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APSTRAKT

Cilj. Procena vrednosti ekspresije HER2 i Ki-67 kao
prognostickih markera i odredivanje njihove medusobne ko-
relacije u okviru dvofaktorskih modela analize kod pacijent-
kinja sa patohistoloski potvrdenom dijagnozom karcinoma
dojke, koje su primile neoadjuvantnu terapiju.

Metode. Retrospektivno istrazivanje obuhvata sve pacijen-
tkinje sa karcinomom dojke koje su primile neoadjuvantnu i
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ABSTRACT

Objective. Evaluation of the value of HER2 and Ki-67 expres-
sion and determination of their mutual correlation within two-
factor analysis models in patients with a pathohistologically
confirmed diagnosis of breast cancer who received neoadjuvant
therapy.

Methods. The retrospective study includes all breast cancer
patients who underwent neoadjuvant and surgical therapy at
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hirursku terapiju na Institutu za onkologiju i radiologiju Srbije
u periodu od 2017. godine do 2019. godine. HER2 pozitivan
status definisan je ili kao vrednost 3+ pomoc¢u imunohistohe-
mijske analize ili kao amplifikacija HER2 gena in situ hibrid-
izacijom, za vrednosti 2+. Za obradu korelacije statistickih
podataka koris¢ene su metode identifikacije empirijskih ra-
spodela i metode za procenu znacajnosti razlike: hi-kvadrat
test, Mann-Whitney U test i Kruskall Wallis H-test.

Rezultati. U analiziranoj grupi pacijentkinja, najcesca
utvrdena vrednost ekspresije HER2 je 1+ kako na materijalu
uzorkovanom preoperativnom dijagnostickom iglenom bi-
opsijom (27,35%), tako i na operativnom materijalu (50%).
Testiranjem korelacije vrednosti Celijskog proliferativnog
indeksa Ki-67 sa HER2 i testiranjem razlika medu grupama
post hoc analizom na materijalu dobijenom preoperativnhom,
dijagnostickom, iglenom biopsijom utvrdena je statisticki
znadajna razlika (H=9,020, p=0,029) i to posebno izmedu
grupa HER2 (14) i (3+) [visoko statisticki znacajna razlika
(U=863,5, p=0,005)] i HER2 (2+) i (3+) [statisticki znacajna
razlika (U=907, p=,036)].

Zakljucak. Rezultati nase studije ukazuju na to da je stepen
ekspresije HER2 u statisticki znacajnoj i pozitivnoj korelaciji
sa vrednostima celijskog proliferativnog indeksa Ki-67 $to
korelira sa rezultatima prethodnih studija i onkoloskom prak-
som kojima je potvrdeno da je prekomerna amplifikacija ili
ekspresija HER2 povezana je sa stepenom maligniteta i losijom
prognozom karcinoma dojke.

Klju¢ne reci: neoplazije dojke, neoadjuvantna terapija, Ki-
67 antigen; receptor, ErbB-2.

uvoD

Neoadjuvantna terapija je postala vazna strategija za
smanjenje veli¢ine tumora kod lokalno uznapredovalih kar-
cinoma dojke, ¢ime olak$ava primenu hirurske terapije radi
poboljsanja ishoda primenjene primarne terapije." Predus-
lov za izbor optimalnog terapijskog pristupa predstavlja pro-
cena prognostickih i prediktivnih faktora. Perkutana biopsija
$irokom iglom izvodi se radi dobijanja uzorka tkiva dojke za
patohistologki pregled. Nakon postavljanja dijagnoze karci-
noma dojke od strane patologa, sprovodi se neoadjuvantna
terapija, zatim sledi hirurska ekscizija tumora, $to omogucava
odredivanje prognostickih i prediktivnih faktora.

Karakteristike karcinoma dojke su veoma heterogene zbog
promenljivih prognostickih faktora koji uticu na njegovo
ponasanje. Uz klinicke parametre i prognosticke faktore kao
§to su zivotna dob, klinicke karakteristike tumora, status ak-
silarnih limfnih ¢vorova, veli¢ina tumora, histoloski tip i sta-
dijum tumora, analiziraju se i bioloski prognosticki faktori:
vrednosti ekspresije estrogenskog receptora (ER) i progester-
onskog receptora (PR), vrednosti ¢elijskog proliferativnog in-
deksa Ki-67, kao i receptora humanog epidermalnog faktora
rasta (HER2). Iako su nivoi ekspresije ER i PR jedini jasno

Serbia's Institute of Oncology and Radiology between 2017 and
2019. HER2 positive status was defined either as a value of 3+
by immunohistochemical analysis or as an amplification of the
HER2 gene by in situ hybridization, for values of 2+. Relevant
statistical methods were used to test statistical differences: chi-
square test, Mann-Whitney U test, and Kruskall Wallis H-test.

