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Abstract 

Analysis ofbiological heterogeneity of estrogen-dependant primary operaЬle breast 
cancer in postmenopausal patients treated with tamoxifen, had, as а goal, analysis of its 
significance in determining clinical course of disease. Biological heterogeneity of cancers 
in this group ofpatients has been determined based on molecular biomarkers oftumor 
growth: ER, PR, Her-2, Ki-67, apoptotic index, and markers of invasiveness and 
metastatic potential of malignant tumor cells uP А, Р AI -1 and VEGF. Determination of 
new high risk phenotypes was conducted in three time periods of clinical course of 
disease fo llow-up: in first 2.5 years oftreatment to determine early (de novo) resistance, 
period between 2.5 and 5 years, in order to define acquired resistance, and 12 years of 
follow-up in order to determine biomarker prognostic value. 

In this study, analysis was conducted on 127 patients diagnosed with primary 
operaЬle breast cancer. After surgical treatment, all the patients were treated with 
tamoxifen during five years. Steroid receptors were determined Ьу classical biochemical 
method, Her2 amplification was determined using chromogen in situ hybridization 
(CISH), levels ofKi-67 antigen were determined using immnohistochemistry, apoptotic 
index Ьу using TUNEL method, while ELISA test were used to determine protein levels 
ofuPA, PAI-1 and VEGF. 

Follow-up on clinical course of disease in patients treated with tamoxifen in first 2.5 
years had shown that, out of clinical-pathological parameters it is the size oftumor, and 
in biomarkers it is ER, PR, иРА and PAI-1 that have predictive role. Tumors that are 
larger than 2 cm, negative status ofER (<5 fmol/mg), PR (<5 fmol/mg) and PAI-1(<4.5 
ng/mg), define the worse response to tamoxifen in patients. Positive status ofuPA (0.26 
ng/m~) defmes а subgroup of patients with poor response to therapy. Unitizing of 
unfavoraЬle characteristics reveals phenotypes with even worse course of disease, 
indicating de novo resistance. In 2.5 to 5 years period oftreatment, amplification ofHer2 
in tumors equal or larger than 2cm is indicator of acquired resistance in tamoxifen 
therapy. The subgroups that were proven to Ье high-risk for the period offirst 2.5 years, 
do not show the same risk in period of2.5 to 5 years. Prognostic value ofparameters, 
observed in period of 12 years, reveals that the patients older then 66 years have 
significantly worse prognosis, regardless of status of clinical-pathological parameters and 
molecular biomarkers. Positive status ofER (5 fmol/m~), PAI-1 (2.11 ng/m~) and 
VEGF (571 .8 pg/m~) are indicators oflow risk patients groups. These results have show 
to us that reactions between biomarkers, signal pathways in the time of making diagnosis, 
can signify the time of resistance appearing as well as distant metastasis. 



Izvod 

Analiza bioloske heterogenosti estrogen zavisnog primarnog operabilnog karcinoma 
dojke, pacijentkinja и postmenopaиzi lecenih tamoksifenom, imala је za cilj ispitivanje 
njenog znacaja za klinicki tok bolesti. Bioloska heterogenost tиmora ove grиpe 
pacijentkinja је odredivana na osnovu molekularnih biomarkera rasta tиmora: ER, PR, 
Her2, Ki-67, apoptotski indeks, invazivnosti i metastaticnosti malignih celija tиmora: 
иРА, PAI-1 i VEGF. Odredivanje visokorizicnih fenotipova odnosilo se na tri vremenska 
perioda klinickog pracenja toka bolesti: prvih 2.5 godine terapije kako Ьi se иtvrdila rana 
(de novo) rezistencija, perioda izmedи 2.5 i 5 godina terapije radi defmisanja stecene 
rezistencije i pracenje od 12 godina koje ima za cilj da иkaze na prognosticki znacaj 
odredivanih Ьiomarkera. 

Analizama и okvirи ove stиdije obиhvaceno је 127 pacijentkinja kod kojih је 
potvrden primarni operaЬilni karcinom dojke. Nakon hlruske terapije sve pacijentkinje sи 
primale terapijи tamoksifenom и trajanjи od pet godina. Steroidni receptori sи odredivani 
klasicnom Ьiohemijskom metodom, ampliflkacija Her2 gena hromogenom in situ 
hiЬridizacijom (CISH), nivo Ki-67 је иtvrden imиnohistohemijskom metodom, 
apoptotski indeks TUNEL metodom, dok је za odredivanje nivoa proteina иРА, Р AI -1 i 
VEGF koriscen ELISA test. 

Pracenje klinickog toka bolesti pacijentkinja lecenih tamoksifenom и prvih 2.5 
godina иkazalo је da od klinicko-patoloskih parametara velicina tumora, а od Ьiomarkera 
ER, PR, uP А i Р AI -1 imaju znacajnu prediktivnи ulogи. Tumori jednaki ili veci od 2 cm, 
negativan statиs ER (<5 fmo1/mg), PR (<5 fmo1/mg) i PAI-1 (<4.5 ng/mg) defmisu 
pacijentkinje sa losijim odgovorom na terapijи tamoksifenom. Pozitivan statиs uPA (0.26 
ng/mg2:) defmise podgrupи sa znacajno slaЬijim odgovorom na terapiju. Zdruzivanje 
nepovoUnih karakteristika otkriva fenotipove sa visokim rizikom za pojavu иdaljenih 
metastaza, ukazujuci na de novo rezistenciju. U periodu od 2.5 do 5 godina terapije 
amplifllcacija Her2 gena u okviru tumora jednakih ili vecih od 2cm tumora је pokazatelj 
stecene rezistencije na terapiju tamoksifenom. Visokorizicne podgrupe doЬijene za period 
prvih 2.5 godina ne pokazuju isti rizik i u periodu od 2.5 do 5 godina terapije. 
Prognosticki znacaj Ьiomarkera, posmatran и periodu od 12 godina, otkriva da 
pacijentkinje starije od 66 godina imaju znatno losijи prognozu bez obzira na status 
klinicko-patoloskih parametara i molekularnih Ьiomarkera. Pozitivni statusi ER (5 
fmo1/mg2:), PAI-1 (2.11 ng/mg2:) i VEGF (571 .8 pg/mg2:) иkazuju na niskorizicne 
podgrupe pacijentkinja. Ovi rezultati su nam pokazali da odnosi Ьiomarkera и okviru 
signalnih puteva, u trenutku dijagnoze, mogи ukazati na vreme pojave rezistencije i 
udaljenih metastaza. 
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Uvod 

1. UVOD 

Karcinom dojke predstavlja bioloski i klinicki heterogeno oboljenje koje nastaje 
malignom transformacijom stem/progenitome celije dojke (Heather i sar, 2008). Veliki 
pomak и lecenjи postignиt је zahvaljиjиci ciljanoj terapiji hormon-zavisnih, estrogen 
receptor pozitivnih (ER+) tumora, koji spadajи и najcesCi oЬlik karcinoma dojke 
(EBCTCG, 2005; Peto i sar, 2000). Kod estrogen receptor negativnih (ER-) i pacijentkinja 
kod kojih se javlja rezistencija na terapijи, mogucnost prognoze i predikcije znatno opada 
zajedno sa njihovim prezivljavanjem (Heather i sar, 2008). 

1.1. NASTANAК МALIGNOG TUMORA 

Kancerogeneza i klinicka manifestacija tumora obиhvata vremenski period razlicite 
dиzine (D'Amato G, 1998). Mogu se izdvojiti tri sиkcesivna nivoa neoplasticnog procesa: 
inicijacija, promocija, koji dovode do transformacije normalne и malignи celijи, а zatim i 
treci nivo progresije koji vodi и stvaranje malignog tumora (Shиbik Р, 1984). 

1.1.1. lnicijacija 

Stadijиm inicijacije maligne celije obиhvata period и kojem dolazi do ireverziЬilnih 
promena normalne celije. Inicirana celija posedиje nove иnиtrasnje karakteristike koje јој 
dаји mogucnost za aиtonoman rast. Ovakva celija moze morfoloski izgledati vrlo slicno 
normalnoj, cak neprepoznatljivo in vivo, ali sa znacajnim genetskim i biohemijskim 
promenama koje se manifestujи razliCitom ekspresijom proteina (D'Amato G, 1998). 
Osnova ovih procesa lezi и mиtagenezi kao neophodnom, ali ne i jedinom иslovu za 
nastanak tumora. Sve navedene karakteristike inicirane celije na krajи pomerajи ravnotezи 
proliferacije i diferencijacije, koja postoji и normalnoj celiji, и smeru brzeg иmnozavanja 
celija (Уиsра i sar, 1981 ). Transformisana celija moze podleci prirodnom procesи 
nestanka, moze ostati и иspavanom (dormantnom) stanjи mirovanja dиzi vremenski 
period, ili nastaviti sa promenama (D'Amato G, 1998). 

1.1.2. Promocija 

Celija и kojoj је vec doslo do ireverziЬilnih ostecenja intenzivno proliferise и fazi 
promocije. Faktori koji favorizиjи proliferacijи transformisanih celija nazivajи se 
promotori ili ko-karcinogeni. Promotori nisи direktno иkljиceni и proces neoplasticne 
transformacije, ali mogu povecati rast neoplasticno transformisanih celija (D'Amato G, 
1998). Dejstvo promotora na proliferacijи i rast transformisane celije odvija se kroz 
epigenetske i regulatome mehanizme koji dovode do promene genske ekspresije. 
Regulacija celije preko egzogenih faktora vrsi se mitogenima, hormonima, faktorima rasta 
i kancerogenima (Кlaиnиng i sar, 1990). Celokupni proces dovodi do smanjenog иticaja 
normalnih celija na transformisane celije. Као posledica dolazi do nagomilavanja 
transformisanih celija. Za razliku od inicijacije, promocija predstavlja reverziЬilan proces 
tako da ро prestanku delovanja promotora, i nakon ponovnog иspostavljanja komиnikacije 
medи celijama proces se moze zaиstaviti (D'Amato G, 1998). 

1 



Uvod 

1.1.3. Progresija 

Progresija tumora predstavlja proces и kome transformisane celije formirajи maligni 
tumor sa sposobnoscи metastaziranja (Herlyn i sar, 1987). Dalji razvoj malignog tumora 
povezan је procesima koji kontrolisи kako proliferacijи tako i programiranи smrt celija. 
Kompleksni mehanizmi i faktori, transformisanih celija i organizma, иtiси na rast samog 
tumora. NestaЬilnost tumorskih celija, koja se desava na genetskom i molekularnom 
nivoи, igra znacajnи иlоgи и progresiji (Kendal i Frost, 1986). Data nestaЬilnost dovodi do 
promena na protoonkogenima, tumor sиpresorirna, kao i na genirna koji kodirajи 

adhezione molekule kao sto sи integrini, zatirn proteinaze, citoskeletne komponente i 
proteine иsko povezane sa migracijom (Weterman i sar, 1994). Tиmor и fazi progresije 
postaje sve vise nezavisan od okolne mikrosredine. Faktori rasta se и ovoj fazi и velikoj 
meri poizvode и samim tumorirna. Smanjeni ili povecani nivo hormona, kod hormon­
zavisnih tumora, zajedno sa kvalitativnim ili kvantitativnim promenama receptora moze 
Ьitno иticati na brzinи rasta samih tumora (D'Amato G, 1998). Bitno је ista6i da tokom 
progresije dolazi do guЬitka kontrole osnovnih Ьioloskih procesa i ostvarivanja malignih 
osoЬina: visoka proliferativnost, invazivnost, metastaticnost i aиtonomnost (Nowell, 1976; 
Nicholson, 1987). 
Takode kao jedna od najbitnфh karakteristika progresije tumora jeste formiranje veoma 
heterogene popиlacije neoplasticnih celija. Ova diverzifrkacija javlja se veoma rano и 
razvojи tumora i kasnije и velikoj meri doprinosi prezivljavanjи neoplasticnih celija pod 
razliCitirn иticajirna (Dexter i sar, 1981; Heppner, 1984). Heterogenost nije ogranicena 
samo na prirnarni tиmor vec i na metastaze (Fidler, 1987). Та heterogenost tumora 
izrazena је kroz mnoge fenotipske osobine, kao sto sи celije sa vecim metastatskirn 
potencijalom, povecana ili smanjena osetljivost na radioterapijи ili lekove. Samirn tirn 
иspeh lecenja i ishod bolesti zavisi od intemeoplasticne raznovrsnosti (Schnipper, 1986). 

1.2. КLINICKO-PATOLOSIO PARAMETRI PROGNOZE/PREDIКCIJE 

1.2.1. Prognoza i predikcija karcinoma dojke 

Kako dolazi do povecanja opcija vezanih za terapije karcinoma dojke, istovremeno sи 
potrebne tacne prognosticke informacije na osnovu kojih Ьi se donosile odlиke о tretiranjи 
svakog pacijenta (Elston i Ellis, 1991). Adjиvantna sistemska terapija koristi se kako Ьi 
doslo do иklanjanja mogucih иdaUenih mikrometastaza, nakon operacije prirnamog 
tumora. Ovakva vrsta terapije sa sobom nosi i izvesne rizike, tako da је neophodno 
иtvrditi koji sи pacijenti sa najvecom koristi od njene prirnene. Prognosticki faktori mogи 
izdvojiti pacijente kod kojih moze do6i do pojave иdaljenih metastaza, tako da Ьi irnali 
najvise koristi od terapije (Cianfrocca i Goldstein, 2004 ). Drugim recirna, prognosticki 
faktori dаји informacijи о toku bolesti, иkаzији na rizik od ponovnog javljanja bolesti ili 
fatalnog ishoda и odsиstvu adjиvantne sistemske terapije (Dиffy, 2005). Prognosticki 
faktor daje informacijи о prirodnom toku bolesti i povezan је brzinom rasta tumora i 
metastatskim potencijalom (Hayes i sar, 1998). Moze se izdvojiti vise razloga zasto ј е 

neophodno imati dobar prognosticki faktor. Prvi Ьi Ьiо identifikacija pacijenta sa dobrom 
prognozom kod kojeg adjиvantna sistemska terapija ne donosi dovoljno koristi и odnosи 
na stetnost nje same. Drugi Ьi Ьiо pronalazenje pacijenata sa losom prognozom kod kojih 
је potrebno pristupiti agresivnijom terapijom, i na krajи tre6i gde Ьi trebalo pronaci novi 
oЬlik terapije (Cianfrocca i Goldstein, 2004). 
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Prediktivni markeri se mogu definisati kao faktori koji ukazuju na senzitivnost, kao i na 
rezistenciju na odredenu terapiju. Usled postojanja razlicitih terapija i heterogenosti 
tumora izvestan broj pacijenata nece reagovati na terapiju, tj. dolazi do pojave udaljenih 
metastaza (Hortobaggi, 1998; Duffy, 2005). 
Кlasicne klinicko-patoloske parametre mozemo podeliti na parametre nosioca tumora: 
godine i status menopauze i parametre tumora: zahvacenost limfuih cvorova malignim 
celijama, velicina tumora, histoloski tip i gradus. 

1.2.2. Zahvacenost limfnih cvorova malignim celijama 

Najznacajniji nezavisni prognosticki faktor kod karcinoma dojke је zahvacenost 
limfnih cvorova malignim celijama. Postoji direktna veza izmedu broja zahvacenih 
limfnih cvorova i rizika od pojave udaljenih metastaza (Saez isar, 1989; Nemoto i sar, 
1978). Kod 20-25% pacijenata bez zahvacenih limfuih cvorova dolazi do pojave udaljenih 
metastaza tokom perioda od 1 О godina od primamog tretrnana. Za razliku od toga, kod 
pacijenata sa metastazama u limfnim cvorovima dolazi do pojave udaljenih metastaza u 
75% slucajeva u istom periodu (Fisher i sar, 1976; Fisher i sar, 1984). Zahvacenost 
limfuih cvorova ukazuje na metastatski potencijal tumora i neophodnost adjuvantne 
terapije (Russo i sar, 1988). 

1.2.3. Velicina tumora 

Velicina tumora predstavlja funkciju brzine i vremena rasta tumora, sto је neposredno 
povezano sa kapacitetom metastaziranja. Direktna veza se moze pronaci izmedu veliCine 
tumora i verovatnoce da limfni cvorovi sadrze metastaze (Donegan, 1992). Svoju 
znacajnost kao prognosticki parametar velicina tumora pokazuje i nezavisno, u grupi bez 
metastaza u limfnim cvorovima (McGuire, 1986; Ciatto , 1990). Та nezavisnost velicine 
tumora sugerise da postoje altemativni limfaticni i nelimfaticni putevi diseminacija, kao 
sto је vaskulami sistem (Donegan, 1992). Ono sto treba svakako naglasiti jeste da tumori 
iste velicine ne moraju imati istu agresivnost, brzinu rasta i proliferativne karakteristike 
malignih celija (Stoll, 1986; Harris i Henderson, 1987). Velicina tumora samostalno ili u 
kombinaciji sa drugim prognostickim parametrima utice na izbor adjuvantne sistemske 
terapije. 

1.2.4. Histopatoloski gradus tumora 

Morfoloska procena histoloskih karakteristika tumora koji cine gradus daje 
informacije koje poboljsavaju prognozu pacUenta (Roberti, 1997). NajcesCi naCin 
odredivanja gradusa је Scarff-Bloom-Richardson-ovim sistemom klasifikacije (Bloom i 
Richardson, 1957). Histoloski gradus cine dve razlicite, medusobno nezavisne osobine 
maligne celije, proliferativost i diferentovanost (Stenkvist, 1986). Proliferativnost је 
izrazena brojem сеЩа u mitozi i hiperhromatizmom jedara, dok diferentovanost 
karakterise sposobnost formiranja tubulamih struktura. Zajedno pokazuju invazivna 
svojstva tumora, ali i nezavisni ovi pokazatelji mogu imati prognosticku vrednost pri cemu 
odsustvo tubulamih struktura predstavlja izrazito nepovoljnu karakteristiku. (Stoll, 1986; 
Parl i Dupont, 1982). Prema ovim osobinama tumora razlikujemo tri histoloska gradusa: 

• Gradus I - tumori sa malignim celijama niske proliferativnosti i visoke 
diferentovanosti 
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• Gradиs П - tumori sa malignim celijama niske proliferativnosti i niske 
diferentovanosti, i tumori sa celijama visoke proliferativnosti i visoke diferentovanosti 

• Gradиs Ш - tumori sa malignim celijama visoke proliferativnosti i niske 
diferentovanosti 

1.2.5. Histopatoloski tip tumora 

Najcesci nacin klasifikacije histoloskog tipa invazivnih tumora је na duktalni i 
lobиlami tip. Danas se zna da invazivni dиktalni i invazivni lobиlami karcinom poticи od 
terminalne duktalno-lobиlame jedinice (Sainsbиry i sar, 1994). Najzastupljeniji tipovi sи 
иpravo invazivni dиktalni (50-80%) i invazivni lobиlami, dok ostali predstavljajи retke 
oЬlike koji se rede javljajи. 

1.2.6. Godine i sтatus menopauze pacijenta 

U parametre prognoze kancera dojke koje su karakteristike samog pacijenta spadajи 
godine i status menopaиze. Postoje mnoge studije koje рrосеnјији иticaj godina na ishod 
bolesti i rezultati su uglavnom kontradiktomi (Pierce i sar, 1992; FowЬle i sar, 1994). 
Odredeni rezultati govore о losijoj prognozi pacijentkinja mladih od 35 godina (AIЬain i 
sar, 1994 ). Potrebno је uraditi nove studije о povezanosti godina i menstrиalnog statusa, 
zajedno sa ostalim parametrima kako Ьi se doslo do daljih preciznijih informacija 
(Rиtqvist, 1983 ; Stoll, 1986). 

1.3. ESTROGENA ZA VISNOST КARCINOMA DОЈКЕ 

Normalni razvoj dojke, kao i patoloske promene иsko sи povezane sa nivoom i 
izlozenoscи steroidnim hormonima (Holland i Frei, 2000). Fizioloski gledano estrogeni 
imajи primamи kontrolи и razvojи i patogenezi dojke. Estrogen је neophodan za razvoj 
duktalnog sistema, dok је progesteron znacajan u razvojи lobula. Istrazivanja иkazujи da 
preko 85% karcinoma dojke vodi poreklo od lиminalnih epitelijalnih celija dojke (Clark i 
sar, 1994 ). Smatra se da је krajnji negativni efekat izlaganja lиminalnih epitelijalnih celija 
estrogenima povecana ceЩska proliferacija (Bittner, 1947; Henderson i sar, 1988). 
Simultano prisиstvo PR moze samo иbrzati i povecati nivo proliferacije (Ferguson, 1981 ). 

1.3.1. Steroidni hormoni 

Nivo steroidnih hormona kod zena dramaticno varira tokom razlicitih perioda zivota. 
Etiologija karcinoma dojke ima jaku osnovu и menjanjи nivoa hormona, pri сети treba 
izdvojiti estrogene kao najpotentnije (Holland i Frei, 2000). Svi steroidni hormoni 
formirajи se od holesterola preko pregnenolona serijom reakcija koje se odvijajи и 

ovarijиmи ili adrenalnom korteksи (Medappa i sar, 2003). Estrogeni hormoni obuhvatajи 
estradiol, estron i estron-sиlfat koji se Ьitno razlikuju ро uticajи na odgovarajиca tkiva. 
Estradiol predstavlja najznacajniji endogeni estrogen, а glavni izvor ovoga hormona kod 
premenopauzalnih zena је ovarijиm. Konverzija holesterola и pregnenolon vrsi se pod 
иticajem lиteinizirajиceg hormona (Medappa i sar, 2003 ). 
Kada su u pitanju postmenopauzalne zene, ili pacijentkinje kod kojih је doslo do 
kastracije, veCi deo cirkulisиceg estradiola potice od konverzije androstenediona 
(prekursora testosterona) u estron. Kod postmenopauzalnih zena androgeni (testosteron, 
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androstenedion, dehidroepiandrosteron i njegov sulfat) poticu od adrenalnog kompleksa 
(Miller, 1990). Veci deo enzimatske konverzije prekursora androstenediona u estron vrsi 
se u perifemim tkivima kao sto su masno tkivo, jetra, misici i to preko enzima aromataze 
(Judd i sar, 197 4 ). Enzim 1 7 -hidroksi steroid dehidrogenaza dalje konvertu је estron u 
estradiol. Estron se takode moze konvertovati u estron-sulfat. Na taj nacin pravi se zaliha 
koja se moze ponovo pretvoriti u estron ра u estradiol preko enzima sulfataze (Kirschner, 
1982). Oko 40% estrona i 42% estradiola pretvara se u estron-sulfat koji је prisutan u 
najvecoj koliCini kod zena u postmenopauzi. Istrazivanja karcinoma dojke pokazuju da је 
moguca sinteza estrogena i u samom tumorskom tkivu (Santen, 1986). Tome doprinose i 
tvrdnje da se estrogen produkuje putem intratumorske aromataze (Suzuki, 2002). Enzim 
sulfataza takode је pronaden u tumorima dojke, cak i u vecim koliCinama nego aromataza. 
(Santen, 1986). 

1.3.2. ER i PR- znacaj u prognozi i predikciji 

Кlinicke studije su do danas nesumnjivo pokazale da u 50-85% kancera dojke postoji 
ER (McGuire i sar, 1975). PR se retko moze pronaCi u odsustvu ER (5% pacijenata) i 
oЬicno је prisutan kada је i ER u visim koncentracijama (Donegan, 1992). Prvi nalazi gde 
је objavljena veza izmedu ER i boljeg klinickog toka bolesti objavljeni su 1977. godine. 
Pokazano је da је ponovno javljanje bolesti nakon mastektomije znatno odlozeno kod ER 
bogatih tumora. Ovo smanjenje broja relapsa nezavisno је od statusa limfnih cvorova, 
godina i velicine tumora. Tokom prvih 18 meseci broj pojave metastaza kod ER-negativne 
podgrupe Ьiо је dvostruko veCi u odnosu na ER-pozitivnu podgrupu pacijenata. 
Nakon toga studije koje su usledili davale su dosta kontradiktome rezultate kada је u 
pitanju prognosticka moc ER. Razlicite studije su ukazale da је prognosticka moc ER 
ogranicena vremenom, tj. da ER guЬi prognosticki znacaj sa duzim periodom pracenjem 
pacijenata (Hahnell i sar, 1979; DaxenЬicher i sar, 1988). Svojom studijom Halsenbeck i 
saradnici utvrdili su bolju prognozu kod ER-pozitivnih tumora tokom prvih З godine 
pracenja, ali ne i nakon toga (Hilsenbeck i sar, 1998). Jedno od objasnjenja је da prisustvo 
ER i PR ukazuje na tumor sa sporijim rastom i manjim metastatskim potencijalom. Veci 
broj studija govori о nepostojanju prognostickog znacaja ER i PR, pojedinacno (McGuire i 
sar, 1986; Kohail i sar, 1985), ili u zdruzenom statusu (Saez i sar, 1983), dokje studija 
Stewart-a i saradnika dala suprotan rezultat (Stewart i sar, 198З) . 

Postoji citav niz razloga zbog kojih studije daju ovakve rezultate. Prvi Ьi Ьili nedostatak 
interlaboratorijske standardizacije metoda koji se koriste za odredivanje receptora, 
razlicito vreme pracenja, razliCite karakteristike pacijentkinja koje su ukljucene u studiju, 
kao i terapije koje su one doЬijale. U analize koje se vrse sada, treba uzeti u obzir sve 
navedeno kao i uvid u ostale parametre prognoze. Takve analize pokazale Ьi koliki је 
stvamo potencijal prognostickog faktora, tj. da li је on stvamo nezavisan i utice na 
prognozu ili ostali parametri doprinose tome u vecoj meri. 
Kod molekulamih Ьiomarkera, granicna vrednost koja grupe deli na "pozitivne" i 
"negativne" u odnosu na ispitivani Ьiomarker Ьitno utice na prognozu. Kada su u pitanju 
receptori za estrogen i progesteron granicna vrednost је arЬitrama i obuhvata sirok opseg 
od З do 20 fmol!mg sto u daljim analizama moze dati razlicite rezultate (Mercer i sar, 
1984). Iz svega mozemo zakljuciti da ER i PR imaju ogranicen znacaj kao prognosticki 
faktori. 
Nasuprot tome, ER i PR predstavljaju izrazito staЬilne prediktivne Ьiomarkere koji govore 
о uspehu endokrine terapije tamoksifenom. Kod pacUentkinja koje imaju ER-pozitivne 
tumore uspeh endokrine terapije zabelezen је u 60% slucajeva, а ako postoji pozitivna 
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vrednost za оЬа receptora 70-75% pacijentkinja dobro odgovara na terapijи. Samo 10% 
pacijentkinja sa ER-negativnim tumorima odgovara na antiestrogenи terapijи ( Brooks i 
sar, 1980). Verovatnoca иspeha ove terapije, kao i pozitivni status PR povecava se sa 
иvecanjem koncentracije ER (Gapinskyi i sar, 1980). U velikoj stиdiji koja је obиhvatila 

37000 zena pokazano је da adjиvantna terapija tamoksifenom od 5 godina dovodi do 
smanjenja rizika od ponovnog javljanja bolesti i smrti od 47% i 26%, respektivno, kod 
ER-pozitivnih pacijentkinja. Redиkcija и mortalitetu Ьila је vrlo slicna kod pacijentkinja 
sa zahvacenim (N+) i bez zahvacenih limfnih (NO) cvorova (EBCTCG, 1998). Bardoи i 
saradnici, koristeci dve velike baze podataka, pokazali sи da је kombinovano merenje ER i 
PR sиperiomije za predikcijи odgovora na endokrinи terapijи nego koriscenje samo ER 
(Bardoи i sar, 2003). ZЬog svega izlozenog receptori za estrogen i progesteron danas 
predstavljajи nezamenljive molekulame biomarkere и procesи odlиCivanja о terapiji 
svakog pacijenta sa karcinomom dojke. 

1.4. STRUKTURA STEROIONIH RECEPTORA 

1.4.1. Estrogeni receptor-struktura 

Receptor za estrogen pripada sиperfamiliji nиkleamih receptora koji funkcionisи kao 
hormon-regulisani transkripcioni faktori (Smith, 1998). Posmatrajиci strиkuru ER mogи se 
izdvojiti sest funkcionalnih domena, oznacenih od А do F (Kиmar i sar, 1988): 

• Aminoterminalni, А/В domen, ima hormon nezavisnи aktivacionи funkcijи (AF-1) 
i pokazuje najvecи varijaЬilnost medи steroidnim receptorima (Ribeiro i sar, 1995). 

• Sredisnji С domen sastavUen је iz vise delova sa razlicitim funkcijama. Ти se 
izdvaja DNK vezujиci domen (DBD) koga cine dve strukture sa cinkom i koji и 
kombinaciji sa P-box-om ima glavnи иlogu и vezivanjи ER za ERE (engl. estrogen 
response elements). On је takode и kombinaciji sa D-box-om zadиzen za 
dimerizacijи ER na ERE (Кlein-Hitpass i sar, 1988). 

• D-domen ili sarka region (engl. hinge), иmesan је и vezivanje ko-regulatornih 
proteina. 

• Karboksi-terminalni Е i F domeni sadrze ligand-vezujиci domen (LBD) i region 
koji иcestvuje и modиliranjи agonisticke aktivnosti nesteroidnih antiestrogena, kao 
i mesta za vezivanje ko-regиlatora (Montano i sar, 1995). Sam LBD sadrzi ligand­
zavisnи transkripcionи aktivacionи funkcijи AF-2, hsp 90 vezиjиCi region, 
nиklearni signal za lokalizacijи kao i drugi dimerizacionи region (Noпis i sar, 
1997; Chambraиd i sar, 1990; Picard i Yamamoto, 1987; Peters i Кhan, 1999). 

Estrogen vrsi svojи funkcijи и celijama preko dve izoforme receptora za estrogen, ERa i 
ER~ (Matthews i Gиstafsson, 2003 ). Као dominantan и celiji javlja se ERa koji se i koristi 
kao molekularni biomarker. ERa i ER~ predstavljajи prodиkte razlicitih gena na 
hromozomima 6 i 14, respektivno (Emnark i sar, 1997). Iako postoji veliki stepen 
homologije medи ovim receptorima, postoje izvesne razlike и afinitetu ka estrogenи i 
novim ligandima, zatim razliCite ekspresije и tkivima (Kиiper i sar, 1998; Matthews i 
Gиstafsson, 2003). 

6 



Uvod 

1.4.2. Progesteronski receptor-struktura 

PR spada u grupu steroidnih receptora koj i deluju kao transkripcioni faktori, pri cemu 
је njegova ekspresija regulisana od strane ER (Conneely i sar, 2003). Moze se pronaCi u 
obliku PR-A i PR-B koji predstvaljaju izoforme nastale od istog gena (Кraus i sar, 1993). 
Slicno kao i ER, PR sadrzi DBD, LBD i mnogobrojne aktivacione funkcije (Li i sar, 
2004). PR је neophodan za lobuloalveolami razvoj, dok је odnos njegovih izoformi od 
znacaja za celokupni razvoj mlecne zlezde (Lydon i sar, 1996; Shyamala i sar, 2000). 
Izoforma В specificna је jer sadrzi dodatni ftagment na aminoterminalnom regionu koji је 
veliCine 164 aminokiselina (Carson-Jurica i sar, 1990). Takode se moze reCi da odnos ovih 
izoformi u specificnim celijskim tipovima definise fizioloski i farmakoloski odgovor na 
progesteron (Wen i sar, 1994). 

1.5. MEПANIZAM DEJSTV А ER 

ER predstavlja ligand-zavisni nukleami transkripcioni faktor koji moze indukovati 
ekspresiju vise razlicitih gena. Mehanizam njegovog dejstva је veoma kompleksan, tako 
da danas mozemo razlikovati vise puteva njegovog delovanja. Izdvajamo genomski put ili 
NISS (skraceno od engl. nuclear-initiated steroid signaling) u okviru koga razlikujemo 
klasican i neklasican nacin delovanja, dokje drugi negenomski put ili MISS (skraceno od 
engl. membrane-initiated steroid signaling) (Nemere i sar, 2003). Pored toga kao jedan od 
genomskih nacina delovanja ER је i preko njegove ligand-nezavisne aktivacije (Schiff i 
sar, 2004). 

1.5.1. Klasican nacin delovanja estrogenog receptora 

Prema klasicnom modelu delovanja nukleami ER se aktivira estrogenom pri cemu 
dolazi do niza promena. Vezivanjem estrogena dolazi do konformacionih promena samog 
receptora koje dovode do njegove dimerizacije, zatim disocijacije saperona kao sto su 
hsp70 i 90, povezivanja ko-regulatomih proteina i povecanja fosforilacije receptora. (Pike 
i sar, 1999; Chambraud i sar, 1990). Date asocijacije zavise od konformacije receptora i 
relativne dostupnosti kofaktora, koje mogu varirati u zavisnosti od celijskog tipa. Nakon 
toga dolazi do vezivanja za ERE (eng. estrogen response element). Posle vezivanja, 
odredene komponente kompleksa receptor-ligand-kofaktor interaguju sa bazalnom 
transkripcionom masinerijom, stimulisuCi ili inhiЬirajuCi transkripciju (McKenna i sar, 
1999; Кlein-Hitpass i sar, 1988). Neki od gena stimulisanih ovakvim dejstvom ER su PR, 
IGFR, ciklin D 1 i vaskulamo endotelijalni faktor rasta (VEGF) (Кlinge, 2001 ; Osbome i 
Schiff, 2005). 

