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Cilj: Utvrditi grani¢nu (“cut-off”) prognosticku
vrednost Ki-67 indeksa, kao i povezanost vrednosti
Ki-67 u ranom luminalnom karcinomu dojke sa
prognostickim i prediktivnim  parametrima
karcinoma dojke, kao $to su zivotna dob bolesnica,
veli¢ina tumora, histoloski gradus (HG) i nivo
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progesterona (PR). Takode, cilj istraZivanja je i
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Metode: Retrospektivno je analizirano 120
patohistoloskih izveStaja bolesnica kojima je u
periodu od 01.01.2009. godine do 31.12.2011.
godine na Institutu za onkologiju Vojvodine
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pojave recidiva od 49+20,23 meseci. Vrednost “cut
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(Log rank (df = 1) = 6,885; p=0,009). Intenzitet
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recidiva luminalnih karcinoma dojke (p > 0,05).
Zakljucéak: Zbog heterogene prirode oboljenja,
koris¢enjem standardnih histopatoloskih faktora i
biomarkera tesko je predvideti tok i ishod karcinoma
dojke. Ki-67 je proliferativni marker, ¢ija visoka
vrednost korelira sa faktorima loSe prognoze.
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Abstract: Introduction: Breast cancer is a heterogeneous
AB disease characterized by different morphology,

immunohistochemical profile, clinical course and
response to applied therapy. Ki-67 proliferative
index is one of the prognostic and predictive factors,
whose methodological determination and analysis
are still unstandardized.

Objective: Determination of cut-off value for Ki-67
index, its corelation in luminal breast carcinoma
with patient's age, tumor size, histological grade
(HG) and expression of estrogen (ER) and
progesterone (PR). Also, the aim of the study was to
determine the significance of the difference in the
value of the Ki-67 proliferative index in relation to
the occurrence of local relapse, distant metastases
and survival rates during the five-year follow-up
period of the patient.

Methods: Retrospectively, we analysed 120
pathohistological reports of patients who were
treated in the period from 01.01.2009 until
31.12.2011 at the Oncology Institute of Vojvodina,
and to whom immunohistochemically was proven
luminal breast cancer (positive ER and PR, negative
HER?2), without axillary lymph node metastases.
Results: The average patient’s age was 57.42+10.17
years; average tumor size 17.98+6.97mm;
recurrence was registered in 8 (6.7%) patients with




average recurrence time of 49+20.23 months. "Cut
off" Ki-67 value of prognostic significance for
period without recurrence was 20.75%. Test didn’t
show significant relationship between Ki-67 and
patient’s age (p=0.401 and p=0.293), as well as the
strength of expression ER (p=1.00, p=0.957) and PR
(p=0.273, p=0.189). Significant correlation was
present for Ki-67 with size (p=0.035, p=0.20) and
tumor’s HG (p=0.041, p=0.20). The average follow-
up period for patients was 72.92+8.38 months; there
was no registered occurrence of distant metastases
or fatal outcome. In relation to the occurrence of
local relapse, Kaplan-Meier analysis and Cox
regression analysis, the proliferative index Ki-67
proved to be a significant predictor for the
assessment of recurrence of the disease, local relapse
(Log rank (df = 1) = 2.73; p = 0.045). Also, it was
founded that a statistically significant predictor for
assessing the recurrence of the disease is the age of
the patients (Log rank (df = 1) = 6.885; p = 0.009).
The intensity of ER and PR expression, tumor size
and histological grade have not been shown to be
predictors of the recurrence of luminal breast
carcinoma (p> 0.05).

Conclusion: Breast carcinoma is heterogeneous
disease, so it is difficult to predict its course and
outcome using standard histopathological factors
and biomarkers. Ki-67 is proliferative marker whose
high value correlates with factors of bad prognosis.
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1.1. EPIDEMIOLOSKI PODACI

Karcinom dojke je jedan od najées¢ih tumora zenske populacije, te zbog velike incidencije
vode¢i je uzrok smrti medu malignim tumorima, iako se leci u preko 80% obolelih sluc¢ajeva. U
manje razvijenim zemljama predstavlja najéesc¢i uzrok smrti Zena, dok se u razvijenim zemljama
nalazi na drugom mestu, posle karcinoma pluca. Shodno podacima Svetske zdravstvene
organizacije, karcinom dojke predstavlja javno-zdravstveni problem globalnih razmera sa oko
1,67 miliona novih slu¢ajeva registrovanih 2012. godine, ¢ine¢i % svih maligniteta, odnosno sa
preko milion novodijagnostikovanih slucajeva godiSnje. Posmatrajuci oba pola, karcinom dojke
je drugi najcesce dijagnostikovani tumor, dok je u Zenskoj populaciji na prvom mestu. U muskoj
populaciji ova maligna bolest je izuzetno retka (1-3% svih karcinoma dojke odnose se na
pripadnike muske populacije) (1, 2, 3). Godi$nje Se u svetu registruje preko 1,5 miliona novih
slu¢ajeva bolesti (u Evropi preko 360.000) i preko 500.000 smrtnih ishoda sa ovom dijagnozom
(u Evropi oko 92.000) (4). Broj novo otkrivenih slucajeva karcinoma dojke u Srbiji iznosi oko
4500 na godi$njem nivou, a od istog umre oko 1500 zena. Oko 23000 zena u Srbiji zivi sa ovom
boles¢u. Prosecna standardizovana stopa incidencije karcinoma dojke u centralnoj Srbiji u
periodu od 1999. do 2009. godine iznosila je 60,8/100.000, a mortalitetna stopa 20,2/100.000 (5).
Kumulativna verovatno¢a obolevanja iznosi oko 12,5%, odnosno jedna od osam Zena moze

ocekivati da ¢e tokom svog zivota oboleti od ove bolesti (6).
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0Od 1990. godine, nasa zemlja belezi pad stope mortaliteta zahvaljujuci unapredenju dijagnostike i
kvaliteta lecenja ove bolesti, te se, shodno tome, u Vojvodini zapaza porast broja novootkrivenih
sluc¢ajeva karcinoma dojke uz pad broja umrlih od istog. Globalno posmatrano, geografska
distribucija karcinoma dojke je neravnomerna. Najvecéa ucestalost bolesti je prisutna u Zapadnoj
Evropi, Severnoj Americi, Australiji, Novom Zelandu i nekim zemljama Juzne Amerike
(Argentina), Sto se pripisuje viSoj prevalenciji poznatih faktora rizika za ovu bolest u pomenutim
podru¢jima. Nesto nizi rizik od pojave oboljenja postoji u manje razvijenim regionima
subsaharske Afrike, Juzne i Isto¢ne Azije, ukljuCujuéi i Japan, gde je verovatno¢a za pojavu
karcinoma dojke trostruko manja nego u zemljama Evrope i Amerike. U Evropi, najvise stope
incidencije tumora dojke beleze se u zapadnoj i severnoj, dok su u juznoj i isto¢noj stope

obolevanja nize (7).

1.2. KANCEROGENEZA

Aktuelno shvatanje nastanka tumora datira jos iz davne 1858. godine, kada je Rudolf Virchow
postavio revolucionarnu tezu “somnis cellula e cellula”, koja oznacava da sve celije nastaju iz
¢elija. Kasnije, iz ove teorije je nastala ideja da Celije karcinoma nastaju iz normalnih ¢elija kod
kojih je doslo do somatskih mutacija. Danas je opste prihvaceno da je tumor genetska bolest koja
nastaje usled ekspanzivnog klonalnog rasta jedne neoplasticne celije, Sto upucuje da tumor
predstavlja nekontrolisan rast abnormalnih ¢elija, tj. nekontrolisanu ¢elijsku proliferaciju u okviru
tumora (8). Godine 1963, na eksperimentalnim miSevima primeceno je da samo frakcija
limfomskih ¢elija ima sposobnost klonogenog rasta (9), a tim biologa je ustanovio da je u
eksperimentalne Zivotinje potrebno ubrizgati veliki broj éelija, najmanje 10 do 10°, kako bi
zapoc¢e0 tumorski rast, te da ¢e od ovog broja samo mali procenat ¢elija biti sposoban da formira

metastaze (10, 11, 12).

PredloZene su dve glavne teorije koje pokusavaju da objasne zasto od svake tumorske Celije ne
moze da nastane novi tumor i koje objasSnjavaju heterogenost tumora, a to su stohasticki i

hijerarhijski model (12).

Prema stohasti¢koj teoriji, sve tumorske celije su bioloSki ekvivalentne, ali spoljasnji faktori
(odbrambeni mehanizmi domacina, koncentracije faktora rasta, mikrosredina rasta tumora) i/ili

2
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unutrasnji faktori (vreme u toku celijskog ciklusa) sprecavaju da se svaka cCelija isto ponasa.
Stoga je ponasanje svake ¢elije potpuno nepredvidivo i nasumic¢no, i pod uticajem je nekih ili ¢ak
I svih unutrasnjih i spoljasnjih faktora. Kao rezultat toga, tumor ¢e biti sacinjen od celija sa
razli¢itim proliferativnim kapacitetom. Glavna karakteristika ovog modela je ta da svaka ¢elija
ima podjednak potencijal za inicijaciju i odrzivost tumorskog rasta, ali ve¢ina ¢elija nece nastaviti
proliferaciju zbog male kumulativne verovatnoce za ostvarivanje pogodnih unutra$njih i
spoljasnjih faktora. Teorija pretpostavlja da je tumor sastavljen od homogene populacije ¢elija 1

da su tumorogeni mehanizmi funkcionalni u svim ¢elijama (Slika 1).

tumorske celije su bioloski jednake ali se razii€ito ponasaju, ) ) )
nasumicno, u zavisnosti od unutra&njih i spoljasnjih uticaja ponasanje tumorskih celija se ne moZe predvideti na
osnovu njihovih unutrasnjih osobina

Stohasticki model @ —

o celije koje iniciraju
nastanak tumora

\\» celije bez
g —— J 3 O sposobnosti
inicijacije nastanka
unutrasnji \ _ tumora
faktori P — 'o" 2

tumori su funkcionalno heterogeni  spoljasnji faktori

"(‘:*C' 5 nema

3 o tumora
@. — 5 nema
g tumora / "N
[ - QN == b QJ;
on QP — Y s
Oy~ - — nema
< - \’ \

tumora

—_— nema
tumora
Stem celijski model \ e e

—_—p Nema tumora
tumora

tumori su sainjeni od biolo$ki raziicitih tipova Zapocinanje procesa inicijacije Celije koje iniciraju nastanak
celija sa razli¢itim funkcionalnim sposobnostima i nastanka tumora moze biti tumora zapocinju svoju deobu i
ponasanjem poboljasno i unapredeno obnavijanje

Slika 1. Stem Celijski i stohasti¢ki model kacerogeneze.

(Preuzeto iz:De Vita, Hellman, Rosenber. Cancer principles and practice of oncology, 9"ed 2011
Lipincott Williams and Wilkins.)
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Drugi model je hijerarhijski model, koji je zasnovan na modelu biologije normalnog somatskog
tkiva. Ovaj model objasnjava da veéinu ¢elija u normalnom tkivu ¢ine neproliferiSuce odrasle
¢elije koje se neprekidno zamenjuju brzo proliferiSu¢im mladim ¢elijama, a te brzo proliferiSuce
mlade ¢elije poticu od retkih stem ¢elija na vrhu hijerarhijske lestvice. Prema ovoj teoriji, Samo
ogranicen broj ¢elija u okviru heterogenog tumora je sposoban da inicira tumorogeni rast, te ova
fenotipski razli¢ita populacija tumorogenih celija predstavlja Celije slicne “stem” celijama,
odnosno “stem” celije kancera (CSCs) (13-18). “Stem” ¢elija kancera je definisana kao celija
kancera koja ima sposobnost i da se samostalno obnovi i da bude prekursor ostalim tumorogenim
¢elijama, ali 1 da pretrpi diferencijaciju kako bi od nje nastala fenotipski raznovrsna
(netumorogena) populacija ¢elija koja ¢ini ostatak tumora (19, 20). Ipak, definitivno celijsko
poreklo CSC ostaje nejasno. Ukoliko ove ¢elije poticu od normalne “stem” ¢elije, onda bi Celije
kancera mogle da preuzmu postojee regulatorne puteve “stem” celije za samostalno
obnavljanje. Sa druge strane, ako ove ¢elije poti¢u od zrelih, diferentovanih ¢elija, potrebne su
onkogene mutacije za dediferencijaciju i samostalno obnavljanje. Diskutabilno je to Sto zrele
¢elije imaju veoma ogranic¢en zivotni ciklus i, stoga, nije verovatno da bi sve potrebne mutacije
mogle da se dogode tokom relativno kratkog zivota ovih Celija. Nasuprot tome, neograni¢en
kapacitet normalne “stem” ¢elije za samoobnavljanje znaci da ove ¢éelije mogu da budu jedine
¢elije koje su prisutne dovoljno dugo da bi akumulirale potrebne mutacije (12-20).

lako vec¢ina normalnih ¢elija u dojci ima ograniCen kapacitet za samoobnavljanje, nedavne
studije su pokazale da mle¢na Zlezda moZe u celosti da bude rekonstruisana pomocu jedne

epitelne “stem” Celije (21).

Pored samoobnavljanja, nekoliko drugih, klasi¢nih karakteristika normalne “stem” celije u
velikoj meri podse¢a na uoceno eksperimentalno i klinicko ponaSanje malignih ¢elija kancera
dojke, ukljucujucéi aktivaciju antiapoptotskih puteva, povecan kapacitet za rezistenciju na lekove

1 potreba za tzv. “utoCiStem” ili mikro-okruzenjem za rast tumora.
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1.3. FAKTORI RIZIKA ZA OBOLJEVANJE OD KARCINOMA DOJKE

Faktore rizika Cini sve ono §to utie i povecava moguénost obolevanja od bolesti, pa tako i od
karcinoma dojke. Medutim, prisustvo jednog ili viSe faktora rizika ne uslovljava obavezno
nastajanje bolesti.

Pokazano je da postoji vise faktora koji su udruzeni sa povecanim rizikom za nastanak
karcinoma dojke. Najznacajniji medu njima su Zenski pol, starosna dob, genetski i hormonalni
faktori (22).

Svi faktori rizika za oboljevanje od karcinoma dojke mogu se podeliti u Cetiri velike grupe i to:
faktori rizika na koje ne mozemo uticati/ koje ne mozemo promeniti, faktori rizika povezani sa
zivotnim stilom, faktori rizika sa nejasnim uticajem i kontroverzni faktori rizika za nastanak

karcinoma dojke.

1.3.1. Faktori rizika koje ne moZemo promeniti

1. Zenski pol — glavni faktor rizika za nastanak karcinoma dojke; muskarci takode mogu da
obole od karcinoma dojke, ali ova bolest se oko 100 puta ¢esce javlja kod osoba Zenskog pola.

2. Starosna dob — sa porastom starosne dobi raste i moguénost nastanka karcinoma dojke; najveci
deo karcinoma dojke se razvija kod starijih od 55 godina.

3. Genetska predispozicija — za oko 5-10% karcinoma dojke se smatra da su hereditarni, odnosno
da su rezultat mutiranog gena koji je nasleden od roditelja. Najznac¢ajniji medu tim genima su
BRCA1 i BRCAZ2, koji u normalnim c¢elijama doprinose sintezi proteina koji ucestvuju u
popravci oStecene DNK (DNK-repair gene), dok mutirani oblici ovih gena mogu da vode rastu i
proliferaciji abnormalnih ¢elija, §to moze rezultirati razvojem karcinoma (22). Bolesnice koje
poseduju mutirane BRCA1 i BRCA2 gene imaju losiju prognozu i krace prezivljavanje od onih
koje nemaju mutaciju ovih gena (23). Mutacije u BRCAL/2 genu mogu biti uzrok razvoja i
drugih tumora, kao $to su karcinom jajnika, pankreasa, prostate i melanoma. Potomci nosilaca
mutacije u BRCAL/2 genima imaju 50% verovatnocu da naslede mutirani genski alel od jednog
od roditelja (24, 25). Dokazane su i mutacije na drugim genima koje imaju uticaja na nastanak
karcinoma dojke, medutim mnogo su rede prisutni i njihov uticaj je znatno slabiji u poredenju sa

BRCA1/2 genima. U toj grupi gena se nalazi ATM gen (DNK-repair gene; nasledena jedna
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abnormalna kopija ovog gena je povezana sa poveéanom ucestaloS¢u karcinoma dojke u
pojedinim porodicama, dok nasledene dve abnormalne kopije ATM gena uzorkuju nastanak
ataksija-telangiektazije). Mutacija tumor-supresornog TP53 gena je retko uzrok karcinoma
dojke, ali dovodi do razvoja Li-Fraumeni sindroma koji se karakterise povecanim rizikom za
nastanak tumora dojke, leukemije, sarkoma i tumora mozga. Mutacije PTEN gena (koji
normalno kontroliSe celijski rast) mogu uzrokovati nastanak Cowden sindroma koji se
manifestuje povecanim rizikom od nastanka benignih i malignih tumora dojke, digestivnog
trakta, Stitaste zlezde, materice i jajnika. Nasledenost mutiranog CDH1 gena uzorkuje hereditarni
difuzni karcinom Zeluca, a Zene sa prisutnom mutacijom ovog gena imaju povecan rizik od
razvoja invazivnog lobularnog karcinoma dojke. Mutacija STK11 gena dovodi do nastanka
Peutz-Jeghers-ovog sindroma. Ovi bolesnici imaju pigmentne mrlje na usnama i oko usta, polipe
digestivnog i1 urinarnog trakta, kao i povecan rizik od nastanka mnogih karcinoma ukljucujuéi 1
karcinom dojke. Gen PALB2 dovodi do sinteze proteina koji reaguje sa proteinom koji je
produkovan od strane BRCA2 gena, te mutacije ovog gena povecavaju rizik od nastanka
karcinoma dojke (22).

4. Porodi¢na istorija karcinoma dojke — iako manje od 15% pacijentkinja sa karcinomom dojke
navodi pozitivnu porodi¢nu istoriju, pokazano je da prisustvo karcinoma dojke kod srodnika prve
linije (sestra, majka i kéerka) udvostru¢uje moguénost nastanka ove bolesti.

5. Licna istorija karcinoma dojke — Zene koje su imale karcinom jedne dojke imaju povecan rizik
od razvoja karcinoma dojke u drugom delu te iste dojke ili u drugoj dojci.

6. Rasa — zene bele rase imaju nesto veci rizik od nastanka karcinoma dojke, dok u grupi Zena
koje su mlade od 45 godina ceS¢e obolevaju crnkinje.

7. Gusto (denzno) tkivo dojke- osobe zenskog pola kojima se mamografijom dokaze denzno
tkivo dojke (veci procenat Zlezdanog i fibroznog tkiva i manji procenat masnog tkiva u dojkama)
imaju 1,5 do 2 puta vedi rizik od nastanka karcinoma dojke u odnosu na Zene sa normodenznim
dojkama.

8. Benigne bolesti dojke — proliferativne lezije bez atipije (obi¢na duktalna hiperplazija,
fibroadenom, sklerozirajua adenoza, papilomatoza dojke i radijalni oziljak) neznatno
povecavaju rizik za nastanak karcinoma dojke, dok lezije sa atipijom (atipicna duktalna i atipi¢na
lobularna hiperplazija) povecavaju ovaj rizik za ¢ak 4 do 5 puta u odnosu na Zene koje nemaju

ove lezije.
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9. Hormonalni uticaji — rana menarha (pre 12. godine) i kasna menopauza (posle 55. godine)
blago povecavaju rizik od razvoja karcinoma dojke, Sto se pripisuje najverovatnije produzenom
uticaju estrogena i progesterona. Takode, ekspozicija dietilstilbestrolu (lek slican estrogenu) ima
isti efekat.

10. Radijaciona terapija u predelu grudnog koSa — povecava opasnost od nastanka karcinoma

dojke, ali samo ukoliko je radijacija vrSena u mladoj zivotnoj dobi (pre 40. godine).

1.3.2. Faktori rizika povezani sa Zivotnim stilom

Konzumiranje alkohola je jasno povezano sa povecanim rizikom od razvoja karcinoma dojke.
Povecani rizik od karcinoma je dozno zavisan, te svakodnevno unoSenje 2-3 ili vise alkoholnih
pi¢a poveéava ovaj rizik za oko 20%. Kako masno tkivo produkuje estrogen, zakljucuje se da
gojaznost povecéava rizik od nastanka karcinoma dojke, $to je narocito znacajno u menopauzi
kada je najveci deo nivoa estrogena porekla iz masnog tkiva (smatra se da ova tvrdnja ne vazi za
osobe koje su gojazne od detinjstva). Fizicka neaktivnost takode povecava rizik od nastanka
karcinoma dojke. Zene koje nisu radale, prvorotke starije od 30 godina, kao i Zene koje nisu
dojile imaju poveacanu mogucnost obolevanja od ove bolesti, dok trudnoca povecava rizik od
razvoja tripl-negativnih karcinoma dojke. Upotreba oralnih kontraceptiva u reproduktivnom

dobu kao 1 upotreba estrogenske terapije u menopauzi povecavaju rizik od ove bolesti.

1.3.3. Faktori rizika sa nejasnim uticajem i kontroverzni faktori rizika za nastanak

karcinoma dojke

Ishrana bogata Zivotinjskim mastima, pusenje cigareta, kao i rad u no¢nim smenama spadaju u
faktore koji su najverovatnije povezani sa neSto ve€om moguénos¢u za razvoj karcinoma dojke,
medutim njihov uticaj nije jasno naucno potvrden. No, postoje studije koje ukazuju da Zene
pusaci, narocCito one koje puse u mladoj zivotnoj dobi, pre menopauze, imaju veci rizik za pojavu
raka dojke. Ishrana obogacena vo¢em i povréem smanjuje rizik od pojave karcinoma dojke (22,
26, 27). Kontroverzni faktori, za koje ne postoji nau¢na potpora povecanom riziku od nastanka

karcinoma dojke, ali koji eventualno potkrepljuju ovu tvrdnju, jesu: upotreba antiperspirantskih
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dezodoranasa, nosenje brushaltera, indukovani abortusi, implanti u dojkama. Mehanizam koji ide
u prilog pozitivne korelacije ovih faktora i karcinoma dojke jeste opstrukcija protoka limfne
cirkulacije (22).

1.4. PROGNOSTICKI I PREDIKTIVNI PARAMETRI KARCINOMA DOJKE

Karcinom dojke predstavlja klinicki i patoloski heterogenu bolest. Postoje brojni pokusaji koji su
na osnovu klinic¢kih i patoloskih parametara probali da utvrde prognozu pacijenata obolelih od
karcinoma dojke. Kako se kod gotovo treé¢ine pacijenata radi o invazivnom dutalnom karcinomu
dojke, ovaj tip tumora dojke je i imao znacajan uticaj na laboratorijske, klinicke i patoloske
studije o karcinomu dojke (28).

Progresija karcinoma dojke je uslovljena razli¢itim prediktivnim 1 prognosti¢kim faktorima.
Prognosticki faktori su klini¢ke ili bioloSke karakteristike koje su objektivno merljive i koje
pruzaju informacije o verovatnom ishodu bolesti netretiranih pacijenata i, u tom smislu,
predstavljaju marker znaajan za relaps bolesti, dok prediktivni faktori pruzaju informacije o
mogucoj koristi od tretmana (bilo u smislu preZivljavanja ili smanjenja tumora), te se mogu
koristiti za identifikaciju subpopulacije pacijenata koji ¢e najverovatnije imati koristi od date
terapije (29). Prediktivni faktori zavise od karakteristika samog tumora, kao i karakteristika
bolesnika, a njihova identifikacija moze pomo¢i u odredivanju najboljeg terapijskog modaliteta
za svakog bolesnika individualno, pri ¢emu je naro€ito vazna identifikacija visokorizi¢ne grupe
bolesnika.

