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Mikro RNK-21 kao indikator invazivnosti karcinoma dojke kod pacijenata sa razlic¢itim

statusom estrogenskog i progesteronskog receptora

Rezime

Karcinomi dojke su izuzetno heterogeni tumori koji se na osnovu sposbonosti invazivnosti
dele na neinvazivne, invazivne asocirane sa neinvazivnim i invazivne. Najznacajniji
standardni dijagnosti¢ki i1 prognosti¢ki parametri karcinoma dojke su veli¢ina tumora,
starost pacijentkinje, status regionalnih limfnih ¢vorova, gradus tumora, status
estrogenskog receptora (ER), progesteronskog receptora (PR), receptora za humani
epidermalni faktor rasta 2 (Her-2) i status proliferativnog indeksa (Ki-67). Male
nekodiraju¢e mikro RNK igraju vaznu ulogu u regulaciji velikog broja bioloskih procesa, a
poremecaji u njihovoj ekspresiji detektovani su u procesima nastanka i progresije malignih
tumora. Cilj ove disertacije je da se ispita nivo i znacaj ekspresije onkogene mikro RNK-21
(miR-21) u tumorskom tkivu dojke. Imunohistohemijski je analiziran nivo ekspresije
proteina ER, PR, Her-2 i Ki-67 u neizmenjenom i tumorskom tkivu dojke dok je nivo
ekspresije miR-21 odredivan lanc¢anom rekacijom polimeraze kojoj prethodi reverzna
transkripcija koriS¢enjem prajmera sa petljom. Razlike u nivoima ekspresije miR-21 u
uzorcima neinvazivnih i invazivnih karcinoma dojke sa in situ koponentom ukazuju na
mogucu biolosku ulogu miR-21 u procesima odgovornim za invazivnost karcinoma dojke,
odnosno da nvo ekspresije molekula mikro RNK-21 predstavlja potencijani bioloski marker
invazivnosti karcinoma dojke. Rezultat da u analiziranoj grupi ¢istih invazivnih karcinoma
dojke postoji visok stepen pozitivne korelacije izmedu nivoa ekspresije molekula mikro
RNK-21 sa nivoom ekspresije proteina ER i PR, ukazuje na to da nivo ekspresije molekula
mikro RNK-21 moze predstavljati novi nestandardni dijagnosticki i prognosti¢ki parametar

karcinoma dojke.
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MicroRNA-21 as an indicator of breast carcinoma invasiveness in patients with different

estrogen and progesterone receptor status

Abstract

Breast cancer is a complex and heterogeneous group of tumors. According to their ability to
invade, breast cancers are divided in three major types: non-invasive, invasive carcinoma of
the breast associated with non-invasive and invasive breast carcinomas. The most
significant standard diagnostic and prognostic parameters of the breast carcinomas are size
of a tumor, age at diagnosis, regional lymph-node status, tumor grade, estrogen receptor
(ER), progesterone receptor (PR), human epidermal growth factor 2 receptor status and
proliferative index Ki-67 status. Small non-coding microRNAs play very important part in
the regulation of great number of biological processes. Deregulation in their expression are
detected in the process of malignant tumor formation and progression. Main goal of this
dissertation was to investigate expression levels of microRNA-21 (miR-21) in the tumorous
breast tissue and its potential role in breast tumor formation and invassion. Expression
levels of ER, PR, Her-2 and Ki-67 proteins were detected by immunohistochemistry in
non-transformed and tumorous tissue of the breast. MicroRNA-21 expression levels were
determined by the reaction of Reverse Transcription and Stem-Loop Polymerase Chain
Reaction. The differences in expression levels of miR-21 among non-invasive, invasive
breast carcinoma associated with non-invasive and invasive breast carcinomas emphasizes
potential biological role of miR-21 in the proces of breast cancer invasiveness and indicates
that expression levels of microRNA-21 might represent potential biomarker of invasiveness
in the breast carcinomas. We have found that there was highly positive correlation in miR-
21 expression levels with ER and PR protein expression levels, which indicates that miR-
21 expression levels might be used as novel non-standard parameter for breast cancer

diagnosis and prognosis.
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Skracenice

3’-UTR, 3’ netranslatirajuci region (eng. 3 -untranslated region, 3’-UTR)

Akt (PKB), protein kinaza B (eng. protein kinase B, Akt(PKB))

AP-1, aktivator protein 1 (eng. acticator protein 1, AP-1)

bp, bazni par

BPB, brom fenol plavo (eng. bromophenol blue, BPB)

c¢DNK, komplementarna DNK (eng. complementary DNA, cDNA)

DCIS, duktalni karcinom in situ (eng. ductal carcinoma in situ, DCIS)

DEPC, dietilpirokarbonat (eng. diethylpyrocarbonate, DEPC)

DNK, dezoksiribonukleinska kiselina

EDTA, cilendiaminotetraacetat (eng. ethylenediaminetetaacetic acid, EDTA)

ER, estrogenski receptor

ERE, element odgovora za estrogen (eng. estrogen response elements, ERES)

EtBr, etidijum bromid (eng. ethidium bromide, EtBr)

EtOH, etanol (eng. ethy! alcohol, EtOH)

Her-2, humani epidermalni faktor rasta 2 receptor (eng. Human Epidermal Growth Factor
Receptor 2, Her-2)

IDC, invazivni duktalni karcinomi (eng. invasive ductal carcinoma, IDC)

IDC-DCIS, invazivni duktalni sa duktalnim karcinomom in situ (eng. invasive ductal
carcinoma with ductal carcinoma in situ, IDC-DCIS)

ILC, invazivni lobularni karcinom (eng. invasive lobular carcinoma, 1LC)

ILC-LCIS, invazivni lobularni karcinom sa lobularnim in situ karcinomom (eng. invasive
lobular carcinoma with lobular carcinoma in situ, ILC-LCIS)

iRNK, informaciona RNK

LCIS, lobularni karcinom in situ (eng. lobular carcinoma in situ, LCIS)

MAPK, mitogen-aktivirajuca protein kinaza (eng. mitogen-activated protein kinase,
MAPK)= ERK, vancelijske signal-reguliSuce kinaze (eng. extracellular signal-regulated
kinases, ERK)

miR, mikro RNK (eng. microRNA, miR)


http://en.wikipedia.org/wiki/Extracellular_signal-regulated_kinases
http://en.wikipedia.org/wiki/Extracellular_signal-regulated_kinases

miR-21, mikro RNK 21 (eng. microRNA-21, miR-21)

MIRN21, gen koji kodira za mikro RNK 21 (eng. miR-21 coding gene, MIRN21)

MRI, slikanje magnetnom rezonancom ( eng. Magentic Resonance Imaging, MRI)

NF-kB, jedarni faktor za pojacavanje kapa lakog lanca aktiviranih B ¢elija (eng. nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, NF-kB)

nt, nukleotid

PCR, lancana reakcija polimeraze (eng. Polymerase Chain Reaction, PCR)

PDCD4, protein programirane celijske smrti 4 (eng. programmed cell death 4 protein,
PDCD4)

PI3K, fosfatidilinozitol-4, 5-bisfosfat 3-kinaza (eng. Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
3-kinase, PIK)

PR, progesteronski receptor

pre-miR-21, prekursor miR-21 (eng. precursor miR-21, pre-miR-21)

pri-miR-21, primarna miR-21 (eng. primar miR-21, pri-miR-21)

PTEN, fosfataza i tenzin homolog (eng. phosphatase and tensin homolog, PTEN)

Ran GTP-aza, jedarni protin vezan za RAs guanozin trifosfataza (eng. RAs-related nuclear
protein guanosine triphosfaaset, Ran GTPase)

RECK, reverzno-indukujuci protein bogat cisteinima sa "kazal"-motivima (eng. Reversion-
inducing-cysteine-rich protein with kazal motifs, RECK)

RISC, utisavajuc¢i kompleks (eng. RNA-induced silencing complex, RISC)

RNase, ribonukleaza

RNK, ribonukleinska kiselina

Rt, reverzna traskriptaza (eng. Reverse Transcriptase, Rt)

RT-pufer, pufer za reverznu transkripciju (eng. R7-buffer)

RT-qPCR, kvantitativna lan¢ana reakcija polimeraze u realnom vremenu (eng.
Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction, RT-qPCR)

Sp-1, protein specifi¢nosti 1 (eng. specificity protein 1, Spl)

TDLU, terminalna duktalno-lobularna jedinica (eng. terminal ductal lobular units, TDLU)
TIMP3, matriks metaloproteinazni inhibitor 3 (eng. matrix metalloproteinase inhibitor 3,

TIMP3)



TNM, tumor nodus metastaza (eng. tumor-nodes-metastasis, TNM)
TPMI1, tropomiozin 1 (engl. tropomyosin 1, TPM1)

TRIS, tris hidroksimetil aminometan (eng. tris hydroximethyl aminomethane, TRIS)
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1 UVOD

1.1 Karcinom dojke

Karcinom dojke drugi je uzrok smrti Zena u svetu i obuhvata gotovo trec¢inu svih
dijagnostikovanih tumora (Jemal 1 sar., 2010). Patogeneza malignih tumora dojke jo$ uvek
nije poznata ali se na osnovu rezultata epidemioloskih i eksperimentalnih studija moze
zakljuciti da je jedan od glavnih faktora rizika za razvoj ove bolesti nivo izloZenosti
estrogenim hormonima (Travis 1 Key, 2003). Zbog toga je danas, u le¢enju karcinoma
dojke, Cesta dodatna (adjuvantna) endokrina terapija (antiestrogena terapija) koja je ujedno

1 najuspesnija u leCenju estrogen receptor-pozitivnih tumora dojke (Burstein i sar., 2010).

Morfoloski, dojka se sastoji iz kanala (duktusa) koji se granaju poc¢evsi od bradavice, sa
zavrsetkom u zZlezdama (acinusi grupisani u lobuluse), ¢ija je uloga u stvaranju i lucenju
mleka tokom laktacije. U proseku, 12 velikih mle¢nih kanala (engl. lactiferous ductis)
imaju pocetak u bradavicama i zavrSavaju se u tkzv. terminalnim duktalno-lobularnim
jedinicama (eng. terminal ductal lobular units, TDLU) (Rosebrock i sar., 2013). Proces
razgranjavanja duktalnog sistema i formiranje TDLU struktura zapocinje u pubertetu, a svoj
maksimum dostiZze tokom perioda graviditeta, kako bi pripremili Zlezde za fazu sekrecije
mleka. Prostor izmedu TDLU naziva se nespecijalizovana stroma tkiva dojke i sastoji se iz
fibroznog 1 masnog tkiva, dok se prostor, odnosno, vezivno tkivo unutar TDLU koji
povezuje i razgraniCava kanale i1 zlezde naziva specijalizovanom stromom, koja je osetljiva

na promenu nivoa hormona (Anderson, 2002).

Histoloski, zlezde i1 kanali sastoje se iz dva sloja epitelijalnih ¢elija, u ¢ijoj se osnovi,
kao fizicka granica nalazi bazalna membrana. Dvoslojni epitel u kanalima dojke sastoji se
iz spoljasnjeg sloja koji ¢ine mioepitelijalne Celije i unutraSnjeg koga formiraju luminalne
¢elije (Gudjonsson i sar., 2002). Unutrasnji sloj ¢elija ima sekretornu (unutar TDLU) ili

apsorpcionu funkciju (unutrasnji epitel velikih kanala) (Brian J. i Yoder, 2007).



Karcinom dojke je posledica neoplasticne transformacije, u navecem broju
slucajeva, luminalnih epitelijalnih ¢elija dojke. Proliferacijom ovih ¢elija formiraju se
benigne proliferativne lezije, atipi€ne proliferativne lezije (Stelling i sar., 2003). Malignom
transformacijom celija nastaju: karcinom in situ i/ili invazivni karcinomi dojke sa ili bez

metastaza (Polyak, 2007)(Slika 1.1.).

_ Insitu _ Invazivni
karcinom Karcinom

- Metastatski
karcinom

fibrnblasti celije met-
astatskog
orguna

Geneticke i epigeneticke promene

Slika 1.1. ViSestepeni proces neoplastine transformacije Zlezdanog epitela dojke.

Modifikovano iz (Polyak, 2007).

Glavni faktori rizika za nastanak sporadi¢nih (nenaslednih) karcinoma dojke su
mahom faktori koji su povezani sa stepenom izlozenosti estrogenu (Travis 1 Key, 2003).

Pored toga, pokazano je da su faktori rizika za razvoj karcinoma dojke i:

e Zivotna dob (Colditz i Rosner, 2000).

e Rana menarha i/ili kasna menopauza, odnosno, veé¢i broj menstrualnih ciklusa u
toku zivota (Colditz i Rosner, 2000).

e Nuliparnost i izostanak dojenja. (Ma i sar., 2006).

e Konzumiranje alkohola (Singletary i Gapstur, 2001).



e Hormonska supstituciona terapija (eng. hormone replacement therpy, HRT),
odnosno, dugotrajno izlaganje estrogenu u trajanju od nekoliko godina (Marsden,
2002).

e Dugotrajno i ponavljano izlaganje grudnog koSa izvoru zraCenja (Einstein 1 sar.,
2007).

e Gojaznot postmenopauzalnih Zena (Ballard-Barbash 1 sar., 2009).

1.1.1 Dijagnostika i leenje karcinoma dojke

Standardna procedura za postavljanje dijagnoze karcinoma dojke obuhvata klinicki
pregled i mamografski snimak. Klini¢ki pregled podrazumeva palpaciju i vizuelni pregled
dojke (Miller i sar., 2000). Mamografija predstavlja trenutno najprecizniji nacin za skrinig
1 detekciju karcinoma dojke. Ovom metodom se vrlo ¢esto dijagnostikuje tumor dojke pre
nego Sto poraste toliko da moze da se opipa, tako da je mamografija metoda izbora za

skrinig 1 detekciju karcinoma dojke (Yafte, 1990).

Ultrazvucni pregled najceSce se koristi za razlikovanje ciste ispunjene te€nos¢u od
solidne kvrzice. Zbog ograni¢enja ultrazvucne metode, kjom se ispituje samo deo, a ne
kompletna dojka, ne moze se koristiti kao test za skrinig karcinoma dojke (Stavros i sar.
1995). Slikanje magnentom rezonancom (eng. Magentic Resonance Imaging, MRI) je
metoda visoke senzitivnosti, ali niske specifi¢nosti za detekciju karcinoma dojke (Kuhl 1
sar., 2007; Riedl i sar., 2007). MRI je efikasnija metoda od mamografije samo za
razlikovanje in situ karcinoma od benignog tumora, atipi¢nih proliferativnih lezija koje na
mamogramu daju lazno pozitivne rezultate i detekciju mikroinvazija (Kneeshaw 1 sar.,

2006; Goto i sar., 2012).

Dijagnoza karcinoma dojke potvrduje se histopatoloSkom analizom bioptiranog

tkiva dojke od strane patologa (Silverstein 1 sar., 2009).



U zavisnosti od stadijuma i tipa tumora, primenjuju se razliite terapije za tretman
pacijntkinja sa tumorom dojke. HirurSka metoda predstavlja vid terapije pri kojoj se
otklanja ili masa tumora (lampektomija), odnosno kvrzica ili kompletna dojka
(mastektomija) (Hwang i sar., 2013). Terapija zracenja primenjuje se kod velikog broja
pacijenktinja koje su imale lampektomiju i kod malog broja pacijentkinja koje su imale

mastektomiju (Jagsi, 2014).

Hemioterapija je tip leCenja koji podrazumeva primenu citostatika, hemijskih
agenasa koji eliminisu celije koje se rapidno dele, kao Sto su ¢elije tumora, ali i Celije
kostne srzi, digestivnog trakta i1 ¢elije folikula dlake. Hemioterapija moze biti jedini vid
leCenja ili se moZe primeniti pre ili posle hirurSke terapije. Hemioterapija koja se
primenjuje nakon hirurSkog tretmana uklanja potencijalno zaostale mikrometastaze, koje

mogu biti loklanog karaktera ili udaljene (Hassan, 2010).

Pacijentkinje sa estrogen receptor pozitivnim tumorima prevashodno dobijaju
hormonsku terapiju nakon hemioterapije (adjuvantna terapija). Hormonska terapija, u
zavisnosti od tipa tumora, podrazumeva upotrebu nekoliko standardnih lekova:

tamoksifena, aromataznih inhibitora (anastrozol, letrozol i egzemestan) (Long 1 sar., 2004).

U cilju inhibicije aktivnosti estrogena tokom tretmana pre i postmenopauzalnih
pacijentkinja sa karcinomom dojke koristi se antiestrogeni selektivni ER modulator-
tamoksifen. Tamoksifen je "zlatni standard" u leCenju zena sa ER pozitivnim tumorima
dojke (Fisher i sar., 2005; Lewis-Wambi 1 Jordan, 2006). KoriS¢enjem aromataznih
inhibitora kao §to su anastrozol, letrozol i egzemestan snizava se endogena produkcija
estrogena, ¢ime se efikasnije spre¢ava relaps bolesti, nego upotrebom tamoksifena kod

posmenopauzalnih pacijentkinja (Howell, 2005).

Standardna ciljana terapija se koristi kod pacijentkinja koje imaju prekomerno
eksprimiran ili umnozen gen za receptor Her-2 (eng. Human Epidermal Growth Factor 2

Receptor, Her-2). Za leCenje ovih pacijentkinja koristi se monoklonsko antitelo trastuzumab



(Herceptin), koje blokira aktivnost Her-2 proteina u ¢elijama karcinoma dojke, ¢ime se

usporava rast ovih ¢elija (Slamon, 2001).

1.1.2 Podela karcinoma dojke

Karcinomi dojke, kao izuzetno heterogena grupa bolesti, mogu se klasifikovati na
slede¢i nacin: Invazivni, invazivni sa prisutnim neinvazivnim karcinomom, odnosno
invazivni asocirani sa neinvazivnim (invazivni-in situ tip) i neinvazivni (in situ) karcinomi
dojke (Wong i sar., 2010). Jo$ uvek nije pokazano da li invazivni karcinomi dojke nastaju
isklju¢ivo od karcinoma in situ ili se formiraju de novo (Wong i sar., 2010). Jedna grupa
istrazivaca ne iskljucuje ni jednu od dva nacina nastanka invazivnog karcinoma dojke, ve¢
pretpostavlja da je to individualno (Velds i sar., 2006; Wong i sar., 2010). Takode, joS uvek
nije poznato da li svi in situ karcinomi dojke, posle dovoljno dugog vremenskog perioda,

moraju postati invazivni (Velds 1 sar., 2006).

Sa histoloskog aspekta, karcinomi dojke mogu se grupisati u duktalne, lobularne,
mesovite (duktalno-lobularne) i ostale, rede zastupljene (Suryadevara i sar., 2010). Najces¢i
su duktalni karcinomi dojke koji se, mogu podeliti na tubularne, inflamatorne, medularne,

mucinozne, papilarne i kribriformne (Li 1 sar., 2005).

Na osnovu invazivnosti, duktalni tumori se dele na invazivne duktalne (eng.
invasive ductal carcinoma, 1DC), invazivne in situ duktalne (eng. invasive ductal
carcinoma-ductal carcinoma in situ, IDC-DCIS) i neinvazivne duktalne (eng. ductal
carcinoma in situ, DCIS). Lobularni, takode, mogu biti invazivni lobularni (eng. invasive
lobular carcinoma, 1LC), invazivni in situ lobularni (eng. invasive lobular carcinoma-
lobular carcinoma in situ, ILC-LCIS) i1 neinvazivni lobularni (eng. lobular carcinoma in

situ, LCIS) karcinomi dojke (Andrade i sar., 2012; Suryadevara i sar., 2010).

Najcesc¢e zastupljeni histoloski podtip karcinoma dojke je duktalni. Invazivni

duktalni predstavlja 70-80% svih invazivnih karcinoma dojke. Drugi po ucestalosti je



invazivni lobularni, koji obuhvata 5-10% svih dijagnostikovanih karcinoma dojke. ILC je
teSko dijagnostikovati mamografijom, jer Celije ovakvog podtipa karcinoma samostalno
infiltriraju u okolno tkivo. Upravo zbog toga, infiltracija ILC izaziva mali odgovor okolne

strome, 1 ne razlikuje se mnogo od okolnog tkiva (Verkooijen i sar., 2003).

1.1.3 Standardni prognosticki parametri u dijagnostici i leCenju karcinoma dojke

U kategorizaciji pacijentkinja sa karcinomom dojke, koristi se veliki broj klinickih 1
histopatoloskih parametara u cilju procene kako prognoze, ishoda bolesti i primene
adekvatne terapija. Najznacajniji standardni prognosticki parametri karcinoma dojke su
starost pacijentkinje, veli¢ina tumora, status regionalnih limfnih ¢vorova, gradus tumora,
status estrogenskog receptora (ER), progesteronskog receptora (PR), receptora za humani
epidermalni faktor rasta 2 (Her-2) i status proliferacionog indeksa (Ki-67) (Cianfrocca,

2004; Inwald i sar., 2013).

1.1.3.1 Gradus tumora kao prognosticki parametar karcinoma dojke

Postoji nekoliko nacina za odredivanje gradusa tumora. Jedan od njih je Notingem
sistem, odnosno, Elston-Elisova modifikacija Skarf-Blum-Ricardsonovog sistema (Ellis 1i
Elston, 1991). To je sistem koji je zasnovan na zbiru tri podzbira kojim se opisuje
diferenciranost tumorskih ¢elija, morfoloske osobine jedara tumorskih celija i mitotski
indeks. Tumori Gradusa 1 imaju ukupan zbir izmedu 3 1 5, tumori Gradusa 2 imaju 6 ili 7,

dok tumori gradusa 3 imaju ukupan zbir 8 ili 9.

I podzbir se odnosi na diferenciranost ¢elija. Zbir 1 imaju dobro diferencirani
tumori, odnosno oni koji imaju vise od dve tre¢ine struktura Zlezdi i kanala. Tumori se
definiSu zbirom 2 sa zlezda/kanal strukturama koji zauzimaju izmedu 10% 1 75% tumora.
Na kraju, zbir 3 je karakteristika tumora koji imaju manje od 10% struktura kanala i zlezdi

(Ellis i Elston, 1991).



Na osnovu II podzbira evaluira se nukleusni gradus. Jedra sa zbirom 1 imaju vrlo
malo uvecéana jedra u poredenju sa jedrima neizmenjenih celija epitela dojke 1 sa oCuvanim
jedarnim ovojem. Jedra sa dimenzijama neSto ve¢im od normalnih i sa vidljivim jedarcetom
se definiSu zbirom 2. Ova jedra mogu biti razliCite veli¢ine i oblika. Zbir 3 imaju
vezikularna jedra sa providnim jedarcetom. Ova jedra karekteriSe velika razlikama u

veli¢ini 1 obliku jedara.

Kriterijum za III podzbir podrazumeva mitotski indeks, odnosno, broj mitoza u 10
mikroskopskih polja (Beresford i sar., 2006). Zbir 1 podrazumeva manje ili tacno 7 deoba,
zbir 2 izmedu 8 1 14 mitoza. dok zbir 3 podrazumeva 15 ili viSe mitoza na 10

mikroskopskih polja.

Dakle, gradus 1 podrazumevaju dobro diferencirani tumori c¢ije ¢elije i jedra veoma
li¢e na neizmenjene celije epitela 1 koji imaju dobro formirane jedinice zlezda i kanala.
Tumori okarakterisani gradusom 2 su umereno diferencirani, dok su tumori gradusa 3 slabo
diferencirani. Gradus tumora je prognosticki parametar koji je povezan sa prognozom

bolesti (Cianfrocca, 2004).

1.1.3.2 Stadijumi tumora odredeni prema TNM Kklasifikaciji kao dijagnosticki i

prognosticki parametri karcinoma dojke

Veoma znacajni prognosticki parametri karcinoma dojke jesu veli¢ina tumora,
status limfnih ¢vorova i prisustvo regionalnih i udaljenih metastaza. Na osnovu ovih
parametarara odrteduje se stadijum bolesti prema TNM (veli¢ina tumora-T, status najblizih-
regionalnih limfnih ¢vorova-N 1 prisustvo/odsustvo metastaza-M, eng. tumor, nodes,
metastasis) sistemu klasifikacije. Na osnovu veli¢ine, tumori dojke mogu biti oznaceni kao
T1 sa dijametrom manjim od 2 c¢cm, T2 sa dijametrom izmedu 2 i 5 cm, dok su tumori sa
dijametrom jednakim ili ve¢im od 5 cm oznaceni kao T3. Na osnovu prisustva regionalnih
metastaza u limfnim ¢vorovima pazu$nih jama, tumori su okarakterisani kao NO (tumori

bez prisustva metastaza), N1 (tumori sa 1 do 3 metastaze) i N2 (sa viSe od 4 metastaze). Na



kraju, na osnovu prisustva udaljenih metastaza tumori mogu biti oznaceni kao MO (bez

udaljenih metastaza) i M1 (sa udaljenim metastazama) (Singletary, 2002a).

TNM sistemom klasifikacije definisana su cetiri stadijuma karcinoma dojke:
Stadijum 0 podrazumeva stanje kojim se opisuju neinvazivni karcinomi (lat. carcinoma in
situ), odnosno DCIS i1 LCIS. To su maligni tumori dojke sa najboljom prognozom.
Stadijum I, II i III podrazumevaju tumore veéeg dijametra. Sto je visi stadijum, tumor ili
ima veci dijametar ili je viSe raSiren u okolno tkivo/organe i/ili ima ve¢i broj metastaza u
okolini primarnog tumora. Tumori IV stadijuma imaju metastaze raSirene na udaljena tkiva

1 organe i imaju veoma loSu prognozu (Singletary 2002a).

1.1.3.3 Status estrogenskih i progesteronskih receptora kao dijagnosticki i

prognosticki parametri karcinoma dojke

Statusi ER 1 PR koriste kao standardni prognosticki faktori prilikom izbora terapije.
ER i PR status se odreduju imunohistohemijskom metodom. Evaluacija ER i PR statusa se
vrs$i na osnovu zbira dva faktora-odnosa broja pozitivno obojenih i ukupnog broja jedara
ispitivanog uzorka (od 0 do 5) i na osnovu intenziteta bojenja (od 0 do 3). Ukupan zbir

dobija se sabiranjem navedena dva i moze se kretati od 0 do 8 (Leake, 2000).

Ako je ukupan zbir jednak nuli, to znaci da endokrini tretman pacijentkinja nece
imati nikakvog efekta. Zbir izmedu 2 1 3 znaci da postoji mala verovatnoca (20%) da
tretman endokrinom terapijom bude uspeSan. Zbir izmedu 4 i1 6 oznacava da postoji Sansa
od 50% da pacijentkinja dobro odgovori na terapiju, dok pacijentkinje sa zbirom 7 ili 8
imaju 75% Sansu da odgovore na terapiju. Status PR evaluira se na isti nadin i uzima se u
obzir prilikom odabira terapije samo pri visSim vrednostima zbira za PR statsu i nizim

vrednostima zbira za ER (Leake, 2000).

Najveci broj karcinoma dojke (70-80%) ima eksprimiran estrogenski receptor (ER)

u malignim c¢elijama dojke (vise ili jednako 10 fmol/mg ukupnih proteina), pa se oni



oznacavaju kao ER+ (ER pozitivni), (Harrell 1 sar., 2007). Izmedu 55 1 65% ER+
karcinoma dojke ima ocuvanu ekspresiju progesteronskog receptora (PR+) (viSe ili
jednako 20 fmol/ mg ukupnih proteina), te oni poseduju PR+ fenotip. Tumori ER+/PR+
fenotipa u preko polovini slucajeva odgovaraju na endokrinu terapiju tamoksifenom ili
inhibitorima aromataza. ER-/PR- pacijenti (kojih ima oko 18-25%) nemaju eksprimirane
ER 1 PR receptore i oni su manje senzitivni na tamoksifen (Arpino i sar. 2005). (Hefti 1 sar.,
2013) okarakterisali su ER-/PR+ grupu pacijenata kao grupu koja imaja neSto agresivniji
fenotip, ali manje agresivan nego ER-/PR- tumori. Samo 10% pacijenata sa PR+ statusom

imaju ER- status, dakle veoma su retki (Rakha i sar., 2010; Yaffe, 1990; Ng i sar., 2012).

