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POPIS KRATICA

41CD unutarstanina jedinica receptora HERéngl. HER4 intracellular domai)

aktivacijom i proteolitikom razgradnjom receptora fragment se otpusta u

citoplazmu

ADCC citotoksi nost ovisna o protutijelu (englantibody-dependent cellular
citotoxicity)

AJCC Ameri ka zdru ena komisija za rak (enghmerican Joint Committee on
Cance)

Akt serin-treonin specifna protein kinaza B

BRCA1i2 tumor supresor geni koji sudjeluju u popravku DNehdl. Breast_cacer

genilid
CDH kaderini (englCadherin
CISH kromogena hibridizacijan situ (engl.Chromogenic in situ hybridisation
CRC kolorektalni karcinom (engtolorectal cancer
DCIS intraduktalni karcinom, karcinomn situ (engl.ductal carcinoma in sifu
DIN duktalna intraepitelna neoplazija
DNA deoksiribonukleinska kiselina (endeoxyribonucleic acid
ER receptor za estrogen (engktrogene receptdr
ERK izvanstanina signalno regulirana kinaza (engéxtracellular signal-

regulated kinase

FDA agencijaza promicanje i zastitu zdravlja u SA@ngl. Food and Drug
Administratior)

FISH fluorescencijska hibridizacijen situ (engl.fluorescence in situ hybridisatipn

HER/ErbB obitelj receptora za humane epidermalnebenike rasta (englhuman
epidermal growth factor receptor family

HER1/ErbB1/EGFR receptor za humani epidermalnimbenik rasta 1 (englhuman

epidermal growth factor receptol) 1
HER1 +/ status receptora HER1 pozitivan (+) ili negati¢an

HERZ2/ErbB2/Neu receptor za humani epidermalnimbenik rasta 2 (englhuman

epidermal growth factor receptor 2)

HER2 +/— status receptotdER2 pozitivan (+) ili negativan



HERS3/ErbB3

HER3 +/—

HER4/ErbB4

HER4 +/
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HZJZ
IHC
JM

L
MAPK/ERK

receptor za humani epidermalmmbenik rasta 3 (enghuman epidermal

growth factor receptoB)
status receptora HER3 pozitivan (+) ili negaive)

receptor za humani epidermalimbenik rasta 4 (enghuman epidermal
growth factor receptor ¥ receptor za humani epidermalni faktor rasta 4
status receptora HER4 pozitivan (+) ili negative)
mjere omjera izgleda i relativnog rizika koriStenistatistici (englhazard
risk, relative risk
Hrvatski zavod za javno zdravstvo
metoda imunohistokemijskog bojenja (emgimunohistochemistyy
domena tirozin kinaznih receptora koja se nalazskbl uz membranu
stanice vezana na transmembranski dio receptogh {extamembrang
limfni  vor(ovi)
protein-kinaza aktivirana mitogenima (enghitogen-activated protein

kinase)znana i kadeRK (engl.extracellular signal-regulated kinasgs

MAPK/ERK/Akt signalni put koji sudjeluje u regulaciji stanog ciklusa

MRNA
mTOR

NCCN

NOS
P2NA

pCR

pHER2

pHER2 +/—
PI3K

PISKCA

glasnika RNA (engl.messenger ribonucleic agid
protein inhibiran rapamicinom (englmammalian/mechanisti@arget Of
Rapamycin)

neprofitno udru enje struinjaka SAD-a koji utvruju preporuke u Klinikoj
onkoloskoj praksi (engNational Comprehensive Cancer Network)

bez posebnih obilje ja (engNot Otherwise Specifig¢d
klon primarnog protutijela na fosforilacijsko mjestTyr-1248 HER2

receptora koristen u istra ivanju
patoloSki kompletni odgovor (englathologic complete respor)se

fosforilirani/aktivni oblik HER2 receptora (u istrganju se uglavnom
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fosforilirani status receptora HER2 pozitivan (b hegativan {)
fosfatidilinozitol-3 kinaze, obitelj ATP enzim@ngl fhosphatidylinositol-3-
kinase)

gen za katalitiku podjedinicu PI3K enzima (protoonkogen)
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1. UVvOD

1.1. Gra adojke
1.1.1. Embriologija i razvoj dojke

Dojka ili mlije na lijezda (lat. mamma gr . masto$ najve a je ko na lijezda, koja je
zapravo modificirana lijezda znojnica. Tijekom endmalnog razvoja du ventro-
lateralne strane trupa razvijaju se miije pruge. Od njihovih kranijalnih dijelova razvijaj
se mlijene lijezde. Urastanjem zadebljanog epidermisa wenbim formira se niz
epitelnih traaka od kojih se razviju glavni odvodni kanali reemp mlije ne lijezde (lat.
ducti lactifer) (1-5). Pod kraj fetalnog ivota epitelni tra se granaju i u njima se
pojavljuju lumeni. Grananje epitelnih ti@ka, koji predstavljaju bude mlije ne kanalie,
nastavlja se i nakon renja.

Tijekom puberteta kod djevojaka, pod utjecajemaogmgna i progesterona iz jajnika, dolazi
do produljivanja i grananja postoje kanala uz istodobno nakupljanje masnog tkiva.
Dojka prolazi i kroz ciklike promjene tijekom menstrualnog ciklusa. Ipak, zakvrijeme
trudno e dolazi do grananja i formiranja ljezda, alvectogze, te konae diferencijacije

u smjeru sekrecije (1-5). Prilikom trudrei laktacije na krajevima terminalnih kanali
formiraju se alveole, nakupine ljezdanih staniagekizlu uju mlijeko. Nakon prestanka
dojenja veina alveola propada apoptozom, a u starosti nashyméucija (5). Strukturnu
gra u dojke ine vrsto ljezdano i vezivno te mekano masno tkivoggadojka pri opipu
doima kao skup grudica i kvrica. To je vano zngér u neupuenih ena izaziva
nedoumice i strah od raka (6).

Kod muskaraca grananje prestaje prije pubertetelpa na lijezda ostane nerazvijena.

1.1.2. Anatomija i fiziologija dojke

Dojka je simetrini parni organ, smjeSten na prednjoj strani prsko§a s funkcijom
proizvodnje i izluivanja mlijeka. Normalnu velinu dose e tijekom puberteta. Vieaom je
smjeStena izmeau drugog i sedmog rebra te iznuelateralnog ruba prsne kosti i srednje
pazusne linije (latregio mammalis (1-5). Korijen dojke (latradix mammagse nalazi u
podru ju ispod drugog rebra i nastavlja se u trup @atpus mammaeDojka je oblo ena

ko om, a na vrhu dojke je bradavica (Ig@apilla mammae, mammilaizbo ena tvorba



veli ine oko jedan centimetar kroz koju izlaze izvodni kanalije ne lijezde. Okc

bradavice je kru no pigmentirano podie (lat. areola mammae(Slika 1)

Slika 1. Graa dojke sagitalni presje: 1 - prsni koS; 2 veliki prsni misi ; 3 - mlije ne
lijezde; 4 - bradavica; 5areola; (- mlije ni kanali; 7 - masno tkivo; - ko a
(Preuzeto izLynch PJ, medicinski ilustrato

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Breast_amato normal_scheme.p)

Dojku ini tkivo mlije ne lijezde (lat. glandula mammarig vezivra stroma i masno
tkivo. Mlije na lijezda odrasle ene sastoji se 0d-25 re njevaslo ene alveotubularn
gra e (lat.lobi glandulae mammari¢) (Slika 1). Re njevi su ra usobncodvojeni gustim
vezivom i masnim tkivoma dodatno su podijeljeni na manje re mi(at. lobuli glandulae
mammariag koji se sastoje od ogranka alveolSvaki re anj je lijezda za seb, iji se
re nji i s nekoliko kanalaspajaju u terminalni kanal. Kroadvodni kanal (latductus

lactiferug koji se proSiruje u sinuse (I sinus lactiferussvaki re anj s zasebno otvara na



prsnoj bradavici (5). Re njevi i njihovi izvodni kali poredani su zrakasto oko bradavice
pa otuda pravilo da svaki kirurski rez dojke iddij@no prema bradavici. Dojka je dobro
opskrbljena krvnim i limfnim ilama (6).

U trudnoi se ljezdano tkivo potpuno osposobi za idltanje mlijeka (2-5). Placenta u
trudnoi lu i velike koli ine estrogena, koji dovode do grananja i rastaasaskanalia,
pove anja strome i odlaganja masti. Pod utjecajem pteg@sa rastu re nji, pupaju
alveole i razvijaju se sekrecijske karakteristikirealarnih stanica. Za razliku od
prolaktina, estrogen i progesteron imaju spewdi inhibitorno djelovanje na lenje
mlijeka. U tom mehanizmu sudjeluje joS nekoliko mona: prolaktin, hormon rasta,
glukokortikoidi nadbubre ne lijezde i inzulin. Kak nakon poroda dolazi do pada
koncentracije estrogena i progesterona, omaga se laktogeni unak prolaktina (2-5).
Dva do tri dana nakon poroda e obilno lu enje mlijeka, za Sto je osim prolaktina
potrebno postojanje hormona rasta, glukokortikaiddbubre ne lijezde i paratiroidnog
hormon. Mlijeko se neprekidno luu alveole mlijenih lijezda, a u kanalie dolazi
kombiniranim neurogenim i hormonskim podra ajem ieksnom. Oksitocin uzrokuje

kontrakciju mioepitelnih stanica kojéne vanjski sloj stanica acinusa dojke (2).



1.2. Bolesti dojke

1.2.1. Netumorske bolesti dojke

Bolesti dojke mogu biti netumorske i tumorske bbldd netumorske bolesti ukljujemo
razna stanja u dojkama koja nisu povezana s powe rizikom za nastanak raka dojke te
obuhvaaju (6-8):
Poremeaje u razvoju dojki:amastija (manjak dojke), mikromastija (male dojke),
makromastija (velike dojke), polimastija (prekom®] dojke), atelija (manjak
bradavice), mikrotelija (sitha uvana bradavica), politelija (prekobrojna bradavica)
Poremeaje u funkciji: galaktoreja (izluivanje mlijeka izvan doba dojenja),
secernirajua dojka, krvarea dojka, mastodinija (bolna dojka), produljeno dige
preobilna koliina mlijeka i spontano otjecanje mlijeka
Regresivhe promjene: atrofija ("sme urane" dojké)strofija (pretvaranje tkiva
dojke u mast, sluz ili stvaranje kalcifikata) i atienekroza (odumrlo masno tkivo se
ula e kalcij, tvrd vor u dojci)
Upalne promjene: teilitis (upala bradavice), aeoljupala areole), intertrigo (ekcem
submamalnog sulkusa), mastitis (upala miig lijezde, najesS e u prva dva tjedna
nakon poroda), apsces (lokalizirana gnojna upké&punkul (gnojna infekcija ko e i
potko nog tkiva dojke s brojnim gnojnimepovima) i rijetko tuberkuloza, sifilis i
aktinomikoza
Displazije: promjene nagSe uzrokovane hormonalnim utjecajima (estrogen,

progesteron, prolaktin)

1.2.2. Proliferativne bolesti dojke

Pored poveanih imbenika rizika za nastanak karcinoma dojke na kwge mo emo
utjecati (dob, spol, obiteljska anamneza, rasa ns) postoje i pojedina proliferativha
stanja u dojkama koja powvevaju rizik od nastanka karcinoma. Neke proliferadi lezije
unutar kanalia dojke imaju ekscesivan rast stanica te neznabwe @vaju rizik za
nastanak karcinoma dojke, dok neke od proliferdtivezija dojke svrstavamo u skupinu

preneoplazija dojke (8).



Tipi nu duktalnu hiperplaziju (engl. Usual Ductal Hyperplasia, UDH
karakterizira heterogenost u vetii i obliku stanica bez nuklearne atipije te stuge
nepravilnih pukotina izmer umno enih stanica unutar lumena kanali Stanina
heterogenost rezultat je proliferacije s ragln stupnjevima diferencijacije epitelnih
stanica koje imunohistokemijski i@om pokazuju pozitivitet na visokomolekularne
citokeratine CK 5/14 koji su biljezi bazalnih steamj a manje na niskomolekularne
epitelne citokeratine CK 8/18.

Ostale epitelne proliferacije bez atipije kao skaaju a adenoza, apokrina adenoza,
mikroglandularna adenoza, ,radial scar te jednastafibroadenomi pripadaju
skupini uobiajenih proliferacija koje ne smatramo preneoplast lezijama.
Proliferaciju s ravhom epitelnom atipijom (engl. Flat Epithelial Athypia, FEA
karakterizira umno avanje epitelnih stanica, porgbau jedan ili nekoliko slojeva,
koje pokazuju niski stupan; citoloske atipije sgemma koje nisu smjesStene uz
bazalnu membranu. N&sS e nastaju na terminalnoj dukatalno-lobularnoj jedjra
stanice histoloski nalikuju stanicama duktalnogckamain situ niskog gradusa.
FEA se smatra prekursorskom lezijom za nastanakin@na. Prema novoj
klasifikaciji svrstava se kao duktalna intraepitelreoplazija gradusa 1A (DIN 1A).
Proliferativne lezije s atipijom odgovaraju stanjima u kojima postoji ekscesivan
rast stanica duktusa ili lobulusa dojke, ali sanisteom atipijom koju karakterizira
stani na i nuklearna heterogenost. Rizik za razvoj kamia povean je 4-5 puta.
Atipi nu duktalnu hiperplaziju (engl.Atypical Ductal Hyperplasia, ADH
karakteriziraju dobro diferencirane uniformne stans okruglim hiperkromatnim
jezgama s pojedinaim nukleolima koje tvore mikropapilarne i cribnifone
formacije. Mitoze su rijekte, posebno one patoloSktanice unutar kanah
pokazuju imunohistokemijski pozitivitet na CK8/1&8rema novoj klasifikaciji
svrstava se kao duktalna intraepitelna neoplazgdiugsa 1B (DIN 1B)

Toj skupini pripada i atipha lobularna hiperplazija (englAtypical Lobular
Hyperplasia, ALH.

Duktalni karcinom in situ (DCIS) karakterizira intraduktalna proliferacija s
atipijom koja se atuje kroz tri stupnja (gradus I, I, Ill). Staniceskog gradusa (1)
su uniformne te imaju male okrugle jezge s rijetkmakleolima koje tvore
mikropapilarne i cribriformne formacije. Stanicesokog gradusa (I1l) imaju velike,

pleomorfne jezgre s naruSsenom polarizacijom i ihstijom kromatina i



nukleolima. Stanice moguniti jedan sloj ili mikropapilane i kribriformneetsolidne
formacije. esto prisutne mitoze i nekroze unutar karsalte mikrokalcifikati.
Prisutnost mikrokalcifikata na mamografskoj snimeij eSi je nain dijagnostike
DCIS-a. DesetogodiSnje preivlijenje je we od 98%. Ipak, rizik za nastanak
invazivnog karcinoma povan je 8-11 puta te se u oko 50% sleva DCIS-a
razvije invazivni karcinom dojke (8-10). Prema npkiasifikaciji svrstavaju se kao
duktalne intraepitelne neoplazije gradusa 1C (nggledus) do gradusa 3 (visoki
gradus) (DIN 1C do DIN 3).

1.2.3. Tumorske bolesti dojke

Tumorske bolesti dojke svrstavamo u skupinu daldaih ili zlo udnih tumora. Zloudni
tumori imaju sposobnost invadiranja i razaranjaliosg tkiva te Sirenja u druga tkiva i
organe (metastaziranje). Oni mogu nastati iz bdgd# graevnog dijela dojke: vezivnog,
ljezdanog, masnog, krvo ilnog i ivanog tkiva. Obzirom na razlike u histoloskoj gra
izgledu tumorskih stanica Svjetska zdravstvena rorgaija (SZO) (engWorld Health
Organisation, WHQ predlo ila je klasifikaciju tumora dojke premastoloSkom tipu koja
se danas koristi u neSto modificiranom obliku (1,1

1.2.3.1. Dobro udni tumori dojke

Neke od najes ih dobro udnih (benignih) tumora dojke prema SZO su:
EPITELNI tumori nastali iz ljezdanog tkiva obuhvagu adenome i intraduktalne
papilome i epitelne neproliferiraje lezije: jednostavne ciste, neskleroziraju
adenoza, papilarna apokrina adenoza i umjerenadi@zga epitela
FIBROEPITELNI tumori nastali iz vezivnog i epitelpokiva obuhvaaju hamartom,
fibroadenome filodes tumor
MEZENHIMALNI tumori: nodularni fascitis, miofibrom, lipom, leiomiom,
hemangiom, neurofibrom, Svanom i dr.

TUMORI BRADAVICE: adenom, Padgetova bolest, siringggozni adenom



1.2.3.2. Zlo udni tumori dojke

Tumore dojke mo emo podijeliti u dvije velike skun@ s obzirom na odnos malignih
stanica prema bazalnoj membrani: neinvazivni (nebimju bazalnu membranu) i
invazivni (probijaju bazalnu membranu). Intraduktdtarcinomi ili karcinomiin situ koji
nisu probili bazalnu membranu smatraju se preksksor lezijama za invazivni karcinom.
Maligne stanice koje potje od epitelnih stanica duktusa ili lobula, a koje @obile
bazalnu membranuine invazivni karcinom dojke. Obzirom da je karamodojke
naju estaliji zlo udni tumor dojke, pod pojmom rak dojke re§e se podrazumijeva
invazivni karcinom dojke.

Prikazujemo podjelu zlaidnih tumora dojke prema tipu stanica iz kojih sstale, po
WHO klasifikaciji (11):

1) EPITELNI TUMORI

Neinvazivni karcinomi
Intraduktalni karcinom (duktalni karcinom situ)
Padgetova bolest bradavice dojke

Lobularni karcinomnin situ

Invazivni karcinomi
Mikroinvazivni karcinom
Invazivni karcinom nespecificiranog tipa (NST, engl special type
Invazivni lobularni karcinom
Tubularni karcinom
Kribriformni karcinoma
Mucinozni karcinom
Karcinom s medularnim karakteristikama
Karcinom s apokrinom diferencijacijom
Karcinom sa stanicama izgleda poput prstenatpgaka
Invazivni mikropapilarni karcinom

Metaplastini karcinom



Rijetki tipovi karcinoma: Neuroendokrini, SekretgriOnkocitni, Karcinom s
gigantskim stanicama koje s# osteoklastima, Karcinom bogat glikogenom,

Karcinom bogat lipidima i sl.

2)  MIJESANI TUMORI VEZIVNOG | EPITELNOG TKIVA

Maligni cistosarkoma filodes

3) MEZENHIMALNI TUMORI
Angiosarkom
Fibrosarkom
Leiomiosarkom
Hondrosarkom
Osteosarkom
Hemangiopericitom

Dermatofibrosarkom protuberans

4) TUMORI KO E DOJKE
Melanom bradavice
Karcinom skvamoznih stanica bradavice

Karcinom bazalnih stanica bradavice

5) TUMORI LIMFATI KOG | HEMATOPOETSKOG TKIVA
Hodgkinova bolest
Non-Hodgkin limfom
Plazmacitom

Leukemi ke infiltracije

Duktalni karcinom nastaje iz epitela kanaliu podruju terminalne duktulo-lobularne
jedinice i najesi je tip raka dojke, s gotovo 80% svih karcinomagkdo(11). Lobularni
karcinom nastao iz epitela acinusa (lobula) oko 10% svih sluajeva raka dojke.
Odre ivanje histoloskog tipa karcinoma dojke ima prodnds i prediktivni znaaj npr.

tubularni karcinomi koji su uglavnom ni eg gradusholje diferencirani pokazuju dobru



prognozu (80% bolesnica ima pre ivljenje viSe odddilina), a karcinomi s medularnim
karakteristikama koji su olmo viSeg gradusa i slabije diferencirani imaju Iggagnozu
(manje od 50% bolesnica ima 10-godiSnje pre ivign{12). Iz Slike 2 je vidljivo da sa

starijom dobi ena dolazi do pojave agresivnijindxii dojke (11).

Slika 2. Pojave pojedinih bolesti dojke u odnosu starosnu dob ena (Preuzeto i
modificirano: Tavassoli F. i Devilee P., IARC Pre2612)



1.3. Rak dojke
1.3.1. Etiologija raka dojke

lako su karcinomi dojke vedugo predmet brojnih istra ivanja, jos uvijek pgst brojne
etioloSke nepoznanice vezane uz njihov nastanak.dBwas postoji usuglasenost o
povezanosti nana ivota kao egzogenog etioloSkogmbenika s razvojem karcinoma
dojke (13). Tome u prilog govore epidemioloSki pcd@ povezanosti incidencije
karcinoma dojke s viSim socio-ekonomskim status@mnjegove vee u estalosti u
razvijenijim zemljama. Vjerojatno i podatak o pos&aju incidencije unatounapreenju

lje enja, potvruje ovu pretpostavku. Preko 70% ena s dijagnasticm rakom dojke
nema poznate rizhe imbenike pa mo emo pretpostaviti da su sve ene patkom za
nastanak raka dojke (L4Op enito je prihvaeno glediste da je nastanak raka dojke

uzrokovan djelovanjem brojnih egzogenih i endogemibenika (Tablica 1) (15).

Tablica 1. Prikaz najva nijih etioloSkihimbenika na poveni relativni rizik (RR) za

razvoj karcinoma dojke

Op i imbenici (90%) Geneti ki imbenici (10%)

Dob >65 (RR: 4 puta v@
Proliferativne lezije s atipijom (RR: 4 puta Ve RR 2- 4 puta ve:

Genski polimorfizam

Duljina ivotne izlo enosti estrogenima (RR: 2

o

4 puta vei): nadomjesna hormonska terapija o
Obiteljska anamneza

menopauzi, gusta dojki
Nasljedne mutacije
Izlo enost fizikalnim i kemijskim . L
visokorizi nih gena
(BRCA1, BRCAZ,

RR: vei 1-2 puta - rana menarhe, kasna PTEN, TP53, MLH1,

karcinogenima (RR: 2-4 puta v

menopauza, kasna prva trudapne dojenije, MSH2, ATM)
nulipara, visoko-kalorijska prehrana, alkohol,

smanjena tjelesna aktivnost (pretilost)
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Utjecaj nekog imbenika na mogunost obolijevanja izra avamo relativnim rizikom (RR
(Tablica 1). imbenike rizika svrstavamo u visoko riee (RR iznad 4), umjereno ririe
(RR 2-4) i nisko rizine (RR ispod 2) (16). Rasvjetljavanje etioloSkimbenika i njihovo
bolje razumijevanje mo e doprinijeti boljim straiggna prevencije razvoja karcinoma
dojke i definiranju visoko rizinih osoba koje zahtijevajles i kontrolni pregledi i dodatna
testiranja (13-17).

