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POPIS KRATICA

AKT — serin/treonin kinaza

BRCA1 — gen za rak dojke (engl. breast cancer gene 1)

BRCA?2 — gen za rak dojke (engl. breast cancer gene 2)

CDK4/6 — kinaze 4/6 ovisne o ciklinima (engl. cyclin dependent kynase 4/6)

CI — interval pouzdanosti (engl. confidence interval)

EGFR - receptor za epidermalni ¢imbenik rasta (engl. epidermal growth factor factor receptor)
ER — estrogenski receptor

HER?2 —receptor za humani epidermalni ¢imbenik rasta 2 (engl. human epidermal growth factor

receptor 2)

IQR — interkvartilni raspon

MAPK — mitogenom aktivirana proteinska kinaza (engl. mitogen activated protein kinases)
mTOR — mehanicisticka meta rapamicina (engl. mechanistic target of rapamycin)

PCR — polimerazna lanCana reakcija (engl. polymerase chain reaction)

PR — progesteronski receptor

PI3K — fosfatidil- 3-kinaza (engl. phosphatidyl-3-kinases)

PIP2 — fosfatidil-inozitol-4,5-bifosfat (engl. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate)

PIP3 — fosfatidil-inozitol-3,4,5-fosfat (engl. phosphatidylinositol-3,4,5-phosphate)

. * test — hi kvadrat test
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1.1 Anatomija i fiziologija dojke

Dojka je modificirana parna i najveéa zlijezda koze koja u Zena Cini funkcionalnu
jedinicu, a u muSkaraca ostaje rudimentarni organ. Dojka, koja se nalazi na prednjoj strani
prsnog kosa, se sastoji od mlijecnih zlijezda koje su uklopljene u vezivnu stromu. Dojka je
povezana s pektoralnom fascijom pomocu ligamenata (lat. ligg. suspensoria mammae)
(1).Izmedu srednje aksilarne i parasternalne linije nalazi se anatomska regija dojke. Navedena
regija se pruza od drugog do Sestog rebra. Postrani¢ni rub sternuma ¢ini medijalnu granicu, dok
srednja aksilarna linija €ini lateralnu granicu. Veliki i mali prsni mi$i¢ ¢ine podlogu dojci (2).

EmbrioloSko podrijetlo dojke ¢ini mlije¢na pruga nastala iz epidermisa. Tijelo dojke
(lat. corpus mammae) ¢ini 90% topografske anatomije. U anatomskim atlasima, tijelo dojke je
prikazano kao sustav od 15 do 25 Zljezdanih lobusa (lat. lobi glandulae mammariae). Na
bradavici (lat. papilla mammaria) preko proSirenog dijela (lat. sinus lactiferus) se otvaraju
mlijecni kanali¢i (lat. ductus lactiferus) (1).Gradu same bradavice ¢ine kruzno rasporedene
glatke miSi¢ne niti. Na kozi postoji tamniji krug koji okruzuje bradavicu (lat. areola
mammae).Zaobljeni oblik dojci daje masno tkivo uklopljeno u reznjeve (2).

Dojka krvlju opskrbljuje bogata anastomotska mreza koja potjeCe iz aksilarnih,
unutarnje torakalne i interkostalnih arterija (1). Unutarnja prsna arterija (lat. A. thoracica
interna) je glavna arterija koja dojku opskrbljuje kisikom dok aksilarna, unutarnja i lateralna
torakalna vena Cine venski splet dojke. Regija dojke je bogata limfnim ¢vorovima te aksilarni
limfni ¢vorovi ¢ine glavni limfski splet (2).

Nagli razvoj dojke pocinje u pubertetu i to bujanjem zljezdanog tkiva. Na navedeno
prvenstveno utjeCu zenski spolni hormoni poput estrogena i progesterona. U djevojCica, rast
dojki je prvi pokazatelj puberteta. Spolni hormoni uzrokuju nagomilavanje masnog tkiva i
grananje samih Zljezdanih tra¢aka. Tek u trudno¢i Zljezdano tkivo je sposobno za sekreciju
mlijeka. Maj¢ino mlijeko je bogato proteinima sirutke koji ¢ine 70% svih proteina. Osnovni

sastojak mlijeka je voda. Takoder je bogato ugljikohidratima i vitaminima (2).

1.2 Epidemiologija i definicija raka dojke

Rak dojke je zlo¢udna bolest koja nastaje u tkivu dojke i to prvenstveno u kanali¢ima
ili u reznji¢ima (2). Drugi po je prema ucestalosti zlo¢udni tumor u Zena (3). U zemljama
»Zapada“ incidencija raka je najvisa, dok je najniza u Aziji(3). Rak dojke najcesce je sijelo raka

u zena u Republici Hrvatskoj. Prema posljednjim objavljenim podacima Registra za rak u
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Hrvatskoj u 2019. zabiljezeno je 2999 slucajeva raka dojke (stopa 143,2/100.000), a u 2020.
umrle su 722 zene (stopa 34,7/100.000). U svijetu, prema podacima studije Globalnog
opterecenja bolescu iz 2019., zabiljezeno je viSe od 2 milijuna novih sluc¢ajeva raka dojke te
vise od 700.000 smrti od istog. Rak dojke se najcesce javlja u dobi iznad 50 godina, ali se moze

javiti i u mladih Zena (4).

1.3 Etiologija raka dojke

Starija zivotna dob najznacajniji je Cimbenik rizika za nastanak raka dojke. Ucestalost
raka dojke pocinje zamjetnije rasti u dobi od 35 do 40 godina (3). Sljedec¢i ¢imbenik rizika za
razvoj raka dojke je pozitivna obiteljska anamneza. U navedenu skupinu pripada obiteljski rak
dojke. Genetska predispozicija moze se dokazati u 10% uzoraka raka dojke. Mutacije koje se
najéesée mogu dokazati jesu BRCA1 i BRCA2. To su tumor supresor geni. Zene s prethodnom
navedenom mutacijom imaju ¢eS¢e obostran tumor koji se u€estalo razvija u mladoj zivotnoj
dobi (4). Dugotrajna i1 kroni¢na izlozenost organizma estrogenu: duga reproduktivna dob (rana
menarha i kasna menopauza), uzimanje hormonalne nadomjesne terapije, oralnih kontraceptiva
1 debljina povezani su s pove¢anim rizikom za nastanak raka dojke (3). Nalaz atipi¢ne duktalne
hiperplazije poveéava rizik nastanka raka dojke za 4 do 5 puta. Stetno i opasno ionizirajuée
zracenje je joS jedan rizik za nastanak raka dojke. Relativni rizici za nastanak raka dojke su

prikazani u Tablici 1 (3).