1.1.4 Molekularna osnova karcinoma dojke

Kljuénu ulogu u neoplasti¢noj transformaciji ¢elija u tkivu dojke, kao i kod drugih
malignih tumora, imaju geneticke promene. Najc¢e$¢i tipovi genetickih promena jesu
aktivacija onkogena 1 inaktivacija tumor supresornih gena. Onkogeni su geni Cceiji
proteinski produkti imaju ulogu u regulaciji ¢elijskog ciklusa, proliferaciji ¢elija, procesima
prenosa signala u celiji, diferencijaciji, transkripciji gena, celijskom prezivljavanju i
programiranoj celijskoj smrti po principu apoptoze. Tumor supresorni geni su geni Cija
proteinski produkti imaju ulogu u procesima supresije neoplasti¢ne transformacije a tu
biolosku ulogu ostvaruju kroz ucesce u reparacionim sistemima, zatim u regulaciji ¢elijskog

ciklusa i regulaciji ¢elijskog umiranja po principu apoptoze (Osborne i sar., 2004).

Progresivna akumulacija genetickih izmena dovodi do pojave koja se definiSe kao
genomska nestabilnost. Geneticka nestabilnost je ran dogadaj u neoplasti¢noj transformaciji
epitelnih ¢elija dojke 1 odgovorna je za tranziciju iz atipicne dukatlne hiperplazije u

duktalni karcinom in situ (Waldman i sar., 2000).

Onkogena aktivacija u dojci Cesto je posledica amplifikacije gena. Primer za to je
amplifikacija gena Her-2 i c-myc. TacCkaste mutacije takode mogu biti odgovorne za

aktivaciju onkogena (Osborne i sar., 2004). NajceS¢e izmenjeni tumor supresorni geni u



karcinomu dojke su Rb, Tp53 (Ross i sar., 2005), PTEN (eng. phosphatase and tensin
homolog, PTEN) (Qi 1 sar., 2009; Gonzalez-Angulo 1 sar., 2011), 7IMP3, matriks
metaloproteinazni inhibitor 3 (eng. matrix metalloproteinase inhibitor 3, TIMP3) (Loging i
Reisman, 1999; Span i sar., 2004; Ross i sar., 2005), PDCD4, gen za protein programirane
¢elijske smrti 4 gen (eng. programmed cell death 4, PDCD4) (Qi i sar., 2009; Buscaglia,
2011) i BRCA-1, BRCA-2 Protein BRCA-1, zajednosa sa proteinom BRCA-2 ima ulogu u
popravci oStecenja na molekulu DNK molekulu. Mutirani BRCA-1 detektovan je u 5% svih
karcinoma dojke kod zena mladih od 40 godina, ali i u 90% slucajeva Zena sa istorijom

BRCA-1 mutacije u porodici (Osborne i sar., 2004; Ross i sar., 2005).

Receptor Her-2 je poviseno eksprimiran kod gotovo cCetvrtine malignih tumora
dojke (Dua 1 sar., 2010). Dosadasnja istrazivanja pokazala su da su pacijentkinje sa
najlosijom prognozom (10-17% slucajeva) one koje poseduju tzv. trostruko-negativan
fenotip-ER-/PR-/Her-2- (Dolle 1 sar., 2009). Her-2 podgrupa (priblizno 15% invazivnh
karcinoma dojke) ima ili prekomerno eksprimiran ili umnozen gen Her-2 (Perou i sar.,

2000; Schnitt, 2010).

Ki-67 je jedarni protein Cija je bioloska uloga u procesima odgovornim za
proliferaciju celija (Scholzen i1 Gerdes, 2000). Njjegovo prisustvo nije detektovano u
¢elijama koje su u fazi mirovanja, koje se ne dele, odnosno koje su u G(0) fazi, pa je s
pravom nazvan markerom proliferacije. Dosadasnja istrazivanja pokazuju da je povisen
nivo ekspresije proteina Ki-67 povezan je sa uznapredovalim tumorima 1 loSijom
prognozom. Imunohistohemijski, nivo proteinske ekspresije Ki-67 izrazava se kao procenat
pozitivno obojenih ¢elija, pri ¢emu se procenat pozitvinih ¢elija izmedu 0 1 15% smatran za
nisko eksprimiran, izmedu 16 1 30% srednje i vise od 30% za visoko eksprimiran (Inwald i

sar., 2013).
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1.1.4.1 Steroidni receptori u karcinomu dojke

Estrogenski receptor je ¢lan podfamilije jedarnih steroidnih hormonskih receptora.
Do sada su identifikovane dve izovorme ER-ERa i ERf koje su eksprimirane u velikom
broju razli¢itih tkiva. Eksperimentalna istrazivanja su pokazala da se izoforma ERa u vecoj
meri eksprimira u c¢elijama karcinoma dojke, endometrijumu, ovarijalnim stromalnim

¢elijama i hipotalamusu (Couse, 1997) u odnosu na izoformu ER.

Estrogenim hormonom aktivirani ER se u formi homodimera vezuje za molekul
DNK na nacin specifican od sekvence. Te specificne sekvence nazivaju se elementi
odgovora za estrogen (eng. estrogen response elements, EREs) . U genomu ¢oveka posetoje
dva ERE koji se nazivaju Ap-1 1 Spl . Kada se ER veze za AP-1, aktivira transkripciju
target-gena Sto za posledicu ima pojacanu proliferaciju i rast ¢elija (Kushner 1 sar., 2000).
Tamoksifen, koji se kao antiestrogena terapija primenjuje u leCenju obolelih od karcinoma

dojke sa ER+ statusom, vezuje se za element odgovora Ap-1 (Webb, 1995).

Progesteronski receptor (PR) je jedarni sterodni receptor koji se aktivira vezivanjem
progesterona (Daniel 1 sar., 2011). Vezuje se za molekul DNK preko mesta odgovora za
progesteron (eng. progesterone response elements). PR je ukljucen u proliferativne signalne
puteve u celijama dojke, naro¢ito peko svoje negenomske, nenukleusne aktivnosti, jer

aktivira signalni put MAP kinaze (Stormshak i Bishop, 2008).

Primarna funkcija progesterona jeste da promovise masivnu ekspanziju epitelijelnih
¢elija alveolusa i da ih organizuje u lobuluse za vreme puberteta i tokom graviditeta, u cilju
pripreme za laktaciju. Estrogen/ER kompleks takode ucestvuje u organizaciji alveolusa i
lobulusa, ali putem indukcije ekspresije PR (Daniel i sar., 2011). Veoma Cesto, PR i ERa se
u neizmenjenim c¢elijama dojke eksprimirani zajedno 1 to u 10-20% luminalnih epitelijalnih
¢elija. Smatra se da PR pozitivne celije iz okoline, parakrinom regulacijom stimuliSu
susedne ¢elije koje nemaju eksprimiran PR i/ili ER da se dele (Barsky, 2003; Barsky i
Karlin, 2005; Polyak i Hu, 2005). Klinicka ispitivanja su pokazala da je progesteron, kao
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deo hormonske supstituciione terapije kod post-menopauzalnih zena doveo do porasta
incidence tumora sa viSim gradusom, $to nije pokazano za sam estrogen (Daniel i sar.,

2011).

Priblizno 70% primarnih karcinoma dojke eksprimiraju ER. Nivo ekspresije ER je
od presudnog znacaja u odgovoru pacijentkinja sa karcinomom dojke na endokrinu terapiju
(Yamashita i sar., 2005). Neke pacijentkinje postaju rezistentne na terapiju tokom vremena,
Sto predstavlja jedan od vodecih problema tokom lecenja (Fedele i sar. 2012). U ¢elijama
karcinoma dojke najces¢i fenotip je ER+PR+, $to ukazuje na sinergisticki efekat ova dva

receptora na svoje nishodne puteve u dojci (Elsayed i sar., 2014).

1.2 Znacaj feomena RNK interferencije u karcinomima dojke

Novija istrazivanja ukazuju na ogroman znacaj promena u epigenetickim
mehanizmima regulacije ekspresije gena u procesu neoplastiCne transformacije epitela
dojke. Epigeneticki mehanizmi regulacije ekspresije gena podrazumevaju procese
metilacije molekula DNK, postranslacione kovalentne modifikacije N-krajeva histonskih

proteina i RNK interferenciju (Chuang i Jones, 2007).

1.2.1 Mikro RNK

Mikro RNK spadaju u klasu malih nekodiraju¢ih, regulatornih molekula RNK
(Bartel, 2009). Osnovna funkcija im je u regulaciji ekspresije gena procesom RNK
interferencije. RNK interferencija je proces kojim mali dvolanani molekuli RNK vrse
utiSavanje gena na posttranskripcionom nivou, vezujanjem za ciljne iRNK sa kojima imaju
odreden stepen komplementarnosti. Mikro RNK svoj efekat na utiSavanje gena ostvaruju na
tri nacina: degradacijom komplementarne iRNK blokiranjem njene translacije ili
modifikacijom histona u sekvenci jedarne DNK u kojoj se nalazi gen sa koga se eksprimira

komplementarna iRNK(Wu i Belasco, 2008).
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Molekuli mikro RNK imaju duzinu izmedu 19 i 24 nukleotida (nt), kodirane su
jedarnim genomom (Chuang i Jones, 2007; Wu 1 sar., 2009) i ucestvuju u procesima
utiSavanje gena kod biljaka, Zivotinja 1 Coveka ve¢ 400 miliona godina (Millar i
Waterhouse, 2005). Prva mikro RNK, lin-4 (Rosalind, 1993) identifikovana je kod
Caenorhabditis elegans. Do danas je registrovano 1872 prekursora i 2578 zrelih mikro
RNK kod coveka (podaci iz miR-Base Release 20, Jun 2013). Pokazano je da jedna mikro
RNK moZe da zaustavi sintezu i do 200 proteina, odnosno reguliSe ekspresiju i po nekoliko
stotina gena (Carbonell i sar., 2012; Satoh, 2012). Ta kompleksna mreza interakcija mikro

RNK i ciljnih iRNK naziva se "targetom" (eng. "fargetome") (Satoh, 2012).

Geni koji kodiraju mikro RNK prepisuju se uz pomo¢ RNK polimeraze II, pri ¢emu
nastaju molekuli pri-miRNK koji sadrze 5’-kapu i poly-A rep (Lee i sar., 2004).
Novonastale pri-miRNK se dalje u jedru obraduju Rnazom III, pod nazivom Drosha, (Han i
sar., 2004) 1 proteinom koji se specificno vezuje za dvolanc¢ane RNK-Pasha/DGCRS (Denli
1 sar., 2004). Na ovaj nacin nastaje pre-miRNK u formi nepotpune dvolacane petlje duzine
priblizno 70 nukleotida. Protein eksportin 5 vezuje za sebe pre-miRNK i izvozi je iz jedra,
zajedno sa Ran GTP-azom. Nakon toga, dolazi do obrade pre-miRNK i formiranja
dvolancane oko 22 nukleotida dugacke miRNK. Obradu vr§i Rnazi III slican enzime Dicer.
Zrele mikro RNK bivaju prepoznate od strane utiSavaju¢eg komoleksa (eng. RNA — induced
silencing complex, RISC) (Pratt i MacRae, 2009; Redfern i sar., 2013). UtiSavajuéi
kompleks je masSinerija sastavljena od razlicitih proteina. Jedan od njih priprada Argonaut
familiji proteina za koga se veruje da prepoznaje i interaguje sa kratkim molekulima
dvolan¢anih molekulaRNK. Posledica kontakta mikro RNK sa kompleksom RISC jeste

denaturacija dvolan¢ane mikro RNK na nacin zavisan od ATP-a.

Nakon denaturacije, jedan lanac mikro RNK koji se naziva vodec¢i lanac RNK (eng.
guide RNA) selektivno se ugraduje u kompleks RISC. Drugi prate¢i lanac RNK (eng.
passenger RNA) biva degradovan. UtiSavaju¢i kompleks sa vode¢im lancem RNK postaje
aktivan i biva usmeren ka homolognim iRNK. Nacin na koji aktivirani utiSavajuci

kompleks vrsi lociranje komplementarnih iRNK u ¢elji je nepoznat. Zna se da aktivirani
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utiSavajuc¢i kompleks vrsi inhibiciju ekspresije gena na tri nacina: inhibicijom translacije
homologne iRNK; degradacijom homologne iRNK; ili direktnom blokadom ekspresije
gena modifikacijom hromatina u regionu promotora ciljnog gena (Valencia-Sanchez, 2006;

Ryu i sar., 2013), Slika 1.2.
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Slika 1.2. Mehanizam RNK interferencije. Modifikovano iz (Muhonen i Holthofer,
2008).

Mikro RNK prvenstveno imaju ulogu u regulaciji esencijalnih bioloskih procesa
kao Sto su razvice, diferencijacija i apoptoza. Kod sisara, specificne mikro RNK povezane
su sa procesima hematopoeze, adipocitne diferencijacije, sekrecije insulina, razvojem
mozga i deferencijacijom neurona. Takode, pokazano je da su promene u nivou ekspresije

mikro RNK uklju¢ene u patogenezu mnogih bolesti coveka. Infarkt miokarda, metabolicke
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bolesti 1 maligni tumori su samo neki od njih (Kriitzfeldt i Stoffel, 2006; Nelson 1 sar.,

2008).

1.2.2 Mikro RNK-21 (miR-21)

Mala nekodiraju¢a mikro RNK-21 igra vaznu ulogu u regulaciji velikog broja
bioloskih procesa (Buscaglia, 2011), a poremecaji u njenoj ekspresiji detektovani su
procesima neoplasti¢ne transformacije, invazije i progresije tumora (Huang i sar., 2009;

Song i sar., 2010; Lee i sar. 2011; Petrovi¢ i sar., 2014a).

Pri-miR-21 je primarni transkript gena,MIRN2[ dugafak 3433 nt. Pre-miR-21
sadrzi 72 nukleotida dok je zrela hsa-miR-21, duzine 22 nt (Krichevsky i Gabriely, 2008;
Kuehbacher i sar., 2007).

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da miR-21 ima znacajnu ulogu u bioloSkim
procesima kao $to su razvice, diferencijacija, regulacija ¢elijskog ciklusa, migracije Celija,
proliferacije, apoptoze i Celijskog starenje. Istovremeno poremecaji u ekspresiji i funkeiji

ove mikro RNK imaju ulogu u patogenezi brojnih bolesti coveka (Pan i sar., 2010).

Prekomerna ekspresija mikro RNK 21 karakteristika je kardiovaskularnih bolesti
kao $to su proliferativna vaskularna bolest, hipertrofija i ishemijska bolest srca (Cheng i
Zhang, 2010). Poremecaji ekspresije detektovani su i u autoimunskim, metabolickim 1
zapaljenskim bolestima (astma, ulcerozni kolitis i eozinofilni ezofagitis, npr.) (Lu 1 sar.,
2013). Patogeneza nekih bolesti Coveka karakteriSe smanjen nivo ekspresije miR-21.

Najbolji primer je Alchajmerova bolest (Feany i sar., 2010).

Glavno obeleZje malignog tumora prema Hannah and Weinberg, (Hanahan i
Weinberg, 2011) je naruSavanje tkivne homeostaze u pravcu nekontrolisane proliferacije
¢elija 1 inhibicije ¢elijskog umiranja po tipu apoptoze. Maligne tumore karakteriSe proces

neoangiogeneze 1 sposobnost invazije 1 metastaziranja. Visestepeni proces karcinogeneze
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karakteriSe 1 ,jizbegavanje” imunskog odgovora organizma 1 dodatno, genomska
nestabilnost 1 tumor-promovisuca inflamacija. Akumulacijom i zbirom svih navedenih
dogadaja formira se specificna mikrosredina svakog tumora ponaosob, koja je
okarakterisan velikim brojem faktora. Analiza ciljnih gena ¢iji proteinski produkti imaju
ulogu u procesima maligne transformacije ¢elija i tkiva pokazala je da je ekspresija mnogih
od njih regulisana mikro RNK-21 (Slika 1.3). Veliki broj studija u kojima su koris¢ene
kako ¢elijske linije, tako 1 transgeni miSevi je pokazao da miR-21 svoj onkogeni potncijal
izrazava predominantno inhibicijom procesa ¢elijskog umiranja po principu apoptoze

(Buscaglia, 2011).

1

TGFBR2 ! PTEN ,

- \
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SPRY1/2
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Slika 1.3. Shematski prikaz ciljnih gena ¢ija je ekspresija regulisana mikroRNK-21 a ¢iji
proteinski produkti ucestvuju u procesima neoplasti¢ne transformacije. Modifikovano iz

(Buscaglia, 2011).
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Prekomerna ekspresija MiR-21 detektovana je u razli¢itim malignim tumorima:
pankreasa, prostate, dojke, plu¢a, nervnog tkiva i hematoloskim neoplazmama (Chan i sar.,
2005; Volinia 1 sar., 2012). Ona ima takav onkogeni potencijal, da je njen nivo ekspresije
povisen u najve¢em broju tumora uporedenim sa normalnim, netumorskim tikivom, u
odnosu na druge mikro RNK ukljucene u istrazivanje Pan i sar, (2010). U glioblastomima,
miR-21 je takode bila najces¢e prekomerno eksprimirana od svih ispitanih mikro RNK 1 sa

najvis§im nivoima ekspresije (Kim i sar., 2009).

1.2.3 Znacaj ekspresije i funkcije molekula miR-21 u karcinomu dojke

Sli¢no drugim malignim tumorima, molekul miR-21 je prekomerno eksprimiran i u
karcinomima dojke u kojima ima snazan onkogeni potencijal (Yan i sar., 2008; Huang i
Yang, 2009). MiR-21 ucestvuje u utiSavanju gena ¢iji proteinski produkti reguliSu procese
propagacije Celije kroz faze ¢elijskog ciklusa i1 proliferaciju 1 ¢elijsko umiranje po principu
apoptoze. Jedan od tih gena je i tumor-supresorni gen fosfataza i tenzin homolog (Huang i
Yang 2009; Lee i sar., 2011). Protein PTEN inhibira Akt signalni put defosforilacijom
proteina PI3K-fosfatidilinozitol-4, 5-bisfosfat 3-kinaza (eng. Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate 3-kinase, PIK). U ¢elijama dojke, protein PTEN je uklju¢en u procese
kontrole ¢elijskog ciklusa i indukcije ¢elijskog umiranja po tipu apotoze. Protein PTEN
inhibira i1 aktivaciju regulatornog proteina NF-kB (jedarni faktor za pojac¢avanje kapa lakog
lanca aktiviranih B ¢elija, eng. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells), tako da inhibicija ekspresije gena PTEN-a posredovane mikro RNK-21 ima ulogu u
neoplasti¢noj transformaciji epitelijalnih c¢elija dojke. Istovremeno, pokazano je da
transfekcija ¢elija sa miR-21 dovodi do njihove povecane migracije, Sto bi u tkivu tumora

dojke za posledicu imalo invaziju i metstaziranje (Buscaglia, 2011).

Identifikovan je veéi broj gena Ciju ekspresiju reguliSe mikro RNK 21 a ¢iji su
proteinski produkti uklju€eni u Ccelijske procese koji za posledicu imaju invaziju i
metastaziranje karcinoma dojke. Tropomiozin 1 (TPM1I, engl. tropomyosin 1) je veoma

znaCajan protein koji omogucava misSi¢nu kontrakciju, jer reguliSe mehanizam delovanja
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aktina, odnosno pokrestljuvosti ¢elije. Gen TPM1 je kao ciljni gen miR-21 identifikovan od
strane Zhu 1 saradnika, (2007) metodom dvodimenzionalne gel elektoforeze. Smanjen nivo
translacije TPM1 kao posledica povisene ekspresije miR-21 dovodi do povecanih migracija

maligno transformisanih ¢elija (Buscaglia, 2011).

PDCD4 je tumor supresorni gen koji ima ulogu u regulaciji ¢elijskog umiranja po
principu apoptoze(Yang i sar., 2009), (Lee i sar., 2011). Njegovu translaciju negativno
reguliSe miR-21 nakon S$to je stimulisana njena ekspresija signalnim putem aktiviranjem

receptora Her-2 ili signalnim putem MAP kinaza (Buscaglia, 2011).

U procesu invazije karcinoma dojke, od narocitog je znacaja interakcija miR-21 sa
iRNK gena TIMP3. Protein TIMP3 je inhibitor matriks metaloproteinaza koji
ostvarivanjem svoje bioloske uloge ima sposobnost suprimiranja invazije tumora (Baker i
sar., 1998). Naime, protein TIMP3 moZe da inhibira rast ¢elija, kao 1 da pokrene proces
apoptoze kako u neizmenjenim tako i u tumorskim ¢elijama (Baker, 1999). Molekularno-
geneticka studija je pokazala da iRNK za TIMP3 ima konsenzus sekvencu za vezivanje

miR-21

Kao jedan od znacajnih proteina c¢ija je ekspresija smanjena u invazivhim
karcinomima je protein RECK (reverzno-indukujuéi protein bogat cisteinima sa "kazal"-
motivima, eng. Reversion-inducing-cysteine-rich protein with kazal motifs) matriks
metalopreotinazni inhibitor usidren u membranu. Ima ulogu u sprecavanju invazije Celija
karcinoma sliénim mehanizmom kao 1 protein TIMP proteini. Gen RECK je jo$ jedan od

ciljnih gena miR-21 (Buscaglia, 2011; Zhang i sar., 2012).

Rezultati eksperimentalnih studija pokazali su da nivo ekspresije miR-21 raste sa
porastom nivoa ekspresije ER 1 PR. Ekspresija gena koji kodira za PR je regulisana ER. To
je razlog $to vise od 90% PR+ tumora dojke ima i ER+ status (Ng i sar., 2012). Novija
istrazivanja pokazuju da fenotipovi sa razli¢itim statusom ER i1 PR daju razli¢itu klinicku

sliku, pa samim tim 1 tok 1 ishod bolesti (Onitilo 1 sar., 2009).
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Zbog do sada ve¢ opisane pozitivne veze izmedu povecane koliCine estrogena i
nastanka tumora dojke (Fujita i sar., 2008), bilo bi ofekivano da sa povecanjem nivoa
estrogena raste 1 ekspresija miR-21. Medutim, istrazivanja su pokazala ne samo to da je
miR-21 negativno regulisana estrogenom, a pozitivno ER-om, ve¢ i to da je ta interakcije
estrogen-miR-21 posredovana na razlicite nacine, $to ukazuje na kompleksnost u putevima

u kojima ovi molekuli u¢estvuju (Wickramasinghe 1 sar., 2009).

Her-2 je ¢lan proteinske familije receptora epidermalnog faktora rasta i ima ulogu u
prenosu signala u i van ¢elije koji reguliSu deobu i rast ¢elija. Her-2 je onkogen, tako da
umnozeni ili prekomerno eksprimirani Her-2 gena vodi ¢elije u nekontrolisanu proliferaciju
1 nastanak razli¢itih vrsta tumora tumora (Ross i1 Fletcher, 1998). Eksperimentalno je
pokazano da je ekspresija miR-21 u pozitivnoj korelaciji sa ekspresijom Her-2 (Huang i
sar., 2009). Povisen nivo ekspresije Her-2 posledica je poremecaja u signalnom putu MAP
kinaze (Huang 1 sar., 2009). Ras-MEK1/2-ERK1/2 i fosfatidilinozitol-3-kinazni-AKT su
glvani signalini putevi koji se aktiviraju Her-2. (Huang i sar., 2009) su pokazali i to da
inhibitor ERK1/2 potpuno blokira Her-2 zavisnu ekspresiju miR-21, dok inhibitor AKT-a

ne smanjuje znacajno Her-2 zavisnu ekspresiju miR-21.

1.3 MiR-21 in silico analiza

In silico analiza u molekularnoj genetici koristi se za ispitivanje uloge i funkcije
odredenih bioloskih struktura komercijalno dostupnim softverima. Trenutno je za
ispitivanje uloge i funkcije mikro RNK dostupno priblizno 15 softvera. Vecina softvera
namenjena je predikciji potencijalnih targerta za koje se specificna mikro RNK vezuje, na
osnovu definisanih kriterijuma kao §to su: savijanje molekula RNK (eng. folding),
termodinamicCke karakteristike mikro RNK 1 ciljnih gena, medusobna komplementarnost 1
konzervisanost ciljnih mesta kroz bioloSke vrste. Zbog razliCitih faktora koje algoritmi
navedenih softvera upotrebljavaju za predvidanje ciljnih gena, sam rezultat predikcije je
kompleksan i nije identican u svim bazama i programima. Na osnovu dosadasnjih in silico

istrazivanja, navodi se da su programi TargetScan, miRanda i PicTar najpouzdaniji.
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Njihova senzitivnost za predikciju ciljnih gena se krec¢e u granicama od 65 do 68% (Chow 1

sar., 2008).

Osim predikcije ciljnih gena, postoje i serveri koji koriste algoritme za analizu
signalnih puteva u ¢iju je regulaciju ukljucena specifi¢na mikro RNK. U ovom istrazivanju
koris¢en je baza DIANA-TarBase v1.0. To je prva dostupna baza podataka koja koristi
eksperimentalno potvrdene ciljeve mikro RNK. GeneCards server daje mogucénost

predikcije ovih puteva signala sa Sematizovanim rezultatima.
U okviru ove doktroske disertacije, za predikciju funkcije miR-21 u procesima

neoplastine transformacije Celija karcinoma dojke koriS¢eni su slede¢i softveri:

TargetScan Human 6.2, microRNA.org, PicTar, miRDB i TarBase (DIANA TOOL).
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2 CILJEVI RADA

Karcinomi dojke su veoma kompleksna i heterogena gupa oboljenja sa velikim
diverzitetom fenotipova, podeljenih u viSe tipova na osnovu svojih morfoloSkih 1
histoloskih obeleZja. Biologija ponasanja karcinoma dojke i konacan ishod bolesti jo§ uvek
su nedovoljno poznati i nepredvidivi. Sa druge strane, jo§ uvek nije pokazano da li
invazivni karcinomi dojke nastaju isklju¢ivo od karcinoma in situ ili de novo, ili je taj
proces individulan. Takode, jo§ uvek nije rasvetljeno ni pitanje da li svi in sifu karcinomi

posle dovoljno dugog vremenskog perioda postaju invazivni.

Jedan od znacajnijih genetickih faktora ukljuenih u nastanak, razvoj i1 progresiju
karcinoma dojke jeste 1 ekspresija mikro RNK-21, koja poseduje izuzetan onkogeni
potencijal. Predmet ove disertacije je ispitivanje uticaja promene u nivou ekspresije miR-21
u: i) neinvazivnim (in situ) karcinomima, ii) invazivnim karcinomima sa neinvazivnom
komponentom (invazivnim karcinomima asociranim sa neinvazivnim) 1 iii) cistim
invazivnim karcinomima dojke, odnosno ispitivanje potencijalne uloge miR-21 u procesu

sticanja invazivnosti.

Glavni cilj ove doktorske disertacije je da se ispita moguca povezanost nivoa

ekspresije miR-21 i invazivnosti karcinoma dojke.

Specifi¢ni podciljevi su:

1) Prikupljanje klinicki i histopatoloski okarakterisanih uzoraka: i) neinvazivnih (in
situ) karcinoma, ii) invazivnih karcinoma sa neinvazivhom komponentom (invazivni
karcinomi asocirani sa neinvazivnim) i iii) Cistih invazivnih karcinoma dojke, i iv)

normalnog tkiva dojke

2) Izolacija RNK iz nepromenjenog i tumorskog tkiva
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3) Odredivanje nivoa ekspresije miR-21 metodom qRT-PCR u neizmenjenom i

tumorskom tkivu

4) Utvrditi da li postoji povezanost nivoa eskpresije molekula miR-21 sa standarnim

dijagnostickim i prognostickim parametrima karcinoma dojke

- Utvrditi da li postoji razlika u ekspresiji molekula miR-21 izmedu invazivnih

duktalnih i lobularnih karcinoma dojke.

