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tumora dolazi do hipoksije, koja potice stvaranje krvnih Zila, te reoksigenacije, tumori
rastu u uvjetima poviSenog oksidacijskog stresa. Oksidacijski stres djeluje na lipide te
uzrokuje lipidnu peroksidaciju. Jedan od produkata lipidne peroksidacije je 4-
hidroksinonenal, HNE. HNE moze modificirati stani¢ne signalne puteve, ¢ime utjece na
rast i diferencijaciju stanica. Cilj ovog rada je ispitati utjecaj HNE-a na HIF-1a i NRF2,
transkripcijske faktore koji se mogu aktivirati oksidacijskim stresom. Rezultati upucuju
da HNE-a ima najvi$e u jezgrama trostruko negativnih tumora, dok je NRF2 stabilno
eksprimiran, neovisno o stupnju malignosti tumora. HIF-1lo ima najnizu razinu u
jezgrama kod trostruko negativnih tumora. Za razliku od tumora, stanice strome pokazuju
aktivaciju NRF2 povezano s maligno$¢u pripadajuceg tumora, koju prati izrazito niska
razina HNE-a. Rezultati upu¢uju na ulogu HNE-a u interakciji tumora i strome pri ¢emu
se aktivira antioksidacijska zastita strome.
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Breast cancer is one of the leading causes of mortality of women. During tumor
development periods of hypoxia are followed by reoxygenation leading to oxidative
stress. Oxidative stress causes lipid peroxidation resulting in formation of reactive
aldehydes. Aldehyde 4-hydroxynonenal, HNE, can modify cellular signaling pathways
thereby influencing cell growth and differentiation. The aim of this thesis is to evlauate
influence of HNE on HIF-1o and NRF2, transcription factors affected by oxidative stress.
The highest HNE content was found in the triple negative tumor nuclei, while NRF2
expression was unaffected by the tumor malignancy. HIF-1a had the lowest content in
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nuclei with increasing malignancy, followed by extremely low levels of HNE. These
results indicate that HNE could play a role in tumor stroma interaction by activating
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1. UVOD

Jedan od vodecih uzroka smrtosti Zena u razvijenijim drzavama svakako je karcinom dojke [1].
O ucestalosti govori 1 podatak za 2018. godinu, u kojoj je od tumora dojke obolili vise od 2
milijuna zena, dok vise od 600 000 umrlo od istog [1]. Incidencija ove maligne bolesti jo$ uvijek
je u porastu i smrtnost je i dalje visoka unato¢ napretku u ranome otkrivanju i strategiji lijeCenja.
Dojke su kao organ izrazito podlozne utjecaju hormona te je njihov razvoj vezan uz estogen i
progesteron tijekom puberteta, a njihov manjak u menopauzi uzrokuje njihovu involuciju [2].
Uzevsi to u obzir, ne iznenaduje podatak da estrogeni imaju kljuénu ulogu u razvoju tkiva dojke
i nastanku tumora [3,4]. Ako dode do izostanka funkcije jajnika, dolazi do potpunog zastoja u
razvoju tkiva dojke te je nuzna nadomjesna hormonska terapija u obliku estradiola da bi se
uspostavio normalan razvoj dojke [2]. Povecana izloZenost promjenjivim razinama estradiola
u tijeku menstrualnog ciklusa, za vrijeme ranog puberteta, kasne menopauze ili kasne prve
trudnoce povecava rizik nastanka karcinoma dojke u jednakoj mjeri kao 1 koriStenje egzogenih
estrogena u obliku oralnih kontraceptiva ili hormonske nadomjesne terapije [5]. Dokazano je
da anti-estrogenska terapija smanjuje incidenciju karcinoma dojke u visoko rizi¢nih Zena [6].

Uz genetiku i biologiju nastanka i rasta tumora dojke, oksidacijski stres je svakako jedan od
faktora koji moze regulirati bilo nastanak bilo razvoj tumora. Reaktivne kisikove vrste (ROS
od engl. Reactive Oxygen Species), kao i drugi slobodni radikali oste¢uju DNA pri ¢emu se
generiraju mutacije. Ove mutacije, ukoliko u samom pocetku nisu letalne, uzrokuju gubitak
kontrole nad stani¢nim ciklusom te vode u nekontroliranu proliferaciju [7]. 1zvori ROS-a mogu
biti endogeni i egzogeni, od diSnog lanca u mitohondrijima, oksidacije joda i oksidacijskog
praska neutrofila pa do ionizirajuéeg zracenja, duhanskog dima i raznim toksi¢nih kemikalija,
kao $to su pesticidi i kemoterapeutici. Takoder, promjene u razini kisika unutar stanica/tkiva
tijekom vremena (hipoksija/reoksigenacija) takoder uzrokuje pormjene koje dovode do

povisenja razine ROS-a. ROS su izrazito raktivni i kratkozivuéi te lako reagiraju s molekulama

......

krug oksidacijskog oStecenja [8]. Navedene promjene dovode do oksidacijskog stresa, $to je
narusena homeostaza stanice. Jedna od pojava koja moze narusiti homeostazu mitohondrija,

¢ime dolazi do stvaranja ROS-a, je hipoksija koja nastaje kao posljedica rasta tumora i



neadekvatnog/sporijeg rasta krvnih Zila. Iz ovih razloga neki dijelovi tumora nisu adekvatno
opskrbljeni kisikom te zapadaju u hipoksiju razli¢itog intenziteta. Kako je receno, hipoksija
uzrokuje stvaranje ROS-a sto dalje aktivira hipoksija-inducirani faktor 1 (engl. Hypoxia
inducible factor 1, HIF-1) [9] koji poti¢e angiogenezu te rastom krvnih Zila dolazi do
normalizacije razine kisika.

Evolucijski, stanice su razvile i antioksidacijsku zastitu koja se sastoji od transkripcijskih
faktora, enzimatksih kaskada i niza malih nespecificnih molekula koje dovode do potpune
detoksifikacije ROS-a te drugih elektrofila koje dovode do stvaranja oksidacijskog stresa. Uz
opcepoznati sustava superoksid dismutaza-katalaze te glutationski sustav enzima, jedan od
najvaznijih transkripcijskih faktora je NRF2, koji regulira ekspresiju ve¢ine gena u navedenim

enzimatskim kaskadama.

Uzevsi u obzir da rast tumora podrazumijeva zone hipoksije koje stimuliraju angiogenezu preko
HIF-1a faktora ¢ime dolazi do poveéanog stvaranja ROS-a S§to posljedicno aktivira
antioksidacijske zaStitne mehanizme postavljena je Isjedeca hipoteza: u tumorima dojke doci
do porasta faktora HIF-1a, i posljedi¢no lipidne peroksidacije zbog smanjenja B-oksidacije
masnih kiselina, $to ¢e pokrenuti oksidacijska oStecenja i antioksidacijsku zastitu aktivacijom

NRF2 antioksidacijskog transkripcijskog faktora.

Hipoteza je istrazena kroz sljedece ciljeve:

1. Odrediti ovisnost razine HIF-1a 0 gradusu tumora dojke

2. Odrediti korelaciju HIF-1a i 4-hidroksinonenala, produkta lipidne peroksidacije u razvoju
tumora dojke

3. Odrediti ulogu NRF2 antioksidacijskog transkripcijskog faktora kao faktora u razvoju
tumora

4. Odrediti korelaciju HIF-1o i NRF2 o0 ovisnosti 0 gradusu i intrinzickom tipu tumora dojke

5. Rezultate morfoloske analize i ispitivanih biljega usporediti s faktorima rizika razvoja

tumora dojke



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Grada dojke

Dojka je Zlijezda gradena od zljezdanog, masnog i vezivnog tkiva (Slika 1). Smjestena je na
pektoralnom miSicu stijenke prsnog kosa s kojim je vezana fibroznim tra¢cima poznatima kao
Cooperovi ligamenti. Reznji¢i zrelog masnog tkiva okruzuju zljezdano tkivo dojke te se pruzaju

kroz cijelu dojku dajuéi joj mekanu konzistenciju [10].

Slika 1. Grada dojke, sagitalni presjek: 1 - prsni kos; 2 - veliki prsni misi¢; 3 - mlijecne
zlijezde; 4 - bradavica; 5 -areola; 6 - mlijecni kanali; 7 - masno tkivo; 8 - koza (Preuzeto iz:
Lynch PJ, medicinski ilustrator;
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Breast_anatomy_normal_scheme.png)

Areola, bradavica i zavrS$ni dio laktifernog duktusa prekriveni su mnogoslojnim plo¢astim
epitelom koji prelazi u viseslojni cilindri¢ni epitel, a potom u dvoredni niski, kubicni epitel. U

normalnoj dojci kanaliéi i reznji¢i obloZeni su s dva tipa stanica, diskontinuiranim slojem



mioepitelnih kontraktilnih stanica na bazalnoj membrani te luminalnim epitelnim stanicama
koje oblazu lumen. Mioepitelne stanice pomazu u sekreciji mlijeka tijekom laktacije i imaju
vaznu ulogu u odrzanju normalne strukture i funkcije reznji¢a i bazalne membrane dok epitelne
stanice oblazu lumen [2]. Luminalne stanice terminalnih kanali¢a i reznji¢a proizvode mlijeko,
za razliku od stanica koje oblazu veée kanale.

Zenske dojke po¢inju rasti u pubertetu. Pocetak proizvodnje estrogena i progesterona ujedno
signalizira 1 pocetak razvoja dojke. Pocetno, s nastupom puberteta, a zbog nedovrSenih
ovulacija u jajnicima te posljedicno manjeg stvaranja progesterona, estrogen ima primarnu
ulogu u stimulaciji rasta stanica i tkiva dojke. Tako estrogen potice rast razgranatog sustava
kanalica, povecéanje perikanalikularnog vezivnog tkiva, prokrvljenost i odlaganje masti. Kasnije
u pubertetu dolazi do kompletnih ovulacija i stvaranja progesterona. Pod utjecajem
progesterona Zzljezdane se stanice povecavaju, dijele 1 poprimaju sekrecijska obiljezja
(dominantna uloga progesterona). Sve to povecava masu dojki. Za rast sustava kanali¢a vazna
su jo$ najmanje Cetiri hormona: hormon rasta, prolaktin, glukokortikoidi nadbubrezne Zlijezde
1 inzulin. U musSkaraca izostaje hormonska stimulacija koja se dogada u Zena, tako da se muska
dojka sastoji od kanali¢a bez reznjica. U reprodukcijskom razdoblju Zene dolazi do mjese¢nih
ciklickih promjena izlu¢ivanja spolnih hormona. Te promjene utjecu na stanice zljezdanog i
potpornog tkiva dojke koje takoder prolaze kroz cikli¢ke faze rasta, diferencijacije i propadanja
(apoptoze). Trudno¢a i dojenje takoder izazivaju dodatne prepoznatljive promjene u tkivu
dojke. Nastupom menopauze, a zbog ,iscrpljenja“ jajnika, odnosno zbog smanjenoga i
izostalog stvaranja estrogena i progesterona, dolazi do involucije dojki. Zljezdani dijelovi
gotovo potpuno nestaju, a ostaje samo pokoji atrofi¢an izvodni kanal. Koli¢ina masnog tkiva
starenjem se povecava [2].

S obzirom na ulogu hormona u razvoju dojke nije iznenadujuéi podatak da estrogeni imaju
klju¢nu ulogu u razvoju tkiva dojke i nastanak tumora [3,4]. U prilog tome govore brojni
klini¢ki 1 epidemioloski podaci. Uslijed izostanka funkcije jajnika, dolazi do potpunog zastoja
u razvoju tkiva dojke te je nuzna nadomjesna hormonska terapija u obliku estradiola da bi se
uspostavio normalan razvoj dojke [2]. Povecana izloZenost promjenjivim razinama estradiola
u tijeku menstrualnog ciklusa, za vrijeme ranog puberteta, kasne menopauze ili kasne prve
trudnoce povecava rizik nastanka karcinoma dojke u jednakoj mjeri kao 1 koriStenje egzogenih
estrogena u obliku oralnih kontraceptiva ili hormonske nadomjesne terapije [5]. Dokazano je
da anti-estrogenska terapija smanjuje ucestalost karcinoma dojke u visoko rizi¢nih Zena [6].
Pokusi na eksperimentalnim zivotinjama u kojima je izbaCen gen za receptore estorgena (ERa)

potvrdili su neizostavnu ulogu estradiola na razvoj tkiva dojke i nastanak tumora [11].

4



Zljezdano tkivo u tim pokusnim Zivotinjama sastoji se od rudimentarnih kanali¢a ograni¢enih
na podrucje oko bradavice, a niti terapija estradiolom ne moze potaknuti njihov razvoj. Oni su

takoder rezistentni na malignu transformaciju nakon transdukcije s onkogenima.

2.2. Tumori

Tumore (novotvorine) je najbolje definirao australsko-engleski patolog Rupert Willis:
»Novotvorine su abnormalne nakupine tkiva, ¢iji rast nadmasuje i nije uskladen s rastom
normalnih tkiva, a nastavlja rasti u prekomjernom obliku i nakon $to je uklonjen uzrok te
promjene“[12]. Tumori ili novotvorine su patoloske tvorbe za koje takoder mozemo re¢i da

rastu neorganizirano, autonomno, nesvrhovito te parazitarno.

2.2.1. Klini¢ka Klasifikacija tumora

Dobrocudni (benigni) tumori

Benigni tumori rastu polagano, ekspanzivno, ogranic¢eni su na organ u kojem su nastali. Ostro
su ograni¢eni od okolnog tkiva, dobro prokrvljeni. Histoloski su gradeni od dobro
diferenciranih stanica koje nalikuju na stanice normalnih tkiva ili organa u kojima su nastali.
Nakon kompletnog uklanjanja ne recidiviraju te u vecini sluc¢ajeva imaju dobru prognozu

[13,14].

Zloc¢udni (maligni) tumori

Maligni tumori rastu mnogo brze od benignih tumora, nepravilnih su oblika, neostrih rubova,
infiltrativnog rasta. Sire se u okolne organe, a krvlju ili limfom se mogu progiriti u druge
dijelove tijela. Cesto i unato¢ kirurskom odstranjenju recidiviraju. Gradeni su od atipi¢nih
stanica koje Cesto ne nalikuju na stanice tkiva ili organa iz kojih je tumor nastao. Mitoze su

brojnije nego u benignih tumora, ¢e$¢e su nekroza i kalcifikacije [13].



2.2.2. Histogenetska klasifikacija tumora

Histogenetska klasifikacija tumora oznacava tkivno podrijetlo tumora koje se potvrduje

mikroskopskim pregledom. Tumori se prema ovoj klasifikaciji svrstavaju u 6 velikih skupina
[15]:

Epitelni tumori koji nastaju iz bilo kojeg epitelnog tkiva

Mezenhimalni tumori nastaju iz vezivnog tkiva, kostiju, miSi¢ja te drugih mezodermalnih
stanica ili tkiva

Tumori limfocita 1 hematopoetskih stanica nastaju iz mati¢nih stanica koStane srzi ili
limfati¢nih organa

Neuralni tumori nastaju iz stanica preteca ziv€anim stanicama buduci da se zrele ziv€ane
stanice ne dijele. U ovu skupinu spadaju i tumori nastali iz melanocita koji su podrijetla
fetalnog neuralnog grebena te stanice srzi nadbubrezne zlijezde

Tumori potpornih stanica ziv€anog sustava koji nastaju iz glijalnih stanica srediSnjeg
ziv€anog sustava, mozdanih ovojnica i perifernih zivaca

Tumori spolnih stanica nastaju u testisu ili jajniku

2.2.3. Biologija nastanka tumora

Hanahan i Weinberg su predlozili 6 glavnih skupina karakteristika progresije od normalne do

maligne stanice [16]:

e Stalni poticaj stani¢ne proliferacije (deregulacijom staniénih receptora i njihovih
izvanstani¢nih faktora, kao i unutarstani¢nih posrednika)

e Izbjegavanje supresora rasta (dva glavna mehanizma su gubitak funkcije proteina/gena
odgovornih za usporavanje stani¢ne diobe - supresori tumorskog rasta/antionkogeni) i
gubitak kontaktne stani¢ne inhibicije rasta

e Izbjegavanje apoptoze (pomak ravnoteze izmedu proapoptotskih i antiapoptotskih
stani¢nih mehanizama

e Mogucnost replikativne imortalizacije (abnormalna aktivnost telomeraza omogucuje
neograni¢enu replikaciju kromosoma)

e Razvoj novog krvotoka (neoangiogeneza)

e Invazija, metastaziranje i kolonizacije udaljenih organa



Dodatne dvije karakteristike malignih tumora su promjene u stanicnom energetskom

metabolizmu i izbjegavanje imunoloskog nadzora [17].

2.2.4. Uzroci nastanka tumora

Postoje dvije osnovne skupine rizi¢nih faktora koji pogoduju nastanku tumora, a to su
predodredeni, tj. oni koji se ne mogu mijenjati (dob, spol i genetska predispozicija) te

varijabilni, na koje se moze utjecati (prehrana, okolis, infekcije, lijekovi i radioterapija).

Dob — Iako zlo¢udni tumori mogu nastati u bilo kojoj dobi, jedna od njihovih podvrsta,
karcinomi, ve¢inom se pojavljuju u starijoj zivotnoj dobi. Epidemioloski podaci iz SAD-a
govore da je vjerojatnost nastanka karcinoma u osoba mladih od 40 godina 1:60, dok u dobi od

70 godina ona raste na 1:3 za muskarce i 1:4 za zene [18,19].

Spol — Zbog odredenih spolnih razlika potpuno je jasno zasto se pojedine vrste tumora javljaju
u Zena, tj. muSkaraca (tumori jajnika ili testisa). No, spolne razlike u ucestalosti pojedinih
tumora su jos uvijek nejasne. Npr. karcinom $titnjace je Cetiri puta ¢e$¢i u Zena, karcinom
jednjaka cetiri puta ¢e$¢i u muskaraca, kao i karcinom pluéa [18,19]. Tumori crijeva se u

jednakim omjerima pojavljuju i u muskaraca i u Zena [18,19].

Genetska predispozicija — Neki tumori vezani su uz odredene genske mutacije te su Cesti u
obiteljima koje su nosioci te mutacije, kao npr. u neurofibromatozi tipa 1 i 2, obiteljskoj
adenomatoznoj polipozi debelog crijeva, sindromu multiplih endokrinih neoplazija (MEN) tip
1 i 2 [20-22]. Kod tih je pacijenata mehanizam nastanka tumora povezan s mutacijama
tumorsupresorskih gena kao $to su NF-1 gen u neurofibromatozi tip 1 ili RB-1 gen u

retinoblastomima [22,23].

Prehrana — U dana$nje se vrijeme sve viSe paznje posvecuje prehrani, buduéi da su velika
epidemioloska istrazivanja ukazala na povecanu ucestalost pojedinih vrsta tumora probavnog
sustava s odredenim tipom ili nac¢inom konzumacije hrane. Tako je, na primjer, karcinom zeluca
u Japanu jedan od najcesc¢ih zlo¢udnih tumora [24], karcinom jednjaka u dijelovima Kine i
srednje Azije pripisan utjecaju specificne prehrane [25]. U zemljama Europe i Sjeverne
Amerike karcinom debelog crijeva je daleko ¢es¢i, a pripisuje se prehrani koja sadrzava manju

koli¢inu neprobavljivih vlakana, a viSe rafiniranih ugljikohidrata 1 masti nego u nerazvijenim
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zemljama [26]. Dugotrajna upotreba alkohola smatra se odgovornom za karcinome jednjaka i
gusterace [27,28].

Okolis — U velikim je gradovima veca ucestalost karcinoma pluc¢a nego u ruralnim podruc¢jima
pa se vjeruje da tome uvelike doprinosi oneciséenje zraka [29]. Takoder pokazana je znatno
veca ucestalost ne samo raka pluca, veé i usne Supljine, jednjaka, guSterace, mokra¢nog mjehura
i vrata maternice kod pusaca [29]. Radnici u industriji azbesta su znatno ¢eSc¢e obolijevali od
mezotelioma i karcinoma pluc¢a od ostale populacije [30]. Radioaktivni jod u zraku nakon
eksplozije atomske centrale u Cernobilu je bio uzrok poveéanom broju karcinoma §titnjate u
mladih dobnih skupina u Ukrajini i susjednim zemljama [31]. IzloZenost UV zrakama

sun¢anjem ili odlascima u solarije utje¢e na nastanak tumora koze [32].

Infekcije — Brojne virusne, bakterijske i parazitske infekcije povezane su s nastankom tumora.
Najpoznatija spolna infekcija humanim papiloma virusom povezana je s karcinomom vrata
maternice [33]. Infekcija Epstein-Barrovim virusom povezana je u subsaharskoj Africi s
pojavom Burkittovog limfoma, a u Kini nazofaringealnog karcinoma [33]. Od bakterijskih je
infekcija najpoznatiji Helicobacter pylori koji uzrokuje kroni¢ni gastritis, a pogoduje i nastanku
limfoma i karcinoma zeluca [33]. Od parazitarnih infekcija Shistosoma hematobium je poznati
uzro¢nik tumora koji je u dijelovima sjeverne Afrike uzro¢nik kroni¢nog cistitisa te pogoduje

nastanku karcinoma mokra¢nog mjehura [33].

Lijekovi i radioterapija — Na zalost, pokazalo se da napretkom i razvojem farmaceutske
industrije osim brojnih nuspojava lijekova, primjena odredenih vrsta lijekova moze uzrokovati
i zlo¢udne tumore. Najpoznatiji i najucestaliji primjer je kemoterapija i citostatici, koji u
onkologiji lijece i izlijeCe jednu vrstu tumora, da bi se nakon par godina pojavila nova vrsta
zlo¢udnog tumora [34]. Imunosupresivni lijekovi koji se daju bolesnima s transplantiranim
organima takoder pogoduju razvoju tumora [35]. Radioterapija i primjena radioaktivnih izotopa
takoder se povezuje s poveéanom ucestaloS¢u zlo¢udnih tumora, prvenstveno zlo¢udnim

tumorima mekih tkiva, sarkomima [36].



2.2.5. Karcinogeneza i karcinogeni

Brojna istrazivanja zadnjih stolje¢a dovela su do spoznaje da je neoplasti¢ni rast, kada ga
promatramo na stani¢nom nivou, gotovo uvijek povezan s promjenama u genskom sustavu
stanice. Te se promjene nazivaju mutacijama. Brojni su uzroci tih mutacija, a tvari i kemikalije
koje uzrokuju mutacije, i posljedi¢no tumore, nazivamo karcinogenima (onkogenima). Te
karcinogene tvari mogu se podijeliti u tri osnovne skupine: kemijske, fizikalne te bioloske

(virusna i bakterijska karcinogeneza) [12].

Kemijski karcinogeni — Jo§ je davne 1775. godine Sir Percival Pott primijetio povecanu
ucestalost raka skrotuma u dimnjac¢ara u Londonu te pretpostavio da taj rak nastaje zbog
mehani¢kog prijenosa ¢adi na prepone dok su dimnjacari zajahivali na dimnjake. Nakon
uvodenja obaveznog kupanja uspjeli su sprijeciti tu bolest §to je predstavljalo jedan od ranih
uspjeha prevencije raka uzrokovanih okolisem. Nakon identifikacije dibenzantracena kao
glavnog karcinogena u katranu, rak koze u radnika u katranskoj industriji te rak plu¢a u pusaca
poceo Su povezivati s tim karcinogenom.

Kemijski karcinogeni vezu se za DNA te kemijski mijenjaju baze, pri ¢emu dolazi do mutacije
[37]. Mutacija moze rezultirati promjenom aminokiselinskog slijeda u proteinu te promjenom
njegove aktivnosti. Ukoliko se opisana promjena dogodi u proteinu koji je vazan za kontrolu 1
sam proces proliferacije, dolazi do poticanja proliferacije stanice. Daljnjim dijeljenjem
generiraju se nove mutacije te u konacnici nastaju razli¢iti klonovi stanica koji rastu brze od
okolnog, normalnog tkiva, ne ovise o signalima okoli$a za proliferaciju, neosjetljivi su na
inhibitorne signale okoline te izbjegavaju imunoloski nadzor organizma. S obzirom da su
tumori heterogeni, unutar jednog se tumora nalazi mnogo razli¢itih klonova stanica, ali njegova

sklonost metastaziranju i invaziji ovise o maloj, ali izrazito agresivnoj subopulaciji stanica [7].

