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1. UVOD

1.1. Grada dojke
1.1.1. Embriologija i razvoj dojke

Dojka ili mlijecna Zlijezda (lat. mamma, gré. mastos) najveca je kozna Zlijezda, koja je
zapravo modificirana Zlijjezda znojnica. Tijekom embrionalnog razvoja duz ventro-
lateralne strane trupa razvijaju se mlijecne pruge. Od njihovih kranijalnih dijelova razvijaju
se mlijecne Zzlijezde. Urastanjem zadebljanog epidermisa u mezenhim formira se niz
epitelnih tracaka od kojih se razviju glavni odvodni kanali reZnjeva mlijecne Zlijezde (lat.
ducti lactiferi) (1-5). Pod kraj fetalnog Zivota epitelni tracci se granaju i u njima se
pojavljuju lumeni. Grananje epitelnih trac¢aka, koji predstavljaju budu¢e mlije¢ne kanalice,
nastavlja se i nakon rodenja.

Tijekom puberteta kod djevojaka, pod utjecajem estrogena i progesterona iz jajnika, dolazi
do produljivanja i grananja postojeCih kanala uz istodobno nakupljanje masnog tkiva.
Dojka prolazi 1 kroz cikli¢ke promjene tijekom menstrualnog ciklusa. Ipak, tek za vrijeme
trudnoce dolazi do grananja i formiranja zljezda, alveologeneze, te kona¢ne diferencijacije
u smjeru sekrecije (1-5). Prilikom trudnoce i laktacije na krajevima terminalnih kanali¢a
formiraju se alveole, nakupine Zljezdanih stanica koje izlu¢uju mlijeko. Nakon prestanka
dojenja vecina alveola propada apoptozom, a u starosti nastupa involucija (5). Strukturnu
gradu dojke Cine ¢vrsto Zljezdano i vezivno te mekano masno tkivo pa se dojka pri opipu
doima kao skup grudica i kvrzica. To je vaZzno znati jer u neupucenih Zena izaziva
nedoumice i strah od raka (6).

Kod muskaraca grananje prestaje prije puberteta, pa mlijecna Zlijezda ostane nerazvijena.

1.1.2. Anatomija i fiziologija dojke

Dojka je simetri¢ni parni organ, smjeSten na prednjoj strani prsnog koSa s funkcijom
proizvodnje i izlu¢ivanja mlijeka. Normalnu veli¢inu doseze tijekom puberteta. Vecinom je
smjeStena izmedu drugog i sedmog rebra te izmedu lateralnog ruba prsne kosti i srednje
pazusne linije (lat. regio mammalis) (1-5). Korijen dojke (lat. radix mammae) se nalazi u
podrucju ispod drugog rebra i nastavlja se u trup (lat. corpus mammae). Dojka je obloZena

kozom, a na vrhu dojke je bradavica (lat. papilla mammae, mammilla), izboCena tvorba



veli¢ine oko jedan centimetar kroz koju izlaze izvodni kanali mlijecne Zlijezde. Oko

bradavice je kruzno pigmentirano podrucje (lat. areola mammae) (Slika 1).

Slika 1. Grada dojke, sagitalni presjek: 1 - prsni kos; 2 - veliki prsni mi$i¢; 3 - mlijecne
Zlijezde; 4 - bradavica; 5 -areola; 6 - mlijecni kanali; 7 - masno tkivo; 8 - koza
(Preuzeto iz: Lynch PJ, medicinski ilustrator;

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Breast_anatomy_normal_scheme.png)

Dojku ¢ini tkivo mlije¢ne Zlijezde (lat. glandula mammaria), vezivna stroma i masno
tkivo. Mlijjec¢na Zlijezda odrasle Zene sastoji se od 15-25 reZnjeva sloZene alveotubularne
grade (lat. lobi glandulae mammariae) (Slika 1). ReZznjevi su medusobno odvojeni gustim
vezivom i masnim tkivom, a dodatno su podijeljeni na manje reZnjice (lat. lobuli glandulae
mammariae) koji se sastoje od ogranka alveola. Svaki rezanj je Zlijezda za sebe, Ciji se
reznji¢i s nekoliko kanala spajaju u terminalni kanal. Kroz odvodni kanal (lat. ductus

lactiferus) koji se proSiruje u sinuse (lat. sinus lactiferus) svaki reZanj se zasebno otvara na



prsnoj bradavici (5). ReZnjevi i njihovi izvodni kanali poredani su zrakasto oko bradavice
pa otuda pravilo da svaki kirurSki rez dojke ide radijalno prema bradavici. Dojka je dobro
opskrbljena krvnim i limfnim Zilama (6).

U trudno¢i se zljezdano tkivo potpuno osposobi za izlu¢ivanje mlijeka (2-5). Placenta u
trudno¢i luci velike koli¢ine estrogena, koji dovode do grananja i rasta sustava kanalica,
povecanja strome i odlaganja masti. Pod utjecajem progesterona rastu reznji¢i, pupaju
alveole 1 razvijaju se sekrecijske karakteristike alveolarnih stanica. Za razliku od
prolaktina, estrogen i progesteron imaju specificno inhibitorno djelovanje na lucenje
mlijeka. U tom mehanizmu sudjeluje jo§ nekoliko hormona: prolaktin, hormon rasta,
glukokortikoidi nadbubrezne Zlijjezde 1 inzulin. Kako nakon poroda dolazi do pada
koncentracije estrogena i progesterona, omogucava se laktogeni ucinak prolaktina (2-5).
Dva do tri dana nakon poroda pocinje obilno luc¢enje mlijeka, za Sto je osim prolaktina
potrebno postojanje hormona rasta, glukokortikoida nadbubrezne Zlijezde i paratiroidnog
hormon. Mlijeko se neprekidno luci u alveole mlijecnih Zlijjezda, a u kanalice dolazi
kombiniranim neurogenim i hormonskim podrazajem oksitocinom. Oksitocin uzrokuje

kontrakciju mioepitelnih stanica koje ¢ine vanjski sloj stanica acinusa dojke (2).



1.2. Bolesti dojke

1.2.1.

Netumorske bolesti dojke

Bolesti dojke mogu biti netumorske i1 tumorske bolesti. U netumorske bolesti uklju¢ujemo

razna stanja u dojkama koja nisu povezana s povecanim rizikom za nastanak raka dojke te

obuhvacaju (6-8):

Poremecaje u razvoju dojki: amastija (manjak dojke), mikromastija (male dojke),
makromastija (velike dojke), polimastija (prekobrojne dojke), atelija (manjak
bradavice), mikrotelija (sitna uvucena bradavica), politelija (prekobrojna bradavica)
Poremecaje u funkciji: galaktoreja (izlu¢ivanje mlijeka izvan doba dojenja),
secernirajuca dojka, krvare¢a dojka, mastodinija (bolna dojka), produljeno dojenje,
preobilna koli¢ina mlijeka i spontano otjecanje mlijeka

Regresivne promjene: atrofija ("smeZzurane" dojke), distrofija (pretvaranje tkiva
dojke u mast, sluz ili stvaranje kalcifikata) i steatonekroza (odumrlo masno tkivo se
ulaZe kalcij, tvrd ¢vor u dojci)

Upalne promjene: teilitis (upala bradavice), areolitis (upala areole), intertrigo (ekcem
submamalnog sulkusa), mastitis (upala mlijecne Zlijezde, naj¢es¢e u prva dva tjedna
nakon poroda), apsces (lokalizirana gnojna upala), karbunkul (gnojna infekcija koze i
potkoZnog tkiva dojke s brojnim gnojnim Cepovima) i rijetko tuberkuloza, sifilis i
aktinomikoza

Displazije: promjene najceS¢e uzrokovane hormonalnim utjecajima (estrogen,

progesteron, prolaktin)

1.2.2. Proliferativne bolesti dojke

Pored povecanih ¢imbenika rizika za nastanak karcinoma dojke na koje ne moZemo

utjecati (dob, spol, obiteljska anamneza, rasa i slicno) postoje 1 pojedina proliferativna

stanja u dojkama koja povecavaju rizik od nastanka karcinoma. Neke proliferativne lezije

unutar kanalica dojke imaju ekscesivan rast stanica te neznatno povecavaju rizik za

nastanak karcinoma dojke, dok neke od proliferativnih lezija dojke svrstavamo u skupinu

preneoplazija dojke (8).



Tipi¢nu duktalnu hiperplaziju (engl. Usual Ductal Hyperplasia, UDH)
karakterizira heterogenost u veliCini i obliku stanica bez nuklearne atipije te stvaranje
nepravilnih pukotina izmedu umnoZenih stanica unutar lumena kanali¢a. Stani¢na
heterogenost rezultat je proliferacije s razli¢itim stupnjevima diferencijacije epitelnih
stanica koje imunohistokemijski ve¢inom pokazuju pozitivitet na visokomolekularne
citokeratine CK 5/14 koji su biljezi bazalnih stanica, a manje na niskomolekularne
epitelne citokeratine CK 8/18.

Ostale epitelne proliferacije bez atipije kao skeroziraju¢a adenoza, apokrina adenoza,
mikroglandularna adenoza, ,radial scar te jednostavni fibroadenomi pripadaju
skupini uobicajenih proliferacija koje ne smatramo preneoplasti¢nim lezijama.
Proliferaciju s ravnom epitelnom atipijom (engl. Flat Epithelial Athypia, FEA)
karakterizira umnozavanje epitelnih stanica, poredanih u jedan ili nekoliko slojeva,
koje pokazuju niski stupanj citoloSke atipije s jezgrama koje nisu smjeStene uz
bazalnu membranu. NajceS¢e nastaju na terminalnoj dukatalno-lobularnoj jedinici, a
stanice histoloSki nalikuju stanicama duktalnog karcinoma in situ niskog gradusa.
FEA se smatra prekursorskom lezijom za nastanak karcinoma. Prema novoj
klasifikaciji svrstava se kao duktalna intraepitelna neoplazija gradusa 1A (DIN 1A).
Proliferativne lezije s atipijom odgovaraju stanjima u kojima postoji ekscesivan
rast stanica duktusa ili lobulusa dojke, ali sa stanicnom atipijom koju karakterizira
stani¢na 1 nuklearna heterogenost. Rizik za razvoj karcinoma povecan je 4-5 puta.
Atipi¢nu duktalnu hiperplaziju (engl. Atypical Ductal Hyperplasia, ADH)
karakteriziraju dobro diferencirane uniformne stanice s okruglim hiperkromati¢nim
jezgama s pojedina¢nim nukleolima koje tvore mikropapilarne i cribriformne
formacije. Mitoze su rijekte, posebno one patoloSke. Stanice unutar kanali¢a
pokazuju imunohistokemijski pozitivitet na CKS8/18. Prema novoj klasifikaciji
svrstava se kao duktalna intraepitelna neoplazija gradusa 1B (DIN 1B)

Toj skupini pripada 1 atipicna lobularna hiperplazija (engl. Atypical Lobular
Hyperplasia, ALH).

Duktalni karcinom in situ (DCIS) karakterizira intraduktalna proliferacija s
atipijom koja se ocituje kroz tri stupnja (gradus I, II, III). Stanice niskog gradusa (1)
su uniformne te imaju male okrugle jezge s rijetkim nukleolima koje tvore
mikropapilarne i cribriformne formacije. Stanice visokog gradusa (III) imaju velike,

pleomorfne jezgre s naruSenom polarizacijom 1 distribucijom kromatina i



nukleolima. Stanice mogu ¢initi jedan sloj ili mikropapilane i kribriformne te solidne
formacije. Cesto prisutne mitoze i nekroze unutar kanaliéa te mikrokalcifikati.
Prisutnost mikrokalcifikata na mamografskoj snimci najces¢i je nacin dijagnostike
DCIS-a. DesetogodisSnje prezivljenje je vece od 98%. Ipak, rizik za nastanak
invazivnog karcinoma povecan je 8-11 puta te se u oko 50% slucajeva DCIS-a
razvije invazivni karcinom dojke (8-10). Prema novoj klasifikaciji svrstavaju se kao
duktalne intraepitelne neoplazije gradusa 1C (niski gradus) do gradusa 3 (visoki

gradus) (DIN 1C do DIN 3).

1.2.3. Tumorske bolesti dojke

Tumorske bolesti dojke svrstavamo u skupinu dobroc¢udnih ili zlo¢udnih tumora. Zlo¢udni
tumori imaju sposobnost invadiranja i razaranja okolnog tkiva te Sirenja u druga tkiva i
organe (metastaziranje). Oni mogu nastati iz bilo kojeg gradevnog dijela dojke: vezivnog,
Zljezdanog, masnog, krvozilnog i Ziv€anog tkiva. Obzirom na razlike u histoloskoj gradi i
izgledu tumorskih stanica Svjetska zdravstvena organizacija (SZO) (eng. World Health
Organisation, WHO) predlozila je klasifikaciju tumora dojke prema histoloskom tipu koja

se danas koristi u neSto modificiranom obliku (10,11).

1.2.3.1. Dobrocudni tumori dojke

Neke od najcesc¢ih dobro¢udnih (benignih) tumora dojke prema SZO su:

. EPITELNI tumori nastali iz Zljezdanog tkiva obuhvacaju adenome i intraduktalne
papilome i epitelne neproliferirajue lezije: jednostavne ciste, nesklerozirajuca
adenoza, papilarna apokrina adenoza i umjerena hiperplazija epitela

o FIBROEPITELNI tumori nastali iz vezivnog i epitelnog tkiva obuhvacaju hamartom,
fibroadenome i filodes tumor

o MEZENHIMALNI tumori: nodularni fascitis, miofibrom, lipom, leiomiom,
hemangiom, neurofibrom, S§vanom i dr.

. TUMORI BRADAVICE: adenom, Padgetova bolest, siringomatozni adenom



1.2.3.2. Zlocudni tumori dojke

Tumore dojke moZemo podijeliti u dvije velike skupine s obzirom na odnos malignih
stanica prema bazalnoj membrani: neinvazivni (ne probijaju bazalnu membranu) i
invazivni (probijaju bazalnu membranu). Intraduktalni karcinomi ili karcinomi in situ koji
nisu probili bazalnu membranu smatraju se prekursorskim lezijama za invazivni karcinom.
Maligne stanice koje potje€u od epitelnih stanica duktusa ili lobula, a koje su probile
bazalnu membranu c¢ine invazivni karcinom dojke. Obzirom da je karcinom dojke

najucestaliji zlo¢udni tumor dojke, pod pojmom rak dojke najceS¢e se podrazumijeva

invazivni karcinom dojke.

Prikazujemo podjelu zloCudnih tumora dojke prema tipu stanica iz kojih su nastale, po

WHO Kklasifikaciji (11):

1y

EPITELNI TUMORI

Neinvazivni karcinomi

Intraduktalni karcinom (duktalni karcinom in situ)
Padgetova bolest bradavice dojke

Lobularni karcinom in situ

Invazivni karcinomi

Mikroinvazivni karcinom

Invazivni karcinom nespecificiranog tipa (NST, engl. no special type)
Invazivni lobularni karcinom

Tubularni karcinom

Kribriformni karcinoma

Mucinozni karcinom

Karcinom s medularnim karakteristikama

Karcinom s apokrinom diferencijacijom

Karcinom sa stanicama izgleda poput prstena pecatnjaka

Invazivni mikropapilarni karcinom

Metaplasti¢ni karcinom



o Rijetki tipovi karcinoma: Neuroendokrini, Sekretorni, Onkocitni, Karcinom s
gigantskim stanicama koje sliCe osteoklastima, Karcinom bogat glikogenom,

Karcinom bogat lipidima 1 sl.

2)  MIJESANI TUMORI VEZIVNOG I EPITELNOG TKIVA

o Maligni cistosarkoma filodes

3) MEZENHIMALNI TUMORI
. Angiosarkom
. Fibrosarkom
. Leiomiosarkom
o Hondrosarkom
o Osteosarkom
. Hemangiopericitom

. Dermatofibrosarkom protuberans

4)  TUMORI KOZE DOJKE
° Melanom bradavice
° Karcinom skvamoznih stanica bradavice

° Karcinom bazalnih stanica bradavice

5)  TUMORI LIMFATICKOG I HEMATOPOETSKOG TKIVA
. Hodgkinova bolest
. Non-Hodgkin limfom
o Plazmacitom

. Leukemicke infiltracije

Duktalni karcinom nastaje iz epitela kanalica u podrucju terminalne duktulo-lobularne
jedinice 1 najcesci je tip raka dojke, s gotovo 80% svih karcinoma dojke (11). Lobularni
karcinom nastao iz epitela acinusa (lobula) ¢ini oko 10% svih slucajeva raka dojke.
Odredivanje histoloskog tipa karcinoma dojke ima prognosticki i prediktivni znacaj npr.

tubularni karcinomi koji su uglavnom niZeg gradusa i bolje diferencirani pokazuju dobru



prognozu (80% bolesnica ima prezivljenje vise od 10 godina), a karcinomi s medularnim
karakteristikama koji su obi¢no viSeg gradusa i slabije diferencirani imaju loSu prognozu
(manje od 50% bolesnica ima 10-godiSnje preZivljenje) (12). 1z Slike 2 je vidljivo da sa

starijom dobi Zena dolazi do pojave agresivnijih bolesti dojke (11).
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Lokalizirane
benigne lezije

701
60 -
50 -

40

30 -

20 +
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10 1

<20 21-30 31-40 4150 51-60 >60

Dob (godine)

Slika 2. Pojave pojedinih bolesti dojke u odnosu na starosnu dob Zena (Preuzeto i

modificirano: Tavassoli F. i Devilee P., IARC Press; 2012)



1.3. Rak dojke
1.3.1. Etiologija raka dojke

Iako su karcinomi dojke ve¢ dugo predmet brojnih istrazivanja, joS uvijek postoje brojne
etioloSke nepoznanice vezane uz njihov nastanak. Do danas postoji usuglasenost o
povezanosti nacina Zivota kao egzogenog etioloskog ¢imbenika s razvojem karcinoma
dojke (13). Tome u prilog govore epidemioloski podaci o povezanosti incidencije
karcinoma dojke s viSim socio-ekonomskim statusom te njegove vece ucestalosti u
razvijenijim zemljama. Vjerojatno i podatak o povecanju incidencije unato¢ unapredenju
lijeCenja, potvrduje ovu pretpostavku. Preko 70% Zena s dijagnosticiranim rakom dojke
nema poznate rizicne ¢imbenike pa moZemo pretpostaviti da su sve Zene pod rizikom za
nastanak raka dojke (14). Opcenito je prihvaceno glediSte da je nastanak raka dojke

uzrokovan djelovanjem brojnih egzogenih i endogenih ¢imbenika (Tablica 1) (15).

Tablica 1. Prikaz najvaznijih etioloskih ¢imbenika na povecani relativni rizik (RR) za

razvoj karcinoma dojke

Opéi ¢imbenici (90%) Geneticki ¢imbenici (10%)

¢ Dob >65 (RR: 4 puta veci)
e Proliferativne lezije s atipijom (RR: 4 puta ve¢i) RR 2- 4 puta veci:

¢ Duljina Zivotne izloZenosti estrogenima (RR: 2- . ® Genski polimorfizam
4 puta veci): nadomjesna hormonska terapija u L
e Obiteljska anamneza
menopauzi, gustoca dojki
¢ Nasljedne mutacije
e [zlozenost fizikalnim i kemijskim ) .
visokorizi¢nih gena
karcinogenima (RR: 2-4 puta veci)
(BRCAI1, BRCA2,
® RR: vedi 1-2 puta - rana menarhe, kasna PTEN, TP53, MLHI,
menopauza, kasna prva trudnoéa, ne dojenje, MSH2, ATM)
nulipara, visoko-kalorijska prehrana, alkohol,

smanjena tjelesna aktivnost (pretilost)
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Utjecaj nekog ¢imbenika na moguénost obolijevanja izraZzavamo relativnim rizikom (RR)
(Tablica 1). Cimbenike rizika svrstavamo u visoko rizi¢ne (RR iznad 4), umjereno rizi¢ne
(RR 2-4) 1 nisko rizi¢ne (RR ispod 2) (16). Rasvjetljavanje etioloskih ¢imbenika i1 njihovo
bolje razumijevanje moze doprinijeti boljim strategijama prevencije razvoja karcinoma
dojke i definiranju visoko rizi¢nih osoba koje zahtijevaju ¢es¢i kontrolni pregledi i dodatna

testiranja (13-17).

1.3.2. Op¢i ¢imbenici nastanka raka dojke

Standardni ¢imbenici visokog rizika su starija Zivotna dob, spol, rasa, nacija (Ashkenazi
Zidovi) i obiteljska anamneza te se ne mogu izbjec¢i. Mnoge preporuke sugeriraju promjenu
na¢ina zivota, viSe tjelesne aktivnosti, nepuSenje, pravilnu prehranu bogatu
antioksidansima i vlaknima, s niZim udjelom masnoca i bogatu nezasi¢enim masnim
kiselinama za smanjuje rizika razvoja karcinom dojke (18). Ipak, jo§ nema ¢vrstih dokaza 1
statisticki znacajne povezanosti takvog nacina prehrane sa smanjenim rizikom obolijevanja
od raka dojke i s boljom prognozom nakon terapije (19, 20). Literatura je utvrdila znacajnu
povezanost raka dojke s ¢estom konzumacijom alkoholnih pi¢a neovisno o Zivotnoj dobi
(21). Prekomjerna tjelesna teZina povecava rizik od obolijevanja kod Zena u
postmenopauzi dok u premenopauzi djeluje ¢ak zastitnicki (22). Povecanje teZine smanjuje
prezivljenje u obje skupine bolesnica s ve¢ dijagnosticiranim rakom dojke (23). Masno
tkivo sadrZi enzim aromatazu kljuCnu u biosintezi estrogena iz androgena te tako masno
tkivo povisuje endogenu razinu estrogena i daje prokancerogeni ucinak. Isto tako, masno
tkivo djeluje i kao akumulator karcinogena iz hrane koji su uglavnom lipofilni spojevi (24).
Nacin zivota povezan s duzom izloZenoS¢u endogenim estrogenima kao $to je rana prva
menstruacija, kasna menopauza, kasna trudnoca ili izostanak trudnoce te egzogeni unos
estrogena, preko oralne kontracepcije 1 hormonske nadomjesne terapije u menopauzi,
povecavaju rizik razvoja karcinoma dojke (25). Predugo razdoblje koriStenja oralnih
kontraceptiva u premenopauzalnih Zena povecava rizik od obolijevanja od raka dojke,
pogotovo u sluCajevima kasne trudnoce (26). Hormonsko nadomjesno lijeCenje simptoma
menopauze 1 osteoporoze povecava rizik obolijevanja, koji raste s brojem godina uzimanja.
Hormonsko nadomjesno lijeCenje povecava 1 rizik od kardiovaskularnih bolesti,
tromboembolije i kolecistitisa (27). Mehanizam pro-karcinogenog ucinak estrogena

povezan je s njegovom indukcijom proliferacije, ¢ime se povecanjem broja stani¢nih dioba
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mogu nakupiti mutacije kao zacetnici karcinogeneze. Medutim, estrogen djeluje i kao
kemijski karcinogen, zbog nacina metaboli¢ke inaktivacije i popratne produkcije reaktivnih
kisikovih spojeva. S druge strane, trudno¢a u kojoj stanice dojke doZivljavaju potpuno
sazrijevanje 1 diferencijaciju, kao i dojenje kada stanice dojke dobivaju apoptoti¢ne
signale, djeluju zaStitno te stoga viSestruke trudnoce i prolongirano dojenje imaju
preventivni u€inak s obzirom na razvoj karcinoma dojke (28).

Dojka je, uz koStanu srz, Stitnjacu 1 pluca, jedan od najosjetljivijih organa na
karcinogenezu potaknutu zracenjem. Utjecaji zraCenja na nastanak karcinoma dojke prvi
put su primijeCeni kod prezivjelih u eksploziji atomskih bombi i kod Zena lijeCenih
zracenjem kao terapijom za Hodgkinovu bolest (29, 30). Rizik predstavlja i ucestalo
izlaganje malim dozama zracenja u terapijske 1 dijagnosticke svrhe narocito u djetinjstvu

dok se tkivo dojke jos nije potpuno diferenciralo (31).

