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UTICAJ MOLEKULARNIH KARAKTERISTIKA
INVAZIVNOG DUKTALNOG KARCINOMA DOJKE
NA POJAVU LOKOREGIONALNIH METASTAZA

Karcinom dojke je naj¢e$¢i maligni tumor u Zenskoj populaciji, a
literaturni podaci ukazuju na postojanje male subpopulacije kancerskih
mati¢nih ¢elija koje ¢ine manje od 1% primarnih tumora, a odgovorne su za
razvoj metastaza i progresiju bolesti. BCSCs (breast cancer stem cells) imaju
sposobnost da se samoobnavljaju daju¢i kancerske mati¢ne Celije ¢erke i da
se diferentuju daju¢i dominantnu populaciju kancerskih celija. BCSCs
fenotip je specifican i karakteriSe se ekspresijom nuklearnih 1 membranskih
pluripotentnih  faktora (molekularnih markera). U ovom istrazivanju
ispitivana je ekspresija markera sa svojstvima maticnosti (KLF4, SOX2,
OCT3/4, EZH2,CD44,CD117) u kancerskim ¢elijama invazivnog duktalnog
karcinoma dojke 1 njihova povezanost sa klinicko-patoloskim parametrima i
molekularnim podtipom karcinoma, sa ciljem da se utvrdi njihov uticaj na
pojavu lokoregionalnih metastaza.Rezultati ove studije su pokazali da na
lokoregionalno Sirenje karcinoma znacajan uticaj imaju: veli¢ina tumora
(T4), vise vrednosti Ki-67 indeksa, visoka ekspresija OCT3/4 1 EZH2, veci
broj nuklearnih markera koji pokazuju visoku ekspresiju, kao 1 veéi broj
alterisanin markera. Prediktivni uticaj na pojavu metastaza u aksili ima
visoka ekspresija OCT3/4 i EZH2 u invazivnom duktalnom karcinomu
dojke. Povecanje broja aksilarnih limfnih nodusa zahvac¢enih metastazama
znacajno je povezano sa smanjenjem ER 1 PR skora, visokom ekspresijom
OCT3/4, EZH2 i SOX2 markera, ve¢im brojem nuklearnih markera koji
pokazuju visoku ekspresiju, koekspresijom svih nuklearnih markera,
koekspresijom membranskih markera CD44 i CDI117 1 veéim brojem
alterisanth markera. Prediktivni uticaj na povecan broj aksilarnih limfnih
nodusa zahvacéenih metastazama ima koekspresija svih nuklearnin markera,
kao 1 koekspresija CD44 1 CD117. Na poveénje procenta zahvacenih limfnih
nodusa aksile zna€ajan uticaj ima T4 stadijum tumora, smanjenje ER 1 PR
skora, visoka ekspresija OCT3/4, EZH2 i SOX2, kao i veéi broj nuklearnih
markera koji pokazuju visoku ekspresiju, koekspresija svih nuklearnih
markera, koekspresija membranskih markera i veci broj alterisanih markera.
Prediktivni uticaj na povecanje procenta metastatski izmenjenih limfnih
nodusa ima T4 stadijum, ve¢i broj nuklearnih markera visoke ekspresije, kao
1 koekspresija CD44 1 CD117 markera. S obzirom na to da je klju¢ni dogadaj
u progresiji karcinoma dojke razvoj metastaza u aksilarnim limfnim
nodusima, produbljivanjem saznanja o heterogenosti primarnog tumora, uz
primenu standardnih i novih molekularnih markera, vazno je identifikovati
pacijentkinje kod kojih postoji rizik za razvoj metastaza.
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Breast cancer (BC) is the most common malignant tumor in female
population and the most common cause of death from malignant diseases in
women. The most recent literature data have suggested that there is a small
population of cancer stem cells, comprising less than 1% of primary tumors,
which are responsible for the development of metastases and disease
progression. Breast cancer stem cells (BCSCs) have the ability to self-renew
and to create a dominant population of cancer cells. The BCSCs phenotype
is specific and characterized by the expression of nuclear and membrane
pluripotency factors (molecular markers). In this paper we investigated the
expression of markers with stem cell properties (KLF4, SOX2, OCT3/4,
EZH2, CD44, CD117) in the cancer cells of invasive ductal breast cancer and
their association with clinical-pathological parameters and molecular tumor
subtype, aiming to evaluate their impact on the occurrence of locoregional
matastases. The results of this study showed that tumor size (T4), higher Ki-
67 index, high OCT3/4 and EZH2 expression, increased number of highly
expressed nuclear markers, and increased number of altered markers were
significantly associated with locoregional disease spread. A high expression
of OCT3/4 and EZH2 in invasive ductal breast cancer was predictive of
axillary metastases. An increased number of metastatic axillary lymph nodes
was significantly associated with reduced ER and PR scores, high expression
of OCT3/4, EZH2 and SOX2, with an increased number of nuclear markers
with high expression, coexpression of all nuclear markers, coexpression of
membrane markers CD44 and CD117, and the increased number of altered
markers. Coexpression of all nuclear, as well as CD44 and CD117 markers,
was predictive of the increased number of metastatic axillary lymph nodes. T4
stage, reduced ER and PR scores, increased expression of OCT3/4, EZH2 and
SOX2 had a significant impact on the increased percentage of metastatic
axillary lymph nodes, as well as a greater number of nuclear markers with
high expression, coexpression of all nuclear markers, coexpression of highly
expressed membrane markers, and a greater number of altered markers.
Tumor size, increased number of highly expressed nuclear markers, and
CD44 and CD117 coexpression were predictive of a greater percentage of
metastatic lymph nodes. Since the development of lymphonodal metastases is
a key event in the progression of breast cancer, with a deeper knowledge of
primary tumor heterogeneity and using standard and new molecular markers,
it is important to identify the patients at risk for the development of
metastases.
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1. UVOD

Dojka ili mle¢na zlezda je parna akcesorna kozna zlezda koja moze biti zahvaéena
brojnim patoloskim procesima, od kojih karcinom zauzima dominantno mesto i najée$éi je
uzrok smrti kod zena. Interesovanje za ovo oboljenja doseze u daleku proslost, a tretman je
uglavnom zavisio od li¢nih, kulturelnih ili verskih ubedenja.

Najstariji zapis o raku dojke datira jo$ iz 1600. godine p.n.e. na papirusu Edwina Smitha
(Teba, 1862) na kojem se nalazi 48 hirurskih prikaza, od kojih se 8 odnosi na bolesti dojke.
Pretpostavlja se da je ovaj papirus delo Imhotepa koji je zbog svojih zasluga proglasen bogom
u starom Egiptu. Bez obzira na to $to autor ovog prikaza konstatuje da nema uspesnog lecenja
raka dojke, on je opisao tretman spaljivanjem tumora uz pomo¢ zara¢a. Greki istoricar Herodot
dao je opis promene na dojci koju je imala slavna kraljica Atosa, Darijeva zena, u 6. veku p.n.e.
Iz ovog opisa ne moze Se sa sigurnoScu tvrditi da ta promena ima sli¢nosti sa rakom dojke.
Verovatno se radi o nekoj dobro¢udnoj promeni koju je persijski lekar Democedes iz Kritona
uspeo da sanira. Herodot je 525. godine p.n.e. opisao i sluc¢aj Alase, Cyrus-ove cerke, koja je
krila prisustvo ¢vora u dojci sve dok nije doslo do formiranja "Zive rane". Herodot dalje navodi
da je cuveni lekar (ime nepoznato) uspeo da resi ovaj slu¢aj vadenjem tumora.

U Corpusu Hippocratic-usu Hipokrat (oko 460. g.p.n.e.) diferencira tumore na "dobro-
¢udne" i1 "zlo¢udne", ali navodi da je rak dojke neizleciv. Galen (130—200. g.p.n.e.) je generalno
svoje stavove bazirao na Hipokratovoj Skoli, te je tvrdio da je rak dojke uzrokovan poreme-
¢ajem "crne zuci" 1 preporucivao je intezivno CiS¢enje organizma. Ukoliko je pored tumora po-
stajalo i crvenilo dojke, on je smatrao da se radi o poremecaju krvi, pa je preporucivao "ispusta-
nje krvi". Elementi teorije koju je zastupao Galen bi¢e dominantni i tokom srednjeg veka.

U starom Rimu, po¢etkom novog veka, slavljena je sveta Agata kao zastitnica zena od
bolesti dojke. Agata je, prema legendi, bila veoma lepa devojka iz ugledne porodice koja je
zivela u Kataniji na Siciliji, u vreme vladavine rimskog cara Decija (Decius). Prelepa Agata,
koja je bila hris¢anka, zavr$ila je u tamnici u najve¢im mukama zbog neposlusnosti prema
namesniku Kvintijanu (Quintianus). Prisiljavali su je da bosa hoda po uZerenom pepelu, a
kulminacija svirepog mucenja bila je kidanje dojki uzeranim kljestima. Hrabra Agata je nakon

ovog ¢ina hrabro izgovorila: "Zar te nije stid kidati ono ¢ime te je majka dojila?" Nakon toga
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je izdahnula. Ona se danas slavi kao svetica 1 zaStitnica Zena od bolesti dojke. Njeno mucenje
je na platnu ovekovecio ¢uveni slikar Giovanni Battista Tiepolo (1696—-1770)

U periodu od 15. do 19. veka nacinjen je izvestan pomak u shvatanju prirode raka dojke
jer je pocelo da se veruje da je ovo oboljenje sistemskog karaktera, a ne samo lokalno. Prvi
opis operacije dojke datira iz 1. veka n.e. Leonidus iz Aleksandrije je opisao detaljan tok
operacije koji se sastojao iz reza koze i postepenog uklanjanja tumora i tkiva dojke primenom
postupne hemostaze koja se izvodila paljenjem tkiva i stvaranjem kruste.

U 17. i 18. veku poraslo je interesovanje za tumore dojke, a samim tim se razvijao i na-
¢in lecenja. Definiciju tumora dojke obrazlozio je engleski lekar Thomas Willis (1621-1675).
Njegova definicija je veliki pomak u razumevanju rasta tumora: "tumor je poremecaj rasta ko-
ji se primarno sastoji od prekomernog, neprestanog i potpuno nesvrsishodnog umnozavanja
¢elija u odnosu na fizioloske potrebe organa." Holandski anatom, Andreas Vesalius, preporu-
¢ivao je mastektomiju kao metodu leenja raka dojke, a umesto paljenja (kauterizacije) zala-
gao se za primenu ligatura u kontroli krvarenja. Le Dran (1685-1770) je prvi izneo teoriju da
rak dojke nije samo lokalno oboljenje i da se moze $iriti u regionalne limfne ¢vorove pazusne
jame. On je ¢ak opisao i bolesnice koje su imale lo$iju prognozu bolesti zbog Sirenja procesa
u regionalne limfne ¢vorove. Ipak je u 17. i 18. veku hirursSko lecenje bilo veoma ograni¢eno
zbog velike ucestalosti infekcija, nemoguénosti adekvatnog kupiranja bola i losih definitivnih
rezultata. Tek u 19. veku, uvodenjem metoda antisepse, razvojem anestezije i koris¢enjem
mikroskopa, po¢inje savremeno doba u razvoju hirurgije (1).

William Halsted (1852-1922) postavio je temelje razvoja savremene hirurgije raka
dojke. Paralelna sa Meyer-om, Halsted je 1894. godine objavio svoj metod hirurskog lecenja
raka dojke 1 izneo prve rezultate leCenja. Halstedova procedura sastojala se od kompletnog
uklanjanja tkiva dojke, uklanjanja oba pektoralna misica i kompletne disekcije limfnih ¢voro-
va aksile. Dugo je hirur§ko leCenje bilo jedini oblik lecenja raka dojke. Medutim, primenom i
drugih metoda lecenja, kao Sto je zracna, hormonska ili citostatska terapija znatno je izmenjen
pristup leCenju raka dojke. Tome su posebno doprineli: napredak u razumevanju biologije
tumora, dijagnostikovanje veoma malih lezija, razvoj opreme za radioterapiju, znatno efika-
snija citostatska sredstva, kao i ciljana "target"” terapija (2). Danas se prednost daje postednim
hirur§kim intervencijama u le¢enju raka dojke prema jasnim indikacijama (3). Veliki napre-
dak ucinjen je i u domemenu rekonstruktivnih hirur§kih zahvata nakon hirurskog uklanjanja

tkiva dojke.
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2. KARCINOM DOJKE

2.1. EPIDEMIOLOGIJA

Karcinom dojke je naj¢es¢i maligni tumor kod Zena koji ¢ini 25% svih malignih bolesti
u zenskoj populaciji, kako u svetu tako i u nasoj zemlji. Na godi$njem nivou registruje se oko
1,7 miliona novih slucajeva karcinoma dojke 1 preko 500.000 smrtnih ishoda. U Evropi go-
disnje oboli preko 460.000 Zena, sa smrtnim ishodom kod preko 130.000 Zena (4). Procenjuje
se da broj novoobolelih Zena od karcinoma dojke u Srbiji iznosi izmedu 3900 i 4500, a da
godisnje umre oko 1.300 zena (5,6).

Kumulativna verovatnoc¢a oboljevanja od karcinoma dojke iznosi 12,5%, a to znaci da
jedna od osam Zena moze da oboli od ove bolesti tokom svog zivota (7).

U svetu se incidenca karcinoma dojke povecava za 3,1% na godisSnjem nivou. U SAD i
Evropskoj uniji, uprkos rastu broja obolelih, broj smrtnih ishoda od karcinoma dojke zadnjih
decenija opao je za 35% zahvaljujuéi sistematskom skrining programu za rano otkrivanje
karcinoma dojke i primeni ciljane terapije. U zemljama Evropske unije i SAD karcinom dojke
u ranoj fazi otkriva se kod vise od 60% obolelih zena (8—12).

U Republici Srbiji zadnjih decenija raste broj novoobolih od karcinoma dojke, ali i broj
umrlih. Zastupljenost novootkrivenih sluc¢ajeva u ranoj fazi bolesti u nasoj zemlji je oko 30%.
Ostale dve tre¢ina Zena ima regionalno proSirenu bolest, a 10% Zena ima i udaljene metastaze

(2,12). Rano otkrivanje karcinoma dojke je od presudnog znacaja za prognozu bolesti.
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KARCINOM DOJKE

2.2. FAKTORI RIZIKA | MERE PREVENCIJE
ZA NASTANAK KARCINOMA DOJKE

Glavni faktori rizika za razvoj karcinoma dojke kod Zena su: godine starosti, rana
menarha, kasna menopauza, neradanje ili prva trudno¢a nakon 30. godine starosti, upotreba
kontraceptivnih sredstava, dugotrajna substituciona hormonska terapija u menopauzi, benigna
patoloska stanja u dojci (atipi¢na duktalna hiperplazija), genetski faktori, izloZenost zrac¢enju i
zivotni stil (13-24).

Oko 5-10% svih karcinoma dojke je genetski uslovljeno. Naj¢esce su prisutne mutacije
BRCAL ili BRCA2 gena. Rizik za razvoj karcinoma dojke kod nosioca mutacije BRCAL gena
iznosi 50—87%. Kod muskaraca karcinom dojke je uslovljen mutacijom BRCA 2 gena koja je
identifikovana kod polovine muskaraca sa karcinomom dojke (2, 16—20).

Zene koje su prethodno ledene od karcinoma dojke imaju visok rizik od pojave
karcinoma u kontralateralnoj dojci. Visok rizik postoji i kod Zzena sa pozitivnom porodi¢nom
anamnezom i mladim Zivotnim dobom u vreme dijagnostikovanja karcinoma dojke. Ces¢a
pojava karcinoma dojke zabeleZena je i kod nekih naslednih sindroma, kao $to su: Cowden
sindrom, Li-Fraumeni sindrom, Lynch Il sindrom, Peutz-Jeghers sindrom i drugi (25).

Prevencija karcinoma dojke moze biti primarna i sekundarna. Primarna prevencija
karcinoma dojke odnosi se na eliminaciju faktora rizika koji spadaju u kategoriju Zivotnog
stila. Sekundarna prevencija zasniva se na organizovanom skrining programu i ranom
otkrivanju karcinoma dojke.

Skrining karcinoma dojke je organizovan program otkrivanja ovog oboljenja u odrede-
noj populaciji ili u riziénim grupama. Skriningu obi¢no prethode edukativna predavanja o
znacaju ranog otkrivanja karcinoma dojke sa preporukama o samopregledu i periodi¢nim
pregledima ordinirajucih lekara. Prema preporukama medunarodnih komisija za pracenje karci-
noma dojke, skrining karcinoma dojke bi trebalo sprovoditi u populaciji Zena izmedu 50 1 69
godina, jednom u dve godine, primenom klinickog i mamografskog pregleda. Svrha skrining

programa je rano otkrivanje karcinoma dojke i smanjenje smrtnosti od ovog oboljenja (9, 26).
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2.3. DIJAGNOSTICKE PROCEDURE

KARCINOM DOJKE

Osnovni postupci u dijagnostici karcinoma dojke obuhvataju: fizicki pregled, radioloski

pregled (ultrazvuk i mamografija), hirurske dijagnosticke procedure i patohistoloski pregled

tumora. Dodatne dijagnosti¢cke procedure su: radiografija ili CT pluc¢a, ultrazvuk ili MR

abdomena, radiografija ili scintigrafija kostanog sistema i drugo.

2.3.1. Klinicki pregled

Simptomi i znaci koji se mogu utvrditi fizickim pregledom (inspekcija i palpacija dojke

i aksile) prikazani su u tabeli 1.

Tabela 1. Simptomi i znaci karcinoma dojke

Simptomi

osetljivost ili bol u dojci

bol u ipsilateralnoj ruci kod postojanja edema

bol u grudima kod infiltracije zida grudnog kosa

Inspekcija dojke

promena oblika i veli¢ine dojke

promena polozaja bradavice

retrakcija koze dojke

retrakcija bradavice

crvenilo koze

otok koze — izgled "kore od pomarandze"
prosirene potkoZne vene

egzulceracija na povrsini dojke
sukrvicava sekrecija iz bradavice

lentikularne metastatske promene na kozi dojke

Palpacija dojke

prisustvo tumefakta u dojci

tumefakt nepravilnog oblika, neravnih povrsina, ¢vrste konzistencije

nepokretni tumefakt, fiksira kozu i potkozno tkivo, pektoralnu

fasciju, grudni misic¢ ili zid grudnog kosa

palpabilni limfni nodusi u ipsilateralnoj ili kontralateralnoj aksili

palpabilni supraklavikularni limfni nodusi
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2.3.2. Imidzing tehnike i biohemijska ispitivanja

Imidzing tehnike i njihove karakteristike, kao i biohemijska ispitivanja kod pacijentki-

nja sa karcinomom dojke (27—29) prikazani su u tabeli 2.

Tabela 2. Imidzing tehnike i biohemijske dijagnosticke procedure

Ehosonografija

metoda inicijalnog skrininga, neinvazivna, neskodljiva, korisna
za diferencijaciju solidnih od cisti¢nih promena; primenjuje se i

za pregled abdomena

Digitalna mamografija

omogucava dijagnostiku tumora manjih od 1 cm i

mikrokalcifikacija; nije metoda izbora za Zene mlade od 40 godina

Magnetna rezonanca

pogodna za Zene mlade od 40 godina; ima senzitivnost 90-100%;

korisna je i za pregled abdomena

Kompjuterizovana

tomografija

metoda za otkrivanje sekundarnih depozita na plu¢ima i drugim

organima

Radiografija

metoda za pregled kostanog sistema

Scintigrafija

metoda za pregled koStanog sistema

Ispitivanje periferne krvi

kompletna krvna slika, ukljucujuéi leukocitarnu formulu i

sedimentaciju

Biohemijske analize

urea, kreatinin, hepatogram, transaminaze, alkalna fosfataza,

gama GT, kalcijum i drugo

Nivo serumskih biomarkera CA15-3, CEA

2.3.3. Hirurske dijagnosticke procedure

Metode hirurske dijagnostike odnose se na odstranjivanje palpabilnog tumora ili

uzimanje uzoraka tumora za patohistoloski pregled. Hirurske dijagnosticke metode (30, 31)

prikazane su u tabeli 3.

Tabela 3. Hirurske dijagnosticke procedure

Metode hirurske dijagnostike

Punkcija tankom iglom (fine needle aspiration-FNA)

Biopsija Sirokom iglom (core needle biopsy-core biopsy)

Vakum asistirana biopsija (VAB)

Eksciziona biopsija
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KARCINOM DOJKE

2.3.4. Patohistoloska ispitivanja

Patohistoloska ispitivanja karcinoma dojke obuhvataju slede¢e parametre:

a) Histoloski tip tumora;

b) Stepen histoloSke diferentovanosti tumora — histoloski gradus, koji ukazuje na stepen
agresivnosti tumora (gradiranje po Elston-u i Ellis-u).
Odredivanje histoloskog gradusa (G) zasniva se na proceni tri osobine tumora (skor
1-3): 1. formiranje tubula, 2. nuklearni polimorfizam i 3. broj mitoza. Histoloski
gradus izracunava se kao zbir bodova, na osnovu ¢ega su definisani gradusi (32):
G1 (dobro diferentovani) — 3 do 5 bodova
G2 (umereno diferentovani) — 6 do 7 bodova
G3 (slabo diferentovani) — 8 do 9 bodova;

¢) Nottingham prognosti¢ki indeks koji se izraCunava na osnovu veli¢ine tumora, statu-
sa limfnih nodusa i histoloskog gradusa (skor 3-9) (33):
NPI = (0,2 x veli¢ina tumora u cm) + histoloski gradus + status limfnih nodusa;

d) Sirenje tumora;

e) Ekscizione ivice;

f) Limfovaskularna invazija;

g) Udruzenost DCIS sa invazivnom komponentom;

h) Status limfnih nodusa;

i) Status estrogenskih (ER) i progesteronskih (PR) receptora;

J) HER?2 status;

k) Proliferativni indeks Ki-67 koji ukazuje na stepen proliferacije u tumoru: nizak 15%,
intermedijarni 16—30% i visok 30% (34-37).
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2.4. PATOHISTOLOSKE FORME I ODREPIVANJE STADIJUMA

KARCINOMA DOJKE

2.4.1. Histoloski tipovi karcinoma dojke

Svetska zdravstvena organizacija 2019. godine izdala je novu klasifikaciju karcinoma

dojke koja je prikazana u tabeli 4 (38).

Tabela 4. Histoloski tipovi karcinoma dojke

Neinvazivne lobularne neoplazme

Lobularni karcinom in situ (LCIS)

Duktalni karcinom in situ (DCIS)

DCIS niskog nuklearnog gradusa
DCIS srednjeg nuklearnog gradusa
DCIS visokog nuklearnog gradusa

Invazivni karcinom dojke

invazivni karcinom nespecifi¢nog tipa
invazivni lobularni karcinom

mikroinvazivni karcinom

= tubularni karcinom

kribriformni karcinom

mucinozni karcinom

mucinozni cistadenokarcinom

invazivni mikropapilarni karcinom
karcinom sa apokrinom diferencijacijom

metaplasti¢ni karcinom

Neuroendokrine neoplazme

neuroendokrini tumor gradusa 1 i 2

neuroendokrini karcinom

Papilarne neoplazme

papilarni DCIS

inkapsulisani papilarni karcinom

= solidni papilarni karcinom

invazivni papilarni karcinom

Epitelne-mioepitelne neoplazme

Tumori muske dojke

in situ karcinomi

invazivni karcinomi

Miodrag N. Pordevi¢ — Doktorska disertacija
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2.4.2. Molekularni podtipovi carcinoma dojke

KARCINOM DOJKE

Prema konsenzusu sa St Gallen konferencije (2015) i preporukama ESMO, definisanii

su molekularni podtipovi karcinoma dojke (39) koji su prikazani u tabeli 5.

Tabela 5. Molekularni podtipovi karcinoma dojke

Podtip Klini¢ko-patohistoloska definicija Komentar
Luminalni A Luminal A-like Preporucene vrednosti za PR
ER pozitivan I Ki-67 su 20% i mogu se
HER2 negativan razlikovati izmedu
Ki-67 nizak referentnih laboratorija.
PR visok
Luminalni B Luminal B-like
ER pozitivan

HER2 negativan

Ki67>20% ili PR nizak
Luminal B-like

ER pozitivan

HER?2 pozitivan

Bilo koji Ki67

Bilo koji PR

HER?2 pozitivni

HER?2 pozitivan (neluminalni)
HER?2 pozitivan
ER i PR negativan

Basal-like

Trostruko negativan (duktalni)
ER i PR negativan
HER2 negativan

Oko 80% trostruko
negativnih su basal-like;
Trostruko negativni ukljucuju
i neke specifi¢ne histoloske
tipove (tipi¢ni medularni,
adenoidni cisti¢ni karcinom)
sa niskim rizikom za nastanak
udaljenih metastaza.

2.4.3. Odredivanje klini¢kog stadijuma karcinoma dojke

Za odredivanje klinickog stadijuma karcinoma dojke najcesce se koristi TNM klasifika-

cija koja ukljucuje veli¢inu tumora (T), status regionalnih limfnih nodusa (N) i prisustvo uda-
ljenih metastaza (M) (40) (Tabela 6).
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Tabela 6. TNM Klasifikacija karcinoma dojke

T- Primarni tumor
X
TO
Tis
Tis(DCIS)
Tis(LCIS)
Tis(Paget)
T1
T1mic
Tla
T1b
Tlc
T2
T3
T4

T4a
T4b

T4c
T4d

primarni tumor se ne moze proceniti

primarni tumor nije dokazan

karcinom in situ

duktalni karcinom in situ

lobularni karcinom in situ

Pagetova bolest bradavice bez tumora

tumor <2cm

mikroinvazija <0,1cm

tumor >0,1cm, ali ne veéi od 0,5cm

tumor >0,5cm, ali ne veéi od 1cm

tumor >1cm, ali ne veéi od 2cm

tumor >2cm, ali ne ve¢i od Scm

tumor >5cm

tumor bilo koje veli¢ine sa direktnom ekstenzijom na kozu i zid grudnog
kosa

ekstenzija u zid grudnog kosa, iskljucujuéi pektoralni misié

edem sa fenomenom ,.kore od pomarandze”, ili ulceracija na kozi dojke, ili
istostrani satelitski nodusi u kozi

T4aiT4b

inflamatorni karcinom

Regionalni limfni nodusi (N)

NX regionalni limfni nodusi se ne mogu proceniti

NO nema regionalnih limfonodalnih metastaza

N1 metastaza u pokretnom istostranom limfnom nodusu/nodusima (1-3
nodusa), ili u limfnom nodusu/nodusima duz unutraSnje mamarne arterije

N2 metastaze u istostranim limfnim nodusima (4-9 nodusa) koji su fiksirani ili
spojeni, ili, u odsustvu aksilarnih metastaza, klinicki vidljiv metastatski
limfni nodus/nodusi duz unutraSnje mamarne arterije

N2a metastaza u istostranom limfnom nodusu/nodusima fiksirane medusobno ili
za okolne strukture

N2b metastaza samo u klini¢ki evidentnom istostranom nodusu/nodusima oko
unutra$nje mamarne arterije, u odsustvu klinicki evidentnih metastaza u
aksilarnim limfnim nodusima

N3 metastaza u istostranom infraklavikularnom ili supraklavikularnom limf-
nom nodusu/nodusima, sa ili bez zahvatanja aksilarnih limfnih nodusa, ili u
limfnom nodusu/nodusima duz mamarne arterije, uz metastaze u aksilarnim
limfnim nodusima

N3a metastaza u istostranom infraklavikularnom limfnom nodusu/nodusima

N3b metastaza u istostranom limfnom nodusu/nodusima aksile i duz unutrasnje
mamarne arterije

N3c metastaza u istostranom supraklavikularnom limfnom nodusu/nodusima

M prisustvo udaljenih metastaza

Mx udaljene metastaze se ne mogu proceniti

MO nema udaljenih metastaza

M1 prisutne udaljene metastaze
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Patohistoloska klasifikacija regionalnih limfnih nodusa (pN) prikazana je u tabeli 7.

