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POPIS KRATICA

- A2A receptor: adenozinski receptor A2A podskupine

- AJCC: od engl. American Joint Commission on Cancer Staging and Results Reporting
- AKT (3): gen koji kodira RAC- y serin/treonin-protein kinazu

- ALDHI1AL1: ¢lan A1 obitelji aldehid dehidrogenaze

- AR: androgeni receptor

- ATM: serin/treonin protein kinaza, sudjeluje u kontrolnim tockama stani¢nog ciklusa
- ATOX1- bakarni metalohaperonski protein

- AZD2281: olaparib

- Bcl-2: od engl. B-cell lymphoma 2

- BCSC: od engl. breast cancer stem cell; mati¢na stanica raka dojke

- BEZ235: dactolisib

- BLBC- rak dojke sli¢an bazalnom, BLBC (od engl. basal-like breast cancer)

- BRCA1/2: tumor supresorski gen

- CDK (4): od eng. ciklin dependent kinase; kinaza ovisna o ciklinu

- CD24: od engl. cluster of differentiation 24

- CD44: glikoprotein stani¢ne povrsine ukljuc¢en u medustanicne interakcije, biljeg CSC
- Chk 1,4: od engl. checkpoint kinase 1,4

- CK5/6,14: citokeratinb5/6,14

- ¢-KIT: protoonkogen, kodira tirozin kinazni receptor

- c-Myec: onkogen, regulira stani¢nu proliferaciju 1 apoptozu

- CSC: od eng. cancer stem cell,; mati¢na stanica raka

- CTLAA4: od engl. cytotoxic T-lymphocyte antigen 4; antigen 4 citotoksi¢nih T-limfocita
- CYP 17 liaza: enzim koji katalizira sintezu androgena

- DAG: diacilglicerol

- 17-DMAG: alvespimicin

- DMEM: od engl. Dulbecco's Modified Eagle's Medium, medij za uzgoj stanica

- DNA: deoksiribonukleinska kiselina

- DNMT1: od engl. DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1

- DMSO: od engl. dimethyl sulfoxide; dimetil sulfoksid

- EGF: od engl. epidermal growth factor; epidermalni faktor rasta

- EMT: epitelno-mezenhimalni prijelaz

- ER: od engl. estrogen receptor; receptor za estrogen



- ERBB2: HER?2 (receptor za humani epidermalni faktor)

- EGFR: od engl. epidermal growth factor receptor; receptor za epidermalni faktor rasta
- EU: Europska unija

- FBS: od engl. fetal bovine serum; fetalni govedi serum

- FGFR: od engl. fibroblast growth factor receptor; receptor za faktor rasta fibroblasta

- FISH: od engl. fluorescence in situ hybridization; fluorescentna in situ hibridizacija

- FOXCI1: od engl. the forkhead box C1

- GRB7: od engl. growth factor receptor-bound protein 7, kodira ga GRB7 gen

- G2/M: G2, od engl. second growth phase, prijelaz iz interfaze u fazu mitoze (M)

- HER?2 ili HER2/neu od eng. human epidermal growth factor receptor 2; receptor za humani
epidermalni faktor rasta

- HSP90: on engl. heat shock protein 90, protein toplinskog Soka 90

- IP3-: od engl. inositol trisphosphate, inozitol trifosfat

- JAK: od engl. the Janus kinase

- LAR: od engl. luminal androgen receptor

- MABC: od engl. molecular apocrine breast cancer; molekularni apokrini karcinom dojke
- MAPK- mitogenom aktivirana protein kinaza

- MEK: od engl. mitogen-activated protein kinase kinase enzyme; enzim koji fosforilira
protein kinazu aktiviranu mitogenima

- mTOR: od engl. the mammalian target of rapamycin; meta rapamicina kod sisavaca

- MDA-MB-231: stani¢na linija trostruko negativnog raka dojke

- NOS: od engl. not otherwise specified,; bez posebne oznake

- Notch: heterooligomerni transmembranski proteinski receptor ukljucen u stani¢no
signaliziranje

- NPI: Nottinghamski prognosticki indeks

- NST: od engl. not special type; ne-specijalni tip

- PBS: od engl. phosphate-buffered saline; izotoni¢na otopina fosfatnog pufera s NaCl

- PLC: od engl. phospholipase C; fosfolipaza C

- p53: tumorsupresorski protein nazvan po molekulskoj masi od 53 kDa odredenoj SDA-
PAGE metodom

- PALB2: od engl. partner and localizer of BRCA2, protein koji zajedno s BRCA2 pomaze
odrZavanje genoma

- PARP: od engl: poly (ADP-ribose) polymerase

- pCR: od engl. pathological complete response,; kompletan patoloski odgovor



- PD-1: od engl. programmed cell death protein 1, protein programirane smrti 1

- PD-L1: od eng. programmed death-ligand 1

- PI3K: od engl. phosphoinositide 3-kinases; fosfoinozitid-3-kinaza

- PIK3CA: od engl. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase katalytic subunit alpha;
kataliticka podjedinica alfa fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfat 3-kinaze

- PKC: od engl. protein kinase C; protein kinaza C

- PIP2: od engl. phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate

- PLC: eng. phospholipase C; fosfolipaza C

- PR: eng. progesterone receptor; receptor za progesteron

- PTEN: od engl: phosphatase and tensin homolog, tumor supresorski gen

- RNA: ribonukleinska kiselina

- Ras: od engl. rat sarcoma; protoonkogen, nazvan po otkri¢u transformirajuceg nacela virusa
Stakorskog sarkoma

- SAR: od engl structure-activity relationship, povezanost aktivnosti i grade

- Src-1: od engl. steroid receptor coactivator-1; protoonkogena tirozinska proteinkinaza

- STAT: od engl. signal transducers and activators of transcription, prenositelji signala 1
aktivatori prijepisa gena

- SZO: Svjetska zdravstvena organizacija

- TDP1: od engl. tyrosyl-DNA phosphodiesterase I; tirozil DNA fosfodiesteraza 1

- TNBC: od eng. triple-negative breast cancer; trostruko negativni rak dojke

- TNM klasifikacija: klasifikacija stupnja proSirenosti tumora; T-veli¢ina primarnog tumora;
N-proSirenost u regionalne limfne ¢vorove; M-metastaze

- TGF- B: od engl. transforming growth factor f; transformirajuci ¢imbenik rasta f

- TP53: p53, protoonkogen

- UICC: od engl. International Union Against Cancer

- VEGFR: od engl. vascular endothelial growth factor receptor, receptor za faktor rasta
vaskularnog endotela

- WEET: tirozin kinaza, regulator ulaska stanice u mitozu

- vHTS: od engl. virtual high throughput screen, probirom na osnovu racunalnog modeliranja
- WNT: od engl. wingless-related integration site, glikoproteini izvanstani¢nog matriksa koji

se vezuje za neke od receptora sparene s G proteinima



SADRZAJ

ZAHVALE
POPIS KRATICA
Lo UVOD ettt ettt ettt b et st a ettt h et et nae et eates 1
1.1, Z10CUANT TUMOTT ...ttt ettt ettt ettt et e et e e bt e sabeesaaeenbeeneee 2
1.1.1. Biologija raka i genska OSNOVA .......c.eeevueieieiieeiiiieeiiee et eeeeeieeeevee e reeesveeeseree e 3
| A 1 (0] USRS 4
1.2.1. Etiologija 1 epidemiolo@ija.......cccveerrieeiiieeiiieesteeecireeecieeeeeeeeeteeesreeesaeeesveeeseseeenes 5
1.2.2. Histoloska klasifikacija tumora dojKe.........cceoveviiiniiiniiieiiiiiieiceeee e 9
1.2.3. Molekularna KlasifiKacija..........cueeeuierieiiiieniieiiesie ettt 10
1.3. Gradus tumora dojke i klasifikacija stupnja prosirenosti tumora..........c.cecceevvereveennnnnns 12
1.4. Trostruko negativni rak dOJKE........cccuivviiiriiiiiiiiiieieerie et 14
1.4.1. Kemoterapijske opcije 1 ciljna terapija .......coecveevueerieeiienieeiienie e 15
1.5. MatiCne Stanice 1aKa .........ccieriiiiiiiiiieieeiie ettt ettt 18
2. CILITHIPOTEZA ...ttt ettt ettt s e essaenseenseeneans 19
2.1, CilJ@VI ISTTAZIVANTA ..ccutiiiiieiieeie ettt ettt ettt et e st e et esit e et esateebeesaeeenseesseeenseesaneans 20
2.2. Hipoteza istrazivanja na staniénim modelima raka ............cccoeeeeiiiiiiiniiienienieeees 20
3. MATERIJALI T METODE .....ooiiiiiiiiiiiiieeeeee ettt 21
3.1. Stani¢na linija i novosintetizirani iNhibItOr ...........coevvieriiiiiiieiieie e 22
3.2, USHIO] 1StTAZIVAN]A...cuiierieeiieeiieeiieeteeereesteesiseesseeesseesseessseeseeasseesseesseensaeasseesssessseessseans 23
3.3. Odredivanje matiCnih StANICA ........cevvviieriiieeiiieeciee e erteeerre e e e e eee e areesaeeeseaeeesaneees 24
3.4. Statisti¢ka analiza rezultata pokusa na stani¢nim linijama raka..........cccoceveeninicnenne 25
4 REZULTATT ..ottt sttt et et sttt sbe et saeens 26
4.1. Djelovanje inhibitora na postotak maticnih stanica raka...........c..ccccevveenenvinicninncnnn. 27
S.RASPRAVA ettt sttt et sttt et nbe e 28
6. ZAKLIUCCT ...t 31
7. CITIRANA LITERATURA ...ttt sttt st 33
8. SAZETAK ....oouviriirrieresiieeiie it 39
LN T B 11 11 VAN O O RUSRRPRP 41