- Utvrditi da li postoji povezanost nivoa ekspresije molekula miR-21 u tumorskom
tkivu dojke sa veli¢inom tumora, Zivotnom dobi pacijentkinja u trenutku dijagnoze,

statusom limfnih ¢vorova i histoloskim i nukleusnim gradusom

- Utvrditi da 1i postoji korelacija izmedu nivoa ekspresije miR-21 1 statusa

estrogenskog i progesteronskog receptora

- Utvrdititi da 1i postoji povezanost izmedu ekspresionih nivoa molekula miR-21 i
statusa receptora humanog epidermalnog faktora rasta (Her-2) 1 proliferativnog indeksa

(Ki-67)
-Ispitati i okarakterisati nivoe ekspresije molekula miR-21 invazivnih karcinoma dojke
sa neinvazivnhom komponentom i uporediti ih sa neinvazivnim i ¢istim invazivnim
podeljenim u grupe prema standardnim dijagnostickim i prognostickim parametrima
5) Definisati ulogu ciljnih gena regulisanih sa molekulom miR-21:

- in silico analizom predikcije ciljnih molekula potencijalno ukljuéenih u proces

neoplasti¢ne transformacije uz pomo¢ TargetScan, miRanda, miRDB i PicTar softvera i in

silico analizom miR-21 ekspresije uz pomo¢ DIANA-TarBase v1.0 servera.
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- in silico analizom predikcije ciljnih molekula potencijalno ukljuc¢enih u proces invazije
karcinomima dojke uz pomo¢ TargetScan, miRanda PicTar i miRDB softvera, in silico
analizom miR-21 ekspresije uz pomo¢ DIANA-TarBase v1.0 servera i analizom uz pomo¢
GeneCards servera koji sadrzi informacije o signalnim putevima u koje je miR-21

ukljucena.
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3 MATERIJAL I METODE

3.1 Materijal

Ovom studijom ispitani su uzorci primarnih karcinoma dojke 46 pacijentkinja, koje
nisu primale terapiju pre operacije. Analizirano je i pet uzoraka neizmenjenog tkiva dojke
pacijentkinja sa invazivnim karcinomom dojke. Kao kontrolno tkivo smatrano je tkivo

udaljeno najmanje 3 cm od ivice tumora.

Tokom makroskopske analize hirurski odstranjenog malignog tkiva dojke, deo tkiva
je odvajan za analizu ekspresije mikro RNK. Uzorci iz kojih je izolovana RNK ¢uvani su i
transportovani na te¢nom azotu. Ostatak tumorskog tkiva pripreman je za standardnu
histopatoloSku anializu (fiksiran formalinom 1 kalupljen u parafinske blokove). Ukalupljeno

tkivo u parafinu kori§¢eno je i za imunohistohemijsku analizu ekspresije proteina.

Uzorci karcinoma dojke dobijeni su nakon operacije pacijentkinja koje su dale
pristanak u Institutu za onkologiju i radiologiju Srbije u periodu od marta 2012. do aprila
2013. godine. Za studiju je dobijena saglasnost Eti¢kog odbora Instituta za radiologiju 1
onkologiju Srbije br. 5002/1-01 od 19.12.2012. godine i Eti¢kog komiteta Instituta za
nuklearne nauke Vinc¢a od 04.11.2013. godine.

3.2 Metode

3.2.1 Imunohistohemijska analiza ekspresije proteina ER, PR, Her-2 i Ki-67

Nivoi proteinske ekspresije estrogenskog (ER) i progesteronskog receptora (PR)
odredivani su imunohistohemijskom metodom na 4-5 um ise¢cima formalinom fiksiranih
uzoraka ukalupljenih u parafin, uz pomo¢ zecijih i misjih monoklonskih antitela (RM-9101-
S1, Thermo Fisher Scientific, Cesir, Engleska 1 M3569, Dako, Kopenhagen, Danska,

respektivno). Proteinski nivo ekspresije receptora humanog epidermalnog faktora rasta 2,
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Her-2, evaluirana su ze¢jim-antthumanim antitelom A0485, (Dako, Kopenhagen, Danska)
dok je nivo proteinske ekspresije markera proliferacije Ki-67 evaluiran uz pomo¢ RM9106-

S1 (Thermo Fisher Scientific, Cesir, Engleska) antitela.

Tkivni preseci su deparafinizovani, rehidratisani i tretirani 3% H,O; u trajanju od 10
min, kako bi se neutralizovala endogena aktivnost peroksidaze. Kako bi se oslobodili
epitopi za vezivanje antitela, isecci su potapani u 10 mM kljuc€ajuéi citratni pufer (pH 6), 1
zagrevani do kljuanja (pH 6) u mikrotalasnoj pe¢nici u trajanju od 25 min. Zatim su
hladeni i ispirani u TBS puferu (pH 7,4). IseCci uzoraka inkubirani su 30 min sa
odgovaraju¢im primarnim antitelima u razblazenom odnosu 1:50 u Ab rastvaraju¢em
puferu (eng. Ab Diluent Buffer)(Kod No.S0809 Dako, Kopenhagen, Danska) na sobnoj
temperaturi. Nakon dodatnih ispiranja TBS-om, uzorci su tretirani prema uustvu
proizvodaca kita TP-125-HL (Thermo Fisher Scientific, Cesir, Engleska) polimerizacionim
sistemom koji sadrzi biotinom obelezeno kozje polivalentno antitelo. Reakcija je
vizualizovana streptavidin peroksidazom 1 hromogenom diaminobenzidinom, prema
uputstvu proizvodaca ovog protokola za uzorke ukalupljene u parafin. Uzorci su nakon toga

kontrastirani bojom-hematoksilinom.

Imunohistohemijski nivo ekspresije proteina vrSen je uz pomo¢ Leica DM 2000 i
Leica DFC420 kamere (Leica Microsystems, Nuningen, Svajcarska) svetlosnog
mikroskopa. Skor bojenja dobijan je brojanjem obojenih ¢elija od ukupno 100 na polju

mokroskopa.

Braon obojeni nukleusi su raunati kao pozitivno bojenje i evaluirani prema (Leake,
2000) za ekspresiju proteina ER i PR. Uzorci ¢ija je ekspresija ER i/ili PR bila izmedu 0 i
3, definisani su kao ER- i/ili PR- (negativni), dok su uzorci sa ekspresijom ER i/ili PR
izmedu 4 1 6 bili oznaCavani kao uzorci sa 50% ekspresije (pozitivni). Visoko pozitivni su

bili uzorci sa ekspresijom ER i/ili PR 7 ili 8 i obelezavani su sa ER+i/ili PR+.
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Ekspresija proteina Her-2 okarakterisana je kao pozitivna za vrednosti 3 ili vise ili
2 ili viSe ako je dodatno potvrdena pozitivnost metodom CISH (Sauter i sar., 2009). Nivoi
ekspresije proteina Ki-67 su predstavljeni kao procenti pozitivno obojenih ¢elija, pri cemu
je stepen bojenja izmedu 0 i 15 % smatran za nisko eksprimiran, izmedu 16 1 30% srednje i

vise od 30% za visoko eksprimiran.

Kao pozitivne kontrole koriS¢eni su uzorci za koje je ve¢ pokazano da su pozitivni

na odgovarajuca antitela i bojeni su paralelno sa ispitivanim uzorcima.

3.2.2 Izolacija molekula RNK

3.2.2.1 Izolacija molekula RNK iz zamrznutih uzoraka tumora dojke

Iz uzoraka tumora dojke (zamrznutih u tenom azotu) izolacija molekula RNK
radena je pomocu komercijalnog reagensa 7RI Reagent-a (Ambion, Foster City,
Kaliforniija). Metoda izolacije se zasniva na klasi¢noj ekstrakciji kiselim fenolom (u puferu

koji sadrzi guanidin tiocijanat), talozenju alkoholom i rastvaranju u vodi.

SveZzi uzorci tumora (50-100 mg tkiva) preneti su iz teCnog azota u 1 ml 7RI
Reagent-a dojke i odmah homogenizovani su uz pomo¢ ULTRA-TURRAX homogenizera

za male zapremine. tecnog azota u 1 ml 7R/ Reagent-a (Ambion).

Nakon kompletne homogenizacije, uzorci su inkubirani 10 min na sobnoj
temperaturi (uz povremeno mesanje) nakon ¢ega je dodavano 0.2 ml hloroforma (analiticke
¢isto¢e)(CENTROHEM) u 1 ml TRI Reagent-a. Nakon 15 sekundi intenzivnog mesSanja i
inkubiranja tokom 3 min na sobnoj temperaturi, uzorci su centrifugirani 8 min na 12 000 rcf
na 4°C. Centrifugiranjem se smeSa razdvajala na donju-roze, fenol-hloroformsku fazu,
interfazu (tkz. organska faza u kojoj se nalaze proteini i DNK) i bezbojnu gornju, vodenu

fazu.
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Supernatant je odlivan i prebacivan u novu tubu, posle ¢ega je dodavano 0.5 ml
hladnog izopropanola u 1 ml 7RI Reagent-a. Uzorci su inkubirani na sobnoj temperaturi 10

min, a zatim centrifugirani na 12 000 x g u trajanju od 10 min.

Nakon centrifugiranja na 7 500 x g u trajanju od 5 min na 2-8°C, odlivan je
supernatant a talog ispiran u najmanje 1 ml 75% DEPC-etanola (razblazenog sa vodom
koja je tretirana DEPC-om) u 1 ml TR/ Reagent-a Korak ispiranja je ponovljen joS jednom,
a nakon poslednjeg centrifugiranja belicasti talog molekula RNK nalik na gel bio je uo€ljiv

u svim uzorcima.

Nakon odstranjivanja 75% DEPC-etanola, uzorci molekula RNK suSeni su nad
plamenom 15-20 minuta. Nakon toga, dodavano je 50-100 pl DEPC-H,0, pa su uzorci

dodatno inkubirani 10 min na 65°C u suvom kupatilu.

3.2.2.2 Izolacija molekula RNK iz uzoraka tumora dojke ukalupljenih u parafinske

blokove

Deo analiziranih uzoraka bio je dostupan kao arhivski materijal ukalupljen u
parafinske blokove. Iz ovih uzoraka ukupna RNK izolovana je pomoc¢u komercijalnog kita
Recover Al™ Total Nucleic Acid Isolation Kit-om (Ambion, Foster City, Kalifornija).
Metoda obuhvata nekoliko koraka: deparafinizacija ksilolom, uklanjanje ksilola etanolom, i
izolovanje 1 preciS¢avanje molekula RNK iz liziranih ¢elija na kolonama od vlaknastog

stakla.
Uzorci tumora dojke ukalupljenih u parafinske blokove prvo su isecani na
mikrotomu na fragmente debljine po 20 um. KoriS¢eno je ukupno do Cetiri ovakva preseka

(ukupno oko 80 um uzorka sastavljenih iz fragmenata od po 20 um).

U uzorke tkiva ukalupljenih u parafinske blokove debljine od 20 um dodavano je po

1 ml 100% ksilola. Dobijena smesa kratko je centrifugirana 1 zagrevana tokom 3 min na

27



50°C kako bi se istopio parafin. Zatim je smeSa centrifugirana 2 min na sobnoj temperaturi
na najvecoj brzini, kako bi tkivo oformilo talog. Nakon uklanjanja ksilola, dodavano je 100
ml 100% etanola i uzorci su ponovo izmesani 1 centrifugirani 2 min na sobnoj temperaturi
na maksimalnoj brzini kako bi se ponovo formirao talog. Zatim je pazljivo uklanjan etanol
koji je sadrzao i ostatke ksilola. Korak ispiranja etanolom je ponavljan kako bi ksilol sa
sigurnoS¢u bio uklonjen iz uzoraka. Nakon drugog odabaciavanja etanola, uzorci su jo$

jednom centrifugirani i suSeni 15-45 min na sobnoj temperaturi.

Nakon deparafinizacije, uzorci su inkubirani 15 min na 50°C, a zatim 15 min na
80°C u 200 ul digestionog pufera iz Recover AII™ Total Nucleic Acid Isolation Kit-a
(Ambion, Foster City, Kalifornija). Korak proteinazne digestije je vremenski ograni¢en da

bi se sprecilo liziranje jedara, ¢ime bi uzorak bio “kontaminiran” sa molekulom DNK.

Izolacija molekula DNK vrSena je prema upustvu proizvodaca koris¢enog kita. U
koraku izolacije molekula RNK u uzorke je dodavano po 240 pl izolacionog aditiva 1 550
ul 100% etanola. Zatim je po 700 ul smeSe prebacivano u kolektorske tube koje su
centrifugirane na 10 000 x g 30 sekundi. Smesa koja je prosla kroz filter je odbacena i
kontejneri su ponovo stavljani u iste tube. U kolektorske tube dodavano je 700 pl rastvora
za ispiranje (Wash 1) a zatim su one centrifugirane 30 sekundi na 10 000 x g. Postupak je
ponovljen nakon §to je dodavano 500 pl rastvora Wash 2/3. Na kraju, tube su centrifugirane
na istoj brzini u trajanju od 30 sekundi. Za korak nuklezne digestije pripremljen je master

miks sa komponentama reakcione smese datih u tabeli 3.1.

Tabela 3.1. Sastav reakcione smese za nukleaznu digestiju:

Koli¢ina po reakciji Komponenta

6 ul 10 x DNazni pufer
4 ul DNaza

50 pl DEPC-H,O
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U slede¢em koraku dodavano je 60 ul DNaznog miksa i vr§ena je inkubacija 30 min
na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije, u kolektorske tube dodavano je 700 pul Wash 1
rastvora 1 nakon kratke inkubacije (30-60 sekundi) na sobnoj temoperaturi, vrSeno je
centrifugiranje 30 sekundi na 10 000 x g, a postupak je ponovljen jos dva puta sa 500 pl
Wash 2/3 rastvora. Na kraju su tube centrifugirane 1 min na 10 000 x g. Kontejneri sa
filterom na kojima su se nalazili molekuli RNK prebaceni su u nove tube u kojima je

dodavano 60 ul DEPC-H,O i vrSeno je centrifugiranje 1 min na maksimalnoj brzini.

3.2.3 Odredivanje koncentracije molekula RNK i provera kvaliteta izolovanih

molekula RNK elektroforezom u agaroznom gelu

Odredivanje  koncentracije = izolovanth  molekula ~ RNK  vrSeno je
spektrofotometrijski. U spektrofotometraskoj analizi, odnos A260/A280 je indikator Cistoce
molekula RNK. Koncentracija izolovanih molekula RNK vrSena je merenjem apsorbance
na BioSpec-nano aparatu (Shimadzu corporation, Japan). Uzorci €iji je odnos A260/A280
bio priblizno izmedu 1.8 1 2.1 smatrani su ¢istim 1 pogodnim za dalju analizu. Izmerene

koncentracije molekula RNK bile se u opsegu od 110.35 do 2693.35 ng/uL.

Razdvajanjem celokupne RNK na agaroznom gelu uocavaju se dve intenzivne trake
veli¢ina priblizno 4.5 1 1.9 kb. Ove trake predstavljaju molekule 28S i 18S rRNK. Odnos
jacina traka trebalo bi da bude oko 1.5-2.5:1, respektivno. Nativna poly (A)+ RNK (koja je
predstavljena nizom informacionih, iRNK na gelu) pojavljuje se kao "razmaz", (eng.
smear) traka veli¢ina izmedu 0.1 1 4-7 kb 1 to izmedu traka koje predstavaljaju 28S i 18S

RNK (Ishikawa 1997).

Provera kvaliteta izolovanih molekula RNK vrSena je elektroforezom u 1.2%
agaroznom gelu bojenim etidijum-bromidom (Et-Br). Elektroforetsko razdvanjanje vrSeno
je pri naponu od 10V/cm u trajanju od 30 min. Komponentne agaroznog gela prikazane su

u Tabeli 3.2). Uzorci su nanoSeni u koncentraciji od lpg/pl i pomesani sa puferom
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(Loading dye), koji sadrzi brom fenol plavo (eng. brom phenol blue), koji omogucava

prac¢enje napredovanja elektroforeze, u odnosu 2:1.

Tabela 3.2. Komponente za pripremanje agaroznog gela

Komponente za 1.2% agarozni gel Koli¢ina-100 ml
agaroza 12 ¢
10 x TAE* 10 ml
Et-Br S5ul
DEPC-H,0 90 ml

*10 x TAE, pHS8 (48.4 g Tris, 11.42 ml CH3COOH, 20 ml 0.5 M EDTA, dH,O do 1000
ml)

Gel je arhiviran pomocu sistema za snimanje gelova GS8000 (eng. gel

Documentation System, UVP inc, Upland SAD.

3.2.4 Lancana rekacija polimeraze kojoj prethodi reverzna transkripcija koriS¢enjem

prajmera sa petljom (Stem-Loop RT-PCR)

U cilju kvantifikacije molekula miR-21 u odnosu na endogenu kontrolu RNU6B
(malu nukleusnu RNK), koris¢en je TagMan®MicroRNA esej. TagMan®MicroRNA esej je
dizajniran tako da prepisuje 1 amplifikuje Zeljenu mikro RNK (ne i prekursore) sa izuzetno
visokom specificno§¢u. Sa pouzdanoS¢u amplifikuje samo zrelu mikro RNK, a ne
prekursore, iz samo 1-10 ng totalne RNK i sa specificnoséu koja omogucéava razliku

izmedu samo jednog nukleotida.
Za reakciju reverzne transkripcije koriS¢eno je 10 ng totalne RNK. Uzorci totalne

RNK prepisani su u komplementarnu (¢cDNK) uz pomo¢ specifi¢nih prajmera sa petljom,

metodom  Stem-Loop RT-PCR. MiR-21 i endogena kontrola RNU6B iz
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TagMan®MicroRNA eseja prepisuju se u odvojenim reakcijama, odnosno u razli¢itim

mikrotubama.

Kit za reverznu transkripciju za mikro RNK sadrzi slede¢e komponente 100mM
dNTP dezoksiribonukletotid trifosfate (dNTP) sa dezoksitimidintrifosfatima (dTTP);
MultiScribe™ reverznu transkriptazu (50 U/uL); 10x pufer za reverznu transkripciju;
Rnazni inhibitor 20 U/uL 1 DEPC H,0. Nakon pripreme master miksa (Tabela 3.3):, u
reakciju su dodati uzorci RNK, a nakon toga specifi¢ni prajmeri za miR-21, odnosno
RNUG6B iz TagMan miR-21 eseja (ID: 00397) i eseja za malu jedarnu RNK -RNU6B (ID:
001093) koja je koris¢ena kao endogena kontrola. Reakciona smeSa se sastojala iz
navedenih komponenti u odnosu 7 pl master miksa : 3 pl 5x RT prajmera : 5 pl uzorka

RNK

Tabela 3.3. Komponente kita za reverznu transkripciju mikro RNK

Komponenta Zapremina komponente master
miksa po reakciji od 15 pl
100 mM dNTP (sa dTTP) 0.15
MultiScribe™ reverzna transkriptaza 50 U/uL  1.00
10x pufer za reverznu transkripciju 1.50
Rnazni inhibitor, 20 U/pL 0.19
DEPC H,O 4.16
Ukupna zapremina reakcione smese 7.00

Nakon pravljenja reakcione smesSe, uzorci su inkubirani 5 min na ledu i stavljeni u
PCR aparat gde je vrSena PCR reakcija kojoj prethodi RT sa temepraturnim profilom datim
u Tabeli 3.4.
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Tabela 3.4. Temperaturni profil reakcije reverzne transkripcije mikro RNK

Vreme Temperatura
30 minuta 16 °C

30 minuta 42°C

5 minuta 85°C

o0 4°C

3.2.5 Umnozavanje cDNK kvantitativnim PCR-om u realnom vremenu

Za umnozavanje cDNK nastalih prespisivanjem sa molekula miR-21, koriS¢ena je
7500 real-Time PCR platforma. U ovom eksperimentu koris¢en je set TagMan hemijskih
reagenasa koji sadrze fluorogenu probu za detekciju specificnih PCR produkata
amplifikovane cDNK poreklom od miR-21. Ako je ciljna sekvenca prisutna, Applied
Biosystems hot-start DNK polimeraza seCe probu koja se vezala za sekvencu izmedu

prajmera, svojom 5' nukleaznom aktivnos¢u u koraku ekstenzije prajmera.

U ovom eksperimentu koriS§¢ena je proba koja je na 5' kraju obelezena FAM bojom
se nefluorescentnim guencher-om konjugovanim sa minor groove-binder-om (MGB), koji
omogucava koriS¢enje krac¢ih proba sa visokom speceificnos¢u vezivanja za ciljnu

sekvencu, jer poviSava temperaturu topljenja probe (Tm-eng. Melting Temperature).

Nakon reakcije reverzne transkripcije, uzorci cDNK su amplifikovani uz pomo¢
TagMan miR-21 eseja (ID: 00397), eseja za malu nukleusnu RNK (nRNK)-RNU6B (ID:
001093) koris¢ene kao endogenu kontrolu i TagMan®2XUniversal PCR Master Mix, No
AmpErase®UNG (Tabela 3.5). Reakcija amplifikacije imala je temeperaturni profil dat u
Tabeli 3.6.
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Tabela 3.5. Komponente reakcije kvantitativnog PCR-a u realnom vremenu

Zapremina komponente master
Komponenta miksa po reakciji od 20 pl

Jedna reakcija g-?;ll;lc(ig:‘a
TagMan®Small RNA Assay (20x) 1.00 pLb 3.60 uL
Produkt reakcije reverzne transkripcije 1.33 uL 4.80 pL
TagMan®2xUniversal PCR Master Mix, No AmpErase® UNG 10.00 uL 36.00 uL
DEPC H,0O 7.67 uL 27.61 pL
Ukupna zapremina 20.00 nLL 72.01 pLL

Tabela 3.6. Temperaturni profil reakcije kvantitativnog PCR-a u realnom vremenu

Aktivacija enzima PCR
Korak HOLD Ciklus (40 ciklusa)
Denaturacija Aniling/ekstenzija
Temperatura 95°C 95 °C 60 °C
Vreme 10 minuta 15 sekundi 60 sekundi

3.2.6 Statisticka analiza

Rezultati su obradivani neparametrijskim statistickim testovima, jer ekspresioni
nivoi molekula miR-21 nisu bili distribuirani prema normalnoj raspodeli. Za analizu su
koriS¢ine njihove medijane, a ne srednje vrednosti. Razlike u nivoima ekspresije molekula
miR-21 izmedu grupa, kao i korelacija ove ekspresije sa standardnim prognostickim
parametrima karcinom dojke analizirane su testom sume opsega (Mann-Whitney test,
prilikom poredenja 2 grupe) ili Kruskal-Wallis-ovim testom analize varijanse opsega

(Dunov metod, eng. Dunn’s method) za uporedivanje 3 ili viSe grupa.
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Za analize korelacije opsega izmedu miR-21 i statusa ER 1 PR 1 miR-21 1 klini¢kih

1 histopatoloskih parametara koris¢en je Spirmanov test (eng. Spearman’s tests).

P vrednosti koje su bile manje ili jednake 0.05 smatrane su statisticki znacajnim,

dok su P vrednosti koje su bile manje od 1.0 smatrane kao statisticki trend.

Za obradu rezultata koriS¢eni su Sigma Stat 3.5 (Dundas Software, Ltd, Germany) 1
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc. CA) programi.

3.2.7 In silico analiza predikcije ciljnih gena mikro RNK

U analizama predikcije potencijalnih ciljnih gena ¢ija je ekspresija regulisana
molekulom miR-21 koris¢eni su TargetScan Human 6.2, microRNA.org, PicTar, miRDB i

TarBase (DIANA TOOL) softveri.

TargetScan Human 6.2 (Dostupan na URL: http://www.targetscan.org/) je softver
koji se koristi za predikciju ciljnih gena i to pretragom prisustva konzervisanih septamernih
1 oktamernih mesta u tkzv. regionu“seed” u molekulu mikro RNK. Region “Seed” nalazi se
na poziciji 2-7n u zreloj mikro RNK i evolutivno je veoma dobro sacuvano (Lewis 1 sar.
2005). Ako u potencijalnom ciljnom molekulu nema komplementarnosti sa regionom
“seed” molekula mikro RNK, ovaj softver moze da identifikuje potencijalne ciljne iRNK
ukoliko postoji konzerviranost u sparivanju na njihovom 3’ kraju ciljne iRNK (Friedman 1

sar. 2009). Kod sisara, predikcije ovog programa rangirane su na osnovu 4 osobine:

-tip ciljnog mesta
-sparivanje na 3’ kraju
- rasprostranjenost AU dinukleotida

- pozijia ciljnog mesta (Grimson i sar. 2007).
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Takode, TargetScan 6.2 ukljuCuje stabilnost sparivanja u regionu “seed” kao i

zastupljenost ciljnog mesta, odnosno koliko ih potencijalna ciljna iRNK poseduje.

microRNA.org (Dostupan na URL: http://www.microrna.org/microrna’home.do) je
server za predikciju potencijalnih ciljnih iRNK koji koristi miRanda aplikaciju i miRSVR

ciljno-mesto skoring sistem (Alan i sar., 2011).

PicTar (http://pictar.mdc-berlin.de/PicTar) je joS jedan od algoritama za
identifikaciju iRNK regulisanih sa odredenim molekulom mikro RNK koji funkcioniSe na
osnovu poravnanja 3'UTR sa predikcionim mestima (Krek 1 sar., 2005). Algoritam je
baziran na skrivenom Markovom modelu koji racuna verovatnocu vezivanja molekula

mikro RNK za 3’UTR na sve moguc¢e nacine na osnovu poravnanja sekvenci.

miRDB (Dostupan na URL: http://mirdb.org/miRDB/) je internet baza za predikciju
ciljnih molekula 1 funkcionalnu anotaciju molekula mikro RNK koja komunicira sa
razli¢itim softverima i alatima za in silico analizu mikro RNK. Sekvence molekula mikro
RNK preuzima iz miRBase (Dostupno na URL: http://www.mirbase.org/) (Griffiths-Jones,
2006), dok 3°-UTR sekvence ciljnih molekula iRNK preuzima iz GenBank fajlova uz
pomo¢ BioPerl (Dostupno na URL: http://www.bioperl.org) softvera. Predikciju ciljnih
molekula ostvaruje preko MirTarget2 (Wang, 2008).

TarBase (DIANA TOOL) (Dostupno na URL: http://www.microrna.gr/tarbase) je
softver za predikciju ciljnih molekula iRNK koji ukljucuje i eksperimentalno potvrdene
rezultate. Odnosno, za svaki potencijalni ciljnimolekul daje informaciju o eksperimentalnoj

metodi kojom je potvrden (Vergoulis i sar., 2011).
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4 REZULTATI

4.1 Rezultati selekcije pacijentkinja na osnovu tipa tumora i standardnih

dijagnosti¢kih i prognosti¢kih parametara karcinoma dojke

Studija je izvrSena na uzorcima tumorskog tkiva 46 pacijentkinja sa karcinomom
dojke, prosecne starosti 61.3 = 1.5 godina. Najmlada pacijentkinja u trenutku postavljanja
dijagnoze imala je 30, a najstarija 84 godine. Pacijentkinje sa invazivnim karcinomom
dojke imale su u proseku 61 + 1.8 godina, dok su pacijentkinje sa invazivnim asociranim sa
neinvazivnim u proseku imale 63 + 3 godine. Od ukupnog broja, sedam (18.9%)
pacijentkinja imalo manje ili jednako 50 godina, dok je 30 (81.1%) pacijentkinja imalo vise
od 50 godina u trenutku operacije. Za 9 pacijentkinja podaci o godiStu nisu bili poznati

(Tabela 4.1).

