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POPIS KRATICA

ABC- uznapredovali rak dojke, engl. advanced breast cancer

AKT- Protein kinaza B

BCRP- protein za rezistenciju tumora dojke, engl. breast cancer resistance protein
CDK- kinaze ovisne o ciklinu, engl. cyclin dependent kinases

CI- interval pouzdanosti, engl. confidence interval

CTC- cirkuliraju¢e tumorske stanice, engl. circulating tumor cells

ctDNA- cirkulirajuc¢a tumorska DNA, engl. circulating tumor DNA

EGFR- receptor za epidermalni ¢imbenik rasta, engl. epidermal growth factor receptor
EMA- Europska agencija za lijekove, engl. European Medicines Agency

ER- estrogenski receptori

ESMO- Europska organizacija za onkologiju, engl. European Society for Medical Oncology
FDA- Agencija za hranu i lijekove, engl. U.S. Food and Drugs Agency

HER2- humani epidermalni receptor 2

INK4- inhibitor kinaze ovisne o ciklinu 4, engl. inhibitor of cyclin-dependent kinase 4
MAPK- mitogenom aktivirana proteinska kinaza, engl. mitogen-activated protein kinases
mBC- metastatski rak dojke engl. metastatic breast cancer

mTOR- meta za rapamicin, engl. mammalian target of rapamycin

OS- ukupno prezivljenje, engl. overall-survival

PCR- polimerazna lancana reakcija, engl. polymerase chain reaction

PFS- preZivljenje bez progresije engl. progression-free survival

PI3K- fosfoinozitid 3-kinaza, engl. phosphoinositide 3-kinases

PIP- fosfatidil fosfat, engl. Phosphatidylinositol phosphate
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PgR- progesteronski receptori
PTEN- Homolog fosfataze i tenzina, engl. phosphatase and tensin homolog
SE- standardna pogreska, engl. standard error

TTF- vrijeme do neuspjeha terapije, engl. time to treatment failure

v



SADRZAJ

SAZETAK ..ot vii
SUMDM ARY ettt e e et eee e e et taee e s e eeaaaeesesaaeeeeeaas viil
Lo UVOD e 1
1.1 EPIDEMIOLOGIJA KARCINOMA DOJKE ......vvvereeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeee. 1
1.2 PODJELA KARCINOMA DOJKE ..o 2
1.3 PIBK/AKT/MTORC SIGNALNI PUT......oovvoeeeeeeeeeeseeeeeeeeeseeeese e 3
1.3.1 ULOGA PI3K U KARCINOMU DOJKE..........cootmirieiiieieiieeiieeeeeeee e 4
1.3.2 PIK3CA MUTACIIE ...ttt e e 4
1.3.3 DETEKCIJA PIK3CA MUTACIJA ...ttt 5
1.3.4. PIBK INHIBITOR ..., 6

1.4 KINAZE OVISNE O CIKLINU 4 16 ..o eeeeeee 7
1.4.1 CDK 4/6 INHIBITORI ...ttt et 7

2. HIPOTEZA ...t 9
3. CILT RADA ..ot 10
4. ISPITANICI T METODE.........cooiioiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 11
A1 ISPITANICT ..o s s 11
4.2 ANALIZA PIK3CA MUTACITA ... asaaanaes 11
4.3 ANALIZA PODATAKA ..o eeeeeeeeeeeeeseseeees s seses e ssseees e eesens 12
5. REZULTATI oot 13
6. RASPRAVA ..ot s e 20
7. ZAKLIUCAK ..ot 22
8. ZAHVALE ..., 24
9. LITERATURA ....coooomiieeeeeeeeeeeee e 25



10.

vi

ZIVOTOPIS



SAZETAK

Patogenetski znacaj mutacija u genu PIK3CA kod bolesnica s rakom dojke
Katarina Cular

Karcinom dojke je maligna bolest s najve¢om incidencijom i prevalencijom na svjetskoj razini.
Predstavlja glavni uzrok smrti od malignih bolesti kod Zena u svijetu, a njegova incidencija i
dalje raste. Jedan od ¢imbenika za nastanak karcinoma su PIK3CA mutacije koje dovode do
pretjerane aktivacije PI3K/AKT/mTOR signalnog puta koji moze nizvodno aktivirati mnostvo
drugih signalnih puteva koji dovode do nastanka karcinoma dojke. PIK3CA mutacije su
povezane s razvojem rezistencije na endokrinu terapiju i kemoterapiju te s agresivnijom
klini¢kom slikom 1 loSijom prognozom. Pretjerana aktivacija CDK 4/6 kompleksa takoder
dovodi do nastanka karcinoma dojke, a njegova aktivacija moze biti potaknuta PIK3CA
mutacijama. Provedena je retrospektivna kohortna studija s 203 pacijentice koje su terapiju
CDK 4/6 inhibitorima zapocele u KBC-u Zagreb od 01.08.2018. do 01.10.2020. Kod 76
pacijentica je provedena molekularna analiza za PIK3CA mutacije. Cilj istrazivanja bio je
usporediti agresivnost klinicke slike i odgovora na terapiju CDK 4/6 inhibitorima izmedu
pacijentica s potvrdenom mutacijom 1 pacijentica bez mutacije. Kod 32 pacijentice je
identificirana PIK3CA mutacija, a najéeS¢a mutacija je bila H1047X mutacija u eksonu 20.
Utvrdeni su povecani relativni rizici kod pacijentica s PIK3CA mutacijom za iskljucivo
visceralnu bolest (3,208) i za infiltraciju kostane srzi (4,125). Relativni rizik za inicijalno
metastatsku bolest je takoder bio povecan (1,455). Sva tri ¢imbenika odraz su agresivnije
klinicke slike. Medijan vremena do neuspjeha terapije kod pacijentica s mutacijom (21 mjesec)
je bio 5 mjeseci kraci nego kod pacijentica bez mutacije (26 mjeseci), a rizik za progresiju
bolesti je iznosio 1,372. Prezivljenje je takoder bilo kraé¢e kod pacijentica s mutacijom, 30,32
mjeseca naspram 32,35 mjeseci. Dobiveni podaci podupiru hipotezu da pacijentice s PIK3CA
mutacijom imaju teZu klini¢ku sliku s kra¢im odgovorom na terapiju CDK 4/6 inhibitorima 1

kra¢im sveukupnim prezivljenjem.

Kljucne rijeci: karcinom dojke, PIK3CA mutacije, CDK 4/6 inhibitori, lije¢enje
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SUMMARY

The pathogenetic role of PIK3CA gene mutations in breast cancer patients
Katarina Cular

Breast cancer is the malignant disease with the highest incidence and prevalence in the world.
It is the main cause of death from malignant diseases among women in the world and its
incidence is still on the rise. PIK3CA mutations are an important factor in tumour formation.
They lead to an overactivation of the PI3K/AKT/mTOR signalling pathway which can activate
many other pathways downstream that can cause breast cancer. PIK3CA mutations have been
associated with resistance to endocrine therapy and chemotherapy and with a more aggressive
disease and worse prognosis. Overactivation of the CDK 4/6 complex can also lead to breast
cancer, and its activation can be caused by PIK3CA mutations. A retrospective cohort study
was performed with 203 patients that started therapy with CDK 4/6 inhibitors at KBC Zagreb
between August 2020. and October 2020. A molecular analysis for PIK3CA mutations was
performed in 76 patients. The goal of the study was to compare the outcome and clinical
presentation of patients with the mutation to the ones without it. A PIK3CA mutation was
identified in 32 patients, and the most common subtype was the H1047X mutation in exon 20.
Patients with the mutation had an increased relative risks for visceral-only disease (3.208) and
bone marrow infiltration (4.125). The relative risk of de novo metastatic disease was also
increased (1.455). All three factors depict a more aggressive disease. The time to treatment
failure median was 5 months shorter in patients with a mutation (21 months) than in those
without it (26 months) and the risk for disease progression was 1.372. Overall survival was
also shorter, 30.32 months compared to 32.35 months. The results of the study support the
hypotheses that patients with PIK3CA mutations have a more aggressive disease with a shorter

response to therapy with CDK 4/6 inhibitors and shorter overall survival.

