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1. Uvod

1.1. Epidemiologija i etiologija karcinoma dojke

Rak dojke jo$ je uvijek najcesc¢i zloc¢udni tumor zenske populacije u svijetu, stoga
predstavlja vazan javno zdravstveni problem (1). Prema podatcima Registra za rak Hrvatske
(Hrvatski zavod za javno zdravstvo), stope incidencije i mortaliteta za rak dojke u Hrvatskoj,
u stalnom su porastu posljednja dva desetljeca i rastu s dobi bolesnica, a karcinom dojke je u
zenskoj populaciji na prvom mjestu 1 po incidenciji 1 po mortalitetu, u odnosu na druga
primarna sjela malignih bolesti. Godisnje se u Hrvatskoj otkrije oko 1400 novih slucajeva, s
tendencijom stalnog porasta, kao §to je slucaj i u svijetu, a iz epidemioloskih podataka
vidljivo je da Hrvatska pripada zemljama visokog rizika za obolijevanje od raka dojke (1, 2).

Etioloski ¢imbenici vezani za nastanak raka dojke do danas nisu potpuno poznati, no
epidemioloska istrazivanja zna¢ajno ukazuju na tri mogucée skupine genetickih, endokrinih i
vanjskih ¢imbenika (3, 4). Genetske promjene se primarno odnose na dokazane mutacije
pojedninih gena (BRCAL, BRCA2, ATM, CDH1, CHEK2, MRE11A, NBN, PALB2, PTEN,
RAD50, RAD51C i TP53), a bitna je i aktivacija protoonkogena HER2/neu. Zbog toga je oko
5-10 % karcinoma dojke naslijedno, a najveci rizik nose Zene ¢ije su majke imale obostrani
karcinom dojke prije menopauze, i imaju rizik oko 9 puta veéi od ostale populacije (5, 6).

Najc¢esc¢e spominjani endokrini rizi¢ni ¢imbenici su: endogeni hiperestrinizam, dugo
trajanje generativnog razdoblja (menarha prije 12 g. i menopauza nakon 50 g.), ukupno
trajanje reprodukcijskog perioda, neplodnost, kasna dob pri radanju prvog djeteta, gojaznost,
uzimanje oralnih  kontraceptiva 1 hormonsko nadomjesno lijeCenje  (4,7-11)

Vanjski ¢imbenici vezani su za virusne infekcije, pove¢ano konzumiranje alkohola,
izloZenost ionizacijskom zracenju (prirodnom i umjetnom), pusenje, dugotrajno bojenje kose i
stres(12-14).

S druge strane, postoje slucajevi karcinoma dojke kod kojih se ne moze dokazati

utjecaj niti jednog od navedenih ¢imbenika.

1.2. Podjela karcinoma dojke

Brojne su klasifikacije zlo¢udnih tumora dojke. Pojedine klasifikacije odnose se na
histpatoloski izgled i1 karakteristike tumora (histopatoloSka), dok druge uzimaju uobzir
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klinicke parametre u stupnju Sirenja bolesti (TNM). Najnovija molekularna istrazivanja
medutim, pridonijela su novim podjelama, a medu njima se danas najcesée koristi tzv. St.
Gallenska, u praksi prisutna unazad nekoliko godina. Sve podjele primarno u cilju imaju
adekvatnan odabir onkoloske terapije, koja je prilagodena pojedinim skupinama karcinoma, a
trebala bi omogucavati dovoljno agresivnu terapiju za tumore koji to zahtjevaju, a takoder i
sprijeiti nezeljene ucinke onkoloske terapije u pacijenata koji imaju Sanse za bolji ishod
bolesti i kod kojih takva terapija nije nuzna. Sve klasifikacije uz to bi trebale imati i Sto
to¢niju prognosticku vrijednost u odnosu na sveukupno prezivljenje ili prezivljenje bez
povrata bolesti u odredene skupine pacijentica bez terapije, odnosno predvidjeti vjerojatnost

odgovora na specificno onkolosko lijecenje.

1.2.1. Histopatoloska podjela

Postoje brojne Klasifikacije karcinoma dojke u odnosu na histolopatolski izgled
tumora, a jedna od najéesce upotrebljavanih je klasifikacija Svjetske zdravstvene organizacije
(WHO) iz 2012. godine (15) (tablica 1.1.)

Tablica 1.1. WHO Klasifikacija (2012)

Neinvazivni

. Intraduktalni karcinom
. Intraduktalni papilarni karcinom
3. Lobularni karcinom in situ

N -

Invazivni
. Invazivni duktalni karcinom — bez posebnih karakteristika ( NOS)
. Invazivni lobularni karcinom
. Medularni karcinom
. Koloidni karcinom (mucinozni karcinom)
. Pagetova bolest
. Tubularni karcinom
. Adenoidni cisti¢ni karcinom
. Invazivni komedo karcinom
. Apokrini karcinom
0. Invazivni papilarni karcinom

P OO0 0T, WN -



http://rakdojke.kbsplit.hr/rakdojke.htm#Tablica 1.

Najcesci patohistoloski tip karcinoma dojke je invazivni duktalni karcinom (preko 80
% svih karcinoma dojke), zatim slijede, po ucestalosti, invazivni lobularni (10 %) pa
medularni karcinom (5 %).

Treba spomenuti i histopatolosko stupnjevanje karcinoma dojke Nottinghamskim
sustavom stupnjevanja (modifikacija Scarff-Bloom- Richardson sustava prema Elston-Ellisu),
koje pokazuje nacin rasta duktalnog invazivnog karcinoma 1 citoloske osobine

diferenciranosti (tablica 1.2.) (16).

Tablica 1.2. Nothinghamski sustav stupnjevanja (modificiran prema Elston-Ellisu)

Stvaranje Pleomorfizam jezgara Mitoze/ 10 hpf
Zlijezda
2-10-75 % 2-Umjerena polimorfija 2-10-19
3-Manje od 10 % 3-lzrazita polimorfija 3-vise od 20

Nakon zbrajanja bodova svih parametara odreduje se stupanj diferenciranosti po
sljedecoj shemi:

G1 Dobro diferenciran (3-5 bodova)

G2 Umjereno diferenciran (6-7 bodova)

G3 Slabo diferenciran (8-9 bodova)

1.2.2. TNM Klasifikacija

Za prognozu i lije¢enje raka dojke, osim histopatoloske slike, vazno je znati i klinicki
stupanj pro$irenosti tumora. Danas je prihvacena TNM Kklasifikacija UICC (International
Union against Cancer) koja je rezultat klinickog, radioloskog i laboratorijskog pregleda
(tablica 1.3.) (17).



http://rakdojke.kbsplit.hr/rakdojke-nastavak.htm#Tablica 4.

Tablica 1.3. TNM klasifikacija raka dojke

TX Primarni tumor se ne moZe dokazati

TO Nepalpabilan tumor

Tis Preinvazivni rak (carcinoma in situ), neinfiltrirajuéi intraduktalni rak
ili Pagetova bolest bradavice bez znakova tumora

T1 Tumor s najve¢im promjerom do 2 cm

T1a Tumor s najve¢im promjerom do 0,5 cm

T1b Tumor s najve¢im promjerom izmedu 0,5i 1 cm

T1c Tumor s najvecim promjerom izmedu 1i2 cm

T2 Tumor s najveéim promjerom izmedu 2 i 5 cm

T3 Tumor s najveéim promjerom veé¢im od 5 cm

T4 Tumor bilo koje veli¢ine s direktnim Sirenjem na zid prsnog kosa ili
koZu (Zid prsnog kosa obuhvacéa: rebra, interkostalnu muskulaturu i musculus
serratus anterior, ali ne i pektora-Ini misi¢)

T4a Zahvacen zid prsnog kosa

T4b Edem, proZimanja ili ulceracija koZe dojke (ukljucujuci i peau
d'orange) ili okolni kozni ¢voriéi, u podrucju iste dojke

T4c Obuhvacéa T4a i T4b

T4d Upalni karcinom

PNx Regionalni limfni ¢vorovi se ne mogu odrediti

pNO Reg. Limfni évorovi nisu zahvaceni

pPN1 Istostrani pazusni limfni ¢vorovi su zahvaceni i pomic¢ni

pPNZ2 Istostrani pazusni limfni ¢vorovi srasli medusobno ili na susjedne
strukture

PN3 Zahvacdeni su istostrani unutrasnji limfni ¢vorovi unutar dojke

Mx Metastaze se ne mogu odrediti

MO Nema dokaza udaljenih metastaza

M1 Udaljene metastaze (ukljucujuci metastaze u istostrane
supraklavikularne limfne ¢vorove)

pNla mikrometastaze, manje od 0,2 cm

pN1b metastaze u jednom ili viSe limfnih ¢vorova veée od 0,2 cm

pN1bl metastaze u jednom do tri limfna ¢vora, veli¢ine 0,2 do 2 cm

pN1bll metastaze u 4 ili viSe limfnih ¢vorova, veli¢ine 0,2 do 2 cm

pN1blll tumor prelazi kapulu limfnog ¢vora i manji je od 2 cm

pN1blV metastaze u limfnom ¢voru veli¢ine 2 cm ili vece




1.2.3. Molekularna Klasifikacija (St. Gallen)

St. Gallen konsenzus jedan je od najutjecajnijih stru¢nih i znanstvenih skupova
vezanih za podrucje karcinoma dojke koji donosi novu podjeliu karcinoma dojke, baziranu na
molekularnoj analizi, s obzirom na profil ekspresije odredenih gena (18-20). S obzirom na
intrinzicku listu gena razlikuju se luminalni podtipovi (A,B), HER2 podtip te trostruko
negativni podtip karcinoma. Luminalni podtipovi (A i B) obiljezeni su ekspresijom gena
povezanih s luminalnim epitelnim stanicama normalnog tkiva dojke, i unato¢ tome $to su u
obje skupine pozitivni ER 1 PR receptori, izmedu njih je znaCajna razlika. Luminal A
karcinomi ¢ine oko 40 % svih karcinoma dojke i prognosti¢ki su najpovoljniji. Obiljezeni su
visokom ekspresijom ER skupine gena te niskom ekspresijom gena HER2 skupine i skupine
povezane s proliferacijom (21). Luminal B najheterogenija su skupina, ¢ine oko 20 % tumora
dojke, s nesto nizom ekspresijom ER skupine gena, varijabilnom eskpresijom HER2 skupine i
visSom ekspresijom proliferacijske skupine. Ovi tumori imaju loSiju prognozu od onih u
luminalnoj A podskupini (22). HER2 podtip obuhvaca oko 10 % do 15 % karcinoma dojke. U
ovoj skupini karakteristi¢na je visoka ekspresija HERZ2 i proliferacijske skupine gena te niska
ekspresija luminalne i bazalne skupine. Trostruko negativi podtip obuhvaca oko 15-20 %
karcinoma dojke, a povezan je s ekspresijom gena bazalnih epitelnih stanica normalnog tkiva
dojke (zbog Cega se u pojedinim nomenklaturama naziva i ,,basal like*). U ovoj podskupini
ekspresija luminalne i HER2 skupine gena je niska (21).