U prvom delu sudije analizirano je tumorsko tkivo devet neinvazivnih, osam
invazivnih sa neinvazivnhom komponentom i 27 istih invazivnih karcinoma dojke, odnosno
uzorci 44 pacijentkinje. U drugom delu doktorske teze analizirano je tumorsko tkivo 39
invazivnih karcinoma dojke i pet uzoraka neizmenjenog tkiva dojke. U tre¢em delu
ispitivanja analizirano je deset invazivnih karcinoma dojke asociranih sa neinvazivnim (dva
uzorka sa DCIS komponentom manjom od 30% prikljuceni su grupi od osam invazivnih
asociranih sa neinvazivnim sa DCIS komponentom ve¢om ili jednakom 30%).

Trinaest pacijentkinja (36.1%) imalo je tumore ¢iji je dijametar bio < 2 cm, dok su
dvadeset 1 tri pacijentkinje imale tumore ¢iji je dijametar bio ve¢i od 2 cm (63.9%), Za
ostale pacijentkinje podaci o veli¢ini tumora nisu bili poznati. Sedamnaest pacijentkinja
(48.6%) imalo je pozitivan status limfnih ¢vorova, dok je osamnaest (51.4%) imalo
negativan status limfnih ¢vorova (Tabela 4.1). Histoloski i nukleusni gradus analiziranih

tumora dat je u tabeli 4.2.
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Tabela 4.1. Selekcija pacijentkinja sa karcinomom dojke u odnosu na veli¢inu tumora,

zivotnu dob, menstrualni status, i status limfnih ¢vorova

Dijagnosticki i prognosticki

Broj pacijentkinja u okviru grupa (%)

Invazivni asocirani sa

parametri Neinvazivni . o Invazivni N Podaci npoznati
neinvazivnim

Veli¢ina tumnora <2cm 2 (100) 2 (25.0) 9(33.3) 10
Veli¢ina tumora >2cm 0(0) 5(75.0) 18 (66.7)

Pacijentkinje mlade od 50 godina 1(50) 0(0) 6(22.2) 9
Pacijentkinje starije od 50 godina 1 (50) 8 (100) 21 (77.8)

Menstrualni status-premenopauza 4 0 4(17.4) »
Menstrualni status-postmenopauza / 8 (100) 19 (82.6)

Status limfnih ¢vorova-pozitivan / 4 (50) 13 (48.1) "y
Status limfnih ¢vorova-negativan / 4 (50) 14 (51.8)

Tabela 4.2. Selekcija pacijentkinja sa karcinomom dojke u odnosu na

histoloski i nukleusni gradus tumora

Gradus tumora

Broj pacijentkinja u okviru grupa (%)

Invazivni sa neinvazivnom

Invazivni
komponentom
Histoloski gradus 1 0(0) 5(18.5)
Histoloski gradus 2 8 (100) 18 (66.7)
Histoloski gradus 3 0(0) 4(14.8)
Nukleusni gradus 1 0(0) 4 (14.8)
Nukleusni gradus 2 7 (87..5) 18 (66.7)
Nukleusni gradus 3 1(12.5) 5(18.5)
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4.2 Rezultati imunohistohemijske detekcije nivoa ekspresije proteina receptora za
estrogen (ER), progesteron (PR), humani epidermalni faktor rasta 2 receptor (Her-2)

i jedarnog proteina Ki-67

Rezultati imunohistohemijske analize ekspresije protena ER, PR, Her-2 i Ki-67 dati

su u Tabeli 4.3.

Tabela 4.3. Rezultati imunohistohemijeske detekcije proteina ER, PR, Her-2 i Ki-67 u

uzorcima tumorskog tkiva pacijentkinja sa karcinomom dojke

A L R o
Status ekspresije Broj pacijentkinja u okviru grupa (%)

Invazivni sa neinvazivnom

proteina Neinvazivni Komponentom Invazivni
ER+ 4 (80) 6 (75) 24 (88.9)
ER- 1 (20) 2(25) 3(1L.D)
PR+ 2 (40) 4 (50) 21(77.8)
PR- 3(60) 4 (50) 6(22.2)
ER+PR+ 2 (40) 4 (50) 21(77.8)
ER+PR- 2 (40) 2(25) 3(1L.D)
ER-PR- 1(20) 2 (25) 3(11.1)
Her-2 + / 2(25) 9(33.3)
Her-2 - / 6 (75) 18 (66.7)
Ki-67<20% / 5(62.5) 15 (55.6)
Ki-67>20% / 3(37.5) 12 (44.4)

U uzorcima tumorskog tkiva trideset 1 Cetiri pacijentkinje (85%) detektovan je
imunohistohemijski detektabilan nivo ekspresije proteina ER (Slika 4.1A). Takvi uzorci
tumorskog tkiva definisani su kao tumorska tkiva sa statusom ER+. Uzorci tumorskog tkiva
kod kojih nije imunohistohemijski detektovana ekspresija estrogenskog receptora definisani
su kao tumori sa statusom ER-. U analiziranoj grupi, Sest uzoraka tumorskog tkiva imalo je
status ER-. U dvadeset i sedam (67.5%) uzoraka tumorskog tkiva detektovano je prisustvo
progesteronskog receptora te su ovi tumori definisani kao tumori sa PR+ statusom (Slika

4.1B).
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Slika 4.1. Imunohistohemijska analiza ekspresije proteina u uzorcima karcinoma dojke. A) Ekspresija ER u

uzorku in situ karcinom dojke (PAP, 10X); B) Ekspresija PR uzorku invazivnog karcinoma dojke (PAP,
40X); C) Ekspresija Her-2 u uzorku invazivnog karcinoma dojke (PAP, 10X); D) Ekspresija proteina Ki-67 u
uzorku invazivnog karcinom dojke ¢iji je indeks proliferacije Ki-67>20% (PAP, 40X);.

Analiza imunohistohemijske detekcije ekspresije ER 1 PR pokazala je da je u 27
uzoraka tumorskog tkiva detektovana ko-ekspresija proteina te su ovi izorci tumorskog
tkiva definisani kao tumori sa statusom ER+/PR+. U sedam uzoraka tumora sa statusom
ER+ nije detektovana ekspresija proteina PR (tumori sa statusom ER+/PR-). Na kraju, u pet
uzoraka imunohistohemisjki nije detektovana ekspresija estrogenog i1 progesteronskog

receptora pa su ovi tumori definisani statusom ER-/PR- (Tabela 4.3)

Imunohistohemijska analiza ekspresije receptora Her-2 i jedarnog proteina Ki-67
vrSena je u uzorcima tumorskog tkiva invazivnih karcinoma dojke. Kod tre¢ine analiziranih
uzoraka tumorskog tkiva detektovana ekspresija receptora Her-2 te je jedanaest uzoraka
definisano kao tumori sa statusom Her-2+ (Slika 4.1C). U svim uzorcima tumorskog tkiva
invazivnih karcinoma dojke detektovana je ekspresija proteina Ki-67. U uzorcima
tumorskog tkiva dvadeset pacijentkinja (57.1%) detektovana je ekspresija jedarnog proteina
Ki-67 u manje ili jednako 20% celija. Takvi tumori su definisani kao tumori ¢iji je indeks

proliferacije Ki-67 bio < 20%. Ekspresija proteina Ki-67 u vise od 20% ¢elija detektovana
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je u uzorcima tumorskog tkiva petnaest pacijentkinja (42.9%), pa su ovi tumori definisani

kao tumori sa indeksom proliferacije Ki-67 > 20% (Slika 4.1D).

Cetiri uzorka tumorskog tkiva kalupljenih u parafin pretrpela su sekundarna
ostecenja zbog kojih nije bilo moguce izvrsiti imunohistohemijska bojenja. U dva uzorka
tumorskog tkiva viSe puta ponovljena imunohistohemijska detekcija proteina ER nije dala

reproducibilni rezultat.

Imunohistohemijska detekcija analiziranih proteina vrSena je u osam uzoraka tkiva
invazivnih karcinoma dojke sa neinvazivnhom komponentom (Slika 4.2). U dva uzorka,
invazivna i in situ komponenta tumora imale su isti obrazac ekspresije ER. Razli¢it nivo
ekspresije proteina ER detektovan je u Sest uzoraka. U tri uzorka, u in situ komponenti
ekspresija ER detektovana je u preko 90% celija dok je u invazivnoj komponenti
imunohistohemijski nivo ekspresije ovog proteina detektovan u oko polovini ¢elija (Slika
4.2A). Ekspresija estrogenog recpetora nije detektovana u invazinoj komponenti tri uzorka

kod kojih je ekspresija u in situ komponenti bila preko 90% (Slika 4.2B).

In-site-kanéingm
dojke

L
R iedia e
Invazivoi karcinom ER+ jedra

dojke $2.50 "% ER+

= Insitukar- 0 Jedara
* cinom fojke 4
s PR
Jedrima

Slika 4.2. Imunohistohemijska analiza ekspresije proteina ER u tumorskom tkivu invazivnih karcinoma dojke
sa in situ komponentom. A) Uzorak tumorskog tkiva kod koga je u in situ komponenti preko 90% ¢elija imalo
eksprrimiran ER, a u invazivnoj komponenti oko polovina ¢elija (PAP, 10X); B) Uzorak tumorskog tkiva sa
preko 90% celija in situ komponente u kojima je eksprimiran ER, dok u ¢elijama invazivne komponente

ekspresija ER nije bila detektovana (PAP, 20X).
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4.3 Rezultati analize nivoa ekspresije molekula miR-21 u neizmenjenom i tumorskom

tkivu dojke

U prvom delu studije analizirano je 44 uzorka karcinoma dojke i pet uzoraka
neizmenjenog tkiva. Ispitano je 37 svezih i sedam uzoraka tumorskog tkiva fiksiranih u
formalinu 1 ukalupljenh u parafin. U okviru navedenih 37 uzoraka bila su dva neinvazivna,
osam invazivnih asociranih sa neinvazivnim i 27 ¢istih invazivnih karcinoma dojke. Svih
sedam uzoraka tumorskog tkiva ukalupljenih u parafin bili su poreklom od neinvazivnih
karcinoma dojke. Analizirani uzorci pripadali su slede¢im histoloskim podtipovima: 11

ILC, 16 IDC, osam IDC-DCIS i devet DCIS.

Medijana ekspresije molekula miR-21 u uzorcima neizmenjenog tkiva dojke
iznosila je 13.491, dok je u tkivima neinvazivnih karcinoma dojke iznosila 19.252. U
tkivima invazivnih karcinoma dojke asociranih sa neinvazivnim karcinomom medijana
ekspresije miR-21 iznosila je 50.817, a u tkivima Cistih invazivnih karcinoma 90.459.
Detektovane razlike u medijani ekspresije molekula miR-21 bile su statisticki znacajne

(P=0.002, Kruskal-Wallis-ov test, Dunn-ov metod) (Slika 4.3).

Koris¢enjem Mann-Whitney testa, potvrdena je statisticki znacajna razlika u nivou
ekspresije molekula miR-21 i to kada je vrSeno poredenje nivoa njene ekspresije izmedu
uzoraka neizmenjenog tkiva dojke (n=5) kako sa uzorcima invazivnih karcinoma asociranih
sa neinvazivnim (n=8) (P=0.048, Mann-Whitney-ev U test) tako i sa uzorcima Ccisto

invazivnih karcinoma dojke (n=27) (P = 0.009, Mann-Whitney-jev U test).

Statisticki znacajna razlika dobijena je i poredenjem nivoa ekspresije molekula
miR-21 u uzorcima tkiva neinvazivnih (n=9) 1 ¢istih invazivnih karcinoma dojke (P=0.004,
Mann-Whitney-jev U test). Statisti¢ki znacajna razlika u nivou ekspresije molekula miR-21
nije detektovana poredenjem uzoraka neizmenjenog tkiva dojke i neinvazivnih karicnoma
(P=0.700, Mann-Whitney-jev U test), kao ni poredenjem uzoraka tkiva neinvazivnih i

invazivnih asociranih sa neinvazivnim karcinomima (P=0.075, Mann-Whitney-ev U test).
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Poredenjem uzoraka invazivnih karcinoma asociranih sa neinvazivnim i uzoraka cistih
invazivnih karcinoma nije utvrdena statistici znacajna razlika u nivou ekspresije molekula

miR-21 (P=0.175, Mann-Whitney-jev U test) (Slika 4.3).

400
P = 0.002 5
P=0.004 |
300 — o
P=0.175
P=0.075%
200 — [P
P=0.700
100 —
o == o
| P=0.048
| P=0.009
I T T .
Uzorci Neinvazivid  1nvazivni karcinomi ]{.n AVl
nepromenjenog karcinomi dojke sa neinvazivoom a;u.lll:m
tkiva dojke dojke komponentom Rl

Slika 4.3. Nivoi ekspresije molekula miR-21 u uzorcima neizmenjenog tkiva dojke, neinvazivnih, invazivnih
asociranih sa neinvazivnim i Cistim invazivnim karcinomima dojke (Y osa predstavlja relativni nivo
ekspresije molekula miR-21, pravougaonici predstavljaju opseg izmedu 25% 1 75% medijane. Horizontalna

linija predstavlja medijanu).
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4.3.1 Rezultati analize nivoa ekspresije molekula miR-21 u razlifitim grupama
tumorskog tkiva karcinoma dojke formiranih na osnovu vrednosti standardnih

dijagnostickih i prognostic¢kih parametara

Poredenjem nivoa ekspresije molekula miR-21 u uzorcima tumora dijametra veceg
od 2 cm 1 tumorima dijametara manjeg od 2 cm, nije utvrdena statisticki znacajna razlika.
Nivoi ekspresiji molekula miR-21 u tumorskom tkivu nisu se statisticki znacajno
razlikovali izmedu uzoraka sa pozitivnim i1 negativnim statusom limfnih ¢vorova (Tabela

4.4).

Tabela 4.4. Nivoi ekspresije molekula miR-21 u grupama tumorskog tkiva karcinoma

dojke formiranih na osnovu vrednosti standardnih dijagnostickih i prognostickih

parametara
Dijagnosticki i pro‘gnostlckl Relativna ekspresija miR-21 P-
parametri vrednost
Invazivni sa
neinvazivhom N (%) Invazivni N (%)
komponentom
iy 74.020 141.412 _
Veli¢ina tumora < 2cm (25.186-122.854) 2 (28.5) (97.989-231.405) 9(33.3) P=0.289
iy 56.547 72.756 .
Veli¢ina tumora > 2cm (42.783-135.249) 5(71.5) (38.874-99.051) 18 (66.7) P=0.628
Godine u trenutku dijagnoze > 50.817 92.303 _
50 (34.779-62.745) 8 (100) (70.100-146.531) 21778 P=0.067
Status limfnih ¢vorova- 50.339 90.459 _
pozitivan (30.526-205.686) 4(50) (38.357-112.995) 13 (48.1) P=0.533
Status limfnih ¢vorova- 64.545 122.419 _
negativan (39.977-19.988) 469) (84.922-22.696) 14G1.8) P=0.212

U grupi pacijentkinja starijih od 50 godina, uocen je statisticki trend ka vecoj
ekspresiji molekula miR-21 (P=0.067) u grupi Cistih invazivnih karcinoma u odnosu na
invazivne asocirane sa neinvazivnim karcinomom dojke. Razlike u nivou ekspresije
molekula miR-21 u uzorcima tumorskog tkiva Cistih invazivnih i inazivnih tumora sa
neinvazivnhom komponentom nije bila statisticki znacajna u grupi pacijantkinja mladih od
50 godina. Kod pacijentkinja koje su bile u premenopauzi postoji statisticki znacajno
povecanje u nivou ekspresiji miR-21 kod distih invazivnih u odnosu na neinvazivne

karcinome dojke (Slika 4.4).
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P =0.040

Neinvazivni

Invazivei

Menstrualni status-premeno pauz:

Slika 4.4. Nivoi ekspresije molekula miR-21 u tumorskom tkivu neinvazivnih i invazivnih karcinoma dojke u

grupi pacijentkinja sa premenopauzalnim menstrualnim statusom (Y osa predstavlja relativni nivo ekspresije

molekula miR-21, pravougaonici predstavljaju opseg izmedu 25% i1 75% medijane. Horizontalna linija

predstavlja medijanu).

U grupi pacijentkinja sa tumorima histoloSkog i1 nukleusnog gradusa 2, nivo

ekspresije molekula miR-21 bio je statisticki znac¢ajno poviSen u uzorcima tumorskog tkiva

invazivnih karcinoma u poredenju sa tumorskim tkivom invazivnih asociranih sa

neinvazivnim karcinomom (P=0.043 i P=0.036, Mann-Whitney-jev U test) (Tabela 4.5).

Tabela 4.5. Relativna ekspresija molekula miR-21 u tumorskom tkivu
histoloskog i nukleusnog gradusa 2

Invazivni sa

Gradus tumora neinvazivnom N (%) Invazivni N (%) P- vrednost
komponentom
40477 99.775
HistoloSki gradus 2 ' 8 (100) (72.105- 18 (66.7) P=0.043
(36.691-64.811) 161.889)
40477 95.677
Nukleusni gradus 2 ' 7 (87.5) (68.096- 18 (66.7) P=0.036
(33.691-64.811) 156.187)
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U analiziranoj grupi karcinomima dojke sa statusom ER+, nivoi ekspresije molekula
miR-21 bili su statisticki znacajno razli¢iti u tumorskim tkivima neinvazivnih, invazivnih
sa neinvazivnom komponentom i invazivnih tumora (P = 0.006, Kruskal-Wallis-ov test,
Dunn-ov metod) (Slika 4.5, Tabela 4.6). U tumorskom tkivu sa ER+ statusom najvisi nivo
ekspresije molekula miR-21 detektovan je u grupi invazivnih karcinoma dojke, a najnizi u

grupi neinvazivnih karcinoma dojke (Slika 4.5).

Tabela 4.6. Nivoi ekspresija molekula miR-21 u grupama tumorskog tkiva karcinoma

dojke formiranih na osnovu ekspresionog statusa protina ER, PR, Her-2 i1 Ki-67

Status
ekspresije Relativna ekspresija miR-21 P-vrednost
proteina
Invazivni sa
Neinvazivni N (%) neinvazivhom N (%) Invazivni N (%)
komponentom
38371 40.477 95.677 ~
ER+ 19216:62918)  *CTD 3360164811y 0T (63.096-156.187) 24 (889 P=10.006
201.554 29255 -
ER- / / (56.547-346.561) 2D (3.064-34.919) 3ALD P=0200
48.802 34.779 99.775 ~
PR+ 24256-73348) @0 (9439.50339) 0G0 (72105.161.889) 2177 P=10.008
89.701 32358 o
PR- / / 50817234707 *CO0 (22 191-47.754) 6(222) P=0.063
48.802 34.779 100.499 ~
ERPRT 5405673348 240 09439.50339) 409 (713081162852 277 P =0.007
33331 83.971 62.084 ~
ERHPR- 14 176-52487) 20 4sossiinagssy 2P (30.790-75.966) 3ALL) P=0.562
157.438
201.554 29255
ER-PR- (157.438- 10 (sespramsssy 2P (s08i4919) 3(1L1) P=0.133
157.438) : : 064-4.
89.297 201.554 ~
Her-2+ / / (51.481-180.459) >3 (s6547:346561) 0333 P=0.889
40477 91381 o
Her-2- / / 33.691-64811) 0T (62084.150.484) 18667 P=0.067
Proliferativ
ni indeks 56.547 5 100.499 B
Ki-67 < / / (31565-79.322)  (62.5)  (72.430-164.777) 15(55.6) P=0.036
20%
Proliferativ
ni indeks 45.088 3 69.595 _
Ki-67 > / / (38172271193)  (37.5)  (34.582:98.746) 12(44.4)  P=0829
20%
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P=0.006
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Slika 4.5. Nivoi ekspresije molekula miR-21 u tumorskim tkivima sa ER+ statusom (Y osa predstavlja
relativni nivo ekspresije molekula miR-21, pravougaonici predstavljaju opseg izmedu 25% i 75% medijane.

Horizontalna linija predstavlja medijanu).

Istovremeno, statisticki znacajna razlika u nivoima ekspresije molekula miR-21
detektovana je u razliitim tipovima tumora u grupi karcinoma dojke sa statusom PR+

(P=0.008, Kruskal-Wallis-ov test, Dunn-ov metod) (Slika 4.6, Tabela 4.6).
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Slika 4.6. Nivoi ekspresije molekula miR-21 u tumorskim tkivima sa statusom PR+ (Y osa predstavlja
relativni nivo ekspresije molekula miR-21, pravougaonici predstavljaju opseg izmedu 25% i 75% medijane.

Horizontalna linija predstavlja medijanu).
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Najvisi nivo ekspresije molekula miR-21 u tumorskom tkivu statusa PR+
detektovan je u uzorcima invazivnim karcinomima dojke, dok je najnizi nivo ekspresije
zabeleZen u grupi invazivnih karcinoma dojke sa neinvazivnom komponentom (Slika 4.6).
U tumorskom tkivu receptorskog statusa PR+ postojao je statisticki trend u porastu nivoa
ekspresije molekula miR-21 u invazivnim karcinomima dojke u odnosu na invazivne
karcinoma dojke sa neinvazivnom komponentom (P=0.063, Mann-Whitney-jev U test)

(Tabela 4.6).

Statisti¢ki znacajna razlika u nivoima ekspresije molekula miR-21 detektovana je i
u grupi tumorskog tkiva sa statusom ER+/PR+ kada su oni podeljeni prema tipu tumora (P

=0.007, Kruskal-Wallis-ov test, Dunn-ov metod) (Slika 4.7, Tabela 4.6).

P =0.007

g
1

0= T T T
Neinvazivni Invazivai sa nein- Invazhmi
vazlvnem kemponentom

ER i PR status pozitivan

Slika 4.7. Nivoi ekspresije molekula miR-21 u tumorskim tkivima sa statusom ER+/PR+ (Y osa predstavlja
relativni nivo ekspresije molekula miR-21, pravougaonici predstavljaju opseg izmedu 25% i 75% medijane.

Horizontalna linija predstavlja medijanu).

U podgrupi pacijentkinja sa pozitivnim statusom oba receptora (ER i PR) najvisi
nivo ekspresije molekula miR-21 detektovan je u grupi invazivnih karcinoma, a najnizi u

grupi invazivnih karcinoma dojke sa neinvazivnom komponentom (Slika 4.7).
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U tumorskom tkivu sa receptorskim statusom ER-/PR- najnizi nivo ekspresije
molekula miR-21 detektovan je u neinvazivnim karcijnomima dojke, ali statisticki znacajna
razlika u nivoima ekspresije molekula miR-21 izmedu grupa tumorskog tkiva podeljenih na

osnovu invazivnosti nije zabelezena.

U uzorcima tumorskog tkiva kod kojih nije detektovana ekspresija receptora Her-2,
zabelezen je statisticki trend ka vecoj ekspresiji molekula miR-21 kod invazivnih
karcinoma u odnosu na invazivne sa neinvazivhom komponentom (P = 0.067, Mann-

Whitney-jev U test) (Tabela 4.6).

U tumorskom tkivu dojke sa vrednostima proliferativnog indeksa Ki-67<20%
detektovana je statisticki znafajno visa ekspresija molekula miR-21 u invazivhim
karcinomima u odnosu na invazivne karcinome dojke sa neinvazivhom komponentom

(P=0.036, Mann-Whitney-jev U test) (Slika 4.8, Tabela 4.6).

P =0.036

o

T T
Invazivnl sa nein-
vazivnom Komponentom

Ki-67 < 20%

Invazivoi

Slika 4.8. Nivoi ekspresije molekula miR-21 u tumorskom tkivu kojima je proliferativnih indeks iznosio Ki-
67<20% (Y osa predstavlja relativni nivo ekspresije molekula miR-21, pravougaonici predstavljaju opseg

izmedu 25% 1 75% medijane. Horizontalna linija predstavlja medijanu).
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4.3.2 Rezultati analize nivoa ekspresije molekula miR-21 u tumorskom tkivu

invazivnih karcinoma dojke

U drugom delu studije analizirana je ekspresija molekula miR-21 u invazivnim
karcinomima dojke u cilju utvrdivanja moguce asocijacije sa standardnim dijagnosti¢kim i
prognostickim parametrima bolesti. Analizom razlika u nivou ekspresije miR-21 u
uzorcima razli¢itih histoloSkih podtipova invazivnih karcinoma dojke (ILC i IDC 1 ILC-
IDC) nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika. To je razlog $to u daljim analizima nije

vr$ena podela invazivnih karcinoma dojke po histoloskim podtipovima.

4.3.2.1 Rezultati analize nivoa ekspresije molekula miR-21 u grupama invazivnih
karcinoma dojke formiranih na osnovu vrednosti standardnih dijagnostickih i

prognostickih parametara

U tumosrskom tkivu dijametra manjeg ili jednkog 2 cm postojao je statisticki
znacajno povisen nivo ekspresije molekula miR-21 u odnosu na tumore dijametra ve¢eg od
2 cm kod pacijentkinja sa invazivnim karcinomom dojke (P=0.030, Mann-Whitney-jev U

test) (Slika 4.9, Tabela 4.7).

P = 0.030

::::::

Velicina tumora

Slika 4.9. Nivoi ekspresije molekula miR-21 u tkivu invazivnih karcinoma dojke dijametara < 2cm i> 2cm
(Y osa predstavlja relativni nivo ekspresije molekula miR-21, pravougaonici predstavljaju opseg izmedu 25%

1 75% medijane. Horizontalna linija predstavlja medijanu).
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Tabela 4.7. Nivoi ekspresije molekula miR-21 u grupama tumorskog tkiva invazivnih

karcinoma dojke formiranih na osnovu vrednosti standardnih dijagnostickih i prognosti¢kih

parametara

Standardni dijagnosticki i Broj

oy . pacijentkinja  Relativha miR-21 ekspresija P-vrednost
prognosticki parametri N (%)
Veli¢ina tumora
<2cm 13 (33.3) 122.854 (92.969-209.181) P =0.030
>2cm 26 (66.7) 64.449 (38.874-92.303) )
Godine u trenutku dijagnoze
<60 20 (51.3) 101.065 (59.316-234.064) P = 0.050
>60 19 (48.7) 64.087 (35.323-90.920) )
Menopauzalni status
Premenopauza 4(17.4) 145.948 (90.143 -158.122) P=0226
Postmenopauza 19 (82.6) 78.850 (50.895-102.844) ’
Status limfnih ¢vorova
Negativan 20 (51.3) 75.256 (50.817-132.133) P=0623
Pozitivan 19 (48.7) 64.811 (36.102-100.137) )

Kod pacijentkinja sa invazivnim karcinomom dojke koje su bile mlade od 60 godina
uocen je statisticki zna€ajno visi nivo ekspresije molekula miR-21 u poredenju sa nivom
ekspresije molekula miR-21 u uzorcima tumorskog tkiva pacijentkinja starijih od 60

godina, (P=0.036, Mann-Whitney-jev U test) (Slika 4.10, Tabela 4.7).

400
P=10.036

< 60 =60
Godine

Slika 4.10. Nivoi ekspresije molekula miR-21 u tkivu invazivnih karcinoma dojke pacijentkinja starijh i
mladih od 60 godina (Y osa predstavlja relativni nivo ekspresije molekula miR-21, pravougaonici

predstavljaju opseg izmedu 25% i1 75% medijane. Horizontalna linija predstavlja medijanu).
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Pacijentkinje koje su bile u premenopauzi nisu imale statistiCki znacajno razli¢itu
ekspresiju molekula miR-21 u odnosu na pacijentkinje u postmenopauzi (P=0.226, Mann
Whitney-ev-U test) (Tabela 4.7). U uzorcima tumorskog tkiva pacijentkinja sa negativnim
statusom limfnih ¢vorova u poredenju sa uzorcima tumorskog tkiva pacijentkinja sa
pozitivnim statusom limfnih ¢vorova nije utvrdena statisticki znacajana razlika u ekspresiji

molekul miR-21 (P=0.623, Mann-Whitney-jev U test) (Tabela 4.7).