1.5.2. Neklasican nacin delovanja estrogenog receptora 

Neklasican model delovanja ER takode zavisi od estrogena, рп cemu nakon 
vezivanja dolazi do istih konformacionih promena kao kod klasicnog modela. Ali za 
razliku od klasicnog delovanja vezivanje estrogena za receptor ne dovodi do direktnog 
vezivanja za ERE vec do interakcije sa drugim transkripcionim faktorima kao sto su АР-1. 
Sp-1 i NF- кВ (Cerillo i sar, 1998; Porter i sar, 1997). Na ovaj nacin sam ER moze 
funkcionisati kao koaktivator staЬilizujuCi vezivanje drugih kompleksa transkripcionih 
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faktora za DNК, ujedno aktivirajuCi i druge koaktivatore. ER kroz ovaj proces utice na 
transkripcionu aktivnost gena koji ne sadrze ERE (Sommer i Fuqua, 2001). 

1.5.3. Ligand-nezavisno delovanje estrogenog receptora 

Pored estrogena postoje nekoliko drugih stimulusa koji mogu povecati nuklearno 
delovanje ER. Jedan od naCina aktivacije jeste fosforilacija ER i njegovih koregulatora na 
specificnim mestima putem faktora rasta i razlicitih kinaza (Schiff i sar, 2004). Neke od 
kinaza koje fosforilisu ER su ЕRК Yz (engl. extracellular regulated kinase), р38 MAPKs 
(engl. mitogen-activated protein kinase), CDK-2,7 (engl. cyclin-dependent kinase), c­
SRC, protein kinase А i АКТ (Kato i sar, 1995; Le Goff, 1994; Xiaojiang i sar, 2005). 
Fosforilacija ER na poziciji Ser 104, 106, 118 i 167 povecava transaktivacionu i 
transkripcionu aktivnost koja potice od ligand-nezavisnog AF-1 domena (Le Goff i sar, 
1994). Dimerizacija i DNK vezivanje regulisano је fosforilacijom na mestu serina 236 u 
DBD (Chen i sar, 1999). Pored toga mozemo izdvojiti i fosforilaciju na mestu treonina 
311 preko МАРК, sto dalje dovodi do nuklearne lokalizacije ER i interakcije sa 
koaktivatorima (Lee i sar, 2002). 

1.5.4. Negenomski put delovanja ER 

Pracenjem mehanizma dejstva ER utvrdeno је da pored nuklearnog delovanja postoji 
i veoma brzo delovanje estrogena koje se desava u okviru nekoliko minuta, mnogo pre 
efekta na transkripciju gena (Levin, 1999). То је ukazivalo na drugi mehanizam delovanja 
ER, koji se danas zove negenomski ili membranski nacin delovanja (MISS). U vise 
nezavisnih eksperirnenata utvrdeno је postojanje manje koliCine ER lokalizovane Ьlizu 
plazma membrane i u citoplazmi (Li i sar, 2003). Predpostavke su da је ovo forma nastala 
alternativnom obradom ER i kao takva је kraca forma samog receptora. Ne-nuklearna 
lokalizacija ER dokazana је i Ьiohemijskim frakcionisanjem membrane 
irnunocitohemijom (Razandi i sar, 1999; Pappas i sar, 1995). 
Mehanizmi delovanja membranskog ER se polako razjasnjavaju. Utvrdeno је postojanje 
direktnih veza izmedu membranskog ER i molekula kao sto su IGFR, fosfoinozitol-3-
kinaza РIЗК, Src i Shc-protein koji moze uspostaviti povezivanje sa receptorirna faktora 
rasta koji irnaju tirozin kinaznu aktivnost (Kahlert i sar, 2000; Sirnoncini i sar; 2000; 
Castoria i sar, 2001). Aktivacija ovih puteva salje jak signal za celijsko prezivljavanje i 
proliferaciju preko Akt i МАРК. Ove kinaze mogu ujedno i fosforilisati nukleami ER i 
njegove koregulatore i tako povecati njegovo genomsko delovanje. Pored toga, 
fosforilacija ER i koregulatora moze dovesti do povecanja agonistickog delovanja 
tamoksifena i na taj nacin rezistencije (Shou i sar, 2004 ). 
Jos jedan nacin delovanja membranskog ER је putem interakcije sa receptorirna faktora 
rasta. Membranski ER se moze vezati za kaveolin 1 u celijskoj membrani i kao odgovor na 
vezivanje estrogena ili tamoksifena, direktno ili indirektno, aktivirati G proteine. Zatim Ьi 
delovanjem c-Src Ьile aktivirane matriksne metaloproteinaze koje seku heparin-vezani 
epidermalni faktor rasta (EGF). Na taj nacin Ьi se EGF vezao za svoj receptor iz familije 
Her, sto Ьi ga aktiviralo i tirne Ьi se pokrenuo nishodni put kinaza koji ukljucuje ЕRК Yz, 
МАРК i Akt. Kinaze zatirn mogu ponovo fosforilisati nuklearni ER, koji onda utice na 
transkripciju razlicitih gena, izmedu ostalog i receptora faktora rasta cirne se zatvara сео 
krug delovanja ER (Osborne i Schiff, 2005; Schiff i sar, 2005; Shou i sar, 2004; Levin i 
sar, 2001). 
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1.6. TAMOKSIFEN 

Endokrine terapije, prvi put koriscene pre vise od 100 godina, predstavljaju 
najefektivniji naCin lecenja karcinoma dojke sa pozitivnim statusom estrogenog receptora 
(Osborne i Schiff, 2005). Jos 1896. godine Beatson је pokazao da pacijenti sa 
neoperabilnim tumorom dojke cesto povoljno odgovaraju na bilateralno uklanjanje 
ovarijuma. То је ukazalo na znacaj povezanosti estrogena i karcinoma dojke i obelezilo 
pocetak puta ka formiranju modernih strategija u lecenju ove bolesti, gde endokrina 
terapija zauzima centralnu poziciju (Schiff i sar, 2005). Mnogobrojna bazicna, 
eksperimentalna i klinicka istrazivanja koja su vrsena proteklih 50 godina bazirala su se na 
terapeutskom potencijalu i aktivnosti ER kao ligand-zavisnog transkripcionog faktora 
(Schiff i sar, 2005). Upravo zbog toga antiestrogena terapija је isla u pravcu dobijanja 
supstanci koje mogu Ьlokirati funkcionisanje ER. 

Antiestrogeni se mogu podeliti na dve klase prema njihovoj hemijskoj strukturi i 
razliCitom funkcionisanju u tkivima, tako da izdvajamo steroidne i nesteroidne 
antiestrogene. Steroidni antiestrogeni, kao sto је fulvestrant, deluju kao Cisti antiestrogeni, 
bez Ьilo kakve agonisticke aktivnosti. Za razliku od njih tamoksifen i raloksifen 
predstavljaju nesteroidne antiestrogene koji su parcijalni antiestrogeni, tj. imaju funkciju 
estrogena u jednim tkivima, dok u drugim deluju kao antiestrogeni. Ovakva selektivna 
aktivnost najcesce se ispoljava tako sto postoji funkcija estrogena u kostima i kardio­
vaskularnom sistemu, а antiestrogena aktivnost је zadrzana u dojci u uterusu. Takve 
supstance zovu se jos i selektivni ER modulatori (SERМ) (Sommer i Fuqua, 2001) . 

Tamoksifen је trenutno najsire korisceni antiestrogen u lecenju karcinoma dojke 
(Jaiyesimi i sar, 1995). Hemijski gledano tamoksifen је trans-izomer derivata 
trifeniletilena (Dhingra, 1999). Trans-izomer se koristi iz razloga sto poseduje mnogo veci 
afinitet ka ER nego cis-izmomer (Langan i sar, 1994). Glavni metaboliti tamoksifena kod 
coveka su N-dezmetiltamoksifen i trans-4-hidroksitamoksifen, pri cemu poslednji ima isti 
afinitet ka ER kao estradiol (Buckley i Goa, 1989). Dnevna doza tamoksifena је 20mg i u 
serumu se moze detektovati nekoliko nedelja nakon uzimanja, dok se izvesne 
koncentracije mogu pronaci u tumorima i posle par meseci (Lien i sar, 1991; Sunderland i 
Osborne, 1991). Zavrsna obrada metabolita tamoksifena vrsi se u jetri. Antitumorski 
efekat tamoksifena zasniva se na kompetitivnoj inhiЬiciji vezivanja estrogena za ER 
(Osborne i sar, 1996). Posledica toga је inhibiranje ekspresije estrogen regulisanih gena. 
Njih Cine angiogenezni faktori i faktori rasta koji doprinose rastu tumora na autokrin ili 
parakrin nacin (Arteaga i Osborne, 1991). Кrajnji rezultatje zaustavljanje celije u G1 fazi 
celijskog ciklusa i usporavanje proliferacije. Time se postize regresija tumora usled 
izmenjene ravnoteze izmedu procesa celijske proliferacije i apoptoze. Takode је 

dokumentovano da tamoksifen dovodi i do indukcije apoptoze (Ellis i sar, 1997). 
Pozitivni efekti delovanja tamoksifena dokazani su u mnogim studijama, ali moze se 
izdvojiti EBCTCG (engl. Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group) sa sledecim 
zakljuccima (EBCTCG, 1998): 

• Adjuvantna terapija tamoksifenom u trajanju od 5 godina smanjuje rizik od pojave 
metastaza preko 42%. 

• Tretman tamoksifenom od 5 godina superiorniji је od skracenog tretmana od 2 
godine. 

• Tretmanje eftkasan kod postmenopauzalnih pacijentkinja. 
• Neeftkasanje kod pacijentkinja sa odsustvom ER u tumorima. 
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Medиtim, pored poz1t1vnog delovanja, tamoksifen ispoljava i nezeljena dejstva. 
Tamoksifen, kao selektivni antiestrogen, ostvarиje svoje antiestrogeno dejstvo и dojci, dok 
estrogeni efekat ima и иterusи, kardio-vasиlarnom sistemи i kostima (Fиqиа, 2000). 
Postoje vise mehanizama koji objasnjavajи njegovo selektivno dejstvo. Prvi mehanizam 
zasnovan је na selektivnoj inhiЬiciji AF-2 regiona ER. Tako и celijama и kojima је AF-2 
neophodna za aktivnost ER tamoksifen delиje kao antagonist, dok и tkivima gde је AF-1 
region dovoljan za funkcionalnи aktivnost ER, on се delovati kao agonist. U drugi 
mehanizam spadajи konformacione promene LBD ER, koje se desavajи nakon vezivanja 
liganda, kao i dostupnost koregulatornih proteina и razlicitim tkivima (Sommer i Fиqиа, 
2001 ). Tako povecana ekspresija koaktivatora SRC-1 dovodi do agonisticke aktivnosti 
tamoksifena (Smith i sar, 1997), dok povecana ekspresija korepгesora NCoR i SMRT 
smanjиje agonisticku aktivnost (Jackson i sar, 1997). 
Pozitivno dejstvo tamoksifena ne ogleda se samo и lecenjи karcinoma dojke. Preko svog 
estrogenog dejstva, tamoksifen snizava nivo totalnog holesterola i lipoproteina niske 
gиstine (LDL) (Williams i sar, 1997), dok kod postmenopaиzalnih pacijentkinja povecava 
gustinи kostijи (Love i sar, 1992). Као nepovoljne pojave primene tamoksifena, tj. 
njegovog dejstva kao estrogena, javljajи se tromboembolije (Nevassari i sar, 1978), 60% 
veca incidenca pojave katarakte koja zahteva operacijи (Fisher i sar, 1998) i povecan broj 
slиcajeva kancera endometrijиma, posebno kod zena и postmenopaиzi (Terashima i sar, 
1999). 1 pored toga smanjenje incidence kontralateralnog kancera dojke dva риtа је vece 
od иvecanja incidence endometrijalnog kancera (EBCTCG, 1998). 
Danas dolazi do stvaranja novih strategija и endokrinom lecenjи karcinoma dojke 
иpotrebom sиpstanci kao sto sи fulvestrant (Faslodex) koji vezиje i vrsi degradacijи ER. 
Fиlvestrant је primer cistog antiestrogena koji nema agonistickog delovanja и tkivima 
(Moпis С i Wakeling, 2002). InhiЬitori aromataze nove generacije, koji smanjиjи nivo 
estrogena inhiЬirajиci aromatazи и razlicitim tkivima, se vec иspesno иpotreЬljavajи i 
osporavajи ироtrеЬи tamoksifena kao primarne endokrine terapije kod postmenopaиzalnih 
pacijentkinja (Winer i sar, 2002). 

1.6.1. Rezistencija na primenu tamoksifena 

Efikasnost endokrine terapije kod pacijentkinja sa ER-pozitivnim tumorima danas је 
dobro poznata, tako da se ova vrsta terapije koristi kao adjиvantna terapija i terapija kod 
metastatske bolesti (Kurebayashi, 2005). Pored velikih dostignиca endokrine terapije и 
lecenjи karcinoma dojke, njena primena је dosta иmanjena ranom (de novo) i kasnom 
(stecenom) rezistencijom (Schiff i sar, 2004). Samo 50% ER-pozitivnih tumora 
odgovarajи na prvu prezentacijи tamoksifena, sto bi znacilo da kod polovine pacijentkinja 
dolazi do de novo rezistencije ро primanjи terapije. Kod znacajnog broja pacijentkinja 
koje prvoЬitno odgovarajи na terapijи, и kasnijem pracenjи dolazi do progresije bolesti, tj. 
pojave иdaljenih metastaza sto Ьi odgovaralo stecenoj rezistenciji (Massarweh i Schiff, 
2006; Schiff i sar, 2004). Kada govorimo о de novo i stecenoj rezistenciji, pre svega 
ostalog ima se и vidи vremenska dimenzija njihove pojave. Mehanizmi koji dovode do 
ponovnog javljanja bolesti и velikoj meri mogи Ьiti odgovorni za pojavu оЬа tipa 
rezistencije. 
Date mehanizme pojave rezistencije mozemo podeliti na tri kategorije: 1) redиkcija ili 
gиЬitak ekspresije ER, 2) disfunkcija signalnih pиteva ER i З) ligand-nezavisna aktivacija 
ER (Kurebayashi, 2005). 

10 



Uvod 

1. Redukcija ili gubltak ekspresije ER 
Endokrina terapija tamoksifenom odgovarajuca је samo za pacijente sa ER­

pozitivnim tumorima, dok је verovatnoca odgovora na terapiju kod pacijenata sa ER­
negativnim tumorima veoma mala. Ukoliko dode do gubitka ekspresije ER u toku terapije, 
takvi tumori brzo postaju rezistentni (Kurebayashi, 2005). Potencijalni mehanizmi gubitka 
ER jos uvek nisu u potpunosti poznati, ali se smatra da bi povecanje ekspresije receptora 
faktora rasta moglo biti jedan od uzroka (Massarweh i Schiff, 2006). Pored toga, neke od 
studija pokazuju da se povecani nivo receptora faktora rasta moze javiti za vreme 
progresije karcinoma dojke i izazvati guЬitak ekspresije ER i stecenu rezistenciju (Stoica i 
sar, 1997; Stoica i sar, 2000; Stoica i sar, 2000.). Na taj naCin signalni putevi preko 
molekula kao р42/44 МАРК, NFкB snizavaju nivo ER (Holloway i sar, 2004). Dakle, 
slicni mehanizmi mogu delovati u ranoj i kasnoj rezistenciji na terapiju tamoksifenom. 

а) Klonalna selekcija 
Veruje se da је estrogen zavisan karcinom dojke mozaicne strukture, tj. da је sastavljen od 
estrogen senzitivnih i nesenzitivnih celijskih klonova. Ovakva struktura karcinoma dovodi 
do odgovora na terapUu tamoksifenom samo u slucaju estrogen senzitivnih celija, koje 
nestaju pod tretmanom. Pri tome nesenzitivni klonovi zaostaju, postaju dominantni i 
dovode do rezistencije (Sonoo i sar, 1999; Kurebayashi, 2005). 

Ь) Smanjenje produkcije ER 
Нipermetilacija promotornog regiona gena ER dovodi do smanjene transkripcije sto ima 
za posledicu redukciju ili potpuno odsustvo ER (Lapidus i sar, 1998). 

с) Degradacija ER u hipoksicnim uslovima 
Primeceno је da kod karcinoma dojke postoji obrnuta proporcija izmedu nivoa ekspresije 
ER i hipoksija-indukovanog faktora (НIF)-1a, kao i da hipoksicni uslovi dovode do 
negativne regulacije ER i njegove funkcije (Kurebayashi i sar, 2001 ). Istrazivanja su 
pokazala da u hipoksicnim uslovima dolazi do smanjenja ekspresije ER usled toga sto 
HIF-1a indukuje proteozomalno zavisnu degradaciju ER (Stoner i sar, 2002). Jedno od 
mogucih objasenjenja је da hipoksicna mikrosredina, koja је нzrokovana povecanjem 
veliCine tumora ili hormonima, omogucava selektivni pritisak za rast agresivnijih klonova 
sa malim sadrzajem ER cime bi na kraju doslo do potpunog guЬitka ER iz populacije 
kancerskih сеЩа (Kurebayashi, 2005). lako је guЬitak ER u ER-pozitivnim tumorima 
razlog za nastanak rezistencije, neke studije ukazuju da vecina antiestrogen-rezistentnih 
karcinoma dojke zadrzava ekspresiju ER (Johnston i sar, 1995). Ova otkrica pokazuju da 
redukcija ili guЬitak ekspresije ER nije i dominantni razlog rezistencije. 

2. Disfunkcija signalnih puteva ER 
Skorasnje studije potvrduju da kvalitativne i kvantitativne promene kofaktora, koji su 

proteini neophodni za aktivnost ER ili njegovu inhiЬiciju, imaju Ьitan uticaj na razvoj 
endokrine rezistencije (ShiЬata i sar, 1997). 

а) Kvantitativne promene kofaktora 
Kofaktori imaju sposobnost aktivacije ER ili njegove inhiЬicije. Nedavnim studijama 
utvrdeno је da poviseni nivoi koaktivatora SRC-1 i SRC-3 (А1В1) povecavaju agonisticku 
aktivnost tamoksifena i mogu dovesti do rezistencije (Osborne i sar, 2003 ; Smith i sar, 
1997). Pored toga оЬа koaktivatora pozitivno korelisu sa Her2 (Fleming i sar, 2004). Na 
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mlSlJem modelu је dokazano da је nivo jednog od najvaznijih korepresora NCoR-1 
znacajno smanjen u tamoksifen rezistentnim tumorima (Lavinsky i sar, 1998). 

3. Ligand-nezavisna aktivacija ER 
Као sto је poznato, za delovanje ER potrebno је da dodje do vezivanja liganda, tj. 

estrogena. Pored ovog, klasicnog delovanja, ER se moze aktivirati i bez liganda putem 
fosforilacije razlicitih mesta na proteinu (Osbome i sar, 2001). 

а) Povisena ekspresija EGFR Ш Her2 - interakcija signalnih puteva 
Medusobni odnosi receptora za steroidne hormone i receptora faktora rasta mnogo su 
kompleksniji nego sto se u pocetku mislilo i upravo promene u interakcijama ovih 
molekula Cine osnovu za progresiju malignog fenotipa i nastanak rezistencije. Intenzivna 
desavanja izmedu ovih proteina su bidirekciona tako da putevi ER uticu na puteve faktora 
rasta i obmuto (Nicholson i sar, 1999). EGFR i Her2 predstavljaju clanove familije 
receptora epidermalnog faktora rasta. Za aktivnost EGFR neophodno је da dode do 
vezivanja epidermalnog faktora rasta (EGF), а nakon toga i do homo- ili 
heterodimerizacije sa drugim receptorom iz iste familije kako Ьi se aktivirala tirozin 
kinazna aktivnost receptora (Dankort i Land Muller, 2000). Her2 ne zahteva vezivanje 
liganda vec direktno dimerizuje sa drugirn receptorom. Aktivacija EGFR/Her2 zapoCinje 
signalnu kaskadu koja ima raznovrstan efekat na celije tumora, ukljucujuCi stimulaciju 
proliferacije, povecanu invazivnost i celijsku pokretljivost, kao i indukciju angiogeneze. 
Na prezivljavanje celija i proliferaciju najvise uticu fosfatidilinozitol-3-kinazni (РIЗК/ Akt) 
i ERКl/2 МАРК put (Osbome i sar, 2005). PIЗК/Akt fosforilise ER na mestu serina 167 i 
dovodi do ligand nezavisne aktivacije (Campbell i sar, 2001). 
Као jos jedan put koji zapocinje preko EGFR/Нer2 је Ras/Raf/Мek/ERК1/2, pri cemu se 
zavrsava fosforilacijom ER na mestu serina 118 i tako dovodi ponovo do ligand-nezavisne 
aktivacije (Bunone i sar, 1996). 
Pored toga vec opisani negenomski put delovanja ER moze dovesti do aktiviranja 
EGFR/Her2 i njihovih signalnih puteva koji se zavrsavaju na identican naCin, izmedu 
ostalog fosforilacijom ER. 

Ь) Mutacije gena za ER 
Jedna od mutacija kojaje dokazana odnosi se na zamenu tirozina 537 u ligand vezujucem 
regionu. Ova substitucija zajedno sa koaktivatorima moze dovesti do ligand-nezavisne 
aktivacije ER (White i sar, 1997). Uprkos tome, vecina studija danas pokazuje da samo 
1% primamih karcinoma dojke nosi mutaciju u kodirajucem regionu ER, pri cemu vecina 
njih ne rezultuje promenama na proteinskom nivou (Roodi i sar, 1995). Uticaj mutacija na 
rezistenciju је zbog toga veoma mali. 
Pored ovih, javlja se jedan tip rezistencije koji se moze izdvojiti ро specificnosti. То је 
metabolicka rezistencija. AktivacUa tamoksifena odvija se preko demetilacije u N­
dezmetiltamoksifen, i na kraju u metabolit endoksifen (Jin i sar, 2005). Metabolicka 
aktivacija је od velike vaznosti za tamoksifen, kako Ьi on stekao antiestrogenu i 
antitumorsku aktivnost (Jordan i O'Malley, 2007). Samu konverziju tamoksifena vrsi 
citohrom Р450 enzim 2D6 (CYP2D6). Medutim pokazano је da postoje varijacije 
CYP2D6 enzima u populaciji koje mogu uticati na metabolizam i konverziju leka. 
Pretpostavlja se da oko 10% populacije ima varijaciju enzima koja onemogucava 
konverziju tamoksifena, sto se zatim ispoljava neuspehom terapije (Jordan i O'Malley, 
2007). Ро nekirn podacima kod pacijentkinja dolazi samo do smanjene aktivnosti 
CYP2D6 i umanjenog efekta tamoksifena (Smith isar, 2005). 
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Као najznacajniji mehanizam rezistencije javlja se medиsobna interakcija signalnih pиteva 
koja dovodi do de novo i stecene rezistencije (Кnowlden i sar, 2003). Stecena rezistencija 
se moze defmisati kao adaptivni odgovor celija karcinoma dojke na terapijи tamoksifenom 
(Kurebayashi, 2005). I pored toga mehanizmi kao sto sи klonalna selekcija, ligand­
nezavisna aktivacija, negenomski риt i promene и kofaktorima imajи podjednako vaznи 
иlogu и иspostavljanjи stecene kao i de novo rezistencije. Zbog heterogenosti tumora 
razumevanje signalnih pиteva maligne celije је od vitalnog znacaja za otkrivanje novih 
prediktivnih markera koji Ьi mogli иkazati na rezistencijи . Neke od novih terapija koje 
роkаzији иspeh sи inhiЬitori aromataza (Boccardo i sar, 2001), trastuzumab za inhiЬicijи 
Her2 (Argiris i sar, 2004) i gefitiniЬ koji inhiЬira EGFR (Osbome i sar, 2005). 

1.7. BIOMARКERI OD ZNACAJA ZA PROCESE PROLIFERACIJE, INVAZIJE 1 
ANGIOGENEZE 

1.7.1. Her2 

Gen za hиmani epidermalni receptor faktora rasta 2 (Her2) lokalizovan је na 
hromozomи 17. On kodira transmembranski receptor sa tirozin kinaznom aktivnoscи koji 
pripada familiji receptora epidermalnih faktora rasta (EGFR ili Her), kojoj pripadajи i 
EGFR (Her1), Her3 i Her4 (Stem i sar, 1986). Ova familija receptora иkljиcena је и 
procese intercelijske i celija-stroma komиnikacije, primamo preko procesa signalne 
transdиkcije . U datom procesи faktori rasta, tj. ligandi, dovode do transkripcije gena preko 
procesa fosforilacije i defosforilacije serije transmembranskih proteina i intracelijskih 
signalnih intermedijera od kojih mnogi роsеdији enzimatsku aktivnost (Karиnagaran i sar, 
1996). Glavni pиtevi иkljиceni и signalnи transdиkciji sи Ras!МAPK i PIЗК/Akt риt. 
Svojim delovanjem oni Ьitno иtiси na celijsku proliferacijи, prezivljavanje, pokretljivost i 
adhezijи (Ross i sar, 2003). 
Aktivacija receptora zahteva prisиstvo liganda, ali takode i dimerizacionog partnera 
(Yarden i Sliwkowski, 2001). Nakon vezivanja liganda neophodno је da receptor 
interaguje sa drиgim receptorom iste ili slicne strukture da Ьi doslo do dimerizacije, zatim 
medиsobne fosforilacije receptora i aktiviranja signalne kaskade. Sam proces dimerizacije 
se moze odvijati sa istim (homodimerizacija) ili drugim clanom familije receptora 
(heterodimerizacija). Veliki broj liganda i intracelijska povezanost omogucava izrazitи 
raznovrsnost signalnih pиteva. U slисаји Her2 proteina jos nije poznat ligand, ali on 
predstavlja glavni dimerizacioni partner ostalim receptorima faktora rasta. Као jedan od 
mogиcih liganda Her2 identifikovan је heregulin, sto se bazira na njegovoj sposobnosti da 
izazove fosforilacijи tirozina nakon vezivanja za receptor (Holmes i sar, 1992; Peles i sar; 
1992). Ali proиcavanjem se ipak doslo do zakljиcka da se heregulin vezиje ne za Her2 vec 
za neki od drugih receptora iz Her familije, tj . Her3 ili Her4. Posle toga dolazi do 
heterodimerizacije sa Her2 nakon cega on ispoljava svojи funkcijи (Сапаwау i sar, 1994; 
Plowman i sar, 1993). Heterodimeri sa Her2 proteinom sи mnogo staЬilniji nego bez njega 
(Karиnagaran i sar, 1996). 
Amplifikacija gena Her2 prisиtna је и 10-34% karcinoma dojke (Stem i sar, 1986). 
Dokazano је prisиstvo znacajne korelacije izmedи amplifikacije gena, povecanja 
transkripcije i nivoa proteina (ТиЬЬs i sar, 2001). Takode је иsvojeno da ј е amplifikacija 
gena najcesCi иzrok povisene ekspresije proteina (Dowsett i sar, 2000). Pored toga kao 
jedan od Ьitnih dogadaja vezan za Her2 jeste i aneиploidija hromozoma 17, koja se javlja 
и 4-25% slиcajeva karcinoma dojke, ali njen znacaj nije jasno definisan (Dressler i Thor, 
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2000). Downs-Kelly i saradnici objavljuju 2005. godine da aneuploidija hromozoma 17 
bez ampliflkacije odgovarajuceg gena nema znacajniji Ьioloski efekat za ekspresiju gena 
(Down-Kelly i sar, 2005). 
Kada su u pitanju geneticke promene karcinoma dojke, status amplifikacije Her2 gena 
znacajan је i sa klinickog stanovista, ali i posle godina istrazivanja rezultati su dosta 
kontradiktomi. Her2 је obicno definisan kao slab prognosticki i prediktivni marker (Hayes 
i Thor, 2002). Ipak brojne studije govore da pozitivan status amplifikacije ukazuje na 
agresivniji fenotip karcinoma dojke, los klinicki tok bolesti i rezistenciju na terapiju 
tamoksifenom (Clark i McGuire, 1991). Godine 1987. amplifikacija Her2 genaje prvi put 
povezana sa kracim vremenom prezivljavanja kod pacijentkinja sa regionalnim 
metastazama (Slamon i sar, 1987). I druge studije govore о statusu Her2 kao nezavisnom 
prognostickom faktoru kod pacijentkinja sa zahvacenim limfnim cvorovima malignim 
celijama (Seshadri i sar, 1993 ). 
Pored znacajnog interesa u proucavanjи Her2 kao prognostickog parametra, danas је 
иtvrdeno da Her2 moze predstavljati i Ьitan prediktivan faktor za odredene tipove terapije. 
Zbog povezanosti signalnih pиteva ER i Her2, postoji veliki broj studija koji dovodi и 
vezи ampliflkaciju Her2 sa pojavom rezistencije na tamoksifen (Newby i sar, 1997; 
Carlomagno i sar; 1996). Trastuzumab (Herceptin) је monoklonalno antitelo koje је 
razvijeno da specificno vezuje ekstracelijski deo Her2 proteina (Ross i sar, 2003). 
Upotreba ovog antitela danas је ogranicena na pacijentkinje kod kojih је doslo do pojave 
иdaljenih metastaza, ali se takode proucava njegovo dejstvo и adjuvantnom i 
neoadjиvantnom tretmanи (Hortobagyi, 2001). Prisиstvo Her2 ampliflkacije, tj . povisene 
ekspresije proteina је stoga dobar pokazatelj, prediktor za primenи terapije 
trastuzumabom. 

1.7.2. Proliferativni i apoptotski indeks 

Normalan razvoj dojke kontrolisan је postojanjem balansa izmedи proliferacije i 
apoptoze, а postoje i jaki dokazi da је rast tumora indиkovan nekontrolisanom, povecanom 
proliferacijom i redukovanom apoptozom. Odnos ova dva procesa је od presиdnog znacaja 
и odredivanjи rasta i regresije tumora kao odgovor na razliCite tipove terapije (Reed, 1999; 
Tamm i sar, 2001). Razdvajanjem Ьiologije tumora na molekularnom nivoи kroz procese 
proliferacije i apoptoze i razumevanjem njihovih medиsobnih odnosa moze se odrediti 
oЫik terapije koji bi Ьiо najиspesniji (Parton i sar, 2001). 
Nivo proliferacije pruza informacije о prognozi i agresivnosti individualnih karcinoma i 
predstavlja koristan pokazatelj u klinickoj praksi. Imиnohistohemija је jedna od metoda 
koja se koristi za odredivanje nivoa proliferacije, detektovanjem antigena koji иkаzији na 
proliferacijи (Beresford i sar, 2006). Danas је и najvecoj иpotreЬi merenje nivoa Ki-67 
proteina koji је eksprimiran и nиkleиsи za vreme celijskog ciklиsa (Gerdes i sar, 1991). 
Celije eksprimirajи ovaj protein samo za vreme G1 , S, G2 i М faze, ali ne i za vreme GO. 
Celije koje pokazujи specificno obojenje oznacavajи se kao pozitivne, а sam Ki-67 se 
prikazuje kao procenat pozitivnih celija и иkиpnom иzorkи (Beresford i sar, 2006). 
RazliCite studije pokazuju vezи izmedи nivoa Кi-67 i иkupnog prezivljavanja, pri сети 
visi nivoi Ki-67 nose sa sobom povecani rizik od relapsa (Brown i Gatter, 2002). 
Tamoksifen, kao agens koji zaиstavlja celije u GO/G1 fazi ciklиsa samim tim delиje i na 
nivo proliferacije. Clark i saradnici sи иkazali na sposobnost tamoksifena da smanji nivo 
Ki-67 (Clarke i sar, 1993), dok izvesne studije иkаzији da izrazito visoki i niski nivoi Ki-
67 dаји predikcijи za иspesnost terapije tamoksifenom (Jirstrom i sar, 2005). 
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Као najcesca metoda koja se danas koristi za odredivanje nivoa apoptoze (apoptotski 
indeks) је TUNEL (engl. terminal deoxyriЬonиcleotidyl transferase mediated dUТP nick 
end labelling assay). Ovom metodom moguce је obeleziti krajeve velikog broja DNK 
fragmenata koji se stvarajи и kasnim fazama apoptoze (Parton i sar, 2001). U brojnim 
studijama је pokazano da nivo apoptoze prati nivo proliferacije (Liи i sar, 2001), kao i da 
tamoksifen dovodi do povecanja nivoa apoptoze (Ellis i sar, 1997). 
Vise о agresivnosti tumora se moze saznati spajanjem proliferativnog i apoptotskog 
indeksa. Njihov odnos nam daje jos jedan znacajan parametar - indeks rasta tumora (IR) 
(Harper-Wynne i sar, 2002). 

