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SAZETAK
Cilj istrazivanja: Prekomjerna ekspresija proteina iz obitelji epidermalnog faktora rasta

(EGFR obitelj) i1 ciklina D1 Cest je nalaz u raku dojke. Medutim, u literaturi nedostaje
radova koji sustavno ispituju ekspresiju 1 amplifikaciju HER-2, EGFR i ciklina D1 kod
raka dojke, te njihov utjecaj na prezivljenje i prognozu u istoj grupi pacijenata, pa su
stoga 1 rezultati studija nerijetko oprecni. Takoder sve je viSe dokaza koji upucuju na
postojanje direktnog puta EGFR signaliziranja u kojem aktivirani EGFR bude
internaliziran 1 prebacen unutar jezgre gdje potom sudjeluje u procesu regulacije genske
ekspresije. Stoga je cilj ovog istrazivanja ispitati proteinsku ekspresiju i1 gensku
amplifikaciju HER-2, membranskog EGFR (mEGFR), nuklearnog EGFR (nEGFR),
ciklina D1 1 status 17. kromosoma u invazivnom duktalnom raku dojke te podatke
korelirati sa patohistoloSkim parametrima, menopauzalnim statusom 1 prezivljenjem
pacijentica.

Materijali i metode: Od ukupno 118 uzoraka invazivnog raka dojke izradeni su tkivni

mikroareji (TMA, tissue microarray) te se potom pristupilo imunohistokemijskom
bojanju tkiva na HER-2, mEGFR, nEGFR i ciklin D1. Evaluacija statusa gena HER-2,
EGFR, CCNDI1 i polisomije 17. kromosoma radena je FISH metodom koriste¢i Vysis
probe (Downers Grove, IL, SAD).

Rezultati: HER-2 prekomjerna proteinska ekspresija nadena je u 23.27% tumora,
amplifikacija HER-2 gena u 18.10% slucajeva, dok je 20.68% uzoraka imalo polisomiju
17. kromosoma. Prekomjerna mEGFR ekspresija i amplifikacija EGFR gena zabiljezene
su u svega 1.8% tumora. nEGFR ekspresija utvrdena je u 40.69% slucajeva od cega je
11.5% uzoraka imalo snazno izrazenu nuklearnu ekspresiju EGFR (nEGFR +++). Ciklin

D1 je prekomjerno eksprimiran u 63.71% slucajeva dok je CCND1 gen amplificiran u



13.4% slucajeva. Pronadene su statisticki znacajne korelacije izmedu imunohistokemije i
FISH analize za HER-2, EGFR i ciklin D1. Univarijantna analiza je pokazala da HER-2
genska amplifikacija pokazuje grani¢no statisticki znacajnu povezanost s kracim
prezivljenjem u ukupnoj skupini pacijentica (p=0.052), a statisti¢ki znacajnu korelaciju u
premenopauzalnoj skupini (p=0.0324). PoviSena ekspresija ciklina D1 povezana je s
trendom boljeg prezivljenja u sveukupnom broju uzoraka, postmenopauzalnoj i
premenopauzalnoj skupini s tim da posljednja skupina pokazuje statisticki znacajnu
korelaciju s boljim prezivljenjem (p=0.0027). nEGFR ekspresija je statisticki znacajno
udruZena s losijim prezivljenjem u skupini Zena u premenopauzi (p=4.43 x10°) i u cijeloj
grupi ispitivanih pacijentica (p=0.0002). Takoder je utvrdeno da pacijentice sa
snaznom/umjerenom ekspresijom ciklina D1 i nEGFR imaju loSije prezivljenje u odnosu
na pacijentice koje imaju snaznu/umjerenu ekspresiju ciklina D1 i negativnu/slabu
ekspresiju nEGFR (p=0.00078). Multivarijantna analiza je pokazala da je nEGFR
neovisan prognosticki faktor i1 pacijenti sa snaznom nEGFR ekspresijom imaju 3.4 puta
veci rizik od smrti u odnosu na nEGFR negativne pacijente.

Zakljuc¢ak: Univarijantna analiza je pokazala da pacijentice sa snaznom nEGFR
ekspresijom imaju statisticki znacajno lo§ije prezivljenje, dok je multivarijantna analiza
pokazala da nEGFR ima neovisni prognosticki znacaj. Dobiveni rezultati sugeriraju da
nEGFR putem ciklina D1 poti¢e proliferaciju tumorskih stanica i agresivinije ponasanje
te posljedicno tome losije prezivljenje pacijentica. Ukoliko povecana ekspresija ciklina
D1 nije zdruzena s nEGFR snaZznom ekspresijom onda takvi tumori imaju manje

agresivan tijek, a pacijentice bolje prezivljenje.



Kljuéne rijeci: ciklin D1; EGFR; FISH; HER-2; imunohistokemija; rak dojke, invazivni

duktalni rak dojke, tkivni mikroarej



SUMMARY

Objectives: Members of epidermal growth factor receptor (EGFR) family and cyclin D1
are frequently overexpressed in breast cancer. However, studies that systematically
examine protein expression and gene amplification of HER-2, EGFR and cyclin D1 in
breast cancer and correlate it with overall survival in the same group of patients are
missing; hence results of the different studies are frequently opposite. Emerging
evidences suggest the existence of a new mode of EGFR signaling pathway in which
activated EGFR undergoes nuclear translocalization and subsequently regulates gene
expression and potentially mediates other cellular processes. Therefore the aim of this
study is to examine protein expression and gene amplification of HER-2, membrane
EGFR (mEGFR), nuclear EGFR (nEGFR), cyclin D1 and chromosome 17 status in
invasive ductal breast carcinoma and correlate findings with pathohistological
parameters, menopausal status and overall survival.

Material and Methods: Tissue microarrays (TMA) were built from the 118 archival,

formalin fixed paraffin embedded invasive ductal carcinoma. Immunohistochemistry was
performed for HER-2, mEGFR, nEGFR and cyclin D1 according to manufactures
instructions. Gene evaluation of HER-2, EGFR, cyclin D1 and chromosome 17 status
were performed by fluorescent in situ hybridization (FISH) using Abbott, Vysis probes
(Downers Grove, IL, USA).

Results: HER-2 overexpression was found in 23.27% tumors, corresponding gene
amplification was detected in 18.10% samples while 20.68% cases had chromosome 17
polisomy. mEGFR protein overexpression and EGFR gene amplification were found in

1.8% of tumors. nEGFR expression was detected in 40.69% tumors with 11.50% having



high nEGFR staining (nEGFR +++). Strong cyclin D1 expression and CCNDI1
amplification were found in 63.71% and 13.4% of the cases, respectively. Statistically
significant correlation was found between immunohistochemistry and FISH analysis for
HER-2, EGFR and cyclin DI1. Univariate analysis for HER-2 gene amplification showed
borderline statistical significance with shorter overall survival (OS) in whole cohort of
patients (p=0.052) and statistically significant correlation with shorter OS in
premenopausal group of patients (p= 0.0324). Strong cyclin D1 expression significantly
correlated with better OS in pre-menopausal group of women (p= 0.0027) but there was
no significant correlation in post-menopausal group or whole patient’s cohort although
trend toward better survival has been noticed. Importantly, Kaplan-Meier survival
analysis and log-rank test revealed a significant inverse correlation between high nEGFR
and OS in whole cohort (p= 0.0002) as well in premenopausal group of patients (p= 4.43
x 10). Also, tumors with moderate/strong expression of cyclin D1 and nEGFR had
significantly shorter cumulative survival comparing to tumors with moderate/strong
cyclin DI expression and negative/low nEGFR (p=0.00078). Multivariate analysis
revealed nEGFR to be independent prognostic factors for OS and showed 3.4 times
greater mortality risk for nEGFR+++ patients comparing to nEGFR negative patients
(hazard ratio = 3.402; p=0.0026).

Conclusion: Univariate analysis showed that patients with high nEGFR staining have
statistically significant worse OS while multivariate analysis revealed that nEGFR
represents independent prognostic factor. Also, our data indicate that in context of high
nEGFR staining, increased expression of cyclin D1, actually contributes to the poor

survival rate in invasive ductal breast cancer, but when expressed alone strong cyclin D1



expression represents a good prognostic marker. Our findings together with earlier
reports suggest that nEGFR may play potential important role in the aggressive biology
of breast cancer and subsequently can lead to worse clinical outcomes.

Key words: breast cancer, invasive ductal carcinoma; cyclin D1; EGFR; FISH; HER-2;

immunohistochemistry, tissue microarray
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1. UVOD

1. 1. Epidemiologija i etiologija raka dojke

Incidencija raka dojke u kontinuiranom je porastu i glavni je uzrok smrtnosti kod
zena u svijetu (1). S oko 1 151 298 novooboljelih i 410 712 umrlih Zena (procjene za
2002.), rak dojke je najceSce sijelo raka kod Zena u svijetu (2). Opéi trend porasta
incidencije raka dojke u svijetu biljezi se i u Hrvatskoj, medutim dok se u svijetu biljezi
pad mortaliteta kod nas je mortalitet od raka dojke naZalost i dalje u porastu (3). Pad
smrtnosti u svijetu od ovog raka pripisuje se ve¢oj prosirenosti upotrebe mamografije kao
metode probira i boljem lijeCenju ranijih stadija bolesti (4,5). Prema posljednjim
objavljenim podacima Republickog registra za rak u Hrvatskoj je 2005. godine bilo 2 303
novooboljelih Zena (stopa 101.1/100 000) (6). Rak dojke u Hrvatskoj je najcesci uzrok

smrti od raka u Zzena i u 2006. godini umrlo je 830 Zena (stopa 36.1/100 000) (Slika 1.)

3).
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Slika 1. Pet najcesc¢ih sijela raka u Zena u Republici Hrvatskoj. Preuzeto iz HZZJZ,

Incidencija raka u Hrvatskoj 2005, Bilten br. 30, Zagreb, 2007.

Od raka dojke najcesc¢e oboljevaju Zene iznad 50. godine zivota ali oboljevaju i
zene mlade zivotne dobi. LoSi rezultati lijeCenja raka dojke danas se pripisuju prekasno
otkrivenoj bolesti. Tumori postaju opipljivi prstima kada dosegnu veli¢inu od 1-2 cm i
najcesce ih bolesnice same napipaju ali su tada regionalni limfni ¢vorovi ve¢ zahvaceni u
oko 50% slucajeva (7). Zlo¢udni tumori dojke najceSce su epitelnog porijekla i u
najveéem broju slucajeva nastaju iz epitela kanalica (duktusa; ~80%) ili epitela reznjic¢a
(lobulusa; ~10%) (8). Danas se smatra da je rak dojke (kao i bilo koji drugi tip
karcinoma) posljedica utjecaja multiplih faktora okoliSa i nasljednih faktora, kao §to su
genetske mutacije, utjecaj virusnih onkogena, utjecaj estrogena, poremecaj signaliziranja
putem faktora rasta, nemoguénost imunoloskog sustava da prepozna tumorske stanice ili
poznati, uzrok raka dojke je esto nepoznat. Samo se u oko 5% slucajeva novootkriveni
rak dojke moze pripisati odredenim nasljednim faktorima dok je u preostalih 95%
slucajeva etiologija raka nepoznata (9).

U svijetu je sve viSe izraZena teznja za specificnim dijagnosti¢kim metodama koje
se temelje na bioloSkim znacajkama samog tumora i individualiziranom pristupu lijecenju
bilo koje neoplazme, pa tako i1 raka dojke. Dostignu¢a u molekularnoj medicini i
citogenetici omogucila su upotrebu novih metoda i1 dijagnostiku tumorskih biomarkera u

svakodnevnoj klini¢koj praksi. Narocita paznja je usmjerena na one molekularne



biomarkere koji mogu predvidjeti odgovor na terapiju i progresiju bolesti te omogucavaju
optimalni odabir terapije za pojedinog pacijenta. HER-2, EGFR (epidermal growth factor
receptor) i ciklin D1 su proteini za koje se smatra da sudjeluju u tumorogenezi i povezuju
se s prognostickim faktorima rizika za rast, razvoj i terapijski odgovor niza tumora,
ukljucujuéi i rak dojke. Razvoj nove generacije lijekova koji su specificno usmjereni ka
HER-2 i EGFR-u (monoklonska protutijela, anti-HER-2 trastuzumab i anti-EGFR
gefitinib) te isticanje ciklin D1 gena kao buduce ciljne molekule u razvoju novih
specificnih, tzv. «pametnih» lijekova, privuklo je znafajan interes znanstveno-
medicinske javnosti za istrazivanje patobiokemijskih mehanizama posredovanih ovim
proteinima/genima. Prognosticki, odnosno, prediktivni faktori koji se trenutno koriste ne
daju dovoljno informacija koje bi omoguéile individualnu procjenu rizika za pacijenta 1
planiranje lijecenja i odabira terapije za svakog pacijenta, isti¢u¢i potrebu za dodatnim

relevantnim prognostickim faktorima.

1. 2. Obitelj receptora epidermalnog faktora rasta (EGFR obitelj)

Receptori iz EGFR obitelji vazni su medijatori maligne stani¢ne transformacije,
nekontrolirane proliferacije, odrzanja tumorskog fenotipa 1 prezivljenja maligno
transformiranih stanica (10). Poremeceno signaliziranje putem c¢lanova ove obitelji
zabiljezeno je u velikom broju humanih karcinoma, a najbolje je ispitano kod raka dojke,
karcinoma plu¢a i1 glioblastoma (11). Receptori mogu pretrpjeti razli¢ite promjene
prilikom maligne transformacije stanica ukljucujuéi gensku amplifikaciju, prekomjernu

ekspresiju receptora na stanicnoj membrani, aktivirajue mutacije, prekomjernu



ekspresija liganda koji se vezu na receptore i/ili gubitak negativne sprege putem
regulatornih proteina (12). EGFR obitelj sastoji se od 4 transmembranska receptora koji
dijele visok stupanj homologije, EGFR (c-erbB1 ili HER-1), HER-2 (c-erbB2), HER-3

(c-erbB3) i HER-4 (c-erbB4) (Slika 2.).

EGF
TGFa
Ligand Amfiregulin  Nema specifitneg NRG2
B-celulin liganda - NRG3
HB-EGF dimerizacija sa Heregulini
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Slika 2. Obitelj receptora epidermalog faktora rasta (EGFR-epidermal growth factor
receptor family). EGFR-receptor epidermalnog faktora rasta; HER-humani EGF receptor;
EGF-epidermalni faktor rasta; TGF-a- tansformirajuci faktor rasta alfa; HB-EGF-heparin
vezuju¢i EGF; NRG-neuregulini 1 12 (NRG2 i NRG3)

Adaptirano iz Rubin I, Yarden Y. Ann Oncol 2001;12 Suppl 1:S3-8.



Svi su gradeni na sli¢an nacin, imaju ekstracelularnu cisteinom bogatu domenu,
na koju se veze ligand, intracelularnu domenu sa tirozin kinaznom aktivnosti, a te dvije
domene su medusobno povezane hidrofobnim transmembranskim dijelom (13). Postoje
stanovite rezlike medu receptorima, HER-2 nema specifi¢nog liganda koji se na njega
veze (14), a HER-3 nema tirozin kinazne aktivnosti (15, 16). Receptori iz EGFR obitelji
se aktiviraju vezanjem liganda, §to dovodi do dimerizacije receptora sa samim sobom
(homodimer) ili dimerizacije sa drugim c¢lanovima iz EGFR obitelji (heterodimer).
Formacija dimera je vodena vecom stabilno$¢u formiranih kompleksa izmedu liganda i
dva receptora nego samo jednog receptora i liganda (13). Kako HER-2 receptor nema
specifi¢nog liganda koji se na njega veze ve¢ je ko-receptor za mnogo razlicitih liganda,
Cesto je aktiviran pomocu liganada sli¢nih epidermalnom faktoru rasta §to ima za
posljedicu formiranje EGFR-HER-2 heterodimera (13). Znacaj heterodimera je u tome
da stvaraju mnogo potentnije signale nego homodimeri, a narocito oni heterodimeri koji
sadrze HER-2 (13, 15, 17). Aktivacija signalnog puta receptorima iz ove obitelji odvija se
u tri sekvencijska koraka. Prvo, vezanjem liganda na ekstracelularnu domenu receptora
dolazi do konformacijskih promjena u samoj ekstracelularnoj domeni, a potom se, zbog
navedenih strukturnih promjena receptori dimeriziraju (homo- ili hetero-dimerizacija).
Konaé¢no, dimerizacija dovodi do autofosforilacije intracitoplazmatske domene 1
aktivacije intracelularne domene receptora, tirozin kinaze, te daljnjeg prijenosa signala.
Najcesce fosforilacija aktivira nekoliko signalnih kaskada ukljucujuéi, Ras-MAPK, PI3K

(fosfoinozitol-3-kinaza)/Akt 1 STAT put koji zajedno kontoliraju gensku transkripciju,



stani¢ni ciklus, stani¢nu proliferaciju i prezivljenje, adheziju, angiogenezu, migraciju,

invaziju 1 apoptozu (Slika 3.) (18, 19, 20).

Ligand
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radioterapiju Metastaziranje
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Slika 3. Vezanje liganda za receptor iz EGFR obitelji, njegova aktivacija i prijenos
signala. Preuzeto 1 adaptirano iz Harari PM, Huang SM. Clin Cancer Res 2000;6:323-

325 (21).

1.3. HER-2

HER-2 je proto-onkogen, smjesten na 17. kromosomu (17g21), koji kodira 185

kD velik transmembranski protein iz EGFR obitelji i ima vaznu ulogu u kontroli

stani¢nog rasta i diferenciranja (22). U stanici koja eksprimira normalnu koli¢inu HER-2



receptora nalazi se oko 50 000 kopija ovog proteina na stani¢noj membrani, dok u
stanicama raka dojke koje pokazuju prekomjernu ekspresiju HER-2 proteina taj broj

moze biti i ve¢i od milijun kopija (Slika 4.) (23, 24).

HER-2 Gene Amplification

in Breast Cancer Increased expression

of HER-2 mRNA
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ff,r;;, {normal)

= Increased expression of HER-2 protein
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- ﬁ’ﬁ;, 30% of breast
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e lon,

Signals cells to
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Slika 4. Amplifikacija HER-2 gena vodi do prekomjerne transkripcije HER-2 mRNA 1
povecane sinteze HER-2 proteina.

Preuzeto iz Hicks DG, Tubbs RR. Hum Pathol 2005;36:250-261.