Ova je podjela, usvojena na prethodno spomenutom St. Gallenskom konsenzusu,
vazna jer osim S$to donosi smjernice za lijeCenje, objedinjuje znacCajnije prognosticke
¢imbenike i na temelju njih odreduje rizicne skupine bolesnica kod kojih se preporuca
provesti odredena vrsta terapije.

Buduc¢i da je genetsko testiranje nedostupno vecini bolesnica s karcinomom dojke
zbog visoke cijene, na St. Gallenskoj konferenciji iz 2011. (a s manjim izmjenama
potvrdenom na konferencijama 2013. i 2015.) postignut je konsenzus za nadomjesnu
klasifikaciju temeljenu na receptorskom statusu, ekspresiji HER2 onkogena i proliferacijskog

indeksa Ki-67, koji mogu biti odredeni i imunohistokemijskom metodom.( tablica 1.4.)



Tablica 1.4. St Gallenska (molekularno bazirana) klasifikacija karcinoma dojke

Luminal A Luminal B Luminal B HER?2 Triple
HER2 HER2 pozitivni negativni
pozitivni negativni
ERiPR ER i/ili PR ER i/ili PR ER/PR ER/PR
pozitivni>20%  pozitivni pozitivni negativni negativni
HER2 HER2 HER2 HER2 HER2
Negativan pozitivan negativan pozitivan negativan
Ki 67<20 % Ki 67 bilo Ki67>20%(osim  Ki 67 bilo Ki 67 bilo koji
koji kod PR<20%) koji

1.3. Prognosticki pokazatelji kod karcinoma dojke

Prognosticki pokazatelji su mjere dostupne u vrijeme operativnog zahvata povezane s
prezivljenjem u odsustvu adjuvantne terapije, odnosno mjere povezane s prirodnim tijekom
bolesti. Prognosticki ¢imbenici imaju prediktivnu ulogu jer su povezani s odgovorom na
primjenjenu terapiju te omogucéuju odabir odgovarajuce terapije za pojedinog pacijenta. U
prognosti¢ke ¢imbenike ubrajaju se veli¢ina tumora, histoloski podtip, histoloski gradus,
status pazu$nih limfnih ¢vorova, Ki-67 proliferacijski indeks, status hormonskih receptora i

dob bolesnice.

1.3.1. Veli¢ina tumora

Veli¢ina tumora vazan je prognosticki ¢imbenik. Mjeri se kao najvec¢i promjer
invazivne komponente (23, 24). Veli¢ina tumora je prognosti¢ki znacajno povezana s
statusom limfnih ¢vorova pazuha te je kod tumora manjih od 1 cm, s negativnim pazu$nim
limfnim ¢vorovima, desetogodi$nje preZivljenje 88 %. Postoji linearan odnos izmedu
prezivljenja bolesnica i veli¢ine tumora. Bolesnice s manjim tumorima imaju bolju prognozu,
a stope petogodiSnjeg prezivljenja su 99 % za tumore manje od 1 cm, 91 % za tumore 1-2 cm,
80 % za tumore veli¢ine 2-5 cm i 63 % za tumore veée od 5 cm (25). Kod bolesnica s
negativnim pazu$nim limfnim ¢vorovima, veli¢ina tumora je najsnazniji prognosticki faktor i

rutinski se koristi za donoSenje odluka o adjuvantnoj terapiji.



1.3.2. Histoloski gradus

Histoloski gradus odnosi se na histoloski stupanj diferenciranosti tumora. Prognosticka
vrijednost histoloskog gradusa neovisna je o veliini tumora i zahvacenosti limfnih ¢vorova
pazuha. Za odredivanje histoloskog gradusa tumora, danas se najvise koristi Nottinghamski
sustav stupnjevanja karcinoma dojke ( modifikacija Scarff-Bloom- Richardson sustava prema
Elston-Ellisu) (tablica 1.2.) (16). Tumori nizeg histoloskog gradusa imaju bolju prognozu te je
10-godisnje prezivljenje 90-94 % za pacijente s najnizim brojem bodova, a 30-78 % s
najvisim brojem bodova (26-28). Zbog prognostickog znacenja histoloskog gradusa, njegovo
odredivanje prvenstveno se koristi za donosenje odluka 0 terapiji kod pacijenata s negativnim
pazusnim limfnim ¢vorovima i grani¢no velikim tumorom. Tako pacijenti s veli¢inom tumora
od 0,6-1,0 cm, uz negativne pazu$ne limfne ¢vorove imaju nepovoljniju prognozu ukoliko
imaju visi histoloski gradus (gradus 3), te je prema smjernicama Nacionalne sveobuhvatne
mreze za rak (National Comprehensive Cancer Network, NCCN) u toj skupini opravdana

primjena adjuvantne kemoterapije (29).

1.3.3. Status hormonskih receptora i HER2

Estrogenski i progesteronski receptori rutinski se u karcinomima dojke odreduju
posljednjih tridesetak godina i, osim S§to daju informaciju o hormonskoj ovisnosti tumora,
imaju vaznu prediktivnu vrijednost. Bolesnice s karcinomima pozitivnim na ER imaju bolje
petogodisnje prezivljenje od bolesnica s ER negativnim karcinomima (92 % u odnosu na 66
%).

Mnogo ceSée se ER i PR koriste kao prediktivni ¢imbenici za procjenu potencijalne
koristi od adjuvantne terapije tamoksifenom, jer hormonski poztivni tumori bolje reagiraju na
kemoterpiju od onih koji imaju negativne ili slabije pozitivne hormone. Primjena tamoksifena
u trajanju od pet godina smanjuje rizik od povrata bolesti za 47 % i mortalitet za 26 % u
bolesnica s pozitivnim ER. Nadalje, tumori s pozitivnim estrogenskim i progesteronskim
receptorima (ER+PR+) reagirat ¢e na hormonsku terapiju u 78 % bolesnica, ER+PR- tumori u
34 % bolesnica, a ER-PR+ tumori reagirat ¢e u 45 % bolesnica.

HER2 je receptor tirozin kinaze koji se nalazi na povrsini stanice, i pozitivan je u oko
25 % karcinoma dojke. Ekspresija ovog receptora povezana je s agresivnijim klinickim

tijekom bolesti, brzim rastom tumora, veé¢im rizikom za pojavu metastaza i loSijom
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prognozom kod pacijenata s pozitivnim limfnim ¢vorovima, dok je njegov prognosticki

utjecaj u pacijenata s negativnim limfnim ¢vorovima varijabilniji (30-33).

1.3.4. Status pazus$nih limfnih ¢vorova

Status je limfnih ¢vorova prema rezultatima mnogih objavljenih studija vrlo vazan
prognosticki ¢cimbenik. Osim broja zahvacenih limfnih ¢vorova, za prognozu je bitan i proboj

tumora van kapsule limfnog ¢vora (34).

Pacijenti s zahva¢enim pazusnim limfnim ¢vorovima imaju 4-8 puta ve¢u smrtnost od
onih s negativnim limfnim ¢vorovima (35).

Uocena je i snazna povezanost izmedu broja zahvacenih pazusnih limfnih ¢vorova i
rizika od razvoja metastatske bolesti. PetogodiSnje prezivljenje bez zahvacenih limfnih
¢vorova je 82,8 %, u usporedbi s 73 % s 1-3 zahvacena limfna ¢vora, 45,7 % sa 4-12
zahvacenih limfnih ¢vorova te 28,4 % za pacijente s vise od 12 zahvacenih limfnih ¢vorova
(36). Kod pacijenata s zahva¢enim pazu$nim limfnim ¢vorovima predvidena je adjuvantna
sistemna terapija, dok se u onih s negativnim limfnim ¢vorovima za odluku o adjuvantnoj
sistemnoj terapiji procjenjuju i ostali prognosticki parametri (dob, veli¢ina tumora, histoloski

gradus).

1.3.5. Dob

Mlade bolesnice (<35 godina) imaju znacajno loSiju prognozu. Karcinomi dojke u
ovoj populaciji ¢eS¢e su vecih dimenzija, visokog gradusa, negativnih ER i pozitivnih

pazusnih limfnih ¢vorova.

1.4. Nectin-4

Nectini su od nedavno istrazivane adhezijske molekule koje pripadaju
imunogobulinima (Ig SF) i odgovorni su za stani¢no stani¢nu adheziju (43), stani¢nu
polarizaciju (44), diferencijaciju (45), kretanje (46) i proliferaciju (47, 48). Nectini su
transmembranski proteini, imaju tri imunoglobulin nalik ekstracelulane domene V-C-C tipa, a

vezani su za F-actin preko kompleksa AF-6/Afadina i Catenina, (49, 50).



Do sada su opisana Cetiri Nectina: Nectin-1 i Nectin-2 su Siroko rasprostranjeni u tkivu

odraslih, Nectin-3 se najve¢im djelom nalazi u tkivu testisa i posteljice, dok je Nectin- 4
prisutan uglavnom tijekom embriogeneze u tkivu embrija i posteljice (43). Vrlo blaga
ekspresija Nectina-4 dokazana je unatrag nekoliko godina u epitelu diSnog sustava odraslih,
dok je razina u serumu nedetektabilna.
Unazad nekoliko godina ekspresija Nectina -4 dokazana je u odredenim karcinomima (dojka
(51), jajnik (52) i pluca (53)), te se istrazuje kao tumor antigen koji je u ovim karcinomima
povezan s loSijom prognozom (54). Prema podatcima iz literature oko 61 % duktalnih
invazivnih te oko 6 % lobularnih invazivnih karcinoma dojke je pozitivno na Nectin-4, a u
dosadasnjim studijama pozitivitet je u veéem postotku prisutan unutar hormonski negativnih
tumora (55). Fabre-Lafay i autori (55) i Takano i autori (53) dokazali su da se Nectin-4 moze
detektirati u serumu ELISA metodom kod karcinoma dojke i plu¢a (54, 55).

Osim ovih klinickih studija, nekoliko nedavnih bazi¢nih studija otkriva potencijalnu
ulogu i funkciju Nectina-4 u tumorskoj biologiji (49, 52, 55, 56). Jedna od tih studija pokazala
je da Nectin-4 pridonosi rastu i proliferaciji stanica preko Rac-1 signalnog puta u pluénim
adenokarcinomima (53). Dokazano je i da Nectin-4 potice medusobno vezanje stanica kod
karcinoma dojke ,,in vitro®, a supresijom Nectina-4 putem intravenskog ubrizgavanja anti-
Nectin-4 monoklonalnog antitijela, inhibiran je rast tumora i smanjen medustani¢ni kontakt
kod stani¢nih kultura karcinoma dojke ,,in vivo“ (57). S obzirom da drugi Nectini imaju
vaznu ulogu u steCenom imunitetu i angiogenezi (58-63), moguce je da i Nectin-4 ima jo$
brojne za sada neotkrivene funkcije.

Uz navedeno, vrlo je vazna funkcija svih Nectina kao receptora za odredene viruse.
Tako je dokazano da Nectin-1 sluzi kao receptor za sve do sada testirane vrste herpes virusa
ukljuCujuéi i herpes simplex virus (HSV tip 1 i HSV tip 2), i virus pseudorabijesa, te da
omogucuje ulazak virusa u stanicu kao i Sirenje virusa na druge stanice (64, 65). Pri tome,
varijabilna (V) domena Nectina-1 igra centralnu ulogu u interakciji sa glikoproteinom D,
sastavnim djelom pojedinih virusa (HSV-a, pseudorabijesa, i bovinog herpes virusa -1) (66,
67).