Tabela 7. PatohistoloSka klasifikacija regionalnih limfnih nodusa (pN)

pNX

pNO
pN1

regionalni limfni nodusi se ne mogu proceniti (nisu uklonjeni radi ispitivanja ili su
prethodno uklonjeni)

regionalni limfni nodusi bez metastaze

mikrometastaze ili metastaza u 1 do 3 istostrana aksilarna limfna nodusa, odnosno
istostranim unutrasnjim nodusima dojke sa metastazom otkrivenom disekcijom

strazarskog limfnog nodusa, ali klini¢ki nije ocigledna

pPN1mi mikrometastaza (veca od 0,2 mm i/ili viSe od 200 ¢elija, ali ne vece od 2 mm)

pN1la

pN1lb

pN1lc

pN2

pN2a
pN2b

pN3
pN3a

pN3b

pN3c

metastaza u 1 do 3 aksilarna limfna nodusa, ukljucuju¢i bar jedan c¢ija najveca dimenzija
prelazi 2 mm

unutrasnji limfni nodusi dojke sa mikroskopskom metastazom otkrivenom disekcijom
strazarskog limfnog nodusa, ali koja klini¢ki nije oc¢igledna;

metastaza u 1 do 3 limfna nodusa, a unutrasnji limfni nodusi dojke sadrze mikroskopsku
metastazu otkrivenu disekcijom strazarskog limfnog nodusa, koja nije klinicki ocigledna;
metastaza u 4-9 istostranih aksilarnih limfnih nodusa, ili klini¢ki ocigledan limfni nodus
duz mamarije interne u odsustvu aksilarnih limfonodalnih metastaza

metastaza u 4-9 aksilarnih limfnih nodusa, uklju¢ujuci bar jedan koji je vec¢i od 2 mm
metastaza u klini¢ki ociglednom unutrasnjem limfnom nodusu/nodusima dojke, u
odsustvu metastaze aksilarnog limfnog nodusa

metastaze opisane kao:

metastaza u 10 ili vise aksilarnih limfnih nodusa (od kojih je bar jedan ve¢i od 2 mm) ili
metastaza u infraklavikularnim limfnim nodusima;

metastaza u klinicki ociglednom unutrasnjem limfnom nodusu/nodusima dojke u
prisustvu pozitivnog aksilarnog limfnog nodusa, ili metastaza u vise od 3 aksilarna
limfna nodusa i u unutrasnjim limfnim nodusima dojke sa mikroskopskom metastazom
otkrivenom disekcijom strazarskog limfnog nodusa, a koja nije Klini¢ki oc¢igledna

metastaza u supraklavikularnom limfnom nodusu/nodusima.
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Stadijumi karcinoma dojke prema TNM klasifikaciji (41) prikazani su u tabeli 8.

Tabela 8. Stadijumi karcinoma dojke prema TNM klasifikaciji

Stadijum 0 Tis NO MO

Stadijum | A T1 NO MO

Stadijum | B T0, T1 NOmi MO

Stadijum I A T0, T1 N1 MO
T2 NO

Stadijum 11 B T2 N1 MO
T3 NO

Stadijum I A TO, T1, T2 N2 MO
T3 NO, N1, N2

Stadijum 111 B T4 NO, N1, N2 MO

Stadijum I11 C bilo koji T N3 MO

Stadijum IV bilo koji T bilo koji N M1

2.5. OSNOVNI TERAPIJSKI PRINCIPI U LECENJU KARCINOMA DOJKE

Lecenje karcinoma dojke je multidisciplinarno, a odluku o nacinu leCenja treba da
donese tim lekara koji ¢ine: hirurg, onkolog, patolog i radioterapeut na Konzilijuzmu za
karcinom dojke. Dugo je osnovni oblik lecenja karcinoma dojke bilo hirursko lecenje uz
primenu mutilantnih operacija, kao Sto je bila klasi¢na radikalna mastektomija po Halstedu ili
prosirene radikalne hirur§ke intervencije. Zahvaljuju¢i brojnim saznanjima o bioloskim
karakteristikama tumora, razvoju novih dijagnostickih procedura, unapredenju hemioterapije,
razvoju radioterapijske opreme i ciljanom “target" pristupu, danas je znatno unapredeno
leCenje pacijentkinja sa karcinomom dojke. Osnovni oblici leéenja karcinoma dojke su:
hirurska terapija, radioterapija, hemioterapija i hormonoterapija.

Primarni oblik leCenja karcinoma dojke je hirurSko lecenje. Osnovne principe hirurSkog
lecenja karcinoma dojke postavio je Halsted jo$ krajem 19. veka, a radikalna mastektomija po
Halstedu dugo je bila osnovni vid hirurS8kog le¢enja karcinoma dojke. Danas se prednost daje
modifikovanim radikalnim mastektomijama kod invazivnih karcinoma dojke uz disekciju

istostrane pazusne jame.
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Osnovne indikacije za mastektomiju su: difuzni ili multicentricni karcinom dojke,
kontraindikacije za primenu radioterapije, neadekvatan odgovor na preoperativno primenjenu
radioterapiju, trudnoca, oc¢ekivani lo§ estetski efekat postedne procedure 1 drugo.

Razvoj tzv. poStedne hirurgije (Breast Conserving Treatment BCT), zadnje decenije,
znatno je izmenio principe hirur§kog le¢enja karcinoma dojke. Osnovna strategija postednih
hirurskih procedura je uklanjanje tumorske mase uz postovanje linije resekcije i primenu
umerenih doza radioterapije u svrhu eradikacije eventualno prisutnog rezidualnog karcinoma.
Postedne hirurS8ke procedure mogu se izvesti kod nepalpabilnih tumora (TO, Tis, NO, MO0),
odnosno u nultom stadijumu, zatim kod T1a, T1b, T1c, NO, MO (prvi stadijum), kao i kod T1
N1 MO, i malih T2 tumora (manjih od 30 mm) (3, 12). Pored uklanjanja primarnog tumora,
ova procedura podrazumeva i biopsiju sentinel limfnih nodusa (SLN) i disekciju limfnih
nodusa istostrane aksile. Postedna hiruska intervencija moze se izvesti i kod vecih tumora
(preko 30 mm), nakon sprovodenja neoadjuvantne terapije i adekvatnog odgovora, sa
smanjenjem primarnog tumora za 50% volumena (12).

Radioterapija se primenjuje za lokalni tretman karcinoma dojke nakon postednih
operacija i mastektomija, kao i kod lokalno uznapredovalih tumora i metastatske bolesti. U
novije vreme primenjuje se i u pocetnim stadijumima bolesti. Zra¢enje moze biti usmereno na
zid grudnog koSa i regionalne limfne noduse. Sa povecanjem broja zena kod kojih je
karcinom dojke otkriven u ranijem stadijumu, povecao se i broj postednih hirurskih procedura
nakon kojih sledi lokalna radioterapija.

Oko 70% karcinoma dojke je hormonski zavisno, tako da hormonska terapija zauzima
znacajno mesto u leCenju karcinoma dojke. Hormonska senzitivnost se procenjuje na osnovu
statusa estrogenskih (ER) i progesteronskih receptora (PR). Primarna hormonska terapija
podrazumeva kori$¢enje Tamoxifena, koji predstavlja standard u primeni hormonoterapije
kod pacijentkinja sa karcinomom dojke. Tamoxifen smanjuje rizik od relapsa bolesti za oko
50%, smanjuje pojavljivanje karcinoma u kontralateralnoj dojci za 37% i rizik od smrtrnog
ishoda za oko 26%. Poseban efekat ima kod pacijentkinja u premenopauzi (2).

Koriste se i drugi oblici hormonoterapije kao Sto su anti-estrogeni, inhibitori aromataze,
progestageni i drugi (2, 12).

Adjuvantna hemioterapija (AHT) koristi se u klini¢koj praksi radi poboljSanja stope
prezivljavanja operisanih pacijentkinja sa ciljem izleCenja ili odlaganja pojave udaljenih
metastaza. Efikasnost adjuvantne hemioterapije (terapijski odgovor) procenjuje se na osnovu
trajanja prezivljavanja bez bolesti (slobodni interval) i trajanja ukupnog prezivljavanja. Da bi

se primenila AHT potrebno je znati koliki je desetogodi$nji rizik za relaps bolesti. Prema

Miodrag N. Pordevi¢ — Doktorska disertacija 21



KARCINOM DOJKE

zbirnim podacima, desetogodisnje prezivljavanje bez bolesti u nodus negativnoj grupi iznosi
60-90%, a u nodus pozitivnoj grupi 10—60%, bez obzira na Zivotno doba i status steroidnih
receptora. Opste je prihvaéen stav da adjuvantnu sistemsku terapiju treba primeniti kod svih
pacijenkinja kod kojih je desetogodisnji rizik za pojavu relapsa bolesti visi od 10%.

Postoje razliciti protokoli za primenu AHT, kao §to su CMF, CEF, FAC, CAF i drugi.
Sa napretkom u razumevanju biologije tumora otvaraju se i nove mogucnosti u adjuvantnom
leCenju ranog karcinoma dojke. Veliki napredak ucinjen je primenom humanizovanog
monoklonskog antitela na HER2/neu. Anti HER2 terapija danas ima Siroku primenu i
predstavlja model za primenu “ciljanih agenasa” u adjuvantnoj terapiji karcinoma dojke.
Mnogo se ocekuje i od istrazivanja efekata drugih agenasa u terapiji karcinoma dojke, kao §to
su tirozin-kinaza modulatori, modulatori receptora epidermalnog faktora rasta, substance koje
inhibiraju angiogenezu i drugi (12, 42).

2.6. PROGNOSTICKI FAKTORI

Prognosticki faktori su od posebnog znacaja za procenu agresivnosti tumora i opSte
prognoze bolesti. Mogu imati i prediktivni znacaj u izboru najbolje terapijske opcije.

U standardne prognosticke faktore spadaju: faktori vezani za pacijentkinju (na primer
starost ili menopauzni status), faktori vezani za tumor (veli€ina tumora, histoloski tip tumora,
status aksilarnih limfnih nodusa, histoloski i nuklearni gradus tumora, status estrogenskih i
progesteronskih receptora (ER/PR), ekspresija receptora humanog epidermalnog faktora rasta
2 (HER?2) i proliferativni Ki-67 indeks.

U novije prognosticke faktore, koji su jos uvek predmet istrazivanja, spadaju: indeksi
¢elijske proliferacije (indeks obeleZavanja timidina, frakcija ¢elija u S fazi Celijskog ciklusa
odredena flow citometrijom), faktori rasta i receptori (receptor epidermalnog faktora rasta —
EGFR, IGF-IR, somatostatinski receptor), tumor-supresor geni (p53, nm23) i ostali faktori
(heat shock proteini-hsp 27, pS2, cathepsin D, plazminogen aktivatori i inhibitori, laminin

receptor i angiogeneza) (12, 43).
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3. KANCERSKE MATICNE CELIJE
| MOLEKULARNI MARKERI KARCINOMA DOJKE

3.1. KANCERSKE MATICNE CELIJE I MOLEKULARNI PODTIPOVI
KARCINOMA DOJKE

Najnoviji literaturni podaci ukazuju na postojanje male subpopulacije kancerskih
matic¢nih celija (eng. Cancer stem cells — CSCs) koje ¢ine manje od 1% primarnih tumora.
CSCs u razliitim primarnim tumorima imaju sposobnost da se samoobnavljaju dajuci
kancerske mati¢ne Celije ¢erke i da se diferentuju daju¢i dominantnu populaciju kancerskih
¢elija bez svojstava mati¢nosti (non-stem cells) (44, 45). CSCs se, kao ¢elije sa svojstvima
mati¢nosti, mogu razmatrati kao prave maticne ¢éelije. Normalne mati¢ne ¢elije u adultnim
tkivima odrzavaju integritet tkiva i one su od esencijalnog znadaja za regeneraciju tkiva.
Takode, CSCs predstavljaju populaciju ¢elija odgovornu za regeneraciju kancerskog tkiva.
Iako CSCs eksprimiraju pojedine gene, odnosno sintetiSu proteine koji su poput onih u
normalnim stem ¢elijama, njihova deoba 1 sposobnost da se diferentuju znacajno se razlikuje
(46-48). U uslovima hipoksije, deficita hranljivih materija i oksidativnog stresa, CSCs
pokazuju izmenjenu ekspresiju gena sto doprinosi tome da postanu jako mobilne, invazivne i
rezistentne na pratece stresove. U dojci celije sa svojstvima mati¢nosti nazivaju se “breast
cancer stem cells” (BCSCs). BCSCs imaju sposobnost da stvaraju nove celije Cerke sa
svojstvima mati¢nosti i da se diferentuju u kancerske celije (49, 45). BCSCs fenotip je
specifi¢an i karakteriSe se ekspresijom glavnih pluripotentnih faktora (molekularnih markera),
ukljucuju¢i OCT4, KLF4, SOX2 i NANOG (50).

Karcinom dojke je kompleksna bolest i uprkos primeni kombinovanog le¢enja, kao §to
je hirursSko leCenje, radioterapija i hemoterapija, mnoge pacijentkinje ¢e na kraju razviti
metastatsku bolest. Jo§ uvek nema efikasne strategije kako bi se prevenirala pojava metastaza
(49). Podaci iz literature ukazuju na sposobnost BCSCs da formiraju sekundarni (rekurentni
ili metastatski) tumor. Razumevanje molekularnih mehanizama koji reguliSu BCSCs je
neophodno kako bi se bolje razumela pojava metastaza i kako bi se odredio efikasniji
terapijski protokol. lako je u mnogim studijama identifikovano prisustvo BCSCs na osnovu

ekspresije molekularnih markera, konsenzus o njihovom fenotipskom profilu jo§ uvek nije
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postignut. Ovo nije iznenadujuce s obzirom na to da je karcinom dojke heterogena bolest,
uzrokovana tumorima razlicitih histoloskih podtipova, sa razli¢itim molekularnim potpisom i
razli¢itom klini¢kom prezentacijom. Na osnovu globalne ekspresije gena, karcinom dojke je
podeljen u pet glavnih molekularnih podtipova: luminalni A, luminalni B, HER2 +, bazalni i
normalni breast like podtip karcinoma dojke (Slika 1). Svaki molekularni podtip pokazuje

specifican klini¢ki tok i terapijski odgovor (51).

PIKSCAQ

l v
Luminalne ¢elije Luminalni tumor Basal-like tumor
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Duktalni
epitel dojke I v
— =
Bazalne celije Luminalni tumor Basal-like tumor

| A

BRCA1 i p53 i&

% : Mutacije
Slika 1. Molekularni podtipovi karcinoma dojke
Pruzeto iz Jiaojiao Z. et al. Front Oncol. 2019; 9: 820 (45)

Pored intertumorske heterogenosti, postoji i visok stepen intratumorske raznolikosti.
Jedan tumor u bilo kom trenutku moze da sadrzi populacije tumorskih celija sa razli¢itim
molekularnim profilima i bioloSkim svojstvima. Intratumorska heterogenost je ve¢ prisutna u
fazi duktalnog karcinoma in situ (52). U karcinomu dojke utvrdena je heterogenost i u populaciji
BCSCs. To je potvrdilo istrazivanje Park-a i saradnika koji je analizirao 12 molekularnih markera
u gotovo 400 duktalnih karcinoma dojke. IstraZzivanjem su obuhvacéeni invazivni duktalni
karcinomi (IDC), IDC sa duktalnim karcinomom in situ (DCIS), DCIS sa mikroinvazijom i ¢isti
DCIS. Utvrdeno je da su karcinomi dojke Cesto pozitivni na markere stem celija i da njihova
ekspresija varira u zavisnosti od podtipa tumora i stadijuma. Tako je ekspresija CD44 i EPCR bila
niza u IDC u poredenju sa in Situ tumorima, naro¢ito u podtipu luminal A. ALDH1 pozitivne

¢elije su Cesée detektovane u bazalnom i HER2+ podtipu nego u luminalnom podtipu karcinoma
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dojke. CD44+/CD24— c¢elije su detektovane u 69% svih tumora, sa 100% zastupljenos¢u u
bazalnom podtipu i 52% u HER2+ tumorima (51).

BCSCs su znatno zastupljenije u podtipovima trostruko-negativnih karcinoma dojke
(eng. triple negative breast cancer — TNBC) i HER2 pozitivnom. TNBC sadrZe najveci udeo
BCSCs, sto doprinosi losoj prognozi (53). Luminalni karcinom dojke ima najmanju zastuplje-
nost BCSCs medu svim podtipovima karcinoma dojke i najbolju prognozu. Ipak, prisustvo
BCSCs se smatra glavnim uzrokom rezistencije na hormonsku terapiju kod luminalnog pod-
tipa karcinoma dojke (54).

HER2 je klju¢ni regulator BCSCs. Nedavna ispitivanja su pokazala da regulacija
BCSCs od strane HER2 nije zapazena samo kod HER2+ karcinoma dojke, ve¢ kod svih pod-
tipova. Do izvesne mere, izvanredna klini¢ka efikasnost inhibitora HER-2 (npr. trastuzumab,
pertuzumab, lapatinib i TDM-1) pripisana je ciljanoj terapiji na BCSCs (55).

Glavni signalni putevi koji regulisu BCSCs ukljuc¢uju Vnt, Notch i Hedgehog. Inhibitori
koji blokiraju ove signalne puteve poznati su kao BCSCs target terapija (45). Takode je utvr-
deno da BCSCs pokazuju rezistenciju na hemoterapiju ili radioterapiju i da predstavljaju rezi-
dualnu ¢elijsku populaciju koja je odgovorna za pojavu recidiva i metastaziranje tumora. Te-
rapija karcinoma dojke karboplatinom, gemcitabinom ili paclitaksolom u in vitro ili in vivo

uslovima povecéava procenat BCSCs medu ¢elijama koje prezive (56, 57).

3.2. MOLEKULARNI MARKERI KARCINOMA DOJKE
3.2.1. KLF4

KLF4 je ¢lan porodice Kruppel-like transkripcionih faktora (KLFs) koji ima znacajnu ulogu
u brojnim bioloskim procesima kao §to su samoobnavljanje embrionalnih stem (ES) celija,
¢elijska diferencijacija, reprogamiranje diferentovanih celija u indukovane pluripotentne stem
¢elije (iPSCs), apoptoza, onkogeneza i tumorska supresija (58,59). Uoceno je da KLF4 deluje
zajedno sa drugim transkripcionim faktorima, ukljuc¢uju¢i OCT4, SOX2 i c-Mic, ¢ija zajednicka
aktivnost dovodi somatske celije u stanje indukovanih pluripotentnih stem ¢elija (iPSCs) (60).

Uloga KLF4 u karcinomu dojke ostaje kontraverzna. Xiang Song i saradnici su otkrili da
karcinom dojke ima znacajno niZe vrednosti KLF4 proteina u odnosu na prekancerozne lezije, su-
gerisu¢i da visoka ekspresijs KLF4 ima inhibitorni uticaj na proliferaciju (61). U istrazivanju Na-
gate i saradnika pacijenti sa TNBC i visokom ekspresijom KLF4 imali su bolje ukupno pre-
zivljavanje i prezivljavanje bez simptoma bolesti u odnosu na pacijente sa nizom ekspresijom

KLF4 (62).
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Antiproliferativna funkcija KLF4 povezana je sa inhibicijom ciklina D1 koji je pozitivni
regulator ¢elijskog ciklusa i aktivacijom inhibitora Celijskog ciklusa p21/Cipl (63, 64). Su-
protno tome, KLF4 suprimira ekspresiju tumor supresornog p53 direktno deluju¢i na njegov
promotor i uzrokuju¢i rezistenciju na apoptozu zavisnu od p53 nakon oStecenja DNK.
Deplecijom KLF4 iz ¢elija karcinoma dojke dolazi do obnavlja funkcije p53 i aktiviranja
apoptoze zavisne od p53. Ovi rezultati rasvetljavaju ulogu KLF4 kao regulatora tumor supre-
sornog p53, koji uéestvuje u onkogenoj transformaciji u zavisnosti od statusa p21/Cipl. lako
status p21/Cipl poput “prekida¢a” moze odrediti supresorsku ili onkoproteinsku funkciju
KLF4, tacan mehanizam jo$ nije rasvetljen (65). Prema tome, uloga KLF4 u karcinomu je
kompleksna. Interakcijom sa razli¢itim ciljnim genima, KLF4 moze funkcionisati kao onko-
gen, ali i kao tumor supresor, §to je dokazano u razli¢itim tumorima (66—68).

KLF4 je jedan od esencijalnih transkripcionih faktora koji je klju¢an za ocuvanje
BCSCs, kao i za proces ¢elijske migracije i invazije. F Yu i saradnici otkrili su visoku ekspre-
siju KLF4 u populaciji CSCs primarnog tumora dojke misa i u ¢elijskoj liniji karcinoma doj-
ke. “Iskljuc¢enje” KLF4 u Celijskoj liniji (MCF-7 i MDA-MB-231) rezultiralo je smanjenjem
broja stem/progenitorskih ¢éelija i supresijom ¢elijske migracije i invazije. Pored toga, utvrdeno
je da KLF4 pozitivno reguliSe migraciju i invaziju kancerskih celija tako §to aktvira Notch
signalni put (69). I rezultati drugih autora ukazuju na to da CSCs podsti¢u formiranje krvnih
sudova i da prekomerna ekspresija KLF4 moze da pokrene migraciju i invaziju ¢elija (70, 71).

Takode, K1f4 ima antiapoptotsku funkciju u mnogim ¢elijskim linijama karcinoma, ta-
ko da je moguce da smanjenje populacije CSCs nakon pada KLF4 moze biti rezultat povecane
apoptoze uzrokovane redukcijom KLF4 (70, 71).

Istrazivanja su takode pokazala da KLF4 moze pospesiti epitelno-mezenhimnu tranzici-
ju u karcinomu dojke. KLF4 interaguje sa transformisu¢im faktorom rasta-beta (TGF-f), do-
bro poznatim regulatorom EMT i beta-kateninom (72, 73). EMT dovodi do dediferencijacije
kancerskih ¢elije, uz povecanje njihove invazivnosti i diseminacije. Tokom EMT povecana je
sekrecija ekstracelularnih proteaza, a redukovana ekspresija proteina ekstracelularnog matrik-
sa, Sto dalje doprinosi invaziji kancerskih ¢elija (74). Fedele i saradnici naglasavaju da se po-
java mezenhimnog fenotipa u metastatskom karcinomu dojke uglavnom srece kod bazalnog i
claudin low podtipa koji pripada TNBC (75).

Utvrdeno je da KLF4 ima pozitivnu regulatornu ulogu u proliferaciji koju indukuje
estrogen (76). Medutim, drugi istrazivac¢i ukazuju da KLF4 suprimira rast hormon zavisnog
karcinoma dojke (77).

lako tacan mehanizam delovanja KLF4 nije poznat, dosadasnja istrazivanja ukazuju na

njegovu ulogu u nastanku carcinoma dojke i prognozi ovog oboljenja.
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3.2.2. SOX2

SOX2 je transkripcioni faktor koji pripada familiji SOX proteina, koja sadrzi vise od 20
¢lanova.Oni reguliSu specifi¢ne bioloske procese, dok poremecaj njihove genske ekspresije
moze dovesti do razvoja karcinoma. Visoka ekspresija SOX2, SOX4, SOX5, SOX8, SOX9 i
SOX18 otkrivena je u razli¢itim karcinomima. Utvrdeno je da je njihova visoka ekspresija po-
vezana sa loSom prognozom, dok je visoka ekspresija SOX11 i SOX30 indikator povoljnog
ishoda kod pojedinih karcinoma (78).

Transkripcioni faktor SOX2 je esencijalan za razvoj tokom embriogeneze i ima presud-
nu ulogu u odrzavanju svojstava mati¢nosti embrionalnih ¢elija i razlicitih populacija_ma-
ti¢nih ¢elija odraslih. Gen koji kodira ovaj protein nalazi se u polno determiniSu¢em regionu
Y (Sry) koji je vezan za HMG grupu gena, poznatijih kao grupa domena visoke mobilnosti
(79). Humani SOX2 gen smeSten je na hromozomu 3, na polozaju q26.3-27 i kodira protein
od 317 aminokiselina (80). Medu svim SOX genima, SOX2 je verovatno najpoznatiji zbog
svoje uloge u reprogramiranju somatskih ¢elija u indukovane pluripotentne stem celije (81).

Pluripotentne mati¢ne ¢elije zadrzavaju svojstva mati¢nosti zahvaljujuéi transkripcionom
jezgru kojeg ¢ine SOX2, OCT4 i NANOG. Ova tri transkripciona faktora funkcionalno sara-
duju, aktiviraju ekspresiju gena koji su povezani sa pluripotentno$éu i suprimiraju ekspresiju
gena povezanih sa diferencijacijom ¢elija (82). Gubitak SOX2 moze se donekle nadoknaditi
prekomernom ekspresijom OCT4, sto ukazuje na njihovu usku funkcionalnu povezanost (83).

Tumorska inicijacija
Formiranje sfere i kolonije Proliferacija

EMT \ Invazija

Formiranje kancerskih Migracija
stem-céelija

Formiranje metastaza Rezistencija na apoptozu i terapiju

Progresija ¢elijskog ciklusa

Slika 2. Uloga SOX2 u karcinomu. SOX2 utice na ¢elije na razliite nacine i podstice
tumorogenezu i progresiju karcinoma. (EMT = epitelno-mezenhimna tranzicija).
Preuzeto iz Novak D, et al. SOX2 in cancer stemness: tumor malignancy and therapeutic
potentials. J Mol Cell Biol, 2020; 12: 85-98 (84).
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Analiza ekspresije pluripotentnih gena u tumorima dojke pokazala je da prekomerna
ekspresija SOX2 utice na povecano formiranje mammosfere u kulturi tkiva. ,.Isklju¢ivanje”
SOX2 sprecilo je stvaranje mamosfere 1 odlozilo je stvaranje tumora u modelima pokretanja
ksenografta. Uticaj drugih transkripciomih faktora, OCT4 ili Nanog, na formiranje mamosfere
u kulturi nije utvrden. Ovi nalazi ukazuju da reaktivacija SOX2 predstavlja rani dogadaj u ini-
cijaciji tumora dojke i da se stvaranje tumora moze dogoditi u bilo kojoj ¢eliji tokom diferen-
cijacije dojke (85, 86). Pored toga, SOX2 ima ulogu u nastanku CSCs, proliferaciji, migraciji,
invaziji, EMT, rezistenciji na apoptozu i razvoju metastaza (slika 2).

Peng Liu i saradnici utvrdili su povezanost visoke ekspresije SOX2 sa kra¢im ukupnim
prezivljavanjem i intervalom bez simptoma bolesti kod pacijentkinja sa TNBC. Inhibicijom
SOX2 suprimira se ¢elijska proliferacija i invazija, pokrece ¢elijska apoptoza in vitro i supri-
mira tumorogenost i pojava metastaza in vivo. Utvrdeno je da SOX2 promovise nastanak tu-
mora u TNBC i da je SOX2 dragoceni prognosticki i terapijski biomarker, gde se inhibicija

SOX2 moze koristiti kao potencijalna target terapija u TNBC (87).

3.2.3. OCT3/4

OCT (OCT3/4 ili POU5F1) je ¢lan POU familije transkripcionih faktora, koji ima
klju¢nu ulogu tokom rane embriogeneze sisara zbog svoje uloge u regulaciji samoobnavljanja
i pluripotentnosti embrionalnih stem c¢elija (ESCs). Odrzavanje stanja nediferentovanosti plu-
ripotentnih mati¢nih éelija obezbeduje se ushodnom regulacijom OCT3/4, dok se nishodnom
regulacijom ESCs diferentuju u somatske ¢elije diferentovanog tkiva (88—90). Istrazivanja su
pokazala da je nivo ekspresije proteina OCT3/4 u ESCs vazan za odrzavanje diferencijacije
specificnih ESCs i njihov dalji razvoj. Dvostruko povecanje ekspresije OCT3/4 dovodi do
konverzije ESCs u primitivna endodermalna i mezodermalna tkiva, dok povecanje ekspresije
OCT3/4 za 50% moze dovesti do diferencijacije ESCs u trofoderm (91). De Jong i saradnici
su otkrili da ektopi¢na ekspresija OCT3/4 dovodi do povecanog malignog potencijala ESCs,
¢ime je dokazana uloga OCT3/4 u ¢elijskoj transformaciji (92). | drugi autori smatraju da
maticne celije odraslih mogu da predstavljaju mete karcinogeneze zbog sustinske uloge OCT4
u njihovim biolo§kim procesima (93).

Istrazivanja su pokazala da BCSCs koje eksprimiraju OCT3/4, a koje su izolovane iz
kancerskog tkiva, pokazuju svojstva stem/progenitornih celija. Istrazivanje uticaja ektopi¢ne
ekspresije OCT3/4 na somatska tkiva odraslih miSeva pokazalo je da OCT3/4 dovodi do inhi-

bicije diferencijacije ¢elija na nacin koji je primec¢en u embrionalnim ¢elijama, $to dovodi do
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displazije epitela tankog creva i epidermisa. Displasti¢ni rast zavisi od kontinuirane ekspresije
OCT3/4, a displasti¢ne lezije pokazuju povecanje broja progenitorskih ¢elija i povecanu
transkripciju beta-katenina, $to znaci da i progenitorske ¢elije mogu biti pokreta¢i tumoroge-
neze. Takode, aberantna ekspresija OCT3/4 u adultnim somatskim ¢elijama moze indukovati
tumorogenezu (94, 95). Prema tome, meta tumorogeneze mogu biti normalne stem celije, pro-
genitorske i diferentovane ¢elije (slika 3) (96).

C@) 23058

l Stem-celija I Kancerska stem-celija
-
Progenitorske Kancerske progenitorske
Jéelije I celije

Diferentovane celije Kancerske celije

Slika 3. Neoplasti¢na transformacija normalnih stem ¢elija u kancer stem cCelije.
Kancerogeni inzulti mogu pogoditi ¢eliju u bilo kom stadijumu diferencijacije ili pravcu
razvoja. Ako pogode stem-celiju, novonastala kancerska stem-celija jos uvek ¢e biti sposobna
da se obnavlja, uzrokujuéi rast populacije rezistentnijih kancerskih stem-¢elija. Ako do
mutacija dode u progenitorskim ili diferentovanim ¢elijama, novonastale kancerske celije
mogu ponovo ste¢i kapacitet da se samoobnavljaju.

Preuzeto iz Federici G, et al. Breast Cancer Stem Cells: A New Target for Therapy.
Oncology Journal 2011; (96).