Uporedna analiza nivoa ekspresije analizirane mikro RNK pokazala je da su najvisi
nivoi ekspresije detektovani u uzorcima tumora histoloskog gradusa 2, dok su tumori
histoloskog gradusa 3 imali najniZe vrednosti ekspresije miR-21 (P=0.032, Kruskal-Wallis-
ov test, Dunn-ov method) (Slika 4.11, Tabela 4.8).

P=0.032

=

Graius | Gradus 11 Grradus 111

Histoloski gradus

Slika 4.11. Nivoi ekspresije molekula miR-21 u tumorskom tkivu invazivnih karcinoma podeljenih u grupe
na osnovu histoloskog gradusa (Y osa predstavlja relativni nivo ekspresije molekula miR-21, pravougaonici

predstavljaju opseg izmedu 25% i1 75% medijane. Horizontalna linija predstavlja medijanu).

Tabela 4.8. Nivoi ekspresije molekula miR-21 u tkivu invazivnih karcinoma dojke
histoloSkog gradusa I, II, III

Broj
Histoloski gradus pacijentkinja  Relativna miR-21 ekspresija P-vrednost
N (%)
I 6(15.4) 66.166 ( 38.874-150.484)
II 28 (71.8) 88.472 (58.007-132.133) P =10.036
11 512.8) 29.255 (14.718-46.882)
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U prethodnom delu studije pokazano je da postoji korelacija u nivoima ekspresije
miR-21 sa proteinskom ekspresijom proteina ER, PR i Her-2, 1 to kada su se poredili nivo
ekspresije u grupama neinvazivnih 1 invazivnih karcinoma. Zbog toga je ista vrsta analize
uradena poredenjem nivoa ekspresije miR-21 i proteinske ekspresije naznacenih proteina u
uzorcima tkiva Cisto invazivnih i1 invazivnih karcinoma dojke sa neinvazivnom

komponentom.
U tumorskom tkivu sa statusom ER+, ekspresija molekula miR-21 bila je statisticki

znacajno povisena u odnosu na tumore statusa ER- (P=0.012, Mann-Whitney-jev U test)

(Slika 4.12, Tabela 4.9).
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Slika 4.12. Nivoi ekspresije molekula miR-21 u tumorskom tkivu invazivnih karcinoma podeljenih u grupe na
osnovu statusa ER (Y osa predstavlja relativni nivo ekspresije molekula miR-21, pravougaonici predstavljaju

opseg izmedu 25% i 75% medijane. Horizontalna linija predstavlja medijanu).
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Tabela 4.9. Nivoi ekspresije molekula miR-21 u grupama tumorskog tkiva invazivnih

karcinoma dojke formiranih na osnovu nivoa ekspresije proteina ER, PR, Her-2 1 Ki-67

Status proteinske ekspresije N (%) Relativna ekspresija miR-21 P-vrednost
ER status
ER- 7(7.9) 29.255 (16.849-51.612)

P =10.012
ER+ 32 (82.1) 83.540 (59.197-132.133)
PR status
PR- 13 (33.3) 45.088 (26.764-82.066)

P=10.018
PR+ 26 (66.7) 91.381 (59.467-150.484)
ER i PR status
ER-PR- 7(17.9) 29.255 (16.849-51.612)
ER+PR- 6(15.4) 45.088 (28.277-82.066) P =0.006
ER+PR+ 26 (66.7) 91.381 (59.467-150.484)
Her-2 status
Her-2- 27 (69.2) 72.105 (36.102-117.265)

P=0.308
Her-2+ 12 (30.8) 79.946 (58.007-180.459)
Proliferativni indeks
jedarnog proteina Ki-67
<20% 19 (48.7) 89.822 (61.777-156.187)

P =0.027
>20% 20 (51.3) 52.008 (32.358-90.459)
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Invazivni karcinomi dojke sa statusom PR+ imali su poviSen nivo ekspresije
molekula miR-21 u odnosu na karcinome statusa PR- (P=0.018, Mann-Whitney-jev U test)
(Slika 4.13, Tabela 4.9).
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Slika 4.13. Nivoi ekspresije molekula miR-21 u tumorskom tkivu invazivnih karcinoma podeljenih u grupe na
osnovu statusa PR (Y osa predstavlja relativni nivo ekspresije molekula miR-21, pravougaonici predstavljaju

opseg izmedu 25% 1 75% medijane. Horizontalna linija predstavlja medijanu).

Uporednom analizom invazivnih karcinoma dojke sa statusima ER-/PR- ER+/PR- i
ER+/PR+ detektovana je statistiCki znacajna razlika u nivoima ekspresije molekula miR-21,
pri ¢emu je P vrednost iznosila 0.006 (Kruskal-Wallis-ov test, Dunn-ov metod) (Slika 4.14,
Tabela 4.9).

Statisti¢ki znacajno smanjen nivo ekspresije molekula miR-21 uocen je u uzorcima

tumorskog tkiva sa statusom ER-/PR- u odnosu na tumore statusom ER+/PR+ (P=0.008,

Mann-Whitney-jev U test) (Slika 4.14, Tabela 4.9), dok je statistiki znacajno poviSen nivo
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ekspresije molekula miR-21 zabelezen u tumorskom tkivu statusa ER+/PR+ u odnosu na

tumore statusa ER+/PR- (P=0.035, Mann-Whitney-jev U test) (Slika, 4.14Tabela 4.9).

Uporedivanjem nivoa ekspresije molekula miR-21 u uzorcima tumora sa statusom

ER+/PR- i statusom ER-/PR- nije uocena statisticki znacajna razlika.

U analiziranoj grupi invazivnih karcinoma, nije postojala statisti¢ki znacajna razlika
u nivoima ekspresije molekula miR-21 kada su se tumori podeljeni u dve grupe na osnovu
imunohistohemijski detektabilnog nivoa proteinske ekspresije Her-2 receptora (Her-2- i

Her-2+) (Tabela 4.9).
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Slika 4.14. Nivoi ekspresije molekula miR-21 u tumorskom tkivu invazivnih karcinoma podeljenih u grupe na
osnovu statusa ER/PR receptora (Y osa predstavlja relativni nivo ekspresije molekula miR-21, pravougaonici

predstavljaju opseg izmedu 25% i 75% medijane. Horizontalna linija predstavlja medijanu).
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U tumorskom tkivu sa vrednostima Ki-67 < 20% detektovan je statisticki znacajno

visi nivo ekspresije molekula miR-21 u odnosu na uzorke tumora sa vrednostima indeksa

proliferacije jedarnog proteina Ki-67 > 20%, (P=0.027, Mann-Whitney-jev U test) (Slika

4.15, Tabela 4.9).
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Slika 4.15. Nivoi ekspresije molekula miR-21 u tumorskom tkivu invazivnih karcinoma podeljenih u grupe

na osnovu vredosni proliferativnog indeksa Ki-67 (Y osa predstavlja relativni nivo ekspresije molekula miR-

21, pravougaonici predstavljaju opseg izmedu 25% 1 75% medijane. Horizontalna linija predstavlja

medijanu).
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4.3.3 Rezultati analize nivoa ekspresije molekula miR-21 u grupama invazivnih
karcinoma dojke formiranih na osnovu vrednosti standardnih dijagnosti¢kih i

prognostickih parametara -analize korelacije rangova

Primenom Spearman-ovg testa dobijena je statisticki zancajna negativna korelacija
izmedu nivao ekspresije molekula miR-21 kako sa veli¢inom tumora (p=-0.510, P=0.006,
Spearman-ov test) (Slika 4.16, Tabela 4.10) tako i starosnom dobi pacijentkinja u trenutku
postavljanja dijagnoze (p=-0.454, P=0.017, Spearman-ov test) (Slika 4.17, Tabela 4.10).

Tabela 4.10. Rezultati povezanosti nivoa ekspresije molekula miR-21 i standardnih

dijagnostickih i1 prognostickih parametara u tkivu invazivnih karcinoma dojke

Standard.lvn filjagnostlc}il i Tip tumora N Koreal.c.lom P -vrednost
prognosticki parametri koeficijent

G.(.)dme u trenutku Invazivni 27 p=-0.454 P=0.017
dijagnoze

Veli¢ina tumora Invazivni 27 p=-0.510 P =10.006
ER status Invazivni 27 p=0.438 P =0.022
PR status Invazivni 27 p=0.505 P =10.007
Proliferativni indeks Invazivni 27 p=-0291 P=0.139

jedarnog proteina Ki-67
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Slika 4.16. Korelacija izmedu nivoa ekspresije molekula miR-21 i veli¢ine tumora kod pacijentkinja sa
invazivnim karcinomom dojke (Y osa predstavlja relativni nivo ekspresije molekula miR-2, N-broj uzoraka,

P-statistiCku znacajnost, p-koeficijent korelacije).
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Slika 4.17. Korelacija izmedu nivoa ekspresije molekula miR-21 i zivotne dobi u trenutku operacije kod
pacijentkinja sa invazivnim karcinomom dojke (Y osa predstavlja relativni nivo ekspresije molekula miR-21,

N-broj uzoraka, P-statisti¢ku znacajnost, p-koeficijent korelacije).
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Istim testom, pokazana je statisticki znacajna pozitivna korelacija nivoa ekspresije
molekula miR-21 1 nivoa ekspresije estrogenskog (p=0.022, P=0.438, Spearman-ov test)
(Slika 4.18, Tabela 4.10) i progesteronskog receptora (p=0.505, P=0.007, Spearman-ov

test) (Slika 4.19, Tabela 4.10) u grupi analiziranihi invazivnih karcinoma dojke.
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Slika 4.18. Korelacija izmedu nivoa ekspresije molekula miR-21 i nivoa ekspresije ER u tkivima invazivnih
karcinoma dojke (Y osa predstavlja relativni nivo ekspresije molekula miR-21, N-broj uzoraka, P-statisticku

znacajnost, p-koeficijent korelacije).
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Slika 4.19. Korelacija izmedu nivoa ekspresije molekula miR-21 i nivoa ekspresije PR u tkivima invazivnih
karcinoma dojke (Y osa predstavlja relativni nivo ekspresije molekula miR-21, N-broj uzoraka, P-statisticku

znacajnost, p-koeficijent korelacije).

4.4 Rezultati analize nivoa ekspresije molekula miR-21 u grupi invazivnih karcinoma
dojke sa neinvazivnom komponentom formiranih na osnovu vrednosti standardnih

dijagnostickih i prognosti¢kih parametara

U tre¢em delu studije analiziran je nivo ekspresije molekula miR-21 kod deset
invazivnih karcinoma dojjke sa neinvazivnhom komponentom. U analiziranoj grupi na
osnovu histoloskog podtipa, osam IDC-DCIS tumora imalo je viSe od 30% DCIS
komponente i dva IDC-DCIS koji su imali manje od 30% DCIS komponente. Ovo
poredenje je radeno u cilju utvdivanja moguce povezanost nivoa ekspresije molekula miR-

21 i procenta zastupljenosti invazivne komponente.
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U analizu su ukljucena jos 2 dodatna uzorka invazivnih kaecinoma asociranih sa
neinvazivnim, koja nisu bila analizirana u prvoj studiji, zbog niskog procenta DCIS

zastupljenosti.

Kada su tumori bili podeljeni u dve grupe u odnosu na nivo ekspresije proteina Her-
2, pokazan je statisticki trend ka povecanju ekspresije molekula miR-21 u uzorcima tumora

sa stausom Her-2 + (P=0.067, Mann-Whitney-jev U test).

U uzorcima invazivnih karcinoma dojke sa neinvazivhom komponentom koji su
imali proliferativni indeks Ki-67<20%, nivoi ekspresije molekula miR-21 bili su statisticki
znaajno visi u odnosu na tumore sa proliferativnim indeksom Ki-67 veéim od 20%

(P=0.024, Mann-Whitney-jev U test) (Slika 4.20).

400

P=0.024

30—

oo —

Ki67 =20 Ki67 =20
Ki-67

Slika 4.20. Nivoi ekspresije molekula miR-21 u tumorskom tkivu invazivnih karcinoma sa neinazivnom
komponentom podeljenih u grupe na osnovu vrednosti proliferativnog indeksa Ki-67 (Y osa predstavlja
relativni nivo ekspresije molekula miR-21, pravougaonici predstavljaju opseg izmedu 25% i 75% medijane.

Horizontalna linija predstavlja medijanu).
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Statisticki znaCajna razlika u nivou ekspresiji molekula miR-21 nije uocena kada su
inazivni duktalni kacinomi dojke sa in situ komponetom podeljeni u dve grupe u odnosu na

procentualnu zastupljenost neinvazivne kompoente (< 30% 1> 30 % zastupljenosti DCIS).

U analiziranoj grupi tumora invazivnih karcinoma dojke sa neinvazivnom
komponentom, nivoi ekspresije molekula miR-21 imali su visok stepen negativne

korelacije sa statusom PR (p=-0.886, P=0.006, Spearman-ov test) (Slika 4.21).
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Slika 4.21. Korelacija izmedu nivoa ekspresije molekula miR-21 i nivoa ekspresije PR u tkivima invazivnih
karcinoma dojke sa neinvazivnom komponentom (Y osa predstavlja relativni nivo ekspresije molekula miR-

21, N-broj uzoraka, P-statistiCku znacajnost, p-koeficijent korelacije).
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4.5 Znacaj ekspresije molekula MiR-21 u nastanku i invaziji karcinoma dojke-

in silico analiza

U cilju utvrdivanja moguce uloge transkripcionog utiSavanja gena posredovanog
molekulom miR-21 u procesima neoplasticne transformacije ¢éelija i invazije karcinoma

dojke, koris¢enjem on-line softvera izvrSena je in silico analiza.

Identifikacija ciljnnih gena molekula miR-21 vrSena je uz pomo¢ 5 softvera:
TargetScan Human 6.2, microRNA.org, PicTar, miRDB 1 TarBase (DIANA TOOL).
Navedeni softveri pronasli su izuzetno veliki broj gena-kandidata za utiSavanje

posredovano molekulom mikro RNK-21.

Na osnovu rezultata prethodnih istrazivnja (Yang i sar., 2009) za dalju analizu
izdvojili smo 5 gena kandidata ¢ija je regulacija ekspresije molekulom miR-21 poremecena

u tkivima karcinoma dojke. To su geni TIMP3, PDCD4, TPM1, PTEN i1 RECK.

Na osnovu sparivanja na 3’ kraju, rasprostranjenosti AU dinukleotida i pozicije
ciljnog mesta (Grimson 1 sar., 2007) Cetiri od pet koriS¢enih algoritama izdvojio je gen
TIMP3 kao ciljni gen molekula miR-21. Tri od pet algoritama izdvojilo je gen PDCD4, a
samo jedan gen RECK. Dva od pet analiziranih gena (PTEN i TPM1) koriS¢eni softveri

nisu prepoznali kao potencijalne ciljne gene molekula miR-21.

63



5 DISKUSIJA

Karcinomi dojke su veoma kompleksna i heterogena gupa malignih tumora.
Epidemioloske studije pokazuju da je karcinom dojke drugi po redu uzrok smrti i da
predstavlja gotovo tre¢inu svih dijagnostikovanih malignih tumora kod Zena (Velds i sar.,
2006; Jemal i sar., 2010). Obrazac bioloskog ponaSanja tumora i konacan ishod bolesti jos
uvek su nepredvidivi zato Sto se karicnomi dojke razvijaju u nekoliko etapa i pod uticajem

brojnih sredinskih 1 genetickih faktora (Gail 1 sar., 1989; Polyak, 2007).

Dugo se smatralo da je progresija karcinoma dojke viSestepeni proces koji najpre
zapocinje kao hiperplazija (benigne proliferativne hiperplazije bez atipije ¢elija) nakon cega
dolazi do razvoja sve agresivnijeg fenotipa preko atipi¢nih hiperplazija, karcinoma in situ,
koji tokom vremena progradira u invazivni 1 metastatski karcinom (Dupont i Page, 1985;
Singletary, 2002b). Istrazivnja Buergera i saradnika, (1999) i Simpsona i saradnika, (2005)
pokazala su da je razvoj tumora u dojci verovatno posledica serije stohastickih genetickih i
epigenetickih dogadaja koji aktiviraju veliki broj razlicitih signalnih puteva §to za posledicu
ima formiranje invazivnog karcinoma dojke. Ova dva postavljena modela ne iskljucuju
jednan drugi, ve¢ ukazuju na postojanje razliitih mehanizama nastanka i progresije
karcinoma dojke i upucuju na individualnost same bolesti. 1z tog razloga, pored ve¢ dobro
opisanih bioloSkih markera koji predstavljaju standardne dijagnosticke i prognosticke
parametre karcinoma dojke, kao Sto su statusi proteina ER, PR, Her-2 i Ki-67, neophodno
je definisati dodatne bioloSke markere koji bi se koristili u dijagnostici 1 lecenju

pacijentkinja ponaosob u okviru personalizovane medicine.

Osnovna histoloska podela karcinoma dojke vrsi se na osnovu njihove invazivnosti i
po tome da li poticu od ¢elija koje oblazu duktuse ili lobuluse. Na osnovu ovih kriteijuma,
izdvojile po dve najucestalije forme in situ (DCIS i LCIS) i invazivnih karcinoma dojke
(IDC 1 ILC). Osim navedenih osnovnih histoloskih tipova, postoje i razli¢iti histoloski
podtipovi invazivnih karcinoma dojke asociranih sa neinvazivnom komponentom (IDC-

DCIS, ILC-LCIS 1 ILC-IDC). U veoma retkim slucajevima patohistoloski se dijagnostikuju
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1 meSoviti in situ karcinomi sa lobularnom i duktalnom komponentom (udruzenost LCIS i

DCIS) (Li, 2003).

Invazivni ili infiltriraju¢i karcinom dojke predstavlja najéeS¢u formu maligne
bolesti dojke kod Zena (Verkooijen i sar., 2003). Osnovna karakteristika invazivnog
karcinoma je sposobnost da probije bazalnu laminu 1 da se rasiri u okolno tkivo, $to se
definiSe kao invazivnost (Bair 1 sar., 2005). Pored invazivnosti, ove tipove karcinoma dojke
karakteriSe i sposbnost da metastazira u udaljena tkiva i organe (Ma i Weinberg, 2008; Xia,
2010). Odreden broj invazivnih karcinoma dojke poseduje i neinvazivnu komponentu. Sa
druge strane, neinvazivni, in situ karcinomi dojke su grupa malignih tumora bez invazivnog
potencijala 1 sposobnosti metastaziranja (Velds i sar., 2006). To je razlog Sto brojni
istrazivaci in situ tumore dojke ne svrstavaju u maligne tumore, ve¢ u premaligne lezije
dojke (Berman i sar., 2010). Do danas nisu poznati mehanizmi kojim neoplasticno
transformisane c¢elije dojke stiCu sposobnost invazije. Takode ostaje nepoznato da 1i od
neizmenjenih celija dojke direktno nastaju neoplastiéno transformisane koje imaju
sposobnost invazije ili prvo nastaju neinvazivne celije koje sposobnost invazije stiCu

kasnije (Leonard i Swain, 2004).

lako patogeneza malignih tumora dojke jo§ uvek nije rasvetljena, na osnovu
rezultata epidemioloskih i eksperimentalnih studija smatra se da je glavni faktor rizika za
njihov nastanak nivo izlozenosti estrogenu (Travis i Key, 2003). Dugi niz godina u
medikamentoznom lecenju karcinoma dojke iskljuCivo su se koristili citostatici. Nakon
otkri¢a uloge receptora za estrogen u neoplasticnoj transformaciji epitelijalnih ¢elija dojke,
pocela je 1 upotreba antagonista ovog receptora u lecenju karcinoma dojke. Poslednjih
dvadeset godina, pristup tretmanu ovih pacijentkinja evoluirao je u smeru bioloske imunske
terapije, pre svega koris¢enjem monoklonskih antitelia (anti-Her-2 receptora, npr.) (Tinoco,
2013). I pored svih napredaka u strategijama lecenja karcinoma dojke adjuvantna endokrina
terapija (antiestrogena terapija) i dalje predstavlja terapiju izbora u le¢enju karcinoma dojke
sa pozitivnim statusom za ER (Burstein i sar., 2010). Medutim, osnovni problem u primeni

antiestrogene tarpaije je Cesta rezistencija na tamoksifen, koja se razvija de novo, ili stice
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tokom upotrebe ovog leka (Dorssers i sar., 2001). Rezistencija na aniestrogenu terapiju kao
1 ogranicen domet imunske terapije su razlozi sto se danas intezivno radi na otkri¢u novih
pristupa u lecenju karicnoma dojke. Ova istraZivanja za cilj imaju otkri¢e novih preciznijih
bioloskih markera neoplasticno transformisanih ¢elija dojke koji bi se koristili ne samo kao
dijagnosticki i prognosticki parametri bolesti ve¢ i1 kao targeti novih strategija genske

terapije.

Pretpostavlja se da je inicijalna faza neoplasticne transformacije posledica
genetickih 1 epigenetiCkih poremecaja u jednoj ¢eliji. Akumulacijom dodatnih genetickih i
epigenetickih promena 1 kombinovanjem sa ekspanzijom i selekcijom klonova celija
zapocCinje proces progresije tumora kojom on stie osobinu invazivnosti 1 sposobnost
metastaziranja. U cilju razmevanja ovih slozenih procesa, brojne grupe istrazivaca su za
temu svojih istrazivanja imali uporedivanje in sifu, invazivne i metastatske forme
karcinoma dojke u cilju definisanja genetickih markera specifi¢nih za odreden stadijum (in
situ, invazivni, metastatski) bolesti (Allinen i sar., 2004; Polyak i Hu, 2005; Polyak, 2007).
I pored brojnih otki¢a vezanih za molekularnu osnovu patogeneze karcinoma dojke, procesi
odgovorni za tranzicija DCIS u invazivni karcinom koji imaju i presudan efekat na tok 1i
ishod bolesti ostaju i dalje nedovoljno poznati (Allinen 1 sar., 2004; Polyak i Hu, 2005;
Polyak, 2007).

Poslednjih godina, sve je viSe rezultata eksperimentalnih studija koje govore u
prilog znacCaja poremecaja u procesima transkripcinog utiSavanja gena fenomenom RNK
interferencije u procesima odgovornim za razvoj i progresiju karcinoma dojke (Pan 1 sar.,
2010). Do danas je identifikovano na desetine molekula mikro RNK ¢ije se promene u
strukturi 1 funkciji dovode u vezu sa procesima neoplasti¢ne transformaije. Jedna od njih je
1 molekul miR-21, koja pokazuje snazan onkogeni potencijal (Yan i sar., 2008; Qian 1 sar.,
2008; Huang i1 Yang, 2009; Kumar, 2013; Li i sar., 2013). Dosadasnja istrazivanja pokazuju
da promene u nivou ekpsresije molekula miR-21 mogu predstavljati bioloski marker
procesa odgovornih za invazivnost karcinoma dojke (Zhu i sar., 2008; Huang i Yang,

2009; Song i sar., 2010; Petrovic i sar., 2014a).
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Upravo zbog toga, prvi cilj nase studije bio je ispitivanje razlika u nivou ekspresije
molekula miR-21 u neinvazivnim (in situ), invazivnim karcinomima sa neinvazivnom
komponentom 1 ¢istim invazivnim karcinomima dojke, a u cilju ispitivanja potencijalne

uloge molekula miR-21 u procesima invazivnosti karicnoma dojke.

U odnosu na nivo ekpresije u neizmenjenom tkivu dojke, nivo ekspresije molekula
miR-21 u uzorcima tkiva invazivnih karcinoma sa neinvazivnom komponentom kao 1 ¢istih
invazivnih karcinoma bio je zna¢ajno visi. Pored toga, izmereni nivoi ekspresije molekula
miR-21 bili su znacajno visi i u invazivnim karcinomima (bilo da su ¢isti invazivni ili da su
asocirani sa neinvazivhom komponentom) u poredenju sa nivoima ekspresije u
neinvazivnim (in situ) karcinomima dojke. Dobijeni rezultati potvrduju bioloski znacaj
molekula miR-21 sa onkogenim potencijalom u procesima koji dovode do invazivnosti

karcinoma dojke.

Manja razlika u nivoima eskpresije molekula miR-21 izmedu neinvazivnih i
invazivnih karcinoma dojke sa neinvazivnom komponentom nego izmedu neinvazivnih i
Cistih invazivnih karcinoma dojke jo$ jednom ukazuje na to da je tranzicija neinvazivnog u
invazivni fenotipa verovatno postepen proces (Chagpar 1 sar., 2009). Istovremeno, dobijeni
rezultat o odustvu statisti¢ki znacajne razlike u espresiji molekula miR-21 u uzorcima
neizmenjenog tkiva dojke i neinvazivnih karcinoma dojke ukazuje na to da poremecaji u
transkripcionm utiSavanju gena od strane molekula onkogene mikro RNK, miR-21,
verovatno nisu ukljuceni u rane, inicijalne, faze neopsticne transformacije epitelijalnih

¢elija dojke.

Sa druge strane, nivo ekpresije molekula miR-21 koji je znacajno ali postepeno
poviSen u invazivnim karcinomima sa neinvazivnom komponentom 1 invazivhim
karcinomima dojke, ukazuje na mogucu ulogu molekula miR-21 u sticanju invazivnog
potencijala ¢elija u ve¢ formiranom tumoru, $to bi znacilo da jedan broj in situ tumora

povecanjem nivoa ekspresije onkogenih molekula miR-21 dobijaju odlike invazivnih
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karcinoma odnosno da odreden broj invazivniih karcinoma dojke poti¢e od in situ

karcinoma.

I ostali rezultati ove studije potvrduju pretpostavku o znacaju ekspresije molekula
miR-21 u procesima odgovornim za invazivnost karcinoma dojke. Naime, kod pacijentkinja
starijih od 50 godina trend ka viSim nivoima ekspresije molekula miR-21 u grupi
invazivnih tumora u odnosu na invazivne sa neivazivhom komponentom. Takode, efekat
povisene ekspresije molekula miR-21 u invazivnosti ogleda se i u tome Sto su
premenopauzalne pacijentkinje sa neinvazivnim karcinomom imale znafajno nizi nivo
ekspresije molekula miR-21 od pacijentkinja sa nvazivnim karcinomom dojke. Na kraju,
invazivni tumori sa neinvazivhom komponentom imali su znacajno nizi nivo ekspresije

molekula miR-21 od invazivnih tumora i u grupama histoloskog i nukleusnog gradusa 2.

Nasi rezulatati pokazali su da su nivoi ekspresije molekula miR-21 kod invazivnih
karcinoma asociranih sa neinvazivnom komponentom (IDC-DCIS) visi od ekspresije kod
neinvazivnih karcinoma (DCIS), a nizi nego kod Ccistih invazivnih karcinoma dojke.
Ovakav obrazac ekspresije molekula miR-21 ide u prilog onim istraziva¢ima koji invazivne
duktalne karcinome asociranih sa neinvazivhom komponentom izdvajaju kao posebnu
grupu tumora i ukazuje na mogucnost da oni predstavljaju prelazni stadijum u nastanku
invazivnih tumora, odnosno ide u prilog hipotezi o viSestepenoj progresiji tumora dojke
(Velds i sar., 2006; Wong i sar., 2010). Medutim, pitanje na koje jo§ nema odgovora je da li
se Cisti invazivni karicnomi dojke iskljucivo razvijaju od in situ formi tumora ili nastaju de

novo (Farabegoli i sar., 2002; Wong i sar., 2010).