Keywords: breast cancer, PIK3CA mutations, CDK 4/6 inhibitors, treatment
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1. UVOD

Karcinom dojke je najces¢a maligna bolest u Zenskoj populaciji te najes¢i uzrok smrti od
malignih bolesti u zena. Sistemsko lije¢enje karcinoma dojke pretezito je odredeno
karakteristikama karcinoma, prvenstveno ekspresijom estrogenskih receptora (ER),
progesteronskih receptora (PgR) i receptora za humani epidermalni faktor rasta 2 (HER2, engl.
human epidermal growth factor receptor 2). U zadnje vrijeme se sve veca vaznost pridaje i
genetskim karakteristikama tumora. Medutim, unato¢ postojanju mnogih terapijskih opcija,
uznapredovali karcinom dojke (ABC, engl. advanced breast cancer) je 1 dalje neizljeciva bolesti.
Najces¢i podtip karcinoma je ER+/ HER2 negativan tumor. Primarno lijeCenje za te tumore je ve¢
duze vrijeme endokrina terapija, ali se sve viSe zamjecuje endokrina rezistencija zbog koje izostaje
odgovor na terapiju. U novije vrijeme, pronadene su nove terapijske opcije koje odgadaju i
smanjuju pojavu endokrinu rezistenciju te terapijske opcije koje kao metu imaju druge ¢imbenike
nastanka tumora kao Sto su kinaze ovisne o ciklinu (CDK, engl. cyclin dependent kinsae) 4/6 i
PI3K (engl. phosphoinositide 3-kinases) enzim. Aktiviraju¢e mutacije u PI3K signalnom putu se
nalaze u 30-40% pacijentica s karcinomom dojke, te su povezane s rezistencijom na endokrinu
terapiju 1 na kemoterapiju (1). Stoga je inhibicija PI3K signalnog puta postala vrlo aktualna tema

u zadnjem desetljecu.

1.1 EPIDEMIOLOGIJA KARCINOMA DOJKE

Procijenjeno je da su tijekom 2020. godine, u svijetu, utvrdena 2.3 milijuna nova slucaja
karcinoma dojke medu Zenama te da je 685 000 zena umrlo od karcinoma dojke. Rak dojke €ini
24,5% novootkrivenih malignih bolesti kod Zena te 15,5% uzroka smrti od malignih bolesti kod
zena. Karcinom dojke je maligna bolest s najve¢om incidencijom i prevalencijom na svjetskoj
razini. PetogodiSnja prevalencija karcinoma dojke medu zenama na kraju 2020. je iznosila 7

milijuna slucaja, to jest 201 slu¢aj na 100 000 zena (2).

Karcinom dojke je najcesce sijelo malignih bolesti kod Zena u Hrvatskoj te je 2018. godine
predstavljao 24% novih slucajeva raka kod Zena, te su te godine zabiljeZzena 2845 nova slucaja
medu Zenama. Mortalitet od raka dojke medu Zenama je iznosio 789 pacijentica, te je bio drugi
uzrok smrti od malignih bolesti kod zena, nakon raka traheje, bronha i1 plu¢a. Omjer mortaliteta i

incidencije je iznosio 0,28. Standardizirana stopa incidencije za svjetsko stanovnistvo je bila



69,7/100 000 zena s kumulativnom incidencijom (0-74) od 8,0. 2018. godine, 39,7% slucajeva
raka dojke otkriveno je u lokaliziranom stadiju, 22,0% u regionalno prosirenom stadiju, a 4,4% u
stadiju udaljenih metastaza, dok je za ostatak stadij bio nepoznat (3). U posljednjih 25 godina u
Hrvatskoj se biljezi porast dobno-standardizirane incidencije raka dojke, dok su trendovi stope

mortaliteta stabilni (4).

1.2 PODJELA KARCINOMA DOJKE

Na temelju molekularne klasifikacije tumori dojke se mogu podijeliti na 4 podtipa:
luminalni A, luminalni B, sli¢ni bazalnim stanicama i HER2 pojacani. Luminalni A tumori imaju
visoku izrazenost epitelnih gena i jak signalni put estrogena, dok luminalni B tumori imaju manju
izrazenost epitelnih gena i nizak signalni put estrogena, ali vecu razinu gena za proliferaciju i
HER2 povezanih gena. Sli¢ni bazalnima tumori imaju visoku izrazenost bazalnih epitelnih gena i
gena za proliferaciju, a nisku razinu HER2 i ER povezanih gena. HER2 pojacani tumori imaju
visoku izrazenost gena povezanih s HER2, a nisku izraZzenost ER povezanih gena (5).
Imunohistokemijske karakteristike luminalnih A tumora su ER+, PgR > 20%, HER2 negativni s
niskim Ki67, a luminalnih B ER+, PgR<20% s visokim Ki67 (>30%) (6). Sli¢ni bazalnima tumori
su ER-, PgR-, HER2-, zbog Cega se jos nazivaju i trostruko negativnima, a HER2 pojacani tumori
su ER-, PgR-, HER2+. Naj¢eS¢e mutacije luminalnih A tumora su PIK3CA (45%), GATA3
(14%), MAP3K1 (13%) 1 TP53 (12%) mutacije, luminalnih B tumora PIK3CA (29%), TP53
(29%) 1 MAP3K1 (5%, sli¢nih bazalnima TP53 (80%) i PIK3CA (9%), a HER2 pojacanih TP53
(72%), PIK3CA (39%) 1 PIK3R1 (4%) mutacije (7).

Karcinom dojke se takoder moze podijeliti s obzirom na uznapredovalost bolesti. Rani rak
dojke je tumor koji se nije prosirio van dojke ili aksilarnih limfnih ¢vorova. Primarna terapija kod
tih pacijentica je operacija s ili bez neoadjuvantnog i adjuvantnog lijeCenja. Lokalno uznapredovali
rak dojke je tumor koji se proSirio u obliznje limfne ¢vorove, a kada postoje metastaze u udaljenim
mjestima rije¢ je o metastatskom karcinomu dojke (mBC, engl. metastatic breast cancer).
Uznapredovali rak dojke je naziv koji obuhvacéa lokalno uznapredovali neoperabilni rak dojke 1

metastatski rak dojke. Temeljna terapija kod tih karcinoma je sustavna terapija (8).