Tablica 1. Rizi¢ni ¢imbenici i relativni rizici oboljevanja od raka dojke

Cimbenik rizika Relativni rizik za nastanak raka dojke

Dob 15 puta
Pozitivna obiteljska anamneza 8 puta
Starija zivotna dob prvorodilje 4 puta
Nerotkinja 4 puta

Rana menarha i kasna menopauza 2,5 puta
Zracenje 5 puta

Debljina 3 puta

Oralni kontraceptivi 1,8 puta

Hormonska nadomjesna terapija 1,4 puta
Dijagnoza dobroc¢udnih parenhimatoznih 5 puta

bolesti dojke

1.4 Klinic¢ka slika

Rak dojke najcesce se ocituje kao bezbolan ¢vor u dojci. Rjede se nalazi smedasto-
krvavi iscjedak, uvlacenje bradavice, te otok 1 crvenilo koze dojke u predjelu tumora (6). U
viSim klini¢kim stadijima mogu se naci povec¢ani limfni ¢vorovi u pazuhu, ponekad s otokom
ruke. Kod inflamacijskog raka dojke koza ima izgled kore narance, a crvenilo i1 otok koze
moraju zahvacati najmanje 2/3 dojke (3).

Novonastala ili de novo metastatska bolest se ocCituje u 5-10% pacijentica. Bolest se
prezentira simptomima udaljenih presadnica, poput boli u kostima ili moze biti asimptomatska
(5). Oko 50% tumora dojke nastaje u desnom lateralnom kvadrantu dok u ostalim kvadrantima
tumor dojke ¢ini 10%. Bradavica €ini sredi$nji kvadrant i tu se nalazi oko 20% tumora. Rak je
multicentrican ili obostran u vise od 4% oboljelih.

Tumori dojke Sire se limfogene i hematogeno, a osim u limfne ¢vorove, mogu dati i
udaljene metastaze. NajceSce se Sire u pluca, jetru, kosti, mozak i nadbubrezne Zlijezde (6). U
razvijenim zemljama, uvodenjem programa probira, prisutan je stalni trend smanjenja veli¢ine

primarnog tumora dojke (3).



1.5 Patologija raka dojke

Rak dojke zlo¢udni je epitelni tumor dojke koji najéesée nastaje proliferacijom epitela
terminalnih kanali¢a ili duktulo-lobularnih jedinica (6). Tumori mogu biti maligni i benigni.
Klasifikacije raka dojke se baziraju po histoloskim, molekularnim i klini¢kim karakteristikama.
U laboratorijskoj dijagnostici u upotrebi su klasi¢ni molekularni markeri. Takoder se odreduje
klinicko-patoloski stadij tumora. ER, PR i HER2 status su izrazito vazni i neizostavni su dio
pretraga pri ¢emu tumore diferenciramo po skupinama. Osim navedenog, procjena histoloskog

statusa, biljega Ki-67 i stupnja diferencijacije imaju vaznu ulogu (3).

1.5.1 Histologija raka dojke

Rak dojke se moze klasificirati po stupnju invazivnosti. U Tablici 2 je prikazana
histoloska klasifikacija po skupinama. Osnovne skupine su neinvazivni, mikroinvazivni i

invazivni tumori (6).



Tablica 2. Histoloska klasifikacija karcinoma dojke

Neinvazivni karcinom

Duktalni in situ karcinom
Lobularni in situ karcinom

Intraduktalni papilarni karcinom

Mikroinvazivni karcinom

Invazivni karcinom

Karcinom dojke nespecificiranog podtipa (NST)
Lobularni
Karcinom s apokrinom diferencijacijom
Mucinozni
Tubularni
Kribriformni
Adenoid-cisti¢ni
Metaplasticni karcinom
Mikropapilarni
Rijetki tipovi karcinoma dojke

Neuroendokrine neoplazme

U skupini invazivnih karcinoma odreduje se histoloski stupanj diferenciranosti.

Nottinghamski sustav se koristi u $irokoj primjeni. Na temelju navedenog sustava tumori se

razlikuju po tri stupnja zlo¢udnosti: niski ili dobro diferenciran (3-5 bodova), srednji ili srednje

diferenciran (6 1 7 bodova) 1 visoki ili slabo diferenciran tumor (8 19 bodova). Ova klasifikacija

se temelji na morfoloSkim obiljeZjima tumora (7). Od navedenih tumora iz Tablice 2 najces¢i

je invazivni karcinom nespecifiranog podtipa (NST) 1 ¢ini 70-80% svih tumora. Invazivni

lobularni €ini 10-15% tumora dok se ostali rjede dijagnosticiraju (3).



1.5.2 Molekularne karakteristike raka dojke

U novije vrijeme, osim histoloske podjele, koristi se podjela na temelju
imunohistokemijskih i genskih obiljezja (3). [zuzetno je vazna biologija tumora. Tumore dojke
je mogude grupirati u skupine na temelju ekspresije gena i statusu hormonalnih receptora ¢ija
je podjela prikazana u Tablici 3. Ovakva podjela je moguéa usprkos dokazanim ¢injenicama da

svaki pojedina¢ni tumor ima vlastiti genski profil (8).

Tablica 3. Molekularni tipovi raka dojke

Luminalni A Luminalni B HER?2 pozitivni Trostruko
negativni
Ekspresija gena Ekspresija Ekspresija Ekspresija HER Visoka ekspresija
citokeratina citokeratinai  2/neu gena; niska bazalnih epitelnih
umjerena do slaba ekspresija gena za gena, bazalnih
ekspresija gena za ER citokeratina, niska
hormonske ekspresija gena za
receptore ERiHER 2 i
njima pridruzenih
gena

Ucestalost 40% raka dojke  15% raka dojke =~ 15% raka dojke =~ 20% raka dojke

ER’/PRT status Poz. Poz. Neg. Neg.
HER2 */neu status Neg. Varijabilno Poz. Neg.
Bioloske Niski IzraZena Visoki Visoki
osobitosti proliferacijski proliferacija u proliferacijski proliferacijski
indeks odnosu na indeks indeks

Luminalni A

" estrogenski receptor
t progesteronski raceptor

* engl. Human epidermal growth factor receptor 2



1.5.3. Prognosticka i prediktivna obiljeZja raka dojke

Prognosticki ¢imbenici odreduju prognozu, dok prediktivni ¢imbenici ukazuju na

terapijski odgovor samog tumora. Prognosticki ¢imbenici jesu:

Veli¢ina primarnog tumora: veéi je tumor povezan s loSijom prognozom prezivljavanja
(6).

