NAUCNOM VECU MEDICINSKOG FAKULTETA

UNIVERZITETA U BEOGRDU

Na sednici Nau¢nog veca Medicinskog fakulteta u Beogradu, odrzanoj dana 15.03.2018.
godine, broj 5940/15-TU imenovana je komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije pod
naslovom:

,Povezanost ekspresije PTEN proteina i prognoze bolesti kod Zena obolelih od
ranog karcinoma dojke lec¢enih ovarijalnom ablacijom “

kandidata dr Tamare Ursulovié¢, zaposlene u Institutu za onkologiju i radiologiju Srbije u
Beogradu. Mentor je Prof. dr Vesna PleSinac Karapandzi¢. Komentor je N.Sar. dr SneZana
Susnjar.

Komisija za ocenu zavrsene doktorske disertacije imenovana je u sastavu:
1. Prof. dr Svetislav Tati¢, profesor Medicinskog fakulteta u Beogradu
2. Doc. Dr Ivan Markovi¢, docent Medicinskog fakulteta u Beogradu
3. N.Sav. dr Mirjana Brankovi¢ Magi¢, Institut za onkologiju i radiologiju Srbije

Na osnovu analize priloZene doktorske disertacije, komisija za ocenu zavrSene
doktorske disertacije jednoglasno podnosi Nauc¢nom vecu Medicnskog fakulteta sledeci

IZVESTAJ
A) Prikaz sadrzaja doktorke disertacije

Doktorska disertacija dr Tamare Ursulovi¢ napisana je na ukupno 93 strana i1 podeljena je na
slede¢a poglavlja: uvod, ciljevi rada, materijal 1 metode, rezultati, diskusija, zakljucci i
literatura. U disertaciji se nalazi ukupno 31 tabela i 11 grafikona. Doktorska disertacija sadrzi
sazetak na srpskom i engleskom jeziku, biografiju kandidata, podatke o komisiji i spisak

skracenica koriS¢enih u tekstu.

U uvodu je definisano §ta je to rani karcinom dojke. Navedena je epidemiologija karcinoma
dojke 1 prikazana je podela na stadijume bolesti. Opisano je hirurSko lecenje ranog karcinoma
dojke postednim i radikalnim operacijama kao i indikacije, ciljevi i principi postoperativne

radioterapije karcinoma dojke.

Na adekvatan nain je u potpunosti opisano aktuelno adjuvantno sistemsko lecenje

hemioterapijom, hormonoterapijom i bioloSkom terapijom ranog karcinoma dojke,



ukljucujuci: indikacije, mehanizam dejstva, duzinu primene i neZeljena dejstva svakog vida
navedenog adjuvantnog lecenja. Izneti su bioloski podtipovi karcinoma dojke i pojam hormon
receptor pozitivnog karcinoma dojke. Pored tradicionalno koriS¢enih prognostickih i
prediktivnih faktora u karcinomu dojke jasno je apostrofiran znacaj ispitivanja i1 novih
potencijalnih faktora prognoze kao S§to je ekspresija PTEN (engl. phosphatase and tensin
homolog) proteina. Takode je prikazan detaljan osvrt na dosadasnja saznanja o znacaju

ekspresije PTEN proteina u hormon receptor pozitivnom karcinomu dojke.

Ciljevi rada su precizno definisani. Sastoje se od procene uticaja ekspresije PTEN proteina
na prezivljavanje bez bolesti (eng. disease free survival, DFS), na ukupno prezivljavanje (eng.
overall survival, OS) 1 na prezivljavanje specificno za karcinom dojke (eng. breast cancer

specific survival, BCSS).