1.3 PI3K/AKT/mTORC SIGNALNI PUT

Ljudske stanice imaju tri razreda PI3K enzima. U ovom radu poseban znacaj je posveéen
prvom razredu koji ima 4 kataliticke izoforme, p110a, B, v 1 & koje kodiraju geni PIK3CA,
PIK3CB, PIK3CG 1 PIK3CD. Prvi razred PI3K enzima mogu aktivirati fosforilirani unutarstanicni
dijelovi tirozin kinaza receptora, Ras-slicni GTP-aza i heterotrimericki G proteini. Svaka izoforma
ima domenu koja veze Ras-sli¢cne GTP-aza proteine. Posebnu skupinu razreda I, skupinu IA, ¢ine
pl10 a, B 10, koji imaju zasebnu SH2 regulatornu domenu koja se vezZe na receptore za faktore
rasta ili adapter proteine. Skupina IB, koju ¢ini p110y, ima regulacijske domene p101 1 p87 koje
se vezu na aktivirane heterotrimericke G proteine (9). Enzimi razreda I kataliziraju fosforilaciju
Ptdlns-4,5-P2 (PIP2) u PtdIns-3,4,5-P3 (PIP3). Taj fosfolipid djeluje kao glasnik za usmjeravanje
citoplazmatskih proteina na specifi¢ne dijelove endomembrane ili plazmatske membrane. Enzimi
pl10a i B su ubikvitetni, a 6 1y se preteZito nalaze u imunoloSkim stanicama. Svaka kataliticka
podjedinica tvori dimer s regulacijskom podjedinicom koja odreduje njihovu aktivnost i
lokalizaciju. U normalnim stanicama reakcija fosforilacije je prolazno potaknuta faktorima za rast
te se njen produkt, PIP3, brzo metabolizira lipidnim fosfatima, uklju¢uju¢i tumor supresor PTEN,
te se uklanjanjem 3'-fosfata prekida signalni put PI3K enzima. U tumorskim stanicama je
povecana koli¢ina PIP3 zbog pretjerane aktivacije PI3K enzima onkogenima uzvodno od PI3K
gena ili mutacijom u samom PI3K genu. Gubitak PTEN funkcije takoder moze dovesti do
povecane koli¢ine PIP3 zbog smanjenog metabolizma (10). PIK3CA i PTEN geni su ustanovljeni

kao drugi i tre¢i najviSe mutirani geni u malignim bolestima (11).

Visestruki nizvodni signalni putevi mogu istovremeno biti aktivirani PI3K enzimom.
NajceSc¢e dolazi do aktivacije podjedinica AKT potporodice AGC serin/treonin kinaza. AKT1
signalna molekula inhibira apoptozu te time osigurava prezivljenje stanice, a takoder moze
inducirati sintezu proteina i time rast tkiva. AKT2 je dio inzulinskog signalnog puta te je kljucan
za transport glukoze (12). Drugi vazan efektor PI3K puta je mTOR. To je serin/treonin kinaza koja
tvori dva stani¢na kompleksa, mMTORC1 i mTORC2. Kompleks mTORC?2 sudjeluje u regulaciji
proliferacije, prezivljenja i migracije stanice te remodeliranju citoskeleta (13). Kompleks
mTORCI1 promovira anabolicki metabolizam (poti¢e glikolizu i biosintezu proteina, lipida i
nukleotida) i rast i proliferaciju stanice. Takoder pokre¢e snaznu negativnu povratnu vezu za
signalizaciju putem receptora za faktor rasta, stoga je njegovom inhibicijom povecana aktivacija

PI3K signalnog puta (14).



1.3.1 ULOGA PI3K U KARCINOMU DOJKE

Najucinkovitija metoda lije¢enja karcinom s pozitivnim hormonskim receptorima je
primjena endokrine terapije. Glavna prepreka tom lijeCenju je pojava primarne i sekundarne
endokrine rezistencije u tumorskim stanicama. Primarna endokrina rezistencija se definira kao
povrat bolesti unutar prve 2 godine adjuvantnog lije€enja ili progresija unutar prvih 6 mjeseci
endokrinog lije¢enja mBC-a. Sekundarna endokrina rezistencija je povrat bolesti tijekom ili 12
mjeseci nakon zavrSetka adjuvantnog lijeCenja, ali nakon 2 godine od pocetka lijecenja ili nakon
6 mjeseci endokrinog lije¢enja za mBC (15). Hiperekspresija PI3K/AKT/mTOR signalnog puta
poti€e ovisnu i neovisnu transkripciju estrogenskih receptora unato¢ njihove inhibicije
endokrinom terapijom §to pridonosi nastanku endokrine rezistencije te rastu tumora (16). In vivo

istrazivanja su pokazala da inhibicija PI3K i mTOR enzima moze vratiti endokrinu osjetljivost

(17).

U tumorima se takoder moze pojaviti i kemorezistencija, to jest rezistencija na
kemoterapiju. Istrazivanja su pokazala da PI3K/AKT poti¢e nastanak kemorezistencije kroz
razli¢ite mehanizme. Jedan od mehanizama je povecanje izlaska kemoterapijskih lijekova kroz
ATP-vezujuce kazete. Nadalje, pretjerana ekspresija BCRP i P-gp proteina (Ciji je izraZaj odreden
PI3BK/AKT/mTOR signalnim putem) posreduje izbacivanje taksana i antraciklina iz stanice. Jo$
jedan mehanizam nastanka rezistencije je fosforilacija AKT-a koja je povezana s prezivljenjem i
migracijom stanica, a supresija AKT-a je povezana s apoptozom rezistentnih stanica.(18) Novija
istrazivanja takoder pokazuju da inhibicija PI3K moze vratiti osjetljivost tumorskih stanica na

kemoterapiju (19).

1.3.2 PIK3CA MUTACIJE

Gen PIK3CA se nalazi na kromosomu 3q26.32 te kodira kataliticku podjedinicu p110a
enzima PI3K skupine IA. To je najées¢e mutirani gen u karcinomu dojke. Postoje razliciti rezultati
o prediktivnoj ulozi PIK3CA mutacija. U ranom karcinomu dojke, pacijentice s PIK3CA
mutacijom u vecini istrazivanja imale su bolju prognozu te manju ucestalost razvitka invazivne
bolesti, ali u metastatskom karcinomu dojke su imale lo$iju prognozu od pacijentica bez PIK3CA

mutacije (20). Vec¢ina PIK3CA somatskih mutacija grupirane su na eksonu 9 (helikalnoj domeni)



i eksonu 20 (kinaznoj domeni) (21). Najces¢e mutacije u PIK3CA genu u tumorima dojke su
H1047R, E542K i E545K. H1047R mutacija na eksonu 20 poboljsava interakciju kinazne domene
s membranom i zaobilazi Ras sustav pri aktivaciji p110a (22). E542K 1 E545K mutacije na eksonu
9 sprjecavaju interakciju nSH2 podjedinice p85 inhibitornog proteina s helikalnom domenom
p110a te time onemogucéuju njegovu inaktivaciju (23). Odredene studije su pokazale da mutacije
na eksonu 9 koreliraju s lo§ijom prognozom, a mutacije na eksonu 20 s boljom prognozom (24).
Manje Ceste su N345K (ekson 4) i C420R (ekson 7) mutacije, koje onemogucuju inaktivaciju
p110a inhibiranjem povezivanja C2 kataliticke domene p110a s iISH2 domenom p85 inhibitornog
proteina (25). U jednom preglednom istrazivanju u kojem su pregledani podatci od 6338
pacijentica, ucestalost PIK3CA mutacija u karcinomima dojke je bila 35,7%, s najviSom
E545K (17%), E542K (11%), N345K (6%) 1 H1047L (4%). Od pacijentica s PIK3CA mutacijom,
11,8% ih je imalo dvije mutacije a 0,7% 3 ili viSe mutacija (26). Pojavnost zasebnih mutacija
PIK3CA gena je rijetka (9-16%) kod trostruko negativnog karcinoma dojke, medutim
kombinirane aktiviraju¢e mutacije PIK3CA gena s inaktiviraju¢im mutacijama PTEN gena se
pojavljuju cesce te su identificirane u 25-30% uznapredovanih trostruko negativnih karcinoma

27).

