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POPIS KRATICA

5-FU — 5-fluorouracil

ACS — eng. American Cancer Society

AJCC — eng. American Joint Cancer Committee

ALP — alkalna fosfataza

ALT - alanin transferaza

ASCO — eng. American Society of Clinical Oncology

AST — aspartat transferaza

BRCA — eng. breast cancer 1 and 2 gene

CA — eng. cancer antigen

CDI — lat. carcinoma ductale invasivum

CEA — eng. carcinoembryonic antigen

CI - eng. confidence interval

CISH — eng. chromogenic in situ hybridization

CLI — lat. carcinoma lobulare invasivum

CMF - polikemoterapijski protokol: ciklofosfamid, metotreksat i 5-fluorouracil
CT — eng. computerized tomography

DFS — eng. disease-free survival

DNA - eng. deoxyribonucleic acid

ECOG - eng. Eastern Cooperative Oncology Group

EGF(R) — eng. epidermal growth factor (receptor)

EKG — elektrokardiogram

ELISA - eng. enzyme-linked immunosorbent assay

ER — estrogenski receptori

FAC — polikemoterapijski protokol: 5-fluorouracil, doksorubicin i ciklofosfamid
FDA — eng. Food and Drug Administration

FEC — polikemoterapijski protokol: 5-fluorouracil, epirubicin i ciklofosfamid
FISH — eng. fluorescence in situ hybridization

GGT — gama glutamil transpeptidaza

GSK3p eng. glycogen synthase kinase 33

GUK - glukoza u krvi



HER2/ECD — eng. human epidermal growth factor receptor 2 extracellular domain
HER2/neu — eng. human epidermal growth factor receptor 2
HIF (eng. hypoxia inducible factor)

IGF-1 1 -2 (eng. insulin-like growth factor 1 and 2)

IHC — eng. immunohistochemistry

LHRH — eng. luteinizing hormone releasing hormone

LRP5 (eng. low-density lipoprotein receptor related protein 5)
MR — magnetska rezonanca

NOS — eng. not otherwise specified

OS —eng. overall survival

PARP — eng. poly ADP ribose polymerase

PFS — eng. progression-free survival

PR ili PgR — progesteronski receptori

PTEN — eng. phosphatase on chromosome 10 gene product, mutated in Cowden disease
QOL — eng. quality of life

RANKL — eng. receptor activator of nuclear kappa-B ligand
RECIST — eng. response evaluation criteria in solid tumors
RTG — rentgen

RT-PCR — eng. reverse transcription polymerase chain reaction
TCF4/LEF — eng. T cell factor 4/lymphoid enhanced factor
TGF — eng. transforming gorwth factor

TNM —eng. T = tumor, N = node, M = metastasis

TTP — eng. time to progression

VEGF - eng. vascular endothelial growth factor

WHO - eng. World Health Organization
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1.UVOD

1.1 Epidemiologija raka dojke

Rak dojke najceséi je maligni tumor u Zena u razvijenim zemljama svijeta, najcesci je
uzrok smrtnosti od raka u zena od 20-59. godine Zivota, te drugi po ucestalosti uzrok
smrtnosti od karcinoma u Zena starijih od 60 godina. Obzirom na ucestalost 1 estetske
posljedice koje ostavlja lijeCenje raka dojke, u populaciji ima znacajnu simboli¢nu
vrijednost. Tijekom posljednjih 20 godina uloZeni su iznimni napori u istrazivanje raka
dojke, §to je dovelo do brojnih spoznaja o njegovom nastanku i lijeCenju, a samim time 1
ranijem otkrivanju i razvoju novih, ucinkovitijih, manje radikalnih i manje toksi¢nih
terapija.

Incidencija raka dojke je stabilna od 1992. godine, nakon inicijalnog porasta
zabiljezenog od 1979. godine. U Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama 2005. godine
zabiljezeno je 211240 novooboljelih od raka dojke, a procjenjuje se da ¢e u 2008.
godini biti 184450 novooboljelih, te da ¢e 40930 bolesnica umrijeti od raka dojke.i
Sukladno podacima Registra za rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo u Republici
Hrvatskoj je 2005. godine zabiljezeno ukupno 2331 novooboljelih od raka dojke, s
najvecom ucestalos¢u od 50-79. godine Zivota. Stopa incidencije iznosila je 100/100000
stanovnika za zene te 1,3/100000 za muskarce, odnosno ukupno 52,5/100000. Rak

dojke je ujedno najesée sijelo raka u Zena u Hrvatskoj (24%)."



1.2 Patologija raka dojke i patohistoloski prognosticki
¢imbenici

Proliferativne promjene epitela dojke obuhvacaju hiperplaziju, karcinom in situ i
invazivni karcinom, a mogu nastati iz epitela mlijecnih zljezda ili njihovih izvodnih
kanaliéa, tj. iz duktalnog ili lobularnog epitela.”” Osim Zljezdanih karcinoma u dojci
rijetko mogu nastati dugi zlo¢udni tumori poput sarkoma, limfoma ili metastaza drugih
primarnih tumora."”

Invazivni karcinomi dojke su heterogena skupina bolesti koje se razlikuju po klinickim,
patohistoloskim, bioloskim i radioloSkim osobinama. Najc¢esc¢a histoloska prezentacija
karcinoma dojke je duktalni invazivni karcinom, c¢ija se dijagnoza postavlja
isklju¢ivanjem drugih, specificnih, oblika. Vecina klasifikacijskih sustava se za ovu
bolest koristi nazivom invazivni duktalni karcinom koji nije specificiran drugacije (CDI
NOS), a koji €ini 70-80% svih invazivnih karcinoma dojke. Svi ostali oblici invazivnih
karcinoma dojke ¢ine 20-30% sluc¢ajeva.” U tablici 1 prikazane su vrste tumora dojke

prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji.Vi

Tablica 1. Podjela tumora dojke

Invazivni tumori dojke
Invazivni duktalni karcinom
NOS
mijesani tip
pleomorfni karcinom
karcinom s osteoklasti¢nim gigantskim stanicama
karcinom s osobinama koriokarcinoma
karcinom s melanoti¢kim osobinama
Invazivni lobularni karcinom
Tubularni karcinom
Invazivni kribriformni karcinom
Medularni karcinom
Mucinozni karcinom i drugi tumori s nakupljanjem sluzi

mucinozni karcinom



cistadenokarcinom
karcinom sa stanicama poput prstena pecatnjaka
Neuroendokrini tumori
solidni neuroendokrini karcinom (karcinoid dojke)
atipi¢ni karcinoid
karcinom malih stanica
neuroendokrini karcinom velikih stanica
Invazivni papilarni karcinom
Invazivni mikropapilarni karcinom
Apokrini karcinom
Metaplasti¢ni karcinomi
Cisti epitelni metaplasti¢ni karcinomi
karcinom plocastih stanica
adenokarcinom
adenoskvamozni karcinom
mukoepidermoidni karcinom
MijeSani epitelno-mezenhimalni metaplasti¢ni karcinomi
Karcinom stanica bogatih mastima
Sekretorni karcinom
Onkociti¢ni karcinom
Adenoid cisti¢ni karcinom
Karcinom acinarnih stanica
Karcinom svijetlih stanica bogatih glikogenom
Sebaceozni karcinom
Inflamatorni karcinom
Bilateralni karcinom dojke
Mezenhimalni tumori (ukljucujuéi sarkome)
Hemangiom
Angiomatoza
Hemangiopericitom
Pseudoangiomatozna stromalna hiperplazija

Miofibroblastom



Agresivna fibromatoza
Inflamatorni miofibroblasti¢ni tumor
Lipom
angiolipom
Tumor zrnatih stanica
Neurofibrom
Schwannom
Angiosarkom
Liposarkom
Rabdomiosarkom
Osteosarkom
Leiomiom
Leiomiosarkom
Tumori muske dojke
Ginekomastija
Karcinom
in situ
invazivni
Maligni limfomi
Non-Hodgkin limfom
Metastatski tumori u dojku iz drugih sijela u tijelu
Prekursorske lezije
Lobularna neoplazija
lobularni karcinom in situ
Intraduktalne proliferativne lezije
uobicajena duktalna hiperplazija
ravna epitelna hiperplazija
atipi¢na duktalna hiperplazija
duktalni karcinom in situ
Mikroinvazivni karcinom
Intraduktalne papilarne neoplazije

centralni papilom



periferni papilom
atipi¢ni papilom
intraduktalni papilarni karcinom
intracisti¢ni papilarni karcinom
Benigne epitelne lezije
Adenoza
skleroziraju¢a adenoza
apokrina adenoza
adenoza slijepih kanali¢a
mikroglandularna adenoza
adenomioepitelna adenoza
Kompleksne sklerozirajuce lezije / oziljci
Adenomi
tubularni adenom
laktadenom
apokrini adenom
pleomorfni adenom
duktalni adenom
Mioepitelne lezije
Mioepitelioza
Adenomioepitelna adenoza
Adenomioepiteliom
Maligni mioepiteliom
Fibroepitelni tumori
Fibroadenom
Phyllodes tumor
benigni
grani¢ni
maligni
Periduktalni stromalni sarkom niskog gradusa
Hamartom

Benigni tumori bradavice



Adenom

Siringomatozni adenom
Pagetova bolest

Maligni tumori bradavice

Pagetova bolest

Pri dijagnozi invazivnog karcinoma dojke, nakon odredivanja histoloSkog tipa tumora

potrebno je definirati stupanj diferenciranosti, sukladno Elston-Ellisovoj modifikaciji

vii,viii

Scarff-Bloom-Richardsonovog sustava. U skladu s morfoloskim znacajkama
(stvaranje tubula, polimorfizam jezgara, broj mitoza) tumori se razvrstavaju u tri
skupine: niski (G1, 3-5 bodova, dobro diferenciran), srednjeg (G2, 6 1 7 bodova, srednje
diferenciran) ili visokog (G3, 8 i 9 bodova, slabo diferenciran) stupnja.

U Zljezdanim strukturama dojke postoje dva glavna podtipa epitelnih stanica, bazalni
(mioepitelni) i luminalni, koji se mogu razlikovati odredivanjem ekspresije citokeratina
koji su specificni za pojedini podtip stanica. S obzirom na ocuvanost ekspresije
citokeratina i nakon maligne transformacije stanica, odredivanjem njihove ekspresije
mozemo zakljuciti o podrijetlu karcinoma. Tako razlikujemo karcinome podrijetla
luminalnog epitela i, prognosticki loSije zbog agresivnijeg tijeka bolesti, karcinome
podrijetla bazalnog epitela (basal-like) koji €¢ine 5-15% svih karcinoma dojke.iX
Spoznaje o stani¢noj i molekularnoj heterogenosti raka dojke te o velikom broju gena
uklju¢enih u regulacijske procese stanicnog rasta 1 razmnozavanja, smrti i
diferencijacije, dovele su do pokusaja klasifikacije karcinoma dojke sukladno ukupnim
obrascima genske ekspresije (global gene expression patterns). Neki su autori
kombinirali DNA oligonukleotidne mikroc€ip eseje s imunohistokemijskom analizom, te
dobivene rezultate usporedili s klinickim tijekom bolesti, ¢cime su potvrdili opstojnost
najmanje pet bioloski razli¢itih podtipova karcinoma dojke."’Xi Time su potvrdeni losiji
ishod lijeCenja za HER2 pozitivne, basal-like karcinome, te bolja prognoza bolesnica s
luminalnim A podtipom tumora u odnosu na bolesnice s luminalnim B podtipom.
Bolesnice koje imaju mutaciju BRCA1 gena imaju tumore agresivnijeg klinickog tijeka,
visokog gradusa i stope proliferacije, koji su najées¢e ER, PR i HER2 negativni, a

xii,xiii,xiv

genetski profil im ukazuje na podrijetlo iz bazalnog epitela.



S obzirom da je rak dojke heterogena skupina bolesti koja se razlikuje prema svojim
klinickim, histoloskim, bioloskim, molekularnim i genetskim znacajkama, tijekom niza
godina proucavanja definirani su brojni klini¢ki i patohistoloski rizicni ¢imbenici,
zasebno za lokalni i metastatski povrat bolesti. Slijedi prikaz najvaznijih prognostickih

¢imbenika povrata bolesti.

1.2.1 Veli¢ina primarnog tumora

Veli¢ina primarnog tumora u invazivnom raku dojke je dovoljno bitna kao prognosticka
varijabla da tolerira odstupanja zbog mjerenja razli¢itim metodama (klinicka procjena,
mamografija ili patohistoloski preparati). Prema brojnim analizama prognosticki je
vaznija samo zahvacenost pazu$nih limfnih ¢vorova. Direktno je povezana s veom
vjerojatnos¢u prisutnosti lokoregionalnih metastaza, ve¢im brojem zahvacenih pazus$nih
limfnih ¢vorova te ve¢om vjerojatnoscu recidiva i smrti od raka dojke.

Bolja prognoza nepalpabilnih invazivnih karcinoma u usporedbi s palpabilna je
uzrokovana upravo manjim primarnim tumorom. Metastaze u pazusnim limfnim
¢vorovima uocavaju se u samo 7,7% bolesnica s tumorima veli¢ine 0,1 do 5 mm, dok se
u bolesnica s tumorima promjera 6-10 mm uoc€ava u 12,5% slucajeva. Tumori jednake
veli¢ine imaju jednaku prognozu bez obzira jesu li palpabilni ili ne, odnosno bez obzira
na koji nacin se otkriju.

Utjecaj veliCine primarnog tumora na prognozu moze se statisticki raspoznati i u
bolesnica s negativnim i u bolesnica s pozitivnim limfnim ¢vorovima, §to se tumaci
¢es¢om vaskularnom ili limfnom invazijom u ve¢im tumorima. Najveca je prognosticka
vaznost veli¢ine tumora u bolesnica s negativnim limfnim ¢vorovima, prvenstveno u
smislu ¢eséeg lokalnog recidiva. Naime, u 30% bolesnica s primarnim tumorom vec¢im
od 1 cm 1 negativnim pazu$nim limfnim ¢vorovima citoloski je dokazana i infiltracija
kostane srzi.

Tumori manji od 1 cm su osobito prognosti¢ki povoljni. Petogodisnje prezivljenje u NO
bolesnica s tumorom manjim od 1 cm je 92-96%. Velika studija provedena u Sloan-
Kettering centru pokazala je da je u ovih bolesnica 10-godiSnje prezivljenje bez znakova
bolesti 91%. Upravo zahvaljujuc¢i toj studiji (i nekoliko sli¢nih) razlucile su se bolesnice
s primarnim tumorom manjim od 1 c¢cm i negativnim limfnim ¢vorovima kao bolesnice

koje nemaju koristi od adjuvantne sistemske terapije.



1.2.2 Status pazusnih limfnih ¢vorova

Status pazuSnih limfnih ¢vorova najvazniji je prognosticki cCimbenik ukupnog
prezivljenja i ima kljuénu ulogu pri odredivanju klinitkog stadija bolesti ™"
Stratifikacijom rizika povrata bolesti otkrilo se da bolesnice s 1-3 pozitivna
lokoregionalna limfna ¢vora imaju jednak rizik kao bolesnice s negativnim ¢vorovima,
te su se samo bolesnice s 4 ili viSe pozitivnih limfnih ¢vorova smatrale rizi¢nijim i u
njih je rutinski provodena adjuvantna radioterapija limfne drenaze. Od prosle godine
napuStena je takva praksa, obzirom da su objavljene dodatne analize ukupnog
prezivljenja nakon duljeg pracenja, te se u svih bolesnica s pozitivnim limfnim
¢vorovima rutinski provodi adjuvantna radioterapija limfne drenaze X' PoboljSanjem
tehnike radioterapije (3D konformalna terapija vanjskim snopovima) umanjena je i
njezina kardiotoksicnost, te se u posljednjih godinu dana u znanstvenoj zajednici dosta
raspravlja 1 o zahvacenosti (koja moze biti potvrdena samo radioloski) i1 adjuvantnoj
radioterapiji limfnih ¢vorova uz a. mammariu internu, no po tom pitanju jo$ uvijek nije
postignut konsenzus.

Sukladno AJCC sustavu prihvacena je pojednostavljena shema stratifikacije rizika,
prema kojoj se bolesnice dijele u Cetiri skupine: negativni limfni ¢vorovi, 1-3 pozitivna

limfna ¢vora, 4-9 pozitivnih limfnih ¢vorova te 10 i viSe pozitivnih limfnih ¢vorova.™™

1.2.3 Histoloski stupanj diferenciranosti

Histoloski gradus tumora jedan je od klju¢nih patohistoloSkih ¢imbenika rizika, a moze
biti 1 ¢imbenik odluke o potrebi adjuvantne kemoterapije. Za histoloSko stupnjevanje
karcinoma dojke koristi se Bloom-Richardonov sustav, pri ¢emu se tumor vrednuje na
skali od 1 do 3. Procjenjuju se tri mikroskopske osobine tumorskih stanica: stpanj
formiranja tubula (odnosno postotak tumora koji se sastoji od tubularnih struktura),
tumorska mitoticka aktivnost (brzina dijeljenja stanica) te nuklearni gradus (veli¢ina i
uniformnost stanica). Svaka od navedenih osobina boduje se od 1-3, te se dobija ukupni
zbroj, koji moze biti od 3 do 9. Tumori ukupnog zbroja 3-5 smatraju se tumorima
histoloskog gradusa 1 (dobro diferencirani), tumori zbroja 6-7 smatraju se tumorima

histoloskog gradusa 2 (umjereno diferencirani), a tumori zbroja 8-9 smatraju se



tumorima histoloskog gradusa 3 (slabo diferencirani). Dakle, tumori viSeg gradusa su
histoloski slabije diferencirani, a §to je povezano s brzim rastom tumora, ¢eS¢im
metastaziranjem i ¢eS¢om infiltracijom krvnih i limfnih zila. Samim time bolesnice s
dobro diferenciranim karcinomima (G1) imaju znacajno bolje ukupno prezivljenje od

bolesnica sa srednje (G2) i slabo (G1) diferenciranim karcinomima.

1.2.4 Status hormonskih receptora

Status ER i PR vazan je pri izboru modaliteta lijeCenja karcinoma dojke. Bolesnice s
tumorima koji ne izrazavaju hormonske receptore nemaju koristi od lijeCenja
hormonskom terapijom, bilo da imaju metastatsku ili lokaliziranu bolest. lako vec¢ina
studija ukazuje na bolje prezivljenje bolesnica ¢iji tumori imaju izrazene hormonske
receptore, postoje i istrazivanja koja ukazuju suprotno, osobito u premenopauzalnih
bolesnica. ™ Neki autori sugerirali su i nepodudarnost metodologije odredivanja
statusa hormonskih receptora (neusporedivost imunohistokemijskih 1 biokemijskih
metoda), i
Naime, imunohistokemijsko odredivanje hormonskih receptora pokazalo se kao jednako
dobro ili bolje od drugih referentnih metoda odredivanja (DCC [eng. dextran-coated
charcoal assay], EIA, ELISA) u 20 od 22 studije, koje su usporedile pojacanu ekspresiju
estrogenskih 1 progesteronskih receptora u prediktivnom smislu za ucinkovitost
hormonske terapije te u prognostickom smislu za ukupno prezivljenje, prezivljenje bez
znakova bolesti, vrijeme do progresije bolesti, vrijeme do pojave udaljenih metastaza
odnosno trajanje kompletne remisije.