U poglavlju materijal i metode je navedeno da se radi o prospektivnoj analizi pracenja
uticaja retrospektivno odredene ekspresije PTEN proteina na ishod bolesti analizirane grupe
pacijentkinja sa karcinomom dojke. IstraZivanje je sprovedeno u Institutu za onkologiju i
radiologiju Srbije. Detaljno su opisani kriterijumi ukljucivanja u istrazivanje 1 modaliteti
leCenja pacijentkinja. Takodje, detaljno je opisana metoda za odredjivanje koncentracije
receptora za estrogen i progesteron klasicnom biohemijskom metodom i nedvosmisleno su
definisane vrednosti ovih receptora koje se smatraju pozitivnim od. negativnim. Zatim je
opisana metoda za odredjivanje c-erb-B2 gena CISH metodom 1 definisane su grupe sa HER2
pozitivnim 1 HER2 negativnim statusom bolesti. I na kraju su date metode za odredjivanje
ekspresije PTEN proteina imunohistohemijskom metodom i definisan je PTEN+ i PTEN-
status pacijentkinja. Precizno su definisani parametri na osnovu kojih su se procenjivali ishodi
bolesti (eng. time to event): DFS, OS 1 BCSS. Ovo istrazivanje je sprovedeno u skladu sa
HelsinsSkom deklaracijom i nacelima EtiCkog komiteta Instituta za onkologiju i radiologiju

Srbije i Etickog komiteta Medicinskog fakulteta u Beogradu.
U poglavlju rezultati detaljno su opisani i jasno predstavljeni svi dobijeni rezultati.

Diskusija je napisana jasno i pregledno, uz prikaz podataka drugih istrazivanja sa uporednim

pregledom dobijenih rezultata doktorske disertacije.

Zakljucci sazeto prikazuju najvaznije nalaze koji su proistekli iz rezultata rada.

Kori$¢ena literatura sadrzi spisak od 168 reference.

B) Kratak opis postignutih rezultata



Relaps bolesti zabeleZen je kod 37/66 (56% ) pacijentkinja. Najcesce je bilo udaljenih
metastaza (45,45%), od toga najvise kostanih lezija (24,24%). Kod pacijentkinja sa PTEN
negativnim tumorima zabeleZena je znacajno veca stopa relapsa bolesti u odnosu na

pacijentkinje sa PTEN pozitivnim tumorima.

Medijana DFS za celu ispitivanu grupu iznosila je 15,6 godina sa odgovaraju¢im 95%
intervalom poverenja (95%CI) koji je iznosio >10,5 godina. Nakon 15 godina pracenja
medijana DFS nije dostignuta. Na kraju pracenja (29 godina) kumulativna DFS je iznosila
58,8% a gornja granica odgovarajué¢eg 95%CI od 75% je ukazivala na moguénost da kod
ovakvih pacijentkinja medijana DFS nece biti dostignuta ni u 29. godini. Pacijentkinje sa
PTEN negativnim tumorima imaju znacajno kra¢e DFS u odnosu na pacijentkinje sa PTEN
pozitivnim tumorima. PetogodiSnje i desetogodi$nje stope DFS su za 47% odnosno za 60%
vece u PTEN pozitivnoj u poredjenju sa PTEN negativnom podgrupom pacijentkinja. Od 15.
godine prate se samo PTEN pozitivne pacijentkinje, s obzirom na to da su sve pacijentkinje u
PTEN negativnoj podgrupi imale relaps bolesti. Na kraju pracenja (29 god) kumulativni
procenat DFS kod bolesnica sa PTEN pozitivnom ekspresijom proteina iznosi 58,8%, a gornja
granica odgovarajuceg 95% intervala poverenja iznosi 75,0% S$to ukazuje na mogucénost da

kod ovakvih pacijentkinja medijana DFS ne bude dostignuta ni u 29. godini.