Nectin-4, nazvan jo$ i PVRL-4 (poliovirus -like -receptor-4), je homologan s
receptorom za polio virus (PVR/CD155) i ima vaznu ulogu prilikom ulaska ovog virusa u
stanicu (68, 69). Medutim, u novije vrijeme jo§ je vaznija njegova uloga kao receptora za
virus ospica koji pripada rodu Morbillivirus u porodici Paramyxoviridae. Do sada su poznata
24 genotipa virusa ospica svrstana u 8 grupa koje su imenovane abecednim redom (A, B, C,
D,E F,GiH).



Divlji tip virusa ospica veze se i inficira limfocite preko receptora CD150 (SLAM). Virus
ospica poznat je po izazivanju infekcije epitelnih stanica gornjeg respiratornog sustava te
pluca, ali su virusni receptori na ovim stanicama do nedavno bili nepoznati.

Dokazano je da Nectin-4 jedan od ovih receptora (70) i preko svoje varijabilne (V)

domene omogucuje pripajanje virusa, njegov ulazak i izlazak iz stanice.

U novijim klini¢kim studijama, genetski modificiran divlji tip virusa ospica pokazuje
dobru onkoliticku aktivnost, bez utjecaja na zdravo tkivo i unato¢ provedenoj imunizaciji
velikog postotka populacije, a svoje djelovanje ostvaruje ulaskom u stanicu preko Nectin-4
(PVRL-4) receptora.
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2. Hipoteza

Luminal B (HER2 negativni) karcinomi, koji imaju visoku Ki-67 proliferacijsku
aktivnost te slabiji intenzitet estrogenskih i progesteronskih receptora, u vecoj su mjeri

pozitivni na Nectin-4 protein i imaju lo$iju prognozu, odnosno ishod bolesti.
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3. Cilj istrazivanja

Op¢i cilj ove retrospektivne studije je:

o Dodatno istraziti skupinu luminal B (HER2 negativnih) karcinoma dojke.

Specifi¢ni ciljevi su:

o Podijeliti luminalne B (HER2 negativne) karcinome u podskupine s obzirom na Ki-67
proliferacijsku aktivnost, pozitivitet estrogenskih i progesteronskih receptora, a u korelaciji s
ekspresijom Nectin-4 proteina, i izdvojiti skupinu s losijim ishodom bolesti.

o Istraziti prognosticku vrijednost Nectin-4 proteina u luminalnim B (HER2 negativnim)
karcinomima dojke u odnosu na sveukupno prezivljenje i prezivljenje bez povrata bolesti

o Ispitati povezanost ekspresije Nectin-4 proteina s ostalim klinickim i patohistolo§kim

karakteristikama tumora.
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4. Materijal i metode

4.1. Materijal

Ovom retrospektivnom studijom obuhvaéeno je 147 pacijenata s invazivnim
karcinomom dojke, koji su operirani na Zavodu za torakalnu kirurgiju Klini¢kog bolni¢kog
centra Osijek, u razdoblju od 2006. do 2008. godine, a dijagnoza invazinog karcinoma dojke
potvrdena je patohistoloSkim pregledom na Zavodu za patologiju i sudsku medicinu KBCO.

Iz istraZivanja su iskljuceni pacijenti koji su u trenutku operacije imali dokaz
postojanja udaljenih metastaza.

Kao materijal su koriSteni arhivski uzorci u vidu parafinskih kocaka, hemalaun-
eozinskih i imunohistokemijskih stakala, pohranjeni na Zavodu za patologiju i sudsku
medicinu KBCO. Svi uzorci dobiveni operativnim zahvatom u navedenom razdoblju bili su
tijekom patohistoloske dijagnostike obradeni prema standardnom protokolu: tkivo je bilo
fiksirano u 10 % puferiranom formalinu, uklopljeno u parafinske blokove koji su potom
rezani na debljinu do 4 pm, deparafinizirani i bojeni hemalaun-eozininom (H-E). Na ovim
uzorcima bilo je izvrSeno imunohistokemijsko bojanje estrogenskih receptora (ER) (Confirm
anti-estrogene receptor (clone SP1)), progestronskih receptora (PR) (Confirm anti-
progesterone Receptor (clone 1E2), Ki-67 proliferacijskog indexa (Confirm anti-Ki-67 (clone
30-9)) i HER2 receptora (Pathwayanti HER-2/neu (clone 4B5)) (VENTANA, Rosche).
IzvrSena je reevaluacija svih opisanih uzoraka na slijede¢i nacin:

Histoloski tip tumora je odreden sukladno klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije iz
2012. godine (15) (tablical.l.).

Prema veli¢ini 1 statusu pazusnih limfnih ¢vorova, tumori su podijeljeni u skupine
temeljene na TNM Kklasifikaciji dojke (tablica 1.3.) (17). Tumori su svrstani u skupine veli¢ine
do 0,5 cm (T1a), 0,5-1 cm (T1b), 1-2 cm (T1c), 2-5 cm (T2) i veée od 5 cm (T3). Prema
statusu pazu$nih limfnih ¢vorova, tumori su podijeljini u skupine s negativnim (pNO) i
pozitivnim limfnim ¢&vorovima. Tumori s pozitivnim limfnim ¢vorovima su dodatno
podijeljeni prema broju zahvacenih limfnih ¢vorova u skupinu s 1-3 limfna ¢vora (pN1), 4-9
(pN2) 1 10 ili viSe zahvacenih limfnih ¢vorova (pN3).

Histoloski gradus je odreden na temelju modifikacije Scarff-Bloom-Richardson
metode po Elstonu i Ellisu (16) kojom se tri osobine tumora (formiranje tubula, nuklearni

pleomorfizam i broj mitoza) boduju s 1-3 boda. Na temelju ukupnog broja bodova se odreduje
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histoloski gradus, pri ¢emu su tumori s 3-5 bodova svrstani u gradus 1, 6-7 bodova u gradus 2,
a 8-9 bodova u gradus 3 (tablica 1.2.).

Pozitivna ekspresija HER2 odredena je semikvantitativno prema intenzitetu bojenja i
postotku obojenih tumorskih stanicana na slijede¢i nacin: 0 — nema membranskog bojanja, 1+
- slabo i djelomi¢no membransko bojanje prisutno u >10 % tumorskih stanica, 2+ - slabo do
umjereno membransko bojenje u >10 % tumorskih stanica, 3+ - jako bojanje cijele membrane
koje se nalazi u > 10 % tumorskih stanica (71). Nalazi 0 i 1+ kategorizirani su kao negativni,
nalaz 2+ kao dvosmislen, a samo nalaz 3+ kao pozitivan, odnosno kao prekomjerna ekspresija
HER?2 proteina. Kod uzoraka s dvosmislenim nalazom (2+) dodatno je primjenjena metoda in
situ hibridizacije, (SISH, prema engl. Silver In Situ Hybridisation) kako bi se identificirali
tumori koji pokazuju amplifikaciju HER2 gena.

Evaluacija hormonskih receptora (ER i PR) ucinjena je putem Allredove metode (72),
unutar koje se procjenjuje postotak pozitivnih stanica (0 - nema pozitivnih stanica, 1 =1 %, 2
= 2-10 %, 3 =11-33 %, 4 = 34-66 %, 5 = >67 %), kao i intenzitet pozitiviteta (0 - nema, 1 =
slabi, 2 = umjereni, 3 = jaki). Ove dvije dobivene vrijednosti potom se zbrajaju, s dobivenim
rezultatom 0-8.

Procjena postotka Ki-67 proliferacijske aktivnosti u¢injena je skuladno smjernicama
Internacionalne radne skupine za karcinome dojke iz 2011. godine (73). Za potrebe ove
studije prilikom statisticke obrade Ki-67 proliferacijski indeks je podijeljen u tri podskupine
(20-30 %; 31-40 % i 41-100 %).

Takoder, u skladu s preporukama St. Gallenske konferencije iz 2013. godine, a koja je
potvrdena na konsensusu 2015 (74), na temelju receptorskog statusa, proliferacijskog indeksa
Ki-67 i ekspresije HER 2 napravio se ciljani odabir podtipa luminilnih B (HER2 negativnih)
tumora dojke.

Na Zavodu za radioterapiju i onkologiju Klinickog bolni¢kog centra Osijek pregledana
je medicinska dokumentacija lijecenih bolesnica te su izvadeni podatci o dobi, TNM
Klasifikaciji, terapiji, vremenu do progresije te sijelu prve metastaze, u vremenskom razdoblju
od 10 godina tijekom kojih su bolesnice kontrolirane i lije¢ene.

Podaci o sveukupnom prezivljenju realizirani su u suradnji s Policijskom upravom

Osjecko-baranjske Zupanije.
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4.2. Imunohistokemijska analiza

Za imunohistokemijsku analizu upotrijebljeno je monoklonalno protuijelo anti-Nektin-
4/PVRL4  metodom peroksidaze-antiperoksidaze (PAP metoda) (75). lz arhiviranih
parafinskih kocaka uc¢injeni su rezovi debljine 4-pum koji su potom deparafinizirani u ksilolu
te postupno rehidrirani kroz nizove alkohola (70 %-100 %). Nakon toga radena je enzimatska
digestija, odnosno razotkrivanje epitopa na pH6, u uredaju PT LINK-u (DAKO, Copenhagen,
Denmark), a potom se, nakon ispiranja redestiliranom vodom, materijal ulozio u
automatizirani Autostainer (DAKO). Preparati su se inkubirali 5 minuta u peroksidaza
bloking reagensu (Blocking Reagent), a nakon ispiranja u reakcijskom puferu na sobnoj
temperaturi upotrijebljeno je primarno protutijelo - anti Nectin 4/PVRL4, clone N4.61
(MERCK, DAB150), u razrijedenju 1:80 1 inkubacijom od 30 minuta. Nakon primarnog
protutijela i ispiranja u redestiliranoj vodi, slijedila je inkubacija sa sekundarnim protutijelom
(Secondary Antibodies, yellow colored reagent) 30 minuta, a potom inkubacija sa streptavidin
konjugiranom peroksidazom (Dako LSABR2 kit) te bojanje s kromogenom (DAB
Chromogen Kit) i hematoksilinom (Hematoxylin Counter Stain solution). Na kraju je
uslijedilo obilno ispiranje u tekucoj vodi, rehidriranje kroz nizove alkohola, od manje
koncentracije prema vecoj, te uranjanje u ksilen, dva puta po 5 minuta.

Preparati su mikroskopski evaluirani od strane dva neovisna patologa, bez prethodnih
informacija vezanih za klinicke podatke o pacijentima.

Pozitivitet je bio citoplazmatski. Pozitivna kontrola bio je uzorak jasno i intenzivno
pozitivnog karcinom dojke, a negativna kontrola postignuta je zamjenom primarnog
protutijela reakcijskim puferom.

