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SAZETAK

Lucija Kovacevic

PATOGENETSKI MEHANIZMI HORMONSKE REZISTENCIJE
STANICA RAKA DOJKE

Rak dojke je najéeSée dijagnosticiran maligni tumor u zenskoj populaciji Sirom svijeta te
se predvida da ¢e se u otprilike jednoj od osam Zena u Hrvatskoj, za vrijeme njenog
Zivotnog vijeka razviti invazivni karcinom dojke. Receptor za estrogene (ER) izrazen je
u otprilike 70% novodijagnosticiranih karcinoma dojke i ima vaznu ulogu u tumorskom
rastu i progresiji. Hormonska terapija predstavlja okosnicu lije€enja hormonski ovisnih
karcinoma dojke. Usprkos njenoj u€inkovitosti, u velikog broja bolesnica, pojavljuje se
rezistencija na hormonsko lije€enje Sto predstavlja veliki izazov u odabiru optimalnog
naCina lijeCenja. Razumijevanje mehanizama koji doprinose razvoju rezistencije
omogucit ¢e razvoj novih i ucinkovitijih lijekova. Identificirani su moguci mehanizmi koji
dovode do rezistencije na hormonsku terapiju, a ¢esto uklju€uju pojacanu signalizaciju
Cimbenicima rasta te promjene izrazaja i djelovanja estrogenskog receptora. Takoder,
nekoliko studija je istaklo ulogu nekodirajuce RNA (ncRNA) u razvoju rezistencije na
hormonsko lijeCenje. Usprkos ohrabrujuéim rezultatima pretklini¢kih istrazivanja,
rezultati kliniCkih studija koje su promatrale kombinaciju hormonske terapije s
trastuzumabom ili inhibitorima tirozin kinaze (TKI) vrlo su diskutabilni. Klinicke studije
koje su se fokusirale na novije lijekove poput mTOR (od engl. mammalian target of
rapamycin) inhibitora everolimusa polucile su obecéavajuce rezultate. Rezultati
randomizirane studije BOLERO-2 koja je evaluirala kombinaciju hormonske terapije i
everolimusa u lijeCenju metastatskih karcinoma dojke s pozitivnim hormonskim
receptorima pokazali su znacajno produljenje prezivljenja do progresije bolesti (PFS,
od engl. progression free survival) kod pacijentica lije€enih kombinacijom oba lijeka u
odnosu na one lijeCene samo hormonskom terapijom. Cilj ovog rada je dati pregled
potencijalnih mehanizama uklju¢enih u razvoj rezistencije na hormonsku terapiju

stanica karcinoma dojke.

Kljuéne rije€i: hormonska rezistencija, estrogenski receptor, rak dojke



SUMMARY

Lucija Kovacevic

PATHOGENIC MECHANISMS OF HORMONE RESISTANCE IN
BREAST CANCER CELLS

Breast cancer is the most commonly diagnosed cancer in female population worldwide
and it is estimated that approximately one out of every eight Croatian women will
develop invasive breast cancer over the course of her lifetime. Estrogen receptor (ER)
is expressed in approximately 70% of newly diagnosed breast tumors and has an
important role in tumor growth and progression. Endocrine therapy forms the backbone
of treatment for hormone-dependent breast cancer. Despite the benefits of endocrine
therapy, resistance eventually occurs in a large number of patients and represents
important clinical challenge in the management of breast cancer. Understanding the
mechanism by which these cancers develop resistance would enable the development
of new and effective therapeutics. There are many potential mechanisms of resistance
to endocrine therapies which have been identified and they often involve enhanced
growth factor signaling and changes in the expression or action of the estrogen
receptor. Moreover, a few studies have highlighted the role of noncoding RNA (ncRNA)
in the development of endocrine resistance.

Clinical trials investigating the combination of endocrine therapy with trastuzumab or
the tyrosine kinase inhibitors (TKIs) have given varied results, despite encouraging
preclinical data. More promising results come from clinical studies which have focused
on novel agents such as the mammalian target of rapamycin (MTOR) inhibitor
everolimus. The results from the randomized trial BOLERO-2 evaluating
everolimuszendocrine therapy in a selected subgroup of HR-positive metastatic breast
cancer patients have demonstrated a significant improvement in progression free
survival (PFS) for the combination compared to the endocrine therapy alone. This
review serves as an overview of the potential mechanisms involved in the resistance of

breast cancer cells to endocrine therapy.

Keywords: hormonal resistance, estrogen receptor, breast cancer
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1.Uvod

Karcinom dojke najces¢i je maligni tumor kod zena. Predstavlja vodeci uzrok smrti
pacijentica oboljelih od malignih bolesti u nerazvijenim zemljama, dok je u razvijenim
zemljama na drugom mjestu, odmah iza karcinoma pluéa (1). Posljednjih dvadesetak
godina u razvijenim zemljama Zapada stopa smrtnosti se kontinuirano smanjuje

zahvaljujuci ranoj dijagnostici i novim moguénostima lijeCenja.

U Hrvatskoj je karcinom dojke 2013. godine prema ucestalosti bio na prvom mjestu
s ukupnim udjelom od 26% medu malignim oboljenjima kod Zena, a iste su godine
zbog karcinoma dojke umrle 994 bolesnice (2). Hrvatska se svrstava u zemlje s

visokom incidencijom karcinoma dojke (3).

U oZujku 2013. godine u St. Gallenu (4) na konferenciji o lije€enju ranog raka dojke
usvojena je surogatna kliniCko-patoloSka podjela (Tablica 1.) koja se temelji se na
imunohistokemijskoj metodi analize tkiva primarnog tumora na izrazaj estrogenskih
(ER), progesteronskih (PR) i receptora za humani epidermalni ¢imbenika rasta 2
(HER2, od engl. epidermal growth factor receptor) te odredivanju proliferacijskog
indeksa koriStenjem Ki-67 antigena. Podjela ukljuCuje sljede¢e podtipove: 1.
luminalnom A sli¢an, 2. luminalnom B slican (HER2 negativan), 3. luminalnom B sli¢an
(HER2 pozitivan) 4. HER2 pozitivan (neluminalni) te 5. trostruko negativan (duktalni,
engl. triple negative). Svrstavanje karcinoma dojke u skupine prema molekularnim

klasifikacijama koristi nam pri odabiru terapije i procjeni prognoze.

Tablica 1. Surogatna klinicko-patoloska definicija intrinzi¢kih podtipova

karcinoma dojke

IZRAZAJ IZRAZAJ IZRAZAJ .

PODTIP -~ i~ s Ki-67

LUMINALNOM A SLICAN T T - Nizak

LUMINALNOM B SLI(:JAN + - ili nizak - Visok

Luwgélz_'\é%“g%sklNCAN + il nizak + Visok
HER2 POZITIVAN ] ] .

NELUMINALNI

TROSTRUKO NEGATIVAN - - -

Smatra se da 70% karcinoma dojke ima pozitivan status ERa (5). Klju€an poticaj za

njihov razvoj i progresiju, djelovanjem na dvije izomorfe ER, predstavljaju estrogeni.




Hormonska terapija se, zbog toga $to onemogucava signalizaciju putem ER, smatra

osnovnim terapijskim pristupom kod tih karcinoma.

Iz svega navedenog proizlazi da su bolesnice koje imaju luminalni karcinom
dojke, odnosno s tumorom Kkoji ima pozitivan status ERa i/ili PR, kandidati za
hormonsku terapiju. Takvi tumori €ine ukupno 70% svih karcinoma dojke (5). Velik dio
tih tumora pozitivno odgovara na hormonsku terapiju pa ¢e tako od iste profitirati 50%
bolesnica ¢iji tumor je ERa pozitivan, odnosno 70% onih koje imaju izrazena oba
na hormonsku terapiju, dok su luminalni B tumori agresivniji te ¢eSc¢e rezistentni na
terapiju (7,8,9). Lijekovi koji se danas najCesc¢e koriste u hormonskoj terapiji dijele se
ovisno o svom mehanizmu djelovanja na selektivne modulatore estrogenskih receptora
(SERM, od engl. selective estrogen receptor modulators), inhibitore aromataze (Al, od
engl. aromatase inhibitors) i prave antagoniste estrogenskih receptora odnosno
selektivne estrogen receptor snizavatelje (SERD, od engl. selective estrogen receptor

down-regulator).

Unato€ svim prednostima i ucCinkovitosti hormonske terapije u lijeCenju ER
pozitivnog karcinoma dojke, kod velikog broja bolesnica, kao glavnha prepreka
optimalnom lije€enju, pojavljuje se rezistencija na hormonsko lije€enje (10). U vecini
sluCajeva progresija bolesti dogada se za vrijeme trajanja hormonskog lijeCenja
(steCena rezistencija), dok maniji broj bolesnica ne odgovara niti na inicijalnu terapiju
(de novo rezistencija). Kod metastatskih karcinoma 50% bolesnica, unatoC prisutnosti
ER, ne odgovara na inicijalnu hormonsku terapiju, a kod svih onih koje su inicijalno

odgovarale u dogledno vrijeme nastupit ¢e povrat bolesti (11).

Posljednjih nekoliko godina uloZeni su veliki napori kako bi se istraZili mehanizmi
koji stoje u podlozi razvoja rezistencije na hormonsku terapiju kao i mogucih terapijskih
pristupa kojima bi se isti zaobisli. Takoder, velik dio istraZivanja bio je usmjeren na
razvoj metoda kojima bi se predvidio rizik razvoja rezistencije u pojedinih bolesnica
kako bi im se omogucio optimalniji terapijski pristup. Sve veée znanje o molekularnim
mehanizmima koji dovode do endokrine rezistencije dovelo je do razvoja novih

obecavajucih strategija lijeCenja.



2.Stvaranje estrogena

Brojni kemijski spojevi imaju estrogenu aktivnost. Osim razliCitih estrogena
steroidne grade Zivotinjskog podrijetla sintetizirani su i brojni estrogeni nesteroidne
grade. Stvaranje estrogena regulirano je osovinom hipotalamus-hipofiza pri ¢emu
hipotalamus lu€enjem hormona koji oslobada gonadotropine (GnRH, LHRH) potice
prednji rezanj hipofize na lu€enje folikulostimuliraju¢eg (FSH) i luteiniziraju¢eg hormona
(LH). Ti hormoni djelovanjem na jajnike poti¢u sintezu estrogena u premenopauzalnih
Zena. Estrogeni negativnhom povratnom spregom djeluju prvenstveno na hipofizu, a
neSto manje i na hipotalamus. Estrogeni se stvaraju u gonadama i u nekim
ekstragonadalnim organima uz pomo¢ enzima aromataze. Aromataza pripada
superobitelji citokroma P-450 i produkt je gena CYP19 (12). Ekstragonadalna
proizvodnja estrogena odvija se kod premenopauzalnih i postmenopauzalnih Zena
(13). Ona se odvija lokalno, uz pomo¢ aromataze koja vrSi enzimsku konverziju
androgena (testosteron, androstendion) u estrogene, u potkoZznom masnom tkivu,
dojkama, miSi¢nom tkivu, kosti, endotelu krvnih Zila, glatkim miSiénim stanicama aorte
te u mozgu (14,15). Estrogeni nastali na taj nagin prvenstveno djeluju na lokalnoj razini
parakrinim ili intrakrinim mehanizmima (15). Premda ukupna koli¢ina tako nastalih
estrogena moze biti mala, visoke koncentracije koje se postizu u tkivu mogu lokalno
utjecati na bioloSke procese. Najveéi izvor estrogena kod Zena u premenopauzi su
jajnici, a estrogeni stvoreni tim putem djeluju kao endokrini ¢imbenici odnosno kao
cirkuliraju¢i hormoni na udaljena ciljna tkiva (15,16). Kod Zena u postmenopauzi
stvaranje estrogena se ne dogada u jajnicima, ve¢ se estrogeni stvaraju samo

ekstragonadalno pri E¢emu kao glavni izvor estrogena sluzi potkoZno masno tkivo (16).

Glavni prirodni estrogeni kod zena su estradiol (E2), estron (E1) i estriol (E3) (17).
E2 je glavni produkt sinteze estrogena u jajnicima premenopauzalnih Zena te je ujedno
najpotentniji estrogen (16). E1 se stvara u koZi i masnom tkivu iz androstendiona
podrijetltom iz nadbubrezne Zlijezde te predstavlja glavni oblik estrogena u
postmenopauzalnih Zena (18). E2 moZe nastati i redukcijom E1 u ekstragonadalnim
tkivima ili direktnom aromatizacijom cirkuliraju¢eg testosterona (16). Najmanje potentan

E3 stvara se u placenti.

