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Ispitivanje aktivnosti enzima antioksidativne zastite, matriks
metaloproteinaza -2 i -9 i ekspresije pokazatelja ¢elijske smrti u tkivu

pacijentkinja sa karcinomom dojke

REZIME

Uvod: Obzirom da je aktivnost laktat dehidrogenaze (LDH) i malat dehidrogenaze
(MDH) povezana sa procesima proliferacije i invazije tumora, odredjivanje distribucije
njihovih izoenzima vazno je u procesu metabolizma tumorske ¢elije. Dugo se smatralo da
enzimi antioksidativne zastite, kao Sto su superoksid dismutaza (SOD) i katalaza (CAT),
Stite Celije od kancerogeneze. Medjutim, pokazano je da su CAT i SOD ukljucene u
procese izbegavanja celijske smrti i proliferacije, zbog C¢ega predstavljaju vazne
medijatore u biologiji karcinoma dojke. Sve ¢eS¢e povezivanje mamografskih
karakteristika sa histopatolosSkim markerima i enzimima, stvara novu Kklasifikaciju
pacijentkinja sa karcinomom dojke u cilju adekvatnog individualnog pristupa. Pored
povecane aktivnosti enzima antioksidativne zastite, u karcinomima dolazi do poremecaja
ekspresije pokazatelja celijske smrti kao $to su STAT3, ciklin D1 i Bcl-2. Obzirom na
porast incidence karcinoma dojke u svetu, javlja se sve veca potreba za definisanjem
panela tumorskih markera koji bi pouzdano mogli da identifikuju karcinom dojke sa
mogucom tendencom recidiva. Podaci pokazuju da marker za karcinom dojke moze biti
medju proteinima koji ucestvuju u procesu tumorske progresije kao $to su MMP-2,
MMP-9 i TIMPL.

Cilj: 1z tih razloga, cilj ovog rada je bio utvrdjivanje aktivnosti enzima antioksidativne
zastite (SOD, CAT), anaerobnog metabolizma (LDH, MDH), invazivnosti (MMP-2,
MMP-9, TIMP1) i ekspresije pokazatelja c¢elijske smrti (pSTAT3, bcl-2, Ciklin D1) u
tumorskom tkivu i njihovog odnosa sa klini¢ko-patoloskim karakteristikama tumora, kao
I sa mamografskim nalazom bolesnica sa karcinomom dojke.

Materijal i metode: U radu je analizirano 75 uzoraka tumorskog i 75 uzoraka okolnog
peritumorskog tkiva bolesnica sa histopatoloski potvrdenim karcinomom dojke.
Aktivnost MMP-2 i MMP-9 odredivana je metodom Zelatin zimografije, dok je aktivnost
SOD, CAT, LDH i MDH odredivana odgovaraju¢im spektrofotometrijskim metodama.



Distribucija izoenzima LDH, MDH i SOD odredivana je odgovaraju¢im elektroforetskim
metodama. Metodom Imunoblota odredivana je ekspresija pSTAT3, TIMP-1, Ciklin D i
bcl-2. Retrospektivno su analizirani mamografski snimci: struktura dojki i karakteristike
lezije prema Breast Imaging Reporting and Data system (BI-RADS) leksikonu. Za
statistiCku obradu podataka koris¢eni su T test, Vilkokson test sume rangova i Man
Vitnijev test.

Rezultati: LDH5 izoenzim detektovan je samo u tumorskom tkivu karcinoma dojke.
Aktivnost MDH, m-MDH, CAT i m-SOD je znacajno veca u tumorskom u poredjenju sa
peritumorskim tkivom pacijentkinja sa karcinomom dojke. Pacijentkinje sa HER2
pozitivnim receptorima u tumoru imale su vec¢u prose¢nu aktivnost SOD, kao i ekspresiju
pSTAT3. Aktivnost LDH znacajno se povecava, a aktivnost CAT znacajno smanjuje sa
poveéanjem BIRADS kategorije. Aktivnost LDH, MMP-2, MMP-9 i ekspresija TIMP1
povecava se uporedo sa progresijom klinickog stadijuma. Bazaloidni tumori, sa
agresivnijom angiogenezom imaju povecanu aktivnost proMMP-2 u tumorskom, odnosno
aktivne forme MMP-2 u peritumorskom tkivu. Ekspresija TIMP1, pSTAT3 i ciklina D1
proteina je veca u tumorskom u odnosu na peritumorsko tkivo. Ekspresija pSTAT3, Bcl-2
i ciklina D1 je vec¢a kod hormon-zavisnih i luminalnih A tumora dojki, koji su povezani
sa boljim prezivljavanjem.

Zakljucak: Povectanje aktivnosti LDH, MMP-2, MMP-9 i TIMP1 sa povecanjem
klini¢kog stadijuma sugeriSe da bi navedeni parametri mogli biti koriS¢eni u klini¢koj
praksi kao markeri klinickog stadijuma pacijentkinja sa karcinomom dojke. Ekspresija
pSTAT3, Bcl-2 i ciklina D1 u tumorskom tkivu je povoljan parametar kod bolesnica sa
karcinomom dojke i udruzeni su sa fenotipom nizeg malignog potencijala tumora dojki.
Ispitivani molekuli mogu biti meta za nove terapijske agense koji bi doveli do boljeg
odgovora na terapiju. Pored toga, povezanost aktivnosti LDH i CAT sa BIRADS

kategorijom, moze pomoci u definisanju karcinoma dojke sa agresivnijim fenotipom.

Kljucne reci: karcinom dojke, antoksidativni enzimi, zelatinaze, pokazatelji ¢elijske smrti
Nau¢na oblast: Medicina
UZa naucna oblast: Molekularna medicina

UDK broj:



Analysis of activity of antioxidative enzymes, matrix metaloproteinases -2

and -9 and cell death parameters in tissue of breast cancer patients

Introduction: Lactate dehydrogenase (LDH) and malate dehydrogenase (MDH) activity
is associated with highly invasive and metastatic breast cancer. It was long thought that
the antioxidative enzymes such as superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT),
protect cells against carcinogenesis. However, it has been shown that SOD and CAT play
role in processes of proliferation and cell death. Association of enzyme profile and
mammographic features provide insights into the biological processes in breast cancer
and could be of use in defining novel biomarkers and potential therapeutic targets.
Together with increased activities of antioxidative enzymes, cancers have altered
expression of cell death parameters such as STAT3, Bcl-2 and cyclin D1. Since the
incidence of breast cancer is increasing, it is necessary to find more tumor markers for
breast cancer patients with high risk of recurrence. The proteins of tumor progression
such as MMP-2, MMP-9 and TIMP1 could be possible tumor markers.

Aim: The aim of this study was to examine the activity of antioxidative (SOD, CAT),
anaerobic metabolism (LDH, MDH), invasivness (MMP-2, MMP-9) enzymes and
expression of cell death parameters (TIMP1, STAT3, cyclin D1, Bcl-2) and their relation
with clinico-pathologic and mammographic characteristics of breast cancer patients.
Material and methods: In this study we analyzed tumor and adjacent tissue samples of
75 breast cancer patients. We examined the activity of MMP-2 and MMP-9 by gelatin
zymography, while SOD, CAT, LDH and MDH activity was assayed
spectrophotometrically. Distribution of isoforms was determined with direct and reverse
electrophoretic zymography. Expression of TIMP1, STAT3, cyclin D1 and Bcl-2 was
assessed in tumor lysates by Western blotting. Mammograms were evaluated according
to the American College of Radiology Breast Imaging Reporting and Data system
(BIRADS). Significance of differences of the obtained results was analyzed by the T test,
Wilcoxon rank sum test and Mann-Whitney U-test.

Results: The LDH5 izoenzyme was detected in tumor tissue of breast cancer patients.
The activity of MDH, m-MDH, CAT and m-SOD in tumor tissue of breast cancer



patients significantly increases compared to adjacent patient tissue. HER2 positive
patients had highier SOD activity, as well as pSTAT3 expression compared to HER2
negative patients. The activity of LDH in patients significantly increases, while activity
of CAT significantly decreases with the increase of BIRADS category. The activity of
LDH, MMP-2, MMP-9 and expression of TIMP1 significantly increased with each
advancing clinical stage of disease. Patients with basal-like cancers had significantly
higher proMMP-2 tumor activity and aMMP-2 adjacent tissue activity compared to
patients with luminal A tumors. The expression of TIMP1, pSTAT3 and cyclin D1 in
tumor tissue of breast cancer patients significantly increases compared to adjacent patient
tissue. Patients with Luminal A and hormone positive cancers had significantly higher
pSTATS3, Bcl-2 and cyclin D1 expression in tumor tissue.

Conclusion: Increasing tumor LDH, MMP-2, MMP-9 activity and TIMP1 expression
with clinical stage suggests the usefulness of these parameters as staging markers for
breast cancer patients. Expression of pSTATS3, Bcl-2 and cyclin D1 in tumor tissue can
be considered as favorable molecular markers in breast cancer patient associated with
lower malignant potential phenotype. Evidence of expression of these markers may serve
as a basis for designing novel targeted molecular therapeutic strategies that hold great
potential for the therapy of breast cancer. These results suggest that association of activity
of LDH and CAT in tumor tissue with mammographic characteristics could help in
defining aggressive breast cancers.

Key words: breast cancer, antioxidative enzymes, gelatinases, cell death parameters
Scientific field: Medicine

Confined scientific field: Molecular medicine

UDC number:
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1. UvOD

Uprkos razli¢itim modalitetima lecenja i razvoju novih hemioterapeutika, incidencija
karcinoma dojke, kao i mortalitet Zena obolelih od karcinoma dojke su i dalje visoki. 1z
tih razloga se ispituju mnogobrojni parametri, kao Sto su glandularna grada dojki i
biohemijski markeri c¢ije promene ekspresije mogu da ukazu na povecéani rizik za
rekurentnost karcinoma dojke (Sekine i sar., 2009). Sve ¢eS¢e povezivanje mamografskih
karakteristika sa biohemijskim, citoloSkim i molekularnim markerima, stvara novu
klasifikaciju pacijentkinja sa karcinomom dojke u cilju adekvatnog individualnog
pristupa. Obzirom da je aktivnost laktat dehidrogenaze (LDH) i malat dehidrogenaze
(MDH) povezana sa procesima proliferacije i invazije tumora, odredjivanje distribucije
izoenzima ovih enzima vazno je za proces metabolizma tumorske celije. Dugo se
smatralo da enzimi antioksidativne zastite, kao Sto su superoksid dismutaza (SOD) i
katalaza (CAT), stite ¢elije od kancerogeneze. Medjutim, pokazano je da su CAT i SOD
ukljuene u procese izbegavanja celijske smrti i time proliferacije tumora, zbog Cega
predstavljaju vazne medijatore u biologiji karcinoma dojke. Pored povecane aktivnosti
enzima antioksidativne =zaStite, u karcinomima dolazi do poremecaja ekspresije
pokazatelja celijske smrti. Obzirom na porast incidence karcinoma dojke u svetu, javlja
se sve veca potreba za definisanjem panela tumorskih markera koji bi pouzdano mogli da
identifikuju karcinom dojke sa mogu¢om tendencom recidiva (Curtis i sar., 2010). Podaci
pokazuju da marker za karcinom dojke moZe biti medju proteinima koji ucestvuju u
procesu tumorske progresije kao Sto su matriks metaloproteinaze -2 i -9 (MMP-2 i MMP-
9) i tkivni inhibitor metaloproteinaza 1 (TIMP1).

1.1. Enzimi anaerobnog metabolizma u karcinomu dojke

1.1.1. Uloga laktat dehidrogenaze u karcinomu dojke

Celije karcinoma, za razliku od zdravih ¢elija, koriste aerobnu glikolizu uz smanjenu

oksidativnu fosforilaciju, omogucavaju¢i tako sintezu adekvatne koli¢ine ATP, koja je



neophodna tumorskim ¢elijama da proliferiSu u uslovima hipoksije (Warburg, 1956).
LDH predstavlja enzim koji vrSi reverzibilnu konverziju piruvata u laktat. U aerobnim
uslovima, piruvat, kao krajnji proizvod glikolize ulazi u Krebsov ciklus preko acetil-
koenzima A stvarajuéi energiju (adenozin tri fosfat, ATP) i redukovan nikotinamid
adenin dinukleotid (NADH>). U uslovima hipoksije koji postoje u tumorima, piruvat se
konvertuje u laktat, pri ¢emu se stvara oksidovani nikotinamid adenine dinukleotida
(NAD+) i time omogucava stalno iskori§¢avanje glukoze anaerobnom glikolizom, kao

metabolickim putem sinteze ATP-a. Reakcija koju katalizuje LDH:

Piruvat + NADH + H" <> L-laktat + NAD"

NAD" nastao na ovaj na¢in, ukljuduje se u proces glikolize (Fantin i sar., 2006). lako
laktat predstavlja krajnji proizvod anaerobne glikolize, pokazano je da se u tumorskim
¢elijama ovaj metabolicki put desava ¢ak i u prisustvu Oz, zbog Cega se danas, ovaj inace
anaeroban proces, naziva aerobnom glikolizom, ali se ovaj fenomen ogranicava
iskljuéivo na ¢elije tumora. Na taj nacin, ¢elije karcinoma, za razliku od zdravih ¢elija,
koriste aerobnu glikolizu uz smanjenu oksidativnu fosforilaciju, omogucavaju¢i tako
sintezu adekvatne koli¢ine ATP, koja je neophodna tumorskim c¢elijama da proliferiSu u
uslovima hipoksije (Zhou i sar., 2010). Nadalje, u ¢elijama kancera dolazi do prekomerne
ekspresije hipoksijom indukovanog faktora la (HIFla), $to dovodi do povecanja
ekspresije LDH gena. Celije kancera tako koriste anaecrobne puteve za stvaranje energije
¢ak i u prisustvu kiseonika i taj fenomen je Oto Warburg nazvao aerobna glikoliza
(Warburg, 1956; Fantin i sar., 2006). Takozvani “glikoliticki fenotip” omogucéava
malignim c¢elijama ubrzan rast. Takodje, ovaj proces konstantno stvara metabolicke
proizvode esencijalne za biosintezu makromolekula i ¢elijski rast i deobu (Mazurek i
Eigenbrodt, 2003). Povecéan ulazak glukoze u ¢eliju §titi ¢eliju od apoptoze i omogucéava
tumorskoj c¢eliji nezavisnost od faktora rasta (Plas i Thompson, 2002). Obzirom da su
reaktivni kiseoni¢ni radikali (RKR) proizvodi mitohondrijalne proliferacije, pokazano je
da konverzija glukoze u laktat $titi ¢eliju od oksidativnog stresa (Brand i Hermfisse,

1997). Laktat oslobodjen u anerobnom metabolizmu, pomo¢u monokarboksilnog



transportera izlazi iz tumorske ¢elije i dovodi do acidifikacije ekstracelijskog matriksa
(ECM). Nizak pH mikrosredine tumora dovodi do razvoja agresivnog malignog fenotipa
kacinoma dojke, tako Sto povecava celijsku invaziju i metastatski potencijal (Rozhin i
sar., 1994; Martinez-Zigulian i sar., 1996). Stavise, pokazano je da acidifikacija ECM
znacajno smanjuje efikasnost hemioterapeutika (Stubbs i sar., 2000).

LDH je polimorfan enzim koga ¢ini 5 izoenzima nastalih kombinacijom 2 polipeptidna
lanca (M i H lanac), a koji su kodirani razli¢itim genima (A i B geni). Tako se LDH1
sastoji od 4 H, a LDH 5 od 4M subjedinice (Koukourakis i sar., 2009). Sto je broj M
subjedinica veé¢i u odnosu na H subjedinice, to LDH izoforma postaje efikasnija u
konverziji piruvata u laktat (LDH5), dok porast broja H subjedinica u odnosu na M
(LDH1) smanjuje efikasnost prevodjenja piruvata u laktat, zbog ¢ega se piruvat usmerava
I konvertuje u acetil koenzim A, koji dalje ulazi u Krebsov ciklus. Distribucija izoenzima
LDH zavisi od metaboli¢kih zahteva pojedina¢nog tkiva (Koukourakis i sar., 2003).
Aktivnost LDH je poviSena u serumu obolelih od karcinoma dojke i koristi se kao marker
staziranja bolesti i prognoze. Laktat dehidrogenaza A (LDH-A) je jedna od glavnih
izoformi LDH enzima eksprimiranog u tkivu karcinoma dojke. U jednoj studiji je
pokazano da je aktivnost LDH5 izoenzima povecana u kancerskim ¢elijama u odnosu na
okolno tkivo, dok je aktivnost LDH1 izoforme smanjena u ¢elijama kancera dojke u
odnosu na peritumorsko tkivo (Koukourakis i sar., 2009).

U terapiju karcinoma dojke su uvedeni hemiotepeutici koji inhibiraju¢i LDH-A dovode
do povecanja produkcije RKR u ¢eliji, Sto tumorsku ¢eliju uvodi u proces apoptoze.
Takode je pokazano da je LDH-A medijator u razvoju rezistencije na Taxol, koji je jedan
od najznacajnijih hemioterapeutika u lecenju pacijentkinja sa karcinomom dojke (Zhou i
sar., 2010). Iz tih razloga, u ovom istrazivanju ispitivali smo aktivnost LDH i MDH u
tumorskom 1 peritumorskom tkivu i povezanost sa klinickopatoloskim parametrima
(klini¢ki stadijum bolesti, zahvacenost limfnih ¢vorova, steroidni hormonski receptorski
status, HER?2 status).

LDH igra znacajnu ulogu u rastu i progresiji ¢elija kancera dojke (Fantin i sar., 2006).
Onkogeni kao Sto su Src, Ras i humani epidermalni faktor rasta 2 (HER2) posredstvom
HIF1a dovode do povecanog stvaranja enzima aerobne glikolize, kao $to su LDH i MDH,

kao i transpotera glukoze, Glutl i Glut3 (Semenza i sar., 2001). Pokazano je da su procesi



aerobne glikolize i mitohondrijalne respiracije usko povezani. IstraZzivanja su pokazala da
blokiranjem LDH dolazi do zna¢ajnog smanjenja aerobne glikolize $to direktno povecava
oksidativnu fosforilaciju u mitohondrijama (Fantin i sar., 2006). Interesantno je da je
nivo RKR u proliferi§i¢im ¢elijama na istom nivou, kao i u ¢elijama koje se ne dele.
Pored povecanja nivoa laktata, kao krajnjeg proizvoda aerobne glikolize, u tumorskim
¢elijama se povecava i nivo piruvata (Brand i Hermfisse, 1997). Obzirom da je utvrdjeno
da je piruvat snazan antioksidans, manje stvaranje RKR u tumorskim c¢elijama sa
aerobnom glikolizom, objasnjava se antioksidativnom aktivno$¢u piruvata. Drugi nacin
na koji tumorska c¢elija sa aerobnom glikolizom kupira RKR jeste smanjena oksidativna
fosforilacija u mitohondrijama $to dovodi do smanjene produkcije RKR (Brand i
Hermfisse, 1997).

1.1.2. Uloga malat dehidrogenaze u karcinomu dojke

Vazan enzim metabolizma ¢elije, MDH je enzim koga ¢ine subjedinice molekulskih masa
od 30-35 kDa. MDH je uklju¢en u Krebsov ciklus i glukoneogenezu (Musrati i sar.,

1998). MDH je vrSi reverzibilnu konverziju oksaloacetata u malat, saglasno reakciji:

L-malat + NAD" <> oksalacetat + NADH + H*

Postoje dve izoforme MDH enzima u ¢elijama: c-MDH, koja se predominatno nalazi u
citoplazmi i m-MDH izoforma koja se nalazi u mitohondrijama. mMDH je dimer koga
¢ine 2 subjedinice istih molekulskih masa. Veé¢ina mitohondrijalnih enzima se sintetiSu
kao prekursori, ukljuc¢uju¢i i MDH. MDH sadrzi N-terminalnu sekvencu koju odvajaju
specifi¢ne peptidaze nakon ulaska u mitohondrije. Ulazak m-MDH u mitohondrije zavisi
od transmembranskog potencijala mitohondrijalne membrane (Musrati i sar., 1998).
Pokazano je da je transmebranski potencijal mitohondrijalne membrane poremecen u
tumorskim celijama sa “glikolitickim fenotipom” (Fantin i sar., 2006), $to objasnjava
razliku u distribuciji izoenzima MDH u tumorskim i zdravim c¢elijama. c-MDH je

homodimer koga ¢ine subjedinice istih molekulskih masa (35kDa). c-MDH prenosi



NADH nastao u citoplazmi u mitohondrije preko malat/aspartat sistema za prenos
elektrona, pa se smatra da tkiva sa poveéanom aktivnos¢u c-MDH efikasno stvaraju
energiju. mMDH ugestvuje u produkeiji ATP jer omoguéava redukciju NAD" u NADH.
Povecana aktivnost mMDH pokazana je u leukocitima trkackih konja i tumorskih ¢elija,
koje imaju povecane potrebe za energijom (Washizu i sar., 2005). Takodje, pokazano je
da tumorska tkiva pacijenata sa karcinomima glave i vrata imaju povecanu aktivnost
MDH koja korelira sa gustinom novonastalih krvnih sudova tumora. Na taj nacin, bolja
vaskularizacija tumora obezbedjuje kiseonik tumorskim ¢elijama, koji aktivira MDH da
indirektno stvara povecane koli¢ine ATP neophodne tumorskim ¢elijama (ROSS i sar.,
2000).

1.2. Enzimi antioksidativne zastite u karcinomu dojke

U karcinomu dojke RKR imaju ulogu kako u ranim mutagenim promenama, tako i u fazi
inicijacije i karcinogeneze tumora (Rajneesh i sar., 2008). Celije karcinoma ostaju
permanentno pod uticajem oksidativnog stresa. Markeri konstantnog oksidativnog stresa
su detektovani u uzorcima in vivo pacijentkinja sa karcinomom dojke (Kattan i sar., 2008,
Weydert i sar., 2010). Superoksid anjon se generiSe u mitohondrijama, nakon cega se
redukuje u vodonik-peroksid i hidroksi radikal. Kao odbranu od RKR i ¢elijske smrti,
¢elije poseduju antioksidativni odbrambeni sistem. Ovaj sistem ¢ine neenzimski
antioksidanti, kao Sto su tokoferol, karotenoidi, askorbat, glutation, i antioksidativni
enzimi kao Sto su SOD, CAT, peroksidaza (PX), glutation-peroksidaza (GPx), glutation-
reduktaza (GR) i glutation-S-transferaza (GST) (Kattan i sar., 2008).

1.2.1. Uloga superoksid dismutaze u karcinomu dojke

Kao prva linija odbrane od RKR, SOD kataliSe konverziju superoksidnog radikala u

kiseonik (O,) i manje reaktivni vodonik peroksid (H,0,), kao Sto pokazuje reakcija:



202._ +2H" — H,0, + Oz.

Vodonik peroksid se dalje razlaze pomoéu CAT i/ili GPx i prevodi u vodu i kiseonik.
Postoje tri izoforme SOD enzima u ¢elijama: Cu?*/Zn?* SOD, koja se predominatno
nalazi u citoplazmi, ekstracelijska Cu?*/Zn®** SOD i Mn**SOD izoforma koja se nalazi u
mitohondrijama (Tsanou E i sar., 2004 ; Matés i sar., 1999). Mn**SOD izoforma je
homotetramer (96 kDa) koji sadrzi Mn?* u svom jezgru koji prelazi iz Mn?* u Mn®" i
ponovo u Mn?* tokom konverzije superoksida. Cu?*/Zn®** SOD se sastoji od 2 subjedinice
istih molekulskih masa (32 kDa) (Matés i sar., 1999). Cu?*/Zn** SOD i Mn®**SOD enzimi
su ukljuceni u procese Celijske proliferacije (Zhang i sar., 1999), invazivnosti tumorskih
¢elija, ali i u zastiti ¢elija od letalnih uticaja faktora kao $to su TNFa, hemioterapeutici i
jonizujuée zradenje (Hirose i sar., 1993). Mn®**SOD predstavlja jedan od najznadajnijih
antioksidativnih enzima c¢ija je povecana ekspresija pokazana u tumorskim tkivima
mnogih karcinoma kao Sto su karcinom bubrega, ovarijuma, tiroideje, kolorektalni
karcinom i karcinom dojke (Schadendorf i sar., 1995; Yang i sar., 1995). Maligne c¢elije
karcinoma dojke zadrzavaju svoju sposobnost da produkuju Mn?*SOD i na taj nadin se
Stite od oSteCenja celije reaktivnim kiseoni¢nim radikalima. Publikovane studije su
pokazale da povecanje ekspresije SOD korelira sa stepenom povecanja rasta tumorskih
éelija (Zhang i sar., 1999). Takodje, pokazano je da je visok nivo ekspresije Mn**SOD
povezan sa veéim invazivnim i metastatskim potencijalom tumorskih ¢elija (Tsanou E i

sar., 2004).

1.2.2. Uloga katalaze u karcinomu dojke

Katalaza je tetramer koga Cine 4 subjedice od 60 kDa, a koji efikasno vr$i konverziju

H,0. i O,. Reakcija koju katalizuje katalaza:

2H,0, — 2 H,0O + O,

Pokazano je da dodavanje H,O, ¢eliji uzrokuje dozno-zavisno povecanje iRNK za CAT u

proliferiSu¢im cCelijama (Matés i sar., 1999). Sa druge strane povecana ekspresija SOD i



nizak nivo O, dovodi do smanjenja ekspresije CAT (Kelner i Bagnell, 1990). Kod
normalnih netumorskih ¢éelija povecanje RKR unutar ¢elije dovodi do indukcije apoptoze,
dok je tumorska c¢elija rezistentna na RKR-indukovanu apoptozu jer povecava ekspresiju
za membranu vezane CAT. Naime, pokazano je da tumorske ¢elije prilagodjavaju nivo
ekspresije CAT dovoljan da blokira RKR koji bi mogli indukovati apoptozu (Bauer i sar.,
2012). Povecana ekspresija CAT pokazana je u tumorskim tkivima karcinoma dojke u
odnosu na benigno i normalno tkivo (Tsanou E i sar., 2004). Obzirom, da je CAT
ukljucena u procese izbegavanja celijske smrti i proliferacije, u novije vreme ispituje se
kao meta za nove terapeutike u karcinomu dojke (Bauer i sar., 2012). Iz tih razloga, u
ovom istrazivanju ispitivali smo aktivnost CAT i SOD u tumorskom i peritumorskom
tkivu 1 povezanost sa klinickopatoloSkim parametrima (klinicki stadijum bolesti,

zahvacenost limfnih ¢vorova, steroidni hormonski receptorski status, HER2 status).

1.3. Mamografske karakteristike i poremecaji LDH, CAT i SOD

U zapadnim zemljama raste incidenca karcinoma dojke dok mortalitet opada, dok u
zemljama koje nemaju skrining, kao $to je naSa zemlja, mortalitet raste (Puliti i sar.,
2012; Boyd i sar., 2011). Mamografija kao skrining metod u detekciji karcinoma dojke se
Siroko koristi za ranu detekciju supklinickih karcinoma dojke. Implementacija
mamografije za skrining karcinoma dojke dovela je do povecanja broja in situ
detektovanih karcinoma dojke. Mamografija predstavlja najadekvatniji pregled dojki za
detekciju karcinoma dojki, posebno za grupu zZena preko 40 godina, starosnoj grupi sa
najvecom incidencom ove bolesti (Boyd i sar., 2011). Tipi¢ni mamografski nalazi koji se
javljaju u skriningu Zena za karcinom dojke su: grupisane Kkalcifikacije koje po
morfologiji nose rizik za malignitet, zatim fokalna asimetrija, naruSena arhitektonika,
tumorske senke manje od 1cm, i drugi.