1.3.3. Geneticki ¢imbenici nastanka raka dojke

Obiteljski rak dojke podrazumijeva nastanak bolesti unutar obitelji s veCcom ucestaloS¢u
nego u opcoj populaciji. Zene s obiteljskom anamnezom raka dojke imaju vecu
vjerojatnost obolijevanja, koja korelira s brojem oboljelih ¢lanova obitelji, dobi
obolijevanja i stupnjem srodnosti. Oboljeli srodnik unutar uZe obitelji povecava rizik cak 2
do 3 puta (13). Nasljedan rak dojke nosi mutaciju gena koja se obiteljski nasljeduje,
najceS¢e u sklopu sindroma poput Li Fraumeni, Cowden, Peutz-Jeghers. Mutacija p53
gena, u bolesnica s Li-Fraumenijevim sindromom, dovodi do nastanka niza tumora
(sarkomi, tumori dojke, tumori mozga, leukemije, karcinom grkljana i pluca), a naj¢es¢i su
tumori dojke (u 25% slucajeva). Rak dojke uocen je i u 29% bolesnica s Cowdenovom
boleS¢u (geneticki sindrom povezanim s ucestalim hamartomima), a ¢esto su prisutne i
benigne promjene dojke, poput fibroadenoma, fibrocisticnih lezija, duktalne epitelne
hiperplazije i sl.

Polimorfizam gena koji sudjeluyju u metabolizmu estrogena, lipida ili popravka
deoksiribonukleinske kiseline (DNA) predstavljaju nizak ¢imbenik rizika ali u sinergizmu
s egzogenim ¢imbenicima rizika mogu povecati rizik razvoja karcinoma.

Nasljedne mutacije ¢ine manje od 10% ukupnog uzroka za nastanak raka dojke. Ipak,

osobe koje imaju mutaciju na jednom alelu imaju dvostruko ve¢i rizik za nastanak
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karcinoma od osoba bez mutacija. Naj¢eS¢e su mutacije na genima BRCA1 i BRCA2 (eng.
Breast Cancer 1 and 2 gene) ¢iji nositelji imaju viSe od 45-85% vjerojatnost za nastanak
karcinoma dojke 1 11-62% vjerojatnost za nastanak raka jajnika do 70. godine Zivota i
uzrok su 1/3 ukupnih nasljednih karcinoma dojke (32, 33).

BRCAL1 je klju¢ni protein u odrzavanju genomske stabilnosti, popravku DNA, kontroli
stanicnog ciklusa te modeliranju kromatina, regulaciji transkripcije i1 translacije. Kao
odgovor na oSteCenje DNA, sudjeluje u popravku dvolanane DNA mehanizmom
homologne rekombinacije kao i popravak krivo sparenih baza (engl. mismatch repair
pathway) (33). Oba gena sudjeluju u mehanizmu popravka DNA te njihove inaktivacijske
mutacije (delecije 1 insercije, ,,non-sense“ mutacije) uzrokuju onkogeni efekt u
visokoproliferativnim stanicama dojke 1 jajnika. Budu¢i da su BRCA 1 1 2, veliki genski
lokusi, na svakom genu je do danas detektirano preko 1000 mutacija od kojih vec¢ina ima
prokarcinogeni ucinak (33, 34). Za sada se medunarodna baza znacaja pojedinih mutacija
jo$ popunjava, budu¢i da pojedina mutacija ne donosi nuzno i oboljenje te stoga postoje
dvojbena misljenja o potrebi za molekularnim probira osoba sa suspektnom obiteljskom
anamnezom (33-35). U Hrvatskoj su 2017. godine uvedene smjernice za geneticko
savjetovanje i testiranje za nasljedni rak dojke i jajnika kod bolesnica koje prema
anamnestickim podacima imaju visok rizik od nastanka raka dojke (36).

Do danas je poznato joS nekoliko tumor-supresorskih gena ¢ija nasljedna mutacija na
jednom alelu doprinosi visokom riziku razvoja karcinoma dojke: PTEN (engl. Phosphatase
and tensin homolog), TP53 (engl. Tumor protein p53) i CDHI1 (engl. Cadherin I) (32).
Ostecenja gena koji sudjeluju u regulaciji stani¢nog ciklusa, bilo da je to gubitak funkcije
tumor supresorskih gena, gubitak regulacije apoptoze (kontrolirane ,,smrti stanica koje se
ne mogu popraviti) ili aktivacijske mutacije klju¢nih onkogena imaju za posljedice

nekontroliranu diobu i rast stanica te su neposredan uzrok nastanka raka (Slika 6) (37).
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Slika 6. Karakteristicne mutacija u genomu karcinoma dojke po intrinzi¢nim skupinama.
(Preuzeto iz: http://massgenomics.org/2012/09/a-comprehensive-atlas-of-breast-cancer-
genomes.html)

1.3.4. Epidemiologija raka dojke

Rak dojke je ve¢ dugi niz godina najces¢i rak kod Zena u svijetu. Visoka ucestalost i jo$
uvijek visoka smrtnost smjeSta rak dojke u svjetski, zdravstveni i socioloski problem.
Nakon raka pluca, najces¢i je uzrok smrti u odnosu na ostale tumore u op¢oj populaciji (9,
38, 39). Incidencija raka dojke najviSa je u ekonomski razvijenijim zemljama Sjevernoj
Americi i Sjevernoj Europi, kao zemljama visokog rizika, zatim Juznoj Americi i Juznoj
Europi, kao zemljama srednjeg rizika te naposljetku Aziji i Africi, kao zemljama s
najnizim rizikom obolijevanja (40).

Rak dojke je tre¢i po ucestalosti svih karcinoma nakon karcinoma pluca i debelog crijeva u
Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD). Prema izvjesStaju Nacionalnog instituta za rak
SAD-a, incidencija raka dojke stalno je lagano u porastu (38). Ipak, prema istom registru,

5-godiSnje preZivljenje je poraslo sa 75,2% (1975) na 91% (2014), a smrtnost je cijelo
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vrijeme lagano u padu. Prema izvjestaju iz 2014. godine, od ukupnog broja novonastalih
karcinoma, 14,6% su karcinomi dojke (29% kod Zena) s mortalitetom od 6,8% svih smrti
od karcinoma. Oko 40% dijagnosticiranih karcinoma dojke razvija regionalne ili udaljenje
metastaze unatoc¢ terapiji, a 16,4% zavrSava smrtnim ishodom (41). Incidencija i mortalitet
rastu s godinama starosti i udvostru¢avaju se svakih deset godina pri ¢emu je u dobnoj

skupini izmedu 40 i1 60 godina najces¢i pojedinacni uzrok smrti Zena (42, 43).
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Slika 3. Incidencija (stupi¢i) i mortalitet (krivulja) karcinoma dojke prema dobi bolesnica
(Preuzeto iz: Breast Cancer 2012-2014;

http://www.cancerresearchuk.org/sites/default/files/cstream-node/deaths_crude_f_breast_M14.pdf)

Prosje¢na dob dijagnosticiranja karcinoma dojke iznosi 61 godinu, a prosjecna dob smrti
od iste iznosi 68 godina (43). Prema izvjeStaju Nacionalnog instituta za rak Ujedinjenog
kraljevstva (UK), incidencija raka dojke takoder je stalno u porastu, a rizik od nastanka
karcinoma ima jedna od osam Zena (Slika 3). Od ukupnog broja novonastalih karcinoma,
15% su karcinomi dojke, odnosno 28,8% svih karcinoma kod Zena i smrtnost od 16,8%
(44).

Incidencija raka u Hrvatskoj je u stalnom porastu te se od 1968. do 2014. viSe nego
udvostrucila, medutim u kontinuiranom porastu je i smrtnost od karcinoma (44). U
Hrvatskoj ¢e svaka 11. Zena oboljeti od karcinoma dojke, gdje on obuhvaca 12,3% svih
dijagnosticiranih slu€ajeva karcinoma te tako Hrvatsku smjeSta u zemlje visokog rizika

obolijevanja od raka dojke (44). I u Hrvatskoj je to karcinom s najviSom incidencijom kod
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Zena (26%) i vrlo visokom smrtnoS¢u zZena (40%), dok je za oba spola na treCem mjestu,
poslije raka debelog crijeva i pluca (Slika 4). Obuhvaca 17% svih smrtnih slu¢ajeva uslijed
karcinoma te predstavlja tre¢i uzrok smrti Zena opcenito, nakon cerebrovaskularnih i
sr¢anih bolesti (44, 45).

Jedna od zabrinjavajucih epidemioloskih znacajki je tendencija porasta stope incidencije,
kako u Hrvatskoj tako i u svijetu, unato¢ napredovanju u dijagnostici i terapiji. Medutim, u
zemljama koje su rano pocele s organiziranim programima preventivhog mamografskog
pregleda uoCen je pad smrtnosti. Uvodenjem probira sa svrhom ranog otkrivanja
karcinoma dojke povecao se broj otkrivanja neinvazinog karcinoma te danas DIN

obuhvaca 13% svih dijagnosticiranih karcinoma dojke (46).

ZENE - Females all ages (n = 10045)
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Slika 4. Vodeca sijela karcinoma kod Zena svih dobi u Hrvatskoj (Preuzeto iz: HZJZ,

2016;Bilten 39. https://www.hzjz.hr/wp-content/uploads/2013/11/Bilten-2014_final.pdf)

Hrvatska je 2006. godine zapocela s provodenjem mamografskog probira kroz
Nacionalni program ranog otkrivanja raka dojke te je nakon desetogodi$njeg probira uocen
pad veli¢ine tumora pri dijagnozi te manji broj slucajeva s pozitivnim limfnim ¢vorovima u

pazus$noj jami. U slijede¢im godinama ocekuje se i zamjetan pad smrtnosti (47).
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Slika 5. Trend incidencije i mortaliteta karcinoma dojke u Hrvatskoj (lijevo) u odnosu na
ostala sijela (Preuzeto iz: HZJZ; 2016: Bilten 39. https://www.hzjz.hr/wp-
content/uploads/2013/11/Bilten-2014_final.pdf)

1.4. Dijagnostika raka dojke

Rak dojke otkriven u ranoj fazi izljeciv je u 98% slucajeva, dok je 5-godiSnje preZivljenje
kod uznapredovalog stadija bolesti od 35-65% (27). U svrhu ranog otkrivanja raka dojke
primjenjuju se brojne dijagnosticke metode S$to je i najvazniji korak u lijecenju. Rani rak
dojke nema simptoma pa se bolest obi¢no dijagnosticira u slucaju postojanja klini¢kih
simptoma (kasna faza) ili sluajnim nalazom uslijed probira klinicki asimptomatskih
pacijentica. Klinickim pregledom utvrduje se postojanje simptoma, poput palpabilnih
¢vori¢a na dojkama, bolnih dojki, promjena na koZi dojke i bradavicama. Uz dojke se
takoder vrs$i palpacija regionalnih limfnih ¢vorova te utvrduje opée stanje organizma (48).
Uzimanje anamneze, osobne 1 obiteljske, podrazumijeva pregled svih endogenih rizi¢nih
¢imbenika kao i mogucénost povezanosti s BRCA mutacijama i potrebu za dodatnim
testiranjem. Osim toga detaljnom anamnezom moguce je utvrditi patologije nekih
organskih sustava koje mogu nepovoljno utjecati na ishod lijeCenja kemoterapijom,
radioterapijom i anti-endokrinom terapijom (48).

Laboratorijskom dijagnostikom odreduje diferencijalna krvna slika, jetrene probe i status

tumorskih biljega u serumu CA 15-3, CA 27-29 (eng. Cancer Antigen), CEA
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(karcinoembrionalni antigen). Tumorski biljezi, iako nisu nezavisni pokazatelji bolesti,
ceSce se koriste pri pracenju bolesnica tijekom terapije pa je vazno znati njihovu primarnu
vrijednost (48).

U dijagnostici se uglavnom primjenjuju mamografija i ultrazvuk, a za sloZenije suspektne
lezije koriste se magnetska rezonanca (MR) i pozitronska emisijska kompjutorska
tomografija (PET/CT). Mamografija je radioloSka metoda oslikavanja kojom se vrsi probir
1 rana detekcija zlo¢udnih promjena dojki pra¢enjem promjena u radiografskoj gusto¢i
dojke. Mamografija je narocito pogodna za probir kod starije populacije, kada je Zljezdani
parenhim dojki zamijenjen masnim tkivom. Preporu¢a se prvu mamografiju napraviti
nakon 40. godine Zivota, a obavezno do 50. Vecina invazivnih karcinoma ima prisutne
mikrokalcifikate (50%) koji su lako wuocCljivi mamografski. Sustav kategorizacije
mamografskog nalaza naziva se Breast Imaging Reporting and Data System — skrac¢eno BI-
RADS. Prema njemu se otkrivene promjene procjenjuju ocjenom od 0-6, gdje BI-RADS 6
predstavlja dijagnosticiran rak dojke.

Treba napomenuti da preko 20% tumora nije mamografski uocljivo pa se stoga kombinira
mamografski i ultrazvucni (UZV) pregled (13). Ultrazvuk je metoda oslikavanja koja
oslikava tkivo na osnovi razlike u gradi tkiva i primjerenija je mladim Zenama i trudnicama
jer je ugodna, bezbolna i potpuno bezopasna. MoZe detektirati karcinome manje od 1 cm
koji nisu vidljivi mamografijom, ali s druge strane teSko moZze detektirati sijela s
mikrokalcifikatima (13, 48). Slikovne dijagnosticke metode se koriste i za klinicku,
preoperativnu, procjenu proSirenosti bolesti.

Ipak, suspektno uocene lezije potrebno je potvrditi direktnom analizom uzorka tkiva,
citoloski ili patohistoloski. Iglena biopsija je preciznija metoda jer je u uzorku vidljiva
histoloska grada tumora pa je patohistoloska analiza to¢nija od citoloske. Uzorak se uzima
pod nadzorom MRI-a ili ultrazvuka (13, 48). Danas se u klinickoj praksi iglena biopsija
koristi i kao dopuna dijagnostici pri odredivanju raka koji ¢e preoperativno biti tretiran
terapijski (neoadjuvantna terapija).

Nakon operacije, analiza tumorskog tkiva ukljuc¢uje niz patohistoloskih parametara koji
opisuju prirodu tumora i klinicku sliku. Upravo zbog izrazite heterogenosti raka dojke,
prognoza i terapija odreduje se individualno prema velikom broju morfoloskih i
molekularnih prognostickih ¢imbenika. Morfoloski prognosticki ¢imbenici, od kojih su
najvazniji histoloski tip tumora, stupanj diferenciranosti tumora (gradus), veli¢ina tumora,
te prisutnost malignih stanica u regionalnim limfnim ¢vorovima odreduju se na osnovi

histoloske slike. Molekularni biljezi, od kojih su najvazniji, izraZenost receptora za
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estrogen (ER) i progesteron (PR), izraZenost receptora humanog epidermalnog ¢imbenika
rasta 2 (eng. Human Epidermal growth factor Receptor 2, HER2) 1 izraZenost
proliferacijskog biljega Ki-67 odreduju se imunohistokemijskim metodama (49). Njihovo
odredivanje omogucuje procjenu osjetljivosti tumora na odredeni terapijski agens S$to
omogucava optimizaciju terapije, koja ¢e poboljsati individualni ishod bolesti te produZiti

preZivljenje 1 smanjiti rizik od pojavnosti povrata bolesti.

1.4.1. Patohistoloska dijagnostika raka dojke

Patologija je morfoloSka struka koja se bavi promatranjem promjena na stanicama
(citopatologija), tkivima (histopatologija) i organima (patoloska anatomija). Nakon
obavljenih osnovnih dijagnosti¢kih postupaka bolesnicu s karcinomom dojke treba svrstati
u jednu od skupina prema stadiju bolesti i odrediti podtip karcinoma radi odredivanja vrste
terapije 1 pristupa lijeCenju. Duktalni invazivni karcinom dojke je najces¢i histoloski tip i
¢ini do 85% svih karcinoma dojke. Ovaj patohistoloski tip obuhvaca Sirok spektar izrazito
heterogene skupine tumora koji pokazuju razli¢itu histolosku gradu, bioloSko ponaSanjem,
agresivnost i sklonost metastaziranju pa i razlicit odgovor na terapiju. Tu se ne radi samo o
razli¢itim morfoloSkim osobinama, ve¢ 1 o razlikama na molekularnoj razini naizgled
morfoloski sli¢nih karcinoma §to se reflektira u razli¢itoj osjetljivosti na kemoterapijsko i
hormonsko lijeCenje. Do njegove dijagnoze dolazi se isklju¢ivanjem ostalih specificno
definiranih oblika karcinoma (10, 11).

Makroskopski, duktalni invazivni karcinom uglavnom pokazuje neoStro ograniceni
infiltrativni rast (rjede nodularni). Varijacije u veli€ini tumora su velike, ali tumor je
obi¢no tvrde konzistencije zbog dezmoplasti¢ne strome, a Cesto i s mikrokalcifikatima, S$to
omogucava rano otkrivanje mamografijom (13, 50). Mikroskopska slika takoder pokazuje
varijacije s obzirom na nacin rasta i morfologiju. Tumorske stanice variraju u izgledu 1
veli€ini stanica (pleomorfne) s oskudnijom, eozinofilnom citoplazmom i brojnim mitozama
u usporedbi s normalnim duktalnim epitelom (13, 50). Tumor moZe rasti u obliku
nepravilnih solidnih nakupina, dobro formiranih gnijezda, traaka ili pojedina¢nih stanica.
Imunohistokemijski, tumor izrazava citokeratine (CK) male molekulske mase (CK 7, CK
8, CK 18, CK 19), E-cadherin i epitelni membranski antigen (10, 11, 13, 50).
Patohistoloska dijagnostika karcinoma dojke ukljucuje makroskopski histoloski pregled

tumorskog tkiva, odredivanje histoloSkog tipa karcinoma prema klasifikaciji SZO i
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histoloSkog gradusa tumora i stupnjevanje karcinoma dojke prema patoloSkom TNM-u te
odredivanje ostalih prognostickih ¢imbenika raka dojke u svrhu individualizacije prognoze
(11, 51).

Najvazniji prognosticki ¢imbenici karcinoma dojke su:

e Dob bolesnice

¢ (Odnos tumora i bazalne membrane

e Veli¢ina primarnog tumora

e Histoloski tip tumora

¢ Histoloska diferenciranost tumora (gradus)

¢ Proliferacijska sposobnost tumorskih stanica (mitotski indeks)
e Karakteristika upalnog infiltrata u tumoru i njegovoj periferiji
® Prisutnost Zilne (limfovaskularne) invazije

e Status limfnih ¢vorova (broj, mjesto i veli€¢ina pozitivnih limfnih ¢vorova)
® Postojanje udaljenih presadnica i njihova lokacija

e IzraZenost receptora za estrogen i progesteron

e IzraZenost biljega proliferacije Ki-67 (MIB-1)

e Izrazenost HER?2 (receptora i/ili gena)

Slika 7. Makroskopski izgled karcinoma dojke
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1.4.2. Morfoloski prognosticki ¢cimbenici

Osim patohistoloske slike, za prognozu 1 lijeCenje raka dojke, potrebno je odrediti 1 klinicki
stupanj proSirenosti tumora (10, 11). U tu svrhu upotrebljava se TNM sustav stupnjevanja
raka dojke prema parametrima veliine primarnog tumora (T), zahvacenosti regionalnih
limfnih ¢vorova tumorskim stanicama (N) te prisutnost udaljenih metastaza (M) na

slijedeci nacin:

pTx Primarni tumor se ne moze dokazati
pTO Nepalpabilan tumor
pTis Preinvazivni rak (neinfiltrirajuci intraduktalni rak), Pagetova bolest
pT1 Tumor s najve¢im promjerom do 2 cm
pTla Tumor s najve¢im promjerom do 0,5 cm
pTlb Tumor s najve¢im promjerom izmedu 0,51 1 cm
pTlc Tumor s najve¢im promjerom izmedu 112 cm
pT2 Tumor s najve¢im promjerom izmedu 2 i 5 cm
pT3 Tumor s najve¢im promjerom ve¢im od 5 cm
pT4 Tumor bilo koje veli€ine s direktnim Sirenjem na zid prsnog kosa ili koZu
pT4a Zahvacen zid prsnog kosa
pT4b Edem, prozimanja ili ulceracija koze dojke
pT4c Obuhvaca T4a i T4b
pT4d Upalni karcinom
pNx Regionalni limfni ¢vorovi se ne mogu odrediti
pNO Regionalni limfni ¢vorovi nisu zahvacdeni
pN1 Istostrani pazu$ni limfni ¢vorovi su zahvaceni 1 pomi¢ni
pNla mikrometastaze, promjera manjeg od 0,2 cm
pN1b metastaze u jednom ili viSe limfnih ¢vorova vece od 0,2 cm
pN1bl metastaze u jednom do tri limfna ¢vora, veli¢ine 0,2 do 2 cm
pN1bIl metastaze u 4 ili viSe limfnih ¢vorova, velié¢ine 0,2 do 2 cm
pN1bIII tumor probija kapulu limfnog ¢vora i manji je od 2 cm
pN1bIV metastaze u limfnom ¢voru veli¢ine 2 cm ili vece
pN2 Istostrani pazusni limfni ¢vorovi srasli medusobno ili na susjedne strukture
pN3 Zahvaceni su istostrani unutrasnji limfni ¢vorovi unutar dojke
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Mx Metastaze se ne mogu odrediti
Mo Nema dokaza udaljenih metastaza
M1 Udaljene metastaze (ukljucujuci metastaze u istostrane supraklavikularne

limfne ¢vorove)

Velidina tumora odreduje se prilikom patohistoloske obrade materijala, makroskopskim
pregledom i mjerenjem u nativhom stanju. Veli¢ina tumora u pozitivnoj je korelaciji s
pojavom tumorom zahvacenih regionalnih limfnih ¢vorova Sto ukazuje na loSiju prognozu,
smanjujuci stopu prezivljenja i povecavajuéi vjerojatnost povrata bolesti (52). Bolesnice s
primarnim tumorom do 5 mm veli¢ine pokazuju 10%-tni rizik pojavnosti metastaza, a do
20 mm veli¢ine 30%-tni rizik (53). Petogodi$nja stopa preZivljenja bolesnica s tumorom
manjim od 20 mm bez zahvacenih limfnih ¢vorova je 96%, dok je u onih s promjerom
ve¢im od 50 mm i zahvacenim limfnim ¢vorovima samo 43%. Promjer tumora i broj
zahvacenih limfnih ¢vorova neovisni su prognosticki ¢imbenici. Paradoksalno, ekstremno

veliki tumori pokazuju nesto bolju prognozu od tumora srednje veliCine (54).

Histoloskim gradusom tumora procjenjujemo agresivnost tumorskog fenotipa i njegovu
histoloSku sli¢nost sa zdravim tkivom iz kojeg je nastao (Tablica 2). Osnovni kriterij
stupnjevanja je ocjena arhitekture tumorskog tkiva prema tri morfoloske kategorije, koja
ukljucuje postotak tubularnih Zljezdanih formacija; nuklearni polimorfizam (varijacije u
veli€ini i obliku jezgre, izrazenosti nukleola kao i granuliranost kromatina) i broj stanica u
mitozi uoCenih na 10 vidnih polja velikog povecanja mikroskopa, a koje se broje na
periferiji tumora (55). Histoloski gradus predstavlja zbroj bodova pojedina¢nih kategorija
pri cemu gradus I ima 3-5 bodova, gradus II 6-7 te gradus II, 8-9 bodova. Gradus I
predstavlja dobro diferenciran tumor i pokazuje bolju prognozom od slabo diferenciranog
tumora gradusa III. HistoloSki gradus je znacajan neovisan prognosticki ¢imbenik, a
njegova prognosticka vrijednost jo§ raste u kombinaciji s drugim prognostickim
¢imbenicima od kojih su najvazniji veli¢ina tumora i stanje regionalnih limfnih ¢vorova
(56). Odredivanje prirode karcinoma je od iznimne vaznosti jer agresivniji karcinomi
zahtijevaju i agresivniji terapijski pristup tako da gradus ima i prediktivni znacaj. Tumori
viSeg gradusa bolje reagiraju na kemoterapiju zbog pojacane proliferacije, ali karcinomi
gradusa III imaju 9 puta veci rizik od povrata bolesti unutar pet godina nego oni gradusa II

(57-59).
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Tablica 2. Odredivanje histolo§kog gradusa karcinoma dojke prema Nottingham sustavu

Tubularne Nuklearni Broj mitoza

Bod formacije polimorfizmi (u 10/HPF)
1 >75% minimalne varijacije 0-9

2 10-75% srednje varijacije 10-19
3 <10% jako izraZene varijacije >20
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'\?' By 2y - -
* o N S\ . W ™ N
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histoloskog gradusa I-II (Preuzeto i
modificirano iz: Rakha i sur.; Breast Cancer Res. 2010; 12(4):207)

Regionalni limfni ¢vorovi pazuha primarno su mjesto metastaziranja karcinoma dojke, a
zahvaceni su u oko 40-50% bolesnica u trenutku dijagnoze (60). Predstavljaju najvazniji
prognosticki ali i1 prediktivni ¢imbenik, pri ¢emu je desetogodiSnje preZivljenje bolesnica s
negativnim limfnim ¢vorovima 75% za razliku od 30% kod bolesnica s pozitivnim limfnim
¢vorovima (61). Ukupno preZivljenje i rizik od pojave recidiva ne ovisi samo o broju
zahvacenih regionalnih limfnih ¢vorova, ve¢ 1 njihovoj lokalizaciji te veli¢ini tumorskih

depozita u njima Sto je ukljuceno u pTNM Kklasifikaciju (62).
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1.4.3. Molekularni prognostic¢ki ¢imbenici

Za potpunu patohistolosku dijagnostiku karcinoma dojke nalaz, pored morfoloSkih
karakteristika tumora, mora sadrzavati i podatke o izraZenosti estrogenskih,
progesteronskih i androgenih receptora, postotak stanica u proliferaciji te izraZenost
receptora za faktore rasta 2 (HER2; eng. Human Epidermal Growth Factor Receptor 2).
Navedeni molekularni ¢imbenici kljucni su u postupku terapije te se rutinski odreduju na
svakom invazivnhom karcinomu dojke. Nakon preuzimanja i makroskopske obrade
tumorskog tkivo se fiksira u 10% formalinu te uklapa u parafin. Tako pripremljeno tkivo

adekvatno je za potrebe dodatnih testiranja.