Smrtni ishod zabelezen je kod 51,52% pacijentkinja. Dobijena je medijana OS od 23
godine za celu ispitivanu grupu (95% CI >14,2 godine). Nakon 20 godina pracenja, medijana
OS nije dostignuta. Kumulativni % OS u 25-toj godini 1 na kraju prac¢enja (29. godina) je isti,
45,1% , ukazujué¢i na moguénost da medijana OS ne bude dostignuta ni u 29.godini. U PTEN
negativnoj podgrupi smrtni ishod je zabelezen u znac¢ajno vec¢em broju pacijentkinja u
poredjenju sa PTEN pozitivnom podgrupom. Petogodisnje i desetogodiSnje stope OS su za
34,7% odnosno za 78% vece u PTEN pozitivnoj u poredjenju sa PTEN negativhom
podgrupom pacijentkinja. Od 15. godine prate se samo PTEN pozitivne pacijentkinje, s
obzirom na to da su sve pacijentkinje u PTEN negativnoj podgrupi preminule. Na kraju
pracenja (29 godina) kumulativni procenat OS kod bolesnica sa PTEN pozitivnom
ekspresijom proteina iznosi 61% a gornja granica odgovarajuceg 95% intervala poverenja

iznosi 77,7% Sto ukazuje na moguénost da medijana OS ne bude dostignuta ni u 29.godini.

Zbog KD je umrlo 32/46 (48,48%) od ukupno umrlih 34 pacijentkinja, dok su 2
pacijentkinje od ukupno umrlih preminule zbog pridruZenih bolesti. Medijana BCSS je iste

vrednosti kao kod OS. BCSS je bilo znac¢ajno kra¢e u PTEN negativnoj podgrupi



pacijentkinja u poredjenju sa PTEN pozitivnom podgrupom. Petogodisnje 1 desetogodisnje
stope BCSS su za 34,6% odnosno za 77,7% vece u PTEN pozitivnoj u poredjenju sa PTEN
negativnom podgrupom pacijentkinja. Od 15. godine se prate samo PTEN pozitivne
pacijentkinje, s obzirom na to da su sve pacijentkinje u PTEN negativnoj podgrupi preminule

od raka dojke.

Cox-ova regresiona analiza za DFS 1 OS je uradjena nad grupom od 66 a za BCSS nad
grupom od 64 pacijentkinja za faktore: starost, T status, N status,sadrzaj ER, fenotip ER/PgR,
ekspresija PTEN proteina i HER2 status. Od svih ispitivanih faktora Cox-ove regresione
analize za DFS, statisticka znaCajnost je potvrdena samo za kategoriju ekspresija PTEN
proteina (pacijenti bez ekspresije PTEN proteina imaju 8,6 puta veci rizik za relaps bolesti u
odnosu na pacijentkinje sa prisutnom ekspresijom ovog proteina). Od svih ispitivanih faktora
Cox-ove regresione analize za OS statisticka znacajnost potvrdena je samo za kategorije
ER/PgR fenotipa (pacijentkinje sa ER+/PgR+ fenotipom imaju 2,26 puta veci rizik od
smrtnog ishoda u odnosu na pacijentkinje sa ER+/PgR-&ER-/PgR+ fenotipom), ekspresije
PTEN proteina (pacijentkinje bez ekspresije PTEN imaju 17,23 puta veci rizik od smrtnog
ishoda u odnosu na pacijentkinje sa PTEN pozitivnom ekspresijom) i T statusa (pacijentkinje
sa tumorima ve¢im od Scm, T3 tumorima, imaju 4,19 puta veéi rizik od smrtnog ishoda u
odnosu na pacijentkinje sa tumorima manjim od Scm, od. Tl + T2 tumorima). Od svih
ispitivanih faktora Cox-ove regresione analize za BCSS statistiCcka znaCajnost potvrdena je za
kategoriju T status u TNM (pacijentkinje sa tumorima ve¢im od S5cm imaju 4,16 puta veéi
rizik od smrtnog ishoda od raka dojke u odnosu na pacijentkinje sa tumorima manjim od
Scm) 1 za ekspresiju PTEN proteina (pacijentkinje bez ekspresije PTEN proteina imaju 17,6
puta veci rizik od smrtnog ishoda zbog raka dojke u odnosu na pacijentkinje sa prisutnom

ekspresijom ovog proteina).
C) Uporedna analiza doktorske disertacije sa rezultatima iz literature