1.3.2. Op i imbenici nastanka raka dojke

Standardni imbenici visokog rizika su starija ivotna dob, $poasa, nacija (Ashkenazi
idovi) i obiteljska anamneza te se ne mogu izbj®noge preporuke sugeriraju promjenu
naina ivota, viSe tjelesne aktivnhosti, nepuSenje, ayiinu prehranu bogatu
antioksidansima i vlaknima, s niim udjelom masaoi bogatu nezastnim masnim
kiselinama za smanjuje rizika razvoja karcinom ddjk8). Ipak, joS nemavrstih dokaza i
statisti ki zna ajne povezanosti takvog naa prehrane sa smanjenim rizikom obolijevanja
od raka dojke i s boljom prognozom nakon teragdifg 0). Literatura je utvrdila znajnu
povezanost raka dojke gstom konzumacijom alkoholnih pi neovisno o ivotnoj dobi
(21). Prekomjerna tjelesna teina poesa rizik od obolijevanja kod ena u
postmenopauzi dok u premenopauzi djelgk zastitniki (22). Poveanje te ine smanjuje
pre ivllenje u obje skupine bolesnica s vdijagnosticiranim rakom dojké3). Masno
tkivo sadri enzim aromatazu kljmu u biosintezi estrogena iz androgena te tako masn
tkivo povisuje endogenu razinu estrogena i dajé&amoerogeni unak. Isto tako, masno
tkivo djeluje i kao akumulator karcinogena iz hr&og@ su uglavnom lipofilni spojevi (24).
Na in ivota povezan s du om izlo enodl endogenim estrogenima kao Sto je rana prva
menstruacija, kasna menopauza, kasna trwdilo izostanak trudnee te egzogeni unos
estrogena, preko oralne kontracepcije i hormonskéomjesne terapije u menopauzi,
pove avaju rizik razvoja karcinoma dojke (25). Predugzdoblje koriStenja oralnih
kontraceptiva u premenopauzalnih ena p@ra rizik od obolijevanja od raka dojke,
pogotovo u sluajevima kasne trudne (26). Hormonsko nadomjesno lignje simptoma
menopauze i osteoporoze poarea rizik obolijevanja, koji raste s brojem godiramanja.
Hormonsko nadomjesno lijenje poveava i rizik od kardiovaskularnih bolesti,
tromboembolije i kolecistitisa (27). Mehanizam garcinogenog unak estrogena

povezan je s njegovom indukcijom proliferacijene se poveanjem broja stannih dioba
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mogu nakupiti mutacije kao zetnici karcinogeneze. Meatim, estrogen djeluje i kao
kemijski karcinogen, zbog nama metabolike inaktivacije i popratne produkcije reaktivnih
kisikovih spojeva. S druge strane, trudaau kojoj stanice dojke do ivljavaju potpuno
sazrijevanje i diferencijaciju, kao i dojenje kadtanice dojke dobivaju apoptatie
signale, djeluju zastitno te stoga viSestruke toudni prolongirano dojenje imaju
preventivni uinak s obzirom na razvoj karcinoma dojke (28).

karcinogenezu potaknutu zemjem. Utjecaji zraenja na nastanak karcinoma dojke prvi
put su primijeeni kod pre ivjelih u eksploziji atomskih bombi iokl ena lije enih
zra enjem kao terapijom za Hodgkinovu bolest (29, igzik predstavlja i uestalo
izlaganje malim dozama zmnja u terapijske i dijagnoskie svrhe narato u djetinjstvu

dok se tkivo dojke joS nije potpuno diferencirabd).

1.3.3. Genetiki imbenici nastanka raka dojke

Obiteljski rak dojke podrazumijeva nastanak bolestiutar obitelji s veom u estaloSu
nego u opoj populaciji. ene s obiteljskom anamnezom rakajkeéo imaju veu
vjerojatnost obolijevanja, koja korelira s brojenbogelih lanova obitelji, dobi
obolijevanja i stupnjem srodnosti. Oboljeli srodnikutar u e obitelji poveava rizik ak 2
do 3 puta (13). Nasljedan rak dojke nosi mutaciuna koja se obiteljski nasljeje,
naj eSe u sklopu sindroma poput Li Fraumeni, Cowden, Rdaghers. Mutacija p53
gena, u bolesnica s Li-Fraumenijevim sindromom, adibvdo nastanka niza tumora
(sarkomi, tumori dojke, tumori mozga, leukemijerdiaom grkljana i plua), a najeSi su
tumori dojke (u 25% slwajeva). Rak dojke u@n je i u 29% bolesnica s Cowdenovom
boleSu (genetiki sindrom povezanim s estalim hamartomima), aesto su prisutne i
benigne promjene dojke, poput fibroadenoma, filstdeiih lezija, duktalne epitelne
hiperplazije i sl.

Polimorfizam gena koji sudjeluju u metabolizmu egana, lipida ili popravka
deoksiribonukleinske kiseline (DNA) predstavljajizak imbenik rizika ali u sinergizmu
S egzogenimimbenicima rizika mogu povati rizik razvoja karcinoma.

Nasljedne mutacijeine manje od 10% ukupnog uzroka za nastanak rajee.dtpak,

osobe koje imaju mutaciju na jednom alelu imaju sidko vei rizik za nastanak
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karcinoma od osoba bez mutacija. N&je su mutacije na genima BRCAL i BRCA2 (eng.
Breast Cancer 1 and 2 genedji nositelji imaju viSe od 45-85% vjerojatnost nastanak
karcinoma dojke i 11-62% vjerojatnost za nastarada rjajnika do 70. godine ivota i
uzrok su 1/3 ukupnih nasljednih karcinoma dojke 3.

BRCAL je klju ni protein u odr avanju genomske stabilnosti, pagra DNA, kontroli
staninog ciklusa te modeliranju kromatina, regulaciarnskripcije i translacije. Kao
odgovor na oStenje DNA, sudjeluje u popravku dvolame DNA mehanizmom
homologne rekombinacije kao i popravak krivo spdrdoaza (engl.mismatch repair
pathway (33). Oba gena sudjeluju u mehanizmu popravka D&Ajihove inaktivacijske
mutacije (delecije 1 insercije, ,non-sense“ mutagijuzrokuju onkogeni efekt u
visokoproliferativnim stanicama dojke i jajnika. @ui da su BRCA 1 i 2, veliki genski
lokusi, na svakom genu je do danas detektiranoopt€®0 mutacija od kojih vena ima
prokarcinogeni unak (33, 34). Za sada se numarodna baza znaja pojedinih mutacija
joS popunjava, budu da pojedina mutacija ne donosi nu no i oboljegestoga postoje
dvojbena misljenja o potrebi za molekularnim prabisoba sa suspektnom obiteljskom
anamnezom (33-35). U Hrvatskoj su 2017. godine ewedsmjernice za genetd
savjetovanje i testiranje za nasljedni rak dojkgajnika kod bolesnica koje prema
anamnestkim podacima imaju visok rizik od nastanka rakakedj36).

Do danas je poznato joS nekoliko tumor-supresorgi@ha ija nasljedna mutacija na
jednom alelu doprinosi visokom riziku razvoja kaxmina dojke: PTEN (engRhosphatase
and tensin homolgg TP53 (engl.Tumor protein p5Bi CDH1 (engl.Cadherin 1} (32).
Oste enja gena koji sudjeluju u regulaciji stambg ciklusa, bilo da je to gubitak funkcije
tumor supresorskih gena, gubitak regulacije ap@{kantrolirane ,smrti“ stanica koje se
ne mogu popraviti) ili aktivacijske mutacije kljpih onkogena imaju za posljedice

nekontroliranu diobu i rast stanica te su neposredaok nastanka raka (Slika 6) (37).
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Slika 6. Karakteristine mutacija u genomu karcinoma dojke po intrinzn skupinama.
(Preuzeto iz: http://massgenomics.org/2012/09/aprehensive-atlas-of-breast-cancer-
genomes.html)

1.3.4. Epidemiologija raka dojke

Rak dojke je ve dugi niz godina nagSi rak kod ena u svijetu. Visoka estalost i jos
uvijek visoka smrtnost smjesSta rak dojke u svjetzkiravstveni i sociolosSki problem.
Nakon raka plua, najeSi je uzrok smrti u odnosu na ostale tumore uappopulaciji (9,
38, 39). Incidencija raka dojke najviSa je u ekoskinrazvijenijim zemljama Sjevernoj
Americi i Sjevernoj Europi, kao zemljama visokogika, zatim Ju noj Americi i Ju noj
Europi, kao zemljama srednjeg rizika te naposljefaiji i Africi, kao zemljama s
najni im rizikom obolijevanja (40).

Rak dojke je trel po u estalosti svih karcinoma nakon karcinoma pludebelog crijeva u
Sjedinjenim Amerikim Dr avama (SAD). Prema izvjeStaju Nacionalnogtituta za rak
SAD-a, incidencija raka dojke stalno je lagano vaptu(38). Ipak, prema istom registru,
5-godisSnje pre ivljenje je poraslo sa 75,2% (1978 91% (2014), a smrtnost je cijelo
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vrijeme lagano u padu. Prema izvjeStaju iz 2014ligmy od ukupnog broja novonastalih
karcinoma, 14,6% su karcinomi dojke (29% kod egsajportalitetom od 6,8% svih smrti
od karcinoma. Oko 40% dijagnosticiranih karcinonogkd razvija regionalne ili udaljenje
metastaze unatderapiji, a 16,4% zavrSava smrtnim ishodom (4dgidencija i mortalitet
rastu s godinama starosti i udvosavaju se svakih deset godina pemu je u dobnoj

skupini izmeu 40 i 60 godina nags i pojedinani uzrok smrti ena (42, 43).

Slika 3. Incidencija (stupi) i mortalitet (krivulja) karcinoma dojke prema l@doolesnica
(Preuzeto iz Breast Cancer 2012-2014,

http://www.cancerresearchuk.org/sites/default/fisseam-node/deaths_crude_f breast M14.pdf)

Prosjena dob dijagnosticiranja karcinoma dojke iznosigdtiinu, a prosjena dob smrti
od iste iznosi 68 godina (43). Prema izvjeStajuidblanog instituta za rak Ujedinjenog
kraljevstva (UK), incidencija raka dojke talar je stalno u porastu, a rizik od nastanka
karcinoma ima jedna od osam ena (Slika 3). Od wkgpbroja novonastalih karcinoma,
15% su karcinomi dojke, odnosno 28,8% svih karciadad ena i smrtnost od 16,8%
(44).

Incidencija raka u Hrvatskoj je u stalnom porastuse od 1968. do 2014. viSe nego
udvostruila, me utim u kontinuiranom porastu je i smrtnost od kaocna (44). U
Hrvatskoj e svaka 11. ena oboljeti od karcinoma dojke, gaijeobuhvaa 12,3% svih
dijagnosticiranih sluajeva karcinoma te tako Hrvatsku smjeSta u zembekog rizika

obolijevanja od raka dojke (44). | u Hrvatskoj gekiarcinom s najviSom incidencijom kod
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ena (26%) i vrlo visokom smrtnog8 ena (40%), dok je za oba spola na & mjestu,
poslije raka debelog crijeva i pla (Slika 4). Obuhva 17% svih smrtnih slajeva uslijed
karcinoma te predstavlja tieuzrok smrti ena openito, nakon cerebrovaskularnih i
sr anih bolesti (44, 45).

Jedna od zabrinjavajin epidemioloskih znaajki je tendencija porasta stope incidencije,
kako u Hrvatskoj tako i u svijetu, unatoapredovanju u dijagnostici i terapiji. Mgim, u
zemljama koje su rano pele s organiziranim programima preventivhog mamisgoy
pregleda ucen je pad smrtnosti. Uvenjem probira sa svrhom ranog otkrivanja
karcinoma dojke poveo se broj otkrivanja neinvazinog karcinoma te damdN

obuhvaa 13% svih dijagnosticiranih karcinoma dojke (46).

Slika 4. Vodea sijela karcinoma kod ena svih dobi u HrvatskByduzeto iz: HZJZ,
2016;Bilten 39. https://www.hzjz.hr/wp-content/uatts/2013/11/Bilten-2014_final.pdf)

Hrvatska je 2006. godine zamda s provoenjem mamografskog probira kroz
Nacionalni program ranog otkrivanja raka dojkeet@akon desetogodiSnjeg probira e
pad veliine tumora pri dijagnozi te manji broj shjeva s pozitivnim limfnim vorovima u

pazusnoj jami. U slijedém godinama oekuje se i zamjetan pad smrtnosti (47).
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Slika 5. Trend incidencije i mortaliteta karcinomajke u Hrvatskoj (ljevo) u odnosu na
ostala sijela (Preuzeto iz: HZzJZ;, 2016: Bilten 3%ttps://www.hzjz.hr/wp-
content/uploads/2013/11/Bilten-2014 _final.pdf)

1.4. Dijagnostika raka dojke

Rak dojke otkriven u ranoj fazi izljev je u 98% sluajeva, dok je 5-godiSnje pre ivljenje
kod uznapredovalog stadija bolesti od 35-65% (R7svrhu ranog otkrivanja raka dojke
primjenjuju se brojne dijagnoske metode Sto je i najva niji korak u lijenju. Rani rak
dojke nema simptoma pa se bolest nbi dijagnosticira u slaju postojanja klinikih
simptoma (kasna faza) ili slajnim nalazom uslijed probira klirki asimptomatskih
pacijentica. Klinikim pregledom utvruje se postojanje simptoma, poput palpabilnih
vori a na dojkama, bolnih dojki, promjena na ko i dojkéradavicama. Uz dojke se
tako er vrSi palpacija regionalnih limfnihvorova te utvruje op e stanje organizma (48).
Uzimanje anamneze, osobne i obiteljske, podrazumiegled svih endogenih rinih
imbenika kao i moguost povezanosti s BRCA mutacijama i potrebu zaatiooh
testiranjem. Osim toga detaljnom anamnezom megje utvrditi patologije nekih
organskih sustava koje mogu nepovoljno utjecatiistaod lije enja kemoterapijom,
radioterapijom i anti-endokrinom terapijom (48).

Laboratorijskom dijagnostikorodre uje diferencijalna krvna slika, jetrene probe itssa
tumorskih billega u serumu CA 15-3, CA 27-29 (enQancer Antigen) CEA
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(karcinoembrionalni antigen). Tumorski biljezi, @kisu nezavisni pokazatelji bolesti,
eS e se koriste pri pr&nju bolesnica tijekom terapije pa je va no zngithovu primarnu
vrijednost (48).
U dijagnostici se uglavnom primjenjuju mamografijaltrazvuk, a za slo enije suspektne
lezije koriste se magnetska rezonanca (MR) i pozgka emisijska kompjutorska
tomografija (PET/CT). Mamografija je radioloSka @ oslikavanja kojom se vrSi probir
I rana detekcija zlaudnih promjena dojki pr&njem promjena u radiografskoj gusto
dojke. Mamografija je nardto pogodna za probir kod starije populacije, kggldjezdani
parenhim dojki zamijenjen masnim tkivom. Preparuse prvu mamografiju napraviti
nakon 40. godine ivota, a obavezno do 50. Ma invazivnih karcinoma ima prisutne
mikrokalcifikate (50%) koji su lako udjivi mamografski. Sustav kategorizacije
mamografskog nalaza naziva se Breast Imaging Regahd Data System — skemo BlI-
RADS. Prema njemu se otkrivene promjene procjenjuju acjend 0-6gdje BI-RADS 6
predstavlja dijagnosticiran rak dojke.
Treba napomenuti da preko 20% tumora nije mamadgrats ljivo pa se stoga kombinira
mamografski i ultrazvwuni (UZV) pregled (13). Ultrazvuk je metoda oslikaya koja
oslikava tkivo na osnovi razlike u giigkiva i primjerenija je mlaim enama i trudnicama
jer je ugodna, bezbolna i potpuno bezopasna. Meteldirati karcinome manje od 1 cm
koji nisu vidljivi mamografijom, ali s druge stranesSko mo e detektirati sijela s
mikrokalcifikatima (13, 48). Slikovne dijagnoste metode se koriste i za kliki,
preoperativnu, procjenu proSirenosti bolesti.
Ipak, suspektno uene lezije potrebno je potvrditi direktnom analizarnorka tkiva,
citoloski ili patohistoloski. Iglena biopsija je gmiznija metoda jer je u uzorku vidljiva
histoloSka graa tumora pa je patohistoloSka analizant@a od citoloSke. Uzorak se uzima
pod nadzorom MRI-a ili ultrazvuka (13, 48). Danasusklini koj praksi iglena biopsija
koristi i kao dopuna dijagnostici pri odiiganju raka koji e preoperativno biti tretiran
terapijski (neoadjuvantna terapija).
Nakon operacije, analiza tumorskog tkiva ukljje niz patohistoloSkih parametara koji
opisuju prirodu tumora i Klinku sliku. Upravo zbog izrazite heterogenosti rakgkel,
prognoza i terapija odreje se individualno prema velikom broju morfoloskih
molekularnih prognostkih imbenika. MorfoloSki prognostki imbenici, od kojih su
najva niji histoloski tip tumora, stupanj diferemanosti tumora (gradus), veina tumora,
te prisutnost malignih stanica u regionalnim linnfini vorovima odreuju se na osnovi

histoloske slike. Molekularni biljezi, od kojih snajva niji, izra enost receptora za
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estrogen (ER) i progesteron (PR), izra enost rem@phumanog epidermalnognbenika
rasta 2 (eng.Human Epidermal growth factor Receptor P{ER2) i izra enost
proliferacijskog biljega Ki-67 odraiju se imunohistokemijskim metodama (49). Njihovo
odre ivanje omoguuje procjenu osjetljivosti tumora na odemi terapijski agens Sto
omogu ava optimizaciju terapije, kojee poboljSati individualni ishod bolesti te produ it

pre ivljenje i smanijiti rizik od pojavnosti povrataolesti.

1.4.1. PatohistoloSka dijagnostika raka dojke

Patologija je morfoloSka struka koja se bavi proargem promjena na stanicama
(citopatologija), tkivima (histopatologija) i orgama (patoloSka anatomija). Nakon
obavljenih osnovnih dijagnoskih postupaka bolesnicu s karcinomom dojke trelvatatr
u jednu od skupina prema stadiju bolesti i odrgubtltip karcinoma radi odrevanja vrste
terapije i pristupa lijeenju. Duktalni invazivni karcinom dojke je nap i histolo3ki tip i
ini do 85% svih karcinoma dojke. Ovaj patohistolafik obuhvaa Sirok spektar izrazito
heterogene skupine tumora koji pokazuju raziihistoloSku grau, bioloSko ponaSanjem,
agresivnost i sklonost metastaziranju pa i réztidgovor na terapiju. Tu se ne radi samo o
razli itim morfoloSkim osobinama, vei o razlikama na molekularnoj razini naizgled
morfoloSki sli nih karcinoma Sto se reflektira u razioj osjetljivosti na kemoterapijsko i
hormonsko lijeenje. Do njegove dijagnoze dolazi se iskijanjem ostalih specifno
definiranih oblika karcinoma (10, 11).
Makroskopski, duktalni invazivni karcinom uglavnomokazuje neoStro ogramni
infiltrativni rast (rje e nodularni). Varijacije u velini tumora su velike, ali tumor je
obi no tvr e konzistencije zbog dezmoplasie strome, aesto i s mikrokalcifikatima, Sto
omogu ava rano otkrivanje mamografijom (13, 50). Mikropkka slika takoer pokazuje
varijacije s obzirom na na rasta i morfologiju. Tumorske stanice varirajuzgledu i
veli ini stanica (pleomorfne) s oskudnijom, eozinofilnoitoplazmom i brojnim mitozama
u usporedbi s normalnim duktalnim epitelom (13,.50umor mo e rasti u obliku
nepravilnih solidnih nakupina, dobro formiranih jgada, traaka ili pojedinanih stanica.
Imunohistokemijski, tumor izra ava citokeratine (Ckhale molekulske mase (CK 7, CK
8, CK 18, CK 19), E-cadherin i epitelni membrarekiigen (10, 11, 13, 50).
PatohistoloSka dijagnostika karcinoma dojke uklje makroskopski histoloski pregled

tumorskog tkiva, odravanje histoloskog tipa karcinoma prema Klasififa@&ZO i
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histoloskog gradusa tumora i stupnjevanje karcindimjge prema patoloSkom TNM-u te
odre ivanje ostalih prognostkih imbenika raka dojke u svrhu individualizacije proga
(11, 51).

Najva niji prognosti ki imbenici karcinoma dojke su:

Dob bolesnice

Odnos tumora i bazalne membrane

Veli ina primarnog tumora

Histoloski tip tumora

HistoloSka diferenciranost tumora (gradus)

Proliferacijska sposobnost tumorskih stanica (rakioindeks)
Karakteristika upalnog infiltrata u tumoru i njegg\periferiji
Prisutnost ilne (limfovaskularne) invazije

Status limfnih vorova (broj, mjesto i velina pozitivnih limfnih vorova)
Postojanje udaljenih presadnica i njihova lokacija

Izra enost receptora za estrogen i progesteron

Izra enost biljega proliferacije Ki-67 (MIB-1)

Izra enost HER2 (receptora i/ili gena)

Slika 7. Makroskopski izgled karcinoma dojke
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1.4.2. Morfoloski prognostiki imbenici

Osim patohistoloske slike, za prognozu i lgaje raka dojke, potrebno je odrediti i kliki
stupanj prosirenosti tumora (10, 11). U tu svrhottgbljava se TNM sustav stupnjevanja
raka dojke prema parametrima vele primarnog tumora (T), zahwenosti regionalnih
limfnih  vorova tumorskim stanicama (N) te prisutnost uddfjemetastaza (M) na

slijede i na in:

pTXx Primarni tumor se ne mo e dokazati
pTO Nepalpabilan tumor
pTis Preinvazivni rak (neinfiltriraju intraduktalni rak), Pagetova bolest
pT1l Tumor s najveam promjerom do 2 cm
pTla Tumor s najvan promjerom do 0,5 cm
pT1lb Tumor s najvem promjerom izmeu 0,51 1 cm
pTlc Tumor s najvém promjerom izmeu 1i2 cm
pT2 Tumor s najvam promjerom izmeu 2 i 5 cm
pT3 Tumor s najvem promjerom veim od 5 cm
pT4 Tumor bilo koje veliine s direktnim Sirenjem na zid prsnog kosa iliko
pT4a Zahvaen zid prsnog koSa
pT4b Edem, pro imanja ili ulceracija ko e dojke
pT4c Obuhvaa T4a i T4b
pT4d Upalni karcinom
PNX Regionalni limfni vorovi se ne mogu odrediti
pNO Regionalni limfni vorovi nisu zahvaeni
pN1 Istostrani pazusni limfnivorovi su zahvaeni i pomi ni
pNla mikrometastaze, promjera manjeg od 0,2 cm
pN1lb metastaze u jednom ili viSe limfnikiorova vee od 0,2 cm
pN1bl metastaze u jednom do tri limfnaora, veliine 0,2 do 2 cm
pN1bll metastaze u 4 ili viSe limfnihvorova, veliine 0,2 do 2 cm
pN1blll tumor probija kapulu limfnogvora i maniji je od 2 cm
pN1blV metastaze u limfnomvoru veli ine 2 cm ili vee
pN2 Istostrani pazusni limfnivorovi srasli meusobno ili na susjedne strukture
pN3 Zahvaeni su istostrani unutrasnji limfnvorovi unutar dojke
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Mx Metastaze se ne mogu odrediti
MO Nema dokaza udaljenih metastaza
M1 Udaljene metastaze (uklju i metastaze u istostrane supraklavikularne

limfne vorove)

Veli ina tumora odre uje se prilikom patohistoloske obrade materijalakroskopskim
pregledom i mjerenjem u nativhom stanju. Viela tumora u pozitivnoj je korelaciji s
pojavom tumorom zahvanih regionalnih limfnih vorova Sto ukazuje na loSiju prognozu,
smanjujui stopu pre ivljenja i poveavaju i vjerojatnost povrata bolesti (52). Bolesnice s
primarnim tumorom do 5 mm velne pokazuju 10%-tni rizik pojavnosti metastazaoa
20 mm veliine 30%-tni rizik (53). PetogodiSnja stopa pre @rja bolesnica s tumorom
manjim od 20 mm bez zahwenih limfnih vorova je 96%, dok je u onih s promjerom
ve im od 50 mm i zahvanim limfnim vorovima samo 43%. Promjer tumora i broj
zahvaenih limfnih vorova neovisni su prognosti imbenici. Paradoksalno, ekstremno

veliki tumori pokazuju nesto bolju prognozu od tumesrednje veline (54).