1.3.3 DETEKCIJA PIK3CA MUTACUJA

Uzorci tumora za molekularnu analizu se mogu dobiti biopsijom tkiva ili teku¢om
biopsijom. Pri analizi biopsije tkiva najcesce se koriste parafinske kocke tumorskog tkiva. Uzorak
tkiva tumora dojke koji se dobije tijekom biopsije ili operacije prvo se fiksira u formalinu za
ocuvanje proteinske i vitalne strukture tkiva. Fiksiranje se provodi pomoc¢u 10%-nog formaldehida
u trajanju od 18 do 24 sata. Uzorak se zatim mora dehidrirati i o€istiti pomocu razlicitih
koncentracija etanola. Potom se uklapa u parafinske blokove koji se mogu Cuvati godinama.
Njihova struktura omogucava lakse rezanje te se naknadno po potrebi rade tanki rezovi tkiva na
mikrotomu debljine 3-4 mikrometra. Rezovi tkiva mogu se postaviti na mikroskopska stakalca za
daljnja proucavanja ili se koristiti za detekciju DNA i RNA (28). Kod tekuce biopsije uzima se
uzorak periferne krvi u kojoj se mogu detektirati cirkulirajuée tumorske stanice (CTC, engl.
circulating tumor cellls) i cirkuliraju¢a tumorska DNA (ctDNA, engl. circulating tumor DNA).

CTC su stanice podrijetlom iz primarnog tumora koje mogu posredovati u nastanku metastaza te



mogu bolje karakterizirati metastaze koje nemaju uvijek ista bioloska obiljezja kao primarni
tumor. Njihova vrijednost korelira s ukupnim prezivljenjem pacijenta i s razdobljem bez bolesti,
stoga su CTC-i dobri terapijski pokazatelji. Slobodnu cirkulirajuéu DNA koja je tumorskog
porijekla predstavlja ctDNA te se iz nje mogu detektirati epigenetske i genetske promjene,
abnormalne metilacije, mutacije, translokacije i amplifikacije. Najveca prednost analize ctDNA je
moguénost detekcije genetiCkih promjena koje su zastupljene unutar tumora u manjem broju ili
koje su prisutne samo u metastazama te stoga nisu identificirane klasi¢nom biopsijom tkiva(29).
Obje metode kod istih pacijenata ne daju uvijek iste rezultate te se pokazalo da detekcija pik3ca
mutacija iz uzorka tkiva ima vecu osjetljivost. U jednom istrazivanju PIK3CA mutacije su
pronadene u 50,0% uzoraka tkiva naspram 37,5% uzoraka plazme. Od 58 ispitanica u tom
istrazivanju, kod 9 je pronadena mutacija isklju¢ivo u uzorku tkiva, a kod 4 pacijentice samo u
uzorku plazme (30). Takoder postoje razli¢iti PCR testovi za identifikaciju PIK3CA mutacija
unutar uzorka. Glavne razlike u testovima su broj mutacija koje se mogu detektirati. Vecina
testova detektiraju najmanje 11 mutacija u eksonima 7, 9 1 20, a prosireni testovi detektiraju do 17
mutacija u eksonima 1, 4, 7, 9 1 20 (31,32). Trenutne preporuke FDA-a (U.S. Food and Drugs
Association) su da se prvo napravi analiza ctDNA, a ako je negativna da se nadopuni analizom

tumorskog tkiva (33).

1.3.4. PI3K INHIBITOR

Jedini odobren PI3K inhibitor za lije¢enje karcinoma dojke je alpelisib (Piqray). EMA
(Europska agencija za lijekove, engl. European Medicines Agency) ga je odobrila u srpnju 2020.
za lijeCenje postmenopauzalnih zena s HR+/HER2 negativnim ABC-om kod kojih je utvrdena
PIK3CA mutacija, a koristi se u kombinaciji s fulvestrantom (34). Alpelisib selektivno inhibira
p110a kataliticku izoformu PI3K enzima PI3K/AKT signalnog puta te time inhibira prezivljenje
i rast tumorskih stanica. Njegova efikasnost je utvrdena u SOLAR-1 istrazivanju, prezivljenje bez
progresije (PFS, engl. progression-free survival) pacijentica koje su primale alpelisib i fulvestrant
bio je 11.0 mjeseci, a pacijentica koje su primale placebo 1 fulvestrant 5.7 mjeseci (35). Najcesce
nuspojave njegove primjene su hiperglikemija, proljev, osip, neutropenija, hepatotoksicnost,
povracanje i gubitak kose. Hiperglikemija je zabiljezena kod 79% pacijentica te je u ESMO (engl.
European Society for Medical Oncology) smjernicama preporuceno da se ne primjenjuje kod

dijabeticara ili pacijentica s povisenim HbAlc (15).



1.4 KINAZE OVISNE O CIKLINU 416

Tijekom prolaska stanica kroz stani¢ni ciklus postoje kontrolne tocke u kojima se
provjerava da li je stanica spremna uéi u sljedecu fazu stani¢nog ciklusa. U tim kontrolnim
tockama se zaustavlja prolazak stanica s oSte¢enim DNA. Najvazniju ulogu u regulaciji stanicnog
ciklusa imaju ciklini, kinaze ovisne o ciklinu 1 inhibitori kinaza ovisnih o ciklinu. Ciklini i CDK-
1 su apoenzimi koji stvaraju pobudne signale u stanici. Medusobnim vezanjem oblikuju kinaze
koje fosforiliraju retinoblastomski (RB) protein, te time smanjuju afinitet RB-a za E2F ¢imbenike
koji pokreéu diobu. Cimbenici E2F veZu se na promotore gena za diobu stanice te zajedno pokrecéu
diobu stanice. Ko¢ni signali (primjerice p21, p16 1 p27) se vezu na CDK-ciklinske sklopove ¢ime
ti sklopovi gube svoju kinaznu aktivnost. Mutacije regulacijskih ¢imbenika uzrokuju slobodnu

progresiju ciklusa i prijepis DNA bez popravka nastalih pogrjesaka (36).

Enzimi CDK 4 i CDK 6 stvaraju kompleks s ciklinom D1. Aktivacija tog kompleksa potice
hiperfosforilaciju RB proteina i pl07 i p130 proteina. Njihovom fosforilacijom otpusta se
transkripcijski faktor E2F1 koji pokrece sintezu proteina koji su potrebni za prijelaz iz G1 faze u
S fazu stani¢nog ciklusa. Hiperaktivnost CDK4/6 uofena je u mnogim malignim bolestima,
ukljucujucéi gliome, sarkome, limfome, melanome, karcinome dojke, planocelularne karcinome 1
leukemije (37). Uloga CDK4/6 u nastanku maligne bolesti je najviSe prouc¢avana u karcinomima
dojke, te je CDK4/6 kompleks postao jedna od meta za terapiju metastatskog karcinoma dojke.
Mnogi faktori utjeCu na aktivnost CDK4/6 u karcinomima dojke. Mitogeni signalni putevi
pretezno poticu aktivnost CDK4/6 ve¢om koli¢inom ili stabilnos$¢u ciklina D1. Ti putevi ukljuc¢uju
signaliziranje preko EGFR 1 HER2, PI3K-AKT-mTOR puta i estrogenskih receptora. Endogeni
faktori koji inhibiraju aktivnost CDK4/6 su INK4 (engl. inhibitor of cyclin-dependent kinase 4)
proteini pl6™K4a p]15INKab -y gINKde 1 19INK4d Tj proteini se vezu na CDK kompleks te

onemogucuju njegovo vezanje s ciklinom D (38).

