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KORELACIA IZME DU PROTEINSKE | GENSKE EKSPRESIJE HER-2 |
TOPOIZOMERAZE 2A KOD INFILTRATIVNOG DUKTALNOG
KARCINOMA DOJKE
REZIME

Uvod: Karcinom dojke predstavlja jako heterogeno ob¢dekao i jedno od
najzastupljenijih malignih bolesti u opstoj zenskgpulaciji. Na osnovu prisustva i
nivoa ekspresije ER-R, PR-R i HER-2 receptora ostva je podela na&setiri
molekularna tipa karcinoma dojkeminalni A (ER-R i/ ili PR-R’, HER-2), luminalni
B (ER-R i/ ili PR-R’, HER-2), HER-2 pozitivni (ER-Ri / ili PR-R, HER-Z) i
trostruko negativni (ER-R / ili PR-R, HER-2) tip karcinoma dojke. U oko 20 do 30%
karcinoma dojke javlja se amplifikacif[dER-2 i TOP2A gena Amplifikacija HER-2 i
TOP2A gena je povezana sa loSijim ishodom bolesti, agrgisn tokom i dobrim
odgovorom pacijentkinja na terapiju Herceptinomniraciklinima. Koamplifikacija
HER-2 i TOP2A gena je prisutna u 12 do 38% karcinoma dojke. Blzowu rezultata
nekoliko studija postavljena je hipoteza po kojejamnplifikacijaTOP2A gena javlja
isklju¢ivo sa amplifikacijomHER-2 gena, mada postoje i drugja, suprotna misljenja.

Cilj: Cilj naSe studije bio je da se odrede genski std&R-2 i TOP2A kao i njihova
korelacija sa apoptotskim i proliferativnim indeksonivoom ekspresije ER-R, PR-R i
HER-2 receptora, TOP2A, BRCAL, Bcl-2 i p53 proteiosnovnim klinEko-patoloskim
parametrima kod tumora dojke 60 pacijentkinja peaéh ucetiri molekularna tipa.

Materijal i metode Sezdeset tkivnih uzoraka karcinoma dojke ispitivaje
imunohistohemijskom metodom na prisustvo i stepaspeesije ER-R, PR-R, HER-2,
p53, Bcl-2, TOP2A, BRCAL, ssDNA, Ki67, kao i FISHetodom na stepen genske
modifikacije HER-2 i TOP2A. Stepen modifikacij¢iER-2 i TOP2A gena analiziran je
primenom HER-2 FISH pharmDxTM kit i TOP2A FISH pharmDxTM kit
(DakoCytomation).

Rezultati

Klini ¢ko-patoloSki podaci -Starost ispitanica se kretala u rasponu m8&8 i 87

godina (64.79 £ 21). Valina tumora se kretala u opsegu idué.4 i 5.5 cm, dok je



histoloSki gradus G1 bio zastupljen kod 6 (10%)ckarma, histolosSki gradus G2 kod
25 (41.7%) i histoloSki gradus G3 kod 17 (28.3%ickeoma dojke. Kod 26 (43.4%)
ispitanica infiltracija regionalnih limfnilkvorova tumorskiméelijama je bila odsutna,
dok je kod 22 (36.6%) ispitanice zabelezena paztiinfiltracija regionalnih limfnih

¢vorova. Metastaze su prisutne kod sedam ispitacick je kod 39 ispitanica

registrovan uredan nalaz bez prisustva mestastaza.

HER-2 i TOP2A genske aberacije kod ispitanica &etiri razli¢ita molekularna tipa
karcinoma dojke -U luminalnom A tipu karcinoma dojke amplifikacil¥ER-2 gena je
zastupljena samo u jednom tumoru (1/24, 4.2%), pokisok nivo amplifikacije
TOP2A gena zabelezen u tri karcinoma (3/24, 12.5%),knisao amplifikacije u pet
(5/24, 20.8%), dok je delecijfOP2A gena zastupljena u karcinomu jedne ispitanice
(1/24, 4.2%).

Nizak nivo amplifikacijeHER-2 gena zabelezen je u pet (5/26, 19.3%) dok je
visok nivo genske amplifikacije zabeleZzen u Sestikama (6/26, 23%) luminalnog B
tipa. Genske modifikacij@OP2A su bile @estalije u odnosu nBER-2 u tumorima
ispitanica luminalnog B tipa. Nizak nivo amplifikpee TOP2A karakterisao je tumore
Sest ispitanica (6/26, 23.1%), visok nivo ampliGka zabelezen je u karcinomima pet
ispitanica (5/26, 19.2%), dok jEOP2A genska delecija zastupljenacatiri tumora
(4/26, 15.4%).

Nizak nivo amplifikacijeTOP2A gena zastupljen je samo u jednom tumoru (1/4,
25%) trostruko negativnog tipa. Visok nivo amplédije HER-2 gena zabelezen je kod
cetiri tumora (4/6, 66.7%), a nizak nivo amplifikgciu samo jednom tumoru (1/6,
16.7%) HER-2 pozitivhog tipa. Genske modifikacif@P2A su zabeleZzene u tumorima
kod ¢etiri ispitanice, od toga je kod tri zabeleZzen kim&vo amplifikacije (3/6, 50%), a
kod jedne visok nivo amplifikacij@OP2A gena (1/6, 16.7%).

Korelacija izm&u genskog statusa HER-2 i TOP2A sa ekspresijom diuigioloSkih
markera - Statisttki znatajna negativna korelacija karakterisala je odnasaitt HER-
2 genskog statusa i ekspresije ER-R, PR-R i Bcle?2gmma, dok je statistki znatajna
pozitivna korelacija karakterisala odnos steperspedsije HER-2 receptorallOP2A

genskog statusa. U tumorima trostruko negativnpg takde je zabeleZena statii



zn&ajna negativna korelacija izahe ekspresije TOP2A, BRCAL proteinaHER-2
genskog statusa, dok je pozitivha korelacija kanmdsdla odnos izndel p53 proteina i
HER-2 genskog statusa. U tumorima ispitanica luminalAdgpa, TOP2A genski status

negativno je korelirao sa stepenom ekspresije Buolegeina.

Prezivljavanje i tip terapije -Tipovi primenjenih terapija kod ispitanica obulgaih
ovom studijom sastojali su se od endokrine, heraptgr, terapije zr&enjem i terapije
primenom antitela Herceptina. Kodd&uee pacijentkinja iz svaéetiri molekularna tipa
karcinoma dojke primenjena je kombinacija hemotgkih agenasa (AC, CMF),
hormonska terapija (tamoksifen, nolvadeks) i tggapiaenjem. Studija je obuhvatila
praenje toka bolesti ispitanica u toktetvorogodiSnjeg perioda (januar 2009. do
februara 2013.). U toku ovog vremenskog perioda dhegl ispitanice je nastupila smrt
kao direktna posledica ove bolesti dok kod njihng® bilo znakova bolesti. Prosmn
period opSteg prezivljavanja kao i prezivljavangz Ipojave recidiva iznosi 34.8 meseci.
Prosé€no najduzi period opSteg prezivljavanja registoyarkod ispitanica sa HER-2
pozitivnim tipom karcinoma dojke i iznosio je 444810.2 meseca. Najktaperiod
opSteg prezivljavanja karakterisao je ispitanice tsastruko negativnim tipom
karcinoma dojke (iznosio je 19.5 + 18 meseci).

Zakljucak: Rezultati ove studije su pokazali da tumore luimog A i B tipa generalno
karakteriSe mala veilina, odsustvo infiltracije regionalnih limfnih nosi tumorskim
¢elijama i dugdak period opSteg prezivljavanja u odnosu na tumoostruko
negativnog tipa. Luminalne tipove tumora je td#onafeXe odlikovao nizak nivo
ekspresije proteina p53, visok niv@&uvane ekspresije Bcl-2 proteina kao i niske
vrednosti indeksa proliferacije. Karcinome HER-Zipignog tipa odlikovala je potpuno
redukovana ekspresije Bcl-2 proteina, nizak indek®ptoze, kao i dominantno
prisustvoHER-2 i TOP2A genskih aberacija. Tumore luminalnog tipa karag¢edobra
prognoza ishoda bolesti kod ispitanica, mala vera¥a za pojavu metastaza, kao i
dobar odgovor na hormonsku terapiju (nolvadeks, ofesifien) u poréenju sa
Ispitanicamaciji tumori imaju odlike trostruko negativnog i HER-pozitivhog tipa.

Takaie, karcinomi dojke ispitanica sa luminalnim A i Bdm odlikuje visok stepen



zastupljenosti genskih aberacii@P2A u odnosu n&lER-2 genski status Sto opravdava

njegovu ulogu samostalnog prediktivnhog i progridsty markera u karcinomu dojke.
Na osnovu sumiranja svih rezultata iznetih u ovegdaciji moze se zakliti

da luminalne tipove karcinoma dojke sa jedne strarteostruko negative i HER-2

pozitivhe tipove karcinoma sa druge strane, kargéddeodrdeni obrazac ekspresije

ispitivanih bioloskih markera Sto je zZi@gno za izbor terapije, predianje odgovora na

terapiju i ishoda same bolesti kod ispitanica gaikamom dojke.

Klju ¢éne reti: molekularni tipovi karcinoma dojké{ER-2 i TOP2A genske aberacije,
ER-R, PR-R, HER-2, TOP2A, BRCAL, p53, Bcl-2, Ki6gsDNA imunohistohemijska
ekspresija.
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CORRELATION BETWEEN PROTEIN AND GENE EXPRESSION OF HER-2
AND TOPOISOMERASE 2A IN INFILTRATIVE DUCTAL BREAST
CARCINOMA

SUMMARY

Introduction: Breast cancer is a heterogeneous disease and ¢t common
malignancy in women with increasing incidence ircemd years. According to
immunohistochemical expression of estrogen recefE®-R), progesterone receptor
(PR-R) and HER-2 four different molecular subtypédreast cancer were identified:
luminal A (ER-R and / or PR-R HER-2), luminal B (ER-R and / or PR-R HER-
2", HER-2 positive (ER-Rand / or PR-R HER-2) and triple negative (ER-Rind / or
PR-R, HER-2) breast cancer subtypd4ER-2 and TOP2A genes are amplified in 20—
30 % of breast cancers. AmplificatiohHER-2 andTOP2A genes are associated with a
poor prognosis and predictive response to treatrbgnitlerceptin and anthracycline.
Co-amplification ofHER-2 and TOP2A has been seen in approximately 12—-38 % of
patients with breast cancers. A few retrospectiudies have reported th&OP2A gene
amplification occurs almost exclusively in conjuonatwith HER-2 gene amplification.

Aim: The aim of our study is to investigatdER-2 and TOP2A gene aberrations and
their correlation with apoptotic and proliferativedexes, Bcl-2, p53, ER-R, PR-R,
HER-2, TOP2A, BRCAL, clinicopathological parametarsd overall survival in four

molecular subtypes of breast cancer.

Material and methods Sixty paraffin-embedded breast cancer tissue szsnplere
studied immunohistochemically for the expressiofEBFR, PR-R, HER-2, p53, Bcl-2,
ssDNA, Ki67, BRCA1, TOP2A and FISH fdiER-2 and TOP2A gene aberrations.
HER-2 andTOP2A gene copy humber were analyzedHiyR-2 FISH pharmDxTM kit
andTOP2A FISH pharmDxTM kit (DakoCytomation), respectively.

Results:

Clinicopathological parameters The ages of patients ranged from 38 to 87 years
(64.79 + 21). The tumor size ranged between 0.45a@dm, and the histological grades



were G1, G2 and G3in 6 (10 %), 25 (41.7 %), an@@8B73 %) patients, respectively. In
26 patients (43.4 %) lymph node status was negatilade in 22 patients (36.6 %) was
detected positive lymph node status. Distant maséstcharacterized 7 (15.3 %)
patients and in 39 (84.7 %) patients we did nai Airdistant metastasis.

HER-2 and TOP2A gene aberrations in four moleculaubtypes of breast
cancer- Among 24 patients of luminal A subtype, onlyane case (1/24, 4.2 %) a low
level of HER-2 gene amplification was detected, while 3 case24(312.5 %) were
highly amplified for TOP2A, 5 cases (5/24, 20.8 %) had low level T®P2A gene
amplification and in one case (1/24, 4.2 %)P2A gene deletion was detected. We
characterized 5 cases with low (5/26, 19.3 %) awdd®s with high (6/26, 23 %) level
of HER-2 gene amplification in total 26 patients of lumimBakubtype of breast cancer.
In the same subtype, a low level TOP2A gene amplification was detected in 6 cases
(6/26, 23.1 %), high level in 5 cases (5/26, 19)2a%d in 4 cases (4/26, 15.4 %) were
detectedTOP2A gene deletion. In patients with triple negativebtgpes of breast
cancer, only one case (1/4, 25 %) had a low leV&0#2A gene amplification whereas
all other cases did not haER-2 or TOP2A gene aberrations. In HER-2 positive
subtype of breast cancer, we characterized 4 ¢d#&s66.7 %) with high amplified
HER-2 gene, and one case (1/6, 16.7 %) with a low le¥/&lER-2 gene amplification.
TOP2A gene had a low level of amplification in 3 casg&,(50 %) and in one case

(1/6, 16.7 %) a high level GiOP2A gene amplification was registered.

Correlation between HER-2 and TOP2A gene aberragowith expression of other
biological markers- HER-2 gene aberrations correlated negatively with ERRR;R
and Bcl-2 protein, while statistically significamositive correlation was detected
betweenHER-2 gene aberrations and HER-2 receptor expressionT@RRA gene
aberrationsHER-2 gene aberrations correlated positively with p5&gin expression in
triple negative breast cancer subtype. Statisyicgtinificant negative correlation was
detected between the expression of TOP2A and BR@#Atkin in comparison with the
HER-2 gene status in triple negative breast cancer pabtin luminal A molecular
breast cancer subtypEOP2A gene aberration negatively correlated with Bclr@tgin

expression.



Survival analysis and therapy Treatment was nonrandomized and consistent with
endocrine therapy, chemotherapy, radiotherapy, éfgit and their different
combinations. In the most patients from all fourlesalar subtypes of breast cancer a
combination of chemotherapy agents (AC, CMF), horatotherapy (tamoxifen,
nolvadex) and radiotherapy was applied. Follow-dpthe patients extended from
January 2009. to February 2013. Two patients didateast carcinoma and 39 patients
did not have symptoms of remission. The medianiséate free survival (DFS) and
overall survival (OS) were 34.8 months. We founat DFS and OS were significantly
longer (44.8 £ 10.2 months) in patients with HERdSitive molecular subtype. The
shortened OS characterized patients with tripleatieg breast cancer subtype (19.5 +
18 months).

Conclusion The results of this study showed that luminal A &dubtypes of breast
cancer are generally characterized by small tunzer, segative lymph node status, as
well as a longer period of overall survival comghte the triple negative breast cancer
subtype. Breast cancers from luminal A and B sukypre characterized with low
levels of p53 protein expression and proliferativéex, but high level of Bcl-2 protein
expression. In HER-2 positive breast cancer subtyp®r has negative expression for
Bcl-2 protein, low level of apoptotic index, andjhilevel ofHER-2 and TOP2A gene
aberrations. Luminal A and B breast cancers hawewre favourable prognosis, small
occurrence of metastases and good response to haktherapy (nolvadex, tamoxifen),
compared to the triple negative and HER-2 positivaors. Also, patients in luminal A
and B breast cancer subtypes are characterized lughaproportion of cases with
amplification and deletion offOP2A gene in comparison t&lER-2 gene status,
justifying  TOP2A significance as an individual prognostic markergareling
anthracycline therapy.

According to presented results we concluded thatldgiminal A and B breast
cancer subtypes on one side and triple negative HEER-2 positive breast cancer
molecular subtypes on the other side share sinspacific model of expression of
studied biological markers that are important foe tchoice of therapy, prediction

response to therapy and outcome of the diseasatignps with breast cancer.
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| UVOD
l.1.  KARCINOM DOJKE

[.1.1. Epidemiologija

Karcinom dojke predstavlja n@g<i vid maligniteta kod Zena Sirom svetaimi
viSe od 20% svih malignih bolesti u zenskoj popiilaPrema podacima ¥ae zemalje
sveta, osim azijskih, incidenca karcinoma dojkeortalitet rastu sa godinama, a naj\
su kod Zena od 85 godina i starijih, gde je incideiak preko 350/100.0C™2

Prema riziku od nastanka ovog oboljenja ustanoaljfe podela na zemi|
visokog rizika (Severna Amerika i severna Evropgmlje srednjeg rizika (Juzi
Amerika i juzna Evropa) i zemlje niskog rizika (fei Afrika) *2

Najvisi rizik od nastanka karcinoma dojke je u razvijenim zemljareaee
Amerike, Evope i Australije gde se kod 6% Zena razvije invazkarcinom pre 75
godine zivota. NeSto nizi rizik od pojave oboljernmvlja se u manje razvijeni
regionima subsaharske Afrike i juzne i i8te Azije, ukljiuju¢i i Japan, gde |
verovatn@éa za pojavukarcinoma dojke tri puta manja nego u zemlj Evrope i

Amerike.
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Grafikon 1. Zastupljenost smrtnosti od radtih vrsta maligniteta u Zenskoj populac
u Srbiji u 2009. godini
Do kraja 2007. godine u Srbiji bilo je oko 15 0Gfha koje su bile na terapiji

karcinom dojke, dok se svake godine broj pacijengéksa ovom dijagnozom posee za



4000 novih slaajeva. U svetu se incidenca poésea za 1% godiSnje, zbagga se
procenjuje date u prvoj deceniji treeg milenijuma gotovo milion Zena oboljeti od
karcinoma dojke Sirom sveta. Standardizovana stopdaliteta je 22.4 na 100.000
Zena, odnosno 1300 umrlih Zena godiSnje, Sto mestvodeéi uzrok smrti (18% od
ukupnog mortaliteta Zen&}.

Uvodenjem organizovanog skrininga za karcinom dojkeyimonetoda rane
dijagnostike i ciljane onkoloske terapije, smrtnasted karcinoma dojke u Americi i
zemljama EU opada iz godine u godinu, tako dapeslednjih 35 godina smanjena za
35%°.

[.1.2. Etiologija

Identifikovane su tri mogdie grupecinilaca/faktora rizika odgovornih za razvoj
karcinoma dojkegenetiki, endokrini i faktori spoljasnje sredine®”.

Najznaajniji genetéki ¢inioci se odnose na aktivaciju protoonkogena na 17q
(npr. HER-2/neu), inaktivaciju tumor supresorskdng sa genskog lokusa 1p, 1q, 3p,
5p, 69, 79, 8p, 13q, 15q, 16q, 17p (p53), 17 (BREA 1) i 18q i inaktivaciju gena
odgovornih za popravku ogene DNK. Endokringinioci su: endogeni hiperestrinizam,
egzogeni unos hormona (oralna kontracepcija) i @leaatno hormonsko éenje. Meu
najznaajnijim faktorima spoljaSnje sredine koji dovode gigjave i razvoja karcinoma
dojke su: virusne infekcije, povano konzumiranje alkohola, izloZzenost jonizigm
zra&enju, pusenje i strés.

Noviji epidemioloski i Kklintki podaci ukazuju da gojaznost kod zena u
postmenopauzalnom periodu Zivota predstavlja jeddnfaktora rizika za pojavu
karcinoma dojke, razvoj posebno agresivnih tumdardkrmi, kao i rezistentnost na
delovanje antikarcinomskih lekova. Precizan molakulmehanizam ovog procesa nije
poznat, ali se pretpostavlja da je povezan sa hoomoleptinom koga sintetiSu ide
adipociti. Ishrana je taki® vazan faktor rizika, s obzirom da je dokazanavemeiu
mnogih aktivnih supstanci iz hrane i pojave karanaodojke, kao i protektivnog dejstva

ovih supstanci.



[.1.2.1. Faktori spoljasnje sredine

Ishrana i fiz€ka aktivnost, gojaznost, pusenje, stres, abortaktacija mogu da
uticu na pojavu karcinoma dojke. EpidemioloSki poddaawju da povéan rizik od
pojave i razvoja karcinoma dojke imaju n&to zene sa tzv. zapadtjam stilom
Zivota, koji se karakteriSe visokokaltmom dijetom bogatom zivotinjskim mastima i
proteinima, kombinovanom sa nedostatkomckigi aktivnosti. Pored visokog rizika od
nastanka karcinoma dojke, moderni stil Zivota nasok rizik od nastanka karcinoma
prostate, kolona, rektuma i endometrijuma

Tokom perioda menopauze uglavnom dolazi do panja telesne tezineme se
poveava i rizik od pojave karcinoma dojke. Mefizi¢ki aktivnim Zenama, smanjen je
rizik od pojave karcinoma dojke izie 20-40%. Ishrana obogena véem i poveem
smanjuje rizik od pojave karcinoma dojke, a konzame crvenog, natito przenog
mesa ga pov@ava. Neka od nereSenih pitanja koja ga tshrane ukljtuju dugotrajne
kumulativne efekte izloZenosti kontaminiréjm supstancama, bilo da se one formiraju
prilikom kuvanja, kao Sto su heterociii amini u prepg&enom mesu, ili je k& o
ostacima pesticida. Interesantno je da duvan inmtgestrogeno dejstvo zbogega
predstavlja potencijalni protektivni faktor. Paaikinje sa psihijatrijskim oboljenjima
imaju 3.5 puta v& incidencu nastanka raka dojke u odnosu na ostdésnice, tj. 9.5
puta véu u odnosu na opstu Zensku populatiju

Sto se e uticaja reproduktivnog ponasanja na rizik od pejearcinoma dojke,
utvrdeno je da se karcinoge&e javlja kod Zena koje su imale ranu menarhu, nikad
nisu ratale, ili su rdale viSe puta a prvi podaj imale u kasnoj zivotnoj dobi.
Neplodnostper se moZe biti faktor rizika usled izostanka dojerjaTakaie, kasna
menopauza znatno paava rizik od pojave karcinoma dojke. Najnovije $eidsu
pokazale da su godine prilikom pdega, i to ne samo prvog, povezane sa rizikom od
karcinoma dojke, priemu pordaiji pre tridesete godine imaju protektivni efekat

U grupu specitinih karcinogena koji utu na pojavu i razvoj karcinoma dojke
mozemo ubrojati izloZzenost jonizégem zr&enju, izlozenost hemijskim agensima,
konzumiranje alkohola i virusne infekcife Visegodidnje prospektivne studije koje su
sprovedena na zenskoj populaciji HiroSime i Naggsakoje su bile izlozene

nuklearnom zréenju pokazale su da kod njih postoji péae rizik od pojave karcinoma



dojke, nardgito kod onih Zena koje su u vreme &nja bile u periodu pubertefa
Karcinom dojke jeceXi u odrelenim grupama zanimanja ukiujuci menadzere |
administrativne i kancelarijske sluzbenice, koditkgostoji poreméaj cirkadijalnog
ritma (u toku noénog rada), s obzirom da Zene koje rade pretezto ingaju vei rizik

od pojave karcinoma

Tokom poslednjih 15-ak godina raste broj dokazmt@ncijalno Stetnom riziku
od izlaganja ne samo hormonimag veveStakim supstancama koje imaju hormonsku
aktivnost. Na osnovu ovih nalaza nastao je konodpt. kseno-hormonima, pre svega
o kseno-estrogenima. BioloSka uloga ovih supstajei nepoznata. \@na
epidemioloskih studija ukazuje na Zagrazlitih organohlornih pesticida koji zaostaju
u Zzivotnom okruzenju duze vreme, kao i u masnowutkazIliitih Zivotinja, ukljucujuéi
i coveka’.

Na osnovu eksperimenata na zivotinjama postavljenahipoteza o virusima
kao moguéim uzrainicima karcinoma dojke. Istrazivanja su pokazalakdd miSeva
retrovirus dovodi do pojave tumora dojke ukolikopgenese putem mleka od majke na
Zenske potomke. Take, jedan od potencijalnih kancerogena je i EpgBairr-ov virus,
iako ispitivanja koja su sprovedena u SAD ne peadstiu potpuno siguran dokaz o
njegovoj kancerogenosti

[.1.2.2. Endokrini ¢inioci — egzogeni i endogeni hormoni

Oralna kontraceptivnha sredstva i supstitucionapigrau menopauzi imaju
najveti uticaj na pojavu i razvoj karcinoma dojke. Stedioje su sprovedene na
Zenama koje su u postmenopauzalnom periodu kerissitrogensku terapiju pokazuju
malo povéanie rizika koje je u korelaciji sa duZinom upoteastrogenske terapijg.

Medutim, postoje i¢vrsti dokazi koji idu u prilog velikom ziaju seksualnih
steroidih (androgeni, estrogen, progesteron) hoemanrazvoju tumora dojké.
Verovatn@a pojave karcinoma dojke je da posle menopauze, kada se zaustavlja
ovarijalna sinteza estrogena i progesterona i dolowarijalna produkcija androgena
postepeno smanjujé Rizik od karcinoma dojke direktno zavisi od izobsti tkiva
dojke dejstvu estrogena. Eksperimeninwitro uslovima pokazuju da estrogeniduti

na poveéavanje indeksa proliferacijgelija dojke i inhibiraju proces apoptoze. Rizik je



dodatno povéan kod postmenopauznih zena koje imaju poviSen tegtosterona i
androstenediona, redukovane nivoe globulina kojiveeruje za seksualne hormone
(engl sex hormone-binding globulineeSHBG) i povéanje nivoa estrona, estradiola i
raspoloZivog estradiola koji se ne vezuju sa SHBGledna od va#éh hipoteza
.estrogen plus progesteron®, postulira da se rakkarcinoma dojke dalje poteva
kod zena. Hrorna hiperinsulinemija moze dovesti do péaee ovarijalne ili adrenalne
sinteze seksualnih steroida, nato androgena, i smanjenja heghké sinteze SHBG i
njegovog nivoa u cirkulaciji’. Naraito kod Zena u postmenopauzi, péaeje
androgena u plazmi dovodi do péaeja sinteze estrogena u adipoznom tkivu i otuda
poveanje estrona i estradiola Sto sve zajedno znataecpea rizik od pojave i razvoja

karcinoma dojke.
1.1.2.3. Genetéki faktori u nastanku karcinoma dojke

Karcinom dojke kao i karcinomi drugih organa, ngsteo rezultat postepene
akumulacije genskih porerma meu kojima su klj@ni aktivacija onkogena (putem
genske amplifikacije) i inaktivacija tumor-supresah gena (putem genskih mutacija i
delecija). Takde se kod karcinoma dojke zapaZaju i déree hromozomske aberacije,
kao Sto su hiperploidija, nebalansirana translg@aciamplifikacija odréenih
hromozomskih podregiona (amplifikacija DNK) i gudkthromozomskog materijala tj.
delecija*®*?

Priblizno 75% karcinoma dojke pokazuje hiperploidroj hromozoma, a kao
posledica ove citogenetske promene nastaju nelix@aegranslokacije nae kojima su
najizrazitije i(1)(q10), der(1;16)(q10;p10), i(8)@). Navedene genetske aberatgsto
su udruZzene sa delecijama na hromozomima 1 (p1&, @2, g42), 3 (p12-pl4) i 6
(g21)™.

Genetskom analizom amplikona u karcinomskehjama dojke identifikovano
je vise od 20 hromozomskih podregiona u kojima gegdan broj kopija odréenih
sekvenci DNK (amplifikacija DNK). Ti regioni su: Bd-g32, 8924, 11q13, 16pl13,
17q12, 17q22-024 i 20913 Medutim, za veéinu ovih regiona ostalo je nepoznato koji
su kriticni geni amplifikovani. Najnovije studije su pokagala najvé prognosttki i
prediktivni zn&aj kod karcinoma dojke imaju genetske aberacijes kg8 odvijaju u



okviru regionaHER-2 i TOP2A gena. Hromozomski regioni sa poaeim brojem
kopija obtno se prostiru na 10 megabaza, 5to sugeriSe dageplifikaciju ukljuieno

naje&e vise od jednog gerfa*°
1.1.2.3.1. Amplifikacija gena kod infiltrativnih ka rcinoma dojke

Tokom pojave i razvoja tumorskih promefesto dolazi do aktivacije onkogena,
$to se najleXe ostvaruje amplifikacijom onkogena ili retko putéstkastih mutacija®.
Geni koji su najexe amplifikovani kod karcinoma dojke stiER-2 (receptor za
humani epidermalni faktor rasta Z)OP2A (topoizomeraza 2 A)EGFR (receptor za
epidermalni faktor rasta)fGFR1 (receptor 1 fibroblastnog faktora rast&GFR2
(receptor 2 fibroblastnog faktora rast&)YC. Ovi geni su poznati kao ke take
amplifikacije *. Na hromozomskom regiontp13 amplifikuje se gerEGFR i ovaj
genski porem@j prisutan je kod manje od 3% karcinoma dojke. Afkpcija gena
FGFR1 na regionu8pl2 zapaza se kod 10%, a gav&C na regionu8q24 kod 20%
karcinoma dojke”®. GenFGFR2 koji se nalazi na regionu0fj26 amplifikuje se kod
12% karcinoma dojke. Amplifikacija gena za ciklih @ICCND1) na hromozomskom
regionullgl3deSava se kod 15 - 20% karcinoma dojke i udrupersa ekspresijom
ER-R™'® Aktivacija ekspresije ER-R moZe da se odvijatiepu vezivanja ciklina D1,
$to rezultira u aktivaciji receptora na ligand-négan nain *"*2

Istrazivanja su pokazala da prekomerna ekspregijaa D1, koja se registruje
imunohistohemijski kod oko 80% slajeva invazivnih lobularnih karcinoma dojke, nije
uvek prgena amplifikacijom gen&£CND1. Kod karcinoma dojke natd znaiaj se
pridaje amplifikaciji genaHER-2 koji se nalazi na hromozomskom regiohédql2
Genska amplifikacij&d ER-2 nage&e rezultira u prekomernoj ekspresiji protehiaR-

2, kome se pripisuje uloga vaznog prognisig i prediktivnog faktora, kod oko 20 -
30% karcinoma dojké’. Poslednjih nekoliko godina posebna paZnja je venzena
ispitivanje prisustva i stepena amplifikaclf®©P2A gena koji se nalazi u neposrednoj
blizini HER-2 gena®®. S obzirom na jako blisku lokalizaciju, ova dvangeesto
podlezu istovremenoj amplifikaciji u tumorskiréelijama, tako da je poti#ena
amplifikacija jednog od njih n&Xe siguran znak da je amplifikovan i drugi gen.

Ovakav fenotip prisutan u tumorskitelijama ozna&ava se kao koamplifikacija dva



gena®®. Do sada je pokazano da ovaj fenotip tumorskiija ima benefit kod primene
odreienih tipova hemoterapijskih agenasa kao i monokibnantitela specifino
sintetisanih na ove proteine. Nekoliko raiih varijanti koamplifikacije zabelezeno je
na hromozomskom regionul7q22-q24RPS6KB1, PAT1, TBX2, i ovakva
amplifikacija belezi se kod oko 10% karcinoma dojKekaie, na regionu20ql3
moguta je amplifikacija/lko-amplifikacija nekoliko vaznilgena — CSE1L/CAS,
NCOAS, ZNF217, CYP24 i STK15/BTAK/Aurora A, koja se srée cak kod 27%

karcinoma dojké®*"*°

1.1.2.3.2. Gubitak heterozigotnosti kod karcinoma djke-LOH

Poseban vid genske modifikacije koji rezultira igktom heterozigotnosti (engl.
Loss of heterozygosity- LOH) je cest genetki dogaiaj kod karcinoma dojke i u
razlicitom stepenu, moZe da pogodi bilo koji krak hrommac’. Zapravo radi se o
specifétnom gubitku alela, ali i alelnom disbalansGesto se ovaj vid genske
modifikacije izjedndava sa delecijom, iako mozZe biti izazvan i somatsko
rekombinacijom. S obzirom da LOH moze da pogodiaeg na kracima hromozoma

koji su nosioci tumor-supresorskih gena, njegowandanas je izuzetno aktuelizovan
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1.1.2.3.3. Tumor-supresorski geni kod karcinoma ddje

Tumor-supresorski geni su geni koji inhibiraju cijaciju ili progresiju
tumorskog rast&’. Kod karcinoma dojke identifikovano je nekolikortar-supresorskih
gena, od kojilte najvazniji biti navedeni u daljem tekstu. Gd6P/I GF2R se nalazi na
hromozomskom regionu 6426 i kodira sintezu recepitasulinu-skénog faktora rasta 2
(IGF2R). Tokom kancerogenezesto dolazi do inaktivacije ovog gena. IGF2R je
oznaen kao tumor-supresor s obzirom da ima sposobrose dezuje za mitogen IGF-
Il i da ga razlaze, kao i da podstiaktivaciju inhibitora rasta T@GF(transformisdi
faktor rasta beta) i reguliSe ciljna mesta deloaaigozomalnih enzima. Besmislene
mutacije u ovom genu koje se @ekod oko 6% karcinoma dojke dovode do gubitka

funkcije vezivanja liganda za intaktni IGF2R. Gen RB1 se nalazina regionu



hromozoma 8ql1, i kodira sintezu proteina RB1CCjl ikma transkripcionu funkciju.
Istrazivanja su pokazala da oko 20% karcinoma dujlkee mutacije u ovom genu koje
ukljucuju 1 9 velikih intersticijalnih delecija. Kod karmma dojke kod kojih postoiji
mutacija u ovom genu uvek su inaktivisana oba @84 *°>. GenCDH1 lociran je na
hromozomu 16922 kodira sintezu intracelularnog adhezivhog molekklkadherina.
Inaktivacione mutacije koje podaju ovaj gen ska1 se kod 60% infiltrativnih
lobularnih karcinoma dojke. \¥@a mutacija uCDH1 deSavaju se u kombinaciji sa
LOH tako da dolazi do potpunog izostanka ekspreBjeadherina i nemoguosti
njegove detekcije imunohistohemijskom metodom. dedd najpoznatijih tumor-
supresorskih gena poznat je KEB53. Priblizno 20% obolelih od karcinoma dojke ima
mutacije u genurP53 lokalizovanom na hromozomu 17p13. Ovaj gen kodirdezu
nukleusnog proteina od 53 kD koji se vezuje za DkHO tetramer i &estvuje u
transkripciji i replikaciji DNK. Genski nemodifikani “wild type” p53 indukuje
zaustavljanjecelijskog ciklusa ili aktivira proces apoptoze, wigaosti od uslova u
mikrookruzenju. Mutacijama UP53 inaktivira se ili oStéuje jedna od ovih funkcija.
Cesto se deSavaju tzv. besmislene (,missense”) mritacDNK-vezujiem domenu
proteina, a rée su to i ,frame-shifting” mutacije. \éena ovih mutacija prati LOH, tj.
gubitak wild type alela. Mutacije tipa ,missensa” TP53 mogu biti detektovane
imunohistohemijski u vidu akumulacije proteina p&8o Sto mutirani p53 ne moze da
aktivira ekspresiju proteina MDM2 (enghouse double minute 2 homolog) *#2% U
normalnim, fizioloSki nepromenjenim uslovimaeliji, protein MDM2 podstie p53 na
degradaciju posredovanu ubikvitinom i na tatindormira mrezu povratne sprege koja

odrzava nizak nivo p53¢eliji %
[.1.2.3.4. Genske promene kod naslednog (familijang) karcinoma dojke

Danas je poznato da vise od 10% karcinoma dojke nasednu osnové?
Germinativne mutacije odidenih gena dovode do pojave naslednog (familijarnog)
karcinoma dojke, koji predstavlja autozomno dominaroboljenje. Dvadesetak godina
ranije, t&nije 1994. godine, Skolnik i saradnici uspesno Ismikali prvi gen odgovoran
za naslednu predispoziciju prema razvoju karcindojke-BRCAL (engl. breast cancer
type 1 susceptibility protein). Inate, genBRCAL mapiran je na hromozomu 17q@dtiri



godine ranije?’. Analizom mutacija u ovom genu upotrebom tehni&kombinacije
doSlo se do saznanja da su se mutacije desile s Ransko doba i da sde novo
mutacije retke. Wooster i saradnici su 1994. godiaehromozomu 13g12-13 mapirali
drugi gen odgovoran za naslednu predispozicijuazaikom dojke -BRCA2, a godinu
dana kasnije isti autori su dati gen i klonirgli Odmah nakon otkfa ova dva gena i
njihovih mutacija doslo se do ztgnog napretka u razumevanju naslednog karcinoma
dojke i u p@etku se mislilo da su te mutacije odgovorne za G%-&amilijarnih
karcinoma dojke. Danas se d#m zna da mutacije BRCAL i BRCA2 ucestvuju sa
svega 20% u ukupnom familijarnom riziku za nastakatcinoma dojke. Geni koji su
takaie povezani sa pojavom familijarnog karcinoma daju@P53, CHK2 i ATM %3,

Procenjeno je da su mutacije geBBCAL ili BRCA2 prisutne kod manje od
0.2% celokupne svetske populacije (prevalencanexda 1:500 do 1:1000), a da je u
SAD jedna od 250 Zena (0.4% svih Zena u SAD) nosiéh mutacija™.

Osnovna razlika izm# nosioca mutacija BRCAL i 2 genu je daak i muski
nosioci mutacij@BBRCA2 imaju poveéan rizik za pojavu karcinoma dojk&

Osobe kod kojih postoji mutacijaBRCAL/2 genima, pored karcinoma dojke i
ovarijuma, imaju i povéan rizik za pojavu nekih drugih tumora, kao Stokawcinom
materice, prostate i debelog creva. Kod nosiocaaconatBRCA2 postoji povéan rizik

za pojavu karcinoma pankreasa, melanoma koz#ezkese/zénih puteva i jajovoda
22,23

[.2.  KLASIFIKACIJA KARCINOMA DOJKE

Klasifikacija malignih tumora dojke je uglavhom ana na histoloSkom
izgledu a manje na histogenezi. Brojni karcinomkamuju meSovite histoloske slike, a
tumor se klasifikuje prema dominantnoj komponegtq je nekada i izvor razltih
dijagnoza. Postoje brojne klasifikacije maligniimiora dojke, a nag&e je u upotrebi
klasifikacija Svetske zdravstvene organizacije (WHt@bela }. Imajwi u vidu odnos
malignih ¢elija prema bazalnoj lamini, karcinomi mogu bitimeazivni, koji ne prelaze
bazalnu laminu, ili invazivni, ukoliko prelaze bémalaminu®.

Najagresivniji oblik karcinoma dojke jduktalni karcinom, koji vrlo ¢esto

prelazi u invazivni oblik i to za dvostruko Keavreme od lobularnog karcinonmasitu



(20 godina). Na osnovu stepena agresivnosti duktaltinom dojke se deli na tipove:
komedo, kribriformni, apokrini, papilarni, mikropi#oni i solidni tip. Komedo i
kribriformni tip duktalnog karcinoma dojke su najesjvniji 2. Najzastupljeniji tip
karcinoma dojke je invazivni duktalni karcinom kdjni 75% svih karcinoma dojke.
Tumor je invazivan i “uvl&” okolno vezivno i masno tkivo, a sam je jako terd
konzistencije. MoZe dovesti do unja koZe ili retrakcije bradaviéé

Tubularni karcinom ¢ini 10-20% sld¢ajeva svih karcinoma dojke i lako se
otkriva mamografijom. To je obno mala lezija, manja od 1 cm, tvrde konzistendje,
histoloski se prepoznaju podija skleroze i depozita elastina. U 65%csleva javlja se
zajedno sa intraduktalnim tumorom dojKeelije tumora karakterise atif@in histolo3ki
izgled i brojne mitozé*.

Lobularni karcinom ¢ini 11% svih sldajeva raka dojke. Karakterigtio je da
se javlja u obe dojkéak u 46% sltajeva. Razvija se od zavrsnih kahaliobulusa.
Postoje 2 oblika ovog karcinoma: @ cinoma lobulare in situ i b) carcinoma lobulare
invasivum. Celije lobularnog karcinoman situ su krupnije od normalnih, imaju ovalne
nukleuse i sitne nukleoluse i uglavnhom nema mitozpolimorfizma. Oko 30%
pacijentkinja sacarcinoma lobulare in situ razvijaju karcinom u obe dojke. Invazivni
lobularni karcinom se javlja u 5-10% &hjeva. Makroskopski j€esto bez jasnih
granica, gumaste konzistencije, ponekad tvrd. #iSko se priméuju zraci malignih
¢elija rasprsenih po vezivnoj stromi, koje su sisejzrazenim polimorfizmori.

Medularni karcinom ¢ini oko 1% svih karcinoma dojke. Mekane je i mesnat
konzistencije. HistoloSki ima oskudnu stromu, aigred ¢elije rastu u vidu sincicijuma,
u Sirokim nepravilnim poljima. Obno postoji infiltracija tumorskiléelija u regionalne
limfne cvorove®.

Koloidni (mucinozni) karcinom karakteriSe se unutalijskim i vartelijskim
stvaranjem sluzi. Radi se o mekanim, sivkastoplawrorovima zelatinozne
konzistencije. HistoloSki postoje dve slike tumota.prvom sléaju ¢elije plutaju u
vecoj kolicini bazofilne sluzi, koja ofe u susedne tkivnhe prostore. U drugontaul
tumorskecelije rastu u dobro izrazenim zljezdanim tvorevigaogijim se lumenima
nalazi sluzavi sekrét.

Pagetova boleste oblik duktalnog karcinoma dojke koji se javikad neSto

starije populacije. Rinje kao tiptni intraduktalni karcinom, ali zahvata i glavne
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izvodne kanale, odakle se Siri, vrSi infiltracijoZe, bradavice i areole. Zalkteai deo
koze je ispucao i vlazan, stoga @esto nadovezuje i bakterijska infekcija. HistoloSku
sliku karakteriSe invazija epidermisa Pagetovigelijama koje su krupne,
hiperhromatine. Ima povoljnu prognozu i pored $irenja na kozu

Kao posebni kliniki entiteti izdvajaju se: zapaljenski karcinom, ¢taom u
trudncii i za vreme laktacije, okultni karcinom sa metaataa u aksilarnim limfnim
¢vorovima, karcinom ektopne dojke, karcinom kod musSkaraca i karcinom doj&d k

dece®.
[.2.1. Molekularna klasifikacija karcinoma dojke

U poslednjih nekoliko godina istraziiasu posebnu paznju posvetili ispitivanju
zn&aja i primene molekularne klasifikacije karcinomajké u procesu odabira
odgovarajde terapije kao i razvoja novih terapijskih protakolU veini studija
sprovedenih u poslednjin 5 godina navedena je po#tafcinoma dojke ndetiri
osnovna tipa®2’. Osnovni princip na kome se zasniva podela kamsinalojke na
odgovarajde tipove izvrSena je na osnovu imunohistohemijskepeesije odréenih
bioloSkih markera u karcinomskiréelijama. Ova klasifikacija je izvedena na osnovu
ekspresije ER-R, PR-R, HER-2 receptora i ekspresgéferativnih markera:

1. LUMINALNIATIP (ER-R i/iliPR-R"i HER-2)
2. LUMINALNIB TIP (ER-R'i/iliPR-R"i HER-2%)
3. TRIPL ILI TROSTRUKO NEGATIVNI KARCINOMI ILI BAZALNI TIP

KARCINOMA (ER-R, PR-RiHER-2)

4. HER-2 POZITIVNITIP (ER-R, PR-RiHER-2%)

Prvu grupucini takozvani luminalni A tip karcinoma dojke kodaarakteriSe
molekularni fenotip sa ER-R i/ili PR-R pozitivnomkspresijom, a negativhom
ekspresijom HER-2 receptofa?’. Drugu grupuini luminalni B tip karcinoma dojke
koji je vrlo slican po svom molekularnom fenotipu luminalnom A tkawcinoma dojke
od koga se razlikuje samo po pozitivhoj eksprdsiiR-2 receptora. Trostruko (tripl)
negativni tumori ili bazalnom tipu - ghi tumori, koji su ER-R, ER-R i HER-2 receptor
negativni tumori, svrstani su u ékemolekularnu kategoriju karcinoma dojkeCetvrtu

grupu ¢ine HER-2 pozitivni karcinomi dojke kod kojih pogt@ozitivha ekspresija
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HER-2 receptora, kao i amplifikacija gena za HERa® i nekoliko drugih gena koji se
nalaze na hromozomu 17 (tefte genTOP2A) .
Tabela 1.WHO klasifikacija karcinoma dojke

WHO Kklasifikacija karcinoma dojke:

A. Neinvazivni

Intraduktalni karcinom
Intraduktalni papilarni karcinom
Lobularni karcinom in situ

wn e

B. Invazivni

Invazivni duktalni karcinom

Invazivni lobularni karcinom

Medularni karcinom

Koloidni karcinom (mucinozni karcinom)
Pagetova bolest

Tubularni karcinom

Adenoidni cistiéni karcinom

Invazivni komedo karcinom

. Apokrini karcinom

0. Invazivni papilarni karcinom

HoOoo~NoGO~WwWNE

[.2.2.  Luminalni tip karcinoma dojke

Luminalni tip karcinoma dojke je dobio ime po veorsi&noj ekspresiji
bioloskih markera ovih tumora i luminalnog epitedlajke. Naime i za normalno,
tumorski nepromenjeno tkivo dojke, kao i za ovgj tiimora specifina je ekspresija
luminalnih citokeratina 8 i 18. Luminalni tip kandma dojkecini vec¢inu ER-R
pozitivnih karcinoma dojke, a karakteriSe se i egspom PR-R i specinih gena koji
su ukljuteni u aktivaciju estrogerfa®’.

Luminalni A i B tipovi karcinoma dojke se mh@sobno razlikuju po svom

osnovnom molekularnom profilu i prognastim osobinama.

[.2.2.1. Luminalni A tip karcinoma dojke
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Luminalni A tip karcinoma dojkeiini viSe od 40% svih tipova karcinoma dojke,
obicno ima visoku ekspresiju ER-R, nisku ekspresiju HERceptora, kao i nizak nivo
ekspresije markera proliferacije, manje od 14%.

Dodatni marker, koji se eksprimira uglavnom kod ilnanog A tipa karcinoma
dojke je GATA3. Definicija luminalnog tipa karcin@ndojke ne zasniva se na
pozitivnoj ekspresiji EGFR i CK5/6, mada se moZzZeeteziti u nekim sléajevima ovog
karcinoma. Manje od 9% karcinoma ovog tipa imadhski gradus G3. Ovaj tip
tumora karakteriSe najbolja prognoza ishoda bolestodnosu na druge tipove
karcinoma dojke?®. Na osnovu molekularnog profila svi tipovistog lobularnog

karcinomain situ pripadaju luminalnom A tipu karcinoma doji&”.

[.2.2.2. Luminalni B tip karcinoma dojke

Luminalni B tip karcinoma dojke je zastuplien kodo9do 16% svih
pacijentkinja sa karcinomima dojke. KarakteriSeagaesivniji tok bolesti, loSiji ishod,
kao i ER-R, PR-R pozitivhost i pozitivha ekspre&@FR-1, HER-2 i ciklin E1. Indeks
proliferacije je kod ovog tipa karcinoma dojke péae u odnosu na luminalni A tip

karcinoma dojke i iznosi uglavnom vige od 14%’.

