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1. UVOD

Karcinom dojke naj¢esc¢a je zlocudna bolest u zena. U oko 80 % novih slucajeva bolest
se Cesto otkrije u ranoj fazi, a u oko 20 % slucajeva, u trenutku postavljanja dijagnoze, bolest
ve¢ bude u uznapredovaloj fazi. Prema podatcima Registra za rak, Zavoda za javno zdravstvo
Republike Hrvatske godisnje, od raka dojke oboli preko 2500 Zena. Prema posljednjim
dostupnim epidemioloskim podatcima rak dojke je tre¢i uzrok smrti u Zenskoj populaciji u
2012. godini. Stopa smrtnosti od raka dojke u Hrvatskoj je medu najvisima u Europi. Tijekom

2012. godine preko 1000 Zena umrlo je od raka dojke (1).

1.1. Prognostic¢ki ¢imbenici rizika raka dojke

Najvazniji prognosticki parametri ukljucuju veli¢inu tumora, histoloski tip, histoloski
gradus, broj pozitivnih limfnih ¢vorova, status receptora estrogena (ER), progesterona (PR) i
HER-2 neu (2). Mnoge studije istrazuju posebnu korist Ki67 kao prognosticki marker za
karcinom dojke; korist adjuvantne terapije kod visokorizi¢nih pacijentica luminal B tipa i
pacijentica s negativnim limfnim ¢vorovima (3, 4). Neka istrazivanja pokazuju vaskularnu (5)

1 limfnu invaziju povezanu s visim vrijednostima Ki67 (6, 7).

1.2. Ki67 proliferacijski indeks

Ki67 je nehistonski nuklearni protein koji su ranih 80-ih otkrili Gerdes i suradnici,
koriste¢i misje monoklonalno antitijelo s nuklearnim antigenom iz stani¢ne linije Hodgkinova

limfoma. Nazvan je po sveucilistu Kiel 1 67 kao broj klona antitijela kojim je otkriven (8).

Antitijelo Ki67 otkriva antigen jezgre koji je prisutan u G1, S, G2 i M fazi diobe stanice,
anema ga u GO fazi odnosno fazi mirovanja stanice. Ekspresija Ki67 varira kroz stani¢ni ciklus,
niska je u G1 1 S fazi, doseze pik tijekom mitoze (9). Tijekom interfaze, antigen se moze otkriti
isklju¢ivo unutar jezgre, dok se u mitozi veéina proteina premjesta na povrsinu kromosoma.
Antigen se brzo razgraduje kako stanica ulazi u neproliferativno stanje (10) i nema ekspresije

Ki67 tijekom postupka popravka DNA.



1.3. Znacenje Ki67 u karcinomu dojke

Kako je proliferacija znak malignih neoplazmi, mnogi su znanstvenici istrazili klinicku
primjenu Ki67 kao prognosticki i/ili prediktivni biomarker u karcinomu dojke. Prognosti¢ka
uloga Ki67 posebno je proucavana u ranim karcinomima dojke, a njegova je korist dokazana
(11). Pacijentice ¢iji tumori imaju Ki67 u vise od 50 % tumorskih stanica su u velikom riziku

da razviju relaps bolesti (12, 13).

Ki67 se koristi i kao biomarker za razvrstavanje karcinoma dojke u odredene
podskupine. Konsenzus u St. Gallenu 2009. godine predlozio je 3 kategorije karcinoma dojke:
niski (< 15 %), srednji (16 —30 %) 1 visoki gradus (> 30 %) (14). Znanstvenici su 2011. godine
zagovarali dvije kategorije, grani¢nu vrijednost (cutt off) od 14 % temeljenu na studiji Cheanga

i suradnika (15), za diferencijaciju luminal A od luminal B.

Promijenili su 2013. godine preporuku na vrijednost <20 % za visoki Ki67 status, drugi
su bili zabrinuti zbog velike medulaboratorijske varijacije u mjerenjima Ki67 i preporucili da

svaki laboratorij samostalno postavlja svoju grani¢nu vrijednost (16).

Hormon receptor pozitivni tumori s vrijednos¢u Ki67 manje ili jednako 20 % svrstavaju
se u luminal A podskupinu koja se lijeci samo endokrinom terapijom i ima najbolju prognozu.
Ako je Ki67 ve¢i od 20 %, karcinom se svrstava u podskupinu luminal B koja uz endokrinu
mora primiti i citotoksi¢nu terapiju. Odredivanje statusa Ki67 nije standardizirano pa je tesko

provoditi usporedne studije (4, 17 - 19).

Ipak, 2015. godine predlozili su da se Ki67 treba racunati na temelju lokalnih
laboratorijskih vrijednosti (20).