10, ZIVOTOPIS ..o e e e e et e s s e s e s e s e s s s e s e s e e e st esesees s eseseseaeeneas 43



1. UVOD



1.1. Zloéudni tumori

Pojam tumor oznacava abnormalnu, patolosku nakupinu tkiva, bilo malignu ili benignu.
Naziva se jo$ i1 novotvorinom ili neoplazmom. Maligne promjene su one kancerogene ili
zlo¢udne, dok su benigne dobrocudne. Benigni tumori ostaju u podru¢ju organa u kojem su
nastali 1 o$tro su ograniceni. Rak je opceniti naziv za zlo¢udne tumore. Njihov rast je puno brzi,
rastu infiltracijski i tako se Sire u okolna tkiva, a mogu se prosiriti i u druge dijelove tijela.
Pojam karcinom podrazumijeva zlo¢udne promjene odnosno bolesti epitelnih stanica koje
oblazu unutarnje slojeve organa i tkiva i nalaze se na njihovoj povrsini. Tumori koji nastaju iz
epitela zljezdanih vodova i Zlijezda su adenomi, a maligni tumori zljezdanog porijekla kao §to
su karcinomi epitelnih dijelova dojke nazivaju se adenokarcinomima (1).

Prema podacima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo, broj oboljelih od raka u
kontinuiranom je porastu. Jedan od razloga je duzi zivotni vijek, medutim, iako se to najcesce
pripisuje starenju stanovniStva, dobno standardizirana stopa incidencije pokazuje porast koji
nije ovisan o trendu starenja stanovnistva. Rak je u Hrvatskoj drugi uzrok smrti (27 % smrtnosti)
nakon kardiovaskularnih bolesti. Naj¢es¢i oblici raka u 2017. godini, poredani od najvece
incidencije prema manjoj, kod muskaraca su: rak prostate, pluca, debelog crijeva, mokra¢nog
mjehura, zeluca, bubrega i melanom. Kod zena je najces¢i karcinom dojke pa kolorektuma,
pluca, maternice, Stitnjace, jajnika, jajovoda 1 adneksa te rak gusterate. Muskarci najviSe umiru
od raka pluca, debelog crijeva i prostate, a Zene od raka debelog crijeva, pluca i raka dojke (2).
Prema svjetskom populacijskom istrazivanju CONCORD-3, u kojem je sudjelovala i Hrvatska,
prezivljenje od raka poboljSava se u svijetu, ali se razlikuje ovisno o sijelima raka. Ipak,

Hrvatska je s prezivljenjem od raka debelog crijeva 1 dojke u donjoj tre¢ini zemalja Europe (3).



1.1.1. Biologija raka i genska osnova

Zlo¢udna pretvorba je model po kojem se ponasaju sve stanice raka, a podrazumijeva
gubitak sposobnosti prikladnog odgovora stanica na stani¢no signaliziranje u odredenom
trenutku. Stanice se uobicajeno mijenjaju u zlo¢udne genskim mutacijama zbog cega se rak
opisuje 1 kao genska bolest. Posljedica zlo¢udne preobrazbe stanica je njihova nekontrolirana
dioba i formiranje nakupine koju nazivamo rak. Mutacije mogu biti nasljedne, ali ¢eS¢e su
somatske (djelovanje mutagena na somatske stanice ili pogreske prilikom DNA replikacije.
Dijelimo ih jos i na pokretacke (unutar gena koji su povezani s rakom npr. tumorsupresorski
geni, onkogeni), kao i1 usputne koje nisu toliko vazne za sam nastanak raka. Onkogeni nastaju
kada se promijene normalni geni stanice koji reguliraju rast, proliferaciju, diobu stanice i
diferencijaciju. Time se i sam zivot stanice promijeni tako da proteinski produkti
protoonkogena (normalnih stani¢nih gena) ili oni sami postaju aktivniji. Primjer aktivacije
onkogena je genska amplifikacija HER2/neu kod tumora dojke. Tumor supresorski geni
razlikuju se od onkogena utoliko Sto su kod njih inaktivacija ili kompletni gubitak gena ili
njihovih produkata neposredno povezani s nastankom raka. NajCeSée je potrebna inaktivacija
obaju alela, a do nje mogu dovesti, uz mutacije, i epigeneticke promjene. Primjer ovog slucaja
je p53, tumor supresorski gen koji osigurava popravak oSte¢ene DNA prije replikacije ili
apoptozu stanice kada nije moguce izvrsiti popravak. Njegovom inaktivacijom ili gubitkom,
stanica s oStecenom DNA ulazi u fazu diobe Sto moZe dovesti do nastanka raka, a ima vaznu
ulogu 1 u angiogenezi tumora. Kod raka je Cest izostanak regulacije faza stani¢nog ciklusa
uzrokovan promijenjenim genima. Sve ovo vodi ka genomskoj nestabilnosti koja je vazna
odlika raka i omoguc¢uje mu daljnje napredovanje, zbog vece vjerojatnosti da ¢e u jednoj stanici
do¢i do vise mutacija. Mutacije koje bi inaktivirale gene skrbnike, koji inae ¢uvaju stabilnost
genoma, idu u prilog nastanku raka. Primjer ovih gena su BRCA1 i BRCA2 ¢ije su promjene
povezane s rakom dojke 1 jajnika. Stanice raka ujedno ¢esto imaju i poremecen broj kromosoma
kao posljedicu pogresnog kromosomskog razdvajanja tijekom mitoze.

Nastanak raka iz zdravog tkiva zove se tumorska progresija. Temel] progresije je
klonalna evolucija koja direktno ukazuje na heterogenost raka. Naime, tijekom vremena,
nagomilavanjem mutacija unutar stanica raka, formiraju se razli¢iti klonovi. Tumorsku
progresiju mozemo bolje razumjeti ako pogledamo mati¢ne stanice tumora. One su po svojim
karakteristikama slicne samim mati¢nim stanicama i ¢ine manji broj stanica raka. No od
1znimnog su znacaja jer se smatra da samo one, zbog mogucnosti samoobnove 1 diferenciranja,

mogu, ako se presade, u novom domacinu potaknuti razvoj raka. Takoder, dokazi ukazuju i na
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monoklonalno porijeklo raka $to znaci da je za nastanak raka dovoljna zlo¢udna transformacija
jedne stanice koja je bila zdrava. Osim mutacija, pojava raka povezuje se i s epigenetickim
promjenama, s mikro-RNA te poremecajem mehanizma telomera. Primjerice, dioba stanica
pokrece se nakon skra¢ivanja telomera na odredenu duzinu.

Sve tipove raka karakterizira moguénost neogranicene proliferacije, neosjetljivost na
inhibirajuce signale rasta, izbjegavanje apoptoze, angiogeneza tumora, samodostatnost koja je
uocljiva u signalima rasta te vlastita sposobnost presadivanja i invazije u organizmu. Takoder,
rak ima 1 dodatna obiljezja kao Sto su nastanak upale, izbjegavanje imunoloske reakcije

organizma, promijenjen stani¢ni metabolizam i genomska nestabilnost (4).

1.2. Rak dojke

Rak dojke je heterogena skupina bolesti razliCitih histoloskih, morfoloskih i
molekularnih osobitosti i stoga je povezana s razli¢itim ishodima lijecenja i stopom prezivljenja
(5). Jedan je od tri najces¢a tumora u svijetu, a najceSca je maligna bolest kod Zena. Tumor
dojke koji se rano otkrije smatra se potencijalno izljeivim u 70 — 80 % slucajeva, ako se ne
radi o metastatskom tumoru (6,7). lako 70 do 80 % karcinoma pripada skupini invazivnih
duktalnih tumora dojke ne-specijalnog tipa, pokazuju visoku varijabilnost unutar skupine (5).
Terapijski koncepti trebaju biti razmotreni multidisciplinarno, a vazno je pritom uzeti u obzir
podrucje zahvacenosti tumorom i molekularne podtipove. Ovisno o tome, biraju se pristupi kao
Sto je kirurgija i radijacijska terapija ili sistemsko lijecenje (6,7). Tako je u trostruko negativnom
1 HER2 pozitivnom tumoru dojke neoadjuvantna terapija danas terapija izbora $to ovisi o

klini¢kom podtipu tumora, dok je kod tumora s metastazama cilj lijeCenja produljenje Zivota

(6).