Fizikalni karcinogeni — U ovu skupinu se ubrajaju razliite vrste ionizirajuceg zracenja: UV
zraCenje, rendgenske zrake, o, p i y zrake. Glavni izvor UV zradenja Su sunceve zrake te
svjetiljke koje se upotrebljavaju u solarijima za tamnjenje koze. S obzirom da ih koza apsorbira,
oni ne prodiru duboko u potkozno tkivo nego uzrokuju ostecenja DNA u povrSinskom sloju
tijela uzrokujué¢i karcinome koze i melanome [32]. Karcinogeni ucinak rendgenskih zraka

uocen je u pionirsko doba rendgenologije kada se nije koristila zastita medicinskog osoblja i



pacijenata, a koli¢ina je zracenja bila veca nego u danasnje doba. Tada je primijecena znatno

veca ucestalost raka koze i leukemija u izloZenih osoba.

Virusna i bakterijska karcinogeneza — Virusi se po molekuli nositelju genske informacije dijele
u dvije skupine: DNA i RNA virusi. Karakteristika RNA virusa je da se njihova RNA prepisuje
enzimom reverzna transkriptaza u DNA te se ta sekvenca ugraduje u genom domacina pri ¢emu
kod nekih virusa moze do¢i do maligne transformacije stanice domacina. Onkogeni virusi kod
ljudi su rijetki, a jedan od primjera je virus humane T-stani¢ne leukemije (HTLV) koja je
endemicna u Japanu i na karipskim otocima. Leukemija se pojavljuje u samo 3-5% kroni¢no
inficiranih osoba, obi¢no nakon latentnog razdoblja od 20-50 godina [38].

Onkogeni DNA virusi su daleko brojniji, najpoznatiji je Humani papiloma virus (HPV) od
kojeg je otkriveno oko 80 podtipova. Samo su neki podtipovi karcinogeni te ih nazivamo
podtipovima visokog rizika [39]. Svi podtipovi pokazuju tropizam za plocaste stanice te u
inficiranim stanicama uzrokuju brojne promjene koje u konacnici rezultiraju nastankom
papiloma u spolnim organima, usnoj Supljini ili grkljanu. Podtipovi visokog rizika integriraju
se u genom domacima rezultirajuc¢i nastankom planocelularnog karcinoma ako se na vrijeme
ne lijece [39].

Epstein-Barr virus (EBV) je jo$ jedan primjer onkogenog DNA virusa koji spada u skupinu
herpes virusa. lako je za vefinu ljudi bezopasan te infekcija prode asimptomatski ili s
infektivnom mononukleozom, u pojedinih skupina ljudi inicira nastanak nekih oblika
Hodgkinovog limfoma, Burkittov limfom, B-stani¢ni limfom u bolesnika s AIDS-om te
nazofaringealni karcinom [39].

Od onkogenih bakterija je najvaznija Helicobacter pylori uzro¢nik kroni¢nog atrofijskog
gastritisa i peptickog ulkusa. Povezan je s nastankom adenokarcinoma i limfoma Zeluca [40].
Za razliku od karcinogenih virusa, genom ove bakterije se ne prenosi u stanice Zeluca te
mehanizam karcinogeneze nije do kraja razjasnjen, ali se pretpostavlja da zlo¢udni tumori
nastaju zbog interakcije izmedu infekcijom ostec¢enih stanica Zelu€ane sluznice 1 upalnih stanica

koje ih okruzuju [40].

2.2.6. Geni odgovorni za malignu transformaciju

Onkogeni — Prvi onkogeni su geni otkriveni kao dijelovi kancerogenih onkogenih virusa, no

takoder je otkriveno da mutacijama normalnih stani¢nih gena, protoonkogena, nastaju
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onkogeni. Onkogeni iz protoonkogena mogu nastati brojnim promjenama kao §to su tockaste
mutacije, translokacije, delecije/insercije vise baza, amplifikacije [41]. Protoonkogeni sudjeluju
u regulaciji normalnog stani¢nog rasta i diobe, te su odgovorni za autonomni rast neoplasti¢nih
stanica koje rastu i bez vanjskih faktora rasta i ne odgovaraju na normalne endogene i egzogene
kontrolne mehanizme [41]. Proteini, produkti protoonkogena, imaju ulogu u stani¢nom ciklusu
te su izuzetno znacajni u proliferaciji stanica. Najpoznatiji su faktori rasta (EGF, FGF),
receptori za faktore rasta (receptor za epidermalni faktor rasta, EGFR, receptor za faktor rasta
podrijetlom iz trombocita, PDGFR, receptor za faktore rasta mati¢nih stanica; c-KIT), signalne
molekule (RAS, SRC), regulatori mitoticnog ciklusa (ciklini), molekule koje se vezu na DNA
(FOS-JUN, MYB) [41].

Geni koji zaustavljaju rast tumora — Geni koji kontroliraju rast stanica zaustavljanjem
proliferacije nazivaju se jo§ i tumorsupresorskim genima. Oni djeluju suprotno onkogenima te
suprimiraju pretjeranu proliferaciju stanica. Neoplasti¢na pretvorba stanica nastaje ako se ti
geni izgube delecijom ili prestanu normalno funkcionirati zbog mutacije. Gubitak
tumorsupresorskog gena se ocituje kao gubitak heterozigotnosti (engl. loss of heterozygosity,
LOH) [42].

Najpoznatiji tumorsupresorski gen je RB-1. Tumor supresori se nasljeduju po principu
recesivnosti, dakle, potrebne su promjene na oba gena. U hereditarnom obliku bolesti jedan
mutirani gen se nasljeduje dok se drugi inaktivira nekom mutacijom. Kao posljedica oba
mutirana gena u takve djece nastaje retinoblastom [23]. U sporadi¢nim tumorima dogadaju se
mutacije na oba gena.

TP53 se smatra najvaznijim tumorsupresorskim genom, ¢ije se mutacije kao i mutacije gena
koji reguliraju njihovu ekspresiju nalaze u vecini ljudskih tumora [43]. S obzirom da je jedna
od najznacajnijih funkcija ovog tumorsupresor gena kontrola prelaska stanica iz G1 u S fazu, u
stanica u kojih je on mutiran ili o$tecen ta kontrola izostane pa sve stanice, uklju¢ujuci i one
koje imaju defektnu DNA prolaze u S fazu i dijele se [44]. Stanice koje imaju o$te¢enu DNA
tako postanu neoplasti¢ne i nastave se nekontrolirano dijeliti.

Geni koji sudjeluju u apoptozi — Apoptoza ili programirana stani¢na smrt je jedan od
homeostatskih mehanizama koji odrzava ravnotezu izmedu stanica koje su obavile svoju
funkciju i stare su te novostvorenih stanica [45]. Apoptoza je vrlo slozen proces u kojem
sudjeluju brojni proteini. Mutacija bilo kojeg od tih gena, a koja uzrokuje nefunkcionalni
protein, moze uzrokovati poremecaje regulacije apoptoze s posljedi¢nim stvaranjem tumora.
Za razliku od tumora Kkoje nastaju djelovanjem onkogena ili zbog poremecaja

tumorsupresorskih gena, tumori koji nastaju zbog poremecaja apoptoze ne pokazuju pojacanu
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mitotsku aktivnost te rastu znatno sporije kao posljedica nakupljanja stanica koje ne umiru [46].
Postoji nekoliko skupina gena koji sudjeluju u apoptozi: kaspaze, proapoptoti¢ni proteini,
antiapoptoti¢ni proteini i BH-3 proteini [47]. Najpoznatiji tumor koji nastaje zbog povecane
produkcije BCL2 proteina, a ¢ija je funkcija inhibicija proapoptoti¢nih enzima nalazi se u

limfocitima, je folikularni limfom B-imunofenotipa [48].

Geni koji sudjeluju u popravku DNA — Enzimi koji popravljaju DNA su vrlo bitni buduéi da
popravljaju nepravilnosti i oste¢enja DNA, a koja mogu biti uzrokovana raznim toksi¢nim
kemikalijama, radikalima kisika ili fizikalnim faktorima. Ako se oste¢enja DNA ne poprave
prije ulaska stanice u mitozu, ta se oSte¢enja prenose u novonastale stanice s posljedicnom
neoplastiénom pretvorbom tih stanica. Oste¢enja gena MSH2, MLH1 i PMS2, koji sudjeluju u
popravku DNA vode povecanoj ucestalosti razvoja tumora endometrija, jajnika, gusSterace te
posebno poznatog obiteljskog nepolipoznog karcinoma debelog crijeva [49]. Obiteljski
nepolipozni karcinom debelog crijeva je nasljedna bolest u kojoj zlo¢udni tumori nastaju na
ravnoj plohi debelog crijeva bez prethodnog stvaranja adenomatoznih polipa. Kako je veé
spomenuto, bolest nastaje zbog mutacija jednog od nekoliko gena za popravak pogresno
sparenih baza DNA. Zbog izostanka popravka dolazi do nakupljanja mutacija koje se pojavljuju
1000 puta ceS¢e nego u normalnoj populaciji. Krivo spojene baze dovode do mikrosatelitske

nestabilnosti DNA §to pogoduje nastanku zlo¢udnih novotvorina u debelom crijevu [49].

2.3. Tumori dojke

Karcinom dojke daleko je najzastupljeniji tip karcinoma kod Zena, i naj€e$¢i je uzrok smrti Zena
u razvijenim zemljama [6]. Vise od milijun Zena oboli, a oko pola milijuna Zena umre svake
godine od raka dojke Sirom svijeta. UCestalost ove maligne bolesti jo$ uvijek je u porastu, a i
smrtnost je 1 dalje visoka unato¢ napretku u ranome otkrivanju i strategiji lijeCenja. Americko
drustvo za rak (American Cancer Society, ACS) izdalo je procjenu za 2019. godinu, 268 600
novooboljelih zena te 41 760 smrtnih sluc¢ajeva. Nadalje, prema podacima ACS, ucestalost
karcinoma dojke pala je za 2,1% izmedu 2012 do 2016. godine, ali samo u skupinama Zena
iznad 50 godina $to se pripisuje smanjenju upotrebe hormona i menopauzi [50]. Nazalost, sve

je vise novooboljelih mladih zena kod kojih je tijek bolesti znatno agresivniji [18].
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Godine 2018. u svijetu je bilo 2,17 milijuna novootkrivenih slucajeva karcinoma dojke [1], a u
Hrvatskoj je bilo 2 856 novih sluc¢ajeva [1]. Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije
(engl. World Health Organisation, WHO), tumori dojke su vodec¢i uzrok i obljenja i smrti od
malignih bolesti medu zenama [1]. Podaci WHO govore o porastu ucestalosti karcinoma dojke
od 2012. do 2018. 20%, dok je procjena za period od 2018. do 2040. za dodatnih 35% [1].
Generalno, globalni trend pokazuje da je u zemljama u razvoju, koje prolaze kroz brze i
korjenite drustveno-ekonomske promjene, promjena zivotnoga stila i navika prema onome
tipicnom za razvijene industrijalizirane zemlje rezultirao porastom ucestalosti je i prevalencije
tumora povezanih s reproduktivnim, hormonskim i prehrambenim rizi¢énim faktorima.
Ucestalost raka dojke u porastu je u vecini regija svijeta, no postoje znacajne epidemioloske
razlike i nejednakosti izmedu bogatih i siromasnih zemalja. Ucestalost je i dalje najvisa u
razvijenim zemljama, no smrtnost je relativno viSa u zemljama u razvoju zbog nedostatka
probira i rane detekcije kao i slabije dostupnosti terapijskih opcija. Primjerice, u zapadnoj je
Europi incidencija karcinoma dojke presla 90 novih slu¢ajeva na 100000 Zena godisnje, dok je
u isto¢noj Africi bila trostruko niza (30/100000 zena) [51]. Usprkos razlici u uéestalosti, stope
smrtnosti od karcinoma dojke u ove dvije regije skoro su identi¢ne (15/100000 Zena godisnje),
Sto jasno ukazuje na odgodenu dijagnozu i znacajno losije prezivljenje raka dojke u zemljama
u razvoju.

U Republici Hrvatskoj 2016. godine zabiljeZeno je 2644 novih slu¢ajeva karcinoma dojke, §to
je 26% svih novodijagnosticiranih tumora u zena [51,52]. Iste godine od karcinoma dojke u
Hrvatskoj je umrla 1071 Zena [52]. Zadnjih godina karcinom dojke ¢ini oko 25% svih
karcinoma kod Zena 1 daleko je najcesce sijelo karcinoma; slijede karcinom kolorektuma (13%)
i bronhopulmonarni karcinom (8%). Iako je identificiran niz genetskih i okolisnih faktora koji
utjecu na rizik za nastanak karcinoma dojke, etiologija jo§ nije u potpunosti razja$njena i jo$
uvijek nema ucinkovitih metoda za primarnu prevenciju. Karcinom je dojke izrazito heterogena
skupina tumora. Razlikuju se 24 histoloska tipa i podtipa karcinoma dojke; svaki od njih ima
odredene histoloske, histokemijske, imunohistokemijske 1 molekularne karakteristike te ima

odredenu prognozu.

2.3.1. Genski faktori u karcinogenezi raka dojke

Kao i kod ostalih tumora, i kod dojke genska je osnova vrlo bitna pri ¢emu postoje dva razlicita
seta gena. Prvi skup €ine geni koji ukljuceni u nasljedni povecani rizik od pojave karcinoma

dojke u 10-15% slucajeva. Patogene promjene gena BRCA1 i BRCA2 povecavaju rizik od
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razvoja karcinoma dojke za 40-80% u obiteljima s vise slucajeva karcinoma dojke ili jajnika u
odnosu na sporadicne karcinome dojke. Oko 5% rizika pripisuje se drugim visokim
penetrantnim genima poput TP53, CDH1, PTEN, STK11, RAD51C i RAD51D, te nekim
genima s niskom do umjerenom penetracijom, kao $to su ATM, CHEK2, BRIP1 i PALB2.
Identifikacija pacijentica s karcinomom dojke koje nose mutaciju BRCAL1 ili BRCA?2 i ¢lanova
njihovih obitelji obraduje se prema Smjernicama za genetsko savjetovanje i testiranje na

nasljedni karcinom dojke i jajnika [53].

Drugi skup gena su povezani s razvojem specificnih podtipova karcinoma dojke. NajceSc¢e su
zabiljeZzene mutacije u TP53 (40%), PIK3CA (42%), ESR1 (14,3%), CDH1 (10%), GATA3
(11,3%), MAP3K1 (7,5%), PTEN (6%) , NF1 (5%), KMT2C (5%) i RB1 (3%) i amplifikacije
u ERBB2 (15%), CCND1 (13%), FGFR (14%) i MYC (8%) [54,55].

2.3.2. Histoloski gradus

Odredivanjem histoloskog gradusa tumora prema Elston-Ellisovom sustavu prikazanim u
Tablici 1 procjenjujemo agresivnost tumorskog fenotipa i njegovu histolosku sli¢nost sa
zdravim tkivom iz kojeg je nastao. Histoloski gradus (Slika 2) predstavlja zbroj bodova
pojedina¢nih kategorija pri ¢emu gradus I ima 3-5 bodova, gradus Il 6-7 te gradus Ill, 8-9
bodova. Gradus | predstavlja dobro diferenciran tumor i pokazuje bolju prognozom od slabo
diferenciranog tumora gradusa III. Histoloski gradus je zna¢ajan neovisan prognosticki faktor,
anjegova prognostic¢ka vrijednost jos raste u kombinaciji s drugim prognosti¢kim faktorima od
kojih su najvazniji veli¢ina tumora i stanje regionalnih limfnih ¢vorova [56]. Tumori viSeg
gradusa bolje reagiraju na kemoterapiju zbog pojacane proliferacije, ali karcinomi gradusa 111

imaju devet puta veci rizik od povrata bolesti unutar pet godina nego oni gradusa | [56].
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Tablica 1. Osnovni kriteriji procjene histoloskog gradusa karcinoma dojke

Tubularne ) o Broj mitoza
Bod . Polimorfizmi jezgre
formacije (u 10/HPF)
1 >75% minimalne varijacije 0-9
2 10-75% srednje varijacije 10-19
3 <10% jako izrazene varijacije >20

Grade 1 Grade 2 Grade 3

s oA 'u. ¥ iy T WOEa
O s gRETEE R VAR
)

Slika 2. Mikrofotografije karcinoma dojke histoloskog gradusa I-111 (Preuzeto i modificirano
iz [56])

2.3.3. Imunofenotip

Osim prema histoloskim podtipovima (duktalni, lobularni, medularni, papilarni, apokrini) 1
histoloSkom gradusu, karcinome dojke mozemo podijeliti i prema prisutnosti/odsutnosti
odredenih molekula/receptora na povrSini tumorskih stanica [13]. To se prvenstveno odnosi na
izrazenost hormonskih (estrogenskih ER 1 progesteronskih PR) receptora u tumorskim
stanicama, ali 1 na prisutnost pojacane izraZzenosti HER2 receptora, receptora za epidermalni
faktor rasta. Za pracenje zlocudnoga potencijala karcinoma dojke, planiranje kirurske i
postoperacijske terapije i pracenja pacijentica, danas se koriste brojni prediktivni i prognosticki
faktori vezani uz pacijenticu kao Sto su dob i komorbiditeti, opée stanje i hormonski status
pacijentice te pokazatelji vezani za tumor: veli¢ina tumora, multicentri¢nost, histoloski tip i

podtip tumora prema WHO (World Health Organisation) klasifikaciji, histoloski gradus (I-111),
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status hormonskih receptora (ER i PR), HER2 status (IHC, SISH, FISH), limfovaskularna

invazija, odredivanje statusa limfnih ¢vorova aksile, prisutnost udaljenih metastaza [3,14].

Analiza gore navedenih pokazatelja rezultirala je prognostickim sustavom koji omogucuje
raspodjelu pacijentica s karcinomima dojke u nekoliko kategorija. Pokazalo se da su hormonski
pozitivni tumori, koji su ¢es¢i kod pacijentica starije Zivotne dobi, blazeg tijeka i odgovaraju
na hormonsku terapiju. Prema preporukama Americkog udruzenja patologa i NCCN-a
(National Comprehensive Cancer Network) tumori su ER i PR pozitivni ako je najmanje 1%
stanica pozitivnho na spomenute receptore i preporuca se odrediti broj pozitivnih tumorskih
stanica na odredeni receptor te utvrditi intenzitet bojenja [57]. Prekomjerna izrazenost receptora
za humani epidermalni faktor rasta (HER2/neu ili ErbB-2) prisutna je u 15-25% invazivnih
karcinoma dojke. Prekomjerna izrazenost gena HER2/neu ukazuje na agresivniji fenotip 1 loSiju
prognozu [58]. Stoga je bilo izuzetno vazno razviti antitijelo na taj receptor.

Jedan je od takvih lijekova humano monoklonsko antitijelo trastuzumab (Herceptin®,
Genetech) koje se veZze na izvanstani¢nu jukstamembransku domenu HER2 te inhibira
proliferaciju 1 prezivljenje tumora ovisnih o HER2. Prema preporukama Ameri¢kog drustva za
klini¢ku onkologiju i Udruzenja ameri¢kih patologa (American Society of Clinical
Oncology/College  of  American  Pathologists), na svim karcinomima dojke
imunohistokemijskom se analizom ocitava izrazenost transmembranskog proteina HER2 [59].
Ako se reakcija o¢ita kao pozitivna, smatra se da te pacijentice imaju HER2 pozitivne tumore i
uvodi im se terapija Herceptinom.

Tijekom desetlje¢a istrazivanja i pracenja pacijentica s karcinomom dojke u stotinama
neovisnih studija, doslo se do zakljucka da su pokazatelji biologije tumora vazniji od
numerickih pokazatelja (veli¢ina tumora, broj zahvacenih aksilarnih limfnih ¢vorova). Takoder,
posljednjega se desetljeca postigao znacajan napredak u genskoj analizi karcinoma dojke (engl.
DNA- microarray expression profiling analyses) te se uocilo da karcinomi dojke mogu biti
podijeljeni u bioloSki 1 klinicki smislene skupine. S obzirom da je genska analiza
(OncoTypeDx, MammaPrint) preskupa za veéinu zemalja prihvaéeno je da se
imunohistokemijski odreduje imunofenotip karcinoma dojke na cetiri osnovna biljega koji u

visokom postotku odgovaraju molekularnoj klasifikaciji.
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Predicted Somatic Non-silent Mutations B Truncation Mutation Missense Mutation
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Luminal A -:_,_
_—__ T —— —_— o
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37% 8% 4% 11% 7% 7% 3% 3% 2% 4% 2% 3% 3% 3% 2% 2% 1% 2% 3% 3% 1% 2%
12% 13% 7% 14% 8% 9% 4% 04% 4% 5% 2% 3% 5% 4% 2% 3% 1% 04% 1% 2% 04% 2%
29% 5% 2% 15% 6% 5% 4% 2% 2% 2% 2% 4% 2% 2% 2% 0% 1% 3% 2% 4% 2% 4%
72% 4% 2% 2% 7% 5% 2% 4% 2% 4% 2% 0% 0% 2% 2% 4% 2% 0% 5% 0% 5% 4%
80% 0% 0% 2% 5% 0% 1% 0% ©O0% 0% 0% 1% 2% 1% 0% 1% 0% 4% 4% 2% 0% 1%

Percentages of Cases with Mutation by Expression Subtype

Slika 3. Karakteristi¢ne mutacije u genomu karcinoma dojke po intrinzi¢nim skupinama. (Preuzeto iz: http://massgenomics.org/2012/09/a-

comprehensive-atlas-of-breast-cancer-genomes.html [60])
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Genskim analizama tumorskih stanica (Slika 3) pokazalo se da postoje znacajne razlike u
izrazenosti odredenih gena kod razli¢itih karcinoma dojke pa se karcinomi dojke mogu prema
tim razlikama podijeliti u Cetiri skupine [61-64]. Te genske podskupine odgovaraju i
imunofenotipskim podskupinama §to se odreduju temeljem izraZenosti hormonskih receptora
(ER, PR), membranskog proteina HER2 te Ki-67 (proliferacijskog indeksa), a prema kojima se

odreduje daljnja terapija i prognoza:

LUMINALNITIP A

Ovi tumori izrazavaju hormonske receptore, ER i PR, te imaju niski indeks proliferacije, Ki67,
koji je manji od 20% pozitivnih stanica. Ovaj tip tumora je naj¢e$¢i, a ujedno i najmanje
agresivan. Javlja se kod ¢eS¢e kod pacijentica starije Zivotne dobi. Gledano po gradusima, tu
obi¢no spadaju tumori nize gradusa te su dobro diferencirani $to za ishod ima bolju prognozu.
Zbog dobre izrazenosti hormonskih receptora ovi tumori dobro odgovaraju na hormonsku

terapiju.

LUMINALNI TIP B

Kao i luminalni tip A tumori, ovi tumori izrazavaju hormonske receptore, pri ¢emu je ER
pozitivan, a PR pozitivan u manje od 20% stanica ili ¢ak negativan. Medutim, za razliku od
luminalnih tip A tumora ovi imaju visi indeks proliferacije, Ki67, koji je izrazen u vise od 20%
stanica. Ovu grupu mozemo podijeliti na dvije podgrupe, koje su u ovom radu vodene odvojeno
budu¢i da se znacajno razlikuju u molekulanrim mehanizmima, a to su HER2 pozitivni 1 HER2
negativni. Radi jednostavnosti, dalje u tekstu ove ¢e se grupe navoditi kao luminalni tip B za
HER2 negativne te luminalni tipB/HER2+ za HER2 pozitivne luminalne tip B tumore. Ovi
tumori sli€ni su luminalnom tip A tumoru, ali imaju lo$iju prognozu. Pogodni su za endokrinu
terapiju, ali se ova terapija kombinira s citotoksi¢nom terapijom zbog visokog proliferacijskog

indeksa, ili s anti-HER2 terapijom kod HER2 pozitivnih tumora.

HER2 POZITIVAN
Ovaj tip tumora ne izrazava hormonske receprote (ni ER ni PR), ali izrazava HER2, receptor

za epidermalni faktor rasta 2. Stoga je ovaj tip tumora izrazito agresivan, te Cesto visokog
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gradusa, slabije je diferenciran. Za razliku od luminalnih tipva tumora HER2 pozitivni tumori
se ¢esce javljaju kod mladih zena (ispod 40-¢ godine Zivota). Anti-HER2 ciljana terapija znatno

poboljsava ishod bolesti.