1.7.3. Angiogeneza 

Angjogeneza predstavlja formiranje novih krvnih sиdova od postojece vaskulature 
(Fox i sar, 2007). Ovaj proces је od veljke vaznosti za normalno funkcionisanje zenskog 
reprodиktivnog sistema i иslov za rast i metastazи solidnih tumora kada dostjgnи odredenи 
veljCinи (Dabrosin, 2005). Sastavljen је od veceg broja koordinjsanih i medиsobno 
zavisnih koraka koji иklјисији: degradacijи bazalne membrane, migracijи endotelijalnih 
celija i i invazijи ekstracelijskog matriksa, intenzjvnи proliferacijи endotelijalnjh celija i 
formiranje kapilarnog lиmena pre sazrevanja i stabilizacije nove vaskulature. Nakon toga 
vrsi se inhiЬicija dalje proliferacije endotelijalnih celija, rekonstitиcija bazalne membrane 
kao i formiranje medиsobnih veza i organizacija endotelijalnih celija и novi lиminalni 
prostor (Fox i sar, 2007). 
Angiogeneza је rezиltat balansiranja izmedи faktora koji indиkujи i inhiЬirajи sam proces 
(Dabrosin, 2005). Pored toga, moze se reCi da postoje izvesne razlike izmedи patoloske i 
normalne angiogeneze. Na prvom mestu, и patoloskom tkivu regulatomi mehanizmi kojj 
iskljиcиjи proces angiogeneze vise ne funkcionisи. Balans kojj postoji izrnedи pozitivnih i 
negativnih regulatora pomeren је prema pozitivnim molekulima. (Terman i Stoletov, 
2001 ). Druga razlika је da patoloski formiranj krvni sиdovj nisи и potpиnosti 

organizovani, njihovi zidovj imajи риnо otvora. Razlog tome је sto krvni sиdovi tumora 
ne sazrevajи и potpиnosti kroz regrиtovanje glatkih misicnih celija i pericita, sto dalje vodi 
formiranjи ovih otvora (Sengeri sar, 1983 ). 
Vaskulamo endotelijalni faktor rasta (VEGF) је jedan od najvaznijih stjmиlatomih i 
mjtogenih faktora koji исеstvији и angiogenezj (Feпara i Davis-Smyth, 1997). Kod 
karcinoma dojke dokazana је povisena ekspresija mRNA и poredenjи sa normalnim 
tkivom dojke (Yoshiji i sar, 1996). Visok nivo VEGF pokazatelj је lose prognoze i 
smanjenog иkupnog prezivljavanja kod pacijentkinja sa ј bez metastaza и limfnjm 
cvorovima (Linderholm i sar, 2000). Postoje nekoliko izoformi VEGF-a koje poticи od 
jstog gena, а nastajи altemativnom obradom. One obиhvatajи forme od 121, 165, 189 ј 

206 aminokiselina (Tjscher i sar, 1991). lzoforme VEGF-a se razlikujи и afinitetu ka 
vezivanjи heparina i slicnih molekula, sto иtice na njihovu bjo-pristupacnost (Ноисk i sar, 
1992). VEGF121 i VEGF165 sи sekretovani kao slobodni solиbi1ni proteini, dok sи vece 
izoforme vezane za heparin i razgradиjи se и ekstracelijskom matriksи (Feпara i Davis­
Smyth, 1997). Bitno је иkazati da је VEGF bioloski aktivan kao slobodan protein и 
ekstracelijskom prostoru gde је dostupan endotelijalnim celijama, na koje delиje kao 
mitogen preko receptora VEGFR-1 i VEGFR-2 (Dabrosin, 2005; Feпara i Davis-Smyth, 
1997). 
U genи za VEGF pronaden је ERE ( engl. estrogen response element) (Hyder i sar, 2000), 
а и vise studija је i dokazan иticaj estrogena na povecanje angiogeneze i nivoa 
ekstracelijskog VEGF и karcjnomи dojke. Kada је и pitanjи antiestrogena terapjja, studije 
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pokazujи da tamoksifen povecava nivo mRNA VEGF-a и celijama kancera, ali da иjedno 
smanjиje nivo Ьioloski aktivnog ekstracelijskog VEGF-a (Garvin i Dabrosin, 2003). Pored 
toga sto se proиcava kao prognostjcki parametar, studije govore i о prediktivnoj moCi 
VEGF. U tom pogledи rezиltati sи kontradiktomj, gde veci broj studjja povezuje povisenи 

ekspresijи VEGF sa losijjm odgovorom na terapijи tamoksjfenom (Мanders i sar, 2003 ). 
Ipak izdvajajи se i studije gde је sitиacija obmиta ј vjsok nivo VEGF је povezan sa 
dobrim odgovorom na terapijи tamoksifenom (Coradjnj ј sar, 2003). 

1.7.4. Urokinazni plazminogen aktivator (пР А) i plazminogen aktivator inhibltor tipa 
1 (PAI-1) 

Kada celjje kancera metastazirajи prema okolnim ilj иdaljenim tkjvima ј organima, 
one morajи pro6j ј savladati tkivne barijere koje postoje izmedи njih (Price i sar, 1997). 
Metastaza kancera иklјисије nekoliko medиsobno zavisnih procesa (Andreasen i sar, 
1997): 

• Odvajanje maljgnih celjja sa njihove origjnalne lokaljzacije. 
• Migracija malignih celija. 
• Invazija maljgnih celija и okolno tkivo, sto zahteva adhezjjи, а zatim ј degradacijи 

ekstraceljjskog matrjksa (ЕСМ) . 

• Omogucen prjstup malignih celjja ka krvi ј limfnim sиdovima. 

• Adhezija ј jnvazjja kroz endoteljjиm, sto dalje omogucava kolonizacijи na иdaljena 
mesta и organizmи. 

Vec nekoliko decenija se smatra da veoma vaznи иlоgи и invaziji i metastazj tumora ima 
urokinazni plazmjnogen aktjvator sistem (Andreasen ј sar, 2000). Glavne komponente 
ovog sistema sи urokjnaznj plazminogen aktivator (uP А), dva clana serpjn (jnhjЬitori serjn 
proteaza) famjlije inhiЬitora proteaza, plazmjnogen aktivator inhiЬjtor tipa 1 (PAI-1) i 
plazmjnogen aktivator inhiЬitor tipa 2 (Р AI-2), ј na krajи jedan membranski vezan 
receptor иРА, иРАR (Andreasen ј sar, 1997). 
иРА spada и grupи serin proteaza. Као ј vecina proteaza, иРА se sintetise и oЬliku 
katalitickj neaktjvnog jednolancanog polipeptida (рrо-иРА). Iako se ne zna definitivno, и 
in vitro иslovima njegovi fizioloski aktivatori sи plazmin, katepsin В i L (Andreasen i sar, 
1997). Struktиmo, kod иРА razlikujemo tri domena, termjnalni domen faktora rasta, 
sredisnji domen nepoznate funkcije i karboksiterminalnи sekvencи koja sadrzi katalitjcko 
mesto. Aktivan иРА је dvolancani protein povezan jednom disиlfidnom vezom (Dиffy i 
Dиggan, 2004). иРА posedиje ogranicenи specificnost prema sиbstratima. Njegova 
proteolitjcka delovanja najvise se odnose na konverzjjи neaktjvnog plazmjnogena и 
aktivnj plazmin. Plazmin takode spada и serjn proteaze, ali sa mnogo sirim spektrom 
delovanja. Pored kolagena, plazmjn moze razgradjti ve6jnи proteina prisиtnih и 

ekstracelijskom matriksи (Dиffy ј Dиggan, 2004). On takode aktivira i prekursorske forme 
vise matrjksnih metaloproteinaza (MMPs) kao sto sj ММР-3 , ММР-9, ММР-12, ММР-13 

(Carmeliet i sar, 1997). Njihova aktjvacija vodi daljoj degradaciji i remodeliranjи ЕСМ. 

Uz to, plazmin dalje aktivira i otpиsta odredene faktore rasta kao faktor rasta hepatocita, 
IGF 1 FGF2 (Rifkin, 1997). Osim toga ovi peptidi imajи potencijal da ројасаји progresijи 
tumora stimиljsиci proliferacijи, povecavajиCi migracijи i promovisиCi angiogenezи. 
Ono sto је bitno izdvojiti је da do aktivacije иРА od рrо-иРА dolazi samo kada је vezan 
za svoj receptor иРАR. Ovako formiran kompleks ima i druge funkcije, pre svega 
zapocinjanje sjgnalne transdиkcjje (Andreasen i sar, 1997). Takode se predpostavlja da 
иР AR vrsi aktjvacjjи i fosforjlacjjи МАРК (Resnati i sar, 1996), s jgnaljzacjjи preko G­
proteina ј protein kjnaze С (Bиsso ј sar, 1994 ). 
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PAI-1 spada и grири inhiЬitora serin proteaza i sastoji se od jednolancanog glikoproteina 
koji је primami fizioloski inhiЬitor иРА (Dиffy i Dиggan, 2004). Bitna karakteristikaje da 
PAI-1 vezuje i indиkuje intemalizacijи i degradacijи иРА vezanog za иР AR. Dok se иРА­
РАI-1 kompleks degradira, иРАR podleze endocitozi, reciklira se i vraca na celijsku 
povrsinи (Nykjaer i sar, 1992). PAI-1 takode ima sposobnost vezivanja za ekstracelijski 
matriks i vitronektin i time modиlira celijsku adhezijи i migracijи (Andreasen i sar, 1997). 
Predpostavlja se da vise molekula delиje na povisenje ekspresije иРА. Na promotoru gena 
za иРА pronadena sи vezivna mesta za АР-1, NF-кВ, koji imajи иticaj na povisenje 
njihove ekspresije (Nerlov i sar, 1991). Izuzev ova dva transkripciona faktora izdvajamo 
PIЗ-kinazu koja aktivira NF-кВ i povecava migratomi potencijal (Sizemore i sar, 1999). 
Visok nivo protein kinaze С alfa (РКСа) povezan је sa povecanom sekrecijom иРА 
(Morse-Gaиdio i sar, 1998), МАРК stimиlise ekspresUи иРА (Witowski i sar, 2003 ), а 
clanovi Her familije povecavajи celijsku pokretlj ivost, nivoe иРА i njegovog receptora 
(Mazumdar i sar, 2001). 
иРА i PAI-1 sи danas jedni od najvise proиcavanih prognostickih faktora karcinoma 
dojke. Pokazano је da dаји informacije nezavisno od statusa limfnih cvorova, veliCine 
tumora i gradиsa. Pored toga, mnogi smatrajи da sи ovi parametri znacajniji i od ER, 
Her2, katepsina D, kao i da najvecи prognosticku moc prikazujи и grиpi bez zahvacenih 
limfnih cvorova (Dиffy, 2002; Dиffy i sar, 1999). Studije sи pokazale da pacijentkinje sa 
niskim nivoom иРА i PAI-1 imajи znacajno dиzi DFI и poredenjи sa onim koje imajи 
visok nivo datih proteina (Janicke i sar, 2001). Kada је и pitanjи prediktivna moc ovih 
biomarkera и odnosи na endokrinи terapijи tamoksifenom, Foekens i saradnici sи иtvrdili 
da pacijentkinje sa smanjenim nivoom иРА i PAI-1 imajи mnogo bolji odgovor na terapijи 
(Foekens i sar, 1995), sto је potvrdeno i drugim studijama (Meijer-van Gelder i sar, 2003). 
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П. CILJ 

Analiza bioloske heterogenosti estrogen zavisnog primamog operabilnog karcinoma 
dojke, pacijentkinja и postmenopaиzi lecenih tamoksifenom, imala је za cilj ispitivanje 
njenog znacaja za klinicki tok bolesti. Bioloska heterogenost tumora ove grиpe 
pacijentkinja је odredivana na osnovu molekularnih biomarkera rasta tumora: ER, PR, 
Her2, Кi-67 i apoptotski indeks, kao i biomarkera invazivnosti i metastaticnosti malignih 
6elija: иРА, PAI-1 i VEGF. 
Pojedinacni ciljevi ove teze sи: 

• Ispitivanje fenotipova na osnovu pojedinacnih molekularnih biomarkera i 
klinicko-patoloskih parametara; 

• ispitivanje fenotipova nastalih medиsobnim komЬinacijama molekularnih 
Ьiomarkera; 

• ispitivanje fenotipova nastalih kombinacijom molekularnih Ьiomarkera i klinicko­
patoloskih parametara, kao i fenotipova nastalih medиsobnom komЬinacijom 
klinicko-patoloskih parametara; 

Dati ciljevi posmatrani sи kroz tri vremenska perioda od hirиske terapije do pojave 
иdaljenih metastaza: 

• Pra6enje и prvih 2.5 godine terapije tamoksifenom imalo је za cilj definisanje de 
novo rezistencije, odnosno definisanje visokorizicnih podgrиpa pacijentkinja kod 
kojih Ьi mogla Ьiti primenjena druga vrsta endokrine terapije; 

• pra6enje izmedи 2.5 i 5 godina terapije tamoksifenom imalo је za cilj definisanje 
stecene rezistencije, tj. odredivanje visokorizicnih podgrиpa pacijentkinja kod 
kojih Ьi mogla Ьiti primenjena druga ciljana terapija; 

• pra6enje od 12 godina imalo је za cilj da иkaze na prognosticki znacaj Ьiomarkera. 
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Materijal i metode 

111. МА TERIJAL 1 METODE 

Пl.l. КLINICKO-PATOLOSKE КARAКTERISTIKE PACIJENTKINJA 1 
TUMORA 

Analizama u okviru ove doktorske disertacije obuhvaceno је 127 pacijentkinja 
operisanih 1993. godine na Institutu za Onkologiju i Radiologiju SrЬije. Kod svih 
pacijentkinja је histoloski potvrden primami operaЬilni karcinom dojke, sa i bez metastaza 
u limfuim cvorovima. Primami tumori ovih pacijentkinja korisceni su u daljim analizama. 
Sve pacijentkinje su u postmenopauzi i podvrgnute su adjuvantnoj endokrinoj terapiji 
tamoksifenom u trajanju od pet godina, nakon primenjene hiruske terapije. Sve 
pacijentkinje su pracene 12 godina. Zdravstveno stanje pacijentkinja praceno је svaka tri 
meseca tokom prve dve godine, zatim svakih sest meseci u sledece tri. Nakon perioda od 
pet godina pregledi su se vrsili jednom godisnje. Za kraj perioda pracenja u ovom 
istrazivanju uzeta је pojava udaljenih metastaza. 

Svi neophodni podaci о parametrima pacijentkinja (godine i status menopauze) i 
parametrima tumora (veliCina tumora- рТ, zahvacenost limfuih cvorova malignim 
celijama- N, histoloski gradus- G, histoloski tip tumora- IDC: invazivni duktalni karcinom 
i ILC: invazivni lobularni karcinom), doЬijeni su iz istorija bolesti Instituta za Onkologiju 
i Radiologiju SrЬije uz saradnju i konsultaciju histopatologa. Pacijentkinje su 
proglasavane postmenopauzalnim ako је menstrualni ciklus izostao б meseci. Starost 
pacijentkinja krece se od 43 do 81 godine sa medijanom od 62 godine. Analiza i 
klasifikacija histoloskih uzoraka radena је р о kriterijumima AJCC/UICC ( engl. American 
Joint Committee on Cancer/Intemational Union Against Cancer) za ТNМ status (ШСС, 
1987) i histoloski tip (Scarf i Torloni, 1968). Кlinicko-patoloski parametri pacijentkinja i 
tumora prikazani su Tabe1om 1. 
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Tabela 1 Patohistoloski parametri pacjjentkjnja i tumora 

Parametar N=l27 0/о 

Velicina tumora 
р П (<2 cm) 67 53 
рТ2,3 (2':2cm) 57 45 
nepoznato з 2 
Limfni cvorovi 
NO 15 12 
N+ 99 78 
nepoznato 13 10 
Шstoloski gradus 
G1 18 14 
G2 89 70 
GЗ 20 16 
Шstoloski tip 
шс 55 43 
ILC 53 42 
ostali 19 15 

111.2. ODREDIV ANJE KONCENTRACIJE ER 1 PR IZ TКIV А TUMORA 

К vantitativni nivoi ER ј PR odredivanj sи и citosolnoj frakciji maljgnog tkiva 
klasicnom Ьiohemijskom metodom. Analiza је vrsena prema preporuci EORTC (engl. 
European Organization for Research and Treatment of Cancer) (EORTC, 1980). Sama 
metoda se bazira na vezivanjи radioaktivno obelezenog steroidnog hormona za molekule 
odgovarajиceg receptora koji se nalaze и citosolи malignog tkiva dojke. Dato vezivanje za 
receptor se karakterise konstantom disocijacije/asocijacije koja izrazava specificnost 
reakcjje i predstavlja meru afiniteta vezivanja hormona za receptor. Biohemijska metoda 
za odredivanje receptora podrazиmeva vise koraka: 

• Uzimanje ј cиvanje иzoraka karcjnoma dojke. 
• Homogenizacijи tkiva i jzdvajanje frakcjje citosola maljgnih celija. 
• Vezivanje hormona za receptore prisиtne и citosolи malignih celija. 
• Odvajanje viska nevezanog (slobodnog) hormona. 
• Odredivanje radioaktivjteta и beta scjntjlacionom Ьrојаси. 
• Odredivanje koncentracije иkupnih proteina и иzorku. 

• Izracиnavanje kvantitativnog sadrzaja receptora za steroidne hormone. 
Prvi korak и proceduri је pravilno иzimanje иzorka tumorskog tkiva. Odmah ро 

zavrsetku hirиske intervencije, patolog izdvaja reprezentativni иzorak malignog tkiva 
mase oko 200 mg do 1 g, koje se koristi za analizи sadrzaja steroidnih receptora: Сео 
postupak traje oko 15 minиta, pri сети је tkivo na ledenoj ploCi (temperatura 0-4 °С), 
zbog termolaЬilnosti receptora. Nakon toga, иzorak se сиvа и tecnom azotu do trenиtka 
analize. 
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Homogenizacija иzorka vrsi se prvo mehanickim pиtem na temperaturi tecnog azota, 
pri сети se tkivo pretvara и prah. Nakon toga, homogenizacija se nastavlja и fosfatnom 
pиferu рН vrednosti 7.4-7.7 (5х10-3 fosfatni pиfer, 20% glicerol, 1mM monotioglicerol i 
1S mM EDTA, finalno), и mikrodismembratorи, na temperaturi od 0-4 °С. Ovako 
doЬijena sиspenzija рrеЬасије se и fosfatni pиfer istog sastava, na temperaturi vodenog 
kupatila, da Ьi zatim иsledilo centrifugiranje na 800-1000 g tokom 30 minиta. Sиpematant 
koji је doЬijen nalazi se izmedи ftakcije masti na povrsini i jedamog taloga na dnи, sadrzi 
nepreciscenи ftakcijи citosola. Zatim sledi иltracentrifugiranje na 1 ОО 000 g, и trajanjи od 
60 minиta, na 4 °С (иltracentrifuga Beckman L5-50), nakon cega doЬijamo membransku 
ftakcijи и talogu i citosolnи ftakcijи и sиpematantu. Za odredivanje steroidnih receptora 
koristi se citosolna ftakcija, koja је koriscena i za odredivanje koncentracije Vegf, иРА i 
PAI-1 . 

Koncentracija иkupnih proteina и иzorkи radena је metodom ро Lowry-jи. Ona se 
zasniva na dve hemijske reakcije: Ьiuretskoj reakciji proteina sa bakarnim jonom и baznoj 
sredini i redиkciji fosfo-moliЬdenskog-fosfo-volftamovog reagensa triptofanom i 
tirozinom prisиtnim и proteinи . Zatim se apsorbanca meri spektrofotometrijski 
(spektrofotometar Воесо S-22, Germany) na talasnoj dиzini od 660 nm. Odredivanjem 
apsorbancije serije standarda (vodeni rastvor BSA- bovin serиm alЬиmin и 

koncentracijama 25, 50, 75, 100, 125, 125, 200 i 250 J..Lg/ml) pravi se standardna kriva sa 
koje se zatim oCitavajи potrebne vrednosti. Date eksperimentalne vrednosti oCitane sa 
standardne krive podesavajи se za koriscena razЬlazenja i izrazavajи и mglml. 

U odredivanjи koncentracija ER koriscen је tricijиmom obelezeni 17 ~ - estradiol 
(Amersham, England), specificne aktivnosti oko 100 Ci/mmol (1,85 TBq/mmol) и 

koncentraciji 32 х 10-10 М. Као kompetitivni hormon koriscen је sintetski estrogen 
dietilstilЬestrol (DSB) и 1 ООх vecoj koncentraciji, 32 х 1 о-8 . U slисаји PR koriscen је 
tricijиmom obelezeni sintetski progesteron ORG 2058 (Amersham, England), specificne 
aktivnosti oko 50 Ci/mmol (1 ,85 TBq/mmol), и koncentraciji 64 х 10-10 М. Као 
kompetitivni hormon koriscen је neobelezeni ORG 2058 и 200х vecoj koncentraciji (32 х 
10-8

). Citosol celija tumora dojke sadrzi proteine sa visokim (Kd<1nМ) i niskim 
afinitetom (Кd>ЗОnМ) vezivanja za steroidne hormone, drugim recima sadrzi receptore i 
ne-receptore. Bitno је istaci da se deo hormona vezuje za proteine sa niskim afinitetom 
(nespecificno vezivanje za proteine koji nisи receptori), а deo za proteine sa visokim 
afinitetom (specificno vezivanje za receptore). Razlika izmedи иkupnog i nespecificnog 
vezivanja је zapravo specificno vezivanje hormona za ftakcijи sa visokim afinitetom. 
Odredivanje иkupnog i nespecificnog vezivanja hormona zasniva se na kompetitivnoj 
inhiЬiciji, odnosno na medиsobno iskljиcivom vezivanjи obelezenog ili neobelezenog 
hormona za molekule receptora. Ukupno vezivanje proteina odredivano је и 200 J..Ll 
citosola, sa poznatom koncentracijom proteina (0.2 - З .3 mg/ml), и prisиstvu 25 J..Ll 
saturacione koncentracije obelezenog hormona i 25 J..Ll fosfatnog pиfera. Nespecificno 
vezivanje hormona odvija se и identicnim иslovima kada је и pitanjи obelezen hormon, sa 
tim da se иmesto 25 J..Ll fosfatnog pиfera и reakcionи smesи dodaje 25 J..Ll neobelezenog 
hormona. Vezivanje hormona za receptore odvija se na temperaturi od 4 °С и trajanjи od 
18 sati. 

Nakon иspostavljanja ravnoteze, potrebno је razdvojiti molekule hormona koji sи 
vezani za proteine (Ьilo kao иkupno ili kao nespecificno vezivanje) od slobodnih molekula 
hormona, tj. odvojiti ftakcijи nevezanog hormona. Zato se koristi aktivni иgalj (norit А, 

Sigma, Germany) koji је oЬlozen dekstranom Т -70 (Pharmacia, Sweden). Razdvajanje se 
postize hemijskom reakcijom koja se zasniva na adsorpciji slobodnih molekula hormona 
na cvrstoj fazi иglja . Aktivni иgalj se oЬlaze dekstranom da Ьi se spreCio pristup velikih 
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molekula povrsini aktivnog иglja i njihova adsorpcija, odnosno da Ьi se dozvolilo samo 
malim molekulima da se adsorbиjи. OЬlaganje иglja vrsi se na temperaturi od 4 °С иz 
mesanje tokom 12 sati. U 250 џl ispitivanog иzorka citosola, kako и okvirи иkupnog tako i 
и okvirи nespecificnog vezivanja za proteine, dodaje se 500 џl ovako pripremljenog 
reagensa (0.25 % norit А, 0.025 % dekstran и 0.01 М tris pиferu, рН 8), kako Ьi se 
omoguCila adsorpcija nevezanog hormona. Reakcija se izvodi na temperaturi od 4 °С и 
trajanjи od 30 minиta, иz mesanje. Talozenje aktivnog иglja, na kome је adsorbovan 
nevezani hormon, postize se centrifugiranjem na 2000-3000 g, 30 minиta na 4 °С. Time se 
doЬija talog и kome је aktivni иgalj sa adsorbovanim nevezanim hormonom i sиpematant 
koji sadrzi komplekse hormona i receptora koji se dalje koriste za scintilaciono merenje 
radioaktiviteta. 

U daljem postupku potrebno је odrediti radioaktivitet, sto se posti:Ze odredivanjem 
broja dezintegracija и minиti (dpm) obelezenog hormona, vezanog и frakciji и kojoj se 
odredиje иkupno ili nespecificno vezivanje. Radioaktivnost se meri ротоси tecnog beta 
scintilacionog brojaca (BeckmanLS 700), и scintilacionoj tecnosti (0.4 % РРО i 0.005% 
РОРОР и tolиolи) и kolicini ро 6 ml ро иzorku. Merenjem radioaktivnosti se kao rezultat 
dobija relativna aktivnost, izra:Zena и cpm ( engl. coиnt per minиte ili broj detektovanih 
raspada и minиti) . Da Ьi smo radioaktivnost iskazali kao apsolиtnи aktivnost, izra:Zenи и 
dpm ( engl. desintegration per minиte - broj raspada и minиti), potrebno је da vrednosti 
izrazene и cpm podelimo sa efikasnoscи brojaca. Daljim odиzimanjem vrednosti 
nespecificno vezanog hormona od vrednosti иkupno vezanog hormona, doЬijamo 

specificno vezivanje hormona (frakcija hormona vezana za sopstvene receptore). 
Receptori za estrogen i progesteron se na krajи izra:Zavajи и fi:nol ро mg proteina citosola 
celija. 

Ш.З.ELISA 

Kako bi kvantitativno иtvrdili nivoe Vegf, иРА i PAI-1 koristili smo se ELISA (engl. 
Enzyme Linked Immиnosorbent Assay). U slисаји Vegf koriscen је Quantikine® Human 
VEGF Immunoassay (R&D systems) (Span i sar, 2000). Ovim kitom moguce је 

detektovati proteinske nivoe izoforme Vegf sa 165 aminokiselina и citosolnoj frakciji 
malignog tkiva dojke. U odredivanjи иРА koriscen је IМUNOBIND иРА ELISA Кit 
(American Diagnostica Inc.) (Konecny i sar, 2001), kojim је mogиce detektovati 
jednolancani иРА (рrо-иРА), НМW-иРА, zatim иРА vezan za svoj receptor kao i иРА 
koji је и kompleksи sa PAI-1 i PAI-2. Kadaje и pitanjи PAI-1 koriscenje IМUNOBIND 
РАЈ-Ј ELISA Кit (American Diagnostica Inc.) (Konecny i sar, 2001), kojim se detektuje 
inaktivna i aktivna forma PAI-1 , kao i PAI-1 koji se nalazi и nekom od kompleksa. 

111.3.1. VEGF 

Postupak za odredivanje VEGF radi se tokom jednog dana i sastoji se iz vise koraka. 
• U prvom koraku dodat је rastvor za razЬlazivanje и svaki bиnaric (na cijem dnи se 

nalazi vеzијисе antitelo ). 
• Nakon toga, dodato је ро 50-100 џl standarda i иzoraka и bиnarice koje smo 

odredili, da Ьi onda рlоси prekrili i inkubirali 2 sata na sobnoj temperaturi. 
• lspiranje rastvorom za ispiranje. 
• Dodato је 200 џl pt imamog antitela konjиgovanog sa enzimom НRР ( engl. horse­

radish peroxidase) i inkubirano 2 sata na sobnoj temperaturi. 
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• Ispiranje rastvorom za ispiranje. 
• Zatim је dodato 200 J..tl sиbstrat enzima НRР tetrametilЬenzidina (ТМВ) i vodonik 

peroksida i inkubirano 25 minиta na sobnoj temperaturi. 
• Radi zaиstavUanja reakcije dodato је 50 J..tl stop rastvora (2N sиmpoma kiselina). 
• Apsorbancija bojene reakcije oCitavana је spektrofotometrom na 450 nm и roku od 

ЗО minиta. Korekcijaje podesavana na 540 ili 570 nm. 
• Iz standardne krive i doЬijenih podataka doЬijene sи koncentracije VEGF izrazene 

иpglmg. 

111.3.2. uP А i Р AI-1 

Odredivanje koncentracije иРА i PAI-1 vrsi se na identican nacin i da Ьi se zavrsio 
сео postupak neophodno је dva dana. 

• Dodato је 1 ОО J..tl иРА/Р AI-1 standarda i иzorka и odredene bиnarice (па Cijem dnи 
se nalazi vezujиce antitelo ), zatim sи prekriveni i inkubirani preko noci и vlaznoj 
komori na 4 °С . 

• Zatim је dodato 1 ОО J..tl detekcionog Ьiotinilizovanog antitela и svaki bиnaric, 
prekriveno i inkubirano 1 sat na sobnoj temperaturi. 

• Ispiranje rastvorom za ispiranje. 
• U sledecem koraku dodato је 100 J..tl enzim konjиgata (streptavidin konjиgovana 

НRР) . 

• Ispiranje rastvorom za ispiranje. 
• Dodato је 1 ОО J..tl sиbstrat rastvora (ТМВ-реrЬоrаt/З, З' , З, 5 ' -tetrametilЬenzidin), i 

zatim је inkubirano 20 minиta na sobnoj temperaturi. 
• Reakcija је stopirana dodavanjem 50 J..tl 0.5N H2S04• 

• Apsorbancija bojene reakcije oCitavana је spektrofotometrom na 450 nm и roku od 
ЗО minиta. 

• Iz standardne krive i doЬijenih podataka doЬijene sи koncentracije иРА i PAI-1 
izrazene и nglmg. 

IП.4. HROMOGENA IN S/TUHIBRIDIZACIJA 

Њomogena in situ hiЬridizacija (CISH) је metoda koja omogucava detekcijи genske 
amplifikacije иz koriscenje svetlosnog mikroskopa. Sиstina metode је и sposobnosti 
obelezenih genskih proba (dvolancana DNК obelezena digoksigeninom) da hiЬridizиjи, in 
situ , za specificne komplementame sekvence и иzorku. Proba se moze vizualizovati i 
razlikovati od okolne tkivne morfologije. Vizualizacija signala se vrsi и formalinom 
fiksiranim iseccima tkiva iz parafinskih kalиpa, pri сети sи isecci deЬljine 4-5 Jlill. 
Tkivo је fiksirano и formalinи 12-24 sati pre kalиpljenja и parafinske Ьlokove. Iz 
parafinskih Ьlokova seku se tkivni isecci deЬljine 4-5 Jlill i lepe na sиperfrost/Plиs 

mikroskopske ploCice. Zatim se isecci sиse 2-4 sata na 60 °С. Nakon toga pocinje sam 
postupak hromogene in situ hiЬridizacije, koji se kompletira и periodи od dva dana. 
U prvom koraku deparafinizacije tkivni isecci sи potapani и ksilol (2 риtа ро pet minиta), 
zatim sи prebacivani и 100% etanol (З риtа ро tri minиta), а zatim и dejonizovanи vodи (З 
риtа ро 2 minиta). 
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Predtretman toplotom је korak и kome sи isecci kuvani na 98 °С и reagensи А и trajanjи 
od 15 minиta. Ро zavrsetku sledi ispiranje vodom (З риtа ро 2 minиta) . Plocice sи 
obrisane filter papirom i kratko osиsene na vazdиhи. 

U procesи enzimske digestije ploCice sи prvo stavljene и роsиdи za inkubacijи, da Ьi se 
zatirn na samo tkivo nakapalo 2-З kapi enzirnskog reagensa, dovoljno da prekrije сео 
isecak. Posиda se zatvara i inkubira na sobnoj temperaturi 1 О minиta. Р о zavrsetku isecci 
sи isprani vodom (З риtа ро 2 minиta). 
Dehidratacija је vrsena и seriji etanola (70%, 85%, 95%, 100% i 100%) ро 2 minиta za 
svaki rastvor. PloCice se zatirn sиse vertikalno na vazdиhи 20 minиta. 
Proba (Zymed spot-Light Probe) za Her2 иronjena је и vodeno kupatilo na temperaturi od 
78 °С. Zajedno sa probom и vodeno kupatilo је uronjena ranije i kiveta sa denatиrisиcirn 
pиferom koji sadrzi formamid, и koji sи stavljeni isecci. Probe i isecci tako ostajи и 
vodenom kupatilи 5 minиta. 
Ро zavrsenoj denaturaciji ponovo је vrsena dehidratacija kroz serijи etanola (70%, 85%, 
95%, 100% i 100%), svaki ро 2 minиta. Nakon toga, isecak tkivaje sиsen na vazdиhи 10 
minиta. U sledecem koraku 15 J..tl probe је stavljeno na svaki isecak, а pokrovno staklo је 
stavljeno na nacin da se proba ravnomemo razlije ро tkivnom preseku. Koriscenje Zymed 
UnderCover Slip pokrovnih stakala omogиcava potpиno zatvaranje povrsine isecka i 
sprecava isparavanje. PloCice sи onda stavljene и роsиdи za inkubiranje na З7 °С preko 
no6i. 
Sledeceg dana, ploCice sи prebacene и и kivete sa citratnirn pиferom (SSC), na sobnoj 
temperaturi 5 minиta kako Ьi se skinиlo pokrovno staklo. Zatirn sи prebacene и SSC 
rastvor и vodenom kupatilи na 78 °С, 5 minиta radi ispiranja. Na kraju plocice sa iseccirna 
sи isprane и dejonizovanoj vodi (З риtа ро 2 minuta). Isecci sи zatim potopljeni и З% 
rastvor vodonik-peroksida и apsolиtnom metanolи и trajanjи od 10 minиta. Ispiranje је 
vrseno и 0.01% rastvoru PBS (fosfatni pиfer)/Tween20, З риtа ро 2 minиta. U sledecoj 
fazi dodavano је 2-З kapi CAS-Block reagensa na sobnoj temperaturi i inkuЬirano 10 
minиta. 