Postoje tri izvora estrogena koji sluze kao poticaj za rast i razvoj karcinoma dojke

(15,18). Estrogeni sintetizirani u jajnicima svojom endokrinom funkcijom dolaze do tkiva



dojke i tu ostvaruju svoj u€inak (15). S druge strane ekstragonadalno stvoreni estrogeni
takoder mogu cirkulacijom do¢i do ciljnih tkiva, pa tako i stanica karcinoma dojke (18).
Unutar tumorskog tkiva i okolne strome postoji izrazaj enzima aromataze Cije se
djelovanje ogleda u stvaranju estrogena koji na lokalnoj razini djeluju parakrinim ili
intrakrinim mehanizmima (18). Unutar tumorskog tkiva najveci izrazaj aromataze nalazi
se u fibroblastima (19). Kod postmenopauzalnih zena postoji znacajna korelacija
izmedu rizika oboljevanja od karcinoma dojke i razine cirkuliraju¢eg estrogena u plazmi
(20). Takoder, pokazano je da poviSen izraZzaj aromataze, na razini glasnicke RNA
(mMRNA, od engl. messenger RNA) i proteina, u kvadranatu dojke u kojem se nalazi
tumor mozemo objasniti utjecajem ¢&imbenika otpuStenih iz tumorskih stanica koji
signalizacijom putem cAMP-a i regulacijom gena za aromatazu utjeCu na poviSenje

aktivnosti aromataze u fibroblastima (13).

3.Estrogenski receptor

Clanovi superobitelji nuklearnih receptora, kojima pripada i ER, djeluju kao
transkripcijski ¢imbenici (21). Postoje dva glavna oblika u kojima se ER pojavljuje u
tkivima, a to su ERa i ERB. Gen ESR1 kodira za ERa, a prvi put je sekvenciran iz
stani¢ne linije tumora dojke MCF-7 1986. godine (22,23). Iste godine, metodom in situ
hibridizacije, otkriveno je da se nalazi na 6. kromosomu (24). U istrazivanju Genomic
organisation for the human oestrogen receptor gene pokazano je da se ljudski gen za
ERa proteZe kroz vide od 140 kb te da se sastoji od osam egzona odvojenih sa sedam
intronskih regija (25). Kuiper i suradnici (26) su 1996. godine otkrili novi oblik ER
prisutan kod Stakora te su za isti predlozili naziv ERB. Kod ljudi se gen koji kodira za
ERP nalazi na kromosomu 14, a ER[ pokazuje 47% podudarnosti s ERa i to najvise u
domeni za vezanje DNA (97% istovjetnih aminokiselina) i liganda (59% istovjetnih
aminokiselina) (27-30).

Oba receptora gradena su od Sest domena nazvanih A-F (Slika 1). N-terminalna
odnosno A/B domena sadrzi o ligandu neovisnu transaktivacijsku regiju (AF-1, od engl.
activation function 1), dok se o hormonu ovisna aktivacijska regija (AF-2, od engl.
activation function 2) nalazi unutar regije za vezanje liganda (LBD, od engl. ligand-

binding domain) odnosno domene E (28). Domena C, poznatija kao regija za vezanje



DNA (DBD, od engl. DNA-binding domain), nalazi se uz domenu A/B te ima vaznu
ulogu u procesu dimerizacije receptora i vezanju receptora za specificnu DNA
sekvencu (31). Domena D je segment koji odvaja domenu za vezanje DNA i onu za
vezanje liganda, a vaZna je za zadrZavanje receptora koji nije u kompleksu s ligandom
u jezgri (28,32). Domena E sastoji se od mjesta za dimerizaciju i regije ukljucene u
vezanje liganda te signala za lokalizaciju unutar jezgre (28,33). Kao 3to je ranije
navedeno unutar nje se nalazi i AF-2 koja je odgovorna za o ligandu ovisnu aktivaciju
ER. Na C-terminalnom kraju se nalazi F domena koja je vaZzna za aktivaciju
transkripcije, djelovanje antiestrogena i koja utjeCe na opseg aktivhosti kompleksa

liganda i estrogenskog receptora (28).

1 185 250 312 546 595
ERe N jnBuliic b N i ©

1 214 264 497 530
ERP NLABL © LD ekl

18% 97% 30% 59% 18%

NLS NLS
Dimerization Dimerization
AF-1 AF-2
DBD
LBD

Slika 1. Shematski prikaz funkcionalnih domena ljudskih ERa i ERB. A/B domena na N
terminalnom kraju sadrzava AF-1. C domena uklju€uje regiju za vezanje DNA (DBD) i
mjesto za dimerizaciju. Domena D sadrZava signal za lokalizaciju unutar jezgre (NLS,
od engl. nuclear localization signals). E/F domena, smjeStena na C-terminalnom kraju,
sadrzi mjesto za vezanje liganda, AF-2, signal za lokalizaciju unutar jezgre i mjesto za

dimerizaciju. Prema: Garcia-Becerra (34), str. 110.

ERa se povezuje s inicijacijom i progresijom karcinoma dojke, a za razliku od njega
ERB, unato¢ Cinjenici da njegov izrazaj postoji u stanicama karcinoma dojke, u

nastanku i progresiji tumora ima joS uvijek nerazjasSnjenu funkciju (35).



Danas je poznat i receptor za estrogene GPR30 (od engl. G-protein coupled
receptor 30) koji pripada obitelji receptora povezanih s G-proteinima (36). Pokazano je
da se aktiviran estrogenima GPR30 cijepa u dvije domene Ga i GBy te posreduje u
transkripcijskoj aktivnosti i brzim odgovorima potaknutim estrogenima (36,37). GBy
sudjeluje u negenomskoj signalizaciji putem estrogena dovodecéi tako do stimulacije
aktivnosti signalnog puta receptora za epidermalni ¢imbenik rasta (EGFR, od engl.
epidermal growth factor receptor) ¢ime doprinosi razvoju rezistencije na tamoksifen
(37).

4.Signalizacija putem estrogenskog
receptora

Signalizacija putem ER kontrolira mnoge stani¢ne funkcije poput proliferacije,
apoptoze i angiogeneze. Iste funkcije stanice karcinoma dojke iskoriStavaju kako bi
prezivjele u nepovoljnom okoliSu domacina, a kao glavni pokretac¢ za rast i progresiju

sluze im estrogeni.

ERa djeluje u stanici preko dva razliCita mehanizma signalizacije. Klasi¢nim
genomskim (Slika 2.) i negenomskim signalnim putem. Genomski se u prvome redu
odnosi na transkripciju gena posredovanu receptorima u jezgri, dok se negenomski
odnosi na aktivaciju razli¢itih signalnih puteva posredovanu receptorima izvan jezgre.
Oba puta reguliraju transkripciju gena dovodeci tako do proliferacije, prezivljavanja,
angiogeneze i invazivnosti Sto predstavlja kljuCne karakteristike za razvoj i progresiju
tumora (35).

Klasi¢ni, genomski signalni put ER je najéeS¢e opisivan, a zapocCinje vezanjem
liganda za estrogenski receptor. U odsutnosti liganda ERa s proteinima toplinskog
Soka (HSP, od engl. heat-shock proteins), koji ga stabiliziraju, €ini veliki molekularni
kompleks (17,38). Estrogeni aktiviraju ERa slicnim mehanizmima pri ¢emu je
najpotentniji ligand estradiol (E2), a nesto slabiji su estron (E1) i estriol (E3). U krvi i u
intersticijskoj tekuéini, estrogeni su vezani za a,-globulin, tj. globulin koji veZe spolne
hormone (SHBG, od engl. sex hormone-binding globulin). Vezani estrogeni ne mogu

difundirati u stanice iz ¢ega proizlazi da je fizioloski aktivna samo slobodna frakcija



estrogena zbog Cega oni, prije ulaska u stanicu, moraju disocirati od SHBG (17).
Buduc¢i da su topivi u mastima, estrogeni mogu brzo difuzijom proci kroz staniCnu
membranu te tako doéi do jezgre gdje su smjedteni njihovi receptori. Vezanje
estrogena za receptore preko LBD dovodi do konformacijske promjene receptora i
odvajanja HSP te omogucéuje fosforilaciju nekoliko serinskih ostataka na N-terminalnom
kraju (17, 39). Sliledom navedenog, receptor se konformacijski mijenja te omogucuje
produktivnu interakciju N-terminalne regije s C-terminalnom regijom Sto dovodi do
transkripcijskog sinergizma izmedu AF-1 i AF-2 (40). Te promjene omogucavaju
dimerizaciju receptora i vezanje za cis-djeluju¢e sekvence unutar pojacivaca ciljanih
gena, Sto rezultira brzom formacijom relativno nestabilnog kompleksa u kojem je ER
vezan za specifian slijed nukleotida u promotorskoj regiji razli€itih gena tzv. element
reaktivan na estrogene (ERE, od engl. estrogen response elements) (28,41).
Interakcija receptorskog dimera i ERE uklju€uje, takoder, i mnoge proteine jezgre,
privia€i koaktivatore koji stimuliraju transkripciju gena, kao i dijelove transkripcijskog
mehanizma (17,42). Koregulatori su proteini koji kroz interakciju s transkripcijskim
Cimbenicima povecavaju ili smanjuju transkripciju odredenih gena. Nekoliko je
koregulatora uklju¢eno u patogenezu malignih tumora pri &emu je AIB1 (engl. amplified
in breast cancer 1, SRC-3) prekomjerno izrazen u ¢ak dvije trecine svih karcinoma
dojke (43). Pretjeran izraZzaj gena za AIB1 ima ulogu u razvoju rezistencije na
tamoksifen (44). Potpuna agonisticka aktivnost zahtjeva aktivaciju obje aktivacijske
regije (AF-1i AF-2) (45).

Slika 2. Prikazano je lokalno stvaranje estrogena enzimatskom konverzijom iz



androgena uz pomo¢ enzima aromataze te signalizacija putem estrogenskog receptora
u stanicama karcinoma dojke. Estrogen (E), receptor za estrogene a (ERa), element
reaktivan na estrogene (ERE), proteinima toplinskog stresa (HSP). Prikazane su i
naj¢esce mete djelovanja hormonske terapije: inhibitori aromataze (Al), tamoksifen (T) i

fulvestrant (F). Prema: Dixon (13), str. 2.

Poticanje izrazaja cilinog gena u odgovoru na estrogene, kojem prethodi
vezanje kompleksa ER i liganda s ERE, moZe se posti¢i dvama mehanizmima.
Direktno vezanje podrazumijeva vezanje molekule ER, za koju je vezan ligand, za ERE
te izravno povezivanje s koaktivatorima i kompleksom inicijacije transkripcije (47).
Drugi tip vezanja je onaj kod kojeg se kompleks ER i liganda ne veze za DNA, vec
ulazi u interakciju s drugim transkripcijskim ¢imbenicima vezanim za DNA kako bi ih
stabilizirao ili privukao dodatne kofaktore u kompleks (47). ERa aktiviran estrogenima
moze vezati druge transkripcijske ¢imbenike poput Ap-1 i Sp-1, neovisno o vezanju s
ERE te mozZe privuéi koaktivatore kako bi potakao transkripciju dodatnih gena za rast i
prezivljavanje (48). Jedan od primjera poticanja izrazaja ciljnih gena je aktivacija gena
za uteroglobin u epitelu endometrija zeca posredovana interakcijom ERa s
transkripcijskim ¢imbenikom Sp-1 (49). Istrazivanje koje je provela Caizzi i suradnici
(50) pokazalo je da se ERa opsezno veze na genom stanica karcinoma dojke, ¢ak i u
odsutnosti estrogena te regulira izrazaj stotina gena bitnih za razvojne funkcije.
Stovise, isti doprinosi i transkripcijskoj aktivnosti jer njegova regulacija na nize dovodi

do promjena u genskom izraZaju i modifikacijama kromatina (50).

Uz ranije navedenu klasicnu genomsku aktivnost, estrogeni mogu takoder
pokrenuti brze negenomske ucinke u stanicama karcinoma dojke. Oni su posredovani
ER smijestenim blizu stanicne membrane, unutar kalveola ili drugih domena stani¢ne
membrane (34,51). Negenomski put odnosi se na interakciju ER s drugim
transkripcijskim &imbenicima pri ¢emu isti djeluje kao koregulator kako bi modulirao
transkripcijsku akivnost na razliitim mjestima (35). ER koji je smjeSten na stani¢noj
membrani sudjeluje u signalizaciji preko kinaznih kaskada, kalcija i ostalih drugih
glasnika kako bi u konaénici mogao utjecati na transkripciju u jezgri (52). ER svojom
negenomskom aktivnoS§éu moze mijenjati izrazaj gena koji su normalno regulirani
¢imbenicima rasta (52-54). Velik dio stani¢ne signalizacije, uklju€ujuci signalne puteve

mitogenom aktivirane proteinske kinaze (MAPK, od engl. mitogen-activated protein



kinases) i fosfatidilinozitol 3-kinaze (PI3K, od engl.phosphatidylinositol-3-kinases) koji

podupiru rast i proliferaciju stanice, moze biti posredovan s ERa (55).

