Utjecaj inhibitora fosfolipaze C na izrazaj
metastatskog biljega CD15s na mati¢nim stanicama
raka dojke

Pilas, Petra

Master's thesis / Diplomski rad
2020

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Split, School of Medicine / SveuciliSte u Splitu, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urm.nsk.hr/urn:nbn:hr:171:175567

Rights / Prava: In copyright /Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-12

SVEUCILISTE U SPLITU Repository / Repozitorij:
J MEDICINSKI FAKULTET
UNIVERSITAS STUDIOURUM SPALATENSIS _
l FACULTAS MEDICA MEFST Repository

AN

zir.nsk.hr

é UNIVERSITY OF SPLIT i i O i ;O r

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:171:175567
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mefst.unist.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/mefst:1052
https://repozitorij.svkst.unist.hr/islandora/object/mefst:1052
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mefst:1052

SVEUCILISTE U SPLITU
MEDICINSKI FAKULTET
I
KEMIJSKO - TEHNOLOSKI FAKULTET

PETRA DILAS

UTJECAJ INHIBITORA FOSFOLIPAZE C NA IZRAZAJ
METASTATSKOG BILJEGA CD15s NA MATICNIM
STANICAMA RAKA DOJKE

DIPLOMSKI RAD

Akademska godina: 2020./2021.

Mentor: prof. dr. sc. Anita Markotié¢

Split, studeni 2020.



TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA
DIPLOMSKI RAD

Kemijsko-tehnoloski fakultet i Medicinski fakultet
Integrirani preddiplomski i diplomski studij FARMACIJA
Sveucdiliste u Splitu, Republika Hrvatska

Znanstveno podrucje: Biomedicinske znanosti

Znanstveno podrucje: Farmacija

Nastavni predmet: Medicinska biokemija

Tema rada: prihvacena je na 64. sjednici Vijeca studija Farmacija te

potvrdena na 28. sjednici Fakultetskog vijeca Kemijsko-
tehnoloskog fakulteta i na 26. sjednici Fakultetskog vijeca

Medicinskog fakulteta
Mentor: prof. dr. sc. Anita Markoti¢
Pomo¢ pri izradi: prof. dr. sc. Anita Markoti¢

Utjecaj inhibitora fosfolipaze C na izrazaj metastatskog
biljega CD15s na mati¢nim stanicama raka dojke

Petra Dilas, broj indeksa 163
Naslov rada: Utjecaj inhibitora fosfolipaze C na izrazaj metastatskog biljega CD15s na mati¢nim stanicama raka
dojke
Cilj istrazivanja: Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi antitumorske uc¢inke tretmana mati¢nih stanica karcinoma dojke
novosintetiziranim inhibitorom fosfolipaze, spojem tieno [2,3-b] piridinom, preciznije, njegovo djelovanje na
metastatski biljeg CD15s na MDA-MB-231 stani¢noj liniji raka dojke.
Materijali i metode: Trostruko negativna stani¢na linija raka dojke MDA-MB-231 tretirana je novosintetiziranim
tieno-piridinskim  spojem  (3-amino-5-okso-N-naftil-5,6,7,8-tetrahidrotieno  [2,3-b]  kinolin-2-karboksamid)
koncentracije 2 uM, tijekom 48h, kako bi se utvrdio postotak subpopulacije mati¢nih stanica raka pozitivnih na biljeg
CD15s i na prosjecni izrazaj CD15s biljega po jednoj mati¢noj stanici raka nakon tretmana. Nakon imunobojenja,
pozitivne stanice detektirane su metodom proto¢ne citometrije.
Rezultati: Tretman novosintetiziranim inhibitorom PLC znacajno je smanjio postotak subpopulacije mati¢nih stanica
pozitivnih na biljeg CD15s, ali nije imao utjecaja na prosjecni izrazaj CD15s biljega po jednoj mati¢noj stanici.
Zakljucci: Zbog utvrdenog smanjenja postotka subpopulacije mati¢nih stanica trostruko negativnog raka dojke koje
na svojoj povrsini eksprimiraju metastatski biljeg CD15s, novosintetizirani inhibitor fosfolipaze C iz skupine tieno
[2,3-b] piridina potencijalni je lijek za trostruko negativni karcinom dojke.

Kljuéne rije€i: rak dojke, trostruko negativni rak dojke, inhibitor fosfolipaze C, metastatski biljeg CD15s
Rad sadrzi: 55 stranica, 10 slika, 1 tablicu i 42 reference
Jezik izvornika: hrvatski
Sastav povjerenstva: 1. izv. prof. dr. sc. Vedrana Cikes Culi¢
2. prof. dr. sc. u trajnom zvanju Tatijana Zemunik
3. prof. dr. sc. Anita Markoti¢

Datum obrane: 20.11.2020.

Rad je u tiskanom i elektroni¢ckom (pdf format) obliku pohranjen u Knjiznici Kemijsko-tehnoloskog
fakulteta Split, Rudera Boskovi¢a 35 i Medicinskog fakulteta Split, Soltanska 2



BASIC DOCUMENTATION CARD
GRADUATE THESIS

Faculty of Chemistry and Technology and School of Medicine
Integrated Undergraduate and Graduate Study of Pharmacy
University of Split, Croatia

Scientific area: Biomedical science

Scientific field: Pharmacy

Course title: Medicinal biochemistry

Thesis subject: was approved by Council of Integrated Undergraduate and Graduate Study of

Pharmacy, session no. 64 as well as by Faculty Council of Faculty of Chemistry and
Technology, session no. 28 and Faculty Council of School of Medicine, session no. 26
Mentor: Full prof. Anita Markoti¢, PhD
Technical assistnace:  Full prof. Anita Markoti¢, PhD

The effect of phospholipase C inhibitor on expression of metastatic CD15s marker at breast cancer
stem cells
Petra Pilas, index number 163

Diploma thesis title: The effect of phospholipase C inhibitor on expression of metastatic CD15s marker at breast
cancer stem cells

The aim of this study: The aim of this study was to determine the effects of treating of breast cancer stem cells with
the newly synthesized thieno[2,3-b]pyridine anticancer agent, more precisely, focusing on its effect on metastatic
marker, CD15 glyconjugate, expressed on the surface of cacer stem cells.

Methods: The MDA-MB-231 triple-negative breast cancer cell line was treated during 48h with a 2 uM newly
developed thienopyridine anticancer compound (3-amino-5-oxo-N-naphtyl-5,6,7,8-tetrahydrothieno[2,3-b]quinoline-
2-carboxamide) to determine its effect on percentage of subpopulation of breast cancer stem cells that express CD15s
and on the mean expression of CD15s on an individual breast cancer stem cells. Flow cytometric analysis was
performed after immunostaining.

Results: PLC inhibitor has significally decreased the percent of breast cancer stem cells positive on CD135s, but it was
without effect upon mean expression of CD15s on an individual breast cancer stem cell.

Conclusion: Due to its decreasing effect upon the percentage of triple negative breast cancer stem cells that are
positive for the metastatic CD15s glycoconjugate, the investigated PLC inhibitor can be a potential drug for triple-
negative breast cancer treatment.

Keywords: breast-cancer, triple-negative breast cancer, phospholipase C inhibitor, CD15s glycoconjugate.

Thesis contain: 55 pages, 10 figures, 1 table, 42 references

Original in: Croatian

Defence committee: 1. Associate prof. Vedrana Cikes Culi¢, PhD
2. Full prof. in permanent position Tatjana Zemunik, MD, PhD
3. Full prof. Anita Markoti¢, PhD

Defence date: 20.11.2020.

Printed and electronic (pdf format) version of thesis is deposed in Library of Faculty of Chemistry

and Technology Split, Rudera Boskovi¢a 35 and Library of School of Medicine, Soltanska 2.



ZAHVALE

Zahvaljujem svojoj mentorici, prof. dr. sc. Aniti Markoti¢ na pomoci, razumijevanju,
strpljivosti te odlicnom mentorstvu pri izradi ovog diplomskog rada te na vrlo ugodnom iskustvu
koje mi je pruzio rad na ovoj temi.

Velika hvala mojim roditeljima i sestri koji su mi pruzili bezuvjetnu podrsku i
razumijevanje bez kojih ne bi bilo moguce moje studiranje.

Takoder se zelim zahvaliti mojem malom krugu najblizih prijatelja i momku koji su uvijek
bili uz mene te imali strpljenja i ljubavi.