Nakon odredivanja nivoa ekspresije molekula miR-21 nasu paznju smo usmerili na
istrazivanje moguce povezanosti ekspresije molekula miR-21 sa nivoom proteinske
ekspresije receptora za estrogen (ER), progesteron (PR), humani epidermalni faktor rasta 2
receptor (Her-2) i proliferativnim indeksom (Ki-67) u neinvazivnim, invazivnim sa

nenvazivnom komponentom i invazivnim karcinomoma dojke.
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U grupi tumora sa statusom ER+, najviSi nivo ekspresije molekula miR-21
detektovan je u uzorcima invazivnih, a najnizi u uzorcima neinvazivnih karcinoma dojke
Ovaj rezultat bio je 1 o¢ekivan jer je ekspresija molekula miR-21 u pozitivnoj korelaciji sa
proteinskom ekspresijom ER kod invazivnih karcinoma dojke, ali nije u korealciji sa
nivoima proteinske ekspresije ER kod neinvazivnih karcinoma dojke. Visok nivo korelacije
u ekspresiji proteina ER 1 gena koji kodira miR-21 kod invazivnih karcinoma detektovan je

1 u istrazivanjima (Mattie i sar., 2006).

Po prvi put u ovoj studiji istrazivana je korelacija nivoa ekspresije molekula miR-21
1 proteinske ekspresije progesteronskog receptora. Rezultati nase studije pokazuju da je
najnizi nivo u ekspresiji molekula miR-21 detektovan u uzorcima invazivnih karcinomia
asociranih sa neinvazivnim kod kojih je imunohistohemijski detekotvna proteinska
ekspresija PR. Istovremeno, najvisi nivo ekspresije molekula miR-21 detektovan je u

uzorcima invazivnih tumora kod kojih je eksprimiran i PR.

Rezultat da je najmanji nivo ekspresije molekula miR-21 u analiziranoj grupi
invazivnih karcinoma detektovan kod onih uzoraka u kojima imunohistohemijski nije
detektovana ni ekspresija ER ni PR ukazuje na moguc¢nost da je ,,invazivni karakter*
onkogene miR-21 u pozitivnoj korelaciji sa nivoom ekspresije proteina ER 1 PR. Ovakav
rezultat ¢ini opravdanim dalja istrazivanja koekspresije mi-R21 i ekspresije receptora za
steroidne hormone koji danas predstavljaju standarne dijagnosticke 1 prognosticke

parametre karcinoma dojke.

U uzorcima invazivnih karcinoma kod kojih nije detektovana proteinska ekspresija
Her-2 receptora, zabelezen je statisticki trend ka viSim nivoima ekspresije molekula miR-21
u odnosu na uzorke invazivnih karicnoma asociranih sa neinvazivnim, §to ukazuje da u
nekim slucajevima invazivni fenotip koji nastaje kao posledica ekspresije molekula miR-21
molekula moze biti i Her-2 zavisan. Do sli¢nih rezultata dosli su i (Huang i Yang, 2009)

tokom istrazivanja invazivnih duktalinih karcinoma dojke. (Berman i sar., 2010) pokazali
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su da je prekomerna ekspresija proteina Her-2, odnosno amplifikacija njegovog gena

znacajna molekularna krakteristika invazivnih karcinoma dojke visokog gradusa.

Eksperimentalna istrazivanja in vitro pokazala su da je u kulturi ¢elija nivo
ekspresije molekula miR-21 u pozitivnoj korelaciji sa ekspresijom proteina Her-2 i da je ta
poviSena ekspresija posledica deregulacije signalnog puta MAP kinaza ¢iji je €lan i receptor
Her-2 (Huang i sar., 2009). Isti istrazivac¢i pokazali su da molekul miR-21 blokira
translaciju PDCD4 iRNK u Her-2 pozitivnim ¢elijama karcinoma dojke. Njihovi rezultati
ukazuju na to da aktivirani receptor Her-2 preko signalnog puta MPA kinaza ima pozitivan
efekat na ekspresiju gena koji kodira miR-21 1 posledi¢no indukuje invaziju maligno

transformisanog tkiva dojke.

U okolini gena koji kodira miR-21 nalazi se veliki broj regulatornih elemenata za
veliki broj razli€itih regulatornih proiteina (Fujita 1 sar., 2008). To navodi na zakljucak da
ekspresija molekula miR-21 nije isklju¢ivo zavisna od signalnog puta posredovanog
aktivnoS¢u receptora Her-2. To je verovatno razlog S§to su dosadadnji rezultati
eksperimentalnih studija o ulozi receptora Her-2 u regulaciji ekspresije gena koji kodira
miR-21 nekoherentni (Fujita i sar., 2008; Huang 1 Yang, 2009; Huang 1 sar., 2009; Petrovi¢
isar., 2014b).

U selektovanoj grupi uzoraka tumorskog tkiva koji imaju proliferativni indeks Ki-
67<20%, pronadena je statisticki znacajno poviSena ekspresija molekula miR-21 u
uzorcima invazivnih karcinoma kada je ona poredena sa nivoom ekspresije u tkivnim
uzorcima invazivnih karcinoma asociranih sa neinvazivnim. To moZe biti posledica
agresivnijeg fenotipa Cistih invazivnih tumora, kao $to je pokazano i u istrazivanjima (Qian

1sar., 2008; Huang i Yang, 2009).

U grupi Cistih invazivnih karcinoma dojke, u tumorskom tkivu indeksa proliferacije
Ki-67>20 uocen je statisticki znac¢ajno nizi nivo ekspresije molekula miR-21 u poredenju sa

tumorskim tkivom ¢iji je indeksa proliferacije iznosio Ki-67<20. Ovaj rezultat je u
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suprotnosti sa rezultatima istrazivanja Huang-a i Yang-a, (2009). Ovakvi razliciti rezultati
ukazuju na to da su eskpresije molekula miR-21 i jedarnog proteina Ki-67 verovatno

nezavisni dogadaji tokom neoplasti¢ne transformacije epitelijalnih ¢elija dojke.

Iorio, (2005) je pokazao da veli¢ina tumora nije u korelaciji sa nivoom ekspresije
molekula miR-21. U naSim istrazivanjima, pokazano je da je ekpresija molekula miR-21
vi§a u manjim tumorima (manjim ili jednakim 2 cm). Takode, i prema istrazivanjima Li i
saradnika, (2013), manji tumori imaju viSe nivoe ekspresije molekula miR-21. Ovaj rezultat
moze izgledati paradoksalno u svetlu Cinjenice da je veli¢ina tumora klinicki pokazatelj
loSije prognoze karcinoma dojke (Cianfrocca, 2004). Medutim, prema Li 1 saradnicima,
(2013) tumori manjeg dijametra mogu biti agresivniji od tumora veceg dijametra, narocito

ukoliko imaju pozitivan status limfnih ¢vorova i eksprimiran protein Her-2.

U grupi pacijentkinja obuhvacenih nasom studijom pokazano je da je ekpresija
molekula miR-21 u negativnoj korelaciji sa staro$¢u pacijentkinja u trenutku postavljanja
dijagnoze karcinoma dojke. Poznato je da karcinomi dojke kod mladih pacijentkinja mogu
biti agresivniji i da imaju veéi metastatski Takodje, u mladih pacijentkinja vis$i nivoi
estrogena 1 progesterona verovatno utiCu 1 na prekomernu ekspresiju molekula miR-21.
Rezultati nase studije pokazuju da je nivo ekspresije molekula miR-21 u negativnoj
korelaciji sa staro$¢u pacijentkinja sa invazivnim karcinomima. $to ukazuju da je invazivni
potencijal miR-21 veéi §to su pacijentkinje u mladoj zivotnoj dobi. (Qian 1 sar., 2008)
takode su pokazali da je nivo ekspresije molekula miR-21 u negativnoj korelaciji sa

staroS¢u pacijentkinja sa karcinomom dojke.

Jo§ jedan paradokaslni rezultat naSeg istrazivanja je taj da nivo ekspresije molekula
miR-21 raste od uzoraka tumora histoloskog gradusa I ka tumorima gradusa II, a potom
opada u uzorcima tumora histoloSkog gradusa III. Medutim, ovakav obrazac promene u
nivou ekspresije molekula miR-21 u zavisnosti od histoloskog gradusa tumora ima svoju
biolosku opravdanost. Transkripciono utiSavanje posredovano miR-21 vrlo je intenzivno

tokom procesa odgovornih za ¢elijsku diferencijaciju (Kim 1 sar., 2009). Mozda je ¢injenica
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da su celije tumora gradusa III najmanje podlozne procesima diferencijacije 1 razlog
smanjenog nivoa ekspresije molekula miR-21 u odnosu da tumorske uzorke gradusa I i II
¢ije su celije diferentovanijeg fenotipa. Takode, uticaj molekula miR-21 bi mogao biti
ogranicen na odredene faze tokom progresije tumora odnosno da nivo ekspresije molekula
miR-21 raste, do trenutka kada tumor stic¢e invazivni potencijal i da nakon toga opada. Ova
pretpostavka potkrepljena je i1 rezultatima drugih eksperimentalnih studija. Kim i saradnici,
(2009) su pokazali da miR-21 ima prolazni obrazac ekspresije tokom diferencijacije
adipocita u uslovima in vitro. Pored toga, nivoi ekspresije molekula miR-21 bili su u
pozitivnoj korelaciji sa verovatno¢om pojave recidiva kod pacijentkinja sa tumorima dojke

stadijuma I 1 II, u odnosnu na pacijentkinje sa stadijumom III 1 IV (Qian i sar., 2008).

U analiziranoj grupi tumora, nivo ekspresije molekula miR-21 nije u statisticki
znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa statusom lifnih C¢vorova. Status limfnih ¢vorova
podrazumeva prisustvo (+) odnosno odsustvo (-) metastatskih ¢elija u limfnim Zlezdama
okolnog tkiva Ovaj rezultat je u suprotnosti sa rezultatima Huang-a i Yang-a, (2009) koji
su pokazali da je nivo ekspresije molekula miR-21 u pozitivnoj korelaciji sa pozitivnim
statusom limfnih ¢vorova. Ova nekonzistentnost u dobijenim rezultaima verovatno je
posledica relativno malog broja uzoraka obuhvacenih nasom studijom, narocito u korelaciji
sa drugim dobijenim rezultatima koji idu u prilog ¢injenici da je ekspresija molekula miR-

21 u ,korelaciji sa invazivnim potencijalom karcinoma dojke.

Uporednom analizom podgrupa tumora sa razli¢itim statusom ER 1 PR pokazano je
da je nivo ekspresije molekula miR-21 bio visi u uzorcima tumora koji imaju i
eksprimirane sterodine receptore (ER+, PR+ i ER+/PR+). Uocena razlika u nivoima
ekspresije molekula miR-21 izmedu tumora sa statusom ER+/PR+, ER+/PR- i ER-/PR-,
ukazuje na potencijalni znacaj kvantifikacije nivoa ekspresije molekula miR-21 narocito u
grupi tumora kod kojih je eksprimiran estrogenski ali ne i progesteronski receptor. Poznato
je da tumori sa statusom ER+/PR- imaju lo$iji odgovor na standardnu terapiju
tamoksifenom (Arpino i sar., 2005; Mattie i sar., 2006). To je razlog Sto nivo ekspresije

molekula miR-21, osim Sto je okarakterisan kao faktor invazivnosti, moze biti i bioloski
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marker koji bi se koristio za procenu rizika za pojavu recidiva kod karcinoma dojke sa

statusom ER+/PR-.

Na osnovu €injenice da nije postojala znacajna razlika u ekspresiji molekula miR-21
u uzorcima duktalnih i lobularnih invazivnih karcinoma moze se zakljuciti da je nivo
ekspresije molekula miR-21 nezavisan od histoloskog podtipa Cistih invazinih karcinoma

dojke.

U dijagnostici i leCenju karcinoma dojke, identifikacija invazivnog potencijala
duktalnih neinvazivnih karcinoma dojke predstavlja veliki izazov. Jo§ uvek ne postoji
definitivan odgovor na pitanje da li odreden broj DCIS ostaje neinvazivan zato Sto ne
dobiju invazivni potencijal, ili zbog toga §to DCIS po pravilu veoma sporo napreduje i raste
(Leonard i Swain 2004). Na osnovu rezultata ovog rada, nivo ekspresije molekula miR-21
predstavlja potencijalni bioloSki marker invazivnosti koji bi se koristio u predikciji rizika za

razvoj invazinog fenotipa in situ kacinoma dojke.

U ispitivanom uzorku tumora u okviru ove studije nije bilo lobularnog neinvazivnog
karcinoma (LCIS lobularni karcinom in situ) $to nije neobicno jer je ovaj histoloski tip
znatno redi od duktalnog. Upravo zbog toga, bilo bi od znafaja da se u budué¢im

istrazivanjima ispita nivo ekspresija molekula miR-21 i u ovom tipu karcinoma.

Rezultati nase studije pokazali su da procenat zastupljenosti DCIS (neinvazivne)
komponente ne korelira sa nivoima ekspresije molekula miR-21 (kao bioloSkim narkerom
invazivnosti), 1 proteina Ki-67 (kao markera proliferativnog kapaciteta tumorskog tkiva).
Pored toga nije utvdena korelacija procenta zastupljnosti DISC komponent ni sa nivoom
ekspresije proteina ER 1 PR kao ni sa godistem pacijentkinja. Procenat zastupljenosti DCIS
komponente, u analiziranoj grupi tumora, bio je jedino u visoko pozitivnoj korelaciji sa
veli¢inom tumora. Dalja statisticka analiza ovih specificnih bioloskih entiteta pokazala je
jos§ jednu interesantnu osobinu ovih karcinoma. Naime, rezultati nase studije pokazali su da

je nivo ekspresije molekula miR-21 Ccistih invazivnih karcinoma u visoko pozitivnoj
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korelaciji sa nivoom ekspresije ER i PR (p = 0.438, P = 0.022 i p = 0.505, P = 0.007,
respektivno), dok je nivo ekspresije molekul miR-21 u grupi invazivnih karcinoma dojke sa
neinvazivnom komponentom bio u visoko negativnoj korelaciji samo sa nivoom ekspresije
proteina PR (p = -0.866, P = 0.006). Ovi rezultati ukazuju na to da se invazivni karcinomi
dojke asocirani sa neinvazivnim ponasaju kao jedinstveni entiteti, nezavisno od prisustva in

situ komponente 1 razli¢ito od ¢istih invazivnih karcinoma dojke.

Sa aspekta invazivnosti procenjivanog nivoom ekspresije molekula miR-21,
invazivni tumori asocirani sa neinvazivnim ponaSaju se sli¢nije invazivnim nego
neinvazivnim karcinomima dojke. Medutim, u uzorcima IDC-DCIS, nije pokazana
korelacija izmedu nivoa ekspresije molekula miR-21 sa staro$¢u pacijentkainja 1 velicinom
tumora, za razliku od c¢istih invazivnih koji imaju negativnu korelaciju oba parametra sa

nivovom ekspresije molekula miR-21.

Asocijacija u nivoima ekspresije Ki-67 1 miR-21 kod IDC-DCIS ista je kao 1 kod
Cistih invazivnih. Nema korelacije izmedu ekspresije molekula miR-21 i ER u uzorcima
tumora IDC-DCIS, dok se kod tumorskog tkiva Cistih invazivnih karcinoma dojke uocava
visok stepen pozitivne korelacije. Takode, kod IDC-DCIS postoji trend ka vecoj ekspresiji
molekula miR-21 u uzorcima tumora kod kojih je detektovana i ekspresija proteina Her-2,
dok kod ¢isitih invazivnih ne postoji znacajna razlika u nivou ekspresije ove onkogene
mikro RNK izmedu tumora sa statusom Her-2— u odnosu na tumore sa statusom Her-2+.
Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da se invazivni asocirani sa neinvazivnim
karcinomima iako morfoloski sli¢ni sa ¢istim invazivnim na molekulskom nivo ponasaju
kao zasebni entiteti. Karcinomi doje IDC-DCIS retko su izucavni kao posebne grupe
tumora dojke ve¢ su obi¢no analizirani zajedno sa Cisitm invazivnim. Medutim, oni se na
osnovu nivoa ekspresije molekula miR-21 1 njegove udruzenosti sa drugim standardnim

dijagnostickim i prognostickim parametrima karcinoma dojke znacajno razlikuju.

Rezultati brojnih istrazivanja pokazali su da je molekul miR-21 prekomerno

eksprimiran u raznim tumorima u odnosu na neizmenjena tkiva, ali se ne moZze sa
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sigurnoSc¢u tvrditi da 1i molekul miR-21 ucestvuje u nekom od signalnih puteva vezanih sa
neoplasti¢nu transformaciju (Iorio, 2005; Huang i Yang, 2009; Lee i sar., 2011). Proteinski
produkti gena PDCD4 1 PTEN , kao 2 od 5 najznacajnijih ciljnih gena molekula miR-21
ukljuceni su u procese odgovorne za proliferaciju celija, blokiranje procesa celijskog
umiranja po tipu apotoze i stimulaciju tumor-promovisuée inflamacije. Svi ovi Procesi
odogovorni su i za propagaciju i progresiju tumora (Hanahan i Weinberg, 2011; Buscaglia,
2011). Stoga se postavlja pitanje da li se ekspresija molekula miR-21 uvecala nakon
formiranja neoplazije ili tokom inicijacije neoplasti¢ne transformacije ¢elija. Zato je jedan
deo naSih istrazivanja bio usmeren ka izdvajanju ve¢ opisanih targeta mikro RNK-21 i
njihove uloge u razliitim fazama nastanka 1 progresije karcinoma dojke, i to na osnovu
eksperimentalnih rezultata o nivoima ekspresije molekula miR-21, rezultata drugih

eksperimentalnih istrazivanja i in silico analize njenih potencijalnih ciljnih gena.

Na osnovu in silico analize TIMP3, RECK i PDCD4 iRNK su izdvojeni kao
najznacajniji ciljni molekuli koje prepoznaje molekul miR-21 u tumorima dojke. Svakako,
predikcija in silico analizom ima i svoja ogranienja i neophodno je ekperimentalno
potvrditi ove rezultate. Za TIMP3 1 TPMI je ve¢ pokazano da su i u in vitro uslovima

potencijalni ciljni geni molekula miR-21 (Qi 1 sar., 2009).

Klju¢ u reSavanju problema vezanih za invazivni potencijal karcinoma dojke,
verovatno lezi u razumevanju njegove heterogenosti ne samo na histoloskom, ve¢ i na
¢elijskom nivou. Otkri¢a vezana za molekulsku osnovu procesa invazivnosti karcinoma
dojke predstavljaju dobru osnovu i za otkri¢e novih bioloSkih parametara koji bi se kao
nestandardni prognosticki parametri koristili u dijagnostici i lecenju karcinoma dojke.
Istovremeno to bi bio i osnov za kreiranje novih terapijskih pristupa u okviru personalne
medicine. Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju da je molekul miR-21 jedan od
bioloskih molekula sa potencijalnom primenom u molekularnoj dijagnostici i translacionom

lecenju karcinoma dojke.
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6 ZAKLJUCCI

1.

Nivo ekspresije molekula miR-21 prestavlja potencijalni bioloski marker

invazivnosti karcinoma dojke.

U analiziranoj grupi tumora, invazivni lobularni i invazivni duktalni karcinomi
dojke se ne razlikuju prema detektovanim nivoima ekspresije molekula miR-21, $to
ukazuje na to da bi nivo ekspresije molekula miR-21 mogao predstavljati

univerzalni faktor invazivnosti karcinoma dojke.

Odustvo statisticki znaCajne razlike u nivoima ekspresije molekula miR-21 u
uzorcima neizmenjenog tkiva i neinvazivnih karicnoma dojke ukazuje na to da
poremecaji u regulaciji ekspresije gena posredovanih molekulom miR-21 nisu
molekularno-bioloski dogadaji odgovorni za inicijalnu fazu neoplasti¢ne

transformacije epitelijalnih ¢elija dojke.

Razlike u nivoima ekspresije molekula miR-21 u uzorcima neivnazivnih i
invazivnih karcinoma dojke sa neinvazivnom komponentom ukazuju na mogucéu
biolosku ulogu molekula miR-21 u procesima u kojima in situ karcinomi sticu

osobine invazivnih karcinoma.

U grupi analiziranih invazivnih karcinoma dojke asociranih sa neinvazivnim nivo
ekspresije molekula miR-21 je u negativnoj korelaciji sa nivoom ekspresije proteina

PR, ¢ime se potvrduje njihova razlicitost od Cistih invazivnih karcinoma dojke.

Rezultat da u analiziranoj grupi ¢isitih invazivnih karcinomima dojke postoji visok
stepen pozitivne korelacije izmedu nivoa ekspresije molekula miR-21 sa nivoom
ekspresije proteina ER i1 PR, ukazuje na to da nivo ekspresije molekula miR-21

moze predstavljati nestandardni prognosticki parametar karcinoma dojke koji bi se
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koristio u odabiru adekvatne terapije za svaku pacijentkinju sa karcinomom dojke

ponaosob.

7. Molekul miR-21 je potencijalni bioloski marker koji moZze predstavljati nestandarni

dijagnosticki i prognosticki parametar kacinoma dojke.
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Mpwunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

NMotnucaHu-a HwuHa [NeTpoBuh
Bpoj ynuca  M3010/2008

U3sjaBrbyjem

[0a je OOKTOpCKa ancepTtaunja nog HacroBoMm
Mwukpo PHK-21 kao nHamkaTop MHBa3MBHOCTU KapLiMHOMA AojKe Ko nalujeHaTa ca
pasnnNYUTUM CTaTyCOM eCTPOreHCKOr 1 NpOorecTepPOHCKOr peLientopa

e pesynTaT COMNCTBEHOT UCTPaXXMBaYKor pajaa,

e [a npepfioxeHa avceprauuja y LenuHU HX y AenoBrMMa Huje Guna npeanoxeHa 3a
fobujare OWNo Koje AunnoMe npeMa  CTYAWjCKMM  Mporpamvma  Apyrux
BMCOKOLLKOJICKMX YCTaHOBA,

e [a Cy pe3ynTaTh KOPEKTHO HaBedEeHU U

e [a HMcaM KpLuMo/na ayTopcka npaBa M KOPUCTUO MHTENEKTyarnHy CBOjUHY OPYruX
nuua.

MoTtnuc pokTopaHaa

Y Beorpagay, 2014.




Mpwnor 2.
U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU WUTaMMNaHe U eNIeKTPOHCKe

Bep3nje AOKTOPCKOr paaa

Wme n npesnme aytopa HuHa MNeTtposuh
Bpoj ynuca M3010/2008

Ctyavjcku nporpam MonekynapHa 6uonoruja

Hacnos paga Mukpo PHK-21 ka0 MHAMKATOP MHBA3VMBHOCTW KapLiMHOMa [0jKe KO

nauuvjeHaTa ca pasnninTnM CTaTyCoOM eCTPOreHCKOr 1 NPOrecTepoOHCKOr peLentopa

MenTOp ap BecHa MaHayLwuvh, Hay4yHu capagHuk IHCTUTYTa 3a HykfeapHe Hayke ,BuHya’

ap opaH BpajywkoBuh, BaHpeaHu npodecop buonowkor dakynrteTa,

YuuBepsureta y beorpagy

MNotnmncann HuHa MNetposuh

u3jaBrbyjeM da je wWTamnaHa Bep3nja MOr AOKTOPCKOr paja WCTOBETHA erleKTPOHCKO]
BEP3uju Kojy cam npeaao/na 3a objaBrbnBare Ha noptany AurutanHor peno3utopujyma
YHuBep3uTeta y beorpany.

[os3sorbaBam fa ce ob6jaBe Moju NUYHM Nodaum Be3aHu 3a Jobujare akageMCcKor 3Bara
JOKTOpa Hayka, Kao LITO Cy MMe U npesnme, rogMHa u Mecto poherwa 1 gatym ogbpaHe
paga.

OBy NMYHKU Nnogaum mory ce 06jaBUTU Ha MPEXHUM CTpaHuuama gurutanHe 6ubnuoTteke, y

€J1eKTPOHCKOM KaTtanory ny ny6n|/1|<aumjama yHI/lBep3I/ITeTa Yy Beorpap,y.

MoTtnuc pokropaHaa

Y Beorpaay, 2014.




Mpwnor 3.
UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuepsutetcky 6ubnuoteky ,CeTtosap Mapkosuh® ga y [Odurutantu
penosntopunjym YHuBepauteta y beorpagy yHece MoOjy OOKTOPCKY AgucepTauujy noa
HaCIoBOM:

Mwukpo PHK-21 kao wunHOMKATOp WMHBA3MBHOCTWU KapuMHOMA J[Ojke Ko naumjeHaTta ca
pasnnyYUTUM CTaTyCOM ECTPOreHCKOr 1 NPOrecTepPOoHCKOr peLentopa

Koja je Moje ayTopcKo aerno.

OuncepTtauunjy ca cBuMm npunosvma npegao/na cam y enekTpoHCKoM dopmarty norogHoMm 3a
TpajHO apxMBUpameE.

Mojy OOKTOpCKY AucepTauujy noxpaweHy y OurutanHu penosvtopujym YHueepsuteTa y
Beorpagy mory ga kopucte CBM KOju MNOLWTYjy oapeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4dno/na.

1. AyTopcTBO

2. AyTopCTBO - HEKOMEpLMjanHo

3. AyTOpCTBO — HEKOMEpLMjanHo — 6e3 npepane

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPLNjanHo — AennUTHN Nog UCTUM yCrioBMMa

5. AytopcTtBo — 6e3 npepage

6. AyTOopCcTBO — OenuTu Nog UCTUM yCroBuMMa

(Monumo pa 3aokpyxuTe caMo jedHy o LecCT NoHYReHMX NuueHUM, KpaTak Onmnc NMueHum
0aT je Ha nonefuHu nucta).

MoTtnuc pokropaHaa

Y beorpagy, __ 2014.




1. AyTopcTBO - [lo3BorbaBate yMHOXaBawe, ANCTpMbyLMjy 1 jaBHO caoniTaBake
Aena, n npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HadvH oapefeH of cTpaHe
aytopa wnuM pfaBaoua nuvueHue, Yak un y KomepumjanHe cBpxe. OBo je
HajcnoboaHunja og CBUX NULEHUM.

2. AyTopcTBO — HekomepuujanHo. [lo3BorbaBate yMHOXaBake, AUcTpubyuujy n
jaBHO caonwTaBakwe aena, u npepage, ako ce HasBede MMe ayTopa Ha HayuH
ogpeheH of cTpaHe aytopa vnu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He o3BoSbaBa
komepLmjanHy ynotpeby aena.

3. AyTopcTBO - HekoMepumjanHo — ©e3 npepage. [o3BorbaBate yMHOXaBake,
ancTpubyumjy n jaBHO caonwTaBawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka Unu
ynotpebe gena y cBOM Aeny, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of
CTpaHe ayTopa wunu pJgasaoua nuvueHue. OBa nuueHua He [O3BOSbaBa
KomepuujanHy ynotpeby pena. Y oOHOCYy Ha cBe oOcTane nuvueHue, OBOM
NMUEHLIOM ce orpaHu4aBa Hajsehu obum npasa kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepUMjanHO — AenuTn nog uctum ycnoeuma. [JossorbaBaTe
YMHOXaBawe, ANCTpubyumjy M jaBHO caonwTaBakwe Aena, u npepage, ako ce
HaBe[e uMe ayTopa Ha Ha4vH ogpeheH of cTpaHe ayTopa unu gasaola nuueHue
M ako ce npepaga guctpubyupa nog WMCTOM WMNU CNUYHOM nuvueHuom. OBa
nvueHua He 403BOSbaBa komepuujanHy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopcTtBo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTte yMHOXaBawe, ANCTPUBYLMjy 1 jaBHO
caonwTaBake gena, 6e3 npomeHa, npeobnmkoBawa unn ynotpebe gena y csom
Aeny, ako ce HaBede UMe ayTopa Ha HayuH oapeheH oA cTpaHe ayTopa wunu
AaBaoua nuueHue. OBa nuueHua 00o3BOSfbaBa KomepuujanHy ynotpeby aena.