TROSTRUKO NEGATIVAN

Trostruko negativni tip karcinoma dojke, ili engl. ,,Basal like* dobio je ime po tome $to ne
izrazava oba hormonska receptora (ER ni PR), a niti HER2. Kao §to se moze pretpostaviti ovaj
tip tumora je izrazito agresivan, slabo diferenciran te zbog nedostatka ciljnih molekula nema ni
ciljane terapije za njega. Kao i kod HER2 pozitivnih tumora, ve¢i je rizik razvoja u mladoj
zivotnoj dobi (ispod 40-¢ godine zivota). Kod ovog tumora je prisutan nasljedni faktor s
obzirom da se veéina BRCA1 mutacija nalazi u ovom tipu tumora. U odnosu na ostale
podtipove imaju vecu osjetljivost na kemoterapiju na bazi platine (cisplatina, karboplatina,
oksalplatina), DNA interkaliraju¢ih agensa (doksorubicin), agensa koji blokiraju diobu
(paklitaksel-blokira tubulin, PARP inhibitori-blokiraju enzim popravka poli-ADP riboza

polimerazu).

Naknadno je otkrivena i peta podskupina/fenotip karcinoma dojke [15]. To su tzv. klaudin-niski
karcinomi dojke, tj. tumori sa snizenom izrazenosti klaudina (stanice nalik tumorskim mati¢nim
stanicama, s niskom izraZenosti biljega luminalne diferencijacije, niske izraZenosti
medustani¢nih 'proteina ¢vrste veze' (‘tight junction protein') E-kadherina, klaudina i okludina).
Neki autori navode jo$ 1 skupinu karcinoma koji nalikuju normalnim stanicama dojke, a kod

kojih je genetski profil, kao 1 histoloska slika, najmanje razli¢it od zdravoga tkiva dojke.

2.4. Oksidacijski stres i 4-hidroksinonenal

Evolucija zivih organizama od anaerobnih prema aerobnima nastaje pojavom kisika u
atmosferi. To je prekretnica u evoluciji jer se aerobnim mehanizmima generira znatno vise
energije od anaerobnih, ali istovremeno povlaci za sobom opasnost od toksi¢nosti kisika, tj.
pojavu oksidacijskog stresa [65].

Oksidacijski je stres pomak ravnoteze prema oksidaciji u stani¢nim oksidacijsko-redukcijskim
reakcijama [8,66]. Mogu ga izazvati ili poveéano stvaranje slobodnih radikala ili smanjena

antioksidacijska zastita [66,67]. lako paradoksalno na prvi pogled, antioksidacijska zastita ali i
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oksidacija bitni su za normalan metabolizam, provodenje signala i regulaciju stani¢ne funkcije.
Stoga je ravnoteza/homeostaza izmedu ova dva procesa izrazito bitna za normalnu funkciju i

metabolizam svake stanice u organizmu [68].

2.4.1. Reaktivne kisikove vrste (ROS)

Slobodni radikali su nestabilne &estice kratkog Zivota (oko 10™s) koje u vanjskom omotacu
imaju jedan ili viSe nesparenih elektrona. Nespareni elektron ih ¢ini vrlo reaktivnima te lako
ulaze u oksidacijsko-redukcijske reakcije sa stani¢nim makromolekulama. Radikali uzrokuju
ostecenja okolnih makromolekula: DNA, proteina, lipida, pri ¢emu dolazi do mutacija,
inaktivacije funkcije enzima/proteina i lipidne peroksidacije [69]. U bioloskim sustavima
naj¢esci su kisikovi slobodni radikali te jednako reaktivne molekule koje zajedni¢kim nazivom
zovemo reaktivne kisikove vrste (engl. Reactive Oxygen Species, ROS), u koje spadaju
superoksidni (¢O2") i hidroksilni (*OH) radikal te neradikalni, ali jednako reaktivni, derivati
kisika, vodikov peroksid (H202), singletni kisik (*O2), hipoklorna kiselina (HCIO) te ozon
(O3)[66].

2.4.2. Utjecaj ROS-a

Pluca su organ u kojem se atmosferski Kisik apsorbira, prelazi u krv te se prenosi do svih stanica
organizma, pri ¢emu se 1-3% Kkisika pretvara u ROS [70]. Opcenito, stvaranje ROS-a moZemo
podijeliti na endogeno i egzogeno. Endogeno se ROS stvaraju u stanici i organizmu kao rezultat
"curenja” elektronskog transportnog lanca, u mitohondrijskoj membrani, oksidacijskim
praskom (kao reakcija obrane imunosnog sustava na patogen), enzimskim reakcijama
citokroma P450, lipooksigenaza, prostaglandin sintaze, oksidaza, flavoproteina, ksantin
oksidaze, te u $titnjaci prilikom oksidacije joda [8,71]. Egzogeni izvori ROS-a su ionizirajuce
zraCenje, lijekovi, herbicidi, duhanski dim.

Uc¢inak ROS-a ovisi, osim o njihovoj koncentraciji, i o vrsti stanica na koje djeluju.
Djelovanjem na diferencirane ili mitotski neaktivne stanice (kao §to su stanice bubrega, mozga
1 srca) ROS oStecuju normalne stani¢ne funkcije i na taj nacin mogu dovesti do nastanka
degenerativnih bolesti kao §to su Alzheimerova, Parkinsova, Huntingtonova bolest ili
kardiovaskularne bolesti [72] ili do nastanka karcinoma kroz oSte¢enja DNA. Lipidna
peroksidacija moze izazvati karcinogenezu na nekoliko razli¢itth nacina. Uz mutageno
oste¢enje DNA, lipidna peroksidacija moze izazvati delecije i amplifikacije, koje ukoliko
zahvacaju onkogene ili tumor supresore mogu voditi u transformaciju i razvoj tumora [73]. Kod

tumora bubrega uocen je i dokazan jo§ jedan mehanizam karcinogeneze. Naime, apoptoza
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potaknuta lipidnom peroksidacijom uzrokuje kompenzatornu regeneraciju pri ¢emu, zbog
gubitka kontrole proliferacije, dolazi do razvoja tumora [73]. Ovaj primjer zorno prikazuje kako
ROS i posljedicna lipidna peroksidacija mogu bit dvosjekli ma¢. Naime, i sporo-
proliferiraju¢im tkivima, povisene koncentracije ROS-a uzrokuju apoptozu, koja utjece i
ostecuje normalne stanice te dolazi do razvoja tumora. U brzo-proliferiraju¢im tkivima pak
povisene koncentracije ROS-a uzrokuju velika oSte¢enja DNA te posljedi¢ne stani¢ne smrti
koja tu onemogucava rast te djeluje antiproliferacijski/antikarcinogeno [73]. U prilog ovim
opazanjima je i nalaz da su nediferencirane stanice osjetljivije na citotoksi¢nost uzrokovanu

ROS-om od diferenciranih, zrelih stanica [74].

2.4.3. Masne kiseline bioloskih membrana

Masne kiseline ¢ine oko 30-80% masenog udjela bioloskih membrana, dok preostali dio ¢ine
proteini (20-60%) i ugljikohidrati (0-10%). U sastavu lipida membrana nalaze se zasi¢ene i
nezasicene masne kiseline. ViSestruko nezasicene masne kiseline (PUFA, engl.
PolyUnsaturated Fatty Acids) podlozne su lipidnoj peroksidaciji zbog prisutnosti dvostrukih
veza izmedu ugljika [69,75]. Nisu svi ROS jednako reaktivni, pa tako lipidnu peroksidaciju
mogu inicirati samo hidroksilni radikal (*OH), alkoksilni radikal (RO¢) i peroksilni radikal
(ROO¢) [8,76]. Peroksidacijom PUFA nastaju reaktivni aldehidi kao npr. 4-hidroksi-2-nonenal
(HNE), malondialdehid (MDA), akrolein i drugi srodni o,B-nezasi¢eni aldehidi [8]. Zbog
relativno dugog zivota, pojedini aldehidi opasniji su za stanicu od samih slobodnih radikala,
zato S§to su dovoljno reaktivni da oStete stanicu, izazovu lanCanu reakciju progresije
oksidacijskog stresa, ¢ime mogu izazvati i smrt stanice. Dok slobodni radikali djeluju na mjestu
svog nastanka, aldehidi su stabilni i imaju sposobnost reverzibilnog vezanja na bioloske
molekule, stoga mogu difundirati te imati puno Sire podrucje djelovanja [8,77].

Jedan od glavnih produkata lipidne peroksidacije je HNE koji je ujedno i jedini reaktivni
aldehid koji se nalazi u mjerljivim koli¢inama i u fizioloskim uvjetima [78]. HNE se veze i za
proteine s kojima tvori stabilne i bioloski aktivne konjugate [79-81]. Tako su, na primjer, u
kroni¢énom alkoholnom pankreatitisu (CAP) poveéane koncentracije HNE-a u acinarnim
stanicama te dolazi do pojacane ekspresije prokolagena | u okolnom vezivnom tkivu [82].
Budu¢i da u tkivu pankreasa nije prisutan HNE, rezultati ukazuju da lipidna peroksidacija u
CAP-u uzrokuje sintezu kolagena | koji je odgovoran za nastanak fibroze [82]. HNE moze
potaknuti sintezu kolagena I i kod Stakora te u aktiviranim pankreaticnim stelatnim stanicama

preko aktivacije p38MAP kinaze i c-Jun-N-terminalne kinaze (JNK), ali ne i NF-kB puta [83].
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Istrazivanja na jetrenim stelatnim stanicama pokazala su da HNE stimulira transkripciju i
translaciju prokolagena tipa | u stelatnim stanicama jetre direktnim vezanjem na JNK izoforme

Sto ima kljuénu ulogu u nastanku fibroze jetre [84].

2.4.4. Funkcije HNE-a

Nakon otkrica HNE su nazivali ,,sekundarnim toksi¢nim glasnikom slobodnih radikala‘“ [80,82]
obzirom na njegovu toksi¢nost i pojavu u mnogim patoloSkim stanjima kao npr. tumorima
[73,85], neurodegenerativnim bolestima [86,87], dijabetesu [88], autoimunosnim bolestima
[89] te u starenju [90].

Danas, kada su poznati dokazi o njegovoj ulozi u bioloskim procesima, Sve se ¢e$ce naziva
biomarkerom [78]. Utjecaj HNE-a na stanice moze biti dvojak, moZe uzrokovati njeno
prezivljenje ili smrt. HNE se veze i inhibira brojne enzime, npr. glukoza-6-fosfat
dehidrogenazu, gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazu, glutation-S-transferazu i druge [91-93].
Uz inhibiciju enzima, HNE mozZe izazvati apoptozu aktivacijom kaskade kaspaza neovisnih o
FasL i otpustanjem mitohondrijskog citokroma c [94,95]. HNE-proteinski konjugati mogu
opteretiti i narusiti aktivnost proteasoma koji time ne mogu vise degradirati oSte¢ene proteine.
Smanjenjem njihove aktivnosti dolazi do nakupljanja HNE-om modificiranih proteina te
posljedi¢no do stani¢ne smrti [96]. HNE regulira inhibitora NF-xB, ¢ime posljedi¢no regulira
imunosni odgovor [97,98].

Osim pocetno opisanih citotoksi¢nih u¢inaka na stanicu, pokazano je da je u¢inak HNE-a ovisan
o koncentraciji, pri ¢emu niZze koncentracije pokrecu obrambene mehanizme. U tim nizim
koncentracijama, HNE vezanjem aktivira izoforme c-Jun terminalne kinaze i p38 [84,99], sto
uzrokuje povecanje transkripcije c-i posljedi¢no dovodi do aktivacije AP-1 transkripcijskog
faktora [92,99]. HNE moze vezanjem aktivirati i druge proteine u putevima prijenosa signala;
receptore EGF (engl. Epithelial Growth Factor) i PDGF (engl. Platelet- Derived Growth
Factor), protein kinazu C, fosfolipazu C i fosfolipazu D [100-104]. Djelovanjem na signalne
puteve 1 transkripcijske faktore, HNE potice svoju detoksifikaciju te stimulira stani¢ni rast
[105].
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Slika 4. Shematski prikaz reakcija 4-hidroksinonenala po svakoj reaktivnoj skupini.

Buduc¢i da je HNE toksi¢an u vis§im koncentracijama, postoji i sustav njegove detoksikacije.
Neki od enzima koji mogu detoksicirati HNE su glutation-S-transferaza, aldoza reduktaza i
aldehid dehidrogenaza [69,106]. HNE se metabolizira konjugacijom na glutation (GSH),
medutim ova se reakcija ubrzava nekoliko stotina puta enzimom glutation-S-transferazom [69].
HNE konjugiran na GSH izbacuje se iz stanice aktivno, pomoc¢u RLIP76 (Ral-vezujuceg
proteina) membranskog proteina, visoko specifi¢nog za ovaj konjugat [107]. Oko 80% GS-
HNE-a se na taj nacin izbaci iz stanice, a uz ovaj transporter postoje jos i MRP1 (engl.
Multidrug Resistance Protein 1) i u manjoj mjeri MRP2 (engl. Multidrug Resistance Protein 2)
koji su odgovorni za ostalih 20-ak % [69].

2.4.5. HNE kao regulator signalnih puteva u tumora

Tanka je linija izmedu ,,dobrog* i ,,loSeg* stresa te je lako premostiva otvarajuci put agresivnim
medijatorima oksidacijskog stresa da postignu neZeljeni u¢inak ukljucujuéi i karcinogenezu.

Kao $to je poznato, jedno od obiljezja tumorskog tkiva je poremeéena homeostaza oksidacijsko-
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redukcijskih odnosa koja rezultira povisenim vrijednostima reaktivnih kisikovih vrsta (ROS)
koji, kada su poviseni, mogu inicirati zlo¢udnu transformaciju stanica u stadiju stresa te
potaknuti rast i diseminaciju zlo¢udnih tumorskih stanica [108]. U svrhu prevencije ROS-
inducirane toksi¢nosti tumorske stanice mijenjaju metabolicke puteve te aktiviraju mehanizme
antioksidacijske zastite [109]. Karcinogeni ucinci ROS-a su rezultat oste¢enja DNA, no ROS
[69]. Krajnji produkti lipidne peroksidacije su reaktivni aldehidi, medu kojima je i 4-hidroksi-
2-nonenal (HNE) [8]. Dok su ROS kratko zivuéi te je polje njihovog djelovanja vrlo maleno
(nm ili pm) HNE posjeduje snazan afinitet vezanja za proteine formirajuci relativno stabilne
produkte koji imaju sposobnost difuzije s mjesta nastanka pritom mijenjajuci strukturu i
funkciju proteina [8]. Zaklju¢no tome HNE moze utjecati na proliferaciju, diferencijaciju i
apoptozu tumorskih stanica s jedne strane dok istovremeno moZe utjecati na funkciju

genoma[108].

2.4.6. Lipidna peroksidacija i tumor-specifi¢na pojavnost HNE-a

Prva istrazivanja koja su uodila toksi¢nost konaénih produkata lipidne peroksidacije (LPO)
pojavila su se u sedamdesetim godinama proslog stolje¢a [110]. Pocetkom devedesetih su
opisana daljnja svojstva genotoksi¢nosti tih produkata [8,111]. Posljedi¢no tome, konacni
produkti lipidne peroksidacije su intenzivno proucavani te imenovani ,,drugim toksi¢nim
glasnicima slobodnih radikala“ naglasavajuci njihovu vaznost u toksi¢nosti procesa u kojima
su ukljuceni slobodni radikali [8]. Sljedeca istrazivanja pokazala su da HNE nije ,,samo
toksi¢an“ te se fokus istrazivanja pomice prema njegovoj ulozi regulatora rasta i signalne
molekule u sklopu bioloskih procesa kao §to su kemotaksija, prijenos signala, ekspresija gena,
proliferacija i diferencijacija stanica te stanicna smrt [112-114]. Ti su procesi klju¢ni u
regulaciji normalnog stani¢nog ciklusa stoga njihova modulacija pomoéu HNE-om moze
interferirati s kontrolom rasta 1 metabolizmom normalnih i1 malignih stanica na taj nacin
Znacaj HNE-a u modulaciji rasta malignih stanica moze se lako shvatiti promatrajuci njegovu
interakciju sa signalnim putevima koje su Hanahan i Weinberg prikazali u sklopu obiljezja
karcinoma [17]. Rani podaci 0 HNE-u kao faktoru koji modulira rast bili su prikazani u in vitro
eksperimentima u kojima su se koristile stanice karcinoma [113]. Navedeno istrazivanje uputilo
je novi put u istrazivanju HNE-a, te postavio hipotezu da su regulatorni u¢inci HNE-a posljedica
njegove interakcije s citokinima i pripadaju¢im humoralnim faktorima rasta. Posljedi¢no, od

interesa je definirati sintezu i akumulaciju HNE-a unutar normalnih i malignih stanica te
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njegovu interferenciju sa citokinima koji reguliraju rast in vivo, naroCito u slucajevima
karcinoma [109].

Zahvaljuju¢i monoklonskom HNE antitijelu na HNE-proteinske konjugate pokazalo se razlika
u koli¢ini HNE-a izmedu normalnog tkiva bubrega i tumora bubrega, s varijacijama u
intenzitetu ovisno o tipu tumora i tipu stanica unutar normalnog tkiva bubrega [115]. U
kolorektalnom karcinomu je koli¢ina HNE-proteinskih konjugata niza nego u normalnom tkivu
debelog crijeva, s izuzetkom karcinoma visokog gradusa [85]. U korelaciji sa sniZzenim
razinama HNE-a u humanom kolorektalnom karcinomu, je i ekspresija TGF-B1, $to ukazuje na
potencijalnu regulatornu ulogu HNE-a u karcinogenezi kolorektalnog karcinoma [116].
Medutim, potrebno je naglasiti da obrazac pojavnosti HNE-a na histoloskim uzorcima nije
univerzalan te ovisi o histoloskom porijeklu tumora [105]. Tako na primjer, u tumorima mozga
koli¢cina HNE-proteinskih produkata povecavala se proporcionalno povecanju malignosti
tumora [117,118].

Takoder, prisutnost i lokalizacija HNE-a u normalnom tkivu moze biti povezana s njegovom
fizioloSkom ulogom kao i uzro¢nom uklju¢enosc¢u u rani razvoj patoloskih procesa. U prilog
tome govori i promjena u subcelularnoj lokaciji HNE-a koja je uoCena u pacijenata s
duodenalnim ulkusom u kojem je HNE bio prisutan u citoplazmama Zljezdanih stanica mukoze
zeluca kao i u jezgrama tih stanica [119]. Kao potvrda navedenih istraZivanja su i rezultati
dobiveni na Long-Evans Cinnamon (LEC) modelu hepatitisa u Stakora koji spontano razvijaju
hepatitis, cirozu i na kraju tumore jetre [120]. Prisutnost HNE-a u jezgri jetrenih stanica u ranim

stadijima hepatitisa upu¢uje na njegov doprinos u nastanku karcinoma jetre [120].

2.4.7. Utjecaj HNE-a na rast stanica

Veé se u ranim istrazivanjima pokazalo da je HNE modulator rasta, a posebice da se radi 0
bifazi¢nom faktoru rasta; pri niskim razinama djelovao je kao stimulator rasta, a pri visokim
razinama kao supresivni/citotoksi¢ni faktor [113]. Dualni ucinak HNE-a ovisi 0
koncentracijama, ali i o vrsti stanica, pri ¢emu je pokazano da citotoksi¢ne koncentracije HNE-
a na leukemijske stanice zapravo poticu na rast normalne limfocite [121]. Medutim, niske
koncentracije HNE-a mogu potaknuti i tumorske stanice na rast, §to je ranije spomenuti slucaj
kolorektalnog karcinoma, u kojem nize razine HNE-a koreliraju s pove¢anom malignosti i
snizenom razinom TGFf [85].

Jedan od problema kod istrazivanja HNE-a jesu stanice na kojima se istrazuje. Kako je ve¢
receno, stanice razliCitog porijekla i razlic¢itog stupnja diferenciranosti daju razlicite odgovore

na iste ili sliéne koncentracije HNE-a [122]. Tako je, npr. na humanim hepatalnim stelatnim
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stanicama HNE inducirao proliferaciju putem aktivacije p46 i p54 izoformi c-Jun-a, ali ne c-
fos-a [84]. Nasuprot tome, na stanicama, HelLa, inhibicija proliferacije uzrokovana HNE-om
povezana je s povecanjem ekspresije c-fos-a [123]. Takoder, razne mutacije mogu kod istih
tipova stanica dati razli¢iti odgovor, kao kod karcinoma kolona gdje se kod Apc(+/+) stanica
drugacije metabolizira nego kod Apc (min/+) §to dovodi do razvoja tumora [124]. Uz to §to
razliciti putevi detoksifikacije HNE-a mogu ciniti razliku u osjetljivosti na njega, HNE moze
mijenjati i faktore u serumu te time djelovati na rast tumora, $to je pokazano in vitro, na
stanicama Hela [125,126]. HNE svoje djelovanje ostvaruje vezujuci se za signalne molekule
selektivno, pa se tako veze za Akt2 direktno dok na Aktl djeluje indirektno, preko inhibicije
fosforilacije [127]. Shematski prikaz signalnih puteva na koje djeluje HNE prikazan je na Slici
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karcinoma. HNE se veZe na inhibitor NFkB, IKK, ¢ime se NF«B otpusta 1 aktivira se signalni
put. HNE moze aktivirati EGFR signalni put dimeriziranjem EGFR, dok vezanjem na glutation
(GSH) postaje supstrat za aldehid reduktazu te posljedi¢no, nizom reakcija aktivira COX2, koji

dalje aktivira NFkB (preuzeto i modificirano iz [108]).
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2.5. Antioksidacijska zasStita

Stanice su kroz evoluciju stvorile obrambene mehanizme kako bi se zastitile od prekomjernog
stvaranja slobodnih radikala koji se stvaraju i u fizioloskim uvjetima u enzimatskim reakcijama
ili ,,curenjem elektrona disSnog lanca u mitohondrijima.

Antioksidacijski obrambeni mehanizmi se dijele na male molekule koje djeluju nespecific¢no i
na enzimatske kaskade.

Lipofilne male molekule koje stite stani¢énu membranu ¢esto se zovu i CBAs (engl. chain —
breaking antioxidants). One djeluju na na¢in da prekidaju autokataliticku lan¢anu reakciju
lipidne peroksidacije, a svrstavaju se u neenzimatski sustav za obranu od oksidacijskog stresa.
Glavni stani¢ni CBA-i su a-tokoferol, L-askorbinska kiselina (vitamin C), glutation (GSH),
mokracna kiselina. GSH je osobito vazan jer ujedno sluzi i kao supstrat za dva najbitnija
antioksidacijska enzimatska sustava: glutation-peroksidazu (GPX) i glutation-S-transferazu
(GST) [128].

Enzimatski sustav Cine antioksidacijski enzimi koji kaskadnim reakcijama detoksificiraju
oksidanse i time sprjecavaju Stetu na stani¢nim elementima. Najpoznatiji enzimi su superoksid
dismutaza (SOD) i katalaza, koja razgraduje vodikov peroksid do vode i kisika. Opisani
elementi obrane ukljucuju prevenciju, eksciziju i popravak oStecenja nastalih ROS-om te
drugim oksidansima. Oni su ukljuceni i u eliminaciju lipidnih peroksida u svrhu prekidanja
autokataliticke lancCane reakcije lipidne peroksidacije te oCuvanja cjelovitosti stani¢ne
membrane.