POPIS KRATICA

- BCS: eng. breast-conserving surgery; operacija koja Stedi tkivo dojke

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

- BRCA1/2: mutatirani tumor supresorski gen

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

- EGF: eng. epidermal growth factor;

- ER: eng. estrogen receptor; receptor za estrogen

- FISH: eng. fluorescence in situ hybridization; fluorescentna in situ hibridizacija

- GMI: eng. geometric mean fluorescence intensity; geometrijska srednja vrijednost intenziteta
fluorescencije- HER2: eng. human epidermal growth factor receptor; receptor za humani
epidermalni faktor rasta

- [HC: eng. Immunohistochemistry; imunohistokemija

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

- MRI: eng. magnetic resonance imaging; magnetska rezonancija

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

- PLC: eng. phospholipase C; fosfolipaza C

- PLC C-y2: eng. phospholipase C-y1; fosfolipaza C-y1

- PR: eng. progesterone receptor; receptor za progesteron

- RT: eng. radiation therapy; terapija zracenjem

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

- WHO: eng. World Health Organization; Svjetska zdravstvena organizacija



SADRZAJ

ZAHVALE
POPIS KRATICA
Lo UVIOD ittt ettt 1
LT RAK AOJKE..ceneiiiieee e 2
1.1.1 Klasifikacija raka dOjKe ......cccueirviiiriiiiniieicieeeiieeete et s s 2
1.1.2 Epidemiologija raka dOjKe.......ccccueeriiieiniiiiiniieisiieesiieesite ettt 4
1.1.3 PatofiZI0lOZIa. .ccuveeeeiieiiieieeieeerett ettt s 6
1.2 Trostruko negativni 1ak dOJKE .......eovuiiriiiiiiiieieee e 7
1.2.1 Epidemiologija trostruko negativnog raka dojke........cccueeveeiieniiiniiniieniceeeeeeeee, 7
1.2.2 Etiologija trostruko negativnog raka dojke .........cceevieiiiniininiiinicicceeee 9
1.2.3 Klinicke osobine trostruko negativnog raka dojKe .........ccccevveririiinieninicnieneeeeeene, 10
1.2.4 Prognoza lijeCenja trostruko negativnog karcinoma dojke..........cceceevverieeniennieennenne 10
1.2.5 Dijagnostika trostruko negativnog raka dojke........ccoceeviriiniininiinicnieneeceeee, 11
1.2.6 Terapijske opcije i napretci u terapiji trostruko negativnog raka dojke .........ccceeueeeee. 12
1.3 MatiCne StANICE TAKA ....c.ueeitiieiieiiieeieesee ettt ettt s e sae e s n e saee e 14
1.4 Fosfolipaza C kao ciljna molekula u terapiji tumora ........ccoceevvervenieiienienieieneeeeieeeeen 17
2. CILTISTRAZIVANJA THIPOTEZA .....oooiieveeeeeeeeeeeeeeeeeeeesae s sesas s sssas s sesse s ssnas s 19
2. Cilj istraZivanja 1 RIPOtEZa........ccuvvviiiiiiiiiiiiiieiieeceece e 20
3. MATERIJALI IMETODE ....c.ooiiiiiiiiieeeeesee ettt 21
3.1. Stani¢na linija trostruko negativnog karcinoma dojke.......c.ccceeevveeiiieiniieiinieeiiee e 22
3.2. Novosintetizirani InhibItor .........ccooiiiiiiiiiiiiiiii e 23
3.3, USLrO] 1StTAZIVANJA ..cuveeuvieiriiieieitesie ettt sttt st st e be e st sbeenesrnenas 24
3.4. Tretiranje stanica inhibitorom 1 IMUNODOJENJE ......eeevvieiriiiiriieiriee e 25

3.5. Analiza izmjerenih fluorescencija s ciljem detekcije maticnih stanica s biljegom CD15s26

3.6. StatistiCka analiza reZultata ...........ccoeviiiiiiiiiiiieeee e 27
4. REZULTATL ..ottt sttt sttt st 28
4.1. Djelovanje inhibitora na postotak CD15s+ subpopulacije mati¢nih stanica raka.............. 29

4.2. Djelovanje inhibitora na izrazaj CD15s+ subpopulacije po pojedinoj mati¢noj stanici raka



6. ZAKLIUCKCT o veeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e s e e s e s e e eseseeseseeseseeseses et eseesesesesesensesessasesansasessaseseessseesesanen 34

T REFERENCE ... oe oot oo eee e e er e e eees e e es e e s e s e e et e e s es e e et e eases e s eseeeseseeseseresessesersneseaen 36
8. SAZETAK oo e e e e e e et e e e s e et e e e e e e e e s e e et e e s e s e e et et e s e s e e et e e s et e e er e e s e 42
O, SUMMOARY ..o ee et et e e e e s et e e e s s e s et e s e e s s et e s e s e s s et esesee e s s eses e s s s et eseseesenaseserene 44

1O, ZIVOTOPIS oot e et et e e et e e e e e s et e e et eseeseseseseseeseseseseseeseseseseesssessesessseseessseensane 46



1. UVOD



1.1 Rak dojke

Rak dojke je rak koji se razvija iz tkiva dojke [1]. Neki od znakova raka ukljucuju kvrzicu
na dojci, promjene oblika dojke te crvenilo na kozi dojke. U onih s poodmaklom fazom bolesti,
moze se pojaviti bol u kostima, otekline limfnih ¢vorova, zaduha i zuto obojenje koze [2].

Rak dojke je najcesca maligna bolest kod Zena te je vodec¢i uzrok smrti od raka kod Zena,
pa je stoga veliki zdravstveni problem u svijetu.

No u posljednje vrijeme stopa smrtnosti zaostaje u odnosu na porast broja bolesnika, Sto se
u prvom redu tumaci poboljSanjem rane dijagnostike, a zatim napretkom u lijeCenju. Mnogi
ukazuju i na moguénost povecanja broja benignih, odnosno manje malignih oblika raka dojke. U
manje razvijenim zemljama Azije, zemljama SrediSnje Europe te Juzne Amerike, u odnosu na
proslost, zabiljeZeno je povecanje broja oboljelih prac¢eno usporednim povecanjem smrtnosti. Taj
paradoksalan podatak se tumaci promjenama u na¢inu zivota Zena koji ih priblizava nacinu zivota
u razvijenim zemljama.

Glavni razlozi umiranja pacijenata s rakom dojke 1 prostate su otpornost na terapiju,

metastaziranje 1 povratak bolesti [3].

1.1.1 Klasifikacija raka dojke

Klasifikacija raka dojke, temeljena na prisutnosti odredenog receptora na stanici koji
odrazava dostupnu terapiju, obuhvaca tumore pozitivne na estrogenski receptor (ER),
progesteronski receptor (PR) te receptor humanog epidermalnog faktora rasta, HER2 (od engl.
Human epidermal growth factor 2) te trostruko negativni rak dojke, TNBC (od engl. Triple
negative breast cancer,). Rak ovisan o hormonskim receptorima obuhvaca oko 80% svih slucajeva
raka dojke. Kod tog tipa raka dojke rast stanice povecava se odgovorom na estrogen ili
progesteron, stoga razlikujemo estrogen receptor pozitivni rak dojke, progesteron receptor
pozitivni rak dojke te rak dojke pozitivan na prisutnost receptora oba hormona. Ovi tipovi raka
dojke ¢e vjerojatnije odgovarati na lijeCenje hormonskom terapijom. Kod HER2 pozitivnog raka
dojke, zbog povecanog izrazaja receptora za epidermalni faktor rasta, EGF, stanice su osjetljivije

na pobudu EGF-a te je ovaj tip raka poznat kao brzo napredujuci i agresivne prirode.



Nova Kklasifikacija raka dojke, temeljena na imunohistokemijskim markerima i
komplementarnoj DNA mikroCip (microarray) analizi obuhvaca 5 razli¢itih podtipova koji se
razlikuju s obzirom na ishod i terapijske mete koje eksprimiraju, kao i na vrstu epitelnih stanica
(luminalne ili bazalne): (1) luminalni A podtip (ER pozitivan i/ili PR pozitivan te HER2
negativan), (2) luminalni B podtip (ER pozitivan i/ili PR pozitivan te HER2 pozitivan), (3) HER2
podtip (karakteriziran pretjeranom amplifikacijom gena za HER?2), takozvani (4) podtip slican
bazalnom raku dojke (ER/PR/HER2 negativan; pozitivan za citokeratin 5/6) te (5) podtip slican
normalnoj dojci (s trostruko negativnim fenotipom, ali sa celularnom derivacijom tipi¢nom za
normalan epitel dojke).