Dakle, u svakodnevnoj praksi ovi faktori sluze za stratifikaciju bolesnika u dve grupe: prvu, sa
bolesnicima za koje se ocekuje da ¢e imati korist od adjuvantne sistemske terapije, u koju su
ukljuceni 1 bolesnici sa limfonodalnim metastazama, kao 1 podgrupa bolesnika sa negativnim
limfnim nodusima; i drugu, sa bolesnicima kod kojih rizik i troskovi adjuvantne terapije
prevazilaze ocekivanu korist od iste (30). U tom smislu treba razlikovati ova dva pojma.

U najznacajnije prediktivno-prognosticke parametre karcinoma dojke koji se koriste u rutinskoj
klinickoj praksi spadaju: veli¢ina tumora, histoloski podtip tumora, histoloski stepen tumorske
diferencijacije, nivo ekspresije hormonskih receptora i HER2 receptora, prisustvo
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limfovaskularne invazije, kao i status regionalnih limfnih ¢vorova i prisustvo udaljenih
metastaza (31). Govore¢i o karcinomu dojke, pojedini faktori su ujedno prognosticki i
prediktivni, uklju¢uju¢i ER i PR status, kao i HER2 ekspresiju. U prognosticke faktore
karcinoma dojke spadaju: histoloski tip tumora, broj zahvacenih limfnih ¢vorova u trenutku
dijagnostikovanja tumora, veli¢ina tumora, histoloski gradus, status proliferativhog Ki-67
markera, starosna dob pacijenta i menopauzni status bolesnice (32). Medutim, pobrojani faktori
ne zadovoljavaju u potpunosti potrebe za adekvatnom terapijom pojedinca i za predvidanje toka i
ishoda bolesti. Usled postojanja molekularnih razlika medu tumorima iste vrste, pacijentkinje
koje su obolele od karcinoma dojke istih histomorfoloskih karakteristika mogu da imaju razlicit

tok bolesti (33).

1.4.1. Veli¢ina tumora

Veli¢ina tumora je jedna od vaznijih prognostickih faktora tumora i predstavlja brzinu rasta
tumorske mase u jedinici vremena. Oznacava najve¢u dimenziju tumora, pri makroskopskom

merenju u najmanje dva pravca (34) (Slika 2, Slika 3).

Slika 2. Makroskopski izgled i veli¢ina amputirane dojke.
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Slika 3. Makroskopsko merenje veli¢ine tumorskog ¢vora u dojci.

Veli¢ina tumora je u direktnoj povezanosti sa verovatno¢om za nastanak regionalnih metastaza,
kao i sa brojem zahvacenih aksilarnih limfnih &vorova (35, 36). Takode, 1 broj udaljenih
metastaza raste sa povecanjem veli¢ine tumora, te je veli¢ina tumora u direktnoj korelaciji sa
verovatno¢om za pojavu relapsa bolesti i smrtni ishod (37). Veli¢ina tumora je pogotovo vazna u
grupi bolesnica koje nemaju metastatski izmenjene pazusne limfne ¢vorove. Petogodi$njim
pracenjem, u grupi bolesnica sa tumorskim ¢vorom manjim od 10 milimetara stopa recidiva bila
je priblizno 10%, dok je u grupi bolesnica sa tumorom od 50 milimetara i vie ova stopa iznosila
30-50% (38). Za sve tumore koji su veli¢ine 10 milimetara i manji, novije studije su ukazale na
potrebu detekcije eventualnog DCIS, rasprostranjenosti te in situ komponente tumora, kao i njen
histoloski gradus (HG). ZakljuCeno je da invazivni tumor udruZen sa ekstenzivnom DCIS
gradusa III komponentom ima lo$iju prognozu od istih tumora bez komponente DCIS ili sa
DCIS gradusa I (39). Govore¢i o multifokalnim tumorima dojke, jo§ uvek ne postoje jasni dokazi
da li prognoza korelira sa promerom najveceg zarista ili zavisi od ukupne veli¢ine svih Zarista.
Prema jednoj studiji, promer najveceg Zarista je najpouzdanija mera za odredivanje stadijuma
bolesti, ali je prognoza multifokalnih tumora ipak losija od unifokalnih tumora sli¢nih dimenzija

jer su ucestalije pazuSne metastaze (40).
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Veli¢ina tumora predstavlja prediktivni faktor za status aksilarnih limfnih ¢vorova, ali i
nezavisan prognostic¢ki faktor kod pacijenata sa negativnim statusom limfnih ¢vorova. Rutinski
se koristi prilikom selekcije bolesnica koje su kandidatkinje za primenu adjuvantne sistemske
terapije. Pri postojanju negativnih aksilarnih limfnih ¢vorova i1 tumora veli¢ine 10 mm ili manje,
identifikuje se grupa bolesnica koje imaju najpovoljniju prognozu bolesti i koje ne bi imale
znacajne koristi od primene adjuvantne sistemske terapije (41). Medutim, u grupi bolesnica sa
tumorom veli¢ine 10-20 mm uvek treba pazljivo razmotriti primenu adjuvantne terapije, jer kod
njih u preko 20% slu¢ajeva postoji rizik za pojavu udaljenih metastaza (42). U slucaju pozitivnog

statusa limfnih ¢vorova pazusne jame, veli¢ina tumora nije nezavisan parametar prognoze (43).

1.4.2. Histoloski tip tumora

Kada se govori o tumoru dojke, pre¢utno se podrazumeva da se radi 0 invazivnom tumoru. Kao i
u svim organima, i u dojci se razvijaju i neinvazivni (in situ) tumori, tj. tumori &iji rast i
proliferativni ¢elijski potencijal nije naruSio integritet bazalne membrane. Neki od histoloskih
tipova invazivnih karcinoma dojke su prikazani na Slici 4, Slici 5 i Slici 6.

Prema histoloskom tipu, godine 2012. Svetska zdravstvena organizacija (SZO) vrSi odredene

izmene u postojecoj, i predlaZe slede¢u podelu invazivnih karcinoma dojke (44):

1. Invazivni karcinom, neodredenog specijalnog celijskog tipa (no special type- NST)
o Pleomorfni karcinom
o Karcinom sa stromalnom dzinovsko-c¢elijskom reakcijom izgleda osteoklasta
o Karcinom sa karakteristikama horiokarcinoma
o Karcinom sa melanoti¢nim karakteristikama
2. Invazivni lobularni karcinom
o Klasi¢ni lobularni karcinom
o Solidni lobularni karcinom
o Alveolarni lobularni karcinom
o Pleomorfni lobularni karcinom
o Tubulolobularni karcinom

o Mesoviti lobularni karcinom

11
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3. Tubularni karcinom
4. Kribiformni karcinom
5. Mucinozni karcinom
6. Karcinom sa medularnim karakteristikama
o Medularni karcinom
o Atipi¢ni medularni karcinom
o Invazivni karcinom*“NST”sa medularnim karakteristikama
7. Karcinom sa apokrinom diferencijacijom
8. Karcinom sa ¢elijama izgleda prstena pe€atnjaka (“signet ring” diferencijacija)
9. Invazivni mikropapilarni karcinom
10. Metaplasti¢ni karcinom “NST”
o Niskogradusni (low-grade) adenoskvamozni karcinom
o Metaplasti¢ni karcinom izgleda fibromatoze
o Karcinom skvamoznih ¢elija
o Vretenastocelijski karcinom
o Metaplasti¢ni karcinom sa mezenhimalnom diferencijacijom
= Hrskavicava diferencijacija
= Kostana diferencijacija
o Drugi tipovi mezenhimalne diferencijacije
o Mioepitelni karcinom
11. Retki tipovi
o Karcinom sa neuroendokrinim karakteristikama
= Neuroendokrini tumor, dobro diferentovan
= Neuroendokrini karcinom, slabo diferentovan (sitnocelijski karcinom)
= Karcinom sa neuroendokrinom diferencijacijom
o Sekretorni karcinom
o Invazivni papilarni karcinom
o Karcinom seroznih ¢elija
o Mukoepidermoidni karcinom
o Polimorfni karcinom

o Onkocitni karcinom

12
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o Karcinom bogat mastima

o Svetlocelijski karcinom bogat glikogenom

o Sebacealni karcinom

o Tumori tipa pljuvacne Zlezde / adneksa koze

= Cilindrom

= Svetloc¢elijski hidradenom

aﬁ_‘&\ r '..' J A ) @\ . 5 ";B b)

Slika 4. Najceséi histoloski tipovi invazivnih karcinoma dojke: a) invazivni duktalni karcinom
NST, HE, 20x; b) invazivni lobularni karcinom dojke, HE, 20x.
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Slika 5. Specijalni histoloski tipovi invazivnih karcinoma dojke sa predominanto pozitivnim
hormonskim receptorima: a) tubularni karcinom, b) kribriformni karcinom, c) klasi¢ni
invazivni lobularni karcinom, d) pleomorfni invazivni lobularni karcinom, €) mucinozni

karcinom, f) neuroendokrini karcinom, g) mikropapilarni karcinom, h) papilarni karcinom, i)
niskogradusni invazivni duktalni karcinom sa dZinovsko-éelijskom reakcijom izgleda
osteoklasta.

(Preuzeto iz: Weigelt B, Geyer FC, Reis-filho JS. Histological types of breast cancer : How special are they ? Mol
Oncol [Internet]. 2010;4(3):192-208.)
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Slika 6. Specijalni histoloski tipovi invazivnih karcinoma dojke sa predominanto negativnim
hormonskim receptorima: a) adenoid cisti¢ni karcinom, b) sekretorni karcinom, c) serozni
karcinom, d) apokrini karcinom, e) medularni karcinom, f) metaplasti¢ni karcinom sa
heterolognim elementima, g) metaplasti¢ni karcinom sa skvamoznom metaplazijom, h)
metaplasti¢ni vretenastocelijski karcinom, i) metaplasti¢ni matriks-produkujuéi karcinom.

(Preuzeto iz: Weigelt B, Geyer FC, Reis-filho JS. Histological types of breast cancer : How special are they ? Mol
Oncol [Internet]. 2010;4(3):192-208.)

Histoloski tip tumora je jedan od osnovnih prognostickih faktora karcinoma dojke. Najveéi broj
(do 75%) invazivnih karcinoma dojke pripada invazivnom duktalnom karcinomu neodredenog
specijalnog c¢elijskog tipa (no special type- NST). Specifi¢ni tumori, kao Sto su tubularni,
kribriformni, medularni, papilarni i mucinozni infiltrativni karcinom, imaju veoma dobru

prognozu, sa desetogodisnjim prezivljavanjem od preko 80% (45).
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1.4.3. Histolo$ki gradus karcinoma

Histoloski gradus predstavlja jednostavan i prili¢no precizan morfoloski kriterijum koji prikazuje
stepen tumorske diferentovanosti, odnosno stepen morfoloske sli¢nosti tumora sa normalnim
tkivom. Iako se ovaj parametar jo§ poCetkom dvadesetog veka prepoznao kao znacajan, danas se
najées¢e koristi Nottingham sistem gradiranja (46) koji predstavlja Elston-Ellis modifikaciju
Scarff-Bloom-Richardson sistema gradiranja (47). Nottingham sistem gradiranja (NGS) se odnosi
na semikvantitativnu procenu tri morfoloske karakteristike tumora, i to: formiranje tubula, jedarni
pleomorfizam i mitotsku aktivnost (mera proliferacije), i veoma je jednostavna i jeftina metoda
koja zahteva samo hematoksilin-eozin (HE) pripremljen preparat uz iskusnog patologa. Svaka od

navedene tri tumorske karakteristike se boduje sa 1, 2 ili 3, i krajnji zbir ¢ini Nottingham skor

koji ukazuje na stepen diferentovanosti karcinoma dojke (48) (Slika 7).
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Slika 7. Stepen diferentovanosti tumora: a) dobro diferentovani invazivni duktalni karcinom
dojke, G1, HE, 20x; b) srednje diferentovani invazivni duktalni karcinom dojke, G2, HE, 10x;
c) slabo diferentovani invazivni duktalni karcinom dojke, G3, HE, 40x.

Formiranje tubula: Tubuli ¢ine vecinu tumorske mase (>75 %) — bod 1
Tubuli ¢ine umeren deo tumorske mase (10-75 %) — bod 2
Tubuli ¢ine mali deo tumorske mase ili ih nema (<10 %) — bod 3
Jedarni pleomorfizam: Male, pravilne uniformne ¢elije — bod 1
Celije umereno uvecane i pleomorfne — bod 2
Izrazen pleomorfizan — bod 3
Mitotska aktivnost: 0-9 mitoza / 10 HPF — bod 1
10-19 mitoza / 10 HPF —bod 2
>20 mitoza / 10 HPF — bod 3

Notthingham score 3-5 — Gradus 1 (dobro diferentovan tumor)
6-7 — Gradus 2 (umereno, srednje diferentovan tumor)

8-9 — Gradus 3 (slabo diferentovan tumor)

Odredivanje histoloskog gradusa je znacajan prognosticki faktor jer su ranije studije pokazale da

oko 75% bolesnica obolelih od dobro diferentovanog tumora prezivi petogodi$nji period, a deset
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godina prezivi 47% bolesnica. Sa umereno diferentovanim tumorima (gradus 2), pet godina
prezivi 53% bolesnica, a deset godina 27% bolesnica. 1z grupa bolesnica sa slabo diferentovanim

tumorom (gradus 3) pet godina prezivi 31%, a deset godina 18% bolesnica (47).

1.4.4. Limfovaskularna i perineuralna invazija

Limfovaskularna invazija oznacava prodor tumorskih ¢elija u lumen arterije ili vene i skoro uvek
je prisutna i1 koegzistirajuca limfna invazija (Slika 8). Za razliku od vaskularnih prostora, zid
limfnog suda je oblozen endotelom bez nizelezeceg glatkomiSi¢nog sloja i elasti¢ne lamine.
Takode, u lumenu limfnog suda nisu prisutni eritrociti, pa je Cesto veoma tesko razlikovati
invaziju ovih struktura od praznih prostora (artefakti usled retrakcije tkiva) koji se formiraju oko
malih grupa tumorskih ¢celija (28). lako kvantifikacija limfovaskularne invazije (LVI) nije
standardizovana, generalno gledano, ona je pouzdan prediktor metastatskih depozita u limfnim
¢vorovima pazus$ne jame. Jo§ davne 1992. godine, objavljena je studija koja je pokazala da oko
10% pacijenata bez LVI ima metastaze u limfnim ¢vorovima pazu$ne jame, odnosno 52%

pacijenata kod kojih je potvrdena LVI.

Slika 8. Limfovaskularna invazija karcinoma dojke, HE, 20x.
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Perineuralna invazija oznaCava invaziju tumorskih ¢elija oko i unutar nervnih vlakana i nije
parametar koji se ¢esto detaljno posmatra u karcinomima dojke, najverovatnije $to se u tkivu dojke
ne nalaze nervi znacajnijeg kalibra kao §to je to u prostaticnom ili pankreaticnom tkivu.

Perineuralna invazija je prisutna u oko 1% invazivnih karcinoma dojke (50) (Slika 9).

Slika 9. Perineuralna invazija karcinoma dojke, HE, 10x.

1.4.5. Status regionalnih limfnih ¢vorova i udaljenih metastaza

Pojedina¢no posmatrano, status regionalnih limfnih ¢vorova je jedan od vaznijih prognostickih
faktora za bolesnice sa karcinomom dojke (39, 51). Brojne studije pokazale su da bolesnice sa
histoloski potvrdenim metastazama u regionalnim limfnim ¢vorovima imaju signifikantno losiju
prognozu od onih bez nodalnog zahvatanja. Prose¢no desetogodiSnje prezivljavanje za bolesnice
bez metastaza u limfnim ¢vorovima iznosi 75%, u poredenju sa 25-30% za one sa limfonodalnom
diseminacijom (52). Broj metastatski izmenjenih limfnih ¢vorova je takode znacajan za prognozu
bolesti, te je u prognosticke 1 terapijske svrhe sacinjena podela na grupu do tri pozitivna ¢vora i
grupu sa vise od tri pozitivna &vora (53). Siroko rasprostranjen princip procene limfonodalnog
statusa na osnovu pregleda sentinel limfnog nodusa (limfni ¢vor ,,strazar*) doveo je do znacajne
redukcije disekcija aksila i, samim tim, postoperativnih komplikacija (51, 54). ,,Sentinel lymph
node* je procedura koja se sastoji od ubrizgavanja plave boje i/ili radioizotopa u tkivo dojke, u
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cilju identifikacije prvog limfnog ¢vora (sentinel nodusa) koji drenira limfu u aksilu iz

peritumorskog podrucja, i u kojem ¢e se prvo pojaviti metastaze ukoliko je doslo do propagacije
bolesti (Slika 10).

The node
containing
radiation

and / or dye is
the sentinel
node (or nodes)
and is removed

Y &
| /X ii Incision
k M Radioactive
substance or dye
2

Slika 10. Mapiranje sentinel limfnog nodusa tumora dojke.

(Preuzeto iz: h American Cancer Society; Breast Cancer, Treatment, Surgery for breast cancer, Lymoh node surgery
for breast cancer. American Cancer Society, Atlanta, Georgia 2015. )

U slucaju negativnog sentinel limfnog Cvora, sa velikom verovatno¢om Se moze tvrditi da
preostali limfni nodusi ne sadrze metastatske depozite, te se izbegava ekstirpacija istih (54).
Stopa laZzno negativnih rezultata je veoma mala i1 bilo kakav efekat na prezivljavanje nije
ustanovljen. Medutim, kod 10-20% bolesnica sa negativnim nalazom sentinel limfnog ¢vora,
posle pregleda konvencionalnom metodom sa serijskim secenjem parafinskog kalupa, tumorske
¢elije se ipak detektuju. Tada se govori o mikrometastazama. Veli¢ina metastatskih depozita u
limfnom c¢voru definiSe se kao izolovane tumorske ¢elije (ITC, ako su metastaze < 0,2 mm),
mikrometastaze (veli¢ina >0,2 mm, a <2 mm) i makrometastaze (veli¢ina >2 mm). Objavljene
studije ukazale su da je prisustvo mikrometastaza udruzeno sa malim ali zna¢ajnim smanjenjem
perioda prezivljavanja, te je neophodna detaljna i pazljiva analiza sentinel limfnog ¢vora (51)
(Slika 11).

Dokazano je da su udaljene metastaze najznacajniji prognosticki faktor (39). Hematogenom
diseminacijom nastaju generalizovane metastaze karcinoma dojke u kosti, pluca, jetru, jajnike,
nadbubrezne zlezde, pleuru, kozu i druga mesta (Slika 12). Najcesce zahvacene kosti su rebra,

kosti lobanje, ki¢meni prsljenovi, humerus i klavikula. Kostane metastaze su najcesce
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osteoliti¢kog tipa, dok su u oko 10% slucajeva osteoblasti¢nog tipa. Detekcija kostanih metastaza

kaudalno od lumbosakralnog zgloba smarta se predznakom visceralnih metastaza (55).

b) L %

Slika 11. Metastaza karcinoma dojke u limfnom évoru, HE: a) 2,5x; b)10x.
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Slika 12. Metastaza karcinoma dojke u koZu poglavine, HE: a) 2,5x; b)10x.

1.4.6. Odredivanje stadijuma tumorske bolesti

U cilju procene prognoze bolesti, kao i izbora najoptimalnijeg terapijskog modaliteta, a u
zavisnosti od proSirenosti bolesti, neophodno je bolesnice svrstati u odredene grupe, odnosno
odrediti stadijum bolesti (Tabela 1.1.). Nacin za odredivanje stadijuma bolesti je predstavljen jo$
davne 1954. godine, nakon ¢ega su sledile brojne remodelacije, a danas je u upotrebi sedmo
izdanje TNM Kklasifikacije. TNM klasifikacija ukljucuje veli¢inu primarnog tumora (T),
prosirenost tumora u regionalne limfne ¢vorove (N) i udaljene metastaze (M) (56, 57).

TNM Kklasifikacija tumora dojke (58):

T - primarni tumor:

TX - primarni tumor se ne moZe odrediti

TO - primarni tumor nije dokazan

Tis - karcinom in situ

T1 - tumor <20 mm: T1mi: tumor <1 mm
T1a: tumor > 1 mm, ali jednak ili manji od 5 mm
T1b: tumor >5 mm, ali jednak ili manji od 10 mm
T1c: tumor > 10 mm, ali jednak ili manji od 20 mm

T2 - tumor >od 20 mm, ali jednak ili manji od 50 mm
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T3 - tumor > 50 mm
T4 - tumor bilo koje veli¢ine sa direktnim Sirenjem na zid grudnog kosa ili kozu
T4a: Sirenje u zid grudnog kosa
T4b: ulceracija koze dojke, istostrani satelitski ¢vorovi u kozi ili edem koze (ukljucujuéi
peau d'orange)
T4c: 4aidb

T4d: inflamatorni karcinom

Klini¢ka Kklasifikacija regionalnih limfnih ¢vorova (\N):

NX - regionalni limfni ¢vorovi se ne mogu proceniti (npr. prethodno su uklonjeni);

NO - regionalni limfni ¢vor bez metastaze,

N1 - metastaza u pokretnom istostranom aksilarnom limfnom ¢voru/¢vorovima nivoa I i II;

N2 - metastaze u istostranom aksilarnom limfnom ¢voru/¢vorovima nivoa I i II, klini¢ki fiksirani
ili sliveni ili klinicki evidentnom istostranom limfnom ¢voru/¢vorovima oko arterije mamarije
interne (ili unutrasnje mamarne arterije) u odsustvu klini¢ki evidentnih metastaza u aksilarnim
limfnim ¢évorovima;

N2a - metastaze u aksilarnom limfnom ¢voru/¢vorovima fiksirane medusobno (slivene) ili za
druge strukture;

N2b - metastaze samo u klini¢ki evidentnom limfnom ¢voru/¢vorovima oko arterije mamarije
interne (ili unutra$nje mamarne arterije) u odsustvu klinicki evidentnih metastaza u aksilarnim
limfnim ¢vorovima;

N3 - metastaze u istostranom infraklavikularnom (nivo III aksile) limfnom ¢voru/¢vorovima sa ili
bez zahvatanja limfnih ¢vorova nivoa 1 1 II aksile ili u klinicki evidentnom limfnom
¢voru/Cvorovima oko arterije mamarije interne (ili unutraSnje mamarne arterije) sa klinicki
evidentnim metastazama u aksilarnim limfnim ¢vorovima ili metastaza u istostranom
supraklavikularnom limfnom ¢voru/¢vorovima sa ili bez zahvatanja aksilarnih ili limfnih ¢vorova
oko arterije mamarije interne;

N3a - metastaze u infraklavikularnom limfnom ¢voru/¢vorovima,

N3b - metastaze u limfnom ¢voru/¢vorovima aksile ili Oko arterije mamarije interne;

N3c - metastaze u supraklavikularnom limfnom ¢voru/¢vorovima.
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PatohistoloSka klasifikacija regionalnih limfnih ¢vorova (pN):

PNX - regionalni limfni ¢vorovi se ne mogu proceniti (nisu uklonjeni radi ispitivanja ili su
prethodno uklonjeni);

PNO - regionalni limfni ¢vor bez metastaze;

PN1 - mikrometastaze ili metastaza u 1 do 3 istostrana aksilarna limfna ¢vora, odnosno
istostranim unutrasnjim ¢vorovima dojke sa metastazom otkrivenom disekcijom strazarskog
limfnog ¢vora, ali klini¢ki nije o¢igledna;

pPN1mi - mikrometastaza (ve¢a od 0,2 mm i/ili viSe od 200 ¢elija, ali ne vec¢e od 2 mm);

pNla - metastaza u 1 do 3 aksilarna limfna ¢vora, ukljucujuéi bar jedan ¢ija najveca dimenzija
prelazi 2 mm;

PN1b - unutrasnji limfni ¢vorovi dojke sa mikroskopskom metastazom otkrivenom disekcijom
strazarskog limfnog ¢vora, ali koja klini¢ki nije oCigledna;

pN1c - metastaza u 1 do 3 limfna ¢vora, a unutrasnji limfni ¢vorovi dojke sadrze mikroskopsku
metastazu otkrivenu disekcijom strazarskog limfnog ¢vora, koja nije klini¢ki o¢igledna;

PN2 - metastaze u 4-9 istostranih aksilarnih limfnih ¢vorova, ili klinic¢ki ocigledan limfni ¢vor
duz mamarije interne u odsustvu aksilarnih limfonodalnih metastaza,

pN2a - metastaza u 4-9 aksilarnih limfnih ¢vorova, ukljuujuci bar jedan koji je ve¢i od 2 mm;
PN2b - metastaza u klinicki ociglednom unutrasnjem limfnom ¢voru/évorovima dojke, u
odsustvu metastaze aksilarnog limfnog ¢vora;

PN3 - metastaze opisane kao:

pN3a - metastaza u 10 ili viSe aksilarnih limfnih ¢vorova (od kojih je bar jedan veé¢i od 2 mm) ili
metastaza u infraklavikularnim limfnim ¢vorovima;

PN3b - metastaza u klinicki o¢iglednom unutrasnjem limfnom ¢voru/¢vorovima dojke u prisustvu
pozitivnog aksilarnog limfnog ¢vora/€vorova ili metastaza u viSe od 3 aksilarna limfna ¢vora i u
unutrasnjim limfnim ¢vorovima dojke sa mikroskopskom metastazom otkrivenom disekcijom
strazarskog limfnog ¢vora, a koja nije klinicki o¢igledna;

pN3c - metastaza u supraklavikularnom limfnom ¢voru (¢vorovima).