Reagens је ро zavrsetku odstranjen filter papirom, а dodato је primamo antitelo na 
digoksigenin. Isecci su inkubirani na sobnoj temperaturi ЗО minиta. Posle toga isecci sи 
isprani ponovo и rastvoru PBS/Тween20, З риtа ро 2 minиta. U sledecem koraku dodato 
је sekundamo antitelo konjиgovano sa НRР, nakon cegaje inkubacija trajala 45 minuta. 
Posle ispiranja и PBS!Тween-и dodali smo DAB ( diaminobenzidin) hromogen sиbstrat, 2-
З kapi ро isecku i inkubirali ЗО minиta. Isecci sи onda dobro isprani pod tekucom vodom. 
Kontrastno bojenje hematoksilinom trajalo је 15 sekundi, иz ispiranje nakon toga pod 
tekucom vodom. Dehidratacijaje ponovo uradena и seriji etanola (70%, 85%, 95%, 100% 
i 100%), и svakom ро 2 minиta, da Ьi zatirn sledilo ispiranje и ksilolи (2 риtа ро 2 minиta) 
i lepljenje pokrovne ljиspice (Coverslip ). 
Interpretacija rezultata radena је na svetlosnom mikroskopи. Prema cish protokolu 1-5 
genskih kopija ро jedru celije је znak da nema amplifikacije gena, 6-1 О ili vise od 1 О 
kopija ро jedru и 50% celija је siguran znak postojanja amplifikacije gena za Her2. 

ПI.S. IMUNOHISTOHEMIJSКA METODA ZA ODREDIV ANJE Ki-67 

Imиnohistohemijska metoda se zasniva na postepenom procesи vizиalizacije reakctie 
odgovarajиceg antitela sa veznirn mestom antigena, tj. ciljnog molekula koji se detektиje. 
Сео postupak se izvodi na sobnoj temperaturi. Тkivo је fiksirano и formalinи 12-24 sati 
pre kalиpljenja и parafinske Ьlokove. Sami isecci sи deЬljine 4-5 J..tm. 
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Postupak deparafinizacije i rehidratacije raden је u nekoliko koraka. Prvi korak Ьiо ј е 
prebacivanje tkivnih preseka u ksilol dva puta ро 1 О minuta. Nakon toga isecci su preneti 
prvo u 100% etanol dva puta ро 10 minuta, ра u 95-96% etanol dva puta ро 5 minuta i na 
kraju u 75% etanol jednom u trajanju od 5 minuta. Ispiranje је vrseno u destilovanoj vodi 
dva puta. 

U koraku koji sledi vrseno је Ьlokiranje endogene peroksidaze, 10 minuta u 3% 
vodonik peroksidu. Postupak demaskiranja veznih mesta odgovarajuceg antigena vrsen је 
zagrevanjem sa 10mM citratnirn puferom (ph=6) tokom mikrotalasnog tretmana (400W) 
12-15 minuta. Кiveta sa citratnirn puferom prethodno је zagrejana. Ро zavrsetku tkivni 
preseci su ostavljeni da se hlade 15-20 minuta u istom rastvoru. Plocice su zatirn isprane u 
destilovanoj vodi 2 minuta. 

Tretman avidinom (doЬijenog mesanjem belanca sa 100 ml destilovane vode) traje 15 
minuta, а zatirn је sledio tretman Ьiotinom ( doЬijen mesanjem 0.02g Ьiotina i 1 ОО ml 
TBS-a). Tkivni preseci ostali su u Ьiotinu 15 minuta. Ispiranje nakon toga radeno је u 
destilovanoj vodi i и radnom puferu (TBS, ph=7.6) dva puta ро 5 minuta. 
Plocice su kratko ocedene, cirne је otklonjen sav radni pufer u delu pored preseka. Sam 
presek obelezen је specijalnim flomasterom (Dako-pen), tj . ogranicena је povrsina na koju 
se nanosi prirnamo antitelo. Ovako pripremljene plocice stavljane su u posude u kojirna је 
obezbedena vlazna sredina. 

Imunolosko bojenje odgovarajucih epitopa, odnosno determinanti antigena od 
znacaja za analizu, izvedeno је primenom monoklonskog antitela, pri razЬlazenju 1:80. Na 
tkivni presek stavljeno је 1 ОО 111 rastvora primamog antitela (razЬlazen TBS-om) ( clone 
МШ- 1, Dako ). Inkubacija је trajala 30 minuta u vlaznoj sredini u trajanju od 30 minuta. 
Ро zavrsetku tkivni preseci su isprani u TBS-u. Za postupak irnunohistohemijskog 
obelezavanja reakcije jzmedu primamog antjtela ј odgovarajuceg antjgena koriscen је 
visokosenzitivnj detekcjoni kjt "Dako LSAB + System-НRP" ( code no. К 0690), prj сети 
se za vizualjzacjju nastale reakcije, kao hromogen, korjstio 3', 3'-diamjnobenzjdjn (DAB+, 
Ljqujd, Dako К3468). 
PloCice su kratko osusene filter papirom i zatirn је stavljeno Ьiotiniljzovano sekundamo 
antitelo jz detekcionog kjta, 2-3 kapj na sredinu preseka ј jnkuЬiralo se 15 minuta u 
vlaznoj sredinj na sobnoj temperaturi. Preseci su ponovo jsprani u TBS-u ј osuseni na 
jdentjcan nacjn. Р о zavrsetku nanet је streptavjdjn-НRР ( engl. horse-radjsh peroxidase) 
sloj, ј presecj su inkubirani 15 minuta u vlaznoj sredini na sobnoj temperaturi. 

Posle brisanja plocica, nonosen је DAB ( djaminobenzidjn) u kolicini od 1 ОО 111. 
InkuЬiranje је vrseno u trajanju od 8-1 О mjnuta u vlaznoj sredjni na sobnoj temperaturi. Р о 
zavrsetku isecci su isprani u destjlovanoj vodi 2-3 puta ро 5 minuta. Jedra su kontrastirana 
dodavanjem 1 ОО 111 hematoksjlina, 1-2 minuta. Ispiranje је ponovljeno 2-3 puta ро 5 
minuta. Zatirn је radena dehidratacjja i prosvetljavanje tkivnog preseka prvo kroz seriju 
alkohola 75%, 95-96% etanol kratko, а zatirn 100% etanol 5 minuta. Posle toga plocjce su 
prebacene u ksjlol 1 О minuta. Nakon toga ploCice su obrisane i stavljen је pokrovnj 
medium DPX, 1-2 kapj na sredjste preseka i brzo је prekriveno pokrovnom ljuspicom. 
Prj obradi rezultata, kod svakog tkivnog preseka racunat је broj Кi-67 pozitivnih celjja na 
1000 izbrojanjh. 
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П1.6. TUNEL METODA 

TUNEL ( engl. terminal deoxynиcleotidyl transferase (TdT) mediated dUТP nick end 
labeling) predstavlja veoma efikasnи metodи za kvantifikacijи apoptoze na nivoи tkivnog 
preseka, pri сети se apoptoza moze identifikovati na nivoи svake celije posebno. Sam 
metod se zasniva na Cinjenici da tokom apoptoze dolazi do formiranja prekida 
Gednolancanih i dvolancanih) DNК, cime se stvarajи oligonиkleozomi. Ti DNК prekidi se 
zatim mogu detektovati enzimatskim obelezavanjem З' -ОН kraja DNК sa modifikovanim 
nukleotidima. Као enzim za inkorporiranje koristi se terminalna deoksinukleotidil 
transferaza (TdT). Detekcija se vrsi kroz serijи koraka cime se na krajи omogucava 
vizualizacija ce1ija и apoptozi, pri сети је neophodan materijal dobijen и oЬiiku 

detekcionog kita (Roche). 
Tkivo је fiksirano и forma1inи 12-24 sata pre kalиpljenja и parafinske Ьlokove. 

DeЬljina preseka је 4-5 11m. Proces deparafinizacije izvoden је prebacivanjem tkivnih 
preseka и ksilol 2 риtа ро 1 О minиta. Rehidratacija је vrsena prebacivanjem plocica kroz 
serijи etano1a: 100% etanol 2 риtа ро 10 minиta, 95-96% 2 риtа ро 5 minиta i na krajи 
75% etanol и trajanjи od 5 minиta. P1ocice sи isprane и destilovanoj vodi, vise риtа 
kratko, а zatim sи ostavljene и vodi 5 minиta. 

Blokiranje endogene peroksidaze vrseno је и З% vodonik peroksidи 10 minиta. 
Zatim sи p1ocice prebacene и citratni pиfer koji је prethodno zagrejan, da Ьi se tkivni 
preseci kuvali 5 minиta na 40 W. Proces se prekida naglim bladenjem do1ivanjem 
citratnog pиfera. Nakon toga tkivni preseci sи ispirani vise риtа destilovanom vodom, а 
zatim jednom и trajanjи od 5 minиta. 

P1oCice sи zatim prebacene и avidin и trajanjи od 15 minиta. Pos1e krakog ispiranja и 
destilovanoj vodi, plocice sи prebacene и 0.02% biotin na 15 minиta, ра se ispiranje 
ponavlja. Nakon toga, p1ocice sи kratko osиsene, а presek је obe1ezen specijalnim 
flomasterom (Dako-pen). Zatim је na sredinи tkivnog preseka naneto 25 111 tunel 
reakcione rastvora (terminalna deoksinиk1eotidil transferaza-TdT, flиorescinom obelezeni 
nиkleotidi), а preseci sи pokriveni komadicima parafilma da Ьi se obezbedilo иjednaceno 
sirenje rastvora i guЬitak isparavanjem. Tkivni preseci sи zatim stav1jeni и vlaznи роsиdи 
koja је prebacena и sиsnicи na З7 °С и trajanjи od 60 minиta. Parafilm је zatim skinиt, а 
ploCice sи ispirane radnim pиferom TBS-om З риtа ро 5 minиta. 

U sledecem koraku na tkivni presek stavljeno је 25 111 "converter pod" rastvora (anti­
flиorescin antite1o konjиgirano sa НRР ( engl. horse-radish peroxidase) ), prekriveni sи 
parafilmom i inkubirani и vlaznoj komori и sиsnici ЗО minиta na З7 °С. Zatim је parafilm 
skinиt, а plocice sи ponovo isprane radnim pиferom 5 minиta. Posto sи ploCice kratko 
osиsene dodato је 100 111 DAB hromogena, а ploCice sи zatim ostavljene 10 minиta na 
sobnoj temperaturi. Postupak kontrastiranja vrsen је hematoksilinom и trajanjи od 2 
minиta. Tkivni preseci su onda isprani destilovanom vodom. 

Na krajи је raden postupak dehidratacije i prosvetljavanja tkivnog preseka. Plocice sи 
prebacene и serijи etanola: 75%, 95-96% etanol kratko, а zatim 100% etano15 minиta. Ро 

zavrsetku plocice sи prebacene и ksilol 1 О minиta. Zatim sи kratko osиsene, stav1jen је 
pokrovni mediиm DPX na srediste preseka i pokrovna ljиspica. Kod svakog tkivnog 
preseka racиnat је broj pozitivnih ce1ija na зооо izbrojanih. 
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111.7. STATISTICКE METODE KORISCENE U RADU 

Granicne vrednosti za odredivanje biomarkera koje sи koriscene и radи doЬijene sи 
metodom "minimalne p-vrednosti". Status Her2 odredivan је Cish metodom tako da 
pacijente и zavisnosti da li imajи amplifikacijи Her2 gena ili ne mozemo podeliti na 
pozitivne i negativne. Odnosi izmedи kvantitativnih vrednosti parametara racиnati sи 
Spearman-ovim testom korelacija. DistriЬиcija kvantitativnih vrednosti odredivana је 
Mann Whitney testom. Verovatnoce DFI (engl. disease-free interval) izracиnate sи 

metodom Kaplan-Meier, а и poredenjи kriva prezivljavanja koriscen је Log-rank test. Као 
statisticki znacajne иzete sи verovatnoce (р) manje ili jednake od 0.05. Svi testovi sи 
radeni и programи SigmaStat 3.5/Plot 10. 
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IV. REZULTATI 

IV.1. ТОК BOLESTI U PRVШ 2.5 GODINE TERAPIJE TAMOKSIFENOM 

Analizom verovatnoce DFI u grupi pacijentkinja koje su primile terapiju 
tamoksifenom, pokazano је da u prvih 2.5 godina terapije dolazi do pojave udaljenih 
metastaza kod 18% pacijenata (М+=20/113) (Siika 1). Pacijentkinje kod kojih nije doslo 
do pojave udaljenih metastaza pracene su 2.5 godina. 
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Slika 1. Verovatnoca DFI u celoj grupi pacijentkinja tokom perioda pracenja toka bolesti 
od 2.5 godine 

IV.1.1. Molekularni Ьiomarkeri i njihova ekspresija 

Molekularni Ьiomarkeri su proucavani na nivou proteina i DNК. ER, PR i Her2 
proucavani su u celoj grupi pacijentkinja. VEGF, иРА, PAI-1 ispitivani su na 57 
pacijentkinja, а Ki-67 i apoptotski indeks na 48, kao studije koja се ukazati na znacaj 
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daljeg ispitivanja ovih Ьiomarkera. Njihov nivo ekspresije prikazan је и vidи medijane, 
minimalne i maksimalne vrednosti (Tabela 11). 

Tabela П Ekspresija molekularnih Ьiomarkera 

Ьiomarker nivo ekspresije jedinica medi.jana min max 

ER protein finoVmg 82 1 1157 

PR protein finoVmg 23 1 948 

Her2 DNК 1 1 1 1 

uPA protein ng/mg 0.2 0.1 0.7 

PAI-1 protein ng/mg 3.2 0.1 73.1 

VEGF protein pg/mg 241 6.5 4535 

Ki-67 protein % 4.9 о 32.3 

Ai DNК % 0.8 0.2 1.8 

IV.1.2. Korelacije ekspresije molekularnih Ьiomarkera 

Medusobna povezanost ekspresije steroidnih receptora (ER,PR), faktora invazije 
(uPA,PAI-1 ), faktora angiogeneze (VEGF), indeksa proliferacije (Ki-67) i apoptoze 
ispitivana је Spearman-ovim testom korelacija, rezultati sи prikazani и Tabeli 111. 
Statisticki znacajna, pozitivna korelacija pronadena је izmedи ER i PR (r=0.6, р=<0.001), 
Ki-67 i indeksa rasta IR (r=0.9, р=<О.О01), Ki-67 i PAI-1 (r=0.4, р=О.О2), kao i izmedu 
иРА i PAI-1 (г-0.035, р=О.О2). Korelacije izmedи ostalih molekularnih Ьiomarkera nisu 
pokazale statisticku znacajnost. Poredeci godine pacijentkinja sa molekularnim 
Ьiomarkerima nije nadena nikakva korelacija. 
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Tabela III Medиsobne korelacije ekspresije molekularnih Ьiomarkera 

PR Кi-67 

ER r 0.6 -0.2 

р <0.001 0.3 

PR r 0.01 

р 0.9 

Кi-67 r 
р 

Ai r 
р 

IR r 
р 

VEGF r 
р 

uPA r 
р 

PAI 

r 
р 

r- Spearman-ov koeficijent korelacije 
р - verovatnoca 

Ai IR VEGF 

-0.02 -0.1 -0.1 
0.9 0.5 0.7 

0.1 0.01 -0.05 
0.5 0.9 0.7 

0.2 0.9 0.2 
0.3 <0.001 0.4 

-0.2 0.04 
0.2 0.8 

0.2 
0.3 

uPA PAI-1 

-0.2 -0.1 
0.1 0.363 

-0.1 -0.07 
0.4 0.6 

-0.02 0.4 
0.9 0.02 

0.2 0.2 
0.3 0.2 

-0.1 0.3 
0.5 0.1 

0.2 0.25 
0.2 0.11 

0.35 
0.02 

IV.1.3. DistriЬucija molekularnih Ьiomarkera prema klasicnim patohistoloskim 
parametrima prognoze 

Ј 

Raspodela nivoa ekspresije Ьiomarkera prema patohistoloskim parametrima radena ј е 
primenom Man-Whitney testa (Tabela IV). Nivoi ekspresije ER i PR sи znacajno 
poviseni kod podgrupe pacijentkinja sa metastazama и limfnim cvorovima (р=О.ОЗ, 
р=О.ОЗ; respektivno ). Ekspresija иРА, VEGF i Ai povisena је и podgrиpi pacijentkinja bez 
zahvacenih limfnih cvorova (р=О.О2, р=О.О2 , р=0 .05 ; respektivno). U podgrupi 
pacijentkinja sa karcinomom dojke dиktalnog tipa odredene sи povisene koncentracije 
иРА i PAI-1 (р=О .О2, р=О .О5) . 
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Tabela IV Ekspresija biomarkera u grupama definisanim prema patohistoloskim 
parametrima 

р-

N medijana min max vrednose 

ER (fmol!mg) 

Velicina tumora 
р П 58 82 1 1157 0.9 
рТ2 5З 78 8 909 
Nodalni status 
NO 13 84 2 248 0.03 
N+ 89 82 8ЗЗ 

Нistoloski tip 
IDC 50 69 1157 О.З 

ILC 46 82 з 658 
Нistoloski gradus 
G1 17 69 18 600 0.1 
GЗ 19 84 з 909 

PR (fmol!mg) 

Velicina tumora 
р П 58 2З 2 7ЗЗ 0.4 
рТ2 5З 22 948 
Nodalni status 
NO 13 22 216 0.03 
N+ 89 23 2 7ЗЗ 

Нistoloski tip 
IDC 50 22 948 0.5 
ILC 46 2З 2 608 
Нistoloski gradus 
G1 17 22 2 7ЗЗ 0.7 
GЗ 19 22 948 
•мann-Whitney 
test 
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nastavak Tabele IV 

N medijana min max ~-vrednost 

uPA (ng/mg} 

V elicina tumora 

р П 24 0.14 0.06 0.67 0.5 

рТ2 22 0.15 0.08 0.59 

Nodalni status 
NO 10 0.15 0.09 0.67 0.02 
N+ 26 0.15 0.06 0.6З 

Нistoloski tip 
шс 2З 0.15 0.07 0.67 0.02 

ILC 16 0.15 0.06 0.37 

Histoloski gradus 

G1 8 0.2 0.1 0.4 0.7 

GЗ 12 0.2 0.1 0.7 

PAI-1 (n~mg} 

Velicina tumora 22 з 0.1 12.9 О.З 

р П 21 з 0.5 7З . 1 

рТ2 

Nodalni status 

NO 9 з 0.1 7З.1 0.2 

N+ 25 з 0.4 21.9 

Нistoloski tip 

шс 21 з 0.6 7З.1 0.05 
ILC 15 з 0.1 8.9 

Нistoloski gradus 
G1 7 З.2 о 99.9 1 

GЗ 11 З.О1 0.4 7З.1 

aмann-Whitney 
test 
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nastavak Tabele IV 

р-

N medijana min max vrednost3 

VEGF {~g/mg} 

Velicina tumora 

рТl 23 228 6.5 4535 0.7 
рТ2 21 241 19.3 2806.7 
Nodalni status 
NO 10 241 41 .6 4535 0.02 

N+ 25 228 6.5 3753.4 
Histoloski tip 

IDC 21 299 44.7 4535 0.02 
ILC 17 358 6.5 1801.4 
Шstoloski gradus 

G1 8 287 42.4 531.3 0.5 
G3 12 299 11 4535 

Ю-67 

Velicina tumora 

рТl 19 4.5 1.2 19.3 0.8 
рТ2 18 4.8 о 32.3 
Nodalni status 

NO 7 5.8 о 18.9 0.4 
N+ 24 4.5 0.1 32.3 
Шstoloski tip 

IDC 18 5.3 о 32.3 0.7 
ILC 13 4.3 1.3 22.9 
Шstoloski gradus 
G1 6 4.2 1.5 9 0.1 
G3 6 5.3 о 17 
•мann-Whitney 
test 
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nastavak Tabele IV 

р-

N medijana min max vrednost" 

Ai 

Velicina tumora 

р П 19 0.8 0.3 1.7 0.8 
рТ2 18 0.9 0.2 3.3 
Nodalni status 
NO 7 0.8 0.5 2.1 0.05 
N+ 24 0.8 0.2 1.8 
Нistoloski tip 
IDC 18 0.8 0.3 3.3 0.9 
ILC 13 0.8 0.4 1.8 
Нistoloski gradus 
Gl б 0.9 0.2 0.9 0.08 
G3 б 0.8 0.4 3.3 

IR 

Velicina tumora 
р П 19 б . 1 1.2 47.5 0.8 
рТ2 18 б.4 о б4.2 

Nodalni status 
NO 7 б .З о 30.5 О . б 

N+ 24 5.9 О.б 24.9 
Нistoloski tip 
IDC 18 б .З о 47.5 0.2 
ILC 13 5.9 1.2 17.3 
Нistoloski gradus 
G1 б б.1 2 14.7 0.5 
G3 б б.4 о 27.1 
aмann-Whitney 
test 
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IV.1.4. Prediktivni znacaj patohistoloskih parametara 

Grupa pacijentkinja pracena 2.5 godina, koja је primala adjuvaпtnu teгapiju 

tamoksifeпom , podeljena је ргеmа klasicnim patohistoloskim paгametгima па odгedene 
podgrupe. Zatim su verovatnoce DFI datih podgгupa odгedivane log-rank testom. Jediпa 
statisticki relevantna razlika dоЬiјепа је poredeпjem podgrupa defiпisanih ргеmа veliciпi 
tumora. Pacijeпtkiпje sa рТl tuпюrima, manjim od 2 cm, imaju maпji procenat pojave 
udaljenih metastaza od рТ2,3 podgrupe (р=О.ОЗ) (Siika 2). 

2.а 2.Ь 

0.8 .. :-ЈОМ-• 213(15" •) 
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Slika 2. Kгive veгovatпoce DFI prvih 2.5 godiпa ргасеnја toka bolesti u zavisпosti od 
feпotipova pacijentkiпja defiпisaпih klasicпim patohistoloskim parametгima prognoze: а) 
veliciпom tumoгa , Ь) Ьгојеm zal1vaceпih limfпil1 cvorova 
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Slika 2. Kгive veгovatпoce DFI pгvih 2.5 godiпa ргасепја toka bolesti и zavisпosti od 
feпotipova pacijeпtkinja defiпisaпih klasicnim patohistoloskim рагашеtгiша pгognoze: с) 
hjstoloskjm tipom tumora ј d) histoloskiш gradusoш 

IV.l .S. Prediktivni znacaj fenotipova dobljenih komblnacijom klasicnih 
patohistoloskih parametara 

Na Slici 3 prikazaпe su verovatnoce DFI podgгupa dobijeпih kombinacijom razliciti\1 
patohistoloskj\1 рагашеtага . Aпaijze veгovatnoca nam шogu dati bolje infoгшacije о 

uspehи teгapije tamoksifeпom tokom raпog регјоdа ргасепја od 2.5 godiпa. Statisticki 
zпасајпа гazlika doЬijena izmedи podgшpe kоји Сiпе pacijentkiпje sa povoljпom manjom 
veliciпom tишога рТl i hjstoloskjm tipom IDC ј роdgгира sa vecim tшnoгjma рТ2,3 ј 

histoloskiш tjpovima IDC i ILC (р=О.О2 , р=О .ОЗ ; гespektivпo ). Izшedи ostalih podgrupa 
пUе паdепа statisticki zпacajna гazlika. Ali i pored toga mogи se izdvojiti pacijentkiпje sa 
gгаdиsош 1 i kaгcinoшom dиktalпog tipa, kao podgrиpa kod koje nije doslo do pojava 
иdaljeпih шetastaza и prvih 2.5 godiпe terapije. Sijcпa је i g~.·upa NO ILC, а\ ј zbog maпjeg 
broja pacjjenata и odnosu na ostale (n= З) , пiје иzeta u obziт. 
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Slika 3. Veгovatпoce DFI pгvih 2.5 godina ргасепја toka bolesti doЬijeпih komЬiпacijom 
klasicпih patohistoloskih рагаmеtага: а) veliciпa tшnога i histoloski tip , Ь) velicina tumoгa 
i gгadus , с) Ьгој limfвih cvoгova i histoloski tip i d) l1istoloski gгadus i histoloski tip 
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IV.1.6. Prediktivni znacaj ispitivanih molekularnih blomarkera 

Kako Ьi pгoucili uspel1 terapije taпюksifenom u prvih 2.5 godine, potrebпo је 

izdvojiti i odreaeпe podgrupe па osпovu ispitivaпil1 molekularnЉ Ьiоmагkега. Njihove 
verovatпoce DFI prikazaпe su па Slici 4 i 5. Nisu proпaaene razlike u verovatпoci DFI 
izmeau pacijeпtkiпja sa i bez amplifikacije Her2 gепа (Siika 4) . Nakoп datih апаЈјzа 
dоЬiјепе su gгaпicne vredпosti za sledece Ьiomarkere: ER (5 fmol/mg) , PR (5 finol/mg ), 
PAI-1 (4.5 пg/mg) ј sпаzап treпd kod uPA (0 .26 ng/mg, р=О.Об) (Siika 5). Iz dati11 
rezultata se moze zakljucjti da detektaЬilпe vredпosti ER i PR, ali пize od 5 fuюl/mg, 

ukazuju па podgrupe gde dolazi do pojave udaljenih metastaza u skoro svakom drugom 
slucaju (za ER М+=46%, za PR М+=41 %), ograпiceпo па period od 2.5 godiпa. Kadaje u 
pitaпju urokiпazпi plazmiпogen aktivator vise vredпosti su pokazatelji neuspeha teгapije, 
dokje kod PAI-1 sjtuacija obrпuta ј vise vredпosti daju bolju prognozu . 

... 

" 
\ 'rcme ( mescci) 

Slika 4. Veгovatпoce DFI u zavisпostj od statusa aшplifikacije Her2 gепа 
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Slika 5. Veгovatnoce DFI pгvih 2.5 godina ргасеnја toka bolesti u zavisnosti od statusa 
ispitivaпih пюlekulaгnih Ьiomaгkera: а) ER, Ь) PR , с) uPA i d) PAI-1 

DoЬijanjem podgгupa pacijeпtkinja na osnovu gгanicnih vгednosti molekularпЉ 

Ьiomarkeгa, uradena је гaspodela nivoa ekspгesije svih molekula koji su obuhvaceпi 

istгazivaпjem. Uосепо је da и podgгupi PR-pozitivnil1 pacijentkinja postoje zпаtпо vise 
konceпtгacije ER. Pacijeпtkinje koje imaju пegativпe vredпosti receptora za estгogen, sto 
ih svгstava u visokoгizicпu grupu, imaju takode zпаtпо vise vгedпosti indeksa pгolifeгacije 
Ki-67 i iпdeksa rasta. Mann-Whitпey testom је takode оdгеdепо da u Heг2-negativnoj 
podgгupi postoje poviseпi nivoi VEGF (Tabela V). 
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Rezultati 

Tabela V Ekspresija biomarkera и grupama definisanim prema doЬijenim granicnim 
vrednostima 

р-

N medijana min max vrednose 

ER {fmol/mg} 

PR status 

PR+ 91 69 1157 0.001 

PR- 22 84 2 415 

PR {fmol/mg} 

ER status 

ER+ 100 23 2 948 <0.001 

ER- 13 18 27 

VEGF {~g/mg} 

Her2 status 

Her2- 24 240.9 36.9 1672.2 0.04 
Her2+ 12 240.9 6.5 571.8 

Ю-67 

ER status 

ER+ 29 4.5 о 22.9 0.02 

ER- 10 5.3 0.4 32.3 

IR 

ER status 
ER+ 29 6.1 о 47.5 0.06 
ER- 9 6.1 0.2 64.2 
•мann Whitney 
test 
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Rezultati 

IV.1.7. Prediktivni znacaj podgrupa definisanih prema zdruzenom statusu 
molekularnih Ьiomarkera 

OdredujuCi verovatnocu DFI podgrupa definisanih prema statusu molekularnih 
biomarkera, doЬijeni su rezultati koji omogucavaju definisanje nove visokorizicne 
podgrupe pacijentkinja (Slika 6). 

• Zdruzeni status ER i PR ukazuje na visokorizicnu grupu sa duplim negativnim 
statusom receptora (ER-PR-), tj. sa niskim koncentracijama steroidnih receptora 
manjih od 5 finoVmg. Druga rizicna podgrupa је ER+PR-. Statisticki relevantna 
razlika doЬijena је izmadu ER+PR+ i ER-PR- podgrupe (р=<О.ОО1) i ER+PR+ i 
ER+PR- podgrupe ( р=О.О1). 

• Na Slici 6 pokazano da visoki nivoi ER i Р Al-1 daju bolju prognozu za 
pacijentkinje u ranom pracenju. KomЫnacijom ovih Ыomarkera izdvaja se 
podgrupa PAI-1 +ER+ u kojoj nije Ыlо pojave udaljenih metastaza tokom prvih 2.5 
godina. Statisticki znacajna razlika pronadena је izmedu ove podgrupe i PAI-
1 +ER- podgrupe koja је visokorizicna (р=О.ОО2). Jos jedna statisticki znacajna 
razlika nadena је izmedu fenotipova koji su doЫjeni zdruzivanjem povoljnog i 
nepovoljnog statusa, PAI-1+ER- i PAI-1-ER+ (р=О.ОЗ). 

• Kod podgrupe uPA+PR-, koju cine dva nepovoljna fenotipa, dolazi do pojave 
udaljenih metastaza cak u 80% slucajeva. Statisticki znacajna razlika pokazana је 
izmedu date nepovoljne podgrupe i grupa uPA+PR+ (р=0 .007), uPA-PR+ 
(р=<О .ОО1) i uPA-PR- (р=0.04). 

• Као trend izdvaja se visokorizicna podgrupa unutar Her2-, to је PR-Her2- fenotip, 
i PAI-1-PR- podgrupa gde svaki drugi pacijent dozivljava relaps u prvih 2.5 godine 
terapije tamoksifenom. 
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Slika 6.1. Veгovatnoce DFI ргvЉ 2.5 godiпa рrасепја toka bolesti u zavisпosti od 
zdruzeпog statusa mo lekulaгnih biomю·keгa : а) ER, PR , Ь) ER, Her2, с) PR, Her2 i d) 
uPA,ER 
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Rezultati 
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Slika 6.2. Veгovatпoce DFI prvih 2.5 godina pracenja toka bolesti u zavisпosti od 
zdruzeпog statusa шolekularпih Ьioшarkera: е) uPA, PR , f) uPA, Нег2 , g) uPA, PAI-1 , 
h) PAI-1, ER 
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Rezиltati 
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Slika 6.3. Veгovatnoce DFI pгvih 2.5 godina ргасеnја toka bolesti и zavisnosti od 
zdгиzenog statиsa шolekulamih Ьiошагkега: i) PAI-1, PR ij) PAI-1, Her2 

IV.1.8. DistriЬucija blomarkera u podgrupama definisanim ро zdruzenom statusu 
blomarkera 

Mann Wl1itney testoш (Tabela Vl) ргасеnа је distгiЬиcija svЉ obгadivanih 

bioшarkera ргеша podgrиpaшa koje sи se pokazale zпacajniш р1·еша veгovatnoci DFI, 
pгikazane и poglavlju IV.1.7. 

• Podgгupe koje kaгakteгise bolji odgovoг na terapiju taпюksifenom, kao i шanji 
procenat гelapsa tokoш prvih 2.5 godina (PAI-PR+, иРА-РR+) iшаји povisene 
koncentracije ER. 

• Slicпo tome, fenotipovi PAI+ER+ i PAI-ER+ iшaju vise nivoe PR, и odnosи па 
feпotip PAI+ER-. 

• иРА-РR+ tumoгi iшаји takode znatno povisene nivoe ER и odnosи na иРА+РR-. 
• Fenotip PAI+ER-, koji se pokazao kao negativaп ро veгovatпoci DFI i statиsи 

steгoidпih гесерtога , specifican је i ро znatпo visem пivou celija и pгolifeгaciji i 
indeksи rasta tumora. 
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Rezultati 

Tabela VI DistriЬucija biomarkera u podgrupama definisanim ро zdruzenom 
statusu molekulamih biomarkera 

р-

N medijana min max vrednost" 

ER (fmol/mg} 

PAI-1, PR status 
PAI-PR+ 19 59 1157 0.05 
PAI-PR- 10 59 2 265 

uPA, PR status 
uPA+PR- 5 84 2 138 0.06 
uPA-PR+ 25 59 909 

PR (fmol/mg} 

PAI-1, ER status 
PAI+ER+ 9 17 з 608 0.004 
PAI+ER- 7 18 2 21 

PAI+ER- 7 18 2 21 0.04 
PAI-ER+ 25 20 2 948 

Ю-67 

PAI-1, ER status 
PAI+ER+ 9 4.5 1.3 22.9 0.02 
PAI+ER- 5 5.3 16.7 32.3 

PAI+ER- 5 5.8 16.7 32.3 <0.001 
PAI-ER+ 20 4.9 о 12.34 

IR 

PAI-1, ER status 
PAI+ER+ 9 6.3 2 18.9 0.02 
PAI+ER- 5 6.4 11.3 64.2 

PAI+ER- 5 7.3 11.3 64.2 0.01 
PAI-ER+ 20 6.1 о 47.5 

•мann Whitney test 
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Rezultati 

IV.1.9. Prediktivni znacaj podgrupa definisanih prerna zdruzenorn statusu ER, PR i 
Her2 

Povezivanjem povoljnih i nepovoljnih statusa steroidnih receptora 
pгonadene гazlike u verovatnoci DFI (Siika 7). 