Otprilike 10-15% raka dojke su prepoznati kao trostruko negativni, od kojih otprilike 80%
njih ¢ini podtip slican bazalnom raku dojke. Bitno je napomenuti da rak dojke slican bazalnom i
TNBC nisu istog entiteta. TNBC sadrzi trostruko negativni fenotip: negativan je na estrogenske i
progesteronske receptore (procijenjeno imunohistokemijskom metodom (IHC)), postoji
nedostatak ekspresije HER2 (takoder procijenjeno IHC-om), te postoji odsutnost amplifikacije
gena za HER?2 (procijenjeno tehnikom fluorescentne in situ hibridizacije (FISH)). S druge strane,
tumori sli¢ni bazalnom imaju molekularni fenotip karakteriziran setom gena identificiranim od
strane genskog profiliranja glasnicke RNA (mRNA). Mnogi od gena identificiranih kod ,,tumora
sli¢nih bazalnom obic¢no su pronadeni medu bazalnim ili mioepitelnim stanicama normalnog tkiva
dojke 1 obuhvacaju gene strukturnih elemenata bazalnih epitelnih stanica (primjerice citokeratin
(CK) 5, CK 17, 5-kadherin i1 vimentin), kao 1 gene ukljucene u interakciju bazalnih stanica 1
izvanstanicnog matriksa (primjerice fascin i laminin) [4].

Navedeni podtipovi raka dojke ne samo da se razlikuju po prognostickom ishodu ve¢, po

nedavnim dokazima, imaju i razliite obrasce pojavnosti [5].



1.1.2 Epidemiologija raka dojke

Rak dojke je najées¢a maligna bolest u Zena, dok je u muskaraca rijetkost. Pojavljuje se u
jednog muskarca na 100 slucajeva raka dojke u Zena. Iznimka je prije puberteta, rijetkost prije 30-
e godine, a zatim mu ucestalost raste i doseze maksimum u dobi oko 50 godina u apsolutnim
brojkama. S povecanjem zenine zZivotne dobi rizik od razvoja raka raste [3].

Rak dojke je najcesce dijagnosticirani rak medu Zenama te vodeéi uzrok smrti od raka.
Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije (WHO) iz 2018. godine, rak dojke je
najzastupljeniji rak medu Zenama u 154 zemlje diljem svijeta, broje¢i oko 2 milijuna
novodijagnosticiranih slucajeva raka dojke, dakle svaka Cetvrta zena s dijagnosticiranim rakom
bolovala je od raka dojke. Takoder, ova bolest je vodeci uzrok smrti od raka u preko 100 zemalja
diljem svijeta. Osim $to je najces¢e dijagnosticiran rak kod zena u svijetu (24,2% od sveukupno
8,6 milijuna zabiljeZenih novodijagnosticiranih slu¢ajeva raka kod Zena, kao §to je prikazano na
grafu C na priloZenoj Slici 1), rak dojke je, zajedno s rakom pluca, najcesce dijagnosticirani rak
opcenito, kao §to je prikazano na grafu A na priloZenoj Slici 1. Incidencija raka dojke, za Zene 1
muskarce, u 2018. godini je iznosila 11,6 % od sveukupnih 18 milijuna novodijagnosticiranih
slucajeva raka, s time da je 99,1 % novodijagnosticiranih slu¢ajeva raka dojke bilo kod Zenskih

pacijenata, kao Sto je prikazano na grafovima B i1 C na Slici 1 [6].
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Podrucje unutar grafa predstavlja udjele cjelokupnih brojeva novih slucajeva i smrti. U nastavku
su navedeni pojmovi s grafova te njihovi prijevodi: Breast cancer- rak dojke, Cervix uteri cancer-
rak grlica maternice, Colorectum cancer- kolorektalni rak, Corpus uteri cancer- rak maternice,
Esophagus cancer- rak jednjaka, Leukaemia- leukemija, Liver cancer- rak jetre. Non-Hodgkins
lymphoma- ne Hodgkinov limfom, Ovary cancer- rak jajnika, Pancreas cancer- rak gusterace,
Stomach cancer- rak Zeluca i Thyroid cancer- rak Stitnjace. Slika preuzeta s izvora: Globocan 2018,

Svjetska zdravstvena organizacija [6].

1.1.3 Patofiziologija

U nastanku raka dojke vrlo su vazni poremecaji gena za estrogenske i progesteronske
receptore u stanicama raka dojke. Estrogeni djeluju kao promotori jer poticu proliferaciju
zljezdanog epitela dojke djelujuci preko estrogenskih receptora. Zlo¢udno izmijenjene stanice raka
dojke mogu sadrzavati estrogenske receptore koji funkcioniraju kao i u stanicama normalnog
zljezdanog epitela dojke. Takve stanice redovito sadrzavaju i progesteronske receptore koje
inducira hormon estradiol poti¢u¢i njihov genski izrazaj. Medutim somatske mutacije ili
hipermetilacija gena u stanicama raka dojke mogu uzrokovati prestanak sinteze estrogenskih 1
progesteronskih receptora ili izmijeniti njihov ustroj 1 funkciju. To je razlog velike raznolikosti
odziva raka dojke pojedinih bolesnica na hormonske ucinke, ukljucuju¢i hormonsko lijecenje.
Hormonsko lije¢enje kojim se smanjuje lucenje ili djelovanje estrogena dovodi do dugotrajnog
smanjivanja ili nestanka metastaza u 80% bolesnica s rakom dojke ¢ije stanice sadrzavaju
estrogenske 1 progesteronske receptore. Nasuprot tome, takvo je lijeCenje uspjesno tek u 10%
bolesnica s tumorima koji ne sadrZavaju te receptore. Dakle, hormonska ovisnost raka dojke ovisi
o sadrzaju estrogenskih 1 progesteronskih receptora. Stoga je njihovo odredivanje u raku dojke

vazan putokaz za izbor lijecenja [7].



1.2 Trostruko negativni rak dojke

TNBC ¢ini Sirok spektar entiteta s razli¢itom biologijom i klinickim ponaSanjem te sa
oznacenim genetskim, transkripcijskim, histoloskim i klini¢kim razlikama.  Tako se dalje moze
podijeliti na molekularne podskupine s obzirom na prisutnost pretjerane ekspresije androgenog
receptora (AR) na AR pozitivni (AR+) TNBC i1 AR negativni (AR-) TNBC. Uloga AR kao
biomarkera u prognozi i pracenju bolesti se trenutno istrazuje [9].

Metastatski potencijal trostruko negativnog raka dojke je slican onima drugih podgrupa
raka dojke, ali TNBC je povezan s kra¢im vremenom pojave recidiva te smrti odnosno najgorim
prognostickim ishodom [8, 4]. Ova grupa tumora ¢ini oko 15% svih slucaja raka dojke diljem
svijeta. Ciljna terapija je dostupna za ER, PR i HER2 pozitivni rak dojke, no za TNBC nema
dostupne standardne terapije [5]. S obzirom da rast stanica raka ne poti¢u hormoni, ova vrsta raka
nece reagirati na hormonsku terapiju (Tamoxifen), kao ni na lijekove koji ciljaju HER2 protein

(Herceptin) [4].

1.2.1 Epidemiologija trostruko negativnog raka dojke

TNBC obuhvaca otprilike 10-20% svih novodijagnosticiranih raka dojke [8]. Rizik od
razvitka TNBC-a varira s dobi, rasom, genetikom, omjerom obujma struka i bokova i obrascima
dojenja [4]. Zasad ne postoje epidemioloske studije specificno osmisljene da bi ispitale poveznicu
izmedu faktora rizika i prevalencije specificnih molekularnih podtipova raka dojke, no nekoliko
retrospektivnih studija na kohortama je radilo na tom otkricu (skupljeni podaci prikazani u Tablici
1) [6, 8].

Bauer et al. su identificirali 6370 Zena sa dijagnozom TNBC-a koriste¢i podatke dobivene
iz California Cancer Registry te su ih usporedili sa 44704 Zena s drugim tipovima raka dojke u
korelaciji s dobi, rasom/etnicitetom, socioekonomskim statusom, stadijem u kojem je
dijagnosticiran rak, stupanj tumora te relativnim prezivljenjem. Zakljueno je da je znacajno
vjerojatnije da ¢e zene starosti ispod 40 godina te Zene crne rase ili hispanskog etniciteta dobiti
TNBC u usporedbi sa zenama druge rase ili etniciteta. Neovisno o stadiju u kojem je postavljena

dijagnoza, ove Zene su imale loSiju stopu prezivljenja od onih s drugim tipovima raka dojke, te su



zene crne rase s postavljenom dijagnozom u kasnijem stadiju raka imale najslabije prezivljenje, s

5-godiSnjim relativnim prezivljenjem od samo 14%.

