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KORELACIJA BIOLOSKIH MARKERA SA ODGOVOROM NA PREOPERATIVNU
RADIOTERAPIJU LOKALNO ODMAKLOG NEINFLAMATORNOG KARCINOMA
DOJKE

Rezime

Uvod: U terapiji lokalno odmaklog karcinoma dojke (LOKD) preoperativna radioterapija
(PRT) je u danaSnje vreme indikovana nakon primarne (neoadjuvantne) hemioterapije (PHT)
u slucaju da nije postignuta resektabilnost tumora. Pre uvodjenja neoadjuvantne hemioterapije,
PRT se mnogo cesée koristila kao jedini neoadjuvantni pristup za inicijalno inoperabilne
tumore, u cilju smanjenja tumorskog volumena i omogucavanja radikalne hirurgije. Cilj ove
analize je evaluacija tumorskog odgovora i dugoro¢nog ishoda bolesti kod pacijenata
tretiranih samo PRT, bez uticaja sistemske terapije, i procena povezanosti bioloskih markera
sa odgovorom na PRT.

Metod: U periodu od 1997-2000.godine 134 bolesnica sa neinflamatornim LOKD stadijuma
1A 1 11IB tretirano je preoperativnom RT. Tumorska doza je bila 45 Gy u 15 frakcija (3 Gy
po frakciji) naizmeni¢no svakog drugog dana na regiju dojke i regionalnih limfatika u toku 6
nedelja. Sest nedelja po zavrienoj RT, u¢injena je radikalna mastektomija kod svih bolesnica i
potom primenjena adjuvantna terapija (hemioterapija i/ili hormonska terapija) po tadasnjem
protokolu. Ishod bolesti je procenjivan na osnovu ukupnog prezivljavanja (OS) i
prezivljavanja bez znakova bolesti (DFS). Krive prezivljavanja (OS 1 DFS) su procenjivane
koris¢enjem Kaplan-Meier metode i univarijantne statisticke analize koris¢enjem Log-Rank
testa u cilju procene razlike izmedju analiziranih grupa. Status hormonskih receptora ER i
PgR, HER-2 status i Ki-67 su analizirani imunohistohemijskim metodama na uzorku
biopsiranog tumora i uzorku na mastektomiji. Merenje genske ekspresije vrSeno je iz
parafinskih uzoraka tumorskog tkiva Microarray analizom.

Rezultati: Medijana pracenja iznosila je 74 meseca (ranga 4-216). Klini¢ki odgovor tumora
na PRT zabelezen je kod 77.6% bolesnica. Klini¢ki kompletan odgovor tumora (cCR)
postignut je kod 21.6% bolesnica, dok je patohistoloski kompletan odgovor (pCR) u dojci
registrovan kod 15% bolesnica. Od toga 10/134 (7.5%) je ostvario totalni pCR (bez
invazivnog tumora u dojci 1 bez pozitivnih limfnih ¢vorova u aksili). PetogodiSnje i 10-
godisnje OS je bilo 55.1% 1 37.8%, dok je 5-godiSnje i 10-godisnje DFS bilo 39.2% 1 27%.
Bolesnice koje su postigle cCR su imale statisticki duze OS u poredjenju sa onima sa cPR i
cSD (Log-Rank test, p=0.038). Sli¢no je i DFS bolesnica sa cCR bilo duZe u odnosu na cPR i
¢SD, mada razlika nije bila statist¢ki znac¢ajna. Analizom bioloskih markera pokazano je da
pacijenti sa luminal A tumorima imaju bolje prezivljavanje u odnosu na ostale podtipove, dok
trostruko negativni tumori imaju najbolji odgovor na PRT (40% pCR i pNCR). Analiza
genske ekspresije primarnog tumora je pokazala da su tri gena (APOAL, MAP3K4 i MMPM)
znacajno razli¢ito eksprimirana izmedju RT-rezistentnih i RT-responzivnih tumora.
Zakljucak: Nasi rezultai su pokazali da lokalna kontrola pacijenata sa LOKD tretiranih
preoperativnom RT i radikalnom mastektomijom je komparabilna sa rezultatima prikazanim u
literaturi. Kompletan patohistoloski odgovor (pCR) na PRT izdvaja grupu bolesnica koje
naginju ka boljem OS i DFS.

Kljuc¢ne reéi: Lokalno odmakli karcinom dojke, preoperativna radioterapija, bioloski markeri
Naucna oblast: Medicina
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CORRELATION OF BIOLOGICAL MARKERS WITH RESPONSE TO
PREOPERATIVE RADIOTHERAPY IN LOCALLY ADVANCED
NONINFLAMATORY BREAST CANCER

Abstract

Introduction: In the treatment of locally advanced breast cancer (LABC) preoperative
radiotherapy (PRT) today is indicated after primary (neoadjuvant) chemotherapy (PCT) if
resectability of tumor was not achieved. Before the introduction of PCT in treatment strategy,
PRT was more frequently used as the sole neoadjuvant approach for initially inoperable
tumors, in order to reduce tumor volume and reach radical surgery. The purpose of this
analysis was to evaluate the tumor response and long-term outcome at patients treated with
only PRT, without influence of systemic therapy, and to assess the relationship of biological
markers with response to PRT.

Method: Between 1997 and 2000, 134 patients with non-inflammatory LABC stage I11A and
I1IB were treated with PRT. The tumor dose was 45 Gy in 15 fractions (3 Gy per fraction)
every second day to the breast and to regional lymph nodes over 6 weeks. Radical
mastectomy was performed 6 weeks after PRT to all patients and adjuvant systemic therapy
was administered as per protocol. The measure of disease outcome were overall survival (OS)
and disease-free survival (DFS). Survival and DFS curves were estimated using the Kaplan-
Meier method and univariate statistical analysis by Log rank test was used to assess the
difference in time to event (OS/DFS) between the analyzed groups. The hormone receptor
status of ER and PgR, HER-2 status and Ki-67 were assessed by immunohistochemistry on
the biopsy and mastectomy specimens. Gene expression profiles were established using
micro-array analysis in a formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tumor samples.

Results: Median follow-up was 74 months (range 4-216 months). An objective clinical
tumor response after preoperative RT was observed in 77.6% of patients. Clinical complete
tumor response (cCR) was achieved in 21.6% of patients. Pathological CR in the breast was
achieved in 15% of patients. Among them 10/134 (7.5%) had total pCR (no invasive tumor in
breast associated with no involved regional axillary lymph nodes. The 5 and 10-year OS were
55.1% and 37.8% respectively. The 5 and 10-year DFS were 39.2% and 27% respectively.
Patients who achieved cCR had significantly longer OS in comparison with patients achieving
cPR and cSD. Similarly, DFS of patients in cCR group was longer compered to patients with
cPR and cSD, although it did not reach statistical significance. Analysis of biological markers
has shown that patients with luminal A tumors had better OS than other subtypes, but triple-
negative breast cancers (TNBC) had the best response to PRT (40% of pCR and pNCR). Gene
expression analysis of primary tumor has shown that three genes (APOA1l, MAP3K4 and
MMPM) were significantly differentially expressed between RT-resistant and RT-responsive
tumors.

Conclusion: Our results showed that local control in LABC patients achieved by primary
PRT, followed by radical mastectomy was comparable with the results reported in literature.
Complete pathologic response to PRT identified a subgroup of patents with a trend toward
better DFS and OS.

Key words: locally advanced breast cancer, preoperative radiotherapy, biological markers
Scientific field: Medicine

Special scientific field: Oncology
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1. UVOD

1.1. EPIDEMIOLOSKI PODACI LOKALNO ODMAKLOG
KARCINOMA DOJKE

Karcinom dojke je najées¢e maligno oboljenje kod Zena i ujedno najées$éi uzrok smrti Zena
obolelih od maligne bolesti. Godisnje se u svetu registuje oko 1,4 miliona novoobolelih
slucajeva, i preko 450 000 smrtnih ishoda od ove bolesti, §to ¢ini 24% svih malignih bolesti
zenske populacije odnosno 14% svih smrtnih ishoda zbog maligniteta.(1)

U Srbiji se svake godine otkrije oko 4 000 novih slucajeva karcinoma dojke, a umire oko

1600 bolesnica godisnje.(2)

Lokalno odmakli karcinom dojke (LOKD) predstavlja heterogenu grupu tumora razliCite
klinicke manifestacije i bioloskog ponasanja. Danas predstavlja veliki klini¢ki izazov, zato Sto
¢e odredjeni broj pacijenata sa LOKD doziveti relaps bolesti i eventualno umreti, uprkos
agresivnom, multimodalitetnom lecenju.

Siroka rasprostranjenost skrininga dovela je do porasta incidence karcinoma dojke, ali sa duge
strane, smanjila je broj novodijagnostikovanih loklano uznapredovalih tumora. Generalno,
LOKD se javlja u oko 20 % slucajeva svih karcinoma dojke, sa tendencijom pada u zemljama
sa organizovanim skriningom, dok se u nerazvijenim zemljama moZe javiti u znatno veéem
procentu (do 60%). (3-5)

Prema podacima iz hospitalnog registra Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije, u toku
2012. godine, LOKD je registrovan u 25% slucajeva svih novoregistrovanih pacijenata sa

karcinomom dojke.

1.2. KLINICKA PREZENTACIJA | DIJAGNOSTIKA LOKALNO
ODMAKLOG KARCINOMA DOJKE

LOKD se obicno definiSe kao veliki operabilni tumor, ve¢i od 5 cm (T3) ili tumor koji
zahvata kozu ili zid grudnog koSa (T4) i/ili tumor bilo koje veliine sa ekstenzivnom

limfadenopatijom-fiksiranim limfnim ¢vorovima u pazu$noj jami (N2), uve¢anim limfnim



¢vorovima u infraklavikularnoj, supraklavikularnoj jami i duz unutraSnje mamarne arterije
(a.mamaria interna) (N2, N3). (6-9) Posebnu formu LOKD ¢ini inflamatorni karcinom dojke,
koji predstavlja vrlo agresivnu bolest i manifestuje se crvenilom i edemom koze dojke, sa
patohistoloski potvrdjenim tumorskim embolusima u dermalnim limfaticima.

Prema TNM Klasifikaciji Medjunarodne unije za borbu protiv raka (7-mo izdanje), odnosno
stadijumu bolesti, u LOKD spadaju pacijenti u IllA stadijumu (T0-2, N2 i T3, N1-2), IlIB
stadijumu (T4, NO-2) i IlIC stadijumu ( bilo koji T, N3). (10) Pored toga u lokalno odmakle

tumore se svrstavaju i pacijenti koji spadaju u deo I1B stadijuma (T3, NO). Tabela 1.

Tabela 1. TNM Kilasifikacija lokalno odmaklog karcinoma dojke

STADIJUM T N M
Stadijum 11B T3 NO MO
Stadijum 1A T3 N1 MO
TO-3N2 MO
Stadijum 111B T4 NO-2 MO
Stadijum I1IC bilokojiT N3 MO0

Medjutim, ve¢ina eksperata smatra pacijente u stadijumu IIB 1 IITA (T3,NO 1 T3N1) kao
velike operabilne tumore, za razliku od pravih inoperabilnih slucajeva sa inflamatornim
karcinomom 1i/ili zahvatanjem koze (T4) i fiksiranom 1ili masivnom aksilarnom 1i/ili

supraklavikularnom limfadenopatijom (N2,N3).

Sa aspekta bioloskog potencijala i klinickog ponasanja, LOKD predstavlja heterogenu grupu
tumora pocev od indolentnih, sporo rastu¢ih tumora, niskog gradusa, sa pozitivhim
steroidnim receptorima, pa do tumora sa brzom evolucijom i progresijom 1 negativnim

nalazom steroidnih receptora.



Prema podacima Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER), 5-godisnja stopa
prezivljavanja pacijenata stadijuma IIIA i IIIB je 52% i 48%, dok medijana prezivljavanja

stadijuma 111 iznosi 4,9 godina. (11)

Dijagnosticke metode su vazne u odredjivanju prosirenosti primarnog tumora, zahvatanja
regionalnih limfnih ¢vorova i postojanja eventualnih udaljenih metastaza.

Mamografija je obi¢no prva i osnovna dijagnostiCka metoda koja se primenjuje posle
klinickog pregleda. Koristi se da bi se procenila veli¢ina tumora, postojanje multicentri¢nih ili
multifokalnih tumora, i identifikovale mikrokalcifikacije u dojci, kao i eventualno postojanje
tumora u drugoj dojci (7,9,12). Takodje, mamografija se moze primeniti i u evaluaciji
odgovora tumora na neoadjuvantnu hemioterapiju (HT).

Ultazvuéni pregled (UZ) dojki se koristi kao dopunska metoda mamografiji, a naro¢ito ima
vaznu ulogu u evaluaciji regionalnih limfnih ¢vorova, posebno aksilarne i supra i
infraklavikularne regije (13). Pored toga, UZ se moze koristiti i prilikom biopsije uve¢anih
limfnih ¢vorova aksile (14).

Magnetna rezonaca (MR) dojki ima najveéu senzitivnost za detekciju invazivnog karcinoma.
Posebno je korisna u prikazivanju multicentri¢nosti i multifokalnosti tumora, u otkrivanju
infiltracije zida grudnog kosa, kao i otkrivanju tumora u kontralateralnoj dojci (15). MR se
koristi i u evaluaciji odgovora na neoadjuvantnu hemioterapiju, odnosno vrlo je precizna
metoda za procenu ekstenzije rezidualnog tumora nakon neoadjuvantne HT i  vrste
operativnog zahvata (poStedna operacija ili mastektomija) (16,17). Takodje, MR pregled
moze da bude koristan 1 u staZiranju regionalnih limfnih ¢vorova ( limfatika uz a. mamariju
int., infraklavikularne regije i dela aksilarne regije).

Imajuéi u vidu da LOKD ima veliku verovatnoc¢u postojanja udaljenih metastaza, potrebne su
1 dodatne dijagnosticke procedure kao Sto su scintigrafija ili radiografija skeleta, CT pregled
grudnog koSa 1 gornjeg abdomena, a u pojedinim slucajevima se moze primeniti i PET-
CT(pozitron emisiona tomografija), narocito u identifikaciji udaljenih metastaza koje se ne

mogu videti konvencionalnim metodama (9).



1.3. PATOHISTOLOGIJA | BIOLOGIJA LOKALNO ODMAKLOG
KARCINOMA DOJKE

Danas je, prema WHO Kklasifikaciji, poznat veliki broj posebnih histopatoloskih formi
karcinoma dojke. Neke od njih pokazuju povoljniju prognozu, kao $to su tubularni ili
medularni karcinomi, ili nepovoljnu prognozu (metaplasti¢ni ili nediferentovani karcinomi)
(18).

Histologija LOKD je relativno sli¢na kao 1 kod ranog karcinoma. NajceS¢e su zastupljeni
duktalni i lobularni invazivni karcinomi. Redje se mogu na¢i tubularni, mucinozni i medularni
karcinomi koji se javljaju kod sporo-rastuc¢ih tumora, gde se tumor sporo razvija i prisutan je
jedan duzi period do postavljanja dijagnoze (19).

LOKD bioloski predstavlja bolest sa razli¢itim spektrom osobina. Uznapredovali tumor, koji
se javlja naglo i brzo progredira, je obicno ER-negativan, visokog gradusa i visokog
proliferativnog indeksa. Suprotno tome, lokalno ekstenzivna bolest koja traje godinama i koja
se sporo razvija, najcesce je ER-pozitivna, niskog gradusa i proliferativnog indeksa.

Analiza genske ekspresije dovela je do otkri¢a posebnih molekularnih podtipova karcinoma
dojke koji su odgovorni za razlic¢it ishod bolesti LOKD (DFS 1 OS) kao 1 razli¢it odgovor na
terapiju (19,20).

Molekularni podtipovi ukljucuju:

1. dva luminalna podtipa ( luminal A i B) koji obuhvataju veéinu ER-pozitivnih
karcinoma dojke i karakteriSu se visokom ekspresijom hormon receptor (HR)-gena.

2. ’basal-like” podtip koji se karakterise visokom ekspresijom posebne ,,basal® signature
koja ukljucuje gene uobiCajene za mioepitelne celije dojke, visoku ekspresiju
proliferativnih gena i nisku ekspresiju ER i HER-2 signature.

3. HER-2 obogacen podtip koji se karakteriSe visokom ekspresijom HER-2 gena, a
niskom ekspresijom HR gena.

4. “normal breast-like” podtip koji ima gensku ekspresiju slicnu normalnom tkivu dojke.
Kako nije uvek izvodljivo dobiti analizu genske ekspresije, prihvacena je surogat definicija
genskih podtipova karcinoma dojke koja koristi imunohistohemijsko (IHH) odredivanje
estrogen i progesteron receptora (ER i PgR), ekspresiju i/ili amplifikaciju HER-2 i Ki-67 kao
markera proliferacije (21,22). Tabela 2.



Tabela 2. Surogat definicije bioloskih podtipova karcinoma dojke

Prirodni podtip klinicko-patohistoloska definicija

Luminal A Luminal A
ER i/ili PgR pozitivan
HER-2 negativan
Ki-67 nizak (<14%)

Luminal B Luminal B (HER/2 negativan)
ER i/ili PgR pozitivan
HER-2 negativan
Ki-67 visok

Luminal B (HER-2 pozitivan)
Er i/ili PgR pozitivan
HER-2 pojacana ekspresija ili amplifikacija
Bilo koji Ki-67

Erb-B2 pojacana ekspresija HER-2 pozitivan (non luminal)
HER-2 pojacana ekspresija ili amplifikacija
Eri PgR odsutni

,»Basal-like* Trostruko negativni (duktalni)
ER i PgR odsutni
HER-2 negativni

Pokazano je da pacijenti sa trostruko negativnim i HER-2 pozitivnim karcinomom dojke
imaju losiju prognozu, kra¢e vreme do progresije bolesti i ukupno prezivljavanje. Luminalni
podtipovi su najheterogeniji Sto se ti¢e biologije 1 prognoze. Pacijenti koji pripadaju luminal
A podtipu, imaju znacajno bolju prognozu u odnosu na sve druge podtipove, dok luminal B

podtip ima loSiju prognozu u odnosu na luminal A (19).



1.4. LECENJE LOKALNO ODMAKLOG KARCINOMA DOJKE

Ve¢ unazad 20 godina postignut je konsenzus o multidisciplinarnom le¢enju LOKD, tako da
savremena terapija podrazumeva prvo primenu sistemske neoadjuvantne terapije
(hemioterapije sa ili bez bioloske terapije ili hormonske terapije), nakon c¢ega sledi
lokoregionalna terapija — hirurgija i/ili radioterapija. (3,4,6-8,11,23,24)

Prvi korak u lec¢enju je biopsija tumora i patohistoloska verifikacija, prilikom koje se pored
patohistoloskog tipa i gradusa tumora, odredjuju i biomarkeri: ER i PR, HER 2 i indeks
proliferacije Ki67, koji daju bitne informacije pri izboru vrste sistemske neoadjuvantne
terapije.

U poredjenju sa pacijentima sa ranim karcinomom dojke, pacijenti sa lokalno odmaklim
tumorom imaju znatno losiju prognozu, $to podrazumeva veéu verovatnocu pojave lokalnog
recidiva i udaljenih metastaza, kao i krac¢e ukupno prezivljavanje.

Literaturni podaci ukazuju da pacijenti sa neleCenim karcinomom dojke imaju prosecno
prezivljavanje 2,7 godina, a da je medijana 5-godisnjeg prezivljavanja 18%. (7)

Do 70-tih godina proslog veka, pacijentkinje sa lokalno odmaklim karcinomima dojke su bili
le¢eni samo lokalnom terapijom: hirurgijom ili radioterapijom, ili njihovom kombinacijom uz
nezadovoljavaju¢u lokalnu kontrolu i vrlo lose ukupno prezivljavanje (23,24). Prema
tadasnjim podacima lokalna kontrola kod radikalne zra¢ne terapije, kao jedinog modaliteta
leCenja, se kretala u rasponu od 28-75% ( u zavisnosti od date tumorske doze), dok je 5-
godisnje prezivljavanje bilo 10-30 %. (24) Rezultai sprovodjenja preoperativne zra¢ne terapije
u kombinaciji sa hirurgijom su pokazali nesto bolju lokalnu kontrolu, ali ne i prezivljavanje.
Medjutim, uvodjenjem sistemske hemioterapije u leenju karcinoma dojke, tretman ovih
pacijenata se znaCajno promenio. Stoga je u danaSnje vreme primarna (neoadjuvantna)
hemioterapija pracena lokoregionalnom terapijom, u vidu hirurgije i/ili radioterapije, postala

standard u leenju lokalno odmaklog karcinoma dojke. (25,26)

1.4.1. SISTEMSKA TERAPIJA LOKALNO ODMAKLOG KARCINOMA DOJKE

Neoadjuvantna (preoperativna, primarna sistemska, indukciona) terapija u leCenju LOKD
primenjuje se sa ciljem da smanji veli¢inu primarnog tumora i da inoperabilne slucajeve
prevede u operabilne, kao i da dovede do eradikacije subklinickih udaljenih mikrometastaza.

U poslednje vreme se neoadjuvantna terapija sve viSe primenjuje i kod primarno operabilnih



tumora, a da bi se omogucio postedni hirurski zahvat, kao 1 in vivo procena odgovora na
primenjenu terapiju. (11,27-29)

Tip sistemske terapije je slican onome koji se koristi u adjuvantnom pristupu, Sto ukljucuje
primenu antraciklina i taksana, kao osnovne inicijalne hemioterapije. U slucaju HER2
pozitivne bolesti dodaje se trastuzumab, konkomitantno sa taksanima. Kod pacijenata sa
pozitivnim steroidnim receptorima, moze se u neoadjuvantnom pristupu primeniti i

hormonska terapija, a ukoliko postoje kontraindikacije za primenu hemioterapije.

1.4.1.1. NEOADJUVANTNA HEMIOTERAPIJA

Prvi izvestaj o primeni neoadjuvantne hemioterapije (HT) u lecenju LOKD je publikovan
krajem 70-tih godina proslog veka (23), a nakon objavljivanja rezultata dve velike studije o
neoadjuvantnoj hemioterapiji NSABP B18 i B27 (30), postaje standard u inicijalnoj terapiji
LOKD.

Neoadjuvantna sistemska hemioterapija se primenjuje u leCenju lokalno odmaklog
operabilnog, primarno inoperabilnog i inflamatornog karcinoma dojke.

U ranijim studijama neoadjuvantne HT za LOKD se pokazalo da je primena antraciklinskih
rezima poboljSala 10-godiSnju stopu prezivljavanja do 25% u odnosu na primenu samo
lokalne terapije (29). Dodavanje taksana antraciklinima je dovelo do joS veéeg postizanja
patohistoloskog kompletnog odgovora (pCR) i samim tim veceg procenta moguénosti
postedne operacije i poboljSanja prezivljavanja (30).

Prema sada$njim preporukama antraciklini i taksani su savremeni standard neoadjuvantne HT
za LOKD (3,11,27,29).

Lecenje se zapocinje antraciklinima (doksorubicin ili epirubicin) u kombinaciji sa
ciklofosfamidom i 5-fluorouracilom, a potom se u sekvencijalnom pristupu dodaju taksani
(paclitaxel ili docetaxel) (4,27).

Optimalno trajanje neoadjuvantne HT je jo§ uvek nije precizno definisano, ali se obi¢no

preporucuje 6-8 ciklusa HT (4,11,28).

1.4.1.2. NEOADJUVANTNA BIOLOSKA TERAPILJA

Povecana ekspresija ili ampifikacija HER2 nadjena je kod oko 35% pacijenata sa LOKD, i
udruZena je sa agresivnim tokom bolesti 1 loSom prognozom.

Trastuzumab je monoklonsko antitelo koje se vezuje za HER2 receptor 1 na taj nacin ga
blokira. Dodavanje trastuzumaba neoadjuvantnoj HT, dovelo je do veceg odgovora na

primenjenu terapiju (pCR) i znacajno je poboljSalo preZivljavanje u odnosu na pacijente



leCene samo hemioterapijom (31-34). U literaturi se pominje da se pCR postize u ¢ak 65%
slu¢ajeva primenom trastuzumaba (11).

Lapatinib je inhibitor tirozin kinaze i moZe se primeniti zajedno sa trastuzumabom kao dvojna
HER2 blokada, sa postignutim pCR od 51% (35).

Drugi pristup u dvojnoj HER2 blokadi je kombinacija trastuzumaba i pertuzumaba
(monoklonsko antitelo koje blokira HER1 i HER?2), koji dat u kombinaciji sa HT dovodi do
pCR u 42% slucajeva (rangirano od 26% kod ER- pozitivnih tumora do 63% kod ER-

negativnih tumora) (36).

1.4.1.3. NEOADJUVANTNA HORMONSKA TERAPIJA

Neoadjuvantna hormonska terapija se moze primenjivati kod steroid receptor pozitivnih
postmenopauznih pacijenata sa LOKD. Obicno je alternativa hemioterapiji, kod pacijenata
starije Zivotne dobi ili sa prisutnim komorbiditetima, koji iskljucuju primenu neoadjuvantne
HT(4,11). S obzirom da se odgovor na neoadj. hormonsku terapiju postize sporije, osnovni
cilj je postizanje povoljnog klinickog odgovora (a ne patohistoloskog) (37). Preporucuje se
primena tokom najmanje 3-4 meseca, a optimalno je da se produzi do 6-8 meseci u sluc¢aju
postizanja inicijalnog povoljnog odgovora (38). Prema danasnjim preporukama, u
neoadjuvantnom pristupu primenjuju se inhibitori aromataze (22) ali se moze primeniti i
tamoksifen. Pokazano je da je primena tamoxifena dovela do klinickog odgovora na terapiju
u 50% pacijenata sa LOKD (37). Lekovi iz grupe inhibitora aromataze su pokazali bolju

efikasnost od tamoksifena, kao i vecu stopu postednih operativnih zahvata (39,40).

1.4.2. HIRURGIJA LOKALNO ODMAKLOG KARCINOMA DOJKE

Istorijski gledano, radikalna mastektomija je u proslosti bila osnovni i jedini vid lecenja
LOKD. Haagensen i1 Stout su jo§ 40-tth godina proSlog veka objavili rezultate radikalne
mastektomije u leCenju LOKD 1 opisali 5-godi$nju stopu pojave lokalnog recidiva (LR) u
46% pacijenata, dok je 5-godisnje prezivljavanje bilo samo 6% (41). Time je pokazano da
mastektomija nema efekta u leCenju inoperabilnog karcinoma dojke, kao Sto su slucajevi sa
ulceracijama na kozi, eritemom i edemom koze, satelitskim nodusima 1 fiksiranim tumorima

za zid grudnog kosa. Izvestaji objavljeni kasnijih godina su takodje pokazali da je



mastektomija kao jedini vid terapije LOKD imala visoku 5-godis$nju stopu lokalnog recidiva
(20-50%), dok je 5-godisnje prezivljavanje bilo od 30-40% (42).

Kombinacija hirurgije i radioterapije povecala je lokalnu kontrolu i prezivljavanje, ali je
dugoro¢ni ishod bolesti 1 dalje bio nezadovoljavajuci (27).

Danas se u okviru kombinovanog pristupa u tretmanu LOKD hirurgija najces¢e sprovodi
nakon neoadjuvantne HT, a pre radioterapije.

Indikacije za hirurSko lecenje LOKD posle neoadjuvantne terapije su sli¢ne kao i za primarni
pristup u novodijagnostikovanih tumora. Izbor hirurSke procedure treba da se bazira na
proSirenosti bolesti pre otpocinjanja neoadjuvantne sistemske terapije i na stanje nakon
terapije, odnosno odgovora na primenjenu terapiju (11,28,42).

Hirurgija LOKD tradicionalno podrazumeva radikalnu mastektomiju, ali kako se primenom
neoadjuvantne sistemske terapije u odredjenom broju pacijenata postiZe znacajno smanjenje
primarnog tumora, postedna operacija takodje moze biti opcija lecenja kod takvih pacijenata.
Velika prednost preoperativne sistemske terapije je $to je omoguceno da se sve vise pacijenata
sa velikim tumorima mogu da tretiraju postednom operacijom (43,44). Vecina neoadjuvantnih
hemioterapijskih i endokrinih studija, kao $to su NSABP B18 i B27, EORTC10902 i Fem-024
su pokazale povecanje procenta pacijenata koji mogu biti tretirani poStednom operacijom (45-
47). Podaci pokazuju da oko 10-30% pacijenata koji su inicijalno bili kandidati za
mastektomiju, nakon neoadjuvantne terapije mogu biti tretirani posStednom operacijom (28).
Savremene tehnike onkoplasti¢ne hirurgije omogucéavaju Siroke ekscizije tumora sa jednako
bezbednim ishodom i1 zadovoljavajué¢im kozmetskim rezultatima (48,49). U slucaju da se radi
mastektomija, koli¢ina koZe koja treba da se odstrani zavisi od udaljenosti zaostalog tumora,
tako da skin-sparing mastektomija moze bezbedno da se primeni u slucajevima dobrog
odgovora na neoadjuvantnu terapiju odnosno kada nema znakova zahvatanja koze ili
bradavice i areole (50). Tretman aksile standardno podrazumeva disekciju aksile, ali se sve
viSe razvija ka biopsiji strazarskog limfnog c¢vora (SLNB) kod pacijenata sa klinicki

negativnim aksilarnim limfnim ¢vorovima (51).



1.4.3. RADIOTERAPIJA LOKALNO ODMAKLOG KARCINOMA DOJKE

Radioterapija (RT) kao jedan od tri glavna modaliteta leCenja karcinoma dojke, danas se
standardno sprovodi kod skoro svih pacijenata nakon postedne operacije dojke, kao i kod
pacijenata sa povecanim rizikom za relaps bolesti nakon ucinjene radikalne mastektomije
( tumori veéi od 5 cm, vise od 4 pozitivna limfna ¢vora u aksili) (22,38). Takodje,
radioterapija ima svoje mesto i u leCenju lokalno odmakle bolesti u kombinaciji sa
hemioterapijom i hirurgijom. U slu¢aju izostanka odgovora na indukcionu HT, mozZe se
primeniti nakon HT a pre hirurgije, u vidu preoperativne RT, ili kod definitivho
inoperabilnog tumora, nakon indukcione HT, kao jedini vid lokoregionalnog lecenja-
radikalna RT. Medjutim, danas se u najveéem broju slucajeva LOKD primenjuje RT posle
neoadjuvantne HT i operacije, kao adjuvantna odnosno postoperativna RT (52).

Poznato je da je cilj radioterapije postizanje bolje lokalne kontrole bolesti, bilo da se
primenjuje kao postoperativna RT kod ranog i operabilnog karcinoma dojke, bilo kao
preoperativna RT, kod lokalno odmakle bolesti. Ali isto tako je pokazano da postoperativna
RT pored toga Sto smanjuje verovatnofu pojave lokalnog recidiva, ima uticaja 1 na

poboljsanje ukupnog prezivljavanja (53-55).

1.4.3.1. ISTORIJAT RADIOTERAPIJE LOKALNO ODMAKLOG KARCINOMA DOJKE I
PREOPERATIVNA RADIOTERAPIJA

Radioterapija u lecenju karcinoma dojke pocela je da se primenjuje prakticno pocetkom
proslog veka. Krajem dvadesetih godina u literaturi su prvi put opisana tangencijalna polja u
tretmanu karcinoma dojke. Tretirane su inoperabilne lezije u dojci, sa efektom regresije, §to je
tada pobudilo veliko interesovanje naucne javnosti (56). Francuski radiolog Baclesse je prvi
istraZivao upotrebu transkutane RT kao jedinog vida lecenja karcinoma dojke. Doza zrafenja
koja je data na velike tumorske mase u dojci iznosila je 7000-9000 R i bila je primenjena u
periodu od 16 nedelja (56). Kasniji podaci su pokazali da je RT kao jedini modalitet leCenja
pacijenata sa LOKD, dozom od 60 Gy dovela do stope lokalnog relapsa od 25-70%, i 5-
godiSnjeg prezivljavanja od 10-40% (42). Vece doze zracenja (preko 70 Gy) su povecale
lokalnu kontrolu bolesti, ali takodje i lokalnu toksi¢nost (57-59). U literaturi su bili opisivani
podaci da je sa dozom od 90-100 Gy 5-godisnja lokalna kontrola iznosila 70-100% (60).
Medjutim, sa veoma visokim dozama 1 lokalna toksi¢nost je bila povecana, a javljala se u

vidu nekroze koze sa ulceracijama, nekroze rebara, fibroze grudnog kosa, limfedema ruke i
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oStecenja brahijalnog pleksusa. Zbog toga je RT pocela da se kombinuje sa hirurgijom, kao
preoperativna ili postoperativna RT.

Baclesse je 30-tih godina objavio prve rezultate preoperativne zracne terapije, kojom je
tretirao 21 pacijentkinju. Zracenje je sprovodjeno u periodu od 8-13 nedelja sa dozom od
5000 R. Nakon ucinjene radikalne hirurgije u 1/3 pacijenata nije detektovano tumorsko tkivo
(56).

Preoperativna RT se primenjivala u svim velikim radioterapijskim centrima u Evropi i
Americi, a opisivane tumorske doze su se kretale od 4000 R do 5000 R (56,61,62).