1.2.3. Triplili trostruko negativni tip karcinoma dojke

Zavisno od sistema skorovanja pozitivne eksprezsgeER-R i PR-R kao i
metode za oddivanje stepena ekspresije HER-2 proteina ovaj aigcikoma dojkeini
izmeiu 10% i 17% svih karcinoma dojké®?®? Ovaj tip tumora dojke je
najzastupljeniji kod pacijentkinja miag Zivotnog doba, nesto je€astaliji kod Zena u
Africi i Americi, ima agresivniji tok u odnosu naufe tipove karcinoma dojk&2°
Najbolja ilustracija stepena agresivnosti ovog kamma jestecinjenica da se recidiv
javlja izmetu prve i trée godine nakon otkrivanja tumora, a da se rajgeepen
smrtnosti beleZi u roku od pet godina nakon prvayige >°. Follow-up studije kod ovih
pacijentkinja su ograténe samo na desetogodisnji period. Interesanttakgde da je
period préenja kod pacijentkinja sa trostruko-negativnim kasmima dojke zn&jno
kraci nakon pojave prve metastaze u odnosu na drugweifgkarcinoma dojke. S
patoloSke téke glediSta razlika u agresivnosti izéoetrostruko negativnih i ostalih
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tipova karcinoma dojke ne iznehge s obzirom da ove tumore uglavnom karakteriSe
visok histoloski gradus IIl (slaba diferentovanushora)™.

Veomacesto se u literaturi moze waina molekularnu klasifikaciju u kojoj
postoji i bazalnom tipu-sini karcinomi dojke?®. Ovaj tip karcinoma dojke zbog
osnovne stinosti sa trostruko negativnim tipom karcinoma dagkestava se u isti tip.
Bazalnom tipu stini karcinomi dojke su dobili ime po tome Sto nesfitae ¢elije ovih
tumora eksprimiraju gene koji su svojstveni i nolmma bazalnim /mioepitelnim
¢elijama dojke (ukljdguju¢i CK-HMW, CK, CK5/6, CK14 i CK17, vimentin, p-

kadherin, abkristalin, fascin i kaveolin 1 i%¥°
[.2.4. HER-2 pozitivni tip karcinoma dojke

Ovaj tip karcinoma dojke se javlja s&estalodu izmeiu 8% i 16%%°. Na
osnovu ekspresije ER-R u okviru ovog tipa karcinodwke klasifikuju se dve
podgrupe: ER-R negativni koji su&li bazalnom tipu karcinoma dojke (ER-RHER-

2" pozitivni karcinomi), i ER-R pozitivni, koji suighi luminalnom B tipu karcinoma
dojke (mogu da eksprimiraju i PR-B) U nekim sldajevima pored HER-2 receptora
eksprimira se i EGFR. U ¢mi slu¢ajeva tumor supresorni protein p53 se ne eksprimira
u ovom tipu karcinoma dojke, dok je ekspresija Cli88izrazito heterogena. Ukoliko je
prisutna, pozitivha ekspresija EGFR, fokalnog jeaktera i zastupljena je u manje od
5% tumorskih¢elija. Ovaj tip karcinoma dojke je uglavhom prisuteod duktalnogn

situ karcinoma i karakterise se loSom prognozom ishmdesti®.
1.3. BIOLOGIJA KARCINOMA DOJKE

Biologija procesa nastanka karcinoma dojke obuhymbwavanje kompleksa
faktora koji doprinose pojavi, razvoju i progreskarcinoma. Kancerogeneza tkiva
dojke predstavlja viSestepeni proces povezan sanalagcijom genskih aberacija,
najverovatnije sa po 5-6 spec¢ifih mutacija po somatskeéegliji. Oko 5-10% karcinoma
dojke je uzrokovano naslednim germinativnim mutaoi u genima koji destvuju u

pojavi i razvoju karcinom&.
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Geni ukljuteni u proces pojave i razvoja karcinoma dojke olatdgu: BRCA1L,
BRCA2, ER-R, PR-R, EGFR, p53, HER-2, TOP2A i druge. U osnovi procesa maligne
transformacije leZi poreniaj ravnoteze izmiu ¢elijske proliferacije i apoptoz&elije
sa genetikim abnormalnostima prezivljavaju zahvaljéijudefektima u apoptotskim
putevima®#2

Razumevanje genetskih mehanizama odgovornih zeanssi rast malignih
¢elija dovelo je do potpuno novog pristupa u dijagie i terapiji karcinoma dojke.
Porast znanja iz biologije karcinoma dojke ima smeaajniji udeo u utvdivanju stope
rizika, predvitanja prognoze i odgovora na terapffuSavremena istraZivanja usmerena
su ka pronalasku novih efikasnih lekova koji cifadeluju nacelije tumora. Na taj
nain zdravecelije organizma ostaju po$iene a samim tim su i nezeljena dejstva
terapije smanjen3*

Marker ima prediktivhu vrednost samo ukoliko njegqrisustvo ili odsustvo
odreiuje rezistenciju ili osetljivost pacijenta sa kammnom dojke na oddenu terapiju.
Znxajan prognostki i prediktivni zn&aj ima posebno getlER-2 i prekomerna
ekspresija njegovog proteinia IstraZivanja su pokazala da je prekomerna ekipres
proteina HER-2 kod pacijentkinja sa ranim karcinamdojke u korelaciji sa visokim
histoloSkim gradusom, niskim sadrzajem steroidrébheptora u tumoru, pog@nim
proliferativnim potencijalom i pojavom metastazaagionalnim limfnimc¢vorovima,
Sto ukazuje da je po¥en sadrzaj HER-2 u karcinomu dojke faktor loSe pozg.
Amplifikacija TOP2A gena dovodi do prekomerne ekspresije ovog enzitonaorskim
¢elijama karcinoma dojke i uslovljava bolji odgovoravedenih pacijentkinja na
delovanije terapije antraciklinin?a

Za procenu odgovora na hormonsku terapijucetdg se prati ekspresija ER-R i
PR-R. Prekomerna ekspresija ER-R danas se najvitstilkza selekciju pacijentkinja sa
ranom dijagnozom bolesti i dobrim odgovorom naesitbgen tamoksifen. Odiiganje
stepena ekspresije PR-R tdko moze pom@ u proceni uspesSnosti primene
odgovarajde hormonske terapifé.

Najnovije studije su usmerene posebno na ispiv@nomena na genekiom
nivou u tumorskiméelijama karcinoma dojke, a koje bi sa druge stiamge zn&aja

kao mesta ciljanog delovanja odeaih, novih vidova terapije. Tokom poslednjih par
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godina aktuelizovana je posebno amplifikatifaR-2 i TOP2A gena koji imaju poseban

znasaj u predvitanju odgovora na terapiju herceptinom i antraciida®>*°

[.3.1. TNM Klasifikacija karcinoma dojke i histoloski gradus tumora (G)

Osnovne histoloSke i makroskopske karakteristikedita koje su neophodno za
postavljanje pravilne dijagnoze kao i za odabirugéedterapije su: velina tumora (T),
stepen zahwv@nosti regionalnih limfnih nodusa (N), prisustvo tastaze (M) i
histoloski gradus tumora (G}.

Osnovu za Klasifikaciju malignih tumora, prema ajibj rasprostranjenosti dao
je Francuz Pierre Denoix u periodu izine1943. i 1953. godin&. On je tumore (T)
svrstao prema tome da li su tumorsigije zahvatile i regionalne limfnévorove-
noduse (N), ili je postofe primarni tumor vé stvorio i udaljene metastaze (M). Danas
je prihvaena TNM klasifikacija UICC (englnternational Union against Cancer), koja
je 1987. godine doZivela promene u smislu priblémga UICC i AJC (englAmerican
Joint Commission on Cancer Saging and End Results Reporting) 2. Ova klasifikacija
je rezultat klinékog, radioloskog i laboratorijskog ispitivanja (&dd 2.

Histoloski gradus tumora definiSe stepen njegovereintovanosti. Oddvanje
gradusa je vazno jer je gradus jedna od komporiem se uzima u obzir kod
odreifivanja agresivnosti tumora odnosno prognoze zaagydlolesnika s malignim
tumorom. MoZe se uopSteno deda tumori nizeg gradusa imaju bolju prognozu.
Odretivanje gradusa osim prognaste vaznosti u nekim tipovima malignih tumora kao
Sto su sarkomi mekih tkiva, tumori mozga, karcina@ojke i prostate ima i terapijsku
vaznost jer vrsta i odabir terapije zavisi od sam@giusa tumors.

Prema opSteprineanoj preporuci Ametke komisije za kancer tumori se
klasifikuju u 4 grupe na osnovu stepena svoje €if@vanosti: dobro diferentovani
tumori (gradus 1-G1), umereno diferentovani tunggradus 2-G2), slabo diferentovani
tumori (gradus 3-G3) i nediferentovani tumori (gradi-G4).Celije tumora gradusa 1
izrazito podséaju nacelije normalnog tkiva iz kojega nastaju i imajudenciju da se
Sporo umnozZavaju i rastu te se smatr&@lae takvi maligni tumori ponasati najmanje

agresivno.
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Celije tumora gradusa 2 jos uvek pogkge nacéelije normalnog tkiva iz kojega
nastaju, ali imaju tendenciju brzeg umnozavangsta u pordenju sacelijama tumora
gradusa 1Celije tumora gradusa 3 i 4 jako se razlikuju ilpdte ne podseju nacelije
normalnih tkiva iz kojih nastaju, brzo se umnoZavajastu te se takvi tumori ponasaju
izrazito agresivnd®.

N&tin odrefivanja gradusa razlikuje se za svaki tip malignagidra. Kod
karcinoma dojke koristi se tzv. Bloom-Richardsos@tem odréivanja gradusa koji uz

stupanj diferentovanostelija ukljucuje i nain rasta tumora kao i broj mitoZ&*

Tabela 2. TNM klasifikacija karcinoma dojke

Tx -Primarni tumor se ne moze dokazati

TO- Nepalpabilan tumor

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

T1- Tumor s najvém promerom do 2 cm

Tla-Tumor s najvéim promerom do 0.5 cm

T1b -Tumor s najvéim promerom izméu 0.5i11 cm

T1c- Tumor s najvém promerom izméu 112 cm

T2- Tumor s najvéim promerom izméu 2 i 5 cm

T3- Tumor s najvém promerom véim od 5 cm

T4 -Tumor bilo koje veliine s direktnim Sirenjem na zid grudnog kosa ik kd@Zid
grudnog koSa obuhva: rebra, interkostalnu muskulaturoniiscul us serratus anterior,
ali ne i pektoralni misi)

T4a -Zahva&en zid grudnog koSa

T4b -Edem, prozimanja ili ulceracija kozZe dojke iliadki koznicvorici, u podrju
iste dojke

T4c —Obuhvata T4a i T4b

T4d -Upalni karcinom

PNx -Regionalni limfni¢vorovi se ne mogu odrediti

pNO - Regionalni limfnicvorovi nisu zahvéeni

pN1 -Istostrani pazusni limfrivorovi su zahvéeni

pN2 -Istostrani pazusni limfrivorovi srasli méusobno ili na susedne strukture

pN3 -Zahva&eni su istostrani unutrasnji limfdvorovi unutar dojke

Mx -Metastaze se ne mogu odrediti

MO -Nema dokaza o prisustvu udaljenih metastaza

v

M1 -Udaljene metastaze (ukfjujuci metastaze u istostrane supraklavikularne limfne
cvorove)

pN1la - mikrometastaze, manje od 0.2 cm

pN1b - metastaze u jednom ili viSe limfnivorova vée od 0.2 cm

pN1bl -metastaze u jednom do tri limfdaora, veltine 0.2 do 2 cm

pN1bll -metastaze u 4 ili viSe limfnikwvorova, vel€ine 0.2 do 2 cm

pN1blll -tumor prelazi kapulu limfnogvora i manji je od 2 cm

pN1blV -metastaze u limfnorévoru velcine 2 cm ili vée
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1.3.2. BIOLOSKI MARKERI KARCINOMA DOJKE | NJIHOV OP STI
ZNACAJ

Prilikom tumorske transformacijéelija dolazi do disbalansa izide procesa
apoptoze i proliferacije. Kao posledica naruSavatghjske homeostaze dolazi do
poreméaja u ekspresiji oddenih markeradija je pojava specifha za tumorsku
transformacijucelija prilikom pojave i razvoja karcinoma dojke.oBiSki markericija
se promena javlja i prati u tumorskitelijama karcinoma dojke su ER-R i PR-R, HER-
2 receptor, p53 tumor supresorni protein, Bcl-Zaguptotski protein, Ki67 protein,
BRCA1, kao i TOP2A enzim. BioloSki markeri se pratdog svog poznatog
prognostikog i prediktivnog znéaja za pacijentkinje sa nhavedenim tipovima

karcinoma.

1.3.2.1. FAMILIJA RECEPTORA EPIDERMALNIH FAKTORA RA STA — HER/
c-erbB

Evolucija HER signalne mreze odvijala se paralelsa evolucijom i
usloznjavanjem samih zivotnih formi. HER-ucgle forme receptora prodene su i kod
beskémenjaka. CrvCaenorhabditis elegans ima jednu formu HER-sinih receptora i
vezuje samo jedan ligand za ovaj receptoréndg musicaDrosophila melanogaster
takaie ima HER-skinu familiju receptora koja vezujgetiri razlicite forme liganada.
Sisari, sa druge strane imaju familiju @etiri receptora koji vezuju veliki broj razltih
liganada™.

Familija receptora epidermalnih faktora rasta jgudiena u normalni razvoj i u
kancerogenezu dojke. To su proteini koji se nal@epovrsini¢elija i u normalnim
uslovima kontroliSu rast i deokielije. Locirani su n&elijskoj membrani i zasluzni su
za prenos proliferativnih signala epitelntelija, ukljucujuci i epitelne celije dojke.
Poveanje ekspresije receptora epidermalnih faktoraardsivodi do nekontrolisanog
rasta i deobéelija §to leZi u osnovi tumorske transformacjeOva familija onkogena
sastoji se odetiri ¢lana: c-erbB-1, c-erbB-2, c-erbB-3 i c-erbB-4. Bmot ove familije
imaju samo 25-30% opSte homologije ali dele vriénsl spoljasnju strukturu. c-erbB-1

i c-erbB-2 imaju zn&jnu ulogu u neoplastioj transformaciji dojké®.
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Gen koji kodira sintezu EGFR/c-erbB-1/HER-1, mapije@ na hromozomu
7p13g-22, sadrzi 26 egzona, kodira transmembragkkoprotein od 170 kDa>.
Protein se sastoji od ekstracelularnog domena bggasteinom koji sluzi za vezivanje
liganda, jednog kratkog transmembranskog domenaplazmatskog domena sa tirozin
kinaznom aktivna&u *. Vezivanjem liganda EGF za EGFR receptor dolazi do
dimerizacije molekula samog receptora ili njegowaatizacije sa druginélanovima
ove familije, dovodé& do autofosforilacije domena sa tirozin- kinaznaktivho%u, Sto
rezultira u aktivaciji receptora. Nakon vezivargahda i aktivacije receptora dolazi do
indukcije ¢elijske deobe, obnho u kooperaciji sa drugim signalnim regulatorima
¢elijskog rasta”. Za razliku od normalnog, tumorski nepromenjeridgat dojke, EGFR
nije eksprimiran u svim karcinomima dojke. Incidanajegove pozitivhosti kod
karcinoma dojke je 30-40%. U tumorskidelijama karcinoma dojke EGFR ima
antiapoptotsku funkciju. Zajedno sa grupom biolbSknarkera koji ukazuju na
agresivniji tok i loSiji ishod bolesti, ekspresijBGFR je povezana sa visokim
histoloskim gradusom tumora, slabom ekspresijom RERslabim odgovorom na
hormonsku terapiju i smanjenom stopom preZivljaaan;

Uloga c-erbB-3 i c-erbB-4 u normalnintelijama dojke je nepoznata.

Eksprimirani su u nekim karcinomima dojke ali nyhprognositki znataj je limitiran
35

[.3.2.2. HER-2 RECEPTOR (receptor za humani epiderralni faktor rasta 2)

Gen koji kodira sintezu c-erbB-2/HER-2 je mapiram mromozomu 17¢21 i
kodira transmembranski glikoprotein od 185 kBa> Receptori HER-1 i HER-2 dele
40% strukturne stnosti kada je u pitanju njihov ekstracelularni dom®be forme
receptora poseduju dva regiona bogata cisteinomayu biti zasluzni za stabilizaciju
njihove trodimenzionalne strukture i magosti da veZu ligand®.

Sveclanove HER receptorske familije karakteriS&rsi molekularna struktura
koja se odnosi na cisteinom-bogat ekstraceluldrgand-vezujéi domen, lipofilni
transmembranski domen i intracelularni tirozin-kenadomen sa regulatornim karboksi
-terminalnim segmentom. Ligand se vezuje za eksluéarni domen receptora i dovodi

do formiranja homo- ili heterodimera Sto je neopimda aktiviranje unutéelijske
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tirozin-kinazne aktivnosti. Sve ovo dovodi do komh@acione promene proteina i
aktivacije citave kaskade signalnih puteva. Veliki broj ligaaask vezuje za HER-2
receptor, méutim ni jedan od njih ne pokazuje izuzetno visokedficnost vezivanja
samo za ovaj receptor. ke njima najpoznatiji su EGF, heparin vezij&EGF-slican
faktor rasta, TGF-alfa, amfiregulifi;celulin, epiregulin i velika familija razlitih formi
neureguling”. Bez obzira na nisku specifiost i afinitet za vezivanje raiiih liganada
za HER-2 receptor dokazano je da EGErslligandi imaju bivalentnu prirodu i da se
vezuju na dva mesta za HER-2 receptor. Jedno othéista je sa manjim afinitetom
vezivanja, dok je drugo mesto spetifje sa véim afinitetom vezivanja’*>

Visoka signalna potentnost heterodimera u koje ap&tER-2 receptor zasniva
se na nekoliko kljgnih osobina ovog receptora. Jedan od njih jestekvisapacitet
HER-2 receptora da redukuje stopu disocijacije &okeo afinitetnim ligandima,
sposobnost da indukuje aktivaciju druglanova HER receptorske familije aktiviréju
signalne puteve u koje su oni ukigni, kao i sposobnost aktivacije MAP i Jun N-
terminalnog signalnog puta koji su ukigni u proces aktivacije mitoze teliji **.
Takade je priméeno da dimeri koji sadrze HER-2 receptor u svontasasne podlezu
razgradnji uceliji od strane lizozoma nego se odvajaju i¢aja na povrsSinielije Sto
rezultuje u prekomernoj ekspresiji ovog receptoaacelijskoj membrani. Onkogeni
potencijal HER-2 receptora moze biti aktiviran pataekoliko genetskih mehanizama
koji ukljucuju tatkaste mutacije i amplifikacije nemutiranih protoogkna. Od
navedenih promena, najziagnije i najkestalije su genetske amplifikacije koje su
prisutne kod karcinoma dojke i koje dovode do prekme ekspresije proteina HER-2.
Usled amplifikacijeHER-2 gena dolazi do poanog intenziteta formiranja dimera sa
drugim ¢lanovima HER receptorske familije kao i njihove iafitije na povrsini
karcinomskihcelija *°.

Primenom metoda fluorescentne situ hibridizacije (FISH) ututeno je da je
amplifikacija HER-2 gena prisutna kod 20% do 35% invazivnih karcinaingke °.
Amplifikacija navedenog gena se tadkeaiesto srée i u slgaju karcinoma ovarijuma i
Zeluca, kao i u metastatskim promenama karcinorzaitradrugih organaHER-2
amplifikovani karcinomi dojke su okarakterisani kasoko maligni, imaju visok

histoloSki gradus Sto je povezano sa loSom i slalderencijacijom tumora, imaju
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visok proliferativni indeks i visok stepen DNK amdeoidije, kao i odsustvo pozitivhe
ekspresije hormonskih receptdra®

Amplifikacija gena i prekomerna ekspresija proteiiBR-2 povezana je sa
loSim ishodom bolesti i kéan prezivljavanjem dok su nalazi koji se odnose na
prognostéki znataj ovog markera i dalje kontraverzni ukoliko se e@zmobzir stepen
njegove nezavisnosti prilikom predanja delovanja terapije kod pacijentkinja sa

karcinomom dojké™.

1.3.2.3.HER-2 i transtuzumab/Herceptin

Visoka prevalenca prekomerne ekspresije HER-2ptecg u karcinomima
dojke dovela je do povanja njegovog klinikkog zn&aja i do sinteze monoklonskog
anti-humanog antitela transtuzumaba ili Hercepkop se danas koristi u terapijske
svrhe*?.

Herceptin je rekombinovano humano monoklonskotelntikoje se vezuje za
ekstracelularni domen HER-2 receptora. Prvobitndi¢eceptin kori8en u terapijske
svrhe kod pacijenata sa amplifikacijoiHER-2 gena i metastaskim stadijumom
karcinoma dojke. M&utim, novije studije su pokazale da ovaj vid tej@pma veliki
pozitivan efekat i odmah nakon postavljanja dijagbhirurke intervencijé&.

Herceptin obavlja svoju funkciju tako Sto se vezmg ekstracelularni domen
HER-2 receptora na ciljnim tumorskigelijama Sto dovodi do redukovanja ekspresije
HER-2 receptora. Dodatnim smanjenjem same ekspreiR-2 receptora na povrsini
¢elije, Herceptin indukuje aktivaciju inhibitora di-zavisne kinaze “P* i proteina
p™° koji je povezan sa retinoblastomom Sto dovodi margenja broja tumorskikelija
koje se nalaze u S fazlijskog ciklusa®.

Herceptin ima veliki kliniki znataj u pogledu terapije kod karcinoma dojke sa
blagim negativnim efektima koji se uglavnom odnaoaekardiovaskularnu disfunkciju.
U SAD transtuzumab je odobren kao zvaniterapijski protokol kod pacijentkinja sa
karcinomom dojke od strane WHO 1998. goditfe Kod Zena sa metastatskim
karcinomima dojke kod kojih postoji prekomerna ekspa HER-2 receptora Herceptin
se primenjuje kao jedini vid terapije. Efikasnosbg terapijskog agensa se belezi kod

12-27 % pacijentkinja sa metastatskim oblicima kemma dojke*?.
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Herceptin ima sinergiski antitumorski efekat kada se upotrebi u kombipaci
sa konvencionalnim citotoksiim lekovima. Postoje i Kklidki podaci koji ukazuju na
poboljSani efekat primene Herceptina u terapijskenes u kombinaciji sa drugim
hemoterapijskim agensima u odnosu na samostalnmepti ovog antitela.
Prezivljavanje se kod navedene grupe pacijentppnpaluzava za 30-50% u pdenju
sa pacijentkinjama kod kojih se primenjuje standardonvencionalna hemoterapifa
lzuzetno visoku toksnost izaziva terapija Herceptinom u kombinaciji sa
ciklofosafamidom i antraciklinima koji deluju kaoHhibitori TOP2A 2.

Godine 2007. FDA (englU.S Food and Drug Administration) je odobrila
upotrebu lapatiniba kod pacijentkinja sa HER-2 pezim metastatskim karcinomima
dojke u kombinaciji sa capecitabinskom terapijorapéatinib je oralni tirozin-kinazni
inhibitor koji deluje istovremeno i na HER-1 i n&ER-2. Deluje na intracelularnom
nivou vezujdi se za tirozin-kinazni domen Sto blokira veziva§@P-a i inhibira

aktivnost HER-2 signalnog puta

1.3.2.3. HER-2 receptor i CMF terapija

Jedna od najpoznatijih kombinacija u hemoterdijcinoma dojke sastoji se od
ciklofosfamida, metotreksata i 5-fluorouracila (CMi€rapija). Brojne studije su
pokazale da karcinomi s&#ER-2 amplifikacijom pokazuju rezistentnost na ovu
hemoterapijsku kombinacij®. Medutim, postoje i studije sa opmm rezultatima.
Pacevsi od 2007. godine, kod svih pacijentkinja kogitkgostoji amplifikacija gena
HER-2 primenjuje se i CMF terapif#.

[.3.2.4.HER-2 receptor i taksani

Taksani deluju na formacije mikrotubula za vrenmedluk ¢elija i rezultiraju
procesom apoptoz&® Siroka upotreba ovog vida terapije kod karcinodwike
pokazuje u poslednje vreme probleme sa pojavom bezestentnosti na ovaj vid
terapije. Pacijenti kod kojih postoji pozitivha ekssija ER-R i HER-2 proteina imaju
pozitivan efekat nakon primene paklitaksela, poegboblika taksana, dok oni sa
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negativnim HER-2 statusom imaju maniji i slabiinak nakon primene ovog vida

terapije®?.
1.3.2.5. HER-2 i antraciklini

Na osnovu najnovijih podataka pacijenti koji imajenplifikaciju HER-2 gena u
svojim tumorima pokazuju najbolji odgovor na delopaterapije antraciklinima, tako
da se ovaj vid terapije primenjuje kao primarnitanslardni kod navedene grupe
pacijenatkinja*’. Medutim, jako je malo poznatikiinjenica o mehanizmu delovanja
antraciklina na HER-2.

Noviji podaci pokazuju da je pozitivan efekat anikiina kod pacijenata sa
HER-2 amplifikacijom posledica istovremene amplifikacijBEOP2A gena koja je
uglavnhom prisutna kao r&&i vid genske modifikacije zajedno sa genskim
modifikacijamaHER-2 %2,

1.3.3. BIOLOGIJA TOPOIZOMERAZE 2A (TOP2A)

Topoizomeraza tipa 2 predstavlja enzim koji je remfan u procesu razdvajanja
novosintetisanih lanaca DNK na kraju procesa regljk. Ovu funkciju kod eukariota
obavlja TOP2A, a kod prokariota topoizomeraz#.4Topoizomeraza 1 prekida samo
jedan lanac DNK, dok topoizomeraza 2 prekida ohadaDNK, koji se ponovo spajaju
posle specifinog uvijanja DNK u formu heliksa shodno potrebaiehbjskog ciklusa i
transkripcione aktivnosfi’. Otéenje DNK posredovano topoizomerazom 2¢pre je
zaustavljanjengelija u G i G, fazi ¢elijskog ciklusa i apoptozom. U humanom genomu
gen koji kodira sintez@TOP2A (shema ] je lociran na hromozomu 17 na poziciji 21g-
22. Gen se sastoji od 30 kb u okviru kojih se nab&zegzona koji kodiraju sintezu
proteinske forme od 170 kD. TOP2A se eksprimiraraliferiSucim ¢elijama, kao i u
¢elijama malignih tumora uklfiuju¢i karcinom kolona, Zeluca, dojke, limfomima, itd.
44’45.

Postoje dva tipa TOP2, tip 2A i 2B. Obe forme TARAju sliéne strukturne
domene i slian n&in delovanja, ali poseduju i neke kijie razlike*’. Topoizomeraza
tipa 2A (TOP2A) pravi duple prekide lanaca obuhpnsia4 bazna para, dok
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topoizomeraza 2B (TOP2B) pravi iste takve prekidehvatajéi region od samo dva
bazna para. Dve navedene forme topoizomeraza @étesfrukturne stnosti. Studije
na in vitro modelima su pokazale da senzitivhost na TOP2Abitdre zavisi od
njihovog stepena ekspresije u tumorskiglijama. Sto je v@ nivo ekspresije to je
intenzivniji odgovor na delovanije inhibitota

Tvrdnja da se ekspresija TOP2A odvija samo u modtcim celijama
dokazana je €injenicom da je indeks proliferacije u pozitivnarklaciji sa stepenom
ekspresije TOP2A enzinfd*> Takaie je dokazano da su negativan receptorski status,
prekomerna ekspresija HER-2 receptora, DNK anedipoi prisustvo mutacije p53
gena udruzeni sa prekomernom ekspresijom TOP2AmanzNajnovije studije su
pokazale da je kod 90% shjeva sa detektovanom amplifikacijoMER-2 gena
istovremeno prisutna i amplifikacija gena koji kadsintezu TOP2A enzima. Metim,
veze izmdu amplifikaciieHER-2 gena iTOP2A genskih aberacija su komplikovanije u
odnosu na pgetnu pretpostavku da su u svimcsjevima prisutne koamplifikacije dva
navedena gena. Nasuprot¢ptnoj hipotezi, ustanovljeno je da je polovinacajeva
amplifikacije HER-2 udruzena sa amplifikacijofhOP2A gena, dok je druga polovina
udruzena ili sa genskom delecijom ili sa nepromenjegenskim statusoMOP2A 34>
U drugim tipovima tumora, kao Sto su karcinomi zalu plwa, amplifikacija gena
TOP2A je ¢eXa nego amplifikacijaHER-2 gena Sto ukazuje nainjenicu da su
amplifikacije ova dva gena nezavisni i odvojeni aitagi koji se odvijaju u amplikonu
na poziciji 17q12-g21°.

Amplifikacija TOP2A gena uslovljava direktnu prekomernu ekspresiju ZOP
proteina Sto kod pacijentkinja sa karcinomom dogkevodi do boljeg odgovora na
terapiju antraciklinima. Delecij@OP2A gena dovodi do brzog smanjenja ekspresije
TOP2A enzima i uslovne rezistentnosti na delovanf@2A inhibitora. Studije su
pokazale da ne postoji korelacija iztneHER-2 genskog statusa i hemosenzitivhosti na
delovanje antraciklina zbog toga Sto &man procenat pacijentkinja i sa kompletnim
odgovorom na terapiju ili sa potpunim odsustvonkcga na antracikline imao prisutnu
amplifikaciju HER-2 gena. Mdutim, pacijentkinje sa kompletnim, pozitivnim
odgovorom na antraciklinsku terapiju, imale su poeemplifikacije HER-2 gena i
amplifikaciju TOP2A gena, dok je loS odgovor na terapiju zabelezengamdientkinja

sa delecijomTOP2A gena. Novije studije su pokazale da samo pacijgetksa
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udruzenom amplifikacijonHER-2 i TOP2A gena imaju i dobar odgovor na terapiju
antraciklinima®“*° Takate, zn&ajno je napomenuti da se intereakcija izmeER-2 i
TOP2A ne deSava samo na DNK nivou, nego i na proteinskimou, s obzirom da su
najnovije studije pokazale da HER-2 direktno akéivekspresiju TOP2A enzima. Ovo,
sa druge strane, patava senzitivnost karcinomskéelija na delovanje hemoterapijskih
agenasa, tj. inhibitoraBOP2A *°.

[.3.3.1. Intratumorska heterogenostTOP2A genskog lokusa u tumorskiméelijama

karcinoma dojke

Novije studije su pokazale da postoji i model talor intratumorske
heterogenosti koji se odlikuje istovremenim posigmen tumorskihéelija koje imaju
amplifikaciju i delecijuTOP2A gena u istom tumorskom amplikodt Prisustvo dve
razlicite populacijecelija sa potpuno suprotnim genskim statusom im&ivehacaj u
odreafivanju stepena osetljivosti tumorskiklija na terapiju antraciklinima. Naime, dok
amplifikacija TOP2A gena vodi ka hipersenzitivnosti na antraciklineflel delecija
ovog gena uslovljava rezistentnost na delovanjeaida terapije®. Najverovatnije je
da u ovakvim sléajevima dolazi do rezistentnostelija koje imaju deleciju gena
TOP2A. Ove ¢elije prezivljavaju delovanje terapije, rastu i lfiexiSu bez obzira na
citotoksiéno dejstvo hemoterapijskin agenasa. Navedena gduaoze biti jedan od
razloga loseg odgovora tumorskiélija na delovanje antraciklinske teragife

Vredno je napomenuti da je intratumorska heterogerkoja se odnosi na
TOP2A prisutna kod oko 15%IER-2 amplifikovanih tumora dojké®.
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qi11.2 — RDMA1
BRCA1
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= .

Hromozom 17

Shema 1 Sematski prikaz hromozoma 17 i raspored nekafitaekularnin markera
zna&ajnih za karcinom dojke.
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[.3.4. STEROIDNI RECEPTORI (ER-R i PR-R) | KARCINOM DOJKE

Polni endokrini sistem Zena sastoji se od 3 hiske grupe hormona: 1.
hormona hipotalamusa (GnRH i LHRH); 2. hormona atigrofize (FSH i LH) i 3.
hormona ovarijuma (estrogena i progesterona). Keakzpostoje tri tipa estrogena:
beta-estradiol, estron i estriol. We progesteronima, najvazniji je progestin, élse i
male koltine 17«a-hidroksi-progesterona. | estrogen i progesteroatsroidi. SintetiSu
se u jajniku uglavnom iz holesterola krvi, a u nogmjeri i iz acetil-CoA™.

Estrogen i progesteron su vazni regulatori rasliferencijacije mléne Zlezde i
7enskog reproduktivnog trakta, i ukdgni su u razvoj malignih tumora ovih orgdfia

Steroidni hormoni imaju visok afinitet i spe¢ifiost za intracelularne receptore
koji pripadaju superfamiliji proteina ukkenih u signalne puteve od zaga za
aktivaciju drugih celularnih gerfd ER-R i PR-R lokalizovani su u nukleusu. Smatra se
da hormon difunduje, ili da se transportuje do rukh gde se vezuje za steroidni
receptor stvaraji kompleks steroidni hormon - receptor putem dizessije receptora.
Neki od gen&ija je aktivnost regulisana steroidnim receptorsnaukljuteni u kontrolu
¢elijskog ciklusa i danas se veruje da je to najijefaktor koji odreiuje uticaj ER-R na
biologko ponasanje karcinoma dojke i njegovu tgueii*®

ER-R i PR-R se eksprimiraju i u epitelnigelijama normalnih struktura dojke,
tubuloalveolarnih Zlezda i duktu$4 Oba receptora se vezuju za svoja cilina mesta na
DNK i uticu na regulaciju procesa transkripcije spéodé grupe gena. KarakteriSe ih
Sest specifinih strukturnin domena koji su obelezeni slovima Addo F. Pdetni
domen, A/B, je odgovoran za transkripciju, domeje ©NK-vezujti domen i ujedno
je najkonzervativniji domen, domen D je ukign u odrzavanje nukleusne stabilnosti,
dok domen E ima viSe ragiiih funkcija ukljuujuéi vezivanje za ligand, dimerizaciju,
interakciju sa proteinom toplotnog stresa 90 (HSP9@anskripcionu aktivhost. F
domen predstavlja C terminalni kraj i njegova fujkgoS uvek nije u potpunosti
razjasnjend’*®

Hormon-zavisni tumori, tj. tumori dojke, endompima, ovarijuma, prostate,
testisa, Stitaste Zlezde i osteosarkomi, dele gbddm mehanizam kancerogeneze.
Endogeni i egzogeni hormoni dovode delijske proliferacije, Sto predstavlja
mogunost za akumulaciju stajnih genetikih gresakd®.
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1.3.4.1. Estrogenski receptor (ER-R) i karcinom ddge

Estrogene lée jajnici, nadbubrezna Zlezda i posteljita Glavna funkcija
estrogena je da izazivaju proliferacdjelija i rast tkiva polnih organa, kao i drugih t&iv
koja su u vezi sa reprodukcijofh Estrogeni obavljaju i druge funkcije, odgovorniza
normalan razvoj kostiju i kardiovaskularnog sisterkao i za rast i diferencijaciju
neurona. U vreme puberteta kKolia estrogena se palava 20 i viSe puta. Estrogeni
menjaju epitel vagine iz kockastog u §dAstoslojevit, koji je znatno otporniji na
povrede i infekcije. Pod dejstvom estrogena dotiziznd&ajne proliferacije strome
endometrijuma i pov@nja razwa zlezda koje treba da obezbede ishranu implastiran
jajne ¢elije, proliferaciju Zlezdanog tkiva i pov@nje broja epitelniléelija koje oblazu
jajovode. Ovi hormoni podsiil razvoj dojki i sistema za produkciju mleka, a @dgrni
su i za izgled dojke zrele zeff&*

Estrogeni imaju dvostruku ulogu u razvoju karcinowhgjke: interaguje sa
tumor-supresor genima s jedne strane, i stimd@igsku proliferaciju s druge strane.
Studije su pokazale da paama koncentracija estrogena u periodu postmenopauze
povetava rizik od pojave karcinoma dojk&

JosS od otkka 1960. godine, ER-R je postao jedan od najvazpigiynositkih i
prediktivnih markera karcinoma dojke. Dobro je pamznda je ekspresija ER-R u
obrnutoj korelaciji sa gradusom tumofd ER-R je jedan od n&%e korigenih
bioloSkih markera koji sluzi za izbor odgovarguhormonske terapije. Procena
ekspresije ER-R danas se najviSe koristi za s¢legeicijentkinja sa ranom dijagnozom
bolesti i verovatno dobrim odgovorom na hormonsluapiju. Pacijentkinje sa
pozitivnom ekspresijom ER-R u tumorskom tkivu im&jyputa manju verovatda od
ponovnog javljanja bolesti nakon najmanje 5 godidgrimene tamoksifena, nego one
sa negativnom ekspresijom ER-&%**“*Nizak nivo ekspresije ER-R prisutan je u
familijarnom karcinomu dojke. Osin i sar. su utlirdia je ekspresija ER-R u BRCA1
pozitivnim tumorima izrazito niska u paenju sa ekspresijom ER-R u BRCA2

pozitivnim tumorima, koja je ista kao kod spokauh karcinoma dojké®.
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1.3.4.2. Progesteronski receptor (PR-R) i karcinontdojke

Progesteron ke jajnici, nadbubrezna Zlezda i posteljica. Pragyest podstie
sekretorne promene u endometrijumu materice, ¢azndznjta i alveola dojke. Ovaj
hormon takde podsiie sekretorne promene u sluzokozi jajovaitiasekret je potreban
za ishranu opltene jajneselije koje se dele prolagiekroz jajovod™.

Odreiivanje stepena ekspresije PR-R td&anoze pom@ u proceni pozitivhog
odgovora nakon primene odgovaiagihormonske terapijet. Progresivniji karcinomi
dojke imaju véu verovatnou da pozitivno odgovore na hormonsku terapiju Wali
njihov primarni tumor sadrzi i ER-R i PR-R, nasupoaim koji eksprimiraju samo ER-
R ili samo PR-R®.

Jedno vrlo intrigantno pitanje koje se samo n&rjeste odrdivanje stadijuma
progresije na kojem tumor postaje hormonski nezavig?odaci koji se odnose na
delovanje progesterona na péarje rizika od pojave karcinoma dojke su kontromgrz
ali novije studije pokazuju da posemna koncentracija ovog hormonacatha povéanje

rizika od pojave bolesf?.

[.3.5. GENTP53/ PROTEIN P53 | KARCINOM DOJKE

Posebnu grupu tumor-supresorskih proteina koju kkarde strukturna i
funkcionalna slinostcine p53, p63 i p73. Proteini p63 i p73 koji del€rsli strukturu i
funkciju, imaju jasnu ulogu u normalnom raayj dok p53 ima ulogu u spf@vanju
razvoja tumora®. Aktivacija ekspresije proteina p53 javlja se lagovor na stresne
signale i porem@&je ucelijskim signalnim putevima povezanim sa pojavomauskih
promena, dovode do inhibicije rasta tumorskilkelija. Tumor supresorni protein p53
moze da indukuje nekoliko tipovlijskin odgovora kao Sto su: zaustavljaégdjskog
rasta, starenje, diferencijacija i apoptoza, g@mu tip odgovora zavisi od mnogih
faktora unutar ili vancelije *®. Ponekad, protein p53 doprinosi i popravci geribtsk
ostetenja u ¢eliji, uvodei popravljenecelije u proliferaciju *®. Medutim, nafe&e
indukcija aktivnosti p53 vodi ireverzibilnoj inhiddji ¢elijskog rasta najverovatnije
aktiviranjem apoptoze. Karcinomskelije su izrazito osetljive na apoptotske signale i
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prezivljavaju samo zahvaljuju prisutnim celijskim lezijama, kao Sto je gubitak p53
koji spresavacelijsku smrt'®.

Izostanak aktivacije i gubitak bioloSke funkcij®3u karcinomima moze se
desiti na viSe nana, ukljwuju¢i poremeaje koji spréavaju aktiviranje p53, mutacije
unutar genalP53 ili mutacije unutar posrednika u funkcionisanju3p®. Rezultati
ispitivanja mnogih tumora pokazali su da je géPb3 mutiran u oko polovine svih
karcinoma, Sto dovodi do gubitka njegove proap@imtunkcije. Najvé broj mutacija
koje pogdaju TP53 gen detektovane su u centralnom regionu koji jgowdran za
specifcno vezivanje sa DNK (od 100. do 300. aminokiselidek je samo 5% mutacija
naieno u regulatornim domenim@&P53 (amino-terminalnom domenu od 1. do 99.
aminokiseline i karboksi-terminalnom od 301. do 3@inokiseline)®.

Tackasti tip mutacijarP53 koje rezultuju zamenom jedne aminokiseline drugom
su predominantne u tumorskim promenama. Spektdr 8pova mutacija koje su
detektovane 0P53 genu je zaista jako Sirok i znatno je drtigaod onog videnog kod
drugih tumor-supresor gena, u kojima delecije i eaen delova gena rezultiraju
potpunim gubitkom proteinske ekspresije. Qigrd@ segmentirP53 gena, tzv. kodoni
175, 245, 248, 249, 273 i 282 pokazuju izrdface visoku stopu mutacija, s obzirom
da 28% svih mutacija poda ovih Sest kodona. Kao rezultat mutacije dolazi do
inaktivacije TP53 (zamene jedne baze drugom) @emu veéina tumorskih ¢elija
zadrzava sposobnost da eksprimira izmenjene (medirablike proteina p53. Mutirane
forme proteina p53 su znatno stabilnije i zastuggesu u tumorskintelijama u véoj
koli¢ini od nepromenjenog oblika proteina. Razlog zbagak je mutirani protein
stabilniji u tumorskimtelijama jeste taj da moze da se ponasSa kao dominawgativni
inhibitor nepromenjenog tipa p53, funkcioniskao tetramer. Gubitak heterozigotnosti
je jedna od n@p&ih posledica nagomilavanjactastih mutacijaTP53 u tumorskim
¢elijama (efikasnom eliminacijom nepromenjenog tghala), Sto ukazuje né&njenicu
da efikasnost dominantno-negativne inhibicije neramioiti kompletna i da zasigurno
zavisi od prirode peetne takaste mutacije®.

Tumorske promene koje kao odgovor na stres zadpzawepromenjeni tip
proteina p53 nagomilavaju defekte u putevima kapde stabilizaciji p53 ili u
efektorima apoptotske aktivnosti p53. Proteini keguliSu aktivnost p53 proteina su
MDM2 (engl. Mouse double minute 2 homolog) i MDM4 (engl. Mouse double minute 4
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homolog) %. Ovi proteini imaju presudnu ulogu u regulaciji tigkosti p53,
omoguiavajwi normalan rast i razé¢e. Glavnu ulogu u procesu degradacije mutiranih
formi p53 proteina ima MDM2 koji funkcioniSe kao ikfitin-ligaza. Da bi se odrzala
aktivacija i stabilizacija p53 neophodno je da stvari inaktivacija MDM2, a defekti u
putu zaustavljanja aktivnosti MDM2 sesti u tumorima koji zadrzavaju wild type p53
22

BioloSku ulogu p53 u fizioloskim uslovima nezawisod transkripcije mnogo je
teZze definisati, razumeti i odrediti njen Zap Zamena wild type p53 mutiranim
proteinom p53 (i&kaste mutacije prisutne u domenu za aktiviranjeskapcije)
efikasno sputava apoptotsku funkciju ovog proteimacelijama. Nezavisno od
transkripcije, p53 ute i na inhibiranje aktivnosti receptora smrti na/gdmi celije i
aktiviranje kaspaze-8%

Bez obzira n&injenicu da p53 moze aktiviratelijsku smrt, indukcija p53 nije
nephodna za zapmjanje potpunog apoptotskog odgovora. FizioloSkat<elije tj.
apoptoza ne zavisi samo od direktnog puta akteag@p3 vé i od njegove
kooperativnosti sa drugim stimulusimzlijske smrti u cilju prevazilazenja praga
osetljivosti za apoptozu. Hipoteza po kojoj je apap proces koji nastaje kao
kumulativni odgovor na mnoge signale ukljuci i p53 ukazuje nam na to da gubitak
nekog od ovih faktora povava verovatnéu opstankacelije putem redukcije
apoptotskog opteéenja ispod praga osetljivosti. Inaktivacija bilojdg od faktora koji
su ukljweni u aktivaciju apoptotskog puta koji su u koopgraa p53 moze inhibirati
apoptotski odgovor bez neposrednégdia u putu p53%>2

Detaljnije ispitivanje apoptotskog puta rasvetfjawlogu proteina p53 u ovom
procesu, nardto u kontekstu kancerogeneze. P&ama apoptotska osetljivost
tumorskih ¢elija i identifikacija kofaktora koji doprinose aptwzi indukovanoj p53
proteinom omogéuje nam da jasno sagledamo razl@égéjske smrti u odgovoru na
delovanje p532
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pE3/p73

Shema 2 Celijski odgovor na delovanje proteina p53

Uloga p53 u aktivaciji apoptoze i zaustavljakglijskog ciklusa su aktivnosti
koje su nezavisno regulisane, Sto pruza mogst da se p53 reaktivira u toku primene
odgovarajde antitumorske terapif&. Najbitniji dogataj za progresiju karcinoma dojke
predstavlja gubitak apoptotske funkcije p53 kao utawije komponenti donjeg dela

apoptotskog puta indukovanog p53 proteinom (shem&®2
[.3.6. PROTOONKOGEN BCL-2/ PROTEIN BCL-2 | KARCINOM DOJKE

Antiapoptotski proteiBcl-2 (engl.B-cell lymphoma-2) je otkriven gotovo u isto
vreme kada su tri laboratorije nezavisno jedna odgel klonirale hromozomsku
translokaciju t (14:18) iz folikularnog centra humia limfoma B c¢elija. Ova

translokacija uklanja kodiragu region Bcl-2 sa mesta normalne regulatorne sekvence

31



hromozoma 18 i dozvoljava da ekspresiju kontrolEgativac gena () 5' IgH,
lokalizovan na hromozomu f2

Prekomerna ekspresija proteina Bcl&ju sintezu kodira gerBcl-2, moze
izrazito da povéa rezistentnost na Sirok spektar citotok#i supstancP®. Nezavisni
signalni putevi koji destvuju u aktivaciji i pokretanju procesa apoptémeavergiraju
pod uticajem zajedukih efektornih faktora koji mogu biti antagonizovama Bcl-2°2.
Najnovije studije su pokazale da Bcl-2 ima Sirolelgpr dejstava i da obavlja niz
dodatnih funkcija pored uloge u inaktivaciji proaespoptozé®. Ranije se smatralo da
protein Bcl-2 utée na apoptozu i néelijsku proliferaciju aktiviranjem istog signalnog
puta. Metutim, najnovija istrazivanja su pokazala da prekoraeekspresija Bcl-2
dovodi do zaustavlja ponovnog ulasidija iz faze mirovanja (& u ¢elijski ciklus pod
dejstvom mitogenih stimulusa i ubrzava izlazaekja iz ¢elijskog ciklusa i ulazak u &
fazu pod dejstvom stresa. Na osnovu ovih nalazacetku se mislilo da su ove dve
aktivnosti mehartki povezane posto obe mogu biti smanjene koekgpnesBax
(antagoniste Bcl-2), i poniStene pojavordkistin mutacija u evolutivno konzerviranim
homologim regionimacl-2 °*.

