) | a(1s%) | 2%
) [ 30 1(250%) | 6(54,5%) | 13(59,1%) 10 (28,6 %)
stopnja
. - I 25 3(75,0%) | 4(36,4%) 6 (27,3 %) 12 (34,3%) | 0,073
diferenciacije
Il 17 0 1(9,1 %) 3(13,6 %) 13 (37,1 %)
R ER’ 34 0 4(33,3%) 4 (17,4 %) 26(66,7%) | 0001
ER" 45 | 5(100,0%) | 8(66,7%) | 19(82,6%) 13 (33,3 %) ’
oR PR 21 0 2(16,7 %) 0 19(487%) | 0001
PR* 58 | 5(100,0 %) | 10(83,3%) | 23(100,0%) | 20 (51,3 %) ’

*statisti¢no znacilne vrednosti so krepko oznacene
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Razporeditev tumorjev VEGF 0/VEGF 1/VEGF 2/VEGF 3 je statisti¢cno znacilno razlicna znotraj
starostnih skupin, skupin patohistolokega razvri¢anja in patohistolokega tipa malignih TMZ
pri psicah (P < 0,05) (Tabela 11). Tumoriji z ravnijo izrazanja VEGF 0 so po patohistoloSkem
razvrS€anju karcinomi in situ, karcinomi kompleksnega tipa in tubulopapilarni karcinomi. Vsi
anaplasti¢ni karcinomi, vecji delez solidnih karcinomov (84,6 %) in vecji delez malignih
mezenhimskih tumorjev (75 %) so tumorji z ravnijo izrazanja VEGF 3. Vecji del tumorjev
(88,2 %) z ravnijo izrazanja VEGF 3 so karcinomi enostavnega patohistoloskega tipa, medtem
ko je med karcinomi kompleksnega tipa najve¢ tumorjev z ravnijo izrazanja VEGF 0, 1 in 2
(86,2 %). Vsi tumoriji z ravnijo izrazanja VEGF 0 so ER" in PR*. Tumoriji z ravnijo izrazanja VEGF
1 in 2 so predvsem ER' (77,1 %) in PR" (94,3 %). Tumorji z ravnijo izraZanja VEGF 3 so
predvsem ER™ (66,7 %).
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Tabela 12: Razporeditev tumorjev A/luminalnega podtipa B/podtipa HER-2/bazalnega podtipa znotraj skupin
klinicnih, patohistoloskih in imunohistokemicnih parametrov

Table 12: The distribution of luminal subtype A/luminal subtype B/subtype HER-2/basal subtype tumours by the

clinical, pathohistological and immunohistochemical parameters

2nacilnost odskupine n luminalni luminalni podtip bazalni P
P P podtip A podtip B HER-2 podtip
<10 let 27 | 17(41,5%) | 7(38,9%) 1(250%) | 2(16,7 %)
starost >10 let 48 | 24(585%) | 11(61,1%) | 3(75%) |10(833%) | 1
- da 16 | 11(27,5%) 1(5,6 %) 1(250%) | 3(25,0%)
sterilizacija ne 58 | 20(72,5%) | 17(944%) | 3(750%) | 9(750%) | 3%
1., 2. mlecni kompleks 28 15 (38,5 %) 7(38,9 %) 0 6(50,0 %)
mesto tumorja | 3., 4., 5. mle¢ni kompleks | 43 23 (59,0 %) 11 (61,1 %) 3 (75,0 %) 6 (50,0 %) 0,110
vnetni 2 1(2,6 %) 0 1(25,0 %) 0
0, 0, 0, 0,
multipl da 37 | 21(51,2%) | 8(44,4%) 2(50,0%) | 6(50,0%) 0,072
ne 38 | 20(48,8%) | 10(556%) | 2(50,0%) | 6(50,0%)
navidezna da 13 7(17,1%) 4(22,2 %) 0 2 (16,7 %) 0766
brejost ne 62 | 34(82,9%) | 14(77,8%) | 4(100,0%) | 10(83,3 %) ’
I 34 | 20(51,3%) | 9(56,3%) 0 5(41,7 %)
sy . 1 14 8(20,5 %) 5(31,3%) 0 1(8,3%)
linicni stadi i 8 | 5(12,8%) 1(6,3 %) 1(333%) | 1(83%) 0,120
’ ° ) (J ) (] ) ()
\% 14 6 (15,4 % 1(6,3% 2 (66,7 % 5(41,7%
in situ 3 3(7,3%) 0 0 0
kompleksen 29 19 (46,3 %) 10 (55,6 %) 0 0
patohistoloska |enostaven tubulopapilaren| 25 15 (36,6 %) 6 (33,3 %) 1(25,0 %) 3 (25,0 %) <0.001
diagnostika enostaven soliden 13 2 (4,9 %) 2 (11,1 %) 2 (50,0 %) 7 (58,3 %) !
enostaven anaplasti¢en 3 0 0 1(25,0 %) 2 (16,7 %)
posebni 2 2 (4,9 %) 0 0 0
o enostaven 41 | 17 (47,2%) | 8(44,4%) | 4(100,0%) |12 (100,0%)
patohistoloski tip kompleksen 29 | 19(52,6%) | 10 (55,6 %) 0 0 0,002
stopnia | 30 21 (55,3 %) 8 (44,4 %) 1(25,0%) 0
diferer?cijaci‘e 1 25 14 (34,2 %) 8 (44,5 %) 1(25,0 %) 3 (25,0 %) <0,001
J I 17 | 4 (10,5%) 2(11,1%) 2(50,0%) | 9(75,0%)
0 5 4(9,8 %) 1(5,6 %) 0 0
1 11 | 8(195%) | 2(11,1%) | 1(250%) 0
VEGF 2 23 | 16(39,0%) | 7(38,9%) 0 0 0,015
3 36 13 (31,7 %) 8 (44,4 %) 3(75,0%) [12(100,0 %)

*statisti¢no znacilne vrednosti so krepko oznacene
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Razporeditev karcinomov razli¢nih IHC podtipov je statisticno znacilno razli¢na znotraj skupin
patohistoloskega razvré¢anja, patohistoloskega tipa in stopnje diferenciacije malignih TMZ pri
psicah (P < 0,05) (Tabela 12). Vsi karcinomi in situ so luminalnega podtipa A, vsi karcinomi
kompleksnega tipa luminalnega podtipa A (65,5 %) in luminalnega podtipa B (34,5 %). Delez
karcinomov kompleksnega tipa je visji (55,6 %) med karcinomi luminalnega podtipa B.
Tubulopapilarni karcinomi so predvsem luminalnega podtipa A in B (82,9 %). Anaplasti¢ni
karcinomi so podtipa HER-2 (33,3 %) in bazalnega podtipa (66,7 %). Oba karcinoma
posebnega tipa sta luminalega podtipa A. Med karcinomi bazalnega podtipa in karcinomi
podtipa HER-2 so samo karcinomi enostavnega tipa. Med karcinomi luminalnega podtipa A in
B je vedji delez tumorjev stopnje diferenciacije | in 1l (96,7 % in 84 %), med karcinomi
bazalnega podtipa pa vecji delez tumorjev stopnje diferenciacije Il (75 %). Med karcinomi
bazalnega podtipa je najve¢ tumorjev stopnje diferenciacije 11l (52,9 %). Vsi tumoriji z ravnijo
izrazanja VEGF 0 so luminalnega podtipa A in B. 75 % vseh karcinomov podtipa HER-2 in vsi

karcinomi bazalnega podtipa moc¢no izrazajo VEGF (tumorji VEGF 3).
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4.4.2 Preveranje soodvisnosti patohistoloskega razvrs€anjain stopnje diferenciacije

Zeleli smo preveriti soodvisnost obeh patohistoloskih ocen — patohistoloskega razvri¢anja in
stopnje diferenciacije, zato smo s testom Pearsonovega hi-kvadrata ugotavljali razporeditev
tumorjev razlicnih stopenj proliferacije (I-1ll) v posameznih skupinah patohistoloSkega
razvrscanja.

Tabela 13: Razporeditev karcinomov enostavnega/kompleksnega tipa znotraj skupin stopnje diferenciacije

Table 13: The distribution of simple/complex type carcinomas by the histological grade groups

patohistoloski tip tumorja | stopnja diferenciacije | stopnja diferenciacije Il | stopnja diferenciacije lll P
kompleksen ‘ 19 (65,5 %) 8 (27,6 %) ‘ 2(6,9 %) ‘
i i | 0,001
enostaven \ 10 (24,4 %) 16 (39,0 %) \ 15 (36,6 %) \

Tabela 14: Razporeditev tumorjev razlicnih patohistoloskih tipov znotraj skupin stopnje diferenciacije

Table 14: The distribution of tumours of different histopathological subtype by the histological grade groups

patohistoloski tip tumorja stopnja diferenciacije | | stopnja diferenciacije Il | stopnja diferenciacije Il P
kompleksen 19 (65,5 %) 8 (27,6 %) 2(6,9%)
enostaven tubulopapilaren 10 (40,0 %) 13 (52,0 %) 2 (8,0%)
enostaven soliden 0 2 (15,4%) 11 (84,6 %) <0,001
enostaven anaplasticen 0 1(33,3%) 2 (66,7 %)
poseben tip 1 (50,0 %) 1 (50,0 %) 0

Patohistoloski tip (enostaven/kompleksen) in patohistolosko razvrs¢anje sta statisticno
znacilno povezana s stopnjo diferenciacije tumorjev (P < 0,05). Karcinomi kompleksnega tipa
so vecinoma (65,5 %) stopnje diferenciacije |, karcinomi enostavnega tipa pa vecinoma
(39,0 %) stopnje diferenciacije Il (Tabela 13). Ob delitvi karcinomov enostavnega tipa na
posamezne podskupine, so tubulopapilarni karcinomi velinoma (52,0 %) stopnje
diferenciacije Il, solidni in anaplasti¢ni karcinomi pa stopnje diferenciacije Il (84,6 % in

66,7 %) (Tabela 14).
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4.4.3 Preverjanje korelacij med ravnmi izrazanja celi¢nih oznacevalcev

Korelacije med ravnmi izraZzanja celicnih oznacevalcev VEGF, ER, PR in HER-2 smo preverili z
izraCunom Spearmanovega koeficienta korelacije. Pri tem testu nismo upoStevali mejnih
vrednosti za posamezen celi¢ni oznacevalec, ampak delez pozitivnih tumorskih celic, dolo¢en
ob analizi rezultatov IHC preiskave. Od vseh 81 tumorjev, smo analizirali 79 malignih TMZ, ker
za dva maligna meSana tumorja zaradi neustrezne IHC reakcije nismo imeli podatka o ravni

izrazanja celi¢nih oznacevalcev.

Tabela 15: Spearmanov koeficient korelacije izraZzanja VEGF, ER, PR in HER-2

Table 15: Spearman's rank correlation coefficient between VEGF, ER, PR and HER-2 expression

rs 1,000 -0,277 -0,387 -0,050
0,014 <0,001 0,662
n 78 78 78 78
rs -0,277 1,000 0,579 0,221
P 0,014 <0,001 0,050
n 78 78 78 78
rs -0,387 0,579 1,000 0,218
P <0,001 <0,001 0,054
n 78 78 78 78
rs -0,050 0,221 0,218 1,000
P 0,662 0,050 0,054
n 78 78 78 78

rs= Spearmanov koeficient korelacije
P = statisti¢na znacilnost
n = Stevilo vzorcev

*statisti¢no znacilne vrednosti so krepko oznacene

Pozitivna korelacija med lIzrazanjem ER in PR v vzorcih malignih TMZ je statistiéno znacilna
(P < 0,05). Negativna korelacija med izrazanjem ER in VEGF in PR in VEGF je statisticno
znacilna (P < 0,05). Pozitivna korelacija med izrazanjem ER in HER-2 in PR in HER-2 je na meji

statisti¢ne znacilnosti (P = 0,050 oziroma P = 0,054) (Tabela 15).
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4.4.4 Preverjanje povezanosti posameznih spremenljivk s preZivetjem psic

Analizo preZivetja smo naredili z metodo po Kaplan - Meierju. V analizo smo vkljucili vseh 72
psic, med temi za Stiri psice nismo imeli podatka o preZivetju dveh let po kirurski odstranitvi
TMZ. Pri multiplih tumorjih ene psice smo v analizo vkljucili tumor, ki je bil po
patohistoloSkem razvrs¢anju najbolj maligen (Pena in sod., 2013). Dve leti po kirurski
odstranitvi TMZ je bilo 37 psic (54,4 %) $e vedno Zivih in se bolezen ni ponovila, 16 (23,5 %)
jih je poginilo zaradi TMZ, 8 (11,8 %) zaradi drugega vzroka, pri 7 (10,3 %) se je bolezen

ponovila.