Na mamografijama masno tkivo se vidi kao radioloske polusenke (sa stanovista optike
siva polja), dok se fibroglandularno tkivo vidi kao radioloske senke (bela polja).
Zastupljenost senki na mamografijama u odnosu na polusenke naziva se denzitet

parenhima dojki, izrazava se u procentima i predstavlja vazan nezavisan prediktor za



nastanak karcinoma dojke (Boyd, 2011). Mamografije se opisuju prema Ameri¢koj
organizaciji radiologa (eng. American College of Radiology, ACR) tzv. BIRADS (eng.,
Breast Imaging Reporting and Data system) leksikonu (Burnside 1 sar., 2009).
Mamografije se klasifikuju prema procentu denziteta parenhima u celoj dojci koristeci 4
kategorije stukture dojki (ACR1<25%, ACR2<50%, ACR3>50% i ACR4>75%). Prema
BIRADS kategorizaciji za lezije okarakterisane kao BI-RADS 4a, b, ¢ i 5 se smatraju
suspektnim na malignitet i one se dalje histopatoloski ispituju. Sa poveéanjem BI-RADS
kategorije raste verovatnoc¢a da je tumorska lezija maligna. Bioloska osnova za povecani
rizik za pojavu karcinoma dojke, uslovljena pove¢anom mamografskom gustinom, nije
razjaSnjena. Detaljna patofiziologija veée mamografske gustine u tkivu kancera nije
dovoljno ispitana. U tom smislu, ni povezanost molekularnih parametara u tumorskom
tkivu sa mamografskim nalazima pacijentkinja sa karcinomom dojke nije istrazivana do
sada.

Prethodne studije su pokazale da mutageni uticu na povecanje procenta denziteta
parenhima. Nekoliko publikovanih studija pokazalo je da postoji povezanost izmedju
mutagena malondialdehida (MDA), pokazatelja oksidativnog stresa i povecane
mamografske gustine (Boyd i Mcguire, 1990), Sto nam sugeriSe da radioloSka gustina
dojki moZe da korelira sa mutacijama koje dovode do oStecenja DNK (Basu i Marnett,
1983) i povecanja celijske proliferacije (Jaganjac i sar., 2012). SOD i CAT su
antioksidativni enzimi koji imaju ulogu antiapoptotskih faktora u oksidativhom stresu.
Novije studije pokazuju da ¢elije karcinoma dojke imaju visok nivo i poveéanu aktivnost
SOD (Tsanou i sar., 2004). Visoka aktivnost SOD cesto je udruZena sa izrazenim
invazivnim i metastatskim karakteristikama ¢elija karcinoma. Stavie, klini¢ka ispitivanja
pokazuju da aktivnost SOD i CAT pozitivno korelira sa gradusom tumora kod
pacijentkinja sa karcinomom dojke i posebno, sa invazivnim i metastatskim fenotipom
pacijentkinja u odmaklim stadijumuma (Jaganjac i sar., 2012: Kumaraguruparan i sar.,
2002). Povecana produkcija RKR i antioksidativnih faktora u ¢elijama karcinoma dojke
se objaSnjava specificnim mehanizmom metabolizma estrogenih hormona u kojem
ucestvuje laktoperoksidaza (Brown i Bicknell, 2001). Obzirom da je pokazano da su
procesi karcinogeneze i metastaziranja delimi¢no uzrokovani oksidativnim stresom,

ispitivanje  povezanosti antioksidativnin enzima u tkivu karcinoma dojke sa



mamografskim karakteristikama predstavlja vaZzan podatak u definisanju agresivnijih
podtipova karcinoma dojke.

Marker anaerobnog metabolizma, LDH-A predstavlja jednu od glavnih izoformi LDH
koja je eksprimirana u tumorskom tkivu dojke. LDH omogucava ¢elijama karcinoma
dojke da proliferiSu u uslovima hipoksije (Fantin i sar., 2006). Novije studije ukazuju da
LDH ima vaznu ulogu u razvoju rezistencije ¢elija karcinoma dojke na Taksol, kao i da je
veca aktivnost LDH u tumorskom tkivu povezana sa visoko invazivnim karcinomom
dojke (Zhou 1i sar., 2010; Konjevi¢ i sar., 2001). Takodje, pokazano je da je visok nivo i
povecana aktivnost LDH i MDH udruzena sa visokim proliferativnim indeksom (De
Berardinis i sar., 2008). Ve¢i broj ¢elija i visoka proliferativna aktivnost predstavljaju
karakteristike veoma invazivnog i metastatskog karcinoma dojke (Ursin i sar., 2005). U
ovom istrazivanju ispitivali smo povezanost aktivnosti enzima oksidativnog stresa i
anaerobnog metabolizma sa mamografskim karakteristikama.

Pozitivnost receptora za HER2 u tumoru je dobro utvrdjen prognosticki marker u
karcinomu dojke i predstavlja metu hemioterapeuktika za rani i odmakli kancer dojke
(Filipits i sar., 2011; Wang i sar., 2008). U ovom istrazivanju ispitivali smo da li
radioloSke karakteristike mamografija (senke, grupisane kalcifikacije) mogu biti
povezane sa HER2 statusom. Obzirom da denzitet parenhima predstavlja faktor rizika
(Wang i sar., 2008), jedan od ciljeva istrazivanja je bio odredjivanje enzimskog profila

tkiva sa ve¢im denzitetom parenhima.

1.4. Poremecéaji MMP-2 i MMP-9 u karcinomu dojke

Matriks metaloproteinaze (MMP) predstavljaju familiju od 23 strukturno povezane Zn*
/Ca®* zavisne endopeptidaze koje imaju sposobnost da degradiraju ECM i razgradjuju
bazalnu membranu (BM). Metaloproteinaze razgradjujuéi ECM posreduju u
mnogobrojnim fizioloskim procesima kao Sto su reprodukcija, involucija materice,
embrionalni razvoj, angiogeneza, ali i u patoloSkim procesima.

Bazalna membrana i intersticijalna stroma izgradjene su od razli¢itih proteina kao $to su

kolagen, elastin, zatim glikoprotein laminin, fibronektin, entaktin, kao i brojni



proteoglikani i glikozaminoglikani (Woessner, 1991). Sinteza i razgradnja komponenti
ekstracelijskog matriksa je strogo regulisana. Na osnovu njihove strukture, substratne
specificnosti i ¢elijske lokalizacije metaloproteinaze su podeljene u pet podgrupa:

1) kolagenaze ( MMP-1 i MMP-8), razgradjuju fibrilarni kolagen

2) Zelatinaze (MMP-2 i MMP-9) deluju na kolagen tipa IV kao i na denaturisani
kolagen (Zelatin)

3) stromelizine (MMP-3, MMP-7, MMP-10) koji imaju Siri spektar supstrata kao sto
su proteoglikani, laminin i fibronektin

4) matrilizine (MMP-7) koja ima najsiri spektar supstrata ECM,

5) MMP vezane za membranu (MT-MMP) koji predstavljaju proteine vezane za
¢elijsku membranu sposobne da aktiviraju MMP-2 (Tabela 1) (Christiansen i
Rajasekaran, 2006).

Metaloproteinaze se sekretuju kao solubilni proenzimi koji se aktiviraju zahvaljujuéi jonu
Zn** koji se nalazi u sredistu molekula i spoljnom prisustvu jona Ca®*(Freije i sar., 1994).
Enzimska aktivnost metaloproteinaza je strogo kontrolisana na vise nivoa i disregulacija
ove aktivnosti dovodi do nekontrolisane razgradnje ECM koja je u osnovi procesa
tumorskog metastaziranja (Freije i sar., 1994; Woessner, 1991). NajceS¢e povezivane
metaloproteinaze sa procesom metastaziranja su MMP-2 (zelatinaza A) i MMP-9
(zelatinaza B), zbog njihove sposobnosti da razlazu kolagen tipa 1V, glavnu komponentu
bazalne membrane krvnih sudova.

Enzimska aktivnost metaloproteinaza je strogo regulisana na nivou genske ekspresije,
stabilnosti IRNK, aktivacije proenzima i inhibicije enzimske aktivnosti njihovim
endogenim tkivnim inhibitorima. Konstitutivna ekspresija MMP je niska, ali u
odredjenim fizioloskim i patoloskim uslovima koji podrazumevaju razgradnju ECM,
njihova ekspresija se povecava.

lako imaju iste supstrate regulacija ekspresije MMP-2 i MMP-9 na transkripcionom
nivou je razli¢ita. Tako na primer, MMP-9 poseduje na svom promotoru vezuju¢a mesta
za NFkB i SP-1 protein, zahvaljuju¢i kojim TNFa (eng. Tumor Necrosis Factor a, TNFa)
indukuje ekspresiju MMP-9 (Ries C i Petrides, 1995). Vaznu ulogu u kontroli njihove
ekspresije imaju transkripcioni faktori koji se vezuju AP-1 (aktivator protein-1) i
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pripadaju familiji jun i fos. Karakteristicno je da MMP-2 poseduje nekoliko regulatornih
sekvenci, specifi¢nih samo za ovaj enzim, i njegova ekspresija je regulisana pre svega

aktivatorima (Woessner, 1991).

Tabela 1. Clanovi MMP familije i njihovi supstrati

Grupa Oznaka Supstrati ekstracelijskog matriksa

Kolagenaze

Intersticijalne kolagenaza MMP-1  Kolagen tipa I, II, lll, VII i X, entaktin, agrekan, tenascin, proMMP-1,-2

Neutrofilne kolagenaza MMP-8  Kolagen tipal, Il'i lll

Kolagenaza-3 MMP-13  Kolagen tipa I, II, Ill, VI i X, agrekan, fibronektin, laminin, tenascin, proMMP-9,-13

Zelatinaze

Zelatinaza A MMP-2  Kolagen tipa |, IV, V, VI, VII, Xi XI, fibronektin, laminin, vitronektin, entaktin, proMMP-1, 9,-13
Zelatinaza B MMP-9  Kolagen tipa |, IV, V, VI, Xi XI, fibronektin, elastin, vitronektin, entaktin, agrekan

Matrilizini

Matrilizin MMP-7  Kolagen tipa lll, IV, IX, Xi XI, fibronektin, elastin, fibrin, entaktin, laminin, tenascin, proMMP-2,-7
Stromelizini

Stromelizin-1 MMP-3  Kolagen tipa lll, IV, V,VI, IX, X i XI, proMMP-1,-3,-7,-9,-13, fibronektin, osteonektin, proteoglikani
Stromelizin-2 MMP-10 Kolagen tipa lll, IV, V 11X, fibronektin, laminin, proteoglikani

Stromelizin-3 MMP-11  Kolagen tipa IV, fibronektin, laminin, agrekan, 1a inhibitor proteinaza

MMP vezane za membranu

MT1-MMP MMP-14  Kolagen tipa I, I1'i lll, fibrin, fibronektin, proMMP-2, 13, laminin, agrekan, 1a inhibitor proteinaza
MT2-MMP MMP-15  ProMMP-2, fibronektin, laminin, agrekan, proteoglikani, entaktin, tenascin

MT3-MMP MMP-16  ProMMP-2, colagen tipa Ill, fibronektin, laminin, agrekan, vitronektin

MT4-MMP MMP-17  Fibronektin, fibrinogen

MT5-MMP MMP-24  ProMMP-2, fibronektin, proteoglikani

MT6-MMP MMP-25  Pro-MMP-2, fibronektin, fibrinogen, fibrin, proteoglikani

Druge

Metaloelastaza makrofaga MMP-12  Kolagen tipa | i V, elastin, fibronektin,osteonektin, 1a inhibitor proteinaza, vitronektin
Enamelizin MMP-20  Agrekan, amelogenin

Celije (monociti, limfociti, tumorske ¢elije) sekretuju metaloproteinaze u latentnoj formi,
kao zimogene (proMMP). Aktivacija zimogena zahteva specificni aktivacioni proces koji
se naziva ,,cisteinsko prekopcavanje* (vezivanje cistenskog ostatka prodomena za jon
Zn** koji se nalazi u aktivnom mestu enzima) (Newby, 2005). Proteoliticka aktivacija se
odigrava u ekstracelijskom prostoru preko plazmina i urokinaza plazminogen aktivatora
(UPA) ili preko drugih ¢lanova MMP familije, kao §to su MMP-11 i MT-MMP. MT1-
MMP je lokalizovana na povrsini ¢elije 1 osim Sto aktivira MMP-2 (Pucci-Minafra i sar.,
2001), ona je neophodna za proces ¢elijske migracije.

Aktivnost MMP je modulisana familijom sopstvenih prirodnih tkivnih inhibitora (TIMP
eng., Tissue Inhibitor of MatrixmetaloProteinases), koji su homologi po svojoj strukturi
(TIMP-1 do TIMP-4). TIMP-1, prvi ¢lan ove familije, je glikoprotein molekulske mase
29 kDa, koji vezuje aktivnhu formu MMP-1 i stromelizin-1 (MMP-3) (Hofmann i sar.,
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2005), latentnu i aktivnu formu MMP-9, kao i njihove dimere. Fibroblasti, makrofagi i
razli¢ite tumorske celije sekretuju i eksprimiraju istovremeno sve navedene enzime i
TIMP-1. TIMP-1 se eksprimira kad su ¢elije stimulisane faktorima rasta, hormonima i
citokinima (Hofmann i sar., 2005). Nizak nivo TIMP-2 (inhibitor MMP-2) je,
paradoksalno svom nazivu, neophodan za aktivaciju proMMP-2, gde TIMP-2 sluzi kao
most izmedju proMMP-2 i MT1-MMP. MT1-MMP/TIMP-2/proMMP-2 kompleks se
aktivira zahvaljuju¢i dodatnom molekulu MT1-MMP. Visok nivo TIMP-2 blokira MT1-
MMP (Woessner, 1991) .

Ravnoteza izmedju metaloproteinaza i njihovih tkivnih inhibitora je veoma znacajna, jer
narusavanje te ravnoteze vodi nekotrolisanoj razgradnji ECM u razli¢itim patolodkim
stanjima. Proces metastaze, iako opasan, je veoma neefikasan sa mnogobrojnim c¢elijama
koje podlezu apoptozi i klini¢ki su irelevantne. Celije koje proliferidu i dormantne ¢elije
su klini¢ki odgovorne za rekurentnost karcinoma (Gotzmann i sar., 2004). Dormantnost
tumora je kompleksan i slabo razjaSnjen fenomen, istrazivan i kod ljudi i u Zivotinja, i
povezan je sa nedovoljnim kapacitetom stvaranja krvnih sudova (Townson i Chambers,
2006). Dogadjaj, nazvan ,angiogenezni prekida¢®“, odredjen poremecajem ravnoteze
izmedju pro- i anti-angiogeneznih faktora, pod uticajem dva proteoliti¢ka sistema, uPA i
MMP, menja dormantno stanje ¢elija i pokrece invazivni rast tumora. MMP-2 i MMP-9
su neophodne za tzv. “angiogenic switch” “angiogenezni prekida¢” i njihova povecana
ekspresija moze biti prediktivna za prelaz ne-angiogeni¢nog, mikroskopskog,
dormantnog tumora u angiogeni¢ni i invazivni oblik (Polyak i Hahn, 2006).

Maligni tumori za razliku od benignih, imaju sposobnost invazije i razaranja okolnog
tkiva 1 stvaranja metastatskih fokusa. Zbog toga invazivnost i metastaziranje
predstavljaju vazne bioloSke karakteristike malignih tumora.

Prvu fazu metastatske kaskade predstavlja lokalna invazija tkiva domacina (Devita i sar.,
2004). Da bi otpocele invaziju tumorske ¢elije moraju da se razdvoje jedna od druge.
Normalne ¢elije su medjusobno i sa okolnom stromom povezane pomoc¢u adhezivnih
molekula, procesima homotipske celijske adhezije i kontaktne inhibicije. Endotelni
kadherini (E-kadherin) predstavljaju familiju transmembranskih glikoproteina, pomoc¢u
kojih endotelne ¢elije ostaju vezane za okolnu stromu (Bracke i sar., 1996). Gubitak E-

kadherina i E-kadherin-katenin kompleksa dovodi morfoloski do poremecaja strukture
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citoskeleta 1 omogucava ameboidne pokrete i motilitet Ceija, remeti celijski ciklus 1
pospesuje celijsku proliferaciju. Smanjenje adhezivnih veza ubrzava odvajanje tumorskih
¢elija od primarne mase tumora (Birchmeier i Behrens, 1994 ).

Konstitutivna ekspresija aktivnih MMP u epitelnim celijama dojke dovodi do
proteoliti¢ke razgradnje E-kadherina i progresivnih promena fenotipa in vitro, ukljucujuéi
gubitak katenina u medjucelijskim vezama, smanjenje citokeratina i povecanje ekspresije
vimentina i MMP-9. Ove promene uslovljavaju promenu stabilnog epitelnog celijskog
fenotipa u nestabilni mezenhimalni fenotip. In vivo ekspresija stromelizina (MMP-3)
pokre¢e karcinogenezu celija dojke, koja podrazumeva odredjene promene u genomu
¢elije, ¢ime se objaSnjava povezanost smanjene celijske adhezije sa malignom
transformacijom (Lochter i sar., 1997).

U mnogim karcinomima, progresija u malignitet je povezana sa gubitkom epitelne
diferencijacije i promenom u mezenhimalni fenotip. Ovaj proces, poznat kao epitelno-
mezenhimna tranzicija (EMT), povecava pokretljivost i invazivnost razli¢itih ¢elijskih
tipova i smatra se krucijalnim dogadjajem u kasnoj fazi tumorigeneze i pocetku tumorske
infiltracije 1 metastaziranja. EMT predstavlja mehanizam kojim se epitelne celije
oslobadjaju medjucelijskih veza i sticu pokretljivost (Lochter i sar., 1997; Christiansen i
Rajasekaran, 2006). Tranzicija iz dobro diferentovanog fenotipa u invazivni
mezenhimalni fenotip podrazumeva razli¢ite molekularne mehanizme koji nezavisno
pospesuju pokretljivost i invazivnost tumorskih ¢elija. EMT karakteriSe proteoliticka
promena E-kadherina u N-kadherin. Mezanhimalne Celije koje su izgubile uske spojeve
tzv. tight junctions, gube i apikalno-bazalni polaritet. Mezenhimalne c¢elije sekretuju

MMP-2 i MMP-9, koje degradiraju BM i pomazu proces invazije (Woessner, 1991).
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Slika 1. Endotelno-mezenhimna tranzicija (EMT) u malignom procesu (Christiansen i
Rajasekaran, 2006).

TransformiSué¢i faktor rasta (TGFpP) je krucijalni molekul u procesu EMT razli¢itih
epitelnih ¢elijskih tipova. Tokom EMT povecéani nivoi Src kinaze, integrinima vezane
kinaze, MMP-11, MMP-12 i MMP-14 indukuju citoskeletne promene i pospeSuju ¢elijski
motilitet. Plasti¢nost malignih ¢elija omogucava nekompletnu tranziciju, reverziju u
epitelni fenotip 1 kolektivhu migraciju celija zahvaljujuéi razli¢itim molekularnim
mehanizmima koji posreduju u procesu EMT. Svi ovi mehanizmi se deSavaju u seriji
nezavisnih 1 reverzibilnih koraka. EMT predstavlja jedan od klju¢nih mehanizama u
procesu metastaziranja karcinoma. Gubitak p53 uti¢e na povecanu ekspresiju MMP-2 i
snizenje ekspresije E-kadherina i tako pomaze procese invazije i metastaziranja celija

karcinoma (Christiansen i Rajasekaran, 2006).

U procesu razgradnje ECM tumorske delije koriste dva proteolitiéka sistema,
tumorskim c¢elijama na napreduju¢im ivicama tumora koje tako krecu u invaziju.
Inaktivne, proforme enzima (zimogena) su sekretovane lokalno i aktiviranjem njihovih

regulatornih enzima, koje produkuju ili tumorske ¢elije ili stroma, postaju aktivne (Laufs
i sar., 2006).
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MMP-2 i MMP-9 su proenzimi koji se aktiviraju ekstracelijski, a plazminogen sistem
kontroliSe njihovu aktivaciju. Obe zelatinaze su vezane za povrSinu ¢elije 1 aktiviraju se
vezivanjem uPA i plazminogena za ¢elijsku povrsinu. Inhibicija aktivacije plazminogena
zaustavlja aktivaciju zelatinaza. Plazmin u solubilnoj formi razgradjuje obe Zelatinaze, ali
u zavisnosti od doze i koncentracije plazminogena i UPA, moZe da aktivira Zelatinaze
(Laufs i sar., 2006).

Razgradnja ECM predstavlja strogo kontrolisan proces koji zavisi od koncentracije
sekretovanih proenzima, njihovih aktivatora i inhibitora. Tumorske Ccelije sticu
sposobnost kretanja 1 ako je nivo litickih enzima koji pomazu invaziju, kao §to su MMP-2
I MMP-9 ve¢i od nivoa njihovih inhibitora, proces invazije se nastavlja. Tako se

inhibitorima litickih enzima moze zaustaviti proces tumorske invazije (Bracke i sar.,
1996).

proMMP.3 MMP-3

=
plasminogen plasmin

PROTEOLIZA TOKOM
CELIJSKE MIGRACIJE |
INVAZIJE

] ADHEZIJA  (uPAR, integrin)
%%*5 MMP-9 ODVAJANJIE [uPA/LPAR, MMP-8)
. DEGRADACIJA MATRIKSA (uPA/uPAR, MMP-8) M P&

uPAR. "
integrin

Slika 2. Uloga MMP i uPA sistema u invaziji (Bracke i sar., 1996).

Ekstracelijski MMP induktor (EMMPRIN ili CD147) je ¢lan familije imunoglobulina i
glikoprotein koji se nalazi na povrSini tumorskih ¢elija. Povecana ekspresija EMMPRIN
povezana je sa procesima invazije 1 metastaziranja, rasta i prezivljavanja malignih ¢elija i
uzrok je rezistentnosti tumora na neke hemioterapeutike (Mignatti i Rifkin, 1993).

Interakcija izmedju tumora i ECM kreira mapu ekspresije proteoliti¢kih enzima MMP-2 i
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MMP-9, delimic¢no, tako Sto indukuje ekspresiju EMMPRIN na pojedinim mestima.
Solubilni EMMPRIN deluje parakrino na lokalne ¢elije strome, ali i na stromalne ¢elije u
udaljenim tumorskim fokusima da dalje lu¢e MMP 1 tako vrSe invaziju tkiva
(Christiansen i Rajasekaran, 2006).

Obzirom na porast incidence karcinoma dojke u svetu, javlja se sve veca potreba za
tumor markerom koji bi pouzdano mogao da identifikuje mali, duktalni karcinom dojke
sa moguc¢om tendencom recidiva (Chabottaux i sar., 2006). Postoje podaci koji pokazuju
da marker prognoze za karcinom dojke moze biti medju proteinima koji ucestvuju u
procesu tumorske progresije u karcinomu. U moguce kandidate koji bi bili pouzdani
tumor markeri spadaju i MMP-2 i MMP-9, kao i njihovi inhibitori.

MMP-2 i MMP-9 su ukljucene u inicijaciju, rast i metastaziranje tumora, usled njihove
specificnosti za kolagen tip IV, glavne komponente BM krvnih sudova. Obzirom na
njihovu ulogu u progresiji tumora, MMP-2 i MMP-9 su ispitivane kao tumor markeri za
mnoge karcinome kao $to su karcinom kolona, karcinom dojke, Zeluca, pluca, bubrega,
zatim u malignitetima ginekoloske regije (Mignatti i Rifkin, 1993).

Ispitivanja aktivnosti MMP-2 i MMP-9 u serumu i tumorskom tkivu pacijentkinja
obolelih od karcinoma dojke pokazuju da je nivo aktivnosti ovih enzima znacajno vec¢i u
bolesnica nego kod zdravih. Takodje aktivnost ovih enzima u serumu bolesnica korelira
sa TNM stadijumom bolesti (LaRocca i sar., 2004). U tumorima se MMP-2 i MMP-9
nalaze u svojim proformama, kao zimogeni (proMMP-2 i proMMP-9), ali i u aktivnim
formama (aMMP-2 i aMMP-9). Takodje, i kao proforme one su sposobne da razlazu
denaturisani kolagen (Zelatin). Aktivnost aMMP-2 i aMMP-9 u tumorskom tkivu moze
se koristiti u pracenju i prognozi pacijentkinja sa karcinomom dojke i visoka aktivnost
zelatinaza u tumorima je povezana sa nizom stopom prezivljavanja (Ranuncolo i sar.,
2003).

Tendencija porasta aktivnosti MMP-9 prisutna je kod bolesnica obolelih od karcinoma
dojke sa estrogen pozitivnim receptorima. Aktivni estrogenski receptori ucestvuju u
progresiji tumora, stimuliSu celijski rast i invazivnost povecavaju¢i ekspresiju MMP,
uklju¢uju¢i MMP-9 (Stankovi¢ i sar., 2010). Aktivhost MMP-9 raste sa porastom

limfovaskularne mreze u tumoru, $to ukazuje na mogucéu ulogu MMP-9 u razgradnji
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bazalne membrane i intravazaciji ¢elija karcinoma u krvne sudove i samim tim na
povezanost MMP-9 i procesa angiogeneze.

Prekomerna ekspresija transkripcionog faktora aktivator proteina 2 (AP-2) i HER2
onkogena povezana je sa progresijom bolesti i povefanim invazivnim kapacitetom
karcinoma dojke, delimi¢no zbog sposobnosti ovih molekula da aktiviraju MMP.
Pokazano je da u ranoj fazi karcinoma dojke HER2 indukuje ekspresiju i aktivaciju
MMP-2 i MMP-9 u stromi, Sto vodi daljoj progresiji bolesti i stvaranju metastaza
(Stankovic i sar., 2010).

Prikazana povezanost porasta aktivnosti MMP-2 i MMP-9 u serumu i klini¢kog stadijuma
ukazuje na korisnost ovih parametara kao tumor markera, u prac¢enju i prognozi
pacijentkinja sa karcinomom dojke. Moze se zakljuciti da aktivnost MMP-2 i MMP-9
moze biti marker

- prac¢enja (povezanosti sa klinickim stadijumom)

- prognoze (prognosticki marker za mnoge karcinome)

- prezivljavanja.

Karcinom dojke je po novoj molekularnoj podeli klasifikovan na bazalni, luminalni A,
luminalni B i HER2 pozitivni podtip sa razlikama u prognozi i odgovorima na terapiju
tumora (Reis-Filho i Tutt, 2008). Tumori dojke koji imaju bazalni fenotip, karakterisu se
prisustvom ¢elija koje pokazuju sli€nost sa mamarnim progenitorskim ¢elijama i smatra
se da imaju losiju prognozu i da su rezistentni na standardnu hemioterapiju (Reis-Filho i
Tutt, 2008). Ovi podaci su u skladu sa teorijom da je izostanak dejstva na stem celije
karcinoma uzrok neuspeha nekih hemioterapeutika (Weigelt i Reis-Filho, 2009). Nove
publikacije pokazuju da genski zapis "wound response” tj. geni ukljuceni u “zaceljivanje
rana”, sadrzi gene koji su ukljuéeni u procese remodeliranja ECM i angiogeneze. Ovi
geni inade imaju fiziolosku ulogu u remodeliranju ECM i angiogenezi, ali pod
odredjenim uslovima oni se menjaju i pomazu rast tumora. Konstitutivno aktivan komplet
gena "wound response” pokazuje sli¢nosti sa genskim zapisom koji ima bazaloidni tip
karcinoma dojke, Sto bi se moglo iskoristiti u terapiji ovog tipa tumora (Polyak i Hahn,
2006).

Angiogeneza je proces neophodan u embriogenezi, procesu zarastanju rana, ali i u

patoloskim procesima, kao Sto je rast tumora. Pokazano je da postoji povezanost izmedju
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procesa zarastanja rana i progresije bolesti razliitih epitelnih tumora. Mnogi od
normalnih reparativnih procesa mogu biti konstitutivno aktivni u tumoru i krucijalni u
lokalnoj invaziji tumora i metastaziranju u udaljene organe (Devita i sar., 2004).