1.4.3.1. Receptori za estrogen i progesteron

Rast tkiva dojke u pubertetu i trudno¢i, kao i promjene tijekom mjesecnih ciklusa,
kontrolirane su spolnim hormonima, estrogenom 1 progesteronom, koje luce jajnici.
Njihovi receptori su slozene grade i pripadaju obitelji steroidnih receptora koji imaju DNA
veznu domenu i funkciju transkripcijskih faktora. Aktivacija pojedinih gena ovisi o ligandu
(estrogen ili progesteron) pa treba naglasiti da se npr. estrogen moZe vezati na oba
receptora 1 aktivirati dva razliCita seta gena. Steroidni receptori tako mogu kontrolirati
izrazenost oko 100-tinjak gena putem specifi¢nih obrasca genskih aktivacija i inaktivacija
Sto za posljedicu ima proliferaciju stanica (63). Utvrdeno je postojanje dva tipa
estrogenskih receptora (ER-alfa i ER-beta), dok se progesteronski receptor (PR) sastoji od
A 1 B podjedinice (heterodimer). Prisutnost PR ukazuje da je estrogenski put ocuvan iako
se ne moze utvrditi prisutnost receptora za estrogen. U tkivu hormonski aktivne dojke ER
alfa je dominantan. Aktivacija ER rezultira uglavnom proliferativnim ucinkom, dok
progesteron ima ucinak diferencijacije i kontrole proliferacije u zdravim stanicama. Sinteza
progesteronskih receptora pozitivno je regulirana ligand ovisnom aktivacijom estrogenskih
receptora (64).

Ovisno o populaciji, 50-85% karcinoma dojke izrazava hormonske receptore i s porastom
dobne skupine bolesnice, povecava se i udio tumora pozitivnih na ER (63-68). IzraZzenost
ovih receptora ima prediktivni znacaj jer omogucava individualizaciju terapije. IzraZenost

ER i PR receptora odreduje se imunohistokemijskom metodom bojenja, a ocitava se kao
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postotak obojenih tumorskih jezgara, neovisno o intenzitetu obojenja. Kvantifikacija
rezultata ve¢ je dugo predmet rasprave. Do sada je postojalo nekoliko kriterija za
odredivanje pozitivnog statusa te je 10% pozitivnih tumorskih stanica bila grani¢na
vrijednost (eng. ‘cut-off point’) (48, 69-71). Od 2009. godine u St. Gallenu (Svicarska)
dogovoren je novi kriterij: pozitivnom se smatra svaka, imunohistokemijski pozitivha
reakcija jezgara tumorskih stanica neovisno o intenzitetu i postotku obojenih stanica (70).
Ukoliko je rezultat ER i PR bojenja negativan u uzorku dobivenom biopsijom iglom,
testiranje treba ponoviti na velikom uzorku dobivenom nakon kirur§skog zahvata (72).

Tumori koji izrazavaju ER i PR pokazuju visi stupanj diferencijacije $to ukazuje na manje
agresivan fenotip. Istovremena izraZzenost oba hormonska receptora pokazuje pozitivnu
korelaciju s ucinkovitim odgovorom na hormonsku terapiju, dok u slu€aju neizraZavanja
oba receptora hormonska bolesnice primaju kemoterapiju (73). IzraZzenost receptora za
estrogen u korelaciji je s nizim histoloskim gradusom, manjom tumorskom masom, nizim
proliferacijskim indeksom, diploidnim sadrzajem DNA 1 manjim brojem zahvacenih
regionalnih limfnih ¢vorova (66, 68, 74). Sve navedeno ukazuje na bolju prognozu, a 50-
60% bolesnica s hormonski pozitivnim tumorima povoljno ¢e reagirati na anti-estrogensku
terapiju (65). Hormonski negativni karcinomi dojke pokazuju mnogo agresivniji fenotip i
Cesto sadrze amplifikaciju HER2, c-Myc 1 Int2 onkogena i mutacije p53 tumor
supresorskog gena (66). Negativan ER ima 2,5 puta ve¢i rizik od povrata bolesti unutar pet

godina (75).

1.4.3.2. Proliferacijski biljeg Ki-67

Proliferacijski biljezi su molekule prisutne u stanicama isklju¢ivo u aktivnim fazama
stanicnog ciklusa (G1, S, G2 1 M). Jedan od proliferacijskih biljega koji se koristi u
rutinskoj dijagnostici karcinoma dojke je Ki-67. Ki-67 je nehistonski protein koji se nalazi
u jezgrama stanica svih faza stani¢nog ciklusa osim GO. Zdravo tkivo dojke izrazava biljeg
Ki-67 u manje od 3% stanica dok kod karcinoma on moze biti izraZen u visokom postotku
(¢ak do 90%) (76). U klinickoj primjeni odreduje se imunohistokemijskim obojenjem
jezgara te se izrazava u postotku. Kriteriji za oCitavanje su se takoder mijenjali tijekom
godina. Klasifikacija u nizak stupanj proliferacije (0-14,6%), srednji stupanj (15-30%) i

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

Visoka proliferacija je u pozitivnoj korelaciji s histoloSkim gradusom tumora, brojem
zahvacenih regionalnih limfnih ¢vorova, mutacijama p53 gena i ostalim pokazateljima
proliferacijske aktivnosti. U negativnoj je korelaciji s hormonskim receptorima, a s
veli¢inom tumora nuzno ne pokazuje povezanost. Visoki pozitivitet Ki-67 je povezan
loSijom prognozom kod bolesnica koje nisu primile terapiju i s visokim rizikom od povrata
bolesti (75). S druge strane visoka proliferacijska aktivnost ukazuje na bolji odgovor na
kemoterapiju a visoki pozitivitet u ostatnom tumoru nakon tretmana, ukazuje na slab
odgovor na terapiju i veliku vjerojatnost povrata bolesti (77-79). Biljezi proliferacije
nemaju znacajnu ulogu kao nezavisni prognosticki ¢imbenici, ali imaju primjenu tijekom
prac¢enja uspjesnosti terapije (78). Novija istrazivanja pokazuju da samo Ki-67 iznad 30%

pozitivnih stanica ima utjecaj na loSije preZivljenje bolesnica s karcinomom dojke (79, 80).

1.4.3.3. Receptor HER?2

Proliferacija epitelnih stanice dojke ne aktivira se samo preko steroidnih receptora vec i
preko receptora humanog epidermalnog ¢imbenika rasta 2 (eng. human epidermal growth
factor receptor, HER2). Epitelne stanice kanali¢a dojke ne izrazavaju HER2 receptor na
svojoj membrani u dovoljnoj koli¢ini da bi pokazale vidljivu imunohistokemijsku reakciju
te se smatraju negativnim. Receptor HER2 je prekomjerno izraZzen u 15-20% invazivnih
karcinoma dojke te u 50% karcinoma in situ (81, 82). PoviSenom koli¢inom receptora
HER2 na membrani stanica dobiva proliferativno, antiapoptotsko, angiogenezno i
metastatsko onkogeno obiljeZje. Rutinski se odreduje imunohistokemijski (IHC), najcesce
HercepTestom ' i/ili nekom od metoda hibridizacije in situ. Metode hibridizacije in situ su
osjetljivije i pouzdanije metode i najcesce se koriste u slucaju dvojbenog rezultata Hercep
Testa™ (83). Sto to¢nije odredivanje izraZenosti receptora HER2 potrebno je kako bi se
preciznije izdvojile bolesnice prikladne za terapiju trastuzumabom (Herceptin®,
Genentech, Roche) (83-86). Trastuzumab je humanizirano rekombinantno monoklonsko
protutijelo specificno usmjereno na receptor HER2 pa se svakodnevno primjenjuje kao
terapija HER2 pozitivnih karcinoma u kombinaciji s jo§ nekom odabranom terapijom (84-

90).
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Do danas se ve¢ nekoliko puta mijenjao kriterij za oCitavanje pozitivnog receptora HER2.
Prema dogovoru iz St. Gallena (2013.), imunohistokemijsko ocitavanje je vraeno na
kriterij kontinuiranog membranskog obojenja u viSe od 10% tumorskih stanica te se

ocitava kao (Slika 91 10):

0 i 1+, negativan — tumorske stanice koje pokazuju odsutnost obojenja ili slabo
obojenje HER?2 receptora, §to je ekvivalentno oko 20 000 receptora na membrani stanica, a
interpretira se kao negativan rezultat

2+, nejasan - umjereno obojenje vidljivo u vise od 10% tumorskih stanica, Sto je
ekvivalentno oko pola milijuna receptora po stanici, a interpretira se kao nejasan rezultat.
IHC 2+ rezultat traZi dodatnu provjeru metodama hibridizacije in situ

3+, pozitivan — kontinuirano, jako obojenje vidljivo u viSe od 10% tumorskih stanica
(3+), sto je ekvivalentno vise od 100 puta povecanom broju receptora u odnosu na
normalnu stanicu, odnosno oko 2 milijuna receptora po stanici, a interpretira se kao

pozitivan rezultat.

Imunchistokemijsko odredivanje HER2 statusa

I l ! !

Kompletno, jako Umjereno Vrlo slabo/slabo Bez obojenjaili

membransko nekompletno, nekompletno, vrlo slabo/slabo

obojenjeu>10% membransko membransko nekompletno

tumeorskih obojenjeu>10% cobojenjeu>10% | | membransko

stanica tumorskihstanica tumorskih obojenjeu < 10%
ili stanica tumorskihst.

kompletno, jako
membransko
obojenjeu<10%
tumorskihstanica

l

3+ 2+ 1+ 0

Slika 9. Algoritam oc€itavanja imunohistokemijske reakcije HER2 receptora
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Slika 10. Imunohistokemijska izrazenost HER2 receptora na membrani tumorskih stanica

Metode hibridizacije in situ (eng. ,,in situ“ hybridization) detektiraju povecani broj kopija
HER2 gena (amplifikacija). Zbog potrebe za dobrim probirom bolesnica za terapiju
trastuzumabom takoder se viSe puta mijenjao kriterij oCitavanja rezultata hibridizacije in
situ, a 1 sama metoda je doZivjela nekoliko modifikacija. Osnovni princip metode koristi
kratki segment DNA sondu/probu komplementarnu odsjecku HER2 gena, koja se
metodom hibridizacije veze na HER2 gen u stanici. U modifikacijama metode mjesto
vezanja se vizualizira:
. koristenjem DNA probe obiljezene fluorescencijskim bojama (FISH)
o koriStenjem DNA probe konjugirane s digoksigeninom ili dinitrofenilom, omogucava
upotrebu sekundarnog protutijela te bojenje kromogenom (CISH) ili srebrom (SISH)
. istovremeno koriStenje dvije probe (dual ISH) specificne za HER2 gen i regiju
centromere kromosoma 17 (CEP17). Dvostukim bojenjem/kromogenom vizualiziraju

se obje probe (Slika 11)

Rezultati hibridizacije vidljivi su kao intranuklearni signali, gdje pojedinacni signal
predstavlja jedan HER2 genski lokus (Slika 11). Normalne stanice bez amplifikacije gena
HER2 pokazuju dva intranuklearna signala. U slucaju povecanog broja kromosoma 17
(polisomija) koji se pojavljuje u tumorskim stanicama vidljivo je tri do pet signala po
stanici koji se interpretiraju kao negativni rezultati. U starom nacinu ocitavanja detekcija

Sest ili viSe pojedinacnih intranuklearnih signala po stanici vidljivih u vise od 50%
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tumorskih stanica smatra se pozitivnim rezultatom CISH-a [6 do 10 signala predstavljaju
nisku amplifikaciju, a viSe od 10 signala visoku amplifikaciju (86)].

Novom metodom dvostrukog bojenja koriste se dvije probe/sonde kako bi se u slucaju
polisomije izbjegao lazno pozitivni rezultat. U ovom slu¢aju, dual ISH metodom, koristi se
algoritam omjera dvaju signala u jezgri tumorske stanice prikazan na Slici 12. Ekvivokalan

nalaz zahtjeva dodatno brojanje signala ili ponavljanje analize na novom uzorku.
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Slika 11. Mikrofotografija HER2 hibridizacije in situ upotrebom dvostruke probe (crveni
signali — CEP 17; crni signali — HER2 gen), bojano srebrom - dual SISH: A, bez
amplifikacije; B, amplifikacija HER2 gena (povecanje 400x)

| Odredivanje HER2 statusa metodom Dual ISH probe |

l |

Omjer HER2/CEP 17 Omjer HER2/CEP 17

=20 <20
/,, N
¥ Y Prosjefanbroj || Prosjecanbroj || Prosjecan broj
Prosjefanbroj || Prosjeéanbraj kopijaHER2 po (| kopijaHERZ po (| kopija HERZ po
kopijaHER2 po || kopijaHER2 po stanici> 6,0 staniciz4,0i stanici<4,0
staniciz 4,0 stanici<4,0 signiala < 6,0signala || signala
signala signala ‘ T ‘
Pozitivan Pozitivan Negativan
Ekvivokalan

Slika 12. Algoritam odredivanja statusa HER2 metodom hibridizacije in situ upotrebom

dvostrukog bojenja HER2 gena i centromere kromosoma 17 (CEP17)
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Prekomjerna izrazenost receptora HER2 pokazuje najjacu povezanost s veliCinom tumora,
vecim histoloSkim gradusom i ve¢im brojem zahvacenih regionalnih limfnih ¢vorova
odnosno s loSijom klinickom slikom te kra¢im preZivljenjem (49). Medutim, kao i status
steroidnih receptora, ucinkovitiji je kao prediktivni ¢imbenik za primjenu anti-HER?2

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

1.4.4. Molekularna sub-klasifikacija karcinoma dojke

Primjenom modernih metoda DNA (eng. deoxyribonucleic acid) mikroCip tehnologije
moguce je pratiti aktivnost velikog broja gena unutar tumorskih stanica. Osnovni princip
metode prikazan na Slici 13 koristi mogucnost izolacije ukupne glasnicke ribonukleinske
kiseline (eng. messenger ribonucleic acid, mRNA) iz Zeljenog uzorka i kontrolnog tkiva.
Postupkom reverzne transkripcije iz mRNA se sintetiziraju komplementarne DNA (cDNA)
ili cRNK probe obiljezene fluorescencijskim bojama (svaki uzorak drugom bojom).
Mjerenjem valne duzine i intenziteta fluorescencijske boje, softver ocitava vezanje
obiljeZenih proba na kratke odsjeCcke DNA vezane na Cip plocici. Na osnovi ocitanih
rezultata moZemo utvrditi koji su geni jace, a koji slabije izraZeni u uzorku, u odnosu na
kontrolu (Slika 13). Tako se analizom genske ekspresije doslo do detaljnijih podataka o
heterogenosti raka dojke. Obzirom da je tkivo dojke hormonski ovisno, u metodi
komparativne genske analize je dokazano da, uz veliki broj drugih gena, klasicni
molekularni biljezi ER, PR HER2 i biljezi proliferacije mogu posluziti za klasifikaciju

karcinoma dojke.

Do danas je razvijeno nekoliko komercijalnih testova, primjerice MammaPrint, Oncotype
DX, PAMS50 i Mammastrat koji prate aktivnost 21-70 gena i procjenjuju rizik od povrata
bolesti i potencijalni odgovor na onkolosku terapiju (41, 92, 93). Ovi testovi imaju najveci
znacaj kod bolesnica koje imaju prognosticki ,,dobar* karcinom (ER/PR pozitivan, HER2
negativan) kako bi se procijenila potreba za agresivnijom terapijom. U sve modele su

ukljuceni proliferacijski biljezi jer bez njih ovi testovi nemaju potrebnu teZinu.
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Genski "Chip array" Softverska analiza

Slika 13. Shematski prikaz metode komparativne genomske hibridizacije (Preuzeto i

modificirano: https://bitesizebio.com/7206/introduction-to-dna-microarrays/)
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Slika 14. Molekularna klasifikacija karcinoma dojke na osnovi rezultata genske izraZzenosti

(Preuzeto iz: Sgrlie i sur. PNAS 2001;98:10869-74)
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U procesu definiranja molekularnih podskupina dolazilo je do manjih promjena te se danas
rak dojke svrstava u pet skupina koje se medusobno znacajno razlikuju po skupinama
aktivnih i potisnutih gena u odnosu na zdravo tkivo dojke (Slika 14) (93). Karcinomi
luminalnog tipa posjeduju visoke koli¢ine gena karakteristi¢nih za epitelne stanice lumena
kanali¢a normalnog tkiva dojke (92). Osim spomenutih, postoje i brojni drugi bioloski
markeri u svojstvu prognostickih ¢imbenika od kojih su neki jo§ uvijek predmet
istrazivanja, kao Sto su HERI, p53, bcl-2, cyclin D, TGFa, c-myc, claudin, p27, nm23 i
drugi. Stoga se dogovorno, na osnovi imunofenotipa, karcinomi dojke mogu svrstati u

osnovne (intrinzi¢ne) podtipove koji ve¢inom odgovaraju molekularnoj klasifikaciji.

Luminalni A (LumA) podtip karcinoma je najces¢i i javlja se oko 40% slucajeva (95).
Lum A izrazavaju hormonske receptore (ER/PR pozitivni), ali su HER2 negativni, te su
najceS¢e niskog gradusa s niskim proliferacijskim indeksom (Tablica 3). Oni pokazuju
najmanje agresivan fenotip i osjetljivi su na endokrinu terapiju. Zene s ovim podtipom
karcinoma rijetko primaju citotoksi¢nu terapiju osim ako imaju karcinom gradusa III, viSe
pozitivnih limfnih ¢vorova ili temeljem MammaPrint ili Oncotype DX testa pokazuju
visoki rizik od povrata bolesti. Ovi karcinomi izraZavaju luminalne citokeratine (CK 8/18),
FOXATI (engl. Forkhead box protein Al ili hepatocyte nuclear factor 3 alpha), XBP1
(engl. X-box binding protein 1), GATA 3 (engl. GATA binding protein 3), BCL2 (engl. B
cell lymphoma 2), HER3 i HER4 (91, 93).

Luminalni B (LumB) podtip karcinoma javlja se u manje od 26% slucajeva (95). Imaju
izrazene hormonske receptore prema kriterijima navedenima u Tablici 3, ali se prema
izraZenosti receptora HER2 mogu podijeliti u dvije podskupine:

LumB/HER2 negativni karcinomi koji imaju izrazene hormonske receptore, a nemaju

prekomjerno izraZen receptor HER2. Pogodni su za endokrinu terapiju, ali zbog visokog
proliferacijskog biljega najceSce u kombinaciji s citotoksicnom terapijom. Obicno su viSeg
gradusa nego LumA i izrazavaju gene ukljuCene u proliferaciju kao MYB (engl.
myeloblastosis viral oncogene homolog), GGH (engl. gamma glutamyl hydrolase),
LAPTMB4 (engl. lysosome-associated transmembrane protein 4-beta)) NSEP1 (engl.
nuclease sensitive element binding protein 1)1 CCNEI (engl. cyclin E1).

LumB/HER? pozitivni karcinomi imaju izraZene steroidne receptore i HER2 receptor te

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

citotoksi¢ne i anti-HER?2 terapije (trastuzumab) (96). Prema istraZivanju Parise i sur. (97)
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bolesnice s LumB/HER2+ karcinomima imaju bolje sveukupno petogodiSnje prezivljenje

od onih s LumB/HER?2 negativnim karcinomima.

HER2/neu tip karcinoma koji izrazavaju samo receptor HER2 (ne-luminalni) javljaju se
kod mladih bolesnica, agresivne su prirode, najéesce gradusa III s brzim relapsom, ali ih je
moguce tretirati citotoksicnom terapijom (antraciklini) u kombinaciji s terapijom
monoklonskim protutijelima na sam receptor - trastuzumab ili panitumumab (93, 96). U
ovom slucaju govorimo o HER2 pozitivnom podtipu jer ovi karcinomi prekomjerno
izrazavaju HER2, ali imaju negativne hormonske receptore. Javljaju se u oko 12%
karcinoma dojke i imaju loSu prognozu, ali se pojavom monoklonske ciljane terapije
prognoza bolesnica s ovim podtipom karcinoma poboljSala. Ovi karcinomi Cesto imaju
mutacije u TP53 genu (95). Istrazivanje de Ronde i sur. (98) na osnovi molekularne analize
izrazenosti gena u HER2 pozitivnoj intrinzickoj skupini utvrdili su da dio HER2+
karcinoma ne pripada pravoj molekularnoj HER2 skupini ve¢ izraZzavaju luminalne biljege,
dok su Prat i sur. (99) utvrdili postojanje basal-like biljega u 14% karcinoma HER2+
intrinzic¢ke skupine (Slika 15).

Luminal B

Luminal A

BRCA1
mutation

ER-/PR-, HER2- ER-/PR-, HER+ ER+/PR+, HER2+ ER+/PR+, HER2-

Slika 15. Slikovni prikaz pozicioniranja intrinzi¢kog tipa HER2 na osnovi molekularne

izrazenosti pojedinih gena (Preuzeto iz: Dai i sur. Am J Cancer Res 2015;5(10):2929-43)

Basal-like tip karcinoma je trostruko negativni karcinom dojke (eng. triple negative breast
cancer, TNBC) jer ne izrazavaju molekularne biljege ER/PR ni HER2. Dio tih tumora
izrazava bazalne mioepitelne citokeratine (CK5/6, CK14, CK17), laminine, p-kadherin,
fascin, kaveoline 1 i 2 i receptore za faktore rasta 1 (EGFR) pa su ¢esto nazivani bazalni
karcinomima iako to nije ispravno (99). Vrlo ¢esto imaju i mutacije tumor proteina p53, a i

vecina karcinoma s BRCA1 mutacijom pripada ovoj podskupini. Trostruko negativni
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karcinomi dojke ¢ine oko 15% ukupnih karcinoma dojke s ve¢om incidencijom u Zena
mlade populacije africkog porijekla (100). Pravi Basal-like karcinomi ¢ine oko 80% TNBC
1 mogu se dokazati samo molekularnim profiliranjem (101). TNBC pokazuju najvecu
agresivnost, ali u odnosu na ostale podtipove i vecu osjetljivost na kemoterapiju na bazi
platine (cisplatina, karboplatina, oksalplatina), DNA interkaliraju¢ih  agensa
(doksorubicin), agensa koji blokiraju diobu (paklitaksel-blokira tubulin, PARP inhibotori-
blokiraju enzim popravka poli-ADP riboza polimerazu) (102).

Tablica 3. Kiriteriji subklasifikacije karcinoma dojke u intrinzicke skupine definirane

prema molekularnim prognostickim biljezima (St. Gallen 2013.)

ER pozitivan

PR pozitivan ( > 20%)
Ki-67 <20%

HER?2 negativan

LUMINAL A

ER pozitivan

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

HER2 negativan

LUMINAL B / HER2 negativan

ER pozitivan

PR bilo koji
Ki-67 bilo koji %
HER?2 pozitivan

LUMINAL B / HER2 pozitivan

ER negativan

PR negativan

BASAL-LIKE
Ki-67 bilo koji %
HER?2 negativan
ER negativan
PR negativan
HER?2 tip (neluminalni)

Ki-67 bilo koji %
HER?2 pozitivan
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Slika 16. Krivulje ukupnog preZivljenja bolesnica (A) i perioda bez povrata bolesti (B) u
pet intrinzic¢ki podtipova karcinoma dojke (Preuzeto iz: Sgrlie i sur. PNAS 2001;98:10869-
74)

Takoder je vazno napomenuti da zbog intratumorske heterogenosti karcinoma dojke, a
posebno nakon terapije, moZe do¢i do razvoja drugog molekularnog podtipa karcinoma.
Promjena u izraZenosti pojedinih molekularnih biljega (ER/PR i HER2) u recidivu ili

metastatskoj bolesti dogada se u 25-35% slucajeva (Slika 17) (103).