Upostevali smo le podskupine posameznih spremenljivk, kjer je bilo Stevilo vzorcev vec kot
tri, kar je dovolj za minimalno velikost vzorca, potrebnega za statisti¢cno analizo. Pri
preverjanju povezave preZivetja glede na mesto TMZ nismo upostevali dveh vnetnih
karcinomov. Pri preverjanju povezave prezivetja z IHC razvrS¢anjem nismo upostevali treh
primerov karcinomov podtipa HER-2. Pri preverjanju povezave preZivetja s patohistoloskim
razvrs¢anjem nismo upostevali dveh primerov karcinomov posebnega tipa in treh primerov
karcinomov in situ in anaplasti¢nih karcinomov. Trije primeri anaplasti¢nih karcinomov so bili
upostevani pri delitvi na enostaven/kompleksen patohistoloski tip. Karcinomov
enostavnega/kompleksnega tipa je bilo 57, karcinomov z doloc¢eno stopnjo diferenciacije 62
in karcinomov z doloéenim IHC podtipom 59. Za dva maligha meSana tumorja nismo imeli

podatkov o ravni izrazanja ER, PR, HER-2 in VEGF.
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Tabela 16: Analiza povezave preZivetja po testu log-rank s spremenljivkami, ki bi lahko vplivale na preZivetje psic
dve leti po kirurski odstranitvi tumorjev mlecne Zleze

Table 16: Log-rank test for variables possibly associated with the survival of bitches two years after surgical
removal of mammary gland tumours

.. . Stevilo psov ¢as prezivetja (dnevi)
SPEmEnliike N ShuRlne (%) (srednja vrednost in standardni odklon) P
<10 let 24 (35,3) 670,8 +41,2
starost 68 >10 let 44 (64,7) 551,7 £ 42,0 0,033
e da 14 (20,6) 605,5 £ 68,0
sterilizacija 68 ne 54 (79.4) 591.8 £ 35,7 0,865
navidezna da 11 (16,2) 604,5 + 85,1
brejost 68 ne 57 (83,8) 592,4 + 33,9 0,626
. da 29 (42,6) 582,0 + 49,3
multipli 68 ne 39 (57,4) 605,8 + 40,6 0,596
. 1., 2. mlecni kompleks 29 (42,7) 627,6 £43,4
mesto tumorja | 66 3 ) 5 mieni kompleks 37 (54,4) 594,0 + 42,9 0,497
| 32 (47,1) 676,4 +30,4
klini€ni I 13 (19,1) 730,0+0,0
stadij 68 1 9(13,2) 487,3+121,8 <0,001
\% 14 (20,6) 337,3+78,3
kompleksen tip 22 (32,4) 730,0+0,0
patohistolosko 60 enostaven tubulopapilaren 19 (27,9) 658,1 + 40,5 <0,001
razvrséanje enostaven soliden 13 (19,1) 472,3 + 88,6 ’
mezenhimski 6(8,8) 377,5+161,0
patohistoloski 57 kompleksen 22 (38,6) 730,0+0,0 0.002
tip enostaven 35(61,4) 541,3 + 47,8 ’
stobnia | 24 (41,9) 730,0£0,0
diferescija o 59 I 21(35,5) 602,0 £ 52,6 <0,001
) 1l 14 (22,6) 412,3+84,9
0 5(7,5) 730,0 £ 0,0
1 10 (15,2) 730,0+0,0
VEGF 66 2 17 (25,8) 730,0+0,0 <0,001
3 34 (51,5) 488,6 £ 51,4
ER 29 (43,9) 452,8 +581
ER 66 ER' 37 (56,1) 716,9 + 13,2 <0,001
PR 20 (30,3) 342,3+70,0
PR 66 PR 46 (69,7) 709,5 + 14,3 <0,001
HER-2 44 (66,7) 597,8 + 38,6
HER-2 66 HER-2" 22 (33,3) 610,0 + 52,5 0,951
IHC luminalni podtip A 33(53,2) 702,3+19,4
razvricanie 59 luminalni podtip B 14 (22,6) 694,6 + 35,7 <0,001
) bazalni podtip 12 (19,4) 344,9 + 89,1

*statisticno znacilne vrednosti so krepko oznacene

Od vseh proucenih spremenljivk so starost, klinicni stadij, patohistoloSko razvrséanje,
patohistoloski tip (enostaven/kompleksen), stopnja diferenciacije, VEGF, ER, PR in IHC
razvri€anje statisticno znacilno povezani s preZivetjem psic z malignimi TMZ (P < 0,05)

(Tabela 16). Vsako teh spremenljivk smo ponazorili s krivuljo prezZivetja po Kaplan - Meieriju.
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Slika 15: Krivulje preZivetja, po Kaplan - Meierju, psic starih manj kot 10 let in 10 let ali ve¢ (A) in psic klinicnega
stadija I, Il, Il in IV (B)

Figure 15: Kaplan - Meier survival curve for bitches aged less than 10 years and 10 years or more (A), and for
bitches with clinical stages |, Il, Ill and IV (B)

Razlika med krivuljama prezivetja psic, starih manj kot 10 let, in psic, starih 10 let ali ve¢, je
statisticno znacilna (P < 0,05) (Slika 15, A). Krivulja prezZivetja psic klinicnega stadija | se
statisticno znacilno ne razlikuje od krivulje prezivetja psic klinicnega stadija Il (P > 0,05), obe
krivulji se statisticno znacilno razlikujeta od krivulj prezZivetja psic klinicnega stadija lll in IV (P
< 0,05). Razlika v preZivetju psic klininega stadija Il in IV ni statisticno znacilna (P > 0,05)
(Slika 15, B). Vse psice klinicnega stadija Il so preZivele dve leti po kirurski odstranitvi

tumorijey, tri psice klinicnega stadija | so poginile (Tabela 16).
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Slika 16: Krivulje preZivetja, po Kaplan - Meierju, psic s tumorji razlicnih patohistoloskih znacilnosti: A stopnja

Eas prezivetja (dnevi)

diferenciacije, B histoloski tip, C patohistolosko razvrs¢anje

Figure 16: Kaplan - Meier survival curves for bitches with tumours of different histopathological characteristics:

A histological grade, B histopathological type, C histopathological classification
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Krivulja prezivetja psic s tumorji stopnje diferenciacije | se statisticno znacilno razlikuje od
krivulje prezivetja psic s tumorji stopnje diferenciacije Il in lll (P < 0,05). Statisticno znacilna je
razlika med krivuljama preZivetja psic s tumorji stopnje diferenciacije Il in Il (P < 0,05) (Slika
16, A). Statisticno znacilna je razlika med krivuljama prezZivetja psic s karcinomi enostavnega
in kompleksnega tipa (P < 0,05) (Slika 16, B). Krivulja preZivetja psic s karcinomi
kompleksnega tipa se statisticno znacilno razlikuje od krivulje prezivetja psic s solidnimi
karcinomi in psic z malignimi mezenhimskimi tumorji (P < 0,05), ne pa od krivulje preZivetja
psic s tubulopapilarnimi karcinomi (P > 0,05). Krivulja preZivetja psic s tubulopapilarnimi
karcinomi se statisticno znacilno razlikuje od krivulje prezivetja psic s solidnimi karcinomi in
psic z malignimi mezenhimskimi tumorji (P < 0,05). Razlika med krivuljama preZivetja psic s
solidnimi karcinomi in psic z malignimi mezenhimskimi tumorji ni statisti¢cno znacilna (P >
0,05) (Slika 16, C). Vse psice s karcinomi kompleksnega tipa so preZivele dve leti po kirurski

odstranitvi TMZ (Tabela 16).
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Slika 17: Krivulje preZivetja, po Kaplan — Meierju, psic s tumorji ER*/ER (A) in tumorji PR*/PR (B)

Figure 17: Kaplan - Meier survival curves for bitches with ER'/ER” tumours (A) and PR'/PR tumours (B)

Krivulja prezivetja psic s tumorji ER™ se statisti¢no znacilno razlikuje od krivulje prezivetja psic
s tumorji ER" (Slika 17, A) in krivulja preZivetja psic s tumorji PR se statistiéno znacilno

razlikuje od krivulje preZivetja psic s tumorji PR" (P < 0,05) (Slika 17, B).
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Slika 18: Krivulje preZivetja, po Kaplan - Meierju, psic s tumorji razlicne ravni izraZanja vaskularnega
endotelijskega rastnega dejavnika (A) in tumorji razlicnih IHC podtipov (B)

Figure 18: Kaplan - Meier survival curves for bitches with tumours with different levels of vascular endothelial
growth factor expression (A) and tumours of different IHC subtypes (B)

Med krivuljami prezivetja psic s tumorji VEGF 0, 1 in 2 ni statisti¢no znacilnih razlik (Slika 18,
A) — vse psice so prezivele dve leti po kirurki odstranitvi TMZ (Tabela 16). Krivulja preZivetja
psic s tumorji VEGF 3 se statistiéno znadilno razlikuje od krivulj prezZivetja psic s tumorji
VEGF 0, VEGF 1 in VEGF 2 (P < 0,05) (Slika 18, A). Krivulji prezivetja psic s karcinomi
luminalnega podtipa A in luminalnega podtipa B se statisticno znacilno razlikujeta od krivulje
preZivetja psic s karcinomi bazalnega podtipa (P < 0,05). Razlika med krivuljama prezZivetja

psic s karcinomi luminalnega podtipa A in B ni statisticno znacilna (P > 0,05) (Slika 18, B).
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4.4.5 Preverjanje najmocnejsih prognosticnih dejavnikov

Z multivariatno analizo smo izdelali dva razlicna modela. V prvem smo upostevali vse
spremenljivke, ki so bile v analizi po Kaplan - Meierju statisticno znacilno povezane s
prezivetjem (Tabela 16) (starost, klini¢ni stadij, patohistoloSko razvrS¢anje, patohistoloski tip,
stopnja diferenciacije, VEGF, ER in PR), razen IHC razvrstitve. IHC razvrstitve nismo upostevali,
ker je bila postavljena na podlagi izrazanja ER, PR in smo upostevali posamezne celi¢ne

oznacevalce.

Tabela 17: Rezultati multivariatne analize prvega modela — klinicni stadij in PR kot najmocnejSa prognosticna
dejavnika za preZivetje psic z malignimi tumorji mlec¢ne Zleze

Table 17: Results of multivariate analysis of the first model — clinical stage and PR as the strongest prognostic
factors for the survival of bitches with malignant mammary gland tumours

spremenljivka | skupine S relativno tveganje 95 % P
P ) P psov (%) gan) intervali zaupanja
0,003
| 30 (45,5) 0,223 0,098-0,506 <0,001
Klinicni [ 13 (19,7) 0,271 0,101-0,731 0,010
stadij

11l 9(13,6) 0,490 0,168-1,428 0,191

v 14 (21,2) referencna vrednost
PR* 20 (30,3) 3,114 1,601-6,059 0,001

PR
PR 46 (69,7) referenc¢na vrednost

*statisti¢no znacilne vrednosti so krepko oznacene

Po prvem modelu sta najmoénej$a prognosti¢na dejavnika za preZivetje psic z malignimi TMZ
klini¢ni stadij in PR (Tabela 17). Relativno tveganje pri psicah klini¢nega stadija lll ni statisti¢no
znacilno nizje kot pri psicah klini¢nega stadija IV (P > 0,05). Tveganje za pogin je pri psicah
klinicnega stadija | in 11, 4,5 in 3,7-krat manjse kot pri psicah klinicnega stadija IV, medtem ko
je razmerje pri psicah kliniénega stadija 1l 2,2-krat manjse. Pri psicah s tumoriji PR je tveganje

3,1-krat ve¢je v primerjavi s psicami s tumorji PR* (Tabela 17).
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Z drugim modelom smo Zeleli med seboj primerjati kliniéno in patohistolosko diagnostiko z

IHC razvrs¢anjem. Pri analizi smo upostevali klini¢ni stadij, IHC razvr$¢anje in stopnjo
diferenciacije. Patohistolosko razvri¢anje je bilo zaradi malo vzorcev (n < 3) v posameznih
podskupinah nepopolno, stopnja diferenciacije je bila v analizi preZivetja po Kaplan - Meierju
mocnejsi prognosticen dejavnik kot patohistoloski tip (Tabela 16).