Kao posljedica prekomjerne ekspresije HER-2 proteina dolazi do skra¢ivanja G1
faze stanicnog ciklusa, stanica ulazi u S fazu ciklusa mnogo ranije $to ju vodi u
nekontroliranu proliferaciju. Pove¢ana ekspresija HER-2 proteina na stani¢noj povrSini i

posljedi¢na nekontrolirana stani¢na proliferacija u vecini slucajeva je posljedica



amplifikacije HER-2 gena. Studije pokazuju da 15-30% (25) invazivnog raka dojke ima
prekomjernu ekspresiju HER-2 proteina, odnosno gensku amplifikaciju koja je povezana
sa loSijom prognozom (veca ucestalost ponovnog javljanja bolesti i ve¢a smrtnost) i
pozitivnim odgovorom na terapiju monoklonskim protutijelima (trastuzumab) (26). Ovo
monoklonsko protutijelo specificno usmjereno na ekstracelularnu domenu HER-2
receptora (27), poboljsava sveukupno prezivljenje u metastatskom karcinomu i smanjuje
ucCestalost rekurencije i1 mortalitet u ranijim stadijima raka dojke (28). Istrazivanja
pokazuju da HER-2 prekomjerna ekspresija kod raka dojke korelira sa zahva¢eno$¢u
limfnih ¢vorova, visokim nuklearnim gradusom, negativnim hormonskim receptorima i
visokom proliferativnom aktivnoséu (29, 30, 31). Novije studije takoder pokazuju da
HER-2 status moze posluziti i za predvidanje odogovora na samu kemoterapiju i
hormonalnu terapiju (32). HER-2 ekspresija moze ukazivati na relativhu smanjenu korist
od kemoterapije koja sadrzi ciklofosfamid, metotreksat i fluorouracil (CMF), a s druge
strane ukazivati na bolji odgovor na taxane i antraciklinsku terapiju (28, 33, 34). Bolji
odgovor na antraciklinsku tearpiju moze se tumaciti sekundarnom amplifikacijom gena
za enzim topoizomreazu II a (TOP2) koji je direktna meta samih antraciklina (35).
Takoder, HER-2 pozitivitet je povezan sa relativnom rezistencijom na hormonalnu
terapiju gdje klinicke studije sugeriraju da bi ovaj efekt bio specifiCan za selektivne
modulatore estrogenskih receptora, kao Sto je tamoksifen (36). Iako je HER-2 status
vazan prediktivni faktor u odredivanju odgovora na terapiju trastuzumabom, pojedini
tumori dojke nisu osjetljivi na ovu terapiju $to sugerira da odgovor na terapiju ovim
monoklonalnim protutijelom ne mora ovisiti isklju¢ivo o HER-2 ekspresiji ve¢ moze biti

i pod utjecajem drugih receptora iz EGFR obitelji ili nekim drugim faktorima (37).



1. 4. Polisomija 17. kromosma

Dok u otprilike 90% slucajeva raka dojke dolazi do prekomjerne ekspresije HER-
2 proteina zbog genske amplifikacije, smatra se da u preostalim slucajevima do
prekomjerne ekspresije HER-2 dolazi sekundarno, zbog polisomije 17. kromosoma (38).
Pojedine studije ukazuju na povezanost izmedu polisomije 17. kromosoma i vece
ucestalosti HER-2 proteinske ekspresije 2+ i/ili 3+ pozitiviteta, odnosno jace proteinske
ekspresije HER-2 u slucajevima bez amplifikacije istoimenog gena (39, 40). Medutim,
studija Downs-Kelly i suradnika (41) dovela je u pitanje ovu hipotezu, jer njihovi
rezultati pokazuju da slucajevi sa polisomijom 17. kromosoma nemaju povecanu
ekspresiju HER-2 mRNA. U literaturi se prikazuju oprecni rezultati o klinickom znacaju i
prevalenciji (10.3% - 48.7%) polisomije 17. kromosoma, ali svi su suglasni da polisomija
moze otezati intrepretaciju HER-2 amplifikcije in situ metodama (38, 42). U literaturi se
navodi da su oprecni rezultati posljedica upotrebe razliCitih kriterija za definiranje
polisomije, upotrebe razlicitih grani¢nih vrijednosti, heterogenosti tumora, proliferativne
aktivnosti tumora kao i preanalitiCkih postupaka kao npr. narezivanje tkiva za samu in
situ analizu (40, 41, 43). Problem klini¢kog znacéaja polisomije 17. kromosoma lezi u
pitanju da li se takvi tumori ponaSaju slicno kao tumori koji imaju HER-2 gensku
amplifikaciju (42). Studija Torrisi 1 suradnika pokazala je da tumori sa polisomijom 17.
kromosoma imaju drugacije klinic¢ko i biolosko ponasanje od tumora koji pokazuju HER-
2 amplifikaciju, podkrepljujuéi hipotezu da polisomija 17. kromosoma ne ukazuje na

tumore sa loSijom prognozom. Medutim, u studiji Hofmanna i suradnika, 6 pacijenata sa



polisomijom 17 pozitivno je odgovorilo na trastuzumab terapiju stoga pojedini autori
sugeriraju da bi se slucajevi polisomije 17 gdje se nade vise od 10 HER-2 signala po
stanici trebali smatrati kao FISH pozitivni rezultati neovisno o HER-2/CEP 17 omjeru
(38). Iako rezultati nekih studija ukazuju na to da se tumori sa polisomijom 17 znacajno
razlikuju u bioloskim karakteristikama od tumora sa HER-2 genskom amplifikacijom, jos
uvijek nema studija koje koreliraju polisomiju 17 s dugorocnom prognozom ili klini¢kim
odgovorom na trastuzumab terapiju (42). Uz HER-2 gen na 17. kromosomu se jo$ nalaze
1 p53 tumor supresor gen, BRCA1 i TOP2 i Cesta je delecija ovih gena ili amplifikacija u
slu¢aju TOP2 gena (Slika 5) (44). Stoga je jako vazno ispitati posljedice promjena broja
kromosoma 17 koje ¢e omoguditi bolje razumijevanje uloge genetske nestabilnosti u

karcinomu dojke.
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Slika 5. Ideogram kromosoma 17 sa tocnom lokalizacijom gena vaZznih za nastanak i
razvoj raka dojke. Uz HER-2 gen na 17. kromosomu se jo$ nalaze izmedu ostalog i tumor
supresor gen pS3, BRCA1 i TOP2 gen.

Preuzeto iz Reinholz MM 1 sur. Lancet Oncol 2009; 10: 267-77.

1. 5. EGFR

Gen za EGFR receptor smjesten je na 7. kromosomu (7p11.2) i on kodira EGFR
protein veli¢ine 170 kD koji takoder pripada obitelji receptora epidermalog faktora rasta
(43). Uloga EGFR-a u malignoj transformaciji 1 tumorskoj progresiji prepoznata je jo$
1984. godine (46). Prekomjerna ekspresija ovog proteina moze se naci u velikom broju
solidnih tumora 1 najceS¢e upucuje na agresivnije tumore s posljedicno loSijom
prognozom (47). Sam receptor najceS¢e aktiviraju dva liganda, epidermalni faktor rasta
(EGF, epidermal growth factor) i tansformirajuéi faktor rasta-alfa (TGF- a, transforming
growth factor alpha), koji potom tvori homodimerne komplekse ili heterodimerne
komplekse sa drugim ¢lanovima EGFR obitelji. Veéina istrazivanja vezana za EGFR
induciranu karcinogenezu fokusirana je na karcinom pluéa, gdje otprilike 10% pacijenata
pokazuje brzi i izvanredan odgovor na inhibitore tirozin kinaza (TKIs) (48, 49), dok je s
druge strane uloga EGFR-a u karcinogenezi raka dojke jo§ uvijek nedovoljno poznata

(50). Studije pokazuju znatne razlike u razini prekomjerne ekspresije EGFR proteina u
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raku dojke koje se krecu od 5.3% do 91% (19, 51, 52, 53, 54), dok se genska
amplifikacija EGFR-a kre¢e od 0.8% do 6% (45). Mehanizmi u podlozi prekomjerne
ekspresije EGFR proteina kod raka dojke su joS uvijek nerazjasnjeni, a aktivirajuce
mutacije su ekstremno rijetke (45). Trenutno nema konsenzusa oko uloge EGFR-a kao
markera prognoze kod raka dojke. EGFR ekspresija je otprilike dva puta ¢es¢a u estrogen
receptor (ER) 1 progesteron receptor (PR) negativhom raku dojke nego u ER i PR
pozitivnim tumorima (54). Vecina studija pokazuje oprecne rezultate o povezanosti
ekspresije EGFR-a i veli¢ine tumora. Takoder, pozitivan nalaz EGFR ekspresije u
tumorima sa infiltratima u limfnim ¢vorovima i tumorima s ve¢im histoloskim stupnjem
nije konstantan (54). Nema jasne povezanosti izmedu EGFR statusa i sveukupnog
prezivljena iako EGFR pozitivni i ER negativni tumori imaju statisticki loSiju prognozu
(54). Medutim, studije se slazu da se prekomjerna EGFR ekspresija moze naci u 60-70%
karcinoma nalik bazalnom raku dojke (basal-like carcinoma) (55, 56) i otprilike 16%
filoidnih tumora dojke (57). U ovom trenutku teSko je izvu¢i konac¢ni zaklju¢ak o EGFR-
u kao faktoru progresije bolesti ili prediktivnom faktoru ucinka terapije obzirom na
suprotna nalaziSta razliCitih studija. Takoder postoji malo studija koje se bave
usporedbom EGFR amplifikacije 1 prognoze, iako je nekolicina istrazivanja pokazala da
EGFR ekspresija u estrogen (ER) negativnih pacijentica ima loSiju prognozu (53, 58).
Neke od studija upuéuju da znacajniju prognosticku vrijednost kod raka dojke imaju
nuklearni EGFR (nEGFR) 1 fosforilirani EGFR (pEGFR) ¢ija je povecana ekspresija
povezana sa lo$ijim ishodom odnosno losijim prezivljenjem (18, 59). Iako je prisutnost
nEGFR otkrivena jo§ prije viSe od deset godina u hepatocitima koji se regeneriraju,

njegova uloga i funkcija u jezgri tek je nedavno otkrivena (60).
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Slika 6. Citoplazmatski (tradicionalni) i nuklearni (direktni) EGFR signalni put.

Citoplazmatski put aktivacije ukljucuje prijenos signala sa staniéne membrane preko
kaskade signalnih molekula prema specifi¢nim ciljnim molekulama i posljedi¢ni prijenos
signala u jezgru. Kada se ova signalna kaskada narusi onda dolazi do maligne
transformacije, povecane proliferacije stanica, rasta tumora 1 rezistencije na
kemoterapeutike. Nuklearni EGFR put ukljucuje translokaciju samog aktiviranog

receptora sa stani¢ne povrSine u jezgru i posljedi¢nu transkripcijsku regulaciju ciljnih
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gena. Nuklearna EGFR akumulacija povezuje se sa povefanom tumorskom
proliferacijom i loSijim prezivljenjem pacijenata.

Preuzeto iz Lo HW, Hung MC. Br J Cancer 2006; 94:184-8.

Ovaj direktni put EGFR signaliziranja ukljucuje transport EGFR sa stani¢ne
povrSine unutar jezgre, interakciju nuklearnog EGFR sa genskim promotorima i
posljedi¢nu transkripcijsku regulaciju ciljnih gena (Slika 6.) (61, 62). Novije studije
ukazuju da nEGFR u jezgri djeluje kao transkripcijski ko-faktor koji aktivira ciklin D1
gen, koji predstavlja kljuéni regulator stani¢ne proliferacije (63). Takoder, nedavno
provedene studije su pokazale da je druga transkripcijska meta nuklearnog EGFR-a iNOS
(inducible nitric oxide synthase) gen (64). Vaznost potrebe za $to boljim diferenciranjem
znacaja EGFR-a u raku dojke lezi i u Cinjenici da su posljednih godina razvijeni lijekovi
specificno usmjereni na EGFR, monoklonalna protutijela i inhibitori tirozin kinaze. Ovi
lijekovi su se dosada uglavnom upotrebljavali kod oboljelih od raka debelog crijeva i
raka pluca, 1 primje¢eno je da sama prekomjerna ekspresija EGFR proteina nema
prediktivni znacaj na ucinak specificno usmjerene terapije, to¢nije samo EGFR
aktiviraju¢e mutacije ili genska amplifikacija imaju znacajnu prediktivnu vrijednost (65,

66).
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1. 6. Ciklin D1

Ciklin D1 gen (CCNDI) smjesten je na kromosomskom lokusu 11q13 i kodira
istoimeni protein. Ciklin D1 protein eksprimira se u G1 fazi stani¢nog ciklusa i djeluje
kao senzor za signale rasta te je vazan regulator kontrole prelaska iz G1 u S fazu
stani¢nog ciklusa (67). Zajedno s ciklin ovisnim kinazama (Cdk), i to Cdk4 i Cdk®6, tvori
komplekse koji posreduju fosforilaciju retinoblastomskog proteina (pRB), a to onda
dovodi do otpustanja E2F transkripcijskog ¢imbenika $to omogucuje stanici da prode

restrikcijsku tocku u G1 fazi i krene u S fazu stani¢nog ciklusa (Slika 7.).

\J

1
s
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Slika 7. Ciklin D1 preko ciklin ovisnih kinaza (cdk) dovodi do fosforilacije
retinoblastomskog proteina (pRB) 1 posljedi¢nog otpustanja E2F transkripcijskog faktora,
Sto potom dovodi do aktivacije odredenih gena koji su odgovorni za prolaz stanice u S
fazu stani¢nog ciklusa.

Preuzeto od Roy PG, Thompson AM. Breast 2006;15:718-727.

Nekontroliranu proliferaciju stanica sprijecavaju inhibitori ciklin ovisnih kinaza
(Cdki) koji vezuéi se sa specifiénim Cdk sprijeCavaju da se Cdk veze na ciklin i na taj
nacin blokiraju kaskadu zbivanja koja na kraju vode do stani¢ne proliferacije (68). Ciklin
D1 je prekomjerno eksprimiran u 28% - 83% slucajeva primarnog raka dojke dok je
CCND1 gen amplificairan tek u 0% - 27% slucajeva (45), Sto sugerira da su i drugi
mehanizmi ukljuceni u poremecaj ekspresije ciklin D1 proteina kao $to su transkripcijska
1 post-transkripcijska disregulacija (69). U eksperimentalnim, animalnim modelima, i
stanicnim kulturama ciklin D1 je dokazan kao onkogen koji pridonosi proliferaciji stanica
te moZe inducirati promjene u tkivu dojke i time dovesti do nastanka raka (70, 71). Ciklin
D1, osim §to je vazan regulator stani¢nog ciklusa, moze regulirati rast tkiva osjetljivog na
estrogen na nafin da se veZze na ER zajedno sa kofaktorom SRC-1 (ko-aktivator
steroidnog receptora) i aktivira ga neovisno o vezanju hormona (72, 73), a takoder
estrogeni mogu aktivirati ciklin D1 putem povecane transkripcije CCNDI gena (74, 75).
Ova estrogen neovisna ER-agonisti¢ka aktivnost ciklina D1 indicira mogucu onkogenu
ulogu ovog proteina u ER pozitivnom raku dojke (76). No iako je utvrden veliki postotak

raka dojke koji prekomjerno eksprimira ciklin D1, patofizioloSke posljedice prekomjerne
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ekspresije proteina i amplifikcaije gena ostaju jo§ uvijek nejasne (77). Neke studije
pokazuju da prekomjerna ekspresija ciklina D1 mRNA korelira s loSijom prognozom u
ER pozitivnom raku dojke (78), dok druge pak studije povezuju prekomjernu ekspresiju
ciklin D1 proteina u ER pozitivnim i dobro diferenciranim neoplazmama (neoplazme
niskog histoloskog stupnja) s povoljnijom prognozom (79, 80, 81). Proturjecni su nalazi
pojedinih studija koje povezuju proteinsku ekspresiju ciklina D1 u ER pozitivnih
pacijenata sa boljom prognozom, te drugih studija koje ukazuju da amplifikacija CCND1
u ER pozitivnim karcinomima ima loSiju prognozu (82). Kontradiktorni rezultati
prognostickog znacaja proteina i genske amplifikacije ciklina D1 najvjerojatnije su
posljedica nedostatka studija koje testiraju ova dva entiteta na istom skupu pacijenata,
pod istim uvjetima. Prekomjerna ekspresija ciklina D1 sa ili bez amplifikacije gena,
postala je takoder znacajna posljednjih godina, kada su objavljene klinicke studije koje
ukazuju na ulogu ciklina D1 u razvoju rezistencije na tamoxifen (83, 84, 85). Ciklin D1 je
takoder glavna ciljna molekula HER-2 signalnog puta. Lenferink i suradnici (86) su
pokazali da aktivirani HER-2 moze povecati transkripciju ciklina D1 preko Ras/MAPK
puta te da aktivirani HER-2 takoder moZe inhibirati ciklin D1 degradaciju preko
PI3K/Akt puta. Neke studije pokazuju da kombinirana prekomjerna ekspresija ciklina D1
1 HER-2 u oboljelih od raka dojke je povezana sa visokom stopom rekurencije Sto
indicira da ova dva proteina mogu biti zdruZena u stvaranju malignijeg tumora sa loSijom
prognozom (85). Medutim ciklin D1 moze imati raznolike anti-tumorske efekte i moze
se takoder povezati i sa indukcijom apoptoze i inhibicijom stani¢nog rasta (87). U

studijama na stani¢nim kulturama prekomjerna ekspresija ciklina D1 dovela je do
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povecane incidencije apoptoze nakon ionizacijskog zracenja ili nakon tretmana sa

hidroksiureom i protein kinazom C (88, 89).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

U literaturi nedostaje radova koji sustavno ispituju ekspresiju i amplifikaciju
HER-2, EGFR i ciklina D1 kod raka dojke, te njihov utjecaj na prezivljenje i prognozu u
istoj grupi pacijenata, pa su stoga rezultati studija nerijetko opre¢ni. U ovom istrazivanju
ispitat ¢emo ekspresiju proteina i gensku amplifikaciju HER-2, EGFR, ciklina D1 te
status 17. kromosoma na tkivnim mikroarejima (TMA; tissue microarrays) sastavljenim
od uzoraka invazivnog duktalnog raka dojke §to omogucava jednako kontrolirane uvjete
za imunohistokemijske i in situ (FISH, flourescentna in situ hibridizacija) analize za sve
uzorke.