1.4.1 CDK 4/6 INHIBITORI

Inhibitori CDK 4/6 blokiraju enzime CDK 4 i CDK 6 koji su bitni za diobu stanica te
dovode do zaustavljanja stani¢nog ciklusa u G1 fazi 1 smanjenja prezivljenja i proliferacije

tumorskih stanica. U onkologiji se koriste za lijecenje HR+/ HER2 negativnog ABC-a. Tri su



lijeka odobrena za tu indikaciju, palbociklib (Ibrance), ribociklib (Kisqali) i abemaciklib
(Verzenio), a koriste se u kombinaciji s endokrinom terapijom aromataznim inhibitorom ili
fulvestrantom. Prema ESMO preporukama CDK4/6 inhibitori se preporucaju kao prva linija
lijeCenja HR+/HER2 negativnog ABC-a zbog znacajnog poboljSanja PFS-a i ukupnog prezZivljenja

(OS, engl. overall-survival) s poboljSanom ili nepromijenjenom kvalitetom zivota (15).

U studenom 2016., EMA je odobrila prvi CDK 4/6 inhibitor, palbociklib, za lijecenje
HR+/HER2 negativnog metastatskog karcinoma dojke u kombinaciji s aromataznim inhibitorom
za endokrino senzitivne ili s fulvestrantom za endokrino rezistentne tumore (39). U PALOMA-2
klinickom istrazivanju medijan PFS-a pacijentica lijecenih palbociklibom i letrozolom u prvoj
liniji je bio 24.8 mjeseci naspram 14.5 mjeseci kod pacijentica koje su primale placebo i letrozol
(40). Takoder je zamije¢eno produzenje PFS-a kod primjene u drugoj liniji lijecenja, te su u
PALOMA-3 istrazivanju pacijentice koje su primale palbociklib i fulvestrant imale PFS od 9.5
mjeseci naspram 4.6 mjeseci kod pacijentica koje su primale placebo i fulvestrant (41). Ribociklib
je odobren u kombinaciji s letrozolom ili fulvestrantom od strane EMA-e u kolovozu 2017. (42).
Njegova primjena u prvoj liniji lijecenja je ispitana u MONALEESA-2, PFS pacijentica lijeCenih
ribociklibom i letrozolom je bio 25.3 mjeseci, a 16.0 mjeseci kod pacijentica lije¢enih placebom 1
letrozolom (43). Takoder je provedeno =zasebno istrazivanje kod premenopauzalnih i
perimenopauzalnih zena (MONALEESA-7) u kojem su pacijentice lijeCene ribociklibom imale
23.8 mjeseci PFS naspram 13.0 mjeseci kod pacijentica lije¢enih placebom (44). U listopadu 2018.
EMA je odobrila i abemaciklib (45). Njegova primjena u prvoj liniji lijecenja ispitana je u
MONARCH-3 istrazivanju, PFS pacijentica lije¢enih kombinacijom abemacikliba i aromataznog
inhibitora bio je 28.12 mjeseci naspram 14.76 mjeseci kod pacijentica lijeCenih placebom 1
aromataznim inhibitorom (46). U MONARCH-2 istraZivanju je pokazana i njegova efikasnost u
drugoj liniji lije¢enja kod endokrino rezistentnih pacijentica, PFS lijeCenih abemaciklibom i
fulvestrantom bio je 16.4 mjeseci naspram 9.3 mjeseci u kontrolnoj grupi (47). Najucestalije
nuspojave primjene CDK 4/6 inhibitora su hematoloski poremecaji, gastroenteroloska toksicnost,
hepatotoksi¢nost 1 produljenje QT intervala. Naj€esce je zabiljeZena neutropenija (74-92%), ali je
stopa popratne infekcije bila niska. Hematoloski poremecaji su ¢eS¢e zabiljeZeni kod primjene

palbocikliba i ribocikliba, a gastroenteroloska toksi¢nost ¢es¢e kod primjene abemacikliba (48).



2. HIPOTEZA

Pacijentice s PIK3CA mutacijom imaju tezu klinicku sliku metastatskog karcinoma dojke 1
kod njih ranije dolazi do progresije osnovne bolesti tijekom terapije CDK 4/6 inhibitorima nego

kod pacijentica bez mutacije.



3. CILJ RADA

Cilj ovog istrazivanja je retrospektivnom analizom medicinske dokumentacije pacijentica
lijeCenih CDK 4/6 inhibitorima na Klinici za onkologiju KBC-a Zagreb usporediti agresivnosti
klinicke slike 1 odgovor na terapiju kod pacijentica s PIK3CA mutacijom s pacijenticama bez
detektibilne mutacije te prikazati patogenetski znac¢aj PIK3CA mutacija na klinicku sliku i ishod

metastatske bolesti.
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4. ISPITANICI I METODE

Istrazivanje je provedeno kao retrospektivnha kohortna studija. Podaci su prikupljeni
pretraZzivanjem bolni¢kog informatickog sustava Klinike za onkologiju KBC-a Zagreb te su
izdvojene sve pacijentice koje dobile odobrenje Povjerenstva za lijekove za terapiju CDK 4/6
inhibitorima od 01.08.2018. do 01.10.2020. Statisticka analiza je provedena pomoc¢u MedCalc®
programa (49).

4.1 ISPITANICI

Pregledom medicinske dokumentacije pacijenata u Ambulanti za dojke Klinike za
onkologiju KBC-a Zagreb identificirane su 203 pacijentice, 200 Zena 1 3 muskarca, na terapiji
CDK 4/6 inhibitorima s aromataznim ihibitorom ili fulvestrantom. Sve pacijentice su imale ER+
1 HER2 negativne ABC-e. U istrazivanje su uklju¢ene postmenopauzalne i premenopauzalne zene
1 muskarci. Analizirani su: op¢i podaci o pacijentima (ime i prezime, datum rodenja i
menopauzalni status), imunohistokemijske karakteristike tumora (ER, PgR, HER2 i Ki67), vrste
metastaza (visceralne, jetrene, nevisceralne i infiltracija koStane srzi), podaci o klinickoj slici
(status aksile, radi li se o inicijalno metastatskoj bolesti, endokrina rezistencija, linija endokrine
terapije 1 prethodno lije€enje endokrinom terapijom ili kemoterapijom), CDK 4/6 inhibitor te
popratni lijek, datum pocetka terapije, nuspojave te identifikacija PIK3CA mutacija. Kod
pacijentice koje su imale progresiju tijekom terapije je dodatno utvrden datum prekida terapije te
broj primljenih ciklusa terapije. KoriSteni CDK4/6 inhibitori su bili palbociklib (Ibrance),
ribociklib (Kisqali) i abemaciklib (Verzenio), a popratni lijekovi letrozol, anastrozol, eksemestan
1 fulvestrant. Unutar te kohorte pacijentica je izdvojena zasebna kohorta od 76 pacijentica kod

kojih je provedena analiza PIK3CA mutacija.

4.2 ANALIZA PIK3CA MUTACIJA

Molekularna analiza je provedena na uzorcima tumorskog tkiva bilo primarnog karcinoma
dojke bilo tkivo metastaze iz parafinskih kocki. DNA je bila izolirana iz tumorskog tkiva koriste¢i
Cobas DNA Sample Preparation Kit (Roche Molecular Systems Inc.) prema uputama

proizvodaca. Za automatiziranu amplifikaciju i detekciju mutacija PIK3CA gena koriSteni su
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cobas PIK3CA Mutation Test (RUO) (Roche Molecular Systems Inc.) i cobas z 480 analyzer
uredaj s cobas 4800 programom 2.2.0 (Roche Molecular Systems Inc.). Cobas PIK3CA Mutation
Test (RUO) omogucuje kvalitativnu detekciju 1 identifikaciju mutacija u eksonima 1, 4, 7, 9 1 20
gena PIK3CA. Test moze detektirati mutacije s razinom osjetljivosti od 5% mutirane DNA.
Detektibilna mutacija u eksonu 1 je R88Q, u eksonu 4 N345K, a u eksonu 7 C420R. U eksonu 9
su detektibilne 3 mutacije i njihovi podtipovi, ES42K, E545X (podtipovi: E5S45A, E545D, ES45G
1 E545K) 1 Q546X (podtipovi: Q546E, Q546K, Q546L 1 Q546R). U eksonu 20 su detektibilne
mutacije M10431, H1047X (podtipovi: H1047L, H1047R 1 H1047Y) 1 G1049R. (31,50-52).