Prognosticki znac¢aj OCT3/4 u karcinomu dojke proistekao je iz saznanja da tumori sa
visokom ekspresijom OCT3/4 ces¢e daju metastaze i da su povezani sa kra¢im vremenom
prezivljavanja u poredenju sa tumorima koji su imali nisku ekspresiju ovog trankripcionog
faktora. Takode, prekomerna ekspresija OCT3/4 pracena je pojavom kasnih recidiva nakon
primene hemo i zracne terapije (97—-99). Ponovna ekspresija OCT3/4 u mati¢nim ¢elijama ra-
zlicitih karcinoma dovodi do ekspanzije tumorskih mati¢nih celija koje su rezistentne na he-
moterapiju i dolazi do pojave recidiva. Precizno razumevanje molekularnih mehanizama regu-

lacije OCT3/4, a posebno njegovog “ukljucenja” ili “isklju¢enja” u tkivima, u zavisnosti od
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mikrosreding, i dalje je izazov za fundamentalna istrazivanja u regenerativnoj medicini i tera-
piji karcinoma (91).

Beltran i saradnici su otkrili da prekomerna ekspresija OCT4 cDNK u normalnom epite-
lu dojke dovodi do stvaranja klona ¢elija sa tumor iniciraju¢im svojstvima i sposobno$c¢u sa-
moobnavljanja. Tumor-inicirajuce ¢elije pokazuju prekomernu ekspresiju onkogena i gubitak
tumor supresorne fukcije. Kada se te ¢elije daju NUDE miSevima nastaje trostruko negativan
karcinom dojke, koji je slabo diferentovan. Ovakav genetski potpis je naro€ito prisutan kod
claudin low podtipa karcinoma dojke. Ovo istrazivanje ukazuje da OCT4 dovodi do ekspan-
zije ranih stem/progenitorskih celija i da aktivira embrionalne transkripcione faktore (100).

DNK' sekvenciranjem otkriveno je vise OCT4 genskih transkripata na hromozomu 6
(POUS5F1) u normalnom tkivu dojke i nemalignim ¢elijskim linijama MCF-10. Za razliku od to-
ga, tumori dojke i kancerske ¢elijske linije dojke MCF-7 dominantno su eksprimirale transkrip-
ciju OCT4-like gena (POUS5F1B) sa hromozoma 8, §to je oznac¢eno kao Oct3. Podudarnost ami-
nokiselinskog sastava lanaca OCT3 i OCT4 prisutna je u 96%. Rezultati su pokazali da se
OCTS3, umesto OCT4, moze koristiti kao novi klini¢ki marker i potencijalni target specificne
genske terapije karcinoma dojke (101). Pojava metastaza u sentinel limfnom nodusu (SLN) ili
nesentinel limfnim nodusima (non- SLNSs), nakon kompletne disekcije aksile, znacajno je pove-
zana sa nivoom ekspresije OCT3/4. Verovatnoc¢a pojave non-SLNs bila je veca u grupi sa vi-
Som ekspresijom OCT3/4 u odnosu na grupu sa negativnim nalazom OCT3/4. Univarijantna i
multivarijantna analiza je pokazala da je nivo ekspresije OCT3/4 znacajno povezan sa pojavom
non-SLNs metastaza. Pacijenti sa viSom ekspresijom POU5F1/Oct-4 imali su i ve¢u verovatnocu

pojave metastaza, $to ukazuje na prediktivnu vrednost ovog markera u karcinomu dojke (102).

3.2.4.EZH2

EZH2, Enhancer of Zeste Homolog 2, je histonska metiltransferaza (HMTaza), koja je
sastavni deo polycomb represivnog kompleksa (PRC) 2. EZH2 katalizuje formiranje trimetil
grupa na lizinu, na poziciji 27 u histonu H3 (H3K27), sto dovodi do utisavanja velikog seta
gena. Svoju kataliticku aktivnost EZH2 ostvaruje putem SET domena, a da bi bio aktivan ne-
ophodna mu je kooperacija sa ostalim podjedinicama PRC2 kompleksa, EED i SUZ12. Pored
svoje HMTazne aktivnosti, SET domen moze da se vezuje i za duge nekodirajuce RNA
(IncRNA) molekule. Formiranje EZH2-RNA kompleksa je od sustinskog znacaja za ciljnu spe-
cificnost PRC2 (103-105). EZH2 saraduje i sa DNK metiltransferazom, pa na taj nac¢in dovodi

do trajnog utiSavanja ekspresije gena putem metilacije, kao 1 sa histonskim deacetilazama, §to
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omogucava specifi¢nu modifikaciju histona. Zajednicka aktivnost ovih epigenetskih regulato-
ra u utiSavanju ekspresije gena ukljucena je u procese Celijske diferencijacije i zastoj ¢elijskog
ciklusa, kao i odrzavanje svojstava mati¢nosti u stem ¢elijama tkiva i organa. Funkcionalna
povezanost EZH2 sa DNK metilacijom i PRCI je kriti¢ni dogadaji u obezbedivanju dugotraj-
ne epigenetske memorije (106—108).

Humani EZH2 gen nalazi se na hromozomu 7q35 i sadrzi 20 egzona. EZH2 je obi¢no
lokalizovan u jedru, ali se moze naci i u citoplazmi (109). EZH2 je usko povezan sa prolifera-
cijom i nalazi se samo u ¢elijama koje se dele (110). Deplecija EZH2 u kancerskim ¢elijama
indukuje zaustavljanje ¢elijskog ciklusa i inhibira proliferaciju ¢elija (111, 112).

Brojna istrazivanja su pokazala da EZH2 stimulise razvoj i progresiju karcinoma, s
obzirom na to da je prekomerna ekspresija prisutna u razli¢itim karcinomima, kao $to su kar-
cinom prostate, dojke, besike, Zeluca, jetre, pluca i pankreasa (111, 112, 113-117).

Koliko je kompleksna uloga EZH2 u tumorogenezi dojke pokazuju podaci da visoka
ekspresija EZH2 izaziva izlazak BRCAL tumor supresorskog proteina iz jedra i da indukuje
pojavu aberantnih mitoza i genomsku nestabilnost. Mehanizam kojim EZH2 kontrolise intra-
¢elijsku lokalizaciju BRCAL proteina (u jedru ili citoplazmi) i genomsku stabilnost je aktivi-
ranje Akt-1. Smanjenje nivoa EZH2 u ¢elijama karcinoma dojke indukuje nuklearnu lokaliza-
ciju BRCAL i smanjenje mitotskih poremecaja (118).

3.2.5. CD44

CD44 je tip | transmembranskih glikoproteina koji deluje kao receptor za hijaluronsku
kiselinu (HK) ekstracelularnog matriksa. Smatra se da je vezivanje CD44 za HK odgovorno za
¢elijsku signalizaciju i regulisanje ostalih bioloskih procesa unutar ¢elija. CD 44, kao adhezioni
molekul, posreduje u prenosu signala za receptor humanog epidermalnog faktora rasta (HER),
tirozin kinase, heparan sulfat proteoglukana, kao i za neke faktore rasta. Ovaj protein je Siroko
eksprimiran u gotovo svim celijama organizma. Moze se naci u leukocitima, fibroblastima, epi-
telnim, mezodermalnim i neuroektodermalnim celijama (119). CD44 je receptor za razne stimu-
luse iz mikrookoline i utice na ekspresiju gena koji regulisu procese kao sto su celijska diferen-
cijacija, adhezija (¢elija-matriks) i proces migracije, a koji su znacajni za progresiju karcinoma.
Sve navedeno svrstava glikoprotein CD44 u ¢elijski multifunkcionalni adhezioni molekul (120,
121). CD44 ima vise od 20 izoformi. 1zoforme su poznate i kao varijante CD44 i oznacavaju se
slovom "v" (CD44v ). Varijante CD44 su prisutne u normalnim, ali i u patoloskim c¢elijama i

mogu da ucestvuju u regulisanju procesa celijske diferencijacije. Opisane su specifi¢ne varijante
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CD44 u odredenim metastatskim kancerskim celijama. Npr. CD44v6 je znacajna u karcinomu
dojke i kolorektalnom karcinomu (119). Rezultati studije u kojoj je ispitivan uticaj CD44 na
karcinogenezu dojke i progresiju tumora, pokazali su prisustvo kvalitativne i kvantitativne pro-
mene u ekspresiji CD44 u ranom stadijumu karcinogeneze dojke (122).

Ekspresija CD44 je prisutna kako u normalnim stem ¢elija (SCs), tako i u CSCs. Upra-
vo interakcija CD44-a sa njegovim glavnim ligandom HK uti¢e na funkciju ¢elija sa svojstvi-
ma matic¢nosti. U ko$tanoj srzi visoka ekspresija CD44 u mezenhimnim stem ¢elijama olaksa-
va kretanje celija preko ekstracelularnog vezivanja za HK. Nakon vezivanja CD44/HK naj-
¢esce dolazi do interakcije sa ekstracelularnim heparan sulfatom, $§to omogucava vezivanje
CD44v3 sa faktorima rasta (npr. fibroblastni faktor rasta 2). CD44 ucestvuje u prenosenju
¢elijskog signala posredstvom vezivanja faktora rasta (123). Sa druge strane, CD44 moze da
interaguje sa integrinom, koji povezuje ekstracelularne adhezione molekule sa intracelularnim
aktinskim citoskeletom. Integrin generalno ima ulogu u signalizaciji izmedu c¢elija, diferenci-
jaciji, proliferaciji i migraciji ¢elija. Povezanost CD44 i integrina u ovim interakcijama navodi
na pretpostavku da CD44 posreduje u funkciji integrina (124).

Istrazivanja su pokazala da tumor supresori, kao §to su p53 i microRNA 34a, u karci-
nomu dojke i prostate inhibiraju pojavu metastaza tako Sto deluju represivno na ekspresiju
CD44 (125).

Veéina autora smatra da interakcija CD44-a sa HK ima presudnu ulogu u kancerskoj
invaziji. Antitela prema CD44 inhibiraju invaziju kancerskih ¢elija u in vitro uslovima. Meha-
nizam kako HK uti¢e na invaziju nije jasan. Pronadena je povecana koncentrisanija HK u
premalignim i malignim ¢elijama u poredenju sa normalnim ¢elijama, $to podrzava teoriju da
CD44 ima ulogu u kancerskoj invaziji (126).

U studiji Olsson-a i saradnika, koris¢enjem RT-PCR i Western blot tehnike, utvrdena je
povezanost izmedu ekspresije mRNA CD44 izoformi i CSCs fenotipa. Ovom tehnikom
mereni su nivoi razli¢itih izoformi CD44 u CSCs dojke i otkrivena je heterogena ekspresija u
razli¢itim celijskim linijama karcinoma dojke. Detektovana je visoka ekspresija izoforme
CD44s u mezenhimskim celijskim linijama. Pored toga, utvrdeno je da CD44 remeti ekspresi-
ju dobro poznatih onkogenih markera, kao $to su HER2, ER i PR (127).

Najnovija istrazivanja ukazuju da inflamatorni citokin OSM, koji pripada porodici IL-6,
doprinosi ekspresiji CD44 u ER+ karcinomima dojke. Pored toga, izgleda da CD44 ima cen-
tralnu ulogu u OSM-indukovanom odvajanju tumorskih ¢elija, ali ne i u EMT. Ovi rezultati
ukazuju da je regulacija CD44 posredstvom OSM znacajna za metastatsku kaskadu ER+ kar-
cinoma dojke (128).
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3.2.6.CD117

Gen CD117 poznat je kao "KIT proto-onkogeni receptor tirozin kinaze", c-kit, ili recep-
tor stem celijskog faktora (SCF). Gen CD117 sastoji se od jedne kopije koja je smeStena na
hromozomu 4 (4k12) i kodira protein od 976 aminokiselina. Protein CD117 je ¢lan porodice
receptora tirozin kinaze tipa 111 (129-131).

CD117 se fizioloski eksprimira u hematopoetskim mati¢nim ¢éelijama, tkivnim mastoci-
tima, germinativnim ¢elijama, melanocitima, intersticijskim ¢elijama Cajala i epitelu dojke.
Aktivacija CD117 ostvaruje se vezivanjem njegovog vancelijskog domena sa svojim ligan-
dom, SCF. Neaktivni CD117 nalazi se na povrsini ¢elije kao monomer, dok se SCF nalazi
ekstracelularno kao dimer (132). Nakon vezivanja sa SCF, receptor CD117 formira homodi-
mer, $to rezultira autofosforilacijom specifi¢nih ostataka tirozina u intracelijskom domenu i
zapoc¢injanjem kaskadne signalizacije nekoliko puteva (JAK/STAT, RAS/MAP kinazni put,
PI3 kinasu, PLCy, SRC put). Nakon autofosforilacije, CD117 se brzo ubikvitinizuje, $to do-

vodi do njegove degradacije (133—-137).

Celijska membrana

Proliferacija
Diferencijacija

Proliferacija
Prezivljavanje

Proliferacija

Frofiferacija Sivli : - Prezivljavanje
Prezivljavanje| [PreZivljavanje &
Adnezlia Celijski

motie

Slika 4. Stimulacija signalnih puteva nakon aktivacije CD117
Preuzeto iz Brittni et al. Biomedicines. 2018; 6(1): 31 (131).

Ligand SCF, koji se vezuje za receptor CD117, indukuje dimerizaciju i nishodnu signa-
lizaciju koja rezultira proliferacijom, diferencijacijom, opstankom, adhezijom, motilitetom i

angiogenezom (slika 4). Onkogeni uticaj CD117 ostvaruje se prekomernom aktivacijom ili
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mutacijama koje su nezavisne od liganda. Mutacije se najcesce javljaju u tirozin kinaznom
domenu. Mutacije mogu nastati na razli¢ite nacine, ali tumori retko kad pokazuju prisustvo
vise od jedne mutacije (131).

Ekspresija CD117 otkrivena je u razli¢itim tumorima, ukljuCujuéi gastrointestinalni
stromalni tumor (GIST), karcinom dojke, jajnika, debelog creva, sitnocelijski karcinom pluca,
maligne tumore germinativnih ¢elija, sarkome i melanom (138).

U istrazivanju Medingera i saradnika ekspresija CD117 otkrivena je u karcinomu dojke
(21%), kolorektalnom karcinomu (17%), sarkomu (35%), karcinomu bubreznih ¢elija (36%),
karcinomu jajnika (17%) i hepatocelularnom karcinomu (17%). Kod ovih pacijenata prisutan
je trend ka loSijoj prognozi, iako statisti¢ka znacajnost nije dobijena (139).

Rezultati drugih istrazivanja pokazuju da se CD117 nalazi u normalnom epitelu dojke, u
proliferativnim lezijama i u karcinomu (1-13%). Utvrdeno je da sa malignom transformaci-
jom epitela dojke dolazi do redukcije CD117 i veruje se da CD117 ima ulogu u karcinogenezi
dojke (140, 141). Takode, pojedina istrazivanja ukazuju na to da ekspresija CD117 u invaziv-
nom karcinomu dojke, bilo da je negativna ili pozitivna, mora biti prisutna u rutinskom izve-
Staju, s obzirom na to da negativan nalaz ima prognosti¢ke implikacije, dok ¢e pozitivan nalaz
identifikovati pacijentkinje sa karcinomom dojke kod kojih se potencijalno moze primeniti
terapija inhibitorima tirozin kinase (142).

Luo i saradnici otkrili su da ekspresija CD117, mutacije tumorskog proteina TP53, kao i
CD117 + / TP53 mutacija imaju uticaj na ukupno prezivljavanje kod pacijentkinja sa TNBC
podtipom karcinoma dojke. Medutim, ekspresija CD117 i mutacija TP53 zajedno u primarnom

tumoru bile su nezavisni prognosticki faktori prezivljavanja pacijentkinja sa TNBC (143).

Miodrag N. Pordevi¢ — Doktorska disertacija 34



4. NAUCNA HIPOTEZA

Analiza ekspresije molekularnih markera predstavlja savremeni pristup u istrazivanju
karcinoma dojke, ¢iji bi rezultati bili od znacaja za identifikaciju pacijenkinja sa visokim rizi-
kom od lokoregionalnog Sirenja karcinoma i progresije bolesti. lako rezultati dosadasnjih
istrazivanja molekularnih markera sa svojstvom mati¢nosti, KLF4, SOX2, OCT3/4, EZH2,
CD44 i CD117, ukazuju na njihovu vaznu ulogu u patogenezi i evoluciji karcinoma dojke,
njihova precizna uloga i znac¢aj jo$ nisu u potpunosti razjasnjeni, a ponekad su i kontradiktor-
ni. Na osnovu dosada$njih saznanja i dostupnih literaturnih podataka o ulozi molekularnih
markera (transkripcionih faktora i povrSinskih proteina) sa svojstvima mati¢nosti u patofizi-
oloskim procesima invazivnog duktalnog karcinoma dojke, postavljena je sledeca radna hi-
poteza:

» Postoji znacajna povezanost lokoregionalnog Sirenja invazivnog duktalnog karcino-
ma dojke i visoke ekspresije jednog ili vise molekularnih markera (KLF4, SOX2,
OCT3/4, EZH2, CD44, CD117) u kancerskim ¢elijama;

» Postoji znacajna povezanost molekulkarnog podtipa invazivnog duktalnog karcinoma
dojke i visoke ekspresije odredenih molekularnih markera;

» Visoka ekspresija veceg broja ispitivanih molekularnih markera, odnosno koekspre-
sija molekularnih markera znac¢ajno korelira sa pojavom metastaza u limfnim nodusi-
ma aksile i/ili povecanjem broja i procentualne zastupljenosti metastazama zahvace-

nih aksilarnih limfnih nodusa.
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Imajuci u vidu visoku ucestalost karcinoma dojke u klini¢koj praksi i znac¢aj identifika-
cije faktora rizika za progresiju bolesti kod pacijentkinja sa invazivnim duktalnim karci-

nomom dojke, kao naj¢es¢im histoloSkim tipom, postavljeni su sledeci ciljevi istrazivanja:

1. Ispitati status limfnih nodusa aksile (prisustvo/odsustvo metastaza) i njegovu poveza-
nost sa klinicko-patoloskim parametrima: starost pacijentkinja, lokalizacija i veli¢ina
tumora, histoloski gradus tumora, Nottingham scor, proliferativni K-67 indeks (ni-
zak/visok), kao i status ER (negativan/pozitivan), PR (negativan/pozitivan) i HER2

(negativan/pozitivan) receptora;

2. Ispitati status limfnih nodusa aksile (prisustvo/odsustvo metastaza) i njegovu pove-
zanost sa molekularnim podtipovima invazivnog duktalnog karcinoma dojke — lumi-

nalnim A, HER2 pozitivnim i bazalnim;

3. Ispitati status limfnih nodusa aksile (prisustvo/odsustvo metastaza) i njegovu poveza-
nost sa ekspresijom molekularnih markera — KLF4, SOX2, OCT3/4, EZH2, CD44 i
CD117 (niska/visoka) u kancerskim celijama invazivnog duktalnog karcinoma dojke;

4. Ispitati ekspresiju molekularnin markera — KLF4, SOX2, OCT3/4, EZH2, CD44 i
CD117 u kancerskim ¢elijama invazivnog duktalnog karcinoma dojke (niska/visoka) i
njenu povezanost sa klinicko-patoloskim parametrima: starost pacijentkinja, lokalizacija
i velicina tumora, status aksilarnih lifnih nodusa (negativan/pozitivan), pN stadijum
aksilarnih limfnih nodusa, prosecan broj metastazama zahvacenih limfnih nodusa aksile,
procenat zahvacenih limfnih nodusa u odnosu na broj pregledanih, histoloski gradus
tumora, Nottingham scor, proliferativni K-67 indeks (nizak/visok), kao i status ER (ne-
gativan/pozitivan), PR (negativan/pozitivan) i HER2 (negativan/pozitivan) receptora;

5. Ispitati koekspresiju pojedina¢nih nuklearnih markera — KLF4, SOX2, OCT3/4 i
EZH2 u kancerskim c¢elijama invazivnog duktalnog karcinoma dojke (niska/visoka) i

njenu povezanost sa klinicko-patoloskim karakteristikama karcinoma;

6. Ispitati koekspresiju membanskih markera — CD44 i CD117 u kancerskim ¢elijama
invazivnog duktalnog karcinoma dojke (niska/visoka) i njenu povezanost sa klini¢ko-

patoloSkim karakteristikama karcinoma;
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7. Ispitati klinicko-patoloSke karakteristike i ekspresiju molekularnih markera u odnosu

na molekularni podtip invazivnog duktalnog karcinoma dojke;

8. Ispitati uticaj klinicko-patoloskih i molekularnih karakteristika (ekspresije moleku-
larnih markera sa svojstvima mati¢nosti) invazivnog duktalnog karcinoma dojke kao
prognostickih parametara progresije bolesti i pojave metastaza u limfnim nodusima

aksile.
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6.1. PACIJENTKINJE

Istrazivanjem je obuhvaéeno 136 pacijentkinja sa primarnim invazivnim duktalnim karci-
nomom dojke kod kojih je uradena radikalna mastektomija, u periodu od januara 2016. godine do
decembra 2019. godine, na Klinici za endokrinu hirurgiju i hirurgiju dojke Klinickog centra u
Nisu. Patohistoloska ispitivanja obavljena su u Centru za patologiju Klinickog centra u Nisu.

Bazu podataka, koji su obuhvaceni ovim istrazivanjem, Cinile su istorija bolesti ovih pa-
cijenkinja i medicinska dokumentacija sa konzilijarnim odlukama Klinike za onkologiju Kli-
nickog centra u Nisu.

Pacijentkinje ukljucene u istrazivanje nisu imale multicentri¢ne i multifokalne tumore, uda-
ljene metastaze, niti su dobijale neoadjuvantnu onkoloSku terapiju preoperativno. Sve pacijentki-
nje svrstane su u dve grupe na osnovu prisustva metastaza u aksilarnim limfnim nodusima (meta-
staze prisutne/odsutne), a ha osnovu broja pozitivnih aksilarnih limfnih nodusa definisani su stadi-
jumi aksilarnih limfnih nodusa (pN): pNO (odsustvo metastaza), pN1 (prisustvo metastaza u 1-3
limfna nodusa), pN2,3 (prisustvo metastaza u 4 i vise pregledanih limfnih nodusa). U grupi pa-
cijentkinja sa metastazama izraCunat je prose¢an broj i procenat metastazama zahvacenih aksi-
larnih limfnih nodusa. Procenat pozitivnih aksilarnih limfnih nodusa dobijen je kao odnos broja

aksilarnih limfnih nodusa zahvac¢enih metastazama i ukupanog broja pregledanih limfnih nodusa.

6.2. METODE RADA

Nakon hirurSke intervencije, tkivo dojke i sadrzaj aksile dostavljani su na patohisto-

losku obradu.

6.2.1. Patohistoloska analiza

Patohistoloskom analizom biopsijskih uzoraka definisani su:

» histoloski tip karcinoma;

= molekularni podtip karcinoma;

= stepen histoloske diferentovanosti karcinoma — histoloski gradus (G);
= pN stadijum aksilarnih limfnih nodusa;

= Nottingham scor;

= status estrogenskih (ER) i progesteronskih (PR) receptora;

» HER2 status;

= proliferativni Ki-67 indeks.
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Patohistoloska dijagnostika izvrsena je na uzorcima tkiva dojke koji su fiksirani u 10%
neutralnom formalinu, obradeni u aparatu za automatsku obradu tkiva, ukalupljeni u parafin i
seceni na mikrotomu debljine 4 mikrometara. Histoloski preseci celokupnog ukalupljenog materi-
jala tumora i limfnih nodusa aksile bojeni su klasi¢cnom hematoksilin-eopzin (HE) metodom i hi-
stopatoloski analizirani. HE preseci primarnog duktalnog invazivnog karcinoma dojke koris¢eni
su za analizu stepena diferentovanosti tumora — histoloski i nuklearni gradus, kao i za utvrdivanje
Nottingham skora. Takode, HE preseci limfnih nodusa iz aksile koriS¢eni sU za utvrdivanje pri-
sustva metastaza, kao i za odredivanje broja pozitivnih limfnih nodusa (pN stadijum).

Nakon dijagnostike, duktalni invazivni karcinomi dojke su, na osnovu statusa ER, PR,
HER-2 i proliferativnog Ki-67 indeksa, klasifikovani u tri molekularna podtipa: (1) luminalni
A, tj. hormon zavisna grupa (ER+, PR+, Ki-67 indeks nizak); (2) HER2 pozitivni (pojacana
ekspresija receptor 2 humanog epidermalnog faktora rasta, Ki-67 indeks visok); (3) bazalni
podtip (ER-, PR-, HER2-, Ki-67 indeks visok). U navedenim molekularnim podtipovima
invazivnog duktalnog karcinoma dojke ispitivan je status aksilarnih limfnih nodusa, kao i

ostali predvideni parametri.

6.2.2. Imunohistohemijska analiza

Sa odabranog reprezentativnog parafinskog kalupa primarnog invazivnog duktalnog
karcinoma dojke svakog pojednacnog slucaja, uzeti su preseci debljine 4 mikrometara na koji-
ma je radena imunohistohemijska analiza. Uradeni preseci su deparafinisani u ksilolu i rehi-
dratisani u seriji etil alkohola opadajuc¢e koncentracije. Proces demarkacije antigena za sva
bojenja uraden je zagrevanjem histoloSkih preseka u rastvoru citratnog pufera (pH 6,0) ili u
alkalnom rastvoru (pH 9,0), u zavisnosti od antitela, u mikrotalasnoj peé¢nici u trajanju od 20
minuta. Blokada aktivnosti endogene peroksidaze postignuta je nanoSenjem rastvora 3%
vodonik peroksida na svaki tkivni presek. Nakon detaljnog ispiranja u 0,01M fosfathnom pu-
feru (PBS), preseci su inkubirani sa odgovarajuéim primarnim antitelom preko no¢i na +4°C u
frizideru. Posle ispiranja u PBS-u, tkivo je inkubirano sa sekundarnim antitelom u trajanju od
10 minuta. Nakon ponovnog ispiranja u PBS-u sledila je inkubacija sa tercijalnim antitelom u
trajanju od 15 minuta. Za vizualizaciju reakcije koris¢en je tecni di-amino-benzidin-tetra-hlo-
rid (DAB), a nakon toga izvrSeno je kontrastiranje preseka bojenjem histoloskih preseka Ma-
jerovim hematoksilinom. U sve imunohistohemijske procedure bile su ukljuene negativne
kontrole gde je umesto primarnog antitela koris¢en PBS pufer, dok su pojedine normalne

strukture koris¢ene kao pozitivna interna kontrola.
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Antitela koja su koris¢ena za imunohistohemijska ispitivanja prikazana su u tabeli 9.

Tabela 9. Karakteristike antitela koris¢enih za imunohistohemijsku analizu

Antitela Klon Tip Proizvoda¢ Razblazenje Celularna
lokalizacija
KLF4  ab215036 Zec¢je monoklonalno  Abcam 1:200 nuklearna
SOX2  ab97959 Zecje poliklonalno ~ Abcam 1:100 nuklearna
OCT3/4 ab181557 Zecje monoklonalno  Abcam 1:1000 nuklearna
EZH2  ab84989 Zecje poliklonalno ~ Abcam 1:250 nuklearna
CD44  Anti-Human CD44 Misje monoklonalno Dako 1:50 membranska
CD117 Anti-Human Zegje poliklonalno ~ Dako 1:200 membranska
CD117, c-kit

Interpretacija i skoriranje imunohistohemijskih bojenja

Analiza i interpretacija imunohistohemijskih bojenja izvr§ena je pomocu svetlosnog mi-
kroskopa Leica DM 1000. Pozitivan nalaz predstavlja braonkasto membransko i nuklearno
prebojavanje. Za svaki od analiziranih markera odredivan je procenat pozitivnih ¢éelija, odno-
sno broj tumorskih ¢éelija sa pozitivnom reakcijom u odnosu na celokupan broj tumorskih ¢éeli-
ja na svakom preseku. Intenzitet bojenja braon pigmenta gradiran je skalom od 0-3, gde je
0—odsustvo reakcije, 1-slabo prebojavanje, 2—bojenje umerenog intenziteta i 3—bojenje jakog
intenziteta. Finalni skor imunohistohemijske analize ekspresije molekularnih markera dobijen
je kao proizvod proporcije obojenog tumorskog tkiva i intenziteta bojenja.

Na osnovu literaturnih podataka, za ekspresiju svakog od ispitivaninh markera odredena je
grani¢na vrednost ekspresije, na osnovu koje su tumori klasifikovani u grupu sa visokom ili
niskom ekspresijom markera. Tako je ekspresija KLF4,0CT3/4 i CD117 okarakterisana kao gru-
pa sa visokom ekspresijom ako je tumor pokazivao ekspresiju navedenih markera u vise od 10%
tumorskih ¢elija sa intermedijernim ili jakim intenzitetom bojenja. Ekspresija SOX2 definisana je
kao visoka ukoliko je vise od 1% kancerskih ¢elija pokazivalo imunoreaktivnost (144, 145).

Ekspresija EZH2 odredena je kombinovanim skorom procenta i intenziteta bojenja. Na
osnovu srednje vrednosti skora za celokupnu ispitivanu grupu, tumori su podeljeni u grupu sa
niskom i visokom ekspresijom (146).

Ekspresija CD44 okarakterisana je kao visoka ako je tumor pokazivao ekspresiju u 50%
ili vise kancerskih celija, sa intermedijernim ili jakim intenzitetom bojenja (147).

