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SAZETAK

Uvod: Klinicke studije i praksa su pokazali da hormon receptor (HR) pozitivni / receptor za humani
epidermalni faktor rasta tip 2 (HER2) negativni karcinomi dojke imaju razli¢itu prognozu i da postoji
potreba da se na osnovu dodatnih molekularnih biomarkera ova grupa tumora dodatno reklasifikuje.
Pacijenti i metode: Procenjivana je prognosti¢ka vrednost urokinaznog aktivatora plazminogena
(uPA), inhibitora aktivatora plazminogena tip 1 (PAI-1) i 4G/5G varijante PAI-1 gena u grupi
pacijentkinja radikalno operisanih zbog karcinoma dojke, kod kojih tumori pokazuju pozitivan
steroidni receptorski status (estrogen receptor (ER)/progesteron receptor (PR)), a kod kojih je
primenjivana adjuvantna hormonska terapija. Studija je ukljucila 81 pacijentkinju sa nodus
negativnim, ER i/ili PR pozitivnim receptorima i HER2 negativnim operabilnim karcinomima dojke,
koji su primale adjuvantnu hormonsku terapiju. Vrednosti uPA i PAI-1 koncentracije u tumorskom
tkivu odredene su FEMTELLE® uPA/PAI-1 ELISA testom. Inserciono/delecioni 4G/5G
polimorfizam na poziciji -675 gena PAI-1 detektovan je PCR-RFLP metodom (engl. Polimerase
chain reaction — restriction fragment length polymorphism).

Rezultati: Istrazivanje je pokazalo da pacijentkinje sa vredno§¢u uPA u tumorskom tkivu iznad 3
ng/mg proteina imaju znacajno smanjeno vreme bez pojave bolesti (engl. disease-free survival, DFS)
i ukupno prezivljavanje (engl. overall survival, OS) u poredenju sa pacijentkinjama kod kojih su
vrednosti uPA manje ili jednake 3 ng/mg proteina. Pacijentkinje sa vrednostima PAI-1 proteina u
tumorskom tkivu iznad 14 ng/mg imaju znacajno smanjeno ukupno prezivljavanje u poredenju sa
pacijentkinjama sa vredno$¢u PAI-1 proteina ispod ili jednako 14 ng/mg. Pacijentkinje sa
dominantnim alelom u PAI-1 genotipu (heterozigot ili dominantni homozigot, -675 4G/5G i -675
5G/5G) imaju znacajno duze vreme bez znakova bolesti (DFS) i ukupno prezivljavanje (OS) u
poredenju sa pacijentkinjama sa recesivnim homozigotnim genotipom (-675 4G/4G).

Zakljuéak: Vrednosti molekularnih biomarkera uPA i PAI-1 u tumorskom tkivu mogu imati uticaj
na ishod bolesti kod pacijentkinja sa ER/PR pozitivnim, HER2 negativnim i nodus negativnim
karcinomom dojke leCene adjuvantnom hormonskom terapijom. Podgrupa pacijentkinja sa

wees

poredenju sa heterozigotnim/dominantno homozigotnim genotipom (-675 4G/5G i -675 5G/5G).

Kljuéne redi: rani karcinom dojke, molekularni biomarkeri, uPA/PAI-1, gen PAI-1.
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TESTING THE PREDICTIVE VALUE OF MOLECULAR BIOMARKERS IN

THE ASSESSMENT OF THE COURSE AND OUTCOME OF THE DISEASE

IN PATIENTS WITH HER2 NEGATIVE AND NODUS NEGATIVE BREAST
CANCER

ABSTRACT

Introduction: Clinical studies and practice have shown that the hormone receptor (HR) positive/
receptor for human epidermal growth factor type 2 (HER2) negative breast cancers have different
prognosis and that there is a need to further reclassify this group of tumors based on additional
molecular biomarkers.

Patients and methods: The prognostic value of urokinase-type plasminogen activator (UPA),
plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1), and 4G/5G variant of PAI-1 gene was evaluated in a group
of patients radically operated for breast cancer in whom tumors showed a positive steroid receptor
status (estrogen receptor (ER) / progesterone receptor (PR)) and who were treated with adjuvant
hormone therapy. The study included 81 patients with nodus negative, ER and/or PR positive and
HER2 negative operable breast cancers receiving adjuvant endocrine therapy. uPA and PAI-1
concentrations in tumor tissue were determined by FEMTELLE® uPA/PAI-1 ELISA. Insertion (5G)
/ deletion (4G) polymorphism at position -675 of the PAI-1 gene was detected by PCR-RFLP analysis.
Results: The study showed that patients with uPA values in tumor tissue above 3 ng/mg of protein
had significantly reduced disease-free survival (DFS) and overall survival (OS) compared to patients
whose UPA values were less than or equal to 3 ng/mg of protein. Patients with PAI-1 protein values
in tumor tissue above 14 ng/mg of protein have significantly reduced overall survival compared to
patients with PAI-1 protein values below or equal to 14 ng/mg of protein. Patients with a dominant
allele in the PAI-1 genotype (heterozygote and dominant homozygote, -675 4G/5G and -675 5G/5G)
have significantly longer DFS and OS compared with patients with recessive homozygote genotype
(-675 4G/4AG).

Conclusion: Values of molecular biomarkers uPA and PAI-1 in tumor tissue may have an impact on
disease outcome in patients with ER/PR positive, HER2 negative, and nodus negative breast cancer
treated with adjuvant endocrine therapy. A subgroup of patients with recessive homozygous genotype
of PAI-1 gene (-675 4G/4G) may have worse disease outcome compared to patients with
heterozygous/dominant homozygous genotype (-675 4G/5G and -675 5G/5G).
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Uvod

1. UVOD

1.1. Epidemiologija karcinoma dojke

Karcinom dojke je najcesca maligna bolest u zenskoj populaciji, ali je izle¢iva u visokom
procentu ukoliko se dijagnostikuje u ranom stadijumu [1]. Prema epidemioloSkim podacima tokom
2018. godine u svetu je registrovano 2 089 000 novih slucajeva bolesti i 627 000 smrtnih ishoda [2].
Ucestalost bolesti na globalnom nivou kontinuirano raste, a rizik da oboli od raka dojke ima 1 od 8
zena (12,5%) tokom Zivota [2]. Broj novoobolelih slu¢ajeva od raka dojke u centralnoj Srbiji tokom
2015. godine je iznosio 2966, dok je broj umrlih iznosio 1215 [3].

Epidemijski talas karcinoma dojke pogada i razvijene i zemlje u razvoju. Ta raspodela, kada
je u pitanju broj obolelih, gotovo je ravnomerna, dok je broj smrtnih ishoda u zemljama u razvoju za
oko 40% veci [4].

Karcinom dojke u velikom broju zemalja ¢ini oko 25% svih malignih bolesti Zenske
populacije, u najrazvijenijim zemljama ¢ak 29%, dok u strukturi mortaliteta ucestvuje sa oko 14—-15%

[5].

Geografska distribucija karcinoma dojke na globalnom nivou nije ravnomerna. Podrucja u
kojima se registruje najvisa ucestalost bolesti su zapadna Evropa (89,9/100.000), Australija i Novi
Zeland (85,5/100.000), severna Evropa (84/100.000), Severna Amerika (76,7/100.000) i juzna
Evropa (68,9/100.000), Sto se pripisuje viSoj prevalenciji poznatih faktora rizika za ovu bolest u
pomenutim regionima. Podruje najnize incidencije karcinoma dojke je istocna Afrika
(19,3/100.000)[6].

Analiza kretanja incidencije karcinoma dojke u zapadnoevropskim zemljama pokazala je
trendove porasta, posebno kod Zena starijih od 50 godina, §to se delom pripisuje ¢eS¢em i ranijem
otkrivanju bolesti, odnosno efektima organizovanog skrininga, ali i efektima demografske tranzicije,
koji vode povecanju broja zena u riziku od bolesti [4,7].

Kada je u pitanju mortalitet od karcinoma dojke, evidentan je trend opadanja u SAD i
razvijenim zemljama. U Evropi mortalitet od karcinoma dojke poslednjih decenija kre¢e se od
smanjenja za 30% u Engleskoj do povecanja od 25% u Estoniji. Osim kontribucije u povecanju
incidencije, narocito u starijim uzrasnim grupama, evidentan je i u€inak skrininga u snizavanju
mortaliteta od karcinoma dojke [8]. Ukoliko se pomenuti trendovi nastave, ve¢ za 10 godina moze
se o¢ekivati blizu 3 miliona novih slu¢ajeva karcinoma dojke godisnje, na globalnom nivou [9].

1.2. Prognosticki 1 prediktivni faktori
1.2.1. Definicija

Karcinom dojke je u visokom procentu izle€iva bolest. Najvazniji faktor je rana dijagnoza,
gde je dovoljna i samo lokoregionalna terapija (hirur§ka intervencija +/- radioterapija). Medutim,
karakteristika karcinoma dojke je da se relaps bolesti moze javiti i kod onih pacijentkinja koje su
dijagnostikovane u najranijem stadijumu bolesti i, ¢esto, i nakon vise od 5 godina od operacije (kasni
relapsi). Zbog toga se pacijentkinje dijagnostikovane u resektabilnom stadijumu bolesti (stadijum I i
I1) lece nakon radikalne operacije adjuvantnom sistemskom terapijom u cilju snizavanja rizika od
relapsa bolesti i, u krajnjem, produzenja prezivljavanja [10]. Sa ciljem unapredenja terapije u pravcu
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efikasnijeg leCenja i terapije skrojene prema pacijentu (engl. patient tailored therapy) ulazu se
znacajni napori za otkrivanje pouzdanih prognostickih i prediktivnih faktora [11].

Prognosticki faktori su markeri povezani sa rizikom od relapsa bolesti u odsustvu sistemske
terapije, dok su prediktivni faktori markeri Cije je prisustvo, ili odsustvo povezano sa terapijskim
efektom antineoplasti¢ne terapije (sistemske ili radioterapije). Jedan isti marker moZe imati i
prognostic¢ku i prediktivnu vrednost. Na primer, pozitivan status ER je slab prognosticki marker dobre
prognoze, ali je istovremeno snazan prediktivni faktori pozitivnog terapijskog odgovora tumora na
hormonsku terapiju [12,13]. Prilikom donos$enja odluke o postOperativnoj primeni antineoplasti¢ne
terapije uzimamo u obzir prognosticke i prediktivne faktore. Klasi¢ni prognosticki faktori dele se u
dve grupe: a) zavisni od pacijenta: Zivotno doba (zene mlade od 35 godina imaju lo$iju prognozu od
zena starijih od 35 godina) i b) zavisni od bolesti: broj metastatskih ipsilateralnih aksilarnih limfnih
¢vorova (najsnazniji prognosticki faktor), veli¢ina 1 gradus tumora i histoloski tip, zatim bioloski
parametri koji se rutinski odreduju imunohistohemijskom (IHH) metodom: ER, PR, HER2 i Ki 67
proliferativni indeks [14-17].

Prognosticki faktori mogu da zavise kako od osobina domacina, tako i od osobina samog
tumora (Tabela 1).
Tabela 1. Prognosticki faktori toka bolesti za primarni karcinom dojke

Parametri pacijenta Parametri tumora

Zivotno doba Nodusni status

Veli¢ina tumora
Histoloski gradus tumora

Histoloski tip tumora
Limfo-vaskularna invazija
HR status
HER?2 status
Ki67

Prediktivni faktori u karcinomu dojke zavise od tumora i prikazani su u Tabeli 2.
Tabela 2. Prediktivni faktori toka bolesti za primarni karcinom dojke
Parametri pacijenta Parametri tumora
- ER status
PR status
HER?2 status

1.2.2. Prognosticki faktori u vezi sa karakteristikama pacijenta

1.2.2.1. Zivotno doba

Zivotno doba predstavlja faktor rizika za nastanak karcinoma dojke, buduéi da se ugestalost
karcinoma priblizno udvostru¢uje sa svakih 10 godina Zivota, pri ¢emu se najveca ucestalost belezi u
periodu izmedu 50. i 60. godine Zivota [18].

Prognosticki znac¢aj zivotnog doba kod zena koje obole od karcinoma dojke nije u potpunosti
razjasnjen. Do sada sprovedena istrazivanja su ukljucivala ograni¢en broj ispitanica, pri cemu su
rezultati studija bili oprec¢ni [19-24].

Literaturni podaci pokazuju da mlade Zene, naroc¢ito mlade od 35 godina imaju loSiju
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prognozu od starijih od 35 godina. Uporedivanjem cele populacije pacijenktinja mladih od 35 godina
sa populacijom starijih od 35 godina, pokazano je da veci procenat mladih pacijentkinja ima
agresivnije bioloSke forme karcinoma (gradusa 3, trostruko negativni podtipovi, HER2 pozitivni
podtipovi, veéi broj zahvacenih aksilarnih limfnih ¢vorova) [25]. Medutim, postoje analize koje
ukazuju na to da je zivotno doba nezavisni prognosticki faktor loSe prognoze kod zena mladih od 35
godina. Pokazano je da ove zene imaju losije prezivljavanje bez obzira na stadijum bolesti, biologiju
tumora i leGenje u poredenju sa starijim od 35 godina [26]. Azim i saradnici su pokazali da karcinom
dojke kod mladih zena ima jedinstvene bioloske procese vezane za signalne puteve nezrelih ¢elija
mle¢ne Zlezde (RANKL, c-kit, MAPK, PI3K) i utiSavanje gena vezanih za apoptozu [27].

1.2.3. Prognosticki faktori u vezi sa karakteristikama bolesti

1.2.3.1. Histoloski tipovi tumora

U zavisnosti od odnosa malignih ¢elija i bazalne membrane, karcinomi dojke se mogu
podeliti u dve grupe:

1. Neinvazivni (in situ) — maligne ¢elije ne probijaju bazalnu membranu

2. Invazivni — maligne ¢elije probijaju bazalnu membranu.

Nesto rede javljaju se medularni, tubularni, mucinozni i dr. [30]. Odredene histoloske forme
karcinoma dojke imaju bolju prognozu, kao §to je tubularni, adenoid cisti¢ni i medularni [31,32,33].

1.2.3.2. Velic¢ina tumora

Veli¢ina tumora odreduje se merenjem u najmanje dve dimenzije pri ¢emu se najveca
izmerena vrednost uzima kao veli¢ina tumora [34]. Veli¢ina tumora predstavlja klasi¢ni
prognosticki faktor koji se, pored drugih faktora rizika, uzima u obzir u donosenju odluke da li je
indikovana dalja sistemska adjuvantna terapija i/ili postoperativna radioterapija (RT) [11,35].

Izmedu veli¢ine tumora i prezivljavanja postoji pozitivna korelacija, odnosno kod pacijentkinja
sa manjim tumorima bolja je prognoza bolesti. Pre svega veli¢ina tumora je u pozitivnoj korelaciji sa
verovatno¢om za nastanak regionalnih metastaza, te sa brojem zahvacenih aksilarnih limfnih ¢vorova
[36].Takode veli¢ina tumora utie i na broj udaljenih metastaza, te na taj nacin tumor direktno utice
na verovatnocu za pojavu relapsa bolesti i smrtni ishod [37]. Prema Carter i sar. veli¢ina tumora je
nezavisan prognosticki faktor kod pacijentkinja sa negativnim nalazom u limfnim ¢vorovima. Kod
pacijentkinja kod kojih je veli¢ina tumora manja od lem u prec¢niku zabeleZeno je ukupno
petogodisnje prezivljavanje od gotovo 100%. Kada je prec¢nik tumora izmedu 1-3cm ukupno
petogodiSnje preZivljavanje opada i iznosi 89%, odnosno 85% kada je veli¢ina dijametra tumora
izmedu 3-5cm [38]. Pozitivna korelacija dokazana je i u studiji Fisher i sar. pri ¢emu je petogodisnja
stopa recidiva karcinoma priblizno 10% za pacijentkinje sa tumorom promera manjeg od 10 mm, a
priblizno 30-50% za one sa tumorom promera od 50 mm i vise [39]. Najnovija multicentri¢na studija
sprovedena u Kanadi potvrdila je ranija zapaZanja da je veliina tumora (grani¢na vrednost veli¢ine
dijametra tumora = 2cm) nezavisan prognosticki faktor za lokalni i regionalni recidiv bolesti, udaljene
metastaze te karcinom specifi¢no i ukupno prezivljavanje [40].

Kod multifokalnih tumora, znacaj veli¢ine tumora nije u potpunosti razjasnjen, odnosno ne
postoji saglasnost da li se prilikom merenja u obzir uzima promer najveceg tumora, ili je u obzir
potrebno uzeti ukupnu veli¢inu svih tumora zajedno. Prema Andea i sar. promer najveceg tumora
karcinoma predstavlja najpouzdaniju meru za gradiranje karcinoma [41]. Medutim loSija progoza
karakteriSe multifokalne karcinome u poredenju sa unifokalnim karcinomima sli¢nih dimenzija usled
¢escée pojave aksilarnih metastaza kod multifokalnih karcinoma [41].
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1.2.3.3. Stepen histoloske diferencijacije tumora (histoloski gradus tumora)

Sa ciljem preciznije procene prognoze bolesti i optimizacije leCenja pacijenata uveden je
histoloski gradus tumora kao pokazatelj stepena agresivnosti tumora [42,43].

Prilikom odredivanja histoloskog gradusa u obzir se uzimaju tri karakteristike tumora pri
¢emu se svakoj dodeljuje vrednost 1-3:

1. Formiranje/prisustvo tubularnih struktura tkiva dojke (1-3)

2. Prisustvo nuklearnog polimorfizma/atipije (1-3)

3. Broj mitoza (1-3).

Sabiranjem vrednosti dodeljenih svakoj od posmatranih karakteristika dobija se ukupan skor
koji moze biti u rasponu od 3 do 9 na osnovu ¢ega se odreduje histoloski gradus tumora:

e Gradus | - 3 do 5 bodova - dobro diferentovani tumori

e Gradus Il - 6 do 7 bodova - umereno diferentovani tumori

e Gradus Il - 8 do 9 bodova - slabo diferentovani tumori [44]

Slabo diferentovani tumori (tumori visokog gradusa) dovode se u vezu sa ve¢om ucestalo$éu
relapsa bolesti, u poredenju sa dobro diferentovanim tumorima niskog gradusa [45].

Histoloski gradus je znaCajan prognosticki faktor i za ukupno prezivljavanje. Bloom i
Richardson su na jednoj seriji od oko 1400 pacijentkinja, od kojih je 360 praceno u periodu od 15
godina, utvrdili da je stopa prezivljavanja direktno srazmerna gradusu tumora. Tako, kod
pacijentkinja sa tumorima gradusa | stopa 10-god prezivljavanja iznosi oko 50%, dok kod
pacijentkinja sa gradusom tumora Il ona iznosi manje od 20% [44].

lIako se sistem ,,gradiranja“ tumora Cesto koristi u odredivanju prognoze oboljenja on ima
odredene nedostatke. Jedan od problema jeste nesto slabija reproducibilnost kod procesa ,,gradiranja*
od strane razli¢itih patologa. Pored toga velika vecina tumora se klasifikuje u gradus II koji
predstavlja heterogenu grupu po pitanju ishoda bolesti [46].

Kada se histoloski gradus koristi zajedno sa podacima o veli¢ini tumora i histoloSkom statusu
limfnih ¢vorova prognosticka vrednost ovog parametra raste. Na osnovu ovih parametara sastavljen
je Nottinghamski prognosticki index (NPI — tabela 2) [47,48].

Tabela 3. Predvideno desetogodisnje karcinom specificno prezivljavanje i kategorije
Nottinghamskog prognostickog indeksa (NPI)

Karcinom-specifi¢no Ukupno
NPI Zbir(skor) 10-godisnje 10-godisnje
preZivljavanje preZivljavanje
I (odli¢an) 2.4 96% 88%
Il (dobar) >2,41<3,4 93% 86%
Il (umeren) >341<5/4 78% 74%
IV (10%) >5,4 44% 42%

NPI = veli¢ina tumora (cm) x 0,2 + status limfnih ¢vorova (1-3) + histoloski gradus (1-3)

1.2.3.4. Limfovaskularna invazija

Limfovaskularna invazija (LVI) se definiSe kao prisustvo tumorskih ¢elija u krvnim ili
limfnim sudovima tkiva dojke koji okruzuju invazivni karcinom dojke [49]. Vaskularna invazija
moze se naci u priblizno Cetvrtini slucajeva karcinoma dojke, a ¢esce se vidi kod slabo diferentovanih,
vecih tumora, pre svega duktalnog invazivnog karcinoma [50].
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Prisustvo LVI dovodi se u vezu sa povisenim rizikom od zahvacenosti aksilarnih limfnih
¢vorova kao i rizikom od prisustva udaljenih metastaza [51]. U studiji Abner i sar. kod pacijentkinja
bez prisutne LVI zabeleZzene su metastaze u aksilarnim limfnim ¢vorovima u 10% slucajeva dok je
kod pacijentkinja sa LVI taj procenat iznosio preko 50% [52]. U istoj studiji utvrdeno je da LVI
poseduje prognosticki potencijal za pojavu udaljenih metastaza kod pacijentkinja sa negativnim
statusom aksilarnih limfnih ¢vorova koje nisu bile podvrgnute adjuvantnoj sistemskoj terapiji. Kod
pacijentkinja sa LVI 10-godisnje prezivljavanje bez udaljenih metastaza iznosilo je 69%, dok je u
slu¢aju pacijentkinja sa karcinomom dojke bez LV taj procenat iznosio gotovo 90% [52]. U pogledu
ukupnog prezivljavanja LVI je nezavisan prognosti¢ki faktor kod pacijentkinja sa operabilnim
karcinomom dojke sa ili bez prisutnih metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima [53,54].

1.2.3.5. Status limfnih ¢vorova pazusne jame (nodusni status)

Status limfnih ¢vorova pazusne jame, odnosno prisustvo ili odsustvo metastaza u limfnim
¢vorovima pazuSne jame predstavlja najznacajniji prognosticki faktor kod pacijentkinja sa
karcinomom dojke [55]. Prema Fisher i sar. recidiv karcinoma dojke moze da se ocekuje u
desetogodisSnjem periodu nakon primarnog lecenja kod oko jedne cetvrtine pacijentkinja sa
karcinomom dojke kod kojih nisu otkrivene metastaze u aksilarim limfnim ¢vorovima, dok se
recidiv kod pacijentkinja sa zahvac¢enim aksilarnim limfnim ¢vorovima moze oc€ekivati kod oko tri
Cetvrtine pacijentkinja [56].