Tabela 18: Rezultati multivariantne analize drugega modela — klinicni stadij in IHC razvrs¢anje kot najmocnejsa
prognosticna dejavnika za preZivetje psic z malignimi tumorji mlecne Zleze

Table 18: Results of multivariate analysis of the second model — clinical stage and IHC classification as the
strongest prognostic factors for the survival of bitches with malignant mammary gland tumours

spremenljivka skupine stevilo relativno tveganje 95 % P
P ) P psov (%) gan intervali zaupanja

0,016

I 29 (49,2) 0,245 0,100-0,601 0,002

Klinicni I 13 (22,0) 0,270 0,093 — 0,784 0,016

stadij

] 6 (10,2) 0,459 0,138-1,531 0,205
v 11 (18,6) | referencna vrednost

luminalni podtip A | 33 (56,0) 0,324 0,151 -0,692 0,004

e - luminalni podtip B | 14 (23,7) 0,377 0,150 — 0,947 0,038

razvr$€anje

bazalni podtip 12 (20,3) | referencna vrednost

*statisticno znacilne vrednosti so krepko oznacene

Po drugem modelu sta najmoénejSa prognosti¢na dejavnika za preZivetje psic z malignimi
TMZ klini¢ni stadij in IHC razvré€anje. Rezultati relativnega tveganja psic s kliniénim stadijem |,
Il, Il in IV so podobni kot v prvem modelu. Relativno tveganje pri psicah s karcinomi
luminalnega podtipa A ni statisticno znacilno razli¢no kot pri psicah s karcinomi luminalnega
podtipa B (P > 0,05), medtem ko je tveganje pri psicah s karcinomi luminalnega podtipa A in B

3,1 in 3,7-krat manjse kot pri psicah s karcinomi bazalnega podtipa (Tabela 18).

4.4.5.1 Preverjanje uporabnosti kombinirane ocene najmocnejsih prognosticnih dejavnikov

Na podlagi kombinirane ocene klini¢nega stadija in IHC razvrS¢anja oziroma kliniénega stadija
in PR, smo psice razdelili v skupine (Tabela 19 in Tabela 20). Za skupine, kjer je bilo Stevilo
psic vecje ali enako pet (v tabelah krepko oznadeno), smo izdelali krivulje preZivetja po

Kaplan - Meieriju.
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Tabela 19: Stevilo okrnjenih podatkov o preZivetju in preZivelih psicah z malignimi tumorji mle¢ne Zleze v
podskupinah kombinirane ocene klinicnega stadija in imunohistokemicnega razvrsc¢anja (n = 62)

Table 19: Number of surviving and censored bitches with malignant mammary gland tumours in subgroups with
different clinical stage and immunohistochemical classification (n = 62)

klini¢ni stadij | IHC razvrscanje n okrnjeni podatki (%) prezivele psice (%)

1 luminalni podtip A 17 3(17,6 %) 14 (100 %)
1 luminalni podtip B 7 2 (28,6 %) 5(100 %)
| podtip HER-2 / / /

] bazalni podtip 5 0 3 (60 %)
/] luminalni podtip A 7 2 (28,6 %) 5(100 %)
Il luminalni podtip B 5 1 (20 %) 4 (100 %)
[ podtip HER-2 / / /

Il bazalni podtip 1 1 (100 %) /

1} luminalni podtip A 4 1(25 %) 2 (66,7 %)
I luminalni podtip B 1 0 1 (100 %)
1 podtip HER-2 1 1 (100 %) /

1} bazalni podtip 1 0 1(0%)
v luminalni podtip A 5 3 (60 %) 1 (50 %)
v luminalni podtip B 1 0 1(0%)
v podtip HER-2 2 0 2 (0%)
v bazalni podtip 5 0 5(0%)

*skupine vkljucene v nadaljnjo analizo so krepko oznacene

Tabela 20: Stevilo okrnjenih podatkov o preZivetju in preZivelih psicah z malignimi tumorji mle¢ne Zleze v
podskupinah kombinirane ocene klinicnega stadija in PR (n = 66)

Table 20: Number of survived and censored bitches with malignant mammary gland tumours in subgroups with
different clinical stage and PR (n = 66)

klinicni stadij PR n okrnjeni podatki (%) prezivele psice (%)
1 PR 6 0 4 (66,7 %)
/ PR" 24 5(20,8 %) 19 (100 %)
I PR 1 1 (100 %) /
n PR’ 12 3(25 %) 9 (100 %)
i PR 4 2 (50 %) 2 (0%)
mn PR’ 5 1(20 %) 3(75%)
v PR 9 0 9(0%)
v PR 5 3 (60 %) 1 (50 %)

*skupine vkljucene v nadaljnjo analizo so krepko oznacene
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Slika 19: Krivulje preZivetja po Kaplan - Meierju psic z malignimi tumorji mlecne Zleze glede na kombinirano
oceno klini¢nega stadija/IHC razvrs¢anja (A) in klini¢nega stadija/PR (B)

Figure 19: Kaplan - Meier survival curve for bitches with malignant mammary gland tumours with a combined
esstimation of clinical stage/IHC classification (A) and clinical stage/PR (B)
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Vse psice klinicnega stadija I/karcinomi luminalnega podtipa A, klinicnega stadija I/karcinomi
luminalnega podtipa B in klini¢nega stadija Il/karcinomi luminalnega podtipa A so preZivele
dve leti po kirurski odstranitvi tumorjev. Krivulja preZivetja psic iz teh treh skupin je bila
statisti¢no znadilno razlicna od krivulje prezivetja psic klinicnega stadija I/karcinomi bazalnega
podtipa in psic klinicnega stadija IV/karcinomi bazalnega podtipa. Razlika med krivuljama
preZivetja psic klinicnega stadija I/karcinomi bazalnega podtipa in psic klinicnega stadija

IV/karcinomi bazalnega podtipa je na meji statisticne znacilnosti (P = 0,055) (Slika 19, A).

Vse psice klini¢nega stadija I/tumorji PR* so preZivele dve leti po kirurki odstranitvi tumorjev.
Razlika med krivuljama preZivetja psic klinicnega stadija I/tumorji PR in psic klinicnega stadija

lll/tumorji PR" ni bila statisti¢no znacilna (P > 0,05). (Slika 19, B).
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5 RAZPRAVA

TMZ pri psicah so bili po poro¢ilih raziskave opravljene v Sloveniji, v ¢asu od leta 1988 do leta
1997, najpogostejsi tip tumorja, ki se pojavlja pri psih. Med vsemi 1390 preiskanimi tumoriji

je bilo 36,2 % TMZ. V raziskavi je bilo 77,1 % vseh TMZ malignih (Znidersi¢ 1998).

5.1 Klini¢ni parametri

Podatke iz literature, da se maligni TMZ najpogosteje pojavljajo pri psicah starih 10 in 11 let
ter starejSih (Gobello in Corrada, 2001; Murphy, 2008; Kim in sod., 2011a; Sleeckx in sod.,
2011), potrjujejo tudi rezultati nase raziskave. Najvec (19,4 %) psic nase raziskave je starih 11
let in vec¢ kot polovica (65,3 %) je starejSih od 10 let (Tabela 5). Ugotovili smo statisti¢no
znacilno razliko v preZivetju psic, ki so stare manj kot 10 let in psic starih 10 let ali ve¢ (Slika
15 A, Tabela 16). Pri psicah starih 10 let ali ve¢ je tveganje za pogin, zaradi TMZ, v €asu dveh
let po kirurski odstranitvi tumorjev vecéje. Na podlagi nasSih rezultatov lahko potrdimo
podatke iz literature, da starej$e kot so psice ob pojavu TMZ, slab%a je prognoza bolezni
(Sorenmo in sod., 2009). Rezultati so podobni v raziskavah Hellmen-a in sod (1993) in Nieto-a
in sod. (2000). Hellmen in sod. (1993) so obravnavali 202 TMZ in razlika v preZivetju med
mlajSimi in starejSimi psicami je bila statisticno znacilna v univariatni in multivariatni analizi.
Nieto in sod. (2000) so pregledali 66 psic s TMZ in dokazali statisti¢no znacilno povezavo med
slabso prognozo in visjo starostjo psic (P = 0,047). Pena in sod. (2013), ki so v raziskavo
vkljucili 65 psic, so hkrati ugotovili visji delez pojava zasevkov in ponovnega pojava bolezni pri
psicah starosti 9-11 let. Poleg TMZ, je ve&ja smrtnost pri starejih psicah lahko posledica
slabse odpornosti organizma in drugih spremljevalnih starostnih bolezni, ki poslabsajo

zdravstveno stanje psice (Philibert in sod., 2003; Sorenmo, 2003).

Zanimalo nas je tudi ali hkraten pojav ve¢ TMZ (multipli tumorji) vpliva na slab%o prognozo
psic. Malo manj kot polovica vseh psic (43,1 %) naSe raziskave je imelo multiple tumorije.
Prisotnost multiplih tumorjev ni bila statisticno znacilno povezana s prezivetjem (Tabela 16)

in sklepamo lahko, da je za prognozo psic s TMZ pomembnej$a stopnja malignosti tumorjev
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kot pa njihov hkraten pojav.

Pri psicah, ki niso sterilizirane ali v primeru sterilizacije opravljene po drugem estrusu je
tveganje za pojav TMZ visoko. Nastanek, rast in napredovanje TMZ so tesno povezani s
hormonskim statusom psice, ki se od psice do psice razlikuje (lllera in sod., 2006; Santos in
sod., 2010b; Sleeckx in sod., 2011). Gizinski in sod. (2004) so ugotovili skoraj 3-krat visje
vrednosti estrogena in progesterona v serumu psic z malignimi TMZ v primerjavi z zdravimi
psicami. Pri steriliziranih psicah, vkljuenih v naso raziskavo, so bile vse sterilizacije
opravljene po nastopu drugega estrusa, medtem ko je bil deleZ nesteriliziranih psic 80,3 %.
Pri 19,7 % steriliziranih psicah iz nase raziskave so se kljub sterilizaciji pojavili TMZ in lahko

potrdimo, da je za ¢im uspesSnejSo preventivo pomembna pravocasna sterilizacija.

Hormonske spremembe v ¢asu spolnega ciklusa psice lahko vplivajo na pojav navidezne
brejosti (Lee in sod., 2006). Kljub dokazanemu vplivu spolnih hormonov na patogenezo TMZ,
povezava med navidezno brejostjo in pojavom tumorjev ostaja predmet novih raziskav
(Sleeckx in sod., 2011). Veronesi in sod. (2003) so na vzorcih 267 TMZ preverili povezavo med
navidezno brejostjo in patohistoloskimi tipi tumorjev, vendar niso ogotovili statisti¢no
znacilnih povezav (P = 0,18). V nasi raziskavi je bila pri 16,7 % psic diagnosticirana navidezna
brejost in pri polovici teh psic (6/12), se je hkrati pojavilo ve¢ TMZ. Zaradi malo vzorcey,
povezav med navidezno brejostjo in pojavom multiplih tumorjev nismo statisti¢no
ovrednotili. Med prezivetjem psic z navidezno brejostjo in tistih brez ni statisti¢no znacilne
razlike (Tabela 16). Mogoce je, da v nasi raziskavi niso bila zapisana vsa stanja navidezne

brejosti, zato na podlagi rezultatov nase raziskave ne moremo delati zakljuckov.