1.4. Klasifikacija po St. Gallenu 2013. godine

Klasifikacija po St. Gallenu temelji se na molekularnoj dijagnostici. Kako je ta
klasifikacija preskupa, koristi se modificirana klasifikacija molekularnih subtipova karcinoma

dojke temeljena na imunohistokemijskom odredivanju ER, PR, HER2 1 Ki67 (Tablica 1).



Tablica 1. Surogatni molekularni tipovi karcinoma dojke (21, 22).

Molekularni podtip Imunohistokemijske karakteristike
ER 1/ili PR HER2 Ki67
ekspresija
Luminal A ER i PR pozitivni negativan <20%
Luminal B HER2 ER pozitivan negativan
negativni

1 najmanje jedno od :

- PR negativan ili nizak
(<20 % + stanica)

- Ki67 visok (> 20 %)
Luminal B HER2 ER pozitivan pozitivan bilo kakva
pozitivni PR bilo koji
HER?2 pozitivni ER negativan pozitivan
PR negativan
Trostruko negativni ER negativan -
PR negativan

1.5. Odredivanje klinickog stadija raka

TNM Kklasifikacija je klasifikacija proSirenosti raka dojke koja je prihvacena za
odredivanje stadija bolesti. Koristi se nakon patohistoloSke analize, a prije terapijskog
postupka. Interpretira tri kategorije: ,,T* veli¢inu tumora, ,,N“ broj metastaza zahvacenih
regionalnih limfnih ¢vorova i,,M* nepostojanju metastaza u drugim dijelovima organizma (23).

Bolju prognozu bolesti imaju pacijentice s tumorima manjim od 1 c¢cm i negativnim

regionalnim limfnim ¢vorovima.



1.6. Nacini odredivanja Ki67

Prema nekim preporukama, Ki67 odreduje se u ,,vru¢im to¢kama“ (engl. ,,hot spots®),

odnosno u dijelovima tumora gdje je imunoreaktivnost na Ki67 najvisa (17).

Prema drugima, Ki67 broji se i u ,,vru¢im toc¢kama“ i u drugim dijelovima tumora, ali

bez posebnih preporuka iz kojih to¢no podrucja i na koji nacin se vrsi probir tih podrucja (18).

Preporuka je, takoder, i da se Ki67 broji u rubnim dijelovima tumora gdje su tumorske

stanice najvitalnije kao i u drugim dijelovima tumora (17, 18).



2. HIPOTEZA

Razlike u procjeni diobe stanica raka dojke imunohistokemijskim bojenjem jezgrina
Ki67 antigena onemogucuju to¢no razvrstavanje karcinoma dojke u podskupine na kojima se

temelji odredivanje terapije bolesnika.



3. CILJEVI

Cilj rada je utvrditi utjece li varijabilnost u ocitavanju Ki67 antigena raka dojke na

to¢nost svrstavanja raka dojke u podskupine koje ovise o o€itanom Ki67.
Specifi¢ni ciljevi ovog istraZivanja su:

1) utvrditi udio Ki67 pozitivnih stanica u uzorcima raka dojke u rubnom i sredisnjem dijelu
tumora

2) utvrditi udio Ki67 pozitivnih stanica u uzorcima raka dojke u podrucju ,,vru¢ih tocaka*
1izvan njih

3) utvrditi udio Ki67 pozitivnih stanica u uzorcima raka dojke u tri slu¢ajno odabrana dijela
tumora

4) utvrditi razlike u dobivenim rezultatima s obzirom na primijenjene metode ocitavanja

(uzorkovanja).



4. MATERIJAL I METODE

4.1. Ustroj studije

Studija je ustrojena kao presjecna studija s povijesnim podatcima.

4.2. Materijal

Materijal su parafinski blokovi 50 uzastopno dijagnosticiranih invazivnih karcinoma
dojke bez posebnih osobitosti stadija T1 zena operiranih u Klini¢kom bolnickom centru Osijek

u2017. godini.

Parafinski blokovi su izvadeni iz arhiva Klinickog zavoda za patologiju i sudsku
medicinu KBC-a Osijek. Izabran je stadij proSirenosti raka dojke T1 u kojem je karcinom
veli¢ine do 2 cm kako bi se moglo to¢no procijeniti podruc¢je tumora u kojem se o€itava Ki67
(rubovi, sredis$nji dio tumora...), buduéi da su ovi tumori dovoljno mali da histoloski rez cijelog

ili veceg dijela tumora stane na jedno predmetno stakalce.

Podatci o dobi ispitanica, veli¢ini tumora, patoloskoj dijagnozi, stupnju diferencijacije
tumorskog tkiva, ekspresiji estrogenih i progesteronskih receptora, amplifikaciji HER2 i
mitotskoj aktivnosti prema izrazaju Ki67 takoder su prikupljeni iz patohistoloskih nalaza

Klini¢kog zavoda za patologiju i sudsku medicinu.