Her2 , шsu 
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Slika 7. Veтovatпoce DFI u zavisnosti od 
fenotipova dоЬiјеп iЬ kombinacijom ER, PR 
i Her2 (а-с) 
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Rezultatj 

IV.l.lO. Prediktivni znacaj zdruzenog statusa ER i klasicnih patohistoloskih 
parametara prognoze 

ER је znacajпj pгedjktoг uspeha tегарјје taшoksjfeпoш. Spajanjeш sa klasicпiш 
рагашеtгјша pгognoze izdvojene su visokoгizicne gгupe za perjod od 2.5 godjna (Siika 8). 

• U koшbinacjjj statusa ER ј velicine tuшога izdvaja se visokorizicna podgrupa ER­
pT2,3, u kojoj doJazj do pojave udaljenih шetastaza kod svakog drugog pacjjenta. 
Statisticki znacajпa гazljka proпadena је izшedu date nepovoljпe ER-pT2,3 ј 

povoljпe podgiupe ER+pTI (р= 0.001). U okviru podgrupe pacijeпtkinja sa 
tuшoгirna veciш od 2сш, status ER izdvaja povoljпiju ER+pT2,3 i пepovoljпjju 
grupu ER-pT2,3 sa statjstickj zпасајпош гazlikoш (р=О.ООЗ) . 

• Zdruzivanjeш statusa ER i histoloskog gгadusa, dоЬiјепа је statisticki zпасајпа 
гazlika izшedu povoljпe grupe ER+Gl i nepovoljпe ER-GЗ (р=О . 05) . 

• Na Slici 8.с шоzе se videti da status ER гazdvaja pacijentkiпje sa karcinoшoш 
duktalnog tipa na dve podgгupe, ER+IDC i ER-IDC (р=О.О4) . 
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Slika 8. Veгovatпoce DFI u zavisnosti od fenotipova doЬijeпih zdгuzeniш statusoш ER i 
klasicпЉ patohistoloskih рагашеtага ргоgпоzе: а) ER, рТ , Ь) ER, G i с) ER, histoloski tip 
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Rezultati 

8.с 

" 
\'Теmе (mescci) 

Nastavak Slike 8. Verovatnoce DFI u zavisnosti od fenotipova doЬijeпih zdruzeniш 
statusoш ER i patohistoloskih paraшetara : а) ER, рТ, Ь) ER, G i с) ER, histoloski tip 

U Та beli VII prikazaпa је raspodela Ьioшarkera рrеша fenotipoviшa koje сiпе ER i 
patohistoloski paraшetri. Ekspresija PR i VEGF povisenaje u ER+IDC podgrupi. 

Tabela VII Ekspresija Ьioшarkera u podgrupaшa definisanim ро zdruzenoш 
statusu ER i histoloskog tipa 

р-

N medijana min max vrednost" 

PR {fmol/mg} 

ER, IDC status 

ER+IDC 41 22 з 948 <0.001 

ER-IDC 9 17 27 

VEGF (Eglmg) 

ER, IDC status 

ER+IDC 14 375 44.7 4535 0.06 
ER-IDC 4 358 213 2806.7 
•мann Whitney 
test 
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Rezultati 

IV.l.ll. Prediktivni znacaj podgrupa definisanih prema zdruzenom statusu PR i 
klasicnih patohistoloskih parametara prognoze 

Radi daljeg izolovanja podgrupa koje Ьi imale koristi od druge vrste terapUe, 
analizirali smo verovatnoce DFI fenotipova doЬijenih povezivanjem statusa PR i klasicnih 
parametara prognoze (Slika 9). 

• Povezivanjem statusa PR i veliCine tumora doЬijena је statisticka razlika izmedu 
povoljne i nepovoljne podgrupe, PR+pT1 i PR-pT1 (р=О.ОЗ). Statisticki znacajna 
razlika doЬijena је i izmedu podgrupa PR+pT2.3 i PR-pT2.3 (p=O.Ol), kao i 
izmedu PR+pТl i PR-pT2,3 podgrupa (р=<0.001). 

• U slucaju statusa PR i histoloskog gradusa kao podgrupa sa najvise relapsa (50%) 
javlja se ona koja nastaje povezivanjem dva nepovoljna parametra, negativnog 
statusa PR i GЗ. Statisticka razlika postoji izmedu ove podgrupe i podgrupe sa 
najpovoljnijirn karakteristikama PR+G 1 (р=О.ОЗ). Status PR, kao i u slucaju 
veliCine tumora, moze dalje podeliti tumore sa gradusom 1 na povoljne (PR+G1 , 
М+=8%) i nepovoljne (PR-G1, М+=50%) sa statistickom razlikom (р=О.О5). 

• Podgrupe sa malirn brojem relapsa su PR+IDC i PR+ILC (7%, 17%; respektivno ). 
Nepovoljne podgrupe su PR-IDC i PR-ILC (М+=44%, М+=40%). Statisticka 
razlika postoji uporedivanjem ovih povoljnih i nepovoljnih podgrupa (PR+IDC i 
PR-IDC р=0.001, PR+IDC i PR-ILC р=0.005, PR+ILC i PR-IDC, р=0.04). 
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Slika 9. Verovatnoce DFI u zavisnosti od 
fenotipova doЬijenih zdruzeniш statusom 
PR i klasicnih patohistoloskЉ parametara 
progпoze: а) PR, рТ , Ь) PR, G i с) PR, 
histoloski tip 
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Rezultati 

U Tabeli VIП prikazana је distriЬиcija molekularnih Ьiomarkera prema statisticki 
relevantnim podgrupama doЬijenim и poglavljи IV.l.lO. Poviseni nivo ER pokazan је и 
podgrиpama PR+IDC i PR+ILC, а и prvoj od dve postoji i poviseni nivo VEGF. 
Poredenjem PR+ILC i PR-IDC podgrиpe, nepovoljnija podgrupa PR-IDC ima i povisenи 
ekspresijи иРА. 

Tabela VIП Ekspresija Ьiomarkera и podgrиpama defmisanim ро zdrиzenom 
statusи PR i histoloskog tipa 

р-

N medijana min max vrednose 

ER {fmollmg} 

PR, histol. tip 

PR+IDC 41 69 1 1157 0.04 
PR-IDC 9 74 2 415 

PR+ILC 36 64 з 658 0.01 
PR-IDC 9 74 2 415 

uPA {ng/mg} 

PR, histol. tip 

PR+ILC 8 0.14 0.06 0.17 0.06 
PR-IDC 5 0.18 0.12 0.6 

Vegf {~g/mg} 

PR, histol. tip 

PR+IDC 16 375 44.7 4535 0.06 

PR-ILC 8 358 6.5 567.5 

•маn Whitney test 
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Rezиltati 

IV.1.12. Prediktivni znacaj podgrupa definisanih prema zdruzenom statusu Her2 i 
klasicnih parametara prognoze 

Koшbinacija kJasicпih patol1isto]oskЉ paraшetara prognoze i statusa aшpliflkacije 
Her2 gепа пiје dala statisticki re]evaпtпe rezиJtate (Siika 10). lako пisи dobijeпe podgrиpe 
koje bolje iJi JosUe odgovarajи па terapUи taшoksifeпoш, mozemo izdojiti dve ро 
specificпosti. Podgrиpa bez ampJifikacije Her2 gепа i bez zal1vaceпЉ liшЉЉ cvoгova 
пета pojavu шetastaza tokoш perioda рrасепја toka bolesti od 2.5 godiпe. Drиga 

kaгakterisika је da и okviru ovog рrасепја svi Нег2+ tиmori iшаји i zal1vaceпe liшfпe 
cvorove. 
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Slika 10. Verovatпoce DFI и zavisпosti od 
feпotipova dоЬiјепЉ zdгиzепiш statиsoш 

Нег2 ј klasicпЉ patol1istoloskЉ parametara 
ргоgпоzе: а) Her2, рТ , Ь) Her2, N ј с) 

Her2, 11istoloskj tip 
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Rezultati 

IV.l.l3. Prediktivni znacaj podgrupa definisanih prema zdruzenom statusu uPA i 
klasicnih patohistoloskih parametara prognoze 

Zdruzeпi status uPA i klasjcпih patohistoloskih parametara prognoze, veljcjna ј 

hjstoloski tjp tumora, njje ukazao па postojanje podgгupa sa razlicjtim гizikom od pojave 
udaljenjh metastaza (Siika 11). Na Slici 11.а nije prjkazan feпotjp uPA+pT2,3 zbog 
malog Ьгоја pacjjentkjnja (n=З), а izostavljen је ј fenotjp uPA+ILC (п=2) iz jstog razloga 
na Slici 11.Ь. 
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Slika 11. Veгovatпoce DFI u zavisпosti od feпotjpova dоЬiјепЉ zdruzenim statusom uPA 
ј klasjcпih patohjstolosih parametara progпoze: а) uPA, р Т , Ь) uPA, hjstoloski tjp 
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Rezultati 

IV.1.14. Prediktivni zпасај podgrupa defiпisaпih prema zdruzeпom statusu PAI-1 i 
klasicпih patohistoloskih parametara progпoze 

Povisene konceпtracije PAI-1, kao sto је pokazano паsiш istгaiivaпjeш, ukazuju na 
bolju prognozu u prvih 2.5 godiпa . Povezivanjem sa klasicnim paгametrima progпoze 
ргоnаdепа је statisticka razlika samo izmedu podgгupe PAI+pТI (bez relapsa) i 
PAI+pT2,3 (50% udaljenih metastaza) (р=О.О5) (Siika 12). 
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Slika 12. Veгovatпoce DFI u zavisnosti od feпotipova doЬijeпih zdruzenim statusom PAI-
1 i klasicпih paгametara ргоgпоzе: а) PAI-1 , рТ , Ь) PAI-1, histoloski tip 
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Rezultati 

IV.2. ТОК BOLESTI U PERIODU IZMEDU 2.5 i 5 GODINA TERAPIJE 
TAMOKSIFENOM 

Antiestrogena terapija tamoksifenom u grupi pacijentkinja sa detektaЬilnim nivoima 
ER traje 5 godina. U ovom poglavlju razmatrali smo verovatnoce DFI u periodu nakon 2.5 
godine terapije, ра do kraja pete godine, tj . do zavrsetka terapije. Drugim reCima, 
posmatrana је podgrupa pacijentkinja kod kojih nije doslo do pojave udaljenih metastaza 
tokom prvih 2.5 godina terapije tamoksifenom. 
Na Slici 13 prikazanaje verovatnoca DFI za celu grupu u periodu od 2.5-5 godina terapije. 
U ovom periodu dolazi do pojave udaljenih metastaza kod 17% pacijentkinja. 
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Slika 13. Verovatnoca DFI u celoj grupi pacijentkinja u periodu od 2.5 godine do 5 godina 
pracer-Ua toka bolesti 
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Rezultati 

IV.2.1. Prediktivni znacaj patohistoloskih parametara 

Na slici 14 pгikazane su veгovatnoce DFI za klasicne patol1istoloske рагаmеtге. 
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Slika 14. Krive veгovatнoce DFI u pe1·iodu 
od 2.5-5 godiпa рrасепја toka bolesti u 
zavisnosti od feпotipova pacijeпtkiнja 

defiнisaпih klasicпim patol1istoloskim 
paгametriшa prognoze: а) veliciпom 

tumoгa, Ь) histo loskim ti pom tumoгa i с) 
histoloskim gгadusom 

Datim гezultatima pokazano је da klasicпi patollistoloski parametгi pгognoze ne izdvajaju 
povoljпe i пepovoljne podgгupe pacijentkiпja u peгiodu nakon 2.5 godina pгimanja 
teгapije tamoksifeпom. Zпacajnost i predпost рТl podgгupe tokom ргvе 2.5 godiпe gubi 
se kada posmatгamo pacijentkinje u ovom peгiodu. Podgгupe doЬijene ргеmа statusu 
limfпill cvoгova пisu pгikazane zbog malog Ьгоја pacijentkinja. 
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Rezultati 

IV.2.2. Prediktivni znacaj fenotipova dobljenih komblnacijom klasicпih 
patohistoloskih parametara 

Aпalizom feпotipova dobijeпih spajaпjem patohistoloskih parametara пiје ргопаdепа 
statisticka razlika koja bi ukazala па povoljпe/пepovoljпe grupe i пjilюv odgovor па 
terapiju tamoksifeпom (Slika 15). 
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Slika 15. Verovatпoce DFI u periodu od 2.5-5 godiпa ргасепја toka bolesti dobijeпih 
kombiпacijom klasicпih patohistoloskih рагаmеtага: а) р Т i 11istoloski tip i Ь) l1istoloski 
gradus i histoloski tip 

IV.2.3. Prediktivni znacaj molekularnih blomarkera u periodu od 2.5 godiпe do 5 
godina terapije tamoksifenom 

Ропоvпоm aпalizom molekularпih Ьiomarkeгa metodom miпimalпe p-vгedпosti, 

gгапiспе vгedпosti пisu паdепе kod ispitivaпil1 Ьiоmагkега, tj. gгапiспе vгedпosti koje su 
vaiile prvih 2.5 godiпa teгapije sada se gube. Na Slici 16 pгikazaпe su verovatпoce DFI u 
slucaju statusa Her2 gепа. 
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Rezultati 

1.0 т===r--,__ 

0 .8 г 

0.6 

0 .4 

02 

0 .0 +-----.---,------,,------,--,------т----. 
м и ~ ~ ~ и w ~ 

''rc:mc: (mes ~;ei ) 

Slika 16. Veгovatnoce DFI doЬijene statusoш aшplifikacije Нег2 gепа 

IV.2.4. Prediktivni znacaj zdruzenog statusa Her2 i klasicnih patohistoloskih 
parametara prognoze 

Status aшplifikacije Нег2 gепа u pгvih 2.5 godiлe terapije nije llkazao па podgгupe sa 
гazlicitim rizikoш od pojava udaljeпih шetastaza . lsti гezlllatat dоЬiјеп је i za peгiod od 
2.5 -5 godiпa teгapije. 

• Zdгuzivaпjeш statusa Her2 gепа i klasicпih patohistoloskih рагашеtаrа ргоgпоzе u 
peгiodu od 2.5-5 godiпa terapije, па Slici 17.а pгikazaпe su razlike u veгovatпoci 
DFI. Veliciпa tumo1-a moze razdvojiti Heг2-pozitivпe tuшore па dve podgrupe sa 
statistickom гazlikom u veгovatпoci DFI (р=О.ООЗ). Као specificпa izdvaja se 
Нег2+рТ1 podgrupa, bez relapsa u ovom peгiodl! (М+=О/12 (0%)). Nasupгot tome 
Нег2 status razdvaja podgrupu рТ2 ,3 (р=О .О4). Aлaliza ovil1 feпotipova pokazala 
је jos jedпu гazliku u veгovatпoci DFI, izmedu podgrupa Нег2+рТ2 ,3 i Нег2-рТ1 
(р=О .О1 ), gde је povoljпija podgrupa Her2-pT1 sa 17% гelapsa. 

• Statisticki zпасајпе razlike nisu dоЬiјепе povezivaпjem sa histoloskim gradusom. 
Jediпo izdvajamo podgrupu Her2-Gl , koja је пastala spajaпjem dva povoljпa 
statl!sa, bez pojave l!daljeпih metastaza u ovom periodu (М+=О/5 (0%) ). Zbog 
malog Ьгоја pacijeпtkiпja пisu prikazaпe podgrupe Нег2+G 1 i Нег2+GЗ. 

• Nije bilo razlika spajaпjem statusa Нег2 gепа i histoloskog tipa tшnога. 
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Slika 17. Veгovatпoce DFI u zavisпosti od 
feпotipova dobijeпih zdruzeпim statusom 

Her2 i klasicпih patohistoloskih 
parametaгa ргоgпоzе: а) Нет2 , рТ , Ь) 

Нег2, G i с) Нег2, histoloski tip 



Rezultati 

IV.3. ТОК BOLESTI U PERIODU PRACENJA OD 12 GODINA 

Analizom verovatnoce DFI иtvrdeno је da је и periodи pracenja od 12 godina doslo 
do pojave иdaljenih metastaza kod vise od polovine pacijenata (65%) (Slika 19). 
Ispitivanjem grupe pacijentkinja, koje sи lecene terapijom tamoksifenom, и tokи dиgog 
pracenja od 12 godina, mogu se izvesti zakljиcci о prognozi иz endokrinи terapijи koja је 
trajala pet godina. 
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Slika 18. Verovatnoca DFI и celoj grиpi tokom pracenja toka bolesti pacijentkinja od 12 
godina 

IV.3.1. Korelacije ekspresije molekularnih blomarkera 

Korelacije molekularnih Ьiomarkera isptivane sи Spearman-ovim testom korelacija i 
predstavljene sи Tabelom IX. Pozitivna korelacija pronadena је и slисаји ER i PR 
(р=<0.001), Ki-67 I IR (р=<О.ОО1) i Vegf i иРА (р=О.О2). Negativna, statisticki znacajna 
korelacija, otkrivena је izmedи PR i PAI-1 (р=0.04). Kada sи и pitanjи godine 
pacijentkinja, nisи pronadene korelacije sa molekularnim biomarkerima. 
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Rezultati 

Tabela IX Korelacije ekspresije molekularnih Ьiomarkera 

PR Ю-67 

ER r 0.61 -0.19 

р <0.001 0.3 

PR r -0.06 

р 0.7 

Ю-67 r 

р 

Ai r 

р 

IR r 

р 

VEGF r 

р 

uPA r 

р 

PAI 

r 

р 

r- Spearman-ov koeficijent korelacije 
р - verovatnoca 

Ai IR 

-0.03 -0.03 

0.9 0.83 

0.15 0.07 

0.42 0.7 

0.22 0.62 

0.24 <0.001 

-0.28 

0.12 

VEGF 

0.07 

0.64 

-0.009 

0.9 

0.19 

0.29 

-0.19 

0.3 

0.06 

0.74 

IV.3.2. Prognosticki znacaj klinicko-patoloskih parametara 

uPA PAI-1 1 

-0.105 -0.3 

0.53 0.12 

-0.308 -0.36 

0.06 0.04 

0.18 0.09 

0.34 0.62 

-0.22 0.07 

0.22 0.7 

0.12 -0.07 

0.5 0.7 

0.37 -0.1 

0.02 0.6 

0.18 

0.31 

ProucavajuCi verovatnoce DFI izmedu klinicko-patoloskih parametara, jedina 
statisticki znacajna razlika dobijena је u slucaju godina pacijentkinja (р=О.О1) (Siika 19). 
Metodom minimalne p-vrednosti uoceno је da pacijentkinje, koje su u trenutku otkrivanja 
bolesti imale manje od 66 godina imaju znatno manji rizik od pojave udaljenih metastaza 
tokom perioda od 12 godina (59%). Kod podgrupe pacijentkinja starijih od 66 godina u 
periodu pracenja od 12 godina dolazi do 20 relapsa od 25 pacijentkinja, tj. 80%. VeliCina 
tumora, status limfnih cvorova, histoloski tip i gradus nisu dali statisticki relevantne 
rezultate. 
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Rezultati 
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Slika 19. Kгiva veгovatnoce DFI tokom peгioda ргасепја toka bolesti od 12 godina u 
zavisпosti od godina pacijeпtkinja 

IV.3.3. Prognosticki znacaj fenotipova dobljenih koшblnacijoш klasicnih klinicko­
patoloskih paraшetara 

Spajaпjem kliпicko-patoloskih parametaгa dobili smo podgгupe pacijentkinja 
pгedstavljeпe па Slici 20. 

• Godiпe pгedstavljaju izгazito jak pюgnosticki faktor. Gгaпicna vredпost od 66 
godiпa гazdvaja podgгupu рТl (р=О.О4) i podgгupu рТ2 ,3 (p=O.Ol) na povoljnu 
i nepovoljпu. Uz to, statisticki zпасајпа гazlika dоЬiјепа је izmedu pacijeпtkiпja 
mladih od 66 godiпa i tumoгima manjim od 2 cm i podgгupe 662::рТ2,3 

(p=<O.OOl) nastale spajaпjem dva пероvоlјпа faktoгa. 
• U okviru gгadusa јеdап, statisticka гazlika је паdепа izmedu pacijeпtkiпja 

mladih i staгijih od 66 godiлa (р=О .О2) . Slicпo tome, гazlika postoji i izmedu 
podgгupa <66 Gl i 662:: GЗ (p=O .Ol). 
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Rezultati 
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Slika 20. Verovatпoce DFI u zavisпo sti od feпotipova nastalih spaJaПJem kl asicпЉ 

parametaгa pгognoze : а) godiпe, рТ, Ь) godiпe, histoloski gгadus 
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Rezultati 

IV.3.4. Prognosticki znacaj ispitivanih moleknlarnih Ьiomarkera 

Као i u predhodniш slucajeviшa, da Ьi se podgгupe pacijeпtkinja шogle definisati 
ргеша шolekulaгпiш Ьioшarkeriшa koгisceпa је шetoda "шiniшalпe p-vednosti." Na taj 
пacin dоЬiјепе su gгaпicne vгedпosti u slucaju ER (5 frnol/шg) , Vegf(571 .8 pg/шg) i PAI-
1 (2.11 ng/шg) (slika 21). Niski пivoi ER, PAI-1 i VEGF su pokazatelji lose progпoze. U 
slucaju negativпog statusa ER dolazi do 83% slucajeva udaljeпih шetastaza u periodu 
ргасеnја od 12 godiпa. Niske konceпtгacije VEGF izdvojile su podgгupu kod koje dolazi 
do pojave гelapsa u 78% slucajeva, а пegativпi status PAI-1 podgгupu sa 83% slucajeva sa 
ројаvош udaljeпih шetastaza. 

21.а 21.Ь 

0.8 
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Slika 21. Veгovatnoce DFI tokoш peгioda рrасепја toka bolesti od 12 godiпa u zavisпosti 
od statusa шolekulaгnih Ьiошагkеrа: а) ER, Ь) Нег2 
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Slika 21. Veгovatпoce DFI tokom perioda ргасепја toka bolesti od 12 godiпa u zavisпosti 
od statusa molekulaгпih Ьiomarkeгa: с) VEGF i d) PAI-1 

DistгiЬuciju svЉ moleklllarпih Ьiomarkera pгatili sшо Мапп Whitпey testom 
(Tabela Х) . Utvгdeпo је da ER-pozitivпi tuшori iшaju vise koпceпtracije PR (p=<O.OOl). 
Tumoгi u koj iшa пUе паdјепа amplifikacija Her2 gепа iшaju poviseпe kопсепtгасiје 
VEGF. Pгoliferacija ER-пegativпЉ tumoгa kao i iпdeks гasta ove podgгupe su poviseпi u 
ovoj podgгupi. 
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Rezultati 

Tabela Х DistriЬucija biomarkera и grupama definisanim prema dobUenim granicnim 
vredno stima 

р-

N medijana min max vrednose 

PR {fmol/mg) 

ER status 

ER+ 72 23 2 948 <0.001 

ER- 12 18 1 27 

Vegf {~g/mg) 

Her2 status 

Her2- 20 358 36.9 1672.2 0.04 
Her2+ 9 228 6.5 571.8 

Ю-67 

ER status 
ER+ 23 4.9 о 22.9 0.03 

ER- 9 4.5 0.4 32.3 

IR 

ER status 
ER+ 23 6.1 о 47.5 0.06 

ER- 9 6.3 0.2 64.2 

•маn Whitney test 
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Rezultati 

IV.3.5. Prognosticki znacaj podgrupa definisanih prema zdruzenom statusu 
molekularnih Ьiomarkera 

Zdгuzivanjeш шolekulaгniћ Ьiошю·kега ргеша njihoviш gгашсшш vгedпostiшa 

analizoш DFI nisu паdепе гazlike izшedu podgгupa pacijeпtkiпja (Siika 22). 

22 . а 22 .Ь 
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Slika 22. Veгovatпoce DFI tokoш peгioda ргасепја toka bolesti od 12 godina u zavisnosti 
od zdгuzeпog statusa шolekularnih Ьiошагkега: а) ER i VEGF, Ь) ER i Нег2 

67 



Rezultati 
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Slika 22. Verovatпoce DFI tokom perioda ргасепја toka bolesti od 12 godiпa u zavisпosti 
od zdruzeпog statusa molekulamih biomarkera: с) VEGF i Her2 , d) РАЈ i VEGF , е) ER i 
PAI-1 , f) PAI-1 i Her2 
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Rezultatj 

IV.3.6. Prognosticki znacaj podgrupa definisanih prema zdruzenom statusu ER i 
klinicko-patoloskih parametara 

24. 
Podgrupe nastale spajanjem ER ј k\injcko-patoloski\1 parametara prjkazane su na slici 

• Zdruzjvaпjem ER i vеЈјсјпе tumora jzdvojjJj smo vjsokorizjcпu podgrupu ER­
pT2,3, kod koje dolazj da pojave relapsa u 89% slucajeva (Slika 23). Statjstjcka 
razlika postojj izmedu podgrupa ER+pТI i ER-pT2,3 (p=O.OOI ), kao ј izmedu 
podgгupa ER+pT2,3 ј ER-pT2,3 (p=O.Ol). 

• Povezjvanjem ER sa godjnama pacijenta jzdvaja se podgгupa ER-66~, gde kod 
svakog pacjjenta doJazj do pojave udaljeпjh metastaza. Veгovatnoca DFI postojj 
izmedu date podgrupe ј podgгupe nastale spajaпjem dva povoljпa parametra­
ER+<66 (p=O.OOI). Takode, granjca od 66 godina гazdvaja ER-pozjtivпu 

podgrupu pacjjentkjпja na dve (ER+<66 i ER+~66) ро verovatпocj DFI (р=О.О4). 

,, 
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Slika 23. Veгovatпoce DFI u zavjsпostj od feпotjpova doЬijeпil1 zdruzeпjш statusom ER ј 

klasjcпil1 рагашеtага progпoze: а) ER, р Т , Ь) ER, godiпe 

DistгiЬucjja molekulaглih bjomaгkera jzшedu podgrupa, koje su dоЬiјепе aпaljzom 
verovatпoce DFI, гаdепа је Ма пn-W11itney testom ј pгjkazana Та belom XI. Uосепо је da 
podgrupe ER+pTI ј ER+pT2,3, koje imaju mапјј ргосепаt pojave udaljenih metastaza 
tokom регјоdа рrасепја od 12 godiпa, poseduju ј pozjtjvne karakteristjke izr.azeпe 

visokom koпceпtracjjom PR ј пiskim indeksom prolifeгacjje Ki-67. Za razljku od пjih 

podgrupa ER-pT2,3 jma supгotпe, пegativпe pokazatelje ova dva Ьiomarkera. 
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Rezultati 

Tabela XI Raspodela biomarkera и grupama dobijenim povezivanjem ER i klinicko-
patoloskih parametara 

р-

N medijana min max vrednost• 

PR {fmol/mg} 

ER , рТ status 
ER+pТl 37 23 2 733 0.004 

ER-pT2,3 9 18 21 

ER+pT2,3 33 22 2 948 0.003 

ER-J2T2,3 9 18 1 21 

Ю-67 

ER , рТ status 
ER+pТl 11 5.3 1.2 12.3 0.01 

ER-J2T2,3 6 4.4 0.4 32.3 

ER+pT2,3 10 4.3 о 22.9 0.04 
ER-J2T2,3 6 4.4 0.4 32.3 

•мann Whitney test 
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Rezultati 

IV.3.7. Prognosticki znacaj podgrupa definisanih prema zdruzenom statusu Her2 i 
kliпicko-patoloskih parametara 

Status amplifikacije gепа Her2 zajedtю sa klasicпim paгametrima progпoze ukazao је 
па postojaпje podgrupa sa гazliCitom verovatпocom пastaпka udaljeпih metastaza (Siika 
24). 

• U okviru podgrupe Her2+ pacijeпtkiпja рТ status se pokazao kao jak pгogпosticki 
parametaг гazdvajajuci podgrupu па Her2+pТl i Неr2+рТ2 , 3 (р=О .О4) . Statisticka 
razlika postoji i izmedu podgrupe Her2-pТl i Неr2+рТ2,3 (р=О.О5). 

• Gтапiспа vredпost od 66 godina razdvaja podgrupu pacijentkiпja sa Her2-
пegativпim tшnoriшa na dve, Her2-<66 i Нег2-66::::: (p=O.Ol). , 
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Slika 24. Veгovatnoce DFI u zavisпosti od fenotipova dobijeпih zdгuzenim statusom Her2 
i klasicпih рагаmеtага progпoze: а) Her2, рТ, Ь) Нег2, godiпe 
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Rezultati 

IV.3.8. Prognosticki znacaj podgrupa definisanih prema zdruzenom statusu VEGF i 
klinicko-patoloskih parametara 

Status fenotipova prema VEGF i paгametrima pгognoze pгikazan је na Slici 25. 
• Као i u slucaju ostalih molekularпih biomaгkeгa, рТ status se pokazao kao 

dovoljno znacajan рагаmеtаг da гazdvoji VEGF -pozitivne pacijentkinje na dve 
podgrupe (р=О.ОЗ). Statisticka гazlika postoji i izmedu VEGF+pT2,3 i VEGF-pTl 
podgrupe (p=O.Ol). 

• Kada su u pitanju godine pacijentkinja, granicпa vгedпost od 66 гazdvaja ро 
veгovatпoci podgrupu VEGF-пegativnih pacijentkiпja па dve (VEGF-<66 i VEGF­
~66) sa statistickom гazlikom (р=О .О2). 

25.а 25 .Ь 
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Slika 25. Veгovatnoce DFI u zavisпosti od feпotipova doЬijeпih zdruzeпim statusom 
VEGF i klasicпil1 parametara ргоgпоzе: а) VEGF, рТ , Ь) VEGF, godine 
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Rezultati 

IV.3.9. Prognosticki znacaj podgrupa definisanih рrеша zdruzenoш statusu PAI-1 i 
klinicko-patoloskih paraшetara 

Verovatnoce DFI рrеша statusu PAI-1 i kliпicko-patoloskih paraшetara prikazaпe su 
na Slici 26. 

• Sрајапјеш velicine tuшora sa statusoш PAI-1 пisu izdvojeпe razlike u verovatпoci 
DFI. 

• Godine su izdvojile dve podgupe u okviru PAI-1+ podgrupe pacijeпtkinja 

(PAI+<66 i PAI+~66) sa statistickoш razlikoш (р=О .ОЗ ). Рrопаdепа је izrazito 
пegativпa podgrupa pacijentkiпja starijih od 66 godina sa pozitivпiш statusoш 
PAI-1 , u kojoj dolazi do pojave udaljeпih шetastaza kod svЉ pacijeпtkinja u 
periodu рrасепја od 12 godiпa, М+=10/ 10 (100%). Statisticka 1-azlika postoji 
izшedu date пероvоlјпе podgrupe i PAI-1 -<66 podgгupe (р=О.ОО1) . 
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Slika 26. Veгovatпoce DFI u zavisnosti od feпotipova doЬijeпih zdгuzeпiш statusoш PAI-
1 i klasicпih рагашеtага piogпoze: а) PAI-1 , рТ, Ь) PAI-1, godiпe 
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Diskusija 

V. DISKUSIJA 

Karcinom dojke, kao svaki drugi solidni karcinom, је okarakterisan nekontrolisanim 
rastom, invazivnoscи, metastaticnoscи i aиtonomnoscи. Novija istraiivanja dala sи 

eksperimentalnи potvrdи da varijabilnost klinickog toka karcinoma dojke и najvecoj meri 
zavisi od иnиtrasnje bioloske heterogenosti samog tumora. Uprkos monoklonalnoj prirodi 
transformacije normalne epitelne celije и malignи, tumor је poliklonalan. Та 

poliklonalnost se ne zadrzava samo na primarnom tumoru vec је prisиtna i и klinicki 
nedetektabilnim mikrometastazama. Prisиstvo tih mikrometastaza, koje sи sastavljene od 
niza nestaЬilnih razlicitih celija, otezava izlecenje pacijentkinja i иspeh terapija. Pored 
toga, izuzetno је tesko pronaci nove Ьiomarkere radi prognoze toka bolesti, ali i predvideti 
da li се odredena terapija Ьiti иspesna. 

Kada је и pitanjи karcinom dojke aЬlativna, kao i aditivna, endokrina terapija је jedna 
od najstarijih i najvise иpotreЬljivanih. Danas terapija tamoksifenom znacajno prodиzava 
vreme bez ponovnog javljanja bolesti kod obolelih pacijentkinja. Uprkos tome, znacajan 
broj pacijentkinja ne odgovara na terapijи, tj. dolazi do pojave rezistencije Ьilo da је ona 
de novo ili stecena, koje se javljaju ranije ili kasnije u toku terapije. Na taj nacin kod 
velikog broja pacijentkinja dolazi do pojave иdaljenih metastaza sto za posledicи ima 
fatalan ishod bolesti. Defmisanje odredenih fenotipova prema karakteristikama 
pacijentkinja i tumora, omogucilo Ьi izdvajanje visokorizicnih/niskorizicnih podgrupa 
pacijentkinja и odnosи na primenjenи terapijи. 