1.2.1. Etiologija i epidemiologija

Uvrijezeno je miSljenje da zlo¢udne stanice nastaju nakupljanjem velikog broja
ostecenja i to oSte¢enja supresorskih gena i antionkogena. Opéenito se ta oSte¢enja mogu, zbog
prisutnosti u zametnim stanicama, genski prenositi potomstvu ili nastati i akumulirati se tijekom
zivota. Ovisno o utjecaju pojedinih okolisnih faktora govorimo o kemijskoj karcinogenezi,
zatim bioloskoj i fizikalnoj. Razliite endogene i egzogene tvari koje mogu zlo¢udno
preobraziti stanice nazivaju se kemijskim karcinogenicima. Njihov ucinak je genotoksican ako
dolazi do oste¢enja DNA ili negenotoksican ukoliko do toga ne dolazi, ali se pojacava ucinak
genotoksi¢nih tvari. Fizikalna karcinogeneza odnosi se na oSte¢enje DNA elektromagnetskim
valovima razli¢ite frekvencije, a primarno pod tim mislimo na ionizirajuce i elektromagnetsko
zrac¢enje. Pod pojmom bioloska karcinogeneza podrazumijevamo mnoge viruse koji se, zbog
sposobnosti integracije virusnog genoma u covjekov, ponasaju kao aktivacijski ¢imbenici
tumorske patogeneze. Dijele se na RNA i DNA viruse.

Vremenom su odredeni ¢imbenici dovedeni u vezu s procesom nastanka raka dojke.
Nabrojit ¢emo ih od viSeg relativnog rizika za nastanak raka dojke, povezanog s tim rizicnim
¢imbenikom, prema niZem: starija Zivotna dob, porodi¢na anamneza, kasniji prvi porodaj,
nerotkinje, rana prva menstruacija kao i kasnija menopauza, zracenje, pretilost, uzimanje
oralnih kontraceptiva, hormonsko nadomjesno lije¢enje i prethodno dijagnosticirane
parenhimatozne bolesti dojke. Dob je najznaajniji cimbenik rizika jer je uoceno da ucestalost
pojave raka dojke pocinje znacajnije rasti s dobi i to od 35. do 40. godine, a nakon toga dolazi
do kontinuiranog rasta incidencije. Relativni rizik za nastanak raka dojke ovisno o starijoj
zivotnoj dobi procjenjuje se na 15 puta. Zene s pozitivnom obiteljskom anamnezom raka dojke
imaju 8 puta veci relativni rizik za pojavu raka dojke u odnosu na Zene bez takve anamneze. U
vezu s ovim tumorima dovedene su mutacije dvaju supresorskih gena — BRCA1 i BRCAZ2, ali
1 neki drugu geni, kao Sto su TP53, PALB2, ATM i PTEN mogu biti ¢imbenici nastanka raka
dojke koji karakteriziramo kao nasljedni rak dojke. Starija Zivotna dob prvorodilje nosi sa
sobom relativni rizik od 4 puta u odnosu na Zene koje su prvi put rodile izmedu 20. 1 25. godine.
Ranija trudnoca kao i1 veéi broj porodaja imaju protektivnu ulogu zbog manje izloZenosti
estrogenu. Nerotkinje, u odnosu na rodilje, imaju 4 puta veci relativni rizik za nastanak raka
dojke. Zene koje su imale raniju prvu menstruaciju ili imaju kasnu menopauzu imaju 2 - 3 puta
veéi relativni rizik povezan s duljim razdobljem djelovanja estrogena. Sto se ti¢e izloZenosti
zracenju, relativni rizik je veci ukoliko je ve¢a doza zradenja, kao 1 kada se ioniziranom zracenju

izlazu mlade Zene, bilo da se radi o dijagnostickom ili terapijskom zracenju. Relativni rizik tada
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je veci 5 puta. Pretilost je joS jedan rizicni Cimbenik koji sa sobom nosi relativni rizik od 3 puta
u odnosu na zene normalne tjelesne tezine. Takoder je povezan s estrogenskom izlozenos¢u jer
u razdoblju postmenopauze estrogen nastaje u masnom tkivu djelovanjem enzima aromataze
na testosteron sintetiziran iz androgena kore nadbubrezne zlijezde (8). Takoder, koriStenje
oralnih kontraceptiva u ranijoj dobi, do 25 godine, kao i njihova dulja primjena (vise od 4
godine) nosi relativni rizik od 1,52 puta, a poveéava vjerojatnost pojave raka za 52 %. Lijecenje
hormonskom nadomjesnom terapijom dovodi do relativnog rizika od 1,36, Cime se povecava
rizik pojave raka za 36 %. Kao kod primjene oralnih kontraceptiva, i kod hormonske
nadomjesne terapije vazna je procjena koristi za uklanjanje tegoba i rizika koje ta terapija nosi.
Prethodno dijagnosticirane parenhimatozne bolesti dojke kao S$to su atipi¢na duktalna
hiperplazija i papilomi takoder povecavaju rizik pojave raka dojke, 5 1 2 puta, odnosno.

Epidemiologija nam govori o pojavnosti raka kao 1 o njegovoj povezanosti s nekim
¢imbenicima u odredenoj populaciji i na nekom prostoru. Najvazniji pojmovi su incidencija
(broj novooboljelih u populaciji), prevalencija (broj svih oboljelih u populaciji u odredenom
vremenu), mortalitet (broj umrlih unutar populacije) 1 letalitet (broj umrlih u odnosu na broj
oboljelih) (4).

Najniza incidencija raka dojke zabiljezena je u srediSnjoj Africi (26,8 na 100 000 zena),
isto¢noj Aziji (27,0) i jugu srednje Azije (28,2), a najveca incidencija u sjevernoj Americi (91,6)
, zapadnoj (91,1) i sjevernoj Europi (89,6). Dobno-standardizirana stopa incidencije u
razvijenim regijama je 73,4 na 100 000 Zena, dok je ta vrijednost u niskorazvijenim zemljama
31,3 (Slika 1). Incidencija raka dojke povecava se s dobi, a rak dojke je najceS¢i u dobi od 65-

69 godina (9).
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Slika 1. Globalna raspodjela dobno-standardizirane incidencije raka dojke na 100000 Zena u
2012. From Ferlay J, Soerjomataram I, Ervik M, Dikshit R, Eser S, Mathers C, Rebelo M,
Parkin DM, Forman D, Bray F. GLOBOCAN 2012 v1.0, Cancer Incidence and Mortality
Worldwide: IARC CancerBase No.11 [Internet ]. Lyon, France: International Agency for
Research on Cancer; 2013. Dostupno na:

http://globocan.iarc.fr/Pages/fact_sheets_cancer.aspx.4

Ako pogledamo mortalitet, rak dojke je kod zena najces¢i uzrok smrti u 101 drzavi (10).
Najvise stope mortaliteta zapazene su u zapadnoj Africi (20,1 na 100 000 Zena), a najnize stope
na istoku Azije (6,1) i u centralnoj Americi (9,5) (Slika 2). U Aziji je zabiljezeno priblizno 44
% smrti uzrokovanih rakom dojke, dok je to u Europi i sjevernoj Americi oko 35% . U Africi
je visa dobno standardizirana stopa smrtnosti, dok je omjer umrlih godiSnje u prosjecnoj
populaciji puno nizi u Africi nego u Sjevernoj Americi 1 Europi. Smrtnost raste takoder s
godinama pa tako Zene najvise umiru u dobi od 55-59 i iznad 75. godine (medijan u svijetu je
60-64 godine). U razvijenijim drZzavama petogodiSnja stopa prevalencije je 4 puta veca, a

najvisa je zabiljeZena u zapadnoj Europi (767,1) i Sjevernoj Americi (744,5) (9,10).
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Slika 2. Globalna raspodjela dobno-standardizirane stope mortaliteta od raka dojke na 100 000
zena u 2012. From Ferlay J,Soerjomataram I, Ervik M, Dikshit R, Eser S, Mathers C et al.
GLOBOCAN 2012 v1.0, Cancer Incidence and Mortality Worldwide: IARC CancerBase No.11
[Internet ]. Lyon, France: International Agency for Research on Cancer; 2013. Dostupno na:

http://elobocan.iarc.fr/Pages/fact sheets cancer.aspx.4

Prema dostupnim podacima incidencija i mortalitet od raka dojke u nekim su visoko
razvijenim zemljama dosegle vrhunac i sada se smanjuju, dok su u nisko razvijenim zemljama
svake godine u porastu. Ovi podaci objasnjavaju se poboljSanim metodama detekcije 1 ranim
otkrivanjem u razvijenim zemljama, kao i razlikama u dostupnosti pojedinih metoda lijecenja 1
dijagnostike medu zemljama (10,11).