Vaznost enzimatskog antioksidacijskog sustava o€ituje se u skupini enzima koja ima funkciju
detoksifikacije i odstranjenja HNE-a iz stanica. To su glutation-S-transferaza, aldoza reduktaza
i aldehid dehidrogenaza [69]. U¢inkovite su u kontroli unutarstani¢nih koncentracija HNE-a do
kriti¢ne razine, kada je stanica preplavljena HNE-om i smrt je neizbjezna.
Glutation-S-transferaza katalizira konjugaciju HNE-a na glutation stvarajuc¢i molekulu topljivu
u vodi, GS-HNE. Ovako se HNE neutralizira jer se putem RLIP76 (Ral-vezujuéeg proteina),
membranskog proteina, izbacuje iz citoplazme u izvanstani¢ni prostor. Oko 80% GS-HNE-a se
na taj nacin izbaci iz stanice a 20-ak % pomo¢u MRP1 (engl. Multidrug Resistance Protein 1)
[69,107]. Naravno, koli¢ina ovih enzima regulirana je njihovom transkripcijom i specifi¢cnim
transkripcijskim faktorima, medu kojima svakako najvaznije mjesto ima NRF2 (engl. Nuclear

factor erythroid 2-related factor 2) [129].
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2.6. NRF2

2.6.1. NRF2-KEAP1 put

Kako je spomenuto, glavni transkripcijski faktor koji se aktivira u uvjetima oksidacijskog stresa
NRF2 i NRF2-KEAP1 (engl. Kelch-like ECH-associated protein 1) signalni put [129].
NRF2-KEAP1 je bZip (engl. basic leucine zipper) transkripcijski faktor s Cap ,,n“ Collar (CNC)
strukturom [130]. U uvjetima homeostaze NRF2 je vezan za svoj represor KEAP1 i, kao takav
podlozan ubikvitin-ovisnoj razgradnji u proteasomima. No, u uvjetima oksidacijskog stresa,
elektrofili se vezu za cisteine KEAP1 te mu mijenjaju konformaciju, pri ¢emu dolazi do
oslobadanja NRF2 (Slika 6). Slobodni NRF2 translocira se u jezgru u kojoj stvara heterodimere
s malim Maf proteinima te se veze za ARE (engl. antioxidant response element) promotorskih
regija ciljanih gena aktiviraju¢i ih i na taj nacin stititi stanicu [131]. Ciljani geni koje aktivira
NRF2 ukljuceni su u sintezu glutationa (glutamat-cistein ligaza, kataliti¢ka podjedinica, GCLC
i glutamat-cistein ligaza, modificirajuca podjedinica, GCLM); eliminaciju ROS-a (tioredoksin
reduktaza 1, Txnrdl i peroksiredoksin 1, Prdx1); detoksifikaciju ksenobiotika (NAD(P)H
dehidrogenaza (kinon) 1 (Nqol) te obitelj glutation-S-transferaza, GST); i transport lijekova
(obitelj Mrp, engl. Multidrug resistance-associated protein) [131].
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Slika 6. Shema aktivacije NRF2 signalnog puta. HNE ili neki drugi elektrofili reagiraju s
KEAP1, koji nakon te interakcije mijenja konformaciju te otpusta NRF2. NRF2 se translocira

u jezgru gdje potice transkripciju antioksidacijskih gena.

2.6.2. Uloga oksidacijskog stresa i NRF2-KEAP1 puta u karcinogenezi

Dugo su se vremena reaktivne kisikove vrste (ROS), nastale kao posljedica oksidacijskog
stresa, smatrale Stetnim, prokarcinogenim faktorima u nastanku karcinoma. Na primjer, u
tumorima ¢iji je nastanak povezan s infekcijom; karcinom cerviksa induciran humanim
papiloma virusom, karcinom jetre induciran hepatitisom B, karcinom Zeluca induciran
Helicobacter pylori infekcijom, kroni¢na upala poti¢e nastanak ROS-a kao prve linije obrane
protiv mikroba §to u konaénici poti¢e nastanak karcinoma [132]. ROS ¢ine slobodni radikali
superoksidni anion (*O2) i hidroksilni radikal (*OH) te izrazito reaktivne molekule poput
vodikovog peroksida (H202). I endogeni (mitohondrijski transportni lanac elektrona, ksantin
oksidaza (XO), nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) oksidaza (NOX) peroksisomi
I citokrom P450) i egzogeni izvori (ultraljubicasto zracenje, ionizirajuce zracenje, farmaceutici,
okolisni faktori, industrijske kemikalije) doprinose njihovom stvaranju [133,134]. ROS su po
prirodi vrlo reaktivni i kao takvi uzrokuju oksidaciju stani¢nih makromolekula (DNA, proteina,

lipida) doprinose¢i time kromosomskoj nestabilnosti, genskim mutacijama i/ili modulacijama
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stani¢nog rasta [109,133-135]. Tumorske stanice mogu imati vise razine ROS-a od normalnih
stanica. One mogu prezivjeti takve razine ROS-a buduci da imaju promijenjen metabolizam te
aktivne signalne puteve koje im pomazu u prezivljenju i proliferaciji. Ti putevi ukljucuju
aktivaciju antioksidacijskih mehanizama za smanjenje ROS-a, ali isto tako reprogramiranje
metabolickih puteva koji mogu generirati dodatan ROS te utjecati da stanice karcinoma postanu
ranjivije na nadolazeéi stres [129]. Nedavna istrazivanja upucuju na vaznu ulogu GSH |
tioredoksina u karcinogenezi; GSH je bitniji u nastanku karcinoma, a u ve¢ postojecem
karcinomu tioredoksin se pokazao kao klju¢an faktor koji uklanja Stetne razine ROS-a te potice
progresiju karcinoma [136,137].

Potrebno je naglasiti dualnu ulogu antioksidacijskih mehanizama (endogenih i egzogenih) u
kombinaciji s ROS-om u karcinogenezi. ROS su izrazito kratkozivuéi, a njihova oksidacija
lipida generira nastajanje duze zivu¢ih molekula poznatih kao ,,drugi glasnici oksidacijskog
stresa” [69]. Jedna od tih molekula je reaktivni aldehid HNE. HNE pak moze inducirati
djelovanje NRF2 na dva nacina: kovalentnim vezanjem na cisteinska vezna mjesta na KEAP1
i/ili aktiviraju¢i NRF2 kroz aktivaciju kinaza kao $to su PKC, ERK i PI3K [138-142].
Aktivacija NRF2 takoder potice i metabolizam razgradnje HNE-a [129].

Sukladno dualnoj ulozi ROS-a i antioksidacijskin mehanizama je i dualna uloga NRF2 u
karcinogenezi: zastitna u ranim stadijima i Stetnu u kasnijim stadijima [129] (Slika 7.). Kada su
ROS prisutni u niskim dozama, dovoljni su za odrzavanje homeostaze NRF2 za eliminaciju
kako ROS-a, tako i karcinogena i drugih agenasa Stetnih za DNA. U konacnici ovi procesi
rezultiraju inhibicijom inicijacije tumora i nastanka metastaza. Podupiruéi to saznanje je i
studija u kojoj je pokazana protektivna uloga NRF2 u karcinomima pluca [143]. Polimorfizam
jednog nukleotida u humanoj NRF2 promotorskoj regiji (rs6721961) rezultirala je reduciranom
ekspresijom NRF2 i posljedi¢no povecala je rizik od nastanka karcinoma pluca u postojecih pa

i nekadasnjih pusaca [143].
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Slika 7. Dualna uloga NRF2. NRF2 potic¢e transkripciju antioksidacijskih gena ¢ime dize
antioksidacijsku zastitu stanice §to kod normalnih stanica stiti stanice od maligne transformacije
Stite¢i od ostecenja, dok kod tumorskih stanica stiti tumorsku stanicu od ostecenja terapijom

(preuzeto i modificirano iz [129]).

U karcinomima je NRF2 obi¢no pojacan, pomazuc¢i tako malignim stanicama da se odupru
visokim razinama ROS-a te izbjegnu apoptozu aktivacijom metabolickih i citoprotektivnih
gena koji doprinose povecanoj stani¢noj proliferaciji [130,144-148]. Do ve¢ dokazane
povecéane aktivnosti NRF2 u karcinomima dovode razli¢iti mehanizmi: somatske mutacije u
NRF2, KEAPL ili CUL3, epigenetsko utisSavanje KEAP1, regulacija NRF2 i KEAP1
posredovana s microRNA, poremecaj NRF2-KEAP1 interakcije zbog aberantno akumuliranih
proteina, transkripcijski pojacana aktivnost NRF2 kroz onkogen-ovisni signalni put te
modifikacija KEAP1 pomoc¢u metabolickih posrednika [130,144,145].

Nedavna istrazivanja otkrila su vaznost NRF2 u odrzavanju proliferacije u karcinomima
pankreasa preko regulacije mRNA translacije [149]. Gubitak NRF2 doveo je do oSteCenja
autokrinog signalnog puta receptora za epidermalni faktor rasta (EGFR) te oksidacije
specificnih proteina translacijskog sustava §to je rezultiralo poremecéajem cap-ovisne i cap-
neovisne mMRNA translacije [149]. Stalna aktivacija NRF2 nadena je u humanoj leukemiji; u
akutnoj mijeloi¢noj leukemiji (AML) aktivacija NRF2 bila je rezultat uzvodne konstitutivne
aktivacije nuklearnog faktora — kB (NF-«kB), a ne somatske mutacije NRF2 ili njegovog
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inhibitora KEAP1 [150]. Takoder, pokazana je povecana ekspresija NRF2 u karcinomima pluca
ne-malih stanica kao S§to je planocelularni karcinom i adenokarcinoma s razli¢itom ulogom
lipidnih medijatora induciranih oksidacijskim stresom u ta dva tumora: izrazajnija uloga lipidne
peroksidacije u adenokarcinomu, a endokanabinoidni sustav u planocelularnom karcinomu
[151]. Nadalje, stani¢ne linije karcinoma prostate, naro¢ito DU145 linija, pokazale su razliitu
osjetljivost na HNE-om posredovanu inhibiciju stani¢nog rasta i apoptoze, ocitovano
posredstvom nizih razina KEAPI, vise razine NRF2, GSH i GSTA4 i visu GSH/GST
posredovanu HNE detoksifikaciju [152]. NRF2 je prepoznat i kao klju¢ni regulator u
rezistenciji na kemoterapeutike u stanju hipoksije preko ROS-NRF2-GCLC-GSH puta u
stanicama karcinoma dojke [153]. Bolje razumijevanje medijatora oksidacijskog stresa s
njihovim potencijalnim znacenjem u klinici [154] zajedno s novim saznanjima o ulozi NRF2 te
njegovih ciljnih gena mogla bi u buducnosti doprinijeti otvaranju mogucnosti za efikasnije i
ciljanije terapije protiv karcinoma [129].

Specifi¢na uloga NRF2 u karcinomima jos je uvijek kontroverzna s obzirom da se NRF2 smatra
i tumor supresorom kao i protoonkogenim faktorom (Slika 7). Neki istrazivaéi predlazu da je

njihova to¢na uloga u ovisnosti o stadiju tumorogeneze [148,155].

2.7. HIF-1a

2.7.1. Funkcija HIF-1a u tumorima

Prosje¢ni parcijalni tlak kisika u stanicama je 9-20 mmHg, odnosno 1,3-2,5%, dok je u
mitohondrijima nizi od 10 mmHg, odnosno oko 1,3% [156]. Stanice izloZene hipoksiji reagiraju
redukcijom sveukupne sinteze proteina, Sto vodi do ko€enja proliferacije 1 posljedicne smrti
stanice Sto svakako znacajno ovisi o tezini i ukupnom trajanju hipoksije. Hipoksija je
karakteristicna za brzorastue, agresivne solidne tumore, najeS¢e zbog strukturnih 1
funkcionalnih abnormalnosti tumorske mikrocirkulacije, velike udaljenost od najblize krvne
zile ili zbog reduciranog kapaciteta krvi za prijenos Oz [157]. Uz to, hipoksija moze inducirati
I programiranu stani¢énu smrt (apoptozu), u normalnim i neoplasti¢nim stanicama. U nekim
slucajevima proteomske promjene izazvane hipoksijom dovode do aresta stani¢nog ciklusa,
diferencijacije, apoptoze i nekroze tumorskih stanica. Time moZemo objasniti pojavu recidiva
tumora, indolentne mikrometastaze i regresiju rasta koja je zabiljezena kod nekih tumora.
Medutim, agresivniji tumori pokazuju ubrzanu progresiju pa takvi karcinomi imaju mehanizme
koji im pomazu da prebrode nutritivnu deprivaciju, izbjegnu nepovoljan okoli§ i zapocnu
nekontrolirani rast. Stoga, produZena hipoksija moze dovesti do stani¢nih promjena koje

rezultiraju agresivnijim fenotipom karcinoma i lo§ijom prognozom [156,157].
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Paradoksalno, pojavom hipoksije i poremec¢ajem redoks potencijala u stanici i mitohondrijima
dolazi do razgradnje stani¢nih struktura i pojacane produkcije ROS, posebno pojavom apoptoze
uzrokovane hipoksijom. Tumorske stanice vrlo Cesto zbog brzog rasta i1 primarno slabe
prokrvljenosti rastu u hipoksi¢nom okruzenju, prilagodavajuci svoj metabolizam niskoj razini
kisika povecanjem transporta glukoze i glikolizom s ciljem ocuvanja dostatne proizvodnje
ATP-a (adenozin trifosfata)i/ili aktivacijom procesa neoangiogeneze. Tako npr. parcijalni tlak
kisika u karcinomima dojke iznosi 10 mmHg, za razliku od prosje¢no 65 mmHg u zdravom
tkivu dojke [157]. Ispod kriti¢ne energetske razine, hipoksija moze rezultirati i nekroti¢nom
smrti stanice. Intratumorska hipoksija prepoznata je kao lo§ prognosticki znak. Kljuc¢na
molekula u regulaciji hipoksije je hipoksija-inducirani faktor 1 (engl. Hypoxia inducible factor
1, HIF-1) [9].

Brojni geni pojacano eksprimirani posredstvom HIF-1 i hipoksijom u mikrokoliSu ukljuc¢uju
transportere glukoze, glikoliticke enzime i angiogenetske faktore rasta. HIF-1 je heterodimer
sastavljen od podjedinica a i . Dok se podjedinica HIF-1p (engl. Aryl Hydrocarbon Receptor
Nuclear Translocator, ARNT) stalno izlu¢uje u stanici, podjedinica HIF-10 ima kratko vrijeme
poluraspada i u uvjetima normalne razine kisika ne moze se otkriti u stanicama. Kratko vrijeme
poluraspada uzrokovano je kontinuiranim procesom vezanja ubikvitina i proteosomima
posredovane degradacije. U uvjetima normalne koncentracije kisika u stanicama HIF-1a je
hidroksiliran pomoc¢u prolin hidroksilaze (PHD 1, 2, 3) Sto omoguc¢ava njegovo prepoznavanje
od strane pVHL (produkt von Hippel-Lindau tumor supresor gena) i posljedi¢nu ubikvitaciju
te proteoliticku razgradnju [157].

Ti su procesi inhibirani hipoksijom i/ili defektima gena p53 koji u normalnim okolnostima
dovode do stabilizacije HIF-1a proteina [158]. Tijekom hipoksije protein HIF-1a je stabiliziran
zbog hipoksijom inhibirane prolin hidroksilaze. Budu¢i da zbog toga izostaje hidrolacija HIF-
la, na njega se ne moze vezati VHL te ne dolazi do njegove proteoliticke razgradnje. To vodi
do akumulacije HIF-1o. i u citoplazmi nakon Cega se translocira u jezgru gdje tvori
heterodimerni kompleks koji prepoznaje ciljne 5'- (A/G)CGTG-3' regije u DNA poznatu kao
hipoksija odgovorni element (HRE). Heterodimerni HIF kompleks nastaje protein-protein
interakcijom PAS domena HIF-1a i HIF-1f podjedinica. Za potpunu transkripcijsku aktivnost,
HIF-1 se veze na p300/CREB. Oba HIF heterodimera sadrZe po jednu helix-loop-helix (bHLH)
domenu i dvije PER-ARNT-SIM (PAS1 i PAS 2) domene na N terminalnoj regiji. Te domene
omogucavaju vezanje s DNA [159]. bHLH struktura omogucava hetrodimerizaciju dok PAS
domena omoguc¢ava vezanje DNA na HRE. HIF-1a ima dvije TAD domene kojima se veZe na

von Hippel-Lindau (VHL) i p300/CBP ¢ime se modificira transkripcijska aktivnost [159].
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Vezanjem na DNA poticu aktivaciju brojnih gena i stimuliraju prezivljenje stanice [160]. VHL
posreduje i u razgradnji HIF-1a preko kompleksa koji funkcionira kao E3 ubikvitin ligaza, a

veze se izravno na HIF-1a 1 aktivira njegovu proteasomalnu razgradnju (Jun).

2.7.2. HIF-1a i ROS

Veca kolicina energije u stanici dobiva se procesom oksidativne fosforilacije gdje se glukoza
razgraduje do krajnjih produkata ugljicnog dioksida i vode. Smanjenjem kolicine kisika stanica
pojacava glikolizu. Medutim, Warburg je primijetio da stanice raka ¢e$c¢e koriste glikolizu kao
izvor energije, ¢ak i kada imaju dovoljno kisika, te imaju potrebu za povecanom koli¢inom
glukoze [161]. Obzirom da stanice karcinoma u pocetku rasta nemaju razvijenu mrezu kapilara
one stanice zive u uvjetima hipoksije te ovise o anaerobnoj glikolizi kako bi stvorile ve¢inu
ATP-a [162]. Warburg je sugerirao da do ovog ucinka dolazi zbog oSte¢enja u oksidacijskoj
fosforilaciji, $to je djelomi¢no to¢no. Novija istrazivanja pokazuju da npr. mutacije TP53 gena,
koje su vrlo Ceste kod velike veéine karcinoma, mogu potaknuti Warburgov u¢inak. Protein p53
inhibira molekule zaduZene za odrZavanje stabilnosti i permeabilnosti vanjske membrane
mitohondrija, §to za posljedicu ima otpustanje citokrom c¢ oksidaze, proteinskog kompleksa
mitohondrija karakteristicnog za oksidativnu fosforilaciju [163,164]. Suprotno tome, neka
istrazivanja su utvrdila da inhibicija glikolize u stanicama karcinoma dovodi do povecéanja
oksidativne fosforilacije [165]. Movahed i sur. sugeriraju da mati¢ne stanice karcinoma prvo
povecavaju glikolizu, a u slucaju duzeg oksidacijskog stresa prelaze na metabolizam pentoza
fosfata [166].

Ono §to je klju¢no da produkti glikolize nisu samo izvor energije ve¢ 1 osnovnih gradevnih
molekula. Tako stanice u proliferaciji, ¢ak i one koje nisu maligno promijenjen, imaju vecu
potrebu za glukozom, a povecana koncentracija glukoze ubrzava glikolizu [167].

Slijedom navedenog postaje jasno da ubrzani metabolizam i brza proliferacija, a k tome i
nedostatak kisika zbog slabe opskrbljenosti dovode stanice karcinoma u hipoksiju. Dodatni
negativni ucinak stvara i poremecaj p53 pa stanice karcinoma moraju pojacati glikolizu za
opstanak. U tom slucaju dolazi do aktivacije HIF-1a koji igra vaznu ulogu u regulaciji ROS-a.
Povecana razina vodikovog peroksida aktivira HIF-1a dok s druge strane, HIF-1a posreduje u
pretvaranju piruvata u laktat, umjesto metabolizma ciklusa limunske kiseline te na taj nacin
smanjuje aktivnost mitohondrijskog respiratornog lanca i stvaranje novih ROS.

Vecina stanica karcinoma ima povecanu razinu ROS-a koji vode do disfunkcije mitohondrija.
Normalno se oko 2% kisika pretvori u ROS, kao nusprodukt mitohondrijske respiracije, a

otpustanjem elektrona (redukcijom) mitohondriji reguliraju koli¢inu ROS. Medutim, prevelika
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koli¢ina ROS oSte¢uje mitohondrije i inducira lipidnu peroksidaciju, ¢ime se narusava struktura
membrane mitohondrija. Procesom lipidne peroksidacije, pored ostalih, nastaju posebno
reaktivni aldehidi koji su dovoljno reaktivni i stabilni da oStete stanicu, izazovu lanCanu reakciju
progresije oksidacijskog stresa, ¢ime mogu izazvati izazivaju dodatna oSteCenja DNA koje
mogu transformirati ili pak izazvati smrt stanice. Takoder, apoptoza potaknuta lipidnom
peroksidacijom uzrokuje kompenzatornu regeneraciju pri ¢emu, zbog gubitka kontrole
proliferacije, dolazi do razvoja tumora [73,77].

In vivo eksperiment Blouw i sur. [168]na modelima miSeva pokazuje da rast i migracija stanica
koje nisu imale HIF-1, izrazito ovisi o tumorskom mikrookolisu. Rast HIF-1a negativnih
astrocitomskih stanica znacajno je varirao i ovisio o mjestu implantacije tumora. Subkutano
implantiranim tumorima su rasli sporije od spontano nastalih tumora. Kada su stanice HIF-1a
negativnog astrocitoma rasle u fizioloSkom okruZenju mozdanog parenhima pokazivale su ve¢u
proliferaciju kao i HIF-1a pozitivni astrocitomi [168]. Fibroblasti iz okolisa koji izrazavaju NF-
KB, COX-2 ili HIF-1 utjeu na razvoj epitelno-mezenhimalne tranzicije [169]. Isto tako,
hipoksi¢ni okoli§ stanica u proliferaciji pomaze u nastanku reaktivnih kisikovih vrsta, koji
mijenjaju unutar i izvan staniéni pH [165]. Pove¢anom kiselosti okolisa dolazi do promjene
strukture stani¢ne strome i olak$avanja invazivnijeg Sirenja karcinoma [170].

Primje¢ujemo da je HIF-la kompleksna molekula s brojnim funkcijama, a ipak jo§ dosta
nejasna. lako je HIF-1a klju¢na molekula u odgovoru na hipoksiju, ona koordinira s brojim
drugim molekulama. Izmedu ostalih tu je i NRF2, transkripcijski faktor koji kontrolira
izrazenost anti-oksidacijskih gena. NFR2 sudjeluje kao inhibitor HIF-1a [171].

Noviradovi upucuju da se dio gena aktiviranih preko NRF2 poklapa s genima aktiviranim preko
HIF-1a, 1 to uglavnom geni aktivirani u hipoksiji i geni koji aktiviraju glikolizu. Takoder sve
vise istrazivanja pokazuje da je koordiniranu aktivacija signalnih puteva preko NRF2 i HIF-1a
nuzna za prezivljenje i progresiju tumora [171]. Osim toga HIF-1a i NRF2 doprinose stvaranju

mati¢nih stanica karcinoma [172].

2.7.3. HIF-1a i karcinogeneza

Iz svega ranije navedenog je vidljivo da HIF-1a igraju vaznu ulogu u regulaciji metabolizma
kisika u zdravlju i bolesti, a HIF-1a je ¢esto aktiviran u karcinomima putem hipoksi¢nih i ne-
hipoksi¢nih puteva. Bojni geni aktivirani geni HIF-1a poti¢u stvaranje kisika u stanici ili
aktivaciju alternativnih metabolickih puteva koji ne zahtijevaju kisik, ali na zalost su ukljuceni

i u rast tumora [173]. Stoga HIF-1a mozZe pospjeSiti preZivljenje tumora pomocu nekoliko
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preklapajuc¢ih mehanizama. Do danas je poznato oko 100 gena koji su direktno regulirani preko
HIF-1a [174].

U hipoksi¢nim uvjetima in vitro, kada je parcijalni tlak kisika nizi od 10 mm Hg, HIF-1a veé
za tri sata stabilizira u¢inke hipoksije u stanicama karcinoma [174]. Stabilizacija preko HIF-1a
u ovom okruzenju dovodi do promjena u glikolizi, unosu hranjivih tvari, neutralizaciji ROS-a,
angiogenezi, apoptozi i stani¢noj migraciji §to moze pospjesiti prezivljenje i metastaziranje
tumora. Ve¢ smo objasnili utjecaj HIF-1la na metabolizam glukoze. Ta aktivacija se odvija
uglavnom preko dva osnovna glikoliticka enzima, fosfoglicerat kinaza 1 (PGK 1) i piruvat
kinaza M2 (PKM2) i monokarboksilatni transporter (MCT4), ¢iju transkripciju aktivira HIF-
la. Mutacije VHL gena u von Hippel-Lindau (VHL) sindromu uzrokuju konstitutivnu
regulaciju HIF-la i HIF-2a, $to dovodi do razvoja tumora zbog prekomjerne ekspresije faktora
rasta, poput vaskularnog endotelnog faktora rasta (VEGF), faktora rasta j iz trombocita (PDGF
B) i transformirajuceg faktora rasta (TGF) - koji aktiviraju tirozin kinaze receptora. Mutacije u
onkogenim genima kao Sto su p53, Rb, Bcl2, Myc, ARF i RAS, takoder stabiliziraju HIFla.
Upala regulirana COX-2 signalnim putem izaziva aktivnost HIF-1a Cesta je kod raka dojke.
Kao daljnji dokaz da hipoksija nije potrebna za aktivnost HIF-1a u karcinomu, mRNA HIF-1a
poviSena je u preneoplasti¢nim lezijama dojke, debelog crijeva i prostate i ostaje povisena ¢ak
i kada se stanice uzgajaju u normoksi¢nim uvjetima [174].

Hipoksija je okida¢ za angiogenezu, ali se ona dogada tek kada HIF-1a aktivira transkripciju
faktora kao Sto su VEGF, angiopoetin 2, stromalni faktor 1, COX- 2 i faktor mati¢nih stanica
[174]. HIF-1a takoder aktivira mehanizam sinteze masnih kiselina poveéanjem koli¢ine enzima
sintaze masnih kiselina (engl. Fatty Acid Syntase, FAS) inace karakteristicnu za hepatocite, a
povecéava i transport aminokiselina glutamina i leucina kroz membranu. Osim toga postoje
naznake da je aktivacija HIF-la jedan od faktora epitelno-mezenhimalne tranzicije koja je
preduvjet za nastanak mati¢nih stanica karcinoma, a utiSavanjem HIF-1a smanjuje se izraZzenost
biljega mati¢nih stanica kao Oct4, Sox2, Nanog [169,172] .