HistoloSkim gradusom tumora procjenjujemo agresivnost tumorskog fenotipgegovu
histoloSku slinost sa zdravim tkivom iz kojeg je nastao (Tabli®)a Osnovni kriterij
stupnjevanja je ocjena arhitekture tumorskog tlpvama tri morfoloske kategorije, koja
uklju uje postotak tubularnih ljezdanih formacija; nu&tai polimorfizam (varijacije u
veli ini i obliku jezgre, izra enosti nukleola kao i graliranost kromatina) i broj stanica u
mitozi uo enih na 10 vidnih polja velikog povanja mikroskopa, a koje se broje na
periferiji tumora (55). HistoloSki gradus predsjavibroj bodova pojedinaih kategorija
pri emu gradus | ima 3-5 bodova, gradus Il 6-7 te ggaldu8-9 bodova. Gradus |
predstavlja dobro diferenciran tumor i pokazujejioprognozom od slabo diferenciranog
tumora gradusa Ill. HistoloSki gradus je zaj@n neovisan prognoski imbenik, a
njegova prognostka vrijednost joS raste u kombinaciji s drugim prosti kim
imbenicima od kojih su najva niji velina tumora i stanje regionalnih limfnitvorova
(56). Odreivanje prirode karcinoma je od iznimne va nosti jagresivniji karcinomi
zahtijevaju i agresivniji terapijski pristup taka dradus ima i prediktivni znaj. Tumori
viSeg gradusa bolje reagiraju na kemoterapiju zbo@ ane proliferacije, ali karcinomi
gradusa Ill imaju 9 puta verizik od povrata bolesti unutar pet godina negogradusa |l
(57-59).
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Tablica 2. Odreivanje histoloSkog gradusa karcinoma dojke preméiigham sustavu

Bod Tubularne Nuklearni Broj mitoza
formacije polimorfizmi (u 10/HPF)
1 >75% minimalne varijacije 0-9
2 10-75% srednje varijacije 10-19
3 <10% jako izra ene varijacije >20
Slika 8. Mikrofotografije karcinoma dojke histolask gradusa I-1ll (Preuzeto i

modificirano iz:Rakhai sur.; Breast Cancer Res. 2010; 12(4):207)

Regionalni limfni vorovi pazuha primarno su mjesto metastaziranja karcinoma dake,
zahvaeni su u oko 40-50% bolesnica u trenutku dijagn@f). Predstavljaju najva niji
prognostiki ali i prediktivni imbenik, pri emu je desetogodiSnje pre ivljenje bolesnica s
negativnim limfnim vorovima 75% za razliku od 30% kod bolesnica s fpo®m limfnim
vorovima (61). Ukupno pre ivljenje i rizik od pojavrecidiva ne ovisi samo o broju
zahvaenih regionalnih limfnih vorova, ve i njihovoj lokalizaciji te veliini tumorskih

depozita u njima Sto je ukljeno u pTNM Kklasifikaciju (62).
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1.4.3. Molekularni prognostiki imbenici

Za potpunu patohistoloSku dijagnostiku karcinomgkelonalaz, pored morfoloSkih
karakteristika tumora, mora sadravati i podatke iaraenosti estrogenskih,
progesteronskih i androgenih receptora, postotakicda u proliferaciji te izra enost
receptora za faktore rasta 2 (HER2; edgman Epidermal Growth Factor Receptoy. 2
Navedeni molekularniimbenici klju ni su u postupku terapije te se rutinski odie na

svakom invazivnhom karcinomu dojke. Nakon preuziraamj makroskopske obrade
tumorskog tkivo se fiksira u 10% formalinu te uldap parafin. Tako pripremljeno tkivo

adekvatno je za potrebe dodatnih testiranja.

1.4.3.1. Receptori za estrogen i progesteron

Rast tkiva dojke u pubertetu i trudmokao i promjene tijekom mjeseih ciklusa,
kontrolirane su spolnim hormonima, estrogenom igpsteronom, koje le jajnici.
Njihovi receptori su slo ene gra i pripadaju obitelji steroidnih receptora kojidja DNA
veznu domenu i funkciju transkripcijskih faktoraktAvacija pojedinih gena ovisi o ligandu
(estrogen ili progesteron) pa treba naglasiti dange estrogen mo e vezati na oba
receptora i aktivirati dva razita seta gena. Steroidni receptori tako mogu kdireto
izra enost oko 100-tinjak gena putem specifh obrasca genskih aktivacija i inaktivacija
Sto za posljedicu ima proliferaciju stanica (63)tviUeno je postojanje dva tipa
estrogenskih receptora (ER-alfa i ER-beta), dogregesteronski receptor (PR) sastoji od
A i B podjedinice (heterodimer). Prisutnost PR ukazda je estrogenski putwsan iako
se ne mo e utvrditi prisutnost receptora za estnodé tkivu hormonski aktivne dojke ER
alfa je dominantan. Aktivacija ER rezultira uglawmoproliferativnim uinkom, dok
progesteron ima unak diferencijacije i kontrole proliferacije u zhim stanicama. Sinteza
progesteronskih receptora pozitivno je reguliragand ovisnom aktivacijom estrogenskih
receptora (64).

Ovisno o populaciji, 50-85% karcinoma dojke izraaalvormonske receptore i s porastom
dobne skupine bolesnice, poa®a se i udio tumora pozitivnih na ER (63-68). kenast
ovih receptora ima prediktivni znaj jer omoguava individualizaciju terapije. Izra enost

ER i PR receptora odraje se imunohistokemijskom metodom bojenja, @ava se kao
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postotak obojenih tumorskih jezgara, neovisno cnnitetu obojenja. Kvantifikacija
rezultata ve je dugo predmet rasprave. Do sada je postojalmlikek kriterija za
odre ivanje pozitivnog statusa te je 10% pozitivnih tuskih stanica bila gramma
vrijednost (eng. ¢ut-off point) (48, 69-71). Od 2009. godine u St. Gallenu (Swka)
dogovoren je novi kriterij: pozitivnom se smatraaka, imunohistokemijski pozitivha
reakcija jezgara tumorskih stanica neovisno o iitetu i postotku obojenih stanica (70).
Ukoliko je rezultat ER i PR bojenja negativan u ikzo dobivenom biopsijom iglom,
testiranje treba ponoviti na velikom uzorku dobieennakon kirursSkog zahvata (72).
Tumori koji izra avaju ER i PR pokazuju viSi stupatiferencijacije $to ukazuje na manje
agresivan fenotip. Istovremena izra enost oba harska receptora pokazuje pozitivhu
korelaciju s uinkovitim odgovorom na hormonsku terapiju, dok u gju neizra avanja
oba receptora hormonska bolesnice primaju kemajer§p3). Izra enost receptora za
estrogen u korelaciji je s ni im histoloskim gradas, manjom tumorskom masom, ni im
proliferacijskim indeksom, diploidnim sadr ajem DNA manjim brojem zahvanih
regionalnih limfnih vorova (66, 68, 74)Sve navedeno ukazuje na bolju prognozu, a 50-
60% bolesnica s hormonski pozitivnim tumorima pgwol e reagirati na anti-estrogensku
terapiju (65).Hormonski negativni karcinomi dojke pokazuju mnagresivniji fenotip i
esto sadre amplifikaciju HER2, c-Myc i Int2 onkoge i mutacije p53 tumor
supresorskog gena (66). Negativan ER ima 2,5 putaizik od povrata bolesti unutar pet
godina (75).

1.4.3.2. Proliferacijski biljeg Ki-67

Proliferacijski biljezi su molekule prisutne u sizama iskljuivo u aktivnim fazama
staninog ciklusa (G1, S, G2 i M). Jedan od proliferdehsbiljega koji se koristi u
rutinskoj dijagnostici karcinoma dojke je Ki-67.-B¥ je nehistonski protein koji se nalazi
u jezgrama stanica svih faza staruig ciklusa osim GO. Zdravo tkivo dojke izra avdjd
Ki-67 u manje od 3% stanica dok kod karcinoma onentdti izra en u visokom postotku
( ak do 90%) (76). U klinikoj primjeni odreuje se imunohistokemijskim obojenjem
jezgara te se izra ava u postotku. Kriteriji zatavanje su se taker mijenjali tijekom
godina. Klasifikacija u nizak stupanj proliferacije-14,6%), srednji stupanj (15-30%) i

visoki stupanj (viSe od 30%) proliferacije 2011.dge promijenjena je na ,cut-off*
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vrijednost od 14,7%, a potom na 20% prema smjemmac& St. Gallena, 2013. godine
(71).

Visoka proliferacija je u pozitivnoj korelaciji sigtoloSkim gradusom tumora, brojem
zahvaenih regionalnih limfnih vorova, mutacijama p53 gena i ostalim pokazateljima
proliferacijske aktivnosti. U negativnoj je korefacs hormonskim receptorima, a s
veli inom tumora nu no ne pokazuje povezanost. Visokzipatet Ki-67 je povezan
loSijom prognozom kod bolesnica koje nisu priméeapiju i s visokim rizikom od povrata
bolesti (75). S druge strane visoka proliferacijsikdéivnost ukazuje na bolji odgovor na
kemoterapiju a visoki pozitivitet u ostatnom tumamakon tretmana, ukazuje na slab
odgovor na terapiju i veliku vjerojatnost povrataldsti (77-79). Biljezi proliferacije
nemaju znaajnu ulogu kao nezavisni prognogii imbenici, ali imaju primjenu tijekom
pra enja uspjesnosti terapije (78). Novija istra ivapakazuju da samo Ki-67 iznad 30%

pozitivnih stanica ima utjecaj na loSije pre ivljerbolesnica s karcinomom dojke (79, 80).

1.4.3.3. Receptor HER2

Proliferacija epitelnih stanice dojke ne aktivim samo preko steroidnih receptora ve
preko receptora humanog epidermalnogbenika rasta 2 (engpuman epidermal growth
factor receptor HER?2). Epitelne stanice kanali dojke ne izra avaju HER2 receptor na
svojoj membrani u dovoljnoj kolini da bi pokazale vidljivu imunohistokemijsku regjla

te se smatraju negativnhim. Receptor HER2 je pre&omjizra en u 15-20% invazivnih
karcinoma dojke te u 50% karcinonma situ (81, 82). PoviSenom koinom receptora
HER2 na membrani stanica dobiva proliferativno, isguptotsko, angiogenezno i
metastatsko onkogeno obilje je. Rutinski se odije imunohistokemijski (IHC), nagsS e
HercepTestor i/ili nekom od metoda hibridizaciji situ. Metode hibridizacijén situsu
osjetljivije i pouzdanije metode i n&S e se koriste u slaju dvojbenog rezultata Hercep
Testd (83). Sto tonije odreivanje izra enosti receptora HER2 potrebno je kékese
preciznije izdvojile bolesnice prikladne za terapijtrastuzumabom (Hercepfin
Genentech, Roche) (83-86). Trastuzumab je humanizirekombinantno monoklonsko
protutijelo specifino usmjereno na receptor HER2 pa se svakodnevmgenmjuje kao
terapija HER2 pozitivnih karcinoma u kombinacijics nekom odabranom terapijom (84-
90).
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Do danas se venekoliko puta mijenjao kriterij za davanje pozitivhog receptora HER2.
Prema dogovoru iz St. Gallena (2013.), imunohistujeko o itavanje je vraeno na
kriterij kontinuiranog membranskog obojenja u vidd 10% tumorskih stanica te se
o itava kao (Slika 9 i 10):

0 i 1+, negativan— tumorske stanice koje pokazuju odsutnost obajdnjslabo
obojenje HER2 receptora, Sto je ekvivalentno ok®@0 receptora na membrani stanica, a
interpretira se kao negativan rezultat

2+, nejasan- umjereno obojenje vidljivo u viSe od 10% tumasktanica, Sto je
ekvivalentno oko pola milijuna receptora po stgrécinterpretira se kao nejasan rezultat.
IHC 2+ rezultat tra i dodatnu provjeru metodamartdizacijein situ

3+, pozitivan — kontinuirano, jako obojenje vidljivo u vise 08% tumorskih stanica
(3+), Sto je ekvivalentno viSe od 100 puta p@rem broju receptora u odnosu na
normalnu stanicu, odnosno oko 2 milijjuna receptpoastanici, a interpretira se kao

pozitivan rezultat.

Slika 9. Algoritam oitavanja imunohistokemijske reakcije HER2 receptora
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Slika 10. Imunohistokemijska izra enost HER2 receptna membrani tumorskih stanica

Metode hibridizacije in situ (eng. ,in situ® hybridization) detektiraju poveani broj kopija
HER2 gena (amplifikacija). Zbog potrebe za dobrimbirom bolesnica za terapiju
trastuzumabom taker se viSe puta mijenjao kriterij ibavanja rezultata hibridizacijm
situ, a i sama metoda je do ivjela nekoliko modifikaci@snovni princip metode koristi
kratki segment DNA sondu/probu komplementarnu o#éisieHER2 gena, koja se
metodom hibridizacije ve e na HER2 gen u stanici.ndifikacijama metode mjesto
vezanja se vizualizira:

koriStenjem DNA probe obilje ene fluorescencijskibojama (FISH)

koriStenjem DNA probe konjugirane s digoksigeninidirdinitrofenilom, omoguava

upotrebu sekundarnog protutijela te bojenje kromoge (CISH) ili srebrom (SISH)

istovremeno koriStenje dvije probe (dual ISH) sfiese za HER2 gen i regiju

centromere kromosoma 17 (CEP17). Dvostukim bojefijgsmogenom vizualiziraju

se obje probe (Slika 11)

Rezultati hibridizacije vidljivi su kao intranuklea signali, gdje pojedinai signal
predstavlja jedan HER2 genski lokus (Slika 11).MNaine stanice bez amplifikacije gena
HER2 pokazuju dva intranuklearna signala. U aju poveanog broja kromosoma 17
(polisomija) koji se pojavljuje u tumorskim stamea vidljivo je tri do pet signala po
stanici koji se interpretiraju kao negativni reatilt U starom nanu o itavanja detekcija

Sest ili viSe pojedinanih intranuklearnih signala po stanici vidljivin viSe od 50%
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tumorskih stanica smatis pozitivnim rezultatom CISH-a [6 dbO signala predstavija,
nisku amplifikacijy a viSe od 10 signala visu amplifikaciju (86)].

Novom metodom dvostrukog bojenja koriste se dvije prabeds kako bi se u slaju
polisomije izbjegao la no pozitivni rezultat. U ovoslu aju, dual ISH metodor koristi se
algoritam omjera dvaju signala u jezgri tumorskanite prikazan na Slicl2. Ekvivokalan

nalaz zahtjeva dodatno brojanje signala ili porzaiyg analize na novom uzor

Slika 11 Mikrofotografija HER2 hibridizacij in situ upotrebom dvostruke pro (crveni
signali — CEP17; crni signali- HER2 gen), bojano srebromdual SISt A, bez
amplifikacije; B,amplifikacija HER2 gen(pove anje 400x)

Slika 12.Algoritam odre ivanja statusa HER2 metodom hibridiza in situ upotrebom
dvostrukog bojenja HER2 gena i centromere kromosbm@EP17
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Prekomjerna izra enost receptora HER2 pokazujeanajpovezanost s velnom tumora,
ve im histoloskim gradusom i ven brojem zahveaenih regionalnih limfnih vorova
odnosno s loSijom klinkom slikom te kraim pre ivljenjem (49). Me utim, kao i status
steroidnih receptora, inkovitiji je kao prediktivni imbenik za primjenu anti-HER2

terapije i odgovora na odrenu vrstu kemo- i hormonske terapije (91, 92).

1.4.4. Molekularna sub-klasifikacija karcinoma dojke

Primjenom modernih metoda DNA (endeoxyribonucleic acid mikro ip tehnologije
mogu e je pratiti aktivnost velikog broja gena unutamtrskih stanica. Osnovni princip
metode prikazan na Slici 13 koristi mogost izolacije ukupne glastie ribonukleinske
kiseline (engmessenger ribonucleic agidhRNA) iz eljenog uzorka i kontrolnog tkiva.
Postupkom reverzne transkripcije iz mRNA se sintetju komplementarne DNA (cDNA)
ilil cRNK probe obilje ene fluorescencijskim bojam@vaki uzorak drugom bojom).
Mjerenjem valne duine i intenziteta fluorescenkgs boje, softver dtava vezanje
obilje enih proba na kratke odsjee DNA vezane naip plo ici. Na osnovi oitanih
rezultata mo emo utvrditi koji su geni ja, a koji slabije izra eni u uzorku, u odnosu na
kontrolu (Slika 13). Tako se analizom genske elsmaloslo do detaljnijih podataka o
heterogenosti raka dojke. Obzirom da je tkivo dojkermonski ovisno, u metodi
komparativne genske analize je dokazano da, uzivelioj drugih gena, klasni
molekularni biliezi ER, PR HER2 i biljezi prolifecge mogu poslu iti za klasifikaciju

karcinoma dojke.

Do danas je razvijeno nekoliko komercijalnih testoprimjerice MammaPrint, Oncotype
DX, PAM50 i Mammastrat koji prate aktivhost 21-78n@ i procjenjuju rizik od povrata
bolesti i potencijalni odgovor na onkoloSku teragil, 92, 93). Ovi testovi imaju najue

zna aj kod bolesnica koje imaju prognogii ,dobar” karcinom (ER/PR pozitivan, HER2
negativan) kako bi se procijenila potreba za agngsim terapijom. U sve modele su

uklju eni proliferacijski biljezi jer bez njih ovi testomemaju potrebnu te inu.
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Slika 13. Shematski prikaz metode komparativne geske hibridizacije (Preuzeto i

modificirano: https://bitesizebio.com/7206/introtioa-to-dna-microarrays/)

Slika 14. Molekularna klasifikacija karcinoma dojka osnovi rezultata genske izra enosti
(Preuzeto iz: Sgrlie i sur. PNAS 2001;98:10869-74)
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U procesu definiranja molekularnih podskupina diddge do manjih promjena te se danas
rak dojke svrstava u pet skupina koje se usebno znaajno razlikuju po skupinama
aktivnih i potisnutih gena u odnosu na zdravo tkdake (Slika 14) (93). Karcinomi
luminalnog tipa posjeduju visoke kale gena karakteristiih za epitelne stanice lumena
kanali a normalnog tkiva dojke (92)0sim spomenutih, postoje i brojni drugi bioloski
markeri u svojstvu prognoskih imbenika od kojih su neki joS uvijek predmet
istraivanja, kao sto su HER1, p53, bcl-2, cyclin DGF , c-myc, claudin, p27, nm23 i
drugi. Stoga se dogovorno, na osnovi imunofenoti@cinomi dojke mogu svrstati u

osnovne (intrinzine) podtipove koji vénom odgovaraju molekularnoj klasifikaciji.

Luminalni A (LumA) podtip karcinoma je nagSi i javlja se oko 40% slwajeva (95).
Lum A izra avaju hormonske receptore (ER/PR ponmniiy ali su HER2 negativni, te su
naj eS e niskog gradusa s niskim proliferacijskim indeks@hablica 3). Oni pokazuju
najmanje agresivan fenotip i osjetljivi su na entluk terapiju. ene s ovim podtipom
karcinoma rijetko primaju citotoksnu terapiju osim ako imaju karcinom gradusa ll5evi
pozitivnih limfnih vorova ili temeljem MammaPrint ili Oncotype DX taspokazuju
visoki rizik od povrata bolesti. Ovi karcinomi izeaaju luminalne citokeratine (CK 8/18),
FOXA1 (engl. Forkhead box protein Al ili hepatocyte nuclear éac8 alphg, XBP1
(engl. X-box binding protein 1)iATA 3 (engl. GATA binding protein 3 BCL2 (engl.B
cell ymphoma g HER3 i HER4 (91, 93).

Luminalni B (LumB) podtip karcinoma javlja se u manje od 26% geva (95). Imaju
izra ene hormonske receptore prema kriterijima wnivema u Tablici 3, ali se prema
izra enosti receptora HER2 mogu podijeliti u dvjedskupine:

LUmB/HER2 negativnkarcinomi koji imaju izra ene hormonske receptoee,nemaju

prekomjerno izra en receptor HER2. Pogodni su zdo&rinu terapiju, ali zbog visokog
proliferacijskog biljega nags e u kombinaciji s citotokshnom terapijom. Obno su viSeg
gradusa nego LumA i izraavaju gene ukkme u proliferaciju kao MYB (engl.
myeloblastosis viral oncogene homolo@GH (engl. gamma glutamyl hydrolase),
LAPTMB4 (engl. lysosome-associated transmembrane protein 4-b&&EP1 (engl.
nuclease sensitive element binding proteinGQENE1 (engl cyclin EJ.

LumB/HERZ2 pozitivhkarcinomi imaju izra ene steroidne receptore i HERceptor te

ine oko 30% Luminal B skupine. Terapijski su tratir kombinacijom endokrine,

citotoksi ne i anti-HER2 terapije (trastuzumab) (96). Prestmiivanju Parise i sur. (97)
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bolesnice s LUumB/HER2+ karcinomima imaju bolje dugano petogodisSnje pre ivljenje

od onih s LumB/HER2 negativnim karcinomima.

HER2/neu tip karcinoma koji izra avaju samo receptor HER2 (nedioalni) javljaju se
kod mla ih bolesnica, agresivne su prirode, edje gradusa lll s brzim relapsom, ali ih je
mogu e tretirati citotoksinom terapijom (antraciklini) u kombinaciji s tergm
monoklonskim protutijelima na sam receptor - trastunab ili panitumumab (93, 96). U
ovom sluaju govorimo o HER2 pozitivnom podtipu jer ovi kawmami prekomjerno
izra avaju HER2, ali imaju negativne hormonske pgoee. Javljaju se u oko 12%
karcinoma dojke i imaju loSu prognozu, ali se pojavmonoklonske ciljane terapije
prognoza bolesnica s ovim podtipom karcinoma pébtdj Ovi karcinomi esto imaju
mutacije u TP53 genu (95). Istra ivanje de Rondari. (98) na osnovi molekularne analize
izra enosti gena u HER2 pozitivnoj intrinkoj skupini utvrdili su da dio HER2+
karcinoma ne pripada pravoj molekularnoj HER2 skupe izra avaju luminalne biljege,
dok su Prat i sur. (99) utvrdili postojanje basied|billega u 14% karcinoma HER2+
intrinzi ke skupine (Slika 15).