Cilj ove studije je ispitati ulogu i znacaj biomarkera HER-2, EGFR, ciklina D1 i
statusa 17. kromosoma u invazivnom duktalnom raku dojke i te rezultate korelirati sa
patohistoloSkim parametrima (veli¢ina tumora, status limfnih ¢vorova, status hormonskih
receptora, histoloski stupanj, LVI, NPI, Ki-67), menopauzalnim statusom i prezivljenjem
pacijentica.

Pojedinac¢ni ciljevi studije su sljedeci:

1. Ispitati i usporediti HER-2 proteinsku ekspresiju sa genskom amplifikacijom odredenu
FISH-om,

2. Analizirati dobivene rezultate HER-2 u kontekstu patohistoloskih parametara, pre- 1
post- menopauzalnog statusa i prezivljenja pacijentica,

3. Odrediti prevalenciju polisomije kromosoma 17 i korelirati je sa HER-2 proteinskom

ekspresijom 1 genskom amplifikacijom 1 analizirati dobivene rezultate polisomije u
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kontekstu patohistoloskih parametara, pre- i post- menopauzalnog statusa i prezivljenja
pacijentica,

4. Ispitati zna¢aj EGFR proteina eksprimiranog na stani¢noj membrani i/ili translociranog
u stani¢nu jezgru tumorske stanice te amplifikacijski status EGFR gena

5. Analizirati dobivene rezultate EGFR genske amplifikacije, membranske i nuklearne
ekspresije EGFR proteina u kontekstu patohistoloskih parametara, pre- i post-
menopauzalnog statusa i prezivljenja pacijentica,

6. Ispitati i korelirati ciklin D1 proteinsku ekspresiju sa genskom amplifikacijom
odredenu FISH-om,

7. Analizirati dobivene rezultate za ciklin D1 u kontekstu patohistoloskih parametara,
pre- 1 post- menopauzalnog statusa i prezivljenja pacijentica,

8. Analizirati odnos ko-ekspresije i/ili ko-amplifikacije HER-2, EGFR, ciklina D1 i
korelirati ga s patohistoloSkim parametrima, pre- i post- menopauzalnim statusom i

prezivljenjem pacijentica.
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3. MATERIJALI I METODE

3. 1. Materijal

Iz arhive Zavoda za patologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Rijeci
prikupljeno je ukupno 118 uzoraka tkiva raka dojke (invazivni duktalni tipa NOS),
pacijentica operiranih na Klinici za kirurgiju KBC-a Rijeka u vremenskom razdoblju od
2000. do 2002. godine. Tkivo je obradeno na Zavodu za patologiju, po standardnom
protokolu. Svi uzorci su fiksirani u 10% puferiranom formalinu (Kemika, Zagreb,
Hrvatska), uklopljeni u parafin i obojani hemalaun eozinom (HE) radi patohistoloske
analize preparata. Uzeti su oni uzorci kod kojih je bilo dovoljno tkiva za istrazivanje i za
koje su bili dostupni ostali podaci potrebni za studiju. Neoplazme su klasificirane prema
SZO (Svjetska zdravstvena organizacija) klasifikacijskoj skali. Klinickopatoloski podaci
dobiveni su iz medicinske dokumentacije pacijentica sa Klinike za onkologiju, KBC-a
Rijeka i Zavoda za patologiju i1 uklju€uju dob pacijentica, veli¢inu neoplazme, status
limfnih ¢vorova, histoloski stupanj, NPI (Nottingham prognostic index), estrogenske
(ER) 1 progesteronske (PR) recepotore, limfovaskularnu invaziju (LVI), menopauzalni
status 1 stadij bolesti. HistoloSki stupanj odreden je prema modificiranom Bloom-
Richardson bodovnom sustavu (90), a stadij bolesti prema TNM kriterijima (91). NPI je
prognosticki indeks koji sadrzi razli¢ite prognosticke faktore (veli¢ina tumora, status
limfnih ¢vorova 1 histoloSki stupanj) za koje je utvrdeno da najznacajnije koreliraju s

prognozom i koristi se za optimalni odabir terapije (92). IzraCunava se na sljede¢i nacin:
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NPI = veli¢ina neoplazme (u cm) x 0.2 + histoloski stupanj (I-III) + limfni ¢vorovi/stadij
(stadij A-negativni limfni ¢vorovi -1; stadij B-pozitivna < 3 donja aksilarna limfna ¢vora-
2; stadij C- pozitivni > 4 limfna C¢vora i/ili apikalni limfni ¢vorovi-3) (93, 94, 95).
Ukoliko je NPI < 3.4 prognoza je dobra; ako je NPI 3.4 — 5.4 prognoza je umjereno dobra
i ako je NPI > 5.4 prognoza je losa (93, 94, 95).

Zene su po datumu posljednje menstruacije podijelijene u pre- i post-
menopauzalnu skupinu (po 59 zena u obje skupine). Podaci vezani za 5-ogodisnje
prezivljenje prikupljeni su iz Hrvatskog registra za rak, Klinike za onkologiju, KBC-a
Rijeka i Mati¢nog ureda Rijeka. Vrijeme prezivljenja je racunato kao vrijeme proteklo od
operativnog zahvata do trenutka kada je pacijentica preminula od posljedica raka dojke ili
do prestanka pracenja. Sve pacijentice su primarno lije¢ene operativno (mastektomija ili
Siroka lokalna ekscizija), adjuvantnom kemoterapijom i hormonalnom terapijom u
slu¢aju hormonski ovisnih neoplazmi. Tablica 1 sumarno prikazuje klini¢ko-

patohistoloSke podatke vezane za ispitivanu skupinu pacijentica.

3. 1. 1. Izjava o postivanju etickih principa u istraZivanju
Sva istrazivanja provedena na arhivskom materijalu izvrSena su u skladu s etickim
1 bioetickim principima te se u svakom trenutku osigurala privatnost ispitanika ukljucenih

u istrazivanje kao i zastita tajnosti podataka.
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Tablica 1. PatohistoloSke karakteristike ispitivane skupine

Karakteristike uzorka

Broj pacijenata*

Dob
Srednja vrijednost (mean)
Raspon (range)
Premenopauza
Srednja vrijednost (mean)
Raspon (range)
Postmenopauza
Srednja vrijednost (mean)
Raspon (range)
Veli¢ina tumora
T1 (£2cm)
T2 (2-5 cm)
T3 (>5cm)
Histoloski stupanj
I
II
111
Zahvacenost limfnih ¢vorova (metastaze)
0
1-3
>4
ER
+
PR
_l’_
NPI
Dobar (<3.4)
Umjereno dobar (3.4 —5.4)
Los (>5.4)
LVI

+
Ki-67
<10%
10-30%
>30%

58
31-88

45
31-52

72
61-88

63
47
8

31
62
25

64
22
32

48
70

44
74

60
32
26

22
61

49
42
22

ER- estrogen receptor, PR- progesteron receptor, NPI- Nottingham prognosticki index,

LVI-limfovaskularna invazija.
* Ne odnosi se na dob, pre- i post- menopauzu.
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3. 2. Tkivni mikroarej (TMA, tissue microarray)

Tkivni mikroarej (TMA) je tehnicki postupak prijenosa i objedinjavanja do
nekoliko stotina uzoraka tkiva uklopljenog u parafinu na jedan parafinski blok, tako da
omogucava istovremenu analizu razli€itih patohistoloskih entiteta na jednom preparatu
istovremeno. Vrlo je isplativa tehnika, jer omogucava pregled velikog broja uzoraka na
jednom preparatu pod istim eksperimentalmnim uvjetima, uz istovremenu usStedu
protutijela 1/ili probe, 1 maksimalnu iskoristivost, te minimalni gubitak inace
ograniCeniog arhivskog bioptickog materijala. Od prethodno odabranih parafinskih
blokova sa uklopljenim tumorskim tkivom, prvo su se napravili novi rezovi i obojili HE
da bi patolog mogao odrediti reprezentativno podrucje tumora na preparatu koje je potom
bilo uzeto za istrazivanje. Odabrana zona tumorskog tkiva se oznacila na staklu
vodootpornim flomasterom i potom se to isto podrucje prenijelo na prate¢i parafinski
blok davatelj. Pomocu aparata, MTA Booster OI (Alphelys, Plaisir, Francuska) (Slika 8.)
sa oznacenog mjesta na bloku davatelju, uzela su se po 3 cilindra tumorskog tkiva
promjera 1 mm i premjestila u novi parafinski blok primatelj (mikroarej blok primatelj).
Cilindri su se umetali u smjeru x 1 y koordinatnih osi, s medusobnim razmacima od 0.5
mm, a normalno jetreno tkivo je koriSteno kao orijentacijski cilindar u TMA bloku.
Parafinski blok primatelj se potom ostavio preko no¢i u termostatu na 45°C da bi se
cilindri sa bloka davatelja povezali i uklopili u blok primatelj te potom narezali za daljnje

imunohistokemijske i in situ analize (FISH).
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Slika 8. Tkivni mikroarej (TMA-tissue microarray) uredaj Zavoda za patologiju,
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Rijeci. Naziv uredaja i proizvodac: MTA Booster OI,

Alphelys, Plaisir, Francuska.

3. 3. Imunohistokemija

3. 3. 1. Op¢i protokol

Sa TMA parafinskog bloka narezu se rezovi debljine 3-4um i prebace na stakla sa

pozitivno nabijenom povriinom za bolju adheziju tkiva (DakoREAL™, Glostrup,
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Danska). Da bi se dodatno poboljsala adhezija tkiva za staklo, stakalca su ostavljena u
termostatu preko noc¢i na 37°C. Nakon suSenja preparati su se deparafinizirali u ksilenu
(Tissue clear, Sakura, UK), 3 puta po 7 minuta, te su se 2 puta isprala u 100% (Kemig
d.o.0., Sesvete, Hrvatska) etanolu da bi se uklonio ostatak ksilena. Potom su se preparati
rehidrirali u 96% 1 70% etanolu (4 minute ispiranja u svakom gradijentu etanola). Nakon
toga je slijedilo razotkrivanje antigena (demaskiranje), a koji se postupak primijenio
(proteinaza K ili prokuhavanje u natrij citratu) ovisilo je o samom protutijelu (vidi

Tablicu 2).

Tablica 2. Karakteristike koriStenih protutijela

Protutijelo, klon Proizvodacd Razr} e-('! enje Demaskiranje
protutijela
HER-2, zec¢je poliklonsko Dako, Danska Originalno  10mM natrij citrat, pH 6.0
razrjedenje®
EGFR, E30, mi§je Dako, Danska Originalno Proteinaza K
monoklonsko razrjedenje”

RTU-EGFR 384, EGFR.25, Novocastra, UK Dodatno 10mM natrij citrat, pH 6.0 1

misje monoklonsko razrjedeno,  tripsin u PBS-u, pH 7.4
1:25°

Ciklin D1, SP4, zecje NeoMarkers, 1:20 10mM natrij citrat, pH 6.0

monoklonsko SAD

Ki-67, MIB-1, mi§je 1:75 10mM natrij citrat, pH 6.0

monoklonsko Dako, Danska

*Pripremljeno za upotrebu od strane proizvodaca (eng. “ready to use”).
°Dodatno razrijedeno “ready to use” protutijelo.
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Demaskiranje proteinazom K - Otopina proteinaze K pripremljena je na sljedeci
nacin (prema preporuci proizvodaca): 40uL Proteinaze K (DakoCytomation, Glostrup,
Danska) otopi se u 1.6mL Proteinase K Diluent-a (DakoREAL™, Glostrup, Danska).
Proteinase K Diluent je ustvari 0.05mol/L Tris pufer, pH 7.6 koji sadrzi 15mmol/L NaNs.
Stakla se potom inkubiraju 5 minuta na sobnoj temperaturi u otopini proteinaze K, a
nakon digestije se isperu 3 puta po 5 minuta u otopini 1x PBS-a (PBS-274mM NaCl,
0.6mM KCI, 1.6mM Na,HPOy, 0.2mM KH,POy).

Demaskiranje u 10mM natrij citratu - Stakalca se stave na stalak i potom urone u
250mL 10mM natrij citrata, pH 6.0 u DakoREAL™ Incubation Container-u
(DakoREAL™, Glostrup, Danska), te se stave u mikrovalnu peénicu. Stakalca se kuhaju
9 1 pol minuta na 800W, te 15 minuta na 450W i potom se izvade iz mikrovalne peénice
da se ohlade u samoj posudi 20-ak minuta i nakon ¢ega se isperu 3 puta po 5 minuta u
destiliranoj vodi i 1 puta po 5 minuta u 1x PBS-u.

Demaskiranje tripsinom i 10mM natrij citratom - Za nEGFR imunohistokemiju
da bi se povecala osjetljivost i specifi¢nost radio se dvostruki pre-tretman. Stakalca su se
prvo kuhala u 10mM natrij citratu, pH 6.0, 9 i pol minuta na 800W, te potom 15 minuta
na 450W nakon cega je slijedila digestija sa 0.025% tripsinom u PBS-u, pH 7.4, 8
minuta na sobnoj temperaturi.

Nakon deparafinizacije i razotkrivanja antigena postupak imunohistokemijskog
bojanja nacini se u automatskom imunobojacu (Dako Autostainer Plus, DakoCytomation
Colorado Inc, Fort Collins, CO, SAD). Dalji postupak u uredaju odvija se na slijedeci

nacin: dodaju se primarna protutijela u odgovarajuéem razrjedenju i1 stakalca se
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inkubiraju sat vremena na sobnoj temperaturi (izuzev nEGFR imunohistokemije gdje su
se primarna protutijela dodala na stakalca i inkubirala preko no¢i na 4°C). Potom se
stakla nakapaju sa 3% H,0, (Peroxidase-Blocking Solution, DakoREAL™, Glostrup,
Danska) i inkubiraju 6 minuta na sobnoj temperaturi kako bi se blokirala endogena
peroksidaza te se potom isperu 2 puta u puferu za ispiranje (Dako Wash Buffer 10x,
Glostrup, Danska; 0.5 M Tris-HCI, 1.5M NaCl, 0.5% Tween 20, pH 7.6 (£ 0.1)) koji se
prethodno razrijedi sa destiliranom vodom u omjeru 1:10. Nakon toga slijedi primjena
vizualizacijskog sistema DakoREAL™ EnVision™ Detection System, Rabbit/Mouse (30
minuta), a potom DakoREAL™ DAB+ Chromogen (sadrzan u EnVision™ kitu), koji je
koristen kao kromogen. Kada se diaminobenzidin (DAB) doda na stakla ceka se otprilike
10 minuta da dode do promjene boje. Stakalca se potom isperu u ddH,O. Nakon primjene
vizualizacijskog sistema slijedilo je bojanje kroz 1 minutu, sa DakoREAL™
Hematoxylin (DakoREAL™, Glostrup, Danska) HE-om, ispiranje u vodi iz slavine,
dehidracija u etanolu, ispiranje u ksilenu i pokrivanje GLC Mounting Medium (Sakura,
UK). Kao negativne kontrole u svim imunohistokemijskim bojanjima koriSteni su

histoloski rezovi na koje je umjesto primarnih protutijela nanesena puferska otopina.

3. 3. 2. Bojanje specificnim protutijelima i evaluacija

Imunohistokemijsko bojanje specificnim protutijelima na HER-2 (Dako,

Glostrup, Danska), membranski EGFR (mEGFR) (Dako, Glostrup, Danska), nuklearni

EGFR (nEGFR) (RTU-EGFR-384, Novocastra, Newcastle upon Tyne, UK), ciklin D1

(NeoMarkers, Fremont, SAD) 1 Ki-67 (Dako, Glostrup, Danska) napravljeno je prema
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gore opisanom protokolu na uredaju za automatizirano bojanje, Dako Autostainer Plus. U
Tablici 2 zbirno su prikazane karakteristike i specifikacije za pojedina protutijela.
Koristeno protutijelo za mEGFR (Dako, Glostrup, Danska) je specificno usmjereno na
NH; kraj EGFR proteina i detektira samo membranski EGFR u tkivu uklopljenom u
parafin, dok je nEGFR (Novocastra, Newcastel upon Tyne, UK) protutijelo specifi¢no
usmjereno na COOH kraj proteina i detektira istovremeno membranski i nuklearni EGFR
(59).

Evaluacija imunohistokemije za HER-2 napravljena je prema preporukama
Americkog drustva za klinicku onkologiju (American Society of Clinical Oncology 2007,
ASCO) (32) (vidi Tablicu 3), a za membranski EGFR prema radu Cho i suradnika (51)

(vidi Tablicu 4).

Tablica 3. ASCO” 2007 smjernice za HER-2 imunohistokemijsku evaluaciju

Kategorija Imunohistokemijska Kriteriji za interpretaciju
rezultata validacija

Pozitivno 3+ Snazno, kompletno, homogeno membransko bojanje u
>30% stanica

Snazno, kompletno, homogeno membransko bojanje u
Grani¢no 2+ <30% stanica; slabo ili umjereno heterogeno kompletno
membransko bojanje u najmanje 10% stanica

Negativno
0, 1+ Nema bojanja (0) ili slabo inkompletno membransko
bojanje (1+) u bilo kojem postotku stanica

" Americko drustvo za klini¢ku onkologiju (American Society of Clinical Oncology,
ASCO)
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Tablica 4. Imunohistokemijska evaluacija za membranski EGFR"

Rezultat Kriteriji za interpretaciju

0/negativno Nema membranskog bojanja ili bojanje <10% stanica

1+ Inkompletno membransko bojanje u >10% stanica

2+ Slabo do umjereno kompletno membransko bojanje u >10% stanica
3+ Snazno i kompletno membransko bojanje u >10% stanica

* Prema radu Cho EY i sur. Pathol Int 2008; 58: 17-25.

Evaluacija imunoreaktivnosti za EGFR nuklearnu ekspresiju (nEGFR)
napravljena je na sljede¢i nacin, prema radu Lo i suradnika: visoka imunoreaktivnost
(+++), ako je >35% tumorskih stanica pozitivno; umjereno (++), ako je od 18% do 35%
tumorskih stanica pozitivno; slabo (+), ako je od 1% - 17% tumorskih stanica pozitivno i
negativno, 0, ako nema nuklearnog bojanja (59).