Imunohistokemijsko odredivanje ima odredene prednosti nad starijim metodama
odredivanja hormonske ekspresije, poput potrebe za manjom koli¢inom uzorkovanog
tkiva, mogucnosti testiranja u preparatima fiksiranim formalinom (Sto istovremeno
omogucava odredivanje histoloske vrste 1 gradusa tumora), te mogucnosti
uskladiStavanja preparata i naknadne retrospektivne analize. Kako bi se tumor proglasio
hormonski neovisnim, potrebno je u uzorku analizirati najmanje 100 tumorskih jezgara.
Analiza se provodi u parafinom fiksiranim preparatima, no za validaciju kvalitete
parafinske fiksacije koriste se smrznuti blokovi. Ukoliko se hormonska ekspresija
imunohistokemijski odreduje iz smrznutih blokova, konkordancija izmedu smrznutih 1

parafinskih blokova iznosi preko 72% (medijan 91,4%) za estrogenske receptore, a



preko 84% (medijan 90,8%) za progesteronske receptore. Bez obzira kojom
metodologijom se odreduju estrogenski receptori (parafin, smrznuti uzorak ili DCC)
prediktivna im je vrijednost jednaka, iako je u jednoj od spomenutih studija
imunohistokemijsko odredivanje iz parafinskih blokova ¢ak imalo prednost. Analiza u
smrznutim uzorcima je teza kod malih uzoraka tumorskog tkiva, §to je od posebnog
znafenja u bolesnica s malim nepalpabilnim primarnim tumorom zbog otezanog
uzorkovanja.

Danas je uobicajena praksa imunohistokemijsko odredivanje hormonskih receptora iz
parafinskih blokova, prvenstveno zbog mogucnosti istovremenog odredivanja

hormonske ovisnosti i histolo$ke vrste tumora.

1.2.5 Histoloski tip

Niz istrazivanja ukazao je na bolju prognozu bolesnica s tubularnim, invazivnim
kribriformnim, mucinoznim, adenoid cisticnim i papilarnim podtipom karcinoma dojke
u usporedbi s bolesnicama s duktalnim invazivnim karcinomom (NOS).*"**¥
Prognosticko znacenje medularnog karcinoma jos uvijek nije razjasnjeno, dok invazivni
lobularni karcinomi imaju sli¢nu prognozu kao i duktalni.™"

Sve histoloske vrste tumora dojke prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji vecu su

prethodno prikazane u tablici 1.

1.2.6 Vaskularna invazija

Vaskularna invazija prepoznata je kao zaseban rizi¢ni ¢cimbenik, no za pouzdanost ovog
kriterija vazno je nedvojbeno postojanje malignih stanica unutar endotelnih prostora
izvan glavne tumorske mase u najmanje dva patoloska reza tumora.™" Pinder i
suradnici su josS 1994. godine istakli prognosticCku vaznost tumorske invazije
vaskularnih prostora (limfnih i krvnih Zila) procijenjenu bojanjem hemalaunom i
eozinom. Dokazali su da je vaskularna invazija snazno povezana s brojem zahvacenih
pazusnih limfnih ¢vorova, veliCinom primarnog tumora, histoloSkim gradusom 1
histoloskom vrstom tumora, te da predstavlja neovisan prognosticki ¢imbenik i za
ukupno prezivljenje 1 ucestalost lokalnog recidiva. Vaskularna invazija nije povezana s

hormonskom ovisno$¢u tumora.



1.2.7 HER2 status

Prekomjernu ekspresiju HER2/neu nalazimo u 25-30% bolesnica s karcinomom dojke, a
dobro je prepoznat rizicni ¢imbenik loSijeg ukupnog prezivljenja i ranijeg povrata
bolesti. Najvazniji je prediktivni cCimbenik ucinkovitosti terapije trastuzumabom.
Prognostickom 1 prediktivnom znacenju HER2/neu pozitivnosti, s obzirom na vaznost

za provedeno istrazivanje, posveceno je zasebno poglavlje u daljnjem tekstu.

1.2.8 Proliferacijski indeks Ki67

Ki67 je jedan od najvaznijih proliferacijskih biljega, a ukazuje na udio malignih stanica
u fazi rasta i razmnozavanja. U bolesnica s lokaliziranom boleS¢u njegova viSa
vrijednost korelira s ranijim povratom bolesti i loSijim ukupnim prezivljenjem. U
bolesnica s lokalno uznapredovalom boleséu (klinicki stadij III) visa vrijednost Ki67
ima prediktivni znacaj za bolju ucinkovitost neoadjuvantne kemoterapije, dok niza
vrijednost Ki67 nakon provedene kemoterapije korelira s duljim vremenom do povrata
bolesti i boljim ukupnim prezivljenjem. ™!

Jos od 2005. godine proliferacijski indeks Ki67 shvacen je kao znacCajan negativan
prognosticki ¢imbenik i sugrirana njegova uporaba za odluku o sistemskoj adjuvantnoj
terapiji u bolesnica s rakom dojke. Iako jo§ uvijek nije jednoglasno prihvaéena
metodologija kojom bi se trebao odredivati, niti su nedvojbeno razjaSnjene granicne
vrijednosti za stratifikaciju rizika, 2007. godine je na osnovi multivarijatne analize
identificirana prekomjerna ekspresija Ki67 (> 10%) kao neovisan prognosticki ¢imbenik
ukupnog prezivljenja i prezivljenja bez znakova bolesti, osobito u bolesnica s
hormonski ovisnim i HER2/neu negativnim tumorima. Sukladno preporukama
strucnjaka (St Gallen) iz 2009. godine, proliferacijski indeks Ki67 treba se smatrati
vaznim razluénim c¢imbenikom za primjenu kemoterapije uz hormonsku terapiju u
bolesnica s hormonski ovisnim tumorima, a pritom se tumori trebaju klasificirati kao
slabo proliferiraju¢i (Ki67 <15%), srednje proliferiraju¢i (Ki67 16-30%) 1 jako
proliferirajuc¢i (Ki67 >30%).

1.2.9 Genetski profil



Koriste¢i obrasce genske ekspresije i tehnologiju DNA oligonukleotidne mikrocip
tehnologije, van der Vijver i sur. su razvili prognosticki obrazac koji se sastoji od 70
razli¢itih gena, a koji je ukazao na statisti¢ki zna¢ajnu razliku u ukupnom 10-godi$njem
prezivljenju bolesnica s karcinomom dojke stadija I 1 I povoljnog genetskog profila u
usporedbi s nepovoljnim. Prognosticka vrijednost ove metode pokazala se boljom od
klasi¢ne klini¢ko-histoloske stratifikacije rizika. ™™

Komercijalno je dostupan i Oncotype DX esej (Genomic Health Inc.), kojim se iz
parafinskog tumorskog uzorka ucini prognosticki profil od 21 gena, temeljem kojeg se
definira rizik povrata bolesti u narednih 10 godina. Paik i sur. su 2004. godine
analizirali bolesnice iz studije NSABP B-14, koje su imale negativne limfne ¢vorove,
hormonski pozitivne tumore i lijeCene su samo tamoksifenom, pri ¢emu su dokazali

manji rizik pojave udaljenih metastaza u bolesnica s niskorizi¢nim genetskim profilom

u usporedbi s bolesnicama s veé¢im rizikom.™

1.3 Kilini¢ki prognosticki ¢cimbenici: anatomsko Sirenje
raka dojke i procjena prosirenosti bolesti

Dojka se histoloski sastoji od koze, potkoznog tkiva, te Zljezdanog epitela mlijecne
zlijezde uklopljenog u vezivnu stromu i okolno masno tkivo. Na vrhu dojke je bradavica
kroz koju se dreniraju izvodni kanali¢i mlijene Zlijezde, koja se sastoji od 15 do 20
alveotubularnih Zzlijezda (reznja), koji se dijele na reznjiCe odijeljene vezivnim
pregradama. Limfna drenaza odvija se putem povrSinske 1 duboke limfne mreze koje su
medusobno povezane, a najve¢im dijelom putem pazusnih limfnih ¢vorova koji se dijele

u tri razine sukladno anatomskom odnosu prema malom prsnom misicu: prva razina se



nalazi inferolateralno od miSi¢a, druga razina ispod miSi¢a, a trea je razina
kraniomedijalno (infraklavikularno).

Rak dojke najces¢e metastazira limfnim putem u limfne C¢vorove pazuha.
Preoperativnom limfoscintigrafijom u bolesnica s klinicki negativnim limfnim
¢vorovima, utvrdeno je da je limfna drenaza u pazusne limfne ¢vorove najcesca bez

XXX1

obzira na lokalizaciju tumora u dojci (95,2% bolesnica).” Limfni ¢vorovi uz a.
mammariu internu zahvaceni su naj¢esc¢e u bolesnica s tumorom u donjem medijalnom
kvadrantu dojke (u 52% bolesnica), iako se 1 u njih najceS¢e odvija primarno putem
pazusnih limfnih ¢vorova (u 88% bolesnica).

Udaljene metastaze podrazumijevaju Sirenje raka dojke u druge organe. Najcesca sijela
metastaziranja su kosti, pluc¢a, jetra, limfni ¢vorovi i mozak, uz napomenu da su
metastaze uocene u prakticno svim organima u tijelu. Znacajke primarnog tumora mogu
sugerirati inicijalno mjesto rasapa bolesti, pa tako hormonski ovisni tumori najcesce
prvo metastaziraju u kosti, hormonski negativni i HER2 pozitivni u jetru i pluca, a
lobularni u pleuru i peritoneum.

Osim prethodno opisanih histoloskih ¢imbenika rizika, proSirenost bolesti iznimno je
vazna za procjenu prognoze bolesnica s rakom dojke, te prije pocetka lijeCenja svim
bolesnicama treba odrediti stadij bolesti. Najces¢e se koristimo TNM klasifikacijom

AJCC sustava:

Primarni tumor (T)

TX  Primarni tumor se ne moze procijeniti.

TO  Nema dokaza za postojanje primarnog tumora.

Tis  Karcinom in situ.

T1 Tumor 2 c¢m ili manji u najve¢em promjeru:
T1mic Mikroinvazija 0,1 cm ili manje,
T1a Tumor veéi od 0,1 cm, ali ne ve¢i od 0,5 cm,
T1b Tumor veéi od 0,5 cm, ali ne ve¢i od 1 cm,
T1c Tumor veéi od 1 cm, ali ne veéi od 2 cm.

T2 Tumor veéi od 2 cm, ali ne veéi od 5 cm.

T3 Tumor veéi od 5 cm.



T4

Tumor bilo koje veli¢ine s direktnim Sirenjem u (a) torakalnu stijenku ili (b)
kozu, kako je navedeno ispod:

T4a Sirenje u torakalnu stijenku, ne ukljuéujuéi pektoralni misié,

T4b Edem (ukljucujuéi ,,peau d orange®) ili ulceracija koze dojke, satelitski ¢vor
u kozi ogranicen na istu dojku,

T4c T4a 1 T4b,

T4d Inflamatorni karcinom.

Regionalni limfni ¢vorovi (N)

Patoloski (pN)*

pNX

pNO

Zahvacenost regionalnih limfnih ¢vorova ne moze se procijeniti (npr. prethodno
odstranjeni),
Bez presadnica u regionalnim limfnim ¢vorovima histoloski, bez dodatnog

pregleda za izolirane tumorske stanice (ITC).

Napomena: ITC se definiraju kao pojedina¢ne tumorske stanice obi¢no uocljive samo

imunohistokemijskim ili molekularnim metodama, ali mogu biti uocene i bojanjem

hemalaunom i eozinom. Nakupine stanica veée od 0,2 (i/ili vise od 200 stanica) do 2

mm smatraju se mikrometastazama. Izolirane tumorske stanice obi¢no ne pokazuju

znakove metastatske aktivnosti, npr. proliferaciju ili stromalnu reakciju ili penetraciju u

krvne ili limfne zile. Prema tome, postoje:

pNO(i-) Bez presadnica u regionalnim limfnim ¢vorovima histoloski,
negativan morfoloski nalaz na ITC (IHC),

pNO(i+) Nakupine malignih stanica u regionalnim limfnim ¢vorovima
(H&E, THC ili ITC) ne vece od 0,2 mm,

pNO(mol-)  Bez presadnica u regionalnim limfnim ¢vorovima histoloski,
negativan molekularni nalaz (RT-PCR) na ITC,

pNO(mol+) Bez presadnica u regionalnim limfnim cvorovima histoloski,

pozitivan molekularni nalaz (RT-PCR) na ITC.

“Klasifikacija se temelji na disekciji pazu$nih limfnih ¢vorova s ili bez sentinel disekceije

limfnih ¢vorova. Klasifikacija temeljena isklju¢ivo na sentinel disekciji limfnih ¢vorova



bez naknadne diskecije pazusnih limfnih ¢vorova se odreduje s (sn) za ,,sentinel ¢vor®,

npr. pNO(i+) (sn).

pN1

pN2

pN3

Presadnice u 1 do 3 pazu$na limfna ¢vora, i1/ili unutarnje mamarne ¢vorove s

mikroskopskom boles¢u koja je otkrivena disekcijom sentinel limfnih ¢vorova,

ali nije klinicki uocljiva:

pNIm Mikropresadnice (veée od 0,2 mm, ne vece od 2,0 mm),

pNla Presadnice u I do 3 pazus$na limfna Cvora,

pNI1b Presadnice u unutarnje mamarne limfne C¢vorove s mikroskopskom
boles¢u koja je otkrivena disekcijom sentinel limfnih ¢vorova, ali nije
klinicki uocljiva,

pNlc Presadnice u 1 do 3 pazusna limfna Cvora i unutarnje mamarne limfne
¢vorove s mikroskopskom boles¢u koja je otkrivena disekcijom sentinel
limfnih ¢vorova, ali nije klinicki uocljiva.

Presadnice u 4 do 9 pazusnih limfnih ¢vorova, ili u klinicki uocljive unutarnje

mamarne limfne ¢vorove u odsutnosti presadnica u pazusne limfne ¢vorove:

pN2a Presadnice u 4 do 9 pazusnih limfnih ¢vorova (najmanje jedan tumorski
depozit mora biti veci od 2,0 mm),

pN2b Presadnice u klinicki uocljive unutarnje mamarne limfne Cvorove u
odsutnosti presadnica u pazusne limfne ¢vorove.

Presadnice u 10 ili viSe pazu$nih limfnih ¢vorova, ili u infraklavikularne limfne

¢vorove, ili u klinicki uocljive istostrane unutarnje mamarne limfne ¢vorove uz

prisutnost jednog ili viSe pozitivnih pazu$nih limfnih ¢vorova, ili u viSe od 3

pazuS$na limfna ¢vora s klinicki negativnim mikroskopskim presadnicama u

unutarnje mamarne limfne ¢vorove, ili u istostrane supraklavikularne limfne

cvorove:

pN3a Presadnice u 10 ili viSe pazus$nih limfnih ¢vorova (najmanje jedan
tumorski depozit mora biti ve¢i od 2,0 mm), ili presadnice u
infraklavikularne limfne ¢vorove,

pN3b Presadnice u klinicki uocljive istostrane unutarnje mamarne limfne
¢vorove uz prisutnost jednog ili viSe pozitivnih pazusnih limfnih

¢vorova; ili u visSe od 3 pazuS$na limfna ¢vora i u unutarnje mamarne



limfne ¢vorove s mikroskopskom boles¢u koja je otkrivena disekcijom
sentinel limfnih ¢vorova ali nije klinicki uocljiva,
pN3c Presadnice u istostrane supraklavikularne limfne ¢vorove.
Klinicki uocljiv se definira moguénoscu otkrivanja radioloskim pretragama (iskljucujuci

limfoscintigrafiju) ili klini¢kim pregledom.

Odredivanje klinickog stadija bolesti iz TNM Kklasifikacije prikazano je u tablici 2.

Tablica 2. Odredivanje klinickog stadija raka dojke prema AJCC

Stadij T N M
0 Tis NO MO
I T1 NO MO
ITA T0-1 N1 MO
T2 NO MO
11B T2 N1 MO
T3 NO MO
ITIA T0-2 N2 MO
T3 N1-2 MO
I11B T4 NO-2 MO
IHIC Bilo koji T N3 MO

v Bilo koji T Bilo koji N MI1




1.4 Klinicka slika i rano otkrivanje raka dojke

Vecina bolesnica s rakom dojke prezentira se bezbolnim ¢vori¢em u dojci ili patoloskim
nalazom mamografije tijekom rutinskog probira zdravih zena. Kod lokalno
uznapredovale bolesti mogu se uociti kozne promjene, krvavi iscjedak iz bradavice,
promjene oblika ili veli¢ine dojke. Klini¢ki stadij bolesti (a posljedi¢no i mortalitet) u
trenutku postavljanja dijagnoze ovisi 1 o geografskoj lokalizaciji, pa se tako u
razvijenim zemljama u trenutku postavljanja dijagnoze rijetko vidi pazusna
limfadenopatija, dok se tek 5-10% bolesnica prezentira s metastazama. Nasuprot tome,
u siromasnim krajevima s teSko dostupnom kvalitetnom zdravstvenom skrbi veéina
bolesnica u trenutku postavljanja dijagnoze ima uznapredovalu bolest. Primjerice, u
crnkinja u Juznoj Africi bolest se otkriva u III stadiju kod 41,6% bolesnica, a u IV
stadiju u &ak 36,1% bolesnica.”™"

U Sjedinjenim Americkim Drzavama znatno se smanjio mortalitet od raka dojke
tijekom posljednjeg desetljeca, uslijed sve ranijeg otkrivanja s jedne strane, te
poboljsanja terapijskih moguénosti s druge strane. Nazalost, u Republici Hrvatskoj se u
lokaliziranom stadiju bolest otkriva tek u 42% bolesnica, u stadiju II u 47% bolesnica, a
u stadijima III i IV u 11% bolesnica. IzljeCivost bolesti je, naravno, daleko veéa u
stadiju I od ostalih klini¢kih stadija bolesti.

Rak dojke jedina je maligna bolest epitelnih stanica za koju se pokazalo da adekvatan
probir poboljSava prognozu (u vidu mamografije jedan puta godi$nje). Meta-analiza
randomiziranih klinickih istrazivanja u smislu ispitivanja ufinka mamografije na
poboljsanje prezivljenja ukazuje na 25-30%-tno smanjenje rizika mortaliteta od raka
dojke uz redovito mamografsko prac¢enje jednom godiSnje nakon 50. godine Zivota, a
podaci za zene u dobi 40. do 50. godina gotovo su identicni. lako perzistiraju
kontroverze oko probirne mamografije, superiornost pozitivnosti navedenih rezultata
podrzava njezinu rutinsku uporabu. Novije analize starijih randomiziranih klinickih
studija ne pokazuju ovako pozitivne rezultate, no vec¢ina stru¢njaka (ukljuujuci odbore
American Society of Clinical Oncology, te American Cancer Society) danas smatra da
screening donosi znacajnu korist, pogotovo ako se uzme u obzir da se nedostaci
pojedinih starijih studija danas viSe ne mogu ispraviti. Nadalje, znacajno poboljSanje

prezivljenja od raka dojke tijekom posljednjeg desetljeca tesko se moze pripisati samo



poboljsanju terapijskih modaliteta. Cak se &¢ini mudrom odlukom pomaknuti dobnu
granicu mamografskog probira za 10 godina, te zapoceti godisnje radioloske preglede u
zena nakon 40. godine Zivota. lako niti jedna randomizirana studija nije pokazala korist
od samopregleda dojki u smislu poboljSanja prezivljenja, ¢ini se kako glavna korist lezi
u povecanoj ucestalosti postednih kirurSkih zahvata. Bolja tehnologija mamografije,
ukljucujuéi digitalnu mamografiju, rutinska uporaba uvecanih snimaka, kao i veca
vjestina u ocitavanju i interpretaciji mamografskih nalaza, osobito u kombinaciji s
novijim dijagnostickim tehnikama (magnetska rezonancija, magnetska rezonancija sa
spektroskopijom, pozitronska emisijska tomografija itd.) ¢e vjerojatno uciniti daljnji
pomak u smislu ranije i pouzdanije identifikacije karcinoma dojke.