Slika 15. Slikovni prikaz pozicioniranja intrinkiog tipa HER2 na osnovi molekularne
izra enosti pojedinih gena (Preuzeto iz: Dai i siim J Cancer Res 2015;5(10):2929-43)

Basal-liketip karcinomge trostruko negativni karcinom dojke (engple negative breast
cancer TNBC) jer ne izra avaju molekularne biljege ER/RRHER2. Dio tih tumora
izra ava bazalne mioepitelne citokeratine (CK5/&1@, CK17), laminine, p-kadherin,
fascin, kaveoline 1 i 2 i receptore za faktoreaastEGFR) pa suesto nazivani bazalni
karcinomima iako to nije ispravno (99). Vrlesto imaju i mutacije tumor proteina p53, a i

ve ina karcinoma s BRCA1 mutacijom pripada ovoj pogskil Trostruko negativni
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karcinomi dojke ine oko 15% ukupnih karcinoma dojke s @m incidencijom u ena
mla e populacije afrikog porijekla (100). PrawBasal-likekarcinomi ine oko 80% TNBC

I mogu se dokazati samo molekularnim profiliranjébh®1). TNBC pokazuju najve
agresivnost, ali u odnosu na ostale podtipove uwsjetljivost na kemoterapiju na bazi
platine (cisplatina, karboplatina, oksalplatina), NA interkalirajuih agensa
(doksorubicin), agensa koji blokiraju diobu (padksel-blokira tubulin, PARP inhibotori-
blokiraju enzim popravka poli-ADP riboza polimerazu02).

Tablica 3. Kiriteriji subklasifikacije karcinoma d@ u intrinzi ke skupine definirane
prema molekularnim prognoskim biljezima (St. Gallen 2013.)

ER pozitivan

PR pozitivan ( 20%)
Ki-67 20%

HER2 negativan

LUMINAL A

ER pozitivan

PR < 20% ili negativan
Ki-67 > 20%

HER2 negativan

LUMINAL B/ HERZ2 negativan

ER pozitivan
PR bilo koji
Ki-67 bilo koji %
HER2 pozitivan

LUMINAL B / HER2 pozitivan

ER negativan
PR negativan
Ki-67 bilo koji %
HER2 negativan

BASAL-LIKE

ER negativan
PR negativan
Ki-67 bilo koji %
HER2 pozitivan

HER?2 tip (neluminalni)
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Slika 16. Krivulje ukupnog pre ivljenja bolesnic&) i perioda bez povrata bolesti (B) u
pet intrinzi ki podtipova karcinoma dojke (Preuzeto iz: Sgriseii. PNAS 2001;98:10869-
74)

Tako er je vano napomenuti da zbog intratumorske hegenosti karcinoma dojke, a
posebno nakon terapije, mo e dalo razvoja drugog molekularnog podtipa karcinoma.
Promjena u izra enosti pojedinih molekularnih bgge (ER/PR i HER2) u recidivu ili
metastatskoj bolesti doga se u 25-35% slajeva (Slika 17) (103).

Slika 17. Uestalost intrinzikih skupina karcinoma dojke u populaciji primarnih
metastatskih karcinoma (Preuzeto iz: Cejalvo i @ancer Res. 2017;77(9);2213-21)
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1.4.5. Terapija karcinoma dojke

Standardni terapijski modaliteti u lijenju karcinoma dojke ukljuju kirursko lije enje,
zra enje, kemoterapiju, endokrinu terapiju te usmjeréciljlanu) terapiju. Izbor terapije
ovisi 0 brojnim prognostkim i prediktivnim imbenicima, ope stanje i dob bolesnice
(104). lako je metastatski karcinom dojke neizija bolest, cilj lijeenja je posti
ravnote u izmeu koristi terapije i toksinosti terapije sa svrhom powanja pre ivljenja i
odr anja kvalitete ivota.

Kirursko lije enje najes e predstavlja prvi korak lijenja pri emu se uklanja tumor.
Kirurski zahvat izvodi se na nekoliko naa ovisno o lokalizaciji, velini i proSirenosti
tumora te o odnosu veilne tumora i veliine dojke. Operativnim zahvatom se uklanja
cijela dojka (radikalna mastektomija) ili samo diojke (segmentektomija) te uklanjanje
pazusnih limfnih vorova (limfadenktomija) (105). U slaju metastatski uznapredovalog
karcinoma, operativni zahvat slijedi nakon neoadjune kemoterapije koja se provodi u
svrhu smanjivanja stadija bolesti.

Terapija zraenjem ili radioterapija podrazumijeva izlaganjevkicilianom zraenju sa
svrhom reduciranja ostatnih tumorskih stanica ndkomrSkog tretmana,ime se smanjuje
rizik od povrata bolesti (96). Terapijsko zeaje najjae djeluje na stanice u proliferaciji, a
to su uglavnom stanice raka. Efekt @aja se posti e i tjednima nakon zemja jer djeluje
direktnim ioniziranjem atoma u stanici, ali i staajem reaktivnih slobodnih radikalane
dolazi do naknadnih oStenja DNA, proteina i lipida uzrokujustani nu smrt ili gubitak
njezine sposobnosti dijeljenja. Terapijsko &me djeluje i na zdrave stanice pa se polje
zra enja dobro definira i ozng ime ima lokalni uinak. Takav neselektivni pristup
tumorskim i zdravim stanicama mo e uzrokovati ostga zdravog tkiva ili pojaati rizik
nastanka novih tumora ili povati agresivnost postojeg (106).

Kod bolesnica s hormonski ovisnim rakom dojke tgaapklju uje nekoliko modaliteta.
Tip terapije ovisi o dobi bolesnice odnosno o menmalnom statusu. Hormonska ili
endokrina terapija mo e biti ablativnog i aditivndga. Ablativha endokrina terapija
podrazumijeva uklanjanje glavnih endogenih izvastiagena kao Sto su jajnici i naf e
se preporua enama u premenopauzi. Aditivna terapija se odnasblokiranje uinka
estrogena lijekovima kao Sto su: inhibitori arorzatakoji blokiraju enzim aromatazu
klju an u sintezi estrogena (anastrozol, letrozol, ekséan); selektivni modulatori
estrogenskih receptora (analozi estrogena) kokitdu hormonske receptore (tamoksifen)

I regulatori uniStavanja receptora estrogena (kthat) (69). Bolesnice koje imaju
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hormonski neovisni rak dojke primaju citotokse lijekove (kemoterapija) koji djeluju na
stanice u proliferaciji. Svaki lijek djeluje na dnu fazu ciklusa ili druge ciljne molekule u
stanici. Stoga seesto koristi kombinacija vise kemoterapijskih ligeda. Obzirom da je to
sistemska terapija ona ima negativamak i na zdrave stanice u diobi.

Danas je lijeenje karcinoma dojke usmjereno prema ciljanom éijgu koje pokazuje
selektivnost prema tumorskim stanicanmae se smanjuje negativno djelovanje na zdrave
stanice. U tom slwju govorimo o bioloskoj terapiji kojuini primjena specifinih
protutijela i malih molekula. Tumorske stanice mnajsj povrSini izra avaju specifine
bilege na koje se moe ciljano djelovati monokl&ms protutijelima. Terapija
monoklonskim protutijelima uglavnom blokira receoza faktore rasta i aktivira
imunoloSki sustav te na taj na blokira rast tumorske stanice. Terapija malim
molekulama omoguava ulaz tih lijekova u tumorsku stanicu gdje ometautarstanine
signalne puteve koje tumorsku stanicu potha rast i Sirenje na udaljena mjesta u tijelu
(metastaziranje).Prva monoklonska terapija koriStena je 1998. gaqdinelije enju
bolesnica s HER2 pozitivnim rakom dojke, primjenoamti-HER2 monoklonskog

protutijela trastuzumaba (92).

37



1.5. Obitelj receptora HER/ErbB
1.5.1. Gra a i funkcija receptora HER

Obitelj receptora za epidermalni faktor rasta (ehgman epidermal growth factor
receptor, HER/ErbB jedna je od najistra ivanijih obitelji receptoiibktirozin-kinaza i
uklju uje etiri receptora: HER1/ErbB1l/EGFR, HER2/ErbB2/NeuERB/ErbB3 i
HER4/ErbB4. Sva etiri receptora imaju strukturno homolognu gra Svaka jedinica,
monomer, graena je od izvanstame domene na koju se ve e ligand (faktor rastdjpeza
transmembransku domenu i unutarstaaidomene koja ima aktivnost tirozin-kinaze. Na
izvanstaninoj domeni identificirane suetiri subdomene: | i lll s funkcijom vezanja
liganda te cisteinske Il i IV s funkcijom dimerizigcreceptora (107). Vezanjem liganda
dolazi do dimerizacije receptora koja je uvjet zadjrgu aktivaciju kinazne aktivnosti.
Ligandi tih receptora su mnogobrojni faktori raktgi imaju evolucijski ouvanu EGF-
nalik domenu odgovornu za speaifost kojom se ve u na receptore. Postoji vise od 14
razli itih proteina koji imaju EGF-nalik domenu. Posteige faktora rasta koji se ve u na
receptor HER1, HER3 i HERA4, a nijedan poznati kejive e na HERZ2, ali receptor HER2
slui kao najeSi dimerizacijski partner (Slika 18). Ligandi kojesve u na HER1 su
epidermalni faktor rasta (EGF), epiregulin (EPGypfieegulin (AR) i transformirajui
faktor rasta (TGF ). Druga skupina obuhva betacelulin (BTC), heparin ve UEGF
(HB-EGF) i epiregulin (EPR) koji se ve u na HERHERA4, dok u treu skupinu spadaju
heregulini/neuregulini (HRG/NRG) koji se ve u ha RBEi HER4 (107-110).

Slika 18. NajeS i ligandi za pojedine receptore HER obitelji
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Od etiri navedena receptora samo su HER1 i HER4 petgunkcionalni, samostalno
ve u ligand i posjeduju kinaznu aktivnhost. RecepHIER2 nema postojeg (poznatog)
liganda, dok receptor HER3 nema dovoljno jaku tmddnaznu aktivnost pa ta dva
receptora djeluju samo u kompleksu s ostalianovima obitelji (111).U fizioloSkim
uvjetima HER2/HER2 i HER3/HER3 homodimeri su neftiokalni.

Slika 19. Strukturna gra i konformacijska promjena receptora HER prilikeerzanja
liganda i dimerizacije. Zatvorena konformacija glip) tek vezanjem liganda prelazi u
,0tkljlu anu“ koja moe dimerizirat. HER2 receptor se jadinalazi u otvorenoj
konformaciji uvijek spreman za dimerizaciju (Pretwi prilago eno iz: Baselga i Swain,
Nat Rev Cancer. 2009;9:463-75)

1.5.2. Signalni putevi aktivirani receptorima HER

U inak aktivacije obitelji HER je raznolik, zbog kataristi ne interakcije receptora i
liganda, jer se jedan ligand mo e vezati na viSeeptora, a i jedan receptor ve e viSe
razli itih liganada (112, 113). Na taj ria postoji preko 600 razlitih kombinacija ligand-
receptor koji aktiviraju signalne puteve u raznkivitma poti u i proliferaciju, migraciju,
angiogenezu, inhibiciju apoptoze i druge proce$i&d 20).

Aktivacijski put zapoinje vezanjem liganda za izvanstami domenu receptora HER

(Slika 19). Vezanje liganda na receptor mijenja feomaciju monomera te gaini
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prikladnim za dimerizaciju (114¥visno o tipu podjedinica, receptorski kompleksigmo
biti homodimerni (dvije iste podjedinice) ili hetelimerni (dvije razliite podjedinice).
Promjenom konformacije zbog dimerizacije aktivieagtoplazmatska kinazna domena te
se susjedni monomeri transfosforiliraju (Slika 19).

Fosforilirani tirozinski ostaci postaju vezna mggt proteine koji imaju -SH2 (en@rc
homology 2 ili -PTB (engl. phosphotyrosine-bidingdomene. Na taj nan se ,signal®
prenosi du signalnog puta do krajnjeg proteinak®PR0) (115).

Slika 20. Shematski prikaz gra HER receptora s aktivirajun mjestima fosforilacije za
pripadajue partnere razlitih signalnih puteva (Preuzeto iz: Wilson i suhaPmnacol
Ther. 2009;122(1):1-8)

Svaki vezani ligand uzrokuje stvaranje drugog dimamijskog para te posljedio
aktivaciju drugog signalnog puta (Slika 21) (11K)pj eS e aktiviran signalni put svih
receptora HER je MAPK signalni put (engiitogen-activated protein kingsédruga dva
zastuplijena puta su PI3K (engphosphatidylinositol-3-kinasepktiviran Akt put i
p70S6K/p85S6K put (Slika 21). Ti putevi mogu biktigirani na viSe nana. Receptori
HER1 i HER2 aktiviraju PI3K signalni put preko peota posrednika, dok se receptori
HER3 i HER4 izravno ve u na PI3K (74, 116). Kaskadmakcija svih signalizacijskih
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puteva na poslijetku zavrSava u jezgri poticanjesndkripcije gena za odrene stanine
odgovore od stanmne proliferacije, migracije, adhezije do difereacije ili apoptoze (Slika
21) (117).

Slika 21. Shematski prikaz signalnih puteva akdéinih dimerizacijom receptora HER
(Preuzeto iz: Yarden i Sliwkowski. Nat Rev Mol CBIbl. 2001;2:127-137)

Homodimerne kombinacije receptora HER uglavnom pojkaslabiji mitogeni uinak od
heterodimernih (116-119). ini se da heterodimer HER2/HER3 pokazuje najpotgntn
proliferacijsku aktivnost, dok s druge stranénak aktivacije HER4 ovisi o ligandu, daju
mu time protumorski ili antitumorski tnak (118-121).

Na staninoj membrani postoji stalna dinamika receptora HZ&za liganda i receptora je
tako jaka da se ligand ne mo e otpustiti s receptgg se procesom endocitoze receptor
eliminira s povrSine stanice. Nakon endocitozeepéari s membrane odlaze u sortirgu
endosome gdje se ili razgrgu ili recikliraju i vra aju na membranu. Taj proces spontane
proteoliti ke razgradnje omogava kontinuiranu prisutnost receptora na membgasiu i

u kontroli HER signalizacije (123). Opisani dinakii proces HER receptora va an je u

mehanizmu djelovanja imunoterapije trastuzumabom.
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1.5.3. Utjecaj receptora HER u karcinogenezi

U velikom broju zloudnih tumora detektiran je porenag signalnog puta HER koji
uglavhom postaje prekomjerno aktivan zbog prekomgierproizvodnje liganda,
prekomjerne izra enosti samih receptora ili njihdsanstitutivne aktivacije (117). Jasno je
da e prekomjerna izraenost receptora HER izazvati gmsiju kroz stannu
proliferaciju, pojaati neosjetljivost na imbenike rasta, transformaciju, pre ivljavanje,
angiogenezu, migraciju i invazivnost stanica. Suets obilje ja zlo udnih tumorskih

stanica, englHallmarks of cance(124).

1.5.3.1. HER1/ErbB1/EGFR

Gen za HER1 receptor smjeSten je na kromosomu Zplfprvi je receptor iz obitelji
receptora HER koji je povezan s kancerogeninmkom. Vezanjem liganda na receptor
HER1 uglavnom dolazi do autofosforilacije koje Uarm aktivacije GRB 2 (enggrowth
factor receptor bound proteiR) ili SHC (eng.src-homology 2 containingsto aktivira
RAS-MAPK, a ne mo e direktno aktivirati PI3K-Aktgnalni put (125).

Prekomjerna izra enost HERZsta je u tumorima mozga gdje je prvi puta iaronjegov
kancerogeni doprinos kod glioma. Prekomjerno je et i strukturno promijenjen u
velikom broju solidnih tumora odega 33-50% tumora epitelnog porijekla, méojima je
karcinom plua (pogotovo karcinom pla ne-malih stanica uak 80% sluajeva),
karcinom debelog crijeva i karcinom dojke (126).nkarogeni uinak receptora HER1
mo e biti posljedica amplifikacije gena ili mutaskih dogaaja koji stvaraju promijenjene
varijante receptora s neispravnom funkcijom. Takwaujanti EGFRVIII s delecijom 2-
7TEGFR/ EGFR nastaje krnji oblik HER1 receptora koji je kbtutivho aktivan. Ta je
varijanta mutiranog receptora HER1 proeaa u mnogobrojnim zladnim
novotvorinama, ali ne u zdravom tkivu. Unutarstani domena ima devet mjesta
fosforilacije (Slika 20) (125, 126).

Prema literaturi, oko 16-45% karcinoma dojke prejayno izra ava HER1, dok meta-
analiza Gonzales-Conchas i sur. wie srednju izraenost od 27% (127-130). Kao
prognostiki pokazatelj u karcinomu dojke, HER1 je pokazaojaranu znaajnost

povezanu s loSijom prognozom u vidu keg preivljenja i vee vjerojatnosti povrata
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bolesti (131). Istra ivanja su utvrdila i povezah@sveim tumorom, viSim gradusom i
proliferacijom te veim brojem pozitivnim limfnih vorova (129). Izra enost HER1 ne

smatramo nezavisnim prognogim pokazateljem kod karcinoma dojke.

1.5.3.2. HER2/ErbB2/Neu

Gen za receptor HER2 je protoonkogen smjeSten oimdsomu 17912 i kodira 185kDa
velik protein (107, 132). Najve onkogeni potencijal HER2 receptora le i injenici da
nema poznati aktiviraju ligand, a ima konformaciju otvorenog tipa (SIiKE9).
Unutarstanina domena ima 19 poznatih mjesta fosforilacije ogfihkje za aktivaciju
klju na fosforilacija tirozina na polo aju 1248 (Slika2)2 a ujedno je to I mjesto
autofosforilacije u sluaju prekomjerne izra enosti receptora (133). &ji dimerizacijski
partner mu je receptor HER3, a HER2/HER3 heterodima najjai onkogeni potencijal.
Ukoliko nema prekomjerne izra enosti HER2 stvaraise manje stabilni heterodimeri i
homodimeri ostalih receptora (134, 135). U aju prekomjerne izra enosti HER2 mo e
stvarati konstitutivnho aktivne homodimere koji dijjl karcinogeno (136).

Prekomjerna izra enost HER2 receptora i/ili ampbitija gena utvrena je u mnogim
tumorima. Klini ki je najva nija njegova izra enost u karcinomimajkle s udjelom 10-
34%, od ega se eS e pojavijuje u duktalnim invazivnimin situ karcinomima gradusa llI,
nego u lobularnim invazivnim karcinoma (81, 137).

Povezanost prekomjerne izra enosti HER2 u karcimoandojke s prognozom bolesnica je
vrlo istra ivano podruje, ali rezultati joS uvijek nisu potpuno uniformiie je spomenuto
da se nan o itavanja imunohistokemijske i hibridizacijske reg&cmijenjao nekoliko
puta tijekom posljednjih deset godina. We istraivanja dokazala su povezanost
prekomjerne izra enosti HER2 s visokim histoloSkignadusom, gubitkom izra enosti
hormonskih receptora, aneuploidijom, pomeom mitotikom aktivnoSu, ve im brojem
zahvaenih limfnih vorova i udaljenim metastazama u bolesnica koje prgnile terapiju
(130). Karcinomi dojke s amplifikacijom gena HER@kpzuju i veu gensku nestabilnost
(81). HER2 pozitivni karcinomi eS e se pojavljuju u premenopauznih en&sto bez
istovremene izra enosti steroidnih receptora (ERR;-), pokazuju slabiju diferenciranost i

br i rast te su povezani s loSijom Klirkom slikom i kraim pre ivljenjem (49).
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Unato svom prognostkom znaaju, va niji je prediktivni znaaj HER2 u svrhu odabira
terapije (86, 87, 92, 130). Sve bolesnice s prekamgj izra enim HER2 karcinomima
primaju anti-HER2 terapiju trastuzumabom ili nekoinugim HER2 inhibitorom. lako

karcinomi s izra enim HER2 pokazuju dobar odgovar antracikline, u kombinaciji s
trastuzumabom pojava se kardiotoksni u inak (86, 87). Kod HER2 pozitivnih
karcinoma s izra enim steroidnim receptorima prinjjge se kombinirana terapija jer su
signalni putevi receptora HER2 i ER u interakcifi9). Izra enost HER2 se tijekom
kemoterapije mo e promijeniti, nags e je to gubitak izra enosti ili rezistencija nadpiju

trastuzumabonako su potvreni i slu ajevi suprotnog (139, 140).

Slika 22. Shematski prikaz aktivacije ratih signalnih puteva kao posljedice
dimerizacije i1 fosforilacijie HER2 na raziiim fosforilacijskim mjestima (Preuzeto i

modificirano iz: Gollamudi i sur. Cancer Manag R2816;8:21-31)
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1.5.3.3. HER3/ErbB3

Receptor HER3 je kodiran genom na kromosomu 12¢&® i HER2 kljuan je u
embrionalnom razvoju srca i ivaca (142). Njegagandi su heregulin/neuregulin 12 .
Jedini je lan obitelji receptora HER koji ne posjeduje timkiinaznu aktivnost zbogega
ne mo e pokrenuti signalni put homodimerizacijonouya literatura je ipak dokazala da
ima slabu kinaznu aktivnost jer mo e vezati ATP 3L4Njegova prekomjerna izra enost
ne dovodi samostalno do transformacije nego su ano potrebni dimerizacijski partneri.
Prekomjerna izra enost receptora HER3 je reguliraaatranskripcijskoj razini dok je
amplifikacija gena rijetka (144Receptor HER3 je najpotentniji aktivator PI3K/Akitp
jer sadri 6 veznih mjesta koja izravno ve u i aktaju PI3K te potie agresivni tumorski
fenotip (Slika 20) (115, 145). Prekomjerno je ima u mnogim solidnim tumorima, u
rasponu od 20% do vise od 60% kod kolorektalnihcikama (CRC, engcolorectal
cancel). Izra enost receptora HER3 uglavnhom ima loSijogimozu kod veine karcinoma,
a istra ivanja pokazuju da aktivacija receptora FEBrokuje rezistenciju na cetuksimab
ili vemurafenib kod CRC ili na kemoterapiju kod &smoma ovarija (107, 146).
Prognostiki zna aj prekomjerne izra enosti receptora HER3 u karginadojke joS uvijek
nije jasan. HER3 je izraen u oko 50% karcinomakeoj preferencijalni je patner za
dimerizaciju, a u embrionalnom razvoju je kim za razvoj mlijenih lijezda (109).
Mutacije HER3 genaeste su kod lobularnih karcinoma (109). Brojne igtuda sada
imaju suprotstavljene rezultate u procjeni utjecag pre ivljenje bolesnica. Véna
literature ukazuje na njegov negativan utjecaj hod bolesti. Najestalija je
prekomjerna izra enost receptora HERS3, njegovifariga ili nekih drugih tirozin-kinaza
poput c-met (74, 146). Kod karcinoma dojke prekomjerna izrasnblER3 upuuje na
loSiju prognozu posebno kod HER2 pozitivnih i ERyaigvnih karcinoma (146).

1.5.3.4. HER4/ErbB4

Gen za receptor HER4 se nalazi na kromosomu 2q8#kdionalni receptor ima
kompleksan i specifan mehanizam aktivacije. Receptor HER4 se pojav/ljudva para
izoformi, nastalih alternativnim prekrajanjem HERARNA, koje se razlikuju po

45



membranskoj (JM, engljuxtamembrang i citoplazmatskoj (CYT) domeni (148).
Citoplazmatska izoforma 1 (CYT-1) ima vezno mjesto PI3K-Akt pa aktivacijom tog
signalnog puta stanica mo e izbje apoptozu, inducirati proliferaciju i smanijiti
diferencijaciju, za razliku od CYT-2 izoforme kagdtivira GRB2 i SHC (119, 149, 150).
Smatra se da polimorfizam u jednom nukleotidu CYTGdna, zbog kojeg dolazi do
nemogunosti aktivacije HER4 preko neuregulina 1, u§i@a razvoj shizofrenije (151).