Sa daljim razvojem radioterapijskih tehnika i uvodjenja kobalt aparata za zraCenje, 50-tih i
60-tih godina, zabelezena je i bolja lokalna kontrola u smislu manjeg procenta pozitivnih
limfnih ¢vorova u aksili nakon mastektomije, kao i manja ucestalost pojave lokalnog recidiva
(56). Preoperativna RT je prakti¢no bila u Sirokoj upotrebi kao inicijalna terapija LOKD sve
do pojave sistemske hemioterapije 70-tih godina, kada je postepeno zamenjena

neoadjuvantnom hemioterapijom.

1.4.3.2. SAVREMENA RADIOTERAPIJA LOKALNO ODMAKLOG KARCINOMA DOJKE
Radioterapija LOKD se danas, u najvec¢em broju slu¢ajeva odnosi na primenu postoperativne
RT posle neoadjuvantne hemioterapije i hirurgije. Preporuke za sprovodjenje postoperativne
RT nakon inicijalne mastektomije LOKD su jo§ od ranije poznate, a baziraju se na
patohistoloskoj proSirenosti bolesti u momentu ucinjene operacije. Tako su opSte poznate
indikacije za sprovodjenje postoperativne RT tumori veé¢i od 5 cm 1 sa infiltracijom koze (T3 1
T4) i viSe od 4 pozitivna limfna ¢vora u aksili (63-66). Medjutim, kako neoadjuvantna HT
moze da dovede do zna¢ajnog smanjenja tumora u dojci 1 limfnih ¢vorova u aksili, indikacije
za postoperativnu RT posle neoadjuvantne HT ostaju dosta kontroverzne (67,68). To se
posebno odnosi na pacijente kod kojih je nakon neoadjuvantne HT postignuta patohistoloska
kompletna regresija (pCR). Smatra se da pacijenti u III klinickom stadijumu, bez obzira na
postignut pCR na neoadjuvantnu HT i dalje imaju visok rizik za pojavu lokalnog relapsa
bolesti i imaju indikacije za postoperativhu RT (69-72).

Zbog toga je vrlo vazno pazljivo razmotriti inicijalni klinicki stadijum bolesti ( pre
indukcione HT), kao i odgovor na HT i patohistoloski nalaz nakon mastektomije (73,74).
Takodje se prilikom donoSenja odluke o sprovodjenju postoperativne RT u obzir uzimaju i
individualni faktori samog pacijenta (godine starosti) i tumora (bioloSke karakteristike)

(71,74,75).
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U slucaju inoperabilnosti tumora posle inicijalne HT, moze se primeniti lokoregionalna RT sa
ciljem da se bolest prevede u operabilno stanje (preoperativna RT) ili RT ostaje jedini vid
lokoregionalnog lecenja (radikalna RT) (22,52).

1.4.3.3. KOMBINOVANA NEOADJUVANTNA HEMIO-RADIOTERAPIJA

Uprkos sve vecoj upotrebi neoadjuvantne HT u leCenju LOKD, zabelezena je relativno
skromna patohistoloska kompletna regresija, pogotovu kod tumora sa pozitivnim steroidnim
receptorima i negativnim HER2 statusom. Kako pacijenti sa LOKD imaju visok rizik i za
lokalni relaps i1 za udaljene metastaze, pokusalo se i sa istovremenom primenom sistemske i
lokalne terapije, odnosno kombinovane hemio-radioterapije (76,77).

Kombinovana hemio-radioterapija (HT-RT) se danas rutinski primenjuje u leCenju lokalno
odmaklih tumora pojedinih organa, kao §to su tumori glave i vrata, plué¢a, jednjaka i rektuma.
Neocekivano, u lecenju LOKD postoji relativno mali broj prospektivnih studija o
kombinovanom HT-RT tretmanu. Prvi izvestaji o kobinovanoj HT-RT neoadjuvantnoj terapiji
LOKD su publikovani pre vise od 15 godina i ova vrsta terapije nije postala popularna zbog
nedostatka ¢vrstih dokaza koji bi podrzali njenu rutinsku upotrebu (76,77). Kombinovana HT-
RT se moze primeniti konkomitantno (istovremeno) ili sekvencijalno (jedna za drugom).
Uglavnom su bili ispitivani 5-fluorouracil (kontinuirana infuzija), kapecitabin i taksani u
kombinaciji sa istovremenom zracnom terapijom (78-80). Bez obzira §to su 5-fluorouracil i
kapecitabin pokazali izvesnu korist u postizanju pCR i lokalnoj kontroli, bez dodatne vece
toksi¢nosti, ovi citostatici se generalno ne smatraju najpogodnijim u lecenju karcinoma dojke
u kombinovanom pristupu. Primena antraciklina istovremeno sa RT prouzrokovala je ozbiljnu
koznu toksi¢nost, kao i kardiotoksi¢nost, tako da su se antraciklini uglavnom primenjivali u
sekvencijalnom pristupu (81,82). Stoga je najviSe ispitivana upotreba taksana istovremeno sa
primenom RT. Toksi¢nost je znacajno redukovana primenom paklitaksela dva puta nedeljno u
manjoj dozi uz znatno veéu stopu pCR, pogotovu kod trostruko negativnih i HER2 pozitivnih,
steroid receptor negativnih podgrupa pacijenata (83).

Stopa postizanja pCR u kombinovanoj HT-RT terapiji je bila razli¢ita, i kretala se od 16-45%,
i u proseku je bila ve¢a kod konkomitantne primene HT-RT u odnosu na sekvencijalnu (52).
Konkomitantnom primenom HT-RT znatno je smanjeno ukupno trajanje leCenja, bez veceg
kompromitovanja kvaliteta Zivota. Medjutim, optimalno hemioterapijsko sredstvo 1 doza

njegove primene u kombinaciji sa RT jo§ uvek nije utvrdjena.
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1.4.3.4. TEHNIKE ZRACENJA DOJKE

Tehnoloske inovacije su u proteklih tridesetak godina dovele do velikih promena u procesu
planiranja i sprovodenju radioterapije. Napredak kompjuterske tehnologije i primena
savremenih imidzing metoda (CT, MR) i kompjuterskih sistema za planiranje zracenja
omogucili su uvodjenje koncepta virtuelne simulacije, 3D planiranja i konformalne

radioterapije, Sto danas predstavlja standard u radioterapiji.

2D planiranje RT

U proslosti se RT planiala na Ro-simulatoru, gde su se odredjivali veli¢ina, oblik i aranZman
zraCnih polja direktno na samom pacijentu. Planirani zra¢ni volumen je ukljucivao celu dojku
1 pripadajuce regionalne limfatike, a zrac¢na polja su bila definisana na osnovu inspekcije,
palpacije i anatomskih struktura vidjenih na Ro-simulatoru.

Za zraCenje dojke koriS¢ena su flankirana (tangencijalna ) polja da bi se smanjio volumen
plu¢a koji je ukljuéen u zra¢no polje. Granice polja su se odredjivale na osnovu vidljivog
tkiva dojke, te je gornja granica polja obi¢no bila u nivou sterno-klavikularnog zgloba, a
donja granica 1-2 cm ispod tkiva dojke. Lateralna granica je bila u nivou srednje aksilarne
linije, a medijalna u nivou srednje linije tela.

Proracun doze je vrSen na jednoj transferzalnoj konturi koja je prolazila kroz centar dojke
(Slika 1a ). Za odredjivanje volumena organa od rizika (pluc¢a i srca) koji su jednim svojim
delom bili ukljuéeni u zra¢ni volumen kori$éeni su parametri: CLD i MHD.

CLD (central lung distance) predstavlja rastojanje od dorzo-medijane ivice polja do ivice
unutrasnjeg torakalnog zida na centralnom planu zracnog polja. Pokazano je da CLD korelira
sa volumenom plu¢nog tkiva koje se nalazi u zracnom polju.

MHD (maximal hart distance) predstavlja maksimalnu udaljenost konture srca od dorzalne

ivice polja vidjena iz medijalnog tangencijalnog polja (Slika 1b).

L

Slika 1a. 2D planiranje RT na Ro- Slika 1b. Sematski prikaz CLD i MHD
simulatoru- prikaz flankiranog polja
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Veli¢ina polja za regionalne limfne ¢vorove se takodje odredjivala prema anatomskim
strukturama. Za supraklavikularne limfne ¢vorove donja granica polja je bila gornja ivica
tangencijalnog polja za dojku, odnosno linija koja prolazi kroz infero-medijalni kraj sterno-
klavikularnog zgloba i prati gornji rub zadnjeg okrajka IV rebra. Medijalna granica polja je
bila do istostranog sternoklavikularnog zgloba, a lateralna do glave humerusa. Za aksilo-
supraklavikularno polje lateralna granica polja se pomera tako da obuhvata volumen aksile
koji treba ozraciti. Polje za limfne ¢vorove uz a. mamariju internu je obuhvatalo prva tri
medjurebarna prostora, te je gornja granica polja bila donji rub sterno-klavikularnog zgloba,
donja do IV medjurebarnog prostora, medijalna — 1 cm ipsilateralno od medijalne linije tela u

zdravu strani i lateralna granica se prostirala 4-5 cm od medijalne linije tela u bolesnu stranu.

3D planiranje RT

Savremeno planiranje radioterapije sprovodi se na osnovu CT simulacije, gde se dobija prikaz
anatomskih struktura u sve tri dimenzije, tako da je omoguceno precizno usmeravanje
geometrije zracnih snopova na ciljni volumen uz postedu organa od rizika (pluéa i srca).
Moderna radioterapija karcinoma dojke sprovodi se na megavoltaznim aparatima- linearnim
akceleratorima, koji poseduju multilamelarne kolimatore, ¢ime je omogucéeno postizanje
optimalne preciznosti i homogenog ozracivanja ciljnog volumena uz maksimalnu postedu
okolnih zdravih struktura prvenstveno srca i pluéa. Za zraenje dojke najceSce se koriste
fotoni energije 4-8 MeV ili elektroni odgovarajuce energije (6-15 MeV) (84-86).

Planiranje radioterapije zahteva precizno pozicioniranje i imobilizaciju pacijenta. NajceSce se
pozicioniranje visi u supinacionom poloZaju na ravnoj ili ukoSenoj podlozi, te se u tu svrhu
koriste 1 razliCiti sistemi za imobilizaciju pacijenta. Dva najceS¢a imobilizaciona sistema su
»wing-board* za zraCenje na ravnoj podlozi i ,,breast-board* za zracenje na ukoSenoj podlozi.
Planiranje RT se vrsi na osnovu CT simulacije, gde se dobija serija CT preseka skenirane
regije, ¢ijom se 3D rekonstrukcijom dobija virtuelni pacijent. Na virtuelnom pacijentu se
definiSu parametri zrac¢enja (veli¢ina 1 oblik zracnih polja, uglovi gentrija i kolumatora), Sto
predstavlja virtuelnu simulaciju, ili se radi konturisanje ciljnih volumena (dojka i regionalni
limfatici) i organa od rizika (pluca i srce) — konformalno 3D planiranje. Proracun doze se

takodje vrsi u celom zracnom volumenu - trodimenzionalno. Slika 2.
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Slika 2. Planiranje RT na CT-simulatoru

Tehnike zracenja dojke i zida grudnog kosa

Zracenje same dojke ili zida grudnog koSa izvodi se fotonima primenom suprotnih
tangencijalnih (flankiranih) polja. Ponekad se zracenje zida grudnog koSa moze sprovesti
elektronima iz jednog direktnog polja. Tumorska doza (TD) koja se daje na dojku ili zid
grudnog kosa je obicno 50 Gy u 25 frakcija (2 Gy po frakciji) fotonima, uz postavljanje
bolusa ukoliko se zrac¢i zid grudnog koSa nakon mastektomije (22,84-86). Slike 3 i 4.

Slika 3. Zracenja dojke flankiranim poljima
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Slika 4. Zracenje zida grudnog ko$a flankiranim poljima

Ukoliko se sprovodi zracenje velikog inoperabilnog tumora u dojci, moze se dodati boost na
regiju tumora ili na regiju cele dojke sa TD 10-20 Gy (22). Boost doza se moze sprovesti
manjim flankiranim poljima, jednim direktnim poljem elektronima, ili intersticijalnom
brahiterapijom. Takodje postoji moguénost dodavanja boost doze i na regiju oziljka od

mastektomije ukoliko postoje pozitivne ivice resekcje.

Tehnike zracenja supraklavikularnih i aksilarnih limfnih ¢vorova

Supraklavikularna regija se zraci iz jednog direktnog prednjeg polja (anteriorno-posteriorno
AP polje) 1 obuhvata supraklavikularne limfne ¢vorove 1 vrh (III sprat) aksilarne jame.
Ukoliko je potrebno u zra¢ni volumen ukljuciti i aksilarne limfne ¢vorove, supraklavikularno
polje se produZzava u lateralnom pravcu (do lateralnog dela glave humerusa). Zra¢na terapija
se sprovodi fotonima sa TD ranga 45-50 Gy/2 Gy po frakciji. U slucajevima kada se zraci i
aksilarna regija moze se dodati boost doza na aksilu iz jednog posteriornog polja kada postoji
konglomerat limfnih ¢vorova u aksili ili kada su limfni ¢vorovi supraklavikularne 1 aksilarne
regije locirani na znatno razli¢itim dubinama (84-88).

Prilikom kombinovanja geometrije flankiranih polja sa supraklavikularnim poljem moze

do¢i do izvesnog preklapanja zracnih polja i pojave takozvanih *’vrucih *’ tacaka. Da bi se to
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izbeglo mogu da se koriste razliCite tehnike zracenja, a naj¢eSca od njih je *’half-beam’’

tehnika jednog izocenta. Slika 5.

11.61 |[Norm: A

Slika 5. Kombinacija tri polja, >’half-beam’’ tehnika jednog izocentra

Tehnike zracenja limfnih ¢vorova uz unutrasnju grudnu arteriju (a.mamaria interna)

Zrafna terapija limfnih ¢vorova uz a. mamariju internu se obi¢no sprovodi u okviru
flankiranih polja , takozvanim proSirenim flankiranim poljima, prilikom zracenja dojke ili
zida grudnog kosa. U tom slucaju je potrebna zastita pluca i/ili srca u donjim partijama
zracnog polja. Drugi nacin zracenja ovih limfatika je posebno prednje direktno polje koje
obuhvata prva tri medjurebarna prostora i koje se obi¢no sastoji u kombinaciji zracenja

fotonima i elektronima da bi se smanjila doza koju bi primilo srce i pluca. (84-86) Slika 6.
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Slika 6. Tehnike zracenja limfnih ¢vorova uz unutrasnju grudnu arteriju (a. mamaria
interna)

Tehnike preoperativne radioterapije

Prilikom sprovodjenja preoperativne RT u zracni volumen se ukljucuje cela dojka i svi
regionalni limfni ¢vorovi (supraklavikularni, aksilarni i limfatici uz a. mamariju internu).
Najcesce se koristi ’half beam’” tehnika jednog izocentra (slika5), gde se iz dva flankirana
polja sprovodi zracenje dojke i limfatika uz a. mamariju int. a iz tre¢eg direktnog polja
sprovodi zra¢enje supraklavikularnih i aksilarnih limfnih ¢vorova. Tumorska doza (TD) koja
se daje na celu dojku iznosi 50 Gy u 25 frakcija (2 Gy dnevno) uz moguénost
dodavanja *’boost’’ doze na regiju tumora sa TD 10 Gy. Regionalni limfni ¢vorovi se zrace
dozom ranga 45-50 Gy u 25 frakcija.

Savremeno planiranje RT podrazumeva konturisanje ciljnin volumena na CT presecima
dobijenim nakon sprovodjenja CT simulacije. Vrsi se konturisanje CTV-a (clinical target
volume) dojke i regionalnih limfatika a prema preporukama Radiation Therapy Oncology
Group (RTOG atlas) (89).

CTV za dojku ukljucuje vidljivo tkivo dojke na CT-u. Gornja granica CTV-a je obi¢no do
pripoja Il rebra, mada moze biti varijabilna i zavisi od veli¢ine i oblika dojke, donja granica je
dokle postoji tkivo dojke. Prednja granica je do koze ( u slucaju da postoji infiltacija koze
moze se dodati 1 bolus). Posteriorna granica ukljuCuje i1 pektoralne misice, miSi¢e grudnog
koSa 1 rebra. Lateralna granica je do srednje aksilarne linije (iskljucuje m. latisimus dorsi) 1
moze biti varijabilna, Sto zavisi od veli¢ine dojke i ptoze tkiva dojke na lateralnu stranu.

Medijalna granica ide do sternuma.
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CTV za supraklavikularne limfne ¢vorove kranijalno pocinje od donje ivice krikoidne
hrskavice, donja granica je do donje ivice glave klavikule. Prednja granica je do m. SCM, a
posteriorna do prednje strane skalenskog misi¢a. Medijalna granica je do traheje i Stitaste
zlezde, a lateralna granica ide do lateralne ivice m. SCM (kranijalno) i spoja I rebara i
klavikule (kaudalno).

Aksilarni limfni ¢vorovi su podeljeni u tri nivoa. CTV za I nivo pocinje kranijalno od
ukrStanja aksilarnih krvnih sudova sa lateralnom ivicom m. pectoralis minor-a, a donja
granica je do insercije m. pectoralis major-a za rebro. Prednja granica je do prednje povrSine
m. pectoralis major-a i m. latissimus dorsi, a zadnja ivica do prednje povrsine subskapularnog
miSic¢a. Lateralna granica je do medijalne granice m. latissimus dorsi, a medijalna granica do
lateralne granice m. pectoralis minor-a.

CTV za II nivo pocinje kranijalno od ukrStanja aksilarnih krvnih sudova sa medijalnom
ivicom m.pectoralis minor-a, a donja granica je ukrStanje aksilarnih krvnih sudova sa
lateralnom ivicom m. pectoralis minor-a. Prednja granica je prednja povrSina m. pectoralis
minor-a, zadnja do rebara i interkostalnih miSi¢a. Lateralna granica je lateralna ivica
m.pectoralis minor-a, a medijalna granica je medijalna ivica m. pectoralis minor-a.

CTV za III nivo kranijalno pocinje od insercije m. pectoralis minor-a na krikoid, a kaudalno
se prostire do ukrstanja aksilarnih krvnih sudova sa medijalnom ivicom m.pectoralis minor-a.
Prednja granica je zadnja povrSina m.pectoralis major-a, a zadnju granicu Cine rebra i
interkostalni misi¢i. Lateralna granica je do medijalne ivice m.pectoralis minor-a, a medijalnu
granicu ¢ini ulaz u toraks.

CTV za limfne ¢vorove uz a. mamariju int. kranijalno pocinje od gornjeg medijalnog dela I
rebra i proteze se kaudalno do gornjeg dela IV rebra. Limfni ¢vorovi prate unutra$nje grudne
krvne sudove , te im je medijalna granica ivica sternuma, posteriorna granica je pleura, a
anteriorna i lateralna granica je 5 mm od krvnog suda.

Pored konturisanja ciljnih volumena, vrsi se 1 konturisanje organa od rizika — pluca 1 srca (za
tumore lokalizovane u levoj dojci), a da bi se odredili volumen i doza koju primaju ovi zdravi
organi u toku zra¢ne terapije dojke.

QUANTEC (Quantitative analyses of normal tissue effects in the clinic) predstavlja analizu
doze — volumen efekta na zdrava tkiva, a u cilju predvidjanja rizika od njihovog ostecenja.

Za srce je pokazano da ukoliko je V25Gy < 10% (manje od 10% volumena srca primi 25 Gy),
to bi bilo udruzeno sa < 1% verovatno¢e od dugoro¢nog kardioloskog mortaliteta (15 godina

nakon sprovedene RT), dok je za plu¢a pokazano da bi V20 Gy < 30% (manje od 30%
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volumena pluc¢a primi 20Gy) moglo da dovede do pojave <20% slucajeva simptomatskog

pneumonitisa (90,91).

Nove tehnologije u zra¢noj terapiji

Konformalna terapija je postala sadasnji trend u radioterapiji sa ciljem da se aplikuje visoka
doza zracenja tacno na planirani ciljni volumen, a da se maksimalno postede okolni zdravi
organi.

Dalji napredak u bezbednom i efektivnom aplikovanju zrac¢ne terapije usledio je uvodenjem
novih tehnologija u radioterapiji kao sto su intenzitetom modulirana RT (Intensity-Modulated
radiotherapy-IMRT), volumetrijski modulisana lu¢na terapija (Volumetric modulated arc
therapy-VMAT), radioterapija prilagodjena disanju (Breathing Adapted Radiotherapy) i RT
protonima (92). IMRT podrazumeva modeliranje zracnog snopa prema klini¢koj potrebi, kako
po obliku tako i po distribuciji (intenzitetu). U okviru zracnog volumena je moguce menjati
intenzitet doze, tako da ciljni volumen dobije maksimalnu planiranu dozu uz postedu okolnih
organa, ¢ime se postize homogenije ozracivanje cele dojke (92,93). VMAT predtavlja jo§
kompleksniju varijantu RT gde se tokom zrafenja istovremeno rotiraju i gentri i kolimator.
Ovim nacinom zracenja je omogucena jo$ veca posteda srca i pluca prilikom zracenja leve
dojke, a narocito kada su u zra¢ni volumen ukljuceni limfatici uz a. mamariju internu (94). RT
prilagodena disanju podrazumeva da se snop zracenja uklju¢i samo u vreme odredene faze
respiratornog ciklusa, sto modifikuje pokrete organa i njihovu poziciju u zracnom polju.
Pokazano je da duboki inspirijum redukuje volumen srca u zracnom polju kod tumora
lokalizovanih u levoj dojci, te se time znatno redukuje doza koju primi srce i istostrano plu¢no
krilo bez kompromitovanja ciljnog volumena i bez povecanja doze na kontralateralne organe
(92,95) Radioterapija protonima ima jedinstvenu moguénost da optimalno ozrac¢i ciljni
volumen uz istovremenu optimalnu poStedu organa od rizika koji su postavljeni distalno,
zahvaljujué¢i naglom padu doze distalno od ciljnog volumena (96). Zbog toga je protonska
terapija pocela da se u poslednjih nekoliko godina primenjuje i kod zracenja LOKD, jer se

znatno smanjuje doza koju primaju pluca i srce.
1.4.3.5. NEZELJENI EFEKTI ZRACNE TERAPIJE

Komplikacije RT mogu da se jave u toku same primene RT ili nakon nekog vremena od

zavr$etka RT.
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U toku sprovodjenja RT najceS¢e dolazi do pojave radijacionog dermatitisa koze zraCene
regije u vidu eritema, hiperpigmentacije sa suvom deskvamacijom i redje do vlazne
deskvamacije. Sve ove promene su blage i prolazne.

Komplikacije koje se javljaju kasnije, posle nekog vremena od zavrsenog RT tretmana, mogu
da se odnose na kozu i1 meka tkiva zraCene regije (fibroza, hiperpigmentacija i
teleangiektazije) ili na pojavu limfedema ruke, radijacionog pneumonitisa, kardioloske
toksicnosti i oStecenja brahijalnog pleksusa (84).

Limfedem ruke je obi¢no povezan sa obimom aksilarne hirurgije, a primena RT dodatno
povecava rizik (97,98). Aksilarna disekcija i RT aksilarne regije mogu da svaka ponaosob
dovedu do rizika pojave limfedema koji je manji od 10%. Medjutim taj rizik ide i do 40% ako
se kombinuje kompletna aksilarna disekcija sva tri sprata aksile sa RT kompletne aksilarne
regije.

Pneumonitis i pulmonalna fibroza su udrZeni sa pove¢anjem volumena pluca koje se nalazi u
zratnom polju, kao i sa upotrebom HT. Analize su pokazale da se kod primene RT samo
tangencijalnim poljima na regiju dojke, pneumonitis javlja u 0.2% slucajeva, dok se taj
procenat povecava na 1.4% ukoliko se sprovodi i zracenje regionalnih limfatika. Primena adj.
HT dodatno povecava incidencu pneumonitisa na 3.3% , a ukoliko se adj. HT daje
istovremeno sa RT, onda se pneumonitis javlja u 8.8% slucajeva (97,98).

Kardioloska toksi¢nost se moze  manifestovati u vidu perikarditisa, pankarditisa,
kardiomiopatije 1 oboljenja koronarnih arterija sa ishemi¢nom boleS¢u srca. Ranije
sprovedene studije su pokazale da je kod pacijenata koji su imali postoperativnu RT primec¢en
povecani mortalitet kardiovaskularne prirode. Medjutim, nove tehnike RT 1 planiranje
bazirano na CT-u su omogucile individualno planiranje RT za svakog pacijenta i minimalno
ozra¢ivanje kriticnih organa - srca i pluca. (98)

Ostecenje brahijalnog pleksusa se moze javiti prilikom zracenja supraklavikularne i aksilarne
regije. Brahijalna pleksopatija je retka komplikacija ukoliko se daje standardna ukupna
tumorska doza konvencionalnim rezimom frakcionisanja. Ovo oSteCenje je vise bilo vezano
za stare tehnike zrafenja, kada je doza na brahijalni pleksus bila 1 preko 130% od

preskribovane doze (84).
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1.5. PROGNOSTICKI I PREDIKTIVNI FAKTORI LOKD

Prognostic¢ki faktori u LOKD su prakti¢no isti kao i kod ranog karcinoma dojke, I
predstavljaju karakteristike samog tumora 1 pacijenta koji bitno odredjuju ishod bolesti i sluze
za predvidjanje prognoze. Lokoregionalna kontrola i uopSte ishod bolesti zavise pre svega od
standardnih prognostickih parametara kao Sto su veli¢ina tumora, gradus tumora, nodalni
status, godine starosti.

Veli¢ina tumora i nodalni status imaju najveci uticaj na prognozu bolesti i prezivljavanje. Jo$
ranije je ustanovljeno da se sa povecanjem veli¢ine tumora i broja pozitivnih limfnih ¢vorova
u aksili pogorsava ishod bolesti (99).

Vedina pacijenata sa LOKD ima zahvacene aksilarne limfne ¢vorove, mada, odredjeni broj
pacijenata moze imati veliki primarni tumor u dojci bez metastaza u aksilarnim limfnim
¢vorovima. Prognoza pacijenata bez zahvacenih limfnih ¢vorova je bolja, dok je za one koji
imaju zahvacene limfne ¢vorove prognoza utoliko losija, ukoliko je zahvaéen veci broj
limfnih ¢vorova (99). Veli¢ina primarnog tumora takodje ima uticaja na prezivljavanje.
Pacijenti sa ve¢im tumorom imaju losiju prognozu, pokazano je da 5-godisnje prezivljavanje
zatumore <5cm, 5-10 cmi >10cm, je 65%, 36% i 16% (23).

Pored toga postoje prognosticki faktori koji mogu biti i prediktivni markeri, odnosno mogu i
da istovremeno ukazu na odgovor na odredjenu terapiju. Tu pre svega spadaju hormonski
receptori za etrogen (ER) i progesteron (PgR) i receptor za humani epidermalni faktor rasta 2
(HER-2), koji su prediktori odgovora na hormonsku terapiju i biolosku HER-2 ciljanu terapiju,
kao i marker proliferacije Ki-67 (100-103).

Steroidni receptori za estrogen (ER) i progesteron (PgR)

Hormonski receptori za estrogen (ER) i progesteron (PgR) su intracelijski steroidni receptori i
predstavljaju dobro poznate, standardne prognosticke faktore, kao i prediktivne faktore
odgovora na hormonsku terapiju. Pozitivan nalaz hormonskih receptora (HR) je udruzen sa
boljom prognozom, odnosno duzim prezivljavnjem u odnosu na negativne HR (104,105.)
Takodje je pokazano da pacijenti sa negativnim HR imaju ve¢i rizik za pojavu lokalnog
recidiva nakon mastektomije (106).

lako je poznato da pozitivni receptorski status ukazuje na bolju prognozu bolesti, manje je
jasno da li ER i PgR mogu da predvide i odgovor na radioterapiju. Pokazano je da ER

pozitivni tumori imaju manju verovatnoc¢u pojave lokalnog recidiva nakon poStedne operacije
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i postoperativne RT u odnosu na ER negativne (107-110). Ali sa druge strane, istrazivanja su
pokazala da pacijenti sa niskom ekspresijom ER imaju vecu korist od postoperativne RT u
pogledu prezivljavanja bez bolesti ( DFS- disease free survival) u odnosu na pacijente sa
visokom ekspresijom ER (111). Takodje u literaturi postoje podaci da pacijenti sa LOKD koji
imaju negativne HR bolje odgovore na kombinovanu HT-RT neoadjuvantnu terapiju u smislu

veéeg procenta pCR u komparaciji sa HR pozitivnim pacijentima (112,113).

Receptor za humani epidermalni faktor rasta-2 (HER-2)

Receptor humanog epidermalnog faktora rasta —2 (HER-2), poznat kao c-erbB2 ili neu, nalazi
se na povrsini Celije, a predstavlja transmembranski glikoprotein ¢ija unutraSnja domena ima
aktivnost tirozin kinaze (114). Pripada familiji HER i kodiran je od strane proto-onkogena
HER-2/erbB2 koji se nalazi na hromozomu 17. Amplifikacija gena i/ili povecana ekspresija
receptora uocena je U do 60% duktalnih carcinoma in situ i u 15-20% zena sa invazivnim
karcinomom dojke (115). U klini¢koj praksi odredjuje se HER-2 ekspresija receptora
imunohistohemijskom (IHH) metodom ili amplifikacija HER-2 gena. Pokazano je da je HER-
2 amplifikacija gena ili prekomerna ekspresija receptora udruzena sa ve¢im tumorskim
gradusom, nedostatkom ER receptora, ve¢im nivoom indikatora tumorske proliferacije kao
Sto je Ki-67 1 losijom prognozom, odnosno, sa agresivnom prirodom bolesti i tumorskog rasta
(102,108,115,116). Pored toga smatra se da prekomerna rekspresija HER-2 moze da stiti
maligne celije karcinoma dojke od letalnih efekata jonizujuéeg zracenja (117). U
eksperimentima na celijskim kulturama pokazana je povecana radiorezistencija u ¢elijama
koje imaju povecanu ekspresiju HER-2 receptora (118). Klinicke studije su pokazale da
pacijenti sa lokalnim recidivom nakon postedene operacije kao i nakon mastektomije imaju
vecu verovatnocu da su HER-2 pozitivn i (106,109,110). U seriji pacijenata sa lokalno
odmaklim karcinomom dojke koji su tretirani kombinovanim le¢enjem hemioterapijom i
radioterapijom, uoceno je da je niska ekspresija HER-2 udruzena sa boljim odgovorom na
terapiju (119).

Ki-67

Ki-67 je nuklearni antigen koji se nalazi u celiji koja je u proliferativnoj fazi, te stoga
predstavlja marker celijske proliferacije (115). Ekspresija Ki-67 varira kroz razlicite faze
¢elijskog ciklusa (G1, S, G2, i M faze) sa pikom u fazi mitoze, dok je u fazi mirovanja (G0)
odsutan. Pokazano je da pacijenti sa povecanom ekspresijom Ki-67 u vise od 50% Ccelija

imaju visok rizik za razvoj relapsa bolesti i losiju prognozu (115). Pored toga povecana
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ekspresija Ki-67 udruZena je i sa negativnim ER i pozitivnim HER-2 nalazom (120). Sa druge
strane, studije su pokazale da Ki-67 ima i prediktivnu ulogu u odgovoru na neoadjuvantnu HT,
odnosno da je visok nivo Ki-67 udruzen sa boljim odgovorom na terapiju (121-123). Takodje,

neka istrazivanja su procenjivala ulogu Ki-67 i u predikciji odgovora na radioterapiju (102).

1.6. BIOLOGIJA TUMORA | ODGOVOR NA NEOADJUVANTNU
TERAPIJU

Neoadjuvantni pristup u le¢enju LOKD poceo je primenom preoperativne RT jo§ sredinom
proslog veka, kada nisu bili poznati bioloSki markeri, te ispitivanja u tom smislu i nisu bila
moguca. Uvodjenjem neoadjuvantne HT 1 njenom sve Sirom primenom, omoguceno je da se
prvo istrazi povezanost bioloSkih markera i odgovora na HT.

U proslosti, pre upotrebe neoadjuvantne HT, 5-godiSnje prezivljavanje LOKD je iznosilo oko
25% (88). Kombinovanim nac¢inom leéenja (HT, hirurgija, RT) prezivljavanje za operabilni
IITIA stadijum je povecano do 80%, a za inoperabilni 11IB na oko 45% (88). Pokazano je da
pacijenti u III stadijumu bolesti koji imaju identi¢ne klinicke prediktivne faktore, mogu da
imaju razlicite ishode bolesti. Otkri¢éem molekularnih podtipova karcinoma dojke, objasnjen
je heterogeni ishod bolesti i podstaknut nastavak napora u identifikaciji prediktora odgovora
na terapiju i prezivljavanje baziranih na molekularnom profilu tumora (124-126). Prema
bioloSkim karakteristikama maligni tumori dojke se mogu podeliti na:

a) Luminalne podtipove - luminal A podtip je najéesci, javlja sa u 51-66% svih karcinoma
dojke. Ovi tumori su indolentne prirode, sa niskim proliferativnim indeksom i dobrom
prognozom. Imaju jaku ekspresiju hormonskih receptora, visoko su hormonski senzitivni, vrlo
malo osetljivi na hemioterapiju (124,126). Luminal B podtip se javlja u 10% slucajeva svih
tumora, definiSe ga visok proliferativni indeks i loSija prognoza u odnosu na luminal A.
Endokrina senzitivnost je varijabilna u odnosu na status HR, dok je hemosenzitivnost veca u
odnosu na luminal A (125,126).