Protoonkogen Bcl-2 pripada familiji proteina Bcl-@va familija strukturno
slicnih proteina obuhvata dve grupe proteina podeljer@hosnovu svoje funkcije na
proapoptotske i antiapoptotske proteine. U grugiapoptotskih proteina nalaze se:
Bcl-2, Bcly, Bel-w, Al, E1B19kD, BHRF1 EBV, LMW5-HL virusi skjske afréke
groznice, KShcl-2 humanog virusa herpesa, i heyres SAIMIRI ORF16. U grupi
proapoptotskih faktora svrstani su - bax, faclprodukt iséene alternativne varijante
gena Bclgs), Bad, Bak, Bik/nbk, Bid i harakiri, i oni ubrzguatelijsku smrt u uslovima
stresa*,

Cetiri segmenta su jako &fia kod svihilanova Bcl-2 proteinske familije i to su
BH1, BH2, BH3 i BH4. Méu njima, BH1, BH2 i BH4 su neophodni za funkciomiga
Bcl-2 kao i drugih ¢lanova antiapoptotske grupe’. Pojedinani predstavnici
proapoptotske grupe Bcl-2 mogu se dalje podelitiosaovu prisustva homologih
regiona. Bclys sadrzi BH3 i BH4 regione ali mu nedostaju BH1 i BHlok bax i bak
sadrze BH1, BH2 i BH3 regione ali im nedostaje sl&bnzerviran BH4 domen, pri
¢emu bad sadrzi samo BH1 i BH2. Preostdéinovi svrstani u drugu podgrupu,

ukljuéujuéi Bik, Bid i harakiri, imaju samo BH3 domefilanovi proapoptotske grupe
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Bcl-2 mogu se vezati putem interakcija koje uélju BH1, BH2 i/ili BH3 za véinu ali

ne i za sveclanove antiapoptotske grupe. Takoje potvdeno da nekiclanovi
antiapoptotske grupe kao i pojedidlanovi proapoptotske grupe mogu stvarati
homodimere i vezivati se za drugénove te iste grupe. Na osnovu ovog nalaza
postavljena je hipoteza da relativan odnos konaeiir antiapoptotskin prema
proapoptotskintlanovima familije proteina Bcl-2 odiaje kadace ¢elija da prezivi a
kada da podlegne procesu apoptize

S obzirom da su ispitivanja koja su sprovedenatrapom konfokalnog
mikroskopa ukazala na to da je protein Bcl-2 |lat@lan na unutrasnjoj membrani
mitohondrija, potkrepljena je hipoteza da on fuonke$e kao regulator produkcije i/ili
potrodnje energije”. Medutim, analiza poméu elektronskog mikroskopa kao i primena
biohemijskih metoda ukazala je na lokalizaciju Bcka spoljaSnje strane nukleusnog
ovoja, endoplazmatskog retikuluma i spoljaSnje mamé mitohondrija, Sto
omoguava izlozenost citosolu naj¢eg dela proteina na svim ovim mestima. Protein
Bcl-2 Stiti ¢eliju od izlaganja slobodnim radikalima Sto je diovelo postavljanja
osnovne hipoteze da su radikali Kiu medijatori apoptoze i da Bcl-2 deluje
biohemijski u antioksidativnom putl.

BioloSke funkcije kao i svi signalni putevi u koje uklju¢en Bcl-2 nisu u
potpunosti poznati. Dokazano je da je protein Bcb@govoran za inhibiciju
apoptotskog puta koji se deSava pokretanjem CDa5/#P0O-1) naelijskoj membrani
putem aktivacije kaspaze 8 (FLICE/MACH/Mch8j. Apoptoza se moZe uspe$no
inhibirati delovanjem proteina shih Bcl-2, koji podséaju na proteine aktivirane uz
poma: CDI5L ili TNF (to su i proteini koje kontroliSu Kgori rasta ili ih aktivira p53)
56'

Posmatrano u celini, mutacije u genima koji intahir aktiviranje procesa
apoptoze mogu biti onkogene a translokacija u Belt@ku neoplastne transformacije
najverovatnije dovodi do produzetka zivota é8teh celijskih klonova i podsticanja
akumulacije drugih onkogenih mutacija. Na osnovuedanog moZe se zakijti da
¢lanovi antiapoptotske familije Bcl-2 mogu da furkuiSu kao onkogeni &lanovi
proapoptotske familije kao tumor-supresor géni

Najveti broj klinickin studija je pokazao pozitivnu Kkorelaciju izdoe

prekomerne ekspresije proteina Bcl-2 i loSe prognaa izl€éenje antitumorskim
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lekovima kod hroriine mijeloidne leukemije, sitkelijskog karcinoma pka i
neuroblastoma®. Ipak postoje i druge klitke studije koje su pokazale negativnu
korelaciju kod drugih neoplazija, ukfujuci i karcinom dojke. Najverovatnije je da u
slieaju karcinoma dojke, protein Bcl-2 dovodi do zauldaja celijskog ciklusa Sto

moZe da utie na povoljan ishod terapijé
1.3.7. APOPTOZA | KARCINOM DOJKE

Homeostazu tkiva i organa odrzava ravnoteza dumagpoptoze i proliferacije
koje su blisko povezane. Proteini kofiestvuju u regulaciji ova dva procesa su c-myc,
p53, Ras, protein kinaza A (PKA), PKC, Bcl-2, NB; CDK, ciklini i CKI 7.

Citav set aktivirajdih i inhibiraju¢ih faktora koji su u dinanikoj ravnoteZi
kontroliSe proceséelijskog ciklusa i apoptoze. Programiraieijska smrt ili apoptoza
nastaje u trenutku kada ¢ do naruSavanja ravnoteze izinevih faktora kao i usled
promene uslova sredine u kojoj &dija ili grupacelija nalazi usled delovanja raznih
patolodkih faktord’.

Dokazano je da postoji viSe signalnih puteva kagiraju apoptozu ukljéujuci:
faktore rasta, porenaj c¢elijskog ciklusa, oSteenje DNK, poreménj ekstracelularnog
matriksa, oksidativni stres, azot oksid, imunolgstisredovane procese i aktivaciju
receptora zaelijsku smrt (shema)3°®* Celijska smrt koja nastupa kao posledica
procesa apoptoze dovodi do smanjenja zaprebeiije, ne izaziva osloldanje proteina
u krvotok i ne indukuje zapaljenski procés

Pored apoptoze, postoji i drugi téelijske smrti, nekroza, koja se deSava onda
kada sucelije izloZene nepovoljnim fizioloSkim uslovima itlelovanju ekstremnih
fizicko-hemijskih ili meharikih uticaja ®°. Ukoliko se ¢elija nate u nepovoljnim
uslovima aktivirde se proces nekroze prilikom kogeelije bubre, oslohiaju
citoplazmatske proteine u krvotok i dovode do pejaspaljenskih procesa
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Shema 3.Faktori koji indukuju apoptozu
1.3.7.1.Strukturne odlike ¢éelije tokom procesa apoptoz

Svi tipovi ¢elija nose u svom genomu ,program preZzivljavanja;program
smrti“ °®. Pod dejstvom spoljasnjih ili unutrasnjih faktaraeliji se pokrée kaskad:
biohemijskih dogdaja kojima se oSteju strultura i funkcija sameielije. Tokom
adultnog perioda razvoja, apoptoza je uwdjua u uspostavljanje ravnoteze izim
¢elijske smrti icelijske proliferacije. Tokom apoptozecaliji se deSavaju promene kc
se mogu videti pomiwi svetlosnog i elektronskogikroskopa $hema 4.

Patetni dogdaj prilikom aktiviranja apoptoze predstavija kondadija
hromatina u nukleusu. Tip kondenzacija hromatinaa@icit i varira u zavisnosti o
tipa ¢elije u kojoj se odvijg®®. Pored promena u nukleusima i nukleolus, tokom
pocetnog perioda apoptoze menjaju se strukturna i domialna svojstvacelijske
membrane. Lipidni membranski dvosloj gubi asindeiai svojstva preemu dolazi i dc
premesStanja molekula fosfatidilserina, a menja senaelektrisanje membrar
Mitohondrije se premeStaju u neposrednu blizinu nukleusapvo kretanje |

posredovano molekulima kinezi®%.
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1.3.7.2. Apoptoza u karcinomu dojke

Prvobitno ispitivanje programiranéelijske smrti sprovedeno je ngelijskim

linijama karcinoma dojke n vivo i in vitro uslovima®

. Manipulacijom raztiitim

hemijskim agensima i supstancama dolazi do akjwapoptoze «elijskim linijama

ukljucujuc¢i i smanjenje koncentracije estrogena, anti-estragpeptidnih faktora rasta,

analoga vitamina, protein kinaze C (PKC), poliarkinsanaloga i hemoterapijskih

agenasa. Bolje razumevanje mehanizma samog apapjofgocesa pruza dodatne

mogunosti za definisanje novih preventivnih terapijskipenasa kod pacijentkinja sa

karcinomom dojké”.

1991. godine, prvi put je podeno da smanjenje koncentracije estrogena koji je

dodavan ¢elijskoj liniji MCF-7 uvodi ¢eliju u apoptozu®’

proliferacije, povéanje

pove&anje ekspresije SGP-2 (engkulfated glycoprotein-2) i

Smanjenje indeksa

indeksa apoptoze, oligozomalna DNK fragmejstadgi

TGF$1 (engl.

Transforming growth factor beta 1) IRNK su glavne promene koje prate ovu pojavu u

celiji ®"®% Slicne karakteristike se mogu zabeleZiti i¢alijskim linjjama hormon-
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zavisnih karcinoma dojke nakon delovanja anti-gg&nske terapije tn vivo i in vitro
uslovima ®.. Rezultati novijih studija su pokazali da ER-R piene MCF-7 ¢elije
karcinoma dojke kao i ER-R negativhe MDA-MB-23g&lije nakon delovanja 10nM
tamoksifena reaguju aktiviranjem apoptoze, fragae@m DNK i povéanjem nivoa
ekspresije TGHB1. Tamoksifenom indukovana DNK fragmentacija u éblgske linije
moZe da se inhibira u potpunosti delovanjem TRFantitela®’. Znasaj delovanja Bcl-2
proteina kod hormon-zavisnibelijskih linija karcinoma dojke je takie ispitivan.
Delovanjem 17p-estradiola na MCF-Zelijsku liniju dolazi do dozno i vremenski
zavisnog povéanja nivoa ekspresije gerixl-2, dok je nivo ekspresij®@ax i Bcl-xl
nepromenjen. U ER-R negativnélijskoj liniji MDA-MB-231 ovaj efekat delovanja
estradiola izostaje. Rezultain vitro studija su pokazali da estrogen smanjuje
citotoksisni efekat odréenih agenasa tipa doksorubicina ili pacitak§&la

Uloga i zn&aj receptorske familije faktora rastaelijskim linijjama karcinoma
dojke su posebno interesantni. EGFR i HER-2 su q@rnekno eksprimirani ifili
amplifikovani u 30% karcinoma dojké°®%® Prekomerna ekspresija EGFR je povezana
sa loSom prognozom ishoda bolesti i u negativhokgeelacionoj vezi sa nivoom
ekspresije ER-R. Zavisno od uslov&aliji, bilo vezivanjem liganda ili antitela koja su
specifEno sintetisana za ove receptore moze da se akpuoees apoptoze ¢elijama.
Na primer, EGF indukuje aktivaciju apoptoze u ERaBgativhim MDA-MB-468
¢elijama karcinoma dojke koje eksprimiraju prekonteprotein EGFR’. Takate je
dokazano da bilo vezivanjem liganda, bilo delovanmjgntitela na ekstracelularni deo
receptora, dolazi do pokretanja procesa apoptozéelijjama koje prekomerno
eksprimiraju HER-2 receptor. Studija koja je spaema nacelijskoj liniji MCF-7
dokazala je da prekomerna ekspresija HER-2 reaptadokira tamoksifenom
indukovanu apoptozu u MCF<€&lijskoj liniji karcinoma dojke. Ovaj proces je pEman
sa povéanjem ekspresije Bcl-2 i Bel-xl proteina dok semekspresije proapoptotskih
proteina (Bcl-xs i Bax) ne menjd. Ovi nalazi su dodatno potkrepljeni rezultatima
Klini¢kih studija koji su pokazali da ER-R pozitivni kemaemi dojke imaju loSiji i slabiji
odgovor na hormonsku terapiju u &jevima kad postoji istovremeno i prekomerna
ekspresije HER-2 receptora. Ekspresija HER-2 recapnoze da ute na modulaciju
apoptotskog ciklusa indukujurazlicit odgovor delovanjem hemoterapije ili hormonske

terapije®®.
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Ispitivanje mehanizama ukljgnih u proces apoptoze proSirena su i na IGF-I
(insulin slcan faktor rasta I), za koga je dokazano da imagaitoi antiapoptotski
efekat na karcinomskeelije dojke®®. Njegova aktivnost je modulisana vezivanjem za
IGFBP-3 (engl.Insulin-like growth factor-binding protein 3) nakoncega dolazi do
aktivacije apoptoze in vitro uslovima®. Anti-estrogen, ICI 182 780, inhibira rast
¢elije i1 aktivira apoptotski proces u MCFéglijskoj liniji, takode utie na povéanje
ekspresije IGFBP-3 i smanjuje ekspresiju IGF remeptlGF-1 i njegovi analozi mogu
da redukuju ili da potpuno zaustave ICI 182 780ukwiju apoptoze ucelijama

karcinoma®>%4

IGF-1 moze da ute na modulaciju aktivacije procesa apoptoze i nakon
delovanja hemoterapijskih agenasa. Studije kojeratene na HBL100 mecelijskoj
liniji ukazuju da je IGF signalni put uklifen u aktiviranje procesa apoptozéalijama

karcinoma dojké”.

1.3.7.3. Familija Bcl-2 proteina u apoptotskom modki karcinoma dojke

Obrazac ekspresije Bcl-2 proteina se veoma radikmmetu normalnog i
malignog tkiva dojke®®. Ekspresija Bax proteina se takoveoma razlikuje, dok je
ekspresija Bcl-x proteina sha, ukoliko se u obzir uzme posmatranje normalnog i
tumorski promenjenog tkiva dojk8. Tema brojnih studija odnosila se nademje i
odrefivanje korelacije izm&u nivoa ekspresijetlanova Bcl-2 familije proteina i
unutacelijske senzitivnosti na apoptotske stimuluse. Biaowu rezultata studije koja je
sprovedena na dvéelijske linije pokazano je da ekspresija Bax prudestimuliSe
apoptozu, kao odgovor na delovanje epirubicinanalistimuliSe i ne povava stopu
spontano aktivirane apoptoze u datitelijama ®. Japanska grupa istraZéea je
pokazala da prekomerna ekspresija Bax proteina UF-WMCelijskoj liniji povetava
senzitivnost odgovora na jonizépi zra&enje, smanjujéelijsko prezivljavanje i dovodi
do aktivacije apoptoz&®. Tumor supresorni protein p53 stimulise ekspre@px
proteina. Na osnovu ovih rezultata postavljena ijgoteza po kojoj inaktivacijom
nepromenjenog tipa p53 proteina, dolazi do inhjiekspresije Bax proteina i na taj
nain i do rezistentnostielije na aktiviranje procesa apopt§Ze

Prekomerna ekspresija Bcl-xs moduliSe senzitivnasijskog odgovora na
apoptotske signale éeliji ®. MCF-7 ¢elije modifikovane sa Bcl-xs take modulidu
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¢elijski odgovor na dve vrste terapijskih agenasklifaksel i etopozid. 1995. godine je
dokazano da Bcl-xI stiti karcinomskeelije dojke od p53-posredovanog aktiviranja
signalnog apoptotskog puta. Visok nivo ekspresig-¥ proteina detektovan je u
¢elijskoj liniji T47D, za koju je poznato da ima nmanu formu p53°%. Kada se
navedenéelije modifikuju sa temperaturno osetljivim tiporb3j iste obustavljaju svoj
rast ali ne podlezu procesu apoptoze na tempenaturkoje su specifhe za
nepromenjeni tip p53 proteina. Hipoteza po kojoygéana ekspresija Bcl-x| Stitieliju

od p53 indukovane apoptoze testirana je na migjirokeukemijskim¢éelijama koje ne
sadrze Bcl-2, Bcl-xl i p53”. Modifikacija ¢elijske linije sa temperaturno senzitivnom
formom p53 rezultira u indukcigelijske smrti, dok koekspresija p53 i Bcl-xI rezuét

u prekidanju rasta i deolselije ali ne dovodi i datelijske smrti®’. Tretman MCF-7
¢elijske linije natrijum bituratom smanjuje nivo gkesije Bcl-2 i stimuliSe aktiviranje
procesa apoptoze ¢eliji. Prekomerna ekspresija Bcl-2 smanjuje semadst MCF-7
¢elija na natrijum butiratom indukovanu apoptdZuMale doze natrijum butirata koje
ne indukuju apoptozu po¥avaju senzitivnostelija na doksorubicinom indukovanu
apoptozu uc¢elijama. Modulacijom nivoa ekspresije Bcl-2 progindelovanjem
razli¢itih agenasa kao Sto je npr. natrijum butirat, mddese menja i nivo senzitivhosti
karcinomskih ¢elija na delovanje oddenih hemijskih i hemoterapijskih agenasa.
Fosforilacijom Bcl-2 protein gubi svoju antiapopgkti sposobnost. Ovaj proces se
najverovatnije ostvaruje modifikacijom njegovog uggeg mesta za proapoptotski
protein Bax. Posttranslaciona modifikacija Bcl-2vidu fosforilacije, kao i njegov
ukupni intracelularni nivo moze da &g na senzitivnostelije na hemoterapijske
agense. Na osnovu ovih postulata, modulacijom nekspresije Bcl-2 proteina moze
da se dizajnira posebna kombinacija hemoterapijskijenasa koji bi doprineli

pove&anju senzitivnosti tumorskikelija ®7%®

[.3.7.4. Evaluacija indeksa apoptoze u karcinomu dke

Apoptoza se javlja spontano u railm tipovima tumora ukljdujuci i
karcinomsko tkivo dojké’. Studije koje se n&g&e sprovode na ovu temu odnose se na
odrefivanje stepena korelacije izae indeksa apoptoze i poznatih histoloskih i

prognostikih faktora kod karcinoma dojke. Tak® cesto se ispituje i ekspresija
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markera Kkoji su povezani sa procesom apoptoze, p83,i Bcl-2. Istrazivanja su
uglavnom fokusirana na ispitivanje njihovog progni®g i prediktivnog znéaja kod
karcinoma dojke®’. S obzirom da w#&na hemoterapijskih agenasa deluje putem
indukcije apoptoze eliji, ve¢ina studija se fokusirala na verovatnoda defekti i
poreméaji u indukciji apoptotskog procesa mogu dopripetvetanju senzitivnosti na
odreieni vid hemoterapijske kombinacije. &ea studija je pokazala da visok indeks
apoptoze korelira sa visokim gradusom tumora, doalipm, visokim indeksom
mitoze, negativnhom ekspresijom ER-R i PR-R, tumonsknekrozom i infiltarcijom
regionalnih limfnih nodusa’*° Visok indeks apoptoze z#mno je povezan sa
smanjenjem prezivljavanja i kod pacijentkinja sesytnom i kod grupe bez prisustva
infiltracije tumorskih ¢elija u regionalne limfne noduse. Pozitivna korgtage
zabelezena i iznd® indeksa proliferacije i indeksa apoptoze u irdiitvnim
karcinomimain situ . Visok indeks proliferacije u tumorskirgelijama dovodi do
poveanja akumulacije mutacija u genskom materijalu kggvljavaju nove promene

u navedeningelijama i tkivima®.

[.3.8. PROLIFERATIVNI MARKER (KI-67) | KARCINOM DOJ KE

1.3.8.1. Struktura i funkcija Ki67 proteina

Protein Ki67 je identifikovan od strane Gerdesaragnika ranih osamdesetih
godina proSlog veka, upotrebom miSjeg monoklonslkndgjtela protiv nukleusnog
antigena izelijskih linija porekla Hakinovog limfoma’®. Ovaj nehistonski protein je
dobio ime po lokaciji Instituta u kojem je otkrivenopisan (Ki — Kiel University,
Germany) i broju 67 koji se odnosi na lokaciju kaive 96-komorne pke ™.

Kompletan genski lokus Ki67 proteirdne 74 bazna para na 5’ regionu i 264
bazna para na 3’ regionu koji su sekvencionirapovezani u jedinstvenu celinu od
29.965 baznih parova koji su locirani na hromozdtfig25-ter. Gen je organizovan u
15 egzona vetine od 67 do 6845 baznih parova i 14 intronacussi od 87 do 3569
baznih parova. Tri introna sadrze homologe kopija-ponovaka. Egzon 13, koji se
nalazi u centru gena, sadrzi 16 homologih sekvedcB66 baznih parova (tzv. Ki67

ponovci), od kojih svaki sadrzi visokokonzerviramiotiv duzine 66 baznih parova
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(Ki67 motiv). Do sada su identifikovane dve prosia izoforme od 345 i 395 kIJ.
Protein se uglavnom nalazi u gustim fibrilarnim kmwnentama nukleolusa za vreme
interfaze ¢elijskog ciklusa, dok se za vreme mitoze povez@epsriferno lociranim
kondenzovanim hromozomim&. Aktivni poluZivot proteina iznosi 1 do 1.5 h u
zavisnosti od fazéelijskog ciklusa u kojoj séelija nalazi. Ekspresija Ki67 proteina
varira u toku raztitin faza ¢elijskog ciklusa. Ekspresija proteina je pagma tokom
Gi, S, G i M faza ¢elijskog ciklusa, ali ne i za vremepGaze. Najmanji stepen
ekspresije Ki67 javlja se tokomyGranog perioda S faze, dok se maksimalna eksgaresi

javlja za vreme Gi kasne S fazéelijskog ciklusa’™.

1.3.8.2. Ki67 i karcinom dojke

U zdravom, tumorski nepromenjenom tkivu dojke, e&spa Ki67 proteina je
jako niska tako da je nizak i indeks proliferadipanje od 3%). Nekoliko studija je
pokazalo da je ekspresija Ki67 proteina u zdravammorski nepromenjenom tkivu
dojke, ograniena nacelije u kojima nedostaje pozitivha ekspresija ERER-R
imunoreaktivnec¢elije normalnog tkiva dojke ne proliferiSu i ne pkisiraju Ki67
protein’!. Ova razlika izméu indeksa proliferacije i steroidnih receptora seodnosi i
na tumorski promenjeno tkivo dojk&™

Prema rezultatima ranijih studija ekspresija Ki@bteina se smanjuje nakon
dodavanja letrozole, koji se dodaje zajedno sa mameza hormonsku terapiju kod
Zena sa visokoriznim oblicima karcinoma dojké". Kod pacijentkinja sa duktalnim
karcinomom dojkein situ (DCIS), oko 40% ispitanica karakteriSe visok inglek
proliferacije. Visok nivo ekspresije Ki67 proteim@vezan je sa visokim histoloSkim
gradusom, komedo tipom nekroze tkiva, kao i prisust mikroinvazija’’. Na osnovu
navedenog Ki67 se smatra loSim prediktorom ishamesti kod pacijentkinja sa DCIS.
Najnovija WHO klasifikacija zasniva se na opisu tgkih novih epitelnih tipova
karcinoma dojke. Ekspresija Ki67 predstavlja jedad kljucnih parametara za
karakterizaciju imunoprofila ovih tipova karcinonajke. Karcinomi dojke koji su
bogati lipidima imaju visok nivo ekspresije Ki67 opeina. Invazivni lobularni
karcinomi, koji¢ine 5% do 15% svih invazivnih karcinoma dojke, coloi pokazuju

nizak nivo indeksa proliferacij& ™
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1.3.8.3. Prognostéki znacaj Ki67

Mnoge studije bavile su se ispitivanjem potencgainzn&aja Ki67 kao
prognosttkog markera u karcinomu dojke. Grupa istragavge ispitivala ekspresiju
ER-R, PR-R, HER-2 i Ki67 proteina na osnovu koghgodeljena grupa luminalnih
karcinoma dojke na luminalni A i B tip karcinomaurhinalni tip karcinoma dojke koga
je karakterisao visok indeks proliferacije¢ved 14%, odnosio se na luminalni B tip i
ukazivao je na loSiju prognozu ishoda bolesti i¢krgrezivljavanje u odnosu na
luminalni A tip karcinoma dojke kod koga je indeimliferacije bio ispod 14%°":
Desetogodisnji period péanja pokazao je da su pacijentkinje sa luminalnirtipam
karcinoma dojke imale najbolji ishod bolesti jerked 92% zabeleZzeno prezZivljavanje
bez pojave metastaze i recidiva bolesti. Stopa iydj@zanja je neSto manja kod
pacijentkinja sa luminalnim B tipom (79%) i luminah/HER-2 pozitivhim tipom
(78%) karcinoma dojk& "%

Tri velike studije su se bavile analizom postjepodataka koji se odnose na
prognostiki znataj Ki67 proteina u karcinomu dojke. Colozeasa svojim saradnicima
uradio metaanalizu 15 studija koje su obuhvatilaupmo 5137 pacijentkinja sa
karcinomom dojke’®. Medutim, zakljuici dobijeni na osnovu ovih rezultata su
ogranteni s obzirom na mali broj podataka koji su objmijiz ovih studija. Naime,
najveti broj njih se odnosio na ispitivanje Ill i IV fazdinickih studija, bez podataka o
pocetnim stadijumima bolesff.

Najnovija metaanaliza koju su uradili Azambuja jegova grupa saradnika
odnosio se na ispitivanje veze izineekspresije Ki67 i duzine prezivljavanja kod
pacijentkinja obuhwgenih u 29 studija’®. Rezultati zasnovani na podacima ove
metaanalize ukazuju nanjenicu da visok indeks proliferacije ukazuje w&iji ishod
same bolesti i ki@ preZivljavanje kod pacijentkinja sa karcinomorjkd®.

Znatno loSiju prognozu ishoda bolesti imale su jeatkinje sa visokim
indeksom proliferacije i negativnim statusom regiowh limfnih nodusa u odnosu na
pacijentkinje sa prisutnom tumorskom infiltracijdimfnih nodusa’.

Poslednja metaanaliza sprovedena je na ukupno9@5pacijentkinja ™.
Najmanje sto studija bavilo se ispitivanjem odnazmedu indeksa proliferacije

tumorskih ¢elija i stope prezivljavanja kod pacijentkinja sardthomom dojke. Ove
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studije su takée potvrdile da vé&@ indeks proliferacije ukazuje na loSiji ishod bstiel
kraci period prezivljavanja. M#&utim, bez obzira na celokupnost informacije koja se
dobija odrdivanjem indeksa proliferacije, Ki67 protein ipaknme status nezavisnog

prognosttkog markera kod pacijentkinja sa karcinomom ddjié
[.3.8.4. Prediktivni znafaj Ki67

Podaci koji se odnose na zaf odrelivanja ekspresije Ki67 proteina kao
prediktivnog markera u karcinomu dojke su jako iretkkontroverzni. Osnovni
nedostatak studija koje su se bavile doranjem prediktivnog znsmja Ki67 proteina u
karcinomu dojke odnosi se na réitk laboratorijske metode i statidte modele koji su
u njima primenjeni. Tri centralna pitanja koja sestavljaju i na koja treba dati
odgovore jesu: 1. da li Ki67 moze da sluzi kao pasemarker kojice ukazivati na
poseban benefit pacijentkinja nakon primene deine hemoterapije ili endokrine
terapije; 2. da li Ki67 moze da posluzi kao markeji ukazuje date odreéena grupa
pacijentkinja imati dobar odgovor na delovanje dojeinih terapijskih agenasa; i 3.
moze li Ki67 da posluzi kao marker koji spe@ifo predviia odgovor na delovanje
posebnih, pojedirimih endokrinih terapijskih agenaSa

Ispitivanje na ovu temu sprovedeno je u oko 22igutl4 studija se odnosilo na
ispitivanje delovanja nespedifie terapije, 5 na delovanje spesiih terapija dok su se
tri klini¢ke studije odnosile na ispitivanje veze iztuendeksa proliferacije i pojave
metastaza®. Nijedna studija nije pokazala stati&ii znasajnu interakciju izméu nivoa
ekspresije Ki67 proteina i progeg perioda prezivljavanja kod pacijentkinja sa
karcinomom dojke’®. Tokom IX ciklusa klinkke studije ispitivanje je sprovedeno na
923 pacijentkinje koje su bile u periodu menopauz&oje su primile terapiju
tamoksifena ili kombinaciju tamoksifena i CMF. Kgdcijentkinja koje su tretirane
samo endokrinom terapijom, visok proliferativni @k$ ukazivao je na loSiju
prediktivnu vezu sa ishodom bole&ti

Da bi se ispitao jasan progneékti znataj Ki67 proteina prilikom delovanja
speciftnih formi hemoterapijskih agenasa sprovedeno jelilekstudija’®° U jednoj
od studija, PACSO01, ispitivano je 699 pacijentkinjaodrelivana je veza izmii

ekspresije Ki67 i prediktivnhog benefita nakon Seg&tusa fluorouracila, epirubicina i
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ciklofosfamida i tri ciklusa FEC koji su pfeni sa tri ciklusa docetaksela. Rezultati ove
studije su pokazali da posena ekspresija Ki67 proteina kod ER-R pozitivnih
karcinoma dojke ukazuje na budobar odgovor na terapiju docetakselom. Studija
BR9601 je sprovedena na 374 premenopauznih i posipaeiznih pacijentkinja koje su
podvrgnute standardnoj terapiji koja se sastojiosdm ciklusa CMF ili kombinacije
epirubicin-CMF’’. Terapija je primenjivana u toku 21 dana. Na osnswih rezultata
doSlo se do zakljika da Ki67 nije prediktor dobrog odgovora na tgrapntraciklinima
77-80.

Bez obzira na opseznost istrazivanja, studije kaojespitivale prediktivni zrij
indeksa proliferacije kod pacijentkinja tokom i wak delovanja hemoterapijskih i
endokrinih terapijskih agenasa, kao i njihovih kamaigija, nisu pokazale da se protein
Ki67 moZe smatrati samostalnim prediktorom odgovnea terapiju’’. Generalno,
podaci ukazuju na to da pacijentkinje sa visokirdeksom proliferacije imaju bolji
odgovor na delovanje taksana u odnosu na netaksaesipiju, kao i na delovanje

terapije letrozolom u odnosu na tamoksifén

1.3.8.5. Prediktivni znafaj Ki67-neoadjuvantni tretman

Potencijalni zn&j Ki67 proteina u predianju odgovora na terapiju i
odrefivanje proséne duZine preZivljavanja ispitivan je pemjem pretretmanskog i
posttretmanskog indeksa proliferacije  prilikom deloja neoadjuvantnih
hemoterapijskih i antihormonskih agenada Ova metaanaliza je zasnovana na 12
klinickih studija koje su obuhvatile pacijentkinje sanpeghjenom hemoterapijom i
kombinacijom hemoterapijskih agenasa i tamoksifeBadam klintkih studija je
pokazalo da je Ki67 z@ajan prediktivni marker i u séaju klinickog i u sl&aju
patolodkog odgovora na primenjenu terapijsku komutijn "% Cetiri studije sucak
pokazale da Ki67 predstavlja nezavisni prediktiamarker primenom multivarijantne
analize. Jedna od studija je pokazala da gmvendeks proliferacije ima uticaja i na
kompletan klintki odgovor kao i na patohistolosku sliku tumora kisgitanica.
Medutim, ni ovi rezultati nisu opravdali Ki67 kao nermi prediktivni marker kod
pacijenkinja sa karcinomom dojke. Nekoliko studgapotvrdilo da pacijentkinje sa

vecim proliferativnim indeksom imaju zdajnije promene u patohistoloskoj slici
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tumora u odnosu na pacijentkinje sa manjim indeksmuoliferacije . Pored ove
studije, pordenjem rezultata dobijenih nakon delovanja neoadjtnh
hemoterapijskih agenasa nije prdeaa pozitivha korelacija iznda ekspresije Ki67 i
odgovora na terapiji*® Na osnovu svih sprovedenih studija nije demo da nivo
ekspresije proliferativnog markera Ki67 moze da zgkana benefit spectinog
terapijskog protokola ili pojedigaih terapijskih agenasa.

Generalno, kod neoadjuvatnih terapijskih protok&l&7 moze da ukazuje na
zn&ajan odgovor prilikom delovanja odienih kombinacija hemoterapijskih agenasa.
Vecina studija je pokazala da pacijentkinje sa niskideksom proliferacije imaju bolji
odgovor na delovanje antihormonskih terapijskinr@ga u odnosu na one sa visokim
proliferativnim indeksom. Mé&utim, na osnovu sumiranja svih poznatih rezultata n
moze se r@ da Ki67 moze biti individualni prediktivni markgorimene ni jednog
posebnog tipa ili terapijske kombinacije kod patfiignja sa karcinomom dojke.

Slicno kao i pri odrdivanju stepena ekspresije steroidnih receptorbdlHR-2
receptora, raztite grupe istrazivéa pridrzavale su se raglih kriterijuma kod
odreifivanja stepena ekspresije Ki67 Sto stvara dodatoblgme prilikom sumiranja
rezultata i sprovdenja metaanaliza. U studijama koje se bave ispifgra prediktivhog
zna&aja markera Ki67 neophodno je usaglaSavanje paoaatdkiterijuma za cut-off
ekspresiju ovog markergime bi se napravio ujedden sistem sa mogoou
medusobnog pordenja velikog broja uzoraka i studija. Prema op$tepéenom
misljenju postoji jako velika verovata da se proliferativni indeks moze smatrati
prediktivnim markerom za odgovor na terapiju Sto pesebno izrazeno kod
pacijentkinja sa visokim indeksom proliferacije. @ve pacijentkinje imaju dobar
odgovor na hemoterapiju. Tak® postoji mali broj studija koje ukazuju na to @an$vo
ekspresije markera proliferacije mozZe dovesti uuvea odgovorom na poseban tip
terapijskin agenasa. Dokazano &mau prediktivnu i prognostku ulogu kod
karcinoma dojke do sada imaju steroidni receptdiER-2 receptof’. Ki67 za sada
ima zn&ajnu ulogu kao prognoski marker kod pacijentkinja u ranim stadijumima

razvoja samog karcinoma dojke
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[.4. BRCA1 PROTEIN | KARCINOM DOJKE

Geni BRCAL/2 (engl. BREAST CANCER 1/2) odgovorni su za pojavu 20%
familijarnin karcinoma dojke i ovarijuma. Danas ama da se mutacije gerBRCA

javljaju u frekvenciji od 1:250 Zerfa
1.4.1. Gen BRCA1

GenBRCAL lokalizovan je na hromozomu 17921. Ovaj gen séopasd 5592
nukleotida raspodenih u 24 egzona (22 kodirgas alternativni 5UTR egzon, 1a&lb)
koji se prostiru na hromozomskom regionu od 8233 Gen kodira transkript veine
81 kb sa 22 egzona. Gen se transkribuje u svinmtkiyva njegov produkt je protein koji
se sastoji od 1863 aminokiseline. EgzorBRCAL gena odgovoran je za kodiranje 61%
aminokiselina proteina BRCAL. Identifikovano jeei8d 600 razéitih mutacija u genu
BRCAL od kojih viSe od tréne nema klintki znataj, pa se smatra da se radi o

normalnim alelnim varijantanf&®*
1.4.2. Protein BRCA1

Gen BRCA1 kodira sintezu proteina od 220 kD, koji je ¢ga od 1836
aminokiselina. Protein BRCAL1 se normalno nalazdry i sadrzi fosforilisane rezidue.
On sadrzi samo dva prepoznatljiva proteinska meRIBNG prstasti domen u blizini N
—terminalnog kraja i 2 BRCT domena na C-terminalnbraju %% Nedavno je
pokazano da RING prstasti region moze da intereaggj N-terminalnim regionom
drugog proteina i da formira heterodimer, u kom@siasti izraStaji spojeni, a koji ima
ulogu u transkripciji DNK. Drugi vezuiji protein je nazvan BARD1 (engBRCA1-
ssociated RING Domain Protein 1). Vezivanje RING domena za BARD1 podsti
aktivnost ubikvitin-ligaze. Blizu C-terminalnog kaaoba proteina poseduju BRCT
domen, ukljg@ujuéi i dve verzije ,core motif‘. Mutacije nastale kaezultat zamene
cisteina glicinom na mestu 61 ili 64 u RING domenatumorogene. Na delu proteina
izmedu 200-300. aminokiselinske sekvence nalaze sentsteusno lokalizujéi signali

(NLSs) sposobni za vezivanje proteina za p53, MRB,(engl.retinoblastoma protein)
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I ZNF350 (engl.Zinc finger protein 350). DNK-vezujwi domen na BRCAL nalazi se
izmedu 452. i 1079. aminokiseline. Ovaj centralni deamarne strukture proteina
interreaguje sa proteinima Rad51 i BASC (en@lRCAl-associated genome
surveillance complex) i odgovoran je za reparaciju i rekombinaciju DNKaime,
Rad51 je kljgna komponenta homologne rekombinacije i repargeg&inutog duplog
lanca DNK. Poznata je joS jedna centralna sekvemoteina izméu 1280. i 1524.
aminokiseline ozngena kao SCD (englBRCAl serine cluster domain). Ona je
odgovorna za vezivanje BRCA1l za ATM (end{TM kinases activated by DNA
damage), CHK2 i CDK2 (engl. Cyclin dependent kinase 2). Dva regiona na C-
terminalnom kraju ozri@na su kao BRCT domeni. Oni su sastavljeni od 110
aminokiselina i zauzimaju poziciju izrhe 1646. i 1859. aminokiseline. BRCT domeni
su prisutni u nekoliko proteina ukfenih u reparaciju DNK. Preko ovih domena
BRCAL se vezuje za viSe proteinaduekojima su RNK polimeraza Il, p300, BACHL1,
histon-deacetilaze (HDAC) 1 i 2, p53, CtlP (endhymotrypsin-like proteinase 5B
precursor) i RB 8 Funkcija BRCAL1 nije do kraja rastuttema, ali verovatno ima
vaznu ulogu u reparaciji DNK, aktivaciji transkrijg; apoptozi i zaustavljanjtelijskog

ciklusa.
1.4.3. Fenotipske karakteristike karcinoma dojke smutacijama genaBRCA1

BRCAL pozitivni karcinomi dojke su obio infiltrativni duktalni karcinomi
koje odlikuje visok histoloski gradus, ili atiii medularni karcinom{”. Ovi karcinomi
pokazuju tzv. bazalni fenotipCelije ovih tumora eksprimiraju citokeratin 5/6 i
citokeratin 14, oliino ne eksprimiraju ER-R i HER-2, dok je akumulagyateina p53
izrazita®®. Ovi karcinomi swe&e p53 pozitivni (77%) u odnosu na spotaei tumore
(35%) i tumore nastale kao posledica mutacije gBRGA2 (45%). Karcinomi dojke
nastali kod zena nosioca mutacija geBRCAL/BRCA2 imaju nepromenjen nivo
ekspresije Bcl-2 u odnosu na zdrave ispitanice, kagir postojanju visokog
proliferativnog potencijala i frekventnim mutacijanp53%°. Takaie BRCAL pozitivni
karcinomi prekomerno eksprimiraju ciklin E i pokgzsmanjenu ekspresiju p2?®”.
Progresija naslednih karcinoma dojkeBRCA1 mutacijama je razlita od progresije

sporadénih karcinoma dojke najmanje iz dva razld§aPrvo, utvdeno je da kod ovih
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pacijentkinja postoji slaba veza izéwevelicine primarnog tumora i broja zaldemih

limfnih nodusa. | pored toga, ove pacijentkinje jibpSiju prognozu ishoda bolesti u
odnosu na Zene sa spogamin karcinomima dojke. Drugo, ovi tumori iako ne
eksprimiraju ER-R, mogu da pruZze, po nekim autorintbar odgovor na
antiestrogensku terapiju tamoksifendth Ooforektomija redukuje incidencu pojave
prvog i drugog primarnog tumora, a primena tameksf je efikasna u prevenciji

pojave drugog primarnog tumora kod nosilaca muacigentBRCA1 89%°

48



Il CILJ ISTRAZIVANJA

Stepen proteinske i genske ekspresije HER-2 i TOKR®A oboljelih od
karcinoma dojke predstavlja na@niji prognosttki i prediktivni faktor za ovo
oboljenje. Najlosiji ishod bolesti imaju pacijentje kod kojih postoji prekomerna
ekspresija oba ova markera, pa je mmgda ta grupa tumora ispoljava specifii jos
nedovoljno istrazen fenotip. S druge strane, i pdoga Sto postoji dobra podudarnost
izmedu  proteinske  ekspresije  navedenih  bioloskih  markeralokazane
imunohistohemijskim metodama, i genske amplifikacijokazane FISH metodom,
odreieni broj pacijentkinja ispoljava gensku amplifijacbez prekomerne ekspresije
proteina ivice versa.

Polazéi od gore navedenih saznanja cilj ove studije geda se u karcinomima
dojke koji su na osnovu stepena ekspresije ER-RRRRHER-2 receptora svrstani u
¢etiri molekularna tipa odrede:

1. osnovne histoloske i makroskopske karakteristik@étriativnih

karcinoma dojke;

2. ucestalost pojave i intenzitet ekspresije ER-R, PRuRmnor

supresornog proteina p53, HER-2, Bcl-2, Ki67, BRCADP2A
i apoptotskog indeksa,;

ucestalost amplifikacije gendER-2 u tumorskiméelijama;

4. ucestalost amplifikacije i delecije gen&BOP2A u tumorskim
¢elijama;
5. korelacija izmédu ekspresije ispitivanih bioloskih markera u

odnosu na starost ispitanica;
6. korelacija izmédu genskih modifikacija zddER-2 i TOP2A sa

proteinskom ekspresijom ostalih ispitivanih biolibSknarkera.
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I MATERIJAL | METODE
lI1.1. ISPITANICI

Studijom je obuhvé&eno 60 pacijentkinja sa infiltrativnim duktalnim
karcinomom dojke koje su dene u periodu iznil januara 2009. i februara 2013.
godine u Klintkom centru Uzice, OJ Opsta bolnica Uzice.

Prosé€no zivotno doba ispitanica iznosilo je 64.79 + 2ddigu. Najmlg@a
ispitanica bila je stara 38, a najstarija 87 godina

Kompletna dijagnostika bolesti, uk§ujuci i patohistoloSku dijagnozu, izvrSena
je u gorenavedenom Kklitko-bolnickom centru, tj. u Sluzbi za patohistologiju
Klinickog centra Uzice. U Laboratoriji za imunohistohemiji elektronsku
mikroskopiju, Grupe za neuroendokrinologiju, Ingtt za medicinska istrazivanja
Univerziteta u Beogradu, izvrSeno je imunohistohekoi bojenje na HER-2, ER-R, PR-
R, p53, Bcl-2, Ki67, BRCAL, TOP2A i ssDNA, kao iSH bojenje na prisustvo i
stepen genske amplifikacije za gene koji kodir&JER-2 i TOP2A, uraiena je

fotodokumentacija i obdeni su kompletni rezultati ove studije.
[11.2. Molekularna klasifikacija karcinoma dojke

Na osnovu ekspresije ER-R, PR-R i HER-2 receptaraotske promene su
podeliene ugetiri molekularna tipa: luminalni A tip (ER-RIi/ili PR-R" i HER-2),
luminalni B tip (ER-R i /ili PR-R" i HER-2 ™), tripl ili trostruko negativni tip
karcinoma (ER-R PR-R i HER-2) i HER-2 pozitivni tip (ER-R PR-R i HER-2*) ?°,
Prvu grupwini takozvani luminalni A tip karcinoma dojke kogarakteriSe molekularni
fenotip sa ER-R i/ili PR-R pozitivnom ekspresijoenpegativhom ekspresijom HER-2
receptora®®. Drugu grupwini luminalni B tip karcinoma dojke koji je vrloighn po
svom molekularnom fenotipu luminalnom A tipu kaxma dojke od koga se razlikuje
samo po pozitivnoj ekspresiji HER-2 receptora. Tmds negativni tumori, koji su ER-
R, PR-R i HER-2 receptor negativni, svrstani suretut molekularnu kategoriju
karcinoma dojke?®. Cetvrtu grupugine HER-2 pozitivni karcinomi dojke kod kojih
postoji pozitivna ekspresija HER-2 receptora, kamplifikacija gena za HERZ.
Raspodela pacijentkinjadetiri molekularna tipa prikazana je u tabeli 3
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Tabela 3.Prikaz karcinoma ispitivanih pacijentkinja raspi@eih ucetiri molekularna
tipa

Molekularni tip karcinoma dojke Broj ispitivanih ka rcinoma
Luminalni A tip 24/60 (40%)
Luminalni B tip 26/60 (43.4%)
Trostruko negativni tip 4/60 (6.6%)
HER-2 pozitivni tip 6/60 (10%)
Ukupno 60 100%)

l11.3. PATOHISTOLOSKA ANALIZA

[11.3.1. Priprema uzoraka za rutinski patohistoloSki pregled, imunohistohemijska i

FISH ispitivanja

Uzorci tumorskog tkiva dojke su fiksirani u 4% rasu puferisanog formalina
24 h na sobnoj temperaturi. Po zavrSetku fiksaogerci tkiva su dehidratisani
provaienjem kroz seriju alkohola rast koncentracije (70%, 96%, 100%),
prosvetljivani u ksilolu i kalupljeni u parafinuazutinski patohistoloski pregled uzorci
su bojeni hematoksilin-eozinom na standarddima

U cilju imunohistohemijskih i FISH ispitivanja rezo debljine 5 pum su
montirani na posebne visokoadherentneipt (SuperFrost) i suseni na temperaturi od

56°C u toku jednog sata.

[11.3.2. Rutinski makroskopski i patohistoloSki pregled

Postavljanje patohistoloSke dijagnoze karcinomékelojrSeno je u skladu sa
kriterijjumima WHO.

[11.4. IMUNOHISTOHEMIJSKA ISPITIVANJA
U ovoj studiji, na svim tkivnim uzorcima ispitivaniinfiltrativnih karcinoma
dojke, izvrSena su imunohistohemijska bojenja ju cibkazivanja ekspresije proteina

HER-2, ER-R, PR-R, Ki67, p53, Bcl-2, TOP2A, BRCA1ssDNA. Primenjena je

indirektna trostepena streptavidin-biotin imunobimijska metoda detekcije
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(LSAB*/HRP kit, DAKO, Danska), u kojoj je streptavidinedézen peroksidazom rena.
Takaie je na svim tkivnim uzorcima vrSeno ispitivanjdspstva i stepena genske
amplifikacije zaHER-2 i TOP2A.