4.3 ANALIZA PODATAKA

Za usporedbu agresivnosti klini¢ke slike izracunati su relativni rizici s 95%-tnim intervalom
pouzdanosti (95% CI, engl. confidence interval) za pojedine vrste metastaza, inicijalno
metastatsku bolest i endokrinu rezistenciju. Endokrina rezistencija je definirana prema ESMO
smjernicama opisanim u uvodu ovog rada (15). Pri prikupljanju podataka o vremenu do neuspjeha
terapije koriSten je tip 1 desnog cenzuriranja podataka sa zavrSetkom promatranja 15.06.2021.
Dogadaj od interesa je bila progresija maligne bolesti. Cenzurirani podatci su bili analizirani
Kaplan-Meier metodom te su napravljene krivulje za TTF. Medijan TTF-a 1 95% CI izrac¢unati su
kao najranije vrijeme pri kojem vjerojatnost da nije doslo do TTF-a pada ispod 50% (Brookmeyer
& Crowley, 1982). Prosjecna sredina, njen 95% CI i standardna pogreska (SE, engl. standard error)
su izracunati kao povrSina pod krivuljom TTF-a (Klein & Moeschberger, 2003). Za oba izratuna
su koriSteni i1 cenzurirani podaci pacijentica kod kojih nije doSlo do progresije tijekom
promatranja. Za izracun statistiCke znacajnosti koristeni su log-rank test i Hi-kvadrat test. Takoder
je izracunat rizik progresije bolesti s 95%-tnim intervalom pouzdanosti. Nadalje, pomoc¢u Kaplan-
Meier metode, napravljena je analiza OS-a s izraCunom medijana, prosjecne sredine, rizika smrti,

log-rank testa 1 Hi-kvadrat testa.
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5. REZULTATI

Tijekom istrazivanja analiza PIK3CA mutacije je provedena kod 73 od 203 pacijentice. 32
(43,85%) pacijentice, 30 Zena i 2 muSkarca, su imale detektabilnu mutaciju, a kod 44 pacijentice
molekularnom analizom nije pronadena mutacija. Medijan dobi pri pocetku lijeCenja je 53.5
godina (30-79 godina). Medijan praéenja je 23 mjeseca (95% CI 20-25), a prosjecno pracenje je
22,61 mjeseca (95% CI120,92-24,31). U Tablici 1. su prikazani CDK 4/6 inhibitori koji su koristeni
u terapiji te popratni lijekovi koji su se koristili uz njih. Inhibitori aromataze su pretezno koristeni
kod pacijentica bez endokrine rezistencije, a fulvestrant kod pacijentica s endokrinom

rezistencijom.

Tablica 1. Primijenjeni CDK 4/6 inhibitori 1 popratni lijekovi.

Vrsta terapije PIK3CA PIK3CA pozitivne Ukupno
negativne

Palbociklib 28 12 40
+ aromatazni ihnibitor | 5 3 8
+ fulvestrant 23 9 32

Ribociklib 14 17 31
+ aromatazni inhibitor | 10 12 22
+ fulvestrant 4 5 9

Abemaciklib 2 3 5
+ aromatazni inhibitor | 0 1 1
+ fulvestrant 2 2 4

Vecina pacijentica je imala 1 detektibilnu mutaciju, a samo jedna pacijentica je imala dvije
mutacije, H1047X 1 G1049R, obje u eksonu 20. Najucestalije detektirana mutacija je bila H1047X
u eksonu 20, koju je imalo 16 pacijentica (50,00%). E545X mutaciju u eksonu 9 je imalo 8
pacijentica (25,00%), a ES42K mutaciju u istom eksonu 3 pacijentice (9,38%). Dvije pacijentice
(6,25%) su imale G1049R mutaciju u eksonu 20. Q546X mutaciju u eksonu 9, N345K mutaciju u
eksonu 4 1 C420R mutaciju u eksonu 7 su imale po 1 pacijentica (3,13%). Na Slici 1. je pomoc¢u

kruznog grafikona prikazana ucestalost pojedine PIK3CA mutacije kod pacijentica u istrazivanju.

13



PIK3CA mutacije

m H1047X

m E545X
A .EWK
= G1049R

C420R

Q546X

= N345K

Slika 1. Ucestalost pojedinih PIK3CA mutacija u kohorti pacijentica

Luminalni B karcinom je bio ucestaliji te ga je ukupno imalo 50 pacijentica (65,79%).
Luminalni A karcinom je imalo 15 (46,88%) pacijentica s PIK3CA mutacijom 1 11 (25%)
pacijentica bez mutacije. To jest, kod 57,69% pacijentica s luminalnim A karcinomom je utvrdena
PIK3CA mutacija. Omjer izgleda za luminalni A karcinom kod pacijentica s PIK3CA mutacijom

naspram pacijentica bez mutacije je bio 2,647 (95% CI 0,999-7,007, p vrijednost 0,050).

CDK 4/6 inhibitori su bili prva linija endokrine terapije kod 29 pacijentica (38,16%), a
druga linija kod 36 pacijentica (47,37%). Ostatak pacijentica je primalo CDK 4/6 inhibitore u
trecoj liniji (n=11, 14,47%). U skupini pacijentica s PIK3CA mutacijom, terapija CDK 4/6
inhibitorom bila je prva linija endokrine terapije za metastatsku bolest kod 8 (25%) pacijentica,
druga linija kod 20 (62,5%), a trec¢a linija kod 4 (12,50%) pacijentice. U skupini bez mutacije, 21
(47,72%) pacijentica je primala CDK 4/6 inhibitor u prvoj liniji endokrine terapije, 16 (36,36%)
u drugoj i 7 (15.91%) u trecoj. Na Slici 2. su pomoc¢u grafikona prikazani omjeri pacijentica u

pojedinoj liniji endokrine terapije.
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Slika 2. Udio pacijentica na terapiji CDK 4/6 inhibitorima u odredenoj liniji endokrine terapije

Inicijalno metastatsku bolest je imalo 35 pacijentica. Od pacijentica s PIK3CA mutacijom
18 (56,25%) ih je imalo inicijalno metastatsku bolest, a kod pacijentica bez mutacije 17 (38,63%)
pacijentica. Relativni rizik za inicijalno metastatsku bolest kod pacijentica s mutacijom je 1,455,

a 95% CI 0,899-2,357 1 p vrijednost 0,126.

Endokrinu rezistenciju je imalo 17 pacijentica (53,13%) s mutacijom i 32 pacijentice
(72,72%) bez mutacije. Relativan rizik za endokrinu rezistenciju kod pacijentica s PIK3CA
mutacijom je 0,730, a 95% CI 0,503-1,060 i p vrijednost 0,098. Primarnu rezistenciju je imalo 5
pacijentica (15,63%) s mutacijom 1 7 (15,91%) bez mutacije. Relativni rizik za primarnu
rezistenciju za skupinu s mutacijom je 0,9821, interval 0,343-2,816 i p vrijednost 0,973.
Sekundarna rezistencija je zabiljeZena kod 12 pacijentica (37,5%) s mutacijom 1 25 (56,82%) bez
mutacije. Relativni rizik za sekundarnu endokrinu rezistenciju je 0,660, a 95% CI 0,394-1,106 1 p
vrijednost 0,115.

