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PROGNOSTI LKI ZN¢L®d6J KLOGSILNIH I MOLEKULGGRN
RANOG KARCI NOMA DOJKE U PRALENJU TOKA BO

SAGETAK
Uvod: Novi molekularni biomarkeri (UPA, PAL, katepsin D)uz k|l asi | ne progn
markere mogu biti korisni u prepoznavanju visckoi zi | ne podgrupe pacij e
dobr o] prognostil ko] grupi pacijenata sa kar
| v o r(piN®).i
Pacijenti i metode Pr ocenji vana | e prognostil|lka vred

aktivatora (UPA), plazminogemktivator inhibitoral (PAI1) i katepsina D u grupi
postmenopauznih pacijentkinja operisanih zbog karcinoma dojke, kod kojih tumori
pokazuju pozitivan steroidni receptorski status (estrogen receptor (ER)/progesteron receptor
(PR), a kod kojih nije primenyana adjuvantna terapij@ n a | a j bi omar kera | e
tokom trir az |l i | i t a p eAnalizoaha su 3 azorkan gitasolnog ekstrakta.
Vrednost.i ER i PR su odrelivane kl asi|l nom

radiometrijskim imuneesejom a uPA PAI-1 ELISA testom.Vrednosti HER 2 genske

amplifikacije su odrelivane hromogenom in si
Rezultati: Tokom ranog perioda pralenja (prvih g
pacijenti sa velilinom t unlo(lPAd-1<G3% pg/mg)suni s ki m
i mal i bolju prognozu u odnosu na pacijente
visoke vrednosti PAL . Anali zom 4 fenotipa detlinisani
statusom pokazano | e da inp@t, bgzebaitana nkaHAI i maj u
1, Pl koj i i maju tumore vielmaliune |l pTa,n3 DF4d 1
prognozu kao i pacijenti sa vel-L.]inom tumor a
Zak!l j:ulVeek i | ina tumordimaprégoombl khiaci j mogal @Apr e

znal aj tokom ranog pralenja postmenopauznih



kojih tumori pokazuju pozitivan steroidni receptorski status (ER/PR hi st ol ogkog g
Il

K1 j ul nl@omarlketi, prognoza, lokeegionalnaerapija, pNO
Naul na O@mpdtassthi rurgij a

Uga naul nOmkologid ast:



PROGNOSTICAL VALUE OF CLASSICAL AND MOLECULAR BIOMARKERS
IN THE FOLLOW UP OF EARLY BREAST CANCER

ABSTRACT

Introduction : New molecular prognostic biomarkers (UPA, PlAlcathepsine P together
with classical prognostic markemnight be useful to select high risk subgroup of patients
within relatively good prognostic group of breast carcinoma patients without metastases in

lymph nodes (pNO).

Patients and methods We evaluated urokasetype plasminogen activator (uPAnd
plasminogen activator inhibitdr (PAl1) prognostic value in postmenopausal, rode
negative breast cancer patients bearing tumors with estrogen receptor (ER)/progesterone
receptor (PR) expression, treated with legponaltherapy alone, within 3 different follow

up periods: first five years after surgical treatment, second five years and during the who
period of ten yeardVe focused our analysis on tumors of histological grade Il in order to
improve its prognostigalue and, consequently, to improve a decismaking process. The
cytosol extracts of 73 tumor samples were used for assessing several biomarkers. ER and
PR levels were measured by classical biochemical method. Cathepsin D was assayed by a
radiometric imnunoassay while both uPA and RAllevel determinations were performed

by enzymedinked immunosorbent assays. HE2Rgene amplification was determined by
chromogenic in situ hybridization (CISH) in primary tumor tissue.

Results: During the early follow up @tients bearing tumors smaller than or equal to 2 cm
(pT1) or thoe with low PAL1 levels (PA11<6.35 pg/mg) showed favorable outcome
compared to patients bearing tumors greater than 2 cm (pT2,3) or those with high PAI
levels, respectively. Analyses of phenotypes, defined by tumor size and RAdtatus,
revealed that patients bearing either pT1 tumors, irrespective ofl Pddels, or pT2,3
tumors with low PAIl levels, had similar disea$ee interval probabilities and showed

favorable outcome compaléo those bearing pT2,3 tumors with high PlAlevels.



Conclusiont Our findings suggest that tumor size and RAlused in combination as
phenotypes are not only prognostic but might also be predictive in-rmegigive,
postmenopausal breast cancer pasiebearing histological grade Il tumors with ER/PR

expressionguring an early followup period.
Keywords: biomarkers prognosislocoregional therapypNO
Research areaGeneral surgery

Special topics Oncology
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Uvod

1.UVvOD

Karcinom dojke je najlegia maligna bolest u
procentu ukoliko se dignostkuje u ranom stadijjumu[l]. Pr e ma epi demi ol oc¢
podaci ma, u toku 2010. godine u svetu je re
bol esti s a preko 450.000 smrtnih i shoda.
kontinuirano rastej velor 89t giodnoasakr 0o%,el% agod
standardizovana stopa incidencije karcinoma dojke u centralnoj Srbiji u periodi209@99

godine iznosila je 60,8/100.000, a mortalitetna stopa 20,2/100.000 [3].

Pri mOr ni oper Obil ni riede®DVvVNIO bOotiogam dopke
oboljenje, gto se mOni festuje heterogenim to
predvi LOnj O poj Ove udOljenih met Ost Oz 0.

Prognostil| ki faktor.i su defini samacidMadio f akt o
smrtnog ishoda bolesti nezavisno od terapijskog pristBpagnoza ranog (operabilnog)

karcinoma doj ke podrazumeva odrelivanje veroc

nakon hirurgkog | elenja primarnog tumora doj
Demi chel i 1996.godine ukazsliuna postajanje dva pika na krivoj rizika za relaps
kod pacijenata koji su hirurgki |l el eni zbog

adjuvantnu terapiju. Prvi pik obuhvata vremenski period do tri godine od primarnog
hirurgkagal df agj oko pete godi6hPostgagdkion hi r v
identifikovanje ova dva rizilna interval a

pacijenata, bez obzira na faktore prognoze/predikcije toka bolesti (status menopauze, status

limfnih]l vor ova pazugne jame, velilinu tumora, st
bi ol ogki fenomen. Jedna od hipoteza kojom se
trauma moge indukovat. i stimul i salt,i8. prolif
Pr vi pi k na Kkrivi rizika se moge objasniti
deobe Ilelija u stanje rasta bez krvnih sudo

dal jeg rasta gto predstavl j auahgiogenezni fenotima ci j u

rezul tujuldi i znenadnim ubrzanjem metastatskc
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aktiviranju mikrometastatskih depozita koje
nekoli ko godina nakon hirurgke terapije [4,09

Poredklas | ni h faktora prognoze ranog karcinoma d
aksilarnih | imfnih nodusa, hi stol ogki i nuk
limfo-vaskul arna invazij a, Notingem prognostilKk
Ki67, status receptora ER, PR, HER2/newer(c B2), testovi multigenskih profila tumora,
starost bol esnice i menstrual ni sitzhog u s ) I S 1
|l injenice da znal aj an br o] pacijenata sa Kk
mikroskopske metastaze u trenutku dijagnoze. Danas je poznato da aksilarni pNO status

aut omat s ki ne podrazumeva odl il nu prognozu
neophodnost pri mene adjuvantnog l el enj a. Si
pregaw|] pakod pacijentkinja sa ranim karcinon

hor monske terapije i hemi oterapiju antraci kl
[ veli k izazov predstavlja identifikwovanje
relativno dobre prognosti| ke grupe pacijentKk
Stog® je od velike vOgnosti povezOti biolo
kl Osi | ni h i mol ekul Orni h bi omOr ker Q) SO nj el
vieme do poj Ove met Ost Oze) . Ov O] ci | j se, n
bi ologki tok bolesti, tj. tok bol esti nNoO Kkoj

OsOmdeseti h godin®OG proglog vekO, konsenzus
i nv zgi vknOr ci nomO® doj ke, kod bolesnicO sa aksi
primenjuje OdjuvOntnO®O terOpijO0. OvOkOvVv st Ov
bol esti nOvedene podgrupe bolesnicO %oji j e
ovih bolesnicO rOzvi fiogod®lgingreg me OO De t tod

12]. Velina pacijenata u ovoj grupi (pNO) I
pojave relapsa 280%, tj. 708 0% [ e bi t i izl el eno wgmo | oke
pacijenti e primiti adjuvantu hemioterapij
rizika.
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DOnOs | e, u kKl inil] koj pr Oksi , pri hvolen k o
kOrcinomO doj ke po k ome s e Odj uv Ogrupin © t er C
bol esnic®O [13]. Opr OvdOnje z0O ovOkOv st OV se
kl Osi | ni h, ni ti NOG osnovu mol ekul Orni h bi omC
sa Vvisoki m, odnosno niskim rizikom z0O poj Ovu

Progn@a karcinoma prvenstveno zavisi od njegove sposobnosti lokalne invazije i

formiranja wudaljenih metastaza. Nastanak wuda
kKoj i ukl juluju remodel ovanj e ekstralelijsk
angiogenezu i ntravazaciju, pregivaljavanje mali gi
konal no rast na udal jenoj (sekundarnoj) | ok

vagnu wulogu u procesu nastanka metastaza su
njegov inhibitor PAF1. Mnoge studi je su pokazale da post

PAI 1 u karcinomu dojke u odnosu na normalno tkivo dgjie16].

Katepsin D je proteaza koja osim fiziologke
uloge u procesu rastametastaziranja karcinoma. Pokazano je da je visoka koncentracija
katepsina D u tkivu tumora doj ke povezana s a
tumor a i za nastanak metastaza, verovatno
mikrometastaza nadaljenim mestima, pre nego lokalnu invaziju putem razaranja bazalne

membrane [17].

1. 1.Kancerogeneza i metastaziranje

111Model i heterogenosti tumora: kancerska ste

Moderno shvatanje nastanka kancera datira iz 1858 gddida je Rudolf Virchow

postavio revolucionarnu tezu Asomnis cell ul a
 ellijaove teorije je kasnije nastala ideja d
kod kojih je dogl @anchs § ematpgkieh pmui thavail jem.o d e
bol est koja nastaje usled klonal noQygbi ekspan:

takolLe moglo da znal. da kancer predstavlj a
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felije u okwitrolismaldd pnDeak vefkeer i1WB 3. godi ne pr
samo frakcija |limfomskih lelija ima sposobnogc
kod milg ebialozi suustanovida j e potrebno da wubri zgaj

najmanje 16do10°u eksperi mentalne givotinje kako bi

broja samo mal.i procenat | el i2p2122)e biti spos
Predlogene su dve glavne teorije koje e pok
ne mamagenadkdtane novi t umor [ koj 2. Plemaa gnj av a
stohastil ko] teoriji sve tumdr s ksepoll ¢laigjng i st
(odbr ambeni mehani z mi domal i na, koncentraci |
i/iliunutragnj i faktor.i (vreme u toku f[elijskog
pond&ga.gim reli ma, ponaganje svake lelije je
uticajem je nekih ili mo ¢g d aKas rezultatogatumorr agnj i h
e salinjavati Ilelije sa rGemmakatalteristkaowg ol i f er
modela je ta da svaka Ilelija ima podjednak |
rasta ali velina JIlelija nekemunlaasttiawniet i g apnrso
ostvarivanje pogodnim nut r agnj i h 1 Teaquja pr¢tposianljp dahje thneok t or a .
sastavljen od homogene populacije ielija i

svim | [slikial].a ma
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tumorske celije su bioloski jednake ali se razli€ito ponasaju,

nasumiéno, u zavisnosti od unutradnjih i spoljasnjih uticaja

S0
/ . =

==

Stohasticki model

T
/,nutrasnji \ ‘.
a8

faktori

tumor i su funkcionalno heterogeni  spoljasnji faktori

/ oo
QP

o Y

Stem celijski model

tumori su sa€injeni od bioloski razli€itih tipova
celija sa razlicitim funkcionalnim sposobnostima i
ponasanjem

Slika 1.

ponasanje tumorskih ¢elija se ne moze predvideti na
osnovu njihovih unutrasnjih osobina

Zapoéinanje procesa inicijacije
nastanka tumora moze biti
poboljasno i unapredeno

:q't{ 3
&
o~ o celije koje iniciraju
¢ 6 e nastanak tumora
¢ 3
\ iy ¥ |
ety : celije bez )
s 6 A Q sposobnosti
oy inicijacije nastanka
A0, tumora
{ "“.,
o
n

q( » » Nema

L& tumora
nema 2
tumora 00,
Wiy
wy T Q.

—> nema
nema \ tumora
tumora s % Pema
nema : tumora
tumora

Celije koje iniciraju nastanak
tumora zapoéinju svoju deobu i
obnavijanje

St agt il lek i reusstodBelivitasHelnhn, Rosenber. Cancer principles and

practice of oncology,™®ed 2011 Lipincott Williams and Wilkifi8]

Drugi model je hijerarhijski model, koji se zasniva na modelu biologije normalnog

somatskog tkiva. Premaovm mode |l u

velinu

lelija wu

nor mal

n

n

odrasle | elije koje se neprekidno zamenjuju
felija koje nastaju od r et Rrenm owitteonjsathoe | i j a
ogr ani | éau okvirheterdgenog tumora g@osoban da inicira tumorogeni rast.

Ova fenotipskr az| i | ita populacija tumorogenih | el

[ elijamaemdl | e(CEF)R3Wancer a



Uvod

iStemod [ elija kanc dja kancére kojal imé ispodolnash iada kea o | e
samostalno obnovi [ da bude pr eikda pretgpir ost al

diferencijaciju, kao bi od njeastala fenotipski raznovrsna (netumorogena) populacija

felija koja 1[2980. ostatak tumor a

Mewtim, definitivno Ilelijsko poreklo CSC ost
normalne fAstemd Ielije, onda bi Ilelije kanc
puteve fAstemd [lelije za samostalno wbnavl jar
zrel i h, di ferentovanih [ el i j a-diferendijacijueib n e s u

samostalno obnavljan[@2.26, 29,3
Diskutabilno je to gto zrele flelije imaju

verovatno da bi sve potrebne mutacijegioe da se dogode tokom rel a

ovi h [ elija. Nasuprot t ome, neograntl en ka
obnavljanje znali da ove Ilelije mogu da budu
da bi akumulirale potrebne mutacjg2,25,26,29,30D

lako velina normalnih [ el ij a-ohnaviaojg, medavne ma ogr

studije su pokazale da mlelna ¢glezda moge u

epitelne @BBtemo [elije

Pored samabnavljanja, nekolikal r ugi h, kl asilnih karakterist:i
vel i ko] mer i podseila na uoleno eksperiment a
kancera doj ke, ukl-apopt aif Skiahktp wtaeva,u @pavel
rezistenciju nalekoveip@rba za t zv. 0 wtkaluigetng man izlai rmiskr d
Smatra se da su fAstemd [elije otpornije neg:

DNK zbog njihove sposobnosti da pretrpe asinhronu sintezu DNK i zbog njihovog

povel anog kapawvkuetDilNKza Upogos neogranil|lenonm
obnavl janj e, nor malne fAstemod [ el edeleossnu u r el
ako nisu aktivirane [282,33 Obzi rom na to da su mnogi | e k
napravl jeni tjak ok aljae udbe jakui vreoidel e, st emc
izbegnu. Nor mal ne "stem" [ el djjedi mptstearjaum uokf iuzgie
iutoli gteoOVestemdb| i gtejebezbeluje mesto za Vv
molekula adhezije, koji#z uj u "stem" [ eli Utéotagveni ¢eakjposfli
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spol jagnje faktore Kkoji kontrol i[3838]. 0r oj , r a
normalnim fiziologkim uslovima ono obezbelu
putem amjda ghef azia uelG0j skog ci klusa i/ili wur
apoptoze tako da ptanekohstotrif8,&0,41s4dbem"” [ el ija os

1.1.2 Epitelno mezenhimalna tranzicija (EMT)

Epitelno mezenhimalna tranzicija (EMT) predstadjd o gen mol ekul ar ni [ I
u toku embrionalnog ravoja u kome epitelne |
i dobijaju mezenhimalni fenotipO v a j fenoment EMT je najlegle
objagnjava nastanphr ekladj epi helmeittast akaj a, |
dojke. Postoje podaci da indukcija EMT dovodi do progresije tumora usled tumorske

invazije, sposobnosti za metastaziranje i rezistencije na terapiju.

Glavne karakteristke EMBA u k|l jul uju eaaafangbattesnchiwens’
gubitak kont akKaa reduliatnowdy procksa ltkivg gube svoje epitelne

karakteristike i dobijaju mezenhimal nu morfo
obnavl janje stvaraj jlui klo¢ @me riongge nwe |si kb p orpaitl ials

odvajanja od mati ]| nd3j44epitelnog tkiva organa

Ova subpopulacija kancerskih lelija dobija
cells) [45],i ispoljava mezenthimalne karakteristike, migrira od puinog tumorskog

i shodi gta ka udal j en o[46 Tnuensotrus knee ti aesl ti g tes kkoon em es
epitelno mezenhimalnu tranziciju dobijaju ne

kancerskim BT4m [ elijama.

Morfologija mezenhimalnii el i j a je takva da su Ww©Kui | no ad
EMT dolazi do gubitka epitelnog adhezionog proteikaderina i citokeratina uz dobijanje
tipilno mezenhi mal nkaderinmnmertif ufibrenekkma o gt o su N
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_— — himalni fenoti
tranzicija od epitelijalnog do IerannaToNTonos

epitelijalni fenotip mezenhimalnog fenotipa

<>
B —> PRI e
t:itokeratini. kao to su I M <o

CK18 i CK19

fibronectin
Vimentin

Slika 2.EMT prelaz: caherin switchind50]

Ovaj process se nazvcadherin switchi ngo-kadeznat upv . down
regulaciju Nkaderina £#9,5Q [Slika 2]. U nekoli ko studija koje s
podti pove raka doj ke su isstBEMTg,i vieama gntad keu i V
N-kaderin, Snail, Slug, Twist, Idaderin i ekspresija citokertina, imunohistohemijskom

met odom (I HC) . Ekspresija ovi Hhike lpodopovar k er a
karcinoma dojke koji su agresivnjji5,5154].

Aleskandaraw i sar. su pokazali da je kaderinski prelaz (cadherin switch)}dpdberin

IN-cadherin+ fenotip e g | HERR-okdrcinoma dojkgs3].