Status regionalnih limfnih ¢vorova: sama pozitivnost ¢vora na tumor ukazuje na losu
prognozu. Status ¢vorova se odreduje u TNM Kklasifikaciji. Sto je veéi broj limfnih
¢vorova zahvacen metastatskim tumorskim tkivom to je klini¢ka prognoza loSija (3).
Takve bolesnice imaju krace preZivljenje od onih bez zahvacenih limfnih ¢vorova (6).
Ki-67 mitoticki indeks: visi je indeks povezan s loSijom prognozom. Pokazatelj je diobe
malignih stanica (3).

Stupan;j diferencijacije tumora: vrlo vazan prognosticki ¢imbenik, slabije diferencirani
tumori povezani su s loSom prognozom (6).

Vaskularna invazija predstavlja negativni prognosticki ¢imbenik (9).

Dob bolesnice: mlada zivotna dob (manje od 35 godina) je povezana s loSijom
prognozom (3).

Histoloski tip tumora: tubularni, kribriformni, mucinozni i adenoid cisti¢ni podtipovi
invazivnih karcinoma imaju bolju prognozu u usporedbi s karcinomom dojke

nespecificiranog podtipa (9).

Vazni prediktivni ¢imbenici raka dojke jesu:

Ucinkovitost hormonalne terapije odredena je statusom hormonalnih receptora:
negativan nalaz hormonskih receptora definira neuc¢inkovitost ovakvog nacina lijecenja
(10).

HER?2 status: prekomjerna izraZzenost HER 2 izdvaja bolesnice s ucinkovitim

odgovorom na anti-HER? ciljanu terapiju (3).



1.6. Dijagnosticki postupak za otkrivanje raka dojke

Anamneza i klinicki pregled su pocetni postupci kojim se zapocinje dijagnoza raka
dojke. Pregled Zzene sa sumnjom na rak dojke pocinje se vizualnom inspekcijom. Njome se
ispituje postojanje nepravilnosti, simetrija, navlacenje koze i povecanje limfnih ¢vorova
(3).Vazno je da se dojka palpira unutrasnjom stranom prstiju i to u sjede¢em i lezeCem polozaju.
Osim navedenoga nuzna je laboratorijska obrada krvi (kompletna i diferencijalna krvna slika i
biokemijske pretrage). Od radioloskih dijagnosti¢kih pretraga koristi se mamografija.
Primjenjujemo je za ranu detekciju tumora dojke kao 1 za potvrdu palpabilnog nalaza. Najvise
primjenjivana pretraga u dijagnozi raka dojke jest ultrazvucni pregled. Ova pretraga je manje
specifi¢na 1 senzitivna od mamografije, osobito u slucaju postmenopauzalnih Zena. Ultrazvucne
zrake ne prodiru dobro kroz masno tkivo koje je prisutno u dojkama postmenopauzalnih Zena.
Zato je ova pretraga metoda izbora za ranu detekciju raka dojke u premenopauzalnih Zena (5).
Za definitivni dokaz bolesti potreban je patohistoloski nalaz uzorka tkiva. Potrebno je napraviti
biopsiju Sirokom iglom ili ako, to nije moguce otvorenu kirurSku biopsiju tumora (11).

U patohistoloSkom nalazu raka dojke moraju biti navedena sljedece stavke: veliina
samog tumora, Ki-67 indeks, status hormonskih i HER2 receptora, stupanj diferencijacije
tumora, odnos tumora prema reznim ranama te broj pozitivnih limfnih ¢vorova aksile. Nakon
cijelog navedenog postupka, potrebno je odrediti TNM status (3). TNM status opisuje kolika je
veli¢ina samog tumora (T-tumor), jesu li zahvaceni limfni ¢vorovi i koliko ih je zahva¢eno (N-
node) te nalaze li se metastaze ili ne (M-metastasis). Nova, revidirana verzija TNM klasifikacije

objavljena je 2017.godine. Navedenu klasifikaciju nalazimo u Tablici 4 (12).



Tablica 4. TNM Kklasifikacija raka dojke

T'X
TO
Tis(DCIS)
Tis(Paget)
Tl
T1mi
Tla
T1b
Tlc
T2
T3
T4

T4a

T4b

T4c
T4d
N X
NO
Nlmi
N1
N2a
N2b
N3a

N3b
N3c
Mt 0

Nije moguce procijeniti postojanje tumora
Tumor ne postoji
Duktalni karcinom in situ
Pagetova bolest bradavice
Tumor < 20 mm u najve¢em promjeru
Tumor < 1 mm u najve¢em promjeru
Tumor >Imm, ali <5 mm najve¢em promjeru
Tumor >5 mm, ali <10 mm u najveéem promjeru
Tumor >10 mm, ali <20 mm u najve¢em promjeru
Tumor >20 mm, ali <50 mm u najve¢em promjeru
Tumor > 50 mm u najve¢em promjeru

Tumor bilo koje veli¢ine s direktnom invazijom stijenke prsnog
kosa 1/ili koze

Proboj tumora na stijenku prsnog kosa; invazija ili adherencija
pektoralnog misi¢a u odsutnosti invazije na ostale okolne
strukture

Ulceracija 1/ili ipsilateralni makroskopski satelitski ¢vor 1/ili
edem koze

Oba kriterija T4a i T4b
Inflamirani karcinom
Nema procjene
Nema prisutnih metastaza u limfnim ¢vorovima
Mikrometastaze(>0.2mm)
Metastaze u aksilarne limfne ¢vorove
Metastaze u 4-9 aksilarnih limfnih ¢vorova

Metastaze klini¢ki detektirane u internim mamarnim limfnim
¢vorovima,sa ili bez mikroskopske potvrde

Metastaza u 12 ili vi§e pazus$nih limfnih ¢vorova ili metastaza u
infraklavikularne limfne ¢vorove

Nla ili N2a u prisutnosti N1b
Metastaze u ipsilateralne supraklavikularne limfne ¢vorove

Ne postoje metastaze
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M1 Metastaza klini¢ki dokazana >0.2 mm

* veli¢ina primarnog tumora
T status regionalnih limfnih ¢vorova

* udaljene metastaze

1.7. Lije€enje raka dojke

Rak dojke se najcesce lijeci razli¢itim kombinacijama vise vrsta lijeCenja. Za lijeCenje
raka dojke potreban je multidisciplinarni pristup. Tri su osnovna nacina lijeCenja: kirursko
lijeCenje, lijekovi i radioterapija. Od lijekova se koristi kemoterapija, ciljana bioloska terapija,
imunoterapija i hormonska terapija (13). Ciljevi lijeCenja jesu poboljSanje duljine i kvalitete

zivota (3).