U literaturi se opisuju razliciti procenti pCR za luminalne podtipove tumora koji se kre¢u od
0-23%, i to za luminal A podtip od 0-7.5%, a za luminal B od 1-16.2% (126).

b) HER-2 pozitivni podtip - javlja se u oko 15% slucajeva svih karcinoma dojke i podeljen je
na HER-2 pozitivni sa odsustvom HR i luminal HER-2 pozitivni sa prisutnim HR (124-126).

Ovi tumori su obi¢no agresivni, sa visokim proliferativnim indeksom i loSom prognozom.
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Visoko su osetljivi i na hemioterapiju i na anti HER-2 terapiju, te se pCR prilikom primene
obe terapije moze posti¢i u 22-48% slucajeva u luminal HER-2 podtipu i 33-70% slucajeva u
HER-2 pozitivinim (uz odsustvo HR) tumorima (126).

c) Trostruko negativni podtip - javlja se u oko 15% slucajeva i definisan je negativnim ER i
PgR i nedostatkom ekspresije HER-2 proteina ili amplifikacije HER-2 gena. To su izrazito
agresivni tumori sa jako loSom prognozom. Terapija izbora za ove tumore je hemioterapija, a

PCR Koji se opisuje u literaturi se krece od 20% - 56% (126).

Cesta upotreba neoadjuvantne HT u le¢enju LOKD obezbedila je moguénost da se istraZe
molekularni mehanizmi tumorskog odgovora na terapiju. Tako se stopa patohistolokog
kompletnog odgovora (pCR) znacajno razlikuje izmedju molekularnih podtipova. Luminal A
podtip ima vrlo mali procenat pCR na razlicite vrste neoadjuvantne HT, za razliku od basal-
like i HER-2 pozitivnog podtipa, koji imaju visoku stopu pCR, dok je luminaln B podtip
udruzen sa srednjom stopom odgovora na terapiju (19). Na prvi pogled, nize prezivljavanje
pacijenata sa basal-like i HER-2 pozitivnim tumorima izgleda da stoji u kontrastu sa visokom
stopom pCR-a, s obzirom da postizanje pCR-a pobolj$ava ukupno prezivljavanje. Medjutim,
pacijenti koji imaju pCR, imaju bolje prezivljavanje bez obzira na podtip tumora. Nepovoljni
ishod kod pacijenata sa basal-like i HER-2 pozitivnim tumorima je uzrokovan visokim
procentom relapsa ili smrtnog ishoda, ali kod onih pacijenata koji nisu postigli pCR.

Uticaj molekularnih podtipova na odgovor na radioterapiju ispitivan je kod pacijenata koji su
imali postoperativhu RT nakon mastektomije LOKD, odnosno koji su bili sa visokim rizikom
za relaps bolesti (tumor veé¢i od 5 ¢cm, pozitivan nalaz u aksili). Pokazano je da basal-like i
HER-2 pozitivni tumori imaju postignutu manju redukciju lokalnog recidiva primenom RT u
poredjenju sa luminalnim podtipovima (106). Ovaj nalaz moze da sugeriSe postojanje
radiorezistencije kod podtipova sa loSom prognozom, u suprotnosti sa relativnom
radiosenzitivno$¢u kod luminalnih potipova. Drugo objasnjenje visoke stope LR moze da
bude u vezi sa prirodnom agresivno$éu prezivelih celija basal-like i HER-2 poz. tumora.
Sli¢éni rezultati su dobijeni i kod primene postoperativne RT ranog karcinoma dojke nakon
postedne operacije. Naime pokazan je znacajno povecan procenat pojave 5-godiSnjeg LR kao
prvog relapsa kod basal-like i HER-2 pozitivnih podtipova u odnosu na luminalne A i B
podtipove (110).
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1.7. GENSKA ANALIZA

Analiza na molekularnom nivou je pokazala da je karcinom dojke heterogena bolest sa
razli¢itim podtipovima, i da svaki podtip ima svoju biologiju i prirodu. Kao rezultat toga
postoje razliciti terapijski pristupi koji su optimalni za svaki podtip tumora. lako je podela na
podtipove na osnovu imunohistohemijskih analiza pokazala jasne prognosticke i prediktivne
sposobnosti, i dalje postoje slucajevi koji zahtevaju jo$ precizniju analizu.

Potreba za daljim poboljSanjem prognostickih faktora dovela je do razvoja molekularnih
testova baziranih na proceni ekspresije setova gena koriste¢ci DNA mikroereje (127,128). Na
taj nacin su identifikovani prognosticki geni koji mogu da predvide ishod bolesti i uticu na
izbor sistemske terapije. Kvantitativno merenje genske ekspresije vrs$i se na parafinskim
uzorcima tumorskog tkiva FFPE (formalin fixed parafin enbeded) tehnikom Real-time PCR.
Postoji nekoliko genskih testova, koji su danas u upotrebi, kao $to su 21-gen Oncotype DX,
Prosigna PAM 50 i 70-gen Mammaprint, a koji se pre svega odnose na procenu potrebe
adjuvantne sistemske terapije kod ranog karcinoma dojke (103,127).

Oncotype DX je jedan od prvih klini¢ki potvrdjenih molekularnih testova, koji se bazira na
analizi 21 gena, a pokazuje korist od primene adjuvantne terapije kod ranog, ER pozitivnog
karcinoma dojke (129). MammaPrint mikroerej test analize 70 gena je takodje prediktivni
biomarker kod ranog karcinoma dojke (130,131), a moze biti od pomoc¢i i u identifikaciji
pacijenata koji bi imali koristi od neoadjuvantne hemioterapije (132). Prosigna PAM 50 je
genski test koji analizira aktivnost odredjenih gena (set od 50 gena) kod ranog, HR pozitivnog
karcinoma dojke sa ciljem procene pojave udaljenih metastaza (133).

Kako se vecina genskih testova koji su u komercijalnoj upotrebi koriste za procenu rizika
pojave relapsa bolesti i potrebu primene sistemske terapije, sve vise se javlja interesovanje za
otkrivanjem  biologije tumora koja bi predvidela i korist od sprovodjenja RT u odredjenoj
populaciji pacijenata sa karcinomom dojke.

Za sada ne postoje snazni bioloski markeri koji bi identifikovali pacijente koji hoce ili nece
odgovoriti na RT. Identifikacija gena koji se razli¢ito eksprimiraju kod radiosenzitivnih i
radiorezistentnih pacijenata sa karcinomom dojke mogla bi biti metoda za predikciju
odgovora na RT.

Analiza gena koji bi predvideli korist od primene RT radjena je kod pacijenata koji su imali
postoperativnu RT nakon mastektomije gde je potvrdjen genski profil koji je udruzen sa
pojavom LRR i predikcijom koristi od postoperativne RT u grupi pacijenata sa visokim

rizikom (134). Sa druge strane, pokazano je da grupa pacijenata sa niskim rizikom nije imala
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dodatne koristi od postoperativne RT. Sli¢no, radjena je laboratorijska studija na ¢elijskim
kulturama raka dojke koja je nastojala da ustanovi genski zapis radiosenzitivnosti karcinoma
dojke u cilju identifikovanja pacijenata koji bi najverovatnije imali koristi od RT (135). Stoga,
danas sve viSe studija radi na tome da utvrdi ulogu molekularnog profilisanja u cilju

odredjivanja koji ¢e pacijenti imati koristi od primene radioterapije.
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CILJEVI RADA

Ispitivanje povezanosti lokalnog odgovora (klinickog i patohistoloskog) na
preoperativnu RT sa ukupnim prezivljavanjem (OS) i prezivljavanjem bez znakova
bolesti (DFS).

Ispitivanje uticaja inicijalnih karakteristika pacijenata i tumora (starost, menopauzalni
status, veli¢ina tumora, zahvacenost limfnih ¢vorova) na ishod bolesti i odgovor na

preoperativnu RT.

. Ispitivanje povezanosti bioloskih markera ER, PgR, HER2, Ki-67 u odnosu na
odgovor tumora na preoperativnu RT (kompletna regresija-CR, parcijalna regresija-PR
I stabilizacija bolesti-SD) i ishod bolesti (OS i DFS).

Ispitivanje promene ekspresije bioloskih markera (ER, PgR, HER2, Ki-67) nakon
preoperativne RT i njihova povezanost sa odgovorom na PRT i ishodom bolesti.

Ispitivanje povezanosti genske analize primarnog tumora sa odgovorom na

preoperativnu RT.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. PACIJENTI I NACIN LECENJA

U analizu je ukljuéeno 134 bolesnica sa lokalno odmaklim karcinomom dojke u stadijumu
A i 1B, kod kojh je u periodu od 1997 — 2000 godine u Institutu za onkologiju i
radiologiju Srbije sprovedena preoperativna radioterapija dojke i regionalnih limfatika. Pre
zapoCinjanja zracne terapije kod svih bolesnica je uradjena biopsija tumora radi pato-
histoloske verifikacije malignog procesa u dojci. Sest nedelja po zavrienoj zratnoj terapiji
kod svih bolesnica je u¢injena radikalna mastektomija i data odgovarajuca adjuvantna terapija
(hemioterapija i/ili hormonoterapija — u zavisnosti od prognostickih parametara, a prema tada

vazeCem protokolu za le¢enje malignih tumora) (136).

Preoperativna zracna terapija je sprovedena sa TD 45 Gy u 15 frakcija (3 Gy po frakciji) na
regiju dojke i svih regionalnih limfatika (aksilarni, supraklavikularni i limfatici duz a.
mamarije int.). Zracenje dojke i regionalnih limaftika je vrSeno naizmeni¢no, svaki drugi dan,
tako da je ukupno trajanje zrac¢ne terapije bilo 30 radnih dana, odnosno 6 nedelja.

ZraCena terapija dojke je sprovedena fotonima, iz dva suprotna tangencijalna polja —
medijalnog 1 lateralnog uz koriS¢enje klinastih filtera za homogenizaciju doze. Proracun doze
je vrsen na jednom transferzalnom preseku, koji je prolazio kroz centar dojke (kroz mamilu).
Supraklavikularni 1 aksilarni limfni ¢vorovi su zraceni takodje fotonima iz jednog direktnog
(prednjeg) polja sa kalkulacijom doze na 1/3 antero-posteriornog dijametra. Limfatici uz
a.mamariju internu su zraceni iz jednog prednjeg polja, koje je obuhvatalo prva tri
medjurebarna prostora, a doza je kalkulisana na dubini od 2-3 cm. Kori$¢ena je kombinacija
fotona (30Gy) i elektrona (15Gy) a radi smanjenja kardioloske toksi¢nosti. Zra¢na terapija je
sprovedena na aparatu za tele-kobalt terapiju (TCT) i na linearnom akceleratoru.

Sest nedelja po zavrSenoj zratnoj terapiji kod svih bolesnica je uginjena radikalna
mastektomija.

Adjuvantna hemioterapija i/ili hormonska terapija su date prema tada vazecem protokolu za
lecenje karcinoma dojke. Hemioterapija je podrazumevala primenu 6 ciklusa kombinacije

slede¢ih citostatika: ciklofosfamida, metotreksata i 5-fluorouracila (CMF) ili 5-
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fluorouracila,doksorubicina i ciklofosfamida (FAC). Hormonska terapija se sastojala iz
primene Tamoksifena u trajanju od 5 godina za postmenopauzne bolesnice ili primene zracne
kastracije sa TD 12 Gy u 4 frakcija, za premenopauzne bolesnice, ili njihove kombinacije u

pojedinim slu¢ajevima.

Analiza bioloskih markera vrSila se na materijalu biopsiranog tumora pre sprovodjenja RT 1
na materijalu tumora nakon sprovedene RT dobijenog posle mastektomije (osim za one
tumore kod kojih je preoperativna RT dovela do kompletne regresije. U slu¢aju kompletne
regresije tumora u dojci, za analizu bioloskih markera uziman je materijal iz limfnog ¢vora u
aksili, ukoliko je bio pozitivan.

Materijal na kome su se odredjivali biomarkeri: parafinski kalupi od biopsije tumora pre

radioterapije i uzoraka tumora posle radioterapije i mastektomije.

3.2. KRITERIJUMI EVALUACIJE ODGOVORA NA PREOPERATIVNU
RADIOTERAPIJU

3.2.1. Klini¢ka procena

Procena odgovora na preoperativiu RT vrSena je na osnovu klinickog nalaza uporedjivanjem
inicijalne veli¢ine tumora (pre zapocinjanja zra¢ne terapije) i veli¢ine tumora u tkivu nakon
mastektomije. Odgovor je procenjen kao:

Klinic¢ki kompletan odgovor (cCR): odsustvo malignog tkiva na preparatu od mastektomije, ili
prisustvo pojedinaénih malignih ¢elija ili fokusa DCIS.

Klinicki parcijalan odgovor (cCPR): smanjenje tumora za vise od 30%.

Klinicki stabilna bolest (cSD): smanjenje tumora za manje od 30% ili nepromenjena veli¢ina

tumora.

3.2.2. Patohistoloska procena posle neoadjuvantne terapije

Radjena je i patohistoloska procena odgovora primarnog tumora na preoperativhu RT
(20,137) i odgovor je procenjivan kao:

Kompletan patohistoloski odgovor (pCR): odsustvo invazivnog karcinoma sa ili bez fokusa
DCIS u tkivu nakon mastektomije.
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Priblizno kompletan patohistoloski odgovor (pNCR): prisutan rezidualni tumor manji od 5
mm.

Parcijalan patohistoloski odgovor (pPR): evidentna redukcija tumora ili oStecenja celija,
rezidualni tumor ve¢i od 5 mm.

Patohistoloski nema promena (pNC): nema promena koje bi sugerisale dejstvo RT.

3.3. METODOLOGIJA ODREDJIVANJA BIOLOSKIH MARKERA

Odredjivanje statusa ER, PgR, HER-2 i Ki-67 radili su se imunohistohemijskom (IHH)

metodom iz parafinskih tkivnih kalupa.

3.3.1. Odredjivanje ER i PgR

Za odredjivanje ER kori$¢eno je LabVision antitelo (klon SP1) u razblaZenju 1:200 primenom
citratnog pufera.

Za odredjivanje PgR koris¢en je DAKO-vo antitelo (klon PgR 636) u razblazenju 1:500 u

citratnom puferu

Interpretacija imunohistohemijske analize ekspresije estrogenog (ER) i progesteronskog
(PgR) receptora u tumorskim éelijama (Allred score):
Skor proporcije prebojenih nukleusa (a)  Skor intenziteta prebojenosti (b)

0 = nema prebojenosti jedara 0 = nema bojenja

1= <od 1% jedara prebojeno 1 = slab intenzitet bojenja

2 = 1-10% jedara prebojeno 2 = srednji intenzitet bojenja
3 = 11-33% jedara prebojeno 3 = jaka prebojenost

4 = 34-66% jedara prebojeno
5= 67-100% jedara prebojeno

Ukupan skor SR dobija se sabiranjem skora prebojenih nukleusa (a) i skora intenziteta
prebojenosti (b).

Za pozitivan status SR je uzeta vrednost skora >3 (138).
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3.3.2. Odredjivanje HER-2 statusa
Za odredjivanje HER-2 koriS¢eno je Novocastra antitelo (klon CB 11) u razblazenju 1:800 u

citratnom puferu.

Algoritam evaluacije humanog epidermalnog faktora rasta receptora 2 (HER-2)
proteina imunohistohemijskom analizom u invazivnoj komponenti tumora:

IHC 0 negativno - nema bojenja ili slabo nekompletno membransko bojenje u < 10%
tumorskih celija.

IHC 1+ negativno - slabo nekompletno membransko bojenje u > 10% tumorskih ¢elija.

IHC 2+ ”equivocal” - cirkumferentno membransko bojenje koje je nekompletno, slabo ili
umereno u >10% tumorskih ¢elija ili intenzivno kompletno i cirkumferentno membransko
bojenje u < 10% tumorskih celija.

IHC 3+ pozitivno - kompletno intenzivno membransko bojenje u > 10% tumorskih cCelija
(139).

3.3.3. Odredivanje Ki-67
Za odredjivanje Ki-67 koris¢eno je Lab Vision antitelo (klon SP6) u razblazenju 1:200
primenom citratnog pufera.
Grani¢na vrednost za Ki-67 je uzeta <14% za niski proliferativni indeks, a >14% za visoKi

proliferativni indeks (140).

Za vizuelizaciju je kori$¢en Ulta Vision detekcioni sistem, RTU (ready to use), Lab Vision.

3.4. METODE MERENJA GENSKE EKSPRESIJE U UZORCIMA
INICIJALNOG TUMORA KARCINOMA DOJKE

Izolacija RNK iz parafinskih uzoraka tumorskog tkiva FFPE (formalin fixed parafin
enbeded) vrsena je na blokovima sa vise od 50% tumorskog tkiva. Ukupna RNK je izolovana
iz dva isecka FFPE tkiva debljine 10 mikrona koris¢enjem RNeasy FFPE Kit (Qiagen).
Kvalitet i kvantitet RNK je odredjivan na aparatu BioSpec-nano ( Shimatzu).
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Za merenje globalne genske ekspresije Microarray hibridozacijom koris¢en je Agilant
SurePrint G3 Hmm GE v.2 8x60k Microarray koji pokriva 27.958 gena. Eksperiment je
uradjen po Agilent protokolu za parafinske uzorke. Microarray slajdovi su procitani na
Agilent SureScan Microarray skeneru. Slike su obradjene koris¢enjem Feature Extraction

v.11 softvera.

3.4.1. Analiza microarray podataka

Prva obrada podataka i kontrola kvaliteta je izvedena koriS¢enjem R verzije 3.0.1 i
R/Bioconductor seta. Analiza diferencijalne ekspresije uradjena je koris¢enjem izmenjenog
linearnog modela t-testa (limma). Procenjeni nivoi znacajnosti (nemodifikovana p—vrednost)
su korigovani koris¢enjem Benjamini i Hochberg False Discovery Rate (FDR) podesavanja i
g-vrednosti (podesene p-vrednosti su prikazane). Geni sa q vrednoscu < 0.05 su selektovani

kao znacajno razli¢ito eksprimirani.

3.4.2. Analiza izmenjenih signalnih puteva

Svi razli€ito eksprimirani geni su podvrgnuti analizi signalnih puteva koriS¢enjem Ingenuity
Pathway Analysis (IPA) software. Fisher-ov test i v2-test su kori§¢eni za odabir znacajno

izmenjenih signalnih puteva.

3.4.3. Validacija mRNK ekspresionih profila kvantitativnim Real — Time PCR-om (Q-
RT-PCR)

Validacija microarrray eksperimentalnih podataka je uradjena Q-RT-PCR-om za 10 znacajno
izmenjenih gena (CHEK2, XRCC2, MCM6, MAP3K4, MMP14 APOAl, WHSCI1L1, IDO1,
ST3Gal-4 i A1CF).
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3.5. DEFINICIJA ISHODA BOLESTI

Definisani su slede¢i parametri na osnovu kojih je procenjen ishod bolesti:

— DFI (disease-free interval) — vremenski interval bez bolesti (slobodni interval): vreme od

radikalne operacije do pojave lokalnog recidiva i/ili udaljenih metastaza i/ili primarnog

tumora suprotne dojke i/ili drugog primarnog tumora nekih drugih organa.

— DFS (disease-free survival) — prezivljavanje bez znakova bolesti: vreme od radikalne

operacije do pojave lokalnog recidiva i/ili udaljenih metastaza i/ili primarnog tumora

suprotne dojke i/ili drugog primarnog tumora nekih drugih organa i/ili smrti bez relapsa

bolesti.

— OS (overall survival) — ukupno prezivljavanje: vreme od postavljanja patohistoloske

dijagnoze (biopsije tumora) do smrti bez obzira na njen uzrok.

3.6. STATISTICKA ANALIZA

Prilikom statisti¢ke analize podataka, njihovog opisa i prikaza, koris¢eno je sledece:

Za ispitivanje saglasnosti uzorackih raspodela sa normalnom raspodelom, kori$éeni su
grafici: Normal Q-Q Plot i Histogram, kao i testovi: Kolmogorov-Smirnov i Shapiro-
Wilk.

Za opis parametara od znacaja a u zavisnosti od njihove prirode, koriS¢ene su mere
deskriptivne statistike: frekvencije, procenti, srednja vrednost (prosek), medijana,
standardna devijacija (SD) i opseg (raspon).

Za nivo statisticke znacajnosti usvojena je vrednost 0=0.05. U slucaju visestrukog
testiranja nad istim setom podataka, kori§¢ena je Bonferroni korekcija a-vrednosti
(02=0.05/3=0.0167; 02=0.05/6=0.0083).

Za testiranje razlika izmedu podgrupa od znacaja a u zavisnosti od prirode ispitivanih
parametara, koris¢eni su: Pearson y? test i Fisher exact test.

Za prikaz ukupnog prezivljavanja (OS), slobodnog intervala (DFI) i prezivljavanja bez
znakova bolesti (DFS) koris¢ena je Kaplan-Meier product-limit metoda a za njihov
opis koriS¢ene su medijane Survival Analysis sa odgovaraju¢im 95% intervali

poverenja (95%CI). Za testiranje razlika u ukupnom prezivljavanju, slobodnom
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intervalu 1 prezivljavanju bez znakova bolesti u odnosu na parametre od znacaja,
koris¢en je Log-rank test.

— Analiza podataka je radena u statistickom programu R version 3.3.2 (2016-10-31) --
"Sincere Pumpkin Patch"; Copyright (C) 2016 The R Foundation for Statistical
Computing; Platform: x86_64-w64-mingw32/x64 (64-bit) (dostupno na: www.r-
project.org; preuzeto: 21.01.2017.)

Statisticka analiza gena sprovedena u okviru eksperimentalnog dela istraZivanja:

— Shapiro-Wilk W test je upotrebljen za procenu da li genska ekspresija merena Q-RT-
PCR-om prati normalnu distribuciju.

— Razlike u genskoj ekspresiji merene su koris¢enjem Student t-testa za gene sa
normalnom distribucijom, dok je za ostale gene koriS¢en neparametrijski Mann-

Withney test.
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4. REZULTATI

4.1. KARAKTERISTIKE PACIJENATA | TUMORA

U analizu je ukljuceno 134 bolesnica sa lokalno odmaklim, neinflamatornim karcinomom
dojke, stadijuma IIIA i IIIB, kod kojih je nakon patohistoloSke potvrde malignog tumora
sprovedena preoperativna zratna terapija dojke i regionalnih limfatika. Sest nedelja po
zavrsenoj zracnoj terapiji, kod svih bolesnica je u¢injena radikalna mastektomija i primenjena
adjuvantna sistemska terapija prema tada vaze¢em protokolu za leCenje karcinoma dojke
(hemioterapija i/ili hormonska terapija) (136).

Osnovne karakteristike pacijenata prikazane su na tabeli 3.

Tabela 3. Karakteristike pacijenata i tumora

N (%)
Broj bolesnica 134 (100)
Zivotna dob (godine)
Medijana (opseg) 52.5 (34-71)
Prosek (SD) 53.4 (8.9)
<50 59 (44.0)
> 50 75 (56.0)
Menopauzalni status
Premenopauzne 58 (43.3)
Postmenopauzne 76 (56.7)
Klinicki stadijum bolesti
Stadijum Il A 93 (69.4)
Stadijum 111 B 41 (30.6)
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Nastavak tabele 3. Karakteristike pacijenta i tumora

Klini¢ka veli¢ina tumora (T)

T1 4 (3.0)
T2 67 (50.0)
T3 22 (16.4)
T4 41 (30.6)
Klini¢ki nodalni status (N)

NO 3 (2.2)
N1 13 (9.7)
N2 118 (88.1)
PH tumora (biopsija)

Duktalni 56 (41.8)
Lobularni 33 (24.6)
Drugo 45 (33.6)
Gradus tumora

Grad 1 1 0.7)
Grad 2 86 (64.2)
Grad 3 6 (4.5)
Nepoznat 41 (30.6)
Nodalni status (mastektomija)

Negativan 23 (17.2)
Pozitivan 111 (82.8)

4.2. ODGOVOR TUMORA NA PREOPERATIVNU RT

Klini¢ki odgovor tumora na preoperativnu RT procenjen je kao kompletna regresija tumora
(cCR) kod 29/134 bolesnica (21.6%), parcijalna regresija (cCPR) kod 75/134 bolesnica (56%) i
stabilna bolest (cSD) kod 30/134 bolesnica (22.4%). Progresija bolesti tokom PRT nije
zabelezena ni kod jedne bolesnice. Nakon uc¢injene mastektomije, patohistoloski je pokazano
da je u dojci postignuta kompletna regresija tumora kod 20/134 bolesnica (15%), dok je
medju njima 9/134 bolesnica (6.7%) imalo kompletnu regresiju i tumora u dojci i limfnih

¢vorova u aksili (tpCR). Tabela 4.
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Tabela 4. Odgovor tumora na PRT

Klinicki odgovor Patohistoloski odgovor
cCR 29 (21.6%) pCRB 20 (15.0%)
cPR 75 (56.0%) tpCR 9 (6.7%)
cSD 30 (22.4%) non-tpCR 124 (92.5%)
ukupno 134 (100%) ukupno 134 (100%)

cCR: klinicki kompletan odgovor, cPR: klinicki parcijalan odgovor; cSD: Klinicki stabilna
bolest; pCRB: patohistoloski kompletan odgovor u dojci; tpCR: totalni pCR

Takodje, posebno je radjena i patohistoloska procena odgovora tumora na preoperativnu RT
kod 94 bolesnica (kod preostalih 40 bolesnica procena nije mogla da se uradi zbog loseg
kvaliteta patohistoloSskog preparata). Patohistoloska kompletna regresija tumora (pCR)
registrovana je kod 12/94 bolesnica (12.8%), skoro kompletna patohistoloska regresija
(pPNCR) kod 8/94 bolesnica (8.5%), parcijalna patohistoloska regresija (pPR) kod 63/94
bolesnice (67%) i patohistoloski bez promena (pNC) kod 11/94 bolesnica (11.7%).

4.3. PRIMENJENA ADJUVANTNA TERAPIJA

Kod 127/134 bolesnica (94,8%) primenjena je adjuvantna terapija, dok je 7/134 bolesnica
(5,2%) bilo bez dodatne adjuvantne terapije. Samo adjuvantna hemioterapija (CMF ili FAC)
primenjena je kod 71/134 bolesnice (53%), adjuvantna hormonska terapija (Tamoksifen ili
Ro kastracija) kod 24/134 bolesnice (17.9%), a kod 32/134 bolesnice (23.9%) primenjena je

kombinovana hemio-hormonska terapija. (Tabela 5)
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Tabela 5. Vrsta adjuvantne terapije

Adj. Th N %
Da 127 94.8
Ne 7 5.2
Adj hemioterapija

CMF 57 425
FAC 46 34.4
Adj hormonoterapija

Tamoksifen 44 32.8
Ro kastracija 8 6.0
Tamoksifen + Ro kastracija 3 2.2

4.4. ANALIZA ISHODA BOLESTI U CELOJ GRUPI

Bolesnice su pracene od 4 do 216 meseci (medijana 74), dok je srednje vreme pracenja
iznosilo 78.35 meseci. Relaps bolesti registrovan je kod 83/134 bolesnice (61.9%).
Lokoregionalni relaps kao prvi relaps bolesti zabelezen je kod 10/134 bolesnica (7.5%) i to
kod 4 bolesnice zabelezen je izolovani lokoregionalni recidiv, a kod 6 bolesnica razvio se
istovremeno sa udaljenim metastazama. Udaljene metastaze kao prvi relaps bolesti najcesce
su se javljale na visceralnim organima (pluca i jetra), kao i na kostima i Cesto su bile
lokalizovane na viSe organa istovremeno.

Distribucija prvog relapsa bolesti prikazana je na tabeli 6.
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Tabela 6. Vrsta prvog relapsa bolesti

Vrsta relapsa N %
Lokoregionalni relaps: 10 7.5
Izolovani 4 3.0
Udruzen sa udaljenim metastazama 6 4.5

Udaljene metastaze

Kosti 24 17.9
Visceralni organi 25 18.6
Meka tkiva 7 5.2
CNS 3 2.2
Multipne metastaze 14 10.5

Tokom perioda prac¢enja 83/134 bolesnica (61,9 %) je umrlo: 67/134 (50%) od karcinoma
dojke, a 16/134 (11.9%) zbog drugih propratnih bolesti.

Stope 5-godisnjeg i 10-godisnjeg ukupnog prezivljavanja (OS) bile su 56% (95%CI:47-65%)
i 37.8% (95%C1:29-48%), dok su stope 5-godisnjeg i 10-godisnjeg prezivljavanja bez znakova
bolesti (DFS) bile 39.2% (95%C1:31-48) i 27% (95%C1:19-36%). Petogodisnje i 10-godisnje
stope bez relapsa bolesti (DFI) iznosile su 43.5% (CI:35-53) i 33.1% (Cl:25-43). Medijana OS,
DFS i DFI za celu grupu bila je 74 meseca (95% CI1:53-117), 39 meseci (95%CI: 26-55) i 42
meseca (95%CI:31-67).

Ovi rezultati su prikazani na tabeli 7 i grafikonima 1 i 2.

Tabela 7. OS, DFS i DFI za celu grupu pacijenata

Medijana*, u mesecima, sa 95%ClI
N
0S DFS DFI
134 74 (53-117) 39 (26-55) 42 (31-67)

OS: ukupno prezivljavanje; DFS:prezZivljavanje bez znakova bolesti; DFI: vremenski interval
bez bolesti; N:broj pacijenata; 95%CI: 95% interval poverenja;
*Medijana po metodi Analize prezivljavanja (Survival Analysis)
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Grafikon 1. Ukupno preZivljavanje (OS) za celu gupu
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Grafikon 2. Prezivljavanje bez znakova bolesti (DFS) za celu gupu
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4.5. ANALIZA ISHODA BOLESTI PREMA KLINICKOM ODGOVORU
TUMORA U DOJCI NA PREOPERATIVNU RT

Posebno je analizirano ukupno prezivljavanje (OS), prezivljavanje bez znakova bolesti (DFS)
i vreme do pojave relapsa bolesti (DFI) u odnosu na klini¢ki odgovor tumora na preoperativnu

RT. Dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 8a.

Tabela 8a. OS, DFS i DFI prema klinickom odgovoru tumora na PRT

Klini¢ki Medijana*, u mesecima, sa 95% CI i rezultati testiranja

:J]ggg\s_:: N oS Lo%ég?nk DFS Logg;?nk DFI Lo%-e:mk
cCR 20 145 (>70) 110 (>36) 167 (>36)

cPR 75 65 (46-90) ngo%%? 31 (24-51) ngo%%zf 39 (25-63) X;fébglf
cSD 30 71(34-171) 39 (20-78) 55 (20-102)

OS: ukupno prezZivljavanje; DFS:prezivljavanje bez znakova bolesti; DFI: vremenski interval
bez bolesti; PRT: preoperativna radioterapija; N:broj pacijenata; 95%ClI: 95% interval
poverenja; *Medijana po metodi Analize prezivijavanja (Survival Analysis)

Dodatnim testiranjem parova kategorija, dobijeni su rezultati prikazani u tabeli 8b.

Tabela 8b. Rezultati testiranja vrednosti OS, DFS i DFI izmedu parova kategorija

Parovi kategorija

o Log-rank test
klini¢kog odgovora

na PRT 0S DFS DFI
cCR vs cPR ¥?1=5.692; p*=0.017  x*=4.045; p*=0.044  »*=3.721; p*=0.053
cCR vs cSD ¥*1=5.658; p*=0.017  y%=4.522; p*=0.033  ¥*=3.904; p*=0.048
cPR vs cSD v?1=0.034; p*=0.854  x*=0.191; p*=0.662  »*=0.123; p*=0.725

*Bonferroni korekcija: 0.05/3=0.0167
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Bolesnice koje su imale klinicki kompletnu regresiju tumora (cCR) imale su najbolje ukupno
prezivljavanje, $to je, u poredjenju sa bolesnicama kod kojih nije bila postignuta cCR, bilo i
statisti¢ki znacajno (Tabela 8a, Tabela 8b i Grafikon br 3).

Stope 10-godisnjeg prezivljavanja kod bolesnica sa ¢cCR, cPR i ¢SD iznosile su 56.3%
(95%Cl: 38-82%), 31.8% (95%CI: 22-45%) i 36.2% (95%CI: 22-59%).
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Grafikon 3. Ukupno prezivljavanje (OS) u odnosu na klini¢ki odgovor tumora na PRT

Medjutim, u pogledu DFS nije bilo statisticki zna¢ajne razlike prema klinickom odgovoru
tumora na PRT (Tabela 6a, Tabela 6b i Grafikon 4), mada postoji razdvajanje kriva nakon 5
godina pracenja. Stopa 10-godisnjeg DFS u grupi cCR bila je 46.5% (95%CI: 30-71%), u
odnosu na cPR [22.4% (95%CI: 14-35%)] i ¢SD [20.7% (95%CI: 10-42%)] .
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Grafikon 4. PrezZivljavanje bez znakova bolesti (DFS) u odnosu na klini¢ki odgovor

tumora na PRT

Bolesnice koje su imale kompletan klini¢ki odgovor tumora na preoperativnu RT imale su

znacajno duzi OS i trenda ka duzem DFS i DFI (tabela 8a, 8b).

4.6. ANALIZA ISHODA BOLESTI PREMA PATOHISTOLOSKOJ
PROCENI ODGOVORA TUMORA NA PRT

Kod 94 bolesnice radjena je patohistoloska procena odgovora tumora u dojci na preoperativnu
RT (kod preostalih 40 nije uradjeno iz tehni¢kih razloga).