Pregled primarnih i sekundarnih antitela kéeisih u ovim istrazivanjima dat je

u tabeli 4

I11.4.1. Princip primenjene imunohistohemijske metade LSAB'/HRP

Medu indirektnim imunohistoehmijskim metodama u Sijokapotrebi je
trostepena avidin-biotin kompleksna metoda. Damagréamenjuju dve varijante ove
metode: standardna avidin-biotin kompleksna me{@dC) i obeleZena avidin-biotin
tehnika (LAB). Obe metode zahtevaju biotiniziranotitelo kao vezujée antitelo.
Biotinizacija je diskretan proces u toku koga s#ihikovalentno vezuje za antitelo.
Otvorena mesta na avidinu iz kompleksa avidin-hidtienzimom obelezenog avidina,
vezuju se za biotin na vezépm antitelu. Biotinizirano antitelo se ne dodajeigku
poSto za vezivanje nisu potrebna slobodna Fab mesksidaza rena ili alkalna
fosfataza su enzimi koji se #afe koriste za obeleZavanje u ovim procedurdma

DAKO LSAB™ kit obeleZzen peroksidazom bazira se na SAB (sivegin-
biotin) metodi, ali koristi visoko rafiniranu avighbiotin tehniku u kojoj biotinizirano
sekundarno antitelo reaguje sa nekoliko streptasidn molekula konjugovanih
peroksidazom. Na avidinu se nalaze 4 vefajunesta za biotin. Miaitim, zbog
molekularne orijentacije biotin-vezugiln mesta, stvarno se vezuje manje od 4 molekula

biotina.

l11.4.2. Protokol imunohistohemijske metode LSAB/HRP

Bojenje je vrSeno na tkivnim presecima debljine 5koji su suseni 60 minuta
na temperaturi od 86. Preseci su deparafinisani u ksilolu i rehideatiskroz seriju
alkohola opadajte koncentracije (100%, 96%, 70%).
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Tabela 4. Pregled primarnih i sekundarnih antitela kéeisih u imunohistohemijskim

ispitivanjima
Primarno antitelo | Proizvaiac/katalos- R?izrgifraime Sekundarno Vizuelizaciona
(At)/klon i broj P A 9 antitelo metoda
HER-2 (po z&iji anti- | DAKO-Glostrup, arﬁ:?rtr:?slzllrzrr]mltl—
humani c-erb-2 Danska 1:250 e Jt',—k . LSAB*/HRP
onkoprotein) Cat# A0485 z&i alg' ozl
ER-R (mo migji an- | O"Codene Researdh  Dlotiniziran
humani estrogenski . N 1:50 e J.’ .. LSAB*/HRP
receptor, klon TE-111 Diego, Kalifornija zetji i anti—kozj
pror, Cat#GR17 Ig
prf (o misani. | " e0enE Reseert
humani progesteronski . P 1:50 L Il .. LSAB*/HRP
receptor, klon PR4-12 Diego, Kalifornija zetji i anti-kozji
pror, Cat#GR18 Ig
P53 (Mo misiji anti- DAKO- Biotinizirani anti-
humani tumor Glostrup, misji, anti- .
supresorski protein p53 Danska 1:50 zegji | anti-kozji LSAB'/HRP
klon DO-7) Cat# M7001 Ig
Bcl-2 (mo miSiji anti- | DAKO-Glostrup, arﬁ;?rtrll?;.zilrzglﬂ_
humani onkoprotein bc|- Danska 1:10 e J‘["—k .. LSAB*/HRP
2, klon 124) Cat# M 0887 zegn alg' ozl
BRCAL (mo misy an| OpEcgere Besear s
humani protein BRCA1, cts, Uiego, 1:50 J.’ .. LSAB*/HRP
klon MS 110) Kalifornija z&dji | anti—koz;ji
Cat#OP92. Ig*
TOP2A (mo miSiji anti-| Novocastra Lab., Biotinizirani
humani protein TOP2A, UK 1:100 anti-misji, anti- LSAB*/HRP
klon 3F9 NCL-TOPOIIA zegji i anti-kozji Ig*
Ki67 (mo misji anti- DAKO-Glostrup, arﬁ;?rtrl]?él.zilrzﬁlﬂ_
humani protein, klon Danska 1:50 e J.’ .. LSAB*/HRP
MM1) Cat#M7187 zeXji i anti—kozji
¢
sSDNA (mo migji anti Abcam plc 332, Biotinizirani
humani protein, klon F7- Velika Britanija 1:100 ante=misji, ant LSAB*/HRP

26)

ab79439

z&lji i anti—kozji
g

*mo-monoklonski; po-poliklonski; Ig-imunoglobulin;SAB-obeleZen streptavidin-biotin (engl. labeling

streptavidin-biotin); HRP- peroksidaza rena (ehgkse readish peroxidase)
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[11.4.2.1. Demaskiranje antigena

Formaldehid u toku fiksacije, kao i parafin u tdkalupljenja, izazivaju stetke
promene proteina u tkivu formiranjem intermolekalarveza. Dugotrajna formalinska
fiksacija moze da maskira antigene i umanji efed@dcifcnog imunohistohemijskog
bojenja. Stoga se postupkom demaskiranja antigersdizp obnavljanje primarne
stercne konfiguracije antigena uklanjanjem neZeljeniterimolekularnih veza, putem
njihovog kidanja i uklanjanjem Chuz poma citrata®.

Demaskiranje antigena u ovoj studiji sprovedena gkladu sa protokolom za
primenu svakog antitela ponaosob na presecima tkikgiranog u formalinu i
ukalupljenog u parafin. Demaskiranje antigena spdewo je nakon uaiajene
deparafinizacije preparata. U cilju demaskiranjatgina HER-2, TOP2A, BRCAL i
ssDNA, tkivni preseci potopljeni su u komercijatiiratni pufer pH 6 (Target Retrival
Solution, Code No. S 1700, DAKO, Danska) izlagaminsikrotalasnim zracima (pri
jacini od 560W) u toku 21 min, dok je za demaskirasmpigena Bcl-2 i p53 koré&na
jacina zraka od 800W u trajanju od 21 min. Za detekBR-R, PR-R i Ki67 proteina
tkivni preseci potopljeni u citratni pufer izlagasu visokoj temperaturi pod pritiskom u
toku 2 minuta, upotrebom ekspres lonca.

[11.4.2.2. Postupak bojenja

Nakon izvrSene deparafinizacije i postupka demaslar antigena, blokirana je
endogena peroksidaza 3% vodenim rastvora®,H10 minuta na sobnoj temperaturi.
Zatim su tkivni preseci inkubirani sa primarnimigeiom u vlaznoj komori, na sobnoj
temperaturi u trajanju od 1 h.

Nakon toga vrSena je inkubacija sa biotiniziraninti-anisjim, anti-kozjim i
anti-zetjim imunoglobulinima 30 minuta na sobnoj temperatursled€oj etapi preseci
su tretirani streptavidinskim konjugatom na perd&gu rena, 30 minuta na sobnoj
temperaturi. Na kraju preseci su inkubirani u rasiv supstrat-hromogena (3,3'-
diamino-benzidin tetrahidrohlorid i 20,), upotrebom DAB/kita (Code No. K3468,
DAKO, Danska) u trajanju od 10 minuta na sobnoj geraturi. Za rastvaranje

primarnih antiseruma kokdén je komercijalni rastvaga(Cat. No. SO809, DAKQO
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Danska), a za ispiranje u toku imunohistohemijskogenja, 0.01 M fosfatni pufer pH
7.4. Preparati su kontrastirani Mayer-ovim hematoksn i montirani u vodeni
medijum (Aquatex-OC 261903, Merck, Netka).

111.4.2.3. Kontrola kvaliteta i specifiénosti imunohistohemijskog bojenja

Imunohistohemijska bojenja izvrSena su uz kontrklaliteta i specifinosti
bojenja primenom pozitivnih i negativnih kontroleema propozicijama UK NEQAS
(engl.UK National External Quality Assessment for Immunocytochemistry).

Kao pozitivni kontrolni uzorci kori&ni su poznati uzorci karcinoma dojke kod
kojih je ekspresija bioloskih markera dveanije dokazana. Naime, svi pozitivni
kontrolni uzorci ranije su viSestruko testiraniakazano sadrze ispitivane antigene, a
primenjeni su na isti @@ kao i ispitivani uzorci u ovim istrazivanjima.

Kao negativna kontrola u toku imunohistohemijskagiebja sluzili su tkivni
uzorci ispitivanih tumora koji su bojeni paralelsa uzorcima na kojima se dokazuje
ekspresija bioloSkih markera, ali su u toku procedbojenja tretirani neimunim

serumom umesto primarnog antitela.

1.5. SEMIKVANTITATIVNA PROCENA EKSPRESIJE PROTEIN A HER-2,
ER-R, PR-R, p53, Bcl-2, BRCA1 i TOP2A, KAO | KVANTITATIVNO
ISPITIVANJE INDEKSA PROLIFERACIJE (KI67) | INDEKSA APOPTOZE
(ssDNA)

Procena ekspresije proteina HER-2, ER-R, PR-R, B6B2, BRCAL1 i TOP2A
vrSena je semikvantitativnom metodom sa preparéigeaih imunohistohemijskim
metodama za dokazivanje prisustva navedenih armtigBmnoj ¢elija u proliferaciji
izrazavan je kao indeks proliferacije, a atine je kao broj Ki-67-imunoreaktivnitelija
na 100 tumorskiléelija brojanih u tri razliite reprezentativne zone tumora, dok je broj
¢elija u apoptozi izrazavan kao indeks apoptoze,deedovan je kao broj ssDNA
imunoreaktivnihéelija na 1000 tumorskikielija brojanih u tri razliite reprezentativne

zone tumora.
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[11.5.1. Semikvantitativha procena ekspresije HER-2proteina

Semikvantitativno odidvanje ekspresije HER-2 vrSeno je procenom inteteit
I procenta zastupljenosti membranskog bojenja tshibrcelija. Ukoliko se tumorske
¢elije ne boje ili je bojenje prisutno u manje odd.@umorskihéelija procenjuje se da
ne postoji ekspresija HER-2, tj. bojenje je negatiybod 0). Negativnim bojenjem se
smatra i kada je prisutno slabo, parcijaino mendkanbojenje u vise od 10%
tumorskih¢elija (bod 1). Slabo pozitivho bojenje (bod 2) mgisti slwtaju slabog do
umereno kompletnog membranskog bojenja u viSe dib t@morskih ¢elija. Jako
pozitivno bojenje (bod 3) postoji u shju izrazito jakog komplethog membranskog
bojenja koje postoji u vise od 10% tumorskétija (tabela %%

Tabela 5.Procena ekspresije proteina HER-2 u tumorsietijama

HistoloSka slika Bod Interpretacija ekspresije proteina HER-2

Nema bojenja ili je membransko
bojenje prisutno u manje od 10% 0

o HER-2 se ne eksprimira¢gativno)
tumorskihc¢elija

Slabol/jedva vidljivo parcijalno
membransko bojenje prisutno je

u vise od 10% tumorskiéelija 1+ HER-2 se ne eksprimira¢gativno)

Postoji slabo/umereno kompletno
membransko bojenje u viSe od

10% tumorskikeelija
2+ HER-2 je slabo eksprimirasl@ba

pozitivhost)
Jako, kompletno membransko

bojenje prisutno je u viSe od 10%
tumorskih¢elija 3+
HER-2 se izrazito eksprimirgaka
pozitivhost)

[11.5.2. Semikvantitativna procena ekspresije ER-Ri PR-R

Semikvantitativna procena ekspresije ER-R i PR-Bewna je u skladu sa tzv.
jednostavnim bod sistemom prepeenim od strand_eake i saradnika (2000), uz
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odgovarajdu kontrolu kvaliteta imunohistohemijske reakcijedr@ivanje intenziteta
imunoreaktivnosti kod ER-R i PR-R vrSeno je sah@anintenziteta imunoreaktivnosti
bojenja i procenta obojenih nukleusa tumorsédtija. Maksimalni bod za procenu
ekspresije receptora svakog ponaosob (ER-R ili PR«#ji se dobija sabiranjem boda
za procenat imunoreaktivnih jedara i intenzitetaumwreaktivhog bojenja, iznosi 8
(tabela . Vrednosti ekspresije ER-R i PR-R ozenae vredna&i O i 2 su smatrane
negativnim nalazom, dok je u svim ostalim¢siievima, kada je ekspresija iznosila 3 i
vide, nalaz smatran pozitivnit

Tabela 6.0dretivanje intenziteta imunoreaktivnog bojenja na ERAR-R

Bod za procenu broja imunoreaktivnin|  Bod za intenzitet imunoreaktivhog bojenjd
jedara
1= manje od 1% obojenih nukleusa 0= nema nukiybojenja
2 = 1-10% obojenih nukleusa 1= slab intenzitet nukleusnog bojenja
3= 11-33% obojenih nukleusa 2 = umeren intenzitet nukleusnog bojenjg
4 = 34-66% obojenih nukleusa 3 = veoma intenzivno nukleusno bojenje
5= 67-100% obojenih nukleusa

[11.5.3. Semikvantitativha procena nukleusne akumuécije tumor supresorskog
proteina p53

Semikvantitativha procena nukleusne akumulacijeopniteina p53 vrSena je na
osnovu odréivanja procenta imunoreaktivnih jedara tumorskéiija. U slitajevima
kada je imunohistohemijsko bojenje prisutno u margel%:elija reakcija se smatra
negativnom. Nukleusna akumulacija proteina p53 fsuma (pozitivna reakcija)
ukoliko je protein eksprimiran u viSe od 1% tumalskelija. Stepen pozitivne,
nukleusne akumulacije proteina p53 procenjivan j&iwtepena: 1-10% tumorskih
¢elija eksprimira p53 Sto je oz¢mvano sa 1, od 10-50% tumorskiglija eksprimira
p53 Sto je oznmvano sa 2 i preko 50% tumorskdelija eksprimira p53 Sto je

oznaavano sa 3.

[11.5.4. Semikvantitativha procena ekspresije proténa Bcl-2
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Semikvantitativna procene ekspresije proteina BolZena je na osnhovu
detektovanja citoplazmatskog bojenja tumorsighja. Pozitivna tj. duvana ekspresija
proteina Bcl-2 zabeleZena je u&jevima kada se protein eksprimirao u opsegu od 1 -
10% tumorskiktelija (pozitivno bojenje) Sto je ozéavano sa 1. Ukoliko je obojeno 10
- 50% tumorskikRtelija nalaz se taki® smatrao pozitivnim, a njegova vrednost je u bod
sistemu ozngena sa 2. Maksimalan stepen ekspresije Bcl-2 pateznden je sa 3 i
zabelezen u stajevima gde je viSe od 50% tumorskdelija pokazalo izrazito
citoplazmatsko bojenjé®. Kada je obojeno manje od 1% tumorsk#lija bojenje je

smatrano negativnim, tj. postoji redukovana akumwijdavog proteind®.

[11.5.5. Semikvantitativha procena ekspresije proténa BRCAL

Semikvantitativna procena ekspresije proteina BR@ASena je oddivanjem
procenta imunoreaktivnih jedara tumorskiblija. Ukoliko je nukleusna ekspresija
prisutna u vise u 25% tumorskdelija smatra se da je BRCA1 eksprimiran (pozitivha
reakcija), a ako se imunohistohemijski oboji maop 25% celija, BRCALl se ne

eksprimira (negativna reakcijay*®

[11.5.6. Semikvantitativna procena ekspresije protena TOP2A

Semikvantitativha procena ekspresije proteina TOR&Eena je odidivanjem
procenta imunoreaktivnih tumorskielija. Ukoliko je pozitivha ekspresija prisutna u
viSe u 15% tumorskiléelija smatra se da je TOP2A proteina pozitivno eksipan, a
ako se imunohistohemijski oboji manje od 15% turkibrscelija, TOP2A se ne

eksprimira (negativna reakcija)
[11.5.7. Odredivanje indeksa proliferacije - Ki67

Kvantifikacija ¢elija koje eksprimiraju Ki67 vrSena je kompjutersksistemom
(Analysis Pro 3.2). Brogelija u proliferaciji izrazavan je kao indeks pfeliacije, a

odreien je kao broj Ki-67-imunoreaktivni¢elija na 100 tumorskikelija brojanih u tri

razlicite reprezentativne zone tumora. Skala indeksafgratije je podeljena na tri
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dela, pricemu se prvi deo odnosi na grupu pacijentkinja kojphke imunoreaktivnost
na Ki67 zabelezena u manje od 10% (< 0.1) nukléusw®rskihcelija (vrednost 1),
drugi deo se odnosi na one sa neSinrgrocentom Ki67 imunoreaktivniéelija (od

10-50 % ili 0.1-0.5, vrednost 2), dok su preostplgcijentkinje sa indeksom

proliferacije> 50% ¢ 0.5) svrstane u téedeo skale (vrednost 3).

[11.5.8. Odredivanje indeksa apoptoze - sSSDNA

Kvantifikacija ¢elija koje se nalaze u procesu apoptoze vrSenarfgjuterskim
sistemom (Analysis Pro 3.2). Apoptotski indekszeiunat kao broj apoptotskitelija
na 1000 tumorskiltelija, brojanih u tri raztite reprezentativne zone tumora. Skala
indeksa apoptoze je podeljena na tri delag@mu se prvi deo odnosi na onecslieve
koji su imali nizak apoptoski indeks manji od Ovkednost 1), srediSnji deo skale se
odnosio na pacijentkinj&ji se apoptotski indeks kretao u rasponu od 05L(@rednost
2) i treci deo, ozné&en vredno&u 3, se odnosio na onu kategoriju pacijentkinja kojh

je apoptotski indeks bio ¢eod 0.5°"%®

[11.6. FISH ISPITIVANJA

Na svim tkivnim uzorcima ispitivanih infiltrativnikarcinoma dojke izvrSena su
FISH bojenja u cilju dokazivanja prisustva i stepayenske amplifikacije zAER-2 i
TOP2A. Primenjeni su komercijalni kitovi za direktnu roét fluorescentnen situ
hibridizacije za kvantitativno oddesanje amplifikacije genaHER-2 i TOP2A u
uzorcima karcinoma dojke fiksiranim u formalinukalupljenim u parafinu. Kitovi su
napravljeni u cilju izdvajanja pacijentkinja kodjitoje indikovana upotreba Herceptina
I antraciklina.

[11.6.1. Princip primenjene FISH metode

FISH metoda se zasniva na procesu hibridizacijedenspeciftne DNK probe
koja sadrzi sekvencu komplementarnu gentER-2 i TOP2A (shema % FISH proba
je zasnovana na kombinaciji PNA (engptide-nucleid acid, PNA) i DNK. Ova proba

sadrzi DNK obeleZzenu teksas-crvenim koja pokrivgaaie od 218 kb koji ukljtuje gen
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HER-2 na hromozomu 17 i PNA obelezen fluoresceinom kijyalezava centromeni
region na hromozomu 17 (CEN-17) (HER-2 FISH pharffiD&t, Code No. K 5332,
DakoCytomation, Danska). Za odieanje genske amplifikacijeTOP2A gena
upotrebljavana je proba koja sadrzi DNK obelezaksads-crvenim koja pokriva region
od 230 kb koji ukljguje gen zalTOP2A na hromozomu 17 i PNA probu obelezenu
fluoresceinom koja obelezava centromieri region na hromozomu 17 (CEN-17)
(TOP2A FISH pharmD¥ Kit, Code No. K 5333, DakoCytomation, Danska).
Upotrebom fluorescentnog mikroskopa i specijalnitefa prvo su locirane tumorske
¢elije a zatim su prebrojani crvertlER-2, TOP2A) i zeleni (CEN 17) signali. Nakon
toga odrdivan je odnoHER-2/CEN-17 iTOP2A/CEN-17. Ukoliko je weliji prisutno
vise od dve genske kopije na hromozomu broj 17 nseze€i da se radi o genskoj

amplifikaciji.

[11.6.2. Protokol primenjene FISH metode

Nakon deparafinizacije i rehidratacije tkivni uziose zagrevaju u rastvoru za
pretretman u toku 10 minuta. Slédestepenica predstavlja proces proteiddidigestije
upotrebom pepsina, na sobnoj temperaturi u tokumisuta. Nakon zagrevanja i
proteolitckog tretmana na preparate se nanosi FISH probaif&pa hibridizacija na
ova dva ciljna mesta dovodi do stvaranja tdi#h crvenih fluorescentnih signala na
svakom lokusu gendER-2 i TOP2A razlicitih zelenih fluorescentnih signala na svakoj
centromeri hromozoma 17. Da bi se ublazilo nesgeafbojenje probe takie sadrze
neobelezene blokiraje probe PNA. Nakon primene specijalnog isfargreparati se
montiraju u medijum za fluorescencu koji sadrzi DABpotrebom fluorescentnog
mikroskopa i specijalnih filtera prvo se locirajumorskecelije a zatim se broje crveni
(HER-2 i TOP2A) i zeleni (CEN 17) signali. Nakon toga oduge se odnodHER-
2/CEN-17 iTOP2A/CEN-17 signala. Normalneelije u analiziranim tkivnim presecima
sluze kao unutrasnja pozitivna kontrola za procgmetretmana i uspesSnosti

hibridizacije.
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[11.6.3. Kvantifikacija signala

Na osnovu H&E bojenja prvo je lokalizovana infilfivna zona tumorskog tkiva
i odabrana su polja za evaluaciju koja su kasngaséena za procenjivanje genske
amplifikacije na preparatima obojenim FISH metoddirano je nekoliko polja sa
tumorskiméelijama zbog eventualne heterogenosti tumora. Bygjsignala je vrSeno u
60 nukleusa radi izbegavanja eventualne heterogeeasitata.

Nakon toga odnoHER-2/CEN-17 i TOP2A/CEN-17 se dobijao podelom
ukupnog broja crvenitHER-2 i TOP2A signala sa ukupnim brojem zelenih CEN-17
signala.

U slkajevima kada je odnos izihe HER-2/CEN-17 i TOP2A/CEN-17
procenjen izméu 0.8 i 1.5 nalaz je smatran nepromenjenim (nedikgliianim). Oni
uzorci kod kojih je odnoBIER-2/CEN-17 iTOP2A/CEN-17 procenjen iznde 1.5 do 2
okarakterisani su kao uzorci sa niskim stepenomlifikgeije, dok su oni kod kojih je
odnos bio vé od 2 oznaeni kao uzorci sa visokim stepenom genske amptifiga
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Ukoliko je odnosTOP2A/CEN-17 signala bio manji od 0.8 uzorci su aara kao
deletirani, tj. oni kod kojih postoji delecija gena

l11.7. STATISTI CKA OBRADA REZULTATA

Rezultati u tekstu, tabelama i grafikonima prikazan kao procentualna
vrednost pojedinih kategorija u odnosu na ukupanibpitanika, kao i srednja vrednost
+ SD. Pordenje distribucije frekvencija iznde pojedinih molekularnih grupa vrseno je
primenom testa sume rangova tj. Mann—Whitney testt@stom Pearsonove korelacije.
Utvrdena su tri nivoa statiske zn&ajnosti: p < 0.05; p < 0.01 i p < 0.001. Obrada

podataka izvrSena je powokomercijalnog statistkog softvera (SPSS 10) za&uaare.
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IV REZULTATI ISTRAZIVANJA

IV.1. REZULTATI KLINI CKIH ISPITIVANJA

Prosé€no Zivotno doba ispitanica iznosilo je 64.79 + 2ddigu. Najmlda
ispitanica bila je stara 38 a najstarija 87 godiRaspodela ispitanica u odnosu na
Zivotno doba, koja uvazava reproduktivni periodofav(do 45 godina), premenopauzu i
menopauzu (od 45-50 godina) i period Zivota postaopauze (posle 50 godina), data
je u grafikonu 2Najvé&ii broj ispitanica, njih 86.6%, imao je preko 50 gwd(52/60). U
kategoriji starosti ispitanica iznie 45-50 godina nalazilo se njih 8.4% (5/60), a u
starosnoj kategoriji do 45 godina Zivota nalazédb$8s ispitanica (3/60).

Zastupljenost pacijentkinja po starosnim kategorijama

B Starost <45 godina
Starost od 45 do 50 godina
H Starost>50 godina

Grafikon 2. Raspodela pacijentkinja prema zivotnom dobu

IV.1.1. Klini ¢ko-patoloSka ispitivanja karcinoma dojke

Makroskopske i histoloSke karakteristike tumorakazane su u_tabeli 7.
Velicina tumora je bila poznata kod 48 (80%) ispitarobahva&enih ovom studijom,
dok za 12 (20%) ispitanica nismo imali podatke dicwai tumora. Najvéi broj
ispitanica sa infiltrativnim karcinomom dojke obwenih ovom studijom, 37.5%
(18/48), imao je tumatija je velicina bila ispod 2 cm u péaiku (pT1). Deset ispitanica
(20.8%) je imalo tumor valine izmeiu 2 cm i 5 cm (pT2), sedam ispitanica (14.6%)
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imalo je tumor veliine preko 5 cm (pT3), dok je tumore koji direktnahzataju zid
grudnog kosa ili kozu bilo koje vélne (pT4), imalo 9 ispitanica (18.7%). Tumori
dijametra manjeg od 10 mm (minimalni invazivni kammi, pTO) registrovani su kod
dve ispitanice (4.2%). Take, kod dve ispitanice (4.2%) w&hu tumora nije bilo
moguee odrediti (pTx).

Najveli broj tumora luminalnog A (9/24, 37.5%) i B (8/280.8%) tipa
karcinoma dojke karakterisala je izuzetno malacusd, svega do 2 cm u dijametru.
Tumore trostruko negativnog i HER-2 pozitivhog tigacinoma dojke karakterisao je
pros€no ve&i dijametar (pT2), | to tumor jedne pacijentkinjeodtruko negativnog
(25%) i dve pacijentkinje HER-2 pozitivhog tipa (3%). Tumore trostruko negativnog
tipa karcinoma dojke je talde karakterisala i direktna invazija zida grudnogali
koZe a bili su raztite velicine (pT4) (3/4, 75%). Sdha situacija je zabeleZzena i u grupi
luminalnog B tipa karcinoma dojke u kojoj su tumoetiri pacijentkinje (15.4%) po
svojim karakteristikama pripadali ovoj grupi (pTéabela 7.

Poznat histoloski gradus imali smo za 48 (80%) dxgkih promena
obuhvaenih ovom studijom. Naj@ broj infiltrativnih karcinoma dojke, 52.1%
(25/48), imao je umereno diferentovan tumor histhém gradusa G2, dok su histoloski
gradus G1 (dobro diferentovan tumor) (6/48, 12.5%)3 (slabo diferentovan tumor)
(17/48, 35.4%) bili zastupljeni u neSto manjem praa. Po tri pacijentkinje iz grupe
luminalnog A i B tipa karcinoma dojke imalo je doltiferentovane tumore histoloSkog
gradusa G1, dok je po Sest pacijentkinja iz ob@@imalo slabo diferentovane tumore
histoloSkog gradusa G3. Prose najvei broj pacijentkinja iz oba navedena tipa imao
je umereno diferentovane tumore histoloSkog gradi&arrostruko negativni i HER-2
pozitivni tip karcinoma dojke karakterisao se odgoim dobro diferentovanih tumora
histoloskog gradusa G1. Odetiri pacijentkinje sa trostruko negativnim tipom
karcinoma dojke tri su imale slabo diferentovapi tiumora histoloskog gradusa G3
(tabela J. Cetiri pacijentkinje sa HER-2 pozitivnim tipom kamoima dojke imale su
umereno diferentovane tumore histoloSkog gradusad@®?2 su dve pacijentkinje imale
slabo diferentovane tumore histoloSkog gradusat&fela 7J.

Poznate podatke o prisustvu i stepenu zédwasti aksilarnin limfnih nodusa
imali smo za 48 (80%) tumorskih promena. Kod dvatasice (2/48, 4.1%), limfni

nodusi su bili odstranjeni (pNx). Najiebroj tumora, njih 24 (50%) nije infiltrirao
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aksilarne limfne noduse, dok je infiltraciju u ilageralnim limfnim nodusima (pN1) kao
I infiltraciju u ipsilateralnim limfnim nodusima ndesobno povezanim sa drugim
strukturama (pN2) imalo po deset ispitanica (tab®laDve pacijentkinje (4.1%) su
okarakterisane prisustvom tumorske infiltracije psiliateralnim internim limfnim
nodusima (pN3). Najve@ broj pacijentkinja luminalnog A (50%) i B (38.6%ijpa
karcinoma dojke nije karakterisala infiltracija tarskih celija u aksilarne limfne
noduse. Kod pacijentkinja trostruko negativnog #pecinoma dojke podjednako su bili
zastupljeni svi tipovi infiltracije regionalnih limih nodusa (tabela)7

Poznat status o prisustvu udaljenih metastaza cnes na 46 (76.7%)
pacijentkinja, dok za njih 14 (23.3%) nismo imatidatke. Daleko W@ broj ispitanica,
njih 39 (84.8%), nije imao prisutne metastaze, kakoenutku postavljanja dijagnoze,
tako i nakoncetvorogodiSnjeg pfenja. Sedam ispitanica (15.2%) je imalo prisutnu
metastazu, od toga je kod tri pacijentkinje tumetastazirao na péa, kod dve na jetru
dok je kod dve preostale pacijentkinje tumor metashao na mozak i kosti (tabeld. 7
Od ukupno sedam pacijentkinja kod kojih su prisutretastazegetiri pacijentkinje su
imale karcinom koji je pripadao luminalnom B tigilgk je po jedna pacijentkinja iz tri
preostala molekularna tipa tati@imala zabelezenu metastazu (tabgla 7

Terapijski protokoli koji su primenjivani kod pgantkinja obuhvéenih ovom
studijom sastojali su se od kombinacije hemotes&jhij agenasa, hormonske terapije,
terapije zraenjem i posebnog vida terapije humanizovanim manmiim antitelom
transtuzumabom tj. Herceptinom koji se primenjikad pacijentkinja sa prekomernom
ekspresijom HER-2 receptora. Kod ¢uee pacijentkinja luminalnog A i B tipa
karcinoma dojke primenjena je kombinacija hemotgkih agenasa (AC, CMF),
hormonska terapija (tamoksifen, nolvadeks) i tgeapiaenjem.

Kombinacija hemoterapijskin agenasa je posluzil&aao osnovni terapijski
protokol kod pacijentkinja sa trostruko negativnimHER-2 pozitivnim tipom
karcinoma dojke. Herceptin je primenjen kod Sesijpatkinja iz grupe luminalnog B
tipa i kod dve pacijentkinje iz grupe HER-2 poazitdg tipa karcinoma dojke (tabela 7

Tokom cetvorogodiSnje studije ptanja od ukupno 60 pacijentkinja, smrtni
ishod koji je nastupio kao posledica ove bolesbetazen je kod dve pacijentkinje
luminalnog A tipa karcinoma dojke (2/24, 8.4%). Avgavanje bez znakova recidiva
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Tabela 7.Makroskopske i histoloSke karakteristike tumora

Klini ¢ko-patoloSki parametri Luminalni A Lumir_lalni B Trosf[rul.<o_ H.E.R'.Z.
tip tip negativni tip  pozitivni tip
Veli¢ina tumora
pTXx 0 2 (7.7%) 0 0
pTO 1 (4.2%) 1 (3.8%) 0 0
pT1 9 (37.5%) 8 (30.8%) 0 1 (16.68%)
pT2 5 (20.8%) 2 (7.7%) 1 (25%) 2 (33.3%)
pT3 2 (8.3%) 4 (15.4%) 0 1 (16.68%)
pT4a 0 0 0 0
pT4b 1 (4.2%) 2 (7.7%) 2 (50%) 1 (16.68%)
pT4c 0 2 (7.7%) 1 (25%) 0
Nepoznata 6 (25%) 5 (19.2%) 0 1 (16.68%)
HistoloSki gradus
Gl 3 (12.5%) 3 (11.5%) 0 0
G2 9 (37.5%) 11 (42.3%) 1 (25%) 4 (66.7%)
G3 6 (25%) 6 (23.1%) 3 (75%) 2 (33.3%)
Nepoznat 6 (25%) 6 (23.1%) 0
Zahvacenost regionalnih limfnih nodusa
NX 0 2 (7.7%) 0 0
NO 12 (50%) 10 (38.6%) 1 (25%) 1 (16.68%)
N1 4 (16.7%) 3 (11.5%) 1 (25%) 2 (33.3%)
N2 2 (8.3%) 5 (19.2%) 1 (25%) 2 (33.3%)
N3 0 1 (3.8%) 1 (25%) 0
Nepoznata 6 (25%) 5 (19.2%) 0 1 (16.68%)
Prisustvo metastaze
Mx 0 0 0 0
MO 17 (70.8%) 16 (61.5 %) 3 (75 %) 3 (50 %)
M1 1 (4.2%) 4 (15.4 %) 1 (25 %) 1(16.7 %)
Nepoznato 6 (25%) 6 (23.1%) 0 2 (33.3%)
Prezivljavanje
Bez recidiva 17 @) 16 (61.5%) 3 (75%) 3 (50%)
Metastaza 192 4 (15.4%) 1 (25%) 1 (16.7%)
Smrtni ishod 2 (84% 0 0 0
Nepoznato 4 (26)6 6 (23.1%) 0 2 (33.3%)
Hemoterapija
Da 17 (70.8%) 18 (69.2%) 4 (100%) 6 (100%)
Ne 4 (16.7%) 4 (15.4%) 0 0
Nepoznato 3 (12.5%) 4 (15.4%) 0 0
Tamoksifen (Nolvadex)
Da 20 (83.4%) 19 (73.1%) 0 1(16.7%)
Ne 1 (4.2%) 3 (11.5%) 0 5 (83.3%)
Nepoznato 3 (12.5%) 4 (15.4%) 0 0
Terapija zra’enjem
Da 5 (20.8%) 3 (11.5%) 2 (50%) 1(16.7%)
Ne 16 (66.7%) 19 (73.1%) 2 (50%) 5 (83.3%)
Nepoznato 3 (12.5%) 4 (15.4%) 0 0
Heceptin/Transtuzumab
Da 0 6 (23.1%) 0 2 (33.3%)
Ne 21 (87.5%) 16 (61.5%) 0 4 (66.7%)
Nepoznato 3 (12.5%) 4 (15.4%) 0 0
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bolesti zabelezeno je kod 39 ispitanica (65%) il% ispitanica luminalnog A, 16
luminalnog B i po tri ispitanice trostruko negatbghi HER-2 pozitivhog tipa_(tabelg.7
16 ispitanica sa luminalnim B tipom karcinoma dojkealo je uredan nalaz bez
znakova recidiva ili pojave metastaze, dok je kedng pacijentkinje detektovana
suspektna osteoliza, kod druge metastaza u jékadi dve su metastaze prisutne u
plucéima. Metastaza je detektovana kod jedne ispitanimestruko negativnog
molekularnog tipa i bila je prisutna u plma. Tri pacijentkinja sa HER-2 pozitivnim
tipom karcinoma dojke imale su uredan nalaz beav@oyecidiva ili metastaza, dok je
kod jedne ispitanice detektovana metastaza.

Vremenski period prezivljavanja bez pojave readbolesti je bio najduzi kod
pacijentkinja iz grupe HER-2 pozitivhog tipa kammma dojke i iznosio je 44.8 + 10.2
meseca, dok je najktiaperiod prezivljavanja karakterisao pacijentkirga trostruko
negativnim tipom karcinoma dojke, 19.5 £ 18 meskecijentkinje iz grupe luminalnog
A i luminalnog B tipa karcinoma dojke karakterigaopriblizno isti vremenski period

prezivljavanja koji je iznosio 36.5 £ 17 mesecinodno 32.4 + 19 meseci, respektivno.

IV.2. REZULTATI ISPITIVANJA EKSPRESIJE BIOLOSKIH MA RKERA

Ekspresija bioloskih markera kod svih ispitaniG@ok njihov odnos izmiu

cetiri navedena molekularna tipa prikazan je u daljekstu.

IV.2.1. Rezultati ispitivanja ekspresije ER-R i PRR

Pored ekspresije u tumorskom tkivu ER-R i PR-R &spemiraju i u
normalnom, tumorski nepromenjenom tkivu dojke, widjuci epitelnecelije duktusa i
tubuloalveolarnih Zlezda. S obzirom da se eks@e&R-R i PR-R, procenjena
jednostavnim bod sistemom sa 0 i 2 smatra negatiynta osnovu naSih rezultata
proizilazi da je pozitivha ekspresija ER-R prisutked 83.4% karcinoma dojke, a
pozitivha ekspresija PR-R kod 70% karcinoma (taBgla

Veliki broj karcinoma, 58.4%, uklfenih u ovu studiju, karakterisala je
maksimalna ekspresija ER-R procenjena jednostavnomh sistemom sa 8 (tabeld. 8
Maksimalna ekspresija PR-R zastupljena je kod 2&38éinoma (tabela)8 Statistéka
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analiza nije pokazala da postoji Zapa razlika izméu nivoa ekspresije ER-R i PR-R

receptora izméu luminalnog A i B tipa karcinoma dojke (grafikahi 4).
Tabela 8.Ekspresija ER-R i PR-R kod svih 60 karcinoma dojke

Stepen ekspresije ER-R i PR-R

Infiltrativni duktalni karcinomi dojke

ER-R

10/60 (16.6%)
0/60 (0%)
1/60 (1.6%)
2/60 (3.4%)
3/60 (5%)
2/60 (3.3%)
7/60 (11.7%)
35/60 (58.4%)

13/60 (21.6%)
5/60 (8.4%)
1/60 (1.7%)

3/60 (5%)

7/60 (11.7%)
6/60 (10%)
8/60 (13.3%)

17/60 (28.3%)

MONO O, WNO TGIONO U WNO

+

10/60 (16.6%)
50/60 (83.4%)

PR-R

+

18/60 (30%)
42160 (70%)

Ucestalost pozitivne i negativne ekspresije ER-R FAPRI tumorimacetiri

molekularna tipa predstavljena u tabelama 9.i 10

Tabela 9.Raspodela ekspresije ER-R kaetiri molekularna tipa karcinoma dojke

Molekularni tip

STEPEN EKSPRESIJE ER-R

karcinoma dojke ER-R ER-R"
Luminalni A tip 0 24 (100%)
Luminalni B tip 0 26 (100%)
Trostruko negativni tip 4 (100%) 0
HER-2 pozitivni tip 6 (100%) 0

Ukupno

10 (16.6%)

50 (83.4%)

Tabela 10.Raspodela ekspresije PR-R kaadiri molekularna tipa karcinoma dojke

Molekularni tip

STEPEN EKSPRESIJE PR-R

karcinoma dojke PR-R PR-R"
Luminalni A tip 2 (8.3%) 22 (91.7%)
Luminalni B tip 6 (23.1%) 20 (76.9%)
Trostruko negativni tip 4 (100%) 0
HER-2 pozitivni tip 6 (100%) 0
Ukupno 18 (30%) 42 (70%)
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Slika 1. Ekspresija ER-R u nukleusima tumorsk#lija kod cetiri molekularna
tipa karcinoma dojke (a, c, d x20; b x40)

a - luminalni A tip karcinoma dojke-izrazito jakanunoreaktivnost ER-R
prisutna u vise od 90%ukleusa tumorskilielija. b - luminalni B tip karcinoma
dojke—izrazito jaka imunoreaktivnost u viSe od 90&kleusa tumorskitelija. ¢
— ekspresija ER-R u nukleusima duktalrdélija dojke-pozitivna unutrasnja
kontrola. d — pojedinme, ER-R pozitivne tumorskeéelije kod HER-2
pozitivnog molekularnog tipa karcinoma dojke.

Ekspresije ER-R kod¢etiri molekularna tipa karcinoma dojke
10 -
g .
8 .
7 .
6 .
5 .
4 - EER-R
3 .
2 .
1 .
0 T T T 1
Luminalni A tip Luminalni B tip Trostruko HER-2 pozitivni
negativni tip tip

Grafikon 3. Ekspresija ER-R kodetiri molekularna tipa karcinoma dojke
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Ekspresija PR-R kod ¢etiri molekularna tipa karcinoma dojke

9 -

8 -

7 -

6 -

5 -

4 -

3 A EPR-R
2 -

1 .

0 T T T T 1
-1 7 Luminalni Atip Luminalni Btip  Trostruko HER-2 pozitivni

negativni tip tip

Grafikon 4. Ekspresija PR-R kogetiri molekularna tipa karcinoma dojke

Tip ekspresije ER-R i PR-R kodetiri molekularna tipa karcinoma dojke
prikazan je na slikama 1i2

Slika 2. Ekspresija PR-R u nukleusima tumorskeéiija kod ¢etiri molekularna
tipa karcinoma dojke (a, c, d x20; b x10)

a - luminalni A tip karcinoma dojke-izrazito jakaunoreaktivnost u nukleusima
tumorskih ¢elija prisutna u viSe od 90% tumorskiklija. b - luminalni B tip
karcinoma dojke—izrazito jaka ekspresija PR-R uevidd 90% nukleusa
tumorskih ¢elija. ¢ — potpuno odsustvo ekspresije PR-R kodjgrakinje sa
trostruko negativnim molekularnim tipom karcinomejk#. d — pojedinéne,
PR-R pozitivne tumorskeelije kod HER-2 pozitivnog molekularnog tipa
karcinoma dojke.
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IV.2.2. Rezultati ispitivanja ekspresije tumor supresornog proteina p5:

Prisutna akumulacija tumor supresornog proteina ff&itivna ekspresije
registrovana je kod 81.7% tumorskih promena isgitasa infiltrativnim karcinomim
dojke. Najnizi stepen pozitivne ekspresije -10% tumorskih¢elija eksprimira p53
registrovan je kod 15% karcinoma, dok j&€ivetepen ekspresije 2 (-50% tumorskih
¢elija akumulira p53) zabeleZen kod 48.4% tumorgkibmena grafikon £). Najvei

stepen ekspresije, obelezen sa 3, zastupljen jA&&¥ karcinoma dojke

Ekspresija tumor supresornog proteina p53
48.4%

50,00% -
40,00% -
30,00% -

18.3% 18.3%

20,00% 15%

10,00% -

J J

0,00% . T . 1
p53=C p53=1 p53=2 p53=3

Grafikon 5. Ekspresija tumor supresornog proteina

Pozitivnha ekspresija tumor supresornog proteinadzB8ko je viSe zastupljene
tumorskim promenama pacijentkinja trostruko negueity i HEF-2 pozitivnog tipe

karcinoma dojke u odnosu na luminalne tipove kantia dojke

3,5 -Ekspresijap53 proteina kodéetiri molekularna tipa karcinoma
3 dojke
2,5 - T
2 .
1,5 p53
1 .
0,5
0 T . . .
Luminalni A Luminalni B tip  Trostruko HER-2
tip negativni tip  pozitivni tip

Grafikon 6. Ekspresija proteir p53 kod cetiri molekularna tipa karcinorn
dojke
a -luminalni A i trostruko negativni tip: p<0.L.
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Prilikom poretenja ekspresije proteina p53 kod r&zlh molekularnih tipova
infiltrativnih karcinoma neparametrijskim Mann—Wingly testom nije utena statistiki
zna&ajna razlika izméu molekularnih tipova karcinoma dojke u akumulaekspresije
proteina izrazene semikvantitativnim pokazateljinzaizev u sldaju luminalnog A i
trostruko negativnog tipa karcinoma dojke (p<0.0Saime, udava se da zwrajno
vecu westalost nukleusne akumulacije onkoproteina p538este u grupi trostruko
negativnih tumora u odnosu na tumorske promenenaimbg A tipa karcinoma dojke i
ta razlika je statistki znatajna (grafikon &

Tkivna ekspresija tumor supresornog proteina p53 dediri molekularna tipa

karcinoma dojke prikazana je na slici 3

\
\% LAY P
- A

-
SO0

S

£
3

Slika 3. Ekspresija tumor supresornog proteina p53 u mskbea tumorskih
¢elija kodcetiri molekularna tipa karcinoma dojke (a, ¢ x2&1®; d x40)

a, b - nukleusna akumulacija proteina p53 u tumorsielijama luminalnog A

(a) i luminalnog B (b) tipa karcinoma dojke. ¢, drazito jako imunoreaktivho
bojenje prisutno u nukleusima tumorsldalija trostruko negativnog tipa (c) i
HER-2 pozitivhog tipa (d) karcinoma dojke.

IV.2.3. Rezultati ekspresije receptora HER-2

Pozitivna ekspresija proteina HER-2, procenjena ilsgntitativno bod
sistemom 2 i 3, registrovana je kod 52.4% infiltnaih karcinoma dojke, préemu je
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podjednak broj bio zastupljen u obe grupe (16/68.2%), grafikon i Negativna
ekspresija proteinskog receptora F-2 ozn&ena bod sistemom 1 prisutna je u 2z
(36.6%) tumorske promene, dok je potpuno odsuskapresije zabelezeno kod 6/
(10%) karcinoma dojke.

Ekspresija HER-2 receptora

36.6%

40% -
0, -
ggofo’ | 26.2% 26.2%
25% -
20% -
15% - 10%
10% -
5% -

0%

HER-2 =( HER-2 = 1+ HER-2 = 2+ HER-2 = 3+

Grafikon 7. Ekspresija HEI-2 receptora

3,5 71 Ekspresija HER-2 receptora kod&etiri molekularna

3 - tipa karcinoma dojke
2,5 1 = HER-2
2 -
1,5 1
1 -
-
0 -

Luminalni Atlp Luminalni B tip  Trostruko HER-2 pozitivni
negativni tip tip

Grafikon 8. Ekspresija HEI-2 receptor&od ¢etiri molekularna tipa karcinon
dojke

Tip ekspresije HE-2 receptora kodetiri molekularna tipa karcinoma doj

prikazan je na slici 4
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Slika 4. Ekspresija receptora HER-2 na membranama tuntor&ija kod cetiri

molekularna tipa karcinoma dojke (a, b x40; c, @)x2

a — slabo, nekompletno membransko bojenje prisutm@nje od 30% tumorskitelija
luminalnog A tipa karcinoma dojke. b - izrazito gakkompletno membransko bojenje
prisutno u visSe od 30% tumorskiklija, kod luminalnog B (b) tipa karcinoma dojke. ¢
slabo, nekompletno, membransko bojenje prisutnoanjenod 30% tumorskikelija
kod trostruko negativnog tipa karcinoma dojke. Kompletno membransko bojenje,
izrazito velikog intenziteta, prisutno u viSe od%0umorskih ¢elija kod HER-2
pozitivhog tipa karcinoma dojke.

Pozitivna ekspresija HER-2 receptora karakterigal®umorske promene svih
pacijentkinja sa luminalnim B i HER-2 pozitivnimpom karcinoma dojke, dok su
tumorske promene svih ispitanica iz grupe lumingl#oi trostruko negativnog tipa
imale negativnu ekspresiju ovog receptora (grafi8prs obzirom da je nivo ekspresije
HER-2 receptora posluzio kao osnovni kriterijum gadelu molekularnih tipova
karcinoma dojke statiska analiza nije primenjena u odnosu na t#elimolekularne
tipova karcinoma dojke.
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IV.2.4. Rezultati ispitivanja indeksa apoptoze- SSDNA

Indeks apoptoze procenjivan po bod sistemu kategorije € 0.1; 0.-0.5; >

0.5) prikazan je narafikonu ¢ Rezultati naSe studije su pokazali da se ume

izrazenavrednost indeksa apoptoze zapaza u 50% infiltrdtivkarcinoma dojke

(grafikon 9. Skoro isti broj karcinoma (41.7%) imao je i mimalno izrazen indek

apoptoze, dok je daleko manji procenat (8.3%) imaiaimalnu vrednost indeks

apoptoze. Statistka analiza primenorMann—-Whitneytesta nije pokazala da post

statistéki znatajna razlika u apoptotskom indeksu izitnegposmatranirmolekularninh
tipova karcinoma dojkeg¢afikon 10).
Medutim, bez obzira na odsustvo statiké zn&ajnosti, karcinomi pacijentkinj

sa luminalnim A tipom (0.48 £ 0.2) imali su neStetw srednju vrednost apoptotsk

indeksa u odnosu na karcinome pacijinja iz grupe luminalnog B (0.46 + 0.z

trostruko negativnog (0.45 + 0.3) i HI-2 pozitivhog (0.37 £ 0.2) tipa karcinoma do

Speciféan tip ekspresije ssDNA u tumorskigelijama karcinoma dojke kodetiri

molekularna tipa prikazan je slici 5.

0,00%

50,00% -
40,00% -
30,00% -
20,00% -

10,00% -

Ekspresija ssDNA- indeks apoptoze
50%

41.7%

8.3%

T T

Indeks apoptoze Indeks apoptoze Indeks apoptoze
<0.1 0.1-05 >05

Grafikon 9. Ekspresija ssDN/ indeks apoptozkod infiltrativnog duktalnog

karcinoma dojke
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0.8 1 Ekspresija ssDNA kod¢etiri molekularna tipa karcinoma dojke

0,7 -
0,6 -
0,5 1
0,4 - ussDNA
0,3
0,2 1
0,1 -
0 . .