4.3. Metode

4.3.1. HistoloSka analiza

Patohistoloska analiza radena je na uzorcima tkiva koji su fiksirani u 10 % puferiranom
formaldehidu (24). Nakon procesuiranja kroz no¢ u aparatu za procesuiranje, uklopljeni su u
parafinske blokove. Zatim se rezu na mikrotomu na debljinu reza od 3 do 5 um. Rezovi se
prebace na vrucu kupelj i lijepe na predmetno staklo, zatim se suSe u termostatu i bojaju
standarnim bojenjem hemalaun-eozin (HE) u automatskom bojacu (Sakura Tissue-Tek Prisma).
Mikroskopiranjem se odreduje mogucéa dijagnoza (histoloski tip) te trazi dodatna

imunohistokemijska analiza.



4.3.2. Imunohistokemija

Parafinski blokovi reprezentativnih uzoraka tumorskog tkiva obojeni su
imunohistokemijski na Ki67. KoriSteno je monoklonalno zecje protutijelo anti-Ki67, klon
30 - 9, kataloski broj 790 - 4286, Ventana (CONFIRM anti-Ki67 (30 - 9) Rabbit Monoclonal
Primary Antibody, Roche Diagnostics) (25). Postupak imunohistokemijskog bojenja voden je

automatizirano na Ventana BenchMark Ultra platformi.

Uredaj je automatiziran; u njemu se vrs$i kompletan postupak od deparafinizacije,
pretretmana do inkubacije protutijela na grija¢im ploc¢ama koje su postavljene horizontalno.
Protutijelo Ki67 prethodno je razrijedeno od proizvodaca (RTU, ready to use) i bojenje je
provedeno prema protokolima proizvodaca. Vrijeme inkubacije antigena je 32 minute,
pretretmanom CC1, pH 9, 64 minute. Vezanje antitijela iz seruma s antigenom u tkivu
napravljeno je uz pomo¢ Ventana ultraView™ Universal DAB veznim kitom (26) pri ¢emu
nastaje kompleks Ag - At koji se vizualizira pomocu kromogena. Nakon inkubacije u
kromogenu, tkivo se boja hemalaunom S§to dovodi do kontrasta i bolje vidljivosti strukture

stanica te lakSem interpretiranju rezultata.

Na predmetnom stakalcu se, uz tkivni rez, postavlja pozitivna kontrola. Prema Nordiqu,
preporuca se crvuljak koji sluzi kao pozitivna i negativna kontrola. Gotovo sve B stanice u
tamnim zonama germinativnih centara moraju pokazati umjerenu do jaku nuklearnu boju, dok
se u vecini B-stanica u svjetlosnim zonama mora vidjeti barem slaba do umjerena reakcija

bojenja. U velikoj vec¢ini B stanica zona plasta ne smije se vidjeti reakcija bojenja (27).

Da bi se $to bolje objektiviziralo brojenje Ki67 pozitivnih (smede obojenih jezgara u
bilo kojem intenzitetu) stanica karcinoma dojke, napravljene su mikrofotografije tumorskog
tkiva obojenog na Ki67 svih definiranih mjesta ocitavanja na povecanju x 400, mikroskopa
Olympus BX41. Pozitivnost imunohistokemijskog nalaza Ki67 ocitana je u postotku pozitivnih

stanica.

Ventana je trenutno jedina tvrtka koja nudi antitijelo za analizu slike koji je odobrila
Americka agencija za hranu i lijekove, FDA. Poznato je da je Ki67 (30 - 9) izvrstan marker za
stani¢nu proliferaciju 1 moZe pomo¢i patolozima u postizanju objektivne i konzistentne
interpretacije odredivanja razine ekspresije Ki67 u bolesnica s rakom dojke. Pruza kvantitativne

rezultate. Takoder je odobreno, od FDA, digitalno interpretiranje Ki67 na obojenim



preparatima na kompjutorskom monitoru pomoc¢u Ventana iScan Coreo Au scanner i Virtuoso

softwarea, medutim to u ovom radu ipak nije primijenjeno (28).

4.4. Statisticke metode

U odabiru statistiCkih metoda polaziste je bio tip prikupljenih podataka. Rezultati
istrazivanja su formirani u bazi podataka kao Excell tablica koja sadrzi 7 varijabli s po 50

slucajeva. Provedeno je racunanje Friedmanove ANOVE i Kendallove suglasnosti.