HIF-1 je ukljucen u biologiju mnogih tumora s endokrinim svojstvima, ukljuc¢ujuéi karcinome
dojke. Kod karcinoma dojke pojacana izrazenost HIF-1a uocena je u svim imunofenotipovima,
neovisno o statusu receptora ER ili HER2. U velikoj retrospektivnoj studiji utvrden je
prediktivni znacaj visoke razine HIF-1la za rani relaps 1 metastatski rasap karcinoma dojke
[173,175]. Studija Bosa i sur. [176] pokazala je kako ER pozitivni karcinomi pokazuju visoke
razine HIF-1a Sto odgovara i poviSenim razinama proliferacijskog biljega Ki-67. Oni su
potvrdili utjecaj estrogena na aktivaciju gena za HIF-1a i njegov prognosticki znacaj za losije

prezivljenje i pacijentica s negativnim limfnim ¢vorovima.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Pacijentice

Istrazivanje je provedeno retrospektivno na uzorcima karcinoma dojke 155 pacijentice koje su
operirane i lijeCene u Klinici za tumore, Klinickog bolnickog centra ,,Sestre milosrdnice u
Zagrebu, u tijekom 2013. 1 2014. godine, ¢iji su uzorci primarnih karcinoma dojke arhivirani u
Odjelu za onkolosku patologiju Klinike za tumore. Pacijentice koje su ukljucene u istrazivanje
prije onkokirurS§kog zahvata nisu prethodno prosle nikakav oblik onkoloskog lijeenja
(hormonalnu, radio- ili kemoterapiju). Identitet pacijentica zasticen je maticnim brojem
pacijentice. Eticko povjerenstvo Klinike za tumore, Klinickog bolnickog centra ,,Sestre
milosrdnice* u Zagrebu, izdalo e dozvolu za provodenje istrazivanja.

Iz arhivske baze podataka i povijesti bolesti pacijentica preuzeti su podaci o dobi pacijentica, a
iz patohistoloskih nalaza preuzeti su podaci o karakteristikama tumora: veli¢ina i fokalnost
tumora, histoloski gradus, status hormonskih i HER-2 receptora i proliferacijskog biljega Ki-
67 (iz kojih je odreden imunofenotip), te zahvacenost limfnih ¢vorova u pazusnoj jami.
Grupiranje prema velicini, tipu i stupnju diferenciranosti tumora napravljena je prema
podacima vazeée klasifikacije tumora dojke Svjetske zdravstvene organizacije, Lyon 2012 [15].
Prema veli¢ini tumori su kategorizirani: pT1 tumori promjera do 2 cm, pT2 tumori veceg
promjera od 2 cm a manjeg od 5 cm, pT3 tumori ve¢eg promjera od 5 cm, pT4 tumori svih
veli¢ina s direktnim zahvacanjem stjenke prsnog kosa i/ili koze. Prema histolosSkom izgledu
tumori su klasificirani kao klasi¢ni tip ili specijalni podtip (lobularni, tubularni, kribriformni,
medularni, metaplasti¢ni, apokrini, adenoid cisticni, mukoepidermoidni, mucinozni,
neuroendokrini, papilarni, mikropapilarni, inflamatorni i izrazito rijetki podtipovi). Stupanj
diferenciranosti odredio se na temelju postotka tubularnih formacija, gradusa jezgre i mitotske
aktivnosti unutar tumora, te su tumori podijeljeni u 3 skupine (gradus I, gradus Il i gradus I11).
Kona¢no, karcinomi su po imunofenotipu tumora podijeljeni u pet skupina: hormon ovisni
luminalni tip A, hormon ovisni luminalni tip B, hormon ovisni luminalni B i HER pozitivni,
HER?2 pozitivni tumori i trostruko negativni (estrogen receptor, progesteron receptor i HER2)
tumori dojke.
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3.2. Metode

3.2.1. Uzimanje i obrada uzoraka

Tumorsko tkivo koje je analizirano odstranjeno je tijekom kirur§kog zahvata nakon Cega je
obradeno standardnim histoloskim postupkom. Patohistoloska obrada ukljucuje fiksaciju tkiva
u 10% puferiranom formalinu 48 sati, nakon ¢ega se tkivo uklapa u parafin. Parafinske kocke
dobivene na ovako opisan nac¢in mikrotomom su narezane na rezove debljine 5 um koji su

koristeni za daljnju analizu ili imunohistokemijskog bojenja.

3.2.2. Imunohistokemijsko bojenje

Parafinski rezovi pripremljeni na prethodno opisan nacin prosli su rehidraciju tkiva. Prvo je rez
tkiva deparafiniran u ksilenu tri puta po pet minuta te rehidriran do destilirane vode kroz silazni
niz koncentracija etanola (apsolutni, 96%, 70%). Kako bi omoguc¢ili reakciju tkivnog antigena
s istrazivanim antitijelima, tkivo je potrebno termicki obraditi. Za anti-NRF2 antitijelo termicka
obrada uzoraka provedena je u citratnom puferu pH 6.0 na temperaturi od 85 °C 30 minuta dok
je za HIF-1a termicka obrada provedena na 97°C 40 minuta. Kako bi se inhibirale endogene
peroksidaze tkivo je inkubirano 3% vodikovim peroksidom 5 minuta. Za anti-HNE antitijelo
ovaj korak se provodi nakon primanog antitijela kako vodikov peroksid ne bi izazvao dodatnu
lipidnu peroksidaciju i time stvaranje novog HNE-a ¢ime bi dobili lazno pozitivni rezultat.
Nakon ispiranja puferom tkivo je inkubirano preko no¢i na 4 °C s pojedinim primarnim
antitijelom: a) HIF-1la razrjedenje 1:50 (NB100-105, Novus Biologicals, USA); b) NRF2
razrjedenje 1:100 (ab31163, Abcam, UK), c) HNE-histidinski konjugat, poklon dr. Georga
Weaga. Primarno antitijelo je isprano puferom te je provedena inkubacija sekundarnim
antitijelom konjugiranim s peroksidazom (K8010 Dako EnVision Flex High pH) u trajanju od
50 minuta. Imunokompleks antigen - primarno antitijelo - sekundarno antitijelo vizualizirano
je reakcijom peroksidaze s diaminobenzidinom (DAB, Dako, Danska), a kontrastnim

obojenjem hematoksilinom vidljive su sve histoloske strukture.

3.2.3. Evaluacija imunohistokemijskih podataka

Imunohistokemijski preparati evaluirani su na intenzitet pozitiviteta te na postotak pozitivnih
stanica. Kod HIF-1a, NRF2 koji su transkripcijski faktori razlikovao se citoplazmatski i

jezgreni pozitivitet, buduc¢i da njihova lokacija u jezgri upucuje na njihovu aktivaciju. I HNE
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pozitivitet je takoder ras¢lanjen na citoplazmatski i jezgreni. Uz analizu unutar stani¢ne

lokacije, analizirane su stanice tumora i strome.

3.3. Stani¢ne linije tumora dojke

3.3.1. Uzgoj stani¢nih linija tumora dojke

Kao modele za diferencijaciju pacijentica po tipu tumora dojke, koriStene su tri stani¢ne linije
tumora dojke: MCF7 estrogen pozitivna linija, SkBr3, HER?NEY pozitivna linija te SUM159
linija koja je trostruko negativna (estrogen receptor, progesteron receptor te HERZNEY
negativna). Sve tri linije uzgajane su u Dulbecco's modified Eagles mediju (DMEM,
SigmaAldrich, SAD) uz dodatak 10% fetalnog teleceg seruma (FCS, SigmaAldrich, SAD).
Stanice su uzgajane u inkubatoru u vlaznoj atmosferi uz 5% CO na 37 °C. Kad su postigle
konfluentnost od otprilike 80% stanice su tripsinizirane otopinom tripsin/EDTA (0,25% i
0,02%), prebrojane na Burker Turkovoj komorici uz tripansko modrilo kako bi se razlikovale
Zive stanice od mrtvih. Nakon brojanja stanice su razrijedene na Zeljenu gusto¢u za pokus te su,

kao takve koriStene.

3.3.2. Tretman vodikovim peroksidom

Kako bi se ispitao utjecaj vodikovog peroksida, stanice su se nasadile u plo¢ice sa Sest bunarica
u gustoéi 1x10° stanica u 3 mL medija s 10% FCS-om te su ostavljene 24 sata kako bi se
zalijepile na podlogu. Nakon 24 sata dodan je 100 mM vodikov peroksid na jo$ 24 te su nakon

treCeg dana tripsinizirane, centrifugirane kako bi se izolirali ukupni stani¢ni proteini.

3.3.3. Izolacija proteina

Talog stanice iz prethodnog poglavlja resuspendiran je u 500 uL PBS-a te je podvrgnut Cetiri
ciklusa zamrzavanja i odmrzavanja kako bi se stanice lizirale. Sljedece, da bi se odvojili proteini
od vecih stani¢nih molekula, lizati su centrifugirani na 14 000xg 15 minuta te je supernatant

uzet za analizu proteina.
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3.3.4. Kaplji¢na analiza proteina i HNE-proteinskih konjugata

Budu¢i je za analizu koli¢ine proteina potrebno ujednaciti koncentracije proteina, oni su se
odredili metodom po Bradfordu [177]. Ukratko, priredena je serija razrjedenja BSA (govedi
serumski albumin, SigmaAldrich, SAD) u PBS-u kao standard. Standardi i uzorci proteina
ukapani su u volumenu od 5 pL u mikrotitarsku plocicu, a na njih je zatim nakapano 200 pL
Bradfordovog reagensa (Biorad, SAD). Za analizu na dot-blotu koncentracija proteina u
lizatima stanica podeSen je prema uzorku S najmanje proteina. Dot-blot je izveden na sljedeci
na¢in: nitrocelulozna membrana (Biorad, SAD) aktivirana je 5 minuta u destiliranoj vodi.
Zatim je slozena aparatura za dot-blot te su bunari¢i isprani s 200 uL PBS-a. Nakon ispiranja u
bunari¢e su nakapani uzorci proteina i standardi za antitijela gdje je moguce, te su bunariéi
ponovno isprani dva puta s 200 uL PBS-a. Nakon toga, aparatura je rastavljena, a membrana
se inkubirana 1 sat u 2% otopini blotto-a (Biorad, SAD). Nakon zavrs$etka inkubacije, otopina
je odlivena i membrana je inkubirana primarnim antitijelom (anti-HNE-His primarno
monoklonsko misje antitijelo, 1:10 preko no¢i, anit-NRF2 antitijelo, 1:100, Santa Cruz, preko
noc¢i). Nakon primarnog antitijela, membrana je isprana puferom za ispiranje Cetiri puta po pet
minuta, nakon ¢ega je inkubirana sa EnVision sekundarnim antitijelom (EnVision, 1:25,
DAKO, Danska). Nakon ispiranja puferom za ispiranje Cetiri puta po pet minuta, membrana je
inkubirana diaminobenzidinom kako bi se vizualiziralo vezanje antitijela (DAB, DAKO,
Danska). Intenzitet signala analiziran je ImageJ programom [178].

3.4. Statisti¢ka analiza

Podaci su prikazani tabli¢no 1 graficki. Sakupljeni podaci za sve kupine analizirani su
statistickim programima Microsoft Excel 2010 (Microsoft, Redmond, Washington, SAD),
MedCalc (inacica 15.8.0 MedCalc Software, Ostend, Belgija) te GraphPad 8.0 (Graphpad
Software, SAD).

Kako bi se dobio uvid i povukle korelacije izmedu imunohistokemijske izraZzenosti HIF-1a,
NRF2 i HNE-a rezultate smo rasporedili u skupine na dva nacina. Prva je rasporedena po
histoloSkom gradusu tumora u tri skupine; grl, grll i grlll. Druga je raspodjela po imunofenotipu
karcinoma na Luminal A, Luminal B/HER2 negativni, Luminal B/HER2 pozitivni, HER2
pozitivni te Trostruko negativni. Rezultati imunohistokemijskog bojenja za potrebe statisticke
analize su binominalni: pozitivno i negativno. Bilo koji postotak obojenja jezgara smatra se

pozitivnim.
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Rezultati su prikazani srednjom vrijednoS¢u, standardnom devijacijom i postotcima.
Kolmogorov-Smirnovovim testom ispitana je normalnost raspodjele podataka.

Hi-kvadrat analizom je utvrdena povezanosti medu skupinama, a snaga i smjer te veze
Spearmanovim koeficijentom korelacije. Razlike medu skupinama analizirane su dvosmjernom
analizom varijance (two-way ANOVA). Za odredivanje jacine korelacije koriStena je
klasifikacija prema Schoberu i suradnicima [151] pri ¢emu je raspon koeficijenta 0,3-0,69
umjerena korelacija, 0,7-0,89 jaka, a 0,9-1 vrlo jaka korelacija.

Sve p vrijednosti manje od 0,05 smatrane su statisticki znacajnim.
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4. REZULTATI

4.1. Analiza razlika medu odabranim skupinama pacijentica

Ukupno je analizirano 155 uzoraka. U Tablici 2. navedene su osnovne patohistoloske

karakteristike karcinoma dojke ukljucenih u istrazivanje.

Tablica 2. Prikaz patohistoloskih karakteristika tumora i klinicke slike kod pacijentica

o Broj slucajeva (%)
Karakteristika
N=155

<20 mm 91 (58,7%)
Veli¢ina tumora

> 20 mm 64 (41,3%)

I 36 (23,2%)
Histoloski gradus | Il 53 (34,2%)

i 66 (42,6%)

_ <20% 51 (32,9%)

Ki-67

> 20% 104 (67,1%)
Estrogenski pozitivni 109 (70,3%)
receptori negativni 46 (29,7%)
Progesteronski pozitivni 93 (60,0%)
receptori negativni 62 (40,0)

pozitivni 46 (29,7%)
HER2 _

negativni 109 (70,3%)

Luminalni A 40 (25,8%)

Luminalni B/HER2- 39 (25,1%)
Imunofenotip Luminal B/HER2+ 30 (19,4%)

HER2 poz 16 (10,3%)

TNBC 30 (19,4%)

pozitivni 81 (52,3%)
Limfni ¢vorovi _

negativni 74 (47,7%)
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Prosje¢na dob pacijentica je 60,6 godina s medijanom dobi od 62 godine (u rasponu od 30-86
godina). Iz Slike 8 raspodijele pacijentika po dobnim skupinama vidljivo je da je vecina
pacijentica bila starija od 60 godina, ali bez statisti¢ki znacajne razlike u dobi po istrazivanih

skupinama (p<0,573).
Raspodjela bolesnica po dobi
40

30

20

Dob bolesnica

10

0 T T T T T T
<40 41-50 5160 61-70 71-80 >80

Slika 8. Krivulja raspodjele pacijentica po dobi.

Prosjecna veli¢ina tumora bila je 20,1 mm, s medijanom 18 mm (u rasponu od 7 do 80
mm), a 29 tumora pripada u pT2 dok je jedan tumor imao pT3 i dva tumora pT4. Najvise je
tumora gradusa 11l (42,6%), zatim gradusa Il (34,2%), a njamanje gradusa | (23,2%). Veéina
tumora ima izrazene hormonske receptore: estrogenski receptori pozitivni su u 70,3% a
progesteronski receptori u 60,0% tumora te tako vecina tumora pripada luminal noj tip A
luminalnoj tip B intrinzic¢koj skupini. HER2 bio je pozitivan kod 29,7% tumora, od ¢ega 19,4%
u liminalnoj tip B, a 10,3% u HER2 pozitivnoj intrinzi¢koj skupini.

Kod 99 pacijentica (95,2%) ucinjena je disekcija aksile te je u 52,3% zabiljezeno lokalno
Sirenje bolesti u limfne ¢vorove aksile. Tumor je nesto ¢esce bio lokaliziran u desnoj dojci
(55,8%) te ve¢inom unifokalan (93,3%). Takoder je veclina tumora pokazivala klasi¢nu

histoloSku sliku duktalnog invazivnog karcinoma (engl. not othervise specified, NOS) dok je
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11 uzoraka pokazivalo tubularnu sliku, dva s apokrinom diferencijacijom te po jedan s

neuroendokrinom, onkocitnom i mikropapilarnom histoloSkom slikom.

4.2. Imunohistokemijka prisutnost HIF-1a, NRF2 i HNE-a

4.2.1. Analiza HIF-1a

HIF-1a je transkripcijski faktor koji se nakon aktivacije translocira iz citoplazme u jezgru. Tako
je 85 (54,8%) karcinoma pokazivalo pozitivan status HIF-1a u jezgrama u rasponu od 3 do
100% (medijan 50%) dok 70 karcinoma ne pokazuje obojenje. Istovremeno je 120 karcinoma
(77,4%) pokazivalo citoplazmatski pozitivitet HIF-1o. U ukupnom uzorku 11 karcinoma

(7,1%) vopce ne izrazava HIF-1a.
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Slika 9. Imunohistokemijska izrazenost HIF-1a u jezgrama stanica karcinoma dojke (100x)

Primjer imunohistokemijske izraZzenosti HIF-1a prikazana je na Slici 9, a analiza po gradusu
tumora prikazana je na Slici 10. U tumorima dojke, uocava se trend smjestanja HIF-1a u
citoplazmi, ali je jedino kod tumora gradusa I11 statisti¢ki znac¢ajno (p<0,001). Tumori gradusa
IT imaju znacajno snizen HIF-1a u jezgri u odnosu na tumore gradusa | (p=0,008), dok tumori
gradusa III imaju isti trend kao tumori gradusa II, ali nije statisticki zna¢ajan. U citoplazmi
tumori gradusa II imaju znacajno snizen HIF-1a pozitivitet u usporedbi s citoplazmom tumora

gradusa | (p=0,049) i citoplazmom tumora gradusa Il (p=0,004).
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Slika 10. Intenzitet HIF-1o. u tumorima dojke rasporedenih po gradusu. Na grafovima su
prikazane srednje vrijednosti postotka pozitivnih stanica + SEM. * p<0,05; ** p<0,01; ****
p<0,0001

Kako bi se §to bolje analizirala raspodjela HIF-1a, analizirana je i njegova raspodjela po
imunofenotipu tumora, $to je prikazano na Slici 11. Gledajuéi postotak pozitivnih jezgara i
citoplazmi, luminalni tip B i trostruko negativni tumori imaju znacajno poviSen HIF-1a
pozitivitet u citoplazmi u odnosu na jezgru (p<0,001 i p<0,001). Pozitivitet HIF-1a u jezgri
statisti¢ki se znacajno razlikuje kod luminalnog tipa B/HER2+ tumora u usporedbi s trostruko
negativnim tumorima (p=0,034). lako se vidi trend pada HIFa u jezgri kod luminalnih tipa B i
trostruko negativnih tumora u odnosu na luminalni tip A, ti trendovi nisu statisti¢ki znacajni.
Za razliku od jezgre, postotak pozitivnih citoplazmi pokazuju pad kod HER2 pozitivnih i
luminalnih tip B/HER2+ tumora u odnosu na luminalni A (p<0,001 i p=0,029), te HER2

pozitivnih u odnosu na luminalne tip A (p=0,028) i trostruko negativne tumore (p=0,027).
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Slika 11. Intenzitet HIF-10 u tumorima dojke raporedenih po imunofenotipu. Na grafovima su
prikazane srednje vrijednosti postotka pozitivnih stanica + SEM. * p<0,05; ** p<0,01; **
p<0,001; **** p<0,0001

4.2.2. Analiza NRF2

NRF2 je antioksidacijski transkripcijski faktor koji se nakon oksidacijske stimulacije
translocira iz citoplazme u jezgru. Tako svi karcinomi osim jednog (99,9%) pokazuju pozitivan
status NRF2 u jezgrama u rasponu od 3 do 100% (medijan 52,5%) Takoder gotovo svi
karcinomi osim dva (77,4%) pokazuju citoplazmatski pozitivitet NRF2. U ukupnom uzorku

svega jedan karcinom uopce ne izrazava NRF2.

46



Slika 12. Imunohistokemijska izrazenost NRF2 u jezgrama stanica karcinoma dojke (200x)

NRF2 pozitivitet (primjer Slika 12) analiziran je u stanicama strome i stanicama tumora, u

jezgri i u citoplazmi (Slika 13). U stromi je statisti¢ki zna¢ajno manje NRF2 nego u tumoru, i

u jezgri i u citoplazmi (p<0,001). U stanicama tumora znacajno vise NRF2 nalazi se u

citoplazmi kod tumora gradusa | (p=0,015) i gradusa Ill (p<0,001). Usporedbom NRF2 u

jezgrama i u citoplazmama tumora razli¢itih gradusa nema statisti¢ki znacajne razlike u odnosu

na graduse. Nasuprot tome, u jezgrama stanica strome ima znacajno vise NRF2 kod tumora

gradusa 11 u odnosu na tumore gradusa Il (p=0,044).
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Slika 13. Intenzitet NRF2 u tumorima (A) i stromi (B) dojke rasporedenih po gradusu. Na

grafovima su prikazane srednje vrijednosti postotka pozitivnih stanica = SEM. * p<0,05; ****

p<0,0001
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Kako bi se Sto bolje analizirala raspodjela NRF2, analizirana je i njegova raspodjela po
imunofenotipu tumora (Slika 14). Medu tumorima razli¢itog imunofenotipa nema statisticki
znaCajne razlike u razini NRF2 ni u citoplazmi ni u jezgri. Medutim, stroma trostruko
negativnih tumora ima znacajno vise NRF2 u jezgri nego luminalni tip A i luminalni tip B
tumori (p=0,013 i p=0,037). Takoder, u jezgrama strome kod luminalnih tipa B/HER2+ tumora
ima znacajno vise NRF2 nego u jezgrama strome kod luminalnih tipa A i tipa B tumora
(p<0,001 za oba). Kod luminalnih tipa A i tipa B tumora, NRF2 pozitivitet je jednak u
citoplazmi i jezgri, dok je kod HER2, luminalnih tipa B/HER2+ i trostruko negativnih tumora
znacajno viSe pozitiviteta u jezgri nego u citoplazmi (p=0,004, p=0,039 i p<0,001).
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Slika 14. Intenzitet NRF2 u tumorima (A) i stromi (B) dojke rasporedenih po imunofenotipu.
Na grafovima su prikazane srednje vrijednosti postotka pozitivnih stanica + SEM. * p<0,05;
*** p<0,001; **** p<0,0001

4.2.3. Analiza HNE

Analiza HNE-a pokazala je pozitivhu reakciju na 70 karcinoma (45,1%) i to u jezgrama u
rasponu od 1 do 70% uglavnom slabog do umjerenog intenziteta (medijan 3,5%) dok 85
karcinoma ne pokazuje obojenje. Istovremeno 88 karcinoma (56,8%) pokazuje citoplazmatski

pozitivitet HIF-1o. U ukupnom uzorku 10 karcinoma uopc¢e ne izrazava HNE.
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Slika 15. Imunohistokemijska izrazenost HNE (100x)

Analiza HNE pozitiviteta (primjer Slika 15) po gradusu tumora prikazana je na Slici

16.