Patohistoloski kompletan odgovor tumora (pCR) registrovan je kod 12/94 bolesnica (12.8%),
dok je skoro kompletna regresija (pNCR) =zabelezena kod 8/94 bolesnica (8.5%).
Patohistoloska parcijalna regresija (pPR) se javila kod 63/94 bolesnice (67%), dok kod 11/94

bolesnica (11.7%) nije bilo promena u tumoru na dejstvo preoperativne RT (pNC).

Analizirano je ukupno prezivljavanje (OS), prezivljavanje bez znakova bolesti (DFS) i vreme
do pojave relapsa bolesti (DFI) u odnosu na patohistolosku procenu odgovora tumora u dojci

na preoperativnu RT. Dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 9a.
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Tabela 9a. OS, DFS i DFI prema patohistolos§koj proceni odgovora tumora u dojci na
preoperativhu RT

Medijana, u mesecima, sa 95% CI i rezultati testiranja

PH odgovor N
na PRT 0S Log-rank DES Log-rank DEI Log-rank
test test test
pCR+pNCR 20 114 (>46) 39 (>31) ND*
2 — 2 — 2 —

X2=5.758 x2=5.185 x2=4.652
pPR 63 68 (47-106) p=0.056 27 (24-60) p=0.074 36 (24-60) p=0.097
pNC 11 24 (>15) 18 (>11) 199 (>18)

*Medijana po metodi Analize preZivljavanja (Survival Analysis) ; # Medijana nije dostignuta

Dodatnim testiranjem parova kategorija, dobijeni su rezultati prikazani u tabeli 9b.

Tabela 9b. Rezultati testiranja vrednosti OS, DFS i DFI izmedu parova kategorija

Parovi kategorija Log-rank test
PH odgovora na )
PRT 0OS DFS DFI

PCR+pNCR VS pPR  »%=1.913; p*=0.166  3%=3.097; p*=0.078  y%=4.262; p*=0.038

PCR+PNCR Vs pNC  9%4=5.475; p*=0.019  y%=4.049; p*=0.044  7%=0.083; p*=0.773

PPR vs pNC ¥?1=2.676; p*=0.101  »*=1.371; p*=0.241 »*=0.812; p*=0.367
*Bonferroni korekcija: 0.05/3=0.0167

Analiziranjem ukupnog prezivljavanja (OS) kod ovih bolesnica (bolesnice sa pCR i pNCR su
spojene) nije bilo statisticki znaCajne razlike izmedju onih koje su imale potpunu ili skoro
potpunu patohistolosku regresiju i onih sa parcijalnom regresijom, odnosno bolesnica
procenjenih kao pNC, ali postoji trend ka duzem prezivljavanju bolesnica sa pCR + pNCR u
odnosu na druge dve grupe (Tabela 9a, 9b i Grafikon 5).
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Grafikon 5. Ukupno preZivljavanje (OS) u odnosu na patohistoloski odgovor tumora na
PRT

Stope 10-godisnjeg ukupnog prezivljavanja bile su 46.4% (95%CI: 25-84%) u grupi sa pCR +
PNCR, u grupi sa pPR 29.9% (95%CI: 19-45%) i u grupi sa pNC 20.8% (95%CI: 6-70%).
Stope 10-godisnjeg prezivljavanja bez relapsa bolesti bile su u grupi bolesnica koje su imale
PCR + pNCR 39.4% (95%CI:20-75%), u grupi sa pPR 17.2% (95%CI: 9-31%) i u grupi sa
pPNC 20.8% (95%CI: 6-70%).

Na grafikonu 6 prikazano je prezivljavanje bez znakova bolesti u odnosu na patohistoloski
odgovor na radioterapiju, gde takodje nije zabeleZena statisticki znacajna razlika (Tabela 9a,
9b).
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Grafikon 6. PrezZivljavanje bez znakova bolesti (DFS) u odnosu na patohistoloski
odgovor tumora na PRT

I prilikom analize DFI nije pokazana statisticki znacajna razlika u odnosu na patohistolosku
procenu odgovora tumora na PRT (Tabela 9a, 9b)

Medjutim, na tabeli 9a se moze videti da postoji trend ka znatno duzem preZivljavanju
bolesnica koje su imale pCR + pNCR u odnosu na bolesnice sa pPR 1 pNC, kao 1 duzeg

prezivljavanje bez relapsa bolesti 1 duZzeg slobodnog intervala.

Kada smo razdvojili bolesnice sa pCR (12 bolesnica) i bolesnice sa pNCR (8 bolesnica)
prilikom analize OS, DFS i DFI, takodje nije dobijena statisticki znacajna razlika (Tabele 10a
i 10b i grafikoni 7 i 8) mada, bolesnice koje su imale pCR imaju duze OS, DFS i DFI u

odnosu na ostale bolesnice .
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Tabela 10a. OS, DFS i DFI prema patohistoloSkom odgovoru tumora na PRT

Patohistoloski Medijana*, u mesecima, sa 95% CI i rezultati testiranja

(I;ng_Ic_)vor na N 0S Log-rank DES Log-rank DEI Log-rank
test test test

pCR 12 114 (>53) 110 (>36) ND*

PNCR 8  44(>33)  y4%=6.667 39(>31)  4%=5.397  39(>31)  4%=5.059

pPR 63 68 (47-106) p=0.083 27 (24-60) p=0.14 36 (24-60) p=0.17

pNC 11 24 (>15) 18 (>11) 199 (>18)

*Medijana po metodi Analize preZivljavanja (Survival Analysis) ; * Medijana nije dostignuta

Dodatnim testiranjem parova kategorija, dobijeni su rezultati prikazani u tabeli 10b.

Tabela 10b. Rezultati testiranja vrednosti OS, DFS i DFI izmedu parova kategorija

Parovi kategorija

Log-rank test

patohistoloskog

odgovora na PRT 0S DFS DFI

pPCR vs pNCR ¥?1=1.699; p*=0.192  x%=0.293; p*=0.588  ¥*=0.77; p*=0.378
PCR vs pPR v21=2.78; p*=0.095  ¢%=2.982; p*=0.084  y%=4.323; p*=0.037
PCR vs pNC ¥?1=5.38; p*=0.02 v*1=3.441; p*=0.063  x*=0.286; p*=0.592
pPNCR vs pPR v*1=0.031; p*=0.86  ¥%=0.596; p*=0.44  ¥*=0.695; p*=0.404
pPNCR vs pNC v*1=1.604; p*=0.205 x*=1.768; p*=0.183  y*=0.018; p*=0.893
PPR vs pNC ¥?1=2.676; p*=0.102  »*=1.371; p*=0.242  »*=0.812; p*=0.367

*Bonferroni korekcija: 0.05/6=0.0083
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Grafikon 7. Ukupno preZivljavanje (OS) u odnosu na patohistoloski odgovor tumora na
PRT
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Grafikon 8. Prezivljavanje bez znakova bolesti (DFS) u odnosu na patohistoloski
odgovor tumora na PRT
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Posebno je analizirana podgrupa od 20 bolesnica koja je imala kompletnu (pCR) i skoro
kompletnu (pNCR) patohistoloSku regresiju tumora u odnosu na nodalni status. U toj
podgrupi bio je jednaki broj nodus negativnih (pCR+pNCR/NO) i nodus pozitivnih bolesnica
(PCR+pNCR/N+), po 10 bolesnica u svakoj podgrupi.

Na grafikonu 9 prikazano je ukupno prezivljavanje ovih bolesnica. Nije bilo statisticki
znacajne razlike izmedju pCR+pNCR/NO i pCR+pNCR/N+ bolesnica (Log-Rank test, p =
0.064). Medjutim, stopa 5-godiSnjeg prezivljavanja u nodus negativnoj podgrupi bolesnica
bila je veca od stope 5-godisnjeg prezivljavanja u nodus pozitivnoj podgrupi bolesnica (75%,
odnosno 38%).
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Grafikon 9. Ukupno prezivljavanje (OS) izmedju pCR+pNCR/NO i pPCR+pNCR/N+
bolesnica

Takodje, nije bilo statisticki znacajne razlike ni u pogledu DFS (Log-Rank test, p = 0.085,
grafikon 10), niti u pogledu DFI (Log-Rank test, p=0.15) izmedju pCR+pNCR/NO i
pCR+pNCR/N+ bolesnica.

50



09 - —N-

—N+
0.8 -

0.7 -

p=0.086

04 -

03 -

0.2 -

0 1. T — 1/ 1T/ """’ "“""T1T "1 "T7T "1 T T ""“"T “"“"T “"T "1 "1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Godine

Grafikon 10. Prezivljavanje bez znakova bolesti (DFS) izmedju pCR+pNCR/NO i
pCR+pNCR/N+ bolesnica

Bez obzira $to nije zabeleZena statisticki znacajna razlika, bolesnice koje su ostvarile pCR +
pNCR i istovremeno su imale negativan nalaz aksilarnih limfnih ¢vorova, pokazivale su trend
ka duZzem ukupnom prezivljavanju (OS) kao 1 prezivljavanju bez znakova bolesti (DFS) u

odnosu na nodus pozitivne bolesnice (tabela 11).

Tabela 11. OS, DFS i DFI bolesnica koje su imale pCR + pNCR/NO i pCR + pNCR/N+

Medijana, u mesecima, sa 95% CI i rezultati testiranja

Nodalni
staus oS Log-rank DES Log-rank DEI Log-rank
test test test
NO 10 145 (>114) 140 (>39) ND*
¥*1=3.429 ¥21=2.957 ¥?1=2.05
N + 10 p=0.064 31 (>12) p=0.085 36 (>13) p=0.15

46 (>33)

OS: ukupno prezivljavanje; DFS:prezZivljavanje bez znakova bolesti; DFI: slobodni interval; NO.: nodus
negativne; N+: nodus pozitivne; N:broj pacijenata; 95%CI: 95% interval poverenja;
*Medijana po metodi Analize preZivljavanja (Survival Analysis) ; * Medijana nije dostignuta
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Ishod bolesti pPCR+pNCR/NO bolesnica poredjen je sa ishodom bolesti ostalih (124) bolesnica,
bez ostvarene tpCR (ne-tpCR grupa).
Rezultati su prikazani na tabeli 12 i grafikonima 11,12 i 13.

Table 12. OS, DFS i DFI bolesnica koje su imale pCR+pNCR/NO i ne-tpCR bolesnica

Patohistoloski Medijana, u mesecima, sa 95% CI i rezultati testiranja
odgovor tumora N Log-rank Log-rank Log-rank
na PRT 0S gzest DFS %est DFI %est
ND*
+ + > >
PCREDNCR#NO 10 145(>114) , oo 140(539) , oo =567
non-pCR 124 70(50-106) P00 3g045) PTO056  41(26-67)  p=0033

OS: ukupno prezivljavanje; DFS: prezivljavanje bez znakova bolesti; DFI. vremenski interval bez
bolesti; N: broj pacijenata 95%Cl: 95% interval poverenja;
*Medijana po metodi Analize preZivljavanja (Survival Analysis) ; # Medijana nije dostignuta
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Grafikon 11. Ukupno prezivljavanje (OS) izmedju pCR+pNCR/NO i ne-tpCR bolesnica
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lako je prezivljavanje pCR + pNCR/NO bolesnica bilo numeri¢ki bolje u poredenju sa ostalim
bolesnicama, ova razlika nije bila statisticki znacajna (Tabela 12). Stope 10-godisnjeg OS bile
su 60% (95%ClI: 33-100%), odnosno 36% (95% ClI: 27-46%).

Nije dobijena statisti¢ki znacajna razlika u DFS izmedju pCR+pNCR/NO bolesnica i ne-tpCR
bolesnica, ali postoji trend ka duzem DFS bolesnica sa pPCR+pNCR/NO (Tabela 12, grafikon
12). Stopa 10-godisnjeg DFS bila je kod bolesnica sa pCR+pNCR/NO 50.8% (95%CI: 25-
100%), a kod ne-tpCR bolesnica 25.1% (95%CI: 18-34%).
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Grafikon 12. Prezivljavanje bez relapsa bolesti (DFS) izmedju pCR+pNCR/NO i ne-
tpCR bolesnica

Medjutim, zabeleZena je statisticki znaCajna razlika u pogledu DFI izmedju bolesnica sa
pPCR+pNCR/NO u poredenju sa ne-tpCR bolesnicama (Tabela 12, grafikon 13). Stopa 10-
godi$njeg DFI bila je kod bolesnica sa pCR+pNCR/NO 63.5% (95%CI: 37-100%), a kod ne-
tpCR bolesnica 30.3% (95%ClI: 22-41%).
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Grafikon 13. Vremenski interval bez bolesti (DFI) izmedju pCR+pNCR/NO i ne-tpCR
bolesnica

Generalno, bolesnice koje su imale pCR+pNCR/NO imaju duze ukupno prezivljavanje, duze

prezivljavanje bez relapsa bolesti i duzi vremenski interval bez bolesti, $to je prikazano na

tabeli 12.

4.7. ANALIZA ISHODA BOLESTI PREMA PROGNOSTICKIM
FAKTORIMA

4.7.1. Godine starosti

Analizirano je ukupno prezZivljavanje (OS), preZivljavanje bez znakova bolesti (DFS) i
interval bez bolesti (DFI) u odnosu na godine starosti. Bolesnice su podeljene u dve
kategorije: 1) do 50 godina starosti - 59/134 (44%) i 2) starije od 50 godina - 75/134 (56%)
bolesnica.

Statisticki nije bilo znacajne razlike u pogledu ukupnog prezivljavanja izmedju dve starosne

kategorije bolesnica (tabela 13, grafikon 14)
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Tabela 13. OS, DFS i DFI u odnosu na starost bolesnica

Medijana, u mesecima, sa 95% CI i rezultati testiranja

Starost N
Log-rank Log-rank Log-rank
OS test DFS test test
< i - -
<50 godina 59 70 (46-126) /120,538 25 (20-60) 120,641 21=0.738
>50godina 75 90 (56-137) P04 41(31.90)  PTO42  51(36-120)  p=039

OS: ukupno prezivljavanje; DFS: prezivljavanje bez znakova bolesti; DFI:vremenski interval bez

bolesti; N:broj pacijenata 95%CI: 95% interval poverenja;

p 1
——< 50 god.
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08 - —23 50 god.
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Grafikon 14. Ukupno preZivljavanje (OS) bolesnica < 50 i > 50 godina

Takodje, nije bilo statisticki znacajne razlike ni u prezivljavanju bez znakova bolesti, niti u

vremenu do relapsa raka dojke (DFI) izmedju dve starosne kategorije bolesnica. (Tabela 13,

grafikon 15)
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Grafikon 15. Prezivljavanje bez znakova bolesti (DFS) bolesnica < 50 i > 50 godina

Analiziran je i klinicki odgovor tumora na PRT u odnosu na starosne kategorije bolesnica.
Statisti¢ki nije potvrdjena razlika u odnosu na odgovor tumora na PRT izmedju bolesnica

mladjih i starijih od 50 godina. (Pearson Chi-squared test, p=0.31) (Tabela 14).

Tabela 14. Klini¢ki odgovor tumora na PRT u odnosu na godine starosti

Klinicki odgovor <50 godina >50 godina Ukupno

cCR 12 (20.3%) 17 (22.7%) 29 (21.6%)
cPR 37 (62.7%) 38 (50.7%) 75 (56.0%)
cSD 10 (17.0%) 20 (26.6%) 30 (22.4%)
Ukupno 59 (100%) 75 (100%) 134 (100%)

cCR: klinicki kompletan odgovor; cPR: klinicki parcijalna odgovor; c¢SD: klinicki stabilna
bolest
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4.7.2. Menopauzni status

Analizirani su ukupno prezivljavanje (OS), prezivljavanje bez znakova bolesti (DFS) i

vremenski interval bez bolesti (DFI) u odnosu na menopauzni status. Rezultati su prikazani na

tabeli 15 i grafikonima 16 i 17.

Prema menopauznom statusu bolesnice su podeljene na dve grupe: 1) premenopauzne —

58/134 bolesnica (43.3%) i postmenopauzne — 76/134 bolesnica (56.7%).

Tabela 15. OS, DFS i DFI za pre i postmenopauzne bolesnice

Menstrualni

Medijana, u mesecima, sa 95% CI i rezultati testiranja

N
status - - -
0S Log-rank DES Log-rank Log-rank
test test test
remenopauzne 58 70 (50-145 25 (20-102 42 (>25
P pauz 00145 o poa7 210D 5 574 2 o 0,207
postmenopauzne 76 78 (50-132)  P=0.83 39 (27-67) p=06 49 (31-90) P=0.65

OS: ukupno prezivijavanje; DFS:prezZivljavanje bez znakova bolesti; DFI:vremenski interval bez

bolesti; N:broj pacijenata 95%CI: 95% interval poverenja;

Statisticki nije bilo znacajne razlike u ukupnom prezivljavanju (OS) izmedju premanopauznih

i postmenopauznih bolesnica (Tabela 15, grafikon 16).
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Grafikon 16. Ukupno prezivljavanje (OS) pre- i postmenopauznih bolesnica
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Takodje nije bilo statisticki znacajne razlike ni u prezivljavanju bez znakova bolesti izmedju

pre- i postmenopauznih bolesnica (Tabela 15, Grafikon 17).
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Grafikon 17. Prezivljavanje bez znakova bolesti (DFS) pre- i postmenopauznih

bolesnica

Isto tako, i vremenski interval bez bolesti je bio slican izmedju pre- i postmenopauznih

bolesnica ( tabela 15).

Analiziran je 1 klinicki odgovor tumora na PRT u odnosu na menopauzni status bolesnica.

Potvrdjena je statisti¢ki znacajna razlika u klinickom odgovoru tumora na PRT izmedju pre- i

postmenopauznih bolesnica (Pearson Chi-squared test, p=0.049). (Tabela 16)

Najve¢i broj premenopauznih bolesnica (67%) imao je cPR na PRT, dok je kod

postmenopauznih bolesnica cPR imalo 47%. Takodje, skoro jedna tre¢ina postmenopauznih

bolesnica (29%) imala je cSD u odnosu na premenopauzne bolesnice (14%).
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Tabela 16. Klini¢ki odgovor tumora na PRT u odnosu ha menopauzni status

Klinicki odgovor premenopauzne postmenopauzne Ukupno

cCR 11 (19%) 18 (23.7%) 29 (21.6%)
cPR 39 (67.2%) 36 (47.4%) 75 (56.0%)
cSD 8 (13.8%) 22 (28.9%) 30 (22.4%)
Ukupno 58 (100%) 76 (100%) 134 (100%)

cCR: klinicki kompletan odgovor; cPR: klinicki parcijalna odgovor; c¢SD: klinicki stabilna
bolest

4.7.3. Broj pozitivnih limfnih ¢vorova u aksili nakon preoperativne RT i mastektomije

Analizirano je ukupno prezivljavanje (OS), prezivljavanje bez znakova bolesti (DFS) i
vremenski interval bez bolesti (DFI) u odnosu na broj pozitivnih limfnih ¢vorova nakon
mastektomije. Bolesnice su podeljene u tri gupe: 1) nodus negativna grupa — 23/134 bolesnica
(17.2%), 2) grupa sa 1-3 pozitivna aksilarna limfna ¢vora — 42/134 bolesnice (31.3%) i 3)
grupa sa > 4 pozitivna aksilarna limfna ¢vora — 69/134 bolesnica (51.5%).

Rezultati su prikazani na tabeli 17a

Tabela 17a. OS, DFS, DFI u grupama bolesnica podeljenih u odnosu na broj pozitivnih
limfnih ¢vorova u aksili

Broj o Medijana, u mesecima, sa 95% Cl i rezultati testiranja

zahvaéenih N

limfnih Log-rank Log-rank Log-rank

¢vorova OS test DFS test DFI test

NO 23 ND* 199 (>67) 199 (>67)

N1-3 42 78(65166) x2=15311 31(20102) x%=13.617 40(20-120)  y2=19 236
p=0.0004 p=0.001 p=0.0022

27 (23-52)
N>4 69 47 (34-74) 25 (20-49)

OS: ukupno prezivljavanje; DFS:prezivljavanje bez znakova bolesti; DFI: vremenski interval bez
bolesti; N:broj pacijenata; 95%CI: 95% interval poverenja;
*Medijana po metodi Analize preZivijavanja (Survival Analysis) ; # Medijana nije dostignuta

Dodatnim testiranjem parova kategorija, dobijeni su rezultati prikazani na tabeli 17 b.
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Tabela 17b Rezultati testiranja vrednosti OS, DFS i DFI izmedu parova kategorija

Parovi kategorija
prema broju

Log-rank test

zahvacenih limfnih

DFS

DFI

¢vorova 0S

NO vs N1-3 ¥21=7.217; p*=0.007
NOvs N >4 ¥?1=14.024; p*=0.0002
N1-3vs N>4 ¥?1=2.536; p*=0.111

721=9.487; p*=0.002

¥*1=13.341; p*=0.0002

¥?1=0.527; p*=0.468

7%1=8.135; p*=0.004
+41=12.129; p*=0.0005
¥41=0.522; p*=0.47

*Bonferroni korekcija: 0.05/3=0.0167

Statistickom analizom pokazana je znacajna ralika u pogledu ukupnog prezivljavanja izmedju

analiziranih grupa bolesnica (Tabela 17a, grafikon 18)

DesetogodiSnja stopa prezivljavanja bolesnica u nodus negativnoj grupi bila je 71% (95%CI:

51-97%), bolesnica u grupi sa 1-3 pozitivna limfna ¢vora 42.2% (95%CI: 28-63%), a u grupi
sa > 4 pozitivna limfna ¢vora 24.7% (95%CI: 15-38%).

Dodatnim testiranjem izmedju parova opisanih grupa, pokazano je da postoji statistiCki

znacajna razlika izmedju bolesnica u nodus negativnoj grupi i grupi sa 1-3 pozitivna limfna

¢vora i izmedju bolesnica u nodus negativnoj i grupi sa > 4 pozitivna limfna ¢vora. Izmedju

grupe bolesnica sa 1-3 pozitivna limfna ¢vora i bolesnica sa > 4 pozitivna limfna ¢vora nije

bilo statisticki znacajne razlike (Tabela 17Db).
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Grafikon 18. Ukupno prezivljavanje (OS) izmedu grupa bolesnica podeljenih u odnosu

na broj pozitivnih aksilarnih limfnih ¢vorova
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Zabelezena je statisticki znacajna razlika i1 u prezivljavanju bez znakova bolesti izmedju
analiziranih grupa bolesnica (Tabela 17a, grafikon 19)

Desetogodisnja stopa prezivljavanja bez znakova bolesti bolesnica u nodus negativnoj grupi
(pNO) bila je 58.2% (95%CI: 39-86%), bolesnica sa 1-3 pozitivna limfna ¢vora 25.1%
(95%CI: 14-44%), a bolesnica sa > 4 pozitivna limfna ¢vora 17.9% (95%CI: 10-30%).
Dodatnim testiranjem izmedju parova opisanih grupa pokazano je da postoji statisticki
znacajna razlika izmedju bolesnica nodus negativne grupe i bolenica grupe sa 1-3 pozitivna
limfna ¢vora i izmedju bolesnicica nodus negativne grupe i grupe sa > 4 pozitivna limfna
¢vora. Izmedju bolesnica sa 1-3 pozitivna limfna ¢vora i bolesnica sa > 4 pozitivna limfna

¢vora nije bilo statisti¢ki znacajne razlike (Tabela 17b).
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Grafikon 19. Prezivljavanje bez znakova bolesti (DFS) u grupama bolesnica podeljenih
u odnosu na broj pozitivnih aksilarnih limfnih ¢vorova

Analizom vremenskog intervala bez bolesti (DFI) dobijena je statisticki znacajna razlika u
odnosu na broj zahvacenih limfnih ¢vorova (Tabela 17a, grafikon 20)

Desetogodisnji DFI za bolesnice u nodus negativnoj grupi bio je 65.5% (95%CI:47-89%), u
grupi sa 1-3 pozitivna limfna ¢vora 28.4% (95%CI:16-49%) i u grupi sa > 4 pozitivna limfna
¢vora 24.8% (95%CI: 15-39%).
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Dodatnim testiranjem izmedju parova opisanih grupa pokazano je da postoji statisticki
znacajna razlika izmedju bolesnica nodus negativne grupe i grupe sa 1-3 pozitivna limfna
¢vora i izmedju bolesnica nodus negativne grupe i bolesinca sa > 4 pozitivna limfna ¢vora.
Izmedju bolesnica sa 1-3 pozitivna limfna ¢vora i bolesnica sa > 4 pozitivna limfna ¢vora nije

bilo statisticki znacajne razlike (Tabela 17b).
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Grafikon 20. Vremenski interval bez bolesti (DFI) u grupama bolesnica podeljenih u
odnosu na broj pozitivnih aksilarnih limfnih ¢vorova

Bolesnice nodus negativne grupe imaju statisti¢ki znacajno duze OS, DFS i DFI u poredjenju
sa bolesnicama sa 1-3 pozitivna aksilarna limfna ¢vora i bolesnica sa > 4 pozitivna aksilarna
limfna ¢vora (Tabela 15a 1 15b).

Analiziran je i odnos klinickog odgovora tumora na PRT i broja pozitivnih aksilarnih limfnih
¢vorova nakon mastektomije. Nije potvrdjena statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na klinicki
odgovor tumora na PRT i broja pozitivnih limfnih ¢vorova u aksili. (Pearson Chi-squared test,

p=0.24) (Tabela 18)
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Tabela 18. Klini¢ki odgovor tumora na PRT u grupama bolesnica podeljenih u odnosu
na broj pozitivnih aksilarnih limfnih ¢vorova

Klinicki odgovor NO N1-3 N>4 Ukupno
tumora u dojci

cCR 9 (39.1%) 8 (19.1%) 12 (17.4%) 29 (21.6%)
CPR 9 (39.1%) 25 (59.5%) 41 (59.4%) 75 (56.0%)
cSD 5 (21.8%) 9 (21.4%) 16 (23.2%) 30 (22.4%)
Ukupno 23 (100%) 42 (100%) 69 (100%) 134 (100%)

cCR: klinicki kompletan odgovor; cPR: klinicki parcijalna odgovor; c¢SD: klinicki stabilna
bolest

4.7.4. Veli¢ina rezidualnog tumora u dojci nakon PRT

Analizirani su OS, DFS 1 DFI u odnosu na veli¢inu rezidualnog tumora nakon PRT. Bolesnice
su podeljene u tri grupe: 1) grupa bez rezidualnog tumora - postignut pCR ili prisutni samo
mikroskopski fokusi tumora ¢ija veli¢ina nije mogla da se odredi — 29/134 bolesnica (21.6%),
2) grupa sa rezidulanim tumorom do 20 mm — 35/134 bolesnica (26.1%) i 3) grupa sa
veli¢inom tumora > 20 mm — 44/134 (32.8%) bolesnice. Kod 26 bolesnica (19.4%) koje su
imale rezidualni tumor, veli¢ina tumora nije mogla biti odredjena.

Rezultati su prikazani na tabelama 19a i 19b.

Tabela 19a. OS, DFS i DFI u grupama bolesnica podeljenih prema veli¢ini rezidualnog
tumora nakon PRT

Veli¢ina Medijana, u mesecima, sa 95% CI i rezultati testiranja
rezidualnog N
tumora oS Log-rank DES Log-rank DEI Log-rank
test test test
Bez tumora 29 145 (>70) 110 (>36) 167 (>36)
2 — 2 — 2, —

x°2=9.338 i ¥’2=8.762 40 (>25)  x*=5.504
Tudo20mm 35 83 (>50) 0=0.009 40 (25-176) 0=0.01 0=0.064
Tu>20mm 44 56 (30-117) 36 (20-61) 49 (23-90)

OS: ukupno prezivljavanje; DFS: preZivljavanje bez znakova bolesti; DFI: vremenski interval bez
bolesti; N: broj pacijenata; 95%CI: 95% interval poverenja;

Dodatnim testiranjem parova kategorija dobijeni su rezultetai prikazani u tabeli 19b.
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Tabela 19b. Rezultati testiranja vrednosti OS, DFS i DFI izmedu parova kategorija

Parovi kategorija Log-rank test

prema

veli¢ini rezidualnog oS DFS DFI
tumora

Bez Tu vs Tu <20 mm ¥21=1.736; p*=0.188 ¥?1=0.812; p*=0.367

Bez Tu vs Tu >20 mm ¥?1=9.158; p*=0.002 ¥?1=8.004; p*=0.005
Tu< 20mm vs Tu>20mm  ¥%=3.035; p*=0.081 ¥?1=3.82; p*=0.051

x21=1.567; p*=0.21
v21=5.725; p*=0.017
¥?1=1.32; p*=0.251

*Bonfer

Statistickom analizom pokazana je znacajna razlika u

roni korekcija: 0.05/3=0.0167

OS izmedju analiziranih grupa

bolesnica podeljenih prema veli¢ini rezidualnog tumora u dojci nakon PRT (Tabela 19a,
grafikon 21)

Desetogodisnja stopa prezivljavanja u grupi bolesnica bez rezidualnog tumora u dojci bila je

56.3% (95%CI: 38-82%), u grupi bolesnica sa tumorom do 20 mm 39.6% (95%CI: 25-61%) i

u grupi

sa rezidualnim tumorom > 20 mm - 30.5% (95%C1:19-49%).

Dodatnim testiranjem izmedju parova opisanih grupa pokazano je da postoji statistiCki

znacajna razlika izmedju bolesnica koje nisu imale rezidualni tumor i onih sa rezidualnim

tumorom ve¢im od 20 mm (Tabela 19b). Testiranjem izmedju ostalih parova nije dobijena

statisticki znacajna razlika.
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Grafikon 21. Ukupno prezivljavanje (OS) u grupama bolesnica podeljenih prema
veli¢ini rezidualnog tumora nakon PRT
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Takodje je postojala statisticki znacajna razlika i u DFS izmedju analiziranih grupa bolesnica
podeljenih prema veli¢ini rezidualnog tumora nakon PRT (Tabela 19a, Grafikon 22)
Desetogodisnja stopa DFS za bolesnice bez rezidualnog tumora dojci bila je 46.5% (95%CI:
30-71%), kod bolesnica sa tumorima do 20 mm 10-godi$nja stopa prezivljavanja bila je 32%
(95%ClI: 19-53%), a kod bolesnica sa rezidualnim tumorom > 20 mm 14.7% (95% CI: 7-
30%).

Dodatnim testiranjem izmedju parova opisanih grupa pokazano je da postoji statisticki
znacajna razlika samo izmedju bolesnica koje nisu imale merljivi rezidualni tumor i onih sa

rezidualnim tumorom > 20 mm (Tabela 19b).
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Grafikon 22. Prezivljavanje bez znakova bolesti (DFS) u grupama bolesnica podeljenih
prema veli¢ini rezidualnog tumora nakon PRT

Analizom DFI nije dobijena statisticki znacajna razlika u odnosu na veli€inu rezidualnog
tumora nakon PRT, mada postoji trend duzeg vremenskog intervala bez bolesti bolesnica koje
su bile bez merljivog rezidualnog tumora (Tabela 19a, Grafikon 23)

Medutim, dodatnim testiranjem izmedju parova opisanih grupa pokazano je da postoji razlika
koja je na granici statisticke znacajnosti izmedju bolesnica koje nisu imale rezidualni tumor i

onih sa rezidualnim tumorom > 20 mm (tabela 19Db).
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Bolesnice bez rezidualnog tumora u dojci nakon PRT imale su statisticki znatno duze OS i

DFS, dok je postojao trend ka duzem DFI (Tabela 19a).
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Grafikon 23. Vremenski interval bez bolesti (DFI) u grupama bolesnica podeljenih
prema veli¢ini rezidualnog tumora nakon PRT

Analiziran je klinicki odgovor tumora na PRT u odnosu na veli¢inu rezidualnog tumora nakon
PRT. StatistiCki nije potvrdjena razlika u odnosu na klinicki odgovor tumora na PRT i
veli¢ine rezidualnog tumora. (Fisher Exact test, p=1.356) (Tabela 20)

Rezidualni tumori koji su bili manji od 20 mm u najveéem broju slucajeva (91%) su na PRT

odgovorili kao cPR, dok je 61% rezidualnih tumora ve¢ih od 20 mm procenjen kao cSD.

66



Tabela 20. Klini¢ki dgovor tumora na PRT u odnosu na veli¢inu rezidualnog tumora
nakon PRT

Klinicki bez Tu Tu<20mm Tu>20mm NA Ukupno
odgovor

cCR 29 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 29 (21.6%)
cPR 0 (0%) 32 (91.4%) 17 (38.6%) 26 (100%) 75 (56.0%)
cSD 0 (0%) 3(8.6%) 27(61.4%) 0 (0%) 30 (22.4%)
Ukupno 29 (100%) 35(100%) 44 (100%) 26 (100%) 134 (100%)

cCR: klinicki kompletan odgovor; cPR: klinicki parcijalna odgovor; c¢SD: klinicki stabilna
bolest; NA:nepoznato

Analiziran je klinicki odgovor tumora na PRT u odnosu na inicijalnu veli¢inu tumora.