Pokazano je da neutralizacija vaskularnog endotelnog faktora rasta (eng. Vascular
Endothelial Growth Factor, VEGF), kao i inhibicija MMP, sintetickim MMP inhibitorima
Sirokog spektra, smanjuje formiranje, tumorima indukovanih, novih tubularnih formacija.
Neke studije su pokazale da MMP, posebno MT-MMP, igraju klju¢nu ulogu u formiranju
tubularnih struktura sli¢nih kapilarima u stromi sa kolagenom i fibrinom in vitro i na taj

na¢in mogu biti zna¢ajne i u angiogenezi in vivo (Brenton i sar., 2005).

1.5. Poremecaj funkcije TIMP1 u karcinomu dojke

U novije vreme ispituje se viSe prognostickih markera za pacijentkinje sa karcinomom
dojke kao Sto su markeri proliferacije (mitotski indeks, Ki-67, ciklin D1, HER?2), markeri
apoptoze (Bcl,, TIMP1, p53, Bax) i markeri angiogeneze (VEGF, MMP-2 i MMP-9).
Nekoliko studija je pokazalo da se TIMP1 moze koristiti kao prognosticki marker 1
pokazatelj odgovora na terapiju za pacijentkinje sa karcinomom dojke (Thomson i sar.,
2003).

Pokazano je da TIMP1 pored svojih efekata inhibicije MMP-9, stimuliSe rast tumora, kao
1 da povecava proliferaciju kako normalnih tako i tumorskih ¢elija (Yamashita i sar,
1996). TIMP1 stimuliSe proliferaciju na MMP nezavisan i na MMP zavisan nacin
(Murphy i sar., 2002). Celije karcinoma dojke imaju na svojoj povrsini receptore za
TIMP1 (CD63). Vezivanje TIMP1 za CDG63- integrin 1 kompleks dovodi do
intracelijske signalizacije, odnosno aktivacije mitogenima aktivirane protein kinaze
(MAPK) sto dalje rezultira proliferacijom celija. MAPK signalni put aktiviraju faktori
rasta i dovode do ¢elijske proliferacije. Studije su pokazale da TIMPI razli¢ito deluje na
¢elije u zavisnosti od razliCite ekpresije receptora za TIMP1 na membrani celije.
Povecana ekspresija CD63 je povezana sa stepenom maligniteta. TIMP1 takodje, aktivira
Ras koji dalje dovodi do aktivacije MAPK signalnog puta tirozin specificnom
fosforilacijom (Jung i sar., 2006). Pored navedenog MMP nezavisnog nacina na koji
TIMP1 stimulise ¢elijsku proliferaciju, TIMP1 i preko MMP moZe uticati na proliferaciju
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(Murphy i sar., 2002). Pokazano je da TIMP1 blokiraju¢i konstitutivno aktivne MMP,
onemogucava razgradnju novosintetisanih faktora rasta aktivnim MMP 1 tako omogucava
faktorima rasta da stimulisu proliferaciju ¢elije (Wen i sar., 1999).

Pored efekata na proliferaciju ¢elija, pokazano je da TIMP1 ima antiapoptotski efekat.
Utvrdjeno je da visok nivo ekspresije TIMPL1 indukuje konstitutivnu aktivaciju FAK
(eng. Focal Adhesion Kinase, FAK). FAK je aktivator PI(3) kinaze koja reguliSe Bcl,
protein koji omogucava prezivljavanje celije 1 izbegavanje apoptoze. Bcely 1 Bcly, su
proteini mitohondrijalne membrane koji blokiraju Bax, protein koji oslobadja citohrom c
iz mitohondrija. Obzirom da citohrom c aktivira kaspaze, glavne posrednike u apoptozi,
zadrZavanjem citohroma c¢ u mitohondrijama sprecava se apoptoza. Takodje, pokazano je
da TIMP1 povecava ekspresiju Bcl, i Bclx.. Zbog navedenog mehanizma, dolazi do
smanjene senzitivnosti tumorskih celija sa visokim nivoom ekspresije TIMP1 na
hemioterapeutike koji deluju indukujuéi apoptozu (Wrtz i sar., 2008).

U pocetku se smatralo da TIMPI ima antiangiogenezna dejstva, ali vremenom je
pokazano da TIMP1 pospeSuje angiogenezu. Naime, pokazano je da je stvaranje
endostatina i angiostatina, inhibitora angiogeneze, posredovano MMP. MMP oslobadjaju
endostatin i angiostatin iz kolagena, tako Sto razlazu kolagen (Wen i sar., 1999). Na taj
nacin, inhibiraju¢i MMP, TIMP1 spre¢ava stvaranje endostatina i angiostatina, Sto
pomaze angiogenezu tumora. Takodje, pokazano je da tumori dojke kod pacova sa
visokom ekspresijom TIMP1 rastu veci i imaju bolju vaskularizaciju u poredjenju sa
kontrolama (Yoshiji i sar., 1998). Pored toga, pokazano je da TIMP1 direktno stimulide
VEGF, koji omoguc¢ava stvaranje krvnih sudova tumora. Mehanizam kojim TIMP1
stimuliSe VEGF i tako pomaze angiogenezu jos uvek nije razjasnjen.

U nekoliko studija pokazano je da je ekspresija TIMP1 povecana u tkivu kancera dojke u
poredjenju sa benignim ili normalnim tkivom dojke (Brummer i sar., 1999). Pored toga,
utvrdjeno je da je ekspresija iIRNK i proteina TIMPL1 statistiCki znacajno veca u
malignom u odnosu na benigno tkivo dojke. Pokazano je da se iRNK ekspresija TIMP1
povecava sa invazivnim potencijalom transformisanih ¢elija. TIMP1 je slabo eksprimiran
u normalnom tkivu, viSe u kanceru in situ, a najvise u invazivnom karcinomu dojke
(Nakopoupoulou i sar., 2002). Jones sa saradnicima je pokazao da je protein TIMP1

najzastupljeniji u fibroblastima i zidovima malih krvnih sudova, a manje u tumorskim
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¢elijama (Jones i sar., 1999). Navedeni podaci sugeriSu da TIMP1 proizvode uglavnom

¢elije strome.

1.6. Poremecaj funkcije STAT3 u karcinomu dojke

Pored svoje osnovne uloge u ostvarivanju dejstva citokina, nedavno je pokazano da
signalni prenosioci i aktivatori transkripcije (eng. Signal Transducer and Activators of
Transcription, STAT) mogu imati veliku ulogu u nastanku tumora i smatraju se
potencijalnim onkogenima. Konstitutivna aktivacija STAT familije, narocito ¢lanova
STAT3 i STATS5, kao i gubitak STAT1 signala, pokazana je kod nekoliko vrsta
tumora, ukljucujuci i karcinom dojke (Calo i sar., 2003). Rezultati ukazuju da STAT
proteini reguliSu brojne puteve koji su ukljuceni u karcinogenezu, kao Sto je progresija
¢elijskog ciklusa, apoptoza, angiogeneza, invazivnost tumora, metastaziranje, i
izbegavanje imunskog odgovora. Iz tih razloga, STAT proteini postaju terapijske mete
za nove lekove u onkologiji, jer se direktnim ili indirektnim blokiranjem ovih molekula
moze uticati na zaustavljanje malignog procesa (Haura i sar., 2005).

Znacajno je da se po opsStem nacinu delovanja STAT proteini mogu podeliti u dve
grupe koje se medjusobno veoma razlikuju. Grupu koju ¢ine STAT2, STAT4 1 STAT6
aktivira mali broj citokina i ona ucestvuje u razvoju T ¢elija i efektu interferona. Sa
druge strane, druga grupa koju ¢ine STAT1, STAT3 i STATS5 se aktivira u mnogim
tkivima i vrstama celija od strane velikog broja citokina i razli¢itih hormona i faktora
rasta i, preko njih se, pored imunskih reakcija, reguliSu brojni vazni opsti procesi kao
Sto su celijska proliferacija, diferencijacija i prezivljavanje u embriogenezi, ali i
fizioloski razvoj dojke (Calo i sar., 2003). U tom smislu, druga grupa STAT proteina
znaCajna je u malignoj transformaciji. Pokazano je da je STAT3 proto-onkogen koji
aktivira onkogene, c-myc, ciklin D i antiapoptotski Bcl-, protein, olakSava prolazak
kroz G1/S kontrolnu tacku i tako pored spreCavanja apoptoze, pospesuje celijsku
proliferaciju i transformaciju (Konjevié¢, 2009).

Konstitutivna aktivacija STAT3 dovodi do proliferacije tumorskih celija 1 sprecava

apoptozu, kao i produkciju brojnih proinflamatornih citokina i hemokina i dovodi do
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sekrecije faktora koji spre¢avaju sazrevanje dendriti¢nih ¢elija (DC). U tom smislu
pokazano je da STAT3 sprecava uspostavljanje adaptivne antitumorske imunosti. Za
invazivne tumore je poznato da je neophodno da moduliraju ekspresiju gena na nacin
koji ometa aktivnost urodjene i steCene imunosti u procesu imunskog nadzora (Dunn i
sar., 2002). STAT3 pozitivni tumori to postizu tako S$to spreCavaju produkciju
proinflamatornih citokina, odn. “signala za opasnost” (“danger signals”), kao i
inhibicijom funkcionalnog sazrevanja DC. U fiziologkim uslovima aktivacija STAT3 je
od sustinskog znacaja u toku remodeliranja tkiva u procesu ,,zarastanja rana“ (Haura i
sar., 2005; Konjevi¢, 2009). Kako rast tumora, takode, predstavlja oSteCenje tkiva u
kontekst tumora se prenosi ova uloga STAT3 koja usled disregulacije ima neZeljen
efekat koji umesto zarastanja dovodi do daljeg razaranja tkiva, kao i do izbegavanja
imunskog odgovora.

STAT3 je onkogen jer reguliSe mehanizme koji omogucavaju proliferaciju malignih
¢elija (Wang i sar., 2004). Osnovna uloga STAT3 je spreCavanje apoptoze S$to se
postize povecanjem ekspresije antiapoptotskog molekula, bcl-2, ili uticajem na
progresiju celijskog ciklusa povecavanjem ekspresije c-myc i ciklina D1 Kkoji
potpomazu prolazak kroz G1/S kontrolnu tacku. Ovo je pokazano na tumorskim
¢elijskim linijama sa delecijom STAT3 gena (STAT3 -,-) u kojima usled neaktivnosti
STAT3 dolazi do pojave apoptoze jer se povecava nivo kaspaza, a smanjuje nivo bcl-
2, dok se proliferacija smanjuje usled snizenja nivoa ciklina D i c-myc onkogena. Pored
toga, STAT3 utiCe na invazivnost tumorskih ¢elija povecanjem produkcije matriks
metaloproteinaza (MMP-2 i MMP-9) (Konjevié i sar., 2011). Znacajan je podatak da
hiperaktivan STAT3 dovodi do povecane produkcije VEGF Sto pospeSuje
angiogenezu. S obzirom da do povecane aktivnosti STAT-ova moze doc¢i i usled
aktivnosti onkogena iz familije nereceptorskih tirozinskih kinaza, novija izu¢avanja
STAT3 u razli¢itim malignitetima ukazuju na njegovu znacajnu povezanost sa
malignom transformacijom, naro¢ito onom prouzrokovanom src onkogenom.

U karcinomu dojke pokazana je hiperaktivnost STAT3 i STATS5. S obzirom da je
STATS3 preko receptora za endotelni faktor rasta (eng. Endothelial Growth Factor
Receptor, EGFR) uklju¢en u fizioloski razvoj dojke, na celijskim linijama karcinoma

dojke i primarnim tumorima pokazano je da mutacije ovog receptora, ali i src proto-
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onkogena, dovode do hiperaktivnosti i onkogenog svojstva STAT3. Pored toga
blokiranje STAT3, kao posledica mutacije EGFR u ovom malignitetu, pokazalo je
povezanost sa proliferacijom (Townsend i sar., 2005).

Kako se u malignitetima pored standardne hemioterapije, zracne i hirurske terapije,
danas sve viSe uvode novi vidovi leCenja koji se zasnivaju na molekularnom profilu
tumora, u terapiju razli¢itih tumora se uvode i1 agensi koji na direktan ili indirektan
nac¢in blokiraju aktivnost STAT3 (Turkson, 2004). Pokazano je da je za onkologiju
najrelevantniji STAT3 negativan fenotip i ovaj model se koristi za utvrdjivanje
njegovih onkogenih karakteristika. Pored istrazivanja na eksperimentalnim Zivotinjama
brojni onkogeni efekti STAT3 su otkriveni u in vitro eksperimentima kori$¢enjem
razli¢itih tumorskih linija, kao i na svezim primarnim tumorima. Mnogobrojne studije
su pokazale da je moguce na vise direktnih nacina blokirati STAT-ove. Jedan je
smanjenjem eksperesije STAT gena preko antisens oligonukleotida (DNK i RNK) ili
blokiranjem samih signalnih proteina putem malih inhibitornih molekula i peptidnih
analoga (mimetika) (Konjevi¢ i sar., 2010). S druge strane, hiperaktivni STAT
molekuli mogu se blokirati i indirektno inhibicijom uzvodnih, bilo receptorskih ili
slobodnih, nereceptorskih, tirozinskih kinaza koje fosforiliSu STAT-ove i dovode do
uspostavljanja hiperaktivnog stanja ovih molekula. U tom smislu, pored inhibitora JAK
enzima, preparata trifostina, AG490, koriste se inhibitori src onkogena, preparat
gefitinib kao inhibitor enzimske aktivnosti receptora za epidermalni faktor rasta (eng.
Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR) (Haura i sar., 2005).

S obzirom da inhibicija STAT3 dovodi do zaustavljanja u rastu i do apoptoze
tumorskih ¢elija, ovakav pristup moze biti znacajan pored terapije i u hemoprevenciji
tumora. Pored toga, STAT3 se moze smatrati molekularnim markerom za ranu
detekciju odredjenih tipova tumora i kao prognosticki faktor za odredjivanje

agresivnosti tumora i odgovora na razlicite vrste terapije.
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1.7. Poremecéaj funkcije Bcl-2 u karcinomu dojke

Fiziolo3ki apoptoza predstavlja proces koji sluzZi za uklanjanje nezeljenih nefunkcionalnih
ili istrosenih celija. Igra vaznu ulogu u embrioloskom razvoju, razvoju odredjenih
hormon zavisnih tkiva, regulaciji gustine normalnih c¢elijskih populacija i starenju.
Medjutim, apoptozu nekada indukuje celijsko oStecenje (virusne infekcije, jonizujuce
zracenje), a supresija Celijske smrti osnova je patogeneze mnogih tumora ukljucujuéi i
karcinom dojke. Proces se odvija u 4 stadijuma: stadijum inicijacije, stadijum kontrole i
integracije, izvrsni stadijum i stadijum uklanjanja mrtvih Celija. Stadijum inicijacije
obuhvata sve promene u ¢eliji koje dovode do aktivacije apoptoze. Inicijacija apoptoze

¢elije nastaje na 3 nacina:

1. Vezivanjem molekula-liganda za receptore na membrani celije ili jedra (TNF-alfa,
limfotoksin, TGF-beta, FasL, glukokortikoida)

2. Odsustvom faktora rasta (npr. faktori rasta neurona), hormona (estrogeni, progesteroni,

testosteron) ili citokina (IL-2, IL-5) neophodnih za prezivljavanje ¢elije

3. Dejstvom ostec¢ujucih agenasa (hipoksija, slobodni radikali, jonizujuce zracenje i dr.)

koji izazivaju umereno ostecenje ¢elije, nedovoljno da izazove nekrozu.

Stadijum kontrole i integracije se odvija uz pomoc¢ specifi¢nih proteina koji povezuju
“signal smrti” sa efektornim mehanizmima (Krajevski i sar., 1999). Postoje dva puta koji
su ukljuCeni u aktivaciju apoptoze. Spoljasnji put (put receptora smrti) predstavlja
apoptozu indukovanu spoljasnjim signalima. Unutrasnji put (mitohondrijalni) se pokrece
internim signalima kao $to su odsustvo faktora rasta ili oste¢enje DNK (Cory i sar.,

2003).

Spoljasnja mitohondrijska membrana zdravih ¢elija normalno eksprimira protein Bcl-2
koji ima antiapoptotsku ulogu. U odsustvu faktora rasta neophodnih za prezZivljavanje
¢elije, proapoptoti¢ki ¢lanovi Bcl-2 familije proteina se premeStaju iz citosola ka

mitohondrijskoj povrsini, menjaju¢i odnos pro- i anti-apoptotskih Bcl-2 proteina i
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insercijom u spoljasnju membranu formiraju pore dovode¢i do hiperpermeabilnosti

membrane, “curenja” citohroma C 1 posredne aktivacije smrtonosne proteoliticke

kaskade.

Mitohondrijalni i put receptora smrti predstavljaju dva glavna puta koja dovode do
programirane celijske smrti (Green, 2005). Mitohondrijalni put igra glavnu ulogu u
odgovoru na hemioterapeutike i posredovan je Bcl-2 familijom proteina. Do sada je
opisano vise od 20 c¢lanova familije Bcl-2 proteina. Pozitivan odnos izmedju pro- i
antiapoptotskih ¢lanova Bcl-2 familije vodi oslobadjanju citohroma C iz mitohondrija,
koji aktivira kaskadu kaspaza $to dovodi do celijske smrti. Bel-2 1 Bcel-xL su
antiapoptotski ¢lanovi Bcl-2 familije proteina, dok je Bax proapoptotski ¢lan familije
proteina. Bag-1 je protein koji blokira celijsku smrt i interaguje sa proteinima Bcl-2
familije. Gen za Bcl-2 protein se smatra proto-onkogenom. Njegova disregulacija ili

mutacija uklju¢ena je u patogenezu kancera dojke (Cory i sar., 2003).

Poslednjih godina, sintetisani su novi hemioterapeutici za karcinom dojke deluju¢i pre
svega tako Sto indukuju Celijsku smrt. Smatra se da je lekovima indukovana Celijska smrt
odgovor ¢elije na ostecenje DNK ili druga oStecenja i da zavisi od sposobnosti ¢elije da
detektuje i odgovori na oStecenja. Preklinicke studije su pokazale da mutacije pokazatelja
¢elijske smrti dovode do rezistencije tumora na hemioterapeutike (Dawson i sar., 2010).
Iz tih razloga, pracenje ekspresije pokazatelja ¢elijske smrti pruza dodatne informacije o

odgovoru pacijenata na hemioterapeutike.

Pokazano je da estrogeni reguliSu ekspresiju Bcl-2 gena u epitelnim ¢elijama dojke i
estrogen pozitivnim celijskim linijjama kancera dojke. Pored toga, istrazivanja su
potvrdila da je ekspresija Bcl-2 merena imunohistohemijom pokazana u 80% tumorskih
tkiva kancera dojke. Takodje, pokazano je da ekspresija Bcl-2 pozitivno korelira sa
pozitivnoscu estrogenskih (ER) i progesteronskih steroidnih receptora (PR) (Barbareschi
I sar., 1996). Pokazano je da je ekspresija Bcl-2 povezana u tumorskom tkivu sa boljom
prognozom i preZivljavanjem pacijentkinja sa karcinomom dojke u poredjenju sa Bcl-2
negativnim pacijentkinjama (Krajewski i sar., 1999). Ovi rezultati, obzirom na
antiapoptotsku ulogu Bcl-2 u kancerogenezi, iznenadjuju. Literaturni podaci ukazuju da

antiproliferativno dejstvo Bcl-2 i regulacija Bcl-2 ekspresije estrogenima delimi¢no
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objasnjavaju povoljan efekat Bcl-2 na tok bolesti ovih pacijentkinja (Zhang i sar., 1997;
Zhang i sar., 1998). Transfekcija gena za Bcl-2 u ¢elijskim linijama kancera dojke dovodi
do povecanja rezistencije na ¢elijsku smrt, Sto sugeriSe da Bcl-2 ucestvuje u izbegavanju

apoptoze tumorskih ¢elija, u odredjenim uslovima (Zhang i sar., 1998).

1.8. Poremecaj funkcije Ciklina D1 u karcinomu dojke

Savremena onkologija trazi adekvatan bioloski marker koji bi u klini¢koj praksi pomogao
u stratifikaciji pacijentkinja sa nizim rizikom za relaps bolesti. Stratifikacija pacijentkinja
sa karcinomom dojke omogucila bi adekvatan terapijski pristup u leCenju pacijentkinja sa

karcinomom dojke.

Ciklini predstavljaju grupu proteina jedra ukljucenih u celijski ciklus. Ciklin D1 je
protein molekulske mase 36 kDa koji pripada familiji ciklina i ukljuéen je u Gl fazu
¢elijskog ciklusa. Ciklin D1 formira kompleks sa ciklin zavisnim kinazama 4 i 6 (eng.,
cyclin dependent kinase 4 i 6, cdk4 i cdk6) , koji aktiviraju cdk aktivirajuce kinaze (eng.,
cdk-activating kinase, cak).  Aktiviran kompleks ciklin D1/cdk4/6 zajedno sa
kompleksom Ciklin E/cdk2 ukljucen je u fosforilaciju proteina retinoblastoma (pRb)
(Barnes, 1997). Nefosforilisana forma pRB deluje inhibitorno na deobu, odnosno
fosforilacija pRb omogucava ¢eliji da prodje kriticnu restrikcionu tacku (R tacka) i udje u
S fazu ¢elijskog ciklusa. Intereakcija ciklina D1 sa pRb je vazna za funkcionisanje ciklina
D1, jer je pokazano da ciklin D1 nema ulogu u ¢elijama sa inaktiviranim pRb (Bates i
Peters, 1995).

U normalnim ¢elijama, ciklin D1 protein je strogo regulisan i njegova aktivnost varira u
zavisnosti od spoljasnjih stimulusa. Tako npr, faktori rasta i estrogeni mogu povecati nivo
ovog proteina u G1 fazi ¢elijskog ciklusa Sto stimuliSe proliferaciju. Ipak, ulazak u S fazu

moze biti zaustavljen inhibicijom Ciklin D1/Cdk/pRb kompleksa pomocu dve grupe
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proteina male molekulske mase (Pusch i sar., 1996). Prvu grupu proteina predstavljaju
cdk inhibitori (cdki), ukljucujuéi i p16 tumor supresorni gen koji specificno inhibira cdk
4 i cdk6. Druga grupa proteina ima Siroku specificnost i moze da inhibira bilo koji
ciklin/cdk kompleks. Vazan ¢lan ove grupe je p21 protein koji zaustavlja progresiju
¢elijskog ciklusa nakon DNK oste¢enja (Waldman i sar., 1996).

Na transformisanim celijskim linijama je pokazano da gubitak pRb ili prekomerna
ekspresija c-myc uzrokuje smanjenje ekspresije ciklina D1 i dalja progresija Celijskog
ciklusa ne zavisi viSe od fluktuacija nivoa ciklina D1. Studije na ¢elijskim linijjama
kancera dojke su pokazale da povecanje nivoa ciklina D1 dovodi do povecanja broja
¢elija koje prolaze kroz G1 fazu, kao 1 do povecanja broja ¢elija koje prolaze iz G1 u S
fazu (Caldon i dr, 2008). Studije su pokazale da je ciklin D1 slab onkogen i da njegova
kombinacija sa drugim onkogenima kao $to su ras i myc moze povecati njegov maligni
potencijal. Pokazano je da miSevi sa delecijom gena za ciklin D1 (ciklin D1-/-) imaju
slede¢e poremecaje: ozbiljnu retinopatiju koja je uzrokovana oste¢enjima u razvoju retine
tokom embriogeneze i nemoguénost laktacije, odnosno c¢elije epitela dojke ne mogu da
proliferiSu, iako su miSevi imali normalan nivo hormona jajnika (Fantl i sar., 2000). Ovi
rezultati ukazuju da ciklin D1 posreduje u proliferaciji ¢elija epitela dojke indukovanoj
estrogenom i progesteronom, $to je veoma vazno za proliferaciju ¢elija kancera dojke.
lako je pokazano da ciklin D1 pospesSuje proliferaciju ¢elija kancera dojke, povecana
ekspresija ciklina D1 u tkivima karcinoma dojke je povezana sa dobrom prognozom.
Studije su pokazale da je amplifikacija CCND1 gena (gen za Ciklin D1) prisutna u 15-
20% karcinoma dojke, dok je povecana ekspresija proteina ciklina D1 prisutna u 50%
slucajeva (Lundgren i sar., 2012). Ocigledno je da postoje razli¢iti mehanizmi kojim
¢elija povecava ekspresiju ciklina D1 od onih koji reguliSu amplifikaciju gena. Podaci
pokazuju da je povecana ekspresija ciklina D1 povezana sa pozitivnoS¢u estrogenskih 1
progesteronskih receptora, kao i sa manjom veli¢inom tumora (Quintayo i sar., 2012).
Pored toga, pokazano je da pacijentkinje sa povecanom ekspresijom ciklina D1 i ER u
tumorima imaju bolji odgovor na Tamoksifen. Kada su u pitanju pacijentkinje sa niskom
ekspresijom ova dva proteina samo 10% pacijentknija su imale pozitivan odgovor na

terapiju (Lin i sar., 2013). Takodje, pacijentkinje sa visokom ekspresijom ciklina D1
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imaju bolje prezivljavanje u odnosu na one sa niskom ekspresijom ciklina D1 (Lundgren i
sar., 2012).

Pokazano je da se ciklin D1 vezuje za ER zajedno sa kofaktorom SRC-1 i aktivira ga.
Pored toga, estrogeni aktiviraju ciklin D1 preko povecanja transkripcije ciklin D1 gena.
Watts sa saradnicima je pokazao da inhibitori estrogena deluju antiproliferativno tako $to
blokiraju ciklin d1/cdk4/cdk6/pRb komplekse i onemogucavaju ulazak u S fazu Celijskog
ciklusa (Watts i sar., 1995). Ako je ovaj mehanizam kritican za dejstvo inhibitora
estrogena, onda je nedostatak odgovora na Tamoksifen kod ER negativnih ciklin D1
negativnih bolesnica sa kancerom dojke logi¢an.

Lenferink je sa saradnicima pokazao da aktivirani HER2 mozZe povecati transkripciju
gena za ciklin D1 preko Ras/MAPK signalnog puta. Pored toga, aktivirani HER2 moze
zaustaviti razgradnju ciklina D1 preko PI3K/Akt signalnog puta (Lenferink i sar., 2001).
Iz tih razloga, ispitivali smo ekspresiju ciklina D1 u odnosu na pozitivnost HER2
receptora i pozitivnost steroidnih seksualnih receptora pacijentkinja sa karcinomom
dojke.
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2. CILJEVI

Jedna od najvaznijih karakteristika tumorskih celija je proces aerobne glikolize. Glavni
enzim aerobne glikolize, LDH, ukljuéen je u procese inicijacije, invazivnosti i
metastaziranja tumora dojki. Pored toga, pokazano da je LDH medijator u razvoju
rezistencije na Taxol, koji je jedan od najznacajnijih hemioterapeutika u leCenju
pacijentkinja sa karcinomom dojke (Zhou i sar., 2010). Obzirom da je aktivnhost MDH
povezana sa procesima proliferacije i neovaskularizacije, odredjivanje distribucije
izoenzima doprinelo bi razjasnjavanju metabolizma tumorske ¢elije. Dugo se smatralo da
enzimi antioksidativne zastite, kao $to su SOD i CAT, stite ¢elije od kancerogeneze.
Medjutim, pokazano je da su CAT i SOD ukljucene u procese izbegavanja ¢elijske smrti i
proliferacije, zbog Cega predstavljaju vazne medijatore u biologiji karcinoma dojke.
Obzirom da mamografska gustina predstavlja faktor rizika za karcinom dojke,
odredjivanje enzimskog profila tkiva sa ve¢om mamografskom gustinom pruzilo bi
dodatne informacije koje bi pomogle selekciju pacijentkinja sa agresivnijim fenotipom
tumora.