To an mehanizam djelovanja i zr@ kod karcinoma joS uvijek je nejasan i dvojak.
Aktivacijom receptora dolazi do proteolike razgradnje receptora i otpuStanja 4ICD
fragmenta u citoplazmu (engiER4 intercellular domainkoji je odgovoran za djelovanje
receptora (148). NajviSe su istra ivaniinci 4ICD domene koji su se pokazali ovisni 0
njegovoj lokalizaciji na mitohondrijima ili u jezig(150). Domena4ICD u mitohondrijima
mo e djelovati proapoptotki dok smjeStena u jezgri po& rast i proliferaciju, ko-
aktivacijom preko ER (152, 153prekomjerno je izra en u manje od 20% dok su migaci
HER4 zabilje ene u 3% CRC-a s loSijom prognozonismka izra enost, oko 90%, HER4
zabilleena je kod seroznih adenokarcinoma ovarifanti-HER4 terapija nakon
kemoterapije, kod karcinoma phastih stanica glave i vrata, smanjuje povrat bo(é68).
Receptor HER4 je neophodan u razvoju mig lijezde i laktaciji. Za razliku od ostalih
receptora HER, prekomjerna izra enost HER4 u kamcirma dojke povezana je s bolje
diferenciranim tumorima ni eg histoloSkog gradusaa enosu hormonskih receptora
ve om stopom preivljenja (154-157).lako je HERZ2/HER4 drugi najpotentniji
heterodimer, smatra se da HER4 antagonizirsnku HER2 te je u zlaudnim
novotvorinama ak manje izra en nego u dobnadnim (158).Sartor i sur. su zakljuli da
HER4 ima antiproliferativni unak, ali iskljuivo u odsutnosti receptora HER2 (159).
41CD domengosrednik je djelovanju tamoksifena. Tamoksiferugava interakciju 41CD
s ER pa se 4ICD akumulira u mitohondriju i inducira ppzu (160). Zbog tog
mehanizma postoji mogoost da je gubitak izra enosti HER4 odgovoran zavof
rezistencije na taj lijek (152).

Heterogenost rezultata o prognoktm znaaju HER4 mo e nastati zbog koriStenja
razli itih metoda detekcije na razini mRNA i/ili upotrehaazli itih klonova protutijela za

receptor te detekcije lokalizacije 4ICD fragmeritaq, 150).
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1.6. Terapija usmjerena na receptore HER

Terapije koje za ciljnu molekulu imaju obitelj rgdera HER ili njihove signalne puteve
mo emo podijeliti na nekoliko osnovnih skupina: noitonska protutijela, inhibitori
dimerizacije kao analozi faktora rasta, male mdkekkao inhibitori aktivnosti tirozin-
kinaze i njihovih signalnih puteva, inhibitori Sapea (74). Dok monoklonska protutijela
specifi no blokiraju pojedini receptor iz HER obitelji jse ve u na njegovu izvanstanu
domenu, male molekule moguiw stanicu te inhibiraju protein kinaze i sprgeaju
fosforilaciju citoplazmatskog dijela receptora. Na nain male molekule direktno
inhibiraju aktivaciju signalnog puta te imaju vife&i u inak. Prvo ciljano lijeenje
zapoelo je u terapiji karcinoma dojke s trastuzumabd#er¢eptiff), humaniziranim
monoklonskim protutijelom usmjerenim na receptorR2E Od tada je u posljednjih 20
godina razvijeno oko 70 novih monoklonskih prowlgj u terapijama raznih bolesti od
kojih se etiri koriste u terapiji karcinoma dojke te oko Bhibitora kinaze (161). Osim
kod karcinoma dojke, terapija inhibitorima HER netmra koristi se kod terapije
medularnog karcinoma Stitnj@, karcinoma plua nemalih stanica, karcinoma eluca,

karcinoma debelog crijeva, karcinoma prostate teikama ploastih stanica glave i vrata.

Slika 23. FDA odobreni inhibitori kinaze u lijenju malignih bolesti (Preuzeto iz: Wu i
sur. Trends Pharmacol Sci. 2015;36(7):422-39)

Panitumumab (Vectibix) i cetuximab (Erbitux) su mé&lonska protutijela usmjerena

protiv HER1 receptora koji se koriste u terapijrédiaoma debelog crijeva u skaju ne
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postojanja mutacijen(ild type u KRAS i NRAS genima. Osimertinib (Tagrisso) switi
kod karcinoma plua u sluaju mutacije EGFR gena (mutacija p. T790M). Erlidxin
(Tarcev& Roche), gefitinib (Irresa) i afitinib (Gilotrif)wsinhibitori tirozin kinaze a koriste
se u terapiji karcinoma pla nemalih stanica u slaju mutacija EGFR gena (delecija
eksona 19 ili supstitucije eksona 21). Dacomitjeilnhibitor tirozin kinaze koji djeluje na
HER1, HER2 i HER4 homodimere ili heterodimere soja inhibicijom nego
gefitinib/erlotinib (161). Obzirom na njihov tnak i na blokadu HER2 postoji mogwost
njihove primjene kod metastatskih karcinoma dojke.

Trenutno je u klinikim ispitivanjima desetak potencijalnih lijekovamjgrenih na HER3
receptor ili njegov signalni put kojie omoguiti kombiniranu ciljanu terapiju i smanijiti
pojavu rezistencije na lijekove. Neki od tih lijakedo su monoklonska protutijela
seribantumab (Sanofi/Merrimack Pharmaceuticals)atrifumab (klinika faza 1) koji
djeluje i kao imunomodulator koji pojava osjetljivost stanica karcinoma na =je
(radiosenzitivnost) (161).

Terapija usmjerena protiv receptora HER2 najviS&kaesti kod karcinoma dojke te u
novije vrijeme kod karcinoma eluca. U oba tipa ¢aoma potrebno je dokazati
prekomjernu izra enost HER2 receptora u tumorskianigama. Za sada su u primjeni tri
monoklonska protutijela, trastuzumab (Herceptirmdo-trastuzumab-emtasifiéadcyla’)

i pertuzumab (Perjeta te male molekule, inhibitori tirozin kinaze, lajpéb (Tykert®) i
neratinib (Nerlyny).

Bolesnice s HER2 pozitivnim karcinomima dojke prmaerapiju trastuzumabom uz
hormonsku ili kemoterapiju u trajanju od 1 godifde& (ciklusa), ali na alost statistika
govori da se rezistencija na tu terapiju razvija \®9 mjeseci od p@tka primjene (162).
Trastuzumab se ve e na izvanstani regiju IV receptora HER2 te uglavhom sprijea
homodimerizaciju. Djelovanje trastuzumaba pobolj§ga njegovom konjugacijom s
citotoksi nim agensom u ado-trastuzumab-emtasine. TrastuzldiHb (T-DM1) je
molekula trastuzumaba konjugirana s inhibitoromimetizacije mikrotubula, emtasinom
(DM1) dok je sam emtasin izuzetno citotoksi. Trastuzumab se ve e na receptor HER2,
a potom se kompleks internalizira i unese unutamisé gdje se osloba citotoksina tvar.
Uz taj citotoksini u inak, djelovanje tog lijeka pojava i standardni mehanizam
djelovanja samog trastuzumaba (163).

Pertuzumab je taker monoklonsko protutijelo koje se ve e na izvanstau regiju Il
receptora HER2 koja je odgovorna za heterodimejizacaj eS e s receptorom HERS.

Primjenjuje se u kombinaciji s trastuzumabom i kerapijom citotoksinim
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docetakselom kod metastatskih karcinoma dojke,zalineoadjuvantno lijenje bolesnika

s HER2 pozitivnim, lokalno uznapredovalim, upalntakom ili rakom dojke u ranom
stadiju s velikim rizikom od recidiva.

Kod karcinoma dojke odobren je lapatinib (Tyk®rtao terapija usmjerena na receptor
HERL1. Lapatinib je inhibitor tirozin-kinazne (vese na ATP mjesto kinaze) usmjeren na
aktivnost heterodimera HER1/HER2. Danas se karsstretiranje metastatskih karcinoma
dojke pozitivnih na hormonske receptore koji uzptikazuju i prekomjernu izra enost
receptora HER2 te terapiju metastatskih HER2 pozhi karcinoma rezistentnih na
trastuzumab, antracikline i taksane. Lapatinib naibitor protein-kinaze HER1/HER2
heterodimera i vee se na ATP vezno mjesto hetemedh ime sprijeava
autofosforilaciju dok neratinib reducira HER2 awisfbrilaciju i inhibira ciklin D1, a time

i proliferaciju. Na alost, uinak lapatiniba je reverzibilan zbog slabih kovafeim veza te
se prema novijim istra ivanjimaini da afatinib i neratinib imaju ja u inak (164).
Nakashoji i sur. (165) su meta-analizom dokazali da
kemoterapija+trastuzumab+pertuzumab ima najboljinak na patoloski kompletni

odgovor u neoadjuvantnoj terapiji bolesnica s HpR2itivnim karcinomima.

Slika 24. Terapijske opcije usmjerene protiv receptdER obitelji kod karcinoma dojke
(Preuzeto iz: Singh i sur. Br J Cancer. 2014;1138198)
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1.6.1. Trastuzumab (Hercepfi

HER2 pozitivni karcinomi dojke, nags e duktalni invazivni, javljaju se u manje od 25%
bolesnica. Bez adekvatne terapije, takav tip karoia pripadao je prognoski najloSijem
karcinomu dojke s velikom agresivnos$ br im rastom i kraim vremenom pre ivljenja
bolesnica. Ti podaci jasno govore o potrebi razvajee i ciljane terapije usmjerene protiv
tog receptora (167).

Trastuzumab  (Hercepfin Hoffmann-La Roche, Svicarska) je humanizirano
rekombinantno monoklonsko protutijelo usmjerenotiproeceptora HER2 (Slika 25).
Ve ina molekule je IgG humanog porijekla (humaniziranmko 10% proteina miSjeg
porijekla (miSje monoklonsko protutijelo) i to uespfi noj domeni Fab koja prepoznaje
vezno mjesto na HER2 receptoru pa trastuzumab pgkatabi imunogeni potencijal za

stvaranje vlastitih protutijela na trastuzumab (168

Slika 25. Shematska gra humaniziranog miSjeg monoklonskog protutijelagtuzumab).
Fab, domena miSjeg porijekla koja prepoznaje i veeena HER2 receptor (uto), Fc,
humani IgG (sivo) (Preuzeto i modifcirano iz: Rossir. 2009;14:320-368)

Odobren je 1998. godine od FDA (endglood and Drug Administrationu terapiji
metastatskog karcinoma dojke. Danas se primjenjmj&emoterapiju i/ili antihormonsku
terapiju dok kao samostalna terapija ima slabijnak i u monoterpiji se primjenjuje samo

kao tre a linija nakon najmanje dva ciklusa kemoterapij@koora ukljuivati antracikline
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i taksane (Europska agencija za lijekove). Od 2@08ine uveden je u prvu liniju lijenja
HER2 pozitivnog primarnog karcinoma dojke u kombipa s kemoterapijom
docetakselom i karboplatinom, a danas se primjenjuj kombinaciji s neoadjuvantnom
terapijom nakon koje slijedi adjuvantna terapijgekom Herceptin za lokalno
uznapredovalu bolest ili tumore promjera > 2 cn6(160).

Njegov terapijski uinak poveava ukupno pre ivljenje bolesnica te smanjuje rin#
recidiva odnosno produ ava razdoblje do pojave pEeie bolesti (Slika 26). Terapija
trastuzumabom povala je medijan pre ivljenja bolesnica za 25%, u dsm na
kemoterapiju, Sto jeinilo medijan produljenja ivota viSe od 9 mjes€tib9).

U inak trastuzumaba kod HER2 pozitivnih karcinomakdoje neosporan, a kasnije
nezavisne studije su pokazale neSto objektivnijnak trastuzumaba (Slika 26) (167).
Prednost trastuzumaba je njegova visoka selektivposma tumorskim stanicama s
izra enim HER2 receptorom. U korist terapije tragtmabom govori i injenica da je
ve ina nuspojava slha ostalim nuspojavama citotoksih lijekova (munine, povraanje,
simptomi groznice), dok su kardiotoksost (u 5-30% slwajeva) i pojava alergijskih
reakcija te e nuspojave (89, 90). Trastuzumab sesto u terapiji HER2 pozitivhog

karcinoma eluca (84).

Slika 26. Kaplan-Meierova krivulja inka trastuzumaba na period do pojave udaljenih
metastaza kod bolesnica koje su primale terapijodoosu na kontrolnu skupinu bez
terapije trastuzumabom (Preuzeto iz: Piccart-Gehlsar. N Engl J Med 2005;353:1659-
72)
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1.6.1.1. Mehanizmi djelovanja trastuzumaba

Trastuzumab se visokoafinitetnom speciéS u ve e za rubno-membransku domenu IV
izvanstaninog dijela HER2 receptora (engtxtracellular domain ECD) (Slika 27).

Njegovim vezanjem za HER2 sprigva se spontano proteolkp cijepanje ECD domene
I njeno otpustanje Sto predstavlja aktivacijski mm@kam HER2. Time se inhibira HER2
signalni put fosfatidilinositol 3-kinaze (PI3K) koje neovisan o ligandu te inducira
nekoliko molekularnih mehanizma kojima djeluje n&RR2-pozitivhe tumorske stanice

putem izvanstannih i unutarstaninih u inaka (170).

Slika 27. Shematski prikaz vezanja trastuzumaba (uto) naanstaninu domenu
homodimera receptora HER2 (plavo) (Preuzeto iz: Guw. Nature. 2003;421:756-760)

Blokira vezanje HERZ2 na druge receptore HER olitgjosebno stvaranje
homodimera. Inhibicija homodimerizacije i redukcijasforilacije receptora HER2
ima za posljedicu blokiranje signalnih puteva MAPRI3K, pove avaju i time razinu

tumor-supresora p27 i PTEN te uzrokujmastoj staninog ciklusa i apoptozu (122)

Aktivira imunoodgovor, stannu citotoksinost ovisnu o protutijelima (ADCC, eng.

antibody dependent cell-mediated citotoxickgja nastaje kao posljedica imunoloske
reakcije NK stanica. Vezanjem NK stanica za slolbdémn fragment trastuzumaba

otpustaju se spojevi koji izazivaju apoptozu turkibrstanica (Slika 25) (89, 90)
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Smanjuje broj receptora HER2 na membrani uzrokupjegovu internalizaciju i
degradaciju. Time se sprigva aktivacija proteina p2l i smanjuje sposobnost
popravka DNA tumorske stanice pa se posljedipoveava osjetljivost tumorskih

stanica na kemoterapiju i radioterapiju (107)

Trastuzumab inhibira spontanu proteolizu izvanstamidomene receptora HER2, ali
mo e nastati i oSteeni ,krnji* HER2 receptor (p95), koji ima tirozinkaznu aktivnost

I sposobnost trajne aktivacije s posljedicom peoétije

Obzirom da receptor HER2 aktivira angiogenezu, ngza trastuzumaba dolazi do
smanjene signalizacije za vaskularni endotelnidiakdsta (VEGF), a time se smanjuje

HERZ2 angiogenezni inak i smanjuje gust@ tumorskih krvnih ila

1.6.1.2. Mehanizmi rezistencije na trastuzumab

Rezistenciju na lijekove moemo pratiti kako primar ili sekundarnu. Primarna
rezistencija je dominantiji oblik rezistencije i grazumijeva odsutnost pozitivhog
odgovora na apliciranu terapiju. Sekundarna rezdgi@ razvija se nakon primarno
pozitivnog odgovora na terapiju, a mo e nastatrlowano, ve nakon nekoliko ciklusa

terapije pa sve do godinu-dvije od inicijalne aptile.

Unato tome Sto kombinacija trastuzumaba i kemoterapgge duspjesniji terapijski

odgovor, viSe od 30% bolesnica pokazuje rezisternametastatsku progresiju za vrijeme
terapije, a u slwpju lije enja metastatske bolestiinak terapije je joS slabiji (86, 172,
173). Stoga je jasno da razumijevanje mehanizamav@aezistencije pridonosi njenom

razumijevanju i pronalasku modela za njeno prewadge.

Do sada istra eni mehanizmi rezistencije ukiju:

Prostorno zaklanjanje izvanstamé domene receptora HER2 drugim membranskim
faktorima (npr. mucin), koji mo e ,maskirati“ epipmu domenu IV HER2 receptora

na koju se ve e trastuzumab
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Spontano stvaranje oSenog (,krnjeg“) receptora HER2 Kkoji ne posjeduje
ekstracelularnu domenu (erigss of ECD. Takav krnji receptor poznat kao protein
p95 (p95 ErbB2) mo e nastati zbog poremj@a u translaciji ili na posttranslacijskoj
razini, ali i nedovoljne degradacije HER2 na k@i yezan trastuzumab. On ima
sposobnost autofosforilacije i trajne aktivacije REE signalnog puta, a moe

fosforilirati i ostale receptore HER obitelji.

Mogu e mutacije na genu HERZ2 koje rezultiraju molekukarpromjenama receptora.
To mogu biti tokaste mutacije (‘'missense’), male delecijske deigijske 'in frame'
mutacije na HER2 genu. Takve mutacije mijenjajuldtiru HER2 receptoraime

Mo e postati neprepoznatljiv za protutijelo, a ipad#tati funkcionalan i trajno aktivan
(174). Takve su mutacije se javljaju u oko 4% boies koje primaju monoklonsku

terapiju trastuzumabom (175).

Nastanak mutacija na nizvodnim genima signalnog peteptora HER2 i to nekoliko
aktivacijskih mutacija protoonkogena (PI3K, Akt, @R) ili inaktivacijskih mutacija
tumor supresorskih gena (PTEN, p2ifhe se zaobilazi potreba za aktivacijom preko

receptora.

Aktivacija preko drugih signalnih puteva (ukrStekamunikacija, engcross-talR.
lako je HER2 est dimerizacijski partner, aktivacija signalniltgwa mo e ii i preko
drugih heterodimera (HER1/HERS3) ili homodimera (HER(176). Pored toga
trastuzumab ne blokira dimerizaciju HER2 receptar@ uglavnom njegovu
homodimerizaciju (koja je nagS a kod prekomjerne izra enosti HER2) pak i u
inaktivnoj formi HER2 mo e ligand-ovisno dimerizitas ostalim HER receptorima
(176). Takoer, funkciju receptora HER2 mo e preuzeti recep@iF-1 vrSei njegovu
fosforilaciju i posljedino aktivaciju nizvodnih signalnin komponentitvr eno je i
postojanje ukrStene komunikacije iznoesteroidnog estrogenskog i HER2 signalnog
puta jer oba aktiviraju Akt i MAPK signalni put. Tkomunikacija je dvosmjerna i
kompenzacijska paesto HER2 pozitivni tumori imaju slabije izra en¢éemidne
receptore (89, 90).

54



VI. Prekomjerna izra enost proangiogeneznog vaskulareogotelnog faktora rasta
(VEGF) i povezanost s rezistencijom na trastuzumkézuju na mogw klini ku
korist upotrebom dvostruke inhibitorne terapijetM&EGF i HER2 (177).

Navedeni mehanizami rezistencije na trastuzumabunsggzaobi uvo enjem dodatne
inhibicije HER2 receptora drugim lijekovima, lapabom ili pertuzumabom. Od 2007.
godine FDA je odobrio lapatinib u primjeni kod baéca rezistentnih na trastuztumab dok

je od 2012. godine odobren i pertuzumab.

Kako bi se pojaao uinak trastuzumaba te smanijilaestalost pojave rezistencije danas se
primjenjuje i trastuzumab emtanzin (Kad&IRoche), konjugat protutijela i lijeka koji
sadr i trastuzumab kovalentno vezan s inhibitororkrotubula DM1 (derivat maitanzina).
DM1 se ve e se za tubulin i zaustavljaju rast stani fazi G2/M stannog ciklusa, Sto
dovodi do apoptoze.

Slika 28. Preivljenje bez povrata bolesti nakomraf@je HER2 pozitivnih bolesnica
(godine); AC- doksorubicin (adriamicin/ciklofosfaa)j T- paklitaksel (Taxol); TH-
(paklitaksel/trastuzumab, Herceptin); HR- enwhzard ratio (omjer rizika) (Preuzeto iz:
Romond i sur. N Engl J Med. 2005;353(16):1673-84)
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U istraivanju najboljeg terapijskog modaliteta remije se zanemariti heterogenost
karcinoma dojke. U tom slaju mo e se dogoditi progresija bolesti iz drugdgra stanica
koje ne izra avaju HER2. Takav oblik rezistencije mo e se izbjei, a javlja se u oko
10% bolesnica s HER2 pozitivnhim karcinomima dojk81). Potrebno je spomenuti da na
osjetljivost/rezistentnost na terapiju mogu utjecatdividualni genski polimorfizmi, bilo
na samom receptoru HER2, bilo gena odgovornih zakavitost ADCC mehanizma
imunoloSke eliminacije ili pak gena ukljgnih u metabolike procese inaktivacije i

eliminacije Herceptina (176).

Prema navedenom je vidljivo da postoji potreba parith biomarkerima koji e Sto
detaljnije definirati osjetljivost ili rezistentnbsia terapiju trastutzumabom (92). To
svakako ukljuuje detekciju razine ekstracelularne domene (ECGEeptora HER2 ili
aktiviranog (fosforiliranog) statusa receptora HERBHERZ2), utvrivanje razine drugih
receptora HER obitelji i detekciju mutacija nizvdainkomponenti signalnih puteva
aktiviranih preko receptora HER2.
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2. HIPOTEZA

Prekomjerna izra enost receptora HER2 na membramotskih stanica je uvjet za
primjenu terapije trastuzumabom, ali ipak dio bnies nema pozitivan odgovor na
terapiju. Stoga postoji potreba za pronalaskom thalddoiomarkera koji bi na pouzdaniji

na in omoguili selekciju onih bolesnica koje bi imale korisd terapije trastuzumabom.

U hipotezi ovog rada pretpostavljamo:
1) izra enost fosforiliranog oblika receptora HER2 ®R2) predstavlja pravi biljeg
receptorske aktivnosti
2) karcinomi dojke sa slabo izra enim fosforiliranineceptorom HER2 razvijaju
rezistenciju na terapiju trastuzumabom, odnosnoa jdbsforilacijia HER2
predodreuje dobar odgovor na terapiju trastuzumabom

3) receptori HER1, HER3 i HER4 utje na nastanak rezistencije
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3. CILJISTRAIVANJA

Obzirom da fosforilirani oblik receptora HER2 (TgAB-pHER?2) predstavlja biljeg
receptorske aktivnosti i funkcionalnosti, a ist&kadamo e biti i biljeg rezistencije na
terapiju, cilj naSeg istraivanja je u stanicama R{E pozitivhog duktalnog invazivnog

karcinoma dojke utvrditi:

stupanj izra enost fosforiliranog receptora HERBIER?2)
stupanj izra enost receptora HER1, HER3 i HER4

povezanost izra enosti pHER?Z s rezistencijom nsttraumab

povezanost izra enosti pHER2 s izraenaSHER1, HER3 i HER4 i znaj s

pojavom rezistencije na trastuzumab

povezanost izraenosti pHER2 i ostalih HER receptos prognostkim

imbenicima: veliina tumora, histoloski gradus i zaheaost regionalnih limfnih

vorova, izra enost steroidnih receptora (ER i PRjaliferacijskog biljega Ki-67

58



4. MATERIJALI I METODE

4.1. Bolesnice

Istra ivanje je provedeno na uzorcima tumorskoyadkil24 bolesnice s dijagnosticiranim
HER2 pozitivnim (HERZ) duktalnim invazivnim karcinomom dojke neovisno o
intrinzi kom tipu (Luminal B/HER2 pozitivan i HER?2 tip) kogu operirane i lijeene u
Klinici za tumore, Klini kog bolni kog centra ,Sestre milosrdnice* u Zagrebu, u radob
od 2008. do 2010. godine g su uzorci primarnih karcinoma dojke arhiviraniOdjelu za
onkoloSku patologiju Klinike za tumore.