Procena statusa limfnih ¢vorova pazu$ne jame se najéesc¢e sprovodi intraoperativno metodom
biopsije strazarnih limfnih ¢vorova, ili nakon disekcije pazus$ne jame.

U zavisnosti od broja zahvacenih limfnih ¢vorova pacijentkinje se mogu razvrstati u 4 grupe [43]:
Grupa | - 0 zahvacenih limfnih ¢vorova,

Grupa Il - 1 do 3 zahvacena limfna ¢vora,

Grupa Il - 4 do 9 zahvacenih limfnih ¢vorova,

Grupa IV - 10 i viSe zahvacenih limfnih ¢vorova.

Rizik od pojave recidiva bolesti kao i ukupno prezivljavanje direktno je srazmerno broju
zahvacéenih limfnih ¢vorova [38,57,58].

Prema Nemoto i sar. procenat recidiva u prvih 5 godina od inicijalnog onkoloskog lecenja
karcinoma dojke iznosi 19.4% kod pacijentkinja bez metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima,
54.2% kada je zahvaceno 5 limfnih ¢vorova, 71.5% kada je zahvaceno 11-15 limfnih ¢vorova, te
82.2% kada je zahvaceno 21 ili viSe limfnih ¢vorova. U pogledu petogodisnjeg prezivljavanja kod
odsustva metastaza ono iznosi 71.8%. Sa porastom broja zahvacenih limfnih ¢vorova petogodisnje
prezivljavanje opada te u slucaju prisustva metastaza u 21+ limfnih ¢vorova iznosi 22.2% [59].

Pored broja zahvacenih limfnih ¢vorova od prognosti¢kog znacaja je i nivo aksilarne jame u
kojoj su zahvaceni limfni ¢vorovi, pri ¢emu metastaze u visi nivo pazusne jame i apeks ukazuju na
losiju prognozu bolesti [60]. Status aksilarnih limfnih ¢vorova uzima se u obzir pri odluéivanju o
primeni adjuvantne sistemske terapije. Prema preporukama adjuvantno lecenje je indikovano kod
svih pacijentkinja kod kojih postoje metastaze u aksilarnim limfnim ¢vorovima, s obzirom na to da
se u ovoj grupi pacijentkinja pojava recidiva bolesti u 10-godi$njem periodu belezi u oko 70%
slucajeva [61, 62].

U jednoj od sveobuhvatnih studija novijeg datuma utvrdeno je da je status limfnih ¢vorova
pazusne jame snazan prediktor pojave lokalnog i regionalnog recidiva bolesti, udaljenih metastaza,
karcinom specificnog 1 sveukupnog prezivljavanja, te da je prognosti¢ki znafaj ovog parametra
nezavisan od veliCine i gradusa tumora, vrste hirurske ili hemioterapije, te starosti pacijentkinja [40].

Status limfnih ¢vorova pazusne jame pokazuje i izvesne nedostatke u pogledu prognostickog
potencijala s obzirom na to da se kod gotovo 50% pacijentkinja sa pozitivnim statusom izlecenje
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postize lokalnom terapijom, dok se kod oko 30% pacijentkinja sa negativnim statusom kod kojih
nije provedena sistemska (adjuvantna) terapija belezi pojava recidiva, ili metastaza u
desetogodisnjem periodu [63].

1.2.4. Molekularni faktori: hormonski receptori (ER i PR), receptor za
humani faktor rasta tip 2 (HER2) i proliferativni indeks Ki 67

1.2.4.1. Status receptora za estrogen i progesteron

Status receptora za estrogen (ER) i progesteron (PR) predstavlja najstariji biomarker u
dijagnostici karcinoma dojke. Prema ekspresiji receptora karcinomi dojke klasifikuju se u hormon
receptor (HR) “pozitivne” i HR “negativne” karcinome [64,65]. lako odredeni broj izvora predlaze
kvantifikaciju nivoa ekspresije, najnovije studije ukazuju na Cinjenicu da je za prognosticke i
prediktivne potrebe dovoljna kvalitativna procena ER i PR statusa [66].

Od svih dijagnostikovanih karcinoma dojke kod oko 75% postoji pozitivna ekspresija ER
[67]. Ovaj marker poseduje kako prognosti¢ki tako i prediktivni zna¢aj, mada se u svakodnevnoj
praksi koristi prvenstveno kao prediktivni faktor. Karcinome dojke sa pozitivnom ekspresijom
karakterise bolja prognoza [68]. S druge strane, ER negativni karcinomi su obi¢no agresivniji i ¢eSc¢e
daju metastaze [69]. Bitno je napomenuti da ekspresiju ER treba posmatrati kao dinami¢nu pojavu
koja moze da se menja kako bolest odmice. Primeceno je da se kod priblizno 20% pacijentkinja kod
kojih se utvrdi prisustvo ER pozitivnih tumora i kod kojih nakon adjuvantne hormonske terapije dode
do povlacenja oboljenja, javlja recidiv karcinoma kod koga ne postoji pozitivna ER ekspresija [70].

Ekspresija PR se obi¢no odreduje simultano sa odredivanjem ekspresije ER, s obzirom na to
da je utvrdeno da je njihova ekspresija indukovana vezivanjem estrogena za ER [71]. Rezultati
nekoliko klini¢kih studija ukazali su na ¢injenicu da je odgovor na hormonsku terapiju bolji kod
pacijentkinja sa ER pozitivnim i PR pozitivnim karcinomima u poredenju sa ER pozitivnim i PR
negativnim karcinomima dojke [72,73,74]. Prediktivni zna¢aj PR statusa kao nezavisnog faktora pri
donoSenju odluke o sprovodenju adjuvatne hormonske terapije jo§S uvek nije razjasnjen
[72,73,75,76]. Stoga je preporuka da se kod svakog novodijagnostikovanog karcinoma dojke izvrsi
merenje ekspresije ER i PR [77,78].

Status ER i PR kod karcinomima dojke je snazan prediktivni faktor [79]. Tumori sa ER
pozitivnim statusom dobro reaguju na endokrinu terapiju: antiestrogene lekove ili estrogenu
deprivaciju. U populaciji pacijentkinja kod kojih se postavi dijagnoza ER pozitivnog karcinoma
dojke belezi se povoljan odgovor na adjuvantnu hormonsku terapiju, Sto kao posledicu ima duzi
vremenski period do pojave relapsa bolesti nakon primarne terapije, duZi period prezivljavanja
nakon pojave relapsa kao i znacajno duze ukupno prezivljavanje u poredenju sa pacijentkinjama kod
kojih se utvrdi prisustvo karcinoma sa ER negativnim statusom. Ako se utvrdi da pored pozitivnog
ER statusa postoji i pozitivan PR status, verovatnoca pozitivnog odgovora na hormonsku terapiju
iznosi 75-80%, u poredenju sa 55% kod ER pozitivnog i PR negativnog statusa [80,81].

1.2.4.2. Receptor za humani faktor rasta tip 2 (HER2)

HER?2 (engl. human epidermal growth factor receptor 2) jeste vrsta receptora epidermalnog
faktora rasta cija se ekspresija obavezno meri kod svih novootkrivenih slucajeva invazivnih
karcinoma dojke [79]. Sinteza ovog proteina, koji se nalazi na povrsini tumorskih ¢elija karcinoma
dojke, kodirana je protoonkogenom c-erbB2, lociranim na dugom kraku hromozoma 17 (17912).
Amplifikacijom HER2/neu onkogena, dolazi do prekomerne ekspresije HER2/neu glikoproteina
(HER2 receptori) na povrsini tumorskih ¢elija [82]. Prekomerna ekspresija HER2 receptora za
posledicu ima pojacanu proliferaciju ¢elija, invazivnost i metastaziranje [83]. Ovi efekti posredovani
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su aktivacijom MAPK i PI3K/AKT signalnih puteva, kao i deformacijom ¢elijske membrane usled
Cega Celije karcinoma postaju slabije vezane za susedne Celije 1 vancelijski matriks [84].

Prekomerna ekspresija HER2 receptora belezi se kod oko 15-20% invazivnih karcinoma
dojke. Pozitivna ekspresija HER2 receptora ¢esce se srece kod ER negativnih karcinoma (30% u
poredenju sa 12% kod ER pozitivnih karcinoma) [85], ali medu HER2 pozitivnim tumorima oko 1/3
su HR negativni (tzv. neluminalni HER2 pozitivni podtip), a oko 2/3 su HR pozitivni tumori (tzv.
luminalni HER2 pozitivni podtip) [86].

HER2/neu status se naj¢escée odreduje imunohistohemijski (IHH) pri ¢emu se odreduje broj
HER2 proteinskih receptora, a vrednosti mogu da budu oznacene kao 0, 1+, 2+, ili 3+. HER2
pozitivni karcinomi su karcinomi sa ekspresijom HER2 3+, dok su HER2 negativni karcinomi oni
sa ekspresijom HER2 0 ili 1+. Kada je IHH odreden HER?2 status oznacen kao ,,2+, to znaci da je
HER?2 status nepoznat, te se radi druga analiza kojom se utvrduje postojanje amplifikacije HER2/neu
gena jednom od in situ hibridizacija (fluorescentna, hromogena ili silver) [87], koja oznacava
pozitivan HER2 status.

Pozitivan nalaz ekspresije HER2 receptora predstavlja negativan prognosticki faktor. Dovodi
se u vezu sa agresivnim tokom bolesti, kra¢im vremenskim intervalom do pojave recidiva i nizom

stopom prezivljavanja naroCito kod pacijenata sa pozitivnim nalazom u aksilarnim limfnim
¢vorovima [88,89,90].

HER?2 status ima daleko veci znacaj kao prediktivni faktor odgovora na ciljanu tearpiju, koja
je usmerena na blokadu HER2 signalnog puta. Kod pacijentkinja kod kojih se postavi dijagnoza
HER2 pozitivnog statusa na raspolaganju stoje ciljani molekulski agensi kao $to su trastuzumab,
pertuzumab, trastuzumab emtanzin i lapatinib [91]. S druge strane karcinomi s pozitivnim HER2
statusom pokazuju vecu osetljivost na antracikline, a rezistenciju na tamoksifen [11].

1.2.4.3. Proliferativni indeks Ki67

Indeks proliferativnosti ¢elija predstavlja jedan od $iroko koris¢enih biomarkera karcinoma
dojke koji se dovodi u vezu sa lo§im ishodom karcinoma [92]. Karcinome kod kojih postoji veca
proliferativna aktivnost karakteriSe kra¢i vremenski period do pojave relapsa bolesti i losije
prezivljavanje [93].

Ekspresija Ki67 proteina odreduje se imunohistohemijskom metodom i belezi se tokom svih
faza celijskog ciklusa (G1, S, G2 i faza mitoze) izuzev GO faze. Nivo Ki67 nizak je tokom G11i S
faze, a najvisi nivo belezi se tokom faze mitoze [94].

U pogledu prognostickog znacaja ovog parametra postoje neslaganja. Prema EGTM
ekspertskom panelu Ki67 moze da se koristi u kombinaciji sa drugim prognostickim faktorima radi
odredivanja prognoze bolesti posebno u grupama Sa niskom (< 10% obojenih celija) ili visokom
ekspresijom (> 25% obojenih celija) [78]. Zbog niske reproducibilnosti testa, formirana je
Internacionalna radna grupa za odredivanje Ki67 kod karcinoma dojke 2011. godine, ali do danas
metoda nije u potpunosti standardizovana [95]. Zbog toga, ASCO (American Society of Clinical
Oncology) ne preporucuje koris¢enje Ki67 kao prognostickog faktora kod karcinoma dojke u
rutinskoj praksi [77].

Protein Ki67 se takode ne moze smatrati ni samostalnim prediktorom odgovora na terapiju.
Primeceno je medutim da se kod pacijentkinja kod kojih postoje karcinomi sa visokim indeksom
proliferacije Celija belezi bolji terapijski odgovor prilikom lecenja taksanima u poredenju sa
netaksanskom terapijom, kao i kod lecenja letrozolom u poredenju sa leCenjem tamoksifenom [96].
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1.3. Molekularni podtipovi karcinoma dojke

Pre dve decenije objavljen je prvi rad gde je uradena genska analiza karcinoma dojke na
osnovu koje su tumori dojke bili podeljeni u nekoliko prognosti¢kih podtipova: luminal A, luminal
B, HER2 i bazalni podtip [97]. Kako je genska analiza slozen i skup proces u rutinskoj praksi se
koristi imunohistohemijska analiza kojom se odreduju ovi molekularni markeri na proteinskom
nivou, odreduju se receptori za estrogen i progesteron i HER2 i na osnovu njihove ekspresije
procenjuje podtip tumora. Ove analize ne odslikavaju potpuno verno i podelu koja bi bila zasnovana
na genskoj analizi i zbog toga se podtipovi karcinoma dojke zasnovani na ER, PR i HER2 statusu
nazivaju surogat markerima ovih podtipova [98]. Podela na podtipove tumora je veoma vazna zbog
njihovog prediktivnog znacaja, §to znaci da Sse u leenju pacijenata sa razliCitim podtipovima
karcinoma dojke primenjuje optimalna terapija za pojedini poodtip. Danas postoje slede¢e podgrupe
prema HR i HER2 statusu:

1. Luminalni A podtip: ER>50% i PR>20% i HER2 negativan, i Ki67 <20% (hormonska

terapija je terapija izbora, hemioterapija ima malu, ili nikakvu dodatnu korist)

2. Luminalni B podtip: deli se na dva podtipa:

a. Luminalni B/HER2 negativni podtip: ER<50% ili PR neg ili < 20%, Ki67 > 20%

b. Luminalni HER2 pozitivni podtip: HR pozitivni (bez obzira na ekspresiju
receptora) i HER2 pozitivni, Ki67 bilo koji (uz hormonsku terapiju obavezno se
primenjuje i kombinacija hemioterapije i HER2 blokade)

3. Tzv. basal-like podtip: ERO i PRO i HER2 negativan, bez obzira na Ki67 indeks, tzv.

trostruko negativni karcinom dojke (hemioterapija je terapija izbora)

4. Tzv. HER2 enriched (neluminalni HER2 pozitivni) podtip: ERO i PRO i HER2 pozitivan

(terapija izbora je kombinacija hemioterapije i HER2 blokade).

1.4. Lecenje ranog karcinoma dojke

1.4.1. Hirurska terapija

Primarno lecenje inicijalno resektabilnog tumora je hirurSka terapija kada se sprovodi
radikalno odstranjivanje tumora i regionalnih limfnih ¢vorova. Odstranjivanje tumora vrsi se
izvodenjem mastektomije ili postedne operacije kojom se otklanja tumor i margina zdravog tkiva.
Postednom operacijom zadrzava se zdravo tkivo dojke, medutim ovakav nacin hiruSkog leenja nosi
sa sobom rizik od relapsa bolesti. Tokom same intervencije sprovodi se ex tempore patohistoloska
analiza odstranjenog tkiva kako bi se potvrdilo da je u potpunosti otklonjeno tkivo karcinoma.
Prisustvo ¢elija karcinoma na ivici uzorka naziva se pozitivnom hirur§kom marginom i dovodi se u
vezu sa rizikom od ipsilateralnog relapsa bolesti. Koli¢ina tkiva koju treba ukloniti da bi se osigurala
negativna margina bila je predmet debate, a posledica takvog stanja su bile Ceste reoperacije
(reekscizija margine ili mastektomija) nakon definitivnog patohistoloskog nalaza [99,100]. U meta-
analizi Houssami i saradnika utvrdeno je da se ucestalost lokalnog relapsa ne razlikuje kod postedne
operacije u slucaju invazivnog karcinoma dojke sa hirurSkom marginom od 1 mm, 2 mm ili 5 mm
ukoliko se u obzir uzme i primena adjuvantne terapije [101]. Prema Udruzenju onkoloskih hirurga i
Ameri¢kom udruZenju radijacione onkologije smatra se da je hirurSka margina dovoljna kada
tumorskih ¢elija nema na ivici uzetog uzorka, te da Sire margine ne snizavaju znacajno rizik od relapsa
kada je hirurska terapija udruzena sa adekvatnom adjuvatnom terapijom [102].

U slucaju da je postedna operacija kontraindikovana (pacijentkinje koje ne mogu biti
podvrgnute radioterapiji, mutlifokalni karcinomi sa sumnjivim mikrokalcifikatima u vise od jednog
kvadranta dojke) potrebno je sprovesti mastektomiju pri kojoj se uklanja zlezdano tkivo dojke zajedno
sa bradavicom i areolom [103].
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Prisustvo c¢elija karcinoma u limfnim c¢vorovima zahteva uklanjanje limfnih ¢vorova.
Aksilarna disekcija limfnih ¢vorova je radikalnija intervencija koja kod vecine pacijentkinja
podrazumeva uklanjanje limfnih ¢vorova nivoa I i II (lateralno i ispod m. pectoralis minor) [104].
Komplikacije koje prate aksilarnu disekciju su hematomi, seromi, parestezije, ograni¢ena
pokretljivost ruke, povecan rizik od nastanka infekcija, limfedem [105].

Biopsija strazarnih limfnih ¢vorova je manje invazivna procedura koju prati manje
postoperativnih komplikacija i koja se preporucuje kod pacijentkinja sa ranim karcinomima dojke. U
ovoj intervenciji identifikuju se strazarni limfni ¢vorovi ubrizgavanjem radioobelezenog koloida i
plave boje [106]. Radioaktivnost limfnih ¢vorova beleZi se mobilnom gama-kamerom uz vizuelnu
detekciju plave boje u limfaticima. Obi¢no se na ovaj nacin ukloni 1 do 2 limfna ¢vora koji se Salju
na patoloSku analizu [104]. U slu¢aju negativnog nalaza izbegava se uklanjanje veceg broja limfnih
¢vorova i pojava komplikacija koje prate aksilarnu disekciju limfnih ¢vorova.

1.4.2. Postoperativna radioterapija

Radioterapija podrazumeva primenu X-zraka radi uklanjanja lokalnog tumorskog tkiva
zaostalog nakon hiruske intervencije. Ova vrsta terapije se koristi kod karcinoma dojke u ranom
stadijumu nakon postedne hirurSke intervencije, ili nakon mastektomije kod lokalno uznapredovalog
karcinoma [107].

Adjuvatna radioterapija cele dojke nakon posStedne hiruske intervencije dovodi do zna¢ajnog
smanjenja pojave recidiva bolesti u 10-godisnjem periodu (sa 35.0% na 19.3%) i smanjenja karcinom
specifiénog mortaliteta u 15-ogodi$njem periodu sa 25.2% na 21.4% [108].

Ova vrsta terapije dovodi do akutnih i odloZenih nezeljenih dejstava kao $to su: opsta slabost,
lokalne reakcije koze, limfoedem, fibroza koze dojke. Znatno rede mogu da se jave i pneumonitis,
frakture rebara, kardiotoksi¢nost i angiosarkom.

Radioterapija zida grudnog koSa nakon mastektomije preporucuje se u situacijama kada se
kod karcinoma dojke zabeleZe sledece karakterisitke: dijametar tumora veci od 5 cm, zahvaceno 4 ili
viSe limfnih ¢vorova pazuSne jame, zahvacena hirurSka/resekciona margina ili kada postoji
ekstenzivna limfovaskularna invazija. Opsezna SUPREMO klini¢ka studija je ukazala na to da
ovakva vrsta terapije 2 godine po zavrSetku leCenja izaziva viSe simptoma od strane zida grudnog
koSa u poredenju sa pacijentkinjama koje nisu bile podvrgnute ovoj terapiji, ali je razlika mala i
smatra se klinicki nerelevatnom. Sama studija je jo§ uvek u toku te uticaj ovakve terapije na 10-
ogodisnje prezivljavanje jos nije poznat [109].

Radioterapijom se tretiraju i supraklavikularni limfni ¢vorovi kada je kod karcinoma dojke
zabelezeno 4 ili vise pozitivnih limfnih ¢vorova u pazu$noj jami [110]. Tretiranje pazusne jame
radioterapijom se ne preporucuje zbog povisenog rizika od nastanka limfedema kao nezeljenog
dejstva terapije. Medutim u AMAROS studiji utvrdeno je da radioterapija pazusne jame pokazuje
nizi rizik od nastanka limfedema u poredenju sa disekcijom limfnih ¢vorova pri ¢emu je terapijski
ishod sli¢an i uporediv. ZabeleZena ucestalost recidiva u petogodiSnjem periodu u predelu pazusne
jame iznosila je 0.43% nakon disekcije limfnih ¢vorova, odnosno 1.19% nakon aksilarne radioterapije
[111].

1.4.3. Adjuvantna sistemska terapija: hemioterapija, hormonska terapija,
ciljana terapija

Adjuvantna sistemska terapija se primenjuje nakon radikalne hirurSke intervencije i ima za
cilj da snizi rizike od relapsa bolesti i produzi prezivljavanje. Vrste sistemske terapije su:
hemioterapija, hormonska terapija i ciljana terapija. Nekada se pre operativnog zahvata primenjuje
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sistemska trapija preoperativno i naziva se neoadjuvantnom terapijom. Cilj preoperativne terapije je
prevodenje neresektabilnog stadijuma bolesti u resektabilni u slucaju postavljanja djagnoze lokalno
odmaklog karcinoma dojke ili smanjivanje veli¢ine tumora u inicijlno resektabilnom stadijumu
bolesti radi omogucéavanja izvodenja postedne operacije tumora dojke [110]. Posle neoadjuvantne
terapije 1 hirurSke intervencije moze se sprovesti postoperativna zracna terapija i adjuvantna
sistemska trapija u zavisnosti od bioloskog podtipa tumora.

S obzirom na to da svaka od ovih vrsta terapija izaziva odredena nezeljena dejstva, pre
donosenja odluke o vrsti adjuvatne terapije u obzir se uzimaju odnos potencijalne koristi od lecenja i
rizik od pojave toksi¢nosti [112]. Radi lakSeg dono$enja odluke o izboru terapije razvijen je i odreden
broj on-line kalkulatora Koristi i rizika poput Adjuvant!Online i PREDICT koji na osnovu
karakteristika pacijenta i tumora predvidaju verovatno¢u za recidiv bolesti, stopu mortaliteta u 10-
ogodis$njem periodu kao i mogucu korist od adjuvantne terapije [113,114]. Pored pomenutih, koji se
naj¢eScée koriste, na raspolaganju su i Cancermath.net te FinProg project [115,116].