Promene и odnosima molekularnih Ьiomarkera odredenih и trenиtku dijagnoze, и 
okvirи retrospektivnih klinickih analiza, sи pokazatelji njihovog znacaja и pojavi иdaljenih 
metastaza. Drиgirn reCima promene и odnosima molekularnih Ьiomarkera, signalnim 
pиtevima и trenutku dijagnoze mogи nam иkazati kada dolazi do pojave иdaljenih 
metastaza. Vremenska zavisnost Ьiomarkera pokazana и slиcajevima ER, PR i Her2 se 
dovodi и vezи sa pojavom rezistencije karcinoma dojke и odnosu na terapijи 

tamoksifenom. Istrazivanja и nasoj stиdiji sи Ьila иsmerena na navedene Ьiomarkere koji 
иtiси na neogranicen rast tиmora, ali i na Ьiomarkere invazivnosti i metastaticnosti иРА, 
PAI-1 i VEGF. Takode, radi sagledavanja njihovog Ьioloskog znacaja и klinickom 
ponasanjи karcinoma dojke, и analizu sи Ьili иkljиceni i parametri Ki-67 i apoptotski 
indeks. 

Da Ьi ispitali navedene Ьiomarkere i njirna odgovarajиce signalne pиteve, kao 
prediktivne i prognosticke parametre, и grupi pacijentkinja koja је Ьila na terapiji 
tamoksifenom posmatrali smo klinicki tok bolesti и okviru tri vremenska perioda. U prvih 
2.5 godine terapije klinicko pracenje se zasnivalo na saznanjи da је и tom periodи prisиtna 
najveca иcestalost pojave иdaljenih metastaza, ali i da је to vreme za koje mnogi aиtori 
sиgerisи da је odgovarajиce za zamenи adjuvantne terapije tamoksifenom sa terapijom 
inhiЬitora aromataza (Saphner i sar, 1996; Houghton, 2006; Hoиghton, 2005; Mansell i 
sar, 2009; Kennecke i sar, 2008). Klinicko pracenje и periodu od 2.5-5 godina је 
neophodno kako Ьi se иtvrdila stecena rezistencija. Takode и prirnarnom tumoru mogu 
postojati i Ьiomarkeri i signalni pиtevi koji sи detektaЬilni, ali ispoljavajи svoje funkcUe 
kasnije и toku terapije (Tovey i sar, 2005). Pored toga, pacijentkinje su klinicki pracene i 
kroz period od dvanaest godina kako Ьi иtvrdili prognosticki znacaj klinicko-patoloskih i 
molekularnih parametara. 
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V.l. ТОК BOLESTI U PRVШ 2.5 GODINE TERAPIJE TAМOKSIFENOM 

V.l .l . Znacaj patohistoloskih parametara 

Analize grupe pacijentkinja koje sи primale terapjjи taтoksifenoт, pokazale sи da и 
prvih 2.5 godine primanja terapije dolazi do pojave иdaljenih тetastaza kod 18% 
pacijentkinja. Proиcavajиci verovatnoce DFI и ovoj grupi analizira]j sто prvo klasjcne 
patohistoloske paraтetre. Velicina tuтora и trenиtku operacije pokazala se kao znacajna и 
predikciji odgovora na taтoksifen tokoт prve 2.5 godine terapije. Pacijentkjnje sa 
tuтorima vecim od 2 ст imajи losiji tok bolesti i kod njih dolazi do pojave иdaljenih 
тetastaza и 26% slиcajeva (р=О.ОЗ). То је и skladи sa drugim objavljenim studjjaтa 
(Mansell ј sar, 2009). Nasиprot tоте status limfnih cvorova, koji pokazиje тetastatsku 
sposobnost tuтora, ј predstavlja najznacajnjji faktor prognoze/predikcije nije pokazao 
znacajnost. Nasa pretpostavka је da zbog ve]jke razJjke јzтеdи podgupa NO i N+, kao i 
тalog broja pacijentkinja и NO podgrиpi statjstjcka obrada njje тogla dati potpuno 
poиzdan rezиltat. Poredenjeт verovatnoca DFI pacjjentkinja sa histoloskim gradиsima 1 i 
З dobijeni sи slicni rezиltati, iako pacijentkinje sa gradиsoт 1 imajи sато 18% (;:::;svaka 
sesta pacijentkinja) pojave иdaljenih тetastaza и poredenjи sa З2% (;:::;svaka treca 
pacjjentkinja) pacijentkinja sa gradиsoт З. Za razliku od toga gradиs З i zahvaceni limfni 
cvorovj predstavljajи bitne prediktore pojave иdaljenih тetastaza tokoт prvjh 2.5 godina 
terapije рrета studUaтa koje sи radili Mansell, Kennecke i Debled (Mansell i sar, 2009; 
Kennecke i sar, 2008; Debled i sar, 2007). 

Velicina tитоrа predstavlja vеота znacajan paraтetar и ispitivanoj grиpi 

pacijentkinja i dobar pokazatelj razlike izтedи toka bolesti тalih ( <2 ст ) i velikih (2 
ст~) tuтora. Predpostavka је da veci tuтori ispoljavajи vеси verovatnocи и nastanku 
иdaljenih тikroтetastaza i na taj nacin pojavu тetastatske bolesti karcinoтa dojke. 
КотЬinијисi patohistoloske paraтetre иtvrdili sто da znacajne razlike postoje i izтedи 
рТl tuтora dиktalnog tipa i рТ2,З dиktalnog i lobиlarnog histoloskog tipa (р=О.О2, 
р=О.ОЗ; respektivno ). Ova razlika и DFI prevashodno postoji zbog razlike и veliCini 
tuтora, а ne histoloskog tipa. U nasoj studф histoloski gradиs 1 tитоrа zdruzen sa 
jnvazivnim dиktalnim karcinoтoт је definisao njskorjzicnи grири tokoт prve 2.5 godine 
terapjje taтoksjfenoт, pri сети nijedna pacjjentkinja nUe jspoljjla pojavu иdaljenih 
тetastaza. Pored znacajne иloge veliCine tuтora i histoloskog gradиsa na tok bolesti, 
тоgисе је da је sата priroda bolesti dиktalnih i lobиlarnih karcinoтa razlicjta ј obиhvata 

genetske proтene koje vode ka brzeт ј]ј sporjjeт formiranjи тetastaza. 

V.1.2. Znacaj ispitivanih molekularnih Ьiomarkera: ER, PR i Her2 

Endokrina zavisnost, koja se odredиje рrета nivoima ER i PR, dиgo vreтena је Ьila 
jedjni тolekularni prediktivni pokazatelj koji odredиje terapijи primarnog operaЬilnog 
karcinoтa dojke. Saтim tim prisиstvo ER i PR је dobar pokazatelj иspeha terapije 
taтoksifenoт (EBCTCG, 2005). Receptor za estrogen predstavlja najЬitniji тolekul za 
rast tuтora dojke i njegovo sirenje. К vantitativne vrednosti и nasoj grupi pokazale sи 
sirok raspon ER, koji se kretao od 1 do 1157 finoVтg. Posto sи na terapiji taтoksifenoт 
Ьile sve pacjjentkinje sa prisutnim ER, odredili sто granjcnи vrednost koja је 

pacjjentkjnje podelila na dve podgrupe, nisku i visokorizicnи podgrupи. 
Odredivanje granicne vrednosti razlicitim теtоdата pokazalo se kao vеота Ьitno kroz 
niz studija. Rane studije иzimale su vеота nisku granicnu vrednost da Ьi razlikovali ER­
pozitivne od ER-negativnih tuтora (McGиire i Vollтer, 1975). Upotreboт klasicne 
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Ьiohemijske metode graшcna vrednost od З :finol/mg identifikovala је grupu sa 
vrednostima vecim od te kao onu sa mnogo boljim odgovorom na endokrinu terapiju. 
Nakon toga mnoge laboratorije digle su granicne vrednosti za ER i PR na 1 О, odnosno 20 
:finol/mg, sto na kraju moze dovesti do toga da se neke pacijentkinje klasifikuju kao ER­
negativne cime Ьi im se uskratila endokrina terapija (Osbome, 1998). Pacijentkinje Ciji 
tumori imaju granicne nivoe ER izmedu 4 i 10 :finol/mg takode pokazuju dobar odgovor 
na tamoksifen (Кnight i sar, 1980). 
U nasoj studiji doЬijena vrednost od 5 :finol/mg definisala је granicnu vrednost za оЬа 
receptora. Podgrupa sa "negativnim" statusom receptora za ER imala је cak 46% slucajeva 
pojave udaljenih metastaza. То bi znaCilo da svaka druga pacijentkinja sa koncentracijama 
ER manjim od 5 :finol/mg pripada visokorizicnoj podgrupi posmatrano u toku prve 2.5 
godine terapije. Slicni rezultati su potvrdeni i u drugim studijama (Mauriac i sar, 2007; 
Kennecke i sar, 2008). 
Ipak ER "pozitivan" status u istrazivanoj grupi nije dovoljan i jedini znacajan za uspeh 
endokrine terapije. Pored velikog broja pacijentkinja kod kojih ne dolazi do pojave 
udaljenih metastaza u ER-pozitivnoj podgrupi, izdvajamo 14% pacijentkinja kod kojih 
ipak dolazi do relapsa tokom prve 2.5 godine. Ove ER-pozitivne pacijentkinje su vrlo brzo 
razvile metastaze i ukazale na moguce postojanje de novo rezistencije na terapiju 
tamoksifenom. Upravo ova podgrupa pacijentkinja mogla Ьi imati jos koristi od 
utvrdivanja novih prediktivnih biomarkera, kako Ьi se definisale podgrupe pacijentkinja 
koje Ьi Ьile kandidati za promenu terapije. Tumori sa "negativnim" statusom receptora za 
estrogen imaju jos jednu nepovoljnu karakteristiku, to је visok proliferativni indeks. Nase 
analize su pokazale sa statistickom znacajnoscu da ER-negativni tumori imaju povisene 
vrednosti Ki-67 kao pokazatelja proliferacije u odnosu na ER-pozitivne (р=О.О2). Veca 
proliferacija time pokazuje da је rast ovih tumora, а time i pojava mikrometastaza, brzi i 
agresivniji. Moze se zakljuciti da Ьioloski markeri, ER i Ki-67, ispoljavaju i klinicki 
znacaj u ranom pracenju pacijentkinja kao prediktivni markeri u okviru terapije 
tamoksifenom. 

Receptor za progesteron spada u grupu estrogenom regulisanih molekula. Prisustvo 
PR dugo se smatralo garancijom ocuvanosti funkcije ER, tj. njegovog genomskog, 
klasicnog delovanja (Норр i sar, 2004). Prema danasnjim istrazivanjima oko 60% 
pacijentkinja sa ER-pozitivnim tumorima odgovara na endokrinu terapiju, dok u slucaju 
ER+PR+ tumora taj broj se povecava na 70-80% (McGuire i sar, 1975, McGuire, 1980). 
Iz toga se moze izvesti zakljucak da PR povecava prediktivnu moc ER, defmisuCi na jos 
bolji nacin podgrupe pacijentkinja koje dobro odgovaraju na terapiju tamoksifenom. 
Analizama rezultata na5ih istrazivanja pokazali smo da је PR nezavisan prediktivni faktor, 
koji efikasno ukazuje na uspeh terapije tamoksifenom. Da postoji velika zavisnost izmedu 
ER i PR pokazano је i pozitivnom korelacijom izmedu ova dva receptora (р=<О.ОО1), kao 
i distriЬucijom kvantitativnih vrednosti gde se vidi da se vise vrednosti ER okupljaju oko 
visih vrednosti PR (р=<О.ОО1 ). "Pozitivne" vrednosti PR slicno kao i ER izdvajaju 
niskorizicnu podgrupu, ali sa istovremeno 12% slucajeva pojave udaljenih metastaza. 
Time se zapravo pokazuje da postoje i nepovoljni faktori kod pojedinih pacijentkinja koji 
doprinose pojavi rezistencije na tamoksifen. "Negativnost" PR је Ьitan prediktor neuspeha 
terapije tamoksifenom sto је pokazano i drugim studijama (Mauriac i sar, 2007). 

Humani epidermalni receptor faktora rasta (Her2) spada u grupu najvise ispitivanih 
ЬiomarkeiЋ karcinoma dojke. Ipak njegova uloga u progresiji bolesti nije jos uvek 
dovoljno ispitana. Као rezultat javljaju se mnoga neslaganja, posebno kada је u pitanju 
njegov znacaj kao faktora predikcije. Njegova prognosticka uloga dobro је dokazana, gde 
se moze videti da pacijentkinje sa amplifikacijom Her2 gena, tj. povisenom ekspresijom 

76 



Diskusija 

imajи i kraci period do ponovnog javljanja bolesti, kao i иkupno prezivljavanje (Seshadri i 
sar, 1993; Slamon i sar, 1989; Slamon i sar, 1987). 
Posto је Her2 protein koji иcestvuje и nizu signalnih pиteva, brzo se doslo do zakljиcka da 
Ьi on mogao imati иdela i и rezistenciji na terapijи tamoksifenom. Naravno rezultati i 
studije se i danas mnogo razlikujи. Postoji veci broj studija koji govori da је poviseni nivo 
Her2 proteina dobar pokazatelj Ьиdисеg neиspeha endokrine trerapije (Newby i sar, 1997; 
Carlomagno i sar; 1996; Bianco i sar, 1998; Borg i sar, 1994), dok drugi tvrde sиprotno 
(Кn о ор i sar, 2001; Elledge i sar, 1998). Eksperimenti na hormon zavisnim celijskim 
linijama sи pokazali da tranfekcijom vise kopija Her2 gena dolazi do promene i one 
postajи hormon nezavisne (Benz i sar, 1992). Veze koje postoje izmedи ER i Her2, kao 
moguci razlog rezistencije, se jos иvek ispitujи. Neke od studija govore da estrogeni 
specificno inhiЬirajи Her2 ekspresijи, tako da celije dojke odgovarajи na estrogen 
promenom и receptorima na njihovoj povrsini. Na taj nacin celija podesava svojи 

senzitivnost na aиtokrine i parakrine faktore (Кn о ор i sar, 2001 ). Eksperimentalno је 
potvrdeno in vitro studijama da dolazi do dramaticnog smanjenja Her2 mRNA i 
proteinske ekspresije и ER-pozitivnim celijskim linijama karcinoma dojke tretiranim 17-
estradiolom, sto bi znacilo da postoji izvestan иticaj na promotor Her2 gena (Antoniotti i 
sar, 1994). Na osnovu toga tamoksifen Ьi mogao delovati na oslobadanje od Her2 
inhiЬicije sprecavajиci dejstvo estrogena, sto dalje potvrdиjи nalazi da ER-pozitivne celije 
tretirane tamoksifenom imajи povisen nivo Her2 (Rиssell i sar, 1992; Antoniotti i sar, 
1992). 
Her2 korelise sa negativnoscи ER i и literaturi proporcija ER-pozitivnih pacijentkinja 
medи Her2-pozitivnim krece se oko 10% (Кnоор i sar, 2001). Upravo ta cinjenica Ьi se 
mogla i иzeti kao razlog zasto pacijentkinje koje imajи povisenи ekspresijи Her2 ne 
rеаgији na tamoksifen, tj . pacijentkinje koje sи sa pozitivnim statusom Her2 oЬicno sи i 
ER-negativne. Nasi rezиltati pokazali sи da nema nikakve razlike и verovatnoci DFI 
izmedи pacijentkinja sa i bez amplifikacije gena Her2. DFI је prakticno identican tokom 
prve 2.5 godine pracenja, а nisи nadene ni razlike и sadrtajи ER i PR и podgrиpama sa i 
bez amplifikacije Her2 gena. Moguce objasnjenje је da iako postoji ampliflkacija Her2 
gena koja vodi njegovoj povisenoj ekspresiji, formirani protein nije aktivan. Ј edna od 
studija pokazиje da samo manji broj tumora koji ima povisenи ekspresijи Her2, oko 30%, 
sadrzi fosforilisanи formи receptora za kоји se smatra da је jedina aktivna (DiGiovanna i 
sar, 1996). Takode, da Ьi ispoljio svojи funkcijи neophodno је da Her2 dimerizиje sa 
nekim iz familije Her proteina, sto znaci da је njihovo prisиstvo neophodno za aktivnost 
Her2. Prema tome и daljim studijama Her2 ne treba gledati nezavisno od ostalih clanova 
familije. 

V.1.3. Zdruzeni status ER, PR i Her2 

ERje prihvaceni prediktivni marker koji se koristi za donosenje odlиke о endokrinoj 
terapiji, dok је иloga PR mnogo kontraverznija (Сиi i sar, 20005). Ipak veliki broj studija 
se slaze sa cinjenicom da је PR nezavisan prediktivni marker, kao i da daje dodatne 
prediktivne informacije иz ER (Bardoи i sar, 2003 ). 
Tamoksifen se kao oЬlik endokrine terapije иspesno koristi vise od 20 godina, ali 
inhiЬitori aromataze novije generacije, kao i drиge vrste terapije vec se koriste иmesto 
tamoksifena. Nekoliko studija је pokazalo da se pik pojave иdaljenih metastaza javlja 
nakon 2.5 godina od pocetka terapije. Ovaj period, izmedи druge i trece godine terapije 
иzima se kao najbolji za prebacivanje sa tamoksifena na terapijи inhiЬitorima aromataza 
(Saphner i sar, 1996; Hoиghton, 2006; Hoиghton, 2005). U АТАС (engl. Arimidex, 

77 



Diskusija 

Tamoxifen, Alone or in ComЬination) studiji pokazano је da и prvih 2.5 godine terapije 
inhiЬitori aromataza smanjиjи pojavu иdaljenih metastaza za 7% vise и odnosи na 
tamoksifen (Hoиghton, 2006). Slicna retrospektivna analiza BIG 1-98 pokazala је da 
dolazi do smanjenja pojave иdaljenih metastaza za 30% и poredenjи sa tamoksifenom 
(Mauriac i sar, 2007). Pored toga, kao jedno od glavnih pitanja koje se vodi је da li odmah 
nakon hirиske terapije primeniti terapijи inhiЬitorima aromataza, nakon 2.5 ili 5 godina 
prvoЬitne terapije tamoksifenom (Pиnglia i sar, 2005; Cиzick i sar, 2006). Postoje dosta 
ograniceni podaci о identifrkaciji podgrupa pacijentkinja koje Ьi imale vise koristi od 
promene terapije tamoksifenom. U odsиstvu tih informacija, najpragmaticniji pristиp је и 
identifikaciji pacijentkinja sa najvecim rizikom od rane pojave иdaljenih metastaza koje Ьi 
и tom pogledи imale najvise koristi od rane terapije inhiЬitorima aromataza. Pored 
podgrиpe sa najvecim rizikom za pojavu иdaljenih metastaza ER-PR-, и jednи od rizicnih 
podgrиpa spada ER+PR- za kоји је sprecificno da slaЬije reaguje na terapijи 

tamoksifenom, sto је i pokazano studijom Ваиm-а i saradnika (Ваиm i sar, 2003). Danas 
postoje razlicita objasnjenja fenotipa ER+PR-, kao i sta on иkаzије kada је и pitanjи 
terapija ovih pacijentkinja. Najcesce objasnjenje је da је ER nefunkcionalan i kao takav ne 
dovodi do transkripcije gena PR, koji је pod direktnim иticajem ovog transkripcionog 
faktora. Takvi tиmori nisи vise zavisni od estrogena kada је и pitanjи rast i prezivljavanje i 
samim tim tamoksifen ne delиje na njih (Сиi i sar, 2005). Ovakvo objasnjenje danas је pod 
znakom pitanja, pre svega zbog studija и kojima sи pacijentkinje sa ER+PR- tumorima 
doЬijale terapijи iniЬitorima aromataza. Naime inhiЬitori aromataza smanjиjи nivo 
estrogena, koji је onda и potpиnosti nedostupan ER. Data podgrupa pacijentkinja 
reagovala је znatno bolje na ovu vrstu terapije, sto је dalje иkazalo da је ER funkcionalan i 
da postoje drugi razlozi neиspeha terapije tamoksifenom (Dowsett, 2007; Сиi i sar, 2005). 
Prema Lapidиs-и i saradnicima razlog losijeg ishoda bolesti pacijentkinja sa ovim 
fenotipom је и metilaciji i represiji promotora PR gena. Iako metilacija PR promotora nije 
pronadena и fenotipи sapozitivnim statиsom tumora za ER i PR, 21-40% ER+PR- tumora 
ipak ima metilacijи ovog promotora (Lapidиs i sar, 1998). Drugo mogиce objasnjenje lezi 
и genetskom guЬitku jedne kopije gena, guЬitku heterozigotnosti, na PR genskom lokusи. 
Stиdije pokazujи da do guЬitka heterozigotnosti dolazi и 40% karcinoma dojke kao i da 
postoji veza sa guЬitkom ekspresije PR (Tomlinson i sar, 1996; Winqvist i sar, 1995). 
Ipak, ova dva objasnjenja nisи odgovorila na pitanje rezistencije ER+PR- tumora na 
tamoksifen, s obzirom na cinjenicи da је cilj tamoksifena ER, а ne PR. Trece moguce 
objasnjenje lezi и Cinjenici da sи ER+PR- tumori rezultat manjih cirkulisиCih nivoa 
endogenog estrogena kod postmenopaиzalnih pacijentkinja koji је nedovoljan da indиkuje 
ekspresijи PR, iako је ER i njegov риt delovanja funkcionalan. То dokazиje i kratak 
tretman pacijentkinja sa ER+PR- tumorima estrogenom, sto и potpиnosti vraca nivoe PR 
(Bloom i sar, 1980). 
Alternativni mehanizam koji objasnjava ovu pojavu lezi и molekularnim interakcijama 
izmedи ER i receptora faktora rasta, sto dalje vodi promenama и signalnim pиtevima i 
odnosima klasicnog i neklasicnog delovanja ER. Eksperimentima na celijskoj liniji ZR-75 
иtvrdeno је da sa povecanjem nivoa ekspresije Her2 dolazi i do smanjenja nivoa PR i 
pojave rezistencije (Konecny i sar, 2003). Her2 se pojavljиje kao osnovni иzrok 

rezistencije, ali i nestanka PR. Smatra se da sa povisenom ekspresijom Her2 dolazi do 
aktiviranja signalnih pиteva, pre svega PIЗК/Akt-mTor, koji vodi smanjenjи ekspresije 
PR. Ova snizavanje nivoa PR odvija se na nivoи mRNA i predpostavlja se da se vrsi preko 
АР-1 transkripcionog faktora, tj. represijom PR promotora (Petz i sar, 2004). Vise studija 
је pokazalo da signalni pиtevi Her2 mogu direktno иticati na ER njegovom fosforilacijom 
(Kato i sar, 1995; Gee i sar, 2001; Campbell i sar, 2001). Ova fosforilacija ER ne samo da 
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dovodi do toga da tamoksifen delиje kao agonist, samim tim i do rezistencije, vec i do 
toga da ER izaziva transkripcijи razlicitih gena и odnosи na njegovo klasicno delovanje. 
Znacajnи иlоgи и rezistenciji i gиbitku PR moze imati i membranski ER svojim 
delovanjem na Her2. Primeceno је da и tumorima kod kojih dolazi do rezistencije, pod 
иticajem estrogena ali i tamoksifena dolazi do brze fosforilacije, ali i aktivacije 
EGFR/Her2 (Shoи i sar, 2004). Poviseni nivoi membranskog i citoplazmatskog ER sи 
pronadeni и celijama karcinoma dojke и kojima postoji amplifikacija Her2 gena (Chиng i 
sar, 2002). Prema tome estrogen i tamoksifen mogu dovesti do smanjenja PR и иslovima 
pojacanog delovanja signalnog риtа koji pocinje od membranskog ER (engl. MISS­
membrane initiated steroid signaling) i иticaja na receptore faktora rasta. 

Analize verovatnoce DFI, tokom prve 2.5 godine terapije tamoksifenom и nasoj 
grиpi, pokazale sи da је podgrиpa koja najbolje odgovara na terapijи иpravo sa dиplim 
"pozitivnim" statusom steroidnih receptora, ER+PR+. Ako posmatramo samo ER kao 
prediktivni marker, mozemo videti da kada је njegov status "pozitivan" dolazi do pojave 
иdaljenih metastaza tokom prve 2.5 godine terapije samo и 14% slиcajeva (:=:::svaka sedma 
pacijentkinja). Ali dodajиci status PR, vidimo da se prediktivna moc povecava tako da 
kod podgrupe ER+PR+ dolazi do pojave иdaljenih metastaza и 11% slиcajeva (:::::svaka 
deveta pacijentkinja). Iz toga zakljиcиjemo da PR и kombinaciji sa ER pomaze и boljem 
definisanjи podgupa i njihovom odgovoru na terapijи. Као najnepovoljnija podgrupa 
javlja se sa ona sa dиplim "negativnim" statusim ER-PR-, gde dolazi do pojave иdaljenih 
metastaza kod 57% pacijentkinja. Tиmori sa negativnim statusim receptora za PR, tj. 
ER+PR-, i и nasoj analiziranoj grиpi роkаzији statisticku razliku и odnosи na ER+PR+ 
fenotip (р=О.О1) . Ono sto је zanimljivo је daje PR vremenski zavistan prediktor rizika od 
pojave иdaljenih metastaza, pri сети taj rizik opada и periodи izmedи 2.5-5 godina 
terapije. Drиgim recima PR nema nikakav prediktivni иticaj и podgrupi pacijentkinja koje 
и prvih 2.5 godine terapije nisи imale pojavu иdaljenih metastaza. Na ovaj nacin PR 
"negativnost" identifikuje podgrupи pacijentkinja kod koje mozda dolazi do pojave de 
novo rezistencije. Slicni rezиltati dobijeni sи i и drugiт studijama (Tovey i sar, 2005; 
Ponzone i sar, 2006). Odredene stиdije govore da pored "negativnog" statusa PR, znacajnи 
иlogu и rezistenciji ima i Her2, koji је povisen (Carlomagno i sar, 1996; Ponzone i sar, 
2006). Ipak nase analize nisи pokazale da statиs Her2 ima bilo kakvu иlogu и rezistenciji. 
Povezivanjem Her2 sa ER i PR, dobili smo trostrиke fenotipove, ali ne postoji nikakva 
razlika izmedи ER+PR+Her2- povoljne podgrupe i nepovoljne ER+PR-Her2+. Slab иticaj 
Her2 na rezistencijи na tamoksifen potvrdili si и i drиgi (Tovey i sar, 2005; Кnоор i sar, 
2001; Elledge i sar, 1998). Povezivanjem samo ER i Her2 nisи doЬijeni statisticki 
relevantni rezultati, kao i и slисаји spajanja PR i Her2 . Da Ьi se doЬili sto relevantniji 
rezultati potrebno је ispitati i znacaj drugih receptora iz Her familije, pre svega EGFR, 
koji sи dimerizacioni partneri Her2 i neophodni sи za njegovu aktivacijи. 
Prema nasim rezиltatima ER+PR+ је niskorizicna podgrupa, tako da pacijentkinje iz ove 
podgrиpe nisu kandidati za promenu terapije и prvih 2.5 godine. Dalje klinicko pracenje 
ovih niskorizicnih podgrupa moze ukazati na potrebи ka sekvencijalnom pristupи и 

davanjи terapije. Sa druge strane, ER+PR- podgrиpa se pokazala kao nepovoUna i primena 
inhiЬitora aromataza odmah nakon hiruske terapije kod ove podgrupe donela Ьi mozda 
bolje rezиltate, sto је i potvrdeno АТАС studUom (Dowsett i sar, 2005). U slисаји dиplog 
negativnog fenotipa ER-PR- mogu se izvesti slicni zakljиcci. Koncentracije nize od 5 
:fi:nol/mg za ER i PR siguran su znak neuspeha terapije tamoksifenom. 
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V.1.4. Prediktivni znacaj ER i patohistoloskih parametara prognoze 

Velicina tuтora se pokazala kao znacajan paraтetar и predvidanjи odgovora na 
terapijи taтoksifenoт. Povezivanjeт sa bioтarkerima, na prvoт тestu ER, тоzе se 
nastaviti и dа1јет grиpisanjи pacijentkinja рrета njihovoj verovatnoci DFI. Time se 
oтogucava dalje definisanje nisko/visokorizicnih podgrиpa pacijentkinja и okviru vec 
definisanih podgrиpa. Nasim analizaтa pokazano је da spajanjeт dva povoljna faktora, tj . 
tuтora тanjih od 2 ст koji sи ER-pozitivni doЬija najpovoljnija podgrupa. Evidentno је 
postojanje razlike izтedи date podgrиpe i najnepovoljnije visokorizicne podgrиpe ЕR­
рТ2,З (p=O.OOl), kod koje dolazi do pojave иdaljenih тetastaza и 60% slиcajeva. 

Dokazano је da ER, рrета svoт "pozitivnoт"/"negativnoт" statusи , тоzе razdvojiti 
podgrupи pacijentkinja sa tuтorima vecim od 2 ст na dve sa razliCitim DFI. ER status 
tiтe pokazuje znacajnost и podgrиpi pacijentkinja sa vecim tuтorima od 2ст i na taj 
nacin definise podgrиpe sa razlicitim rizikoт и pojavi иdaljenih тetastaza. 
Kennecke i saradnici sи иtvrdili da sи gradиs З i niske vrednosti ER znacajni prediktori 
rane pojave тetastaza, tj. и periodи prvih 2.5 godina terapije (Kennecke i sar, 2008). U 
nasoj grupi pacijentkinja, podela рrета gradиsи na dve podgrupe, povoUnи G 1 i 
nepovoljnи GЗ, а zatim racиnanje DFI nije dalo evidentne razlike. Povezivanjeт sa ER 
dobijena је visokorizicna podgrupa ER-GЗ koja se znacajno razlikuje od podgrиpe 
ER+Gl. Ovo је i ocekivani rezиltat s obziroт da tuтori sa niskirn nivoirna ER slaЬije 
odgovarajи na endokrinи terapijи, а gradиs З oznacava tuтore sa vесот proliferacijoт i 
sтanjenoт diferencijacijoт. 

Slicno kao i sa gradиsoт, ER na osnovu svoje prediktivne тосi izdvaja dve podgrиpe 
иnиtar grиpe tuтora dиktalnog tipa. ER-negativni tитori dиktalnog tipa iтаји veci rizik 
od pojave иdaljenih тetastaza (М+=ЗЗ%). Ove razlike и DFI poticи od statusa ER. 
Racиnanjeт distriЬиcije PR и ER+IDC i ER-IDC podgrupaтa, pokazali sто da је 
ekspresija PR veca и ER+IDC podgrиpi. Isti rezultat doЬijen је i и slисаји ekspresije 
VEGF и ovoj podgrupi. Veca ekspresija PR i VEGF, рrета nasirn analizaтa, је 

pokazatelj boljeg odgovora na terapijи tamoksifenoт, sto је i osnovna karakteristika 
ER + IDC tuтora. 

V.l.S. Prediktivni znacaj PR i patohistoloskih parametara prognoze 

Povezivanjeт patohistoloskih paraтetara i statиsa PR, naCinjen ј е i korak dalje и 
definisanjи visokorizicnih podgrupa, potencijalnih kandidata za рrотеnи terapije 
taтoksifenoт. Velicina tuтora i status PR, racиnanjeт verovatnoce DFI tokoт prve 2.5 
godine terapije, izdvojile sи pre svega niskorizicnи podgrupи тalih tuтora sa pozitivnirn 
statusoт PR. Ova PR+pТl podgrupa irna sато 6% slиcajeva sa ројаvот иdaljenih 
тetastaza. Ali preko statusa PR nasirn analizaтa је pokazano da иnиtar povoljne 
podgrupe sa тanjirn рТl tuтorirna postoje izvesne razlike koje se тanifestujи i razlicitoт 
verovatnocoт DFI. Tako da statisticka razlika (р=О.ОЗ) postoji izтedи PR+pТl podgrupe 
sa sато 6% slиcajeva pojave тetastaza i PR-pТl sa 27% slиcajeva sa тetastazaтa. Pored 
toga Ьitna razlika је takode pokazana i izтedu PR+pТl i podgrupe sa najvecirn rizikoт 
pojave иdaljenih тetastaza, РR-рТ2,З (М+=55%) (p=<O.OOl). U ovoj visokorizicnoj 
podgrupi do pojave иdaljenih тetastaza dolazi kod svake druge pacijentkinje и periodи 
prve 2.5 godine terapije. То је cini dobriт kandidatoт za agresivnijи terapijи. U okviru 
tuтora vecih od 2 ст, а na osnovu statиsa PR, izdvajajи se dve podgrupe koje pokazujи 
znacajne razlike и toku bolesti. Znacaj prediktivne тосi PR тоzе se videti i и Cinjenici da 
cak i veci tuтori рТ2, З , ali sa "pozitivnirn" statusoт PR irnajи bolji odgovor na terapiju 
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tamoksifenom (M+=l9%), nego manji pTl sa negativnim statusom PR (М+=27%). Prema 
tome status PR se pokazao u nasoj grupi pacijentkinja kao veoma znacajan za predikciju 
uspeha terapije, definisuci detaljnije rizik pojedinih podgrupa sa razlicitom velicinom 
tumora. Negativnost PR i povecanje velicine tumora, zajedno predstavljaju Ьitne faktore 
rizika koje ukazuju na neuspeh terapije tamoksifenom. Ovim analizama se zakJjucuje da 
izmedu tumora koji spadaju u istu podgrupu ро velicini ipak postoje izvesne razlike. 
Upravo te raz]ike se mogu videti analiziranjem Ьiomarkera kao sto је PR. Novi Ьiomarkeri 
na slican nacin mogu doprineti u daljem grupisanju na prvi pogled vec jasno definisanih 
grupa. 