Imajuéi u vidu porast incidence karcinoma dojke u svetu, javlja se sve veca potreba za
tumor markerom koji bi pouzdano mogao da identifikuje karcinom dojke sa moguc¢om
tendencijom recidiva (Chabottaux i sar., 2006). Postoje podaci koji pokazuju da marker
za karcinom dojke moze biti medju proteinima koji uestvuju u procesu tumorske
progresije u karcinomu dojke. U moguce kandidate koji bi bili pouzdani tumor markeri
spadaju i MMP-2, MMP-9 i TIMP1. Pored toga, obzirom da STAT3 ucestvuje u
progresiji ¢elijskog ciklusa i da spreCava apoptozu, moze se smatrati molekularnim
markerom za ranu detekciju odredjenih tipova tumora i kao prognosti¢ki faktor za
odredjivanje agresivnosti tumora i odgovora na razli¢ite vrste terapije. Takodje, ciklin D1
kao marker proliferacije i Bcl-2 kao marker apoptoze, mogu biti koris¢eni kao pokazatelji

odgovora na terapiju za pacijentkinje sa karcinomom dojke.
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Utvrdjivanje aktivnosti enzima antioksidativne zaStite (SOD, CAT), anaerobnog
metabolizma (LDH, MDH), invazivnosti (MMP-2, MMP-9) i nivoa ekspresije
pokazatelja ¢elijske smrti (TIMP1, pSTATS3, bcl-2, Ciklin D1) u tumorskom tkivu i
njihov odnos sa klinicko-patoloskim karakteristikama tumora bolesnica, kao i sa

mamografskim nalazom bolesnica sa karcinomom dojke.

Ciljevi ovog rada su slede¢i:

1.

Identifikacija i utvrdivanje aktivnosti enzima antioksidativne zastite (SOD,
CAT) i anaerobnog metabolizma (LDH, MDH) u tumorskom i okolnom
tkivu pacijentkinja sa karcinomom dojke.

Identifikacija i utvrdivanje aktivnosti MMP-2 i MMP-9 i ekspresije TIMP1
u tumorskom i okolnom tkivu pacijentkinja sa karcinomom dojke.

Identifikacija i utvrdivanje nivoa ekspresije pokazatelja celijske smrti
(STAT3, Ciklin D1, bcl-2) u tumorskom i okolnom tkivu pacijentkinja sa
karcinomom dojke.

Ispitivanje povezanosti aktivnosti enzima antioksidativne zastite (SOD,
CAT), anaerobnog metabolizma (LDH), invazivnosti (MMP-2 i MMP-9) i
ekspresije pokazatelja ¢elijske smrti (TIMP1, pSTATS3, Ciklin D1, bcl-2) u
tumorskom tkivu sa klinicko-patoloskim parametrima i mamografskim
karakteristikama pacijentkinja obolelih od karcinoma dojke.
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3. MATERIJAL | METODE

Istrazivanje je sprovedeno u Laboratoriji za eksperimentalnu imunologiju na
Institutu za onkologiju i radiologiju Srbije i na Institutu za hemiju Medicinskog
fakulteta u Beogradu.

Analizirano je tumorsko (n=75) i okolno peritumorsko (n=75) tkivo 75 bolesnica sa

histopatoloski potvrdenim karcinomom dojke.

3.1. Kriterijumi za ukljucivanje bolesnica u studiju

U istraZivanje su bile ukljucene bolesnice starije od 18 godina sa histopatoloski
potvrdenim resektabilnim karcinomom dojke bez udaljenih metastaza (TNM: T1-4).
Takode, sve bolesnice su bile upoznate sa protokolom i dale pisani pristanak

informisanog pacijenta za uc¢esce u projektu.

3.2. Kriterijumi za iskljucivanje bolesnica iz studije

Iz studije su bile iskljucene bolesnice koje su prethodno primale hemio ili
radioterapiju, bolesnice sa sekundarnim malignitetom, 1 one sa teskim fizickim ili
mentalnim poremecajima (npr. nestabilna kardioloska oboljenja 1 pored terapije,
infarkt miokarda u poslednjih 6 meseci, aktivna diseminovana intravaskularna

koagulacija, neuroloSke i mentalne bolesti).

3.3. Priprema uzorka

Zamrznuto tkivo (100 mg) je brzo izmereno i homogenizovano na ledu.
Homogenizovano tkivo je tretirano sa 100 ul pufera za liziranje, sa dodatkom koktel
inhibitora (ImM phenylmethylsulphonyl fluoride, 1mg/ml aprotinin, i 1 mg/ml
leupeptin), 1 sat na 4°C. Nakon centrifugiranja na 10,000 rpm na 4°C, 10 minuta,
izdvojen je supernatant koji predstavlja ukupni celijski lizat. Supernatanti su alikvotirani i

cuvani do upotrebe na -70°C. Na ovaj nacin izolovani su proteini iz tumorskog i
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peritumorskog tkiva. Ukupna koncentracija proteina je merena Bradfordovim metodom
(Bradford, 1976).

3.4. Odredjivanje koncentracije proteina metodom Bradforda

U 0,2 mL lizata tumorskog i okolnog tkiva dodaje se 1 mL Bradfordovog reagensa, koji
je pripremljen rastvaranjem 100 mg Commasie Brilliant Blue G-250 boje u 50 mL 95 %
(w/w) etanola i 100 mL 85 % (w/w) fosforne kiseline dopunjen do 1 L destilovanom
vodom i profiltriran. Nakon 15 minuta meri se apsorbanca na 595 nm, uz slepu probu
koja umesto lizata sadrzi istu zapreminu dejonizovane vode. Koncentracija proteina se
odreduje na osnovu izmerene apsorbance iz standardne krive dobijene na osnovu rastvora
govedeg serum albumina ¢ije su koncentracije poznate, a pomocu jednacine A =a x ¢ +
b, gde je A — apsorbanca rastvora, ¢ — koncentracija rastvora, a- nagib prave, b-odsecak
nay osi (Bradford, 1976).

3.5. Odredjivanje aktivnosti laktat dehidrogenaze

Aktivnost LDH odredjivana je u lizatima tumorskog i peritumorskog tkiva
spektrofotometrijski merenjem smanjenja apsorbance na 340 nm u toku oksidacije
NADH metodom po Weydert i Cullenu. Inkubaciona smesa sadrzi: 2,90 mL fosfatnog
pufera koncentracije 0,1 mol/L u dejonizovanoj vodi, pH 7,0; 0,1 mL natrijum-piruvata
koncentracije 23 mmol/L u dejonizovanoj vodi, 0,05 mL NADH koncentracije 14
mmol/L u dejonizovanoj vodi, 0,01 mL uzorka lizata tumorskog tkiva. Promena
apsorbance u prvih 5 minuta reakcije na 25 °C prati se na 340 nm. 1 U LDH aktivnosti
katalizuje transformaciju 1 pmol NADH u minuti u uslovima testa (Weydert i Cullen,
2010).

3.6. Odredjivanje izoenzima laktat dehidrogenaze

Odredivanje distribucije izoenzima LDH vrSeno je metodom direktne elektroforetske

zimografije po Cunninghamu (Cunningham i sar., 1965). Nativna poliakrilamid gel
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elektroforeza se izvodi na 10 % nativnom poliakrilamidnom gelu, na koji se nanosi po 20
pL uzoraka lizata tumorskog tkiva. Po zavrSetku elektroforetskog razdvajanja gelovi se
ispiraju u dejonizovanoj vodi, a zatim inkubiraju u rastvoru koji sadrzi: 0,2 natrijum-
laktata, 15 mg NAD", 0,5 mg PMS i 10 mg NBT u TRIS-Gly puferu koncentracije 0,1
mol/L, pH 8,3. Nakon inkubacije od 30 minuta u odsustvu svetlosti izoenzimi se
pojavljuju na gelu kao tamno plave trake koje nastaju kao rezultat bojenja sa formazanom
koji nastaje nakon redukcije boje tetrazolijum nitro plavo (eng. Nitro Blue Tetrasolium,
NBT) u prisustvu prenosioca elektrona fenazin metosulfata na koenzim NAD+. Aktivnost
pojedinacnih izoenzima je semikvantitativno procenjena u odnosu na ukupnu aktivnost

LDH (relativna aktivnost)

3.7. Odredjivanje aktivnosti malat dehidrogenaze

Aktivnost MDH u uzorcima lizata tumorskog tkiva odredivana je spektrofotometrijski
(Frieden i sar., 1975). U reakcionu smeSu koja sadrzi 2,9 mL fosfatnog pufera,
koncentracije 0,1 mol/L, pH 7,5 dodaje se 100 pL oksaloacetata koncentracije 15 mmol/L
koji je pripremljen rastvaranjem u 0,1 mol/L fosfatnom puferu, pH 7,5; 50 pL rastvora
NADH, koncentracije 14 mmol/L Kkoji je pripremljen rastvaranjem u redestilovanoj vodi.
Nakon inkubiranja reakcione smese 4 minuta na 25 °C, dodaje se 10 pL lizata tumorskog
tkiva i meri smanjenje A340 nm u prvih 5 minuta reakcije. Jedinica enzimske aktivnosti
(U), katalizuje konverziju 1 pmola supstrata u minuti, u uslovima testa. Za izraCunavanje
jedinice enzimske aktivnosti koristi se Lambert-Beer-ov zakon: A = ¢ x |1 x C, gde je A -
apsorbanca (mol-1/L-1 cm-1), | —duZina puta svetlosti, odnosno debljina kivete (1 cm), C
— koncentracija enzima (mol/L) i e- molarni ekstinkcioni koeficijent. Za NADH &= 6,2 x
10° x mol™*/L™ x 1. Enzimska aktivnost MDH se raduna prema konac¢nom obrascu: U/mL

= 8,05 x AA/min.
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3.8. Odredjivanje izoenzima malat dehidrogenaze

Odredivanje relativnih aktivnosti izoenzima MDH radeno je po metodi Strumilo i
saradnika. lzoenzimi MDH su razdvajani na 10 % nativnom poliakrilamidnom gelu.
Uzorci lizata tumorskog tkiva, u kojima je koncentracija proteina odredena metodom
Bradforda, nanoSeni su na gel u odgovaraju¢éim zapreminama, tako da sadrze istu
koncentraciju proteina. Nakon zavrSenog elektroforetskog razdvajanja, gelovi su
inkubirani 10 minuta, na 37 °C u 20 mL puferskog rastvora koji sadrzi: 10 mL fosfatnog
pufera koncentracije 0,2 mol/L pH 7,1 i 10 mL rastvora natrijum-maleata koncentracije
0,01 mol/L pH 6,9 u koji je dodato 0,015 g NAD", 0,01 g boje NBT, i 0,5 mg fenazin
metasulfata. Nakon inkubiranja, gelovi su inkubirani tokom 10 minuta u redestilovanoj
vodi, u odsustvu svetlosti. 1zoenzimi se pojavljuju kao dve trake: citosolna (c-MDH) i
mitohondrijalna (m-MDH). Aktivnost pojedina¢nih izoenzima je semikvantitativno
procenjena u odnosu na ukupnu aktivnost MDH (relativna aktivnost) (Strumilo i sar.,
2006).

3.9. Odredjivanje aktivnosti katalaze

Aktivnost CAT u uzorcima lizata tumorskog tkiva odredivana je spektrofotometrijski, po
metodi Roland i Irwin. U reakcionu smeSu koja sadrzi 1,0 mL 0,18 % vodenog rastvora
vodonik-peroksida koji je pripremljen rastvaranjem u fosfatnom puferu koncentracije
0,05 mol/L, pH 7,0, dodavano je 2,0 mL fosfatnog pufera koncentracije 0,05 mol/L, pH
7,0 1 200 pL lizata tumorskog tkiva, u kome je koncentracija proteina, odredena po
Bradford-u (0,2 pg/mL) (Bradford,1976). Meri se promena apsorbance usled razlaganja
vodonik-peroksida u toku prva dva minuta reakcije na 240 nm (Roland i Irwin, 1952).
Jedinica enzimske aktivnosti (U) je ona koli¢ina enzima koja katalizuje razlaganje 1 pmol

vodonik-peroksida u minuti, u uslovima testa.
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3.10. Odredjivanje aktivnosti superoksid dismutaze

Aktivnost SOD je odredivana po metodi koju su opisali Sun i Zigman. U reakcionu
smesSu koja sadrzi 100 pL lizata tumorskog tkiva, dodaje se 100 puL rastvora adrenalina
koji je pripremljen rastvaranjem 18 mg adrenalina (SIGMA) u 10 mL 0,1 mol/L rastvora
hlorovodoni¢ne kiseline, 1,8 mL TRIS-CI pufera, koncentracije 0,05 mol/L, pH 10,2.
Slepa proba sadrzi 100 pL 0,9 % rastvora NaCl, umesto lizata tumorskog tkiva.
Aktivnost SOD u lizatima tumorskog tkiva je merena spektrofotometrijski kao promena
apsorbance na 340 nm, pri autooksidaciji adrenalina u adrenohrom (Sun i Zigman, 1978).
Jedinica enzimske aktivnosti (U) je promena apsorbance za 0.001 u minuti (AA/min) na

25 9C, u uslovima testa.

3. 11. Odredjivanje izoenzima superoksid dismutaze

Odredivanje relativnih aktivnosti izoenzima SOD radeno je po metodi Flohe i Otting
(Flohe 1 Otting, 1984). Izoenzimi SOD su razdvajani na 10 % nativhom
poliakrilamidnom gelu, metodom reverzne zimografije. Uzorci lizata tumorskog tkiva, u
kojima je koncentracija proteina odredena metodom Bradforda, nanoSeni su na gel u
odgovaraju¢im zapreminama, tako da sadrze istu koncentraciju proteina (Bradford,
1976). Nakon zavrSenog elektroforetskog razdvajanja, gelovi su potapani u rastvor boje
NBT, a vizualizacija pojedinacnih  izoformi vrSena je bojenjem  sa
tetrametiletilendiaminom (eng. Tetramethylethylendiaminom, TEMED). lzoenzimi se
pojavljuju kao dve trake: citosolna (c-SOD) i mitohondrijalna (m-SOD) izoforma.
Aktivnost pojedina¢nih izoenzima je semikvantitativno procenjena u odnosu na ukupnu

aktivnost SOD (relativna aktivnost).
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3.12. Metoda zelatin zimografije

Zelatin zimografija je jednostavna i visoko osetljiva metoda, koja omoguéava detekciju
matriksnih metaloproteinaza, ta¢nije jedne grupe-Zelatinaza (MMP-9 i MMP-2), i njihovu
aktivnost u bioloskim uzorcima.

Metoda se zasniva na sposobnosti zelatinaza da razlazu zelatin (denaturisani kolagen).
Uzorci koji sadrze MMP su podvrgnuti razdvajanju proteina natrijum-dodecil sulfat
poliakrilamidnom elektroforezom (eng. Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis, SDS-PAGE) u gelu koji sadrzi ko-polimerizovan supstrat za proteaze
kao Sto je zelatin (0,1%). Nakon razdvajanja u gelu proteaze se renaturiSu i hidrolizuju
supstrat u gelu. Prisustvo i aktivnost MMP u uzorku se tako odreduje usled smanjenja
bojenja sa CBB (eng. Comassie Brilliant Blue) razloZenog Zelatina na mestima aktivnosti
MMP (Jinga i sar., 2006).

Uzorci lizata tumorskih tkiva su pomeSani sa puferom za tretiranje i podvrgnuti
elektroforezi (20ul po bunarci¢u). Pufer za tretiranje sadrzi 0,125 M Tris-HCI; pH 6,8;
20% glicerol; 10% SDS i 0,25% brom fenol plavog. Nakon elektroforetskog razdvajanja
proteina pri U=125V, I=2mA, gelovi su isprani 3x20 min. u puferu za renaturaciju (2,5%
Triton X-100), a zatim inkubirani 48h na 37°C u puferu za enzimski test (50mM Tris-
HCI; 0,2M NaCl; 5mM CaCl,; 0,05% NaNs; pH 7,5). Nakon inkubacije gelovi su bojeni
sa CBB G-250 bojom, koncentracije 0,05% u smesi metanol:sir¢etna kiselina:voda
(2,5:1:6,5) 1 obezbojeni u 4% metanolu sa 8% sircetne kiseline. Za bolju senzitivnost
gelovi su dalje obezbojeni u rastvoru 1% Triton X-100 (1-2 h). Pojava svetlih zona na
tamnoj pozadini gela koji je obojen CBB G-250 bojom ukazuje na mesta aktivnosti

Zelatinaza.

3.13. Denzitometrijsko odredivanje aktivnosti enzima na gelovima

Gelovi koji su dobijeni na prethodno opisan nacin (odredjivanje izoenzima LDH, MDH i

SOD, metoda Zelatin zimografije) su skenirani i dobijeni dokument je preveden u tif
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format. Ova slika je zatim analizirana u Image J programu gde je ispitivana debljina i

intenzitet traka ispitivanog proteina.

3.14. Metoda Imunoblota

3.14.1. Priprema uzorka za elektroforezu

Uzorci proteina u RIPA (eng. radioimmunoprecipitation assay, RIPA) puferu su
pomeSani sa puferom za nanoSenje uzoraka ( Tris pH 6.8, glicerol, 10% SDS, 2-
merkaptoetanol, 1% Bromphenol-blue) u zapreminskom odnosu uzorak:pufer 1:1 (V/V) i
nakon toga denaturisani kuvanjem 5 min na 100°C a zatim hladeni na ledu (Van Kooten i
sar., 2001).

3.14.1. Elektroforeza proteina

Proteini su razdvajani SDS denaturiSu¢om elektroforezom na 8% poliakrilamidnom gelu.
Nakon polimerizacije 8% gela za razdvajanje (5.3 ml 1.5M Tris pH 8.8, 5.3 ml 30 %
bis/akrilamid (29:1), 200 ul 10% SDS, 200ul 10% amonijum—persulfat (APS), 12 ul
TEMED, 9.3ml destilovane vode) naliven je 5% gel za koncentrisanje (6.8 ml 1.5M Tris
pH 6.8, 1.7 ml 30 % bis/akrilamid (29:1), 100 pl 10% SDS, 100 pl 10%APS, 10ul
TEMED) nakon ¢ije polimerizacije je u bunarci¢e naneto po 25 pg proteina po uzorku.
Elektroforeza je vrSena u puferu za elektroforezu pH 8.3 (Tris baza 25 mM, glicin 192
mM i 0.10% SDS) razblazenom 10 puta u destilovanoj vodi na 100 V.
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3.14.2. Elektrotransfer proteina na membranu

Nakon zavrSene elektroforeze, odsecen je gel za koncentrisanje, a gelovi sa razdvojenim
proteinima su kao i nitrocelulozna membrana ¢ija povrSina odgovara dimenzijama gela
potopljeni u pufer za transfer pH 8.3 (25mM Tris baza, glicin 192 mM) sa 20% metanola
koji je 10 puta razblazen u destilovanoj vodi. Da bi se obavio elektrotransfer proteina,
nitrocelulozna (NC) membrana i gel su orijentisani tako da je gel koji je blizi negativnoj
elektrodi u sistemu za elektrotransfer. Transfer je vrsen 1 sat u ohladenom puferu za

transfer pri naponu od 100 V uz hladenje.

Da bi se proteini ¢vrsto vezali za NC memebranu, membrana je uranjana u vodeni rastvor
za fiksaciju koji sadrzi 45% metanol i 7% glacijalne siréetne kiseline i nakon 15 min
inkubacije isprana destilovanom vodom. Da bi se proverila uspesnost transfera proteina
sa poliakrialamidnog gela na NC membranu, vrseno je reverzibilno bojenje 1% Ponceau-
S bojom sa 5% glacijalne sir¢etne kiseline, 2 do 3 minuta na sobnoj temperaturi na
mesSalici. Na taj nac¢in sve trake proteina su nespecifi¢no obojene crveno, a nakon bojenja

NC membrane su ispirane destilovanom vodom (Van Kooten i sar., 2001).

3.14.3. Imunodetekcija proteina

3.14.3.1. Blokiranje nespecificnog vezivanja

Da bi se sprecila pojava nespecificnog vezivanja antitela za proteine, NC membrane su
potopljene u rastvor 5% obranog mleka u prahu (Sigma) u TBST-u (eng. Tris-Buffered
Saline Tween 20, TBST) i inkubirane sat vremena na sobnoj temperaturi uz meSanje. Na

taj nacin protein kazein iz mleka sprecava nespecifi¢no vezivanje antitela za protein.
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3.14.3.2. Inkubacija sa primarnim antitelom

Inkubacija NC membrane sa primarnim antitelom je vrSena preko no¢i u hladnoj sobi na
mesalici. Monoklonska antitela rastvorena su u 1 X TBST-u zapremini rastvaraca od 150
ul po cm? povrsine nitrocelulozne membrane. Praéena je indukcija fosforilisanih formi
STATS, ciklin D1, bcl2 i TIMP1 signalnih molekula. Kori$¢ena su slede¢a monoklonska
antitela u odgovaraju¢im razblazenjima: miSje anti-ciklin D1 (proizvoda¢ Sigma)
razblazeno 0.5 : 1000 puta; misje anti-Bcl, izotipa 1gG1 (proizvoda¢ Sigma) razblazeno
1:2000 puta; miSje anti-STAT3 (proizvodac¢ Becton Dickinson Biosciences) specificno za
fosforilisanu formu STAT3 molekula (PY701) razblazeno 1:1000; miSje anti-TIMP1
(proizvoda¢ Becton Dickinson Transduction laboratories) specificno za fosforilisanu
formu TIMP1 molekula razblazeno 1:1000. Nakon toga membrane su ispirane 3 puta po

10 minuta u TBST-u na sobnoj temperaturi na mesalici.

3.14.3.3. Inkubacija sa sekundarnim antitelom

Koris¢eno je anti-miSje 1gG sekundarno antitelo proizvedeno u zecu konjugovano sa
peroksidazom rena (proizvoda¢ Sigma-Aldrich, kataloski broj A9044) rastvoreno u
TBST-u razblazeno 1:5000.

3.14.3.4. Detekcija hemiluminiscencijom

Detekcija proteina hemiluminiscencijom (koji su obelezeni odgovaraju¢im primarnim
antitelom) zasniva se na emitovanju svetlosnog signala koji nastaje usled reakcije enzima
peroksidaze koja je vezana za sekundarno antitelo i supstrata vodonik peroksida i
luminola. Ukratko, nakon ispiranja viska sekundarnog antitela sa nitrocelulozne
membrane TBST-om i odlivanja viska te¢nosti, preko nje je ravnomerno naneta te¢nost
za detekciju. Koris¢en je reagens za hemiluminiscencu SuperSignal West PICO
(proizvoda¢ TMO Pierce Protein, kataloski broj 34080) koji sadrzi supstrat za enzim

peroksidazu, kao i luminol. Nakon inkubacije u trajanju od 60 s u odsustvu svetlosti sa
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povrsine membrane odliven je viSak reagensa, NC je zatim uvijena u providnu celofansku
foliju i prekrivena je rentgen filmom (Kodak X-Omat Blue) odgovarajuce veliCine i
vrSena je ekspozicija u trajanju od 1 do 5 min. Film je nakon ekspozicije uronjen u
rastvor za razvijanje filma dok nisu uocene trake sa specifi¢énim proteinima, a nakon toga

film je potopljen u rastvor za fiksaciju (Van Kooten i sar., 2001).

3.14.3.5. Denzitometrijsko odredivanje intenziteta fluorescence

Filmovi koji su dobijeni na prethodno opisan nacin su skenirani i dobijeni dokument je
preveden u tif format. Ova slika je zatim analizirana u Image J 1.43s programu i tako je
odredjena debljina i intenzitet traka ispitivanog proteina. Trake ispitivanih proteina

uporedivane su sa trakama koje sadrze B aktin, kao kontrolu nanoSenja uzorka.

3.15. Klini¢ko-patolodki parametri ispitivanih bolesnica

Klinicko-patoloski parametri bolesnica sa karcinomom dojke (klini¢ki stadijum,
patohistoloski tip tumora, pozitivnost steroidnih seksualnih hormonskih receptora,
pozitivnost HER2 receptora, zahvaéenost limfnih ¢vorova) preuzeti su iz istorija bolesti

bolesnica sa Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije.

3.16. Analiza mamografija

Retrospektivno su analizirani mamografski snimci prema ACR BI-RADS leksikonu.
Mamografije su Kklasifikovane u odnosu na strukturu dojki kao: ACR1<25%,
ACR2<50%, ACR3>50% i ACR4>75%. Lezije su definisane kao: tumorska senka,
fokalna asimetrija parenhima, naruSena arhitektonika 1 grupisane Kalcifikacije.
Kalcifikacije su prema obliku opisivane kao pleomorfne, granajuce, linearne, amorfne i

punktiformne. Grupisane kalcifikacije (>10 po mm?) koje su pleomorfne, granajuée,
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linearne, amorfne i punktiformne se smatraju malignim. Lezije koje su klasifikovane kao

BIRADS 4a, b, c i 5 se smatraju suspektnim i indikovane su za histopatolosko ispitivanje.

3.17. Statisticka obrada podataka

Za ispitivanje normalnosti raspodele podataka koris¢en je Kolmogorov-Smirnov test i
Sapiro-Vilk test. Za ispitivanje razlike izmedu eksperimentalnih grupa parametarskih
podataka koris¢en je T test, dok je za ispitivanje razlike izmedu eksperimentalnih grupa
neparametarskih podataka koris¢en Wilkoxon test sume rangova i Mann Whitney test.
Rezultati koji su dobijeni spektrofotometrijski izrazavani su kao srednje vrednosti
pojedinih grupa uz standardnu greSku (X = SE). Verovatnoc¢a nulte hipoteze manja od

0,05 smatrana je statisticki znac¢ajnom.
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4. REZULTATI

4.1. Aktivnosti enzima anaerobnog metabolizma i antioksidativne zastite kod

pacijentkinja sa karcinomom dojke

4.1.1. Aktivnost LDH u tumorskom i peritumoskom tkivu bolesnica

sa karcinomom dojke

Detaljna analiza aktivnosti LDH pokazala je vecu prose¢nu aktivnost LDH u tumorskom
tkivu u odnosu na peritumorsko tkivo bolesnica sa karcinomom dojke, iako nije bilo
statistiCke znacajnosti (1675+152,6 U/ml vs. 1189+174,7 U/ml, p>0.05, Wilcoxon test)
(Slika 1).

2000
1800
1600
1400
1200
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800
600
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LDH (U/ml)

Peritumorsko tkivo Tumorsko tkivo

Slika 1. Aktivnost LDH u tumorskom i peritumorskom tkivu pacijentkinja sa
karcinomom dojke. (p > 0.05, Wilcoxon test). Predstavljene su srednje vrednosti +

standardna greSka za tumorsko i peritumorsko tkivo.

Daljim ispitivanjem pokazali smo da je u tumorskim tkivima veéa aktivnost LDHS
izoforme. Na slici 2. je prikazana distribucija izoenzima LDH u tumorskom i
peritumorskom tkivu. UocCava se da se LDHI-LDH4 detektuju u tumorskom i

peritumorskom tkivu, dok se LDH5 izoforma detektuje samo u tumorskom tkivu.
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Slika 2. Tipi¢ni zimogrami na kojima se uocava distribucija izoformi LDH u tumorskom

(Tu) i peritumorskom (P) tkivu. LDH5 izoformu imaju samo tumorska tkiva.