Nakon toga, provedena je dvostupanjska analiza skupina (klastera) u prikazanim
podatcima. Prvi stupanj analize klastera bilo je odredivanje grupiranja klastera u dva smjera
(two-way joining clusters). Na temelju rezultata prvog stupnja analize odabrani su nacini
svrstavanja koji pokazuju sli¢nost u rezultatima. Nakon toga su za te dvije skupine koje su
medusobno sli¢ne provedene analize o postojanju podskupina u 50 promatranih bolesnica, ¢ime
se dobivaju razdiobe po klasterima koje su pohranjene i usporedene u cilju procjene medusobne
kompatibilnosti rezultata Ki67 u testiranih 7 nacina uzorkovanja u donoSenju jednakovrijednih

zakljucaka.

Sve P vrijednosti su dvostrane. Razina znaajnosti postavljena je na p < 0,05. Za
statistiCku analizu koriSten je statisticki program SPSS (inacica 16.0, SPSS Inc., Chicago, IL,
SAD).



5. REZULTATI

Udio Ki67 pozitivnih stanica u uzorcima raka dojke u rubnom i srediSnjem dijelu
tumora, u podrucju ,,vrucih to¢aka® i izvan njih te u tri slu¢ajno odabrana dijela tumora svih

bolesnica prikazan je u tablici Priloga 1.

Slika 1. nam prikazuje rezultate u¢injene dvosmjernom analizom klastera. Uobicajena
je za ovu metodu analize — stupci predstavljaju 7 metoda procjene vrijednosti Ki67 koje se
razlikuju po nacinu uzorkovanja, a redovi predstavljaju 50 promatranih bolesnica. Kodiran je u
bojama koje odgovaraju ocitanoj vrijednosti Ki67. Kao §to se vidi, promatrani nacini
uzorkovanja su grupirani po medusobnoj sli¢nosti pa prvu grupu ¢ine ,,rub®, ,;izvan hot spota®,
»slucajno 2 1 ,,sredina®, a drugu skupinu ¢ine ,,hot spot®, ,,slu¢ajno 1 1 ,,slucajno 3*“. Tocnost
razdiobe nacina uzorkovanja Ki67 u navedene dvije grupe vidljiva je u slicnosti uzoraka boja
izmedu pojedinih metoda uzorkovanja te u nizu kojim su metode uzorkovanja poredane po

apscisi Slike 1.

BN ODO O
ARBRBRRBRERS

1.rub 4.izvan  6.sluéajno2 2.sredina 3. hotspot 5 sluajnot 7. sluéajno3

Slika 1. Rezultati dvosmjerne analize klastera.
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najudaljeniji na apscisi, dakle ,,slu¢ajno 3%, ,;izvan“ i ,,rub®“. Takoder se vidi da se metode
pocinju razlikovati jedna od druge u sredini grafikona, dakle izmedu stupca ,,sredine i stupca
,,hot spot* o€ito je da postoji razlika u procjeni Ki67 vrijednosti u zadnjih desetak bolesnica. 1z
grafikona je namjerno izbaceno kodiranje redoslijeda pacijenata kako su grupirani jer za

potrebe ovog istrazivanja to nije bilo bitno.

Slika 1. posluzila je da se definiraju skupine uzorkovanja koje su medusobno sli¢ne i
koje ¢e biti testirane klaster analizom (analizom skupina). Prvu skupinu podataka ¢ine prva
Cetiri stupca ,,rub®, ,,izvan®, ,,slu¢ajno 2* i ,,sredina®“, a drugu podaci ,,hot spot*, ,,slu¢ajno 1“1

,slucajno 3.

Tablica 2. Testiranje Kendallove suglasnosti prve skupine (klastera 1) nac¢ina uzorkovanja

vrijednosti Ki67 u promatranih bolesnica s rakom dojke.

Varijabla Prosjecni Zbroj Aritmeticka  Standardna
stupanj vrijednosti sredina devijacija
rangiranja rangiranja Ki67 Ki67
1. rub 3,18 159 37,97 19,48
2. izvan 2,18 109 29,08 14,88
3. slucajno 2 2,36 118 31,71 18,79
4. sredina 2,28 114 30,33 19,46

Friedmanova ANOVA i Kendallov koeficijent suglasnosti skupine 1; ANOVA N = 50, stupanj
slobode = 3, y*> = 18,98, p < 0,001, koeficijent suglasnosti = 0,12.

U Tablici 2. i Tablici 3. primjenom Kendallovog koeficijenta suglasnosti testirano je
kolika suglasnost (podudarnost) postoji izmedu prije opisane dvije skupine nacina uzorkovanja
pa je tako u tablici 1. razvidno da su prva Cetiri nacina uzorkovanja, dakle ,,rub®, ,jizvan®,

,»slucajno 2% 1 ,,sredina* pokazali koeficijent suglasnosti od 0,12 $to znaci da je postojala samo
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umjerena suglasnost izmedu ta 4 nacina uzorkovanja, dok je u drugoj skupini nacina
uzorkovanja (Tablica 3.) gdje je testirana suglasnost ,.hot spot®, ,,slu¢ajno 1 1 ,,slu¢ajno 3*
utvrden koeficijent suglasnosti 0,56 Sto pokazuje znatno vecu suglasnost u toj drugoj skupini

metoda uzorkovanja.