U Tablici 2. prikazani su podatci o broju pacijentica s odredenom skupinom metastaza s
obzirom na PIK3CA status te njihov udjel unutar skupine. Zbog svoje znacajnosti za klinicku sliku
jetrene metastaze i infiltracija koStane srzi su izdvojene kao zasebna skupina metastaza. Relativni
rizik za isklju¢ivo visceralnu bolest kod pacijentica s mutacijom je 3,208, a 95% CI 0,8978-
11,4652 1 p vrijednosti 0,0723. Relativni rizik za isklju¢ivo nevisceralne metastaze u istoj skupini
iznosi 0,724, a 95% CI1 0,3910- 1,3394 1 p vrijednost 0,303. Za jetrene metastaze relativni rizik je
0,802 s 95% CI 0,356-1,809 1 p vrijednost 0,595. Relativni rizik za prisutnost i1 visceralnih i
nevisceralnih metastaza je 0,938, 95% CI 0,5844-1,504 i p vrijednost 0,789. Za infiltraciju kostane
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srzi relativni rizik kod pacijentica s mutacijom iznosi 4,125 s 95% CI 0,889-19,129 i p vrijednost
0,072. Na Slici 3. su pomocu grafa prikazani relativni rizici 1 njihovi 95% CI za pojedine vrste

metastaza kod pacijentica s PIK3CA mutacijom.

Tablica 2. Broj i udio pacijentica s pojedinom skupinom metastaza.

Vrste metastaza PIK3CA negativne PIK3CA pozitivne
Iskljucivo visceralna bolest 3 (6,82%) 7 (21,88%)
Isklju€ivo nevisceralne metastaze | 19 (43,18%) 10 (31,25)
Visceralne i nevisceralne 22 (50,00%) 15 (46,88%)
Jetrene metastaze 12 (27,27%) 7 (21,88%)
Infiltracija koStane srzi 2 (4,55%) 6 (18,75%)

Iskljucivo visceralna bolest —

Iskljucivo nevisceralne metastaze —-

Visceralne 1 nevisceralne metastaze -

Infiltracija kostane srzi ——

Jetrene metastaze —e—

| EERRTT covnl ol
0.1 1 10 100
Relativni rizik

Slika 3. Relativni rizici 1 95% CI za nastanak odredenih vrsta metastaza kod pacijentica s
PIK3CA mutacijom

U promatranom vremenu, progresija bolesti je utvrdena kod 40 pacijentice, od kojih je 18
imalo PIK3CA mutaciju. Na Slici 4. usporedno su prikazane TTF krivulje s 95% CI za skupine
pacijentica s mutacijom i bez mutacije. Na slikama 5. 1 6. su zasebno prikazane TTF krivulje za
pojedinu skupinu s dodatno oznacenim cenzuriranim podatcima za pacijentice kod kojih nije doslo
do progresije. Sveukupni medijan TTF-a je 21 mjeseci, a 95% CI 15 do 32 mjeseci. Medijan TTF-
a za pacijentice s PIK3CA mutacijom je 21 mjeseci (95% CI 14-28), a za pacijentice bez mutacije
26 mjeseci (95% CI 14-29). Ukupni prosjecni TTF za kohortu je 21,9 mjeseci s 95% CI 19,13-
24,68 mjeseci 1 SE 1,416. Kod pacijentica s mutacijom prosjecni TTF iznosi 19,71 mjeseci (95%
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CI 15,68- 23,75, SE 2,057), a kod pacijentica bez mutacije 23,04 mjeseci (95% CI 19,47- 26,62,
SE 1,823). Log-rank testom je dobivena vrijednost Hi-kvadrata od 0,883 i p vrijednost 0,347.

Rizik za progresiju kod pacijentica s PIK3CA mutaciju naspram pacijentica bez mutacije je 1,372
(95% CI1 0,7094- 2,6534).
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Slika 4. Krivulje TTF-a s 95%-tnim intervalom pouzdanosti izradene prema Kaplan-Meier
metodi za pacijentice s 1 bez PIK3CA mutacije

17



Slika 6. Krivulja TTF-a s 95% CI pouzdanosti za pacijentice bez PIK3CA mutacijom izradena
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10 pacijentica je preminulo tijekom istrazivanja, 4 s mutacijom i 6 bez. Medijan
prezivljenja se nije mogao izracunati jer krivulja ne opada ispod 50% u promatranom periodu.
Ukupno prosjecno prezivljenje za kohortu je 32,080 mjeseci s 95% CI 30,402- 22,758 mjeseci 1
SE 0,856. Kod pacijentica s mutacijom prosjecno preZivljenje iznosi 30,324 mjeseci (95% CI
27.903-32,746, SE 1,235), a kod pacijentica bez mutacije 32,347 mjeseci (95% CI 30,329-34.365,
SE 1,029). Hi kvadrat iznosi 0,1952, a p vrijednost 0,6587. Rizik smrti kod pacijentica s
mutacijom je 1,348 (95% CI 0,3580-5.0795). Na Slici 7. su prikazane krivulje prezivljenja s 95%

CI za obje skupine s nazna¢enim cenzuriranim podatcima.
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Slika 7. Krivulje prezivljenja s 95% CI za pacijentice s i bez PIK3CA mutacije izradene prema
Kaplan Meier metodi
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6. RASPRAVA

Palbociklib je bio prvi odobreni CDK 4/6 inhibitor te se on 1 najduze koristi u klinickoj praksi
te je bio 1 naj¢esSce koriSten inhibitor kod pacijentica u istrazivanju. Kombinacije palbocikliba 1
fulvestranta te ribocikliba i letrozola su koriStene u prvim istrazivanjima koja su omogucila
njihovo odobrenje. Zbog toga, su se te kombinacije ¢esce koristile u klini¢koj praksi te su ujedno
1 najzastupljenije kombinacije kod pacijentica u kohorti. Tri najceS¢e identificirane PIK3CA
mutacije su bile H1047X, E545K 1 E542K §to se podudara s prijasnjim istrazivanjima (26). Veéina
pacijentica je CDK 4/6 inhibitore primala u drugoj liniji endokrine terapije za metastatsku bolest.
CDK 4/6 inhibitori su tek nedavno odobreni te je dio pacijentica ve¢ primao drugu terapiju prije
njihovog odobrenja, pa stoga dostupnost ove terapije i jest glavni razlog uvodenja u lijeCenje u
kasnijim linijjama. Luminalni B karcinom je bio ucestaliji kod pacijentica u istrazivanju. Kod
pacijentica koje su imale luminalni A karcinom ceS¢e je identificirana PIK3CA mutacija.
Pacijentice s PIK3CA mutacijom su imale zna¢ajno vecu incidenciju inicijalno metastatske
prezentacije bolesti Sto oznacava agresivniju bolest te time i losiji tijek bolesti. Njihov relativni
rizik je iznosio 1,455 ali je p vrijednost veca od 0,05 te se ne moZze reci da je podatak statisticki

znacajan s 95%-tnom sigurnoscu.

U prijasnjim istrazivanjima endokrina rezistencija je bila ucestalija kod pacijentica s
mutacijom, medutim unutar kohorte u ovom istrazivanju endokrina rezistencija je bila ucestalija
u skupini bez mutacije. Naime relativni rizik za endokrinu rezistenciju je kod pacijentica s
mutacijom iznosio 0,730 te se time PIK3CA mutacija moze obiljeziti kao zastitni¢ki faktor za
nastanak rezistencije, ali taj podatak takoder ne moze smatrati statisticki znacajnim zbog velike p
vrijednosti (0,098). Taj podatak se moze djelomicno objasniti velikom incidencijom inicijalno
metastatske bolesti u skupini s mutacijom koje primaju CDK 4/6 inhibitore u prvoj liniji te jo$

nisu razvile endokrinu rezistenciju iako ¢e je mozda kasnije razviti.