Postoji sve vige podataka da tumorske [ eli]j
el ijama mogu nicekapijskel agengke icifjanevterapfeeen ot i pski , | e
slilne stem [elijama karcinoma doj ke ekspri
(CD44high/CD24lowk ao i povigen nivo ALDB3565%7Tal dehi d d
Liu i saradnici suidentifike al i jedi nstvenu stem [eliju karc

karakteristikama MET (mesenchyrdide BCSCs) koja ima visok nivo CD44, nizak nivo

CD 24 (CD44high /CD24low fenotip) kao i visok nivo ALDHA8] . Ove MET flelije
dele rapidno i lokalizovaneu na mar gi nama tumorske invazij
slilne stem {elije karcinamasu uajtrklmm detul i ubr

tumora [Slika 3.].
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EMT-like CSC MET:like CSC

=» Differentiation

Ge——
Quiescent Cycling
Vimentin * Vimentin -
EPCAM (ESA) - EPCAM (ESA) *
E-Cadherin - E-Cadherin *
CD24/CD44* ALDH *
Sika3Pl asti|nost: Lelije ?5|0]i | ne stem Itranbformasijmed EMBdo METn o ma doj k

1.13. Uspavanost tumora

Tokom poslednjih nekoliko decenija postignuti su velidpredci vezani za detekciju i

l el enje Upkkhosiosg kemu, rak doj ke je i dal j e n
[59] i v ougreki simrti, uglavnom usled metastaziranja u regionalne limfne naduse

udal jenja mesta kao ¢te®6ku pluia, jetra, moz
U koli ko se primarni tumor detektuje i ukl on
vel i ke uz ol evavanjabepboldsDil (disgasgergeie s ur utimyal ) . |
u koliko je vel dogl o do diseminacije pri mal
podrazumeva korigienje citotoksilnih |lekova

| est o nedo dioxvloeledrejt aa sli @alt sktoi .gi renj e nakon ukl

identifikovati gt o paci jenta dovodi u stanje neizves
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javlijanjabolesk 0j e se kod raka doj ke moge javiti | a
bezb ol est i [ z®268genog | el enj a
Ova obzervacija se naziva klinilka uspavanos

koje su ralene na osoboma Kk opnaesolsomakojenmisue usl e
imale kancef64,65.

U ovim studijamakoje su analizirali Black and Welsh4p , in situ kancer doj
39% gena starost.i 40 do 50 godina wuprkos |

popul aciji dijagnosti kovan karcinom in situ

Met astaziranje se lijdkardcéra édgpemarkog dumajai irswargnje | e

sekundarnog depozita na udaljenoj lokd&,61,66.

Met astat ski process se sastoji od niza kompl
moraju uspegno da savl adaj u s \Voadoistvaramar a k u
metastatskog tumor® v i koraci ukl juluju tzv.beg od pri
l i mf nu [ hemat ogenu di seminaciju, pregi v
sekundarnu lokalizaciju, rast i stvaranje mikrometastaza na sekogdakaciji, nastavak

rast a uz obezbelivanj a adekvatne vaskul ari
makrometastap60,61,6669).

| maj ul i u vidu kompleksnost i veliKki br oj k o
da prolje nijmoga| kdjimnjidike da eksperi mental n

stvari process metastaziranja veoma neefikasan prot@gd]|

Eksperimentalne studije pokazuju da su rani koraci u toku hematogenog metastaziranja

(intravazacij a, prevwowmbhj @f¥ akjasni e ks tdraa v aazka c8i |
savlada te korake u toku metastaske kaskdde.d j ut i m s amo i e mal i
(procenjeno na oko 2 %, U zavisnosti koj i eks

da zapolne rast n atveieikronetstazedfl bwvkgcbjbja Hbal
takodje jog manj.i br oj (procenjeno na oko O0.
korigien) lelija biti sposoban da a3 tavi sv

10
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Dakle, na osnovu eksperim¢ al ni h model a se moge zakl julit
metastatskoj kaskadi veoma neefikadhostavljena je hipoteza da su ta dva koraka

(inicijalni rast sa formiranje mikrometastaza, i nastavak rasta | formiranje makrometastaze)

od!| ul uj ulskojkaskadial smistutfoantiranjsspavanitme t ast at[85h [ el i |
79.

Ova hipoteza |e podr gana i klini]lkom obzer
pacijenata sa rakom u krvotoku ali i na udaljenih lokalizacijama mogu detektovati stotine

hiljada poeg di nal ni h di s e3fhisanmvralnprooenal mrdgriedira u gmislu
ispoljavanja makroskopskih metastaza,B1,82.Fi zi ol og ki i pat ol ogki u

do prevage ka strani mirovanja ili proliferaciji i dalje nisu potpuno jasni.

Dosadajeveoma poznato da pojedini ti povi kar ci
organimaRak doj ke i ma poseban afinitet =za metas
plula, jetr[60. kosti i mozak

Dgejms Juing (James Ewi ng)ekajsmatraa gaajel same t i h g«
met astaziranje krvotokom dovoljno [ odgovo
sekundarnih lokalizacija i za orggnpeci f i | nu i mpl ant a&3. j u me t |
Medjutim, nakon Juingove teorije pojavile su se teorije naspram njegojgesu smatrale

da postoji dodat ni mehanazam na mol ekul arnom
felija kancera zaust av |omignim méetastatskip méstimaj u r as
Glavna, centralna, teorija medju mnoginfijes e e d  a nrijla, tas.ateotijadplodnegdla

koju je 1889 godine postavio Stephen Pagdt§9. Ped get j e predvideo da

(the fismedomogu da pregive i proliferigu sam
( t he -tld)skoje praizvode faktore rastaoly i odgovaraju tim odre
metastatskih [elija, i 8699. teorija je pregive

U meta analizi publikovanih autopsijskih studifil], Weiss je pokazao da postoji znatno

veli broj metastatskih [Ikiija oh&hi daj aes amd
analize protoka krviDv o govor i u prilog da su mikrosr e«
vagni u met a sRakdoti mikrasmeding nasekendamoj lokalizaciji ne samo da

11
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utilu na rast tumorlskiih da Lspdvemed tnmedagpmerng u d a
supresije imunih mehanizama, angiogeneze i izmene signala u kaskadcijegiasta
t umo r s k growthiretated sjgmaling pathwayfg9)2-105.

Dakl e, ul oga mi krosredi ne uo sneebtnaos tsaat szkaopno | pirnc
odrgavanje rasta metastatskih T[elija ali i

sekundarnoj lokalizaciji.

Studije na eksperimentalnim modeli ma metast a
javi ti na dv a tokurrazvoja Imatastazan aas delaundarnoj lokolizaciji, u

stadijumu postojanja jedna9.lelije i mi kr omet
Sudbina metastatske Ilelije nakon dolaska do
mogu da proliferigie,i nfiocoggunida jwmrmi kriolmetacd @

uspavaneq0,73.

Ove pojedinal ne, uspavane Ilelije se nalaze u
koj o] nema proliferacije nitd.i apoptoze a o
uobi | aj &«rsiil ne¢iht dtekova koj i deluju samo na |

ciklus [73, 75,79,104.

Jog uvek nije poznato da | i ove pojedinalne
Ssubpopul aciju lelija koje su {spedjaizosmmi r ane
popul aciju lelija kojoj ne odgovara odredjen

ova dva mehanizma.

U koliko ove solitarne lelije polnu da prol]
sudbina takole mo qela nadtdave sa prdliferacijom fida doamirajumo g

vaskul ari zovane makrometastaze, mogu da umr u
mikrometastazelJspavanost na ovom nivou je rezultat balansa izmedju proliferacije i

apoptoze u okviru deldiaj skke d¢wlpadiacidjoe utvael
mikrometastazeq0,76107 . Smatra se da |je ovaj tip uspa
stimulacije angiogeneze koja je potrebna za

12
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mehani zama mi krosrediilmeakppi pspc(engiegenmjngi olgkj
switch [65,10§.

Uspavane mikrometastaze i solitarne, poj edi

poj avi relapsa bol esti iako su njihove karak

Postoji z nalleamaa nv ebzraonji hprzoab eksperi mental no pr
koj i se uglavnom odnnviveneo dneal ao gursa neidl emi obl roodjk i
problema vezani h za identifikaciju, kvanti fi

malih uspavaim mikrometastaza.

Sa biologke talke gledigta, heterogena prir
probl eme zbog toga gto subpopulacija pojedin

rastu i formiraju mikrometastaze koegzistiraju u istaigaou[ 70,73, 79, 109, uz prisutnu

destrukciju okolnog tkiva,e paptlaip&wayrame.i pr al
Takeo,' [ elijska populacija tumora sadrgi zaj e
I e 1[119,H]. Nekoliko studijasuuspelead pokagu prisustvo solitar
in vivo koristeli fluorescentne marker e, ne

markere za apoptoziji.e. Ki67, TUNEL) [70,73,7579,106,109112114. Detekcija
uspavani h mikromekastzanha eveaaman] eet elkci [ e po
elTedrmnol ogija vi zuaa ikzogjcii jver gteu nekhssfdaisehs iljeul ilju
expressing tumor cells) omogulava paodl enje
analizu angiogenog prelafhly.Na gal ost ova tehnika jog uvek
vizualizaciju uspavanih mikrometastaza kod pacijenata ali je u toku razvoj NMR visoke
rezolucije [L09,11¢ i trodimenzionalnog visoko frekventnog ultrazvukal7] koji
pokazuju obé¢haeajgal €l i@zlku pri menu.

KIl'inil ki dokazi za postojanje uspavani h tumo

lako se kliniika uspavanost tumora moge | av
odnose nanonHodgkinov limfom [L18,119, karcinom bubregal2d, melanom 121], i

rak dojke[122,123. Do skoro je uspavanost tumaraka dojke bila podcenjivana [12B

13
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definisana u klini] koj p fpariodbez bklestd) pebdedbd ( di s e a

momenta inicijalnog | el enj a Prisaskvao bolesthbek e do p
njegove klinilke manifestacije je u stvar.i \
autopsijskim studijamg 6 , 7 ] i |l i njenicom da pacijent.i S a
(na osnovu sadagnjih klinil] kih Ipagreametlkaaqt)an
srgi i 124-113q. Brigne studije[su pokazale da je postojanje izolovanih tumorskih

felija u kogtanoj srgi nezavistan prognost.i |

i maju mi krometastaze u k anjptdgagnozeMedjutigiod u mo me
ovog broj3@50% pamojenata razviti klinilki e\
petogodi gn[l3ip7.Pvel ebgarvacije i |l injenice uk
od wuspavane minimalne kriezevdiucé mtenobjol st & s tkiec
fenoti pske karakteristike pojedinalnih dise

karakteristika pacijenata (npr imuni odgovor), ili interakcija ovih faktora.

1. 2. Faktori prognoze/predikcije toka bolesti za primani karcinom dojke

Prognostil ki lu pswadk ckd n evwnn o jf apkrt aokrsi i sluge za
dve grupe: prvu, sa bolesnicima za koje se
sistemske terapiije, u  knofgnadalngsmumetaskaramal ka® m i i b

podgrupa bolesnika sa negativnim limfnim nodusima; i drugu, sa bolesnicima kod kojih
rizik i trogkovi aad] azvaenobhekil83h 6 pompnasiupf et i s
treba razlikovati ova dva pojma.

Prognoktori ekivatrajabla koja pokazuje da su nek
povezane sa prirodnim tokom bolesti i njenim ishodom, a u odsustvu terapije. U tom smislu
predstavlja marker znal ajan za relaps bol est
Sa druge stranggrediktivni faktorje term n Kk o i se obilno koristi

tumora na neki terapijski pristup. Ovi faktori zavise od karakteristika samog tumora, kao i

karakteristika bolesnika, a njihova identifi
terapijskog modalitetazavakog bol esni ka individual no. Nar
visokorizil|lne grupe bol esnika.

14
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Neki faktori, kao npr. status estrogenskih i progesteronskih receptora, ili Her2/neu genska
amplifikacija i/ili prekomerna ekspresija su i prediktivniiprogat i | ki f akt or i

U rutinsko]j Kl inil koj praksi, u upotrebi |
predi ktivnih faktuoriaz bkoajui tseu-BplaTlp sk stagus r e i ma
' i mf ni h | vorova pazugne j] ame, dusetumolaj n a t ul
limfovaskularna invazija, status receptora za estrogen i progesteron, Her2/neu status, starost

i menopauzni status bolesnice.Pored njih, definisani su i faktori koji se ne koriste u

svakodnevnoj praksi al i mo ¢alesnkhesa karowr@oimam pr 0 g n ¢
dojke [142144]. Tu spadaj u: povelana ekspr4sija UP
detekcija mikrometastaza u kostnoj srgi u tr

i angiogeneze i dr.
1. 2. 1. Kl as i | mdikcijé taka botestii prognozel pr

Kl asi |l ni faktor.i prognozel/ predikcije toka b

karakteristi ke tumora i one vezane za kar akt

1.2.1.1. Parametri tumora

U patohistol ogke aparamdtarteu st Umanfanishpdd or ov a

tumora, histologki tip i gradus tumora i [ i m
U daljem tekstu Ie svaki od navedeni h par ame
1.2.1.1.1. Statwus Il imfnih |vorova pazugne | a
Status | omaniprmzbgoe | ame s e obilno procenj
bi opsije sentinel l'i mfnih | vorova il nakon
evaluacija neprecizna. Definige se kao broj
| vor ovaemrmiostrmavyl pregl ed. Vel i lina metastatski
se kao:

-izol ovane tumorske lelije (1 TC), ako su met ¢

15
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-mi Kromet ast aze, ako su metastaze >0.2mm, a ¢

- makrometastaze, ako su metastaze >2mm.

Prisustvo, odnoshn@ d sustvo metastaza u | imfnim | vorov
naj znal aj ni jfaktor god karamonsat dojke k[145,146Recidivi karcinoma

dojke, prema nekim podacima u literaturi, jave se ke@ 2% paci jent ki nja bez
l i mf ni h plavzourgonvoaj -gup d mgnpuemOperi odu od pri mar nc
pacijentkinja sa aksilarm limfonodalnim metastazama [14¥]pak, znal aj ni j apro

i nformacija dobija se na osnovu broja metast

prisusta/odsustva metastazagre onal nim | i mfnim | vorovima [ 14
Pacijenti se prema bavarazustavauhuv gripe[tddlh | i mf ni h
Ol grupa, sa O zahvalenih Ilimfnih |vorova,
Oll grupa,sa 1 do 3 pozitivna |imfna | vor a
O Ul grupa,sa4do9pozitv ni h | i mfnih | vorova,

OlV grupa, sa 10 i vige pozitivnih 1imfnih
Velina studija pokazala je da postoj i poveza

verovatnol e zbaolpeosjtaiv,u kraeol aip spaPedenavrécidimawanj a |

prvih 5 godina od inicijalnog onkologkog | e
pacijentkinja bez | imfonodalnih metastaza do
| vor ova, dok -gmdlg g\nngreajsutioepe5 pregdgi vi2awvanj apa
[151]. Prognostil ki znal aj aksilarnih metastaz:

pacijentkinja primenjenareoperativha hemioterapija [152] Pol o g aj zahvaleni

| vorova (aksilarni ni vo I, I i | iopske) | ) , Ve
makroskopske) i prisustvo ekstranodal ne e k
parametri, al i I pak sa mant at szknal aljiamfwmi adn
[153,154]

Status | imfnih |vorova pazugnerjamdl pei panpu
primeni aguvantne sistemske terapije [155] Adj uvantno | el enj e, pr e
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i ndi kovano je kod svih pacijenata sa pozitiyv
stoperecidivautgodi gnj em periodu dosti gu 70% [ 156]

lakosuu sl ul aju operabilnih pacijenata metastaz
prognoze bol esti, brojni pacijent. sa met ast
nakon hirurgke terapije. Sa druge ebudeane, pr
izl elenoego&@&aadahoom terapijom, gto wukazuje n

pazugne | ame atelsigtemskp bolesti fLo7KL 58

1.2.1.1.2. Velilina tumor a

Vel ilina tumora predstavlja naynamdnjedvdi menzi
pravca [159] Razli kuju se makroskopskai mi Kr os ko
tumor a, al i je mikroskopska ona koja moge

tumora, a samim tim je i kao parametar pouzdanija za prognozu. Naime,agiiopa je

pokazal a da su me L u pT1INO pacijenti ma, on
makroskopski Amalifi a mikroskopski Avelikin
udaljene bolesti u odnosu one sa suprotnim karakteristikama tuimaévdo vs. 100%,

regektivno [160]

Velilina tumora predstavlja funkciupkaijuvr emensea
brzine rasta tumora [161]] Ona j e u direktnoj korelacij i

regional ni h metastaza, kao i |lyvy@arbvaj.¢m4bahbé

br o] udal jenih metastaza raste sa povelanje

direktnoj korelaciji dapsa holesti d srartninishddo[162] za p o |
MeLut i m, ni t umor i i ste vel i laj pradiferaivae mor aj
karakteristkemai gni h [ el i j a i agresivnost [ 163]

Vel ilina tumor a j e od posebnog i nteresa |
statusomlimfnih | vor oemwl Suiall@hoeaEpigeonthlagy antha S E E |

End Resulls na uzorku d preko 13 000 pacijentkinja sa karcinomom dojke i

nezahvalenim |Iimfnim |vorovi ma, pokazano | e
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imale ukupno 5godi gnj e pregivljavanje od skoro 99 %,
il zmelLu il 86%czma t umon[45|Ormepovdzanost je pri.
dugeg pralenjg@dp @anijeematedi v2) avanje bez znak
pacijentkinja iznosilo je 88% za tumore manj
1.1 do 3cm, odnosno 59% za tumeres Ineé ddi3.1 do 5¢cm [164Pored toga, medijana

vremena do progresije bolepte kr ai a gto .je veli tumor [ 165]

Vel ilina tumora | e, dakl e, predi kti vni fakt o

nezavistan prognostid knedatkitvwomi nk oglt aptaucsi ojne nlai

Rutinski se koristi pri odlulivanju o pri me
negativnimaksilarnim | imfnim | vorovi ma i t u
grupu sa najpovoljnijom prognozom bolesjikb ne b i mal i znal aj ne

aduvantne sistemske terapije [166peneralno, za pacijente sa tumorim& tm treba
razmotriti primenu adjuvantne terapije jer kod njih postoji rizik za pojavaljemih
metastaza od preko 20% [167]

Sadrugetsr ane, u slulaju pozitivnog statusa | i mf
nije nezavisan parametar prognoze [151]

1.2.1.1. 3. Hi stologki tip tumor a

U skladu sa preporukama Suatszdravstvene organizacije [168jvazivni karcinomi se,
naosnovipor ekl a malignih [elija, mogu podeliti
iinvazivne lobularne (ILC) karcinome. Uprkos ovoj podeli, maligni tumori oba tipa nastaju

iz iste regije dojke terminalneduktalnelobularne jedinice [169]

Pr e ma h iskcitiionunohjstoteeinijsem profilu razlikuju se [170,171]
Invazivni duktalni karcinom
Morbus Paget

Invazivni lobularni karcinom

n n n n

Tubularni karcinom
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¢ Kribriformni karcinom

¢ Adenoid cistilni karcinom

¢ Mucinozni (koloidni) karcinom

¢ Endokrini tumori

¢ Karcinoid

¢ Medularni karcinom

¢ Papilarni karcinom

¢ Lymphoepitheliomdike karcinom

¢ Acinic cell karcinom

¢ Maligni mioepiteliom (mioepitelni karcinom)

¢ Ret ki ti povi kar ci no ma -rich,meacaani, sekrdtornl, ni , a |
clearcell, karcinom sa@i novskim [ elijama tipa osteok
horiokarcinomskim karakteristi kama, mel an

Definisana su tri tipa invazivnih karcinoma na osnovu zastupljenosti kagkteril n e
hi stologke :slike [171, 173]

Specijalni tip- karakteris i | na hi stol ogka slika |ini 90% ka
Tip koji nije dmajglédglie, shacakieiirsani | na his

manje od 50%.

Megovi-rieltaitp vno | esto zastupljen, u vige o
zastupljene karakteristike specijalnog tipa.