Tablica 1. Klju¢ne klinicke i patoloSke karakteristike TNBC fenotipa

Klinicke 1 patoloske karakteristike

Ukljucuje 15% svih karcinoma dojke u SAD-u

Veca pojavnost kod mladih Zena u usporedbi s drugim podtipovima raka dojke

Veca pojavnost kod Zena crne rase i/ili hispanskog etniciteta

Obic¢no je visokog gradusa

Infiltracija tumor inflitriraju¢ih leukocita je ¢eS¢a nego kod drugih podtipova raka dojke
Veca je prevalencija zametne BRCA mutacije u usporedbi s drugim podtipovima raka dojke
Krace je vrijeme za nastanak recidiva

Visi je rizik za pojavu visceralnih metastaza, ukljucujuéi metastaze na mozgu

Tablica preuzeta i prevedena s izvora: Dawood, S (2010). Triple-Negative Breast Cancer.

Drugs, 70(17), 2247-2258. [4]

Rauch et al. su istrazivali poveznicu izmedu epidemioloskih faktora i molekularnih
podtipova raka u kohorti koja se sastojala od pacijenata s rakom dojke. Podaci su skupljeni 1
obradeni sa strane Njemackog druStva za rak (German Cancer Society). Zakljuceno je da je dob
bitan faktor u dijagnozi; vjerojatnije je da ¢e Zene starosti 42 godine ili ispod te perimenopauzalne
7ene sa indeksom tjelesne mase (ITM) veé¢im od 32,4 kg/m? prije oboliti od TNBC-a.

Iako je TNBC bolest neosjetljiva na hormone neke hormonske preinake koje se dogadaju
kroz Zenin Zivot su povezane s povecanim rizikom za razvoj TNBC-a.
Visestruke trudnoc¢e i mlada dob pri prvoj trudno¢i povecavaju rizik od razvoja TNBC-a, dok
dojenje, duze trajanje dojenja te veci broj djece koja su dojena smanjuju rizik od nastanka TNBC-
a. Takoder, §to je ve¢i omjer struk/bokovi, to je veci i rizik za razvoj] TNBC-a.Pronadeno je da je
koriStenje oralnih kontraceptiva je povezano s povecanim rizikom za razvoj] TNBC-a te nema
znacajno povecanog rizika za razvoj drugih tipova raka dojke.

Kabel et al. su proveli studiju sa 148030 Zena ukljucenih u inicijativu Women's Health od
kojih je 300 slucajeva bilo TNBC te je zaklju¢eno da puSenje cigareta nije povezano s TNBC-om,

dok uzivanje alkohola smanjuje rizik za nastanak TNBC-a u usporedbi s ne-alkoholicarima.



Prethodne epidemioloske studije pokazale su da premenopauzalna pretilost djeluje
protektivno na tkivo dojke, dok je postmenopauzalna pretilost povezana s povecanim rizikom za
razvoj raka. Predlozeni mehanizam zasluzan za navedeni protektivan efekt ukljucuje povecanje
broja anovulacijskih ciklusa $§to smanjuje kumulativnu izloZenost ciklickim spolnim hormonima
te posljedi¢no smanjuje rizik za nastanak tumora ovisnih o hormonima.

Doduse, pretilost (posebice centralni adipozitet, karakteriziran veéim omjerom
struk/bokovi) moze biti povezana s poviSenim razinama inzulina i povezanim faktorima rasta koji
mogu povecati rizik za nastanak nekih podtipova raka dojke, ukljucujuéi trostruko negativan
karcinom. Nedavna je studija pokazala da zene oboljele od trostruko negativnog karcinoma dojke
imaju visoku prevalenciju metabolickog sindroma, karakteriziranog pretilos¢u i inzulinskom
rezistencijom. Inzulinska rezistencija moze povecati rizik premenopauzalnog raka dojke na nacin
da smanjuje razine globulina koji vezuju hormone S$to rezultira poviSenim razinama slobodnog

estrogena 1 androgena 1 pove¢anjem proliferacije epitelnih stanica dojke [5].

1.2.2 Etiologija trostruko negativnog raka dojke

Malo je poznato o etioloskim faktorima koji promicu inicijaciju 1 razvoj TNBC-a.
Pacijentice s obiteljskom povijescéu raka dojke 1 jajnika imaju rizik od 50-85% da razviju rak dojke
tijekom Zivota. Mutacije u BRCA1 genu u dojci i jajnicima su povezane s nastankom TNBC-a,
preciznije receno 60-80% tumora dojke sa mutacijom BRCA1 gena prikazuje trostruko negativni
fenotip, a 15-20% Zena s TNBC-om nosi mutaciju BRCA1/2 gena, pogotovo kod Zena kod koji je
TNBC dijagnosticiran prije 50.-e godine [5, 10].

Dodatne studije su identificirale mutacije BRCA1 gena kod 29% pacijenata oboljelih od
TNBC-a koji su po etni¢koj pripadnosti Askenazi, kod 20% pacijenata kojima je TNBC
dijagnosticiran u ranoj dobi s ili bez obiteljske povijesti raka dojke te kod 8-14% pacijenata bez

obiteljske povijesti raka dojke [5, 11].



1.2.3 Klinic¢ke osobine trostruko negativnog raka dojke

TNBC se na mamogramu prezentira kao masa glatkih rubova bez kalcifikacija, a brz rast
tumora te Cesta pojava kod mladih Zena otezava otkrice TNBC-a redovhom mamografijom ili
ultrazvukom u odnosu nadene s drugim podtipom raka dojke [4, 11].

Tumori TNBC-a i rak dojke slican bazalnom opcenito su vec¢i nego tumori ostalih
podtipova raka. Veli¢ina tumora ovisi o kategorizaciji TNBC-a s obzirom na prisustvo odnosno
odsustvo androgenog receptora u stanici raka: AR+TNBC varira od 0,6 do 10,3 (mean 3,1, median
2,9) cm te je vec¢i od AR-TNBC (mean 2,3 cm, median 2,0 cm) [4, 9, 11]. Uz to, tumori kod
pacijentica s TNBC obi¢no su invazivni duktalni karcinomi visokog stupnja te postoji visoka stopa
pozitivnih limfnih ¢vorova [11, 12].

Ostale osobine TNBC-a ukljucuju neke od prethodno spomenutih: mladu dob pri dijagnozi
u usporedbi s drugim podtipovima raka, ¢es¢i kod zena crne rase ili hispanskog etniciteta, vise
razine tumor infiltrirajuc¢ih limfocita te krace razdoblje u kojem se moze dogoditi recidiv [4].

Sto se ti¢e metastaza, kod TNBC-a je dosta visi rizik za pojavu metastaza na mozgu (oko
30%) nego kod ostalih podtipova, malo je visi rizik za pojavu metastaza na plu¢ima (oko 40%) 1

jetri (oko 20%) te je znacajno nizi rizik za pojavu metastaza na kostima (oko 10%) [11, 12].

1.2.4 Prognoza lijeCenja trostruko negativnog karcinoma dojke

Svaki podtip raka dojke ima jedinstven prognosticki ishod. Studije provedene sa strane
Serlie et al su dovele do zakljucka da sveukupno prezivljenje znaCajno varira kod razlicitih
podtipova raka dojke, a najgore je kod HER2 pozitivnog raka te kod raka slicnog bazalnom. U
kanadskoj studiji koju su proveli Drent et al pokazano je da Zene oboljele od TNBC-a imaju
povisen rizik od smrti i dalekog recidiva u usporedbi sa Zenama koje boluju od drugih podtipova
raka dojke. Detaljnije, stopa recidiva kod TNBC-a je visoka prvih par godina nakon operacije,
postizu¢i vrhunac tri godine nakon operacije, nakon ¢ega rizik od pojave recidiva brzo opada. S
druge strane, pacijentice oboljele od ER-pozitivnog raka dojke, najées¢e dozivljavaju recidive u
razdoblju od 5 do 10 godina nakon operacije te je u duljem razdoblju zabiljezen veci broj dogadaja

povezan s rakom dojke nego kod pacijentica s TNBC-om, kako je prikazano na Slici 2 [5, 12].
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Zene sa podtipom sliénom bazalnom raku dojke opéenito imaju goru prognozu od Zena sa
rakom koji nije sli¢an bazalnom. Takoder, iako je jasna razlika u prezivljenju kod razli¢itih rasnih
skupina, te je incidencija TNBC-a ve¢a medu zenama crne rase, studije su pokazale ako se Zene
razliCitih rasnih grupa sa dijagnosticiranim TNBC-om podvrgnu sli¢noj terapiji te standardnom

prac¢enju bolesti, prognosticki ishodi izmedu razli¢itih rasnih grupa su sli¢ni [11].