Za ciklin D1 imunohistokemiju koristio se bodovni sustav opisan u radu Reis-
Filho i suradnika (77). Samo bojanje jezgre se smatralo specificnom reakcijom, a
bodovao se intenzitet imunohistokemijske reakcije i udio jezgara tumorskih stanica koje
se boje na ciklin D1. Intenzitet reakcije se bodovao kao 0, negativan, ako nije bilo bojanja
niti jedne jezgre pod velikim povecanjem; 1, slab, bojanje vidljivo samo pod velikim
povecanjem; 2, umjereni, lako vidljivo bojanje i pod malim povecanjem; 3, snazno, jasno
vidljivo bojanje pod malim poveéanjem. Zabiljezio se i bodovao udio pozitivnih
tumorskih jezgri kao 0, ako nema bojanja niti jedne jezgre; 1, <1/100; 2, 1/100 do 1/10;

3, 1/10 do 1/3; 4, 1/3 do 2/3 1 5, >2/3. Ukupan rezultat se dobio zbrajanjem vrijednosti
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dobivenih za intenzitet i udjela jezgara koje se boje na ciklin DI, te su tako tumori
svrstani u sljedece kategorije: negativni ili sa slabom ekspresijom (ukupan zbroj 0-2),
umjerena ekspresija (ukupan zbroj 3-5) i snazna ekspresija (ukupan zbroj 6-8).

Ki-67 antigen je nuklearni protein koji se koristi kao marker stani¢ne proliferacije.
Evaluacija Ki-67 imunohistiokemijske reakcije napravljena je prema radu Reis-Filho i
suradnika (77). Ako je <10% tumorskih jezgri bilo pozitivho onda se tumor svrstao u
skupinu nisko proliferativnih karcinoma. Srednje proliferiraju¢i tumori su oni koji su
imali od 10-30% jezgri pozitivnih na Ki-67, a visoko proliferirajue neoplazme oni

tumori koji imaju >30% tumorskih jezgri pozitivnih na Ki-67.

3. 4. Fluorescentna in situ hibridizacija (FISH)

FISH analiza za HER-2 (ujedno i status 17. kromosoma), EGFR i ciklin D1
napravljena je prema preporuci proizvodaca proba, Abbott (Vysis, Downers Grove, IL,
SAD). Koristene probe proizvodaca, Abbott Vysis, uz gen koji se ispituje hibridiziraju i
na odgovaraju¢u kontrolnu regiju kromosoma (HER-2/Centromere 17 (PathVysion);
EGFR (LSI EGFR SpectrumOrange)/centromere 7 (CEP 7 SpectrumGreen); CCND1
(LSI Cyclin D1 SpectrumOrange)/centromere 11 (CEP11 SpectrumGreen). Ukratko, 3-
4um debeli TMA rezovi se prebace na stakla sa pozitivho nabijenom povrSinom
(DakoREAL™, Glostrup, Danska) i ostave se preko noéi u termostatu na 56°C, zatim se
deparafiniziraju u zamjeni za ksilen (Xylene substytute, Shandon, UK), 3 puta po 10
minuta i dehidriraju u 100% etanolu (Kemig d.o.o., Sesvete, Hrvatska) (2 puta po 5

minuta). Nakon susenja radi se pre-tretman, odnosno stakla se ostave 20 minuta u 0.2M
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HCI (Kemika, Zagreb, Hrvatska) na sobnoj temperaturi, potom se isperu u ddH,O 3
minute zatim u 2xSSC, pH 7.0 (Vysis, Abbott Molecular Inc, IL, USA) 3 minute, te se
nakon ispiranja urone u otopinu za pre-tretman (1M NaSCN, Vysis, Abbott Molecular
Inc, IL, SAD) zagrijanu na 80°C na 30 minuta i potom ponovno isperu u ddH,O 1 minutu
i zatim u 2xSSC, pH 7.0, 2 puta po 5 minuta. Sa stakla se potom uklonio suviSak 2xSCC
pufera i stakla su se uronila u proteaznu otopinu (0.5 mg/mL proteinaze u 0.9% NaCl, pH
2.0 puferu; Vysis, Abbott Molecular Inc, IL, SAD) zagrijanu na 37°C na to¢no 10 minuta
te su se nakon digestije isprala u 2xSCC puferu, 2 puta po 5 minuta na sobnoj temperaturi
1 nakon ispiranja proteinaze stakla su se ostavila suSiti 15-ak minuta. Nakon suSenja
stakla su se dehidrirala po 1 minutu u 70%, 85% i 100% etanolu i potom su se ostavila da
ostatak etanola evaporira. Zatim se na staklo nanijelo 10puL odgovarajuce probe, proba i
tkivo se prekrilo pokrovnicom i potom su se stakla ostavila u hibridizatoru (HYBrite™,
Vysis, IL, SAD) preko no¢i na 37°C (otprilike 14-18 sati). Prethodno se hibridizator
programira na sljede¢i nacin: denaturacija 95°C na 5 minuta i hibridizacija 37°C preko
noci. Sutradan se uklonila pokrovnica, proba se isprala u post-hibridizacijskom puferu,
pH 7.0-7.5 (2XSSC / 0.3% NP-40), zagrijanom na 72°C na 2 minute i nakon susenja
nanijela se boja za jezgre, DAPI (Vysis, Downers Grove, IL, SAD) te su se potom
preparati analizirali pod fluorescentnim mikroskopom (Olympus BX50, Tokyo, Japan) sa
odgovaraju¢im filterima (Spectrum Orange, Spectrum Green i za DAPI). Odabrana
podruc¢ja na pojedinim preparatima su se i slikovno dokumentirala pomoc¢u programa

CytoVision (Applied Imaging, San Jose, CA, SAD).
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3.4.1. Evaluacija FISH preparata

Za analizu statusa HER-2 gena odreden je omjer zbroja HER-2 signala i
kontrolnih CEP17 (kontrolna proba na centromeri 17. kromosoma) signala na ukupno 20
jezgara tumorskih stanica (po uputi proizvodaca PathVysion kit-a; Vysis, Downers
Grove, IL, SAD). Amplifikacija se definira kao omjer >2.2, a amplifikacije HER-2 gena
nema ako je omjer <1.8. Ukoliko je omjer izmedu 1.8 — 2.2 onda se radi o grani¢cnom
omjeru.

Referentne vrijednosti broja kopija kromosoma 17 (dobiven odredivanjem broja
signala vezanih za centromeru 17. kromosoma iz HER-2 kita, CEP17 kontrolna proba)
usvojene su iz rada Hyun i suradnika (38), tako da se uzorci sa brojem signala od 1.25 do
2.25 definiraju kao disomija 17. kromosoma, a aneusomija 17. kromosoma se definira ili
kao monosomija 17. (<1.25 signala po stanici) ili polisomija 17. (>2.25 signala po
stanici).

Analiza statusa EGFR 1 CCNDI1 gena napravljena je na sljede¢i nacin: brojali su
se signali vezani uz ispitivani gen i kontrolni centromerni signali (CEP) te se racunao
omjer izmedu onkogena/centromere (na ukupno 20 tumorskih jezgri). Ukoliko je taj
rezultat bio > 2.2 onda se smatralo da taj tumor ima amplifikaciju ispitivanog gena (96), a
ako je taj rezultat bio <2.2 onda se smatralo da taj tumor nema amplifikaciju ispitivanog

gena.
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3. 5. Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza je provedena u PowerMarker i R statistickim alatima, a
pripreme, prilagodbe i finalno kreiranje tablica izvrSeno je u MS Excel softveru.

Prvi dio provedene analize podataka sastojao se u odredivanju frekvencija
kategoricki definiranih patofizioloskih parametara prema kategoriji imunohistokemije 1
amplifikacije promatranih gena. Uparivanje parametara izvrSeno je koriste¢i softverski
paket PowerMarker 3.0 (97). Obzirom da su podaci kategorickog tipa nisu se odredivale
srednje vrijednosti niti standardne devijacije ve¢ se direktno pristupilo sastavljanju
kontingencijskih tablica. Statisticka znacajnost je mjerena koristenjem Chi-kvadrat testa.
Medutim, za pojedine parametre kod kojih je ukupan broj observacija ili mjerenja bio
manji od 30, ili ako su jedna ili viSe ocekivanih vrijednosti u kontingencijskoj tablici
ispod 5 (Cochranovo pravilo), koristen je Fisher-ov to¢ni test. KoriSten je 95%-tni
interval pouzdanosti dok je kod uparenih parametara primjenjena Bonferronijeva
korekcija praga statistiCke znacajnosti. Svi testovi su bili dvosmjerni.

U drugom dijelu provedena je analiza prezivljavanja koriStenjem Kaplan-
Meierove metode. Sveukupno prezivljenje je izrazeno kao broj mjeseci koji je protekao
od dijagnoze bolesti do smrti uzrokovane tom boles¢u ili prestankom pracenja grupe
pacijenata. Testiranje znacajnosti izmedu krivulja sveukupnog prezivljavanja provedeno
je koriste¢i log-rank test znacajnosti. Povrh utjecaja pojedinih kategorickih ¢imbenika na
prezivljavanje izvrSena je korelacija svih ¢imbenika prema sveobuhvatnom
prezivljavanju te podrvrgnuta jednosmjernom Fisherovom tocnom testu kako bi se
utvrdilo da li korelacija smanjuje ili povecava prezivljavanje. Na kraju je izvrSena

multivarijantna regresijska analiza u svrhu izrade modela prezivljavanja. Za regresijsku
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analizu je koriSten Coxov proporcionalni rizicni model regresije kao najucestaliji oblik
modeliranja prezivljavanja. Jednovarijantnom Coxovom analizom izvrSen je test
nezavisnosti prognosti¢kih faktora te njihove linearnosti tj. proporcionalnosti koriste¢i se
analizom statistiCke znacajnosti i Schoenfeldovih ostataka. Na taj nacin je utvrdena
potreba za faktorizacijom pojedinih kategorija parametara te njihovo ukljucivanje kao
nove individualne varijable wu viSevarijabilni model. Usporedba razli¢itih
jednovarijabilnih i viSevarijabilnih modela izvrSena je koriste¢i Akaike informacijski
kriterij (AIC). AIC omogucuje odabir modela prema objektivnim kriterijima i u
slu¢ajevima kada je rije¢ o vrlo zamrSenim i sloZzenim pojavama, koje obuhvacaju velik
broj informacija, parametara. Odabir najprilagodenijeg modela sveobuhvatnog
prezivljavanja pracenih pacijenata izvrSen je koriste¢i funkciju za izracun AIC kriterija u
koracima MASS biblioteke R statistickog paketa koja je omogucila automatizirani

postupak odabira najprilagodenijeg modela.
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4. REZULTATI

4. 1. Analiza HER-2 imunohistokemije i korelacije sa ostalim patohistoloSkim

parametrima

Tijekom imunohistokemijskih 1 FISH analiza dio TMA tumorskih cilindara je ili
otpao, ili se raskomadao, ili nije bilo optimalno nabodeno podrucje invazivnog tumora ili
je FISH analiza pokazivala suboptimalnu hibridizaciju zbog nedovoljno duge proteinske
digestije te je stoga ukupan broj evaluiranih uzoraka kod pojedinih analiza bio razliit.

Ukupno je 116 uzoraka bilo adekvatno za evaluaciju HER-2 imunohistokemijske
analize. HER-2 imunohistokemija je pokazala sljedece rezultate: 71 (61.20%) uzorak je
bio HER-2 negativan, 18 (15.51%) uzoraka je bilo 1+ HER-2, 11 (9.48%) ih je bilo 2+
HER-2, a 16 (13.79%) je bilo 3+ HER-2 (Tablica 5).

Kada je HER-2 proteinska ekspresija usporedena sa patohistoloskim i preostalim
parametrima ispitivanim u ovoj studiji pronadene su sljedeCe statisticki znacajne
korelacije: HER-2 imunohistokemija je pokazala obrnuto proporcionalnu korelaciju sa
ER (p=0.0192), PR (p=0.0496), direktnu korelaciju sa polisomijom 17. kromosoma
(p=0.0081), a Ki-67 je bio na granici statisticke znacajnosti (p=0.0551) (Tablica 5).

Ostale korelacije nisu bile statisticki znacajne (Tablica 5) (Slika 9.).
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Tablica 5. HER-2 proteinska ekspresija u invazivnom duktalnom raku dojke i korelacije
sa patohistoloSkim parametrima, EGFR-om 1 ciklinom D1

HER-2 HER-2 HER-2 HER-2 Fisherov

Parametri NoNA 1+ 2+ 3+ totni test (p)
Ukupno 116 2 71 18 11 16

Veli¢ina tumora 116 2 0.9592
T1 (£2cm) 38 10 6 8

T2 (2-5cm) 29 6

T3 (>5cm) 4 2 1 1

HistoloSki stupanj 116 2 0.3173
I 20 6 3 1

II 38 9 6

111 13 3 2 7

Limfni ¢vorovi 116 2 0.4458
(metastaze)

0 39 10 5 9

1-3 11 3 5 2

>4 21 5 1 5

ER 116 2 0.0192
- 24 8 3 12

+ 47 10 8 4

PR 116 2 0.0496
- 22 6 4 11

+ 49 12 7 5

NPI 114 4 0.9796
Dobar (< 3.4) 37 10 5 6

Umyjereno dobar (3.4-5.4) 19 4 3 5

Los (>5.4) 15 4 2 4

LVI 83 35 0.4531
- 12 3 4 3

+ 34 13 4 10

Ki-67 112 6 0.0551
<10% 32 6 7 3

10-30% 26 8 0 8

>30% 12 3 3 4

Kromosom 17 115 3 0.0081
Monosomija 2 0 0 0

Disomija 61 12 4 12

Polisomija 8 6 6 4

nEGFR 112 6 0.6488
0 negativno 41 11 6 9

+ slabo pozitivno 16 4 3 2

++ umjereno pozitivno 6 0 1 0

+++ jako pozitivno 7 2 0 4
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mEGFR 112 0.9446
0 62 16 9 13

1+ 6 1 1 2

2+ 1 0 0 0

3+ 1 0 0 0

EGFR gen 110 0.2404
Nema amplifikacije 68 17 8 15

Amplifikacija 1 0 1 0

Ciklin D1 112 0.5691
Negativno/slabo pozitivno 7 0 2 1

Umjereno pozitivno 19 4 2 6

SnaZno pozitivno 44 13 6 8

CCND1 gen 112 0.9062
Nema amplifikacije 61 15 8 13

Amplifikacija 9 2 2 2

N- broj ispitivanih uzoraka, NA- nema podataka, ER- estrogen receptor, PR- progesteron
receptor, NPI- Nottingham prognosti¢ki index, LVI-limfovaskularna invazija, nEGFR-

nuklearni EGFR,mEGFR-membranski EGFR, CCNDI1-ciklin D1 gen.
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Slika 9. Invazivni duktalni karcinom dojke, HER-2 imunohistokemijsko bojanje A.)
tumorsko tkivo sa slabim inkompletnim membranskim bojanjem, 1+ HER-2; B.) uzorak
sa snaznim, kompletnim, homogenim membranskim bojanjem u <30% stanica, 2+ HER-
2; C.) tumorsko tkivo sa snaznim i kompletnim membranskim bojanjem >30% stanica,

3+ HER-2. Povecanje 200x.

4. 2. Status HER-2 gena u invazivhom duktalnom raku dojke i korelacije sa ostalim

patohistoloSkim parametrima

Od ukupno 116 tumora HER-2 FISH analiza je pokazala da je HER-2 gen
amplificiran kod ukupno 21 (18.10%) uzorka dok preostalih 95 (81.89%) nije imalo
amplifikcaiju HER-2 gena (Tablica 6) (Slika 10.). HER-2 amplifikacija gena je pokazala
obrnuto proporcionalnu korelaciju sa histoloskim stupnjem (p=0.0214), ER (p=0.0013),
PR (p=0.0263) i proporcionalnu korelaciju sa Ki-67 (p=0.0360) (Tablica 6). Ostale
korelacije izmedu statusa HER-2 gena 1 ispitivanih patohistoloskih parametara nisu bile

statisticki znacajne (Tablica 6).
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Tablica 6. Status HER-2 gena u invazivnom duktalnom raku dojke i korelacije sa

patohistoloSkim parametrima, EGFR-om 1 ciklinom D1

: HER-2 HER-2 Fisherov
Parametri N NA Nema Amplifikacija  togni test (p)
amplifikacije P J P
Ukupno 116 2 95 21
Veli¢ina tumora 116 2 0.857
T1 (<2 cm) 52 11
T2 (2-5cm) 36 10
T3 (>5cm) 6 1
Histoloski stupanj 116 2 0.0214
I 29 2
II 49 11
111 16 9
Limfni ¢vorovi 116 2 0.7693
(metastaze)
0 52 11
1-3 16 5
>4 26 6
ER 116 2 0.0013
- 31 16
+ 63 6
PR 116 2 0.0263
- 30 13
+ 64 9
NPI 115 3 0.5975
Dobar (< 3.4) 50 9
Umyjereno dobar (3.4-5.4) 25 6
Los (>5.4) 19 6
LVI 82 36 0.5506
- 16 6
+ 48 12
Ki-67 113 5 0.0360
<10% 44 5
10-30% 34 8
>30% 14 8
Kromosom 17 116 2 0.1299
Monosomija 2 0
Disomija 76 14
Polisomija 16 8
nEGFR 113 5 0.3128
0 negativno 53 14
+ slabo pozitivno 23 3
++ umjereno pozitivno 7 0
+++ jako pozitivno 9 4

41



mEGFR 112 0.6042
0 82 18

1+ 7 3

2+ 1 0

3+ 1 0

EGFR gen 110 0.3468
Nema amplifikacije 88 20

Amplifikacija 1 1

Ciklin D1 113 0.1826
Negativno/slabo 7 3

pozitivno

Umjereno pozitivnho 23 8

Snazno pozitivno 62 10

CCND1 gen 112 0.7327
Nema amplifikacije 78 19

Amplifikacija 13 2

N- broj ispitivanih uzoraka, NA- nema podataka, ER- estrogen receptor, PR- progesteron
receptor, NPI-Nottingham prognosticki index, LVI — limfovaskularna invazija, nEGFR-

nuklearni EGFR,mEGFR-membranski EGFR, CCNDI1-ciklin D1 gen.
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Slika 10. HER-2 FISH analiza, A.) uzorak koji nema amplifikaciju HER-2 gena (omjer
HER-2/CEP17 < 1.8) i B.) uzorak sa HER-2 amplifikacijom (omjer HER-2/CEP17 >

2.2), povecanje 1000x. U oba uzorka prisutna je disomija 17 kromosoma.

4. 3. Polisomija kromosoma 17 u invazivnom duktalnom raku dojke i korelacije sa

ostalim patohistoloSkim parametrima

FISH HER-2 analiza je takoder omogucila istovremenu evaluaciju statusa
kromosoma 17. U istoj ispitivanoj skupini tumora, od ukupno 116 uzoraka, 24 (20.68%)
su imala polisomiju kromosoma 17, 2 (1.72%) tumora su imala monosomiju, a preostalih

90 (77.58%) uzoraka je imalo normalan broj kromosoma 17 (disomiju) (Tablica 7). Od
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ukupnog broja tumora sa polisomijom 17 njih 7 (29.17%) je imalo amplifikaciju HER-2

gena, 17 (70.83%) ih je bilo bez amplifikacije HER-2 gena (Tablica 7).