Sve bolesnice ukljlene u istraivanje primale su adjuvantnu terapiastuzumabom,
simultano ili nastavho nakon kemoterapije, u preenom trajanju od najmanje godinu
dana (17 trotjednih ciklusa). 1z arhivske baze pakia i povijesti bolesti bolesnica,
utvr ena je odsutnost ili pojava rezistencije na tetapgstuzumabom. Bolesnice koje su
dobro reagirale na terapiju trastuzumabom nisuemadtastatsku progresiju bolesti dok su
bolesnice koje su pokazale rezistenciju na terapiale radiolosko i/ili ultrazvuno
vidljivu metastatsku progresiju bolesti nakon pemg terapije trastuzumabom.
Metastatska progresija bolesti u bolesnica kojgskazale rezistenciju na trastuzumab,
evidentirana je pojavom hepatalnih, mo danih iliSkanih sekundarizama. Bolesnice smo
pratili najmanje pet godina te je zabilje eno vnije u mjesecima od postavljanja dijagnoze
do pojave progresije bolesti.

Podaci o dobi bolesnica kao i patohistoloSka olfaljeumora: veli ina tumora, histoloSki
gradus, imunohistokemijska izra enost receptora estrogen i progesteron te Ki-67
proliferacijskog biljega i zahva&nost limfnih vorova u pazusnoj jami, preuzeti su iz
patohistoloskih nalaza pohranjenih u arhivi Odjeéa onkoloSku patologiju Klinike za

tumore.
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4.2. Metode

4.2.1. Konstruiranje tkivnih ,mikroipova® (Tissue microarray)

Istraivanje je provedeno na uzorcima tumorskogvakkoje je u rutinskom postupku
obrade, prethodno fiksirano u 10% puferiranom fdmog dehidrirano i uklopljeno u
parafin. Parafinski blokovi (donorski blok)uvaju se u arhivi Odjela za onkoloSku
patologiju, Klinike za tumore Klinkog bolni kog centra ,Sestre milosrdnice”.
Pregledom arhiviranih histoloSkih stakala odabrarsbraka, patolog je obilje io podrje
tumorske mase te je pomo'Suplje igle' izdvojen dio tumora iz donorskogka. Po dva
cilindra promjera 3 mm iz svakog donoskog uzorkanpseno je u vepripremljen
recipijentski parafinski blok koji sadr i prethodriormirane cilindrine praznine jednakog
promjera (Tissue-Tek Quick Ray System). Popunjenipijentski blok sadr avao je 30
razli itih tumorskih uzoraka. Tako popunjen recipijentgiarafinski blok ukalupili smo
unutar kazete zagrijavanjem na &b, oko 30 min, te dodali parafin, koji se ravnomjer
rasporedio unutar kazete i nakon l@aja omoguio rezanje na mikrotomu.

Na taj nain omoguena je istovremena analiza viSe tumorskih uzorékeni mikro ip)
(Slika 29).

Slika 29. Konstruiranje tkivnog mikrga
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4.2.2. Imunohistokemijsko bojenje

Od svakog pripremljenog tkivhog ,mikripa“ izrezana su poetiri reza debljine 3 m te
Su razvueni na predmetna stakalca za imunohistokemijkorp@jeosuseni u termostatu
na 60°C oko 60 minuta. Prije daljnje obrade osu3eno tskwtkivo je deparafinirano u
seriji ksilola te rehidrirano u silaznom nizu allodén do vode.

U bioloSkom materijalu fiksiranom formalinom, staar se molekularne interakcije, pa je
tkiva potrebno obraditi prije imunohistokemijskekeije kako bi eljeni epitopi (antigeni)
postali slobodni i dostupni za protutijela. Terkem obradom tkiva u puferu pH 9,0
(DakoCytomation Target Retieval Solution, No S 23@B8vodenoj kupelji na 97C, 20
minuta pripremili smo tkivo za daljnji postupak.

Imunohistokemijskim postupkom bojenja utvrdili smiara enost etiri receptora
upotrebom slijedeh primarnih protutijela razrjeenih puferskom otopinom za

razrje ivanje i smanjenje pozadinskog obojenja (DakoCytionaNo S3022).

Tablica 4. Tehniki podaci o primarnim protutijelima upotrebljenimaira ivanju

Primarno protutijelo Klon ili kat. br. Proizvo a Razrje enje
Tyr-1248 fosforilirani HER2 | klon PN2A Dako, Danska |1:25
HER1/EGFR klon E30 Dako, Danska 1:50
HER3 klon DAK-H3-IC Dako, Danska 1:50
HER4 kat. br. sc-283 Santa Cruz, USA  1:40

Proces imunohistokemijskog bojenja proveden je toraatiziranom ureaju Dako
Autostainer na sobnoj temperaturi. Reakciji prethwdtiranje tkiva s 3% vodikovim
peroksidom u svrhu inhibicije endogenih peroksidakakon ispiranja aplicirano je
odgovarajue primarno protutijelo 60 minuta, prema kriterijirpakazanim u Tablici 4.
Nakon inkubacije s primarnim protutijelom te ispij@ nastali antigen—protutijelo

kompleks vizualiziran je sekundarnim protutijelorankugiranim s peroksidazom, a sve
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sadr ano u vizualizacijskom kitu Dako EnVision Flekgh pH (K8010) u trajanju od 45
minuta. Konano, 10 minutnom inkubacijom s DAB (diaminobenzidiklomogenom
omoguena je vizualizacija specifie reakcije te kontrastno obojenje hematoksilinom

kako bi bile vidljive sve histoloSke strukture.

4.2.3. Evaluacija imunohistokemijskih podataka

Prema smjernicama proizva a imunohistokemijska reakcija je
membransko/citoplazmatsko obojenje. Za HER1 i HERSmbransko obojenje je @
izra eno, a citoplazmatsko bojenje je slabo (zarmmema), ali je kod imunohistokemijske
reakcije HER4 receptora v& prisutnost citoplazmatskog obojenja zbog poliklong

protutijela koje smo koristili u istra ivanju.

Obzirom da ne postoji standardizirani sustav bodmvaniti granina vrijednost
pozitivnog/negativnog rezultata za sve istra ivarexeptore, sistem bodovanja (eng.
scoring koriSten pri evaluaciji imunohistokemijskih obnja svih istra ivanih uzoraka
pratio je iste kriterije interpretacije kao Hercest™ kojim se odreuje stupanj izra enosti
receptora HER2, a prema mau o itavanja uzoraka koriStenih u istra ivanju na sged

nain:
0 : potpuna odsutnost obojenja ili slabo obojenfeanje od 10% tumorskih stanica

1+ : djelomi no membransko/citoplazmatsko obojenje slabog intazprisutno u
viSe od 10% tumorskih stanica

2+ : kompletno membransko/citoplazmatsko obojenjgeuenog intenziteta prisutno u

viSe od 10% tumorskih stanica

3+ : kompletno membransko/citoplazmatsko obojerjegantenziteta prisutno u vise

od 10% tumorskih stanica
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4.3. Metode statisti ke analize

U istra ivanju smo koristili Hi kvadrat test%), multivarijatni test Pearsonove korelacije i
Kaplan-Meirovu krivulju pre ivljenja s Log-rank temm. Za potrebe analize pre ivljenja
bolesnice s progresijom bolesti zabilje ene su kampletne, a bolesnice bez progresije
bolesti kao cenzorirane. Pre ivljenje bolesnicatiiramo u mjesecima.

Za potrebe ? analize istraivane karakteristike izrazili smookdinarne i to: 1) dob
bolesnica: <60 godina i60 godina; 2) velina tumora: <20 mm i20 mm; 3) histoloski
gradus: | /Il i lll; 4) proliferacijski status Ki-6 kao <20 i 20; 5) status receptora za
estrogen i progesteron kao pozitivno/negativno saowi granice od 10% izra enosti
receptora u jezgrama tumorskih stanica preuzetpaiohistoloSkog nalaza; 6) status
limfnih  vorova kao pozitivho/negativno preuzeto iz pataicstkog nalaza; 7) pojava
progresije bolesti kao pozitivho/negativno.

Sve istra ivane receptore, pHER2, HER1, HERS3 i HER4zili smo linerano na osnovi
semikvantitativne izra enosti (0 do 3+) i binarn@d pozitivno/negativnho na osnovi
granice intenziteta izra enosti od 2+ i 3+ (poaitd).

Statisti ki zna ajnu povezanost ispitivanih karakteristikizrazili smo P vrijednodi
manjom od 0,05.

U svrhu istra ivanja znaaja istovremene izra enost svih receptora HER dbieristili
smo Pearsonov test korelacije a rezultate smoilzkaeficijentom korelacije § (-1 < r >

+1) i stupnjem statistke znaajnosti P manjim od 0,05.
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5. REZULTATI

Istra ivanje izra enosti fosforiliranog HER2 recept provedeno je na 124 uzorka HER2
pozitivnog duktalnog invazivhog karcinoma dojke. bliea 5 prikazuje klinike i
patohistolosSke karakteristike bolesnica i tumoia @mih u istra ivanju.
Prosje na starost bolesnica u trenutku operacije bila6j® godina (u rasponu od 26 do 83
godine). Kod veine bolesnica tumori su bili veod 20 mm (medijan 21 mm; raspon od 7
do 115 mm), histoloSkog gradusa Il (55,7%), teipazh estrogenskih receptora (54%).
Prema intrinzikoj Klasifikaciji 70 karcinoma (56,5%) svrstavamolLuminal B/HER2
pozitivan tip dok ih 54 (43,5%) pripada skupinistih HER2 pozitivnih koji nemaju
izra ene streoidne receptore.
Jedanaest bolesnica (8,9%) imalo je imunohistolskmijizra enost HER2 2+ s
potvr enom amplifikacijom HER2 gena metodom kromogengtu hibridizacije (CISH).
etrdeset devet bolesnica nije imalo lokalno uzrdgralu bolest u trenutku
dijagnosticiranja, dok je 75 bolesnica (60,5%) inpbzitivhe limfne vorove u pazusnoj
jami (median 4; raspon od 1 do 32).
Nulto vrijeme za preenja bolesnica je datum operacije te su bolesniaeepe najvise
sedam godina. Kod 34 bolesnice (27,4 %) wwma je progresija bolesti, a sve su bolesnice
primile najmanje 17 ciklusa terapije trastuzumabarkpd veine njih (64,7%) progresija

bolesti je nastupila unutar 24 mjeseca od operacije

64



Tablica 5. Podaci o bolesnicama i patohistoloSkakKtaristike HER2 pozitivnih tumora
dojke uklju enih u istra ivanje

Karakteristika Broj slu ajeva (%)
Dob bolesnica
< 60 godina 77 (62,1)
60 godina 47 (37,9)
Veli ina tumora
<20 mm 50 (40,3)
20 mm 74 (59,7)
Histoloski gradus
I 2 (1,6)
I 53 (42,7)
1 69 (55,7)
Ki-67 %
<20 36 (29,0)
20 88 (71,0)
Estrogenski receptori
Pozitivni 67 (54,0)
Negativni 57 (46,0)
Progesteronski receptori
Pozitivni 50 (40,3)
Negativni 74 (59,7)
Intrinzi ki tip
Luminal B/[HER2 poz 70 (56,5)
HER2 poz. tip 54 (43,5)
Status limfnih vorova
Pozitivni 75(60,5)
Negativni 49 (39,5)
Progresija bolesti
Prisutna 34 (27,4)
Odsutna 80 64,6)
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5.1. lzra enost fosforiliranog receptora HER2

Kao Sto je spomenuto, fosforilacija na poziciji 74248 u receptoru HER2 predstavlja
njegov aktivni oblik. Stoga je izraenost fosfordnog receptora HER2
imunohistokemijskom metodom analizirana u 124 uadfdER2 karcinoma dojke te su
rezultati membranskog obojenje intenziteta 2+ iWBwiSe od 10 % tumorskih stanica
smatrani pozitivnim (prema kriteriju Hercep testapstanak membranskog obojenja (0) ili
nekompletno/nekontinuirano membransko obojenje (li+jnanje od 10% tumorskih

stanica smatrani su negativnim (Slika 30).

2+ 3+

Slika 30. Mikrofotografija imunohistokemijske izenosti receptora pHER2 (Poaaje
100x).

Ve ina HER2 pozitivnih tumora nalazi se u aktivnomféogiranom obliku te su 82
(66,2%) tumora pokazala pozitivan status pHER2 (RB#) dok su 42 (33,8%) tumora
bila negativha (pHER2. Potpuni izostanak obojenja (0) pokazalo je sd@mozoraka
(7,2%), 33 uzorka (26,6%) pokazala su slabo menskmambojenje (1+), 37 uzoraka
(29,8%) pokazalo je umjereno obojenje (2+) dok jeuwtoraka (36,4%) pokazalo jako

membransko obojenje (3+) (Slika 31).
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Slika 31. Raspodiela intenziteta imunohistokemijzka enosti receptora pHER?2

Fosforilirani HER2 tumori eS e se pojavljuju kod mlah bolesnica (46,8%) prosjee
starosti 55 godina u odnosu na 60 godina prasjestarosti bolesnica s pHER2
karcinomima (P=0,01) (Slika 32). lako su pHER2+ckaomi eSe vei od 20 mm, nije
utvr ena znaajna razlika u prosj@oj veli ini tumora izmeu pHER2+ (25,2 mm) i
pHER2 karcinoma (26,1 mm). Taker nismo utvrdili znaajnu razliku u histoloSkom
gradusu, stupnju proliferacije niti pojavi metastaz regionalne limfnevorove izmeu
pHER2+ i pHER2 karcinoma (Tablica 6). Karcinomi s pHER&tatusom nesStoes e su
imali metastaze u limfnevorove aksile (64,3%) nego pHER2+ karcinomi (58,58) s

gotovo istim prosjenim brojem pozitivnih limfnih vorova (7vs 6,5) (Tablica 6).
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Tablica 6. Prikaz raspodjele istra ivanih karaktéka prema izra enosti pHER?Z2 i rezultata

njihove statistike znaajnosti analizirani *testom.

o PHER2 pozitivni | pHER2 negativni “test
Karakteristika
N = 82 (%) N = 42 (%) (P)
Dob bolesnica
< 60 godina 58 (70,7) 19 (45,2) 6,62
60 godina 24 (29,3) 23 (54,8) (0,010)
Veli ina tumora
<20 mm 32 (39,0) 18 (42,9) 0,05
20 mm 50 (61,0) 24 (57,1) (0,827)
Histoloski gradus
I/l 35 (43,9) 18 (42,9) 0,02
1 46 (56,1) 24 (57,1) (0,877)
Ki-67 %
<20 25 (30,5) 11 (26,2) 0,08
20 57 (69,5) 31(73,8) (0,772)
Estrogenski receptori
Pozitivni 40 (48,8) 27 (64,3) 2,69
Negativni 42 (51,2) 15 (35,7) (0,101)
Progesteronski receptori
Pozitivni 32 (39,0) 18 (42,9) 0,17
Negativni 50 (61,0) 24 (57,1) (0,68)
Intrinzi ki tip
Luminal B/[HER2 poz 43 (52,4) 27 (64,3) 1,59
HER2 poz tip 39 (47,6) 15 (35,7) (0,208)
Status limfnih vorova
Pozitivan 48 (58,5) 27 (64,3) 0,18
Negativan 34 (41,5) 15 (35,7) (0,670)
Progresija bolesti
Prisutna 14 (17,1) 20 (47,6) 11,53
Odsutna 68 (82,9) 22 (52,4) (<0,001)
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Zna ajna korelacija pHER2 s dobi bolesnica (P=0,01)ojapom progresije bolesti
(P<0,001) koju smatramo rezistencijom na terapgstuzumabom potvena je analizom
% testom (Tablica 6). Bolesnice s pHER+ karcinomima7,1% sluajeva imale su
pojavu recidiva u donosu na bolesnice s pHERarcinomima kod kojih se u 47,6%
slu ajeva pojavio recidiv bolesti (P<0,001) (Slika 33).

® 60 godina
< 60 godina

PHER?Z2 poz pHERZ2 neg

Slika 32. Raspodiela izra enosti pHER2 po dobnimmskama bolesnika

m Bez progresije
E Progresija

pPHERZ2 neg pHER?Z2 poz

Slika 33. Raspodiela izra enosti pHER2 prema prsijrbolesti
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Karcinomi HER2 intrinzikig podtipa su eS e pHER2+ (72,2%) od LumB/HER2 podtipa
(61,4%) (Slika 34), a iz stupstih grafova (Slika 37) je vidljivo dae$ e imaju negativne
ER i PR u odnosu na pHERZli te razlike ipak nisu statiski zna ajne (Tablica 6) (Slika
35).

100,0%
90,0%
80,0%
70,0%
60,0% -
50,0% -
40,0% -
30,0% -
20,0% -
10,0% -

0,0% -

®pHER2 nec

®pHER2 poz

LumB/HERZ HER?2 tig

Slika 34. Raspodijela izra enosti pHER2 prema irdirikom podtipu karcinoma dojke

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%

10% ¥ poz

0% mneg

ER PR ER PR

pHER?Z2 poz pPHER?Z2 neg

Slika 35. Raspodjela statusa receptora za estrqg&®) i progesteron (PR) prema

izra enosti fosforiliranog receptora HER2 (pHER?2)
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5.2. lzra enost receptora HER obitelji

5.2.1. lzra enost receptora HER1

Imunohistokemijska izra enost receptora HER1 uéma je u 12 (9,7%) uzoraka (Slika
36). Od toga 4 uzorka pokazuju umjereni, a 8 uzbrgki intenzitet membranskog
obojenja (Slika 37). Izraenost HER1 nije pokazdarelaciju s ostalim istra ivanim

karatkeristikama tumora, ali jétestom utvrena korelacija s pHER2%3,87; P=0,049).

Slika 36. Imunohistokemijski jaka membranska reak@ceptora HER1 (3+)

Slika 37. Raspodiela intenziteta imunohistokemijzka enosti receptora HER1
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5.2.2. lzra enost receptora HER3

Imunohistokemijska izra enost receptora HER3 uéma je u 87 (70,2%) uzoraka (Slika
38). Od ukupnog uzorka, 6 (4,8%) uzoraka pokazojpynu odsutnost obojenja (0), slabo
obojenje pokazao je 31 (25%) uzorak, 54 uzorka 63, pokazala su umjereno
membransko obojenje (2+) dok su 33 uzorka (26,68kppala jako membransko obojenje
(3+) (Slika 39).

Slika 38. Imunohistokemijski jaka membranska reak@ceptora HER3 (3+)

Slika 39. Raspodiela intenziteta imunohistokemijzka enosti receptora HER3
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Tablica 7. Prikaz raspodjele istra ivanih karaksékia prema izra enosti HER3 i rezultate

njihove statistike znaajnosti analizirani *testom.

Karakteristika HERS3 pozitivni | HERS3 negativni “test
N=87 N=37 (P)
Dob bolesnica
< 60 godina 58 19 2,59
60 godina 29 18 (0,108)
Veli ina tumora
<20 mm 34 16 0,19
20 mm 53 21 (0,666)
Histoloski gradus
I/l 41 13 1,52
1 46 24 (0,218)
Ki-67 %
<20 23 13 1,23
20 65 23 (0,267)
Estrogenski receptori
Pozitivni 45 22 0,63
Negativni 42 15 (0,429)
Progesteronski receptori
Pozitivni 37 13 0,59
Negativni 50 24 (0,443)
Intrinzi ki tip
Luminal B/[HERZ2 poz. 48 22 0,19
HER2 poz. tip 39 15 (0,657)
Status limfnih vorova
Pozitivan 50 25 1,11
Negativan 37 12 (0,293)
Progresija bolesti
Prisutna 23 11 0,14
Odsutna 64 26 (0,707)
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Statisti kom analizom ? testom nije utvrena znaajna razlika istra ivanih karakteristika u
odnosu na izra enost receptora HER3. HER3 negattancinomi e$ e imaju pozitivne
ERi eSe suLumB/HER2 tipa u odnosu na HER3 pozitivnekEsS40 i 41).

100,00%
90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00% -
40,00% -
30,00% -
20,00% -
10,00%

0,00% -

® LumB/HER2
m HER?2 tip

HER3 poz HER3 neg

Slika 40. Raspodiela izra enosti HER3 prema intrikem podtipu karcinoma dojke

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%

10% " poz

0% ®neg

ER PR ER PR

HER3 poz HER3 neg

Slika 41. Raspodiela izra enosti receptora za g@smo(ER) i progesteron (PR) prema

izra enosti HER3
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5.2.3. lzra enost receptora HER4
Imunohistokemijska izra enost receptora HER4 uéma je u 88 (71,0%) uzoraka (Slika
42). Od ukupnog uzorka, 4 uzorka (3,2%) pokazujypymou odsutnost obojenja (0), slabo

obojenje pokazala su 32 uzorka (25,8%), 37 uzor@e8%) pokazalo je umjereno
obojenje (2+) dok je 51 uzorak (41,2%) pokazao jaltojenje (3+) (Slika 43).

Slika 42. Imunohistokemijski jaka reakcija receptbtfER4 (3+)

Slika 43. Raspodiela intenziteta imunohistokemijzka enosti recepotra HER4
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Tablica 8. Prikaz raspodjele istra ivanih karaksékia prema izra enosti HER4 i rezultate

njihove statistike znaajnosti analizirani? testom.

Karakteristika HER4 pozitivni | HERA4 negativni test
N=88 N=36 (P)
Dob bolesnica
< 60 godina 57 20 0,92
60 godina 31 16 (0,337)
Veli ina tumora
<20 mm 34 16 0,36
20 mm 54 20 (0,549)
Histoloski gradus
I/l 41 13 1,14
1 47 23 (0,285)
Ki-67 %
<20 19 17 8,15
20 69 19 (0,004)
Estrogenski receptori
Pozitivni 52 15 3,12
Negativni 36 21 (0,077)
Progesteronski receptori
Pozitivni 38 12 1,03
Negativni 50 24 (0,31)
Intrinzi ki tip
Luminal B/[HERZ2 poz. 53 17 1,76
HER2 poz. tip 35 19 (0,185)
Status limfnih vorova
Pozitivan 54 21 0,10
Negativan 34 15 (0,754)
Progresija bolesti
Prisutna 27 7 1,62
Odsutna 61 29 (0,203)
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lako 2 testom nije utvrena statistiki zna ajna razlika izra enosti ER izme HER4+ i
HER4 karcinoma, primjeujemo da korelacija ima tendenciju ka statlgtj zna ajnosti
( 2=3,12; P=0,077) (Tablica 8). HER4+ karcinomi im&R pozitivne u 59,1% slajeva
(Slika 45) te sueSe LumB/HER2 tipa (Slika 44) s visokim stupnjem [fevkcije (Ki-
67 20) u 79,3% sluajeva.
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Slika 44. Raspodjela izra enosti HER4 prema intrikem podtipu karcinoma dojke
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Slika 45. Raspodjela statusa receptora za estrqg&®) i progesteron (PR) prema

izra enosti HER4
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5.3. Istovremena izra enost receptora HER obitelji

HER1 receptor je izra en u malom broju HER2 poazitlvkarcinoma (9,7%) dok su HER3
i HER4 izra eni u velikoj veini HER2 pozitivnih karcinoma (70,2% i 71%). lake iz
Tablice 9 vidljivo da ? testom nije utvrena statistiki zna ajna razlika u izra enosti
receptora HER1, HER3 i HER4 izme pHER2+ i pHER2 karcinoma iz stupastih
grafova je vidljivo da su pHER2+ karcinomeSe i HER3 pozitivhi dok su HER4

pozitivni karcinomi eSi u pHER2 skupini (Slike 46 i 47).