PAMS50 Primami karcinomi PAMS50 Metastaze
4% N LumA
12.2% 26% T
HER2-E
M Basal-like
H Normal

Slika 17. U¢estalost intrinzic¢kih skupina karcinoma dojke u populaciji primarnih i

metastatskih karcinoma (Preuzeto iz: Cejalvo i sur. Cancer Res. 2017;77(9);2213-21)
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1.4.5. Terapija karcinoma dojke

Standardni terapijski modaliteti u lijeCenju karcinoma dojke ukljucuju kirursko lijecenje,
zracenje, kemoterapiju, endokrinu terapiju te usmjerenu (ciljanu) terapiju. Izbor terapije
ovisi o brojnim prognostickim i prediktivnim ¢imbenicima, opc¢e stanje i dob bolesnice
(104). Iako je metastatski karcinom dojke neizljeCiva bolest, cilj lijeCenja je postici
ravnotezu izmedu koristi terapije i toksiCnosti terapije sa svrhom povecanja preZivljenja i
odrzanja kvalitete Zivota.

Kirursko lijeCenje najcesce predstavlja prvi korak lijecenja pri ¢emu se uklanja tumor.
Kirurski zahvat izvodi se na nekoliko nacina ovisno o lokalizaciji, veliCini i proSirenosti
tumora te o odnosu veli¢ine tumora i1 veli¢ine dojke. Operativnim zahvatom se uklanja
cijela dojka (radikalna mastektomija) ili samo dio dojke (segmentektomija) te uklanjanje
pazusnih limfnih ¢vorova (limfadenktomija) (105). U slucaju metastatski uznapredovalog
karcinoma, operativni zahvat slijedi nakon neoadjuvantne kemoterapije koja se provodi u
svrhu smanjivanja stadija bolesti.

Terapija zraCenjem ili radioterapija podrazumijeva izlaganje tkiva ciljanom zracenju sa
svrthom reduciranja ostatnih tumorskih stanica nakon kirur§kog tretmana, ¢ime se smanjuje
rizik od povrata bolesti (96). Terapijsko zracenje najjace djeluje na stanice u proliferaciji, a
to su uglavnom stanice raka. Efekt zracenja se postiZe i tjednima nakon zraenja jer djeluje
direktnim ioniziranjem atoma u stanici, ali i stvaranjem reaktivnih slobodnih radikala ¢ime
dolazi do naknadnih oSte¢enja DNA, proteina i lipida uzrokujuéi stanicnu smrt ili gubitak
njezine sposobnosti dijeljenja. Terapijsko zracenje djeluje i na zdrave stanice pa se polje
zraCenja dobro definira i oznaci, ¢ime ima lokalni ucinak. Takav neselektivni pristup
tumorskim i zdravim stanicama moze uzrokovati osteCenja zdravog tkiva ili pojacati rizik
nastanka novih tumora ili povecati agresivnost postojeceg (106).

Kod bolesnica s hormonski ovisnim rakom dojke terapija ukljucuje nekoliko modaliteta.
Tip terapije ovisi o dobi bolesnice odnosno o menopauzalnom statusu. Hormonska ili
endokrina terapija moze biti ablativnog i aditivnog tipa. Ablativna endokrina terapija
podrazumijeva uklanjanje glavnih endogenih izvora estrogena kao Sto su jajnici i najesce
se preporu¢a Zenama u premenopauzi. Aditivna terapija se odnosi na blokiranje ucinka
estrogena lijekovima kao Sto su: inhibitori aromataza, koji blokiraju enzim aromatazu
kljuan u sintezi estrogena (anastrozol, letrozol, eksemestan); selektivni modulatori
estrogenskih receptora (analozi estrogena) koji blokiraju hormonske receptore (tamoksifen)

i regulatori uniStavanja receptora estrogena (fulvestrat) (69). Bolesnice koje imaju
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hormonski neovisni rak dojke primaju citotoksi¢ne lijekove (kemoterapija) koji djeluju na
stanice u proliferaciji. Svaki lijek djeluje na drugu fazu ciklusa ili druge ciljne molekule u
stanici. Stoga se Cesto koristi kombinacija viSe kemoterapijskih lijekova. Obzirom da je to
sistemska terapija ona ima negativan ucinak i na zdrave stanice u diobi.

Danas je lijeCenje karcinoma dojke usmjereno prema ciljanom lijeCenju koje pokazuje
selektivnost prema tumorskim stanicama ¢ime se smanjuje negativno djelovanje na zdrave
stanice. U tom sluCaju govorimo o bioloSkoj terapiji koju ¢ini primjena specifi¢nih
protutijela i malih molekula. Tumorske stanice na svojoj povrSini izrazavaju specifi¢ne
biljege na koje se moze ciljano djelovati monoklonskim protutijelima. Terapija
monoklonskim protutijelima uglavnom blokira receptore za faktore rasta i aktivira
imunoloski sustav te na taj nacin blokira rast tumorske stanice. Terapija malim
molekulama omogucava ulaz tih lijekova u tumorsku stanicu gdje ometaju unutarstanicne
signalne puteve koje tumorsku stanicu poticu na rast i Sirenje na udaljena mjesta u tijelu
(metastaziranje). Prva monoklonska terapija koriStena je 1998. godine, u lijeCenju
bolesnica s HER2 pozitivnim rakom dojke, primjenom anti-HER2 monoklonskog

protutijela trastuzumaba (92).
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1.5. Obitelj receptora HER/ErbB
1.5.1. Grada i funkcija receptora HER

Obitelj receptora za epidermalni faktor rasta (eng. human epidermal growth factor
receptor, HER/ErbB) jedna je od najistraZivanijih obitelji receptorskih tirozin-kinaza i
ukljucuje cetiri receptora: HERI1/ErbB1/EGFR, HER2/ErbB2/Neu, HER3/ErbB3 i
HER4/ErbB4. Sva cCetiri receptora imaju strukturno homolognu gradu. Svaka jedinica,
monomer, gradena je od izvanstani¢ne domene na koju se veZe ligand (faktor rasta), zatim
transmembransku domenu i unutarstani¢ne domene koja ima aktivnost tirozin-kinaze. Na
izvanstanicnoj domeni identificirane su cetiri subdomene: I i III s funkcijom vezanja
liganda te cisteinske II 1 IV s funkcijom dimerizacije receptora (107). Vezanjem liganda
dolazi do dimerizacije receptora koja je uvjet za daljnju aktivaciju kinazne aktivnosti.
Ligandi tih receptora su mnogobrojni faktori rasta koji imaju evolucijski ocuvanu EGF-
nalik domenu odgovornu za specifi¢nost kojom se vezu na receptore. Postoji vise od 140
razli¢itih proteina koji imaju EGF-nalik domenu. Postoji viSe faktora rasta koji se veZu na
receptor HER1, HER3 1 HER4, a nijedan poznati koji se veZe na HER2, ali receptor HER2
epidermalni faktor rasta (EGF), epiregulin (EPG), amfiregulin (AR) i transformirajuci
faktor rasta a (TGFa). Druga skupina obuhvaca betacelulin (BTC), heparin vezu¢i EGF
(HB-EGF) 1 epiregulin (EPR) koji se vezu na HER1 1 HER4, dok u trec¢u skupinu spadaju
heregulini/neuregulini (HRG/NRG) koji se vezu na HER3 i HER4 (107-110).

Slika 18. Najc¢es¢i ligandi za pojedine receptore HER obitelji
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Od cetiri navedena receptora samo su HER1 i HER4 potpuno funkcionalni, samostalno
vezu ligand i posjeduju kinaznu aktivnost. Receptor HER2 nema postojeceg (poznatog)
liganda, dok receptor HER3 nema dovoljno jaku tirozin-kinaznu aktivnost pa ta dva
receptora djeluju samo u kompleksu s ostalim ¢lanovima obitelji (111). U fizioloSkim

uvjetima HER2/HER?2 i HER3/HER3 homodimeri su nefunkcionalni.
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Slika 19. Strukturna grada i konformacijska promjena receptora HER prilikom vezanja
liganda i dimerizacije. Zatvorena konformacija (lijevo) tek vezanjem liganda prelazi u
,otklju€anu® koja mozZe dimerizirati. HER2 receptor se jedini nalazi u otvorenoj
konformaciji uvijek spreman za dimerizaciju (Preuzeto i prilagodeno iz: Baselga i Swain,

Nat Rev Cancer. 2009;9:463-75)

1.5.2. Signalni putevi aktivirani receptorima HER

Ucinak aktivacije obitelji HER je raznolik, zbog karakteristiCne interakcije receptora i
liganda, jer se jedan ligand moZe vezati na viSe receptora, a i jedan receptor veZe vise
razlicitih liganada (112, 113). Na taj nacin postoji preko 600 razli¢itih kombinacija ligand-
receptor koji aktiviraju signalne puteve u raznim tkivima poticuéi proliferaciju, migraciju,
angiogenezu, inhibiciju apoptoze i1 druge procese (Slika 20).

Aktivacijski put zapocCinje vezanjem liganda za izvanstani¢nu domenu receptora HER

(Slika 19). Vezanje liganda na receptor mijenja konformaciju monomera te ga cini
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prikladnim za dimerizaciju (114). Ovisno o tipu podjedinica, receptorski kompleksi mogu
biti homodimerni (dvije iste podjedinice) ili heterodimerni (dvije razliite podjedinice).
Promjenom konformacije zbog dimerizacije aktivira se citoplazmatska kinazna domena te
se susjedni monomeri transfosforiliraju (Slika 19).

Fosforilirani tirozinski ostaci postaju vezna mjesta za proteine koji imaju -SH2 (engl. Src
homology 2) ili -PTB (engl. phosphotyrosine-biding) domene. Na taj nacin se ,,signal
prenosi duZ signalnog puta do krajnjeg proteina (Slika 20) (115).
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Slika 20. Shematski prikaz grade HER receptora s aktiviraju¢im mjestima fosforilacije za
pripadajuc¢e partnere razliCitih signalnih puteva (Preuzeto iz: Wilson i sur. Pharmacol

Ther. 2009;122(1):1-8)

Svaki vezani ligand uzrokuje stvaranje drugog dimerizacijskog para te posljedicno
aktivaciju drugog signalnog puta (Slika 21) (114). NajceSc¢e aktiviran signalni put svih
receptora HER je MAPK signalni put (engl. mitogen-activated protein kinase). Druga dva
zastupljena puta su PI3K (engl. phosphatidylinositol-3-kinase) aktiviran Akt put i
p70S6K/p85S6K put (Slika 21). Ti putevi mogu biti aktivirani na viSe nacina. Receptori
HER1 i1 HER2 aktiviraju PI3K signalni put preko proteina posrednika, dok se receptori
HER3 1 HER4 izravno vezu na PI3K (74, 116). Kaskadna reakcija svih signalizacijskih
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puteva na poslijetku zavrSava u jezgri poticanjem transkripcije gena za odredene stani¢ne

odgovore od stani¢ne proliferacije, migracije, adhezije do diferencijacije ili apoptoze (Slika

21) (117).
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21. Shematski prikaz signalnih puteva aktiviranih dimerizacijom receptora

(Preuzeto iz: Yarden i Sliwkowski. Nat Rev Mol Cell Biol. 2001;2:127-137)

HER

Homodimerne kombinacije receptora HER uglavnom pokazuju slabiji mitogeni uc¢inak od

heterodimernih (116-119). Cini se da heterodimer HER2/HER3 pokazuje najpotentniju

proliferacijsku aktivnost, dok s druge strane ucinak aktivacije HER4 ovisi o ligandu, dajuci

mu time protumorski ili antitumorski ucinak (118-121).

Na stani¢noj membrani postoji stalna dinamika receptora HER. Veza liganda i receptora je

tako jaka da se ligand ne moZe otpustiti s receptora ve¢ se procesom endocitoze receptor

eliminira s povrSine stanice. Nakon endocitoze, receptori s membrane odlaze u sortirajuce

endosome gdje se ili razgraduju ili recikliraju i vrac¢aju na membranu. Taj proces spontane

proteoliticke razgradnje omogucava kontinuiranu prisutnost receptora na membrani te sluzi

u kontroli HER signalizacije (123). Opisani dinamicki proces HER receptora vazan je u

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

U velikom broju zlocudnih tumora detektiran je poremecaj signalnog puta HER koji
uglavnom postaje prekomjerno aktivan zbog prekomjerne proizvodnje liganda,
prekomjerne izrazenosti samih receptora ili njihove konstitutivne aktivacije (117). Jasno je
da c¢e prekomjerna izrazenost receptora HER izazvati progresiju kroz stani¢nu
proliferaciju, pojacati neosjetljivost na Cimbenike rasta, transformaciju, preZivljavanje,
angiogenezu, migraciju i invazivnost stanica. Sve su to obiljeZja zlo¢udnih tumorskih

stanica, engl. Hallmarks of cancer (124).

1.5.3.1. HERI/ErbBI/EGFR

Gen za HERI1 receptor smjeSten je na kromosomu 7pl11.2 i prvi je receptor iz obitelji
receptora HER koji je povezan s kancerogenim u¢inkom. Vezanjem liganda na receptor
HERT1 uglavnom dolazi do autofosforilacije koje uzrokuju aktivacije GRB 2 (eng. growth
factor receptor bound protein 2) ili SHC (eng. src-homology 2 containing) $to aktivira
RAS-MAPK, a ne moZe direktno aktivirati PI3K-Akt signalni put (125).

Prekomjerna izraZenost HER1 cCesta je u tumorima mozga gdje je prvi puta i uocen njegov
kancerogeni doprinos kod glioma. Prekomjerno je izraZen i strukturno promijenjen u
velikom broju solidnih tumora od ¢ega 33-50% tumora epitelnog porijekla, medu kojima je
karcinom pluc¢a (pogotovo karcinom pluca ne-malih stanica u Cak 80% slucCajeva),
karcinom debelog crijeva i karcinom dojke (126). Kancerogeni ucinak receptora HERI
moZe biti posljedica amplifikacije gena ili mutacijskih dogadaja koji stvaraju promijenjene
varijante receptora s neispravnom funkcijom. Tako u varijanti EGFRVIII s delecijom 2-
7EGFR/AEGFR nastaje krnji oblik HER1 receptora koji je konstitutivno aktivan. Ta je
varijanta mutiranog receptora HERI1 pronadena u mnogobrojnim zlocudnim
novotvorinama, ali ne u zdravom tkivu. Unutarstani¢na domena ima devet mjesta
fosforilacije (Slika 20) (125, 126).

Prema literaturi, oko 16-45% karcinoma dojke prekomjerno izrazava HER1, dok meta-
analiza Gonzales-Conchas i sur. utvduje srednju izrazenost od 27% (127-130). Kao
prognosticki pokazatelj u karcinomu dojke, HERI je pokazao umjerenu znacajnost

povezanu s loSijom prognozom u vidu kraceg prezZivljenja i vece vjerojatnosti povrata
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bolesti (131). IstraZivanja su utvrdila i povezanost s ve¢im tumorom, vi§im gradusom i
proliferacijom te ve¢im brojem pozitivnim limfnih ¢vorova (129). Izrazenost HERI1 ne

smatramo nezavisnim prognosti¢kim pokazateljem kod karcinoma dojke.

1.5.3.2. HER2/ErbB2/Neu

Gen za receptor HER?2 je protoonkogen smjeSten na kromosomu 17q12 i kodira 185kDa
velik protein (107, 132). Najveci onkogeni potencijal HER2 receptora lezi u Cinjenici da
nema poznati aktiviraju¢i ligand, a ima konformaciju otvorenog tipa (Slika 19).
Unutarstanicna domena ima 19 poznatih mjesta fosforilacije od kojih je za aktivaciju
klju¢na fosforilacija tirozina na poloZaju 1248 (Slika 22), a ujedno je to 1 mjesto
autofosforilacije u slucaju prekomjerne izraZzenosti receptora (133). Najcesci dimerizacijski
partner mu je receptor HER3, a HER2/HER3 heterodimer ima najjaci onkogeni potencijal.
Ukoliko nema prekomjerne izraZenosti HER?2 stvarati ¢e se manje stabilni heterodimeri i
homodimeri ostalih receptora (134, 135). U slucaju prekomjerne izraZzenosti HER2 moze
stvarati konstitutivno aktivne homodimere koji djeluju karcinogeno (136).

Prekomjerna izraZzenost HER2 receptora i/ili amplifikacija gena utvrdena je u mnogim
tumorima. Klinicki je najvaznija njegova izraZenost u karcinomima dojke s udjelom 10-
34%, od Cega se CeS¢e pojavljuje u duktalnim invazivnim i in situ karcinomima gradusa III,
nego u lobularnim invazivnim karcinoma (81, 137).

Povezanost prekomjerne izraZenosti HER2 u karcinomima dojke s prognozom bolesnica je
vrlo istrazivano podrucje, ali rezultati joS uvijek nisu potpuno uniformni. Ve¢ je spomenuto
da se nacin ocitavanja imunohistokemijske i1 hibridizacijske reakcije mijenjao nekoliko
puta tijekom posljednjih deset godina. Vecina istrazivanja dokazala su povezanost
prekomjerne izrazenosti HER2 s visokim histoloskim gradusom, gubitkom izraZenosti
hormonskih receptora, aneuploidijom, povecanom mitotickom aktivnos$¢u, ve¢im brojem
zahvacenih limfnih ¢vorova i udaljenim metastazama u bolesnica koje nisu primile terapiju
(130). Karcinomi dojke s amplifikacijom gena HER2 pokazuju i vecu gensku nestabilnost
(81). HER2 pozitivni karcinomi ¢eS¢e se pojavljuju u premenopauznih Zena, Cesto bez
istovremene izrazenosti steroidnih receptora (ER—, PR-), pokazuju slabiju diferenciranost i

brZi rast te su povezani s loSijom klinickom slikom 1 kra¢im preZivljenjem (49).
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Unato¢ svom prognostickom znacaju, vazniji je prediktivni zna¢aj HER2 u svrhu odabira

terapije (86, 87, 92, 130). Sve bolesnice s prekomjerno izraZzenim HER2 karcinomima

primaju anti-HER?2 terapiju trastuzumabom ili nekim drugim HER2 inhibitorom. lako

karcinomi s izrazenim HER2 pokazuju dobar odgovor na antracikline, u kombinaciji s

trastuzumabom pojatava se kardiotoksi¢ni ucinak (86, 87). Kod HER2 pozitivnih

karcinoma s izraZenim steroidnim receptorima primjenjuje se kombinirana terapija jer su

signalni putevi receptora HER2 i ER u interakciji (79). Izrazenost HER2 se tijekom

kemoterapije moZe promijeniti, najcesce je to gubitak izrazenosti ili rezistencija na terapiju

trastuzumabom iako su potvrdeni i slu€ajevi suprotnog (139, 140).
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Slika 22. Shematski prikaz aktivacije razli¢itih signalnih puteva kao posljedice

dimerizacije 1 fosforilacije HER2 na razli¢itim fosforilacijskim mjestima (Preuzeto i

modificirano iz: Gollamudi i sur. Cancer Manag Res. 2016;8:21-31)
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1.5.3.3. HER3/ErbB3

Receptor HER3 je kodiran genom na kromosomu 12ql13. Kao 1 HER2 klju€an je u
embrionalnom razvoju srca i Zivaca (142). Njegovi ligandi su heregulin/neuregulin 1 i 23.
Jedini je ¢lan obitelji receptora HER koji ne posjeduje tirozin-kinaznu aktivnost zbog cega
ne moZe pokrenuti signalni put homodimerizacijom. Novija literatura je ipak dokazala da
ima slabu kinaznu aktivnost jer moZe vezati ATP (143). Njegova prekomjerna izraZzenost
ne dovodi samostalno do transformacije nego su mu za to potrebni dimerizacijski partneri.
Prekomjerna izrazenost receptora HER3 je regulirana na transkripcijskoj razini dok je
amplifikacija gena rijetka (144). Receptor HER3 je najpotentniji aktivator PI3K/Akt puta
jer sadrzi 6 veznih mjesta koja izravno veZu i aktiviraju PI3K te potice agresivni tumorski
fenotip (Slika 20) (115, 145). Prekomjerno je izraZzen u mnogim solidnim tumorima, u
rasponu od 20% do vise od 60% kod kolorektalnih karcinoma (CRC, eng. colorectal
cancer). Izrazenost receptora HER3 uglavnom ima loSiju prognozu kod vecine karcinoma,
a istraZivanja pokazuju da aktivacija receptora HER3 uzrokuje rezistenciju na cetuksimab
ili vemurafenib kod CRC ili na kemoterapiju kod karcinoma ovarija (107, 146).

Prognosticki znacaj prekomjerne izrazenosti receptora HER3 u karcinomu dojke jos uvijek
nije jasan. HER3 je izraZzen u oko 50% karcinoma dojke i preferencijalni je patner za
dimerizaciju, a u embrionalnom razvoju je kljuan za razvoj mlijecnih Zlijezda (109).
Mutacije HER3 gena cCeste su kod lobularnih karcinoma (109). Brojne studije za sada
imaju suprotstavljene rezultate u procjeni utjecaja na preZivljenje bolesnica. Vecina
literature ukazuje na njegov negativan utjecaj na ishod bolesti. Najucestalija je
prekomjerna izraZzenost receptora HER3, njegovih liganda ili nekih drugih tirozin-kinaza
poput c-met (74, 146). Kod karcinoma dojke prekomjerna izraZenost HER3 upucuje na

loSiju prognozu posebno kod HER?2 pozitivnih i ER negativnih karcinoma (146).

1.5.3.4. HER4/ErbB4

Gen za receptor HER4 se nalazi na kromosomu 2q34. Funkcionalni receptor ima
kompleksan i specifican mehanizam aktivacije. Receptor HER4 se pojavljuje u dva para

izoformi, nastalih alternativnim prekrajanjem HER4 mRNA, koje se razlikuju po
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membranskoj (JM, engl. juxtamembrane) i citoplazmatskoj (CYT) domeni (148).
Citoplazmatska izoforma 1 (CYT-1) ima vezno mjesto za PI3K-Akt pa aktivacijom tog
signalnog puta stanica moZe izbje¢i apoptozu, inducirati proliferaciju i1 smanjiti
diferencijaciju, za razliku od CYT-2 izoforme koja aktivira GRB2 i SHC (119, 149, 150).
Smatra se da polimorfizam u jednom nukleotidu CYT-1 gena, zbog kojeg dolazi do
nemogucnosti aktivacije HER4 preko neuregulina 1, utjece na razvoj shizofrenije (151).
TocCan mehanizam djelovanja i1 znacaj kod karcinoma jo$ uvijek je nejasan i dvojak.
Aktivacijom receptora dolazi do proteoliticke razgradnje receptora i otpusStanja 4ICD
fragmenta u citoplazmu (engl. HER4 intercellular domain) koji je odgovoran za djelovanje
receptora (148). NajviSe su istrazivani ucinci 4ICD domene koji su se pokazali ovisni o
njegovoj lokalizaciji na mitohondrijima ili u jezgri (150). Domena 4ICD u mitohondrijima
moze djelovati proapoptoticki dok smjeStena u jezgri poti¢e rast i proliferaciju, ko-
aktivacijom preko ER (152, 153). Prekomjerno je izraZen u manje od 20% dok su mutacije
HER4 zabiljeZene u 3% CRC-a s loSijom prognozom a visoka izraZzenost, oko 90%, HER4
zabiljeZena je kod seroznih adenokarcinoma ovarija. Anti-HER4 terapija nakon
kemoterapije, kod karcinoma plocastih stanica glave i vrata, smanjuje povrat bolesti (108).
Receptor HER4 je neophodan u razvoju mlije¢ne Zlijezde i laktaciji. Za razliku od ostalih
receptora HER, prekomjerna izraZzenost HER4 u karcinomima dojke povezana je s bolje
diferenciranim tumorima niZeg histoloSkog gradusa, izrazenoS¢u hormonskih receptora i
veCom stopom preZivljenja (154-157). lako je HER2/HER4 drugi najpotentniji
heterodimer, smatra se da HER4 antagonizira ucinku HER2 te je u zlocudnim
novotvorinama ¢ak manje izrazen nego u dobroc¢udnim (158). Sartor i sur. su zakljucili da
HER4 ima antiproliferativni ucinak, ali isklju¢ivo u odsutnosti receptora HER2 (159).
4ICD domena posrednik je djelovanju tamoksifena. Tamoksifen narusava interakciju 4ICD
s ERa pa se 4ICD akumulira u mitohondriju i inducira apoptozu (160). Zbog tog
mehanizma postoji mogucnost da je gubitak izraZzenosti HER4 odgovoran za razvoj
rezistencije na taj lijek (152).