Results. In the analyzed group of patients, the most fre-
quently determined value of HER2 expression is 1+. By testing
the correlation of the Ki-67 cell proliferative index value with
HER2 and testing the differences between groups by post hoc
analysis on the material obtained by preoperative, core needle
biopsy, a statistically significant difference was determined
(H=9.020, p=0.029), especially between the HER2 groups (1+)
and (3+) [highly statistically significant difference (U=863.5,
p=0.005)] and HER2 (2+) and (3+) [statistically significant differ-
ence (U=907, p=.036)].

Conclusion. The results of our study indicate that the degree
of HER2 expression is in a statistically significant and positive
correlation with the values of the cell proliferative index Ki-67,
which correlates with the results of previous studies and onco-
logical practice, which confirmed that excessive amplification or
expression of HER2 is associated with the degree of malignancy
and poor prognosis of breast cancer.

Key words: breast neoplasms; neoadjuvant therapy; Ki-67
antigen; receptor, ErbB-2.

potvrdeni prediktivni faktori, znacajna paznja je usmerena na
identifikaciju dodatnih prognostickih i prediktivnih faktora
koji bi mogli pribliznije da odrede individualizaciju terapije.?
U vodecoj studiji 1987, Slamon i saradnici izvrsili su multi-
varjjantnu analizu kod pacijenata sa metastatskim izmen-
jenim ¢vorovima i pokazali da amplifikacija HER2 gena ne-
zavisno predvida ukupno prezivljavanje.’ U protekloj deceniji,
veliki broj studija, potvrdio je HER2, amplifikaciju gena ili
prekomernu eksresiju receptora, kao znacajan nezavisni pre-
diktor prognoze u multivarijantnoj analizi kod pacijenata sa
metastatski izmenjenim ¢vorovima.?

HER2 receptor je transmembranski glikoprotein
sa aktivno$cu tirozin-kinaze i pripada familiji receptora epi-
dermalnog faktora rasta ErbB. Ovi receptori su od klju¢nog
znacaja u prenosu signala koji regulisu rast i diferencijaciju
epitelnih Celija.* Sintezu HER2 receptora kodira gen na hro-
mozomu 17. Prekomerna ekspresija HER2 povezana je sa
agresivnijim klinickim tokom, lo§ijom prognozom i krac¢im
ukupnim prezivljavanjem, iako njegova povezanost sa odgovo-
rom na neoadjuvantnu terapiju i dalje ostaje nepoznata.’

Jedna od karakteristika maligniteta je nekontrolisana pro-
liferacija tumorskih celija i moze se proceniti razli¢itim meto-
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dama.6 Najce$¢e koris¢ena metoda je imunohistohemijska
procena Ki-67 antigena.”

Ki-67, marker celijske proliferacije, je jedarni, ne-histonski
protein. Prvi put su ga identifikovali 1983. godine Gerdes i
saradnici u celijskoj liniji Hodzkinovog limfoma na depart-
manu za patologiju Univerziteta u Kilu (Kiel).® Stoga je Ki-
67 prvobitno je nazvan Antigen Kiel 67, prema geografskoj
odrednici, ali i prema broju 67 kojim je oznacen jedan od
96 ,,bunarci¢a“ koji je sadrzao klon anitela kojim je protein
konacno detektovan.

Gen koji kodira Ki-67 lokalizovan je na hromozomu
10q25. Iako funkcija Ki-67 nije u potpunosti razjasnjena,
postoje dokazi o njegovoj ulozi u Celijskoj deobi i sintezi ribo-
zomalne RNK.9 Ki-67 eksprimiran je u svim fazama Celijskog
ciklusa, osim u fazi mirovanja - GO.” Nivo ekspresije Ki-67
varira tokom celijskog ciklusa, niske vrednosti izrazene su u
Gl iranoj S fazi, dok je ekspresija ovog proteina najizraZenija
u fazi mitoze.” Danas znamo da je genski i molekularni profil
estrogen pozitivnih karcinoma dojke u ranoj fazi determinisan
ekspresijom gena povezanih sa proliferacijom.” Stoga Ki-67
predstavlja vazan prognosticki marker za estrogen pozitivne
karcinome dojke u ranoj fazi bolesti. Ki-67 smatra se takode
vaznim faktorom u preciznom definisanju molekularnog pod-
tipa estrogen pozitivnih karcinoma dojke: Luminal A i Lumi-
nal B podtipa.®

Istrazivanje je vr$eno kao prosirenje nase prethodno obja-
vljene studije (Inverzna korelacija izmedu vrednosti prolifera-
tivnog celijskog indeksa Ki-67 i vrednosti steroidnih receptora
kod pacijentkinja sa karcinomom dojke, Medicinski ¢asopis.
2024; 58(1). doi:https://doi.org/10.5937/mckg58-50172) ', a u cilju
procene vrednosti ekspresije HER2 i Ki-67 kao prognosti¢kih
markera i odredivanje njihove medusobne korelacije u ok-
viru dvofaktorskih modela analize, kod pacijentkinja sa
patohistoloskom dijagnozom karcinoma dojke koje su primile
neoadjuvantnu terapiju.