Prema podacima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo broj oboljelih od raka
kontinuirano raste i to je drugi uzrok smrti (27 % smrtnosti) u Hrvatskoj. Kod Zena je, prema
podacima Registra za rak, za 2017. godinu rak dojke najcescée sijelo raka (25 %) i to kod Zena
od 30. godine pa nadalje, kao i1 jedan od naj¢e$¢ih uzroka malignih smrti u Hrvatskoj. Upravo
ovi podaci ukazuju na vaznost primarne prevencije i1 ranog otkrivanja raka dojke (2). Na razini
EU rak dojke spada u najces¢e dijagnosticiranu malignu bolest. Procjenjuje se da ¢e u 2020.
godini dijagnoza raka dojke obuhvacati 13,3 % dijagnoza raka. Stopa smrtnosti veca je u
istocnoeuropskim zemljama, dok nordijske zemlje imaju vecu stopu incidencije. Po razini
incidencije raka Hrvatska je na razini EU, medutim po smrtnosti smo na 2. mjestu kod

muskaraca i 7. kod Zena (3).
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1.2.2. HistoloSka klasifikacija tumora dojke

Tumori mogu nastati iz epitela, Sto je ucestalije, ili iz strome. Karcinomi dojke spadaju
u epitelne, zlo¢udne tumore, a skoro svi su adenokarcinomi. Obzirom na invazivnost razlikuju
se invazivni, mikroinvazivni 1 neinvazivni oblici (1). Neinvazivni karcinomi dojke (in situ)
imaju ocuvanu bazalnu membranu, a s obzirom na podru¢je na koje su ograni¢eni mogu biti
duktalni i lobularni. Intraduktalni karcinomi nastaju proliferacijom zlo¢udnih stanica epitela u
kanali¢ima tkiva. Intralobularni karcinom je rijedak, makroskopski se Cesto ne uocava, a
mikroskopski se unutar lobula nalaze zloCudne stanice s okruglim jezgrama (1,12).
Mikroinvazivna skupina karcinoma odnosi se na duktalne karcinome s neodrZzanom bazalnom
membranom kanali¢a, ¢ime dolazi do invazije okolnog tkiva (< 0,1 cm debljine). Rijetko se
dijagnosticiraju. Skupina invazivnih karcinoma dojke nastaje u terminalnoj duktulo —
lobularnoj jedinici, iz epitelnog tkiva. Na slici 3 prikazane su morfololoSke varijante invazivnih

karcinoma dojke (13).

Slika 3. Morfoloski prikaz invazivnih karcinoma dojke: a) invazivni karcinom ne-specijalnog
tipa, b) lobularni tip, c¢) tubularni tip, d) mucinozni tip, e) mikropapilarni karcinom, f)
pleomorfni lobularni karcinom, g) medularni tip, h) metaplasti¢ni karcinom, i) adenoidni

cisti¢ni karcinom (13).



Priblizno 80 % karcinoma unutar skupine invazivnih karcinoma dojke su invazivni
karcinomi dojke ne-specijalnog tipa (NST, od engl. not special type) ili bez posebne oznake
(NOS, od engl. not otherwise specified). To je heterogena skupina koju ne mozemo na temelju
karakteristika svrstati u neku od kategorija. Mikroskopski je graden od epitelnih stanica koje su
atipicne, Cesto okruzene ¢vrstom stromom. Makroskopski se uoc¢ava kao ¢vrsta kvrzica.

Oko 10 % dijagnoza ¢ini lobularni tip invazivnog karcinoma i ¢ine ga najcesce tracci
rasprSenih tumorskih stanica, obi¢no oko oCuvanih kanali¢a. Nepravilnog je oblika, ne izaziva
dezmoplasticnu reakciju pa se ne moze napipati, teSko se identificira i obi¢no se otkrije u
kasnom stadiju. Preostalih 10 % karcinoma dojke odnosi se na tzv. posebne oblike raka dojke,
jedinstvenih karakteristika i patoloSkih obiljezja, kao S$to su: karcinom s medularnim
obiljezjima, Pagetova bolest bradavice, mucinozni karcinom, papilarni i tubularni invazivni

karcinom (1).

1.2.3. Molekularna klasifikacija

Prema novijoj podjeli, tumore dojke pozitivne na estrogenske receptore dijelimo na
luminalne tumore A 1 B. Luminalni A tip je niskog gradusa (stupnja diferenciranosti), nema
izrazaj receptora za humani epidermalni faktor rasta HER2 (od engl. human epidermal growth
factor receptor), visoke razine progesteronskih receptora, a postotak biljega proliferacije Ki-67
nizi je od 20 %. Luminalni B tip, za razliku od tipa A, slabije izrazava progesteronski receptore
(PR pozitivan ili negativan), Ki-67 indeks je visi od 20 %, viSeg je gradusa, a najcesc¢e je HER2
pozitivan, ali ne mora biti (14). Pacijenti koji boluju od luminalnog tumora A tipa imaju vece
izglede za prezivljenje s obzirom na njihov nizak gradus (13,14). Ranije su tumori bili
klasificirani prema intrinzi¢nim podtipovima: luminalni (novija podjela na A 1 B podtipove);
tumori negativni na estrogenski receptor (ER), HER2 pozitivni (luminalni HER2 pozitivni 1
HER?2 obogaceni), tzv. slican bazalnom (od engl. basal-like) i tzv. sli¢an normalnom tkivu (od
engl. normal-like) (15). Podtip obogacen receptorom HER2 specifi¢an je zbog niske prisutnosti
ili potpune odsutnosti ekspresije estrogenskih receptora, kao i nekih drugih transkripcijskih
¢imbenika karakteristiénih za luminalne odnosno ER pozitivne tumore, dok ima visoku
ekspresiju ERBB2 i GRB7 gena. Tre¢ina tumora ovog podtipa imaju mutaciju kataliticke

podjedinice  alfa  fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfat ~ 3-kinaze, @PIK3CA (od engl.
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phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase katalytic subunit alpha), a dvije tre¢ine imaju
mutaciju p53 i aktivirane signalne putove koji ukljucuju tirozin kinazne receptore (16,17).

Tumori negativni na ER su zbog svoje varijabilnost nesto tezi za lijeCenje (13). Tumori
podtipa slicnog bazalnom pokazuju najvecu varijabilnost u vrsti mutacija, histopatoloskim
nalazima, imaju razli¢itu sposobnost metastaziranja, a time 1 jako razli¢it odgovor na lije¢enje
1 stopu prezivljenja (13,18). Ovaj podtip eksprimira citokeratine visoke molekulske tezine kao
Sto su CK 5/6 1 14, kao i c- KIT, EGFR, FOXCI1, a Cesta je i mutacija TP53. Jako je agresivan
jer ima visok proliferacijski indeks i najces¢e je gradusa 3. Kako bi se mogle definirati
terapijske mete, vazno je unutar ove raznolike skupine odrediti podtipove jer razlicito
odgovaraju na kemoterapiju (14). Postoji 1 neklasificirani podtip trostruko negativnog raka
dojke koji je negativan na CK5 1 EGFR, rijetko je povezan s BRCA1 mutacijom. Kod njega je
Sansa za prezivljenjem bolja u odnosu na karcinom sli¢an bazalnom (16).

Tumori koji su ER i PR negativni mogu biti HER2 pozitivni ili trostruko negativni.
HER?2 pozitivni tumori imaju vise podtipova o ¢emu ovise 1 ishodi lije¢enja (13). Podtip slican
normalnom je diskutabilna skupina koju mnogi autori ne svrstavaju u pravu intrinzi¢nu
podskupinu, a karakterizira ju ekspresija gena svojstvena masnom tkivom i stromalnim
stanicama, kao i odsutstvo ekspresije estrogenskih receptora i HER2 (16,19).

Identificirani su jo$ neki podtipovi kao Sto je skupina s niskim sadrzajem klaudina (od
engl. claudin-low), skupine povezane s apokrinskom (molekularni apokrini karcinom dojke,
MABC, od engl. molecular apocrine breast cancer) 1 interferonskom funkcijom. MABC ili
apokrini rak dojke naziva se tako zbog svoje apokrine histologije. To su tumori pozitivni na
androgene receptore (AR), negativni na prisutnost estrogenskih receptora, a mogu biti trostruko
negativni ili pozitivni na HER2 (16). Kod tumora s niskom razinom klaudina zabiljeZena je
odsutnost luminalnih markera (16,20). Obi¢no izazivaju imunoloski odgovor, svojstva stanica
odgovaraju onim mati¢nih stanica tumora i obi¢no su trostruko negativni. Stopa prezivljenja je

niza od one kod luminalnih tumora, a visa od one kod tumora sli¢nih bazalnom (13,19).
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1.3. Gradus tumora dojke i klasifikacija stupnja proSirenosti tumora

Uz patohistoloski nalaz vazno je odrediti i histoloski gradus tumora koji predstavlja opis
diferencijacije tumorskih stanica kojim se odreduje agresivnost tumorskog tipa, kao 1 prognoza
kod malignih tumora. Samim time, o gradusu tumora ovisi i terapijski odabir. Kombinacijom
histoloskog tipa i gradusa, uz jos neke prognosticke ¢imbenike, moguca je bolja procjena (21).
Najvazniji prognostic¢ki ¢imbenici su histoloski izgled limfnih ¢vorova, kao i veli¢ina samog
tumora §to je obuhvaceno NPI indeksom (Nottinghamski prognosticki indeks) (22). Karcinomi
dojke graduiraju se po preporuci Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) prema Scarff-
Bloom-Richardsonovom sustavu odnosno prema Elson i Ellisovoj modifikaciji koriste¢i tri
osobine tumora: formiranje tubula, nuklearni polimorfizam i broj mitoza. Za svaku osobinu
zbrajaju se bodovi, a gradus se odreduje prema kona¢nom zbroju bodova: gradus 1 - dobro
diferencirani tumori (3-5 bodova), gradus 2 - srednje diferencirani tumori (6-7 bodova), gradus
3 - slabo diferencirani tumori (8-9 bodova). Kod slabije diferenciranih tumora, prognoza je u
pravilu losija, stanice se brzo dijele i ne nalikuju na normalne stanice. Dobro diferencirani
tumori izgradeni su od stanica koje slice normalnim, imaju oblik cjevcica i sporo rastu (23,24).