Statisti¢ki nije dobijena razlika (Fisher Exact test, p=0.195) (Tabela 21)

Tabela 21. Klini¢ki dgovor tumora na PRT u odnosu na inicijalnu veli¢inu tumora

Klinicki

T1 T2 T3 T4 Ukupno
odgovor
cCR 3 (75%) 16 (23.9%) 3 (13.6%) 7 (17.1%) 29 (21.6%)
cPR 1 (25%) 35(52.2%) 12 (54.6%) 27 (65.8%) 75 (56.0%)
cSD 0 (0%) 16 (23.9%) 7 (31.8%) 7 (17.1%) 30 (22.4%)
Ukupno 4 (100%) 67 (100%) 22 (100%) 41 (100%) 134 (100%)

cCR: klinicki kompletan odgovor; cPR: klinicki parcijalna odgovor; c¢SD: klinicki stabilna
bolest

Moze se uociti da 75% tumora koji su inicijalno bili manji od 2 cm (T1) imalo je klinicki CR

na PRT, dok je najveci procenat T2, T3 i T4 tumora imalo parcijalni odgovor na PRT.

Takodje smo analizirali i odnos inicijalne veli¢ine tumora sa odgovorom na PRT. Statisticki
nije dobijena znacajna razlika. (Fisher Exact test, p=0.195) (Tabela 22).

Od svih bolesnica sa cCR nakon PRT, najveci broj (16/29, 55%) inicijalno je imalo T2
tumorie, ali 7/29 (24% ) je inicijalno imalo T4 tumore.
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Tabela 22. Inicijalna veli¢ina tumora u odnosu na klini¢ki dgovor tumora na PRT

Veli¢ina Tu cCR cPR cSD Ukupno
T1 3 (10.3%) 1 (1.3%) 0 (0 %) 4 (3.0%)
T2 16 (55.2%) 35 (46.7%) 16 (53.4%) 67 (50%)
T3 3 (10.3%) 12 (16%) 7 (23.3%) 22 (16.4%)
T4 7 (24.1%) 27 (36%) 7 (23.3%) 41 (30.6%)
Ukupno 29 (100%) 75 (100%) 30 (100%) 134 (100%)

cCR: klinicki kompletan odgovor; cPR: klinicki parcijalna odgovor; cSD: klinicki stabilna

bolest

Analizirana je inicijalna veli¢ina tumora u odnosu na patohistolosku procenu odgovora na

PRT. Statistiki

p=0.0592) (Tabela 23).

Od svih bolesnica sa postignutom pCR, najveéi procenat je bilo sa inicijalno T2 tumorima

je dobijena razlika koja je na granici znacajnosti ( Fisher Exact Test,

(7/12, 58%), dok je u grupi sa postignutom pNCR najveci broj bio kod bolesnica sa T3 (4/8,

50%) 1 T4 (3/8, 37,5%) tumorima. U grupi bolesnica bez patohistoloski zabelezenog

odgovora na PRT, najve¢i broj bolesnica bio je sa inicijalno T2 tumorima (8/11, 72,7%).

Tabela 23. Inicijalna veli¢ina tumora u odnosu na patohistoloski odgovor tumora na

PRT

Veli¢ina pCR pNCR pPR pNC NA Ukupno
Plj 2 (16.7%) 000%) | 1(1.6%) | 0 (0%) | 1(2.5%) 4 (3%)
T2 7(58.3%) | 1(12.5%) | 32(50.8%) | 8 (72.7%) | 19 (47.5%) | 67 (50%)
T3 1 (8.3%) 4(50%) | 10(15.9%) | 1(9.1%) | 6(15%) | 22 (16.4%)
T4 2 (16.7%) | 3(37.5%) | 20 (31.7%) | 2 (18.2%) | 14 (35%) | 41 (30.6%)
Ukupno | 12(100%) | 8(100%) | 63 (100%) | 11 (100%) | 40 (100%) | 134 (100%)

pCR: patohistoloski kompletan odgovor;, pNCR: patohistoloski skoro kompletan odgovor,
PPR: patohistoloski parcijalni odgovor; pNC: patohistoloski bez promene; NA: nepoznato
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Analizirana je veli¢ina rezidualnog tumora posle PRT u odnosu na inicijalnu veli¢inu. Nije
dobijena statisticki znacajna razlika (Fisher Exact Test, p=0.186).(Tabela 24)

Primena PRT je postigla pCR kod veéine inicijalno T1 tumora (3/4, 75%). Sa druge strane,
31% blesnica sa T2 tumorima, 50% sa T3 tumorima i 29% sa T4 tumorima je nakon PRT

imalo rezidualne tumore veée od 20 mm.

Tabela 24. Patohistoloska veli¢ina tumora u odnosu na veli¢inu inicijalnog tumora

Inicijalna veli¢ina tumora

Veli¢ina T1 T2 T3 T4 Ukupno
rezidualnog Tu

Bez tumora 3(75%) | 16(23.9%) | 3(13.6%) 7(17.1%) | 29 (21.7%)
Do 20 mm 0 (0%) 19 (28.4%) | 5(22.7%) | 11(26.8%) | 35 (26.1%)
Veéiod20mm | 0 (0%) 21 (31.3%) 11 (50%) | 12(29.3%) | 44 (32.8%)
NA 1(25%) | 11(16.4%) | 3(13.6%) | 11(26.8%) | 26 (19.4%)
Ukupno 4 (100%) | 67 (100%) | 22 (100%) | 41(100%) | 134 (100%)

NA: nepoznato

4.8. ANALIZA ISHODA BOLESTI PREMA BIOLOSKOJ
KLASIFIKACIJI TUMORA

Kod 71 bolesnice odredjeni su bioloski markeri ER, PgR, HER-2 i Ki-67 iz primarnog tumora
pre otpocinjanja preoperativne RT, na osnovu cega su bolesnice klasifikovane u 4
molekularna podtipa:

1. Luminal A —15/71 bolesnica (21.1%)

2. Luminal B (HER-2 negativan i HER-2 pozitivan) — 25/71 bolesnica (35.2%)

3. Her-2 pozitivne (nonluminal) — 11/71 bolesnica (15.5%)

4. Trostruko negativne (TN) — 20/71 bolesnica (28.2%)
Analizirani su OS, DFS i DFI u odnosu na bioloski podtip inicijalnog tumora i rezultati su

prikazani na tabelama 25a i 25b.
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Tabela 25a. OS, DFS i DFI prema biolo$kim podtipovima tumora

Medijana, u mesecima, sa 95% CI i rezultati testiranja

Bioloski podtip N
tumora Log-rank Log-rank Log-

0S test DFS test DFI rank test
Luminal A 15 132 (>75) 64 (>49) 67 (>49)
Luminal B 25 65 (>46) 27 (>20) 36 (>24)

x*3=7.953 23=4.432 +%=6.367

HER-2 pozitivan 11 335022 POMT jg5g P02 195(9) p=0095
Trostruko negativan 20 40 (>17) 36 (>11) 36 (>12)

OS: ukupno prezivljavanje; DFS: prezivljavanje bez znakova bolesti; DFI: vremenski interval bez
bolesti; N: broj pacijenata; 95%Cl: 95% interval poverenja;

Tabela 25b Rezultati testiranja vrednosti OS, DFS i DFI izmedu parova kategorija

Parovi kategorija
prema bioloskom
podtipu tumora (ON) DFS DFI

Lum A vs Lum B y?1=4.404; p*=0.035  y*=0.56; p*=0.454 ¥?1=0.99; p*=0.32

Log-rank test

Lum A vs Her2 poz. ¥?1=6.843; p*=0.009  »*=4.839; p*=0.028  ¥*=7.145; p*=0.007

Lum A vs TN y21=3.552; p*=0.06  ¥%4=0.673; p*=0.412  y%=0.734; p*=0.391
Lum B vs Her2 poz. ¥?1=3.103; p*=0.08  *=2.996; p*=0.083  ¥*=3.435; p*=0.064
Lum B vs TN v41=0.752; p*=0.385  y%=0.051; p*=0.822  %=0.003; p*=0.958
Her2 poz. vs TN ¥?1=0.327; p*=0.567  »*1=0.994; p*=0.32  »*=1.682; p*=0.194

*Bonferroni korekcija: 0.05/6=0.0083

U pogledu ukupnog preZivljavanja u odnosu na bioloski podtip pokazano je da postoji
statisticki zna¢ajna razlika izmedju ove 4 podgrupe. (Tabela 25a, Grafikon 24).

Stopa 5-godiSnjeg prezivljavanja bolesnica sa luminal A tumorima bila je 92.9% (95%CI: 80-
100%), luminal B tumorima 56.5% (95%CI: 39-80%), HER-2 pozitivnim tumorima 20%
(95%C1:5-69%) i trostruko negativnim tmorima 30.6% (95% ClI: 15-61%).

Dodatnim testiranjem izmedju parova opisanih podtipova nije potvrdjena statisticki znacajna
razlika, mada je zabelezen trend ka duzem preZivljavanju bolesnica sa luminal A tumorima u

poredjenju sa bolesnicama sa HER2 pozitivnim tumorima (Tabela 25b).
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Grafikon 24. Ukupno preZivljavanje (OS) u odnosu na bioloske podtipove tumora

Nije bilo statisticki znacajne razlike u DFS izmedju bolesnica sa razli¢itim podtipovima
tumora (tabela 25a, grafikon 25).

Stopa 5-godisnjeg DFS kod bolesnica sa luminal A tumorima bila je 57.1% (95%CI: 36-89%),
luminal B tumorima 35% (95%ClI: 20-61%), HER-2 pozitivnim tumorima 10% (95%CI: 1-
64%) i trostruko negativnim tumorima 30.6% (95%CI: 15-61%).
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Grafikon 25. Prezivljavanje bez znakova bolesti (DFS) u odnosu na bioloske podtipove
tumora
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Nije zabelezena znacajna razlika u DFI izmedju podgrupa bolesnica podeljenim prema
biolos§kim podtipovima tumora (Log-Rank test, p=0.095). Dodatnim testiranjem izmedju
parova opisanih grupa dobijena je statisticki znacajna razlika izmedju luminal A podgrupe i

HER-2 pozitivne podgrupe (Tabela 25b, Grafikon 26).

Bolesnice koje su imale tumor luminal A podtipa imale su najduze OS, §to je statisticki bilo
znacajno u poredenju sa bolesnicama sa ostalim podtipovima tumora, kao i duzi DFS i DFI,

ali bez statisticke znacajnosti (tabela 25a).
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Grafikon 26. Vremenski interval bez bolesti (DFI) u odnosu na bioloske podtipove

tumora

Analiziran je klinicki odgovor tumora na PRT u odnosu na bioloski podtip tumora. Statisticki
nije potvrdjena razlika izmedju klinickog odgovora tumora na PRT u odnosu na bioloski
podtip tumora. (Fisher Exact test, p=0.21) (Tabela 26)

Ipak, moze se primetiti da je kod 8/20 (40%) bolesnica sa TN tumorima pstignut klinicki CR,
za razliku od 1/15 (6,7%) bolesnica sa luminal A tumorima.
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Tabela 26

. Klini¢ki odgovor tumora na PRT u odnosu na bioloski podtip tumora

Klinicki Lum A LumB  HER-2poz. TN NA Ukupno
odgovor

cCR 1(67%)  3(12%)  1(91%)  8(40%) 16 (254%) 29 (21.6%)
cPR 10 (66.7%) 18 (72%) 8 (72.7%)  9(45%) 30 (47.6%) 75 (56.0%)
cSD 4(266%)  4(16%)  2(182%)  3(15%) 17 (27%) 30 (22.4%)
Ukupno 15 (100%) 25 (100%) 11 (100%) 20 (100%) 63 (100%) 134 (100%)

cCR: klinicki kompletan odgovor; cPR: klinicki parcijalna odgovor; c¢SD: klinicki stabilna
bolest; NA: nepoznato

Analiza patohistoloske procene odgovora tumora na PRT u odnosu na bioloski podtip tumora,
pokazala je statisticki znacajnu razliku izmedju ispitivanih bioloSkih podgrupa (Fisher Exact
test, p=0.024). Dodatnim testiranjem izmedju parova opisanih grupa nije dobijena statisticki
znacajna razlika (Fisher’s Exact Test za parove).

Bolesnice koje su imale trostruko negativne tumore imale su najbolji odgovor na PRT (8/20,
40% je pCR i pNCR) u odnosu na luminal A i B i HER-2 pozitivne tumore gde je u 80%
boelsnica zabelezena pPR (tabela 27).

Tabela 27. Patohistoloska procena odgovora tumora na PRT u odnosu na bioloski
podtip tumora

Klinicki

odgovor Lum A Lum B HER-2 poz. Trost. neg. NA Ukupno
pCR 1 (6.7%) 1 (4%) 0 (0%) 5(25%) 5 (7.9%) 12 (9%)
pNCR 0 (0%) 2(8%) 2(182%) 3(15%) 1 (1.6%) 8 (6%)
pPR 12 (80%) 20 (80%) 9 (81.8%) 7(35%) 15(23.8%) 63 (47.0%)
pNC 2 (13.3%) 2 (8%) 0 (0%) 5 (25%) 2 (3.2%) 11 (8.2%)
NA 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%)  40(63.5%) 40 (29.8%)
Ukupno  15(100%) 25 (100%) 11 (100%) 20 (100%) 63(100%) 134 (100%)

pCR: patohistoloski kompletan odgovor;, pNCR: patohistoloski skoro kompletan odgovor,
PPR: patohistoloski parcijalni odgovor; pNC: patohistoloski bez promene; NA: nepoznato
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4.9. ISHOD BOLESTI PREMA BIOLOSKIM MARKERIMA U
INICIJALNOM TUMORU

4.9.1. Analiza ER u inicijalnom tumoru

Kod 79 bolesnica odredjen je ER IHH metodom u inicijalnom tumoru pre zapocinjanja PRT.
ER pozitivan tumor zabelezen je kod 47/79 (59.5%) bolesnica, a negativan tumor kod 32/79
(40.5%) bolesnica. Analizom OS dobijena je statisticki znacajna razlika izmedju bolesnica sa
ER pozitivnim i ER negativnim tumorima (Log-Rank test, p=0.042) (grafikon 27). Stopa 5-
godi$njeg prezivljavanja bolesnica sa ER pozitivnim tumorima bila je 64.9% (95%CI:52-
81%), a sa ER negativnim tumorima 25.3% (95%CI:13-47%).
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Grafikon 27. Ukupno preZivljavanje (OS) kod bolensica sa ER pozitivnim i ER
negativnim tumorima

Nema razlike u DFS izmedju bolesnica sa ER pozitivnim i ER negativnim tumorima (Log-
Rank test, p=0.21) (grafikon 28). Stopa 5-godisnjeg DFS kod ER pozitivnih tumora bila je
38.1% (95%CI:26-55%), a kod ER negativnih tumora 21.8% (95%CI: 10-43%).

Nije nadjena statisticki znacajan razkika u DFI izmedju bolesnica sa ER pozitivnim i ER

negativnim tumorima (Log-Rank test, p=0.18)
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Grafikon 28. Prezivljavanje bez znakova bolesti (DFS) kod bolensica sa ER pozitivnim i
ER negativnim tumorima

Bolesnice sa ER pozitivnim tumorima imaju statisticki znacajno duze ukupno prezivljavanje,
ali ne i prezivljavanje bez znakova bolesti i vremenski interval bez bolesti u poredjenju sa

bolesnicama sa ER negativnim tumorima (tabela 28).

Tabela 28. OS, DFS i DFI kod bolesnica sa ER pozitivnim i ER negativnim tumorima

Vrednosti ER Medijana, u mesecima, sa 95% CI i rezultati testiranja

pre PRT N oS Log-rank DES Log-rank DE] Log-rank
test test test
ER - pozitivni 47 75 (62-132) 40 (26-67) 49 (27-90)
¥21=4.127 ¥*1=1.574 y*1=1.738
ER - negativni 32 34 (22-53)  P=0.042 29 (12-36) p=0.21  25(>12) p=0.18

OS: ukupno prezivljavanje; DFS: prezivljavanje bez znakova bolesti; DFI: vremenski interval bez
bolesti; N:broj pacijenata; 95%CI: 95% interval poverenja;

Analiza patohistoloskog odgovora tumora na PRT u odnosu na ER status tumora pre PRT
pokazala je statisticki znacajnu razliku izmedju bolesnica sa ER pozitivnim i bolesnica sa ER

negativnim tumorima (Fisher Exact test, p=0.039) (tabela 29).
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Bolesnice sa negativnim ER imaju bolji odgovor na PRT u smislu veceg postizanja pCR 6/32
(18.8%) i pNCR 5/32 (15.6%) u odnosu na bolesnica sa ER-pozitivnim tumorima kod koji je
PCR registrovan kod 2/47 (4.3%) i pNCR 3/47 (6.4%).

Tabela 29. Patohistolos$ki odgovor tumora na PRT kod bolensica sa ER pozitivnim i ER

negativnim tumorima

Patonistoloski ER- neg. ER-2 poz. NA Ukupno
odgovor

pCR 6 (18.8%) 2 (4.3%) 4 (7.3%) 12 (9%)
pPNCR 5 (15.6%) 3 (6.4%) 0 (0%) 8 (6%)
pPR 16 (50.0%) 37 (78.8%) 10 (18.2%) 63 (47.0%)
pNC 5 (15.6%) 5 (10.6%) 1 (1.8%) 11 (8.2%)
NA 0 (0%) 0 (0%) 40 (72.7%) 40 (29.8%)
Ukupno 32 (100%) 47 (100%) 55 (100%) 134 (100%)

pCR: patohistoloski kompletan odgovor;, pNCR: patohistoloSki skoro kompletan odgovor,
PPR: patohistoloski parcijalni odgovor, pNC: patohistoloski bez promene; NA: nepoznato

4.9.2. Analiza PgR u inicijalnom tumoru

Kod 79 bolesnica odredjen je PgR IHH metodom u inicijalnom tumoru pre zapocinjanja PRT.
Pozitivne PgR imalo je 38/79 bolesnica (48.1%), dok je 41/79 bolesnica (51.9%) imalo
negativan nalaz PgR. Analizom OS dobijena je statisticki znacajna razlika izmedju bolesnica
sa PgR pozitivnim i PgR negativnim tumorima (Log-Rank test, p=0.021). Grafikon 29.

Stopa 5-god. OS bolesnica sa PgR pozitivnim tumorima bila je 68.6% (95%CI:54-85%), a sa
PgR negativnim tumorima 29.5% (95%Cl:17-49%).
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Grafikon 29. Ukupno prezivljavanje (OS) kod bolensica sa PgR pozitivnim i PgR
negativnim tumorima

Medjutim, analizom DFS nije dobijena statisticki znacajna razlika izmedju ove dve grupe
bolesnica (Log-Rank test, p=0.18) Grafikon 30.

Stopa 5-godisnjeg DFS kod bolesnica sa PgR pozitivnim tumorima bila je 40.2% (95%CI:26-
60%), a kod bolesnica sa PgR negativnim tumorima 23.2% (95%Cl: 12-42%).

Takodje nije bilo statisticki znacajne razlike ni u DFI izmedju bolesnica sa PgR pozitivnim 1

PgR negativnim tumorima (Log-Rank test, p=0.17).
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Grafikon 30. Prezivljavanje bez znakova bolesti (DFS) kod bolensica sa PgR pozitivnim
I PgR negativnim tumorima

Bolesnice sa pozitivnim nalazom PgR imaju statisti¢ki znacajno duze ukupno prezivljavanje,

ali ne i prezivljavanje bez znakova bolesti, niti vremenski interval bez bolesti. Tabela 30.

Tabela 30. OS, DFS i DFI kod bolensica sa PgR pozitivnim i PgR negativnim tumorima

Medijana, u mesecima, sa 95% CI i rezultati testiranja

Vrednosti PgR

N Log-rank Log-rank Log-
re PRT g-ran og-ran 0g
P OS test DFS test DF rank test
PgR - pozitivni 38 84 (65-137 40 (26-115 49 (>27
P ( ) v%1=5.343 ( ) y1=1.798 (>27) v%1=1.88
PgR - negativni 41 34 (24-53)  P=0.021 25 (14-39) p=0.18 31 (16-63) p=0.17

OS: ukupno prezivijavanje; DFS:prezivljavanje bez znakova bolesti; DFI: vremenski interval bez
bolesti; N:broj pacijenata; 95%CI: 95% interval poverenja;

Analiziran je i patohistoloSki odgovor tumora na PRT u odnosu na PgR- status pre PRT i
potvrdjena je statisticki znacajna razlika izmedju bolesnica sa PgR pozitivnim i PgR

negativnim tumorima. (Fisher Exact test, p=0.039) (Tabela 31).
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Bolesnice sa PgR negativnim tumorima imaju bolji odgovor na PRT u smislu veceg
postizanja pCR 6/41 (14.6%) i pNCR 7/41 (17.1%) u odnosu na bolesnice sa PgR pozitivnim
tumorima: pCR 2/38 (5.3%) i pNCR 1/38 (2.6%).

Tabela 31. Patohistoloski odgovor tumora na PRT kod bolensica sa PgR pozitivnim i

PgR negativnim tumorima

Patohistoloski

odgovor PgR- neg. PgR- poz. NA Ukupno
pCR 6 (14.6%) 2 (5.3%) 4 (7.3%) 12 (9%)
pPNCR 7 (17.1%) 1 (2.6%) 0 (0%) 8 (6%)
pPR 22 (53.7%) 31 (81.6%) 10 (18.2%) 63 (47.0%)
pNC 6 (14.6%) 4 (10.5%) 1 (1.8%) 11 (8.2%)
NA 0 (0%) 0 (0%) 40 (72.7%) 40 (29.8%)
Ukupno 41 (100%) 38 (100%) 55 (100%) 134 (100%)

pCR: patohistoloski kompletan odgovor; pNCR: patohistoloski skoro kompletan odgovor;
PPR: patohistoloski parcijalni odgovor, pNC: patohistoloski bez promene; NA: nepoznato

4.9.3. Analiza HER-2 statusa u inicijalnom tumoru

Kod 79 bolesnica odredjen je HER-2 status IHH metodom u tumoru pre otpoc¢injanja PRT.
Negativan HER-2 registrovan je kod 57/79 bolesnica (72.2%), pozitivan HER-2 kod 14/79
bolesnica (17.7%) i kod 8/79 bolesnica (10.1%) HER-2 status je procenjen kao 2+ ( nije
radjena dodatna CISH analiza zbog oskudnosti materijala).

Analizirani su OS, DFS i DFI i dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 32a.
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Tabela 32a. OS, DFS i DFI kod bolesnica sa pozitivnim, negativnim i neodredjenim
HER-2 statusom pre PRT

HER2 Medijana, u mesecima, sa 95% CI i rezultati testiranja
status N Log-rank Log-rank Log-rank
inicijalni 0S test DFS test DFI test
HER2 neg. 57 75 (53-132) 39 (27-90) 49 (>36)
2 — 2 — 2

x-2=13.435 x>2=10.321 x~2=10.371
HER2 poz. 14 33 (>23) 0=0.0012 19 (>9) 0=0.0057 25 (>9) 0=0.0056
HER-2 2+ 8 27 (>19) 20 (>11) 20 (>12)

OS: ukupno prezivljavanje; DFS.prezZivljavanje bez znakova bolesti; DFI: vremenski interval bez
bolesti; N:broj pacijenata; 95%CI: 95% interval poverenja;

Dodatnim testiranjem parova kategorija dobijeni su rezultati prikazani u tabeli 32b.

Tabela 32b Rezultati testiranja vrednosti OS, DFS i DFI izmedu parova kategorija

Parovi kategorija
HER?2 inicijalnog
statusa (ON) DFS DFI

HER2 neg. vs HER2 poz.  %=6.826; p*=0.009  y%*=6.367; p*=0.012  %*=6.724; p*=0.009

Log-rank test

HER2 neg. vs HER2 2+  %%=9.21; p*=0.002 ¥?1=6.243; p*=0.012  *=5.697; p*=0.017

HER2 poz. vs HER2 2+  %%=0.352; p*=0.553  %%*=0.001; p*=0.976  ¥?=0.006; p*=0.94
*Bonferroni korekcija: 0.05/3=0.0167

Analizom ukupnog preZivljavanja dobijena je statisticki znacajna razlika izmedju bolesnica sa
HER-2 pozitivnim, HER-2 negativnim i HER-2 2+ tumorima (Tabela 32a, Grafikon 31).

Stopa petogodis$njeg ukupnog prezivljavanja bolesnica sa HER-2 negativnim tumorima bila je
60.7% (95%CI:49-75%), sa HER-2 pozitivnim tumorima 15.4% (95%CI:4-55%) i sa HER-2
2+ 17.1% (95%C1:2-100%). Dodatnim testiranjem izmedju parova opisanih grupa dobijena je
statisticki znacajna razlika izmedju bolesnica sa HER-2 negativnim i HER-2 pozitivhim

tumorima i izmedju bolesnica sa HER-2 negativnim i HER-2 2+ tumorima (Tabela 32b).
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Grafikon 31. Ukupno prezivljavanje (OS) kod bolesnica sa pozitivnim, negativnim i
neodredjenim HER-2 statusom pre PRT

Analizom (DFS) takodje je dobijena statisticki znacajna razlika izmedju ove tri podgrupe
bolesnica (Tabela 32a). Dodatnim testiranjem izmedju parova opisanih grupa dobijena je
statisticki znacajna razlika izmedju bolesnica sa HER-2 negativnim i HER-2 pozitivnim
tumorima i izmedju bolesnica sa HER-2 negativnim i HER-2 2+ tumorima (Tabela 32b,
Grafikon 32).

Stopa petogodisnjeg prezivljavanja bez znakova bolesti bolesnica sa HER-2 negativnim
tumorima bila je 41.8% (95%CI:30-57%), sa HER-2 pozitivnim tumorima 7.7% (95%CI:1-

50%) i sa HER-2 2+ tumorima nije dostignuta.
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Grafikon 32. PreZivljavanje bez znakova bolesti (DFS) kod bolesnica sa pozitivnim,
negativnim i neodredjenim HER-2 statusom pre PRT

Isto tako je i analizom DFI dobijena statisticki znacajna razlika izmedju bolesnica sa HER-2
negativnim, HER-2 pozitivnim i HER-2 2+ tumorima (Tabela 32a).

Dodatnim testiranjem izmedju parova opisanih grupa dobijena je statisticki znacajna razlika
izmedju bolesnica sa HER-2 negativnim i HER-2 pozitivnim tumorima, dok je izmedju
bolesnica sa HER-2 negativnim i HER-2 2+ tumorima razlika bila na granici statisticke
znacajnosti (Tabela 32b, Grafikon 33).

Stopa petogodiSnjeg DFI bolesnica sa HER-2 negativnim tumorima iznosila je 45.9%
(95%Cl1:34-62%), sa HER-2 pozitivnim tumorima 10.8% (95%CI:1-66%) i sa HER-2 2+

tumorima nije dostignuta.
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Grafikon 33. Vremenski interval bez bolesti (DFI) kod bolesnica sa pozitivnim,

negativnim i neodredjenim HER-2 statusom pre PRT

Generalno, bolesnice sa HER-2 negativnim tumorima imaju duze ukupno prezivljavanje i

prezivljavanje bez znakova bolesti kao 1 vremenski interval bez bolesti u odnosu na bolesnice

sa HER-2 pozitivnim i HER-2 nalazom 2+ tumorima. (Tabela 32a).

Analiziran je i patohistoloski odgovor tumora na PRT u odnosu na HER-2 status pre PRT i

nije potvrdjena statisticki znacajna razlika izmedju bolesnica sa HER-2 pozitivhim, HER-2
negativnim i HER-2 2+ tumorima. (Fisher Exact test, p=0.778) (Tabela 33).
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Tabela 33. Patohistoloski odgovor tumora na PRT kod bolesnica sa pozitivnim,
negativnim i neodredjenim HER-2 statusom

PatohistoloSki\\ep 5 eg HER-2poz.  HER-2 2+ NA Ukupno
odgovor

oCR 7(123%)  0(0%)  1(125%)  4(7.3%) 12 (9%)
oNCR 5(88%)  2(143%)  1(125%) 0 (0%) 8 (6%)
OPR 37(64.9%) 11(78.6%) 5(625%) 10 (18.2%) 63 (47.0%)
oNC 8(14.0%)  1(71%)  1(125%)  1(1.8%) 11 (8.2%)
NA 0 (0%) 0 (0%) 0(0%)  40(727%) 40 (29.8%)
Ukupno 57 (100%) 14 (100%)  8(100%) 55 (100%) 134 (100%)

pCR: patohistoloski kompletan odgovor;, pNCR: patohistolosSki skoro kompletan odgovor,
PPR: patohistoloski parcijalni odgovor, pNC: patohistoloski bez promene; NA: nepoznato

4.9.4. Analiza Ki-67 u inicijalnom tumoru

Kod 79 bolesnica odredjen je Ki-67 IHH metodom u inicijalnom tumoru pre zapocinjanja
PRT. Nizak Ki 67 (<14) imalo 29/79 bolesnica (36.7%), dok je 50/79 bolesnica (63.3%)
imalo visok Ki-67 (>14). Rezultati analize OS, DFS i DFI prikazani su na tabeli 34.

Tabela 34. OS, DFS i DFI u odnosu na vrednosti Ki-67 pre PRT

Vrednosti Ki- Medijana, u mesecima, sa 95% CI i rezultati testiranja

67 pre PRT N oS Log-rank DES Log-rank DEI Log-rank
test test test
nizak Ki-67 29 78 (63-166) 55 (27-128) 55 (>27)
Y21=2.867 y*1=1.894 Y21=1.577
visok Ki-67 50 40 (27-68) p=0.09 24 (18-36) p=0.17 31 (20-61) P=0.21

OS: ukupno prezivljavanje; DFS:prezZivljavanje bez znakova bolesti; DFI: vremenski interval bez
bolesti; N:broj pacijenata; 95%CI: 95% interval poverenja;
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Analizom OS nije dobijena statisticki zna¢ajna razlika izmedju bolesnica sa niskim i visokim
nalazom Ki-67 (Tabela 34, Grafikon 34).

Stopa 5-godi$njeg prezivljavanja bolesnica sa niskim nalazom Ki-67 bila je 71.5%
(95%C1:56-90%), a sa visokim nalazom 34.2% (95%CI:22-51%).

p 1,
0.9 1 —Ki-67 nizak
0.8 - —Ki-67 visok
0.7 -
0.6 - p=0.09
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Grafikon 34. Ukupno prezivljavanje (OS) u odnosu na vrednosti Ki-67 pre PRT

Isto tako, analizom DFS nije dobijena statisticki znaajna razlika izmedju ove dve grupe
bolesnica (Tabela 34, Grafikon 35).

Stopa 5-godisnjeg prezivljavanja bez relapsa bolesti kod bolesnica sa niskim Ki-67 bila je
42.9% (95%CI: 28-65%), a kod bolesnica sa visokim nalazom 24.6% (95%CI:14-41%).
Analizom DFI takodje nije dobijena statisticki znacajna razlika izmedju ove dve podgrupe
bolesnica (Tabela 34).
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Grafikon 35. Prezivljavanje bez znakova bolesti (DFS) u odnosu na vrednosti Ki-67 pre
PRT

Bolesnice sa niskim nalazom Ki-67 imaju duze ukupno prezivljavanje i prezivljavanje bez
znakova bolesti, kao i duzi vremenski interval bez bolesti u odnosu na bolesnice sa visokim

vrednostima, ali ta razlika nije bila statisticki znacajna. (Tabela 34).

Analizom patohistoloske procene odgovora tumora na PRT u odnosu na vrednosti Ki-67 pre
PRT statistic¢ki nije potvrdjena razlika izmedju bolesnica sa niskim i visokim vrednostima Ki-
67. (Fisher Exact test, p=0.18) (Tabela 35). Medjutim, moze se videti da bolesnice sa visokim
vrednostima Ki-67 imaju veci procenat postizanja pCR 6/50 (12%) i pNCR 7/50 (14%) u
odnosu na bolesnice sa niskim vrednostima KI-67 gde je pCR registrovan kod 2/29 (6.9%), a
PNCR kod 1/29 (3.4%) bolesnica.
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Tabela 35. Patohistoloski odgovor tumora na PRT u odnosu na vrednosti Ki-67 pre
PRT

PatohistoloSki— \i o Ki-67 Visok Ki-67 NA Ukupno
odgovor

oCR 2 (6.9%) 6 (12%) 4 (7.3%) 12 (9%)
oNCR 1 (3.4%) 7 (14%) 0 (0%) 8 (6%)
OPR 24 (82.8%) 29 (58.0%) 10 (18.2%) 63 (47.0%)
ONC 2 (6.9%) 8 (16.0%) 1 (1.8%) 11 (8.2%)
NA 0 (0%) 0 (0%) 40 (72.7%) 40 (29.8%)
Ukupno 29 (100%) 50 (100%) 55 (100%) 134 (100%)

pCR: patohistoloski kompletan odgovor; pNCR: patohistoloski skoro kompletan odgovor,
PPR: patohistoloski parcijalni odgovor, pNC: patohistoloski bez promene; NA: nepoznato

4.10. ANALIZA PROMENE BIOLOSKIH MARKERA POSLE
SPROVEDENE PREOPERATIVNE RT I UTICAJ NA ISHOD
BOLESTI

4.10.1. Analiza ER pre i posle PRT

Kod 74 bolesnice analizirane su vrednosti receptora za estrogen (ER) u tumoru pre PRT i u
rezidualnom tumoru posle PRT. Pacijenti su podeljeni u tri grupe: 1) grupa sa negativnim
vrednostima ER (< 3) i pre i posle PRT — 29/74 bolesnica (39.2%); 2) grupa sa pozitivhim
vrednosti pre PRT, a negativnim posle PRT — 4/74 bolesnice (5.4%) i 3) grupa sa pozitivnim
vrednostima ER (> 3) i pre i posle PRT — 41/74 bolesnica (55.4%). Analizirani su OS, DFS i
DFI, a rezultati su prikazani na tabeli 36a i 36b.
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Tabela 36a. OS, DFS i DFI u odnosu na vrednosti ER pre i posle PRT

Vrednosti ER Medijana, u mesecima, sa 95% CI i rezultati testiranja

g's_ll posle N oS Log-rank DES Log-rank DEI Log-rank
test test test

Negativni i pre

i posle PRT (1) 29 33(22-47) 16 (11-36) 25 (>12)

Pozitivni pre, a 5 _ 2 _ 2 _
=12.157 x°2=8.729 x°2=11.516

negat. posle 4 23(>21) X2~ 16 (>2) z 16 (>2) z

PRT (2) p=0.002 p=0.012 p=0.0031

Pozitivni i pre i

posle PRT (3) 41 84 (68-137) 49 (26-115) 55 (>27)

OS: ukupno prezivijavanje; DFS:preziviljavanje bez znakova bolesti; DFI: vremenski interval bez
bolesti; N:broj pacijenata; 95%CI: 95% interval poverenja;

Dodatnim testiranjem parova kategorija dobijeni su rezultati prikazani na tabeli 36b.