Ob starosti in vplivu spolnih hormonoy, ki sta najpomembnej$a dejavnika tveganja za pojav
TMZ pri psicah, je pomembna pasemska oziroma genetska komponenta (Sorenmo in sod.,
2011). V nasi raziskavi so bili tumorji najpogostejsi pri kokerSpanjelih (19,4 % od vseh psic s
TMZ), psicah mesanih pasem (18,1 %) in srednjih kodrih (6,9 %). Po trije primeri (4,2 %) psic z
malignimi TMZ so bili pasme malteZan, nemski ovéar, pekinZan in slovaski €uvaé. Nase
rezultate tezko primerjamo z drugimi raziskavami, saj deleZi psov s TMZ po posameznih
raziskavah moéno variirajo (Sleeckx in sod., 2011). V raziskavi Sarli-a in sod. (2002) so bili TMZ
najpogostejsi pri nemskem ovcarju in yorkshirskem terierju (devet od vseh 60 psic), medtem

ko so Richards in sod. (2001) pri nems$kem ov¢arju ugotovili manjse tveganje za pojav TMZ. V
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norveski raziskavi Moe-a in sod. (2001), v katero je bilo vklju¢ene 25 % celotne populacije

psov z razliénimi tipi tumorjev, so visje tveganje za pojav TMZ ugotovili pri bokserjih,
kokerSpanjelih, angleskih Springer Spanjelih in jazbecarjih. Odstopanja med rezultati raziskav
bi lahko pripisali razli¢ni zastopanosti posameznih pasem psov v posameznih drZavah. Prav
tako so razlike odvisne od lastnikov psov oziroma njihove odlogitve, ali bodo ob pojavu TMZ
psico pripeljali na pregled na veterinarsko kliniko. Rezultati nase raziskave so primerljivi z
rezultati retrospektivnih raziskav izvedenih v Sloveniji, kjer so se TMZ prav tako najpogosteje
pojavljali pri mesancih, kodrih in koker$panjelih (Zaninovi¢ 1990; Cepuder 1997; Znidersi¢
1998). TMZ se pogosteje pojavljajo pri ¢istokrvnih kot pri me$anih pasmah. V raziskavi Sarli in
sod. (2002) je bilo 65,5 % (38/58) vseh psov pasemskih, v raziskavi Itoh-a in sod. (2005) pa
84,2 % (85/101). Podobno je bilo v nasi raziskavi 81,9 % (59/72) vseh psic s TMZ pasemskih.
Med vsemi pasmami psic s TMZ, vklju¢enih v na$o raziskavo, so po podatkih registra
Veterinarske uprave Republike Slovenije (december 2011), v Sloveniji najpogosteje zastopani
nemski ovcarji (22589 psov), zlati prinasalci (9093 psov), maltezani (5231 psov) in
kokerspanjeli (3157 psov) (Tabela 4). Kljub Stevilni populaciji nemskega ovcarja v Sloveniji
smo na KKMZ VF UNI LJ pojav malignih TMZ v ¢asu od leta 2003 do 2010 ugotovili le pri treh
psicah te pasme. V primerjavi z nemskimi ovcarji je populacija kokerSpanjelov v Sloveniji
7-krat manj$a, medtem ko so se TMZ pri psicah te pasme pojavili 4,7-krat pogosteje. V
Sloveniji je Stevilna tudi populacija zlatih prinasalcev in maltezanov, medtem ko smo v nasi
raziskavi zapisali le dva oziroma tri primere psic s TMZ teh pasem. Rezultati nakazujejo na

moznost pasemske predispozicije za pojav malignih TMZ pri koker$panjelih.

Z rezultatom nade raziskave o mestu TMZ smo potrdili podatke iz literature, da se tumorji
pogosteje pojavljajo na zadnjih in predzadnjih mle¢nih kompleksih (Sorenmo in sod., 2009;
Sleeckx in sod., 2011). Med vsemi 80 malignimi TMZ je bilo 27,5 % tumorjev na zadnjih in
20% na predzadnjih mle¢nih kompleksih in delez se je zmanjSeval v smeri proti prvim
mlec¢nim kompleksom (Tabela 6). Santos in sod. (2010b) pojav razlagajo z vecjo koli¢ino
Zleznega tkiva v zadnjih in predzadnjih mlecnih kompleksih in posledi¢no visjo stopnjo
proliferacije celic, ki vodi v ¢asovno daljSo stopnjo regresije. V ¢asu zgodnjega anestrusa in
diestrusa so razlike, med zadnjimi in predzadnjimi mleénimi kompleksi v primerjavi s

prednjimi, tudi v sami strukturi Zleznega tkiva (Chandra in sod., 2010).
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5.1.1. Klinicni stadij

V nasi raziskavi smo ugotovili statisticno znacilno povezanost med klini¢énim stadijem in
prezivetjem psic. Prognosti¢na vrednost klinicnega stadija je statisticno znacilna v univariatni
in multivariatni analizi (Tabela 16, Tabela 17, Tabela 18). Prognosticna vrednost ocene
kliniénega stadija je bila dokazana v mnogih raziskavah TMZ pri psicah (Philibert in sod.,
2003; Chang in sod., 2005; Ferreira in sod., 2009). Velikost tumorja, ocenjena samostojno ali
kot del ocene klinicnega stadija, predstavlja pomemben prognosti¢en dejavnik za oceno
prezivetja psic s TMZ, vendar na podlagi razliénih rezultatov raziskav ni jasno, pri kateri
velikosti tumorja se prognoza bolezni poslab3$a. Rezultati raziskav Chang-a in sod. (2005) in
Ferreira in sod. (2009) so podobni rezultatom nase raziskave. V vseh treh raziskavah razlika
med prezivetjem psic klinicnega stadija | in Il ni statisti¢no znacilna, medtem ko se prognoza
bolezni poslabsa pri psicah s tumoriji, ki so vecjega premera kot pet cm (klini¢ni stadij Ill). V
raziskavi Philibert-a in sod. (2003) je bilo preZivetje psic klinicnega stadija Il v primerjavi s
psicami kliniénega stadija I, krajSe, kar pomeni, da se prognoza poslabsa Ze pri psicah s
tumoriji, ki je vecjega premera kot tri cm. Avtorji so ugotovili statistiéno znacilno razliko med

preZivetjem psic klini¢énega stadija I, Il in Il (Philibert in sod., 2003).

Poleg veljega premera tumorja je prisotnost zasevkov v bezgavkah povezana s slabo
prognozo bolezni pri psicah s TMZ (Misdorp in sod., 1999; Philibert in sod., 2003;
Karayannopoulou in sod., 2005; Szczubial in Lopuszynski, 2011). V raziskavi
Karayannopoulou-a in sod. (2005) je poginilo 24 od vseh 28 psic (85,7 %) s prisotnimi zasevki
v regionalnih bezgavkah, medtem ko je v skupini psic brez prisotnih zasevkov poginilo 8 od
vseh 38 psic (21,1 %). Philibert in sod. so na vzorcu 97 psic s TMZ ugotovili, da imajo psice
brez prisotnih zasevkov 3,1-krat manjse tveganje za pogin eno leto po kirurski odstranitvi
tumorjev v primerjavi s psicami z zasevki. Po mnenju Szczubial-a in Lopuszynski-ega (2011) je
razlika v prezivetju samo v primeru, ko so zasevki v regionalnih bezgavkah vecji od dveh mm.
V njihovi raziskavi razlika v preZivetju psic s prisotnimi zasevki premera manjsega od 2 mm in
psic brez prisotnih zasevkov ni bila statisticno znacilna. V nasi raziskavi smo pri psicah
klinicnega stadija IV ugotovili najkrajsi ¢as prezivetja (337,3 + 78,3 dni) (Tabela 16), a v

primerjavi s psicami kliniénega stadija Ill razlika v preZivetju ni statisti¢no znacilna (Slika 15,
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B). Mogoce je, da je imela katera od psic klinicnega stadija Il ob kirurski odstranitvi tumorjev

Ze prisotne zasevke v regionalnih bezgavkah, vendar ti niso bili ugotovljeni. Zasevke v
bezgavkah je klinicno tezko dolociti in v posameznih primerih so mogoci lazno negativni
rezultati (Sorenmo in sod., 2011). Pri psicah nase raziskave se ob kirurski odstranitvi tumorjev
niso vedno hkrati odstranile tudi regionalne bezgavke. Poleg tega so zasevki lahko zelo
majhni, in ker se bezgavke patohistolosko ne pregledajo v celoti, je mogoce, da se zasevki

spregledajo (Matos in sod., 2006).

5.2 Patohistoloski parametri

Epitelijski tumorji so najpogosteje diagnosticiran patohistologki tip TMZ pri psicah (Misdorp
in sod., 1999) in podobno je v nasi raziskavi 92,6 % vseh tumorjev epitelijskega izvora.
Posamezne raziskave potrjujejo razliko med preZivetiem psic s tumorji razlicnih
patohistoloskih tipov (Yamagami in sod., 1996, Philibert in sod., 2003, Chang in sod., 2005,
Rasotto in sod., 2012). Yamagami in sod. (1996) so v raziskavi, delani na vzorcu 175 psic s
TMZ ugotovili daljsi ¢as preZivetja pri psicah s tumorji z visokim deleZem navzoéih tubulov.
Rasotto in sod. (2012) so dokazali statisticno znacilno povezavo med patohistoloskimi tipi
TMZ in prisotnimi zasevki v regionalnih bezgavkah ter vrai¢anjem tumorskih celic v limfne
Zile. V primerjavi s karcinomi kompleksnega tipa, so karcinomi enostavnega tipa pogosteje
vrascali v limfne Zile in oblikovali zasevke v regionalnih bezgavkah. V nasi raziskavi zaradi
premajhnega Stevila vzorcev, v analizi prezivetja po Kaplan - Meierju nismo mogli upostevati
karcinomov in situ (3 primeri), anaplasti¢énih karcinomov (2 primera) in karcinomov
posebnega tipa (2 primera). Za ostale skupine patohistoloskega razvrS¢anja smo dokazali
statisticno znacilno povezavo s prezivetjem psic (Tabela 16). Statisti¢no znacilna je razlika v
prezivetju psic s karcinomi kompleksnega tipa in psic s karcinomi enostavnega tipa (Slika 16,
B). Vse psice s karcinomi kompleksnega tipa so prezivele dve leti po kirurski odstranitvi
tumorjev (Tabela 16). Rezultati nasSe raziskave potrjujejo podatke iz literature, da so
karcinomi kompleksnega tipa manj agresivni in prognosticno ugodnejsi od karcinomov
enostavnega tipa (Sarli in sod., 2002; Hellmen, 2005). Avtorji s podro¢ja humane medicine

menijo, da mioepitelijska celica deluje kot inhibitor in uravnana prehod tumorja iz in situ v
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invazivno obliko (Lakhani in O'Hare, 2000; Polyak in Hu, 2005). Mioepitelijske celice

uravnavajo proliferacijo in diferenciacijo luminalnih celic in tako stabilizirajo strukturo
luminalnega epitelija (Sopel, 2010). Mioepitelijska celica je, v primerjavi z luminalno
epitelijsko celico, mitoticno manj aktivna in posledi¢no je manj tveganja za nastanek napak v
¢asu podvojevanja DNA (Lakhani in O'Hare, 2001). Prisotnost mioepitelijskih celic v TMZ pri
psicah bi lahko povezali z manjSo agresivnostjo karcinomov kompleksnega tipa. Ob delitvi
skupine karcinomov enostavnega tipa, glede na tip rasti (tubulopapilarni, solidni,
anaplasti¢ni), razlika v preZivetju psic s karcinomi kompleksnega tipa in psic s
tubulopapilarnimi karcinomi ni statisti¢no znacilna, ugotovili pa smo razliko med prezivetjem
psic s tubulopapilarnimi in psic s solidnimi karcinomi (Slika 16, C). Z nasimi rezultati lahko
sklepamo, da so tubulopapilarni karcinomi prognosticno podobnejsi karcinomom
kompleksnega tipa, medtem ko so solidni karcinomi agresivnejsi. To potrjuje tudi rezultat
preverjanja soodvisnosti patohistoloskega razvrscanja in stopnje diferenciacije tumorjev. Ob
delitvi karcinomov enostavnega tipa, glede na tip rasti, smo ugotovili, da so tubulopapilarni
karcinomi najveckrat stopnje diferenciacije | in Il (skupno 92 %) in podobno so karcinomi
kompleksnega tipa najveckrat stopnje diferenciacije | in Il (93,1 %). Nasprotno so solidni in
anaplasti¢ni karcinomi najveckrat stopnje diferenciacije Il (84,6 % in 66,7 %). Razlika je
statisticno znacilna (P < 0,05) (Tabela 14). Razmerja so podobna v raziskavi Pena-e in sod.
(2013); karcinomi enostavnega tipa so bili predvsem stopnje diferenciacije | (66,7 %), solidni
in anaplasti¢ni karcinomi pa stopnje diferenciacije Il (66,7 % in 100 %). Philibert in sod.
(2003) so prav tako ugotovili statisticno znacilno razliko v preZivetju psic s karcinomi
enostavnega tipa razlicnih tipov rasti (P = 0,02). Glede na razlike med podskupinami,
karcinome enostavnega tipa ne moremo obravnavati kot enotno skupino, saj ob statisti¢nih
izracunih ne dobimo realnih rezultatov. S tega staliS¢a naSi rezultati potrjujejo veéjo
uporabnost patohistoloskega razvri¢anja TMZ pri psicah, ki so jo v svoji raziskavi predlagali
Goldschmidt in sod. (2011) in pri kateri enostavni tubulopapilarni karcinomi, enostavni
solidni karcinomi in enostavni anaplasti¢ni karcinomi predstavljajo tri, medsebojno lo¢ene
skupine. Predlaganega razvricanja nismo uporabili v nasi raziskavi, saj je WHO ni potrdila in

ne obsega vseh patohistolodkih pojavnih oblik TMZ pri psicah (Salgado in Casssali, 2012).