Brojne studij e o] prognostilkom znal aj u hi s
kontradiktorne rezultate [174,175] Za naj |l egli e histologke tipov
I LC) nije nalena k o jeeiH meatastpza.Za fekolikp @gsebrilto m  u d ¢

hi stologkih tipova karcinoma doj ke, kao gto
medul arni , pokazano da koreligu sa manjim r |
imaju povoljniju prognozu kod NO grupe pa¢ enat a, dok pacijenti S a

karcnonrom i maj u | ogi-l79] prpa@akozavi 13pecifilni ti
mal i procenat ,% dviaihvazivpirekaremamaj[180] o d 6
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1.2.1.1. 4. Hi st ol ogki gradus tumor a

Usl ed nesavrgteabusa Il 1 mf ni h | vor ova [ vV e
prognoze/ predikcije toka bol esti;hiustkolliongiklik L
gradus tumorakako bi se adekvatnije procenila prognoza bolesti inoptiz oval o | el en

pacijenata [181]

Hist ol ogKki gradus tumora obuhvata dve, me L usa
proliferativnost i diferentovanost [182] Pr ol i f erati vnost |je izragei
malignih [lelija u mitozi, | el i j@eonsodizan.i per hr o
Di ferentovanost j e izragena kr oz prisustvo.

obrazuju tkivo (tubularne strukture) dojke. D
agresivnosti tumorfl83].
U pokugaju da s e p&bplkj gjae nkeiulsaaglpagesmd nta

razlilitihpatologa, predlogeni su vigegradni

Naj | egl e attmghamosistens gradirarja [184pji je ElstorEllis modifikacija
ScarffBloom-Richardson sistema gradiranja [188rena ovom sistemu, gradus skor se

I z r a | ewatuacyoa tri elementa:

a- procenat zastupljenosti tubularnih struktura (skeB)

b - nuklearni pleomorfizam/atipija (skor-13);

C - broj mitoza (skor % 3).

Sumiranjem ovih skorova, dobija se ukupnigrael s kor koj i moge biti u

a shodno njemu, definigu se gradusi tumor a:

O Gradus | (ukupni skor 3, 4 ili 5)dobro diferentovani tumori; niska proliferativnost

[ visokadi ferentovanost malignih lelija;
O Gradus 1l (ukupni skor 6 ili 7)- umereo diferentovani tumori; niska

proliferativnost i niskadiferentovanost ili visoka proliferativnost i visoka

di ferentovanost malignih [elija:
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O Gradus Il (ukupni skor 8 ili 9) slabo diferentovani tumori; visoka proliferativnost

i niskadiferentovanostmaligi h [ el i j a.
Velina studija je potvrdila da pacijenti |
def erentovani, i maju vel.i rizik za relaps b

odnosno dobro diferentovani [186]

Hi stol ogki graduessiil| kinal aktaoar proza ukupno
pacijente sa pozitivnim, tako i za pacijente sanegattm st at usom | i mfni h |\
Ustanovl jeno je da adjuvantna hemioterapija

u grupi pacijenata saegativhim i u grupi pacijenata sa pozitivnim statusom limfnim

| vor ovi ma koj i I maj u sl abo di ferentovane t
pacijentima koji imajudobro diferentovane tumore [18D a k | e, vi sok histolc
mo ge da uk a gverpatientebna adjuvantru tegnioterapiju.

Naj velid prognostil ki znal aj , melLut i m, i ma ko
' i mfnih | vorova pawmu@ne jhamd,olwalkiolgi ge atdus a
Povezivanje stadijumadboomst imsmaa homo @l logka m
dijametralnosuprotne grupe pacijenata u pogledu prognoze bolesti, odnosno vremena do
pojave relapsa bolesti:

- jedne, sa najmanjim rizikom, u kojoj su pacijenti sa tumorima manjim od ili jednakim 2

cm, bezmetastaza | i mf ni m | vorovi ma pazugne jame i hi
-druge, sa najvelim rizikom, u kojoj su pa
met astazama u | etiri ili vige limfnih | vorov
|l pak, najvel.i brojj egmrdatmearsna kagreaiarba moam hd @jaka,
svrstati uintermedijarni st adigradusombunbra st i , S

i gradus 11 [189]

Rezultati studija su kontradiktorni kada je u pitanju prognoza bolesti za pacijente sa
tumorima histb ogkog gradusa | 1. Sa obzirom na ned
znal aj a hi stologkog gradusa tumora, - predl o

biohemijskih faktora prognoze/predikcije toka bolesti.
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1.2.1.2.5. Limfovaskularna invazija

Pokazanojeda e | i mfovaskul arna invazija (LVI) j al

| vor ova p azemg po@acimageure studife [16QD% pacijenata bez LVI ima

metastaze u | imfnim | vorovima pazugne | ame,
Osim toga, LM | e i prognostil ki znal ajna za wudal | e
negativnim statusom | imfnih |vorova pazugne

terapiju. 1o di gnj e pregivljavanje bez wudaljenih
LV, a 69% za pa@nte sa LVI [160]

1.2.1.2.6. I ndeks proliferativnost:i felija K
Ki-67 je jedarni protein koji se dovodi u vezu
strane Gerdes i sar. tokom ranih a#i®adeseti h
usmerena ka jedarnim antigeni fad [ elijske | in

Naj zast upl j en 6y jeimanahisiolremijgknnaetod. Paeznatdije da do

ekspresije antigenana¥i7 pr ot ein dol azi u svim fazama | e
fazi.[191,192. U uzorcima normalnog tkiva dojke 67 se eksprimira u niskom procentu

(<3% [ elija) kod EIR3 Imeghstohemijskimtbojdnjemisaj a. |
monoklonskim antitelomk6 7 moguli e je proceniti stepen pr

neophstilnih [elija.

Meta analiza r al ena -6/pozifiviostlkaZuje paovikozzikbda | e da
pojave relapsa bolesti i |l ogije pregivljavan
u St.Gallenu 2011.i 2013.godine-Bi7 j e prepoelli®anza stepena

proliferativnosti i razlikovanje luminal Ad luminal B karcinoma dojkil94i 196/,Ve | i n a
panelista St. Gallen koncenzus konf&rencije o
treba uzeti u obzir pri ccboamotgrapijekad odl uke o p

pojedinal n[j196§. paci j enat a.
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1.2 1. 2. Par amet r ii gaioei atdtus menopauzemo r a

Analiza parametara domalina tumor a, kao f akt

pokazal gnuneugaaqll agen o sl97-199.eTo jeldavald do pofrebé 2,

napugtanjem pojednostav!ljenih analiza progno
domalina tumora u sklopu podela na mlale, o]
kao i premenopauzne, odnosno postmenopauznemdcijei nj e, a defini sanje

odnosagodina i statusa menopauzZ9(]. Tako je starost pacijentkinja direktno povezana
s a statusom menopauze. Nai me, pacijentkin]j

premenopauzne, one starije od 59 godina postmenopaupaejjentkinje starosne dobi

izmelLu 45 i 59 godina mogu bitidi premenopauz
Pretpostavlja se da su karcinomi doj ke koj i
dobi, bi ol ogki zapravo raziiitokibenhestiet kodt
starijih pacie nt ki nj a z n a20® Dvaoelativieo a/élika krajglagpokdzala su da
pacijentkinje ml ale od 35 godi na, kao pose
prognozu bolesti, | ak iali mogmatgmarsd i b kikmnpak
[202-204].

1. 2 2. Biohemijski faktori prognoze/predikcije toka bolesti

1.2.2.1. $atus receptora za estrogen i receptora zarogesteron

Receptor za estrogen (ER), talnije -Uecieptor
receptorza progesteron ( PR) s u naj vi ge

prognoze/predikcije toka bolesti pacijenata eliblod karcinoma dojke [205,2p@P0znato

je da 50- 80% pacijenata obolelih od karcinoma dojkd sage mer | ji ve. koncen
PR se, ugl avnom, eksprimira zajedno sa i proi
da pribligno 5% pacijenata obolelih od kar
koncentracijama PR u kojima, istowmeno, nije eksprimiran i ER [161]
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Znal aj jeelERsipRAReuws prognozi i predikciji toka bolesti pacijenata obolelih
odkarcinonma dojke ispitivan je poslednjih tridesetak godina, uglavnom, u okviru
Apozi ti vengoagtdoi vin o o s t181207526R Sa ®zieom tha toada jp

grani | na v rfieishmjeo poritivnagmegativeog statusa steroidnih receptora
arbitrarna i da obuhvata interval od 3 do 20 fmol/mg proteina malignog tumora dojke, kao i

da su niske koncentracije steroidnih receptora (do 50 fmol/mg proteina) najzastupljenije u
raspodeli konentacija steroidnih receptora [161] r azuml j i va | e | neusac
u objavljenim radovima koja se tile njihovog
Status ER i PR u karcinomu dojke predstavlja i faktor prognoze i faktor predikcije
tokabolesti pacijenta.

Prognostil| ki znal aj ER & PR&piut ikvaatcii nowluu ldajj €
pacijenti oboleli od karcinomall e n i samo hir ur.@JNEBABP stuifibapi j om
jednoj od najznalajnijih studija o prognost:]
obolele od kancera dojke u ranoj fazi nisunaie adjuantnu sistemsku terapiji2Q9,
utvrlLeno je da su pacijentkinje sa pozitivni
od 0.74 za vreme do pojave relapsa bol esti i
u toku prvih 5 pobesti dolasu pread megajivaim statusom ER u

tumor i ma, u i stom periodu, i male odgovarajul
Studije sa dugim intervalom pralenja toka bo
bolesti, koja je povezana samwr i ma sa pozitivnim statusom
vremena. Tako je Hilsenbeck ustanovio da je prognoza toka bolesti pacijenata sa
pozitivnim statusom ER povol aholesfialineipésiem pr ve
toga R10. Studije ukazuju da jstatus ER slab pokazatelj prognoze toka bolesti i da, kada

se statusi ER i PR analiziraju zajedno, st
progne t i | ke vredmo5ti statusa ER |

Status ER/ PR u karci nomi ma doj ke j e, me L u
bolestipacijenata koji ukazuje na efikasnadjuvantne hormonske terapije [167] K| i ni | ki
znal aj ER se odnosi principijelno na |injen
koj i su osetl jiwvi na del ovanj e pEasjéntkinjg en a. U

obolelih od karcinoma dojke, koje imaju pozitivan status ER, povoljno odgovaraju na
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aduvantnu hormonsku terapiji211], u smislu da pacijentkinje sa pozitvnim statusom ER
u tumorima imaju dugi I ntervale dtoe rpaogiajvee, rdel
pregivljavanje nakon pojave relapsa i znal aj

pacijentkinjama koje imaju tumore sa negativnim statusom ER. Ukoliko tumori

paci jentkinja, pored ER, sadr goemomskeReRpie odgov o
je prisuain kod 75 80% pacijentkinja]61,212.
|l z ovoga se moge zakl juliti da se status st

faktor predikcije zaefikasnost adjuvantne honske terapije (tamoksifen213. Sve

pacijentkin e s a pozitivnim statusom steroidnih r
adjuvantnom sistemskom terapijom, trebal o b
osim ako postoje kontraindikacije.

Kao potencijalni faktor.i pr ogemosuebronr edi kci
mol ekul arni bi omar ker. [ zato gto su oni

ekspresija predstavlja sekundarni fenomenetlnamizmu delovanja terapije [155]

1.2.2.2. HER?2 status

HER2 ili HER2/neu (engl. human epidermal growth factceptor 2) je protein koji se
postoj i na povrgini pojedinih felija raka do
dugom kraku hromozoma 17 (17g12). HER2/neu onkogen je amplifikovan i/ili prekomerno

eksprimiran kod pri bl2i4inos Rda rk ajre i moongn awotj il

recidiv i | oge opgte pregivljavanj e, nar ol i
statusoni215,218§.
HER2 protein ima vagnu ulogu u rastu i prec¢

faktora koji jeskrelpujistupr ap |l elenju raka do]
odreluje kod svakog i[RV]jaza vodgelkiavranjne mBEERDD
koriste s€219:

1. Imunohistohemija (IHH): dodavanje antitela na HER2 protein dovodi do promene u
boj i uzoe kppopsmatora mi kroskopom i oznal ava

metodom se odreluje zapravo broj HER2 prot
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2. Metode hibridizacije: odrelLuje se broj HER.

O Fluorescentnan situ hibridizacija engl. fluores@nt in situ hybridization, FISH):
dodavanje fluorescentnih delila DNK koji
gena u i elijama, a potom se kopije ge

mikroskopom.

O Hromogenska in situ hibridizacij&ifgl. chromogenic in sitinybridization,CISH):
slilno kao kod FISH metode, dodaju se del

gt o ne zahteva specijalni mi kroskop i red

O Dvostruka in situ hibridizacija engl. dual ISH). Test je odobren odstrane

Ame r i |IDRK ajgnu EOllgodine

FI SH test je precizniij.i od | HH, al i j e skup
| ek R1GuU pr aksi se najlegie koristi |l HH za od
rezultati nekonkluzivni (HER2 2+), primenjuje BSH metoda. U nekim ustanovama se i

rezultat HER2 3+ testira dodatno FISH metodom.

Kar ci nomi doj ke kod kojih je pojalano ekspri
pozitivni, a ostali (HER2 0 ili 1+) HER2 negativni. HER2 negativni karcinomi nemaju

cljanu terapiju. Sa druge strane, HER2 pozit]
mol ekul skim agensi ma kaofF) glapatinits @yketh) @18t uz u ma b
219.

Pozitivan HER?2 status snagan | e pHERX i k't or :
monoklonalnim antitelomrastuzumabom r ezi stencije na alkilizir
potrebe za vigim dozama hemioterapije, bene

rezistencije na tamoksifd22(Q.
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1. 3. Katepsin D

1.3.1.0snovne informacijeo katepsinu D

Katepsini se u zavisnosti od pozicije amino kiseline dele u tri velike grupe: serinske
proteaze (A,G), cisteinske protea& C, H, F, K, L, O, S, V, i W) i aspratanske proteaze

(D, E)[221].

Njihova glavna uloga je razgradnja proteir@eptida u lizozomima u kiseloj sredini (nizak

pH). Prvi put termin katepsin &2jigdeno2&. od
godine a njegovu ulogu u karcinomu dojke prvi putopisali Westly i Rochefort [233
1980.godineK at epsi n &viti 8 ¥du m azdf@mejl) neaktivna, prkatepsin D

(52 kDa),2) intermedijarna, aktivna izoforma (48 kDa) i 3) stabilna, aktivna izoforma koja

se sastoji od tegkog (34 kbDa) i l akog | anca
Katepsin D pripada Al familiji aspratanskih proteaga,. tf ami | i j i koj o] proi
endoproteza u ljudskom organizni224]. Nal aze su u skoro svim |
lizozoma osim u eritrocitima [224,2R30 sada nije izolovan njegov inhibit¢226]. Na

kratkom kraku hromozoma 11 se nalgen koji kodiraovaj protein [22F. Najpre se
sinteti ge-prokatepbiraiDkkoji sgp gastoji od 412 amkiselinskih ostataka.

Nakon prvog pr onagapelplickatepsirkDy molekutaB22 rainiadkiseline

i molekulskom masomod 52 kDa [228 Nakon glilolizovanja u endoplazmatskom

reti kulumu on se t rkampeksa[22P Aktivacijadom kaBepsina@ i j ev o g
se dogadja u lizozomima pri kiselom pH nakon uklanjanjapppt i da st var aj ul
nal i n -kpasteeupdsoi n -teminhlni geb pogzan za&zrelim enzimorf224, 230 .

Daljim proteolitil]lkim delovanjem drugih | i 2
katepsin D koji predstavlja jednold na, intermedijarnu izoformu [23Xkoja se sastoji od

348 aminokiselinskih ostatakajolekulske masd8 kDa [224. Intermedijarna forma se

potom transformige u zrelu formu koga | ine |
vezom a potom daljom transformacijom nastaj e

koja je sastavljena o837 aminokiselinsih ostataka [23R U normalnim uslovima u
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tkivima se prekatepsin D nalazi u tragovima a preko 90% katepsina D se nalazi u
intermedijarnoj izoformuz r el o m, dv ol an] Brone studie Isu pokazale [ 2 3 3
da se u lelijama kaalcaznioma Ko kentkrag ®ipjsii n|l @k

odnosu na normalno tkivo dojke [232B87].
1.3.2.Funkcija katepsina D

Katepsin D pripada proteazama I i ma svoju ul
procesima.Pr ot eol i ti | ki m d e lInoda akiyirg prekussore gnama,s pos o b
faktore rasta ali ji P a o g Elikeismra Re&P3dr40r egul aci
Dobro je poznata |injenica da katepsin D isp
ali brojne novije studije su potvrdilesnjgovu akti vnost i u baznim s
prilog njegove aktivnosti i izvan lizozomskog komplekgstl]. Uloga katepsina D

i spitivana je u Alchajmerovoj bol esti i ater
da je prekatepsin D, prekomerneksprimiran u karcinomu dojke. Nekoliko studija je
ukazalo da katepsin D utile na proliferaciju
hi pot eze k ojngegow ljogu gunkpnaeroggnari [168Pokazano je da je

mitogena aktivnost rezultat xei vanj a akti vacionog peptida pr
felija kancer a, t] domenaad7iMpa2243.dJprkoe o ki s el i
brojnim istragivanjima koja su uk-kaepsmal a na
D M6P/IM6RRj o g wuviekolnoaven receptor k oojiferacije | est v uj
kancer skih (. eMnoge astudife 2sd 4ukaZale 5da gkatepsin D pored
proliferativne uloge ima uticajana procese kancerske invazigimulacije angiogeneze,

regulaiji apoptoze i mewtaziranja [246250.
1.3.3.Katepsin D kao faktor prognoze/predikcije toka bolesti

Brojne klini|l ke studije su pokazale da e ki
dojke nezavisan prognos | ki / pr edi kt i-269 ii dapea pokazatell e [ 251
prognoze za pacijentkinje okele od raka dojke [25358-263]. Visoka koncentracija

katepsina D u tkivu tumora doj ke povezana s a

tumora i za nastanae t ast az a, i maj ul i u vidu daa on st
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udal jenim mesti ma [ dwn razaramjemyv bazpine mMemikamd n u I
[247,251,255,84-267] . U velini studija je prekomerna
povezan®a kr al i m DFIl i s &7260,26%-27f0n OS [ 251, 255, 2
Bevilacquaisar. [271suu k a z a | i da j e katepsin D koristan

stadijumu karecioma dgke a Aaltonen i sar. [2]2]a je prekomerna ekspresija katepsina D
povezana sa kr al iSwdjORekéns iksara[B9,mi DEI j e narol
znal aj nadaedblzu rwati |l a veliKki broj (2810) paci
od 88 meseci, koji je odrelivan pomolu | RMA
u visoke ili srelnje koncentracije katepsina ®dr elli vane iz <citosol a
povezmae sa |l ogim ishodom bol est.iBilguen@[Rr] jei pN1 g
u studiji na 1851 pacijentkinjpotvrdio rezultate FoekensaKatepsin D se pokazao kao
nezavistan prognostil| ki faktor kod phacijent
nodusa u smislu kralegFlLUy2en g73.0 $a gbziregnav | j av ar
promenljiv znal aj bi omarkera tokom vremena,
prognostil koj/ prediktivno]j vriednost.i kat epsi

zavisnosti od perioda pralenja toka bolesti

1.4. Urokinazni plazminog aktivator (UPA) i plazminogen aktivator inhibitor (PAI)

Prognoza raka prevenstveno zavisi od njegove sposobnosti lokalne invazije i formiranja

udaljenih metastazaNastanak udaljenimet ast aza | i ni serija wuza:
Ukl juluju remodelovanje ekstralelijskog mast
i ntravazaciju, pregivaljavanje mal ifagnae [ el i]j
udaljenoj (sekundarnoj) lokataciji [274]. Mal i gna [ elija mor a da
izbegavanja apoptoze i ulaskasut anj e [ el ijske wuspavanosti, I
metastatska kaskadd.l j u| ni mol ek ul koji je ukypsinrul en wu

like proteaza, urokinazmilazminogen activator (UPA).
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1.4.1 uPA: Struktura, uloga i mehanizam dejstva
Gen zauPAse kod ljudi nalazi na hromozonmidq (10g22) i on kodirarotein molekulske

t e g53kDa [273 Ov a j protein se sintetige -lkaanol aknat al i
peptdKonver zija u aktivnu f oakonaktvaae pthzrgnant, a , bar
katepsinom B i kapsinom L [27§ Akt i vna forma uPA se sasto

molekula kod koga je amino terminalni-lAnac povezan s&-lancempomoi u j edne

disulfidne veze A- lanac (amino kiselineill58) sad ¢ i epi der mal (EGFm f akt o
l'i ke ) slil an did®dakse(uaskiopuBoa rkd a edalnaezil katal it
Proteaza, uPA katalizuje pretvaranje zimogena plazminogena u aktivni plazmin.