Kako bi se izabralo najprikladnije lijecenje, vazno je izvrsiti TNM klasifikaciju stupnja
proSirenosti tumora. Uz nalaze fizikalnog pregleda, TNM klasifikacija ukljuuje nalaze
dobivene razli¢itim dijagnostickim metodama kao $to su mamografija, ultrazvuk, magnetska
rezonanca, biopsija i punkcija. Ovaj nacin stupnjevanja prihvatili su i UICC (International
Union Against Cancer) i AJCC (American Joint Commission on Cancer Staging and Results
Reporting ) (24,25).

Oznake u TNM Kklasifikaciji stupnja proSirenosti tumora odnose se na primarni tumor i
njegovu veli¢inu (T1-T4), stupanj zahvacenosti limfnih ¢vorova (N1-N3), i metastaze (MO 1

M1), kako je navedeno u Tablici 1 (26).
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Tablica 1. TNM Kklasifikacija i stadiji karcinoma dojke prema AJCC (26,4)
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T- veli¢ina primarnog tumora:

TX: tumor se ne moze odrediti
TO: tumor nije dokazan
TiS: in situ karcinom (duktalni, duktalni u podleZze¢em parenhimu ili Pagetova bolest bradavice koja

nije povezana s invazivnim oblikom karcinoma)

T1: tumor <2 cm

T2: tumor tumor > 2cm, ali u najve¢em promjeru ne veci od Scm

T3: tumor u najve¢em promjer > Scm

T4: tumor bilo koje veli¢ine koji invadira kozu ili se §iri na stijenku prsnog kosa
N- proSirenost u regionalne limfne ¢vorove:

Nx: ne moze se procijeniti

NO: nema identificinarih metastaza u u limfnim ¢vorovima

N1: metastaze u do 3 aksilarna limfna ¢vora

N2: metastaze u 4-9 aksilarnih limfnih ¢vorova

N3: metastaze u 10 ili viSe limfnih ¢vorova
M- udaljene metastaze:

Mx- postojanje metastaza ne moze se odrediti
MO: nema klinicki ili radioloski dokazanih metastaza
M1: dokazana je prisutnost udaljenih metastaza

13



1.4. Trostruko negativni rak dojke

Trostruko negativni rak dojke karakterizira odsutnost ekspresije estrogenskih i
progesteronskih receptora, kao i odsutnost HER2 (prekomjerne ekspresije ili amplifikacije gena
ili obiju karakteristika) (16,27). Radi se obi¢no o tumorima visokog gradusa, s viS§im rizikom
povratka bolesti 1 smrtnosti nakon 3-5 godina od postavljanja dijagnoze (28). Dijagnoza
trostruko negativnog raka dojke, TNBC (od engl. triple negative breast cancer) postavlja se na
temelju imunohistokemijske obrade, kako bi se saznale informacije o prisutnosti ER i PR, kao
1 pomoc¢u imunohistokemije i/ili fluorescentne in situ hibridizacije kako bi se vidjela ekspresija
HER?2.

TNBC je histoloski najces¢e (95 %) duktalni karcinom ne-specijalnog tipa (29). Ipak,
to mogu biti, puno rjede, tumori specijalnog tipa kao Sto su karcinomi s medularnim
karakteristikama, sekretornim karakteristikama, adenoidni cisti¢ni karcinom i1 metaplasti¢ni
karcinom (14,30). Podtip sli¢an bazalnom predstavlja naj¢es¢i podtip TNBC (55-81 %) (31).
Ima visoko eksprimirane genske osobine bazalnih stanica epitela dojke, a njemu pripada 15 %
svih upalnih tumora dojke. Obi¢no su visokog gradusa, veliki, nepravilnih rubova, velike
moguénosti ponovnog povratka, kao i metastaziranja u distalne visceralne organe, najcesce
unutar 5 godina. Vecina vrsta bazalnog tumora dojke (82 %) ima mutaciju za p53 i ve¢inom su
pozitivni na keratin 5,6 1 17. Ova skupina je jako heterogena u svojim histoloSkim osobinama,
mutacijama, metastaziranju kao i u odgovoru na kemoterapiju. Samo poneki karcinomi iz ove
podskupine imaju dobru prognozu i niskog su gradusa npr. sekretorni karcinom i adenoidni
cisticni karcinomi (16,30). Vazna im je karakteristika 1 trostruka negativnost, ali je za
diferencijaciju najbolje napraviti jos i testove na EGFR 1 CK5/6 (16).

Lehman et al. podijelili su trostruko negativni rak dojke u sljede¢e podskupine:
imunomodulatorni, podtip slican bazalnom 1 1 2, podtip s luminalnim androgenim receptorima,
mezenhimalni 1 mezenhimalni slican mati¢nim stanicama (engl. stem-like). S obzirom na svoje
specifi¢nosti, razli¢ito odgovaraju na kemoterapiju (32). Tumori podtipa slicnog bazalnom 1 na
lijeCenje odgovaraju 52 %, dok sli€ni bazalnom 2 i tumori s luminalnim androgenim
receptorima odgovaraju u jako niskim postocima (do 10%) (33). Postoji i mala skupina
trostruko negativnog raka dojke koja je negativna na CK5 i EGFR, rijetko je povezana s BRCA1
mutacijom. To je takozvani neklasificirani podtip kod kojeg pacijenti imaju bolju Sansu za

prezivljenjem u odnosu na karcinom sli¢an bazalnom (16).
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Jo§ neke skupine koje su kasnije identificirane, spomenute u poglavlju ,,Molekularna
klasifikacija* mogu pokazivati trostruku negativnost, primjerice tumori s niskom razinom
klaudina 1 apokrini tumori dojke (16,20).

TNBC je zloglasan zbog svoje sposobnosti napadanja mladih Zena, metastaziranja cak
1 pri optimalnom adjuvantnom lijecenju $to sa sobom nosi i lose ishode. Posljednjih godina,
kombinirana terapija lijekovima dovela je do znacajnog poboljSanja ishoda lijecenja (27). Ono
Sto predstavlja izazov kod ovog tipa karcinoma je da za njega trenutno nema ciljane terapije pa

se istrazuju potencijalne mete lijeCenja (16, 29).

1.4.1. Kemoterapijske opcije i ciljna terapija

Iako netretirani trostruko negativni rak dojke nosi sa sobom ve¢i rizik od rekurencija,
TNBC pokazuje ja¢i odgovor na kemoterapiju u odnosu na druge karcinome dojke (29).
Neoadjuvantna terapija smatra se standardom kod lokalnih kao i inoperabilnih TNBC jer takvi
tumori, u usporedbi s luminalnim, imaju veéu moguénost postizanja kompletnog patoloskog
odgovora takvom terapijom, a na temelju pCR (od engl. pathological complete response) moze
se unaprijed predvidjeti preZivljenje, kao i daljnje lije¢enje (kirurSko ili adjuvantno). Obic¢no se
pristupa lijeCenju antraciklinima i taksanima, dok se alkiliraju¢i agensi Cesto koriste u
kombinacijama (27). Od pacijenata koji u ranoj fazi TNBC primaju terapiju antraciklinima i
taksanima, 30-40 % postize pCR, a odgovori na kemoterapiju su opcenito visi u odnosu na
ostale karcinome dojke (29). Paklitaksel je jedan od ¢lanova skupine taksana koji se Cesto
koristi kao standardna terapija TNBC. Djeluje izazivajué¢i apoptozu uzrokovanu vezanjem za
mikrotubule i sprje€avanjem njihovog razdvajanja, ali je njegova meta i mitohondrij i inhibicija
Bcl-2 proteina koji inhibira apoptozu. Ipak, postoje slucajevi koji ukazuju na mogucénost
stjecanja otpornosti na ovaj lijek (34). Prema novijim istraZivanjima potencijalni uspjeh u
terapiji primarnog TNBC pokazuje terapija paklitakselom kombinirana s nintedanibom, (35).
Danas se u studijama ispituje djelovanje monoklonskih protutijela kao $to su protutijelo na
protein programirane smrti 1, PD-1 (od engl. programmed cell death protein 1), na PD-L1 (od
eng. programmed death-ligand 1) 1 protutijelo na antigen 4 citotoksi¢nih T-limfocita, CTLA 4
(od engl. cytotoxic T-lymphocyte antigen 4). Takoder, imunoterapija pokazuje znacajan pomak
u lijeenju, pogotovo kombinirana s antraciklinima i taksanima (27, 29). Kod metastatskog

TNBC ocekuje se losiji ishod, a sistemsko lijeCenje podrazumijeva kombinaciju taksana ili
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antraciklina. Ranije faze detektiranog trostruko negativnog raka dojke smatraju se osjetljivim
na kemoterapiju. Usprkos tome terapijski rezim koji bi bio adekvatan i optimalan i dalje nije
definiran (27).