M - udaljene metastaze:

MX - postojanje udaljenih metastaza ne moze se odrediti;
MO - nema udaljenih metastaza;

M1 - udaljene metastaze.
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Tabela 1.1. Anatomski stadijumi/prognosticke grupe karcinoma dojke.

Stadijum bolesti

0
I

HA

1B

A

1B

1C
v

* ukljuCuje 1 T1mi

Anatomski stadijum / Prognosti¢ke grupe

Tis NO MO
T1* NO MO
TO N1 MO
T1* N1 MO
T2 NO MO
T2 N1 MO
T3 NO MO
TO N2 MO
T1* N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
svaki T N3 MO
svaki T svaki N M1
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1.4.7. Ekspresija estrogenskih i progesteronskih receptora

U predikciji odgovora na planiranu hormonsku terapiju najve¢i znacaj ima odredivanje
hormonskog receptorskog statusa tumora dojke (ER i PR), te predstavlja krucijalni element
svakog patohistoloskog izvestaja za karcinom dojke, uz preporuku za rutinsku analizu u svakom
primarnom karcinomu u dojci (59).

Vecina karcinoma dojke je hormonski pozitivno (najpribliznije oko 75%), pri ¢emu je nesto veci

broj ER pozitivnih tumora u odnosu na PR pozitivne tumore dojke (Slika 13, Slika 14 i Slika 15).

=t b)

Slika 13. Hormon-receptorska negativnost karcinoma dojke: a) ER, 10x; b) PR, 20x.

o

)l ot | by

Slika 14. Hormon-receptorska slaba pozitivnost karcinoma dojke: a) ER, 20x; b) PR, 20x.
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Slika 15. Hormon-receptorska izrazita (jaka) pozitivnost karcinoma dojke: a) ER, 10x;

b) PR, 10x.

Oko 50% svih invazivnih karcinoma dojke koji su ER pozitivni, takode su i PR pozitivni, dok je
oko 25% ER pozitivno, a PR negativno, i oko 20% invazivnih tumora dojke su i ER i PR
negativni (60, 61, 62). Estrogenska negativnost uz PR pozitivnost je izuzetno retka, te je
potrebno ponoviti testiranje. Dobro diferentovani tumori dojke su obi¢no uvek ER 1 PR pozitivni,
kao 1 veéina srednje diferentovanih tumora. Ekspresija ER/PR (narocito ER) su relativno slabi
prognosticki faktori, ali su znacajni prediktivni faktori koji ukazuju na efikasnost adjuvantne
hormonske terapije (tamoksifen ili inhibitori aromataza). Pacijentkinje sa pozitivnim statusom
ER u tumoru imaju duZi interval do pojave recidiva bolesti nakon primarne terapije, duze
prezivljavanje nakon pojave recidiva, kao i znac¢ajno bolje ukupno prezivljavanje, u poredenju sa
pacijentkinjama koje imaju tumore sa negativnim ER statusom. Tumori koji pored ER
eksprimiraju i PR receptor, u oko 75-80% slucajeva imaju benefit od neke vrste adjuvantne
hormonske terapije (35). Znac¢aj PR kao nezavisnog prognosti¢kog faktora je vrlo mala, jer je
progesteronski receptor protein ¢ija je sinteza pod kontrolom estrogenskih receptora. Medutim,
oko 5% karcinoma dojke su ER negativni, a PR pozitivni, $to se moze objasniti ili lazno
negativnim rezultatom u odredivanju ER ili time da sinteza PR ipak moze biti indukovana
nezavisno od estrogenskih receptora (63). Dosadasnja literatura daje podatak da je oko 50-80%
primarnih karcinoma dojke ER i PR pozitivno, te imaju i relativno dobar odgovor na primenjenu
hormonsku terapiju (50-75%). Nasuprot tome, ER i PR negativni tumori dojke reaguju na

hormonsku terapiju u manje od 10% slucajeva, te se spram iznetih stavki antiestrogenska terapija
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gotovo nikada i ne koristi (64, 65). Medutim, usled razvoja de novo rezistencije, ne dolazi do
pozitivnog odgovora na terapiju kod svih karcinoma dojke pozitivnih na hormonske receptore,
kao sto se deSava i da kod odredenog broja pacijentkinja koje su reagovale na primenjenu
endokrinu terapiju dolazi do progresije bolesti ili recidiva (ste¢ena rezistencija). Uprkos tome $to
endokrina terapija smanjuje rizik za pojavu recidiva bolesti, 28% pacijentkinja sa luminal A i
43% pacijentkinja sa luminal B podtipom karcinoma dojke ste¢i ¢e rezistenciju na lek i razviti
udaljene metastaze unutar 15 godina od pocetka terapije (66, 67, 68).

Ekspresija receptora ER i PR se analizira kao nuklearna imunoreaktivnost prilikom reagovanja
sa odgovaraju¢im antitelima i vrednuje se kao procentualna zastupljenost pozitivnih ¢elija ili kao
kombinacija intenziteta i procenta imunoreaktivnih celija (H-skor ili pojednostavljeni Allred
skor). Mnogo cesce se upotrebljava Allred skor (28).

Znacajno je napomenuti da je ER izrazito labilan protein, i za ta¢nost rezultata, pre svega,

neophodna je blagovremena tkivna fiksacija (69, 70).

1.4.8. Ekspresija HER2 receptora

Karcinom dojke je rezultat genetskih alteracija koje su nasledene ili steCene, a rast 1
prezivljavanje karcinomskih ¢elija su uslovljeni takvim promenama, pa su upravo te promene i
terapijski cilj. Dostupni literaturni podaci navode postojanje ¢etiri HER membranska receptora
(human epidermal growth factor): HER1/EGFR, HER2, HER3 i HERA4. Svaki se sastoji iz tri
dela: ekstracelularno podrucje za koje se ligand vezuje, deo u kome se receptor vezuje za
¢elijsku membranu 1 intracelularni deo koji ima aktivnost tirozin kinaze. U inaktivnom stanju
HER receptori su monomeri, medutim, vezivanjem liganda dolazi do aktivacije receptora i
njihove homo i heterodimerizacije, uz aktivaciju enzima tirozin kinaze. Opisana reakcija
rezultira aktivacijom kaskadnog mehanizma biohemijskih promena u samoj ¢eliji, Sto dovodi do
¢elijske proliferacije, apoptoze, angiogeneze, promena u adhezivnosti i motilitetu ¢elija (71, 72).
Poremecajem bilo koje od faza ovog mehanizma dolazi do prekomerne ¢elijske proliferacije,
migracije i metastaziranja (72). Amplifikacija HER2 onkogena (c-erbB-2) je najvazniji primer
steCene molekularne alteracije koja promoviSe rast 1 prezivljavanje celija karcinoma, a
lokalizovan je na lokusu 17g21 (28). Glavni klini¢ki razlog odredivanja HER2 receptorskog

statusa jeste selekcija bolesnica sa karcinomom dojke koje bi imale benefit od terapije
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monoklonalnim atitelom na HER2 receptor- trastuzamabom (Herceptin). Zbog dokazane
efikasnosti pomenute terapije kod HER2 pozitivnih karcinoma dojke, HER2 receptorski status je
znacajan prognosticki faktor i uveden je u rutinsku paletu markera za primarne karcinome dojke,
zajedno sa ER i PR (73). Oko 20% svih invazivnih karcinoma dojke pokazuje HER2 ekspresiju.
Amplifikacija HER2 gena predstavlja lo$ prognosticki marker, njegova ekspresija je povezana sa
loSim tokom 1 ishodom bolesti ukoliko se ne primeni hemioterapija, bez obzira na status
regionalnih limfnih ¢vorova, veli¢inu tumora, histoloski gradus i ekspresiju ER i PR. Takode je
povezan sa veCom ucestaloS¢u metastaza, skracenjem vremena do pojave recidiva bolesti, kao i
kra¢im ukupnim preZzivljavanjem bolesnica (74, 75, 76). Dve naj¢eS¢e metode HER2 analize su
imunohistohemijska metoda i fluorescentna in situ hibridizacija (FISH). Nakon
imunohistohemijske metode, dobijena reakcija se ocenjuje skorom 0, 1+, 2+ ili 3+, pri ¢emu skor
0 i 1+ oznaCavaju negativnu reakciju, 3+ oznacava jasno pozitivnu reakciju, dok skor 2+
oznacava inkonkluzivnu reakciju, te je u ovom sluc¢aju neophodno dodatno FISH testiranje (Slika

16). Zbog tumorske heterogenosti, neophodno je imati na umu da vise od 5%, a manje od 50%

invazivnih karcinoma dojke pokazuje nekonstantan nalaz intratumorske HER2 ekspresije (77).
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Slika 16. HER? receptorska ekspresija: a) nema ekspresije, skor je nula, 20x;

b) skor je 1+ 40x; c) skor je 2+, 40x; d) skor je 3+, 40x.

1.4.9. PROLIFERATIVNI INDEKS KI-67 (MIB-1)

Zbog multifaktorijelne etiopatogeneze odnosno heterogene prirode oboljenja, uz koriSéenje
standardnih histopatoloskih faktora i biomarkera, vrlo je tesko predvideti tok i ishod karcinoma
dojke. Kako su genske analize u vecini slucajeva nedostupne, pored osnovnih hormonskih
analiza, u prognostic¢ke i prediktivne svrhe neophodno je uvrstiti i nove biomarkere. Marker Ki-
67 predstavlja proliferativni indeks tumorskih ¢elija, a na njegov znacaj kao prognostickog
faktora za procenu prezivljavanja u poslednje vreme se sve vise ukazuje (78, 79). Ovaj jedarni
protein je otkriven tokom ranih osamdesetih godina dvadesetog veka, od strane Gerdes-a i
saradnika, koji su koristili mi§ja monoklonska antitela usmerena protiv jedarnih antigena celijske
linije Hodgkinovog limfoma (80). Ki-67 je jedarni marker celijske proliferacije koji pokazuje
ekspresiju u svim fazama celijskog ciklusa, izuzev u GO stadijumu (81, 82). U uzorcima
normalnog tkiva dojke Ki-67 se eksprimira u niskom procentu (<3% c¢elija) kod ER negativnih
¢elija (83).

Proliferativni indeks Ki-67 je bio predmet istrazivanja mnogih studija (84, 85, 86, 87). Pokazana
je znacajna razlika U vrednosti ovog markera kod karcinoma dojke u poredenju sa benignim

lezijama, te statisti¢ki znacajna korelacija visokih vrednosti ovog markera i rizika od recidiva
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bolesti 1 smrti od karcinoma dojke. Stepen ¢elijske proliferacije je znacajan prognosticki faktor
karcinoma dojke za procenu prezivljavanja (78, 79). Takode je potvrdeno postojanje znacajne
pozitivne korelacije visokih vrednosti Ki-67 markera sa visim histoloskim gradusom tumora i
terapijskom rezistencijom (31). Objavljene studije ukazuju na udruzenost visokih vrednosti Ki-
67 proliferativnog indeksa i slabo diferentovanih tumora, tumora velikih dimenzija, tumora sa
zahva¢enim limfnim ¢vorovima i tumora Kkoji pripadaju trostruko negativnim ili HER2
predikciji tumorskog odgovora na adjuvantnu sistemsku terapiju, kao $to je hemioterapija (86) i
inhibitori aromataze (87). Cheang et al. ukazuju da Ki-67 indeks i HER2 ekspresija mogu da
ukazu na postojanje rizika od recidiva i smrti pacijentkinja sa hormon receptor pozitivnim
karcinomom dojke koje su leCene tamoksifenom i tradicionalnom hemioterapijom (88). Svakako,
nivo ekpresije markera Ki-67 ima najveci uticaj na terapijske izbore za bolesnice sa hormon-
pozitivnim tumorom dojke, jer tumori sa visim stepenom ekspresije Ki-67 nose visi rizik od
pojave recidiva bolesti (83, 89, 90), te se za takve bolesnice savetuje adjuvantna hemioterapija
(91).

Postoje mnoge kontroverze vezane za odredivanje Ki-67 proliferativnog indeksa u karcinomu
dojke (Slika 17). Prve su vezane za analiticku metodologiju i podrazumevaju razli¢ite pristupe
pri brojanju Ki-67 pozitivnih ¢elija: ,hot spot™ vs. Citav tumor, razli¢it broj ¢elija na osnovu
kojeg se prora¢unava srednja vrednost, kao i manualno vs. automatizovano brojanje. ,,Hot spot*
predstavlja podrucje tumora u kojem se nalazi najveci broj tumorskih ¢éelija u procesu deobe, tj.
najvise obojenih jedara (92). Drugi problem, naroCito sa stanovista onkologa, odnosi se na
procenu grani¢ne vrednosti Ki-67 indeksa, kojom se karcinomi dojke mogu svrstati u grupu sa
niskim i grupu sa visokim Ki-67 proliferativnim indeksom (89, 93). Pojedine studije koriste 10%
ili 20% kao ,,cut-off* vrednosti, dok ostale koriste dihotomnu skalu oko srednje vrednosti (,,cut-
off™ je 14% ili 15%) (88). Usled prisustva ovog labiliteta, postoje teskoce u definisanju standarda
za upotrebu u svakodnevnoj praksi. Neki autori iznose Cinjenice da izbor ,,cut-off vrednosti
zavisi od klini¢kog cilja: ukoliko se Ki-67 koristi da bi se pacijentkinje sa sporo proliferisu¢im
tumorom iskljucile iz hemioterapijskoh protokola, tada bi kao ,,cut-off* vrednost trebalo koristiti
vrednost od 10% u cilju spreCavanja prekomernog medikamentnog tretmana (overdose).
Suprotno od iznetog, ukoliko se Ki-67 marker koristi za identifikaciju pacijentkinja senzitivnih

na hemioterapijske protokole, preferira se upotreba vrednosti od 25% kao ,,cut-off™ vrednost (89,
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93). Najrasprostranjeniji nacin procene Ki-67 markera je imunohistohemijska analiza.
Imunohistohemijskim bojenjem sa monoklonskim antitelom Ki-67 (MIB-1) moguce je proceniti
stepen proliferativnosti  populacije neoplasticnih ¢elija, i to odredivanjem procenta
imunoreaktivnih ¢elija na 200 tumorskih ¢elija. Takode, veoma vazno je napomenuti ¢esto 1
presudan izbor fiksativa, kao i uticaj duzine fiksacije tkiva na procenat imunoreaktivnih
tumorskih celija. Arima 1 saradnici u svojoj studiji su jasno ukazali da upotrebom 10%
puferisanog formalina ekspresija Ki-67 je bila znatno visa. Ista grupa autora je utvrdila i da
nedovoljna fiksacija, 16-¢asovna odloZena fiksacija, kao i produzena fiksacija znac¢ajno redukuju
nivo ekspresije Ki-67, pri ¢emu je prolongirana fiksacija vremenski zavisna (94). Postoje studije
koje su dokazale da je prolongirana fiksacija manje kriticna u redukciji Ki-67 ekspresije u
poredenju sa nedovoljnom fiksacijom, ali takode moze dovesti do lazno negativnih rezultata

(59).

Slika 17. Ekspresija proliferativhog indeksa Ki-67, 10x: a) 5%; b) 20%; c) 60%; d) 90%.
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1.4.10. Molekularna klasifikacija invazivnog karcinoma dojke

Invazivni karcinom dojke predstavlja heterogenu grupu tumora, ukljucujuéi brojne podtipove
razli¢itog molekularnog mehanizma nastanka, bioloSkog ponaSanja, terapijskog odgovora i
prognoze bolesti (95, 96). Upotrebom savremene DNK tehnologije, klasi¢na patohistoloska
klasifikacija invazivnih karcinoma dojke je proSirena uvodenjem podtipova ovog tumora. Godine
2000. opisana su Cetiri podtipa karcinoma dojke, i to: luminalni, HER2 eksprimirajuéi, bazaloidni
I karcinom slican normalnoj dojci (97). Ubrzo su sledile nove publikacije koje su ukazale na
potrebu za izvesnim modifikacijama pomenutih podtipova, te kako genetske analize nisu uvek
raspolozive 1 finansijski moguce, 2011. godine na St. Galen internacionalnoj konferenciji
usvojena je reklasifikacija, kao dostupniji surogat genskoj ekspresiji. Ekspertna radna grupa je
preporucila klasifikaciju karcinoma dojke baziranu na ekspresiji estrogenog receptora (ER),
progesteronskog receptora (PR), humanog epidermalnog faktora rasta (HER2- human epidermal
growth factor receptor 2) i proliferativnog markera Ki-67. Na osnovu klini¢cko-patoloskih
kriterijuma, nacinjena je podela na pet podtipova karcinoma: luminal A, luminal B, HER2-
pozitivan luminal B, non-luminal HER2-pozitivan i bazaloidni (trostruko negativan) tip

karcinoma dojke (Tabela 1.2.).

Tabela 1.2. Molekularna klasifikacija invazivnog karcinoma dojke, St. Galen 2011. godine.

Molecular subtype Surrogate ER PgR HER2 PI(Ki-67)
subtype

Luminal A Luminal A-like + or + - <14%

Luminal B Luminal B-like + or + - 214%
(HER2-negative)
Luminal B-like + or + 4 Any
(HER2-positive)

HER2-overexpression  HER2-positive - - + Any

Basal-like Triple negative - - - Any

ER: Estrogen receptor; PgR: Progesterone receptor; HER2: Human epidermal growth factor
receptor 2; Pl: Proliferation index; +: Positive; -: Negative

Luminal A podtip obuhvata tumore koji su ER i/ili PR pozitivni, HER2 negativni i niskog Ki-67
proliferativnog indeksa, a luminal B podtip ima iste imunohistohemijske karakteristike, uz visoku
vrednost Ki-67 proliferativnog indeksa. Za Ki-67 je definisana vrednost od 14% kao grani¢na.
HER2-pozitivan luminal B podtip tumora dojke obuhvata tumore koji su ER i/ili PR pozitivni,
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HER?2 pozitivni i bilo koje vrednosti Ki-67 proliferativnog indeksa, non-luminal HER2-pozitivni
tumori su ER i1 PR negativni i HER2 pozitivni, dok su trostruko negativni karcinomi dojke ER i
PR i HER2 negativni (26, 98).

1.4.11. Nekroza (Slika 18)

Nekroza predstavlja negativan prognosticki znak tumora. Najce$¢e je prisutna u duktalnom
invazivnom karcinomu dojke. Iako su sprovodene mnoge studije, i dalje su aktuelne razlicite
kontroverze oko kvantifikacije nekroze, te nije definisan kriterijum za opseg nekroze od
klini¢kog znacaja. Pojedine studije tumorsku nekrozu definiSu kao konfluentna nekroti¢na
podrucja bilo koje veli¢ine u invazivhom tumoru koja se mogu detektovati na srednjem
uveli¢anju mikroskopa, a koja su znacajan prediktor ukupnog prezivljavanja, kao i vremena do
pojave recidiva bolesti (99). Druge studije su istrazivale karcinome dojke sa centralnom
nekrozom i ukazale na visokoprocentnu povezanost ovih tumora sa negativnhom ER i PR
ekspresijom (u 94%), kao i ¢eS¢om pojavom recidiva bolesti (u 71% centralno nekrotiSucih
tumora) (100), dok su Yu i saradnici kod iste vrste karcinoma dojke ukazali na povezanost sa
vi§im histoloskim gradusom, kao i na prose¢no vreme od 15,5 meseci do pojave recidiva (101).

Budu¢i da literaturni navodi ipak ukazuju na povezanost nekroze sa veli¢inom, vi§im histoloskim
gradusom tumora, ekspresijom trostruko negativnog imunofenotipa i kra¢im vremenom do

pojave recidiva, tesko je rec¢i da li nekroza predstavlja nezavisan prognosticki faktor.

Slika 18. Podrudje nekroze u duktalnom karcinomu dojke.
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1.4.12. Angiogeneza

Angiogeneza ili neovaskularizacija je proces formiranja novih, funkcionalnih krvnih sudova iz
preegzistiraju¢e vaskularne mreze, a sve ve¢i znac¢aj ovom fenomenu kao prognosticko-
prediktivnom faktoru daje se zbog mogucnosti primene anti-angiogene terapije. Ona omogucéava
rast tumora i1 povecava metastatski potencijal tumora otvaranjem puteva za prodor tumorskih
¢elija u cirkulaciju. Najznacajniji stimulatori angiogeneze su ¢lanovi porodice faktora rasta
fibroblasta (FGF) i faktora rasta vaskularnog endotela (VEGF) (102). Primena
imunohistohemijskih antitela specifiénih za endotelne celije (faktor VIII, CD34 i/ili CD31)
omogucava laksu detekciju novostvorenih krvnih sudova u tumoru (102).

Pojedine publikacije pokazuju da je angiogeneza izrazenija u tumorima bolesnica mladih od 50
godina, u tumorima vecih dimenzija, tumorima viseg histoloskog gradusa, hormon-receptor
negativnim tumorima, HER2 pozitivnim tumorima (103-106), a prema drugim autorima,
neovaskularizacija je povezana sa histoloskim tipom tumora, pa je slabija u lobularnim
invazivnim karcinomima u odnosu na duktalne, te u tom histoloskom tipu nije znacajniji
prognosticki faktor (107).

Dostupni podaci ukazuju da terapijski odgovor na primenjenu konvencionalnu hemioterapiju nije
u korelaciji sa tumorskom angiogenezom. Posledi¢no, tumori sa izraZenom angiogenezom
nemaju vecu senzitivnost na adjuvantnu terapiju u poredenju sa tumorima sa slabom
angiogenezom (108, 109). Medutim, ono ¢emu se pridaje znacaj jesu eksperimentalni dokazi koji
ukazuju da anti-angiogena terapija moze da pojacava hemioterapijsko dejstvo i da inhibira

neovaskularizaciju u tumorskom lezistu (110).