Ocena stopnje diferenciacije predstavlja pomemben del patohistoloske ocene tumorja
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vendar se pri TMZ pri psicah le redko uposteva pri redni patohistologki diagnostiki. Metodo

po Elstonu in Ellisu (1991) so za oceno TMZ pri psicah v svojih raziskavah uporabili mnogi
avtorji (Dutra in sod., 2004; Karayannopoulou in sod., 2005; Qiu in sod., 2008; Rezaie in sod.,
2009, Clemente in sod., 2010, Santos in sod., 2010a, Manuali in sod., 2012; Pena in sod.,
2013). Karayannopoulou in sod. (2005) in Pena in sod. (2013) so v svojih raziskavah dokazali,
da ima metoda prognostiéno vrednost za preZivetje psic s TMZ. V nasi raziskavi, raziskavi
Pene in sod. (2012) in raziskavi Karayannopoulou in sod. (2005) so vse psice s TMZ stopnje
diferenciacije | prezZivele dve leti po kirurski odstranitvi tumorjev. Karayannopoulou in sod.
(2005) so ugotovili 21-krat visje, Pena in sod. (2013) pa 13,28-krat viSje tveganje za pogin pri
psicah s TMZ stopnje diferenciacije Ill, v primerjavi s psicami s tumoriji stopnje diferenciacije I.
V dveh letih po kirurski odstranitvi tumorjev je, po rezultatih raziskave Karayannopoulou in
sod. (2005), poginilo 86,7 % (26/30) psic s tumorji stopnje diferenciacije Ill, v primerjavi s
46,4 % (13/28) poginom pri psicah s tumorji stopnje diferenciacije Il. V nasi raziskavi je
prezivetje statisticno znacilno razlicno med psicami s tumorji stopnje diferenciacije I, Il in 11l
(P < 0,05) (Slika 16, A). Prezivetje je v povprecju najkrajSe pri psicah s tumorji stopnje
diferenciacije Il (412,3 + 84,9 dni) (Tabela 16). Menimo, da bi bilo oceno stopnje
diferenciacije tumorjev smiselno upostevati v patohistoloski diagnostiki malignih TMZ psic,
saj poda pomembno informacijo o agresivnosti tumorja. Namrec¢ tudi prognosti¢no ugodni
karcinomi kompleksnega tipa so lahko slabo diferencirani in v tem primeru se prognoza

poslabsa.

Metoda ocenjevanja stopnje diferenciacije po Elstonu in Ellisu (1991), ki smo jo uporabili v
nasi raziskavi, je bila v osnovi oblikovana za ocenjevanje invazivnih adenokarcinomov mleéne
Zleze pri zenskah, in sicer ne glede na patohistoloski tip (Elston in Ellis, 1991). Na drugi strani
za oceno malignih TMZ pri psicah z uporabo metode po Elstonu in Ellisu (1991), ni dologenih
meril in odlocitev o tem, katere patohistoloske tipe ocenjevati, je prepuscena avtorjem.
Posledi¢no so rezultati posameznih raziskav razli¢ni. Dutra in sod. (2004) in Manuali in sod.
(2012) so pri oceni upostevali karcinome enostavnega in kompleksnega tipa, Clemente in sod.
(2010) in Karayannopoulou in sod. (2005) hkrati Se karcinome posebnega tipa. Santos in sod.
(2010a) so pri oceni upostevali tudi karcinosarkom in karcinom in situ, Manuali in sod. (2012)

in Clemente in sod. (2010) karcinosarkom, maligni mioepiteliom in sarkom. Metoda po
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Elstonu in Ellisu ne uposteva ocene proliferacije mioepitelijskih in mezenhimskih tumorskih

celic, kar je slabost za ocenjevanje malignih TMZ pri psicah. Namre¢, maligni TMZ, sestavljeni
iz kombinacije epitelijskih in mioepitelijskih celic (karcinomi kompleksnega tipa), so pri psicah
pogosti in pri Zenskah redki (Goldschmidt in sod., 2011). Ce se z oceno stopnje diferenciacije
omejimo le na karcinome enostavnega tipa lahko izgubimo pomembne prognosti¢ne podatke
(Elston in Ellis, 1991). Pena in sod. (2013) so zato predlagali uporabo modificirane metode po
Elstonu in Ellisu, ki upoSteva oceno podrocij proliferacije mioepitelijskih celic in malignih
tumorjev mesanega tipa ter psicam z malignimi TMZ prirejeno oceno pleomorfnosti jeder
tumorskih celic. Ob upostevanju teh priporocil lahko stopnjo proliferacije dolo¢imo malignim
TMZ pri psicah razli¢nih patohistoloskih tipov. V nasi raziskavi smo oceno stopnje proliferacije
dologili malignim tumorjem epitelijskega izvora, saj ti predstavljajo 90 % vseh TMZ pri psicah.
V vzorcih karcinomov kompleksnega tipa smo navzo¢nost tubulov ocenjevali le na podrocjih
epitelijskih tumorskih celic, medtem ko smo pleomorfnost jeder ocenjevali v epitelijskih in

mioepitelijskih tumorskih celicah (Pena in sod., 2013).

5.3 Celicni oznacevalci

Poleg kliniéne in patohistoloske diagnoze je mogoce v TMZ pri psicah dolo&ati posamezne
celiéne oznacevalce, ki so povezani s prognozo bolezni. Raziskave izrazanja ER in PR v TMZ pri
psicah so se izkazale kot uporabne za napoved prognoze bolezni, medtem ko si rezultati
raziskav o prognosti¢ni vrednosti dolofanja ravni izrazanja HER-2 nasprotujejo (Sleeckx in

sod., 2011).
5.3.1 Celicna oznacevalca ER in PR

Rezultati nase statisticne analize kaZejo, da so tumorji ER™ in PR pogostejsi pri psicah starih
deset let ali ve¢ (Tabela 8 in Tabela 9). Podobno so Martin de las Mulas in sod. (2005)
ugotovili, da se ER pogosteje izraza v tumorjih psic starih osem let ali manj. Kljub temu da je
raven izrazanja ER tesno povezana s hormonskim statusom psice, v nasi raziskavi nismo
dokazali statisticno znacilne razlike v izrazanju ER v malignih TMZ pri steriliziranih in

nesteriliziranih psicah (Tabela 8).
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Statistiécno znacilna je razporeditev tumorjev ER/ER™ znotraj skupin klini¢nega stadija.

Tumorji ER" in PR so pogostejsi pri psicah klini¢nega stadija | in Il (Tabela 8 in Tabela 9). Na
vzorcu 228 TMZ so to potrdili tudi Martin de las Mulas in sod. (2005); ER in/ali PR so se
pogosteje izrazali v tumorjih z manjSim premerom kot tri cm (psice kliniénega stadija 1). V
raziskavi Chang in sod. (2009), ki so v analizo vkljuéili 113 psic s TMZ, so se ER in PR pogosto
izrazali tudi v tumorjih s premerom tri do pet cm (psice kliniénega stadija Il). Vseh sedem psic
klinicnega stadija IV v raziskavi Martin de las Mulas in sod. (2005) je imelo tumorje ER" in PR".

V nasi raziskavi je 73,3 % in 60 % vseh psic klini¢nega stadija IV imelo tumorje ER in PR".

Statisticno znacilno razlicna je povezava med ravnijo izrazanja ER in PR v razli¢nih
patohistologkih tipih tumorjev (Tabela 8 in Tabela 9). Stevilne raziskave (Geraldes in sod.,
2000; Millanta in sod., 2005; lllera in sod., 2006; Manee-in in sod., 2007; Thuroczy in sod.,
2007; Chang in sod., 2009) so potrdile statisti¢cno znacilno viSje izrazanje ER in PR v benignih
TMZ pri psicah, v primerjavi z malignimi tumoriji. Martin de las Mulas in sod. (2005) so
ugotovili pogostejse izrazanje ER in PR v karcinomih kompleksnega tipa in tubulopapilarnih
karcinomih. V nasi raziskavi so vsi karcinomi kompleksnega tipa PR*in 93,1 % vseh ER". 80 %
vseh tubulopapilarnih karcinomov je PR*, medtem ko jih je ER* manj kot polovica (48 %)
(Tabela 8 in Tabela 9). Tubulopapilarni karcinomi nase raziskave so torej pogosteje PR* kot
ER".

Rezultati nase raziskave kaZejo, da se ER in PR pogosteje izrazajo v dobro diferenciranih
tumorjih stopnje diferenciacije | in Il (Tabela 8 in Tabela 9), kar so ugotovili tudi Martin de las
Mulas in sod. (2005), kljub drugim uporabljenim metodam dolo¢anja stopnje diferenciacije.
Statisti¢no znacilna je razporeditev tumorjev ER'/ER, PR*/PR znotraj skupin tumorjev z
razliéno ravnijo izrazanja VEGF (Tabela 8). Z izracunom Spearmanovega koeficienta korelacije
smo ugotovili pozitivho korelacijo med izrazanjem ER in PR in negativno korelacijo med
izrazanjem ER in VEGF ter PR in VEGF (Tabela 15). Podoben vzorec izrazanja ER in PR v TMZ je
znan (Manee-in in sod., 2010), medtem ko bi proucevanje vzrokov za negativno korelacijo
med ER in VEGF lahko bilo zanimivo za nove raziskave. |z podro¢ja TMZ pri zenskah je znano,
da estrogen pospesuje razras¢anje tumorjev in angiogenezo tudi v odsotnosti ER (lyer in sod.,

2012)

V nasi raziskavi smo dokazali statisti¢no znacilno povezavo med ravnijo izrazanja ER in PR in
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prezivetjem psic (Tabela 16). Martin de las Mulas in sod. (2005) so ugotovili statisti¢no

znacilno povezavo med ravnijo izrazanja ER in prisotnostjo zasevkov, ne pa tudi povezave s
preZivetjem. ER so se pogosteje izrazali v TMZ psic brez prisotnih zasevkov. Chang in sod.
(2009) so dokazali statisti¢no znacilno povezavo med ravnijo izrazanja PR in preZivetjem psic v
enem letu po kirurski odstranitvi tumorjev, ne pa tudi med ravnijo izrazanja ER in
prezivetjem. Medtem ko je dokazana povezava med ravnijo izrazanja ER in PR ter klini¢nimi in
patohistolodkimi parametri TMZ pri psicah, povezava med ravnijo izrazanja ER in PR ter
prezivetjem psic s TMZ $e ni v polnosti raziskana. Potrebne bodo dodatne raziskave, ki bi

potrdile prognosti¢no vrednost teh dveh celi¢nih oznacevalcev.
5.3.1.1 Tumorji ER /PR*