Kod pojavnosti metastaza u dvije skupine, najveca razlika je zamijecena kod infiltracije
kostane srzi 1 isklju¢ivo visceralne bolesti. Metastaze karcinoma dojke u koStane srzi mogu
uzrokovati poremecaje hematopoeze i posljedi¢no pancitopeniju s poveéanim rizikom infekcije,
krvarenja i anemije. Infiltracija koStane srzi uzrokuje tezu klinicku sliku te moze skratiti
prezivljenje. Relativni rizik za infiltraciju koStane srzi kod pacijentica s mutacijom je bio 4 puta
veéi nego kod pacijentica bez mutacije. Visceralna bolest takoder pogorSava prognozu kod

pacijentica s karcinom dojke, pogotovo metastaze u pluca i jetru. U prijasnjim istraZivanjima,
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medijan prezivljenja je bio 14 mjeseci krac¢i kod pacijentica s isklju¢ivo visceralnim metastazama
nego kod pacijentica s iskljucivo nevisceralnim metastazama (53). Relativni rizik za isklju¢ivo
visceralnu bolest kod pacijentica s PIK3CA mutacijom iz kohorte u ovom istrazivanju je bio 3
puta visi. Medutim, zbog malog uzorka, oba rezultata relativnog rizika imaju p vrijednost manju
od 0,05 te nije moguce s 95%-tnom sigurnoscu zakljuciti da rizik stvarno postoji. Pacijentice s
isklju¢ivo nevisceralnim metastazama imaju bolju prognozu prezivljenja, a njihova incidencija je
bila viSa u skupini pacijentica bez PIK3CA mutacije. Incidencije i1 visceralnih 1 nevisceralnih
metastaza i jetrenih metastaza su bile priblizno jednake u obje skupine. Povecane incidencije
infiltracije koStane srzi i visceralne bolesti kod pacijentica s PIK3CA mutacijom podrzavaju

hipotezu da te pacijentice imaju tezu i agresivniju klini¢ku sliku.

Medijan TTF-a kod pacijentica s PIK3CA mutacijom je bio 5 mjeseci kra¢i od TTF-a kod
pacijentica bez mutacije Sto se podupire hipotezom da PIK3CA mutacije doprinose kracem
odgovoru na terapiju CDK 4/6 inhibitorima. Tijekom istrazivanja vise od polovine pacijentica je
imalo progresiju bolesti Sto doprinosi znacajnosti navedenog podatka. Stvarni doprinos PIK3CA
mutacija tim rezultatima se ne moze konstatirati iz navedenih podataka jer analize nisu
stratificirane prema godinama i liniji terapije. Naime, primjena inhibitora u viSim linijama
endokrine terapije je povezana s kra¢im TTF-om, a kao §to je ranije spomenuto vise pacijentica s
mutacijom je primalo terapiju CDK 4/6 inhibitorom u visoj liniji lijeCenja nego pacijentica bez
mutacije. Jednako tako, dostupnost samog testiranja na prisustvo PIK3CA mutacija je limitirana
te se vecina bolesnica testira zbog progresije bolesti, $to je moglo utjecati na analize. Medutim,
dobivenim rezultatima je predoceno da postoji tendencija ranije pojave neuspjeha terapije kod
pacijentica s PIK3CA mutacijom. Manje od 15% pacijentica je preminulo tijekom pracenja §to
znacajno limitira znacajnost podataka o prezivljenju te je potrebno i dulje pra¢enje ove kohorte.
Medutim, prikupljeni podaci pokazuju krace prezivljenje kod pacijentica s mutacijom za 2 mjeseca
te poveéan rizik smrti (1,348). Pracenje ove kohorte nastavi ¢e se kako bi se ispitao utjecaj

mutacija na prezivljenje.
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7. ZAKLJUCAK

Provedbom ove retrospektivne kohortne studije pokazali smo da pacijentice s PIK3CA
mutacijama imaju vecu sklonost razvitku agresivnije bolesti 1 teze klinicke slike. Kod 32
pacijentice koje su imale identificiranu PIK3CA mutaciju, incidencije iskljucivo visceralne bolesti
1 infiltracije koStane srzi su bile vece nego kod pacijentica bez mutacije. Takoder je bila povisena
incidencija inicijalno metastatske bolesti. Takoder smo prikazali da pacijentice s mutacijom imaju
kraéi odgovor na terapiju CDK 4/6 inhibitorima i krace preZivljenje od pacijentica bez mutacije.
TTF pacijentica s PIK3CA mutacijom je bio 5 mjeseci krac¢i, a OS 2 mjeseca krac¢i nego kod

pacijentica bez mutacije.

Karcinom dojke je ozbiljan javnozdravstveni problem te je trenutno najceS¢a maligna bolest u
zenskoj populaciji, a njegova incidencija i dalje raste. U novije vrijeme se proizvodi sve vise novih
lijekova koji specifi¢no ciljaju odredene molekularne promjene unutar karcinoma. Jedna od
genetskih promjena je PIK3CA mutacija koja razli¢itim patofizioloSkim mehanizmima pogoduju
razvitku karcinoma dojke. Najznacajniji mehanizmi su hiperekspresija PI3K/AKT/mTOR
signalnog puta i poticanje aktivnosti CDK 4/6 kompleksa. Prisutnost PIK3CA mutacije kod
pacijentica s karcinomom dojke je povezana s rezistencijom na kemoterapiju i endokrinu terapiju
Sto predstavlja vaznu prepreku u lijeenju ABC-a. Novija istrazivanja konstituiranju da se
inhibicijom PI3K puta moze vratiti osjetljivost. PIK3CA mutacije se mogu detektirati iz uzorka
tkiva tumora ili iz ctDNA iz periferne krvi. Detekcija iz periferne krvi je manje invazivna te je
¢esce odraz cijelog tumora, a ne samo dijela tumora iz kojeg je uzeta biopsija koji ne mora biti
jednak ostatku tumora. Medutim ta metoda je manje osjetljiva od detekcije iz tumorskog tkiva pa
se preporucuje sve negativne rezultate dobivene analizom ctDNA nadopuniti analizom tumorskog
tkiva. Jedan od novih lijekova za terapiju karcinoma dojke je PI3K inhibitor, alpelisib. Trenutno
se u klini¢koj praksi koristi u kombinaciji s fulvestrantom u kasnijim linijama lije¢enja nakon
progresije na endokrinu terapiju. Tri CDK 4/6 inhibitora, palbociklib, ribociklib i abemaciklib, su
nedavno odobreni za prvu linija lije¢enja ER+/HER2 negativnog mBC-a. Koriste se u kombinaciji
s aromataznim inhibitorima ili fulvestrantom. U istrazivanju je pregledana medicinska
dokumentacija pacijentica koje su lijeCene CDK 4/6 inhibitorima te su izdvojene pacijentice s
molekularnom analizom PIK3CA mutacija. Usporedbom njihovih karakteristika i odgovora na
terapiju zakljuc¢eno je da pacijentice s PIK3CA mutacijom ¢eS¢e imaju agresivniju klinicku sliku

s loSijjom prognozom metastatske bolesti. Primjena alpelisiba bi mogla vratiti osjetljivosti na
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endokrinu terapiju i kemoterapiju $to bi doprinijelo boljem ishodu tijekom kasnijih linija lijecenja.
Medutim terapija PI3K inhibitorom ima vecu toksi¢nost od terapije CDK4/6 inhibitorima te ¢e
buduca istrazivanja tek pokazati mogucu opravdanost koristenja PI3K inhibitora prije terapije

CDK 4/6 inhibitorima kod pacijentica s PIK3CA mutacijama.
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