Heterogenost rezultata o prognostickom zna¢aju HER4 moZe nastati zbog koriStenja
razli¢itih metoda detekcije na razini mRNA 1i/ili upotrebom razli¢itih klonova protutijela za

receptor te detekcije lokalizacije 4ICD fragmenta (117, 150).
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1.6. Terapija usmjerena na receptore HER

Terapije koje za ciljnu molekulu imaju obitelj receptora HER ili njihove signalne puteve
mozemo podijeliti na nekoliko osnovnih skupina: monoklonska protutijela, inhibitori
dimerizacije kao analozi faktora rasta, male molekule kao inhibitori aktivnosti tirozin-
kinaze i njihovih signalnih puteva, inhibitori Saperona (74). Dok monoklonska protutijela
specifi¢no blokiraju pojedini receptor iz HER obitelji jer se veZu na njegovu izvanstani¢nu
domenu, male molekule mogu u¢i u stanicu te inhibiraju protein kinaze i sprijeCavaju
fosforilaciju citoplazmatskog dijela receptora. Na taj naCin male molekule direktno
inhibiraju aktivaciju signalnog puta te imaju viSestruki ucinak. Prvo ciljano lijeCenje
zapocelo je u terapiji karcinoma dojke s trastuzumabom (Herceptin®), humaniziranim
monoklonskim protutijelom usmjerenim na receptor HER2. Od tada je u posljednjih 20
godina razvijeno oko 70 novih monoklonskih protutijela u terapijama raznih bolesti od
kojih se cetiri koriste u terapiji karcinoma dojke te oko 30 inhibitora kinaze (161). Osim
kod karcinoma dojke, terapija inhibitorima HER receptora koristi se kod terapije
medularnog karcinoma Stitnjace, karcinoma plu¢a nemalih stanica, karcinoma Zeluca,

karcinoma debelog crijeva, karcinoma prostate te karcinoma plocastih stanica glave i vrata.
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Slika 23. FDA odobreni inhibitori kinaze u lijeenju malignih bolesti (Preuzeto iz: Wu 1

sur. Trends Pharmacol Sci. 2015;36(7):422-39)

Panitumumab (Vectibix) i cetuximab (Erbitux) su monoklonska protutijela usmjerena

protiv HER1 receptora koji se koriste u terapiji karcinoma debelog crijeva u slucaju ne
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postojanja mutacije (wild type) u KRAS i NRAS genima. Osimertinib (Tagrisso) se koristi
kod karcinoma plu¢a u slu¢aju mutacije EGFR gena (mutacija p. T790M). Erlotinib
(Tarceva® Roche), gefitinib (Irresa) i afitinib (Gilotrif) su inhibitori tirozin kinaze a koriste
se u terapiji karcinoma plu¢a nemalih stanica u slucaju mutacija EGFR gena (delecija
eksona 19 ili supstitucije eksona 21). Dacomitinib je inhibitor tirozin kinaze koji djeluje na
HERI1, HER2 i HER4 homodimere ili heterodimere s jacom inhibicijom nego
gefitinib/erlotinib (161). Obzirom na njihov ucinak i na blokadu HER?2 postoji moguénost
njihove primjene kod metastatskih karcinoma dojke.

Trenutno je u klinickim ispitivanjima desetak potencijalnih lijekova usmjerenih na HER3
receptor ili njegov signalni put koji ¢e omoguciti kombiniranu ciljanu terapiju i smanjiti
pojavu rezistencije na lijekove. Neki od tih lijekova su monoklonska protutijela
seribantumab (Sanofi/Merrimack Pharmaceuticals) i patritumab (klinicka faza II) koji
djeluje i kao imunomodulator koji pojacava osjetljivost stanica karcinoma na zracenje
(radiosenzitivnost) (161).

Terapija usmjerena protiv receptora HER2 najviSe se koristi kod karcinoma dojke te u
novije vrijeme kod karcinoma Zzeluca. U oba tipa karcinoma potrebno je dokazati
prekomjernu izrazenost HER2 receptora u tumorskim stanicama. Za sada su u primjeni tri
monoklonska protutijela, trastuzumab (Herceptin®), ado-trastuzumab-emtasine (Kadcyla®)
i pertuzumab (Perjeta®) te male molekule, inhibitori tirozin kinaze, lapatinib (Tykerb®) i
neratinib (Nerlynx®).

Bolesnice s HER2 pozitivnim karcinomima dojke primaju terapiju trastuzumabom uz
hormonsku ili kemoterapiju u trajanju od 1 godine (17 ciklusa), ali na Zalost statistika
govori da se rezistencija na tu terapiju razvija ve¢ 5-9 mjeseci od pocetka primjene (162).
Trastuzumab se veze na izvanstani¢nu regiju IV receptora HER2 te uglavnom sprijecava
homodimerizaciju. Djelovanje trastuzumaba poboljSano je njegovom konjugacijom s
citotoksi¢nim agensom u ado-trastuzumab-emtasine. Trastuzumab-DM1 (T-DMI1) je
molekula trastuzumaba konjugirana s inhibitorom polimerizacije mikrotubula, emtasinom
(DM1) dok je sam emtasin izuzetno citotoksi¢an. Trastuzumab se veze na receptor HER2,
a potom se kompleks internalizira i unese unutar stanice gdje se oslobada citotoksi¢na tvar.
Uz taj citotoksicni ucinak, djelovanje tog lijeka pojacava i standardni mehanizam
djelovanja samog trastuzumaba (163).

Pertuzumab je takoder monoklonsko protutijelo koje se veZe na izvanstani¢nu regiju II
receptora HER2 koja je odgovorna za heterodimerizaciju, najces¢e s receptorom HER3.

Primjenjuje se u kombinaciji s trastuzumabom i Kkemoterapijom citotoksi¢nim
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docetakselom kod metastatskih karcinoma dojke, ali i za neoadjuvantno lijeCenje bolesnika
s HER2 pozitivnim, lokalno uznapredovalim, upalnim rakom ili rakom dojke u ranom
stadiju s velikim rizikom od recidiva.

Kod karcinoma dojke odobren je lapatinib (Tykerb®) kao terapija usmjerena na receptor
HER1. Lapatinib je inhibitor tirozin-kinazne (veze se na ATP mjesto kinaze) usmjeren na
aktivnost heterodimera HER1/HER?2. Danas se koristi za tretiranje metastatskih karcinoma
dojke pozitivnih na hormonske receptore koji uz to pokazuju i prekomjernu izraZenost
receptora HER2 te terapiju metastatskih HER2 pozitivnih karcinoma rezistentnih na
trastuzumab, antracikline i taksane. Lapatinib je inhibitor protein-kinaze HER1/HER2
heterodimera 1 veZze se na ATP vezno mjesto heterodimera ¢ime sprijeCava
autofosforilaciju dok neratinib reducira HER2 autofosforilaciju i inhibira ciklin D1, a time
1 proliferaciju. Na Zalost, u€inak lapatiniba je reverzibilan zbog slabih kovalentnih veza te
se prema novijim istrazivanjima cini da afatinib i neratinib imaju ja¢i ucinak (164).
Nakashoji 1 sur. (165) su meta-analizom dokazali da
kemoterapija+trastuzumab+pertuzumab ima najbolji ucinak na patoloski kompletni

odgovor u neoadjuvantnoj terapiji bolesnica s HER2 pozitivnim karcinomima.

Ligand
D Trastuzumab Pertuzumab

Transcription and downstream
cellular effects

Slika 24. Terapijske opcije usmjerene protiv receptora HER obitelji kod karcinoma dojke

(Preuzeto iz: Singh i sur. Br J Cancer. 2014;111,1888-98)
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1.6.1. Trastuzumab (Herceptin®)

HER?2 pozitivni karcinomi dojke, najceS¢e duktalni invazivni, javljaju se u manje od 25%
bolesnica. Bez adekvatne terapije, takav tip karcinoma pripadao je prognosticki najlosijem
karcinomu dojke s velikom agresivnoSc¢u, brzim rastom i kra¢im vremenom preZivljenja
bolesnica. Ti podaci jasno govore o potrebi razvoja nove i ciljane terapije usmjerene protiv
tog receptora (167).

Trastuzumab (Herceptin®, Hoffmann-La Roche, §Vicarska) je  humanizirano
rekombinantno monoklonsko protutijelo usmjereno protiv receptora HER2 (Slika 25).
Vecina molekule je IgG humanog porijekla (humanizirano) i oko 10% proteina miSjeg
porijekla (miSje monoklonsko protutijelo) 1 to u specificnoj domeni Fab koja prepoznaje
vezno mjesto na HER2 receptoru pa trastuzumab pokazuje slabi imunogeni potencijal za

stvaranje vlastitih protutijela na trastuzumab (168).

Domena koja prepoznaje HER2
£ mitjeg perijekla _\.‘ Fab‘

Slika 25. Shematska grada humaniziranog misjeg monoklonskog protutijela (trastuzumab).
Fab, domena miSjeg porijekla koja prepoznaje i veZze se na HER2 receptor (zZuto), Fc,

humani IgG (sivo) (Preuzeto i modifcirano iz: Ross i sur. 2009;14:320-368)

Odobren je 1998. godine od FDA (engl. Food and Drug Administration) u terapiji
metastatskog karcinoma dojke. Danas se primjenjuje uz kemoterapiju i/ili antihormonsku
terapiju dok kao samostalna terapija ima slabiji u¢inak i u monoterpiji se primjenjuje samo

kao treca linija nakon najmanje dva ciklusa kemoterapije koja mora ukljucivati antracikline
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i taksane (Europska agencija za lijekove). Od 2008. godine uveden je u prvu liniju lijeCenja
HER2 pozitivnog primarnog karcinoma dojke u kombinaciji s kemoterapijom
docetakselom 1 karboplatinom, a danas se primjenjuje i u kombinaciji s neoadjuvantnom
terapijom nakon koje slijedi adjuvantna terapija lijekom Herceptin za lokalno
uznapredovalu bolest ili tumore promjera > 2 cm (166-170).

Njegov terapijski u€inak povecava ukupno preZivljenje bolesnica te smanjuje rizik od
recidiva odnosno produzava razdoblje do pojave progresije bolesti (Slika 26). Terapija
trastuzumabom povecala je medijan prezivljenja bolesnica za 25%, u donosu na
kemoterapiju, Sto je ¢inilo medijan produljenja Zivota viSe od 9 mjeseci (169).

Ucinak trastuzumaba kod HER?2 pozitivnih karcinoma dojke je neosporan, a kasnije
nezavisne studije su pokazale neSto objektivniji ucinak trastuzumaba (Slika 26) (167).
Prednost trastuzumaba je njegova visoka selektivnost prema tumorskim stanicama s
izrazenim HER2 receptorom. U Kkorist terapije trastuzumabom govori i Cinjenica da je
vecina nuspojava slicna ostalim nuspojavama citotoksic¢nih lijekova (mucnine, povracanje,
simptomi groznice), dok su kardiotoksi¢nost (u 5-30% slucajeva) 1 pojava alergijskih
reakcija teze nuspojave (89, 90). Trastuzumab se koristi i u terapiji HER2 pozitivnog

karcinoma Zeluca (84).
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Slika 26. Kaplan-Meierova krivulja ucinka trastuzumaba na period do pojave udaljenih
metastaza kod bolesnica koje su primale terapiju u odnosu na kontrolnu skupinu bez

terapije trastuzumabom (Preuzeto iz: Piccart-Gebhart i sur. N Engl J Med 2005;353:1659-
72)
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II.

1.6.1.1. Mehanizmi djelovanja trastuzumaba

Trastuzumab se visokoafinitetnom specifi¢noS¢u veze za rubno-membransku domenu IV
izvanstani¢nog dijela HER2 receptora (engl. extracellular domain, ECD) (Slika 27).
Njegovim vezanjem za HER2 sprijecava se spontano proteoliti¢ko cijepanje ECD domene
1 njeno otpustanje Sto predstavlja aktivacijski mehanizam HER2. Time se inhibira HER2
signalni put fosfatidilinositol 3-kinaze (PI3K) koji je neovisan o ligandu te inducira
nekoliko molekularnih mehanizma kojima djeluje na HER2-pozitivne tumorske stanice

putem izvanstanic¢nih i unutarstani¢nih ucinaka (170).

Slika 27. Shematski prikaz vezanja trastuzumaba (Zuto) na izvanstanicnu domenu

homodimera receptora HER2 (plavo) (Preuzeto iz: Cho i sur. Nature. 2003;421:756-760)

Blokira vezanje HER2 na druge receptore HER obitelji, posebno stvaranje
homodimera. Inhibicija homodimerizacije i redukcija fosforilacije receptora HER2
ima za posljedicu blokiranje signalnih puteva MAPK i PI3K, povecavajudi time razinu

tumor-supresora p27 i PTEN te uzrokujuc¢i zastoj stani¢nog ciklusa i apoptozu (122)

Aktivira imunoodgovor, stani¢nu citotoksi¢nost ovisnu o protutijelima (ADCC, eng.
antibody dependent cell-mediated citotoxicity) koja nastaje kao posljedica imunoloske
reakcije NK stanica. Vezanjem NK stanica za slobodni Fc fragment trastuzumaba

otpustaju se spojevi koji izazivaju apoptozu tumorskih stanica (Slika 25) (89, 90)
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IV.

L

Smanjuje broj receptora HER2 na membrani uzrokuju¢i njegovu internalizaciju i
degradaciju. Time se sprijeCava aktivacija proteina p2l 1 smanjuje sposobnost
popravka DNA tumorske stanice pa se posljedi¢no povecava osjetljivost tumorskih

stanica na kemoterapiju i radioterapiju (107)

Trastuzumab inhibira spontanu proteolizu izvanstanicne domene receptora HER2, ali
mozZe nastati i oSteceni ,.krnji“ HER2 receptor (p95), koji ima tirozin kinaznu aktivnost

i sposobnost trajne aktivacije s posljedicom proliferacije

Obzirom da receptor HER2 aktivira angiogenezu, vezanjem trastuzumaba dolazi do
smanjene signalizacije za vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF), a time se smanjuje

HER?2 angiogenezni uc¢inak i smanjuje gusto¢a tumorskih krvnih Zila

1.6.1.2. Mehanizmi rezistencije na trastuzumab

Rezistenciju na lijekove moZemo pratiti kako primarnu ili sekundarnu. Primarna
rezistencija je dominantiji oblik rezistencije i podrazumijeva odsutnost pozitivhog
odgovora na apliciranu terapiju. Sekundarna rezistencija razvija se nakon primarno
pozitivnhog odgovora na terapiju, a moZe nastati i vrlo rano, ve¢ nakon nekoliko ciklusa

terapije pa sve do godinu-dvije od inicijalne aplikacije.

Unato¢ tome Sto kombinacija trastuzumaba i1 kemoterapije daje uspjeSniji terapijski
odgovor, vise od 30% bolesnica pokazuje rezistenciju i metastatsku progresiju za vrijeme
terapije, a u slucaju lijeCenja metastatske bolesti ucinak terapije je joS slabiji (86, 172,
173). Stoga je jasno da razumijevanje mehanizama pojave rezistencije pridonosi njenom

razumijevanju i pronalasku modela za njeno prevladavanje.

Do sada istraZeni mehanizmi rezistencije ukljucuju:

Prostorno zaklanjanje izvanstani¢ne domene receptora HER2 drugim membranskim
faktorima (npr. mucin), koji moze ,,maskirati* epitopnu domenu IV HER?2 receptora

na koju se veze trastuzumab
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Spontano stvaranje oSte¢enog (,.krnjeg®) receptora HER2 koji ne posjeduje
ekstracelularnu domenu (eng. loss of ECD). Takav krnji receptor poznat kao protein
P95 (p95 ErbB2) moZe nastati zbog poremecaja u translaciji ili na posttranslacijskoj
razini, ali i nedovoljne degradacije HER2 na koji je vezan trastuzumab. On ima
sposobnost autofosforilacije i trajne aktivacije HER2 signalnog puta, a moze

fosforilirati 1 ostale receptore HER obitelji.

Moguce mutacije na genu HER?2 koje rezultiraju molekularnim promjenama receptora.
To mogu biti tockaste mutacije ('missense’), male delecijske ili insercijske 'in frame'
mutacije na HER2 genu. Takve mutacije mijenjaju strukturu HER2 receptora Cime
moze postati neprepoznatljiv za protutijelo, a ipak ostati funkcionalan i trajno aktivan
(174). Takve su mutacije se javljaju u oko 4% bolesnica koje primaju monoklonsku

terapiju trastuzumabom (175).

Nastanak mutacija na nizvodnim genima signalnog puta receptora HER?2 i to nekoliko
aktivacijskih mutacija protoonkogena (PI3K, Akt, mTOR) ili inaktivacijskih mutacija
tumor supresorskih gena (PTEN, p27) ¢ime se zaobilazi potreba za aktivacijom preko

receptora.

Aktivacija preko drugih signalnih puteva (ukrStena komunikacija, eng. cross-talk).
Iako je HER2 cCest dimerizacijski partner, aktivacija signalnih puteva moZze i¢i i preko
drugih heterodimera (HERI1/HER3) ili homodimera (HER1) (176). Pored toga
trastuzumab ne blokira dimerizaciju HER2 receptora ve¢ uglavnom njegovu
homodimerizaciju (koja je najceS¢a kod prekomjerne izraZzenosti HER2) pa Cak i u
inaktivnoj formi HER2 moze ligand-ovisno dimerizirati s ostalim HER receptorima
(176). Takoder, funkciju receptora HER2 moZze preuzeti receptor IGF-1 vrseéi njegovu
fosforilaciju i posljedi¢no aktivaciju nizvodnih signalnih komponenti. Utvrdeno je i
postojanje ukrStene komunikacije izmedu steroidnog estrogenskog i HER2 signalnog
puta jer oba aktiviraju Akt i MAPK signalni put. Ta komunikacija je dvosmjerna i
kompenzacijska pa cesto HER2 pozitivni tumori imaju slabije izrazene steroidne

receptore (89, 90).
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VI. Prekomjerna izraZenost proangiogeneznog vaskularnog endotelnog faktora rasta
(VEGF) 1 povezanost s rezistencijom na trastuzumab ukazuju na mogucu klini¢ku

korist upotrebom dvostruke inhibitorne terapije protiv VEGF 1 HER2 (177).

Navedeni mehanizami rezistencije na trastuzumab mogu se zaobi¢i uvodenjem dodatne
inhibicije HER2 receptora drugim lijekovima, lapatinibom ili pertuzumabom. Od 2007.
godine FDA je odobrio lapatinib u primjeni kod bolesnica rezistentnih na trastuztumab dok

je od 2012. godine odobren i pertuzumab.

Kako bi se pojacao u€inak trastuzumaba te smanjila ucestalost pojave rezistencije danas se
primjenjuje i trastuzumab emtanzin (Kadcila® Roche), konjugat protutijela i lijeka koji
sadrzi trastuzumab kovalentno vezan s inhibitorom mikrotubula DM1 (derivat maitanzina).
DM1 se vezZe se za tubulin i zaustavljaju rast stanica u fazi G2/M stani¢nog ciklusa, Sto

dovodi do apoptoze.
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Slika 28. Prezivljenje bez povrata bolesti nakon terapije HER2 pozitivnih bolesnica
(godine); AC- doksorubicin (adriamicin/ciklofosfamid); T- paklitaksel (Taxol); TH-
(paklitaksel/trastuzumab, Herceptin); HR- engl. hazard ratio (omjer rizika) (Preuzeto iz:

Romond i sur. N Engl J Med. 2005;353(16):1673-84)
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U istrazivanju najboljeg terapijskog modaliteta ne smije se zanemariti heterogenost
karcinoma dojke. U tom slu¢aju moZe se dogoditi progresija bolesti iz drugog klona stanica
koje ne izrazavaju HER2. Takav oblik rezistencije ne moZe se izbjeci, a javlja se u oko
10% bolesnica s HER?2 pozitivnim karcinomima dojke (181). Potrebno je spomenuti da na
osjetljivost/rezistentnost na terapiju mogu utjecati i individualni genski polimorfizmi, bilo
na samom receptoru HER2, bilo gena odgovornih za ucinkovitost ADCC mehanizma
imunoloske eliminacije ili pak gena uklju¢enih u metabolicke procese inaktivacije i

eliminacije Herceptina (176).

Prema navedenom je vidljivo da postoji potreba za dobrim biomarkerima koji ¢e Sto
detaljnije definirati osjetljivost ili rezistentnost na terapiju trastutzumabom (92). To
svakako ukljucuje detekciju razine ekstracelularne domene (ECD) receptora HER?2 ili
aktiviranog (fosforiliranog) statusa receptora HER2 (pHER?2), utvrdivanje razine drugih
receptora HER obitelji i detekciju mutacija nizvodnih komponenti signalnih puteva

aktiviranih preko receptora HER2.
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2. HIPOTEZA

Prekomjerna izrazenost receptora HER2 na membrani tumorskih stanica je uvjet za
primjenu terapije trastuzumabom, ali ipak dio bolesnica nema pozitivan odgovor na
terapiju. Stoga postoji potreba za pronalaskom dodatnih biomarkera koji bi na pouzdaniji

nacin omogucili selekciju onih bolesnica koje bi imale korist od terapije trastuzumabom.

U hipotezi ovog rada pretpostavljamo:
1) izraZenost fosforiliranog oblika receptora HER2 (pHER?2) predstavlja pravi biljeg
receptorske aktivnosti
2) karcinomi dojke sa slabo izraZenim fosforiliranim receptorom HER2 razvijaju
rezistenciju na terapiju trastuzumabom, odnosno jaka fosforilacija HER2
predodreduje dobar odgovor na terapiju trastuzumabom

3) receptori HER1, HER3 i HER4 utjecu na nastanak rezistencije
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3. CILJISTRAZIVANJA

Obzirom da fosforilirani oblik receptora HER2 (Tyr1248-pHER?2) predstavlja biljeg
receptorske aktivnosti 1 funkcionalnosti, a isto tako moze biti i1 biljeg rezistencije na
terapiju, cilj naSeg istrazivanja je u stanicama HER2 pozitivnog duktalnog invazivnog

karcinoma dojke utvrditi:

® stupanj izrazenost fosforiliranog receptora HER2 (pHER?2)
e stupanj izrazenost receptora HER1, HER3 1 HER4

e povezanost izrazenosti pHER?2 s rezistencijom na trastuzumab

e povezanost izrazenosti pHER2 s izrazenoS¢u HERI1, HER3 i HER4 i znacaj s
pojavom rezistencije na trastuzumab

e povezanost izrazenostti pHER2 1 ostalih HER receptora s prognostickim
¢imbenicima: veli¢ina tumora, histoloSki gradus i zahvacenost regionalnih limfnih

¢vorova, izraZenost steroidnih receptora (ER i PR) i proliferacijskog biljega Ki-67
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4. MATERIJALI I METODE

4.1. Bolesnice

IstraZivanje je provedeno na uzorcima tumorskog tkiva 124 bolesnice s dijagnosticiranim
HER2 pozitivnim (HER2+) duktalnim invazivnim karcinomom dojke neovisno o
intrinzickom tipu (Luminal B/HER2 pozitivan 1 HER2 tip) koje su operirane i lijeCene u
Klinici za tumore, Klinickog bolni¢kog centra ,,Sestre milosrdnice* u Zagrebu, u razdoblju
od 2008. do 2010. godine a €iji su uzorci primarnih karcinoma dojke arhivirani u Odjelu za
onkolosku patologiju Klinike za tumore.

Sve bolesnice ukljuene u istraZzivanje primale su adjuvantnu terapiju trastuzumabom,
simultano ili nastavno nakon kemoterapije, u predvidenom trajanju od najmanje godinu
dana (17 trotjednih ciklusa). Iz arhivske baze podataka i povijesti bolesti bolesnica,
utvrdena je odsutnost ili pojava rezistencije na terapiju trastuzumabom. Bolesnice koje su
dobro reagirale na terapiju trastuzumabom nisu imale metastatsku progresiju bolesti dok su
bolesnice koje su pokazale rezistenciju na terapiju imale radiolosko i/ili ultrazvucno
vidljivu metastatsku progresiju bolesti nakon primjene terapije trastuzumabom.
Metastatska progresija bolesti u bolesnica koje su pokazale rezistenciju na trastuzumab,
evidentirana je pojavom hepatalnih, moZzdanih ili koStanih sekundarizama. Bolesnice smo
pratili najmanje pet godina te je zabiljeZeno vrijeme u mjesecima od postavljanja dijagnoze
do pojave progresije bolesti.

Podaci o dobi bolesnica kao i patohistoloSka obiljezja tumora: veli¢ina tumora, histoloski
gradus, imunohistokemijska izraZzenost receptora za estrogen i progesteron te Ki-67
proliferacijskog biljega i zahvacenost limfnih ¢vorova u pazus$noj jami, preuzeti su iz
patohistoloskih nalaza pohranjenih u arhivi Odjela za onkolosku patologiju Klinike za

tumore.
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4.2. Metode

4.2.1. Konstruiranje tkivnih ,,mikro¢ipova‘ (Tissue microarray)

IstraZivanje je provedeno na uzorcima tumorskog tkiva koje je u rutinskom postupku
obrade, prethodno fiksirano u 10% puferiranom formalinu, dehidrirano i uklopljeno u
parafin. Parafinski blokovi (donorski blok) cuvaju se u arhivi Odjela za onkolosku
patologiju, Klinike za tumore Klinickog bolnickog centra ,,Sestre milosrdnice*.