Tablica 9. Prikaz raspodjele receptora HER obiteljiezultati statistike znaajnosti

analizirani 2testom.

pHER?2 pHER2 % test
Receptor pozitivni negativni P)
N=82 (%) N=42 (%)
HER1
poz. 11 (13,4) 1(2,4) 0,57
neg. 71 (86,6) 41 (97,6) )
HERS3
poz. 61 (74,4) 26 (61,9) 2,07
neg. 21 (25,6) 16 (38,1) (0,15)
HER4
poz. 55 (67,1) 33 (78,6) 1,78
neg. 27 (32,9) 9 (21,4) (0,182)
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Slika 46. Raspodiela izra enosti pHER?2 receptoadusa receptora HER3
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Slika 47. Raspodiela izra enosti pHER?2 receptoadusta receptora HER4

Uspore uju i zna ajnost izra enosti pHER2 i ostalih HER receptonaal&zom Pearsonove

korelacije, utvrdili smo statistki zna ajnu pozitivnhu povezanost pHER2 s HER3 %

0,227; P=0,013) dok korelacija pHER2 i HER1 recegptaije statistiki zna ajna, ali
pokazuje tendenciju ka stati®tdj zna ajnosti, Sto mo e ovisiti i 0 malom uzorku HER1

pozitivnih karcinomaf = 0,172; P=0,055) (Tablica 10). Povezanost izragepblER2 s

negativnim HER4 nije statiski zna ajna (,= 0,12; P = 0,185).
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Tablica 10. Odnos izra enosti pHER2 prema izra @nastalin receptora HER obitelji

analizirani Pearsonovim testom korelacija.

Pearson koef. () P
pHER2vs HER1 0,172 0,055
pHER2vs HERS3 0,227 0,013
pHER2vs HER4 0,120 0,185
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5.4. Rezistencija na trastuzumab

U ukupnom uzoku od 124 bolesnica koji su primileapgu trastuzumabom, prema
standardnom protokolu, progresija bolesti ema je kod njih 34 (27,4%). Prospm
vrijeme od trenutka operacije do pojave progrdsijkesti je 28,2 mjeseca.

Kod bolesnica s progresijom bolesti u 58,8% ajava karcinomi su imali pHER2status
za razliku od 24,5% pHERZ2slu ajeva kod bolesnica bez recidiva, Sto je i stakisti
zna ajna razlika uoena testom (? =11,53; P<0,001) (Slika 48).
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Slika 48. Raspodiela izra enosti pHER?2 receptoena progresiji bolesti

Bolesnice koje su pokazale rezistenciju na trashauu 67,6% slwajeva su bile mlae od
60 godina, eS e s negativnim statusom ER (55,9%) i PR (67,6%ERH intrinzi kog
podtipa (52,9%) te nags e s metastazama u limfneorove u trenutku operacije (85,3%),
tumorima veim od 20 mm (73,5%) i histoloSkog gradusa Il (82)4 Sto je i statistki

zna ajno (Tablica 11).
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Tablica 11. Utjecaj patohistoloSkih karakterisitka pojavu progresije bolesti/rezistencije

na terapiju trastuzumabom

Carakteristika S progresijom Bez progresije “ test
N=34 N=90 (P)
Dob bolesnica
< 60 godina 23 54 0,61
60 godina 11 36 (0,433)
Veli ina tumora
<20 mm 9 41 3,74
20 mm 25 49 (0,053)
Histoloski gradus
I/l 8 46 7,64
1 26 44 (0,006)
Ki-67 %
<20 8 28 0,69
20 26 62 (0,407)
Estrogenski receptori
Pozitivni 15 52 1,85
Negativni 19 38 (0,173)
Progesteronski receptori
Pozitivni 11 39 1,24
Negativni 23 51 (0,266)
Intrinzi ki tip
Luminal B/[HERZ2 poz. 16 54 1,68
HER2 poz. tip 18 36 (0,195)
Status limfnih vorova
Pozitivan 29 46 12,06
Negativan 5 44 (<0,001)
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Analizom 2 testa nije utvrena znaajna korelacija izra enosti receptora HER1, HER3 (
=0,14; P=0,707) niti HER4 £ =1,62; P=0,203) s pojavom rezistencije (Slike 9).
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Slika 49. Raspodiela izra enosti HER3 receptoranaerogresiji bolesti
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Slika 50. Raspodiela izra enosti HER4 receptoranaerogresiji bolesti
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Analizom Pearsonove korelacije (Tablica 12) potvistino znaajnu negativnu korelaciju
pHER2 s rezistencijom. Pojava rezistencije aszge u sluajevima kada je smanjena
fosforilacija HER2 uz istovremenu jaku izra enostinog ili viSe ostalih HER receptora.
HERL1 je negativan u vai slu ajeva s rezistencijom (94,1%).

U pHERZ2 negativnoj skupini koja pokazuje rezistenddER3 receptor je izra en u 65%,
a HER4 u 80% slwjeva te su u 12 slajeva (60%) rezistencije karcinomi bili
pHER2 /HER3+/HER4+. U tri sluaja (15%) zabilje en je trostruko HER negativni
karcinom (pHER2/HER3 /HER4 ) i sva tri karcinoma su imala izra ene ER i PR.

U skupini pHER2 pozitivnih karcinoma s rezistenoijma trastuzumab, HER3 receptor je
izraen u 71,4%, a HER4 u 78,5% sajeva te su u sedam sajeva (50%) karcinomi bili
trostuko HER pozitivni (pHER2+/HER3+/HER4+). Nijealalje en niti jedan HER

dvostruko negativni karcinom.

Tablica 12. Znaajnost istovremene izra enosti receptora HER ofitsl pojavom

progresije bolesti (rezistencija) analizirani Pears/im testom korelacija

Pearson koef. () P
Rezistencijars pHER2 0,345 <0,001
Rezistencijars pHER2/HER1 0,306 <0,001
Rezistencijars pHER2/HER3 0,287 0,001
Rezistencijavs pHER2/HER4 0,244 0,006

84



5.5. Preivljenje bolesnica

Pre ivljenje bez povrata bolesti (relapsa) zabijeo je kod 90 bolesnica (72,6%). Sve
bolesnice su pr&ne due od 5 godina od trenutka operacije s medija viemena do
povrata bolesti od 23,5 mjeseci. Od toga je 64,d%dmnica imalo progresiju bolesti unutar

24 mjeseca (medijan 20,5 mjeseci).

Ukupno pre ivljenje
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Slika 51. Krivulja ukupnog pre ivljenja do progrgsibolesti bolesnica s HER2 pozitivnhim

karcinomom dojke
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Slika 52. Krivuljapre ivljenja bolesnica prema statusu fosforiladj&Rz (RR 1,95; 95%
Cl1,2-3,2)
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Slika 53. Krivulja vjerojatnosi pre ivljenja bolesnica prema intrinziom podtipu
karcinoma dojke (RR 1,45; 95% CI -2,6)
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Prosjeno pre ivljenje bolesnica s pHER2karcinomima je 56,8 mjeseci u usporedbi s
74,8 mjeseci kod pHER2+ bolesnica. U pHERRupini, progresiju bolesti imalo je 47,6%
bolesnica za razliku od 17,1% bolesnica s pHERZtipaEn karcinomom (Log rank
3,65; P<0,001) (Slika 52).

Karcinomi HER2 intrinzikog podtipa imaju loSije pre ivljenje, iako razlika odnosu na
LumB/HER2 nije statistki zna ajna (Log rank 1,39: P=0,164) (Slika 53). Bolesnice s
HER2 intrinzi kim podtipom imaju progresiju bolesti u 33,3% <lja u odnosu na
progresiju bolesti u 22,5% bolesnica s LumB/HERZi{penim podtipom.

Kada razluimo intrinzi ke podtipove karcinoma prema izra enosti pHER2 Kaplan-
Meierove krivulje postaje vidljivo da je pHER2 négan status lo$ prediktivni biljeg u
obje intrinzi ke skupine, a razlike u pre ivljenju bolesnica meskupinama su statiski
znaajne (?=21,58; P<0,001) (Slika 54). Najlosije pre ivljenjenaju bolesnice HER2
intrinzi kog tipa s negativnim pHER2 statusom jer je u kajpsni 73,4% bolesnica imalo

progresiju bolesti s medijanom relapsa od 22 mge¢8tka 54).
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Slika 54. Krivulja pre ivljenja bolesnica prema imti kom podtipu i istovremenom
statusu pHER?2
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Krivulja pre ivlienja (Kaplan-Meier)
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Slika 55. Krivulja pre ivljenja bolesnica premaastemenom statusu ER i pHER?2

Iz krivulje na Slici 55 vidljivo je da pHER2 negeatin status odrelje loS odgovor na
terapiju kod ER negativnih bolesnic&$21,75; P<0,001).

88



Ve e razlike u pre ivljenju bolesnica primjene su obzirom na izra enost receptora F
obitelji. Bolesnice s karcinomima koji imaju poxite receptore HER1 imaju bo
pre ivljenje od HER1 negativhe skupine je kod njih u samo dva slaja detektiran.

pojava recidiva bolesti (Lc rank 0,87; P=0,381)li je broj bolesnica mali (n=12) (Slil
56).
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Slika 56 Krivulja pre ivljenja bolesnica prema statusu HEReceptor:

Status HER3 receptora ne pokazuje ajnu razliku u pe ivljenju bolesnica (Log ran
0,31; P=0,753)Slika 57. Isto tako i status HER4 receptora ne pokazujassti
Zna ajnu povezanost s progresijom bole¢(Log rank 1,27; P=0,205gli je iz krivulje na
Slici 58 vidljivo dapozitivanstatus HER4 recept@aiutje e na loSije pre ivljenje

Ipak, niti jedan HER receptor nema samostalni ftedtii ni prognostiki zna aj.
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¢ homplstni + cenzoritEni

0,80

Vjerojatnost prezivlje nja (#46)

0,65 : ; : : — HER3 poz.
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 ___ EEPR3nes

Vrtjeme pracenja’mjesect

Slika 57 Krivulja pre ivljenja bolesnica prema statusu HEReceptor:
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Slika 58 Krivulja pre ivljenja bolesnica prema statusu HEReceptor:



Kako bi utvrdili znaaj istovremele izra enostifosforiliranog HER2 s ostalim receptorir
HER obitelji karcinome smo grupirali uetiri skupineprema njihovim statusima i prat
pre ivljenje bolesnica. Istovremeni negativni stapHER2 i HER1pokazao je znajno
loije pre ivljenje bolesnici u odnosu na ostale dvije skupiné=(15,70; I=0,001) (Slika
59). Skupina pHER2ZHER1+zabilje ena je u samo jednom shju.
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Slika 59. Krivuljapre ivljenja bolesnica prema istovremenom statudiER2 | HER:

Pra enjemistovremene izra enosti pHER2 i HER3 talkw smo utvrdili da je pHER
negativan status pokazatelj loSijeg pre ivlje, ali istovremeno pozitivan HER3 recep
doprinosi joS loSijenpre ivljenju. U slu aju pHER: /HER3+ bolesnica, 50% bolesnica
imalo progresiju bolesti (mejan 22 mjeseca), a razlika vremenupre ivljenja bez

povrata bolestine u skupinama je statiski zna ajna ' =12,90; P=0,005) (Slika 6C
Istovremena izraenost pHER2 i HER4 receptora definira pHI /HER4+ kaoskupinu s

najlosijim pre ivljenjem dok pHER2+/HEF skupinaima najbolje pre ivljenje ?=14,19;
P=0,003) (Slika 61).
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Slika 6Q Krivulja pre ivljenja bolesnica prema istovremenostatusu pHER2 HERS3
( >=12,90; P=0,005)
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Slika 61 Krivulja pre ivljenja bolesnica prema istovremeancstatusu pHER2 i HEF
( >=14,19; P=0,003)
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6. RASPRAVA

Rezultati istraivanja pokazuju da je HER2 receptoglavhom prisutan u svojoj
aktivnoj/fosforiliranoj formi te je imunohistokemnskom metodom uven pozitivitet u
66,2% sluajeva pri emu je potpuni izostanak obojenja zabilje en u sahy&$o sluajeva.
Time smo potvrdili naSu pretpostavku da je fosémija HER2 (pHERZ2) bioloski
zna ajniji pokazatelj njegove funkcionalnosti od prelkeme izraenost HER2 na
membrani. Prema Paulettiju i sur. (178) u viSe 6809slu ajeva uzrok prekomjernoj
izra enosti receptora HER2 je amplifikacija gengpamarni mehanizam karcinogenog
djelovanja je homodimerizacija neovisna o liganBlsperiment Ginestiera i sur. (180)
provedenin vitro na kulturama stanica karcinoma dojke potye da je u sluajevima
HER2 pozitivnih tumorskih linija receptor uglavnom fosforiliranom stanju. Visoku
korelaciju HER2+ i pHER2+ pokazuju i druga istraija na klinikim uzorcima tumora
ali postoje neslaganja u postotku fosforilacije.kdae u nekoliko studija pHER2
pozitivhost detektirana u 12% do 20% HER2+ popijga¢182-185). Meutim, u studiji
Cicenasa i sur. ELISA metodom ustanovljena je pomist pHER2 u 68% HER2+
pacijentica, Hayashi i sur. su osjetljivijom metaddRPPA (engreverse-phase protein
analysig detektirali 65,3% pozitivnih pHER2, dok su Singesur. imunohistokemijskom
metodom detektirali 68% pHER2+ Sto je mlb naSem rezultatu (186-188). Wulfkuhle i
sur. (189) su potvrdili fosforilaciju u 80% HERZ2-arcinoma koristd smrznuto tkivo pa
mo emo pretpostaviti da tijekom sporog procesa dj&formalina (0,1 mm/h) u tkivo
tijekom fiksacije dolazi do djelomne degradacije fosfata. Unutar istraivane skupine
nismo utvrdili znaajnu korelaciju izra enosti pHER2 s patohistoloSkikarakteristikama
osim s mlaom dobi bolesnica. Maitim, prethodno objavljeni rezultati naSeg istraimya,
koje smo proveli na skupinama bolesnica s HERAER2+ karcinomima dojke potvaju
zna ajnu povezanost fosforilacije HER2 s negativnim (ER=11,16; P<0,001) (190).
Obzirom na pozitivan HER2 status svih uzoraka, o ®iraivanje su ukljuene samo
dvije intrinzi ke podskupine: Luminal B/HER2 pozitivan (LumB/HERZ+ isti HER2
pozitivni tip. Pozitivni estrogenski i progester&nseceptori eSe su detektirani kod
pHER2 karcinoma, iako korelacija nije bila statiii zna ajna. Stoga je fosforilacija
eS e detektirana u HER2 pozitivnoj intrinkoj skupini (72,2%) nego u LumB/HER2+
skupini. Thor i sur. (182) su utvrdili korelacijara enosti fosforiliranog HER2 s mlam

dobi bolesnica, vem tumorom i viSim histoloSkim gradusom, w& brojem pozitivnih
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limfnih vorova te negativnim statusom ER, ali je istra iaprovedeno na preko 800
karcinomima dojke svih intrinzkih skupina. Sline rezultate su dobili i Hayasi i sur. (187)
koji su utvrdili loSe pre ivljenje kod bolesnicadetektiranom fosforilacijom HER2 koje
nisu primile anti-HER?2 terapiju.

Istra ivanje Hayashi i sur. (187), kao i naSe poetho istra ivanje Rami i sur. (190),
utvrdilo je i pozitivan fosforilacijski status HERRod HERZ2 negativnih karcinoma.
Uglavnom se radi o skupini HER2 2+ ,umjereno” puozith karcinoma koji nemaju
amplifikaciju gena pa nisu kandidati za terapipstuzumabom.

Prije svega, ne smijemo zaboraviti da su HER2 paoritkarcinomi zapravo vrlo
heterogena skupina koja obuhmai ER+ i ER karcinome. Gledaju iz perspektive
molekularne Kklasifikacije neka su istraivanja ragjla injenicu da intrinzika
klasifikacija ipak ne odgovara u potpunosti stvarpdpadnosti na osnovi izra enosti
specifi nih skupina gena Tako su deRonde i sur. (98) dbjald Luminalni-HER2
pozitivni karcinomi imaju loSiji odgovor na neoadantnu terapiju trastuzumabom s
patoloSki kompletnim odgovorom (pCR) od 8% u odnosu pCR od 54% u HER2
pozitivnoj skupini. Istra ivanja su tak@r nametnula znaj prisutnosti biljega bazalnih
stanica (CK5/6 i CK14) kod HER2 pozitivnih karcinamupuuju i na postojanje
Bazalnog-HER2 pozitivnog tipa karcinoma koji mo ati bodgovoran za primarnu
rezistenciju (191).

Nepodudarnost u literaturi prvenstveno mo e nastaibg heterogenosti same skupine
HER2 pozitivnih karcinoma, zatim upotrebom raitilh metoda detekcije, modifikacijama
u imunohistokemijskom bojenju (razli klonovi antitijela, razliite metode pripreme
tkiva i vizualizacijske metode), nereprezentativnonorkovanju bolesnica, ali i raztiim
IHC kriterijima evaluacije pozitivnih rezultata tajvjerojatnije utjecajem fiksacije na
vezani fosfat.

Me utim, u svim studijama je neosporno dokazano pasjejtumora s prekomjernom
izra enoS u receptora HERZ2, a istovremeno bez aktivacijeld8la gledano mogte je da
aktivacija tumora preko HER2 zapnje u ranoj genezi tumora pa udio aktivnih recegpto
ovisi 0 fazi nastajanja tumora. Takvu pretpostavkoiosi i DiGiovanna i sur. (184)
obzirom da neinvazivni duktalni karcinoni (situ) pokazuju jau izra enost pHER2 nego
invazivni. Ne treba zanemariti niti aktivaciju poteslabijih fosforilacijskih mjesta koji
upotrebom P2NA antitijela, specifiog za Tyr-1248 fosforilacijsko mjesto, ne mogu bit

detektirani.
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Heterogenost izra enosti pHER2 i HER2 ukazuje mgenicu da pHER2 ne mo e biti
surogat za HERZ2 izra enost.

U naSem istraivanju prekomjernu izra enosti HERé&ceptora pokazao je mali broj
karcinoma (9,2%) te nije utvena povezanost s patohistoloSkim karakteristikaatige
utvr ena pozitivna korelacija s fosforiliracijom HER2°%3,87; P=0,049). Prekomjerna
izra enost receptora HER1 je me prvima dovedena u vezu s kancerogenezom dojke.
Abd EI-Rehim i sur. (192) povezali su njegovu praf@rnu izra enost s viSim histoloskim
gradusom i vem promjerom tumora koji ga izra avaju, izostankdzna enosti receptora
za estrogen i ognito manjim pre ivljenjem bolesnica. Wiseman i s(&80) potvrdili su
manju izra enost hormonskih receptora za estrogamogesteron i visSi histoloski gradus u
HERZ1 pozitivnim tumorimaU novijoj literaturi je izra enost HER1 detektiramarasponu
od 15% do 21% dok je u ranijim istra ivanjima bilalo 65% (129, 194-198Me utim,
zabilje eni trend smanjivanja postotka izra enoptiema istra ivanjima novijeg datuma
mo e se pripisati razvoju i optimizaciji primjenjenmetodologije. ak je u odreenim
istra ivanjima utvr en nii stupanj izra enosti HER1 u karcinomima negozdravom
tkivu, a Choong i sur. su utvrdili progresivni gubitak izeaosti HER1 s napredovanjem
tumora (145, 199, 200). Nizak stupanj izra enosttRL u naSim rezultatima mo emo
objasniti i injenicom da je HER1 najj@ izraen u trostruko negativnim karcinomima
dojke dok je naSa skupina iskljuo HER2 pozitivha (201, 202). Osim toga prema
literaturi heterodimeri s HER2 dobivaju mogwst internalizacije te zbog toga imaju
konstantan obrat receptora na membrani mnogo lagonza druge heterodimere (117,
203).

Prekomjerno izra en receptor HERS3 detektirali sm@0j2% sluajeva dok smo potpuni
izostanak reakcije detektirali u manje od 5% HER#Zifivnih karcinoma. Time smo
utvrdili da HER2 pozitivni karcinomi imaju venom izra ene i HER3 receptore. lako su
HER3 pozitivni karcinomi eS e imali pozitivan pHER2 nego HER3 negativni (70,%%06
56,8%), 2 testom nismo utvrdili statiski zna ajnu razliku (°=2,07; P=0,15). Meutim,
pra enjem viSe parametara Pearsonovom analizom utvetilo statistiki zna ajnu
pozitivnu korelaciju HER3 s pHER2,£0,227; P=0,013).

lako su HER3 pozitivni karcinomi bili neSto vei eSi kod bolesnica mlah od 60
godina te viSeg proliferacijskog indeksa Ki-67 od&ERB negativnih, nismo utvrdili

statisti ki zna ajnu korelaciju s patohistoloskim karakteristikardabilje ili smo pojavu
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ER pozitivnih, ali PR negativnih receptoras e kod HER3 negativnih karcinoma te je
HER3 status bio eSi kod LumB/HER2+ intrinzikog tipa meutim, bez statistki
zna ajne razlike (Tablica 7).

U literaturi je prekomjerna izra enost receptora REE povezana s viSim histoloskim
gradusom i metastazama u regionalnim limfnimarovima (144, 204). Abd el Rehim i sur.
(192) utvrdili su povezanost HER3 pozitiviteta smirecidivom primarnog tumora, a s
druge strane s viSim histoloSkim gradusom,imebrojem zahvaenih limfnih vorova i
invazijom u krvo ilni sustav, ali takcer bez znaajne korelacije s ER. Isto istra ivanje je
pokazalo prisutnost HER2/HER3 heterodimera u 50%RBiEpozitivnih karcinoma te
povezanost s kran pre ivljenjem i br im relapsom bolest\Witton i sur. (205) su utvrdili
u HERS3 pozitivnim tumorima manju izra enost recept@a estrogen, ali nisu pronasli
povezanost sa histoloskim gradusom.

Mnoga istra ivanja su pokazala da HER2 i HER3 régemisu neovisni jedan o drugom
te da su aktivacijski najja heterodimer. Alimandi i sur. (206) pokazali su HER?2 i
HER3 heterodimer sudjeluje u neoplastj transformacijiin vitro putem PI3K signalnog
puta. Holbro i sur. (135) su prikazali da tumorske stanlez prekomjerno izra enog
receptora HER3 pokazuju istu razinu fosforilacijgR2 kao kontrolne HER2+/HER3+.
Sli an zakljuak prikazali su Lee-Hoeflich i sur. (207) koji surpijetili da je za poticanje
proliferacijein vitro i in vivo ponajviSe odgovoran HER2/HER3 heterodimer dok HER2
homodimeri ipak nisu pokazali jednakimak. Transkripcijska i postranslacijska regulacija
MRNA proteina HER3 kompenzira funkciju HER2 kojigokiran terapijom inhibitorima

kinaze Sto je i jedan od uzroka rezistencije rigdikove (208, 209).