Tumori sa niskom ekspresijom ispitivanih markera pokazivali su odsustvo imu-
nohistohemijske reakcije (negativan nalaz) ili je pozitivnost bila manja od definisane grani¢ne

vrednosti za svaki pojedina¢ni marker.
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Broj alterisanih markera podrazumevao je prisustvo dva ili vise markera visoke ekspre-
sije koji pripadaju nuklearnim i membranskim markerima.

Na slikama 5 i 6 prikazane su visoka i niska ekspresija KLF4, SOX2, OCT3/4, EZH2,
CD44 i CD117 koje su detektovane imunohistohemijskim bojenjem.

Slika 5. Ekspresija KLF4, SOX2 i OCT3/4 u duktalnom karcinomu dojke.
Visoka nuklearna ekspresija KLF4, SOX2 i OCT3/4 prikazana je u levoj koloni

(Originalno uvecanje x 200).
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Slika 6. Ekspresija EZH2, CD44 i CD117 u duktalnom karcinomu dojke.
Visoka nuklearna ekspresija EZH2 i visoka membranska ekspresija CD44 i CD117

prikazane su u levoj koloni (Originalno uvecanje x 200).
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6.2.3. Statisticke metode

Kvantitativna statistiCka analiza sprovedena je na raCunaru. Za upisivanje, rangiranje,
grupisanje, tabelarno i graficko prikazivanje podataka koris¢en je Excel program iz Microsoft
Office 2010 programskog paketa. Proracuni su vrSeni koris¢enjem SPSS programa u verziji
18.0. U svim analizama je, kao granica statisticke zna¢ajnosti, podrazumevana greska procene
od 0,05 ili 5%.

Poredenje zastupljenosti pojedinih kategorija atributivnih obelezja izmedu grupa vrSeno
je Hi kvatrat testom (Chi square test), ili FiSerovim testom (Fisher test) u slu¢ajevima kada je
neka od o¢ekivanih frekvencija bila manja od 5.

Univarijantnom i multivarijantnom logistiCkom regresionom analizom ispitivana je po-
vezanost pojedinih faktora sa verovatno¢om zahvacenosti aksilarnih limfnih nodusa. 1zracu-
navane su vrednosti odnosa verovatnoca za zahvacenost i nezahvacenost aksilarnih limfnih
nodusa (odds ratio — OR) i granice njihovih 95% intervala poverenja (95% IP). U multivari-
jantnu analizu uklju¢ivani su svi ispitivani faktori, a zatim su primenom Valdove metode ko-
rak po korak unazad (Backward: Wald), iz modela isklju¢ivani oni faktori ¢ija statisticka zna-
¢ajnost nije potvrdena.

Univarijantnom i multivarijantnom linearnom regresionom analizom ispitivana je poveza-
nost pojedinih faktora sa brojem i procentualnom zastupljeno$¢u metastazama zahvacenih limfnih
nodusa. Izracunavane su vrednosti koeficijenata linearne korelacije (B) i granice njihovih 95%
intervala poverenja (95% IP).
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7. REZULTATI

7.1. KLINICKO-PATOLOSKE KARAKTERISTIKE KARCINOMA
| STATUS AKSILARNIH LIMFNIH NODUSA

Ovim istrazivanjem obuhvacéeno je 136 pacijentkinja sa invazivnim duktalnim karcino-
mom kojima je uradena radikalna mastektomija, prose¢ne starosti 64,01+11,92 (aritmeticka
sredina * standardna devijacija).

Karcinom je najéeS$¢e bio lokalizovan u gornjem spoljnom kvadrantu-GSK (55,1%), a
zatim u gornjem unutra$njem — GUK (17,6%) i centralnom kvadrantu — CK (17,6%). Vecina
pacijentkinja imala je karcinom T2 stadijuma, veli¢ine od 20-50mm (50%). Karcinom T1 sta-
dijuma, veli¢ine do 20mm, otkriven je kod 32,4%, T4 kod 15,4%, a T3 stadijuma, veli¢ine iz-
nad 50mm, kod 2,2% pacijentkinja. Kod dve trecine pacijentkinja (66,2%) dijagnostikovan je
karcinom umerenog stepena diferentovanosti — histoloskog gradusa G2. Prose¢na vrednost
Nottingham scora iznosila je 6,88+1,12, proliferativnog Ki-67 indeksa 28,50+15,30, Er skora
3,81+3,80, a PR skora 3,43+3,51. Pozitivan status aksile, odnosno prisustvo metastaza u
aksilarnim limfnim nodusima utvrdeno je kod 56,6% pacijentkinja. Pacijentkinje sa metasta-
zama u aksilarnim limfnim nodusima naj¢esce su imale tumor stadijuma T2 (50,6%), a zatim
stadijuma T1 (26%) i T4 (23,4%).

Ispitivanjem statusa receptora (ER, PR, HER2) i proliferativnog Ki-67 indeksa kod
pacijentkinja sa lokoregionalnim Sirenjem karcinoma dojke u aksilu dobijeni su sledeci
rezultati: prose¢na vrednost ER skora iznosila je 3,71+3,83, PR skora 3,31+3,48, a HER2+
ekspresija u tumoru otkrivena je kod 23,4% pacijentkinja. Prose¢na vrednost proliferativnog
Ki-67 indeksa iznosila je 31,44+16,88.

Komparativnom analizom klinicko-patoloskih karakteristika karcinoma sa statusom
aksilarnih limfnih nodusa, utvrdeno je da postoji znacajna povezanost prisustva metastaza i
tumora stadijuma T4 (23,4:5,1%; Hi kvadrat test: p=0,003). Proliferativni Ki-67 indeks imao
je znacajno vise vrednosti kod pacijentkinja sa pozitivnim statusom aksilarnih limfnih nodusa
u odnosu na one bez metastaza (31,44+16,88:26,25+13,66; Hi kvadrat test: p=0,049). U odno-

su na ostale ispitivane parametre, statistiCka znacajnost nije dobijena.
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Luminalni A podtip karcinoma dojke otkriven je kod 50,7%, bazalni podtip kod 26,5%,

a HER2+ karcinom kod 22,8% pacijentkinja. Nije utvrdena statisticki znacajna korelacija

molekularnog podtipa karcinoma i pojave metastaza u limfnim nodusima aksile (tabela 10,

grafikoni 11 2).

u odnosu na status aksilarnih limfnih nodusa

Tabela 10. Klinicko-patoloske karakteristike karcinoma

Status ALN
Karakteristika Negativan Pozitivan Ukupno P
(n=59) (n=77)

Starost 62,14+11,76 65,45+11,91 64,01+11,92 0,108
CK 10 (16,9%) 14 (18,2%) 24 (17,6%) 0,852
DSK 5 (8,5%) 5 (6,5%) 10 (7,4%) 0,661

Lokalizacija DUK 1(1,7%) 2 (2,6%) 3(2,2%) 0,722
GSK 32 (54,2%) 43 (55,8%)  75(55,1%) 0,852
GUK 11 (18,6%) 13 (16,9%) 24 (17,6%) 0,789
T1 24 (40,7%) 20 (26,0%) 44 (32,4%) 0,069

Velitina T2 29 (49,2%) 39 (50,6%) 68 (50,0%) 0,863
T3 3 (5,1%) 0 (0,0%) 3(2,2%) 0,079
T4 3 (5,1%) 18 (23,4%) 21 (15,4%) 0,003
G1 4 (6,8%) 3(3,9%) 7(5,1%) 0,451

Histoloski gradus G2 37 (62,7%) 53 (68,8%) 90 (66,2%) 0,455
G3 18 (30,5%) 21 (27,3%)  39(28,7%) 0,679

Nottingham scor 6,98+1,06 6,81+1,17 6,88+1,12 0,362

ER scor 3,93+3,81 3,71+3,83 3,81+3,80 0,742

PR scor 3,59+3,57 3,31+3,48 3,43£3,51 0,645

HERD Negativan 46 (78,0%) 59 (76,6%) 105 (77,2%) 0,953
Pozitivan 13 (22,0%) 18 (23,4%) 31 (22,8%)

Ki-67 indeks 26,25+13,66 ~ 31,44+16,88 28,50+15,30 0,049
Basal-like 15 (25,4%) 21(27,3%) 36 (26,5%) 0,809

Molekularni tip HER2+ 13 (22,0%) 18 (23,4%)  31(22,8%) 0,853
Luminal A 31 (52,5%) 38 (49,4%) 69 (50,7%) 0,712

ALN — Aksilarni limfni nodusi
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Grafikon 1. Veli¢ina tumora (T stadijum) u odnosu na status aksilarnih limfnih nodusa
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Grafikon 2. Procenat Ki-67 indeksa u odnosu na status aksilarnih limfnih nodusa

7.2. EKSPRESIJA MOLEKULARNIH MARKERA KARCINOMA
| STATUS AKSILARNIH LIMFENIH NODUSA

Analizom ekspresije molekularnih markera nuklearne ekspresije — KLF4, SOX2,
OCT3/4, EZH2 i proteina sa membranskom ekspresijom — CD44 i CD117 u karcinomu dojke
u odnosu na status aksilarnih limfnih nodusa dobijeni su sledeci rezultati:
» utvrdena je statisticki znacajna povezanost visoke ekspresije OCT3/4 u karcinomu i pri-
sustva metastaza u aksilarnim limfnim nodusima (68,8:45,8%; Hi kvadrat test: p=
0,007);

= visoka ekspresija EZH2 znacajno korelira sa pozitivnim statusom aksilarnih limfnih
nodusa (58,4:30,5% ; Hi kvadrat test: p= 0,001);

= koekspresija 2 i 3 nuklearna molekularna markera visoke ekspresije znacajno je poveza-
na sa metastazama u aksilarnim limfnim nodusima (33,8:6,8%; Hi kvadrat test: p<0,001);

= veci broj alterisanih markera znac¢ajno korelira sa pozitivnim statusom aksilarnih limfnih

nodusa (2,66+1,4:1,97+1,22; Hi kvadrat test: p=0,003) (tabela 11, grafikoni 3, 4, 5, 6).
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Tabela 11. Ekspresija molekularnih markera u odnosu na status aksilarnih limfnih nodusa

Status ALN
Karakteristika Negativan Pozitivan Ukupno P
(n=59) (n=77)
Niska 38 (64,4%) 43 (55,8%) 81 (59,6%)
KLF4 . 0,313
Visoka 21 (35,6%) 34 (44,2%) 55 (40,4%)
Niska 35 (59,3%) 45 (58,4%) 80 (58,8%)
SOX2 i 0,918
Visoka 24 (40,7%) 32 (41,6%) 56 (41,2%)
Niska 32 (54,2%) 24 (31,2%) 56 (41,2%)
OCT3/4 i 0,007
Visoka 27 (45,8%) 53 (68,8%) 80 (58,8%)
Niska 41 (69,5%) 32 (41,6%) 73 (53,7%)
EZH2 . 0,001
Visoka 18 (30,5%) 45 (58,4%) 63 (46,3%)
Niska 42 (71,2%) 54 (70,1%) 96 (70,6%)
CD44 i 0,893
Visoka 17 (28,8%) 23 (29,9%) 40 (29,4%)
Niska 48 (81,4%) 59 (76,6%) 107 (78,7%)
CD117 i 0,504
Visoka 11 (18,6%) 18 (23,4%) 29 (21,3%)
. . 0 9 (15,3%) 6 (7,8%) 15 (11,0%) 0,169
Broj nuklearnih
. 1 18 (30,5%) 18 (23,4%) 36 (26,5%) 0,350
molekularnih
. 2 26 (44,1%) 20 (26,0%) 46 (33,8%) 0,027
markera visoke
. 3 4 (6,8%) 26 (33,8%)  30(22,1%) <0,001
ekspresije
4 2 (3,4%) 7 (9,1%) 9(6,6%) 0,299
Broj membranskih 0 35 (59,3%) 44 (57,1%) 79 (58,1%) 0,799
proteina visoke 1 20 (33,9%) 25(32,5%)  45(33,1%) 0,860
ekspresije 2 4 (6,8%) 8 (10,4%) 12 (8,8%) 0,462
Broj alterisanih markera 1,97+1,22 2,66+1,41 2,36x£1,37 0,003

ALN — Aksilarni limfni nodusi
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Grafikon 3. Ekspresija OCT3/4 u odnosu na status aksilarnih limfnih nodusa
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Grafikon 4. Ekspresija EZH2 u odnosu na status akailarnih limfnih nodusa
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Grafikon 5. Broj nuklearnih markera visoke ekspresije
u odnosu na status aksilarnih limfnih nodusa

4.5
4 .
= 3.5
)
]
< 3
E 25
F
i
= 2
= 1.5
S |
0.5
0 T T
Bez zahvacenih Sa zahvacenim Ukupno

limfnih nodusa  limfnim nodusima

Grafikon 6. Broj alterisanih markera u odnosu na status aksilarnih limfnih nodusa

7.3. KORELACIJA KLINICKO-PATOLOSKIH KARAKTERISTIKA
KARCINOMA | EKSPRESIJE MOLEKULARNIH MARKERA

7.3.1. Korelacija klini¢ko-patoloskih karakteristika karcinoma i ekspresije KLLF4

Pacijentkinje sa tumorom visoke ekspresije KLF4 bile su znacajno mlade u odnosu na
pacijentkinje sa tumorom niske ekspresije ovog markera (60,38+12,32:66,48+11,04; Hi kvadrat
test: p=0,003). Visoka ekspresija KLF4 znacajno korelira sa viSim vrednostima ER (4,69+
3,75:3,21+3,74; Hi kvadrat test: p=0,025) i PR skora (4,35+3,55:2,81+3,37; %2 test: p=0,012),
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Tabela 12. Klinicko-patoloski parametri u odnosu na ekspresiju KLF4

REZULTATI

. KLF4

Karakteristika Niska Visoka Ukupno P

Starost 66,48+11,04 60,38+12,32 64,01+11,92 0,003
CK 17 (21,0%) 7 (12,7%) 24 (17,6%) 0,215
DSK 4 (4,9%) 6 (10,9%) 10 (7,4%) 0,190

Lokalizacija DUK 1(1,2%) 2 (3,6%) 3(2,2%) 0,349
GSK 43 (53,1%) 32(58,2%) 75 (55,1%) 0,558
GUK 16 (19,8%) 8(145%) 24 (17,6%) 0,434
T1 25(30,9%) 19 (34,5%) 44 (32,4%) 0,652

Velitina tumora T2 42 (51,9%) 26 (47,3%) 68 (50,0%) 0,600
T3 2 (2,5%) 1(1,8%) 3(2,2%) 0,800
T4 12 (14,8%)  9(16,4%) 21 (154%) 0,806
Negativan 38 (46,9%) 21 (38,2%) 59 (43,4%)

Status ALN Pozitivan 43(53.1%) 34 (61.8%) 77 (56,6%) Or
pNO 38 (46,9%)  21(38,2%) 59 (43,4%) 0,313

pN stadijum ALN pN1 35(43,2%) 27 (49,1%) 62 (45,6%) 0,499
pN2,3 8 (9,9%) 7(12,7%) 15(11,0%) 0,602

Broj zahvaéenih ALN 1,93+3,24 2,51+3,61  2,16+3,39 0,327

% metastatskih ALN 13,48+21,05 18,99+24,13 15,71+22,43 0,161
Gl 2 (2,5%) 5 (9,1%) 7(51%) 0,086

Histoloski gradus G2 49 (60,5%) 41 (74,5%) 90 (66,2%) 0,089
G3 30 (37,0%0)  9(16,4%) 39 (28,7%) 0,009

Nottingham scor 7,04+1,13 6,65+1,08  6,88+1,12 0,051

ER skor 3,21+3,74 4,69+3,75  3,81+3,80 0,025

PR skor 2,81+3,37 4,35£3,55  3,43+351 0,012

HER? Neg_a_tivan 60 (74,1%) 45 (81,8%) 105 (77,2%) 0,201
Pozitivan 21 (25,9%) 10(18,2%) 31 (22,8%)

Ki-67 indeks 30,44+15,18 25,64+15,16 28,50+15,30 0,072
Basalni 25(30,9%) 11 (20,0%) 36 (26,5%) 0,159

Molekularni podtip HER2+ 21 (25,9%) 10 (18,2%) 31(22,8%) 0,291
Luminalni A 35(43,2%) 34(61,8%) 69 (50,7%) 0,033
Niska 46 (56,8%) 34 (61,8%) 80 (58,8%)

SOX2 Visoka 35 (43,2%) 21 (38,2%) 56 (41,2%) 0,559
Niska 28 (34,6%) 28 (50,9%) 56 (41,2%)

OCT3/4 Visoka 53 (654%) 27 (49.1%) 80 (58.8%) 0>
Niska 54 (66,7%) 19 (34,5%) 73 (53,7%)

EZH2 Visoka 27 (33,3%) 36 (65,5%) 63 (46,3%) <0001
Niska 58 (71,6%) 38 (69,1%) 96 (70,6%)

cD4d4 Visoka 23 (28,4%) 17 (30,9%) 40 (29,4%) 0.752
Niska 66 (81,5%) 41 (74,5%) 107 (78,7%)

CD1l7 Visoka 15 (18,5%) 14 (25,5%) 29 (21,3%) 0,332

ALN — Aksilarni limfni nodusi
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a luminalni A podtip tumora je znacajno ¢es¢i nego kod pacijentkinja sa niskom ekspresijom
ovog markera (61,8:43,2%; Hi kvadrat test: p=0,033). Takode, visoka ekspresija KLF4
znacajno korelira sa visokom ekspresijom EZH2 (65,5:33,3%; Hi kvadrat test: p<0,001).
Niska ekspresija KLF4 znacajno je povezana sa histoloskim gradusom G3 (37,0:16,4%; Hi
kvadrat test: p=0,009) (tabela 12, grafikoni 7, 8, 9, 10, 11, 12).

Starost pacijenata
.
<

KLF4 nizak KLF4 visok Ukupno

Grafikon 7. Starost pacijentkinja u odnosu na ekspresiju KLF4
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Grafikon 8. Histoloski gradus tumora u odnosu na ekspresiju KLF4
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Grafikon 9. ER skor u odnosu na ekspresiju KLF4
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Grafikon 12. Ekspresija EZH2 u odnosu na ekspresiju KLF4
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7.3.2. Korelacija klini¢ko-patoloskih karakteristika karcinoma i ekspresije SOX2

Uporednom analizom klini¢ko-patoloskih parametara u grupi pacijentkinja sa tumorom

visoke i grupi pacijentkinja sa tumorom niske ekspresije SOX2, dobijeni su slede¢i rezultati:

ucestalost tumora T1 stadijuma znacajno je bila povezana sa niskom ekspresijom
SOX2 (17,9:42,5%; Hi kvadrat test: p=0,003);

stadijumi pN2,3 aksilarnih limfnih nodusa, odnosno zastupljenost 4 i viSe metasta-
zama zahvacenih limfnih nodusa, znacajno je korelirala sa visokom ekspresijom
SOX2 (17,9:6,3%; Hi kvadrat test: p=0,033).

pacijentkinje sa tumorom visoke ekspresije SOX2 imale su znacajno veéi broj meta-
stazama zahvacenih aksilarnih limfnih nodusa (2,98+4,34:1,59+2,39; Hi kvadrat test:
p=0,018) i visi procenat metastazama zahvacenih limfnih nodusa u odnosu na uku-
pan broj analiziranih (20,70£27,10:12,22+17,84; Hi kvadrat test: p=0,029);

kod karcinoma sa visokom ekspresijom SOX2 prisutne su znacajno vise vrednosti
Nottingham skora (7,20+1,17:6,66+1,04; Hi kvadrat test: p=0,006) i proliferativhog
Ki-67 indeksa (33,11+15,07:25,28+14,71; Hi kvadrat test: p=0,003), dok su znac¢ajno
nize vrednosti ER (2,73+3,72: 4,56£3,70; Hi kvadrat test: p=0,005) i PR skora
(2,48+3,42:4,10+3,44; Hi kvadrat test: p=0,008);

u odnosu na molekularni podtip, visoka ekspresija SOX2 markera znacajno je ¢esce
bila povezana sa bazalnim podtipom karcinoma (37,5:18,8%; Hi kvadrat test:
p=0,015), a znac¢ajno rede sa luminalnim A podtipom (35,7:61,3%; Hi kvadrat test:
p=0,003) u odnosu na nisku ekspresiju SOX2 (tabela 13, grafikoni 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21).
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Tabela 13. Klinicko-patoloski parametri u odnosu na ekspresiju SOX2

REZULTATI

. SOX2

Karakteristika Niska Visoka Ukupno P

Starost 63,98+12,35 64,07+11,38 64,01+11,92 0,963
CK 17 (21,3%) 7(12,5%) 24 (17,6%) 0,188
DSK 4 (5,0%) 6 (10,7%) 10 (7,4%) 0,209

Lokalizacija DUK 0 (0,0%) 3 (5,4%) 3(2,2%) 0,068
GSK 45 (56,3%)  30(53,6%) 75(55,1%) 0,757
GUK 14 (17,5%) 10 (17,9%) 24 (17,6%) 0,957
Tl 34 (42,5%) 10 (17,9%) 44 (32,4%) 0,003

Velitina tumora T2 35(43,8%) 33(58,9%) 68 (50,0%) 0,081
T3 1(1,3%) 2 (3,6%) 3(2,2%) 0,568
T4 10 (12,5%) 11 (19,6%) 21 (15,4%) 0,257
Negativan 35(43,8%) 24 (42,9%) 59 (43,4%)

Status ALN Pozitivan 45(56.3%) 32 (571%) 77 (56.6%) OO0
pNO 35(43,8%) 24 (42,9%) 59 (43,4%) 0,918

pN stadijum ALN  pN1 40 (50,0%) 22 (39,3%) 62 (45,6%) 0,217
pN2,3 5 (6,3%) 10 (17,9%) 15(11,0%) 0,033

Broj zahvaéenih ALN 1,59+2,39 2,98+4,34 2,16+£3,39 0,018

% metastatskih ALN 12,22+17,84 20,70+27,10 15,71+22,43 0,029
G1 6 (7,5%) 1(1,8%) 7(5,1%) 0,138

Histoloski gradus G2 55 (68,8%)  35(62,5%) 90 (66,2%) 0,448
G3 19 (23,8%) 20(35,7%) 39(28,7%) 0,129

Nottingham scor 6,66+1,04 7,20£1,17 6,88+1,12 0,006

ER skor 4,56+3,70 2,73+3,72 3,81+3,80 0,005

PR skor 4,10+3,44 2,48+3,42 3,43+3,51 0,008
Negativan 64 (80,0%) 41 (73,2%) 105 (77,2%)

HER? Pozitivan 16 (20,0%) 15(26,8%) 31 (22,8%) 0,353

Ki-67 indeks 25,28+14,71 33,11+15,07 28,50+15,30 0,003
Basalni 15 (18,8%) 21 (37,5%) 36 (26,5%) 0,015

Molekularni podtip HER2+ 16 (20,0%)  15(26,8%) 31(22,8%) 0,353
Luminalni A 49 (61,3%) 20(35,7%) 69 (50,7%) 0,003
Niska 46 (57,5%) 35(62,5%) 81 (59,6%)

KLF4 Visoka 34 (42,5%) 21 (37,5%) 55 (40,4%) 0,559
Niska 37 (46,3%) 19 (33,9%) 56 (41,2%)

OCT3/4 Visoka 43(53.8%) 37(661%) 80 (58,8%) OOt
Niska 42 (52,5%) 31 (55,4%) 73 (53,7%)

EZH2 Visoka 38 (47,5%) 25 (44,6%) 63 (46,3%) 0.742
Niska 64 (80,0%) 43 (76,8%) 107 (78,7%)

CD1l7 Visoka 16 (20,0%)  13(23,2%) 29 (21,3%) 0,652
Niska 59 (73,8%) 37 (66,1%) 96 (70,6%)

cD44 Visoka 21 (26,3%) 19 (33,9%) 40 (29,4%) 0,333
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Grafikon 13. Veli¢ina tumora (T stadijum) u odnosu na ekspresiju SOX2
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Grafikon 14. Stadijum aksilarnih limfnih nodusa (pN) u odnosu na ekspresiju SOX2
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Grafikon 15. Prosecan broj metastazama zahvacenih aksilarnih limfnih nodusa
u odnosu na ekspresiju SOX2
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Grafikon 16. Procenat metastazama zahvacenih aksilarnih limfnih nodusa
u odnosu na ekspresiju SOX2
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Grafikon 17. Proliferativni Ki-67 indeks u odnosu na ekspresiju SOX2
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Grafikon 18. Nottingham skor u odnosu na ekspresiju SOX2
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Grafikon 19. ER skor u odnosu na ekspresiju SOX2
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Grafikon 20. PR skor u odnosu na ekspresiju SOX2
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Grafikon 21. Molekularni podtip tumora u odnosu na ekspresiju SOX2

7.3.3. Korelacija klinicko-patoloskih karakteristika karcinoma i ekspresije OCT3/4

Visoka ekspresija OCT3/4 znacajno je korelirala sa: metastazama u aksilarnim limfnim
nodusima (66,3:33,8%; Hi kvadrat test: p=0,007), pN1 stadijumom aksilarnih limfnih nodusa
(53,8:33,9%; Hi kvadrat test: p=0,022), G3 histoloskim gradusom (36,3:17,9%; Hi kvadrat
test: p=0,020), veé¢im brojem metastazama zahvacenih aksilarnih limfnih  nodusa
(2,79+3,95:1,27+2,12; Hi kvadrat test: p=0,010), viSom procentualnom zastupljeno$¢u metasta-
zama zahvacenih limfnih nodusa u odnosu na ukupan broj analiziranih (19,54+24,28:
10,24+18,32; Hi kvadrat test: p=0,017) i visokom ekspresijom EZH2 (55,0:33,9%; Hi kvadrat
test: p=0,015) i CD117 (27,5:12,5%; Hi kvadrat test: p=0,036) markera (tabela 14, grafikoni 22,
23,24, 25, 26, 27, 28).
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Tabela 14. Klinicko-patoloski parametri u odnosu na ekspresiju OCT3/4

REZULTATI

Karakteristika Niska OCT3/4Visoka Ukupno P

Starost 64,30+11,01 63,81+12,58 64,01+11,92 0,814
CK 11 (19,6%) 13 (16,3%) 24 (17,6%) 0,609
DSK 4 (7,1%) 6 (7,5%) 10 (7,4%) 0,937

Lokalizacija DUK 0 (0,0%) 3(3,8%) 3(2,2%) 0,143
GSK 32 (57,1%) 43(53,8%) 75(55,1%) 0,695
GUK 9(16,1%)  15(18,8%) 24 (17,6%) 0,387
T1 22 (39,3%) 22 (27,5%) 44 (32,4%) 0,148

Velitina tumora T2 25 (44,6%) 43 (53,8%) 68 (50%) 0,296
T3 3 (5,4%) 0 (0,0%) 3(2,2%) 0,068
T4 6 (10,7%) 15 (18,8%) 21 (15,4%) 0,202
Negativan 32 (57,1%) 27 (33,8%) 77 (56,6%)

Status ALN Pozitivan 24 (42.9%) 53 (663%) 59 (434%) OO0
pNO 32 (57,1%) 27 (33,8%) 59 (43,4%) 0,007

pN stadijum ALN  pN1 19 (33,9%) 43 (53,8%) 62 (45,6%) 0,022
pN2,3 5 (8,9%) 10 (12,5%) 15(11,0%) 0,513

Broj zahvaéenih ALN 1,27+2,12 2,79+3,95 2,16+3,39 0,010

% metastatskih ALN 10,24+18,32 19,54+24,28 15,71+22,43 0,017
G1 4 (7,1%) 3(3,8%) 7(5,1%) 0,378

Histoloski gradus G2 42 (75%) 48 (60,0%) 90 (66,2%) 0,069
G3 10 (17,9%) 29 (36,3%) 39 (28,7%) 0,020

Nottingham scor 6,73+1,05 6,99+1,16 6,88+1,12 0,193

ER skor 4,43+£3,77 3,38+3,79 3,81+3,8 0,112

PR skor 3,96+3,46 3,06+3,52 3,43+351 0,141
Negativan 47 (83,9%) 58 (72,5%) 105 (77,2%)

HER? Pozitivan 9 (16,1%) 22 (27,5%) 31 (22,8%) 0.118

Ki-67 indeks 26,75+16,54 29,73+14,35 28,50+15,3 0,266
Basalni 14 (25%) 22 (27,5%) 36 (26,5%) 0,745

Molekularni podtip HER2+ 9 (16,1%) 22 (27,5%) 31(22,8%) 0,118
Luminalni A 33(58,9%) 36 (45,0%) 69 (50,7%) 0,110
Niska 28 (50%) 53 (66,3%) 81 (59,6%)

KLF4 Visoka 28 (50%) 27 (33,8%) 55 (40,4%) 0.057
Niska 37 (66,1%) 43 (53,8%) 80 (58,8%)

SOX2 Visoka 19 (33.9%) 37 (463%) 56 (41.20) OOt
Niska 37 (66,1%) 36 (45,0%) 73 (53,7%)

EZH2 Visoka 19 (33.9%) 44 (550%) 63 (46.3%) °*O°
Niska 42 (75,0%) 54 (67,5%) 96 (70,6%)

cD44 Visoka 14 (25,0%) 26 (32,5%) 40 (29,4%) 0,345
Niska 49 (87,5%) 58 (72,5%) 107 (78,7%)