Usporedbom postotaka pozitivnih jezgri i citoplazmi, stanice tumora gradusa Il i Il imaju

znacajno vise HNE-a u citoplazmi nego u jezgri (p=0,001, te p=0,001). Bez obzira na trend koji

se uocava, tumori gradusa Il imaju znacajno vise HNE-a u citoplazmi u usporedbi s tumorima

gradusa | (p=0,004). U stanicama strome nema razlika u pozitivitetu jezgre i citoplazme bez

obzira na gradus tumora. Stanice strome kod tumora gradusa II imaju znadajno visi

citoplazmatski pozitivitet u odnosu na strome tumora gradusa | (p=0,002) i gradusa IlI

(p=0,009).
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Slika 16. Intenzitet HNE u tumorima dojke rasporedenih po gradusu. Na grafovima su

prikazane srednje vrijednosti postotka pozitivnih stanica + SEM. ** p<0,01
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Kako bi se $to bolje analizirala raspodjela HNE-a, analizirana je i njegova raspodjela po
imunofenotipu tumora (Slika 17). lako HER2 pozitivni tumori (i HER2 i luminalni tip
B/HER2+) pokazuju manje HNE pozitivnih jezgri, statisti¢ki je znaCajan pad samo u odnosu
na trostruko negativne tumore (p<0,001 i p=0,015). Kod citoplazmatskog pozitiviteta znac¢ajan
pad se uocava izmedu citoplazmi luminalnih tip B/HER2+ u odnosu na luminalni tip B tumora
(p=0,014). Zanimljivo, iako se uocava trend niskog pozitiviteta citoplazme strome kod HER?2
pozitivnih, luminalni tip B/HER2+ i trostruko negativnih tumora, statisticka znacajnost se
nalazi izmedu citoplazme strome luminalnih tip B tumora u odnosu na HER2 pozitivni
(p=0,038) i luminalni tip B/HER2+ tumora (p=0,034).
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Slika 17. Intenzitet HNE u tumorima dojke rasporedenih po imunofenotipu. Na grafovima su
prikazane srednje vrijednosti postotka pozitivnih stanica = SEM. * p<0,05; ***p<0,0001

4.3. Analiza Kkorelacija medu parametrima

4.3.1. Analiza korelacija po gradusu tumora

Korelacijski parametri odredeni su nakon podjele po gradusu tumora te su prikazani u
Tablicama 3, 4, i 5. Kod tumora gradusa | nisu prikazani odnosi dob pacijentice, BMI, veli¢ina
tumora, broj metastaza u limfnim ¢vorovima te Ki-67 (red u tablici) u odnosu na ostale

parametre, te Ki-67, ER, PR i HER2 (stupac u tablici) u odnosu na sve parametre. Kod ovih
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tumora nadena je umjerena korelacija izmedu ER te dobi i BMI, Izmedu pojavnosti HNE-
proteinskih konjugata u jezgri tumorskih stanica s NRF2-om u jezgri i citoplazmi tumorskih
stanica. Korelacije su nadene izmedu HNE-a u jezgri i citoplazmi stanica strome i to vrlo jaka,
te izmedu NRF2 u jezgri tumorskih stanica s njihovom citoplazmom, te NRF2 u jezgri
tumorskih stanica s citoplazmom stanica strome (umjerena korelacija), NRF2 u jezgri stanica
tumora i strome (vrlo jaka) te kona¢no NRF2 u jezgri stanica strome s njihovom citoplazmom
(umjerena).

Kod pacijentica s gradusom Il nisu prikazani odnosi dob pacijentice, BMI, veli¢ina tumora, broj
metastaza limfnih ¢vorova, Ki-67, ER, PR i HER2 (red u tablici) te veli¢ina tumora, broj
metastaza limfnih ¢vorova, Ki-67, ER, PR i HER2 (stupac u tablici) u odnosu na sve parametre.
Umjerene korelacije u skupini tumora gradusa II su sljedece: dob s NRF2 u citoplazmi stanica
strome, BMI s NRF2 u jezgri i citoplazmi strome, HIF-1o u citoplazmi s HNE-om u jezgri i
citoplazmi tumorskih stanica, HNE u jezgri i citoplazmi stanica tumora s jezgrom i
citoplazmom stanica strome, NRF2 u jezgri stanica tumora s citoplazmom stanica tumora i
strome te s jezerom stanica strome. Vrlo jaka korelacija nadena je kod pojavnosti HNE-a u
jezgri i citoplazmi stanica i tumora i strome.

Kod tumora gadusa Il nisu prikazani odnosi dob pacijentice, BMI, veli¢ina tumora, broj
metastaza limfnih ¢vorova, Ki-67, ER, PR i HER2 (red u tablici) te dob pacijentice, veli¢ina
tumora, broj metastaza limfnih ¢vorova, Ki-67, ER, PR i HER2 (stupac u tablici) u odnosu na
sve parametre. Kod tumora gradusa III je nadena umjerena korelacija NRF2 u jezgrama
tumorskih stanica s citoplazmom stanica tumora te jezgrom i citoplazmom stanica strome. Jaka
korelacija dobivena je izmedu NRF2 u citoplazmi i jezgri stanica strome. Kona¢no, kod gradusa
Il postoji negativna umjerena korelacija izmedu ER i Ki-67 s Spearmanovim faktorom
korelacije p=-0,542 i p=0,001.
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Tablica 3. Povezanost parametara kod tumora gadusa |

HNE HNE HNE HNE NRF2 NRF2 NRF2
Dab HIF-1oN | HIF-la C TumorN | TumorC | StromaN | StromaC | TumorN | TumorC | StromaN

5 | 0,481
ER p | 0,005

o | -0,171
PR p | 0,340
HIF-1a p | -0,405*
N p | 0,019
HIF-1a p |-0,329 0,155
C p | 0,062 0,390
HNE p | 0,199 -0,202 -0,045
Tumor N p | 0,274 0,268 0,805
HNE p | 0515* -0,353 * -0,021 0,635 *
Tumor C p | 0,003 0,048 0,910 <0,001
HNE p | 0,080 -0,185 0,077 0,134 0,347
StromaN | p | 0,665 0,310 0,675 0,465 0,051
HNE p | 0,091 -0,194 0,074 0,145 0,355 0,997 *
StromaC | p | 0,620 0,288 0,687 0,428 0,046 <0,001
NRF2 p | 0,138 -0,161 -0,125 0,544 * 0,305 -0,139 -0,126
Tumor N p | 0,445 0,370 0,488 0,001 0,090 0,447 0,492
NRF2 p | 0,248 -0,165 0,040 0,546 * 0,399 * 0,142 0,152 0,682 *
Tumor C p | 0,164 0,360 0,823 0,001 0,024 0,437 0,406 <0,001
NRF2 p | 0,173 -0,214 0,012 0,437 0,322 -0,080 -0,067 0,763 * 0,464 *
StromaN | p | 0,336 0,231 0,947 0,012 0,072 0,663 0,714 <0,001 <0,001
NRF2 p | 0,387 -0,043 -0,206 0,337 0,210 -0,248 -0,248 0,305 0,281 0,498 *
StromaC | p | 0,026 0,811 0,251 0,059 0,248 0,171 0,084 0,113 0,003 <0,001

* statisticki znacajno p < 0,05
Spearmanova korelacija: umjerena za p = 0,3-0,59; Jaka za p = 0,6-0,89; Vrla jaka za p = 0,9-1, sve uz p < 0,05
N — jezgra; C - citoplazma
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Tablica 4. Povezanost parametara kod tumora gadusa 11

HNE HNE HNE HNE NRF2 NRF2 NRF2
Dab HIF-1oN | HIF-la C TumorN | TumorC | StromaN | StromaC | TumorN | TumorC | StromaN
HIF-la | p | -0,146
N p | 0417
HIF-1a p | 0,009 0,597 *
C p | 0,962 <0,001
HNE p | 0,108 0,303 0,467 *
Tumor N p | 0,549 0,087 0,006
HNE p | 0,141 0,172 0,377 * 0,831 *
Tumor C p | 0,432 0,339 0,031 <0,001
HNE p | 0,145 0,209 0,147 0,656 * 0,580 *
StromaN | p | 0421 0,244 0,413 <0,001 <0,001
HNE p | 0,265 0,123 0,109 0,657 * 0,667 * 0,819 *
StromaC |p | 0,135 0,494 0,546 <0,001 <0,001 <0,001
NRF2 p | 0,198 0,031 0,310 0,122 0,197 0,064 0,117
Tumor N p | 0,270 0,862 0,079 0,500 0,272 0,722 0,516
NRF2 p | 0,053 0,124 0,241 0,161 0,287 -0,066 0,058 0,695 *
Tumor C p | 0,771 0,492 0,177 0,370 0,106 0,715 0,747 <0,001
NRF2 p | 0,368 * 0,156 0,187 0,101 0,210 0,196 0,194 0,564 * 0,358 *
StromaN | p | 0,035 0,385 0,299 0,575 0,241 0,274 0,280 0,004 0,041
NRF2 p | 0,442 * 0,031 0,096 0,075 0,244 0,024 0,182 0,566 * 0,538 * 0,746 *
StromaC | p | 0,010 0,866 0,595 0,677 0,170 0,895 0,311 0,001 0,001 <0,001

* statisticki znacajno p < 0,05
Spearmanova korelacija: umjerena za p = 0,3-0,59; Jaka za p = 0,6-0,89; Vrla jaka za p = 0,9-1, sve uz p < 0,05
N — jezgra; C - citoplazma
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Tablica 5. Povezanost parametara kod tumora gadusa 111

HNE HNE HNE HNE NRF2 NRF2 NRF2
HIF-1oN | HIF-1a C TumorN | TumorC | StromaN | StromaC | TumorN | TumorC | StromaN
HIF-la | p | 0,002
C p | 0,993
HNE p | 0,026 -0,195
Tumor N p | 0,886 0,176
HNE p | -0,370 * -0,210 0,396 *
Tumor C p | 0,034 0,234 0,023
HNE p | 0,072 -0,023 0,270 0,265
StromaN |p | 0,691 0,869 0,128 0,130
HNE p | -0,122 -0,064 0,149 0,211 0,763 *
StromaC | p | 0,499 0,718 0,407 0,232 <0,001
NRF2 p | -0,066 0,210 -0,252 -0,244 -0,303 -0,337
Tumor N p | 0,716 0,233 0,157 0,232 0,081 0,051
NRF2 p | 0,068 0,185 -0,234 -0,039 0,021 0,032 0,551 *
Tumor C p | 0,705 0,295 0,190 825 0,904 0,857 0,001
NRF2 p | -0,243 0,236 -0,103 -0,051 -0,235 -0,187 0,475 * 0,398 *
StromaN |p | 0,174 0,179 0,568 0,776 0,181 0,289 0,005 0,020
NRF2 p | -0,218 0,218 -0,186 -0,139 -0,282 -0,127 0,583 * 0,464 * 0,813 *
StromaC | p | 0,222 0,215 0,300 0,433 0,105 0,475 <0,001 0,006 <0,001

* statistiCki znacajno p < 0,05
Spearmanova korelacija: umjerena za p = 0,3-0,59; Jaka za p = 0,6-0,89; Vrla jaka za p = 0,9-1, sve uz p < 0,05

N — jezgra; C - citoplazma
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4.3.2. Analiza korelacija po imunofenotipu tumora

Kao i kod odredivanja korelacija u odnosu na graduse tumora, korelacijski parametri odredeni
su i nakon podjele tumora po imunofenotipovima tumora te su prikazani u Tablicama 6. do 10.
U tablicama nisu pokazani podaci za parametre koji ili nisu prisutni u tumorima (npr. HER2
kod luminalnihtip A i tip B tumora) ili nisu pokazali korelaciju, tj. Njihov koeficijent korelacije
bio je manji od 0,4. Kod luminalnih tip A tumora nisu pokazani Ki-67, ER, PR i HER2, veli¢ina
tumora i broj metastaza. Kod ovih tumora nadena je umjerena korelacija izmedu HIF-1a u
citoplazmi i jezgri, HNE u citoplazmi i jezgri stanica i tumora i strome, te izmedu NRF2 u jezgri
tumorskih stanica sa njihovom citoplazmom kao i s NRF2 u jezgri stanica strome.

Kod luminalnih tip B tumora nisu prikazani odnosi PR, BMI, broj metastaza limfnih ¢vorova,
Ki-67, u odnosu na sve parametre zbog nedostatka korelacije (manja od 0,4). Korelacije u ovoj
skupini tumora su sljedece: umjerene za dob s HNE u jezgri stanica tumora te u citoplazmi
strome te dob s ER pozitivitetom; HNE citoplazmi stanica tumora s HNE-om u jezgri stanica
tumora (umjerena) te sa HNE-om u citoplazmi (umjerena) i jezgri (jaka) strome i s ER
pozitivitetom (mjerena), HNE u citoplazmi stanica tumora umjereno jako korelira s HNE-
pozitivitetom jezgre i citoplazme strome, NRF2 u citoplazmi tumora te s veli¢inom tumora;
HNE u citoplazmi i jezgri strome umjereno korelira s ER pozitivitetom dok NRF2 u jezgri
strome korelira s NRF2 pozitivitetom jezgre i citoplazme strome.

Kod HER2 pozitivnih tumora nisu prikazani odnosi veli¢ina tumora, broj metastaza limfnih
¢vorova, te ER i PR u odnosu na sve parametre. Kod ovih tumora nadena je umjerena korelacija
dobi i HIF-1a u citoplazmi te HIF-1a u jezgri s HNE-om u citoplazmi strome. HNE u jezgri
tumora jako korelira s HNE-om u citoplazmi tumora te umjereno korelira s Ki-67, dok HNE u
citoplazmi tumora umjereno korelira s NRF2 u jezgri tumora te Ki-67. HNE u jezgri strome
jako korelira s citoplazmom strome, dok HNE u citoplazmi strome umjereno korelira s Ki-67.
NRF2 u jezgrama tumora umjereno korelira s NRF2 u jezgri strome, dok NRF2 u citoplazmi
strome jako korelira s citoplazmom.

Kod luminalnih tip B/HER2+ tumora nisu prikazani odnosi veli¢ina tumora, broj metastaza
limfnih ¢vorova, te ER i PR u odnosu na sve parametre. Kod ovih tumora nadena je negativna
umjerena korelacija dobi i HIF-1a te HNE-a u jezgrama tumora s NRF2 u citoplazmi tumora i
strome je u jezgri tumora. HNE i NRF2 umjereno koreliraju u jezgri i citoplazmi tumora. NRF2
u jezgri strome umjereno korelira s NRF2 u jezgri i u citoplazmi tumora. NRF2 u citoplazmi

strome, sli¢no kao i u jezgri umjereno korelira s NRF2 u jezgri i citoplazmi tumora. NRF2 u
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jezgri tumora korelira s veli¢inom tumora. Zanimljivo, ER ne daje korelacije, ali PR umjereno
korelira s HNE-om u citoplazmi strome. BMI ima jako negativnu korelaciju s HIF-1a u jezgri
i citoplazmi, NRF2 u citoplazmi tumora te negativnu umjerenu korelaciju s brojem metastaza
u limfnim ¢vorovima. BMI jako korelira s HNE-om u citoplazmi tumora te u jezgri i citoplazmi
strome, a umjereno korelira s HNE-om u jezgri tumora. Takoder, BMI umjereno korelira s
veli¢inom i ER, a vrlo jako korelira s PR.

Kod trostruko negativnih tumora nisu prikazani odnosi dobi pacijentica, ER, PR, HERZ2, te Ki-
67 u odnosu na sve parametre. Kod ovih tumora nadena je negativha umjerena korelacija
veli¢ine tumora s HNE-om u jezgri tumora te izmedu broja metastaza u limfnim ¢vorovima s
HNE-om i citoplazmi i tumora i strome. Kod ovih tumora jaka korelacija nalazi se medu
jezgrama i citoplazmama tumor za HNE i NRF2 te stromi za HNE. Umjerena korelacija nalazi
se za NRF2 u citoplazmi tumora s dobi, te NRF2 u jezgri strome s njenom citoplazmom te
NRF2 u jezgri tumora, takoder NRF2 u citoplazmi strome umjereno korelira s NRF2 u
citoplazmi tumora te s jezgrom strome. Veli¢ina tumora umjereno korelira s HIF-1o u

citoplazmi.
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Tablica 6.

Povezanost parametara kod luminalnih tip A tumora

HNE

HNE

HIF-1a HIF-1a HNE HNE NRF2 NRF2 NRF2
Dab N C Tumor N | Tumor C Strlc\)lma Strgma Tumor N | Tumor C | Stroma N
HIF-1o p | -0,389 *
N p | 0,013
HIF-1a p | -0,287 0,401 *
C p | 0,076 0,011
HNE p | 0,051 -0,193 0,101
TumorN | p | 0,757 0,232 0,539
HNE p | 0,202 -0,154 0,067 0,650 *
TumorC |p | 0,211 0,341 0,683 <0,001
HNE p | 0,050 -0,005 0,228 0,247 0,390 *
StromaN | p | 0,759 0,978 0,162 0,124 0,013
HNE p | 0,106 -0,112 0,046 0,274 0,476 * 0,837 *
StromaC | p | 0,516 0,492 0,782 0,088 0,002 <0,001
NRF2 p | 0,133 -0,223 -0,040 0,329 * 0,128 -0,066 -0,112
TumorN | p |0,413 0,167 0,811 0,038 0,431 0,686 0,491
NRF2 p | -0,071 0,048 0,112 0,341 * 0,181 0,021 0,029 0,555 *
TumorC | p | 0,665 0,767 0,496 0,031 0,262 0,898 0,857 <0,001
NRF2 p | 0,159 -0,017 0,060 0,165 0,059 -0,013 -0,067 0,661 * 0,445 *
StromaN | p | 0,327 0,918 0,716 0,309 0,718 0,934 0,682 <0,001 0,004
NRF2 p | 0,144 0,207 -0,130 0,161 0,045 -0,235 -0,222 0,196 0,323 0,518 *
StromaC | p | 0,375 0,200 0,430 0,321 0,784 0,144 0,168 0,226 0,042 0,001

* statisticki znacajno p < 0,05
Spearmanova korelacija: umjerena za p = 0,3-0,59; Jaka za p = 0,6-0,89; Vrla jaka za p = 0,9-1, sve uz p < 0,05

N — jezgra; C - citoplazma
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Tablica 7. Povezanost parametara kod luminalnih tip B tumora

Dob HIF-1o HIF-1o HNE HNE HNE HNE NRF2 NRF2 NRF2 NRF2
N C Tumor N | Tumor C | Stroma N | StromaC | Tumor N | Tumor C | Stroma N | Stroma C
HIF-1a p | -0,043
N p | 0,797
HIF-1o p | -0,079 0,475 *
C p | 0,633 0,002
HNE P | 0,439 * 0,056 -0,052
TumorN | p | 0,006 0,740 0,757
HNE p | 0372* -0,160 0,187 0,681 *
TumorC | p | 0,020 0,331 0,255 <0,001
HNE p | 0372* -0,024 0,051 0,662 * 0,589 *
StromaN | p | 0,020 0,883 0,758 <0,001 <0,001
HNE p | 0,423 * -0,069 -0,004 0,710 0,649 * | 0,925 *
StromaC | p | 0,007 0,678 0,983 0,000 <0,001 | <0,001
NRF2 p | 0,077 -0,193 0,123 0,226 0,302 -0,033 0,063
TumorN | p | 0,643 0,239 0,454 0,172 0,062 0,841 0,702
NRF2 p 0,120 -0,244 0,360 * 0,179 0,408 * | 0,001 0,073 0,738 *
TumorC | p | 0,467 0,135 0,024 0,284 0,010 0,997 0,661 <0,001
NRF2 p | 0,144 -0,160 0,231 0,116 0,278 0,162 0,168 0,602 * 0,554 *
StromaN |p | 0,380 0,330 0,157 0,490 0,087 0,324 0,308 <0,001 <0,001
NRF2 p 0,197 -0,280 0,098 0,112 0,210 -0,024 0,062 0,620 0,583 * 0,772 *
StromaC | p | 0,228 0,084 0,554 0,502 0,199 0,884 0,708 0,000 <0,001 <0,001
Veligina | p | 0,039 -0,015 0,310 0,084 0,479 * | 0,043 0,127 0,133 0,311 0,182 0,098
tumora p | 0,814 0,929 0,055 0,614 0,002 0,795 0,440 0,420 0,054 0,268 0,553
ER (%) p | 0,491 * -0,043 -0,268 0,593 * 0,305 0,403 * 0,433 * 0,102 0,029 -0,018 0,005
p | 0,002 0,795 0,099 <0,001 0,059 0,011 0,006 0,537 0,863 0,916 0,974

* statisti¢ki znacajno p < 0,05

Spearmanova korelacija: umjerena za p = 0,3-0,59; Jaka za p = 0,6-0,89; Vrla jaka za p = 0,9-1, sve uz p < 0,05

N — jezgra; C - citoplazma




Tablica 8. Povezanost parametara kod HER2 pozitivnih tumora

Dob HIF-1lo | HIF-1a HNE HNE HNE HNE NRF2 NRF2 NRF2 NRF2 Ki-67
N C Tumor N | Tumor C | Stroma N | StromaC | Tumor N | Tumor C | StromaN | Stroma C (%)
HIF-1a p | -0,051
N p | 0,857
HIF-1a p | -0,530 * | -0,032
C p | 0,045 0,910
HNE p | 0,224 -0,313 0,023
Tumor N p | 0,407 0,251 0,936
HNE p | 0,139 -0,375 0,191 0,867 *
Tumor C p | 0,606 0,166 0,489 <0,001
HNE p | 0,140 -0,316 -0,095 0,452 0,339
Stroma N p | 0,750 0,533 0,867 0,125 0,188
HNE p | 0,358 -0,462 * | -0,074 0,572 0,369 0,730
Stroma C p|0192 0,143 0,790 0,025 0,108 0,063
NRF2 p | -0,211 | 0,026 0,135 -0,562 * | -0,625* | -0,124 -0,118
Tumor N p | 0,446 0,928 0,626 0,032 0,015 0,800 0,681
NRF2 p | 0,103 -0,189 0,224 0,003 0,147 0,094 0,351 0,154
Tumor C p| 0,714 0,495 0,418 0,993 0,597 1.000 0,248 0,580
NRF2 p | 0,152 -0,163 0,228 -0,328 -0,205 -0,310 -0,200 0,591 * 0,234
Stroma N p | 0,586 0,556 0,408 0,230 0,459 0,333 0,481 0,022 0,398
NRF2 p | 0,310 -0,213 0,203 -0,109 0,029 -0,220 0,086 0,358 0,360 0,795 *
Stroma C p | 0,259 0,440 0,463 0,696 0,917 0,600 0,752 0,189 0,186 0,001
p | 0,300 -0,202 0,300 0,505 * 0,569 * 0,336 0,491 * -0,288 0,271 -0,269 -0,039 0,301

Ki-67 (%) |p | 0,257 0,464 0,273 0,048 0,024 0,313 0,054 0,295 0,325 0,329 0,890 0,254

* statisticki znacajno p < 0,05

Spearmanova korelacija: umjerena za p = 0,3-0,59;

N — jezgra; C - citoplazma

Jaka za p = 0,6-0,89; Vrla jaka za p = 0,9-1, sve uz p < 0,05
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Tablica 9. Povezanost parametara kod luminalni tip B/JHER2+ tumora

HNE

HNE

NRF2

NRF2

Veli¢ina

HIF-la | HIF-le | rymor | Tumor HNE HNE NRF2 NRF2 Stroma | Stroma | tumora ER
N C N C StromaN | StromaC | TumorN | Tumor C N c (%) (%)
HIF-1la p | 0,176
C p | 0,361
HNE p | -0,227 0,213
Tumor N p | 0,244 0,277
HNE p | -0,295 0,213 0,589 *
Tumor C p| 0,128 0,277 0,001
HNE p | 0,299 -0,159 0,258 0,307
Stroma N p | 0,123 0,420 0,176 0,106
HNE p | -0,430* | 0,038 0,094 0,481 * | 0,668 *
Stroma C p | 0,022 0,849 0,628 0,008 0,000
NRF2 p | 0,289 -0,100 -0,398 -0,355 | -0,192 -0,196
Tumor N p| 0,136 0,611 0,036 0,064 0,328 0,318
NRF2 p | -0,158 0,043 -0,504 * | -0,349 | -0,168 -0,018 0,669 *
Tumor C p | 0421 0,826 0,006 0,069 0,394 0,927 <0,001
NRF2 p | 0,218 -0,232 -0,404 * | -0,287 | -0,179 -0,178 0,658 * 0,538 *
Stroma N p | 0,266 0,235 0,033 0,138 0,362 0,365 <0,001 0,003
NRF2 p | -0,220 0,164 -0,416 * | -0,114 | -0,072 0,084 0,457 * 0,503 * 0,666 *
Stroma C p | 0,261 0,403 0,028 0,562 0,715 0,670 0,013 0,005 <0,001
Veli¢ina tumora | ” -0,053 -0,091 -0,081 -0,163 | 0,215 0,025 0,430 * 0,162 0,256 0,097
p | 0,790 0,644 0,680 0,408 0,272 0,901 0,022 0,410 0,188 0,623
PR(%) p | -0,506 * | 0,045 0,018 0,153 0,296 0,426 * 0,006 0,227 0,197 0,314 -0,096 | 0,101
p | 0,005 0,817 0,924 0,428 0,119 0,021 0,974 0,237 0,307 0,097 0,622 0,597

* statisti¢ki znacajno p < 0,05
Spearmanova korelacija: umjerena za p = 0,3-0,59; Jaka za p = 0,6-0,89; Vrla jaka za p = 0,9-1, sve uz p < 0,05
N — jezgra; C - citoplazma
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Tablica 10. Povezanost parametara kod trostruko negativnih tumora

HIF-1a HIF-1a HNE HNE Slt—lrglrﬁa HNE NRF2 NRF2 NRF2 NRF2
Dob N C Tumor N | Tumor C N StromaC | Tumor N | Tumor C | Stroma N | Stroma C
HIF-1a p | -0,013
N p | 0,945
HIF-1a p | 0,094 -0,089
C p | 0,622 0,638
HNE p | -0,041 0,105 -0,234
Tumor N p | 0,832 0,580 0,212
HNE p | -0,0564 | -0,270 -0,043 0,722 *
Tumor C p | 0,779 0,150 0,823 <0,001
HNE p | 0,080 0,152 0,134 -0,245 -0,204
Stroma N p| 0,674 0,424 0,482 0,192 0,280
HNE p | 0,123 0,040 0,278 -0,288 -0,142 0,838 *
Stroma C p | 0,518 0,834 0,137 0,123 0,456 <0,001
NRF2 p | -0,261 0,126 -0,164 0,204 -0,027 -0,069 -0,230
Tumor N p| 0,163 0,507 0,386 0,280 0,888 0,715 0,221
NRF2 p | -0,422 * | -0,120 -0,017 0,223 0,319 -0,187 -0,310 0,708 *
Tumor C p | 0,020 0,528 0,929 0,235 0,086 0,324 0,095 <0,001
NRF2 p | -0,058 0,127 0,087 0,155 0,022 0,002 -0,109 0,658 * 0,534 *
Stroma N p| 0,761 0,504 0,648 0,413 0,907 0,993 0,567 <0,001 0,002
NRF2 p | -0,245 -0,173 0,204 -0,004 0,258 -0,234 -0,149 0,271 0,606 * 0,541 *
Stroma C p|0,191 0,360 0,280 0,981 0,168 0,213 0,431 0,148 <0,001 0,002
Veli¢ina p | -0,110 |-0,311 0,451 * -0,486 * -0,251 0,199 0,316 0,225 0,147 0,144 0,022
tumora p | 0,563 0,095 0,012 0,006 0,181 0,291 0,089 0,233 0,437 0,448 0,907
Measazeu |, 106 |-0024 |0062 |-0223 |-0412 |0341 |-0401 [0217  |0116  |0138 | -0006
vorovima p | 0,106 0,900 0,748 0,245 0,026 0,070 0,031 0,259 0,548 0,474 0,976

* statisti¢ki znacajno p < 0,05
Spearmanova korelacija: umjerena za p = 0,3-0,59; Jaka za p = 0,6-0,89; Vrla jaka za p = 0,9-1, sve uz p < 0,05
N — jezgra; C - citoplazma



4.4. Stanice

Kaplji¢énom analizom proteina NRF2 u tri stani¢ne linije tumora dojke, MCF7, SkBr3 i
SUM159 (Slika 18.) dobiveno je da MCF7 i SkBr3 linije ne mijenjaju znacajno razinu NRF2

nakon izlaganja vodikovom peroksidu, dok SUM159 znac¢ajno poveéava razinu NRF2 nakon

tretmana.
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Slika 18. Kaplji¢na analiza razine NRF2 u tri stani¢ne linije tumora dojke.