1.4.3.1. Hemioterapija

Prvi rezultati klinickih studija koji su ukazali na potencijalnu korist od primene
hemioterapeutika u le¢enju karcinoma dojke pojavili su se 60-ih i 70-ih godina proslog veka
[117,118,119]. Od tog perioda izolovan je ili sintetisan ¢itav niz lekova koji su u mnogome promenili
tok bolesti kod pacijentkinja sa karcinomom dojke.

Meta-analize publikovane od strane EBCTCG ukazale su na podatak da adjuvatna
hemioterapija znacajno snizava ucestalost pojave recidiva bolesti u petogodisSnjem periodu (bez
znacajnijeg uticaja na mortalitet u istom periodu) te takode utice na snizavanje stope mortaliteta u 15-
godisnjem periodu za 38% (starosti <50 godina) i 20% (starosti 50-69 godina) uz 6-mese¢nu
antraciklinsku polihemioterapiju). Rezultati su ukazali da uspeh terapije zavisi od starosti
pacijentkinje, a u neSto manjem obimu od vrste hemioterapeutika, dodatne upotrebe endokrine
terapije te histopatoloskih kriterijuma [120].

Danas na raspolaganju stoji Citav niz protokola za leCenje karcinoma dojke
hemioterapeuticima. U najve¢em broju slu¢ajeva sekvencijalno se primenjuju lekovi iz grupa
antraciklina i taksana koji predstavljaju najefikasnije grupe citotoksic¢nih lekova kako za karcinom u
ranom stadijumu tako i za karcinom dojke u uznapredovalom stadijumu [121].

Antraciklini predstavljaju hemioterapeutike koji su derivati antibiotika rodomicina B i koji su
50-ih godina proslog veka izolovani iz G+ streptomiceta [122]. Doksorubicin, koji se smatra
najaktivnijim pojedinacnim citotoksi¢nim agensom kod metastatskog karcinoma dojke, izolovan je
iz Streptomyces peucetius [123]. Losa strana ovog leka jeste kardiotoksi¢nost budué¢i da kod duze
upotrebe dolazi do nastanka kongestivne kardiomiopatije. Epirubicin, koji predstavlja epimer
doksorubicina jeste srodan lek koji pokazuje znacajno manji intezitet kardiotoksi¢nosti [124,125].

Paklitaksel je prvi lek iz ove grupe izolovan iz kore pacificke tise (Taxus brevifolia) [126].
Mehanizam dejstva paklitaksela zasniva se na inhibiciji mikrotubula (inhibicija depolimerizacije).
Ovaj lek karakterise vrlo slaba rastvorljivost [127,128]. Pored paklitaksela u ovoj grupi nalazi se i
polusintetski lek docetaksel koji karakteriSe nesto jace inhibitorno delovanje na mikrotubule kao i
bolja rastvorljivost [129]. Oba leka prilikom primene pokazuju sklonost ka izazivanju akutnih
hipersenzitivnih reakcija usled ¢ega je potrebna premedikacija kortikosteoridima i antihistaminicima
[130,131].

Zajednicka nezeljena dejstva KarakteristiCna za sve vrste hemioteraputika podrazumevaju
promene prvenstveno u tkivima kod kojih postoji ubrzana deoba celija te se tako javljaju alopecija i
mijelosupresija, sa leukopenijom i neutropenijom. Pored pomenutih javlja se slabost, malaksalost,
mukozitis, mucnina, povrac¢anje itd. Pobrojana nezeljena dejstva javljaju se brzo nakon primene
terapije, ali se ve¢ina moZze uspesno prevenirati, a ako se pojave uprkos prevenciji, mogu se uspesno
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ublaziti. Odlozena neZeljena dejstva hemioterapije kod mladih Zena, koja mogu imati uticaj na opSte
zdravlje su rana menopauza i sekundarna ovarijalna insuficijencija [110].

1.4.3.2. Hormonska terapija

Adjuvantna hormonska terapija moze da se primeni kod pacijentkinja sa ER pozitivhim
karcinomima dojke, sto ¢ini 60-80% svih karcinoma dojke [80].

Danas na raspolaganju stoje dve osnovne vrste adjuvantne hormonske terapije:
1. blokiranje dejstva estrogena na nivou ER:
a. Selektivni modulatori estrogenskih receptora (engl. Selective ER Modulators,
SERM) — tamoksifen (kod premenopauznih i postmenopauznih Zena)
2. estrogena deprivacija (smanjivanje nivoa estrogena u krvi):
a. Inhibitori aromataze (IA) Ill generacije (anastrozol, letrozol, eksemestan) kod
postmenopauznih Zena
b. ovarijalna ablacija (ovariektomija ili zra¢na kastracija) ili ovarijalna supresija

(primena LHRH analoga, goserelin, triptoorelin ili leuprorelin) kod
premenopauznih Zena, uvek u kombinaciji sa tamoksifenom ili inhibitorom
aromataze.

Oba terapijska modaliteta za cilj imaju eliminaciju efekta estrogena koji se ostvaruje preko
ER u tkivu dojke radi sprecavanja tumorske proliferacije posredovane ovim hormonom [132].
Tamoksifen je lek iz grupe SERM koji se kompetitivno sa endogenim estrogenom vezuje za ER.
Vezivanjem tamoksifena za ER u tkivu dojke dolazi do efekta suprotnog delovanju estrogena
(antagonisticki efekat) §to za posledicu ima smanjenu proliferaciju tumorskih ¢elija [133]. Na drugim
tkivima tamoksifen ispoljava parcijalnu agonisticku aktivnost $to dovodi do proliferativnog efekta na
endometrijumu i moguée pojave karcinoma endometrijuma. Pored karcinoma endometrijuma
nezeljena dejstva tamoksifena ukljuuju vensku trombozu i mogucu pojavu pluéne emobolije
[134,135]. Ovaj lek predstavlja dobru terapijsku opciju kako kod pacijentkinja u premenopauzi tako
i kod pacijentkinja kod kojih je nastupila menopauza [134].

Kod pacijentkinja u menopauzi sinteza estrogena u ovarijumima ne postoji. Pod dejstvom
enzima aromataze u neendokrinim tkivima (potkozno masno tkivo, jetra, misici, éelije karcinoma
dojke) vrsi se konverzija androgena, porekla nadbubrezne Zlezde, u estrogene. Inhibitori aromataze
blokiraju aromatazu i na taj nac¢in smanjuju koncentraciju estrogena u cirkulaciji i tumorskom tkivu
odnosno u masnom tkivu dojke [136]. Inhibitori aromataze se mogu koristiti od samog pocetka
adjuvantnog leCenja, ili sekvencijalno rano u periodu pracenja, nakon 2-3 godine uzimanja
tamoksifena.

Anastrozol i letrozol su po svojoj strukturi nesteroidni 1A koji dovode do reverzibilne
inhibicije enzima dok eksemestan pripada grupi steroidnih 1A koji dovode do ireverzibilne inhibicije
enzima. Ove razlike omogucuju zamenu lekova iz razli¢itih grupa radi postizanja boljeg terapijskog
efekta ili umanjenja neZeljenih dejstava [137]. NeZeljena dejstva koja prate primenu ovih lekova
ukljucuju izmedu ostalog i gubitak mineralne gustine kostiju, artralgiju, hiperholesterolemiju i
anginozne tegobe [138].

1.4.3.3. Ciljana terapija

Osnov ciljane terapije u karcinomu dojke ¢ini humano monoklonsko antitelo trastuzumab koje
je usmereno protiv HER2 transmembranskog receptora kod HER2 pozitivhog karcinoma dojke.
Nakon vezivanja trastuzumaba za HER2 receptor pokrece se proces poznat kao ¢éelijska citotoksi¢nost
zavisna od antitela (engl. Antibody-dependent cell mediated cytotoxicity). Deo terapijskog efekta
zasniva se 1 na sprecavanju nastanka p9SHER2 24 fragmenta ¢ime se dodatno ograni¢ava prenos
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signala za malignu transformaciju. Pored toga dolazi i do nishodne regulacije receptora ¢ime se
ogranicava signal za dalji rast i deobu uz inhibiciju HER2 posredovane angiogeneze [139]. Efikasnost
trastuzumaba u lecenju HER-2 pozitivnog karcinoma dojke potvrdena je u nekoliko velikih klinickih
studija pri ¢emu primena ovog leka snizava rizik od recidiva bolesti za 45% - 50% [140-143].

Profil neZeljenih dejstava trastuzumaba je prihvatljiv, s tim da je potrebno napomenuti da
postoji nizak rizik od nastanka srcane disfunkcije i reverzibilne kardiomiopatije. Za razliku od
antraciklinskih hemioterapeutika kod kojih nastaje irevezibilno o$te¢enje miocita, kardiomiopatija
uzrokovana trastzumabom pokazuje reverzibilni karakter [144].

1.5. HR pozitivan HER2 negativan podtip

1.5.1. Adjuvantna sistemska terapija

Prema ESMO vodi¢u HR pozitivni/HER2 negativni karcinomi ubrajaju se u Luminal A i
Luminal B (HER2 negativne) tumore. Luminal A podtip karakteriSe nizak gradus, jaka pozitivna
ekspresija ER/PgR i HER2-negativan status, te niska proliferativna aktivnost. Luminal B tumori su
takode sa ER pozitivnom eskpresijom, ali je ona varijabilnog stepena, takode su sa HER2- negativnim
statusom, ali su viSeg gradusa i sa jatom proliferativnom aktivnoscu [145,146,147].

Izbor terapije bazira se na analizi veceg broja faktora poput predvidene osetljivosti karcinoma
na odredenu terapiju, verovatnocée za pojavu recidiva, akutne i hroni¢ne toksi¢nosti terapije, bioloske
starosti pacijenta, opSteg zdravstvenog statusa, komorbiditeta i li¢ne sklonosti pacijenta. Sa
adjuvatnom hemioterapijom treba zapoceti unutar 3-6 nedelja od hirurSke intervencije, s obzirom na
to da efikasnost znacajno opada ako zapoc¢ne se nakon 12 i vise nedelja od hirurske intervencije [148].

Hormonska terapija je terapija izbora kod svih luminalnih karcinoma dojke. S druge strane
primena citotoksi¢ne adjuvantne terapije zavisi od verovatnoc¢e za pojavu recidiva, bioloske agresivnosti
(gradus, proliferativnost, vaskularna invazija), predvidenog terapijskog odgovora na endokrinu terapiju.
Kod vecine luminal A karcinoma hemioterapija ne smanjuje dodatno rizike od relapsa bolesti, te se
preporucuje uz adjuvantnu hormonsku terapiju samo u slucaju velikog tumorskog opterecenja
(veli¢ina tumora > 5 cm ili > 3 pozitivna regionalna limfna ¢vora). Radi pomo¢i u odlu¢ivanju o potrebi
za terapijom razvijeno je nekoliko ranije pomenutih alata poput PREDICT Breast cancer i Adjuvant!
Online [113,114].

Kod pacijentkinja u premenopauzi ESMO vodi¢ preporucuje upotrebu tamoksifena u trajanju
5-10 godina. U sluc¢aju da tokom prvih pet godina leCenja tamoksifenom pacijentkinja ude u
menopauzu potrebno je razmotriti zamenu tamoksifena inhibitorom aromataze u zavisnosti od rizika
za pojavu kasnog recidiva bolesti. U sluc¢aju pacijentkinja sa karcinomom visokog rizika moguce je
terapiju tamoksifenom zameniti lekovima iz grupe inhibitora aromataze uz obaveznu ovarijalnu
supresiju primenom LHRH analoga i pracenje nivoa estrogena u krvi [145].

Kod pacijentkinja u menopauzi inhibitori aromataze i tamoksifen se smatraju standardnom
terapijom. U ovoj grupi pacijentkinja upotreba tamoksifena se dovodi u vezu sa ¢e$¢om pojavom
nezeljenih dejstava poput tromboembolic¢kih komplikacija, endometrijalne hiperplazije uz nizak rizik
od pojave karcinoma endometrijuma, te je posebna paznja potrebna kod pacijentkinja sa faktorima
rizika za nastanak ovih pojava [145].

Inhibitori aromataze primenjeni samostalno u poredenju sa tamoksifenom pokazuju apsolutno
povecéanje od 4% u stopi prezivljavanja bez bolesti, medutim bez znacajnije dobiti u stopi ukupnog
prezivljavanja (1%—2%) [149,150,138]. Primena tamoksifena i inibitora aromataze podrazumeva
razli¢ite kombinacije, od kombinacije 2-3 godiSnje primene tamoksifena potom sekvencijalno
inhibitora aromataze do ukupno 5 ili 7 godina, ili kasna sekvencijalna primena do ukupno 10 godina.
Adjuvantna primena ovako produZzene hormonske terapije najvise snizava rizike od pojave primarnog
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tumora kontralateralne dojke, dok je uticaj na snizavanje rizika od udaljenih metastaza, koje imaju
najvedi uticaj na ukupno prezivljavanje, skroman i zavisi od inicijalnog rizika za relaps bolesti [151-
157].

U pogledu adjuvantne hemioterapije kod ER pozitivnih HER2 negativnih karcinoma
preporuke ESMO nalazu primenu hemioterapije samo kod karcinoma visokog rizika, kao $to su
tumori > 5 cm, visok histoloski gradus tumora, > 3 pozitivna limfna ¢vora, nizi sadrzaj ER i/ili PR
[145, 158,159]. Najcesce se primenjuje kombinacija antraciklina i ciklofosfamida i, sekvencijalno,
taksani, a preporucena duzina primene je 12-24 nedelja (4-8 ciklusa) [155,160].

Sveukupno gledano, primena adjuvantne hemioterapije postize relativno smanjenje stope
mortaliteta od karcinoma dojke za priliblizno jednu tre¢inu [120,161]. Donosenje odluke o primeni
hemioterapije dodatno moze biti olakSano odredivanjem nivoa uPA i PAI-1 ili upotrebom eseja za
odredivanje genske ekspresije kao §to su: MammaPrint, Oncotype DX, Prosigna, Endopredict ili
Breast Cancer Index. Ovim esejima moguée je pouzdanije proceniti rizik za pojavu recidiva
karcinoma i predvideti potencijalnu korist od hemioterapije [78,162,163].

1.5.2. Testovi genskog profilisanja (Oncotype DX, Mammaprint)

Adjuvantna hormonska terapija je terapija izbora za sve pacijente sa HR pozitivhim HER2
negativnim karcinomima dojke. Medutim, poznato je da neke od ovih pacijentkinja imaju dodatne
koristi od primene adjuvantne hemioterapije. U donosenju odluke da li primeniti hemioterapiju
oslanjamo se pre svega na klasi¢ne prognosticke faktore (veli¢ina tumora i broj pozitivnih limfnih
¢vorova) i prediktivne faktora (manji skor HR ili visok Ki67) [155]. Medutim, analize pokazuju da
ovi parametri nisu dovoljno dobri, te je utvrdeno da na osnovu genskog profilisanja (ekspresija malog
broja gena koji ukazuju na proliferativnost tumora) mogu bolje da se identifikuju pacijentkinje koji
imaju losiju prognozu, te je kod njih indikovana i hemioterapija.

Oncotype DX

Oncotype DX je prvi od klinic¢ki validiranih eseja za ispitivanje genoma kojim se kod
karcinoma dojke predvida verovatnoca recidiva bolesti 1 identifikuju pacijenti koji ¢e imati koristi od
primene adjuvatne terapije (hemioterapije) [164]. Ovim RT-PCR (engl. reverse transcriptase —
polimerase chain reaction) esejem ispituje se 21 gen i to 5 referentnih i 16 gena povezanih sa
karcinomom dojke koji se dovode u vezu sa celijskom proliferacijom, invazivnim rastom i
odgovorom na hormonsku terapiju. Testom se dobija tzv. recurrence score (RS) koji moZe imati
vrednosti od 1-100, a ukazuje na verovatnocu pojave recidiva unutar 10 godina od postavljanja
dijagnoze. U zavisnosti od vrednosti skora pacijenti se svrstavaju u tri kategorije prema riziku od
pojave recidiva bolesti — nizak rizik (0-17), umeren rizik (18-30) i visok rizik (31 i vise) [164]. Test
je validiran retrospektivno kod pacijentkinja koje su bile uklju¢ene u NSABP B20 prospektivnu
studiju ¢iji je primarni cilj bio da utvrdi da li postoji razlika u efikasnosti izmedu adjuvantne primene
hormonske terapije (TAM) i kombinacije adjuvantne hemioterapije (CMF ili MF) i hormonske
terapije u populaciji pacijentkinja sa nodus negativnim HR pozitivnim tumorima [165]. Analiza je
pokazala da pacijentkinje sa tumorima sa RS >31 imaju znacajnu dodatnu korist od primene
hemioterapije, dok u grupi sa RS<I1 ta korist ne postoji. U grupi sa intermedijernim RS, znacajna
korist od primene hemiotearpije nije mogla biti utvrdena, ali nije mogla ni da se iskljuci.

Validacija testa u grupi nodus pozitivnih pacijenktinja sa HR pozitivnim tumorima uradena je
retrospektivno na rezultatima SWOG 8814 studije ¢iji je primarni cilj bio da utvrdi da li postoji razlika
u efikasnosti izmedu adjuvantne hormonske terapije (TAM) i kombinacije hemioterapije (CAF) i
hormonske terapije [166]. I ova analiza potvrdila je znacajnu korist od dodavanja hemioterapije
hormonskoj terapiji kod pacijentkinja sa tumorima sa RS >31. Prediktivna vrednost testa za dodatnu
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korist od dodavanja hemioterapije postoji u prvih 5 godina od operacije, ali nije pokazana za period
od 5-10 godina posle operacije.

Vrednost Oncotype DX testa ispitivana je u prospektivnoj TAILORx (NCT00310180) studiji
faze 3. U studiju su ukljucivane pacijentkinje sa nodus negativnim, HR pozitivnim i HER2
negativnim tumorima dojke koje su bile leCene samo adjuvantnom hormonskom terapijom (RS<18),
samo adjuvantnom hemioterapijom koja je ukljucivala (razli¢ite kombinacije antraciklina i/ili taksana
i neantraciklinske rezime (RS>25), dok su pacijentkinje sa tumorima RS 18-25 bile randomizovane
na samo hormonsku terapiju i kombinaciju hemioterapije i hormonske terapije [167]. Prva analiza
pokazala je da pacijentkinje sa niskim RS le¢ene samo adjuvantnom hormonskom terapijom imaju
odli¢nu prognozu [5-god stopa DFS 93.8% (95% CI 92.4 to 94.9) i 5-god stopa Distant disease-free
survival (DDFS) 99.3% (95% CI, 98.7 to 99.6)]. Nakon 9 godina pracenja, utvrdeno je da adjuvantna
hormonska terapija nije inferiorna u odnosu na adjuvantnu kombinaciju hemioterapije i hormonske
terapije kod pacijentkinja sa tumorima sa intermedijernim RS (9-god stopa DDFS 95% prema 94.5%)
[168]. Studija je medutim pokazala da bi Zene mlade od 50 godina mozda imale koristi od primene
adjuvantne hemio-hormonske terapije ako je RS tumora 16-25.

Primena Oncotype DX testa dovela je do izmena u terapijskim protokolima i rede upotrebe
adjuvantne hemioterapije narocito kod pacijentkinja sa ER pozitivnim HER2 negativnim i nodus
negativnim karcinomima dojke [169,170,171,172,77,78]. Posledi¢no, izostanak primene adjuvatne
hemioterapije doneo je ustedu sredstava, te je u nekoliko razlicitih zemalja utvrdena kost-efektivnost
primene Oncotype DX testa u slu¢aju ER pozitivnih HER2 negativnih karcinoma dojke u ranom
stadijumu [169].

MammaPrint

MammaPrint je kao i prethodno pomenuti Oncotype DX vise puta validiran test koji se koristi
za predvidanje verovatnoce za pojavu recidiva karcinoma dojke kao i za odabir adekvatne terapije
kod iste bolesti [173-176]. Za razliku od Oncotype DX testa koji u obzir uzima 21 gen, MammaPrint
test ispituje ekspresiju 70 gena klju¢nih za karcinom, a rezultat testa svrstava pacijentkinje u 2 grupe
— grupa sa niskim, odnosno grupa sa visokim rizikom za recidiv [177].

MINDUCT klini¢ka studija faze 3 u koju je bilo uklju¢eno 6693 pacijentkinja iz 9 evropskih
zemalja posluZila je da dokaze klinicku korist MammaPrint testa u cilju selekcije pacijenata za leCenje
adjuvantnom hemioterapijom, odnosno redukcije upotrebe adjuvantne hemioterapije bez negativnog
ishoda po pitanju uspesnosti leCenja [178]. U studiju su ukljucene pacijentkinje sa nodus negativnim
ili nodus pozitivnim (do 3 pozitivna limfna ¢vora) karcinomima dojke nakon radikalne operacije.
Pacijentkinje su bile podeljene prema klinickim parametrima na grupu sa niskim i1 grupu sa visokim
rizikom od relapsa bolesti i istovremeno na grupu sa genomski niskim i genomski visokim rizikom.
Kod pacijentkinja kod kojih se poklopio klini¢ki sa genomskim rizikom za relaps bolesti, le¢ene su
sve samo adjuvantnom hormonskom terapijom (nizak rizik) ili su sve primale kombinaciju
hemioterapije 1 hormonske terapije. Pacijentkinje kod kojih se klini€ki 1 genomski rizici nisu poklopili
(23.2%) bile su randomizovane na granu sa adjuvantnom hormonskom terapijom i granu sa
kombinacijom hemio- i hormonske terapije. Rezultati su pokazali da je 5-godisnja stopa DDFS kod
pacijentkinja koje su bile klasifikovane u grupu sa visokim klini¢ckim i niskim genomskim rizikom
le¢ene samo adjuvantnom hormonskom terapijom, iznosila 94.7% (95% ClI 92.5 to 96.2). Uzimajuéi
u obzir da je 46% pacijenktinja sa visokim klini¢kim rizikom imalo istovremeno genomski nizak rizik
za relaps bolesti, to znaci da je vrednost MamaPrint testa u tome $to skoro 50% pacijentkinja mogu
biti postedene nepotrebne primene hemioterapije i njenih nezeljenih efekata.