5.Hormonska terapija

Hormonska terapija karcinoma dojke odnosi se na sistemsko lije€enje €iju osnovu
¢ini onemoguéavanje interakcije izmedu estrogena i estrogenskog receptora te
posljedi¢ne aktivacije signalnog puta estrogenskog receptora. Poleci hormonske
terapije sezu joS od kraja 19. stolje¢a kada je Sir George Thomas Beatson objavio da
ovariektomija premenopauzalnih Zena moZze uzrokovati regresiju metastatskog
karcinoma dojke (28). Hormonska terapija u raku dojke smatra se prvom ciljanom
terapijom, a koriStena je kao terapija bez poznate mete viSe od 50 godina prije otkrica
estrogenskih receptora (ER) (56). Tridesetih godina 20. stolje¢a Lacassagne (57) je u
svom radu Hormonal pathogenesis of adenocarcinoma of the breast predloZio
mogucnost lijeCenja i prevencije karcinoma dojke antagonistima estrogenskog ucinka.
Klju€an korak za bolje razumijevanje djelovanja estrogena na rast tumora bilo je otkric¢e
estrogenskog receptora 1958. godine (58). Signalni put estrogenskog receptora igra
vaznu ulogu u razvoju i progresiji karcinoma dojke, stoga njegova inhibicija predstavlja
osnovu djelovanja hormonske terapije. Danas endokrina terapija predstavlja najvazniji
sistemski modalitet lijeCenja karcinoma dojke s pozitivnim ER bez obzirana stadij
bolesti (59). U 70% novodijagnosticiranih karcinoma dojke postoji izrazaj ER pri ¢emu

je njegova prevalencija vec¢a kod bolesnica u menopauzi u odnosu na mlade (5,11).

Hormonska ovisnost raka dojke povoljan je prognosti¢ki ¢imbenik ne samo zbog
mogucnosti primjene hormonske terapije, ve¢ i zbog toga Sto ti tumori posjeduju
sljede¢a obiljezja: dobra histoloSka diferenciranost, niska razina stanica u S-fazi,
kasnija pojava recidiva ili presadnica nakon lijecenja lokalne bolesti dojke, indolentan
klini¢ki tijek, a presadnice se pojavljuju na mjestima koje je lakSe lije€iti (3). Glavne
prednosti hormonskog lijeCenja su selektivnost, dobra ucinkovitost, dobra
podnosljivost, mala toksi¢nost, o€uvana kvaliteta Zivota i niska cijena, a nedostatak je
ograni¢enost primjene samo na hormonski ovisne tumore (3). Stoga hormonska

terapija predstavlja osnovu terapijskog pristupa lijeCenju hormonski ovisnih tumora,



ponajprije raka dojke i raka prostate. Postoje dvije osnovne kategorije hormonske

terapije karcinoma dojke: ablativna i aditivna terapija (Tablica 2.) (28).

Tablica 2. Vrste hormonske terapije

Aditivna hormonska terapija Ablativha hormonska terapija
Sintetski estrogeni KirurSka: ovariektomija, adrenalektomija,
Androgeni hipofizektomija
SERM ZraCenije jajnika
SERD LHRH agonisti
Gestageni LHRH antagonisti
Antigestageni Aromatazni inhibitori

Hormonska terapija bolesnica s rakom dojke, odnosno antiestrogeno lijecenje
temelji se ili na uklanjaju ,izvora” estrogena (organa), ili na spreCavanju vezivanja
estrogena za unutarstaniéne ER preko kojih estrogeni djeluju (60). Kod aditivhog
hormonskog lije€enja postoji stvaranje estrogena, ali je njihov uc€inak blokiran na
staniénom nivou, za razliku od ablativnog hormonskog lijec¢enja gdje je onemoguéena
proizvodnja estrogena. Postupci uklanjanja ,izvora” estrogena mogu biti kirurski s
ciliem odstranjenja organa ili endokrinih Zlijezda koje stvaraju estrogene ili luce
hormone koji stimuliraju stvaranje estrogena: ooforektomija, hipofizektomija i
adrenalektomija. U danasnje vrijeme uobi€ajena je tzv. ,medikamentozna” ablacija ili
terapija, koja se i ¢eS¢e primjenjuje. U tu se svrhu standardno upotrebljavaju ili LHRH
agonisti (od engl. luteinising hormone-releasing hormone agonists), ili inhibitori enzima
aromataze (3,60). KoriStenje lijekova koji interferiraju s estrogenima u vezivanju za ER

predstavlja drugi pristup antiestrogenog lijecenja.

Lijekovi koji se danas naj¢eSce koriste u hormonskoj terapiji dijele se, ovisno o
svom mehanizmu djelovanja, na selektivne modulatore estrogenskih receptora (SERM,
od engl. selective estrogen receptor modulators), aromatazni inhibitori (Al, od engl.
aromatase inhibitors) i prave antagoniste estrogenskih receptora odnosno selektivne
estrogen receptor snizavatelje (SERD, od engl. selective estrogen receptor down-
regulator). U adjuvantnom lije€enju karcinoma dojke koriste se tamoksifen kao
predstavnik skupine SERM i aromatazni inhibitori, dok se u lije¢enju uznapredovalog
karcinoma dojke koriste fulvestrant kao predstavnik SERD, tamoksifen i aromatazni

inhibitori. Neoadjuvantna hormonska terapija oznaCava sistemsko lije¢enje
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hormonskom terapijom prije operacije u postmenopauzalnih bolesnica s ciliem

smanjenja velikih ili inicijalno inoperabilnih tumora (13).

U lije€enju hormonski ovisnih tumora vecine premenopauzalnih bolesnica u
prvoj liniji lije€enja lijek izbora je tamoksifen sa ili bez ablativne terapije koja najceScée
uklju¢uje LHRH agoniste poput goserelina kako bi se suprimirala produkcija estrogena
u jajnicima (62). Rjede se koristi laparoskopska ovarijektomija, do¢im je zracenje

jajnika kao metoda kastracije napusteno u modernoj klini¢koj praksi (3,61,62).

Adjuvantna hormonska terapija u postmenopauzalnih bolesnica usmjerena je
na lijeCenje eventualno prisutnih mikrometastaza, a njena ucinkovitost potvrdena je u
nekoliko Klini¢kih studija koje su pokazale visoku Kkorelaciju izmedu lije¢enja
adjuvantnom terapijom i smanjenja rizika povratka bolesti (63). Rezultati nedavne
studije pokazali su da sekvencijalna primjena tamoksifena i aromataznog inhibitora
letrozola nije ucinkovitija od monoterapije letrozolom kao inicijalne terapije u
postmenopauzalnih bolesnica (64).

Hormonska se terapija koristi i kod uznapredovalog karcinoma dojke s ciljem
produzenja Zivota, bilo kao monoterapija ili kao dio sekvencionalnog lijeCenja prije ili
nakon palijativhe kemoterapije, s palijativnom radioterapijom i kirurskim lijeCenjem (65).
Predlozena shema lijeCenja nakon lije€enja tamoksifenom odnosno anastrozolom kao

prvom linijom terapije (Slika 3.) (62).

Prva linija TAM ANA
v N\ v "\
Druga linija FUL  ANA/LET TAM FUL
VN YV N N
Treéalinija  ANA/LET FUL EXE FUL EXE/PG TAM
Voo
Cetvrta linija EXE EXE FUL

Slika 3. Predlozena shema lijeCenja nakon lijeCenja tamoksifenom odnosno
anastrozolom kao prvom linijom terapije. TAM, tamoksifen; ANA, anastrozol; LET,
letrozol; FUL, fulvestrant; EXE, egzemestan; PG, gestageni. Prema: Robertson (62),
str. 703.
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5.1. Tamoksifen

Tamoksifen je primjer lijeka koji interferira s etsrogenima u vezivanju za ER. Isti
je u klini¢koj je praksi jo§ od 1973. godine te je kao najéeSce upotrebljavani lijek u
bolesnica s rakom dojke viSe od 30 godina predstavljao okosnicu lije€enja hormonski
ovisnih karcinoma dojke (66). Pokazalo se da tamoksifen znaCajno poboljSava
prezivljenje i smanjuje rizik povratka bolesti u adjuvantnoj primjeni u po¢etnom stadiju
raka dojke (67,68). Postoje istrazivanja koja su pokazala ucinkovitost profilakticne
primjene tamoksifena u Zena s visokim rizikom za razvoj raka dojke, ali samo na

pojavnost o hormonu ovisnog raka dojke (3).

Tamoksifen je predstavnik skupine SERM koju Cine lijekovi €ije agonisti¢ko
odnosno antagonisti¢ko djelovanje ovisi o cilinom tkivu. Vezivanjem tamoksifena za
ERa dolazi, kao i pod djelovanjem estrogena, do dimerizacije molekula ERa. U tome
molekularnom kompleksu zbog konformacijske promjene nastale njegovim vezanjem,
tamoksifen blokira samo jednu domenu (AF2) u funkciji transkripcijske aktivacije, dok je
druga domena (AF1) i dalje aktivna (13,60). U ovisnosti o ciljnom tkivu i tamo prisutnim
koregulatorima moze doéi do aktivacije estrogen-ovisnih gena (60). Slijedom
navedenog on se smatra kompetitivnim parcijalnim agonistom estrogenskog receptora
s antagonistickim djelovanjem na stanice dojke, a agonistickim na stanice uterusa, kost
i lipide krvi (3,60). Vazniji mehanizmi na kojima se zasniva ucinak tamoksifena su
inhibicija ¢imbenika koji poti¢u rast te poticanje oslobadanja ¢imbenika koji inhibiraju
rast (3). Svojstva tamoksifena kao parcijalnog agonista mogu pridonijeti razvoju

rezistencije na hormonsko lije¢enje tamoksifenom (69).

5.2. Aromatazni inhibitori

Druga velika skupina lijekova za hormonsko lijeCenje u rutinskoj klinickoj praksi
su aromatazni inhibitori (Al) tre¢e generacije. Inhibitori aromataze putem blokiranja
enzima aromataze smanjuju stvaranje estrogena u perifernim tkivima i unutar tumora.
Dijele se u dvije skupine, ovisno o njihovoj strukturi i reverzibilnosti uCinka, a
obuhvaéaju reverzibilne nesteroidne (anastrozol i letrozol) inhibitore i ireverzibilne
steroidne inhibitore egzemestan (13). Ireverzibilni inhibitori se veZzu za aromatazu
kovalentnom vezom te uzrokuju njenu ireverzibilnu inaktivaciju zbog ¢ega se zovu joS i

aromatazni inaktivatori (3,70). Nadalje, studije koje su usporedivale ucinak anastrozola,
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letrozola i egzemestana u adjuvantnom lijeCenju s u€inkom tamoksifena pokazele su
da su aromatazni inhibitori ucinkovitiji od tamoksifena u sprje€avanju povrata bolesti
(70,71,72,73).

5.3.Fulvestrant

Fulvestrant je prvi put odobren za kliniCku upotrebu 2002. godine. Posjeduje
svojstva pravog antagonista estrogenskih receptora, a osim antagonisti¢kog djelovanja
na estrogenski receptor on smanjuje izrazaj estrogenskog receptora i ubrzava
proteosomalnu degradaciju istog. Posljedi¢no se snizava koncentracija molekula ERa
(60). Na taj nacin fulvestrant u potpunosti inhibira djelovanje estrogena kroz molekule
ER.

U usporedbi s tamoksifenom fulvestrant ne pokazuje svojstva parcijalnog agonista,
zbog toga Sto je u kompleksu fulvestrant-ER suprimirana aktivhost obje aktivacijske
domene (AF-1 i AF-2) te zbog toga nije transkripcijski aktivan (13). In vitro se pokazao
potentnijim u vezanju za ER (13). Pokusi in vitro su pokazali da fulvestrant inhibira
proliferaciju i tamoksifen-senzitivnih i tamoksifen-rezistentnih tumorskih stanica, tj.
izmedu ta dva lijeka nema tzv. krizne rezistencije, a isto je opaZenje potvrdeno i na
odgovarajuéim zivotinjskim modelima (60). Takoder, smatra se da ne postoji krizna
rezistencija izmedu fulvestranta i aromataznih inhibitora (62). Pokazao se ucinkovitiji
od aromataznih inhibitora u prvoj liniji lije€enja postmenopauzalnih bolesnica s

uznapredovalim karcinomom dojke (74).

6.Rezistencija na hormonsku terapiju

Unato€ tome S$to se hormonska terapija pokazala vrlo ucinkovitom u lijeCenju
karcinoma dojke, njen ucinak je ograni¢en ucestalom pojavom intrinzi¢ne (de novo) ili
steCene rezistencije. De novo rezistencija karakterizirana je relapsom bolesti unutar
prve dvije godine lije€enja adjuvantnom hormonskom terapijom ili progresijom bolesti
unutar 6 mjeseci lijeCenja prvom linijjom hormonske terapije za metastatski karcinom
dojke (75). SteCena rezistencija karakterizirana je relapsom bolesti za vrijeme trajanja

lijeCenja hormonskom terapijom nakon dvije godine od pocetka iste, ili relapsom unutar
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12 mjeseci nakon zavrSetka hormonskog lije€enja, ili progresijom bolesti 6 mjeseci

nakon poCetka hormonske terapije za metastatski karcinom dojke (75).