Tablica 3. Testiranje Kendallove suglasnosti druge skupine (klastera 2) nacina uzorkovanja

vrijednosti Ki67 u promatranih bolesnica s rakom dojke.

Varijabla Prosjecni Zbroj Aritmeticka Standardna
stupanj  vrijednosti sredina devijacija
rangiranja rangiranja Ki67 Ki67
1. hot spot 2,86 143 46,05 19,10
2. slucajno 1 1,48 74 31,84 17,98
3. sluc¢ajno 3 1,66 83 33,34 16,21

Friedmanova ANOVA i Kendallov koeficijent suglasnosti skupine 2; ANOVA N = 50, stupanj
slobode = 2, y* = 56,28, p < 0,001, koeficijent suglasnosti = 0,56.

U drugom dijelu analize podataka, navedene dvije skupine nacina uzorkovanja testirane
su na postojanje podgrupa unutar skupine od 50 bolesnica uz uporabu metode automatske

detekcije.

Pri tomu su u podatcima prve 4 promatrane metode uzorkovanja detektirana samo dva
klastera, jednako kao i u podatcima preostale 3 metode uzorkovanja. Navedeno znaci da se u
obje skupine metoda otkrilo postojanje jedne skupine bolesnica s razmjerno niskim

vrijednostima Ki67 (podskupina I) i druge skupine s visim vrijednostima Ki67 (podskupina II).

Konacna statisticki uporabljena metoda bila je izracun tablice kontigencije razdiobe
nasih bolesnica u dvije podskupine: po prve 4 metode uzorkovanja u odnosu na razdiobu dvije

podskupine po preostale 3 metode uzorkovanja pri éemu je izracunat y? test.
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U Tablicama 4. i 5. date su dvije tablice y%. Jedna je tablica opazenih frekvencija, a
druga je tablica oCekivanih frekvencija i vidljivo je da je y* vrijednost 31,53 uz stupanj
slobode 1, dala nemjerljivo nisku vrijednost p, Sto znaci da je postojalo veliko suglasje izmedu
metoda pa je malo bolesnica bilo razli¢ito razvrstano prvim i drugim izraunom. Zaklju¢no, cak
27 bolesnica su po oba izracuna stavljene u podskupinu I (tumori s nizim Ki67), a 18 u
podskupinu II (tumori s visim Ki67), ostavljaju¢i samo 5 bolesnica kao nedefinirane jer su

jednim izra¢unom u podskupini I, a drugim u podskupini II.

Tablica 4. Tablica opazenih frekvencija razdiobe bolesnica prethodno definiranih skupina

(klastera) u dvije podskupine (I — s nizim vrijednostima Ki67 i II — s viS§im vrijednostima Ki67).

Skupine  Podskupina  Podskupina  Ukupno

bolesnica 1 2

Skupina 1 27 2 29
Skupina 2 3 18 21
Ukupno 30 20 50

¥? = 31,53, stupanj slobode = 1, p < 0,001

Tablica 5. Tablica ocekivanih frekvencija razdiobe bolesnica prethodno definiranih skupina

(klastera) u dvije podskupine (I — s nizim vrijednostima Ki67 i Il — s vi§im vrijednostima Ki67).

Skupine  Podskupina  Podskupina  Ukupno

bolesnica 1 2

Skupina 1 17 12 29
Skupina 2 13 8 21
Ukupno 30 20 50

¥? = 31,53, stupanj slobode = 1, p < 0,001

13



Ovaj rezultat jasno upucéuje da procjena vrijednosti Ki67 bilo kojim od odabranih nacina
brojenja pozitivnih tumorskih stanica, odnosno bilo kojim od 7 odabranih nacina uzorkovanja
statisticki, daje vrlo slicne rezultate. Da se analizirane dvije skupine uzorkovanja bitno
razlikuju, bio bi puno veci broj lazno pozitivnih i lazno negativnih slucajeva, kojih je ovdje
samo 5, dok je 45 od 50 bolesnica jednako klasificirano. Usporedna to¢nost analizirane dvije

metode je 90 %.
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6. RASPRAVA

Ki67 je antigen stanica u diobi (29). Koristi se ¢esto u patologiji radi mjerenja udjela
diobeno aktivnih stanica u tkivu neoplazmi, budu¢i da taj broj korelira s bioloskim ponasanjem
tumora: u pravilu, $to je udio Ki67 pozitivnih stanica visi, to je tumor zlo¢udniji (brze raste,
brze infiltrira okolno tkivo i1 brze metastazira) (30). U nekih je tumora vrlo bitno to¢no odrediti
udio Ki67 pozitivnih stanica jer o tome ovisi svrstavanje tumora u razli¢ite prognosticke i
terapijske skupine (primjerice kod karcinoma dojke). Ki67 je koriSten kao zamjenski marker za

pracenje odgovora na lijecenje (31, 32).