Rezultati RASTER prospektivne, multicentricne opservativne studije takode su potvrdili
uticaj rezultata Mammaprint testa na izmenu odluke o upotrebi adjuvantne hemioterapije kod oko
50% slucajeva pri leCenju pacijentkinja sa ER pozitivnim, HER2 negativnim karcinomima dojke
[175]. Do sli¢nih rezultata doslo se i u studijama Pohl i sar., te Kuijer i sar. u kojima je takode
zabeleZen uticaj MammaPrint testa na rede propisivanje adjuvatne hemioterapije [179,180].
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1.6. Urokinazni aktivator plazminogena (uPA) i inhibitor
aktivatora plazminogena tip 1 (PAI-1)

Karcinom dojke predstavlja najées¢i maligni tumor u Zenskoj populaciji, pri ¢emu se kod 25%
do 40% karcinoma razvijaju udaljene metastaze [1]. U procesu invazivnog rasta i metastaziranja
karcinoma znacajnu ulogu imaju proteoliti¢ki enzimi. Sistem urokinaznog plazminogen aktivatora
(uPA) koji pripada porodici serinskih proteaza najznacajniji je u procesu invazivnog rasta i
metastaziranja karcinoma dojke. Ovaj sistem sastoji se iz urokinaznog plazminogen aktivatora (UPA);
membranskog receptora za uPA (UPAR), te inhibitora aktivatora plazminogena (PAls) [181,182].

1.6.1. Fizioloska uloga

uPA: Struktura, uloga i mehanizam dejstva

Urokinazni aktivator plazminogena (uPA) predstavlja dvolancani protein koji se sekretuje u
neaktivnom obliku kao zimogen (pro-urokinaza). Jednolan¢anu pro-urokinazu karakteris§e mnogo
slabija proteoliti¢ka aktivnost [183]. uPA se sastoji iz dva peptidna lanca (A —amino terminalni i B
— lanac) koji su povezani disulfidnom vezom. A lanac sadrzi epidermalnom faktoru rasta sli¢an
(EGF-like) domen koji nosi sve informacije potrebne za vezivanje za uPA receptor, dok lanac B
sadrzi katalitiCko mesto. Aktivacija pro-UPA i nastanak aktivne forme uPA Kkatalizovana je
delovanjem plazmina. S druge strane aktivirana uPA prevodi inaktivni plazminogen u aktivnu formu
plazmin. Stoga se moze reé¢i da izmedu uPA i plazmina postoji pozitivna povratna sprega [184].

Plazmin je proteaza koja se sastoji od dva peptidna lanca povezana disulfidnim vezama.
Primarna i najSire poznata uloga plazmina je odrzavanje prohodnosti krvnih sudova razgradnjom
fibrina u trombima. Zahvaljuju¢i sposobnosti da razgraduje i druge supstrate plazmin u organizmu
poseduje i fizioloske funkcije poput razgradnje ekstracelijskog proteinskog matriksa ¢ime se
omogucuje migracija ¢elija i procesi poput embriogeneze, zarastanja rana, angiogeneza. Plazmin se
takode dovodi u vezu i sa patoloskim procesima poput onkogeneze i diseminacije, metastaziranja
tumora [185,186,187].

UPA ispoljava svoje proteolitiCko delovanje nakon vezivanja za odgovarajuéi uPA receptor
(UPAR), za koji se pored uPA sa velikim afinitetom vezuju se pro-uPA kao i ECM (ekstra celularni
matriks) protein vitronektin. uPAR je ekstracelijski glikoprotein (55-60 kDa), sastavljen iz 3
homologna domena (D1,D2,D3), pri ¢emu je poslednji preko glikozil fosfatidil inozitola vezan za
¢elijsku membranu [188,189]. U procesu vezivanja uPa za UPAR segment D1 je najbitniji za
uspesnu interakciju [190].

Vezivanjem uPA za uPAR dolazi do aktivacije ¢itavog niza signalnih molekula izmedu
ostalog i ekstracelijski regulisane kinaze (ERK)/mitogen aktivirane protein kinaze (MAPK).
Aktivacijom ovih proteina dolazi do promena u proliferaciji ¢elija, adheziji ¢elija i metastaziranju
[191].

Unutrasnji inhibitori uPA

Aktivacija uPA moze biti inhibisana dejstvom inhibitora aktivatora plazminogena 1 i 2 (PAI-
1, PAI-2), pri ¢emu je dominatniji uticaj PAI-1 [192]. PAI-1 nastaje u ¢elijama strome koje okruzuju
tumorske Celije i to u endotelnim ¢elijama, megakariocitima i ¢elijama glatkih miSica, a skladisti se
u trombocitima [193,194]. Ovaj molekul vezuje se za aktivni oblik uPA pri ¢emu nastaje kompleks
UPAR-UPA-PAI-1. Nakon vezivanja za uPA dolazi do internalizacije ¢itavog kompleksa. Unutar
¢elije lizozomi razgraduju uPA-PAI-1 kompleks, a uPAR se reciklira i vra¢a na povrsinu celije
[183,195,196]. PAI-1 pokazuje selektivnost prema aktivnom obliku uPA, s obzirom na to da ne deluje
na pro-uPA [197].
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1.6.2. Znacaj u rastu 1 Sirenju tumora

Pored prevodenja plazminogena u plazmin, smatra se da uPA katalizuje aktivaciju i drugih
metaloproteinaza ¢ime se se pokrece proteoliticka aktivnost koja omogucuje invaziju tumorskih ¢elija
u krvne sudove i njihovo rasejavanje te rast na mestu metastaziranja [198,199]. Vezivanjem uPA za
uPAR dolazi do pokretanja ¢elija usled proteolize ekstracelijskog matriksa, a time i invazije
tumorskih Celija, hemotakse, ¢elijske adhezije i angiogeneze [188,200]. Prekomerna ekspresija uPAR
nije karakteristika samo karcinoma dojke ve¢ se belezi i kod drugih karcinoma poput karcinoma
jajnika, pluca, zeluca, kolona, jetre i to ne samo kod ¢elija Karcinoma ve¢ i kod endotelnih ¢elija,
makrofaga i fibroblasta [201]. Na kulturi ¢elija karcinoma kolona utvrdeno je da je invazija tumorskih
¢elija u direktnom odnosu sa brojem uPA-uPAR kompleksa, odnosno broja receptora za koje je na
povrsini ¢elija vezana uPA [202].

Vezivanjem uPA za uPAR, kao §to je ranije pomenuto dolazi do aktivacije ¢itavog niza
signalnih molekula koji moduliraju proliferaciju ¢elija, adheziju ¢elija i metastaziranje [191].

Uloga PAI-1 u biologiji tumora je dvojaka. Internalizacijom kompleksa uPA-uPAR PAI-1
deluje povoljno u smislu inhibicije invazije i metastaziranja tumorskih celija. Medutim postoje
istrazivanja koja ukazuju na to da ovaj molekul pokazuje i potpuno suprotan efekat pospesujuci rast
I diseminaciju tumora koji se zasniva na moduliranju ¢elijske adhezije, uticaju na angiogenezu kao i
stimulisanju ¢elijske proflieracije [183,203].

1.6.3. Prognosticki i1 prediktivni znacaj u karcinomu dojke

UPA i1 PAI-1 su proteinski molekuli koji su neizostavni deo u procesu invazivnog rasta i
metastaziranja malignih tumora [198]. Nivo ovih molekula povisen je u malignom tkivu u poredenju
sa nivoom u benignim lezijama i zdravom tkivu dojke [204]. Oba molekula bila su predmet ispitivanja
u pogledu moguénosti kori$¢enja u prognosticke i prediktivne svrhe kod karcinoma dojke. Prvi
rezultati koji upuéuju na znacaj ovih molekula publikovani su u studiji Duffy [203]. Zabelezeno je, a
kasnije i potvrdeno, da povisen nivo uPA u primarnom karcinomu moze da bude udruzen sa lo§ijom
prognozom kod pacijentkinja obolelih od karcinoma dojke u odnosu na pacijentkinje sa niskim
vrednostima [205,206]. Ve¢i broj studija potvrdio je ove rezultate i ukazao na moguénost upotrebe
UPA i PAI-1 kao nezavisnih prognosti¢kih parametara kod pacijentkinja obolelih od karcinoma dojke
[207-211].

Pokazano je da je uPA nezavisni faktor prognoze u odnosu na klasi¢ne prognosticke faktore
raka dojke, kao $to su veli¢ina i gradus tumora, status aksilarnih limfnih nodusa u proceni rizika od
relapsa bolesti, te da predstavlja snazniji prognosticki faktor u poredenju sa tradicionalno koris¢enim
prognostickim faktorima (estrogen i progesteron receptorski status, HER2, EGFR, p53 i Nottingham
Index), narocito ako se radi o nodus-negativnim karcinomima dojke [182,203].

Uzimajuéi u obzir mehanizam delovanja PAI-1 oc¢ekivano bi bilo pretpostaviti da su visoki
nivoi ovog molekula u tumorskom tkivu u korelaciji sa niskom verovatno¢om za nastanak metastaza
i dobrim ishodom bolesti. Medutim, kao §to je napomenuto ranije, visoki nivoi PAI-1 u karcinomu
dojke se povezuju sa losim ishodom bolesti [183,203].

Vec¢i prognosticki znacaj dobija se kada se oba parametra koriste zajedno (UPA i PAI-a) u
poredenju sa pojedinaénom upotrebom uPA i PAI-1 [212]. PoviSen nivo oba parametra smatra se
znakom koji upuéuje na loSu prognozu oboljenja [213]. Kod pacijentkinja sa nodus-negativnim
statusom karcinoma nizak nivo uPA i PAI-1 ukazuje na izuzetno dobru prognozu oboljenja sa
petogodisnjim prezivljavanjem bez relapsa (engl. disease free survival — DFS) od preko 90% cak i
bez adjuvantne sistemske terapije [214]. Ocekivano, visok nivo oba parametra ukazuje na kra¢i period
do relapsa oboljenja kao i nizu stopu ukupnog prezivljavanja [209,215].
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Oba parametra, uPA i PAI-1, imaju znac¢ajno mesto u procesu odlucivanja o izboru adekvatne
terapije kod pacijentkinja obolelih od karcinoma dojke. Visoke koncentracije oba molekula kod
pacijentkinja sa negativnim statusom limfnih ¢vorova ukazuju da ¢e pacijentkinje imati koristi od
primene adjuvantne hemioterapije, dok kod pacijentkinja sa niskim vrednostima pomenutih markera
nije potrebna adjuvatna terapija ¢ime se izbegava nepotrebna pojava nezeljenih dejstava i smanjuju
troskovi le¢enja [203].

U pogledu razlic¢itih vrsta adjuvatne sistemske terapije u studiji Foekens 1 sar., utvrdeno je
da se kod pacijentkinja sa UPA negativnim karcinomima belezi bolji terapijski odgovor na
tamoksifen u poredenju sa pacijentkinjama sa uPA pozitivnim karcinomima. Visok nivo PAI-1 ima
nesto slabiji prediktivni znacaj, ali se takode povezuje sa slabijim terapijskim odgovorom kod
primene tamoksifena [216].

Takode, Harbeck i sar. su utvrdili da nivo UPA/PAI-1 ima prediktivni znacaj odgovora na
antraciklinsku hemioterapiju: znacajno bolji odgovor kod tumora sa visokim, u poredenju sa
tumorima sa niskim nivoima oba markera [162].

Merenje vrednosti UPA i PAI-1 se danas standardno preporucuje u procesu odredivanja
prognoze bolesti i odabira adekvatne terapije, narocito kod pacijentkinja sa nodus negativnim
statusom karcinoma [77,78].

1.6.4. PAI-1 gen i polimorfizam (inserciono/delecioni polimorfizam na
poziciji -675 bp promotorske regije gena PAI-1

Urokinaza plazminogen aktivator (uPA) sistem ukljucen je u Citav niz procesa u ljudskom
organizmu ukljucujuci i metastaziranje i invazivni rast malignih tumora pre svega tako Sto razgraduje
bazalnu membranu i ekstracelijski matriks [188,200]. Inhibitor aktivatora plazminogena tipa 1 (PAI-
1) jeste protivteZza uPA, odnosno kontrolni mehanizam koji reguliSe aktivnost uPA 1 koji takode ima
znacajnu ulogu u progresiji karcinoma kontrolisuci ¢elijsku adheziju i migraciju ¢elija [183,203]. U
doznozavisnom odnosu ovaj molekul uc¢estvuje u modulaciji rasta karcinoma, invazivnom ponasanju
I angiogenezi [217].

Gen za sintezu PAI-1 nalazi se na hromozomu 7 (7921.3-g22.1) i smatra se da polimorfizam
u PAI-1 genu utice na intenzitet sinteze i nivo PAI-1 u organizmu [218]. Insercija/delecija jednog
nukletoida (guanozina) opisana kao 4G/5G polimorfizam na poziciji -675 bp (bazni par — bp) jeste
najéeSce izuCavana zbog pretpostavljenog uticaja na transkripciju PAI-1 [219,220,221]. Frekvencija
4G/5G alela varira u razli¢itim populacijama od 26.7/73.3% do 52.5/47.5% [222]. U populaciji
zdravih osoba u Srbiji frekvencija 4G alela je 58%, a 5G alela 42%. U studiji Pordevi¢ i sar., kod
19.05% ispitanika utvrden je 5G/5G genotip, 46.19% su heterozigotni nosioci 4G/5G geneticke
varijante, dok je kod 34.76% ispitanika utvrden 4G/4G genotip [223].

Fizioloski nivo transkripcije vezuje se uz alelsku varijantu 5G koja sadrZi vezuju¢a mesta za
aktivator 1 represor transkripcije, dok se 4G alelska varijanta dovodi u vezu sa viSim nivoma PAI-1 u
plazmi s obzirom da vezuje samo aktivator [224]. Osobe homozigoti za alel 5G imaju za oko 25%
nize vrednosti PAI-1 u plazmi u poredenju sa osobama koje su homozigoti za alel 4G [225]. Sli¢ni
rezultati publikovani su u studiji Castello i sar. [226].

Medutim dostupne su 1 studije sa potpuno oprecnim navodima S§to upucuje na
nekonzistentnost rezultata [227,228]. Medu studijama koje su sprovedene sa ciljem utvrdivanja
povezanosti izmedu 4G/5G polimorfizma i karcinoma dojke takode postoje neusaglasenosti. U studiji
Zhang i sar. rezultati ukazuju da je kod pacijentkinja sa karcinomom dojke koje su 4G homozigoti za
PAI-1 znacajno skracen period prezivljavanja bez bolesti kao 1 ukupno prezivljavanje u poredenju sa
pacijentkinjama koje su 5G homozigoti [229]. Nasuprot ovim rezultatima u studiji Lei i sar. utvrdeno
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je da je kod pacijentkinja koje su 5G homozigoti period ukupnog prezivljavanja kra¢i u poredenju sa
pacijentkinjama kod kojih je utvrden 4G/4G 1 4G/5G PAI-1 genotip [230].

Oprecni rezultati studija mogu biti posledica nedostataka pojedinacnih studija, ali definitivno
ukazuju na potrebu za sprovodenjem dodatnih istrazivanja kako bi se razreSile nedoumice u pogledu
uticaja 4G/5G polimorfizma na ishod bolesti.

1.6.5. Preporuke za odredivanje biomarkera kod luminalnih HER2
negativnih karcinoma dojke

Prema ESMO vodi¢ima u slu¢aju luminal-B ER pozitivnih HER2 negativnih karcinoma dojke
odluku o primeni adjuvantne hemioterapije treba doneti nakon procene rizika od pojave recidiva
bolesti. Kao pomo¢ u odluc¢ivanju ESMO vodi¢ preporucuje odredivanje ekspresije UPA-PAI-1 ili
primenu genskih eseja poput MammaPrint-a ili Oncotype DX. Vodi¢ dozvoljava upotrebu i drugih
genskih eseja poput Prosigna, Endopredict ili Breast Cancer Index [145].

Sliéne preporuke mogu se naci u i EGTM vodi¢u koji predlaze upotrebu pomenutih
biomarkera ne samo kod nodus negativnih ER pozitivnih HER2 negativnih karcinoma, ve¢ i u slu¢aju
nodus pozitivnih karcinoma kada je broj zahvaéenih limfnih ¢vorova izmedu 1 i 3 [78].

EGTM preporucuje da Oncotype DX test moze da obezbedi dodatnu vrednost postoje¢im
faktorima u proceni neophodnosti adjuvatne hemioterapije kod nodus negativnih, ER pozitivnih i
HER2 negativnih invazivnih karcinoma dojke, te kod pacijentkinja sa HER2 negativnim, ER
pozitivnim karcinomima kada su zahvacena 1-3 limfna ¢vora [78]. Za razliku od EGTM American
Society of Clinical Oncology (ASCO) predlaze upotrebu ovog testa samo kod nodus negativnih, ER
pozitivnih, HER2 negativnih karcinoma dojke [231].

Prema EGTM vodi¢ima MammaPrint test moZe da se koristi za odredivanje prognoze bolesti
1 odlu¢ivanje o potrebi za primenom adjuvatne hemioterapije kod pacijentkinja sa novootkrivenim
invazivnim karcinomom dojke koji je nodus negativan ili nodus pozitivan sa 1-3 zahvacena limfna
¢vora. Pacijentkinje koje se prema klinickim i patoloskim kriterijumima klasifikuju kao pacijentkinje
visokog rizika, a prema MammaPrint testu niskog rizika mogu biti kandidati kod kojih nece biti
primenjena adjuvatna hemioterapija [78]. Sli¢ne preporuke date su i najnovijim ASCO vodi¢ima
[231].

Iako vodi¢i u sustini izjednacavaju upotrebu eseja genske ekspresije 1 odredivanje ekspresije
uPA i PAI-1 bitno je napomenuti da je poslednje pomenuti test dosta jednostavniji za izvodenje, a i
jeftiniji, iako je za oba testa genske ekspresije utvrdeno da postoji kost-efektivnost. Dok se kod
najcesce koriScenih testova genske ekspresije koriste RT-PCR (Oncotype DX) odnosno DNA-
microarray (MammaPrint) kod uPA PAI-1 meri se nivo dva proteina ELISA metodom §to predstavlja
daleko jednostavniju i manje zahtevnu tehniku [176].

Pokazalo se da odredivanje intratumorskog nivoa uPA i PAI-1 kod luminalnih tumora
predstavlja prognosticki faktor: $to je visi nivo oba markera to je loSija prognoza bolesti. Istovremeno
pokazana je njihova prediktivna vrednost u predvidanju pozitivnog odgovora na antraciklinsku
hemioterapiju u poredenju sa CMF hemioterapijom. Medutim, prema naSim saznanjima do sada nije
uradena analiza povezanosti nivoa UPA/PAI-1 na prognozu kod pacijenktinja sa nodus negativnim
luminalnim HER2 negativnim tumorima le¢enih adjuvantnom hormonskom terapijom koje imaju
najbolju prognozu.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi ovog istrazivanja bili su slede¢i:

Ispitivanje povezanosti koncentracije uPA i PAI-1 proteina sa klasi¢nim faktorima prognoze:
veli¢inom tumora, gradusom tumora, procentom ER i Ki67 u grupi pacijentkinja
dijagnostikovanih u prvom i drugom stadijumu bolesti, sa HR-pozitivnim i HER2-negativnim
karcinomima dojke koji se nije prosirio u regionalne limfne ¢vorove (nodus negativna grupa);

Ispitivanje prognosticke vrednosti klasi¢nih faktora prognoze (veli¢ina tumora, gradus
tumora, procenat ER i Ki67) u grupi pacijentkinja dijagnostikovanih u prvom i drugom
stadijumu bolesti, sa HR-pozitivnim i HER2-negativnim karcinomima dojke koji se nije
prosirio u regionalne limfne ¢vorove (nodus negativna grupa);

Ispitivanje prognosticke vrednosti tumorske koncentracije uPA/PAI-1 proteina u grupi
pacijentkinja dijagnostikovanih u prvom i drugom stadijumu bolesti, sa HR-pozitivnim i
HER?2-negativnim karcinomima dojke koji se nije proSirio u regionalne limfne ¢vorove
(nodus negativna grupa);

Odredivanje grani¢nih vrednosti koncentracije uPA/PAI-1 proteina koji daju najbolji odnos
senzitivnosti i specificnosti za prognozu relapsa karcinoma dojke, u grupi pacijentkinja
dijagnostikovanih u prvom i drugom stadijumu bolesti, sa HR-pozitivnim i HER2-negativnim
karcinomima dojke koji se nije prosirio u regionalne limfne ¢vorove (nodus negativna grupa);

Ispitivanje povezanosti 4G/5G inserciono/delecionog polimorfizma na poziciji -675
promotorske regije PAI-1 gena sa prezivljavanjem bez znakova bolesti (disease-free survival
- DFS), ukupnim prezivljavanjem (overall survival - OS) i preZivljavanjem bez pojave
relevantnog dogadaja (event-free survival — EFS).
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3. PACIJENTI I METODE

Istrazivanje je dizajnirano po tipu kohortne studije.

U istrazivanje je ukljucena 81 pacijentkinja koje su u periodu od 2010. do 2012. godine
ispunile sve kriterijume za uklju€ivanje u istrazivanje. Kriterijumi za uklju¢ivanje u istrazivanje su
bili sledeci: patohistoloski dokazan HR-pozitivni i HER2—negativni karcinom dojke, ¢iji je svezi
smrznuti uzorak uskladiSten u banci tumora IORS-a, uradeno hirur§ko odstranjenje tumora i
regionalnih limfnih ¢vorova, sa ili bez sprovedene postoperativne zracne terapije, patohistoloski
odredena veli¢ina primarnog tumora dojke do 5 cm (pT1-2), bez patohistoloski dokazanih metastaza
u regionalnim limfnim ¢vorovima (pNO0), sprovedena adjuvantna hormonska terapija tokom 5 godina

posle operacije.

Sve pacijentkinje su dale pisanu saglasnost za uzimanje uzorka bioloskog materijala za banku
tumora i ucesce u istrazivanjima.