1.7.1. Lijecenje ranog oblika raka dojke

Kirurski zahvat je primarni terapijski postupak u slu¢aju ranog i operabilnog raka
dojke. U kirurSke zahvate pripadaju mastektomija, kvadrantektomija i segmentektomija, kao 1
rekonstruktivni  zahvati: subkutana mastektomija sa ili bez poStede bradavice.
Poslijeoperacijska radioterapija se ordinira nakon poStednih operacija radi smanjenja
ucestalosti lokalnog recidiva. Tijekom operacije mora se obaviti biopsija limfnog ¢vora u aksili
(engl. sentinel lymph node biopsy). To je prvi dreniraju¢i limfni ¢vor u aksili (11).

Nakon kirurSkog zahvata i definitivnog patohistoloSkog nalaza procjenjuje se stadij
bolesti. Ako je bolesnica sa srednjim i visokim stupnjem rizika ponovne pojave bolesti dodaje

se adjuvantna terapija (13).
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Adjuvantna radioterapija se ordinira nakon cijeljenja rane, obicno mjesec dana
poslije kirurske operacije. Cilj ove terapije je sprijeCiti ponovnu pojavu tumora u operiranoj
dojci ili u regionalnoj limfnoj drenazi (3).

Adjuvantna hormonska terapija se provodi u onih pacijentica ¢iji je rak dojke
pozitivan na hormonske receptore. Priblizno polovica metastatskih karcinoma dojke koji
eksprimiraju ER 1/ili PR reagira na endokrinu terapiju. Standardna terapija za premenopauzalne
pacijentice je tamoksifen, odnosno selektivni estrogenski receptor modulator (SERM), dok je
zlatni standard za postmenopauzalne Zene primjena aromataznog inhibitora poput anastrozola
(15). Minimalno trajanje endokrine terapije iznosi 5 godina.

Adjuvantna kemoterapija primjenjuje se u svih bolesnica sa srednjim i visokim
rizikom za ponovnu pojavu tumora(14).

Adjuvantna imunoterapija primjenjuje se u bolesnica koje su HER2 pozitivne i s
tumorom ve¢im od 0,5 cm. Danas se primjenjuje trastuzumab u kombinaciji kemoterapijom

istovremeno s radioterapijom i endokrinom terapijom (15).

1.7.2. LijeCenje uznapredovalog oblika raka dojke

Danas se u bolesnica s metastatskim rakom dojke koristimo razli¢itim terapijskim
postupcima. Cilj je lijeCenja u navedenih bolesnica maksimalno produljenje Zivota. Prosje¢no
prezivljenje bolesnica s metastatskom boles¢u iznosi od 3 do 5 godina. Kod hormon ovisnih
tumora koristimo endokrinu terapiju. Zlatni standard kod HER2 pozitivne metastatske bolesti
jest kombinacija taksana i dva monoklonska protutijela trastuzumaba i pertuzumaba (14). Cesto
se primjenjuje palijativna radioterapija. Osim lijekova koji djeluju na lijeCenje samog tumora,

primjenjuje se 1 simptomatska-potporna terapija (13).

1.7.3. Lijecenje hormonskog ovisnog raka dojke

Najzastupljeniji (75%) karcinomi dojke su luminalni karcinomi koji eksprimiraju alfa-
estrogenske receptore (ER). Ve¢ nekoliko desetlje¢a njihova se ekspresija koristi kao terapijska
meta u bolesnica s rakom dojke. Dostupni lijekovi imaju za cilj blokiranje ER ili inhibiranje
sinteze liganda (16). Aktivacija ER potice proliferaciju i1 prezivljavanje normalnog i tumorski
promijenjenog tkiva dojke. Nakon vezanja za estrogen, ER se dimerizira i translocira u jezgru

gdje ER dimeri vezu koaktivatore kako bi formirali transkripcijski aktivni ER kompleks
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(3).Razlikujemo cetiri osnovne vrste hormonske terapije: ablativna, kompetitivna, aditivna 1

lijecenje inhibitorima sinteze estrogena(15).

1.7.3.1. Hormonska terapija

U ablativnoj terapiji koriste se LHRH agonisti, ovariektomija, zracenje jajnika,
adrenalektomija i hipofizektomija. Jajnik je glavni izvor estrogena u premenopauzalnih zena pa
njegovim kirurskim uklanjanjem ili zracenjem dolazi do izrazitog pada razine estrogena u
pacijentica (3). LHRH agonisti djeluju na na¢in da u pocecima njihove terapije stimuliraju
izlu¢ivanje gonadotropina §to povecava razinu estrogena. Kasnije dolazi do paradoksalnog
ucinka koji rezultira prestankom izlu¢ivanja gonadotropina i pada broja receptora za LHRH na
hipofizi. Ovim na¢inom djelovanja LHRH agonista dolazi do smanjenja osjetljivosti hipofize
Sto posljedicno vodi do pada razine estrogena (17). Tamoksifen je najpoznatiji predstavnik
kompetitivne terapije. Vezanjem na etrogenske receptore u stanicama tumora dojke
onemogucuje vezanje estradiola i istodobno nema estrogenski u¢inak. Vazno je napomenuti da
tamoksifen djeluje kao selektivni estrogenski modulator. Antiestrogenski uc¢inak ima na stanice
tumora dojke, a estrogenski na kosti i endometrij. Koristi se kao adjuvantna terapija u
premenopauzalnih 1 postmenopauzalnih Zena. Fulvestrant je joS jedan lijek koji pripada u
skupinu kompetitivne terapije. To je lijek koji ima iskljucivo antagonisticki u¢inak na
estrogenske receptore 1 time smanjuje njihovu izrazajnost i potice njihovu degradaciju. Sljedeca
skupina jesu inhibitori sinteze estrogena. Aromataza je glavni enzim koji uzrokuje pretvorbu
androstendiona u estrogen (15). Upravo se na navedeni nacin estrogen stvara u
postmenopauzalnih Zena. Postoje dvije podskupine ovih lijekova: nesteroidni i steroidni
inhibitori aromataze. Anastrozol 1 letrozol pripadaju nesteroidnoj podskupini lijekova, dok je
egzemestan pripadnik steroidne podskupine. U posljednjoj podskupini su aditivni lijekovi
(15,17,18). Najcesce koriSteni su gestageni. Uzrokuju smanjenje razine estrogena smanjenim
oslobadanjem LH 1 FSH, poti¢u pretvorbu estradiola u manje aktivni spoj estriol i1 inhibiraju
sekreciju ACTH. Na taj nac¢in smanjuju stvaranje androgenih prekursora koji se stvaraju u
nadbubreZnoj Zlijezdi. Megestrol i medroksiprogesteron su najznacajniji predstavnici ove

podskupine (18).
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1.8. Endokrina rezistencija