Luminalni Atip Luminalni B tip Trostruko HER-2 pozitivni
negativni tip tip

Grafikon 10. Ekspresija SSDNA kodetiri molekularna tipa karcinoma dojke
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Slika 5. Ekspresija ssDNA u tumorskindelijama cetiri molekularna tipa

karcinoma dojke

Izrazito jako nukleusno imunoreaktivno bojenje sBNA prisutno u tumorskim
¢elijama pacijentkinjaetiri molekularna tipa karcinoma dojke. a - n&jvieroj
ssDNA imunoreaktivnil€elija prisutan je u grupi luminalnog A tipa karcma
dojke (x20). b - prosmo, nesto manji broj ssDNA imunoreaktivriélija nalazi
se u tumorskingelijama kod luminalnog B (x20), ¢ - trostruko negabg (x20)
i d - HER-2 pozitivhog tipa karcinoma dojke (x10).

IV.2.5. Rezultati ispitivanja indeksa proliferacije — Ki67

Izrazita nukleusna ekspresija Ki67 proteina regisina je u 16.6% infiltrativnih
karcinoma dojke. Minimalni nivo ekspresije (koji gt0ji ukoliko 1-10% tumorskih
¢elija eksprimira Ki67) registrovan je u 28.4% kamma, dok je umeren stepen
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ekspresije (kada 180% tumorskihtelija akumulira Ki67) zabelezen u 55% tumors

promena (grafikon 1)1

Ekspresija Ki67 proteinil/- indeks proliferacije
0

60,0% -

50,0% -

40,0% - 28.4%

30,0% 1 16.6%

20,0% -

10,0% -

0,0% T T f
Indeks Indeks Indeks

proliferacije  proliferacije  proliferacije

<0.1 0.1-05 >0.5

Grafikon 11. Ekspresija Ki67 protein- indeks proliferacijekod infiltrativhog

duktalnog karcinoma doj

Kada se uporedi ekspresija proteina Ki67 kod &ditli molekularnih tipove
karcinoma dojke obuh¢anih ovom studijom,Mann-Whitney statisttkim testom
uotena je statistki znaajna razlika u nivoima ekspresije izdwe navedenit
molekularnih tipova drafikon 12. Tumore trostruko negativnog tipa odlikovao
visoko statisttki znatajno \e¢i indeks proliferacije u odnosu na tumorske prormr
luminalnog B tipa (p<0.001). Tale, statisitki znalajno vei indeks proliferacije
karakterisao je tumore trostuko lativnog u odnosu na tumore luminalnog A t
karcinoma dojke (p<0.05). Tumorske promene 2 pozitivnog tipa takde je
odlikovao statistiki znatajno vei indeks proliferacije u odnosu na tumore luming
A (p<0.05) i luminalnog B tipa (p<0.05grafikon 13. Tip ekspresije proteina Ki67 k¢

cetiri molekularna tipa karcinoma dojke prikazamgslici 6.
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Ekspresija Ki67 proteina kod ¢etiri molekularna

: tipa karcinoma dojke
ol P Ya,bbb

0.7 1 a,b

0,5 1
0,4 - mKi67

0,3 1

0,2 |

0,1 -
0

Luminalni A tip Luminalni B tip  Trostruko HER-2 pozitivni
negativni tip tip

Grafikon 12. Ekspresija Ki67 proteina-indeks proliferacije koéktiri
molekularna tipa karcinoma dojke

a - luminalni A i trostruko negativni tip: p<0.0% - luminalni A i HER-2
pozitivni tip: p<0.05; b - luminalni B i HER-2 pdaini tip: p<0.05; bbb -
luminalni B i trostruko negativni tip: p<0.001

:: "_:“\.—;.;r - - - ':T_ V"a.: f;’..v‘\i
-- 4 ‘..?“ & _' ." ."*'--‘,

f":—..'.--‘~ - - e ﬁ.
Slika 6. Ekspresija proteina Ki67 u nukleu5|ma tumorskehua kod cetiri

molekularna tipa karcinoma dojke (a, b, ¢ x20; @)x1

a - imunoreaktivno bojenje na Ki67 u karcinomu paukinje sa luminalnim A
tipom karcinoma dojke, prisutno u nesto manjem wbnopkleusa tumorskih
¢elija u odnosu na luminalni B tip karcinoma dojke. - izrazito jako
imunoreaktivno bojenja na Ki67 prisutno u nukleuwsintumorskih ¢elija
pacijentkinje sa luminalnim B tipom karcinoma dojke, d - intenzivno
imunorekativno bojenje prisutno u viSe od 90% nukée tumorskiktelija kod
pacijentkinje iz grupe trostruko negativnog (c)atikarcinoma dojke kao i kod
pacijentkinje iz HER-2 pozitivhog tipa (d) karcinardojke.
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IV.2.6. Rezultati ekspresije proteina Bc-2

Tumore proséno najvéeg broja ispitanica (27/60, 45%) karakterisao jaato
visok nivo ekspresije B&-proteina ozngen u bod sistemu sa 3. Karcinomi kod kojil
ekspresija proteina Bd-ozn&ena sa 2 (12/60, 20%) i 0 (15/60, 25%) bio je piin
jednak, dok je najslabijuc¢avanu ekspresiju imalo Sest (10%) karcinorStepen
ekspresije proteina Bd-u karcinomima svih ispitanica koje je obuhvatiksa studij:
prikazan je na grafikoni3.

Ekspresija Bcl-2 proteina

50% - 45%

40% -
30% | 2%
20%

20% -
10%

10% -

. 1> 1. B
0% T . T .

Bcl-2=C Bcl-2=1 Bcl-2=2 Bcl-2=3

Grafikon 13. Ekspresija B2 proteina kod infiltrativnogluktalnog karcinom

dojke

Statisttkom analizom ekspresije E-2 proteina kodcetiri molekularna tip:
karcinoma dojke ugena je zn&jna razlika u nivou ekspresije ovog proteina idm
luminalnog A i B tipa u odnosu na trostruko negagivi HEF-2 pozitivre karcinome
dojke. Tumorske promene ispitanica iz grupe lunmogl A i B tipa karakterisala |
umereno i izrazito &vana ekspresija proteina -2, dok su tumorske prome
trostruko negativhog i HE-2 pozitivnog tipa karcinoma dojke imale uglavn
negativnu ekspresiju proteina E-2 (50% i 100%) Primenom Man-Whitney testa
utvrden je statistiki znaajno vei nivo ofuvane ekspresije proteina 2 u
luminalnom A tipu karcinoma dojke u odnosu na tasd negativni (p<0.05), kao
HER-2 pozitivni (p<©.05) tip karcinoma dojkeVisoko statisttki znatajno vei nivo

oc¢uvane ekspresije proteina -2 odlikovao je tumorske promene luminalnog B 1
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karcinoma dojke kako u odnosu na trostruko negiafp«0.001), tako i u odnosu na
HER-2 pozitivni (p<0.001) tip karcinoma dojke (gkain 14).

Ekspresija Bcl-2 proteina kodéetiri molekularna tipa karcinoma dojke
3,5
3 a,bbb
2,5 -
2 .
1,5 1 " Bcl-2
1 4
0,5 -
a,bbb
0 T T 1
0,5 J Luminalni Atip  Luminalni B tip Trostruko HER-2 pozitivni
negativni tip tip

Grafikon 14. Ekspresija Bcl-2 proteina kagktiri molekularna tipa karcinoma
dojke
a - luminalni A i trostruko negativni tip: p<0.0% - luminalni A i HER-2
pozitivni tip: p<0.05; bbb - luminalni B i HER-2 pibivni tip: p<0.001; bbb -
luminalni B i trostruko negativni tip: p<0.001.
Tumori svih ispitanica HER-2 pozitivnog tipa imalu redukovanu ekspresiju
Bcl-2 proteina ozngenu sa 0. Tip ekspresije Bcl-2 proteina kKediri molekularna tipa
karcinoma dojke prikazan je na slici 7

Nt
=
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Slika 7. Ekspresija BcR proteina u citoplazmumorskih¢elija kod cetiri molekularne
tipa karcinoma dojke (a, b, ¢ x20; d x

a, b - erazito citoplazmatsko bojenje proteina -2 u tumorskimcelijama luminalnog
A (a) i luminalnog B (b) tipa karcinoma dojke - dabo imunoreaktivho bojenje E-2
proteina u citoplazmi tumorskil€elija trostruko negativnih karcinoma dojke -
potpuno odsustvo pozitivne ekspresije -2 proteina u tumoru HER-pozitivhog tipe
karcinoma dojke.

IV.2.7. Rezultati ekspresije BRCAL protein:

Pozitivha ekspresija proteiBRCAL registrovana je kod 37 (61.7%) karcinc
dojke (grafikon 1% U pogledu ekspresije proteina BRC/Mann\Whitney testom nije
uocena statistiki znatajna razlika izméu razlcitih molekularnih tipova infiltrativnit
karcinoma dojkedrafikon 1¢).

Ucestalost kspresije BRCAL proteina

61.7%

70,00% -
60,00% - 38.3%
50,00% -
40,00% -
30,00% -
20,00% -
10,00% -
0,00% T f

BRCA1+ BRCA1-

Grafikon 15. Ucestalost ekspresije BRCA1 prote kod infiltrativnog
duktalnog karcinoma doj|

1,2 - EkspresijeBRCAL proteina kod ¢etiri molekularna tipa

14 karcinoma dojke

0,8 -

0,6 1 = BRCA1

0,4 -

.
0 T T . .

Luminalni Atip Luminalni Btip  Trostruko HER-2 pozitivni
negativni tip tip

Grafikon 16. Ekspresija BRCAL proteil kod ¢etiri molekularna tipkarcinoma
dojke
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Specifécan tip ekspresije BRCAL1 proteina u tumorskitelijama cetiri
molekularna tipa karcinoma dojke prikazan je nei 8li
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Slika 8. Ekspresija BRCAL proteina u tumorskifalijama cetiri molekularna
tipa karcinoma dojke (a, c, d x40; b x20)

a, b - izrazito jako imunoreaktivho bojenje protgeiBRCAL1 u tumorskim
¢elijama luminalnog A (a) i luminalnog B (b) tiparkenoma dojke. ¢ - jako
imunoreaktivno bojenje BRCA1 proteina u tumorskigelijama trostruko
negativnog karcinoma dojke. d - pozitivha ekspeeBIRCA1 proteina u tumoru
HER-2 pozitivnog tipa karcinoma dojke.

IV.2.8. Rezultati ekspresije TOP2A proteina

Pozitivna ekspresija proteina TOP2A registrovana kKed 34 (56.7%)
infiltrativha karcinoma dojke _(grafikon }7U pogledu ekspresije proteina TOP2A,
Mann-Whitney testom u@na je statistki zna&ajna razlika izméu nivoa ekspresija u
karcinomima luminalnog A i luminalnog B tipa (giedn 1§. U svim ostalim
slicajevima razlika u nivoima ekspresije izéerazlcitih molekularnih tipova nije bila
statisttki znatajna. Pozitivha ekspresija proteina TOP2A je registna kod 18
karcinoma luminalnog B (18/26, 69.2%), deset tumbnainalnog A tipa (10/24,
41.7%), dva tumora trostruko negativnog (2/4, 50Pogetiri karcinoma HER-2
pozitivnog tipa (4/6, 66.7%).
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Ucestalost ekspresije TOP2A protein
56.7%
60,0% -
50,0% -
40,0%
30,0% -
20,0% -
10,0% -
0,0% T f
TOP2A+ TOP2A-

43.39

Grafikon 17. Ucestalost ekspresije TOP2A prote kod infiltrativhog
duktalnog karcinoma doj|

Ekspresije TOP2A proteina kodéetiri molekularna
tipa karcinoma dojke
1,2 -
a

1 .
0,8 ETOP2A
0,6
0,4
0,2

0

Luminalni A tip Luminalni B tip  Trostruko HER-2 pozitivni
negativni tip tip

Grafikon 18. Ekspresija TOP2A proteil kod ¢etiri molekularnétipa

karcinoma dojke

a —luminalni A i luminalni B tip (p<0.0=

Specifécan tip ekspresije TOP2A proteina u tumorskiéelijama cetiri
molekularna tipa karcinoma dojke prikazan jeslici 9.
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Slika 9. Ekspresija TOP2A proteina u tumorskiialijama ¢etiri molekularna
tipa karcinoma dojke (a, b x40; ¢ x20; d x10)

a, b — pozitivno imunoreaktivno bojenje proteinaPiZA u tumorskimtelijama
luminalnog A (a) i luminalnog B (b) tipa karcinonumjke. ¢ — izrazito jako
nukleusno bojenje TOP2A proteina u tumorskietijama trostruko negativnog
tipa karcinoma dojke. d - ekspresije TOP2A proteinaumorskim ¢elijama
HER-2 pozitivhog tipa karcinoma dojke.

IV.2.9. Rezultati ispitivanja HER-2 genskog statusa

Nizak nivo amplifikacije gena koji kodira sintezuER-2 receptora zabelezen je
u sedam tumorskih promena 7/60 (11.7%), dok jekvisgo amplifikacije zabelezen
kod 10 tumorskih promena (10/60, 16.6%) (slike 1Q,i 12. U svim ostalim
tumorskim promenama (43/60, 71.7%) zabelezen jeonggnjen nivo ekspresije gena

koji kodira sintezu HER-2 receptora.

Primenom Mann—-Whitney testa patena je visoka statiski znaajna razlika u
HER-2 genskom statusu izrie cetiri molekularna tipa karcinoma dojke (grafikon).19
Genski statu$iER-2 u tumorima luminalnog A tipa bio je ztgno ve&i u odnosu na
HER-2 genski status karcinoma trostruko negativnog (jp<0.05). Visoko statistki
zn&ajna razlika karakterisala je odnos izlnéHER-2 genskog statusa luminalnog A i

HER-2 pozitivnog tipa karcinoma dojke (p<0.001).iNe, genski statu$iER-2 u
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tumorima HER2 pozitivhog tipa bio je zrgajno vei u odnosu niHER-2 genski status
tumorimaluminalnog A tipa p<0.001).

_ﬁD um_

Slika 10. Visok nivo amplifikacije genHER-2 (> 2) kod luminalnog B tipa karcinorr
dojke (x 40).

U svakoj pojedinénoj tumorskojceliji nalazi se izméu 7 i 20 crvenih signala koji ¢
odnose na broj kopijHlER-2 gena. Broj zelenih signala koji se odnose na cerdridke
regione hromozoma 17 na kome seazi gen za HER> predstavljen je pojeditiaim
signalima (zelenim) u svakoj tumorskégliji. Odnos izméu broja crvenih signal
HER-2, i zelenih signala CEN17, je #%eod 2 Sto demonstriravisoku amplifikaciju
HER-2 gena.

Genske modifikacijeHER-2

71.7%
80,0% -
70,0% -
60,0% -
50,0% -
40,0% -
30,0% - 11.7% 16.6%
20,0% -
10,0% -
0,0% ; : .

HER-2 na HER-2 nna HER-2 vna

Grafikon 19. Genske modifikaje HER-2 kod infiltrativnih duktalnih
karcinoma dojke

Naime, visok nivoHER-2 genske amplifikacije predstavlja dominantarting
genske modifikacije prisutan u karcinomima F-2 pozitivhog tipa (4/6, 66.6%) :
razliku od luminalnog A tipa kod koga je ugliom prisutan neamplifikovan ni\HER-
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2 gena (23/24, 95.8%HER-2 genski status statigki se znaajno razlikovao i izméu
karcinoma luminalnog B i trostruko negativhog (#34). odnosno HER-2 pozitivhog
(p<0.05) tipa. U prvom stiaju HER-2 genski status bio je zéano vei kod tumora
luminalnog B tipa u odnosu na trostruko negatidioik je odnos izmiu luminalnog B
HER-2 pozitivhog tipa karakaterisaoévéndeksHER-2 genskih modifikacija u HER-2
pozitivnom tipu karcinoma dojke. Genski statdER-2 znaajno je bio véi u HER-2
pozitivnom u odnosu na trostruko negativni tip kaoma dojke (p<0.01) (grafikon 20

HER-2 genski status kodéetiri molekularna tipa karcinoma dojke
6 -
aaa,b,cc
5 .
4 = HER-2
3 - aa
2 1 a,bb
' S
0 T T 1
Luminalni A tip Luminalni B tip Trostruko HER-2 pozitivni
1- negativni tip tip

Grafikon 20. Genski statusiER-2 kod ¢etiri molekularna tipa karcinoma dojke

aa - luminalni A i luminalni B tip: p<0.01; a - lunalni A i trostruko negativni
tip: p<0.05; aaa - luminalni A i HER-2 pozitivnptip<0.001; bb - luminalni B i
trostruko negativni tip: p<0.01; b - luminalni BIER-2 pozitivni tip: p<0.05; cc
- trostruko negativni i HER-2 pozitivni tip: p<0.01
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Slika 11 Visok nivo amplifikacijeHER-2 gena u karcinomu dojke HER-2 pozitivhog
tipa koji se odlikuje i prekomernom ekspresijom HEReceptora (3 (a,b,c x 40)

a — nukleusi tumorskildelija detektovani u infiltrativhoj tumorskoj zoni tkivaoike
pomaiu DAPI filtera. b — zeleni signali se odnose nat@nericne regione hromozoma
17 CEN 17. ¢ — crveni signali se odnose na brojijaogenaHER-2 obelezeni u
crvenom delu fluorescentnog spektra.

Slika 12. Visok nivo amplifikacije genddER-2 u luminalnom B tipu karcinoma dojke
udruzen sa prekomernom ekspresijom HER-2 recefaoréax 40)

a, d — infiltrativne zone tumordji su nukleusi obelezeni primenom DAPI filtera koj
pokriva plavi deo spektra. b, e — na slikama bsuerikazani pojedirtami nukleusi sa
zelenim fluorescentnim signalima koji ozZa&aju centromere hromozoma 17 na kojima
se nalazi geiER-2. c, f — crveni signali na slikama c i f se odnasebroj kopija gena
koji kodira sintezu HER-2 receptordji je broj u ovom slgaju visoko amplifikovan i
po jednom nukleusu iznosi i viSe od 10.

IV.2.10. Rezultati pra¢enja TOP2A genskog statusa

Od ukupno 60 uzoraka tumora koje je obuhvatilarsgdija kod njih 15 (25%)
zabelezen je nizak nivo amplifikacije ge®P2A od 1.5 do 2, dok je visok nivo
amplifikacije bio zastupljen kod nesSto manjeg br§415%). Delecija, kao poseban vid
genske modifikacije, zabelezena je u 5 tumorskibmmna (8.3%) _(grafikon 21

Nemodifikovan statusTOP2A gena karakterisao je 31 (51.7%) tumorsku promenu
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obuhva&enu ovom studijomPrimenom MannWhitney testa nije potdena statistii
znaajna razlika u stepenu genskih aberaTOP2A izmedu cetiri molekularna tip:
karcinoma dojkedrafikon 27).

Genske modifikacijeTOP2A
60,0% - 51.7%
50,0% -
40,0% -
30,0% - 2o
15%
20,0% -
° 839

10,0% -
0,0% T T T T

TOP2A d¢ TOP2Ana TOP2Anna TOP2Avna

Grafikon 21. Genske modifikacije TOP2A kod infiltrativnin duktalnih
karcinoma dojke

TOP2A genski status kodetiri molekularna
3 tipa karcinoma dojke

2 - = TOP2/
1,5 -

1.
0,5 -

0 - : : : .

Luminalni A tip Luminalni B tip Trostruko HER-2 pozitivni
negativni tip tip

Grafikon 22. Genske modifikacij¢TOP2A kod cetiri molekularna tipa karcinormr

dojke

Genski statuSFOP2A imao je viSe vrednosti tumorima luminalnog B i HE-2
pozitivnog tipa u odnosu na genski status lumingloi trostruko negativnog tip
(grafikon 23. Ova razlika nije bila statistki znatajna. Nepromenjen genski stat
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TOP2A karakteriSe v@nu tumora luminalnog A tipa karcinoma dojke (slil®).
Proséno najvei broj tumorskih promena koje po svojim karaktekista odgovaraju
luminalnom B i HER-2 pozitivnom tipu karcinoma dejkmaju zabeleZene genske
modifikacije TOP2A. Visok nivo amplifikacije TOP2A gena u karcinomskom tkivu

luminalnog B tipa prikazan je na slici 14.

1\

Slika 13. Odsustvo genskih modifikacijEOP2A u luminalnom A tipu karcinoma dojke
(a-fx40)

a, d — nukleusi tumorskiéelija u infiltrativnoj zoni tumorskog tkiva dojkebelezeni u
plavom delu spektra (DAPI filter). b, e — u svakaokleusu se nalazi po jedan ili dva
zelena signala koji se odnose na centroineregion hromozoma 17 CEN17. ¢, f—u
prikazanoj infiltrativnoj zoni tumora nalazi se doa crvena signala koji se odnose na
broj gena koji kodiraju sintezu TOP2A enzima.
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Slika 14. Visok nivo amplifikacije gend@OP2A u luminalnom B tipu karcinoma
dojke (a, b x 40)
a, b — notirati da se u nukleusima tumorstehija nalazi izméu 5 i 7 signala koji
se odnose na broj gena koji kodiraju sintezu TOBAAmMa.
IV.3. REZULTATI PORE PENJA EKSPRESIJE BIOLOSKIH MARKERA
KARCINOMA DOJKE SA KLINI CKO - PATOLOSKIM PARAMETRIMA

IV.3.1. Ekspresija bioloskih markera karcinoma dojke u odnosu na zivotno doba

ispitanica

Ucestalost ekspresije bioloskih markera u odnosu imatrio doba svih 60
pacijentkinja sa infiltrativnim karcinomom dojkeikaizana je u tabeli 11

Statisttkom analizom (Mann-Whitney test) ekspresije pojethih markera u
odnosu na starosne kategorije ispitanica nijéena statistki zna&ajna razlika. U
pogledu ekspresije ER-R i PR-R postoji ujethraodnos raztitog stepena ekspresije
kod ispitanica u starijoj i méoj uzrasnoj kategoriji_(tabela L1Slicha zastupljenost
pozitivne ekspresije ispitivanih bioloSkih markerapazena je i u staju HER-2
receptora, tumor supresornog proteina p53, Bcldtepra, TOP2A enzima, BRCALl
proteina, indeksa proliferacije-Ki67 kao i indekajpoptoze (Al) (tabela }lkod dve
starosne kategorije ispitanica. Visok nivo ampéfije HER-2 i TOP2A gena su bili
zastupljeniji u starijoj uzrasnoj kategoriji ispitaa u odnosu na mia grupu ispitanica,
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dok je nizak nivo amplifikacije oba gena zastug|jem grupi ispitanica mldoj od 50
godina u odnosu na stariju grupu, ali ova razlila lila statisttki znatajna (tabela 11

Tabela 11.Ucestalost ekspresije bioloskih markera kod 60 karoia dojke u odnosu
na zivotno doba ispitanica

~ 60 karcinoma dojke
BIOLOSKI MARKERI <50 (N=8/60) >50 (N=52/60)
ER-R —-(N=10) 1/8 (12.5%) 9/52 (17.3%)
+ (N=50) 717 (87.5%) 43/52 (82.7%)
X 6.13 6.11
SD 2 3
PR-R —(N=18) 2/8 (25%) 16/52 (30.8%)
+(N=42) 6/8 (75%) 36/52 (69.2%)
X 5.25 4.69
SD 3 2
HER-2'(0il) (N=28) 4/8 (50%) 24/52 (46.2%)
HER-2"(2i3) (N=32) 4/8 (50%) 28/52 (53.8%)
X 1.75 1.69
SD 0.8 0.9
p53=0 (N=11 2/8 (25%) 9/52 (17.3%)
p53=1 (N=9) 2/8 (25%) 7/52 (13.5%)
p53=2 (N=29 2/8 (25%) 27/52 (51.9%)
p53=3 (N=11 2/8 (25%) 9/52 (17.3%)
X 15 1.69
SD 0.5 0.9
Bcl-2=0 (N=15) 0 15/52 (28.8%)
Bcl-2=1 (N=6) 1/8 (12.5%) 5/52 (9.6%)
Bcl-2=2 (N=12) 2/8 (25%) 10/52 (19.3%)
Bcl-2=3 (N=27) 5/8 (62.5%) 22/52 (42.3%)
X 2.5 1.75
SD 0.7 0.5
Ki67 < 0.1 (N=16) 4/8 (50%) 12/52 (23.1%)
0.1-0.5 (N=35 3/8 (37.5%) 32/52 (61.5%)
>0.5 (N=9) 1/8 (12.5%) 8/52 (15.4%)
X 0.23 0. 26
SD 0.1 0.2
ssDNA<0.1  (N=5) 0 5/52 (9.6%)
0.1-05 (N=30 6/8 (75%) 24/52 (46.2%)
>0.5 (N=25) 2/8 (25%) 23/52 (44.2%)
X 0.45 0.46
SD 0.2 0.2
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BRCA1 -(N=23) 3/8 (37.5%) 20/52 (38.5%)
+(N=37 5/8 (62.5%) 32/52 (61.5%)
X 0.63 0.62
SI 0.2 0.2
TOP2A -(N=26) 3/8 (37.5%) 23/52 (44.2%)
+(N=34) 5/8 (62.5%) 29/52 (55.8%)
X 0.63 0.54
Sl 0.1 0.1
HER-2 na (N=43) 6/8 (75%) 37/52 (71.2%)
HER-2 nna (N=7) 2/8 (25%) 5/52 (9.6%)
HER-2 vna (N=10) 0 10/52 (19.2%)
X 1.3 15
SD 0.3 0.7
TOP2A de (N=5) 1/8 (12.5%) 4/52 (7.7%)
TOP2A na (N=31) 4/8 (50%) 27/52 (51.9%)
TOP2A nna (N=15) 3/8 (37.5%) 12/52 (23.1%)
TOP2A vna (N=9) 0 9/52 (17.3%)
X 1.25 1.64
SD 0.4 0.8

Kada se uzme u obzir ekspresija bioloskih marked dazItitih molekularnih

tipova karcinoma dojke take nije zabelezena statiki znatajna razlika u nivou
ekspresije ispitivanih bioloskih markera: ER-R, RR-HER-2, p53, Bcl-2, Ki67,
ssDNA, TOP2A, BRCA1TOP2A i HER-2 u grupi ispitanica sa luminalnim A (tabela
12) i luminalnim B (tabela 1Btipom karcinoma dojke u odnosu na ispitivanecstae

kategorije. U grupi ispitanica trostruko negativnoga (tabela 11 samo je jedna

ispitanica pripadala md@j grupi ispod 50 godina starosti, dok su sve @&pie HER-2

pozitivhog tipa (tabela )%ile starije od 50 godina. Ekspresija Bcl-2 pnogéeproséno

je veta u grupi ispitanica starijoj od 50 godina u odnosumlau grupu ispitanica

luminalnog A tipa karcinoma dojke, ali ova razlikige statisttki znatajna (tabela 12
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Tabela 12.Uc¢estalost ekspresije bioloskih markera kod luminglAotipa karcinoma
dojke u odnosu na zivotno doba ispitanica

BIOLOSKI MARKERI

Luminalni A tip karcinoma dojke

< 50 (N=3/24)

>50 (N=21/24)

ER-R ~(N=0) 0 0/21
+(N=24 3/3 (100%) 21/21 (100%)

X 7.33 7.76

) 0.57 0.53

PR-R ~(N=2) 0 2/21 (9.5%)

+(N=22) 3/3 (100%) 19/21 (90.5%)

X 6.66 6.14

) 1.52 2.39

HER-27(0i1) (N=24)

3/3 (100%)

21/21 (100%)

HER-2*(2i3) (N=0) 0 0
X 1 0.76
SD 0 0.43
p53=0 (N=5) 1/3 (33.33%) 4121 (19%)
p53=1 (N=6) 1/3 (33.33%) 5/21 (23.8%)
p53=2 (N=12 1/3 (33.33%) 11/21 (52.4%)
p53=3 (N=1) 0 1/21 (4.8%)
X 1 1.43
SD 0.5 0.7
Bcl-2=0 (N=2) 0 2/21 (9.5%)
Bcl-2=1 (N=2) 0 2/21 (9.5%)
Bcl-2=2 (N=4) 1/3 (33.3%) 3/21 (14.3%)
Bcl-2=3 (N=16) 2/3 (66.7%) 14/21 (66.7%)
X 2.67 2.38
SD 0.5 0.6
Ki67 < 0.1 (N=10) 2/3 (66.7%) 8/21 (38.1%)
0.1-0.5 (N=11 1/3 (33.3%) 10/21 (47.6%)
>0.5 (N=3) 0 3/21 (14.3%)
X 0.12 0.23
sh 0.09 0.1
ssDNA<0.1  (N=3) 0 3/21 (14.3%)

0.1-0.5  (N=11
>0.5 (N=10)

SD

2/3 (66.7%)
1/3 (33.3%)
0.47
0.1

9/21 (42.89%)
9/21 (42.89%)
0.48
0.3
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BRCA1 —-(N=9) 1/3 (33.3%) 8/21 (38.1%)
+(N=15 2/3 (66.7%) 13/21 (61.9%)
X 0.67 0.62
SD 0.1 0.4
TOP2A -(N=14 1/3 (33.3%) 13/21 (61.9%)
+(N=10 2/3 (66.7%) 8/21 (38.1%)
X 0.67 0.38
SD 0.1 0.1
HER-2 na (N=23 3/3 (100%) 20/21 (95.3%)
HER-2 nna (N=1) 0 1/21 (4.7%)
HER-2 vna (N=0) 0 0
X 1.1 1
SD 0 0.4
TOP2A de (N=1) 1/3 (33.33%) 0
TOP2A na (N=15 1/3 (33.33%) 14/21 (66.7%)
TOP2A nna (N=5) 1/3 (33.33%) 4/21 (19%)
TOP2A vna (N=3) 0 3/21 (14.3%)
X 0.47 1.59
Sl 0.1 0.7
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Tabela 13.Ucestalost ekspresije bioloSkih markera kod luminglBotipa karcinoma
dojke u odnosu na zivotno doba ispitanica

BIOLOSKI MARKERI

Luminalni B tip karcinoma dojke

< 50 (N=4/26)

> 50 (N=22/26)

ER-R ~(N=0) 0 0/22
+(N=26) 414 (100%) 22/22 (100%)
X 6.8 7.1
S 1 1.5
PR-R ~(N=6) 1/4 (25%) 5/22 (22.7%)
+(N=20) 3/4 (75%) 17/22 (77.3%)
X 5.5 5.14
SI 1 2.6
HER-2'(0i1)  (N=0) 0 0
HER-2*(2i3) (N=26) 414 (100%) 22/22 (100%)
X 2.5 2.4
S 0.5 0.5
p53=0 (N=5) 1/4 (25%) 4/22 (18.2%)
p53=1 (N=3) 1/4 (25%) 2122 (9.1%)
p53=2 (N=13) 1/4 (25%) 12/22 (54.5%)
p53=3 (N=5) 1/4 (25%) 4/22 (18.2%)
X 1.5 1.73
S 0.1 0.9
Bcl-2=0 (N=5) 0 5/22 (22.7%)
Bcl-2=1 (N=4) 1/4 (25%) 3/22 (13.6%)
Bcl-2=2 (N=7) 1/4 (25%) 6/22 (27.3%)
Bcl-2=3 (N=10) 2/4 (50%) 8/22 (36.4%)
X 2.25 1.77
s 0.8 1.1
Ki67 < 0.1 (N=7) 2/4 (50%) 5/22 (22.7%)
0.1-0.5 (N=17 2/4 (50%) 15/22 (68.2%)
>0.5 (N=2) 0 2122 (9.1%)
X 0.15 0.21
S 0.04 0.1
ssDNA <0.1  (N=1) 0 1/22 (4.5%)

0.1-05 (N=14
>05 (N=11)
X
S

3/4 (75%)
1/4 (25%)
0.46
0.2

11/22 (50%)
10/22 (45.5%)
0.47
0.2
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BRCA1l —(N=8) 1/4 (25%) 7122 (31.8%)
+(N=18) 3/4 (75%) 15/22 (68.2%)
X 0.75 0.68
SO 0.2 0.1
TOP2A -(N=9) 1/4 (25%) 8/22 (36.4%)
+(N=17), 3/4 (75%) 14/22 (63.6%)
X 0.64 0.68
SO 0.1 0.1
HER-2 na (N=15) 2/4 (50%) 13/22 (59.1%)
HER-2 nna (N=5) 2/4 (50%) 3/22 (13.6%)
HER-2 vna (N=6) 0 6/22 (27.3%)
X 15 1.65
SO 0.3 0.8
TOP2A de (N=4) 0 4/22 (18.2%)
TOP2A na (N=12) 2/4 (50%) 10/22 (45.4%)
TOP2A nna (N=6) 2/4 (50%) 4/22 (18.2%)
TOP2A vna (N=4) 0 4/22 (18.2%)
X 0.46 1.71
SO 0.2 1
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Tabela 14. Ucestalost ekspresije bioloskih markera kod trostrulegativnog

karcinoma dojke u odnosu na zivotno doba ispitanica

tipa

. Trostruko negativni tip karcinoma dojke
BIOLOSKI MARKERI <50 (N=1/4) >50 (N=3/4)
ER-R —(N=4) 1/1 (100%) 3/3 (100%)

+ (N=0 0 0
X 0 0
Sb 0 0
PR-R —-(N=4) 1/1 (100%) 3/3 (100%)
+(N=0) 0 0
X 0 0.66
SD 0 0.2
HER-2"(0i1) (N=4) 1/1 (100%) 3/3 (100%)
HER-2"(2i3) (N=0) 0 0
X 0 0.66
Sb 0 0.1
p53=0 (N=0 0 0
p53=1 (N=0 0 0
p53=2 (N=2 0 2/3 (66.7%)
p53=3 (N=2 1/1 (100%) 1/3 (33.3%)
X 0 2.34
SD 0 0.5
Bcl-2=0 (N=2) 0 2/3 (66.7%)
Bcl-2=1 (N=0) 0 0
Bcl-2=2 (N=1) 0 1/3 (33.3%)
Bcl-2=3 (N=1) 1/1 (100%) 0
X 0 0.67
SD 0 0.1
Ki67 < 0.1 (N=0 0 0
0.1-0.5 (N=0 0 0
>0.5 (N=4 1/1 (100%) 3/3 (100%)
X 0 0.63
SD 0 0.07
ssDNA <0.1 (N=0 0 0
0.1-0.5 (N=3 1/1 (100%) 2/3 (66.7%)
>0.5 (N=1) 0 1/3 (33.3%)
X 0 0.48
Sb 0 0.2
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BRCA1 -(N=2) 1/1 (100%) 1/3 (33.3%)
+ (N=2 0 2/3 (66.7%)
X 0 0.5
S 0 0.1
TOP2A -(N=2) 1/1 (100%) 1/3 (33.3%)
+(N=2 0 2/3 (66.7%)
X 0 0.5
S 0 0.1
HER-2 na (N=4) 1/1 (100%) 3/3 (100%)
HER-2 nna (N=0) 0 0
HER-2 vna (N=0) 0 0
X 0 0.3
S 0 0.2
TOP2A de (N=4) 0 0
TOP2A na (N=12) 1/1 (100%) 2/3 (66.7%)
TOP2A nna (N=6) 0 1/3 (33.3%)
TOP2A vna (N=4) 0 0
X 0 1.3
S 0 0.4
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Tabela 15. Ucestalost ekspresije bioloSkih markera kod HER-2 itpoog tipa
karcinoma dojke u odnosu na zivotno doba ispitanica

BIOLOSKI MARKERI

HER-2 pozitivni tip karcinoma dojke

<50 (N=0/6) >50 (N=6/6)
ERR ~(N=6) 0 6/6 (100%)
+(N=0 0 0
X 0 0
) 0 0
PR-R ~(N=6) 0 6/6 (100%)
+(N=0) 0 0
X 0 0
SD 0 0
HER-2°(0i1)  (N=0) 0 0
HER-2*(2i3)  (N=6) 0 6/6 (100%)
X 0 2.83
SD 0 0.4
p53=0 (N=1 0 1/6 (16.7%)
p53=1 (N=0 0 0
p53=2 (N=2 0 2/6 (33.3%)
p53=3 (N=3 0 3/6 (50%)
X 0 2.12
) 0 0.5
Bcl-2=0 (N=6) 0 6/6 (100%)
Bcl-2=1 (N=0) 0 0
Bcl-2=2 (N=0) 0 0
Bcl-2=3 (N=0) 0 0
X 0 0
SD 0 0
Ki67 < 0.1 (N=0) 0 0
0.1-0.5 (N=5 0 5/6 (83.3%)
>0.5 (N=1) 0 1/6 (16.7%)
X 0 0.4
SD 0 0.2
sSDNA < 0.1 (N=1) 0 1/6 (16.7%)
0.1-05  (N=2 0 216 (33.3%)
>0.5 (N=3) 0 3/6 (50%)
X 0 0.37
) 0 0.2
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BRCA1 —-(N=4) 0 4/6(66.7%)
+(N=2 0 2/6 (33.3%)
X 0 0.33
SD 0 0.1
TOP2A -(N=2) 0 2/6 (33.3%)
+(N=4 0 4/6(66.7%)
X 0 0.67
SD 0 0.1
HER-2 na (N=1) 0 1/6 (16.7%)
HER-2 nna (N=1) 0 1/6 (16.7%)
HER-2 vna (N=4) 0 4/6 (66.6%)
X 0 3
SD 0 1
TOP2A de (N=0 0 0
TOP2A na (N=2 0 2/6 (33.3%)
TOP2A nna (N=3 0 3/6 (50%)
TOP2A vna (N=1 0 1/6 (16.7%)
X 0 1.75
SD 0 0.6

IV.4. REZULTATI KORELACIJE EKSPRESIJE ISPITIVANIH B IOLOSKIH
MARKERA U ODNOSU NA GENSKI STATUS HER-2

IV.4.1. Korelacija ekspresija ER-R u odnosu na gerks status HER-2

Najveti broj tkivnih uzoraka karcinoma dojke obuldeaih naSom studijom
imao je pozitivnu ekspresiju ER-R udruZzenu sa negrgjenim genskim statusodER-
2 (38/43, 88.4%). Takie, pozitivha ekspresija ER-&&e je bila udruzena sa niskim
nivoom amplifikacijeHER-2 gena (6/7, 85.7%), kao i visokim nivoom amplifigac
HER-2 gena (6/10, 60%) u odnosu ha negativnu eksprestfR (grafikon 23)

Test Pearsonove korelacije je pokazao da podafisicki zn&ajna negativnha
korelacija izmdu HER-2 genskog statusa i ekspresije ER-R (p<0.05) u ubjupn
populaciji ispitivanih infiltrativnih karcinoma dik¢. Raspodela destalosti ekspresije
ER-R u odnosu ndER-2 genski status kod luminalnog A i luminalnog B tipa

infiltrativnih karcinoma dojke prikazana je na gkahima 24 a i 24 b Statisttkom

analizom utvdena je negativna korelacija izthe stepena ekspresije ER-RHER-2

genskog statusa u luminalnom A i luminalnom B tiparcinoma dojke s tim Sto
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navedena korelacija nije bila stati&ii znatajna grafikoni 24 a i 24 h Sve karcinom

trostruko negativnog i HE-2 pozitivnog tipa karakterisala je negativna eksipseEF-
R.

R2 Linear = 0.080
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Grafikon 23. Korelacija izméu ekspresije E-R i HER-2 genskog status&kod
infiltrativnhog duktalnog karcinoma dojk(p<0.05)
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Grafikon 24. Korelacija izméu ekspresije E-R i HER-2 genskog status&kod
luminalnog A (a) luminalnog B (b)tipa karcinoma dojke (p>0.05)

IV.4.2. Korelacija ekspresije PF-R u odnosu na genski statuslER-2

Korelacija ekspresije F-R u tumorskom tkivu svihinfiltrativnih karcinoma

dojke obuhva&enih ovom studijonru odnosu ndHER-2 genski status prikazana je

101



grafikonu 25 Primenomtesta Pearsonove korelacijecana je statistki znatajna
negativna korelacija iznde genskog statusHER-2 i nivoa eksprsije PF-R (p<0.05)
(grafikon 25. Pozitivha ekspresija F-R je u véem broju sldajeva bila udruzena ¢
odsustvom amplifikacij¢lER-2 gena (33/43, 76.7%) u odnosu na negativnu ekspi
PRR (10/43, 23.3%). Siho kao i u sldgaju EF-R, pozitivha ekspresa PR-R bila je
cege udruzena sa niskim nivoom amplifikacHER-2 gena (6/7, 85.7%), dok
negativna ekspresija R predominantno bila udruzena sa visokim nivc
amplifikacijeHER-2 (7/10, 70%).

RZ Linear = 0.086
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Grafikon 25. Korelacija izmedu ekspresije PR-R HER-2 genskog statusikod
infiltrativnhog duktalnog karcinoma dojk(p<0.05)
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Grafikon 26. Korelacija izméu ekspresije PR-R HER-2 genskog statusa kod
luminalnog A (a, p>0.05), luminalnog B (b, p<0.0b)trostruko negativhog tipa
karcinoma dojke (c, p>0.05)

Primenom Pearsonove korelacije nije dokazanasttiti znaajna veza izmiu
prisustva genskih modifikacijddER-2 i stepena ekspresije PR-R kod karcinoma
luminalnog A tipa (grafikon 26 )a Statistéki znatajna negativna korelacija izmhe
ekspresije PR-R HER-2 genskog statusa zabelezena je u tumorima lumigantpa
(p<0.05) (grafikon 26 h

Statisttka analiza nije pokazala da u tumorskim tkivimatinako negativnog tipa
postoji zn&ajna korelacija izmdu stepena ekspresie PR-R HER-2 genskih
modifikacija (grafikon 26 k£ Odsustvo pozitivhe ekspresije PR-R a&ro sa nulom
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karakterisalo je tumorske promene svih ispitanedd&F-2 pozitivnim tipon te stoga

nije primenjen test Pearsonove korelacije kod aupg tumor.

IV.4.3. Korelacija ekspresije p53 proteina u odnosuna genski statusHER-2

Primenom Pearsonove korelacije nijeceisa statistki znaajna veza izmiu
ekspresije proteina p53 i genskog statHER-2 u svim tumorskim promenan
obuhvaenih ovom studijom grafikon 273. Nepromenjen genski stattHER-2 je u
najveem broju tumora bio udruzen sa pozitivnom ekspoesip53 proteina ozianom
u bod sistemu sa 2 (21/43, 48.8%), dok je u najemrjroju sldajeva bio udruzen ¢
maksimalnim nivoom ekspresije p53 teina (6/43, 1%). U po osanuzoraka tumora
nepromenjen genski statHER-2 interferirao jesa minimalnim nivoom ekspresije p
proteina (8/43, 18%) tj. sa potpunim odsustvom ekspresije @enim sa 0 (8/4:
18.6%). Najveti broj tumorskih promea odlikovao je fenotip udruzene viso
ekspresije proteina p53 oz u bod sistemu sa 2 i 3 sa visokim nivoHER-2
genske amplifikacije (9/10, 909 Nizak nivoHER-2 amplifikacije gena udruzen je
visokim nivoom ekspresije p53 ozfemim sa 2 (4/7, 57.1¢ kod 4 uzork, u dva
tumora sa potpunim odsustvom ekspresije p53dman sa 0 (2/7, 28.6%), i u jednc

tumoru sa ekspresijom p53 proteina aamom sa jedan (1/7, 14.39

R Linear = 0.039
3.00-] oo oo o © o
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Grafikon 27. Korelacija ekspresije proteina p53 u odnostHER-2 genski statt kod
infiltrativnog duktalnog karcinoma dojk(p>0.05)
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Grafikon 28. Korelacija ekspresije proteina p53 u odnoswHER-2 genski status kod
luminalnog A (a, p>0.05), luminalnog B (b, p>0.08@struko negativnog (c, p<0.01) i

HER-2 pozitivhog (d, p>0.05) tipa karcinoma dojke

Korelacija izméu stepena ekspresije proteina p53 i genskog statHRa2 nije

bila statisttki znatajna u tumorskim promenama ispitanica sa luminalAirfgrafikon

28 3, luminalnim B (grafikon 28 »i HER-2 pozitivnim tipom karcinoma dojke

(grafikon 28 . Medutim, statistéki zna&ajna pozitivna korelacija iznde ova dva

bioloSka markera u@na je u karcinomima trostruko negativnog tipa (PP (grafikon

28 9. Karcinomicetiri ispitanice trostruko negativnog tipa imali gQuazito visok nivo
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ekspresije p53 proteina oz@m u bod sistemu sa 2 i 3 udruzen sa neamplifikav

statusonHER-2 gena.

IV.4.4. Korelacija ekspresije proteina Bc-2 u odnosu na genskstatusHER-2

Korelacija ekspresije proteina -2 u tkivima infiltrativnih karcinoma dojke
odnosu na genski stati$ER-2 prikazana je na grafikonu 2%tatisttkom analizon
podataka u¢en je statistiki znatajan nivo negativne korelacije iz ekspresije B-2
proteina i genskog statustER-2 (p<0.05). Korelacija izmi#u ekspresije proteina E-2
u odnosu ndHER-2 genski status kod razitih molekulanih tipova karcinoma dojk

prikazana je na grafikong80 &d. Statistéka analiza nije pokazala ztajnu vezu izméu

ova dva markerai kod jednog o ¢etiri molekularna tipa karcinoma dojk
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Grafikon 29. Korelacija ekspresije proteina -2 u odnosu n&lER-2 genski statukod
infiltrativnog duktalnog karcinoma dojk(p<0.05)

U ukupnoj populaciji infiltrativnih duktalnih kanmsoma dojke raksimalno
otuvana ekspresija Bd- proteina ozngena sa 3 bila je u 22 tumora udruzene
nepromenjenim genskim statuscHER-2 (22/43, 51.2%), dok je u znatno man;

broju tumora nepromenjen genski staHER-2 interferirao sa éduvanom ekspresijor
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ozna&enom u bod sistemu sa 1 (5/43, 11.6%) i 2 (9/43%). Redukovana ekspresija
Bcl-2 proteina je u sedam tumora bila udruzenaegaamenjenim genskim statusom
HER-2 (7/43, 16.3%). Sedam tumorskih promena sa potpedokovanim statusom
ekspresije Bcl-2 proteina oztenim sa 0 imao je visok nivo amplifikaci#ER-2 gena
(7/10, 70%), dok je u tri tumora s&uvanom ekspresijom Bcl-2 proteina ozeaom sa

3 takaie zabelezen visok nivo amplifikacildER-2 gena (3/10, 30%). Nizak nivo
amplifikacije HER-2 gena je u jednom tumoru bio udruzen sa redukovanom
ekspresijom Bcl-2 proteina oztenom sa 0 (1/7, 14.3%), u jednom tumoru sa niskim
nivoom auvane ekspresije Bcl-2 oztenim sa 1 (1/7, 14.3%), i u pet tumorskih
promena nizak nivo amplifikacijeHER-2 bio je udruzen sa izrazitocawvanom
ekspresijom Bcl-2 proteina oztenom u bod sistemu sa 2 (3/7, 42.8%) i 3 (2/7,%23.6
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Grafikon 30. Korelacija ekspresije proteina Bcl-2 u odnostHER-2 genski status kod
luminalnog A (a, p>0.05), luminalnog B (b, p>0.03)ostruko negativnhog (c, p>0.05)
tipa karcinoma dojke
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Sve tumorske promene ispitanica sa I-2 pozitivnim tipom karcinoma dojk
imale su i potpuno odsustvo ekspresije-2 proteina ozngeno u bod sistemu sa

usled¢ega nije primenjen test Pearsonoveelacije.