Nekoliko potencijalnih meta identificirano je u studijama, a fokus je stavljen na
mehanizme popravka DNA, polimerazu za homologni popravak, protein kinaze (serin/treonin),
angiogenezu, rast, proliferaciju i prezivljenje omoguéene PI3K/mTOR signalnim putem,
receptore ¢imbenika rasta, Rass/MAPK, Notch/ y sekretazu i hormonske receptore (29,36).
Kemoterapeutici djeluju citotoksi¢no razli¢itim mehanizmima, a nekima od njih meta je
odgovor na oSte¢enja DNA koji u tumorskim stanicama ¢esto bude izmijenjen. Poznato je da je
u skoro 20 % trostruko negativnih tumora dojke pronadena mutacija BRCA1/2 gena koji je
ukljucen u popravak oSte¢enja DNA homolognom rekombinacijom (36). Tako je kombinacija
PARP inhibitora koji blokiraju alternativne mehanizme popravka DNA (olaparib/AZD2281) i
cisplatina/karboplatina produljila zivotni vijek pokusnih miSeva. ViSe doze samostalnog
inhibitora pokazale su bolji u¢inak, ali se ipak javila rezistencija kod nekih pacijenata (36,37).
Soli platine (cisplatin, karboplatin) takoder pronalaze svoje mjesto u pretklinickim i klinickim
podacima o djelovanju na TNBC. Njihovo djelovanje bazira se na apoptozi uzrokovanoj
pucanjem dvostruke DNA zavojnice stanica koje pokazuju genomsku nestabilnost i ne mogu
izvrsiti popravak DNA (29). Postoje i neke kontrolne tocke stani¢nog ciklusa koje takoder mogu
biti terapijska meta (CDK, Chk1). U tumorskom tkivu pretjerano su aktivne kinaze ovisne o
ciklinima. Stoga bi njihova inhibicija mogla dovesti do zaustavljanja stani¢nog ciklusa u G1
fazi 1 posljedi¢no apoptoze. Takoder, pokazalo se da inhibicija CDK4 smanjuje postotak
mati¢nih stanica tumora dojke kao i postotak stanica otpornih na kemoterapiju. U viSe od 80 %
TNBC zamijecena je mutacija protein p53 koji se inace aktivira kao odgovor na pucanje DNA.
Danas se ispituje utjecaj WEEI inhibitora koji zadrZavaju stanicu u G2/M fazi, kao 1 njihove
kombinacije sa cisplatinom. Istrazuju se i komponente koje mogu odrzZati funkciju p53, kod
tumorskih stanica s nedostatkom p53 (36). U tumorskom tkivu TNBC pronadena je pretjerana
ekspresija receptora za faktore koji potpomazu rast tumora 1 angiogenezu: VEGFR, EGFR,
FGFR (36,38). Danas se neSto veca stopa preZivljenja pokazala kod primjene protutijela na
EGFR, cetuksimaba uz cisplatin, a u klinickim studijama ispituje se primjena erlotiniba
(inhibitora receptora za EGF) uz alkilirajuéi protutumorski lijek bendamustin. MoZe se
primijeniti 1 bevacizumab (inhibitor receptora za VEGF), sam ili kao dodatak kemoterapijskom
lije€enju (36). Kod 60 % tumora dojke primijecena je ekspresija androgenih receptora koja se
kod LAR (od engl. luminal androgen receptor) tipa trostruko negativnog raka dojke povezuje

s pojavom relapsa usprkos prezivljenju (32). Poznate mete su tu HSP90 (odgovoran za funkciju
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AR) 1 CYP17 liaza (enzim koji katalizira sintezu androgena ) (39). U tu svrhu ispituje se AR
antagonist bikalutamid, HSP90 inhibitor 17-DMAG, kao i enzalutamid. Vazna meta danas je i
PI3K/AKT/mTOR signalni put. Kod luminalnog podtipa, kao i HER2+ podtipa zamijecena je
mutacija PIK3CA , kod bazalnog podtipa nedostatak PTEN (od engl. phosphatase and tensin
homolog) 1 amplifikacija gena AKT3 koji kodira serin/treoninsku protein kinazu . S obzirom
na ove Cinjenice danas se kod AR pozitivnog tipa trostruko negativnog raka dojke ispituje
kombinacija PI3K inhibitora uz bikalutamid. Kako je aktivacija mete rapamicina kod sisavaca,
mTOR (od engl. the mammalian target of rapamycin) primije¢ena kod TNBC, ispitivana je
primjena PI3K/mTOR inhibitora BEZ235 u kombinaciji s karboplatinom/docetakselom.
Pokazan je pojacan inhibitorni u¢inak kemoterapeutika uz primjenu BEZ235 na MDA-MB-
231 stani¢noj liniji (36). Klinicka ispitivanja ukazuju na pozitivan u¢inak kombinacije PI3K
inhibitora i cisplatina, kao i everolimusa i karboplatina (40). U fazi ispitivanja su i potencijalni
lijekovi koji bi blokirali protoonkogenu tirozinsku proteinkinazu Src, zatim stani¢nu
komunikaciju i1 regulaciju posredovanu WNT glikoproteinom (od engl. wingless-related
integration site) 1 DNMT1 (od engl. DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1) s obzirom na
njihovu poviSenu razinu u pojedinim TNBC (36). Takoder, velik broj tumorskih stanica
trostruko negativnog raka dojke i raka dojke slicnog bazalnom, BLBC (od engl. basal-like
breast cancer) pokazuje osjetljivost na inhibiciju enzima MEK, koji fosforilira protein kinazu
aktiviranu mitogenima (od engl. mitogen-activated protein kinase kinase enzyme). Stoga se
klini¢ki ispituje upotreba inhibitora MEK u kombinaciji s kemoterapijom. Produkcija c-Myc
(produkt onkogena) povecana je kod priblizno 30 % pacijenata s TNBC ili BLBC, a njegovoj
stabilizaciji doprinosi povecana aktivacija MEK. Kako mati¢ne stanice tumora dojke doprinose
rezistenciji 1 brzoj rekurenciji predstavljaju dobru metu u kombinaciji s kemoterapijom za
novija istraZivanja (29). Njihovoj odrZivosti doprinose signalni putovi kao $to su : Janus kinazni
prijenosnici signala i aktivatori transkripcije JAK/STAT, (od engl. the Janus kinase/signal
transducers and activators of transcription), transformiraju¢i ¢imbenik rasta f, TGF-p ( od
engl. transforming growth factor ), Ras/sMAP kinaze (Ras je protoonkogen, nazvan po otkri¢u
transformiraju¢eg nacela virusa Stakorskog sarkoma, engl. rat sarcoma/MAP kinaza je
mitogenom aktivirana protein kinaza) (29,41).

Nekoliko je stani¢nih linija uspostavljeno u svrhu istrazivanja pa tako i slabo
diferencirana, invazivna i agresivna MDA-MB-231 stani¢na linija TNBC (42,43). Pripada
podtipu s niskom razinom klaudina (klaudin-3, -4 i -7), a za njega je specificna prisutnost

biljega epitelno-mezenhimalnog prijelaza, nizak Ki-67 i E-kadherin, gubitak ili slaba ekspresija
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biljega luminalne diferencijacije, kao i osobine sliéne mati¢nim stanicama tumora dojke,

posebno CD44+/ CD24- fenotip (44).