Imunohistokemija je jeftinija i prakti¢nija metoda od molekularne dijagnostike. Moze
se izvesti u gotovo svim laboratorijima i moZe pruziti korisne informacije o morfoloskim i
topografskim osobinama tumora. To je prikladna metoda za odredivanje prognoze i izbor
odgovarajuce terapije. Drugim rije¢ima, korelacija izmedu prognostickog faktora Ki67 i drugih
prognostickih i prediktivnih ¢imbenika osigurava lije¢nicima bolji nac¢in lije¢enja u pacijentica

s tumorima dojke (33).

Ki67 odreduje se imunohistokemijski i nacin o€itavanja je u biti vrlo jednostavan:
treba prebrojati smede (pozitivne) jezgre na 500 ili 1000 tumorskih stanica. Problem je u
heterogenosti tumora (34), odnosno pozitivnosti tumorskih stanica unutar tumora - u nekim je
podrucjima vise Ki67 pozitivnih stanica, a u drugim manje. Problem je dalje i u mjestu brojenja
pozitivnih stanica: treba li raCunati nekakav prosjek pozitivnosti unutar cijelog tumora (Sto je
tesko ostvarivo buduéi da su tumori ponekad veliki i takav bi pregled oduzeo previse vremena)
ili treba ciljati odredena podrucja — ona s vi§im postotkom Ki67 pozitivnih stanica (kolokvijalno

poznata kao zarista, ,,vruce tocke* ili engl. kot spots) — ili neka druga?

Ukoliko je bojenje homogeno, preporuka je brojati udio pozitivnih stanica na najmanje
tri slucajno odabrana podrucja velikog mikroskopskog povecanja (objektivom x 40) (35). U
slucaju heterogenih tumora, uocavaju se dva tipa heterogenosti: gradijent sve intenzivnijeg
udjela pozitivnih stanica prema rubovima tumora i ,,vruée tocke®. Sto se ti¢e rubova tumora,
preporuka je odabrati tri rubna podrucja za brojenje. Invazivni se rubovi opcenito smatraju

bioloski najaktivnijim dijelovima tumora i vrlo vjerojatno odreduju i sam ishod bolesti.
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Sto se ,,vru¢ih toCaka“ tice, o njima postoji najmanje slaganja medu istraziva¢ima: neki
su osobito posveéeni brojenju pozitivnosti u ,,vru¢im tockama®, drugi odreduju Ki67
pozitivnost 1 u vrué¢im tockama i izvan njih, a tre¢i pak potpuno iskljucuju ,,vruce tocke* iz

analize pozitivnosti Ki67 unutar tumorskog tkiva (35).

I studije koje su se bavile odredivanjem podudarnosti odredivanja Ki67 pozitivnih
stanica u razli¢itim laboratorijama, preporucile su razli¢ite metode. Tako su se u studiji Leung
SCY 1 suradnika koristile tri ,,scoring™ metode: globalna procjena Ki67 u cijelom tumoru;
procjena Ki67 u zonama visoke, srednje i niske pozitivnosti i procjena Ki67 pozitivnosti u

,vruéim tockama“ (18).

Podatci iz literature i svakodnevna praksa u patohistoloSkim laboratorijima ukazuju na
problem u to¢nom odredivanju udjela Ki67 pozitivnih stanica u tumorskom tkivu. Zbog toga je
cilj ovog istrazivanja bio utvrditi kolika je varijabilnost izmedu podataka prikupljenih razli¢itim
nacinima brojanja Ki67 u pojedinom tumoru. Izabrani su karcinomi dojke stadija T1 (veli¢ine
do 2 cm) kako bi cijeli ili veéi dio tumora stao na jedan histoloski rez i stakalce, §to omogucuje
pregled gotovo cijelog ili cijelog tumora i lak probir razli¢itih podruc¢ja Ki67 pozitivnosti, dobar
pregled rubova tumora i sredi$njeg dijela kao i lako prepoznavanje ,,vru¢ih tocaka®. Problem je

bio obrada prikupljenih podataka.