Zar azl i ku od uPA, plazmin je proteaza sa giro
razl il i tKajsmurbes,t r@ana@®.zapolinje obradjivanje r
matri ksa k dam fiborgrieldin islaminif [24Y Dal |j e, onaktvimoge da
prekursorske forme specifilnih mat rPi3,k s met a
MMP-9, MMP-12 i MMM-13 [274. For mi ranj em aktivnih MMP o
procesuiranje ekstralelijskog matriksa (ECM)
Kona| no, pl azmin moge da aktivira ili@ osl obo

fibroblastni faktor rast®2 (FGF2), vaskilarni endotelni faktor rasta(VEGF), i
transfor mi gul(TGF M)a[X78.c0vi raznali&i tpeptidibimaju potencijal da

pos@emrogresiju tumora stimuliguli angi ogene:
Il n vivo, uPA katalizovana proteoliza se degas
zove UPA receptof u PAR) . uUuPAR | e ¢60ikBaplplraorb éimifie t e gi ne
molekula.Sa st aoj i se od tri homol ogna domena D1

membranu putemligozil -fofatidilinozitola [274.

Primarno mesto vezivanja uPa za uPAR se nalazi u domenu koje pripada faktaru
talnije u predekaminsldsklnecod ¢9 do B29JfBDNas mdngge | et i
jasno definisane regije na UPAR se direktno vezuju zaG@PRAe sekvence ukl julu
kiseline 1320 i 74 84 koje pripadaju domenu 1 kao i regijama koje sezeaha petljama

domena 2i 3 [280
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Vezivang uPA za njegov receptor dovodi do ubrzane proteolize a interakcija -ligand
receptor omogul ava prenos signala koji e a
(MAPK), ekstracelijski regulisanu kinaz(ERK) 1 i 2, i ostale signalne putevévi

signanipt evi omoguliavaju da uPA stimulige 1eli]j
felijsku adheziju i[28§.prel ava uspavanost | el
l42Unutragnj.i I nhibitori uPkPA

Aktivnost UPA moge biti bl okirana sa naj man

b i okimaglovima; plasnmogen activator inhibited i 2 (PAI1, PAF2) i maspin.

Ovo su relativno nehomologni proteini koji pripaduju Serpin porodici inhibitora proteaza
[282,283. MelLu njima ®SMatra primarnim drelaatragnji

formaRAlI-l s e sastoji od 381 amino KkisPA-Lne i i
moge da postoji u 282z Kktivna konformaaijan $ecspontano i j a ma
konvertuje u latentni, neaktivni obliek, koji
agenasa koji denaturigu protei rosimkavanjast o s u
zauPA,PAll se dovodi u vezu sa razlilitilUm brojen
gli koproteinske kiseline [ p rimat Istovreraenoe k s t r a |

vezivanje zd}1 glikooproteinsku kiselinu i vitronektin stabilizuje PAI[283)]. Interakcija

sa vitronektinom omoguliava da PAI +1 modulir
UPAR i integrinina za vezivanje za vitronekt[@84]. Ve zsejza fibrin, PAIl
kontrolige razgr[aB8mj uv ekeriwiamj egrzimgahkeapar i n po

kapacitet PAIL protiv trombing286].

Nedavno je pokazano da RAl s pr el ava spontanu i |l ekovi ma
odrelenog br dgg Apd et dZz s kmdgadsdnmoistakilnorb Vadjdntom a n

PAI-1 , koja nije inaktivisana specifilnim neul
uPAR.Ovo govori u prilog da antapoptotski efekat zavisi samo od PAI 1 i da uPAR nije

ukl j ul encesj28® v a | pr o
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Jasno je da PAl imanekoliko furkcija, osim one dobro poznate uloge kao inhibitora uPA
kataliti]|] Bpeaktilinasakti vnost moge bi,ti usl o

elf skom il i v aadjbnei konfprmatnmmetardjemk a | i z

1.4.3 uPA i PAI-1 kod raka dojke

Mnoge studije su pokazal e dalukardgnonoujdojkupoj al an
odnosu na normalno tkivo dojk88-28(0. Mehanizam (i) koji je odgovaran za ovu
pojalanu ekspresiju KkKlokdulrmaka maojilkd i piaj & afgaz
hormoni i faktori rasta wduliraju ekspresiji uPA [29B0(. Ostali faktori koji mogu da

utilu na uPA ekspresiju in vitro (8&1,jul uju

o d remiflktori transkripcijepogotovol | aimte familije[302].

Mnoge studije su pr oBAl-hkoapaajenatadsa misom dojke, eaa u P A
karakteristikama tumora i pacijenatd.Look-ovoj studiji na 8175 pacijenata sa primarnim

rakom doj ke, ni vo uPA ni jmapazijenatq, ex¢nopauzdnimo pov e
i limfonodalnim statusomNivoi uPA su bili u pozitivnoj korelaciji sa gradusom tumora, a

u negativnoj korelaciji sa hormonskim receptorskim statuséra.i i stepen korel

primelen izmedju nivoakodPrAipT3uzmraki303. pT4 tumor

Zaraliku od uPA, nivoiPA11 su znal ajno korelisani sa wuzra
post menopauznih u odnosu na premenopauzne (e

limfnim nodusima u odnosu na one kod kojih limfind d u s i nisu zahvaleni

Kao i kod uPA nivoi PAI-1 su u pozitivnoj korelaciji sa gradusom tumora, a u negativnoj
korelaciji sa hormonskim receptorskim statusddivoi PAI-1 s u v eTi2ii pT4 o d

tumora u odnosu nal'l i pT3 uzorkd303].

Razlilise oubdikevane sa kontraverznim rezu
eksprimiraju uPA PAI-1 kod raka dojkéNajranije studije bazirane na imunihistohemiji su

sugerisale da se protein uPR8BMW3GBvNOom nal azi

Christensen ia. [306], su pokazali na osnavmunceb o j enj a d aepyisstanut® A t ak o

drugim lelijama, kao ¢gto su iimeiiebbojeng), i mas
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epitelnim i endotelnim | el i poemerKennedlyisar obl ast
[B071 su t akodae jnmagukPA prisutan i u stromalnim
predominantna | okalizac.iKjomallRA vus{Si8emaslemi m
identifikoval. UPA u miofibrobl as sarsoa i makr

skladu sa ranijim in situ hibridizacionim studijama i pokazuju da se mRNK za uPA nalazi
gotovo uvek u fibroblastma&®r onal azak uUPA u [ el i &elij@ st r ome

strome i felije raka del uj uirenjunmeiagiaef808]., si ner g

Ne s | aga e postojituavdeioldkalizacije PAL u raku dojkeReilly i sar.[289] su
detektovaliPAl-1 proteinu  end ot el i nlieljamé rakaChjistensan i $af3Q6]

su paed togaizolovdi PAI-1 i i z | elNaguprot terhejaokure i sar[305 su
zak!l j ulPAKL pdrai sjug an ugl avnohMogiuimalriagmliow il eda
razlilite reaRAitPAHLe kbdk alaikkaa diojj&ke ukl jul uju
met oda obrade pr e pfarmaiom fik§iranvpeegagat u paiafingkomv s

kal upu) , razlilite metode tretiranja prepar:
nei skl julivanje iz studije preparata koji ni

1.44uPAk ao pr o gnares kod rbkla dojke

Brojn e studij e, razlilito modekl jfahenm suw po&
metastaziranjd310,311. U poletku se mislilo da uPA i ms
procesu, koja se odnosi na r aztako dapjnesi ek st r a
lokalnoj invaziji sa formiranjem udaljenih metastag®egradacijse k st r al el i j skom m
( ECM) je visoko specifilan process a UPA pi¢
stimptobeferaciju i miugpavcahpdxa2ellRdzangaj usipr el
uogu uPA kao medijatora u procesu metastazi.|
vodel i uzr ok smri kod pacijenata obolelih oo
moge bit dobar [PlRllognosti | ki mar ker

Duffy i sar. [313,314 su daleke 1988.dpili prvi koji su ukazali da pacijenti oboleli od raka
dojke koji imaju visoke vrednosti uPA u primarnom karcinomu imajuaki i DFH (di sec
free intervalpr egi vl javanj e bez znakova hkupnest i) i
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pregi vl javanj acjenteusa nigkimo/ednostim@vi nezultati su kasnije
potvrLlLeni od straneginwgl|mainj et i2mdl%384zd iirlam ishv at

Ove unicentrilne studije su pokazale da je p
Onezavisna u odnosue nfaakktl carsd | maek g rdagjnkes tk d
tumora, gradus tumora, status aksilarnih limfnih nodusa
Ojala od biologkih prognostilkih faktora k
statusHER2 EGFR, p53, i Nottingham Indg833,335,336.
O uPA ima i preliktivnu vrednost kada se koristi kao kontinuirana vari§d®d].

O znalajna kod pacijenata za nezazvalenim

ukl julujuli i pacijentel[38%hji nisu imali a
145PAI-lk ao prognostil kiokenar ker kod raka d
Na osnovu svih iznesenih podataka o inhibito
i nhi bitora uPA u tumorskom tkivu koreligu sa
ishodom bolesti.Paradoksalno, visoki nivoi PAl u raku dojke se povezuga | ogi m
ishodom bolestiZaj edni | ko merenje oba ova proteina

informacije nego kada posmatrano nivoe ovih proteina po4828e344].

Razl ozi zagt o-lviksookeil i miapwi sBAIl ogMmg wpiradgnoz

obj agsu enj

O PAI-1 je neophodan za angiogeng245,344, koja je neophodna za
adekvatne cirkulacije radi za tumorski rast na primarnom mestu i udaljenoj lokalizaciji.

O PAK1 moge da modulira procesre [elidpske adt
ubrzanja procesa metastaziranja.

O PAK1 moge da sp[esdl i Malpiopnaozlelija mora da
il zbegavanja apoptoze u ci | j uRezistercikarna gi v an|j
apoptozu povelava ¢gansu z dzbejavanjenapopiorej e ud a

moge da dovede i do reziste34d.i je na terapi |
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1.4.6.Prediktivha vrednost UPA i PAI-1

Prognostil ki f ak[B4glviagau peemam€l amakpredvi Lat
vel i wukazuju kioj korpiaxti jedt ipri meRoekemsipeci f i |
saradnici sa u pilot stwudiji na 235 pacijena

imaju bolji odgovor na tamoxifen od bolesnica sa UPA pozitivhim tumof[8ag. Ovaj

prediktivni uticaj UPA je neavistan u odnosu na receptorski stakKeda su pacijenti bili
stratifikovani pr ema koncentracij.i receptor
rezistencije na tamoxifen je primeiena samo
estrogen progesteronski receptora (i.e>10 fmol/mgpr ot ei na za oba recep:
barem jedan mora imati vrednosti isp@® fmol/mg). Visoki nivoi PAF1l s u t akole
povezani sa smanjenom korisnogiu primene tan

manj e znagleanj aond iefig3dBlaa pr ot eaza

U Nemal ko] randomi z ov a[850] prineemaohermiaetapije \kodo j stu
pacijenata sa visokim nivoima uPA i ili PAIl je smanjila rizik od pojave recidivaa

prosel no 4 4 %=0.%6r @ IN&)tQvar studija ijes Ukaala da pacijenti sa
nezavalenim | imfnim nodusi ma-1 imajuskarist wd soki m
adjuvantne hemioterapije pPOMF protokolu.U skladu sa prethodnom studijom, Nadia

Harbeck i sar]338] su u jednanstitucionalnoj (singlenstitution) prospetvnoj studiji

(n=761) pokazali da je nivo uPA/PAI predvi Lao ishod bol est.i k ¢
pri mal i adjuvantnu sistemsku terapiju a prog
koliko su pacijenti primali ili ajduvantu hemioterapiju ili hoomsku terapijul ova studija

je pokazala korisnost adjuvantnog I-&]l enja ko

Harbeck i sarsu 2002.godingtwo center study)n(=3424),j og bol j e pokazal.
adjuvante hemioterapije kod pacijentkinja sa rakmojke i visokim nivoima uPA/PAL u

odnosu na bolesnice sa niskim nivoima ovih biomar[@sd).

Ovi rezultati pokazuju da pacijeanje sa odmaklim rakom dojke i visokim nivoima uPA i
PAI-1 ispoljavaju rezistenciju na tamoxifen a one sa ranim rakom dojkeaj u vel u kor

od hemioterapije bazirane na CMF protokolu.
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2.CILJEVI | STRAGI VANJA

U okviru rOnog, kOsnog i dugotr®jnog pr Ol enj
ciljevi ovog istrOgivOnj 0O:

1.dO se ispitO rOspoded®Orvkreerd® oish v O zmou nedksutl
felijo u podgrupOmO bolesnicO definisOni
estrogene zOVisnost.i tumor O;

2.dO0 se iIispitO korel OcijO vrednost.i mol eku
felijO sO vrednoshi MO i k dntoimOu GlemiGh elslt ® Dic
tumor O;

3.0 se koriglienjem tzv. Apristup® mini moOl
approachfi) odrede groOnilne vrednost.i z 0O k
bi se definisO©o stOtus tih biomOrker O;

4. dO seplicenaHtil ki znOo| O] fenoti povO kOrci
St OtusO dva ili vige ispitivOnih DbiomOr k
bolesnic®O sO niskim/viskoim rizikom zO0O
poj Ovom udOl jeni h met Ost 0z 0O.

5. d@e ukOge nO znOl O] odrelivanj a: kl Osi | ni
bol esnicO), kl ©si |l nih biomOrker® tumor O |
tumom®)ekul Orni h bi omOrker ® estrogene zO0Ov

estrogen i re@gt or © zO® progesteron) i mol ekul Or
mOl ignih [ elij OkQue@psirAD)M i/ il i kOsnom ¢

tokO kOrcigroum@ dpg ktemainopQuzni h bol esnicO

NO posredOn nOlin, ovim irs@z no@ti rv@mjje mi zbh o rbd
terOpif®om periodu prOienj® tokO bolesti, S
met Ost Oz O, k©Oo nOj znO|l Oj ni jlkagiup ROEmMemMr @ ez ® o f
pr Ol enj © tokO bol esbtoil,e skk@k ob ebzi psod Qwreo duudg@l g etn
U odnosu n® biologiju kOrcinomO doj ke, rezu

znO| O] odrelLenih signOlnih putevO u rOnom, o]
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3. PACIJENTI | METODE

Studijom su obuhvae n i pacijenti operisani u I nstitut
zbog invazivnog karcinoma dojke tokom 1993.godine, koji nisu imali metastaza u limfnim

| vorovi ma a koji ni su, prema tadagnjim proto

Od ukupno 102postmenopauzne pacijentkinje sa primarnim operabilnim karcinomom

doj ke, 10 % pacijentkinja je imalo tumore hi
ovih pacijentkinja,u svrhu statistil ke anal.
hi skogogradusa |1, za koje su postojali poda

3. 1. Odrelivanje koncentracije ER T1TDCEBR u cit
metoda

Koncentracija receptora za estrogen i proge
metodom (OCC metod, engl. dextran coated charcdalu g a | | obl ogen deks
prepor ul enom oalskrsddeng Busope&ndRyanization for Research and
Treatment of Cancgf352. Met oda se zasniva na vezivanju
obel e g e nnopghormdnaricijonooh (3H)za receptore prisutne u citosolu malignih
felija tumor a. Ovom metodom mogu se det ekt
aktivnogl u.

Kl asilna biohemijska metoda obuhvata sl edele
a) reakcija vezivanja hormona za receptarisyine u citosolu;

b)odvaj anje vigka nevezanog (sl obodnog) hor
c)odrelivanje radioaktivnost. citosola u be

dizralunavanje koncentracije steroidnih ho

Ova metoda zahteva najgseavilno uzimanje uzorka tumorska tkiva mase260 mg do 1
g koje se potom [|-luv6a ouC)t ed on otmr eanngehtiacie (odr e L i
steroidnih hormona [333Na t a ] nalin se kvantitativni s a

menja tokom vremen@54].
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Za odrelivanje koncentracija receptoia za es

estradiol Amersham Engl and) , S p @0cGi/hmol (3,6 TBa/knmal)lw no s t i

koncentraciji 32 x 18®M. Kao kompetitivni neobelegeni
detil stil bestrol u 1 0%vx[339]eziao jo dkroerl’ci evratnrj aec ikjoin ¢
receptora za progesteron, koriglen je trici)]j
(Amersham En gl a n d pktivnastp4® Ciimimol (115 @Bg/mmol)u koncentraciji

32x10"°™. Kao kompetitivni hormon za PR kori gl e
veloj koncentM)aci it oseodl xdobldjen iz I[elija

visokim afinitetom (Kd<1nM) i proteine sa niskim afinitetom (Kd>30nM) ivanja za
steroidne hor mone, o d-reaeptarefB55s @dim g li i vraencjeep t Wk ]

vezanog hormona podrazumeva da se deo hormona vezuje za proteine sa niskim afinitetom

(nespecifilno vezivanje), a deonoxeavanpe). ot ei ne
Razl i ka i zmelu ukupnog [ nespecifilnog vez
hormona za receptore. Odrelivanje ukupnog i
na kompetetivnoj i nhibiciiji tj . meilLusobno

neobelegenog hormona za molekule receptora.

Ukupno vezivanje hormomatodomélay] pog@at €28@0nc

3.3 mg/ ml) u prisustvu 25¢l saturacione kon
pufer a. N e sipveacnijfei | Imor nvoenza odreluje s e u i d
obel egenog hor mona, al i umesto pufera, doda

i zmelu vezivanja hor mon° tokom 1&satic ept ore odi gr a
Za odvajanje frakcije nevezanog hama koristi se aktivni ugalj norit ASjgma Germany) koji

j e obl ogen -7 efbhamacia 8weden)[356. Oblaganje uglja dekstranom je

potrebno da bi se sprelio pristup velikih mc
Postupak oblagga uglja dekstranom izvodi se na temperaturi8@ 4 uz meganj e o0Kkc
Dodavanjem 500¢l ovako pripremljenog reagens
tris puferu, pH 8) u 250¢l uzorka (kako pri
omogul ava se adsorpcija nevezanog h 8Q, owo n a .
povremeno meganje. G@&0d, 30imnutagnia’@, aabija sentalog mkorded 0 0

38



Pacijentii metode

je aktivni ugal j sa adsorbovani m nlkomgeksani m
hormoni receptor, koji se koristi za merenje radioaktivnosti.