Endokrino lijecenje najucinkovitiji nacin lije¢enja hormon ovisnih karcinoma dojke. S
vremenom, vec¢ina ovih tumora razvija rezistenciju na endokrinu terapiju (19). Primarna
endokrina rezistencija definira se kao recidiv unutar 2 godine od pocetka adjuvantnog
endokrinog lijecenja ili kao napredovanje bolesti tijekom prvih 6 mjeseci tijekom prve linije
endokrinog lijecenja uznapredovalih ili metastatskih karcinoma dojke. Sekundarnu rezistenciju
u ranom karcinomu dojke definiramo kao povrat bolesti koji se javlja nakon najmanje 2 godine
od pocetka uzimanja endokrine terapije ili unutar prve godine od zavrSetka uzimanja iste. U
metastatskom ili uznapredovalom obliku raka, sekundarna rezistencija se definira kao
progresija bolesti nakon viSe od 6 mjeseci od poCetka uzimanja endokrine terapije (10).
Mehanizmi endokrine rezistencije ukljucuju promjene u ER/PgR signalom putu, poput
poremecene regulacije ekspresije estrogenskih receptora, genomske i epigenetske promjene
ERS1 gena, ispoljenost promijenjenih ER izoformi, posttranslacijske modifikacije, povecanu
signalizaciju tirozin-kinaznih receptora i promijenjenu regulaciju stanicnog ciklusa (20).
Gubitak ER je jedan od glavnih uzroka de novo rezistencije na endokrino lije¢enje. Nekoliko
studija je dokazalo da se ekspresija estrogenskih receptora moze promijeniti iz ER-pozitivnog
u ER-negativni karcinom dojke u 10-20% slucajeva. Zbog prethodnog navedenog uvijek je
vazno ponoviti imunohistokemijsku analizu ER u metastatskom tkivu kad god tkivni uzorak
dostupan (19).

Mutacije gena ESR1, su rijetke kod primarnog raka dojke, ali su znacajno Ces¢e u
bolesnica s metastatskom bolesti dojke koje su prethodno primili endokrinu terapiju. Najcesce
mutacije su D538G,Y537S,Y537C i E380. Navedene mutacije se nalaze na ,,hot spot* u domeni
ERa koja veZze ligand §to rezultira trajnom aktivacijom ER (19).

Mutacije gena za tirozin-kinazne receptore su jedan od uzroka endokrine rezistencije.
Tirozin-kinazni receptori su obitelj receptora kojoj pripada receptor za epidermalni faktor rasta
(EGFR), receptor za faktor rasta sli¢an inzulinu (IGFR), receptor za vaskularni faktor rasta
(VEGFR) kao 1 receptor za faktor rasta prijekla fibroblasta (FGFR). Prekomjerna ekspresija
navedenih receptora povezana je s endokrinom rezistencijom. Nakon vezanja liganda na
receptore, dolazi do intracelularne transdukcije signalnih puteva kao MAPK i1 PI3K/AKT
signalnog puta (22).Navedeni putevi mogu aktivirati transkripcijsku aktivnost ER u odsutnosti
estrogena i time dovode do stani¢ne proliferacije i rasta tumora (10).

Poremecaj signalnog puta ciklin D/ciklin ovisne kinaze 4/6 (CDK4/6) je takoder jo$

jedan mehanizama koji dovode do endokrine rezistencije.
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U normalnim okolnostima primarni mehanizam aktivacije CDK je spajanje s ciklinom.
Cilj aktiviranih CDK je regulacija stani¢nog ciklusa, transkripcija i popravak DNA (21).CDK4
zajedno s kompleksom ciklina D pogoduje progresiji stanice kroz G1 fazu stani¢nog ciklusa. U
navedenoj fazi stanica se priprema za sintezu DNA. Retinoblastomski protein (pRb) kojeg
sintetizira tumor supresorski Rb gen protein koji kontrolira napredovanje stani¢nog ciklusa na
nacin da regulira G1 i S kontrolne faze ciklusa (19). Trajna aktivacija CDK 4 , CDKG6 i ciklina
D uzrokuje fosfoliraciju pRb-a i time dovode do njegove inaktivacije omoguéavajuci stanicama

neprestani ulazak u diobu (21).

1.9. PI3K/Akt/mTOR signalni put

PI3K/Akt/mTOR stani¢ni signalni put se smatra srediSnjim signalnim putem koji
zaduzen za regulaciju staniCnog rasta, prezivljavanja, migraciju i proliferaciju stanica.
Neodgovarajuca regulacija ovog puta doprinosi progresiji tumora i endokrinoj rezistenciji (22).
Aktivacijom fosfatidil-inozitol-3-kinaze (PI3K) fosforilira se fosfatidil-inozitol-4,5-bisfosfat
(PIP2) te nastaje fosfatidil-inozitol-3,4,5- fosfat (PIP3) koji dovodi do fosforilacije te
posljedicne aktivacije protein kinaze B (Akt). Akt fosforilira i ko¢i aktivnosti negativnih
regulatora mTOR-a (engl. mammalian target of rapamycin) te tako potice aktivaciju mTOR
signalnog puta. Razli¢ite mutacije PI3K gena koje kodiraju razli¢ite komponente tog puta
poput: PIK3CA, PIK3CB, PIK3R1, AKT1 dovode do prekomjerne aktivacije PIK3 signalnog
puta (23). Prekomjerna aktivnost PI3K/AKT/mTOR signalnog puta poti¢e transkripciju
estrogenskih receptora unato¢ njihovoj inhibiciji endokrinom terapijom sto pridonosi nastanku
endokrine rezistencije (24). Odredene studije, poput SOLAR-1 studije, pokazale su da se kod
bolesnica kod kojih se pojavila endokrina rezistencija kao posljedica poremecaja ovog

signalnog puta, moZe premostiti davanjem inhibitora PI3K signalnog puta (25).

1.10. PIK3CA mutacije

PIK3CA mutacije su druga najceS$¢a vrsta mutacije karcinomu dojke i1 to nakon
BRCA 1/2 mutacija. Odredene studije navode da se u 40% bolesnica s karcinomom dojke
luminalnog tipa nalazi PIK3CA mutacije. U HER2 pozitivnim karcinomima dojke ova se
mutacija nalaziu oko 25% bolesnica, a najrjeda je (u oko 10%) bolesnica s trostruko negativnim
karcinomima dojke (24).

Gen PIK3CA se nalazi na kromosomu 3q26.32 te kodira kataliticku podjedinicu
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p110a enzima PI3K skupine IA. Najc¢es¢e mutacije u PIK3CA genu u tumorima dojke su

H1047X, ES42K 1 E545K (26).

1.10.1. Detekcija PIK3CA mutacija

Za detekciju PIK3CA mutacija koristi se DNA dobivena iz primarnog ili metastatskog
tumorskog tkiva ili iz krvi. Dobivena DNA dalje se moze analizirati razlicitim molekularnim
metodama koriste¢i RT-PCR, te sekvencioniranje primjenom Sangera ili sekvencioniranje nove

generacije (NGS) (27).