BOLESNICI | METODE

Klinicke karakteristike pacijentkinja uklju¢enih u stud-
iju opisane su u prethodnom radu nase istrazivacke grupe."
Imunohistohemijska analiza. Imunohistohemijskim bojen-
jem utvrdena je ekspresija HER2 i Ki-67. Intenzitet ekspresije
HER2 utvrden je na osnovu procenta pozitivnosti invazivne
tumorske komponente i intenziteta bojenja Celijske membrane,
prema slede¢im krtirijjumima: 0 - nema membranskog bojenja
ili slabo nekompletno membransko bojenje u manje od 10%
¢elija; 1- slabo, nekompletno bojenje u vise od 10% celija; 2 —
slabo ili umereno, kompletno membransko bojenje u vise od
10% celija; 3 — viSe od 10% celija intenzivno i kompletno mem-
bransko bojenje.’> HER2-pozitivan karcinom dojke defisan je
ili kao rezultat oznacen 3+ tokom imunohistohemijske analize
ili kao prisustvo amplifikacije HER2 gena dokazano metodom
in situ hibridizacije."* HER2 rezultat oznacen kao 2+ zahteva

retestiranje metodama in situ hibridizacije, ¢ime se odreduje
postojanje amplifikacije gena.'* Vrednost celijskog prolifera-
tivnog indeksa Ki-67 iskazana je u vidu procenta pozitivnih
tumorskih ¢elija u odnosu na ukupan broj od najmanje 500
tumorskih Celija.

Statisticka obrada podataka. Sve statisticke analize obav-
ljene su koriS¢enjem paketa SPSS 25 (IBM Corporation, Ar-
monk, NY, USA). Za obradu korelacije statistickih podataka
koriS¢ene su metode identifikacije empirijskih raspodela i
metode za procenu znacajnosti razlike: hi-kvadrat test, Mann-
Whitney U test i Kruskall Wallis H-test. Svi testovi su real-
izovani kao dvosmerni. Vrednost p<0,05 smatrana je statisticki
znacajnom, a vrednost p<0,001 visoko statisticki zna¢ajnom.

REZULTATI

Analizom ekspresije c-erbB2/HER2 na materijalu
uzorkovanom preoperativnom dijagnostickom iglenom biop-
sijom najces¢i dobijeni rezultat je 1+ (51 pacijentkinja, 27,3%).
Na operativnom materijalu, ova vrednost utvrdena je kod 66
pacijentkinja (50%) i, takode, predstavlja najces¢u vrednost

imunohistohemijske analiza ekspresije HER2 (tabela 1).

Tabela 1. Vrednosti ekspresije HER2.

HER2 Iglena biopsija | Operativni materijal
0 38 (20,3%) 17 (12,9%)

1+ 51 (27,3%) 66 (50%)

2+ 48 (25,7%) 30 (22,7%)

3+ 50 (26,7%) 19 (14,4%)
UKUPNO 187 (100%) 132 (100%)

HER? in situ hibridizacija

pozitivno 23 (47,9%) 9 (31%)

negativno 25 (52,1%) 20 (69%)

UKUPNO 48 (100%) 29 (96,67%)

Vrednost ekspresije 2+, na preoperativnoj dijagnostickoj
iglenoj biopsiji, zabelezena je kod 48 pacijentkinja (25,7%),
dok na operativnom materijalu, broj pacijentkinja sa ovom
vredno$¢u HER2 iznosi 30 (22,7%). Retestiranjem biopsijskog
materijala metodom in situ hibridizacije, amplifikacija ekspre-
sije gena HER2 dokazana je kod 23 (47,9%) pacijentkinje sa
vredno$¢u HER2 2+ utvrdenom imunhistohemijskom meto-
dom. Retestiranjem operativnog materijala, amplifikacija gena
HER2 potvrdena je kod 9 pacijenatkinja (31%) od onih paci-
jentkinja koje su imale vrednost HER2 2+ pri imunohistohe-
mijskoj analizi. Vrednost 3+ potvrdena je kod 50 pacijentkinja
(26,7%) na preoperativnom uzorku i kod 19 (14,4%) na opera-
tivnom materijalu.