IV.4.5. Korelacija ekspresije proteina Ki67 u odnos na genski statusHER-2

Korelacija ekspresije proteina Ki67 u tkivu infdtivnih karcinoma dojke
odnosu naHER-2 genski status prikazana je grafikonu 31 Statisttkom analizon
podataka nije ugena statistki znatajna korelacija izm#u ekspresije Ki67 proteina
HER-2 genskog statusa.

Statisttka analiza korelacije iznde ekspresije Ki67 proteina i genskog stat
HER-2 nije pokazala statistki znatajnu vezu izméu ova dva markera kodetiri
molekularna tipa karcinoma do_ (grafikon 32 a-d)Bez obzira na izostanak staiike

znaajnosti, pozitivna korelacija karakterisala je oslnameiu ispitivanih bioloskif
markeraluminalnog A, luminalnog i trostruko negativnog tipa, dok je odnos

negativan u tumorima HE-2 pozitivhog tipa karcinoma dojke.
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Grafikon 31. KorelacijaekspresijeKi67 proteina u odnosu rtdER-2 genski statukod
infiltrativnog duktalnogkarcinoma dojke (p>0.0
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Grafikon 32. Korelacija ekspresije Ki67 proteina u odnosuHER-2 genski status kod
luminalnog A (a, p>0.05), luminalnog B (b, p>0.08@struko negativnog (c, p>0.05) i
HER-2 pozitivhog (d, p>0.05) tipa karcinoma dojke

Nepromenjen genski statt#ER-2 je u najvéem broju tumora bio udruzen sa
umerenim indeksom proliferacije (20/43, 46.5%), geku 15 tumora bio udruzen sa
minimalnim (15/43, 34.9%) i u osam tumora sa makémm indeksom proliferacije
(8/43, 18.6%). Nizak nivo amplifikacijelER-2 gena je u pet tumora bio udruzen sa
umerenim indeksom proliferacije (5/7, 71.4%), deky dva preostala tumora bio
udruzen sa minimalnim indeksom proliferacije (28,6%). Visok nivo amplifikacije je

predominantno bio udruzen sa umerenim indeksoniferatije (8/10, 80%), dok su
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dva preostala tuora sa visokim nivoom amplifikacijHER-2 gena imali minimaln
(1/10, 10%) u jednom, i maksimalni indeks prolifgya (1/10, 10%) u drugom siaju.

IV.4.6. Korelacija ekspresije ssDNA (indeksa apoptze) u odnosu na genski statt
HER-2

Korelacija ekspresije ssDNA u tkivnim uzorcima fiméitivnih karcinoma dojki

u odnosu na genski statHER-2 prikazana je na grafikonu 3S$tatisttkom analizon

podataka uéen je trendnegativie korelacijeizmedu apoptotskog indeksa HER-2
genskog statusa betatisttke zn&ajnosti.

Statisttka analiza korelacije izmi# indeksa apoptoze i genskog statHER-2

nije pokazala statisiki znatajnu vezu izméu ova dva markera kotktiri molekularne

tipa karcinoma dojkegfafikon 34 a-d) Korelacija izméu indeksa apoptozeHER-2
genskog statusa imaja negatiran trend kod luminalnog Auminalncg B i trostruko
negativnog tipa dok j&od HER-2 pozitivhog tipakarcinoma dojkezabelezen trend

pozitivhe korelacije.

F2 Linear = 6 217E-4
1.00- o

80+

60—

ssDNA
(o}
[#]

40+ o
o
.20+ o

.00+ (o ]e]

Grafikon 33. Korelacija ekspresije ssDNA (indeksa apoptoze) nosd naHER-2
genski statugod infiltrativnog duktalnog karcinoma dojke (p>b)
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U ukupnoj populaciji infiltrativnin duktalnih kamoma dojke nepromenjen
genski statusHER-2 je u samo tri tumora bio udruzen sa minimalnimeksbm
apoptoze (3/43, 6.9%), u 15 tumora je bio udruzemaksimalnim indeksom apoptoze
(15/43, 34.9%), dok je u najgem broju tumora, 25, bio udruZzen sa umerenim
indeksom apoptoze (25/43, 58.2%). Nizak nivo aniadije HER-2 gena bio je
udruzen sa maksimalnim indeksom apoptoze u petrskaopromena (5/7, 71.4%), i u
po jednom tumoru je bio udruzen sa minimalnim (1/Z.3%) tj. umerenim indeksom
apoptoze (1/7, 14.3%). Visok niv@ER-2 genske amplifikacije bio je predominantno
udruzen sa maksimalnim indeksom apoptoze (6/10,)6@%k je u tri tumora bio
povezan sa umerenim (3/10, 30%) i u jednom tumarumgimalnim (1/10, 10%)

indeksom apoptoze.
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Grafikon 34. Korelacija ekspresije ssDNA (indeksa apoptoze)dnosu naHER-2
genski status kod luminalnog A (a, p>0.05), lumiogl B (b, p>0.05), trostruko
negativnog (c, p>0.05) i HER-2 pozitivhog (d, p>8).@ipa karcinoma dojke
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IV.4.7. Korelacija ekspresije HER-2 receptora u odnosu na genski stattHER-2

Statisttkom analizm podataka ufena je visoko znjna pozitivna korelacij
izmedu stepena ekspresije H-2 receptora i genskog statusiR-2 (p<0.01) grafikon
35) uukupnoj populaciji infiltrativnih duktalnih karcimoa dojkc.

Korelacija izméu ekspresije HE-2 receptora u odnosu HER-2 genski status u

karcinomima razéiitih molekularnih tipova prikazana je igrafikonu36 &d. Statistéka

analiza korelacije izni ekspresije HE-2 proteina i gena koji kodira njegovu sinte
pokazala je statistki znatajnu pozitivhu korelaciji(p<0.01)u tumorskim promenarr
luminalnog A tipa, dok kod svih ostalih molekuldrntipova ova veza nije bil
statistéki znatajna. Naime u luminalnom A tipu karcinoma dojke prksija HEF-2
receptora ozri#na sa 0 i 1 udruZena je sa neamplifikovanim nivHER-2 gena kod

23 od ukupno 24 tumorske promeigrafikon 36 &
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Grafikon 35. Korelacija ekspresije HE-2 receptora u odnosu HER-2 genski
statuskod infiltrativnog duktalnog karcinoma dojl(p<0.01)
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Grafikon 36. Korelacija ekspresije HER-2 receptora u odnostBR-2 genski status
kod luminalnog A (a, p<0.01), luminalnog B (b, p8%), trostruko negativhog (c,
p>0.05) i HER-2 pozitivhog (d, p>0.05) tipa karana dojke

Negativha ekspresija HER-2 receptora udruZzena daustvom genske
amplifikacije, kao i pozitivna ekspresija HER-2 eptora udruzena sa genskom
amplifikacijom HER-2 zabelezena je kod 43 karcinoma obufeveh ovom studijom
(43/60, 71.7%). Samo kod 17 (17/60, 28.3%) karcimonaSe studije pozitivha
ekspresija HER-2 receptora bila je udruzena sastdsonHER-2 genske amplifikacije,

dok je negativna ekspresija HER-2 bila udruzenldER-2 genskom amplifikacijom.
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IV.4.8. Korelacija ekspresije BRCAL proteina u odnosu ng@genski statusHER-2

Statisttkom analizom podataka nije ¢ena znaajna korelacija izméu stepen:
ekspresije BRCA1 proteina HER-2 genske amplifikacijeu ukupnoj populacij
infiltrativnih duktalnih karcnoma dojke (grafikon 37

Korelacija izméu ekspresije BRCAL proteina u odnosuHER-2 genski status u
tumorskim c¢elijama razlkitih molekularnih tipova infiltrativnih karcinoma ogke

prikazana je na_grafikan38 a-d Statisttka analiza korelacije izndu ekspresije

BRCAL proteina IHER-2 genskog statuspokazala je statistki znaajnu negativnt
korelaciju u trostruko negativnom (p<0.01) tipu ditaoma dojke grafikon 38 ¢, dok
kod svih ostalih molekularnih tipova ova veza tij statistéki znatajna (grafikoni 38

a, 38 b, 38 { U prilog zna&ajnoj negativnoj korelaciji kodtrostruko negativng tipa

karcinoma dojke po dva tumora sa pozitivnom i negam ekspresijom BRCA
proteina bili swdruzeni sa neamplifikovanim statusHER-2 gena.
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Grafikon 37. Korelacija ekspresije BRCAL proteina u odnostHER-2 genski status
kod infiltrativhog duktalnog karcinoma dojke (p>b)
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Grafikon 38. Korelacija ekspresije BRCAL proteina u odnosuHER-2 genski status
kod luminalnog A (a, p>0.05), luminalnog B (b, p8%), trostruko negativhog (c,
p<0.01) i HER-2 pozitivhog (d, p>0.05) tipa karana dojke

U Ukupnoj populaciji infiltrativninh duktalnih kangoma dojke pet tumora
karakterisao je fenotip udruzene pozitivhe ekspreBRCAL proteina i niskog nivoa
amplifikacije HER-2 gena (5/7, 71.4%), dok je u dva &ia fenotip negativne
ekspresije BRCA1 proteina udruzen sa niskim nivamplifikacije HER-2 gena (2/7,
28.6%). Cetiri tumora odlikovao je kombinovani fenotip paaite ekspresije BRCA1
proteina i visokog nivoa amplifikacij¢iER-2 (4/10, 40%), dok je u Sest tumora
negativna ekspresija BRCAL udruzena sa visokimanvblER-2 genske amplifikacije
(6/10, 60%). Pozitivna ekspresia BRCA1l je u 28 dwan bila udruzena sa
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nepromenjenim genskim statuséiiER-2 (28/43, 65.1%)dok je u 15 tumora negativna
ekspresija BRCA1 proteina interferirala sa neprger@m HER-2 genskim statusom
(15/43, 34.9%).

IV.4.9. Korelacija ekspresije TOP2A proteina u odnsu na genski statusiER-2

Statisttkom analizom podataka nije ¢ena znaajna korelacija izmiéu stepena
ekspresije TOP2A proteinaHER-2 genskog statusa u ukupnoj populaciji infiltrativni
duktalnih karcinoma dojke (grafikon B9

Korelacija ekspresije TOP2A proteina u odnosu HIBR-2 genski status u
tumorskim c¢elijama razltitih molekularnih tipova infiltrativnih karcinoma ogke

prikazana je na_grafikonu 40 a-btatisttka analiza korelacije iznde stepena

ekspresije TOP2A proteinaHER-2 genskog statusa pokazala je statistznatajnu
negativnu korelaciju u tumorima trostruko negatiyrip<0.01) tipa (grafikon 40)cdok
kod svih ostalih molekularnih tipova ova veza tija statistéki znatajna (grafikoni 40
a, 40 b, 40 ¥ Uprkos statistiki znatajnoj korelaciji ekspresija TOP2A proteina je u

svim sliajevima bila udruzena sa neamplifikovanim statustifR-2 gena.

U Sest tumora nizak nivo amplifikacil#ER-2 gena bio je udruzen sa pozitivnom
ekspresijom TOP2A proteina (6/7, 85.7%), dok jednpm sldaju u pitanju negativna
ekspresija TOP2A proteina udruzena sa niskim nivaomplifikacije HER-2 gena (1/7,
14.3%). Visok nivoHER-2 genske amplifikacije bio je podjednako udruzenai s
pozitivnom (5/10, 50%) i sa negativnhom (5/10, 508kspresijom TOP2A proteina.
Nepromenjen genski stattdER-2 bio je skoro u podjednakom broju tumora udruzen sa
pozitivnom (23/43, 53.5%) odnosno negativnom eksme TOP2A proteina (20/43,
46.5%).
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Grafikon 39. Korelacija ekspresije TOP2A proteina u odnostHER-2 genski status
kod infiltrativhog duktalnog arcinoma dojke (p>0.05)
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Grafikon 40. Korelacija ekspresije TOP2A proteina u odnostHER-2 genski status
kod luminalnog A(a, p>0.05), luminalnog B (b, p>0.05), trostrukogatvnog (c,
p<0.01) i HER2 pozitivnog (d, p>0.0%ttipa karcinoma dojke
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IV.5. REZULTATI KORELACIJE EKSPRESIJE ISPITIVANIH B IOLOSKIH
MARKERA U ODNOSU NA GENSKI STATUS TOP2A

IV.5.1. Korelacija ekspresije ER-R u odnosu na gets status TOP2A

Statisttkom analizom nije u@ena znaajna veza izm#u ekspresije ER-R i
genskih modifikacijaTOP2A u ukupnoj populaciji infiltrativnih duktalnih kancoma
dojke (grafikon 41) Medutim, bez obzira na izostanak statiké zn&ajnosti veéi broj
tumorskih promena sa niskim nivoom amplifikacij®P2A gena imao je pozitivhu
ekspresiju ER-R (11/15, 73.3%), u odnosu na onekiopt je ekspresija bila negativna
ER-R (4/15, 26.7%). U osam tumorskih promena visiwk amplifikacije TOP2A gena
bio je udruzen sa pozitivnom ekspresijom ER-R (889%), dok je u jednom tumoru
kombinovani fenotip sastavljen od negativhe eksgre&ER-R i visokog nivoa
amplifikacije TOP2A (1/9, 11.2%) (grafikon 41 DelecijaTOP2A gena je bila udruzena
sa pozitivnom ekspresijom ER-R (5/5, 100%). Nepnoere genski statugOP2A
dominantno je bio udruzen sa pozitivnom ekspresiiRiR (26/31, 83.9%) u odnosu
na negativnu ekspresiju ER-R (5/31, 16.1%).

Statisttki test Pearsonove korelacije nije pokazao da picstttisticki znatajna
korelacija izméu genskog statuseOP2A i ekspresije ER-R u tumorima luminalnog A i

luminalnog B tipa (grafikon 42 a i 42).bTumorske promene svih ispitanica iz grupe

trostruko negativnog tipa karakterisalo je odsugteaitivne ekspresije ER-R, dok je
nizak nivo amplifikacijeTOP2A gena zabelezen u jednom tumoru. Karcinome HER-2
pozitivhog tipa karakterisalo je odsustvo pozitivelkespresije ER-R, dok j@OP2A
genska amplifikacija bila prisutna kod 4 od ukughkarcinoma (66.7%) iz ove grupe.
Iz tih razloga test Pearsonove korelacije nije pnjgn na ova dva molekularna tipa

karcinoma dojke.
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Grafikon 41. Korelacija ekspresije E-R u odnosu nalOP2A genski statuskod

infiltrativhog duktalnog karcinoma dojke (p>0.!
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Grafikon 42. Korelacija ekspresije E-R u odnosu nalOP2A genski statuskod
luminalnog A (a, p>0.05)luminalnog B (b, p>0.05tipa karcinoma dojk

IV.5.2. Korelacija ekspresije PF-R u odnosu na genski statu3OP2A

Statisttkom analizom nije ugena zn#&ajna veza izm@u ekspresije P-R i

genskih aberacij@OP2A u ukupnoj populaciji infiltrativnih duktalnih kancoma dojke

(grafikon 43)

119



Statisttki test Pearsonove korelacije nije pokazao da postatisticki
zn&ajna korelacija izm#u TOP2A genskih aberacija i ekspresije -R u tumorima
luminalnog A, luminalnog B i trostruko negativntipa karcinoma dojkegrafikon 44
a-d. Tumorske promene trostruko negativnog tipa odlikoya samo jedan siaj
niskog nivoa amplifikacije koji jebio udruzen sa negativnhom ekspresijom-R
(grafikon 44 ¢, dok su tri sldaja sa niskim nivoom i jedan sk sa visokim nivoon
amplifikacije TOP2A gena iz HEI-2 pozitivhog tipa karcinoma dojke tak® bili
udruzeni sa potpunim odsustvom ekspresij-R ozn&enim sa 0.

U ukupnoj populaciji infiltrativnih duktalnih kansoma dojkenepromenjen
genski statusTOP2A dominantno je bio udruzen sa pozitivnom ekspresijeR-R
(22/31, 70.9%) u odnosu na negativhu ekspresij-R (9/31, 29.1%).Nizak nivo
amplifikacije TOP2A gena e u deset tumora bio udruzen sa pozitivnom ekgpre:
PRR (10/15, 66.7%) dok je u pet tumora interferiraonggativhom ekspresijom -R
(5/15, 33.3%). Visok nivo amplifikacije je u triora bio udruzen sa negativnom (<
33.3%) i u Sest tumora sa jitivnom ekspresijom PR (6/9, 66.7%). DelecijTOP2A
gena je takée dominantno bila udruZzena sa pozitivnhom ekspnesi~-R (4/5, 80%)
dok je samo u jednom tumoru istovremeno bila zaesle i negativha ekspresija -R
(1/5, 20%).
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Grafikon 43. Korelacija ekspresije F-R u odnosu nalOP2A genski statuskod
infiltrativhog duktalnogkarcinoma dojke (p>0.0
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Grafikon 44. Korelacija ekspresije PR-R u odnosu m@P2A genski status kod
luminalnog A (a, p>0.05), luminalnog B (b, p>0.03)ostruko negativhog (c, p>0.05)
tipa karcinoma dojke

IV.5.3. Korelacija ekspresije tumor supresornog préeina p53 u odnosu na genski
statusTOP2A

Statisttkom analizom nije ufena zn#éajna veza izm#u stepena ekspresije p53
proteina iTOP2A genskih aberacija u populaciji svih ispitivaniffilimativnih duktalnih
karcinoma dojke (grafikon 45Bez obzira na izostanak statike zn&ajnosti izmeu
razlicitih molekularnih tipova karcinoma dojke, ¢em je trend negativhe korelacije
izmedu stepena ekspresije p53 proteindOP2A genskog statusa u luminalnom B
(grafikon 46 B i HER-2 pozitivnom (grafikon 46)dipu karcinoma dojke, dok je trend
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pozitivhe korelacijekarakteriso odnos izméu navedenih markera u luminalnom
(grafikon 46 ai trostruko negativnomgrafikon 46 ¢ tipu karcinoma dojkeU ukupnoj
ispitivanoj populaciji infiltrativnin duktalnih kainoma dojke isok nivo genski
amplifikacije TOP2A je nage&e udruZzen sa visokim stepenom ekspresije p53 p&
oznaenim u bod sistemu sa 2 (7/9, 77.7Nizak nivo amplifikacijeTOP2A gena bio
je udruzen u pasetiri tumora sa ekspresijom p53 ozeaom sa 1 (4/15, 26.7%) i
(4/15, 26.7%), u pet tumora sa ekspresijom od 25(583.3%) i u dva tumora je b
udruzen sa potpunim odsustvom ekspresije p53 pa{@i/15, 13.3%. DelecijaTOP2A
gena je nd@jeke bila udruzena sa maksimalnstepenom elmesije p53 (3/5, 60%
dok je u po jednom tumoru bila udruzena sa minimal(l/5, 20%) tj. umerenir
stepenom ekspresije p53 proteilozna&enim u bod sistemu sa (1/5, 20%).
Nepromenjen genskstatus TOP2A je u najvéem broju tumora bio udruzen

ekspresijom proteina p53 ozmim sa 2 (14/32, 45.1%), dok je u najmanjem b
tumora interferirao sa slabom pozitivnom ekspresijp53 ozné&nom sa 1 (4/3:
12.9%). Potpuno odsustvo ekspresije fproteina oznéeno sa 0 (7/31, 22.6%)
maksimalni nivo ekspresije p53 ozea u bod sistemu sa 3 (6/31, 19.4%) udri su u

pribliznom broju tumora sa nepromenjerTOP2A genskim statusom.
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Grafikon 45. Korelacija ekspresije proteina p53 u odnosiTOP2A genski statukod
infiltrativhog duktalnog karcinoma dojke (p>0.!
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IV.5.4. Korelacija ekspresije Bcl-2 proteina u odnsu na genski statu§ OP2A
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Grafikon 46. Korelacija ekspresije proteina p53 u odnosur@®2A genski status kod
luminalnog A (a, p>0.05), luminalnog B (b, p>0.08@struko negativnog (c, p>0.05) i
HER-2 pozitivhog (d, p>0.05) tipa karcinoma dojke

Statisttkom analizom nije ugena zn#&ajna veza izm#u stepena ekspresije
proteina Bcl-2 i genskog statu§®P2A kod svih infiltrativnih duktalnih karcinoma
dojke obuhvéenih naSom studijom_(grafikon X7Visok nivo amplifikacije TOP2A
gena bio je udruzen uglavnom sa visokim nivoamvanosti ekspresije Bcl-2 proteina
ozna&enim sa 3 (6/9, 66.7%), dok je u dvacslla bio povezan sa niskim nivoom

oc¢uvanosti ekspresije Bcl-2 oztenim sa 1 (2/9, 22.2%) i u jednom tumoru sa
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potpunim odsustvom ekspresije -2 ozn#&enim sa 0 (1/9, 11.1% Nizak nivo
amplifikacije TOP2A gena je u po pet tumorskih promena bio udruzencsaamom
ekspresijom BcR proteina ozngenom sa 3 (5/15, 33.3%) i sa potpuno redukovz
statusom BcR proteina (5/15, 33.3%). U tri tumorske promermhkinivo amplifikacije
bio je povezan sa&kspresijom B«-2 proteina ozngenom sa 2 (3/15, 20%) i u d
tumora sa niskim nivoom ekspresije -2 ozng&enom sa 1 (2/15, 13.4%Delecija je
podjednako bila udruzena s@&uwanom ekspresijom E-2 proteina ozngnm sa 2
(2/5, 40%) i 3 (2/5, 40%)Nepromenjen genski statuBOP2A je u 14 tumora bi
udruzen sa maksimaln@uvanom ekspresijom E-2 proteina (14/3145.1%), dok je u
po sedam tumora bio udruzen sa umerefuy@anom ekspresijom E-2 ozn&enom sa :
(7/31, 22.6%i potpuno redukovanom eksprem ozng&enom sa 0 (7/3122.6%). U tri
tumorske promene nepromenjeni genski stiTOP2A interferirao je sa minimaln
ocuvanom ekspresijom E-2 proteina (3/31, 9.7%).

Statisttki znatajna negativna korelacija izihe stepena ekspresije -2
proteina iTOP2A genskog statusa zabeleZzena je u luminalnom A (px(grafikon 48
a) tipu karcinoma dojke. Tri preostale molekularneipg nisu pokazale statisti

zn&ajnu vezu izméu ova dva bioloSka parametigrafikon48 b, 48 c, 48).
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Grafikon 47. Korelacija ekspresije proteina [-2 u odnosu n@OP2A genski statu
kod infiltrativhog duktalnog karcinoma dojke (p>b)
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Grafikon 48. Korelacija ekspresije proteina Bcl-2 u odnosuTi@P2A genski status
kod luminalnog A (a, p<0.05), luminalnog B (b, p8%) i trostruko negativnog (c,
p>0.05) tipa karcinoma dojke

Sve tumorske promene HER-2 pozitivhog tipa kantiacdojke karakterisala je
negativna ekspresija Bcl-2 proteina zb&gpa u navedenom shju nije raen test

Pearsonove korelacije.

IV.5.5. Korelacija ekspresije Ki67 proteina (indeks proliferacije) u odnosu na
genski statusTOP2A

Statisttkom analizom nije uiena zn&ajna korelacija izmiu stepena ekspresije
Ki67 proteina i genskog statu3&®P2A u ukupnoj populaciji infiltrativnih duktalnih
karcinoma dojke_(grafikon 49Takaie, odsustvo statiski znatajne korelacije izmiu
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stepena ekspresije Ki67 proteinrTOP2A genskih aberacija zabelezgraod svaetiri

molekularnatipa karcinoma dojkegrafikon 50 a-§l U svim molekularnim grupan

korelacija izméu dva navedena bioloSka mark¢okazuje negativatrend (grafikoni
50 a-g.

Visok nivo amplifikacijeTOP2A gena je u pet tumora interferirao sa umere
indeksom proliferacije (5/9, 55.6%) dok jecetiri tumora bio udruzen sa minimaln
indeksom proliferacije ozianim sa 1 (4/9, 44.4%Nizak nivo amplifikacijeTOP2A
gena bio je udruzen sa minimalnim indem proliferacije u tri tumora (3/15, 20%), i
po Sest tumora sa umerenim (6/15, 40%) i maksimmal(®/15, 40%) indeksor
proliferacije. DelecijafOP2A gena je dominantno bila udruzena sa umerenim irahe
proliferacije ozna&enim sa 2 (3/5, 60%), dok je u jednom tumoru bila udruzena
maksimalnim(1/5, 20%) tj. minimalnim (1/5, 20%) indeksom pfetacije.U najv&em
broju tumora nepromenjeni genski staTOP2A bio je udruzen sa umerenim indeks
proliferacije (14/31, 45.1%) dok je u devet tj. mstumoia bio udruzen sa minimalni
(9/31, 29.1%) odnosno maksimalnim (8/31, 25.8%gkstm proliferacije
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Grafikon 49. Korelacija ekspresije proteina Ki67 u odnostTOP2A genski statukod
infiltrativnog duktalnog karcinoma dojke (p>0.!

126



(! IR? Linaas » 0,006 b IR? Lisaur » 0,066

°
~— o )
D\,_ °
201
—— 00 TO__
. ° — 00 ——_ 0
° ————— 0 0 ~—
000 0 — ~
A o o \\_\
o ° ° ~
° g 8 ° 8 ) .
00 00
T
0 100 00 0 400 L) 0 ) 00 0 00 L)
ToPA TOP2A
{ . d R Lineas = 0,366
IR Lisess = 0051 1w o
%0 0
204
o0
— o]
—
—_ 5
3 7 \\ 2 o
\,_\\ﬂ 4o P
° T
—
0
oo .
X o o
<]
o
501 T
00 15 200 ] 0

Grafikon 50. Korelacija ekspresije proteina Ki67 u odnosur@P2A genski status kod
luminalnog A (a, p>0.05), luminalnog B (b, p>0.08®struko negativnog (c, p>0.05) i
HER-2 pozitivhog (d, p>0.05) tipa karcinoma dojke

IV.5.6. Korelacija ekspresije ssDNA (indeksa apopte) u odnosu na genski status
TOP2A

Statisttkom analizom nije ugena zn&ajna korelacija izm#u indeksa apoptoze
I stepena modifikacijeTOP2A gena u ukupnoj ispitivanoj populaciji infiltratiim
duktalnih karcinoma dojke (grafikon pITakaie, statisitka analiza korelacije iznde
apoptotskog indeksaliOP2A genskih modifikacija nije pokazala zt@nu vezu kada su
uzeti u obzir molekularni tipovi_(grafikon 52 3-#arcinoma dojke ispitivani u ovoj

studiji.
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Grafikon 51. Korelacija ekspresije ssDNA u odnosu TOP2A genski statuskod
infiltrativnog duktalnog karcinoma dojke (p>0.!

Po sedam tumorskih promena sa niskim nivoom arkatifie TOP2A gena bilo
je udruzen sa umerenim (7/15, 46.7%) tj. maksimalimdeksom apooze (7/15,
46.7%), dok je samo u jednom &hu nizak nivo amplifikacije bio udruzen
minimalnim indeksom apoptoze (1/15, 6.t u ukupnoj populaciji ispitivani
infiltrativnih duktalnih karcinoma dojl. Pet tumorskih promena koje je odlikoy
visok nivo amplifikacije TOP2A gena imao je istovremeno i maksimalni ind
apoptoze (5/9, 55.5%), dok je umeren indeks apeptoztiri tumora bio udruzen ¢
visokim nivoomTOP2A genske amplifikacije (4/9, 44.5%). Dva &hja delecijebila su
udruzena sa umerenimdeksom apoptoze (2/5, 40%), dok su tri tumorsi@amgne
imale zabelezenu deleciju udruzenu sa maksimalnitkekisom apoptoze (3/5, 609
Nepromenjen genski stattTOP2A je u najmanjem broju tumora interferirao
minimalnim indeksom apoptoze (4/31, 12.!, dok je u najvéem broju tumora bi
udruzen sa umerenim indeksom apoptoze (17/31, 54.B¥set tumorskih promer
odlikovao je udruzeni fenotip maksimalnog indekpagoze i nepromenjencTOP2A
genskog statusa (10/31, 32.:
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Grafikon 52. Korelacija ekspresije ssDNA u odnosu m@P2A genski status kod
luminalnog A (a, p>0.05) luminalnog B (b, p>0.08pstruko negativnog (c, p>0.05) i
HER-2 pozitivhog (d, p>0.05) tipa karcinoma dojke

IV.5.7. Korelacija ekspresije HER-2 receptora u odosu na genski statug OP2A

Statisttkom analizom nije uiena zn&ajna korelacija izmiu stepena ekspresije
HER-2 receptora iTOP2A genskih aberacija u ukupnoj populaciji infiltratita
duktalnih karcinoma dojke ispitivanih u ovoj studigrafikon 53. UzevSi u obzir
poreienje dva navedena markera kod razh molekularnih tipova karcinoma dojke

takade nije u@ena statistiki znatajna korelacija_(grafikon 54 ayd
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Grafikon 53. Korelacija ekspresije HE-2 receptora u odnosu i®P2A genski status
kod infiltrativhog duktalnog karcinoma dojke (p>b)

Nizak nivo amplifikacijeTOP2A gena bio je udruzen sa pozitivnom ekspresi
HER-2 receptora u devéiarcinoma (9/15, 60%), dok kod Sest tumora nizak ni\
TOP2A genske amplifikacije interferirao sa negativnompeksijom HEF-2 receptora
(6/15, 40%). Visok nivo amplifikacijTOP2A gena takde je dominantno bio udruze
sa pozitivnom ekspresijom HE-2 receptora (6/9, 66.7%), dok jed tri karcinome
visok nivo amplifikacijebio udruzen sa negativnom ekspresijom HEReceptora (3/9,
33.3%). Delecija je talde predominantno korelirala sa pozitivnom ekspresiféER-2
receptora (4/5, 80%), dok jsamou jednom sldaju bila povezana sa gativhom
ekspresijom HER2 receptora (1/5, 20%)Nepromenjen genski statuTOP2A je
predominantno bio udruzen sa negativhom ekspredij&fr-2 receptora ozr@nom s
1 (13/31, 41.9%) i 0 (5/31, 16.1%), dok je u manjbroju tumora bio povezan
pozitivnom ekspresijom HE-2 receptora ozianom sa 2 (7/31, 22.6%) i 3 (6/:
19.4%).
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Grafikon 54. Korelacija ekspresije HER-2 receptora u odnosd@B2A genski status
kod luminalnog A (a, p>0.05) luminalnog B (b, p>®)0trostruko negativhog (c,
p>0.05) i HER-2 pozitivhog (d, p>0.05) tipa karana dojke

IV.5.8. Korelacija ekspresije BRCAL proteina u odngsu na genski statug§ OP2A

Statisttkom analizom nije ufena znaajna korelacija izmdu stepena ekspresije
BRCAL proteina iTOP2A genskog statusa u ukupnoj populaciji infiltratividuktalnih
karcinoma dojke ispitivanih u ovoj studiji (grafikdc9. Poretenje ekspresije BRCA1
proteina u odnosu NEOP2A genski status kodetiri molekularna tipa karcinoma dojke

takaie nije pokazalo statiski znaajnu vezu (grafikon 56 a}d Nizak nivo

amplifikacije TOP2A gena je u 11 tumorskih promena bio udruZen satipoam
ekspresijom BRCAL proteina (11/15, 73.3%) dok je4 utumora bio udruzen sa
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njegovom negativnhom ekspresijom (4/15, 26.7%).0k nivo amplifikecije je skoro
podjednako bio udruzen i sa pozitivnom (5/9, 55.5%ha negativhom (4/9, 44.59
ekspresijom BRCAL proteina. DelecTOP2A gena je u svih 5 tumorskih promena |
udruzena sa pozitivnom ekspresijom BRCAL1 protelNepromenjen genski stat
TOP2A je u 16 tumora bio udruzen sa pozitivnom eksprasiRRCAL proteina (16/3:
51.6%), dok je u 15 tumora bio udruzen sa negativedspresijom BRCAL proteir
(15/31, 48.4%)).
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Grafikon 55. Korelacija ekspresije BRCAL proteina u odnostTOP2A genski status
kod infiltrativhog duktalnog karcinoma dojke (p>b)
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Grafikon 56. Korelacija ekspresije BRCAL proteina u odnosur@2A genski status
kod luminalnog A (a, p>0.05) luminalnog B (b, p>®)0trostruko negativhog (c,
p>0.05) i HER-2 pozitivhog (d, p>0.05) tipa karama dojke

IV.5.9. Korelacija ekspresije TOP2A proteina u odngu na genski statug OP2A
Statisttkom analizom nije ugena znd&ajna korelacija izmdu stepena ekspresije

TOP2A proteina i genskog status@P2A u ukupnoj populaciji infiltrativnih duktalnih
karcinoma dojke ispitivanih u ovoj studiji (grafiké®7).
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Grafikon 57. Korelacija ekspresije TOP2A proteina u odnostTOP2A genski status
kod infiltrativnog duktalnog karcinoma dojke (p>B)

Korelacija izméu ekspresije TOP2A proteina i njegovog geimala je
pozitivan trendu luminalnom A grafikon 58 & i luminalnom B {rafikon 58 b) tipu
karcinoma dojke, dok je odnos izdéwedva bioloSka markera u trostruko negativr
(grafikon 58 ¢ i HER-2 pozitivnom grafikon 58 d tipu pokazamegativai trend.

U ukupnoj ispitivanoj populaciji infiltrativnih duklnih karcinoma dojk
pozitivna ekspresija TOP2A proteina bila je udruzeaaniskim nivoom amplifikacij
TOP2A gena u devet tumorskih promene/15, 60%) u osam sa visokim nivoc
amplifikacije (8/9, 8.9%),u cetiri tumora sa delecijorOP2A gena (4/5, 80% i u 13
tumora sa nepromenjenim genskim statusTOP2A (13/31, 41.9%. Negativha
ekspresija TOP2A proteina bila je udruzena sa mskivoom arplifikacije u Ses
tumora (6/15, 40%), u jednom tumoru je bila povezsa visokim nioom amplifikacije
(1/9, 11.1%),u jednom tumoru sa delecijoTOP2A gena (1/5, 20%i) u 18 tumora s
nepromenjenim genskim statusTOP2A (18/31, 58.1%).
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Grafikon 58. Korelacija ekspresije TOP2A proteina u odnosur@®2A genski status
kod luminalnog A (a, p>0.05) luminalnog B (b, p>®)0trostruko negativhog (c,
p>0.05) i HER-2 pozitivhog (d, p>0.05) tipa karana dojke

IV.5.10. Korelacija izmedu HER-2 i TOP2Agenskih statusa

Statisttkom analizom Pearsonove korelacije ¢eima je visoko statiiki
zn&ajna pozitivna korelacija iznde genskih status&#lER-2 i TOP2A (p<0.01) u
ukupnoj ispitivanoj populaciji infiltrativnih dukbaih karcinoma dojke (grafikon 59
Uzevsi u obzir pordenje dva navedena markera kod raizh molekularnih tipova

karcinoma dojke statiski znatajna pozitivna korelacija @ena je u luminalnom B tipu
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karcinoma dojke (p<0.01grafikon 60 B, dok je odsustvo ziajnosti zabelezeno k
preostale tri molekularne grupgrafikoni 60 a, 60 c, 60)d

Nizak nivo amplifikacije TOP2A gena bio je udruZen sa visokim nivor
amplifikacije HER-2 gena wetiri tumora (4/15, 26.6%), u dva tumora sa niskam.5,
13.4%) i u devet tumora sa neprommnim genskim statusoHER-2 (9/15, 60%) Pet
tumora sa visokim nivoom amplifikacifTOP2A gena imao je istovremeno
nepromenjen nivélER-2 gena (5/9, 55.6%), jedan tumor je imao nizak (1191%) a L
tri tumora je zebelezen visok nivo amplifikacHER-2 gena (3/9, 33.3%). Deleci
TOP2A gena bila je ucetiri tumora udruzena sa nepromenjenHER-2 genskim
statusom (4/5, 80%) i u jednom tumoru sa niskinoam amplifikacijeHER-2 gena
(1/5, 20%).
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Grafikon 59. Korelacija genskog statuHER-2 u odnosu ndOP2A genski statukod
infiltrativhog duktalnog karcinoma dojk(p<0.01)
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Grafikon 60. Korelacija genskog status#ER-2 u odnosu ndOP2A genski status kod
luminalnog A (a, p>0.05), luminalnog B (b, p<0.0tthstruko negativnog (c, p>0.05) i
HER-2 pozitivhog (d, p>0.05) tipa karcinoma dojke
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V  DISKUSIJA
V.1. KLINI €KI PODACI

Karcinom dojke, zajedno sa kardiovaskularnim abglma, predstavlja
najzastupljeniji uzrok smrtnosti u savremenom svetada je u pitanju Zenska
populacija. Incidenca karcinoma dojke kod zena padaoj Evropi i SAD iznosi 70-
202/120.000 Zena, Sto ovo oboljenje svrstava na presto po &estalosti u svetskoj
populaciji*. Kod Zena u Srbiji natito su izraZene starosno spesife kategorije tako
da se karcinom dojke n@Xe javlja u populaciji Zena staroj izde 70 i 75 godina
Zivota sa incidencom 350/100.000, dok se udajlaizrasnoj kategoriji, iznde 45 i 50
godine, javlja sa destalogu 200/100.000% U Srbiji se godisnje zabeleZi 3500
novoobolelih Zena sa karcinomom dojke Sto naSu jmesvrstava u zemlje visokog
rizika 2.

NaSa studija je sprovedena na ukupno 60 tkivniloraka infiltrativhog
karcinoma dojke — 24 (ili 40%) luminalnog A, 26 (4%) luminalnog B, 4 (6.6%)
trostruko negativnog i 6 (10%) karcinoma HER-2 pieabg molekularnog tipa. NaSi
rezultati koji se odnose na opStu zastupljenostgingnih tipova karcinoma dojke su u
saglasnosti sa literaturnim podacima koji i¥akazuju na to da su luminalni tipovi
karcinoma dojke najzastupljeniji u opstoj Zenskapuplaciji .

Prema podacima naSe studije najvéroj pacijentkinja sa infiltrativnim
karcinomom dojke, njih 52/60 (86.6%), imao je v 50 godina. U ovoj starosnoj
kategoriji nalazio se naj¢ebroj pacijentkinja sa karcinomima luminalnog Al(24,
87.5%), luminalnog B (22/26, 84.6%), trostruko regeg (3/4, 75%) i sve
pacijentkinje HER-2 pozitivhog (6/6, 100%) molekulag tipa.

Grupu standardnih Klinko-patoloSkih prognosikih faktora zna&ajnih kod
karcinoma dojkeiine stepen zahvanosti limfnih nodusa, histoloski gradus i ¢ela
tumora *’. Najve&i broj infiltrativnih karcinoma dojke (bez obziraanmolekularnu
klasifikaciju) obuhvéenih ovom studijom, 37.5% (18/48), imao je tuniga je velcina
bila ispod 2 cm u pemiku (pT1). Ovaj princip je zadrzan i kod karcinonzagrupe
luminalnog A (9/24, 37.5 %) i luminalnog B (8/26).8 %) tipa, dok su tumori iz dva
preostala molekularna tipa bili é&3 dijametra. Tumore trostruko negativnog tipa
karcinoma dojke je taki® karakterisala i direktna zaldemost zida grudnog kosa ili
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koze, a bili su raztite velicine (pT4) (3/4, 75%), Sto ukazuje na agresivnijeni® ovih
tumora i loSiju prognozu ishoda same bolesti u sdnma luminalne tipove karcinoma
dojke.

Najveti broj ispitanica obuhwgenih ovom studijom, njih 24 (48.9%) u momentu
hirurSke intervencije nije imao zahieme regionalne limfne noduse, dok je infiltraciju u
ipsilateralnim limfnim nodusima (pN1) kao i infiftciju u ipsilateralnim limfnim
nodusima méusobno povezanim sa drugim strukturama (pN2) impto deset
ispitanica. Zahweenost regionalnih limfnih nodusa je bila znatnospimija u
tumorskom tkivu pacijentkinja trostruko negativnogER-2 pozitivnog molekularnog
tipa u odnosu na tumore pacijentkinja luminalnepgrgto je u skladu sa literaturnim
podacima®.

Od svih karcinoma obuh¥anih ovom studijom njih 52.1% (25/48) karakterisala
je umerena diferentovanost tumora histoloskog grads2, u 12.5% (6/48 ) tj. 35.4%
(17/48) sl¢ajeva u pitanju su bili dobro diferentovani tumbistoloSkog gradusa G1 i
slabo diferentovani tumori histoloSkog gradusa GHKoliko se uzmu u obzir
molekularni tipovi karcinoma dojke, grupu luminddripova karakterisalo je prisustvu
umereno diferentovanih tumora, dok je grupu trdstrnegativnih i HER-2 pozitivnih
tipova karakterisalo dominantno prisustvo slaberdifitovanih tumora.

Imajuéi u vidu kratak vremenski period @enja pacijentkinjadetiri godine), od
hirurske intervencije do publikovanja ovih rezutadbpravdana je slika da je metastaza
prisutna kod malog broja pacijentkinja (7), od kogu cetiri imale karcinom koji je
pripadao luminalnom B tipu, dok je po jedna padkema iz tri preostala molekularna
tipa takate imala zabelezenu metastazu.

Najvei broj pacijentkinja sa luminalnim A i B tipom kamoma dojke
podvrgnut je kombinaciji hemoterapijskih agenasa (ACMF), hormonske terapije
(tamoksifen, nolvadeks) i terapije Zemjem. Kombinacija hemoterapijskih agenasa je
posluzila i kao osnovni terapijski protokol kod pewtkinja sa trostruko negativnim i
HER-2 pozitivnim tipom karcinoma dojke. Herceptire jprimenjen kod Sest
pacijentkinja iz grupe luminalnog B tipa i kod dyacijentkinje iz grupe HER-2
pozitivhog tipa karcinoma dojke.

Samo su dve pacijentkinje od ukupno 60 tok@tvorogodisSnje studije péanja
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imale smrtni ishod koji je nastupio kao posledicze doolesti. Prezivljavanje bez
znakova recidiva bolesti zabelezeno je kod 39 agja (65%). Obe pacijentkinje sa
smrtnim ishodom su pripadale luminalnom A tipu kaoa dojke. Pros@o najduzi
period opSteg prezivljavanja karakterisao je pathj@je iz grupe HER-2 pozitivhog
molekularnog tipa karcinoma dojke, dok je nagkraprezivljavanje karakterisalo
pacijentkinje sa najagresivnijim oblikom karcinomf. trostruko negativnim

molekularnim tipom.

V.2. FENOTIPSKE KARAKTERISTIKE MOLEKULARNIH TIPOVA
KARCINOMA DOJKE — OPSTA RAZMATRANJA

Rezultati koji se odnose na procenu stepena ekgpredraienih bioloskih
markera ukljduju¢i: ER-R, PR-R, HER-2, p53, Bcl-2, Ki67 (indeks pfalacije),
ssDNA (indeks apoptoze), BRCA1l, TOP2A, na proceensjog statusddER-2 i
TOP2A, kao i paralelni prikaz stepena ekspresije kodtasjra razvrstanih w@etiri
molekularna tipa karcinoma dojke, pokazali su ddne pravilnosti.

Luminalni A tip karcinoma dojke karakteriSe molekularni fepofa ER-R
(100%) i PR-R (91.6%) pozitivnom ekspresijom i negeom ekspresijom HER-2
receptora (100%). Takle, vetinu karcinoma iz ove molekularne grupe karakteaigal
izrazito @uvana ekspresija Bcl-2 proteina ozeaa u bod sistemu sa 2 i 3 (20/24,
83.4%). U oko polovine karcinoma registrovana jekpmerna akumulacija p53
proteina ozné&ena u bod sistemu sa 2 i 3 (13/24, 54.2%), dolp@pwtski indeks bio
najveti kod ove grupe ispitanica u odnosu na ostale nubdeke grupe karcinoma
dojke. Nizak i visok nivoTOP2A genske amplifikacije zabeleZen je kod 33.4% (8/24)
karcinoma, dok je delecija zastupljena samo kodggdkarcinoma (4.2%). Nizak nivo
HER-2 genske amplifikacije registrovan je kod jednog kavma 4.2% (1/24).
Pozitivna ekspresija BRCA1 proteina zabelezena jeiSe od polovine karcinoma
(15/24, 62.5%), dok je ekspresija TOP2A proteida besto manje zastupljena (10/24,
41.7%).

Drugu grupwini takozvaniluminalni B tip karcinoma dojke koji je vrlo slan
po svom molekularnom fenotipu luminalnom A tipu dtaomu dojke od koga se

razlikuje samo po pozitivhoj ekspresiji HER-2 retoep. Pozitivha ekspresija ER-R je
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registrovana u svim karcinomima luminalnog B tigak je ekspresija PR-R zabelezena
u (20/26) 76.9% karcinoma. Prekomerna akumulacgd proteina ozngena u bod
sistemu sa 2 i 3 prisutna je kod 69.3% (18/26)ikaroa sa luminalnim B tipom. U oko
trecine tumora registrovana je izrazit@uvana ekspresija Bcl-2 proteina ozeaa u
bod sistemu sa 2 i 3 (17/26, 65.4%), dok je HERe2ptor bio pozitivho eksprimiran u
karcinomima svih ispitanica iz ove grupe. Td&p ove tumore je u oko polovine
slicajeva karakterisala amplifikacijflER-2 gena (42.3%, 11/26), dok je genska
modifikacijaTOP2A gena, koja ukljtuje i amplifikaciju i deleciju, bila zastupljenado
57.7% karcinoma (15/26). Pozitivha ekspresija BRCADP2A proteina zastupljena je
kod istog broja karcinoma ovog molekularnog tip&/26, 69.2%).

Trostruko negativni tumori, koji su ER-R, PR-R i HER-2 negativni, dars su
u trecu molekularnu kategoriju karcinoma dojke. Prekoraeekspresija p53 (4/4,
100%) registrovana je u karcinomima svih ispitanrave grupe, dok je kod polovine
tumora registrovana icovana ekspresija Bcl-2 proteina (2/4, 50%). Indekdiferacije
je bio izrazito visok u svim karcinomima ispitanizaove molekularne grupe, dok je
apoptotski indeks nizi u odnosu na tumore lumiraliupa karcinoma dojke. Genske
modifikacije HER-2 i TOP2A su slabo zastupljene u ovoj grupi ispitanica, magamo u
jednom tumoru zabelezen je nizak nivo amplifika@§@P2A gena. Pozitivha ekspresija
BRCAL i TOP2A proteina zastupljena je kod istogjéikarcinoma ovog molekularnog
tipa (2/4, 50%).