1.10.2. PI3K inhibitor

Alpelisib (Pigray) je jedini PI3K inhibitor odobren za lijeCenje karcinoma dojke.
Indiciran je za lijeCenje postmenopauzalnih Zena koje imaju HR+/HER2 negativni rak dojke s
dokazanom PIK3CA mutacijom (25). Nacin na koji alpelisib djeluje je da selektivno inhibira
pl10a kataliticku i1zoformu PI3K enzima PI3K/AKT signalnog puta te time inhibira
prezivljenje 1 rast tumorskih stanica. Efikasnost ovog lijeka je utvrdena u SOLAR-1 studiji.
Alpelisib se koristi u kombinaciji s fulvestrantom. Maksimalna doza alpelisiba koju pacijent
moze tolerirati iznosi 400mg dnevno (28).

SOLAR-1 studija navodi da je medijan prezivljenja pacijenata koji su primali alpelisib
plus fulvestrant iznosi 9,1 mjeseci za razliku od grupe pacijenata koji su primali placebo u
kombinaciji s fulvestrantom u kojih je iznosio 5,4 mjeseca (25).

Najcesce nuspojave lijeka jesu hiperglikemija 1 makulopapularni osip. U 22% Zena je

zapazena hiperglikemija, dok je u 13% pacijentica prijavljen makulopapularni osip (28).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA



1.

Odrediti udio bolesnica s luminalnim, HER2 negativnim, metastatskim karcinom dojke
rezistentnim na endokrino lije€enje s nalazom PIK3CA mutacija KBC Split u 2020. i 2021.
godini.

Odrediti zastupljenost pojedinih mutacija.

Dobivene rezultate usporediti s podacima iz literature.
Hipoteza istrazivanja: rezultati testiranja uzoraka bolesnica s luminalnim, HER2 negativnim,

metastatskim karcinomom dojke rezistentnim na endokrino lije€enje s nalazom PIK3CA

mutacija KBC Split bit ¢e usporedivi s rezultatima dobivenim u SOLAR-1 studiji.
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3. ISPITANICI I POSTUPCI

19



3.1.  Organizacija studije

Podaci su prikupljeni analizom elektronicke baze podataka Klinickog zavoda za
patologiju, sudsku medicinu i citologiju Klinickog bolni¢kog centra Split gdje je i provedena
studija. Studija je provedena u suradnji s Klinikom za onkologiju i radioterapiju KBC-a Split.
Studija je retrospektivne prirode. Eticko povjerenstvo KBC-a Split je odobrilo istrazivanje

rjeSenjem broj: 2181-147/01/06/M.S.-22-02

3.2.  Ispitanici

Prikupljeni su podaci o PIK3CA mutacijskom statusu u 99 bolesnika s dijagnosticiranim
luminalnim, HER2 negativnim metastatskim karcinomima dojke, rezistentnim na endokrino
lijecenje u vremenskom periodu od 2020. do 2021. godine.

Kriteriji ukljucenja su: pacijenti sa HER2 negativnim luminalnim, metastatskim
karcinomima dojke rezistetni na endokrinu terapiju u kojih je bio dostupan uzorak tumorskog
tkiva s odgovaraju¢om koli¢inom i kvalitetom DNK.

Kriteriji iskljuCenja: pacijenti s prethodnom navedenim vrstom raka dojke kod kojih nije

bio dostupan uzorak tumorskog tkiva s odgovaraju¢om koli¢inom i kvalitetom DNK.

3.3. Metode istrazivanja

Za potrebe izrade empirijskog dijela ovog diplomskog rada pristupljeno je medicinskoj
dokumentaciji i elektronickoj bazi podataka Klinickog zavoda za patologiju, sudsku medicinu
1 citologiju Klinickog bolni¢kog centra Split.

U bazu podataka uvrStene su dob, spol, prisutnost PIK3CA mutacije i distribucija
hotspot mutacija u pacijenata u kojih je nadena PIK3CA mutacija.

Za detekciju mutacija koriStena je metoda lancane reakcije polimeraze (PCR) na aparatu
Cobas V480 uz primjenu Cobas®PIK3CA mutacijskog testa, kojim su analizirane specifi¢ne

mutacije na egzonima 1, 4, 77,9120 .
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34. Eti¢ka nacela

Plan ovog istrazivanja je uskladen sa Zakonom o zaStiti pacijenata
(NN169/04,37/08), Zakonom o provedbi Opce uredbe o zastiti podataka (NN42/18), te
odredbama Kodeksa lije¢nicke etike i deontologije (NN55/08,139/15) i pravilima Helsinske
deklaracije WMA 1964-2013. Eticko povjerenstvo KBC-a Split je odobrilo istraZivanje
rjeSenjem broj: 2181-147/01/06/M.S.-22-02

3.5. Statisticka analiza

U radu se koriste metode grafickog 1 tabelarnog prikazivanja kojima se prezentira
struktura pacijenata upotrebom apsolutnih i relativnih frekvencija. Numericke vrijednosti se
prezentiraju upotrebom medijana kao srednje vrijednosti, te interkvartilnog raspona kao
pokazatelja odstupanja oko srednjih vrijednosti. Razlika u strukturi pacijenata prema
promatranim obiljezjima se ispituje 2 testom, dok se u sluCaju neispunjenja uvjeta za
provodenje x2 testa koristi Fisherov egzaktni test. Razlika u zastupljenosti pacijenata ispituje
se Z testom razlike proporcija. Razlika u numerickim vrijednostima se ispituje T-testom za
nezavisna mjerenja. Statisticka znacajnost postavljena je na P<0,05. Analiza je radena u

statistiCkom softwareu STATISTICA 12 (Tibco, Kalifornija).
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4. REZULTATI



4.1. Obiljezje pacijenata po spolu i dobi

Analizom elektronske baze podataka s Klinickog zavoda za patologiju, sudsku
medicinu 1 citologiju pronadeno je 99 bolesnika dijagnosticiranih s luminalnim, HER2
negativnim metastatskim karcinomima dojke rezistentnih na endokrinu terapiju, kod kojih je
provedeno testiranje na PIK3CA mutaciju.

Vecina pacijenata je zenskog spola (N=97, 98%) (Slikal).

Pacijenti prema spolu

2; 2%

® Muskarac

B Zena

Slika 1. Graficki prikaz pacijenata prema spolu
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Medijan zivotne dobi bolesnica ukljucenih je 67 godina (IQR=59-72).
Najveci broj bolesnica je u dobnoj skupini od 60 do 70 godina (Slika 2). Ispitivanjem je
utvrdena prisutnost statisticki znacajne razlike zastupljenosti pacijenata prema dobnoj strukturi

(x2=53,89; P<0,001) (Tablica 5).