Imunohistokemijska reakcija evaluirana je putem IRS skora (engl.immunoreactive
score of Remmele and Stegner) (76). Procijenjen je prvo postotak tumorskih stanica na
jednom vidnom polju velikog povec¢anja mikroskopa (40x) na nacin da je 0- negativno, 1 =
<10 %; 2 = 11-50 %, 3 = 51-80 %, 4 = >81 %. Drugi parametar je intenzitet bojanja: 0
(negativno), 1 (slabi intenzitet), 2 (umjereni intenzitet), 3 (jaki intenzitet).

Dobivene vrijednosti su se umnozile, a rezultat od 0-12 se svrstao u 4 kategorije:
0- 0-1 ( negativan)

1- 2-3 ( blago pozitivan)

2- 4-8 ( umjereno pozitivan)

3- 9-12 ( jako pozitivan)
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4.3. Statisticka analiza

Podatci iz pojedinih izvjestaja su oblikovani u jednu cjelovitu digitalnu bazu pomocu
raCunalnog programa Microsoft Excel 2010, Microsoft Inc. (licenca MFOS). Statisticka
obrada podataka napravljena je pomocu osobnog racunala, koriStenjem statistickog
programskog paketa MedCalc Statistical Software version 16.4.2 (MedCalc Software bvba,
Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2016).

Vrijeme prezivljenja, odnosno povrata bolesti, racunalo se u mjesecima pocevsi od
dana operativnog zahvata. Klinicki podatci i patohistoloskih ¢imbenici korelirani su pomocu
Pearson Chi-Square testa i Fisher egzaktnog testa za kategoricke podatke. Korelacija
numerickih i ordinalnih podataka napravljena je pomo¢u Kendall’s Tau testa.

Kruskal-Wallis test za dvije ili viSe kategorickih varijabli upotrijebljen je za korelaciju
Nectina-4 s dobi, ER, PR i Ki-67 proliferacijskim indeksom.

Za statisticku analizu prezivljenja koristene su Kaplan-Meierove Kkrivulje u
kombinaciji sa long rank testom.

Univarijantni i multivarijantni Cox model koristen je za izdvajanje varijabli koje su
statisticki znacajno povezane sa sveukupnim prezivljenjem i prezivljenjem bez povrata
bolesti. U ovoj analizi grani¢na vrijednost razlucivanja odredena je putem ROC analize.
Statisticka znacajnost ocjenjivana je zaklju¢ivanjem s obzirom na dobivenu p vrijednost, a u
usporedbi s razinom znacajnosti od a = 0,05, pri ¢emu se vrijednosti p<a ocjenjuju kao

statistiCki znacajne.
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5. Rezultati

5.1. Patohistoloske i klini¢ke karakteristike ispitivane skupine

U ispitanom uzorku od 147 pacijenata, 2 su pacijenta muskog spola, ostale su bile

zene. Srednja dobna vrijednost je 62 godine (53-70) u rasponu od 33 do 83 godine. (slika 5.1.)
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Slika 5.1. Starosna dob pacijenata

Obzirom na histoloski tip, ve¢ina tumora, njih 102 (69,38 %) bili su duktalni invazivni
karcinomi, 22 (14,96 %) su bili invazivni lobularni, a preostala 23 (15,66 %) su bili ostalih,
rijedih histoloskih podtipova.

128 (87 %) uzoraka ocijenjeno je kao dobro ili srednje diferencirano (gradus I ili 1),
obzirom na histoloski gradus, a samo je mali broj od 19 uzoraka (13 %) procijenjen kao slabo
diferenciran (gradus I11). U trenutku dijagnoze 55,10 % (81) pacijenata imali su pozitivne

pazu$ne limfne ¢vorove. Znacajno je najveci broj tumora bio u rasponu od <2<5 cm (tablica
5.1).
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Tablica 5.1. Klini¢ko-patoloske karakteristike

n (%) p* |
Histoloski podtip
Duktalni (NOS) 102 (69,4) <0,001
Lobularni 22 (15,0)
Ostali 23 (15,6)
Veli¢ina tumora,cm
>0,5<1,0 17 (11,6) <0,001
>1<2 50 (34,0)
>2<5 68 (46,3)
>5 12 (8,2)
Histoloski gradus
1 64 (43,5) <0,001
2 64 (43,5)
3 19 (12,9)
Status limfnih ¢vorova
NO 66 (44,9) 0,001
N1 (1-3) 34 (23,1)
N2 (4-9) 30 (20,4)
N3 (>10) 17 (11,6)
Ukupno 147 (100,0)

Pearson Chi-Square Test; p<0,001

Prosje¢na vrijednost za ER iznosi 7,0 (6,0-8,0) (median i interkvartilni raspon) uz

ukupni raspon od 3 do 8 bodova (slika 5.2.), a ukupni moguéi raspon vrijednosti od

minimalnih 0 do maksimalnih 8 bodova.
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Slika 5.2. Prosje¢na vrijednost intenziteta ER

Prosje¢na vrijednost za PR iznosi 6,5 (5,0-7,5) (median i interkvartilni raspon) uz

raspon od O do 8 bodova (slika 5.3.), uz ukupni raspon od minimalnih 0 do maksimalnih 8

bodova.

Razdioba Ki-67 u postocima u prosjeku iznosi 35,0 (23,0-49,5) (medijan i

interkvartilni raspon) uz ukupni raspon od 20 do 95 % (slika 5.4.).
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Slika 5.3. Prosje¢na vrijednost za PR
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Slika 5.4. Razdioba Ki-67 u postocima

5.2. Korelacija ER, PR i Ki-67 s ostalim parametrima

Razdioba vrijednosti ER statisticki je znacajno povezana s gradusom tumora, odnosno
tumori viSeg gradusa imali su nizi intenzitet ER (tablica 5.2.). Takoder je znaCajna povezanost
sa starosnom dobi ispitanica, odnosno starije ispitanice imale su veci intenzitet ER (slika
5.5.). Nije utvrdena statisticki znacajna povezanost ER s ostalim parametrima (tablica 5.2.,
slika 5.5.15.6.).
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Tablica 5.2. Usporedba ER s ostalim ispitanim parametrina
Vrijednosti ER  3,4,5

Histoloski tip

Duktalni(NOS) 21 (67,7) 27 (90,0) 28 (65,1) 26 (60,5) 0,184
Lobularni 5(16,1) 2 (6,7) 7 (16,3) 8 (18,6)

Ostali 5(16,1) 1(3,3) 8 (18,6) 9 (20,9)

Veli¢ina tumora (cm)

>0,5<1,0 4 (12,9) 2(6,7) 3(7,0) 8 (18,6) 0,291
>1<2 12 (38,7) 6 (20,0) 17 (39,5) 15 (34,9)

>2<5 13 (41,9) 18 (60,0) 18 (41,9) 19 (44,2)

>5 2 (6,5) 4 (13,3) 5 (11,6) 1(2,3)

Histoloski gradus

1 12 (38,7) 11 (36,7) 18 (41,9) 23 (53,5) 0,037
2 13 (41,9) 11 (36,7) 24 (55,8) 16 (37,2)

3 6 (19,4) 8 (26,7) 1(2,3) 4 (9,3)

Status limfnih ¢vorova

NO 14 (45,2) 9 (30,0) 18 (41,9) 25 (58,1) 0,116
N1 (1-3) 8 (25,8) 7(23,3) 13 (30,2) 6 (14,0)

N2 (4-9) 8 (25,8) 8 (26,7) 5 (11,6) 9 (20,9)

N3 (>10) 1(3,2) 6 (20,0) 7 (16,3) 3(7,0)

UKUPNO 31 (100,0) 30 (100,0) 43 (100,0) 43 (100,0)

*Fisherov egzaktni test
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Slika 5.5. Raspodjela ER u odnosu na starosnu dob pacijenata (Kruskal-Wallis
test p<0,001)
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Slika 5.6. Raspodjela ER u odnosu na Ki-67 (Kruskal-Wallis test; p = 0,912)

Razdioba vrijednosti PR statisti¢ki je znacajno povezana s gradusom tumora, odnosno
kod negativnog PR podjednako su zastupljena sva tri gradusa tumora, dok je za ostale iznose
vrijednosti PR znadajno ¢e$¢i prvi ili drugi gradus tumora (tablica 5.3). Nije utvrdena
statisticki znacajna povezanost vrijednosti PR s ostalim promatranim parametrima (tablica

5.3. Slika 5.7.15.8).
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Tablica 5.3. Usporedba PR s ostalim ispitanim parametrima
Vrijednosti PR 0

Histoloski tip
Duktalni(NOS) 7(77,8) 33(78,6) 16(69,6) 24(66,7) 22(59,5) 0,593
Lobularni 1(111) 4(95 5(1,7) 4(1L1) 8(2156)
Ostali 1(111) 5(119) 2(87) 8(222) 7(189)
Velicina tumora (cm)
>05<1,0 2(222) 4(95 3(130) 3(83) 5(135 0543
>1<2 3(333) 17(405) 6(26,1) 10(27,8) 14 (37.8)
>2<5 2(22,2) 20(47,6) 12(52,2) 20(556) 14 (37.8)
>5 2(22) 124 2(87 3(83) 4(10,8)
Histoloski gradus
1 3(333) 16(38,1) 13(56,5) 11(30,6) 21 (56,8) 0,008
2 3(333) 21(500) 4(17,4) 21(58,3) 15 (40,5)
3 3(333) 5(119) 6(261) 4(11,1) 1(27)
Status limfnih ¢vorova
NO 4(44,4) 17(405) 8(348) 15(41,7) 22(59,5) 0,832
N1 (1-3) 1(11,1) 10(238) 7(304) 9(250) 7(18,9)
N2 (4-9) 3(333) 8(190) 5(217) 8(222) 6(162)
N3 (>10) 1(111) 7(167) 3(130) 4(1L1) 2(5.4)
UKUPNO 9 (100,0) 42 23 36 37

(100,00  (100,0)  (100,0)  (100,0)

*Fisherov egzaktni test
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Slika 5.7. Raspodjela PR u odnosu na starosnu dob pacijenata (Kruskal-Wallis test p =
0,098)
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Slika 5.8. Raspodjela PR u odnosu na Ki-67 (Kruskal-Wallis test; p = 0,502)

Razdioba Ki-67 takoder je statisticki znacajno povezana s gradusom tumora, odnosno

kod vecih vrijednosti Ki-67 proliferacijskog indeksa bio je znacajno je veci gradus tumora
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(tablica 5.4.). Nije utvrdena statistiCki znaCajna povezanost razine Ki-67 proliferacijskog

indeksa s ostalim promatranim parametrima (tablica 5.4, slika 5.9., 5,10 15.11.).