Prema ekspresiji PTEN proteina nasa ispitivana grupa pacijentkinja podeljena je na podgrupu
bez ekspresije PTEN proteina (PTEN negativna) i na podgrupu sa prisutnom ekspresijom
PTEN proteina (PTEN pozitivna). Verifikovali smo 29% pacijentkinja bez ekspresije PTEN
proteina. U prethodnom istrazivanju u Institutu za onkoogiju i1 radiologiju Srbije,
sprovedenom u grupi pacijentkinja sa ranim karcinomima dojke, koje su imale identi¢ne
faktore rizika kao naSa grupa ispitanica, osim $to su sve bile postmenopauzne i leCene su

samo adjuvantnom primenom tamoksifena, pokazano da je gubitak ekspresije PTEN proteina



bio zabelezen kod 32% pacijentkinja (Milovanovi¢ i sar, 2011). Nasi rezultati se uklapaju sa
podacima iz literature da je odsustvo PTEN ekspresije zabelezeno u 28%-48% pacijentkinja
sa karcinomima dojke (Shoman i sar,2005; Miller i sar 2009; Saal i sar, 2007; Depowski i sar,
2001). Gubitak heterozigotnosti PTEN gena (eng. Loss of heterozygosity — LOH) jedan je od
najces¢ih uzroka gubitka PTEN aktivnosti 1 prisutan je u 30% do 40% karcinoma dojke dok
su mutacije PTEN gena prisutne u 5% do 12% sporadi¢nih karcinoma dojke. Mi nismo radili
ispitivanja aktivnosti PTEN-a na genskom nivou da bismo mogli da poredimo rezultate sa

literaturnim.

U naSoj grupi pacijentkinja, najvise je bilo udaljenih metastaza, od toga najvise kostanih
lezija Sto je u skladu sa literaturnim podacima da luminalni karcinomi dojke najcesce
metastaziraju u kosStani sistem. Kod pacijentkinja sa PTEN negativnim tumorima zabeleZena
je znacajno veca stopa relapsa bolesti u odnosu na pacijentkinje sa PTEN pozitivnim
tumorima. Petogodisnje 1 desetogodisSnje stope DFS su za 47% odnosno za 60% vece u PTEN

pozitivnoj u poredjenju sa PTEN negativnom podgrupom pacijentkinja.

Milovanovi¢ 1 saradnici su takode pokazali da je odsustvo ekspresije PTEN proteina
povezano sa znacajno kra¢im DFS 1 OS kod postmenopauznih pacijentkinja sa HR pozitivnim
karcinomima dojke koje su le¢ene samo adjuvantnom primenom Tamoksifena (ova grupa
pacijentkinja imala je sve faktore rizika jednake kao naSa ispitivana grupa pacijenktinja sa
rakom dojke, samo su one bile postmenopauzne i lecene su adjuvantnom primenom
tamoksifena, bez adjuvantne hemioterapije). Tako je medijana prezivljavanja bez znakova
bolesti kod pacijentkinja bez ekspresije PTEN proteina, u zavisnosti od toga da li se radi o
duktalnom ili lobularnom karcinomu, kre¢e od 43,5- 46 meseci $to je sli¢no naSem rezultatu
od 44 meseca. [ u ovoj grupi PTEN pozitivne pacijentkinje imaju znacajno duze medijane

DFS, kod duktalnih karcinoma 206 meseci a kod lobularnih ona jo$ nije dostignuta.

Nasi rezultati takode koreliraju sa nalazima koje su publikovali Shoman 1 saradnici (Shoman 1
sar, 2005). I oni su dobili znacajnu povezanost izmedju redukovane PTEN ekspresije, kra¢eg
DFS i kra¢eg BCSS kod pacijentkinja sa HR pozitivnim karcinomima dojke koje su lecene

Tamoksifenom.