Histoloski gradus poma2e u boljem definisanju agresivnosti tumora, dajuCi 
informacije о stepenu njegove diferencijacije i proliferacije. U nasoj grupi pacijentkinja 
gradus 1, zajedno sa pozitivnim statusom PR otkriva podgrupu sa samo 8% slucajeva kod 
kojih dolazi do pojave udaljenih metastaza. Znacajne razlike koje postoje izmedu 
navedene i dve sledece podgrupe PR-G1 (М+=50%) (р=О.О5) i PR-GЗ (М+=50%) 
(р=О.ОЗ) potvrduju veliki prediktivni znacaj PR. Prema tome, i u ovom slucaju status PR 
igra najznacajniju ulogu u izboru potencijalne terapije koja moze Ьiti primenjena. 

Verovatnoce DFI podgrupa nastalih zdruzivanjem statusa PR i histoloskog tipa 
tumora pomogle su nam u daJjem definisanju rizicnih podgrupa. Prediktivni znacaj 
doЬijenih podgrupa zasniva se ipak na prediktivnoj moci PR. Pacijentkinje koje imaju 
tumore sa "pozitivnim" statusom PR i bilo duktalni ili lobulami histoloski tip imaju 
mnogo bolji odgovor na terapiju tamoksifenom sa manjim brojem pojave metastaza u 
periodu prvih 2.5 godine terapije. Na taj naCin Ьitne razlike u verovatnoci pojave udaJjenih 
metastaza su uocene izmedu РR+ШС (М+=7%) i РR-ШС (М+=44%) (p=O.OOl), zatim 
izmedu РR+ШС i PR-ILC (М+=40%) (р=О.ОО5) i na kraju PR+ILC (M+=l7%) i РR-ШС 
(М+=44%) (р=0.04). 

Nakon doЬijenih verovatnoca DFI, poredeci podgrupe sa doЬijenim statistickim razlikama 
u DFI ро ekspresiji ispitivanih Ьiomarkera zakljuCili smo da postoje izvesne karakteristike 
podgrupa koje objasnjavaju bolji ili losiji tok bolesti: 

• PR+IDC i PR+ILC, оЬе povoljne podgrupe karakterisu i povecani nivoi ER u 
tumorima, sto је jos jedan od dokaza zbog cega bolje odgovaraju na terapiju 
tamoksifenom. 

• Pored toga, poredeCi podgrupe pacijentkinja sa tumorima РR+ШС i PR-ILC ро 
ekspresiji VEGF, uoceno је da povoljnija podgrupa РR+ШС ima i povisene nivoe 
VEGF sto је prema nasim analizama povoljna karakteristika. 

• PoredeCi PR+ILC i РR-ШС ро ekspresiji uPA takode је doЬijena statisticki 
relevantna razlika. uPA је znacajno povisen u PR-IDC, sto dodatno ukazuje na 
slab odgovor na terapiju upravo zbog povecanog dejstva ove proteaze na 
razgradnju ekstracelijskog matriksa i time vece invazivne sposobnosti tumora . 

Podgrupe koje karakterise "pozitivan" status progesteronskog receptora, specificne su i ро 
visokim vrednostima ER. Samim tim uspeh terapije tamoksifenom mnogo је veCi kod ovih 
podgrupa tako da razmatranje moguce promene terapije kod njih ne moze Ьiti sugerisano. 

V.1.6. Prediktivni znacaj Her2 i patohistoloskih parametara prognoze 

Postoji dosta neslaganja u literaturi koja se ticu odnosa izmedu amplifikacije Her2 
gena i drugih prognostickih faktora (Clark i McGuire, 1991). U nekim od studija pominje 
se slaba veza Her2 amplifikacije i statusa limfnih cvorova (Borg i sar, 1990; Uehara i sar, 
1990), dok drugi nisu pronasli nikakve asocijacije (Heintz i sar, 1990). Prema studiji 
Tiwari i saradnika amplifikacija Her2 gena direktno је povezana sa nodalnim metastazama 
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(Tiwari i sar, 1992). Kada sи и pitanjи drugi prognosticki parametri spominjи se veze sa 
visokim gradиsom (Wright i sar, 1989), kao i sa velicinom tumora (Borg i sar, 1990; 
Uehara i sar, 1990). 
Analize verovatnoce DFI и nasoj grupi pacijentkinja nisи otkrile visoko ili niskorizicne 
podgrupe definisane na ovaj naCin. Povezivanjem statusa Her2 sa statusom limfnih 
cvorova nije doЬijena statisticka razlika izmedи podgrupa, ali se ipak moze izdvojiti Her2-
NO podgrupa. Analize sи pokazale da pacijenkinje bez metastaza и limfnim cvorovima i 
bez amplifikacUe Her2 gena nemajи pojavu иdaljenih metastaza prvih 2.5 godina terapije 
(М+=О%). Interesantno је da sve pacijentkinje koje imajи zahvacene limfne cvorove 
malignim celijama, takode imajи i amplifikacijи Her2 gena. Кlinicka znacajnost nije 
pronadena kombinovanjem statиsa Her2 i veliCine tumora, histoloskog tipa i gradиsa. 

V.1.7. Prediktivni znacaj оРА i PAI-1 

Serin proteaza urokinazni plazminogen aktivator (иРА) i njegov inhiЬitor (PAI-1) sи 
kljиcni faktori и proteolitickoj kaskadi koja је ukljиcena и procese fizioloske i 
patofizioloske razgradnje i remodeliranja ekstracelijskog matriksa (Harbeck i sar, 2004 ). 
Dokazano је da иРА igra veoma Ьitnи иlоgи и progresiji kancera, posebno invaziji i 
metastazi. Prema tome ocekivano је i da njegovi nivoi korelisи sa metastatskim 
potencijalom i samim tim sa prognozom pacijenta (Dиffy i sar, 1987). Veci broj studija 
potvrdиje znacajnи иlоgи иРА i Р AI-1 kao faktora nezavisnih od klasicnih prognostickih 
parametara, statusa limfnih cvorova, veliCine tumora i histoloskog gradиsa (Dиffy i sar, 
1999; Dиffy i sar, 2002). U studiji koja је obиhvatala 8377 pacijentkinja sa karcinomom 
dojke, radene sи kvantitativne analize nivoa иРА i PAI-1. DoЬijeni rezultati govore da 
pacijentkinje sa visokim nivoom иРА i PAI-1 imajи vеси verovatnocи pojave иdaljenih 
metastaza (Look i sar, 2002), sto је i ranUe иосеnо и drugiт studijama (Janicke i sar, 
1993; Janicke i sar, 1991 ). 
Prediktivna moc иРА i PAI-1 nije ispitana и tolikoj meri, tj. broj studUa koji govore о 
иtiсаји na adjиvantnи terapijи tamoksifenom је zastupljen и malom Ьrоји. U nekoliko 
studija gde је koriscen tamoksifen kod pacijentkinja sa иznapredovalim karcinomom 
dojke, visoki nivoi иРА i PAI-1 pokazali sи neиspeh terapije i pojavu metastaza (Meijer­
van Gelder i sar, 2004; Meijer-van Gelder i sar, 2003; Manders i sar, 2004; Foekens i sar, 
1995). 
Neиspeh terapije tamoksifenom kod pacijentkinja sa povisenim nivoom иРА nije и 
potpиnosti objasnjen. Pored svog delovanja kao proteaze, иРА vezivanjem za svoj 
receptor иР AR moze pokrenиti neki od signalnih pиteva, pre svega МАРК, koji se 
zavrsavajи na ER, omogucavajиci njegovu ligand nezavisnи aktivacijи i povecanje 
agonistickog dejstva tamoksifena (Tang i sar, 1998; Konakova i sar, 1998). 

Postojanje izvesnih veza sa ER, tj. иticaj estrogena i ER na ekspresijи иРА i PAI-1 
nije definitivno dokazan. Davis i saradnici govore о о kontroli иРА kompleksa pиtem 
estrogena и celijama koje sadrze ER (Davis i sar, 1995), dok Levenson svojim 
istrazivanjima na celijskim linijama pokazиje da estrogen negativno delиje na stvaranje 
иРА i Р AI- mRNA i aktivnost samih proteina (Levenson i sar, 1998). 
Ipak postoje podaci koje govore о sиprotnom delovanjи ER na иРА i PAI-1 . Dokazano је 
da и promotomom regionи иРА gena postoji vezujиce mesto za АР-1 i NFкВ 
transkripcione faktore (Lengyel i sar, 1996; Nerlov i sar, 1991), ра Ьijedno od objasnjenja 
pozitivnog иticaja ER na ekspresijи иРА Ьila и neklasicnom signalnom pиtu ER i 
interakcijama sa АР-1. АР-1 Ьi dalje svojim delovanjem kao transkripcioni faktor иticao 
na povisenje nivoa иРА. 
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Analizom verovatnoce DFI, za vrednosti иРА i PAI-1, dobijene sи graшcne 

vrednosti. U slисаји PAI-1 dobijena је granicna vrednost na osnovu koje sи podgrupe 
definisane i podeljene na "pozitivne" i "negativne". U slисаји иРА prisиtan је izrazit 
trend, prema kojem је definisana granicna vrednost. Direktno poredenje granicnih 
vrednosti sa ranije objavljivanirn podacirna је tesko, zbog cinjenice da se ranije 
objavljivani podaci razlikujи ро ekstrakcionirn metodama (Foekens i sar, 1992), antitelirna 
i popиlacijama koje sи istrazivane (Harbeck i sar, 1999; Janicke i sar, 1993). Analize koje 
smo uradili и nasoj grиpi pokazujи da sи povisene vrednosti иРА direktan pokazatelj 
neиspeha terapije tamoksifenom i veceg rizika od pojave иdaljenih metastaza. Veci nivoi 
иРА samirn tim иkаzији i na povecanи razgadnjи ekstracelijskog matriksa, ali i na moguCi 
иticaj na signalne pиteve и celiji preko иРАR sto jos treba иtvrditi daljim analizama. U 
иPA-pozitivnoj podgrupi doslo је do pojave иdaljenih metastaza и 45% s]иcajeva, 

nasиprot иPA-negativne gde irnamo 19% slиcajeva sa metastazama tokom prve 2.5 godine 
terapije tamoksifenom. Slab odgovor na terapijи tamoksifenom kod pacijentkinja ciji 
tumori imajи poviseni nivo иРА dokazan је i и drugirn studijama (Manders i sar, 2004 ). 

Veliki broj proЬlema i nesиglasica javio se istrazivanjem иloge PAI-1 и biologiji 
tumora. Dokazi da pacijenti sa povecanirn nivoom PAI-1 и tumorima imajи 1osijи 

prognozu (Andreasen i sar, 1997), prvo sи dosli kao iznenadene, s obzirom na Cinjenicи da 
је osnovna иloga PAI-1 иpravo и inhiЬiciji иРА. То је bio motiv da se potraze nove 
funkcije Р AI-1 kako bi se objasnili dobijeni rezultati (Andreasen i sar, 2000). Odredene 
studije govore da PAI-1 moze delovati protiv migracije i invazije, inhiЬirajиci иРА. Drиga 
hipoteza је da Р AI-1 neophodan za optirnalnи funkijи иРА sistema, regulisиci adhezijи 
celija i vrseCi restrikcijи adhezije и vremenи i prostoru (Andreasen i sar, 2000). U veCini 
studija gde је proиcavan znacaj PAI-1 kao prediktivnog faktora, visoki nivoi sи 

povezivani sa losijirn odgovorom na terapijи (Meijer-van Gelder i sar, 2004). Analiza 
pacijentkinja и nasoj grиpi pokazala је и potpиnosti sиprotne rezultate od objavljivanih. 
Prema nasim analizama verovatnoce DFI, kod pacijentkinja sa povisenenirn vrednostirna 
PAI-1 dolazi do boljeg odgovora na terapijи tamoksifenom. U PAI-1-pozitivnoj podgrupi 
tokom prve 2.5 godine terapije tamoksifenom dolazi do pojave metastaza samo kod jedne 
pacijentkinje od 16 ispitivanih. Nasиprot tome, kod PAI-1 -negativne podgrupe, do pojave 
иdaljenih metastaza dolazi и 38% slиcajeva. Moguce objasnjenje ovakvog rezultata је и 
estrogenom regulisanjи Р AI-1 ekspresije, primamo preko ER. Prema tome visoki nivoi 
PAI-1 иkazivali Ьi na vеси aktivnost ER, ра Ьi i terapija tamoksifenom Ьila mnogo 
иspesnija kod ove podgrupe. 
AnalizirajиCi medиsobne odnose ispitivanih molekulamih Ьiomarkera, pozitivna korelacija 
doЬijenaje izmedи иРА i PAI-1 (р=О.О2), kao i izmedи PAI-1 i Ki-67 (р=О.О2). Pozitivna 
korelacija иРА i PAI-1 doЬijana је i и drugirn stиdijama (Foekens i sar, 1994). Iz toga 
zakljиcujemo da sa rastom иРА raste i Р AI -1, ali da se njihov иticaj na tok bolesti 
razlikuje, tj. da u ispitivanoj studUi PAI-1 delиje primamo kao inhiЬitor иРА. Tirne on 
povecava иspesnost terapije tamoksifenom kada је prisиtan и visirn nivoirna. Zajednicki 
rast иРА i PAI-1 zapravo nam sиgerise о regulisanjи ovih Ьiomarkera od strane 
zajednickog transkripcionog faktora. Nisи pronadene korelacije izmedи иРА ili PAI-1 i 
ER ili PR, sto neke od stиdija potvrdиjи (Foekens i sar, 1995), dok druge govore о 
negativnoj korelaciji izmedи steroidnih receptora i иРА, PAI-1 (Femo i sar, 1996). 
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V.1.8. Prediktivni znacaj zdruzenog statusa uPA, PAI-1 i ostalih ispitivanih 
molekularnih blomarkera 

Povezivanjem иРА sa ostalim ispitivanim biomarkerima pokusali smo da ve6 
postoje6e povoljne ili nepovoljne podgrupe dodatno definisemo. 

а) uPA 
Zdruzivanjem иРА sa ER nisи dobijene podgrиpe sa ve6im prediktivnim 

potencijalom, ali је preciznije definisana ER-negativna podgrиpa pacijentkinja spajanjem 
sa иPA-pozitivnom. Kod date ЕR-иРА+ podgrиpe do pojave иdaljenih metastaza dolazi и 
svakom drugom slисаји. Ovaj rezultat је i ocekivan иsled spajanja dve nepovoljne 
podgrиpe koje sи zasebno specificne ро vecoj proliferaciji i invazivnom potencijalи. 
Velike razlike izmedи podgrиpa dobijene sи spajanjem PR i иРА. Као izrazito nepovoljna 
podgrupa javlja se иРА+РR-, koja је nastala spajanjem dva nepovoljna Ьioloska 

parametra. U ovoj podgrиpi dolazi do pojave metastaza kod 80% pacijentkinja tokom 
perioda od 2.5 godina. Slab odgovor na terapijи tamoksifenom је i ocekivan kod ove 
podgrupe иpravo zbog "negativnog" statusa PR sto иkаzије na aberantne signalne pиteve i 
тоgиси pojavu de novo rezistencije, dok povisen nivo иРА pokazuje intenzivnи 

razgradnjи ekstra6elijskog matriksa. U poredenjи sa ovom nepovoljnom podgrupom, ostali 
fenotipovi pokazujи mnogo bolji odgovor na terapijи i razliku и vremenи do pojave 
иdaljenih metastaza иРА+РR+ (р=0.007), иРА-РR+ (р=<О.ОО1) i иРА-РR- (р=О.О4) . 

Prate6i distriЬиcijи ostalih molekulamih Ьiomarkera prema navedenim podgrupama medи 
kojima postoji razlika и verovatnoci DFI doЬijeno је da izrazito nepovoljna иPA+PR­
podgrиpa ima smanjene nivoe ER и poredenjи sa иРА-РR+. Smanjeni nivo ERje jedan od 
razloga neиspeha terapije tamoksifenom и ovoj podgrupi. 
Poviseni nivoi Her2 povezani sи sa progresijom i metastazom tumora (Slamon i sar, 
1989). Neke od preklinickih studija sиgerisи da Her2 ima иlogu и progresiji tumora tako 
sto promovise invazivni kapacitet tumorskih 6elija kroz pove6anи adhezijи 6elija (Хи I 
sar, 1997), kao i kroz povisenи 6elijsku pokretljivost (Ignatoski i sar, 2000). Ipak 
mehanizam na osnovu koga Her2 regиlise metastatski potencijal nije и potpиnosti 
razjasnjen. Skorasnja klinicka ispitivanja, na kancerи kolona, иkаzији direktnи иlogu Her2 
и invaziji i metastaziranjи kroz regиlacijи proteolitickih enzima, pre svega иРА (Bemey i 
sar, 1998). Kada sи и pitanjи veze Her2 i иРА karcinoma dojke, и studiji Konecny-a i 
saradnika dokazana је slaba povezanost Her2 i иРА, za kоји se smatra је bazirana vise na 
indirektnim interakcijama nego na direktnoj regulaciji (Konecny i sar, 2001). U istoj 
studiji је na 6elijskim linijama karcinoma dojke sa povisenim nivoom Her2 pokazano da 
ipak ne dolazi do pove6anja иРА. Analizirajи6i nase podatke dosli smo do zakljиcka da 
Her2 nema иlogu и regulaciji иРА, tako da mehanizme koji kontrolisи ovu proteazu jos 
treba ispitati. Pored toga spajanjem statиsa ova dva Ьiomarkera takode nisи doЬijene 
povoUne/nepovoljne podgrиpe koje Ьi dalje Ьile analizirane. 

Ь) PAI-1 
Za razliku od иРА, PAI-1 pokazиje povezanost sa ER и nasoj ispitivanoj grиpi, tako 

da su njihovim zdruzivanjem doЬijene izvesne razlike koje иkazujи na tok bolesti. 
Pacijentkinje sa tumorima koji imajи visoke nivoe PAI-1 i ER, PAI-l+ER+, pokazale sи 
odlican odgovor na terapijи tamoksifenom. Tokom prve 2.5 godine terapije ne dolazi do 
pojave иdaljenih metastaza и ovoj grиpi (М+=О%) . Iz razlike koja postoji izmedи ove i 
podgrиpe PAI-l+ER- (р=О.ОО2), zakljиcиjemo da иnиtar postoje6e povoljne PAI-1-
pozitivne podgrиpe mozemo ukazati na one pacijentkinje koje ipak imajи pove6an rizik, а 
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to sи иpravo one sa PAI-1 +ER- tumorima, gde dolazi do relapsa и 71% slиcajeva tokom 
prvih 2.5 godina pracenja toka bolesti. Prema doЬijenoj razlici и verovatnoci DFI izmedи 
PAI-1-ER+ podgrupe (М+=28%) i PAI-l+ER- (М+=71 %) (р=О.ОЗ), mozemo videti da 
bez obzira na pozitivan status PAI-1, иpravo је ER оdlисијисi faktor koji povecava 
interval bez pojave bolesti. Poredeci ekspresije ispitivanih biomarkera izmedи podgrupa 
PAI-1 +ER+ i PAI-1 +ER-, kao i izmedи podgrиpa PAI-1+ER- i PAI-1-ER+, иосеnо је da 
postoje znacajne razlike koje mogu objasniti povoljan/nepovoljan ishod bolesti 
pacijentkinja и podgrupama. PAI+ER- podgrupa, kao izuzetno nepovoljna sa 71% 
slиcajeva pojave metastaza tokom prvih 2.5 godine terapije, posedиje i znatno visi indeks 
proliferativnosti (Кi-67) i indeks rasta. Time zakljиcиjemo da tumori sa ovim 
karakteristikama znatno brze proliferisи, povecavajиci na taj nacin i verovatnocи pojave 
иdaljenih metastaza. Pored toga PAI+ER- tumore karakterise i smanjeni nivo PR, sto је i и 
skladи sa negativnoscи ER i slaЬim odgovorom na terapijи tamoksifenom. 
Kombinacijama prema statusи PAI-1 i PR nisи izdvojene statisticki znacajne podgrupe, 
kao i и slисаји PAI-1 i Her2. Iako ne postoje statisticke razlike, mogu se izdvojiti dve 
podgrupe prema statusи PAI-1 i PR, niskorizicna podgrиpa PAI-1-PR+ sa 16% s lиcajeva 

kod kojih је doslo do pojave иdaljenih metastaza i visokorizicna podgrupa PAI-1-PR- sa 
50% metastaza. Ono sto ih takode medиsobno razdvaja је ekspresija ER, koja је znacajno 
veca (р=О .О5) kod PAI-1-PR+ podgrupe. Као i и predhodno opisanim podgrиpama to је 
glavni razlog, иz pozitivnost PR za иspeh endokrine terapije. 
Spajanjem иРА i PAI-1 takode nisи doЬijeni znacajni rezultati, ali se pored toga moze 
izdvojiti visokorizicna podgrupa иРА+РАI-1- gde dolazi do pojave metastaza kod svake 
druge pacijentkinje. 

V.1.9. Prediktivni znacaj zdruzenog statusa uPA, PAI-1 i patohistoloskih parametara 
prognoze 

иРА i PAI-1 и veCini studija se роkаzији kao znacajni prognosticki parametri, 
nezavisni od statusa limfnih cvorova, velicine tumora i histoloskog gradиsa (Dиffy i sar, 
1999; Schmitt i sar, 1997). Pored toga, иРА i PAI-1 иkazujи na razlike izmedи visoko i 
niskorizicnih pacijentkinja (Harbeck i sar, 2002; Konecny i sar, 2001), i omogucavajи 
procenи rizika od pojave metastaza cak i и grupama vec definisanim иtvrdenim 

prognostickim faktorima (Harbeck i sar, 2002). uP А и nasoj studiji nije dodatno podelio 
pacijentkinje vec definisane р о veliCini i histoloskom tipи tumora. Kada је и pitanjи Р AI -1 
doЬijenje visoko znacajan trend izmedи PAI-1 +рТ1 i PAI-1 +рТ2,3 tumora (р=0.05). Kod 
pacijentkinja sa tumoriтa тanjim od 2 ст i sa pozitivnim statusoт PAI-1 nije Ьilo pojave 
иdaljenih тetastaza (М+=О%), dok и visokorizicnoj podgrupi PAI-1 +рТ2,3 pojava 
тetastaza је zabelezena kod svake druge pacUentkinje (М+=50%). Time је i pokazano da 
sa porastoт velicine tuтora raste тetastatski potencijal, tj. invazivnost tитоrа, kao i da 
pozitivan status PAI-1 kao inhiЬitora invazije, ne иtice na smanjenje тetastaziranja kod 
tuтora vecih od 2 ст. РАI-1+рТ1 tuтori definisи podgrupu sa odlicnim odgovorom na 
terapijи taтoksifenom, dok kada је и pitanju nepovoljna podgrupa proтena terapije Ьi 
тogla doneti vise иspeha и sтislи odlaganja ponovnogjavljanja bolesti. 

Bitno је istaci na тogucnost da se kod odredenih fenotipova sa specificnim 
Ьioloskiт karakteristikaтa javlja rana rezistencija i da proтena terapije odтah nakon 
hiruskog odstranjenja tuтora moze znatno proтeniti tok bolesti. 
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V.2. ТОК BOLESTI U PERIODU OD 2.5 DO 5 GODINA TERAPIJE 
TAMOKSIFENOM 

Vise studija pokazalo је sиperiomost endokrine terapije inhiЬitorima aromataza nad 
tamoksifenom, s tim da pojedine podgrupe pacijentkinja mogu imati vеси korist od 
promene terapije и odredeno vreme. Iako studije govore о boljem иCinku inhiЬitora 

aromataza kao adjиvantne terapije odmah nakon hirиske terapije, posle 2-3 godine i nakon 
5 godina inicajalne terapije tamoksifenom (Thtirlimann i sar, 2005; Ваиm i sar, 2002), 
velika neslaganja postoje oko vremena иkljиcenja ove terapije. Као bitan faktor и 
odlиCivanjи sи i negativni efekti inhiЬitora aromataza рориt povecanog rizika od pojave 
osteoporoze и poredenjи sa tamoksifenom koji povecava gustinи kostijи (DeЬled i sar, 
2007). Ipak rizik od pojave metastaza је mnogo veci od rizika koji nose negativni efekti 
inhiЬitora aromataza. 
Analizama pacijentkinja и periodи od 2.5-5 godine terapije tamoksifenom pokusali smo da 
odgovorimo na pitanje vremenske zavisnosti ispitivanih biomarkera i klasicnih 
patohistoloskih parametara. Drugim recima, kao jedno od pitanja koje se postavUa је da li 
odredeni parametar tumora ili pacijenta moze иkazati na pojavu иdaljenih metastaza и 
periodи izmedи 2.5-5 godina terapije tamoksifenom, tj. da li parametri zadrzavajи svojи 
prediktivnи moc, definisanи nakon dijagnoze, kod pacijentkinja koje tokom prve 2.5 
godine terapije nisи imale pojavu иdaljenih metastaza. U nasoj grupi pacijentkinja и ovom 
periodи doslo је do pojave metastaza и 17% slиcajeva. Pored toga, pracenjem odredenih 
bioloskih karakteristika primamih tumora pokusali smo odgovoriti na pitanja kako te 
osobine иtiси na pojavu stecene rezistencije na terapijи tamoksifenom. 

V.2.1. Prediktivni znacaj patohistoloskih parametara 

Analize verovatnoca DFI и ovom periodи pokazale sи da ne postoje razlike и pojavi 
иdaljenih metastaza izmedи podgrиpa definisanih prema patohistoloskim parametrima, 
statusи limfnih cvorova, velicini tumora, histoloskom tipи i gradиsи. Velicina tumora, koja 
se pokazala kao znacajan parametar tokom prve 2.5 godine terapije, sada gubi svojи 
znacajnost. Time је pokazano da pacijentkinje, bilo sa tumorima рТl ili рТ2,3, koje nisи 
imale metastaze и prvom delи terapije, sada и periodи od 2.5-5 godina terapije imajи 
priЬlifuo jednaku verovatnocи pojave иdaljenih metastaza. Isti tok bolesti, и periodи 
izmedи 2.5-5 godina terapije tamoksifenom, kod pacijentkinja koji sи imale tumore 
razliCite velicine nam sиgerise о иsреhи terapije и ranom periodи. 

Vazno је istaCi da kombinacijama klasicnih patohistoloskih parametara takode nije 
doЬijena razlika izmedи podgrupa. 

V.2.2. Prediktivni znacaj ispitivanih Ьiomarkera 

Statisticka analiza ispitivanih Ьiomarkera и grиpi pacijentkinja и periodи od 2.5-5 
godine terapije tamoksifenom, sa ciljem potvrdivanja vec иstanovljenih ili doЬijanja novih 
granicnih vrednosti, pokazala је da ispitivani Ьiomarkeri nemajи znacaj и ovom periodи. 
Razlike и verovatnoCi izmedи niskih i visokih nivoa ER и periodи od 2.5-5 godina terapije 
nestajи, tj. guЬi se povecani rizik od pojave metastaza и ER-negativnoj grиpi koji је 
postojao prve 2.5 godine terapije. Slicni rezultati doЬijeni sи i и drugim studijama 
(Kennecke i sar, 2008). Kada је и pitanjи PR, stиdija Tovey-a i saradnika govori da је 
negativnost ovog receptora vremenski zavistan prediktor rizika od pojave metastaza и 
periodи od prve tri godine terapije tamoksifenom, sa ostrim padom znacajnosti nakon toga 
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(Tovey i sar, 2005). Ovaj rezultat је identican onom koji је dobijen nasom studijom, gde 
pacijentkinje sa ER+PR- tumorima imaju znacajnije losiji tok bolesti od ER+PR+ tumora 
u prvih 2. 5 godina terapije. Та znacajnost se posle prve 2.5 godine guЬi. GuЬitak prednosti 
pacijentkinja koje su imale "pozitivan" status steroidnih receptora govori nam da terapija 
tamoksifenom vise nema uticaja, tako da u preostalim mikrometastazama postoje 
alternativni mehanizmi koji dovode do njihovog sirenja. 

V.2.3. Prediktivni znacaj zdruzenog statusa Her2 i patohistoloskih parametara 
prognoze 

Rezistencija tumora na inicijalnu terapiju tamoksifenom moze se javiti veoma brzo 
ро davanju terapije, ali takode do nje moze doCi i vremenom kada se ve6 govori о stecenoj 
rezistenciji (Massarweh i sar, 2008). Utvrdivanje vremena pojave udaljenih metastaza na 
osnovu mehanizama koji dovode do stecene rezistencije jos uvek predstavlja veliki 
proЬlem. Ipak mnogobrojni dokazi pokazuju da EGFR/Her2 signalni putevi imaju veliki 
uticaj na pojavu rezistencije (Shou i sar, 2004). U studiji Tovey-a i saradnika govori se da 
pored uloge Her2 u ranoj rezistenciji, moraju postojati mehanizmi koji stoje iza kasnije 
pojave metastaza tokom terapije tamoksifenom i koji mogu ukljucivati predhodno 
dormantne Her2 puteve koji se takode mogu detektovati u trenutku dijagnoze (Tovey i sar, 
2005). 
Racunanjem verovatno6e DFI prema statusu amplifikacije Her2 gena, nisu doЬijene 
razlike izmedu podgrupa sa pozitivnim i negativnim statusom. Povezivanje sa 
patohistoloskim parametrima pokazalo se znacajnim samo u slucaju zdruzivanja statusa 
Her2 i veliCine tumora. Velicina tumora razdvaja podgrupu pacijentkinja koje imaju 
tumore sa amplifikacijom Her2 gena na dve podgrupe sa velikom razlikom u verovatno6i 
DFI (р=О.ООЗ). Као povoljna izdvaja se Her2+pTl podgrupa u kojoj nema pojave 
metastaza u periodu od 2.5-5 godina terapije tamoksifenom (М+=О%) naspram 
Her2+pT2,3 kod koje dolazi do pojave metastaza u 57% slucajeva. Prema tome velicina 
tumora unutar Her2-pozitivne podgrupe igra veoma vaznu ulogu u ovom periodu. 
Interesantno је da se рТ2,3 podgrupa tumora na osnovu Her2 statusa takode moze deliti na 
povoljnu i nepovoUnu (р=О.О4). Iz toga se moze zakljuCiti da amplifikacija gena znatno 
doprinosi losijem toku bolesti kod pacijentkinja sa tumorima ve6im od 2 ст. Rezultati 
koji su dobijeni za period od prvih 2.5 godina terapije ne pokazuju ovu znacajnost Her2pT 
statusa koja је doЬijena za period od 2.5-5 godine terapije. Mogu6e objasnjenje је da posle 
odredenog vremena u mikrometastazama dolazi do aktiviranja Her2, kod pacijentkinja 
koje su primale terapiju tamoksifenom (Gutierrez i sar, 2005; Lipton i sar, 2005). Ova 
aktivacija Her2 posle 2 .5 godine mogla Ьi se povezati sa smanjenim genomskim 
delovanjem ER izazvanim tamoksifenom i istovremenim pove6anjem negenomskog 
delovanja ER. Upravo to negenomsko delovanje membranskog ER moglo Ьi dovesti do 
aktiviranja nivoa Her2 kao i pove6anja agonisticke aktivnosti tamoksifena i pojave stecene 
rezistencije (Massarweh i sar, 2008). 
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V.З. ТОК BOLESTI U PERIODU PRACENJA OD 12 GODINA 

Karcinom dojke је bolest sa dиgim periodom nastanka, ali i dиgim klinickim tokom 
bolesti. Za razliku od nekih drиgih oЬlika kancera, kod karcinoma dojke ne postoji 
petogodisnji period nakon koga Ьi pacijenti bez metastaza proglasavani potpиno 

izlecenim. Tako da bi se moglo reci da karcinom dojke predstavlja sistemsku bolest, kod 
koje dolazi do ponovnog javljanja bolesti cak i 30 godina nakon inicijalne dijagnoze. 
Glavni izazov и !есеnји ove bolesti је da se kod pacijentkinja poveca period bez ponovnog 
javljanja bolesti posto sи metastaze vodeci иzrok smrti. Podjednako tesko i znacajno је 
иtvrditi efikasnost terapija, zbog potrebe da se pacijentkinje prate dиzi vremenski period. 
Takvo dиgo pracenje pacijentkinja sa karcinomom dojke omogucava doЬijanje Ьitnih 
informacija za lekare i pacijente о dиgorocnom ishodи bolesti, na osnovu koga se moze 
planirati i terapija (Gordon i sar, 2007). 