Stopa rizika za pojavu recidiva

Trostruko negativni
rak dojke

Stopa rizika
=
n
il

Ostali podtipovi
raka dojke

B 7 E o 4]

2
o 1 2 3 4 5

Godine nakon dijagnoze

Slika 2. Prikaz rizika od pojave recidiva kod pacijentica s TNBC-om te pacijentica s ostalim
podtipovima raka dojke.

Slika preuzeta s izvora: Foulkes WD, Smith IE, Reis-Filho JS. Triple-negative breast cancer. N
Engl J Med. 2010;363:1938-48. [11]

1.2.5 Dijagnostika trostruko negativnog raka dojke

Mamografija:

Unatoc¢ tome §to su kod TNBC-a tumori znatne veli¢ine u usporedbi s drugim podtipovima
raka, oko 18% TNBC slucajeva su okultni pri prvotnoj mamografiji. Na mamografiji se TNBC
prezentira kao masa, s glatkim rubovima u oko 20-24% slucajeva, s odsustvom kalcifikacije u 49-

100% slucajeva te s nedostatkom nekih od tipi¢nih osobina raka dojke koji se inace primjecuju na
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mamografskom pregledu, kao Sto su nepravilan oblik, s nejasnim granicama prema zdravom tkivu
te kalcifikacije inace karakteristi¢ne za tumore.
Ultrazvuk:

Na ultrazvuku se TNBC prezentira kao jasno izraZzena masa s prilicno ogranic¢enim
rubovima ultrazvucni pregled pokazao vrlo visoku osjetljivost za TNBC (92-100%) [5].
Magnetska rezonancija (MRI):

Sto se ti¢e magnetske rezonancije, osobine koje su najées¢e primijeéene pri vizualizaciji
tumora su glatke lezije s poveéanjem granicama prema glatkom tkivu, i intratumoralni signali
jakog intenziteta kod pretrage T2-magnetskog zracenja. Potonji odgovaraju tumorskoj nekrozi te
su znacajno ¢es¢i kod tumora s glatkim rubovima, $to je bitna informacija s obzirom da je nekroza
prognosticki faktor u invazivnom raku dojke [5, 13].

Takoder, dijagnoza TNBC-a podrazumijeva testiranje na prisutnost ER, PR i HER2
proteina, iako se odredivanje toga statusa prvenstveno koristi zbog odabira ciljne terapije, ne zbog
same identifikacije TNBC-a. Prema najnovijim smjernicama Americkog druStva za klinicku
onkologiju prisutnost ER i PR se odreduje pomoc¢u IHC metode, a HER2 pomoc¢u IHC ili FISH
metode [9].

1.2.6 Terapijske opcije i napretci u terapiji trostruko negativnog raka dojke

Sistemska terapija:

Zbog nedostatka molekularnih ciljeva na stanici raku dojke, kemoterapija je jedina
dostupna sistemska terapija za TNBC, te unatoC svojoj agresivnoj prirodi, ovaj podtip raka moze
biti vrlo osjetljiv na djelovanje citotoksi¢nih lijekova.

Standardna kemoterapija temeljena na antraciklinima i taksanima dokazano uspje$no
djeluje kod odredenog podskupa pacijenata, ali unatoc lije€enju, znatan broj oboljelih (30-40%) u
ranom stadiju TNBC-a razvije metastatsku bolest te umre od raka, no napredak Sto se tice
postizanja potpunog patoloskog odgovora je pokazalo dodavanje soli platine standardnoj terapiji
temeljenoj na antraciklinima i taksanima [4, 14].

Neoadjuvantna terapija podrazumijeva primjenu lijekova prije pravog tretmana, to

ukljucuje smanjivanje tumora kako bi se operacija mogla izvrSiti [5]. Pacijenti koji su postigli
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potpuni patoloski odgovor nakon neoadjuvantne terapije imaju odlicno dugorocno prezivljenje
[4,11]. Zanimljiva informacija je da je prisutnost i povecani postotak tumor infiltriraju¢ih
limfocita, koji su prognosticki faktori u ranom stadiju TNBC-a povezana s boljim odgovorom na
neoadjuvantnu terapiju temeljenu na antraciklinima [4].

Nekoliko drugih ciljnih agenasa je istrazivano u svrhu pronalaska potencijalnog lijeka za
TNBC. Pretjerana ekspresija EGFR je primije¢ena u oko 60% slucajeva TNBC-a, te je ta
opservacija dovela do istrazivanja monoklonskog protutijela cetuksimaba koji cilja EGFR.
Dodavanje cetuksimaba adjuvantnoj terapiji je pokazalo vecu stopu odgovora na terapiju ali je
rezultiralo ve¢om toksi¢noscu. Studije su zabiljezile poviSene razine vaskularnog endotelnog
faktora rasta (engl. Vascular endothelial growth factor, VEGF) kod Zena s TNBC-om, stoga je
istrazivano monoklonsko protutijelo bevacizumab koji cilja VEGF. Dodatak tog lijeka adjuvantnoj
terapiji je pokazalo pozitivne ishode. Inhibitori multitirozin kinaze, sunitinib i sorafenib, su takoder
istrazivani kao potencijalna terapija TNBC-a. Ciljaju na VEGF, PDGFR 1 c-kit. Vec¢a stopa
odgovora na terapiju je pokazana kod pacijenata otpornih na adjuvantnu terapiju. Poli(ADP-
riboza)polimeraza (PARP) je jezgreni enzim koji je kljucan element kod stani¢ne proliferacije i
popravka DNA; inhibitori tog enzima se jo$ istrazuju kao potencijalni lijekovi. Jedan od njih je
iniparib koji je istrazivan u kombinaciji s karboplatinom te je zabiljeZeno znacajno poboljSanje
ishoda 1 bolje sveukupno prezivljenje [4,10].

Operacija:

Operacija, kao lokalni tretman TNBC-a, slicna je onoj drugih podtipova raka dojke.
Ukljucuje kirurSko uklanjanje tumorske mase mastektomijom ili operacijom koja Stedi tkivo dojke
(engl. breast-conserving surgery, BCS) 1 praena je radioterapijom. Nekoliko studija je istraZilo
utjeCe li tip operacije na ishod te je studija provedena od strane Parkera i suradnika zakljucila da
je 5-godisnje prezivljenje bolje kod pacijenata s provedenim BCS-om nego kod pacijenata s
provedenom mastektomijom.

Radioterapija (RT):

Vaznost radioterapije u dugorocnom lijecenju raka dojke je utvrdena, te se provodi nakon
obavljenog BCS-a. Smjernice za adjuvantnu radioterapiju TNBC-a je jednaka kao 1 kod drugih
tipova raka dojke [11].
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1.3 Maticne stanice raka

Prijelaz stanica raka u mati¢ne stanice raka, CSC (od engl. cancer stem cells) ostvaruje se
zadobivanjem fenotipa koji im olakSava migraciju i invazivnost [15]. Mati¢ne stanice raka dojke
predstavljaju subpopulaciju tumorskih stanica te su istrazivane kao jedan od mogucih uzroka
pojave recidiva i metastaza kod prethodno lijeCenih pacijenata. Nedostatak glikosfingolipida
Gb3Cer, izazvan delecijom gena laktozilceramid 4-alfa-galaktoziltransferaze (A4GALT), koji
kodira sintezu Gb3Cer, povecava broj CSC koje su pozitivne na biljeg CD44 a negativne na biljeg
CD24 [16]. Glikosfingolipidi su vazne komponente stani¢ne membrane te mogu utjecati na krajnje
ponasanje stanice. Osim Gb3Cer, vaznu ulogu u metastaziranju stanica raka ima i glikokonjugat
CDl15s.

Mati¢ne stanice ne moraju nuzno proizaci iz matic¢nih stanica tkiva, ve¢ mogu proizaci iz
ve¢ diferencirane stanice raka koja je poprimila svojstvo samoobnove. Ostale teorije predlazu da
BCSC mogu originalno pote¢i iz somatskih stanica [17]. Dakle, mati¢ne stanice raka imaju
sposobnost samoobnavljanja i1 regeneracije heterogenosti primarnog tumorskog fenotipa, a
definirane su izrazajem biljega CD44 1 CD24 (CD44+/CD24-). Smatra se da CSC doprinose
otpornosti na terapiju koju pokazuju razliciti tipovi raka, ukljucujuci trostruko negativni rak dojke
te rak prostate [18, 19, 20]. Neki od mehanizama otpornosti na terapiju su navedeni dalje u tekstu
te prikazani na Slici 3.