Tabela 36b. Rezultati testiranja vrednosti OS, DFS i DFI izmedju parova kategorija

Parovi kategorija

X . Log-rank test
vrednosti ER prei g

posle PRT oS DFS DFI

1vs2 v21=0.213; p*=0.644 v21=1.013; p*=0.314  ¥%4=1.587; p*=0.208
1vs3 ¥*1=7.818; p*=0.005 v*1=4.065; p*=0.044  %*=5.08; p*=0.024
2vs3 ¥?1=13.548; p*=0.0002  ¥*=9.799; p*=0.002  *=13.105; p*=0.0003

*Bonferroni korekcija: 0.05/3=0.0167

Analizom OS pokazano je da postoji statistiCki znaajna razlika izmedju ove tri grupe
bolesnica. (Tabela 36a, Grafikon 36).

PetogodiSnja stopa OS bolesnica u prvoj grupi bila je 20.6% (CI:9-44%), u drugoj grupi nije
dostignuta, a u trecoj grupi 73.2% (CI:60-89%).

Dodatnim testiranjem izmedju parova opisanih grupa potvrdjena je statisticki znacajna razlika
izmedju bolesnica koje su pre i posle PRT imale negativne ER i onih koje su pre i posle PRT
imale pozitivne ER. Bolesnice sa pozitivnim ER imale su duze OS u odnosu na bolesnice sa
negativnim ER. (Tabela 36b)

Takodje je potvrdjena znacajna razlika i izmdju bolesnica koje su imale pozitivne ER pre PRT

a negativne posle i onih koje su imale pozitivne ER i pre i posle PRT. Bolesnice sa pozitivnim
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ER pre i posle PRT imaju duzi OS u odnosu na bolesnice sa promenom ER iz pozitivnhog u

negativni nalaz. (Tabela 36b)
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Grafikon 36. Ukupno preZivljavanje (OS) u odnosu na vrednosti ER pre i posle PRT

Analizom DFS, takodje je dobijena statisticki znacajna razlika izmedju ove tri grupe bolesnica
(Tabela 36a, Grafikon 37).

Stopa 5-godisnjeg DFS u prvoj grupi bila je 16.7% (CI: 6-40%), u drugoj grupi nije
dostignuta i u trecoj grupi 42.3% (C1:29-61%).

Dodatnim testiranjem izmedju parova opisanih grupa potvrdjena je statisticki znacajna
razlika izmdju bolesnica koje su imale pozitivne ER pre PRT, a negativne posle PRT i onih
koje su imale pozitivne ER i pre i posle PRT. Bolesnice koje su imale pozitivne ER i pre i
posle PRT imaju duzi DFS u odnosu na bolesnice kod kojih je registrovana promena ER
statusa. (Tabela 36b).
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Grafikon 37. Prezivljavanje bez znakova bolesti (DFS) u odnosu na vrednosti ER pre i
posle PRT

Analizom DFI takodje je dobijena statisti¢ki znacajna razlika izmedju ove tri grupe bolesnica
(Tabela 36a, Grafikon 38).

Stopa 5-godisnjeg DFI u prvoj grupi bila je 23.5% (CI: 10-50%), u drugoj grupi nije
dostignuta i u trecoj grupi 46.3% (C1:32-66%).

Dodatnim testiranjem izmedju parova opisanih grupa potvrdjena je statisticki znacajna
razlika izmdju bolesnica koje su imale pozitivne ER pre PRT a negativne posle i onih koje su
imale pozitivne ER i pre i posle PRT. Bolesnice sa pozitivnim ER i pre i posle PRT imaju
duzi DFI u odnosu na bolesnice kod kojih je promenjen status ER (Tabela 36b).

Pacijenti koji su imali pozitivne ER i pre i posle PRT imaju statisticki znac¢ajno duze ukupno
prezivljavanje, prezivljavanje bez znakova bolesti i vremenski interval bez bolesti (Tabela
36a).
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Grafikon 38. Vremenski interval bez bolesti (DFI) u odnosu na vrednosti ER pre i posle
PRT

Analiziran je i klinicki odgovor tumora na PRT u odnosu na vrednosti ER pre i posle PRT.
Statisticki nije potvrdjena razlika u odnosu na klini¢ki odgovor tumora na PRT i vrednosti
ER. (Fisher Exact test, p=0.46) (Tabela 37).

Ipak su bolesnice sa negativnim ER imale veci procenat cCR 6/29 (20.7%) u odnosu na one

sa ER pozitivnim tumorima 4/41 (9.8%)

Tabela 37. Klini¢ki odgovor tumora na PRT u odnosu na vrednosti ER pre i posle PRT

e L T

cCR 6(20.7%) 0 (0%) 4 (9.8%) 19 (31.7%) 29 (21.6%)
cPR 18 (62.1%) 4 (100%) 26 (63.4%) 27 (45.0%) 75 (56.0%)
cSD 5(17.2%) 0 (0%) 11(26.8%)  14(23.3%) 30 (22.4%)
Ukupno 29 (100%) 4 (100%) 41 (100%) 63(100%) 134 (100%)

cCR: Klinicki kompletan odgovor; cPR: klinicki parcijalna odgovor; cSD: klinicki stabilna
bolest; NA: nepoznato
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Takodje je analiziran i patohistoloski odgovor tumora na PRT u odnosu na status ER pre i
posle sprovedene PRT. Statisticki nije potvrdjena razlika u odnosu na patohistoloski odgovor
tumora na PRT i vrednosti ER. (Fisher Exact test, p=0.199). Ali su bolesnice sa negativnim
ER imale veci procenat ostvarenog PCR 3/29 (10.3%) i pNCR 5/29 (17.2%) u odnosu na
bolesnice sa ER pozitivnim tumorima gde je pCR registrovan kod 2/41 (4.9% ), a pNCR kod
1/41 (2.4%) bolesnica (Tabela 38).

Tabela 38. Patohistoloska procena odgovora tumora na PRT u odnosu na vrednosti ER
pre i posle PRT

e e s T
pCR 3(10.3%) 0 (0%) 2 (4.9%) 7AL7%) 12 (9%)
PNCR 5(17.2%) 0 (0%) 1 (2.4%) 2 (3.3%) 8 (6%)
PR 16 (55.2%) 4 (100%) 33(80.5%) 10 (16.7%) 63 (47%)
pNC 5(17.2%) 0 (0%) 5 (12.2%) 1 (1.7%) 11 (8.2%)
NA 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 40 (66.7%) 40 (29.8%)
Ukupno 29 (100%)  4(100%) 41 (100%)  63(100%) 134 (100%)

pCR: patohistoloski kompletan odgovor;, pNCR: patohistolosSki skoro kompletan odgovor,
PPR: patohistoloski parcijalni odgovor, pNC: patohistoloski bez promene; NA: nepoznato

4.10.2. Analiza PgR pre i posle PRT

Kod 74 bolesnice analizirane su vrednosti steroidnog receptora za progesteron (PgR) u
tumoru pre 1 posle PRT. Pacijenti su podeljeni u cCetri grupe: 1) grupa sa negativnim
vrednostima PgR (< 3) i pre i posle PRT — 31/74 bolesnica (41.9%), 2) grupa sa negativnim
vrednostima pre PRT a pozitivnim posle — 5/74 bolesnica (6.8%), 3) grupa sa pozitivnim
vrednostima pre PRT, a negativhim posle PRT — 4/74 bolesnice (5.4%) i 4) grupa sa
pozitivnim vrednostima PgR (> 3) i pre i posle PRT — 34/74 bolesnice (45.9% ).

Analizirani su OS, DFS i DFI, a rezultati su prikazani na tabeli 39a i 39b.
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Tabela 39a. OS i DFS u odnosu na vrednosti PgR pre i posle PRT

Medijana, u mesecima, sa 95% CI i rezultati testiranja
Vrednosti PgR

: N
pre i posle PRT oS Log-rank DES Log-rank DEI Log-rank
test test test
Negativniipre i
posle PRT (1) 31 27 (19-46) 16 (12-36) 25 (12-63)
Negativni pre, a
pozit. posle PRT 5 62 (>50) 36 (>15) 36 (>15)
(2) ¥%=9.107 ¥?3=3.881 v%5=4.207
Pozitivni pre a p=0.03 p=0.27 p=0.24
negativni posle 4 37 (>23) 28 (>2) 28 (>2)
PRT (3)
Pozitivni i pre i
posle PRT (4) 34 100 (68-145) 49 (26-115) 49(>27)

OS: ukupno prezivljavanje; DFS:prezZivijavanje bez znakova bolesti; DF1. vremenski interval bez
bolesti; N:broj pacijenata; 95%CI: 95% interval poverenja;

Dodatnim testiranjem parova kategorija, dobijeni su rezultati prikazani na tabeli 39b.

Tabela 39b. Rezultati testiranja vrednosti OS, DFS i DFI izmedju parova kategorija

Parovi kategorija

: . Log-rank test
vrednosti PgR pre i g

posle PRT oS DFS DFI

1vs?2 v%=1.355; p*=0.244  4%=0.45; p*=0.502  %%=0.058; p*=0.809
1vs3 v4=0.451; p*=0.502  ¢%=0.238; p*=0.626  3%=0.01; p*=0.918
lvs4 v*1=8.304; p*=0.004  x*=3.885; p*=0.049  »*=4.096; p*=0.043
2vs3 ¥?1=0.266; p*=0.606  %=0.009; p*=0.924  »*=0.009; p*=0.924
2vs4 v*1=1.451; p*=0.228  x*=0.631; p*=0.427  »*=0.942; p*=0.332
3vs4 ¥?1=2.07; p*=0.15 ¥?1=0.406; p*=0.524  x*=0.656; p*=0.418

*Bonferroni korekcija: 0.05/6=0.0083

Analizom ukupnog prezivljavanja, pokazano je da postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedju

ove Cetri grupe. (Tabela 39a, Grafikon 39).
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Stopa 5-godisnjeg OS bolesnica u prvoj grupi bilo je 20.4% (95%CI:9-43%), u drugoj grupi
60% (95%ClI: 29-100%), u trecoj grupi 25% (95%CI: 4-100%) i u Cetvrtoj grupi 74.3%
(95%CI1:60-91%).

Dodatnim testiranjem izmedju parova opisanih grupa potvrdjena je statistiCki znacajna
razlika izmedju bolesnica koje su pre i posle PRT imale negativne PgR i onih koje su pre i
posle PRT imale pozitivne PgR. (Tabela 39b). Bolesnice sa pozitivnim PgR i pre i posle PRT

imale su duzi OS u odnosu na bolesnice sa negativnim PgR pre i posle PRT.

Neg. PgR i prei posle PRT
------- Neg. Pgr pre PRT, a poz. posle

Poz. PGR pre PRT, a neg. posle
====-Poz. PgRipreiposle PRT

p=0.03

0 T T T T Trr T T T T T T T T T T T 1
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Godine

Grafikon 39. Ukupno preZivljavanje (OS) u odnosu na vrednosti PgR pre i posle PRT

Analizom DFS nije dobijena statisticki znacajna razlika izmedju ove Cetri grupe bolesnica
(Tabela 39a, Grafikon 40).

Stopa 5-godisnjeg DFS u prvoj grupi bila je 19.4% (CI: 9-41%), u drugoj grupi 20% (CI:3-
100%), u trecoj grupi 25% (CI: 4-100%) i u Cetvrtoj grupi 42.1% (Cl:28-63%).

Dodatnim testiranjem izmedju parova opisanih grupa nije potvrdjena je statisticki znacajna
razlika.(Tabela 39b)

Takodje nije bilo statisticki znacajne razlike izmedju ove 4 grupe bolesnica ni prilikom

analize DFI (Tabela 39a)
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Neg. PgRi prei posle PRT
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Poz. PGR pre PRT, a neg. posle
—==-Poz.PgRi prei posle PRT

p=0.27
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Grafikon 40. Prezivljavanje bez znakova bolesti (DFS) u odnosu na vrednosti PgR pre i
posle PRT

Bolesnice koje su imale pozitivne PgR pre i1 posle PRT imaju znacajno duze OS u odnosu na

ostale tri podgrupe bolesnica. (Tabela 39a)

Analiziran je i klinicki odgovor tumora na PRT u odnosu na vrednosti PgR pre i posle PRT.
Statisticki nije potvrdjena razlika u odnosu na klini¢ki odgovor tumora na PRT 1 vrednosti
PgR. (Fisher Exact test, p=0.84) (Tabela 40). Medjutim bolesnice koje su imale negativne
PgR bolje su odgovorile na PRT (16% cCR) u odnosu na bolesnice sa pozitivnim nalazom
(8.8% cCR).
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Tabela 40. Klini¢ki odgovor tumora na PRT u odnosu na vrednosti PgR pre i posle PRT

i neg. PgR PgR poz.
Igdlmé\c/glr pre i posle PgaR r:)ezg. a Toiggigl‘rl? NA Ukupno
g PRT pa poz. pa neg. P
cCR 5 (16.1%) 1 (20%) 1 (25%) 3(8.8%) 19(31.7%) 29 (21.6%)
cPR 20 (64.5%) 3 (60%) 2 (50%) 23(67.7%) 27 (45%) 75 (56.0%)
cSD 6 (19.4%) 1 (20%) 1(25%) 8(23.5%) 14 (23.3%) 30 (22.4%)

Ukupno 31(100%) 4 (100%) 4 (100%) 34 (100%) 60 (100%) 134 (100%)

cCR: klinicki kompletan odgovor; cPR: klinicki parcijalna odgovor; c¢SD: klinicki stabilna
bolest; NA: nepoznato

Takodje je analiziran i patohistoloski odgovor tumora na PRT u odnosu na vrednosti PgR pre
1 posle PRT. Statisticki nije potvrdjena razlika u odnosu na patohistoloski odgovor tumora na
PRT i vrednosti PgR. (Fisher Exact test, p=0.24) (Tabela 41). Medjutim pacijenti sa
negativnim PgR su imali vec¢i procenat pCR (9.7%) i pNCR (16%) u odnosu na pacijente sa
pozitivnim PgR (pCR- 2.9%, a pNCR- 2.9%).

Tabela 41. Patohistoloska procena odgovora tumora na PRT u odnosu na vrednosti PgR
pre i posle PRT

. ... heg. PgR PgR poz.  Poz. PgR
ggtgﬁgrmlo‘?kl pre i PgR in?' pa pre i posle NA Ukupno
g posle PRT pa pozit negativni PRT

pCR 3(9.7%)  0(0%)  1(25%) 1(29%) 7 (11.7%) 12 (9%)
pNCR 5(16.1%) 0 (0%) 0(0%)  1(29%) 2 (3.3%) 8 (6%)
PPR 17 (54.8%) 5 (100%) 3 (75%) 28(82.4%) 10(16.7%) 63 (47%)
pNC 6 (19.4%) 0 (0%) 0(0%) 4(11.8%) 1(1.7%) 11 (8.2%)
NA 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%)  40(66.6%) 40 (29.8%)
Ukupno 31 (100%) 5(100%) 4 (100%) 34 (100%) 60 (100%) 134 (100%)

PpCR: patohistoloski kompletan odgovor; pNCR: patohistoloski skoro kompletan odgovor,
PPR: patohistoloski parcijalni odgovor; pNC: patohistoloski bez promene; NA: nepoznato
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4.10.3. Analiza HER-2 statusa pre i posle PRT

Kod 74 bolesnica analiziran je HER-2 status u tumoru pre i posle PRT. Rezultati su pokazali
da u primarnom tumoru (pre otpocinjanja PRT) i1 u rezidualnom tumoru negativan nalaz HER-
2 je imalo 52/74 bolesnica (70.3%), pozitivan HER-2 status imalo 14/74 bolesnica (18.9%) i
HER-2 nalaz 2+ je zabelezen kod 8/74 bolesnica (10.8%). Nije zabeleZena promena statusa
HER-2 nakon sprovedene PRT ni kod jedne bolesnice.

Analizirani su OS, DFS i DFI, a dobijeni rezultati su prikazani na tabeli 42a i 42b.

Tabela 42a. OS, DFS i DFI u odnosu na HER-2 status pre i posle PRT

Vrednosti HER- Medijana, u mesecima, sa 95% CI i rezultati testiranja
2 preiposle N Lo
g-rank Log-rank Log-rank
PRT 03 test DFS test DF test
HER-2 negativni 52 75 (51-132) 36 (26-90) 49 (>27)
2, — 2, — 2 —

] L v%2=11.824 %2=8.509  25(>9)  ¥%=8.653
HER-2 pozitivni 14 33 (>23) 0=0.002 19 (>9) 0=0.014 0=0.013
HER2 2+ 8  27(>19) 20 (>11) 20 (>12)

OS: ukupno prezivljavanje; DFS:preziviljavanje bez znakova bolesti; DFI: slobodni interval; N:broj
pacijenata; 95%CI: 95% interval poverenja;

Dodatnim testiranjem parova kategorija, dobijeni su rezultati prikazani na tabeli 42b.

Tabela 42b. Rezultati testiranja vrednosti OS, DFS i DFI izmedju parova kategorija

Parovi kategorija Log-rank test
vrednosti HER2 pre i posle ar *
PRT oS DFS DFI

HER-2 neg. vs HER-2 poz.  x%=5.908; p*=0.015 »*=5.271; p*=0.022  ¥*=5.605; p*=0.018

HER-2 neg. vs HER2 2+ ¥?1=8.147; p*=0.004  »*=5.122; p*=0.024  y*=4.727; p*=0.03

HER-2 poz. vs HER2 2+ ¥?1=0.352; p*=0.055  %%=0.001; p*=0.976  %*=0.006; p*=0.94
*Bonferroni korekcija: 0.05/3=0.0167

Analizom ukupnog preZivljavanja, pokazano je da postoji statisticki znacajna razlika izmedju

ove tri podgrupe bolesnica. (Tabela 42a, Grafikon 41).
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Stopa 5-godisnjeg OS bolesnica sa HER-2 negativnim tumorima bila je 61.3% (C1:49-77%),
sa HER-2 pozitivnim tumorima 15.4% (CI:4-55%) i sa tumorima HER-2 2+ 17.1% (CI:2-
100%).

Dodatnim testiranjem izmedju parova opisanih grupa dobijena je statisticki znacajna razlika
izmedju HER-2 negativnih i HER-2 pozitivnih bolesnica i izmedju HER-2 negativnih i HER-
2 2+ bolesnica (Tabela 42b). Bolesnice sa HER-2 negativnim tumorima imaju duzi OS u
odnosu na bolesnice sa HER-2 pozitivnim i HER-2 2+ nalazom.

p 1 Her - 2 neg.
0.9 - e Her - 2 poz.
0.8 - ——Her-2 2+
0.7 - :

0.6 -

0.5 -

04 -

0.3 -

0.2 -

0.1 -
0 . . ‘ . . . ‘ . . . . . . ‘ . . . |
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Godine

Grafikon 41. Ukupno preZivljavanje (OS) u odnosu na HER-2 status pre i posle PRT

Analizom DFS takodje je dobijena statisticki znacajna razlika izmedju ove tri podgrupe
bolesnica (Tabela 42a, Grafikon 42).

Stopa 5-godisnjeg DFS kod HER-2 negativnih bolesnica bila je 40.7% (Cl: 29-57%), kod
HER-2 pozitivnih 7.7% (Cl:1-50%) i kod bolesnica sa nalazom HER-2 2+ nije dostignuta.
Dodatnim testiranjem izmedju parova opisanih grupa nije dobijena statisticki znacajna razlika
izmedju HER-2 negativnih i HER-2 pozitivnih bolesnica i izmedju HER-2 negativnih i HER-
2 2+ bolesnica, kao ni izmedju HER-2 pozitivnih i HER-2 2+ (Tabela 42b).
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Grafikon 42. Prezivljavanje bez znakova bolesti (DFS) u odnosu na HER-2 status pre i
posle PRT

Analizom DFI takodje je dobijena statisticki znacajna razlika izmedju ove tri podgrupe

bolesnica ( Grafikon 43).

Stopa 5-godisnjeg DFI bolesnica sa HER-2 negativnim tumorima bila je 45.1% (CI: 33-62%),
sa HER-2 pozitivnim 10.8% (Cl:2-66%) i sa HER-2 2+ nije dostignuta.

Dodatnim testiranjem izmedju parova opisanih grupa nije dobijena statisticki znacajna razlika
izmedju HER-2 negativnih i HER-2 pozitivnih bolesnica i izmedju HER-2 negativnih i HER-
2 2+ bolesnica, kao ni izmedju HER-2 pozitivnih i HER-2 2+ (Tabela 42b).

Bolesnice koje su imale negativan HER-2 status pre i posle PRT imaju znac¢ajno duze ukupno

prezivljavanje, prezivljavanje bez znakova bolesti i vremenski interval bez bolesti u odnosu

na bolesnice sa HER-2 pozitivnim nalazom i HER-2 2+. (Tabela 42a)
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Grafikon 43. Slobodni interval (DFI) u odnosu na HER-2 status pre i posle PRT

Analiziran je i klinicki odgovor tumora na PRT u odnosu na HER-2 status pre i posle PRT.

Statisti¢ki nije potvrdjena razlika u odnosu na klini¢ki odgovor tumora na PRT i HER-2

status. (Fisher Exact test, p=0.66) (Tabela 43).

Tabela 43. Klini¢ki odgovor tumora na PRT u odnosu na HER-2 status pre i posle PRT

Klinicki odgovor HER-2 neg. HER-2 poz. HER2 2+ NA Ukupno
cCR 8 (15.4%) 1 (7.1%) 1 (12.5%) 19 (31.7%) 29 (21.6%)
cPR 33(63.5%) 11 (78.6%) 4 (50%) 27 (45%) 75 (56.0%)
cSD 11 (21.1%) 2 (14.3%) 3 (37.5%) 14 (23.3%) 30 (22.4%)
Ukupno 51 (100%) 14 (100%) 8 (100%) 60 (100%) 134 (100%)
cCR: klinicki kompletan odgovor; cPR: klinicki parcijalna odgovor; cSD: klinicki stabilna
bolest; NA: nepoznato
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Takodje je analizirana i patohstoloska procena odgovora tumora na PRT u odnosu na HER-2
status pre i posle PRT i nije dobijena statisticki znacajna razlika (Fisher Exact test, p=0.64)
(Tabela 44).

Tabela 44. Patohistoloska procena odgovora tumora na PRT u odnosu na HER-2 status
pre i posle PRT

Patohistoloski\ep 5 ey HER-2poz. HER2 2+ NA Ukupno
odgovor

pCR 4 (7.7%) 0 (0%) 1(125%) 7 (1L.7%) 12 (9%)
pNCR 3 (5.8%) 2 (14.3%) 1(125%) 2 (3.3%) 8 (6%)
PPR 37 (71.1%)  11(78.6%)  5(62.5%)  10(16.7%) 63 (47%)
pNC 8 (15.4%) 1(7.1%) 1(125%)  1(L7%) 11 (8.2%)
NA 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 40 (66.6%) 40 (29.8%)
Ukupno 52 (100%) 14 (100%) 8(100%) 60 (L00%) 134 (100%)

pCR: patohistoloski kompletan odgovor; pNCR: patohistoloski skoro kompletan odgovor;
PPR: patohistoloski parcijalni odgovor; pNC: patohistoloski bez promene; NA: nepoznato

4.10.4. Analiza Ki-67 pre i posle PRT

Kod 74 bolesnice analizirane su vrednosti markera proliferacije Ki-67 u tumoru pre i posle
PRT.

Pacijenti su podeljeni u tri grupe: 1) grupa je imala niske vrednosti Ki-67 (< 14) i pre i posle
zraéne terapije — 29/74 bolesnice (39.2%), 2) grupa je imala visoke vrednosti pre zracne
terapije a niske posle - 20/74 bolesnice (27%), i 3) grupa je imala visoke vrednosti i pre i
posle PRT — 25/74 bolesnice (33.8%).

Analizirani su OS, DFS i DFI, a rezultati su prikazani na tabeli 45a i 45b.
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Tabela 45a. OS, DFS i DFI u odnosu na vrednosti Ki-67 pre i posle PRT

. Medijana, u mesecima, sa 95% CI i rezultati testiranja
Vrednosti Ki-67

: N
pre i posle PRT oS Log-rank DES Log-rank DE Log-rank
test test test
Nizak i pre i
posle PRT (1) 29 78 (63-166) 55 (27-128) 55 (>27)
Visok pre, a 5 _ 9 _ 9 _

. x*2=10.01 x*2=5.035 x2=2.753
?2I§ak posle PRT 20 46 (>34) 0=0.007 25 (>17) 0=0.08 28 (>17) 0=0.25
Visokiprei
posle PRT (3) 25 25 (22-47) 20 (11-42) 20 (>12)

OS: ukupno prezivlijavanje; DFS:prezivijavanje bez znakova bolesti; DFI: slobodni interval; N:broj
pacijenata; 95%CI: 95% interval poverenja;

Dodatnim testiranjem parova kategorija, dobijeni su rezultati prikazani na tabeli 45b.

Tabela 45b. Rezultati testiranja vrednosti OS, DFS i DFI izmedju parova kategorija

Parovi kategorija

oS . Log-rank test
vrednosti Ki-67 pre i g

posle PRT OS DFS DFI

lvs2 ¥21=0.13; p*=0.719  y*=0.646; p*=0.421 »*=1.886; p*=0.169
1vs3 v%1=9.149; p*=0.002  y%=5.042; p*=0.025 3%=2.163; p*=0.141
2vs 3 y*1=3.444; p*=0.063  ¥%=1.062; p*=0.303  *=0.015; p*=0.901

*Bonferroni korekcija: 0.05/3=0.0167

Analizom ukupnog preZivljavanja, pokazano je da postoji statisticki znacajna razlika izmedju
ove tri grupe bolesnica. (Tabela 45a, Grafikon 44).

Stopa 5-godisnjeg OS bolesnica u prvoj grupi bila je 71.5% (CI:56-90%), u drugoj grupi
44.7% (Cl:26-74%), a u trecoj grupi 21.7% (CIL:9-49%).

Dodatnim testiranjem izmedju parova opisanih grupa potvrdjena je statistiCki znacajna
razlika izmedju bolesnica koje su pre i posle PRT imale nizak Ki-67 i onih koje su pre i posle
PRT imale visok Ki-67 (Tabela 45b). Bolesnice sa niskim vrednostima Ki-67 i pre i posle

PRT imaju duzi OS u odnosu na bolesnice sa visokim vresnostima Ki-67 i pre i posle PRT.

102



—— Nizak Ki 67 i pre i posle PRT

------- Visok Ki 67 pre PRT, a nizak posle PRT

Visok Ki67 i pre i posle PRT

0.6 | p=0.007
0.5 -
O B
0.3 |

0.2 -

0.1 -

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Godine

Grafikon 44 . Ukupno prezivljavanje (OS) u odnosu na vrednosti Ki-67 pre i posle PRT

Analizom DFS nije dobijena statisticki znacajna razlika izmedju ove tri grupe bolesnica
(Tabela 45a, Grafikon 45).

Stopa 5-godiSnjeg DFS u prvoj grupi bila je 42.9% (Cl:28-65%), u drugoj grupi 26.3%
(CI:12-55%) i u trecoj grupi 17.2% (CI:6-45%).

Takodje nije dobijena statisticki znacajna razlika ni u duzini DFI (Tabela 45a).
Bolesnice koje su imale nizak Ki-67 i pre i posle PRT imale su znacajno duze prezivljavanje u

odnosu na ostale dve kategorije bolesnica. Takodje je 1 prezivljavanje bez relapsa bolesti kod

ovih bolesnica je bilo duze, ali to nije bilo statisticki znacajno. Tabela 45a.
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Grafikon 45. Prezivljavanje bez znakova bolesti (DFS) u odnosu na vrednosti Ki-67 pre
I posle PRT

Analiziran je i klini¢ki odgovor tumora na PRT u odnosu na vrednosti Ki-67 pre i posle PRT.

Statisticki nije potvrdjena razlika u odnosu na klini¢ki odgovor tumora na PRT 1 vrednosti

Ki-67. (Fisher Exact test, p=0.51) (Tabela 46).

Tabela 46. Klini¢ki odgovor tumora na PRT u odnosu na vrednosti Ki-67 pre i posle
PRT

Klinicki Nizak Ki-67 Visok Ki- Visok Ki-67 i

odm(;\c/olr pre i posle 67pre PRT a pre i posle NA Ukupno
g PRT nizak posle PRT

cCR 6 (20.7%) 1 (5.0%) 3 (12.0%) 19 (31.7%) 29 (21.6%)

cPR 16 (55.2%) 14 (70.0%) 18 (72.0%) 27 (45.0%) 75 (56.0%)

cSD 7 (24.1%) 5 (25.0%) 4 (16.0%) 14 (23.3%) 30 (22.4%)

Ukupno 29 (100%) 20 (100%) 25 (100%) 63 (100%) 134 (100%)

cCR: klinicki kompletan odgovor; cPR: klinicki parcijalna odgovor; cSD: klinicki stabilna
bolest; NA: nepoznato
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Analizom patohistoloske procene odgovora tumora na PRT u odnosu na promene vrednosti
Ki-67 posle primenjene PRT, takodje nije potvrdjena statisticki znacajna razlika (Fisher Exact
test, p=0.23) (Tabela 47). Medjutim moze se uociti da bolesnice koje su imale visoke
vrednosti Ki-67 i pre i posle PRT imaju bolji odgovor na PRT u smislu veceg postizanja pCR
I pPNCR (24%) u odnosu na bolesnice sa niskim vrednostima KI-67 pre i posle PRT (10.3%).

Tabela 47. Patohistolo$ka procena odgovora tumora na PRT u odnosu na vrednosti Ki-
67 pre i posle PRT

Ki-67 nizak Ki-67 visok Ki-67 visok

é’gtgl\a/z(‘:;olﬁki preiposle pre,anizak  preiposle NA Ukupno
g PRT posle PRT PRT

pCR 2 (6.9%) 1 (5%) 2 (8%) 7 (11.7%) 12 (9%)
pPNCR 1 (3.4%) 1 (5%) 4 (16%) 2 (3.3%) 8 (6%)
pPR 24 (82.8%) 16 (80%) 13 (52%) 10 (16.7%) 63 (47%)
pNC 2 (6.9%) 2 (10%) 6 (24%) 1 (1.7%) 11 (8.2%)
NA 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 40 (66.6%) 40 (29.8%)
Ukupno 29 (100%) 20 (100%) 25 (100%) 60 (100%) 134 (100%)

pCR: patohistoloski kompletan odgovor;, pNCR: patohistolosSki skoro kompletan odgovor,
PPR: patohistoloski parcijalni odgovor, pNC: patohistoloski bez promene; NA: nepoznato

4.11. REZULTATI GENSKE ANALIZE

Za analizu genske ekspresije uzeto je 43 uzoraka tumora koji su nasumi¢no izabrani (vodeci
racuna o ravnomernoj zastupljenosti sve tri vrste klinickog odgovora na PRT (CR, PR, SD).
Zbog loseg kvalitete izolovane RNK iz FFPE, samo 23 uzoraka je odabrano za microarray
hibridizaciju. Na osnovu kontrole kvaliteta (QC), 14 uzoraka je proslo QC i bilo uklju¢eno u
naknadne analize podataka. Od tih 14 uzoraka koji su dalje analizirani, 8 je procenjeno kao
non-responderi (NR) (kod bolesnica je registrovana stabilna bolest na PRT) dok je 6 uzoraka
procenjeno kao responderi (R) ( 2 bolesnice su imale pCR a4 PR).
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4.11.1. Klaster analiza pre RT i post RT uzoraka tumora

Analiza prirodnog grupisanja (koriS¢enjem Pearson-ove korelacije) 20% najviSe izmenjenih
gena pokazala je jasno razdvajanje izmedu non-respondera i respondera. Klaster analiza
parova uzoraka pre i posle primenjene PRT pokazala je da se i pre-PRT i post-PRT uzorci
grupiSu prema svom odgovoru na radioterapiju (Slika 7). Klaster analiza koja je ukljucivala

samo pre-RT uzorke takodje je potvrdila odvajanje respondera i non-respondera.

responders to pRT

. non-responders to pRT

Slika 7. Nesupervizovana hijerarhijska klaster analiza 20% najviSe izmenjenih gena kod

14 FFPE uzoraka

4.11.2. Razli¢ito eksprimirani geni izmedju radio-senzitivnih i radio-rezistentnih tumora

Da bi proucili bioloske osnove razli¢itog odgovora na PRT analizirali smo samo uzorke
tumora pre sprovedene RT, trazeéi razlike u osnovnom transkripcionom profilu (ekspresije
celokupne iRNK) izmedu radio-senzitivnih (pCR i PR) i radio-rezistentnih (SD) tumora.