Tablica 5.4. Povezanost Ki-67 s ostalim ispitanim parametrima

Ki-67 ( %) 20-30

Histoloski tip

Duktalni(NOS) 33 (60,0) 34 (75,6) 35 (74,5) 0,405
Lobularni 10 (18,2) 5(11,1) 7 (14,9)

Ostali 12 (21,8) 6 (13,3) 5 (10,6)

Veli¢ina tumora (cm)

>0,5<1,0 10 (18,2) 4 (8,9) 3(6,4) 0,421
>1<2 19 (34,5) 18 (40,0) 13 (27,7)

>2<5 22 (40,0) 20 (44,4) 26 (55,3)

>5 4 (7,3) 3(6,7) 5 (10,6)

Histoloski gradus

1 32 (58,2) 21 (46,7) 11 (23,4) <0,001
2 22 (40,0) 19 (42,2) 23 (48,9)

3 1(1,8) 5(11,1) 13 (27,7)

Status limfnih ¢vorova

NO 31 (56,4) 19 (42,2) 16 (34,0) 0,413
N1 (1-3) 9 (16,4) 12 (26,7) 13 (27,7)

N2 (4-9) 10 (18,2) 8 (17,8) 12 (25,5)

N3 (>10) 5(9,1) 6 (13,3) 6 (12,8)

UKUPNO 55 (100,0) 45 (100,0) 47 (100,0)

*Fisherov egzaktni test
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Slika 5.9. Raspodjela Ki-67 u odnosu na starosnu dob pacijenta (Kruskal-Wallis test; p =
0,191)
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Slika 5.10. Raspodjela Ki-67 u odnosu na ER (Kruskal-Wallis test; p = 0,712)
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Slika 5.11. Raspodjela Ki-67 u odnosu na PR (Kruskal-Wallis test; p = 0,248)

5.3. Raspodjela Nectin-4 proteina u ispitanoj skupini

Na slici 5.12. graficki je prikazana raspodjela Nectina-4 za svaku oderdenu vrijednost
imunohistokemijskog skora (0-12).
Uocava se da je 23 tumora bilo negativno, a najzastupljenije vrijednosti su bile od 2-8 (89

uzoraka).
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Slika 5.12 Razdioba Nectina-4 u ispitivanoj skupini

5.4. Usporedba Nectina-4 s ostalim patohistolo$kim i klini¢kim karakteristikama
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Ekspresija Nectin-4 proteina statisticki je znafajno povezana s veli¢inom tumora

(p<0,005) (tablica 5.5.). Nije utvrdena statisticki znacajna povezanost ekspresije Nectina-4 s

ostalim parametrima (tablica 5.5. i1 5.6.).
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Tablica 5.5. Povezanost Nectina-4 s drugim patohistoloskim parametrima

Nectin-4

HistolosKki tip

Duktalni(NOS) 26 (74,3) 19(70,4) 37(62,7) 20(76,9) 0,767
Lobularni 5(14,3) 3(11,1) 12 (20,3) 2 (7,7)
Ostali 4 (11,4) 5 (18,5) 10 (16,9) 4 (15,4)
Veli¢ina tumora (cm)
>0,5<1,0 9 (25,7) 1(3,7) 6 (10,2) 1(3,8) 0,005*
>1<2 16 (45,7) 13(48,1) 14(23,7) 7(26,9
>2<5 7 (20,0) 12 (44,4) 34 (57,6) 15(57,7)
>5 3(8,6) 1(3,7) 5(8,5) 3(11,5)
Histolo$ki gradus
1 17 (48,6) 11 (40,7) 28(475 8(30,8) 0,616
2 14 (40,0) 11 (40,7) 26(44,1) 13(50,0)
3 4 (11,4) 5 (18,6) 5(8,5) 5(19,2)
Status limfnih ¢vorova
NO 18 (51,4) 13(48,1) 26(44,1) 9(34,6) 0,589
N1 (1-3) 8 (22,9) 5 (18,5) 16 (27,1) 5(19,2)
N2 (4-9) 6 (17,1) 8 (29,6) 9 (15,3) 7 (26,9)
N3 (>10) 3(8,6) 1(3,7) 8 (13,6) 5(19,2)
UKUPNO 35(100,0) 27(100,0) 59 (100,00 26

(100,0)

*Fischerov egzaktni test

Tablica 5.6. Povezanost Nectina-4 s ER, PR, Ki-67 i dobi

Dob 0,733 0,019 -0,095 - 0,145

ER 0,633 -0,027 -0,152 - 0,099

PR 0,964 0,003 -0,117 - 0,126

Ki-67 0,638 -0,026 -0,147 - 0,111
*Kendall's Tau
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Na slikama 5.13., 5.14., 5.15. i 5.16. graficki su prikazane raspodjele vrijednosti
starosne dobi pacijenata, ER, PR i Ki-67 proliferacijskog indeksa u odnosu na ekspresiju
Nectina-4.

Iz navedenih prikaza vidljivo je da ne postoji statisticki znafajna povezanost izmedu
ekspresije Nectina-4 i dobi (p = 0,604), ER (p = 0,568), PR (p = 0,490) i Ki-67 (p = 587).
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Slika 5.13. Raspodjela Nectina-4 u odnosu na starosnu dob (p = 0,604; Kruskal-Wallis test)
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Slika 5.14. Raspodjela Nectina-4 u odnosu na ER (p = 0,568; Kruskal-Wallis test)
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Slika 5.15. Raspodjela Nectina-4 u odnosu na PR (p = 0,490; Kruskal-Wallis test)
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Slika 5.16. Raspodjela Nectina-4 u odnosu na Ki-67 (p = 0,587; Kruskal-Wallis test)

5.5. Analize preZivljenja (Kaplan-Meier i Cox regresijski model)

U ispitivanoj skupini od 147 pacijenata, medijan pracenja je bio 80,7 mjeseci s
interkvartalim rasponom od 35,7-103,5 mjeseci i totalnim rasponom od 1,9-128,2 mjeseca.
Unutar ispitivanog razdoblja 53 pacijenta (36,1 %) je umrlo. Povrat bolesti zabiljezen je u 45
pacijenata (30,7 %), od toga 7 s lokalnim recidivom (4,8 %) i 38 pacijenata s distalnim
metastazama (25,9 %). (tablica 5.7).

Tablica 5.7. Ishod bolesti

Bez povrata bolesti /DFS 42 (28,6)

Lokalni recidiv/ILRFS 7 (4,8)

Udaljeni recidiv /DRFS 38 (25,9)

Sveukupno preZivljenje /OS 53 (36,1)
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Prilikom analize Coxovim regresijskim modelom za sveukupno prezivljenje (OS) i
prezivljenje bez povrata bolesti (DFS) (tablica 5.8. i 5.9.), grani¢ne su vrijednosti odredene
ROC analizom. U oba slucaja progesteron se pokazao kao statisticki zna¢ajan parametar za
prezivljenje (DFS: p = 0,004; OS: p = 0,029). U ovoj analizi Nectin-4 se takoder istice kao
statisticki bitan parametar za sveukupno prezivljenje i prezivljenje bez povrata bolesti (DFS
p<0,001; OS p<0,001). Ostali ispitivani parametri u ovoj analizi nisu se pokazali kao

statisti¢ki znacajni, osim dobi koja je statisticki znac¢ajno povezana s DFS (p<0,001).

Tablica 5.8. Univarijantna i multivarijantna prognosticka analiza 147 pacijenata za OS

Univarijantna analiza Multivarijantna analiza

HR 95 % CI 95 % ClI

Dob 3,246 1,887-5584 <0,001 3,868 2,169-6,895 <0,001
>66+
ER 0,485 0,219-1,075 0,075 0,878 0,387-1,992 0,755
<7+
PR 0,299 0,128-0,700 0,005 0,279 0,117-0,666 0,004
<7+

Ki-67 0,604 0,339-1,076 0,087 0,604 0,336-1,084 0,091
>26+

Nectin-4 4,583  2,446-8,587 <0,001 4,800 2,498-9,221 <0,001
>5

*COX regresijski model; HR: hazard ratio; Cl:confidence interval.
tGranicne vrijednosti odredene ROC analizom
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Tablica 5.9. Univarijantna i multivarijantna prognosticka analiza 147 pacijenata za DFS

Univarijantna analiza

HR

95 % CI

p*

Multivarijantna analiza

HR

95 % ClI

p*

Dob 1,259  0,663-2,391 0,482 1,448 0,748-2,801 0,272
>69+

ER 0,556  0,256-1,208 0,138 0,594 0,270-1,306 0,195
<5t

PR 0,257 0,091-0,723 0,010 0,314 0,111-0,892 0,029
<7%

Ki-67 0,522  0,248-1,099 0,087 0,539 0,253-1,150 0,110
>31+

Nectin 3,571 1,809-7,046 <0,001 3,493 1,755-6,951 <0,00
>5F 1

*COX regresijski model; HR: hazard ratio; Cl:confidence interval.

tGranicne vrijednosti odredene ROC analizom
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Putem Kaplan-Meier krivlulja u kombinaciji s long rank testom, Ki-67 nije pokazao
statisticki znacajnu povezanost s prezivljenjem (OS p = 0,343; DFS p = 0,322; LRFS p =
0,691; DRFS (p = 0,266) (slika 5.13.).
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Slika 5.13. Kaplan-Meier anliza za Ki-67
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Za razliku od Ki-67 proliferacijskog indeksa, PR pokazuje statisticki znacajnu
povezanost sa sveukupnim prezivljnjem (OS p = 0,026), prezivljenjem bez povrata bolesti
(DFS p = 0,038), kao i prezivljenjem bez pojave udaljenih metastaza (DRFS p = 0,032). Nije
pronadena statisticka povezanost s pojavom lokalnih recidiva (LRFS p = 0,124 (slika 5.14).
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Slika 5.14. Kaplan-Meier analiza za PR
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Vrlo je slican rezultat analize za ER (OS p = 0,020, DFS p = 0,019; DRFS p = 0,017; i
LRFS p = 0,447) (slika 5.15.).
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Slika 5.15. Kaplan-Meier analiza za ER

Nectin- 4 pokazao je zna¢ajnu statistiCku povezanost s OS (p<0,001), DFS (p<0,001) i
DRFS (p<0,001), dok za LRFS nije ustanovljena statisticki znacajna povezanost (p = 0,223)
(slika 5.16.).
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6. Rasprava

Sukladno predhodno spomenutoj St. Gallenskoj konvenciji prihvaé¢ena je molekularno
bazirana podjela karcinoma dojke u pet podvrsta (74). Prema toj podjeli luminalni B (HER2
negativni) karcinomi ostaju najheterogenija skupina u odnosu na sve ostale. U toj skupini
vrijednosti Ki-67 proliferacijskog indeksa variraju od 20 (ili nize kod PR<20%) do 100 %, Sto
je puno veéi raspon u odnosu na luminalnu A skupinu karcinoma, gdje su Ki-67 vrijednosti od
0-19 %. Takoder je vrlo Saroliki pozitivitet ER i PR, koji u tumorskom tkivu kod luminalnih
B karcinoma mogu biti oba intenzivno i difuzno pozitivna, ali pozitivitet moze biti i blag te
samo Zzari$ni u pojedinim stanicama (slika 6.1.). U ovoj su skupini i oni tumori kojima je
jedan od hormona negativan, pri ¢emu su ¢es¢i tumori kod kojih je pozitivan samo ER, a PR
negativan; rijeda je kombinacija pozitvnog PR, a negativnog ER. Ova heterogenost mozda je
odgovor na pitanje zaSto pojedini pacijenti unutar ove skupine tumora uz povoljne ostale
prognosticke parametre imaju loSu prognozu, s brzim relapsom bolesti 1 pojavom udaljenih
metastaza, a drugi Zive 10 1 viSe godina bez pojave bolesti, unato¢ nepovoljnim parametrima
kao $to su pozitivni pazus$ni limfni ¢vorovi, visi gradus tumora ili tumor vec¢ih dimenzija. Za
ovu skupinu tumora poznato je da se, osim navedenih histopatoloskih te molekularnih
karakteristika, nalaze 1 odredene klinicke znacajke kao Sto su loSije prezivljenje bez povrata
bolesti, poviSeni rizik od ranog relapsa bolesti, predispozicija za relaps u kostima i pleuri,
relativna neosjetljivost na endokrinu terapiju u usporedbi s luminalnim A karcinomima, i

relativna neosjetljivost na kemoterapiju u odnosu na trostruko negativne karcinome (77).
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Slika 6.1. Raznoliki intenzitet i raspored ER i PR receptora (IHK 400 x;
A-PHD 10286/08; B-PHD 7065/08; C-PHD 752/08)
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Zbog svega navedenog ukazuje se potreba za pronalazenjem dodatnih biomarkera koji
bi preciznije definirali ovu skupinu tumora, s podjelom na one tumore Kkoji ipak zahtjevaju
agresivniji onkoloski tretman i one kojima takav tretman donosi viSe Stete nego Kkoristi.
Nectin-4 predmet je recentnih znasnstvenih istrazivanja a zbog dokazane uloge u progresiji

tumora idealan za izolaciju podskupine pacijenata s losijim ishodom bolesti.