Cetvrtu grupuéini HER-2 pozitivni tip karcinoma dojke koga karakterise
amplifikacija gena za HER-2 receptor i amplifikacipekoliko drugih gena koji se
nalaze na hromozomu 17 (tege TOP2A gen koji je ispitivan i u naSoj studiji).
Najupeatljivija fenotipska karakteristika ove molekulargeipe odnosi se na potpuno
odsustvo ekspresije Bcl-2 proteina. Ta&pizuzetno upgtljiva osobina ovih tumora
odnosi se na prisustvo genske amplifikacijeHaR-2 kod 83.3% ispitanica, dok je
TOP2A amplifikovan kod 66.7% ispitanica. Pozitivha elespja HER-2 receptora je
zabeleZzena kod svih ispitanica, dok su ER-R i PR¢®ptori imali negativan status.
Pozitivna ekspresija TOP2A proteina zabeleZena j&atcinomima ispitanica sa
prisutnom amplifikacijomTOP2A gena (4/6, 66.7%), dok je pozitivha ekspresija
BRCA1 proteina zastupljena samo u dve tumorske pnam (2/6, 33.3%).
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V.2.1. ER-R i PR-R kod¢etiri molekularna tipa karcinoma dojke

Literaturni podaci ranije sprovedenih studija poMa su da je poviSena
ekspresija ER-R i PR-Rcastalija kod pacijentkinja sa luminalnim molekulamn
tipovima karcinoma dojke u odnosu na trostruko tiega i HER-2 pozitivhe
molekularne tipove karcinoma dojk8° Imajwi u vidu da je ekspresija ova dva
steroidna receptora jedan od Kljih markera za razlikovanje osnovnih molekularnih
tipova, opravdana je i njihova radta westalost u ovim grupama karcinoma dojke.

Ekspresija ER-R i PR-R ima ulogu i kao prediktivikao prognostiki marker
kod pacijentkinja sa karcinomom dojke. Naime, preci odrdivanje ekspresije ovih
steroidnih receptora igra ztgnu ulogu u odabiru odgovarég hormonske terapije
kod ovih pacijentkinjd®. Luminalni tipovi karcinoma dojke imaju e verovatnéu da
dobro odgovore na hormonsku terapiju u odnosu osatrttko negativhe i HER-2
pozitivne tipove karcinoma dojke jer njihov primatamor eksprimira i ER-R i PR-R
za razliku od druga dva tipa karcinoma dojRe Kao &to je vé naglaseno, ER-R i PR-
R, osim zn&aja u preduanju odgovora na hormonsku terapiju, aam su i kao
prognostéki faktori ishoda bolesti kod karcinoma dojke. NainbioloSka aktivnost

odrelenog broja gena regulisana je delovanjem steroideieptora'®?

. Ovi geni su
uglavnom ukljgeni u proces aktivacije i regulacijeelijskog ciklusa, a danas se
pretpostavlja da su steroidni receptori presudpracesu pojave i razvoja karcinoma
dojke i njegovom odgovoru na hormonsku terapiju

Pozitivan prognostki znataj ER-R dokazan je u nedavno sprovedenoj studiji
Ciji su rezultati pokazali da pacijentkinje koje imavisoku ekspresiju ER-R imaju
sedam puta manju verovatno od ponovnog javljanja bolesti tokom petogodiSnjeg
perioda u odnosu na pacijentkinje sa negativhonprekgom ER-R, nakon terapije
tamoksifenom. Pored ER-R, veliki prognosti i prediktivni zn&aj pripisuje se i PR-
R 2 Pacijentkinje sa progresivnim oblicima karcinodaike imaju véu verovatnéu
da pozitivno odgovore na hormonsku terapiju ukofigbov primarni tumor eksprimira
istovremeno i ER-R i PR-R, nasuprot onim koji sadsamo ER-R ili samo PR-R.
Medutim, prognostiki znaaj ER-R je ipak daleko ¥eu odnosu na poznavanje statusa
PR-R10'12'103.
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Ekspresija ER-R i PR-R posluzila je kao jedan @thownih kriterijuma za
podelu karcinoma dojke na odgovakgunolekularne tipove tako da je u luminalnim
tipovima ekspresija bila pozitivna a u trostrukgagvnom i HER-2 pozitivhom tipu
karcinoma dojke ekspresija je bila negativha. Heka prethodnim studijama je
pokazano da iznde ekspresije ER-R i amplifikacijélER-2 gena postoji statiski
zna&ajna negativna korelacija Sto se pokazalo kadagli u por@enju PR-R sa
amplifikacijomHER-2 gena™®?

Sismondia je u svojoj studiji iz 2007. godine pakazda su tumori dojke
negativnog steroidnog receptorskog statusg&nabielicine preko 2 cm u dijametru,
visokog histoloSkog gradusa, nekdoii i da imaju prekomernu ekspresiju HER-2
receptora i amplifikaciju njegovog gert®. U istoj studiji je takde potvideno da
pacijentkinje sa negativnim receptorskim statusoraju loSiji ishod bolesti, agresivniji
tok i krate preZivljavanje bez pojave recidiV¥. Rezultati nase studije su pokazali da
su tumori véine pacijentkinja sa niskim nivoom amplifikacildER-2 gena imali
istovremeno i pozitivhu ekspresiju ER-R (6/7, 85)7%ok je visok nivo genske
amplifikacije bio skoro podjednako udruzen i sa ategom i sa pozitivnom
ekspresijom ER-R (ER-RHER-2 vna: 4/10, 40% i ER-RHER-2 vna: 6/10, 60%).
Odnos izméu genskih aberacij@OP2A gena i ekspresije steroidnih receptora je deko
bio negativan, ali bez statigke zn&ajnosti. Rody je u svojoj studiji iz 2009. godine
pokazao da veza izrde nivoa ekspresije ER-R i genskog statuBaP2A ima
prediktivni zn&aj kod pacijentkinja sa karcinomom dojK¥ Naime, pacijentkinje sa
pozitivnom ekspresijom ER-R i niskim nivoom amgédcije TOP2A gena imaju duzi
period prezivljavanja bez pojave recidiva ili mégae bolesti u odnosu na pacijentkinje
sa ER-R i visokim nivoom amplifikacijeTOP2A gena®

Prema dosadasnjim rezultatima, visok nivo ekspresijeroidnih receptora
ukazuje na dobar ishod bolesti, slabije napred@varjobar odgovor na hormonsku
terapiju tamoksifenom™. Na osnovu molekularnih karakteristika i ekspeestieroidnih
receptora, proizilazi da dobar odgovor na hormortskapiju tamoksifenom i dugak
postterapijski period bez pojave recidiva imajuijgatkinje iz grupe luminalnih tipova
karcinoma dojke, dok one iz grupe trostruko negatiyi HER-2 pozitivhog tipa imaju

loSiji odgovor i kr&e prezivljavanije.
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V.2.2. Tumor supresorni protein p53 kod¢etiri molekularna tipa karcinoma dojke

Tumor supresorni protein p53 obavlja ulogu zasiEncelije od razléitih
genetékih poreméaja koji uvodeteliju u apoptozu i dovode do smifi Bioloska uloga
p53 se svodi na vezivanje za ¢&a region DNK i aktivaciju reparacije nastalog
oSt&€enja. Takde, p53 u sléajevima nemogtnosti reparacije ostene DNK indukuje
zaustavljanjecelijskog ciklusa i aktiviranje procesa apoptozesaliji **2 Celije u
kojima je doSlo do inaktivacije p53 imaju napredmgst u odnosu na okolneelije
105,10(?

Mutacije, germinativne i somatske, u tumor supnesor genuTP53 cine
nosioca mutacija predodienim za nastanak raglih karcinoma, ukljgujuci i
karcinom dojke*®. Ispitivanja na ovom genu su do sada potvrdilagasje 15.000
somatskih i 196 germinativnih mutacifa™® Somatske mutacije geif®53 su najege
prisutne kod sporaéhih karcinoma, ukljgujuéi i karcinom dojke. Ovaj vid mutacija je
prisutan u oko 12-50% karcinoma dojke, i povezarsgeloSom prognozom ishoda
bolesti, dok su germinativne mutacije znatndera prisutne su samo u 1% svih
karcinoma dojké®. Prema osnovnoj hipotezi mutacijerB53 genu dovode do pojave
malignih tumora koji su izrazito invazivni, slabdfestentovani i visokog histoloSkog
gradusa. Ovi rezultati idu u prilog nasoj studipj& je pokazala da je pozitivha
ekspresija tumor supresornog proteina p53 dale&e zastupljena kod pacijentkinja iz
grupe trostruko negativnog i HER-2 pozitivhog tigarcinoma dojke u odnosu na
luminalne tipove karcinoma dojke. Somatske mutacij@P53 genu su uglavnom
tackaste mutacije (93.6%) i nastaju kao rezultat zanjedne aminokiseline drugotfi
Spektar ovih t&kastih mutacija se jako razlikuje u odnosu na mijgdmje se wiaju u
drugim tumor supresornim geninta Naime, u ovim drugim stiajevima, mutacije koje
pogataju gene, bilo da su u pitanju delecije ili zamdeéva gena rezultuju potpunim
gubitkom proteinske ekspresije. #Mdim, mutacije koje se deSavajuTi’53 genu, a
koje nastaju kao rezultat zamene jedne baze drugorgiini tumorskih¢elija dovode
do zadrZavanja sposobnosti ekspresije izmenjemauiirane forme p53 proteina, koji
su znatno stabilniji i prisutni su ¢éeliji u znatno véoj koncentraciji od nemutiranog

proteinskog oblika p53 proteif&*®
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Prema jednoj od hipoteza, objasSnjenje za ovu pojaxu u cinjenici da se
mutirani oblik proteina ponasSa kao dominantni imoibwild type p53 i funkcioniSe kao
tetramer uéeliji **”. Tumori u kojima dolazi do nagomilavanja mutaaijaP53 genu
uglavhom gube heterozigotnost tokom vremena, Stazwjk na to da efikasnost
dominantno-negativne inhibicije nije kompletna imEcese zavisi od prirode getne
tackaste mutacijé®® Sa druge strane, tumori koji u svojitelijama zadrzavaju wild
type proteina p53 uglavnom kao posledicu imaju natpvanje defekata u putevima
koji vode stabilizaciji p53 ili u efektorima apopskie aktivnosti p53. Stabilizacija p53
povezana je sa inhibicijom funkcije MDM2 proteirsaporeméaji u putu zaustavljanja
aktivnosti MDM2 suesti u tumorima koji zadrzavaju wild type p&3°7108

U ovoj studiji, u koju je bilo ukljseno 60 uzoraka infiltrativnog duktalnog
karcinoma dojke, prema dobijenim rezultatima pta#i da je pozitivha ekspresija
proteina p53 ispoljena u 81.7% karcinoma, dok jé&simaalan nivo ekspresije oz¥en
sa 3 zabelezen kod 18.3% karcinoma dojke. Rnmsenajvéi stepen pozitivhe
ekspresije p53 proteina karakterisao je karcinogspitanica sa trostruko negativnim
tipom, a najmaniji stepen ekspresije zabeleZerkgrecinomima ispitanica luminalnog A
tipa.

Guarneri je u svojoj studiji koju je sproveo na ligtijentkinje pokazao da je
pozitivha ekspresija p53 povezana sa visokim indeksproliferacije, slabijom
diferencirano&u tumora i da ukazuje na agresivniji tok i loSijtognozu same bolesti
197 Takate, Sarode je 2011. godine pokazao da je kod HERz&iynog i trostruko
negativnog tipa karcinoma dojke pdaea ekspresija p53 proteina kao i indeks
proliferacije u odnosu na luminalne tipove karcirzomhojke, Sto je u saglasnosti sa
rezultatima nase studifé®

Statisttkom analizom nasih rezultata nije pokazanacajma razlika u nivou
ekspresije p53 proteina iz starosnih kategorija ispitanica kédtiri molekularna
tipa karcinoma dojke. Mmitim, bez obzira na izostanak statikd zna&ajnosti
poraeienjem razlike u ekspresiji p53 proteina u odnosstagosne kategorije ispitanice
ipak su zapazene odine pravilnosti. Naime, u tumorima s¥etiri molekularna tipa
nivo ekspresije p53 proteina bio jec¢vd&od ispitanica starijih od 50 godina starosti u
odnosu na miu grupu ispitanica. Tumore ispitanica trostruko ategnog tipa

karakterisala je pozitivna korelacija izdwe nivoa ekspresije p53 proteina i genskog
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statusaHER-2, dok veza izmd&u nivoa ekspresije p53TIOP2A genskih aberacija nije
bila statisttki znatajna.

Opsti zakljiak koji se name& na osnovu nasih rezultata odnosi seingnicu
da je pozitivna ekspresija tumor supresornog pmatg53 zastupljenija u tumorima
grupe trostruko negativnog i HER-2 pozitivnog tipaodnosu na luminalnu grupu
karcinoma dojke $to je u skladu sa literaturnimgmeha®®®. Imajuwi u vidu studije u
kojima je pokazano da je pozitivha ekspresija pERgina povezana sa agresivnijim
tokom bolesti, loSijim ishodom i kéan prezivljavanjem, kao i loSijim odgovorom na
hormonsku terapiju, nande se zakljgak da pacijentkinje iz grupe trostruko negativnih
I HER-2 pozitivnih karcinoma dojke imaju loSiju gnoozu ishoda bolesti u odnosu na

one iz grupe luminalnih tipova karcinoma dojke.
V.2.3. HER-2 protein kod¢etiri molekularna tipa karcinoma dojke

HER-2 protein je kodiran od strahtER-2 gena tj. aktiviranog protoonkogena
% Gen je lokalizovan na hromozomu 17g21 i ekspanse u normalnim, tumorski
nepromenjeniméelijama mnogih tkiva, ukljgujuéi i epitelno tkivo dojke®. HER-2
receptor je transmembranski protein koji je uddin u viSe signalnih puteva kojiceliji
dovode do prenosa signala sa povrSine i iz citopdaas nukleus gde dolazi do
aktiviranja kaskade enzimskih reakcija koje suuildhe u rast i deobtelije 3¢ Pored
opSte poznatog prognadtog zn&aja HER-2 receptora, u novije vreme ekspresija ovog
markera sluzi i za predianje odgovora na terapiju humanim monoklonskimtelotn

Herceptinom .

Narcito je zn&ajna njegova primena kod pacijentkinja sa
metastatskim formama karcinoma dojke. Dveied&pe metode kojima se odhgje nivo
ekspresije HER-2 u tumorskirfelijama jesu imunohistohemijska metoda kojom se
semikvantitativnho odiiuje nivo ekspresije proteina i FISH metoda kojonodesiuje
genski statusiER-2 199110

HER-2 receptor je bioloSki marker koji se ¢egte koristi u procesu Kligkih
istrazivanja karcinoma dojke. Prekomerna ekspresifag receptora kod pacijentkinja
sa ranim oblicima karcinoma dojke je u korelacgi \@sokim histoloskim gradusom,
niskim stepenom ekspresije steroidnih receptora,veqamim proliferativnim

potencijalom i pojavom metastaza u regionalnim timfcvorovima, Sto sve ukazuje na
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ginjenicu da je prekomerna ekspresija ovog recefakir lose prognoz&. U veini
studija, dokazano je da je HER-2 nezavisan progtlosharker kod karcinoma dojke u
kojima postoji i infiltracija tumorskimtelijama regionalnih limfnih nodusa, ali ne i u
slicajevima gde zahvanost limfnih nodusa odsustvuje, mada neki podaeoge u
prilog i drugaijoj slici *°.

Literaturni podaci ukazuju na to da se prekomeskspresija HER-2 receptora
beleZi u proseku kod 20-35% svih karcinoma ddfkePrekomerna ekspresija HER-2
receptora povezana je sa loSijim ishodom i agrgsiviiokom bolesti, naréito kod
pacijentkinja sa zah¢anim limfnim nodusima. Progno&ki znaaj stepena ekspresije
HER-2 receptora je ogramn kod pacijentkinja kod kojih nije prisutna infdtija
regionalnih limfnih ¢vorova tumorskiméelijama i ogleda se uglavhom u odsustvu
korelacije izmdu stepena ekspresije i progno¥e Medutim, bez obzira na ovo
ograntenje, odrdivanje stepena ekspresije HER-2 receptora ima ivpl@gnosttki
znasaj u predvilanju odgovora ili rezistentnosti na terapiju Hetoegm '%°. Dosadasnja
istraZivanja na ovom polju su pokazala da gama ekspresija HER-2 receptora
ukazuje na rezistentnost na hormonsku terapiju, kana CMF hemioterapiju
(ciklofosfamid, metoteksat i 5- fluorouracil), p@amu osetljivost na hemoterapiju
zasnovanu na doksorubicinu kao i n@t@ dobar odgovor na terapiju monoklonskim
antitelom Herceptinom, koji je sintetisan tako da &ompatibilno vezuje za
ekstracelularni domen HER-2 receptord. Samostalnom primenom Herceptina u
terapijske svrhe povava se uspesSnost povoljnog ishod&eiga, a primenom
Herceptina zajedno sa hemoterapijom postize senanwlji i pozitivniji terapijski
efekat'!* 112
U skladu sa izvrSenom klasifikacijom tumora na ekalarne tipove u nasoj
studiji je prekomerna ekspresija HER-2 receptorbelszena u tumorima HER-2
pozitivhog i luminalnog B tipa. Nasuprot njima, wntorima luminalnog A i trostruko
negativnog tipa zabelezeno je potpuno odsustvelalba pozitivnost, koja se tak®
smatra negativnom ekspresijom, a aama je u bod sistemu sa 1. U grupi luminalnog
B tipa karcinoma dojke zabeleZzen je néjveroj tzv. intermedijernih skajevacija je
ekspresija HER-2 receptora ozZeaa sa 2 (15/26, 57.7%) i kod kojih je najindikaije
raditi FISH metodu za proveru prisustva genske dikgtije. Kod HER-2 pozitivhog

tipa ¢ak 83.4% karcinoma dojke imao je prekomernu ekgprdsER-2 receptora
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ozna&enu u bod sistemu sa 3, Sto ukazuje na istovrempesastvo amplifikacijeHER-2
gena, koja je takie zabelezena u istim uzorcima tumora (5/6, 83.4Pokitivna,
prekomerna ekspresija HER-2 receptora uglavhom @geezana sa negativhom
ekspresijom steroidnih receptdra 5to je pokazano i u ovoj studiji, khim, ono $to je
zanimljivo, a moze se zakljiti na osnovu rezultata nase studije, jeStgenica da je
prekomerna ekspresija HER-2 receptora kod ispigaim@rupe HER-2 pozitivhog tipa
karcinoma dojke, bila udruZzena sa potpunim odsustwekspresije antiapoptotskog
proteina Bcl-2. Apoptotski indeks je tal@® najnizi u tumorima pacijentkinja iz grupe
HER-2 pozitivnog tipa.

Vecina do sada sprovedenih studija je pokazala da s®stioj populaciji
ispitanica oboljelih od karcinoma dojke, ne uzintaju obzir molekularne tipove,
prekomerna ekspresija HER-2 receptora kao i arkptiffa njegovog gena zajedno
javljaju kod 20- 40% ispitanic¥'** Britanska grupa istraZi¥a nagelu sa Dowsettom
je u svojoj studiji iz 2003. godine pokazala dausd&arcinomima pacijentkinja sa
intermedijernom vredné# ekspresije HER-2 {2 proteina amplifikacija njegovog gena
javlja kod 50% karcinoma, dok je stepen pozitivitzekacije znatno @ kada su u
pitanju tumori ispitanica kod kojih je stepen elesije oznaen sa HER-2 (3 i HER-2
(0) M2 Sligne rezultate dobila je i grug@skih istraZivéa nacelu sa Bouchalovom koja
je takale pokazala da je stepen korelacije rezultata dahbije pomdau
imunohistohemijske i FISH metode za HER-2 iznoSa186'*. Su je u svojoj studiji iz
2011. godine pokazao da je HER-2 pozitivni tip kesma dojke zastupljeniji kod Zena
azijske populacije u odnosu na Zene iz Evropaiumk&ojima dominiraju grupe
luminalnih tipova karcinoma dojké™. Nasi rezultati su taki®e u skladu sa ovom
tvrdnjom s obzirom da je i u nasoj studiji najvieroj pacijentkinja na osnovu ekspresije
osnovnih bioloskih markera odgovarao luminalninotijma karcinoma dojke.

Kada se uzme u obzir svih 60 tumorskih promena wdggmih nasom studijom,
zna&ajna pozitivna korelacija belezi se izéestepena ekspresije HER-2 receptora i
stepena genskih modifikacijlER-2. Takaie, kada se uzme u obzir molekularna
tipizacija karcinoma dojke ztajna korelacija izm#u proteinske i genske ekspresije
zabelezena je u tumorima luminalnog A tipa u kojing nizak nivo genske
amplifikacije zabelezen samo u jednom karcinomu @&aksvi ostali tumori imali

neamplifikovan statusHER-2 gena udruZzen sa negativhom ekspresijom HER-2
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receptora ozrieenom sa 0 i 1. Imaguiu vidu da je negativna ekspresija HER-2 proteina
uglavnom posledica nepromenjene eksprdsifR-2 gena nasi rezultati su u skladu sa
poznatim literaturnim rezultatim¥, jer u 23 od ukupno 24 karcinoma luminalnog A
tipa negativna ekspresija HER-2 receptora udrujenaa nepromenjenim genskim
statusomHER-2. U luminalnom B, trostruko negativhom i HER-2 goaiom tipu
karcinoma dojke zabelezeno je odsustvo stékistinatajne korelacije izmi#u genske i
proteinske ekspresije HER-2. Taley stepen korelacije rezultata dobijenih
imunohistohemijskom i FISH metodom iznosi preko 7@#/60, 71.7%) u nasoj studiji

i U potpunoj je saglasnosti sa poznatim literatarnézultatima**. Naime, samo kod 17
karcinoma obuhwgenih naSom studijom rezultati genske amplifikadj&R-2 ne
koreliraju sa proteinskim nivoom ekspresije dobijema osnovu imunohistohemijske
analize. Na osnovu literaturnih podataka opravd@natekivati da kod ispitanica sa
pozitivnom ekspresijom HER-2 receptora bude prisutramplifikacija HER-2 gena,
kao i da u sléajevima sa negativhom ekspresijom HER-2 receptonalifikacija bude
odustna, Sto je i dokazano u nasoj studiji kod @&ikoma (43/60, 71.7%). Odstupanje
od aekivanih rezultata zabelezeno je kod 17 karcinome @ pozitivha ekspresija
HER-2 receptora bila udruzena sa odustvom genskplifikacije, tj. negativha
ekspresija HER-2 receptora je bila udruzenelBR-2 genskom aplifikacijom.

V.2.4. Bcl-2 protein kodéetiri molekularna tipa karcinoma dojke

Tokom poslednjinh dvadesetak godina &aao je unaprdeno znanje iz oblasti
funkcionisanja i regulacijetelijskog ciklusa, kao i smrttelije, cemu je doprinelo
umnogome i poznavanje uloge antiapoptotskog prat&id-2 °. Ekspresija proteina
Bcl-2 ima znd&ajnu ulogu u razvoju tumora. Pozitivha ekspresiggBproteina udena
je u normalnom, hiperplastiom i u neoplastnom epitelnom tkivu dojk&. Otuvana
ekspresija ovog proteina smatra se faktorom dobognwze i dobrog odgovora na
hormonsku terapiju kod pacijentkinja sa karcinomdoike. Ranije studije su pokazale
da postoji pozitivha korelacija iznde duzine prezivljavanja i dobrog odgovora na
hormonsku terapiju kod pacijentkinja sauganom ekspresijom Bcl-2 proteina u odnosu
na one sa negativnom ekspresijom B&f:2
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Podaci o ouvanoj ekspresiji Bcl-2 proteina kod karcinoma dojgu jako
heterogeni. Naime, prema nekim studijama eksprésijarisutna u oko 32% tumora
dojke *® dok se prema navodima drugih studija ekspresiie?be oko 76% ispitanica
sa karcinomom dojké'’. Takale, veina studija je pokazala da izthe osuvane
ekspresije Bcl-2 proteina i steroidnih receptoratpjp pozitivha korelacij@®. Naime,
dokazano je da kod pacijentkinggi tumori imaju ciuvanu ekspresiju Bcl-2 proteina
dolazi do boljeg odgovora na hormonsku terapijudnasu na one pacijentkinjecgim
tumorima odsustvuje Bcl-2 proteinska ekspre$ija Takate, dokazano je da ukoliko
postoji duvana ekspresija Bcl-2 proteina koja je udruzengrgutnom infiltracijom
regionalnih limfnih nodusa tumorskidelijama, prezivljavanje pacijentkinja je duze,
bez obzira na tip primenjene adjuvantne terdpfie

Bertolo je u svojoj studiji iz 2008. godine pokkrda je ¢uvana ekspresija Bcl-
2 proteina svojstvena luminalnoj grupi karcinomgkdpsto je u saglasnosti i sa nasim
rezultatima®’. Naime, luminalne tipove karcinoma dojke karaldaid je ouvana
pozitivna ekspresija ozttana u bod sistemu sa 2 i 3, dok je tumore trostruko
negativnog i HER-2 pozitivnog tipa karakterisalosostvo ekspresije, ili slaba
pozitivhost Bcl-2 proteina. Ekspresija Bcl-2 progiprisutna je i u normalnom,
tumorski nepromenjenom tkivu dojke, i odrzava $@da i prilikom pojave i progresije
tumora. Luminalni tipovi karcinoma dojke spadajdabro diferentovane tumore,&io
luminalnoj epitelnoj komponenti normalnog tkiva ki®j Rezultati studije koju su
sproveli Bertolo i saradnici su pokazali da lummaipovi karcinoma dojke imaju bolju
prognozu u odnosu na dva preostala molekularna*fip@:uvana ekspresija Bcl-2
proteina udruzena je ri@e sa pozitivnom ekspresijom ciklina D1 kogastvuje u
regulaciji ¢elijskog ciklusa'’. Dawson je u multicentfoj studiji iz 2010. godine koja
je sprovedena na 11.202 ispitanice dokazao dalj2 Bootein nezavisan prognasti
marker i faktor dobre prognoze kod svih molekulartipova karcinoma dojké®’.
Takade, prema njegovim rezultatima ispitanice savanom ekspresijom Bcl-2 proteina
i udruzenim fenotipom Bcl-2ER-R imale su duze prezivljavanje bez pojave recidiva i
bolji ishod bolesti u odnosu na pacijentkinje kigieodlikovao Bcl-2ER-R fenotip™*”.
Daidone je jo$ 1999. godine dokazao dadevana ekspresija Bcl-2 proteina ¢ee
udruzena sa pozitivnim statusom steroidnih receptoiskim indeksom proliferacije

kao i potpunim odsustvom ili slabom pozitivnom eleggom tumor supresornog
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proteina p53'*% Nasi rezultati su u potpunoj saglasnosti sa navadve studije s
obzirom da je &uvana ekspresija Bcl-2 proteina zastupljenija ypgluminalnih tipova
karcinoma dojke, dok je u grupi HER-2 pozitivhoggtikarcinoma dojke ekspresija Bcl-
2 proteina potpuno odsutna.

Opsti zakljukak koji se nami& na osnovu nasih rezultata kao i ranije poznatih
literaturnih podataka, jeste dduvana ekspresija Bcl-2 karakteriSe dobro diferesmev
tumore, koji imaju dobar odgovor na hormonsku tguaipduzi period prezivljavanja u
odnosu na tumore sa negativnom ekspresijom Bcleepra. Karcinome luminalnih
tipova karakterisala je uglavhoméuvana ekspresija Bcl-2 u svim karcinoma Sto
ukazuje na bolju prognozu ishoda bolesti u odnasispitanice sa tumorima trostruko
negativnog i HER-2 pozitivnhog molekularnog tip kdjarakteriSe odsustvo pozitivhe

ekspresije Bcl-2 proteina.

V.2.5. Ki67 protein kod ¢éetiri molekularna tipa karcinoma dojke

Glavni bioloSki markericija se ekspresija prati i uvazava prilikom odabira
hemoterapije, kao i predianja odgovora na terapiju su: ER-R, PR-R i HERe2péor
3. Medutim, veina patologa u poslednje vreme zajedno sa izvestajestepenu
ekspresije osnovnih markera dodaju i @dtlranje stepena ekspresije proliferativhog
markera Ki67%%. Uvadenje novih genetkih metoda postavilo je u prvi plan ztzg
indeksa proliferacije i kao prognodtog i kao prediktivnog markera kod karcinoma
dojke®™.

Normalno, tumorski nepromenjeno tkivo dojke kaeaise nizak indeks
proliferacije (manje od 3%}*. Novije studije koje su sprovedene na dilranju
indeksa proliferacije kod normalnog epitelnog tko@ke pokazale su jako zanimljivu
korelaciju po kojoj se pozitivha ekspresija Ki67rkexa ograniava isklj&ivo na ER-R
negativne, zdrave, epitelrielije. Epitelne ER-R pozitivnéelije nemaju sposobnost
proliferacije tako da u toj populacielija izostaje ekspresija Ki67. Ovakva distinkcija
izmedu ER-R pozitivnosti i indeksa proliferacije ne rmalae kao specifna i u sl¢aju
tumorskog tkiva dojké'®. Fabian je zajedno sa kolegama dokazao da seehamesije
Ki67 smanjuje nakon delovanja aromatoznog inhibitorletrozole, kojim su

pacijentkinje tretirane uz hormonsku teragijt
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Prognostiki znataj Ki67 proteina je do sada bio tema ispitivanjéikeg broja
studija koje su dale jako kontroverzne i réitdi rezultate™**?° Internacionalna grupa
za ispitivanje karcinoma dojke sprovela je istrahje na dve grupe pacijentkinja koje
su u toku 21 dana bile podvrgnute delovanju dvapligitih grupa hemoterapijskih
agenasa’®®. Jedna grupa pacijentkinja tretirana je FAC (fawomcil 500 mg/m
doksorubicin 50 mg/f ciklofosfamid 500 mg/f) kombinacijom terapijskih agenasa,
dok je druga grupa pacijentkinja tretirana TAC pkmiom (docetaksel 75 mgfin
doksorubicin 50 mg/fy ciklofosfamid 500 mg/A) *%°. IstraZzivai su podelili
pacijentkinje na osnovu molekularne klasifikacijecetiri molekularne grupe tj. na
luminalni A i B tip karcinoma dojke, na HER-2 pawiti i trostruko negativni tip
karcinoma dojke. Izuzetno pozitivan odgovor na daige terapije taksanima imale su
pacijentkinje sa luminalnim B tipom karcinoma dojkeji se odlikovao visokim
indeksom proliferacije. U ovom sglaju, visok nivo ekspresije Ki67 ukazuje na benefit
delovanjem terapije taksanima, tj. pacijentkinje vssokim nivoom ekspresije Ki67
proteina imale su dobar odgovor na terapiju takeaniMeiutim, bez obzira na ovu
vezu izmédu Ki67 i terapijskog benefita, indeks proliferacge ni danas ne smatra
nezavisnim prediktivnim markerom kod pacijentkisgkarcinomom dojk&-**%°

Najsveobuhvatnije klidko istrazivanje (4922 pacijentkinje) odnosilo se na
ispitivanje prediktivnhe uloge Ki67 proteina u odnosa grupe pacijentkinja koje su
primile terapiju koja se sastojala od tamoksiferlatiozole a koju je sprovela grupa
amertkih istraZivaa nacelu sa Regart®’. Studija je dizajnirana tako da prastiri
razlicite grupe pacijentkinja koje su tretirane tamoksoi@ ili letrozolom u toku 5
godina, kao i dve grupe pacijentkinja kod kojih pgmenjena terapija letrozolom
praéena dodavanjem tamoksifena, kao i obrnuto. Kriiarijza visok nivo ekspresije
Ki67 proteina definisan je u slajevima kada je ekspresija zabeleZzena u 11% tumhorsk
¢elija. Dokazano je da povan proliferativni indeks ukazuje na terapijski binkeod
pacijentkinja koje su tretirane letrozolom u odnosa one koje su tretirane
tamoksifenom. Grupu pacijentkinja koju je karalgad visok indeks proliferacije
odlikovao je dvostruko duzi period prezivljavangkon primene letrozole u odnosu na
pacijentkinje koje su podvrgnute samo terapiji tAsiienom***. Terapijski benefit je
bio znatno maniji kod pacijentkinja koje su imaleak nivo ekspresije proliferativhog

markera. Na osnovu ovih nalaza istraZiveu zaklj&ili da pacijentkinje sa visokim
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indeksom proliferacije imaju izuzetno dobar odgowar delovanje terapije letrozolom
121.

Generalni zakljtak koji se name& nakon sumiranja svih navedenih rezultata
jeste taj da se Ki67 ne moZe smatrati samostalniognostékim markerom kod
karcinoma dojke bez obzira na odieee specitinosti i zakonitosti koje se javljaju kod
pacijentkinja sa visokim i niskim indeksom proléeije.

Na osnovu nasih rezultata dokazano je da umemeadan indeks proliferacije 2
karakteriSe viSe od polovine ukupnog broja karciackoje je obuhvatila ova studija
(55%). Za razliku od Menga koji je u svojoj studgi2012. godine pokazao da je indeks
proliferacije statistiki znatajno vei kod ispitanica sa amplifikacijorifOP2A gena |
niskim nivoom ekspresije HER-2 receptora, naSi ltadunisu pokazali statisiki
znasajnu vezu izméu dva navedena markera.

Takaie, rezultati naSe studije su pokazali da sve igj@éaiz grupe trostruko
negativnin karcinoma dojke imaju maksimalno izrazedeks proliferacije. Tumore
HER-2 pozitivhog tipa karcinoma dojke je karaktaldsnajvéa zastupljenost umereno
izrazenog proliferativnog indeksa (5/6, 83.4%), g@ki karcinomu jedne pacijentkinje
indeks proliferacije imao maksimalnu vrednost. Kaosme luminalnog A i luminalnog
B tipa odlikovao je statistki znatajno nizi nivo indeksa proliferacije u odnosu na
karcinome trostruko negativhog i HER-2 pozitivndgat Sto je u saglasnosti sa

literaturnim podacima®

V.2.6. Apoptotski indeks kodcetiri molekularna tipa karcinoma dojke

Celijska smrt je verovatno jedan od najptauanijih ¢elijskih procesa, natito
interesantan i bitan u ragiiim patolokim stanjima’. Razumevanje mehanizma same
apoptoze kod obolelih je veoma #amo ne samo sa stanoviSta razumevanja
mehanizma nastanka i progresije oboljenj&, vea aspekta predianja ishoda same
bolesti kao i preddanja odgovora na odteni vid terapije®. U karcinomskim
stanjima, ravnoteza koja postoji izdwecelijske proliferacije i apoptoze je naruSena,
tako da ¢elije koje treba da podlegnu procesalijske smrti prezZivljavaju usled
naruSavanja signalnih puteva koji prenose signalepakretanje procesa apoptoze.

Problem u mehanizmu aktivacije moze da se javiilzakom mestu u ovom signalnom
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putu®. Jedan od mogih scenarija odnosi se na inaktivaciju ekspresijg proteina $to
rezultuje redukcijom apoptoze i pogmim tumorskim rastom i razvojem Sto Jesta
situacija kod raztiitih vrsta tumorskih promer3.

MorfoloSke promene koje nastajuceliji u toku procesa apoptoze su raité i
svojstvene odidenom tipucelije. U veini slu¢ajeva potrebno je da pte nekoliko sati
od trenutka inicijacije apoptoze do finalne fragmaefe. Meiutim, ukupno vreme
neophodno za odvijanje celokupnog procesa apopraxesi od tipacelije, vrste
stimulusa koiji je izaziva i tipa aktiviranog apotsiog puta®,

MorfoloSke promene u nukleusu se odnose na fragmgmt nukleusa i
kondenzaciju hromatina. Postoje tri glavna tipahbioijskih promena koje se odvijaju u
¢eliji tokom procesa apoptoze, a odnose se na aijiveaspaza, razgradnju DNK i
proteina i promene na membranama koje uslovljagayaranje specifnih formacija
koje prepoznaju fagocitf.

Karcinomi dojke dele osnovne karakteristike nadstamaruSavanje ravnoteze
izmedu celijske smrti i proliferacije, dok su molekularniemanizmi koji prate ove
procese veoma specifii i jedinstveni kod tumorskih promena r&#lbg porekla. Na
osnovu poznatih literaturnin podataka postéjtav set bioloskih markera koji
ispoljavaju poseban obrazac promene ekspresijartalastanka i progresije karcinoma
dojke. Mottolese je u svojoj studiji iz 2000. goelipokazao da neoplasie epitelne
¢elije dojke imaju sposobnost da inhibiraju procpspoze uceliji aktiviranjem viSe
razlisitih mehanizamd?®. Ova grupa istraZiva je pokazala da smanjenje ekspresije
Fas i Fas liganda predstavlja jedan od naj@mgih mehanizama i dacestvuje u
prognostikoj evaluaciji kod karcinoma dojk&°. Iste godine grupa istraZisa nacelu
sa Muschen-om dokazala je da ekspresija Fas ligarud& biti povéana u karcinomu
dojke Sto dovodi do stimulacije imunskéelijskog odgovora i aktivacije apoptoze u T
limfocitima %

Ravnoteza izm#u normalne ekspresije Bcl-2 proteina koji spadarucikalne
bioloSke markere koji reguliSu mitohondrijalni apaiski put je u tumorskingelijama
dojke nafe¥e narusend®. Alizera je pokazao da je prekomerna ekspresija2Bc
proteina povezana sa tumorskom progresijom i pojaweetastaza kada je u pitanju
karcinom dojke’?®. Slican odnos vrednosti indeksa apoptozdemaje u svacetiri

molekularna tipa karcinoma dojke. Metaanaliza apoptu karcinomu dojke koju su
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sproveli Liu i Chen, 2010. godine, pokazala je dmkleks, steroidni hormon estrogen i
njegov receptor, igra kljinu ulogu u regulaciji ekspresije gena koji su uidjoi u
visokokonzervirani apoptotski signalni puteliji **°. Rana je u svojoj studiji iz 2010.
godine postavio hipotezu po kojoj estrogeni stigwlh odrzavaju prezivljavanje ER-R
pozitivnih ¢elija karcinoma dojke. Bioloski mehanizam kojimregeni obavljaju ovu
svoju funkciju odnosi se na inhibiciju signalnogg¥oji dovodi do aktivacije apoptoze
kao i do stimulacije povane ekspresije antiapoptotskin molekuladmeékojima se
naraito istice Bcl-2 protein?’.

U naSoj studiji je ®duvana ekspresija Bcl-2 proteina najzastupljenijal ko
karcinoma iz grupe luminalnog A tipa kod kojih jebelezena i maksimalna ekspresija
ER-R, dok je u grupi HER-2 pozitivhog tipa karcin@miojke ER-R, kao i Bcl-2 protein
bio negativan u svim karcinomima. Ranije objavljdiberaturni podaci ukazuju da
izmeiu apoptotskog indeksa i tumor supresornog protgib8 postoji pozitivha
korelacija. Negativna korelacija izihe indeksa apoptoze i indeksa proliferacije ukazuje
na agresivniji tok bolesti i kég prezivljavanje bez pojave recidiva Sto je dokazao
Lipponen u svojoj studiji iz 1994. godin&. Protein TOP2A, s obzirom na svoju ulogu
u procesuelijske deobe, ima pozitivhu korelaciju sa indekspruliferacije, Sto je u
suprotnosti sa naSim rezultatima imaju vidu da je odnos iznde ova dva bioloSka
markera u svaietiri molekularna tipa bio negativan. U nasSoj siugé pokazana
pozitivha korelacija izm#u indeksa apoptoze i genske amplifikacli@P2A gena u
luminalnom A i HER-2 pozitivnom tipu karcinoma dejkSto je u saglasnosti sa
poznatim literaturnim podacinfa

Bez obzira na odsustvo stati&ii znatajne korelacije izmdu apoptotskog
indeksa i genskog statu$#ER-2 i TOP2A, osnovni zakljgak koji se name jeste
¢injenica da je apoptotski indeks imao na&wesrednost u karcinomima pacijentkinja
luminalnog A tipa, kao i da je trend pozitivhe Kamje zabelezen u odnosu na stepen
amplifikacije TOP2A gena.

V.2.7. BRCA1 protein kod ¢etiri molekularna tipa karcinoma dojke
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lako precizna bioloSka uloga BRCAL proteina do damige otkrivena, njegova
uloga u reparaciji DNK, kontrokelijskog ciklusa i remodelovanju hromatina ukazuje
na zn&aj ovog proteina i u kancerogenéZi

BRCAL je nukleusni protein molekulske mase od RRO®*. Ovaj kompleksni
protein mora da se prebaci iz citoplazme, mestgeswinteze, u jedro, mesto
funkcionalne aktivnosti, te je u normalnom epitdhjke protein lokalizovan iskljivo
u nukleusima. Stoga jedarna lokalizacija BRCA1 g@ir@ odrazava normalan/fizioloSki
fenotip. Dokazano je da protein BRCAL deluje i kesmskripcioni faktor: to je vazan
regulator funkcije rasta u epitelnidelijama dojke, s obzirom da deluje kao inhibitor
éelijske proliferacije 3. Ukoliko izostane ekspresia BRCA1 proteina, magst
inhibitorni efekat nacelijsku proliferaciju, pa tumorskeelije proliferiSu i bolest
progredira. Niska ekspresija BRCAXelijama sa visokim indeksom proliferacije moze
da rezultuje naruSavanjem reparacije DNK i doved@klmulacije dodatnih mutacija
koje mogu da stvore invazivielijski fenotip®”.

Karcinomi dojke se javljaju u spor&dbj i familijarnoj formi. lako su mutacije
u genuBRCAL retke kod sporadnih karcinoma dojke, neka od novijih istrazivania s
pokazala da je funkcija genaBRCA1 u sporadinim karcinomima dojke
kompromitovana i da je smanjenje njegove genskeprekge Kljwni dogataj u
progresiji ovih karcinoma®™. Naime, u tumorskiméelijama ili kulturama ¢elija
sporadénih karcinoma dojke u podenju sa normalnim epitelninelijama ¢esto se
belezi izostanak nukleusne ekspresije proteina BRG@Atokom progresije karcinoma
in situ u invazivni karcinom, smanjuje se nivo iIRNK za BRC Takaie, smatra se da
se gubitak ekspresije BRCAL proteina moze uzetig@encijalni prognostki marker
kod sporadinih karcinoma dojke i da ukazuje na lo$u prognoziesii®®.

Mehanizmi koji dovode do naruSavanja normalne edssig BRCAL proteina
kod sporadinih karcinoma dojke nisu u popunosti razjasnfaniPostoje najmanjeetiri
mehanizma koji dovode do ovog poreg@a@. Po misljenju nekih autora nedostatak
jedarne ekspresije BRCAL1 proteina moze biti retutiaruSenog odnosa izthe
molekula signalnih puteva koji su ukdeni u transport proteina iz citoplazme u jedro.
TranskripcijaBRCAL je delimiéno regulisana metilacijom ostrvca CpG na 5“ kraju
gena, tako da ostenje metilacije ovog regiona u smislu hipermetjigdkoje se deSava

kod 11% sporadnih karcinoma dojke, moZze da dovede do tzv. pn@jgenske
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ekspresije. Takide, gubitak heterozigotnosti na lokusu BRCA1l koeelisa
redukovanom ekspresijom BRCAL proteina, mada seide cesto kod sporadinih
karcinoma dojké®. Podaci objavljeni 2003. godine od strane Balt@ssaaradnika su
pokazali da se protein HMGA1b (engligh-mobility group protein B1) direktno vezuje
za promoteBRCAL gena dovoda do inhibicije njegove transkripcije. To ztiada je
protein HBGAL1 inhibitor aktivnosti i da dovodi denanjenja ekspresijBRCAL gena
Sto dovodi do smanjenja ekspresije BRCAL proteirmaito kod agresivnijih
sporadénih formi karcinoma dojké®”.

Na osnovu rezultata naSe studije u koju je bilgugkino 60 uzoraka karcinoma
dojke, proizilazi da se pozitivha ekspresija jawj87 (61.7%) tumora dojke, tj. u 15
tumora luminalnog A tipa (15/24, 62.5%), 18 (18/88,2%) luminalnog B tipa, 2 (2/4,
50%) trostruko negativnog i dva tumora HER-2 pemibtg tipa (2/6, 33.3%). Rezultati
drugih autora o pozitivhoj ekspresiji BRCAL protisu veoma ragiiti, s obzirom da
se ovaj porem@j zapaZa kod 19-50% sporauih karcinoma dojk&*® ali generalno
pokazuju manju &estalost u odnosu na rezultate ove studije. Ovakliti literaturni
podaci posledica su pre svega upotrebe dgitibliantitela na BRCAL protein, nia
kojima se po preporuci Lee i saradnika, Perez-galkaradnika za imunohistohemijsko
bojenje na parafinskim uzorcima tumora kao najsemgie i najspecifénije antitelo
koristi MS110 (Ab-1) koje reaguje sa N-terminalnkrajem proteina i ne reaguje sa
antigenima krvnih grupa niti sa EGFR'® a koje je kori€eno i u ovoj studiji.
Rezultati naSe studije koji idu u prila@injenici da se zn@jna pozitivha ekspresija
BRCAL javlja i u spora@dnim karcinomima dojke su u saglasnosti sa noviraltaima
De Leeneer i saradnika iz 2012. godine koji su dakpokazali da ekspresija BRCA1
proteina moze biti modifikovana i potena ne samo kod ispitanica sa pozitivhom
poroditnom anamnezom nego i sa spokaith formama karcinoma dojKg".

Na osnovu nasih ranijih rezultata pokazano jeedekspresije BRCALl i TOP2A
proteina u karcinomima luminalnog A, luminalnog Btrbstruko negativnog tipa
udruzena sa manjom vé&hom tumora do 2 cm u dijametru, umerenom
diferentovano& karcinoma histoloSkog gradusa G2, negativnimustah regionalnih
limfnih ¢vorova i odsustvom metastaza. Za razliku od ovimdra, u karcinomima

HER-2 pozitivhog tipa pozitivha ekspresija BRCADfgina povezana je u najem
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broju sliajeva sa v@m dijametrom tumora, preko 5 cm i pozitivnim s&dm
regionalnih limfnih¢vorova®.

Mnogobrojne studije su pokuSale da dovedu u vézpresiju proteina BRCA1
sa stepenom infiltracije regionalnih limfnikvorova, veléinom tumora, histoloSkim
gradusom, sa starosnim grupama ispitanica,épmu su dobijeni rezultati veoma
kontradiktorni. Rezultati naSe studije nisu pokazsthtisteki znaajnu razliku u
ekspresiji BRCAL proteina u odnosu na ispitivareeasgne kategorije ali se mozeire
da postoji destalija povezanost pozitivhe ekspresije BRCAL kgmtanica mldeg
doba u luminalnom A, luminalnom B i trostruko negadm tipu karcinoma dojke,

odnosno starijeg zivotnog doba u HER-2 pozitivhgia karcinoma dojke.