Pregledom arhiviranih histoloSkih stakala odabranih uzoraka, patolog je obiljeZio podrucje
tumorske mase te je pomocu 'Suplje igle' izdvojen dio tumora iz donorskog bloka. Po dva
cilindra promjera 3 mm iz svakog donoskog uzorka preneseno je u vec pripremljen
recipijentski parafinski blok koji sadrzi prethodno formirane cilindri€ne praznine jednakog
promjera (Tissue-Tek Quick Ray System). Popunjeni recipijentski blok sadrzavao je 30
razli¢itih tumorskih uzoraka. Tako popunjen recipijentski parafinski blok ukalupili smo
unutar kazete zagrijavanjem na 60 °C, oko 30 min, te dodali parafin, koji se ravnomjerno
rasporedio unutar kazete i nakon hladenja omogucio rezanje na mikrotomu.

Na taj nacin omogucena je istovremena analiza viSe tumorskih uzoraka (tkivni mikrocip)

(Slika 29).

Slika 29. Konstruiranje tkivnog mikrocipa
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4.2.2. Imunohistokemijsko bojenje

Od svakog pripremljenog tkivnog ,,mikrocipa‘ izrezana su po Cetiri reza debljine 3 um te
su razvuceni na predmetna stakalca za imunohistokemijko bojenje i osuSeni u termostatu
na 60 °C oko 60 minuta. Prije daljnje obrade osuSeno tumorsko tkivo je deparafinirano u
seriji ksilola te rehidrirano u silaznom nizu alkohola do vode.

U bioloskom materijalu fiksiranom formalinom, stvaraju se molekularne interakcije, pa je
tkiva potrebno obraditi prije imunohistokemijske reakcije kako bi Zeljeni epitopi (antigeni)
postali slobodni i dostupni za protutijela. Termickom obradom tkiva u puferu pH 9,0
(DakoCytomation Target Retieval Solution, No S 2368), u vodenoj kupelji na 97 °C, 20
minuta pripremili smo tkivo za daljnji postupak.

Imunohistokemijskim postupkom bojenja utvrdili smo izraZenost cetiri receptora
upotrebom  slijede¢ih primarnih protutijela razrjedenih puferskom otopinom za

razrjedivanje i smanjenje pozadinskog obojenja (DakoCytomation No S3022).

Tablica 4. Tehnicki podaci o primarnim protutijelima upotrebljenim u istraZivanju

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

Proces imunohistokemijskog bojenja proveden je u automatiziranom uredaju Dako
Autostainer na sobnoj temperaturi. Reakciji prethodi tretiranje tkiva s 3% vodikovim
peroksidom u svrhu inhibicije endogenih peroksidaza. Nakon ispiranja aplicirano je
odgovarajuce primarno protutijelo 60 minuta, prema kriterijima prikazanim u Tablici 4.
Nakon inkubacije s primarnim protutijelom te ispiranja, nastali antigen—protutijelo

kompleks vizualiziran je sekundarnim protutijelom konjugiranim s peroksidazom, a sve
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sadrzano u vizualizacijskom kitu Dako EnVision Flex High pH (K8010) u trajanju od 45
minuta. Kona¢no, 10 minutnom inkubacijom s DAB (diaminobenzidin) kromogenom
omogucena je vizualizacija specificne reakcije te kontrastno obojenje hematoksilinom

kako bi bile vidljive sve histoloske strukture.

4.2.3. Evaluacija imunohistokemijskih podataka

Prema smjernicama proizvodaca imunohistokemijska reakcija je
membransko/citoplazmatsko obojenje. Za HER1 i HER3 membransko obojenje je jace
izraZeno, a citoplazmatsko bojenje je slabo (zanemareno), ali je kod imunohistokemijske
reakcije HER4 receptora veca prisutnost citoplazmatskog obojenja zbog poliklonalnog

protutijela koje smo koristili u istraZivanju.

Obzirom da ne postoji standardizirani sustav bodovanja niti grani¢na vrijednost
pozitivnog/negativnog rezultata za sve istraZivane receptore, sistem bodovanja (eng.
scoring) KoriSten pri evaluaciji imunohistokemijskih obojenja svih istrazivanih uzoraka
pratio je iste kriterije interpretacije kao HercepTest'™ kojim se odreduje stupanj izraZenosti
receptora HER2, a prema nacinu ocitavanja uzoraka koriStenih u istraZivanju na sljedec¢i

nacin:
0 : potpuna odsutnost obojenja ili slabo obojenje u manje od 10% tumorskih stanica

1+ : djelomi¢no membransko/citoplazmatsko obojenje slabog intenziteta prisutno u

viSe od 10% tumorskih stanica

2+ : kompletno membransko/citoplazmatsko obojenje umjerenog intenziteta prisutno u

viSe od 10% tumorskih stanica

3+ : kompletno membransko/citoplazmatsko obojenje jakog intenziteta prisutno u vise

od 10% tumorskih stanica
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4.3. Metode statisticke analize

U istrazivanju smo koristili Hi kvadrat test (%), multivarijatni test Pearsonove korelacije i
Kaplan-Meirovu krivulju prezivljenja s Log-rank testom. Za potrebe analize prezivljenja
bolesnice s progresijom bolesti zabiljezene su kao kompletne, a bolesnice bez progresije
bolesti kao cenzorirane. PreZivljenje bolesnica pratili smo u mjesecima.

Za potrebe * analize istraZivane karakteristike izrazili smo kao binarne i to: 1) dob
bolesnica: <60 godina i >60 godina; 2) veli¢ina tumora: <20 mm i >20 mm; 3) histoloski
gradus: I /Il i III; 4) proliferacijski status Ki-67 kao <20 i >20; 5) status receptora za
estrogen i progesteron kao pozitivho/negativno na osnovi granice od 10% izraZenosti
receptora u jezgrama tumorskih stanica preuzeto iz patohistoloSskog nalaza; 6) status
limfnih ¢vorova kao pozitivno/negativno preuzeto iz patohistoloskog nalaza; 7) pojava
progresije bolesti kao pozitivno/negativno.

Sve istrazivane receptore, pHER2, HER1, HER3 i HER4 izrazili smo linerano na osnovi
semikvantitativne izraZenosti (0 do 3+) i1 binarno kao pozitivnho/negativho na osnovi
granice intenziteta izraZenosti od 2+ i 3+ (pozitivno).

Statisticki znaCajnu povezanost ispitivanih karakteristika izrazili smo P vrijednos¢u
manjom od 0,05.

U svrhu istrazivanja znacaja istovremene izrazenost svih receptora HER obitelji koristili
smo Pearsonov test korelacije a rezultate smo izrazili koeficijentom korelacije r, (-1 <r >

+1) i stupnjem statisticke znacajnosti P manjim od 0,05.
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5. REZULTATI

IstraZivanje izrazenosti fosforiliranog HER2 receptora provedeno je na 124 uzorka HER2
pozitivnog duktalnog invazivnog karcinoma dojke. Tablica 5 prikazuje klinicke 1
patohistoloSke karakteristike bolesnica i tumora pracenih u istraZivanju.

ProsjeCna starost bolesnica u trenutku operacije bila je 56,5 godina (u rasponu od 26 do 83
godine). Kod vecine bolesnica tumori su bili ve¢i od 20 mm (medijan 21 mm; raspon od 7
do 115 mm), histoloSkog gradusa III (55,7%), te pozitivnih estrogenskih receptora (54%).
Prema intrinzi¢koj klasifikaciji 70 karcinoma (56,5%) svrstavamo u Luminal B/HER2
pozitivan tip dok ih 54 (43,5%) pripada skupinu cCistih HER2 pozitivnih koji nemaju
izraZene streoidne receptore.

Jedanaest bolesnica (8,9%) imalo je imunohistokemijsku izrazenost HER2 2+ s
potvrdenom amplifikacijom HER2 gena metodom kromogene in situ hibridizacije (CISH).
Cetrdeset devet bolesnica nije imalo lokalno uznapredovalu bolest u trenutku
dijagnosticiranja, dok je 75 bolesnica (60,5%) imalo pozitivne limfne ¢vorove u pazusnoj
jami (median 4; raspon od 1 do 32).

Nulto vrijeme za pracenja bolesnica je datum operacije te su bolesnice pracene najvise
sedam godina. Kod 34 bolesnice (27,4 %) utvrdena je progresija bolesti, a sve su bolesnice
primile najmanje 17 ciklusa terapije trastuzumabom, a kod vecine njih (64,7%) progresija

bolesti je nastupila unutar 24 mjeseca od operacije.
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Tablica 5. Podaci o bolesnicama i patohistoloSke karakteristike HER2 pozitivnih tumora

dojke ukljucenih u istraZivanje

Karakteristika Broj slu¢ajeva (%)

Dob bolesnica

< 60 godina 77 (62,1)

> 60 godina 47 (37,9)
Velicina tumora

<20 mm 50 (40,3)

>20 mm 74 (59,7)
Histoloski gradus

I 2 (1,6)

11 53 (42,7)

I 69 (55,7)
Ki-67 %

<20 36 (29,0)

>20 88 (71,0)
Estrogenski receptori

Pozitivni 67 (54,0)

Negativni 57 (46,0)
Progesteronski receptori

Pozitivni 50 (40,3)

Negativni 74 (59,7)
Intrinzicki tip

Luminal B/HER?2 poz 70 (56,5)

HER?2 poz. tip 54 (43,5)
Status limfnih ¢vorova

Pozitivni 75(60,5)

Negativni 49 (39,5)
Progresija bolesti

Prisutna 34 (27.4)

Odsutna 80 64,6)
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5.1. Izrazenost fosforiliranog receptora HER2

Kao $to je spomenuto, fosforilacija na poziciji Tyr-1248 u receptoru HER2 predstavlja
njegov  aktivni oblik. Stoga je izrazenost fosforiliranog receptora HER2
imunohistokemijskom metodom analizirana u 124 uzorka HER2+ karcinoma dojke te su
rezultati membranskog obojenje intenziteta 2+ 1 3+ u viSe od 10 % tumorskih stanica
smatrani pozitivnim (prema kriteriju Hercep testa). [zostanak membranskog obojenja (0) ili
nekompletno/nekontinuirano membransko obojenje (1+) u manje od 10% tumorskih

stanica smatrani su negativnim (Slika 30).

Slika 30. Mikrofotografija imunohistokemijske izrazenosti receptora pHER2 (Povecanje

100x).

Vec¢ina HER2 pozitivnih tumora nalazi se u aktivnom/fosforiliranom obliku te su 82
(66,2%) tumora pokazala pozitivan status pHER2 (pHER2+) dok su 42 (33,8%) tumora
bila negativna (pHER2-). Potpuni izostanak obojenja (0) pokazalo je samo 9 uzoraka
(7,2%), 33 uzorka (26,6%) pokazala su slabo membransko obojenje (1+), 37 uzoraka
(29,8%) pokazalo je umjereno obojenje (2+) dok je 45 uzoraka (36,4%) pokazalo jako
membransko obojenje (3+) (Slika 31).
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Slika 31. Raspodjela intenziteta imunohistokemijske izraZenosti receptora pHER?2

Fosforilirani HER2 tumori ¢eS¢e se pojavljuju kod mladih bolesnica (46,8%) prosjecne

starosti 55 godina u odnosu na 60 godina prosjecne starosti bolesnica s pHER2-

karcinomima (P=0,01) (Slika 32). Iako su pHER2+ karcinomi c¢eSc¢e veci od 20 mm, nije

utvrdena znacajna razlika u prosjecnoj veliini tumora izmedu pHER2+ (25,2 mm) i

pHER2- karcinoma (26,1 mm). Takoder nismo utvrdili zna¢ajnu razliku u histoloSkom

gradusu, stupnju proliferacije niti pojavi metastaza u regionalne limfne ¢vorove izmedu

pHER2+ 1 pHER?2- karcinoma (Tablica 6). Karcinomi s pHER2- statusom neSto ¢eSce su

imali metastaze u limfne ¢vorove aksile (64,3%) nego pHER2+ karcinomi (58,5%), ali s

gotovo istim prosjecnim brojem pozitivnih limfnih ¢vorova (7 vs. 6,5) (Tablica 6).
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Tablica 6. Prikaz raspodjele istraZivanih karakteristika prema izraZzenosti pHER?2 i rezultata

.. ey . - . .. .2
njihove statisticke znacajnosti analizirani y~ testom.

Karakteristika pHER?2 pozitivni | pHER2 negativni 1 test
N =82 (%) N =42 (%) (P)
Dob bolesnica
< 60 godina 58 (70,7) 19 (45,2) 6,62
> 60 godina 24 (29,3) 23 (54,8) (0,010)
Velicina tumora
<20 mm 32 (39,0) 18 (42,9) 0,05
>20 mm 50 (61,0) 24 (57,1) (0,827)
Histoloski gradus
I/11 35 (43,9) 18 (42,9) 0,02
I 46 (56,1) 24 (57,1) (0,877)
Ki-67 %
<20 25 (30,5) 11 (26,2) 0,08
>20 57 (69,5) 31 (73,8) (0,772)
Estrogenski receptori
Pozitivni 40 (48,8) 27 (64,3) 2,69
Negativni 42 (51,2) 15 (35,7) (0,101)
Progesteronski receptori
Pozitivni 32 (39,0) 18 (42,9) 0,17
Negativni 50 (61,0) 24 (57,1) (0,68)
Intrinzicki tip
Luminal B/HER?2 poz 43 (52,4) 27 (64,3) 1,59
HER2 poz tip 39 (47,6) 15 (35,7) (0,208)
Status limfnih ¢vorova
Pozitivan 48 (58,5) 27 (64,3) 0,18
Negativan 34 (41,5) 15 (35,7) (0,670)
Progresija bolesti
Prisutna 14 (17,1) 20 (47,6) 11,53
Odsutna 68 (82,9) 22 (52,4) (<0,001)
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Znacajna korelacija pHER2 s dobi bolesnica (P=0,01) i pojavom progresije bolesti
(P<0,001) koju smatramo rezistencijom na terapiju trastuzumabom potvrdena je analizom
x2 testom (Tablica 6). Bolesnice s pHER+ karcinomima u 17,1% slucajeva imale su
pojavu recidiva u donosu na bolesnice s pHER2- karcinomima kod kojih se u 47,6%

slucajeva pojavio recidiv bolesti (P<0,001) (Slika 33).
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Slika 32. Raspodjela izrazenosti pHER?2 po dobnim skupinama bolesnika
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Slika 33. Raspodjela izrazenosti pHER?2 prema progresiji bolesti
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Karcinomi HER? intrinzi¢kig podtipa su ¢eS¢e pHER2+ (72,2%) od LumB/HER?2 podtipa

(61,4%) (Slika 34), a iz stupicastih grafova (Slika 37) je vidljivo da ¢eS¢e imaju negativne

ER i PR u odnosu na pHER2—, ali te razlike ipak nisu statisticki znacajne (Tablica 6) (Slika

35).
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Slika 34. Raspodjela izraZenosti pHER2 prema intrinzickom podtipu karcinoma dojke
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Slika 35. Raspodjela statusa receptora za estrogen (ER) i1 progesteron (PR) prema

izrazenosti fosforiliranog receptora HER2 (pHER?2)

70



5.2. Izrazenost receptora HER obitelji
5.2.1. lIzrazenost receptora HER1

Imunohistokemijska izraZenost receptora HER1 utvrdena je u 12 (9,7%) uzoraka (Slika
36). Od toga 4 uzorka pokazuju umjereni, a 8 uzoraka jaki intenzitet membranskog
obojenja (Slika 37). Izrazenost HERI1 nije pokazala korelaciju s ostalim istraZivanim

karatkeristikama tumora, ali je X2 testom utvrdena korelacija s pHER2 (X2:3,87; P=0,049).

Slika 36. Imunohistokemijski jaka membranska reakcija receptora HER1 (3+)
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Slika 37. Raspodjela intenziteta imunohistokemijske izraZenosti receptora HER1
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5.2.2. lzraZenost receptora HER3

Imunohistokemijska izraZzenost receptora HER3 utvrdena je u 87 (70,2%) uzoraka (Slika
38). Od ukupnog uzorka, 6 (4,8%) uzoraka pokazuju potpunu odsutnost obojenja (0), slabo
obojenje pokazao je 31 (25%) uzorak, 54 uzorka (43,6%) pokazala su umjereno
membransko obojenje (2+) dok su 33 uzorka (26,6%) pokazala jako membransko obojenje
(3+) (Slika 39).
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Slika 38. Imunohistokemijski jaka membranska reakcija receptora HER3 (3+)
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Slika 39. Raspodjela intenziteta imunohistokemijske izraZenosti receptora HER3
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Tablica 7. Prikaz raspodjele istrazivanih karakteristika prema izraZzenosti HER3 i rezultate

.. ey . - . .. .2
njihove statisticke znaCajnosti analizirani y~ testom.

Karakteristika HER3 pozitivni | HER3 negativni 1 test
N=87 N=37 P)
Dob bolesnica
< 60 godina 58 19 2,59
> 60 godina 29 18 (0,108)
Velicina tumora
<20 mm 34 16 0,19
>20 mm 53 21 (0,666)
Histoloski gradus
I 41 13 1,52
I 46 24 (0,218)
Ki-67 %
<20 23 13 1,23
>20 65 23 (0,267)
Estrogenski receptori
Pozitivni 45 22 0,63
Negativni 42 15 (0,429)
Progesteronski receptori
Pozitivni 37 13 0,59
Negativni 50 24 (0,443)
Intrinzicki tip
Luminal B/HER?2 poz. 48 22 0,19
HER?2 poz. tip 39 15 (0,657)
Status limfnih ¢vorova
Pozitivan 50 25 1,11
Negativan 37 12 (0,293)
Progresija bolesti
Prisutna 23 11 0,14
Odsutna 64 26 (0,707)
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Statisti¢kom analizom y” testom nije utvrdena znacajna razlika istraZivanih karakteristika u

odnosu na izraZenost receptora HER3. HER3 negativni karcinomi ¢eS¢e imaju pozitivne

ER i ¢es¢e su LumB/HER?2 tipa u odnosu na HER3 pozitivne (Slike 40 1 41).
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Slika 40. Raspodjela izraZenosti HER3 prema intrinzickom podtipu karcinoma dojke
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Slika 41. Raspodjela izraZenosti receptora za estrogen (ER) i progesteron (PR) prema

izrazenosti HER3
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5.2.3. lIzraZenost receptora HER4

Imunohistokemijska izraZzenost receptora HER4 utvrdena je u 88 (71,0%) uzoraka (Slika

42). Od ukupnog uzorka, 4 uzorka (3,2%) pokazuju potpunu odsutnost obojenja (0), slabo

obojenje pokazala su 32 uzorka (25,8%), 37 uzoraka (29,8%) pokazalo je umjereno

obojenje (2+) dok je 51 uzorak (41,2%) pokazao jako obojenje (3+) (Slika 43).

Slika 42. Imunohistokemijski jaka reakcija receptora HER4 (3+)
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Slika 43. Raspodjela intenziteta imunohistokemijske izraZzenosti recepotra HER4
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Tablica 8. Prikaz raspodjele istrazivanih karakteristika prema izraZenosti HER4 i rezultate

.. ey . - . .. .2
njihove statisticke znacajnosti analizirani y~ testom.

Karakteristika HER4 pozitivni | HER4 negativni 1 test
N=88 N=36 (P)

Dob bolesnica

< 60 godina 57 20 0,92

> 60 godina 31 16 (0,337)
Velicina tumora

<20 mm 34 16 0,36

>20 mm 54 20 (0,549)
Histoloski gradus

I 41 13 1,14

I 47 23 (0,285)
Ki-67 %

<20 19 17 8,15

>20 69 19 (0,004)
Estrogenski receptori

Pozitivni 52 15 3,12

Negativni 36 21 0,077)
Progesteronski receptori

Pozitivni 38 12 1,03

Negativni 50 24 0,31)
Intrinzicki tip

Luminal B/HER?2 poz. 53 17 1,76
HER?2 poz. tip 35 19 (0,185)

Status limfnih ¢vorova

Pozitivan 54 21 0,10

Negativan 34 15 (0,754)
Progresija bolesti

Prisutna 27 7 1,62

Odsutna 61 29 (0,203)
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Tako % testom nije utvrdena statistitki znadajna razlika izraZenosti ER izmedu HER4+ i

HERA4- karcinoma, primjecujemo da korelacija ima tendenciju ka statisti¢koj znaCajnosti

(x2=3,12; P=0,077) (Tablica 8). HER4+ karcinomi imaju ER pozitivne u 59,1% slucajeva

(Slika 45) te su ¢eS¢e LumB/HER?2 tipa (Slika 44) s visokim stupnjem proliferacije (Ki-
67> 20) u 79,3% slucajeva.
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Slika 44. Raspodjela izrazenosti HER4 prema intrinzickom podtipu karcinoma dojke
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Slika 45. Raspodjela statusa receptora za estrogen (ER) i1 progesteron (PR) prema

izrazenosti HER4
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5.3. Istovremena izrazenost receptora HER obitelji

HERI1 receptor je izraZzen u malom broju HER?2 pozitivnih karcinoma (9,7%) dok su HER3

i HER4 izraZeni u velikoj ve¢ini HER2 pozitivnih karcinoma (70,2% 1 71%). lako je iz

Tablice 9 vidljivo da y* testom nije utvrdena statisticki zna¢ajna razlika u izraZenosti

receptora HER1, HER3 i HER4 izmedu pHER2+ i pHER2- karcinoma iz stupicastih

grafova je vidljivo da su pHER2+ karcinomi ¢eS¢e i HER3 pozitivni dok su HER4

pozitivni karcinomi ¢es$¢i u pHER2— skupini (Slike 46 1 47).

Tablica 9. Prikaz raspodjele receptora HER obitelji i1 rezultati statisticke znacajnosti

analizirani y” testom.

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

Usporedujuci znacajnost izraZzenosti pHER2 i ostalih HER receptora, analizom Pearsonove
korelacije, utvrdili smo statisticki znaCajnu pozitivnu povezanost pHER2 s HER3 (1, =

0,227; P=0,013) dok korelacija pHER2 i HERI1 receptora nije statisticki znacajna, ali

pokazuje tendenciju ka statistickoj znacajnosti, Sto moZe ovisiti i 0 malom uzorku HER1

pozitivnih karcinoma (1, = 0,172; P=0,055) (Tablica 10). Povezanost izrazenog pHER2 s

negativnim HER4 nije statisticki znacajna (r, = -0,12; P = 0,185).
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Tablica 10. Odnos izrazenosti pHER2 prema izraZenosti ostalih receptora HER obitelji

analizirani Pearsonovim testom korelacija.

Pearson koef. (I}) P
pHER?2 vs. HER1 0,172 0,055
pHER?2 vs. HER3 0,227 0,013
pHER?2 vs. HER4 -0,120 0,185
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5.4. Rezistencija na trastuzumab

U ukupnom uzoku od 124 bolesnica koji su primile terapiju trastuzumabom, prema
standardnom protokolu, progresija bolesti uocena je kod njih 34 (27,4%). Prosjecno
vrijeme od trenutka operacije do pojave progresije bolesti je 28,2 mjeseca.

Kod bolesnica s progresijom bolesti u 58,8% slucajeva karcinomi su imali pHER2- status
za razliku od 24,5% pHER2- slucajeva kod bolesnica bez recidiva, Sto je i statisticki

znacajna razlika uocena x2 testom (x2 =11,53; P<0,001) (Slika 48).
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70,0%
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50,0% -
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10,0% -
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® pHER?2 neg
® pHER? poz

Progresija Bez progresije

Slika 48. Raspodjela izraZenosti pHER2 receptora prema progresiji bolesti

Bolesnice koje su pokazale rezistenciju na trastuzumab u 67,6% slucajeva su bile mlade od
60 godina, ceS¢e s negativnim statusom ER (55,9%) 1 PR (67,6%) i HER2 intrinzickog
podtipa (52,9%) te najcesce s metastazama u limfne ¢vorove u trenutku operacije (85,3%),
tumorima ve¢im od 20 mm (73,5%) i histoloskog gradusa III (82,4%), §to je i statisticki

znacajno (Tablica 11).