CD1l7 Visoka 7(12,5%) 22 (27,5%) 29 (21,3%) 0,036
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Grafikon 22. Status aksilarnih limfnih nodusa u odnosu na ekspresiju OCT3/4
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Grafikon 23. Stadijum limfnih nodusa (pN) u odnosu na ekspresiju OCT3/4
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Grafikon 24. Prosecan broj metastazama zahvacenih aksilarnih limfnih nodusa
u odnosu na ekspresiju OCT3/4
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Grafikon 25. Procenat metastazama zahvacéenih aksilarnih limfnih nodusa
u odnosu na ekspresiju OCT3/4
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Grafikon 26. Histoloski gradus tumora u odnosu na ekspresiju OCT3/4
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Grafikon 27. Ekspresija EZH2 u odnosu na ekspresiju OCT3/4
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Grafikon 28. Ekspresija CD117 u odnosu na ekspresiju OCT3/4

7.3.4. Korelacija klini¢ko-patoloskih karakteristika karcinoma i ekspresije EZH2

Pacijentkinje sa visokom ekspresijom EZH2, u odnosu na one sa niskom ekspresijom
ovog markera, imale su znacajno ¢e$¢e tumor T4 stadijuma (27,0:5,5%; Hi kvadrat test:
p=0,001), metastaze u aksilarnim limfnim nodusima (71,4:28,6%; Hi kvadrat test: p=0,001),
pN1 stadijum aksilarnih limfnih nodusa (57,1:35,6%; Hi kvadrat test: p=0,012), veci broj
aksilarnih limfnih nodusa zahvaéenih metastatskim procesom (2,84+3,50:1,58+3,20; Hi
kvadrat test: p=0,029), kao i visi procenat zahvacenih nodusa u odnosu na ukupan broj
pregledanih (21,18+22,66:10,99+21,26; Hi kvadrat test: p=0,008). Takode, visoka ekspresija
EZH2 znacajno je korelirala sa visokom ekspresijom KLF4 (57,1:26,0%; Hi kvadrat test:
p<0,001) i OCT3/4 (69,8:49,3%; Hi kvadrat test: p=0,015) (tabela 15, grafikoni 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35).
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Tabela 15. Klini¢ko-patoloski parametri u odnosu na ekspresiju EZH2

REZULTATI

- EZH2

Karakteristika Niska VisoKa Ukupno P

Starost 64,92+11,26 62,97+12,65 64,01+11,92 0,343
CK 15 (20,5%) 9(14,3%) 24(17,6%) 0,339
DSK 3(4,1%) 7 (11,1%) 10 (7,4%) 0,187

Lokalizacija DUK 0 (0,0%) 3 (4,8%) 3(2,2%) 0,097
GSK 43 (58,9%) 32(50,8%) 75(55,1%) 0,343
GUK 12 (16,4%) 12 (19%) 24 (17,6%) 0,691
Tl 23 (31,5%) 21(33,3%) 44(32,4%) 0,812

Velitina tumora T2 43 (58,9%) 25(39,7%) 68 (50%) 0,025
T3 3 (4,1%) 0 (0,0%) 3(2,2%) 0,249
T4 4 (5,5%) 17 (27,0%) 21 (15,4%) 0,001
Negativan 41 (56,2%) 18 (28,6%) 59 (43,4%)

Status ALN Pozitivan 32 (438%) 45 (714%) 77 (56.6%) O°0%
pNO 41 (56,2%) 18 (28,6%) 59 (43,4%) 0,001

pN stadijum ALN  pN1 26 (35,6%) 36 (57,1%) 62 (45,6%) 0,012
pN2,3 6 (8,2%) 9(14,3%) 15(11,0%) 0,260

Broj zahvaéenih ALN 1,58+3,20 2,84+3,50 2,16+3,39 0,029

% metastatskih ALN 10,99+21,26 21,18+22,66 15,71+22,43 0,008
Gl 4 (5,5%) 3 (4,8%) 7(51%) 0,999

Histoloski gradus G2 46 (63%) 44 (69,8%) 90 (66,2%) 0,401
G3 23 (31,5%) 16 (25,4%) 39(28,7%) 0,432

Nottingham scor 6,95+1,19 6,81+1,05 6,88t1,12 0,484

ER skor 3,58+3,79 4,08+3,83 3,81+3,8 0,443

PR skor 3,16+3,44 3,75+3,59 3,43+3,51 0,337
Negativan 58 (79,5%) 47 (74,6%) 105 (77,2%)

HER2 Pozitivan 15 (20,5%) 16 (25,4%) 31 (22,8%) 0,501

Ki-67 indeks 30,73+16,93 25,92+12,82 28,5+15,3 0,068
Basalni 23 (31,5%) 13 (20,6%) 36 (26,5%) 0,152

Molekularni podtip HER2+ 15(20,5%) 16 (25,4%) 31(22,8%) 0,501
Luminalni A 35 (47,9%) 34 (54%) 69 (50,7%) 0,484
Niska 54 (74,0% 27 (42,9%) 81 (59,6%

KLF4 Visoka 19 §26,0%g 36 E57,1%; 55 E4o,4%; <0,001
Niska 42 (57,5%) 38 (60,3%) 80 (58,8%)

SOX2 Visoka 31 (42,5%) 25(39,7%) 56 (41,2%) 0.742
Niska 37 (50,7%) 19 (30,2%) 56 (41,2%)

OCT3/4 Visoka 36 (49,3%) 44 (69,8%) 80 (58,8%) 0,015
Niska 61 (83,6%) 46 (73,0%) 107 (78,7%)

D117 Visoka 12 (16,4%) 17 (27,0%) 29 (21,3%) 0.134
Niska 51 (69,9%) 45 (71,4%) 96 (70,6%)

Cha4 Visoka 22 (30,1%) 18 (28,6%) 40 (29,4%) 0.842
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Grafikon 29. Veli¢ina tumora (T stadijum) u odnosu na ekspresiju EZH2
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Grafikon 30. Status aksilarnih limfnih nodusa u odnosu na ekspresiju EZH2

Miodrag N. Pordevi¢ — Doktorska disertacija 62



REZULTATI

\.

0
ES

= 1do3

o B

ui

EZH2 nizak EZH2 visok Ukupno

u Bez zahvacenih
AN

NN

Grafikon 31. Stadijum aksilarnih limfnih nodusa (pN) u odnosu na ekspresiju EZH2
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Grafikon 32. Prosecan broj metastazama zahvacenih aksilarnih limfnih nodusa
u odnosu na ekspresiju EZH2
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Grafikon 33. Procenat metastazama zahvacenih aksilarnih limnih nodusa
u odnosu na ekspresiju EZH2
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Grafikon 34. Ekspresija KLF4 u odnosu na ekspresiju EZH2
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Grafikon 35. Ekspresija OCT3/4 u odnosu na ekspresiju EZH2

7.3.5. Korelacija klini¢ko-patoloskih karakteristika karcinoma i ekspresije CD44

Karcinomi sa visokom ekspresijom CD44 znacajno su ¢esce bili lokalizovani u donjem
unutras$njem kvadrant — DUK (7,5:0,00%; Hi kvadrat test: p=0,024), a rede u gornjem
unutras$njem kvadrantu dojke-GUK (5,0:22,9%; Hi kvadrat test: p=0,013) nego tumori sa
niskom ekspresijom CD44. Tumori sa visokom ekspresijom CD44 imali su znacajno visu
vrednost proliferativnog Ki-67 indeksa (33,23+17,84:26,53+13,73; Hi kvadrat test: p=0,020),
dok su vrednosti ER (2,68+3,71:4,28+3,76; Hi kvadrat test: p=0,024) i PR skora
(2,28+3,23:3,92+3,52; Hi kvadrat test: p=0,012) bile znacajno nize. U odnosu na molekularni
podtip karcinoma, kod pacijentkinja sa tumorom visoke ekspresije CD44 markera ucestalost
bazalnog podtipa karcinoma bila je statisticki znacajno visa (45,0:18,8%; Hi kvadrat test:
p=0,002), a luminalnog A podtipa zna¢ajno niza (35,0:57,3%; Hi kvadrat test: p=0,018) nego
kod pacijentkinja sa niskom ekspresijom CD44 (tabela 16, grafikoni 36, 37, 38, 39, 40).
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Tabela 16. Klini¢ko-patoloski parametri u odnosu na ekspresiju CD44

REZULTATI

. CD44

Karakteristika Niska Visoka Ukupno P

Starost 63,85+12,07 64,4+11,67 64,01+11,92 0,809
CK 18 (18,8%) 6 (15,0%) 24 (17,6%) 0,601
DSK 4 (4,2%) 6 (15,0%) 10 (7,4%) 0,064

Lokalizacija DUK 0 (0,0%) 3 (7,5%) 3(2,2%) 0,024
GSK 52 (54,2%) 23 (57,5%) 75(55,1%) 0,722
GUK 22 (22,9%) 2 (5,0%) 24 (17,6%) 0,013
Tl 32(33,3%) 12 (30,0%0) 44 (32,4%) 0,705

Velitina tumora T2 46 (47,9%) 22 (55,0%) 68 (50,0%) 0,452
T3 3 (3,1%) 0 (0,0%) 3(2,2%) 0,258
T4 15 (15,6%) 6 (15,0%) 21 (15,4%) 0,927
Negativan 42 (43,8%) 17 (42,5%) 59 (43,4%)

Status ALN Pozitivan 54(56.3%) 23 (57.5%) 77 (56,6%) O°0°
pNO 42 (43,8%) 17 (42,5%) 59 (43,4%) 0,893

pN stadijum ALN  pN1 44 (45,8%) 18 (45,0%) 62 (45,6%) 0,929
pN2,3 10 (10,4%) 5(12,5%) 15(11,0%) 0,724

Broj zahvaéenih ALN 1,84+2,49 2,93+4,89 2,16+£3,39 0,090

% metastatskih ALN 14,37418,75 18,92429,49 15,71+22,43 0,283
Gl 5 (5,2%) 2 (5,0%) 7(5,1%) 0,999

Histoloski gradus G2 66 (68,8%) 24 (60,0%) 90 (66,2%) 0,326
G3 25(26,0%) 14 (35,0%) 39(28,7%) 0,293

Nottingham scor 6,90+1,12 6,85+1,15 6,88+1,12 0,829

ER skor 4,28+3,76 2,68+3,71 3,81+3,80 0,024

PR skor 3,92+3,52 2,28+3,23 3,43+351 0,012
Negativan 73 (76,0%) 32 (80,0%) 105 (77,2%)

HER? Pozitivan 23 (24,0%) 8(20,0%) 31 (22,8%) 0616

Ki-67 indeks 26,53+13,73 33,23+17,84 28,50+15,30 0,020
Basalni 18 (18,8%) 18 (45,0%) 36 (26,5%) 0,002

Molekularni podtip HER2+ 23 (24,0%) 8(20,0%0)  31(22,8%) 0,616
Luminani | A 55 (57,3%) 14 (35,0%) 69 (50,7%) 0,018
Niska 58 (60,4%) 23 (57,5%) 81 (59,6%)

KLF4 Visoka 38(39,6%) 17 (42,5%) 55 (40,4%) 0.752
Niska 59 (61,5%) 21 (52,5%) 80 (58,8%)

SOX2 Visoka 37(38.5%) 19 (47.5%) 56 (41,2%) 05
Niska 42 (43,8%) 14 (35,0%) 56 (41,2%)

OCT3/4 Visoka 54 (56,3%) 26 (65,0%) 80 (58,8%) 0,345
Niska 51 (53,1%) 22 (55,0%) 73 (53,7%)

EZH2 Visoka 45 (46,9%) 18 (45,0%) 63 (46,3%) 0.842
Niska 79 (82,3%) 28 (70,0%) 107 (78,7%)

CD1l7 Visoka 17 (17,7%) 12 (30,0%) 29 (21,3%) 0111
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Grafikon 36. Lokalizacija karcinoma dojke u odnosu na ekspresiju CD44
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Grafikon 37. Proliferativni Ki-67 indeks u odnosu na ekspresiju CD44
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Grafikon 38. ER skor u odnosu na ekspresiju CD44
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Grafikon 39. PR skor u odnosu na ekspresiju CD44
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Grafikon 40. Molekularni podtip tumora u odnosu na ekspresiju CD44

7.3.6. Korelacija klini¢ko-patoloskih karakteristika karcinoma i ekspresije CD117

Karcinomi sa visokom ekspresijom CD117 imali su statisticki znacajno vise vrednosti
proliferativnog Ki-67 indeksa (37,17+17,90:26,15+13,69; Hi kvadrat test: p<0,001), a
znacajno nize vrednosti ER (1,59+3,17:4,41+3,75; Hi kvadrat test: p<0,001) i PR
(1,31+2,66:4,01+3,50; Hi kvadrat test: p<0,001) skora u odnosu na karcinome sa niskom
ekspresijom CD117. Bazalni podtip karcinoma znacajno je ce$ce korelirao sa visokom
membranskom ekspresijom CD117 (65,5:15,9%; Hi kvadrat test: p<0,001), kao i G3 gradus
(44,8:24,3%; Hi kvadrat test: p=0,030), dok je luminal A podtip znacajno ¢esc¢e bio zastupljen
kod pacijentkinja sa tumorom niske ekspresije CD117 (58,9:20,7%; Hi kvadrat test: p<0,001).
U odnosu na ekspresiju ostalih molekularnih markera sa karakteristikama mati¢nosti, zna-
Cajna je korelacija visoke ekspresije CD117 i OCT3/4 (75,9:54,2%; Hi kvadrat test: p=0,036)
u karcinomu dojke (tabela 17, grafikoni 41, 42, 43, 44, 45, 46).
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Tabela 17. Klini¢ko-patoloski parametri u odnosu na ekspresiju CD117

REZULTATI

- CD117

Karakteristika Niska VisoKa Ukupno P

Starost 63,81+11,85 64,76+12,34 64,01+11,92 0,706
CK 19 (17,8%) 5(17,2%) 24 (17,6%) 0,948
DSK 7 (6,5%) 3 (10,3%) 10 (7,4%) 0,486

Lokalizacija DUK 2 (1,9%) 1 (3,4%) 3(2,2%) 0,608
GSK 62 (57,9%) 13 (44,8%) 75(55,1%) 0,208
GUK 17 (15,9%) 7(24,1%) 24 (17,6%) 0,301
Tl 33(30,8%) 11 (37,9%) 44(32,4%) 0,469

Velitina tumora T2 55(51,4%) 13 (44,8%) 68 (50,0%) 0,530
T3 2 (1,9%) 1 (3,4%) 3(2,2%) 0,608
T4 17 (15,9%) 4 (13,8%) 21 (15,4%) 0,782
Negativan 48 (44,9%) 11 (37,9%) 59 (43,4%)

Status ALN Pozitivan 59 (551%) 18 (62.1%) 77 (56.6%) 07
pNO 48 (44,9%)  11(37,9%) 59 (43,4%) 0,504

pN stadijum ALN  pN1 48 (44,9%) 14 (48,3%) 62 (45,6%) 0,743
pN2,3 11 (10,3%)  4(13,8%)  15(11,0%) 0,592

Broj zahvaéenih ALN 1,88+2,74 3,21+5,07 2,16+3,39 0,061

% metastatskih ALN 14,35+20,11 20,73+£29,34 15,71+22,43 0,175
Gl 6 (5,6%) 1 (3,4%) 7(,1%) 0,641

Histoloski gradus G2 75(70,1%)  15(51,7%) 90 (66,2%) 0,064
G3 26 (24,3%) 13 (44,8%) 39 (28,7%) 0,030

Nottingham scor 6,79+1,14 7,24+0,99 6,88+1,12 0,052

ER skor 4,41+3,75 1,59+3,17 3,81+3,80 <0,001

PR skor 4,01+3,50 1,31+2,66 3,43+3,51 <0,001
Negativan 80 (74,8%) 25 (86,2%) 105 (77,2%)

HER? Pozitivan 27 (25,2%) 4(13,8%) 31 (22,8%) 0.193

Ki-67 indeks 26,15+13,69 37,17+17,90 28,50+15,3 <0,001
Basalni 17 (15,9%) 19 (65,5%) 36 (26,5%) <0,001

Molekularni podtip HER2+ 27 (25,2%) 4(13,8%) 31(22,8%) 0,193
Luminalni A 63 (58,9%) 6 (20,7%) 69 (50,7%) <0,001
Niska 66 (61,7%) 15 (51,7%) 81 (59,6%)

KLF4 Visoka 41 (38,3%) 14 (48,3%) 55 (40,4%) 0.332
Niska 64 (59,8%) 16 (55,2%) 80 (58,8%)

SOX2 Visoka 43(402%) 13 (44.8%) 56 (412%) %
Niska 49 (45,8%) 7(24,1%) 56 (41,2%)

OCT3/4 Visoka 58 (54,2%) 22 (75,9%) 80 (58,8%) 0.036
Niska 61 (57,0%) 12 (41,4%) 73 (53,7%)

EZH?2 Visoka 46 (43,0%) 17 (58,6%) 63 (46,3%) 0.134
Niska 79 (73,8%) 17 (58,6%) 96 (70,6%)

Cha4 Visoka 28 (26,2%) 12 (41,4%) 40 (29,4%) 0.112
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Grafikon 41. Histoloski gradus tumora u odnosu na ekspresiju CD117
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Grafikon 42. Proliferativni Ki-67 indeks u odnosu na ekspresiju CD117
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Grafikon 43. ER skor u odnosu na ekspresiju CD117

i .

CD117 nizak CD117 visok Ukupno

Grafikon 44. PR skor u odnosu na ekspresiju CD117
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Grafikon 45. Molekularni podtip tumora u odnosu na ekspresiju CD117
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Grafikon 46. Ekspresija OCT3/4 u odnosu na ekspresiju CD117
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7.3.7. Korelacija klini¢ko-patoloskih karakteristika karcinoma i koekspresije

nuklearnih i membranskih markera

Analizom pacijentkinja ¢iji su tumori pokazivali visoku ekspresiju sva Cetiri nuklearna
molekularna markera sa svojstvima mati¢nosti — KLF4, SOX2, OCT3/4 i EZH2 u odnosu na
pacijentkinje ¢iji su tumori eksprimirali manji broj markera (1-3), dobijeni su sledeci rezultati:

» |okalizacija tumora koji su pokazali visoku ekspresiju sva ¢etiri nuklearna moleku-

larna markera znacajno je ¢e$¢a u DUK (22,2:0,8%; Hi kvadrat test: p=0,011);

= visoka ekspresija sva Cetiri nuklearna molekularna markera znacajno je korelirala sa
pN2,3 stadijumima (55,6:7,9%; Hi kvadrat test: p<0,001), ve¢im brojem aksilarnih
limfnih nodusa zahvacenih metastatskim procesom (6,00+6,02:1,89+2,98; Hi kvadrat
test: p<0,001) i visim procentom zahvacenih nodusa u odnosu na ukupan broj
pregledanih (37,09+32,75:14,2+20,88; Hi kvadrat test: p=0,003);

= Kkoekspresija nuklearnih molekularnin markera znacajno je korelirala sa visokom
ekspresijom oba membranskih proteina — CD44 i CD117 (33,3:7,1%; Hi kvadrat test:
p=0.007) (tabela 18, grafikoni 47, 48, 49, 50, 51).
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Tabela 18. Klini¢ko-patoloski parametri u odnosu na visoku ekspresiju
nuklearnih molekularnih markera

REZULTATI

Visoka ekspresija

Karakteristika nuklearnih markera Ukupno P
1-3 markera 4 markera
Starost 64,31+12,05 59,89+9,47 64,01+11,92 0,284
CK 23 (18,1%) 1(11,1%) 24 (17,6%) 0,595
DSK 8 (6,3%) 2 (22,2%) 10 (7,4%) 0,077
Lokalizacija DUK 1 (0,8%) 2 (22,2%) 3(2,2%) 0,011
GSK 72 (56,7%) 3(33,3%)  75(55,1%) 0,298
GUK 23 (18,1%) 1(11,1%) 24 (17,6%) 0,595
T1 42 (33,1%) 2(22,2%) 44 (32,4%) 0,501
. T2 62 (48,8%) 6 (66,7%) 68 (50,0%) 0,301
Veli¢ina tumora
T3 3 (2,4%) 0 (0,0%) 3(2,2%) 0,641
T4 20 (15,7%) 1(11,1%) 21(15,4%) 0,710
Negativan 57 (44,9%) 2 (22,2%) 59 (43,4%)
Status ALN . 0,185
Pozitivan 70 (55,1%) 7(77,8%) 77 (56,6%)
pNO 57 (44,9%) 2(22,2%) 59 (43,4%) 0,185
pN stadijum ALN pN1 60 (47,2%) 2 (22,2%) 62 (45,6%) 0,145
pN2,3 10 (7,9%) 5(55,6%) 15(11,0%) <0,001
Broj zahvaéenih ALN 1,89+2,98 6,00+6,02 2,16+£3,39 <0,001
% metastatskih ALN 14,20+20,88 37,09+32,75 15,71+22,43 0,003
G1 7 (5,5%) 0 (0,0%) 7(5,1%) 0,470
Histoloski gradus G2 83 (65,4%) 7 (77,8%) 90 (66,2%) 0,447
G3 37 (29,1%) 2 (22,2%) 39 (28,7%) 0,658
Nottingham scor 6,87+1,11 7,00+1,41 6,88+1,12 0,746
ER skor 3,84+3,81 3,33+3,97 3,81£3,80 0,699
PR skor 3,46+3,51 3,11+3,79 3,43+351 0,777
Negativan 99 (78,0%) 6 (66,7%) 105 (77,2%)
HER2 . 0,435
Pozitivan 28 (22,0%) 3(33,3%) 31(22,8%)
Ki-67 indeks 28,6+15,53 27,11+12,27 28,5+15,30 0,779
Basalni 34 (26,8%) 2(22,2%) 36 (26,5%) 0,765
Molekularni podtip  HER2+ 28 (22,0%) 3(33,3%) 31(22,8%) 0,435
Luminalni A 65 (51,2%) 4 (44,4%) 69 (50,7%) 0,696
Visoka ekspresija 0-1 118 (92,9%) 6 (66,7%) 124 (91,2%) 0.007
membranskih proteina 2 9 (7,1%) 3(33,3%) 12 (8,8%) ’
Miodrag N. Pordevi¢ — Doktorska disertacija 71



REZULTATI

Nisu svi visoki Svivisoki Ukupno

Grafikon 47. Lokalizacija tumora u odnosu na visoku ekspresiju
nuklearnih molekularnih markera
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Grafikon 48. Stadijum aksilarnih limfnih nodusa (pN)
u odnosu na visoku ekspresiju nuklearnih molekularnih markera
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Grafikon 49. Prosecan broj metastazama zahvacenih aksilarnih limfnih nodusa
u odnosu na visoku ekspresiju nuklearnih molekularnih markera
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Grafikon 50. Procenat metastazama zahvacéenih aksilarnih limfnih nodusa
u odnosu na visoku ekspresiju nuklearnih molekularnih markera

Membranski

St
9%
——arkeri - jedan
visok
u Membranski
" markeri- oba
——visoka

N\
I |

Nisu svi visoki Svivisoki Ukupno

Grafikon 51. Visoka ekspresija membranskih proteina
u odnosu na visoku ekspresiju nuklearnih molekularnih markera

Pacijentkinje kod kojih je prisutna visoka ekspresija oba membranskih proteina — CD44 i
CD117 u karcinomu imale su statisti¢ki zna¢ajno veci broj metastazama zahvacenih limfnih no-
dusa aksile (5,33+7,06:1,85+2,66; Hi kvadrat test: p=0,001) i visi procenat zahvacenih nodusa u
odnosu na ukupan broj analiziranih (31,37+40,54:14,20+£19,46; Hi kvadrat test: p=0,011) nego
pacijentkinje ¢iji su tumori pokazivali nisku ekspresiju ovih proteina ili je samo jedan molekularni
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marker (CD44 /ili CD117) pokazivao visoku ekspresiju. Kod njih je znacajno ¢esée bio zastupljen
tumor G3 gradusa (58,3:25,8%; Hi kvadrat test: p=0,038). Visoka ekspresija CD44 i CD117 bila
je znacajno povezana sa nizim vrednostima ER (0,58+2,02:4,12+3,80; Hi kvadrat test: p=0,002) i
PR skora (0,42+1,44:3,73+3,52; Hi kvadrat test: p=0,002), visim vrednostima proliferativnog Ki-
67 indeksa (41,00£18,12:27,29+14,52; Hi kvadrat test: p=0,003) i viSom ucestalos¢u bazalnog
podtipa (83,3:21,0%; Hi kvadrat test: p<0,001) karcinoma dojke, a znacajno nizom ucestalos¢u
luminalnog A podtipa (8,3:54,8%; Hi kvadrat test: p=0,002) (tabela 19, grafikoni 52, 53, 54, 55,
56, 57, 58).

Tabela 19. Klinicko-patoloski parametri u odnosu na visoku ekspresiju membranskih
proteina CD44 i CD117

Visoka ekspresija

Karakteristika membranskih proteina Ukupno P
0 ilil marker 2 markera
Starost 64,09+11,62 63,25+15,19 64,01+11,92 0,817
CK 23 (18,5%) 1 (8,3%) 24 (17,6%) 0,375
DSK 8 (6,5%) 2 (16,7%) 10 (7,4%) 0,195
Lokalizacija DUK 2 (1,6%) 1(8,3%) 3(2,2%) 0,130
GSK 68 (54,8%) 7(58,3%)  75(55,1%) 0,816
GUK 23 (18,5%) 1 (8,3%) 24 (17,6%) 0,375
Tl 40 (32,3%) 4 (33,3%) 44 (32,4%) 0,939
Velitina tumora T2 61 (49,2%) 7 (58,3%) 68 (50,0%) 0,545
T3 3 (2,4%) 0 (0,0%) 3(2,2%) 0,586
T4 20 (16,1%) 1 (8,3%) 21 (15,4%) 0,475
Negativan 55 (44,4%) 4(33,3%) 59 (43,4%)
Status ALN Pozitivan 60 (55.6%) 8 (66,7%) 77 (56.6%) 402
pNO 55 (44,4%) 4 (33,3%) 59 (43,4%) 0,462
pN stadijum ALN pN1 57 (46,0%) 5(41,7%) 62 (45,6%) 0,775
pN2,3 12 (9,7%) 3(25,0%) 15(11,0%) 0,106
Broj zahvaéenih ALN 1,85+2,66 5,33+7,06 2,16+3,39 0,001
% metastatskih ALN 14,20+19,46 31,37+40,54 15,71+22,43 0,011
Gl 7 (5,6%) 0 (0,0%) 7(51%) 0,398
Histoloski gradus G2 85 (68,5%) 5(41,7%) 90 (66,2%) 0,060
G3 32 (25,8%) 7 (58,3%) 39 (28,7%) 0,038
Nottingham scor 6,84+1,11 7,33+1,16 6,88+1,12 0,146
ER skor 4,12+3,80 0,58+2,02 3,81+3,80 0,002
PR skor 3,73+£3,52 0,42+1,44 3,43£3,51 0,002
Negativan 94 (75,8%) 11 (91,7%) 105 (77,2%)
HER? Pozitivan 30 (242%)  1(83%) 31 (228%) 2t
Ki-67 indeks 27,29+14,52 41,00£18,12 28,50+15,30 0,003
Basalni 26 (21,0%) 10 (83,3%) 36 (26,5%) <0,001
Molekularni podtip HER2+ 30 (24,2%) 1(8,3%) 31(22,8%) 0,211
Luminalni A 68 (54,8%) 1 (8,3%) 69 (50,7%) 0,002
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Grafikon 52. Prosecan broj metastazama zahvacenih aksilarnih limfnih nodusa
u odnosu na visoku ekspresiju membranskih proteina CD44 i CD117
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Grafikon 53. Procenat metastazama zahvacenih aksilarnih limfnih nodusa
u odnosu na visoku ekspresiju membranskih proteina CD44 i CD117
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Grafikon 54. Histoloski gradus tumora u odnosu na visoku ekspresiju
membranskih proteina CD44 i CD117
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Grafikon 55. Proliferativni Ki-67 indeks u odnosu na visoku ekspresiju
membranskih proteina CD44 i CD117
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Grafikon 56. ER skor u odnosu na visoku ekspresiju membranskih proteina CD44 i CD117
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Grafikon 57. PR skor u odnosu na visoku ekspresiju membranskih proteina CD44 i CD117
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Grafikon 58. Molekularni podtip tumora u odnosu na visoku ekspresiju

membranskih proteina CD44 i CD117

7.4. KOMPARATIVNA ANALIZA MOLEKULARNIH PODTIPOVA

~wluminal A

W Basal like

REZULTATI

KARCINOMA DOJKE U ODNOSU NA KLINICKO-PATOLOSKE

PARAMETRE | EKSPRESIJU MOLEKULARNIH MARKERA

Luminalni A molekularni podtip karcinoma dojke znacajno je bio povezan sa T1

stadijumom (42,0%), dobrom (10,1%) i umerenom (82,6%) diferencijacijom tumora, odnosno

G1 i G2 histoloskim gradusom u odnosu na ostala dva podtipa. Luminalni A molekularni podtip

imao je znacajno nize vrednosti Nottingham skora (6,20+0,98) i proliferativnog Ki-67 indeksa