Gledaju¢i imunohistokemijske rezultate 8 uzoraka sa polisomijom 17 je bilo

HER-2 negativno (0), dok je 16 uzoraka sa HER-2 ekspresijom (zajedno 1+, 2+, 3+

HER-2) imalo polisomiju kromosoma 17 (Tablica 7).

Polisomija kromosoma 17 nije pokazala statisticki znacajnu korelaciju sa

patohistoloSkim parametrima osim §to se uocila grani¢na korelacija sa Ki-67 (p=0.0631) 1

statisti¢ki znacajna korelacija sa HER-2 proteinskom ekspresijom (p=0.081) (Tablica 7).

Tablica 7. Polisomija kromosoma 17 u invazivnom duktalnom raku dojke i korelacije sa

patohistoloSkim parametrima

Kromosom 17

Fisherov
Parametri N NA Monosomija Disomija Polisomija tocni test (p)
Ukupno 116 2 2 90 24
Veli¢ina tumora 116 2 0.3024
T1(£2cm) 1 53 9
T2 (2-5cm) 1 32 13
T3 (>5cm) 5 2
HistoloSki stupanj 116 2 0.1963
I 0 28 3
I 1 45 14
11 1 17 7
Limfni ¢vorovi 116 2 0.7685
(metastaze)
0 1 50 12
1-3 0 15 6
>4 1 25 6
ER 116 2 0.3657
- 0 35 12
+ 2 55 12
PR 116 2 0.1111
- 0 30 13
+ 2 60 11
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NPI 115 3 0.5194

Dobar (< 3.4) 1 48 10
Umjereno dobar (3.4-5.4) 0 24 7
Los (>5.4) 1 17 7
LVI 82 36 0.6689
- 1 16 5
+ 1 45 14
Ki-67 113 5 0.0631
<10% 1 39 9
10-30% 1 36 5
>30% 0 13 9
HER-2 116 2 0.0081
0 2 62 8
1+ 0 12 6
2+ 0 4 6
3+ 0 12 4
HER-2 gen 116 2 0.1299
Nema amplifikacije 2 76 17
Amplifikacija 0 14 7

N- broj ispitivanih uzoraka, NA- nema podataka, ER- estrogen receptor, PR- progesteron
receptor, NPI- Nottingham prognosticki index, LVI-limfovaskularna invazija.

4. 4. Patohistoloske karakteristike tumora sa polisomijom 17

Da bi utvrdili da 1li se klinicko-patohistoloske karakteristike tumora sa
polisomijom 17 u odsutnosti HER-2 amplifikacije razlikuju od tumora sa HER-2
gena tumore smo razvrstali u 3 skupine: HER-2 negativni tumori (normalan HER-2 gen i
broj kromosoma 17), tumori sa polisomijom 17 (polisomija 17 u odsutnosti HER-2
amplifikacije) i HER-2 pozitivni tumori (HER-2 amplifikacija bez polisomije 17).

HER-2 pozitivni tumori u usporedbi sa HER-2 negativnim tumorima su bili u
pravilu ¢esce viseg histoloskog stupnja (p=0.0478) i negativnih ER (p=0.0144) (Tablica

8).
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Tablica 8. Distribucija patohistoloskih karakteristika u tumorima sa polisomijom 17 u
usporedbi sa HER-2 negativnim i HER-2 pozitivnim tumorima

*

HER-2 Kromosom 17 HER-2

negativni tumori polisomija pozitivni tumori
Parametri N p*| N p*| N p*
Veli¢ina tumora 0.2018 0.4642 0.8025
T1 (£2cm) 45 6 8
T2 (2-5cm) 26 9 6
T3 (>5cm) 5 1 0
Histoloski stupanj 0.3422 0.6159 0.0478
| 26 3 2
I 39 9 6
11 11 4 6
Limfni ¢vorovi 1 1 1
(metastaze)
0 42 9 8
1-3 13 3 2
>4 21 4 4
ER 0.7747 0.0813 0.0143
- 25 6 10
+ 51 10 4
PR 0.3800 1 0.2163
- 23 7 7
+ 53 9 7
NPI 0.6172 1 0.7784
Dobar (<3.4) 42 7 6
Umjereno dobar (3.4-5.4) | 20 5 4
Los (>5.4) 14 4 3
LVI 0.4926 0.6447 1
- 13 2 3
+ 36 11 9
Ki-67 0.3384 0.4153 0.4078
<10% 35 8 4
10-30% 29 4 7
>30% 10 4 3
Fisherov toc¢ni test; N- broj ispitivanih uzoraka, ER- estrogen receptor, PR-

progesteron receptor, NPI- Nottingham prognosticki index, LVI-limfovaskularna

invazija, HER-2 negativni tumori (normalan HER-2 gena i broj kromosoma 17),
Kromosm 17 polisomija (polisomija 17 u odsutnosti HER-2 amplifikacije), HER-2
pozitivni tumori (HER-2 amplifikacija bez polisomije 17).
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Usporedujuéi tumore sa polisomijom 17 i HER-2 pozitivhim tumorima nismo pronasli
statisti¢ki znacajne razlike za nijedan patohistoloski parametar, a isti rezultat je bio i kada
smo ih usporedili sa HER-2 negativnim tumorima (Tablica 8). Medutim Kaplan-Meier
krivulje prezivljenja su pokazale da HER-2 pozitivni tumori imaju statisticki znacajno
krac¢e kumulativno preZzivljenje u usporedbi sa HER-2 negativnim tumorima (p=0.0492),
a tumori sa polisomijom 17 su imali slicnu krivulju prezivljenja kao HER-2 pozitivni

tumori (Slika 11.).
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Slika 11. A.) Kaplan-Meier krivulje preZivljenja prikazuju kra¢e sveukupno prezivljenje
pacijenata sa HER-2 tumorima i polisomijom 17 u usporedbi sa HER-2 negativnim
tumorima B.) FISH HER-2 analiza takoder omogucuje evaluaciju broja 17 kromosoma
(vidi Materijale 1 metode pod 3. 4. 1. Evaluacija FISH preparata), primjer uzorka tumora
sa polisomijom 17 kromosoma (centralno postavljena tumorska stanica sa 8 zelenih

signala koji predstavljaju CEP17 kontrolnu probu), povecanje 1000x.
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4. 5. Evaluacija mEGFR imunohistokemijske analize i korelacije sa ostalim

patohistoloskim parametrima

Ukupno 112 uzoraka je bilo adekvatno za evaluaciju mEGFR imunohistokemijske
analize (razlozi navedeni pod 4.1.). Od ukupno 112 uzoraka evaluiranih na bojanje
protutijelima specificnim za mEGFR, 100 (89.28%) ih je bilo mEGFR negativno, 10
(8.92%) je bilo klasificirano kao 1+ mEGFR, 1 (0.89%) uzorak je bio 2+ mEGFR 1

takoder 1 (0.89%) je bio klasificiran kao 3+ mEGFR (Tablica 9) (Slika 12.).
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Slika 12. Invazivni duktalni karcinom dojke, mEGFR imunohistokemijsko bojanje A.)
tumorsko tkivo bez membranskog EGFR bojanja; 0 mEGFR, B.) uzorak sa slabim do

umjerenim kompletnim membranskim bojanjem na EGFR; 2+ mEGFR, C.) tumorsko
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tkivo sa snaznim i kompletnim membranskim bojanjem na EGFR; 3+ mEGFR.

Povecanje 200x.

Koreliranjem mEGFR sa patohistoloskim i parametrima ispitivanim u ovoj studiji
utvrdene su sljedece statisticki znacajne korelacije: sa histoloskim stupnjem (p=0.00001),
inverzna korelacija sa ER (p=0.00001), PR (p=0.00008), Ki-67 (p=0.00168) i ciklinom

D1 (p=0.0201) (Tablica 9). Preostale korelacije nisu bile statisti¢ki znacajne (Tablica 9).

Tablica 9. mEGFR proteinska ekspresija u invazivhom raku dojke i1 korelacije sa
patohistoloSkim parametrima, HER-2 i ciklinom D1

. mEGFR mEGFR mEGFR mEGFR [isherov
Parametri N NA tocCni test
0 1+ 2+ 3+
(p)

Ukupno 112 6 100 10 1 1
Veli¢ina tumora 112 6 0.2391
T1 (£2cm) 57 3 0 1
T2 (2-5cm) 37 7 1
T3 (>5cm) 6 0 0 0
Histoloski stupanj 112 6 <0.00001
I 29 1 0 0
II 57 1 0
111 14 8 1 1
Limfni ¢vorovi 112 6 0.4176
(metastaze)
0 53 5 1 1
1-3 21 0
>4 26 5 0 0
ER 112 6 <0.00001
- 34 10 1 1
+ 66 0
PR 112 6 <0.00001
- 31 1 1
+ 69 1
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NPI 1ir 7 0.1208

Dobar (<3.4) 53 2 1

Umjereno dobar (3.4-5.4) 26 4 1 0

Los (>5.4) 20 4 0

LVI 79 39 0.2223
- 20 0 1

+ 51 6 1

Ki-67 112 6 0.0016
<10% 47 1 0

10-30% 38 3 1 0

>30% 15 6 0 1

HER-2 112 6 0.9446
0 62 6 1 1

1+ 16 1 0 0

2+ 9 1 0 0

3+ 13 2 0 0

HER-2 gen 112 6 0.6042
Nema amplifikacije 82 7 1 1

Amplifikacija 18 3 0 0

Ciklin D1 112 6 0.0201
Negativno/slabo pozitivno 6 4 0 0

Umjereno pozitivno 28 3

Snazno pozitivno 66 3 1 1

CCND1 gen 112 6 0.1221
Nema amplifikacije 86 10 1

Amplifikacija 14 0 0 1

nEGFR 112 6 0.9158
0 negativno 57 8 1 1

+ slabo pozitivno 24 1 0 0

++ umjereno pozitivno 7 0 0 0

+++ jako pozitivno 12 1 0 0

N- broj ispitivanih uzoraka, NA- nema podataka, ER- estrogen receptor, PR- progesteron
receptor, NPI-Nottingham prognosticki index, LVI — limfovaskularna invazija, nEGFR-
nuklearni EGFR, mEGFR-membranski EGFR, CCNDI1-ciklin D1 gen.

4. 6. Status EGFR gena i korelacije sa ostalim patohistoloSkim parametrima

Na ukupno 110 uzoraka bilo je moguce uciniti evaluaciju statusa EGFR gena

(razlozi navedeni pod 4.1.). Analiza statusa EGFR gena FISH analizom pokazala je
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amplifikaciju u samo 2 (1.8%)

tumora dok u preostalih 108 (98.18%) nije bilo

amplifikacije EGFR gena (Tablica 10) (Slika 13).

Koreliranjem statusa EGFR gena sa patohistoloskim i parametrima ispitivanim u

ovoj studiji utvrdena je korelacija sa histoloskim stupnjem (p=0.0460) i sa Ki-67

(p=0.0350), dok preostale korelacije nisu bile statisticki znac¢ajne (Tablica 10).

Tablica 10. Status EGFR gena u invazivhom duktalnom raku dojke i korelacije sa
patohistoloSkim parametrima, HER-2 i ciklinom D1

EGFR

Parametri N NA Nema Amlli;l(f;ﬁil:cija tolglllsilii:::) ‘(,p)
amplifikacije

Ukupno 110 8 108 2

Veli¢ina tumora 110 8 1

T1 (£2cm) 58 1

T2 (2-5cm) 44 1

T3 (> 5 cm) 6

HistoloSki stupanj 110 8 0.0460

I 30 0

II 56 0

111 22 2

Limfni ¢vorovi 110 8 1

(metastaze)

0 57 1

1-3 21 0

>4 30 1

ER 110 8 0.1726

- 44 2

+ 64 0

PR 110 8 0.1436

- 40 2

+ 68 0

NPI 109 9 0.4725

Dobar (<3.4) 53 1

Umjereno dobar (3.4-5.4) 31 0

Los (>5.4) 23 1

LVI 78 40 0.4685

- 20 1

+ 56 1
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Ki-67 110 8 0.0350

<10% 47 0

10-30% 42 0

>30% 19 2

HER-2 110 8 0.2404
0 68 1

1+ 17 0

2+ 8 1

3+ 15 0

HER-2 gen 110 8 0.3468
Nema amplifikacije 88 1

Amplifikacija 20 1

Ciklin D1 110 8 0.2302
Negativno/slabo pozitivnho 8 1

Umjereno pozitivho 30 0

Snazno pozitivno 70 1

CCND1 gen 110 8 0.2552
Nema amplifikacije 94 1

Amplifikacija 14 1

nEGFR 110 8 1

0 negativno 65 2

+ slabo pozitivno 23 0

++ umjereno pozitivno 7 0

+++ jako pozitivno 13 0

N- broj ispitivanih uzoraka, NA- nema podataka, ER- estrogen receptor, PR- progesteron
receptor, NPI-Nottingham prognosticki index, LVI — limfovaskularna invazija, nEGFR-
nuklearni EGFR, CCND1-ciklin D1 gen.
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Slika 13. FISH analiza statusa EGFR gena u tumorskim stanicama, A.) uzorak pokazuje
amplifikaciju EGFR gena, gen je jako amplificiran pa se vide nakupine probe specifi¢ne
za EGFR tvoreci tvorbe koje se nazivaju «nakupine» (eng. clusters) B.) uzorak bez

EGFR amplifikacije, povecanje 1000x.

4. 7. nEGFR u invazivnom duktalnom raku dojke i Kkorelacije sa ostalim

patohistolo§kim parametrima

Ukupno je bilo moguce evaluirati 113 tumora na nEGFR, ponovno zbog istih
razloga navedenih pod 4.1. nEGFR je detektiran drugim tipom protutijela (Novocastra)
koji prepoznaje COOH terminalni dio EGFR proteina za razliku od Dako protutijela
koristenog za mEGFR evaluaciju koji detektira NH, kraj EGFR proteina. Od ukupno
113 tumora evaluiranih za nEGFR bojanje 67 (59.29%) ih je bilo negativno, 26 (23.00%)
je bilo + nEGFR, 7 (6.19%) ih je bilo ++ nEGFR i 13 (11.50%) ih je bilo +++ nEGFR

(Tablica 11) (Slika 14.).
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Slika 14. nEGFR imunohistokemijsko bojanje, A.) Invazivni duktalni rak dojke koji
nema nuklearne ekspresije nEGFR (0), B.) uzorak invazivnog duktalnog raka dojke koji
pokazuje visoku imunoreaktivnost na nEGFR (+++), C.) tumor sa negativnom nEGFR
ekspresijom (0) ali sa snaznim mEGFR bojanjem (3+) koji je u FISH analizi takoder

pokazao i amplifikaciju EGFR gena. Povecanje 200x.

Dok je usporedba nEGFR sa ostalim patohistoloSkim parametrima pokazala
korelaciju sa veli¢inom tumora (p=0.0005), metastazama u limfnim c¢vorovima
(p=0.0288) 1 NPI (p=0.0010), ostale korelacije nisu imale statisticku znacajnost (Tablica
11). Medutim kada se ispitivana skupina tumora podijelila na premenopauzalnu i
postmenopauzalnu grupu osim navedenih korelacija pronasla se i statisticki znacajna
obrnutoproporcionalna korelacija nEGFR sa ER (p=0.0258) u premenopauzalnoj skupini

(Tablica 11).

Tablica 11. nEGFR u invazivnom duktalnom raku dojke i korelacije sa patohistoloskim
parametrima, HER-2, mEGFR i ciklinom D1

Fisher
Parametei N Na D"EGFR  nEGFR nEGFR  nEGFR sme t:svt
0 + ++ +++
P
Ukupno 113 5 67 26 7 13
Veli¢ina tumora 113 5 0.0005
T1 (<2 cm) 34 21 2 5
T2 (2 -5 cm) 32 5 3 5
T3 (> 5 cm) 1 0 2 3
HistoloSki stupanj 113 5 0.9409
I 18 8 2 3
II 35 14 3 6
11 14 4 2 4
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Limfni ¢vorovi 113 5 0.0288
(metastaze)

0 37 19 3 2

1-3 13 3 1 4

>4 17 4 3 7

ER 113 5 0.4418
- 26 10 2 8

+ 41 16 5 5

PR 113 5 0.2088
- 25 7 5 5

+ 42 19 2 8

NPI 112 6 0.0010
Dobar (< 3.4) 34 17 3 3

Umjereno dobar (3.4-5.4) 18 9 0 4

Los (>5.4) 14 0 4 6

LVI 79 39 0.9653
- 13 5 1 2

+ 38 12 2 6

Ki-67 113 5 0.3491
<10% 27 13 2 7

10-30% 24 11 2 5

>30% 16 2 3 1

HER-2 112 6 0.6488
0 41 16 6 7

1+ 11 4 0 2

2+ 6 3 1 0

3+ 9 2 0 4

HER-2 gen 113 5 0.3128
Nema amplifikacije 53 23 7 9

Amplifikacija 14 3 0 4

mEGFR 112 6 0.9158
0 57 24 7 12

1+ 8 1 0 1

2+ 1 0 0 0

3+ 1 0 0 0

EGFR gen 110 8 1
Nema amplifikacije 65 23 7 13

Amplifikacija 2 0 0 0

Ciklin D1 113 5 0.5132
Negativno/slabo pozitivnho 8 2 0 0

Umjereno pozitivno 17 5 3 6

Snazno pozitivno 42 19 4 7

CCND1 gen 112 6 0.5569
Nema amplifikacije 59 22 5 11

Amplifikacija 8 3 2 2
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ER- premenopauza 54 5 0.0258

- 9 7 2
+ 21 9 0 1

N- broj ispitivanih uzoraka, NA- nema podataka, ER- estrogen receptor, PR- progesteron
receptor, NPI-Nottingham prognosticki index, LVI — limfovaskularna invazija, nEGFR-
nuklearni EGFR, mEGFR-membranski EGFR, CCNDI1-ciklin D1 gen.