81



Tablica 11. Utjecaj patohistoloskih karakterisitka na pojavu progresije bolesti/rezistencije

na terapiju trastuzumabom

Karakteristika S progresijom Bez progresije 1 test
N=34 N=90 (P)
Dob bolesnica
< 60 godina 23 54 0,61
> 60 godina 11 36 (0,433)
Velicina tumora
<20 mm 9 41 3,74
>20 mm 25 49 (0,053)
Histoloski gradus
I/11 8 46 7,64
I 26 44 (0,006)
Ki-67 %
<20 8 28 0,69
>20 26 62 (0,407)
Estrogenski receptori
Pozitivni 15 52 1,85
Negativni 19 38 (0,173)
Progesteronski receptori
Pozitivni 11 39 1,24
Negativni 23 51 (0,266)
Intrinzicki tip
Luminal B/HER?2 poz. 16 54 1,68
HER?2 poz. tip 18 36 (0,195)
Status limfnih ¢vorova
Pozitivan 29 46 12,06
Negativan 5 44 (<0,001)
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Analizom * testa nije utvrdena znadajna korelacija izrazenosti receptora HER1, HER3 (y°

=0,14; P=0,707) niti HER4 (X2 =1,62; P=0,203) s pojavom rezistencije (Slike 49 1 50).
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Slika 49. Raspodjela izraZenosti HER3 receptora prema progresiji bolesti
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Slika 50. Raspodjela izrazenosti HER4 receptora prema progresiji bolesti
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Analizom Pearsonove korelacije (Tablica 12) potvrdili smo znacajnu negativnu korelaciju
pHER2 s rezistencijom. Pojava rezistencije vec€a je u sluCajevima kada je smanjena
fosforilacija HER2 uz istovremenu jaku izraZenost jednog ili viSe ostalih HER receptora.
HERI1 je negativan u vecini sluCajeva s rezistencijom (94,1%).

U pHER2 negativnoj skupini koja pokazuje rezistenciju, HER3 receptor je izrazen u 65%,
a HER4 u 80% slucajeva te su u 12 slucajeva (60%) rezistencije karcinomi bili
pHER2-/HER34+/HER4+. U tri slucaja (15%) zabiljezen je trostruko HER negativni
karcinom (pHER2-/HER3-/HER4-) i sva tri karcinoma su imala izrazene ER i PR.

U skupini pHER?2 pozitivnih karcinoma s rezistencijom na trastuzumab, HER3 receptor je
izrazen u 71,4%, a HER4 u 78,5% sluc€ajeva te su u sedam slucajeva (50%) karcinomi bili
trostuko HER pozitivni (pHER2+/HER3+/HER4+). Nije zabiljezen niti jedan HER

dvostruko negativni karcinom.

Tablica 12. ZnacCajnost istovremene izraZenosti receptora HER obitelji s pojavom

progresije bolesti (rezistencija) analizirani Pearsonovim testom korelacija

Pearson koef. (I}) P
Rezistencija vs. pHER?2 —-0,345 <0,001
Rezistencija vs. pHER2/HER1 -0,306 <0,001
Rezistencija vs. pHER2/HER3 - 0,287 0,001
Rezistencija vs. pHER2/HER4 —-0,244 0,006
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5.5. Prezivljenje bolesnica

Prezivljenje bez povrata bolesti (relapsa) zabiljeZeno je kod 90 bolesnica (72,6%). Sve
bolesnice su pracene duze od 5 godina od trenutka operacije s medijanom vremena do
povrata bolesti od 23,5 mjeseci. Od toga je 64,7% bolesnica imalo progresiju bolesti unutar

24 mjeseca (medijan 20,5 mjeseci).

Ukupno preZivljenje
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Slika 51. Krivulja ukupnog prezivljenja do progresije bolesti bolesnica s HER2 pozitivnim

karcinomom dojke
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Slika 52. Krivulja prezivljenja bolesnica prema statusu fosforilacije HER2 (RR 1,95; 95%
CI1,2-3,2)
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Slika 53. Krivulja vjerojatnosti preZivljenja bolesnica prema intrinzickom podtipu

karcinoma dojke (RR 1,45; 95% C10,8-2,6)
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Prosje¢no prezivljenje bolesnica s pHER2— karcinomima je 56,8 mjeseci u usporedbi s
74,8 mjeseci kod pHER2+ bolesnica. U pHER2- skupini, progresiju bolesti imalo je 47,6%
bolesnica za razliku od 17,1% bolesnica s pHER2 pozitivnim karcinomom (Log rank
-3,65; P<0,001) (Slika 52).

Karcinomi HER?2 intrinzickog podtipa imaju loSije preZivljenje, iako razlika u odnosu na
LumB/HER?2 nije statisticki znaCajna (Log rank —1,39: P=0,164) (Slika 53). Bolesnice s
HER?2 intrinzickim podtipom imaju progresiju bolesti u 33,3% slucaja u odnosu na

progresiju bolesti u 22,5% bolesnica s LumB/HER?2 pozitivnim podtipom.

Kada razlu¢imo intrinzicke podtipove karcinoma prema izrazenosti pHER?2, iz Kaplan-
Meierove krivulje postaje vidljivo da je pHER2 negativan status lo$ prediktivni biljeg u
obje intrinzi¢ke skupine, a razlike u preZivljenju bolesnica medu skupinama su statisticki
znadajne (x°=21,58; P<0,001) (Slika 54). Najlogije preZivljenje imaju bolesnice HER2
intrinzic¢kog tipa s negativnim pHER?2 statusom jer je u toj skupini 73,4% bolesnica imalo

progresiju bolesti s medijanom relapsa od 22 mjeseca (Slika 54).
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Slika 54. Krivulja prezivljenja bolesnica prema intinzickom podtipu i istovremenom
statusu pHER2
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Slika 55. Krivulja preZivljenja bolesnica prema istovremenom statusu ER i pHER2

Iz krivulje na Slici 55 vidljivo je da pHER2 negativan status odreduje loS odgovor na

terapiju kod ER negativnih bolesnica (y°=21,75; P<0,001).

88



Vece razlike u prezivljenju bolesnica primje¢ene su obzirom na izraZenost receptora HER
obitelji. Bolesnice s karcinomima koji imaju pozitivne receptore HER1 imaju bolje
prezivljenje od HERI1 negativne skupine jer je kod njih u samo dva slucaja detektirana

pojava recidiva bolesti (Log rank 0,87; P=0,381), ali je broj bolesnica mali (n=12) (Slika
56).
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Slika 56. Krivulja prezivljenja bolesnica prema statusu HER1 receptora

Status HER3 receptora ne pokazuje znacajnu razliku u preZivljenju bolesnica (Log rank
—0,31; P=0,753) (Slika 57). Isto tako i status HER4 receptora ne pokazuje statisticki
znaCajnu povezanost s progresijom bolesti (Log rank 1,27; P=0,205), ali je iz krivulje na
Slici 58 vidljivo da pozitivan status HER4 receptora utjece na loSije preZivljenje.

Ipak, niti jedan HER receptor nema samostalni prediktivni ni prognosti¢ki znaca;.
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Slika 57. Krivulja prezivljenja bolesnica prema statusu HER3 receptora
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Slika 58. Krivulja prezivljenja bolesnica prema statusu HER4 receptora
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Kako bi utvrdili znacaj istovremene izraZenosti fosforiliranog HER2 s ostalim receptorima
HER obitelji karcinome smo grupirali u Cetiri skupine prema njihovim statusima i pratili
prezivljenje bolesnica. Istovremeni negativni status pHER2 1 HER1 pokazao je znaajno
loije preZivljenje bolesnica u odnosu na ostale dvije skupine (x’=15,70; P=0,001) (Slika

59). Skupina pHER2-/HER 1+ zabiljeZena je u samo jednom slucaju.
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Slika 59. Krivulja preZivljenja bolesnica prema istovremenom statusu pHER2 1 HER1

Pra¢enjem istovremene izraZenosti pHER2 i HER3 takoder smo utvrdili da je pHER2
negativan status pokazatelj loSijeg prezivljenja, ali istovremeno pozitivan HER3 receptor
doprinosi jos losijem preZivljenju. U slu¢aju pHER2—/HER3+ bolesnica, 50% bolesnica je
imalo progresiju bolesti (medijan 22 mjeseca), a razlika u vremenu prezivljenja bez

povrata bolesti medu skupinama je statisticki znacajna (X2:12,90; P=0,005) (Slika 60).
Istovremena izrazenost pHER2 i HER4 receptora definira pHER2—/HER4+ kao skupinu s

najloijim preZivljenjem dok pHER2+/HER4— skupina ima najbolje preZivljenje (x*=14,19;
P=0,003) (Slika 61).
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Slika 60. Krivulja prezivljenja bolesnica prema istovremenom statusu pHER2 i HER3
(x*=12.,90; P=0,005)
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Slika 61. Krivulja prezivljenja bolesnica prema istovremenom statusu pHER2 i HER4
(x’=14,19; P=0,003)
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6. RASPRAVA

Rezultati istrazivanja pokazuju da je HER2 receptor uglavnom prisutan u svojoj
aktivnoj/fosforiliranoj formi te je imunohistokemijskom metodom uvrden pozitivitet u
66,2% slucajeva pri ¢emu je potpuni izostanak obojenja zabiljezen u samo 7,2% slucajeva.
Time smo potvrdili naSu pretpostavku da je fosforilacija HER2 (pHER2) bioloski
znaCajniji pokazatelj njegove funkcionalnosti od prekomjerne izrazenost HER2 na
membrani. Prema Paulettiju i sur. (178) u viSe od 90% slucajeva uzrok prekomjernoj
izrazenosti receptora HER2 je amplifikacija gena a primarni mehanizam karcinogenog
djelovanja je homodimerizacija neovisna o ligandu. Eksperiment Ginestiera i sur. (180)
proveden in vitro na kulturama stanica karcinoma dojke potvrduje da je u slucajevima
HER2 pozitivnih tumorskih linija receptor uglavnom u fosforiliranom stanju. Visoku
korelaciju HER2+ 1 pHER2+ pokazuju i druga istraZivanja na klinickim uzorcima tumora
ali postoje neslaganja u postotku fosforilacije. Tako je u nekoliko studija pHER2
pozitivnost detektirana u 12% do 20% HER2+ populacije (182-185). Medutim, u studiji
Cicenasa i sur. ELISA metodom ustanovljena je pozitivnost pHER2 u 68% HER2+
pacijentica, Hayashi 1 sur. su osjetljivijom metodom RPPA (eng. reverse-phase protein
analysis) detektirali 65,3% pozitivnih pHER?2, dok su Singer i sur. imunohistokemijskom
metodom detektirali 68% pHER2+ Sto je sliCno nasSem rezultatu (186-188). Wulfkuhle i
sur. (189) su potvrdili fosforilaciju u 80% HER2+ karcinoma koriste¢i smrznuto tkivo pa
mozemo pretpostaviti da tijekom sporog procesa difuzije formalina (0,1 mm/h) u tkivo
tijekom fiksacije dolazi do djelomiCne degradacije fosfata. Unutar istraZivane skupine
nismo utvrdili znacajnu korelaciju izraZzenosti pHER?2 s patohistoloskim karakteristikama
osim s mladom dobi bolesnica. Medutim, prethodno objavljeni rezultati naseg istraZivanja,
koje smo proveli na skupinama bolesnica s HER2— i HER2+ karcinomima dojke potvrduju
znacajnu povezanost fosforilacije HER2 s negativnim ER (X2 =11,16; P<0,001) (190).

Obzirom na pozitivan HER2 status svih uzoraka, u ovo istrazivanje su uklju¢ene samo
dvije intrinziCke podskupine: Luminal B/HER2 pozitivan (LumB/HER2+) i Cisti HER2
pozitivni tip. Pozitivni estrogenski 1 progesteronski receptori ceS¢e su detektirani kod
pHER2—- karcinoma, iako korelacija nije bila statisti¢ki znacajna. Stoga je fosforilacija
¢eSc¢e detektirana u HER2 pozitivnoj intrinzickoj skupini (72,2%) nego u LumB/HER2+
skupini. Thor i sur. (182) su utvrdili korelaciju izraZenosti fosforiliranog HER2 s mladom

dobi bolesnica, ve¢im tumorom 1 viSim histoloSkim gradusom, ve¢im brojem pozitivnih
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limfnih ¢vorova te negativnim statusom ER, ali je istrazivanje provedeno na preko 800
karcinomima dojke svih intrinzickih skupina. Sli¢ne rezultate su dobili 1 Hayasi i sur. (187)
koji su utvrdili loSe prezZivljenje kod bolesnica s detektiranom fosforilacijom HER2 koje
nisu primile anti-HER?2 terapiju.

IstraZzivanje Hayashi i sur. (187), kao i nasSe prethodno istrazivanje Rami¢ i sur. (190),
utvrdilo je 1 pozitivan fosforilacijski status HER2 kod HER?2 negativnih karcinoma.
Uglavnom se radi o skupini HER2 2+ ,umjereno® pozitivnih karcinoma koji nemaju
amplifikaciju gena pa nisu kandidati za terapiju trastuzumabom.

Prije svega, ne smijemo zaboraviti da su HER2 pozitivni karcinomi zapravo vrlo
heterogena skupina koja obuhvaca i ER+ i1 ER- karcinome. Gledajuéi iz perspektive
molekularne klasifikacije neka su istrazivanja naglasila cinjenicu da intrinzicka
klasifikacija ipak ne odgovara u potpunosti stvarnoj pripadnosti na osnovi izraZenosti
specifiénih skupina gena Tako su deRonde i sur. (98) objavili da Luminalni-HER2
pozitivni karcinomi imaju loSiji odgovor na neoadjuvantnu terapiju trastuzumabom s
patoloski kompletnim odgovorom (pCR) od 8% u odnosu na pCR od 54% u HER2
pozitivnoj skupini. IstraZivanja su takoder nametnula znacaj prisutnosti biljega bazalnih
stanica (CK5/6 i CK14) kod HER2 pozitivnih karcinoma upucéuju¢i na postojanje
Bazalnog-HER2 pozitivnog tipa karcinoma koji moZe biti odgovoran za primarnu
rezistenciju (191).

Nepodudarnost u literaturi prvenstveno moZe nastati zbog heterogenosti same skupine
HER?2 pozitivnih karcinoma, zatim upotrebom razli¢itih metoda detekcije, modifikacijama
u imunohistokemijskom bojenju (razliciti klonovi antitijela, razli¢ite metode pripreme
tkiva i vizualizacijske metode), nereprezentativnom uzorkovanju bolesnica, ali i razli¢itim
IHC kriterijima evaluacije pozitivnih rezultata te najvjerojatnije utjecajem fiksacije na
vezani fosfat.

Medutim, u svim studijama je neosporno dokazano postojanje tumora s prekomjernom
izrazeno$¢u receptora HER?2, a istovremeno bez aktivacije. BioloSki gledano moguce je da
aktivacija tumora preko HER2 zapocinje u ranoj genezi tumora pa udio aktivnih receptora
ovisi o fazi nastajanja tumora. Takvu pretpostavku iznosi i DiGiovanna i sur. (184)
obzirom da neinvazivni duktalni karcinomi (in situ) pokazuju jacu izraZenost pHER?2 nego
invazivni. Ne treba zanemariti niti aktivaciju putem slabijih fosforilacijskih mjesta koji
upotrebom P2NA antitijela, specifi¢nog za Tyr-1248 fosforilacijsko mjesto, ne mogu biti

detektirani.
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Heterogenost izraZzenosti pHER2 i HER2 ukazuje na Cinjenicu da pHER2 ne moze biti
surogat za HER?2 izraZenost.

U naSem istrazivanju prekomjernu izraZenosti HERI1 receptora pokazao je mali broj
karcinoma (9,2%) te nije utvrdena povezanost s patohistoloskim karakteristikama, ali je
utvrdena pozitivna korelacija s fosforiliracijom HER2 (x*=3,87; P=0,049). Prekomjerna
izrazenost receptora HER1 je medu prvima dovedena u vezu s kancerogenezom dojke.
Abd El-Rehim i sur. (192) povezali su njegovu prekomjernu izrazenost s vis§im histoloSkim
gradusom i1 ve¢im promjerom tumora koji ga izrazZavaju, izostankom izraZenosti receptora
za estrogen i opc¢enito manjim prezivljenjem bolesnica. Wiseman i sur. (180) potvrdili su
manju izraZzenost hormonskih receptora za estrogen i progesteron i visi histoloski gradus u
HERI1 pozitivnim tumorima. U novijoj literaturi je izraZenost HER1 detektirana u rasponu
od 15% do 21% dok je u ranijim istraZivanjima bila i do 65% (129, 194-198). Medutim,
zabiljezeni trend smanjivanja postotka izraZenosti prema istrazivanjima novijeg datuma
moZe se pripisati razvoju i optimizaciji primjenjene metodologije. Cak je u odredenim
istrazivanjima utvrden niZi stupanj izraZenosti HER1 u karcinomima nego u zdravom
tkivu, a Choong i sur. su utvrdili progresivni gubitak izrazenosti HER1 s napredovanjem
tumora (145, 199, 200). Nizak stupanj izrazenosti HER1 u naSim rezultatima moZemo
objasniti 1 Cinjenicom da je HERI najjace izrazen u trostruko negativnim karcinomima
dojke dok je naSa skupina isklju¢ivo HER2 pozitivna (201, 202). Osim toga prema
literaturi heterodimeri s HER2 dobivaju mogu¢nost internalizacije te zbog toga imaju
konstantan obrat receptora na membrani mnogo brzi nego za druge heterodimere (117,

203).

Prekomjerno izrazen receptor HER3 detektirali smo u 70,2% slucajeva dok smo potpuni
izostanak reakcije detektirali u manje od 5% HER2 pozitivnih karcinoma. Time smo
utvrdili da HER2 pozitivni karcinomi imaju vec¢inom izrazene 1 HER3 receptore. Iako su
HER3 pozitivni karcinomi ¢eS¢e imali pozitivan pHER2 nego HER3 negativni (70,1% vs.
56,8%), y* testom nismo utvrdili statisti¢ki zna¢ajnu razliku (x*=2,07; P=0,15). Medutim,
pracenjem viSe parametara Pearsonovom analizom utvrdili smo statisti¢ki znacajnu
pozitivnu korelaciju HER3 s pHER?2 (r,=0,227; P=0,013).

Iako su HER3 pozitivni karcinomi bili nesto vec¢i i ¢e$¢i kod bolesnica mladih od 60
godina te viSeg proliferacijskog indeksa Ki-67 od HER3 negativnih, nismo utvrdili

statisticki znacajnu korelaciju s patohistoloSkim karakteristikama. Zabiljezili smo pojavu
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ER pozitivnih, ali PR negativnih receptora, ¢eS¢e kod HER3 negativnih karcinoma te je
HER3- status bio ¢es¢i kod LumB/HER2+ intrinzickog tipa medutim, bez statisticki
znacajne razlike (Tablica 7).

U literaturi je prekomjerna izraZenost receptora HER3 povezana s viSim histoloSkim
gradusom i metastazama u regionalnim limfnim ¢vorovima (144, 204). Abd el Rehim i sur.
(192) utvrdili su povezanost HER3 pozitiviteta s nizim recidivom primarnog tumora, a s
druge strane s viSim histoloSkim gradusom, ve¢im brojem zahvacenih limfnih ¢vorova i
invazijom u krvoZzilni sustav, ali takoder bez znacajne korelacije s ER. Isto istraZivanje je
pokazalo prisutnost HER2/HER3 heterodimera u 50% HER2 pozitivnih karcinoma te
povezanost s kra¢im prezivljenjem i brzim relapsom bolesti. Witton 1 sur. (205) su utvrdili
u HER3 pozitivnim tumorima manju izraZenost receptora za estrogen, ali nisu pronasli
povezanost sa histoloskim gradusom.

Mnoga istrazivanja su pokazala da HER2 i HER3 receptori nisu neovisni jedan o drugom
te da su aktivacijski najjaci heterodimer. Alimandi i sur. (206) pokazali su da HER2 i
HER3 heterodimer sudjeluje u neoplasti¢noj transformaciji in vitro putem PI3K signalnog
puta. Holbro i sur. (135) su prikazali da tumorske stanice bez prekomjerno izraZenog
receptora HER3 pokazuju istu razinu fosforilacije HER2 kao kontrolne HER2+/HER3+.
Sli¢an zakljucak prikazali su Lee-Hoeflich i sur. (207) koji su primijetili da je za poticanje
proliferacije in vitro i in vivo ponajvisSe odgovoran HER2/HER3 heterodimer dok HER2
homodimeri ipak nisu pokazali jednak ucinak. Transkripcijska i postranslacijska regulacija
mRNA proteina HER3 kompenzira funkciju HER2 koji je blokiran terapijom inhibitorima

kinaze Sto je 1 jedan od uzroka rezistencije na te lijekove (208, 209).

Prekomjerno izrazen receptor HER4 detektirali smo u 71% slucajeva dok smo potpuni
izostanak reakcije detektirali u manje od 5% HER2 pozitivnih karcinoma. Iako nismo
dokazali statisticki znacajnu povezanost izraZzenosti receptora HER4 s pHER?2, utvrdili smo
da je fosforilacija HER2 bila ¢eS¢a u skupini HER4 negativnih karcinoma nego u skupini
HER4+ karcinoma (75,0% vs. 62,5%) (x2 =1,78; P=0,182). HER4 pozitivni karcinomi
koreliraju s vi§im proliferacijskim biljegom Ki-67 (x> =8,15; P=0,004). Iako nije statisti¢ki
znacajno, HER4 + pokazuje tendenciju ka znacajnoj korelaciji s pozitivnim receptorima za
estrogen (X2=3,12; P=0,077) te su ces¢e LumB/HER2+ intrinziCkog tipa, S§to je u
suglasnosti s literaturom (205, 210, 211).

Mehanizmi djelovanja receptora HER4 su najve¢a nepoznanica unutar obitelji HER

receptora. Najvjerojatniji razlog je postojanje funkcionalno razli¢itih izoformi istog
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receptora (212). Svaka od cetiri izoforme, prolazi proteoliticka cijepanja, a pri svakom od
tih koraka nastaju domene s razli¢itim bioloSkim ucincima. Stoga ne mozZemo iskljuciti
postojanje pojedinih izoformi u zdravom tkivu kao 1 u karcinomima dojke. Prema literaturi
izraZenost HER4 u karcinomima dojke varira od niske (11,9%) do vrlo visoke (82%) a
takoder postoje i1 razilaZenja u povezanosti s ostalim patohistoloSkim karakteristikama
(156, 205, 211). Ve¢i broj istrazivanja pripisuju antiproliferativni u¢inak receptoru HER4,
povezanost s niZim histoloSkim gradusom tumora, bolje prezivljenje bolesnica i bolji
odgovor na terapiju trastuzumabom (155, 159, 213). Medutim, Abd El-Rehim i sur. (192)
su utvrdili HER4 pozitivitet u 79,3% karcinoma dojke i najvecu prisutnost HER3/HER4
heterodimera (13,7%), a receptor HER4 korelira s viSim histoloSkim gradusom,
metastazama u limfnim ¢vorovima i krvoZilnom invazijom dok su Bianchi i sur. (195)

utvrdili izostanak bilo kakve povezanosti HER4 s ostalim prognostickim ¢imbenicima.

Analiziraju¢i hipotezu naSeg istraZivanja o odnosu izraZzenosti pHER2 1 pojavnosti
rezistencije na trastuzumab, utvrdili smo da su bolesnice rezistentne na trastuzumab CeSce
imale neaktivni/nefosforilirani oblik receptora HER2 u odnosu na senzitivne. U pHER2—
skupini, progresiju bolesti imalo 47,6% bolesnica za razliku od 17,1% bolesnica s pHER?2
pozitivnim karcinomom (X2 =11,53; P<0,001). Bolesnice s HER2 pozitivnim, ali pHER2—
receptorom, imale su daleko loSije preZivljenje uz gotovo dva puta veci rizik povrata
bolesti u odnosu na pHER2+ bolesnice (RR 1,95; 95% CI 1,2-3,2). Time smo potvrdili da
je izrazenost Tyr-1248 fosforiliranog HER2 dobar biljeg trastuzumab-senzitivnih
karcinoma. Slaba izraZenost pHER2 ukazuje na bioloski slabo aktivan receptor, a samim
time na neucinkovitost terapije trastuzumabom (rezistencija). U istrazivanoj skupini HER2
pozitivnih karcinoma dojke rezistencija je zabiljezena kod 27,4% bolesnica s medijanom
vremena do povrata bolesti (relapsa) od 23,5 mjeseci. Od standardnih patohistoloSkih
karakteristika progresija bolesti korelira s ve¢im tumorom i viSim histoloSkim gradusom
tumora te najviSe s pozitivhim statusom limfnih ¢vorova u podpazusnoj jami. Pozitivni
limfni ¢vorovi ve¢ upucuju na agresivniji karcinom, a metastatski karcinomi loSije
reagiraju na trastuzumab pa bi moZda korelaciju rezistencije s pojavom metastaza u
¢vorovima pazusne jame trebalo pazljivije interpretirati. NaSe istraZivanje je provedeno na
primarnim karcinomima, kao i vec€ina istraZivanja iz literature pa bi mozda isto istraZivanje
na metastazama istih bolesnica donijelo drugacije rezultate.