Poredenjem transkriptoma radio-sensitivnih vs radio-rezistentnih tumora dojke, kori§¢enjem
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t-testa (limma), identifikovano je 192 znacajno razli¢ito eksprimiranih mMRNK transkripata sa
vise od dva puta ve¢om razlikom u apsolutnim vrednostima i stopu laznih otkric¢a (false
discovery rate: FDR) od < 0.1, ukljucuju¢i i 89 gena koji kodiraju proteine i 76 dugih
nekodiraju¢ih RNK (long non-coding RNA-IncRNA). Ukupno 17 mRNA transkripata imalo
je FDR <0,05 i stepen promene > 2, ukljucujuci 8 protein kodirajuc¢ih gena (PCG). Od toga u
radiosensitivnim tumorima, samo 7 gena je bilo pojacano regulisano, dok je vecina gena
(185) bila smanjeno regulisana. Dvadeset razli¢ito eksprimiranih protein kodirajucih gena je

prikazano u Tabeli 48.

Tabela 48. Top 20 znacajno razlicito eksprimiranih protein kodirajucih gena

Table 1. Top 20 significantly differentially expressed protein coding genes between radio-sensitive and radioresisten preRT tumor samples

Gene unadjuste  FDR- Fold Radi 1sitiv Radioresi
4  Symbol Gene Name Cytoband e log2(FC) Change Mean sd Mean sd Super-Pathways
ST3 beta-galactoside alpha-2,3-
1 ST3GAL4 eta-galactoside alpha 11g242 000000 0.03715 -3.33 010 823 072 1156 0.89 protein glycosylation

sialyltransferase 4

chromosome 6 open reading frame

105 (Androgen-Dependent TFPI- 6p24.1 0.00000 0.03715 -2.55 0.17 869 037 11.24 0.73 No Data Available

Regulating Protein)

3 RAP1GAP2 RAP1 GTPase activating protein 2 17p13.3 0.00001  0.03781 -2.50 0.18 896 047 1146 0.75 Immune System

mRNA Editing and Processing of

C6orf105
(ADTRP)

& Alch APOBEC1 complementation factor 10a1 23 BN0.0000TINN0.03574 S 255 Ay B @ 1S 0 Capped Intron-Containing Pre-mRNA
it -activated protein ki [
5 MAP3Kg || ogen-activatedproteinkinase g ooq 0.00001 003874 -2.00 025 841 028 1041 053 MAPK signaling pathway
kinase kinase 4
chromodomain helicase DNA bindin ) .
6 CHD5 o € 1p36.31 0.00002  0.05133 -2.69 0.15 9.73 0.89 1243 0.56 ATP-dependent helicase activity
7 LASIL  LASI-like (S. cerevisiae) Xq12 000002 0.05209 -2.40 019 995 068 1235 0.6l nggfnrfs's of the 60S ribosomal
8 DEFB128 defensin, beta 128 20p13 0.00003 0.05781 -1.81 0.29 9.02 0.40 10.83 0.42 Immune System
9 ENHO energy homeostasis associated 9p13.3 0.00003 0.05781  -2.11 023 756 0.56 9.67 0.56 metabolism

cat eye syndrome chromosome
10 CECR9 region, candidate 9 (non-protein 22q11.1 0.00003  0.05781  -2.32 020 832 0.74 10.64 0.58 unknown

coding)
11 IDO1  indoleamine 2,3-dioxygenase 1 8pl11.21 0.00004 0.05781  -2.35 020 897 0.72 11.32 0.63 Tryptophan metabolism
12 LRRC55 leucine rich repeat containing 55 11g12.1 0.00004 0.05788  -2.88 0.14 965 099 1253 0.84 ionchannel
13 ROGDI rogdi homolog (Drosophila) 16p13.3 0.00004 0.05788  -1.95 026 867 0.44 10.62 0.58 unknown
14 KRT25 keratin 25 17921.2 0.00004 0.05796 -2.20 022 7.78 0.50 9.98 0.77 cytoskeleton
15 LAMA4 laminin, alpha4 6021 000005 0.05798 -1.98 025 752 036 950 0.70 i?:ilc/:‘;:es'm’ ECM-receptor

alpha-Linolenic acid metabolism and
phospholipase A2, group IIC 1p36.12 0.00005 005798  -2.71 U 9 @ RE @ Glycerophospholipid biosynthesis

17 CCDC114 coiled-coil domain containing 114 19g13.33  0.00005 0.05798  -2.00 025 7.86 0.58 9.85 0.53 cell motility
cyclic nucleotide gated channel beta cAMP binding and intracellular cAMP

16 PLA2G2C

18 CNGB1 16921 0.00005 0.05798  -1.87 027 789 059 976 032 ) : g

1 activated cation channel activity
19 PRSS53 protease, serine, 53 16p11.2 0.00006 0.05798 -1.72 030 7.76 0.15 9.49 0.60 serine-type endopeptidase activity
20 GSG1 germ cell associated 1 12p13.1 0.00006 0.05798  -2.21 022 7.70 0.68 9.90 0.65 RNA polymerase binding

4.11.3. Funkcionalna analiza radio-senzitivhog genskog zapisa

Da bi utvrdili koji su to bioloski procesi i signalni putevi povezani sa radiorezistencijom,
primenili smo funkcionalnu analizu genskog zapisa koriS¢enjem Ingenuity Pathways

Analysis softvera. NajviSe izmenjeni signalni putevi bili su povezani sa slede¢im bioloskim

107



funkcijama: metabolizmom lipida, molekularnim transportom, biohemijom malih molekula,

replikacijom DNK, rekombinacijom i popravkom, kancerom (Slika 8).

| Downregulated M Mo change B Upregulabed Mo overlap with datasst ” =log{p-valua} |

30 106 5 6 9 1

T 185
100 - - 2.0
1 I I I H - 1.5
50 - I i - 1.0

25 1 - 0.5

Percentage
e |
i

o) ea-d §hog-

Ghroogen Degradation 11
Glycogen Degradation 1T

Replication
Degradation

GOP-glucoss Biosynthesis
CREE Signaling in Meuwrors

Leukocyte Extravasation Signaling
Glucose and Glucose- 1-phosphate

Cell Cycle Control of Chromaosamal
carboymuconate Semizldehyde

Tryptophan Degradation to 2-aming-3-

Slika 8. Znac¢ajno izmenjeni signalni putevi

Nije iznenadujuce da se signalni putevi (Fisher-ov test, p <0,05), ukljucuju kontrolu ¢elijskog
ciklusa hromosomske replikacije, kao i signalni putevi koji se odnose na metabolizam
glukoze i de novo biosintezu NAD-a ( nikotin amid dinukleotid), razli¢ito aktiviraju izmedu
RT rezistentnih 1 RT osetljivih tumora, $to ukazuje na to da bioraspolozivost NAD-a moze

imati vaznu ulogu u mehanizmu radiosenzitivnosti.

4.11.4. Validacija gena kandidata kvantitativnim Real-Time PCR-om (QRT PCR)

Kandidati biomarkeri radiorezistencije izabrani su izmedu razli¢ito eksprimiranih gena na
osnovu statisticki zna€ajnih visokih nivoa ekspresije u tumorskom tkivu 1 mogucih bioloskih
funkcija. Deset znacajno razli¢ito eksprimiranih gena (CHEK2, XRCC2, MCM6, MAP3K4,
MMP14 APOA1, WHSC1L1, IDO1, ST3Gal-4 i ALCF) odabrani su za validaciju gqRT-PCR
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u nezavisnom setu 60 LABC pre-RT FFPE uzoraka tumora. Uzorci gde je > 70% testova bilo
neuspesno su odbaceni, a 42/60 uzoraka je bilo validno za statistiCke analize. Razlike u
ekspresiji gena izmedu radio-senzitivnih (n = 30), i radio-rezistentnih tumora (n = 12) su
procenjivane ili t-testom za normalno distribuirane gena ili Mann-Whitney neparametrijskim
testom. Rezultati su prikazani u Tabeli 49. Pokazane su znaCajne razlike u ekspresiji za
APOAT1 gen, dok su MAP3K4 i MMP14 geni ispoljili trend ka vise od dva puta smanjenoj
ekspresiji u radio-senzitivnim tumorima. Nakon stratifikacije prema statusu receptora za
estrogen, za sva 3 gena je pokazano da su znacajno smanjeno regulisani u radio-rezistentnim
ER pozitivnim tumorima, dok nije uo¢ena znac¢ajna razlika u ekspresiji kod ER negativnih

tumora.

Tabela 49. Kvantitativha Real-Time PCR analiza 10 gena kandidata

qRT-PCR data (n=42)

radiosensitive [RS) (n=30) radioresistant (R} n=12 Whilcowon
ﬂn:;l:l:l {n:l!] ket rank-surm CHAMNGE
Amplicon
4 Gene Symbaol Length [ o] =d [ Toh T =d prrslue prrslue InglﬂFE]
1 ap0al 63 .89 1.806 T.AL 1.37 0.0161%* 0.018* 1.50
} CHIE? 104 4.A3 1.9 414 106G 0.539Mm 0.2102 040
3 no 106 1.0G 187 OR3 1R? QRGN 04691 043
4 KAPIIA a5 a.nn 1.89 1.74 1.78 00582 0.1150 1.71
5 MR 109 597 1.84 484 234 0.7400 0.7594 074
5 KMPIA 57 TRA RS S.A1 203 00596 0.0481% 1.70
T ATEGALD 60 .85 hRA A58 .37 Q.A655 03730 0.57
B OwHACT &7 0.84 a.en 116 4.0 0.R931 0.8334 1A
9 KRCO 66 4.GA 2.na 4.04 23 0.E7A8 0.3434 O.Rd
Gene eaprotsion waas detaerminad by gRE-PUR 0 oadepondant best serof AD FRRE Breast tumines, of wich 83 wore retained far data anlysis. Kapresentad datasee roemalized 12

4-&ctin and standarderizad rican wslieswith standard desiation, peealues - lese! 2f sienificance aczarding to the Stodant's ttost or Wann-With aey best”; = frld shange
diffzrenzs in gehs cxpresuoa carpan ng radinsonstrer SR En radiaresstant IME tumpes, measurerd by g H-P5

4.11.5. Eksterna validacija prediktivne vrednosti kandidat gena za odgovor na
radioterapiju

Dostupnost objavljenih microarray podataka kod kancera pruza priliku za povezivanje
ekspresije gena sa prognozom bolesti. Da bi procenili da li ekspresija APOALl, MAP3K4 i
MMP14 gena ima uticaj na DFS koristili smo u literaturi ve¢ opisanu kohortu nodus
negativnih pacijenata kod kojih je u¢injena radikalna mastektomija. (Erasmus-GSE2034) u
okviru PrognoScan baze podataka. Samo smanjena ekspresija MMP14 gena (cutoff= 0.11)
bila je znacajno povezana sa boljim DFS (p = 0,048; HR = 1,64, 95% CI [1,00-2,88]) Slika 9.
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Slika 9. Kaplan-Meier krive prezivljavanja za grupe sa visokom i niskom ekspresijom MMP14

gena
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5. DISKUSIJA

Prema sadasnjim preporukama, veéina pacijenata sa LOKD se danas tretira
kombinovanim pristupom, tako S§to se leCenje zapoCinje primarnom ili neoadjuvantnom
hemioterapijom (PHT), a potom sledi lokoregionalna terapija — hirurgija i/ili radioterapija
(3,7,11,22,38,52). Generalno cilj neoadjuvantne HT je da se smanji veli¢ina primarnog
tumora i postigne resektabilnost, u smislu omogucavanja izvodjenja radikalne mastektomije.
Medjutim, indikacije za PHT su se danas prosirile i na velike operabilne tumore, sa ciljem da
se omoguci manje ekstenzivna hirurgija, odnosno postedna operacija dojke (11,27-29,43).
PHT se obi¢no sastoji od primene 6-8 ciklusa kombinacije antraciklina i taksana, kao i HER-2
ciljane terapije (trastuzumaba) u slu¢aju HER-2 pozitivnog tumora. U tom kontekstu, mesto
preoperativne RT u danasnjem vremenu, bi bilo u daljem smanjivanju tumora koji nije
adekvatno odreagovao na primenjenu neoadjuvantnu HT, a u cilju omoguéavanja $to

bezbednije operacije (52,141).

Nekoliko decenija ranije, pre uvodjenja neoadjuvantne HT u leCenje LOKD,
preoperativna RT se obi¢no primenjivala kao inicijalna terapija za lokalno uznapredovale
tumore. U skora$njoj literaturi ima vrlo malo podataka o rezultatima PRT kao inicijalne
terapije LOKD. Jedna od retkih publikacija, objavljena 2017.g. je rad Rieta i sar. iz Instituta
Gustave Roussy iz Pariza, koji su prikazali rezultate preoperativne RT nakon 32 godine
pracenja kod 187 pacijenata sa LOKD (142). Zrac¢na terapija je sprovedena u periodu od 1970
— 1984.g. sa TD 45 Gy u 18 frakcija na regiju dojke i regionalnih limfatika
( supraklavikularnih, aksilarnih i limfnih ¢vorova uz a. mamariju internu). Nakon zracne
terapije kod svih pacijenata je ucinjena radikalna mastektomija i sprovedena adjuvantna
hemioterapija i/ili hormonska terapija. Patohistoloski CR u dojci i aksili posle sprovedene
PRT zabeleZen je kod 10% pacijenata, a pojava lokoregionalnog recidiva kod 8%. Stopa 10-
godi$njeg, 20-godisnjeg i 30-godisnjeg DFS iznosila je 47% , 35% i 27%, dok je stopa 10- ,
20- i 30-godisnjeg OS bila 55%, 41% i 25%. Zahvacenst aksilarnih limfnih ¢vorova bila je
nagativni prognosticki faktor za DFS i OS (p=0.002, p=0.0002)

Jo§ jedan rad francuskih autora prikazao je rezultate preoperativne RT kao inicijalne

terapije T2 i T3 tumora, ali u cilju sprovodjenja postedne operacije. Calitchi E. i sar. su

111



objavili rezultate preoperativne RT kod 74 pacijenata zracenih u periodu od 1977 - 1992. g. sa
TD 45 Gy u 25 frakcija na regiju dojke i svih regionalnih limfatika (143). Posle ucinjene
tumorektomije dodat je boost na leziste tumora sa TD 20 Gy intersticijalnom brahiterapijom.
Kompletna patohistoloSka regresija tumora u dojci registrovana je kod 11% pacijenata.
Adjuvantna hemioterapija i/ili hormonska terapija primenjene su nakon operativnog lecenja
prema protokolu Ustanove. Srednje vreme pracenja bilo je 10 godina. Relaps bolesti je
zabelezen kod 47% pacijenata, od toga 12% je imalo lokalni recidiv.

Rezultati naSe analize 134 bolesnica sa LOKD su pokazali da je pCR u dojci ostvaren
kod 15% bolesnica, a pCR istovremeno u dojci i aksili kod 6.7%. Relaps bolesti je registrovan
kod 61,9% bolesnica, dok je 7.5% dobilo lokalni recidiv. Petogodisnje i 10-godis$nje stope
ukupnog prezivljavanja (OS) bile su 56% i 37,8%, dok su 5-godisnje i 10-godi$nje Stope
prezivljavanja bez relapsa bolesti (DFS) bile 39,2% i 27%. Nasi rezultati lokalne kontrole su
sli¢ni rezultatima prethodne dve pomenute publikacije. Medjutim stopa pojave relapsa bolesti
je veéa, dok je prezivljavanje manje u odnosu na podatke iz literature. Moguéi razlog za to
mozemo naci u velikom broju bolesnica sa zahvacenim aksilarnim limfnim ¢vorovima. Naime,
88% bolesnica u nasoj studiji je inicijalno imala klinicki N2 nalaz u aksili, dok je nakon
ucinjene mastektomije 83% imalo pN-pozitivan nalaz, Sto moZe da objasni niZe stope
prezivljavanja (OS i DFS) u odnosu na podatke iz literature. Riet i sar. su objavili da je u
njihovoj seriji pacijenata 60% imalo pozitivne limfne ¢vorove u aksili nakon sprovedene PRT
i mastektomije (142). U izvestaju Calitchi-a i sar. od 74 analiziranih pacijentkinja, samo je
jedna imala klinicki N2 nalaz, dok je 75% bilo klasifikovano kao cNO i 14% cN1 (143). U
naSoj seriji bolesnica vec¢ina je imala klinicki zahvacene limfne ¢vorove u aksili (N2), te je
bilo 1 o¢ekivano loSije prezivljavanje.

Kako se danas preoperativha RT kao inicijalna mono-terapija rutinski ne sprovodi,
nesto vise podataka u literaturi ima o kombinovanom HT-RT neoadjuvantnom tretmanu
LOKD. Preoperativna RT je kombinovana sa HT sekvencijalno ili konkomitantno. Medjutim,
bez obzira Sto se danas kombinovana HT-RT standardno primenjuje u lecenju lokalno
uznapredovalih tumora mnogih organa (tumora glave i vrata, pluca, rektuma, jednjaka), u
lecenju LOKD joS$ uvek nije nasla Siroku primenu. Imajuéi u vidu da su pacijenti sa LOKD od
samog pocetka u visokom riziku za pojavu relapsa bolesti (i lokoregionalnog i udaljenog),
smatra se da istovremena primena sistemske i lokoregionalne terapije moze da donese veliku
korist (76,77,144).

Najveci izvestaj o neoadjuvantnoj HT-RT lokalno uznapredovalih tumora dojke dolazi

iz Juzne Indije. Shanta i sar. su prikazali rezultate velike retrospektivne serije od 1117
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pacijenata sa LOKD Kkoji su le¢eni u periodu od 1990-1999. g. (145). Pacijenti su primali
konkomitantnu HT (CMF ili FAC ili FEC) i PRT sa dozom od 40 Gy u 20 frakcija na regiju
dojke i regionalnih limfatika, a 3-6 nedelja po zavrSenoj RT ucunjena je radikalna
mastektomija. Pokazan je veoma visok procenat pCR tumora u dojci (45,1%) i vrlo nizak
procenat lokalnog recidiva (7%). Stopa 5-godi$njeg i 10-godi$njeg prezivljavanja (OS) bila je
75,6% 1 63,9%, dok je 5-godi$nja i 10-godisnja stopa DFS bila 64,5% i 52,6%. Autori su
naveli da je najduze prezivljavanje zabelezeno kod pacijenata koji su ostvarili pCR nakon
neoadjuvantne kombinovane HT-RT.

U rezultatima nase studije je takodje zabeleZena niska stopa lokalnog recidiva (7.5%) i
to bez primenjene neoadjuvantne HT, S$to govori u prilog tome da RT ima vazniju ulogu u
lokalnoj kontroli od sistemske terapije.

Isti autori su u svom ranijem izvestaju prikazali rezultate poredjenja konkomitantne
PHT-PRT sa samo PRT, nakon ¢ega je sledila mastektomija (146). Jedna grupa pacijenata
(N=211) primala je HT po rezimu CMF kombinovano sa RT dojke i regionalnih limfatika sa
TD 40 Gy u 20 frakcija, dok je druga grupa (N=164) tretirana samo primenom PRT.
Kompletna tumorska regresija u dojci je postignuta kod 42.1% pacijenata u konkomitantnoj
HT-RT grupi, i 18.9% u PRT grupi. Autori su zabeleZili znacajnu prednost u prezivljavanju u
kombinovanoj HT-RT grupi. Petogodisnja stopa DFS je bila 60.6% u HT-RT grupi vs 47.5%
u PRT grupi (p<0.005).

Jo§ jedno poredjenje kombinovane HT-RT sa samo PRT prikazano je u radu
Semiglazova i sar.(147). On je objavio rezultate randomizovane faze Ill studije, gde je
poredjena konkomitantna PHT-PRT sa samo PRT u 271 pacijenta sa LOKD (stadijuma 1I1B-
I11A). Neoadjuvantna HT se sastojala od kombinacije citostatika: tiotepa, metotreksata i 5-
fluorouracila, dok je PRT podrazumevala primenu TD 60 Gy/2 Gy po frakciji na regiju dojke
1 TD 40 Gy na regionalne limfne ¢vorove. Posle zavrSenog preoperativnog lecenja, kod svih
pacijenata je ucinjena radikalna mastektomija i sprovedena adjuvantna HT po istom protokolu
kao i pre hirurgije. Patohistoloski CR u dojci je registrovan kod 29.1% pacijenata u
kombinovanoj grupi i 19.4% u PRT grupi (p<0.05). Petogodisnja stopa prezivljavanja (OS)
bila je 86.1% u kombinovanoj grupi i 78.3% u PRT grupi (Log-Rank test, p>0.05), dok je 5-
godisnja stopa DFS bila 81% vs 71.6% (Log-Rank test, p<0.05).

Alvarado-Miranda i sar. prikazali su rezultate konkomitantne HT-RT na 112
pacijenata sa LOKD (stadijuma 11B-111B), koji su tretirani neoadjuvantnom HT (FAC ili AC),
a potom kombinacijom RT-HT (TD 60 Gy na regiju dojke i nedeljna primena Mitomicina, 5-

FU i deksametazona ili cisplatin, gemcitabin i deksametazon) (112). Po zavrSenom

113



neoadjuvantnom leCenju, kod svih pacijenata je ucCinjena radikalna mastektomija.
Patohistoloski CR u dojci registrovan je u 42% pacijenata, a pCR u dojci 1 aksili u 29.5%
pacijenata. Petogodisnja stopa DFS i OS bila 76.9% i 84.2%. Pojava lokoregionalnog recidiva
zabeleZena je samo kod jednog pacijenata (1%).

Ipak, u poslednjih deset godina, najviSe je ispitivana kombinacija taksana i
istovremene primene PRT. Vecina izvesStaja o konkomitantnoj primeni taksana i PRT je bila
na relativno malom broju pacijenata (do 44), a rezultati su pokazali da je pCR ostvarivan u
rasponu od 16-34% (76). Primena paklitaksela u kombinaciji sa preoperativnom RT
istrazivana je i u radu Adamsa i sar. na 105 pacijenata sa LOKD (stadijuma IIB-111C) (113).
Paklitaksel je primenjivan u intervalu 10-12 nedelja sa istovremenom primenom PRT na
regiju dojke i1 regionalnih limfatika sa TD 45 Gy (1,8 Gy po frakciji) i ,,boost dozom na
regiju tumora sa TD 14 Gy (2 Gy po frakciji). Odgovor na HT-RT (pCR i pPR) postignut je u
34% pacijenata 1 bio je udruzen sa znacajno boljim DFS 1 OS. Petogodisnja stopa DFS 1 OS
bila je 61.4% i 71.6%.

Poredjenjem rezultata postignutog pCR u dojci kod bolesnica inicijalno tretiranih
samo PRT (11-19%) i bolesnica tretiranih konkomitantnom HT-RT (16-45%), moze se videti
da je kod kombinovanog neoadjuvantnog pristupa pCR vise od dva puta veéi, a takodje su
zabelezene i vece stope OS 1 DFS.

Opisivana toksi¢nost kombinovane HT-RT je bila prihvatljiva, a manifestovala se
neutropenijom GR I-Il i radioepitelitisom GR I1I-111 (112,145). U literaturi je takodje
pokazano da primena PRT ne povefava postoperativni morbiditet posle ucinjene
mastektomije, kao ni komplikacije kod pacijenata sa u¢injenom primarnom rekonstrukcijom
(148).

Neoadjuvantna HT kao indukciona ili preoperativna terapija LOKD se primenjuje
unazad ve¢ nekoliko decenija. Pored toga, primena neoadjuvantne HT je proSirena 1 na velike
operabilne tumore, sa ciljem postizanja bolje loko-regionalne kontrole i omogucavanja
postedne operacije dojke. Poznato je da pacijenti koji postignu pCR na neoadjuvantnu HT
antraciklinima imaju znacajno veé¢i DFS i OS u poredjenju sa non-responderima (4,11,30).
Medjutim procenat pCR koji se postize nakon standardne HT je relativno nizak i krece se od
7-31% (46,149). Izuzetak Cine pacijenati sa HER-2 pozitivnim karcinomom dojke gde se pCR
postize i u do 50% slucajeva ukoliko se u neoadjuvantnom pristupu primenjuje HER-2 ciljana

terapija kao Sto je trastuzumab i lapatinib (35,150), ili trastuzumab i pertuzumab (36,151).
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Samim tim se pCR pojavio kao novi prediktivni faktor ishoda bolesti, odnosno prezivljavanja
(30). Tako je poboljsanje stope pCR-a postao osnovni cilj svih neoadjuvantnih tretmana sa
ocekivanjem i poboljSanja prezivljavanja.

Medjutim, sama definicija pCR je dosta kontroverzna, kao $to su i metode njene
evaluacije, pa i sama prediktivna vrednost pCR-a kod pacijenata sa razli¢itim bioloskim
podtipovima karcinoma dojke.

U literaturi se moze naci nekoliko patohistoloskih klasifikacija odgovora na
neoadjuvantnu terapiju. U nekim studijama se pCR odnosio samo na tumor u dojci, dok su
druge ukljucivale i zlezde u aksili (152,153). Pojedine studije su ukljuc¢ivale prisustvo fokusa
invazivnog karcinoma (154) ili rezidue u vidu DCIS, ali najviSe prihvacena definicija pCR
podrazumeva da nema invazivnog tumora u dojci (ypTO) i da nema zahvacéenih aksilarnih
limfnih ¢vorova (ypNO) (155). Neki autori ipak sugeriSu da pacijenti sa rezidualnim DCIS
mogu da se smatraju da imaju pCR (156,157).

Odnos pCR-a i dugoro¢nog ishoda bolesti prikazan je u zbirnoj analizi 12
internacionalnih neoadjuvantnih trajala, koja je ukluc¢ila 11955 pacijenata kod kojih je
primenjivana neoadjuvantna HT na bazi antraciklina i taksana (tri studije su ukljucile 1
primenu trastuzumaba kod HER-2 pozitivnih pacijenata) (158). Poredjene su tri nacesce
definicije pCR: ypTO ypNO (odsustvo invazivnog ili in situ karcinoma u dojci i aksilarnim
limfnim ¢vorovima), ypTO0/is ypNO (odsustvo ivazivnog karcinoma u dojci i aksilarnim
limfnim ¢vorovima, bez obzira na DCIS) i ypT0/is (odsustvo invazivnog karcinoma u dojci
bez obzira na DCIS ili zahvacenost aksilarnih limfnih ¢vorova). Pokazano je da je ukupna
ucestalost pCR bila niska i da je njena vrednost opadala sa povecanjem strogoce kriterijuma
definicije pCR-a: 22% u pacijenata sa ypTO0/is, 18% kod ypTO0/is ypNO i 13% kod ypTO ypNO.
Pacijenti koji su postigli pCR imaju duze EFS (event-free survival) i OS u odnosu na
pacijente sa rezidualnim invazivnim karcinomom. Takodje je primeceno da je eradikacija
tumora u dojci 1 u limfnim ¢vorovima (ypTO ypNO ili ypT0/is ypNO) imala vecu udruzenost
sa poboljsanjem EFS i OS u odnosu na eradikaciju samo tumora u dojci (ypT0/is). Pored toga,
ova analiza je pokazala da prisustvo ili odsustvo DCIS nije uticalo na dugoro¢ni ishod bolesti.

Sliénu analizu prikazala je i nemacka grupa autora na 6377 pacijenata u okviru
sprovedenih 7 neoadjuvantnih trajala u kojima je primenjena HT na bazi antraciklina i taksana
(u dva trajala je primenjivan i trastuzumab kod HER-2 pozitivnih pacijenata) (159). Medjutim
oni su pokazali da pacijenti sa ypTO ypNO imaju bolji DFS u odnosu na pacijente sa ypTO/is
yPNO (HR:1.74; 95%CI:1.28-2.36; p<0.001), a pokazan je i trend ka boljem OS (HR:1.41,;
95%C1:0.87-2.29; p=0.166). Pacijenti sa ypT0/is ypN+ su imali najlosiji OS i DFS.
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Takodje su i rezultati kombinovane HT-RT u neoadjuvantnom pristupu zabelezili
bolje prezivljavanje (OS i DFS) kod bolesnica koje su postigle pCR na terapiju (113,145,146).

Nasi rezultati su isto tako potvrdili da bolesnice koje su postigle kompletan klini¢ki
odgovor (cCR) kao i kompletan patohistoloski odgovor u dojci (pCR) na PRT, imaju bolji
OS i DFS u odnosu na bolesnice koje su nakon PRT procenjene kao PR ili SD.
Desetogodisnja stopa ukupnog prezivljavanja (OS) kod bolesnica sa postignutim cCR bila je
56%, dok je kod onih sa cPR i ¢SD bila 31% odnosno 36%, $to je statisticki bila znacajna
razlika (p=0,038). Takodje je i 10-godisnja stopa DFS bila bolja u cCR grupi i iznosila je 46%
u odnosu na cPR (22%) i cSD (16%), ali bez statistiCke znacajnosti. To isto je pokazano i za
bolesnice koje su imale patohistolosku procenu odgovora na PRT. Bolesnice koje su postigle
PCR+pNCR+pNO su imale 10-godisnju stopu ukupnog prezivljavanja (OS) 60%, u odnosu
na sve ostale bolesnice, kod kojih je OS iznosila 36% (p=0.096). | 10-godisnja stopa DFS je
bila veca u toj grupi i iznosila je 50.8% u odnosu na ostale bolesnice - 25.1% (p=0.056), ali u
oba slucaja, ova razlika nije pokazano kao statisticki znacajna (najverovatnije zbog malog
broja bolesnica). Medjutim, u pogledu duzine DFI, dobijena je statisticki znacajna razlika.
Desetogodisnja stopa DFI za bolesnice sa pCR+pNCR+pNO bila je 63.5% u odnosu na ostale
bolesnice - 30.3% (p=0.033).

Pored postizanja pCR-a, jedan od najvaznijih prognosti¢kih faktora posle
neoadjuvantne terapije je nalaz veli¢ine rezidualnog tumora i status aksilarnih limfnih ¢vorova
nakon mastektomije. Rezidualni tumor zapravo predstavlja Siroki spektar nalaza, pocev od
PNCR- skoro kompletnog odgovora, odnosno minimalnog nalaza rezidualne bolesti, pa sve
do minimalne regresije tumora na neoadjuvantnu terapiju.

Symmans i sar. su razvili sistem gradiranja rezidualne bolesti na osnovu
patohistoloSke veliCine zaostalog primarnog tumora i metastaza u aksilarnim limfnim
¢vorovima (160). Pokazali su da bolesnice sa minimalnim rezidualnim tumorom u dojci imaju
isto petogodiSnje preZivljavanje kao i1 one koje su postigle pCR.

Buchholz i sar. iz MD Anderson Cancer Center-a su analizirali patohistolosku veli¢inu
tumora i broj pozitivnih aksilarnih limfnih ¢vorova nakon neoadjuvanten HT kod 150
pacijenata, stadijuma IA-IIIB (u veéini slu¢ajeva primenjen doksorubicin, a kod manjeg broja
pacijenata paklitaksel) (161). Veli¢ina rezidualnog tumora posle primenjene neoadjuvantne
HT bila je : <2 cm kod 49% pacijenata, od 2-5 cm kod 37% i > 5 cm kod 9% pacijenata, dok

je negativan nalaz u aksili zabelezen u 41% pacijenata, pozitivna 1-3 limfna ¢vora u 28% i
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pozitivno > 4 limfna ¢vora u 27 % pacijenata. Autori su pokazali da veli¢ina rezidualnog
tumora kao i broj zahvacenih limfnih ¢vorova pozitivno korelira sa stopom pojave lokalnog
recidiva (p=0.0048, p<0.0001).

I u analizi 7 velikih neoadjuvantnih studija nemackih autora isto tako je utvrdjeno da
veli¢ina rezidualnog tumora nakon PHT, statistiCcki je znaajno povezana sa prognozom,
narocCito za ypT3 1 ypT4 tumore (p<0.001), koji imaju najloSiju prognozu. Sli¢no je i sa
nalazom u aksili. Pacijenti sa ypN2 i ypN3 imaju medijanu DFS 70 meseci, odnosno 30
meseci (159).

Rezultati nase studije su takodje pokazali da postoji statisticki znaCajna razlika u
pogledu OS i DFS i veli¢ine rezidualnog tumora nakon PRT. Pacijenti kod kojih je ostvarena
kompletna regresija tumora, ili koji su imali mikroskopske fokuse tumora u dojci imaju
znatno duze prezivljavanje (OS i DFS) u odnosu na pacijente koji su imali rezidualni tumor u
dojci veéi od 20 mm (p=0.009 1 p=0.01). Analizom nodalnog statusa posle sprovedene PRT
na nalazu mastektomije, pokazano je da postoji statisti¢ki znacajna razlika izmadju bolesnica
sa negativnim nalazom u aksili i sa pozitivnim nalazom u odnosu na OS, DFS i DFI
(p=0.0004, p=0.001 i1 p=0.002). Naime bolesnice sa negativnom aksilom imaju statisticki
znacajno duze ukupno prezZivljavanje, prezivljavanje bez znakova bolesti i duzi slobodni

interval.