6.1. Nectin-4 u karcinomu dojke

Na slici 5.12. uocava se da je raspodjela pozitiviteta Nectin-4 proteina relativno
pravilna, a najzastupljenije su skupine s vrijednostima od 2-8.

Fabre Lafay i autori u svom istrazivanju prikazali su pozitivnu ekspresiju Nectina-4 u

62 % duktalnih i 6 % lobularnih karcinoma dojke unutar kojih je pozitivitet bio znacajniji kod
hormonski slabije pozitivnih ili hormonski negativnih tumora (55).
U ovom istraZivanju pozitivitet na Nectin-4 zabiljeZen je u sveukupno 112 (76,19 %) tumora,
od ¢ega su 76 (51,07 %) bili duktalnog invazivnog podtipa (NOS), 17 (11,50 %) su bili
lobularni invazivni a ostali (19 (12,90 %)) su bili drugih, rijedih histoloskih podtipova, iz ¢ega
vidimo da je zastupljenost duktalnih i lobularnih podtipova u ovoj skupini karcinoma po
postotku slicna rezultataima iz literature, iako ne statisticki znacajna.

S obzirom na analizu i interpretaciju uzoraka dobivenih imunohistokemijskom
obradom u vedini istrazivanja opisuje se citoplazmatski pozitivitet, no pojedini autori u tkivu
dojke, ali i u drugim tumorima (gusteraca, jajnici, plu¢a), spominju i membranski pozitivitet
Nectina-4. Lattanzio i autori u svom istrazivanju T1-T2 , NO ranih luminal A karcinoma dojke
uz citoplazmatski prikazali su i membranski pozitivitet Nectina-4 u tumorskim stanicama kao
rizi¢ni faktor za pojavu udaljenih metastaza (51). Navedene razlike u rasporedu pozitiviteta
mogu se pripisati primjenom razli¢itih klonova protutijela na Nectin-4 protein.

U ovoj studiji pozitivitet je bio isklju¢ivo citoplazmatski (slika 6.2.), a membransko

bojanje unutar tumorskog tkiva nije uoceno.

39



Slika 6.2. Nectin-4 u invazivnim tumorskim nakupinama (PHD 6910/07; IHK; Ax100; B x
400)

6.2. Luminalni B (HER2 negativni) tumori s niskim intenzitetom ER i PR

Perou 1 autori istrazivali su genske profile tumora s pozitivnim hormonskim
receptorima i uz korelaciju s klinickim tijekom bolesti uvode pojam luminal C karcinoma, kao
podskupine s najlo$ijim ishodom (78). U ovoj skupini, neovisno o ekspresiji ER i PR, uocila
se ekspresija brojnih gena inace karakteristiCnih za trostruko negativne te HER2 pozitivne
karcinome.

Dvorkin-Gheva i Hassell su ustanovili da molekularnim profiliranjem gena u
razli¢itim karcinomima dojke ostaje i do 35 % karcinoma koji se ne mogu svrstati niti u jednu
0d odredenih pet podvrsta tumora te spominju zasebnu podvrstu - ,,luminal-like” tumore, koji
su u oko 95 % slucajeva karakterizirani s visokom ekspresijiom ER i PR gena (79). Ova
skupina jasno se razlikuje od predhodno spomenute luminal C podvrste, i iako imaju nisku
razinu amplifikacije HER2, transkripcijski profili gena sli¢ni s luminalnim A i B podtipom
ustanovljeni su samo u oko 25 % slucajeva. Klini¢kim pra¢enjem ustanovili su da ova skupina
pacijenata ima bolji ishod od trostruko negativnih karcinoma, ali lo$iji od luminalnog A
podtipa. Veliki dio ovih tumora, u svakodnevnoj rutinskoj praksi odreden
imunohistokemijskom metodom, zasigurno se svrstava u luminalne B karcinome, a oni bi
mogi Ciniti podskupinu rezistentniju na onkoloSku terapiju, s loSijom prognozom i ishodom

bolesti.
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lako su Ameri¢ko drustvo za klinicku onkologiju (American Society of Clinical
Oncology , ASCO) i Americko drustvo za patologiju (College of American Pathologist,CAP)
preporucili da se status ER smatra pozitivnim ako je 1 % ili viSe tumorskih stanica pokazuje
nuklearni pozitivitet imunohistokemijskim bojanjem, takoder preporucuju i semikvantitativnu
procjenu rezultata imunohistokemijskog bojanja (H-score ili Allreadova metoda) (72) i time
daju znacaj odredivanja intenziteta i rasporeda pozitiviteta ER i PR receptora. Poznato je da se
kod pozitivnih hormonskih receptora daje hormonska terapija, a samo se pojedinim
pacijenticama s pozitivnim hormonskim receptorima daje i dodatna kemoterapija, najveéim
djelom u ovisnosti od bioloskih karakteristika tumora. Uz to, namece se 1 pitanje uinka
endokrine terapije na tumore Kkoji imaju pozitivan ali niski intenzitet hormonskih receptora.
Nove studije dodatno ukazuju na klini¢ki znacaj semikvantitativnog odredivanja pozitiviteta
hormonskih receptora, s tezom da slabija ekspresija hormonskih receptora moze, uz ostale
parametre, biti kriterij za uklju¢enje kemoterapije (80).

Stoga su zanimljiv nedavna istrazivanja luminalnih B karcinoma koji su slabije
pozitivni na hormonske receptore, ili negativni na jedan od njih. Tako Gloyeske i autori u
svom radu dokazuju da luminal B sa niskim ER intenzitetom morfoloski, ali i odgovorom na
kemoterapiju, viSe nalikuju trostruko negativnim karcinomima (81). Park i autori prikazuju
populaciju karcinoma negativnih na jedan od hormonskih receptora kao podgrupu luminalnih
B (HER2 negativnih) karcinoma s loSijom prognozom (82). Dokazano je takoder da luminalni
B karcinomi s niskom razinom ekspresije ER imaju los$iji kompletni patoloski odgovor nakon
neoadjuvantne kemoterapije, u odnosu na karcinome sa visokom ekspresijom, te da je
odgovor na neoadjuvantnu kemoterapiju vrlo slican ER negativnim tumorima, ali samo u
skupini luminalnnih B HER2 negativnih karcinoma (83).

U ovom istrazivanju svi izabrani tumori bili su pozitivni na ER, a u devet uzoraka nije se
detektirala niti jedna tumorska stanica pozitivna na PR.

Analizom Kaplan-Meier krivulja za ukupno prezivljenje kao i prezivljenje bez povrata bolesti
istiCe se bitan prognosti¢ki znacaj ekspresije ER i1 PR. Dokazano je da je niZi intenzitet ili
negativnost jednog od receptora povezan sa losijim ishodom bolesti. Ovaj rezultat u skladu je
sa do sada navedenim podatcima iz literature i naglaSava kako vaznost semikvantitativnog
odredivanja hormonskih receptora tako i1 vaZnosti intenziteta hormonskih receptora kao
dodatnog ¢imbenika u odluci o adjuvantnoj kempterapiji.

Analizom korelacije vrijednosti ER i PR te Ki-67 sa ostalim klinickopatoloskim
parametrima uocena je statisticki znacajna povezanost samo sa gradusom tumora, odnosno

tumori sa slabijim intenzitetom ER i PR te visim Ki-67 proliferacijskim indeksom bili su
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statisticki znacajno viSeg gradusa. S obzirom na ove rezultate moze se nadovezati i zaklju¢ak
da u skupini hormonski slabije pozitivnih tumora i onih sa visom Ki-67 proliferacisjkim
indeksom, histoloski gradus tumora mozer biti vazan parametar za procjenu u odluci o
agresivnijoj onkoloskoj terapiji, u odnosu na druge parametre kao Sto su veli¢ina tumora ili
zahvacéenost pazu$nih limfnih ¢vorova.

Iz ovoga proizlazi da neovisno o molekularnim analizama i delikatnom genetskom
profiliranju, koje neupitno postaje neophodno u bliskoj buduénosti za analizu i dijagnostiku
malignih tumora, 1 dalje ostaje velika potreba za bazicnim patohistoloSkim pregledom
tumorskog tkiva 1 §to detaljnijoj procjeni parametara (izgled jezgre, broj mitoza 1 arhitektura
tumora) bitnih za dodjelu gradusa pojedinom tumoru.

Za razliku od ER i PR, Ki-67 proliferacijski indeks u ovoj analizi nije pokazao
statisticki znacajnu povezanost u odnosu na ukupno i prezivljenje bez povrata bolesti. lako je
Ki-67 proliferacijski indeks tradicionalno poznati pokazatelj agresivnog ponasanja odredenog
tumora, i neophodan za odjeljivanje luminalnih A od luminalnih B karcinoma, u ovoj skupini
ispitanika nije se pokazao kao relevantan za predvidanje ishoda bolesti. Navedeni rezultat
govori u prilog ¢injenici da u ovoj skupini tumora o¢ito postoje drugi parametri koji odreduju
maligni potencijal tumora, a on nije vezan za samu proliferacijsku aktivnost tumorskih
stanica.