Sukladno meta-analizi smrtnost od karcinoma dojke smanjuje se za 18% uz uvodenje
mamografskog probira.XXXiii Glavni problem mamografske dijagnostike je nespecificnost
tumorskih obiljezja, zbog Cega se javlja relativno velik broj lazno pozitivnih nalaza, a
zbog Cega je potrebna dodatna dijagnostika. Osjetljivost metode je oko 77-95%, a
sukladno provedenim klinickim pokusima ucestalost lazno pozitivnih nalaza je 2-6%.
Jednako tako, incidencija lazno pozitivnih nalaza vec¢a je u mladih zena od 59 godina u
odnosu na starije, sukladno nekim istraZivanjima &ak i do 20%.*"

Kako bi se povecalo osjetljivost i specificnost metode, mozemo se koristiti dvostrukim
ocitanjem bilo od strane drugog radiologa, bilo od strane rac¢unala (tzv. double-reading
odnosno computer-assisted mamografija).” Dvostruko o¢itanje moze se u¢initi na vise
nacina — moze se dva puta ocCitavati iste informacije sa snimke od strane dva neovisna
radiologa ili dva puta od istog radiologa, ili pak ocitanje od strane jednog a ponovna
provjera sumnjivih promjena od strane drugog radiologa tj. metodologija zasnovana na
odvojenom ocitavanju razliitih osobina mamografskih snimaka. Komparacijom
jednostrukog i dvostrukog o€itanja mamografskih snimaka uocava se porast osjetljivosti
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za 7%, kao 1 smanjenje vjerojatnosti lazno negativnih i pozitivnih nalaza. Realan
prakti¢ni problem je ogranicen ljudski kapacitet za dvostruko ocitavanje snimaka, te su
za ispomo¢ razvijeni kompjutorski analiticki modeli. Iako je njihova ucinkovitost u
praksi jo§ uvijek kontroverzna, sukladno nekim istrazivanjima korist bi mogla biti

XXXVii

podjednaka dvostrukom ocitanju od strane radiologa. Naime, komparacijom

jednostrukog ocitanja s kompjutorskom asistencijom i dvostrukog ocitanja dobijaju se



senzitivnost, specificnost i pozitivna prediktivna vrijednost od 87.2%, 96.9% 1 18.0%
naprama 87.7%, 97.4% 1 21.1%.

Sukladno navedenom, krajem 2006. godine zapoceo je program ranog otkrivanja raka
dojke ,,Mamma®“, prvi nacionalni program javnog otkrivanja malignih bolesti u
Hrvatskoj. Program je sukladan Rezoluciji o prevenciji i kontroli karcinoma (WHO
58.22 ,,Cancer prevention and control) koju je usvojila Svjetska zdravstvena
organizacija. Osmisljen je kao program mamografskog screeninga svake 2-3 godine
svih Zena u Republici Hrvatskoj (a najmanje 70%) starijih od 50 godina Zivota, obzirom
na upitnu vrijednost mamografskog probira u dobnoj skupini od 40-49 godine Zivota.
Od programa oc¢ekujemo redistribuciju stadija otkrivanja bolesti (veéi udio lokaliziranog
od metastatskog), uz porast incidencije raka dojke tijekom slijede¢ih nekoliko godina.
Posljedicno tome ocekuje se i smanjenje mortaliteta od raka dojke za 25% tijekom 5

godina nakon pocetka programa.

1.5 Etiologija i patogeneza raka dojke

Rak dojke je heterogena bolest bez jasno definiranog uzroc¢nika. Kroz povijest je
inicijalno shvacen kao lokalna bolest koja se prvo Siri limfogeno, a tek potom daje
udaljene metastaze. Sukladno navedenom, s godinama su kirurski zahvati postajali sve
radikalniji, sve do uvodenja radikalne mastektomije s odstranjenjem pazusnih limfnih
¢vorova u inicijalnu kirurSku terapiju raka dojke 1882. godine (Halsted). Kako takav

pristup tijekom slijede¢ih stotinu godina nije davao znacajnog poboljSanja u



prezivljenju, te kako se u vecine bolesnica i dalje javljao recidiv u vidu diseminirane
bolesti, 1980. godine Fischer je predlozio model prema kojem je rak dojke inicijalno
sustavna bolest, a sukladno kojem je svakoj bolesnici s rakom dojke potrebna sustavna
terapija. Kada se uocilo da sustavna terapija dovodi do smanjenja ucestalosti i lokalnog
recidiva bolesti i pojavnosti udaljenih metastaza, te da se adekvatnom lokalnom
terapijom jednako tako smanjuje i ucestalost lokalnog recidiva i udaljenih metastaza, 14
godina kasnije prihvacéen je spektarni model (Hellman, 1994.) koji predlaze da rak dojke
u trenutku postavljanja dijagnoze moze biti dio Citavog spektra bolesti, od lokalne do
inicijalno sustavno prosirene. ™" Spektarni model istiGe vaZnost kako lokalnog i
sustavnog lije¢enja, tako i rane detekcije raka dojke (screening mamografija) u
sprecavanju povrata bolesti, a zahvaljujuci prihvacanju tog modela tijekom posljednjih
godina dolazi do smanjenja radikalnosti kirurSkih zahvata (posStedni kirurski zahvat u
vidu odstranjenja samo tumora ili kvadranta dojke uz dodatnu lokalnu radioterapiju
zamijenio je radikalnu mastektomiju s jednakom ucinkovitoséu u spre¢avanju recidiva),
uz kontinuirano probiranje rizicnih C¢imbenika za recidiv bolesti 1 optimizaciju
adjuvantne terapije.**!

Karcinom dojke nastaje, poput drugih vrsta karcinoma, kao posljedica oSte¢enja gena
koji sudjeluju u regulaciji stanicnog ciklusa. Konstitutivna ekspresija ostecenih
onkogena, gubitak funkcije tumorskih supresorskih gena, kao 1 ekspresija
antiapoptotickih gena i gubitak funkcije proapoptotickih gena uslijed mutacija ili bilo
kojih drugih genetskih promjena dovodi do nekontrolirane diobe i rasta stanica te
besmrtnosti stanice, omogucujuci time daljnja oSte¢enja genoma i nastanak raka.
Protoonkogen ciklin D1 vazan je regulator prijelaza iz G1 u S fazu stani¢nog ciklusa.
Naime, vezivanjem s partnerskim kinazama CDK4 i 6 (eng. cyclin dependent kinase 4
and 6) stvara aktivne komplekse koji fosforiliraju RB protein (eng. retinoblastoma
tumor supressor protein), a njegova hiperfosforilacija dovodi do proizvodnje RB-
sekvestriranih E2F transkripcijskih faktora i posljedicne ekspresije gena potrebnih za
ulazak u S fazu. Osim toga, ciklin D1 je ujedno i1 kofaktor nekoliko transkripcijskih
faktora, a predominantno se nalazi u jezgrama stanica. Tijekom Gl faze dolazi do
gomilanja ciklina D1, njegovog transporta u citoplazmu, fosforilacije na Thr-286 putem
GSK3pB (eng. glycogen synthase kinase 3f) 1 konacne degradacije na ubikvitinsko-

proteasomskom sustavu, nakon c¢ega dolazi do prijelaza stanice u S fazu ciklusa.*"



Transport ciklina D1 u citoplazmu i njegova degradacija kljucan je proces u progresiji
Gl u S fazu ciklusa, obzirom da blokada fosforilacije treonina-286 1 posljedi¢na
stabilizacija 1 gomilanje ciklina D1 dovodi do zaustavljanja stani¢nog ciklusa u Gl
fazi. XM Novija istrazivanja ukazuju da je u treCine bolesnica s rakom dojke osim
aktivacije ciklina D1 nazocna i inaktivacija pl6 proteina, Gl-specificnog inhibitora
stanicnog ciklusa koji sprecava povezivanje CDK4 i CDK6 s ciklinom D1, ¢ime se
omogucuje dodatno pojacanje procesa razmnozavanja stanica.

Wntl je prvi otkriveni onkogen koji ima ulogu u nastanku raka dojke u miseva, a Cija se
transkripcija aktivira insercijom MMTV.™" Wnt signalni put ima ulogu u pokretanju
stani¢nog ciklusa, a dijelovi su mu identi¢ni u gotovo svih danas postojec¢ih zivih bica.
Ljudski genom kodira oko 20 razli¢itih Wnt liganad'cl.Xliv Vezivanjem liganda aktivirani
receptor u suradnji s LRP5 (eng. low-density lipoprotein receptor related protein 5)
aktivira citoplazmatski protein Dishevelled (od eng. dishevel = stvaranje nereda), koji u
suradnji s GBP (eng. GSK3p binding protein) inhibira GSK3B kinazu.*™™ GSK3p
kinaza je sastavni dio multiproteinskog kompleksa koji se sastoji joS od aksina, APC
(eng. adenomatous polyposis coli), konduktina, B-katenina i kazein kinaze II (CKII), a
¢ija je uloga potpomaganje dvostupanjske fosforilacije i posljedicne razgradnje [-
katenina putem ubikvitinsko-proteasomskog sustava (UPS). Inhibicijom GSK3p kinaze
dolazi do stabilizacije B-katenina, $to dovodi do njegovog gomilanja u stani¢noj jezgri,
stvaranja kompleksa B-katenina s transkripcijskim ¢imbenikom TCF4/LEF (eng. T cell
factor 4/lymphoid enhanced factor) te konacno pokretanja procesa transkripcije 20-ak
razli¢itih gena ukljuCenih u procese stanicnog razmnozavanja, apoptoze i
metastaziranja, poput ciklina D1, C-myc, MMP-7, CD44, Nr-CAM, L1, glikoproteina
P, interleukina-8, 1d2, C-jun, Fra-1, Groucho proteina, CBP/p300, Frizzled, Aktl,
PPARS, konduktina, Met, te EphB2 i B3 MVilxlviitxlix i iVvilIvillixix g 1o tonin
pokrece transkripciju i neovisno od B-katenin/TCF4 kompleksa, putem transkripcijskog
¢imbenika FoxO, a koji regulira sintezu ARF, pozitivnog regulatora tumor supresora
p53.IXi Aktivnost GSK3p kinaze moduliraju 1 drugi unutarstani¢ni procesi osim Wnt
signalizacije, izmedu ostalih aktivacija akt kinaze, ¢ime ovaj proces dobija dodatnu
vaznost u karcinogenezi. Hiperaktivacija Wnt/B-kateninskog sustava mutacijama bilo
koje proteinske komponente aksin/APC/ GSK3p/B-kateninskog kompleksa igra vaznu

ulogu u karcinogenezi gotovo svih vrsta tumora, no ne postoje ¢vrsti dokazi da mutacije



navedenog kompleksa igraju ulogu u nastanku raka dojke. Unato¢ tome u stanicama
raka dojke u gotovo 50% bolesnica nalazimo poveéanu koncentraciju f-katenina, §to se
ogleda u povecanoj produkciji ciklina D1, jednog od njegovih ciljnih gena, te
posljedi¢noj losijoj prognozi istih bolesnica.™ ™MV Zanimljivo je da se mutacije
aksin/APC/GSK3p/B-kateninskog kompleksa nalaze u 45% bolesnica s fibromatoznim
promjenama dojke.™

Wnt/B-kateninski put je reguliran i intracelularnom komponentom epitelnih kadherina
(E-kadherina), transmembranskih glikoproteina koji svojom ekstracelularnom domenom
medustani¢nim interakcijama stabiliziraju stanice u epitelnom tkivu. B-katenin naime

sluzi kao prijemosnica izmedu E-kadherina i aktina.™

Mutacija ili oSte¢enje E-
kadherina dovodi do razdvajanja stanica, povecanja njihove pokretljivosti i invazivnosti,
te konacno oslobadanja B-katenina koji aktiviraju ekspresiju c-myc. Ekspresija E-
kadherina je smanjena u bolesnica s rakom dojke.

c-myc je transkripcijski faktor koji se vezivanjem s proteinima iz Max i Mad obitelji
veze za DNA 1 igra vaznu ulogu u rastu i razmnozavanju stanica, progresiji stani¢nog
ciklusa, stabilnosti genoma, diferencijaciji stanica i apoptozi.IXVii Prekomjerna ekspresija
c-myc je jedna od najcescih genetskih promjena u oboljelih od raka dojke, a javlja se u
treine bolesnica. Ona dovodi do pojacane proliferacije stanica i kromosomske
nestabilnosti Myc-Max povezivanjem, ili pak diferencijacije stanica Myc-Mad
povezivanjem. Amplifikacija c-myc gena je povezana s loSijom prognozom bolesti zbog
pojacanja S faze stani¢nog ciklusa.

Integrini  su adhezijske molekule koje stabiliziraju stanice interakcijom s
ekstracelularnim matriksom. Integrini aktiviraju Fak-Src (eng. focal adhesion kinase )
signalni put, Sto dovodi do aktivacije PI3K (eng. phosphoinositide-3-kinase) 1 akt
kinaze. Aktl kinaza igra ulogu u ¢itavom nizu unutarstani¢nih procesa, s posljedicnim
poboljSanjem  prezivljenja 1 proliferacije stanica aktivacijom nuklearnog
transkripcijskog faktora NFk-B i inhibicijom proapoptotickih Bad proteina iz Bcl-2
proteinske obitelji, te povecanja pokretljivosti stanica 1 promociji angiogeneze.lXViii
Glavne komponente ovog puta, Fak, PI3K i akt kinaze inhibira PTEN fosfataza (eng.

phosphatase on chromosome 10 gene product, mutated in Cowden disease), $to dovodi

do aktivacije apoptoze i supresije prezivljenja stanica.



Druga mutacija uklju¢ena u kontrolu apoptoze je mutacija p53, nazocna u 20-40%
bolesnica s rakom dojke. Vecina mutacija pS3 u raku dojke su tockaste mutacije, Sto
dovodi do sinteze nefunkcionalnog p53 proteina s posljedicnim gomilanjem istog u
tumorskim stanicama, a Sto se pak lako detektira imunohistokemijskim metodama.
Protein p53 je transkripcijski ¢imbenik uklju¢en u regulaciju nekoliko skupina gena
ukljucenih u regulaciju kontrole stani¢nog ciklusa i apoptoze, poput proteina iz Bcl-2
porodice (Bad, Bax, PUMA, Noxa), receptora smrti (Fas, DR4, DRS), proteina koji
reguliraju aktivnost kaspaza (PIDD), Cdk inhibitora p21, regulatora stanicnog ciklusa
(14-3-30, Gadd45), te E3 ligaza (Siahl, mdm?2). bbbt Noze  pokrenuti
unutarstani¢ne puteve i u smislu opstanka stanice i u smislu apoptoze, a koji ¢e procesi
biti pokrenuti ovisi o fosforilaciji p53 proteina u razliite produkte, a na nivou
transkripcije o kofaktorima koji se uz njega vezu na regulacijske slijedove DNA
nukleotida ovisno o promjenama uzrokovanim fosforilacijom. Poznati su aktivatori p53
kinaza ATM (eng. ataxia teleangiectasia mutated) u slucaju oSte¢enja DNA, zatim
GSK-3B, p38 i INK.™ Protein p53 je otkriven prije vise od 25 godina kao jedan od
kljucnih gena za nastanak karcinoma crijeva. U karcinogenezi raka dojke klju¢na je
njegova uloga kao regulatora stabilnosti B-katenina, putem ciljnog gena Siah-1 (E3
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ligaza koja ubikvitinira B-katenin za razgradnju). Mutacija p53 dodatno pojacava
procese homeostaze poremeéene oSteCenjem [-kateninskog sustava, a dovodi do
inhibicije apoptoze kao reakcije na ireverzibilno oSteCenje DNA, ¢ime se omogucuje
njezina replikacija i promocija nastanka tumora.™ Preko Siah-1 E3 ligaze p53 je
povezan i sa stani¢nim odgovorom na hipoksiju, jer su supstrati navedene ligaze i prolil-
hidroksilaze koje pripremaju transkripcijski ¢imbenik HIF (eng. hypoxia inducible

factor) za razgradnju putem ubikvitinsko-proteasomskog sustava™"'

Hipoksija
tumorskih stanica je jedan od klju¢nih c¢imbenika pojadanja procesa rasta i1
razmnozavanja tumorskih stanica (sintezom epidermalnog, inzulinu slicnog i
transformirajuc¢eg ¢imbenika rasta EGF, IGF-2 i TGF-B (eng. epidermal growth factor,
insulin-like growth factor-2)), pojacanja procesa angiogeneze (sintezom vaskularnog
endotelnog ¢imbenika rasta VEGF (eng. vascular endothelial growth factor)), promocije

malignog fenotipa tumora metaboli¢kom adaptacijom na nepovoljne uvjete u stanicnom

mikrookoliSu (pokretanjem anaerobnog metabolizma i glikolize), te kona¢no otpornosti



tumorske stanice na radioterapiju i kemoterapiju, a regulirana je transkripcijskim
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¢imbenikom HIF. se procesi dodatno pojacavaju ostecenjem funkcije p53.

Osim toga, i PB-katenin direktno inhibira transkripcijski ¢imbenik NF-«kB, ¢ime se
inhibira niz unutarstani¢nih procesa ukljuenih u apoptozu.™™*

Cini se da znac¢ajnu ulogu u razvoju mlije¢ne Zlijezde i u karcinogenezi tumora dojke
imaju i proteini iz porodice inzulinu slicnog ¢imbenika rasta, odnosno IGF-1 i -2 (eng.
insulin-like growth factor 1 and 2), te njihovi odgovaraju¢i receptori IGFR-1 1 -2. IGF-1
1 IGF-2 vezivanjem za IGFR-1 aktivacijom akt kinaza promoviraju karcinogenezu,
sinergisticki estrogenima. U stanicama raka dojke pojacana je ekspresija IGF-1, IGF-2 i
IGFR-1, no prediktivna uloga pojacanja njihove ekspresije govori u prilog bolje
prognoze bolesti, najvjerojatnije zbog djelovanja povezanog s hormonskim ucincima.
IGFR-2 je supresor tumora, a njegova aktivacija inhibira djelovanje IGF-2. U novije
vrijeme vrSena su ispitivanja o ulozi klotho gena u karcinogenezi raka dojke. Naime,
klotho je gen supresor starenja, a supresija IGF-1 glavni mu je mehanizam djelovanja.
Na taj nacin djeluje supresivno na nastanak karcinoma dojke. Drugo djelovanje klotho
gena je vezano uz aktivaciju FGF (eng. fibroblast growth factor) signalnog puta, koji
inhibira razmnozavanje stanica karcinoma dojke. Ucinak klotho gena na karcinogenezu
preko signalnog puta epidermalnog ¢imbenika rasta nije dokazan,™

Obitelj TGF-B proteina sastoji se od 3 TGF- i dva neovisna serin-treonin kinazna
receptora. Vezivanjem TGF-B (eng. transforming gorwth factor ) za receptore TPRI 1
TPBRII dolazi do pokretanja unutarstani¢ne signalizacije koja aktivira R-Smad proteine
(Smad 2, 3 i 4) koji su transkripcijski ¢imbenici, a koji na transkripcijskoj razini
medudjeluju s B-katenin/TCF4 kompleksom.™  Slozenost TGF-B signalizacije
odrazava se u ¢injenici da regulira ekspresiju oko 4000 razlicitih gena (Sto je oko 10%
procijenjenog ljudskog genoma). U normalnim epitelnim stanicama mlijecne zlijezde
TGF-p suprimira ekspresiju ciklina A (promotorskog proteina S faze), te u manjoj mjeri
ciklina D i E ukljuéenih u Gl fazu, a uz §to inducira ekspresiju CDKI pl5, §to
posljedi¢no dovodi do zaustavljanja stanicnog ciklusa i apoptoze. Ovaj mehanizam je
vazan u postlaktacijskoj redukciji zljezdanog tkiva. Ekspresija TGF- u raku dojke je
pojacana, a ¢ini se da bolje korelira s progresijom bolesti nego supresijom tumora.
Mutacijama TGF-a receptora (prvenstveno TaRI i TaRII) ili bilo koje Smad molekule

(prvenstveno Smad4) dolazi do povecanja otpornosti stanica raka dojke na supresivne



ucinke. Jednako tako uloga TGFp sustava u promociji angiogeneze i invazivnosti te
supresiji imunoloskog sustava pogoduje tumorskim stanicama.