1.4.13. Inflamatorni ¢elijski odgovor organizma

Inflamatorni celijski odgovor organizma domacina na karcinom dojke se ogleda u postojanju
inflamatornog infiltrata unutar i oko invazivnog tumora dojke (Slika 19). Ovaj infiltrat se
predominantno sastoji od zrelih limfocita koji su izmeSani sa razli¢itom koli¢inom plazma ¢elija,
histiocita, mastocita, neutrofilnih i eozinofilnih granulocita. Retko je prisutna predominacija
plazma ¢elija ili eozinofila, izuzev u medularnim karcinomima dojke (111). Medularni karcinomi

i invazivni duktalni karcinomi sa izrazenom limfocitnom reakcijom su gotovo uvek ER i PR
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negativni. Brojne studije radene na temu inflamatornog odgovora, kao prognostickog i
prediktivnog faktora, pokazale su znacajnu neusaglasenost rezultata. Dok jedni autori ukazuju na
bolju prognozu pri detekciji izrazenog inflamatornog odgovora (112), drugi autori ukazuju na
suprotno (113). Literaturni podaci govore u prilog nepostojanja uticaja limfo-plazmocitne
reakcije na mortalitet u grupi bolesnica sa negativnim nodalnim statusom (114), brojne analize iz
studije Pupe i saradnika pokazuju da je limfo-plazmocitni uticaj na prognozu bolesti povezan sa
nodalnim statusom, gradusom tumora i ekspresijom HER2 gena (115).
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Slika 19. Inflamatorni odgovor organizma na invazivni karcinom dojke, 2,5x: a) oskudan
limfocitni inflitrat u stromi tumora; b) obilan limfocitni inflitrat u stromi tumora.
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1.4.14. Tumor-supresorski geni i onkogeni kod tumora dojke

Najznacajniji tumor-supresorski gen je p53 sa lokalizacijom na 17p hromozomu. Njegova glavna
uloga jeste regulacija c¢elijskog ciklusa, popravka DNK, kao i stimulacija sinteze bax gena.
Mutacije p53 gena spadaju u najceS¢e molekularne abnormalnosti koje su Cest nalaz u
invazivnom duktalnom karcinomu dojke, a prisutne su i kod drugih solidnih tumora. Bax gen
pripada grupi gena koji podsti¢u apoptozu, te je p53 indirektni stimulator apoptoze. Karcinomi
dojke sa mutiranim genom p53 su agresivnijeg bioloskog ponasanja, kradeg prezivljavanja i
generalno loSijeg toka i prognoze bolesti (116).

Drugi znacajan gen jeste protonkogen bcl-2 koji inhibira programiranu ¢elijsku smrt (apoptozu) i
to zaustavljajuci oslobadanje citohroma C iz mitohondrija. Jedna od bitnih uloga ovog gena je
nadzor enzima kaspaze koji razgraduju belancevine kada zapocne proces apoptoze. Hormon
pozitivni tumori dojke se karakteriSu visoko eksprimiranim genom bcl-2, te ovaj gen spada u
dobre prognosticke faktore. U vezi sa prethodnim podatkom je i prediktivna uloga ovog gena, te
je pokazano da bolesnice sa hormonski pozitivnim karcinomom dojke imaju bolji odgovor na
tamoksifen ako je prisutna visoka izrazenost bcl-2 (117).

Gen c-myc kodira jedarne belancevine koje imaju vaznu ulogu u rastu, proliferaciji 1
diferencijaciji Celija, stabilnosti genoma i apoptozi. Prekomerna ekspresija gena c-myc je jedna
od najcesc¢ih genetskih alteracija kod obolelih od karcinoma dojke, a javlja se priblizno kod jedne

tre¢ine bolesnica. Spada u negativne prognosticke faktore karcinoma dojke (118).

1.4.15. Parametri doma¢ina tumora — godine i status menopauze

Postoje pretpostavke da su karcinomi dojke koji se javljaju u razliitoj Zivotnoj dobi (mladoj i
starijoj) zapravo razliciti bioloski entiteti, te se 1 tok bolesti kod mladih i starijih pacijentkinja
znacajno razlikuje (119). Dve velike studije pokazale su da grupa pacijentkinja koje su mlade od
35 godina imaju izrazito nepovoljniju prognozu bolesti, ¢ak 1 posmatrano u kontekstu sa ostalim
prognosti¢kim parametrima (119-121). Menopauzalni status je u direktnoj vezi sa staro$¢u
pacijentkinja. Naime, pacijentkinje mlade od 45 godina su uglavnom premenopauzne, one starije
od 59 godina postmenopauzne, a pacijentkinje starosne dobi izmedu 45 i 59 godina mogu biti i

premenopauzne 1 postmenopauzne, te je u ovoj grupi potrebno posebno obratiti paznju.
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Kako je 1 u normalnom tkivu dojke prisustvo odredenih promena zavisno od dela menstrualnog
ciklusa (122, 123), tako i kod reproduktivnih Zena obolelih od karcinoma dojke postoje varijacije
tokom smenjivanja faza menstrualnog ciklusa. Od posebnog je znacaja studija koja je istrazivala
uticaj menstrualnih faza na ekspresiju markera Ki-67 u grupi bolesnica obolelih od hormon-
pozitivnog karcinoma dojke. Rezultati su pokazali da je ekspresija Ki-67 vi$a u uzorcima hormon-
pozitivnih tumora dojke koji su operativno odstranjeni za vreme lutealne faze menstrualnog
ciklusa bolesnice, te prilikom procene vrednosti indeksa Ki-67 ni tu ¢injenicu ne treba zanemariti
(90).

1.5. IMUNOHISTOHEMIJSKE KARAKTERISTIKE KARCINOMA DOJKE

Razvoj imunohistohemije (IHC) i upotreba antitela koja omogucavaju obelezavanje i vizuelizaciju
antigena u ¢eliji in situ prvi put su opisani jo$ 1941. godine, kada su upotrebljavana antitela bila
sjedinjena sa fluorescentnim molekulom (124). Nakon toga, ova laboratorijska tehnika je
usavrSavana 1 danas zauzima centralno mesto u dijagnostici i le¢enju karcinoma dojke. THC
karcinoma dojke Cesto daje kljuéne dijagnosticke informacije i pruza prognosti¢ke i prediktivne
informacije o planiranoj terapiji.

Pored prethodno opisanih hormonskih markera (ER, PR), kao i HER2 markera i proliferativnog
Ki-67 markera, neophodno je istaci znacaj jo§ nekoliko IHC markera koji olakSavaju dijagnostiku

karcinoma dojke.

1.5.1. Citokeratini

Citokeratini  (CK) predstavljaju intermedijarne proteinske filamente koji  formiraju
intacitoplazmatski citoskelet epitelnih celija. Imaju znacajnu ulogu u obezbedivanju celijske
stabilnosti, ali su takode ukljuceni i u procese ¢elijske mitoze, migracije i diferencijacije (125). Do
sada su opisana 54 citokeratinska gena Cija je ekpresija visoko specificno povezana sa tipom

epitelne celije, kao i stepenom diferencijacije (126). Citokeratini su podeljeni u dve grupe- tip |
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(kiseli CK) i tip II (bazni ili neutralni CK), a takode ih je moguce podeliti i na osnovu njihove
molekularne tezine na CK visoke (HMWCK, engl. high molecular weight cytokeratin) i CK niske
molekularne tezine (LMWCK, engl. low molecular weight cytokeratin). Citokeratinski filamenti
epitelnih ¢elija su sagradeni od jednog citokeratina tip | i jednog tip Il (127). Prilikom
neoplasti¢ne transformacije, epitelne Celije teze da zadrze svoj profil ekspresije CK, §to ¢ini
njihovu osnovu korisnog IHC sredstva za tumorsku dijagnostiku i klasifikaciju. Znac¢ajna CK
antitela koja se koriste u dijagnostici karcinoma dojke su HMWCK- bazalni CK i LMWCK-
luminalni CK. Najznacajniji bazalni CK za identifikaciju karcinoma dojke su CK 5, 14 i 17, kao i
manje specifiCan 34BE12, sa glavnim ulogama u diferencijaciji benignog od atipi¢nog i
neoplasti¢nog epitela, identifikaciji mioepitelnih ¢elija prilikom razlikovanja in situ od invazivnog
tumora, sa ulogom izdvajanja grupe karcinoma dojke sli¢nih bazaloidnim (basal-like carcinoma),
kao i identifikaciju mioepitelne komponente u adenomioepitelnim tumorima (128). Medu
luminalnim CK od vaznosti za karcinom dojke izdvajaju se CK 7, 8, 18 i 19, koji su korisni za
identifikaciju i benignog i malignog duktalnog (luminalnog) epitela (Slika 20), a koji mogu biti
bez ekspresije u basal-like karcinomima dojke, a takode su ovi CK od izuzetne koristi pri
identifikaciji pojedina¢nih ¢elija u epidermisu kod Pedzetove bolesti bradavice (128). Generalno
govoreci, najveci deo karcinoma dojke pokazuje ekspresiju LMWCK, a najcesce su ovi karcinomi
i ER pozitivni. Suprotno, mnogo manji broj karcinoma dojke eksprimira HMWCK, S§to je
udruzeno sa loSijom prognozom, ER negativnoscu i slabijom tumorskom diferentovanoséu (129,

130).

Slika 20. Imunohistohemijska ekspresija CK7 u karcinomu dojke, 10x.
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1.5.2. Mioepitelni markeri

Pored opisanih HMWCK (bazalni CK), postoji jo§ nekoliko antitela koja se eksprimuju u
normalnim mioepitelnim ¢elijama, $to je znacajno u dijagnostiCkom izdvajanju neinvazivnog od
invazivnog procesa dojke. Takav je jedarni marker p53, zatim SSMHC (Smooth musclemyosin
heavy chain), SMA (Smooth muscle actin), CD10, Calponin, S100, H-caldesmon, P-cadherin
(132).

1.5.3. Basal-like markeri

U ovoj heterogenoj grupi karcinoma dojke nalaze se oni karcinomi koji pokazuju ekspresiju
HMWCK, ali ne i ekspresiju ER, PR i HER2 (tzv. tripl-negativni karcinomi dojke). Nisu

izolovani specifi¢ni markeri ove grupe karcinoma dojke.

1.5.4. Markeri lobularne neoplazije

Lobularne neoplazije morfoloski karakteriSe slaba Ccelijska kohezivnost, dok se u
imunohistohemijskoj analizi isticu pojedini markeri u cilju razdvajanja lobularnih i duktalnih
karcinoma. To su E-cadherin i nekoliko catenin proteina (B-catenin, a-catenin, y-catenin i
pl20catenin). E-cadherin je marker koji svoju ekpresiju (membransku) pokazuje samo u
duktalnim neoplazmama, te lobularni invazivni karcinomi ne pokazuju ekpresiju ovog markera
(132, 133). Marker pl120catenin pokazuje pozitivnu membransku ekpspresiju u non-lobularnim
karcinomima dojke, dok u lobularnom karcinomu dojke ovaj marker ima citoplazmatski

pozitivno bojenje (134).

1.5.5. Neuroendokrini markeri (NE)

Neuroendokrini markeri (chromogranin A, synaptophysin, CD56 i NSE) svoju ekspresiju
ostvaruju u do 30% primarnih karcinoma dojke (135), a da bi se tumor definisao kao

neuroendokrini tumor dojke potrebno je da vise od 50% tumorskih ¢elija pokazuje ekspresiju
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ovih markera. Non-neuroendokrini karcinomi dojke koji imaju IHC pozitivnost NE markera su

obi¢no ER pozitivni, a HER2 negativni karcinomi.

1.5.6. Markeri koji ukazuju na diferencijaciju tkiva dojke

Ne postoji apsolutni marker koji ¢e jasno potvrditi da se radi o tkivu dojke, medutim u tu svrhu
najéesce se upotrebljava GCDFP (engl. gross cystic disease fluid protein), mamaglobin i GATA3.
GCDFP je marker koji je pozitivan u pljuvacnim zlezdama, nekim adneksalnim tumorima koze 1
adenokarcinomu prostate, ali i u tkivu dojke sa specificnoséu od 98%, ali relativno niskom
senzitivno$éu od 62-77% (Slika 21). Oko 23% karcinoma dojke pokazuje ekspresiju ovog
markera, ali se i u slu¢aju njegove negativnosti dojka kao primarno mesto maligniteta ne moze
iskljuciti (136, 137).

Mamaglobin je marker koji je viSe senzitivan za tkivo dojke ali manje specifican u odnosu na
GCDEFP, jer je njegova ekspresija zabelezena i u normalnom endometrijumu, kao i u oko 17%
tumora endometrijuma, nekim tumorima pljuvac¢nih zlezda, melanomu, seroznom karcinomu
jajnika. Mamaglobin je marker humanog epitela dojke i pokazuje citoplazmatsku ekspresiju u
55-83% karcinoma dojke (137, 138).

GATA3 je marker ¢ija je ekspresija prisutna u oko 95% karcinoma dojke (139), dok drugi autori
iznose rezultate sa 91-100% pozitivnosti ovog markera u ER pozitivnim karcinomima dojke i 3-
83% u ER negativnim karcinomima dojke (140). Senzitivniji je od GCDFP i mamaglobina, ali je
takode pozitivan 1 u urotelnom karcinomu, skvamoznom karcinomu koze, cerviksa, larinksa 1
bronha. GATAS je visoko senzitivni marker u karcinomima dojke i urotela, ali nije specifican, te

kombinacija sa panelom ostalih IHC antitela upotpunjava dijagnostiku metastatskih tumora.
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Slika 21. Imunohistohemijska ekspresija GCDFP u metastatskom karcinomu dojke, 10x.

1.5.7. KIT (CD117)

Ekspresija CD117 u karcinomima dojke je veoma retka (do 3%), ali adenoid-cisti¢ni tumor,
epitelno-mioepitelni tumori i maligni filodes tumori dojke pokazuju ekspresiju ovog markera, te
se u tome ogleda njegov dijagnosticki znacaj. Prediktivni terapijski znacaj ovog markera i dalje

nije dokazan (141-143).

1.5.8. Epitelni membranski antigen (EMA)

EMA, takode poznat i kao MUCI, je mucinozni glikoprotein koji je Siroko rasprostranjen u
vecini glandularnih i duktalnih epitelnih ¢elija. U dojci je obi¢no ekprimiran na luminalnoj strani
duktusnih i acinusnih epitelnih ¢elija, $to je obrnuto u slucaju invazivnog mikropapilarnog
karcinoma dojke, gde se uocava EMA pozitivnost na spoljasnjoj (stromalnoj) strani epitelnih
Celija (144).
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1.6. ZNACAJ PROLIFERATIVNOG INDEKSA KI-67 ZA KARCINOM DOJKE

U poslednje dve decenije intezivno su proucavani molekularni mehanizmi ukljuceni u procese
nastanka i bioloSkog ponasanja karcinoma dojke. Odredivanje hormonskog receptorskog statusa
je neophodno, kako u prognosticke, tako i u prediktivne svrhe. Karcinom dojke je izrazito
heterogeno oboljenje sa razli¢itim faktorima rizika za njegov nastanak, klinicko-patoloskim
karakteristikama, odgovorom na terapiju, kao i razli¢itim ishodom bolesti. Zahvaljujuci sve
vecem razumevanju molekularnih mehanizama ukljuc¢enih u nastanak i razvoj karcinoma dojke 1,
shodno tome, Klasifikaciji podtipova karcinoma dojke, javila se potreba za definisanjem novih
prognosti¢kih i prediktivnih biomarkera, medu kojima je jedan od najvaznijih proliferativni
marker Ki-67. Kako dostupne publikacije ukazuju na koriséenje razlicitih grani¢nih (,,cut-off™)
vrednosti ovog indeksa, postoje ozbiljne teSkoée za definisanje standarda koji su potrebni za
svakodnevnu prakti¢nu upotrebu. St. Galenska internacionalna konferencija 2011. godine ukazuje
na efikasnost upotrebe Ki-67 indeksa u diferenciranju luminalnih A i luminalnih B podtipova
tumora, sa preporukom za koriséenje grani¢ne vrednosti od 14% (98). Ovo je bio prvi pokusaj
koji je nacinjen sa ciljem da se utvrdi internacionalni standard grani¢ne vrednosti za Ki-67 indeks
kao prognosticki faktor karcinoma dojke, obzirom da je Ki-67 jedarni marker Ccelijske
proliferacije koji pokazuje ekspresiju u svim fazama celijskog ciklusa, izuzev u GO stadijumu
(81, 82, 91) (Slika 22 i 23). Vodi¢i Ameri¢kog drustva za klinicku onkologiju (American Society
of Clinical Oncology- ASCO) ¢ak ni ne ukljuéuju marker Ki-67 kao potreban biomarker u
rutinskim analizama karcinoma dojke (145), uprkos sve vec¢em broju dokaza o njegovoj klinickoj
koristi 1 sve vecoj prihvacenosti. Dosadasnja istrazivanja su pokazala da je marker Ki-67,
odnosno njegova niska ekspresija u tumoru, glavni razlog zasto luminalni A karcinomi spadaju u
grupu tumora niskog stepena malignosti (engl. low grade tumors) i zaSto imaju najbolju
prognozu. Takode, marker Ki-67 je glavni indikator koji se koristi pri diferenciranju luminalnih
A od luminalnih B karcinoma dojke, koji zahtevaju drugaciji terapijski tretman i imaju drugaciju
prognozu. Luminalni A karcinomi dojke imaju slabiji odgovor na tradicionalnu hemioterapiju i
tumori ovog podtipa koji su dobro diferentovani, sa niskim stepenom maligniteta, u vecini
slucajeva se uspesno lece samo endokrinom terapijom, sem kada postoje multipli pozitivni limfni

¢vorovi, te adekvatna hemioterapija moze da se koristi kao suplementarna terapija. Dakle,
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izdvajanje luminalnih A karcinoma dojke kao nisko proliferativnih tumora smanjuje moguénost
od potencijalnog prekomernog tretmana ovih pacijentkinja. Neka istrazivanja u Kini su dokazala
da luminalni A karcinomi dojke imaju najbolju prognozu, dok HER2 pozitivni karcinomi dojke
koreliraju sa loSijom prognozom (vec¢ih su dimenzija, ¢eS¢e su prisutni metastatski izmenjeni
limfni ¢vorovi i kradi je vremenski period do pojave recidiva bolesti) (146). Trostruko negativni
karcinomi su najagresivniji podtip karcinoma dojke, koji su u velikom procentu udruzeni sa
pojavom udaljenih metastaza, visceralnih metastaza kao i smrtnog ishoda. Recidiv nastaje obi¢no
unutar tri godine od dijagnostikovanja, dok je smrtni ishod visok unutar petogodi$njeg perioda
pracenja, Sa prose¢nim prezivljavanjem pacijentkinja obolelih od trostruko negativnog karcinoma

dojke od oko 12 meseci (147).

G,: Resting phase,
arrest of cell cycle

M: Mitosis; cell divides
into 2 daughter cells

G,: Duplication of all cell
contents except chromosomes

S: DNA synthesis with

G,: Repairs are made g
duplication of each chromosome

to errors in duplicated
chromosomes

Increasing Ki-67 expression

Slika 22. Faze Céelijskog ciklusa i ekspresija Ki-67.

(Preuzeto iz: Sysel AM, Valli VE, Bauer JA. Immunohistochemical quantification of the cobalamin transport protein,
cell surface receptor and Ki-67 in naturally occurring canine and feline malignant tumors and in adjacent normal
tissues. 2014;6(4).)
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Ki67 exEression

Low e High

Slika 23. Ekspresija Ki-67 u razli¢itim fazama Celijskog ciklusa.

(Preuzeto iz: Yuan JP, Wang LW, Qu AP, Chen JM, Xiang QM. Quantum Dots-Based Quantitative and In Situ
Multiple Imaging on Ki-67 and Cytokeratin to Improve Ki-67 Assessment in Breast Cancer. 2015;1-17.)
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CILJEVI ISTRAZIVANJA | HIPOTEZE

Karcinom dojke je heterogena bolest koju karakteriSu razli¢ita morfologija, imunohistohemijski
profil, klinicki tok, kao i odgovor na primenjenu terapiju, te je koris¢enjem standardnih
histopatoloskih faktora i biomarkera veoma teSko predvideti tok i ishod ove bolesti, kao i potrebu
davanja adjuvantne hemioterapije. Cilj leCenja jeste da se nakon hirurSkog tretmana, sprovede
adekvatna dalja terapija karcinoma dojke, te se ukazuje na stalnu potrebu za pronalazenjem novih
pokazatelja pomocu kojih bi se identifikovale bolesnice sa povecanim rizikom od razvoja
recidiva bolesti. Takode, svaka hemioterapija ima ograniceno terapijsko dejstvo, ali i obavezno
Stetno dejstvo na okolno tkivo dojke, te i sa tog aspekta postoji potreba za izdvajanjem bolesnica
koje bi imale benefit od primene hemioterapije, odnosno da se izbegne nepotrebno $tetno dejstvo
hemioterapije kod bolesnica koje bi imale nedovoljan ili nikakav benefit od iste. U cilju primene
ciljane (target) terapije, u dosadasnje prognosti¢ko-prediktivne parametre neophodno je uvrstiti
dodatne biomarkere, medu kojima se, pre svega, isti¢e proliferativni Ki-67 marker, a ¢ija visoka
vrednost korelira sa faktorima lose prognoze. Proliferativni Ki-67 indeks je jedan od markera sa
prognosti¢kim 1 prediktivnim znacajem, ¢ije metodoloSko odredivanje i1 analiza jo§ uvek nisu

standardizovani.
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2.1. CILJEVI RADA:

* Odredivanje stepena Ki-67 tumorske proliferacije u karcinomima dojke sa pozitivnim
hormonskim receptorima u regijama najvece imunoreaktivnosti (,,hot spots®) i u podrucju
invazivnog tumorskog ruba.

« Utvrdivanje povezanosti vrednosti Ki-67 proliferativnog indeksa u karcinomima dojke
sa pozitivnim hormonskim receptorima sa: zivotnim dobom bolesnica, veli¢inom tumora,
stepenom diferencijacije tumora (histoloski gradus) i nivoom tumorske ekspresije estrogen i
progesteron receptora.

 Utvrdivanje prognosti¢kog znacaja Ki-67 proliferativnog indeksa kod obolelih od
karcinoma dojke sa pozitivnim hormonskim receptorima, tj. razlike u vrednosti Ki-67
proliferativnog indeksa u odnosu na pojavu lokalnog recidiva, udaljenih metastaza i duZinu
prezivljavanja u toku petogodiSnjeg perioda pracenja pacijentkinja.

 Utvrdivanje grani¢ne (cut-off) vrednosti Ki-67 tumorskog proliferativnog indeksa, u
cilju uspostavljanja preciznijeg prognostickog parametra za prezivljavanje bez pojave recidiva
bolesti, kao i ukupnog prezivljavanja pacijentkinja obolelih od karcinoma dojke sa pozitivnim

hormonskim receptorima.

2.2. HIPOTEZE ISTRAZIVANIJA:

» Postoji znaajna razlika u vrednostima Ki-67 proliferativnog indeksa dobijenim
analizom tumorskih podrucja najvec¢e imunoreaktivnosti (,,hot spots®) i na invazivnom rubu
karcinoma dojke pozitivnih na hormonske receptore.

* Vrednosti proliferativnog indeksa Ki-67 odredene u podru¢jima najvece tumorske
aktivnosti (,,hot spots) koreliraju sa veli¢inom tumora, histoloSkim gradusom 1 stepenom
pozitivne ekspresije estrogen i progesteron receptora. Visi stepen proliferacije tumorskih ¢elija u
tumorima sa pozitivnim hormonskim receptorima povezan je sa ve¢im dijametrom tumora, vi§im
histoloskim gradusom i nizim nivoom tumorske ekspresije estrogen i progesteron receptora.