4.1.2. Aktivnost LDH u odnosu na klini¢ko-patoloske parametre

bolesnica sa karcinomom dojke

Analiza aktivnosti LDH u tumorskom tkivu pokazuje statisti¢ki znacajno vecu prose¢nu
aktivnost LDH u tumorskom tkivu kod bolesnica sa karcinomom dojke u klinickom
stadijumu IIT u poredjenju sa bolesnicama u klinickom stadijumu Il, dok obe grupe
bolesnica pokazuju znacajno veéi nivo u poredjenju sa bolesnicama sa karcinomom dojke
u klinickom stadijumu I, kao S§to je pokazano na slici 3 ( I vs. Il p=0.007; I vs. Il
p=0.004; 11 vs. 111 p=0.048, Mann Whitney test).
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Slika 3. Promena aktivnosti LDH u tumorskom tkivu pacijentkinja sa karcinomom dojke
zavisno od klinickog stadijuma (p<0.01, Mann Whitney test). Predstavljene su srednje

vrednosti & standardna greSka aktivnosti pacijentkinja u klinickim stadijumima I, 11 1 I1I.

Analizirali smo aktivnost LDH u odnosu na infiltrisane limfne ¢vorove i pokazali smo da
nema razlike u aktivnosti LDH u tumorima kod pacijentkinja sa infiltrisanim limfnim
¢vorovima (N:) u poredjenju sa grupom pacijentkinja sa neinfiltrisanim limfnim
¢vorovima (1663349 U/ml vs. 1294+157,2 U/ml, p>0.05, Mann Whitney test) (Slika 4).
Iako je uoceno da pacijentkinje sa limfnim &vorovima (LC) infiltrisanim tumorom imaju
veée prosecne relativne aktivnosti LDH u tumorskom tkivu u poredjenju sa

pacijentkinjama sa neinfiltrisanim LC, razlika nije statisti¢ki zna¢ajna.
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Slika 4. Aktivnost LDH u tumorskom tkivu pacijentkinja sa karcinomom dojke u odnosu
na infiltrisanost LC tumorom (p > 0.05, Mann Whitney test). Predstavljene su srednje
vrednosti + standardna greSka za LC infiltrisane tumorom i LC koji nisu infiltrisani
tumorom.

Obzirom da hormonski i HER2 receptorski status predstavljaju veoma znacajne
parametre u leCenju i patogenezi karcinoma dojke, analizirali smo aktivnost LDH u
odnosu na hormonski i HER2 status. Pokazali smo da nema razlike u aktivnosti LDH
izmedju pacijentkinja sa hormonski pozitivnim receptorima (1612+255 U/ml) u
poredjenju sa pacijentkinjama sa negativnim hormonskim receptorima (1790+432.6
U/ml, p=0.56, Mann Whitney test) (Tabela 2). Ispitivanja HER2 statusa pokazala su da
pacijentkinje koje imaju HER2 negativne receptore imaju statisticki znacajno (p < 0.05,
Mann Whitney test) vecu aktivnost LDH (1865£248.2 U/ml) u tumorima u poredjenju sa
pacijentkinjama koje imaju HER2 pozitivne receptore (792.8£277.9 U/ml) (Tabela 2).

Tabela 2. Aktivhost LDH i MDH u tumorskom tkivu u odnosu na karakteristike tumora

Karakteristike Aktivnost LDH i MDH u tumorskom tkivu
LDH (U/ml) p MDH (U/ml) p

Hormonski receptorski status

Negativni 1790 36632

Pozitivni 1612 0.56 26682 0.73
HER2 receptorski status

Negativni 1865 30234

Pozitivni 792.8 0.05* 12833 0.01*
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4.1.3. Aktivnost MDH u tumorskom i peritumorskom tkivu bolesnica sa

karcinomom dojke

Metodom spektrofotometrije pokazali smo prosecno vecu relativnu aktivnost MDH u
tumorskom tkivu u poredjenju sa peritumorskim tkivom bolesnica sa karcinomom
dojke (275573173 U/ml vs. 27633+5158 U/ml, p=0.01, Wilcoxon rank test). Na slici
5 se vidi da je prosecna relativna aktivnost MDH u tumorskom tkivu veéa u
poredjenju sa aktivnos¢éu MDH u peritumorskom tkivu, pri ¢emu postoji visoko

statisti¢ki znaCajna razlika.
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Slika 5. Aktivnost MDH u tumorskom i peritumorskom tkivu pacijentkinja sa

karcinomom dojke (p < 0.01, Wilcoxon rank test). Predstavljene su srednje vrednosti +

standardna greSka za tumorsko i peritumorsko tkivo.

Metodom direktne zimografije detektovane su m-MDH-mitohondrijalna i c-MDH-
citosolna izoforma MDH. Aktivnost m-MDH izoforme je veca kod svih tumorskih tkiva
pacijentkinja u odnosu na peritumorsko tkivo dok c-MDH pokazuje sli¢nu aktivnost i u

tumorskom i u peritumorskom tkivu (Slika 6).
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Slika 6. Tipiéni zimogrami distribucije izoformi MDH u tumorskom (Tu) i

peritumorskom (P) tkivu.

4.1.4. Aktivnost MDH u odnosu na klini¢ko-patoloSke parametre bolesnica sa

karcinomom dojke

Analiza aktivnosti MDH u tumorskom tkivu pokazuje da nema statisti¢ki znacajne razlike
u prose¢noj aktivnosti MDH u tumorskom tkivu kod bolesnica sa karcinomom dojke u
klini¢kom stadijumu IIT u poredjenju sa bolesnicama u klini¢kom stadijumu II ili I, kao ni
izmedju bolesnica u klinickom stadijumu II u poredjenju sa bolesnicama sa karcinomom
dojke u klinickom stadijumu | ( 1 vs. Il p=0.81; I vs. 11l p=0.7; 1l vs. 11l p=0.95, Mann
Whitney test) (Slika 7).
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Slika 7. Aktivhost MDH u tumorskom tkivu pacijentkinja sa karcinomom dojke u
klini¢kim stadijumima I, II i III (p>0.05, Mann Whitney test). Predstavljene su srednje
vrednosti + standardna greSka aktivnosti MDH.
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Analizirali smo aktivnost MDH u odnosu na infiltrisanost limfnih ¢vorova Mann Whitney
testom koji je pokazao da pacijentkinje sa infiltrisanim limfnim ¢vorovima (34819+4848
U/ml) imaju znacajno vecu aktivnost MDH u tumorima u poredjenju sa pacijentkinjama
sa neinfiltrisanim limfnim ¢vorovima (22036+3420 U/ml, p=0.02) (Slika 8).
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Slika 8. Aktivnost MDH u tumorskom tkivu pacijentkinja sa karcinomom dojke u odnosu
na infiltrisanost LC tumorom (*p<0.05, Mann Whitney test). Predstavljene su srednje

vrednosti + standardna greSka aktivnosti MDH.

Takodje, analizirali smo aktivnost MDH u odnosu na hormonski i HER2 status. Pokazali
smo Mann Whitney testom da nema razlike (p=0.56) u aktivnosti MDH kod pacijentkinja
sa hormonski pozitivnim receptorima (26682+2110 U/ml) u poredjenju sa
pacijentkinjama sa negativnim hormonskim receptorima (36632+18274 U/ml) (Tabela 2).
Analiza aktivnosti MDH u odnosu na HER2 status pokazala su da pacijentkinje koje
imaju HER2 negativne receptore imaju statisti¢ki zna¢ajno (p=0.01, Mann Whitney test)
veéu aktivnost MDH (30234+3430 U/ml) u tumorima u poredjenju sa pacijentkinjama
koje imaju HER2 pozitivne receptore (12833+2627 U/ml) (Tabela 2).
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4.1.5. Aktivnost CAT u tumorskom i peritumorskom tkivu bolesnica sa

karcinomom dojke

Analiza aktivnosti CAT pokazuje statisticki znacajno vecu prose¢nu aktivnost CAT u
peritumorskom tkivu u odnosu na tumorsko tkivo bolesnica sa karcinomom dojke
(4737+481,8 U/ml vs. 3587+278,5 U/ml, p=0.05, Wilcoxon rank test) (Slika 9).
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Slika 9. Aktivnost CAT u tumorskom i peritumorskom tkivu pacijentkinja sa
karcinomom dojke (*p < 0.05, Wilcoxon rank test). Predstavljene su srednje vrednosti +

standardna greSka za tumorsko i peritumorsko tkivo.

4.1.6. Aktivnost CAT u odnosu na klini¢ko-patoloSke parametre bolesnica sa

karcinomom dojke

Analiza nivoa aktivnosti CAT u tumorskom tkivu pokazuje statisticki znacajno nizu
prose¢nu aktivnost CAT u tumorskom tkivu kod bolesnica sa karcinomom dojke u
klini¢kom stadijumu III u poredjenju sa bolesnicama u klinickom stadijumu II i u odnosu
na one u klini¢kom stadijumu I ( 1 vs. Il p=0.12; I vs. 111 p=0.047; 11 vs. I1l p=0.03, Mann
Whitney test) (Slika 10).
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Slika 10. Aktivnost CAT u tumorskom tkivu pacijentkinja sa karcinomom dojke u
klinickim stadijumima I, IT1 III (111 vs. 1 * p<0.05, 111 vs Il # p<0.05, Mann Whitney test).
Predstavljene su srednje vrednosti + standardna greSka aktivnosti CAT pacijentkinja u
klini¢kim stadijumima I, II 1 IIL.

Dalje smo analizirali aktivnost CAT u odnosu na infiltrisane limfne ¢vorove Mann
Whitney testom koji je pokazao da nema razlike (p>0.05) u aktivnosti CAT u tumorima
kod pacijentkinja sa infiltrisanim limfnim ¢vorovima (3550+326.6 U/ml) u poredjenju sa
grupom pacijentkinja sa neinfiltrisanim limfnim ¢vorovima (3663+547.6 U/ml) (Slika
11).
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Slika 11. Aktivnost CAT u tumorskom tkivu pacijentkinja sa karcinomom dojke u
odnosu na infiltrisanost LC tumorom (p>0.05, Mann Whitney test). Predstavljene su

srednje vrednosti + standardna greSka aktivnosti CAT za obe grupe pacijentkinja.
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Nadalje, analizirali smo aktivnost CAT u odnosu na hormonski i HER2 receptorski

status. Primenom Mann Whitney testa pokazali smo da nema razlike (p=0.91) u

aktivnosti CAT kod pacijentkinja sa hormonski pozitivnim receptorima (3583+314.5

U/ml) u poredjenju sa pacijentkinjama sa negativnim hormonskim

receptorima

(3696+£903.7 U/ml) (Tabela 3). Analiza aktivnosti CAT u odnosu na HER2 status

pokazala je da pacijentkinje koje imaju HER2 negativne receptore imaju vecu aktivnost

CAT (3673+312.2 U/ml) u tumorima u poredjenju sa pacijentkinjama koje imaju HER2

pozitivne receptore (2963+177.4 U/ml) iako nije bilo statisticki znacajne razlike (p=0.7,

Mann Whitney test). Na Tabeli 3. prikazane su prosecne relativne aktivnosti SOD i CAT

u tumorskom tkivu pacijentkinja sa pozitivnim i negativnim hormonskim i HER2

receptorima.

Tabela 3. Aktivhost CAT i SOD u tumorskom tkivu u odnosu na patoloSke karakteristike tumora

Karakteristike

Aktivnost CAT i SOD u tumorskom tkivu

CAT (U/ml) P SOD (U/ml) P
Hormonski receptorski status
Negativni 3696 1494
Pozitivni 3583 0.91 3485 0.25
HER2 receptorski status
Negativni 3673 2745
Pozitivni 2963 0.7 6493 0.02*

4.1.7. Aktivnost SOD u tumorskom i peritumorskom tkivu bolesnica sa

karcinomom dojke

Analizom srednjih vrednosti aktivnosti SOD pokazali smo da nema statisticki znacajne

razlike u prose¢noj aktivnosti SOD u tumorskom i peritumorskom tkivu bolesnica sa

karcinomom dojke (3981+449,4 U/ml vs. 3256+£623,6 U/ml, p=0.32, Wilcoxon rank test)

(Slika 12).
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Slika 12. Aktivnost SOD u tumorskom i peritumorskom tkivu pacijentkinja sa
karcinomom dojke (p > 0.05, Wilcoxon rank test). Predstavljene su srednje vrednosti +

standardna greSka za tumorsko i peritumorsko tkivo.

Metodom reverzne zimografije detektovane su dve izoforme SOD: Cu?*/Zn**-SOD i
Mn**-SOD. Cu?*/Zn**-SOD izoforma je identifikovana kao traka brze elektroforetske
pokretljivosti, dok je Mn*-SOD izoforma identifikovana kao traka sporije
elektroforetske pokretljivosti. Aktivnost Cu**/Zn**-SOD izoforme je povisena kod svih
peritumorskih tkiva pacijentkinja u odnosu na tumorsko tkivo (Slika 13). Na slici 13.
prikazani su tipi¢ni zimogrami na kojima se vidi da je aktivnost Mn**-SOD izoforme

veca u tumorskom u odnosu na peritumorsko tkivo.

P Tu
<+«—Mn2*SOD

Slika 13. Tipi¢ni zimogrami distribucije izoformi SOD u tumorskom (Tu) i

peritumorskom (P) tkivu.
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4.1.8. Aktivnost SOD u odnosu na klini¢ko-patoloSke parametre bolesnica sa

karcinomom dojke

Analiza nivoa aktivnosti SOD u tumorskom tkivu pokazuje da nema statisticki znacajne
razlike u prose¢noj aktivnosti SOD u tumorskom tkivu kod bolesnica sa karcinomom
dojke u klinickom stadijumu III u poredjenju sa bolesnicama u klinickom stadijumu II ili

I, (1vs. 11 p=0.31; I vs. Il p=0.75; Il vs. 111 p=0.89, Mann Whitney test) (Slika 14).
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Slika 14. Aktivnost SOD u tumorskom tkivu pacijentkinja sa karcinomom dojke u

klinickim stadijumima I, 1l i 1l (p>0.05, Mann Whitney test). Predstavljene su srednje

vrednosti + standardna greska aktivnosti pacijentkinja u klinickim stadijumima I, II 1 IIL.

Analizirali smo aktivnost SOD u odnosu na infiltrisane limfne ¢vorove Mann Whitney
testom koji je pokazao da nema statisticki znacajne razlike (p>0.05) u aktivnosti SOD u
tumorima kod pacijentkinja sa infiltrisanim limfnim ¢vorovima (2363+435.1 U/ml) u
poredjenju sa grupom pacijentkinja sa limfnim ¢vorovima koji nisu infiltrisani
(4005£976.4 U/ml) (Slika 15). Na slici 15 prikazan je histogram na kome se vidi da
pacijentkinje sa neinfiltrisanim LC imaju veée proseéne relativne aktivnosti SOD u
tumorskom tkivu u poredjenju sa pacijentkinjama sa LC infiltrisanim tumorom, iako

razlika nije bila statisticki znacajna.
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Slika 15. Aktivnost SOD u tumorskom tkivu pacijentkinja sa karcinomom dojke u
odnosu na infiltrisanost LC tumorom (p > 0.05, Mann Whitney test). Predstavljene su
srednje vrednosti = standardna greSka aktivnosti SOD za tumor neinfiltrisane i tumor
infiltrisane LC.

Nadalje, analizirali smo aktivnost SOD u odnosu na hormonski i HER2 status. Primenom
Mann Whitney testa pokazali smo da pacijentkinje sa hormonski pozitivnim receptorima
imaju veéu aktivnost SOD (3485+664.8 U/ml) u poredjenju sa pacijentkinjama sa
negativnim hormonskim receptorima (1494+317.3 U/ml), iako nije bilo statisticki
znacajne razlike (p>0.05) (Tabela 3). Analiza aktivnosti SOD u odnosu na HER2 status
pokazala je da pacijentkinje koje imaju HER2 pozitivne receptore (6493+£312.2 U/ml)
imaju vecu aktivnost SOD (p<0.05, Mann Whitney test) u tumorima u poredjenju sa
pacijentkinjama koje imaju HER2 negativne receptore (2745+177.4 U/ml) (Tabela 3).

4.2. Aktivnost LDH, SOD i CAT u odnosu na mamografske karakteristike

4.2.1. Mamografski nalazi

Mamografije 75 pacijentkinja sa patohistoloski povrdjenim karcinomom dojke su
analizirani prema ACR BI-RADS leksikonu. Analiza je pokazala da je na osnovu
procenta denziteta parenhima bilo: 26 Zzena ACRL1 denziteta parenhima, 19 pacijentkinja
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ACR2 denziteta parenhima, 16 pacijentkinja ACR3 denziteta parenhima i 14
pacijentkinja sa ACR4 denziteta parenhima. Sve ispitivani mamogrami su bili
klasifikovani kao BIRADS 4a, 4b, 4c i1 5 prema tipu lezije, obliku, konturi i intenzitetu
senke 1 morfoloskim karakteristikama kalcifikacija. Detaljna analiza mamograma
ispitivanih pacijentkinja pokazala je da je bilo 42 pacijentkinje sa senkama bez
kalcifikacija, 8 pacijentkinja sa senkama udruzenim sa grupisanim kalcifikacijama, 7
pacijentkinja sa visoko suspektnim kalcifikacijama, 10 pacijentkinja sa fokalnom
asimetrijom i 8 pacijentkinja sa naruSenom arhitektonikom. U grupi pacijentkinja sa
karcinomom dojke koje su imale na mamogramima senke, 37 pacijentkinja je imalo
konturu sa spikulama po obodu, dok je 13 imalo senku neoStre konture. Kada je u pitanju
oblik senke, 40 bolesnica je imalo senku nepravilnog oblika, dok je 10 pacijentkinja
imalo kruzni ili ovalni oblik senke (Tabela 4).

U grupi ispitivanih pacijentkinja bilo je 15 pacijentkinja sa grupisanim kalcifikacijama sa
i bez senki: 11 pacijentkinja sa pleomorfnim kalcifikacijama, jedna pacijentkinja sa
punktifornim kalcifikacijama, 2 pacijentkinje sa granaju¢im Kkalcifikacijama i jedna
pacijentkinja sa linearnim tipom kalcifikacija.
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Tabela 4. Mamografske karakteristike pacijentkinja sa
karcinomom dojke

Karakteristike Pacijenti, broj (%)
Denzitet parenhima
ACR1(<25%) 26 (34,66%)
ACR2(<50%) 19 (25,33%)
ACR3(>50%) 16 (21,33%)
ACRA4(>75%) 14 (18,66%)
Mamografski nalazi
Senke bez kalcifikacija 42 (56%)
Senke sa kalcifikacijama 8 (10,66%)
Grupisane suspektne kalcifikacije 7 (8%)
Fokalne asimetrije 10 (13,3%)
NaruSene arhitektonike 8 (10,66%)
Kontura senki
NeoStra kontura 13 (26%)
Spikulirana 37 (74%)
Oblik senki
Kruzni ili ovalni 10 (20%)
Nepravilni 40 (80%)
Kalcifikacije
Pleomorfne 11 (14,66%)
Amorfne 0 (0%)
Punktiformne 1 (1,33%)
Granajuce 2 (2,66%)
Linearne 1 (1,33%)

Grupu pacijentkinja koje su na mamogramima imale samo grupisane suspektne
kalcifikacije ¢inile su pacijentkinje sa grupisanim pleomorfnim kalcifikacijama (5
pacijentkinja) 1 pacijentkinje sa granaju¢im suspektnim kalcifikacijama (2 pacijentkinje).
Mamografski nalazi senke (sa ili bez pridruzenih kalcifikacija), suspektnih grupisanih
kalcifikacija, fokalne asimetrije ili naruSene arhitektonike nisu povezani sa HER2
receptorskim statusom ispitivanih pacijentkinja (p=0.56, p=0.1, p=0.09, p=0.99, p=0.99,
Fisher’s exact test). Pokazano je da nije bilo znacajne povezanosti izmedju prisustva
kalcifikacija na mamogramima i HER2 receptorskog statusa (p=0.06), iako je 6 (40%)
pacijentkinja koje su bile HER2 pozitivne imalo kalcifikacije i 9 (15%) pacijentkinja koje
su bile HER2 negativne imalo kalcifikacije na mamografskim snimcima (Tabela 5).
Takodje smo analizirali povezanost denziteta parenhima sa patohistoloskim tipom tumora
I pokazali smo da pacijentkinje sa ve¢im denzitetom parenhima (ACR3 ili ACR4) imaju

uglavnom duktalni invazivni karcinom (54, 5% duktalni invazivni karcinom vs. 17%
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lobularni karcinom), dok pacijentkinje sa ACR1 ili ACR2 imaju uglavnom lobularni

karcinom (82% lobularni karcinom vs. 45% duktalni invazivni karcinom).

Tabela 5. Mamografske karakteristike u odnosu na HER2 status
HER?2 status

Karakteristike Negativni Pozitivni p
Mamografski nalazi
Senke bez kalcifikacija 35(58,33%)  7(46,66%) 0,56
Senke sa kalcifikacijama 5(8,33%) 3(20%) 0,1
Grupisane suspektne kalcifikacije 4(6,66%) 3(20%) 0,09
Fokalne asimetrije 9(15%) 1(6,66%) 0,67
Narusene arhitektonike 7(11,66%) 1(6,66%) 0,99
Kalcifikacije
Kalcifikacije (izolovane ili sa senkom) 9(15%) 6(40%) 0.06

4.2.2. Povezanost aktivnosti LDH, CAT i SOD sa mamografskim karakteristikama

Analizom aktivnosti LDH u tumorskom tkivu u odnosu na denzitet parenhima, primenom
T testa za nezavisne uzorke pokazali smo da pacijentkinje sa vec¢im denzitetom
parenhima (ACR3 ili ACR4) imaju statisti¢ki znac¢ajno veéu aktivnost LDH u tumorskom
tkivu u poredjenju sa pacijentkinjama sa ACR1 ili ACR2 (1836.3+289.85 U/ml vs.
1328.9+315.16 U/ml, p<0.05) (Slika 16).
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Slika 16. Aktivnost LDH u tumorskom tkivu pacijentkinja sa karcinomom dojke u
odnosu na denzitet parenhima (* p<0.05, T test za nezavisne uzorke). Predstavljene su

srednje vrednosti aktivnosti LDH + standardna gresSka za obe grupe pacijentkinja.

Obzirom da smo ispitivali povezanost denziteta parenhima cele dojke koja je obolela,
izraCunali smo indeks aktivnosti enzima tako Sto smo podelili aktivnost enzima u
tumorskom tkivu sa aktivno$¢u enzima u peritumorskom tkivu. Pacijentkinje koje su
imale ACR4 strukturu dojki imale su 23.9 % vecu aktivnost LDH (odnos
tumorsko/peritumorsko tkivo) u poredjenju sa pacijentkinjama sa strukturom ACR1, 2 i 3
(2.22+0.89 U/ml vs. 1.69+£0.53 U/ml, p=0.69, T test za nezavisne uzorke) (Slika 17), iako

ova razlika nije bila statisticki znacajna.
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Slika 17. Aktivnost LDH predstavljena kao indeks aktivnosti tumorskog i peritumorskog
tkiva pacijentkinja sa karcinomom dojke u odnosu na denzitet parenhima (p>0.05, T test
za nezavisne uzorke). Predstavljene su srednje vrednosti aktivnosti LDH * standardna

greska.
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Pacijentkinje koje su imale senke na mamogramima su u tumorskom tkivu imale vecu,
iako ne statisti¢ki zna¢ajno vecu aktivnost LDH u poredjenju sa pacijentkinjama koje su
imale fokalnu asimetriju ili narusenu arhitektoniku (1133.91+330.89 U/ml wvs.
1838.06+£263.11 U/ml, p>0.05) (T test za nezavisne uzorke). Na slici 18. prikazan je
histogram aktivnosti LDH u tumorskom tkivu kod pacijentkinja koje su na
mamografijama imale senku i pacijentkinje koje su imale fokalnu asimetriju ili naruSenu

arhitektoniku.
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Slika 18. Aktivnost LDH u tumorskom tkivu pacijentkinja sa karcinomom dojke sa
senkama na mamogramima u odnosu na pacijentkinje sa fokalnom asimetrijom ili
narusenom arhitektonikom (p>0.05, T test za nezavisne uzorke). Predstavljene su srednje

vrednosti + standardna greSka aktivnosti LDH za obe grupe pacijentkinja.

Daljim ispitivanjem pokazano je da pacijentkinje sa senkom na mamogramu imaju
statisticki znacajno veéu aktivnost LDH (indeks tumorsko/peritumorsko tkivo) u
poredjenju sa pacijentkinjama koje su imale fokalnu asimetriju ili naruSenu arhitektoniku
(0.76=0.18 vs. 2.29+0.62, p<0.05, T test za nezavisne uzorke) (Slika 19).
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Slika 19. Indeks aktivnost LDH (indeks tumorsko/peritumorsko tkivo) kod pacijentkinja
sa karcinomom dojke sa senkama na mamogramima u odnosu na pacijentkinje sa
fokalnom asimetrijom ili narusenom arhitektonikom (*p<0.05, T test za nezavisne
uzorke). Predstavljene su srednje vrednosti £+ standardna greSka indeksa aktivnosti LDH

za obe grupe pacijentkinja.

Detaljnija analiza je pokazala da nema statisticki znacajne razlike u aktivnosti LDH
(indeks tumorsko/peritumorsko tkivo) izmedju pacijentkinja sa spikuliranim senkama i
onih sa senkama neostrih kontura na mamogramima (1.55+0.32 vs. 2.38+0.7, p=0.92, T
test za nezavisne uzorke) kao Sto je prikazano na slici 20. Takodje, pokazali smo da
pacijentkinje sa senkama neoStre konture imaju znacajno veéu aktivnost LDH u
poredjenju sa pacijentkinjama sa fokalnom asimetrijom ili naruSenom arhitektonikom
(1.55+0.32 vs. 0.76+0.18, p=0.04, T test za nezavisne uzorke) (Slika 20). Pacijentkinje sa
spikuliranim  senkama imale su znacajno vecu aktivnost LDH (indeks
tumorsko/peritumorsko tkivo) u poredjenju sa pacijentkinjama sa fokalnom asimetrijom
ili poremecajem arhitektonike (2.38+0.7 vs. 0.76+0.18, p=0.02, T test za nezavisne
uzorke). Na slici 20 prikazan je histogram prose¢ne aktivnosti LDH
(tumorsko/peritumorsko tkivo) kod pacijentkinja koje su na mamografijama imale
spikulirane senke, senke neostre konture i fokalnu asimetriju ili neruSenu arhitektoniku,
kao 1 reprezentativne mamografije pacijentkinja sa spikuliranom senkom i narusenom

arhitektonikom.
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Slika 20. a) Prosec¢ni indeks aktivnosti LDH (indeks tumorsko/peritumorsko tkivo) kod
pacijentkinja sa karcinomom dojke sa spikuliranim senkama, sa senkama neostre konture
i sa fokalnom asimetrijom ili naruSsenom arhitektonikom (*p<0.05, #p<0.05, T test za
nezavisne uzorke). Predstavljene su srednje vrednosti + standardna greSka aktivnosti
LDH za sve tri grupe pacijentkinja. b) Reprezentativnhe mamografije na kojima se vidi
primer ispitivane pacijentkinje sa spikuliranom senkom i pacijentkinje sa narusenom

arhitektonikom.
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Pokazano je da nije bilo povezanosti izmedju aktivnosti LDH (indeks
tumorsko/peritumorsko tkivo) kod pacijentkinja sa kalcifikacijama i pacijentkinja bez
kalcifikacija na mamogramima (1.62+0.55 vs. 2.47+£0.66, p>0.05, T test za nezavisne
uzorke) (Slika 21).