RT se danas rutinski sprovodi posle postedne operacije ranog karcinoma dojke i kod
pacijenata sa povecanim rizikom za relaps bolesti nakon radikalne mastektomije, a sa ciljem
da se smanji verovatnoca pojave LR. Medjutim, poznato je da nemaju svi pacijenti koristi od
postoperativne RT, zato §to ¢e neki i uprkos sprovedenoj RT dobiti lokalni recidiv bolesti.
Imaju¢i u vidu heterogenost karcinoma dojke, pokazano je da razli¢iti bioloski podtipovi
imaju razlic¢ite verovatno¢e pojave LR (162). U jednoj retrospektivnoj analizi operabilnih
karcinoma dojke na 2118 pacijenata, zabelezeno je da je rizik za pojavu relapsa bolesti bio
najmanji kod pacijenata sa luminal A tumorima, gde je stopa relapsa iznosila 12.7%
(p<0.001), dok je za luminal B, HER-2 pozitivne i za ,,basal like* bila 15.7%, 19.1% i 20.1%
(163). Autori su pokazali da za luminal A podtip tumora adjuvantna RT znacajno redukuje
rizik za relaps (p=0.005).

Uticaj bioloSkih podtipova tumora na odgovor na postoperativhu RT nakon
mastektomije ispitivan je od strane danske kooperativne grupe za karcinom dojke, koristeci

podatke 1000 pacijenata koji su bili ukljueni u veliku dansku postoperativnu studiju
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(DBCG- trajal 82 b i c) (106). Autori su pokazali da je primenom postoperativne RT posle
mastektomije znacajno poboljSano prezivljavanje (OS) samo kod pacijenata sa luminal A
podtipom tumora, dok kod ER/PgR-negativnih i HER2-pozitivnih tumora, nije bilo
signifikantnog poboljsanja u OS, §to sugeriSe da je postoperativna RT posebno efikasna za
luminal A podtipove (106). Sto se ti¢e redukcije loko-regionalnog recidiva (LRR), uo&eno je
da postoperativna RT redukuje stopu LRR kod svih potipova tumora, ali je ta redukcija bila
najizrazenija u pacijenata sa luminal A podtipom tumora, dok su HER-2 pozitivni i trostruko
negativni podtipovi tumora pokazali najmanju redukciju stope LRR. Povecana ekspresija
HER-2 u kombinaciji sa ER/PgR-negativnim nalazom je bila povezana sa povecanom
verovatnoCom pojave LR (p=0.01) i udaljenih metastaza (p=0.02) i1 posle primene
postoperativne RT, $to ukazuje na mogucu radiorezistenciju (106). Takodje, i trostruko
negativni podtip tumora je bio udruZen sa poveéanim rizikom za LR, udaljenim metastazama i
povecanim mortalitetom kod pacijenata tretiranih RT.

Podaci koji ukazuju na uticaj molekularnih podtipova tumora na pojavu LR kod
pacijenata lecCenih poStednom operacijom i postoperativnom RT prikazani su u Harvardskoj
analizi (110). U ovoj analizi, koja je ukljucila 793 pacijenta, incidenca 5-godisnje stope LR
bila je 0.8% za luminal A podtipove tumora, 1.5% za luminal B, 8.4% za HER-2 pozitivhe
tumore 1 7.1% za trostruko negativne, §to opet sugeriSe na povecanu stopu LR kod HER-2
pozitivnih i trostruko negativnih podtipova tumora u odnosu na luminal A i B.

U naSem istraZivanju kod 71 bolesnice je odredjena bioloska klasifikacija tumora.
NajviSe bolesnica je bilo luminal B podtipa (35,2%), potom trostruko negativih (28.2%), pa
luminal A (21.1%) i HER-2 pozitivnih (15.5%). Uoceno je da pacijenti sa luminal A potipom
tumora imaju statisticki znacajno (p=0.047) najduze prezivljavanje (stopa 5-godisnjeg OS je
bila 92.9%), dok je za luminal B, trostruko negativni i HER-2 pozitivni iznosila 56.5%, 30.6%
i 20%. Isto tako je i stopa 5-godisnjeg DFS bila najveéa u luminal A podtipu (57.1%) u
odnosu na luminal B, trostruko negativni i HER-2 pozitivni (35%, 30.6% i 10%), ali bez
statisticki znacajne razlike (p=0.22).

Analiziranjem klinickog odgovora tumora na PRT, pokazano je da je cCR postignut u
40% bolesnica sa trostruko negativnim tumorom, u odnosu na 6.7% kod bolesnica sa luminal
A tumorima. Sa druge strane cSD se najviSe opisivao u luminal A tumorima (26.6%) u
odnosu na ostale podtipove gde se javljao u rasponu od 15-18%.

Patohistoloska procena odgovora tumora na PRT je takodje pokazala da se pCR
najvise javljao u trostruko negativnim tumorima (25%) u odnosu na luminal A (6.7%), Sto je 1

statisticki bilo znacajno (p=0.024). I pNCR je u najve¢em procentu bio zastupljen u trostruko
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negativnim tumorima (15%) i HER-2 pozitivnim tumorima (18.2%). Sli¢ni rezultati su
dobijeni i u radu francuskih autora (142), gde je u 26% pacijenata sa trostruko negativnim
tumorima postignut pCR na preoperativnu RT.

Nasi rezultati ukazuju da visok procenat odgovora na PRT kod trostruko negativnih tumora
korelira sa postizanjem visokog procenta pCR-a i na neoadjuvantnu HT, §to je pokazano u
mnogobrojnim neoadjuvantnim studijama (158,159,164).

U literaturi ima mnogo viSe podataka o razliitoj stopi postizanja pCR na
neoadjuvantnu HT u odnosu na bioloski podtip tumora. Poznato je da su luminal A podtipovi
tumora slabo osetljivi na HT (165), te stoga imaju niske stope postizanja pCR (0%-7.5%)
postizanja pCR (1%-16.2%). HER2—pozitivni podtipovi tumora imaju znatno veéu osetljivost
na HT i anti-HER?2 terapiju sa mogucno$c¢u postizanja pCR u 22%-48% kod luminal HER2
podtipova i 33%-70% kod non-luminal HER2 podtipova tumora (126). Kod trostruko
negativnih (TN) podtipova tumora kao vrlo agresivnih, stopa pCR se krece od 20%-56%
(126).

Kako se generalno smatra da pacijenti koji postignu pCR imaju bolji ishod lecenja u
odnosu na one sa zaostalim rezidualnim tumorima, prognosti¢ka vrednost pCR je razli¢ita za
razli¢ite bioloske podtipove tumora (30,166). Bez obzira §to pacijenti sa luminal A
podtipovima tumorima imaju nisku stopu pCR-a, za koju je pokazano da nije udruzena sa
poboljsanjem OS i DFS, njihova ukupna prognoza je povoljna (158,159). Nasuprot tome
pacijenti sa trostruko negativnim karcinomima imaju visoku stopu pCR-a a ipak imaju
nepovoljnu prognozu. Najveca udruzenost izmedju pCR 1 dugorocnog ishoda bolesti
pokazana je kod pacijenata sa agresivnim podtipovima tumora (trostruko negativni i HER-2
pozitivni/HR negativni).

| u zbirnoj analizi 12 neoadjuvantnih trajala je pokazano da je incidenca i prognosti¢ka
uloga pCR-a varirala u odnosu na razlicite podtipove karcinoma dojke (158). Ucestalost pCR-
a bila je niska kod pacijenata sa niskim gradusom tumora i HR pozitivnim tumorima, a
udvostruc¢ena kod HR pozitivnih tumora visokog gradusa. Agresivniji podtipovi, kao $to su
HER-2 pozitivni i trostruko negativni tumori imali su povecanu ucestalost postizanja pCR-a.
U okviru populacije HER-2 pozitivnih tumora, pCR se ¢esce javljao kod HR negativnih
tumora u odnosu na HR pozitivne i uz dodatak trastuzumaba.

Sliéne rezultate je prikazao i von Minckwitz u analizi 7 neoadjuvantnih trajala

sprovedenih u Nemackoj (159). Prognosticki znac¢aj pCR-a 1 u nemackoj analizi bio je najveci
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u HER-2 pozitivnim (nonluminal) i trostruko negativnim tumorima, gde pacijenti Koji

postignu pCR pokazuju prognozu koja je komparabilna sa pacijentima sa luminal A tumorima.

ER 1 PgR su bili prvi bioloski markeri koji su ukazivali na prognozu bolesti i
istovremenu predikciju odgovora na endokrinu terapiju. Pored toga $to je status ER i PgR vrlo
vazan prediktivni faktor za primenu hormonske terapije, pokazalo se da su ovi bioloski
markeri vazni i u predikciji odgovora na neoadjuvantnu HT, odnosno na postizanje pCR.
Naime, poznato je da se kompletan odgovor na neoadjuvantnu HT c¢esée javlja kod HR
negativnih tumora u odnosu na HR pozitivne tumore (158,159,167,168).

Sa druge strane, postoji malo podataka o povezanosti statusa ER i PgR sa odgovorom na RT.

Nasi rezultati su pokazali da je receptorski status zn¢ajno uticao na odgovor tumora u
dojci na PRT (p=0.039). Bolesnice sa negativnim ER imale su bolji odgovor na PRT u smislu
veéeg postizanja pCR i pNCR u odnosu na bolesnice sa ER-pozitivnim tumorima (34.4% vs
10.6%). Prakti¢no isti nalaz je dobijen i analizom statusa PgR u inicijalnom tumoru.
Bolesnice sa negativnim PgR su ostvarile isto tako bolji odgovor na PRT, odnosno veéi
procenat pCR i pNCR (31.7%) u odnosu na PgR-pozitivne (7.9%).

U literaturi se takodje mogu naci podaci o korelaciji HR i dgovora na kombinovanu
neoadjuvantnu HT-RT, odnosno da pacijenti sa negativnim nalazom SR imaju bolji odgovor
na kombinovanu neoadjuvantnu terapiju. U radu Alvarado-Mirande i sar. je uoceno da
pacijenti sa negativnim nalazom ER imaju bolje ostvareni pCR na neoadjuvantnu HT-RT u
odnosu na pacijente sa ER pozitivnim tumorima (p=0.016) (112). Sli¢ne rezultate je objavio i
Adams sa sar. gde je nakon preoperativne konkomitantne HT-RT sa paklitakselom zabelezen
pPCR kod 54% pacijenata sa HR negativnim tumorima u odnosu na HR pozitivne-18%.
(p<0.0001) (113).

HER-2 amplifikacija je takodje postala vrlo informativni prognostic¢ki i prediktivni
faktor u le¢enju karcinoma dojke. Poznato je da kod HER-2 pozitivnih tumora primena HER-
2 ciljane terapije kao $to je neoadjuvantni trastuzumab, rezultira u boljoj stopi ostavrenog
PCR i da pacijenti sa HER-2 pozitivnim tumorima koji ostvare pCR imaju bolju prognozu u
odnosu na one sa rezidualnim tumorom (31). HER-2 status za sada predstavlja jedini
prediktivni faktor odgovora na trastuzumab i drugu HER-2 ciljanu terapiju. Takodje,

pokazano je da HER-2 status moze biti prediktivni faktor odgovora na hemioterapiju koja
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sadrzi antracikline (169), mada postoje i podaci da je HER-2 negativan, a ne HER-2 pozitivan
status prediktor odgovora na neoadjuvantnu primenu antraciklina (170).

Uticaj HER-2 statusa na efekat primenjene RT je znatno manje ispitivan, ali se na
osnovu preklinickih podataka HER-2 pozitivnost tumora povezuje sa radiorezistencijom. U
literaturi se mogu naci podaci o povezanosti efekta RT i HER-2 statusa kod ranog karcinoma
dojke. Danska analiza postoperativne RT posle mastektomije (DBCG studija) je pokazala da
primena postoperativne RT nije uticala na poboljSanje ukupnog prezivljavanja kod HER-2
pozitivnih/HR-negativnih tumora, za razliku od HER-2 negativnih/HR-pozitivnih tumora
(106). Sli¢ne rezultate je pokazala i grupa autora iz Koreje analiziraju¢i 11 552 pacijenta sa
ranim karcinomima dojke (171). Poboljsanje u prezivljavanju nakon postoperativne RT je
uoceno samo kod pacijenata sa HER-2 negativnim tumorima (p=0.037). U jednom izveStaju
francuskih autora, gde je HER-2 status odredjivan kod bolesnica koje su primale
preoperativnu HT ili RT, uoceno je da je kompletan odgovor na preoperativinu RT zabelezen
kod 54% bolesnica sa HER-2 pozitivnim tumorima i 41% kod bolesnica sa HER-2
negativnim tumorima (p=0.2) (172). U naSoj analizi takodje nije bilo statisticki znacajne
razlike u odgovoru na preoperativnu RT izmedju bolesnica sa HER-2 negativnim i HER-2
pozitivnim tumorima (p=0.778), mada je pCR registrovan kod 12.3% bolesnica sa HER-2
negativnim tumorima, dok kod HER-2 pozitivnih tumora nije zabelezen pCR ni kod jedne

bolesnice.

Ki-67 kao jedan od bioloskih markera koji se najcesce koristi u klini¢koj praksi, pored
toga Sto ukazuje na povecanu agresivnost bolesti, moze da korelira 1 sa odgovorom na
neoadjuvantnu terapiju.

U naSem radu, Ki-67 je odredjen kod 79 bolesnica u inicijalnom tumoru. Od toga je 50
bolesnica (63.3%) imalo visoke vreadnosti Ki-67 (>15%), dok je 29 bolesnica (36.7%) imalo
nizak (<15%) Ki-67. Ovaj odnos je i ocekivan, imajuc¢i u vidu da su analizirane bolesnice sa
lokalno uznapredovalim tumorima, koji su obi¢no karakteriSu povisenim vrednostima Ki-67.
Analizom OS i DFS je pokazano da bolesnice sa niskim Ki-67 imaju duze i OS i DFS, mada
ne statisticki znac¢ajno u odnosu na bolesnice sa visokim Ki-67 ( OS: p=0.09 , DFS: p=0.17).
Procenom patohistoloskog odgovora na PRT u odnosu na vrednosti Ki-67 je pokazano da ne
postoji statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na bolesnice sa niskim i visokim vrednostima Ki-
67 (p=0.18). Medjutim, bolesnice sa visokim vrednostima Ki-67 imaju bolji odgovor na PRT:
PCR i pNCR je ostvaren kod 12%, odnosno 14% bolesnica sa visokim Ki-67, u odnosu na
6.9% 13.4% kod bolesnica sa niskim Ki-67.
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Prema naSim saznanjima, podataka o odgovoru na RT u zavisnosti od ekspresije Ki-67
u literaturi nema, dok se moze naci povezanost sa odgovorom na neoadjuvantnu HT.
Pokazano je da je odgovor na neoadjuvantnu HT kod pacijenata sa visokim Ki-67 (>30%)
bolji u odnosu na pacijente se niskim Ki-67 (173). Pored toga, pacijenti sa visokim Ki-67 u
rezidualnom tumoru posle neoadjuvantne HT imaju loSiju prognozu u smislu veée stope
relapsa bolesti i mortaliteta.

U jednoj analizi vrednosti Ki-67 i odgovora na neoadjuvantnu HT, uoceno je da su
pacijenti koji su postigli pCR na neoadjuvantnu HT imali visoke srednje vrednosti Ki-67
(37.4+£24%) u odnosu na pacijente sa pPR (34.7 +25.5%) i pSD (33.8+£25.8%), ali nije
pokazana statisticki znaCajna razlika (p=0.896) (174). Isti autori su pokazali da postoji
znacajna razlika u vrednostima Ki-67 kod trostruko negativnih tumora (60.4+18.3), HER-2
pozitivnih (25.4+£12.6%) i luminalnih tumora (22+£19.5%) (p<0.0001). U okviru luminalnih
tumora je pokazano da su pacijenti sa pCR imali prose¢nu vrednost Ki-67 50£36.5% u odnosu
na one bez pCR 18.1+12.9% (p=0.001). U literaturi je takodje pokazano da pacijenti sa
visokim Ki-67 (>25%) imaju losiji OS i DFS u odnosu na niske vrednosti Ki-67 (175).

Preoperativna terapija karcinoma dojke je idealan model za evaluaciju prediktivne
vrednosti promene ekspresije bioloskih markera, imajuéi u vidu da se tumorsko tkivo moze
analizirati pre 1 posle primenjene terapije. U literaturi se analiza promene bioloskih markera
moze naci uglavnom nakon primenjene neoadjuvantne hemioterapije (176,177).

Mi smo u nasem radu kod 74 bolesnice analizirali promenu bioloskih markera ER,
PgR, HER-2 i Ki-67 pod uticajem PRT i to analizom iz primarnog tumora pre otpo¢injanja
PRT i u rezidualnom tumoru (ili rezidualnom limfnom ¢voru u aksili kod postignutog pCR u
tumoru) posle primenjene PRT.

Kvalitativne promene steroidnih receptora ER i PgR nakon sprovedene preoperativne
RT zabelezene su kod 4/74 (5.4%) bolesnica, kod kojih je doslo do premene ER iz pozitivnog
nalaza u negativan, kao i kod 4/74 (5.4%) bolesica kod kojih je promenjen status PgR iz
pozitivnhog u negativan nalaz i 5/74 (6.8%) bolesnica gde je nalaz PgR promenjen iz
negativnog u pozitivan. Status ER je ostao nepromenjen kod 70 (94.6%) bolesnica i to kod
55.4% bolesnica je bio i ostao pozitivan, a kod 39.2% bolesnica je bio negativan i pre i posle
PRT. Status PgR je ostao nepromenjen kod 65 bolesnica (87.8%). Pozitivan nalaz PgR pre i
posle PRT je registrovan kod 45.9% bolesnica, a negativan kod 41.9%.
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Analizom OS je pokazano da bolesnice koje su imale pozitivan status ER i pre i posle PRT
imaju statisticki znacajno duze OS u odnosu na bolesnice sa negativnim ER pre i posle PRT
(p=0.005), kao i u odnosu na one koje su promenile status iz pozitivnih u negativne
(p=0.0002). Procena DFS i DFI je pokazala statisti¢ki zna¢ajnu razliku izmedju bolesnica sa
pozitivnim ER pre i posle PRT 1 onih koje su presle iz pozitivnih u negativne (DFS: p=0.001,
DFI: p=0.0002). I analizom prezivljavanja za PgR je pokazano da bolesnice sa pozitivhim
nalazom PgR pre i posle PRT imaju najduzi OS, DFS i DFI. Statisti¢ka znacajnost dobijena je
samo za OS izmedju bolesnica sa pozitivnim PgR pre i posle PRT i onih sa negativnim PgR
pre i posle PRT (p=0.004).

Analizom promene Ki-67 je pokazano da je kod 20/74 bolesnica (27%) doslo do
konverzije iz visokih (>14%) u niske vrednosti (<14%). Vrednosti Ki-67 ostale su
nepromenjene kod 54 bolesnice (73%) i to: niske pre i posle PRT kod 29 bolesnica (39.2%) i
visoke vrednosti pre i posle PRT kod 25 bolesnica (33.8%). Ukupno prezivljavanje je bilo
statisticki bolje kod bolesnica sa niskim vrednostima Ki-67 pre i posle PRT u odnosu na
bolesnice sa visokim vrednostima pre i posle PRT (p=0.0024). Bolesnice koje su pod
dejstvom PRT promenile vrednosti Ki-67 iz visokih u niske imaju duze preZivljavanje u
odnosu na one sa visokim vrednostima pre i posle PRT, a kra¢e u odnosu na bolesnice sa
niskim vrednostima, ali to nije bilo statisti¢ki znacajno.

Promena u nalazu HER-2 statusa pod uticajem PRT nije zabelezena ni kod jedne
bolesnice.

U literaturi se uglavnom mogu naci razlic¢iti podaci o promeni steroidnih receptora pod
uticajem neoadjuvantne HT. Dede i sar. su objavili rezultate analize promene vrednosti
bioloskih markera ER, PgR, HER-2 i Ki-67 nakon primene neoadj. dose-densne HT sa
doksorubicinom, ciklofosfamidom i potom paklitakselom (178). Promene u statusu steroidnih
receptora ER i PgR nisu bile statisti¢ki znacajne: 5.7% pacijenata koji su bili ER-pozitivni,
presli su posle neoadj. HT u ER-negativne (p=0.500), dok je za PgR 21% pacijenata posle
neoadj HT postao PgR-negativan i 9% postao PgR-pozitivan (p=0.549). Autori su pokazali i
snizenje vrednosti Ki-67 pod uticajem neoadjuvantne HT. Srednja vrednost Ki-67 je sa 10%
pala na 1% nakon primenjene HT (p<0.001). Takodje su zapazili i promenu u HER-2 statusu
kod 17% pacijenata (p<0.001).

Taucher 1 sar. su u grupi od 214 pacijenata pokazali da postoji statisticki znacajna
razlika u promeni steroidnih receptora posle primene neoadj. HT, odnosno da inicijalno 14%
pacijenata sa ER-pozitivnim tumorima i 51% sa PgR-pozitivnim tumorima prelaze u HR-
negativne (za ER p=0.02, za PgR p=0.0005) (179).
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Vecina studija je pokazala promenu vrednosti Ki-67 posle neoadj. HT u smislu
smanjenja vrednosti posle hemioterapije (178,180). SniZenje ekspresije Ki-67 tokom primene
neoadjuvantne hormonske terapije predstavlja prediktor terapijskog odgovora i najavljuje
duze prezivljavanje ovih pacijentkinja (181).

Podaci o promeni HER-2 statusa posle neoadjuvantne HT su dosta razli¢iti: neki autori
su pokazali poveéanu ekspresiju HER-2 posle neoadjuvantne HT (176), dok su drugi
pokazali promenu HER-2 iz pozitivnog u negativni nalaz (180) ili nepromenjen nalaz (182).

Bez obzira §to je poznato da radioterapija pobolj$ava lokalnu kontrolu i prezivljavanje,
i dalje postoje odredjene kategorije pacijenata kod kojih jo§ uvek nije jasno utvrdjena korist
od RT. Kao rezultat toga je postojanje sve veceg interesovanja za proucavanjem biologije
tumora koja moze da predvidi koji pacijenti bi imali koristi od primene RT.

Jedna od takvih analiza je sprovedena kod pacijenata koji su bili ukljuceni u dansku
studiju (Danish Breast Cancer Cooperative Group — DBCG 82b i ¢) u cilju predvidjanja
koristi od postoperativne RT nakon mastektomije, a sa pozitivnim nalazom limfnih ¢vorova u
aksili (134). Radjena je genska analiza na 191 uzorku tumorskog tkiva, kojom je
identifikovano 7 prediktivnih gena, na osnovu kojih su pacijenti bili podeljeni u dve grupe:
sa ’niskim’’ 1 sa *’visokum’’ rizikom za loko-regionalni relaps (LRR). Rezultati su pokazali
da postoperativna RT znacajno redukuje rizik za pojavu LRR u grupi *’visokog’’ rizika (57%
vs 12% za 20 god. pracenja, p<0.0001). U grupi pacijenata sa ’’niskim’’ rizikom
postoperativna RT nije imala dodatne Kkoristi u lokalnoj kontrolia (8% vs 9%, p=0.93).

Sli¢no su 1 istrazivaci iz Univerziteta u Micigenu nastojali da ustanove genski zapis
radiosenzitivnosti u humanom karcinomu dojke, da bi identifikovali pacijente koji bi
najverovatnije imali koristi od RT (135). Ispitivanje je radjeno na celijskim kulturama i
pronadjeno je 147 gena koji su bili u korelaciji sa radiosenzitivno$éu, a medju njima je
izdvojen 51 gen sa snaZznim prediktivnim informacijama.

Torres-Roca 1 sar. su razvili skor genske ekspresije za radiosenzitivnost i u
kombinaciji sa prirodnim podtipovima karcinoma dojke, identifikovali su subgrupu pacijenata
koja bi imala povecéani rizik za lokalni relaps bolesti (183). Autori su izdvojili novu
subpopulaciju trostruko negativnih i radiorezistentnih tumora koji imaju najvecu verovatnocu
za dobijanje lokalnog recidiva nakon poStedne operacije dojke 1 postoperativne RT, sugeriSuci
da se kod takvih pacijenata razmatra eskalacija terapije.

U nasoj analizi genske ekspresije na 14 uzoraka tumorskog tkiva, 8 je procenjeno kao

non-responderi (NR) a 6 kao responderi (R) na PRT. Analiza prirodnog grupisanja 20%
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najviSe izmenjenih gena pokazala je jasno razdvajanje izmedju respondera i non-respondera.
Klaster analiza parova uzoraka pre i posle primenjene PRT, pokazala je da se i pre-PRT i
post-PRT uzorci grupisu prema svom odgovoru na RT. Pokazane su znacajne razlike u
ekspresiji za APOA1 gen, dok su MAP3K4 i MMP14 geni ispoljili trend ka viSe od dva puta
smanjenom ekspresijom u radio-senzitivnim tumorima. Nakon stratifikacije prema statusu
receptora za estrogen, za sva tri gena je pokazano da su znacajno smanjeno regulisani u
radio-rezistentnim ER pozitivnim tumorima, dok nije uo¢ena znacajna razlika u ekspresiji kod
ER negativnih tumora.

Bioloski markeri koji uticu na odgovor na RT u le¢enju karcinoma dojke do sada nisu
mnogo ispitivani, jer se RT Cesto primenjuje uz sistemsku terapiju koja takodje uti¢e na OS 1

DFS.

Na osnovu literaturnih podataka moze se videti da su bioloski markeri potencijalne
radiorezistencije karcinoma dojke do sada uglavnom ispitivani kod ranog karcinoma i
pacijenata koji su primali adjuvantnu hemioterapiju 1 postoperativnu zracnu terapiju nakon
postedne operacije ili mastektomije. Takodje je vrlo malo podataka o ispitivanju bioloskih
markera kod lokalno odmakle bolesti gde je leenje bilo kombinovano sa inicijalnom
hemioterapijom a potom radioterapijom. Pored toga, do sada je uglavnom ispitivana veza

bioloskih markera i odgovora na primenjenu hemioterapiju.

Preoperativna RT kao jedini vid preoperativnog leCenja lokalno uznapredovalog
karcinoma dojke koja se kod nas rutinski primenjivala u ranijem periodu, nije bila Siroko
rasprostranjena u svetu, tako da prakticno ne postoje grupe pacijenata u okviru kojih bi se

moglo ispitivati uticaj markera na RT bez upliva drugih terapijskih modaliteta.

Time bi rezultati ovog istraZivanja mogli da doprinesu boljoj selekciji pacijenata prilikom
odluc¢ivanja o sprovodjenju radioterapije kako kod lokalno odmakle bolesti, tako i prilikom
odluke o sprovojenju postoperativne radioterapije nakon mastektomije ili poStedne operacije
ranog karcinoma dojke.
Prednost nase anallize:
1. neoadjuvantna platforma za ispitivanje RT:
a) ispitivan je terapijski odgovor RT bez upliva drugih modaliteta lecenja;
b) dostupnost tumorskog tkiva pre i posle primene samo RT omogucilo je
ispitivanje znacaja inicijalne ekspresije i promene ekspresije bioloSkih markera
na terapijski odgovor RT,;

c) analiza genske ekspresije
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Nedostaci nase analize:
1. mali broj ispitivanih pacijenata
2. postojanje pacijenata izgubljenih u praéenju
3. primena adjuvantnih hemioterapijskih rezima prve i druge generacije (bez kombinacije
antraciklina i taksana) i/ili hromonske terapije bez inhibitora aromataze 11l generacije
kod pacijentkinja kod kojih je uradjena radikalna operacija moze da uti¢e na krajnji
ishod lecenja

4. ogranicena mogucénost analize bioloskih markera
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6.

ZAKLJUCCI

1.

Ustanovljena je znacajnost vrste klini¢kog odgovora tumora na sprovedenu PRT u odnosu
na ukupno prezivljavanje. Bolesnice koje su na PRT postigle cCR imale su znac¢ajno duze
OS i trend ka duzem DFS i DFI u odnosu na one sa ostvarenim cPR i cSD. Postoji trend ka
znacajno duzem OS, DFS i DFI kod patohistoloski procenjenog odgovora na PRT kao
pCR+pNCR u odnosu na bolesnice koje su procenjene kao pPR i pNC .

Ustanovljena je znac¢ajnost uticaja nodalnog statusa i veli¢ine rezidualnog tumora nakon
sprovedene PRT na OS i DFS. Negativni nalaz aksilarnih limfnih ¢vorova je povezan sa
znacajno duzim OS, DFS i DFI u odnosu na pozitivni sa 1-3 limfna ¢vora i Sa pozitivnim
>4 limfna ¢vora. Bolesnice bez rezidualnog tumora su imale znacajno duzi OS, DFS i
trend ka duzem DFI u odnosu na bolesnice sa rezidualnim tumorom >20 mm.

Godine starosti i menopauzni status nisu imali uticaja na OS, DFS i DFI. Godine starosti
nisu imale uticaja na odgovor na PRT. Ustanovljena je razlika izmedju pre i
postmenopauznih bolesnica u klinickom odgovoru na PRT, ve¢i procenat premenopauznih
bolesnica je imao cPR u dojci, a skoro 1/3 postmenopauznih bolesnica je procenjena kao
cSD.

Zabelezena je znacajnost bioloske klasifikacije primarnog tumora u odnosu na ukupno
prezivljavanje. Luminal A tumori su bili povezani sa najduzim OS u odnosu na ostale
podtipove tumora, a pokazan je trend ka duzem prezivljavanju u odnosu na HER-2
pozitivne tumore. U odnosu na odgovor na PRT, kod bolesnica sa trostruko negativnim
tumorima nadjen je statisticki znacajno najveci procenat postignutog pCR i pNCR.
Pokazano je da su bolesnice sa ER i PgR pozitivnim tumorima imale znac¢ajno duze OS u
odnosu na ER i PgR negativne. Kod ER i PgR negativnih tumora postignut je znacajno
veéi procenat pPCR i pNCR odgovora na PRT u odnosu na ER i PgR pozitivne tumore.

Kod HER-2 negativnih tumora postoji znacajno duzi OS, DFS i DFI u odnosu na HER-2
pozitivne i HER-2 2+ tumore. HER-2 status nije imao uticaja na odgovor na PRT.
Vrednost Ki-67 nije imala statistickog znacaja na OS, DFS i DFI, kao ni na odgovor
tumora na PRT.
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4. Ispitivanjem promene bioloskih markera nakon PRT, pokazano je da:
Bolesnice sa pozitivnim ER i pre i posle PRT imaju znacajno duze OS, DFS i DFI u
odnosu na bolesnice sa negativnim ER ili kod promene statusa ER iz pozitivhog u
negativni.
Pozitivni nalaz PgR pre i posle PRT je povezan sa znacajno duzim OS u odnosu na
negativni PgR ili promenjeni status PgR.
Kod bolesnica sa negativnim nalazom ER i PgR pre i posle PRT uocen je veci
procenat ostvarenog pCR i pNCR u odnosu na pozitivne ER i PgR, ali bez statisti¢ke
znacajnosti.
Nije zabeleZena nijedna promena HER-2 statusa posle primenjene PRT. Kod HER-2
negativnih tumora pre i posle PRT postojali su zna¢ajno duzi OS, DFS i DFI. HER-2
status nije uticao na odgovor tumora na PRT.
Bolesnice sa niskim vrednostima Ki-67 pre i posle PRT imale su duze OS u odnosu na
prisustvo visokog Ki-67 ili promenjenim Ki-67 iz visoke u nisku vrednost. VVrednosti

Ki-67 nisu imale uticaja na odgovor tumora na PRT.

5. Analizom genske ekspresije primarnog tumora nadjena je jasna diferencijacija izmedju
non-respondera i respondera na PRT.
Pokazane su znacajne razlike u ekspresiji za APOAI gen, dok su MAP3K4 i MMP14 geni
ispoljili trend ka vise od dva puta smanjenoj ekspresiji u radio-senzitivnim tumorima.
Smanjena ekspresija MMP14 gena bila je znacajno povezana sa boljim DFS. Ovi rezultati
predstavljaju osnovu za dalje razumevanje molekularnog odgovora na radioterapiju i isticu
gene koji bi potencijalno bili korisni kao prediktivni markeri odgovora na PRT.
Neophodna su dalja prospektivna istraZivanja koja bi potvrdila prediktivni znacaj ovih

rezultata.
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SPISAK SKRACENICA

CCR - klini¢ki kompletan odgovr

CPR - klinic¢ki parcijalan odgovor

cSD - klinicki stabilizacija bolesti

CLD (central lung distance) - centralna udaljenost pluca

CTV (clinical target volume) - klinicki ciljni volumen

DFI (disease free interval) - vremenski interval bez bolesti

DFS (disease free survival) - prezivljavanje bez znakova bolesti
ER - estrogeni receptori

FFPE (formalin fixed parafin enbeded) - parafinski uzorak tumorskog tkiva
HER-2 - receptor humanog epidermalnog faktora rasta-2

HR - hrmonski receptori

HT - hemioterapija

IHH - imunohistohemijski

IMRT (intensity modulated radiotherapy) - intenzitetom modulisana radioterapija
LOKD - lokalno odmakli karcinom dojke

LRR - lokoregionalni recidiv

MHD (maximal hart distance) - maksimalna udaljenost srca
NA - nepoznato

OS (overal survival) - ukupno prezivljavanje

PCR - pathistoloski kompletan odgovor

PgR - progesteronski receptori

PNCR - patohistoloski skoro kompletan odgovor

PPR - patohistoloski parcijalan odgovor

PNC - patohistoloski bez promene

PHT - primarna ( neoadjuvantna) hemioterapija

PRT - preoperativna radioterapija

RT - radioterapija

TCT - tele-kobalt terapija

TD - tumorska doza

VMAT (volumetric modulated arc therapy) - volumetrijski modulisana lu¢na terapija
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