* Vrednosti proliferativnog indeksa Ki-67 odredene u podru¢jima najvece tumorske
aktivnosti (,,hot spots®) koreliraju sa duzinom prezivljavanja bez pojave recidiva bolesti, kao i

duzinom ukupnog prezivljavanja. Bolesnice sa visim Ki-67 proliferativnim indeksom u

47



Tanja Lakié Ciljevi istrazivanja i1 hipoteze

karcinomu dojke sa pozitivnim hormonskim receptorima imaju kra¢e ukupno vreme
prezivljavanja i krac¢i vremenski period bez znakova bolesti, U odnosu na pacijentkinje istog
stadijuma bolesti sa nizim vrednostima proliferativnog Ki-67 indeksa.

» Grani¢na vrednost Ki-67 proliferativnog indeksa (cut off) u karcinomima dojke sa
pozitivnim hormonskim receptorima od prognostickog znacaja za duzinu preZivljavanja bez

znakova bolesti i ukupno vreme prezivljavanja iznosi 20%.
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MATERIJAL | METODE

3.1. NACIN IZBORA, VELICINA | KONSTRUKCIJA UZORKA

Studijom je obuhvaceno 120 bolesnica obolelih od karcinoma dojke, koje su operisane na
Institutu za onkologiju Vojvodine u periodu od 01.01.2009. godine do 31.12.2011. godine, a
kojima je imunohistohemijskom analizom dokazano da se radi o karcinomu dojke pozitivnom na
hormonske receptore (ER, PR), a negativnom na HER2 - luminal A i luminal B karcinom dojke,
bez metastatski izmenjenih aksilarnih limfnih ¢vorova (stadijum bolesti pNO), ¢iji je
postoperativni tok bolesti redovno kontrolisan po standardnom protokolu za rani karcinom dojke
(jednom godisnje nacinjeni mamografija i1 klini¢ki pregled).

Prati¢e se vreme do pojave recidiva i1/ili metastatskog depozita bolesti u odnosu na visinu indeksa
Ki-67, kao i ostali pomenuti prognosticko-prediktivni parametri tumora.

U studiju nisu ukljucene pacijentkinje kojima je dokazan karcinom dojke koji je negativan na
hormonske receptore, kao i karcinom dojke sa HER2 ekspresijom (HER2-pozitivan luminal B,
non-luminal HER2 pozitivan i trostruko negativni karcinomi dojke). Takode, u studiju nisu
ukljucene pacijentkinje sa prisutnim metastatskim depozitima u aksilarnim limfnim ¢vorovima,
one sa multifokalnim i difuznim tipom karcinoma, one koje su primile preoperativnu terapiju, kao

ni one o ¢ijem pracenju klinickog toka bolesti nedostaju potrebni podaci.
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Celokupna histoloska, imunohistohemijska i in situ hibridizaciona metoda obavljena je u Sluzbi
za patolosko-anatomsku i laboratorijsku dijagnostiku Instituta za onkologiju VVojvodine, Sremska
Kamenica.

Istrazivanje je sprovedeno u tri faze.

Prva faza - RETROSPEKTIVNA ANALIZA PODATAKA

Uvidom u arhivu patohistoloskih nalaza Sluzbe za patoloSsko-anatomsku i laboratorijsku
dijagnostiku Instituta za onkologiju Vojvodine izvrsen je odabir pacijentkinja koje ispunjavaju
uslove za ukljucivanje u studiju. Ponovljena je patohistoloSka analiza postojecih kalupa (isecci
tkiva uzeti za standardnu, postoperativnu patohistoloSsku analizu), bojenih hematoksilin-e0zin
metodom (hematoxylin-eosin, HE) i imunohistohemijskim bojenjem na primenjena monoklonska
antitela ER, PR i HER2. Reprezentativni kalup sa uzorkom tumorskog tkiva karcinoma dojke sa
pozitivnim hormonskim receptorima, a bez HER2 ekspresije, i ukoliko pacijentkinja nije imala
tumorski izmenjene aksilarne limfne ¢vorove (stadijum bolesti pNO), odabran je za dalje dodatno

imunohistohemijsko ispitivanje.

Druga faza— IMUNOHISTOHEMIJSKA ANALIZA
Imunohistohemijska analiza tkiva uradena je u Sluzbi za patolosko-anatomsku i laboratorijsku
dijagnostiku Instituta za onkologiju Vojvodine. Iz uzoraka tkiva, nakon standardne procedure
pripreme tkiva za imunohistohemijsko bojenje, primenjena je analiza sa primarnim
monoklonskim antitelom:

* Ki-67
Istovremeno su se prikupljali podaci o klinickom toku bolesti nakon operacije iz bolni¢kog

informacionog sistema (,,Birpis®).

Treca faza - INTERPRETACIJA IMUNOHISTOHEMIJSKIH NALAZA

Sprovedena je semikvantitativna procena ekspresije primenjenog antitela u tkivu nakon
imunohistohemijske analize, kao 1 statisticka obrada podataka sa analizom dobijenih rezultata u
cilju donosenja zakljucka. Analizirana je pozitivna jedarna reakcija na 200 tumorskih celija

(procentualno) u ,,hot spot“ regijama tumora i u perifernim delovima tumora.
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3.2. METODE KOJE SU BILE PRIMENJENE

Iz patohistoloskih nalaza arhive Sluzbe za patolosko-anatomsku i laboratorijsku dijagnostiku
Instituta za onkologiju Vojvodine izvrSen je odabir pacijenata koji ispunjavaju uslove za
uklju¢ivanje u studiju. Naime, izdvojeni su patohistoloski nalazi karcinoma dojke koji su
pozitivni na hormonske receptore (estrogen i progesteron), a koji su bez HER2 ekspresije i bez
metastatski izmenjenih limfnih ¢vorova (pNO stadijum bolesti). Sa istih patohistoloskih nalaza
preuzeti su podaci o veli¢ini tumora koja je odredena makroskopski, merenjem lenjirom, a
vrednosti iskazane u milimetrima (pri linearnom merenju odreduje se najveci dijametar promene,
ako je makroskopski uo¢ljivo tumorsko tkivo). Takode su preuzeti podaci o stepenu tumorske
diferencijacije (histoloski gradus), kao i starosna dob pacijentkinje.

Patohistoloski nalazi koji su koriS¢eni u studiji sacinjeni su na osnovu histoloske analize
odabranih uzoraka tkiva koji su fiksirani su u 10% formalinu, kalupljeni u parafin i seeni na
rezove debljine 3-5 pm. Deparafinisani tkivni iseCci bojeni su standardnom metodom
hematoksilin-eozin. Ovako pripremljeni histoloski preparati su analizirani svetlosnim
mikroskopom.

Ekspresija standardnih prognosti¢kih parametara u celijama karcinoma (receptora estrogena i
progesterona i HER2) deo je standardne histopatoloske analize, i vrSena je na osnovu opste
prihvacenih kriterijuma. Ocena imunohistohemijske ekspresije receptora estrogena i progesterona
u karcinomu dojke vrSena je primenom Allred bodovnog sistema (Allred scoring system), koji
uzima u obzir procenat ¢elija koje pokazuju nuklearno (jedarno) bojenje i intenzitet tog bojenja

(DACO, Pathology, ER/PR PharmDx, Interpretation Manual, 2007).

Na osnovu procenta ¢elija dodeljena je vrednost:

(0) — nema jedarnog bojenja,

(1) — manje od 1% karcinomskih ¢éelija pokazuje jedarno bojenje,
(2) — 1-10% karcinomskih celija pokazuje jedarno bojenje,

(3) — 11-33% karcinomskih ¢elija pokazuje jedarno bojenje,

(4) — 34-66% karcinomskih ¢elija pokazuje jedarno bojenje,

(5) — 67-100% karcinomskih ¢elija pokazuje jedarno bojenje.
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Na osnovu intenziteta bojenja dodeljuje se vrednost:

(0) — nema bojenja,

(1) —slabo,

(2) —umereno i

(3) — jako bojenje.

Allred skor jednak je numerickom zbiru (skoru) vrednosti dodeljenih u odnosu na procenat ¢éelija
I intenziteta bojenja, pa se skor 0-2 smatra negativnim, skor 3-5 smatra se slabo pozitivnim, a
skor 6-8 smatra se izrazito pozitivnim (DACO, Pathology, ER/PR PharmDx, Interpretation
Manual, 2007).

HER2 testiranje standardno se vr$i za invazivne karcinome, a Kriterijumi za ocenu
imunohistohemijske reakcije kod HER? testiranja su:

0 — nema membranskog bojenja ili je obojeno manje od 10% tumorskih ¢elija,

1+ —parcijalno i slabo bojenje membrane u vise od 10% tumorskih ¢elija,

2+ —slabo bojenje kompletne membrane u vise od 10% ili jako bojenje nekompletne membrane u
manje od 10% tumorskih ¢elija,

3+ —intenzivno bojenje kompletne membrane u vise od 10% tumorskih ¢elija.

Svi slucajevi sa HER2 skorom 2+ bili su retestirani, u cilju utvrdivanja postojanja genske
amplifikacije koriS¢enjem sistema HER2 in situ hibridizacije (CISH ili SISH) (DACO,
Education, HercepTest, Interpretation Manual, Breast cancer, 2014).

Stadijum tumorske bolesti karcinoma dojke, prema utvrdenim standardima, odreden je na osnovu
p (patoloske) TNM Kklasifikacije karcinoma dojke na osnovu TNM sistema Americkog udruzenog
odbora za karcinome (148).

Stepen histoloske diferencijacije tumorskog tkiva, prema utvrdenim standardima, odreden je
semikvantitativno po modifikovanom Bloom-Richardson sistemu gradiranja (modifikovan od
strane Elston i Ellis-a) (73).

Na osnovu dobijenih rezultata imunohistohemijskih analiza sainjen je postojec¢i patohistoloski

izvestaj.
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»  Dodatna imunohistohemijska obrada materijala

Parafinski kalupi reprezentativnih uzoraka tumorskog tkiva bojenih HE metodom bili su
izdvojeni za dalju imunohistohemijsku analizu. Dalja obrada je obuhvatila:

1) secCenje parafinskih kalupa na debljinu 3-5um,

2) deparafinizaciju isecaka,

3) blokiranje endogene peroksidaze (3% H,0,, 5 minuta),

4) demaskiranje antigena (L0mM citratnim puferom, pH 6,0),

5) ispiranje dejonizovanom vodom.

Imunohistohemijska identifikacija ispitivanih antigena vrSena je primenom streptavidin-biotin-
peroksidaza tehnike, prema standardnoj LSAB+ proceduri (DACO). Kao hromogeni supstrat
koris¢en je 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC, DACO). Nakon svakog inkubiranja uzorci su
ispirani u Tris puferisanom rastvoru (TBS: 0,05 M, pH 7,6) i kontrastirani hematoksilinom. Zatim
je primenjenivano primarno monoklonsko antitelo:

* Ki-67

»  Interpretacija imunohistohemijskih nalaza i morfometrijska analiza

Nacin vrednovanja ekspresije imunohistohemijskih analiza:

Proliferativni indeks (Ki-67 pozitivne tumorske celije) tumora predstavlja procenat tumorskih
¢elija u kojima se verifikuje jedarno bojenje. IzraZzava se kao procenat tumorskih ¢elija koje
pokazuju jedarnu reakciju bilo kog intenziteta, procenjen na 200 ¢elija u jednom vidnom polju u
kojem ima najvise obojenih jedara (hot spot), a zatim i u vidnom polju na perifernom delu tumora
(28). Odredivanje Ki-67 indeksa je vrSeno manuelnom metodom (brojanje pozitivnih
karcinomskih jedara).

Za primenjeno antitelo koristila se pozitivna i negativna kontrola.
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»  Primenjene metode statistiCke obrade podataka

Pri analizi podataka upotrebljavali su se odgovaju¢i parametrijski i neparametrijski testovi,
izraCunati Su pokazatelja centralne tendencije obeleZja (aritmeticka sredina, medijana), kao i
apsolutne mere disperzije obeleZja - standardne devijacije. Metoda po Kaplan-Majeru i KOKS-ov
regresijski model je primenjivan za analizu prezivljavanja. Za nivo statistiCke znacajnosti je uzet
p<0,05. Da bi se utvrdilo postojanje statistickih veza izmedu pojava izraunat je koeficijent
korelacije (Pirsonov test korelacije ili kapa koeficijent). Rezultati su prikazani graficki i
tabelarno. Za prikaz ,,cut off vrednosti kontinuirane varijable Ki67 proliferativnog markera
kori$¢ene su statisticke ,,ROC* krive.

Obrada podataka radena je primenjivanjem standardnih statisti¢kih paketa (SPSS).
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REZULTATI

4.1. Deskriptivna statistika i frekvencija klini¢ko patoloskih karakteristika karcinoma

dojke sa pozitivnim hormonskim receptorima

Studijom je obuhvacéeno 120 pacijentkinja obolelih od karcinoma dojke, kojima je
imunohistohemijskom analizom dokazano da se radi o karcinomu dojke pozitivhom na
hormonske receptore (ER, PR) - luminal A i luminal B karcinom dojke, bez metastatski
izmenjenih aksilarnih limfnih ¢vorova.

U sprovedenoj studiji prosecna starost pacijentkinja iznosila je 57,42+10,17 godina; najmlada
operisana pacijentkinja imala je 30 godina, dok je najstarija imala 78 godina. Prose¢na veli¢ina
tumorskog ¢vora bila je 17,98+6,97 mm; najmanji tumorski ¢vor bio je veli¢ine 2 mm, dok je
najveca veli¢ina ¢vora iznosila 45 mm.

Posmatrajuci vreme postoperativnog pracenja bolesnica, prosecna duzina vremenskog pracenja
ispitivanih pacijentkinja nakon operacije tumora iznosila je 72,9248,38 meseca; najkrace vreme
pracenja bilo je 60 meseci, dok je najduZe bilo 90 meseci.

Recidiv je registrovan samo kod 8 (6,7%) pacijentkinja, dok vecina ispitivanih pacijentkinja nije
imala recidiv bolesti u analiziranom vremenskom periodu (112, odnosno 93,3% pacijentkinja).
Prose¢ne vrednosti vremena do pojave recidiva bile su 49£20,23 meseci; najkrac¢e vreme do

pojave recidiva iznosilo je 13 meseci, dok je najduze bilo 71 mesec (Tabela 4.1.1.).
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Tabela 4.1.1.
Deskriptivna statistika klini¢ko patoloskih karakteristika karcinoma dojke sa
pozitivnim hormonskim receptorima

Srednja vrednost 57,42
Starost Medijana - >
(godine) Stgn_dardna devijacija 10,17
Minimum 30
Maksimum 78
Srednja vrednost 17,98
Veli¢ina tumora Medijana - 17
(mm) Stf.:\n.dardna devijacija 6,97
Minimum 2
Maksimum 45
Srednja vrednost 72,92
Vreme praéenja Medijana N 735
(meseci) Stgn_dardna devijacija 8,38
Minimum 60
Maksimum 90
Srednja vrednost 49,25
Vreme do pojave recidiva Medijana N 55,50
(meseci) Stc'_;m_dardna devijacija 20,23
Minimum 13
Maksimum 71
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25,83%

O Veli¢ina tumora <20mm

O Velié¢ina tumora >20mm

74,17%

Grafikon 4.1.1. Procentualna zastupljenost pacijentkinja u zavisnosti od veli¢ine tumora

U ispitivanom uzorku, kod 31 (25,83%) pacijentkinje pokazalo se da je tumor maniji ili jednak 20

mm, dok je kod 89 (74,17%) pacijentkinja utvrdeno da je tumor vec¢i od 20 mm (Grafikon 4.1.1.).
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B Histoloski gradus G1
O Histoloski gradus G2
O Histoloski gradus G3

Grafikon 4.1.2. Procentualna zastupljenost pacijentkinja u odnosu na histolosku
diferentovanost tumora

Analizom stepena histoloSke diferentovanosti tumora, moze se uociti da je u datom uzorku 19
(15,83%) malignih tumora bilo dobro diferentovano (G1), 71 (59,17%) malignih tumora bilo je

umereno diferentovano (G2), dok je 30 (25%) malignih tumora bilo slabo diferentovano (G3)
(Grafikon 4.1.2.).
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0,83%

3,33%
|833%|

B Tla stadijum
B T1b stadijum
@ T1c stadijum
OT2 stadijum
O T4 stadijum

Grafikon 4.1.3. Procentualna zastupljenost pacijentkinja u odnosu na T stadijum bolesti

Vecina ispitivanih pacijentkinja (60%) pripadalo je T1c stadijumu bolesti, manji deo (27,5%) bio
je u T2 stadijumu, 8,33% pacijentkinja pripadalo je T1b stadijumu, dok se najmanji deo (0,83%)
nalazio u Tla stadijumu bolesti. lako se radilo o luminalnim karcinomima, u uzorku je

zabelezeno i 3,33% slucajeva stadijuma T4 (Grafikon 4.1.3.).
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3,33%
O stadijum bolesti
@ 1A stadijum bolesti
B |11B stadijum bolesti
69,17%

Grafikon 4.1.4. Procentualna zastupljenost pacijentkinja u odnosu na anatomski stadijum
bolesti

Posmatrajuci anatomsko-prognosti¢ke stadijume bolesti, najveci broj pacijentkinja se nalazio u I
stadijumu ove maligne bolesti, a zatim u stadijumu 1A (Grafikon 4.1.4.). Stadijum IIB nije
registrovan u ispitivanom uzorku, a stadijumi A, HIC i IV po definiciji obuhvataju tumore sa

metastatski izmenjenim limfnim ¢vorovima, te svakako nisu registrovani.
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O Duktalni karcinom

O Lobularni karcinom

Grafikon 4.1.5. Procentualna zastupljenost histoloskog tipa invazivnog karcinoma dojke

Analizirajuci histoloski tip karcinoma dojke, duktalni infiltrativni karcinom dojke uocen je kod
106 (88,3%) pacijentkinja. Kod preostalih 14 (11,7%) pacijentkinja u ispitivanom uzorku
registrovan je lobularni infiltrativni karcinom dojke (Grafikon 4.1.5.).
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28,33%

B (3-5) - slabo pozitivno

O(6-8) - intenzivno pozitivno

71,67%

Grafikon 4.1.6. Procentualna zastupljenost pacijentkinja u odnosu na ja¢inu ekspresije
estrogenskih receptora po Allred scor-u

Analizom intenziteta pozitivnosti estrogenskih receptora, u ispitivanom uzorku utvrdeno je da se
kod 37 (28,33%) pacijentkinja radilo o slabo pozitivnoj reakciji, dok je kod 83 (71,67%)

pacijentkinja bila izrazena intenzivna estrogenska ekspresija (Grafikon 4.1.6.).
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30,83%

B (3-5) - slabo pozitivno

O (6-8) - intenzivno pozitivno
69,17%

Grafikon 4.1.7. Procentualna zastupljenost pacijentkinja u odnosu na ja¢inu ekspresije
progesteronskih receptora po Allred scor-u

Analizom intenziteta pozitivnosti progesteronskih receptora u ispitivanom uzorku utvrdeno je da
se kod 34 (30,83%) pacijentkinja radilo o slabo pozitivnoj reakciji, dok je kod 86 (69,17%)

pacijentkinja bila izrazena intenzivna progesteronska ekspresija (Grafikon 4.1.7.).

4.2. Stepen Ki-67 indeksa tumorske proliferacije u karcinomima dojke sa pozitivhim

ormonskim receptorima u podruc¢jima “hot spot” iinvazivnog tumorskog ruba
h k t drudj “hot t” t k b

U sprovedenoj studiji utvrdena je srednja vrednost Ki-67 indeksa tumorske proliferacije u
podruc¢jima “hot spot” i iznosila je 22,92+15,2 procenata; najnizi indeks je bio 3 procenta, dok je
najvisi bio 90 procenata. U podrucju invazivnog tumorskog ruba srednja vrednost Ki-67 indeksa
iznosila je 16,1£12,62 procenata; najnizi indeks je bio 1 procenat, dok je najvisi bio 80 procenata
(Tabela 4.2.1.).
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Tabela 4.2.1.
Deskriptivna statistika vrednosti Ki-67 proliferativnog indeksa
Lokalizacija u tumoru %
Srednja vrednost (X) 22,92
Medijana (Md) 20,00
“hot spot” Standardna devijacija (SD) 15,20
Minimum 3,0
Maksimum 90,0
Srednja vrednost (X) 16,10
Medijana (Md) 13,50
rub Standardna devijacija (SD) 12,62
Minimum 1,0
Maksimum 80,0

Vrednosti proliferativnog indeksa nisu imale normalnu raspodelu, te je za potrebe ispitivanja
razlike u vrednostima Ki-67 proliferativnog indeksa u okviru podrucja “hot spot” i invazivnog

ruba tumora kori$¢en neparametarski Man-Vitnijev U test.

Man-Vitnijev-im U testom dokazana je znacajna statisticka razlika izmedu vrednosti Ki-67
proliferativnog indeksa dobijenog analizom tumorskih podrucja “hot spot” (Md=20) i vrednosti
Ki-67 proliferativnog indeksa na invazivnom rubu tumora (Md=13,5), U=4980, Z=-4,131,
p=0,000036.
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Tabela 4.2.2. Hot spot vrednost Ki-67 po starosnim grupama pacijentkinja

Starosne grupe Srednja vrednost Ki-67 hotspot Broj pacijentkinja
30-39 godina 35,50+28,12 7
40-49 godina 23,9749,10 17
50-59 godina 23,35+17,23 41
60-69 godina 20,30+12,59 42
70-79 godina 21,88+11,56 13
40%
35,5
35%
30%
25% 92335 21,88 :
20,29 i @ Srednja vrednost
20% — indeksa Ki-67 u hot
spot podrucju tumora
15% —
10% —
5% —
0% . . . . .

30-39 40-49 50-59 60-69 70-79
godina godina godina godina godina

Grafikon 4.2.1. Vrednost proliferativnog indeksa Ki-67 u hot spot podru¢jima posmatrano
po starosnim grupama pacijentkinja

Starosnom stratifikacijom analiziranih pacijentkinja uoceno je da se u “hot spot” podru¢jima
tumora najvisa vrednost proliferativnog indeksa ostvaruje kod najmladih pacijentkinja (prose¢na
vrednost Ki-67 je 35,5%), u odnosu na pacijentkinje starijih starosnih grupa. Najnizu vrednost
indeksa Ki-67 imale su pacijentkinje starosti od 60-69 godina (prose¢na vrednost Ki-67 je
20,29%) (Tabela 4.2.2.). Navedeni rezultati su graficki prikazani (Grafikon 4.2.1.).
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Tabela 4.2.3. Vrednost Ki-67 na rubu tumora po starosnim grupama pacijentkinja

Starosne grupe Srednja vrednost Ki-67 rub Broj pacijentkinja
30-39 godina 21,57+18,45 7
40-49 godina 14,47+4,87 17
50-59 godina 16,71+14,65 41
60-69 godina 15,26+12,97 42
70-79 godina 16,12+7,90 13
25%
21,57
20%
il 15,26 16,11
15% 14,47 ’ L
O Srednja vrednost
indeksa Ki-67 u
10% — podrudju invazivnog
tumorskog ruba
5% —
0% . . . . .

30-39 40-49 50-59 60-69 70-79
godina godina godina godina godina

Grafikon 4.2.2. Vrednost proliferativnog indeksa Ki-67 na rubu tumora posmatrano po
starosnim grupama pacijentkinja

Posmatrajuci vrednosti proliferativnog indeksa Ki-67 na tumorskom rubu u odnosu na starosnu
stratifikaciju analiziranih pacijentkinja uoceno je, kao i u slucaju “hot spot” podrucja, da se
najvisa vrednost ostvaruje kod najmladih pacijentkinja (prose¢na vrednost Ki-67 je 21,57%), u
odnosu na pacijentkinje visih starosnih grupa (Tabela 4.2.3.). Navedeni rezultati su graficki
prikazani (Grafikon 4.2.2.).