Skoro 30 - 40% svih karcinoma dojke pokazuju intrinzi¢nu rezistencijuna endokrinu
terapiju pri ¢emu se to odnosi na 90 - 100% ER negativnih tumora odnosno na 30 -
40% ER pozitivnih tumora (28). StoviSe, veéina metastatskih karcinoma dojke nakon
pocCetnog odgovora na hormonsku terapiju postane rezistentna na istu Sto se o ituje
progresijom bolesti (28,76). Smatra se da se u vecine bolesnica s metastatskom
boleS¢u rezistencija razvije unutar 2 do 3 godine od pocetka lije€enja hormonskom
terapijom (13). U neoadjuvantnom lije€enju rezistencija se o€ituje progresijom primarne
bolesti i to obi¢no poveéanjem veli€ine primarnog tumora, Sirenjem bolesti u regionalne

limfne ¢vorove ili stvaranjem udaljenih presadnica.

Unato€ ranom otkrivanju tumora u 30% bolesnica karcinomom otkrivenim u ranom
stadiju dogodit ¢e se povrat bolesti koji je najéeS¢e metastatske naravi (77). LijeCenje
metastatske bolesti joS uvijek predstavlja izazov u modernoj medicini s gotovo nikakvim
Sansama za izljeCenje. Slijedom navedenog moZe se uvidjeti vaznost boljeg
poznavanja mehanizama kojima tumor razvija rezistenciju na endokrinu terapiju te
posljedi¢no tome razvoja ciljane terapije kojom bi se vratila osjetljivost na hormonsku

terapiju ili blokirali aberantni signalni putevi.

7.Mehanizmi hormonske rezistencije
stanica karcinoma dojke

Postoji mnogo mehanizama uklju¢enih u nastanak endokrine rezistencije. Neki od
njih uklju€uju deregulaciju razli¢itih komponenti signalnog puta estrogenskog receptora,
promjene u stani¢nom ciklusu i signalnim molekulama uklju€enim u preZivljavanje
stanice te aktivaciju puteva koji omogucuju tumoru dodatni poticaj za prolliferaciju i
preziljavanje. Najvazniji imbenici u razvoju rezistencije karcinoma dojke na endokrinu
terapiju su: promjene signalnog puta ER i njegovih koregulatora; visoka aktivnost
odnosno izrazaj tirozin kinaznih receptora (RTKs, od engl. receptor tyrosine kinases);
visoka aktivnost proteina koji reguliraju obrambene mehanizme stanice (Akt, PI3K,

mTOR); promjene u aktivnosti proteina koji reguliraju stani¢ni ciklus (Myc, Cyclin D1)
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(43,78). Deregulacija tih puteva naj¢eSCe proizlazi iz genetskih ili epigenetskih
promjena samih tumorskih stanica, a rjede je rezultat utjecaja tumorskog mikrookolisa
ili mehanizama rezistencije povezanih s domacinom (43). Svaki od mehanizama
rezistencije moze djelovati kao samostalan mehanizam ili u kombinaciji s drugim
mehanizmima iz &ega proizlazi da se mehanizmi rezistencije na hormonsku terapiju

medusobno ne iskljucuju (79).

7.1. Promjene izrazaja i funkcije ER

Glavni prediktor odgovora na hormonsku terapiju je status hormonskih
receptora, a posebice ER. Gubitak izrazaja istog predstavlja osnovni mehanizam de
novo rezistencije na hormonsku terapiju. Vazno je istaknuti da su provedena
istrazivanja koja su promatrala gubitak izrazaja ER kao mehanizma steCene
rezistencije na hormonsku terapiju. Pokazalo se da je u samo 17% - 28% (80,81)
tumora, koji su inicijalno dobro odgovarali na tamoksifen te su tijekom terapije razvili
rezistenciju na isti, doSlo do gubitka izrazaja ER dok je kod ostalih rezistencija
nastupila unato¢ tome $to je status ER ostao pozitivan. Takoder, 10 - 20% bolesnica
odgovara na drugu liniju terapije (Al ili fulvestrant) Sto govori u prilog tome da bolesnice
sa steCenom rezistencijom na tamoksifen mogu imati pozitivan status ER (82).
Slijedom navedenog vidimo da unato€ spoznajama o gubitku izrazaja ER kao
naj¢e$¢eg mehanizma razvoja de novo rezistencije, isti u razvoju steCene rezistencije
nije toliko Cest. PredloZzeno je nekoliko mehanizama sa svrhom objasSnjenja gubitka

izrazaja ili promjene funkcije ER u razvoju rezistencije na hormonsko lije€enje.

7.1.1. Genske alteracije ER

Unato€¢ centralnoj ulozi ERa u Iluminalnim tipovima karcinoma dojke, u
istrazivanju koje su 1994. godine proveli Karnik i sur. (83) pokazano je da mutacije
ESR1, u vedéini slu€ajeva, nisu odgovorne za pojavu rezistencije na hormonsku

terapiju. One se pojavljuju vrlo rijetko, do&im je pojava rezistencije esta.

Nedavne su studije, koriStenjem metode sekvenciranja nove generacije na
uzorcima metastatskog karcinoma dojke s pozitivnim statusom ER, pokazale da je
uCestalost ESR1 mutacija puno veca te da moze igrati vaznu ulogu u ste€enogj
rezistenciji na hormonsku terapiju (84). S karcinomom dojke povezuje se nekoliko vrsta

genomskih abnormalnosti koje su povezane s ESR1, a odnose se na mutacije krivog
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smisla (od engl. missense mutacije) te na amplifikaciju i prestrukturiranje gena (Slika
4.). Stovise, najveéi dio tih mutacija odnosi se na mutacije s pogre$nim kodirajué¢im
znacenjem koje su grupirane unutar ER LBD te neovisno o prisutnosti liganda dovode
do konstitutivne aktivacije receptora (85). Mutacije ESR1, s vecom ulestaloS¢u se
pojavljuju u metastatskim karcinomima dojke rezistentnima na hormonsko lije¢enje, a
smatra se da je njihova pojava gotovo zanemariva u primarnim tumorima prije pocetka

lije€enja (85).

Amplifikacija
ESR1 gena

Mutacije u LBD Prestrukturiranje
domeni ER ESR1 gena

Slika 4. Promjene unutar ESR1 gena koje uzrokuju njegovu aktivaciju

7.1.1.1. Amplifikacija ESR1

Amplifikacija gena je mehanizam kojim tumorske stanice poveéavaju izrazaj
gena koji su uklju€eni u razvoj rezistencije na terapiju kako bi si omogucile prezivljenje
u domacéinu (86). Upravo pretjeran izrazaj produkta amplificiranog gena stoji u podlozi
neuspjeha lije€enja i razvoja ste€ene rezistencije u mnogim tipovima malignih tumora.
Studije koje su proucavale funkcionalne posljedice amplifikacije ESR1 dale su oprecne
rezultate. U istrazivanjima koji su promatrali amplifikaciju ESR1 u karcinomu dojke
ranog stadija pronadena je relativno visoka stopa amplifikacije koja je korelirala s
visokim izrazajem ER, dobrim odgovorom na tamoksifen i povoljnim ishodom (87, 88).

Rezultati drugih studija nisu bili u skladu s prethodnim, a pokazalo se takoder da
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uCestalost detektiranih amplifikacija ESR1 gena ovisi o metodi koja se rabila za
detekciju istih (85). Rezultati nedavnih studija koje su istrazivale amplifikaciju ESR1
gena metodom sekvenciranja nove generacije pokazali su da je stupanj amplifikacije u
primarnim i metastatskim karcinomima dojke odprilike 2% (89, 90) Sto sugerira da taj
mehanizam nema vodecu ulogu u razvoju rezistencije na hormonsko lijeCenje.
Rezultati male neoadjuvantne studije ukazali su na akviziciju novih produkata
amplifikacije koji sadrzavaju ESR1 nakon 6 mjeseci lijecenja (91). Slijedom navedenog,

klini¢ki je zna€aj amplifikacije ESR1 u patogenezi tumora dojke jo$ uvijek nije jasan.

7.1.1.2. Prestrukturiranje ESR1

Prestrukturiranje genoma rezultira transkripcijskom disregulacijom gena,
dobivanjem fuzijskih genskih transkripata ili proteina (85). U nedavnhom istraZivanju
koje je analiziralo genetske alteracije koje dovode do agresivnije forme ER pozitivhog
karcinoma dojke, identificirana je fuzija gena ESR1 i njemu susjednog gena CCDC170
(92). Ta fuzija primjer je prestrukturiranja koje rezultira pojacanjem funkcije pri ¢emu
CCDC170 spojen s ESR1 koristi konstitutivno aktivni promotor gena za ER kako bi
potakao izrazaj okrnjene forme CCDC170 gena (92). U istom radu je pokazano kako
ESR1-CCDC170 pomaze stanicama karcinoma dojke s pozitivhim estrogenskim
receptorima razviti agresivniji fenotip i to na nacin da pojacava migraciju, invaziju te
smanjenu osjetljivost na hormonsko lijec¢enje (92). Fuzijski protein ER-CCDC170 je
vecinom izraZzen u agresivnijem podtipu hormonski ovisnog karcinoma dojke odnosno u
luminalnom B tipu (92). Postoji joS jedan oblik genskog prestrukturiranja koji ima ulogu
u rezistenciji na hormonsko lijeCenje. To je translokacija YAP1-ESR1, koja je
pronadena u metastatskom ER pozitivnom karcinomu dojke, Sto rezultira fuzijom N-
terminalnog kraj ER s C-terminalnim krajem YAP1 (93). U tom proteinu nema LBD te
izrazaj tog proteina dovodi do o ligandu neovisnog tumorskog rasta i do kompletne
rezistencije na fulvestrant (85). Nedavno su pronadeni dodatni geni s kojima ESR1
stupa u fuziju, zna¢ajno je da u svim slu€ajevima promotor ER zaduzZen za kontrolu
transkripcije proteina nastalih fuzijom (94). Proteini nastali fuzijom imaju ulogu u

razvoju rezistencije na hormonsku terapiju (94).

7.1.1.3. Mutacije krivog smisla

TocCkaste mutacije unutar ESR1 gena naj¢eSc¢e za posljedicu imaju aktivaciju
ER te se stoga smatraju aktivirajuéim mutacijama. Fuqua i suradnici (95) su 2000.

godine u polovici analiziranih ER pozitivnih primarnih karcinoma dojke pronasli te
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opisali mutaciju koja rezultira pojacanjem funkcije, a karakterizira je zamjena lizina 303
s argininom unutar gena ESR1. Somatska mutacija K303R, smjeStena na granici
izmedu domene D i LBD estrogenskog receptora dovodi do poveéane osjetljivosti na

estrogene (95).

Posljednjih godina, koriStenjem metode sekvenciranja nove generacije, nekoliko
studija ukazalo je na postojanje mutacija u ESR1 genu koje rezultiraju pojacanjem
funkcije, a prisutne su u 20% bolesnica s ER pozitivnom metastatskom boleScu
lije€enih hormonskom terapijom poput tamoksifena i inhibitora aromataze (11,85,96).
Mutacije su grupirane unutar LBD regije ER i to naj¢eSc¢e na pozicijama Y537 i D538 te
dovode do stabilizacije LBD u agonistickoj konformaciji $to za posljedicu ima
konstitutivhu, o ligandu neovisnu, aktivaciju ER koja poti€e rast tumora, razvoj
parcijalne rezistencije na hormonsko lijeCenje te povecani metastatski potencijal
(84,85,89). Smatra se da u nepovoljnim uvjetima, proizaslim iz u€inaka hormonske
terapije na stanice tumora, dolazi do klonalne ekspanzije stanica koje nose odredene
mutacije koje im omogucavaju prezivljavanje, Sto rezultira razvojem rezistencije na
odredeni modalitet hormonskog lije€enja. To je potkrijeplieno istraZivanjem koje je
pokazalo kako se u bolesnica s karcinomom dojke kod kojih nije provedeno lijeCenje
nisu mogle detektirati mutacije u genu ESR1, dok je kod bolesnica koje su lijeCene
hormonskom terapijom ucestalost mutacija korelirala s brojem linija lijeCenja (89).
Takoder, mutacije gena ESR1 uglavhom su pronadene kod bolesnica s metastatskim
karcinomom dojke (Slika 5.) (84).