4. 8. Analiza ciklin D1 ekspresije i korelacije sa ostalim patohistoloSkim
parametrima

Ukupno 113 uzoraka je bilo dostupno za evaluaciju ciklin D1 ekspresije (razlozi
navedeni pod 4.1.). Od analiziranih 113 uzoraka, 10 (8.84%) ih je bilo negativno odnosno
pokazivalo slabu ekspresiju ciklin D1 proteina, 31 (27.43%) uzorak je bio umjereno
pozitivan na ciklin D1, a 72 (63.71%) uzorka su imala snaznu ekspresiju ciklin D1
proteina prema Allred bodovanju (vidi Materijale i metode pod 3.3.2.) (Tablica 12) (Slika

15.).
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Slika 15. Prikazani su reprezentativni primjerci tumora sa negativnom, umjerenom i

snaznom ciklin D1 ekspresijom. A.) Invazivni duktalni rak dojke, histoloSkog stupnja III

sa negativnom ciklin D1 ekspresijom. B.) Invazivni duktalni rak dojke, histoloSkog

stupnja I, sa umjerenom ekspresijom ciklin D1 proteina. C.) Invazivni duktalni rak dojke,

histoloSkog stupnja I, sa snaznom ekspresijom ciklin D1 proteina.

Koreliraju¢i ekspresiju ciklin D1 proteina sa ostalim patohistoloskim parametrima

nasla se proporcionalna statisticki znacajna korelacija sa ER (p=0.0113), te inverzna

statisticki znacCajna korelacija sa NPI (p=0.0309) i mEGFR (p=0.0201) (Tablica 12).

Ostale korelacije nisu bile statisticki znacajne (Tablica 12).

Tablica 12. Ciklin D1 proteinska ekspresija u invazivnom duktalnom raku dojke i
korelacije sa patohistoloskim parametrima, HER-2 1 EGFR

Ciklin D1 Ciklin D1  Ciklin D1 .
. . . v Fisherov
Parametri N NA negativno/slabo  umjereno snazno ‘.
o eoe o e tocni test (p)
pozitivno pozitivno pozitivno
Ukupno 113 5 10 31 72
Veli¢ina tumora 113 5 0.0691
Tl (£2cm) 5 11 46
T2 (2-5cm) 5 18 22
T3 (>5cm) 0 2 4
HistoloSki stupanj 113 5 0.4803
I 3 6 22
II 4 16 38
I 3 9 12
Limfni ¢vorovi 113 5 0.5395
(metastaze)
0 5 14 42
1-3 2 5 14
>4 3 12 16
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ER 113 5 0.0113
- 5 19 22

+ 5 12 50

PR 113 5 0.104
- 6 14 22

+ 4 17 50

NPI 112 6 0.0309
Dobar (< 3.4) 3 11 43

Umjereno dobar (3.4-5.4) 4 8 19

Los (>5.4) 2 12 10

LVI 79 39 1

- 1 5 15

+ 4 15 39

Ki-67 113 5 0.1681
<10% 3 16 30

10-30% 2 10 30

>30% 5 5 12

nEGFR 112 6 0,5132
0 negativno 8 17 42

+ slabo pozitivno 2 5 19

++ umjereno pozitivno 0 3 4

+++ jako pozitivno 0 6 7

mEGFR 112 6 0.0201
0 6 28 66

1+ 4 3 3

2+ 0 0 1

3+ 0 0 1

EGFR gen 110 8 0.2302
Nema amplifikacije 8 30 70

Amplifikacija 1 0 1

HER-2 112 6 0.5691
0 7 19 44

1+ 0 4 13

2+ 2 2 6

3+ 1 6 8

HER-2 gen 113 5 0.1826
Nema amplifikacije 7 23 62

Amplifikacija 3 8 10

N- broj ispitivanih uzoraka, NA- nema podataka, ER- estrogen receptor, PR- progesteron
receptor, NPI- Nottingham prognosticki index, LVI-limfovaskularna invazija, nEGFR-
nuklearni EGFR, mEGFR-membranski EGFR.
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4. 9. Analiza statusa CCND1 gena u invazivnom duktalnom raku dojke i korelacije

sa ostalim patohistoloSkim parametrima

Ukupno 112 uzoraka je bilo adekvatno za evaluaciju statusa CCND1 gena (razlozi
navedeni pod 4.1.). Analiza statusa CCND1 gena je pokazala da 15 (13.39%) tumora ima

amplifikaciju CCNDI1, a da 97 (86.60%) tumora nema amplifikacije CCNDI1 gena

(Tablica 13) (Slika 16.).

Slika 16. Ciklin D1 FISH analiza A.) uzorak raka dojke bez amplifikacije CCND1 gena 1

B.) uzorak raka dojke sa CCND1 amplifikacijom, povecanje 1000x.
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CCNDI genska amplifikacija je pokazala statisti¢ki znacajnu korelaciju samo sa

ekspresijom mEGFR (p= 0.0420, x*-test), dok sve ostale korelacije nisu imale statisti¢ku

znacajnost (Tablica 13).

Tablica 13. Status ciklin D1 gena u invazivnom duktalnom raku dojke i1 korelacije sa
patohistoloSkim parametrima, HER-2 i EGFR

. CCND1 CCND1 Fisherov
Parametri N NA Nema Amplifikacija  totni test (p)
amplifikacije P J P
Ukupno 112 6 97 15
Veli¢ina tumora 112 6 0.210
T1 (<2 cm) 52 9
T2 (2-5cm) 41 4
T3 (>5cm) 4 2
Histoloski stupanj 112 6 0.380
I 28 2
II 48 10
111 21 3
Limfni ¢vorovi 112 6 0.608
(metastaze)
0 52 8
1-3 17 4
>4 28 3
ER 112 6 0.094
- 43 3
+ 54 12
PR 112 6 0.783
- 37 5
+ 60 10
NPI 1t 7 0.818
Dobar (< 3.4) 47 9
Umjereno dobar (3.4-5.4) 28 3
Los (>5.4) 21 3
LVI 79 39 0.499
- 19 2
+ 48 10
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Ki-67 112 6 0.507

<10% 43 5

10-30% 34 8

>30% 20 2

nEGFR 112 6 0.557
0 negativno 59 8

+ slabo pozitivno 22 3

++ umjereno pozitivho 5 2

+++ jako pozitivno 11 2

mEGFR 112 6 0.0420*
0 86 14

1+ 10 0

2+ 1 0

3+ 0 1

EGFR gen 110 8 0.255
Nema amplifikacije 94 14

Amplifikacija 1 1

HER-2 112 6 0.906
0 61 9

1+ 15 2

2+ 8 2

3+ 13 2

HER-2 gen 112 6 0.733
Nema amplifikacije 78 13

Amplifikacija 19 2

N- broj ispitivanih uzoraka, NA- nema podataka, ER- estrogen receptor, PR- progesteron
receptor, NPI- Nottingham prognosticki index, LVI-limfovaskularna invazija, nEGFR-
nuklearni EGFR,mEGFR-membranski EGFR, CCND1-ciklin D1 gen, *y*- test.

4. 10. Usporedba HER-2, mEGFR i ciklin D1 proteinske ekspresije sa

amplifikacijom korespondirajuceg gena

Podaci HER-2 imunohistokemije i HER-2 FISH analize bili su dostupni za

ukupno 115 tumora. Statisticki snazna korelacija je dobivena usporedbom ove dvije

metode za evaluaciju HER-2 (p<0.00001) (Tablica 14). Nijedan imunohistokemijski
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negativan tumor na HER-2 nije imao amplifikaciju, dok je jedna uzorak evaluiran kao
HER-2 1+ 1imao amplifikaciju istoimenog gena. Svi tumori klasificirani
imunohistokemijski kao HER-2 3+ su imali amplifikaciju HER-2 gena, dok je od 6
tumora sa HER-2 imunohistokemijom 2+ njih 4 imalo amplifikaciju ovog gena (Tablica

14).

Tablica 14. Usporedba HER-2, mEGFR i ciklin D1 imunohistokemije sa FISH analizom
korespondirajuceg gena

FISH Fisherov
Parametri IHC N'ema ) Amplifikacija tocni test (p)
amplifikacije
HER-2 0 71 0 <0.00001
1+ 17 1
2+ 6 4
3+ 0 16
mEGFR 0 98 0 0.0035
1+ 10 0
2+ 1
3+ 0 1
Ciklin D1  Negativno/slabo poz. 10 0 0.0362
Umjereno poz. 30 1
Snazno poz. 57 14

IHC- imunohistokemija; FISH - fluorescentna in situ hibridizacija; mEGFR- membranski
EGFR.

Takoder statisticki znacajna korelacija je dobivena usporedbom mEGFR
imunohistokemije sa FISH analizom za istoimeni gen (p=0.0035) (Tablica 14). Ukupno
je 110 uzoraka imalo rezultate mEGFR imunohistokemije i FISH, svi tumori klasificirani

imunohistokemijski kao negativni ili 1+ mEGFR su bili bez amplifikacije EGFR gena, a
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preostala dva tumora klasificirana kao 2+ i 3+ mEGFR su imala amplifikaciju gena
(Tablica 14).

Podaci ciklin D1 imunohistokemije i CCND1 FISH analize bili su dostupni za
ukupno 112 tumora. Statisticki znacajna korelacija je dobivena izmedu CCNDI1
amplifikacije 1 ciklin D1 umjerene/snazne ekspresije (p=0.0362) (Tablica 14). Od 15
tumora koji su imali CCNDI1 amplifikaciju 14 ih je imalo snaznu ekspresiju ciklin D1
proteina, a 1 je imao umjerenu ekspresiju ciklina D1 (Tablica 14). Svi tumori koji su bili
imunohistokemisjki ciklin D1 negativni, odnosno slabo pozitivni nisu imali amplifikacije

CCNDI gena.

4. 11. Analiza petogodiSnjeg prezZivljenja obzirom na ispitivane faktore -

univarijantna i multivarijantna analiza

Univarijantna analiza preZivljenja u koju su bili ukljuceni svi pacijenti je pokazala
da veli¢ina tumora (p=0.0000167), histoloski stupanj (p=0.0011), zahvacenost limfnih
¢vorova metastazama (p=0.0010), PR (p=0.0012), NPI (p=0.00000028), i nEGFR
(p=0.0002) predstavljaju statisticki znacajne prognosticke faktore 5-ogodiSnjeg
prezivljenja dok je amplifikacija HER-2 gena u istoj analizi pokazala grani¢nu vrijednost
statisticke znacajnosti (p=0.0522) (Tablica 15) (Slika 17.). Prognosticka vaznost
prekomjerne ekspresije mEGFR 1 EGFR amplifikacije na preZivljenje nije se mogla

neovisno evaluirati zbog malog broja informativnih slu¢ajeva (svega 2 pacijenta).
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Tablica 15. Univarijantna analiza - petogodis$nje prezivljenje (ukljuceni svi pacijenti).

. Prezivljenje PreZivljenje  Log-rank
N Umrli (mean) (std.err) test (p)
Ukupno 117 34 0.84 0.038
Veli¢ina tumora 117 34 1.67 x107
T1 (<2 cm) 63 10 0.90 0.040
T2 (2-5cm) 46 18 0.78 0.075
T3 (>5cm) 8 6 0.52 0.378
HistoloSki stupanj 117 34 0.0011
I 64 11 0.89 0.042
II 21 7 0.79 0.110
111 32 16 0.72 0.109
Limfni ¢vorovi 117 34 0.0010
(metastaze)
0 31 4 0.91 0.055
1-3 61 16 0.84 0.052
>4 25 14 0.68 0.138
ER 117 34 0.0830
- 47 18 0.78 0.074
+ 70 16 0.87 0.045
PR 117 34 0.0012
- 43 20 0.74 0.089
+ 74 14 0.89 0.040
NPI 115 33 2.80 x107
Dobar (< 3.4) 59 7 0.92 0.037
Umjereno dobar (3.4- 31 10 0.81 0.085
5.4)
Los (>54) 25 16 0.64 0.153
LVI 83 24 0.5058
- 22 5 0.84 0.092
+ 61 19 0.83 0.057
Ki-67 113 33 0.3340
<10% 49 12 0.85 0.056
10-30% 42 12 0.83 0.069
>30% 22 9 0.75 0.121
Kromosom 17 116 34 0.0878
Monosomija 2 1 0.50 0.707
Disomija 90 22 0.86 0.040
Polisomija 24 11 0.73 0.123
HER-2 116 34 0.2667
0 71 19 0.85 0.048
1+ 18 4 0.84 0.099
2+ 11 3 0.80 0.152
3+ 16 8 0.69 0.167
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HER-2 gene 116 34 0.0522
Nema amplifikacije 94 24 0.85 0.040

Amplifikacija 22 10 0.73 0.129

Ciklin D1 113 33 0.1193
Negativno/slabo 10 5 0.66 0.226

pozitivho

Umjereno pozitivno 31 11 0.79 0.090

Snazno pozitivno 72 17 0.86 0.045

CCND1 112 33 0.3986
Nema amplifikacije 97 27 0.84 0.041

Amplifikacija 15 6 0.74 0.151

nEGFR 113 33 0.0002
0 67 20 0.83 0.053

+ 26 2 0.93 0.051

++ 7 2 0.76 0.211

-+ 13 9 0.58 0.249

N- broj ispitivanih uzoraka, ER- estrogen receptor, PR- progesteron receptor, NPI-
Nottingham prognosticki index, LVI — limfovaskularna invazija, nEGFR- nuklearni
EGFR, CCND1-ciklin D1 gen, mean-srednje preZivljenje, std.err- standardna greska.
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Slika 17. A.) Kaplan-Meier krivulje prezivljenja prikazuju krac¢e sveukupno prezivljenje
pacijenata sa tumorima koji pokazuju nEGFR +++ ekspresiju u odnosu na nEGFR
negativne tumore (cijela skupina) i B) Kaplan-Meier krivulje prezivljenja pacijentica sa
HER-2 amplifikacijom pokazuju loSije prezivljenje u odnosu na pacijentice sa tumorima

bez HER-2 amplifikacije (na granici statistiCke znacajnosti).

Takoder, kada su pacijentice podijeljene u dvije grupe, pre-menopauzalnu i post-
menopauzalnu, ve¢ina prognostickih faktora znacajnih prilikom testiranja cijele skupine,
je zadrzala svoju statisticku znacajnost (Tablica 16). Medutim, u pre-menopauzalnoj
skupini je uoceno da je prekomjerna ekspresija ciklina D1 dobila statisticku znacajnost
(p=0.0027) u smislu boljeg prezivljenja za pacijentice koje su imale tumore sa snaznom
ekspresijom ovog proteina, dok se snazno nEGFR (p=0.000004) bojanje pokazalo losijim

prognostickim faktorom u istoj skupini (Tablica 16; Slika 18). No iste korelacije vezano
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Tablica 16. Univarijantna analiza - petogodisnje prezivljenje (pre- i post- menopauza).

PREMENOPAUZA POSTMENOPAUZA
N Umrli Prezivljenje Prei(ilvljenje II‘JaOngk N Umrli Prezivljenje Prei(iivlj enje faongk

(mean) (std.err) test (p) (mean) (std.err) test (p)
Ukupno 58 10 0.89 0.042 59 24 0.77 0.068
Veli¢ina tumora 58 10 6x10° | 59 24 0.0347
T1 (<2 cm) 33 1 0.96 0.030 30 9 0.80 0.087
T2 (2—-5cm) 21 6 0.81 0.101 25 12 0.73 0.121
T3 (>5cm) 4 3 0.43 0.630 4 3 0.43 0.630
HistoloSki stupanj | 58 10 0.0127 | 59 24 0.0560
I 34 2 0.95 0.038 30 9 0.80 0.087
II 9 2 0.81 0.158 12 5 0.72 0.179
111 15 6 0.74 0.151 17 10 0.67 0.174
Limfni ¢vorovi 58 10 0.0265 | 59 24 0.0219
(metastaze)
0 16 1 0.93 0.064 15 3 0.85 0.107
1-3 30 4 0.90 0.057 31 12 0.76 0.097
>4 12 5 0.72 0.179 13 9 0.58 0.249
ER 58 10 0.2045 | 59 24 0.1557
- 24 6 0.83 0.087 23 12 0.69 0.138
+ 34 4 0.91 0.050 36 12 0.80 0.081
PR 58 10 0.0391 | 59 24 0.0659
- 15 5 0.77 0.136 28 15 0.69 0.125
+ 43 5 0.92 0.043 31 9 0.81 0.083




L

NPI 56 9 0.0001 | 59 24 0.0008
Dobar (< 3.4) 32 1 0.97 0.032 27 6 0.85 0.080

Umjereno dobar 13 2 0.87 0.106 18 8 0.73 0.144

(3.4-5.4)

Los (>5.4) 11 6 0.64 0.226 14 10 0.60 0.234

LVI 44 8 0.7056 | 39 16 0.8453
- 14 2 0.88 0.097 8 3 0.70 0.231

+ 30 6 0.87 0.068 31 13 0.76 0.099

Ki-67 54 9 0.7930 | 59 24 0.1100
<10% 21 3 0.89 0.074 28 9 0.80 0.089

10-30% 19 3 0.88 0.082 23 9 0.75 0.119

>30% 14 3 0.83 0.115 8 6 0.51 0.378

Kromosom 17 57 10 0.1254 | 59 24 0.2521
Monosomija 2 1 0.50 0.707

Disomija 46 6 0.91 0.043 44 16 0.78 0.076

Polisomija 9 3 0.75 0.191 15 8 0.67 0.182

HER-2 57 10 0.3079 | 59 24 0.2004
0 33 4 0.91 0.051 38 15 0.76 0.087

1+ 8 1 0.87 0.133 10 3 0.77 0.169

2+ 5 1 0.80 0.223 6 2 0.72 0.253

3+ 11 4 0.74 0.175 5 4 0.44 0.585

HER-2 gen 57 10 0.0324 | 59 24 0.1322
Nema amplifikacije | 43 5 0.92 0.043 51 19 0.78 0.071
Amplifikacija 14 5 0.76 0.148 8 5 0.58 0.313

Ciklin D1 54 9 0.0027 | 59 24 0.5365
Negativno/slabo 3 2 0.44 0.680 7 3 0.67 0.262

pozitivno

Umjereno pozitivno | 15 3 0.85 0.107 16 8 0.69 0.167

Snazno pozitivno 36 4 0.92 0.047 36 13 0.78 0.086

CCND1 gen 53 9 0.7979 | 59 24 0.2220
Nema amplifikacije | 46 8 0.89 0.049 51 19 0.79 0.070