66



Tanja Lakié Rezultati

4.3. Utvrdivanje grani¢ne (cut off) vrednosti Ki-67 proliferativnog indeksa uz pomo¢ ROC

krive

Grani¢na vrednost (cut off) Ki-67 proliferativnog indeksa kod posmatranih karcinoma dojke sa
pozitivnim hormonskim receptorima od prognosti¢kog znacaja za vremenski period bez pojave

recidiva iznosi 20,75% (Grafikon 4.3.1.).

10 T

0,6 I

Senzitivhost

0.4 /

T T I
0,0 o2 04 0.6 08 1.0

1 - Specificnost

Grafikon 4.3.1. ROC kriva za odredivanje grani¢nih (cut off) vrednosti Ki-67
proliferativnog indeksa kod analiziranih karcinoma dojke sa pozitivnim hormonskim
receptorima
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Koordinate ROC krive Koordinate ROC krive (nastavak tabele)
Ki-67 indeks | Senzitivnost | 1 - Specificnost Ki-67 indeks | Senzitivhost | 1 - Specificnost
2,000 1,000 1,000 21,500 ,625 420
3,250 1,000 ,982 22,250 ,625 411
3,750 1,000 ,973 23,750 ,500 ,402
4,250 1,000 ,955 25,750 ,500 375
4,750 1,000 ,946 26,750 ,500 ,366
5,500 1,000 ,893 27,250 ,500 ,348
6,250 1,000 ,884 27,750 ,500 321
6,750 1,000 ,857 28,250 ,500 313
7,250 1,000 ,839 29,250 ,500 ,304
7,750 1,000 ,830 30,250 375 277
8,750 1,000 ,821 30,750 375 ,268
9,750 1,000 ,813 31,750 375 ,259
10,250 1,000 , 759 32,750 375 ,232
10,750 1,000 ,750 33,250 375 ,223
11,250 1,000 741 34,250 ,250 ,205
11,750 1,000 , 723 35,250 ,250 ,170
12,250 1,000 714 35,750 ,250 ,152
13,000 1,000 ,688 36,750 ,250 ,134
14,000 1,000 ,670 38,750 ,250 ,125
14,750 1,000 ,652 40,500 ,250 ,080
15,500 1,000 ,589 41,250 ,250 ,071
16,250 1,000 ,580 42,000 ,250 ,063
16,750 1,000 571 42,750 ,250 ,054
17,250 1,000 ,563 44,000 ,250 ,045
17,750 1,000 ,545 47,500 ,125 ,036
18,250 1,000 ,536 60,000 ,125 ,018
19,250 1,000 527 75,000 ,125 ,009
20,250 ,750 473 85,000 ,000 ,009
20,750 , 750 446 91,000 ,000 ,000
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Rezultati

4.4. Povezanost vrednosti Ki-67 proliferativnog indeksa sa klini¢ko-patolo§kim

karakteristikama karcinoma dojke

Kako bi se ispitala povezanost vrednosti proliferativnog indeksa Ki-67 sa starosnom dobi

pacijentkinja, veli¢inom tumora, histoloskim gradusom i stepenom pozitivne ekspresije estrogen i

progesteron receptora, primenjen je niz Xz testova za nezavisne uzorke i niz Kendal t (tau) — b

testova za ispitivanje korelacije ordinalnih vrednosti. Rezultati su prikazani u Tabeli 4.4.1. i u

grafikonima koji slede.

Tabela4.4.1.

Povezanost Ki-67 proliferativnog indeksa i klini¢ko patoloskih karakteristika karcinoma dojke

Godine starosti
<50 godina

> 50 godina

Velic¢ina tumora
<20mm

> 20 mm

Histoloski gradus
Gl
G2
G3

Estrogen receptor
(po Allred-u)
3-5 (slabo)

6-8 (izrazito)

Progesteron receptor
(po Allred-u)

3-5 (slabo)
6-8 (izrazito)

Nizak Ki-67 indeks
(cut off <20,75%)

Visok Ki-67 indeks
(cut off > 20,75%)

¥’ 1 p nivo

Kendal t—b / p nivo

13 (10.8%)
51 (42.5%)

53 (44.2%)
11(9.2%)

15 (12.5%)
36 (30.0%)
13 (10.8%)

18 (15.0%)
46 (38.3%)

23 (19.2%)
41 (34.2%)

16 (13.3%)
40 (33.3%)

36 (30.0%)
20 (16.7%)

4 (3.3%)
35 (29.2%)
17 (14.2%)

16 (13.3%)
40 (33.3%)

14 (11.7%)
42 (35.0%)

0,707 / 0,401

4,427 | 0,035*

6.411 / 0,041*

0,00 / 1,00

1,202 / 0,273

-0,096 / 0,293

0,211 / 0,020*

0,195 / 0,020*

-0,005 / 0,957

0,118 / 0,189

* postoji statisticki znac¢ajna razlika
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Grafikon 4.4.1. Raspored pacijentkinja niskog i visokog Ki-67 proliferativnog indeksa u
zavisnosti od starosti

U grupi pacijentkinja <50 godina, 13 (44,8%) pacijentkinja imalo je nizak Ki-67 indeks, dok je
16 (55,2%) pacijentkinja imalo visok Ki-67 indeks. U grupi pacijentkinja od 50 i vise godina, 51
(56%) pacijentkinja imalo je nizak Ki-67 indeks, dok je njih 40 (44%) imalo visok Ki-67 indeks
(Tabela 4.4.1.). Kao cut off vrednost koris¢ena je dobijena vrednost indeksa Ki-67 kod
posmatranih karcinoma dojke sa pozitivnim hormonskim receptorima koja je od prognosti¢kog
znacaja za vremenski period bez pojave recidiva (<20,75%).

v’ test je pokazao da izmedu vrednosti Ki-67 proliferativnog indeksa i godina starosti
pacijentkinja ne postoji statisticki znacajna veza (p=0,401). Kendal t-b test pokazuje negativnu

korelaciju koja nije signifikantna(p=0,293) (Grafikon 4.4.1.).
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Grafikon 4.4.2. Raspored pacijentkinja niskog i visokog Ki-67 proliferativnog indeksa u
zavisnosti od veli¢ine tumora

U grupi tumora koji su veli¢ine <20 mm, 53 (59,6%) pacijentkinje je imalo nizak Ki-67 indeks,
dok je 36 (40,4%) pacijentkinja imalo visok Ki-67 indeks. U grupi tumora koji su veli¢ine >20
mm, 11 (35,5%) je imalo nizak Ki-67 indeks, dok je 20 (64,5%) pacijentkinja imalo visok Ki-67
indeks (Tabela 4.4.1.). Kao cut off vrednost kori§¢ena je dobijena vrednost indeksa Ki-67 kod
posmatranih karcinoma dojke sa pozitivnim hormonskim receptorima koja je od prognosti¢kog
znacaja za vremenski period bez pojave recidiva (<20,75%).

x2 test je pokazao da izmedu vrednosti Ki-67 proliferativnog indeksa i veli¢ine tumora postoji
statisticki znacajna povezanost (p=0,035). Kendal t-b test pokazuje slabu pozitivnu signifikantnu
korelaciju (p=0,02) (Grafikon 4.4.2.).
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Grafikon 4.4.3. Raspored pacijentkinja niskog i visokog Ki-67 proliferativnog indeksa u
zavisnosti od histoloskog gradusa tumora

U grupi dobro diferentovanih tumora (G1), 79% (15) pacijentkinja je imalo nizak Ki-67 indeks,
dok je 21% (4) pacijentkinja imalo visok Ki-67 indeks. U grupi srednje diferentovanih tumora
(G2), 50,7% (36) pacijentkinja je imalo nizak Ki-67 indeks, dok je 49,3% (35) pacijentkinja
imalo visok Ki-67 indeks. U grupi loSe diferentovanih tumora (G3), 43,3% (13) pacijentkinja je
imalo nizak Ki-67 indeks, dok je 56,7% (17) pacijentkinja imalo visok Ki-67 indeks (Tabela
4.4.1). Kao cut off vrednost koris¢ena je dobijena vrednost indeksa Ki-67 kod posmatranih
karcinoma dojke sa pozitivnim hormonskim receptorima koja je od prognosti¢kog znacaja za
vremenski period bez pojave recidiva (<20,75%).

Xz test je pokazao da izmedu vrednosti Ki-67 proliferativnog indeksa i histoloskog gradusa postoji
statistiCki znacajna povezanost (p=0,041). Kendal t-b test pokazuje slabu pozitivnu signifikantnu
korelaciju (0,02) (Grafikon 4.4.3.).
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Grafikon 4.4.4. Raspored pacijentkinja niskog i visokog Ki-67 proliferativnog indeksa u
zavisnosti od intenziteta ekspresije estrogen receptora

U odnosu na Allred skor, u grupi tumora koji su imali slabu estrogensku ekspresiju (vrednost
Allred skora 3-5), nalazilo se 53% (18) pacijentkinja koje su imale nizak Ki-67 indeks, dok je
kod 47% (16) pacijentkinja bio prisutan visok Ki-67 indeks. U grupi tumora koji su imali
izrazenu estrogensku ekspresiju (vrednost Allred skora 6-8), nalazilo se 53,5% (46) pacijentkinja
koje su imale nizak Ki-67 indeks, dok je kod 46,5% (40) pacijentkinja bio prisutan visok Ki-67
indeks (Tabela 4.4.1.). Kao cut off vrednost koris¢ena je dobijena vrednost indeksa Ki-67 kod
posmatranih karcinoma dojke sa pozitivnim hormonskim receptorima koja je od prognostickog
znacaja za vremenski period bez pojave recidiva (<20,75%).

o test je pokazao da izmedu vrednosti Ki-67 proliferativnog indeksa i jacine ekspresije ER ne
postoji statisti¢ki znac¢ajna povezanost (p=1,00). Kendal t-b test pokazuje skoro pa nepostojecu,

negativnu korelaciju koja nije signifikantna (p=0,957) (Grafikon 4.4.4.).
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Grafikon 4.4.5. Raspored pacijentkinja niskog i visokog Ki-67 proliferativnog indeksa u
zavisnosti od intenziteta ekspresije progesteron receptora

U odnosu na Allred skor, u grupi tumora koji su imali slabu progesteronsku ekspresiju (vrednost
Allred skora 3-5), nalazilo se 62,2% (23) pacijentkinja koje su imale nizak Ki-67 indeks, dok je
kod 37,8% (14) pacijentkinja bio prisutan visok Ki-67 indeks. U grupi tumora koji su imali
izrazenu progesteronsku ekspresiju (vrednost Allred skora 6-8), nalazilo se 49,4% (41)
pacijentkinja koje su imale nizak Ki-67 indeks, dok je kod 50,6% (42) pacijentkinja bio prisutan
visok Ki-67 indeks (Tabela 4.4.1.). Kao cut off vrednost kori$¢ena je dobijena vrednost indeksa
Ki-67 kod posmatranih karcinoma dojke sa pozitivnim hormonskim receptorima koja je od
prognosti¢kog znacaja za vremenski period bez pojave recidiva (<20,75%).

+ test je pokazao da izmedu vrednosti Ki-67 proliferativnog indeksa i jagine ekspresije PR ne
postoji statisticki znacajna povezanost (p=0,273). Kendal t-b test pokazuje slabu pozitivnu

korelaciju koja nije signifikantna (p=0,189) (Grafikon 4.4.5.).
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Grafikon 4.4.6. Procentualna zastupljenost niskog i visokog indeksa Ki-67 u hot spot
podrudjima tumora

Analizirajuci vrednosti proliferativnog indeksa Ki-67 u “hot spot” regijama, a spram dobijene
grani¢ne vrednosti koja je od prognostic¢kog znacaja za vremenski period bez pojave recidiva u
analiziranom uzorku (<20,75%), registruje se blaga predominacija niskih vrednosti indeksa Ki-67
u “hot spot” regijama (53,33% nisko proliferativnih karcinoma). Iako su ovo podrucja
najintenzivnije proliferativne tumorske aktivnosti, ovakav rezultat se moZe objasniti
homogenos$¢u analiziranog uzorka luminalnih karcinoma dojke bez HER2 ekspresije koji imaju

najbolju prognozu (Grafikon 4.4.6.).
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Tabela 4.4.2.
Prosecna vrednost proliferativnog indeksa Ki-67 u hot spot podrudjima invazivnog duktalnog i
lobularnog karcinoma dojke

N Srednje vrednosti Ki-67 SD
hotspot
cdi 106 21,991 13,9190
Ki-67 hotspot
cli 14 29,964 22,1190

Analizom prose¢ne vrednosti proliferativnog indeksa Ki-67 u “hot spot” podruc¢jima invazivnog
duktalnog 1 lobularnog karcinoma dojke dokazana je razlika koja nije statisticki znacajna (t=-
1,864, p=0,065) (Tabela 4.4.2.).

4.5. Kaplan-Majerova analiza i Koksova regresiona analiza — indeks Ki-67

Pri ispitivanju vrednosti Ki-67 proliferativnog indeksa kod ponovnog javljanja bolesti (recidiva) i
broja meseci proteklih od operacije do recidiva, koris¢ena je Kaplan—Majerova analiza i Log rank
test.

Proseéno vreme do pojave recidiva u grupi pacijentkinja sa niskim vrednostima Ki-67
proliferativnog indeksa (cut off < 20,75%) iznosi 87,52 meseci, dok prose¢no vreme do pojave
recidiva u grupi ispitanika sa visokim vrednostima Ki-67 proliferativnog indeksa (cut off >
20,75%) 1znosi 80,51 meseci. Testiranjem znacajnosti razlike u kumulativnoj verovatnoc¢i pojave
recidiva log rank testom, za dve ispitivane grupe (niske vrednosti Ki-67 proliferativnog indeksa i
visoke vrednosti Ki-67 proliferativnog indeksa), utvrdene su statisticki znacajne razlike (Log
rank (df = 1) = 2,73; p=0,045).

Bolesnice sa visim Ki-67 proliferativnim indeksom u karcinomu dojke sa pozitivnim
hormonskim receptorima imaju statisticki znacajno kra¢i vremenski period bez pojave recidiva, U
odnosu na bolesnice sa nizim vrednostima Ki-67 proliferativnog indeksa (Grafikon 4.5.1.).

Kako bi se ispitao uticaj visokih i niskih vrednosti Ki-67 proliferativnog indeksa na recidiv
bolesti, koris¢ena je Koksova regresiona analiza. Rezultati prikazani Tabelom 4.5.1. ukazuju na

to da regresioni model jeste statisticki znacajan (p<0,05).
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Proliferativni indeks Ki-67 se pokazao kao dobar prediktor za procenu ponovnog javljanja bolesti

(recidiva) 1 statisticki je znacajan (p<0,05), $to se moze videti u Tabeli 4.5.2.
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Grafikon 4.5.1. Kaplan-Majerova kriva recidiva bolesnica u odnosu na nivo Ki-67
proliferativnog indeksa u karcinomima dojke sa pozitivnim hormonskim receptorima

Tabela 4.5.1.
Znacajnost regresionog modela
-2 Log 2 nivo
verodostojnost X P
71,67 2,75 0,04

77



Tanja Lakié Rezultati

Tabela 4.5.2.
Doprinos Ki-67 proliferativnog indeksa kao prediktora u regresionom modelu
Prediktor B Standardna p nivo HR (srazmera 95,0% interval
greska (SE) opasnosti) poverenja
Donja Gornja
granica granica
Ki-67 indeks 1,262 0,817 0,041 3,534 0,713 17,511

4.6. Kaplan-Majerova analiza i Koksova regresiona analiza — intenzitet bojenja ER

Pri ispitivanju odnosa intenziteta ER po Allred-u, kao kofaktora za verovatnocu ponovnog
javljanja bolesti (recidiva), i broja meseci proteklih od operacije do recidiva, koris¢ena je
Kaplan—Majerova analiza.

Prosec¢no vreme do pojave recidiva u grupi pacijentkinja sa slabim intenzitetom ER iznosi 83,65
meseci, dok prosec¢no vreme do pojave recidiva u grupi pacijentkinja sa izrazitim intenzitetom
ER iznosi 88,05 meseci. Testiranjem znacajnosti razlike u kumulativnoj verovatnoé¢i pojave
recidiva log rank testom, za dve ispitivane grupe, nisu utvrdene statisticki znac¢ajne razlike (Log
rank (df = 1) = 0,309; p=0,578).

Bolesnice sa izrazitim intenzitetom ER u karcinomu dojke nemaju bitno statisticki znacajan duzi
vremenski period bez pojave recidiva, u odnosu na bolesnice sa slabim intenzitetom ER
(Grafikon 4.6.1.).

Rezultati Koksove regresione analize (ispitivanje uticaja intenziteta bojenja ER na pojavu
recidiva) prikazani su Tabelom 4.6.1. i ukazuju na to da regresioni model nije statisticki znacajan
(p > 0,05).

Intenzitet bojenja ER se nije pokazao kao dobar prediktor za procenu ponovnog javljanja bolesti

(recidiva) 1 statisticki je beznacajan (p>0,05), §to se moze videti u Tabeli 4.6.2.
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Grafikon 4.6.1. Kaplan-Majerova kriva recidiva bolesnica u odnosu na intenzitet bojenja
ER po Allred-u u karcinomima dojke

Tabela 4.6.1.
Znacajnost regresionog modela
-2 Log 5 )
verodostojnost X p nivo
74,18 0,309 0,578
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Tabela 4.6.2.
Doprinos intenziteta bojenja ER kao prediktora u regresionom modelu
Prediktor B Standardna p nivo HR (srazmera 95,0% interval
greska (SE) opasnosti) poverenja
Donja Gornja
granica granica
ER Allred 0,4 0,732 0,581 1,49 0,357 6,281

4.7. Kaplan-Majerova analiza i Koksova regresiona analiza — intenzitet bojenja PR

Ispitivan je odnos intenziteta PR po Allred-u, kao kofaktora za verovatno¢u ponovnog javljanja
bolesti (recidiva), i broja meseci proteklih od operacije do recidiva.

Prosec¢no vreme do pojave recidiva u grupi pacijentkinja sa slabim intenzitetom PR iznosi 85,53
meseci, dok prosec¢no vreme do pojave recidiva u grupi pacijentkinja sa izrazitim intenzitetom PR
iznosi 87,47 meseci. Testiranjem znacajnosti razlike u kumulativnoj verovatno¢i pojave recidiva
log rank testom, za dve ispitivane grupe, nisu utvrdene statisticki znacajne razlike (Log rank (df =
1) =0,101; p=0,75).

Bolesnice sa izrazitim intenzitetom PR u karcinomu dojke nemaju bitno statisticki znacajan duzi
vremenski period bez pojave recidiva, u odnosu na bolesnice sa slabim intenzitetom PR
(Grafikon 4.7.1.).

Rezultati Koksove regresione analize (ispitivanje uticaja intenziteta bojenja PR na pojavu
recidiva) prikazani su Tabelom 4.7.1. i ukazuju na to da regresioni model nije statisticki znacajan
(p >0,05).

Intenzitet bojenja PR se nije pokazao kao dobar prediktor za procenu ponovnog javljanja bolesti

(recidiva) i statisticki je beznacajan (p>0,05), §to se moze videti u Tabeli 4.7.2.
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Grafikon 4.7.1. Kaplan-Majerova kriva recidiva bolesnica u odnosu na intenzitet bojenja
PR po Allred-u u karcinomima dojke

Tabela 4.7.1.
Znacajnost regresionog modela
-2 Log 5 )
verodostojnost X p nivo
74,37 0,101 0,75
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Tabela 4.7.2.
Doprinos intenziteta bojenja PR kao prediktora u regresionom modelu
Prediktor B Standardna p nivo HR (srazmera 95,0% interval
greska (SE) opasnosti) poverenja
Donja Gornja
granica granica
PR Allred 0,232 0,73q 0,751 1,261 0,301 5,286

4.8. Kaplan-Majerova analiza i Koksova regresiona analiza — veli¢ina tumora

Ispitivan je odnos veli¢ine tumora kao kofaktora za verovatnocu ponovnog javljanja bolesti
(recidiva) i broja meseci proteklih od operacije do recidiva.

Prose¢no vreme do pojave recidiva u grupi pacijentkinja sa veli¢inom tumora od 20 mm i manje
iznosi 87,23 meseci, dok prosecno vreme do pojave recidiva u grupi pacijentkinja sa tumorima
veéim od 20 mm iznosi 83,29 meseci. Testiranjem znacajnosti razlike u kumulativnoj
verovatnoc¢i pojave recidiva log rank testom, za dve ispitivane grupe, nisu utvrdene statisticki
znacajne razlike (Log rank (df = 1) = 0,529; p=0,467).

Bolesnice sa karcinomom dojke manjim od 20 mm nemaju bitno statistiCki znacajno duzi
vremenski period bez pojave recidiva, u odnosu na bolesnice sa karcinomom ve¢im od 20 mm
(Grafikon 4.8.1.).

Rezultati Koksove regresione analize (ispitivanje uticaja veliCine tumora na pojavu recidiva)
prikazani su Tabelom 4.8.1. i ukazuju na to da regresioni model nije statisticki znacajan (p >
0,05).

Veli¢ina tumora se nije pokazala kao dobar prediktor za procenu ponovnog javljanja bolesti

(recidiva) i statisticki je beznacajan (p>0,05), §to se moze videti u Tabeli 4.8.2.
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Grafikon 4.8.1. Kaplan-Majerova kriva recidiva bolesnica u odnosu na veli¢inu tumora u
karcinomima dojke

Tabela 4.8.1.
Znacajnost regresionog modela
-2 Log ) .
verodostojnost X pnivo
73,98 0,529 0,467
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Tabela 4.8.2.
Doprinos veli¢ine tumora kao prediktora u regresionom modelu
Prediktor B Standardna p nivo HR (srazmera 95,0% interval
greska (SE) opasnosti) poverenja
Donja Gornja
granica granica
Velidina - 555 073 0,472 0,502 0,141 2,476
tumora

4.9. Kaplan-Majerova analiza i Koksova regresiona analiza — starosne grupe

Ispitivan je odnos starosnih grupa pacijentkinja kao kofaktora za verovatno¢u ponovnog javljanja
bolesti (recidiva) i broja meseci proteklih od operacije do recidiva.

Prose¢no vreme do pojave recidiva u grupi pacijentkinja sa manje od 50 godina starosti iznosi
79,58 meseci, dok prosec¢no vreme do pojave recidiva u grupi pacijentkinja sa vise od 50 godina
iznosi 88,47 meseci. Testiranjem znacajnosti razlike u kumulativnoj verovatno¢i pojave recidiva
log rank testom, za dve ispitivane grupe, utvrdena je statisticki znacajna razlika (Log rank (df =
1) = 6,885; p=0,009).

Bolesnice starije od 50 godina sa karcinomom dojke imaju bitno statisticki znaajan duzi
vremenski period bez pojave recidiva, u odnosu na bolesnice koje su mlade od 50 godina
(Grafikon 4.9.1.).