Tablica 5. Pacijenti prema starosnoj skupini

Dobna skupina N (%) 12 P’
30-40 1(1.23)
40-50 7 (8.64)
50-60 13 (16,05)
60-70 31 (38,27)
70-80 25 (30.86)
80-90 4 (4,94) 53,89 <0,001

“Fisherov egzatni test

Pacijenti prema dobi

W
(91

31

BROJ PACIJENATA
- = N W
S wn S U S

(9,1

)

40 50 60 70 80 90
STAROSNA DOB

Slika 2. Histogram pacijenata prema zivotnoj dobi
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4.2. Prisutnost PIK3CA mutacije

Svi uzorci od 99 pacijenata testirani su u Laboratoriju za molekularnu dijagnostiku

Klini¢kog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju KBC-a Split. Prema rezultatima

prisutnost PIK3CA mutacija je nadena u 50 bolesnika (51%) (Slika 3).

Pacijenti prema PIK3CA

49; 49,49%

M pegativan

B pozitivan

50;50,51%

Slika 3. Graficki prikaz prisutnost PIK3CA mutacije
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4.3. Distribucija vrste PIK3CA mutacija

U pacijenata pozitivnih na PIK3CA mutaciju, u Laboratoriju za molekularnu
dijagnostiku Klinickog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju odredena je i vrsta
PIK3CA mutacije. Najces¢a mutacija je H1047X koja je utvrdena u 17 pozitivnih pacijenata
(Slika 4).
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Pacijenti prema mutacijama
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Slika 4. Slikovni prikaz distribucije PIK3CA mutacija
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5. RASPRAVA
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Karcinom dojke je najces$¢i maligni tumor i vodeci uzrok smrtnosti u Zena. Bez obzira
na napredak u dijagnostici i lijeCenju metastatskih karcinoma dojke, rije¢ je o neizlje€ivoj
bolesti. U posljednjih nekoliko godina, neke klini¢ke studije su identificirale nove molekularne
ciljeve, terapijske mogucnosti i biomarkere na temelju kojih se moze predvidjeti odgovor na
ciljano lijecenje.

U lijecenju metastatskih, hormon pozitivnih, HER2 negativnih tumora dojke, endokrina
je terapija metoda izbora (19). Tijekom vremena, veci broj Zena razvija rezistenciju na ovakav
oblik lijecenja.

Oko 40% hormon receptor pozitivnih, HER2 negativnih karcinoma dojke imaju mutacije
koje rezultiraju poremecajem PI3K/Akt/TOR signalnog puta. Ovaj je signalni put jedan od
temeljnih puteva u progresiji malignih tumora dojki ¢ija je prekomjerna aktivacija udruZzena s
proliferacijom i preZivljenjem tumorskih stanica, te s poticanjem neoangiogeneze (23).

Blokada ovog puta primjenom alfa selektivnog PIK3CA inhibitora, alpelisiba, u
kombinaciji s fulvestrantom koji je selektivni modulator estrogenskih receptora povezana je sa
statistiCki znacajnim produzenjem prezivljavanja do povrata bolesti 1 ukupnim prezivljavanjem
u zena sa hormon ovisnim, HER2 negativnim tumorima dojke, koje su razvije endokrinu
rezistenciju (28).

Da bi se izdvojile bolesnice koje ¢e imati koristi od primjene ovog lijeka klju¢no je
odrediti mutacijski status PIK3CA gena u uzorcima tumora ili krvi bolesnice nekom od
prihvacéenih 1 validiranih molekularnih metoda kao §to su RT-PCR ili NGS (28). Djelovanje
ovog lijeka kod zena s hormon pozitivnim, HER2 negativnim tumorima koje su razvije
endokrinu rezistenciju, analiziran je u SOLAR-1 registracijskoj studiji (25).

U naSem istrazivanju napravljena je PIK3CA mutacijska analiza uzoraka tumorskog
tkiva u Laboratoriju za molekularnu dijagnostiku Klinickog zavoda za patologiju, sudsku
medicinu i citologiju KBC-a Split primjenom RT-PCR metode.

U ukupnom uzorku od 99 pacijenata bilo 97 Zena i1 dva muskarca, Sto je u skladu s
znacajno ve¢im udjelom karcinoma dojke u zZena u odnosu na muskarce (1:100) (6).

Srednja zivotna dob promatranih pacijenata bila je 67 godina, sa interkvartilnim rasponom
izmedu 59 do 72 godine. Najveci broj pacijenata bio je u dobi od 60 do 70 godina. U SOLAR-
1 studiji, analizirano je 67 uzoraka postmenopauzalnih Zena, a muskarci nisu bili uklju¢eni u
studiju. Prosjecna dob i medijan pacijenata u SOLAR-1 studiji iznose 58 godina (IQR=37-79)
te su navedeni pacijenti statisticki znac¢ajno mladi u odnosu na pacijente ukljuene u naSe

istrazivanje.
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U 99 uzoraka tkiva pacijenata lijecenih u KBC-u Split, u njih 50 je nadena PIK3CA
mutacija (51,51%). U SOLAR-1 studiji ucestalost PIK3CA mutacija detektiranih RT-PCR
metodom iznosila je 41,1% od testiranih bolesnica te su nasi rezultati podudarni rezultatima iz
navedene studije (25).

Analizom distribucije PIK3CA mutacija na pacijentima lijeCenih u KBC-u Split
pokazala je dau 17 (34%) pacijenata pozitivnih na PIK3CA mutaciju (N=50) utvrdena mutacija
H1047X na egzonu 20, te 14 (28%) mutacija na egzonu 9 (E542,545X 1 545K). Ove mutacije
predstavljaju 62% svih PIK3CA mutacija, Sto odgovara rezultatima SOLAR-1 studije, u kojoj
su mutacije takoder nadene najc¢esce na egzonima 9 120 (25).

Na temelju navedenog, rezultati koji su dobiveni u KBC Split usporedivi su s rezultatima
SOLAR-1 studije (25).

Uvodenje ciljanih lijekova, zasnovanih na biomarkerima, medu kojima je 1 PI3K
inhibitor Alpelisib, znacajno je utjecalo na produljenje Zivota i bolju kvalitetu Zivota u bolesnica
s metastatskim karcinomima dojke. Osnovni preduvjet personaliziranog lijecCenja oboljelih od
karcinoma dojke je 1 precizno i pouzdano definiranje biomarkera standardiziranom
metodologijom koja obuhvaca sve klinicki znaCajne promjene gena kako bi se izdvojile
bolesnice koje ¢e imati najveci korist od lijecenja.