1.5. Mati¢ne stanice raka

Mati¢ne stanice raka spadaju u skupinu pluripotentnih stanica sa svojstvom
diferencijacije u razliCite stani¢ne tipove koji su pronadeni unutar tumorskog tkiva (45).
Ponasaju se analogno mati¢nim stanicama, a razlikujemo ih prema povrsinskim biljezima (46).
Yang et al. definirali su prisutnost nekoliko biljega mati¢nih stanica trostruko negativnog
tumora dojke: CD44+/CD24- i/ili ALDHI1A1 (¢lan Al obitelji aldehid dehidrogenaze) i/ili
CD133 biljeg. Korelacija medu biljezima nije velika, a CD44+/CD24- predstavlja pouzdaniji
biljeg u odnosu na CD133 (47). Promjene u epigeneti¢koj regulaciji, npr. DNA metilaciji i
histonskoj modifikaciji, promjene u nekodiraju¢oj RNA, miRNA i remodelaciji kromatina
tijekom diferencijacije stanica konacno mijenjaju gensku ekspresiju matic¢nih stanica (48). U
tumorskom tkivu stanice raka mogu prije¢i u mati¢ne stanice procesom epitelno-
mezenhimalnog prijelaza (EMT). EMT ima vise podtipova s obzirom na svoju biolosku ulogu.
Tako je tip 1 vazan za razvoj embrija, tip 2 za regeneraciju tkiva, 3. tip je svojstven je stanicama
raka kod kojih je doSlo do epigenetickih ili genetickih promjena (45). Tijekom tranzicije
epitelne stanice povezane s bazalnom membranom prelaze u mezenhimalne stanice koje potom
migriraju iz epitelnog sloja. Bazalna membrana se razara, a mezenhimalne stanice zbog svoje
sposobnosti invazije 1 otpornosti na mehanizme stani¢ne smrti doprinose metastaziranju
tumorskih stanica (49). Dolaskom na drugo podruc¢je, mati¢ne stanice raka omogucuju
formiranje sekundarnog tumora. Takoder, poti€u angiogenezu tumora diferencijacijom u
endotelne stanice 1 izluCujuci angiogenetske faktore (50). Zbog svoje pluripotentnosti, kao 1
1zrazenog svojstva samoobnavljanja, matic¢ne stanice doprinose proliferaciji tumorskih stanica,
razvoju 1 metastaziranju tumora (45,46). lako predstavljaju malu skupinu stanica unutar
tumorskog tkiva, odgovorne su za otpornost na lije¢enje kemoterapijom ili radioterapijom. (50).

Tumor dojke 1 dalje ostaje cesto nepobjediva bolest zbog otpornosti na lijeenje i relapsa
tumora, §to se pripisuje mati¢nim stanicama. Takoder, primijenjena terapija moze povecati broj
mati¢nih stanica i agresivnost tumorskog tkiva (45,50) . Pronalazak terapije kojoj bi meta bile

upravo mati¢ne stanice povecala bi Sansu za izljeCenje i prezivljenje bolesnika (50).
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2. CILJ I HIPOTEZA



2.1. Ciljevi istrazivanja

Odrediti postotak mati¢nih stanica raka u stani¢noj liniji MDA-MB-231 nakon
primjene:

1. inhibitora fosfolipaze C

2. paklitaksela i

3. kombinacije inhibitora PLC i paklitaksela.

2.2. Hipoteza istraZivanja na staniénim modelima raka

Primjena inhibitora fosfolipaze C samog ili u kombinaciji s paklitakselom smanjit ¢e

postotak mati¢nih stanica raka.
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3. MATERIJALI Il METODE



3.1. Stanicna linija i novosintetizirani inhibitor

Novosintetizirani inhibitor primijenjen je na stani¢noj liniji MDA-MB-231. Stanice su
uzgajane u inkubatoru na 37° C uz 5% COz u mediju DMEM (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Njemacka). Dodatak 10% fetalnog govedeg seruma, FBS (od engl. fetal bovine serum)
(EuroClone, Milano, Italija) mediju osigurava stanicama sve potrebne hranjive sastojke kao i
sve molekule prisutne u serumu. Preventivno se dodaje i 1% antibiotik (EuroClone, Milano,
Italija) s ciljem sprjecavanja infekcije stani¢ne kulture.

Inhibitor je iz skupine tieno [2,3-b] piridina (Slika 4) a otkriven je probirom na osnovu
racunalnog modeliranja metodom vHTS (engl. virtual high throughput screen) s namjerom da
cilja enzim fosfolipazu C.

Inhibitor je hidrofobne prirode, tako da je prvo bio otopljen u dimetil sulfoksidu DMSO-
u (od engl. dimethyl sulfoxide) s ciljem pripreme 100 mM koncentracije. Koncentracija od 2
uM, koriStena u ovom istrazivanju, postignuta je razrijedivanjem s izotoni¢nim fosfatnim

puferom s dodatkom NaCl, PBS-om (engl. phosphate buffered saline).

Slika 4. Inhibitor fosfolipaze C, 3-amino-5-okso-N-naftil-5,6,7,8-tetrahidrotieno [2,3-b]

kinolin-2-karboksamid.
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3.2. Ustroj istraZzivanja

Hodogram istrazivanja postotka mati¢nih stanica raka nakon djelovanja inhibitora,

prikazan je na slici 5.

Tumorska stani¢na linija uzgojena
na plo¢ama sa 6 jaZica

—

Skupina C

i

l

Skupina I

Skupina P

Skupina IP

l

l

l

Stanice uzgojene bez
dodatka inhibitora i/ili
paklitaksela

Stanice tretirane
odabranom
koncentracijom
inhibitora

Stanice tretirane
paklitakselom

\4

\4

Proto¢na citometrija nakon 48 h

Odredivanje CD44+CD24-

Stanice tretirane
odabranom
koncentracijom
inhibitora i
paklitaksela

Slika 5. Hodogram istrazivanja postotka mati¢nih stanica (CD44+CD24-) u ukupnoj populaciji

stanica.
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3.3. Odredivanje mati¢nih stanica

Podjednak broj stanica nasaden je na ploce sa Sest jazica, u svakoj s 2 ml medija. Nakon
adheriranja stanica za dno jazica, dodana je 2 uM koncentracija inhibitora PLC i/ili 40 nM
koncentracija paklitaksela, kontrolama je samo zamijenjen medij te su stanice inkubirane 48
sati. Stanice su potom odvojene od podloge djelovanjem tripsina. Nakon ispiranja stanica PBS-
om, dodan je Fc receptor (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Germany) te protutijelo
na CD44 konjugirano s kromogenom FITC (BD Biosciences) i protutijelo na CD24 konjugirano
s kromogenom PE (eBioscience). Sve je radeno u triplikatu.

Fluorescencije obojenih uzoraka izmjerene su pomocu protoc¢nog citometra. Podaci
dobiveni proto¢nom citometrijom nadalje su analizirani FlowLogic programom (Inivai,
Mentone, Victoria, Australija). Granice za mati¢ne stanice raka (CD44+CD24-) postavljene su
na tockastim dijagramima (od engl. dot-plot, gdje svaka tocka predstavlja jednu stanicu) na

osnovu mjerenja neobojenih stanica te stanica bojanih bilo anti-CD44 ili anti-CD24

protutijelom (Slika 6).
A B C
P1 [201 necbojane.fcg P1[AD3 CD44 fes] P1[ADZ ¢d2d .fcs]
P1 28,72% Events:3874 P1 33.07% Events:5585 P1 20.24% Events:7278
1073 R1018% R2 0.85% 1077 R10.05% R2 0.79% 1071 R175,16% R2 0.56%
1093 1087 1083
] FL24H=CD24
L o8 ) - 1053 - 1057
: 2 r *
d ] Lo ] 9

R
1043 : 10432

) 1031 1037
0{ R49858% ] g o{ R42426%
5 R3 0,3 o4 R4897% ; R3 90 3 R30.0
Ty r v v r Hiacheiies : . = J, ey T v v T
o 103 1D4FL1 Jﬂﬁ w08 107 o 10° 1% 1% 1% 107 o 1% 1% 105 10°% 107
: FLH =CD44 FL1-H
Fopulation _ % Tot. % Far Population % Tot. % Par. Population % Tot. % Par
R3 [AD neabojane fes] 0,38 R3 (AD3 CD44 fos] 00,19 R3 [AD2 ¢d24 fos] 0.01
Q1 [AD1 neobojane.fos] 0,00 P1 [AD3 CD44 fes] 0.00 P1 1402 ¢d24 .fes] 0,00

Slika 6. Biranje granica za mati¢ne stanice raka, unutar kvadranta R3 (CD44+CD24-), na
osnovu citograma neobojenih (A) te imunobojenih stanica protutijelom na CD44 (B) ili

protutijelom na CD24 (C).
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3.4. Statisticka analiza rezultata pokusa na stani¢nim linijama raka

Podaci dobiveni proto¢nom citometrijom analizirani su u FlowLogic programu. Podaci
su obradeni ANOVA testom te post-hoc Tukey testom u Statistica programu (for Windows
version 7.0; Stat Soft, Tulsa, USA). Statisticka znacajnost postavljena je na P=0,05.
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4. REZULTATI



4.1. Djelovanje inhibitora na postotak mati¢nih stanica raka

Inhibitor je blago, ali statisticki znac¢ajno smanjio CSC (s 99,09+0,53 na 96,78+1.03).
Paklitaksel je izazvao statisticki neznacajno povecanje postotka CSC. Kombinirani tretman

inhibitorom i paklitakselom nije utjecao na postotak CSC (Slika 7).

T B

i £ 99,08

*
421#
k-1

CD44 -FITC

100

28

% CSC

97

95 1
Kontrola Inhibitor Paklitaksel I+P

Slika 7. Postotak mati¢nih stanica raka (CD44+CD24-) u MDA-MB-231 stani¢noj liniji 48h
nakon tretmana inhibitorom. Tockasti citogrami (A) 1 statisticki histogrami (B) kontrolne,
ispitne skupine, te skupina tretiranih samo paklitakselom te kombinacijom inhibitora i

paklitaksela (I+P).