EBCTCG (Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group) meta-analiza dokazala
je da tamoxifen produzuje vrijeme do pojave relapsa bolesti u ER pozitivnih tumora, neovisno
0 statusu PR. S druge strane Cancello i autori u svom istrazivanju pokazuju povezanost
negativnih PR sa visokim rizikom od relapsa bolest (84). Nadalje, Yu Zong i autori pokazali
su da luminal B (HER2 negativni) tumori imaju veci rizik od pojave udaljenih metastaza kada
su negativni na PR, ¢ak i uz adekvatno i kompletno provedenu endokrinu i adjuvantnu
kemoterapiju. (85)

Univarijantnom i multivarijantnom Cox-ovom analizom, u ovom istraZivanju,
potvrdena je vaznost intenziteta PR za procjenu ishoda bolesti, i za razliku od ER i Ki-67
proliferacijskog indeksa, uocena je statisticki znacajna povezanost ekspresije PR u odnosu na
sveukupno preZivljnje 1 preZivljenje bez povrata bolesti. Stoga se namece zakljucak da je
ekspresija PR bitna za procjenu ishoda bolesti u skupini luminalnih B HER 2 negativnih
karcinoma, a PR prognosticki ¢imbenik neovisan o drugim parametrima kao $to je dob, ER ili

Ki-67 proliferacijski indeks.
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6.3. Prognosticka vrijednost ekspresije Nectina-4

Unazad nekoliko godina Nectin-4 se dokazuje kao prognosticki i terapijski marker za

karcinome dojke (9), takoder i za karcinome jajnika (11) i pluca (12).
Kod karcinoma dojke opéenito, dokazana je povezanost razine ekspresije Nectina-4 sa viSim
gradusom tumora, veli¢inom tumora i statusom limfnih ¢vorova, slabije pozitivnim ili
negativnim ER i PR a takoder i sa ekspresijom HER2 receptora (9). Nectin-4 se generalno u
karcinomima dojke neovisno o molekularnom podtipu pokazao i kao prognosticki biljeg,
njegova ekspresija je u izravnoj korelaciji sa sveukuopnim prezivljenjem kao 1 prezivljenjem
bez povrata bolesti. Vrlo je vazan i podatak da se Nectin-4, kod ekspresije u tumorskom tkivu
moze detektirati i u serumu pacijenata (8) pa je mjerenjem serumske razine Nectina-4 moguce
pratiti i evidentirati eventualnu progresiju bolesti.

U ovoj studiji, unutar ispitane skupine tumora i Kaplan-Meier krivuljama prezivljenja,
ali 1 Coxovom univarijjantnom 1 multivarijantnom analizom, jasno se statisticki dokazala
povezanost ekspresije Nectin-4 proteina i sa sveukupnim prezivljenjem (OS), kao i
prezivljenjem bez povrata bolesti (DFS), prezivljenjem bez pojave udaljenih metastaza
(DRFS). Stoga je potvrden dio hipoteze da je Nectin-4 bitan prognosticki pokazatelj u ovoj
skupini tumora, ali neovisan o hormonskom statusu ili Ki-67 proliferacijskoj aktivnosti.

Nije se dokazala statisticki znaCajna povezanost Nectina-4 sa pojavom lokalnih recidiva
(LRFS), na temelju ¢ega mozemo zakljuciti da je ekspresija Nectina-4 vezna vise za
metastatski potencijal tumorskog tkiva u odnosu na njegovo lokalno Sirenje.

Kod pacijenata s luminalnim B HER2 negativnim karcinomom dojke postavlja se
pitanje adjuvantne kemoterapije, koja oc¢ito pojedinim pacijetnima zbog agresivnijeg tijeka
bolesti treba. Uz ve¢ odredene smjernice (histoloski gradus 3, jedan ili vise pozitivnih limfnih
¢vorova, limfovaskularna invazija i niska razina hormona)(74, 86), Nectin-4 se moze

iskoristiti kao vrijedan parametar u odabiru ove skupine pacijenata.

6.4. Povezanost Nectina-4 s ostalim prognosti¢kim parametrima

U studiji Fabre-Lafay i suradnika ekspresija Nectina-4 usporedena je sa ekspresijom
pojedinih proteinskih markera u 52 rana karcinoma dojke (55). lzabrani su proteini bili
bazalnog (EGFR, P53 i P-cadherin) ili luminalnog tipa (ER, PR, GATA3) (87-89). Takoder
su analizirane ekspresije ERBB2 i Ki-67 proliferacijskog markera. Nectin-4 je identificiran u

skupini proteina EGFR, P53 i P-catherina, dok je ekspresija Nectina-4 bila u negativnoj
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korelaciji sa proteinima luminalne skupine (ER, PR, GATA3). Statisti¢ki znacajna, iako niza
korelacija ustanovljena je sa ERBB2, Ki67, E-cadherinom and B-cateninom. Sveukupno,
ekspresija Nectina-4 dokazana je u 7 od 8 tumora negativnih na ER i PR i, iako se Nectin-4
opisuje kao tumor marker u duktalnim invazivnim karcinomima, u spomenutim istrazivanjima
njegova ekspresija bila je povezana vise sa ,,basal-like* podtipom.

Iz slika 5.14 i1 5.15. vidljivo je da je raspodjela intenziteta ER i PR podjednaka za sve
skupine Nectina-4, te nije utvrdena jaca ekspresija Nectina-4 kod hormonski slabije pozitivnih
tumora, $to znaci da su u relativno jednakom omjeru pozitivitet na Nectin-4 imali i tumori sa
viSom kao 1 tumori sa nizom ekspresijom hormoskih receptora.

Iz toga proizlazi da nije moguce izdvojiti podskupinu tumora karakteriziranu niskom
razinom hormona a istovremeno visokom ekspresijom Nectina-4, zbog relativno pravilne
raspodjele pozitiviteta hormonskih receptora u svim skupinama Nectina-4. Nadalje, unato¢
navedenoj studiji Fabre-Lafay i autora, gdje se pozitivitet Nectina-4 viSe veze za bazalnu,
hormonski negativnu skupinu karcinoma dojke, zbog ujednacene raspodjele intenziteta
hormonskih receptora, ispitivana luminal B skupina karcinoma koja obuhva¢a hormonski
pozitivne tumore, jednako je podobna za analizu ekspresije Nectina-4.

Takoder, razdioba Ki-67 proliferacijske aktivnosti, jednaka je za sve skupine Nectina-
4. (Slika 5.16). 1z toga proizlazi da pacijenti koji imaju jaé¢i intenzitet Nectina-4 ne moraju i
biti oni ¢iji tumori imaju visoku Ki-67 proliferacijsku aktivnost te da proliferacijska aktivnost,
kao naznaka agresivnijeg ponasanja pojedinog tumora, nije vezana za ekspresiju Nectina-4.

S obzirom na navedeno, dio postavljene hipoteze da ¢e Nectin-4 pozitivniji tumori
imati nizu ekspresiju hormonskih receptora i viSu Ki-67 proliferacijsku aktivnost u ovom
istrazivanju nije potvrdena. Zbog toga na temelju ovoga istrazivanja nije moguce izdvojiti
skupinu pacijenata s tumorima loSijih prognostickih karakteristika koje bi se temeljile na
kombinaciji niskih razina pozitiviteta hormnonskih receptora i ujedno visoke proliferacijske
aktivnosti i visoke ekspresije Nectina-4.

Kako u ovoj skupini tumora Kaplan-Meier analizom nije dokazana povezanost Ki-67
proliferacijske aktivnosti sa ishodom bolesti, ovaj je nalaz o¢ekivan.

No, Kaplan-Meier analizom dokazan je prognosti¢ki utjecaj ER i PR, takoder i Nectina-4 na
ishod bolesti, zbog ¢ega se moZze postaviti teza da tumori sa slabijim intenzitetom ER 1 PR 1
oni sa viSom ekspresijom Nectina- 4 predstavljaju zasebne, medusobno neovisne skupine
tumora. Statistickom analizom prethodno navedenih 1 ispitivanih prognosti¢kih ¢imbenika, u
ovom istrazivanju, ustanovljena je znacajna povezanost Nectina-4 jedino sa veli¢inom

tumora, §to znaci da su Nectin-4 pozitivniji tumori bili oni ve¢ih dimenzija. Ovime se moze
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dodatno naglasiti ve¢ spomenuta vaznost veli¢ine tumora kao prognostickog ¢imbenika, a
posebno u skupini tumora sa ve¢om ekspresijom Nectina-4.

Zanimljivo je da ostali, tradicionalno uvazeni prognosticki faktori kod karcinoma
dojke kao $to su gradus tumora, histoloski podtip, dob pacijenta, i pozitivitet pazusnih limfnih
¢vorova nisu statisti¢ki znacajno povezani sa ekspresijom Nectina-4.

Moze se re¢i da je Nectin-4 bitan prognosticki pokazatelj, i da je neovisan o vecini
drugih prognosti¢kih ¢imbenika, zbog ¢ega postoji mogucnost da bi prethodno spomenuti
tumori koji unato¢ povoljnim prognostickim kriterijima imaju rane metastaze 1 loSi ishod
bolesti, mogli biti bas oni koji imaju raznoliki pozitivitet hormonkih receptora i Ki-67

proliferacijske aktivnosti, ali izraZenu ekspresiju Nectina-4.

6.5. Nectin-4 kao tumorski biljeg u terapiji onkolitickim virusima

Virus ospica je RNA virus, a na svojoj povrsini ima dva glikoproeina: fuzijski (F) 1
hemaglutininski (H), koji su odgovorni za prijanjanje i spajanje virusa za ciljanu stanicu
(90,91). Infeckija virusom ospica poéinje putem interakcije H proteina za receptor ciljane
stanice, tada se aktivira F protein, koji je medijator fuzije membrana i ulaska virusa u stanicu.
Ekspresija tih istih F 1 H proteina na zarazenoj stanici uzrokuje spajanje veceg broja stanica i
stvaranje tzv. scincicija (92, 93), koji su metaboli¢ki aktivni i povecavaju citotoksi¢nost
virusa (94, 95).

Virus ospica (MV) je visoko kontagiozan, prenosi se aerosolom a njime se zarazi oko
10 milijuna djece svake godine. Odgovoran je za oko 120.000,00 smrti u svijetu 2012. godine
(96).

Pojava zaraze u nevakciniranoj populaciji Europe i Sjeverne Amerike (97) podsjeca
nas da je MV visoko kontagiozan, ali stani¢ni receptori njegovog Sirenja dugo su bili
nepoznanica. U potrazi za stani¢nim receptorom za virus ospica 1954. Enders i Peebles
izolirali su laboratorijski tip virusa koji je dobio naziv po pacijentu (Edmoston) (98, 99), a
koristi se za procjepljivanje. No, u novije vrijeme sve vise se istrazuje divlji tip virusa ospica

(,,wild type MV*) (100).
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Jednom kada je virus inhaliran veze se za SLAM (signalna limfocitna aktivacijska
molekula) ili CD 150, koja se nalazi na povrsini aktiviranih T i B limfocita, monocita i
dendritickih stanica (101-103).

Nakon opseznog umnozavanja u SLAM- pozitivnim stanicama unutar limfati¢kih
organa, cirkuliraju¢e SLAM pozitivne stanice dovode virus do ciljanih epitelnih stanica. Dugo
je receptor na epitelnim stanicama i nacin ulaska virusa u stanicu bio nepoznanica. Od brojnih
istrazivanih potencijalnih stani¢nih receptora samo je Nectin-4 poznat i kao PVRL-4 pokazao
stabilnost, adekvatnu konverziju prethodno rezistentnih stanica te pripremu za ulazak virusa
(104). Brojnim, novijim istrazivanja, u odraslih osoba je osim u tkivu posteljice uocena i
ekspresija Nectina-4 i u epitelnim stanicama diSnog sustava, najve¢im djelom epitelnih
stanica duSnika (102, 103). Nasuprot tome, jaka i difuzna ekspresija Nectina- 4 dokazana je u
brojnim karcinomima kao $to su pluca, dojka, debelo crijevo i jajnici (52, 53, 105-107).