Mutacije BRCA1 (na kromosomu 17g21) i BRCA2 (na kromosomu 13q12-13) (eng.
breast cancer 1 and 2 gene) su dokazani rizi¢ni ¢imbenik za nastanak raka dojke.
Opisano je vise od 500 mutacija BRCA1 gena, te oko 250 mutacija BRCA2 gena.
Mutacije koje se javljaju na krajevima gena povezane su s agresivnijim tumorima, s
time da su one koje se javljaju na 5' kraju povezane s tumorima dojke 1 jajnika, dok su
one koje se javljaju blize 3' kraju povezane samo s tumorima dojke. Ve¢ina BRCA1
tumora dojke imaju sli¢an histoloski fenotip, visokog su stani¢nog gradusa, brzo
proliferiraju¢i, nemaju eksprimirane hormonske receptore kao niti HER2/neu receptore,
a eksprimiraju bazalne histoloske biljege poput keratina, P-kadherina i1 receptora
epidermalnog ¢imbenika rasta. Cesto su im pridruZzene mutacije p53. BRCA2 tumori
dojke su veéinom hormonski ovisni, a imaju sniZenu ekspresiju HER2/neu.™!
Bioloska uloga BRCA1 i 2 gena nije dobro poznata, no ¢ini se da imaju ulogu u
reparatornim procesima DNA, kao i u regulaciji stani¢nog ciklusa. OsteCenje DNA
dovodi do aktivacije BRCA1, BRCA2, RADS51 i p53 s posljedicnom ekspresijom p21
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proteina, koji zaustavlja stanic¢ni ciklus do popravka DNA molekule.

1.5.1 Cimbenici rizika za nastanak raka dojke

Brojna epidemioloska istrazivanja su izdvojila brojne okoliSne rizi€ne ¢imbenike za
nastanak raka dojke, a kako je rak dojke posljedica niza genetskih oStecenja poput
drugih vrsta karcinoma, uoceni su i genetski ¢imbenici rizika. Rane mutacije mogu biti
naslijedene (tj. mutacije maticnih stanica dojke) ili steCene (tj. somatske mutacije
nastale ionizirajuéim zracenjem, karcinogenim kemikalijama ili oksidativnim
oSte¢enjima).

Smatra se kako je svega 5-10% karcinoma dojke nasljedno, no sukadno novijim
istrazivanjima provedenim na blizancima ¢ini se da se nasljednim ¢imbenicima moze
pripisati ¢ak do 27% karcinoma dojke. U oko 30-40% oboljelih identificirani su
mutirani geni BRCA1 i BRCA2. Prevalencija BRCA1 u populaciji je oko 0,1%, a veca
je u Ashkenazi Zidova (oko 20%). BRCA1 se nalazi u 3% bolesnica, dok se u Zena s
nasljednim oblikom raka dojke nastalim u ranijoj Zivotnoj dobi nalazi 1 u 70%

slucajeva. Rak dojke nastane tijekom zivota u oko 50-87% Zena nositeljica mutiranog



BRCA1 gena. Mutacije BRCA2 su identificirane u 10-20% obitelji s visokim rizikom
nastanka raka dojke i jajnika, te u samo 2,7% bolesnica u kojih rak dojke nastane u
ranoj zivotnoj dobi. Mutacije BRCA2 povezane su i s rizikom nastanka drugih vrsta
raka, poput raka prostate, guSteraCe, jajovoda, mokra¢nog mjehura, non-Hodgkin
limfoma 1 bazeocelularnog karcinoma koze. U bolesnice s Li-Fraumenijevim
sindromom, kojem je glavno obiljezje mutacija p53 gena, dolazi do nastanka Citavog
niza tumora (sarkomi, tumori dojke, tumori mozga, leukemije, karcinom grkljana i
pluc¢a), a najcesce nastaju upravo tumori dojke (bilateralni u 25% slucajeva). Rak dojke
je uocen i u 29% bolesnica s Cowdenovom boles¢u, rijetkim genetskim sindromom
povezanim s papilomatozom usana i sluznice usne Supljine, multiplim trihilemomima
lica 1 akralnom keratozom. U ovih bolesnica CeS¢e se nalaze 1 benigne promjene dojke,
poput fibroadenoma, fibrocisti¢cnih lezija, duktalne epitelne hiperplazije, deformiteta
bradavice i sl. Brojni drugi rijetki genetski sindromi su povezani s ve¢om ucestalo$¢u
raka dojke, poput Peutz-Jeghersovog ili Muir-Torreovog sindroma.

Epidemioloski ¢imbenici, kao $to su uznapredovala zivotna dob, mjesto rodenja u
razvijenim zapadnim zemljama (prvenstveno Sjeverna Amerika 1 Europa), visoka
premenopauzalna serumska koncentracija IGF-1, visoka postmenopauzalna serumska
koncentracija estrogena, te pozitivna obiteljska anamneza u bliskih rodaka povecavaju
rizik nastanka raka dojke za viSe od 4 puta. Dobar socioekonomski status, kasna prva
trudnoca (iznad 30. godine zivota), prethodno dijagnosticiran rak dojke, pozitivna
obiteljska anamneza u daljih rodaka, te prethodno dijagnosticirane benigne
proliferativne lezije, mamografski uocljive displasticne promjene ili visoka doza
ionizirajuéeg zraCenja na podrucje prsnog kosa povecavaju rizik nastanka raka dojke za
2-4 puta. Nuliparitet, rana menarhe (prije 11. godine zivota), kasna menopauza (nakon
55. godine Zivota), postmenopauzalna pretilost, prehrana bogata visoko zasi¢enim
masnim kiselinama, bijela rasa u osoba starijih od 45 godina, crna rasa u osoba mladih
od 45 godina, te karcinom endometrija ili jajnika u anamnezi povecavaju rizik nastanka
raka dojke za 1,1-1,9 puta.

Poznati su 1 protektivni ¢imbenici, poput kasne menarhe (nakon 15. godine Zivota),
dojenja duljeg od godinu dana, prehrane bogata nezasi¢enim masnim kiselinama,

tjelesne aktivnosti te pretilosti nazocne prije menopauze.



1.5.2 Uloga Zenskih spolnih hormona u nastanku raka dojke

Gotovo svi navedeni ¢imbenici rizika za nastanak raka dojke povezani su s duljinom i
intenzitetom izlozenosti estrogenima tijekom zivota. Naime, estrogeni imaju promotivni
ucinak na proliferaciju zljezdanog epitela dojke, zbog Cega ceSce nastaju greske u
replikaciji DNA, a samim time povecava se i ucestalost karcinogenih mutacija. Tako
rana menarhe, uredni menstrualni ciklusi i kasna menopauza povecavaju ukupnu
izloZzenost estrogenima tijekom Zzivota u premenopauzalnih Zena, dok debljina i
hormonska  nadomjesna  terapija  povecavaju  izloZenost estrogenima u
postmenopauzalnih Zena. Nasuprot tome kasna menarhe, anovulatorni ciklusi i1 rana
menopauza (spontana ili inducirana) imaju protektivnu ulogu, zahvaljuju¢i skracenju ili
smanjenju intenziteta izlozenosti estrogenima. Laktacija i debljina u premenopauzalnoj
dobi povezane su s manjom izlozenos¢u estrogenima zbog anovulatornih ciklusa. 1z
nepoznatih razloga trudnoca smanjuje podloznost tkiva dojke somatskim mutacijama i
time smanjuje rizik nastanka raka dojke, te tako prva trudnoca u ranijoj zivotnoj dobi
igra protektivnu ulogu.

Estrogeni i progesteroni induciraju ekspresiju ciklina D1 i1 c-myc, ¢ime se tumaci
njihova uloga u regulaciji stani¢nog ciklusa 1 poticanju rasta i razmnoZzavanja tumorskih
stanica.™ " Stanice karcinoma dojke s izrazenim estrogenskim receptorima (ER)
podlijezu apoptozi u odsutnosti estrogena, tako da estrogen osim kao mitogen vjerojatno
djeluje i kao promotor prezivljenja stanica raka. Pojacana ekspresija vaznog
antiapoptotickog faktora Bad/Bcl-2 vazan je dogadaj u karcinogenezi hormonski
ovisnog karcinoma dojke, a regulirana je pojacanom ekspresijom ER i1 PgR
(progesteronskih receptora). Naime, istovremena pojacana ekspresija Bcl-2 1 ER 1 PgR
je nazo¢na u preko 80% sludajeva invazivnih i neinvazivnih oblika tumora dojke.™"
Jedna tre¢ina primarnih tumora dojke nema izrazene ER, kao niti tre¢ina recidiva
inicijalno ER-pozitivnih tumora. Medutim, u ovim tumorima gen za ER je u pravilu u
cijelosti o¢uvan, bez dokazanih delecija ili mutacija. Novija istrazivanja ukazuju da se
utiSavanje ekspresije gena za ER (a jednako tako i za HER2/neu) odvija najvjerojatnije
hipermetilacijom CpG otoci¢a u njegovim regulacijskim sklopovima, a demetilacija
agensima poput 5-azacitidina, 5-aza-2-deoksicitidina, prokainamida 1 hidralazina
obnavlja njegovu funkciju, ¢ime se potencijalno otvara novi terapijski pravac u lijeCenju

raka dojke kombiniranjem navedenih agensa s hormonskom terapijom.™*"



Progesteronski receptor (PgR) nalazimo u oko 50% svih ER-pozitivnih tumora dojke.
Njegova nazocCnost ovisi o ekspresiji funkcionalnog ER, §to objasnjava njegovu
odsutnost u gotovo svih ER-negativnih tumora. PgR su transkripcijski faktori ¢ija je
aktivnost isprepletena s drugim unutarstani¢nim signalnim putevima koji imaju vaznu
ulogu u hormonski reguliranom poticanju rasta tkiva, poput tkiva mlijeCne Zlijezde.
Mitogeni ucinak progesterona u karcinogenezi tumora dojke potjece najvjerojatnije od
njegovog ucinka na pojacanje lokalne proizvodnje hormona rasta u tkivu dojke, no
visoke koncentracije progesterona imaju protektivni uc¢inak zbog smanjenja aktivnosti
CDK kinaza G1 faze stani¢nog ciklusa i1 ciklina D1, te posljedi¢nog pojacanja
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diferencijacije stanica i inhibicije rasta.
1.5.3 Uloga epidermalnog ¢imbenika rasta u nastanku raka dojke

Porodica receptora epidermalnog ¢imbenika rasta (EGF, eng. epidermal growth factor)
ima kriticnu ulogu u karcinogenezi raka dojke. Do sada su identificirana cetiri EGF
receptora, i to EGFR (HER1), c-erb-B2 (ili HER2/neu), c-erb-B3 i c-erb-B4 za koje se
vezu brojni parakrini ligandi koji se Iufe nakon oSte¢enju tkiva, poput EGF,
transformirajuc¢eg ¢imbenika rasta o (TGFa, eng. transforming growth factor alpha),
hergulina (ili Neu diferencijacijskog ¢imbenika), heparin-vezu¢eg EGF-sli¢nog
Gimbenika rasta, beta-celulina i epiregulina. ™%X yesivaniem liganda za
odgovarajuci receptor dolazi do homodimerizacije ili heterodimerizacije receptora, Sto
dovodi do autofosforilacije intracelularne domene receptora i aktivacije kinazne
aktivnosti. Fosforilacijom adaptornih proteina (GRB2-SOS, Shc, IRS-1/2, STAT) dolazi
do aktivacije RAS-GTP proteina, a potom odgovaraju¢ih unutarstani¢nih signalnih
puteva za zapocinjanje transkripcije odgovaraju¢ih gena (Raf/MEK/ERK-1/2,
MEKK1/MEK4/7/JNK, ili PI3K/akt/GSK). Transmisija signala preko RAS-GTP
moguca je i preko Fak/Src ili Rho/Rac/CDC42 signalnog puta. Osim toga, fosforilacija
c-erb-B2 direktno aktivira fosfolipazu C, no posljedi¢ni signalni put do sada nije
razjasnjen. Aktivacijom navedenih signalnih puteva dolazi do indukcije transkripcijskih
faktora Myc, NF-xB, ATF, Ets, AP-1, EIK i SRF, §to dovodi do pokretanja stani¢nog
ciklusa 1 inhibicije CDKI 1 proapoptotickih signala. Kada se bioloSka poruka prenese i

provede, ligand-receptor kompleks se internalizira i razgraduje u lizosomima. Uzorak



heterodimerizacije, unutarstani¢ni signalni put i brzina internalizacije i razgradnje
receptora ovise o ligandu koji je vezan za receptor.

HER2/neu nema specifican ligand, ve¢ je njegova bioloska uloga najvjerojatnije
modulacija signala rasta i razmnoZzZavanja preneSena putem EGF/EGFR.*' Naime,
stanicama koje imaju nisku ili oste¢enu ekspresiju HER2/neu je potrebna jaka aktivacija
HERI1 receptora kako bi se aktivirali unutarstani¢ni signalni putevi promocije rasta i
razmnozavanja. Za to je potrebna velika koli¢ina parakrinih EGFR liganda, a koji se u
dovoljnoj koli¢ini lu¢e samo u slucaju ostecenja tkiva. Dimerizacija HERI1/HER2
receptora na povrsini stanica ima puno jacu signalnu aktivnost, $to stanice ¢ini puno
stanice koje imaju oStec¢en c-erb-B2 otporne na tumorigeni uc¢inak EGF, dok su stanice
koje imaju oStecenu bilo ekstracelularnu bilo intracelularnu domenu EGFR ali imaju
ocuvan c-erb-B2 sposobne izvrsiti sve signalne poruke prenesene EGF-om. Na povrSini
stanica koje ih prekomjerno eksprimiraju se moze dogoditi i spontana HER2/HER2
homodimerizacija i bez vezivanja specificnih liganda, a takvi dimeri imaju snaznu
signalnu aktivnost i omogucavaju autonomnu bazalnu stimulaciju rasta.*!

U posljednjih 20 godina provedena su brojna istrazivanja o ulozi HER2/neu u
karcinogenezi tumora dojke. Pojacana ekspresija HER2/neu nalazi se u oko 25-30%
karcinoma dojke.*" Stanice koje imaju pojadanu ekspresiju HER2/neu mogu na svojoj
povrsini imati i do dva milijuna kopija receptora u usporedbi s 20000-50000 kopija na
normalnim epitelnim stanicama, S$to dovodi do snaznog pojacanja unutarstani¢nog
signaliziranja 1 malignog rasta. Unato¢ konstantnim kontroverzama glede biologije,
prognosticke vaznosti i metodama koristenim za odredivanje HER2/neu, opcenito je
prihvaceno da je pojacana ekspresija HER2/neu povezana s visSim histoloskim gradusom
tumora, izostankom ekspresije hormonskih receptora, aneuploidijom, visokim
proliferacijskim indeksom, veli¢inom tumora te, posljedi¢no, lo§im klinickim ishodom
zbog povecane agresivnosti, potencijala diseminacije i otpornosti na lijeCenje.
Prognosticka uloga c-erb-B2 za odgovor na kemoterapiju ili hormonsku terapiju nije
jasno definirana. Naime, prema nekim klinickim istrazivanjima u HER2/neu pozitivnih
bolesnica ne samo da izostaje odgovor na hormonsku terapiju, ve¢ tako lijecene
bolesnice imaju loSiju prognozu. Retrospektivne studije ukazuju na bolje ukupno

prezivljenje 1 prezivljenje bez progresije bolesti u HER2/neu pozitivnih bolesnica



lijeCenih kemoterapijom na bazi antraciklina u usporedbi s HER2/neu negativnim
bolesnicama. Jednako tako, kemoterapija na bazi taksana ima bolji u¢inak u HER2/neu
pozitivnih nego u negativnih bolesnica (relativni rizik 65% vs. 35%). Ucinkovitost
kemoterapije na bazi ciklofosfamida, metotreksata i 5-fluorouracila (CMF) u ovisnosti o

HER2/neu ekspresiji ne moZze se jasno procijeniti na osnovu dostupnih podataka.

1.5.4 Klinicki znacaj HER2/ECD

HER2/neu receptor je transmembranski protein veli¢ine 185 kDA. Sastoji se iz tri
dijela, unutastani¢ne tirozin kinaze koja igra ulogu u aktivaciji unutarstani¢nih signalnih
puteva za pokretanje rasta i razmnoZavanja stanica, malog transmembranskog dijela te
vanjske domene (HER2/ECD, eng. extracellular domain) veli¢ine 105 kDA koja sluzi
za vezivanje epidermalnog &imbenika rasta.*"*"***i Normalno ga nalazimo na
povrSini  epitelnih  stanica pluéa, mokra¢nog mjehura, gusterace, dojke i
prostate. "*¢ Metaloproteaze odcjepljuju HER2/ECD s povrsine tumorskih stanica,
te se moze detektirati u serumu bolesnica s primarnim ili metastatskim karcinomom
dojke pomoéu specifi¢nih antitijela.c i<l

Kvantifikacija prekomjerne ekspresije HER-2/neu moze se uciniti imunohistokemijskim
metodama (IHC) ili direktnim ispitivanjem amplifikacije DNA FISH metodom (eng.
fluorescence in situ hybridization) iz histoloskih uzoraka tumorskog tkiva, ili pak
odredivanjem serumske koncentracije HER2/ECD. THC je subjektivna, ovisna o osobi
koja ocitava nalaz, dok je FISH objektivna, ali i tehnicki slozenija metoda. Trenutno je
jedini kit za odredivanje serumske koncentracije HER2/ECD razvijen u farmaceutskoj
tvrtci Bayer (ADVIA Centaur, Bayer Diagnostic, Tarrytown, NY) validiran i odobren
od strane FDA, od nekoliko predlozenih.” Obzirom na neprikladnost histoloskih
uzoraka za pracenje HER-2/neu ekspresije tijekom lijecenja, odredivanje serumske
koncentracije HER2/ECD je i manje invazivno od IHC i FISH metoda, i pruza vise
informacija u smislu procjene dinamike 1 evolucije maligne bolesti tijekom
kemoterapijskog lijeGenja, §to je dokazano u bolesnica s metastatskom bolegéu. c¥-evibevi

Ideja odredivanja HER2/ECD 1 ispitivanja njegove korisnosti u kvantifikaciji ekspresije

HER-2/neu u bolesnica s rakom dojke potjece prvenstveno od potrebe za predvidanjem



patohistoloskog odgovora na kemoterapiju 1 terapiju trastuzumabom tijekom
neoadjuvantnog lije¢enja, obzirom da je histoloski odgovor vazan prognosticki
imbenik preZivljenja navedenih bolesnica. ™%

Brojna su klinicka istrazivanja dokazala prognosticku ulogu HER2/ECD 1 za ukupno
prezivljenje (OS, eng. overall survival) i za interval bez znakova bolesti (DFS, eng.
disease-free survival), dok je u bolesnica s metastatskom boles¢u vazan prognosticki
¢imbenik odgovora na terapiju. Naime, Mehta 1 sur. su jo§ 1998. godine retrospektivnim
istrazivanjem otkrili da je povisena koncentracija HER2/ECD u serumu prije pocetka
adjuvantnog kemoterapijskog lijecenja u 79 bolesnica s rakom dojke II i III stadija bila
znaGajan prognosticki ¢imbenik kraéeg DFS.®" Na kra¢e DFS ukazivala je i povisena
serumska koncentracija HER2/ECD nakon kemoterapije, a jedini bolji prognosticki
¢imbenik bio je broj zahvac¢enih limfnih ¢vorova. Saghatchian 1 sur. su 3 godine kasnije
u retrospektivnom istrazivanju na 700 bolesnica otkrili prognosti¢ku vaznost povisene
serumske koncentracije HER2/ECD za krace DFS i u bolesnica s lokaliziranim
karcinomom dojke, sukladno rezultatima Mehte 1 sur.™" Ukazali su i na pozitivhu
korelaciju serumske koncentracije HER2/ECD s veli¢inom tumora, zahvac¢enoscu
pazusnih limfnih ¢vorova i ve¢im histoloskim gradusom. Sukladno rezultatima Hayesa i
sur., poviSena serumska koncentracija HER2/ECD ukazuje na losije OS u bolesnica s
metastatskom boles¢u ukoliko se lijeCe hormonskom terapijom, no nema znacajniju
prognosti¢ku vaznost u bolesnica lijedenih kemoterapijom.™"

Odredivanje serumske koncentracije HER2/ECD svakih 6 mjeseci nakon inicijalnog
lijecenja karcinoma dojke dobra je metoda za procjenu trenutka povrata bolesti, osobito
u inicijalno HER2 pozitivnih bolesnica. Naime, Isola i sur. su zabiljezili porast
serumske koncentracije HER2/ECD bar 6 mjeseci prije klinicke detekcije udaljenih
metastaza u 37% pracenih bolesnica.”” U istrazivanju Moline i sur. tijekom prve 4
godine pracenja doSlo je do povrata bolesti u 38% bolesnica, a porast serumske
koncentracije HER2/ECD, CA 15-3 ili CEA zabiljezen je u 69,5% svih bolesnica.®""*"!
Porast HER2/ECD bio je prvi znak povrata bolesti u 28,3% bolesnica, odnosno u 83,3%
bolesnica s inicijalno HER2/neu pozitivnim tumorima.