V.З.l. Prognosticki znacaj klinicko-patoloskih parametara 

Pracenjem pacijentkinja kroz dиgi period od 12 godina, dosli smo do rezultata da kod 
vise od polovine pacijentkinja dolazi do pojave иdaljenih metastaza (М+=65%). Ovakvo 
dиgogodisnje pracenje pacijentkinja nam moze иkazati na znacaj i efikasnost terapije 
tamoksifenom и trajanjи od 5 godina, s obzirom da kod trecine pacijentkinja sa 
operaЬilnim karcinomom dojke dolazi do pojave иdaljenih metastaza tokom prvih 1 О 
godina od operacije (EBCTCG, 1990). Znacaj klasicnih klinicko-patoloskih parametara se 
menja sa vremenom, tako da odredeni prognosticki parametri dоЬiјаји, а drugi gube na 
znacajи sa dиgim pracenjem toka bolesti. 
Vise studija govori о gиЬitku prognosticke moci klasicnih parametara posle odredenog 
vremena (Aпiagada i sar, 2006). U ispitivanoj grиpi pacijentkinja, za period od 12 godina, 
klinicko-patoloski parametri: zahvacenost limfnih cvorova malignim celijama, velicina 
tumora, histoloski tip i gradиs nisи pokazali razliku и verovatnoci DFI. 
Као jedna od Ьitnih karakteristika karcinoma dojke је da se njegova incidenca povecava 
sa godinama pacijentkinja (Martelli i sar, 2008). Vise od 33% svih karcinoma dojke javlja 
se kod zena preko 70 godina starosti (Ferlay i sar, 2007). Kada sи и pitanjи starije 
pacijentkinje kao najbolja pokazala se hirиska terapija. Ipak, иloga godina pacijenta и 
prognozi bolesti ostaje veoma kontraverzna (Tsuchiya i sar, 1997). Postoje studije koje 
govore о godinama kao nezavisnom prognostickom parametru (Nixon i sar, 1994), dok u 
drugim nije pronaden иticaj godina pacijenta na prognozu bolesti (Crowe i sar, 1994). 
Prema stиdiji Tsиchiya i saradnika, pacijentkinje mlade od 35 godina i starije od 66 imajи 
slaЬije prezivljavanje и odnosи па one koje pripadaju sredisnjoj grupi (Tsиchiya i sar, 
1997). Ј edno od objasnjenja је da i mladi i stariji pacijenti imajи tumore sa potencijalom 
za brz rast i invazijи, sto dalje vodi brzoj diseminaciji (Solin i sar, 1989). Takve 
karakteristike tumora imajи Ьiolosku osnovu koja dovodi do losije prognoze ovih 
pacijenata. 
Godine kao prognosticki faktor samo medи postmenopaиzalnim pacijentkinjama sи 

proиcavane и manjoj meri. Host i saradnici ukazujи da nakon 50 godine dolazi do brzog 
smanjenja prezivljavanja (ЊJst i sar, 1986). Ali uprkos preovladиjиcem misljenjи da 
starije pacijentkinje imaju losijи prognozu, Fisher i saradnici sugerisи da mozda postoje 
odredene promene u histologiji karcinoma dojke koje sи povezane sa godinama pacijenta, 
koje takode dovode do manje agresivnih tumora kod starijih osoba (Fisher i sar, 1997). 
Analizom verovatnoce DFI prema godinama starosti pacijentkinja и ispitivanoj grupi 
pokazano је da postoji znacajna razlika izmedи pacijentkinja starijih i mladih od 66 
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godina. Ova razlika nije prirnecena za period prvih 2.5 godina, kao ni za period izmedu 
2.5 i 5 godina terapije tamoksifenom, pokazujuci da nema razlike u verovatnoci pojave 
udaljenih metastaza izmedu mladih i starijih pacUentkinja u postmenopauzi. Medutirn 
posmatrajuCi dug period od 12 godina, pacijentkinje starije od 66 godina irnaju znatno 
losiju prognozu. u ovoj podgrupi cak 80% pacijentkinja u periodu od 12 godina irna 
pojavu udaljenih metastaza, za razliku od pacijentkinja mladih od 66 sa 59% slucajeva kod 
kojih је doslo do metastatske bolesti. Losija prognoza starijih pacijentkinja mora irnati 
Ьiolosku osnovu koja dovodi do nepovoljnog ishoda bolesti. DistriЬucija Ьiomarkera 
ispitivanih u nasoj grupi nije pokazala da postoje razlike u tumorirna ove dve podgrupe. 

V.3.2. Prognosticki znacaj fenotipova dobljenih komblnacijom klasicnih klinicko­
patoloskih parametara 

Godine pacijentkinja u trenutku dijagnoze mogu preciznije definisati visokorizicne 
podgrupe i uz to povecati prognosticku moc drugih klasicnih parametara prognoze. 
Kombinacijom godina pacijentkinja sa velicinom tumora izdvojene su visokorizicne i 
niskorizicne podgrupe. Ono sto је Ьitno ukazati је da pacijentkinje razlicitih godina, ali sa 
istom velicinom tumora irnaju potpuno drugaciji tok, kao i period bez bolesti. Analizom 
doЬijenih podataka zakljucili smo da godine pacijentkinja igraju vaznu ulogu u razvoju 
bolesti, cak i kod pacijentkinja sa istom veliCinom tumora koje Ьi na prvi pogled trebale 
irnati slican odgovor na terapiju i dalji tok bolesti. Tako pacUentkinje mlade i starije od 66 
godina, а u okviru podgrupa рТl i рТ2,3 pokazuju Ьitne razlike u vremenu pojave 
udaljenih metastaza (р=0.04, р=О.О 1, respektivno ). Као izuzetno povoljna podgrupa је ona 
sa pacijentkinjama mladirn od 66 godina i sa malirn рТl tumorirna (М+=55%), dok је 
podgrupa sa najnepovoljnijim ishodom 662::рТ2,3 kod koje dolazi do pojave udaljenih 
metastaza cak u 92% slucajeva u periodu od 12 godina. Biolosku osnovu razliCitog toka 
bolesti kod dve podgrupe pacijentkinja razlicitih ро godinama tek treba utvrditi. 
Histoloski gradus, kao samostalni prognosticki parametar, nije pokazao znacaj u 
ispitivanoj grupi pacijentkinja u periodu od 12 godina. Ipak njegovo povezivanje sa 
godinama pacijentkinja pokazuje da unutar iste podgrupe definisane gradusom jedan 
pacijentkinje irnaju razliCit tok bolesti u zavisnosti da Ii su mlade ili starije od 66 godine 
(р=О.О2). U odnosu na povoljnu podgrupu <66G 1 kod koje dolazi do pojave udaljenih 
metastaza samo u 17% slucajeva, kao najnepovoljnija javlja se podgrupa pacijentkinja 
starijih od 66 godina sa tumorirna kod kojih је odreden histoloski gradus З. U ovoj 
podgrupi kod svih pacijentkinja dolazi do pojave metastaza u periodu praceenja od 12 
godina. Pri tome sve metastaze u losijoj 662::G3 podgrupi se desavaju veoma rano, tokom 
4-5 godina od dijagnoze, sto dodatno pokazuje izuzetnu agresivnost tumora sa ovun 
karakteristikama. 
Daljim poredenjem ekspresija ispitivanih Ьiomarkera nisu doЬijene razlike u ovirn 
podgrupama. Jos 1957 Mcdonald i saradnici su dosli do zakljucka da Ьioloski faktori 
determinisu tok bolesti karcinoma dojke (Mcdonald, 1957). Ocigledno losф tok bolesti za 
pojedine podgrupe obuhvacene nasim analizama mora irnati osnovu u Ьioloskoj 

heterogenosti tumora koja se ispoljava kroz razlicitu agresivnost i invazivnost. 

V.3.3. Prognosticki znacaj molekularnih Ьiomarkera: ER, PR, Her2 

Iako tamoksifen znacajno produzava period bez pojave bolesti i ukupno 
prezivljavanje (Кhoshnoud i sar, 2008), donoseci na taj naCin veliku korist 
pacijentkinjama u odlaganju bolesti, postoje izvasna neslaganja о tome koliko dugo ove 

89 



Diskusija 

pacijentkinje imaju prednost u odnosu na one koje nisu primile terapiju. Dok odredene 
studije govore da se benefit tretmana tamoksifenom smanjuje sa vremenom (Gordon i sar, 
2007), druge pokazuju da terapija tamoksifenom poboljsava prezivljavanje pacijentkinja 
sa prisutnim steroidnim receptorima u tumorima i do perioda od 15 godina (EBCTCG, 
2005). 
Kada је u pitanju ER, postoje konfliktni rezultati njegove prognosticke uloge u duzem 
pracenju. Vise studija pokazuje da rana prednost ER-pozitivnih tumora nije zadrzana u 
dugom pracenju (Aamdal i sar, 1984; Parl i sar, 1984 ), dok Kennecke i saradnici prikazuju 
da visoko pozitivni status ER smanjuje i do 50% rizik od ponovnog javljanja bolesti u 
poredenju sa pacijentkinjama koje imaju niske vrednosti ER (Kennecke i sar, 2007). 
Konfliktni rezultati mogu nastati usled malog broja pacijentkinja ukljucenih u studiju, 
heterogene populacije pacijentkinja, nedostatka standardne granicne vrednosti za ER i 
kratkog perioda pracenja pacijentkinja (Кhoshnoud i sar, 2008). 
lspitivanjem znacaja ER u nasoj grupi pacUentkinja pokazano је da ovaj biomarker 
zadrzava svoj znacaj i u dugom periodu pracenja od 12 godina. Pozitivnost ER uz terapiju 
tamoksifenom znatno produzava period bez pojave metastaza. U podgrupi pacijentkinja sa 
ER-pozitivnim tumorima postoji 63% slucajeva u kojima dolazi do pojave udaljenih 
metastaza, dok u ER-negativnoj podgrupi ovaj procenat iznosi 83%. Slab odgovor na 
terapiju tamoksifenom kod ER-negativne podgrupe је i ocekivan i dokumentovan drugim 
studijama (EBCTCG, 2004). Pored toga ER-negativni tumori u ispitivanoj podgrupi imaju 
niz negativnih osobina. Pracenjem ekspresije biomarkera pokazano је da је u ER­
negativnim tumorima nivo PR znatno smanjen u odnosu na ER-pozitivnu podgrupu 
(р=<О.ОО1), sto је u saglasnosti sa vec dobijenom pozitivnom korelacijom izmedu ER i PR 
(р=<О.ОО1). Pored toga, proliferativni indeks Ki-67 i indeks rasta tumora povisenje u ER­
negativnim tumorima u odnosu na ER-pozitivne tumore (р=0.03; р=О.06). Ti rezultati 
pokazuju da se ER-negativni tumori imaju visi nivo proliferacije, koji se manifestuje 
brzim rastom. То pokazuje i cinjenica da se sve pojave metastaza u ER-negativnoj 
podgrupi desavaju do 6 godine pracenja. Prema Кhoshnoud-u, ER-negativne celije 
karcinoma dojke su specicne ро stimulisanoj ekspresiji gena faktora rasta i regulatora 
celijskog ciklusa, а sam status ER upravo daje vise informacUa vezanih za nivo rasta 
tumora nego za njegov metastatski kapacitet (Кhoshnoud i sar, 2008). 
Analiza verovatnoce DFI, u zavisnosti od prisustva amplifikacije Her2 gena, nije pokazala 
nikakvu statisticki znacajnu razliku. Moze se zakljuciti da Her2 nije nezavisan 
prognosticki marker, tako da pacijentkinje sa amplifikacijom Her2 gena nemaju 
nepovoljniji ishod bolesti gledano kroz dugi period od 12 godina. Zdruzivanjem ER i Her2 
takode nije pokazano prisustvo statisticki relevantnih razlika. 

V.3.4. Prognosticki znacaj zdruzenog statusa ER i klinicko-patoloskih parametara 

Negativnost ER prema nasim rezultatima ne ukazuje samo na slab odgovor na 
terapiju tamoksifenom, vec i otkriva podgrupu tumora koji su agresivniji i sa brzim 
rastom. Spajanjem ER sa veliCinom tumora dodatno se mogu definisati tumori sa 
negativnim karakterstikama, kao i sa povecanom invazivnoscu. Analizama koje su usledile 
smo zakljucili da tumori sa niskim koncentracijama ER i tumorima vecim od 2 cm imaju 
mnogo vecu verovatnocu od pojave udaljenih metastaza u poredenju sa ostalim 
podgrupama. Kod te nepovoljne podgrupe primecena је velika agresivnost, s obzirom da 
se ponovno javljanje bolesti javlja kod 89% pacijentkinja u periodu od 12 godina. Pored 
niskih vrednosti ER, analizama distriЬucije biomarkera dobijeno је da se u ER-pT2,3 
tumorima nalaze i izrazito niski nivoi PR i visoki nivoi Ki-67 . Као i u slucaju ER-
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negativnih tumora, visoka vrednost indeksa proliferacije dodatno ukazuje na brzinu rasta i 
metastatski potencijal ovih tumora. Mikrometastaze koje se javljaju tokom rasta 
primamog tumora nose sa sobom i nj egove negativne osoЬine, omogucavajuci brzu 
proliferaciju i ponovno javljanje bolesti. 

Godine pacijentkinja prema nasim analizama predstavljaju nezavisan prognosticki 
parametar. Korelacije izmedu ER i godina pacijentkinja nisu doЬijene. Daljim analizama 
verovatnoce DFI potvrdeno је u vecoj meri da negativne podgrupe definisane prema ER i 
godinama pacijentkinja zajedno otkrivaju podgrupe sa jos losijim tokom bolesti. Godine 
pacijentkinja i u ovom slucaju su se pokazale kao veoma Ьitne i otkrile da i unutar 
podgrupe sa ER-pozitivnim tumorima postoje razlike u toku bolesti. Statisticka razlika 
izmedu ЕR+<бб i ЕR+~бб podgrupa (р=О.О4) pokazuje da uprkos pozitivnosti ER koja Ьi 
trebalo da donese benefit, starije pacijentkinje imaju znatno losiji tok bolesti sa 75% 
slucajeva pojave udaljenih metastaza u periodu od 12 godina. Agresivnost i invazivnost 
ER-pozitivnih tumora pacijentkinja starijih od 66 godina nam govori da postoje unutrasnje 
Ьioloske karakteristike tumora koje dovode do losijeg toka bolesti kod ove podgrupe. 
Drugo objasnjenje Ьi Ьilo u slaЬijem delovanju tamoksifena kod starijih pacijentkinja, 
mozda zbog guЬitka ER sa vremenom. Nase analize Ьiomarkera nisu pokazale razlike u 
ekspresiji medu ispitivanim podgrupama. Utvrdivanjem velike razlike u verovatnoci DFI 
izmedu ЕR+<бб i ER-6~ podgrupa (р=О.ОО1), zakljucili smo i da kod svih ER­
negativnih pacijentkinja starijih od 66 godina dolazi do pojave metastaza u periodu od 12 
godina, i to do б godine od trenutka operacije. 
Dalje analize novih Ьiomarkera mogle Ьi otkriti vise о ponasanju tumora kod starijih 
pacijentkinja. 

V.3.5. Prognosticki znacaj zdruzenog statusa Her2 i klinicko-patoloskih parametara 

Posmatrajuci period pracenja bolesti od 12 godina, samostalni status amplifikacije 
Her2 gena u nasoj ispitivanoj grupi nije ukazao na Ьilo kakve razlike u pojavi udaljenih 
metastaza kod pacijentkinja sa i bez ampliflkacije. Prema drugim studijama, povisena 
ekspresija Her2 moze dodati nove prognosticke informacije uz postojece koje daju 
velicina tumora, nodalni status i histoloski gradus (Ferrero-Potis i sar, 2000). Nase analize 
pokazuju da iako samostalno Her2 i velicina tumora nemaju znacajnu prognosticku ulogu, 
njihovo spajanje ipak otkriva podgrupe koje se znatno razlikuju ро verovatnoCi DFI. Tako, 
pacijentkinje sa amplifikacijom Her2 gena mogu imati potpuno drugaciji tok bolesti u 
zavisnosti od velicine tumora. Kod pacijentkinja sa Неr2+рТ1 tumorima dolazi do pojave 
udaljenih metastaza u svakom drugom slucaju, dok u Her2+pT2,3 podgrupi u 88% 
slucajeva (р=0.04) . Statisticka razlika је takode doЬijena izmedu podgrupa Her2-pT1 i 
Her2+pT2,3 (р=О,О5). Na ovaj nacin izdvaja se podgrupa sa tumorima vecim od 2 ст i 
amplifikacijom gena, kod koje treba razmisliti о drugaCijem pristupu lecenja. 
Povezivanjem parametra godina pacijentkinja sa statusom Her2 potvrden је veliki znacaj 
godina pacijentkinja kao prognostickg parametra. U podgrupi pacijentkinja sa Her­
negativnim tumorima, postoji razlika izmedu mladih i starijih od 66 godina (р=0.01). 
Pacijentkinje starije od 66 godina imaju losiji tok bolesti i kod njih treba razmotriti 
uvodjenje drugih terapija. 

V.3.6. Prognosticki znacaj uPA i PAI-1 

Procesi progresije i invazije tumora odigravaju se preko niza proteaza, pri cemu uPA 
igra veoma Ьitnu ulogu. Preko niza studija је pokazano da је ekspresija uPA i njegovog 
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inhiЬitora tipa 1 (PAI-1) povecana kod karcinoma dojke, kao i da је njihova povisena 
vrednost povezana sa slaЬijom prognozom (Look i sar, 2002) i slaЬijim odgovorom na 
terapiju tamoksifenom (Foekens i sar, 1995). Za razliku od kratkog pracenja gde је 
doЬijena granicna vrednost za uPA na osnovu koje su pacijentkinje razdvojene na 
podgrupe koje se razlikuju ро verovatnoCi DFI, za period od 12 godina иРА nema znacaja. 
Nasuprot tome, PAI-1 је imao znacaj za period prve 2 .5 godine terapije, sto је potvrdeno i 
za period od 12 godina. "Pozitivne" vrednosti PAI-1 pokazuju bolju prognozu sa 59% 
slucajeva pojave udaljenih metastaza u poredenju sa negativnim vrednostima gde dolazi 
do pojave metastaza u 83% slucajeva (р=0.05). Nisu doЬijene korelacije izmedu PAI-1 i 
ostalih molekulamih Ьiomarkera. DoЬijeni rezultat koji govori da pacijentkinje sa 
povisenim nivoom PAI-1 u tumorima imaju bolju dugorocnu prognozu nam ukazuje na 
mogucu regulaciju od strane ER i samim tim uspeh delovanja tamoksifena. Povezivanjem 
PAI-1 sa ER, VEGF i Her2 statusom, u pogledu verovatnoce DFI nisu izdvojene 
povoljne/nepovoljne podgrupe. 

V.3.7. Prognosticki znacaj PAI-1 i klinicko-patoloskih parametara 

PAI-1 se definise kao znacajan prognosticki faktor, nezavisan od klasicnih 
parametara prognoze kao sto su zahvacenost limfnih cvorova malignim celijama, velicina 
tumora i histoloski gradus (Duffy i sar, 2002). Povezivanje PAI-1 sa klasicnim 
parametrima prognoze u nasoj ispitivanoj grupi nije ukazalo na neke specificne podgrupe. 
Ipak, zdruzivanje PAI-1 sa godinama pacijentkinja izdvojilo је izrazito nepovoljnu 
podgrupu pacijentkinja starijih od 66 godina sa pozitivnim statusom PAI-1. U ovoj 
podgrupi kod svih pacijentkinja dolazi do pojave udaljenih metastaza i to vec do 6-7 
godine pracenja. Znacajna razlika је uocena izmedu ove i podgrupe PAI+<66 (М+=42%) 
(р=О.ОЗ), kao i podgrupe Р AI-<66 (р=0.01). Velika razlika izmedu podgrupa postoji pre 
svega zbog prognostickog znacaja godina, sto se vidi i time da su podgrupe pacijentkinja 
sa PAI-1-pozitivnim tumorima i razliCitih godina potpuno drugaCije ро toku bolesti. 

V.3.8. Prognosticki znacaj VEGF 

Angiogeneza predstavlja jos jedan od kUucnih faktora u razvoju tumora, progresiji i 
metastazi, ali se malo zna о regulaciji ovoga procesa, kao i о ucestvovanju steroidnih 
hormona (Folkman, 1992). Izlozenost estrogenu se smatra glavnim faktorom rizika kada је 
u pitanju karcinom dojke i veCina njih zadrzava svoju hormonalnu zavisnost (Rossouw i 
sar, 2002). VEGF predstavlja najznacajniji faktor angiogeneze, о Cijoj regulaciji se malo 
zna. Bitna cinjenica koja је ukazala na njegovu mogucu regulaciju је otkrice ERE (engl. 
estrogen response element) u promotomom regionu Vegf gena (Hyder i sar, 2000). 
Moguca regulacija VEGF ekspresije putem steroidnih hormona, pre svega estrogena, је 
istrazivana u velikoj meri. Nakamura i saradnici tvrde da se celokupna angiogeneza, ра i 
ekspresija VEGF u epitelijalnim celijama terminalne duktalno-lobulame jedinice regulisu 
putem estrogena i progesterona (Nakamura i sar, 1999). Као dokaz u prilog toj hipotezi 
javljaju se odredene preklinicke studije na celijskim linijama karcinoma dojke u kojima је 
pokazano da estrogeni indukuju brzu ekspresUu VEGF, koja је zatim Ьlokirana cistim 
antagonistima estrogena (Hyder i sar, 2000). Povezanost izmedu VEGF i odgovora na 
terapiju tamoksifenom nedovoljno је ispitana (Ryden i sar, 2005). Vise studija govori da 
tamoksifen, slicno kao i estrogen, povisava nivo mRNA VEGF, ali da istovremeno 
sprecava sekreciju VEGF i na taj naCin smanjuje nivo ekstracelijskog VEGF. То је 
dokazano in vitro u celijskim kulturama i in vivo u solidnim tumorima (Garvin i Dabrosin, 
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2003). Visoke vrednosti VEGF uglavnom su povezivane sa slaЬijim odgovorom na 
terapiju tamoksifenom (Linderholm i sar, 2000; Ryden i sar, 2005). Analizom ispitivane 
grupe pacijentkinja doЬijeni su dosta konfliktni rezultati u poredenju sa drugim studijama. 
U okviru perioda pracenja od 12 godina, pacijentkinje koje su imale tumore sa visokim 
nivoom VEGF imale su mnogo bolji odgovor na terapiju tamoksifenom i manji procenat 
pojave metastaza (М+=25%) u poredenju sa VEGF-negativnim (М+=78%) . Bolji odgovor 
pacijentkinja sa "pozitivnim" statusom VEGF moze se objasniti regulacijom ekspresije 
ovoga proteina od strane ER. Samim tim visoke vrednosti ER dovele Ьi do povisenja 
ekspresije VEGF, dok Ьi tamoksifen uspesno delovao kod te grupe Ьlokirajuci ER i samim 
tim i VEGF. U studiji Coradini-ja i saradnika upravo је pokazano da pacijentkinje koje su 
imale niske nivoe ER i visoke VEGF odgovaraju na terapiju tamoksifenom veoma lose, 
dok u situaciji gde su visoki nivoi i ER i VEGF uspesnost terapije је mnogo veca 
(Coradini i sar, 2003). 
lpak daljim analizama u nasoj grupi nisu pronadene razlike u ekspresiji VEGF prema 
"pozitivnom" ili "negativnom" statusu ER. Spajanjem statusa ER i VEGF i analizama 
verovatnoce DFI takode nisu izdvojene podgrupe koje Ьi ukazale na povecani metastatski 
potencijal VEGF. 
Her2 se karakterise kao moguci faktor koji dovodi do povisenja ekspresije VEGF (Toi i 
sar, 2001). Analizom distriЬucije VEGF prema statusu ampliftkacije Her2 gena pokazano 
је da se u Her2-negativnim tumorima nalaze znatno vise koncentracije VEGF nego u 
Her2-pozitivnim (р=0.04). То је dokaz da u nasoj ispitivanoj grupi Her2 nema ulogu u 
regulaciji ekspresije VEGF. Analiza verovatnoce DFI takode nije ukazala na povoljne i 
nepovoljne podgrupe pacijentkinja. 
Odnosi Ьiomarkera angiogeneze i invazije nisu proucavani u velikoj meri. Moze se 
izdvojiti studija Eppenberger-a prema kojoj VEGF pozitivno korelise sa uPA i PAI-1 
(Eppenberger i sar, 1998). Prema ovim podacima dalje se predpostavlja da isti 
transkripcioni faktor regulise ekspresiju ovih molekula (Mandriota i sar, 1995). Nasim 
analizama nisu doЬijene korelacije izmedu VEGF i Р AI-1, ali је doЬijena pozitivna 
korelacija izmedu VEGF i uP А. Analizama DFI prema podgrupama doЬijenim spajanjem 
ovih Ьiomarkera nisu izdvojene povoljne i nepovoljne podgrupe. 
Prema rezultatima doЬijenim kombinovanjem molekularnih biomarkera u nasoj ispitivanoj 
grupi moze se zakljuciti da se regulacija ekspresije VEGF odvija pod uticajem nekog od 
drugih molekula kao sto su ras, myc, src (ArЬiser i sar, 1997), SP-1 i АР-1 (Milanini i sar, 
1998), fosfolipaza С, МАРК, PIЗ-kinaza (Abedi i Zachary, 1997; Guo i sar, 1995) koje 
naknadno treba ispitati. 

V.3.9. Prognosticki znacaj zdruzenog statusa VEGF i klinicko-patoloskih 
parametara 

VEGF spada u grupu angiogeneznih faktora koji takode deluju kao vazni mitogeni. 
Njegovo delovanje prvenstveno је povezano sa inicijalnim rastom tumora, ali nije 
neophodno za kontinuirani rast nakon sto је tumor dostigao odredenu velicinu. Takode је 
dokazano da supresija VEGF nije imala efekat na rast vecih tumora (Linderholm i sar, 
2000). U vecini studija VEGF ne korelise sa konvencionalnim prognostickim faktorima 
(Gasparini i sar, 2000). Ipak, mogu se izdvojiti studije razliCitog trajanja u kojima је 
dokazana pozitivna veza VEGF sa velicinom tumora i histoloskim gradusom (Linderholm 
i sar, 1998), dok u studф Linderholm-a i saradnika VEGF nije povezan sa statusom 
limfnih cvorova, а izvestan trend је dobijen sa povecavajucom velicinom tumora 
(Linderholm i sar, 2000). 
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Povezujuci veliCinu tumora sa statusom VEGF dobijena је razlika izmedu podgrupa 
VEGF+pТl i VEGF+pT2,3 (р=О.ОЗ). U podgrupi pacijentkinja sa vecim tumorima od 2 
ст i pozitivnim statusom VEGF (VEGF+pT2,3) kod svih pacijentkinja dolazi do pojave 
udaljenih metastaza u periodu od 12 godina. Iz ovih rezultata se moze zakljuciti da bez 
obzira na pozitivan status VEGF, koji prema nasim rezultatima predstavlja pozitivnu 
karakteristiku za primenu tamoksifena, kod velikih tumora prognoza је veoma nepovoljna. 

Usled malog broja studija о adjuvantnoj endokrinoj terapiji kod starijih 
pacijentkinja, preko 65 godina, odnos VEGF i godina pacijentkinja nije precizno definisan 
(Coradini i sar, 2003; Castiglione i sar, 1990). Nisu pronadene razlike u ekspresij i VEGF 
kod pacijentkinja starijih i mladih od 66 godina. Analizama verovatnoce DFI prema 
statusu VEGF i godina pacijentkinja razlika је doЬijena u VEGF negativnoj podgrupi 
izmedu mladih i starijih od 66 godina (р=О.О2). Као negativnaje podgrupa VEGF-66::::: sa 
91% slucajeva pojave udaljenih metastaza. 

Razumevanje regulatora angiogeneze i njihovog odnosa sa steroidnim receptorima је 
neophodno da Ьi se poboljsale opcije vezane za terapiju, pronasle strategije prevencije i na 
kraju poboljsalo prezivljavanje pacijentkinja. Vazno је sagledati da tumorske i epitelijalne 
celije predstavljaju deo veceg entiteta, pre nego samostalne jedinice i da se aktivacija 
veceg broja faktora odvija na posttranslacionom nivou u ekstracelijskom prostoru. Takode, 
razliCite celije koje cine tumor mogu oslobadati vise regulatora angiogeneze, tako da 
istovremeno moze Ьiti aktivno i vise puteva angiogeneze. Dalja istrazivanja moraju Ьiti 
zasnovana na proucavanju odnosa izmedu molekula, pre nego na jednom faktoru 
angiogeneze. 
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Zakljиcak 

VI. ZAКLJUCAK 

VI.l. PRACENJE BOLESTI PACIJENTKINJA ТОКОМ PRVIH 2.5 GODINA 
OD РОСЕТКА PRIMANJA TERAPIJE TAMOKSIFENOM 

• Analizama klasicnih patohistoloskih parametara zakljиceno је da veliCina tumora 
predstavlja znacajan prediktivni faktor, pri сети је rizik od pojave иdaljenih 
metastaza znatno ve6i kod pacijentkinja sa tиmorima ve6im od 2 cm. 

• ERje potvrden kao najznacajniji prediktivni molekularni Ьiomarker, Cija pozitivna 
vrednost (5 finoVmg2:) иkazuje na povoljan klinicki tok bolesti. PR-negativni ( <5 
finol/mg) status и okvirи ER-pozitivnih, kao i и okvirи ER-negativnih tиmora 
иkazuje na mogucи pojavu de novo rezistencije. Visokorizicne podgrиpe 
pacijentkinja sи odredene pozitivnim statusom иРА (0.26 ng/mg2:) ili negativnim 
statusom PAI-1 (<4.5 ng/mg). Zdruzivanjem pozitivnog statusa ER i PAI-1 
formirajи se povoljni fenotipovi, dok povezivanjem negativnog PR i negativnog 
иРА nastajи nepovoljni fenotipovi kao prediktivni pokazatelji. 

• Kombinacijom ispitivanih patohistoloskih parametara i molekularnih Ьiomarkera 
izdvajajи se visokorizicne podgrupe pacijentkinja sa: tumorimajednakim ili ve6im 
od 2cm zdruzenim sa negativnim statusom ER ili PR, ili sa pozitivnim statusom 
PAI-1. Takode i tumori sa najnepovoljnijim histoloskim gradиsom zdrиzenim sa 
negativnim statusom ER ili PR. 

• Kombinacijom molekularnih Ьiomarkera izdvojene sи visokorizicne podgrupe 
pacijentkinja za pojavu иdaljenih metastaza sa: tumorima sa negativnim statusom 
ER i pozitivnim statusom иРА ili PAI-1 , i negativnim statusom za PR i pozitivnim 
statusom za иРА. 

VI.2. ТОК BOLESTI U PERIODU PRACENJA IZMEDU 2.5 i 5 GODINA 
TERAPIJE TAМOKSIFENOM 

Tokom ovog perioda prate se pacijentkinje koje и prvih 2.5 godina terapije 
tamoksifenom nisи imale pojavu иdaljenih metastaza. 

• U periodи izmedи 2.5 i 5 godina terapUe patohistoloski parametri i ispitivani 
molekularni Ьiomarkeri nisи pokazali prediktivni znacaj. Time se zakljиcиje da 
pacijentkinje koje tokom prve 2.5 godine nisи imale pojavu metastaza, и periodи 
od 2.5-5 godine terapije nisи pokazale znacajnost za pojavu иdaljenih metastaza od 
klasicnih patohistoloskih parametara i molekularnih Ьiomarkera. 

• Status Her2 samostalno ne pokazuje znacaj, ali и kombinaciji sa velicinom tumora 
izdvajajи se podgrupe koje imajи znacajnost и ovom periodи pra6enja. Izrazito 
visokorizicna је podgrupa sa amplifikacijom Her2 gena ispoljena и tumorima 
jednakim ili ve6im od 2cm. Kod pacijentkinja sa tumorima koji imajи ove 
karakteristike moze se govoriti о pojavi stecene ili kasne rezistencije. 
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Zakljиcak 

VI.З. ТОК BOLESTI U PERIODU PRACENJA PACIJENTKINJA OD 12 
GODINA 

Tokom perioda pracenja od 12 godina mozemo govoriti о dиgorocnom efektu 
terapije tamoksifenom, odnosno prognostickom znacajи klinicko-patoloskih parametara i 
molekularnih biomarkera karcinoma dojke. 

• Od klinicko-patoloskih parametara samo godine pacijentkinja и trenиtkи operacije 
imajи prognosticki znacaj. Pacijentkinje sa ili preko 66 godina imajи znatno 
povecan rizik od pojave иdaljenih metastaza и periodи od 12 godina, sto иkаzије 
na drugacijи biolosku agresivnost tumora ovih pacijentkinja. 

• Pojedinacni pozitivni statusi ER (5 finoVmg:::), VEGF (571 .8 pg/mg:::) i PAI-1 
(2.11 ng/mg:::) pokazatelji sи bolje prognoze pacijentkinja. 

• Pacijentkinje sa ili starije od 66 godina иvek imajи losijи prognozu bez obzira na 
velicinи tumora, kao i и okvirи najpovoljnijeg histoloskog gradиsa. 

• Povezivanjem ispitivanih molekularnih Ьiomarkera i klinicko-patoloskih 
parametara izdvojene sи nepovoljne podgrupe pacijentkinja sa: tumorima jednakim 
i vecim od 2cm Ьilo sa negativnim statusom ER, pozitivnim statusom VEGF ili sa 
amplifikacijom Her2. U okvirи grupe pacijentkinja jednakih ili starijih od 66 
godina to sи podgrиpe sa tumorima sa negativnim statusom ER ili VEGF, zatim 
pozitivnim statusom PAI-1 ili sa amplifikacijom Her2 gena. 

• Kombinacijom molekularnih biomarkera izdvojena је visokorizicna podgrupa 
pacijentkinja sa negativnim statusom ER i VEGF. 
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