3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50

Prosecna aktivhost LDH (indeks
tumorsko/peritumorsko tkivo)

0,00
Sa kalcifikacijama Bez kalcifikacija

Slika 21. Aktivnost LDH (indeks tumorsko/peritumorsko tkivo) kod pacijentkinja sa

karcinomom dojke sa kalcifikacijama i bez kalcifikacija na mamogramima (p>0.05, T test

za nezavisne uzorke). Predstavljene su srednje vrednosti + standardna greska aktivnosti

LDH za obe grupe pacijentkinja.

Medju analiziranim mamogramima 48 pacijentkinja je imalo BIRADS 5 kategoriju, 15
pacijentkinja je imalo BIRADS 4c kategoriju i 12 pacijentkinja je imalo BIRADS 4a ili
4b kategoriju. Pacijentkinje sa BIRADS 5 kategorijom imaju vecu aktivnost LDH (indeks
tumorsko/peritumorsko tkivo) u poredjenju sa pacijentkinjama sa BIRADS 4c (1.05+0.2
vs. 2.37+0.65, p=0.01, T test za nezavisne uzorke) i u poredjenju sa pacijentkinjama sa
BIRADS 4a ili 4b (0.21+0.04 vs. 2.37+0.65, p=0.0001). Pacijentkinje sa BIRADS 4c
kategorijom imaju statisticki znacajno vecu aktivnost LDH wu poredjenju sa
pacijentkinjama sa BIRADS 4a ili 4b na mamogramima (Slika 22). To znac¢i da sa
poveéanjem  BIRADS  kategorije dolazi do povecanja  aktivnosti LDH
(tumorsko/peritumorsko tkivo).
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Slika 22. Prose¢ni indeks aktivnosti LDH (indeks tumorsko/peritumorsko tkivo) kod
pacijentkinja sa karcinomom dojke zavisno od BIRADS kategorije na mamogramima
(***p<0.001,##p<0.01, T test za nezavisne uzorke). Predstavljene su srednje vrednosti +

standardna greSka indeksa aktivnosti LDH za pojedine grupe pacijentkinja.

Analiza aktivnosti CAT u odnosu na mamografske nalaze pokazala je da nema statisticki
znacajne razlike u aktivnosti CAT u tumorskom tkivu izmedju pacijentkinja sa
spikuliranim senkama i onih sa senkama neostre konture na mamogramima (8.15+0.8 vs.
8.46x0.15, p=0.07, Wilcoxon test). U Tabeli 6 su date prose¢ne vrednosti aktivnosti CAT
u odnosu na oblik senki i BIRADS kategoriju.

Pacijentkinje koje su imale BIRADS 5 na mamogramima imale su statisticki znacajno
nizu aktivnost CAT (indeks tumorsko/peritumorsko tkivo) u poredjenju sa
pacijentkinjama koje su imale BIRADS 4c¢ (1.27+0.15 vs. 2.2+0.24, p<0.05) i u
poredjenju sa pacijentkinjama koje su imale BIRADS 4a ili 4b (0.94+0.1 vs. 2.2+0.24,
p<0.01, T test za nezavisne uzorke) (Tabela 6). U tom smislu, pacijentkinje koje su imale
BIRADS 4c na mamogramima imale su statisticki znacajno nizu aktivnost CAT (indeks
tumorsko/peritumorsko tkivo) u poredjenju sa pacijentkinjama koje su imale BIRADS 4a
ili 4b (0.94+0.1 vs. 1.27+0.15, p<0.01, T test za nezavisne uzorke) na mamogramima
(Tabela 6).
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Tabela 6. Prosecna aktivhost CAT i SOD u odnosu na mamografske karakteristike

Karakteristike Aktivnost CAT i SOD u tumorskom tkivu (U/mlyq)
CAT p SOD p
Senke
Spikulirane 8,15 7,83
SaneoStrom konturom 8,46 0.07 7,43 0.67
Indeks aktivnosti CAT i SOD (tumorsko/peritumorsko)
CAT p SOD p
BIRADS kategorija
BIRADS 4a + 4b 0,94 1
BIRADS 4c 1,27 0.004* 0,33 0,96
BIRADS 5 2,2 0.029* 0,43 0,72

Analiza aktivnosti SOD u odnosu na mamografske nalaze pokazala je da nema statisticki
znacajne razlike u aktivnosti SOD u tumorskom tkivu izmedju pacijentkinja sa
spikuliranim senkama i onih sa senkama neoStre konture na mamogramima (7.83+£0.35
vs. 7.43%0.37, p>0.05, Wilcoxon test) (Tabela 6).

Pokazali smo da nije bilo razlike u aktivnosti SOD (indeks tumorsko/peritumorsko tkivo)
izmedju pacijentkinja koje su imale BIRADS 5 na mamogramima i pacijentkinja koje su
imale BIRADS 4c (0.43£0.52 vs. 1.0£0.71, p=0.72), kao i u poredjenju sa
pacijentkinjama koje su imale BIRADS 4a ili 4b (0.43£0.52 vs. 0.33+£0.44, p=0.96, T test
za nezavisne uzorke) (Tabela 6).

4.3. Aktivnost MMP-2 i MMP-9 kod pacijentkinja sa karcinomom dojke

4.3.1. Aktivnost MMP-2 i MMP-9 u tumorskom i peritumorskom tkivu
pacijentkinja sa karcinomom dojke

Ispitivali smo nivo aktivnosti MMP-2 i MMP-9 u tumorskom i peritumorskomm tkivu
pacijentkinja sa lokoregionalnim karcinomom dojke (I, Il i I klini¢ki stadijum)
metodom Zelatin zimografije. Zelatin zimografija je visoko senzitivna metoda
neredukujuce elektroforeze kojom se detektuju matriksne metaloproteinaze zahvaljujuci

njihovoj sposobnosti da razlazu Zelatin. U tumorskom tkivu uocavaju se proforme
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Zelatinaza (neaktivne forme, proMMP-2, proMMP-9) i aktivne forme Zelatinaza (aMMP-
2, aMMP-9). Poredjenjem sa standardom koji odgovara njihovoj molekulskoj masi
(proMMP-2, 72 kDa; aMMP-2, 64 kDa; proMMP-9, 92 kDa; aMMP-9, 83 kDa)
odredjuju se i semikvantitativno mere Zelatinaze. Na slici 23 prikazani su tipi¢ni
zimogrami na kojima se vidi da je aktivnost proMMP-9, aMMP-9, proMMP-2 i aMMP-2

viSa u tumorskom u odnosu na peritumorsko tkivo.

Tumorsko Tumorsko tkivo Okolno

. ) Std2/9
tkivo saEDTA tkivo
<+ proMMP-9 (92kDa)
. arceal T« aMMP-9 (83kDa
—y ¢ proMMP-2 (72kDa)
- - ST aMMP-2 (64kDa)
C d
a) b) ) )

Slika 23. Reprezentativni zimogrami aktivnosti latentnih i aktivnih formi MMP-2 i

MMP-9 u tumorskom i okolnom tkivu pacijentkinja sa karcinomom dojke.

Detaljna analiza prosec¢ne aktivnosti proMMP-2 u tumorskom tkivu u odnosu na
peritumorsko tkivo bolesnica sa karcinomom dojke pokazala je da postoji statisticki
znacajno povecanje prosecne aktivnosti proMMP-2 u tumorskom tkivu u odnosu na
peritumorsko tkivo (139.4+4.52 vs.112.5+3.58, p=0.001, Wilcoxon rank test) (Slika 24a).
Prosec¢na aktivnost aMMP-2 u tumorskom tkivu znacajno je veca u poredjenju sa
okolnim tkivom obolelih od karcinoma dojke (p=0.0001, Wilcoxon rank test) (Slika 24Db).
Analiza srednjih vrednosti nivoa aktivnosti MMP-9 pokazuje statisti¢ki znacajno vecéu
aktivnost proMMP-9 u tumorskom tkivu u odnosu na peritumorsko tkivo pacijentkinja sa
karcinomom dojke (179+8.79 vs.154.4+8.42, p=0.007, Wilcoxon rank test) (Slika 24c).
Takodje, u tumorskom tkivu izmerili smo statisticki znacajno vecu srednju vrednost
aktivnosti aMMP-9 u poredjenju sa aktivnos¢éu aMMP-9 u okolnom tkivu pacijentkinja sa
karcinomom dojke (139.4+4.52 vs.112.5+3.58, p=0.001, Wilcoxon rank test) (Slika 24d).
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Slika 24. Aktivnosti a) proMMP-2, b) aMMP-2, ¢) proMMP-9 i d) aMMP-9 u
tumorskom i peritumorskom tkivu pacijentkinja sa karcinomom dojke. Predstavljene su
srednje vrednosti + standardna greSka aktivnosti Zelatinaza za tumorsko i peritumorsko

tkivo.

4.3.2. Aktivhost MMP-2 i MMP-9 u odnosu na klini¢ko-patoloSke parametre

bolesnica sa karcinomom dojke

Analiza aktivnosti MMP-2 i MMP-9 pokazuje statisticki znacajno veéu prosecnu
aktivnost proMMP-2 u tumorskom tkivu kod bolesnica sa karcinomom dojke u klinickom
stadijumu 1l u poredjenju sa bolesnicama u klinickom stadijumu Il, dok obe grupe
bolesnica pokazuju znacajno veéi nivo u poredjenju sa bolesnicama sa karcinomom dojke
u klinickom stadijumu I, kao Sto je pokazano na slici 25 (proMMP-2: p=0.003, p=0.008,
Mann Whitney test). Takodje, u tumorskom tkivu izmerili smo statisti¢ki znacajno vecu

srednju vrednost aktivnosti aktivne forme MMP-2 kod bolesnica sa karcinomom dojke u
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klini¢kom stadijumu Il u poredjenju sa bolesnicama u klinickom stadijumu 11, dok obe
grupe bolesnica pokazuju znacajno veci nivo u poredjenju sa bolesnicama sa karcinomom
dojke u klinickom stadijumu | (aMMP-2: p=0.009 do p=0.0168, Mann Whitney test)
(Slika 25). Prosecna aktivnost proMMP-9 u tumorskom tkivu kod bolesnica u klinickom
stadijumu III znacajno je veéa u poredjenju sa bolesnicama u klinickim stadijumima Il i [;
prosec¢na aktivnost proMMP-9 u tumorskom tkivu bolesnica u klinickom stadijumu 1l je
statisticki znacajno veca U poredjenju sa obolelim u klinickom stadijumu | (229.2+58.54
vs. 157.1+38.83, p<0.0001, 229.2+58.54 vs. 99.31+55.34, p<0.0001, 164.4+31.61 vs.
137.4+25.85, p=0.006, Mann Whitney test) (Slika 25). Analiza prose¢cne aMMP-9
aktivnosti pokazuje statisticki znacajno veéu aktivnost aMMP-9 u tumorskom tkivu
pacijentkinja u klinickom stadijumu Il u poredjenju sa bolesnicama u Klinickom
stadijumu 11, dok obe grupe bolesnica pokazuju znacajno veéu aktivnost u poredjenju sa
bolesnicama sa karcinomom dojke u klinickom stadijumu | (229.2+58.54 vs.
99.31+55.34, p<0.0001, p<0.001, Mann Whitney test) (Slika 25). Iz ovoga se moze
zakljuciti da aktivnost MMP-2 i MMP-9 raste uporedo sa progresijom stadijuma bolesti,
odnosno da MMP-2 i MMP-9 zaista mogu biti koris¢eni kao tumor markeri u praéenju
bolesnica sa karcinomom dojke, kao i u njihovoj klasifikaciji u cilju odredjivanja

hemioterapije.
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Slika 25. Prose¢na aktivnost ProMMP-2, aMMP-2, ProMMP-9 i aMMP-9 zavisno od
klini¢kog stadijuma bolesti (**p<0.01, ##p<0.01, Mann Whitney test). Predstavljene su
srednje vrednosti + standardna greSka za aktivnosti Zelatinaza pacijentkinja u klinickim

stadijumima l, 11i 111

U Tabeli 7 prikazane su klinicke i patoloske karakteristike pacijentkinja sa histopatoloski
potvrdjenim karcinomom dojke u c¢ijim tumorima su detektovane Zzelatinaze. Sve
pacijentkinje su Kklasifikovane po TNM i UICC Kklasifikaciji prema veli¢ini tumora (T)
kao pT1l (T<20mm, n=21), pT2 (20mm<T<50mm, n=32) i pT3 (T>50mm, n=7).
Takodje, pacijentkinje su po gore navedenoj klasifikaciji klasifikovane u odnosu na
zahvacéenost limfnih ¢vorova (N) kao pNg (sa nezahvaéenim limfnim ¢vorovima, n=31) i
PN. (sa zahvacenim limfnim ¢vorovima, n=29). Pacijentkinje su klasifikovane po Blum-
Ricardson Klasifikaciji u odnosu na histolodki gradus tumora (G) kao gradus I (G1,
n=12), gradus Il (G2, n=35) i gradus Il (G3, n=13).

Bolesnice su klasifikovane u odnosu na histoloski tip tumora. Najzastupljeniji je bio
invazivni duktalni karcinom (n=31), zatim invazivni lobularni karcinom (n=26) i mesani
ili retki tumori (mucinozni, medularni i meSani, n=3). Sve pacijentkinje sa karcinomom
dojke su klasifikovane u odnosu na hormonski status kao pacijentkinje sa negativnim
hormonskim steroidnim receptorima (ER-, PR-, n=8) i sa pozitivnim hormonskim

receptorima (ER+ ili PR+, n=52). Od 60 pacijentkinja koje su analizirane u odnosu na
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HER2 pozitivnost, 53 je bilo HER2 negativnih (HER2 0-nema prebojenosti membrane
tumorskih c¢elija ili HER2 1+- slabo nekompletno membransko bojenje u <10%
tumorskih ¢elija), dok je 7 pacijentkinja imalo HER2 pozitivne tumore (HER2 2+-viSe od
10% tumorskih ¢elija pokazuje kontinuiranu prebojenost ¢elijske membrane ili HER2 3+-
kompletno intenzivno membransko bojenje u vise od 30% tumorskih ¢elija) (Tabela 7).
Prema statusu receptora i novoj molekularnoj klasifikaciji karcinoma dojke, pacijentkinje
su klasifikovane u sledece grupe: grupa sa bazaloidnim tipom tumora (ER-, PR-, HER2-,
CK5/6 pozitivne ili EGFR pozitivne, n=7), grupa sa tipom luminalnim A (ER+, PR+,
HER2-, n=46), grupa sa tipom luminalnim B (ER+, PR+, HER2+, n=4) i sa HER2 tipom
tumora (ER -, PR-, HER+, n=3).
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Tabela 7. Klini¢ko-patoloSke karakteristike pacijentkinja sa karcinomom dojke

Karakteristike

Pacijentkinje n (%)

Menopauzalni status
Premenopauzalne
Postmenopauzalne

Histoloski tip tumora
Duktalni invazivni karcinom
Lobularni karcinom
Mesani ili retki

Primarna veli¢ina tumora
T1
T2
T3

Gradus tumora
G1
G2
G3

Zahvacenost limfih ¢vorova
Negativni
Pozitivni

HER?2 status
Negativni
Pozitivni

Status estrogenskih receptora
Negativni
Pozitivni

Status progesteronskih receptora
Negativni
Pozitivni

Molekularna klasifikacija
Bazaloidni

HER?2 pozitivni tip
Luminal A
Luminal B

12 (20%)
48 (80%)

31 (51,66%)
26 (43,33%)
3 (5%)

21 (35%)
32 (53,33%)
7 (11,66%)

12 (20%)
35 (58,33%)
13 (21,66%)

31 (51,66%)
29 (48,33%)

53 (85%)
7 (15%)

10 (15%)
50 (85%)

15 (21,66%)
45 (78,33%)

7 (11,66%)
3 (5%)

46 (76,66%)
4 (6,66%)
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Na slici 26. prikazane su fotomikrografije tumorskih ise¢aka bazaloidnog tipa tumora
jedne od ispitivanih pacijentkinja koje pokazuju tipi¢éne morfoloSke karakteristike
bazaloidnog karcinoma dojke kao Sto su visoko gradusni duktalni karcinom (gradusa 3)
udruzen sa istaknutim agregatima limfocitima; citoloski, prisutne su tumorske ceije sa
naznacenim nukearnim polimorfizmom, upadljivom mitotskom aktivnosc¢u i1 intenzivnom

ekspresijom C5/6 na membranama tumorskih ¢elija.
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Slika 26. Prikazane su fotomikrografije tumorskih ise¢aka bazaloidnog tipa tumora jedne
od ispitivanih pacijentkinja (uveli¢anje 20x). Vidi se a) visoko gradusni duktalni
karcinom koji ima b) ER negativan ¢) PR negativan i d) HER2 negativan receptorski

status, a koji pokazuje e) CK5/6 visoku pozitivnost receptora.
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Analizirali smo aktivnost MMP-2 i MMP-9 u odnosu na veli¢inu tumora i zahvaéenost
limfnih ¢vorova, obzirom da nema dovoljno literaturnih podataka o povezanosti
zelatinaza sa ovim parametrima. Analiza proseéne proMMP-2 aktivnosti pokazuje
statisticki znacajno vecéu aktivnost proMMP-2 u tumorskom tkivu pacijentkinja sa T2
tumorima u poredjenju sa bolesnicama sa T1 tumorima (T2 vs. T1 p=0.039; T3 vs. T1
p=0.033; T3 vs. T2 p=0.18, Mann Whitney test). Iste rezultate pokazala je analiza
aktivnosti aMMP-2 i veli¢ine tumora (T2 vs. T1 p=0.01; T3 vs. T1 p=0.07; T3 vs. T2
p=0.36, Mann Whitney test) (Slika 27). Pacijentkinje sa T3 tumorima imaju prose¢no
vec¢u aktivnost proMMP-9 u poredjenju sa pacijentkinjama koje su imale T2 i T1 tumore
(T2 vs. T1 p=0.05; T3 vs. T1 p=0.006; T3 vs. T2 p=0.043, Mann Whitney test) (Slika
27). Takodje, vecu prose¢nu aktivnost aMMP-9 imaju T3 tumori u poredjenju sa T2 i T1
grupama pacijentkinja (T2 vs. T1 p=0.002; T3 vs. T1 p=0.031; T3 vs. T2 p=0.05, Mann
Whitney test) (Slika 27).

400

* oT1
350 A oT2
*
% — 300 - * N
e E
55 Ao 1 1Y & ** #
£3 *
® @ 200 A . #
co *%
0= 150 -
as
£5 100 A
50 -
0 T T T

ProMMP-2 aMMP-2 ProMMF -8 aMMP-9

Slika 27. Aktivnost proMMP-2, aMMP-2, proMMP-9 i aMMP-9 kod pacijentkinja sa T1,
T2 i T3 veli¢inom tumora (*p<0.05, **p<0.01, #p<0.05, Mann Whitney test).
Predstavljene su srednje vrednosti + standardna greSka za aktivnosti Zelatinaza sve tri

grupe pacijentkinja.

Pokazali smo da pacijentkinje sa zahvacenim limfnim ¢évorovima (N.) imaju statisticki

znacajno prose¢no vecu aktivnost proMMP-2 i aMMP-2 u tumorima (Slika 28) u
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poredjenju sa grupom pacijentkinja sa nezahvacenim limfnim ¢vorovima (p=0.005,
p=0.007, Mann Whitney test). Nismo nasli znacajnu razliku u aktivnosti proMMP-9
izmedju grupe pacijentkinja sa zahvacenim aksilarnim limfnim ¢vorovima i grupe sa
nezahvacenim limfnim ¢vorovima (p=0.1, Mann Whitney test). Aktivnost aMMP-9 u
tumorskom tkivu je bila statisticki znacajno prosecno veca u grupi pacijentkinja sa
zahvacenim aksilarnim limfnim ¢vorovima u poredjenju sa grupom pacijentkinja sa

nezahvacenim limfnim ¢vorovima (p=0.013, Mann Whitney test) (Slika 28).
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Slika 28. Aktivnost proMMP-2, aMMP-2, proMMP-9 i aMMP-9 kod pacijentkinja sa
tumorom infiltrisanim 1 neinfiltrisanim limfnim ¢vorovima (**p<0.01, *p<0.05, Mann
Whitney test). Predstavljene su srednje vrednosti + standardna greSka za aktivnosti

Zelatinaza obe grupe pacijentkinja.

Obzirom da status receptora za estrogen i progesteron, kao i HER2 ekspresija u
tumorskom tkivu imaju vaznu ulogu u terapiji karcinoma dojke, analizirali smo aktivnost
MMP-2 i MMP-9 u odnosu na ekspresiju ovih receptora u tumorskim tkivima. Pokazali
smo da nema statisticki znacajne razlike u aktivnosti proMMP-2 i proMMP-9 izmedju
grupe pacijentkinja sa pozitivnim hormonskim receptorima i negativnim hormonskim
receptorima (p=0.074, p=0.57, Mann Whitney test) (Slika 28). U ovom istraZzivanju smo
pokazali da pacijentkinje sa tumorima sa negativnim hormonskim receptorima imaju
statisticki znacajno vece prosec¢ne aktivnosti aMMP-2 i aMMP-9 (p=0.007, p=0.013,
Mann Whitney test) (Slika 29).
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Slika 29. Aktivnost proMMP-2, aMMP-2, proMMP-9 i aMMP-9 kod pacijentkinja sa
pozitivnim i negativnim steroidnim hormonskim statusom (**p<0.01, *p<0.05, Mann
Whitney test). Predstavljene su srednje vrednosti = standardna greSka za aktivnosti

Zelatinaza obe grupe pacijentkinja.

Mann Whitney test pokazao je da nema statisti¢ki znacajne razlike u aktivnosti proMMP-
2(p=0.319) i proMMP-9 (p=0.912) u odnosu na HER2 ekspresiju u tumorskim tkivima,
kao ni razlike u aktivnosti aMMP-9 u odnosu na HER2 pozitivnost pacijentkinja sa
karcinomom dojke (p=0.31) (Slika 30). Ipak, pokazali smo da pacijentkinje sa HER2
negativnim tumorima imaju statisticki znac¢ajno vecu prosec¢nu aktivnost aMMP-2 u
tumorima u poredjenju sa HER2 pozitivnim pacijentkinjama (p=0.035, Mann Whitney
test) (Slika 30).
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Slika 30. Aktivnost proMMP-2, aMMP-2, proMMP-9 i aMMP-9 kod pacijentkinja sa
pozitivnim i negativnim HER2 statusom (*p<0.05, Mann Whitney test). Predstavljene su
srednje vrednosti + standardna greSka za aktivnosti Zelatinaza obe grupe pacijentkinja.

U ovoj studiji pokazali smo da pacijentkinje sa bazaloidnim tumorima imaju znacajno
vecu prosecnu aktivnost proMMP-2 u odnosu na pacijentkinje sa luminalnim A tumorima
(p=0.015, Mann Whitney test) (Slika 31). Sa druge strane, nije bilo razlike u prosecnoj
aktivnosti aMMP-2 (p=0.07) izmedju pacijentkinja sa bazaloidnim tumorima u odnosu na
one sa luminalnim A tumorima, kao ni razlike u prosec¢noj aktivnosti ProMMP-9
(p=0.21) i aMMP-9 (p=0.11) izmedju gore navedenih grupa pacijentkinja prema Mann
Whitney testu (Slika 31).
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Slika 31. Aktivnost proMMP-2, aMMP-2, proMMP-9 i aMMP-9 kod pacijentkinja sa
luminalnim A i bazaloidnim tumorima (*p<0.05, Mann Whitney test). Predstavljene su

srednje vrednosti + standardna greSka za aktivnosti Zelatinaza obe grupe pacijentkinja.

Analizirali smo aktivnost Zelatinaza u peritumorskom tkivu u odnosu na status receptora
u tumorskom tkivu i pokazali da okolna tkiva pacijentkinja sa negativnim hormonskim
receptorima imaju znacajno vecu prosecnu aktivnost latentne forme MMP-2 i MMP-9 u
poredjenju sa pacijentkinjama sa pozitivnim hormonskim receptorima (p=0.05, p=0.009,
Mann Whitney test) (Tabela 8). Takodje, vece prosecne aktivnosti aMMP-2 i aMMP-9 u
peritumorskom tkivu imale su pacijentkinje sa negativnim hormonskim receptorima u
odnosu na pacijentkinje sa pozitivnim hormonskim receptorima (p=0.02, p=0.003, Mann
Whitney test). U tom smislu, nasli smo znacajno visu prosecnu aktivnost aMMP-2 u
peritumorskom tkivu kod pacijentkinja sa bazaloidnim tumorima u poredjenju sa
pacijentkinjama sa luminalnim A tumorima (p=0.04, Mann Whitney test) (Tabela 8).
Ipak, nije bilo znacajne razlike u aktivnosti proMMP-2, proMMP-9 i aMMP-9 u
peritumorskom tkivu izmedju pacijenkinja sa bazaloidnim i luminalnim A tumorima
(p=0.12, p=0.16, p=0.07, Mann Whitney test) (Tabela 8).
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Tabela 8. Aktivnost MMP-2 i MMP-9 u okolnom tkivu u odnosu na status receptora u tumoru

Karakteristike Aktivnost MMP-2 i MMP-9 u okolnom tkivu (piksel/mm?)
proMMP-2 p aMMP-2 p proMMP-9 p aMMP-9 p

Molekularna klasifikacija

Bazaloidni tip 215.4 267.6 196.4 127.7

Luminal A tip 183.4 0.12 213.7 0.04* 161.8 0.16 107.3 0.07
Status hormonskih receptora

Negativni 226.1 263.4 225.5 136.7

Pozitivni 184.5 0.05* 215.8 0.02* 165.4 0.009** 107.6 0.003**

4.4. Ekspresija TIMP1 kod pacijentkinja sa karcinomom dojke

4.4.1. Ekspresija TIMP1 u tumorskom i peritumorskom tkivu

Ispitivali smo ekspresiju TIMP-1 proteina u tumorskom i peritumorskom tkivu
pacijentkinja sa karcinomom dojke i detektovali TIMP1 u 92% slucajeva metodom
Imunoblota. Ekspresija proteina TIMP1 je analizirana u odnosu na ekspresiju (3 aktina
(kontrola). Detaljna analiza ekspresije TIMP-1 pokazala je statisticki znacajno vecu
ekspresiju TIMP1 u tumorskom tkivu u odnosu na peritumorsko tkivo bolesnica sa
karcinomom dojke (1,49+0.05 vs. 1,32+0.05, p<0.01, Wilcoxon test) (Slika 32). Na slici
32 su prikazani reprezentativni Western blot rezultati na kojima se vidi veca ekspresija

TIMP1 u tumorskom tkivu u odnosu na peritumorsko tkivo bolesnica.
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Slika 32. a) Prosetna ekspresija TIMP1 u tumorskom i peritumorskom tkivu
pacijentkinja sa karcinomom dojke u odnosu na B aktin (**p<0.01, Wilcoxon rank test).
Predstavljene su srednje vrednosti + standardna greSka za tumorsko i peritumorsko tkivo.
b) Reprezentativni rezultati imunoblota na kojima se vidi traka koja odgovara TIMP1 u
tumorskom (Tu) i peritumorskom (P) tkivu.

4.4.2. Ekspresija TIMP1 u odnosu klini¢ko-patoloSke parametre bolesnica sa

karcinomom dojke

Obzirom da se ekspresija TIMP1 proteina ispituje kao prediktivni parametar i marker
staZziranja bolesti, analizirali smo ekspresiju TIMP1 u odnosu na klini¢ki stadijum bolesti.
Mann Whitney test je pokazao statisti¢ki znacajno (p<0.01) vecu prosecnu ekspresiju
TIMP1 u tumorskom tkivu kod bolesnica sa karcinomom dojke u klini¢kom stadijumu III

(1.99+0.09) u poredjenju sa bolesnicama u klinickom stadijumu II (1.46+0.05), dok obe

78



grupe bolesnica pokazuju znacajno veci nivo u poredjenju sa bolesnicama sa karcinom
dojke u klinickom stadijumu I (1.12+0.09) (p<0.01, Mann Whitney test). Na slici 33
prikayan je histogram na kome se vidi povecanje ekspresije TIMP1 u tumorskom tkivu

uporedo sa progresijom stadijuma bolesti.
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Slika 33. Prosecna ekspresija TIMP1 u tumorskom tkivu pacijentkinja sa karcinomom
dojke u odnosu na 3 aktin zavisno od klinickog stadijuma bolesti (**p< 0.01, ## p< 0.01,
Mann Whitney test). Predstavljene su srednje vrednosti = standardna greSka ekspresije
TIMP1 za pacijentkinje u klinickom stadijumu I, IT i III.