V nasi raziskavi so pogostejsi tumorji ER/PR" (19 %) kot tumorji ER"/PR” (2,5 %). Podobne
rezultate je mogoce zaslediti tudi v raziskavah Martin de las Mulas in sod. (2005) in Toniti in
sod. (2009). V raziskavi Martin de las Mullas in sod. (2005) je bil deleZ tumorjev ER*/PR" 1 %
(2/155), medtem ko je bil deleZ tumorjev ER/PR" 43 % (67/155). V raziskavi Toniti in sod.
(2009) je bil, od 27 malignih TMZ, dele? tumorjev ER"/PR"5 % in dele? tumorjev ER/PR* 14 %.
V nasi raziskavi bi odstopanja med tumorji ER/PR" in tumorji ER*/PR lahko razloZili s
poliklonsko obliko protitelesa proti PR, ki smo ga uporabili pri IHC oznaéevanju. Tip
protitelesa zazna obe obliki PR; PRA in PRB, in deleZ tumorjev PR" je v primerjavi z delezem
tumorjev ER', v povpredju visji (Slika 5). Nadalje bi vi§je izrazanje PR v TMZ pri psicah, v
primerjavi s stopnjo izrazanja ER, lahko bilo vrstno specifi¢no. Pri psici se v obdobju aktivnega
rumenega telesa ve¢ tednov izloca progesteron (Papa in Hoffman, 2011). Visoke
koncentracije progesterona zavirajo izrazanje ER in pospesujejo izrazanje PR (Manee-in in

sod., 2010).
5.3.2 Celi¢ni oznacevalec HER-2

Medtem ko je v na$i raziskavi delez tumorjev ER"/ER” in tumorjev PR*/PR’ statisti¢no znacilno
povezan s preZivetjem, kliniénim stadijem bolezni in patohistolo$ko oceno malignih TMZ pri
psicah, za tumorje HER-2"/HER-2" teh povezav nismo ugotovili (Tabela 10). Rezultati raziskav

ravni izrazanja HER-2 v malignih TMZ pri psicah si nasprotujejo (Sleeckx in sod., 2011). Dutra
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in sod. (2004) so dokazali statisticno znacilno razliko v ravni izrazanja HER-2 v razli¢nih

patohistologkih tipih TMZ pri psicah in razliko v ravni izraZanja HER-2 v tumorjih razliénih
stopen] diferenciacije. Kljub temu tezko delamo zaklju¢ke na podlagi rezultatov njihove
raziskave, saj je bil vzorec malignih TMZ, upostevanih pri analizi, premajhen (n = 17) (Metze
in Adam, 2005). Uporabnost HER-2 kot prognosti¢nega dejavnika niso dokazali Rungsipipat in
sod. (2008), Kim in sod. (2011a) in Ressel in sod. (2013). Hsu in sod. (2009) so ugotovili celo
bolj$o prognozo bolezni pri psicah s TMZ HER-2" v dveh letih po kirurdki odstranitvi tumorjev.
V njihovi raziskavi je bilo 29,7 % (27/91) vseh malignih TMZ HER-2". V nasi raziskavi je 34,2 %
vseh tumorjev HER-2" (Slika 6). Dele? je podoben kot v raziskavi Kim in sod. (2011a) (35,3 %),
medtem ko je deleZ tumorjev HER-2" niZji (17,6 %) v raziskavi Martin de las Mulas in sod.
(2003). Razli¢ni delezi bi lahko bili posledica razlicnih tipov uporabljenih protiteles. Hkrati je
ocena ravni izrazanja HER-2 v tumorjih subjektivnejsa kot pa ocena ravni izrazanja ER in PR.
Mogoca so odstopanja med rezultati posameznih raziskav v delezih tumorjev HER-2"/HER-2".
V nasi raziskavi smo ob izraCunu Spearmanovega koeficienta korelacije ugotovili, da je
pozitivna korelacija med ER in HER-2 ter PR in HER-2 na meji statisti¢ne znacilnosti (P = 0,050
in P = 0,054) (Tabela 15). Na podlagi rezultatov naSe raziskave menimo, da je celi¢ni
oznacdevalec HER-2 za napoved prognoze uporabnejsi v kombinaciji z ER in PR, saj je razlika
med preZivetjem psic s TMZ razli¢nih IHC podtipov statisti¢no znacilna, in sicer v univariatni

in multivariatni analizi (Tabela 16 in Tabela 17).
5.3.3 Celi¢ni oznacevalec VEGF

V nasi raziskavi se je VEGF mo¢neje izrazal v malignih TMZ pri psicah starih 10 let ali ve¢ in v
tumorjih ER’, enostavnega patohistoloskega tipa. Restucci in sod. (2002) so v svoji raziskavi
ugotovili statistiéno znacilno vije (P < 0,0001) izrazanje VEGF v slabse diferenciranih TMZ pri
psicah stopnje diferenciacije Ill, medtem ko v nasi raziskavi povezava med ravnijo izraZanja
VEGF in stopnjo diferenciacije tumorja ni statisticno znacilna (P = 0,073). Ugotovili pa smo
statisticno znacilno razliéno (P = 0,008) raven izrazanja VEGF v posameznih patohistoloskih
tipih tumorjev (Tabela 11). Qui in sod. (2008) so ugotovili statisticno znacilno povezavo
(P < 0,05) med ravnijo izrazanja VEGF in prisotnostjo zasevkov v regionalnih bezgavkah

oziroma kliniénim stadijem; pri vseh $estih psicah z zasevki je bila raven izrazanja VEGF v TMZ
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visoka. Povezava med ravnijo izrazanja VEGF in klini¢nim stadijem bolezni v nasi raziskavi ni

statisticno znacilna (P = 0,319). Millanta in sod. (2006) in Santos in sod. (2010a) niso dokazali

nobene povezave med ravnijo izrazanja VEGF in preiskanimi klinicnopatoloskimi parametri.

Rezultati raziskav prognosticne vrednosti ravni izrafanja VEGF v TMZ pri psicah si
nasprotujejo. Millanta in sod. (2006) na vzorcih 29 karcinomov mlecne Zleze in Santos in sod.
(2010a) na vzorcih 64 malignih TMZ niso potrdili prognosti¢ne vrednosti VEGF (P > 0,05).
Nasprotno smo v nasi raziskavi dokazali statisti¢no znacilno povezavo med ravnijo izrazanja
VEGF in preZivetjem psic z malignimi TMZ (Tabela 16). Vse psice s tumoriji z ravnijo izrazanja
VEGF 0, 1 in 2 so preZivele dve leti po kirurSki odstranitvi tumorjev. Podobno kot ocena ravni
izrazanja HER-2, je tudi ocena ravni izrazanja VEGF v TMZ lahko precej subjektivna. Hkrati
avtorji raziskav uporabljajo razlicne mejne vrednosti za razdelitev tumorjev v posamezne
skupine glede, na raven izrazanja VEGF. Primerjava rezultatov posameznih raziskav je

posledi¢no tezja.

5.4 Imunohistokemicno razvrscanje

V nasi raziskavi smo ugotovili statisticno znacilno razliko v preZivetju psic s karcinomi razli¢nih
IHC podtipov. Razlika je statisti¢no znacilna v univariatni in multivariatni analizi (Tabela 16 in
Tabela 18). Prognoza je boljSa pri psicah s karcinomi luminalnega podtipa A in B, kot pri
psicah s karcinomi bazalnega podtipa. Karcinomi podtipa HER-2 so bili Stirje. Pojavili so se pri
treh psicah — pri eni dva hkrati. Vse tri psice so poginile v dveh letih po kirurski odstranitvi
TMZ, ena psica zaradi drugega vzroka, nepovezanega s TMZ. Pri izradunu preZivetja bi lahko
upostevali tri karcinome, en podatek o prezivetju je okrnjen. Za oceno nase prve hipoteze bi
prezivetje psic s karcinomi bazalnega podtipa morali primerjati s preZivetjem psic s tumor;ji
luminalnega podtipa A in B ter podtipa HER-2. Zaradi malostevilnih vzorcev karcinomov

podtipa HER-2, primerjava s prezivetjem psic s karcinomi bazalnega podtipa ni relevantna.

Rezultati raziskav Gama in sod. (2008) in Sassi in sod. (2010), o prognosti¢ni vrednosti IHC
razvri¢anja malignih TMZ pri psicah, si nasprotujejo. Ce primerjamo rezultate nase raziskave z
rezultati obeh raziskav ugotovimo, da je v nasi in raziskavi Gama in sod. (2008) ¢as preZivetja

najkrajsi pri psicah s karcinomi bazalnega podtipa (Tabela 16). Povsem nasprotno nasim in
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ugotovitvam Gama in sod. (2008), rezultati raziskave Sassi in sod. (2010) nakazujejo na

najboljsi izid bolezni pri psicah s karcinomi bazalnega podtipa, vendar povezava ni bila
statisticno znacilna (P = 0,85). V nasi raziskavi med karcinomi bazalnega podtipa ni
karcinomov kompleksnega tipa (Tabela 12), medtem ko je v raziskavi Gama in sod. (2008) ta
deleZ nizek (7,3 %). Nasprotno je v raziskavi Sassi in sod. (2010) med karcinomi bazalnega
podtipa ve¢ karcinomov kompleksnega (70 %) kot enostavnega tipa (30 %). Ker so karcinomi
kompleksnega tipa prognostiéno ugodnejsi, bi to lahko vplivalo na boljsi izid bolezni pri

psicah s karcinomi bazalnega podtipa v raziskavi Sassi in sod. (2010).

V nasi raziskavi smo ugotovili statisti¢cno znacilno povezavo med posameznimi IHC podtipi
tumorjev in patohistoloskimi parametri (Tabela 12). Karcinomi kompleksnega tipa so vsi
luminalnega podtipa A ali B. V raziskavi Gama in sod. (2008) je 90,2 % (37/41) vseh
karcinomov kompleksnega tipa luminalnega podtipa A ali B. V nasi in njihovi raziskavi je
podobna tudi razporeditev TMZ razli¢nih stopenj diferenciacije med posameznimi IHC
podtipi. V raziskavi Gama in sod. (2008) so vsi tumorji stopnje diferenciacije | luminalnega
podtipa A, medtem ko so tumorji stopnje diferenciacije Il pretezno luminalnega podtipa A in
B (skupaj 84,9 %). V nasi raziskavi je 96,7 % in 88 % vseh tumorjev stopnje diferenciacije lin Il

luminalnega podtipa A in B.

5.5 Kombinirana ocena najmocnejsih prognosticnih dejavnikov

Med testiranimi parametri v nasi raziskavi sta imela klini¢ni stadij in IHC razvr$¢anje oziroma,
med celiénimi oznadevalci PR, najveéjo prognostiéno vrednost za psice z malignimi TMZ
(Tabela 17, Tabela 18). Po modelu kombinirane ocene dveh parametrov smo ugotovili, da
imajo psice klinicnega stadija | s prognostiéno neugodnimi karcinomi bazalnega podtipa
oziroma tumorji PR" moZnost preZivetja in obratno, psice prognostiéno neugodnega
klinicnega stadija IV imajo moznost prezivetja, ¢e imajo karcinome luminalnega podtipa A in
B oziroma tumorje PR". Rezultati potrjujejo izredno heterogenost malignih TMZ pri psicah in
podpirajo moZnost, da z uposStevanjem ve¢ prognosticno pomembnih dejavnikov lahko

postavimo natanénejSo prognozo bolezni.
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5.6 Prednosti in slabosti proucevanja tumorjev mlecne Zleze pri psicah

Rakasta obolenja so v porastu. Karcinogeneza je zelo zapleten proces in kljub Stevilnim, Ze
znanim dejavnikom tveganja in razumevanju delovanja signalnih poti, dolo¢eni procesi
ostajajo nerazjasnjeni. TMZ pri psicah so zelo raznoliki in nemogoce je postaviti enotno
formulo, s katero bi lahko napovedali natancno prognozo bolezni. Odstopanja opazimo pri
kliniéni in patohistoloski oceni, nenazadnje se potek bolezni razlikuje od psice do psice. Ob
rezultatih nase raziskave smo ugotovili, da je za postavitev prognoze koristno, da imamo na
voljo kar najve¢ parametrov na podlagi katerih lahko z vec¢jo gotovostjo ocenimo agresivnost
tumorja in napovemo izid bolezni. PatohistoloSka diagnostika poleg kliniénega stadija
trenutno predstavlja zlati standard za oceno TMZ pri psicah in v nasi raziskavi smo potrdili
uporabnost obeh parametrov za napoved izida bolezni (Tabela 16). Dolocanje klini¢énega
stadija bi moralo predstavljati del redne kliniéne diagnostike, kljub temu kliniénega stadija
psicam s TMZ ne ocenjujejo na vseh veterinarskih klinikah v Sloveniji. Veterinarje klinike bi
bilo treba spodbujati, da ga vkljucijo v redno klini¢no diagnostiko. Na podlagi rezultatov nase
raziskave sklepamo, da bi bilo pri diagnostiki TMZ pri psicah smiselno upostevati oceno
stopnje diferenciacije tumorja in dolocitev ravni izraZzanja PR. Kot uporabni parametri za
napoved prognoze bolezni so se izkazali tudi ocena ravni izrazanja ER in VEGF, IHC razvr$¢anje
in starost psice. Razvrstitev tumorjev na posamezne IHC podtipe se je v nasi raziskavi izkazala
kot mocan prognosti¢en dejavnik. Za dologitev IHC podtipa TMZ pri psicah bi bila potrebna
dolocitev ravni izrazanja vsaj treh celi¢nih oznacevalcev (ER, PR in HER-2). S tega vidika je
metoda cenovno neugodna. Na podlagi rezultatov nase raziskave ugotavljamo, da ima raven
izrazanja PR (tumorji PR*/PR’) v malignih TMZ pri psicah enako moéno prognosti¢no vrednost
kot doloc¢anje IHC podtipov (pri obeh parametrih P < 0,001) (Tabela 16). Metoda doloc¢anja le

enega celicnega oznacevalca, namesto treh, je cenovno dostopnejsa.