ABC transporteri (s kutijastim domenama koje vezuju ATP, od engl. ATP binding cassette
domains) igraju bitnu ulogu u kemijskoj homeostazi 1 prezivljavanju stanice u nepogodnim
uvjetima. ZapaZeni su u fenomenu poznatom kao otpornost na viSe lijekova, MDR (od engl.
multidrug resistence) u raznim karcinomima. Zakazivanje uobicajenog popravka DNA je jo§ jedan
od mehanizama rezistencije na terapiju. S metastazama 1 invazijom karcinoma povezan je 1 enzim
aldehid dehidrogenaza (ALDHI1) . ALDH inducira rezistenciju na radioterapiju maticnih stanica
raka. Konacno, jo$ jedan bitni mehanizam rezistencije je uklanjanje reaktivnih oblika kisika, ROS,
(od engl. reactive oxygen species) indukcijom enzima glutation peroksidaze, katalaze 1 superoksid

dismutaze., ¢ime CSC sebi omogucuju dulje prezivljenje (Slika 3) [17].
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Slika 3. Razli¢iti mehanizmi koju potpomazu u otpornosti na odredenu terapiju u raku dojke,
ukljucujuéi i TNBC.
Slika preuzeta s izvora: Bozorgi, A; Khazaei, M; Khazaei, MR. New findings on breast cancer

stem cells. Journal of Breast Cancer.2015;18:303-12. [17]

Mati¢ne stanice trostruko negativnog raka dojke i1 ,raka dojke slicnog bazalnom
karakterizirane su CD44+CD24- fenotipom (u kojem je visoka ekspresija CD44+, a razine CD24-
su vrlo niske ili neprepoznatljive) te ekspresijom aldehid dehidrogenaze 1 (ALDH1A1). CD44 je
povrsinski glikoprotein bitan za brz razvoj raka jer je njegova uloga u adheziji, migraciji, invaziji
BCSC, proliferaciji i angiogenezi tumora od kriti¢ne vaznosti.

PovrSina tumorskih stanica se znatno razlikuje od povrSine normalnih stanica glede
glikozilacije, a to je posljedica poremecaja u radu glikoziltransferaza i glikozidaza u stanicama

tumora [21].
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1.3.1 Glikokonjugati na plazma membranama mati¢nih stanica

Glikokonjugati su vazne komponente stanicne membrane te mogu utjecati na krajnje
ponasanje stanice. Nedostatak glikosfingolipida Gb3Cer, izazvan delecijom gena laktozilceramid
4-alfa-galaktoziltransferaze (A4GALT), koji kodira sintezu Gb3Cer, povecava broj CSC koje su
pozitivne na biljeg CD44 a negativne na biljeg CD24 [16]. Osim Gb3Cer, vaznu ulogu u
metastaziranju stanica raka imaju i1 glikoprotein CD44 i glikoprotein/glikosfingolipid CD15s
(sialil-Lewis x) [17, 18]. Stanice raka zlorabe u patoloske svrhe fizioloski mehanizam
ekstravazacije leukocita, vezujuéi se za receptor endotelni selektin na plazma membranama
endotelnih stanica te tako prodiru u tkivo [23]. CD15s je inace fizioloski izraZzen na leukocitima,
odgovoran je za njihovo vezanje za endotelni selektin krvnih Zila te potom prolaz u subendotelno

inficirano ili ozlijedeno tkivo [24].

O Galaktoza
A Fukoza

D N-acetilglukozamin

<> Sijalinska kiselina

CDIS5s

Slika 4. CD15s glikokonjugatnog liganda. R predstavlja N- ili O-glikan vezan za integralni membranski
protein, a kod glikolipidnih liganada R je ceramid vanjskog jednosloja plazma membrane. Preuzeto s
izvora: Essentials of Glycobiology [Internet]. 3rd edition. Varki A, Cummings RD, Esko JD, et al., editors
[25].

Signalni put sporog kotrljanja leukocita nakon vezanja na endotelni selektin, a prije same
ekstravazacije leukocita u subendotelno podrucje krvne zile, ukljucuje fosfolipazu C, enzim u
stanicnoj membrani koji sudjeluje u regulaciji brojnih stani¢nih funkcija (transformacija,
diferencijacija te rast stanica). Takoder, fosfolipaza C sudjeluje u razvoju raka kao signalizirajuci
intermedijar za citokine kao $to su EGFR 1 interleukini [15].

Kod tumora sliénih bazalnom, stanice raka dojke mogu se podvrgnuti epitelno-
mezenhimalnoj tranziciji ¢ime poprimaju svojstva gotovo nerazlu¢iva od onith od BCSC.

Tranzicija od epitelnih do mezenhimalnih karakteristika je prirodan proces koji se dogada prilikom
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embriogeneze, cijeljenja rane i regeneracije tkiva. Stoga, istrazuje se kao kljuc¢an korak u nastanku
metastatskog potencijala raka. Bitna Cinjenica vezana za prezivljenje tumorskih stanica je ta da
tumor mora imati odredenu klimu u kojoj ima sve potrebno za brzi rast i razvoj. Specifi¢no stanje
u kojem se nalaze tumorske stanice naziva se mikrookolis. Mikrookoli§ CSC-a ukljucuje razlicite
faktore koji utjecu na svojstva CSC-a. Ovi faktori obuhvacéaju podrazaj fibroblasta, imunoloske
stanice, autokrine signale i izvanstanicni matriks, kao 1 fizicke/kemijske faktore kao Sto su pritisak
kisika, nutrijenti i pH [17, 11].

Sto se ti¢e zametne BRCA1 mutacije te mutacije tumor supresorskog gena p53, trostruko
negativan te rak dojke slican bazalnom, klinicki gledano, indiciraju potencijalnu prisutnost istih.
Iako su BRCA mutacije odgovorne za samo 5-10% slu¢ajeva raka dojke u Zena, 70% tih sluc¢ajeva

su upravo trostruko negativnog fenotipa [2, 5].

1.4 Fosfolipaza C kao ciljna molekula u terapiji tumora

Fosfolipaza C, PLC (od engl. phospholipase C) regulira pokretljivost, transformaciju,
diferencijaciju i rast stanica pa stoga predstavlja dobru ciljnu molekulu za terapiju tumora [26].
Izoenzimi fosfolipaze C kataliziraju hidroliti¢ko cijepanje fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfata (PIP>)
na dva druga glasnika: diacilglicerol (DAG) i inozitol-1,4,5-trifosfat (IP3) koji posredno aktiviraju
fosforilaciju unutarstani¢nih proteina, uklju¢uju¢i 1 MAP kinaze (mitogenom aktivirane protein
kinaze), odgovorne za proliferaciju stanica [27]. Studije su zabiljezile promjene u razinama
ekspresije PLC-a u stanicama tumora, kao $to je promjena u ekspresiji PLC-y1 koji sudjeluje u
regulaciji migracije stanica. PoviSena razina PLC-84 pogoduje proliferaciji stanica raka. Takoder
aktiviraju¢i svoje signalne puteve, ovaj enzim, uz fosfatidilinozitol-3-kinazu, PI3K, igra bitnu
ulogu u proliferaciji, angiogenezi, inflamaciji 1 preZivljenju stanica. U sluCaju poremecaja
signalnih puteva, sudjeluje u procesu metastaziranja raka, koji je, kao $to je navedeno ranije, jedan
od najces¢ih uzroc¢nika smrti od raka (Slika 5) [28, 29, 30]. Dakle homeostaza signalnih puteva je
od klju¢ne vaznosti za stani¢no zdravlje i prevenciju razvoja raka [31, 32]. Potencijalni lijek za
terapiju tumora, iz skupine tieno[2,3-b]piridina, koji bi ciljao na PLC, otkriven je probirom na

osnovu racunalnog modeliranja metodom vHTS (engl. virtual high throughput screen) [26].
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Inhibitor fosfolipaze C iz skupine tieno[2,3-b]piridina mogao bi doprinijeti smanjenju

izrazaja metastatskog glikokonjugata CD15s na plazma membranama mati¢nih stanica raka.

R Lattanzio et al. [ Advances in Biological Regulation 53 (2013) 309-318

1
1
I
1
I
I
1
1
I
=

Slika 5. Uloga fosfolipaze C u karcinogenezi i metastaziranju. Zuti kvadrati i elipse predstavljaju
signaliziranje potaknuto PLCyl, plave elipse predstavljaju PI3K i njegove nizvodne efektore.
Aktivacija signalnih puteva pomocu PLCy u konacnici dovodi do regulacije proliferacije,
migracije, angiogeneze, inflamacije 1 preZivljenja stanica raka. Isprekidane linije a-c predstavljaju
medusobnu povezanost PI3K i PLCyl.