U bolesnica s metastatskom boleS¢u serumska koncentracija HER2/ECD je vazna za
procjenu odgovora na terapiju. Colomer i sur. su prvi 2000. godine ukazali da je

povisena koncentracija HER2/ECD na pocetku lijeCenja statisticki znacajno povezana s



rjedim kompletnim odgovorom (0 vs. 26%, p<0,021) i ukupnim trajanjem odgovora
(7,5 vs. 11 mjeseci, p=0,035) na kemoterapiju paklitakselom i doksorubicinom. ™"
Sli¢ne rezultate dobili su Luftner i sur., kao i1 Harris i sur., s time da u potonjem
istrazivanju nije dokazana korelacija HER ekspresije 1 OS ukoliko se HER status
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odredivao imunohistokemijski ili fluorescentnom in-situ hibridizacijom. Lipton i
sur. ukazali su da bolesnice s HER2/neu, ER i PgR pozitivnim tumorima, a koje se
lijeCe megastrol acetatom ili inhibitorom aromataze, imaju slabiji odgovor na terapiju
(kompletni odgovor + djelomi¢ni odgovor + stabilna bolest 23 vs. 45%), krace trajanje
odgovora na terapiju (11,7 vs. 17,4 mjeseca) i vrijeme do progresije bolesti (90 vs. 180
dana) ukoliko su u pocetku lijeCenja imale poviSenu serumsku koncentraciju
HER2/ECD."™ U istom ispitivanju uoceno je da bolesnice s inicijalno poviSenom
koncentracijom HER2/ECD imaju nesSto bolji odgovor na terapiju ukoliko se lijeCe
inhibitorom aromataze.

Niz klini¢kih istrazivanja ukazuje na korelaciju serumske koncentracije HER2/ECD i
progresije odnosno regresije metastatskog karcinoma dojke, te se kontinuirano
odredivanje HER2/ECD moze koristiti i za procjenu odgovora tumora na lijeCenje.
Serijskim pra¢enjem HER2/ECD u HER2/neu pozitivnih bolesnica na taj na¢in mozemo
umanjiti 1 toksicnost kemoterapije, koriste¢i trastuzumab kao terapiju odrzavanja
tijekom remisije bolesti, a kombiniraju¢i ga s kemoterapijom samo u intervalima
progresije bolesti. Naime, Cook i sur. su ukazali na vrlo dobru korelaciju serijskog
odredivanja HER2/ECD 1 klinickog tijeka bolesti u 86,8% bolesnica, dok su Esteva i
sur. su ukazali na pad serumske koncentracije HER2/ECD u 87% bolesnica lije¢enih
trastuzumabom 1 paklitakselom u tjednom rezimu, a u kojih je dokazan klinicki i
radiologki odgovor na terapiju.”* U potonjem istraZivanju su u 75% bolesnica
vrijednosti HER2/ECD pale ,,na normalu® (tj. ispod 15 ng/mL).

U jednom klinickom ispitivanju ispostavilo se da pocetna serumska koncentracija
HER2/ECD nema prognostiCku vaznost niti u bolesnica s lokalnim niti s
uznapredovalim tumorima dojke, no 1 u tom je istrazivanju kinetika koncentracije
HER2/ECD u bolesnica s lokalno uznapredovalim HER-2 pozitivnim tumorima bila
povezana s dobrim patohistoloskim odgovorom na neoadjuvantnu kemoterapiju
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antraciklinima ili taksanima uz trastuzumab.



Pretpostavlja se da HER2/neu ekspresija nije homogena u c¢itavom tumoru zbog
poliklonalnosti, tako da HER2/ECD odrazava trenutnu ekspresiju HER2/neu statusa
tumora, dok ugljikohidratni antigeni poput CA 15-3 ili CA 27.29 odrazavaju ukupnu
tumorsku masu, Sto potvrduje i razlicita kinetika HER2/ECD i CA antigena za vrijeme
lijecenja. U gotovo svih bolesnica lijeCenih trastuzumabom pad serumske koncentracije
HER2/ECD odmah po =zapocCinjanju lijeCenja govori za 90%-tnu vjerojatnost
kompletnog ili djelomi¢nog odgovora na terapiju. Ukoliko koncentracija HER2/ECD ne
padne za vise od 35% tijekom prva 4 tjedna lije€enja, tumor najvjerojatnije ne odgovara
na terapiju, te je potrebna rana reevaluacija statusa bolesti.”™" Naime, u oko 20%
bolesnica s metastatskim povratom bolesti uo¢ava se promjena HER2/neu statusa,
najvjerojatnije kao posljedica klonalne selekcije primijenjenom terapijom.CXXVi Uzmemo
li u obzir da su HER2/neu klonovi otporniji na lijeCenje logican je i rezultat istrazivanja
Brauna i sur. koji ukazuje na vecu ucestalost HER2/neu pozitivnosti u metastazama
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recidiva nego u primarnim tumorima (50-68% vs. 20-30%)).

1.5.5 Lijecenje raka dojke

Bolesnice s rakom dojke lijeCe se lokalnom (kirurgija, radioterapija) i sistemskom
terapijom (kemoterapija, imunoterapija, hormonska terapija, bioterapija), s ciljem
produzavanja zivota i poboljSanja kvalitete Zivota u bolesnica s uznapredovalom
bolesc¢u, te s ciljem smanjenja rizika povrata bolesti u bolesnica s lokalnom ili lokalno
uznapredovalom boles¢u. Izbor modaliteta lijeCenja, njihovih kombinacija i slijeda treba
biti individualan, a ovisi prvenstveno o klinickom stadiju bolesti, prethodnom lijecenju,
osobinama tumora, Zivotnoj dobi bolesnice i komorbiditetima. "

U bolesnica s lokaliziranom boles¢u lije¢enje najces¢e zapocinje kirurSkim zahvatom.
Niz je klinickih studija u bolesnica s boles¢u stadija I i II pokazao da se radikalnom
mastektomijom s disekcijom pazusnih limfnih ¢vorova postizu isti rezultati kao 1 s
posStednim kirurSkim zahvatom uz odstranjenje pazusnih limfnih ¢vorova i adjuvantnu
radioterapiju dojke. ™™ Apsolutne kontraindikacije za postedni kirurski zahvat su
prethodno provedena radioterapija dojke ili torakalne stijenke, trudnoca, difuzni
mikrokalcifikati malignog izgleda na mamografiji, te nemoguénost potpunog

odstranjenja tumora, a relativne kontraindikacije su aktivna bolest vezivnog tkiva

(sistemska skleroderma, sistemski eritematodni lupus) i tumori veéi od 5 cm.”™ Kod



bolesnica s klinickim stadijem I i II pri disekciji aksile potrebno je odstraniti najmanje
10 limfnih ¢vorova prve i1 druge razine, a u slucaju ekstenzivne zahvaéenosti istih
potrebno je zahvat proSiriti 1 odstraniti limfne ¢vorove trece razine. U bolesnica s
minimalnom boles¢u (T1NO) jednako je ucinkovita i biopsija prvog drenaznog limfnog
¢vora (eng. sentinel biopsy) uz disekciju aksile u slucaju zahvacenosti istog ¢vora

tumorom. "

Nakon postednog kirurSkog zahvata u gotovo svih bolesnica provodi se
radioterapija dojke, a ovisno o stadiju bolesti i limfne drenaze. Sukladno recentnim
studijama pokazalo se da izostanak adjuvantne radioterapije ne kompromitira uspjesnost
lijecenja bolesnica starijih od 70 godina s hormonski ovisnim tumorom klini¢kog stadija
L. Nakon mastektomije, adjuvantna radioterapija torakalne stijenke i limfne drenaze
se provodi u bolesnica s 4 ili viSe pozitivnih pazusnih limfnih ¢vorova, s tumorom T3 ili
T4 bez obzira na zahvacenost limfnih ¢vorova, te s 1-3 pozitivna pazu$na limfna ¢vora
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u slucaju nazocnosti drugih loSih prognostickih ¢imbenika. Adjuvantna
kemoterapija se daje bolesnicama s pozitivnim limfnim ¢vorovima, HER2 pozitivnim
tumorima, tumorima negativnim na HER2, ER 1 PR (eng. tripple negative) i u bolesnica
s hormonski ovisnim HER2 negativnim tumorima u slucaju prisutnosti drugih losih
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prognostickih ¢imbenika. Kada je potrebno adjuvantno primijeniti i kemoterapiju i
radioterapiju, slijed ordiniranja je sekvencijski, a lijeCenje se zapoc€inje kemoterapijom.
Naime, niz klini¢kih studija provedenih jo§ od 1989. godine pokazao je da je upravo
ovaj slijed lijeCenja optimalan: poznato je kako kemoterapija ima ucinak na smanjenje
ucestalosti 1 lokalnog 1 metastatskog recidiva kao i1 primjena radioterapije unutar 16
tjedana od operativnog zahvata, no istodobna je primjena limitirana
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(kardio)toksi¢noscu. Meta-analiza adjuvantne kemoterapije u lijecenju
raka dojke objavljena 2005. godine (protokoli nisu ukljucivali taksane) ukazala je na
godiS$nje smanjenje rizika smrti od raka dojke za 38% u bolesnica dobi manje od 50
godina, odnosno za 20% u bolesnica dobi 50-69 godina, ukoliko su lijeCene
adjuvantnom kemoterapijom na bazi antraciklina (protokoli AC, FAC, FEC).“™*
Dodatno poboljSanje prezivljenja bez povrata bolesti, a sukladno nekim studijama i
ukupnog prezivljenja, moze se posti¢i primjenom kemoterapije na bazi antraciklina i
taksana, od kojih se najuginkovitijom pokazala tjedna primjena paklitaksela, " !=* prj
odabiru optimalnog kemoterapijskog protokola osim ucinkovitosti treba imati na umu i

toksi¢nost te komorbiditete bolesnice. Stoga nije rijetkost primjena protokola bez



antraciklina i taksana, primjerice u starijih bolesnica s kardijalnim komorbiditetom (npr.
CMF).

Adjuvantna primjena trastuzumaba tijekom godinu dana treba se provesti u bolesnica s
HER2 pozitivnim tumorima. MoZe se ordinirati konkomitantno s kemoterapijom (osim
antraciklina), radioterapijom ili hormonskom terapijom.c*¢*1

U velike vecine bolesnica s hormonski pozitivnim tumorima potrebno je provesti
adjuvantnu hormonsku terapiju, neovisno o dobi, menopauzi ili HER2 statusu. Moguci
izuzetak su bolesnice s TINO tumorima veli¢ine do 10 mm, koje uz ostale povoljne
prognosticke ¢imbenike imaju odli¢nu prognozu i bez hormonske terapije. Menopauza
utjeCe na izbor hormonske terapije: premenopauzalnim bolesnicama ordinira se
tamoksifen tijekom 5 godina, bilo u monoterapiji ili uz supresiju funkcije jajnika
(ovariektomija, radioterapijska kastracija ili supresija LHRH agonistima), dok se
postmenopauzalnim ordinira inhibitore aromataze tijekom 5 godina ili sekvencijalno
tamoksifen tijekom 2-3 godine a potom inhibitor aromataze do ukupno 5 godina
lijecenja.

U bolesnica s lokalno uznapredovalom boles¢u klinickog stadija III provodi se
neoadjuvantno kemoterapija na bazi antraciklina ili taksana, nakon ¢ega se (ukoliko je
moguce) ucini operativni zahvat.

Unato¢ napretku u adjuvantnom lijecenju lokaliziranog raka dojke, jo§ uvijek oko 20-
30% bolesnica dobije metastatski recidiv bolesti.™ Po definiciji bolest je u ovom
stadiju neizlje¢iva, s medijanom prezivljenja od 12-30 mjeseci i1 petogodiSnjim
prezivljenjem od 15-30%.°™*M! Samim time u prvi plan lije¢enja dolaze, uz
produljenje Zivota, poboljSanje kvalitete Zivota i smanjenje toksi¢nosti lijeCenja. Na
raspolaganju su nam svi prethodno spomenuti terapijski modaliteti.

Za bolesnice s hormonski ovisnim tumorima razumno je lijeCenje zapoceti hormonskom
terapijom, a tek u slu¢aju njezine neucinkovitosti, pojave rezistencije, znacajne
proSirenosti bolesti ili vitalne ugrozenosti u pocetku lijeCenja isprva ordinirati
kemoterapiju.

Unato¢ provedenim brojnim studijama ne postoji definiran optimalan kemoterapijski
protokol za prvu liniju lije¢enja metastatskog raka dojke. Nije definirano niti optimalno
trajanje prve linije kemoterapije, obzirom da ne postoje Cvrsti dokazi za bolje

prezivljenje bolesnica protrahirano lijeCenih prvom linijjom kemoterapije u nazo¢nosti



dobrog odgovora. " Cochrane analiza objavljena 2009. godine ukazala je na
prednost polikemoterapije na bazi antraciklina u odnosu na monokemoterapiju, no u
drugim studijama dobiveni su kontradiktorni rezultati. Uzevsi u obzir da je u dana$nje
vrijeme vecina bolesnica s metastatskim recidivom kemoterapiju na bazi antraciklina
primila adjuvantno, nameée se monokemoterapija taksanima kao optimalan izbor prve
linije lijecenja, uz napomenu da se kemoterapija na bazi antraciklina moze pokusati
ponovno ordinirati u prvoj liniji ako je proslo vise od 12 mjeseci od adjuvantnog
lijeCenja imavsi u vidu maksimalnu dopustenu kumulativnu dozu antraciklina. """ U
bolesnica koje su adjuvantno primale i antracikline i taksane, na raspolaganju imamo
nekoliko citostatika sa znaCajnim klinickim ucinkom: kapecitabin, vinorelbin,
gemcitabin, cisplatinu, mitomicin i mitoksantron.cli-civ.elv.elvielviielviii.clix

U bolesnica s HER2 pozitivnim tumorima potrebno je lijeCenje trastuzumabom ili
lapatinibom obzirom da se dodatkom anti-HER2 terapije uz kemoterapiju postize
znaGajno bolji odgovor na lijeenje, no nije definirano optimalno trajanje lijeGenja.™
Postoje cak studije koje su ukazale da postoji korist od nastavka lijeCenja
trastuzumabom unato¢ progresiji bolesti.™

Posljednjih godina pojavljuje se Citav niz lijekova koji otvaraju nove terapijske opcije u
lijeCenju metastatskog raka dojke, poput angiostatika (bevacizumab), novih citostatika
(eribulin, iksabepilon), poli ADP riboza polimeraza (PARP) inhibitora, no koji su jo$

uvijek u tijeku klinickih ispitivanja.



2. HIPOTEZA

Osnovna hipoteza istrazivanja je da je serumska koncentracija HER2/ECD u bolesnica s
ranim rakom dojke ve¢a od koncentracije HER2/ECD u zdravih Zena. Sukladno naSoj
procjeni navedena koncentracija u bolesnica bi trebala biti manja i od koncentracije u
bolesnica s metastatskim rakom dojke.

Potvrda hipoteze bila bi nedvojben znanstveni doprinos s obzirom da u svijetu do sada
nije provedeno slicno istrazivanje te da bi pozitivan rezultat mogao imati dodatnu vaznu
ulogu u planiranju lijecenja bolesnica s ranim rakom dojke, a koje imaju visoku stopu

izljecenja.



3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Glavni cilj ovog istrazivanja bio je ispitivanje ucestalosti poviSene serumske
koncentracije vanstanicne domene HER2 receptora u bolesnica s ranim rakom dojke
klinickog stadija I 1 II, a specifi¢ni ciljevi istrazivanja su bili ispitivanje ucestalosti
ekspresije HER2/neu receptora u tkivu tumora i komparacija sa serumskom HER2
pozitivnos¢u, usporedba poviSene serumske koncentracije HER2/ECD s poznatim
¢imbenicima rizika, te odredivanje utjecaja poviSene koncentracije HER2/ECD na
prezivljenje do progresije bolesti kao surogat ukupnog prezivljenja u adjuvantno
lijeCenih bolesnica s ranim rakom dojke.

Sukladno nasoj procjeni u Klinici se kontrolira oko 25-30% svih bolesnica s tumorima
dojke u Hrvatskoj, Sto nam ekstrapolacijom dobivenih rezultata omogucéava
vjerodostojnu procjenu histoloskih osobina karcinoma dojke i bioloskih promjena
tumora tijekom lijecenja te njihovog znacaja za prognozu bolesti i ucinkovitost lijeCenja
u bolesnickoj populaciji u Hrvatskoj. Dobiveni podaci daju uvid u ucestalost HER2/neu
pozitivnih tumora, ucinkovitost lije¢enja karcinoma dojke i1 prognosticki znacaj
HER2/neu i HER2/ECD u Hrvatskoj, a isti ¢e se podaci moci dalje koristiti u boljem
planiranju optimalnog lijeCenja bolesnica te procjeni i racionalizaciji zdravstvenih

troSkova.



4. BOLESNICI I METODE

4.1 Bolesnice i kontrolna skupina

U prospektivno opservacijsko istrazivanje je ukljueno 66 bolesnica starijih od 18
godina, s lokaliziranim citoloski ili histoloSki dokazanim karcinomom dojke, koje su
lijecene u poliklini€¢koj i stacionarnoj sluzbi Klinike za onkologiju od veljac¢e 2009. do
veljace 2010. godine., a uz odobrenje etickog povjerenstva KBC Zagreb i etickog
povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu te uz vlastitu pisanu
suglasnost. 41 bolesnica imala je tumor klinickog stadija I ili II, te su samim time bile
kandidati za poStedno kirursko lijeCenje. Uzorci navedenih bolesnica koriSteni su za
daljnje analize, pri ¢emu je osigurana adekvatna statisticka snaga istrazivanja. Medijan
pracenja bolesnica bio je 22,8 mjeseci, a s dvije bolesnice je izgubljen kontakt tijekom
pracenja. U 66% ukljucenih bolesnica (27/41) uocena je TINO bolest, a 34% (14/41)
imalo je tumore svrstane kao TI1N1. Raspon dobi bolesnica bio je 35 do 82 godine
Zivota, a prosjecna dob bila im je 60 godina.