U istraZzivanju koje su proveli Jeselsohn i suradnici (89) somatske mutacije
unutar LBD nisu pronadene u primarnim karcinomima dojke, karcinomima dojke Koji
nisu bili izlozeni lije€enju te karcinomima dojke s negativnim statusom ER bez obzira
na stadij bolesti. Rezultati studije koju su proveli Robinson i suradnici (97) ukazuju na
vaznost aktiviraju¢ih mutacija ESR1 gena kao potencijalnih klju¢nih mehanizama u

razvoju steCene rezistencije na hormonsko lije€enje.
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Slika 5. Razvoj mutacija ESR1 gena u karcinomu dojke s pozitivnim statusom
estrogenskih receptora uz hormonsko lije€enje. Mutacije unutar ESR1 gena su rijetke u
primarnim karcinomima dojke, a njihov je broj znaajno vec¢i u metastatskim
karcinomima dojke koji su rezistentni na hormonsko lije€enje. Skoro su sve mutacije
lokalizirane u domeni koja veze ligand (LBD) estrogenskog receptora te cesto

rezultiraju konstitutivnom aktivacijom ER. Prema: Alluri (84), str. 5.

Analizom izvanstani¢ne cirkuliraju¢e DNA (cfDNA, od engl. circulating cell-free
DNA) iz uzoraka plazme pacijentica koje su sudjelovale u studiji BOLERO-2
identificirana je visoka stopa mutacija u ESR1 genu (98). U uzorcima 28,8% bolesnica
pronadene su mutacije D538G i Y537S gena ESR1 (98). U cjelokupnoj populaciji, obje
mutacije povezane su s agresivnijim tijekom bolesti te su se pokazale kao nepovoljan

prognosti¢ki Cimbenik koji je povezan s kra¢im ukupnim prezivljenjem (98).

7.1.2. Epigenetsko utiSavanje ESR1

Epigenetskim mehanizmima reguliran je izrazaj mnoStva gena, pa tako i gena
koji kodira ER. Vaznost epigenetskih modifikacija leZi u €injenici da su one reverzibilne.
Za razliku od genetskih mutacija koje su relativno rijetke, epigenetske modifikacije su
vrlo Ceste te zbog toga inhibicija mehanizama nastanka istih predstavlja potencijalnu i

obecCavajucu strategiju djelovanja na hormonski rezistentne karcinome dojke. One
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mijenjaju aktivhost ER reguliraju¢i izrazaj gena bez da pritom mijenjaju strukturu

sekvence DNA.

Sve je vedi broj istrazivanja koja ukazuju na vaznosti epigenetskih promjena u
razvoju rezistencije na endokrinu terapiju. Neke od tih promjena su metilacija DNA,
modifikacije histona te nekodirajuéa RNA. Epigenetske promjene poput aberantne
metilacije CpG otoka u promotorskoj regiji gena za ERa i deacetilacija histona,
rezultiraju nastankom kompaktne strukture nukleosoma koja onemogucuje transkripciju
(34). Lapidus i suradninci (99) pokazali su da normalno tkivo dojke kao i karcinomi
dojke s pozitivnim statusom ER receptora imaju nemetilirano podrucje CpG otoka za
razliku od ER negativnih tumora dojke kod kojih je isto podru€je opsezno metilirano.
Metilacija tih CpG otoka je povezana sa smanjenjem ili izostankom izrazaja ER.
Pokazano je da histon-lizin N-metiltransferaza WHSC1, u interakciji s BET proteinom
BRD3/4 olakSava izrazaj ESR1 gena i signalizaciju signalnim putem ER (11).
Kombinacija BET inhibitora JQ1 i fulvestranta je pokazala sinergistiCku protutumorsku
aktivnost u pretklinickim modelima rezistentnima na tamoksifen (100). Inhibitori DNA
metiltransferaze-1 (DNMT-1) i histonske deacetilaze (HDAC) mogu inducirati izrazaj
ESR1 gena u ER negativnim stanicama karcinoma dojke i vratiti osjetljivost na
hormonsku terapiju (101,102).

Nekodirajuéa RNA (ncRNA, od engl. noncoding RNA) je funkcionalna RNA
molekula koja se prepisuje iz DNA, ali se ne translatira u proteine. Dvije su forme
nekodiraju¢e RNA od velike vaznosti u regulaciji genskog izrazaja te posljedi¢no tome i
razvoju rezistencije na hormonsko lijecenje, a to su mikro RNA (miRNA, od engl.
microRNA) i duga nekodiraju¢a RNA (IncRNA, od engl. long noncoding RNA). miRNA
su male RNA molekule koje reguliraju genski izrazaj kroz inhibiciju translacije ili
degradaciju produkata transkripcije (103), dok su IncRNA vec¢e RNA molekule koje
imaju ulogu u funkcijama poput regulacije genskog izrazaja, kontrole stani¢nog ciklusa,

apoptoze i diferencijacije (104).

U istrazivanju koje su proveli Zhao i suradnici (105) pokazalo se da miRNA koja
inhibira ERa (miR-221/222) ima ulogu u rezistenciji na hormonsku terapiju i to na nacin
smanjuje izrazaj ERa u MCF-7 i T47D stanicama karcinoma dojke Sto dovodi do
steene rezistencije na tamoksifen. Ista je studija pokazala da smanjena koli¢ina miR-

221 odnosno miR-222 u ERa negativnim stanicama karcinoma dojke rezistentnima na
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hormonsko lije€enje mozZe povratiti izrazaj ERa i osjetljivost na apoptozu induciranu
tamoksifenom (105). Takoder, pokazano je da regulacija na vise miR-221 i miR-222

utjeCe i na razvoj rezistencije na fulvestrant (106).

7.1.3. Ostali mehanizmi povezani s gubitkom izrazaja ER

Istrazeno je joS nekoliko mehanizama koji dovode do gubitka izrazaja ER poput
hipoksije, pretjeranog izraZzaja EGFR ili HER2 te hiperaktivacije mitogenom aktivirane
proteinske kinaze (MAPK, od engl. mitogen-activated protein kinases). Hipoksija
dovodi do smanjenja ERa inducirajuéi o proteosomima ovisnu degradaciju ERa u ZR-
75 stanicima karcinoma dojke, no ne utjeCe na ERa mRNA (107). Visok izrazaj EGFR i
HER2 u karcinomu dojke s negativnim statusom ER sugerira da aktivacija signalizacije
Cimbenicima rasta te posljediCna aktivacija MAPK moze pridonijeti smanjenju

transkripcije ESR1 gena $to rezultira rezistencijom na hormonsko lije¢enje (34, 108).

ERa36 je varijanta ERa, molekularne mase 36kDa, nastala alternativhim
prekrajanjem pre-mRNA. Lee i sur. (109) su pronasli da je ERa36 izraZzen u stanicama
karcinoma dojke s pozitivnim i u stanicama s negativnim statusom ER te da je izraZaj
ERa36 povezan sa smanjenim izrazajem ER u jezgri i citoplazmi. Uglavnom se nalazi u
citoplazmi (50%) ili blizu stanicne membrane (40%) i sudjeluje u brzoj estrogenskoj
signalizaciji poput aktivacie MAPK/ERK (110). ERa36 upravlja negenomskim
signalnim putevima aktiviranim od strane estrogena, a takoder je nositelj rezistencije na
4-hidroksitamoksifen (111). S obzirom da je ERa36 Cesto izrazen u ER negativhom
karcinomu dojke, isti bi mogao imati vaznu ulogu u dijagnozi i prognozi karcinoma
dojke. Ve¢ je ranije u tekstu navedeno da je uloga ERPB u rezistenciji na hormonsku
terapiju jo$ uvijek nedovoljno razjasSnjena. Istrazivanje koje su proveli Hopp i suradnici
(112) pokazalo je da je niska razina ERB povezana s rezistencijom na tamoksifen, a da
visoke razine ERB govore u prilog boliem odgovoru na isti. Nedavno istrazivanje
pokazalo je da pretjeran izrazaj ERB dovodi do rezistencije na hormonsko lijeenje i
loSije prognoze u postmenopauzalnih bolesnica s ERa pozitivnim karcinomom dojke
Sto nam sugerira da bi ERB mogao utjecati na prognozu karcinoma dojke povecavajuci

rezistenciju na hormonsku terapiju (113).
Velik dio karcinoma s mutiranim p53 ima negativan status ER receptora.

Gubitak funkcionalnog p53 korelira s loSom prognozom, negativnim statusom ER i

rezistencijom na antiestrogensku terapiju (114). Stoga rane mutacije ili gubitak funkcije
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p53 tijekom tumorigeneze mogu dovesti do ER negativhog karcinoma dojke sa svim
posljedicama koje to donosi po pitanju tumorske progresije i u€inkovitosti hormonske
terapije (34). Angeloni (115) je u svom istrazivanju o regulaciji izrazaja ERa pomocu
p53 u stanicama MCF-7 pokazao da p53 regulira na viSe izrazaja ERa povecéavajuci
transkripciju gena za ERa te da ista nije ovisna o vezanju p53 za DNA, ve¢ o njegovoj
mogucénosti da ude u interakciju s drugim proteinima. U istraZivanju o regulaciji izraZzaja
ERa u MCF-7 stanicama tretiranih paklitakselom, pokazano je da uzrokuje indukciju

transkripcije ERa gena koja moze biti posredovana indukcijom p53 (116).

Multimolekularni kompleksi regrutirani od strane pRb2/p130 mogu biti jedan od
kljuénih elemenata u regulaciji genskog izrazaja ESR1, pri €emu mogu djelovati na dva
nacina ili se vezu za njegov promotor, ili mogu biti uklju€eni u regulaciju transkripcije
ESR1 gena mijenjajuci strukturu kromatina i obrazac metilacije DNA (117,118).
Takoder, pokazano je da prisutnost istih multimolekularnih kompleksa izrazito korelira s
metilacijskim statusom gena za ERa (119). S obzirom na navedeno pRb2/p130
predstavljaju obecéavajuéu metu u razvoju lijekova za karcinome dojke i to posebno

onih negativnog statusa hormonskih receptora.

7.1.4. Koregulatori aktivnosti ER

Kao Sto je ranije u tekstu navedeno, nakon vezanja liganda za ER on mijenja
svoju konformaciju te na taj na¢in omogucava regrutaciju koregulatora transkripcijskog
procesa (120). Koregulatori se djele na korepresore Cije se djelovanje ogleda u
smanjenju transkripcijske aktivnosti i koaktivatore koji djeluju s ciliem pojacanja
transkripcijske aktivnosti. S obzirom da je njihov izrazaj uglavnhom sveprisutan i
redundantan njihovo djelovanje ponajviSe ovisi kontekstu dogadanja u stanici. Stoga,
ovisno o prirodi vezanog liganda, ER privlaCi koregulatore i ulazi s njima u interakciju te
tako pojaCava ili smanjuje transkripcijsku aktivnost (59). Aktivnost i izrazaj koregulatora
moze pojacati o ligandu neovisnu aktivaciju ER i promijeniti aktivhost parcijalnih
agonista ER (121).

U stanicama karcinoma dojke tamoksifen uglavnom djeluje kao antagonist ER.
U prisutnosti visoke razine koaktivatora on na stanice karcinoma dojke mozZe djelovati
kao agonist i na taj nacin poticati transkripcijsku aktivnost ER (127). Niske razine
korepresora poput N-CoR (od engl. nuclear receptor co-repressor) i SMRT (od engl.

silencing mediator for retinoid and thyroid hormone receptors) koreliraju s razvojem
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rezistencije na tamoksifen (122). Visoke razine koaktivatora poput SRC-3 (AIB1, od
engl. amplified in breast cancer 1) povezane su s razvojem rezistencije na tamoksifen
te posljedi¢no losijim ishodom pacijentica lije¢enih tamoksifenom (44). Gen za SRC-3
je amplificiran u 5 - 10% tumora dojke, a njegov pretjerani izraZaj postoji u vise od 30%
karcinoma dojke (34). Aktivhost koregulatora mogu mijenjati i postranslacijske
modifikacije poput fosforilacije koja je inducirana pretjeranom aktivnoS¢éu signalnih
puteva receptora za Cimbenike rasta (11). Fosforilacija SRC-3 rezultira pove¢anom
regrutacijom koregulatora te posljedicno povecanom transkripcijskom aktivnosti ¢ak i u
prisutnosti tamoksifena, dok fosforilacija korepresora dovodi do smanjenja inhibitornog
efekta istog na aktivnost ER (122,123). S obzirom da neki od mehanizama rezistencije
uklju€uju aktivaciju ERa neovisnu o vezanju liganda ili mutacije u ERa koji omogucuju
interakciju ERa i koregulatora Sto dovodi do neprekidne signalizacije signalnim putem
estrogenskog receptora te tumorske proliferacije razvili su se novi lijekovi poput ECBI
(od engl. coregulator binding inhibitor) koji predstavljaju obecavajucu strategiju lijecenja

metastatskih karcinoma dojke rezistentnih na hormonsko lijeCenje (124).