€L

Amplifikacija 7 1 0.85 0.154 8 5 0.58 0.313

nEGFR 54 9 443 |59 24 0.3377
x10°¢

0 30 4 0.90 0.057 37 16 0.75 0.094

+ 16 0 1 0 10 2 0.83 0.140

++ 2 0 1 0 5 2 0.66 0.318

-+ 6 5 0.44 0.547 7 4 0.60 0.318

N- broj ispitivanih uzoraka, ER- estrogen receptor, PR- progesteron receptor, NPI-Nottingham prognosticki index, LVI —
limfovaskularna invazija, nEGFR- nuklearni EGFR, CCND1-ciklin D1 gen, mean-srednje prezivljenje, std.err- standardna greska.
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Slika 18. A.) Kaplan-Meier krivulje prezivljenja prikazuju bolje sveukupno prezivljenje
pacijentica u premenopauzalnoj grupi sa tumorima koji pokazuju snaznu ekspresiju ciklin
D1 proteina u odnosu na ciklin D1 negativne/slabo pozitivne tumore, B) Kaplan-Meier
krivulje  prezivljenja prikazuju krace sveukupno prezivljenje pacijentica u
premenopauzalnoj skupini sa tumorima koji pokazuju snaznu nEGFR (+++) ekspresiju u

odnosu na nEGFR negativne tumore.

uz ciklin D1 i nEGFR nisu nadene u post-menopauzalnoj skupini pacijentica (Tablica
16). Iako ciklin D1 prekomjerna ekspresija nije bila statisticki znacajna u smislu boljeg
sveukupnog prezivljenja u post-menopauzalnoj (p=0.5365) i cijeloj skupini (p=0.1193)
pacijentica ipak je primjecen trend prema boljem prezivljenju u obje skupine. Takoder
pokusali smo medusobnim sparivanjem utvrdenih patohistoloskih i ispitivanih parametara
sa ciklin D1 ekspresijom i CCNDI1 amplifikacijom utvrditi postoji 1i odredena
kombinacija koja utjee na samo prezivljenje pacijentica bilo u negativhom ili
pozitivnom smislu. Fisherov to¢ni test pokazao je statisticki znacajno bolje prezivljenje
pacijentica koje su imale prekomjernu ekspresiju ciklina D1 i ER pozitivne tumore
(p=0.0422), PR pozitivne tumore (p=0.0145) i tumore histoloskog stupnja I (p=0.0192).
Nismo pronasli statisticki znacajnu korelaciju u smislu boljeg ili loSijeg sveukupnog
prezivljenja kada je ciklin D1 ekspresija ili CCND1 amplifikacija bila uparena s HER-2 1
mEGFR proteinskom ekspresijom odnosno genskom amplifikacijom. Takoder CCNDI
amplifikacija sama po sebi nije pokazala statisticki znacajnu korelaciju sa sveukupnim

prezivljenjem. Utvrdeno je i da tumori sa umjerenom/snaznom ekspresijom ciklina D1 1
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nEGFR imaju statisticki loSije kumulativno prezivljenje u usporedbi sa tumorima koji
imaju umjernu/snaznu ekspresiju ciklina D1 1 negativno/slabo nEGFR bojanje

(p=0.00078) (Slika 19).
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Slika 19. Kaplan-Meier krivulje prezivljenja pokazuju da pacijenti sa
umjerenom/snaznom ekspresijom ciklina D1 i nEGFR imaju statisticki loSije prezivljenje
u odnosu na pacijente sa tumorima koji imaju umjerenu/snaznu ekspresiju ciklina D1 1

negativnu/slabu ekspresiju nEGFR.

Multivarijantna analiza na cjelokupnoj skupini pacijenata je pokazala da su samo
veli¢ina tumora, histoloSki stupanj, NPI i nEGFR neovisni prognosticki faktori za

sveukupno prezivljenje (Tablica 17). U naSoj ispitivanoj skupini pokazalo se da
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pacijentice sa nEGFR +++ ekspresijom imaju 3.4 puta veéi rizik od smrti nego nEGFR

negativne pacijentice (stopa rizika=3.402; p=0.0026) (Tablica 17).

Tablica 17. Multivarijantna analiza prediktora sveukupnog prezivljenja (Cox
proporcionalni rizicni model regresije)

Parametri Stopa rizika 95% interval pouzdanosti P

'Veli¢ina tumora > 2cm 3.09 2.054 - 4.654 0.0058
’Histologki stupanj III 6.90 3.635-13.103 0.0026
’NPI 2.96 1.810 - 4.853 0.0280
*nEGFR +++ 3.40 2.264 - 5.109 0.0026

'U usporedbi sa veli¢inom tumora < 2cm

* U usporedbi sa histoloskim stupnjem I

’0dgovara linearnom parametru, poveéanje stope rizika sa poveéanjem NPI
% U usporedbi sa nEGFR negativnim tumorima

NPI-Nottingham prognosticki index
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5. RASPRAVA

Danas se smatra da je rak dojke heterogena bolest zbog toga S§to se tumori
razlikuju u morfologiji, prognozi i samom odgovoru na terapiju. lako je rak dojke
najéeS¢a maligna neoplazma medu Zenama, zahvaljuju¢i ucinjenim napredcima u
lijeCenju, u posljednja dva desetljeca, ukljucujuci ranu detekciju i razvoj novih lijekova
znacajno je smanjena smrtnost od ove neoplazme. Dugo vremena su glavne opcije
lijeCenja pacijenata oboljelih od raka dojke bili kirurS§ko odstranjivanje tumora,
radioterapija i kemoterapija, no danas je jasno da ovakav tip lijecenja viSe nije dovoljan.
Glavno ograni¢enje kemoterapije je nemogucnost razlikovanja stanica raka od normalnih
stanica $to je dodatno istaknulo potrebu za lije€enjem koji ¢e biti ciljno usmjereno samo
na maligne stanice.

Bolje razumijevanje osnovnih molekularnih regulacijskih mehanizama u nastanku
1 razvoju tumora omogucilo je otkrivanje molekula koje su klju¢ne za nastanak malignog
fenotipa stanica te razvoj ciljno usmjerene terapije kao Sto su monoklonalna protutijela 1
inhibitori tirozin kinaze. Primarni cilj novih takozvanih “pametnih lijjekova® je da su
specificno usmjereni na molekularne markere na tumorskim stanicama upravo da bi se
poboljsalo lijeenje 1 smanjio citotoksi¢ni ucinak lijeka na normalne stanice. Stoga su
upravo dostignuéa u molekularnoj medicini bila klju¢na u identifikaciji tumorskih
markera koji ne samo da imaju prognosticki ve¢ i1 prediktivni znacaj. Danas je primarni
cilj lijecenja pacijentica oboljelih od raka dojke da se tretman lijeCenja individualno

prilagodi svakom pacijentu, a upravo je to istaklo potrebu za Sto boljim diferenciranjem
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neoplazmi, dodatnim karakteriziranjem prognostickih i terapeutskih faktora te otkricem
novih biomarkera.

Prekomjerna ekspresija proteina iz EGFR obitelji i ciklina D1 cest je nalaz u raku
dojke. Medutim, u literaturi nedostaje radova koji sustavno ispituju ekspresiju i
amplifikaciju HER-2, EGFR i ciklina D1 kod raka dojke, te njihov utjecaj na prezivljenje
1 prognozu u istoj grupi pacijenata, pa su stoga i rezultati studija nerijetko oprecni. Stoga
smo u ovom istrazivanju ispitali ekspresiju proteina i gensku amplifikaciju HER-2,
EGFR, ciklina D1 te status 17. kromosoma na TMA sastavljenim od uzoraka invazivnog
duktalnog raka dojke Sto je omogucilo jednako kontrolirane uvjete za
imunohistokemijske i in situ (FISH, flourescentna in situ hibridizacija) analize za sve
uzorake (smanjena moguénost metodoloSke varijabilnosti).

Navedeni proteini sudjeluju u tumorogenezi te se povezuju sa prognostickim
faktorima rizika za rast, razvoj i terapijski odgovor niza tumora, pa tako i raka dojke, a
znacaj njihovih interakcija je utoliko veci Sto ve¢ postoje lijekovi koji su specificno
usmjereni upravo na ove molekule.

HER-2 protein, prekomjerno je eksprimiran u oko 15-30% slucajeva invazivnog
raka dojke 1 u viSe od 90% slucajeva prekomjerna ekspresija je posljedica genske
amplifikacije (50, 98). U ovoj studiji ukupno je bilo oko 24% (ukljucuju¢i HER-2 3+ 1
2+) uzoraka sa prekomjernom ekspresijom HER-2 proteina, odnosno oko 18% sa
amplifikacijom HER-2 gena §to je u skladu sa ranije objavljenim rezultatima. Takoder svi
tumori koji su bili 3+ HER-2 imali su amplifikaciju dok su od 6 tumora, koji su bili
o€itani kao 2+ HER-2, njih 4 imala su amplifikaciju gena. Statisticki znacajna korelacija

izmedu HER-2 imunohistokemije i HER-2 FISH analize pokazala je da su ove dvije
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metode kompatibilne i da se u naSim uvjetima HER-2 imunohistokemija moze koristiti
kao zamjena za HER-2 gensku evaluaciju, osim u grani¢nim 2+ HER-2 sluc¢ajevima kada
je potrebno jos uciniti i FISH analizu, $to je u skladu sa ranijim studijama. Jos je Slamon
i sur. 1987. godine ukazao da tumori sa amplifikacijom HER-2 gena pokazuju agresivnije
ponasanje, a ovo opazanje je kasnije potvrdeno u preko 100 razlicitih studija (24, 31).
Takoder se pokazalo da je evaluacija HER-2 proteina/gena, uz to Sto predstavlja vazan
prognosticki faktor, vazan prediktivni faktor ne samo za specificno usmjerenu terapiju
monoklonalnim protutijelima (trastuzumabom = Herceptin®) ve¢ 1 za kemoterapiju i
hormonalnu terapiju (32, 98). Studije pokazuju da HER-2 prekomjerna ekspresija u raku
dojke korelira sa pozitivnim limfnim c¢vorovima, visokim nuklearnim stupnjem,
negativnim hormonskim receptorima i visokom proliferativnom aktivnosti tumora (23,
29, 31). U provedenom istrazivanju smo takoder pronasli korelaciju izmedu
prekomjerene  HER-2 proteinske ekspresije i1 negativnih hormonskih receptora i
proliferativne aktivnosti tumora dok je HER-2 genska amplifikacija joS pokazala
korelaciju 1 sa histoloSkim stupnjem. Univarijantna analiza prezivljenja je pokazala da
pacijentice sa tumorima koji imaju HER-2 amplifikaciju pokazuju statisticki znacajno
losije prezivljenje (osobito premenopauzalna skupina pacijentica, dok je cjelokupna
skupina imala statisticki granicno znacajnu korelaciju sa lo$ijim prezivljenjem) dok za
HER-2 prekomjernu ekspresiju proteina nismo dobili statisticki znacajnu korelaciju sa
sveukupnim prezivljenjem.

U ovoj studiji takoder je nadena korelacija izmedu HER-2 imunohistokemije 1
polisomije kromosoma 17. Provedeno istraZivanje je pokazalo u 20.68% slucajeva

polisomiju 17 kromosoma $to i nije zanemariv broj, medutim osim statisticki znacajne
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korelacije sa HER-2 imunohistokemijom i grani¢no znacajne korelacije sa Ki-67 nije se
naslo drugih znacajnih povezanosti. Sli¢ni podaci vezani za prevalenciju polisomije
kromosoma 17 potvrdeni su i u drugim studijama i kre¢u se od 10.3% do 48.7%, ovisno
o ispitivanom uzorku i samom definiranju polisomije 17 (22, 38, 42). Takoder je uocen
mnogo veéi broj slucajeva polisomije kromosoma 17 u FISH HER-2 negativnim
slu¢ajevima (bez amplifikacije HER-2 gena) neko kod FISH HER-2 pozitivnih sluc¢ajeva
(sa HER-2 amplifikacijom) (Tablica 7), kao $to je potvrdeno i u prethodnim studijama
(99). lako je naravno potreban veéi broj slucajeva da bi se mogli izvuéi znacajniji
zakljucci, podaci dobiveni ovim istrazivanjem takoder ukazuju na to da se tumori sa
HER-2 amplifikacijom razlikuju od tumora sa polisomijom 17, $to potvrduje ranija
istrazivanja (42, 99). Dok su tumori sa HER-2 amplifikacijom povezani sa viSim
histoloSkim stupnjem i negativnim ER receptorima tumori sa polisomijom 17 nisu
pokazivali statistiCki znaCajne korelacije sa ovim patohistoloski nepovoljnijim
parametrima, $to indirektno upucuje da se tumori sa polisomijom 17 ponaSaju kao tumori
bez HER-2 amplifikacije. Medutim, Kaplan-Meier krivulja prezivljenja pokazuje da
tumori sa polisomijom 17 ipak imaju losije prezivljenje u odnosu na HER-2 tumore bez
amplifikacije, dapace sama krivulja prezivljenja se gotovo poklapa sa onom od tumora
koji imaju HER-2 amplifikaciju (Slika 11). Ovakav rezultat kumulativnog preZivljenja
ipak 1 nije neocekivan obzirom da sama aneuploidija predstavlja odredenu genetsku
nestabilnost, Sto bi za posljedicu imalo da se takvi tumori ponaSaju agresivnije u odnosu
na one koji je nemaju, a slican trend su uocila i neka ranija istraZivanja (99). Studija
Vanden Bempt i sur. (99) je pokazala da tumori bez HER-2 amplifikacije imaju statistic¢ki

bolje prezivljenje u odnosu na tumore sa HER-2 amplifikacijom, no tumori sa
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polisomijom 17 su pokazali trend boljeg prezivljenja od HER-2 amplificiraju¢ih tumora
ali ipak loSije u odnosu na HER-2 negativne tumore. Trenutno nedostaju studije koje
koreliraju polisomiju kromosma 17 sa klini¢kim odgovorom na trastuzumab terapiju i
glavno pitanje koje se postavlja je da li polisomija 17 moze predvidjeti odgovor na
terapiju trastuzumabom u sluc¢ajevima HER-2 prekomjerene ekspresije bez amplifikacije
HER-2 gena (44). Rezultati nekih studija sugeriraju da se tumori sa polisomijom 17 i bez
HER-2 amplifikacije patohistoloski ne mogu razlikovati od samih tumora bez HER-2
amplifikacije, $to upucuje da vjerojatno takvi tumori nebi odgovorili na trastuzumab
terapiju (99, 27). No nedavno provedena studija Hofmann i sur. pokazala je pozitivan
odgovor na trastuzumab terapiju kod dva pacijenta sa polisomijom 17, bez HER-2
amplifikacije, medutim oba pacijenta su imala tumore sa 3+ HER-2 proteinskom
ekspresijom (100).

Budu¢i da su u mnogim malignim neoplazmama pronadene aberacije EGFR
signalnog puta i da se EGFR smatra jednim od glavnih onkogenih faktora u ovom smo
istrazivanju, na istoj skupini tumora, takoder imunohistokemijski ispitali proteinsku
ekspresiju mEGFR, nEGFR-a te FISH analizom odredili status EGFR gena u jezgrama
tumorskih stanica. Iako studije opisuju prekomjernu ekspresiju mEGFR u raku dojke od
5% do 91% (19, 51, 52, 53, 54), a u nekima od njih se mEGFR povezuje i sa loSijim
prezivljenjem (101, 102) jo$ uvijek nema jasnog dokaza koji bi ukazivao na prognosticki
znacaj ovog proteina u raku dojke.

Ova studija je pokazala u 1.8% tumora prekomjernu ekspresiju mEGFR proteina
(2+ 1 3+ EGFR ekspresija zajedno), dok je 8.9% tumora imalo 1+ EGFR ekspresiju, $to

se u konacnici smatra negativnim rezultatom za mEGFR proteinsku ekspresiju. Studije

82



koje su prikazale visok postotak stanica sa prekomjernom ekspresijom mEGFR osim
koriStenja drugih laboratorijskih metoda, nisu imale strogo definirane kriterije
prekomjerne ekspresije ve¢ se bilo koji postotak >1% uzimao kao pozitivan rezultat za
prekomjernu ekspresiju (19, 50). Medutim pojedine studije ukazuju na to da cak i niska
razina mEGFR ekspresije moze imati vaznu ulogu u samoj biologiji tumora narocito u
kontekstu ekspresije i prekomjerne ekspresije drugih proteina iz EGFR obitelji (103).
Oba tumora iz ove studije koja su imala prekomjernu ekspresiju mEGFR proteina imala
su takoder 1 amplifikaciju EGFR gena (1.8% uzoraka) Sto se slaZe sa ranijim studijama
koje pokazuju raspon amplifikacije EGFR gena od 0.8% do 6% (45, 96).

Usporeduju¢i mEGFR ekspresiju sa ostalim patohistoloskim parametrima nadena
je korelaciju sa negativhim hormonskim receptorima (ER i PR), proliferativnom
aktivnosti tumora, histoloskim stupnjem i ciklin D1 proteinskom ekspresijom dok je
EGFR genska amplifikacija pokazala korelaciju samo sa histoloskim stupnjem i
proliferativnom aktivnosti tumora. Ranije studije pokazuju da je mEGFR ekspresija kod
raka dojke povezana sa ER i PR negativnim hormonskim receptorima (45, 54) i vi§im
histoloskim stupnjem (45). Rezultati korelacija dobivenih ovom studijom izmedu
mEGFR 1 negativnih hormonskih receptora, histoloskog stupnja i proliferativne aktivnosti
indirektno potvrduju ranija istrazivanja koja povezuju prekomjernu ekspresiju ovog
proteina sa agresivnijim tumorima i posljedi¢no losijom prognozom (47).

Trenutno nema konsenzusa oko uloge EGFR-a kao markera prognoze kod raka
dojke 1 nema jasne povezanosti izmedu EGFR statusa i sveukupnog preZivljena iako
EGFR pozitivni 1 ER negativni tumori imaju statisti¢ki loSiju prognozu (54). NaZalost

zbog malog broja informativnih slucajeva u ovoj studiji nije bilo moguce ucinitu
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korelaciju prekomjerne mEGFR ekspresije i EGFR genske amplifikacije sa sveukupnim
prezivljenjem jer su svega dva pacijenta imala prekomjernu mEGFR ekspresiju odnosno
EGFR amplifikaciju.

S druge pak strane sve je vise dokaza koji upucuju na postojanje direktnog puta
EGFR signaliziranja u kojema aktivirani EGFR bude internaliziran u stanicu i prebacen
unutar jezgre gdje potom sudjeluje u procesu regulacije genske ekspresije. Ovaj put
signaliziranja razlikuje se od tradicionlnog puta prijenosa signala kod kojeg se nakon
vezanja liganda na EGFR receptor prenosi samo signal u jezgru putem kaskadnog
aktiviranja veceg broja signalnih molekula, a ne sam EGFR receptor. Nuklearna detekcija
EGFR-a uocena je u hepatocitima koji se regeneriraju i primarnom adrenokortikalnom
karcinomu jo$ prije viSe od 15 godina (60, 104). Ovaj fenomen nuklearne translokacije
nije specifi¢an samo za EGFR ve¢ predstavlja univerzalnu pojavu koja se moze primjetiti
i kod mnogih drugih stani¢nih receptora pa je tako nedavno detektirana nuklearna
ekspresija i preostalih ¢lanova EGFR obitelji; HER-2 (105), HER-3 (106) i HER-4 (107).
Nuklearni analog EGFR receptora je protein jednke veli¢ine kao receptor na stani¢noj
membrani 1 najvjerojatnije se nalazi u fosforiliranoj formi, medutim jo$ nije jasno kako
EGEFR receptor bude internaliziran u samu jezgru (62).