U kontrolnu skupinu uklju¢ene su 52 zdrave Zene, s negativnom obiteljskom
anamnezom za tumore dojke, a koje su starije od 18 godina, sli¢nih demografskih
osobina kao ispitivana skupina, te u kojih je iskljuena nazocnost fibrocisti¢nih
proliferativnih bolesti dojke na redovitom jednogodi$Snjem klinickom kontrolnom
pregledu (mamografski u bolesnica starijih od 40 godina i ehosonografijom dojke u
mladih, a prema potrebi i1 citoloSkom punkcijom u dvojbenim slu¢ajevima) u ambulanti
za bolesti dojke Klinike za onkologiju KBC Zagreb od veljace 2009. do veljace 2010.

godine. Kontrolna skupina nije bila nuzna za odredivanje prevalencije i prognosticke



vaznosti serumske koncentracije HER2/ECD u bolesnica s novootkrivenim karcinomom
dojke, ali smo je definirali zbog samokontrole reprezentativnosti vlastitih rezultata,
procjene dijagnosticke vrijednosti testa te pojacanja negativne prediktivne vrijednosti
testa.

Obiljezja bolesnica prikazana su u tablici 3.



Tablica 3. ObiljeZja bolesnica

Broj %
Dob
medijan 61
raspon 36-83
PHD
CDI 32 78,05
CLI 5 12,19
Ca medullare 1 2,44
Ca papillare 1 2,44
DCIS 2 4,87
TNM
T1 21 51,22
T2 20 48,78
NO 26 63,42
N1 15 36,59
ER/PR
ER+/PR+ 21 51,22
ER+/PR- 4 9,76
ER-/PR+ 0 0
ER-/PR- 16 39,02
HER2/neu 5 12,2
Ki67 26 63,42
Adjuvantna
terapija
antraciklini 22 53,66
taksani 3 7,32
hormonska 28 68,29
trastuzumab 5 12,2
samo RT 4 9,76

Bolesnice su lijeCene u naSoj ustanovi postednim ili radikalnim kirur§kim zahvatom,
standardnim kemoterapijskim protokolima, hormonskom terapijom i imunoterapijom
trastuzumabom, sukladno indikacijama.

Inicijalno su prikupljeni podaci o dobi, menopauzalnom statusu, stadiju bolesti 1 vrsti
kirurSkog zahvata. Za sve bolesnice je odredena histoloSka vrsta i gradus tumora, Ki67,
status ER 1 PgR (komercijalnim dijagnostickim testovima), serumska koncentracija
CA15-3 (ECLIA metodom — Modular Roche, Deutsche Gesellschaft fiir Klinische
Chemie E.V.), zatim tkivna ekspresija HER2/neu (imunohistokemijski HercepTest kit
protokolom — Dako Ltd., Denmark House, Angel Drove, Ely, Cambridgeshire, CB7

4ET, Velika Britanija, ili u grani¢nim slu¢ajevima fluorescentnom iz situ hibridizacijom



— Abbot-Vysis PathVysion HER-2 DNA Probe kit, Abbot Laboratories, Abbot Park, IL)
te serumska koncentracija HER2/ECD (ELISA metodom tvrtke Bayer — Human Neu
Oncoprotein ELISA, Oncogene Science/Bayer Diagnostics, Cambridge, MA; patent u

vlasnistvu Siemens diagnostics te odobren od strane FDA).

4.2 Prikupljanje uzoraka tumorskog tkiva i odredivanje
ekspresije HER2/neu

Uzorci tumorskog tkiva prikupljeni su u svih operiranih bolesnica. Tkivna ekspresija
HER2/neu odredena je imunohistokemijski HercepTest kit protokolom (Dako Ltd.,
Denmark House, Angel Drove, Ely, Cambridgeshire, CB7 4ET, Velika Britanija) na
parafinskim blokovima tumorskog tkiva fiksiranim formalinom, a semikvantificirana je
kao 0 (ukoliko se stanice ne bojaju ili se boja manje od 10% pregledanih stanica), 1+
(ako je bojenje vise od 10% pregledanih stanica slabo i nepotpuno), 2+ (ako se vise od
10% stanica boja umjereno) ili 3+ (ako se viSe od 30% stanica jasno i potpuno boja), s
time da se samo 3+ definira kao pozitivan nalaz, a 0 ili 1+ kao negativan nalaz. U
grani¢nim slucajevima (2+) koristili smo fluorescentnu in situ hibridizaciju (Abbot-
Vysis PathVysion HER-2 DNA Probe kit, Abbot Laboratories, Abbot Park, IL),
sukladno preporukama proizvodaca. Rezultati FISH-a su interpretirani na 60
pregledanih tumorskih jezgara, tako da je izracunat omjer prosjecnog broja kopija
HER2/neu gena i centromere kromosoma 17, s time da su uzorci u kojima je navedeni
omjer ispod 2,0 smatrani negativnima, a uzorci u kojima je omjer 2,0 ili veéi
pozitivnima. Gradus tumora, odnosno njegova invazivnost je odredena

Nottinghamskom metodom.



Tkivna tumorska ekspresija ER, PgR, HER2/neu, kao i histoloska vrsta i gradus tumora
te odredivanje HER2 statusa FISH metodom ucinjeno je u Klinickom zavodu za

patologiju KBC Zagreb.



4.3 Prikupljanje i analiza uzoraka krvi i odredivanje
HER2/ECD u serumu

Prikupljeni uzorci od po 5 mL krvi su centrifugirani 5 minuta na 1250 g, nakon Cega je
odvojen serum i uskladisten na -20°C ili na nizoj temperaturi. U svakom prikupljenom
uzorku krvi jedan puta je odreden HER2/ECD 1 CA 15-3.

Serumska koncentracija CA 15-3 odredivana je ECLIA metodom (Modular Roche,
Deutsche Gesellschaft fiir Klinische Chemie E.V.) sukladno preporukama proizvodaca.
Raspon referentnih vrijednosti za CA 15-3 je od 0-25 kIU/L.

Odredivanje HER2/ECD ucinjeno je ELISA metodom tvrtke Bayer (Human Neu
Oncoprotein ELISA; Oncogene Science/Bayer Diagnostics, Cambridge, MA; patent u
vlasni§tvu Siemens Diagnostics). Raspon referentnih vrijednosti za HER2/ECD u
bolesnica s metastatskom boles¢u je 0-15 ng/ml, a metoda je odobrena od strane FDA
za pracenje bolesnica s metastatskim rakom dojke. Ukratko, kit za odredivanje
HER2/ECD je dvostruki sandwich imunoesej. U reagensu ,,Lite* je mi§je monoklonalno
antitijelo TA-1 obiljezeno akridinijskim esterom, a u ,,Fluorescein Conjugate* reagensu
nalazi se monoklonalno misje antitijelo NB-3 obiljezeno fluoresceinom. Oba
monoklonalna antitijela specificna su za razliite epitope na vanstani¢noj domeni
HER2/neu. Tre¢a komponenta sustava je ,,Solid Phase®, koji se sastoji od procis¢enog
miSjeg monoklonalnog antitijela koje veZe nastali imunokompleks, a kovalentno je
vezano s paramagnetskim cCesticama. Izmjerena kemiluminiscencija je izravno

proporcionalna koli¢ini HER2/ECD antigena u uzorku.



Odredivanje serumske koncentracije CA 15-3 i HER2/ECD je ucinjeno u Klini¢kom
zavodu za laboratorijsku dijagnostiku KBC Zagreb.

4.4 Procjena prosirenosti bolesti i pracenje bolesnica

ProSirenost bolesti je klasificirana prema medunarodnoj TNM klasifikaciji, odnosno
pTNM nakon klasi¢ne patohistoloSke analize. Zahvacéenost limfnih ¢vorova
procijenjena je iz patohistoloskih nalaza disekcije aksile, a odsutnost udaljenih
metastaza ispitana je radioloski prije planiranog operativnog zahvata.

Za vrijeme istrazivanja bolesnice su prac¢ene klinicki, laboratorijski i radioloski tijekom
dvije godine, Cetiri puta tijekom godinu dana u predvidenim razmacima od po 3
mjeseca, a u slucaju pojave klinickog ili biokemijskog povrata bolesti odmah. Klinicki
status je procijenjen fizikalnim pregledom prilikom svake kontrole bolesnica.
Laboratorijska kontrola za biokemijski povrat bolesti podrazumijevala je rutinske
laboratorijske pretrage (hematoloSke, op¢e biokemijske i mali koagulogram) te
odredivanje serumske koncentracije tumorskog biljega CA15-3, a radioloSke
dijagnosticke pretrage rutinski su podrazumijevale rendgenogram srca i pluca te
ehosonografski pregled trbuha prilikom svake kontrole, uz scintigrafiju kostiju jednom
godisnje. Ciljani rendgenogrami kostiju ucinjeni su u slucaju patoloSkog nalaza
scintigrafije, a kompjutorizirana tomografija odgovarajuc¢ih anatomskih regija u slucaju
pojave suspektnih lezija u nalazima rendgenograma pluca i ehotomografije trbuha.

Pracenje bolesnica prikazano je u tablici 4.

Tablica 4. Prikaz pracenja bolesnica




Mjesec pracenja

— N TN ®e AR IS REZ2SRASS
FP X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Lab. X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
CA X X X X X X X X
15-3
Rtg s/p X X X X X X X X
UZV X X X X X X X X
SK X X

CT, ciljane Rtg snimke: u slucaju patoloskog nalaza snimke pluca ili scintigrafije kostiju

FP = fizikalni pregled; Lab. = rutinske laboratorijske pretrage (KKS, DKS, kreatinin, urea,
Na, K, Ca, AST, ALT, GGT, ALP, LDH, CK, bilirubin, PV, APTV, fibrinogen); Rtg s/p =

rendgenogram srca i plu¢a; UZV = ehotomografija abdomena; SK = scintigrafija kostiju.



4.5 Statisticka analiza

Rad je dizajniran kao prospektivna opservacijska studija za opis prevalencije povisene
serumske koncentracije HER2/ECD u bolesnica s ranim rakom dojke, njezinu korelaciju
s poznatim Cimbenicima rizika, te njezin prognosticki znacaj za prezivljenje do
progresije bolesti (TTP, eng. time to progression ili DFS, eng. disease-free survival) i
ucinak na ukupno prezivljenje (OS, eng. overall survival).

Za 1ispitivanje prevalencije serumskog HER2 pozitiviteta koriSten je z-test, uz
pretpostavljenu proporciju u uzorku 0,30 1 0=0,05. Uklju¢ivanjem vise od 39 bolesnica
osigurana je adekvatna statisticka snaga istrazivanja. Za usporedbu serumskih
koncentracija HER2/ECD u skupini bolesnica i kontrola koriSten je t-test. Za korelaciju
HER2/neu 1 HER2/ECD s drugim ¢imbenicima rizika koristen je Kendallov test. Za
odredivanje dijagnosticke vrijednosti HER2/ECD koristen je ROC (eng. receiver
operating characteristic curve) dijagram s povrSinom ispod krivulje (AUC, eng. area
under curve) kao mjerilom dijagnosticke vrijednosti testa, a TG-ROC krivulja za
odredivanje najbolje granicne vrijednosti serumske koncentracije HER2/ECD. Mjerila
vrijednosti testa (specifi¢nost, osjetljivost) izraCunata su koriStenjem softvera STATA
10.1 (Stata Press, College station, Texas, USA). Bolesnice su stratificirane sukladno
prezivljenu do progresije bolesti (DFS, eng. disease-free survival), koje je definirano
kao vremenski interval u od zavrSetka lijeCenja do pojave recidiva, te su s ciljem
ispitivanja prognosticke vrijednosti odredivanja serumske koncentracije HER2/ECD u

bolesnica s ranim rakom dojke izracunate procjene prezivljenja Kaplan-Meier analizom.



S. REZULTATI

Srednja serumska koncentracija HER2/ECD u bolesnica s karcinomom bila je 8,62
ng/ml (SD £1,486), a u zdravih kontrola 5,78 ng/ml (SD £3,99). Usporedba srednjih
koncentracija HER2/ECD ucinjena je t-testom, i dobivena je statisticki znacajna razlika
(p=0,000061), cime je potvrdena osnovna hipoteza istrazivanja. Prikaz distribucije
serumske koncentracije HER2/ECD u bolesnica i zdravih kontrola prikazane su na slici

112, ausporedba (Box i Whisker dijagram) je prikazan na slici 3.
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Slika 1. Prikaz normalnosti distribucije serumske koncentracije HER2/ECD u bolesnica

s ranim rakom dojke.
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Slika 2. Prikaz normalnosti distribucije serumske koncentracije HER2/ECD u zdravih

kontrola.
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Slika 3. Box i1 Whisker dijagram usporedbe serumskih koncentracija HER2/ECD u
bolesnica s rakom dojke i zdravih kontrola (p=0,000061).



Izracunata je najbolja dijagnosticka grani¢na vrijednost serumske koncentracije
HER2/ECD izmedu bolesnica s karcinomom i zdravih kontrola, koja je iznosila 7,7
ng/ml. Bolesnice su stratificirane u dvije skupine: s koncentracijom HER2/ECD >7,7
ng/ml koje su deklarirane kao pozitivne, te s koncentracijom HER2/ECD <7,7 ng/ml
koje su deklarirane kao negativne. U skupini pozitivnih bila je 31 bolesnica, a

negativnih je bilo 10. TG-ROC krivulja je prikazana na slici 4.
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Slika 4. TG ROC krivulja za odredivanje najbolje grani¢ne vrijednosti serumske
koncentracije HER2/ECD. Crvena linija predstavlja specifi¢nost, a plava osjetljivost

testa.

Daljnjom analizom ustanovljena je pozitivna korelacija izmedu serumske HER2/ECD
pozitivnosti 1 veceg gradusa tumora, veéeg proliferacijskog indeksa Ki67, te ekspresije
ER 1 PR. Serumska HER2/ECD pozitivnost nije korelirala s klinickim stadijem bolesti,
kao niti s histoloSkom HER2/neu pozitivnos¢u. Tkivna HER2/neu pozitivnost korelirala
je s ve¢im gradusom tumora, vec¢im proliferacijskim indeksom Ki67, te brojem

tumorom zahvacéenih pazu$nih limfnih ¢vorova. Nije dokazana pozitivna korelacija



izmedu tkivne HER2/neu pozitivnosti i statusa hormonskih receptora te kliniCkog
stadija bolesti. U tablici 5. prikazani su korelacijski koeficijenti serumske i histoloske

HER?2 pozitivnosti s ostalim ¢imbenicima rizika.

Tablica 5. Koeficijenti korelacije serumske koncentracije HER2/ECD i histoloske

HER2/neu pozitivnosti s drugim ¢imbenicima rizika

Broj
ER PR Ki67 poz. Zahv.LN Stadij HER2/ECD
Varijabla NG (%) (%) (%) LN (+/-) bolesti  bolesnice
HER2/ECD 0,28 0,19 047 042 0,19 -0,09 -0,18 1,00
HER2/neu 0,31 -045 -0,38 024 0,19 0,05 -0,01 -0,06

NG = nuklearni gradus, ER = estrogenski receptori, PR = progesteronski receptori, Zahv. LN

= zahvacenost limfnih ¢vorova.

Test je pokazao dobru dijagnosticku vrijednost za rani rak dojke. U svrhu ispitivanja
dijagnosticke vrijednosti testa koriSten je ROC dijagram, s povrSinom ispod krivulje kao
mjerilom dijagnosticke vrijednosti testa. AUC je iznosila 0,739, uz osjetljivost testa od
76,92% 1 specificnost od 72,92%. Pozitivna prediktivna vrijednost iznosila je 69,77%, a
negativna prediktivna vrijednost testa bila je 79,55%. Koriste¢i grani¢nu vrijednost od
7,7 ng/ml, ispravno je klasificirano 74,71% bolesnica. ROC dijagram prikazan je na

slici 5.
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Slika 5. ROC dijagram za procjenu dijagnosticke vrijednosti testa koriste¢i grani¢nu
vrijednost serumske koncentracije HER2/ECD od 7,7 ng/ml. AUC (area under ROC

curve) = 0,739, Sto ukazuje na dobru dijagnosticku vrijednost.

U konacnici je Kaplan-Meier analizom izracunata procjena razlike u ukupnom
prezivljenju izmedu navedenih skupina bolesnica na osnovi podatka o vremenu do
progresije bolesti. Medijan pracenja bolesnica bio je 22,8 mjeseci, sukladno planu
istrazivanja. Srednje vrijeme ukupnog prezivljenja u bolesnica sa serumskom
koncentracijom HER2/ECD <7,7 ng/ml bilo je 22,8 mjeseci, a u bolesnica sa
serumskom koncentracijom HER2/ECD >7,7 ng/ml 13,5 mjeseci. Nije bilo statisticki
znacCajne razlike u ukupnom prezivljenju izmedu dvaju skupina bolesnica (Log rank

p=0,369). Krivulje procjene prezivljenja prikazane su na slici 6.
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Slika 6. Kaplan-Meier analiza procjene prezivljenja na osnovi podatka o vremenu do
progresije bolesti. Crvena linija predstavlja bolesnice sa serumskom koncentracijom
HER2/ECD > 7 ng/ml, a plava bolesnice s koncentracijom < 7 ng/ml. Log-rank test nije

pokazao statisti¢ki znacajnu razliku u prezivljenju (p=0,369).



6. RASPRAVA

HER2/neu receptor je transmembranski protein veli¢ine 185 kDA, ¢ije je prognosticko i
prediktivno znacenje nedvojbeno potvrdeno u brojnim klinickim istrazivanjima. Kao
zlatni standard za odredivanje HER2 pozitivnosti uzima se imunohistokemijsko bojenje
receptora u tkivu tumora. Uslijed nekonzistentnosti rezultata imunohistokemijskog
(semikvantitativnog) odredivanja HER2 pozitivnosti zbog subjektivnosti same metode,
koja uvelike ovisi o iskustvu patologa i onkoloskog centra opcenito, pokazala se potreba
za otkrivanjem alternativnih metoda zbog potrebe za kvantifikacijom pozitivnosti
dobivenih rezultata. Kao najbolje metode za odredivanje HER2 statusa iz tkiva tumora u
dvojbenim slucajevima na osnovi imunohistokemijske analize pokazale su se
fluorescentna i kromogena in situ hibridizacija, a koje se zasnivaju na odredivanju
direktne amplifikacije DNA. Odabir metode ovisi prvenstveno o iskustvu te o
mogucnostima pojedinog medicinskog centra.