Osim koregulatora u regulaciji transkripcijske aktivnosti ER sudjeluju i ,pionirski*
¢imbenici. Oni su transkripcijski Cimbenici koji se mogu direktno vezati i otvoriti
zgusnuti kromatin kako bi olakSali vezanje drugih transkripcijskih ¢imbenika poput ER i
ostalih nuklearnih receptora (11). U nekoliko studija pokazano je da FOXAL (od engl.
Forkhead box protein Al) ima vaznu ulogu u interakcijama ER i kromatina, a isto tako i
u transkripciji gena potaknutoj ER (11,125). Nedavne studije upucuju da bi amplifikacija

gena za FOXA1 mogla biti uklju€ena u nastanak endokrine rezistencije (126).

7.2. Razmjena informacija izmedu puteva
prijenosa signala

Razmjena informacija izmedu signalnog puta ER i drugih puteva prijenosa
signala poput signalnog puta receptora za Cimbenike rasta, kinaza povezanih s
prezivljavanjem stanice (PI3K/Akt) te protein kinaza aktiviranih stresom dovodi do
fosforilacije ER i njegovih koregulatora $to moZe pridonijeti razvoju rezistencije na
hormonsko lije€enje u bolesnica s karcinomom dojke. Interakcija izmedu navedenih
signalnih puteva moZe biti prisutna prije poCetka ili se javiti za vrijeme trajanja lijeCenja,
a njeno djelovanje oc€ituje se u zaoblaZenju blokade ER osiguravajuci tako alternativni

poticaj za proliferaciju i prezivljavanje tumorskih stanica (127).
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7.2.1. Aktivacija signalnih puteva receptora za Cimbenike
rasta

Aktivacija ER neovisna o prisutnosti liganda moZe biti posljedica aktivnosti
puteva prijenosa signala nizvodno od receptora prisutnih na stani¢noj povrsini koji su
izravno povezani s unutarstani¢nim enzimima. Najvec¢a porodica takvih receptora su
tirozin kinazni receptori (RTK) koji fosforiliraju proteinske supstrate na tirozinu. Vezanje
liganda za izvanstanicnu domenu tih receptora aktivira njihovu citosolnu kinaznu
domenu te uzrokuje fosforilaciju samog receptora i unutarstani¢nih ciljnih proteina
preko kojih se S&iri signal. Tirozin kinazna domena unutarstanini je dio receptora za
¢imbenike rasta ukljuCujuci receptor humanog epidermalnog ¢imbenika rasta 2 (HER2,
od engl. human epidermal growth factor receptor 2), receptor za epidermalni ¢imbenik
rasta (EGFR, od engl. epidermal growth factor receptor) i receptor Cimbenika rasta
nalik inzulinu tip 1 (IGF-1R, od engl. . insulin-like growth factor 1 receptor). Dugotrajna
deprivacija estrogena moze direktno inducirati transkripciju receptora za Cimbenike
rasta poput EGFR, HER2 i IGF-1R §to uzrokuje povecanje aktivnosti njihovih nizvodnih
medijatora te povecanu proliferaciju tumorskih stanica i rast tumora neovisan o
prisutnosti estrogena (128). Razmjena informacija izmedu puteva prijenosa signala ER
i RTK pokazala se vaznom za razvoj rezistencije na endokrinu terapiju u pretklinickim
modelima (Slika 6.) (76). Danas postoje jasni dokazi koji upucuju na ulogu razmjene
signala izmedu signalnih puteva ER i receptora za ¢imbenike rasta u razvoju intrinziCke

i steCene rezistencije na hormonsko lijeCenje.
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Slika 6. Prikazana je interakcija signalnih puteva RTK s signalnim putem ER. ER
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smjesteni izvan jezgre ili na stanicnoj membrane nakon aktivacije s estrogenima
povezuju se s receptorima za Cimbenike rasta te ostalim molekulama vaznim za
signalizaciju. Ta interakcija rezultira aktivacijom nizvodnih kinaznih puteva (PI3K/Akt |
Ras/MAPK) koji potom fosoriliraju razli¢ite koregulatore i transkripcijske Cimbenike
dovodedi tako do transkripcije. Akt, protein kinaza B; CoA, koenzim A; EGFR, receptor
epidermalnog €imbenika rasta; HER2, receptor za humani epidermalni ¢imbenika rasta
2; IGF1-R, receptor za C€imbenik rasta slican inzulinu tip 1; MAPK, mitogenom
aktivirana protein kinaza; PI3K, fosfatidilinozitol 3-kinaza; PTEN, homolog fosfataze i
tenzina; RTK, tirozin kinazni receptor; Src, protoonkogenska tirozinska kinaza; TSC1/2,
kompleks tuberozne skleroze 1/2 (od engl. tuberous sclerosis complex %2). Prilagodeno
prema Osborne (43), str. 236.

7.2.1.1. Pretjeran izrazaj HER2

Receptor humanog epidermalnog ¢imbenika rasta 2 ¢lan je obitelji HER tirozin

kinaznih receptora koji imaju vaznu ulogu u poticanju tumorske proliferacije i rasta (76).
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HER2 fosforilira ER i njegove koregulatore €ime dovodi do o ligandu neovisnog
genskog izrazaja €ak i u prisutnosti negativnih regulatora poput SERM-a (128). Studije
su pokazale da pacijentice s ranim karcinomom dojke kod kojeg je prisutan pretjeran
izrazaj HER2 loSije odgovaraju na tamoksifen od onih s HER2 negativnim tumorom
(129). Stoga se pretjeran izrazaj HER2 smatra prediktorom loSeg odgovora na
tamoksifen (130). StoviSe, istraZivanja su pokazala da HER2 pozitivni metastatski
karcinomi dojke loSije odgovaraju od HER2 negativnih tumora ne samo na tamoksifen
nego i na druge oblike hormonskog lije€enja (129). Aktivacija HER2 dovodi do

smanjenja razina ER te povecane fosforilacije ER, ¢ak i u odsutnosti estrogena (76).

Istrazivanje koje su proveli Hurtado i suradnici (131) sa svrhom traZenja
poveznice izmedu regulacije transkripcije ER i HER2 pokazalo je da na genski izrazaj
HER2 negativno utjeCe kompleks PAX2-ER-tamoksifen kod stani¢nih linija karcinoma
dojke osjetljivih na tamoksifen. Za razliku od toga, kod stani¢nih linija rezistentnih na
tamoksifen, koaktivator SRC-3 se natjeCe s PAX2 (od engl. paired box 2 gene product)
pri vezanju za ER Sto dovodi do poticanja transkripcije HER2 (131). Signalni put HER2
utjeCe na transkripciju posredovanu ER ometajuci interakciju izmedu ER i njegovih
koregulatora. Signalizacija signalnim putem ER moze aktivirati ili inhibirati signalizaciju
putem HER direktnim i indirektnim mehanizmima. ER svojom genomskom aktivho$¢u
moze inducirati izrazaj razliitih liganada i receptora za Cimbenike rasta, svojom
negenomskom aktivnoséu aktivirati signalne putove tih receptora, ali isto tako i

inhibirati izrazaj klju¢énih receptora poput HER1 i HER2 (11).

Stoga, hormonsko lijeCenje blokirajuéi genomske ucinke ER dovodi do
povecanog izrazaja HER1 i HER2 receptora te povecane signalizacije nizvodno od njih
(43). To je jedan od moguc¢ih mehanizama kojima hormonsko lije¢enje doprinosi
nastanku rezistencije. PojaCana aktivacija HER2 signalnog puta moZe se pojaviti u
nekim karcinomima dojke u tijeku progresije bolesti za vrijeme trajanja hormonskog
lije€enja (76). HER2 aktivira i nizvodne signalne puteve poput PI3BK/AKT | MAPK $§to ¢e

biti opisano u tekstu koji slijedi.

7.2.1.2. EGFR signalni put

HER1 je jedan od Ccetiri Clana obitelji receptora za humane epidermalne
C¢imbenike rasta (HER1 - 4), a u literaturi je poznatiji kao receptor za epidermalni

Cimbenik rasta (EGFR). Vezanjem Cd{imbenika rasta povezanih s epidermalnim
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Cimbenikom rasta (EGF, od engl. epidermal growth factor) dovodi do homodimerizacije
odnosno heterodimerizacije receptora te aktivacije nizvodnih signalnih puteva PI3K/Akt
i MAPK (76). Pretjeran izrazaj EGFR povezan je s gubitkom ER, loSijom prognozom
bolesnica s karcinomom dojke te progresijom bolesti u tijeku hormonskog lijeCenja
(132,133). Takoder, pretjeran izrazaj EGFR mozZe se smatrati prediktorom slabog
odgovora na tamoksifen (128,133). Dugotrajno hormonsko lije€enje olakSava
translokaciju estrogenskog receptora GPR30 na povrsinu stanice pri ¢emu dolazi do
interakcije sa signalnim putem EGFR (37). Interakcija izmedu GPR30 i EGFR
intenzivira se u toku lije€enja endokrinom terapijom te dolazi do stimulacije rasta
inducirane signalizacijom putem EGFR $to se smatra inicijalnim ¢imbenikom u razvoju
rezistencije na tamoksifen u stanicama karcinoma dojke (37). U karcinomu dojke
povecan izrazaj EGFR dovodi do prekomjerne aktivnosti signalnih puteva PI3K/AKT i

MAPK $§to za posljedicu ima razvoj rezistencije na hormonsko lijeéenje (76).

7.2.1.3. IGF-1R signalni put

Aktivacija signalnog puta estrogenskog receptora najée$¢e se dogada
posredovanjem estrogena, no do nje se moze doci i interakcijom sa signalnim
putevima receptora za ¢imbenike rasta poput inzulinu sli¢nog ¢imbenika rasta 1 (IGF-1,
od engl. Insulin-like growth factor 1). Ligandom posredovana aktivacija IGF-1R te
posljedi¢na aktivacija nizvodnih signalnih puteva poti¢u proliferaciju, transformaciju i
prezivljavanje (134). Signalizacija putem IGF-1R preko IRS-1 (od engl. Insulin receptor
substrate 1) nizvodno aktivira puteve MAPK i PI3K/Akt. IstraZivanja su pokazala da
MAPK fosforilira serin118 u AF-1 domeni ER Sto dovodi do aktivacije receptora (135).
Poput toga pokazano je da i signalni put PI3K, preko Akt, fosforilacijom serinal67 u
AF-1 aktivira ER (135). Razmjena signala izmedu signalnih puteva IGF-1R i ER je
vazna za razvoj rezistencije na hormonsko lije€enje posredovane IGF-1R (74).
Pretijeran izrazaj IRS-1 (od engl. Insulin receptor substrate 1) potiCe rast i
transformaciju neovisnu o estrogenu (134). Pokazano je da jedan of liganada IGF-1R
(IGF-1) aktivira program genske transkripcije povezan s agresivnijim tumorskim
ponasanjem te potencijalnom neovisno$¢u karcinoma dojke o estrogenima (136).
Stovie, rezultati studija koju su proveli Cui i suradici (137) pokazali su da u stanicama
karcinoma dojke IGF-1 djelovanjem preko PI3K/Akt/mTOR signalnog puta smanjuje
izrazaj PR na razini mRNA i proteina prvenstveno inhibirajuci transkripciju gena za PR.

S obzirom da se niske razine PR u primarnom karcinomu dojke povezuju s loSijom
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prognozom i odgovorom na hormonsku terapiju, nizak izraZzaj PR bi se mogao koristiti
kao indikator aktivne signalizacije signalnim putevima receptora za ¢imbenike raste te

posljedi¢no agresivnijeg tumorskog fenotipa i rezistencije na hormonsko lije€enje (137).

7.2.1.4. FGFR signalni put

Receptori za Cimbenike rasta fibroblasta (FGFR, od engl. fibroblast growth
factor receptor) su €lanovi obitelji RTK. Kada je aktiviran FGFR poti¢e proliferaciju,
migraciju, angiogenezu i prezivljavanje tumorskih stanica (138). Poput drugih ¢lanova
obitelji RTK i FGFR1 je povezan s aktivacijom signalnih puteva PI3K/AKT/mTOR i
MAPK. Smatra se da pretjeranom aktivacijom tih puteva u stanicama karcinoma dojke
FGFR1 doprinosi razvoju rezistencije na hormonsko lijeCenje (139). FGFR1 je
amplificiran u otprilike 10% karcinoma dojke te se smatra jednim od najCeSce
amplificiranih gena u karcinomima dojke (140). Amplifikacija FGFR1 se ¢eSce pronalazi
u luminalnom B podtipu karcinoma dojke (16% - 27%), a povezana je s visokom
proliferacijom, negativnim statusom PR te se smatra prediktivnom za loSu prognozu
bolesnica oboljelih od karcinoma dojke (139). Stanice karcinoma dojke s amplifikacijom
FGFR1 te pretjeranim izraZajem receptora za FGFR1 pokazuju pojacanu signalizaciju
ovisnu o ligandu $to dovodi do pojacane aktivacije nizvodnih signalnih puteva (139).
Smatra se da amplifikacija FGFR1 i pretjeran izrazaj FGFR1 doprinose l0Sijoj prognozi

pacijentica oboljelih od karcinoma dojke i razvoju rezistencije na hormonsko lijeenje.