Progresiju bolesti ¢eS¢e smo zabiljezili u HER2 intrinzi¢koj skupini (52,9%) u odnosu na

LumB/HER2+, ali razlika nije bila statisticki znacajna. Medutim ako te dvije intrinzicke
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skupine grupiramo prema fosforilacijskom statusu HER2 (Slika 52) postaje vidljivo da
negativan fosforilacijski status u obje intrinzicke skupine stratificira bolesnice s najloSijim
prezivljenjem. Bolesnice HER?2 intrinzickog tipa s negativnim pHER?2 statusom imaju
progresiju bolesti u 73,4% slucajeva s medianom do relapsa bolesti od 22 mjeseca. Razlog
tomu zapravo leZi u Cinjenici da je negativan status ER uz negativan fosforilacijski status
HER2 pokazatelj najloSijeg preZivljenja u cijelom istraZivanju (x’=21,75; P<0,001).
Rezultati drugih istraZivanja takoder su utvrdili korelaciju izraZenosti fosforiliranog HER2
s mladom dobi bolesnica, ve¢im histoloSkim gradusom i veli¢inom tumora te veéim
brojem pozitivnih limfnih ¢vorova i negativnim statusom ER (182, 184, 214).

Literatura u kojoj je istraZivan utjecaj pHER2 na predvidanje ucinkovitosti terapije
trastuzumabom, potvdila je da fosforilirani HER2 tumori pokazuju bolji odgovor na
terapiju trastuzumabom i duze preZivljenje bez progresije bolesti. Prema studiji Hudelista i
sur. prezivljenje bez progresije bolesti nakon terapije trastuzumabom udvostruceno je kod
pHER2+ bolesnica u odnosu na pHER2—, a prema studiji Giuliana i sur. 89% pHER2+
bolesnica pokazalo je korist od terapije trastuzumabom za razliku od samo 49% pHER2—
(126, 172). Njihovi zakljucci odgovaraju rezultatima naSe studije.

Thor i sur. (182) su utvrdili da je desetogodiSnje prezivljenje bolesnica s HER2—
karcinomima bilo neznatno bolje od prezivljenja bolesnica s HER2+/pHER2-
karcinomima (viSe od 50%) dok su bolesnice s HER2+/pHER2+ karcinomima imale puno
losije prezivljenje (oko 30%). Rezultati njihovog istrazivanja su vrlo znacajni imajuci u
vidu da istraZivana skupina ima veliki broj bolesnica koje su lijecene prije 1990. godine te
nisu primile terapiju trastuzumabom. NaSi rezulatati se podudaraju s istraZivanjem
Hudelista 1 sur. koji su utvrdili da je preZivljenje bolesnica s metastatskim karcinomom
dojke nakon terapije trastuzumabom puno loSije u slucaju kada im je fosforilacijski status
bio negativan (183). Oni su takoder utvrdili Tyr-1248 kao najjace fosforilacijsko mjesto u
procesu aktivacije kao 1 korelaciju poviSenog ECD HER2 fragmenta u serumu s
rezistencijom na edokrinu terapiju, a Hayashi 1 sur. su potvrdili da je pHER?2 pozitivan
status loSiji prognosticki pokazatelj u skupini bolesnica koje nisu primale anti-HER2

terapiju (187).

Iako je cilj naSeg istrazivanja detekcija utjecaja izrazenosti svih receptora HER obitelji kao
i njihova medusobno istodobna izrazenost (ko-izraZenost) s utjecajem na pojavu
rezistencije u istrazivanju nismo utvrdili statisticki znacajan pojedinacni uc¢inak HERI,

HER3 niti HER4 receptora na pojavu rezistencije. lako razlike nisu statisticki znacajne,
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analizom prezivljenja utvrdili smo da bolje prezivljenje imaju bolesnice s HERI+ ili
HER4- karcinomima dok pozitivan/negativan status HER3 nije pokazao nikakvu razliku.
Ipak, niti jedan HER receptor nema samostalni prediktivni ni prognosticki znaca;.
Medutim, svjesni Cinjenice da receptori obitelji HER dimeriziraju nakon aktivacije, te
promatrajuc¢i pojavu rezistencije i preZivljenje bolesnica u odnosu na heterodimerne
kombinacije dosli smo do zanimljivih otkri¢a. Multivarijatnom analizom viSe faktora koji
utjeCu na pojavu rezistencije na terapiju trastuzumabom utvrdili smo da svaki od tri
heterodimera ima statisticki znacajnu korelaciju s pojavom rezistencije. Heterodimer
pHER2+/HER1+ pokazuje najjacu korelaciju (r,= —0,306; P<0,001), no zbog malog broja
slucajeva taj podatak moramo uzeti s krajnjim oprezom. Heterodimeri pHER2+/HER3+
(rp= —0,287; P=0,001) 1 pHER2+/HER4+ (r,= —0,244; P=0,006) pokazuju znacajnu
korelaciju s pojavom rezistencije.

Analizom preZivljenja bolesnica u odnosu na ucestalost ko-izrazenosti vidimo da najbolje
prezivljanje imaju bolesnice s pHER2+/HER1+ a zatim pHER2+4/HER4- dok najloSije
prezivljenje imaju bolesnice s pHER2-/HER3+ 1 pHER2-/HER4+ karcinomima. Sve
razlike medu podskupinama su statisticki znacajne.

Najveca nepoznanica u nasem istraZzivanju pojavila se pregledom raspodjele HER3 i HER4
s pHER?2 prema pojavi rezistencije. Unutar pHER2 negativne skupine, 60% karcinoma koji
nisu reagirali na terapiju trasuzumabom unato¢ HER?2 pozitivhom statusu, imali su HER3+
i HER4+, dakle pHER2-/HER3+/HER4+ imunofenotip.

Unutar pHER2 pozitivne skupine, 50% karcinoma koji nisu reagirali na terapiju
trastuzumabom takoder su imali pozitivne receptore HER3 i HER4, dakle
pHER2+/HER3+/HER4+ imunofenotip. U ovoj skupini pojavila su se i tri karcinoma koji
su imali pHER2—/HER3—/HER4— imunofenotip, ali su sva tri imala pozitivne ER i PR.

U naSem istrazivanju je izrazenost HERI receptora pokazala dvojbene rezultate
najvjerojatnije zbog malog broja karcinoma koji su pokazali HER1 pozitivitet. Tako je nas
podatak o dobrom odgovoru na trastuzumab kod bolesnica s HER2+/HERI1+
imunofenotipom kontradiktoran rezultatima iz literature iz kojih je vidljiv negativan uc¢inak
prekomjerne izrazenosti receptora HER1 na preZivljenje bolesnica koji se pripisuje
njegovoj dimerizaciji s HER2 (156, 213, 215). Suo i sur. su analizirali izrazenost receptora
obitelji HER te pratili ishod bolesti u razdoblju od 7 do 11 godina nakon dijagnoze. Prema
njihovim rezultatima bolesnice s istovremeno izraZenim receptorima HER1 i HER2
pokazuju najkrace prezivljenje u usporedbi s ostalim kombinacijama receptora. Na

prezivljenje iste skupine utjeCe i izrazenost receptora HER4 koji, ukoliko je prisutan,
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antagonizira nepovoljnom ucinku tog dimera. Navedeni autori smatraju da je upravo
izrazenost receptora HER4 odgovorna za cCitav spektar varijacija rezultata u razliitim
istrazivanjima (156). U postojecoj literaturi dimerne kombinacije HERI1/HER3 i
HER1/HER4 nisu se pokazale znaCajnima niti ucestaloS¢u, niti povezanos¢éu s ostalim
patohistoloSkim ¢imbenicima u karcinomima dojke (192).

Obzirom da smo jako izrazen HER3 receptor detektirali u skupini HER2 pozitivnih
karcinoma dojke, njegov negativni ucinak posebno se istiCe pracenjem njihove
istovremene izrazenost. NasSi rezultati ukazuju na vjerojatnu heterodimerizaciju receptora
HER?2 i HER3 i njihovu suradnju pri signalizaciji koja vodi kancerogenezi kod bolesnica s
rezistencijom na trastuzumab. NajloSije petogodiSnje preZivljenje bez povrata bolesti
(50%) imaju bolesnice s pHER2—/HER3+ statusom koje bi mozda imale koristi od dodatne
terapije inhibitorima kinaze.

HER2/HER1 i HER2/HER3 heterodimeri imaju sinergisticki u¢inak na diobu stanica i
transformaciju. Kada HER2 ne moZe direktno aktivirati PI3K/Akt signalni put njegovu
ulogu preuzima HER2/HER3 heterodimer (117). U istraZzivanju Abd El-Rehim i sur.
bolesnice s izrazenim dimerima HER2/HER3 pokazale su loSije preZivljenje od onih s
homodimernom kombinacijom HER2/HER2 (192). S druge strane receptor HER3 izrazen
s receptorom HER4 pokazuje bolje preZivljenje i dulje vrijeme do povratka bolesti (192).
Stoga karcinogeni uc¢inak HER2 u velikoj mjeri lezi u njegovoj interakciji s HER3, a u
takvom kompleksu receptor HER3 doprinosi i HER2 uvjetovanom razvoju rezistencije na
lijek tamoksifen (194, 205, 216). JoS uvijek ostaje otvoreno pitanje moZe li HER2 i HER3
status, obzirom na njihov zajednicki kancerogeni ucinak, biti znac¢ajan u slucajevima kada
je izrazenost HER?2 ispod klinickog kriterija za terapiju.

Nasi rezultati nisu dokazali protektivni u¢inak HER4, ve¢ naprotiv, njegova istovremena
izraZenost s HER2 moze doprinjeti kancerogenezi i loSoj prognozi pa nesto veci povrat
bolesti unutar pet godina imaju bolesnice s pHER2-/HER4+ karcinomima nego s
pHER2—/HER4—-. U izostanku izraZenosti receptora HER2, receptor HER3 pozitivno
korelira upravo s receptorom HER4 (121, 193, 195). Bioloski gledano, za HER3/HER4
heterodimerni receptorski kompleks unato¢ korelaciji i istovremenoj izraZenosti nije
potvrden znacajan mitogeni uc¢inak (134). Unatoc toj ¢injenici Abd El-Rehim i sur. utvrdili
su prisutnost HER3/HER4 heterodimera u 13,7% karcinoma s relativno povoljnim
ishodom (192). U istom istrazivanju HER4 homodimer detektiran je u 9,9% karcinoma
dojke s dobrom prognozom dok je HER4 u heterodimernim formama, pogotovo

HER2/HER4 imao nepovoljni prognosticki znacaj. Prema rezultatima Machleidt i sur.
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(218) u skupini HER2 pozitivnih bolesnica, HER4 receptor ima bolju prognozu samo u
slucajevima pozitivnog statusa ER ali ne i u ER— skupinama. Prema Wangu i sur. (119)
heterogenost rezultata izrazenosti HER4 1 njihovog nejasnog znacaja nastaje zbog izoformi
receptora koje imaju razliCite znaCaje pa i lokalizaciju. Prema njima citoplazmatska
izraZzenosti HER4 je povezana s duzim preZivljenjem bez povrata bolesti pogotovo u
Luminalnim tumorima. Ta relacija je utvrdena na razini proteinske, ali ne i mRNA
izrazenosti Sto Das 1 sur. (217) objaSnjavaju mehanizmom tumorskih stanica da

epigenetskim utiSavanjem promotora HER4 gena izbjegnu apoptozu.

Bolesnice s ranim rakom dojke nakon adjuvantne primjene trastuzumaba imaju
petogodiSnje preZivljenje bez povrata bolesti vece od 50%, a oko 15% bolesnica pokazuje
primarnu rezistenciju na trastuzumab. Kod bolesnica s metastatskim karcinomom dojke
velika vecina nije imala koristi od terapije pa je brza progresija bolesti zabiljezena u vise
od 70% bolesnica, unato€ terapiji trastuzumabom (191).

Nase istraZivanje na primarnim karcinomima dojke dokazalo je da vec¢ina bolesnica
(82,9%) koje su imale korist od terapije trastuzumabom imaju aktivnu formu receptora
HER?2 (trastuzumab-senzitivni). U skupini bolesnica s pHER2— statusom i rezistencijom na
trastuzumab, kod 75% bolesnica doSlo je do progresije bolesti unutar 24 mjeseca od
operacije pa mozemo pretpostaviti da se radi o primarnoj rezistenciji. Te bolesnice imale
su izrazen, jedan ili oba receptora HER3 i HER4, sa smanjenom izraZzenos¢u ER i PR,
prosjecno manje od 20%. Kako je petogodiSnje prezivljenje bez znakova bolesti imalo
samo 27% bolesnica s pHER2-/ER—, odnosno pHER2-/HER2 tipom, moZemo
pretpostaviti da su te bolesnice od samog pocetka primale neucinkovitu terapiju.

Prema literaturi, mehanizmi rezistencije na trastuzumab mogu biti primarni/intrinzicki i
sekundarni/steCeni te se razlikuju po dominantnim mehanizmima regulacije (219).
Istrazivanja pokazuju da primarnu/intrizicku rezistenciju uzrokuje neaktivan HER2
receptor, a stanice su osjetljive na lapatinib tek u 37% slucajeva dok je kod sekundarne
rezistencije aktivna forma HER2 i dalje prisutna, a stanice imaju Kkorist od terapije
lapatinibom (180, 220, 221). Mukherjee i sur. (222) su utvrdili da kod trastuzumab
rezistentnih karcinoma nije doslo do inhibicije PI3K-Akt signalnog puta. Ti karcinomi
imaju izrazene HER3 receptore te HER2/HER3 heterodimera, a detektirali su 1
fosforilaciju HER3 koja je znaCajno povezana s heterodimerizacijom. HER3 ima
sposobnost transfosforilirati HER2, ali zbog toga Sto sam nema kinaznu domenu njegova

inhibicija je slabo ucinkovita. Prisutnost liganda HRG aktivira PI3K-Akt signalni put preko
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HER2/HER3, a tretiranje lapatinibom pokazalo je znaCajnu inhibiciju PI3K-Akt signalnog
puta. Ritter 1 sur. (221) su pokazali da inducirane trastuzumab-rezistentne stanice u kulturi
pokazuju visoku razinu fosforilacije HER1, HER1/HER2 heterodimera, te visoke razine
faktora rasta TGFa, HB-EGF i HRG. Medutim, djelovanje lapatiniba je reverzibilno pa je
ucinak lijeka kratkotrajan. Inhibitori tirozin-kinaze druge generacije kao neratinib, afatinib
1 canertinib se ireverzibilno kovalentno veZu na cistein u aktivacijskoj domeni Sto dovodi
do trajne inaktivacije. Nakashoji i sur. (165) su takoder potvrdili da je nakon
neoadjuvantne kombinacije kemoterapija + trastuzumab + lapatinib ili pertuzumab
patoloski kompletni odgovor bolji nego nakon kemoterapija+trastuzumab modaliteta
lije¢enja. Naravno, rezistencija na HER inhibitore moZe nastati 1 zbog mutacije u KRAS
genu kao Sto su dokazali Stanley i sur. (164).

Sukladno rezultatima drugih istrazivanja i mi smo utvrdili znacajne razlike u dvije kljuc¢ne
skupine HER2 pozitivnih karcinoma: ER pozitivni (LumB/HER2+) i ER negativni
(HER2+ tip). HER2 pozitivni ER negativni karcinomi uglavnom bolje reagiraju na terapiju
trastuzumabom te je zabiljeZeno do Cak 70% smanjenje rizika za povrat bolesti unutar pet
godina (223). Poznato je da ER mozZe biti posrednik u signalnim putevima odgovornim za
rezistenciju na trastuzumab, a istovremeno dobrim odgovorom na endokrinu terapiju.
Pogue-Geile 1 sur. (224) su na osnovi Oncotype DX analize izraZenosti 21 gena utvrdili
nekoliko gena povezanih s HER2 (ERBB2, c170RF37, GRB7) 1 ER (ESRI, NATI, GATA3,
CAI2, IGFIR) koji su povezani s rezistencijom na trastuzumab. Rezultati njihovog
istrazivanja su utvrdili da karcinomi s jako izrazenom mRNA ER receptora, ali umjereno
izrazenom mRNA HER?2 receptora (amplifikacija prisutna), imaju najslabiju korist od
terapije trastuzumabom. Takoder su potvrdili da ER nakon endokrine terapije inducira
apoptozu preko Bcl-2 i IGFIR, a prekomjerna izraZenost IGFIR heterodimerizira s HER1 i
HER2 ¢ime moze direktno biti odgovoran za pojavu rezistencije na trastuzumab.
Montemurro i sur. (225) sugeriraju da bi bolesnici s HER2+, a ER— (slabo izraZenim)
karcinomima mogle imate korist od terapije jednim blokatorom HER (trastuzumab ili
pertuzumab) dok bi vjerojatno ER+ karcinomi trebali biti ciljani dvostrukom inhibicijom

HER?2 receptora kao $to to navode mnoge nove studije.

Rezultati naSeg istrazivanja pokazuju da je HER2 receptor uglavnom prisutan u svojoj
aktivnoj/fosforiliranoj formi te predstavlja skupinu tumora veceg malignog potencijala a
time pruza dodatne prognosticke informacije, pored izrazenosti HER2 kao dosadaSnjeg

klinickog standarda u odredivanju terapije i prognoze. Istovremeno je pHER2 dobar
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pokazatelj osjetljivosti karcinoma na ciljanu terapiju trastuzumabom te moze pomoc¢i u
odredivanju bolesnica koje ¢e imati koristi od terapije trastuzumabom.

Neosporno je da terapija trastuzumabom ima ucinak, ali je naSe istraZivanje dokazalo da i
drugi receptori HER obitelji doprinose pojavi rezistencije na terapiju. Istovremena
izraZenost pHER?2 i drugih HER receptora te njihova korelacija s pojavom rezistencije na
trastuzumab upucuju na potrebu ranog uvodenja dualne terapije kod bolesnica s
negativnim statusom pHER?2, pogotovo u HER?2 intrinzi¢koj skupini. Dosadasnja saznanja
i iskustva omogucila su razvoj mnogih lijekova ¢ije kombinacije preciznije djeluju na
biologiju svakog pojedinog karcinoma te bolju prognozu svake pojedine bolesnice.
Ocigledno je da uvodenje dualne (dvostruke) terapije blokatorima receptora HER obitelji
ima dodatnu korist za bolesnice. U nasim naporima da pronademo biolosku molekulu koja
¢e jasno prognozirati korist od terapije trastuzumabom, ne smijemo zaboraviti da bolesnice

ne mogu Cekati rezultate tako sloZenih istrazivanja koja joS do danas nisu blize rjesenju.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovi rezultata istraZivanja izrazenosti fosforiliranog receptora HER2 (pHER?2) i
izraZzenosti ostalih receptora HER obitelji 1 njihove povezanosti s pojavom rezistencije na
trastuzumab u skupini HER2 pozitivnih duktalnih invazivnih karcinoma dojke utvrdili

smo:
e receptor HER2 uglavnom se nalazi u aktivnoj/fosforiliranoj formi (66,2% pHER2+)

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

e izrazenost pHER2 ceS¢a je u HER2 intrinzickom tipu nego u LuminalB/HER2
pozitivhom tipu karcinoma (72,2% vs. 61,4%)

® najloSije prezivljenje imaju bolesnice s negativnim pHER2 u HER?2 intrinzickoj
skupini

e receptor HER3 pokazuje statisticki zna€ajnu korelaciju s pozitivnim pHER2

(P=0,013)
e HER3 negativni, ali HER4 pozitivni karcinomi, ¢eS¢e su LumB/HER?2 tipa
e rezistencija na trastuzumab registrirana je u 35,3% karcinoma s

pHER2-/HER3+/HER4+
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8. KRATKISADRZA]J

Oko 20-25% karcinoma dojke ima prekomjerno izraZzene receptore HER2, Sto doprinosi
agresivnijem ponasanju tumora i loSijem tijeku bolesti. Uvodenjem anti-HER2 terapije
primjenom trastuzumaba poboljSan je ishod bolesti 1 preZivljenje bolesnica. Unato¢ visokoj
specific¢nosti trastuzumaba, znacajan dio bolesnica ne reagira na terapiju.

Receptori HER1, HER2, HER3 i HER4 pripadaju obitelji receptora za epidermalne faktore
rasta. Vezanje faktora rasta na receptor aktivira proces dimerizacije ¢lanova HER obitelji
te fosforilaciju na citoplazmatskom dijelu receptora, ¢ime se aktivira signalni put.

Nase istrazivanje provedeno je na 124 uzoraka HER2 pozitivnih karcinoma dojke s
pretpostavkom da fosforilacija HER2 predstavlja pravi biljeg receptorske aktivnosti, a
dimerizacija HER2 s ostalim receptorima HER doprinosi pojavi rezistencije na
trastuzumab. U istraZivanju smo koristili metodu imunohistokemijskog bojenja upotrebom
primarnih protutijela na fosforilirani HER2 receptor i ostale receptore HER obitelji te
istrazili povezanost medusobne izraZenosti i korelaciju s pojavom rezistencije/progresije
bolesti.

Rezultati naSeg istrazivanja utvrdili su da se receptor HER2 uglavnom nalazi u
fosforiliranom stanju (66,2% pHER2+), a pozitivan pHER?2 status pokazatelj je dobrog
odgovora na terapiju trastuzumabom (P<0,001). Negativan status pHER2 je znacajan u
HER?2 intrinzickoj skupini gdje je 33,3% bolesnica imalo povrat bolesti. Receptori HERI,
HER3 i HER4 su izraZzeni u 9,7%, 70,2% 1 71% HER2 pozitivnih karcinoma, a
istovremena izrazenost pHER2 1 HER3 pokazuje statisticki znacajnu korelaciju (P=0,013).
Bolesnice s negativhim pHER2, a pozitivnim HER3 ili HER4, imale su loSije prezivljenje
odnosno rezistencija je registrirana u 35,3% karcinoma s pHER2—/HER3+/HER4+.

Na osnovi naSih rezultata mozemo zakljuciti da pozitivan fosforilacijski status HER2
odreduje bolesnice koje ¢e imati koristi od terapije trastuzumabom. Negativan status
pHER?2 upucuje na bolesnice kod kojih bi trebalo odmah uvesti dualnu terapiju, pogotovo

u HER?2 intrinzickoj skupini karcinoma dojke.

Kljucne rijeci: fosforilirani HER2, HER1, HER3, HER4, rezistencija na trastuzumab,

karcinom dojke
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9. SUMMARY

PHOSPHORYLATED HER-2 RECEPTOR AS AN INDICATOR OF BREAST
CANCER RESISTANCE TO TRASTUZUMAB
SnjeZana Rami¢

Zagreb, 2018

About 20-25% of breast cancers have over-expressed HER2 receptor, leading to aggressive
behavior of cancer and poor disease course. Implementing anti-HER2 therapy with
trastuzumab improved disease outcome and survival of patients. Yet, a significant number
of patients do not respond to therapy.

HER1, HER2, HER3 and HER4 receptors belong to the epidermal growth factor receptors
family. Bonding of growth factor to the receptor activates dimerization of HER receptors,
resulting in phosphorylation on cytoplasmic domain and activating the signaling pathway.
Our study was performed on 124 samples of HER2 positive breast cancer with the
assumption that HER2 phosphorylation is a true marker of receptor's activity and that
HER?2 dimerization with other HER receptors contributes to the acquisition of trastuzumab
resistance. We performed immunohistochemical staining using specific primary antibodies
against phosphorylated HER2, HER1, HER3 and HER4, and investigated the correlation
between their expression and correlation with the resistance.

Our results found that HER2 receptor is predominantly phosphorylated (66.2% pHER2+)
and positive pHER?2 status is a marker of a good response to trastuzumab (P <0.001).
Negative phosphorylated status of HER?2 is significant in the HER?2 intrinsic group where
33.3% of the patients had a disease recurrence. HER1, HER3 and HER4 receptors were
expressed in 9.7%, 70.2% and 71% of HER2 positive carcinomas, retrospectively. Co-
expression of pHER2 and HER3 showed a statistically significant correlation (P=0.013).
Patients with negative pHER2 and positive HER3 or HER4 had poor survival, and
resistance was recorded in 35.3% of pHER2—- /HER3+/HER4+.

We can conclude that the positive phosphorylation status of HER2 determines patients who
will benefit from trastuzumab therapy. Negative status of pHER?2 refers to patients who
should undergo dual therapy in first line treatment, especially in the HER2 intrinsic breast
cancer group.

Kew words: phosphorylated HER2, HER1, HER3, HER4, trastuzumab resistance, breast

cancer
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