Koncentracija ukupnih proteina u clownosol nom

[357.0drelivanje radioaktivnost. odnosi se na
(dpm)ole |l egenog hormona, vezanog bilo u frakciij.
u koj oj se odreluje nespecifilno vezivanje.
tel nosti (0.4 % PPO i 0.005% POPOP wu toluol
sd ntil aci ormBeckmarblkSo/)0al uDobi j ene vrednost. izra
detektovanih otkucaja u minuti) a prevode se u dpm (broj dezintegracija u minuti),
deljenjem vrednosti sa efikasnogiu brojala.
Sadrgaj ER i PR se agava kadubsa&j hf molal pa amg

malignog tkiva.

3.2. Odrelivanje2koncentracije HER

|l munohi stohemijskirefepbdreki vanaHER Rori gl en
tela na osnovu rezultata tle+t BHRazljatdestdje del j i v
negativan pri skoru O i 1, a pozitivan pri skoru 3. Pacijentkinje sa HER 2 skorom 2+
retestirale se CISH (chromogenic in situ h
ASCO/CAP (American Society of Clinical Oncolo@gllege of American Pathologists)

preporukama iz 2013.godif&58].

3.3. Odrelivanje kdreEtcl®Atdstr aci je uPA i PAI

Za kvantitatvno odrelivanje humanog wurokina
inhibitora u ekstrakti mkorisideli MaB| MWD EPAMDRA i | el
ELISA (American Diagnostica, USA) U ovom testu se koristi murinsko antitelo na

humani uPA.Uzoci se inkubiraju 120 h na temperatud A @ mikrobunarima koji su

obl ogeni s a mbaumankm uPA b detektuju aenpmteantthumanog uPA
antitela.Dodavanjem streptavidin konjugovane peroxidaze (HRP) formira se asmiteim

detekcioni kompleks.Dodavanjem TMB (perborat /3,3',5,5'T tetramethylbenzidin)

39



Pacijentii metode

substrata dol azi do reakcij e jus®enzivRoBt,se st var a
povelava dodavanjem sulfatne kiseline za za
plavo.Ni v 0 i UPA se kvantifikuju merefli absorban
mi nuta, koja se uporeluje sa standardnom kri

3.4.0d r ieallje koncentracije katepsina Di imunoradiometrijski esej (IRMA)

Koncentracija katepsina D odrelivana je iz i
koncentracija steroidnih r emeaw madifikacijokk-or i st el
sendviuhidr adi ometrij ski ese,] na | vr s taoj fazi
kvantitatvnoodr eLLi vanj e k aGAgHDB, iCis aBioimderndti@al, SGNSur

Yvet, France)k or i gi enj em ovog kita omoguliavalo je d

D (34 kDa, 48 Da i 52 kbDa). Naj manja koncentracij a
verovatnoliom 0,95, je bila 20 fmol/ml. ASend
se bazira na na wupotrebi dva monokl onska ant

uddjene regione (epitope) na ispitivanormtigenu (katepsina D). Antitelo za vezivanje

predstavlja primarno antitel o, koje je vel v
i spitivani antigen, prisutan mimitompl maam| gk
fazu. Sekundarno antitel o, t] . antitelo za ¢
125 (125J) i specifilno se vezuje za ispitiyv
t aj nalin se anti gen n ambga sekundarnod antiteladNakoh u i i z

i spiranja vVvigdgka nevezanog sekundarnog ant it

vezanog za anti geas,ci aei Ineciionpgmobruoj al a [
koncentracij.i antigena Vv eeti.alasbsp izvodi mesbhmoj dva a|
temperaturi a u svaku epruvetu |je potrebno
obel egenogPosamJld5.potrebno dodat i p o 50 e |
razbl agenog ispitivanog wuzorXkal dNakan @obae k a't i [
neophodno je uklonit.i vigak nevezanog sekun:
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ispiranja. Na osnovu izmerenih radioaktivnosti kreira se standardna kriva sa kome se mogu

odrediti nepoznate koncetracije antigena koje odgovaraju &nmeraktivnostima uzoraka.

Kol il nik nepoznate koncentracije antigena,

odgovarajula razblagenj a, [ ukupne koncentr
ukupni h proteina, predstavpmolangk oncentraci j u

35St atistil ke metode za obradu rezultata

| mMOj uli u vidu podOtke iz literOture, moge s
uPA i PAIL , u citosolnim ekstrOktim uzor OKkO tum
KOr cini mom gd ajoke ,o pisme@t ivrednostii. StogO® bi,

vrednost.i koncenhPO@edpe®i hsv@bbgkuddr ni h bio
KolmogorovS mi r nov test © dO bi se utvrdilo doOo 1

od nor mOl ne Op®@Opyd®@mloe j e pretpost Oviti do [ e
svOkogOvoeddeni h mol ekul Orni h bi omOrker ® odstu

dOl ju obrO®©du rezultOtO bildi kori gl eni nepoOr O
O MannWhitney-ev testili Kruskal-Wallissov t e st , dO bi se utvr
st Otistil ki znOl O nO rozIli kO wu r Ospodel

bi omOrker © i zmelLu pojedinih podgrupO® bol e

O Spearmanio vt e st sume r Ongov O, z O padrbd liigm@n |
i ndi kOGci je povezOnosti izmelLu koncentr Oci

O metodO -Kaipl-Glgmi e ® odrelivOnje verovOtnol a

poj Ove bol esti u podgrupOmMO bol esnicO. @)
osnovu brp © pOci jentkinj® kod kojih je potvrl
broj © meseci nOkon hirurgke iIintervencij e,
je doglo do pojOve udOljene met Ost Oz e, k
met Ost OzmO u( Tk&nsongodyi i dugotr ©®©j nog) pr O enj
Otzv.r &Anlofy, Hpxov Maretsel dO bi se utvrdilo

zn0O|l OjnO rOzIli kO u verovOtnol OMO z0O intei
podgrupO. bol esni cO
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4. REZULTATI

41 Karakt eri sti ke tumor a i domalina tumor a

Od ukupno 102 postmenopauzne pacijentkinje sa primarnim operabilnim karcinomom

doj ke, koje su imale negativan status | i mfni
tumore histologkog gradusai h phici | eht kZbhpg, m
analizej e uzeto u obzir 89 pacijentkinje sa tum
postojal.i podaci o pralenju toka bol esti

Zbog toga gto su samo dve pacijentkjesuj ei mal e
u toku Kkasni | ebilesvratanéu grupu pacijentkiaja saltumariena koji su
jednaki ili v®0Li Nad oznowmu (pT&tologkog tipa
analizirane u okviru grupe sa: a) invazivnim duktalnim (IDC), b) inw@m lobularnim

(ILC) i ¢) drugim tipovima karcinoma dojke.Amplifikacija HER je, u zavisnosti od
imunohistohemijskog (IHC) skora, bila definisana kao negativna (IHC = 0) ili pozitivha

(1 HC O 1).

411. Karakteristike tumora i domajanaijfiumpea t
bol esti pralen tokom prvih 5 godina nakon

Tokom prvih 5 godina (od 1. do 60. meseca) p
o pralenu toka bolesti S u Kérakteristikedtum®ra u p n i z a
d o maaltunara su prikazane Tabeli 1

Pacijentkinje su bile starosti i zmelLu 47 i
pacijentkinjama, 40 je imalo tumore manje od ili jednake 2 cm (pT1), 31 je imala tumore
vele od 2 cm, a manj e sudamo 2 pacijgnteimjenmaleeumd&e cm ( p
vele od 5 cm (pT3).Histologki tip tumora | e
imalo duktalne (IDC), 24 Iluminalne (ILC), a 13 druge tipove tumora. Za analizu
amplifikacije HER2 gena je bilo dostupno 63 uzogalod kojih je 50 imalo negativan, a 13

pozitivan skor.

Koncentracija ER je bila u opsegu od 2 do 869 fmol/mg (medijana = 44 fmol/mg), dok je
koncentracija PR bila izmelLu 2 i 95 f mol / mq
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katepsina D s69bR| embk menu
a koncentracije PAL i z

pg/ mg

[ 4, 55

me L u

0,

pg/ mg,

bilo dostupno po 48 uzoraka.

Tabelal. Kar akt er i

(starost) i

sti ke

tumor a

7

9 i 26,

Eoncé@ntracije
6 pg/ mg,

6

respektivno.

podgrupa

(velilina
amplifikacija HER2), u okviru grupe pacj ent ki nj a |
nakon operacije. Navedeni su podaci o broju pacijenata, procentualnoj zastupljepssgu i
medianivrednosti.

S a

uPA
me d

Zaljwdr eli v

pacijentkinja
hi stol ogki

tumor a,

j

j e

Kar;ilkte nSt.Ike B..rol % Opseg Mediana
pacijenata i tumora pacije nata
Ukupno 73 100
Starost (godine) 73 100 47-80 62
Velilina t 73

pT1 40 54,8

pT2 31 425

pT3 2 2,7
Hi stol ogki 73

IDC 34 46,6

ILC 24 32,9

Drugi 13 17,8

Nepoznato 2 2,8
ER (fmol/mg) 73 100 2-869 44
PR (fmol/mg) 73 100 2-95 6
Amplifikacija HER-2 63

Negativno 50 794

Pozitivno 13 20,6
Katepsin D (pmol/mg) 73 100 5-269,2 47
uPA (pg/mg) 48 100 01-11 0,36
PAI-1 (pg/mg) 48 100 0,79-26,66 4,55
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412. Karakteristike tumora i domalina tumor a
boles t i pralen tokom drugih 5 godina nakon ¢

Tokom drugih 5 godina (od 61. do 120. mesec
podac.i o pralenu toka bol esti su bili dost u|
d o maaltumara su prikazaneTabeli2.

Pacijentkinje su bile starostdi i zmelLu 57 i |
grupi, 32 pacijentkinje su imale tumore manje od ili jednake 2 cm (pT1), dok je njih 20

i mal o tumore vele od 2 cm ( p Tk lunindneal ne t
14, a druge tipove tumora njih 10, dok j e hi
analizu amplifikacie HER  gena | e bilo dostupno 45 uzol
detektovan negativan, a za 10 pozitivan skor.

Koncentracije ERsu imale vrednosti od 2 do 869 fmol/mg, sa medijanom od 36 fmol/mg, a
koncentracije PR su imale vrednost:i i zmelLu 2
Koncentracije katepsina D su bile u rasponu od 5,6 do 269,2 pmol/mg, koncentracije uPA u
rasponu od0,11 i 1,01 pg/mg, a koncentracije PAlu rasponu od 0,79 i 26,66 pg/mg
(medijane su bile 41,3 pmol / mg, 0,34 pg/ mg
vrednosti koncentracija uPA i PAl je bilo dostupno po 36 uzoraka.
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Tabela2. Kar akteristi ke podgrupa pacijentkinja defi:i
tumor a, u okviru grupe pacijentkinja |ij@i je tol
Navedeni su podaci o broju pacijenata, procentualnoj zastuplieogsegu i medianirednosti.
Kar{:_lkte ”St.lke B..roj % Opseg Mediana
pacijenata i tumora pacije nata
Ukupno 52 100
Starost (godine) 52 100 52-79 62
Vel ilina t 52
pT1 32 615
pT2 20 385
Hi stol og ki 52
IDC 26 50
ILC 14 26,9
Drugi 10 19,2
Nepoznato 2 3,9
ER (fmol/mg) 52 100 2-869 36
PR (fmol/mg) 52 100 2-69 6
Amplifikacija HER-2 45
Negativno 35 77,8
Pozitivho 10 222
Katepsin D (pmol/mg) 52 100 5,6-269,2 41,3
uPA (pg/mg) 36 100 0,11-1,01 0,34
PAI-1 (pg/mg) 36 100 0,79-26,66 4,25
413. Karakteristike tumora i domalina tumor a
bolesti pralen tokom prvih 10 godina nako
Tokom prvih 10 godina (od 1. do 120. me s ec a
podacio pr al enu toka bol esti su bili dostupni
d o maaituimara su prikazaneTabeli3.
Pacijentkinje su imale izmelu 47 jebl8& godi na

godine. Sa tumorima manjim od ili jeakim 2 cm (pT1) je bilo 36 pacijentkinja, a sa
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tumorima velim od 2 c¢cm (pT2) je bila 31 pac
duktalni (30 pacijentkinja), lobularni (22 pacijentkinje) i drugi (13 pacijentkinja) tipovi

tumor a, dok j tamord ibie thepbzoaf) kai 2 padijgmtkinje. Za analizu
amplifikacije HER2 gena je bilo dostupno 59 wuzoraka.
detektovan negativan, a u slulaju 13 pacijen

Gto se til e ko name sutbileaucopsezima BABBY ii 29F fRnpl/mg,
respektivvno, a odgovarajule medijane su bi
biomarkera sujmale vrednosti u opsezima 0d269,2 pmol/mg (katepsin DY),1-1,1

pg/mg (UPA) i 0,726,66 pg/mg (PAIL), sa medijanama od 45,6 pmol/mg, 0,37 pg/mg i

4,47 pgl/ mg, respektivno. Za odrelLijevdonj e vre

dostupno po 45 uzoraka.

Tabela 3Kar akteristi ke podgrupa pacijentkinja defi:i
tumora, u okv r u grupe pacijentkinja [|ij.i je tok bol ec
operacije. Navedeni su podaci o broju pacijenata, procentualnoj zastupljepsstgu i mediani

vrednosti.

Kargkterlst_lke B“I’OJ % Opseg Mediana
pacijenata i tumora pacije nata
Ukupno 67 100
Starost (godine) 67 0,0 47-80 62
Velilina t 67

pT1 36 53,7

pT2 31 46,3
Hi stol ogki 67

IDC 30 448

ILC 22 32,8

Drugi 13 194

Nepoznato 2 3
ER (fmol/mg) 67 100 2-869 43
PR (fmol/mg) 67 100 2-95 6
Amplifikacija HER-2 59

Negativno 46 78,0

Pozitivno 13 22,0
Katepsin D (pmol/mg) 67 100 5-269,2 45,6
uPA (pg/mg) 45 100 0,1-11 0,37
PAI-1 (pg/mg) 45 100 0,79-26,66 447
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4.2. Raspodela vrednosti koncentracija molekularnih biomarkera invazivnos
mal ignih Telija wu podgrupama bolesnica d
biomarkera estrogene zavisnosti tumora

KoriglenjemSmiol mogorest a, analiziranesu rasp
kontinualnih molekularnih biomarkera invazivnostimagni h | el i ja ( ER, PR
uPA PAL1) i utvrlLeno je da one statistilki Zne
(p<0O0,001) . Stoga su, u toku dalje anali ze,
analize.

N a osnovu godi na djentkinjd sun Eodeljene nuo dve grupep @&)C |
pacijentkinje starosti i zmelLu 45 [ 59 g o
godina.Pacijentkinje su, na osnovu koncentracije ER, bile svrstane u grupu
sakoncentracijom: a) manj om noa 10frol/mgndok / mg i
su, na osnovu koncentracije PR, bile svrstane u grupu sakoncentracijom: a) manjom od 20

f mol / mg i b) jednakom ili velom od 10 fmol/m

4.2.1. Raspodela vrednosti koncentracija molekularnih biomarkera invazivnosti
mal i gnih [ eliijeantukigrjuapil ipjaic je tok bol est
godina nakon operacije

Raspodel e vrednost. koncentracija molekul arr
(katepsina D, uPA i PAL ) u grupi pacijentkinja | ij.i j e
godina nakon ogracije, su prikazaneTabeli 4

4.2.1.1. Raspodela vrednostkoncentracija katepsina D

U grupi pacijentkinja starost. Il zmelLu 45 i
katepsina D je bila 47,6 pmol/mg, a u grupi pacijentkinja starijin od 5#gamh=48),
medijana je bila 42,6 pmol/mg. Kod pacijentkinja sa pT1 tumorima (n=40), medijana je
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bila 38,1 pmol/mg, a kod onih sa pT2 tumorima(33), medijana je bila 51,5 pmol/mg.
Pacijentkinje sa duktalnim tumorima (n=34)su imale medijanu koncentracgpskaa D-

50,3 pmol/mg, one sa lobularnim tumorima (n=238Y,7 pmol/mg, a one sa drugim (n=13)

hi stol ogki m 4141,4pnolimnidegativanmséor @=50) za amplifikaciju HER

2 je bio okarakterisan sa medijanom koncentracije katepsina D od 4&Bmgma
pozitivan skor (n=13) sa medijanom od 47,5 pmol/mg, sa obzirom na to da su bila dostupna

63 uzorka.

Tabela 4 Raspodela vrednosti koncentracija katepsina D, uPA i PAlpodgrupama pacijentkinja
definisanim parametri mzadpmailijratkiumpealijtumer
prvin 5 godina(1-60 meseci) nakon operacij€rikazani subroj i procentualna zastupljenost

pacijentkinja u svakoj od analiziranih podgrupa, mediane vrednosti koncentracija, kao i p vrednosti

koje se odnose ndann-Whitney ili KruskalWallis-ov test.

Katepsin D uPA PAI-1
Karakteristike Broj % _(pmol/mg) o Broj % _(pgimg) o+ Broj % _(pg/mg) o
pacienata i tumora |pacijenata Mediana pacije nata Mediana pacijenata Mediana
Starost (godine) 73 48 48
45-59 25 342 47,6 0.9 15 31,3 0,38 01 16 333 4,2 1
>59 48 65,8 42,6 ' 33 68,8 0,31 ' 32 66,7 4.8
Vel ilina 73 48 48
pTl 40 54,8 38,1 0,08 26 54,2 0,37 0.9 26 542 4,8 0.8
pT2 33 452 515 22 45,8 0,35 22 458 4.3
Hi stol ogk 71 48 48
IDC 34 479 50,3 22 45,8 0,39 24 50,0 4
ILC 24 338 37,3 0,4 18 375 031 05 16 333 57 0,3
Drugi 13 18,3 414 8 16,7 0,23 8 16,7 3,8
ER (fmol/mg) 73 48 48
ER<1'0 15 20,5 40 0.2 36 75,0 0,34 0.8 12 25,0 4 05
ERO10 58 795 475 ' 12 250 0,36 ' 36 750 4,9 '
PR (fmol/mg) 73 48 48
PR<29 57 78,1 44 0.9 34 70,8 0,39 0.1 35 729 45 07
PRO20 16 219 47,7 ' 14 29,2 0,28 ' 13 27,1 47 '
Amplifikacija HER-2 63 41 41
Negativno 50 79,4 46,3 05 32 78,0 0,34 07 33 80,5 4 01
Pozitivno 13 20,6 38,9 ' 9 220 0,31 ' 8 195 64 '

* Mann-Whitney/Kruskal-Wallis test

U tumorima pacijentkinja sa koncentracijom ER manjom od 10 fmol/mg (n=15), medijana
koncentracija katepsina D je bila 40, a u tumorima pacijentkinja sa koncentracijom ER
jednakom il vel om d7%5 prhd/mgf Medijarna nkgncertracies 8 )
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katepsina D od 44 pmol/mg je bila povezana sa tumorima u kojima je koncentracija PR bila
manja od 20 fmol/mg (n=57), a medijana od 47,7 pmol/mg je bila povezana sa tumorima u

kojima je koncentracija PR bila jednakavlie | a od 20 f mol /mg (n= 16).