Sve pacijentkinje su pracene posle zavrSenog inicijalnog leCenja prema protokolima za
pracenje pacijentkinja sa dijagnozom karcinoma dojke koji ukljucuje: klinicke preglede u
polugodis$njim intervalima, kontrolnu mamografiju jednom godi$nje, laboratorijske analize jednom
godisnje, druge preglede po potrebi, a prema opStem stanju pacijentkinje. Podaci o ishodu bolesti
dobijeni su iz njihovih istorija bolesti. Ishod bolesti definisan je vremenom do pojave dogadaja na
slede¢i nacin:

e prezivljavanje bez znakova bolesti — DFS (engl. disease-free survival): vreme od operacije do
pojave lokoregionalnog recidiva i/ili udaljenih metastaza i/ili primarnog tumora suprotne
dojke;

e ukupno prezivljavanje — OS (engl. overall survival): vreme od operacije do smrtnog ishoda,
bez obzira na njegov uzrok;

e prezivljavanje bez dogadaja — EFS (engl. event-free survival): vreme od operacije do pojave
lokoregionalnog recidiva i/ili udaljenih metastaza i/ili primarnog tumora suprotne dojke i/ili
drugog primarnog tumora drugih organa ili smrtnog ishoda bez obzira na njegov uzrok.

Klasi¢ni faktori prognoze odredeni su nakon operacije tumora: veli¢ina tumora prema pT
kriterijumima, gradus tumora prema Scarf/Bloom/Richardson kriterijumima.

3.1. Odredivanje nivoa ekspresije ER, PR, HER2 i Ki67 -
Imunohistohemijska analiza (IHH)

Nivo ekspresije ER, PR, HER2 i Ki67 odreden je imunohistohemijskim (IHH) bojenjem
iseaka tumorskog tkiva fiksiranog u formalinu 1 ukalupljenog u parafinu. Grani¢ne vrednosti za
utvrdivanje pozitivnog statusa hormonskih receptora (Allred score) za ER i PR bile su 3-8 [232].
Antitela koris¢ena za IHH bojenje bila su: anti-humano ERa (klon SP1, 1:200 razblaZenje;
LabVision), anti-humano PR (klon PgR 636, 1:500 razblazenje; Dako) i anti-humano HER2 (klon
CB11, 1:800 razblazenje; Novocastra). Negativan HER2 status je definisan kao IHC 0, IHC 1+ i IHC
2+/CISH (hromogen in situ hibridizacija — engl. chromogen in situ hybridization) — negativni tumori
[233]. Ki67 je odredivan pomocu Lab-Vision monoklonalnog antitela (klon SP6, razblazenje 1:200).
Za vizuelizaciju je koris¢en ULTRA vision detection system (RTU, ready for use, Lab Vision).
Grani¢na vrednost za nizak Ki67 proliferativni indeks bila je Ki67 (u) manje od 15% ¢elija karcinoma
dojke.
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3.2. Odredivanje koncentracije UPA i PAI-1 ELISA testom

Koncentracije uPA i PAI-1 u tumorskim tkivima odredene su komercijalno dostupnim ELISA
testom (FEMTELLE®, Sekisui Diagnostics). Proteinski ekstrakti tkiva pripremljeni su
homogenizacijom smrznutih uzoraka tumorskog tkiva u TBS puferu (engl. Tris Buffered Saline)
homogenizatorom Ultra Turrax. DeterdZzent Triton-X 100 je dodat homogenatima tkiva u kona¢noj
koncentraciji od 1% nakon ¢ega su uzorci inkubirani na Sejkeru u trajanju od 16 h na temperaturi od
4 °C. Nakon inkubacije, ekstrakti su centrifugirani brzinom od 16,000 g u trajanju od 1 h na
temperaturi od 4 °C. Nakon centrifugiranja odvojen je proteinski ekstrakt (supernatant) koji je
zamrznut i ¢uvan na temperaturi od — 20 °C do analiziranja. Koncentracija ukupnih proteina u
ekstraktima tumorskog tkiva merena je pomocu Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific,
kataloski broj 23227). Odredivanje koncentracije UPA i PAI-1 u ekstraktima tumorskog tkiva vrSeno
je pomoéu FEMTELLE® uPA/PAI-1 ELISA, prema uputstvu proizvodaca (Sekisui Diagnostics,
LLC, Stamford, USA, ref. 899). RazblaZeni rastvori ekstrakata tumorskog tkiva, kontrolni uzorci i
uPA ili PAI-1 standardi dodati su u obloZzene mikrobunare. Plo¢e sa mikrobunarima su inkubirane
tokom no¢i na temperaturi od 8 °C. Nakon ispiranja, u mikrobunare su dodata antitela za detekciju, a
potom su ploce inkubirane u trajanju od lh na sobnoj temperaturi. U sledecem koraku ploce su
isprane, a UPA ili PAI-1 enzimski konjugat je dodat u mikrobunare. Nakon inkubacije u trajanju od
1h, ploce su isprane i TMB supstrat rastvor je dodat u svaki mikrobunar. Ploce su inkubirane u trajanju
od 20 min nakon Cega je enzimska reakcija zaustavljena dodavanjem H>SOs. Apsorbanca je merena
na talasnoj duzini od 450 nm kori$¢enjem Multiskan EX Thermo Labsystems ¢itac¢a. Svi uzorci su
analizirani u duplikatu. Standardne refrerentne grani¢ne vrednosti za uPA i PAI-1 su bile 3 ng/mg
proteina za UPA i 14 ng/mg proteina za PAI-1 [209].

3.3. lzolacija DNK

Tumorska DNK uspesno je izolovana iz 79 sveze zamrznutih uzoraka tkiva karcinoma dojke
metodom isoljavanja. Inicijalna disrupcija i digestija ¢elija izvedena je SDS—proteinazom K, nakon
Cega je dodata visoka koncentracija soli (6M natrijum hlorid). Nakon odbacivanja proteina, DNK je
ckstrahovana i istalozena etanolom. Koncentracija i Cistoéa izolovane DNK utvrdena je
spektrofotometrijski (Nanodrop, Shimadzu).

3.4. Detekcija genetickih varijanti - PCR-RFLP analiza

Detekcija genetickih varijanti uradena je pomocu klasiéne metode analize duzine restrikcionih
fragmenata - RFLP (engl. restriction fragment length polymorphism).

Inserciono/delecioni polimorfizam na poziciji -675 bp promotorske regije PAI-1 gena (— 675
4G/5G) je odredivan koris¢enjem sledecih prajmera: uzvodni 5’-CACAGAGAGAGTCTGGCCACGT-
31 nizvodni 5’-CCAACAGAGGACTCTTGGTCT -3’ ¢ime su dobijeni PCR produkt od 98 bp za 4G
alel i PCR produkt od 99 bp za 5G alel. Reakcije umnoZavanja izvodene su pri slede¢im uslovima:
pocetna denaturacija na temperaturi od 94 °C u trajanju od 5 min, zatim 40 ciklusa: na 94 °C 30 s, na
56 °C 30s,na72 °C 30 s te zavr$na elongacija 10 min na temperaturi od 72 °C. Produkti PCR reakcije
proveravani su elektroforezom na 2% agaroznom gelu, a zatim digestirani sa Bsll (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) restrikcionim enzimom prema uputstvima proizvodaca. Fragmenti digestije su
razdvojeni u 8% poliakrilamidnom gelu. Veli¢ina restrikcionog fragmenta PAI-1 (— 675) 5G alela
bila je 77-bp, a PAI-1 (— 675) 4G alela 98-bp.
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3.5. Statisticka analiza

U statistickoj obradi podataka koris¢eni su metodi deskriptivne i analiticke statistike. Za
ispitivanje normalnosti raspodele podataka koris¢eni su Kolmogorov-Smirnov i Shapiro-Wilk testovi.
Nominalne i ordinalne varijable opisane su raspodelom ucestalosti njihovih kategorija, a merne
varijable merama centralne tendencije i merama varijabiliteta. U okviru analiti¢ke statistike kori$¢eni
su parametarski i neparametarski testovi u zavisnosti od distribucije varijabli. Od parametarskih
testova razlike kori$¢eni su T-test i ANOVA test, a od neparametarskih testova Kruskal-Volisov test,
Wilcoxon rank sum test, Men-Vitnijev U test, FiSerov test i x2 test. Analiza povezanosti procenjivana
je u zavisnosti od prirode posmatranih varijabli na osnovu koeficijenata korelacije Pirsonovog ili
Spirmanovom testa korelacije ranga. U analizi vremena do pojave dogadaja kojim su definisani ishodi
lecenja bolesti (DFS, OS, EFS) koris¢ene su analize prezivljavanja (Kaplan-Meier metoda, medijana
1 95% interval poverenja). Za ispitivanje diskriminativnog potencijala intratumorskih nivoa uPA i
PAI-1 za prognozu pojave dogadaja kojim je definisan EFS kori$¢ene su ROC (Receiver Operating
Characteristics curve) metode koje ukljuc¢uju: povrsinu ispod ROC krive (area under the ROC curve
- AUC ROC prema DeLongovom metodu) i Likelihood ratio test za AUC ROC. Pomo¢u ROC metode
odredene su grani¢ne (cut-off) vrednosti nivoa oba markera sa najboljom senzitivno$¢u i
specifiénos¢u. Vrednost p <0,05 kori$éena je kao kriterijum znacéajnosti, a Bonferroni korekcija za
multipla poredenja.

Statisti¢ka analiza izvrSena je pomocu statistickog programa R (verzija 3.3.2 (2016-10-31) --
“Sincere Pumpkin Patch”; Copyright (C) 2016 The R Foundation for Statistical Computing; Platform:
x86_64 -w64-mingw32/x 64 (64-bit); downloaded: January 21, 2017).
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4. REZULTATI

4.1. Karakteristike ispitivane grupe, oboljenja 1 ishod leCenja
4.1.1.  Karakteristike ispitivane grupe

U istrazivanje je ukupno ukljucena 81 pacijentkinja, srednje zivotne dobi od 66 godina
(opseg 36 — 82). Sve, osim 2 pacijentkinje, bile su postmenopauzne. Karakteristike uklju¢enih
pacijentkinja prikazane su na Tabeli 4.

Tabela 4. Opste karakteristike pacijentkinja

Karakteristike N (%)
Zivotna dob (godine)
Medijana (opseg) 66 (36-82)
Prosek (SD) 65.6 (10.58)
e sets 225
o P 79 (97.5)
ostmenopauzne
Ukupno 81 (100)

4.1.2. Karakteristike bolesti

Pedeset i Sest posto pacijentkinja dijagnostikovano je u stadijumu 2, 71/81 (88%) su imale
tumore do 30 mm, a 67/81 (83%) pacijentkinja imale su intermedijerni gradus tumora (gradus 2). Sve
pacijentkinje su bile klinicki (fizikalni 1 UZ pregled) bez patoloski palpabilnih limfnih ¢vorova u
istostranoj aksilarnoj regiji, s tim §to je to kod vecine [77/81(95.06%)] bilo i patohistoloski (PH)
potvrdeno. Klini¢ke 1 PH karakteristike tumora prikazane su na Tabeli 5.
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Tabela 5. Klinicke i patohistoloske karakteristike tumora

Karakteristike N (%)
Stadijum bolesti na dg

Stadijum 1 36 (44.44)

Stadijum 2 45 (55.56)
Pato-histoloski nalaz

Duktalni invazivni 36 (44.44)

Lobularni invazivni 36 (44.44)

Drugi 9(11.12)
Velicina tumora

<20 mm 34 (41.98)

20-30 mm 37 (45.68)

> 30 mm 9(11.11)

Nepoznato 1(1.23)
Gradus tumora

Gradus 1 11 (13.58)

Gradus 2 67 (82.72)

Gradus 3 3(3.70)
Nodusni status

Nodus-negativni 77 (95.06)

Nodus-pozitivni -

Nepoznato* 4 (4.94)

*klini¢ki nodus-negativne

Sve pacijentkinje su imale pozitivni zdruZeni status ER i PR, s tim $to je 80/81 (98.7%) imalo
ER-pozitivne/PR-pozitivne ili ER-pozitivne/PR-nepoznate tumore, a 1/81 (1.3%) je imala ER-
negativni/ PR-pozitivni status tumora. Proliferativni indeks Ki67 odreden je kod 51/81 (62.9%) od
kojih je 22/81 (22.16%) imalo nizak proliferativni indeks, a medijana za celu grupu je iznosila 25%
(opseg 3%-90%). U naSoj ispitivanoj grupi polovina pacijentkinja [40/81 (49.38%)] imala je
intratumorsku koncentraciju uPA iznad 3 ng/mg proteina, a 49/81 (60.49%) PAI-1 iznad 14 ng/mg
proteina. Znacajno veci broj pacijentkinja imao je ili oba markera niskih (37.04%) ili visokih nivoa
(46.91%) u poredenju sa pacijenktinjama koje su imale jedan marker niskih, a drugi visokih
koncentracija (13.58% je imalo uPA nizak/PAI-1 visok, a 2.47% uPA visok/PAI-1 nizak
intratumorski nivo) (Fisher exact test, p<0.0001). Receptorski status i intratumorska koncentracija
uPA i PAI-1 prikazani su u Tabeli 6.

24



Rezultati

Tabela 6. Statusi hormonskih receptora (HR) i HER2
status i nivoi tumorskog uPA i PAI-1

Karakteristike N (%)
ER status

ER-pozitivni 80 (98.77)

ER-negativni 1(1.23)
PR status

PR-pozitivni 51 (62.96)

PR-negativni 4 (4.94)

PR-nepoznato 26 (32.10)
HER?2 status

HER2-pozitivni -

HER2-negativni 81 (100)
Ki67 status (%)

Srednja vrednost (SD) 26.76 (20.44)

Medijana (opseg) 25 (3-90)

Ki67 < 15% 22 (27.16)

Ki67 > 15% 29 (35.80)

Ki67 nepoznat 30 (37.04)
UuPA (ng/mg proteina)

Srednja vrednost (SD) 4.37 (3.9)

Medijana (opseg) 3(0.1-18.7)

uPA <3 41 (50.62)

uPA >3 40 (49.38)

PAI-1 (ng/mg proteina)
Srednja vrednost (SD)

21.47 (18.89)

Medijana (opseg) 16 (0-140)
PAI-1 <14 32 (39.51)
PAI-1> 14 49 (60.49)
uPA/PAI-1 kombinacije

uPA <3/PAI-1<14 30 (37.04)
uPA <3/PAI-1>14 11 (13.58)
uPA > 3/PAI-1 < 14 2 (2.47)

uPA > 3/ PAI-1 > 14 38 (46.91)

4.1.3.

Nacin 1 ishod leCenja

Kod 46/81 (44.44%) pacijentkinja uradena je radikalna mastektomija, kod 41/81 (50.62%)
postedna operacija dojke uz disekciju regionalnih limfnih ¢vorova u istostranoj aksilarnoj regiji, dok
je kod 4/81 (4.94%) uradena Siroka tumorektomija. Kod svih pacijentkinja kod kojih nije uradena
radikalna mastektomija, sprovedena je i postoperativna RT [45/81 (55.56%)]. Sve pacijentkinje
primale su samo adjuvantnu hormonsku terapiju i to: [70/81 (86.42%)] samo tamoksifen tokom 5
godina, [2/81 (2.47%)] LHRH analog goserelin uz tamoksifen, a [9/81 (11.11%)] je primalo i
inhibitore aromataze 111 generacije sekvencijalno posle primene tamoksifena. Na Tabeli 7 prikazan
je nacin lecenja ispitivanih pacijentkinja.
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Tabela 7. Nacin lecenja

Karakteristike N (%)
Tip hirurske intervencije
Radikalna mastektomija 36 (44.44)
Postedna operacija dojke 41 (50.62)
Drugo 4 (4.94)
Adjuvantna sistemska terapija
Da 81 (100)
Ne -
Adjuvantna hormonska terapija 81 (100)
TAM 70 (86.42)
TAM + GOSERELIN 2 (2.47)
1A 9 (11.11)
Postoperativna radioterapija
Da 45 (55.56)
Ne 36 (44.44)

TAM — tamoksifen; 1A — inhibitori aromataze

Na Tabeli 8 prikazan je ishod le¢enja pacijentkinja u nasoj grupi. Nakon medijane pracenja
od 62 meseca (opseg 27 — 75 mes) relaps bolesti zabeleZen je kod 10/81 (12.35%) pacijenktinja, dok
je u istom periodu preminulo 7/81 (8.64%), od kojih je 2 preminulo bez relapsa karcinoma dojke.
Kada se uzmu u obzir svi mogu¢i ishodi leCenja (relevantni dogadaji) kod 15/81 (18.52%) je
zabelezen jedan od ovih dogadaja.

Tabela 8. Ishod lecenja

Karakteristike N (%)
Relaps bolesti
Da 10 (12.35)
Ne 71 (87.65)
Lokalizacija prvog
Loko-regionalni relaps 4 (4.94)
Pluca 3(3.70)
jetra 1(1.23)
Kosti 4 (4.94)
CNS (mozak) 1(1.23)
kontralateralni ca. dojke 1(1.23)
Ishod
Preminule 7 (8.64)
Zive 74 (91.36)
Relevantni dogadaji*
Da 15 (18.52)
Ne 66 (81.48)

* Relevantni dogadaji: pojava loko-regionalnog recidiva i/ili udaljenih metastaza i/ili kontralateralnog karcinoma
dojke i/ili primarogi karcinoma drugog organskog sistema i/ili smrt iz bilo kod razloga.

Tabela 9 prikazuje ishode lecenja analiziranih pacijentkinja. Medijana vremena do pojave
dogadaja nije dostignuta ni za jedan ishod, dok je donja granica 95% intervala poverenja dostiguta
samo za EFS i iznosi 71 mesec.
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Tabela 9. Ishodi lecenja u ispitivanoj grupi (DFS, OS i EFS)

Ishod broj pacijenata broj dogadaja medijana (mes) 95% CI (mes)
DFS 81 12 NR NR
0osS 81 7 NR NR
EFS 81 15 NR > 71

Cl — confidence interval (interval poverenja); NR — not reached (nije dostignuto); DFS — disease-free survival;
OS - overall survival; EFS - event-free survival.

Na grafikonu 1 prikazana su sva vremena u celoj ispitivanoj grupi pacijentkinja.
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Grafikon 1. DFS, OS i EFS u grupi analiziranih pacijentkinja.

4.2. Udruzenost klasi¢nih prognostickih faktora i
intratumorskog nivoa uPA i PAI-1

Ispitivali smo sledece klasi¢ne prognosticke faktore: a) veli¢ina tumora (<20 mm prema 20-
30 mm prema > 30 mm), b) gradus tumora (gradus 1 prema gradus 2 i 3), ¢) nivo ER (> 50% prema
< 50%) i d) Ki67 proliferativni indeks (< 15% prema > 15%) i njihovu povezanost sa nivoima uPA i
PAI-1. Znacajno veci broj pacijentkinja sa tumorima sa Ki67 > 15% imao je intratumorski nivo uPA
> 3ng/mg proteina u poredenju sa pacijentkinjama sa tumorima sa Ki67 < 15% (Pearson 32 Test,
p=0.039 (tabela 10).
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Tabela 10. Klasicni prognosticki faktori i nivo UPA (standardna referentna vrednost)

UuPA intratumorski nivo (ng/mg proteina)

Klasi¢ni faktori intratumorski nivo ucestalost
prognoze Srednja Wilcoxon
vrednost (SD) rank sum test =3 >3 Pearson x2 test
Veli¢ina tumora
3.9(4.3) 0 0
<20mm 25 (0.1-18.7) 21 (51.2%) 13 (32.5%)
i 4.9 (3.8) 0 0
20 - 30mm 4.0 (0.5-15.5) NS* 15 (36.6%) 22 (55.0%) NS
4.3 (2.4) 0 0
> 30mm 5.1 (0.6.7.1) 4 (9.8%) 5 (12.5%)
nepoznato - 1 (2.4%) -
Gradus tumora
gradus 1 4.1(3.1) 5(122%) 6 (15.0%)
5.2 (0.2-8.9)
4.4 (4.0) NS NS
) ' 0, 0,
gradus 2/3 3 (0.1-18.7) 36 (87.8%) 34 (85.0%)
ER
>50% 4.1(3.6) 20 (48.8%) 18 (45.0%)
2.9 (0.2-15.5)
46 (5.2) NS NS
0, : * 0, 0,
<50% 3.3 (0.1-18.7) 21 (51.2%) 22 (55.0%)
Ki67 index
3.8 (4.0)
0, 0, 0,
<15% 1.8 (0.2-13.3) 14 (34.2%) 8 (20.0%)
4.8 (3.4) NS 0.039
[ 0, 0,
>15% 5.1 (0.5-15.5) 10 (24.4%) 19 (47.5%)
nepoznato - 17 (41.5%) 13 (32.5%)
Ukupno 81 (100%) - 41 (100%) 40 (100%) -

* Kruskal Wallis Test; # Fisher exact test; NS- statisti¢ki nesignifikantno

Tumori sa Ki67 > 15% imaju znac¢ajno visi intratumorski nivo PAI-1 u poredenju sa tumorima
sa Ki67 < 15% (Wilcoxon Rank Sum Test, p=0.038) (tabela 11). Za prognosticke podgrupe ostalih
ispitivanih klasi¢nih prognostickih faktora (veli¢ina i gradus tumora i procenat ER pozitivnih ¢elija)
nije nadena znacajna razlika izmedu broja pacijenata sa visokim i niskim nivoom markera. Takode,
nije nadena ni znacajna korelacija sa nivoom oba markera izmedu razli¢itih podgrupa klasi¢nih
prognostickih faktora.
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Tabela 11. Klasicni prognosticki faktori i nivo PAI-1 (standardna referentna vrednost)

PAI-1 intratumorski nivo (ng/mg proteina)

Klasi¢ni faktori intratumorski nivo ucestalost
prognoze Srednja Wilcoxon
vrednost (SD) rank sum test s14 > 14 Pearson x2 test
Veli¢ina tumora
17.7 (14.1)
< 20mm 12.5 (0.0-51.8) 18 (56.3%) 16 (32.7%)
20 - 30mm 24.6 (22.9)
17 (7.5-140) NS* 10 (31.3%) 27 (55.1%) NS*
> 30mm 24.6 (16.2)
24.5 (6.0-51.0) 3(9.4%) 6 (12.2%)
nepoznato - 1 (3.1%) -
Gradus tumora
radus 1 20.4 (15.3)
g 18.6 (0.9-46.0) NS 5(15.6%) 6 (12.2%) NS
gradus 2/3 21.6 (19.5)
16.0 (0.0-140) 27 (84.4%) 43 (87.8%)
ER
21.9 (23.0)
230% 15.3 (0.9-140) \S 15 (46.9%) 23 (46.9%) \S
<50% 21.1 (14.6)
16.8 (0.0-56.8) 17 (53.1%) 26 (53.1%)
Ki67 index
17.0 (13.0)
<15% 13.8 (0.9-56.8) 11(344%) 11 (22.5%)
159 275 (25.3) 0.038 NS
= 20.0 (3.0-140) 7(21.9%) 22 (44.9%)
nepoznato - 14 (43.8%) 16 (32.7%)
Ukupno 81 (100%) - 32 (100%) 49 (100%) -

* Kruskal Wallis Test; # Fisher exact test; NS-statisticki nesignifikantno
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4.3. Udruzenost klasi¢nih prognostickih faktora sa ishodom
bolesti (DFS, OS, EFS)

Pacijentkinje sa tumorima ve¢im od 30 mm imaju znacajno krace i prezivljavanje bez znakova
bolesti (DFS) i prezivljavanje bez pojave relevantnog dogadaja (EFS) u poredenju sa pacijentkinjama
sa tumorima manjim od 20 mm [(Log-rank test sa Bonferroni korekcijom; p = 0.0056 (0.05/3 =
0.0167)] (Tabela 12).