U odabiru statistiCkih metoda polaziste je bio tip prikupljenih podataka. Rezultati
istrazivanja formirani su kao baza podataka u tablici Excel koja sadrzi 7 varijabli s po 50
sluc¢ajeva §to znaci da je postojalo 7 vezanih uzoraka razli¢itih nacina uzorkovanja Ki67 u 50
promatranih bolesnica. Upravo ovakav tip podataka predstavlja izazov za statisticku obradu jer
ako bi se koristio uobi¢ajeni neparametrijski test za usporedivanje dva vezana uzorka, morao
bi se napraviti veliki broj usporedbi. Dakle, 6 +5+ 4+ 3+ 2 + 1 test i rezultati tih testova
utvrdili bi na koji se nacin medusobno razlikuje 7 na¢ina uzorkovanja koji su testirani, medutim

bez jasnih spoznaja kako opazene razlike interpretirati.

Drugi pristup takoder neparametrijske statistike racunanje je Kendallove suglasnosti
(concordans), odnosno statisticki test koji se uobicajeno koristi za procjenu varijabilnosti
sudaca u procjenjivanju istih predmeta ocjenjivanja. Takav test bi po svojoj namjeni bio
primjereniji ovom istraZzivanju, medutim problem Kendallove suglasnosti lezi u tome S§to
jednako tretira sve testirane skupove rezultata ocjenjivanja te ni na koji nacin ne daje
informaciju o tome koji se od nacina vise razlikuju u odnosu na one koji su medusobno dali

sli¢ne rezultate. Dakle, to ¢ini navedenu metodu samo uvjetno primjenjivom u ovom slucaju.
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Postavljaju se dva osnovna pitanja: 1. s obzirom na 7 odabranih na¢ina uzorkovanja za
koji se mogu izvuéi iz primijenjenih metoda jednako vrijedni bez obzira na metodu

uzorkovanja?

Upravo zbog toga se izabrala dvostupanjska analiza skupina (klastera) u prikazanim
podacima. Prvi stupanj analize klastera bilo je odredivanje grupiranja klastera u dva smjera
(two-way joining clusters), metoda koje se inace Cesto koristi u medicinskim i biomedicinskim
istrazivanjima, u slu¢ajevima kada se istodobno po sli¢nosti grupiraju uzorci koji se testiraju, a
takoder 1 metode kojima se testiraju, $to ovu metodu ¢ini upravo primjerenom za ovakvo

istrazivanje.

Na temelju rezultata prvog stupnja analize odabrani su nacini svrstavanja koji pokazuju
sli¢nost u rezultatima. Nakon toga su za te dvije skupine metoda, koje su medusobno sli¢ne,
provedene analize o postojanju podskupina u 50 promatranih bolesnica, ¢ime se dobiju razdiobe
po klasterima koje su pohranjene i usporedene u cilju procjene medusobne kompatibilnosti

rezultata Ki67 u testiranih 7 nacina uzorkovanja u donoSenju jednakovrijednih zakljucaka.

U drugoj fazi statisticke obrade usporedeni su nacini na koje se grupiraju podgrupe 50
promatranih bolesnica ovisno o prva 4 pokazatelja i ovisno o zadnja tri pokazatelja. Na ta 2
nacina su utvrdene po 2 podgrupe i onda je usporedeno statisticki da li ti pokazatelji koji su
medusobno sli¢ni jednako rasporeduju bolesnice i kao $to je vidljivo iz one tablice kontigencije
(Tablica 4.), 5 bolesnica je razli¢ito rasporedeno Sto znaci da je odstupanje 10 % (pet od

50 bolesnica).

Iz toga se moze zakljuciti samo sljedece: nacin uzorkovanja Ki67 u 50 promatranih
bolesnica je u dosta bitnoj mjeri varijabilan po rezultatu. Ukoliko se primijenjuje kruti kriterij
koji je definiran od strane ekspertnog tima u St. Gallenu, po kojem je razina Ki67 bitna, bilo bi
jako vazno standardizirati to¢no mjesto odnosno nac¢in uzorkovanja, jer je margina od 10 % za

donoSenje bitnih klinickih odluka presiroka.
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4)

ZAKLJUCCI

Ocitane vrijednosti Ki67 u rubnim dijelovima tumorskog tkiva su 37,97 %, standardna
devijacija Ki67 + 19,48, a u sredi$njem dijelu 30,3 %, standardna devijacija Ki67 + 19,46.
Ocitane vrijednosti Ki67 u ,,vru¢im tockama* istrazivanih tumora iznosi 46,05 % =+ 19,10,
a izvan njih je 29,08 % + 14,88.

U tri slu€ajno odabrana dijela tumorskog tkiva ocitane su vrijednosti Ki67 od 31,84 %
+17,98, 31,71 + 18,79 133,34 + 16,21.