U istrazivanju Brajes i autora (108) prikazano je da se odredeni proteini na povrsini
stanice koja prenosi MV, vezu sa Nectin-4 receptorom na stranama respiratornog cilindri¢énog
epitela. Ova interakcija izaziva odmotavanje virusnih trimer proteina i otvara intercelularne
pore, ¢ime se omogucuje ulazak virusa u stanicu. Poznato je da su Nectini transmembranski
glikoproteini Ciji je citoplazmatski nastavak povezan sa unutarstani¢nim proteinom afadinom
(109). Afadin potom aktivira F- actin, ¢ime se moZe objasniti brzo Sirenje virusa nakon
infekcije epitelnih stanica.

Umetanje gena za tumor specificne ligande pojedinih tumorskih antigena, inZenjering
virusa sa stvaranjem sinteticke mikro RNA ciljane sekvence, i osljepljivanje virusa na
prirodne receptore u organizmu samo su neke od uspjesnih metoda da se povisi specificnost
djelovanja virusa i pojaca onkoliti¢ki efekt na tumorsku stanicu (110). Pri tome je antivirusna
zaStita domacina znacCajna prepreka za ovu vrstu terapije, a pristupi koji ukljucuju transport
MV do tumorske stanice, te epitelni receptori koji omogucuju neometani ulazak virusa u
stanicu postaju izuzetno vazni.

Trenutno su u tijeku 7 klini¢kih studija u ranoj fazi koja aktivno ispituju genetski
modificirano cijepivo MV u tretmanu karcinomima jajnika, mijelomu, koznom Non Hodgkin
limfomu, sa Nectinom-4 kao receptorom na tuorskim stanicama. U ovim studijama biljeze se
pozitivni rezultati 1 unato¢ prisutnim postoje¢im protutijelima na virus ospica dobivenih

prethodnom imunizacijom (110).
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7. Zakljuéci

Temeljem prikazanih rezultata, a s obzirom na postavljenje ciljeve i hipotezu moze se

zakljuciti slijedece:

o U ispitivanoj skupini tumora (luminalnih B HER2 negativnih karcinoma dojke),
pozitivno je bilo sveukupno 112 (76,19 %) tumora, od ¢ega su 76 (51,07 %) bili duktalnog
invazivnog podtipa, 17 (11,5 %) su bili lobularni invazivni a ostali (19 (12,9 %)) su bili
ostalih rijedih histoloskih podtipova a pozitivitet je bio citoplazmatski. Ovi podatci sukladni
su onima iz literature vezanim za raspored pozitiviteta Nectina-4 u karcinomima dojke.

o U skupini luminal B (HER 2 negativnih) karcinoma na sveukupno prezivljenje kao i
prezivljenje bez povrata bolesti bitno utjece ekspresija ER i PR, za razliku od Ki-67 koji se u
ovoj skupini nije pokazao kao statisticki relevantan prognosti¢ki pokazatelj. Progestereron se
u Cox-ovoj regresijskoi univarijantnoj i multivarijantnoj analizi pokazao kao statisticki
znacajan neovisni prametar za sveukupno prezivljenje i1 prezivljenje bez povrata bolesti. S
obzirom na sve prethodno navedeno proizlazi da je podskupina luminalnih B (HER2
negativnih) karcinoma dojke sa nizim intenzitetom pozitiviteta na ER i PR ili negativnim
jednim od receptora, a neovisno o Ki-67 proliferacijskom faktoru, ona sa losijim ishodom
bolesti i agresivnijim tijekom.

. Nectin- 4 u ovom istrazivanju je statisticki zanCajnu povezanost imao samo sa
veli¢inom tumora tj. tumori vecih dimenzija imali su viSu ekspresiju Nectina-4, ¢ime se
naglaSava vaznost veli¢ine tumora kao prognostickog ¢imbenika.

o Nije dokazana statistiCki znacajna korelacija Nectina-4 sa ostalim parametrima,
ukljucujuéi Ki-67 proliferacijski indeks kao i razinu intenziteta hormonskih receptora. Stoga
nije potvrden dio hipoteze da je Nectin-4 pozitivniji kod tumora sa viSom proliferacijskom
aktivno$¢u te hormonski slabije pozitivnih tumora. Zbog priblizno podjednake raspodjele
pozitiviteta hormonskih receptora u svim podskupinama ekspresije Nectina-4, mozZe se
zakljuciti da je luminal B (HER2 negativna) skupina dobar uzorak za analizu Nectin-4
ekspresije unutar tumorskih stanica. Takoder, u ovoj skupini tumora nemoguce je odvojiti
ciljanu podskupinu koja bi istovremeno uz slab intenzitet receptora imala i visoku razinu
ekspresije Nectina-4 te bila ona sa agresivnijim tijekom bolesti i loijim ishodom.

o Nektin-4 je u skupini luminalnih B (HER2 negativnih) karcinoma dojke bitan
prognosticki pokazatelj; Kaplan-Meier analizom kao i Coxovim regeresijskim modelom

dokazana je statisti¢ki znac¢ajna povezanost sa ukupnim prezivljenjem kao i prezivljenjem bez
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povrata bolesti, te bi se uz ostale bioloske karakteristike tumora (veliina, gradus, zahvacenost
limfnih ¢vorova) Nectin-4 mogao svrstati kao bitan parametar u odluci o adjuvantnoj
kemoterapiji.

o Kao receptor za virus ospica, Nectin-4 vazan je i kao terapijski tumor marker. U svrhu
potencijalne, buduce terapije onkollitickim virusima, imunohistokemijsko odredivanje
ekspresije Nectina-4 u luminalnim B HER2 negtivnim karcinomima (uklju¢ujuci i skupinu sa
niskom ekspresijom hormonskih receptora, ili drugim loSijim prognostickim parametrima),
moglo bi postati dio rutinske patohistoloske dijagnostike.

. Nectin-4 je vazan novi tumor povezani antigen unutar populacije pacijenata sa
karcinomom dojke. Zbog dokazane jake prognostiCke vrijednosti, njegova implementacija
moze pomoc¢i u redefiniranju podjele karcinoma dojke sa stvaranjem podskupina unutar
luminalnih B (HER2 negativnih) karcinoma, ¢ime bi se bolje prilagodila onkoloska terapija te
poboljsao ishod bolesti.

. Zbog svega navedenog, potrebne su dodatne potvrde i dodatna istrazivanja tocne uloge
te bioloskog utjecaja Nectina-4 unutar drugih podtipova karcinoma dojke, ali i malignih

tumora drugih primarnih sjela.
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8. Sazetak

Cilj istrazivanja: Istraziti povezanost ekspresije Nectin-4 proteina u populaciji pacijenata s
luminalnim B HER2 negativnim podtipom karcinoma dojke a u korelaciji sa prognosti¢kim
parmetrima kao §to su intenzitet hormonskih receptora, Ki-67 proliferacijski indeks, dob,
veli¢iina 1 histoloski gradus tumora te zahvaéenost pazusnih limfnih ¢vorova.

Materijal i metode: Ispitivana je skupina od 147 pacijenata operiranih u KBC Osijek sa
unilateralnim karcinomom dojke bez dokazanih udaljenih metastaza, koji se prema najnovijoj
St. Gallenskoj Klasifikaciji svrstavaju u luminalnu B HER2 negativhu podskupinu.
KoriStenjem arhivskih parafinskih kocaka ucinjeno je imunohistokemijsko bojanje antitijelom
na Nektin-4 protein, a rezultati su korelirani sa klinickim podatcima uz Kaplan-Meier krivulje
te Cox-ovu regresijsku analizu.

Rezultati: Dokazana je statisti¢ki znacajna povezanost ekspresije Nektina-4 sa veli¢inom
tumora (p<0.05; Chi-Square Test) te negativna povezanost ukupnim prezivljenjem,
prezvljenjem bez bolesti, te prezivljenjem bez pojave udaljenih metastaza (p<0,001; Kaplan-
Meier). U Cox-ovoj univarijantnoj i multivarijantnoj analizi pokazao se kao statisticki
znaCajan nezavisni faktor za sveukupno prezivljenje i1 prezivljenje bez povrata bolesti
(p<0,001). Nije uocCena statisticki znacajna povezanost ekspresije Nektina-4 sa dobi,
ekspresijom estrogenskih i progesteronskih receptora, zahvacenos¢u pazusnih limfnih
¢vorova, diferencijacijom tumora, histoloskim tipom i Ki-67 proliferacijskim indeksom.
Zakljucak: Nectin-4 je vazan prognosti¢ki pokazatelj te potencijalna meta za nove terapijske

metode u lije¢enju luminalnih B HER2 negativnih karcinoma dojke.

Kljuéne rijeci: karcinom dojke; Nectin-4; St. Gallen; luminal B; prezivljenje
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9. Summary

Expression of Nectin-4 protein in luminal B (HER2 negative) breast cancer

Objectives: The aim of this study was to evaluate an expression of Nectin-4 in luminal B
(HER2 negative) breast cancer, in correlation with other prognostic parameters as hormone
positivity, Ki-67 proliferation index, age, tumor size, histological grade and axillary lymph
node status.

Patients and methods: In this retrospective study clinical and pathological parameters of 147
luminal B (HER2 negative) breast cancers have been examined from the patients who had
undergone a surgery at the University Hospital Osijek. These patients were presenting with
primary unilateral breast cancer with no evidence of distant metastasis. Nectin-4 protein
expression was assessed by immunohistochemistry and the results were correlated with the
clinical data using Kaplan—Meier curves and univariante and multivariate stepwise
proportional-hazard analysis (Cox model).

Results: Nectin-4 overexpression was significantly correlated with tumor size (p<0.05; Chi-
Square Test), also Nectin-4 expression was negatively associated with overall survival,
disease free survival and distant relapse free survival with the same significance (p<0,001;
Kaplan-Meier). Cox analysis has shown statistically significant correlation between Nectin-4
and overall and disease free survival (p<0,001). Statistically significant correlation between
Nectin-4 and age, ER, PR, age, lymph node metastasis, tumor differentiation, histological
subtype and Ki-67 proliferation index was not found.

Conclusion: Nectin-4 is relevant prognostic factor and a therapeutic target in luminal B

(HERZ2 negative) breast cancer.

Key words: breast cancer; Nectin-4; St. Gallen; luminal B; overall survival
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Nastavna aktivnost:

2007 g. izbor u naslovno suradnicko zvanje asistenta iz znanstvenog podrucja Biomedicine i
zdravstva, znanstvenog polja klinicke medicinske znanosti, znanstvene grane patologija pri
Katedri za patologiju i sudsku medicinu na Medicinskom fakultetu u sustavu SveuciliSta

Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku.

Clanstva:

2001. Hrvatska lije¢ni¢ka komora

2008. Hrvatska kooperativna grupa za hematoloske bolesti (KROHEM)
2013. Hrvatsko OnkoloSko Drustvo (HOD)
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