7.2.2. Hiperaktivacija puta PI3K/Akt/mTOR

Kljuéna interakcija u razvoju rezistencije na hormonsko lijeCenje je ona izmedu
signalnih puteva PISK/Akt/mTOR i ER. PISK/AK/mTOR signalni put se nalazi nizvodno
od ranije navedenih puteva te ga isti mogu aktivirati. Smatra se srediSnjim signalnim
putem ukljuéenim u regulaciju stani¢nog prezivljavanja, rasta, proliferacije i migracije, a
pokazalo se da u malignim tumorima Cesto postoji njegova nepravilna regulacija Sto
doprinosi progresiji tumora (141). Aktivacijom fosfatidil-inozitol-3-kinaze (PI3K)
fosforilira se fosfatidil-inozitol-4,5-bisfosfat (PIP,) te nastaje fosfatidil-inozitol-3,4,5-
fosfat (PIP3) koji dovodi do fosforilacije te posljedi€ne aktivacije protein kinaze B (Akt).
Akt fosforilira i koCi aktivnosti negativnih regulatora mTOR-a (od engl. mammalian
target of rapamycin) (TSC1/2) te tako potiCe aktivaciju mTOR signalnog u odgovoru na

poticanje ¢imbenicima rasta (142).
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Istrazivanje koje su proveli Miller i suradnici (143) pokazalo je povecana
aktivnost signalnih puteva IGF1-R/PI3BK/mTOR prisutna u stanicama karcinoma dojke
koje su neovisne o hormonima te da je intrinzicka aktivnost PI3K signalnog puta nuzna
za stjecanje te odrzavanje hormonske neovisnosti. Direktna inhibicija PI3K je
u€inkovito suprimirala rast neovisan o hormonima, dok je inhibicija uzvodnih (RTK) ili
nizvodnih (MTOR) puteva pokazala samo parcijalnu inhibiciju stani¢nog rasta (143).
Deregulacija tog puta je kljuéna za razvoj steCene rezistencije na hormonsko lije¢enje
(128).

Signalni put PI3K/Akt/mTOR, osim ve¢ navedenih &imbenika rasta, mogu
aktivirati i PI3K aktiviraju¢e mutacije te smanjena ekspresija negativnih regulatora puta
poput homologa fosfataze i tenzina (PTEN). DeGaraffenried i suradnici (144) su
pokazali da su stanice karcinoma dojke s povecanom aktivno$¢éu Akt rezistentne na
hormonsko lije€enje te da se njihova se osjetljivost moze vratiti davanjem mTOR
inhibitora. StoviSe, rezultati randomizirane studije BOLERO-2 koja je evaluirala
kombinaciju egzemestana i everolimusa (inhibitor mTOR-a) u lije€enju metastatskih
karcinoma dojke s pozitivnim hormonskim receptorima pokazale su zna&ajno
produljenje prezivljenja do progresije bolesti (PFS, od engl. progression free survival)
kod pacijentica lijeCenih s kombinacijom oba lijeka u odnosu na one lijeene samo

egzemestanom (145).

PI3K signalni put je Cesto nepravilno reguliran u karcinomima dojke zahvaljujuci
mutacijama ili amplifikaciama gena koji kodiraju razliCGite komponente tog puta
(PIK3CA, PIK3CB, PIK3R1, AKT1l, AKT2) te smanjenim izrazajem negativnih
regulatora puta poput PTEN i INPP4B (146,147,148). U luminalnom A podtipu
karcinomima dojke naj¢eS¢a pronadena mutacija je mutacija gena PIK3CA u 45%
sluajeva, dok je u luminalnom B podtipu pronadena u 29% slu€ajeva (90). Povecana
aktivnost signalnog puta PI3K povezana je sa smanjenim razinama ER te njegovom
manjom aktivnosti i loSijim ishodom kod bolesnica lije€enih adjuvantnom hormonskom
terapijom (11). Postoje studije koje su pokazale kako se kod bolesnica kod kojih se
javila hormonska rezistencija, osjetljivost na hormonsko lije¢enje mozZe vratiti

inhibitorima signalnog puta PI3K (145).
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7.2.3. Hiperaktivacija puta MAPK/ERK

Signalni put protein-kinaze aktivirane mitogenom (MAPK, od engl. mitogen-
activated protein kinases) je kaskada protein-kinaza koje imaju klju¢nu ulogu u
prijenosu signala koji sudjeluju u regulaciji stani¢nog rasta i diferencijacije (142,149).
SrediSnji element tog puta je porodica protein-serin/treonin-kinaza, nazvanih MAPK,
koje se aktiviraju u odgovoru na razliCite ¢imbenike rasta i druge signalne molekule
(142). Od tri MAPK najbolje je istrazena ERK (od engl. extracellular signal-regulated
kinases), a takoder je najbolje okarakteriziran signalni put povezan s njom Raf-MEK-
ERK (149). Aktivacija ERK je povezana s aktivacijom dvije uzvodne protein kinaze koje
su preko Ras-proteina povezane s receptorima za ¢imbenike rasta, a to su Raf i MEK.
Visok izrazaj EGFR i HER2 pronaden je u ER negativnim karcinomima dojke Sto
upucuje da bi aktivacija signalizacije putem faktora rasta te posljedi¢na aktivacija
MAPK mogli doprinjeti smanjenju transkripcije ESR1 i razvoju rezistencije na
hormonsko lije€enje (108). Signalni put MAPK vazan je posrednik u razvoju resistencije

kao odgovora na pretjeranu signalizaciju faktorima rasta.

Istrazivanje koje su proveli Shim i sur. (150) pokazalo je da aktivacija MAPK ¢ini
proliferativno djelovanje E2. ER na poziciji S118 fosforiliraju razli€ite kinaze medu
kojima je i MAPK. Pokazano je da ta fosforilacija poveéava afinitet kompleksa ER-E2
za koaktivator SRC-3, no ne utjeCe na vezanje ER s E2 i DNA (151). ERK
fosforilacijom mozZe dovesti do o ligandu neovisne aktivacije ER (79). Bergqvist i sur.
(152) pokazali su da su aktivirana ERK1/2 i fosforilirani ER povezani s boljim

prezivljenjem zena oboljelih od karcinoma dojke lije€enih tamoksifenom.

7.3. Apoptoza i promjene u regulaciji staniénog
ciklusa

Ova kategorija mehanizama povezanih s razvojem rezistencije na hormonsko
lije€enje obuhvaéa molekule ukljuéene u stani¢ne i bioloSke odgovore na hormonsko
lije€enje poput inhibicije, proliferacije i indukcije apoptoze (43). Antiestrogenska
terapija dovodi do zaustavljanja staniénog ciklusa u G; (od engl. gap 1) fazi koja

predstavlja interval izmedu mitoze i poCetka replikacije DNA te dolazi do usporavanja
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brzine rasta tumorskih stanica (76,142). Proliferaciju stanica reguliraju razliCiti
izvanstani¢ni ¢imbenici rasta koji kontroliraju napredovanje stanice kroz restrikcijsku
toCku pri kraju G, faze. U odsutnosti ¢imbenika rasta, stanice nisu sposobne prijeci
restrikcijsku toCku te umjesto toga ulaze u stanje mirovanja, poznato kao faza Gy iz
kojeg se mogu ponovo ukljuiti u staniéni ciklus tek u odgovoru na stimulaciju
odredenim Cimbenicima rasta (142). Kriti€nu vezu izmedu signalizacije €imbenicima
rasta i napredovanja kroz stani¢ni ciklus omoguéuju ciklini tipa D. Sintezu ciklina D
potiCe stimulacija ¢imbenicima rasta kao rezultat signalizacije putem Ras/Raf/lERK te
se sinteza nastavlja tako dugo dok su ¢imbenici rasta prisutni (142). Ulazak ciklina D1
u kompleks s kinazama ovisnim o ciklinima (CDK, od engl. cyclin-dependent kinases),
CDK4 i CDK®6, te njihova posljedi¢na aktivacija nuzni su kako bi se uz pomo¢ Rb
postiglo napredovanje stani¢nog ciklusa kroz restrikcijsku tocku Gy/S (153).
Fosforilacija Rb pomocéu kompleksa CDKA4,6/ciklin D1 rezultira pri kraju faze G;
odvajanjem transkripcijskog ¢imbenika koji potom stimulira izrazaj svojih ciljninh gena
koji kodiraju proteine potrebne za napredovanje kroz stani¢ni ciklus. Ulazak u S-fazu
stanicnog ciklusa u kojoj se odigrava sinteza DNA posredovana je aktivacijom
kompleksa CDK2/ciklin E. Aktivnost tog kompleksa inhibirana je u Gy ili ranoj G; fazi
pomocu CDK inhibitora p27 (142). Protein p21 inhibira kompleks CDK2/ciklin E i

zaustavlja stani¢ni ciklus u G, fazi (142).

U karcinomu dojke ciklin D1, ciklin E1, CDK inhibitor p21 i CDK inhibitor p27
predstavljaju vazne molekule ukljuéene u kontrolu stani¢nog ciklusa. Poremecena
regulacija pozitivnih i negativnih regulatora stani¢nog ciklusa dovodi do ometanja i
inhibicije antiproliferativniog djelovanja hormonske terapije odnosno do rezistencije na
hormonsko lijeCenje. Stoga pretjeran izrazaj Myc-a, ciklina E1, ciklina D1 odnosho
inaktivacija tumor supresora Rb te smanjen izraZaj inhibitora kinaza ovisnih o ciklinima
(CDK, od engl. cyclin dependent kinases) p21 ili p27 dovodi do smanjene osjetljivosti
na hormonsko lije€enje in vitro (79). U stanicama karcinoma dojke oni su regulirani
aktivacijom RTK i receptora za steroidne hormone, a njihova deregulacija Cesto utjece

na osjetljivost na hormonsko lije€enje (154).

Mnogi signalni putevi vezani uz razliCite receptore ¢imbenika rasta fosforilacijom
proteina i modulacijom specific¢nih transkripcijskih €imbenika i miRNA reguliraju izrazaj i
aktivnost negativnih regulatora stani¢nog ciklusa (43). Tipi€an primjer puteva s takvim

djelovanjem predstavlja HER2 signalni put te hiperaktivacija Akt i Src. Aktivacija
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signalizacije receptora za €imbenike rasta preko puteva PI3K/Akt djeluje kao modulator
molekula uklju¢enih u mehanizme apoptoze i prezivljavanja stanice. lzrazaj p27 je
Cesto smanjen u tumorskom tkivu zbog aktivacije signalizacije koja poti€e mitozu i
njegove povecane degradacije usprkos tome Sto je gen koji kodira p27 rijetko mutiran
ili deletiran (155). Takoder, smatra se da mi-R221 i mi-R222 smanjuju izrazaj p27 te
tako dovode do rezistencije na tamoksifen (79). U karcinomu dojke pretjeran izrazaj
Myc-a, ciklina D1 i ciklina E1 je 2 do 3 puta ¢eS¢i nego Sto je to aplifikacija gena koji
kodiraju te molekule (156). Takoder, inaktivacija Rb je u€estalija nego $to je to delecija
ili mutacija gena RB1 (157). Razlozi koji stoje u podlozi toga su aktivacija signalnih
puteva koji poti€u mitozu i deregulacija transkripcije tih gena. Pretjeran izrazaj i
amplifikacija ciklina D Cest je dogadaj u karcinomima dojke luminalnog B podtipa. Ciklin
D1 je amplificiran u 58% luminalnih B podtipova karcinoma dojke dok je u luminalnom
A podtipu amplificiran u 29% slu€ajeva (158). Varijanta ciklina D1 nastala alternativnim
prekrajanjem moze biti ukljuena u nastanak rezistencije na hormonsku terapiju (159).
Pokazano je da pretjeran izrazaj ciklina D1 i Myc moZe na viSe nafina modulirati
osjetljivost na antiestrogene te se povezuje s rezistencijom na tamoksifen (79). Ciklin
D1 te njegovi nizvodni medijatori predstavljaju potencijalnu metu za razvoj lijekova sa
svrhom lijeCenja hormonski rezistentnih karcinoma dojke. Palbociklib, inhibitor CDK4/6,
je odobren od strane Agencije za hranu i lijekove (FDA, od engl. Food and Drug
Administration), u kombinaciji s letrozolom, kao prva linija lije¢enja postmenopauzalnih

bolesnica s ER+ HER2- metastatskim karcinomom dojke (160).

Povecan izrazaj antiapoptotskih molekula i aktivnost signalnih putova uklju¢enih u
prezivljenje stanice (Bcl-XL) te smanjen izraZzaj proapoptotskih molekula (Bik, kaspaza

9) mogu takoder dovesti do razvoja rezistencije na hormonsko lijecenje (43).

8.Klinicke implikacije

Hormonska terapija predstavilja okosnicu lije€enja bolesnica s luminalnim
podtipovima karcinoma dojke. Unato€ njenoj ucinkovitosti u vecine bolesnica prije ili
kasnije dolazi do pojave rezistencije na hormonsko lijeCenje. Prema inicijalnom
odgovoru na hormonsku terapiju razlikujemo dva tipa rezistencije, intrinziCku i ste€enu.