4.2.1.2. Raspodela vrednosti koncentracija uPA

Vrednosti medijane koncentracije uPA su bile: 0,38 i 0,31 pg/mg za pacijentkinje stare 45

59 godina i one starije od 59 godina (n=15 i n=33, respektivno), 0,37 i 0,35 pg/mg za
pacijentkine sa pT1 i pT2 tumorima (n=26 i n=22, respektivno), 0,39, 0,31 i 0,23 pg/mg za
pacijentkinje sa |1DC, I LC i drugim histol of¢
respektivno), kao i 0,34 i 0,31 za pacijentkinje sa negativnim, odn. pozitivnim
imuhistohemij&im skorom za amplifikaciju HER (n=32 i n=9, respektivno).

Tumori sa koncentracijom ER manjom od 10 fmol/mg (n=36) su bili okarakterisani
medijanom vrednosti koncentracije uPA od 0,34 pg/mg, a oni saektmacijom ER
jednakom ili veiom od 10 fmol/mg (n=12) su b
U slulaju tumora sa koncentracijom PR manjom
koncentracije uPA je bila 0, racgom@B jedngkpm a u sl

ili velom od 20 fmol/mg (n=14), medijana | e

4.2.1.3. Raspodela vrednosti koncentracija PA{1

U grupama pacijentkinja koje su:iistagrijeddi | e st a
59 godina (n=32), b) imale pT1 (n=26) pT2 tumore (n=22), c) imale IDC (n=24), ILC

(n=16) il tumore drugih histologkih tipova

pozitivnim (n=8) i munohi st ol20\gddnosti mediaoer om z a
koncentracije PAILL su bile: a®,2 i 4,8 pg/mg, b) 4,81 4,3 pg/mg, c) 4,5,713,8 pg/mgi 4

i 6,4 pg/mg, respektivno.

Grupe pacijehhmnkla) ailsia wmi@im (n=36) vrednost

sa medijanama vrednosti koncentracije RAdd 4 i 4,9 pg/mg, a grupe pacijentkinja sa
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ni g@ m=35) il vigim (n=13) vrednostamana PR
vrednosti koncentracije PAl od 4,5 i 4,7 pg/mg.

Statistil ki znalajna razlika u raspodel]i kon
grupa definisanilp ar amet ri ma tumora il domalina tumo.
biomarkera invazivnost mal i gni h [ el ij a.

4.2.2. Raspodela vrednosti koncentracija molekularnih biomarkera invazivnosti
malignih lTelija u grupi pacijentkinja | i]
godina nakon operacije

Raspodela vrednosti koncentracija molekularnin biomarkera mv v no st i mal i gni |
(katepsina D, uPA i PAL ) u grupi pacijentkinja |liji je

godina nakon ogracije, su prikazaneTabeli 5

4.2.2.1. Raspodela vrednosti koncentracija katepsina D

Vrednosti medijane koncentracije katesd su bile: 47,6 i 41,1 pmol/mg za pacijentkinje

st ar ost i-59igadimee(i=R1) i4té&rije od 59 godina (n=31), 40,6 i 51,9 pmol/mg za
pacijentkinje sa pT1l (n=32) i pT2 (n=20) tumorima, zatim 52,8, 33,3 i 32,7 pmol/mg za
pacijentkinje sa IDC (n=18)LIC ( n=14) [ drugim (n=10) histc
odn. 44,7 i 32,8 pmol/mg za pacijentkinje bez (n=35) i sa (nafbt)lifikacijom HER2,

respektivno.

Vrednosti medijane koncentracije katepsina D su bile: 24,5 i 46,4 pmol/mg za pacijentkinje

sa nngit) (i vigim (n=40) vrednostima koncent

pacijentkinFé2%ainvggmm (n=40) vrednosti ma Kk
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Tabela 5. Karakteristike raspodele koncentracija katepsina D, uPA i-PAl podgrupma
parametri ma

pacijentk
bol esti

pral en

inja defi

ni

sani
t o k-026 mepeciy gakdm op&racig.o Erikazami sy l6rd i

m

do

mal i

procentualna zastupljenost pacijentkinja u svakoj od analiziranitigpgpa, mediane vrednosti
koncentracija, kao i p vrednosti koje se odnose na Mafhitney ili KruskalWallis-ov test.

Katepsin D uPA PAI-1
Karakteristike Broj _(pmolimg) . Broj _pg/mg) Y Broj _(pg/mg) "
pacijenata i tumora |pacijenata Mediana P pacije nata Mediana P pacije nata Mediana P
Starost (godine) 52 36 36
45-59 21 40,4 476 09 14 38,9 0,39 0.04 15 41,7 4,07 09
>59 31 596 411 ' 22 61,1 0,27 ' 21 58,3 4,72 '
Vel il ina 52 36 36
pT1 32 61,5 406 0.4 21 58,3 0,37 07 21 58,3 4,55 09
pT2 20 385 519 ' 15 41,7 0,32 ' 15 41,7 4,02 '
Hi stol ogk 50 34 36
IDC 26 50,0 528 18 52,9 0,42 20 55,6 4,07
ILC 14 26,9 333 0,3 9 26,5 0,28 0,03 9 250 455 06
Drugi 10 19,2 32,7 7 20,6 0,21 7 194 5,22
ER (fmol/mg) 52 36 36
ER<10 12 231 245 01 11 30,6 0,39 06 11 30,6 4,07 09
ERO10 40 769 464 ' 25 694 0,32 ' 25 69,4 4,55 '
PR (fmol/mg) 52 36 36
PR<20 39 750 41,2 06 24 66,7 0,39 0.2 25 69,4 4,34 04
PRO20 13 250 47,7 ' 12 33,3 0,28 ' 11 30,6 3,83 '
Amplifikacija HER-2 45 29 29
Negativno 35 77,8 447 02 22 759 0,31 1 23 79,3 3,90 0.2
Pozitivno 10 222 328 ' 7 24,1 0,29 6 20,7 5,22 '

* Mann-Whitney/Kruskal-Wallis test

4.2.2.2. Raspodela vrednosti koncentracija uPA

Vrednosti medijane koncentracije uPA su bile: 0,39 i 0,27 pg/mg za pacijentkinje stare 45

59 godna i one starije od 59 godina (n=14 i n=22, respektivno), 0,37 i 0,32 pg/mg za

pacijentkinje

S a

tumor

ma

manj i m

od

2cm i

n=22, respektivno), 0,42, 0,28 i 0,21 pg/mg za pacijentkinje sa IDC, ILC i drugim

histolo g k i m

ti povi ma

tumor a

(n=18,

n =

9

sa negativnim, odn. pozitivnim imuhistohemijskim skorom za amplifikaciju 2ER=22 i

n=7, respektivno).

51

n=7,

na

S

r

€



Rezultati

Za paci j entukorinimag kohcenjraciju ERI manju otl0 fmol/mg (n=11),

medi jana vrednost. koncentracije UuPA je bil.
koncentraciju ER jednaku ili veliu od 10 f mol
uPA je bila 0,32 pg/ mg. U sntamjdmaod 20 frboimgor a s a
(n=24) i jednakom il velom od 20 fmol/ mg (n
su bile 0,39 0,28 pg/mg, respektivno.

4.2.2.3. Raspodela vrednosti koncentracija PA{1

U grupi od 15 pacijentkinjatarosne dobd5-59 godina i u grupi @ 21 pacijentkinjestarije

od 59 godina, vrednosti medijane koncentracije-BAuU bile 4,07 i 4,72 pg/mg, dok su za

21 pacijentkinju sa pT1 tumorima i za 15 pacijentkinja sa pT2 tumorima, vrednosti
medijane koncentracije PAl su bile 4,55 i 4,02 pg/mgespektivno.U grupama od 20
pacijentkinja sa IDC tumorima, 9 pacijentkinja sa ILC tumorima i 7 pacijentkinja sa drugim
hi stol ogki m ,tviegnasv medimne komaerdracge RPAlsu bile 4,07, 4,55 i

5,22 pg/mg, dok su u grupama od 23 pacijentksgenegativnim i 6 pacijentkinja sa
pozitivnim skorom za amplifikaciju HER, vrednosti medijana bile 3,9 i 5,22 pg/mg,
respektivno.

U grupama od 11 pacijentkinja sa ni2im vred
pacijentkinja sa wragje ER (¢Ir za dPR)p grednogtiamedijamen c e
koncentracije PALlL su bile 4,07 pg/mg (4,34 pg/mg za PR) i 4,55 pg/mg (3,83 pg/mg za
PR), respektivno.

Statistil] ki znal ajna razlika u raslpngedel i k o
nalena ni grupg definisamipp aoc g met ri ma tumora il i d
Statistil] ki znalajna razlika u raspodeld] kon
razli |l itih s -6% godirm nvs. Istarig wt 59 gbodinéd, p=0,04), kao i za

pacijentkinjasaraglii t i m hi st ol ogkim tipovima tumora (I

vige vrednost. uPA i male pacijentkinje izmel
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4.2.3. Raspodela vrednosti koncentracija molekularnih biomarkera invazivnosti
mal i gni h [ eliijjentukignrjuapil ipjaic je tok bol est
godina nakon operacije

Raspodel e vrednost:. koncentracija molekul arr
(katepsina D, uPA i PAL ) u grupi pacijentkinja |liji je

godina nakon ogracije, su prikazaneTabeli 6

4.2.3.1. Raspodela vrednosti koncentracija katepsina D

U okviru cele grupe, 22 pacijentkinje staro
starijih od 59 godina su imale medijane vrednosti koncentracije katdpsad7,9 i 42,6

pmol/mg, dok je 36 pacijentkinja sa pT1l i 31 pacijentkinja sa pT2 tumorima imalo
odgovarajule medi jane od 39, 6 i 51,5 p mol
koncentracije katepsina D su bile 50,3, 37,3 i 41,4 pmol/mg za pacijentkil)€ ga=34),

I LC (n=24) i drugim (n=13) hi stologkim tipo\y
medijane bile 46,3 i 38,9 pmol/mg za pacijentkinje sa negativnim (n=50) i pozitivhim

(n=13) imunohistohemijskim skorom za amplifikaciju HERrespektivno.

Go6 se tile raspodele u grupama definisanim s
sa nigim i 52 pacijentkinje sa vigim koncent
pacijentkinja sa vigim koncentr acentjagjgna PR s

katepsina D od 30,7 i 47,6 pmol/mg, odn. 4544 i7 pmol/mg, respektivno.

4.2.3.2. Raspodela vrednosti koncentracija uPA i PAIl

U grupi pacijentkinja starih 459 godina, po 15 njih je imalo medijanu vrednosti
koncentracije uPA od 0,38 pg/mg i medijamednosti koncentracije PAl od 4,11 pg/mg,

dok je kod pacijentkinja starijih od 59 godina, po 30 njih imalo medijanu za uPA od 0,3

pg/mg i medijanu za PAL od 4,82 pg/mg. Tumori manji od 2 cm su bili okarakterisani
medijanom vrednosti koncentracije uPAd 0,34 pg/mg i medijanom vrednosti
koncentracije PAIL od 4,47 pg (po 24 pacijentkinje za oba biomarkera) dok su tumori
jednaki [ veli od 2 cm bild.i karaltristilni
4,53 pg/mg (po 21 pacijentkinja za oba biokeaa), respektivno. U odnosu na IDC, ILC i

druge histologke tipove tumor a, pacijentkin]j
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uPA od 0,4 (n=20), 0,31 (n=15) i 0,23 (n=8) pg/mg, kao i medijane vrednosti koncentracije
PAI-1 od 4,04 (n=21), 5 (n=14) i%{ (n=8) pg/mg, respektivno.

Tabela 6. Karakteristike raspodele koncentracija katepsina D, uPA i-PAl podgrupama

pacijentkinja definisaninp ar ametri ma do malina tumora i tumor a
bol esti pral en t o®-b20h mgseciy nakon ap@racigokdzam aubroj i

procentualna zastupljenost pacijentkinja u svakoj od analiziranih podgrupa, mediane vrednosti
koncentacija, kao i p vrednosti koje se odnose na Malhitney ili KruskalWallis-ov test.

Katepsin D uPA PAI-1
Karakteristike Broj % —(pmolimg) o Broj b (pg/mg) o Broj . (pg/mg) o
pacienata i tumora |pacijenata Mediana pacije nata Mediana pacijenata Mediana
Starost (godine) 67 45 45
45-59 22 32,8 47,9 09 15 33,3 0,38 01 15 33,3 4,11 09
>59 45 67,2 42,6 ' 30 66,7 0,30 ' 30 66,7 4,82 '
Vel ilina 67 45 45
pT1 36 53,7 39,6 0.09 24 53,3 0,34 05 24 53,3 4,47 05
pT2 31 46,3 51,5 ' 21 46,7 0,37 ' 21 46,7 4,53 '
Hi stol ogk 65 43 43
IDC 30 44,8 50,3 20 46,5 0,40 21 48,8 4,04
ILC 22 32,8 391 0,5 15 349 031 04 14 32,6 500 03
Drugi 13 194 411 8 18,6 0,23 8 18,6 5,37
ER (fmol/mg) 67 45 45
ER<10 15 22,4 30,7 02 12 26,7 0,34 08 12 26,7 3,99 04
ERO10 52 776 476 ' 33 73,3 0,37 ' 33 73,3 4,93 '
PR (fmol/mg) 67 45 45
PR<20 52 776 454 09 31 68,9 0,39 0.09 33 73,3 4,39 07
PRO20 15 224 477 ' 14 31,1 0,28 ' 12 26,7 4,72 '
Amplifikacija HER-2 59 38 38
Negativno 46 78,0 46,3 05 29 76,3 0,32 07 30 78,9 4,02 01
Pozitvno 13 220 389 ' 9 23,7 0,31 ' 8 21,1 6,45 '
* Mann-Whitney/Kruskal-Wallis test
Negativan skor za amplifikaciju HER j e zabel egen u grupi od

medijanom vrednosti koncentracije uPA od 0,32 pg/mg, kao i u grupi od 30 pacijestkinja
medijanom vrednosti koncentracije RAlod 4,02 pg/mg, dok je pozitivan skor detektovan

u grupi od 9 pacijentkinja sa medijanom za uPA od 0,31 pg/mg, kao i u grupi od 8
pacijentkinja sa medijanom za RAlod 6,45 pg/mg.

Tumori sa koncentracijama ER, mdPR, manjim od 10, odn. 20 fmol/mg su bili
okarakterisani sa medijanama vrednosti koncentracije uPA od 0,34 (n=36), odn. 0,39

(n=34) pg/mg, kao i sa medijanama vrednosti koncentracijelRAl 4 pg/mg (n=12) 1 4,5
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(n=35) pg/mg, respektivno.Za tumore satkcent raci jama ER jJednakim
fmol/mg, medijane vrednosti koncentracija uPA i PIAsu bile 0,36 pg/mg (n=12) i 4,9
pg/ mg (n=36), dok su, za tumore sa koncentr a

medijane vrednosti koncentracija uPRAI-1 bile 0,28 pg/mg (n=14) i 4,7 pg/mg (n=13).

Kao i u slulaju grupe pacijentkinja |iji j e
operacij e, [ u slulaju pacijentkinja | 1iji ] €
operaciieni j e nalenhal Etaznal ajna razlika u raspod
jednoj od grupa definisanipar amet ri ma tumora il domalina
mol ekul arna biomarkera invazivnost. mal i gni h
4.3. Korelacija vrednosti molekularnih biomarkera invaz i vnost i mal i gni h |

vriednostima kontinualnih klasilnih i bi oma
431. Korel acija vrednost:i mol ekul arni h biomar Kk

bol esti pralen tokom prvih 5 godina nakon

Korelacija vrednostkoncentracija katepsina D, uPA i RA| sa vrednostima kontinualnih

kl asi | nih i bi o ma rtkmom,su pekadanetahedi e zavi snosti
Analiza je pokazala da, u grupi od 73 pacijentkinje, vrednosti koncentracije katepsina D
nisu bilevemahajesa ptaroglu pacijentkinja (p
koncentracijiom PR (p=0,3). Za 48 pacijentkinja, za koje su bili dostupni uzorci za
odrelivanj-le, ulPtAvriLePnAodl j e da wI edinosthi keoenzmra

povezane satsar o gl u pacijentkinja (p=0,4), koncent
(p=0, 3) . Vrednosti koncentracije UPA nisu bi
(p=0,5) i PR (p=0, 3), dok su statistilki Zna

pacijentkinja (p=0,04, r6,31).
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Tabela 7.Korelacija vrednosti koncentracije: a) katepsina D, b) uPA i c)-BPAa godinama

bol esni ca, u grupi bol esnica | ij i60Iinasecitnakon bol e st
operacije. Prikazani su: prednost za Spearmaruov test (p), koeficijent korelacije za Spearmann

ov test (r) i broj bolesnica u ispitivanoj grupi (N);

Katepsin D uPA PAI-1

Karakteristike .(pmoI/mg) . (pg/mg) . (pg/mg)

acijenata i tumora Broj * Broj * Broj *
pacy pacijenata P pacijenata P pacijenata P
Starost (godine) 73 -0,04 0,8 48 -0,31 0,04 48 -0,12 04
ER (fmol/mg) 73 0,18 0,2 48 -0,11 0,5 48 0,008 0,96
PR (fmol/mg) 73 0,14 0,3 48 -0,17 0,3 48 0,18 0,3
* Spearmann test
432. Korelacija vrednost:i mol ekul arni h biomark

bol esti p r a lihes modinaonkkomopedacije g

Korelacija vrednosti koncentracija katepsina D, uPA i-BAda vrednostima kontinualnih

kl asi | nih i bi oma rtkmom,au pekazane®abed @ e zavi snost

U grupi pacijentkinja | i jugh 5jgaina nakln opevatije,s t i b i
korelacija vrednost:i koncentracija biomarke
bi omarkera estrogene zavisnost. tumor a, j e |

katepsina D, a za poPRBiRPAFpaciZpe Kakiepjsa nu Ds Inu
korelacij a njegovih vrednost.i koncentraci j
koncentracijom ER (p=0,08) ili koncefitracijo
(p=0,5 za sva 3 par amertar)a tQtmorse it idoemadR A,
korelacija njegovih vrednosti koncentracije sa koncentracijama ER (p=0,2) i PR (p=0,4),

dok je nalLena statistil]ki znal ajna, negativn
r=-0,33).
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Tabela 8.Korelacija vrednostikoncentracije: a) katepsina D, b) uPA i c) PAlsa godinama

bol esni ca, u grupi bol esnica | i]j i-12Qneeseti)on&konb ol est i
operacije. Prikazani su: p vrednost za Spearmannest (p), koeficijent korelacije za Spearm:

ov test (r) i broj bolesnica u ispitivanoj grupi (N);

1-60 meseci
Katepsin D uPA PAI-1
Karakteristike .(pmol/mg) - (pg/mg) - (pg/mg)
. . Broj Broj Broj
pacijenata i tumora i p* i p* i p*
pacijenata pacijenata pacijenata
Starost (godine) 52 -0,02 0,9 36 -0,33 <0,05 36 -0,13 0,5
ER (fmol/mg) 52 0,25 0,08 36 -0,22 0,2 36 -0,13 05
PR (fmol/mg) 52 0,22 0,1 36 -0,15 0,4 36 -0,13 05
* Spearmann test
433. Korel acija vrednost:i mol ekul arni h biomarKk
bolesti pralen tokom prvih 10 godina nako
Korelacija vrednosti koncentracijatepsina D, uPA i PAL, sa vrednostima kontinualnih
kl asi | nih i bi o ma rtlkmom,au pekazancetahed @ e zavi snosti

Tabela 9.Korelacija vrednosti koncentracije: a) katepsina D, b) uPA i c¢)-BPAda godinama

bol esnica, u ger utpok bboolleessntiic ap rlailje-1R20jmesdcipnakorp r vi h 1
operacije. Prikazani su: p vrednost za Spearmanriest (p), koeficijent korelacije za Spearmann

ov test (r) i broj bolesnica u ispitivanoj grupi (N);

1-60 meseci
Katepsin D uPA PAI-1
Karakteristike (pmol/mg) (pg/mg) (pg/mg)
- . Broj Broj Broj
pacijenata i tumora i p* . p* i p*
pacijenata pacije nata pacijenata

Starost (godine) 67 -0,07 0,6 45 -0,29 0,056 45 0,3 <0,05
ER (fmol/mg) 67 0,19 0,1 45 -0,09 0,6 45 0,05 0,8
PR (fmol/mg) 67 0,16 0,2 45 -0,15 04 45 0,03 0,8

* Spearmann test
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Vrednostikmcentracije katepsina D nisu bile znal a
(p=0,6), koncentracijom ER (p=0,1) i koncentracijom PR (p=0,2), u analiziranoj grupi od

67 pacijentkinja. Korelacije vrednosti koncentracije uPA i-BAdu bile analizirane za po

45 pacijentkinja. Pokazal o se da ne postoji
koncentracijama ER il P Spearmanmwovogstest bbed@o v ar aj u
0, 4, respektivno, kao I da post agkorelacfieandenc i |

starogliu pacije@fRODnjaS(pEApopO0OG®mer=ustanovl
znal ajna korelacija i z mkilkancentracgedER di®R (p=08oncent
u slulaju oba steroidna rea@lepjtoma,a)podioki jyrea r
vrednosti koncentracije PAl sa godinama pacijentkinja (p<0,05, r=0,3).