Analizirali smo ekspresiju TIMP1 u tumorskom tkivu u odnosu na veli¢inu tumora i
zahvacenost limfnih ¢vorova, obzirom da veli¢ina tumora i zahvac¢enost limfnih ¢vorova
predstavljaju vazne prognosti¢ke parametre za bolesnice sa karcinomom dojke. Analiza
ekspresije TIMP1 pokazuje statisticki znacajno vecu ekspresiju TIMP1 u tumorskom
tkivu pacijentkinja sa T3 tumorima (1.82+0.16) u poredjenju sa bolesnicama sa T1
tumorima (1.25+0.09) (p<0.05, Mann Whitney test). Pacijentkinje sa T2 tumorima
(1.6+£0.06) imaju prosec¢no vecu ekspresiju TIMP1 u poredjenju sa pacijentkinjama koje
su imale T1 tumore (1.25+£0.09) (p<0.01, Mann Whitney test) (Slika 34). Mann Whitney
testom je pokazano da nije bilo statisticki znacajne razlike u ekspresiji TIMP1 proteina
izmedju pacijentkinja sa T3 (1.82+0.16) i T2 (1.6£0.06) tumorima (p>0.05).
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Slika 34. Ekspresija TIMP1 u tumorskom tkivu pacijentkinja sa karcinomom dojke sa
T1, T2 i T3 veli¢inom tumora u odnosu na 3 aktin (**p<0.01, *p<0.05, Mann Whitney
test). Predstavljene su srednje vrednosti £ standardna greSka ekspresije TIMP1 za sve tri

grupe pacijentkinja.

Pored toga, ekspresija TIMP1 u tumorskom tkivu je bila statisti¢ki znacajno (p<0.01,
Mann Whitney test) prose¢no veca u grupi pacijentkinja sa infiltrisanim aksilarnim
limfnim ¢vorovima (1.68+0.08) u poredjenju sa grupom pacijentkinja sa neinfiltrisanim
limfnim ¢vorovima (1.29£0.07) (Slika 35).
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Slika 35. Ekspresija TIMP1 u tumorskom tkivu kod pacijentkinja sa karcinomom dojke
sa tumorom infiltrisanim i neinfiltrisanim limfnim ¢vorovima u odnosu na [ aktin
(**p<0.01, Mann Whitney test). Predstavljene su srednje vrednosti = standardna greSka

ekspresije TIMP1 za obe grupe pacijentkinja.

Obzirom da steroidni hormoni (estrogen i progesteron) i HER2 predstavljaju faktore rasta
za Celije karcinoma dojke, analizirali smo ekspresiju TIMP1 u tumorskom tkivu u odnosu
na ekspresiju receptora za estrogen, progesteron i HER2 u tumorima. Pokazali smo da
nema statisticki znacajne razlike u ekspresiji TIMP1 izmedju grupe pacijentkinja sa
pozitivnim (1.44+0.06) hormonskim receptorima i negativnim (1.67+0.15) hormonskim
receptorima (p>0.05, Mann Whitney test) (Slika 36).
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Slika 36. Ekspresija TIMP1 u tumorskom tkivu kod pacijentkinja sa karcinomom dojke
sa negativnim i pozitivnim steroidnim receptorskim statusom u odnosu na B aktin (p >
0.05, Mann Whitney test). Predstavljene su srednje vrednosti + standardna greska
ekspresije TIMP1 za obe grupe pacijentkinja.

Slicno hormonskim receptorima, analiza ekspresije TIMP1 u odnosu na HER2
receptorski status, pokazala je da nema statisticki znacajne razlike u ekspresiji TIMP1
izmedju grupe pacijentkinja sa pozitivnim HER2 receptorima (1.58+0.21) i negativnim
HER?2 receptorima (1.49+0.05) (p>0.05, Mann Whitney test) (Slika 37).
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Slika 37. Ekspresija TIMP1 u tumorskom tkivu kod pacijentkinja sa karcinomom dojke
sa negativnim i pozitivnim HER2 receptorskim statusom u odnosu na B aktin (p>0.05,
Mann Whitney test). Predstavljene su srednje vrednosti + standardna greSka ekspresije

TIMP1 za obe grupe pacijentkinja.

U novije vreme se sve vise ispituje bazaloidni tip karcinoma dojki kao najinvazivniji i tip
sa najlosijom prognozom. Iz tih razloga ispitivali smo ekspresiju TIMP1 proteina,
antiapoptotskog molekula kod pacijentkinja sa bazaloidnim tipom tumora u odnosu na
luminalni A tip i pokazali da nije bilo razlike u ekspresiji TIMP1 (p>0.05, Mann Whitney
test) izmedju pacijentkinja sa bazaloidnim tumorima (1.58+0.17) u odnosu na
pacijentkinje sa luminalnim A tumorima (1.46+0.06) (Slika 38).
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Slika 38. Ekspresija TIMP1 u tumorskom tkivu kod pacijentkinja sa luminalnim A i
bazaloidnim tipom karcinoma dojki u odnosu na B aktin (p>0.05, Mann Whitney test).
Predstavljene su srednje vrednosti = standardna greSka za obe grupe pacijentkinja sa

karcinomom dojke.

4.5. Ekspresija pSTAT3 kod pacijentkinja sa karcinomom dojke

4.5.1. Ekspresija pSTAT u tumorskom i peritumorskom tkivu

Ispitivali smo ekspresiju pSTAT3 proteina u tumorskom i peritumorskom tkivu
pacijentkinja sa karcinomom dojke. U naSem istrazivanju pSTAT3 je detektovan u 89%
tumorskih tkiva pacijentkinja. Ekspresija proteina pSTAT3 prikazana je kao odnos
izmedju ekspresije pSTAT3 i ekspresije B aktina, kao kontrole. Detaljna analiza srednjih
vrednosti sa standardnom greskom pokazala je statisticki znacajno vecu ekspresiju
pSTAT3 u tumorskom tkivu u odnosu na peritumorsko tkivo bolesnica sa karcinomom
dojke (1,53+0.07 vs. 1,35+£0.06, p<0.01, Wilcoxon test) (Slika 39). Na slici 39a su
prikazani reprezentativni Western blot rezultati na kojima se vidi veca ekspresija

pSTAT3 u tumorskom tkivu u odnosu na peritumorsko tkivo bolesnica.
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Slika 39. a) Prose¢na ckspresija pSTAT3 u tumorskom i peritumorskom tkivu
pacijentkinja sa karcinomom dojke u odnosu na 3 aktin (**p<0.01, Wilcoxon rank test).
Predstavljene su srednje vrednosti + standardna greSka ekspresije pPSTAT3 za tumorsko i
peritumorsko tkivo. b) Reprezentativni rezultati imunoblot ekspresije pSTAT3 u

tumorskom (Tu) i peritumorskom (P) tkivu.

4.5.2. Ekspresija pSTAT3 u odnosu na klini¢ko-patoloSke parametre bolesnica

sa karcinomom dojke

Obzirom da se ekspresija pSTAT3 proteina ispituje kao prediktivni parametar kod
pacijentkinja sa karcinomom dojke, analizirali smo ekspresiju pSTAT3 u odnosu na
klini¢ki stadijum bolesti. Mann Whitney test je pokazao da nije bilo razlike u ekspresiji
pSTAT3 u tumorskom tkivu kod bolesnica sa karcinomom dojke u klinickom stadijumu

I11 (1.55£0.12) u poredjenju sa bolesnicama u klinickom stadijumu Il (1.49+0.11), kao ni
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izmedju navedene dve grupe bolesnica u poredjenju sa bolesnicama sa karcinomom dojke
u klini¢kom stadijumu I (1.62+0.12), kao Sto je pokazano na slici 40 (p>0.05, Mann
Whitney test).
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Slika 40. Ekspresija pSTAT3 u tumorskom tkivu pacijentkinja sa karcinomom dojke u
odnosu na B aktin u razli¢itim klinickim stadijumima bolesti (p>0.05, Mann Whitney
test). Predstavljene su srednje vrednosti + standardna greSka ekspresije pSTAT3 za

pacijentkinje u I, II 1 III klini¢kom stadijumu.

Analizirali smo ekspresiju pSTAT3 u tumorskom tkivu u odnosu na veli¢inu tumora i
zahvacenost limfnih ¢vorova, obzirom da veli¢ina tumora i zahvacenost limfnih ¢vorova
predstavljaju vazne prognosticke parametre za bolesnice sa karcinomom dojke. Analiza
ekspresije pPSTAT3 pokazala je da nema statisti¢ki znacajne razlike u ekspresiji pSTAT3
u tumorskom tkivu pacijentkinja sa T3 tumorima (1.73£0.18) u poredjenju sa
bolesnicama sa T1 (1.51+0.11) i T2 (1.46x0.10) tumorima (p>0.05, Mann Whitney test)
(Slika 40). Mann Whitney test je pokazao da nije bilo statisticki znacajne razlike u
ekspresiji pSTAT3 proteina izmedju pacijentkinja sa T2 (1.46+0.10) i T1 (1.51+0.11)
tumorima (p>0.05) (Slika 41).
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Slika 41. Ekspresija pSTAT3 u tumorskom tkivu pacijentkinja sa karcinomom dojke sa
T1, T2 i T3 veli¢inom tumora u odnosu na B aktin (p>0.05, Mann Whitney test).
Predstavljene su srednje vrednosti = standardna greSka ekspresije pSTAT3 za sve tri

grupe pacijentkinja.

Pored toga, nije bilo statisticki znacajne razlike (p>0.05, Mann Whitney test) u ekspresiji
pSTAT3 u tumorskom tkivu izmedju pacijentkinja sa aksilarnim limfnim ¢vorovima
infiltrisanim tumorskim c¢elijama (1.40+0.11) u poredjenju sa grupom pacijentkinja sa
neinfiltrisanim limfnim ¢vorovima (1.6+0.09) (Slika 42).
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Slika 42. Ekspresija pSTAT3 u tumorskom tkivu kod pacijentkinja sa karcinomom dojke

sa tumorom infiltrisanim i neinfiltrisanim limfnim ¢vorovima u odnosu na [ aktin
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(p>0.05, Mann Whitney test). Predstavljene su srednje vrednosti + standardna greSka

ekspresije pSTAT3 za obe grupe pacijentkinja.

Analizirali smo ekspresiju pSTAT3 u tumorskom tkivu u odnosu na ekspresiju receptora
za estrogen, progesteron i HER2 u tumorima. Pokazali smo da nema statisticki znacajne
razlike u ekspresiji pSTAT3 izmedju grupe pacijentkinja sa pozitivnim hormonskim
receptorima (1.53+0.08) i negativnim hormonskim receptorima (1.52+0.15) (p>0.05,
Mann Whitney test) (Slika 43).
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Slika 43. Ekspresija pSTAT3 u tumorskom tkivu kod pacijentkinja sa karcinomom dojke
sa negativnim i pozitivnim steroidnim receptorskim statusom u odnosu na [ aktin
(p>0.05, Mann Whitney test). Predstavljene su srednje vrednosti + standardna gresSka
ekspresije pSTAT3 za obe grupe pacijentkinja.

Nasuprot hormonskim receptorima, analiza ekspresije pSTAT3 u odnosu na HER2
receptorski status pokazala je da su prosecno vecu ekspresiju pSTAT3 imale pacijentkinja
sa pozitivnim HER2 receptorima (2.0+£0.13) u odnosu na pacijentkinje sa negativnim
HER2 receptorima (1.48+0.07) (p<0.01, Mann Whitney test) (Slika 44).
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Slika 44. Ekspresija pSTAT3 u tumorskom tkivu kod pacijentkinja sa karcinomom dojke
sa negativnim i pozitivnim HER2 receptorskim statusom u odnosu na 3 aktin (**p<0.01,
Mann Whitney test). Predstavljene su srednje vrednosti = standardna greSka ekspresije

pSTAT3 za obe grupe pacijentkinja.

U novije vreme se sve vise ispituje bazaloidni tip karcinoma dojki kao najinvazivniji i tip
sa najloSijom prognozom. Iz tih razloga ispitivali smo ekspresiju pSTAT3 proteina,
antiapoptotskog molekula kod pacijentkinja sa bazaloidnim tipom tumora u odnosu na
luminalni A tip i pokazali da pacijentkinje sa luminalnim A (1.55+0.08) tumorima imaju
statisticki znacajno vecu ekspresiju pSTAT3 (p<0.05, Mann Whitney test) u tumorskom
tkivu u poredjenju sa pacijentkinjama sa bazaloidnim tumorima (1.23+0.11) (Slika 45).
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Slika 45. Ekspresija pSTAT3 u tumorskom tkivu kod pacijentkinja sa luminalnim A i
bazaloidnim tipom karcinoma dojki u odnosu na 8 aktin (*p<0.05, Mann Whitney test).
Predstavljene su srednje vrednosti = standardna greSka ekspresije pSTAT3 za obe grupe

pacijentkinja.

4.6. Ekspresija Bcl-2 kod pacijentkinja sa karcinomom dojke

4.6.1. Ekspresija Bcl-2 u tumorskom i peritumorskom tkivu

Bcl-2 ima znaajnu ulogu u patogenezi kancera dojke, kao i u procesu apoptoze, zbog
Cega smo ispitivali ekspresiju Bcl-2 proteina u tumorskom i peritumorskom tkivu
pacijentkinja sa karcinomom dojke. Ekspresija proteina Bcl-2 prikazana je kao odnos
izmedju ekspresije Bcl-2 i ekspresije B aktina, kao kontrole. U naSem istrazivanju Bcl-2
je detektovan u 90% sluc¢ajeva metodom Imunoblota. Detaljna analiza ekspresije Bcl-2
pokazala je statisticki znac¢ajno vecu ekspresiju Bcl-2 u peritumorskom tkivu (1.41+0.02)
u odnosu na tumorsko tkivo (1.09+£0.02) pacijentkinja sa karcinomom dojke (p<0.01,
Wilcoxon test) (Slika 46). Na slici 46 b su prikazani reprezentativni imunoblot rezultati
na kojima se vidi veca ekspresija Bcl-2 u peritumorskom tkivu u odnosu na tumorsko

tkivo bolesnica.
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Slika 46. a) Prose¢na ekspresija Bcl-2 u tumorskom i peritumorskom tkivu pacijentkinja
sa karcinomom dojke u odnosu na 8 aktin (**p<0.01, Wilcoxon rank test). Predstavljene
su srednje vrednosti + standardna greSka ekspresije Bcl-2. b) Reprezentativni rezultati

imunoblot ekspresije Bcl-2 za tumorsko i peritumorsko tkivo.

4.6.2. Ekspresija Bcl-2 u odnosu na klini¢ko-patoloSke parametre bolesnica sa

karcinomom dojke
Obzirom da se ekspresija Bcl-2 proteina ispituje kao marker dobre prognoze kod

pacijentkinja sa karcinomom dojke, analizirali smo ekspresiju Bcl-2 u odnosu na klini¢ki

stadijum bolesti. Rezultati su pokazali da nije bilo razlike u ekspresiju Bcl-2 u
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tumorskom tkivu kod bolesnica sa karcinomom dojke u klinickom stadijumu III
(0.97%0.05) u poredjenju sa bolesnicama u klinickom stadijumu II (1.14%0.03), kao ni
izmedju navedene dve grupe bolesnica u poredjenju sa bolesnicama sa karcinomom dojke
u klinickom stadijumu I (1.07+0.04), kao Sto je pokazano na slici 47 (p>0.05, Welch
test).
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Slika 47. Ekspresija Bcl-2 u tumorskom tkivu pacijentkinja sa karcinomom dojke u
odnosu na B aktin u razli¢itim klinickim stadijumima bolesti (p>0.05, Welch test).
Predstavljene su srednje vrednosti + standardna greSka ekspresije Bcl-2 za pacijentkinje u

I, 111 1T klinickom stadijumu.

Analizirali smo ekspresiju Bcl-2 u tumorskom tkivu u odnosu na veli¢inu tumora i
zahvacéenost limfnih ¢vorova, obzirom da veli¢ina tumora i zahvac¢enost limfnih ¢vorova
predstavljaju vazne prognosticke parametre za pacijentkinje sa karcinomom dojke.
Analiza ekspresije Bcl-2 pokazala je da nije bilo statisticki znacajne razlike u ekspresiji
Bcl-2 u tumorskom tkivu pacijentkinja sa T3 tumorima (1.08+0.07) u poredjenju sa
bolesnicama sa T1 (1.06+0.03) i T2 (1.1+£0.03) tumorima (p>0.05, Mann Whitney test)
(Slika 48). Mann Whitney test je pokazao da nije bilo statisticki znacajne razlike u

ekspresiji Bcl-2 proteina izmedju pacijentkinja sa T2 i sa T1 tumorima (p>0.05).
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Slika 48. Ekspresija Bcl-2 u tumorskom tkivu pacijentkinja sa karcinomom dojke sa T1,

T2 i T3 veli¢inom tumora u odnosu na [ aktin (p>0.05 Mann Whitney test).

Predstavljene su srednje vrednosti £ standardna greska za svaku grupu pacijentkinja.

Pored toga, nije bilo statisticki znacajne razlike u ekspresija Bcl-2 u tumorskom tkivu je
bila (p>0.05, Mann Whitney test) izmedju pacijentkinja sa aksilarnim limfnim ¢vorovima
infiltrisanim tumorskim ¢elijama (1.07£0.04) u poredjenju sa grupom pacijentkinja sa
neinfiltrisanim limfnim ¢vorovima (1.1£0.03) (Slika 49).
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Slika 49. Ekspresija Bcl-2 u tumorskom tkivu kod pacijentkinja sa karcinomom dojke sa
tumorom infiltrisanim i neinfiltrisanim limfnim ¢vorovima u odnosu na 3 aktin (p>0.05,
Mann Whitney test). Predstavljene su srednje vrednosti = standardna greSka ekspresije
Bcl-2 za obe grupe pacijentkinja.
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Analizirali smo ekspresiju Bcl-2 u tumorskom tkivu u odnosu na steroidni hormonski i
HER?2 receptorski status tumora. Analizom smo pokazali da pacijentkinje sa pozitivnim
(1.14+0.02) steroidnim hormonskim receptorima imaju statisticki znacajno veci Nnivo
ekspresije Bcl-2 u poredjenju sa negativnim (0.88+£0.04) hormonskim receptorima

(p<0.01, Mann Whitney test) (Slika 50).
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Slika 50. Ekspresija Bcl-2 u tumorskom tkivu kod pacijentkinja sa karcinomom dojke sa
negativnim i pozitivnim steroidnim hormonskim receptorskim statusom u odnosu na 3
aktin (**p<0.01, Mann Whitney test). Predstavljene su srednje vrednosti *+ standardna

greSka ekspresije Bcl-2 za obe grupe pacijentkinja.
Nasuprot hormonskim receptorima, analiza ekspresije Bcl-2 pokazala je da nema razlike

u ekspresiji Bcl-2 izmedju pacijentkinja sa HER2 pozitivnim (0.98+0.05) i negativnim
(1.1£0.02) receptorima (p>0.05, Mann Whitney test) (Slika 51).
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Slika 51. Ekspresija Bcl-2 u tumorskom tkivu kod pacijentkinja sa karcinomom dojke sa
negativnim i pozitivnim HER2 receptorskim statusom u odnosu na [ aktin (p>0.05,
Mann Whitney test). Predstavljene su srednje vrednosti + standardna greSka ekspresije

Bcl-2 za obe grupe ispitanica.

Detaljna analiza ekspresije Bcl-2 pokazala je da pacijentkinje sa luminalnim A
(1.14+0.02) tumorima imaju statisticki znacajno vecu ekspresiju Bcl-2 (p<0.01, Mann
Whitney test) u tumorskom tkivu u poredjenju sa pacijentkinjama sa bazaloidnim
tumorima (0.86x0.04) (Slika 52).
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Slika 52. Ekspresija Bcl-2 u tumorskom tkivu kod pacijentkinja sa luminalnim A i
bazaloidnim tipom karcinoma dojki u odnosu na B aktin (p<0.01, Mann Whitney test).

Predstavljene su srednje vrednosti + standardna greSka za obe grupe pacijentkinja.

95



4.7. Ekspresija ciklina D1 kod pacijentkinja sa karcinomom dojke

4.7.1. Ekspresija Ciklina D1 u tumorskom i peritumorskom tkivu

Poznato je da Ciklin D1 utice na proliferaciju celija kancera dojke. 1z tog razloga
ispitivali smo ekspresiju Ciklin D1 proteina u tumorskom i peritumorskom tkivu
pacijentkinja sa karcinomom dojke. U naSem istrazivanju ciklin D1 je detektovan u 60%
slu¢ajeva metodom Imunoblota. Detaljna analiza ekspresije ciklina D1 pokazala je
statisticki znacajno vecu ekspresiju Ciklin D1 u tumorskom tkivu (1.35+0.04) u odnosu
na peritumorsko tkivo (1.22+0.04) pacijentkinja sa karcinomom dojke (p<0.01, Wilcoxon
test) (Slika 53). Na slici 53b su prikazani reprezentativni rezultati Imunoblota na kojima

se vidi veca ekspresija Ciklina D1 u tumorskom tkivu u odnosu na peritumorsko tkivo

bolesnica.
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Slika 53. a) Prosecna ekspresija Ciklin D1 u tumorskom i peritumorskom tkivu
pacijentkinja sa karcinomom dojke u odnosu na B aktin (**p<0.01, Wilcoxon rank test).
Predstavljene su srednje vrednosti + standardna greSka ekspresije ciklina D1. b)
Reprezentativni rezultati imunoblot ekspresije Ciklina D1 u tumorskom (Tu) i
peritumorskom (P) tkivu.
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4.7.2. Ekspresija Ciklina D1 u odnosu na klini¢ko-patoloSke parametre bolesnica sa

karcinomom dojke

Obzirom da se ekspresija Ciklin D1 proteina smatra pokazateljem duzeg prezivljavanja
kod pacijentkinja sa karcinomom dojke, analizirali smo ekspresiju Ciklin D1 u odnosu na
klini¢ki stadijum bolesti. Rezultati su pokazali da su bolesnice u klinickom stadijumu IlI
(1.16+0.06) imale statisticki znacajno (p<0.01) nizu ekspresiju Ciklin D1 u tumorskom
tkivu u odnosu na bolesnice sa karcinomom dojke u I (1.55+0.08) i Il (1.35%0.06)
kliniCkom stadijumu. Medjutim, nije bilo znacajne razlike izmedju bolesnica sa
karcinomom dojke u I i 1l klinickom stadijumu (p>0.05, Mann Whitney test). Na slici 54
prikazan je histogram ekspresije ciklina D1 u tumorskom tkivu kod pacijentkinja u I, Il i
T klini¢kom stadijumu.
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Slika 54. Ekspresija Ciklin D1 u tumorskom tkivu pacijentkinja sa karcinomom dojke u
odnosu na B aktin u razli¢itim klini¢kim stadijumima bolesti (**p<0.01, #p<0.05, Welch
test). Predstavljene su srednje vrednosti + standardna greSka ekspresije ciklina D1 za

pacijentkinje u I, II 1 III klini¢kom stadijumu.

Analizirali smo ekspresiju Ciklin D1 u tumorskom tkivu u odnosu na veli¢inu tumora i
zahvacenost limfnih ¢vorova, obzirom da veli¢ina tumora i zahvacenost limfnih ¢vorova
predstavljaju vazne prognosticke parametre za pacijentkinje sa karcinomom dojke.

Analiza ekspresije Ciklin D1 pokazala je da su pacijentkinje sa T3 tumorima
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(1.093+0.05) imale statisticki znacajno (p<0.01, Mann Whitney test) nizu ekspresiju
Ciklin D1 u tumorskom tkivu u poredjenju sa bolesnicama sa T1 (1.53+£0.07) i T2
(1.24+0.05) tumorima (Slika 55). Mann Whitney testom je pokazano da su pacijentkinje
sa T2 imale statisticki znacajno (p<0.05) niZzu ekspresiju Ciklina D1 u poredjenju sa
bolesnicama sa T1 tumorima.
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Slika 55. Ekspresija Ciklina D1 u tumorskom tkivu pacijentkinja sa karcinomom dojke sa
T1, T2 i T3 veli¢inom tumora u odnosu na B aktin (**p<0.01, ***p<0.001, #p<0.05,
Mann Whitney test). Predstavljene su srednje vrednosti + standardna greSka ekspresije

ciklina D1 za svaku grupu pacijentkinja.

Nasuprot veli¢ini tumora, nije bilo statisti¢ki zna¢ajne razlike u ekspresiji Ciklin D1 u
tumorskom tkivu (p>0.05, Mann Whitney test) izmedju pacijentkinja sa aksilarnim
limfnim ¢vorovima infiltrisanim tumorskim ¢elijama (1.23+0.05) u poredjenju sa grupom

pacijentkinja sa neinfiltrisanim limfnim ¢vorovima (1.5+0.06) (Slika 56).
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Slika 56. Ekspresija Ciklina D1 u tumorskom tkivu kod pacijentkinja sa karcinomom
dojke sa tumorom infiltrisanim i neinfiltrisanim limfnim ¢vorovima u odnosu na 3 aktin
(p>0.05, Mann Whitney test). Predstavljene su srednje vrednosti + standardna greSka

ekspresije ciklina D1 za obe grupe pacijentkinja.

Analizirali smo ekspresiju Ciklin D1 u tumorskom tkivu u odnosu na steroidni hormonski
I HER2 receptorski status tumora. Analizom smo pokazali da pacijentkinje sa pozitivnim
steroidnim hormonskim receptorima (1.44+0.05) imaju statisticki znacajno veci nivo
ekspresije Ciklin D1 u poredjenju sa negativnim hormonskim receptorima (1.13+0.04)
(p<0.01, Mann Whitney test) (Slika 57).
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Slika 57. Ekspresija Ciklin D1 u tumorima kod pacijentkinja sa karcinomom dojke sa
negativnim i pozitivnim steroidnim receptorskim statusom u odnosu na  aktin (p<0.01,
Mann Whitney test). Predstavljene su srednje vrednosti + standardna greSka ekspresije
ciklina D1 za obe grupe pacijentkinja.

Nasuprot hormonskim receptorima, analiza ekspresije Ciklina D1 pokazala je da nema
razlike u ekspresiji Ciklina D1 izmedju pacijentkinja sa HER2 pozitivnim (1.26+0.09) i
negativnim (1.36x+0.05) receptorima pacijentkinja sa kancerom dojke (p>0.05, Mann
Whitney test) (Slika 58).
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Slika 58. Ekspresija Ciklin D1 u tumorskom tkivu kod pacijentkinja sa karcinomom
dojke sa negativnim i pozitivnim HER2 receptorskim statusom u odnosu na [ aktin
(p>0.05, Mann Whitney test). Predstavljene su srednje vrednosti + standardna greSka
ekspresije ciklina D1 za obe grupe ispitanica.