V veterinarski medicini so, poleg kirur$ke odstranitve TMZ, drugi na¢ini zdravljenja psic redki.
Klini¢ne raziskave o ucinkovitosti hormonskega zdravljenja za preZivetje psic z malignimi TMZ
po kirurski odstranitvi tumorjev so malostevilne. Medtem ko je hormonsko zdravljenje Zensk
s TMZ ER" in/ali PR in zdravljenje Zensk s tumorji HER-2" uspedno in predstavlja del redne

klinicne prakse (Esteva in Hortobagyi, 2004; EBCTCG, 2005; Ferretti in sod., 2007; Goldhirsch
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in sod., 2007; Payne in sod., 2008), raziskave hormonskega zdravljenja psic s TMZ porocajo o

nezazeljenih stranskih ucinkih zdravil (Morris in sod., 1993; Tavares in sod., 2010). Pri vseh
psicah s TMZ iz raziskave Tavares in sod. (2010) in pri 10/18 psicah s TMZ iz raziskave Morris
in sod. (1993) so se pojavili nezaZeljeni stranski ucinki podobni u¢inkom estrogena. Psice so
imele med drugim oteklo vulvo, vaginalni izcedek, vnetje secil in piometro. V obeh raziskavah
so psice zdravili s tamoksifenom, sinteti¢nim nesteroidnim antiestrogenom, medtem ko je
bila ucinkovitost aglepristona, antagonista PR, po nam znanih podatkih, prouéena le v eni
raziskavi. Guil - Luna in sod. (2011) so 22 psic s karcinomi mle¢ne Zleze zdravili z
aglepristonom in ugotovili, da 513 tumorjev PR" po 15 dneh ni ve¢ izrazalo PR. Glede na
ugotovitve nase in drugih raziskav, da so TMZ pri psicah pogosteje ER/PR" kot pa ER'/PR’
(Martin de las Mulas in sod., 2005; Toniti in sod., 2009), bi bilo smiselno ucinkovitost

zdravljenja z aglepristonom dodatno preveriti.

Glede na dejstvo, da pes predstavlja dober model za raziskave TMZ pri Zenskah, raziskovalci
ocenjujejo, da se bo Stevilo raziskav o metodah zdravljenja TMZ pri psicah v prihodnje
mogoce povedalo (Queiroga in sod., 2011b; Pinho in sod., 2012). TMZ pri psicah in TMZ pri
Zenskah imajo Stevilne skupne karakteristike. Nastanek obeh je pogosto povezan s spolnimi
hormoni, podobni so klini¢ni parametri, ki pomembno vplivajo na prognozo bolezni. Skupne
so posamezne znacilnosti zgradbe, razvoja in razrai€anja tumorjev. Pri malignih oblikah TMZ
pri psicah se pojavljajo nefizioloSki vzorci izrazanja celicnih oznacevalcey, ki se uporabljajo v
diagnostiki in prognozi TMZ pri Zenskah (Sutter in Ostrander, 2004; Lindblad - Tob in sod.,
2005; Khana in sod., 2006; Kumaraguruparan in sod., 2006; Gama in sod., 2008; Vinothini in
sod., 2009; Queiroga in sod., 2011b; Pinho in sod., 2012). V veterinarski medicini za TMZ pri
psicah mejna vrednost, ki lo¢i tumorje ER'/ER, PR'/PR ali HER-2"/HER-2’, ni dolo&ena.
Potrebne bi bile raziskave, ki bi mejno vrednost dolocile na podlagi odzivnosti psic s TMZ na
+

hormonsko zdravljenje oziroma kemoterapijo, kot je to dolo¢eno pri Zenskah s TMZ ER", PR

ali HER-2" (Manee-in in sod., 2010; Martin de las Mulas in sod., 2005).

Rezultati $tevilnih raziskav TMZ pri Zenskah o prognosti¢ni vrednosti IHC razvricanja so
podobni rezultatom naSe raziskave. lzid bolezni je najboljsSi pri pacientkah s tumorji
luminalnega podtipa A in B, medtem ko so tumorji podtipa HER-2 in bazalnega podtipa

kliniéno agresivnejsi (Sorlie in sod. 2003; Nielsen in sod., 2004; Carey in sod., 2006; Sorlie in
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sod., 2006). Podobni so tudi rezultati raziskav ravni izrazanja VEGF. V TMZ pri Zenskah je

visoka raven izrazanja VEGF povezana s slabo prognozo (Ghosh in sod., 2009; Delli Carpini in
sod., 2010). Pri TMZ pri Zenskah so znana kliniéna preizkudanja zdravljenja z inhibitoriji
angiogeneze, v kombinaciji s kemoterapijo (Reddy in sod., 2012). Glede na rezultate nase

raziskave bi takden tip zdravljenja lahko bil uporaben tudi pri psicah z malignimi TMZ.

Kljub $tevilnim podobnim rezultatom raziskav TMZ pri Zenskah in TMZ pri psicah, ostajajo
nekatere razlike. Zanimiva so odstopanja pri oceni prognosti¢ne vrednosti HER-2. Medtem ko
se HER-2 v TMZ pri Zenskah povecano ali mo¢no izraza v agresivnih tumorjih in je mo¢nejse
izraZzanje povezano s slabo prognozo (Kim in sod., 2006; Badovinac - Crnjevic in sod., 2011;
Petrelli in Barni, 2012), tega niso dokazale 3tevilne raziskave na malignih TMZ pri psicah
(Rungsipipat in sod., 2008; Hsu in sod., 2009; Kim in sod., 2011a; Ressel in sod., 2013) in tudi
ne nasa raziskava. Pri TMZ pri zenskah je onkogena aktivnost HER-2 posledica ve¢ kopij gena
(Moasser, 2007), medtem ko onkogeno delovanje HER-2 v TMZ pri psicah $e ni povsem
pojasnjeno. Mullas in sod. (2003) so ugotovili, da se v posameznih TMZ pri psicah HER-2
povecano ali mo¢no izraza brez prisotnosti ve¢ kopij gena. Mogoce je, da za razliko od TMZ
pri Zenskah onkogeno delovanje TMZ pri psicah posledica mutacij gena (Murua Escobar in

sod., 2001; Hsu in sod. 2009).
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6 ZAKLJUCKI
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Potrdili smo prvo hipotezo: ¢as prezivetja je najkrajsi pri psicah s karcinomi bazalnega
podtipa.

Delno smo potrdili drugo hipotezo. Med karcinomi bazalnega podtipa je najvec
tumorjev stopnje diferenciacije Il (52,9 %), medtem ko je delez karcinomov
karcinomi luminalnega podtipa A, kot smo predvidevali.

Potrdili smo tretjo hipotezo: raven izrazanja VEGF v karcinomih razli¢nih IHC podtipov
je statisti¢no znacilno razli¢na.

Tumorji ER" in PR so pogostejsi pri psicah starih 10 let ali vec in so najveckrat slabse
diferencirani anaplasti¢ni karcinomi, ki mo¢no izrazajo VEGF.

VEGF se mocneje izraza v karcinomih enostavnega tipa in anaplasti¢nih karcinomih.
Karcinomi luminalnega podtipa A in B so pogosto karcinomi kompleksnega tipa in
karcinomi in situ. Karcinomi bazalnega podtipa so najveckrat slabo diferencirani
tumorji enostavnega tipa, ki mocno izrazajo VEGF.

Prognoza je slabsa pri psicah starih 10 let ali ve¢, kliniénega stadija IV, s karcinomi
enostavnega tipa in malignimi mezenhimskimi tumoriji, slabo diferenciranimi tumorji
stopnje diferenciacije Ill, tumorji ER" in PR, tumorji z ravnijo izrazanja VEGF 3 in
karcinomi bazalnega podtipa.

Raven izrazanja PR (tumorji PR*/PR), IHC razvri¢anje in klini¢ni stadij so najmo¢nejsi
prognostiéni dejavniki psic z malignimi TMZ.

Dolo¢anje ravni izrafanja PR v malignih TMZ pri psicah ima enako mo¢no
prognosti¢no vrednost kot dolocanje IHC podtipov.

Dolo¢anje ravni izrazanja HER-2 v malignih TMZ pri psicah ima prognosti¢no vrednost
le v kombinaciji z ER in PR.

Prognozo psic z malignimi TMZ natanéneje dolo¢&imo ob kombinirani oceni
prognosti¢nih dejavnikov.

Statisticno znacilna je povezava med ravnjo izrazanja VEGF in patohistoloskim
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razvr$€anjem, ER, PR in prezivetjem. Celi¢ni oznaCevalec ostaja zanimiv za nadaljnje
Studije in morebitna prerizkusanja zdravljenja z inhibitorji angiogeneze.

Statisticno znacilna je povezava med obema patohistoloSkima ocenama -
patohistoloSkim razvrs¢anjem in stopnjo diferenciacije. Ocena stopnje diferenciacije
pomembno dopolnjuje patohistolosko razvr$canje.

Ugotovili smo raznolikost skupine karcinomov enostavnega tipa po Misdorpu in sod.
(1999) in potrdili vecjo uporabnost patohistoloskega razvrscanja po Goldschmidtu in
sod. (2011).

Potrdili smo enak vzorec izrazanja ER in PR.in ugotovili negativno korelacijo med ER in
VEGF. Proucevanje vzrokov za povezavo med ER in VEGF bi lahko bilo zanimivo za
nove raziskave.

V nasi raziskavi so tumorji ER'/PR" pogostejsi (19 %) kot tumorji ER"/PR™ (2,5 %). Glede
na visok dele? malignih TMZ, ki so pozitivni na izrazanje PR (72,2 %), bi bilo smiselno

preveriti odzivnost psic na zdravljenje z aglepristonom, antagonistom PR.
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7 POVZETEK

Maligni tumorji mle¢ne Zleze (TMZ) pri psicah predstavljajo zelo heterogeno skupino
tumorjev in samo na podlagi klinicne in patohistoloSke diagnostike je tezko postaviti
natan¢no prognozo bolezni. Zato so pomembna proucevanja dejavnikov, ki bi omogodili
natancnejSo ocena poteka in izida bolezni. Poznani so Ze posamezni klini¢ni in patohistoloski
parametri, ki so povezani s preZivetiem psic s TMZ. Imunohistokemiéna preiskava (ang.
immunohistochemistry — IHC) v tumorjih omogoca dolocanje ravni izrazanja proteinov, ki so
povezani z napredovanjem tumorja, in v nabor dejavnikov, povezanih s prognozo bolezni pri
psicah s TMZ, so bili dodani posamezni t. i. celi¢ni oznacevalci. Raziskave izrazanja celi¢nih
oznacevalcev delane na TMZ pri psicah so malostevilne in rezultati posameznih raziskav so

pogosto razli¢ni.

Na podlagi ravni izrazanja doloéenih celi¢nih oznacevalcev, TMZ pri psicah razdelimo v
posamezne skupine IHC razvri¢anja. Model je povzet po sistemu razvri€anja TMZ pri Zenskah
in je bil uporabljen v dveh raziskavah TMZ pri psicah. Si pa rezultati obeh raziskav o tem,
kateri IHC podtip je povezana z najslabSo prognozo, nasprotujejo. Z naso raziskavo smo tako
7eleli preveriti prognosti¢no vrednost IHC razvré€anja malignih TMZ pri psicah. Zastavili smo
si tri hipoteze in sicer, da so karcinomi bazalnega podtipa slabo diferencirani in povezani s
slabo prognozo, da je med karcinomi luminalnega podtipa A najvecji delez karcinomov
kompleksnega tipa in, da se VEGF statisticno znadilno razliéno izraza v posameznih IHC
podtipih. Poleg proucevanja ravni izrazanja celi¢nih oznacevalcev, smo v raziskavi upostevali
Stevilne klini¢ne (starost, pasma, steriliziranost, mesto tumorja, obseznost kirurSkega posega,
navidezna brejost, klini¢ni stadij) in patohistoloSke (patohistoloSko razvrscanje, patohistoloski
tip (enostaven/kompleksen), stopnja diferenciacije) parametre in ugotavljali njihovo
morebitno povezanost s preZivetjem psic. Proudili smo tudi povezave med posameznimi

parametri.