Slika preuzeta i prevedena s izvora: Lattanzio, R., Piantelli, M., & Falasca, M. (2013). Role of
phospholipase C in cell invasion and metastasis. Advances in Biological Regulation, 53(3), 309—

318. [28]
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2. CILJISTRAZIVANJA I HIPOTEZA
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2. Ciljevi istrazivanja i hipoteze

Obzirom da je CD15s biljeg odgovoran za metastaziranje mati¢nih stanice raka, ciljevi
istrazivanja su:
1. odrediti postotak subpopulacije mati¢nih stanica raka dojke pozitivnih na biljeg CD15s
nakon tretmana novosintetiziranim inhibitorom PLC i
2. odrediti prosjecni izrazaj CDI5s po jednoj mati¢noj stanici nakon tretmana

novosintetiziranim inhibitorom PLC.

Hipoteze su da ¢e primijenjena koncentracija inhibitora PLC:

1. smanjiti postotak subpopulacije mati¢nih stanica raka dojke pozitivnih na biljeg CD15s

2. smanjiti prosjecni izraZaj metastatskog biljega CD15s po jednoj mati¢noj stanici.
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3. MATERIJALI I METODE
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3.1. Stani¢na linija trostruko negativnog karcinoma dojke

U istrazivanju je koriStena stani¢na linija trostruko negativnog raka dojke MDA-MB-231
(Slika 6).

ATCC Number: HTB-24 ™
Designotfion:  MDA-MB-231

Slika 6. MDA-MB-231 stanice u stani¢noj kulturi. Lijevo-niska gustoca; desno-visoka gustoca

Preuzeto s: https://www.lgcstandards-atcc.org/Products/All/HTB-26.aspx?geo_country=hr [33].

Stanice su uzgajane u inkubatoru na 37° C uz 5% CO2u mediju DMEM (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Njemacka) koji je sadrzavao jo§ 1 10% fetalni govedi serum, FBS (od engl. fetal bovine

serum) (EuroClone, Milano, Italija) i 1% antibiotik (EuroClone, Milano, Italija).
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3.2. Novosintetizirani inhibitor

Inhibitor iz skupine tieno[2,3-b]piridina (Slika 7.) sintetiziran je nakon probira rac¢unalnim
modeliranjem metodom vHTS (engl. virtual high throughput screen) [34]. Dosad je dokazano da
tieno[2,3-b]piridin ogranic¢ava rast MDA-MB-231 stanica, povecava populaciju u G2/M fazi te
smanjuje pokretljivost i proliferaciju. Inhibitor je razvijen s ciljem da inhibira fosfolipazu C te su
zapazeni ucinci u skladu su s inhibicijom PLC-31 i 62 izoforma [35].

Zbog hidrofobnog ponasanja, inhibitor je prvo bio otopljen u dimetil sulfoksidu DMSO-u

(od engl. dimethyl sulfoxide). Koncentracija o 2 uM postignuta je razrjedivanjem s PBS-om.

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

karboksamid.
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3.3. Ustroj istrazivanja

Postavljanje hipoteze

l

Tumorske stanice uzgojene na
plo¢ama sa 6 jaZica
(MDA-MB-231, Du-145)

/

\

Skupina K

Skupina |

'

&

Stanice uzgojene bez
dodatka inhibitora

Stanice tretirane
inhibitorom

Protocna citometrija

nakon 48 h

Odredivanje postotka maticnih

stanica koje su CD15s+

Odredivanje GMI CD15s+

Statisticka analiza

l

Potvrda ili odbacivanje hipoteze
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3.4. Tretiranje stanica inhibitorom i imunobojenje

Priblizno jednak broj stanica nasaden je na ploCe sa Sest jazica, svaka volumena 2 ml.
Nakon najmanje 12h, pod mikroskopom je provjereno jesu li stanice adherirane za povrsinu jazica.
Potom su tretirane 2 uM koncentracijom inhibitora PLC u mediju. Kontrolama je samo zamijenjen
medij. Nakon 48h, uklonjen je medij sa stanica, te provedena tripsinizacija kako bi se stanice
odvojile od povrsine jazica. Nadalje se uzorci predtretirani s Fc receptorom (Miltenyi Biotec
GmbH, Bergisch Gladbach, Germany). Fc receptor veze se za razli¢ite molekule na povrSini
stanice koje bi u slu¢aju da su slobodne nespecificno vezale protutijela za biljege koji se istrazuju.
IstraZivana su 3 biljega pa su primijenjena tri protutijela od kojih 2 s kromogenima dok je primarno
protutijelo na CD15s (BD Biosciences) bilo neobiljeZeno protutijelom te je na njega primijenjeno
sekundarno protutijelo konjugirano s kromogenom eFluor 660 (eBioscience, Inc., San Diego, CA,
SAD). Protutijelom na CD44 bilo je konjugirano s kromogenom FITC (BD Biosciences) a
protutijelo na CD24 s kromogenom PE (eBioscience) [36]. Fluorescencije obojenih uzoraka

izmjerene su pomocu protocnog citometra. Svi su pokusi provedeni u triplikatu.
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3.5. Analiza izmjerenih fluorescencija s ciljem detekcije mati¢nih stanica s biljegom CD15s

Podaci dobiveni protocnom citometrijom nadalje su analizirani FlowLogic programom
(Inivai, Mentone, Victoria, Australija). Granice za mati¢ne stanice raka (CD44+CD24-)
postavljene se 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 8).
F1[01 neobojane fos] P1[AD3 CD44 fes] P1[AD2 cd24 fos]
P1 26,72% Events:3874 P1 33,07 % Events:5585 P1 20.24% Events:7278
173 R10,18% R2 0,85% 107] R10,05% R20,79% 1071 R175,16% R2 0,56%
1081 1081 107
] FL2]
- 10° = 10} x 1057
; : s
d x g g
104 e 4 ot
103 . 102 1037
o] R4 98,58% i . 24,269
o R303 o R4897% o o4 R4 24, 6&_ R3 00
il 103 w4  w® 1% 107 = TSy 4 5 8 7 I0 I 1133I m"‘ 105‘ 100‘ 107'
o 10 10 10 10 10
FL1-H FL1-H =CD44 FL1-H
Papulation % Tot % Par. . Population % Tot. % Par.
; Populat % Tot. % Par.
RS [A01 neobojane.fes] 0,38 R;”[:‘;;:’;Em“ . 2 90.:9' R3 [AD2 ¢d24 1] 0.01

Q1 [A01 necbojane.fes] 0,00
P1 [AD3 CD44 fes] 0,00 P1 [AD2 ¢d24 fes] 0,00

Slika 8. 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)

Kod uzoraka bojenih s oba protutijela kvadrant R3 je preuzet kao samostalni s
koordinatama FL-3 naspram FL-1. Naime, u FL-3 kanalu mjerena je fluorescencija kromogena
konjugiranog za sekundarno protutijelo na CD15s. Time je omoguceno odredivanje postotka za

CD15s unutar subpopulacije mati¢nih stanica.

Osim postotka CD15s+ stanica odredivan je i prosjecni izrazaj CD15s po jednoj stanici

pomocu parametra geometrijske srednje vrijednosti intenziteta fluorescencije, GMI (od engl.
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geometric mean fluorescence intensity) kromogena eFluor660, konjugiranog za sekundarno

protutijelo kojim je u pokusu detektirano primarno protutijelu na CD15s.

3.6. StatistiCka analiza rezultata

Podaci dobiveni FlowLogic programom obradeni su 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
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4.1. Djelovanje inhibitora na postotak CD15s+ subpopulacije mati¢nih stanica raka

Metastatski biljeg tumorskih stanica CD15s omogucava njihovu infiltraciju u razli¢ita

tkiva. Inhibitor je snizio postotak CD15s+CSC unutar ukupne CSC subpopulacije (Slika 9)

A
P K
= | poenncan [ eaesv.com
E '-:‘4 ‘ i -’.‘i
= ! . i
' i : i
[T | Fazsogem | AT 26 (N | msoos |
Q ° 5 2=
o
CD44 -FITC
B 100
BO
- T
ﬂ 60
e
2 40
20
D +

Kontrola Inhibitor

Slika 9. Tockasti (A) i statisticki (B) dijagram postotka mati¢nih stanica raka koje su pozitivne
na biljeg CD15s
** P<0,01
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4.2. Djelovanje inhibitora na izrazaj CD15s+ subpopulacije po pojedinoj mati¢noj stanici
raka

Tretman inhibitorom nije utjecao na izrazaj CD15s na CSC (Slika 10).