44, Odrelivanje granilne vrednost. za konti nuz¢
zavisnosti tumora koriglenjem tzv. Apristu
441. Odr eAnj e granilne vrednosti za biomarkere
bol esti pralen tokom prvih 5 godina nakon

Kao gto se nGoafkenud,i detigr npi pacijentkinja |i
tokom prvih 5 godina nakon operacije, grahna vr ednost za kontinue
koriglienjem tzv. Apristupa minimal-h@ p vred
grani |l nu vr ednosltod &35 pgnegndacijentkinjg sa koRcAritracijama

PAI-l manjim od grani $net ivsteidhnbist znalmaj o suaz|l
interval bez ponovnog javljanja bolesti (DFI, skr. edg DiseaseFree Interva) od

pacijentkinja sa koncentracijamaRAl vel i m od granilne vrednosti
vrednost koncentracije PAl je dobjena minimalna p vrednost kag-rank test od 0,04.

U svakoj od analiziranih grupa pacijentkinja, na osnovu poznatog broja pacijentkinja sa
potvrlLenim prisustvom udaljenih metastaza i
hirurgke t er dajenih metadtara za ¢\aka o tih yacijentkinja, kao i na

osnovu broja pacijentkinja kod kojih nisu detektovane metastaze u periodu ukupnog

pralenja toka bolesti, moguie je izralunati
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Kaplana i Meiera. Upotrebontog-rankt est a j e bil o moguie ispita
razlike u verovatnolama za DFI i zmelu anali z
442. Odrelivanje granilne vrednost. za biomark

bol esti pralen tokonpeddjugi h 5 godina nako
Na Grafikonu2 su pri kazani di j agr ami koj i se odno:c
kontinualnih biomarker a, u grupi pacijentkir
godi na nakon operacij e. Grani | ne starostednost i

pacijentkinja, koncentracije ER i koncentracije uPA.

Za starost pacijentkinja, pri grani | noj VI e
pacijentkinje mlalLe od 56 godina i za paci
statistilazl izZxknugluagj nporir | emu s e dog-famkjteat mi ni ma
(p=0,003) . Kada su bile uporelene pacijentKki
44 fmol/mg i one koje su imale koncentraciije
dasenjhue verovatnole za DFI statistilki znal aj
vrednost (p=0,009) zbbg-rankt e st mi ni mal na. SI'il no tome, p
DFI u grupama pacijentkinja sa koncentracijama uPA manjim od 0,38 pg/mg i sa

koncentrac j ama UuPA jednakim il:i velim od 0,38
statistil ki znal ajno razlikuju. Za navedenu

minimalna p vrednosti logank testa (p=0,04).
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Grafikon1.Odr eli vanj e granil|lnih vrednost.:i za kontinua
d) katepsin D, e) uPA i f) PAI u grupi bolesnica |iji je tok b
(160 meseci) nakon oper aci j diomareaza kojk sunupotrebom gr ani |
AlognkfiA testa, izralunate minimalne p vrednostik
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d) kaepsin D, e) uPA i f) PAL u grupi bolesnica |iji je tok bc
61120 meseci) nakon operaciije. Naznal ene su gr
upotr ebroan KAl otgest a, i zralunatesmamni snail Inleupzwaledijn
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4.4.3.0dretivanje'grani!ne vrednost.i za biomark

bolesti pralen tokom prvih 10 godina nako
Di j agr ami koj i se odnose na odrelivanje gra
grupipag ent kinja | iji j e t 010 gddinal nakert dpetg@ sua i en t o
predstavljeni naGrafikonu 3 Granilne vrednost.i su nalene
pacijentkinja (56 godina) i koncentracije E
stakistizinlalajno razlikovale zae pag€iijent genpgec

kao i zapacijentkinje sa koncentracijama ER manjim od 45 i koncentracijama jednakim ili
velim od 45 f mol / mdogramrktestaood D,§08 in0HO8prespekite d n 0 S t

su bile minimalne za prethodno navedene gran
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Rezultati

4.5. Ispitivanje prognosti | kog znalaja fenotipova k a
kombinovanjem klasil|lnih i bi omarkera estro

451. Prognosti | ki znal aj fenotipova karci noma
kl asi |l nih i bi omarkera estrogmamaonzavi sno
operacije

Sa obzirom na to da su za kontinualne bi oma

koncentracije, definisani su negativni, odn. pozitivni statusi biomarkera kao oni kod kojih

su vrednosti koncentracije datog biomarkera manje od, odp ednake i | i vel e
vrednosti.
U grupi pacijentkinja | iji je tok bol esti p

pacijentkinja je dogivelo ponovno javljanje

bile detektovane udalienemetast e u peri odu pralenja toka bol

kraju perioda pralenja toka bolesti je bila
su analizirane u okviru grupa pacijentkinja
tumora ili statusim  bi omar ker a. Statistilka analiza | e
statistil ki znalajno razlikuju izmelu grupa
hi stol ogki m taiugpo RALt(Grafikordp 1 | i st

Statistil|l kom an alaiszlwind pgadentkinget ca @® njil ga eumarimad
manjim od 2 c¢cm, odn. kod 11 pacijentkinja, o
cm, bile potvrlLene udaljene metastaze gto | e

2 grupe pacijentkinja statit i | kiaj Zmar az | i Galifouda ) p=MeQ@2, 34
pacijentkinje koje su imale tumore (invazivr

koje su imale tumore (invazivnog) lobularnog tipa, udaljene metastaze su se razvile kod 4,

odn. kod 8 pacijekti nj a, respektivno, a odgovarajule v
z n gnb eazlikovale (p=0,04Grafikon4b). Kao ¢gto je vel napomenut o
DFI su se statistilKki znal ajno razlikoval e i

PAI-1 (p=0,04) jer su udaljene metastaze bile detektovane kod 4 od 33 pacijentkinja sa
negativnim, odn. kod 6 od 16 pacijentkinja saipenim statusom PAl (Grafikon 4c). Pri

tome su pacijentkinje sa pT1 tumorima, sa IDC tumorima ili sa negativnim statusein P
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imale povoljniji tok bolesti. Rezultati koji su predstavljeni@eafikonu 4 su usmerili dalji

tok analize.

Da bi se i spit aa prognaziltokg bolesti madijentkigja sk Kaicinomom

doj ke, i spitivan j e p r o cinomna tdojkek definisantha | a | f
kombinovanjem biomarkera za koje su nalLene s
za DFI izmelu grupa pacijentkinja. Statistil
doj ke, definisan vel tl)Jiman opr @ gumoosrtai |ik is tzant aulsaojm
je da se verovat no hm razlieuju [pROLO01grdfilon 5 )s tii 2 ke L w n a
grupe pacijentkinja sa tumorima manjim od 2 cm, nezavisno od statusa, RlAlsa
tumorima jednakim il i statusomiPAL (B phcijehtkimansaii36 negat i
bez relapsa), sa jedne strane, [ grupe paci|j
i pozitivnim statusom PAL (4 pacijentkinje sa i 3 bez relapsa), sa druge strane. Potonje
pacijentkinje su imale nepovoljntok bolesti, sa obi rom na verovatnoliu

P=0,43, u odnosu na prvospomenute koje su imatéer ov at no iPs0,88.a DFI od
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Grafikon5-Ver ovat noi a za DFI (téMoima @ezavisno dd satnsa RAInj e s a
1) ili pT2 tumorima i negatvnim statusom PAl(puna linija), kao i za pacijientkinje sa pT2

tumorima i pozitivhim statusomPAl (isprekidana linija). U zagramima je prikazan broj

pacijentkinja kod kojih su detektovane udaljene metastaze i ukupan broj pacijentkinja u datoj grupi.

Naznal ena p vredwanksteasi se odnosi na | og

452. Prognosti |l ki znal aj fenotipova karci noma
k | a dhii biomarkera estrogene zavisnosti, tokom drugih 5 godina nakon
operacije

Verovatnole za DFI su se statistilki znal aj

definisanih godinama pacijentkinja, statusom ER ili statuspm @afikon 6), u okviru
periodapr al enja toka bolesti od 61. do 120. mese
Od 13 pacijentkinja mlalLih od 56 godina, ni j
toku perioda pralenja toka bol esti dok j e 13
i mal o r el apnsa bjoel essttsit.i sNaillek i znal ajna razl i ké
dve navedene grupe @gentkinja (p=0,03,Grafikon 6a ) . Sl edstveno, ml al e
su imale povol jniiji tok bolesti. MelLu 28 p
pacijentkinesuim |l e udal jene metastaze, a melLu 24 pa
ER, njih 10 je imalo udaljene metastaze

67



Rezultati

a)
10
iz
| ——
_____ R
08 "
l__|____
l_--_l____
06
o
04 -
p=0,03
02
0,0 T T T 1
60 70 80 9 100 110 121
Period pralenja tok
c)
10
08
06
o
04
p=0,04
02
00 : ‘ ; :
60 70 80 90 100 110 12
Period pralenja tok
Grafikon6. Ver ovatnol a za

detektovane
odnose na logank test

udal jene

68

b)

0,8
0,6
04

0,2

p = 0,009

0,0 T
60 70

Peri od

DF I zZa

(P)

met ast aze

T T
90 100 110 12

praienja tok

pacijentkinje:
godina, b) sa negativnim (ER), odn. pozitivnim (ER+) statusom ER isg negativnim (UPA),
odn. pozitivnim (UPA+) statusom uPA. U zagradama je prikazan broj pacijentkinja kod kojih su

ukupansdr oj

pac



Rezultati

[ one su imale nepovoljniiji]j tok Dbol esti
pacijentkinj a snoragikevals ({p=0,00%Fdfikor 6k)i Pozztivaa $tadus

uPA je uslovio povoljniji tok bolesti grupe od 1@gjentkinja, u kojoj je 1 pacijentkinja

imala relaps bolesti, u odnosu na grupu od 20 pacijentkinja sa negativnim statusom uPA, u

koj o] je 7 pacijentkinja dogivelo relaps bo
verovat noll aimame l&pabifEtkiga (p=p,04Grafikon 6c).

Znal aj statusa UPA u prognozi toka bol est.i P

u okviru analize fenotipova karcinoma dojke definisanih kombinovanjem biomarkera za

koje su nalene statziastvékovazmelieej nza rREI i k
pacijentkinja. Pacijentkinje mlalLe od 56 god
vige godina, a sa negativnim statusom ER (3
pacijentkinja), su imale povoljniji tokd!| e st i u odnosu na pacijent

godina, a sa pozitivnim statusom ER (10 pacijentkinja sa relapsom, od ukupno 22
pacijentkinje), sa oObzirom na to da su odg«
P=0, 55, respektikvinozno etlilkoyale (5=0,00&fiken?)at i st i |

1,0*I
1, <56 ERq
— <56 ER+ (3/30)
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o
04
p = 0,003
0,2
0,0 T T T 1
60 70 80 90 100 110 120
Period praienja toka bolesti
Grafikon7.Ver ovat nol a za DFI (P) za pacijentkinje mla
il stare od 56 il vi ge godina sa negatvnim stz¢

56ivM ge godina sa pozitivnim statusom ER (ispreki
pacijentkinja kod kojih su detektovane udaljene metastaze i ukupan broj pacijentkinja u datoj grupi.
Naznal ena p vrednanksteasi se odnosi na | og
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SI'i ] no itjoemet, kiprajce ml ale od 56 godina, bez ob
vi ge godi na, a sa pozitivnim statusom uPA (
pacijentkinja), su imale povoljniji tok bol

godina, a sa negativnim statusom uPApacijentkinja sa relapsom, adkupno 17), pri

| emu su odgovarajule verovatnolie za DFI bile
s e zno eatlikoyale (p=0,0085rafikon 8).

Kada su analizirane pacijentkinij sa kombi novanim statusi ma ER
pacijentkinje sa pozitivnim statusom ER i |
znalajno manju verovatnolu za DFI (P=0, 45)
odnosu na pacijentkinje sa negahi m st atusom ER i razl il itir
pozitivnim statusima oba biomarkera (P=0, 45)
prvospomenutoj grupi bilo 25 pacijentkinja, od kojih 2 sa relapsom bolesti, dok je u drugoj

grupi bilo 11 pacijentkja, od kojih je 6 imalo relaps bolesti.

1.0 r <56 uPA
a3 L 56 upa+ (119)
1 >=56 UPA+
I
038 L_______]L
R —
LI
06 - >=56 UPA 7 (7/17)
o
04
p = 0,008
0,2
0,0 T T
60 70 80 90 100 110 120
Period pralenja toka bolesti
Grafikon8.Ver ovat noli a za DFI (P) za pacijentkinje ml
uPkPA, [ stare 56 il vige godina sa pozitivnim

stare 56ilivi ge godi na sa negativnim statusom uPA (ispl
broj pacijentkinja kod kojih su detektovane udaljene metastaze i ukupan broj pacijentkinja u datoj
grupi . Naznal ena p -famkéesthnosti se odnosi na | og
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1,0 71—1
| ER 7 UPAq
1 L — ERquPA+ (2125)
! ER+ UPA+
I,

0.8 1

_______

06 1

—————————————— ER+ UPA - (6/11)
04

0,2

0,0

T T T 1
60 70 80 90 100 110 120

Period pralenja toka bolesti

Grafikon9. Ver ovat noi a za DFI ( P) zZza pacijentkinje s
statusa uPA, ili sa pozitivnim statusima ER i uPA (puna linija), kao i za pacijientkinje sa pozitivnim

statusom ER i negativhim statusom uPA (isprekidana linija). U zagradanmikazan broj

pacijentkinja kod kojih su detektovane udaljene metastaze i ukupan broj pacijentkinja u datoj grupi.
Naznal ena p vrednankteasi se odnosi na | og

Treba napomenuti da su pacijentkinje sa pozitivnim statusom ER i negativhim statusom
uPA imale najnepovoljniji tok bolesti kada se posmatraju analizirani fenotipovi definisani
st ar o iehtkinja pstatsim&R i uPA Grafikon 9).

453. Prognostil ki znal aj fenotipova karci noma
kl asi |l nih i b i o mwasnoktie tokom nsht 110 gadi@an reakore a
operacije

Kao gto je 4. pomgdwesdgmuo,4 prili kom analiziranj

trajanju od 10 godina nakon operacije, ni su

biomarkera invazivnosti malgni h | el i j a ( kla)t,e pdsoikn sDu, nuaPlAe nie |

vrednosti za godine starosti pacijentkinja (59 godina) kaacentraciju ER (45 fmol/mg).

Nagrafikonuldas u pri kazane verovatnole za DFI za 2¢
lzad5paciat ki nja starih 59 il:i vige godina. u d
respektivno, je imalo udaljene metastaze. Od

znal ajno razlikovale (p=0, OWwlhii tok bvlesa.INa paci |j
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Grafikonullb su pri kazane verovatnole za DFI za 3
pacijentkinja sa pozitivnim statusom ER, me L
relapsom bolesti, respektivno. Pacijentkinje sa negativnim statusom ERsuingat at i st i | k

znal ajno velie verovatnole za DFI (p=0,008).
a) b)

Q o
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p =0,003
02 p = 0,008
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Vreme pralenja toka bolest
Vreme pralenja toka bol esti

Grafikon10.Ver ovat nol a za DFI ( P) za pacijentkinje:
godina, b) sa negativhim (ER), odn. pozitivnim (ER+) statusom ER. kAgradama je prikazan
broj pacijentkinja kod kojih su detektovane udaljene metastaze i ukupan broj pacijentkinja u datoj

grupi. Naznalene p -vankeedtnosti se odnose na | og

: W 77"“.‘ <59 ER q(1/23)
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— 08 -,
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c -"L_
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p < 0,001
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Grafikonll.Ver ovat noi a za DFI (P) za pacijentkinje ml
ER( puna | inija), kao i za pacijientkinje stare 59i
59 godina sa pozitivnim statusom ER (isprekidana linija). U zagradama je broj pacijentkinja sa
udaljenim metastazama i ukupan broj pacijentkinja u datoj gri . Naznal ena p vredno

na logrank test.
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Analizom fenotipa definisanog godinama pacijentkinja i statusom ER ustanovljeno je da su

pacijentkinje mlalLe od 59 godina i sa pozit:.i
il vi geagloidliintai, mssat at usi ma ER, i mal e wupored
navedene pacijentkinje analizirane kao | edal
pacijentkinje su s e statistil ki znal ajno |

paci j ent kod3®9jgadinankaanégatikinim statusom ER (p<0,@dafikon 11).
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5. DISKUSIJA
Girenje mal i gni h ifelija Iz prilp,r nbgk t umour
premalignoj fazi [35p K| i ni | ka mani festacija metastaza

s | u lineaj reetastaze se javljaju relativno rano, sinhrono sa dijagnozom primarnog
tumora a nasuprot tome one se mogu javiti asinhrono, nakon aktivacije iz stanja
uspavanost.i tumor a. U tom periodu, pojedin
dijagnoetiekkiabinlede mi krometastaze se odrgav

predi kcije toka bol esti (parametr.i domalina
svakodnevno koriste u kKl inil koj praks.i zZ a
pacijenata kojisli e | e n i odNa aksan adwy kkl.asi | ni h prognost
nije mogule pouzdano selektovati pacijente
korist od adjuvantne terapije i one sa ni ski
od teapi j e. Primeleno je da se pojava udalijer

najleglie u dva Pwrvémenrsaknai preerliaopdsa.bol est je o
nakon hirurgkog | e|lenja a drugi, kasni rel ar
stabilan pad Kkri[36¢d Oul epbdhostiuknebubagpsaa to

bi ol ogki mehani z mi tokom prvih 5 godina od
doj ke, tj.tokom r arm@g pr aoldennojsau (neaa itplpstr i foodl | noav
godi na, tj.tokom kasnog krailenja (late foll

bi omarkera ranog relapsa karcinoma doj ke ne
modeliranjem individualne terapje neaed b i po

novom pravcu. Danas je dobro poznato da tokom kancerogeneze dolazi do konstantnih

genetskih i epigenetskih alteracija koje re
tumora[361,362].
Treba razli kovat. t er mi n powezalyg Baotekon bdkesti f akt o

pacijenata nezavisno od primenjene terapije od termina prediktivni faktor, onaj koji
predvila verovatnolu odgovora na odrelenu si
prognostile faktore u gaduyamntusistantcskujteeapijakao k o] a

bi se eliminisao efekat te teValpiinae oitau drig zal
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danagnje vreme koje analiziraju prognostil ke
vrednost zbog | i nj emiipronagju rela vretu agdjievaniné terapijes v i pac
Pr ema najnovijim NCCN preporukama zZ a l el en
praktilno svi pacijent. nezavisno od velilir

kandidati za adjuvantnu terapiju, sa izuzetkérostruko negativnih pacijenata (triple

negativne) koji imaju promer tumora ispod 5mrKod pacijenata koji imaju karcinom

doj ke 5mm il i manj e u promer u, bmesteroidnenh v a | e n i
receptorima (HER3 pr edl| a g e psirreneradjzvantmé moanorjske terapije a

k od pacijenata sa prelnikom tumora velim o
hormaske erapije i hemioterapija [3¢3Kao pomol pri odlulivanju
paci jenata sa kar ci no miitinRegengki RTKPGR €sej. @ilnoveno g e s
adjuvantne terapije je smanjivanje rizika od pojavu relapsa delovanjem na nedetektabilne
mikrometastaze, koje mogu biti prisutne na udaljenim lokalizacijama.