Rezultati Koksove regresione analize (ispitivanje uticaja starosnih grupa na pojavu recidiva)
prikazani su Tabelom 4.9.1. i ukazuju na to da je regresioni model statisticki znacajan (p < 0,05).
Starosne grupe su se pokazale kao dobar prediktor za procenu ponovnog javljanja bolesti
(recidiva) i statisticki su znacajne (p<0,05), $to se moze videti u Tabeli 4.8.2. Pacijentkinje sa
karcinomom dojke koje su starije od 50 godina imaju manji rizik od pojave recidiva, u odnosu na

pacijentkinje sa karcinomom dojke koje su mlade od 50 godina.
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Grafikon 4.9.1. Kaplan-Majerova kriva recidiva bolesnica u odnosu na starosne grupe kod
karcinoma dojke

Tabela 4.9.1.
Znacajnost regresionog modela
-2 Log 5 )
verodostojnost X p nivo
68,89 6,685 0,009
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Tabela 4.9.2.
Doprinos starosnih grupa pacijentkinja kao prediktora u regresionom modelu
Prediktor B Standardna p nivo HR (srazmera 95,0% interval
greska (SE) opasnosti) poverenja
Donja Gornja
granica granica
Starosne—_; 703 0,73 0,02 0,182 0,043 0,762
grupe

4.10. Koksova regresiona analiza — histoloski gradus

Rezultati Koksove regresione analize (ispitivanje uticaja histoloskog gradusa na pojavu recidiva)
prikazani su Tabelom 4.10.1. i ukazuju na to da regresioni model nije statisticki znacajan (p >
0,05).

Histoloski gradus tumora se nije pokazao kao dobar prediktor za procenu ponovnog javljanja

bolesti (recidiva) i statisticki nije znac¢ajan (p>0,05), $to se moze videti u Tabeli 4.10.2.

Tabela 4.10.1.

Znacajnost regresionog modela

-2 Log 2 nivo
verodostojnost X b
74,46 0,015 0,902
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Tabela 4.10.2.
Doprinos histoloSkog gradusa tumora pacijentkinja kao prediktora u regresionom modelu
Prediktor B Standardna p nivo HR (srazmera 95,0% interval
greska (SE) opasnosti) poverenja
Donja Gornja
granica granica
HistoloSki 4 6 0,546 0,902 1,07 0,367 3,121
gradus

4.11. Koksova regresiona analiza — primenjena terapija

Pacijentkinje su podeljene prema kombinaciji primenjenih terapija na one koje su dobijale samo
hormonsku terapiju, one koje su dobijale hormonsku i hemioterapiju, one koje su dobijale
hormonsku i radioterapiju, zatim hemioterapiju i radioterapiju, sve tri terapije, i one pacijentkinje
koje nisu dobijale terapiju posle operativnog lec¢enja. Rezultati Koksove regresione analize
(ispitivanje uticaja primenjene terapije na pojavu recidiva) prikazani su Tabelom 4.11.1. i
ukazuju na to da regresioni model nije statisticki znacajan (p > 0,05).

U analiziranom uzorku primenjena terapija se nije pokazala kao dobar prediktor za procenu
ponovnog javljanja bolesti (recidiva) i statisticki nije znacajna (p>0,05), §to se moze videti u
Tabeli 4.11.2. Dobijeni rezultat se ne moze adekvatno tumaciti usled postojanja veoma malog

broja recidiva bolesti (8 bolesnica).

Tabela 4.11.1.
Znacajnost regresionog modela
-2 Log ) .
verodostojnost X pnivo
72,11 2,13 0,144
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Tabela 4.11.2.
Doprinos histoloSkog gradusa tumora pacijentkinja kao prediktora u regresionom modelu
Prediktor B Standardna p nivo HR (srazmera 95,0% interval
greska (SE) opasnosti) poverenja
Donja Gornja
granica granica
HistoloSki 4 geg 0,4 0,163 0,572 0,262 1,252
gradus

4.12. Prosek Ki-67 u hot spotu po T stadijumima bolesti

Ispitivanjem srednjih vrednosti Ki-67 u “hot spot” mestima u tumorskom tkivu, u pT1 stadijumu
je utvrdena srednja vrednost koja je iznosila 22,849%, u pT2 stadijumu je iznosila 23,091%, a u
pT4 stadijumu je iznosila 23% (Tabela 4.12.1.). Kad je u pitanju pT3 stadijum, nijedna
pacijentkinja nije bila u ovom stadijumu bolesti. Sprovodenjem Kruskal-Wallis neparametarskog

statistiCkog testa nije utvrdena bitna statistiCki znacajna razlika izmedu ova tri T stadijuma bolesti
(x2=0,374, df=2, p=0,83).

Tabela 4.12.1.
Prosek vrednosti Ki-67 u hot spot po T stadijumima bolesti
T stadijum Broj Srednj ?()/\;;ednost D
pT1 83 22,849 16,4322
pT2 33 23,091 12,5570
pT4 4 23,000 10,0083
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4.13. Prosek Ki-67 u hot spotu po histoloskim gradusima karcinoma dojke

Ispitivanjem srednjih vrednosti Ki-67 u “hot spot” mestima u tumorskom tkivu, u dobro
diferentovanim karcinomima dojke (HG1) utvrdena je srednja vrednost koja je iznosila 14,605%,
u srednje diferentovanim karcinomima dojke (HG2) je iznosila 23,099%, a u slabo
diferentovanim karcinomima dojke (HG3) je iznosila 27,767% (Tabela 4.13.1.).

Sprovodenjem Kruskal-Wallis neparametarskog statistiCkog testa utvrdena je bitna statisticki
znadajna razlika izmedu ova tri histoloka gradusa karcinoma dojke (x*=10,06, df=2, p=0,0,007).
Dakle, bolje diferentovani karcinomi dojke imaju znacajno nizi proliferativni indeks Ki-67,

odnosno lose diferentovani karcinomi dojke su najcesce visoko proliferativni karcinomi.

Tabela 4.13.1.

Prosek vrednosti Ki-67 u hot spot po histeloskim gradusima karcinoma dojke
HG Broj SrednJ?O/\(/))rednost sD
HG1 19 14,605 9,3059
HG2 71 23,099 14,5810
HG3 30 27,7167 17,6434
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DISKUSIJA

U Zenskoj populaciji karcinom dojke je najces¢i maligni tumor. Ova bolest predstavlja vodeci
uzrok smrti od tumorskih bolesti Zenske populacije u ¢itavom svetu, kao i u Srbiji. lako se u
poslednjih nekoliko godina u razvijenim zemljama registruje blagi pad mortaliteta od karcinoma
dojke, ova bolest je i dalje vodeci karcinom u grupi novoobolelih Zena od malignih tumora (149,
150). Istrazivanja sprovedena u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama ukazuju da oko 180 000 Zena
svake godine oboli od ove bolesti, odnosno jedna od osam Zena, pri ¢emu najvec¢i udeo ¢ine
invazivni duktalni karcinomi, kao i u nasoj sprovedenoj studiji (151). Od terapijskog pristupa,
odnosno sprovodenja odgovarajuce terapije, u znaajnoj meri zavisi ukupno preZivljavanje
obolelih od karcinoma dojke, kao i duzina zivota bez recidiva bolesti. Uspeh u lecenju najbolje se
ostvaruje prilikom detekcije tumora u ranom stadijumu razvoja, odnosno kod lokalizovane bolesti
bez metastatskih depozita u aksilarnim limfnim ¢vorovima. Medutim, ¢ak i prilikom detekcije
ranog karcinoma dojke, odluke o terapijskom izboru su cesto teske i zavise od mnogobrojnih
kompleksnih i medusobno povezanih faktora koji predvidaju dalji tok bolesti i efikasnost
terapijskih opcija. lako pojedini autori smatraju da je karcinom dojke sistemska bolest ve¢ u
trenutku postavljanja dijagnoze, i da je treba i tretirati kao sistemsku bolest sa lekovima koji
deluju na celo telo (hemioterapija, antihormonalna terapija, imunoterapija), ipak ve¢ina stru¢nog
misljenja se slaze oko definisanja odredenih parametara karcinoma dojke koji su znacajni za
prognozu i predikciju toka bolesti (152, 153). Najvazniji parametri koji definiSu terapijske
preporuke ranog karcinoma dojke, odnosno markeri koji su sastavni deo svakog patohistoloskog

izvestaja jesu status estrogenskog receptora, progesteronskog receptora i status receptora 2
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humanog epidermalnog faktora rasta (HER2), kojima je u skorije vreme dodat i proliferativni
marker Ki-67. Prognosti¢ka i prediktivna uloga ovog markera takode je istrazivana i u drugim
malignim tumorima.

Znacajno je naglasiti razliku izmedu termina prognosti¢ki i prediktivni faktor. Naime,
prognosticki faktor je onaj koji daje prognozu, tj. predvida tok bolesti nezavisno od terapijskog
izbora, dok prediktivni faktor predvida efikasnost primene odredenog terapijskog modaliteta.
Prilikom istrazivanja prognostickih faktora, najta¢niji rezultati se postizu sprovodenjem
eksperimenta u grupi pacijenata koji u daljem toku leCenja nece primati adjuvantnu sistemsku
terapiju, jer se na taj nacin climiniSe efekat adjuvantne terapije na rezultate i tumacenje istih.
Medutim, kako u danasnje vreme gotovo svi bolesnici primaju neki vrstu adjuvantne terapije, 1
studije koje proucavaju prognosticke faktore imaju ograni¢enu vrednost. Prema National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) preporukama za leCenje karcinoma dojke iz 2016.
godine, kandidati za adjuvantnu terapiju su prakti¢no svi pacijenti, nezavisno od veli¢ine tumora,
pa ¢ak i pacijenti bez zahvacenih limfnih nodusa. Izuzetak su pacijenti oboleli od trostruko
negativnih karcinoma (engl. triple negative), koji imaju promer tumora ispod 5 mm. Kod
pacijenata koji imaju karcinom dojke promera 5 mm ili manji, bez zahvacenih limfnih nodusa i sa
pozitivnim steroidnim receptorima (ER i PR), a bez ekspresije HER2 receptora, predlaze se
razmatranje primene adjuvantne hormonske terapije, dok kod pacijenata sa prec¢nikom tumora
veé¢im od 5 mm, pored adjuvantne hormonske terapije, predlaze se i hemioterapija (154).

Iako patolozi sve Ce$¢e u svoje patohistoloske izvestaje ukljucuju i marker Ki-67, postojeci
vodi¢i Americkog udruzenja klinicke onkologije (ASCO) ne uvrstavaju Ki-67 kao rutinski
marker u patohistoloskim izvestajima (155). Medutim, konsenzus internacionalnih eksperata u St.
Galenu 2011. godine sacinio je preporuke za leCenje ranog karcinoma dojke, i izdat je vodi¢ za
endokrinu 1 hemioterapiju. Prilikom izbora adekvatne terapije, uz standardne parametre kao $to
su stadijum bolesti, histoloski gradus tumora i endokrini status bolesnice, preporucen je panel za
upotrebu proliferativnin markera (Ki-67, MIB-1) (91, 98, 156, 157). Do danasnjeg vremena, nije
postignut konsenzus grani¢ne (cut off) vrednosti za nisku i visoku ekspresiju markera Ki-67, koja
oslikava nizak ili visok proliferativni potencijal tumora. Gore pomenuta ekspertska grupa u St.
Galenu je 2013. godine sacinila reviziju prethodnog vodica, kada je uvrStena podela luminalnih
karcinoma dojke na luminalni A i luminalni B, a na osnovu niske, odnosno visoke vrednosti

proliferativnog indeksa Ki-67 (Goldrish et al, 2013). Kao grani¢na vrednost koris¢ena je vrednost
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od 14%. Godine 2015. ista radna grupa je kao cut off vrednost za Ki-67 predlozila da to bude
vrednost koja se nalazi u opsegu od 20-29%, a da ukoliko je Ki-67 iznad te definisane vrednosti
bolest moze definisati kao luminal B-like tumor, i predlog je bio prihvaéen od strane veéine
ckperata radne grupe. Medutim, deo grupe ipak nije smatrao da je Ki-67 koristan marker za
razdvajanje luminal A-like od luminal B-like tumora, te konsenzus nije usvojen, pa se debate na
ovu temu i dalje vode. Usled nepostojanja opsSte prihvacenog stava i kako, u prognostickom
smislu, pojedini vodi¢i (ESMO) preporucuju upotrebu cut off vrednosti od 20%, primena
grani¢ne vrednosti prepustena je izboru laboratorije zbog razli¢itih varijacija u odredivanju Ki-67
vrednosti (26, 158, 159). Takode, ne treba zaboraviti ni labilnost ekspresije markera Ki-67, te
uzorkovano tkivo treba adekvatno tretirati, strogo postujuci preporucenu proceduru fiksacije.
Naime, istrazivanja su ukazala da je vrednost Ki-67 visa ukoliko je centar tumora uzorkovan
neposredno nakon hirurSke ekcizije, odnosno pre primene fiksativa, u odnosu na uzorkovanje
tumora nakon prethodne fiksacije celog hirurSkog materijala (26,2% vs. 23,5%), §to se objaSnjava
¢injenicom da je u prvom slucaju fiksativ mnogo brze penetrirao u tkivo. Takode, ista studija je
pokazala i da je Ki-67 pokazivao viSe vrednosti pri upotrebi 10% neutralnog puferisanog
formalina kao vrste fiksativa, u odnosu na 15% nepuferisani formalin (30,5 % vs. 27,8%) (94).

U na$oj studiji, manuelnom metodom su odredivane vrednosti proliferativnog indeksa Ki-67 u
“hot spot” regijama i na perifernom delu tumora- tumorski rub. Uodena je znacajna razlika
izmedu ove dve vrednosti, pri ¢emu je proseéna vrednost Ki-67 u “hot spot” regiji iznosila
22,92%, dok je u regiji tumorskog ruba ova vrednost iznosila 16,10%, §to se moZe objasniti
¢injenicom da mnogi invazivni tumori upravo na periferiji, odnosno na rubu ostvaruju svoj “hot
spot”, tj. fokus svoje najintenzivnije proliferacije. Kako je na§ uzorak obuhvatio 1 mali udeo
lobularnih karcinoma (11,7%, Sto je u skladu sa dostupnom literaturom koja navodi da 5-15%
invazivnih karcinoma dojke ¢ine lobularni karcinomi), odredena je srednja vrednost indeksa Ki-
67 u “hot spot” podru¢jima i u grupi invazivnih duktalnih karcinoma (CDI) i u grupi invazivnih
lobularnih karcinoma (CLI). Komparacijom ove dve grupe nije pokazana statisticki znaCajna
razlika u prose¢noj “hot spot” vrednosti Ki-67, iako se u literaturi navodi da su CLI karcinomi
niskog Ki-67 indeksa. Ova pojava se moze objasniti malim udelom invazivnih lobularnih
karcinoma u nasem analiziranom uzorku. Korejska studija, koja je u hormon-receptor pozitivnim,
a HER2 negativnim invazivnim karcinomima dojke komparirala metod odredivanja vrednosti

Ki-67 u “hot spot” regiji sa metodom prose¢ne vrednosti Ki-67 u celom tumorskom ¢voru,
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ukazuje na sli¢ne rezultate, sa proseénom vrednos¢u Ki-67 od 18,5% u “hot spotu”, u odnosu na
prose¢nu vrednost Ki-67 celog isecka koja je uznosila 13% (160). Medutim, ista studija je
pokazala neznacajnu razliku u izboru metoda za odredivanje Ki-67 kod ranog karcinoma dojke,
Sto se moze objasniti histoloSskom heterogenoséu studijskog uzorka, u odnosu na izrazitu
homogenost uzorka nase studije (analizirani su samo rani luminalni karcinomi).

Do danasnjeg vremena, brojne studije su se bavile odredivanjem nivoa ekspresije proliferativnog
indeksa Ki-67 u invazivnom karcinomu dojke (161, 162, 163). Haroon i saradnici (161) su
koriséenjem 15% kao cut off vrednosti za Ki-67 indeks registrovali 39,8% karcinoma sa niskim
Ki-67 indeksom, dok su Fasching i saradnici zabelezili 29,3% nisko proliferativnih karcinoma, ali
koristeéi cut off vrednost od 13% (162). Takode, 36,2% invazivnih duktalnih i 59,7% invazivnih
lobularnih karcinoma sa niskim indeksom Ki-67 prikazani su u studiji Heusignera i saradnika,
koji su koristili 14% kao cut off vrednost za Ki-67 (163). Medutim, sve navedene studije su
obuhvatale heterogenu grupu invazivnih karcinoma dojke u razli¢itim stadijumima bolesti. Sun i
saradnici izveStavaju o 36,2% ovakvih tumora pri cut off vrednosti od 15% (164). U naSem
istrazivanju, posmatraju¢i samo rane invazivne luminalne HER2 negativne karcinome, ispitivali
smo udeo nisko proliferativnih karcinoma analizom “hot spot” podru¢ja, kao podruéja
najintenzivnije tumorske proliferacije. Registrovali smo blagu predominaciju ovakvih tumora,
Cak 53,33%, Sto se moze objasniti analizom homogenog uzorka ranih luminalnih karcinoma, a pri
koris¢enju dobijene cut off vrednosti koja je od prognostickog znacaja za DFS u nasem
ispitivanom uzorku (20,75%).

Objavljene su brojne studije koje su analizirale korelaciju izmedu Ki-67 i drugih klinicko-
patoloskih parametara (161, 165, 166). Studija pacijenata u Pakistanu ukazala je na znacajnu
povezanost indeksa Ki-67 i histoloskog gradusa tumora, PR, HER2 i limfonodalnog statusa
(161). Ranije studije sprovedene u Velikoj Britaniji registrovale su zna¢ajnu povezanost Ki-67
indeksa sa histoloskim gradusom tumora, veli¢inom i histoloskim tipom tumora (165). Medutim,
navedene studije imaju nedostatke u vidu malog broja obuhvacenih pacijenata, kao i
heterogenosti histoloskih tipova i stadijuma karcinoma dojke. Sun i saradnici su u svom
molekularno heterogenom uzorku karcinoma dojke pokazali znacCajnu povezanost vrednosti
indeksa Ki-67 sa nivoom ekspresije ER, PR i HER2. Odnosno, pomenuta studija je ukazala da
tumori sa visim procentom ekspresije ER i PR imaju nizi nivo ekspresije Ki-67, dok za HER2

vazi obrnuto, tj. tumori veceg stepena ekspresije HER2 imaju i visi stepen ekpresije indeksa Ki-
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67 (164). Isti odnosi povezanosti dokazani su i u mnogim drugim studijama ranijih datuma (78,
93, 167-170). Takode, Viale i saradnici su pokazali da su vise vrednosti indeksa Ki-67 povezane
sa loSijim prognostickim faktorima, tj. tumori viSeg nivoa Ki-67 su bili udruzeni sa ve¢om
dimenzijom tumora, loSijim stepenom diferentovanosti, peritumorskom vaskularnom invazijom i
HER2 pozitivnos¢u. Koris¢ena cut off vrednost iznosila je >11% (87). Pozitivna korelacija
vaskularne i limfaticne invazije sa viSim vrednostim indeksa Ki-67 pokazana je i u radu
Jacquemier et al. (171). Sopstvenom studijom potvrdili smo veéinu navedenih znacajnih
korelacija. Naime, analizom nasSeg uzorka dokazana je statisticki znac¢ajna povezanost vrednosti
indeksa Ki-67 i veli¢ine tumora, kao i histoloskog gradusa, tj. tumori sa visokim Ki-67 (cut off
<20,75%) veéih su dimenzija i slabijeg stepena diferentovanosti.

Starosna dob pacijentkinja ne pokazuje zna¢ajnu povezanost sa vrednostima indeksa Ki-67. Kako
su u na$ uzorak svrstani samo luminalni, odnosno hormon-receptor pozitivni (ER i PR), a HER2
negativni karcinomi dojke, analizirana je povezanost jacine ekspresije ER i PR sa vrednostima
indeksa Ki-67, te nije dokazana znacajna razlika izmedu slabe i izrazite pozitivnosti hormonskih
receptora.

U svim gore navedenim studijama, indeks Ki-67 je, pored opisanih odnosa sa klini¢ko-
patoloskim parametrima, istrazivan i kao prognosticki faktor u toku ove bolesti (88, 172-177).
Takode, i ranije ovaj marker se smatrao klju¢nim prilikom izbora terapije (178, 179). Colozza i
saradnici (180) su istrazivali prognosticku i prediktivnu ulogu markera Ki-67 u ranim
karcinomima dojke i, kao i u svim prethodno pobrojanim studijama, i oni su dokazali postojanje
statisticki znacajne korelacije vrednosti Ki-67sa DFS i OS.

Posmatrajuci vremenski period bez pojave recidiva bolesti, nase istrazivanje je ukazalo na Ki-67
cut off vrednost od 20,75%, koja je priblizna preporukama pojedinih ekspertskih radnih grupa
(ESMO). Autorska grupa iz Japana u svom istrazivanju registrovala je grani¢nu vrednost od 20%
kao efektivan prognosticki faktor za sveukupno prezivljavanje (OS), kao i za prezivljavanje bez
recidiva (DFS). Medutim, kako je ispitivani uzorak pomenute studije bio veoma heterogen u
pogledu molekularnih podtipova karcinoma dojke, tvrdnje su dokazane samo u grupi luminalnih
karcinoma bez HER2 ekspresije. Prosecna vrednost Ki-67 indeksa u “hot spot” regijama njihovog
uzorka iznosila je 20,5%, $to je priblizno prosecnoj vrednosti od 22,92% istih podrucja u naSem
istrazivanju, medutim treba imati na umu izrazitu homogenost naseg uzorka (181). Upravo zbog

ovakvog uzorka, koji je obuhvatio samo rane luminalne HR-pozitivne, a HER2 negativne
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karcinome dojke, sve analizirane pacijentkinje su prezivele u naSem posmtranom periodu
(OS=100%). Prosec¢an posmatrani period, tj. period postoperativnog pracenja nasih pacijentkinja
je iznosio 72,92 meseci, pri ¢emu je najduze vreme pracenja iznosilo 90 meseci, a najkrace 60
meseci. Rossi et al. u svojoj studiji navode gotovo isto vreme pracenja pacijentkinja, ta¢nije 73
meseca (158). Registrovana je pojava recidiva samo kod 8 pacijentkinja (6,67%), sa prose¢nim
vremenskim periodom javljanja recidiva (DFS) od 49,25 meseci. Slu¢aj sa najbrzom pojavom
recidiva je zabelezen nakon 13 meseci od operacije, a slucaj sa najduzim vremenskim periodom
do pojave recidiva je belezio 71 mesec. Nemacka studija ukazuje na znacaj indeksa Ki-67 kao
nezavisnog prognostickog parametra i za DFS i za OS (182). Tacnije, koristeci cut off <15%,
DFS je registrovan kod 86,7% pacijentkinja, a OS kod 89,3% pacijentkinja u petogodiSnjem
periodu, dok koristeci cut off Ki-67 >45%, DFS je registrovan kod 75,8% bolesnica, odnosno OS
kod 82,8% pacijentkinja. Iako ovaj marker ni u Nemackoj nije uvrSten u rutinski
imunohistohemijski panel za karcinom dojke, obzirom da je veéina sluCajeva u izvestaju
prethodno obuhvatala i analizu Ki-67, jasno je ukazan klini¢ki znac¢aj procene ovog markera. Jo$
jedno istrazivanje koje potkrepljuje gore navedene tvrdnje je i studija sprovedena u Japanu, koja
identifikuje pacijente sa ER-pozitivnim HER2 negativnim tumorima i pokazuje da visoke i
srednje vrednosti indeksa Ki-67 koreliraju sa kra¢im DFS i OS u odnosu na iste tumore, ali sa
niskim Ki-67 indeksom (cut off: nizak Ki-67 <10%, srednja vrednost Ki-67 >10%, visok Ki-67
<20%) (183).