6. AyTopcTBO - genuTtu nog wUCTUM ycrnosuma. [lo3BorbaBaTte YMHOXaBahe,
ancTpnbyumjy n jaBHO caonwitaBawe Aena, U npepage, ako ce HaBede uMe
ayTopa Ha HauvH oapeheH of cTpaHe ayTopa unv gaBaoua fuUeHLEe M ako ce
npepaga Auctpubympa nog WUCTOM wunu cnudHoMm nuueHuoMm. OBa nuueHua
[03BoSbaBa komepuujanHy ynotpedy gena v npepaga. CnudHa je copTBepcKknm
nuueHuama, o4HOCHO NnueHLama OTBOPeHor Koaa.
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Abstract MicroRNA-21 (miR-21) overexpression is
characteristic for various types of tumors, but it is still
unknown whether its expression levels differ between
invasive and non-invasive breast carcinomas. The main
goal of the study was to determine the difference in miR-21
expression among normal tissue, non-invasive, invasive
with non-invasive component, and pure invasive breast
cancer samples, to explain its potential role and signifi-
cance in breast cancer invasiveness. The second goal was
to propose miR-21 as molecular marker of breast cancer
invasiveness and potential target for future anti-miR ther-
apies for the prevention of invasion and metastasis. In order
to reveal the role of miR-21 in breast cancer invasiveness,
we measured miR-21 expression levels in 44 breast cancer
and four normal samples by stem-loop real-time RT-PCR
using TagMan technology. Relative expression levels of
miR-21 were significantly higher in invasive than in other
groups (P = 0.002) and significantly higher in invasive
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compared with invasive with non-invasive component
group in histological (P = 0.043) and nuclear grade 2 (P =
0.036), estrogen-receptor-positive (ER+) (P = 0.006),
progesterone-receptor-positive (PR+) (P = 0.008), ER+
PR+ (P = 0.007), and proliferation index (Ki-67) < 20 %
(P = 0.036) tumors. Our findings suggest that miR-21
could be independent molecular marker of breast cancer
invasiveness and potential target for future anti-miR ther-
apies for the prevention of invasion and metastasis.

Keywords Breast cancer - MicroRNA - MiR-21
expression levels - Invasiveness - TagMan MicroRNA
assay - RT-qPCR

Introduction

The most frequent type of breast cancer is invasive (or
infiltrating) breast cancer, which presents 70—-80 % of all
cases [1]. The main characteristic of an invasive breast
cancer is infiltration into the surrounding tissue [2] and the
ability to metastasize [3, 4]. Some invasive breast cancers
contain non-invasive component. However, according to
Farabegoli et al. and Wong et al. [5, 6], there is a great
possibility that non-invasive breast cancer at some point
gains an invasive character. Yet, researchers cannot answer
the question whether all non-invasive breast cancers at
some point evolve into invasive, as a result of genetic and
epigenetic changes, activation of new signaling pathways,
or changes in the microenvironment, or invasive tumor
arises de novo [5, 6]. Some researchers believe that all non-
invasive breast cancers become invasive at some point of
life. It may take a long period of time for non-invasive
breast cancer to evolve in invasive. However, some
patients with non-invasive breast cancer may die from the
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effects of aging or other diseases before they develop an
invasive form Velds et al. [7].

MicroRNA-21 (miR-21) is a member of small non-
coding RNAs 19-24 nucleotides long that negatively
regulates gene expression on the posttranscriptional level.
Its clinical significance in the formation, invasion, and
metastasis of breast cancers is poorly understood [8, 9].
Most of microRNAs specific for breast cancers are tumor
suppressors [10], unlike miR-21, which is the molecule
with a huge oncogenic potential [11]. miR-21 binds to
consensus sequences in its target genes in an incomplete
complementary manner leading to the transcript degra-
dation or blocking the translation, which results in the
inhibition of tumor suppressor functions of these genes
[11].

Targets of miR-21 are mRNAs of the genes known to be
regulators of the cell cycle, proliferation, and apoptosis
such as phosphatase and tensin homolog (PTEN) [12], [13],
tissue inhibitor of metalloproteinase 3 (TIMP3) [11],
tropomyosin 1(7PM1) [14], and programmed cell death 4
(PDCD4) [13, 15]. TIMP3 protein regulates apoptosis and
extracellular matrix (ECM) remodeling. Blocking of
TIMP3 mRNA translation into a protein allows matrix
metalloproteinases to cut ECM, which undermines physical
barrier that basement membrane represents [16, 17]. This
allows invasive cancer cells to spread through the sur-
rounding tissue and to intravasate [18]. TPM1 is known to
be a tumor suppressor gene [14]. PDCD4 protein inhibits
tumor promoter-induced neoplastic transformation and
regulates apoptosis [15, 19]. This indicates that miR-21
overexpression may lead to posttranscriptional repression
of tumor suppressor genes, which not only may lead to
neoplastic transformation, but also might promote tumor
proliferation and invasion, and as a result enable migration
and metastasis [14, 15, 20, 21].

Based on the available data, we assume that miR-21
might have an important role in breast cancer invasion and
may represent the marker of an invasive phenotype [2, 4].
The main goal of this study was to find out whether there
was a difference in miR-21 expression among normal
breast tissue, non-invasive, invasive with non-invasive
component, and pure invasive breast cancers. Moreover,
we wanted to find out whether invasive cancers with non-
invasive component might represent transitional form that
leads to more aggressive invasive breast cancer [6, 22]
based on the difference in miR-21 expression levels
(comparing with miR-21 levels of non-invasive and pure
invasive breast cancers), or is it the unique breast cancer
entity. In addition, we examined the relationship between
miR-21 expression and clinical and pathohistological
parameters in female breast cancer patients with non-
invasive, invasive with non-invasive component, and pure
invasive breast cancers.
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Methods
Patients and samples

We analyzed 44 breast cancer samples (37 fresh-frozen and
seven formalin-fixed, paraffin-embedded) and four samples
of normal breast tissue. Nine cancer samples were non-
invasive (in situ) (two fresh-frozen and seven paraffin-
embedded), eight were invasive with non-invasive com-
ponent, and 27 were pure invasive. We had 11 invasive
lobular carcinomas (ILC), 16 invasive ductal carcinomas
(IDC), eight invasive ductal carcinomas with ductal car-
cinoma in situ component (IDC-DCIS), and nine ductal
carcinomas in situ (DCIS).

Samples were obtained from Institute for Oncology and
Radiology of Serbia. The surgeries of all patients were
done at the Institute of Oncology and Radiology of Serbia
between March 2012 and April 2013. This study got an
Institutional Review Board approval according to the
National Health Regulation 5002/1-01. All the patients
gave informed consents. Clinical patient’s data and
pathohistological parameters of breast cancer samples are
presented in Supplemental Table 1.

Isolation of total RNA from fresh-frozen tissue

The fresh-frozen tissue of breast cancer was homogenized
in liquid nitrogen. Total RNA isolation was performed
using TRI reagent (Ambion, Foster City, CA) and 0.2 ml of
chloroform. Then, the samples were centrifuged for 10 min
at 14,000 RPM (4 °C), and the transparent colorless
supernatant that contained total RNA was transferred into
new tube. In the precipitation step, we used isopropanol and
stored the samples at —20 °C overnight. Then, the samples
were centrifuged (14,000 RPM, 4 °C), and the pellet was
rinsed with 1 ml of 70 % ice-cold ethanol. This step was
repeated once, and the pellets were dried and dissolved in
50-100 pl DEPC-DW and incubated for 10 min at 65 °C.
RNA samples were quantified by Biospec-nano and quali-
fied using 1 % agarose gel electrophoresis.

Isolation of total RNA from formalin-fixed, paraffin-
embedded samples

Tumor samples from formalin-fixed, paraffin-embedded
blocks were cut into 20-pum fragments and deparaffinized
with xylene. Xylene was removed with 100 % ethanol, and
the samples were incubated at 80 °C in the step of protease
digestion in order to remove proteins covalently bound to
RNA molecules, according to the manufacturer’s protocol
for Recover All™ Total Nucleic Acid Isolation Kit (Am-
bion, Foster City, CA).
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Table 1 miR-21 relative expression among tumor groups

Clinicopathological features N (%) Relative miR-21 expression® P value®
Tumor groups

Invasive 27 (56.2) 90.459 (60.121-148.216) P =0.002
Invasive with non-invasive component 8 (16.7) 50.817 (34.779-93.833)

Non-invasive 9 (18.7) 19.252 (12.335-57.702)

Normal 4 (8.3) 13.491 (10.805-34.288)

? Relative miR-21 expression with 25th—75th percentile in parentheses

° P values <0.05 were considered significant according to Mann-Whitney U test (between two groups) and Kruskal-Wallis test (for three

groups)

Reverse transcription and gPCR of miR-21

Reverse transcription and qPCR amplification were per-
formed in two steps, according to the stem-loop real-time
RT-PCR protocol (TagMan® Small RNA Assays Protocol,
Applied Biosystems, Foster City, CA) [12].

For the reverse transcription step, 10 ng of RNA was
used for in reactions: with specific stem-loop RT primer for
miR-21 and endogenous control primer for RNU6B.
Reaction was performed with TagMan Micro-RNA
Reverse Transcription Kit, according to the manufacturer’s
protocol (Applied Biosystems, Foster City, CA). Thermal
conditions were as follows: 16 °C for 30 min; 42 °C for
30 min, and 85 °C for 5 min.

In the second step, cDNA samples were amplified in
Real Time PCR 7500 (Applied Biosystems) with the spe-
cific TagqMan® miR-21 Assay (ID 000397) and small
nRNA RNU6B (ID 001093) as endogenous control.
Thermal conditions were as follows: 95 °C 10 min; 95 °C
15 S; and 60 °C 60 S for 40 cycles.

miR-21 expression levels were analyzed as relative
quantities, normalized to endogenous control (RNU6B),
and calibrated to sample with the lowest expression
(referent, 1x sample). Values were obtained using the
7500 System SDS software, by AACt method, accord-
ing to the equation RQsample _ 27(ACtsample7Athalibrator)
(where RQgample 1is relative quantity of sample and
ACt = Ctyyir-21 — Ctrnusp)-

Immunohistochemistry

Estrogen receptor (ER) and progesterone receptor (PR)
protein levels were evaluated by immunohistochemistry
with rabbit and mouse monoclonal antibodies (RM-9101-
S1, Thermo Fisher Scientific, Cheshire, UK and M3569,
Dako Copenhagen, Denmark, respectively) on 4-5-pm
sections of formalin-fixed, paraffin-embedded blocks.
Human epidermal growth factor receptor 2 (Her-2) was
evaluated with antibody rabbit antihuman A0485 (Dako,

Copenhagen, Denmark) and proliferation index Ki-67 with
RM9106-S1 (Thermo Fisher Scientific, Cheshire, UK).
Tissue sections were deparaffinized, rehydrated, and trea-
ted with 3 % H,O, for 10 min to neutralize endogenous
peroxidase activity. To unmask binding epitopes, the slides
were immersed in 10 mM boiling citrate buffer (pH 6) in
microwave oven for 25 min (650 W), followed by cooling
and washing in TBS, pH 7.4. Sections were incubated for
30 min with the corresponding antibodies at 1:50 dilutions
with Ab diluent buffer (Code No.S0809 Dako, Copenha-
gen, Denmark) at room temperature. After additional
washes in TBS, samples were treated with ready-to-use
polymer system (TP-125-HL, Thermo Fisher Scientific,
Cheshire, UK) and visualized with diaminobenzidine,
according to the manufacturer’s instructions for paraffin-
embedded tissues. Slides were slightly counterstained with
hematoxylin, dehydrated, and mounted. Representative
tumor specimens were evaluated, and any brown nuclear
staining in cells was counted and scored according Leake
et al. [23] for ER and PR expression. Her-2 expression was
considered positive for 3+ by immunohistochemistry and
for 24 by IHC (if positive by CISH), [24]. Ki-67 levels
were used as the percentage of positively stained cells.

Statistical analysis

Because miR-21 relative expression values were not dis-
tributed according to the Gaussian distribution, they were
characterized by median ranges. Mann—Whitney U non-
parametric test was used to compare two independent
groups and Kruskal-Wallis nonparametric test (Dunn’s
method) for 3 or more independent group comparisons. For
the correlation analysis, we used Pearson’s or Spearman’s
test. P values of 0.05 or less were considered statistically
significant, and P values less than 0.1 were characterized as
statistical trend. All calculations were performed by Sigma
Stat 3.5 (Dundas Software, Ltd, Germany) and GraphPad
Prism 5 (GraphPad Software, Inc. CA) software.
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Results

Samples from 48 patients were analyzed (nine non-inva-
sive, eight invasive with non-invasive component, 27 pure
invasive breast cancers, and four samples of normal breast
tissue) and presented in Online Resource 1.

MiR-21 expression levels in breast cancer samples

MiR-21 expression was found in all 48 samples. The median
expression for normal samples was 13.491, for non-invasive
was 19.252, for invasive with non-invasive component was
50.817, and pure invasive samples had median of 90.459,
Table 1. The highest miR-21 expression levels were detec-
ted in pure invasive breast cancer samples. Statistically
significant difference among four groups is presented in
Fig. 1 (Kruskal-Wallis test, P = 0.002, Table 1). However,
significant differences were found between: (1) normal and
invasive with non-invasive component groups, (2) normal
and pure invasive groups, and (3) non-invasive and pure
invasive groups. Although, a statistical trend was found

400
P =0.002 R
P=0.004 !
.*E 300 o
3 P=0.175
E P =0.075%
2
5 200 P=0.700
3
&
g
S 100
=
S
] il
z —
04 | P=0.048 °
| P =0.009 |

I I I I
Normal Non-invasive Invasive with Pure invasive
non-invasive

Tumor group component

Fig. 1 Relative miR-21 expression in normal breast tissue and in
cancer samples. The plot shows interquartile range (boxes); the line
indicates the median, and the whiskers extended from the boxes
represent the highest and lowest values (excluding outliers—dots).
The values of miR-21 expression levels are shown in arbitrary units
(determined by AACt method as explained in “Methods” section),
normalized to RNU6B, and calibrated to x1 sample (sample with
lowest miR-21 expression). Statistically significant differences were
considered for P < 0.05, and P < 0.1 was characterized as statistical
trend*
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Fig. 2 Differences in miR-21 expression between invasive with non-»
invasive component and pure invasive breast cancer tumor groups in
(a) histological grade 2, (b) nuclear grade 2, and (c) proliferation
index (Ki-67) <20 % tumors. Differences in miR-21 expression
among non-invasive, invasive with non-invasive, and pure invasive
tumor groups in (d) estrogen-receptor-status-positive (ER+),
(e) progesterone-receptor-status-positive (PR+), and (f) both estro-
gen-and-progesterone-receptor-status-positive (ER+PR+) tumors

between non-invasive and invasive with non-invasive
component groups (shown in Fig. 1).

MiR-21 expression and clinicopathological parameters

Within sample groups of histological and nuclear grade 2,
significantly higher expression of miR-21 was found in
invasive compared with invasive with non-invasive com-
ponent breast cancers (Mann—Whitney U test, P = 0.043
and P = 0.036, Fig. 2a, b, respectively, Table 2).

Also, significantly higher expressions of miR-21 were
found in invasive compared with invasive with non-inva-
sive component tumors in Ki-67 < 20 % samples (Mann—
Whitney, P = 0.036, Fig. 2c, Table 2).

When samples were analyzed by steroid receptor status,
statistically significant differences among three groups of
cancers were found in ER+ , PR+, and ER+PR+ tumor
samples (Kruskal-Wallis test P = 0.006, P = 0.008, and
P = 0.007, Fig. 2d-f, respectively, Table 3), with highest
expression of miR-21 in invasive tumors. In ER— and PR—
subgroups, invasive cancers showed the lowest expression
of miR-21, although not significant, but with an increasing
trend toward pure invasive tumors in PR— subgroup
(P = 0.063, Table 3).

Trend to higher expression in invasive compared with
invasive with non-invasive component cancers was found
in patients with age above 50 (P = 0.067, Mann—Whitney
U test, Table 2) and Her-2-negative samples (P = 0.067,
Mann—Whitney U test, Table 3).

MiR-21 Spearman’s correlation analysis

Correlation analysis of miR-21 with age, tumor size, ER,
PR status, and Ki-67 expression is given in Table 4. In pure
invasive sample group, significant negative correlation
(P < 0.05) was found between miR-21 expression levels
and (1) the age of patients (p = —0.454, P = 0.017,
Spearman’s correlation) and (2) tumor size (p = —0.5103,
P = 0.006, Spearman’s correlation), but there was positive
correlation between miR-21 and (1) ER (p = 0.022,
P = 0.4381, Spearman’s correlation) and (2) PR
(p = 0.505, P = 0.007, Spearman’s correlation) levels.
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Table 2 MiR-21 expression and clinicopathological parameters

Clinical parameter Relative miR-21 expression® P value®
Invasive with non-invasive component N (%) Invasive N (%)

Tumor size® < 2 cm 74.020 (25.186-122.854) 2 (25.0) 141.412 (97.989-231.405) 9(333) 0.289
Tumor size > 2 cm 56.547 (42.783-135.249) 5 (62.5) 72.756 (38.874-99.051) 18 (66.7)  0.628
Age > 50 50.817 (34.779-62.745) 8 (100) 92.303 (70.100-146.531) 21 (77.8)  0.067¢
Lymph node metastasis positive 50.339 (30.526-205.686) 4 (50) 90.459 (38.357-112.995) 13 (48.1) 0.533
Lymph node metastasis negative 64.545 (39.977-19.988) 4 (50) 122.419 (84.922-22.696) 14(51.8) 0.212
Histological grade 2 40.477 (36.691-64.811) 8 (100) 99.775 (72.105-161.889) 18 (66.7)  0.043
Nuclear grade 2 40.477 (33.691-64.811) 7 (87.5) 95.677 (68.096-156.187) 18 (66.7)  0.036
Proliferation index Ki-67 <20 %  56.547 (31.565-79.322) 5(62.5) 100.499 (72.430-164.777) 15 (55.6) 0.036
Proliferation index Ki-67 > 20 %  45.088 (38.172-271.193) 3 (37.5) 69.595 (34.582-98.746) 12 (44.4) 0.829

Statistically significant values are in bold

? Relative miR-21 expression with 25th—75th percentile in parentheses

® P values <0.05 were considered significant according to Mann-Whitney U test (between two groups) and Kruskal-Wallis test (for three

groups)
¢ Maximal tumor diameter

4 Statistical trend
Discussion

We showed that expressional levels in invasive with non-
invasive component and pure invasive cancers were Sig-
nificantly increased compared with normal tissue. There
was also statistical difference in miR-21 expression
between non-invasive and pure invasive tumors. Signifi-
cant difference in amounts that rises from normal to pure
invasive through non-invasive and invasive with non-
invasive component in miR-21 expression levels empha-
sizes the role of miR-21 in breast cancer invasiveness. The
fact that there was the highest difference between non-
invasive and pure invasive cancer samples (the lowest P
value) than in other compared group pairs indicates that
miR-21 is a factor more specific to the process of invasion
than for cancerogenesis or tumor formation.

miR-21 is often overexpressed in various types of
invasive breast cancers compared with normal tissue, as
some authors have already shown [12, 13, 25]. It is not
surprising because miR-21 has already been characterized
as an oncogenic element [8, 26], but no one has yet com-
pared invasive with non-invasive breast tumors in order to
confirm its role in breast cancer invasion.

One of the miR-21 functions is inhibition of PTEN mRNA
translation, which is an important regulator of the cell cycle.
Therefore, the moment when miR-21 starts to overexpress
could be the trigger of cell cycle deregulation via PTEN.
Together with other genes involved in carcinogenesis, miR-
21 might promote tumor progression and invasion.

The increase in miR-21 expression levels may trigger
the invasive potential since miR-21 blocks transcription of
some tumor suppressor genes. In the development of

@ Springer

invasive phenotype, it is especially important that it stops
transcription of TIMP3 mRNA [27]. This leads to extra-
cellular matrix remodeling, and destroying of the basement
membrane as a physical barrier to cancer cells, enabling
them to invade the surrounding [16, 28]. Our results show
that samples from invasive with non-invasive component
breast cancer group had miR-21 expression median levels
higher than non-invasive and smaller than invasive group.
Significant difference appeared between: (1) normal and
invasive with non-invasive component groups, (2) normal
and pure invasive groups, and (3) non-invasive and pure
invasive groups.

Invasive with non-invasive component group of tumors
was not significantly different from nighters in situ, or pure
invasive groups, with medians distributed between the medi-
ans of in situ and pure invasive breast carcinomas. According
to these findings, miR-21 may be one of the factors that
indicate that some invasive with non-invasive component
tumors might represent transitional forms from in situ toward
more aggressive invasive phenotype of the disease. Probably,
some invasive breast cancers arise from non-invasive breast
cancers, and some of them develop de novo [5-7]. Significant
difference in miR-21 expression levels between non-invasive
and pure invasive breast carcinomas denotes the role of miR-
21 in the process of tumor invasion.

In ER+ group, miR-21 also showed its invasive char-
acter. It has the highest expression levels in invasive and
the lowest in non-invasive groups with middle levels in
invasive with non-invasive component group. In patients
with both, ER+ and PR+ (ER+PR+) and only PR+
group, miR-21 has the highest levels in invasive than in
non-invasive and the lowest expression levels were found
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Table 3 Receptor status and relative miR-21 expression

Receptor  Relative miR-21 expression® P value®
status Non-invasive N (%) Invasive with non-invasive N (%) Invasive N (%)
component

ER+ 38.371 (19.216-62.918) 4 (57.1) 40477 (33.691-64.811) 6 (75)  95.677 (68.096-156.187) 24 (88.9) 0.006
ER— 201.554 (56.547-346.561) 2 (25)  29.255 (8.064-34.919) 3 (11.1) 0.200
PR+ 48.802 (24.256-73.348) 2 (40) 34.779 (29.439-50.339) 4 (50)  99.775 (72.105-161.889) 21 (77.8) 0.008
PR— 89.701 (50.817-234.707) 4 (50)  32.358 (22.191-47.754) 6(22.2) 0.063°
ER+PR+  48.802 (24.256-73.348) 2 (40) 34.779 (29.439-50.339) 4 (50) 100.499 (73.081-162.852) 21 (77.8) 0.007
ER+PR—  33.331 (14.176-52.487) 2 (40) 83.971 (45.088-122.854) 2 (25)  62.084 (39.790-75.966) 3(11.1) 0.562
ER—PR— 157.438 (157.438-157.438) 1 (20) 201.554 (56.547-346.561) 2 (25)  29.255 (8.064-4.919) 3(11.1) 0.133
Her-2+ 89.297 (51.481-180.459) 2 (25) 201.554 (56.547-346.561) 9 (33.3) 0.889
Her-2- 40.477 (33.691-64.811) 6 (75)  91.381 (62.084-150.484) 18 (66.7) 0.067°

Statistically significant values are in bold

ER estrogen receptor, PR progesterone receptor, Her-2 human epidermal growth factor receptor-2

* Relative miR-21 expression with 25th—75th percentile in parentheses

b P values <0.05 were considered significant according to Mann-Whitney U test (between two groups) and Kruskal-Wallis test (for three

groups)
¢ Statistical trend

Table 4 Spearman’s correlation between miR-21 expression and
breast cancer characteristics

Variables ~ Tumor type N  Correlation P value®
coefficient
Age Invasive 27 p=-0454 0.017
(years)  Tnyasive with non- 8 p=—0335 0387
invasive component
Tumor Invasive 27  p=-0510 0.006
size Invasive with non- 7 p=0 0.968
invasive component
ER status  Invasive 27  p=0438 0.022
Invasive with non- 8 p=—0.206 0.619
invasive component
Non-invasive 5 p=-0476 0255
PR status  Invasive 27  p =0.505 0.007
Invasive with non- 8 p=-0655 0072°
invasive component
Non-invasive 5 p=-0112 0.783
Ki-67 Invasive 27 p=-0291 0.139
Invasive with non- 8 p = 0.359 0.353

invasive component

Statistically significant values are in bold

ER estrogen receptor, PR progesterone receptor, Ki-67 proliferation
index

* P values less than 0.005 were considered statistically significant
® Statistical trend

in invasive with non-invasive component group. This result
might be the repercussion of the small number of samples.
The other possibility is that invasive with non-invasive
component group shows different behavior in PR+, than in

ER+ tumors, or that it is independent of PR status. We
have found positive correlation between miR-21 and PR in
pure invasive tumors, opposite of Qian et al. [29].

Although statistical trend that follows difference
between invasive and invasive with non-invasive compo-
nent samples persists in Her-2-negative samples, it seems
that miR-21 expression is not related to Her-2 status.
Therefore, miR-21 expression might be independent of PR
and Her-2 receptor status.

In histological and nuclear grade 2 and Ki-67 < 20 %
groups, miR-21 expression is significantly higher in pure
invasive compared with invasive with non-invasive com-
ponent tumors, probably because pure invasive cancers
might have higher infiltrating potential than invasive with
non-invasive component samples.

In the patients older than 50 years, statistical trend to higher
miR-21 expression in invasive compared with invasive with
non-invasive component group was found. miR-21 was also
significantly higher in invasive compared with non-invasive
tumors in premenopausal patients (results not shown).

Taken together, presented results indicate that expres-
sion of miR-21 may distinguish pure invasive from inva-
sive with non-invasive component breast cancers, at least
in ER+, PR+ status, histological nuclear grade 2, and Ki-
67 < 20 % tumors.

We are aware of the limitations of our study, especially
referring to the number of samples in ER/PR subgroups,
but in situ carcinomas of the breast are very difficult to be
diagnosed, not only because of their small sizes, but also
because they are highly differentiated, and it is difficult to
distinguish them from the surrounded tissue. Proportion of
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non-invasive breast cancers detected by mammography in
our country is still negligible.

Future researches should be directed toward measuring
of circulating miR-21 from the blood since it has been
shown and that could be the way to monitor breast cancer
patients from time to time and maybe detect the presence
of an invasive breast cancer tissue that is small and not
palpable yet, or visible by mammography [30, 31]. miR-21
might be one of the factors for prediction and prevention of
invasiveness and metastasis of small breast cancers that
could be highly dangerous and aggressive, regardless of
their size (there was negative correlation between tumor
size and miR-21 expression in our cohort). To summarize,
the expression of miR-21 is significantly different between
non-invasive (in situ) and pure invasive breast carcinomas
and might represent potential marker of invasiveness in
breast cancer.

Importance of miR-21 as potential biological marker
sheds the light on the future anti-miR therapies. Anti-miR
therapies might not only prevent invasion and metastasis,
but also lead to the tumor regression as already shown in
animal models [32].

Conclusion

Our results indicate strong association between miR-21
overexpression and invasiveness of malignant breast
tumors. miR-21 might be important marker, independent of
some conventional clinical parameters for breast cancer
invasiveness, and the target for future anti-miR therapies.
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Abstract MicroRNAs play essential role in breast car-
cinoma progression and invasion. Our principal goals were
to assess clinicopathological and prognostic correlations of
microRNA-21 (miR-21) expression levels in a group of 39
Serbian breast cancer patients with invasive lobular (ILC),
ductal (IDC), or mixed (ILC-IDC) breast carcinomas and
in order to discover the role of miR-21 in potential novel
form of stratification of the patients with different estrogen
receptor (ER) and progesterone receptor (PR) status. MiR-
21 expression levels were measured by stem-loop real-time
RT-PCR using TagMan technology. ER, PR, human epi-
dermal growth factor 2 receptor (Her-2), and proliferative
index (Ki-67) were evaluated by immunohistochemistry.
MiR-21 levels do not vary among ILC, IDC, and ILC-IDC
subgroups. MiR-21 expression levels varied significantly in
the age, tumor size, Ki-67, and different grade (p = 0.030,
p = 0.036, p = 0.027 and p = 0.032, respectively) sub-
groups. ER+ and PR+ showed higher miR-21 levels than
their negative receptor status paired groups ER— and PR—
with p = 0.012 and p = 0.018, respectively. MiR-21 pos-
itively correlated with ER and PR status (p = 0.018,
p = 0.379 and p = 0.034, p = 0.345, respectively). Our
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findings suggest that miR-21 emulates transitional form of
expression and that the levels of expression might be useful
for stratification of the patients with different receptor
status with the purpose to seek for new therapy approaches
especially for the patients with the lack of response to
conventional endocrine therapy.