Znanstvena 1 klinicka istrazivanja tijekom posljednjih nekoliko godina ukazala su na
moguénost promjene biologije tumora tijekom lijecenja, §to za posljedicu moze imati i
izmjenu hormonskog ili HER2 statusa. Izmjena HER2 statusa ili hormonske ovisnosti
tumora tijekom lijeCenja je dokazana u oko jedne petine bolesnica tijekom dvogodisnjeg
pracenja u istrazivanju Edgertona i1 suradnika 2003. godine. Uzmemo li u obzir
¢injenicu da su HER2/neu pozitivni klonovi tumorskih stanica otporniji na lije¢enje
hormonskom terapijom i kemoterapijom, jasan je i rezultat istraZivanja Brauna i
suradnika iz 2001. godine koji ukazuje na vecu ucestalost HER2/neu pozitivnosti u
bioptickim uzorcima metastaza recidiva tumora nego u samim primarnim tumorima
(50-68% vs. 20-30%). Jos od otkrica Slammona i suradnika 1988. godine koje je
ukazalo da je agresivnost tumora dojke proporcionalna broju kopija izrazenih HER2/neu
receptora, provedena su brojna pretklinicka 1 klini¢ka istrazivanja koja su dovela do
otkri¢a i registracije trastuzumaba 1998. godine, koji je zamisljen kao specificna terapija
za tumore s prekomjernom ekspresijom HER2/neu receptora. Imajuéi u vidu da lijecenje
trastuzumabom uz kemoterapiju dvostruko poboljSava prognozu bolesnica s tumorima
koji prekomjerno izrazavaju HER2/neu receptore, izmjena biologije bolesti tijekom
lijeenja dovodi 1 do potrebe za promjenom terapijskog pristupa. Dokazano je da

terapija trastuzumabom dovodi do prakticno dvostrukog poboljsanja ukupnog



prezivljenja, prezivljenja do progresije bolesti i povecanja Sanse za odgovor tumora na
terapiju u bolesnica s diseminiranom boles¢u te do dvostrukog poboljsanja ukupnog
prezivljenja u bolesnica s lokaliziranom boles¢u.

Glavni problem stalnog ponovnog odredivanja bioloSkih osobina tumora u rutinskoj
klini¢koj praksi tijekom lijecenja bolesnica s uznapredovalom boles¢u lezi zapravo u
invazivnosti samih metoda za odredivanje histoloskih osobina tumora, osobito u svjetlu
¢injenice da su bolesnice s metastatskim rakom dojke sustinski neizljecive, a imajuci na
umu da bi pritom bile podvrgnute invazivnim i neugodnim zahvatima poput opetovanih
biopsija jetre, kostiju ili torakotomija. Osim Sto bi invazivne dijagnosticke pretrage
gotovo sigurno dovele i do povecanog broja komplikacija §to zbog same invazivnosti
metoda Sto zbog opetovanih hospitalizacija, nedvojbeno bi dovele 1 do narusavanja
kvalitete zivota bolesnica s metastatskim rakom dojke.

HER2/neu receptor je transmembranski protein ¢ija se vanstani¢na domena djelovanjem
metaloproteaza odcjepljuje s povrsine stanica, a zahvaljujuéi njezinoj velicini (oko 105
kDA) moze se relativno jednostavno detektirati u serumu vezivanjem sa specificnim
obiljezenim protutijelima, primjerice ELISA metodom. Ova je metoda minimalno
invazivna jer zapravo podrazumijeva samo viSekratno uzorkovanje krvi, ¢emu su
bolesnice ionako opetovano podvrgnute tijekom lijeCenja, te je samim time i prakti¢na
za rutinsku uporabu tijekom pracenja bolesnica za vrijeme lije¢enja.

U klinickoj praksi je u pocetku odredivanje serumske koncentracije HER2/ECD kao 1
ispitivanje njezine korisnosti u kvantifikaciji ekspresije HER2/neu poteklo od potrebe
za predvidanjem patohistoloskog odgovora na kemoterapiju i terapiju trastuzumabom
tijekom neoadjuvantnog lijeCenja bolesnica s lokalno uznapredovalom boles¢u
(klinickog stadija III), s obzirom da je histoloski odgovor na neoadjuvantnu terapiju
iznimno vazan prognosticki ¢imbenik ukupnog prezivljenja (odnosno potencijalnog
izljeCenja) navedenih bolesnica. Brojna klini¢ka istrazivanja koja su provodena
naknadno dokazala su korisnost odredivanja serumske koncentracije vanstani¢ne
domene HER2 receptora i u prognostickom i u prediktivnom smislu, kako u bolesnica s
diseminiranom boleS¢u tako i u bolesnica s lokalno uznapredovalom boles¢u. Naime, u
neoadjuvantno lijeenih bolesnica poviSena serumska koncentracija HER2/ECD prije i
nakon provedenog kirurSkog lijeenja pokazala se kao znacajan rizi¢ni ¢imbenik krac¢eg

vremena do povrata bolesti, a sukladno rezultatima Mehte i1 suradnika iz 1998. godine te



Saghatchiana i suradnika iz 2001. godine po svom znacaju pozicionirala se na drugom
mjestu odmah nakon zahvacenosti pazu$nih limfnih ¢vorova. Zahvadenost pazus$nih
limfnih ¢vorova ostala je najvazniji prognosticki ¢imbenik loSijeg preZivljenja bolesnica
s rakom dojke, a svi ostali histoloski prognosti¢ki ¢imbenici bili su manje znacajni za
procjenu prognoze bolesti. Navedena su klinicka istrazivanja serumsku koncentraciju
HER2/ECD etablirala kao znacajan rizicni ¢imbenik za povrat bolesti u bolesnica s
lokalno uznapredovalom boles¢u. Isola i suradnici 1994. godine te Molina 1 suradnici
1999. godine pokazali su da se u neoadjuvantno lijeCenih bolesnica serijskim
odredivanjem serumske koncentracije HER2/ECD jednom mjese¢no moze predvidjeti
povrat bolesti najmanje Sest mjeseci ranije nego standardnim pretragama za otkrivanje
recidiva bolesti.

U bolesnica s diseminiranom boles¢u se, pored prognostickog znacenja za ukupno
prezivljenje te vrijeme do progresije bolesti, serumska koncentracija HER2/ECD
pokazala i kao dobra metoda i za procjenu odgovora tumora na terapiju. Prvo su
Colomer 1 suradnici 2000. godine ukazali da je poviSena serumska koncentracija
HER2/ECD na pocetku lijeCenja povezana s rjedim kompletnim odgovorom i ukupnim
trajanjem odgovora na kemoterapiju doksorubicinom i paklitakselom, a §to su kasnije
potvrdili i Harris 1 suradnici 2001. godine te Liiftner i suradnici 2004. godine. Lipton i
suradnici su 2002. godine potvrdili da je poviSena serumska koncentracija HER2/ECD
na pocetku lijeCenja povezana s rjedom regresivnom dinamikom metastatskog raka
dojke 1 u bolesnica koje su lijeCene hormonskom terapijom. Cook i suradnici 2001.
godine te Esteva i suradnici 2002. godine su u bolesnica s metastatskim rakom dojke
dokazali da kinetika serumske koncentracije HER2/ECD tijekom lijeCenja dobro
korelira s radioloski potvrdenim smanjenjem ili progresijom tumora uz terapiju
trastuzumabom 1 paklitakselom, odnosno da se moze koristiti i kao biljeg za pracenje
regresivne dinamike bolesti. Upravo je prema istrazivanju Esteve i suradnika prvi puta
postavljena grani¢na serumska koncentracija od 15 ng/ml kao referentna ,,normala‘“ za
bolesnice s metastatskom bolescu. Pretpostavlja se da ekspresija HER2/neu receptora
nije homogena u ¢itavom tumoru zbog poliklonalnosti samog tumora te da serumska
koncentracija HER2/ECD zapravo odrazava trenutnu ekspresiju HER2/neu statusa
tumora, za razliku od ugljikohidratnih antigena poput CA 15-3 ili CA 27.29 koji

isklju¢ivo odrazavaju ukupnu tumorsku masu. Ove tvrdnje potkrijepljuje 1 razlicita



kinetika serumske koncentracije HER2/ECD i ugljikohidratnih antigena za vrijeme
lijeCenja. Liiftner i suradnici dokazali su 2003. godine da u gotovo svih bolesnica
lijeCenih trastuzumabom pad serumske koncentracije HER2/ECD odmah po
zapoc€injanju lijeCenja (tijekom prva cetiri tjedna) ukazuje na 90%-tnu vjerojatnost
kompletnog ili djelomi¢nog odgovora tumora na terapiju.

U istrazivanju Mazounija i suradnika iz 2007. godine ispostavilo se da pocetna
serumska koncentracija HER2/ECD veca od 15 ng/ml nema prognosticku vaznost niti u
bolesnica s lokaliziranom niti u bolesnica s lokalno uznapredovalom boles¢u. Medutim,
i u tom je istrazivanju kinetika serumske koncentracije HER2/ECD tijekom
neoadjuvantnog lijecenja bolesnica s tumorom klinickog stadija III bila povezana s
vecom ucestaloS¢u dobrog patohistoloSkog odgovora u bolesnica koje su bile lijeCene
kemoterapijom na bazi antraciklina ili taksana uz trastuzumab.

Tijekom lijeCenja bolesnica s metastatskim rakom dojke, s obzirom na neprikladnost
odredivanja prekomjerne ekspresije HER2/neu iz tkiva tumora, posljednjih godina se,
analogijom rezultata prethodno navedenih istrazivanja, kao surogatni biljeg pocelo
odredivati serumsku koncentraciju ekstracelularne domene HER2/neu receptora, osobito
u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama gdje je test odobren i od strane regulatornih tijela.
lako je prvotna pretpostavka drugih istrazivaca bila da serumska HER2 pozitivnost
ujedno znaci i histolosku pozitivnost, serumska koncentracija HER2/ECD je na kraju
izdvojena kao zaseban rizi¢ni Cimbenik loSijeg ukupnog prezivljenja, vremena do
progresije bolesti 1 vremena bez znakova bolesti u bolesnica s rakom dojke. Uloga
serumske koncentracije HER2/ECD kao zasebnog prognostickog ¢imbenika potvrdena
je u istrazivanju Sorensena i suradnika iz 2010. godine u bolesnica s rakom dojke nakon
provedenog lijeCenja trastuzumabom, s obzirom da se nije dokazala izvorno
pretpostavljena histoloSka HER2/neu 1 serumska HER2/ECD pozitivnost. Sama
poviSena serumska koncentracija HER2/ECD nakon lijeCenja je u navedenom

istrazivanju bila dobar prediktivni &imbenik ukupnog prezivljenja. ™"

Moguce
objasnjenje neovisnosti serumske 1 histoloske HER2 pozitivnosti lezi u
interindividualnim genetskim razlikama u aktivnosti metaloproteaza koje su dokazane u
istrazivanju Pearcea i suradnika 2005. godine, a koje su sustinski odgovorne za porast
serumske koncentracije HER2/ECD.®™" U rezultatima isprva objavljenih istraZivanja,

poput studije Forniera i suradnika iz 2005. godine, smatralo se HER2 pozitivnima



bolesnice s metastatskim rakom dojke u kojih je serumska kocentracija HER2/ECD bila
>15 ng/ml.™™ U naknadnim istraZivanjima drugi autori su, poput Ludovinija i
suradnika 2008. godine, jednostavno translatirali grani¢nu vrijednost koja je utvrdena u
bolesnica s metastatskim rakom dojke i na bolesnice s lokalno uznapredovalom boles¢u

(klini¢kog stadija IIT)."™"

Serumska koncentracija HER2/ECD u zdravih Zena i bolesnica s ranim rakom dojke

je razlicita.

Sukladno prethodno spomenutom istrazivanju Esteve i suradnika u kojem se ukazalo na
korelaciju pada serumske koncentracije HER2/ECD 1 radioloski potvrdenog smanjenja
ukupne tumorske mase u bolesnica s metastatskim rakom dojke, vjerojatno je da na
porast serumske koncentracije HER2/ECD osim genetski uvjetovanih razlicitosti u
enzimskoj aktivnosti metaloproteaza ipak utjece i ukupna tumorska masa. Samim time
nije vjerojatno za pretpostaviti da ista pravila vrijede i1 za bolesnice s lokaliziranim
tumorima dojke, vrlo male ukupne mase. Moguce je bilo pretpostaviti ili da je sama
serumska HER2 pozitivnost iznimno varijabilna u ovih bolesnica te da nema nikakvog
klini¢kog znacaja, ili da ¢e se moc¢i pronaci nizu grani¢nu vrijednost u bolesnica s
lokaliziranim tumorima dojke i potom ispitati njezinu prognosticku i/ili prediktivnu
ulogu. S obzirom da je HER2/neu receptor izrazen na prakticno svim epitelnim
stanicama normalnih zdravih tkiva te da ima vaznu fiziolosku ulogu u procesima
reparacije tkiva, kao §to imaju i same tkivne metaloproteaze, nije bilo vjerojatno niti
pretpostaviti da je serumska koncentracija njegove vanstanicne domene u zdravih Zena
jednaka nuli, odnosno ispod razine detekcije vrlo osjetljivom i specificnom ELISA
metodom. Prvotna pretpostavka bila je zapravo da je serumska koncentracija
HER2/ECD u zdravih Zena manja od koncentracije u bolesnica s rakom dojke, uz i dalje
otvoreno pitanje je li doti¢na koncentracija u bolesnica s ranim rakom dojke jednaka ili
manja od koncentracije u bolesnica s metastatskom boles¢u. Uzeli smo uzorke krvi 41
bolesnice s tumorom dojke klini¢kog stadija 1 1 II (od cega je 66% bolesnica imalo
tumore TINO a 34% TIN1) te usporedili serumsku koncentraciju HER2/ECD s
uzorcima krvi dobivenih od 52 zdrave Zene odgovaraju¢ih demografskih osobina.

Pritom smo uzeli ve¢i broj uzoraka od zdravih Zena, kako bismo pojacali statisticku



snagu istrazivanja u smislu vece negativne prediktivne vrijednosti testa. Usporedbu smo
ucinili t-testom nakon provjere normalnosti distribucije uzoraka. Ispostavilo se da
postoji statisticki znafajna razlika izmedu serumskih koncentracija HER2/ECD u
zdravih Zena i1 serumske koncentracije HER2/ECD bolesnica s ranim rakom dojke.
Naime, u zdravih Zena srednja je serumska koncentracija HER2/ECD iznosila 5,78
ng/ml, a u bolesnica s karcinomom je iznosila 8,62 ng/ml (SD 3,99, p=0,000061). Obje
su srednje koncentracije bile nize od grani¢ne vrijednosti za koja vrijedi za bolesnice s

metastatskim rakom dojke, a $to je bilo u skladu s nasim inicijalnim pretpostavkama.

Odredivanje serumske koncentracije HER2/ECD ima dijagnosticku vrijednost u

bolesnica s ranim rakom dojke.

Nakon §to smo ustanovili da postoji objektivna razlika u serumskim koncentracijama
HER2/ECD u zdravih i bolesnih Zena, ispitali smo i moguéu dijagnosticku vrijednost
testa. U svrhu ispitivanja dijagnosticke vrijednosti testa koristen je ROC (eng. relative
operating characteristic) dijagram, s povrSinom ispod krivulje kao mjerilom
dijagnosticke vrijednosti testa. Kao najbolja dijagnosticka grani¢na vrijednost
izraCunata je serumska koncentracija HER2/ECD od 7,7 ng/ml. Povrsina ispod krivulje
pritom je iznosila 0,739, uz osjetljivost testa od 76,92% 1 specifi¢nost od 72,92%, te
pozitivhu prediktivnu vrijednost od 69,77% 1 negativnu prediktivnu vrijednost od
79,55%. Postavivsi grani¢nu serumsku koncentraciju HER2/ECD kao dijagnosticku,
ispravno se klasificira 74,71% bolesnica. Imaju¢i na umu osjetljivost i specifi¢nost
drugih rutinskih dijagnosti¢kih metoda poput citoloske analize aspirata tumora ¢ija se
osjetljivost 1 specifi¢nost krecu u rasponu od oko 60-80%, ili ugljikohidratnih tumorskih
biljega poput CA15-3 ili CA27.29 koji se uopce ne koriste u dijagnostici raka dojke
upravo zbog jo$ nize specifiCnosti i osjetljivosti, dobiveni rezultat ukazuje na
mogucénost koriStenja ovog testa prilikom rutinskog probira zdravih Zena u slucaju
suspektnog mamografskog ili ultrazvu¢nog nalaza za odluku o potrebi citoloske ili (jo$
bolje) histoloske verifikacije. Do ovog istrazivanja nije jos$ nigdje u svijetu dokazana
dijagnosticka vrijednost serumske koncentracije HER2/ECD te je, naravno, prije

rutinske uporabe ovog testa za dijagnostiku ranog raka dojke potrebno provesti



validaciju metode u nasim laboratorijima. S obzirom na potrebnan broj uzoraka te

brzinu moguénosti njihovog prikupljanja, postupak validacije je jos u tijeku.

PoviSena serumska koncentracija HER2/ECD u bolesnica s ranim rakom dojke
povezana je s ostalim histoloSkim rizi¢nim éimbenicima loSijeg preZivljenja, no nije

povezana s histoloSkom HER?2/neu pozitivnoséu veé je zaseban rizic¢ni Cimbenik.

Nakon utvrdivanja potencijalne dijagnosticke vrijednosti testa, ispitano je ima li
odredivanje serumske koncentracije HER2/ECD 1 prognosticko znaCenje u bolesnica s
ranim rakom dojke. Uzevsi u obzir dobivenu dijagnosticku granicnu vrijednost
serumske koncentracije HER2/ECD od 7,7 ng/ml, bolesnice su svrstane u dvije skupine:
u skupinu s koncentracijom HER2/ECD u serumu ve¢om ili jednakom 7,7 ng/ml koje su
smatrane pozitivnima, te u skupinu s koncentracijom HER2/ECD u serumu manjom od
7,7 ng/ml koje su smatrane negativnima. Odredeni su ostali poznati histoloski ¢imbenici
rizika loSijeg prezivljenja bolesnica s rakom dojke poput hormonskih receptora,
proliferacijskog indeksa Ki67, broja tumorom zahvacenih pazu$nih limfnih ¢vorova,
histoloskog gradusa tumora te je na osnovi TNM klasifikacije odreden klinicki stadij
bolesti. Kendallovim testom korelirani su poznati histoloski rizi¢ni ¢imbenici loSijeg
prezivljenja s poviSenom serumskom koncentracijom HER2/ECD (>7,7 ng/ml), i
ustanovljena je povezanost tako doznafene serumske HER2 pozitivnosti 1 veceg
gradusa tumora, veceg proliferacijskog indeksa Ki67, te ekspresije estrogenskih
receptora i progesteronskih receptora. Pritom je najjaca korelacija bila izmedu serumske
HER2 pozitivnosti 1 pojacane ekspresije progesteronskih receptora (koeficijent
korelacije +0,47). Serumska HER2 pozitivnost nije korelirala s histoloskom HER2
pozitivnos¢u, kao niti s klinickim stadijem bolesti. Korelacija izmedu serumske i tkivne
HER2 pozitivnosti predmet je rasprave u znanstvenim krugovima u posljednjih
nekoliko godina, s obzirom da do danas nije izvijeS¢eno o nedvojbenoj povezanosti ovih
dvaju varijabli. Rezultati dosada$njih znanstvenih istrazivanja su po tom pitanju

nekonzistentni 1 kontradiktorni. Serumska koncentracija HER2/ECD iznad 15 ng/ml je



dobro korelirala s lo$ijim prezivljenjem bolesnica s metastatskim rakom dojke, kao $to
je ranije reCeno, te su bolesnice s povisenom serumskom koncentracijom HER2/ECD
bez provjere biopsijama pojedinih metastatskih sijela smatrane HER2 pozitivnima. U
prilog takvom miSljenju su bili i rezultati naknadnih klini¢kih studija u kojima je
dokazana CeS¢a regresija raka dojke u bolesnica s metastatskom boles¢u i s povecanom
serumskom koncentracijom HER2/ECD ukoliko su bile lijeCene trastuzumabom, a pri
¢emu je uocen i pad serumske koncentracije HER2/ECD koji je dobro korelirao s
ukupnom masom tumora. Serumska koncentracija HER2/ECD se tako pocela koristiti i
kao tumorski biljeg za pracenje ucinka lijeCenja trastuzumabom, a njezino koristenje u
tu svrhu su ¢ak odobrila regulatorna tijela u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama (Food
and Drug Administration). Sukladno rezultatima ovog istrazivanja nije dokazana
pozitivna korelacija izmedu pojacane tkivne ekspresije HER2/neu i povisene serumske
koncentracije HER2/ECD, ¢ime se HER2/ECD ponovno (a ovaj puta i u bolesnica s
ranim rakom dojke klinickog stadija I i II) etablira kao zaseban rizi¢ni ¢imbenik koji
dobro korelira s drugim poznatim rizicnim ¢imbenicima loSijeg prezivljenja bolesnica s
rakom dojke per se. Ovakav nalaz potvrduje da serumsku HER2 pozitivnost ne bi
trebalo shvacati iskljucivo kao odrednicu histoloske HER2 pozitivnosti, kao Sto su
sugerirala prethodna istrazivanja, ve¢ kao zaseban ¢imbenik rizika u bolesnica s rakom
dojke. Samim time otvara se mogucnost postojanja serumski pozitivnih a histoloski
negativnih bolesnica, pri ¢emu ostaje otvoreno pitanje jesu li one doista HER2 pozitivne
ili ne. Ako uzmemo u obzir da mogu postojati bolesnice s relativno niskom aktivnoscéu
metaloproteaza, velika je vjerojatnost da ¢e one biti histoloski pozitivne a serumski
negativne, dok ¢e bolesnice s visokom aktivnoS¢u metaloproteaza biti serumski
pozitivne a histoloSki negativne. Sukladno rezultatima prethodno spomenutih
istrazivanja Cooka 1 suradnika te Esteve i1 suradnika o ucinkovitosti trastuzumaba u
samo serumski HER2 pozitivnih bolesnica s metastatskim rakom dojke, mozemo
pretpostaviti da 1 samo serumski pozitivne bolesnice treba takoder lijeciti
trastuzumabom. Napominjem da dobiveni rezultati, analogijom studija provedenih na
bolesnicama s metastatskom boles¢u, ne isklju¢uju moguénost da su samo serumski
HER?2 pozitivne bolesnice s ranim rakom dojke jednako tako doista pozitivne kako u
prognostickom tako i u terapijskom smislu, bez obzira na nerazjasnjenu molekularnu

osnovu ovih pretpostavki. Ulogu trastuzumaba u lijeCenju serumski pozitivnih a



histoloski negativnih bolesnica s ranim rakom dojke potrebno dodatno razjasniti
naknadnim klinickim studijama, kao $to je ve¢ ucinjeno u bolesnica s metastatskom

bolescu.