Posmatrajuci veli¢inu tumorskog ¢vora, u nasoj sprovedenoj studiji najmanji tumorski ¢vor bio je
promera 2 mm, dok je najve¢i iznosio 45 mm. Prosecna veli¢ina tumorskog ¢vora iznosila je
17,98 mm, sa standardnom devijacijom od 6,97. Naime, najveci broj analiziranih tumora je
pripadao pT1c stadijumu bolesti (60%), a zatim pT2 stadijumu bolesti (27,5%). Studija Sun J. i
saradnika (164) takode dokazuje pozitivnu i znaajnu korelaciju izmedu veliine tumora i
vrednosti indeksa Ki-67, ali daje nesto drugacije rezultate, sa najve¢im udelom tumora pT2
stadijuma (65%) a zatim pT1 stadijuma (23%). Navedena odstupanja se mogu objasniti
raznolikim uzorkom, gde su analizirani i tumori sa ekspresijom HER2, kao i trostruko negativni
tumori i tumori sa limfonodalnim metastazama, koji su agresivnijeg bioloskog ponasanja.

Mnoge studije su dokazale znacajnu korelaciju vrednosti indeksa Ki-67 i histoloskog gradusa
tumora (173, 184-186), dok grupa Finskih autora (187) ukazuje na suprotno, ali zbog malog

uzorka od samo 256 pacijenata ova studija nema veliki zna¢aj. Gore pomenuta Nemacka studija
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(182), osim klasi¢nih klini¢ko-patoloskih parametara, jasno istice i povezanost histoloskog
gradusa (HG) i vrednosti indeksa Ki-67. Tacnije, prose¢na vrednost indeksa Ki-67 u HG1
tumorima iznosila je 9,7%, dok je u HG2 tumorima iznosila 16,2% a u HG3 tumorima ¢ak
37,4%. Shokouh et al. iznose prose¢nu vrednost indeksa Ki-67 od 23,2% za HG1 tumore,
odnosno 30,9% za HG2 1 45,84% za HG3 tumore (32). Isti znacaj korelacije dokazan je i u
razli¢itim prethodnim studijama (93, 165, 173, 174, 188-192). Nasa studija takode dokazuje da,
prosecno gledano, visi histoloski gradus tumora ima visi indeks proliferacije Ki-67. Prose¢na
vrednost Ki-67 u “hot spot” podru¢jima dobro diferentovanih ranih luminalnih karcinoma (HG1)
iznosila je 14,6%, u grupi srednje diferentovanih (HG2) iznosila je 23,1%, dok je u grupi slabo
diferentovanih karcinoma (HG3) ova vrednost iznosila 27,8%. Vise vrednosti indeksa Ki-67
dobijene u nasem istrazivanju mogu se objasniti koris¢enjem “hot spot” podruéja, za razliku od
prethodno navodenih studija, koje su analizirale heterogenu grupu karcinoma dojke koristeci
prose¢nu vrednost indeksa Ki-67 za ceo tkivni isecak.

Posmatrajuci starosnu dob obolelih Zena, nasa sprovedena studija daje rezultat od 57,42 godina
kao prosecnu starost obolevanja, §to je u skladu sa literaturnim podacima koji navode 55 godina
ili viSe kao prosecnu starosnu dob za obolevanje od invazivnog karcinoma dojke (151). Medutim,
naSa dobijena prosecna starosna dob obolevanja je nesto viSa u odnosu na istrazivanje Korejskih
autora, u kojem je prosec¢na starost obolevanja 50 godina (160), S$to se moze objasniti
heterogenos$cu njihovog uzorka, koji je obuhvatao i karcinome koji se predominantno javljaju u
mladoj populaciji. Na istu prosecnu starost obolevanja (50 godina) ukazuje i druga grupa
Korejskih autora, analiziraju¢i takode heterogen uzorak molekularnih podtipova karcinoma dojke
(12). Sli¢no, autori Najjar H. i Easson A. nakon sprovedenog istrazivanja u arapskim zemljama
ukazuju na mladu starosnu dob obolevanja gotovo za deceniju (prosecna starost obolevanja je 48
godina), u odnosu na na$ ispitivani uzorak, §to se moze objasniti razli¢itim rasnim uzorcima, kao
i zivotnim stilom ispitivanih grupa (193). Posmatrano u odnosu na starosne grupe ispitivanih
pacijentkinja, potvrdili smo literaturne navode (182) da bolesnice mlade Zivotne dobi obolevaju
od karcinoma dojke viSeg proliferativnog indeksa Ki-67 (cut off <20,75%). Preciznije, bolesnice
starosti od 30-39 godine su obolevale od tumora sa prosecnom vrednoséu 35,5% indeksa Ki-67, u
odnosu na bolesnice starosti od 60-69 godina, koje su obolevale od tumora sa prose¢nom

vrednosti 20,29% indeksa Ki-67 (analizirano u odnosu na “hot spot” podrucja).
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Razli¢ite studije su istrazivale prediktivni znacaj odredivanja indeksa Ki-67, medu kojima su
pojedine ukazale da pacijentkinje obolele od karcinoma sa visokim Ki-67 indeksom imaju bolji
odgovor na hemioterapiju ukoliko se prethodno aplikuje neoadjuvantna terapija, u odnosu na one
pacijentkinje koje nisu primile neoadjuvantnu terapiju (83, 194-197), dok druge studije nisu
pokazale znacajnu povezanost ovih parametara (177, 198-200).

Kako u naSem sprovedenom istrazivanju nije bilo preminulih pacijentkinja, ispitivana je
povezanost razliCitih tumorskih parametara u odnosu na vreme pojave recidiva. Pokazano je da
intenzitet bojenja ER 1 PR, veli¢ina tumora 1 histoloski gradus nisu dobri prediktori recidiva
luminalnog karcinoma dojke, za razliku od starosne dobi obolevanja. Naime, pacijentkinje sa
luminalnim karcinomom dojke koje su starije od 50 godina imaju manji rizik od pojave recidiva
u odnosu na pacijentkinje sa istim karcinomom dojke koje su mlade od 50 godina.

Posmatrajuci primenjeni terapijski modalitet, a u odnosu na pojavu recidiva bolesti, izmedu grupa
pacijentkinja koje su dobijale samo hormonsku terapiju, onih koje su dobijale hormonsku i
hemioterapiju, onih sa hormonskom i radioterapijom, pacijentkinja sa hemioterapijom i
radioterapijom, i grupe pacijentkinja sa primenjene sve tri terapije, kao i pacijentkinja koje nisu
dobijale terapiju, nije pokazana znacajna povezanost sa vremenom do pojave recidiva bolesti.
Dakle, u nasem analiziranom uzorku primenjena terapija se nije pokazala kao dobar prediktor za
procenu ponovnog javljanja bolesti (recidiva) i statisticki je beznacajna, medutim dobijeni
rezultat se ne moze adekvatno tumaciti usled registrovanog veoma malog broja recidiva bolesti
(samo 8 bolesnica).

Do sada vise puta pominjana grupa autora Azambuja et al. (89) je, analiziraju¢i prognosticki
znacaj nivoa ekspresije Ki-67 u karcinomima dojke, publikovala svoje rezultate nakon meta-
analize koja je obuhvatala 35 studija, sa ukupno 12500 karcinoma dojke u ranom stadijumu
bolesti. Naime, ukazano je da su visoke vrednosti Ki-67 udruzene sa losijom prognozom, kra¢im
ukupnim prezivljavanjem (HR: 1,95), kao i kra¢im vremenskim periodom do pojave recidiva
bolesti (HR: 1,93). Meta-analiza grupe italijanskih autora Petrelli i saradnika ukazala je da su
visoke vrednosti Ki-67, pri ¢emu su koris¢ene cut-off vrednostiod 10% i viSe, udruzene sa
procentom rizika ve¢om od 50% od smrti medu pacijentkinjama sa ranim karcinomom dojke, a
narocito medu pacijentkinjama sa ER-pozitivnim karcinomima. Takode, visi Ki-67 indeks je
udruzen i sa ve¢im rizikom od javljanja recidiva bolesti (201). Upravo je i ova studija jos jedna u

nizu koja ukazuje na potrebu standardizacije odredivanja vrednosti proliferativnog indeksa Ki-67.
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Dowsett sa saradnicima (202), kao i Polley sa svojim saradnicima (203, 204), radili su na
otkrivanju uzroka koji dovode do razlika vrednosti Ki-67 medu laboratorijama, kao i teskoca
koje utiCu na odredivanje optimalne grani¢ne vrednosti ovog markera pri izboru klinickog
tretmana. Medutim, i pored brojnih pokus$aja, ovaj problem je ostao otvoren. Focke et al. objavili
su rad novijeg datuma koji potvrduje aktuelnost problematike razliitog analiziranja i
interpetiranja indeksa Ki-67 (205).

U cilju odredivanja optimalne grani¢ne vrednosti indeksa Ki-67, radili su i autori iz Italije koji su
takode analizirani hormon-receptor pozitivne, HER2 negativne karcinome dojke. Rezultati su
predocili da kod izbora cut-off vrednosti <14% ne postoji razlika ni u pogledu vremena do
pojave recidiva, kao ni prezivljavanja nakon karcinoma dojke, u odnosu na vrednosti Ki-67 u
opsegu izmedu 14% i 20%. Pacijentkinje obolele od karcinoma dojke sa vrednostima Ki-67
>20% su imale znac¢ajno loSiju prognozu, te je upravo ova vrednost (20%) proglaSena za najbolju
u cilju stratifikacije visoko rizi¢nih bolesnica sa luminalnim karcinomom dojke (206).

Sledeca grupa autora u Italiji (207) sprovela je studiju poredeci invazivni lobularni i invazivni
duktalni karcinom dojke, tj. vrednosti Ki-67 ovih karcinoma u odnosu na OS i DFS. Dobijena
Ki-67 cut-off vrednost za invazivni lobularni karcinom dojke bila je 4%, dok je za invazivni
duktalni karcinom dojke ta vrednosti iznosila 14%. Posmatraju¢i ova dva histoloska tipa
karcinoma dojke, pomenuta studija je ukazala da pacijentkinje sa nisko proliferativnim
karcinomom dojke duktalnog tipa imaju duze vreme prezivljavanja bez pojave recidiva, u
poredenju sa nisko proliferativnim lobularnim karcinomom, dok sa porastom vrednosti indeksa
Ki-67 ova dva histoloska tipa pokazuju tendenciju preklapanja u pogledu prognoze.

Upravo zbog nepostojanja standardizacije u odredivanju grani¢ne vrednosti indeksa Ki-67,
postojali su mnogi pokusaji zamene ovog markera sa nekim drugim tumorskim parametrima, pre
svega histoloskim gradusom i mitotskim indeksom. Cileanska grupa autora je u svom
istrazivanju ukazala na pozitivnu korelaciju vrednosti indeksa Ki-67 sa histoloskim gradusom,
kao i mitotskim indeksom, ali samo u grupi luminalnih A karcinoma (grupa tumora <14%). Za
luminalne B karcinome ova korelacija nije bila potvrdena, te je za ovu grupu pacijentkinja
neophodno odredivanje vrednosti Ki-67 indeksa (208). Takode, grupa istrazivaca iz Turske
(Kilickap et al.) dosla je do sli¢nih rezulatata u svojoj studiji koja se bavila korelacijom nivoa
ekspresije Ki-67 sa razli¢itim prognostickim faktorima karcinoma dojke. Uz naglasak da je ova

studija obuhvatala karcinome dojke razli¢itog klinickog stadijuma i receptorskog statusa,
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korestec¢i 20% kao cut off vrednost za Ki-67, dokazana je pozitivna korelacija izmedu visoko
proliferativnih karcinoma sa viSim histoloskim gradusom tumora (p<0,001), prisustvom
limfovaskularne invazije (p=0,001), negativno$¢u ER receptora (p=0,035), pozitivhus¢u HER2
receptora (p=0,001), prisustvom metastatkih depozita u limfnim ¢vorovima (p<0,003), kao i
uznapredovalim stadijumom bolesti (p<0,001). Bolesnice obolele od karcinoma sa niskim
proliferativnim indeksom Ki-67 su imale duze sveukupno prezivljavanje, kao i duze vreme do
pojave recidiva bolesti (209).

Odredivanjem prose¢ne vrednosti indeksa Ki-67 u “hot spot” regijama karcinoma u razli¢itim pT
stadijumima, naSom studijom nije pokazana znacajna razlika. Studija koja isti¢e prednost
odredivanja Ki-67 u “hot spot” regiji u odnosu na druge regije tumora sprovedena je u Japanu,
medutim potrebno je naglasiti da je ova studija analizirala hormon-receptor pozitivne, a HER2
negativne tumore, koji su tretirani endokrinom terapijom. Ta¢nije, pokazano je da je indeks Ki-
67 odreden u “hot spotu” dobar prediktor odgovora kod pacijenkinja obolelih od HR-pozitivnih,
a HER2 negativnih karcinoma, koje su dobijale endokrinu monoterapiju (210).

Studija novijeg datuma, koja je sprovedena u Japanu i publikovana 2015. godine, bavila se
analizom svih bitnih klini¢ko-patoloskih parametara karcinoma dojke koji uti¢u na pojavu ranih 1
kasnih recidiva bolesti kod ER-pozitivnih HER2-negativnih karcinoma dojke, ali razdvajajuci
premenopauzalne i postmenopauzalne bolesnice. Naime, u grupi premenopauzalnih pacijentkinja
kao prediktori ranih recidiva izdavajaju se velika dimenzija tumora, vi$i pN stadijum i Visok
gradus tumora, dok su u grupi kasnih recidiva izdvojeni ve¢a dimenzija tumora i viSi pN
stadijum. Kod postmenopauzalnih bolesnica mladih od 60 godina, prediktori ranih recidiva su
bili bilateralni karcinom dojke, velika dimenzija tumora, vi$i pN stadijum, niza ekspresija PR,
kao i visok indeks Ki-67. Prediktori kasnih recidiva su bili identi¢ni kao i u grupi
premenopauzalnih bolesnica, tj. velika dimenzija tumora 1 visi pN stadijum. Kod
postmenopauzalnih bolesnica starosti 60 godina i vise, prediktori ranih recidiva su bili bilateralni
karcinom dojke, velika dimenzija tumora, visi pN stadijum, visok histoloski gradus tumora,
niska ekspresija ER, kao i visok indeks Ki-67. Prediktori kasnih recidiva kod ovakvih
pacijentkinja su bili visi pN stadijum, niska ekspresija ER, visok indeks Ki-67, kao i kratak
period primenjene adjuvantne endokrine terapije. U istoj studiji, analizom pacijentkinja koje nisu
imale recidiv bolesti, pokazano je da je ekspresija ER visa kod postmenopauzalnih bolesnica, u

odnosu na jednako obolele premenopauzalne bolesnice. U suprotnom, ekspresija PR je bila visa
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kod premenopauzalnih bolesnica. U slucaju indeksa Ki-67, rezultati govore da je ovaj indeks
znacajno nizi kod bolesnica u menopauzi starosti 60 godina ili vise (prosecan Ki-67 indeks je
9,1%), u poredenju sa premenopauzalnim bolesnicama koje su mlade od 40 godina (prosecan Ki-
67 indeks je 19,7%). Svi prethodno izneti rezultati ove Japanske studije donose zakljucak da
postoji potreba za upotrebom razli¢itih grani¢nih vrednosti (cut off) proliferativnog indeksa Ki-
67, u zavisnosti od menopauzalnog statusa i starosne dobi obolele osobe (211).

Iako nije bilo predmet naSeg istrazivanja, korisno je napomenuti Nemacku studiju koja ukazuje
na poteSkoce odredivanja cut off vrednosti za Ki-67 nakon primene neoadjuvantne hemioterapije
(212). Tacnije, grupa ovih autora je dosla do rezultata da za razlicite podtipove karcinoma dojke,
za razlicite klini¢ke parametre, kao i u slucaju procene terapijskog odgovora nakon primene
neoadjuvantne hemioterapije, postoji vise Ki-67 cut off vrednosti koje su statisticki znacajne (to
su vrednosti u opsegu od 2,5% do 94,5%). Za procenu vremena bez recidiva bolesti- DFS
statisticki znacajne Ki-67 cut off vrednosti se nalaze u opsegu od 5,5% do 46,5%, dok se
vrednosti Ki-67 cut off za procenu ukupnog prezivljavanja- OS nalaze u opsegu od 3,5% do
58,5%. Takode, isti autori, porede¢i odgovore bolesnica na primenjenu neoadjuvantnu
hemioterapiju, izneli su rezultate da je porast vrednosti indeksa Ki-67 indikator lo$e prognoze u
grupi bolesnica bez odgovora na neoadjuvantnu hemioterapiju, dok je u grupi bolesnica sa
odgovorom na primenjenu adjuvantnu hemioterapiju porast vrednosti ovog markera indikator
dobre prognoze. Preciznije, kod bolesnica bez odgovora na primenjenu terapiju dobijeno je da je
Ki-67 znacajan negativan prognosticki faktor za DFS i OS u veoma $irokom opsegu cut off Ki-
67. U drugoj grupi, grupi bolesnica sa odgovorom na primenjenu neoadjuvantnu hemioterapiju,
Ki-67 je prikazan kao pozitivan prognosticki faktor za DFS i OS, s tim da je ova tvrdnja moguca
samo za Ki-67 cut off u opsegu od 20,5% do 28,5% za DFS, odnoso od 22,5% do 24,5% za OS.
Takode, u cilju §to preciznijeg odredivanja vrednosti indeksa Ki-67, korisni su rezultati
istrazivanja grupe autora iz Norveske, koji su analizirali vrednosti ovog markera u razli¢im
uzorcima tkiva tumora dojke. Istazivane su vrednosti indeksa Ki-67 u tkivhom materijalu
dobijenom iglenom biopsijom (core needle biopsy)- CNB, zatim u tkivnim mikronizovima
(tissue microarray) — TMA, i u operativnom materijalu (whole section)- WS, a dobijeni rezultati
ukazuju na znacajne razlike vrednosti Ki-67 u razli¢itim tkivnim kategorijama (213). Naime,
analizirano je 137 karcinoma dojke koji su imali sve tri kategorije tkivnih uzoraka. Ki-67 je bio

znacajno visi u operativno dobijenim uzorcima tkiva (prose¢na vrednosti Ki-67 je 17%), u
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odnosu na tkivne uzorke dobijene iglenom biopsijom (prose¢na vrednosti Ki-67 je 13%), kao i
uzorke u tkivnim mikronizovima (prosec¢na vrednosti Ki-67 je 6%). Koriste¢i 14% kao cut off
vrednost za Ki-67, u grupi WS uzoraka ¢ak 61% slucajeva je imalo visok Ki-67, 48% CNB
tkivnih uzoraka, odnosno 25% sluc¢ajeva sa visokim Ki-67 u grupi TMA uzoraka, §to ukazuje na
oprez prilikom procene indeksa Ki-67, kao i potrebu koriS¢enja razli¢itih cut off vrednosti u

zavisnosti od vrste dobijenog tkivnog uzorka.

Znacaj ove doktorske disertacije ogleda se u tome S§to su rezultati ove studije jedinstveni,
obzirom da istrazivana populacija obuhvata izrazito homogenu grupu pacijenata sa ranim
luminalnim karcinomom dojke, bez metastatskih depozita u aksilarnim limfnim ¢vorovima, koji
nisu primali neoadjuvantu terapiju. Kako je grani¢na vrednost markera Ki-67 1 dalje
kontroverzna tema o kojoj se vode mnogobrojne debate, takode je vazno ukazati na znacaj ove
doktorske disertacije za odredivanje grani¢ne vrednosti markera Ki-67 za subpopulaciju
istrazivanog podneblja, te doprinos preciznijem izboru terapijskog modaliteta ovih pacijentkinja.
Takode, obzirom da je pokazano da je Ki-67 indeks u pozitivnoj korelaciji sa veéinom
prognostickih faktora, a posebno duzinom prezivljavanja bez recidiva bolesti, buduca
istrazivanja bi trebalo fokusirati na standardizaciju odredivanja Ki-67 indeksa i uputiti na

znaCajanost  uloge  ovog  markera  prilikom izbora  terapijskog  modaliteta.
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ZAKLJUCCI

Na osnovu izloZenih rezultata sopstvenog istrazivanja, mogu se izvesti slede¢i zakljucci:
1. Rani luminalni karcinom dojke se najéesée javlja u Sestoj deceniji zivota, sa proseCnom

starosnom dobi obolevanja od 57 godina.

2. Najces¢i histoloski tip ranog luminalnog karcinoma dojke je invazivni duktalni karcinom
(88,3%).

3. Prosec¢na veli¢ina ranog luminalnog karcinoma dojke je ~18 mm, odnosno stadijum pTlc.
4. Rani luminalni karcinom dojke je tumor sa dobrom prognozom. Recidiv je registrovan

kod 8 pacijentkinja (6,7%), sa prose¢nim vremenom javljanja od 49 meseci nakon primarne
operacije. Tokom petogodiSnjeg perioda pradenja nije zabeleZzen nijedan smrtni ishod u

ispitivanoj grupi bolesnica.

S. Rani luminalni karcinom dojke je najceS¢e srednjeg stepena histoloske diferentovanosti
(59,17%).
6. Potvrdena je hipoteza da postoji znacajna razlika u vrednostima proliferativnog indeksa

Ki-67 dobijenim analizom tumorskih podrucja najvece imunoreaktivnosti (“hot spot”) i na
tumorskom rubu ranih luminalnih HER2 negativnih karcinoma dojke. Srednja vrednost
proliferativnog indeksa Ki-67 odredena u hot spot podruc¢ju tumora iznosi 22,92%, dok ista
odredena na rubu tumorskog ¢vora iznosi 16,10%.

7. Dokazana je hipoteza da vrednost proliferativnog indeksa Ki-67 odredena u hot spot

podrucju tumora korelira sa veli¢inom tumora i histoloskim gradusom, odnosno stepenom
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histoloske diferentovanosti tumora. Tumori veceg dijametra kao 1 tumori viSeg HG imaju viSe
vrednosti indeksa Ki-67.

8. Jacina ekspresije ER 1 PR (slaba / izrazita pozitivnost) nema znacajnog uticaja na vrednost
proliferativnog indeksa Ki-67.

9. Delimi¢no je potvrdena hipoteza da je grani¢na vrednost Ki-67 proliferativnog indeksa
(cut off) u karcinomima dojke sa pozitivnim hormonskim receptorima od prognostickog znacaja
za duzinu prezivljavanja bez znakova bolesti i ukupno vreme prezivljavanja. Dobijena cut off
vrednost za ispitivanu grupu bolesnica iznosi 20,75%.

10. Godine starosti ne pokazuju znacajan nivo povezanosti sa vrednostima proliferativnog
indeksa Ki-67, iako je pokazano da su mlade pacijentkinje obolevale od tumora vise
proliferativne aktivnosti. U grupi pacijentkinja 30-39 godina starosti vrednost Ki-67 je iznosila
35,5%, dok u grupi pacijentkinja od 60-69 godina vrednost ovog markera je iznosila 20,29%
posmatrano u hot spot podruc¢jima tumora.

11.  Potvrdena je hipoteza da vrednosti proliferativnog indeksa Ki-67 odredene u podrucjima
najvece tumorske aktivnosti (,,hot spots®) koreliraju sa duzinom prezivljavanja bez pojave
recidiva bolesti. Bolesnice sa visim Ki-67 proliferativnim indeksom u karcinomu dojke sa
pozitivnim hormonskim receptorima imaju kraéi vremenski period bez znakova bolesti u odnosu
na pacijentkinje istog stadijuma bolesti sa nizim vrednostima proliferativnog Ki-67 indeksa.
Prose¢no vreme do pojave recidiva u grupi pacijentkinja sa niskim vrednostima Ki-67
proliferativnog indeksa (cut off < 20,75%) iznosilo je 87,52 meseci, dok je prose¢no vreme do
pojave recidiva u grupi ispitanika sa visokim vrednostima Ki-67 proliferativnog indeksa (cut off
> 20,75%) iznosilo 80,51 meseci.

12.  Proliferativni indeks Ki-67 ima znacaj u predikciji ponovnog javljanja bolesti (lokalnog

recidiva) kod ranih luminalnih karcinoma dojke.
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