V raziskavo smo vklju¢ili 81 malignih TMZ 72 psic, katerim so tumorje kirur$ko odstranili med
leti 2003 in 2010 na Kliniki za kirurgijo in male Zivali Veterinarske fakultete Univerze v

Ljubljani. Iz kliniénih kartotek psic smo zbrali kliniécne podatke o pasmi, starosti, steriliziranosti
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psic, mestu tumorjev, morebitni zgodovini navidezne brejosti psic in klinicnem stadiju. Za

vsak tumor je bila v okviru redne diagnostike na Institutu za patologijo, sodno in upravno
veterinarstvo Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani opravljena patohistoloska
diagnostika na osnovi meril Svetovne zdravstvene organizacije. Poleg patohistoloske
diagnostike smo na podlagi meril, ki sta jih opredelila Elston in Ellis, karcinomom
enostavnega, kompleksnega in posebnega tipa dolocili stopnjo diferenciacije. Z IHC preiskavo
smo ugotavljali raven izrazanja estrogenskih (ER) in progesteronskih receptorjev (PR),
receptorja za humani epidermalni rastni dejavnik 2 (ang. human epidermal growth factor
receptor — HER-2) in vaskularnega endotelijskega rastnega dejavnika (ang. vascular
endothelial growth factor — VEGF). Za preverjanje povezav med ravnem izrazanja posameznih
celiénih oznacevalcev in IHC razvri¢anja malignih TMZ z ostalimi spremenljivkami smo
uporabili test Pearsonovega hi-kvadrata. Korelacije med ravnem izrazanja celi¢nih
oznacevalcev smo preverili s Spermanovim koeficientom korelacije. Krivulje preZivetja smo
izdelali z metodo po Kaplan - Meierju. Multivariatno analizo spremenljivk, ki bi lahko bile
povezane s prezivetjem dveh let po kirurski odstranitvi tumorjev, smo opravili s pomocjo

Coxovega regresijskega modela sorazmernega tveganja.

Z naso raziskavo smo potrdili dve zastavljeni hipotezi in eno delno. Karcinomi bazalnega
podtipa so povezani s slabo prognozo in raven izrazanja VEGF je v posameznih IHC podtipih
karcinomov mlecne Zleze pri psicah razlicna. Karcinomi bazalnega podtipa so ve¢inoma slabo
diferencirani s stopnjo diferenciacije Ill. Veéji delez karcinomov kompleksnega tipa je

luminalnega podtipa B.

Z rezultati kliniéne ocene bolezni smo ugotovili, da je 80,3 % psic z malignimi TMZ vkljugenih
v nasSo raziskavo nesteriliziranih in, da jih je 65,3 % starih 10 let ali vec. Ve¢ kot polovica
(57,5 %) vseh tumorjev je bilo na zadnjih in predzadnjih mleé¢nih kompleksih. Tumoriji so bili

najpogoste;jsi pri kokerSpanjelih (19,4 %).

Razporeditev tumorjev ER'/ER in PR*/PR je statisti¢no znacilno razli¢na znotraj starostnih
skupin, skupin kliniénega stadija, patohistoloskega razvrS¢anja, patohistoloSkega tipa in
stopnje diferenciacije malignih TMZ pri psicah. Razporeditev tumorjev VEGF 0/VEGF 1/VEGF
2/VEGF 3 je statisti¢no znacilno razli¢na znotraj starostnih skupin, skupin patohistoloskega

razvrS€anja in patohistoloSkega tipa. Razporeditev karcinomov razlicnih IHC podtipov je
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statisti¢cno znacilno razlicna znotraj skupin patohistoloskega razvrscanja, patohistoloskega

tipa in stopnje diferenciacije malignih TMZ pri psicah. Ugotovili smo pozitivno korelacijo
(P < 0,001) med ravnijo izrazanja ER in PR in negativno korelacijo med ravnijo izrazanja ER in

VEGF ter PR in VEGF (P < 0,05 in P < 0,001).

Starost, klini¢ni stadij, patohistoloSko razvrs¢anje, patohistoloski tip, stopnja diferenciacije in
raven izrazanja ER (tumorji ER*/ER’), PR (tumorji PR"/PR’) in VEGF (tumorji VEGF 0/VEGF 1/
VEGF 2/VEGF 3) so statisti¢no znacilno povezani s preZivetjem psic z malignimi TMZ. Po
rezultatih multivariatne analize predstavljajo raven izrazanja PR (tumorji PR*/PR’), IHC
razvrécanje in klini¢ni stadij najmoénej$e prognosti¢ne dejavnike za psice z malignimi TMZ.
Ob kombinirani oceni ugotovimo, da imajo psice klinicnega stadija | s prognosti¢no
neugodnimi karcinomi bazalnega podtipa oziroma tumorji PR" moZnost prezivetja in obratno,
psice prognosticno neugodnega klinicnega stadija IV imajo mozZnost prezZivetja, ¢e imajo

karcinome luminalnega podtipa A in B oziroma tumorje PR".

Raziskave IHC razvri€anja malignih TMZ pri psicah so malostevilne in njihovi rezultati si
nasprotujejo. V nasi raziskavi smo ugotovili mo¢no prognosti¢no vrednost IHC razvr€anja in
podrocje ostaja zanimivo za nadaljnje raziskave o moZnosti zdravljenja psic s TMZ po modelu

zdravljenja zensk s TMZ.
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8 SUMMARY

Malignant mammary gland tumours represent a very heterogeneous group of neoplasms and
it is difficult to establish a precise prognosis of the disease solely with clinical and
histopathological diagnoses. Therefore, studying the factors which would enable a more
accurate assessment of the disease progress and outcome is of great importance. Some
clinical and histological parameters associated with the survival of the bitches with mammary
gland tumours are already known. With immunohistochemical staining methods the
expression level of proteins associated with tumour progression can be determined and
some so-called cell markers have been added to the list of factors associated with the
prognosis of bitches with mammary gland tumours. Studies of expression of cell markers in

canine mammary gland tumours are scarce and the results often conflicting.

Based on the level of expression of specific cell markers, canine mammary gland tumours can
be divided into groups by immunohistochemical classification. The model is adapted from a
classification system of mammary gland tumours in women and has been applied in two
studies of canine mammary gland tumours. However, the results of these two studies are
contradictory. Therefore, the aim of our study was to assess the prognostic value of
immunohistochemical classification of malignant mammary gland tumours in bitches. Three
hypothesis were constructed namely, basal carcinomas are poorly differentiated and linked
with poor prognosis, the highest proportion of complex type carcinomas is of luminal
subtype A and that the level of VEGF expression in IHC subtypes differes significantly. In
addition to studying the expression level of cell markers, numerous clinical (age, breed,
spaying, tumour location, the extent of surgical procedure, pseudo-pregnancy, clinical stage)
and histological (histopathological classification, histological type (simple/complex),
histological grade) parameters were included into the study and their correlation with the
survival of bitches was determined. In addition, the correlations between the parameters

were studied.

The study included 81 malignant mammary gland tumours from 72 bitches that underwent

surgery between 2003 and 2010 at the Clinic for small animal medicine and surgery at the
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Veterinary Faculty of the University of Ljubljana were included into the study. Data on breed,

age, spaying, tumour location, clinical stage and history of pseudo-pregnancy were collected
from the medical records of the bitches. The histopathological diagnosis in accordance with
the World health organization was determined as part of regular diagnostics at the Institute
of pathology, administrative and forensic veterinary medicine at the Veterinary faculty of the
University of Ljubljana. In addition to the histopathological diagnostics, simple, complex and
special type carcinomas were histologically graded in accordance with Elston and Ellis. The
expression level of oestrogen (ER) and progesterone receptor (PR), human epidermal growth
factor receptor 2 (HER-2) and vascular endothelial growth factor (VEGF) was assessed with
immunohistochemical staining. To compare the expression of cell markers and
immunohistochemical classification with other variables the Pearson's chi-square test was
used. Using the Spearman's rank correlation coefficient the correlations between cell marker
expression levels were calculated. Survival curves were constructed using the Kaplan-Meier
method. The Cox proportional hazard model was used for multivariate analysis on factors

potentially associated with 2-year survival.

Two hypothesis were confirmed while one was confirmed only partialy. Our results show that
basal carcinoma subtypes are associated with poor prognosis and that the level of expression
of vascular endothelial growth factor differed between the mammary gland carcinomas of
different immunohistochemical subtypes. The proportion of poorly differentiated tumours
with histological grade Il is the highest in the group of the basal subtype carcinomas of, while
the proportion of complex type carcinomas is the highest in the group of luminal subtype B

carcinomas.

According to the results of the clinical estimation of the disease, 80.3% of the bitches with
malignant mammary gland tumours included in our study were not spayed and 65.3% were
aged 10 years or more. More than half (57.5%) of all the tumours were located on the last
and penultimate mammary complex. Tumours were most frequent in cocker spaniels

(19.4%).

The distribution of ER*/ER™ and PR'/PR™ tumours differed significantly by the age, clinical
stage, histopathological classification, histological type and degree of differentiation groups

(P<0.05). The distribution of tumours VEGF 0/VEGF 1/VEGF 2/VEGF 3 differed significantly by
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the age, histopathological classification and histological type groups. The distribution of

carcinomas of different IHC subtype differed significantly by the histopathological

classification, histological type and histological grade groups.

Age, clinical stage, pathohistological classification, histological type, histological grade, ER, PR
and VEGF are significantly associated with survival of the bitches with malignant mammary
gland tumours. According to the results of multivariate analysis, PR, immunohistochemical
classification and clinical stage represents the strongest prognostic factors for the bitches
with malignant mammary gland tumours. The combination of these parameters shows the
possibility of survival in bitches with prognostically unfavorable basal type carcinomas or PR’
tumours when simultaneously the clinical stage | is estimated and vice versa the possibility of
survival in bitches with prognostically unfavourable clinical stage 1V, when the carcinomas are

of luminal subtype A and B or PR".

Studies of the immunohistochemical classification of malignant canine mammary gland
tumours in dogs are scarce and their results contradictory. The results of our study indicate a
strong predictive value of immunohistochemical classification and the field remains
interesting for further studies of treatment options for bitches with mammary gland tumours

based on the model of treatment of women with mammary gland tumors.
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11 PRILOGE

Priloga 1: Vprasalnik, ki je bil v primeru manjkajocih podatkov poslan po posti lastnikom psic s tumorji mle¢ne
Zleze

Annex 1: The questionnaire sent by mail to the owners of the bitches with mammary gland tumours in case any
data were missing.

Spostovani gospod/gospa

Sem Mojca Cerovsek in sem zaposlena kot mlada raziskovalka na Institutu za patologijo, sodno in upravno veterinarstvo na
Veterinarski fakulteti Univerze v Ljubljani. V okviru svoje doktorske naloge proucujem tumorje mlecne Zzleze pri psicah in sicer
nameravam v raziskavo vkljuditi tiste tumorje, ki smo jih na nas institut prejeli med letom 2003 in 2009 iz Klinike za kirurgijo in
male Zivali na Veterinarski fakulteti. V to skupino pade tudi vasa psicka , kateri so tumorje na kliniki odstranili leta

. Za raziskavo potrebujem podatke o stanju vase psicke dve leti po kirurski odstranitvi tumorja, zato bi vam bila hvaleZna,
¢e mi lahko odgovorite na vprasanja v spodnji anketi in mi sporocite, kaj se je z vaso psicko dogajalo znotraj dveh let po
operaciji. V primeru, da je v tem Casu poginila ali pa so se tumorji ponovno pojavili, bi potrebovala tudi podatek v kolikSnem
Casu po operaciji je do tega prislo. Kratka anketa vas bo vodila skozi vprasanja, na katera bi Zelela odgovore, izpolnjen list mi
prosim vrnite v priloZeni kuverti.

Za vase sodelovanje se vam najlepse zahvaljujem, saj boste s tem pripomogli k obseZnejsi in zato Se bolj uporabni raziskavi o
tumorjih mlecne Zleze pri psicah.

Hvala in en lep pozdrav.

Mojca Cerovsek, dr. vet. med.

1) Vasa psicka je bila operirana leta

Ali so se po tem ¢asu ponovno pojavili tumoriji? DA NE
Ce ste odgovorili z DA, prosim pripisite, kdaj so se pojavili (meseci, dnevi po operaciji)

Ali je psi¢ka v Casu 2 let po operaciji poginila? DA NE
Ce ste odgovorili z DA, prosim pripisite $e vzrok pogina:

a) psicka je poginila zaradi tumorjev mlecne Zleze

b) drugo

Ali je bila psicka v ¢asu 2 let po operaciji evtanazirana? DA NE
Ce ste odgovorili z DA, prosim pripisite $e vzrok evtanazije:
a) psicka je bila evtanazirana zaradi tumorjev mlecne Zleze
b) drugo
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