OgraniCenje ove studije je retrospektivni dizajn 1 relativno mali broj uzoraka,
uklju¢enost samo jednog centra i nedostatak korelacije s klinickim podacima odgovora na
lijeCenje alpelisibom u bolesnica s dokazanim PIK3CA mutacijama, Ono §to je novo i zna¢ajno
u ovom istrazivanju jest prikaz mutacijskog statusa i distribucije specificnih PIK3CA mutacija
u bolesnica s hormon ovisnim metastatskim karcinomom dojke, rezistentnim na endokrino
lije¢enje u KBC Split.

Na temelju rezultata ove studije, usporedivih s rezultatima registracijske studije
SOLAR-1, RT-PCR metodologija koriStena za detekciju PIK3CA mutacija je efikasna,
specificna i senzitivna metoda za odabir bolesnica za lije¢enje PI3K inhibitorom, koja se moze
implementirati u ve¢em broju laboratorija uz redovite vanjske i unutarnje provjere kvalitete i

tocnosti testiranja.

31



6. ZAKLJUCCI
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Od 99 analiziranih uzoraka tkiva pacijenata s metastatskim, hormon receptor pozitivnim, HER2
negativnim karcinomom dojke, koji su rezistentni na endokrinu terapiju lije¢enih u KBC-u

Split, u njih 50 je nadena PIK3CA mutacija (51,51%).

U 17 uzoraka tkiva pozitivnih na PIK3CA mutaciju (N=50) utvrdena mutacija H1047X na
egzonu 20, te 14 mutacija na egzonu 9 (E542,545X 1545K). Ove mutacije predstavljaju 62%
svih PIK3CA mutacija, §to odgovara rezultatima SOLAR-1 studije, u kojoj su mutacije takoder
nadene najc¢eSc¢e na egzonima 9 120.

Na temelju rezultata ove studije, usporedivih s rezultatima registracijske studije SOLAR-1, RT-
PCR metodologija koriStena za detekciju PIK3CA mutacija je efikasna, specificna i senzitivna
metoda za odabir bolesnica za lijeCenje PI3K inhibitorom, koja se moze implementirati u veCem

broju laboratorija uz redovite vanjske 1 unutarnje provjere kvalitete 1 tocnosti testiranja.
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8. SAZETAK



Ciljevi: U bolesnica s luminalnim, HER2 negativnim, metastatskim karcinomima dojke
rezistentnim na endokrinu terapiju, lijeCenim u KBC Split u 2020. i 2021. godini u uzorcima
tkiva tumora odrediti udio i tip PIK3CA mutacija, te dobivene podatke usporediti s rezultatima

iz registracijske SOLAR-1 studije.

Ispitanici i postupci: Prikupljeni su podaci o 99 bolesnika s dijagnosticiranim luminalnim,
HER2 negativnim, metastatskim karcinomima dojke u vremenskom periodu od 2020. i 2021.
godine. To je retrospektivna analiza. Za potrebe izrade empirijskog dijela ovog diplomskog
rada pristupljeno je medicinskoj dokumentaciji i elektroni¢koj bazi podataka Klinickog zavoda
za patologiju,sudsku medicinu 1 citologiju Klini¢kog bolnickog centra Split. U bazu podataka
uvrsteni su dob, spol, prisutnost PIK3CA mutacije 1 distribucija specificnih mutacija. Uzorci

tumorskog tkiva analizirani su primjenom RT-PCR metode.

Rezultati: Utvrdena je znaCajna razlika u zastupljenosti pacijenata prema spolu u uzorku od 99
pacijenata. Najveci broj pacijenata nalazi se u dobnoj skupini od 60 do 70 godina, dok srednja
zivotna dob iznosi 67 godina. U 99 uzoraka tkiva pacijenata s metastatskim, hormon receptor
pozitivnim, HER2 negativnim karcinomom dojke , koji su rezistentni na endokrinu terapiju
lijecenih u KBC-u Split, u njih 50 je nadena PIK3CA mutacija (51,51%). U 17 uzoraka tkiva
pozitivnih na PIK3CA mutaciju (N=50) utvrdena mutacija H1047X na egzonu 20, te 14
mutacija na egzonu 9 (E542,545X i545K). Ove mutacije predstavljaju 62% svih PIK3CA
mutacija, Sto odgovara rezultatima SOLAR-1 studije, u kojoj su mutacije takoder nadene

najcesc¢e na egzonima 9 1 20.

Zakljuéak: Na temelju rezultata ove studije, usporedivih s rezultatima registracijske studije
SOLAR-1, RT-PCR metodologija koriStena za detekciju PIK3CA mutacija je efikasna,
specificna i senzitivna metoda za odabir bolesnica za lije¢enje PI3K inhibitorom, koja se moze
implementirati u ve¢em broju laboratorija uz redovite vanjske i unutarnje provjere kvalitete 1

to¢nosti testiranja.
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9. SUMMARY



Diploma thesis title: PIK3CA mutations in luminal, HER2 negative metastatic breast cancer

Objectives: In patients with luminal, HER2-negative, metastatic breast cancers resistant to
endocrine therapy, treated at KBC Split in 2020 and 2021, the proportion and type of PIK3CA
mutations in tumor tissue samples was determined, and the obtained data was compared with

the results from the registration SOLAR-1 study.

Subjects and methods: Retrospective analysis collected data on 99 patients diagnosed with
luminal, HER2-negative, metastatic breast cancer in the period from 2020 to 2021. For the
purposes of creating the empirical part of this thesis, the medical documentation and electronic
database of the Clinical Institute for Pathology, Forensic Medicine and Cytology of the
University Hospital of Split were accessed. Age, gender, presence of PIK3CA mutation and
distribution of specific mutations were included in the database. Tumor tissue samples were

analyzed using the RT-PCR method.

Results: A significant difference in the representation of patients according to gender was
found in the sample of 99 patients. The largest number of patients is in the age group of 60 to
70 years, while the average age is 67 years. In 99 tissue samples from patients with metastatic,
hormone receptor-positive, HER2-negative breast cancer, who are resistant to endocrine
therapy treated at the University Hospital of Split, PIK3CA mutation was found in 50 of them
(51.51%). In 17 tissue samples positive for the PIK3CA mutation (N=50), the H1047X
mutation on exon 20 and 14 mutations on exon 9 (E542,545X and 545K) were found. These
mutations represent 62% of all PIK3CA mutations, which corresponds to the results of the

SOLAR-1 study, in which mutations were also found most frequently in exons 9 and 20.

Conclusion: Based on the results of this study, comparable to the results of the registration
study SOLAR-1, the RT-PCR methodology used for the detection of PIK3CA mutations is an
efficient, specific and sensitive method for selecting patients for PI3K inhibitor treatment,
which can be implemented in a larger number of laboratories with regular external and internal

checks on the quality and accuracy of testing.
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