V.2.8. TOP2A protein kod¢etiri molekularna tipa karcinoma dojke

TOP2A je enzim koji je ukljgen u proces transkripcije, replikacije i reparacije
specifitnih regiona DNK**2 Gen koji kodira njegovu sintezu nalazi se na pajo
17921 na kome se tak® nalazi joS nekoliko poznatih onkogena koji &esto
amplifikovani u celijama karcinoma dojkeTOP2A genske aberacija kao i proteinska
ekspresija predstavljaju kligke indikatore uspeSnosti primenjene hemoterapije
antraciklina™? Do danas nije sa sigurrio§dokazano $ta je vaZnije za pretanje
odgovora na terapiju, proteinska ekspresija ilipste genskih aberacij&®® Ranije
studije su pokazale da visok nivo ekspresije TOR#Ateina zn&jno korelira sa
nivoom ekspresije sopstvene iRNK. Na osnovu malagaln vivo studija sprovedenih
na razl€itim vrstama karcinoma, potdeno je da stepen proteinske ekspresije korelira
sa brojem genskih kopija Sto je i u korelaciji $gpgnom senzitivnosti na primenjenu
antraciklinsku terapiju. Nasuprot ovim tvrdnjamasfoge i studije koje nisu pokazale
znasajnu korelaciju izméu genske i proteinske ekspresije TOPZA Klinicki znataj
delecijeTOP2A gena takde nije potpuno razjasSnjen s obzirom da je ispitivaanatno
manjem opsegu zbog svoje manjestalosti u odnosu na amplifikacij@©P2A gena.
Takade, nije potpuno jasno da li delecifdDP2A gena dovodi do smanjenja opSteg
prezivljavanja kao i perioda prezivljavanja bez gu& recidiva nakon primenjene

terapije antrciklinima®2
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Rezultati naSe studije su pokazali da se grosenajveéi stepen ekspresije
TOP2A proteina javlja kod karcinoma luminalnog B8/@6, 69.2%) i HER-2
pozitivhog tipa (4/6, 66.7%) karcinoma dojke, kadai se statistki znatajna razlika u
zastupljenosti pozitivne ekspresije TOP2A javljan&u tumora luminalnog A i
luminalnog B tipa. Meng je u svojoj studiji pokazda se pozitivha ekspresija TOP2A
proteina javlja u slkkajevima kada postoji i genska abera@aP2A gena (amplifikacija
ili delecija) *2. Rezultati nase studije su taleopokazali da je pozitivna ekspresija
TOP2A proteinate&e udruzena sa niskim (9/15, 60%) i visokim nivod/9( 80%)
TOP2A genske amplifikacije kao i sa delecijor®P2A gena (4/5, 80%) u odnosu ha
negativnu ekspresiju TOP2A proteina. ddém, postoji i mali broj tumora u kojima je
negativna ekspresija TOP2A proteina udruzen®Q@@2A genskim aberacijama, Sto je
razlicito u odnosu na Mengovu studijtf. Rezultate sine nasim postavio je i Bhargava
u svojoj studiji u kojoj je pokazao da se pozitialespresija TOP2A proteina javlja u 18
od 25 (72%) karcinoma SBEOP2A genskim aberacijama, dok se negativna ekspresija
bez obzira na genski status javlja kod 7 karcingmi2b, 28%)'**. Naime, rezultati nase
studije su pokazali da od ukupno 29 tumora sa edbalm TOP2A genskim
aberacijama, u 21 tumoru postoji i pozitivha ekspaeT OP2A proteina (21/29, 72.4%),
dok je u 8 tumora negativna ekspresija TOP2A bdeuzena sa genskim aberacijama
(8/29, 27.6%). Korelacija iznde ekspresije TOP2A proteinaHER-2 genskog statusa
takade je iSla u prilog dominantnije vezanosti pozitivelkespresije TOP2A proteina i
genske amplifikacijeHER-2 (11/17, 64.7%), dok je negativha ekspresija TOP2A
proteina u 6 tumora korelirala BEER-2 genskom amplifikacijom (6/17, 35.3%).

V.2.9. Genski statuHER-2 i TOP2A kod ¢etiri molekularna tipa karcinoma dojke

U normalnim diploidnim, tumorski nepromenjenitelijama, genHER-2 je
prisutan u vidu dve kopije, isto kao i gg8®P2A *. U tumorskiméelijama karcinoma
dojke dolazi do genskih aberacija kojededte pogdaju geneHER-2 i TOP2A. Za gen
HER-2 je karakteristina amplifikacija, dok je z&OP2A pored amplifikacije svojstvena
i delecija. Amplifikacija ili delecija gen@OP2A u tumorskim¢éelijama najeke je

povezana sa genskom amplifikacijetER-2 3>4%
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Ova povezanost iznda HER-2 i TOP2A nastaje usled fizke blizine njihovih
gena koji su smesteni na dugom kraku hromozom& édina ranijih studija ukazuje da
se koamplifikacija gen&lER-2 i TOP2A istovremeno javlja u oko 30-40% karcinoma
dojke 2133 Ne&to maniji broj karcinoma iz nase studije kaekao se istovremenim
prisustvom amplifikacije oba gena (9/60, 15%) Stouj saglasnosti sa rezultatima
Bouchalove studije u kojoj je koamplifikacija zakgtna u 14.5% karcinoma dojké
Koamplifikacija oba gena, HER-2 i TOP2A dominantno je odlikovala karcinome
pacijentkinja HER-2 pozitivhog tipa karcinoma dojid6, 66.7%), gde je istovremeno
prisutan i najvé stepen pozitivne korelacije proteinske ekspresifeR-2 receptora i
genskih modifikacijaHER-2 i TOP2A. Amplifikacije TOP2A gena su u tri skiaja bile
udruzene sa pozitivnom ekspresijom TOP2A protemak su u dva skaja bile
udruzene sa odsustvom njegove ekspresije.

Postoji pozitivha korelacija iznde genske amplifikacije na nivou iRNK i
ekspresije proteinske forme HER-2 receptora. Litera podaci ukazuju da je kod
96.5% sldajeva karcinoma dojke koje odlikuje prekomerna e&sia proteina
oznaena sa 3, ista uzrokovana amplifikacij¢fER-2 gena'®®. Naime, amplifikacija
genaHER-2 uslovljava povéan sadrzaj proteina HER-2 na povrSini maligeéje 10
do 100 puta u odnosu na okolne zdrave epité&dtiee dojke''? Prekomerna ekspresija
HER-2 receptora bila je istovremeno zastupljena Kb (16/32) tumora sa
istovremenom amplifikacijorHER-2 gena iz naSe studije. Naime, skoro polovinu
karcinoma luminalnog B (11/26, 42.3%) iéueu karcinoma HER-2 pozitivhog tipa
(5/6, 83.4%) karakterisalo je istovremeno prisusprekomerne ekspresije HER-2
receptora i amplifikacijdlER-2 gena, dok je odsustvo i jednog i drugog karakdéis
karcinome pacijentkinja dve preostale molekulamgpg.

Ispitivanja su takde pokazala da implementiranjem cDNKHKRER-2 u ¢elije sa
neamplifikovanim genimalER-2 dolazi do razvoja bioloski agresivnijeg tipa tumor
koji se manifestuje pov¥anom celijskom proliferacijom, tumorogenezom,
angiogenezom i izraZenijim metastatskim potenaijeit

Prekomerna ekspresija HER-2 receptora i amplifjgacnjegovog gena
uglavnom je, ali ne i obavezno, udruzena sa ekgpnesTOP2A enzima. Polovinu
genskih modifikacija TOP2A cine genske amplifikacije koje su udruzene sa

amplifikacijom HER-2 gena, dok drugu polovingine delecije TOP2A gena ***
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Rezultati naSe studije su pokazali vrlo zanimljigpecifcnost koja se odnosi na
udruzenost genskih modifikacija dva navedena gdaane, amplifikacijaTOP2A gena
bila je zastupljenija kod ispitivanih karcinomadnosu na amplifikacijtHER-2 gena. S
obzirom da se nekoliko nedavno sprovedenih stuaglijaosilo na ispitivanje genske
modifikacije oba gena u kontekstu samostalnosiilividualnostiTOP2A kao posebnog
prognostékog i prediktivnog faktora, moze se naglasiti danasi rezultati u skladu sa
ovim ispitivanjima®**2'34 Bez obzira na molekularnu klasifikaciju karcinodgike, u
slieajevima kada se pogleda opSta populacija infiltrai duktalnih karcinoma,
statisttki znatajno vei procenat karcinoma kod kojih ne postoji ekspee&iR-R i PR-
R odgovara karcinomima sa prekomernom ekspresij&R-2 proteina, Sto su tage
pokazali i rezultati nase studifé

Rezultati naSe studije su pokazali da je deledi@y poseban vid genske
modifikacije, bila jako slabo zastupljena sa sv8g#, dok je amplifikacijafOP2A
gena bila znatno zastupljenija, kédk 40% karcinoma koje je obuhvatila ova studija.
Najveti broj karcinoma kod kojih je detektovana delec{i&/5, 80%) se istovremeno
karakterisao intermedijernom (2) vredto&kspresije HER-2 proteina i spada u grupu
luminalnog B tipa. Takde, svi tumori sa zabelezenom delecijom imali somEmeno i
pozitivhu ekspresiju TOP2A proteina (5/5, 100%).

Imaju¢i u vidu ¢injenicu da se amplifikacija ili delecija geff®P2A nage&e
javlja u karcinomskintelijama u kojima vé postoji amplifikacija gen®dER-2, sasvim
je jasno da ovaj vid genske aberacije predstavijjngynu i osnovnu promenu na
hromozomskom regionu 17q12-qg2% Nakon inicijalne amplifikacije gen®ER-2
dolazi do dodatnih genskih rearanzmana koji obuuaamplifikaciju u telomeénom
regionu hromozoma ili intersticijalnu deleciju, pEmu obe ukljiuju genTOP2A %42
Pokazano je da su strukturne amplifikacije na hrmonwu 17912-g21 sihe onim koje
se javljgju na regionu hromozoma 20ql1-q13 i llagdZXarcinomima dojke*
Amplifikacioni region se sastoji od odvojenih ankplna koji vode poreklo od vise
razlisitih gena™*.

Delecija TOP2A gena udruzena sa niskim nivoom amplifikadij&R-2 gena
zastupljena je samo u jednom karcinomu luminalnogpB. Delecija gendOP2A u
¢elijama karcinoma dojke pruza i informacije o pojatrukturnih mutacija koje se

odnose na promenu broja hromozoma. Uglavnom secinkanskiméelijama javljaju 2
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do 3 genske kopij@OP2A i 4 do 5 kopija hromozoma 17 (odnos 1*¥) Aneuploidija
je proces koji se javlja kasnije i predstavlja sekarni mehanizam hromozomskih
aberacija u odnosu nag&ne genske aberacije u tumorskiatijama dojke"**

Najveta razlika u stepenu zastupljenostER-2 i TOP2A genskih aberacija
zabelezena je u karcinomima luminalnog A tipa, ddeiniraju modifikacijeTOP2A
gena. U prilog nasSim rezultatima ide studija Hager2007. godine koja je takie
pokazala da su genske aberad§eP2A ucestalije odHER-2 i da seTOP2A gen moze

smatrati nezavisnim prognastim markerom u karcinomu dojKé>.
V.2.10.Prognostéki znacaj genskog statusaddER-2 i TOP2A u karcinomu dojke

U poslednje vreme se posebna paZnja poagge odreivanju genske
amplifikacijeHER-2 i TOP2A kao jednim od najzrajnijih prediktivnih i prognostikih
markeri u karcinomu dojké'’. Neke novije studije ukazuju da je za predvije
odgovora na spectinu terapiju (predikciju) veza iznda stepena genske amplifikacije
TOP2A i HER-2 mnogo zné&ajnija u odnosu na prekomernu ekspresiju proteimski
formi, mada postoje i potpuno suprotna misljenjaol&zirom da je koamplifikacija
dominantan mehanizam aberacije oba gena, prisutmneeéimi karcinoma dojke,
prognostéki znataj odvojene genske amplifikacije i njihov uticaj narapiju
antraciklinima tesko je utvrdit

Eksperimenti na humaningelijskim linijama su pokazali da prekomerna
ekspresija TOP2A izaziva apoptoZ®®. U na$oj studiji je takée pokazan trend
pozitivhe korelacije izmi#u stepend OP2A genske amplifikacije i indeksa apoptoze u
luminalnom A i HER-2 pozitivnom tipu karcinoma dejks obzirom da je najée
apoptotski indeks zabeleZzen u karcinomima pacijej@kuminalnog A tipa u kojima je
I amplifikacija TOP2A gena znatno zastupljenija u odnosu H&R-2 gensku
amplifikaciju. S druge strane, literaturni podakamuju da je visok stepen ekspresije
TOP2A povezan sa visokim indeksom proliferadfjé®® $to je u suprotnosti sa nasim
rezultatima.

Postoji i teorija 0 prognoskom zn&aju veze izméu amplifikacije TOP2A i
histolokog gradusa tumora kao i broja Ki67 imumétenih celija ' Naime,

dokazano je da pacijentkinje kod kojih je registmoa genska amplifikacij@OP2A i
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ekspresija ER-R i PR-R ispoljavaju bolji odgovortaeapiju antraciklinima, dok grupa
pacijentkinja kod kojih je registrovana deleclj@P2A gena, a koje imaju eksprimirane
steroidne receptore imaju loSiju prognozu ishodkedipbi slabiji odgovor na terapiju

antraciklinima 14

Terapijski tretman antraciklinima ima smanjeniekeft kod
pacijentkinja sa niskim nivoom amplifikacijgDP2A %4,

Detaljnom analizom amplifikovanih genskih kopijeéSH metodom primeena je
intratumorskacelijska heterogenost, tj. prisustvo dve réimdi populacije celija sa
suprotnim vidom genskih aberacija (amplifikacijalélecija) istog gen&®. U istom
tumoru se mogu racelije i sa amplifikacijom i one sa delecijoR®P2A gena. Prema
rezultatima nekih studija dominantnija je genskaplfitkacija TOP2A u odnosu na
deleciju, mada postoje i potpuno suprotni rezuftatiNasi rezultati su pokazali da je
genska amplifikacijaOP2A (24/60, 40%) dominantniji vid genske aberacijedmasu
na deleciju (5/60, 8.4%) ovog gena. Ovakav fenomesdstavlja jedno od modin
objasnjenja za alelsku nestabilnost koja se javljgeposrednoj blizini lokus&OP2A.
Ovaj vid intratumorskeelijske heterogenosti koja se odnosi na IOKG$2A gena ima
zn&aja u pogledu predd#anja odgovora na terapiju. Naime, dokazano je da je
amplifikacija TOP2A genapovezana sa hipersenzitiviiasna delovanje citotok&mih
lekova (doksorubicina). Za razliku od tumora kogilkpostoji amplifikacija, ispitanice
¢iji tumori imaju gensku deleciju pokazuju p@am stepen rezistentnosti na delovanje
terapije inhibitorimalOP2A *¢ Tumori u kojima postoje dva raglia ¢elijska klona,
¢elije sa amplifikacijom i druge sa delecijom, imdpsiji odgovor na primenjenu
terapiju. Ovaj efekat se javlja zbog grugedija kod kojih postoji registrovana delecija
genaTOP2A a koje su rezistentne na delovanje inhibitora impaerazé>*%

Svi ovi navodi idu u prilog hipotezi da prekomemkspresija TOP2A ukazuje
na agresivniji fenotip tumora, ki@ prezivljavanje pacijentkinja, ali i dobar odgovar
terapiju antraciklinim&>%

Prekomerna ekspresija proteina kao i genska arkgudifa HER-2 u celijama
karcinoma dojke ukazuje na agresivniji tok bolds, odgovor na hormonsku terapiju i
krace preZivljavanje pacijentkinjd’. Medutim, ukoliko je registrovana prekomerna
ekspresija proteina HER-2, postoji moégaost za dobar odgovor na terapiju
monoklonskim humanizovanim antitelom, transtuzunmap&ao i dobar odgovor na

antraciklinske lekove. Posebnu kombinaciju ovih olek cine ciklofosfamid,
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metotreksat i 5- fluorouracil. Migitim, bez obzira na pozitivan odgovor na terapiju
transtuzumabom, ove pacijentkinje pokazuju rezisst na delovanje terapije
tamoksifenom, koji predstavlja osnovni vid teragkjd pacijentkinja sa eksprimiranim
ER-R i PR-R’’. Utvrdeno je da je prekomerna ekspresija HER-2 i TOP2hegeno
povezana sa kéam preZivljavanjem pacijentkinjd”**® Uopsteno, najbolju prognozu
ishoda bolesti imaju pacijentkinje sa odsustvom pedsje i HER-2 i TOP2A
(petogodisnji period prezivljavanja postoji kod oB6% pacijentkinja sa karcinomima
koji su HER-2 i TOP2A negativnif’. Prekomerna ekspresija bilo kojeg od ovih
markera vodi ka smanjenju préseg perioda prezivljavanja. PetogodisSnje
prezivljavanje svojstveno je za 60% pacijentkinjadkkojih postoji prekomerna
ekspresija HER-2 i oko 64% pacijentkinja sa prekorom ekspresijom TOP2A™
Pros€no prezivljavanje kod pacijentkinja sa prekomerrekapresijom HER-2 proteina
iznosi oko 68 meseci, dok je kod pacijentkinja kspeesijom TOP2A oko 104 meseca
! Najlosiji ishod bolesti javlja se u grupi paciikinja kod kojih postoji prekomerna
ekspresija oba ova markera: préyse prezivljavanje iznosi oko 45 meseci, dok se
petogodisnje preZivljavanje beleZi kod oko 33% ebbf*.

Na osnovu cetvorogodiSnjeg pfenja ispitanica u ovoj studiji ,opSte
prezivljavanje* je zabelezeno kod 58 ispitanica geksmrtni ishod nastupio kod 2
ispitanice. Interesantan je podatak da je smrthodsu oba skaja zabelezen kod
pacijentkinja iz grupe luminalnog A tipa karcinowhgjke. Prema literaturnim navodima
najkrate prezivljavanje javlja se kod pacijentkinja iz H2Rpozitivhog i trostruko
negativnog tipa karcinoma dojke $to u nasoj stutljg sluiaj **""*%® Medutim, bez
obzira na smrtni ishod, najéie broj pacijentkinja sa trostruko negativnim tipom
karcinoma dojke je samoinicijativno prekinuaidaje tokom 2009. i 2010. godine, i
takade imao najkra period prezivljavanja, Sto talle ukazuje na agresivnost tumorske
promene i teSko podnosenje primenjenog terapijgkotpkola od strane ispitanica.

Na osnovu poznatiltinjenica moze se ¢ekivati da pacijentkinje iz grupe
luminalnog B i HER-2 pozitivhog tipa karcinoma dejkbog visoke ekspresije HER-2
receptora i TOP2A enzima, visok€&estalosti modifikacijaHER-2 i TOP2A gena,
pokazu dobar odgovor na delovanje terapije antiacika. Prekomerna ekspresija
HER-2 receptora i amplifikacijdlER-2 gena ukazuje na mo@uost dobrog odgovora

pacijentkinja iz ove dve molekularne grupe na tguapierceptinom. Na osnovu
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prekomerne ekspresije HER-2 receptora i prisustuglifikacije njegovog gena Sest
pacijentkinja iz nasSe studije sa luminalnim B i cyecijentkinja sa HER-2 pozitivhim
tipom karcinoma dojke primile su terapiju Herceptm dok su tri pacijentkinje odbile
ovaj vid terapije. Nasuprot ovim, pacijentkinjegeupe luminalnog A tipa karcinoma
dojke su pokazale dobar odgovor na hormonsku ferapamoksifenom i

ciklofosfamidom, koja je kod navedenih ispitanicam@njena na osnovu pozitivhe
ekspresije ER-R i PR-R, a koji indikuju dobar odgowa hormonsku terapiju. U nasoj
studiji vetina pacijentkinja luminalnog A i B tipa karcinomajkle podvrgnuta je

delovanju kombinacije hemoterapijskih agenasa (ATMF), hormonske terapije
(tamoksifen, nolvadeks) i terapije zemjem. Imajdi u vidu da ove grupe pacijentkinja
karakteriSe visok stepen ekspresije steroidnihpteca opravdan je i pozitivan odgovor

na terapiju tamoksifenom.

V.3. KLINI CKI ZNA CAJ ISPITIVANJA PROTEINSKE EKSPRESIJE |
GENSKIH MODIFIKACIJA U KARCINOMU DOJKE

V.3.1. Zn&qj ispitivanja proteinskog i genskog statusa HER-21 karcinomu dojke

Karcinom dojke ne predstavlja jedno oboljenjé s&zenu grupu bolesti koja
obuhvata viSe razlitih tumorskih tipova, svaki sa ragiiom prirodom i posebnim
zahtevom za specifiim terapijskim programoni®**”. Prekomerna ekspresija HER-2
receptora sluzi za definisanje i distinkciju molkknih tipova karcinoma dojké®.
HER-2 gen spada u grupu gena koji kodiraju transmemkeamnsceptore za faktore
rasta, ukljduju¢i HER-1, HER-2, HER-3 i HER-4. Intracelularni domé#ER-2
receptora poseduje tirozin-kinaznu aktivnost i figguzn&ajne aspekte fiziologije,
rasta i diferencijacije¢elija. Ekstracelularni domen HER-2 receptora irdeja sa
receptorskim ligandima formiraguheterodimere koji obezldaju dalje konformacione
promene i aktiviranje signalne transdukcije. S abmi da do danas nije praten
specifini ligand koji bi se iskljdivo vezivao samo za HER-2 receptor, pretpostadja s
da je primarna uloga ovog receptora u modulacgnainih puteva nakon vezivanja
liganada za ostal&lanove HER receptorske familije. AmplifikacildER-2 onkogena

koji se nalazi na hromozomu 17 izaziva &jao povéanje ekspresije HER-2 receptora
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na povrsini tumorskitéelija **’. Mehanizam kojim dolazi do selektivne amplifikacij
samoHER-2 gena do danas nije poznat. Kékii znataj HER-2 receptora izasao je u
prvi plan u trenutku kada je potieno da HER-2 pozitivni tumori dojke imaju loSiju
prognozu i agresivniji tok bolesti u odnosu na HERegativne tumore dojKé".

Na osnovu rezultata ¥me studija izméu 20% i 40% svih invazivnih
karcinoma dojke odlikuje pozitivha ekspresija HEReteptora. Amplifikacija gena
koja uslovljava prekomernu ekspresiju HER-2 praese odvija za vremi& situ faze
razvoja tumora. Nakon inicijalnog procesa amplidifa HER-2 gena, fenotip koga
karakteriSe prekomerna ekspresija HER-2 receptdraaga se za sve vreme razvoja
primarnog karcinoma kao i kasnije tokom pojave mteza™’. Zbog svega navedenog,
testiranje stepena ekspresije HER-2 receptora aeljalili kod primarnog tumora ili u
metastaskoj fazi njegovog razvoja sa veomast rezultatima. Karcinomi dojke koje
karakteriSe pozitivna ekspresija HER-2 receptoraajumspeciftne molekularne
karakteristike koji ih razlikuju u odnosu na druiove karcinoma dojké®. Takale,
ove karcinome karakteriSu i spe¢ife makroskopske i histoloSke osobine tokom pojave
i razvoja bolesti****” Populacione studije i retrospektivha analiza skagali da se
prekomerna ekspresija HER-2 receptora javlja ucstiiferenciranim tipovima tumora
dojke, zajedno sa pozitivnom tumorskom infiltraojaegionalnih limfnih¢vorova i
visokim indeksom proliferacije kao i stepenom p&aree rezistentnosti na standardnu
hemoterapijsku kombinacijtf**’

Ispitivanja su pokazala da hemoterapija zasnovamaamtraciklinima ima
pozitivan efekat nakito kod pacijentkinja sa prekomernom ekspresijomR-HE
receptora. Polovina HER-2 pozitivnih tumora dojkekdie ispoljava i pozitivhu
ekspresiju ER-R i PR-R*. Medutim, kod HER-2 pozitivnih tumora dojke, nivo
pozitivne ekspresije steroidnih receptora je ugtewnjako nizak, tako da su u tim
slicajevima tumori sa pozitivnom ekspresijom HER-2 ptoea rezistentni na
antihormonsku terapiju tamoksifenohy. Amplifikacija HER-2 gena se retko javlja
izvan tumorskih¢elija karcinoma dojke. Druge vrste tumora koje la nizak nivo
amplifikacije HER-2 gena, ispoljavaju znatno nizi nivo ekspresije HEReceptora u
odnosu na tumorskeéelije karcinoma dojke™*’. Rezultati laboratorijskih i klitkih
studija su pokazali da je inhibicijdelijskog rasta i deobaelija pod dejstvom

transtuzumaba isklfiivo ogranéena nacelije koje eksprimiraju HER-2 receptby.
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Zbog svega toga je ispitivanje stepena ekspresg®-, i na genskom i na
proteinskom nivou, postalo osnovna smernica zake@llepacijentkinja kojece imati
dobar odgovor na terapiju transtuzumabom. S obzimanveliki uspeh ovih klirtkih
studija, testiranje stepena ekspresije HER-2 jelene u rutinsku klirsku praksu kod
pacijentkinja oboljelih od karcinoma dojk¥.

Napredak u ispitivanju zdaja testiranja HER-2 u kligkoj i terapijskoj praksi
sumirali su u svojim opseZnim studijama Piccart4@ebi Romond i kolegé®®**® Oni
su pokazali da trastuzumab moZe diastida utte na poboljSanje opSteg stanja i
ishoda bolesti kod pacijentkinja sa HER-2 pozitimnkarcinomima dojke'%%*%
Klini ¢ki efekat trastuzumaba je poznat, ali je molekulamehanizam njegovog
delovanja jos uvek nedovoljno ispitan. Laboratégjstudije i limitirani podaci dobijeni
iz klini¢kih studija ukazuju na mnoStvo madgfu mehanizama kojima transtuzumab
obavlja svoju aktivnost. Nakon vezivanja za HEReZeptor, transtuzumab aktivira
proces apoptoze, d& na smanjenje ekspresije HER-2 receptora na powslije,
inhibira aktivaciju signalnog i regulatornog putakem c¢elijskog ciklusa, smanjuje
sintezu i ekspresiju VEGF i pospesuje efekat heraptie *’. Ispitivanja su takde
pokazala da pozitivan efekat transtuzumaba izostegbtajevima kada nije prisutna
prekomerna ekspresija HER-2 receptdfa Na osnovu ovih tvrdnji postavljena je
osnovna hipoteza da je za pozitivan efekat transtaba neophodna amplifikacija
HER-2 gena kao i prekomerna ekspresija njegovog prateBaje razumevanje
bioloSke uloge transtuzumaba je od &hjog zn&aja za poboljSanje efekta njegovog
tretmana u terapijskom protokolu kod pacijentkiegakarcinomom dojke. Optimalno
delovanje terapije transtuzumabom zavisi od bialgSkehanizma delovanja koje ovo
antitelo ostvaruje elijama karcinoma dojke. Na osnovu dosadasnjih lt&zu nije
poznato koliki stepetiER-2 genske amplifikacije je neophodno déistia bi terapija
transtuzumabom imala pozitivan efek¥t

Pojava rezistentnosti na transtuzumab je trenutfezuispitivanja sa raalitih
aspekata, ali potpuno objasSnjenje ove pojave ngesdda poznato. Strategije za
prevazilazenje problema rezistentnosti na teraptjanstuzumabom  uklfwju
interference sa koreceptorima HERifhe se blokira interakcija sa drugiglanovima
HER receptorske familije ili modulacija signalnilutpva koji su povezani sa ovim

receptorom. Ispitivanja nan vitro modelima su ukazala na agu meusobnu
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povezanost HER-2 signalnog puta i signalnog pWajissu ukljueni VEGF i ER-R™®.
Sve je véi broj klinickih studija o primeni anti-HER-2, anti-VEGF i aiR-R
terapijskih protokola kod pacijentkinja sa karcirmmdojke u odnosu na radgte nivoe
ekspresije ovih bioloskih marketd’. Rastéa bioloska raznovrsnost koja leZi u osnovi
molekularne klasifikacije karcinoma dojke obedlje razvrstavanje pacijentkinja u
grupe koje imaju benefit od speciiih terapijskin kombinacija zbogega je
odretivanje stepena amplifikacije i proteinske ekspeeBiER-2 jako zn#ajno™®’.
Rezultati ove studije su pokazali da je pozitiwalespresija HER-2 receptora
zastupljena kod viSe od polovine ispitanica (32/6P.4%). Meéutim, bez obzira na
veliki broj ispitanica sa pozitivnom ekspresijom RI2 receptora terapijski protokol
kod ovih pacijentkinja nije podrazumevao i primeHerceptina kako bi se moglo
ocekivati na osnovu klitke slike i ekspresije ovog markera. Ukupno sedanitaisica
od 32 kod kojih je registrovana pozitivha ekspee$ER-2 receptora podvrgnute su
terapiji Herceptinom. Tri ispitanice su zbog opSie§eg stanja i tegoba prilikom
primene terapije odbile ovaj vid terapije tokonsdeja.Cetiri godine nakon primenjene
terapije ispitanice koje su podvrgnute ovom vidapge imaju uredan nalaz bez pojave

recidiva.
V.3.2. Zn&aj ispitivanja proteinskog i genskog statusa TOP2A1 karcinomu dojke

Novije studije uglavhom se fokusiraju na ispitij@aberacijaHER-2 i TOP2A
gena u karcinomu dojke. TOP2A enzim predstavljatondslovanja antraciklina koji se
nage&e primenjuju kao terapijsko sredstvo kod pacijentkisa karcinomom dojke
koje ispoljavaju pozitivnu ekspresiju ovog enzira Medutim, pored pozitivhog
efekta na tumorskeéelije, antraciklini imaju i toksini efekat izazivajéi u celijama
razlicita oStéenja putem aktiviranja drugih signalnih puteva rzierskih reakcija.
Nedavno je potdeno da TOP2A enzim posreduje u déstgima DNK izazvanim
antraciklinima **. Stabilizacijom kompleksa DNK-TOP2A dolazi do péaeog
razdvajanja lanaca DNK i inhibicije ponovnog uspe§anja dvostrukih lanaca DNK
$to dovodi do aktiviranja procesa apoptd¥e Studije su pokazale tafte da je TOP2A
znatno osetljivija na delovanje inhibitora od TORP2&pitivanja natelijskim kulturama

su pokazala da je nivo osetljivoselija na delovanje antraciklina direktno srazmeran
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stepenu ekspresije TOP2A enzima tj. nivou ampliijeanjegovog gend® lako su
literaturni podaci koji se odnose na vezu izmalivoa ekspresije TOP2A i stepena
delovanja antraciklinske terapije heterogenic, tik&ostudija obuhvéenih obimnom
metaanalizom su pokazale da dobar odgovor na #dina&u terapiju uglavnom imaju
pacijentkinje sa prekomernom ekspresijom HER-2pta i/ili amplifikacijomHER-2
gena™®. Medutim, bilo je i studija koje nisu uspele da dokanaajniju vezu izmdu
nivoa ekspresije HER-2 i odgovora na antraciklingkapiju*®°. Takaie, u najvéem
broju slitajeva u karcinomima dojke u kojima postoji amphitfa HER-2 gena moze
se zabeleziti i amplifikacija ili delecij@OP2A gena, pricemu je amplifikacija nesto
ucestalija u odnosu na gensku deleciju. Indajuvidu ovucinjenicu veina istrazivéa
smatra da je genski statuROP2A kljucan u predwanju efikasnosti primenjene
antraciklinske terapijé*®. S obzirom da se amplifikacifBOP2A gena naje&e javlja
zajedno sa amplifikacijomHER-2 gena véina istrazivéa se slaze oko tvrdnje da
najbolji odgovor na antraciklinsku terapiju imajaggentkinje sa koamplifikacijom
TOP2A i HER-2 **° U prilog ovom navodu idu i rezultati Pressoveds&i koji su
pokazali da pacijentkinje saTOP2A i HER-2 koamplifikacijom, tretirane
doksorubicinom i ciklofosfamidom, ispoljavaju dobadgovor kao i prilikom primene
terapije ciklofosfamidom i transtuzumabom, ggmu im je opSte prezivljavanje znatno
duZe nego kod pacijentkinja kod kojih je primenjeaao terapija transtuzumabdffi
Takade, delecijalOP2A gena u ovoj studiji nije imala nikakve jasne veaestepenom
terapijskog odgovord™®. Knoop je takde potvrdio da pacijentkinje imaju bolji odgovor
i duzi period prezivljavanja kada se tretiraju CiEBdnosu na CMF terapijski protokol
141 Medutim, veta senzitivnost tumora sa amplifikacijoMOP2A gena ne moZe se
povezati sa ekspresijom TOP2A enzima s obziromeda\o njegove ekspresije odraz
razlicitih celijskin procesa. Naime, dokazano je da genska ifikgglija TOP2A ne
dovodi uvek do prekomerne ekspresije TOP2A enzkaa, da su genska amplifikacija
I prekomerna ekspresija TOP2A svojstvene za digelimolekularne tipove karcinoma
dojke'*. Bartlett je pokusao da objasni pojavu heteroginesultata koji se odnose na
vezu izmeu TOP2A statusa i efekta antraciklinske teragijeGlavni zakljak njegove
studije ukazuje da je za dobar odgovor na antraskill terapiju presudna duplikacija
centromerinog regiona hromozoma 17 na kome se natdzR-2 i TOP2A, a da genski

status ova dva molekula nema &mja za ukupan efekat terapijskog protokblaU
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njegovoj studiji amplifikacijdHER-2 gena bila je udruzena sa delecijom genda@&2A

I dupliranjem centrometnog regiona hromozoma 17, ali je benefit od arkimske
terapije bio ispoljen samo kod pacijentkinja kodjitkkoje postojalo dupliranje
centromerinog regiona. Ovim se barem deléimd moZe objasniti heterogenost
dobijenih rezultata kada su u pitanju efekti tesqpn protokola i njihova veza sa
TOP2A i HER-2 statuson{”.

Jedan od problema koji je vezan Z&®P2A genski status jeste i veliko
neslaganje izmi rezultata dobijenih iz viSe raglih studija, pri¢emu je stepen
razmimoilaZenja oko 31%. Naime, neke studije su pokazale da pacijentkage
ekspresijom TOP2A enzima dobro odgovaraju na tgrapitraciklinima, ali da im je
period prezivljavanja skéan u odnosu na grupu pacijentkinja koja nije bdaywgnuta
ovom terapijskom protokolut"®. Studije koje su sprovedene na ispitanicama sa
pozitivnom ekspresijom hormonskih receptora i negam ekspresijom HER-2
receptora su pokazale da nivo IRNK za TOP2A ¢ajm korelira sa opStim
preZivljavanjem kod pacijentkinja nakon tretmanakstwubicinom **°. Porelenjem
efekata pojedinmih terapijskin agenasa, ué@ano je da nivo ekspresije TOP2A
znaajno korelira sa delovanjem doksorubicina u odnasdocetaksef”.

Pozitivha ekspresija TOP2A proteina je u nasSojdigtzabelezena u 34
karcinoma dojke, dok su genske aberaGijgP2A prisutne kod 29 tumora, i to u 15
tumora je prisutan nizak nivo amplifikacije, u dewesok nivo amplifikacije i u pet
tumora je zabeleZena delecij@P2A gena. Pozitivha ekspresija TOP2A proteina kao i
genske modifikacije dominantno su prisutne u tumariispitanica luminalnog B i
HER-2 pozitivhog tipa. Kliniki znataj ispitivanja prisustva ekspresije TOP2A proteina
i genskih aberacijdOP2A kod karcinoma dojke odnosi se na predikciju odgavra
terapiju antraciklinima kao i odabir pacijentkinjoje ¢e od ove terapije imati
pobolj$anje tokom kenja . Najve&i broj ispitanice iz svasetiri molekularna tipa
karcinoma dojke bio je podvrgnut hemoterapijskoetnianu. Naime, sve ispitanice
trostruko negativnog (100%) i HER-2 pozitivnog tigB00%), kao i 17 ispitanica
luminalnog A (70.8%) i 18 ispitanica luminalnog Ba (69.2%) podvrgnuto je ovom
terapijskom protokolu. Smrtni ishod koji je nastao posledica karcinoma dojke
zabelezen je kod dve ispitanice iz luminalnog Aatgu kojih je kod jedne primenjena

terapija antraciklinima. Godinu dana nakorigta primene terapije jedna od ispitanica
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je preminula, dok je kod drugog smrtnog ishoda stabtkrivena u poodmakloj fazi tako
da je ispitanica preminula posle hirursSke interyjenpre primene bilo kakve terapije.
Kod svih ispitanica kod kojih se pojavila metastazaterapijski protokol je bila
ukljucena i hemoterapija, i kod &e@e (6/7, 85.7%) je detektovana pozitivha ekspaesij
TOP2A proteina Sto ukazuje na loSu prognozdigledno tezi terapijski i kliriki tok
bolesti kod navedenih ispitanica.
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VI  ZAKLJU CAK

Na osnovu rezultata ispitivanja ekspresije bioloSki markera mogu se izvesti

sled&i zaklju &ci:

Stepen ekspresijeER-R, PR-R i HER-2 receptora predstavlja osnovni
kriterijum za podelu karcinoma dojkecatiri odgovarajaa molekularna tipa: luminalni
A, luminalni B, HER-2 pozitivni i trostruko negativtip. Podela karcinoma dojke na
osnovu stepena ekspresije ER-R, PR-R i HER-2 recgpimogudava specitinije i
preciznije odrdivanje terapijskog protokola, kao i predanje samog toka i ishoda
bolesti kod ispitanica sa karcinomom dojke. Porespeesije navedenih markera, opste
klini cko-patoloSke karakteristike karcinoma ukazuju dd kweacetiri tipa karcinoma
postoje razlike u toku i napredovanju bolesti, pbjaetastaza, kao i stepenu odgovora
na odgovarajéi vid primenjene terapije. Rezultati ove studijepkazali da luminalne
tipove karcinoma dojke generalno karakteriSu tumuaale vel€ine, odsustvo infiltracije
tumorskih¢elija u lokalne limfne noduse, umerena diferent@giriumora histoloSkog
gradusa G2 i dugak period opSteg prezivljavanja kao i period prigg#anja bez
pojave recidiva bolesti. Trostruko negativne i HERozitivne tipove karcinoma dojke
sa druge strane karakterisao j&ivéijametar tumora, n&se slaba diferentovanost
tumora histoloSkog gradusa G3¢estalija zahvéenost regionalnih limfnih nodusa
tumorskim celijama kao i krée prezivljavanje nakito kod ispitanica trostruko
negativnog tipa.

Rezultati ispitivanja proteinske ekspresije i gehsknodifikacija bioloSkih
markera u nasoj studiji pokazali su atkee pravilnosti u stepenu i prisustvu ekspresije
u odnosu na molekularnu klasifikaciju karcinomakeojTako je ekspresija p53 proteina
najviSe zastupljena u tumorima trostruko negativiipg, Bcl-2 proteina u tumorima
ispitanica luminalnog A i luminalnog B tipa, TOP#otein je imao najwa ekspresiju
u tumorima luminalnog B tipalOP2A genske aberacije u tumorima ispitanica HER-2
pozitivhog tipa IHER-2 genske aberacije u tumorima luminalnog B i HERa2ifivnog
tipa karcinoma dojke, dok se ekspresija BRCALl pmata apoptotski indeks nisu

statisttki znatajno razlikovali izmédu ispitivanih molekularnih tipova karcinoma dojke.
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Visoka ekspresija antiapoptotskog proteina Bcl#2morima luminalnog A i B
tipa sa jedne strane, a tumor supresornog prop&gifal tumorima trostruko negativnog
i HER-2 pozitivhog tipa sa druge strane, kao i potp redukovana ekspresija Bcl-2
proteina (HER-2 pozitivni tip karcinoma dojke) ukgez na budgti tok bolesti, prognozu
ishoda same bolesti i ztgno doprinose preddanju odgovora na primenjenu terapiju.
S obzirom da ekspresija Bcl-2 proteina ukazuje olaryal prognozu ishoda bolesti, dok
ekspresija tumor supresornog proteina p53 udruganasokim indeksom proliferacije
predstavlja faktor loSe prognoze i keq prezivljavanja ispitanica, rezultati ekspresije
ovih bioloskih markera dobijeni u naSoj studiji su§u dobru prognozu, duze
prezivljavanje i dobar odgovor na hormonsku terapipd ispitanica sa luminalnim
tipovima karcinoma dojke, a agresivniji tok boladtrate prezivljavanje kod ispitanica
sa trostruko negativnim i HER-2 pozitivnim tiponmré@aoma dojke.

S obzirom da su genski statudER-2 i TOP2A najzn&ajniji prediktivni i
prognostéki markeri u karcinomu dojke, na osnovu nasSih regzalmoze se zakiiti da
luminalni B i HER-2 pozitivni tip karcinoma dojkenaju Westaliju pojavu genskih
aberacijaHER-2 Sto se moze i @kivati na osnovu pozitivne ekspresije HER-2
receptora u ovim tumorima. Genske aberat@#2A su prisutne pored luminalnog B i
HER-2 pozitivhog i u luminalnom A tipu karcinomajke. Imajwti u vidu westaliju
zastupljenosTOP2A genskih aberacija u ispitivanim karcinomima mozewpoavdano
re¢i da genske aberacij@OP2A predstavljaju nezavisan prognég&ti marker u
karcinomima dojke koji ukazuje na agresivniji tolaldsti i dobar odgovor na terapiju
antraciklinima.

Na osnovu rezultata naSe studije starost ispitanecaitte na nivo ekspresije
bioloSkih markera. Genski statudER-2 i TOP2A su pokazali negativhu korelaciju u
odnosu na ekspresiju ER-R, PR-R i Bcl-2 proteir@i &u poznati kao faktori dobre
prognoze, blazeg toka bolesti kao i dobrog odgowardaormonsku terapiju. Imajuu
vidu ove nalaze ¢injenicu da tumori u kojima dominira visok nivo alifigacije HER-

21 TOP2A istovremeno odlikuje niska ekspresija ER-R, PRBRIi2 proteina, moze se
zakljwiti da ispitanice sa amplifikacijorAER-2 i TOP2A gena imaju predispoziciju da
razviju agresivnije forme tumora, sa tezim tokomebt, kra&im prezivljavanjem i

eventualno dobrim odgovorom na antraciklinsku tguap
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Imajuci u vidu ¢injenicu da su opsSte Klitko-patoloSke karakteristike karcinoma
iz grupe luminalnih tipova n&<e korelirale sa niskim nivoom ekspresije p53 praiei
ocuvanom ekspresijom Bcl-2 proteina i niskim vredimat proliferativnog indeksa,
namee se zakljgak da ovi tumori imaju blazi tok, sporije napredojg manju
verovatn@u za pojavu metastaza u odnosu na trostruko negati\HER-2 pozitivhe
tipove tumora kao i dobar odgovor na hormonsku pigra nolvadeksom i
tamoksifenom. Za razliku od ovih tumora, karcinotmastruko negativhog i HER-2
pozitivnog tipa karakterisao je visok stepen eksipgep53 proteina, visok indeks
proliferacije tumorskileelija i nizak nivo tj. potpuno odsustvo pozitivniespresije Bcl-
2 proteina Sto sve ukazuje na agresivniji tok WgleBrze napredovanje, e
verovatn@u za pojavu metastaza i ponovnog recidiva bolesti ispitanica sa ovim
tipovima tumora.

Takaie, tumore pacijentkinja iz luminalnog B tipa kammma dojke karakterisao
je visok procenat stiajeva sa amplifikacijom i delecijomOP2A gena bez obzira na
statusHER-2 gena, Sto opravdava pretpostavku da se genskecghef@P2A mogu
smatrati individualnim prognoskim markerom preddianja odgovora na terapiju
antraciklinima.

Na osnovu sumiranja svih rezultata moze se zé&kljda luminalne tipove
karcinoma dojke sa jedne strane, i trostruko negati HER-2 pozitivhe tipove
karcinoma sa druge strane, karakteriSe @ehiemodel ekspresije ispitivanih bioloSkih
markera Sto je z®ajno za izbor terapije, predianje odgovora na terapiju i ishoda

same bolesti kod ispitanica sa karcinomom dojke.
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I'Ipuhor 1.

U3jaBa o0 ayTopcTBy

Motnucann Onueepa C. Mutpoeuh

6poj ynuca

UsjaBrbyjem

Aa je OoKTopcKa AncepTaumja nog Hacnosom

Kopenauuja nsmefy npoteuHcke u reHcke ekcnpecuje HER-2 n Tononsomepase
2a KoA MH(MNTPaTUBHOT AyKTaNHOr KapLUUHOMa AojKe

pesyntaTt COnCTBEHOr UCTpaxuBa4kor paaa,

Aa npepnoxeHa guceprauuja y LenvHn HU y genosuma Huje 6una npepnoxeHa
3a pobujake GUno koje gunnome npema CTYAUCKUM Mporpamuma Apyrux
BMCOKOLLIKOSICKUX YCTaHOBa,

4a Cy pe3yntaTth KOPeKTHO HaBeaeHu n

Aa HMCaM KpLUMo/na ayTopcka npaBa M KOPWUCTMO MHTENeKTyariHy CBOjUHY
ApYrvx nuua.

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpagy, centembap, 2013. roguHe
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Mpunor 2. '

U3jaBa 0 cTOoBETHOCTU WITaMnaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje JOKTOPCKOr paga

Nwme v npesnme aytopa Onueepa C. Mutposuh
Bpoj ynuca
Ctyawjcku nporpam Buonoruja henuja u Tkusa

Hacnos paga Kopenauwmja mameRy nporteuHcke u reHcke ekcnpecuje HER-2 wu
TonousomMepase 2a Kog MHOUNTPATUBHOT AYKTANHOr KAPLMHOMa [0jKe

MenTopn Tpod. ap BecHa Koko u Ip Bnagax Yokuh
Motnucann Onusepa C. Mutposuh

W3jaBrbyjeM Aa je wTaMnaHa Bepanja Mor JOKTOPCKOr paga WCTOBETHA eNleKTPOHCKO)]
BEp3nju Kojy cam npepao/na 3a objaBrbuBake Ha rnopTtany [AurutanHor
penosutopujyma YHuBep3uteta y Georpaay.

HossorbaBam ga ce objaBe Moju NWYHM Nogaun BesaHu 3a gobujarse akagemckor
3Bakba AOKTOpa Hayka, Kao LWTO Cy MMe U Npe3ume, roguHa u Mecto pohera u faTym
onbpaHe paga.

OBM nuuHu nojaum Mory ce o06jaBUTU Ha MpPEXHWM CTpaHMLama aurntanHe
Bubnuoteke, y enekTpoHcKoMm KaTtanory u y nyGnukauujama YHusepauteTa y beorpaay.

MoTnuc nokTopaHaa

Y beorpaay, centembap, 2013. rognHe
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I'Ipuhor 3.

UsjaBa o kopuwhery

Osnawhyjem YHuBepsutetcky Gubnuoteky ,CBetosap Mapkoeuh® ga y Odurutantu
penosuTopujym YHueepsauteta y bBeorpagy yHece Mojy AOKTOpCKYy AucepTauujy noj
HacnosoM: Kopenauuja uamehy npoTteuHcke M reHcke ekcnpecuje HER-2 wu
TonousomMepase 2a Ko MHPUNTPATUBHOT AyKTaNHOT KapuMHOMa Aojke

KOja je MOoje ayTopCKo Aeno.

HAvcepTaumjy ca cBM npunosvma npegao/na cam y enekTpoHCKOM hopMaTy NoroaHOM
3a TpajHO apxmBMpaHsE.

Mojy AOKTOpCKY AucepTauujy noxpaweHy y JurutanHu penosutopujym YHuBepauteTa
y beorpagy mory fa kopucte cBM Koju NowTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeaTvsHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyyvo/na.

1. AyTopcTBO
2. AYTOpCTBO - HeKoMepLujanHo
@ AyTOpPCTBO — HEKomepumjanHo — 6e3 npepaae
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLnjanHo — AenuTu nog UCTUM ycroBuMa
5. AytopctBo — 6es npepage
6. AyTOpCTBO — AEenuTh Nog UCTUM ycrioBuma

(Monmo fna 3aoKpyMTe camo jeAHy Of LUECT MOHYREHWX NMULEHUM, KpaTak Oomnuc
nvueHun gart je Ha nonefuHn nucra).

MoTnuc pokTopaHaa

A e YA

Y beorpagy, centembap, 2013. rognHe £ A ué‘fn« [ 4@@2{%
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