(17,16£5,90) i najmanji broj alterisanih molekularnih markera sa svojstvima matic¢nosti koji

su pokazivali visoku ekspresiju (2,07£1,33) u odnosu na ostala dva podtipa. Bazalni podtip

tumora znacajno je bio povezan sa visokom ekspresijom CD117 (52,8%), CD44 markera
(50,0%) i visokom ekspresijom oba membranska markera (CD44 i CD117: 27,8%) u odnosu
na ostala dva podtipa karcinoma. Bazalni i HER2 pozitivni podtipovi karcinoma pokazali su

znacajnu korelaciju sa visokom ekspresijom SOX2 u odnosu na laminalni A podtip
(58,3%:48,4%:29,0% Hi kvadrat test: p=0,010) (tabela 20, grafikoni 59, 60, 61, 62, 63, 64,

65, 66, 67).
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Tabela 20. Molekularni podtipovi karcinoma dojke
u odnosu na klinicko-patoloske parametre 1 ekspresiju molekularnih markera

Molekularni podtip

Karakteristike Basalni HER2+ Luminalni A Ukupno P
Starost 64,86+12,21 61,68+12,73 64,62+11,42 64,01+11,92 0,463
CK 5 (13,9%) 5 (16,1%) 14 (20,3%) 24 (17,6%) 0,694
DSK 4 (11,1%) 5 (16,1%) 1(1,4%) 10 (7,4%) 0,020
Lokalizacija DUK 1 (2,8%) 0 (0,0%) 2 (2,9%) 3(2,2%) 0,635
GSK 18 (50,0%) 16 (51,6%) 41 (59,4%)  75(55,1%) 0,591
GUK 8 (22,2%) 5 (16,1%) 11 (15,9%) 24 (17,6%) 0,703
T1 10 (27,8%) 5(16,1%) 29 (42,0%) 44 (32,4%) 0,030
Velitina tumora T2 20 (55,6%) 18 (58,1%) 30(435%) 68(50,0%) 0,297
T3 1 (2,8%) 1 (3,2%) 1(1,4%) 3(2,2%) 0,824
T4 5 (13,9%) 7 (22,6%) 9 (13,0%) 21(154%) 0,454

Negativan 15(41,7%) 13 (419%)  31(44,9%) 59 (43,4%)

Status ALN Pozitivan 21 (583%) 18 (581%) 38 (551%) 77 (56.6%) o
pNO 15(41,7%) 13(41,0%)  31(449%) 59 (434%) 0034
PN stadijum ALN pN1 15(41,7%) 13 (419%)  34(493%) 62 (456%) 0,681
pN2,3 6(167%)  5(161%)  4(58%)  15(11,0%) 0,141
Broj zahvacenih ALN 207+449  242+30L 162279  216+339 0,137
% metastatskih ALN 215243052 17,42+1990 1191+1762 15,71+22,43 0,101
Gl 0000%)  0(00%)  7(101%)  7(51%) 0028
Histoloski gradus G2 18(50,0%) 15(484%)  57(82,6%) 90 (66,2%) <0,001
G3 18(500%) 16(516%)  5(7.2%)  39(287%) <0001
Nottingham scor 7474081  7.71¢074 620098  688+1,12 <0,001
Ki-67 indeks 4464+1430 35004916  17,16+500 28,50+1530 <0,001
Lra Niska  25(694%) 21(67,7%) 35(07%) 81(596%)
Visoka  11(30,6%) 10(323%) 34 (493%) 55(404%)
SOX2 Niska  15(4L7%) 16(516%) 49(7L0%) 80(588%) , .-
Visoka ~ 21(583%) 15(484%)  20(290%) 56 (412%)
Niska  14(389%) 9(200%)  33(47.8%) 56 (41,2%)
OCT3/4 Visoka 22 (611%) 22 (TL0%)  36(52.2%) 80 (588%) OO0
R Niska  23(639%) 15(484%) 35(0.7%) T3(53,7%) .00
Visoka  13(36,1%) 16(51,6%) 34 (493%) 63 (463%)
D44 Niska  18(500%) 23(742%)  55(197%) 96 (106%) .
Visoka  18(500%) 8(258%)  14(203%) 40 (294%)
D117 Niska — 17(@72%) 27 (871%)  63(9L3%) 107 (787%) o oo

Visoka  19(52,8%) 4 (12,9%) 6(87%) 29 (21,3%)
0 6(16,7%)  1(3.2%) 8(116%)  15(11,0%) 0,211
1 7(194%)  8(258%)  21(304%) 36(265%) 0,478
2 11(30,6%) 14 (452%)  21(30,4%) 46 (33,8%) 0,316
3 10 (27,8%) 5(161%)  15(21,7%) 30(22,1%) 0516
4 2 (5,6%) 3(9,7%) 4 (5,8%) 9(6,6%) 0,373
0
1

Broj nuklearnih
markera visoke
ekspresije

Broj membranskih 9 (25,0%) 20 (64,5%) 50 (72,5%)  79(58,1%) <0,001
markera visoke 17 (472%) 10(32,3%)  18(26,1%) 45(33,1%) 0,091
ekspresije 2 10 (27,8%) 1 (3,2%) 1 (1,4%) 12 (8,8%) <0,001
Broj alterisanih markera 2,86+1,53 2,42+1,09 2,07+1,33 2,36£1,37 0,018
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Grafikon 59. Veli¢ina tumora (T) u odnosu na molekularni podtip karcinoma dojke
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Grafikon 60. Histoloski gradus tumora u odnosu na molekularni podtip karcinoma dojke
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Grafikon 61. Proliferativni Ki-67 indeks u odnosu na molekularni podtip karcinoma dojke
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Grafikon 62. Nottingham skor u odnosu na molekularni podtip karcinoma dojke
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Grafikon 63. Ekspresija SOX2 u odnosu na molekularni podtip karcinoma dojke
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Grafikon 66. Broj membranskih markera visoke ekspresije

u odnosu na molekularni podtip karcinoma dojke
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Grafikon 64. Ekspresija CD44 u odnosu na molekularni podtip karcinoma dojke

Grafikon 65. Ekspresija CD117 u odnosu na molekularni podtip karcinoma dojke
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Grafikon 67. Broj alterisanih markera u odnosu na molekularni podtip karcinoma dojke

7.5. POVEZANOST KLINICKO-PATOLOSKIH PARAMETARA,
MOLEKULARNOG PODTIPA KARCINOMA | EKSPRESIJE
MOLEKULARNIH MARKERA SA LOKOREGIONALNIM SIRENJEM
INVAZIVNOG DUKTALNOG KARCINOMA DOJKE

Univarijantna logisticka regresiona analiza je pokazala da je povetana verovatnoéa za
prisustvo metastaza u aksilarnim limfnim nodusima povezana sa T4 stadijumom tumora
(OR=7,200; 95%IP: 1,850-28,016; p=0,004), visim vrednostima proliferativnog Ki-67 indeksa
(OR=1,022; 95%IP: 1,001-1,044; p=0,049), visokom ekspresijom OCT3/4 (OR=2,617; 95%IP:
1,295-5,289; p=0,007) i EZH2 (OR=3,203; 95%IP: 1,566-6,554; p=0,001), ve¢im brojem
nuklearnih markera koji pokazuju visoku ekspresiju (OR=1,733; 95%IP: 1,228-2,448; p=0,002),
kao i ve¢im brojem alterisanih markera (OR=1,499; 95%IP: 1,136-1,977; p=0,004).

Multivarijantna logisti¢ka regresiona analiza, kao znacajne prediktore za pozitivan
status aksilarnih limfnih nodusa, odnosno pojavu metastaza, izdvojila je visoku ekspresiju
OCT3/4 (OR=2,219; 95%IP: 1,069-4,602; p=0,032) i EZH2 (OR=2,821; 95%IP: 1,356-5,872;
p=0,006) (tabela 21, grafikon 68).
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Tabela 21. Povezanost klinicko-patoloskih parametara, molekularnog podtipa karcinoma i
ekspresije molekularnih markera sa pozitivnim statusom aksilarnih limfnih nodusa,
rezultati logisticke regresione analize

Granice 95% IP za OR

Karakteristika OR Donja Gomija
Univarijantna analiza
Starost 1,024 0,995 1,054 0,109
CK referenca
DSK 0,714 0,162 3,143 0,656
Lokalizacija DUK 1,429 0,113 18,004 0,783
GSK 0,960 0,378 2,437 0,931
GUK 0,844 0,270 2,644 0,771
T1 referenca
Veli€ina tumora T2 1,614 0,752 3,463 0,219
T3 0,001 0,000 10,033 0,999
T4 7,200 1,850 28,016 0,004
Gl referenca
Histoloski gradus G2 0,643 0,127 3,261 0,594
G3 1,228 0,576 2,617 0,595
Nottingham skor 0,866 0,637 1,178 0,360
ER skor 0,985 0,901 1,077 0,740
PR skor 0,977 0,887 1,077 0,642
HER2 + 1,080 0,480 2,429 0,853
Ki-67 indeks 1,022 1,001 1,044 0,049
Basalni referenca
Molekularni podtip HER2+ 0,989 0,374 2,618 0,982
Luminani A 0,876 0,388 1,978 0,749
KLF4 visoka ekspresija 1,431 0,712 2,874 0,314
SOX2 visoka ekspresija 1,037 0,520 2,066 0,918
OCT3 visoka ekspresija 2,617 1,295 5,289 0,007
EZH?2 visoka ekspresija 3,203 1,566 6,554 0,001
CD44 visoka ekspresija 1,052 0,499 2,217 0,893
CD117 visoka ekspresija 1,331 0,574 3,088 0,505
Broj nuklearnih markera visoke ekspresije 1,733 1,228 2,448 0,002
Broj membranskih markera visoke ekspresije 1,147 0,679 1,935 0,609
Koekspresija svih nuklearnih markera 2,850 0,570 14,257 0,202
Koekspresija membranskih markera 1,594 0,456 5,572 0,465
Broj alterisanih markera 1,499 1,136 1,977 0,004
Multivarijantna analiza
OCT3/4 visoka ekspresija 2,219 1,069 4,602 0,032
EZH2 visoka ekspresija 2,821 1,356 5,872 0,006
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Grafikon 68. Povezanost ispitivanih parametara i verovatnoce
za pozitivni status aksilarnih limfnih nodusa

Univarijantna linearna regresiona analiza broja aksilarnih limfnih nodusa zahvacenih meta-
statskim procesom pokazala je da povecanje broja zahvacenih limfnih nodusa korelira sa smanje-
njem vrednosti ER (B=-0,151; 95%IP: -0,302 do -0,001; p=0,048) i PR skora (B=-0,189; 95%IP:
-0,351 do -0,027; p=0,022), kao i visokom ekspresijom SOX2 (B=1,395; 95%IP: 0,246-2,543;
p=0,018), OCT3/4 (B=1,520; 95%IP: 0,376-2,663; p=0,010) i EZH2 markera (B=1,266; 95%IP:
0,129-2,403; p=0,029). Takode, na povecanje broja metastazama zahvacéenih aksilarnih limfnih
nodusa uticaj ima povecanje broja nuklearnih markera koji su pokazivali visoku ekspresiju —
KLF4, SOX2, OCT3/4, EZH2 (OR=0,989; 95%IP: 0,484-1,495; p<0,001), kao i koekspresija
svih nuklearnih markera (B=4,110; 95%IP: 1,897-6,324; p<0,001). Znacajan uticaj pokazala je i
visoka ekspresija membranskih markera CD44 i CD117, gde je broj zahvacenih limfnih nodusa
aksile korelirao sa brojem membranskih proteina (B=1,049; 95%IP: 0,183-1,915; p=0,018),
odnosno sa koekspresijom CD44/CD117 (B=3,478; 95%IP: 1,532-5,425; p=0,001). Povecanje
broja alterisanin molekularnin markera imalo je uticaj na povecanje broja aksilarnih limfnih
nodusa zahvacéenih metastazama (B=0,881; 95%IP: 0,485-1,276; p<0,001).

Multivarijantna linearna regresiona analiza izdvojila je koekspresiju KLF4, SOX2, OCT3/4,
EZH2 (B=3,376; 95%IP: 1,159-5,592; p=0,003) i koekspresiju CD44 i CD117 (B=2,798; 95%IP:
0,855-4,740; p=0,005) kao snazne indikatore da ¢e pacijentkinje sa invazivnim duktalnim karci-
nomom dojke imati povecan broj metastazama zahvacenih limfnih nodusa aksile (tabela 22, grafi-
koni 69, 70).

Miodrag N. Pordevi¢ — Doktorska disertacija 84



REZULTATI

Tabela 22. Povezanost klini¢ko-patoloskih parametara, molekularnog podtipa karcinoma
i ekspresije molekularnih markera sa brojem zahvacenih limfnih nodusa,
rezultati linearne regresione analize

Karakteristika

B

Granice 95% IP za B

Donja Gornja
Univarijantna analiza
Starost 0,014 -0,034 0,063 0,560
CK -0,196 -1,710 1,317 0,798
DSK 1,768 -0,423 3,959 0,113
Lokalizacija DUK 0,175 -3,755 4,106 0,930
GSK 0,174 -0,986 1,335 0,767
GUK -0,955 -2,461 0,550 0,212
T1 -0,709 -1,937 0,518 0,255
Velitina tumora T2 0,029 -1,125 1,184 0,960
T3 -2,211 -6,123 1,702 0,266
T4 1,498 -0,079 3,075 0,062
G1 -1,225 -3,829 1,379 0,354
Histoloski gradus G2 0,113 -1,107 1,333 0,855
G3 0,169 -1,107 1,445 0,794
Nottingham skor 0,045 -0,471 0,561 0,865
ER skor -0,151 -0,302 -0,001 0,048
PR skor -0,189 -0,351 -0,027 0,022
HER2 + 0,334 -1,041 1,709 0,632
Ki-67 indeks 0,016 -0,022 0,054 0,396
Basalni 1,102 -0,193 2,397 0,095
Molekularni podtip HER2+ 0,334 -1,041 1,709 0,632
Luminalni A -1,093 -2,233 0,046 0,060
KLF4 visoka ekspresija 0,583 -0,589 1,755 0,327
SOX2 visoka ekspresija 1,395 0,246 2,543 0,018
OCT3 visoka ekspresija 1,520 0,376 2,663 0,010
EZH?2 visoka ekspresija 1,266 0,129 2,403 0,029
CD44 visoka ekspresija 1,081 -0,172 2,335 0,090
CD117 visoka ekspresija 1,328 -0,063 2,719 0,061
Broj nuklearnih markera visoke ekspresije 0,989 0,484 1,495 <0,001
Broj membranskih markera visoke ekspresije 1,049 0,183 1,915 0,018
Koekspresija svih nuklearnih markera 4,110 1,897 6,324  <0,001
Koekspresija membranskih markera 3,478 1,532 5,425 0,001
Broj alterisanih markera 0,881 0,485 1,276  <0,001
Multivarijantna analiza
Koekspresija svih nuklearnih markera 3,376 1,159 5,592 0,003
Koekspresija svih membranskih markera 2,798 0,855 4,740 0,005
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Grafikon 69. Povezanost broja metastazama zahvacenih limfnih nodusa
I koekspresije nuklearnih markera KLF4, SOX2, OCT3/4, EZH2

20

.
18 4
*
% 16 A *
T 14 .
= 12
Z y=2798x+1.8734
€ 10 . ’
= .
8 g *
k=) .
ST *
.
4 A * .
.
21 *
*
0 * *
Jedan visok Obavisoka

Membranski markeri

Grafikon 70. Povezanost broja metastazama zahvacenih limfnih nodusa
i koekspresije membranskih markera CD44, CD117.

Univarijantna linearna regresiona analiza procentualne zastupljenosti aksilarnih limfnih no-
dusa zahvac¢enih metastazama u odnosu na ukupan broj analiziranih, pokazala je da na povecanje
procentualne zastupljenosti zahvacenih limfnih nodusa znacajan uticaj ima T4 stadijum tumora
(B=15,923; 95%IP: 5,715-26,132; p=0,002), kao i smanjenje vrednosti ER (B=-1,066; 95%IP: -
2,057 do -0,075; p=0,035) i PR skora (B=-1,257; 95%IP: -2,327 do -0,187; p=0,022). Pacijentki-
nje sa luminalnim A molekularnim podtipom tumora imaju znacajno nizi procenat limfnih nodusa
zahvacéenih metastatskim procesom (B=-7,710; 95%IP: -15,231 do -0,189; p=0,045). Takode, na
povecanje procentualne zastupljenosti zahvacenih limfnih nodusa znacajan uticaj ima visoka ek-
spresija SOX2 (B=8,484; 95%IP: 0,864-16,104; p=0,029), OCT3/4 (B=9,293; 95%IP: 1,700-
16,885; p=0,017) i EZH2 (B=10,181; 95%IP: 2,725-17,636; p=0,008), kao i povecanje broja nu-
klearnih molekularnin markera — KLF4, SOX2, OCT3/4, EZH2 (OR=6,956; 95%IP: 3,639-

......

95%IP: 8,044-37,745; p=0,003). Koekspresija membranskin markera — CD44 i CD117
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(B=17,170; 95%IP: 4,034-30,306; p=0,011), kao i povecanje broja alterisanih molekularnih
markera (B=5,589; 95%IP: 2,960-8,218; p<0,001) bili su povezani sa povecanjem procentualne

zastupljenosti zahvacenih limfnih nodusa aksile.

Tabela 23. Povezanost klini¢ko-patoloskih parametara, molekularnog podtipa karcinoma
I ekspresije molekularnih markera sa procentom zahvacenih limfnih nodusa
u odnosu na broj analiziranih, rezultati linearne regresione analize

Granice 95% IP za B

Karakteristika B

Donja Gornja
Univarijantna analiza
Starost 0,209 -0,110 0,529 0,197
CK -1,773 -11,783 8,236 0,727
DSK 7,854 -6,711 22,419 0,288
DUK -1,863 -27,853 24,127 0,887
GSK 2,547 -5,116 10,211 0,512
GUK -5,967 -15,929 3,995 0,238
T1 -4,828 -12,947 3,290 0,242
Velitina tumora T2 -2,703 -10,324 4,918 0,484
T3 -16,065 -41,912 9,782 0,221
T4 15,923 5,715 26,132 0,002
G1 -7,694 -24,921 9,534 0,379
Histoloski gradus G2 -0,146 -8,215 7,923 0,972
G3 1,996 -6,438 10,431 0,640
Nottingham skor 1,096 -2,313 4,504 0,526
ER skor -1,066 -2,057 -0,075 0,035
PR skor -1,257 -2,327 -0,187 0,022
HER2 + 2,213 -6,880 11,305 0,631
Ki-67 indeks 0,130 -0,119 0,380 0,304
Basalni 7,900 -0,647 16,448 0,070
Molekularni podtip  HER2+ 2,213 -6,880 11,305 0,631
Luminalni A -7,710 -15,231 -0,189 0,045
KLF4 visoka ekspresija 5,509 -2,212 13,231 0,161
SOX2 visoka ekspresija 8,484 0,864 16,104 0,029
OCT3 visoka ekspresija 9,293 1,700 16,885 0,017
EZH?2 visoka ekspresija 10,181 2,725 17,636 0,008
CD44 visoka ekspresija 4,549 -3,793 12,891 0,283
CD117 visoka ekspresija 6,386 -2,871 15,642 0,175
Broj nuklearnih markera visoke ekspresije 6,956 3,639 10,274  <0,001
Broj membranskih markera visoke ekspresije 4,727 -1,063 10,517 0,109
Koekspresija svih nuklearnih markera 22,894 8,044 37,745 0,003
Koekspresija membranskih markera 17,170 4,034 30,306 0,011
Broj alterisanih markera 5,589 2,960 8,218 <0,001
Multivarijantna analiza
T4 12,782 2,829 22,735 0,012
Broj nuklearnih markera visoke ekspresije 5,393 2,050 8,737 0,002
Koekspresija membranskih markera 15,412 2,991 27,833 0,015
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Multivarijantna linearna regresiona analiza je, kao znacajne prediktore za povecanje procen-
tualne zastupljenosti limfnih nodusa zahvac¢enih metastatskim procesom u odnosu na ukupan broj
pregledanih, izdvojila T4 stadijum tumora (B=12,782; 95%IP: 2,829-22,735; p=0,012), veci broj
nuklearnih markera visoke ekspresije (OR=5,393; 95%IP: 2,050-8,737; p=0,002) i koekspresiju
membranskih markera CD44/CD117 (B=15,412; 95%IP: 2,991-27,833; p=0,015) (tabela 23, gra-
fikoni 71, 72, 73).
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Grafikon 71. Povezanost procenta metastazama zahvacenih aksilarnih limfnih nodusa
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Grafikon 72. Povezanost procenta metastazama zahvacenih aksilarnih limfnih nodusa
i broja nuklearnih markera visoke ekspresije
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Grafikon 73. Povezanost procenta metastazama zahvacenih aksilarnih limfnih nodusa
I koekspresije membranskih markera visoke ekspresije
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8. DISKUSIJA

Karcinom dojke je najzastupljeniji maligni tumor u Zenskoj populaciji koji ima izuzetno
veliki medicinski znacaj zbog stalnog porasta incidence i mortaliteta kao posledice razvoja
metastatske bolesti. Imaju¢i u vidu da je glavni dogadaj u progresiji karcinoma dojke razvoj
metastaza u aksilarnim limfnim nodusima, veoma je vazno proceniti znacaj standardnih Kkli-
nicko-patoloskih parametara, a posebno novih nestandardnih parametara, kao prognostickih
faktora za pojavu metastaza u aksili.

Ovo istrazivanje obuhvatilo je 136 pacijentkinja sa primarnim duktalnim karcinomom
dojke, kao najces¢im histoloskim tipom karcinoma, gde su obuhvaceni glavni molekularni
podtipovi (luminalni A, bazalni, Her2+). U ispitivanoj grupi bilo je 77 (56,61%) pacijentkinja
sa metastazama u aksilarnim limfnim nodusima, a 59 (43,38%) bez metastaza u vreme
postavljanja dijagnoze karcinoma dojke, odnosno hirurske intervencije.

Komparativna analiza klinicko-patoloskih parametara ove dve grupe pacijentkinja obu-
hvatila je: starost, lokalizaciju i veli¢inu tumora, histoloski gradus, Nottingham scor, prolifera-
tivni Ki-67 indeks i status receptora (ER, PR, HER2).

Od ukupnog broja novootkrivenih karcinoma dojke u zenskoj populaciji, 48% je dijagno-
stikovano kod Zzena starosne dobi preko 65 godina. Prosecna zastupljenost karcinoma dojke
kod Zena starosne dobi od 65 godina i starijih iznosi 1400 na 100.000, a kod Zena starosti 50 do
65 godina 750 slucajeva na 100.000 (148).

Na osnovu podataka Hospitalnog registra Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije,
prosecna starost pacijentkinja u trenutku postavljanja dijagnoze karcinoma dojke je 56 godina,
a 30% Zena je mlade od 50 godina (6% ispod 40 godina, 24% starosti 40—49 godina) (5, 149).
U ovom istrazivanju prosena starost pacijentkinja iznosila je 64,01+11,92 (aritmeti¢ka
sredina = standardna devijacija) i nije bilo statisticki znacajne razlike u godinama starosti
izmedu pacijentkinjama sa metastazama i onih bez metastaza.

Prema statistiCkim podacima, karcinom dojke najcesce je lokalizovan u gornjem spo-
ljasnjem kvadrantu i retroareolarnoj regiji (148, 150). U ovom istrazivanju tumor je najcesce
bio lokalizovan u gornjem spoljasnjem kvadrantu (kod 55% pacijentkinja), sto je u saglasnosti
sa podacima iz literature.

Prema podacima Hospitalnog registra Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije, samo
1% pacijentkinja dolazi sa nepalpabilnim, odnosno in situ tumorima dojke otkrivenim mamo-
grafski. Od palpabilnih tumora, prema klinickoj TNM Kklasifikaciji, petina tumora je veli¢ine do
2 cm (5).
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U ovom istrazivanju primarni tumor veli¢ine do 2 cm (T1) otkriven je kod 32,4%
pacijentkinja, tumor dijametra od 2 do 5 cm (T2) kod 50,0%, a tumor T4 stadijuma kod 15,4%
pacijentkinja. Tumor T4 stadijuma statisticki zna¢ajno korelira sa pojavom metastaza u aksi-
larnim limfnim nodusima.

Na povezanost veli¢ine tumora i lokoregionalnog Sirenja karcinoma dojke upucuju i
istrazivanja drugih autora koji ukazuju na linearnu korelaciju veli¢ine tumora izmedu 7 i
60 mm i verovatnoce pojave metastaza. Medutim, za vrlo male i vrlo velike karcinome posto-
je znacajna odstupanja. Za tumore ispod 10 mm, stopa pozitivnosti aksilarnih limfnih ¢vorova
I smrtnosti od karcinoma dojke je relativno konstantna. Za velike tumore (60-90 mm), stopa
prisustva metastaza u aksilarnim limfnim nodusima i smrtnosti od karcinoma dojke takode je
relativno konstantna (oko 75% za metastaze u limfnim nodusima i 60% smrtnosti od karcino-
ma dojke) (151-153).

Stepen histoloske diferentovanosti tumora, odnosno histoloski gradus, ukazuje na manju
ili ve¢u agresivnost tumora i predstavlja jedan od standardnih prognosti¢kih parametara (33).
Dve trecine pacijentkinja imalo je umereno diferentovan tumor histoloskog gradusa G2
(66,2%), a oko trecine slabo diferentovan tumor histoloskog gradusa G3 (28,7%). Nije otkri-
vena statisti¢ki znacajna razlika u histoloSkom gradusu tumora u odnosu na prisustvo i od-
sustvo lokoregionalnih metastaza. Rezultati istrazivanja Barinoff-a i saradnika pokazali su da
je histoloski gradus G3 faktor rizika za pojavu udaljenih metastaza kod pacijetkinja sa karci-
nomom dojke T3 i T4 stadijuma (154).

Prose¢na vrednost Nottingham skora iznosila je 6,88+1,12, ER skora 3,81£3,80, a PR
skora 3,43+3,51. Ekspresija receptora HER2 bila je prisutna kod 22,8 %, a odsutna kod 77,
2% tumora. Ni jedan od ovih parametara nije korelirao sa pojavom metastaza u aksilarnim
limfnim nodusima.

Ki-67 je nuklearni proliferativni marker koji je eksprimiran u svim fazama ¢elijskog
ciklusa, osim u Go fazi. Prema konsenzusu sa St. Gallen konferencije iz 2015 godine, prolife-
rativni Ki-67 indeks sa vrednostima visim od 20% moze da bude parametar za identifikaciju
pacijentkinja visokog rizika za los ishod bolesti (39). Ovo istrazivanje je pokazalo da prolife-
rativni Ki-67 indeks, sa prose¢nom vrednoséu 31,44+16,88, znacajno korelira sa lokoregio-
nalnim sirenjem karcinoma dojke.

Univarijantna logisticka regresiona analiza je pokazala da je povecana verovatnoca za
prisustvo metastaza u aksilarnim limfnim nodusima povezana sa T4 stadijumom tumora
(OR=7,200; 95%IP: 1,850-28,016; p=0,004) i sa visim vtrednostima proliferativnog Ki-67
indeksa (OR=1,022; 95%IP: 1,01-1,044; p=0,049).
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Prema kriterijumu AJCC (The American Joint Committee on Cancer), najznacajniji
parametri za prognozu karcinoma dojke su veli¢ina tumora u dojci, status regionalnih limfnih
nodusa i udaljene metastaze. Medutim, rezultati istrazivanja, objavljenih u poslednjih nekoli-
ko godina, ukazuju na to da broj zahvacenih aksilarnih limfnih nodusa metastatskim proce-
som moze biti znacajan parametar u proceni prognoze karcinoma dojke. Pacijentkinje sa cetiri
ili vise pozitivnih limfnih nodusa imaju losiju prognozu u poredenju sa onima koje imaju tri
ili manje histoloski potvrdenih pozitivnih limfnih nodusa. Pored toga, rezultati skorasnjih stu-
dija pokazuju da procenat pozitivnih limfnih nodusa, koji se dobija kao odnos apsolutnog bro-
ja pozitivnih limfnih nodusa i ukupnog broja ispitivanih, moze biti od vec¢eg prognostickog
znacaj kod pacijentkinja sa razlicitim molekularnim podtipovima xarcinoma dojke. Do sada
nije postignut konsenzus po ovom pitanju (155-157).

U ovom istrazivanju, univarijantna linearna regresiona analiza broja aksilarnih limfnih
nodusa zahvacenih metastazama pokazala je da povecanje broja zahvacenih limfnih nodusa
korelira sa smanjenjem vrednosti ER (B=-0,151; 95%IP: -0,302 do -0,001; p=0,048) i PR sko-
ra (B=-0,189; 95%IP: -0,351 do -0,027; p=0,022).

Univarijantna linearna regresiona analiza procentualne zastupljenosti aksilarnih limfnih
nodusa zahvacenih metastazama u odnosu na ukupan broj pregledanih, pokazala je da na pove-
¢anje procentualne zastupljenosti zahvacenih limfnih nodusa znacajan uticaj ima T4 stadijum
tumora (B=15,923; 95%IP: 5,715-26,132; p=0,002), kao i smanjenje vrednosti ER (B=-1,066;
95%IP: -2,057 do -0,075; p=0,035) i PR skora (B=-1,257; 95%IP: -2,327 do -0,187; p<0,001)

Status aksilarnih limfnih nodusa je jedan od fundamentalnih prognostickih faktora kod
karcinoma dojke i od presudnog je znaCaja za primenu adjuvantne, lokalne ili sistemske
terapije (158, 159). Takode, status limfnih nodusa aksile, kao prognosticki faktor, ima znacaja
i u izboru hirurSke metode leCenja. Wasuthit i saradnici predlazu sagledavanje klini¢kog,
radioloskog 1 patoloskog nalaza za predikciju statusa aksilarnih limfnih nodusa 1 selektovanje
pacijentkinja sa karcinomom dojke za kompletnu disekciju aksile (160).