* P<0,05.
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5. RASPRAVA



Cilj ovog istrazivanja bio je otkriti ho¢e li primjena novosintetiziranog inhibitora
fosfolipaze C (PLC) iz skupine tieno [2,3-b] piridina smanjiti postotka mati¢nih stanica tumora
dojke. Inhibitor PLC, 3-amino-5-okso-N-naftil-5,6,7,8-tetrahidrotieno) [2,3-b] kinolin-2-
karboksamid otkriven je probirom na osnovu racunalnog modeliranja. Skupina tieno [2,3-
b]piridina pokazala je protutumorsko djelovanje na razli¢ite tumorske stani¢ne linije, a osobito
protiv tumora dojke (51). Zamijecen je utjecaj na odredene molekularne mete tumorske
progresije medu kojima je na prvom mjestu fosfolipaza C, a od ostalih to su bakarni
metalohaperonski protein ATOXI1, tirozil DNA fosfodiesteraza 1 (TDP1), fosfolipaza D,
kolhicin vezu¢e mjesto na tubulinu i adenozinski A2A receptor. Razliciti tienopiridinski
derivati pokazuju specificnu ovisnost aktivnosti o strukturi, SAR (od engl. structure-activity
relationship) (51).

Porodica fosfolipaze C ima 6 potporodica (d, B, v, €, {, 1 ). Posebno treba naglasiti
PLCB, PLCy, PLC9, i PLCt izoforme za koje postoje brojni dokazi o povezanosti s razli¢itim
tipovima tumora. Sve ove izoforme mogu katalizirati hidroliticku reakciju polifosfoinozitida
kao sto je PIP2 (od engl. phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) ¢ime nastaju sekundarni
glasnici IP3 (od engl. inositol trisphosphate) 1 DAG (od engl. diacylglycerol). IP3 je ligand za
kalcijev kanal endoplazmatskog i sarkoplazmatskog retikuluma (8). Prenoseéi signal PLC, IP3
uzrokuje nagli porast kalcija u citosolu (otpustanjem iz endoplazmatskog retikuluma). Kalcij
zajedno s DAG posreduje sidrenje protein kinaze C za unutarnji jednosloj plazma membrane 1
time aktivaciju. To je klju¢ni dogadaj u stani¢nom signaliziranju povezanom s tumorskom
progresijom jer protein kinaza C (PKC) ima klju¢nu ulogu u pokretljivosti, dijeljenju, rastu 1
smrti stanica. Takoder kod poviSene ekspresije PLC dolazi do ve¢eg smanjenja koncentracije
PIP2 §to utjece na vaZne signalne kaskade i1 ima velik utjecaj na migraciju stanica. Dakle,
sposobnost PLC da utjece na glavne onkogene signalne putove kao §to su PI3K/Akt/mTOR,
JAK/STAT 1 RAS/RAF/MAPK/ERK ukazuje nam na terapeutski potencijal fosfolipaze C u
tumorskom tkivu (52).

Osim inhibitora fosfolipaze C, stani¢nu kulturu tretirali smo 1 paklitakselom te njthovom
kombinacijom. Paklitaksel pripada obitelji taksana 1 najceS¢e je koriSten kemoterapeutik u
terapiji tumora pa tako i raka dojke, a posebno metastatskog raka dojke. Djeluje stabilizacijom
mikrotubula, heterodimera tubulina, ¢ija je uloga formiranje diobenog vretena nakon Cega je
stanica spremna za diobu. Zbog njihove stabilizacije stanica ostaje zarobljena u G2/M fazi
mitotickog ciklusa, Sto onemogucuje stanicu u diobi i dovodi u konac¢nici do apoptoze. Ipak,
razli¢itim stani¢nim mehanizmima moze se razviti rezistencija na paklitaksel (53). Tumor dojke

1 dalje ostaje Cesto neizljeciva bolest zbog rezistencije na lijeenje i relapsa tumora za §to su,
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izmedu ostalog, odgovorne i mati¢ne stanice tumora. Kako bi pronalazak terapije kojoj bi meta
bile upravo matic¢ne stanice povecala Sansu za izljeCenjem, nase istrazivanje provodili smo na
stani¢noj liniji MDA-MB-231 trostruko negativnog karcinoma dojke, koja sadrzi visok
postotak maticnih stanica. U ovom istrazivanju inhibitor PLC je blago, ali statisticki znacajno
smanjio postotak mati¢nih stanica raka. Primjena paklitaksela dovela je do statisticki
neznacajnog povecanja postotka mati¢nih stanica. Kombinirani tretman inhibitorom PLC i
paklitakselom nije utjecao na postotak CSC, $to nas navodi na zakljuc¢ak da su se suprotni u¢inci
paklitaksela 1 inhibitora ponistili. Ovim istrazivanjem dokazali smo da novosintetizirani tieno
[2,3-b] piridin smanjuje postotak mati¢nih stanica u MDA-MB-231 stani¢noj liniji trostruko

negativnog raka dojke Sto bi moglo predstavljati novi terapijski pristup TNBC.
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6. ZAKLJUCCI



1. Novosintetizirani inhibitor PLC smanjio je postotak mati¢nih stanica trostruko

negativnog raka dojke u MDA-MB-231 stani¢noj kulturi.

2. Kombinirani tretman inhibitorom PLC i paklitakselom nije utjecao na postotak CSC,

Sto nas navodi na zaklju¢ak da se ucinci paklitaksela i inhibitora medusobno

ponistavaju.
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8. SAZETAK



Ciljevi: Cilj ovog istrazivanja bio je otkriti ho¢e li primjena novosintetiziranog inhibitora
fosfolipaze C (PLC) iz skupine tieno [2,3-b] piridina smanjiti postotak mati¢nih stanica (CSC,
od engl. cancer stem cells) trostruko negativnog tumora dojke na ispitivanoj MDA-MB-231
stani¢noj kulturi. Dodatni cilj je bio, u jednakim uvjetima pokusa, usporediti u¢inak inhibitora

s u¢incima postojeéeg lijeka paklitaksela kao i kombinacije inhibitora i paklitaksela.

Materijali i metode: Novosintetizirani inhibitor fosfolipaze C, 3-amino-5-okso-N-naftil-
5,6,7,8-tetrahidrotieno [2,3-b] kinolin-2-karboksamid, primijenjen je na MDA-MB-231
stani¢noj liniji trostruko negativnog karcinoma dojke. Nakon tretmana stanica 2 pM
inhibitorom PLC 1/ili 40 nM koncentracijom paklitaksela tijekom 48 sati, fluorescencije

uzoraka imunobojenih protutijelima na CD44 i CD24 izmjerene su proto¢nom citometrijom.

Rezultati: Inhibitor je blago, ali statisticki znacajno smanjio postotak CSC (s 99,09+0,53 na
96,78+1,03). Paklitaksel je izazvao statisticki neznacajno povecanje postotka CSC.

Kombinirani tretman inhibitorom i paklitakselom nije utjecao na postotak CSC.

Zakljuéci: Novosintetizirani tieno [2,3-b] piridin smanjuje postotak mati¢nih stanica u MDA-
MB-231 stani¢noj liniji trostruko negativnog raka dojke S$to bi moglo predstavljati novi
terapijski pristup TNBC. Kombinirani tretman inhibitorom PLC i paklitakselom nije utjecao na

postotak CSC, moguce je da se suprotni ucinci paklitaksela 1 inhibitora medusobno poniStavaju.
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9. SUMMARY



Objectives: The aim of this study was to determine whether the newly synthesized
phospholipase C inhibitor from the group of thieno[2,3-b]pyridine inhibitors reduces the
percentage of triple negative breast cancer stem cells (CSC) on the investigated human cell
line MDA-MB-231. An additional aim was, under the same experimental conditions, to
compare the effect of the inhibitor with the effects of the existing paclitaxel drug as well as

the combination of the inhibitor and paclitaxel.

Methods: The newly synthesized phospholipase C inhibitor, 3-amino-5-oxo-N-naphtyl-
5,6,7,8-tetrahydrothieno[2,3-b]quinoline-2-carboxamide, was administered to MDA-MB-231
triple-negative breast cancer cell line. After cell treatment with 2 uM phospholipase C
inhibitor and / or with 40 nM concentration of paclitaxel for 48 hours, fluorescences of
immunostained samples with antibodies to CD44 and CD24 were measured by flow

cytometry.

Results: The inhibitor slightly but statistically significantly reduced the percentage of CSC
(from 99,09+0,53 to 96,78+1,03). Paclitaxel caused a statistically insignificant increase in the
percentage of CSCs. The combined treatment with inhibitor and paclitaxel did not affect the
percentage of CSC.

Conclusion: The newly synthesized thieno [2,3-b] pyridine reduces the percentage of stem
cells in the MDA-MB-231 cell line of triple-negative breast cancer which could represent a
new therapeutic approach to TNBC. The combined treatment with PLC inhibitor and
paclitaxel did not affect the percentage of CSC. Therefore, it is possible that the opposite

effects of paclitaxel and inhibitors cancel each other out.
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