Analiza HNE-proteinskih konjugata u stani¢nim linijama tumora dojke prije i poslije izlaganja
vodikovom peroksidu (Slika 19) pokazala je da vodikov peroksid zna¢ajno povisuje koli¢inu
HNE-proteinskih konjugata u svim stani¢nim linijama Takoder, vodikov peroksid znacajno
povisuje koli¢inu HNE-proteinskih konjugata u MCF7 stani¢noj liniji u odnosu na SkBr3 i
SUM159 (p<0,001).
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Slika 19. Kaplji¢na analiza razine HNE-proteinskih konjugata u tri stani¢ne linije tumora dojke.
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5. RASPRAVA

Karcinomi dojke jo$ uvijek predstavljaju najzastupljeniji tip karcinoma kod Zena, i naj¢e$¢i su
uzrok smrti Zena u razvijenim zemljama [6]. U Hrvatskoj, karcinom dojke ¢ini 22% svih novo
dijagnosticiranih tumora u zena [51,179]. Problem kod karcinoma dojke leZi u ¢injenici da, iako
ucestalosti karcinoma pada, to se odnosi na skupinu Zena iznad 50 godina, dok je kod mladih
sve vise oboljelih i tijek bolesti je znatno agresivniji [18,50]. Jedna od velikih prepreka kod
karcinoma dojke je njegova biologija, jer je karcinom dojke izrazito heterogena skupina tumora,
pri ¢emu se razlikuju 24 histoloska tipa i podtipa karcinoma dojke od kojih svaki ima odredene
histoloske, histokemijske, imunohistokemijske i molekularne karakteristike ¢ime ima mnogo
faktora koji pridonose odredenoj prognozi. Svakako, kao i kod svih tumora, metastaze i

otpornost prema terapiji najveca su prepreka u uspje$nom lije¢enju ove(ih) bolesti.

S obzirom na probleme kod uspjesnog lijeenja tumora i razvoja rezistencije na terapiju cilj
ovog rada bio je odrediti kako hipoksija putem prekomjernog stvaranja ROS-a i posljedi¢ne
lipidne peroksidacije utje€e na antioksidacijsku zastitu kod tumora dojke razlic¢itih gradusa 1
imunofenotipa. Naime, prilikom rasta, tumor se moze na¢i u uvjetima hipoksije. Hipoksija
uzrokuje promjene u metabolizmu, kao $to su inhibicija 3-oksidacije, promjene koje dovode do
povetanog stvaranja ROS-a te stimulacija angiogeneze putem aktivacije HIF-1la
transkripcijskog faktora [180]. Navedeni dogadaji uzrokuju dodatnu prilagodbu tumorskih
stanica novonastalim uvjetima te mogu posljedi¢no utjecati i na druge faktore. Posebice se istice
poveéanje ROS-a koji moze izazvati lipidnu peroksidaciju ¢ime se stvaraju stabilni, ali
istovremeno reaktivni produkti s bioloskom aktivnos$¢u. Ovi aldehidi, a medu njima se posebice
istice HNE, reagiraju sa stani¢nim signalnim proteinima pri ¢emu mijenjaju njihovu biolosku
aktivnost te time pokrecu procese koji mogu voditi u adaptaciju na oksidacijski stres [181,182].
Iako su istrazivanja pokazala povezanost izmedu pojavnosti HIF-1a te malignosti tumora dojke
[183] nije u potpunosti poznato kako pojavnost HIF-1a utje¢e na metabolizam masnih kiselina,
oksidacijski stres te posljedi¢no na lipidnu peroksidaciju i aktivaciju antioksidacijskog faktora
NRF2.
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Prije pocetaka svih analiza odabranih faktora ovisno o gradusu te o imunofenotipu tumora,
nacinjena je analiza pacijentica kako ne bi doslo do krive interpretacije rezultata. Prosjecna dob
pacijentica je 61,5 godina s medijanom dobi od 63 godine, a pacijentice su u rasponu od 31 do
86 godina, sto odgovara literaturnim podacima [184]. Budué¢i se tumori dijele prema
histoloskim podtipovima (duktalni, lobularni, medularni, papilarni, apokrini), histoloSkom
gradusu i1 prema prisutnosti/odsutnosti odredenih molekula/receptora na povrsini tumorskih
stanica, prvenstveno se to odnosi na hormonske (estrogenske, ER, i progesteronske, PR)
receptore u tumorskim stanicama, ali 1 na prisutnost pojacane izraZenosti receptora za
epidermalni faktor rasta, HER2, statistiCkim metodama je provjereno da nema razlike medu
skupinama po dobnoj raspodjeli. Svaki od faktora podjele tumora ima svoje klinicko ili
prognosticko znacenje, svi rezultati analizirani su prema podjeli po gradusu tumora i prema

imunofenotipu tumora.

Nakon $to se provjerila pravilna raspodjela pacijentica po skupinama, pristupilo se analizi
raspodjele HIF-1a. HIF-1 transkripcijski faktor aktivira se i translocira u jezgru kd niske razine
Kisika, a sastoji se od dvije podjedinice, HIF-1a i HIF-1p [159]. HIF-1B podjedinica je
konstitutivno eksprimirana, dok je HIF-la je inducirana razinom Kkisika. Dakle, u
normoksigeniranim uvjetima, HIF-1a je hidroksiliran na prolinu 402 i/ili na prolinu 564
enzimom PHD2 (engl. prolyl hydroxylase domain protein 2), koji koristi molekularni kisik i a-
ketoglutarat. Na hidroksilirani HIF-1a se dalje veze von Hippel-Lindau tumor supresorski
protein (engl. von Hippel-Lindau tumor suppressor protein, VHL), ¢ime se aktivira E3
ubikvitin ligaza i HIF-1a se upucuje na razradnju u proteasomu [159]. U uvjetima hipoksije,
nedostatak kisika i stvaranje ROS-a u mitohondrijima uzrokuju nemoguénost ubikvitinacije
HIF-1lo te on ostaje u citoplazmi, aktivira se te se translocira u jezgru gdje zapodinje
transkripciju svojih ciljnih gena. Stoga je bitno prilikom analize imunohistokemijskih bojenja
razloziti lokalizaciju HIF-1a u stanici. Rezultati upucuju na trend nize razine HIF-1a u jezgri
nego u citoplazmi, medutim znacajna razlika je jedino kod tumora gradusa Il (Slika 10.).
Takoder, kod tumora gradusa Il zna¢ajno je niza razina HIF-1a u jezgri u usporedbi s tumorima
gradusa I, te u citoplazmi u usporedbi s tumorima gradusa | i gradusa I1l. Ovi rezultati upuéuju
na moguc¢u smanjenu aktivaciju HIF-1o u tumorima dojke, pri ¢emu se HIF-1a najvise aktivan
kod tumora gradusa I, dok s povecanjem gradusa ne dolazi do njegove aktivacije i translokacije.
Zanimljivo, HIF-1a se povecava u tumorima gradusa III u usporedbi s gradusom Il samo u
citoplazmi, te ovo moZe ukazivati na hipoksi¢ne uvjete kod ovih tumora, uz poremecaj

aktivacije.
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Gledajuci korelacijske odnose HIF-1a (Tablice 3-5), dobivena je znacajna negativna korelacija
HIF-1a s dobi pacijentica kod gradusa I. Ova je korelacija mozemo reéi i o¢ekivana, obzirom
da su pacijentice s karcinomima niZzeg histoloskog gradusa, a samim time i manje agresivnog
fenotipa, nesto starije Zivotne dobi s karcinomi koji su spororastu¢i i slabe mitotske aktivnosti.
Osim toga odredivanje histoloSkog gradusa odgovara fenotipskoj manifestaciji karcinoma,
¢ime dio karcinoma gradusa II najvjerojatnije ipak pripada gradusu I. Svakako je vazno znati
da i agresivniji imunofenotipovi karcinoma dojke kao $to su HER2 pozitivni tip i trostruko
negativni, mogu pokazivati histoloSki gradus I ili II, iako su u velikoj vec¢ini slucajeva oni ipak
histoloskog gradusa III, ¢ak i kada su manji od 2 centimetra. Polimorfizam jezgre kao jedna od
varijabli u procjeni histoloskog gradusa ne pokazuje realno metaboli¢ku i mitotsku aktivnost
stanica karcinoma. Ista korelacija HIF-1a s dobi zabiljezena je i u skupini luminalnog tip A
karcinoma koji najces¢e odgovaraju gradusu I, dobro diferencirani karcinomi, niskog

proliferacijskog indeksa i pozitivnog statusa hormonskih receptora.

Obzirom da literaturni podaci upuéuju na znacajnu ulogu HIF-la kod malignih tumora,
posebice u segmentu metastaziranja [185], analizirana je njegova razina u odnosu nha
imunofenotip tumora (Slika 11). Analiza po imunofenotipu tumora pokazala je kako HER2
pozitivni i luminalni tip B/HER2+ imaju trend izjednacenja HIF-1o u jezgri i citoplazmi, pri
¢emu je pozitivitet u citoplazmi nizi nego kod ostalih tumora. Luminalni tip B i trostruko
negativni tumori imaju znacajno nizi pozitivitet u jezgri u odnosu na citoplazmi, dok je kod
luminalnih tip A tumora pirsutan isti trend, ali nije statisti¢ki zna¢ajan. Ovi rezultati upucuju
da je potrebno tumore razvrstavati po imunofenotipu, ¢ime se mogu povezati molekularne
znacajke tumora s ekspresijom pojedinih molekula. 1z rezultata moZe se povezati ekspresija
HIF-1a s HER2, pri ¢emu dolazi do aktivacije i translokacije HIF-1a u jezgru, a Sto je
karakteristi¢éno samo za HER2 pozitivne tumore.

Ovaj podatak je donekle neocekivan, jer se trostruko negativni karcinomi dojke smatraju
hipoksi¢nim zbog ceste prisutnosti nekroze u histoloskim materijalima. Badowska-
Kozakiewicz i Budzik su utvrdili znacajno vecu izraZzenost HIF-la u trostruko negativnim
karcinomima dojke, nego u ostalim imunofenotipovima [186] $to u ovom istrazivanju nije
slucaj. Kao 1 njihov rezultat, 1 u naSem istrazivanju detektirana je znacajna korelacija izraZenosti
HIF-1a s veli¢inom tumora, $to se uklapa u sliku trostruko negativnih karcinoma dojke.
Doduse, korelacija je bila znacajna u slucaju citoplazmatske izrazenosti HIF-1a dok je jezgrena
izrazenost pokazivala tendenciju ka statistickoj znacajnosti. Vjerujemo da bi analiza na ve¢em

broju uzoraka potvrdila ovaj rezultat.
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Budu¢i da hipoksija uzrokuje neravnotezu ROS-a pri ¢emu se aktivira HIF-1a, pracena je razina
glavnog transkripcijskog faktora koji se aktivira u uvjetima oksidacijskog stresa, NRF2 pri
¢emu dolazi do aktivacije NRF2-KEAP1 signalnog puta [129]. Sli¢no kao i HIF-1a, u uvjetima
homeostaze NRF2 se nalazi u citoplazmi te je vezan za svoj represor KEAPL i, kao takav
podlozan ubikvitin-ovisnoj razgradnji u proteasomima. Medutim, u uvjetima oksidacijskog
stresa, elektrofili (npr. ROS, HNE,...) se vezu za cisteine KEAP1 te mu tim interakcijama
mijenjaju konformaciju, pri ¢emu nova konformacija nije u moguénosti drzati NRF2 vezan te
dolazi do njegovog oslobadanja. Slobodni NRF2 translocira se u jezgru u kojoj stvara
heterodimere s malim Maf proteinima te se veze za ARE (engl. antioxidant response element)
promotorskih regija ciljanih gena aktivirajuéi ih i na taj na¢in &titi stanicu [131]. Sto se tie
razine NRF2 u tumorima, on moze biti povisen, §to se povezuje s visokim razinama ROS-a te
izbjegavanjem apoptoze aktivacijom metabolickih i citoprotektivnih gena [130,144—148]. Kako
bi se istraZila povezanost izmedu NRF2 i tumora, ispitala se njegova pojavnost ovisno o gradusu
tumora (Slika 13). Dodatno, kako bi se ispitao utjecaj tumora na okolno tkivo, analizirala se
pojavnost NRF2 i u stromi. Razina NRF2 je znacajno niza u stanicama strome nego u stanica
tumora, ukazujuci na poveéanu potrebu tumorskih stanica za ovim transkripcijskim faktorom.
Ovaj nalaz indirektno upucuje i na povecanu razinu oksidacijskog stresa u tumorskim stanicama
za razliku od stanica strome te ova povecana razina oksidacijskog stresa utjece na transkripciju
NRF2. NRF2 ne pokazuje statisticku znacajnost izrazenosti U jezgrama i citoplazmama
stanicama tumora ovisno o gradusu tumora. Medutim, mala, ali statisticki znacajna razlika u
pozitivitetu izmedu jezgre i citoplazme nalazi se kod stanica tumora gradusa | i gradusa Ill.
Kod strome tumora uocava se lagani trend veéeg pozitiviteta u jezgri nego u citoplazmi, iako
nije statisti¢ki znacajan niti za jedan gradus tumora. Za razliku od citoplazmi strome, kod jezgri
stanica strome uocava se porast pozitiviteta kod tumora gradusa III u odnosu na stanice strome
kod gradusa Il. Analiza korelacija za NRF2, pokazala je znacajnu izrazenost NRF2 sa starijom
dobi pacijentica u stromi kod nizih histoloskih gradusa (Tablice 3-5). Nije sigurno pokazuje li
u ovom slué¢aju NRF2 protektivni uc¢inak, obzirom na njegov uc¢inak inhibicije HIF-1a, ili dolazi
do aktivacije srodnih signalnih puteva koji mogu rezultirati tumorskom invazijom gdje NRF2
ima protektivni uc¢inak na stanice tumora. Slican ucinak nije zabiljezen kod analize po
imunofenotipu (Tablice 6 - 10), osim znacajne korelacije izrazenog NRF2 u jezgri karcinoma s
mladom dobi pacijentica u trostruko negativnim karcinomima. Ovdje svakako mozemo govoriti
0 njegovom utjecaju na mehanizme izbjegavanje apoptoze. Zanimljivo, kad se tumori razvrstaju

po imunofenotipu, u stanicama tumora ne nalazi se nikakva razlika u pozitivitetu na NRF2.
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Medutim, stanice strome pokazuju vrlo zanimljive rezultate (Slika 14). Stanice strome
luminalnih tip A i luminalnih tip B tumora imaju jednaku razinu NRF2 u jezgri i citoplazmi,
dok stanice strome HER2 pozitivnih, luminalnih tip B/HER2+ i trostruko negativnih tumora
imaju znacajno visu razinu NRF2 u jezgri u odnosu na citoplazmu. Takoder, ova tri
imunofenotipa imaju znacajno vise NRF2 u jezgri nego stanice strome luminalnih tip A'i tip B
tumora. Ovaj nalaz je izrazito zanimljiv, iako je naoko suprotan literaturnom navodu, Kkoji
navodi da su NRF1 i NRF2 prvenstveno u epitelu stanica tumora dojke i ne nalaze se u stromi
[187], treba naglasiti da je u nasim rezultatima odvojeno analiziran pozitivitet u jezgri i
citoplazmi do je u radu analiziran stani¢ni pozitivitet. Kod stanica tumora pozitivno je oko 40%
stanica, dok je kod strome taj broj niZi te iznosi oko 20%. Medutim, kod stanica strome HER2
pozitivnih, luminalnih tip B/HER2+ i trostruko negativnih tumora jezgreni pozitivitet je oko
40%. Sli¢no ovim rezultatima je i rad na stanicama tumora prostate, koji je nasao jednake razine
NRF2 u stanicama tumora i strome kod tumorigeneze inducirane arsenom [188]. Medutim, kod
tumora debelog crijeva situacija je drugacija. Naime, fosforilirani NRF2 (kao aktivna forma
NRF2) Western blotom je dokazan u epitelnim stanicama tumora, dok u stanicama strome nije
bio prisutan. Ovakva raspodjela NRF2 veze se uz povecanu ekspresiju MCTL1 u stanicama
tumora dok se istovremeno povecava MCT4 u strome ¢ime se poti¢e promjena metabolizma
stanica prema obrnutom Warburgovom ucinku [189]. Svakako, situacija s NRF2 se dodatno
komplicira uzevsi u obzir kako je NRF2 glavni antioksidacijski transkripcijski faktor te njegova
aktivacija potice ekspresiju gena odgovornih za obranu od oksidacijskog stresa. U kontekstu
tumora i upale, ovo znaci da kroni¢na upala koja prati tumore uzrokuje adaptaciju tumorskih
stanica, ¢ime se dalje moze dovesti i do razvoja adaptacije na terapiju baziranu na
oksidacijskom stresu. Svakako, NRF2 je izuzetno vazan faktor koji utjece na izuzetno velik
broj proteina s ulogom u prijenosu signala, kontrolom stani¢nog ciklusa, proliferaciju te se

njegove interakcije jo§ trebaju istraziti.

KEAP1, inhibitor NRF2, je i njegov glavni regulator. Regulacija KEAP1 se ostvaruje preko
cisteina, koji sluze kao senzori [138]. Naime, u uvjetima oksidacijskog stres, elektrofili
reagiraju s cisteinima KEAP1 te se stvaraju disulfidni mostovi. Ovi dogadaji uzrokuju promjenu
konformacije KEAPL te interakcija s NRF2 vise nije moguca ¢ime se on otpusta i translocira u
jezgru. Kao sto je ve¢ receno, elektrofili uzrokuju ove konformacijske promjene. Uz ROS i
druge se molekule vezati na KEAPL. Tako su reaktivni aldehidi jedni od regulatornih molekula
koji aktiviraju NRF2. Reaktivni aldehidi, medu kojima je HNE jedan od najistrazivanijih i

najznacajnih, produkti su peroksidacije n6 viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina. Svoju
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reaktivnost HNE ostvaruje preko tri reaktivne skupine: aldehidne, dvostruke veze te hidroksilne
skupine. Upravo iz ovog razloga HNE se moze reverzibilno vezati na proteine, posebice lizin,
arginin, cistein i histidin [8] te na taj na¢in modificirati njihovu aktivnost. Dakle, HNE ne
inhibira proteine, ve¢ moze povecati ili smanjiti njihovu aktivnost, ali i uzrokovati njihovu
aktivaciju ili inhibiciju [105]. Upravo iz ovih razloga ne iznenaduje ¢injenica da HNE utjece na
proliferaciju, diferencijaciju i apoptozu [105]. Naravno, HNE se takoder moze vezati i za
cisteine KEAPI te time uzrokovati otpustanje i aktivaciju NRF2, te povratno, HNE aktivacijom
NRF2 uzrokuje transkripciju gena odgovornih za svoju detoksikaciju [152]. Stoga je od interesa
vidjeti koliko se HNE-a nalazi u pojedinim grupama tumora. Kao i kod prethodnih analiza, prvo
se analizirala raspodjela HNE-a po gradusu tumora (Slika 16). Pokazalo se da tumori gradusa
IT i III imaju znacajno vise HNE-a u citoplazmi nego u jezgri tumora. Takoder, u citoplazmi
tumora gradusa Il ima znacéajno vise HNE-a nego kod tumora gradusa I. Ovaj trend vrijedi i za
tumore gradusa III iako nije statisticki znacajno. Stanice strome kod tumora dojke imaju izrazito
malo HNE-a $to moze biti iz nekoliko razloga: jedna je moguénost da je u stanicama strome
HNE vezan vecinom na cisteine (moguce glutation), a ne na histidin te nije vidljiv anti-HNE-
histidinskim antitijelom, dok je druga moguc¢nost da stanice strome imaju smanjenu razinu né
viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina pa nema substrata za nastanak HNE-a. Treca je
mogucnost da stanice strome nisu pod velikim oksidacijskim stresom. Stanice storme prate
razinu HNE-a u tumorima, pa je najvisa razina HNE-a u citoplazmama stanica tumora gradusa
I, te je i u citoplazmama stanicama strome tumora gradusa Il najvisa razina HNE-a. Promatra
li se raspodjela HNE po imunofenotipu tumora (Slika 17), slika se mijenja. Tako se u svim
imunofenotipovima tumora osim u trostruko negativnim uocava trend nize razine HNE u jezgri,
koja je jedino kod luminalnog tip B statisti¢ki znacajna. Nadalje, najniZze razine HNE-a su u
jezgrama HER2 pozitivnih i luminalnih tip B/HER2+ tumora u usporedbi s trostruko
negativnim tumorima. Tu bi trebalo naglasiti da HNE moze reagirati s EGF receptorom,
dimerizirati ga i time ga aktivirati [190]. EGF receptor se aktivira kada se EGF veze na EGF
receptor te dolazi do dimerizacije i fosforilacije pri cemu se pokrece signalna kaskada EGF
[190]. Budu¢i da je HNE-EGFR konjugat dokazan imunoprecipitacijom, ne zna se to¢na kemija
ove veze, tj. nije dokazano na koju je aminokiselinu vezan HNE. Moguce je da naSim
antitijelom HNE-EGFR konjugat nije vidljiv budu¢i da monoklonsko antitijelo kojim je bojan
preparat dokazuje isklju¢ivo HNE-histidinske konjugate, pa ostali konjugati HNE-a, koji su
HNE-cistein, HNE-arginin i HNE-lizin, ostaju nevidljivi. HER2 pozitivni tumori imaju
prekomjernu ekspresiju EGFR te su time posebno osjetljivi na stimulaciju rasta EGF-om. Niza

razina HNE-a u ovim tumorima moze biti rezultat ili nize razine lipidne peroksidacije ili da je
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HNE vezan na receptor, ali na aminokiselinu koja nije histidin pa nije detektiran antitijelom.
Druga opcija nije nevjerojatna buducéi da je glavni put detoksikacije HNE-glutationski konjugat
koji se izbacuje iz stanice putem RLIP76 [191]. Takoder, kao $to je ve¢ bilo spomenuto, HNE
se veze i na cisteine KEAP1 ¢ime aktivira NRF2. Dakle, HNE ima visoki afinitet vezanja na
cistein, $to je moguce i ciljna aminokiselina u EGFR.