Keywords Invasive breast carcinoma - Micro RNA -
MiR-21 expression levels - Estrogen receptor status -
Progesterone receptor status

Introduction

MicroRNAs are small nonprotein-coding RNA elements,
involved in various biological processes such as develop-
ment and differentiation, and pathological processes such
as cardiovascular diseases, neurodegenerative disorders,
inflammation, immune response, and obesity [1]. Because
of the importance of miRNA-mediated regulation of genes
related to the cell cycle, proliferation, apoptosis, and cell
migration, it is not surprising that changes in miRNAs
expression might lead to cancerogenesis, tumor invasion,
and metastasis [2]. In support of this, an increasing number
of miRNAs have been found deregulated in a variety of
cancers, acting as oncogenes (oncomirs) by post-tran-
scriptional repressing the expression of target tumor sup-
pressor genes or as tumor suppressor genes (tumor
suppressor miRNAs) by repressing the expression of target
oncogenes [2].

It has been shown that microRNA-21 (miR-21)
expression is elevated in different types of cancers, espe-
cially breast carcinomas [3-5]. MiR-21 is one of the on-
coMiRs with the highest oncogenic potential [1]. It has
been reported that miR-21 has been implicated in initiation,
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progression, and metastasis of breast carcinomas as well as
a variety of other cancers by targeting various important
genes [3-5]. In breast cancer, it has been demonstrated that
miR-21 functions as an oncogene by targeting tumor sup-
pressors genes such as phosphatase and tensin homolog
(PTEN) [3, 5, 6], programmed cell death 4 (PDCD4) [7, 8],
tissue inhibitor of metalloproteinase 3 (TIMP3) and other
tumor—related genes [1, 9—11], and tropomyosin 1(TPM1)
[12].

MiR-21 regulates its target genes in a sequence-specific
base paring on their 3’-untranslated regions (3°’UTR), but
in an incompletely complementary way, unlike small
interfering RNAs [13]. This leads to degradation of tran-
scripts and translation inhibition, which blocks tumor
suppressor mRNAs on their way to prevent cancerogenesis.
The next step is probably oncogenesis, and miR-21 gets its
functional prefix-onco (oncomiR-21) [1, 14, 15]. MiR-21 is
an epigenetic element that negatively regulates its target
genes in cancer, which causes tumor progression, invasion,
and metastasis. This very powerful, but very small regu-
latory element is 22 nucleotides long [16]. Every miRNA
has multiple target sites, so it is not surprising that miR-21
regulates many crucial points in cancerogenesis [17].

Invasive ductal carcinomas (IDC) is the most frequent
histological subtype that contains approximately 70-80 %
of all invasive breast cancers, while invasive lobular car-
cinomas (ILC), as the second most frequent breast cancer
subtype involve only 5-10 % of all breast cancer cases.
ILC are difficult for detection by mammography, because
its cells infiltrate into the surrounding tissue on their own,
not as groups of cells, so they cause minimal stromal
response and they show less density unlike IDC [18]. For
that reason a suitable genetic marker would be needed to
give the reflection of histological image that cannot be
seen, and to reveal its relations with different histopathol-
ogical characteristics of tumors, especially in the process of
invasion. Our study has been directed toward examination
of miR-21 overexpression in these two major histological
subtypes of invasive breast carcinomas IDC and ILC.

There has been a welcome increase in studies evaluating
the correlation of miR-21 expression with clinicopatho-
logical characteristic such as histological grade, lymph-
node metastasis, ER status, PR status, or Her-2 status, but
this correlation is still inconclusive due to the inconsis-
tencies across different reports [3—6, 8, 11-13]. Further-
more, some studies revealed that high miR-21 expression
was associated with poor survival in breast cancer patients,
while others give opposing results. Therefore, at this time,
the clinical significance of miR-21 is poorly understood to
reach any conclusion about miR-21 utility as an indepen-
dent biomarker.

In our previous study [19], we have shown the impor-
tance of miR-21 in breast cancer invasion. In this study, we
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wanted to clarify an influence on the invasion but only
within the group of invasive breast cancer patients with
different grades, age, tumor size, lymph-node status, pro-
liferation index, and ER, PR, and Her-2 receptor status.
This study continues our previous researches in order to
reveal the behavior of invasive factor miR-21 in pure
invasive breast carcinomas and the difference between
invasive tumors with different clinical parameters and
pathological characteristics of tumors and especially
potential correlations and/or differences between tumors
with different receptor status.

This study was also performed to shed more light and to
better understand biological role of miR-21 and its clinical
relevance by investigating the relationship between the
expression of miR-21 and clinicopathological characteris-
tics in a group of 39 Serbian patients admitted to our ref-
erence center for invasive breast carcinoma from
November 2012 to May 2013. We also correlated miR-21
expression levels with histological data to investigate its
utility as potential novel biomarker. Our work is the first
study of this kind in Serbia.

The main goal of this research was to investigate whe-
ther there was a difference in miR-21 expression levels in
patients with various clinicopathological characteristics
and to have revealed its potential significance in stratifi-
cation of the patients with different ER, PR, and Her-2
status, actually, to have determined the difference in miR-
21 expression levels between breast carcinomas in various
receptor status subgroups (ER+ and ER—, PR+ and PR—,
and ER—/PR— and ER+/PR+). We also wanted to show
whether there was a difference between Her-2+ and Her-
2— patients.

About 70-80 % of primary breast carcinomas express
ER [20]. Expression levels of ER are of the major impor-
tance in response to endocrine therapies and prognosis in
ER+ patients. Expression levels of ER vary widely among
patients [21], and it changes during the cancer progression.
Some patients become resistant for standard therapeutics.
That is the reason why it is necessary to include additional
factors (potential biomarkers) such as miR-21, especially in
ER+- patients, not only for patient stratification but also in
searching for a new kind of therapeutics. Progesterone
receptor shows its expression pattern to be very similar to
the estrogen receptor expression, because 90 % of PR+
tumors are also ER+ [22].

Methods
Patients and samples

Samples from 39 patients and 5 normal breast tissue
samples matched to corresponding tumors were obtained
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from the Institute for Oncology and Radiology of Serbia-11
ILC, 24 and IDC and 4 invasive lobular associated with
ductal carcinomas (ILC-IDC). The surgeries of all patients
were performed at the Institute of Oncology and Radiology
of Serbia between November 2012 and May 2013. All
patients were diagnosed and treated according to uniform
protocol in a single center. Pathological diagnosis was
based on the WHO standards and confirmed by two
experienced pathologists (S.L, Dj.S). This study has an
Institutional Review Board approval according to the
National Health Regulation 5002/1-01. All the patients
gave informed consents.

Isolation of total RNA from fresh-frozen tissue

The fresh-frozen tissue of breast cancers was homogenized
in liquid nitrogen. Total RNA has been isolated with TRI
Reagent (Ambion, Foster City). After adding of 0.2 ml of
chloroform, the samples were centrifuged for 10 min at
14000 RPM (4 °C). RNA was precipitated with isopropa-
nol. Then, the samples were centrifuged (14,000 RPM,
4 °C), and the pellet was rinsed with 1 ml of 70 % ice-cold
ethanol. The pellets were dried and dissolved in 50-100-p1
DEPC-DW and incubated for 10 min at 65°C. Quantifica-
tion of RNA samples was performed by Biospec-Nano, and
we checked its quality on 1 % agarose gel.

Immunohistochemistry

Estrogen receptor (ER) and progesterone receptor (PR)
protein levels were evaluated by immunohistochemistry
with rabbit and mouse monoclonal antibodies (RM-9101-
S1, Thermo Fisher Scientific, Cheshire, UK, and M3569,
Dako Copenhagen, Denmark, respectively) on 4-5-um
sections of formalin-fixed paraffin-embedded blocks.
Human epidermal growth factor receptor 2 (Her-2) status
was evaluated with antibody rabbit-antihuman A0485,
(Dako, Copenhagen, Denmark), while proliferation index
was evaluated with Ki-67 with RM9106-S1, (Thermo
Fisher Scientific, Cheshire, UK). Tissue samples were
deparaffinized, rehydrated, and treated with 3 % H,0, for
10 min. The slides were immersed in 10-mM citrate buffer
(pH 6) in microwave oven for 25 min (650 W), than cooled
and washed in TBS, pH 7.4. Sections were incubated with
the antibodies at 1:50 dilutions with Ab Diluent Buffer
(Code No. S0809 Dako, Copenhagen, Denmark). After
washes in TBS, samples were treated with ready-to-use
polymer system (TP-125-HL, Thermo Fisher Scientific,
Cheshire, UK) and visualized with diaminobenzidine,
according to the manufacturer’s instructions for paraffin-
embedded tissues. Brown nuclear staining in cells was
counted and scored according to Leak et al. [23], for ER
and PR status. Her-2 expression was considered positive

for 3+ by immunohistochemical procedure [24]. Ki-67
levels were evaluated as the percentage of positively
stained cells.

Reverse transcription and gPCR of miR-21

For the reaction of reverse transcription, 10 ng of RNA
together with specific stem-loop RT primer for miR-21 and
for endogenous control RNU6B, from TagMan® miR-21
Assay (ID: 000397 and ID: 001093, respectively) were used
in each reaction and mixed with TagMan Micro RNA
Reverse Transcription Kit components with following ther-
mal conditions: 16 °C for 30 min, 42 °C for 30 min, and
85 °C for 5 min. RT-qPCR was performed according to the
protocol TagMan® Small RNA Assays Protocol, Applied
Biosystems, Foster City, CA. Quantitative RT-PCR ampli-
fication reactions were performed on Applied Biosystems,
Foster City, CA, with specific TaqMan® miR-21 and
RNU6B Assays with the following thermal conditions:
95 °C 10 min; (95 °C 15 s; 60 °C 60 s) for 40 cycles.

We analyzed miR-21 expression levels in relative units,
and the expression level values were normalized to
endogenous control (RNU6B) and calibrated to the sample
with the lowest relative expression (set as referent-1x
sample). Relative quantity values were analyzed with the
7500 System SDS Software, by AACt method, following
the equation RQsample — 2—(ACtsamplefAthalibrator) (Where
RQgample Tepresents relative quantity of sample, while
ACt = Ctyyir-21 — Ctrnusn)-

Statistical analysis

MiR-21 relative expression levels were characterized by
their median ranges. For two independent group compari-
sons, we used Mann—Whitney U nonparametric test and
Kruskal-Wallis nonparametric test (Dunn’s method) for 3
or more independent groups. For the correlation analysis,
Spearman’s test was used. For statistically significant
results, we considered p values <0.050. All calculations
were performed by GraphPad Prism 5 software (GraphPad
Software, Inc. CA).

Results

To assess the clinical relevance of miR-21 in human breast
cancer, we measured its expression in a group of breast
cancer patients samples (n = 39) that included IDC
(n =24), ILC (n =11), mixed ILC-IDC (n = 4) and
normal-matched tissues to corresponding tumor (n = 5).
First, we compared miR-21 expression levels among
three tumor subgroups—ILC, IDC, and ILC-IDC (histo-
logically mixed tumors). There was no statistically
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Tab!e 1 Associ.ation _Of miR-21 Clinicopathological features N (%) Relative miR-21 expression® p value®
relative expression with
clinicopathological features Tumor size® (cm)
<2 13 (33.3) 122.854 (92.969-209.181) 0.030
>2 26 (66.7) 64.449 (38.874-92.303)
Age
<60 20 (51.3) 101.065 (59.316-234.064) 0.050
>60 19 (48.7) 64.087 (35.323-90.920)
Lymph-node metastasis
Negative 20 (51.3) 75.256 (50.817-132.133) 0.623
Positi 19 (48.7 64.811 (36.102-100.137
Bold values are statistically O.SI e ) @8] ( )
significant Histological grade
ILC invasive lobular carcinoma, I 6 (15.4) 66.166 (38.874-150.484) 0.036
IDC invasive ductal carcinoma 11 28 (71.8) 88.472 (58.007-132.133)
? Relative miR-21 expression il 5 (12.8) 29.255 (14.718-46.882)
with 25th—75th percentile in Proliferation index Ki-67 (%)
Earemheses <20 19 (48.7) 89.822 (61.777-156.187) 0.027
p values equal or <0.05 were 20 (51.3) 52.008 (32.358-90.459)
considered significant according
to Mann—Whitney U test Tumor type
(between two groups) and Ductal 24 (61.5) 61.777 (37.371-125.492) 0.567
KYUSka)l—Wa“lS test (for three Lobular 11 (28.2) 92.303 (72.430-117.449)
roups
Sroups; , Mixed (ILC-IDC) 4(10.3) 89.109 (34.582-185.079)
Maximal tumor diameter
significant difference among those subgroups in miR-21 A 150 - P=0.043
expression levels, so for further analysis, we analyzed them -
together (Table 1). ‘; 2
‘E 5 100
The difference between in mR-21 expression levels T
. . = :
between normal and matched invasive breast cancer S =
»
samples g & 504
= =
==
We examined five IDC samples and compared them with —
their matched nontumor samples. Our results showed that 0 ' '
. . . . Normal-nontumor Tumor
miR-21 levels were significantly increased in tumors
compared with matched controls (p = 0.043, Wilcoxon
test, Fig. la, b). B 150+ P=0.043
o]
T @
Correlation between miR-21 expression & =
. . . £ 5 100 e st
and clinicopathological characteristics s e
£E
Since miR-21 expression levels have been associated with g8t sod [
certain clinical parameters of breast cancer in previous 'E_.E
works, we evaluated its correlation in our series. =
Tumors with a maximal diameter equal or smaller than 0 T T
2 cm showed statistically higher miR-21 expression levels Normal-nontumor Tumor

as compared with tumors with maximal diameter higher
than 2 cm (p = 0.030, Mann—Whitney U test, Table 1;
Fig. 2a). At the age of 60 or under 60 years and Ki-67 >20
patients, miR-21 expression was significantly higher than
in the age over 60 and Ki-67 <20 patients (p = 0.036 and
p = 0.027, respectively. Mann—Whitney U test, Table 1;
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Fig. 1 Relative miR-21 expression in normal breast tissue and in
cancer samples presented with a symbols and lines diagram (symbol
represents the expression value of a single sample of the normal
connected with the value of the tumor sample) and b the plot that
shows interquartile range (boxes), the line that indicates the median
and the whiskers extended from the boxes represent the highest and
lowest values
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Fig. 2 The difference in miR- A 400 - P=0.030 B 400 -
21 expression levels between ° —_ P=0.036
subgroups of a tumor size a . b a ;
<2 c¢m and >2 cm, b age <60 = z 300 1 -1 & 2 300 -
and >60 years, ¢ proliferation é : é s
index Ki-67 <20 and >20, and £ Z 200 - £ Z 200 -
d histological grades I, II, and ‘3 < —l_ ‘@ ;7“;
I . The values of miR-21 £ £ 100 £ = 100 -
expression levels are shown in el #’ e} E
. . . | I
arbitrary units (determined by o 0
AACt method as explained in <20mm > 20mm Agle <60 A'ge -~ 60
“Methods” section), normalized Tumor size - Age
to RNUG6B and calibrated to 1x
sa.nliplze] (samplelwi;h lowest c 400 =D 400 -
miR-21 expression). . _ ~ .
Statistically significant S P=0.027 g, * p=0.032
o ) ) & 2 300 - S £ 2 300 - °
differences were considered for =z 2E
p <0.05 gz o i
= £ 200 - S £ 200 - | |
S = Bs
2% g2
£ = 100 [ £ = 100
e = I
1 z | 3
0 T T m 0 T T T
Ki-67 <20 Ki-67 > 20 Grade 1 Grade 2 Grade 3
Proliferation index Ki-67 Histological grade

Table 2 Association of miR-21 relative expression with receptor
status

Receptor status N (%) Relative miR-21 expression® p value”
ER status

ER—- 7 (17.9) 29.255 (16.849-51.612) 0.012
ER+ 32 (82.1) 83.540 (59.197-132.133)

PR status

PR— 13 (33.3) 45.088 (26.764-82.066) 0.018
PR+ 26 (66.7) 91.381 (59.467-150.484)

ER and PR status

ER—PR— 7 (17.9) 29.255 (16.849-51.612) 0.006
ER+PR— 6 (15.4) 45.088 (28.277-82.066)

ER-+PR+ 26 (66.7) 91.381 (59.467-150.484)

Her-2 status

Her-2— 27 (69.2) 72.105 (36.102-117.265) 0.308
Her-2+ 12 (30.8) 79.946 (58.007-180.459)

Bold values are statistically significant

ER estrogen receptor, PR progesterone receptor, Her-2 human epi-
dermal growth factor receptor-2

* Relative miR-21
parentheses

expression with 25th-75th percentile in

" p values <0.05 were considered significant according to Mann—
Whitney U test (between two groups) and Kruskal-Wallis test (for
three groups)

Fig. 2b, c, respectively). The highest miR-21 expression
levels appeared in histological grade 2 tumors, while the
lowest values were detected in histological grade 3 tumors,
with p = 0.032, (Kruskal-Wallis test, Dunn’s method,
Table 1; Fig. 2d).

In all receptor status, subgroups ER—, PR—, and ER—/
PR— miR-21 were statistically significantly elevated
compared with ER+, PR+, and ER+4/PR+ subgroups,
(p =0.012, p=0.018, and p = 0.013, respectively,
Mann—Whitney U test, Table 2; Fig. 3a, c, e, respectively).
When we compared three subgroups with different receptor
status (ER—/PR—, ER+/PR—, and ER+/PR+), all pair-
wise p value was 0.006 (Kruskal-Wallis test, Dunn’s
method, Table 2; Fig. 3e). Statistically significant differ-
ence appeared between ER—/PR— and ER+4/PR+ sub-
groups (p = 0.008, Mann—Whitney U test, Fig. 3e) and
between ER+/PR— and ER+/PR+ subgroups (p = 0.035,
Mann-Whitney U test, Fig. 3e). ER+/PR— subgroup miR-
21 expression levels were higher than in ER—/PR—, but
lower than in ER-+/PR+ subgroup, which statistically
differed from all groups.

Spearman correlation between miR-21 expression
levels and clinicopathological features

MiR-21 expression negatively correlates with the age of
patients (p = 0.018, p = —0.378, Spearman correlation,
Fig. 3b), and positively with ER and PR status (p = 0.018,
p=0379, and p = 0.034, p = 0.345, respectively,
Spearman correlation, Fig. 3d).

Discussion

MiR-21 is one of the most prominent up-regulated miR-
NAs in a majority of human cancers [1, 25]. An increasing

@ Springer
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Fig. 3 Association of miR-21 A P=0.012 B P=0.018
relative expression with 400 - 400
receptor status. Relative miR-21 — ° — . i
. . (] ] [\
expression with 25th—75th vz 200 ° o & 300+ .
percentile in parentheses and ‘g 5 ‘£ E
medians. a ER+ versus ER— s ¢ - s é 200 -
subgroups, b Spearman’s g€ 200 + gt
correlation between miR-21 and 23 2T 100 4 L4
ER status, ¢ PR+ versus PR— ® = 100 - g = i o %08
) o= =5 oA
subgroups, d Spearman’s I3 =
; . = [ ] | =
correlation between miR-21 and 0 — . 100 . : .
PR status, e ER—/PR— versus ER- ER+ -5 0 5 10
ER+/PR— versus ER+/PR+ ER status ER status
subgroups all pairwise.
Statistically significant P=0.018
differences were considered for c 400 - ) D 400 P=0.034
p < 0.05, and p < 0.1 were = . . = . ®
considered as statistical trend & 2 3004 ° o 2 300 .
E g E E 200 '
Y s - @ T
g -Z 200 - = Z . e
= == -
£ = 100 - gz l *
2 .= S.= 01
>e =
&= ] =
0 ? T -100 r r 1
PR- PR+ 5 0 5 10
PR status PR status
E
S S
P=0.008* [

400

200 A

Expression of miR-21
in relative units

[==|

P:0464I f P=10.035% 1

ER/R- ER+PR-

number of evidence has demonstrated that miR-21 is up-
regulated in breast cancer [3, 5]. For that reason, miR-21
expression has been extensively explored for clinicopath-
ological associations. In particular, it has been proposed,
although not always unequivocally, that miR-21 overex-
pression is associated with more aggressive clinical course
and poorer outcome of breast cancer patients [3-5]. Dis-
cordant findings reported in the literature are probably due
to the difference in the characteristic of patients, sample
size, detection methodology, the duration of follow-up, and
SO on.

In our previous study [19], we have shown that miR-21
has important factor and regulator of breast cancer inva-
sion, comparing noninvasive, invasive with noninvasive
component (invasive associated with noninvasive breast
carcinoma), and pure invasive breast carcinomas. In this
study, we compared miR-21 expression levels of ILC
(n = 11) with IDC (n = 24) and ILC-IDC (n = 4) in
order to find out whether miR-21 expression level is
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ER+/PR+
Receptor status

specific for distinct histological subtype. Our results
showed that there were no significant differences between
these three groups, suggesting that that miR-21 expression
might be a process that does not depend on histological
type of invasive breast carcinoma, and that it probably has
general character in the process of breast cancer invasion.
So, further we decided to analyze them together.

The difference that we have found between normal and
matched tumor samples, taken together with the results of
previous studies, demonstrate that elevated miR-21
expression in breast tumor tissues compared with normal
tissues is undeniable, and emphasize that miR-21 might
probably be involved in the process of malignant trans-
formation in our cases [3, 6, 11].

Next, we compared miR-21 expression levels with
clinicopathological features of breast cancer patients. We
found that miR-21 expression levels were significantly
increased from grade I to grade II, and then, the levels were
rapidly decreased toward grade III. According to some
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studies, miR-21 expression levels should have been the
highest in grade III tumors because it is related with poor
prognosis, and miR-21 levels were shown to be the highest
in the most aggressive and poorly differentiated tumors.
But, if we observe its expression from the aspects of
invasion and differentiation together, we might consider
that this pattern of miR-21 expression might be logical.
Videlicet, miR-21 levels increase when normal tissue
becomes cancerous. We confirmed this with the difference
between normal and tumor samples. From the “invasion
aspect” and by the fact that miR-21 levels were increased
in grade II compared with grade I tumors, we might con-
sider that levels of expression rise through the tumor pro-
gression and invasion. Expression levels of miR-21 rise
further until the tumor probably reaches the maximum of
its miR-21 expression, and then, miR-21 expression prob-
ably decreases. That is, increasing expression profile of
miR-21 might be transient as Kim et al. [25] have shown in
adipocyte cell line model. Our results show that grade III
tumors have the lowest miR-21 expression (compared with
grade I and grade II tumors). Similarly, high miR-21 levels
were associated with increased risk of the disease recur-
rence in stage I and II patients, while it was opposite
relation among the patients with III and IV stages, but
grade I was compared with grade II and III tumors together
[26]. On the other hand, Rask et al. [14] have not found
significant difference in miR-21 expression between grade
I and II tumors (low and high risk patient groups). When
we observe our results from the aspect of miR-21 role in
the process of differentiation, we can explain why miR-21
levels were the lowest in grade III tumors. L.e. Kim et al.
[25] showed that miR-21 levels are elevated during the cell
differentiation, so it supports our findings that miR-21 has
the lowest levels in the least differentiated grade III tumors.
Our results might be the repercussion of the small sample
size, or because the upregulating pathways of miR-21 are
still unknown and poorly understood [27], and so the
pathways that regulate cancer progression, invasion and
metastasis. Our results suggest that further researches are
necessary, but it is evident that miR-21 shows increasing
manner toward higher grade, while in the highest, it
decreases below grade 1. We might assume that large
number of pathways is included in cancer formation and
progression, and that we must include additional factors for
prognosis and therapies.

MiR-21 correlates negatively with the age of patients,
and our results also confirmed that miR-21 reaches sig-
nificantly higher levels in patients <60 years old than in
patients over 60 years. Qian et al [26] also showed that
miR-21 expression negatively correlated with the age of
patients.

Torio [28] has also shown that size of the tumor has not
correlated with miR-21 overexpression. But, tumors with

maximal diameter over 2 cm significantly differed from
tumors with maximal diameter 2 cm or less, according to
our findings. Additionally, bigger tumors had lower miR-21
expression levels than smaller. Li et al. [11] classified
tumors smaller than 2 cm in more aggressive group together
with Her-2 and lymph-node metastasis positive character-
istics and had higher mir-21 expression levels, than tumors
with Her-2 and lymph-node negative characteristics.

According to our results, miR-21 also does not correlate
with lymph-node status, while Huang et al. [3] showed that
miR-21 overexpression was related to lymph-node posi-
tivity, which means that more detailed analysis are
required.

Our findings showed decreasing expression character
from lower proliferation index (Ki-67 <20) toward higher
(Ki-67 >20), opposite from Huang et al. [3]. So, miR-21
expression might be independent from Ki-67 expression.
Due to the absence of significant differences between Her-
2+ and Her-2— tumor samples, miR-21 might also be
independent of Her-2 status. Although, amplification of
Her-2 in Her-2+ patients mediates tumor progression and
invasion, and miR-21 is described as a factor of breast
cancer invasiveness, our result showed that there was no
clear relationship between miR-21 and Her-2 status. In our
previous study [19], we compared IDC associated with
DCIS (ductal carcinoma in situ) with pure IDC samples in
order to reveal whether there was the difference between in
miR-21 expression in Her-2— and Her-2+ tumors. MiR-21
acted independently of Her-2 status in both cases, which
supports our present results and the results from Huang
et al. [29].

Our results showed that miR-21 correlates positively
with ER and PR status and might be used as a potential
biomarker independent of pathohistological factors such as
Ki-67 or Her-2, as well as for novel clinical stratification of
patients with different ER and PR receptor status in order
to steer these patients for new kinds of potential therapies
such as anti-miR therapy. This could be of the great
importance especially for patients with ER+, PR+, or
ER+/PR+ status that do not respond to conventional
therapies and treatments. Mattie et al. [30] showed that
expression of this oncomiR and its downstream targets is
regulated by ER and that it was higher in ER+ compared
with ER— tumors. We showed that PR-miR-21 relation
seems to be similar to ER-miR-21 relation (with high
positive correlation between ER and PR levels, results not
shown). ER+/PR— subgroup is characterized to be the
subgroup of patients that is less sensitive to tamoxifen than
other receptor subgroups [31]. According to miR-21 levels,
this subgroup lays just in the middle, between ER—/PR—
and ER+/PR+ groups and significantly differs from ER4-/
PR+. This might be target group of patients, where future
anti-miR-21 therapy should be applicated.
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It is a matter of question is miR-21 biomarker that
relates or depends on Ki-67, Her-2 lymph-node status, but
it is evident that it correlates with ER and PR status and
that it has significant oncogenic potential and probably
leads to tumor invasion. In summary, our results show that
miR-21 is overexpressed in breast cancer and significantly
correlated with distinct clinicopathological characteristics.

According to these findings and findings from our pre-
vious study [19], miR-21 is a potential biomarker for breast
cancer invasion, rather than cancerogenesis and that it
might be great biological marker for regrouping the
patients with different receptor status. In other words, miR-
21 is a potential biomarker of invasion that has general
character, independent of histological subtype of invasive
breast carcinoma, Ki-67, Her-2, or lymph-node status.

Also, miR-21 has transitional character, which means
that it rises and stops when the aggressiveness of the tumor
riches its maximum.

Further miR-21 studies are promising in the terms of
future clinical applications in clinical stratification and
classification of patients with different pathohistological
characteristics and receptor status, as well as in the terms of
novel additional anti-miR therapy approaches.
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