PoviSena serumska koncentracija HER2/ECD povezana je s pojacanom ekspresijom

progesteronskih receptora.

Ve¢ nekoliko godina, od otkrica uloge receptora za epidermalne Cimbenike rasta u
karcinogenezi tumora dojke, u klinickoj je onkoloskoj praksi prognosticki i terapijski
prepoznato nekoliko razli¢itih podvrsta raka dojke. Opcenito se bolesnice s tumorima
koji prekomjerno izrazavaju hormonske receptore smatraju bolesnicama s boljom
prognozom, dok je HER2/neu pozitivnost tumora prihva¢ena kao ¢imbenik rizika loSije
prognoze. Tijekom posljednjih nekoliko godina posebna se pozornost pridaje hormonski
pozitivnim premenopauzalnim bolesnicama, koje su prepoznate kao bolesnice s loSom
prognozom, Sto se tumaci velikom kolicinom endogenih Zenskih spolnih hormona.
Otkrivanjem detalja ljudskog genoma i razvrstavanjem malignih tumora dojke prema
skupinama mutiranih gena, ispostavilo se da se na osnovi skupina genetskih mutacija
tumori dojke mogu klasificirati u nekoliko podvrsta, koje u klini¢koj praksi prili¢no
dobro koreliraju s poznatim histoloSkim podvrstama. Primarno zbog skupoce, ali i zbog
slozenosti tehnike te relativno rijetkih terapijskih promasaja ukoliko se u svakodnevnoj
praksi sluzimo klinicko-histoloSkom stratifikacijom rizika, geneticko profiliranje
tumora dojke jo$ uvijek nije uslo u rutinsku uporabu pri odabiru modaliteta lijecenja.

Zanemarimo li nekadaSnje dogmatske postavke, te uzmemo li u obzir da povezanost
serumske HER2 pozitivnosti 1 ekspresije hormonskih receptora u do sada provedenim
klinickim istrazivanjima u bolesnica s metastatskim rakom dojke ipak nije histoloski
provjerena, namece se kao moguce (iako vjerojatno rijetko na osnovi klinickih
iskustava) postojanje istovremene histoloske hormonske i serumske HER2 pozitivnosti
raka dojke. Korelacija pojacane ekspresije hormonskih receptora i receptora za
epidermalne Cimbenike rasta je u posljednjih nekoliko godina uofena u brojnim
pretklini¢kim istraZivanjima, a otkriveno je i da su medijatorske interakcije izmedu
receptorskih signalnih puteva vjerojatni podleZe¢i molekularni mehanizam rezistencije

na hormonsku terapiju ili terapiju lapatinibom. Naime, Schiff 1 suradnici su 2004.



godine prvi ukazali na povezanost unutarstanicnih genomskih (nuklearnih) i
negenomskih (membranskih i citoplazmatskih) signalnih puteva estrogenskih receptora
1 HER2 receptora te pretpostavili da je potrebno istovremeno primjenjivati hormonsku
terapiju i trastuzumab kako bi se sprijecio razvoj rezistencije raka dojke na hormonsku
ili anti-HER?2 terapiju.®™ Arpino i suradnici su u opservacijskoj studiji 2005. godine,
oc¢ekujuc¢i povezanost pojacane ekspresije estrogenskih receptora i HER1 i HER2
pozitiviteta, uocili povezanost izostanka ekspresije progesteronskih receptora u
hormonski ovisnih tumora dojke s aberantnim signalnim provodenjem na receptorima
epidermalnih ¢imbenika rasta te posljedi¢no pojacanje ekspresije HER1 i (neSto rjede)
HER2/neu receptora, a $to je u konacnici bilo povezano s rezistencijom na
tamoksifen.”"™" Kent Osborne i suradnici su 2005. godine ukazali na pojacanje
ekspresije HER2/neu receptora u podlozi de novo 1 steCene rezistencije na hormonsku
terapiju tamoksifenom inicijalno hormonski ovisnih tumora. Naime, u njihovom
istrazivanju je pod utjecajem tamoksifena dolazilo do smanjenja ekspresije estrogenskih
receptora, a Sto je u tumora koji nisu izrazavali progesteronske receptore dovodilo do
pojacanja ekspresije HER2/neu receptora, pri ¢emu je tamoksifen dobio djelomicni
ucinak na pojacanje proliferacije tumorskih stanica te posljedi¢no utjecao na progresiju
bolesti. Sukladno tome, jasan je i jaci ucinak deprivacije estrogena inhibitorima
aromataze, kao i istovremena primjena anti-HER2 terapije za mogucnost prevencije
rezistencije na hormonsku terapiju. Klini¢ka studija je jo§ uvijek u tijeku.™ " Bartsch i
suradnici su 2007. godine dokazali da fulvestrant zbog inhibicije komunikacije
unutarstani¢nih signalnih puteva progesteronskih receptora i HER2/neu receptora ima
jaci u€inak od drugih vrsta hormonske terapije, odnosno da mu je ucinak postojan i
nakon smanjenja ekspresije hormonskih receptora i posljedicnog pojacanja ekspresije
HER2/neu.®™™ Finn i suradnici su 2009. godine dokazali da HER2 pozitivne bolesnice
nemaju koristi od terapije lapatinibom ako su i PR pozitivne, te da u¢inkovitost terapije
lapatinibom znacajno ovisi o kvantitativnoj izraZzenosti progesteronskih receptora. Ovo
je istrazivanje prvo koje je u klinickim uvjetima ukazalo na povezanost unutarstani¢nih
signalnih puteva HER2/neu receptora 1 progesteronskih receptora u podlozi rezistencije

clxx

na anti-HER2 terapiju.”"" Uoceni su i potencijalni molekularni mehanizmi u podlozi
unutarstani¢ne interakcije izmedu hormonskih i HER2 receptora, ali stoji ¢injenica da su

podaci do sada objavljenih istrazivanja o izmjenama statusa pod utjecajem hormonske



ili bioloske terapije te o komunikaciji estrogenskih, progesteronskih, HER1 i HER2/neu
receptora Gesto kontradiktorni ili nedovoljno usuglageni.”™

U svjetlu zasebnosti serumske i histoloSke HER2 pozitivnosti, ovo je istraZivanje
zapravo prvo klinicko istrazivanje koje potvrduje povezanost hormonske ovisnosti i
serumske HER2/ECD pozitivnosti u bolesnica s rakom dojke. Ove spoznaje e
nedvojbeno u buduénosti igrati ulogu u izmjenama terapijskih modaliteta bolesnica s

rakom dojke.

Bolesnice s ranim rakom dojke i serumskom koncentracijom HER2/ECD <7,7 ng/ml

vjerojatno imaju bolje ukupno prezivljenje.

Utjecaj poviSene serumske koncentracije HER2/ECD na loSije ukupno prezivljenje,
prezviljenje do progresije bolesti te vrijeme bez znakova bolesti dokazan je u viSe
klini¢kih studija u bolesnica s metastatskom boleS¢u, kao i u bolesnica s lokalno
uznapredovalom boleS¢u. Primjena granicne vrijednosti od 15 ng/ml koja vrijedi za
navedene bolesnice nije polucila znacajnu razliku u prezivljenju u bolesnica s ranim
rakom dojke. Analogijom inicijalno potvrdene pretpostavke da bi serumska
koncentracija HER2/ECD u zdravih zena trebala biti manja od koncentracije u bolesnica
s tumorom, no i da bi serumska koncentracija u bolesnica s ranim rakom dojke trebala
biti manja od koncentracije u bolesnica s metastatskom boleS¢u (prvenstveno zbog
manje ukupne mase tumora), ispitali smo utjecaj razli¢itih grani¢nih vrijednosti na
prezivljenje te dobili najbolju razliku upravo kod ve¢ ranije prepoznate granicne
dijagnosticke koncentracije od 7,7 ng/ml. U¢injenom Kaplan-Meier analizom procjene
prezivljenja uoceno je gotovo dvostruko duze vrijeme bez znakova bolesti u bolesnica
sa serumskom koncentracijom HER2/ECD <7,7 ng/ml (22,8 mjeseci) u usporedbi s
bolesnicama s koncentracijom HER2/ECD ve¢om ili jednakom 7,7 ng/ml (13,5 mjeseci)
nakon dvogodis$njeg pracenja. Razlika izmedu navedenih skupina nije bila statisticki
znacajna (Log-rank p=0,369) zbog premalog uzorka i/ili prekratkog prac¢enja. Izostanak
statisticke znacCajnosti je razumljiv jer istrazivanje nije u pocetku bilo niti osmisljeno
kao istrazivanje dovoljne statistiCke snage za procjenu razlike u ukupnom prezivljenju,
no zbog jasnog trenda razlike u prezivljenju moguce je da ¢e se daljnjim pracenjem

bolesnica ukljucenih u istrazivanje posti¢i statisticki znaCajna razlika. Pracenje



bolesnica je jos uvijek u tijeku te ¢emo izvijestiti o razlici nakon medijana prac¢enja od

pet godina.

U bolesnica s ranim rakom dojke otkrivenih tijekom rutinskog probira niti serumska

niti histoloSka HER? pozitivnost nisu povezane s klinickim stadijem bolesti.

Rutinski mamografski probir se pokazao dobrim za prepoznavanje bolesnica u
najranijim klinickim stadijima bolesti kao najbolja mjera sekundarne prevencije raka
dojke, sto posljedicno dovodi do porasta ukupnog prezivljenja. Na klinicki stadij bolesti
zasebno utjecu zahvacenost pazusnih limfnih ¢vorova (koja je najvazniji prognosticki
¢imbenik raka dojke) i veli¢ina primarnog tumora, dok su svi ostali epidemioloski,
histoloski 1 molekularni ¢imbenici rizika znacajni za uocavanje bolesnica visokog rizika
medu bolesnicama s niskim klinickim stadijem bolesti, kako bi se planiralo adekvatno
lijecenje. Izostanak korelacije serumske HER2/ECD i tkivhe HER2/neu pozitivnosti s
klinickim stadijem bolesti se moZe jednostavno objasniti upravo Cinjenicom da su
bolesnice otkrivene tijekom rutinskog probira raka dojke, Sto je omoguéilo njihovo
otkrivanje u najranijim moguéim klinickim stadijima bolesti, te je samim time u
bolesnica pronaden Citav spektar primarnih tumora razlicitih histoloskih osobina koji

nemaju nuzno veze s veli¢inom i lokoregionalnom diseminacijom bolesti.

Sukladno rezultatima ovog istrazivanja, definitivno moZemo re¢i da je serumska
koncentracija HER2/ECD u zdravih zena 1 bolesnica s ranim rakom dojke razlicita.
Medutim, grani¢na vrijednost treba biti niza od grani¢ne vrijednosti za bolesnice s
metastatskom ili lokalno uznapredovalom boles¢u. Pomicanjem grani¢ne vrijednosti na
7,7 ng/ml, test dobija 1 dobru dijagnosticku vrijednost, ¢ime serumska koncentracija
HER2/ECD moze postati i dio slozenog mozaika procjene potrebe adjuvantnog lijeCenja
bolesnica s ranim rakom dojke. Serumska koncentracija HER2/ECD nije odrednica
histoloske pozitivnosti, ve¢ zaseban rizicni ¢imbenik loSije prognoze koji je povezan s
ostalim histoloSkim rizi¢nim ¢imbenicima loSijeg prezivljenja. Povezanost serumske
HER2 pozitivnosti s hormonskom ovisnos¢u tumora dojke je predmet brojnih

istrazivanja koja su u tijeku.



7. ZAKLJUCAK

Serumska koncentracija HER2/ECD >7,7 ng/ml u trenutku postavljanja dijagnoze raka
dojke u klinickom stadiju I ili II sugerira loSiju prognozu, s obzirom da je njezina
pozitivnost podudarna s ostalim poznatim ¢imbenicima rizika.

Nadalje, moguc¢e je da odredivanje serumske koncentracije HER2/ECD ima i
dijagnosticku vrijednost u zena sa suspektnim promjenama ranog stadija otkrivenim
rutinskim probirom.

Serumska koncentracija HER2/ECD zaseban je ¢imbenik rizika u bolesnica s ranim
rakom dojke i1 ne treba se koristiti kao mjerilo histoloSke HER2/neu pozitivnosti.
Korelaciju serumske koncentracije HER2/ECD sa statusom hormonskih receptora treba
ispitati u bolesnica s metastatskom boles¢u biopsijama metastaza, s obzirom da moze
imati implikacije na daljnji tijek lijecenja.

Neophodno je razjasniti interakciju signalizacije izmedu HER2 receptora i hormonskih
receptora.

Potrebno je dodatno evaluirati prognosti¢ki znacaj serumske koncentracije HER2/ECD
u bolesnica s ranim rakom dojke, ali koriste¢i grani¢nu vrijednost od 7,7 ng/ml u

bolesnica s karcinomom klinickog stadija I 1 I1.



8. SAZETAK

Prikaz problema

Pojacana ekspresija HER2 receptora je dobro poznat rizi¢ni ¢imbenik loSije prognoze u
bolesnica s metastatskim 1 lokaliziranim rakom dojke. HER2 pozitivnost se moze
odrediti iz tumorskog tkiva imunohistokemijskim bojenjem ili fluorescentnom in situ
hibridizacijom, ili iz seruma mjerenjem koncentracije vanstanicne domene HER2
receptora. Serumska koncentracija HER2/ECD dobro korelira s loSijom prognozom u
bolesnica s metastatskom i lokalno uznapredovalom boles¢u (klinicki stadij III) ukoliko
je izmjerena koncentracija iznad 15 ng/ml, ali ne postoje konzistetntni podaci za

bolesnice s lokaliziranim tumorima klinickog stadija I 1 I1.

Dizajn istraZivanja i rezultati

U istrazivanje je uklju¢ena 41 bolesnica s rakom dojke klinickog stadija I 1 II, te 52
zdrave Zene odgovaraju¢ih demografskih osobina. Serumska koncentracija HER2/ECD
odredena je prije kirurSkog zahvata i korelirana s histoloskom izrazeno§¢u HER2/neu,
proliferacijskim indeksom Ki67, statusom hormonskih receptora i klini¢kim stadijem
bolesti, te usporedena sa serumskom koncentracijom u zdravih kontrola.

Srednja koncentracija HER2/ECD u bolesnica bila je 8,62 ng/ml, u kontrola 5,78 ng/ml,
a razlika je bila statisticki znacajna (p=0,000061). Kao najbolja ,,cut-off vrijednost
izraCunata je koncentracija od 7,7 ng/ml, s osjetljivos¢u od 76,92% i specificnos¢u od
72,92%. Pozitivna prediktivna vrijednost testa bila je 69,77%, a negativna prediktivna
vrijednost testa 79,55%, sa 74,71% ispravno svrstanih bolesnica. Serumska
koncentracija HER2/ECD pozitivno je korelirala sa statusom hormonskih receptora, dok

nije uocena korelacija s histoloSkom ekspresijom HER2/neu.

Zakljucak

Serumska koncentracija HER2/ECD od >7,7 ng/ml mozda ima vrijednost u dijagnostici
raka dojke klini¢kog stadija I 1 II. Zaseban je lo$ prognostic¢ki ¢cimbenik kod bolesnica s
lokaliziranim rakom dojke 1 ne treba se koristiti kao myjerilo histoloske HER2

pozitivnosti. Potrebno je dodatno istraziti korelaciju s ekspresijom hormonskih



receptora, kao i povezanost unutarstani¢ne signalizacije hormonskih i HER2 receptora,

obzirom da moze imati terapijske implikacije.

8.1 Kljuéne rijeci
Rak dojke, HER2/ECD, tumorski biljezi.



9. SUMMARY

Scope of the problem

HER?2 overexpression is well established risk factor of worse prognosis in metastatic
and early breast cancer. HER2 positivity can be determined from tumor tissue by
immunohistochemical staining or by fluorescent in situ hybridization, or from serum by
measuring concentration of HER2 receptor extracellular domain (HER2/ECD).
HER2/ECD correlates well with worse prognosis in metastatic and locally advanced
(stage III) disease if serum concentration is >15 ng/ml, but there is no consistent data

for patients with early breast cancer.

Study design and results

41 patients with stage I and II breast cancer and 52 healthy controls were included into
the study. HER2/ECD was determined before surgery and correlated with HER2/neu
overexpression, Ki67, hormone receptor status and disease stage, and compared with
value in healthy controls. Mean serum HER2/ECD concentration in patients was 8.62
ng/ml and 5.78 ng/ml in controls, and the difference was statistically significant
(p=0.000061). The best diagnostic cut-off value was 7.7 ng/ml, with 76.92% sensitivity
and 72.92% specificity. Positive predictive value of the test was 69.77% and negative
predictive value was 79.55%, with 74.71% of patients correctly classified. Serum
HER2/ECD correlated with hormone receptors status, and no correlation with

histological overexpression has been observed.

Conclusion

Serum HER2/ECD concentration of >7.7 ng/ml has possible diagnostic value in stage I
and II breast cancer. It should not be used as a determinant of HER2 positivity.
Prognostic significance of HER2/ECD in early breast cancer, its correlation with
hormone receptor status, and interconnection between hormone receptors and HER2
receptor signaling should be further analyzed, since it may have therapeutic

implications.
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