Prema najnovijim ASCO preporukama iz marta 2016.godine kodyay®e pacijenata se

moge koristiti-leodihimangiuj ao uaPdA/uPvAalhMo@umi d e| en
korist od upotrebe ovih biomar kepanGoepdr gaj a
on Tumor Markers) [3g5NACB (National Academy foClinical Biochemistry (US) [364

ESMO (EuropeanScciety of Clinical Oncology) [36]/1 AGO (Arbeitsgemeinscha
Gyn2kol ogi s c[B68. Piema ASICO grepaerykama iz 2007.godine navedeno je

da nema dovoljno dokaza za rutinsku primenu katepsina D kao progogstaktora

karcinoma dojke [369

Prognostil| ki [ predi kti vni znal aj bi omar ker
procesa kancerogeneze, tumorske invazije i metastaziranja, a u zavisnosti od njihovih
signalnih puteva.

Lesto se zanemarujp@i snabkaj ynamanpakéi omar ker
bi omarker moge biti dobar prognostil ki mar k

kasnom pral é3J.Bregl edhomuk ot erature moge se p

intervalima paalehed parclijkento definisanih k
U ovoj doktor skoj di sertacij i koriglen je i
pacijenata obzirom na klinil ki znalaj pojave
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Idealan biomarker bi morao da zadovoljisvé i barem velinu sledelih
ayDa se |l ako dokazuje i meri pomolu razviije
by Da ima klinil ku validaciiju
c) ba ima klinilku korist izragenu kroz pre:

pacijenata i1l enme@anji vanja trogkova | el

d) Da testiranje nije skupo

e) Da moge biti meta ciljane terapije.
Dva biomarkera karcinoma dojke koji najbolje zadovoljavaju navedene kriterijume su ER i
HER 2.uPAiPAl t akodje zadovoljavaju velinu ovih
dvenezavise pr ospekti vne -L(lewmlotevidence)studiei [37h,3F2 L OE

Razvijeno | e nekol i ko razl il itih met oda za
imunohistohemijska metoda, RAICR mRNA) od kojih je ELISA test MUB| NDE uPA

PAI-1 ELISA (American Dagnosti c a, USA) progaoskkontr ol t
mul ticentri]lnoj studi]j.i [ 373

Odrelivanje ni voa k at e plRVMA anetodom, jtienjenent andar d
modifikacijom - sendvi | i I munoradiometrijskim weseje
komercijalnog kompl@a za kvantitatvnoo d r e Li vanj e kaCABBDsCl8a D ( EI
Biointernational, GifSurYvet, France)K or i gi enj em ovog kita mogul
izoforme katepsina D (34 kDa, 48 kDa i 52 kDa).

Jog 1988. go dsaradeici pokazalDsadjefpselindrne rezultate da pacijenti sa

velim vrednost i [878.Aedugnagtim sukezutdt bvih Pefliminarnih
studija potvr L eaisaradmika publikagijanea98 Pa mgiodk eme u | as o
Lancet [375] a potom .i 1990.godine [37®akon toga usledila je serija publikacija o

znal aju ovih novih molekularnih biomarkera k
Ossowski je 1983.godine [3F7pokazao da uPA ima ulogu u ranim procesima
kancerogeneze i metastazir amjedi aldtoi vi aaj ag
ekstralelijskom matri ksa. -Uprogredijekancerffoe da su

stimulaciju angbgeneze [378 inhibiciju apoptozg379].
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U prvoj od dve zavrgene multicentrilne pros
(h=556)pokazano je da nakon 32 meseca pralenja
UPA i PAli maju znalajno nigu incidencu relapsa
pacijenata sa visokim vrednostima (14.7%) ovih biomarkera (p=0.08Bkon

deset ogodijagpokazamo jeppaciehti(pNO) sa niskim vrednostima uPA i PAI ,

koji nisu imali nikakvu adjuvantu terepapiju, hormonski ni hemio, imaju procenat udaljenih
metastaza od 12. 9%, gto je skoro dupl o manj

vrednostima uPA PAI od 23% (p=0.011).Ova studija je prva ukazal

grupi pacijenata | elenih od raka doj ke ali
pacijenataniskogi zi ka koja moge biti i dentifi kovana
biomarkea [37].

Druga LOE 1 studija sprovedena je od strane EORT(European Organization for
Researcland Treatment of Cancer) a na osnovu rezultata dobijenih iz 18 evropskih centara
(n=8377) zakbujuwliswmkej rednost i nupognozom P AI ud

[372].

Prwvi zadatak u ovo]j doktor skoj di sertaciji
faktora u odnosu na DFl, tokoma z | i | i t og perioda pralenja bol

Tokompr vi h 5 godina nakon operaci j eprimamagul t at i

tumora u prognozi pacijenata sa karcinomom ddfke.c i j ent i kKoj i su i mal
20 mm imaju 3 puta veli rizik (=802p@vpjevu rel a
mogul e objasniti na dva nalinaci(a) vidae well

veleg broja (b)iuysked @debbg kontakta tumor a
aktivacije angiogenih signalnih puteva.

Tokom drugi h pet godina nakon operacije uol e
imale povoljniji tk bolesti (p=0,03kao i da su sé&od pacijentkinja sa pozitivnim ER
statusom i do 4 puta | egle javljale wudaljen
negativnim statusom,(p=0,009)eba imati na umu da ova grupa pacijentkinja nije primala

adjuvantnuhormonsku terapiju koja je danas standard.
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Tokom perioda pr ajednikjlaasdad nde petogamdeitnd ki f alk
Ssvoju vrednost je bio uzrast pacijenata i p o
su imale povoljniji tok basti (p=0,003),

Drugi zadatak je procena znal aj a-lmodnask ul ar ni
na ranu pojavu metastaza. Interesantno je da je samaPAbokazao prognostii |
tokom ranog pWvsokinival RAFD r ad emi eagprogndza padijenta alig

do danas nisu otkriveni bi ol ogki [ mol ekul a
vrednosti ovog molekularnog biomarkeBajou i saradnici su pokazali d®AlI-1 podsti | e
tumorski rast iangiogenezu [380 1 st | i st r a @tkrio allbga iplazminanu j

neoangiogenezi koja potile odPAbdkontel ni h | e
proteolize [38]] . Rezultat.i u oVvVOoj dokt or skoj di sert

dvostrukom adti vihhalkl a Al s p rzmid proteohze e m uPA/
stimulacijom signalih puteva koji se odnose na tumorski rast i angiogeWeauly no | e
naglasiti da ovakvaulogaPAl moge obj asni ti ranu pojavu uda
Tokom drugi h pet godi na -i@ghkzgubiodvp rzngkej i nt e
osnovu rezultata uPA se izdvojio kao odlil a
statistil ki znal ajna r azl igrkpe pagsijentkisja koje aut n o | a m:
uPA pozitivne u odnosu na uPA negativne (p=0.0dhd uPA negativnh pacijentkinja

uolena je 5.6 puta |egia pojava wudaljenih n
pacijentkinja.U v el i ni studija uZanagati wrddstl njoen Ipi

[382] ali treba naglasiti da ni u jednoj studiji nije posebno posmaberiod tokom drugih

pet godina nakon operativnog | el enja.
Treldi zadatak ove disertacije bio je integri
vel il i n@@ET1lipT2mjivrednosti PAIl (niske ivisoke vrednosti).

Tokom ranog perioda prae nj a f pTa @Akl-mskewiednosti, pT1 PAL-visoke

vrednosti, i pT2 PAll-niske vrednosti su bili povezani sa dobrom prognozom dok je

fenotip pT2 PAil-visoke vrednosti bio povezan sa nepovoljnom prognozom bolesti.
Karakteristikigruipsek dirliazijleneprgosustvo jednog
faktora (pT1 i PAIl-niske vrednost)Vi soko ri zi |l nu podgrupi kar g

oba nepovol jna pr ognos tlivisokea vrednesk).t KFr asi(IpnTi2, 3
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prognostil| kie Saktgoi j pT1 dominantniji u odno.
PAIKl, wukazujuli da nijkodplatumoeabno odrelivati P
Niske, odnosno visoke vrednosti PAI pr i velilinama tumora pT

prognozu pacijenatjaPAlFluksarza grijjuil i pmagnoos tdd ki
velilina tumora gubi svoj znal aj

U toku peri oda pralenja od pet e dreba deset e
napomenuti da su pacijentkinje sa pozitivnim statusom ER i negativhim statusom uPA

imale najnepwoljniji tok bolesti kada se posmatraju analizirani fenotipovi definisani
starogliu pacijentk({p<0poa) i statusima ER i uPA
Na osnovu genske ekspresije [B83vog molekularnog portreta [3BBostalo je jasno da

je histol ogki g r &t dolk su gtadusi hidllt dea posplna entitdiizo | e

osnovu rezultata vidimo da ©pacijent.i histol
njihov DFI j-risillham (@eJd0gw8 i®.gpgrafikoda, 4bi5)
| maj ul i u vigduzaolve| @enmjod otkmha doj ke postavlj

hemioterapija nepotreba za ovu grupu pacijendt&oliko pacijenti ne prime adjuvantnu

hemi oterapiju |lak 12 % pacijenata e biti og
Sa druge strane, podgrupe pacijenata koje smattama@ r u p i visokog rizika
DFI kao i paci j en(0.67, 006vV0s48;grdfikph @agob igd)r adusa | 1|

Utvrleno je da Ile 57 % pacijenata i mat. kor i
pacijenati koji su identifikovani kaoisokor i zi | ni , sa |l ogom-Prognozo

visokim vrednostimaGrafikon 8).

Rezultat.i ukazuj u -hkoristan un jdentifikovanju vis@ko ijzei | R A& |
podgrupe, posebno u okviru grupe pacijenata svrstanihnaopnbvuu dobr u progno
grupu.

Rezultati studije ChemblO trial su publikovani 2013.godine a to je ujedno bila prva
prospektivna multicentrilna randomi zovana st
biomarkera uPA i PAL kod pacijenata bez zaehodan eni h |
pralenja od 10 ]lgodina. (pNO) [371

U podgrupi pacijenata koji nisu primali nikakvu sistemsku adjuvantnu terapju a koji su

imali visoke vrednosti uPA/PAL(cut off: uPA, 3 ng/mg; PAL , 14 ng/ mg) pri me
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vela stopa relapesasa oidsbism waepmacsiiema ovi h
status uPAi PAL kod pacijenata sa histologkim gra
znal ajan pokazatel] rizika u smislu ukupnog
Postoje ipak neke razl i ke niezprneetjana ddjovanbnat e pac
sistemska terapija u ovoj doktorskoj disertaciji i odnosu na CHefnetudiju.Najpre, u

trajalChemeNO su bili wukl jul eni pacijenti sa veli/|
na status steroidnih receptora i menopauznistaie r i od pr al enja pacij e

razlikovao: u trajalu ChemblO je iznosio od 867 meseci sa medijanom 113 meseci dok

S Vi pacijent. ukl jul eni u nagu stwudiju, a
pr al eRezulati trajala ChemdlO supr ugi | i vagne podatke i |
prognostil ki h flakktoodr ap aucPA eannadt aP Ablez zahval eni
obzirom da je studija bila prospektivna, od I

Znal aj mol ek ul ar méMO btiroanjaa lkie rsamaut rGahiee no s amo
koji imaju HER 2negativni receptorski statHER2 i maj ul
therapije kod HER2pozitivnih pacijenataZzbog toga u novije vreme studije standardno
obuhvataju | et ikajiise ramliklijuepk svbj@ bialogiji twmona aprognozi:

HER 2 pozitivne, basal like, luminal A i luminal B karcinome dojke.

Witzelisats u 1 s pi t uPA/RALL (prateina mRNA) ekspresije kod pacijenata sa
karcinomom dojkeUk | j ul enoi jjen a&t0a&d kpeazc zahvaleni h | i mf
primili adjuvantnu sistemsku terapiju ali je analiza obuhvatila i odnose uPA/PF
molekularnimpodtipovima karcinoma dojke [3B4. Aut or i ni su pronagl:i

i zme L u 1 MRNARMWspresijeDFlanal i zirajuli celu grupu a
molekularne podtipove karcinoma dojkeretpostavlja se da je odsustvo te korelacije bilo

usled malog broja HER-positivnih pacijenataAnalizom koncentracija proteina uPA/RAI

1 ut vr L en okeyrednostidPAlls ub ivies udrugene sa kralim DI

iupodgrupiHER oz i ti vni h pacijenata, pri medi j al ni
U nagoj kohort.i v e | i -B-reegativai cecepterskiastatas (8@ %)ii ma | o
nNi su nalenazlzinlaé aji nwme XU me Vw ag uPPekivBNIHER 2
HER Znegativnih pacijenataS tim u vezi, anal i-ztaHER2 upor el
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nema statistil|lku znalajnost a odnos ovih bic
grupi.

U revijalnomradu Duffy i sar.iz 2014.godi ne se pr vi put pomi nj e
zavisnosti bi omar ker a i mogul nosti da su pc

jednom peri odu pdagilbewngja ztrnoaklaajbou eddrtiigom per i c
Znal aj osvkee ddoiksteorrt aci j e e 't aj gto su rezul
i stragivana popudacidjaaa@rbjuéh v ptog mov e, ret ku
karcinomi ma doj ke koji ni su primal. adjuvant

Vi ge n ebzimm satmodeme terapijske protokole.
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6 . ZAKLJULCI
U ranom pr aprvia B godina nakan bpenacije:

1. Udalere met astaze karcinoma dojke su se | a

pacijentkinja sa pT2,3 u odnosu na grupu pacijenata D% vs.33%) a

odgovarajule verovatnoie za DFI su se sta
2. Udalere met astaze | obularnog invazivnog karc
u odnosu na lobularni (33.3@LIvs11. 8% CDI , a odgovarajule
DFIsue statistil ki znalajno razlikovale (p-=

3. Udallere met astaze karcinoma dojke sul 3.1 pu
pozitivnim statusom u odnosu na PAhegativan status (37.5% RAlpozitivnivs
12.1% PAI-1 negativn).a odgovaraj ulae DFlrovat sl estat
znalajno razlikovale (p=0,04).

4 Povol jniji tok bolesti primeien jsm kod pa
IDC tumorima (p=0,04ili sa negativnim statusom PAl (p=0,02).

5 1ldentifikovana | e Vi s injasa tumorina jednakimpliod gr up ¢
velim od 2 cm i p 4 ZpiTZ,3i PAIL poaitivieu @dnass mam P Al
grupu pacijentkinja sa tumorima manjim od 2 cm, nezavisno od statush, RiAda
tumorima jednakim il: vel i m-lo@ll PAFlc m i ne

negativne; pT1l PAL pozitivhe; pT2,3 PAI negativne).Prva grupa navedenih

pacijentkinja je imala nepovoljniji tok b
P=0, 88, u odnosu na prvospomenute koje su
Ustanw | j eno je da se verovatnole za DFI St

izmelu ove dve grupe.

Tokomdrugih 5 godina nakon operacije:

1. Povol jniji tok bol esti primeien je kod ml

jedna pacijentkinja nije imalaelaps bolesti u odnosu na pacijentkibjede 1 | i Vi ge
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godina od kojih su33.3% mal e r el aps bol esti a odgovar
su se statistil ki znalajno razlikovale (p
2. Udalere met astaze karcinoma doj ke bide su 3

pozitivnim statusom ER u odnosu na grupu pacijentkinja sa negativnim statusom

ER, a verovatnole za DFIl i zmsed ustoatei sdvid
znalajno razlikovale (p=0,009).

3. Udal jene metastaze Kkar ci no mapiphajgentkiegja bi | e s
s a negativnim statusom uPA, a verovatno
pacijentkinja su se statistilki znalajno

4. Udal jene metastaze karcinoma doj ke bile s

56 godinaipozitmi m ER statusom u odnosu na mlale
status ER, [ one stare 56 il vi ge godi
na to da su odgovarajule verovatnole za D

Su se st at raglikovalep=0,08nal aj no

5. Povol jniiji tok bol esti su i male pacijent
status UuPA, [ one stare 56 ili vige god
pacijentkinje stare 56 il vipgd dednunas,u .
odgovarajule verovatnole za DFI bile P=0,
se znalajno razlikovale (p=0,008).

6. Najnepovoljniji tok bolesti su imale pacijentkinje sa pozitivnim statusom ER i
negativnim statusom uPA imale kada se posruagmalizirani fenotipovi definisani

staroglu pacijentkinja i statusi ma ER i u

Tokomprvih 10 godina nakon operacije:

1. Udal jene metastaze karcinoma doj ke bil e s
56 godina u odnosu na aj alle wer &\6a tgrodli e az
se statistil] ki znal ajno razlikovale (p=0,

2. Povol jnija prognoza pacijentkinja sa rako

59 godina sa negativnim statusom&R odnosu na za pacijientKki
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Zakl j

godina, nezavisnod st atusa ER, il ml ale od 59 goc

a odgovarajule verovatnolie za DFI su se s

Glawi doprinos ove doktorske disertacije u pogledu prognoze karcinoma dojke je taj da je

pokazanoda P\l moge da doprinese prognostil koj Vr
bolesti kod postmenopauzalnih pacijentkinja sa karcood 0 j ke koj e 1 maj u h
gradus tumorallpozi ti vnu ER/ PR ekspresi jNagpsnovuokom r a

rezultata semo g e zakl juliti -lda(uazdreT) v armjge BbAIt i

identifikaciju visoker i zi | ne podgrupe pacijenata u okvir
koje e imati korist od primenri aghresi poaddgry
kodkojeovakva terapija mogda nele biti neophodn:
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