Tabela 12. Udruzenost klasicnih prognostickih faktora sa ishodom bolesti

DFS (mes) OS (mes) EFS (mes)
Karakteristike Medijana  Log-rank Medijana Log-rank Medijana Log-rank
(95% CI) test (95% CI) test (95% CI) test

Veli¢ina tumora

<20mm NR NR NR

20 - 30mm NR 0.0082 NR NS 71 (>71) 0.013

> 30mm 70 (>38) NR 70 (>38)
Gradus tumora

gradus 1 NR NR NR

gradusi 2/3 NR NS NR NS NR NS
ER

>50% NR NR NR

<50% NR NS 70 (>70) NS 70 (>70) NS
Ki67 index

<15% NR NR NR

>15% NR NS NR NS NR NS

NR-not reached (nije dostignuto); NS-statisticki nesignifikantno; DFS-disease-free survival; OS-overall
survival; EFS-event-free survival.

4.4. Udruzenost intratumorskog nivoa uPA i PAI-1 sa
ishodom bolesti (DFS, OS, EFS)

4.4.1.  UdruZenost intratumorskog nivoa uPA i PAI-1 (standardne
grani¢ne vrednosti) sa ishodom bolesti (DFS, OS, EFS)

Ispitivali smo da li pacijentkinje koje su iskusile jedan od dogadaja kojim su definisani DFS,
OS i EFS imaju razli¢ite nivoe uPA i PAI-1. Na tabeli 13 prikazano je da tumori onih pacijentkinja
koje su iskusile neki od dogadaja kojim je definisan EFS imaju znacajno visi nivo uPA i1 PAI-1 u
odnosu na pacijentkinje bez dogadaja.

Tabela 13. Nivoi uPA i PAI-1 u odnosu na pojavu relevantnog dogadaja (EF'S)

Relevantni dogadaj

Biomarker
Da Ne Wilcoxon rank sum test
uPA nivo
Srednje (SD) 6.5 (4.8) 3.9 (3.5) 0=0.042
Medijana (rang) 5.7 (0.5-18.7) 2.7 (0.1-15.5) '
PAI-1 nivo
Srednje (SD) 33.7 (32.7) 18.7 (12.9) 0=0.037
Medijana (rang) 27.2 (8-140) 15.1 (0-56.8) )

* Relevantni dogadaji: pojava loko-regionalnog recidiva i/ili udaljenih metastaza i/ili kontralateralnog
karcinoma dojke i/ili primarogi karcinoma drugog organskog sistema i/ili smrt iz bilo kod razloga.
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Rezultati

Iako medijane do pojave svih dogadaja kojim su definisani DFS, OS i EFS nisu dostignute
pacijentkinje sa tumorima uPA > 3 ng/mg proteina imale su znac¢ajno kra¢e DFS i OS u poredenju sa
pacijentkinjama sa tumorima uPA < 3 ng/mg proteina. Nadalje, pacijentkinje sa tumorima PAI-1 >
14 ng/mg proteina imale su znacajno kra¢e OS u poredenju sa pacijentkinjama sa tumorima PAI-1 <

14 ng/mg proteina. Rezultati su prikazani na tabeli 14 i grafikonima 2-4.

Tabela 14. Povezanost nivoa UPA i PAI-1 (standardne granicne vrednosti) sa DFS, OS i EF'S.

DFS (mes) OS (mes) EFS (mes)
Karakteristike Medijana  Log-rank Medijana Log-rank Medijana Log-rank
(95% CI) test, p (95% CI) test, p (95% CI) test, p

uPA

<3ng/mgprn NR (NR) _ NR (NR) _ NR (> 70)

>3ng/mgprn . NR (>71) p=0.015 NR (NR) p=0.04 NR (> 71) NS
PAI-1
< 14 ng/mg prn NR (NR) NR (NR) _ NR (> 70)
> 14 ng/mg prn NR (NR) NS NR (NR) p=0018 NR (> 71) NS

NR-not reached (nije dostignuto); NS-statisticki nesignifikantno; DFS-disease-free survival; OS-overall
survival; EFS-event-free survival.
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Grafikon 2: DFS u zavisnosti od standardnih granicnih vrednosti uPA (p=0.015)
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Grafikon 3: OS u zavisnosti od standardnih granicnih vrednosti uPA (p=0.04)
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Grafikon 4: OS u zavisnosti od standardnih granic¢nih vrednosti PAI-1 (p=0.018)

Da bi istrazili uticaj zdruzenog sadrzaja uPA i PAI-1 u tumorima, ispitivana grupa
pacijentkinja podeljena je u 3 podgrupe: 1) uPA i PAI-1 oba povisena (N=38, 46.91%), 2) jedan od
markera povisen, a drugi u granicama normale (N=13, 16.05%) i 3) uPA i PAI-1 oba u granicama
normale (N=30, 37.94%). Nije bilo razlike u DFS, OS i EFS izmedu ove tri podgrupe pacijentkinja
(Tabela 15).
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Tabela 15. Udruzenost razlicitih nivoa uPA i PAI-1 sa ishodom bolesti

DFS (mes) OS (mes) EFS (mes)
Karakteristike Medijana  Log-rank Medijana Log-rank Medijana Log-rank
(95% CI) test (95% CI) test (95% CI) test

Zdruzeni nivo
uPA i PAI-1

oba povisena NR (>70) NR NR (>70)

jedan poviSen NR NS NR NS NR NS

oba sniZena NR (>71) NR NR (>71)

NR-not reached (nije dostignuto); NS-statisticki nesignifikantno; DFS-disease-free survival; OS-overall
survival; EFS-event-free survival.

Uzimajuci u obzir da je ispitivana grupa mala i da komparacija multiplih poredenja izmedu
malih podgrupa ne moze u ovom trenutku dati pouzdane rezultate, odvojili smo posebno grupu sa
oba markera poviSena i uporedili sa ishodom bolesti ostalih pacijentkinja (Tabela 16).

Tabela 16: Poredenje DFS, OS i EFS izmedu podgrupa pacijentkinja sa tumorima koji
sadrze uPA i PAI-1 visokog nivoa i ostalih podgrupa pacijentkinja

Dogadaj Broj BIOJ  Medijana  os0c1  -O9Rank test,
pacijenata  dogadaja p-vrednost

DFS

UPA/PAI-1 visok nivo 35 10 NR 71-NR 0=0.006

Ostali* 41 2 NR NR - NR '

oS

uPA/PAI-1 visok nivo 38 6 NR NR - NR ~0.024

Ostali* 43 1 NR  NR-NR P=

EFS

uPA/PAI-1 visok nivo 38 11 NR 71-NR 0=0.025

Ostali* 43 4 NR NR - NR '

*Qstali - UPA nizak/PAI-1 nizak i uPA nizak/PAl-1 visok i uPA visok/PAl-1 nizak: **NR — nije dostignuto (not
reached); DFS-disease-free survival; OS-overall survival; EFS-event-free survival.

Tako, pacijentkinje sa tumorima sa istovremeno uPA > 3 ng/mg proteina i PAI-1 > 14 ng/mg
proteina imaju znacajno kra¢e DFS (Log Rank test, p= 0.006), OS (Log Rank test, p= 0.024) 1 EFS
(Log Rank test, p=0.025) u poredenju sa ostalim pacijentkinjama (uPA > 3 ng/mg proteina i PAI-1 <
14 ng/mg proteina; uPA < 3 ng/mg proteina i PAI-1 > 14 ng/mg proteina i uPA < 3 ng/mg proteina i
PAI-1 < 14 ng/mg proteina) (Grafikoni 5-7).
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Grafikon 5: DFS u zavisnosti od zdruzenog sadrzaja uPA i PAI-1 (oba povisena prema ostali) (p=0.006)
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Grafikon 6. OS u zavisnosti od zdruzenog sadrzaja uPA i PAI-1 (oba povisena prema ostali) (p=0.024)
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Grafikon 7: EFS u zavisnosti od zdruzenog sadrzaja uPA i PAI-1 (oba povisena prema ostali) (p=0.025)

4.4.2.  UdruZenost intratumorskog nivoa uPA i PAI-1 (ROC
grani¢ne vrednosti) sa ishodom bolesti (DFS, OS, EFS)

Korisé¢enjem ROC analize, potvrdili smo da je diskriminativni potencijal uPA i PAI-1 da
predvidi pojavu relevantnog dogadaja veca sa ROC cut-off (grani¢nim) vrednostima: 5.65 ng/mg
proteina za UPA i 27.10 ng/mg proteina za PAI-1 (Tabela 17; grafikon 8) u poredenju sa klasi¢nim
grani¢nim vrednostima.

Tabela 17. Rezultati ROC analize za uPA i PAI-1 i relevantnih dogadaja

Karakteristike uPA PAI-1

AUC ROC" (95% CI) 66.9% (50.9%-82.9%) 67.32% (50.8%-83.8%)
Likelihood ratio test™ p = 0.0268 p = 0.0099

ROC cut-off vrednost” 5.65 27.10
Senzitivnost (95% CI) 60.0% (33.3%-86.7%) 53.44% (26.7%-80.0%)
Specifi¢nost (95% CI) 72.7% (62.1%-83.3%) 81.82% (72.7%-90.9%)

*Area Under the ROC curve (DeLong's method); *"Likelihood ratio test za AUC ROC; *Nivo (ng/mg proteina)
sa maksimalnom senzitivnoscu i specificnoscu.
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Grafikon 8: ROC kriva za intratumorski nivo PAI-1 i PAI-1

Pacijentkinje sa tumorima ¢iji je nivo uPA < 5.65 ng/mg proteina imaju znac¢ajno duze DFS,

OS i EFS u poredenju sa pacijentkinjama sa tumorima koji sadrze uPA > 5.65 ng/mg proteina. (Tabela
18, Grafikoni 9-11)

Tabela 18. DFS, OS i EFS u odnosu na ROC granicne vrednosti uPA

. uPA Broj dogadaja (broj . 0 Log Rank

Dogadaj (ng/mg prn) pacijenata) Medijana (mes)  95% ClI test, p
<5.65 4 (51) NR NR i}

DFS > 5,65 8 (25) 71 > 66 p=0.004
<5.65 2 (54) NR NR i}

0S > 5,65 5 (27) 71 > 66 p=0.012
<5.65 6 (54) NR NR _

EFS > 5.65 9 (27) NR > 66 p=0.009

DFS-disease-free survival; OS-overall survival; EFS-event-free survival; NR — nije dostignuto (not reached).
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Grafikon 9: Povezanost uPA ROC granicnih vrednosti i DFS (p=0.004)
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Grafikon 10: Povezanost uPA ROC granicnih vrednosti i OS (p=0.012)
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Grafikon 11: Povezanost uPA ROC granicnih vrednosti i EFS (p=0.009)

Sli¢no, pacijentkinje sa tumorima sa PAI-1 nivoima < 27.1 ng/mg proteina imaju zna¢ajno
duze DFS, OS, i EFS u poredenju sa pacijentkinjama sa tumorima sa PAI-1 > 27.1 ng/mg proteina.

(Tabela 19, Grafikoni 12-14).

Tabela 19. DFS, OS i EFS u odnosu na ROC granicne vrednosti PAI-1

. uPA Broj dogadaja (broj . 0 Log Rank

Dogadaj (ng/mg prn) pacijenata) Medijana (mes)  95% ClI test, p
<271 7 (61) NR NR _

DFS >27.1 8 (20) 71 > 44 p=0.004
<27.1 6 (61) NR NR _

0S >27.1 4 (20) NR NR p=0.017
<27.1 6 (54) NR NR _

EFS >271 9 (27) NR > 66 p=0.009

ROC - povrsina ispod ROC krive; DFS-disease-free survival; OS-overall survival; EFS-event-free survival;

NR — nije dostignuto (not reached).
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Grafikon 12: Povezanost PAI-1 ROC granicnih vrednosti i DFS (p=0.004)
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Grafikon 13: Povezanost PAI-1 ROC granicnih vrednosti i OS (p=0.017)
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Grafikon 14: Povezanost PAI-1 ROC granicnih vrednosti i EFS (p=0.004)

4.5. Udruzenost -675 4G/5G PAI-1 genotipa sa ishodom
bolesti (DFS, OS, EFS)

Tumori sa -675 4G/4G genotipom imaju znacajno visi tumorski nivo uPA u poredenju sa
pacijentkinjama sa tumorima koji imaju dominantne alele u svojim genotipovima (— 675 4G/5G i —
675 5G/5G) i trend ka ve¢im koncentracijama PAI-1 (Tabela 20)

Tabela 20. Tumorski nivoi uPA i PAI-1 u odnosu na —675 4G/5G PAI-1 genotipove

PAI-1 genofi uPA nivo Wilcoxon rank PAI-1 nivo Wilcoxon rank
g P (ng/mg proteina) sum test, p (ng/mg proteina) sum test, p

4G/AG

Srednja vrednost 6.21 (4.74) 30.5 (29.76)

(SD)

Medijana (rang) 5.5 (0.5-18.7) 19.8 (6.5-140)

4GI5G i 5G/5G 0.032 0.076

Srednja vrednost 3.67 (3.21) 18.76 (12.59)

(SD)

Medijana (rang) 2.7 (0.2-15.5) 15.1 (0.9-56.8)

Povezanost — 675 4G/5G PAI-1 genotipova sa ishodom bolesti, DFS, OS i EFS ispitivana je
Log Rank testom (Tabela 21). Pacijentkinje sa tumorima koji imaju recesivni genotip
insercija/delecija polimorfizma na poziciji -675 bp promotorske regije PAI-1 gena (— 675 4G/4G)
imaju znacajno krace DFS, OS 1 EFS u poredenju sa pacijentkinjama sa tumorima heterozigotnog (—
675 4G/5G) i dominantno homozigotnog genotipa (—675 5G/5G) (Log Rank test, p<0.01) (Grafikoni
15-17).
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Tabela 21. DFS, OS i EFS u odnosu na ROC granicne vrednosti PAI-1

Dogadaj PAI-1 Broj dogadaja (broj Medijana (mes)  95% ClI Log Rank
genotip pacijenata) test, p

oS 4G/5G i 5G/5G 6 (57) NR NR p=0.005

03 4G/5G i 5G/5G 2 (59) NR NR p=0.001
4G/AG 8 (20) 66 > 44 _

=S 4G/5G i 5G/5G 7 (59) NR NR p=0.001

DFS-disease-free survival; OS-overall survival; EFS-event-free survival; NR — nije dostignuto (not reached).
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Grafikon 15: Povezanost PAI-1 genotipova i DFS (p=0.005)
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Grafikon 16: Povezanost PAI-1 genotipova i OS (p=0.001)
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Grafikon 17: Povezanost PAI-1 genotipova i EFS (p=0.001)
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5. DISKUSIJA

Nasa ispitivana grupa obuhvatila je strogo selektovanu podgrupu pacijentkinja sa HR
pozitivnim/HER2 negativnim karcinomima dojke stadijuma I i I, bez zahvatanja regionalnih limfnih
¢vorova (nodus negativna bolest) u momentu postavljanja dijagnoze. Ova podgrupa pacijentkinja ima
najbolju prognozu, $to znaci da ve¢ina (oko 70%) ovih Zena nakon radikalnog odstranjivanja njihovih
tumora i regionalnih limfnih ¢vorova nece doziveti relaps karcinoma dojke. Ipak, neke zZene ¢e nakon
izvesnog vremena od operativnog zahvata imati relaps bolesti, §to se moze desiti i posle 2 i 3 decenije
od inicijalnog le¢enja [10]. Pokazano je da HR pozitivni/HER2 negativni tumori dobro reaguju na
hormonsku terapiju, tako da je adjuvantna hormonska terapija terapija izbora koja ima za cilj da
dodatno smaniji rizik od pojave relapsa bolesti [155]. Medutim, poznato je da dodavanje adjuvantne
hemioterapije hormonskoj terapiji kod nekih od ovih pacijentkinja donosi dodatnu korist, tj. dodatno
doprinosi smanjenju rizika od pojave relapsa bolesti. Ono $to se ne zna pouzdano, to je kojim Zenama
treba propisati hemioterapiju i koje su Zene kandidati za produzenu hormonsku terapiju duze od 5
godina.

Odredivanje bioloskih podtipova tumora na osnovu IHH analize ER, PR, HER2 i Ki67
(klini¢ki fenotipovi) predstavlja surogat definicije [98] molekularnih podtipova karcinoma dojke koji
su odredeni na osnovu genske ekpresije (genotipovi) i podeljeni su na luminalne A i B, HER2
“obogacene” (engl. HER2 enriched) i bazalnim ¢eljama sli¢ne tumore (engl. basal like) [97]. Danas
se koriste u rutinskoj praksi testovi genskog profilisanja, kao $to su Oncotype DX i MammaPrint
(prva generacija) i Endopredict CS, PAM50 i BC index (druga generacija) u cilju preciznijeg
odredivanja rizika od pojave relapsa bolesti i identifikacije pacijentkinja kojima je potrebno pored
adjuvantne hormonske terapije ordinirati i hemioterapiju. Medutim, pre otkrica testova genskog
profilisanja tumora, pokazano je da intratumorski nivoi uPA i PAI-1 predstavljaju faktore lose
prognoze i prediktivne faktore odgovora na antraciklinsku hemioterapiju [234,209].

Sistem plazminogen/plazmin igra klju¢nu ulogu u razgradivanju (degradaciji) nekoliko
proteina, medju kojima i fibrina, $to ima svoju fizioloSku ulogu u rastvaranju fibrinskih ugrusaka u
krvnim sudovima. Aktivacija uPA vezivanjem za svoj receptor (UPAR) pretvara plazminogen u
plazmin. Kao reakcija na poviSenje nivoa plazmina, povecava se sinteza PAI-1, fizioloskog inhibitora
UPA, koji se vezuje za kompleks uPA-uPAR. Ovaj sistem se, takode, aktivira u procesu zarastanja
rana. Smatra se da uPA podsti¢e migraciju malignih ¢elija time Sto dovodi do razgradivanja
ekstracelijskog matriksa [235,236]. Osim toga, nedavno objavljeni rad ukazuje na to da uPA i PAI-
1 pomazu opstanak maligne ¢elije u krvi 1 kosnoj srZi 1 time olakSavaju proces metastaziranja. Uloga
PAI-1 nije samo da inhibira uPA, ve¢ podstiCe procese metastaziranja malignih ¢elija, promovise
angiopoezu i inhibira p53-indukovanu apoptozu [237]. Inhibicija fibrinolize pod uticajem PAI-1
dovodi do nakupljanja fibrina, §to potencijalno §titi tumorske celije tako Sto pomaze da izbegnu
imunoloski nadzor i time omogucava njihovo prezivljavanje [238]. Prognostic¢ki znac¢aj UPA i njenog
inhibitora PAI-1 u pacijentkinja sa nodus negativnim ranim karcinomima dojke pokazan je u
radovima objavljenim pre dve decenije, ali je to potvrdeno 1 u kasnijim istraZivanjima
[206,234,239,240]. Nizak nivo uPA i PAI-1 u tumorima ovih pacijenata ukazuje na bolju prognozu
u poredenju sa visokim vrednostima ovih markera.

U retrospektivnoj studiji sprovedenoj u okviru jedne institucije, analizirali smo uticaj
klasi¢nih prognostickih faktora i intratumorskog nivoa UPA i PAI-1 na ishode bolesti HR-pozitivnih i
HER-2-negativnih pacijentkinja obolelih od karcinoma koji se nije proSirio u regionalne limfne
¢vorove, a kod kojih je primenjivana adjuvantna hormonska terapija. Od svih ispitivanih klasi¢nih
faktora prognoze (veli¢ina i gradus tumora, procenat ER u tumorskim ¢elijama i Ki67 indeks), samo
je veli¢ina tumora bila od prognostickog znacaja: pacijentkinje sa tumorima ve¢im od 30 mm imale su
znacajno krace DFS i EFS u odnosu na pacijentkinje sa tumorima do 20 mm ili manjim, $to se poklapa
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sa rezultatima do kojih su dosli Dovnik i Takac [241]. Izgleda da nivoi uPA i PAI-1 ne uti¢u na ovaj
rezultat, buduci da nije zabelezena udruZenost izmedu veli¢ine tumora i nivoa uPA i PAI-1. Poznato je da
je veli¢ina tumora pored gradusa tumora, nezavisni klasicni prognosticki faktor kod pacijentkinja sa nodus
negativnim karcinomima dojke [242].

Od drugih klasi¢nih faktora prognoze ispitivali Smo uticaj ekspresije ER i Ki67. Grani¢na vrednost
od 50% za ekspresiju ER diskriminise izmedu luminalnog A i luminalnog B fenotipa. Ekspresija PR nije
mogla da bude uzeta u obzir buduci da tre¢ina (26/81) pacijentkinja nije imala odreden PR, a od ostalih 53
pacijentkinje sa odredenim PR, samo 4 je imalo ER pozitivne / PR negativne tumore, dok je jedna
pacijentkinja imala ER negativan/PR pozitivan tumor, dakle ukupno 5/81 (6%). Istovremena pojava
pozitivne ekspresije PR u odsustvu ekspresije ER je neobicna, jer se zna da je ekspresija PR mera aktivnosti
ER signalnog puta, koja odrazava delovanje estrogena putem njegovog vezivanja za ER. To je tumorski
fenotip karcinoma dojke koji se javlja sa najmanjom ucestalo$¢u (1.6%) i postoje misjenja da je zapravo
ER lazno negativan rezultat, $to bi se moglo dokazati u ponavljanim analizama ER [243].