Testiranjem korelacije celijskog proliferativnog indeksa
Ki-67 sa HER2 na materijalu dobijenom preoperativnom,
dijagnosti¢kom, iglenom biopsijom dobijeni su slede¢i rezul-
tati:
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« HER2 (0): n=38 pacijentkinja, 20,3%, prose¢na vrednost Ki-
67 je 30 (IQR 14-51,25)
« HER2 (1+): n=51, 27,3%, prose¢na vrednost Ki-67 je 20 (IQR
10-40)
o HER2 (2+): n=48, 25,7%, prose¢na vrednost Ki-67 je 27,5
(IQR 20-38,75)
« HER?2 (3+): n=50, 26,7%, prosecna vrednost Ki-67 je 35 (IQR
20-35)

Kada se uporede ove 4 grupe, postoji statisticki znacajna
razlika (H=9,020, p=0,029).

Testiranjem razlika medu grupama post hoc analizom,
dobijeni su slededi rezultati:

« HER2 (0) vs. (1+): nema znacajne razlike (U=769, p=0,096),
« HER2 (0) vs. (2+): nema znacajne razlike (U=829,5, p=0,471),
« HER2 (0) vs. (3+): nema znacajne razlike (U=862,5, p=0,460),
o HER2 (1+) vs. (2+4): nema znacajne razlike (U=1060,5,
p=0,251),

o HER2 (1+) vs. (3+): visoko statisticki znacajna razlika
(U=863,5, p=0,005),

o HER2 (2+) vs. (3+): statisticki znacajna razlika (U=907,
p=,036).

DISKUSLJA

U prethodnoj deceniji doslo je do znacajnog preokreta u
razumevanju karcinoma dojke sa razvojem tehnika imunobhis-
tohemije, in situ hibridizacije, proteomike i sledece generacije
tkivnog sekvencioniranja. S obzirom da je Ki-67 prisutan u
svim celijama koje proliferiSu, postoji veliko interesovanje za
njegovu ulogu kao markera proliferacije.”® Ki-67 je imunohis-
tohemijski marker proliferacije u mnogim tipovim karcinoma
i glavni je predmet proucvanja retrospektivnih studija kod
pacijentkinja sa karcinomom dojke."* Celijski proliferativni in-
deks je, takode, prognosticki i prediktivni faktor odgovora kar-
cinoma dojke na terapiju.'® Kao takav, predstavlja kontroverzu
ijedan od parametara o kojem se najviSe raspravlja kada je re¢
o donosenju odluke o le¢enju pacijenata sa karcinomom dojke.

Prekomerna amplifikacija ili ekspresija HER2 povezana
je sa stepenom maligniteta i loSom prognozom karcinoma
dojke." Kod 15-20% svih karcinoma dojke prisutna je pove¢ana
sinteza HER?2 receptora na povrsini Celije ili amplifikacija gena
u jedru.' Prediktivni znacaj prekomerne ekspresije ili ampli-
fikacije HER2 predstavlja mogucnost terapije Herceptinom
(trastuzumab), monoklonskim antitelom koji inhibira rast tu-
morskih ¢elija. Dakle status HER2 receptora vazan je, ne samo
kao prognosticki faktori, ve¢ i kao klinicki prediktivni faktor
odgovora na anti-HER?2 terapiju.'s

Uprkos brojnim studijama, korelacija celijskog pro-
liferativnog indeksa Ki-67 i statusa ekspresije HER2 receptora
ostaje kontroverzna, bududi da su rezultati bili nedosledni."”
Nasim istrazivanjem utvrdena je statisticki znacajna korelacija
vrednosti Celijskog proliferativnog indeksa Ki-67 i vrednosti

HER?2, $to je razlicuito u odnosu na studiju koju su sproveli
Camerini i saradnici.18 Statisticki znacajna korelacija izostala
jeiu studiji koju su sproveli Kamranzadeh i saradnici.19 Sli¢no
nasoj studiji, Cong i saradnici su dokazali da postoji znacajna
povezanost HER2 statusa i Ki-67. U studiji Madani i saradni-
ka, kao i u brojnim drugim studijama, pokazana je pozitivna
korelacija izmedu visoke ekspresija Ki-67 i pozitivnog statusa
HER?2. Za razliku od njih u studiji Nishimura i saradnika,
pacijenti sa HER2 negativnim statusom imali su znacajno vece
vrednosti ekspresije Ki-67.% Suprotno prethodnim rezultatima
studija Payandeh i saradnika pokazala je da su HER2-pozitivni
tumori imali nizi Ki-67 indeks.

Tumori sa HER2 pozitivnim statusom i visim vrednos-
tima Ki-67 indeksa imaju agresivnije ponasanje u poredenju
sa HER2 pozitivnim tumorima koji imaju nize vrednosti Ki-
67 indeksa.”® Prekomerna ekspresija i/ili amplifikacija HER2
Ce$ce se nalazi u vedim i slabije diferentovanim tumorima.

S obzirom da je karcinom dojke heterogena bolest sa
razli¢itim patoloskim osobinama i bioloskim ponasanjem,
prognosticki faktori izuzetno su vazni u predvidanju ishoda
bolesti i samog odabira terapije.
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