Definicije intrinziCke i steCene rezistencije uvrdtene u smjernice za lijeCenje

uznapredovalog karcinoma dojke su navedene u tablici 3 (75).
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Tablica 3. Definicije intrinziCke i steCene rezistencije

karakterizirana je relapsom bolesti unutar prve dvije godine lijeCenja
Intrinzi¢ka adjuvantnom hormonskom terapijom ili progresijom bolesti unutar 6
rezistencija mjeseci lijeCenja prvom linijjom hormonske terapije za metastatski
karcinom dojke

karakterizirana je relapsom bolesti za vrijeme trajanja lijeCenja
hormonskom terapijom nakon dvije godine od pocetka iste, ili
relapsom unutar 12 mjeseci nakon zavrSetka hormonskog lije€enja,
ili progresijom bolesti 6 mjeseci nakon pocCetka hormonske terapije
za metastatski karcinom dojke

Stecena
rezistencija

Inhibicija djelovanja estrogena nuzna je u lije€enju bolesnica sa steCenom
rezistencijom na hormonsko lije€enje jer se pokazalo da unato€ razvoju rezistencije,
postoji izrazaj ER te on aktivno pridonosi progresiji bolesti. Al, SERM i SERD su se
pokazali u€inkovitima u lije€enju karcinoma dojke s pozitivnim hormonskim receptorima
i to posebno u ranim stadijima bolesti. Usprkos tome u slu€aju rezistencije na
hormonsko lije€enje uvida se potreba potentnije blokade signalnog puta estrogenskog

receptora te drugih signalnih puteva koji zajedno dovode do progresije bolesti.

Zadnje dvije godine prepoznata je vaznost aktivirajuéih mutacija ESR1, a njihova
ucestalost iz cfDNA uzoraka veéa je nego Sto se detektira sekvencioniranjem iz
tumorskog tkiva. Stovide, takvi tumori su biolodki agresivniji $to se demonstrira kao
krace ukupno prezivljenje (OS). Rezultati pretklini¢kih studija sugeriraju da aktivirajuce
mutacije dovode do relativhe rezistencije na tamoksifen i fulvestrant te da su za
ucinkovitu inhibiciju aktivnosti ER potrebne vece doze tih lijekova. U skladu s tim su i
rezultati dvije klinicke studije (CONFIRM i FIRST). Fulvestrant (500 mg) se kao prva
linija lijeCenja bolesnica s uznapredovalim karcinomom dojke pokazao ucinkovitijim od
anastrozola (74). ViSa doza fulvestranta (500mg) pokazala se ucinkovitijom od nize
(250 mg) u lije€enju bolesnica s karcinomom dojke rezistentnim na hormonsko lije¢enje
(161). S obzirom da aktivnost mutiranog ER ovisi 0 njihovoj interakciji s koaktivatorima
razvoj novih lijekova poput SRC-3 inhibitora predstavlja obecavaju strategiju u lijecenju
karcinoma dojke koji nose mutacije ESR1 gena. Unutar studije BOLERO-2 provedeno
je istrazivanje koje je pokazalo da bolesnice lijeCene egzemestanom ¢iji tumor ima

mutaciju D538G imaju krac¢i PFS u odnosu na divlji tip (98). Isto istraZivanje je pokazalo
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da su bolesnice s D538G mutacijom pokazale PFS benefit ako im se doda everolimus,

za razliku od onih s Y537S mutacijom (98).

S obzirom na vaznost i uCestalost interakcije signalnog puta estrogenskog
receptora i razliCitih drugih signalnih puteva u razvoju rezistencije na hormonsko
lije€enje provedeno je nekoliko studija u kojima se analizirala ucinkovitost kombinacije
hormonske terapije s inhibitorima razli¢itih komponenti puteva prijenosa signala u
usporedbi s monoterapijom ljekovima s antiestrogenskim djelovanjem. Randomizirana
studija TANDEM je evaluirala kombinaciju anastrozola i trastuzumaba u odnosu na
monoterapiju anastrozolom u lije¢enju ER+/HER2+ metastatskog karcinoma dojke.
Pokazano je da kombinacija trastuzumaba i anastrazola znacajno poboljSava PFS, ali i
da dovodi do c¢eSc¢ih nezeljenih ucinaka (162). Rezultati randomizirane studije
BOLERO-2 koja jesu evaluirala kombinaciju hormonske terapije i everolimusa u
lijeCenju metastatskih karcinoma dojke s pozitivnim hormonskim receptorima pokazali
su znacajno dulje prezZivljenje do progresije bolesti (PFS, od engl. progression free
survival) kod bolesnica lije€enih kombinacijom oba lijeka u odnosu na one lijeCene
samo hormonskom terapijom (145). Rezultati studije BELLE-2 koja je evaluirala
kombinaciju buparlisiba i fulvestranta u odnosu na monoterapiju fulvestrantom, u
ljeCenju uznapredovalog karcinoma dojke s pozitivnim hormonskim receptorima i
negativnim statusom HERZ2, pokazali su znaajno produljenje PFS-a kod bolesica
lijeCenih kombinacijom buparlisiba i fulvestranta (163). Buparlisib u kombinaciji s
fulvestrantom Kklini¢ki znac¢ajno poboljSava PFS u bolesnica s PIK3CA mutacijama
(163). Baselga i sur. (163) su utvrdili da se karakterizacijom mutacija gena PIK3CA iz
cfDNA moZe predvidjeti u€inkovitost kombinacije buparlisiba i fulvestranta u lije€enju
ER pozitivnog, HER2 negativhog karcinoma dojke rezistenthog na hormonsko lije¢enje

kod bolesnica u postmenopauzi.

Takoder, u stanicama karcinoma dojke &esto postoji nepravilna regulacija stani¢nog
ciklusa Sto dovodi do ometanja i inhibicije antiproliferativniog djelovanja hormonske
terapije odnosno do rezistencije na hormonsko lijeCenje. PretkliniCka istrazivanja su
pokazala da pretjeran izrazaj Myc-a, ciklina E1, ciklina D1 odnosno inaktivacija tumor
supresora Rb te smanjen izrazaj inhibitora CDK (p21 ili p27) dovode do smanjene
osjetljivosti na hormonsko lijeCenje in vitro (79). Studija PALOMA-1 je pokazala
znacajno produljenje PFS i OS u postmenopauzalnih bolesnica s metastatskim

ER+/HER2- karcinomom dojke lije€enih kombinacijom palbocikliba i letrozola u odnosu
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na monoterapiju letrozolom kao prvom linijom lijeCenja (164). U veljaci 2015. godine,
FDA je odobrila palbociklib, u kombinaciji s letrozolom, kao prvu liniju lijeCenja

postmenopauzalnih bolesnica s ER+/HER2- metastatskim karcinomom dojke (160).

9.Zakljucak

Hormonska terapija predstavlja osnovni modalitet lije€enja bolesnica oboljelih od
karcinomom dojke s pozitivnim statusom ER. Takvi tumori &ine 70% karcinoma dojke,
a prema molekularnom profilu pripadaju luminalnim podtipovima karcinoma dojke.
Usprkos ucinkovitosti endokrine terapije glavnu prepreku optimalnom lije€enju
predstavlja rezistencija koja se javlja u dva oblika, ovisno o pofethom odgovoru na
hormonsku terapiju, kao intrinziCka (de novo) ili ste€ena. Unato€ razvoju rezistencije, u
najve¢em broju slu€ajeva, ER ostaje trajno izrazen i aktivan te doprinosi rastu tumora,
stoga je nuZna njegova trajna inhibicija. Otprilike 30% bolesnica ¢ija je bolest
dijagnosticirana u ranom stadiju razvit ¢e rezistenciju na hormonsko lije€enje koja se
manifestira kao povrat bolesti koji je najéeS¢e metastatske naravi, a ista ¢e se razviti i
kod gotovo svih bolesnica Cija je bolest dijagnosticirana u uznapredovalom stadiju.
Buduci da lije€enje metastatske bolesti joS uvijek predstavlja izazov u medicini s gotovo
nikakvim Sansama za izlijeenje mozemo prepoznati vaznost boljeg poznavanja
mehanizama kojima tumor razvija rezistenciju na hormonsko lijecenje te posljedi¢no
tome i razvoja ciljane terapije kojom bi se vratila osjetljivost na hormonsko lije¢enje ili

blokirali aberantni signalni putevi.

U ovom radu prikazani su poznati mehanizmi koji dovode do razvoja rezistencije na
hormonsko lijeCenje. Takoder, prikazane su i mogucnosti lije€enja ovisno o uzroku koji
je doveo do rezistencije. Kombinacija terapije usmjerene na ER i one usmjerene na
HER2 trenutno je standard u lijeCenju karcinoma dojke koji je ER i HER2 pozitivan.
Rani rezultati klini¢kih studija provedenih u bolesnica s karcinomom dojke s pozitivhim
statusom ER, a negativhim statusom HER2 upucuju na to da bi dio bolesnica mogao
imati koristi od terapije koja uz standardno hormonsko lije€enje uklju€uje i inhibitore
signalnih puteva ¢€imbenika rasta. Kombinacija egzemestana i mTOR inhibitora
everolimusa je odobrena za lijeCenje ER pozitivhog uznapredovalog karcinoma dojke u
SAD-u i Europi jer se pokazalo da znac¢ajno produZuje preZivljenje do progresije bolesti

i ukupno prezivljenje. U zadnje vrijeme sve se viSe razmislja o koriStenju epigenetske
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terapije ili terapije koja je bazirana na nekodiraju¢oj miRNA zajedno s hormonskom
terapijom. Takoder, smatra se da je razvoj novih lijekova poput ECBI veliki iskorak u
razvoju ciljane terapije Cija meta je ERa. Unato€ razvoju novih ucinkovitih lijekova,
potrebno je pronaci biomarkere koji ¢e nam omoguciti lije€enje prilagodeno bolesniku.
Zbog brojnosti i heterogenosti molekularnih mehanizama koji leze u podlozi rezistencije
na hormonsko lije¢enje te njihove evolucije za vrijeme trajanja bolesti istiCe se vaznost
rutinskih biopsija u utvrdivanju promjena u stanicama koje su dovele do razvoja
rezistencije. Buduci da je uzimanje uzastopnih tkivnih biopsija iz udaljenih presadnica
Cesto otezano, nuzno je pronadi lakSe dostupne pristupe za detekciju promjena koje su
dovele do rezistencije. Novi obecavajuéi pristup predstavljaju tekuée biopsije koje
uklju€uju analizu cirkulirajuéih tumorskih stanica i cfDNA iz uzoraka krvi. S obzirom da
razvoj rezistencije na hormonsko lije€enje predstavlja glavnu prepreku optimalnom
lijeCenju raka dojke s pozitivnim hormonskim receptorima njeno zaobilaZzenje jedan je
od najvelih izazova 21. stolje¢a u lijeCenju raka dojke s pozitivnim hormonskim

receptorima.
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12. Zivotopis

Rodena sam 18. rujna 1991. godine u Zadru gdje sam pohadala osnovnu Skolu.
Zavrsila sam Gimnaziju Franje Petri¢a (prirodoslovno-matematicki smjer), a usporedno
s tim i Srednju glazbenu Skolu Blagoje Bersa u Zadru. Tijekom obrazovanja sudjelovala
sam na sedam drzavnih natjecanja, a 2010. godine sam osvojila prvo mjesto na
Drzavnom natjecanju iz kemije s radom ,lzrada kalorimetra i mjerenje entalpije
otapanja soli“. Medicinski fakultet SveuciliSta u Zagrebu upisala sam 2010. godine.
Dobitnica sam Dekanove nagrade za uspjeh, Dekanove nagrade za znanstveni rad
.Promjena genskog i proteinskog izrazaja betaglikana u tkivu karcinoma dojke" i
Zahvalnice za doprinos u o€uvanju tradicije Zavoda za anatomiju ,Drago Perovic¢". Od
2011. do 2014. godine bila sam demonstrator na Katedri za anatomiju i kliniCku
anatomiju. U akademskoj godini 2015./2016. bila sam demonstrator na Katedri za
patofiziologiju i Katedri za pedijatriju. Sudjelovala sam u pripremi animacija za izborni
predmet ,Potencijali Membrane* kojem je dodijeljena nagrada za najbolji e-kolegij
Sveudilista u Zagrebu u akademskoj godini 2011./2012. U srpnju 2012. godine vodila
sam radionicu na temu ,ZaSto krv nije voda?“ u sklopu Ljetne tvornice znanosti na
MedILS-u u Splitu. Koautor sam na radu ,Soluble Type Ill TGFB Receptor in diagnosis
and follow-up of patients with breast cancer”. Aktivno se sluzim engleskim jezikom, a

poznajem i osnove njemackog jezika.
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