Zbog toga nije mogla da se napravi drugacija podela izmedu luminal A i B fenotipa osim na osnovu
ekspresije ER. Mi u nasoj grupi nismo nasli da nivo ekspresije ER utie na ishod bolesti ispitivanih
pacijentkinja. Smatramo da nivo ekspresije PR ne bi zna¢ajno uticao na ovaj rezultat i da smo bili u
mogucnosti da uradimo 1 ekspresiju PR kod svih pacijentkinja. Od 43/81 (53%) sa ER>50% njih 21 je
imalo PR>20% (luminal A fenotip), 5 je imalo nisku ekspresiju PR, §to znaci da je ostalih 17 imalo
nepoznate PR i u ovoj podgrupi sustinski ne znamo podelu izmedu grupa lumnal A i luminal B tumora.
Malo je verovatno da bi mali broj ovih pacijentkinja koji bi bio zapravo svrstan u aktuelnu grupu sa
ER<50% tumorima, mogao da utice na ovaj rezultat. U planu je duZe pracenje ovih pacijentkinja kada ¢e
se uraditi i ekspresija PR kod svih pacijentkinja.

Nasa analiza je pokazala da postoji znaCajna udruzenost intratumorskog nivoa UPA i PAI-1 i
ekspresije Ki67: karcinomi sa Ki67>15% imali su znacajno vise nivoe PAI-1 u odnosu na karcinome sa
Ki67<15%, ali nije bilo razlike u ishodu bolesti izmedu pacijentkinja sa nizim 1 vi$im Ki67 indeksima. U
pogledu prognostickog znacaja ovog parametra postoje neslaganja. Prema EGTM ekspertskom
panelu Ki67 moze da se koristi u kombinaciji sa drugim prognostic¢kih faktorima radi odredivanja
prognoze bolesti posebno u grupama sa niskom (< 10% obojenih ¢elija) ili visokom ekspresijom
(>25% obojenih ¢elija) [78]. Zbog niske reproducibilnosti testa, formirana je Internacionalna radna
grupa za odredivanje Ki67 kod karcinoma dojke 201 1. godine, ali do danas metoda nije u potpunosti
standardizovana [95]. Zbog toga, ASCO (American Society of Clinical Oncology) ne preporucuje
koriséenje Ki67 kao prognostickog faktora kod karcinoma dojke u rutinskoj praksi [77].

Rezultati nase studije ukazuju na znacaj prognosticke vrednosti intratumorskih nivoa uPAi PAI-1
kod pacijentkinja sa ranim HR pozitivnim/HER2 negativnim karcinomima dojke koje su primale adjuvantnu
endokrinu terapiju. Pacijentkinje sa UPA>3ng/mg proteina imale su znacajno krace DFS i OS, dok su
pacijentkinje sa PAI-1>14 ng/mg proteina imale znacajno krace OS, $to je u skladu sa rezultatima do kojih su dosli
drugi autori [205,244,207,208,209]. Medutim, nismo uspeli da potvrdimo da zdruZeni poviSeni sadrzaj oba
markera ima bolji prognosti¢ki zna¢aj u odnosu na to kada je pozitivan samo jedan od ispitivanih
biomarkera. Razlog tome je manji broj pacijentkinja sa diskordantnim nivoima oba markera i, sledstveno
tome, i mali broj dogadaja u ovoj podgrupi pacijentkinja. U nasoj ispitivanoj grupi, od 40/81 (49.5%)
pacijentkinja sa intratumorskim vrednostima uPA>3 ng/mg proteina, 38 pacijentkinja je takode imalo vrednosti
PAI-1>14 ng/mg proteina. Ovo je u skladu sa studijama koje su sproveli De Cremoux i sar. [239] i Lampel; i
sar. [245], u kojima je potvrdena znacajna pozitivna korelacija izmedu vrednosti uPA i PAI-1 kod tumora
dojke.

Za razliku od ovoga, u poredenju sa podacima do kojih su dosli Lampelj i sar. gde je 21% pacijenata
sa nodus negativnim tumorima imalo visoke vrednosti oba biomarkera [245], u naSem istrazivanju je zna¢ajno
vedi broj pacijenata (47%) imao poviSene vrednosti oba markera. Ova nepodudarnost u frekvenciji pacijenata
obolelih od karcinoma dojke sa visokim vrednostima uPA i PAI-1 izmedu naSeg istrazivanja i onog koje su
sproveli Lampelj i sar. moze se bar delimi¢no pripisati razlikama u selekciji ispitanika, odnosno grupi
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pacijenata. Druga mogucnost je da je deo tumora koji je poslat u banku tumora IORS-a bio blizu prethodne
povrede tkiva biopsijom, uz uslov da je proslo manje od nedelju dana od biopsije do operativnog zahvata.
Procedura u IORS-u je da se preoperativno uradi biopsija tkiva, a potom se zakazuje radikalna hirurSka
intervencija kod onih kod kojih je to indikovano. Kako je srednje vreme od biopsije do operacije bilo 4 nedelje,
malo je verovatno da ovo moze biti razlog detekcije visokih nivoa markera u nasoj grupi pacijentkinja [246].
S druge strane, Harbeck i sar. su takode nasli da je poviSen nivo makar jednog biomarkera zabeleZen u 45%
pacijenata sa nodus negativnim karcinomima dojke [247] $to je nesto nize nego u nasoj grupi (60%).

Povrh toga, u odnosu na standardne referentne grani¢ne vrednosti za uPA i PAI-1 (3 ng/mg proteina
za UPA and 14 ng/mg proteina za PAI-1), ROC grani¢ne vrednosti (5.65 ng/mg za uPA and 27.10 ng/mg za
PAI-1) imaju pouzdaniji diskriminativni potencijal da odvoje pacijente u podgrupe sa boljim i losijim ishodom
bolesti. Nasi rezultati sugeriSu da podizanje standardnih uPA i PAI-1 grani¢nih vrednosti moze doprineti
boljem diskriminativnom u¢inku oba markera u prognozi bolesti u ispitivanoj grupi pacijentkinja. Stavise, ovi
pacijenti bi imali veliku korist od ove analize u smislu dalje klasifikacije na grupe sa boljom i losijom
prognozom. Uzimajuéi u obzir da je ispitivana grupa mala 1 da komparacija multiplih poredenja
izmedu malih podgrupa ne moze u ovom trenutku dati pouzdane rezultate, odvojili smo posebno
grupu sa oba markera poviSena i uporedili sa ishodom bolesti ostalih pacijentkinja. Tako smo dobili
relevantan rezultat da kada su oba markera iznad grani¢nih vrednosti da te pacijentkinje imaju

znacajno losiji ishod bolesti (DFS, OS i EFS) u odnosu na pacijentkinje sa tumorima koji imaju sve
ostale kombinacije ovih biomarkera.

Nemacka grupa istrazivaca je pre skoro 20 godina potvrdila prvi put klinicku vrednost
UPA/PAI-1 biomarkera u grupi pacijentkinja sa ranim nodus negativnim karcinomima dojke [209].
Kriterijum ukljucivanja bio je da su dijagnostikovane u stadijumu 1 ili 2 bez zahvaéenih regionalnih
limfnih ¢vorova (NO stadijum) i bez poznatog HER?2 statusa (u to vreme se nije odredivao). Uklju¢ene
Su 1 pre- i postmenopauzne pacijentkinje, bez obzira na sadrzaj steroidnih receptora. Ukupno je
analizirano 556 pacijentkinja od kojih je 241 imalo niske nivoe uPAi PAI-1 i nije primalo nikakvu
adjuvantnu terapiju. Ostale pacijentkinje imale su visoke nivoe bilo jednog ili oba markera i one su
randomizovane na granu bez adjuvantne hemioterapije i granu sa adjuvantnom CMF hemioterapijom
(A-CMF protokol: kombinacija ciklofosfamida, metotreksata i 5-fluorouracila). Ni jedna
pacijentkinja nije primala adjuvantnu hormonsku terapiju. U ovoj studiji uporedeni su ishodi le¢enja
izmedu podgrupe sa niskim 1 podgrupe sa visokim nivoima markera u grani koja nije lecena
adjuvantnom hemioterapijom i grani koja je leCena A-CMF hemioterapijom. U grani bez A-CMF 3-
godisnja stopa relapsa kod pacijentkinja sa tumorima sa niskim sadrzajem uPA i PAI-1 (n=208)
iznosila je 6.7% (95%CI 2.5% - 10.8%) prema 14.7% (95%CI 8.5% - 20.9%) kod pacijentkinja sa
tumorima sa visokim nivoom markera (n=166) (Log-rank test, p<0.006). Potom je uradeno poredenje
DFS u grupi pacijentkinja sa tumorima sa visokim nivoom biomarkera izmedu podgrupe lecene A-
CMF (n=88) i podgrupe koja nije leCena adjuvantnom terapijom (n=94). Prva analiza pokazala je da
primena hemioterapije znac¢ajno smanjuje rizik od pojave relapsa bolesti: 3-godiSnja stopa relapsa
12.0% (95%CI 3.9% - 20.2%) prema 18.1% (95%CI 9% - 27.1%), $to znac¢i da A-CMF smanjuje
relativni rizik od relapsa bolesti u ovoj grupi pacijentkinja za vise od 70% (RR 0.27, 95% CI 0.09 to
0.78, p<0.16). Multivarijantna analiza koja je obuhvatila klasi¢ne faktore prognoze: veli¢ina (T1 vs
T2) 1 gradus tumora (G1 vs G2 vs G3), status HR (pozitivni prema negativni), Zivotno doba (<50
godina prema >50 godina), pokazala je da su nivoi UPA/PAI-1 i gradus tumora nezavisni faktori
prognoze gde visok nivo uPA/PAI-1 i visok gradus tumora (G3) tri puta povecavaju rizik za relaps
bolesti [HR 2.8, (95%CI 1.3-6.0, p=0.007), odnosno HR 3.4 (95%CI 1.7-6.8, p=0.007)].

Nakon deset godina pracenja [240] azurirani podaci potvrduju prve rezultate: u grupi
nelecenih pacijenata visok nivo uPA/PAI-1 povezan je sa zna¢ajno nizom 10-god stopom ukupnog
prezivljavanja (79.1%) u poredjenju sa grupom sa tumorima sa niskim nivoima oba markera (89.8%).
To znaci da je rizik od relapsa bolesti bio skoro 2 puta ve¢i kod visokih nivoa markera (HR 1.94;
95%CI1=1.16-3.24; p=0.01). U multivarijantnoj analizi ponovo je gradus tumora bio nezavisni faktor
prognoze sa 2.3 puta veéim rizikom za relaps bolesti u grupi sa tumorima gradusa 3. Takode,
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pokazano je da u grupi sa visokim nivoima markera pacijentkinje lecene A-CMF imaju znacajno
manju 10-god stopu relapsa od neleCenih pacijentkinja: apsolutna razlika 10.8% [32.1% (95%CI
22.9-43.8%) prema 21.3% (95%C1=13.9-31.9%), p=0.019)]

Pocetkom 2000-ih objavljena je meta analiza koja je objedinila rezultate nekoliko baza
podataka i ukljucila je preko 8000 pacijentkinja u analizu. U periodu prac¢enja od 6.5 godina relaps
karcinoma dojke zabelezen je kod 35% pacijentkinja. Pored nodusnog statusa najsnazniji
prognostii¢ki faktor loSe prognoze bio je visok intratumorski nivo uPA i PAI-1, §to moze doprineti
individualizovanju strategije adjuvantnog leCenja [234]. Jedan od zakljucaka bio je da u nodus
negativnoj grupi pacijentkinja nivo uPAi PAI-1 markera je koristan u planiranju terapijskog pristupa.

Sto se ti¢e znacaja intratumorskog nivoa uPA i PAI-1 u predikciji odgovora na hemioterapiju,
jos je pre vise godina potvrdeno da viSi nivoi oba markera imaju prediktivni znacaj u odgovoru na
adjuvantnu hemioterapiju [162]. Uradena je analiza dve grupe pacijentkinja sa ranim karcinomima
dojke (Minhenska i Roterdamska grupa), ukupno 3424 pacijentkinje. Pacijentkinje su leCene prema
vazeéim protokolima u to vreme, najveci broj primenom CMF hemioterapije, a 20% iz obe grupe,
primao je hemioterapiju koja sadrzi antracikline. Takode, posebno su posmatrane nodus negativna i
nodus pozitivna podgrupa. Nakon 81 meseca pracenja, rezultati pokazuju da pacijentkinje sa visokim
intratumorskim nivoima uPA i PAI-1 imaju dva puta veci rizik za relaps bolesti od pacijentkinja sa
niskim nivoima oba biomarkera (HR 2.0, 95%CI 1.8-2.3, Cox multivariate analysis, p<0.001). Isto
tako, pacijentkinje sa visokim nivoima biomarkera imaju znacajno veéu korist od hemioterapije,
odnosno rizik za relaps bolesti smanjen je za vise od 30% (test za interakciju za celu grupu p<0.003,
HR 0.68, 95% CI 0.53-0.88). To je pokazano posebno i za nodus negativnu i za nodus pozitivnu
podgrupu. Intratumorski nivoi uPA i PAI-1 nisu bili prediktivni za odgovor na adjuvantnu hormonsku
terapiju.

Kasnije su Borstnar i sar. [248] objavili rezultate retrospektivne analize u istoj kohorti
pacijentkinja koje su bile izbalansirane po svim faktorima rizika osim prema vrsti adjuvantne
hemioterapije koju su primale: jedna grupa leCena je A-CMF terapijom (n=100), a druga
antraciklinima (kombinacije koje uklju¢uju doksorubicin ili epirubicin) (n=80). Svaka terapijska
grana bila je podeljena na dve podgrupe: na podgrupu sa visokim i podgrupu sa niskim nivoom
UPA/PAI-1 biomarkera. U grani lecenoj A-CMF zabelezeno je znacajno krace prezivljavanje bez
znakova bolesti (DFS) kod pacijentkinja sa niskim uPA i PAI-1 intratumorskim nivoima u poredenju
sa pacijentkinjama sa visokim intratumorskim nivoima markera [87.1% vs. 77.0% (HR= 2.81, 95%
Cl = 0.98-8.04, p=0.044)]. U grani sa antraciklinskom terapijom nije zabeleZena razlika u DFS
izmedu podgrupe sa niskim i podgrupe sa visokim intratumorskim nivoima uPA i PAI-1 biomarkera
[85.2% vs. 81.8% (HR= 2.81, 95% CI = 0.98-8.04), NS]. Ovi rezultati ukazuju na znacaj visokih
nivoa UPA i PAI-1 u predikciji pozitivnog terapijskog odgovora na antraciklinsku hemioterapiju.
Pacijentkinje sa niskim nivoima biomarkera imaju dobru prognozu bez obzira da li su primali A-CMF
ili antracikline. Medutim, pacijentkinje sa visokim nivoima biomarkera koje su le¢ene antraciklinima
imaju isti ishod lecenja kao pacijentkinje sa niskim nivoom markera, za razliku od pacijentkinja sa

visokim nivoima biomarkera lecenih A-CMF terapijom koje imaju znacajno 1osiji ishod lecenja.

Poslednjih 15-ak godina u praksu su usli testovi genskog profilisanja tumora sa ciljem
preciznije procene rizika od pojave relapsa bolesti, narociito kod pacijentkinja dijagnostikovanih u
ranijem stadijumu bolesti. Oncotype DX je bio prvi test koji je na osnovu ekspresije 21 gena u tumoru
izraCunavao tzv. recurrence score (RS), ¢ije su vrednosti od 0 do 100, a na osnovu ovog bodovnog
sistema pacijentkinje su podeljene u tri grupe prema 10-god stopi udaljenog relapsa bolesti na: a)
grupu sa niskim [6.8 % (95% CI, 4.0 do 9.6)], b) grupu sa intermedijernim [14.3 % (95% CI 8.3 do
20.3)] i ¢) grupu sa visokim [30.5% (95% CI 23.6 do 37.4)] rizikom za relaps bolesti [164]. Ovaj test
je razvijen i validiran na osnovu retrospektivne analize prospektivne NSABP B14 adjuvantne studije
kod pacijentkinja sa nodus negativnim HR pozitivnim tumorima lecenih adjuvantnom primenom
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tamoksifena [249]. Ova analiza je pokazala da su gradus tumora i RS nezavisni prediktivni faktori
pojave udaljenih metastaza, bez obzira na veli¢inu tumora i Zivotno doba.

U drugoj retrospektivnoj analizi prediktivne uloge Oncotype DX u odgovoru na hemioterapiju
test je validiran na uzorku pacijentkinja sa nodus negativim HR pozitivnim karcinomima dojke koje
su bile uklju¢ene u NSABP B20 studiju [165]. Pacijentkinje su bile randomizovane na granu sa
tamoksifenom (5 godina) i granu sa hemioterapijom (CMF ili MF — metotreksat, fluorouracil) i
tamoksifenom. Rezultati pokazuju da je test za interakciju izmedu veli¢ine RS 1 odgovora na
hemioterapiju znacajan (P=0.038). To znaci da dodavanje hemioterapije hormonskoj terapiji kod
pacijentkinja sa visokim RS (> 30) smanjuje 10-godisnji rizik od udaljenog relapsa za 74% [Relative
Risk (RR) 0.26; 95% ClI, 0.13 do 0.53], dok apsolutnu korist ima 27.6% pacijentkinja. Za razliku od
ovoga, pacijentkinje sa niskim RS (<18) nemaju nikakvu korist od dodavanja hemioterapije
hormonskoj terapiji (RR 1.31, 95% ClI, 0.46 do 3.78;), dok apsolutna korist iznosi -1.1%, $to znaci
da u grani sa hemiotrerapijom 1% Zena vise ima udaljeni relaps bolesti u odnosu na Zene koje su
primale samo hormonsku terapiju. Medutim, ova studija nije dala odgovor da li pacijentkinje sa RS
18-30 imaju koristi od dodavanja hemioterapije hormonskoj terapiji.

OncotypeDX je ispitivan i u prospektivnoj klini¢koj studiji (TAILORX) ¢iji su rezultati
nedavno objavljeni, a ¢iji je primarni cilj bio da proceni da li pacijentkinje sa intermedijernim rizikom
od udaljenog relapsa (RS 11-25) imaju dodatne koristi od dodavanja hemioterapije [168]. Ukljucene
su Zene sa nodus negativnim, HR pozitivnim/HER2 negativnim tumorima. Studija je dizajnirana da
pokaze da hormonska terapija nije inferiorna u odnosu na kombinovanu hemio-hormonoterapiju kod
pacijentkinja sa intermedijernim RS. Primarni cilj bio je preZivljavanje bez invazivnog relapsa bolesti
(engl. Invasive disease-free survival — IDFS) definisan kao pojava invazivnog relapsa karcinoma
dojke, drugog primarnog tumora ili smrt bez relapsa bolesti. Rezultati pokazuju da pacijentkinje
starije od 50 godina nemaju dodatne koristi od dodavanja hemioterapije hormonskoj terapiji.
Medutim, studija je pokazala da bi neke zene mlade od 50 godina sa RS 16-25 mogle imati dodatne
koristi od dodavanja hemioterapije hormonskoj terapiji (apsolutna razlika u 9-god stopi IDFS iznosila
je 6.5% u korist kombinovane adjuvantne terapije: 93.4% + 2.3% prema 86.9% + 2.9%).

Kasnija analiza iste grupe pacijentkinja (mladih od 50 godina) u TAILORX studiji je ispitivala
uticaj klinickog rizika na pojavu udaljenog relapsa bolesti u grupama sa intermedijernim RS [250].
Klini¢ki rizik je definisan na osnovu veli¢ine i gradusa tumora. Tako su ove pacijentkinje bile
podeljene na dve podgrupe: a) podgrupa sa niskim klini¢kim rizikom (tumor 20 mm — 30 mm gradusa
1, Tu 10 mm — 20 mm gradusa 2 ili tumor < 10 mm gradusa 3) i b) podgrupu sa visokim rizikom (sve
ostale kombinacije veli¢ine i gradusa tumora). Rezultati su pokazali da pacijentkinje sa tumorima
intermedijernog RS (11-25) i niskim klinickim rizikom za relaps bolesti imaju 9-god stopu udaljenih
metastaza manje 5%, bez obzira da li su primale adjuvantnu hormonsku ili kombnovanu hemio- i
hormonsku terapiju (4.7%+1% prema 3.9%=+1%). Medutim, u istoj RS grupi mladih Zena koje su
imale visok klinicki rizik, postojala je znacajna razlika u 9-god stopi udaljenih metastaza izmedu dve
terapijske grane (12.3% + 2.4% prema 6.1% = 1.8%). Ovakav rezultat ukazuje na to da je tumorsko
opterecenje u trenutku postavljanja dijagnoze klju¢no u prognozi bolesti, pre svega veli¢ina tumora.