Varijabilnost u dobivenim podatcima ocitavanja Ki67 antigena raka dojke je 10 % 1
onemogucuje tocno svrstavanje raka dojke u podskupine o kojima ovisi odredivanje nacina

lijecenja bolesnika.
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8. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Utvrditi da 1i varijabilnost u ocitavanju Ki67 antigena onemogucuje to¢no

svrstavanje raka dojke u podskupine koje ovise o o¢itanom Ki67.
Ustroj studije: Presjecna studija s povijesnim podatcima.

Ispitanici i metode: Istrazivanje je provedeno na 50 uzoraka tumorskog tkiva pacijentica kod
kojih je u Klinickom bolni¢kom centru Osijek u 2017. godini dijagnosticiran invazivni
karcinom dojke bez posebnih osobitosti stadija T1. Histoloski rezovi su imunohistokemijski
obojeni Ki67 antitijelom, fotografirani i na fotografijama je ocitavana pozitivnost na najmanje
500 tumorskih stanica u razli¢itim dijelovima tumora: u rubnom i srediSnjem dijelu, unutar ,,hot
spotsa® i izvan njih, kao i u tri slucajno odabrana dijela tumora. StatistiCka obrada podataka

provedena je analizom klastera i racunanjem Friedmanove ANOVE i Kendallove suglasnosti.

Rezultati: Klaster analiza svrstala je 7 na¢ina uzorkovanja Ki67 u dvije skupine: skupinu 1
(rub tumora, izvan vruéih to¢aka, slu¢ajni uzorak 2 i sredina tumora) y*> = 18,98, p < 0,001, uz
koeficijent suglasnosti 0,12 i skupinu 2. (vruée tocke, slucajni uzorci 1 i 3) y~= 56,28,
p < 0,001, uz koeficijent suglasnosti 0,56. U drugoj fazi statisti¢ke obrade, usporedeni su nacini
na koje se grupiraju podgrupe 50 promatranih bolesnica ovisno o prva 4 pokazatelja i ovisno o
zadnja tri pokazatelja. Na ta 2 nacina utvrdene su po 2 podgrupe i onda je usporedeno statisticki
da li pokazatelji koji su medusobno sli¢ni jednako rasporeduju bolesnice (y*=31,53,

p <0,001). Pet bolesnica je razli¢ito rasporedeno Sto znaci da je odstupanje 10 %.

Zakljucak: Varijabilnost u dobivenim podatcima ocitavanja Ki67 antigena raka dojke je 10 %
1 onemogucuje tocno svrstavanje raka dojke u podskupine o kojima ovisi odredivanje nacina

lijecenja bolesnika.

Kljucéne rijeci: karcinom dojke; Ki67 ekspresija; predikcija; proliferacijski marker; prognoza;

preporuke.
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9. SUMMARY

Variation in breast carcinoma cell proliferation assessment according to

immunohistochemical nuclear antigen Ki67 staining

Study objective: To determine whether the variability in the Ki67 antigen detection prevents

the correct classification of breast cancer into subgroups depending on the detected Ki67.
Study design: Cross-sectional retrospecitve study.

Subjects and methods: The study was conducted on 50 tumor tissue samples of patients with
stage T1 invasive breast cancer of no special type, diagnosed at the Osijek Cilnical Hospital
Centre in 2017. Hystology slides were immunohistochemically dyed with the Ki67 antigen
photographed, and a share of Ki67 positive cells was detected on at least 500 tumor cells in
different regions of the tumors: in the peripheral and central regions, within the "hot spots" and
beyond, as well as in three randomly selected regions. Statistical data analysis was performed
using cluster analysis and by measuring the Friedman’s ANOVA and the Kendall's Coefficient

of Concordance.

Results: The cluster analysis has categorized 7 methods of sampling Ki67 into two groups:
group 1 (tumor margins, outside hot spots, random sample 2, and tumor centre) x> = 18.98,
p <0,001, with a coefficient of concordance of 0.12, and group 2 (hot spots, random samples 1
and 3) = = 56,28, p < 0,001, with a coefficient of concordance of 0.56. In the second phase of
the statistical data analysis, the methods in which subgroups of 50 observed patients were
grouped according to the first 4 and last 3 indicators were compared. These 2 methods
determined 2 subgroups and then there was a statistical comparison as to whether the similar
indicators were distributed equally among the patients (= 31.53, p <0,001). In 5 patients the

indicators were distributed unequally, meaning that the variation was 10 %.

Conclusion: There was a 10 % variability in the data obtained from the Ki67 breast cancer
antigen reading which prevents the exact classification of breast cancers into the subgroups on

which the determination of patient treatment depends.

Key words: breast cancer; Ki67 expression; prediction; proliferation marker; prognosis;

recommendations.
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Prilog 1.

Tabli¢ni prikaz podataka o Ki67 pozitivnim tumorskim stanicama ovisno o mjestu brojenja za

svaku bolesnicu
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