Prekomjerno izra en receptor HER4 detektirali sm@1%6 sluajeva dok smo potpuni
izostanak reakcije detektirali u manje od 5% HERZifwvnih karcinoma. lako nismo
dokazali statistiki zna ajnu povezanost izra enosti receptora HER4 s pHERZdili smo
da je fosforilacija HER2 bilaeS a u skupini HER4 negativnih karcinoma nego u skiupin
HER4+ karcinoma (75,0%s. 62,5%) ( =1,78; P=0,182). HER4 pozitivni karcinomi
koreliraju s visim proliferacijskim biliegom Ki-67 >=8,15; P=0,004). lako nije statiski
zna ajno, HER4 + pokazuje tendenciju ka zajaoj korelaciji s pozitivnim receptorima za
estrogen (*=3,12; P=0,077) te sue$e LumB/HER2+ intrinzikog tipa, $to je u
suglasnosti s literaturom (205, 210, 211).

Mehanizmi djelovanja receptora HER4 su nagvenepoznanica unutar obitelji HER

receptora. Najvjerojatniji razlog je postojanje Kaionalno razliitih izoformi istog
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receptora (212). Svaka oetiri izoforme, prolazi proteolitka cijepanja, a pri svakom od
tih koraka nastaju domene s raitim bioloSkim uincima. Stoga ne mo emo isklji
postojanje pojedinih izoformi u zdravom tkivu kao karcinomima dojke. Prema literaturi
izra enost HER4 u karcinomima dojke varira od nigid,9%) do vrlo visoke (82%) a
tako er postoje i razilaenja u povezanosti s ostalintopestoloSkim karakteristikama
(156, 205, 211). Ve broj istra ivanja pripisuju antiproliferativni unak receptoru HER4,
povezanost s niim histoloSkim gradusom tumora,jéqire ivljenje bolesnica i bolji
odgovor na terapiju trastuzumabom (155, 159, 2W@).utim, Abd EI-Rehim i sur. (192)
su utvrdili HER4 pozitivitet u 79,3% karcinoma dejk najveu prisutnost HER3/HER4
heterodimera (13,7%), a receptor HER4 korelira Sinvi histoloSkim gradusom,
metastazama u limfnimvorovima i krvo ilnom invazijom dok su Bianchi i su(195)

utvrdili izostanak bilo kakve povezanokliER4 s ostalim prognosiim imbenicima

Analiziraju i hipotezu naSeg istraivanja o odnosu izra enoptiER2 i pojavnosti
rezistencije na trastuzumab, utvrdili smo da sefuice rezistentne na trastuzumab e
imale neaktivni/nefosforilirani oblik receptora HERI odnosu na senzitivne. U pHER2
skupini, progresiju bolesti imalo 47,6% bolesniearazliku od 17,1% bolesnica s pHER2
pozitivnim karcinomom ¢ =11,53; P<0,001). Bolesnice s HER2 pozitivnim, iER?2
receptorom, imale su daleko loSije pre ivljenje gatovo dva puta ve rizik povrata
bolesti u odnosu na pHER2+ bolesnice (RR 1,95; €3%,2-3,2). Time smo potvrdili da
je izraenost Tyr-1248 fosforiliranog HER2 dobar ljbg trastuzumab-senzitivnih
karcinoma. Slaba izra enost pHER2 ukazuje na bldolsfabo aktivan receptor, a samim
time na neuinkovitost terapije trastuzumabom (rezistencijajstda ivanoj skupini HER2
pozitivnih karcinoma dojke rezistencija je zabigea kod 27,4% bolesnica s medijanom
vremena do povrata bolesti (relapsa) od 23,5 mijesed standardnih patohistoloSkih
karakteristika progresija bolesti korelira s me@ tumorom i viSim histoloSkim gradusom
tumora te najviSe s pozitivhim statusom limfntorova u podpazusnoj jami. Pozitivni
limfni  vorovi ve upuuju na agresivniji karcinom, a metastatski karcindosije
reagiraju na trastuzumab pa bi mo da korelacijuistencije s pojavom metastaza u
vorovima pazusne jame trebalo pa ljivije interprati. NaSe istra ivanje je provedeno na
primarnim karcinomima, kao i vea istra ivanja iz literature pa bi mo da istonativanje
na metastazama istih bolesnica donijelo drijgaezultate.

Progresiju bolestieS e smo zabilje ili u HER2 intrinzikoj skupini (52,9%) u odnosu na

LumB/HER2+, ali razlika nije bila statiski zna ajna. Me utim ako te dvije intrinzike
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skupine grupiramo prema fosforilacijskom statusuR2ESlika 52) postaje vidljivo da
negativan fosforilacijski status u obje intrinze skupine stratificira bolesnice s najloSijim
pre ivllenjem. Bolesnice HERZ2 intrinzkog tipa s negativnim pHER2 statusom imaju
progresiju bolesti u 73,4% slajeva s medianom do relapsa bolesti od 22 mjefaadog
tomu zapravo le i uinjenici da je negativan status ER uz negativamofdacijski status
HER2 pokazatelj najloSijeg pre ivljenja u cijelonstiaivanju (?=21,75; P<0,001).
Rezultati drugih istra ivanja take@r su utvrdili korelaciju izra enosti fosforiliragoHER?2

s mlaom dobi bolesnica, van histoloskim gradusom i veinom tumora te vem
brojem pozitivnih limfnih vorova i negativnim statusom ER (182, 184, 214).

Literatura u kojoj je istraivan utjecaj pHER2 naegvi anje uinkovitosti terapije
trastuzumabom, potvdila je da fosforilirani HER2ntri pokazuju bolji odgovor na
terapiju trastuzumabom i du e pre ivljenje bez pregije bolesti. Prema studiji Hudelista i
sur. pre ivljenje bez progresije bolesti nakon @ trastuzumabom udvostreno je kod
pHER2+ bolesnica u odnosu na pHER2 prema studiji Giuliana i sur. 89% pHER2+
bolesnica pokazalo je korist od terapije trastuzuona za razliku od samo 49% pHER2
(126, 172). Njihovi zakljuci odgovaraju rezultatima nasSe studije.

Thor i sur. (182) su utvrdili da je desetogodiSmee ivlienje bolesnica s HER2
karcinomima bilo neznatno bolje od preivijenja bshica s HER2+/pHER2
karcinomima (viSe od 50%) dok su bolesnice s HERRER2+ karcinomima imale puno
loSije pre ivljenje (oko 30%). Rezultati njihovogtra ivanja su vrlo znajni imajui u
vidu da istra ivana skupina ima veliki broj bolesaikoje su lijeene prije 1990. godine te
nisu primile terapiju trastuzumabom. NasSi rezulate podudaraju s istraivanjem
Hudelista i sur. koji su utvrdili da je pre ivljemjbolesnica s metastatskim karcinomom
dojke nakon terapije trastuzumabom puno loSijeuuagl kada im je fosforilacijski status
bio negativan (183). Oni su taker utvrdili Tyr-1248 kao najjae fosforilacijsko mjesto u
procesu aktivacije kao i korelaciju poviSenog ECIER2 fragmenta u serumu s
rezistencijom na edokrinu terapiju, a Hayashi i. sur potvrdili da je pHER2 pozitivan
status losSiji prognostki pokazatelj u skupini bolesnica koje nisu primaeti-HER2
terapiju (187).

lako je cilj naSeq istra ivanja detekcija utjec&#aa enosti svih receptora HER obitelji kao
I njihova meusobno istodobna izraenost (ko-izraenost) s wjem na pojavu
rezistencije u istra ivanju nismo utvrdili statidti zna ajan pojedinani u inak HER1,

HER3 niti HER4 receptora na pojavu rezistencij&olaazlike nisu statistki zna ajne,
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analizom pre ivljenja utvrdili smo da bolje pre ignje imaju bolesnice s HER1+ ili
HER4 karcinomima dok pozitivan/negativan status HER8 pbkazao nikakvu razliku.
Ipak, niti jedan HER receptor nema samostalni ftedhii ni prognostiki zna aj.

Me utim, svjesni injenice da receptori obitelji HER dimeriziraju mak aktivacije, te
promatrajui pojavu rezistencije i pre ivljenje bolesnica u rabu na heterodimerne
kombinacije dosli smo do zanimljivih otka. Multivarijatnom analizom viSe faktora koji
utje u na pojavu rezistencije na terapiju trastuzumahdwardili smo da svaki od ftri
heterodimera ima statiski zna ajnu korelaciju s pojavom rezistencije. Heterodimer
pHER2+/HER1+ pokazuje najja korelaciju ()= 0,306; P<0,001), no zbog malog broja
slu ajeva taj podatak moramo uzeti s krajnjim oprezétaterodimeri pHER2+/HER3+
(.= 0,287; P=0,001) i pHER2+/HER4+ & 0,244; P=0,006) pokazuju zregnu
korelaciju s pojavom rezistencije.

Analizom pre ivljenja bolesnica u odnosu naestalost ko-izra enosti vidimo da najbolje
pre ivljanje imaju bolesnice s pHER2+/HER1+ a zatphlER2+/HER4 dok najloSije
pre ivljenje imaju bolesnice s pHERHER3+ i pHER2/HER4+ karcinomima. Sve
razlike me u podskupinama su statidti zna ajne.

Najve a nepoznanica u nasem istra ivanju pojavila se lptEgn raspodjele HER3 i HER4
s pHER2 prema pojavi rezistencije. Unutar pHER?2atigge skupine, 60% karcinoma koji
nisu reagirali na terapiju trasuzumabom und&R?2 pozitivnom statusu, imali su HER3+
i HER4+, dakle pHER2ZHER3+/HER4+ imunofenotip.

Unutar pHER2 pozitivne skupine, 50% karcinoma kaojsu reagirali na terapiju
trastuzumabom taker su imali pozitivne receptore HER3 | HER4, dakle
pHER2+/HER3+/HER4+ imunofenotip. U ovoj skupini gaijla su se i tri karcinoma koji
su imali pHER2/HER3 /HER4 imunofenotip, ali su sva tri imala pozitivhe ERR.

U naSem istraivanju je izraenost HER1 receptorakazala dvojbene rezultate
najvjerojatnije zbog malog broja karcinoma kojimakazali HER1 pozitivitet. Tako je nas
podatak o dobrom odgovoru na trastuzumab kod bckesrs HER2+/HER1+
imunofenotipom kontradiktoran rezultatima iz liteena iz kojih je vidljiv negativan unak
prekomjerne izra enosti receptora HER1 na pre injge bolesnica koji se pripisuje
njegovoj dimerizaciji s HER2 (156, 213, 215). Swsui. su analizirali izra enost receptora
obitelji HER te pratili ishod bolesti u razdobljgd @ do 11 godina nakon dijagnoze. Prema
njihovim rezultatima bolesnice s istovremeno izrare receptorima HER1 i HER2
pokazuju najkree pre ivljenje u usporedbi s ostalim kombinacijameceptora. Na

pre ivljenje iste skupine utje i izra enost receptora HER4 koji, ukoliko je pran,
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antagonizira nepovoljnom inku tog dimera. Navedeni autori smatraju da jeaupr
izra enost receptora HER4 odgovorna zgav spektar varijacija rezultata u raziim
istraivanjima (156). U postojeoj literaturi dimerne kombinacije HER1/HER3 i
HER1/HER4 nisu se pokazale zamima niti uestaloSu, niti povezanod s ostalim
patohistoloskim imbenicima u karcinomima dojke (192).

Obzirom da smo jako izraen HERS3 receptor detektita skupini HER2 pozitivnih
karcinoma dojke, njegov negativni inak posebno se ise praenjem njihove
istovremene izra enost. Nasi rezultati ukazuju pergjatnu heterodimerizaciju receptora
HER2 i HERS3 i njihovu suradnju pri signalizaciji jgovodi kancerogenezi kod bolesnica s
rezistencijom na trastuzumab. NajloSije petogoeiSpye ivljenje bez povrata bolesti
(50%) imaju bolesnice s pHERHER3+ statusom koje bi mo da imale koristi od doda
terapije inhibitorima kinaze.

HER2/HER1 i HER2/HER3 heterodimeri imaju sinergistiu inak na diobu stanica i
transformaciju. Kada HER2 ne mo e direktno aktitiirRI3K/Akt signalni put njegovu
ulogu preuzima HER2/HERS3 heterodimer (117). U istamju Abd EI-Rehim i sur.
bolesnice s izra enim dimerima HER2/HER3 pokazalelasije pre ivljenje od onih s
homodimernom kombinacijom HER2/HER2 (192). S dratzane receptor HER3 izra en
s receptorom HER4 pokazuje bolje pre ivljenje ijdwrijeme do povratka bolesti (192).
Stoga karcinogeni inak HER2 u velikoj mjeri le i u njegovoj interakcis HER3, a u
takvom kompleksu receptor HER3 doprinosi i HER2etmyanom razvoju rezistencije na
lijek tamoksifen (194, 205, 216). Jos uvijek ostafeoreno pitanje mo e li HER2 i HER3
status, obzirom na njihov zajedki kancerogeni unak, biti znaajan u sluajevima kada
je izra enost HERZ2 ispod klinkog kriterija za terapiju.

NaSi rezultati nisu dokazali protektivniinak HER4, ve naprotiv, njegova istovremena
izra enost s HER2 mo e doprinjeti kancerogenezo$dj prognozi pa nesto viepovrat
bolesti unutar pet godina imaju bolesnice s pHERER4+ karcinomima nego S
pHER2 /HER4 . U izostanku izra enosti receptora HER2, recepttiER3 pozitivho
korelira upravo s receptorom HER4 (121, 193, 18)loski gledano, za HER3/HER4
heterodimerni receptorski kompleks unatkorelaciji i istovremenoj izra enosti nije
potvr en znaajan mitogeni uinak (134). Unatotoj injenici Abd EI-Rehim i sur. utvrdili
su prisutnost HER3/HER4 heterodimera u 13,7% kare s relativno povoljnim
ishodom (192). U istom istra ivanju HER4 homodinatektiran je u 9,9% karcinoma
dojke s dobrom prognozom dok je HER4 u heterodimerfiormama, pogotovo

HER2/HER4 imao nepovoljni prognosti zna aj. Prema rezultatima Machleidt i sur.
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(218) u skupini HER2 pozitivnih bolesnica, HER4 eptor ima bolju prognozu samo u
slu ajevima pozitivhog statusa ER ali ne i u EBkupinama. Prema Wangu i sur. (119)
heterogenost rezultata izra enosti HER4 i njihov@gasnog znaja nastaje zbog izoformi

receptora koje imaju razite znaaje pa i lokalizaciju. Prema njima citoplazmatska
izra enosti HER4 je povezana s duim pre ivljenjetvez povrata bolesti pogotovo u
Luminalnim tumorima. Ta relacija je utwna na razini proteinske, ali ne i mRNA
izraenosti Sto Das i sur. (217) objasSnjavaju mehanizmom tumorskthnica da

epigenetskim utiSavanjem promotora HER4 gena irhjegpoptozu.

Bolesnice s ranim rakom dojke nakon adjuvantne jenen trastuzumaba imaju
petogodiSnje pre ivljenje bez povrata bolesti #®d 50%, a oko 15% bolesnica pokazuje
primarnu rezistenciju na trastuzumab. Kod bolessigaetastatskim karcinomom dojke
velika veina nije imala koristi od terapije pa je brza pexsjja bolesti zabilje ena u viSe
od 70% bolesnica, unateerapiji trastuzumabom (191).

NaSe istraivanje na primarnim karcinomima dojkekdralo je da vena bolesnica
(82,9%) koje su imale korist od terapije trastuzbom imaju aktivhu formu receptora
HER?2 (trastuzumab-senzitivni). U skupini bolesrsgaHER2 statusom i rezistencijom na
trastuzumab, kod 75% bolesnica dosSlo je do progrdsolesti unutar 24 mjeseca od
operacije pa mo emo pretpostaviti da se radi o primj rezistenciji. Te bolesnice imale
su izra en, jedan ili oba receptora HER3 i HER4,ssaanjenom izra eno$i ER i PR,
prosje no manje od 20%. Kako je petogodiSnje pre ivljeijez znakova bolesti imalo
samo 27% bolesnica s pHERER , odnosno pHERZHER2 tipom, moemo
pretpostaviti da su te bolesnice od samogefi@ primale neunkovitu terapiju.

Prema literaturi, mehanizmi rezistencije na trastoab mogu biti primarni/intrinzki i
sekundarni/steeni te se razlikuju po dominantnim mehanizmima lagje (219).
Istra ivanja pokazuju da primarnu/intridu rezistenciju uzrokuje neaktivan HER2
receptor, a stanice su osjetljive na lapatinib ue®7% sluajeva dok je kod sekundarne
rezistencije aktivna forma HERZ2 i dalje prisutna,stanice imaju korist od terapije
lapatinibom (180, 220, 221). Mukherjee i sur. (22Z2) utvrdili da kod trastuzumab
rezistentnih karcinoma nije doslo do inhibicije RiBkt signalnog puta. Ti karcinomi
imaju izraene HER3 receptore te HER2/HER3 heterma, a detektirali su i
fosforilaciju HER3 koja je znajno povezana s heterodimerizacijom. HER3 ima
sposobnost transfosforilirati HER2, ali zbog toga $am nema kinaznu domenu njegova

inhibicija je slabo uinkovita. Prisutnost liganda HRG aktivira PI3K-Adignalni put preko
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HER2/HERS, a tretiranje lapatinibom pokazalo je aj@u inhibiciju PI3K-Akt signalnog
puta. Ritter i sur. (221) su pokazali da inducirénastuzumab-rezistentne stanice u kulturi
pokazuju visoku razinu fosforilacije HER1, HER1/HEReterodimera, te visoke razine
faktora rasta TGF, HB-EGF i HRG. Meutim, djelovanje lapatiniba je reverzibilno pa je
u inak lijeka kratkotrajan. Inhibitori tirozin-kinazdgruge generacije kao neratinib, afatinib
I canertinib se ireverzibilno kovalentno ve u natein u aktivacijskoj domeni Sto dovodi
do trajne inaktivacije. Nakashoji i sur. (165) sakd er potvrdili da je nakon
neoadjuvantne kombinacije kemoterapija + trastuzuma lapatinib ili pertuzumab
patoloski kompletni odgovor bolji nego nakon kemmapgat+trastuzumab modaliteta
lje enja. Naravno, rezistencija na HER inhibitore moastati i zbog mutacije u KRAS
genu kao Sto su dokazali Stanley i sur. (164).

Sukladno rezultatima drugih istra ivanja i mi smitvndlili zna ajne razlike u dvije kljune
skupine HER2 pozitivnih karcinoma: ER pozitivni (0B/HER2+) i ER negativni
(HER2+ tip). HER2 pozitivni ER negativni karcinonglavnom bolje reagiraju na terapiju
trastuzumabom te je zabilje eno dak 70% smanjenje rizika za povrat bolesti unutar pe
godina (223). Poznato je da ER mo e biti posredngignalnim putevima odgovornim za
rezistenciju na trastuzumab, a istovremeno dobdgoworom na endokrinu terapiju.
Pogue-Geile i sur. (224) su na osnovi Oncotype D#Aliae izra enosti 21 gena utvrdili
nekoliko gena povezanih s HER2RBB2, c170RF37, GRBIVER (ESR1, NAT1, GATAS,
CA12, IGF1R koji su povezani s rezistencijom na trastuzumBlezultati njihovog
istra ivanja su utvrdili da karcinomi s jako izramem mRNA ER receptora, ali umjereno
izraenom MRNA HER2 receptora (amplifikacija prisa), imaju najslabiju korist od
terapije trastuzumabom. Taler su potvrdili da ER nakon endokrine terapije cichu
apoptozu preko Bcl-2 i IGF1R, a prekomjerna izr@sinlGF1R heterodimerizira s HER1 i
HER2 ime moe direktno biti odgovoran za pojavu rezisign na trastuzumab.
Montemurro i sur. (225) sugeriraju da bi bolesrsicHER2+, a ER (slabo izra enim)
karcinomima mogle imate korist od terapije jednitokiatorom HER (trastuzumab ili
pertuzumab) dok bi vjerojatno ER+ karcinomi trelati ciljani dvostrukom inhibicijom

HER2 receptora kao Sto to navode mnoge nove studije

Rezultati naSeg istra ivanja pokazuju da je HER2epor uglavhom prisutan u svojoj
aktivnoj/fosforiliranoj formi te predstavlja skupintumora veeg malignog potencijala a
time pru a dodatne prognoske informacije, pored izra enosti HER2 kao dosagiegn

klini kog standarda u odrevanju terapije i prognoze. Istovremeno je pHERZato
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pokazatelj osjetljivosti karcinoma na ciljanu tepaprastuzumabom te mo e pomiou
odre ivanju bolesnica kojee imati koristi od terapije trastuzumabom.
Neosporno je da terapija trastuzumabom imaak, ali je naSe istra ivanje dokazalo da i
drugi receptori HER obitelji doprinose pojavi rdeiscije na terapiju. Istovremena
izra enost pHER2 i drugih HER receptora te njihdsaelacija s pojavom rezistencije na
trastuzumab upwju na potrebu ranog uvenja dualne terapije kod bolesnica s
negativnim statusom pHERZ2, pogotovo u HER2 intrikaj skupini. DosadasSnja saznanja
I iskustva omogula su razvoj mnogih lijekovaije kombinacije preciznije djeluju na
biologiju svakog pojedinog karcinoma te bolju progn svake pojedine bolesnice.
O igledno je da uvcenje dualne (dvostruke) terapije blokatorima reaeppHER obitelji
ima dodatnu korist za bolesnice. U naSim naporim@rdnaemo biolosku molekulu koja
e jasno prognozirati korist od terapije trastuzuomapne smijemo zaboraviti da bolesnice

ne mogu ekati rezultate tako slo enih istra ivanja koja jdé danas nisu bli e rjeSenju.
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7. ZAKLJU CI

Na osnovi rezultata istra ivanja izra enosti fosfoanog receptora HER2 (pHER?2) i
izra enosti ostalih receptora HER obitelji i nji@povezanosti s pojavom rezistencije na
trastuzumab u skupini HER2 pozitivnih duktalnih aaiwnih karcinoma dojke utvrdili

smo:
receptor HER2 uglavnom se nalazi u aktivnoj/fosif@amoj formi (66,2% pHER2+)

pozitivan pHER?2 status pokazatelj je dobrog odgava terapiju trastuzumabom
jer se progresija bolesti pojavila kod 17,1% bolesrs pHER2+ karcinomima u
odnosu na 47,6% bolesnica s pHERaArcinomima (P<0,001)

izra enost pHER2 eSa je u HER2 intrinzikom tipu nego u LuminalB/HER2
pozitivnom tipu karcinoma (72,2%s.61,4%)

najlosije pre ivljenje imaju bolesnice s negativhipHER2 u HERZ2 intrinzikoj

skupini

receptor HER3 pokazuje stati#ti zna ajnu korelaciju s pozitivnim pHER2
(P=0,013)

HER3 negativni, ali HER4 pozitivni karcinomies e su LUumB/HER?Z tipa
rezistencija na trastuzumab registrirana je u 35,3k@arcinoma s

pHER2 /HER3+/HER4+
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