Drugi test genskog profilisanja koji se koristi u cilju identifikovanja pacijenata koji imaju
dodatne koristi od hemiotearpije je MammaPrint, test koji meri ekspresiju 70 gena. Prvi rezultati su
pokazali da ovaj test moze da napravi razliku izmedu grupe sa niskim rizikom od grupe sa visokim
rizikom za relaps bolesti (5-godisnja stopa udaljenih metastaza) medu pacijentkinjama mladim od 55
godina sa T1-T2 nodus negativnim tumorima dojke [251]. Kasnije je ovaj test bio validiran na
nezavisnoj grupi od 307 pacijentkinja sa karcinomima dojke koje su pra¢ene vise od 13 godina [173].
Ova analiza je pokazala da MammaPrint predstavlja nezavisni prognosticki faktor, odnosno doprinosi
nezavisno prognosti¢koj informaciji koja se dobija na osnovu klinickopatoloskih parametara u ranom
karicnomu dojke.
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Prospektivna studija MINDACT je ispitivala zna¢aj MammaPrint eseja u identifikaciji onih
pacijentkinja kojima nije potrebna adjuvantna hemioterapija [178]. Ova studija je ukljucila oko 6700
pacijentkinja sa ranim karcinomima dojke koje su bile podeljene na dve grupe prema riziku za relaps
bolesti odredenom na osnovu klini¢kih parametara koris¢enjem instrumenta “Adjuvant!” koji je u
vreme dizajniranja studije bio u Sirokoj klinickoj upotrebi. Svim uklju¢enim pacijentkinjama je iz
tumorskog tkiva bio odreden MammaPrint skor na osnovu ekspresije 70 gena. Na osnovu zdruzenog
klinickog i genomskog rizika pacijentkinje su potom bile podeljene u 4 podgrupe: nizak klinicki i
genomski rizik (leCene samo hormonskom terapijom), visok klini¢ki i genomski rizik (leCene
hemioterapijom i hormonskom trapijom) i 2 podgrupe sa diskordantnim rizicima: a) nizak klinicki i
visok genomski rizik i b) visok klinicki i nizak genomski rizik. Pacijentkinje iz diskordantnih
podgrupa bile su randomizovane na granu gde ¢e na osnovu klini¢kog rizika biti odredeno da primaju
hemioterapiju i granu gde ¢e se na osnovu genomskog rizika odrediti da li ¢e primati hemioterapiju.
Sustinski, u svakoj grani pacijentkinje su bile podeljene u dve podgrupe: sa i bez hemioterapije, dok
su sve pacijentkinje sa HR pozitivnim tumorima primale adjuvantnu hormonsku terapiju. Kriterijumi
na osnovu kojih je odreden klinicki rizik za nodus negativne pacijentkinje sa ER pozitivnim tumorima
bili su isti kao u podanalizi TAILORX studije [250], s tom razlikom da su u MINDACT studiju bile
ukljuéene i nodus pozitivne pacijentkinje sa 1-3 pozitivna limfna ¢vora (21%), pacijentkinje sa HR
negativnim (11.6%) i HER2 pozitivnim tumorima (9.5%). Ova studija je potvrdila da pacijentkinje
sa visokim klini¢kim i niskim genomskim rizikom za relaps bolesti nemaju dodatne koristi od
primene hemioterapije: 5-godisnja stopa relapsa bolesti sa pojavom udaljenih metastaza iznosila je
95.9% (95%ClI, 94%-97.2%) kod pacijentkinja leCenih hemioterapijom, a kod onih bez iznosila je
94.4% (95% ClI, 92.3%-95.9%). Nadalje, u grupi sa niskim klinickim i visokim genomskim rizikom,
nije bilo razlike u 5-godisnjoj stopi udaljenog relapsa bolesti izmedu pacijentkinja koje su primale
adjuvantnu hemiotrapiju i pacijentkinja bez hemioterapije. AZurirani podaci nakon 8.7 godina
pracenja, potvrduju klini¢ku korisnost i prognosti¢ku vrednost MammaPrint testa, jer se pokazalo da
je u diskordantnoj grupi sa klinicki visokim i genomski niskim rizikom za relaps koje su leCene samo
adjuvantnom hormonskom terapijom, 5-godisnja stopa udaljenog relapsa u trenutku kada je vise od
90% pacijentkinja prac¢eno 5 godina, iznosila 95.1% (95%CI 93.1- 96.6%) [252].

Ovaj rezultat potvrduje da je klini¢ki rizik, odnosno malo opterecenje boleS¢u u trenutku
postavljanja dijagnoze vazan prognosticki faktor. Postavlja se pitanje da li je bilo kakvo dodatno
testiranje neophodno kod HR pozitivnin/HER2 negativnih tumora manjih od 10 mm u nodus
negativnoj grupi pacijentkinja. Nedavno je objavljena analiza realnih podataka iz prakse gde je
posmatran ishod bolesti (DFS i OS) u grupama T1a i T1b / NO pacijentkinja koje su dijagnostikovane
u jednom onkoloSkom centru u periodu izmedu 2009. 1 2018. godine [253]. Od oko 2300 pacijentkinja
kod polovine je odreden RS na osnovu Oncotype DX testiranja. U poredenju sa netestiranom, testirana
podgrupa je imala znacajno viSe pacijentkinja sa T1lb tumorima (82.3% prema 54.7%), sa ER
pozitivnim i PR pozitivnim tumorima (92.17% prema 88.43%), sa tumorima gradusa 2 i 3 (53.4%,
prema 43.7%) i znacajno veci broj primao je, kako adjuvantnu hemioterapiju (10% prema 3.6%), tako
1 adjuvantnu hormonsku terapiju (93.1% prema 78.2%). Nakon medijane pracenja od 43 meseca
[interkvartalni (IQR — interquartile) opseg 22—67], nije bilo razlike u broju pacijentkinja sa pojavom
relapsa bolesti (1.4% prema 2.3%), kao ni razlike u broju pacijentkinja sa udaljenim metastazama.
Medutim, stopa mortaliteta je bila zna¢ajno manja u testiranoj u poredenju sa netestiranom
podgrupom (2.1% prema 5.9%, p<0.01). Ono S§to je moglo da se oCekuje kod malog tumorskog
opterecenja, to je da je mali procenat ovih pacijenktinja imao RS > 31 (4.4%), dok je RS<18 imalo
66.3% pacijentkinja. Znafajno veci broj pacijenktinja sa visokim RS primao je adjuvantnu
hemioterapiju u odnosu na ostale pacijentkinje. Multivarijantna analiza (inverse probability of
treatment weighting - IPW model), koja je uzela u obzir zivotno doba, rasu, status hormonskih
receptora, veli¢inu i gradus tumora, tip hirurSke intervencije, primenu hemio- i hormonske terapije,
pokazala je da testiranje nije udruZeno sa produzenim OS, ali jeste sa produzenjem DFS za 16.5
meseci. Autori zakljuCuju da rezultati potvrduju da treba raditi Oncotype DX test kod svih
pacijentkinja sa tumorima >T1b.
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U MINDACT studiji [178] svi tumori manji od 10 mm gradusa 1-3 bili svrstani u grupu sa
klinicki niskim rizikom, ali rezultati pokazuju da i1 u sluc¢aju kada je genomski rizik visok (odredjen
testom ekspresije 70 gena), to ne uti¢e na ishod bolesti ovih pacijentkinja. U naSoj grupi ispitanica
bilo je samo 3 pacijentkinje sa tumorima do 10 mm, tako da nije mogla da se uradi analiza da li
intratumorski nivo uPAi PAI-1 uti¢e na ishod bolesti kod ovih pacijentkinja.

Danas postoje i testovi druge generacije koji mere ekspresiju gena, kao $to su Endopredict,
PAM 50 ili Breast cancer index (BCI) koji su ispitivani u retrospektivnim analizama velikih
prospektivnih adjuvantnih klinic¢kih studija u kojima je ispitivana efikasnost adjuvantne hormonske
terapije i/ili hemioterapije). Endopredict CS (clinical score) pored ekspresije 12 gena uzima u obzir
veli¢inu tumora 1 broj zahvacenih regionalnih limfnih ¢vorova u trenutku postavljanja dijagnoze
[254]. Pored pokazanog prognosti¢kog znac¢aja u pacijentkinja sa HR pozitivnim i HER2 negativnim
tumorima, komparativna nerandomizovana analiza na uzorku pacijentkinja uklju¢enih u adjuvantnu
studiju GEICAM 2003-02/9906 pokazala je da Enopredict CS test moze da identifikuje pacijentkinje
koje bi imale dodatne koristi od primene hemioterapije, kao i da moze da predvidi poviseni rizik od
kasnog relapsa (posle 5 godina od operacije) i tako identifikuje sa veCom preciznoscu pacijentkinje
kod kojih bi produzena adjuvantna hormonska terapija bila indikovana [255].

Poslednjih godina poredi se znacaj uPA i PAI-1 sa testovima genske ekspresije tumora dojke. Jedna
studija nemackih autora [256], koji u rutinskoj praksi najvise koriste uPA i PAI-1 odredivanje u tumoru i
Endopredict CS, uporedili su ova dva testa u smislu uticaja na izbor terapije. Oni su ispitivali konkordancu
izmedu Endopredict CS i uPA i PAI-1 nivoa u 72 pacijentkinje sa karcinomima dojke i uporedivali su
rezultate ovih testova sa gradusom tumora, molekularnim fenotipovima tumora i preporukama za primenu
hemioterapije. Autori su nasli da Endopredict CS, za razliku od uPA i PAI-1 testa, vise korelira sa
klini¢kopatoloskim parametrima i bio je znacajno ¢e$c¢e koris¢en u odlukama za primenu hemioterapije.
Medutim, autori jos nisu uradili poredenje ishoda le¢enja ovih pacijentkinja, $to jeste u planu.

Prosle godine objavljeni su rezultati retrospektivne analize koja je ispitivala uticaj intratumorskih
nivoa UPA i PAI-1 i detekcije citokeratin 18 (CK18) pozitivnih tumorskih ¢elija u aspiratu kosne srzi na
ishod le¢enja [257]. Pokazano je da udruzenost visokih nivoa oba biomarkera i prisustvo diseminovanih (u
kosnoj srz1) CK18 pozitivnih ¢elija znacajno utrée na ishod le¢enja kod pacijentkinja sa nodus negativnim
karcinomima dojke u odnosu na sve ostale kombinacije pozitivnosti markera. Najveca razlika je u ukupnom
prezivljavanju izmedu podgrupa sa trostruko negativnim i trostruko pozitivnim biomarkerima: 127 meseci
(95% CI: 116-138) prema 90 meseci (Cl: 75-105). lako to nije bio primarni cilj, autori su objavili rezultate
vezane za prognosticki znacaj povisenih nivoa pojedina¢no uPA i PAI-1 u nodus negativnoj podgrupi
pacijentkinja koje nisu primale adjuvantnu hemioterapiju. Pacijentkinje sa povisenim nivoom uPA imale
su znacajno kraée OS (91 mes 95%CI: 78—103 mes) u odnosu na pacijentkinje sa niskim nivoom uPA (119
mes, 95% CI: 108-129, Log-rank test, p<0.006)], kao i one sa visokim nivoom PAI-1 (94 mes 95% CI:
84-103) u odnosu na niske nivoe PAI-1 biomarkera (125 mes, 95% CI: 114-136) (Log-rank test, p<0.004).
U nodus negativnoj grupi koja je leCena primenom adjuvantne hemioterapije, prognosti¢ki znacaj
biomarkera se gubi, Sto govori u prilog tome da pacijentkinje sa tumorima sa poviSenim nivoima uPA i
PAI-1 imaju korist od hemioterapije.

Prethodne studije, koje su za cilj imale da istraZe uticaj geneticke varijabilnosti na sintezu
PAI-1, ustanovile su da je 4G alel u promotorskoj regiji PAI-1 u uskoj vezi sa visokim vrednostima PAI-
1 u serumu ili u tumorskom tkivu [226,258]. Medutim, ovo nije potvrdeno u ostalim objavljenim
radovima, tako da rezultati ostaju nekonzistentni [227,228]. Nase istrazivanje nije pokazalo statisticki
znaCajnu asocijaciju izmedu polimorfizma u promotorskoj regiji PAI-1 i koncentracija PAI-1 u
analiziranim kancerima dojke. Medutim, rastu¢i trend koncentracije PAI-1 u tumorima koji imaju recesivni
homozigotni genotip PAI-1 (— 675 4G/4G) (Tabela 7), a koji je prikazan u nasem istrazivanju, ukazuje na
to da bi prosirenje veliine ispitivane grupe moglo da utice na ovaj rezultat.

Pokazali smo znacajnu korelaciju izmedu recesivnog homozigotnog genotipa (— 675 4G/4G) PAI-
1 i viSe vrednosti uPA u tumorskom tkivu, $to se nije ocekivalo s obzirom na to da se pokazalo da je 4G
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alel povezan sa viSom ekspresijom PAI-1, pa shodno tome i nizim vrednostima uPA [225]. Postoji nekoliko
mogucih objasnjenja za ovo neslaganje. Iako recesivni alel dovodi do viSe ekspresije PAI-1 proteina, post-
translaciona modifikacija i interakcija sa drugim proteinima moze dovesti do njegove smanjene aktivnosti,
Sto moze uticati na njegov inhibitorni efekat na uPA. Drugo objasnjenje moZze biti postojanje drugih
mehanizama koji uti¢u na uPA vrednosti i koji su dominantni u poredenju sa inhibicijom koja karakterise
delovanje PAI-1.

Takode smo procenili mogucu prognosticku vrednost — 675 4G/5G PAI-1 varijanti gena. Ova
analiza je pokazala da podgrupa pacijentkinja sa heterozigotnim/dominantnim homozigotnim
genotipovima (— 675 4G/5G 1 — 675 5G/5G) ima znacajno duzi DFS, OS i EFS u odnosu na podgrupu
pacijentkinja sa recesivnim homozigotnim genotipom (— 675 4G/4G). Ovi rezultati pokazuju znacaj
polimorfizma PAI-1 gena kao prognostickog biomarkera kod pacijentkinja sa luminalnim HER2-
negativnim rakom dojke koji nije zahvatio limfne ¢vorove. Nasi podaci su u saglasnosti sa rezultatima do
kojih su dosli Zhang i sar. Oni su ustanovili da pacijenti sa tumorom dojke sa homozigotnim 4G alelom
PAI-1 gena imaju znacajno smanjen DFS i1 OS u odnosu na pacijente sa homozigotnim 5G alelom istog
gena [229]. Suprotno ovim rezultatima, istrazivanje koje su sproveli Lei i sar. pokazalo je da su pacijenti
sa karcinomom dojke sa 5G/5G homozigotnim genotipom imali nizi OS u odnosu na pacijente sa 4G/4G i
4G/5G PAI-1 genotipovima [230]. Ove razlike se mogu objasniti specificnim demografskim i
molekularnim faktorima koji mogu promeniti efekte PAI-1 [259].

Postoji vise metoda odredivanja intratumorskog nivoa uPA i PAI-1 proteina. U na§em radu mi smo
koristili ELISA test [260], koji ima svoja ograni¢enja: potrebno je sveze ili sveze smrznuto tkivo tumora i
to velika koli¢ina tkiva (minimalno 50 mg), §to ograni¢ava njihovo odredivanje kod malih tumora (T1b-C)
1 8to je zavisna od povrede tkiva. Biopsija tumora moze naknadno na mestu oSteé¢enja tkiva da poveéa nivo
UPA i PAI-1 proteina, jer oni ucestvuju u procesu zarastanja rana. Jedna analiza nemackih autora
pokazala je da je odredivanje intratumorskog nivoa uPA i PAI-1 u bioptatima tumora dojke
konkordantna sa odredivanjem ovih biomarkera u celom tumoru i da je potrebno 2-3 uzorka bioptata
[260].

Ekspresija proteina moze da se meri i IHH analizom koja predstavlja semikvantitativau analizu
prisustva ovih biomarkera na proteinskom nivou. Ova analiza je potencijalno jednostavnija za
izvodenje i jeftinija, ali pati od svih nedostataka kao isve ostale IHH analize (postojanje razlika u
proceni izmedu procenjivaca i razlika u proceni kod istog procenjivaca u razli¢itom vremenskom
periodu). Nedavno objavljeno istraZivanje je pokazalo da ni UPA ni PAI-1 vrednosti IHH ekspresije
nemaju uticaj na ishod bolesti [261]. Korelacija izmedu ELISA i IHH odredivanja uPA i PAI-1, kao
i znacaj njihovog uticaja na ishod bolesti kod karcinoma dojke, nisu konzistentni [244,207- 212]. lako
klini¢ku praksu, IHH odredivanje vrednosti UPA i PAI-1 se trenutno ne preporucuje za upotrebu u
klini¢koj praksi [78], ali bi to trebalo da bude predmet buduceg istrazivanja [78]. Stoga, ELISA za
sada ostaje zlatni standard pri utvrdivanju UPA i PAI-1 intratumorske koncentracije.

U literaturi postoje dve studije koje su dizajnirane da uporede prediktivni zna¢aj uPA i PAI-1 nivoa
sa testovima genske ekspresije [262] ili klinicko-patoloskim faktorima rizika za relaps bolesti [263].
Zavrsni rezultati WSG Plan B trajala objavljeni su prosle godine [262]. Osnovno ispitivacko pitanje bilo je
poredenje efikasnosti neantraciklinskog rezima adjuvantne hemioterapije (TC — docetaksel i ciklofosfamid) sa
antraciklinskim rezimom [FEC (fluorouracil, epirubicin, cikslofsfamid) — docetaksel] u grupi pacijentkinja sa
nodus negativnim tumorima visokog rizika i nodus pozitivnim tumorima. Rezultati studije su pokazali da
neantraciklinska terapija nije inferiorna po efikasnosti od antraciklinske terapije. Ono §to je interesantno za
diskusiju jeste to sto je u pocetku jedan od kriterijuma za ukljucivanje pacijenata u nodus negativnoj grupi bio
visok intratumorski nivo uPA i PAI-1, ali je ubrzo dosao amandman da se kod pacijenata radi gensko profilisanje
Oncotype DX testom. Tako, u multivarijantnu analizu uticaja na ishod lec¢enja vrednosti uPA i PAI-1 nisu uzete
u obzir. Najavljeno poredenje prognostickog uticaja uPA u PAI-1 sa Oncotype DX RS za sada nije uradeno.
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NNBC3-Europe studija [263] je ukljucila vise od 4000 pacijentkinja sa nodus negativnim karcinomima
dojke koja je imala dva cilja: 1) da uporedi dva rezima adjuvantne hemioterapije: antraciklinski 1 kombinaciju
antraciklina i taksana i 2) da uporedi ishod lecenja pacijentkinja sa niskim rizikom za relaps bolesti, koje nisu
primale adjuvantnu hemioterapiju, a koje su bile podeljene u dve podgrupe prema tome koji su kriterijumi
kori$¢eni za odredivanje rizika za relaps bolesti: klinicki (visok rizik - gradus tumora 3, < 35 godina, HER2
pozitivni status, PR negativni status) ili bioloski kriterijumi kod gradus 2 tumora (intratumorski nivoi uPA i PAI-
1). Rezultati ove studije jo$ nisu objavljeni.

Nasa analiza je potvrdila korisnost odredivanja nivoa uPA i PAI-1 biomarkera pri proceni prognoze
bolesti kod HR-pozitivnin/HER2-negativnih pacijentkinja u ranoj fazi karcinoma dojke koji nije zahvatio
limfne ¢vorove, a kod kojih je primenjena adjuvantna endokrina terapija [264]. Nedavno je objavljena jo§
jedna analiza prognostickog znacaja UPA 1 PAI-1 intratumorskog nivoa kod pacijentkinja sa nodus
negativnim HR pozitivnim tumorima gradusa 2 koje nisu le¢ene adjuvantnom terapijom [265]. U ovoj
studiji pokazano je da pacijentkinje sa niskim nivoom PAI-1 imaju dobru prognozu bez obzira na veli¢inu
tumora, kao i one pacijentkinje sa pT1 tumorima bez obzira na nivo PAI-1. I ovaj rad ukazuje na znacaj
odredivanja uPA i PAI-1 u nodus negativnoj grupi sa HR- pozitivnim karcinomima dojke.

Prema najnovijim preporukama za primenu biomarkera u izboru lecenja pacijenata sa karcinomima
dojke UPA i PAI-1, kao i svi testovi genskog profilisanja su preporuceni u pacijentkinja sa nodus
negativnim =+ nodus pozitivnim uglavnom HR pozitivnim tumorima dojke [78,231,145,266].
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6. ZAKLJUCCI

. Od svih ispitivanih klasi¢nih faktora prognoze (veli¢ina i gradus tumora, procenat ER u

tumorskim c¢elijama 1 Ki67 indeks), samo je veliina tumora bila od prognostickog
znacaja: pacijentkinje sa tumorima ve¢im od 30 mm imale su znac¢ajno krace DFS i EFS
u odnosu na pacijentkinje sa tumorima do 20 mm ili manjim. Nivoi uPA i PAI-1 ne uti¢u
na ovaj rezultat, buduci da nije zabelezena udruzenost izmedu veli¢ine tumora i nivoa uPA
i PAI-1.

Rezultati nase studije su pokazali da postoji znac¢ajna udruzenost intratumorskog nivoa
uUPA i PAI-1 i ekspresije Ki67: karcinomi sa Ki67>15% imali su znacajno vise nivoe PAI-
1 u odnosu na karcinome sa Ki67<15%, ali nije bilo razlike u ishodu bolesti izmedu
pacijentkinja sa nizim i viSim Ki67 indeksima.

Rezultati naSe studije ukazuju na znacaj prognosticke vrednosti intratumorskih nivoa uPA
i PAI-1 kod pacijentkinja sa ranim HR pozitivnim / HER2 negativnim karcinomima dojke
koje su primale adjuvantnu endokrinu terapiju. Pacijentkinje sa uPA > 3 ng/mg proteina
imale su znacajno kra¢e DFS i OS, dok su pacijentkinje sa PAI-1 > 14 ng/mg proteina
imale znacajno krace OS.

U odnosu na standardne referentne grani¢ne vrednosti za uPA i PAI-1 (3 ng/mg proteina
za UPA i 14 ng/mg proteina za PAI-1), ROC grani¢ne vrednosti (5.65 ng/mg za uPA i
27.10 ng/mg za PAI-1) imaju pouzdaniji diskriminativni potencijal da odvoje
pacijentkinje u podgrupe sa boljim i losijim ishodom bolesti. Nasi rezultati sugerisu da
podizanje standardnih uPA i PAI-1 grani¢nih vrednosti moze doprineti boljem
diskriminativnom uc¢inku oba markera u prognozi bolesti u ispitivanoj grupi pacijentkinja.

Pacijentkinje sa tumorima Kkoji imaju recesivni genotip inserciono/delecionog
polimorfizma na poziciji -675 promotorske regije PAI-1 gena (— 675 4G/4G) imaju
znacajno krace DFS, OS 1 EFS u poredenju sa pacijentkinjama sa tumorima
heterozigotnog (— 675 4G/5@G) 1 dominantno homozigotnog genotipa (—675 5G/5G).
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Izjava o koriSéenju

Ovlas¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,Svetozar Markovi¢* da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

Jspitivanje prediktivhe vrednosti molekularnih biomarkera u proceni toka i ishoda
bolesti kod pacijentkinja sa HER2 negativnim i nodus negativhim karcinomom dojke”

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za
trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu
mogu da koriste svi koji poStuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativhe
zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucio/la.

1. Autorstvo
2. Autorstvo - nekomercijalno
@Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade
4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo — bez prerade
6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruZzite samo jednu od Sest ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je
na poledini lista).

Potpis doktoranda

. A\
U Beogradu, _03.12.2020. godine " kbLCM
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