Sli¢no kao i kod NRF2, razina HNE-a je u stanicama strome izuzetno niska. Medutim, kod
strome luminalnih tipa A i luminalnih tipa B tumora uo¢ava se relativno visa razina HNE-a
posebice u citoplazmi, medutim, statisticki se razlikuje samo citoplazma strome luminalnih tipa

B u odnosu na oba tipa HER2 pozitivna tumora.

Kako bi se dobila slika o ovisnosti HIF-1a, NRF2 i HNE-a jedni o drugima provela se analiza
korelacija. Kao i prethodne analize, tumori su se podijelili po gradusima (Tablice 3-5), te po
imunofenotipu (Tablice 6-10). Kod tumora gradusa I i II nadena je umjerena pozitivna
korelacija s dobi, Sto moze ukazivati da je organizam starenjem izloZen oksidacijskom stresu
Sto posljedi¢no utjece i dize razinu antioksidacijske zastite ¢ime i tumori kod ovih pacijentica
imaju lagano poviSenu antioksidacijsku zastitu. Kod tumora gradusa I nalazi se korelacija
razine HNE-a i NRF2 u jezgri i citoplazmi. Uzme li se u obzir da je NRF2 transkripcijski faktor
koji aktivacijom ulazi u jezgru, za ocekivati je da ¢e stanice povecati ili smanjiti njegovu
koli¢inu ovisno o potrebi za njime. Znaju¢i da HNE uzrokuje konformacijsku promjenu na
KEAPI u ¢ime se NRF2 otpusta i translocira [152,192], ne ¢udi korelacija izmedu koli¢ine
HNE-a u tumoru s NRF2 u tumoru. Ono §to je zanimljivo da se korelacija odnosi na HNE u
jezgri s NRF2 i u citoplazmi i u jezgri, dok HNE u citoplazmi korelira samo s NRF2 u
citoplazmi. Uocava se i korelacija izmedu koli¢ine NRF2 u jezgrama stanicama tumora s
jezgrama stanicama strome, §to upucuje da je jednaka potreba za antioksidacijskim odgovorom
i kod tumora i kod strome.

Kod tumora gradusa II uocava se vrlo jaka pozitivna korelacija izmedu pojavnosti HIF-1a,
NRF2 i HNE-a u jezgri i citoplazmi, iz Cega se zakljuCuje da dolazi do potrebe povecanog
stvaranja transkripcijskih faktora (koji se aktiviraju prisustvom ROS-a), uz istovremenu
aktivaciju i translokaciju u jezgru. Pojava je pracena porastom krajnjeg produkta lipidne
peroksidacije, HNE-a, a koji moze biti uzrok aktivacije ovih faktora. Umjerena korelacija nalazi
se za pojavnost HIF-1a. i HNE u citoplazmi. Medutim, za NRF2 ne nalazi korelacija s HNE-om

iako je ve¢ pokazano kako se NRF2 moze aktivirati i HNE-om [152].
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Zanimljivo, sto je veci gradus tumora, to je manji broj korelacija izmedu strome i tumora za
promatrane parametre. Ne smijemo zaboraviti da je tkivo dojke inace relativho dobro
prokrvljeno te je parcijalni tlak kisika visi od 60 mmHg. Da bi se aktivirali mehanizmi hipoksije
potrebna je niska razina kisika (<10 mmHg) [174]. Kako maligna transformacija nije brz proces
jasno je da u ranim fazama rasta karcinomi imaju vecéu interakciju s okolinom. Tijekom
vremena dolazi do promjene okoline djelovanjem karcinoma, raznih faktora rasta i matriks
metaloproteinaza pomocu kojih stanice karcinoma remodeliraju mikrookolis kako bi omogucile
vlastito prezivljenje i proliferaciju. Stoga je mozda i logi¢an na$ rezultat. Pa tako, korelacija
tumor-stroma kod HNE-a odnosi se na graduse | i Il, dok je kod HIF-1a samo kod gradusa |.
Ovi rezultati korelacije su zanimljivi budu¢i da HNE, kao reaktivni aldehid, produkt lipidne
peroksidacije, i biljeg razine oksidacijskog stresa, moze aktivirati NRF2 [152], a u ovom
slucaju ne nalazi se povezanost.

Kod tumora gradusa 11l dobiveno je manje korelacija nego kod gradusa I i II, medutim, kao i
kod spomenutih, nalaze se korelacije izmedu jezgre i citoplazme i kod stanica tumora i kod
stanica strome za pojavnost HNE-a i NRF2. Umjerena negativna korelacija pokazana je za
pojavnost HNE-a u citoplazmi stanica tumora s HIF-1o u jezgrama tumora. Negativni trend, no
neznacajan, uocava se kod tumora gradus III i za HNE u citoplazmi stanica strome, kao i za
NRF2 u jezgri stanica tumora te u jezgri i citoplazmi stanica strome. Zanimljivo je spomenuti i
negativnu Kkorelaciju, koja nije statisticki znacajna izmedu pojavnosti HNE-a i NRF2 u
jezgrama tumora. Ovaaj iznenadujuci trend moze se objasniti antigenom koje prepoznaje anti-
HNE antitijelo. Naime, to je monoklonsko antitijelo koje prepoznaje HNE vezan na histidin u
proteinu, a NRF2 se aktivira vezanjem HNE-a cistein u KEAPL. Rezultat bojanja HNE-a
ukazuje na nepovezanost HNE-a vezanog na histidin s NRF2, no to ne znaci da ova veza nije
beznacajna. Naime, HNE-histidinski konjugat ima biolo8ki znac¢aj budu¢i je histidin ¢esto ima
ulogu u regulaciji funkcije ili u samoj funkciji proteina [78,193]. Unato¢ ovim razlikama
vezanja HNE-a na cistein KEAPL i antitijela na HNE-histidinske konjugate moze se
pretpostaviti da se HNE jednakim afinitetom veZe za histidin cistein 1 lizin proteina, S$to su
pokazali Hauck i suradnici [194]. Zanimljivo, prisutna je korelacija izmedu NRF2 u stanicama
strome i tumora sli¢no kao 1 kod tumora gradusa I i gradusa II, ¢ime moZemo zakljuciti da je
potreba za aktivacijom ovog antioksidacijskog transkripcijskog faktora, tj. stres jednak kod

tumora i strome.

Sljedece je analizirana korelacija ovisno o imunofenotipu tumora. Kod luminalnih tip A tumora

prisutna je umjerena i jaka pozitivna korelacija izmedu pojavnosti HIF-1a, NRF2 1 HNE-a u
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jezgri i citoplazmi stanica tumora. Kod ovog imunofenotipa tumora nije prisutna korelacija
HIF-1a niti s HNE-om niti s NRF2. HNE u citoplazmi stanica tumora korelira s pojavom HNE-
a u jezgri i u citoplazmi stanica strome. NRF2 i u citoplazmi i u jezgri stanica tumora korelira
s NRF2 u jezgri stanica strome. Dodatno, pojavnost HNE-a u jezrama stanica tumora korelira
s pojavnosti NRF2 u jezgrama i citoplazmi stanica tumora S§to potvrduje vezu izmedu
oksidacijskog stresa u stanicama tumora i posljedi¢ne lipidne peroksidacije te aktivacije
antioksidacijskog odgovora. Uz navedeno, rezultati ukazuju na povezanost oksidacijskog stresa
u stanicama tumora i strome ¢ime se aktivira i antioksidacijski odgovor putem NRF2 u tumoru
I stromi.

Sljede¢i trend luminalnih tip A tumora, luminalni tip B tumori takoder pokazuju korelaciju
izmedu jezgri i citoplazmi stanica tumora i strome za HIF-1o, HNE te NRF2. Dodatno je
zanimljivo §to i HNE i NRF2 u jezgrama stanica tumora koreliraju s jezgrama stanica strome,
te u citoplazmama stanica tumora koreliraju s citoplazmama stanica strome. Ovo upucuje da i
tumor i stroma imaju jednaku potrebu za (aktivacijom) NRF2, i da se to vrlo vjerojatno odvija
putem oksidacijskog stresa i lipidne peroksidacije. Pogledaju li se medusobne korelacije, NRF2
u citoplazmi tumora korelira s HIF-1a. i HNE-om u citoplazmi tumora. Ovu korelaciju ne prati
I aktivacija NRF2 ili HIF-10, jer se ne uocava korelacija izmedu njih u jezgri tumora. Za razliku
od luminalnih tip A tumora, kod luminalnih tip B tumora HNE u jezgri tumora i strome te u
citoplazmi strome korelira s koli¢inom ER. U skladu s ovim rezultatima su i rezultat Balestrieri
i sur. [195] koji su pokazali kako povisene vrijednosti TBARS-a (tiobarbiturna Kiselina),
derivata drugog reaktivnog aldehida, MDA, korelira s povecanom ekspresijom ER u ranim
stadijima tumora dojke. Autori predlazu da bi izloZenost visokim dozama hormona (estrogena)
prije progresije tumora mogla biti uzrokom modifikacija signalnog puteva estrogena lipidnom
peroksidacijom (tj. njenim krajnjim produktima). Zanimljivo, jedino kod luminalnih tip B
tumora HNE u jezgri i citoplazmi stanica i tumora i strome korelira s dobi. Starenjem se kod
ljudi povisuje razina oksidacijskih parametara te je jedna od teorija starenja da upravo
nemogucénost nosenja organizma s oksidacijskim stresom uzrokuje starenje sa svim njegovim
posljedicama [196]. Za tumore dojke se zna da maligniji oblici zahvacaju mlade Zene, do
starenjem raste broj ER pozitivnih s blaZim tijekom bolesti, kao paradigma dolazi ¢injenica da
ucestalost tumora dojke znatno pada nakon 80-te godine zivota [197]. Takoder, na miSevima je
pokazanoe da biolosko starenje koje vezano uz pojavu oksidacijskog stresa mijenja agresivnost
tumora dojke [198].

Kod HER2 pozitivnih tumora, dakle, ER i PR negativnih, samo s prekomjernom ekspresijom

HER2 uocava se korelacija HNE-a u jezgrama i citoplazmama stanica tumora te korelacija
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NRF2 u jezgrama i citoplazmama stanica strome. Gledajuci korelacije izmedu stanica strome i
tumora, NRF2 u jezgrama stanica tumora korelira s jezgrama stanica strome. Takoder, uoc¢ava
se korelacija izmedu HNE-a u stanicama tumora i Ki67, faktora proliferacije. Zna se da HNE u
niskim koncentracijama moze potaknuti proliferaciju stanica [108] poti¢u¢i aktivaciju nekoliko
signalnih puteva, medu kojima i EGFR. Moguce je da HNE poti¢e proliferaciju djelujuci
posredno ili neposredno na Ki67 ili na njegovu ekspresiju. Kod HER2 pozitivnih tumora
nailazimo na negativnu korelaciju izmedu NRF2 u jezgrama tumora te HNE-a u stanicama
tumora (i u jezgri 1 u citoplazmi). Budu¢i da HNE djeluje na KEAP1 mijenjaju¢i mu
konformaciju te tako direktno uzrokuje otpustanje NRF2 [199] ocekivali bi da visa razina HNE-
a u citoplazmi uzrokuje otpustanje NRF2 s KEAP1 te njegovu translokaciju u jezgru. Veé je
spomenuto da bi se HNE trebao ravnomjerno rasporediti po cisteinu, lizinu i histidinu u
proteinima [194] medutim to ne mora nuzno biti tako u svim uvjetima. HNE je reverzibilno
vezan na ove aminokiseline te ovisno o uvjetima mikrookolisa (pogotovo ovisno o pH) moze
difundirati, vezati se jace ili slabije na odredene aminokiseline [111]. Ovu negativnu korelaciju
HNE-a s NRF2 prati i negativna korelacija izmedu HNE-a u citoplazmi strome i HIF-1a u jezgri
tumora $to mozeu upucivati na slican nacin regulacije ova dva transkripcijska faktora regulirana
ROS-om, odnosno naru$enom redoks ravnotezom.

Tumori koji su luminalni tip B i istovremeno HER2 pozitivni pokazuju vrlo sli¢ne korelacije
luminalnim tip B tumorima (za HNE i NRF2 izmedu jezgri i citoplazmi u Stanicama i tumora i
strome) kao i korelacije izmedu strome i tumora kod HNE-a i NRF2. Medutim, takoder se
uocavaju sli¢nosti s HER2 pozitivnim tumorima kod negativne korelacije izmedu HNE-a i
NRF2 u jezgrama i citoplazmama stanica tumora i strome. U ovoj skupini se pojavila jedina
znacajna korelacija hormonskih receptora s istrazivanim proteinima. HIF-1a ceS¢e je izraZzen u
jezgri karcinoma kod slabije izrazenih receptora za progesteron (PR). Ovakav rezultat moguce
je objasniti na razini raspodjele karcinoma u imunofenotip prilikom analize
imunohistokemijske reakcije, obzirom da razina PR nije klju¢na u definiranju luminalnog tip
B/HER2+ imunofenotipa, ve¢ je klju¢no da pozitivan status HER2 receptora ukljucuje i
pozitivan receptor za estrogen u vise od 1% stanica karcinoma. Istovremeno, ve¢ je poznato da
HER?2 pozitivni karcinomi dojke imaju slabije izrazene PR, ali oni nemaju veliki klinicki
znacaj, Sto bi se u bioloSkom kontekstu svakako trebalo uzeti u obzir. Takoder, uocava se
negativna korelacija izmedu HNE-a u citoplazmama stanica strome i HIF-1a u jezgrama stanica
tumora, a koja nije uoc¢ena u ostalim imunofenotipovima. Ovakvi rezultati o¢ekivani Su za ovu

skupinu jer, gledano s molekularnog gledista, ova skupina pokazuje najvecu heterogenost. Kao
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Sto je vec receno, U ovu skupinu svrstavaju se svi HER2 pozitivni i ER pozitivni karcinomi
neovisno o izrazenosti PR ili indeksu proliferacije Ki-67.

Kod trostruko negativnih tumora uocava se korelacija izmedu HIF-1la, HNE i NRF2 u
jezgrama u odnosu na citoplazme stanica tumora i strome. Gledajuci odnos tumora i strome, za
NRF2 se uocava korelacija u jezgrama te u citoplazmama. Kod ove skupine tumora, koja je
najmalignija po prognozi uocava se pozitivna korelacija HIF-1a u citoplazmi tumora te
negativna korelacija HNE-a u jezgri tumora s veli¢inom tumora, kao i negativna korelacija

HNE-a u citoplazmama strome i tumora s brojem metastaza u limfnim ¢vorovima.
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citoplazma \/
NRF2 jezgra \/

citoplazma
\_ >/

S —
Htlzlcljim?ezg ra ( \

—>

citoplazma \)
—>

>

NRF2 jezgra

citoplazma \

Slika 20. Shematski prikaz dobivenih rezultata
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Konac¢no, kada se rezultati sagledaju skupno (Slika 20), vidi se da se NRF2, antioksidacijski
transkripcijski faktor ne mijenja s malignosc¢u tumora, ali istovremeno je prisutan u 50% do 60
posto tumorskih stanica, te se podjednako rasporeduje u jezgri i citoplazmi. Za razliku od njega,
HNE pada kod HER?2 pozitivnih tumora te ponovno raste kod trostruko negativnih tumora. Ovaj
nalaz ukazuje da su tumori pod oksidacijskim stresom. Kombinira li se ovaj nalaz s nalazom
NRF2 i HNE-a u stromi, dolazi se do izraZzene potrebe za antioksidacijskom zaStitom $to se
oCituje povisenjem razine NRF2 u stromi sukladno povecanjem malignosti. Istovremeno u
stromi pada razina HNE-a s malignosti. lako bi ocekivali povecanje HNE-a kao biljega
oksidacijskog stresa, ovo nije suprotan nalaz. Naime, HNE se veze na KEAP1 i time oslobada
NRF2 od inhibicije te se translocira u jezgru i zapocinje transkripciju antioksidacijskih gena
[129]. Medu genima koji se transkribiraju su i geni potrebni za sintezu glutationa, $to znaci da
aktivacijom HNE-a on potice i svoju detoksikaciju. Uzevsi to u obzir, vise razine NRF2 u stromi
znaci da su kod malignih tumora ove stanice pod kroni¢nim stresom te je njihova transkripcija
prilagodena stresnim uvjetima te unato¢ visoj razini NRF2 one imaju dovoljno antioksidansa

za odrzavanjem nizih razina HNE-a, odnosno lipidne peroksidacije.

Jedna od zanimljivosti je da, unato¢ stalnim i relativno visokim razinama NRF2 trostruko
negativni tumori (najmaligniji) imaju porast HNE pozitiviteta. Moguce je da kod ovih tumora
dolazi do oksidacijskog stresa kojeg stanice uspjesno rjeSavaju. Jedna od moguénosti, pogotovo
obzirom na NRF2 je konjugacija HNE-a na glutation i njegovo izbacivanje iz stanice. Takoder,
ovaj scenarij bi mogao objasniti porast NRF2 u stanicama strome kod ovih tumora jer bi HNE
koji izbacuju tumori mogao biti poticaj za odrzavanje viSe razine NRF2 u stromi, ¢ime pak

posljedi¢no dolazi do smanjenja unutar staniénog HNE- u stanicama strome.

Gledajuc¢i mogucu interakciju HIF-1o i HNE, vidimo suprotne trendove, smanjenje HNE-a prati
poveéanje HIF-la u jezgrama stanica tumora. Pokazano je da HNE moZe utjecati na
stabilizaciju HIF-1a te time potaknuti transkripciju njegovih gena [200]. Uloga HIF-1la je u
neoangiogenezi, a za HNE je pokazano kako potice angiogenezu kod tumora dojke [201] stoga
nije neobi¢no da su HNE i HIF-1a u korelaciji. Sumarno, rezultati upucuju na vrlo vaznu vezu,
Cesto zanemarivanu u istrazivanjima, a to je veza izmedu tumora i strome. Zna se da tumor
djeluje na stromu raznim faktorima te preko oksidacijskog stresa ¢ime se posljedi¢no potice
antioksidacijski odgovor strome. Ova interakcija ide do mjere da tumor mijenja normalne
fibroblaste i adipocite u svojm okoliSu te one postaju ,,tumor-pridruzeni* fibroblasti i adipociti

[202,203]. Ove stanice prolaze takozvani obrnuti Warburgov uc¢inak [204] po kojem tumorske
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stanice potic¢u stanice strome, fiborblaste i adipocite na Iucenje laktata i drugih metabolita
kojima se potpomaze rast tumora. Dosadas$nja istrazivanja koncentrirala su se na pronalaZenje
biljega ovih stnica za mogucu primjenu kao biomarkera [205]. Takoder, istrazivanja su
pokazala kako obrnuti Warburgov ucinak prati prekomjerna transkripcija gena vezanih uz
glikolizu, HIF ciljnih gena [206], NF«B ciljnih gena [207]. Dobiveni rezultati pokazuju da su i
tmuorske i stromalne stanice pod podjenakim oksidacijskim stresom i posljedi¢nom lipidnom
peroksidacijom ¢ime se poti¢e antioksidacijska zastita putem NRF2 u stromi. Kako je NRF2
transkripcijski faktor za gene sintentskog puta glutationa [208], moguce je da se time Stite i
tumor i stroma na nacin da stanice strome drze pod kontrolom izvanstani¢ni oksidacijski stres.
Ova moguénost tumoru pruza lagani stimulans za proliferaciju niskim razinama oksidacijskog
stresa, a bez oSteCenja, $to moze voditi U rezistenciju na terapiju. Ovo je bitan faktor pogotovo

kod trostruko negativnih tumora ¢ija je terapija i bazirana na oksidacijskom stresu.
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6. ZAKLJUCCI

10.

11.

12.

13.

HIF-1a je znac¢ajno nizi u jezgri nego u citoplazmi tumora gradusa Il

HIF-1a u jezgrama tumora gradusa I znacajno je nizi od tumora gradusa II, u jezgrama
tumora gradusa III je slican trend kao u tumorima gradusa II

HIF-1a ima znacajno najniZu razinu u citoplazmama tumora gradusa II

HIF-1a je znaCajno nizi u jezgri nego u citoplazmi luminalnog tip B i trostruko
negativnih tumora, dok HER2 pozitivni i luminalni tip B/HER2+ imaju trend
izjednacenja HIF-1a u jezgri i citoplazmi

HER2 pozitivni i luminalni tip B/HER2+ imaju nizi HIF-1a pozitivitet u citoplazmi
nego ostali tumori

NRF2 je znacajno nizi u jezgrama tumora gradusa | i gradusa Il1, dok je kod stanica
strome znacajno nizi u jezgrama kod tumora gradusa Il nego kod gradusa 111

Nema razlike u razini NEF2 medu jezgrama i citoplazmama tumora svih imunofenotipa
Stanice strome imaju jednaku razinu NRF2 pozitiviteta u jezgri i citoplazmi kod luminal
A'i luminal B tumora, dok je u jezgrama strome kod HER?2 pozitivnih tumora, luminalni
tip BIHER2+ i trostruko negativnih tumora povisen u odnosu na citoplazmu, i u odnosu
na citoplazmu strome luminal A i luminal B tumora

Tumori gradusa II i IIT imaju znaéajno vise HNE-a u citoplazmi nego u jezgru tumora
Stanice tumora gradusa II imaju znacajno vise HNE-a u citoplazmi od stanica tumora
gradusa |

U stanicama strome je izrazito niski HNE pozitivitet, s time da kod tumora gradusa 1l
imaju znacajno visi pozitivitet u citoplazmi od stanica strome kod tumora gradusa | i Il
lako se u svim imunofenotipovima tumora osim u trostruko negativnim uocava trend
nize razine HNE u jezgri u odnosu na citoplazmu, samo kod luminalnih tip B tumora
ova je razlika statisticki znacajna

Najnize razine HNE-a su u jezgrama HERZ2 i luminalnih tip B/JHER2+ tumora i znacajno
je razlicito prema trostruko negativnim tumorima, dok je u citoplazmama najniza razina
HNE-a kod luminalnih tip B/HER2+ tumora i zna¢ajno je razli¢ito prema luminalnim
tip B tumorima

U stanicama strome je izrazito niski HNE pozitivitet kod svim tumora razli¢itih

imunofenotipa, iako je u citoplazmama strome luminalnih tip A i luminalnih tip B
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

tumora statisticki znacajno visa razina HNE-a u usporedbi sa stromom HER?2 pozitivnih
I luminalnih tip B/HER2+ tumora

Gledajuéi odnos jezgra-citoplazma, HNE i NRF2 koreliraju kod svih gradusa tumora
na ovoj relaciji i utumoru i u citoplazmi, a HIF-10. samo kod gradusa I, gledajuci relaciju
tumor stroma, NRF2 koreira kod svih radusa tmuora dok HNE korelira kod gradusa I i
I, a HIF-1a samo kod gradusa |

Gledaju¢i medusobne donose pormatranih parametara, HNE- u jezgrama tumora
korelira s NRF2 u jezgri i citoplazmi tumora, a HNE- u tumoru i HIF-1a u citoplazmi
koreliraju kod tumora gradusa 11

Kod svih imunofenotipova prisutna je korelacija jezgre i citoplazme prisutna je za HNE
u tumoru i stromi te NRF2 u tumoru i stromi, a za HIF-1o kod luminalnih tip A i
luminalnih tip B tumora.

Kod luminalnih tip B tumora HNE u citoplazmi tumora korelira s NRF2 i HIF-1a u
citoplazmi tumora te a velicinom tumora, dok HNE u stromi korelira s ER

Kod HER2 pozitivnih tumora HNE u citoplazmi strome je u negativnoj korelaciji s HIF-
la u jezgri tumora, dok su HNE u tumoru i HNE u citoplazmi strome tumora u korelaciji
s Ki-67.

Kod luminalnog tip B/HER2+ tumora HNE u jezgri tumora je u negativnoj korelaciji s
NRF2 u stromi te u jezgri tumora.

Kod trostruko negativnih tumora veli¢ina tumora je u pozitivnoj korelaciji s HIF-1a u
citoplazmi, a negativnoj korelaciji s HNE-om u jezgrama tumora. Uz to HNE u
citoplazmama i tumora i strome je u negativnoj korelaciji s brojem metastaza u limfnim

¢évorovima.
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