F4000 4

: 3

GMI CD15s
88888

Kontrola Inhibitor

Slika 10. Izrazaj (GMI) za CD15s na mati¢nim stanicama
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5. RASPRAVA
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Dokazano je da PLC ima klju¢nu ulogu u rastu i invaziji stanica te da signaliziranje putem
PLC, tocnije izoforme PLCy, doprinosi karcinogenezi. Snazni dokazi potvrduju da je PLCyl
kljuéni enzim u razvoju i odrzavanju tumorskih metastaza kontrolom signalnih puteva vaznih za
metastatski razvoj (studije su pokazale da se metastaze molekularno razlikuju od primarnih
tumora). Stoga ciljanje signalnih puteva PLCy1 pomoc¢u njegovih inhibitora predstavlja jednu od
najnovijih strategija u kontroli Sirenja tumorskih metastaza [28, 38].

Dakle, fokus ovog istrazivanja bio je odrediti djelovanje novosintetiziranog inbibitora
fosfolipaze C, 3-amino-5-okso-N-naftil-5,6,7,8-tetrahidrotieno[2,3-b] kinolin-2-karboksamida
(slika 7.) na metastatski biljeg CD15s maticnih stanica raka dojke koje su generalno otporne na
terapiju.

U ranijoj slicnoj studiji istrazivano je djelovanje inhibitora fosfolipaze na stanice raka
dojke. Kao inhibitor fosfolipaze C koristen je takoder kemijski spoj iz skupine tieno[2,3-b]piridina,
3-amino-N-(3-klorofenil)-5-o0kso-5,6,7,8-tetrahidrotieno[2,3-b]kinolin-2-karboksamid, te je,
izmedu ostaloga, dokazano njegovo agresivno djelovanje na morfologiju stanice raka dojke,
to¢nije na citoskelet i pokretljivost stanice koja potencijalno znacajno povecava invazivnost
metastaziranja [37]. No osim same pokretljivost stanice, za njen prolaz iz krvi kroz endotelnu
tkivnu barijeru, presudan je izraZaj metastatskog biljega CD15s.

Da bismo procijenili utjecaj novosintetiziranog inhibitora fosfolipaze C na metastatski
potencijal mati¢nih stanica MDA-MB-231 stani¢ne linije raka dojke (CSC), odredivan je postotak
CSC koje eksprimiraju glikokonjugat CD135s te takoder prosje¢ni izrazaj CD15s po jednoj CSC
nakon tretiranja s inhibitorom..

Tretman inhibitorom fosfolipaze C znacajno je smanjio postotak subpopulacije mati¢nih
stanica pozitivne na biljeg CD15s no nije utjecao na izrazaj CD15s po jednoj mati¢noj stanici raka.

Dokazano smanjenje subpopulacije CSC pozitivnih na biljeg CD15s pomocu inhibitora je
klini¢ki relevantno zbog toga Sto je upravo glikokonjugat CD15s, eksprimiran na povrsini CSC,
odgovoran za metastaziranje, na nacin da se vezuje na endotelni selektin na plazma membranama
endotelnih stanica te pomaze prodiranje u tkivo [21, 22, 23]. Stoga inhibitori fosfolipaze C
predstavljaju obecavaju¢e podrucje istrazivanja u farmakologiji 1 medicini, pogodno za
istrazivanje lijeka za TNBC, osobito metastatski oblik.

Problem inhibitora fosfolipaze C kao potencijalnog lijeka za TNBC je identificiran odmah

pri pocetku istrazivanja uloge PLC u karcinogenezi 1 metastaziranju raka, a jedna od studija koja
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je na to ukazala je provedena od strane Lattanzia i suradnika. Inhibicija PLC mozZze izazvati
ozbiljne nuspojave, pogotovo ako je inhibitor nespecifican , jer ovaj enzim ima vrlo bitnu ulogu u
regulaciji brojnih stani¢nih procesa, [28]. Kod sisavaca inace postoji 13 izoenzima PLC koji se
mogu svrstati u 6 skupina. lako svi izoenzimi kataliziraju istu reakciju, svaki od njih ima
jedinstvenu fiziolosku funkciju te razlicitu raspodjelu po tkivima [39]. Za pretpostaviti je da svi
PLC enzimi ne bi bili jednako inhibirani novim inhibitorom te da bi ve¢ina stani¢nih funkcija bile
ocuvane.

Molarna masa inhibitora je 386,37 g/mol, dakle nije prevelika molekula. Lipofilnog je
ponasanja, dakle lako prolazi kroz plazma membrane pa potencijalno moze biti vrlo u¢inkovit u
zivom organizmu [40, 41]. Zato bi bilo vrijedno istraziti djelovanje inhibitora na in vivo modelu.

Idelani bi bili tzv. nude miseve s nerazvijenim timusom koji ne odbacuju transplantirane tumore.
[42].
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6. ZAKLJUCCI
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1. Tretman MDA-MB-231 stani¢ne linije 2 uM koncentracijom inhibitora fosfolipaze C
iz skupine tieno[2,3-b]piridina znacajno smanjuje postotak subpopulacije mati¢nih stanica

pozitivnih na biljeg CD15s.

2. Tretman MDA-MB-231 stani¢ne linije 2 pM koncentracijom inhibitora fosfolipaze C iz
skupine tieno[2,3-b]piridina ne mijenja prosjecni izrazaj metastatskog biljega CD15s po

jednoj mati¢noj stanici raka dojke.
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8. SAZETAK
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Ciljevi: Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi antitumorske ucinke tretmana mati¢nih stanica
karcinoma dojke novosintetiziranim inhibitorom fosfolipaze spojem tieno [2,3-b] piridinom,
preciznije, njegovo djelovanje na metastatski biljeg CD15s na MDA-MB-231 stani¢noj liniji raka
dojke.

Materijali i metode: Trostruko negativna stani¢na linija raka dojke MDA-MB-231 tretirana je 2
uM koncentracijom novosintetiziranog tieno-piridinskog spoja (3-amino-5-okso-N-naftil-5,6,7,8-
tetrahidrotieno [2,3-b] kinolin-2-karboksamid) tijekom 48h, kako bi se utvrdio postotak
subpopulacije mati¢nih stanica raka pozitivnih na biljeg CD15s 1 na prosjecni izrazaj CD15s
biljega po jednoj mati¢noj stanici raka nakon tretmana. Nakon imunobojenja, CD15s+ stanice

detektirane su proto¢nom citometrijom .

Rezultati: Tretman novosintetiziranim inhibitorom PLC znafajno je smanjio postotak
subpopulacije mati¢nih stanica pozitivnih na biljeg CD15s, ali nije imao utjecaja na prosjecni

izrazaj CD15s biljega po jednoj mati¢noj stanici.

Zakljuéci: Zbog utvrdenog smanjenja postotka subpopulacije mati¢nih stanica trostruko
negativnog raka dojke koje na svojoj povrSini eksprimiraju metastatski biljeg CDIS5s,
novosintetizirani inhibitor fosfolipaze C iz skupine tieno [2,3-b] piridina potencijalni je lijek za

trostruko negativni karcinom dojke.
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9. SUMMARY
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Objectives: The aim of this study was to determine the effects of treating of breast cancer stem
cells with the newly synthesized thieno[2,3-b]pyridine anticancer agent, more precisely, focusing
on its effect on metastatic marker, CD15 glycoconjugate, expressed on the surface of cancer stem

cells.

Methods: The MDA-MB-231 triple-negative breast cancer cell line was treated during 48h with
a 2 uM newly developed thienopyridine anticancer compound (3-amino-5-oxo-N-naphftyl-
5,6,7,8-tetrahydrothieno[2,3-b]quinoline-2-carboxamide) to determine its effect on percentage of
subpopulation of breast cancer stem cells that express CD15s and on the mean expression of
CD15s on an individual breast cancer stem cells. Flow cytometric analysis was performed after

immunostaining.

Results: PLC inhibitor has significally decreased the percent of breast cancer stem cells positive
for CD15s, but it was without effect upon mean expression of CD15s on an individual breast

cancer stem cell.
Conclusion: Due to its decreasing effect upon the percentage of triple negative breast cancer

stem cells that are positive for the metastatic glycoconjugate CD15s, the investigated PLC

inhibitor can be a potential drug for triple-negative breast cancer treatment.
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