Prema klasifikaciji Svetske zdravstvene organizacije, a na osnovu histoloskog izgleda 1
molekularnih alteracija, definisano je 30 morfoloskih tipova karcinoma dojke. Molekularna
klasifikacija karcinoma dojke, na osnovu genskih ekspresionih profila, obuhvata luminalni A,
luminalni B, bazalni i HER2 pozitivni podtip karcinoma dojke. Luminalni podtip karcinoma
dojke potice od diferentovanih luminalnih ¢elija koje su ER pozitivne i HER2 negativne.
Bazalni podtip karcinoma dojke vodi poreklo od luminalnih progenitornih éelija i to je podtip

koji najcesc¢e pokazuje povezanost sa mutacijama BRCAL gena. Ovaj podtip karcinoma je
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dvostruko negativan (ER i HER2 negativan). HER 2 pozitivan podtip karcinoma dojke moze
voditi poreko od kasnih progenitornih ¢elija koje su pretrpele amplifikaciju HER2 gena (161).

Luminalni podtip carcinoma ¢ini vise od 40% svih podtipova karcinoma dojke (162).

I u ovom istrazivanju luminalni A podtip karcinoma bio je najzastupljeniji, sa ucesta-
los¢u od 50,7%. Drugi po ucestalosti bio je bazalni podtip karcinoma (26,5%), a zatim HER2
pozitivan (22,8%). Nije bilo statisticki znacajne razlike u distribuciji molekularnih podtipova
karcinoma kod pacijentkinja sa i onih bez metastaza u aksilarnim limfnim nodusima. Medu-
tim, univarijabilna logisticka regresiona analiza je pokazala da pacijentkinje sa luminalnim A
molekularnim podtipom karcinoma imaju znacajno nizi procenat aksilarnih limfnih nodusa
zahvacéenih metastatskim procesom (B=-7,710; 95%IP: -15,231 do -0,189; p=0,045). Litera-
turni podaci ukazuju na to da luminalni molekularni podtip karcinoma ima nizu stopu lokore-
gionalnog recidiva nakon konzervativne hirurgije i mastektomije i ona se krec¢e oko 5% (163).

Kod pacijentkinja sa luminalnim A molekularnim podtipom karcinoma dojke histoloski
gradusi G1 i G2, kao i T1 stadijum bili su statisticki znacajno vise zastupljeni nego kod
drugih podtipova karcinoma. Vrednosti Nottingham skora i proliferativnog Ki-67 indeksa bile
su znacajno niza kod ovog podtipa karcinoma u odnosu na ostala dva podtipa. Ovi rezultati su
u saglasnosti sa rezultatima drugih autora koji navode da luminalni A podtip karcinoma
karakterise niski histoloski gradus i nizak nivo ekspresije markera proliferacije (162, 164).

Bazalni podtip karcinoma bio je znacajno ¢e$c¢e povezan sa G3 histoloskim gradusom u
odnosu na luminalni podtip, ali ne i u odnosu na HER2 pozitivan tumor. Vrednosti
Nottingham skora i proloferativnog Ki-67 indeksa statisticki su znacajno vise u odnosu na
luminalni podtip, ali ne i u odnosu na HER2 pozitivan tumor. | rezultati drugih autora govore
0 tome da su bazalni karcinomi pretezno lose diferentovani tumori (165-167).

HER?2 pozitivni karcinomi imali su znacajno cesce histoloski gradus G3, znacajno vise
vrednosti Nottingham skora i proliferativnhog Ki67 indeksa u odnosu na luminalni, ali ne i u
odnosu na bazalni podtip. | drugi autori ukazuju na to da ovaj podtip karcinoma karakterise
visok histoloski gradus i indeks proliferacije (162, 164).

Novija istrazivanja U humanoj karcinogenezi pokazala su da mala populacija tumorskih
mati¢nih ¢elija — Cancer stem cells (CSCs) moze modifikovati prirodu malignih tumora, sto
doprinosi njihovoj agresivnost i utice na terapijski odgovor (44). CSCs, kao i embrionalne
matiéne celije, sintetiSu proteine sa karakteristikama mati¢nosti koji se mogu nalaziti u jedru
(transkripcioni faktori) ili na povrsini ¢elije (168). Transkripcioni faktori obezbeduju kancer-
skim stem celijama da se samoobnavljaju dajuci kancer stem celije ¢erke i da se diferentuju

daju¢i dominantnu populaciju kancerskih c¢elija bez svojstava mati¢nosti (44). Osim toga,
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transkripcioni faktori mogu da ucestvuju i u preusmeravanju humanih diferentovanih celija
(dediferencijacija) u indukovane pluripotentne celije (iPSC ¢elije), odnosno da diferntovane
¢elije tumora dobiju karakteristike stem celija. Na ovaj nacin transkripcioni faktori regulisu
odnos izmedu non-CSCs i CSCs. Ova reorganizacija u odnosu non-CSCs i CSCs ¢elija je
glavni uzrok fenotipske i funkcionalne heterogenosti tumora i progresije bolesti, odnosno po-
jave metastaza i rezistencije na terapiju (169). Sli¢no transkripcionim faktorima povezanim sa
mati¢no$¢u, mnogi povrSinski markeri koji su visoko eksprimirani u mati¢nim celijama,
takode su eksprimirani i u CSCs humanih karcinomima (168). U dojci celije sa svojstvima
mati¢nosti definiSu se kao “breast cancer stem cells” (BCSCs) (51). BCSCs su rezistentne na
hemioterapiju i mogu da predstavljaju rezidualnu celijsku populaciju odgovornu za razvoj
sekundarnog (rekurentnog ili metastatskog) tumora. Dosadasnja istrazivanja ukazuju da je
BCSCs fenotip specifican i da produkuje glavne pluripotentne proteine (nuklearnih mole-
kularnih markera), ukljuc¢uju¢i OCT4, KLF4, SOX2 i NANOG (52). Membranski protein koji
je najvise proucavan u karcinomu dojke je CD44.

Osnovni cilj ovog istrazivanja bio je da se odredi prognosticki znacaj i uticaj novih
nestandardnih molekularnih markera karcinoma dojke na pojavu lokoregionalnih metastaza
kao prvog koraka u razvoju metastatske bolesti. Sa tim ciljem analiziran je uticaj nuklearnih
molekularnih markera KLF4, SOX2, OCT3/4 i EZH2 i membranskih proteina — CD44 i
CD117 na pojavu lokoregionalnih metastaza kod pacijentkinja sa invazivnim duktalnim karci-
nomom dojke.

Analizom ekspresije nuklearnih molekularnih markera — KLF4, SOX2, OCT3/4, EZH2
I membranskih proteina — CD44 i CD117 u invazivhom duktalnom karcinomu dojke u odnosu
na status aksilarnih limfnih nodusa (prisustvo/odsustvo metastaza), otkrivena je statisticki zna-
¢ajna povezanost visoke ekspresije OCT3/4 (68,8:45,8%) i EZH2 (58,4:30,5%) u karcinomu sa
prisustvom metastaza u aksilarnim limfnim nodusima. Takode, koekspresija 3 nuklearna
molekularna markera visoke ekspresije, kao i veci broja alterisanih markera, zna¢ajno su pove-
zani sa metastazama u aksilarnim limfnim nodusima (33,8:6,8% - 2,66 +1,41:1,97 +1,22).

Istrazivanja su pokazala da KLF4 ima znacajnu ulogu u bioloskim procesima mati¢nih
¢elija, kao $to su samoobnavljanje i pluripotentnost embrionalnih mati¢nih ¢elija (60). Isto-
vremeno, KLF4 je jedan od esencijalnih transkripcionih faktora koji je klju¢an za o¢uvanje
BCSCs, uc¢estvujuci u njihovom samoobnavljanju, njihovom diferentovanju u kancerske ¢elije
bez svojstava mati¢nost, ali i u preusmeravanju humanih diferentovanih ¢elija u indukovane
pluripotentne celije, kao i u procesu ¢elijske migracije i invazije (69, 169). Istrazivanja su po-

kazala da je KLF4 potreban za odrzavanje CSCs dojke jer “iskljucenje” KLF4 moze znacajno
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smanjiti samoobnavljanje CSCs (70, 71). Uoceno je da KLF4 deluje zajedno sa drugim trans-
kripcionim faktorima, ukljucujué¢i OCT4, SOX2 i c-Mic, ¢ija zajednicka aktivnost dovodi so-
matske ¢elije u stanje indukovanih pluripotentnih stem ¢elija (60). Utvrdena je visoka ekspresija
KLF4 u populaciji CSCs primarnog tumora dojke misa i u ¢elijskoj liniji karcinoma dojke (69).
Medutim, taan mehanizam kojim KLF4 uti¢e na nastanak karcinoma jo$ uvek nije poznat.

Najnovija istrazivanja pokazuju da KLF4, interakcijom sa razli¢itim ciljnim genima,
moze funkcionisati kao onkogen, ali i kao tumor supresor, U zavisnosti od tkiva (66—68).

Pandya i saradnici su otkrili da je KLF4 prekomerno eksprimiran u vise od 70% karci-
noma dojke i da funkcioni$e uglavnom kao onkogen. Visoka ekspresija KLF4 bila je poveza-
na sa agresivnijim fenotipom kancerskih ¢elija u ranom stadijumu infiltrativnog duktalnog
karcinoma dojke (170).

Nasuprot tome, rezultati brojnih istrazivanja sugerisu da visoka ekspresija KLF4 supri-
mira ¢elisku proliferaciju. Xiang Song i saradnici dokazali su uticaj KLF4 na proliferaciju
ispitivanjem kancerskog tkiva dojke, prekanceroza dojke i u eksperimentalnim uslovima,
transfekcijom gena KLF4 u ¢elijsku liniju karcinoma dojke MDA-MB-231 (eksperimentalna
grupa). Ekspresija KLF4 proteina bila je niza u karcinomu dojke nego u prekancerozama. Re-
dukcija KLF4 proteina korelirala je sa patolos§kim tipom carcinoma dojke, histoloskim gradu-
som i limfogenim metastazama. Proliferativni kapacitet ¢elijske linije karcinoma dojke MDA-
MB-231 takode je bio znacajno smanjen, §to ukazuje da transfekcija gena KLF4 inhibira pro-
liferaciju celijske linije karcinoma dojke. Istovremeno, ovi rezultati sugerisu da je KLF4 gen
vazan u nastanku i progresiji karcinoma dojke (61).

Imunohistohemijsko ispitivanje 319 invazivnih karcinoma dojke je takode pokazalo da
ekspresija KLF4 inverzno korelirala sa agresivnosc¢u karcinoma dojke (144).

Ispitivanje koje je uradeno na 100 pacijentkinja sa karcinomom dojke 1 gde je pracena
ekspresija KLF4, c-Myc, Nanog, OCT4 i SOX2 pokazalo je da pacijentkinje sa tumorom vi-
soke ekspresije Nanog gena imaju krace prezivljavanje bez simptoma bolesti i ukupno preziv-
ljavanje. Nasuprot tome, pacijentkinje sa tumorom visoke ekspresije KLF4 imaju duzi period
bez simptoma bolesti. Autori zakljucuju da je visoka ekspresija Nanog indikator loSe progno-
ze u karcinomu dojke jer stimulise rast kancerskih ¢elija i metastaziranje, dok je visoka eks-
presija KLF4, kao inhibitor rasta i metastaziranja, povoljan prognosticki indikator (171).

Nagata i saradnici su pokazali da ekspresija ¢lanova KLF familije transkripcionih fakto-
ra moze uticati na prognozu pacijentkinja sa bazalnim podtipom karcinoma dojke. Pacijentki-

nje sa bazalnim podtipom karcinoma i visokom ekspresijom KLF4 imale su bolje ukupno pre-
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zivljavanje i prezivljavanje bez simptoma bolesti u odnosu na pacijentkinje sa nizom ekspre-
sijom KLF4 (62).

Utvrdeno je da KLF4 ima pozitivnu regulatornu ulogu u proliferaciji koju indukuje
estrogen (76). Medutim, Akaogi i saradnici ukazuju da KLF4 suprimira rast hormon zavisnog
karcinoma dojke (77).

U ovom istrazivanju visoka ekspresija KLF4 otkrivena je kod 55 (40,44%), a niska kod
81 (59,55%) tumora. Nije utvrdena povezanost visoke ekspresije KLF4 sa pojavom
metastaza, pN stadijumom aksilarnih limfnih nodusa, niti sa brojem i procentualnom
zastupljeno$cu metastazama zahvacenih limfnih nodusa. Istovremeno, ova studija je pokazala
statisticki znacajnu razliku u prevalenci G3 histoloskog gradusa kod tumora sa niskom
ekspresijom KLF4 u odnosu na tumore sa visokom ekspresijom, (37,0%:16,4), odnosno da
niska ekspresija ovog proteina znacajno korelira sa slabo diferentovanim karcinomom dojke.

Notthingham skor bio je visi kod tumora sa niskom ekspresijom KLF4, a uticaj niske
ekspresije na vrednost Nottingham scora imao je grani¢nu vrednost (7,04+1,13:6,65+1,08;
p=0,051). Takode, rezultati ove studije ukazuju na to da visoka ekspresija KLF4 ima
tendenciju da suprimira proliferativnu aktivnost u duktalnom karcinomu dojke, s obzirom na
to da je prose¢na vrednost proliferativnog Ki-67 indeksa u grupi karcinoma sa visokom KLF4
ekspresijom bila niza (25,64£15,16) nego u grupi tumora sa niskom ekspresijom
(30,44£15,18), ali bez statisticke znacajnosti (p=0,072)

Visoka ekspresija KLF4 znac¢ajno je bila povezana sa visim vrednostima ER i PR skora,
dok povezanost sa HER2 ekspresijom nije uocena. Visoka ekspresija KLF4 bila je znacajno
povezana sa luminalnim A podtipom karcinoma.Ovi rezultati pokazuju da su visoke vrednosti
KLF4 povezane sa hormon zavisnim tumorom. Rezultati ovog istrazivanja koji ukazuju na
vise vrednosti proliferativnog Ki-67 indeksa u tumoru sa niskom ekspresijom KLF4 i znacaj-
nu povezanost histoloskog gradusa G3 i niske ekspresije KLF4, u saglasnosti su sa rezulta-
tima Xiang Song-a i drugih autora koji iznose stav da je niska ekspresija KLF4 povezana sa
agresivnijim profilom tumora, odnosno da predstavlja nepovoljan prognosticki faktor.

Sox transkripcioni faktori imaju vaznu ulogu u patogenezi karcinoma, ukljucujuéi tumo-
rogenezu, promene u tumorskoj mikrookolini i metastaziranje. Pojedini Sox proteini su poten-
cijalni prognosticki markeri kod karcinoma i moguci potencijalni terapijski target, ali su po-
trebna dalja ispitivanja kako bi se razumele njihove fizioloske funkcije (78).

Nedavno je opisana amplifikacija SOX2 u razli¢itim karcinomima, ukljucujuci karci-
nom dojke, pluca, jednjaka, debelog creva, prostate i jajnika. Utvrdeno je da prekomerna eks-

presija SOX2 promoviSe progresiju karcinoma ubrzavajuéi proliferaciju ¢elija, stvaranje koloni-
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ja, migraciju, invaziju i formiranje sfere. Pored toga, utvrdeno je da je SOX2 povezan sa raz-
vojem rezistencije kancerskih ¢elija na hemoterapiju, radioterapiju i target terapiju kod razli¢itih
karcinoma, verovatno zbog svoje sposobnosti da doprinese o¢uvanju kancerskih c¢elija sa
svojstvima mati¢nosti, koje su sposobne da prezive leCenje i pokrenu progresiju tumora (172).

Rezultati istrazivanja ekspresije SOX2 i angiogeneze u karcinomu dojke ukazuju da
SOX2 moze da pokrene angiogenezu, podsticuci na taj naéin invazivnost tumora i metastazi-
ranje. Poznato je da vaskularni endotelni fakor rasta (VEGF) ima zna¢ajnu ulogu u angioge-
nezi tumora i moguce je da SOX2 moze da reguliSe sekreciju VEGF, uzrokujuci promene u
angiogenezi tumora. Tumori sa visSom ekspresijom SOX2 imali su znacajno vecu gustinu krv-
nih sudova. Autori su zakljucili da je visoka ekspresija SOX2 indikator visoko malignih tu-
mora i da SOX2 moze olaksati metastaziranje u aksilarne limfne noduse stimulisuci angioge-
nezu u karcinomu dojke (173).

Istrazivanja su pokazala da postoji povezanost izmedu visoke ekspresije SOX2 i karci-
noma dojke. U istrazivanju Lengerke i saradnika detektovana je visoka ekspresija SOX2 u
28% invazivnih karcinoma dojke i u 44% duktalnih karcinoma in situ (DCIS). Visoka ekspre-
sija SOX2 bila je znacajno povezana sa veéim dimenzijama tumora i pozitivnim statusom
aksilarnih limfnih nodusa. Odgovarajué¢i metastatski limfni nodusi pokazali su visu ekspresiju
I znacajno ¢eS¢u pozitivnost na SOX2 u odnosu na primarni tumor (85, 174).

U ovom istrazivanju visoka ekspresija SOX2 u karcinomu otkrivena je kod 56 (41,17%),
a niska kod 80 (58,82%) pacijentkinja. Znacajna razlika u ekspresiji ovog transkripcionog
faktora u odnosu na prisustvo i odsustvo metastaza nije utvrdena. Medutim, visoka ekspresija
SOX2 u primarnom duktalnom karcinomu dojke znacajno je korelirala sa ve¢im brojem aksilar-
nih limfnih nodusa zahvacenih metastazama i visim procentom zahvacenih limfnih nodusa u
odnosu na ukupan broj pregledanih. Univarijantna linearna regresiona analiza broja aksilarnih
limfnih nodusa zahvacenih metastazama pokazala je da na povecanje broja zahvacenih limfnih
nodusa znacajan uticaj ima visoka ekspresijom SOX2 (B=1,395; 95%IP: 0,246-2,543; p=0,018).
Univarijantna linearna regresiona analiza procentualne zastupljenosti aksilarnih limfnih nodusa
zahvacenih metastatskim procesom u odnosu na ukupan broj pregledanih, pokazala je da na po-
vecanje procentualne zastupljenosti zahvacenih limfnih nodusa znacajan uticaj ima visoka eks-
presija SOX2 (B=8,484; 95%IP: 0,864-16,104; p=0,029).

Na klini¢ko-patoloski znacaj ekspresije SOX2 u karcinomu dojke upucuju rezultati
istrazivanja metaanalize koji ukazuju na znacajnu povezanost izmedu visoke ekspresije SOX2
I veli¢ine tumora, histoloskog gradusa, metastaza u limfnim nodusima aksile i bazalnog podti-

pa kacrinoma dojke. Povezanost visoke ekspresije SOX2 i TNM stadijuma, ER, PR i HER2
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statusa nije utvrdena. Rezultati ove meta-analize ukazuju na to da nuklearni molekularni mar-
ker SOX2 moze imati prognosticki znacaj kod karcinoma dojke (175).

Peng Liu sa saradnicima objavio je slicne rezultate. Pacijentkinje sa bazalnim podtipom
kacinoma dojke i visokom ekspresijom SOX2 imale su kra¢e ukupno prezivljavanje i interval
bez simptoma bolesti. Pored toga, autori su utvrdili da se inhibicijom SOX2 suprimira ¢elijska
proliferacija i invazija, pokrece celijska apoptoza u in vitro uslovima i suprimira tumoroge-
nost i pojava metastaza in vivo. Na osnovu dobijenih rezultata, autori su zakljucili da SOX2
ima ulogu u nastanak bazalnog podtipa karcinoma dojke i da predstavlja znacajan progno-
sticki parametar i terapijski target (87).

Pojedina istrazivanja su pokazala da je povecana ekspresija SOX2 u karcinomu dojke
povezana sa agresivnijim profilom tumora, koji podrazumeva visok histoloski gradus i visok
proliferativni Ki-67 indeks, u svim molekularnim podtipovima karcinoma dojke, kao i sa losi-
jim ishodom bolesti kod pacijentkinja sa visim pN stadijumom aksilarnih limfnih nodusa
(144, 176).

U ovom istrazivanju pacijentkinje sa visokom ekspresijom SOX2 imale su zna¢ajno re-
de tumor T1 stadijuma u odnosu na one sa niskom ekspresijom. (17,9:42,5%), a T2 i T4 stadi-
jumi bili su zastupljeniji nego kod pacijentkinja sa tumorom niske ekspresije. Bazalni podtip
karcinoma bio je statisticki zna¢ajno povezan sa visokom ekspresijom SOX2 (37,5:18,8). Tu-
mori sa visokom ekspresijom SOX2 znacajno su korelirali sa pN2,3 stadijumima aksilarnih
limfnih nodusa, ve¢im brojem i viSom procentualnom zastupljeno$c¢u aksilarnih limfnih nodusa
zahvacenih metastazama, visim vrednostima Nottingham scora i proliferativnog Ki-67 indeksa,
a znacajno nizim vrednostima ER i PR skora. Za razliku od navedenih istrazivanja drugih
autora, nije dokazana povezanost visoke ekspresije SOX2 i histoloskog gradusa tumora.

SOX2 i OCT4 su usko funkcionalno povezani, tako da se gubitak SOX2 moze donekle
nadoknaditi prekomernom ekspresijom OCT4 (83).

Ispitivanjem ekspresije transkripcionih faktora OCT3 i SOX2 u planocelularnom
karcinomu ezofagusa otkrivena je visoka ekspresija OCT3 u 17,9% i SOX2 u 22,84% plano-
celularnih karcinoma, kao i povezanost visoke ekspresije ovih markera sa visokim histo-
loskim gradusom i kratkim prezivljavanjem pacijenata. Pored toga, utvrdena je koekspresija
ovih transkripcionih faktora u kancerskoj ¢elijskoj liniji, dok je u normalnoj ¢elijskoj liniji
otkrivena niska ekspresija ili njeno odsustvo (177).

U ovom istrazivanju nije utvrdena statisticki znacajna korelacija koekspresije SOX2 sa
ostalim ispitivanim molekularnim markerima — OCT3/4, KLF4, EZH2, CD117, CD44.
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OCT3/4 nuklearni molekularni marker je znacajan ne samo tokom embriogeneze, veé
moze imati uticaj na razvoj karcinoma u razli¢itim tkivima, tako §to ektopicna ekspresija
OCT3/4 dovodi do povecanog malignog potencijala CSCs. Istrazivanja su pokazala da su re-
gulatorni poremecaji u ekspresiji OCT3/4 u BCSCs odgovorni za nastanak epitelno-mezen-
himske transformacije i nastanak znacajne subpopulacije kancerskih celija koje imaju meta-
statski potencijal (92, 178).

Uloga OCT3/4 u nastanku metastaza karcinoma dojke jos uvek nije razjaSnjena. Wang i
saradnici su pokazali da prekomerna ekspresija OCT4 povecava spontanu ekspresiju gena odgo-
vornih za epitelno-mezenhimsku transformaciju u CSCs i doprinosi invazivnosti CSCs, a uko-
liko se uticaj OCT4 “iskljuéi” dolazi do inhibicije ovih gena i inhibicije migracije CSCs (179).

Karcinomi dojke sa visokom ekspresijom OCT3/4 CeS¢e pokazuju metastaze, krace
vreme prezivljavanja i pojavu kasnih recidiva nakon primene hemo i zracne terapije. Iz svega
iznetog proizilazi da ovaj transkripcioni faktor ima prognosticki znacaj i da je marker
nepovoljne prognoze karcinoma dojke (97-99).

Shouliang Cai i saradnici otkrili su da je pojava metastaza u non-SLNs znac¢ajno pove-
zana sa visom ekspresijom OCT3/4. Univarijantna i multivarijantna analiza je pokazala da su
pacijentkinje sa tumorom vise ekspresije OCT3/4 imale veéu verovatno¢u za pojavu metasta-
za, §to ukazuje na prediktivnu vrednost ovog markera (102).

Jae Moon Gwak i saradnici ispitivali su ulogu transkripcionih faktora OCT4, SOX2,
Nanog, Bmil i KLF4 kod pacijentkinja sa invazivnim karcinomom dojke i utvrdili poveza-
nost ekspresije OCT4 sa visokim histoloskim gradusom, visokim proliferativnim Ki-67 in-
deksom i hormon pozitivnim receptorskim statusom. Ekspresija OCT4 bila je nezavisni faktor
lose prognoze u ¢itavoj grupi, podgrupi hormon pozitivnih, ali ne i u podgrupi hormon nega-
tivnih karcinoma dojke. Ekspresija OCT4 bila je povezana sa lo$im klinickim ishodom kod
pacijentkinja sa hormon pozitivnim tumorima i koje su primale tamoksifen. Rezultati ove stu-
dije su pokazali da se OCT4 moze koristiti kao prognosti¢ki marker u podgrupi karcinoma
dojke sa pozitivnim statusom receptora (144).

Na znacajnu ulogu OCT3/4 u duktalnom karcinomu dojke ukazuju i rezultati ovog istra-
zivanja. Visoka ekspresija OCT3/4 u tumoru otkrivena je kod 66,3% pacijentkinja sa metasta-
zama i kod 33,8% ispitanica bez metastaza u aksili. Visoka ekspresija OCT3/4 znacajno je
korelirala sa metastazama u aksilarnim limfnim nodusima. Takode, visoka ekspresija OCT3/4
bila je znacajno povezana sa G3 histoloskim gradusom, pN1 stadijumom aksilarnih limfnih
nodusa, brojem aksilarnih limfnih nodusa zahvacenih metastatskim procesom i procentu-

alnom zastupljenosc¢u zahvacenih limfnih nodusa u odnosu na ukupan broj analiziranih. Uni-
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varijantna analiza pokazala je da visoka ekspresija ovog trankripcionog faktora ima uticaj na
lokoregionalno Sirenje karcinoma (OR=2,617; 95%IP: 1,295-5,289; p=0,007), na povecanje
broja metastazama zahvacenih limfnih nodusa (B=1,520; 95%IP: 0,376-2,663; p=0,010) i na
povecanje procentualne zastupljenosti zahvacanih limfnih nodusa (B=9,293; 95%IP: 1,700-
16,885; p=0,017). U odnosu na ekspresiju ostalih ispitivanih markera, utvrdena je znacajna
korelacija visoke ekspresije OCT3/4 i visoke ekspresije EZH2 i CD117.

EZH2, ¢lan Polycomb represivnog kompleksa (PRC), je jedan od najbolje prouéenih
epigenetskih regulatora koji ,,utisava” ekspresiju gena. Polikomb proteini su organizovani u
dva kompleksa koji indukuju modifikacije (PRC1) i metilaciju (PRC2) histona. EZH2 svoju
ulogu ,,utiSivaca” ekspresije gena najcese ostvaruje preko PRC2 kompleksa, ali i nezavisno od
ovog kompleksa, tj. metilacijom nehistonskih proteina (108).

Izmene u regulaciji PRC2 u humanim karcinomima, sa prekomernom ekspresijom
PRC2, ¢esto koreliraju sa loSom prognozom bolesti (180).

S obzirom na to da je visoka ekspresija PRC2 prisutna u stem celijama, povecana
ekspresija PRC2 u ¢elijama karcinoma moze proisteci iz povecanog proliferativnog kapaciteta
i/ili dediferencijacije ¢elija karcinoma. Zbog toga je tesko proceniti da li su poveéani nivoi
ekspresije PRC2 uzrok ili posledica onkogeneze. Istrazivanja su pokazala da su geni koji
kodiraju ¢lanove PRC2 mutirani u mnogim karcinomima. ldentifikovane su mutacije koje
dovode do “gubitka” 1 “dobitka” funkcije, Sto ukazuje da PRC2 deluje kao tumor supresor
kod nekih karcinoma, dok kod drugih ima funkciju onkogena (181).

Istrazivanja ukazuju da je EZH2 povezan sa ve¢om proliferativnom aktivnoS¢u tumor-
skih ¢elija, lokalnom invazijom i udaljenim metastazama. U ¢elijama karcinoma dojke, EZH?2
podsti¢e tumorsku invaziju preko transkripcione represije tumor supresornog gena i_odrzava-
njem Celija u stanju mati¢nosti (182, 183).

U istrazivanju Kleer-a i saradnika utvrdeno je da prekomerna ekspresija EZH2 indukuje
enzimsku aktivnost histonske deacetilaze (HDAC) tipa 1 u epitelnim ¢elijama dojke i da je za
¢elijsku invaziju posredovanu EZH2 neophodna enzimska aktivnost HDAC (114). Croker i
saradnici objavili su rezultate koji ukazuju da je aktivnost ALDH u CSCs povezana sa c¢elij-
skom invazijom i metastaziranjem (184).