Takode, nasi rezultati koreliraju sa ranim radovima koji su pokazali da bolesnice sa
karcinomima dojke sa redukovanom ekspresijom PTEN proteina imaju goru prognozu bolesti
u odnosu na one sa normalnom ekspresijom proteina, ali multivarijantna analiza nije potvrdila

da ekspresija PTEN proteina predstavlja nezavisni faktor prognoze (Saal i sar., 2007; Rsutsuz



S i sar, 2005). Winter 1 saradnici takodje dolaze do sli¢nih rezultata, tj.oni su u grupi od 146
pacijentkinja sa duktalnim invazivnim karcinomima dojke pokazali da je DFS bio duzi

ukoliko je PTEN protein bio eksprimiran u tumorskim ¢elijama dojke (Winter i sar, 2007).
D) Objavljeni radovi koji ¢ine deo doktorske disertacije

Tamara Ursulovic, Zorka Milovanovic, Natasa Medic Miliji¢, Dusica Gavrilovic, Vesna
Plesinac-Karapandzi¢, Snezana Susnjar. The influence of PTEN protein expression on disease
outcome in premenopausal hormone receptor-positive early breast cancer patients treated with

adjuvant ovarian ablation: a long term follow-up. J BUON 2018.; 23(4).
E) Zakljucéak (obrazloZenje naucnog doprinosa)

Doktorska disertacija ,,Povezanost ekspresije PTEN proteina i prognoze bolesti kod Zena
obolelih od ranog karcinoma dojke le¢nih ovarijalnom ablacijom‘’ dr Tamare Ursulovi¢,
predstavlja originalni nau¢ni doprinos u daljem razumevanju bioloskih osnova karcinoma
dojke. Ovo istrazivanje je nastavak prethodnog istrazivanja u Institutu za onkologiju i
radiologiju Srbije, koje je pokazalo da ekspresija PTEN proteina moze imati prognosticki
zna€aj kod postmenopauznih HR pozitivnih ranih karcinoma dojke leCenih adjuvantom
hormonskom terapijom Tamoksifenom. I u nasem istrazivanju, nauc¢ni doprinos je u
dobijanju novih odgovora o znaCaju ekspresije PTEN proteina kao faktora prognoze kod
ranog karcinoma dojke na ishod bolesti iskazan kao prezivljavanje bez bolesti 1 ukupno
prezivljavanje. Klini¢ka korist svih pa i ovog biomarkera bi bila ako poznavanje PTEN
statusa promovise promene u leenju u rutrinskoj klini¢koj praksi ili koje produzava
prezivljavanje nasih pacijentkinja.To bi znacilo da se na osnovu ekspresije PTEN proteina
mozda moze odvojiti podgrupa sa loSom prognozom koja bi zahtevala dodatno lecenje, od
podgrupe pacijentkinja sa dobrom prognozom koja ne bi morala biti izlozena dodatnoj,

potencijalno toksi¢noj terapiji.

Ova doktorska disertacija je uradena prema svim principima nauc¢nog istrazivanja. Ciljevi su
bili precizno definisani, nau¢ni pristup je bio originalan i pazljivo izabran, a metodologija
rada je bila savremena. Rezultati su pregledno i sistemati¢no prikazani 1 diskutovani, a iz njih

su izvedeni odgovarajuci zakljucci.



Na osnovu svega navedenog, i imaju¢i u vidu dosadasnji naucni rad kandidata,
komisija predlaze Nau¢nom veéu Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da prihvati
doktorsku disertaciju dr Tamare Ursulovi¢ i odobri njenu javnu odbranu radi sticanja

akademske titule doktora medicinskih nauka.



U Beogradu, 27.04.2018.

Clanovi Komisije: Mentor:
Prof. dr Svetislav Tati¢ Prof.dr Vesna Plesinac Karapandzi¢
Doc. Dr Ivan Markovi¢ Komentor

N.Sar.dr Snezana Susnjar

N.Sav. dr Mirjana Brankovi¢ Magi¢,