Iako je nuklearna akumulacija EGFR-a povezana sa pove¢anom DNA sintezom 1
proliferativnim potencijalom, patohistoloske posljedice nEGFR jo$ uvijek su nedovoljno
istrazene. U ovoj studiji nEGFR je detektiran u oko 40% tumora (svi nEGFR pozitivni
tumori bez obzira na nivo ekspresije) Sto je u skladu sa istrazivanjem Lo i suradnika (59)
dok je 11.5% tumora imalo nEGFR visoku ekspresiju (+++) za razliku od Lo i suradnika

(59) koji su detektirali nEGFR (+++) u 6.9% tumora. Studija Lo i1 suradnika (59) je
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znaajna po tome Sto je prva i jedina do sada pokazala da je visoka nEGFR ekspresija
povezana sa statisticki znaCajnim smanjenjem sveukupnog prezivljenja. NaSi podaci
takoder potvrduju da je visoka nEGFR ekspresija statisticki znacajno povezana sa
smanjenjem sveukupnog prezivljenja, a takoder smo pronasli i statistiCki znacajno
skra¢enje sveukupnog prezivljenja u premenopauzalnoj skupini pacijentica (Kaplan-
Meier i log-rank test). Ova studija je pokazala u multivariantnoj analizi da visoka nEGFR
ekspresija (+++) predstavlja neovisni prognosticki faktor za sveukupno prezivljenje
pacijentica $to je po prvi puta do sada opisano. Ovi rezultati su vazni stoga §to pojedine
studije ukazuju na to da anti-EGFR protutijela (C255/Cetuximab) blokiraju zraenjem
inducirani nEGFR transport i njegove interakcije sa DNK ovisnom protein kinazom,
enzimom koji je uklju¢en u DNK popravak (108, 109). Studija Lo i suradnika (59)
takoder je pokazala pozitivnu korelaciju sa povecanom ekspresijom ciklina D1 1 Ki-67
Sto upucuje na to da tumori sa visokom nEGFR ekspresijom imaju povecan proliferativni
potencijal. U ovoj studiji nije pronadena korelacija izmedu nEGFR visoke ekspresije i
Ki-67 i ciklina D1. Dobivene rezultate vezano uz koreliranje nEGFR 1 ciklna D1/Ki-67
tesko je kometirati i usporediti sa rezultatima studije Lo i suradnika (59) budu¢i da autori
nisu jasno opisali kako je radena evaluacija Ki-67 i ciklin D1 imunohistokemije te koje
su bile granicne vrijednosti. NaSa studija je pokazala korelaciju nEGFR sa veli¢inom
tumora, zahvacenoSc¢u veceg broja limfnim ¢vorovima, losijim NPI i negativnim ER S$to
su sve markeri koji upuéuju na agresivnije ponasanje tumora.

Rezultati ove studije su takoder pokazali da tumori koji imaju umjerenu/snaznu
ekspresiju ciklina D1 1 nEGFR imaju lo$ije kumulativno preZivljenje u odnosu na tumore

sa umjerenom/snaznom ciklin D1 ekspresijom i1 negativnom/slabom nEGFR ekspresijom.
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Ovi rezultati su u korelaciji sa rezultatima studije koja je pokazala da nEGFR djeluje kao
transkripcijski ko-faktor koji aktivira ciklin D1 gen, klju¢ni gen regulacije stani¢ne
proliferacije (63). Dobiveni rezultati potvrduju rezultate ranijih studija i sugeriraju da
nEGFR igra vaznu ulogu u nastanku agresivnijih tumora sa posljedi¢nim lo$ijim
klinickim ishodom bolesti.

Ciklin D1 protein igra vaznu ulogu u regulaciji stanicnog ciklusa. On zajedno s
ciklin ovisnim kinazama, Cdk4 i Cdk®6, tvori komplekse koji uzrokuju fosforilaciju pRB,
a to onda dovodi do otpusStanja E2F transkripcijskog ¢imbenika $to omogucuje stanici da
prode restrikcijsku to¢ku u G1 fazi i krene u S fazu stani¢nog ciklusa. Ciklin D1 protein
je prekomjerno eksprimiran do ¢ak ~ 80% karcinoma dojke i znaCajna vecina ovih
tumora su ustvari ER pozitivni tumori koji su opcéenito povezani sa boljom prognozom
(77, 110, 111). CCNDI1 gen je amplificiran tek u 5-25% (45, 76, 112) slucajeva Sto
sugerira da su i drugi mehanizmi ukljuceni u poremecaj ekspresije ciklin D1 proteina kao
Sto su transkripcijska 1 post-transkripcijska disregulacija. U ovoj studiji ~ 63% uzoraka
imalo je prekomjernu ekspresiju ciklin D1 proteina, dok je CCNDI gen bio amplificairan
u ~ 13% slucajeva. Rezultati CCND1 genske amplifikacije odredene FISH-om, u ovoj
studiji potvrduje rezultate ranijih studija u kojim se frekvencija amplifikacije CCNDI
gena odredivala na isti nac¢in (96) ili alternativno kromogenom in situ hibridizacijom
(CISH metodom) (76, 77) ili pomoc¢u Southern blota (113, 114). U ovoj studiji utvrdena
je statisticki znacajna korelacija izmedu CCNDI1 amplifikacije 1 ciklin D1 proteinske
ekspresije, gdje su svi slucajevi sa amplifikacijom imali ili snaznu ili umjerenu ekspresiju

ciklina D1.
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S druge pak strane prekomjerna ekspresija ciklin D1 proteina kod raka dojke, kao
§to je potvrdeno i u ovom istrazivanju, nije zacudujuca jer sam ciklin D1 moze biti
prekomjerno eksprimiran zbog djelovanja nekoliko razli¢itih signalnih puteva; preko
proteina iz EGFR obitelji, ER, c-myc i signalnog puta receptora za fibroblastni faktor
rasta (69, 115, 116, 117). Efekti estrogena na stani¢ni ciklus su direktno povezani sa
poticanjem povecane ekspresije ciklin D1 proteina (115). CCND1 gen je direktna
transkripcijska meta ER i smatra se da se ovo djelovanje ER odvija posredno
ukljuc¢ivanjem specificnih ER ko-aktivatora i aktivacijom inhibitora kapa B kinaze alfa
(IKKa) i MAPK signalnih puteva (118, 119). S druge pak strane ciklin D1 moze
regulirati rast estrogen ovisnog tkiva aktiviraju¢i sam ER tako $to se veZe na njega
(aktivacija neovisno o hormonu), $to posljedi¢no dovodi do poveéane ER posredovane
transkripcijske regulacije preko Cdk neovisnih mehanizama (72, 120). Ova pak estrogen-
neovisna ER agonisticka aktivnost ciklina D1 upucuje na njegovu mogucu onkogenu
ulogu u ER pozitivnom raku dojke (76).

U ovoj studiji pronadena je statisticki znacajna povezanost izmedu ER pozitiviteta
1 snazne ekspresije ciklin D1 proteina, te statisti¢ki znacajna inverzna korelacija izmedu
NPI i mEGFR. Medutim CCNDI1 amplifikacija nije pokazala statisticki znafajnu
povezanost sa ER pozitivitetom ali je potvrdena statisti¢ki znacajna inverzna korelacija sa
mEGFR. Dobiveni rezultati vezano uz povezanost prekomjerne ekspresije ciklina D1 i
ER pozitiviteta govore u prilog konceptu da visoka ER ekspresija moze podrzavati
prekomjernu ekspresiju ciklin D1 proteina. Utvrdena inverzna korelacija ciklin D1
proteinske ekspresije i CCND1 amplifikacije sa mEGFR dobivena u ovom istraZivanju

takoder potvrduje rezultate ranijih istrazivanja (121).

87



Prognosticki znacaj prekomjerne ekspresije ciklina D1 je joS uvijek nejasan. Dok
pojedine studije povezuju prekomjernu ekspresiju sa boljim prezivljenjem (77, 110)
druge pak ukazuju na to da je prekomjerna ekspresija ovog proteina povezana sa loSijim
prezivljenjem (78, 122). Takoder odredene studije uopce nisu uspjele pronaci bilo kakvu
vezu izmedu prekomjerne ekspresije ciklina D1 i prognoze (123, 124). U ovoj studiji
gledaju¢i cijelu skupinu ispitivanih pacijentica, nije se nasla statisticki znacajna
povezanost izmedu prezivljenja 1 prekomjerne ekspresije ciklin D1 proteina odnosno
CCND1 amplikacije. Medutim kada se ispitivana skupina podijelila u pre i post
menopauzalnu grupu onda se dobila statistiCka znacajna povezanost izmedu prekomjerne
ekspresije ciklin D 1 proteina i boljeg prezivljenja ali samo u premenopauzalnoj skupini.
Medutim gledajuéi samo prekomjernu ekspresiju ciklina D1, iako se nije dobila statisticki
znacajna povezanost, ipak se uocio trend boljeg prezivljenja i u postmenopauzalnoj
skupini kao 1 gledano na cijelu ispitivanu skupinu zajedno. Takoder, kada smo uparivali
ispitivane parametre kao S$to su ER, PR, nizi histoloski stupanj sa snaznom ekspresijom
ciklina D1 onda se pokazalo da su ti pacijenti imali bolje prezivljenje §to sugerira da je
prekomjerna ekspresija ciklina D1 dobar prognosticki indikator. Buduc¢i da nije nadena
statisti¢ki znacajna povezanost izmedu CCND1 amplifikacije i sveukupnog prezivljenja
prognosti¢ki impakt CCND1 amplifikacije indirektno ide u prilog ranijim istraZzivanjima
koja su pokazala da CCND1 amplifikacija nije povezana sa lo$ijim preZivljenjem. lako
pojedina istrazivanja upucuju na to da je ciklin D1 glavna meta EGFR signalnog puta u
ovoj studiji nije se nasla statisticki znacajna korelacije izmedu HER-2 proteina i ciklina

D1, osim inverzne korelacije mEGFR 1 ciklin D1 ekspresije/CCNDI1 amplifikacije.
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Takoder nije uocena statisticki znacajna korelacija izmedu prezivljenja i ciklin D1 ko-

amplifikacije odnosno ko-ekspresije sa HER-2 1 EGFR proteinom/genom.

U zakljucku mozemo re¢i da je najvazniji rezultat ove studije neovisni
prognosticki zna¢aj nEGFR (multivarijantna analiza) koji daje novo znacenje EGFR
proteinu. Vazno je naglasiti da dobiveni rezultati sugeriraju da nEGFR putem ciklina D1
potice proliferaciju tumorskih stanica i agresivinije ponasanje te posljedi¢no tome losije
prezivljenje pacijentica. Ukoliko prekomjerna ekspresija ciklina D1 nije zdruzena sa
snaznom nEGFR ekspresijom, onda takvi tumori imaju manje agresivan tijek i
posljedi¢no bolje prezivljenje pacijentica.

Ciljno usmjerena terapija redefinira ulogu i znacaj patologije istiu¢i stalnu
potrebu za identificiranjem klinicko relevantnih bioloskih faktora medu tumorima kako
bi se Sto bolje okarakterizirala i razumjela biologija svakog specificnog entiteta raka

dojke, a lijecenje Sto vise individualiziralo.

89



6. ZAKLJUCCI

Buduéi da je cilj ove studije bio ispitati proteinsku ekspresiju i gensku
amplifikaciju HER-2, mEGFR, nEGFR, ciklina D1 i status 17 kromosoma u invazivhom
duktalnom raku dojke te podatke korelirati sa patohistoloskim parametrima,
menopauzalnim statusom 1 prezivljenjem pacijentica, iz dobivenih rezultata mogu se

izvudi sljedeci zakljucei:

1. Nasi rezultati su u skladu s ranijim studijama koje su pokazale da je HER-2 proteinska
ekspresija staisticki znacajno udruzena s genskom amplifikacijom. Prema tome HER-2
proteinska ekspresija moze se koristiti kao zamjena za evaluaciju statusa gena u

tumorskim stanicama dojke.

2. HER-2 proteinska ekspresija je pokazala obrnuto proporcionalnu korelaciju sa ER, PR
1 direktnu korelaciju sa polisomijom 17. kromosoma, dok je Ki-67 bio na granici
statisticke znacajnosti. HER-2 amplifikacija gena je pokazala obrnuto proporcionalnu
korelaciju sa histoloskim stupnjem, ER, PR i proporcionalnu korelaciju sa Ki-67.
Univarijantna analiza je pokazala da nema statisticki znacajne korelacije HER-2
proteinske ekspresije 1 prezivljenja u cjelokupnoj skupnini niti u pre ili post
menopauzalnoj skupini pacijentica. HER-2 genska amplifikacija je bila na granici
statisticke znacajnosti u korelaciji sa loSijim prezivljenjem u cjelokupnoj skupini
pacijentica i imala je jasnu statisticki znacajnu povezanost sa loSijim prezivljenjem u

premenopauzalnoj skupini pacijentica.
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3. U ovoj studiji 20.68% uzoraka je imalo polisomiju 17. kromosoma i utvrdena je
statistiCki znacajna korelacija sa ekspresijom HER-2 proteina. Usporedbom tri grupe
tumora, s polisomijom 17. kromosoma, sa HER-2 amplifikacijom i bez HER-2
amplifikacije nije dobivena statisticki znaCajna razlika u patohistoloskim
karakteristikama. Medutim pokazalo se da tumori sa polisomijom 17 imaju statisticki

znacajno losije prezivljenje u odnosu na tumore bez HER-2 amplifikacije gena.

4. Membranska ekspresija EGFR proteina utvrdena je u 10.7% tumora, a nuklearna
EGFR ekspresija u 40.69% tumora. Amplifikacija EGFR gena je dokazana samo u
tumorima sa snaznom membranskom ekspresijom EGFR. Statisticke univarijantne i
multivarijantne analize su pokazale znacaj nuklearnog EGFR proteina kao prognostickog
faktora povezanog sa loSijim preZivljenjem bolesnica sa invazivnim duktalnim rakom

dojke.

5. mEGFR proteinska ekspresija korelira sa histoloskim stupnjem, negativnim ER 1 PR,
Ki-67 i ciklinom D1. EGFR genska amplifikacija korelira sa histoloskim stupnjem i Ki-
67. nEGFR korelira sa veli¢inom tumora, metastazama u limfnim ¢vorovima i NPI, i kod
premenopauzalne skupine pronadena je joS korelacija sa ER. Prognosticka vaZnost
mEGFR prekomjerne ekspresije 1 EGFR amplifikacije na prezivljenje nije se mogla
neovisno evaluirati zbog malog broja informativnih slucajeva (svega 2 pacijenta). nEGFR

je pokazao statisti¢ki znacajnu korelaciju sa loSijim prezivljenjem u cjelokupnoj skupini 1
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u premenopauzalnoj grupi pacijentica. Od ispitivanih parametara jedino se nEGFR u

multivarijantnoj analizi pokazao kao neovisni prognosticki faktor prezivljenja.

6. Ciklin D1 proteinska ekspresija statisticki znacajno korelira sa CCNDI genskom

amplifikacijom.

7. Proteinska ekspresija ciklina D1 korelira sa pozitivnim ER, NPI i mEGFR, dok
CCNDI genska amplifikacija korelira samo sa mEGFR. Univarijanta analiza je pokazala
trend boljeg prezivljenja u cijeloj skupini pacijenata i u postmenopauzalnoj grupi, no
statisticki znaCajna korelacija sa Dboljim prezivljenjem nadena je samo u

premenopauzalnoj grupi pacijentica.

8. Nisu nadene statisticki znacajne korelacije izmedu ko-ekspresije ili ko-amplifikacije
izmedu ispitivanih parametara i preZivljenja, osim ko-ekspresije ciklina D1 i nEGFR.
Pronadeno je da tumori sa umjerenom/snaznom ekspresijom ciklina D1 i nEGFR imaju
statisticki loSije kumulativno prezivljenje u usporedbi sa tumorima koji imaju
umjernu/snaznu ekspresiju ciklina D1 1 negativno/slabo nEGFR bojanje. Utvrdeno je
statisticki znacajno bolje prezivljenje pacijentica koje su imale ciklin D1 prekomjernu
ekspresiju i ER pozitivne tumore, PR pozitivne tumore i tumore histoloskog stupnja I.
Ostale korelacije izmedu ispitivanih markera i patohistoloSkih parametara nisu bile

statisticki znacCajne.
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POPIS SKRACENICA

ASCO — Americko drustvo za klini¢ku onkologiju (American Society of Clinical
Oncology)

CCNDI1 — ciklin D1 gen

Cdk — ciklin ovisna kinaza

Cdki — inhibitor ciklin ovisne kinaze

CMF - ciklofosfamid, metotreksat i fluorouracil

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

EGF — epidermalni faktor rasta

EGFR- receptor epidermalnog faktora rasta

ER — estrogen receptor

FISH — fluorescentna in situ hibridizacija

HE — hemalaun eozinom

HER — humani receptor epidermalnog faktora rasta
HZZJZ — Hrvatski zavod za javno zdravstvo

IKKa — inhibitor kapa B kinaze alfa

iNOS — inducibilna dusi¢ni oksid sintetaza (inducible nitric oxide synthase)
LVI - limfo vaskularna invazija

MAPK — mitogen aktivirajuce protein kinaze

mEGFR — membranski EGFR

mRNA — glasni¢ka (messenger) ribonukleinska kiselina
nEGFR — nuklearni EGFR

NPI — Nottingham prognosti¢i indeks
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pEGFR — fosforilirani EGFR

PI3K — fosfoinozitol-3-kinaza

PR — progesteron receptor

pRB — fosforilirani retinoblastomski protein
SRC-1 — koaktivator steroidnog receptora

SZO — Svjetska zdravstvena organizacija

TGF- o — tansformirajuc¢i faktor rasta-alfa

TKIs — inhibitori tirozin kinaza

TMA — tkivnim mikroarejima (tissue microarrays)

TOP2 — topoizomreaza Il o
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