Studije na humanim tumorima su pokazale da prekomerna ekspresija EZH2 moze biti
marker agresivnosti tumora i ishoda bolesti. U karcinomu prostate i dojke, visoka ekspresija
EZH2 povezana je sa pojavom metastaza i loSom prognozom (113, 114, 185).

lako EZH2 ima znacéajnu ulogu u progresiji duktalnog karcinoma dojke, precizan meha-

nizam njegovog delovanja jos uvek nije utvrden. Nedavno publikovani rezultati Yomtoubian-
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a i saradnika pokazuju da specifi¢na farmakoloska ili genetska inhibicija kataliticke aktivnosti
EZH2 smanjuje pojavu udaljenih metastaza kod pacijentkinja sa trostruko negativnim karci-
nomom dojke (186).

Istrazivanja nekoliko autora su pokazala da je ektopi¢na ekspresija EZH2 prisutna u ra-
zlicitim solidnim tumorima i da korelira sa parametrima agresivnog karcinoma dojke, kao §to
su visi histoloski gradus, povecana ¢elijska proliferacije i invazija limfnih nodusa (187-190).

Rezultati ove studije ukazuju na agresivni tok invazivnog duktalnog karcinomima dojke
sa visokom ekspresijom EZH2. Visoka ekspresija EZH2 u tumoru otkrivena je kod 63
(46,32%), a niska kod 73 (56,67%) pacijentkinja. Visoka ekspresija EZH2 znac¢ajno je pove-
zana sa veli¢inom tumora, tj. tumori viseg stadijuma (T4) pokazuju statisticki znac¢ajnu kore-
laciju sa visokom ekspresijom EZH2. Karcinom sa visokom ekspresijom EZH2 i lokoregio-
nalnim $irenjem u aksilarne limfne noduse otkriven je kod 71,4% pacijentkinja, a tumori koji
pokazuju visoku ekspresiju EZH2 bez metastaza kod 28,6% pacijentkinja. Ovi rezultati uka-
zuju na znacajnu korelaciju visoke ekspresije ovog proteina i pojave metastaza. Pored toga,
visoka ekspresija EZH2 znacajno je povezana sa pN1 stadijumom aksilarnih limfnih nodusa,
brojem aksilarnih limfnih nodusa zahvacenih metastazama, kao i procentualnom zastuplje-
no$¢u zahvacenih limfnih nodusa u odnosu na ukupan broj pregledanih. Univarijantna analiza
pokazala je da visoka ekspresija ovog trankripcionog faktora ima uticaj na lokoregionalno
Sirenje karcinoma (OR=3,203; 95%IP: 1,566-6,554; p=0,001), na povecanje broja aksilarnih
limfnih nodusa zahvac¢enih metastazama (OR=1,266; 95%IP: 0,129-2,403; p=0,029), kao i na
povecanje procentualne zastupljenosti zahvaéenih nodusa (B=10,181; 95%IP: 2,725-17,636;
p=0,008). Rezultati ove studije, koji ukazuju na povezanost visoke ekspresije EZH2 sa meta-
stazama u limfnim nodusima, u saglasnosti su sa istrazivanjima drugih autora.

U odnosu na ekspresiju ostalih ispitivanih markera, utvrdena je znacajna korelacija Vvi-
soke ekspresije EZH2 i visoke ekspresije OCT3/4 i KLFA4.

CD44, transmembranski glikoprotein, eksprimiraju normalne stem ¢elije, kancer stem
¢elije i karcinomi. Hijaluronska kiselina ekstracelularnog matriksa je glavni ligand za CD44.
Vezivanjem hijaluronske kiseline za CD44 dolazi da aktivacije CD44, a time i aktivacije sig-
nalnih puteva. Aktivacija signalnih puteva indukuje ¢elijsku proliferaciju, promene u celij-
skom citoskeletu i povecéanje Celijskog motiliteta (119, 169).

CD44 je poznat kao protein koji ima ulogu u tumorogenezi karcinoma dojke, ukljucu-
juéi neoplasti¢nu transformaciju, rast, ¢elijsku invaziju i motilitet. Pojedine studije ukazuju da
multifunkcionalna ¢elijska adheziona molekula CD44 ima snazan uticaj na tumorsku progre-

siju 1 moze favorizovati pojavu udaljenih metastaza (191, 192).
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Tokom poslednjih godina, istrazivana je korelacija klinicko-patoloskih parametara i vi-
soke ekspresije CD44 na povrsini ¢elija kod pacijentkinja sa karcinomom dojke. Bankfalvi i
saradnici ukazuju na povezanost visoke ekspresije CD44 u karcinomu dojke sa loSom progno-
zom i pojavom metastaza u aksilarnim limfnim nodusima, a Looi i saradnici isticu da CD44
ima ulogu u progresiji karcinoma dojke (122, 193).

Medutim, mnogi autori tvrde da nema statisticki znac¢ajne povezanosti izmedu preko-
merne ekspresije CD44 i razvoja metastaza kod karcinoma dojke. Jang i saradnici ukazuju da
je ekspresija CD44 u korelaciji sa tumorogenezom HER-2 negativnih karcinoma dojke. Kore-
lacija izmedu ekspresije CD44 i starosti pacijenata, veli¢ine tumora, prisustva metastaza u ak-
silarnim limfnim nodusima, stadijuma tumora, histoloskog gradusa i statusa ER i PR nije
utvrdena. Nije bilo razlike u klinickom ishodu i prezivljavanju pacijentkinja u odnosu na ek-
spresiju CD44. Autori zakljuCuju da je CD44 povezan sa tumorogenezom karcinoma dojke,
ali da znacajno ne utice na prognozu invazivnog karcinoma dojke (121).

Fillmore i Kupervasser su takode utvrdili korelaciju CD44 proteina i bazalnog podtipa
karcinoma dojke, te da CD44 moze biti marker loSe prognoze kod ovog molekularnog podtipa
karcinoma (194).

Meta-analiza, koja je obuhvatila 23 publikovane databaze genske ekspresije CD44
mRNA, klini¢ko-patoloskih karakteristika i prognoze pacijentkinja sa karcinomom dojke, po-
kazala je povezanost povecane ekspresije CD44 sa histoloskim gradusom, statusom ER, PR i
HER?2 receptora, kao i znacajno kra¢im ukupnim preZivljavanjem. Povecana ekspresija CD44
(utvrdena merenjem mRNA i nivoa proteina) otkrivena je kod bazalnog podtipa karcinoma
dojke i korelirala je sa eptelno-mezenhimnom transformacijom i CSCs genskim profilom.
Ova studija je pokazala da CD44 moze biti potencijalni prognosti¢ki marker i terapijski target
za bazalni podtip karcinoma dojke (195).

U ovom istrazivanju visoka ekspresija CD44 u tumoru otkrivena je kod 40 (29,41%), a
niska kod 96 (70,58%) pacijentkinja sa invazivnim duktalnim karcinomom dojke. Nije utvr-
dena povezanost visoke ekspresije CD44 sa lokoregionalnim Sirenjem karcinoma dojke i pN
stadijumom aksilarnih limfnih nodusa, niti sa brojem i procentualnom zastupljenoscu limfnih
nodusa zahvacenih metastatskim procesom. Medutim, visoka ekspresija CD44 bila je znacaj-
no povezana sa molekularnim podtipom karcinoma dojke. Kod pacijentkinja sa bazalnim pod-
tipom karcinoma, visoka ekspresija CD44 bila je statisti¢ki znacajno viSe zastupljena u odno-
su na nisku ekspresiju (45%:18,8%, p=0,002). Takode, bazalni podtip karcinoma dojke stati-
sticki je znacajno ¢eS¢e pokazivao visoku ekspresiju CD44 u odnosu na druge podtipove kar-

cinoma, a luminalni A podtip znacajno ¢esce nisku ekspresiju ovog markera. Visoka ekspre-
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sija CD44 pracena je znacajno viSom vrednoscu proliferativnog Ki-67 indeksa, a nizim vred-
nostima ER i PR skora. Rezultati ove studije pokazali su da visoka ekspresije CD44 uti¢e na
¢elijsku proliferaciju i smanjenje ili gubitak ER i PR receptora, kao i da je povezana sa bazal-
nim podtipom duktalnog karcinoma dojke, dok uticaj na HER2 ekspresiju nije uo¢en. Rezul-
tati ove studije, koji se odnose na znacajnu povezanost visoke ekspresije CD44 i bazalnog
podtipa karcinoma dojke, u saglasnosti su sa rezultatima objavljenim u literaturi.

Istrazivanja su pokazala da se vezivanjem hijaluronske kiseline za CD44 aktivira signal-
ni put koji povecava aktivnost razli¢itih proteaza (matriks metaloproteinaza i uroplakin pla-
sminogen aktivatora) ¢ime se olakSala invazija kancerskih ¢elija u bazalnom podtipu, pruzaju-
¢i uvid u molekularne osnove invazije kancerskih ¢elija posredovane CD44 proteinom. Inhibi-
cija aktivnosti ovih glavnih proteaza doprinosi sprecavanju invazije i metastaziranja kancer-
skih ¢elija u bazalnom podtipu karcinoma dojke (196).

Proto-oncogeni c-kit (CD117) je transmembranski receptor tirozin kinase. Aktivisani
CD117 stimuliSe brojne signalne puteve Sto dovodi do ¢elijske proliferacije, diferencijacije,
opstanka, adhezije, motiliteta i angiogeneze. Onkogeni potencijal CD117 ostvaruje se preko-
mernom aktivacijom ili mutacijama koje se najéesce javljaju u tirozin kinaznom delu (131).

Protein CD117 prisutan je u normalnom epitelu dojke, u proliferativnim lezijama i u
karcinomu. Sa malignom transformacijom epitela dojke dolazi do redukcija CD117 i veruje se
da CD117 ima ulogu u karcinogenezi dojke (141).

Amin i saradnici analizirali su povezanost ekspresije CD117 u tumoru sa staros¢u pa-
cijentkinja, gradusom i velicinom tumora, brojem aksilarnih limfnih nodusa zahvaéenih meta-
stazama, gustinom malih krvnih sudova i ekspresijom ER i PR receptora. Gubitak ekspresije
CD117 u invazivnom karcinomu dojke bio je povezan sa parametrima agresivnosti tumora,
kao §to su veca gustina malih krvnih sudova, ve¢e dimenzije tumora, visi gradus tumora, veci
broj limfnih nodusa zahva¢enih metastazama i negativni status ER i PR receptora. U multiva-
rijantnoj analizi, najvazniji prediktor gubitka ekspresije CD117 bila je veli¢ina tumora i broj
zahvacenih limfnih nodusa (197).

Sli¢ne rezultate dobio je Maha sa saradnicima, koji smatra da je CD117 indikator karci-
noma dojke visokog gradusa, koji ¢esto obuhvata karcinome sa mezenhimskom i / ili mioepi-
telnom diferencijacijom (bazalni podtip), a koji imaju loSu prognozu. U ovom istraZivanju,
koje je obuhvatilo pacijentkinje sa razli¢itim histoloskim tipovima i gradusima invazivnog
karcinoma dojke, visoka ekspresija CD117 otkrivena je kod oko 29% karcinoma. Odsustvo
CD117 bilo je povezano sa karakteristikama agresivnijih tumora dojke, kao Sto su povecanje

gustine krvnih sudova, vece dimenzije tumora, visi histoloski gradus, vec¢i broj metastazama
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zahvacenih limfnih nodusa i negativan status ER i PR. Multivarijantna analiza je pokazala da
je najznacajniji prediktor negativnog nalaza CD117 bila veli¢ina tumora i prisustvo metastaza
u limfnim nodusima (198).

Nasuprot tome, Simon i saradnici otkrili su prekomernu ekspresiju CD117 u karcinomu
dojke koja je bila zna¢ajno povezana sa visokim histoloskim gradusom tumora, ali ne i sa velici-
nom tumora i pN stadijumom aksilarnih limfnih nodusa ili prezivljavanjem pacijentkinja (199).

| U ovom istrazivanju tumori vecine pacijentkinja pokazali su nisku ekspresiju CD117
(78,7%), sto je u saglasnosti sa rezultatima Maha i saradnika. Visoka ekspresija ovog proteina
otkrivena je u tumoru kod 21,3% pacijentkinja. Znacajna povezanost Visoke ekspresije
CD117 i pojave metastaza u aksili kod pacijentkinja sa duktalnim karcinomom dojke nije do-
kazana. Visoka ekspresija CD117 znacajno je korelirala sa bazalnim podtipom karcinoma doj-
ke, visim vrednostima proliferativnog Ki-67 indeksa i nizim vrednostima ER i PR skora. Nasi
rezultati, koji se odnose na korelaciju visoke ekspresije CD117 i bazalnog karcinoma, u sagla-
snosti su sa rezultatima Shamsa i saradnika koji su takode potvrdili visoku ekspresiju CD117
u bazalnom podtipu karcinoma dojke (200).

U odnosu na druge molekularne markere, otkrivena je znacajna povezanost Visoke
ekspresije CD117 i OCT3/4.

Analizom rezultata korelacije klini¢ko-patoloskih karakteristika karcinoma dojke u od-
nosu na udruzenu visoku ekspresiju vise nuklearnih markera, uo¢eno je da udruzena visoka
ekspresija sva 4 nuklearna markera, odnosno koekspresija KLF4, SOX2, OCT3-4 i EZH2
znacajno korelira sa pN2,3 stadijumima aksilarnih limfnih nodusa, ve¢im brojem aksilarnih
limfnih nodusa zahvacenih metastazama i ve¢om procentualnom zastupljenosc¢u zahvacenih
limfnih nodusa u odnosu na ukupan broj pregledanih, kao i sa visokom ekspresijom oba
membranska proteina CD117 i CD44. Univarijantna logisticka regresiona analiza je pokazala
da je povecana verovatnoca za prisustvo metastaza u aksilarnim limfnim nodusima povezana sa
ve¢im brojem nuklearnih transkripcionih markera koji pokazuju visoku ekspresiju (OR=1,733;
95%IP: 1,228-2,448; p=0,002). Univarijantna linearna regresiona analiza broja limfnih nodu-
sa aksile zahvacenih metastazama pokazala je da na povecanje broja limfnih nodusa zahva-
¢enih metastazama uticaj ima povecanje broja molekularnih markera sa svojstvima mati¢nosti
koji su pokazivali visoku nuklearnu ekspresiju — KLF4, SOX2, OCT3/4, EZH2 (OR=0,989;
95%IP: 0,484-1,495; p<0,001), kao i koekspresija svih ispitivanih nuklearnih markera (B=4,110;
95%IP: 1,897-6,324; p<0,001).Takode, povecanje broja molekularnih markera sa svojstvima
mati¢nosti koji su pokazivali visoku nuklearnu ekspresiju (OR=6,956; 95%IP: 3,639-10,274;
p<0,001), kao i koekspresija svih ispitivanih nuklearnih markera (B=22,894; 95%IP: 8,044-
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37,745; p=0,003) imali su uticaj na procentualnu zastupljenost aksilarnih limfnih nodusa za-
hvacenih metastazama u odnosu na ukupan broj pregledanih.

Rezultati korelacije Kklini¢cko-patoloskih karakteristika karcinoma dojke u odnosu na
udruzenu visoku ekspresiju membranskih proteina ukazuju na to da je visoka ekspresija oba
membranska markera znac¢ajno udruzena sa ve¢im brojem aksilarnih limfnih nodusa zahvace-
nih metastazama i ve¢om procentualnom zastupljeno$éu zahvacenih limfnih nodusa, G3 gra-
dusom, visim vrednostima proliferativnog Ki-67 indeksa i nizim vrednostima ER i PR skora.

Visoka ekspresija oba membranska markera znacajno korelira sa bazalnim podtipom
karcinoma, a istovremeno je znacajno vise zastupljena kod bazalnog u odnosu na druga dva
podtipa. Nasuprot tome, visoka ekspresija oba membranska markera znac¢ajno je rede zastup-
ljena kod luminalnog A karcinoma. Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza broja limfnih
nodusa aksile zahva¢enih metastatskim procesom pokazala je da na povecanje broja zahvace-
nih limfnih nodusa uticaj ima koekspresija CD44/CD117 (B=3,478; 95%IP: 1,532-5,425;
p=0,001). Takode, koekspresija markera sa membranskom ekspresijom — CD44 i CD117 ima
uticaj i na povecanjem procentualne zastupljenosti zahvacenih limfnih nodusa u odnosu na
ukupan broj pregledanih (B=17,170; 95%IP: 4,034-30,306; p=0,011).

Broj alterisanih markera (udruzenih nuklearnih i membranskih markera visoke ekspre-
sije) znacajno je korelirao sa prisustvom metastaza u aksilarnim limfnim nodusima, brojem
aksilarnih limfnih nodusa zahvacéenih metastazama i procentualnom zastupljenosc¢u zahvace-
nih limfnih nodusa u odnosu na ukupan broj analiziranih. Univarijantna logisticka regresiona
analiza pokazala je da broj alterisanih molekularnih markera ima uticaj na pojavu metastaza u
aksilarnim limfnim nodusima (OR=1,499; 95%IP: 1,136-1,977; p=0,004), na povecanje broja
metastazama zahvacenih limfnih nodusa aksile (B=0,881; 95%IP: 0,485-1,276; p<0,001) i na
procentualnu zastupljenost zahvacenih limfnih nodusa (B=5,589; 95%IP: 2,960-8,218; p<0,001).

Prema tome, rezultati ovog istrazivana pokazali su da sinergisti¢ko delovanje ispitivanih
nuklearnih i membranskih markera odreduje fenotipske karakteristike duktalnog carcinoma
dojke koji pokazuje agresivniji klini¢ki tok, sa lokoregionalnim Sirenjem i pojavom metastaza
u aksilarnim limfnim nodusima.

I rezultati drugih autora ukazuju na znacajnu ulogu koekspresije molekularnih markera
u progresiji karcinoma. Poznato je da postoji funkcionalna povezanost SOX2 i OCT3/4 koja
je znadajna za funkciju OCT3/4, ali je i KLF4 jedan od transkripcionih faktora koji je uklju-
¢en u aktivaciju gena OCT3/4 (201).

Rezultati istrazivanja Wei i saradnika podrzavaju tezu da je direktna interakcija izmedu

KLF4, OCT4 i SOX2 klju¢na za reprogramiranje somatskih celija (202). Borong Chen i saradnici
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su dokazali da prekomerna ekspresija SOX2 i OCT3/4 menja bioloske i onkoloske karakteristike
¢elija carcinoma zeluca, poboljsavajuci proliferaciju, migraciju i sposobnost invazije mati¢nih
kancerskih ¢elija (203). Takode, objavljeni su rezultati koji ukazuju na to da celije koje poka-
zuju koekspresiju CD44/CD117 u poredenju sa CD447/CD117" ¢elijama imaju veci potencijal
da eksprimiraju transkripcione faktore koji su povezani sa mati¢nos$cu, kao §to su Nanog, SOX2
i OCT4 (204).

Ovim istrazivanjem obuhvacena je i analiza klini¢ko-patoloskih parametara u odnosu na
molekularni podtip karcinoma. Tumori T1 stadijuma i histoloski gradus G1 i G2 znacajno su
zastupljeniji kod luminalnog u odnosu na druga dva podtipa karcinoma. G3 histoloski gradus,
vise vrednosti proliferativnog Ki-67 indeksa i Nottingham skora znacajno koreliraju sa
bazalnim i HER2+ karcinomom u odnosu na luminalni podtip. Visoka ekspresija mem-
branskih markera CD44 i CD117 i njihova koekspresija znacajno koreliraju sa bazalnim
podtipom karcinoma, a niska ekspresija CD117 povezana je sa luminalnim i HER2 po-
zitivnim karcinomima. Visoka ekspresija SOX2 i broj alterisanih markera znacajno koreliraju
sa bazalnim i HER2+ u odnosu na luminalni podtip karcinoma.

Multivarijantna logisticka regresiona analiza, kao znacajne prediktore za pozitivan Sta-
tus aksilarnih limfnih nodusa, odnosno pojavu metastaza, izdvojila je visoku ekspresiju OCT3/4
(OR=2,219; 95%IP: 1,069-4,602; p=0,032) i EZH2 (OR=2,821; 95%IP: 1,356-5,872; p=0,006).

Multivarijantna linearna regresiona analiza izdvojila je koekspresiju nuklearnih markera
KLF4, SOX2, OCT3/4, EZH2 (B=3,376; 95%IP: 1,159-5,592; p=0,003) i koekspresiju mem-
branskih proteina CD44, CD117 (B=2,798; 95%IP: 0,855-4,740; p=0,005) kao snazne indika-
tore da ¢e pacijentkinje sa invazivnim duktalnim karcinomom dojke imati vec¢i broj aksilarnih
limfnih nodusa zahvac¢enih metastazama.

Multivarijantna linearna regresiona analiza je, kao znacajne prediktore za povecanje pro-
centualne zastupljenosti limfnih nodusa aksile zahva¢enih metastatskim procesom u odnosu na
ukupan broj pregledanih, izdvojila T4 stadijum tumora (B=12,782; 95%IP: 2,829-22,735;
p=0,012), veé¢i broj nuklearnih markera visoke ekspresije (OR=5,393; 95%IP: 2,050-8,737;
p=0,002) i koekspresiju membranskih markera CD44/CD117 (B=15,412; 95%IP: 2,991-27,833;
p=0,015)

Rezultati ovog istrazivanja, u kojem su identifikovani nestandardni markeri kao pre-
diktivni faktori za lokoregionalno $irenje invazivnog duktalnog karcinoma dojke, mogu dopri-
neti boljem sagledavanju toka i ishoda bolesti, a istovremeno mogu biti osnova za buduca

istraZivanja u oblasti karcinogeneze.
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Na osnovu rezultata ovog istrazivanja mogu se izvesti sledeci zakljucci:

1.

Na lokoregionalno Sirenje invazivnog duktalnog karcinoma dojke znacajan uticaj
ima T4 stadijum tumora. Starost pacijentkinja i lokalizacija tumora nisu imale

uticaja na lokoregionalno Sirenje karcinoma;

Lokoregionalno $irenje karcinoma znacajno je povezano sa vis§im vrednostima pro-
liferativnog Ki-67 indeksa. Histoloski gradus, Nottingham skor, ER skor, PR skor,
HER?2 status i molekularni podtip (luminalni A, HER2+, basalni) nisu imali uticaj

na lokoregionalno Sirenje karcinoma.

Na lokoregionalno Sirenje karcinoma znacajan uticaj imala je visoka ekspresija
OCT3/4 i EZH2, veti broj nuklearnih markera koji pokazuju visoku ekspresiju, kao

i ve¢i broj alterisanih markera.

Prediktivni uticaj na pojavu metastaza u aksili imala je visoka ekspresija OCT3/4 i

EZH2 u kancerskim ¢elijama.

Povecéanje broja aksilarnih limfnih nodusa zahvacenih metastazama znacajno je
povezano sa smanjenjem vrednosti ER i PR skora, visokom ekspresijom SOX2,
OCT3/4 i EZH2 markera, povec¢anjem broja nuklearnih molekularnih markera koji
pokazuju visoku ekspresiju, koekspresijom sva ¢etiri nuklearna markera, koekspre-

sijom CD44 i CD117 i poveéanjem broja alterisanih markera.

Prediktivni uticaj na povecanje broja aksilarnih limfnih nodusa zahvac¢enih metasta-

zama ima koekspresija nuklearnih, kao i koekspresija membranskih markera.

Na povecanje procentualne zastupljenosti aksilarnih limfnih nodusa zahvaéenih me-
tastazama u odnosu na ukupan broj pregledanih znacajan uticaj ima T4 stadijum,
smanjenje ER i PR skora, povecana ekspresija SOX2, OCT3/4 i EZH2, kao i pove-
¢anje broja molekularnih markera koji pokazuju visoku ekspresiju, ukljucujuci i ko-
ekspresiju sva Cetiri molekularna markera, koekspresija membranskih markera sa

visokom ekspresijom i povecanje broja alterisanih markera.

Prediktivni uticaj na povecéanje procentualne zastupljenosti aksilarnih limfnih nodu-
sa zahvacenih metastazama u odnosu na ukupan broj pregledanih ima T4 stadijum
tumora, veci broj nuklearnin molekularnin markera visoke ekspresije, kao i koek-
spresija CD44 i CD117.
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Visoka ekspresija nuklearnog markera KLF4 znacajno je povezana sa mladjim zi-
votnim dobom, vi§im vrednostima ER i PR skora, luminalnim A karcinomom i sa
visokom ekspresijom EZH2. Niska ekspresija KLF4 znacajno je povezana sa slabo

diferentovanim karcinomom.

Visoka ekspresija nuklearnog markera SOX2 znacajno korelira sa nizim vredno-
stima ER i PR skora, a sa visim vrednostima Nottingham skora i proliferativnog Ki-
67 indeksa, pN2,3 stadijumima aksilarnih limfnih nodusa, ve¢im brojem aksilarnih
limfnih nodusa zahva¢enim metastazama, viSom procentualnom zastupljenoséu
zahvacéenih limfnih nodusa u odnosu na ukupan broj pregledanih i bazalnim pod-

tipom karcinomom.

Visoka ekspresija nuklearnog markera OCT3/4 znacajno je povezana sa pojavom
metastaza, ve¢im brojem aksilarnih limfnih nodusa zahvaéenih metastazama i Vi-
Som procentualnom zastupljenos$éu zahvacenih limfnih nodusa u odnosu na ukupan
broj pregledanih, pN1 stadijumom aksilarnih limfnih nodusa, G3 histoloskim gra-

dusom tumora i visokom ekspresijom EZH2 i CD117.

Visoka ekspresija nuklearnog markera EZH2 znacajno je povezana sa T4 stadiju-
mom tumora, pojavom metastaza, ve¢im brojem aksilarnih limfnih nodusa zahvace-
nih metastazama i viSom procentualnom zastupljenoS¢u zahvacenih limfnih nodusa
u odnosu na ukupan broj pregledanih, pN1 stadijumom aksilarnih limfnih nodusa i
visokom ekspresijom KLF4 i OCT3-4.

Visoka ekspresija membranskog markera CD44 znacajno korelira sa lokalizacijom
tumora u donjem unutrasnjem kvadrantu, niskim vrednostima ER i PR skora, viso-

kim vrednostima proliferativnog Ki-67 indeksa i bazalnim podtipom karcinomom.

Visoka ekspresija membranskog markera CD117 zna¢ajno je povezana sa nizim
vrednostima ER i PR skora, visim vrednostima proliferativnog Ki-67 indeksa, G3 hi-

stoloskim gradusom, bazalnim podtipom karcinoma i visokom ekspresijom OCT3/4.

Visoka ekspresija sva Cetiri nuklearna markera, odnosno njihova koekspresija zna-
¢ajno korelira sa lokalizacijom tumora u donjem unutrasnjem kvadrantu, pN2,3
stadijumima aksilarnih limfnih nodusa, ve¢im brojem metastazama zahvacenih limf-
nih nodusa, visom procentualnom zastupljenos¢u zahvacenih limfnih nodusa u odno-

su na ukupan broj pregledanih i visokom ekspresijom oba membranska proteina.
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16. Visoka ekspresija oba membranska markera znacajno je povezana sa ve¢im brojem
metastazama zahvacenih aksilarnih limfnih nodusa i visom procentualnom za-
stupljenoséu zahvacenih limfnih nodusa u odnosu na ukupan broj pregledanih, G3
histoloskim gradusom, vis§im vrednostima proliferativnog Ki-67 indeksa, nizim

vrednostima ER i1 PR skora i bazalnim podtipom karcinoma.

17. Luminalni A podtip karcinoma dojke znacajno je bio povezan sa T1 stadijumom,
G1 i G2 histoloskim gradusom, nizim vrednostima Nottingham skora i proliferativ-
nog Ki-67 indeksa, niskom ekspresijom SOX2, CD117 i CD44 markera i manjim

brojem alterisanih molekularnih markera.

18. Bazalni podtip karcinoma dojke znacajno korelira sa visokom ekspresijom mem-

branskih markera CD44 i CD117, kao i sa koekspresijom ovih markera.

19. Uporedna analiza glavnih molekularnih podtipova invazivnog duktalnog karcinoma
dojke pokazala je da su bazalni i HER2 pozitivni podtipovi karcinoma, u odnosu na
luminalni, znacajno povezani sa G3 histoloskim gradusom, visim vrednostima
Nottingham skora i proliferativnog Ki-67 indeksa, visokom ekspresijom SOX2

nuklearnog markera i ve¢im brojem alterisanih markera.

Opsti zakljucak:

U ovom istrazivanju nuklearni molekularni markeri OCT3/4 i EZH2 identifikovani su
kao prognosticki faktori lokoregionalnog Sirenja invazivnog dultalnog karcinoma u aksilarne
limfne noduse. Koekspresija nuklearnih transkripcionih faktora KLF4, SOX2, OCT3/4, EZH2
I koekspresija membranskih proteina CD44 i CD117 imala je prediktivni uticaj na povecéanje
broja aksilarnih limfnih nodusa zahvac¢enih metastazama. Na povecanje procentualne zastup-
ljenosti metastazama zahvacenih aksilarnih limfnih nodusa zahvacenih metastazama predik-
tivni uticaj imao je T4 stadijum tumora, povecanje broja nuklearnih molekularnih markera sa
visokom ekspresijom, kao i koekspresija CD44 i CD117.

U ovom istrazivanju identifikovani su nestandardni molekularni markeri, kao
prognosticki faktori lokoregionalnog Sirenja invazivnog duktalnog karcinoma dojke, ¢ija bi

rutinska primena u klini¢koj praksi doprinela boljem sagledavanju toka i ishoda bolesti.
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