Detaljna analiza ekspresije Ciklina D1 pokazala je da pacijentkinje sa luminalnim A
(1.44+0.05) tumorima imaju statisticki znacajno vecu ekspresiju Ciklin D1 (p<0.01,
Mann Whitney test) u tumorskom tkivu u poredjenju sa pacijentkinjama sa bazaloidnim
tumorima (1.12+0.05) (Slika 59).
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Slika 59. Ekspresija Ciklin D1 u tumorskom tkivu kod pacijentkinja sa luminalnim A i
bazaloidnim tipom karcinoma dojki u odnosu na 8 aktin (p<0.01, Mann Whitney test).
Predstavljene su srednje vrednosti + standardna greSka ekspresije Ciklina D1 za obe
grupe pacijentkinja.
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5. DISKUSIJA

LDH se smatra markerom anaerobnog metabolizma c¢elije. Anaerobni metabolizam celije
se moze aktivirati u tumorskim celijama ili hipoksijom ili onkogenima. Elstrom sa
saradnicima je pokazao da je aktivacija jednog onkogena, Akt dovoljna da stimuliSe
aerobnu glikolizu u uslovima hipoksije (Elstrom i sar., 2004). Utvrdjeno je da Akt u
uslovima hipoksije stimuliSe hipoksijom indukovani faktor 1 (HIF1) koji dovodi do
povecanja aktivnosti enzima uklju¢enih u aerobnu glikolizu i bolje absorpcije glukoze
preko membranskih transportera glukoze (Semenza i sar., 1996).

U naSem istrazivanju pokazali smo da nema razlike u aktivnosti LDH u tumorskom i
peritumorskom tkivu pacijentkinja sa karcinomom dojke. Koukourakis sa autorima je
pokazao da je ekspresija LDH povec¢ana u 60—-65% tumorskih tkiva kancera dojke, dok su
okolna peritumorska tkiva pokazala nisku ekspresiju LDH (Koukourakis i sar., 2009). U
navedenoj studiji benigni tumori dojke takodje su pokazali visoku ekspresiju LDH.
Obzirom da u naSem istrazivanju nema razlike u aktivnosti LDH, rezultati sugerisSu da su
verovatno signalni putevi i onkogeni aktivirani i u peritumorskom tkivu, Sto dovodi da
povecéanja aktivnosti enzima aerobne glikolize i u peritumorskom tkivu.

ViSe godina unazad nivo LDH u serumu se koristi kao prognosti¢ki marker kod
pacijentkinja sa karcinomom dojke. Studija koja je istrazivala nivo LDH u serumu
pacijenata sa karcinomom pluca pokazala je da nivo LDH nakon hiruske ekscizije tumora
naglo opada, Sto potvrdjuje hipotezu da visok nivo LDH u serumu poti¢e od visokog
nivoa u tumoru (Koukourakis i sar., 2003). Mehanizam otpustanja LDH iz tumora u
cirkulaciju joS uvek nije razjasSnjen, iako se smatra da je otpuStanje LDH u serum
uzrokovano procesom nekroze u tumoru. Iz tog razloga, ispitivali smo aktivnost LDH u
odnosu na stadijum bolesti pacijentkinja i pokazali da se aktivnost LDH statisticki
znacajno povecava sa povecanjem stadijuma bolesti. Navedeni rezultat ukazuje da bi
aktivnost LDH mogla da posluzi u klini¢koj praksi kao marker stadijuma bolesti

pacijentkinja sa karcinomom dojke.
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Nasi rezultati pokazuju da je LDH 5 izoenzim detektovan samo u tumorskom tkivu
pacijentkinja sa karcinomom dojke, $to je u saglasnosti sa ostalim studijama. Prethodne
studije su pokazale da je LDH 5 izoenzim koji je odgovoran za povecanje LDH u serumu
I tumorskom tkivu (Koukourakis i sar., 2009; Koukourakis i sar., 2003). Dodatna
biohemijska ispitivanja LDH 5 pomogla bi razjaSnjavanje procesa anaerobne glikolize u
tumoru.

U nasem istrazivanju pokazali smo da pacijentkinje sa metastaskim limfnim ¢vorovima
imaju sli¢nu prosec¢nu aktivnost LDH u odnosu na pacijentkinje bez zahvacenih limfnih
¢vorova. Do sada nije ispitivana aktivnost LDH u odnosu na infiltrisanost limfnih
¢vorova i hormonski status. Obzirom da hormonski i HER2 receptorski status
predstavljaju veoma znaCajne parametre u leCenju i patogenezi karcinoma dojke,
analizirali smo aktivnost LDH u odnosu na hormonski i HER2 status. Pokazali smo da
nema razlike u aktivnosti LDH izmedju pacijentkinja sa hormonski pozitivnim i
negativnim receptorima. U novije vreme se sve viSe ispituje grupa pacijentkinja sa
karcinomom dojke sa negativnim hormonskim i HER2 receptorima koja pokazuje veoma
invazivne Karakteristike i sklonost kao hematogenom nacinu metastaziranja. Ispitivanja
HER?2 statusa pokazala su da pacijentkinje koje imaju HER2 negativne receptore imaju
statisti¢ki znacajno vec¢u aktivnost LDH u tumorima u poredjenju sa pacijentkinjama koje
imaju HER2 pozitivne receptore. Svi navedeni rezultati sugerisu da LDH aktivnost u
tumorima nije regulisana aktivacijom HER2.

U nekoliko publikovanih studija ispitivana je aktivnost MDH u tumorskom i
peritumorskom tkivu karcinoma dojke i pokazano je da je aktivnost MDH vec¢a u
tumorskom u odnosu na peritumorsko tkivo (Balinsky i sar., 1983). U naSem istraZzivanju
tumorsko tkivo je imalo statisticki znacajno vecu aktivhost MDH u poredjenju sa
peritumorskim tkivom pacijentkinja sa karcinomom dojke. Takodje, pokazali smo da je
aktivnost mitohondrijalne izoforme MDH ve¢a u tumorskom tkivu u odnosu na
peritumorsko, Sto je u saglasnosti sa prethodno publikovanim studijama (Hennipman i
sar., 1987; Balinsky i sar., 1984). Obzirom da je MDH ukljucen u metabolizam malata i
aspartata (Musrati i sar., 1998), ovo povecanje aktivnosti MDH sugeriSe da je veca
aktivnost MDH potrebnija mitohondrijama nego citosolu éelija kancera dojke. Sli¢no

naSem rezultatu u kanceru pluca, takodje je pokazano znacajno povecéanje aktivnosti
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mitohondrijalne izoforme MDH (Balinsky i sar., 1984). Povecanje procenta aktivnosti m-
MDH u tumorskom tkivu u odnosu na okolno pokazano je i kod pacova sa karcinomom
dojke (Musrati i sar., 1998). Navedeni rezultati sugeriSu da povecanje procenta aktivnosti
m-MDH u tumorskom tkivu mozZe biti na¢in adaptacije tumorske ¢elije karakteristi¢an ne
samo za karcinom dojke, ve¢ za ve¢inu kancerskih ¢elija. mMMDH ucestvuje u produkciji
ATP jer omogucéava redukciju NAD" u NADH. Povec¢ana aktivnost mMMDH pokazana je
u leukocitima trkackih konja i tumorskih celija, koje imaju povecane potrebe za
energijom (Washizu i sar., 2005). Takodje, pokazano je da tumorska tkiva pacijenata sa
karcinomima glave i vrata imaju povecanu aktivnost MDH koja korelira sa gustinom
novonastalih krvnih sudova tumora. Na taj nacin, bolja vaskularizacija tumora
obezbedjuje kiseonik tumorskim ¢elijama, koji aktivira MDH da stvara povecane kolicine
ATP neophodne tumorskim celijama (Ross i sar., 2000). Pokazana visoka aktivnost
mitohondijalne izoforme MDH u tumorskim tkivima pacijentkinja ukazuje na dobru
vaskularizaciju ispitivanih tumora i mozZe se razmatrati njegova upotreba kao markera
angiogeneze.

NaSa istrazivanja su pokazala da nije bilo razlike u aktivnosti MDH u tumorskom tkivu u
odnosu na stadijum bolesti pacijentkinja sa karcinomom dojke. Do sada nije bilo
istraZzivanja koja su ispitivala aktivnost MDH u tumorskom tkivu u odnosu na klinicko-
patoloske karakteristike pacijentkinja sa karcinomom dojke. Iz tih razloga, ispitivali smo
aktivnost MDH u odnosu na infiltrisanost limfnih ¢vorova i pokazali da vecu relativnu
aktivnost MDH u tumoru imaju pacijentkinje sa infiltrisanim limfnim ¢vorovima u
odnosu na pacijentkinje sa neinfiltrisanim limfnim ¢vorovima. Obzirom da je pokazano
da infiltrisanost limfnih ¢vorova predstavlja vazan prognosticki parametar, aktivnost
MDH bi mogla pomoc¢i u stratifikaciji pacijentkinja sa karcinomom dojke sa loSom
prognozom.

U nasim analizama, pokazali smo da nema razlike u aktivnosti MDH kod pacijentkinja sa
steroidnim pozitivnim u poredjenju sa pacijentkinjama sa negativnim hormonskim
receptorima. Medjutim, analiza aktivnosti MDH u odnosu na HER2 status pokazala su da
pacijentkinje koje imaju HER2 negativne receptore imaju statisticki znacajno vecu
aktivnost MDH u tumorima u poredjenju sa pacijentkinjama koje imaju HER2 pozitivne

receptore. Kako je pokazano da hormonski i HER2 negativni tumori (tripl negativni
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tumori) imaju veoma invazivni 1 metastatski potencijal, povecana aktivnost MDH
predstavlja vaznu karakteristiku metabolizma ovog tipa kancera dojke.

Jasne razlike u aktivnosti izoenzima LDH i MDH, kao i u aktivnosti ukupne aktivnosti
MDH predstavljaju vazan rezultat jer mogu biti potencijalni dijagnosticki parametri za
kancer dojke. Maligno tkivo se moze razlikovati od peritumorskog tkiva na osnovu
distribucije izoenzima LDH i MDH; naime, maligni tumori imaju povecanu aktivnost
LDH5 i m-MDH.

Ostecenje epitela karcinoma dojke delovanjem RKR dovodi do proliferacije fibroblasta,
hiperplazije epitela, ¢celijske atipije i karcinoma dojke. Studije su pokazale da je u
solidnim tumorima prisutna izraZzena lipidna peroksidacija. Prethodne studije su pokazale
da je intenziviranje procesa lipidne peroksidacije praceno povecanjem aktivnosti
antioksidativnih enzima. Povecéano stvaranje radikala kao Sto su O, i H,O, indukuje
povecanje aktivnosti SOD i CAT kod pacijentkinja sa karcinomom dojke (Kang, 2002).
Studije su pokazale da humane tumorske celijske linije imaju vecu aktivnost CAT u
poredjenju sa netransformisanim ¢elijskim linijama (Ripple i Henry, 1997). U prethodno
publikovanoj studiji autori su pokazali da je veca aktivnost CAT u tumorskom u odnosu
na peritumorko tkivo (Kumaraguruparan i sar., 2002). Sli¢no tome i u naSem ispitivanju
pokazali smo da pacijentkinje sa karcinomom dojke imaju statisticki znacajno veéu
prosecnu aktivnost CAT u tumorskom tkivu u poredjenju sa peritumorskim tkivom.
Pra¢enjom aktivnosti CAT u odnosu na stadijum bolesti pacijentkinja pokazali smo da se
aktivnost CAT statisticki zna¢ajno smanjuje sa povecanjem stadijuma bolesti. Smanjenje
aktivnosti CAT u tumorskom tkivu uporedo sa stadijumom bolesti pacijentkinja sa
karcinomom dojke pokazao je Ray sa saradnicima (Ray i sar., 2000). Navedeni rezultat
ukazuje da bi ova aktivnost mogla biti koris¢ena u klini¢koj praksi kao marker stadijuma
bolesti pacijentkinja sa karcinomom dojke.

U nasoj studiji nije bilo razlike u aktivnosti CAT kod bolesnica u odnosu na zahvac¢enost
limfnih ¢vorova 1 u odnosu na hormonski i HER2 receptorski status. Povec¢anje RKR
udruzeno sa nedovoljnim poveéanjem enzima antioksidativne zastite dovodi do
oksidativnog stresa (Mates i sar., 1999). Novija istraZzivanja ukazuju da oksidativni stres
dovodi do povecanja enzima antioksidativne zastite Sto omogucava ¢elijama tumora da

budu rezistentnije na celijsku smrt (Halliwell, 2000). Pokazano je da postoji znacajan
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nivo ekspresije 1 aktivnosti enzima antioksidativne zastite u vecini malignih tumora,
ukljucujuéi i karcinom dojke (Skrzydlewska i sar., 2001; Kumaraguruparan i sar., 2002).
Pokazano je da terapija Tamoksifenom znacajno redukuje nivo i aktivnost enzima
antioksidativne zastite kod postmenopauzalnih pacijentkinja sa karcinomom dojke
(Thangaraju i sar., 1998). Celije karcinoma koje imaju poveéanu aktivnost enzima
antioksidativne zaStite citotoksi¢ni limfociti teZze prepoznaju i tako izbegavaju imunski
odgovor. Nasi rezultati ukazuju da povecanje aktivnosti enzima antioksidativne zastite
udruzeno sa razvojem karcinoma dojke omogucava selektivan rast i umnoZavanje
tumorskih ¢elija u poredjenju sa okolnim peritumorskim ¢elijama.

U prethodno publikovanoj studiji autori su pokazali da je veca aktivnost SOD u
tumorskom u odnosu na peritumorko tkivo (Kumaraguruparan i sar., 2002). Takodje,
pokazano je da postoji povecanje aktivnosti totalne i mitohondrijalne SOD zajedno sa
njihovom prekomernom ekspresijom u tumorskom tkivu pacijentkinja sa karcinomom
dojke (Liu i sar., 1997). Rezultati naSeg istraZzivanja pokazuju da je aktivnost
mitohondrijalne izoforme veéa u odnosu na citosolnu izoformu i u odnosu na
peritumorsko tkivo, Sto je u saglasnosti sa rezultatima prethodno navedene studije.
Takodje, potvrdjena je povecana ekspresija IRNK SOD u tumorskom tkivu pacijentkinja
sa karcinomom dojke (Li i sar., 1998). Medjutim, u naSem istrazivanju pokazali smo da
nema razlike u aktivnosti SOD izmedju tumorskog i peritumorskog tkiva, sto se moze
objasniti malim brojem ispitanica.

Takodje, nije pokazana razlika u aktivnosti SOD kod bolesnica u odnosu na zahvac¢enost
limfnih ¢vorova i u odnosu na stadijum bolesti. Aktivnost SOD kod pacijentkinja sa
pozitivnim hormonskim statusom je bila veca u odnosu na pacijentkinje sa negativnim
hormonskim statusom, iako izmedju njih nije bilo statisticke znacajnosti. Takodje, slicno
naSem rezultatu, Tsanou sa autorima je pokazao da iako nije bilo statisticke znacajnosti,
visoka ekspresija SOD je bila ¢eS¢e prisutna kod hormonski pozitivnih pacijentkinja sa
karcinomom dojke u odnosu na hormonski negativne tumore (Tsanou i sar., 2004).

U naSem ispitivanju pokazali smo da pacijentkinje sa HER pozitivnim receptorskim
statusom imaju statisticki znacajno vecu prosecnu aktivnost SOD u poredjenju sa HER2

negativnim pacijentkinjama. NaSi rezultati ukazuju da su moZda izraZzene invazivne i
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metastatske karakteristike HER2 pozitivnih tumora delimi¢no posredovane povecanjem
aktivnosti antioksidativnih enzima.

Pokazano je da je veéi denzitet parenhima povezan sa nastankom karcinoma dojke, ali
patofizioloSka osnova povezanosti mamografske gustine sa karcinomom dojke jo$ uvek
nije objasnjena (Ursin i sar., 2005). Prema nekim studijama, visok proliferativni indeks i
visok mitotski indeks su povezani sa ve¢im procentom denziteta parenhima (Boyd i sar.,
2005). Do sada nijedno istrazivanje nije ispitivalo povezanost enzima (LDH, SOD i
CAT) sa procentom denziteta parenhima. U naSem istrazivanju pokazali smo da je
povecani denzitet parenhima (struktura dojki ACR3 i ACR4) povezan sa aktivno$¢u
enzima, vaznih u patogenezi i progresiji karcinoma dojke, u tumorskom tkivu.

U ovoj studiji, prikazali smo da su mamografije na kojima se vidi tkivo sa pove¢anim
denzitetom parenhima povezane sa vecom aktivnos¢u LDH u tkivu pacijentkinja sa
karcinomom dojke. U tom smislu, prikazano je da 23.9% vecu aktivnost LDH u tkivu
(indeks tumorsko/peritumorsko tkivo) imaju bolesnice sa karcinomom dojke sa ACR4
strukturom dojki, mada razlika nije bila statisticki znacajna. Ispitivali smo povezanost
indeksa koji je predstavljao koli¢nik enzimske aktivnosti u tumorskom tkivu i aktivnosti
u peritumorskom tkivu sa denzitetom parenhima, zato Sto se denzitet parenhima odnosi
na celu dojku. U grupi ispitivanih pacijentkinja, nasli smo da pacijentkinje sa ve¢im
denzitetom parenhima predominantno boluju od duktalnog invazivnog karcinoma, dok
pacijentkinje sa manje glandularnog tkiva imaju uglavnom lobularni kancer dojke. Ovi
rezultati se slazu sa ve¢ publikovanim studijama, koje su pokazale da se lobularni
kacinom dojke najceSc¢e javlja kod postmenopauzalnih zena, koje imaju manje
glandularnog tkiva (Fu i sar., 1998).

Pozitivan receptorski HER2 status se nalazi u 10-20% bolesnica sa karcinomom dojke i
povezan je sa loSom prognozom i ranom pojavom metastaza (Filipits i sar., 2011). U
naSem istrazivanju, nismo nasli povezanost HER2 statusa i mamografskih nalaza (senke
sa ili bez udruzenih kalcifikacija, suspektne grupisane kalcifikacije, fokalna asimetrija,
naruSena arhitektonika). Medjutim, Seo i grupa autora su nasli da su HER2 pozitivni
karcinomi dojke povezani sa suspektnim grupisanim kalcifikacijama (Seo i sar., 2006).
Prethodna istrazivanja su pokazala da su grupisane kalcifikacije na mamogramima

prediktivni parametri za loSu prognozu pacijentkinja sa karcinomom dojke (Tabar i sar.,
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2004). U naSoj studiji, grupisane kalcifikacije imalo je 40% pacijentkinja sa HER2
pozitivnim karcinomima dojke, dok je 15% pacijentkinja sa HER negativnim tumorima
imalo grupisane kalcifikacije na mamogramima, iako ova povezanost nije bila statisticki
znacajna (p=0.06).

NaSi rezultati govore u prilog hipotezi da proliferacija stromalnih i epitelnih Celija utice
na stvaranje veceg denziteta tkiva dojke, tj. glandularnog tkiva (Boyd i sar., 2005). LDH
omogucava c¢elijama karcinoma dojke da proliferiSu u uslovima hipoksije (Fantin i sar.,
2006) i povecana aktivnost LDH moze delimi¢no uzrokovati povecanje denzitet
parenhima u tkivu dojke. Novije studije su pokazale da LDH igra vaznu ulogu u razvoju
mehanizma rezistencije ¢elija karcinoma dojke na Taksol, najznacajnijeg leka u terapiji
karcinoma dojke. Takodje, smatra se da je povecana aktivnost LDH u tumorskom tkivu
povezana sa agresivnim fenotipom karcinoma dojke (Zhou i sar., 2010). Iz tih razloga,
odredjivanje LDH aktivnosti bi moglo pruziti dodatne informacije o fenotipu karcinoma
dojke, kao i o biologiji ove bolesti. U naSem istrazivanju pokazali smo da pacijentkinje sa
senkama na mamogramima imaju veéu aktivnost LDH u tumorskom tkivu, kao i u
indeksu tumorskog tkiva (odnos tumorsko/peritumorsko tkivo) u poredjenju sa
pacijentkinjama koje su imale fokalnu asimetriju ili narusenu arhitektoniku. Stavise,
pacijentkinje sa spikuliranim senkama imaju znacajno vecu aktivnost LDH u tkivu u
poredjenju sa pacijentkinjama koje su imale fokalnu asimetriju ili narusenu arhitektoniku.
Pacijentkinje sa karcinomom dojke koje su imale senke sa neoStrom konturom na
mamografijama imale su zna¢ajno veéu aktivnost LDH u tkivu u odnosu na pacijentkinje
koje su imale fokalnu asimetriju ili naruSenu arhitektoniku.

Navedeni rezultati sugeriSu povezanost histoloSkih parametara sa radioloSkim
karakteristikama pacijentkinja sa karcinomom dojke, tacnije povezanost mamografskih
karakteristika sa procesima proliferacije i anaerobnog metabolizma, glavnih
karakteristika ¢elija kancera. Medjutim, nismo nasli povezanost izmedju aktivnosti LDH
u tumorskom tkivu i prisustva grupisanih kalcifikacija na mamografijama, iako je grupa
ispitivanih pacijentkinja sa kalcifikacijama bila mala. NaSi podaci koji pokazuju da se
aktivnost LDH u tkivu povecava sa povecanjem BIRADS kategorije na mamografijama,
ukazuju da je veca BIRADS kategorija povezana sa agresivnim podtipom karcinoma

dojke. Neke studije koje su ispitivale povezanost histopatoloSkih markera sa
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mamografskim karaketristikama pokazuju da ova istraZzivanja pomazu u razumevanju
biologije karcinoma dojke (Wang i sar., 2008).

Nekoliko publikovanih studija pokazale su da pokazatelji oksidativnog stresa, enzimi u
benignom tkivu uti¢u na povecanje denzitet parenhima (Hong i sar., 2004). Takodje,
pokazano je da je povecana aktivnost antioksidativnih enzima, kao §to su CAT i SOD u
tkivu karcinoma dojke. Ovi rezultati nam sugeriSsu da maligne c¢elije povecanjem
aktivnosti antioksidativnih enzima uspevaju da izbegnu proces apoptoze i na taj nacin
pomazu procese invazije i metastaziranja (Halliwell, 2000). U naSem istrazivanju, nije
bilo znacajne povezanosti izmedju SOD aktivnosti i BIRADS Kkategorije, iako su
pacijentkinje sa BIRADS 5 kategorijom imale ve¢u, mada ne znacajno vecu aktivnost
SOD u tumorskom tkivu u poredjenju sa bolesnicama sa BIRADS 4c, 4a i 4b.
Pacijentkinje sa spikuliranim senkama na mamografijama imale su znacajno nizu
aktivnost CAT u tkivu u poredjenju sa pacijentkinjama sa senkama neoStre konture.
Stavise, pokazali smo da se aktivnost CAT u tkivu smanjuje sa poveéanjem BIRADS
kategorije na mamografijama. Navedeni rezultati su u saglasnosti sa prethodnim
studijama koje su pokazale povecanje aktivnosti SOD i smanjenje aktivnosti CAT u tkivu
karcinoma dojke, kao i njihovu povezanost sa agresivnim fenotipom karcinoma dojke
(Kattan i sar., 2008).

Gore navedeni rezultati sugeriSu da odredjivanje povezanosti LDH i CAT u tumorskom
tkivu sa mamografskim karakteristikama moze pomo¢i u definisanju grupe pacijentkinja
sa agresivnijim podtipom karcinoma dojke. Obzirom da se aktivnost LDH, pokazatelja
anaerobnog metabolizma, statisticki znacajno povecava, a aktivnost CAT znacajno
smanjuje sa povecanjem BIRADS kategorije, ovi rezultati sugeriSu da tumori
klasifikovani kao BIRADS 5 imaju agresivniji fenotip.

U novije vreme ispituje se aktivnost MMP-2 i MMP-9 u tumorkom tkivu pacijentkinja sa
karcinomom dojke kao moguéi molekularni markeri invazivnosti tumora i kao moguce
mete terapeutika (Zucker i sar., 1999). U ovom istrazivanju smo pokazali da postoji
znacajno povecanje prosecne aktivnosti proMMP-2, aMMP-2, proMMP-9 i aMMP-9
detektovane u tumorskom tkivu pacijentkinja sa karcinomom dojke u odnosu na aktivnost
ovih enzima u odgovaraju¢em peritumorskom tkivu. Sli¢ni rezultati su dobijeni u

nekoliko prethodnih istrazivanja (Jinga i sar., 2006). U naSem istrazivanju pokazali smo
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da postoji statisticki znacajno povecanje prosecne aktivnosti proMMP-2, aMMP-2,
proMMP-9 i aMMP-9 u tumorskom tkivu sa povecanjem klinickog stadijuma
pacijentkinja sa karcinomom dojke. Povecanje aktivnosti MMP-2 i MMP-9 u tumorskom
tkivu sa povecanjem klinickog stadijuma sugeriSse da bi navedeni enzimi mogli biti
koris¢eni u klinickoj praksi kao markeri stadijuma pacijentkinja sa karcinomom dojke.
Takodje smo pokazali da pacijentkinje sa ve¢om primarnom veli¢inom tumora (T3 ili T2)
imaju znacajno vece aktivnosti proMMP-2 i aMMP-2 u tumorima u poredjenju sa
pacijentkinjama sa tumorima manje veli¢ine (T1). Interesantno je da povecanje aktivnosti
proMMP-9 i aMMP-9 u tumorskom tkivu viSe korelira sa pove¢anjem veli¢ine tumora u
odnosu na aktivnost MMP-2. Li sa koautorima je pokazao da se ekspresija MMP-2,
detektovana metodom imunohistohemije, znacajno povecava sa povecanjem veli¢ine
tumora (Li i sar., 2004).

U naSem istraZivanju pokazali smo da pacijentkinje sa metastaskim limfnim ¢vorovima
imaju znacajno vece prosecne aktivnosti proMMP-2, aMMP-2 i aMMP-9 u odnosu na
pacijentkinje bez zahvacenih limfnih ¢vorova. U jednoj prethodnoj studiji pokazano je da
aktivnost MMP-9, merena zelatin zimografijom, korelira sa brojem limfnih ¢vorova
zahvaéenim metastatskim procesom, §to je u saglasnosti sa naSim rezultatima (Hirvonen i
sar, 2003). Svi navedeni rezultati sugerisu da MMP-2 i MMP-9 igraju vaznu ulogu u
progresiji karcinoma dojke.

lako markeri kao Sto su estrogenski i progesteronski receptorski status imaju ograni¢enu
vrednost kao nezavisni prognosti¢ki parametri, oni mogu u kombinaciji sa drugim
markerima predstavljati prediktivne parametre za procenjivanje odgovora na terapiju (Ali
I sar., 2011). Medjutim, naSa istrazivanja su pokazala da je negativan steroidni
receptorski status povezan sa povecanjem aktivnosti aMMP-2 i aMMP-9 u tumorskim
tkivima. Negativan hormonski status kao vazan faktor rizika u karcinomu dojke, ispitivan
je u vise istrazivanja i Talvensaari-Mattila je sa saradnicima pokazao da MMP-2
negativnost moze sluziti kao marker za dobru prognozu kod pacijentkinja sa karcinomom
dojke sa negativnim hormonskim statusom (Talvensaari-Mattila i sar., 2003; Rahko i sar.,
2004). Navedena istrazivanja su u saglasnosti sa nasSim rezultatima i indikuju da MMP-2 i
MMP-9 igraju vaznu ulogu u procesima invazije i migracije hormonski negativnih

tumora.
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Uticaj HER2 ekspresije na invazivnost tumorskih ¢elija ostvaruje se delimic¢no
poveéanjem MMP-2 i MMP-9 ekspresije i njihove proteoliticke aktivnosti (Banerjee i
Smith, 2010). U naSim istrazivanjima nismo nasli znacajnu razliku u aktivnosti aMMP-2
izmedju HER2 pozitivnih i negativnih tumora, iako su pacijentkinje sa HER2 pozitivhim
tumorima imale povecanu aktivnost aMMP-2.

Luminalni A tumori predstavljaju uglavnom dobro diferentovane tumore, sa niskim
proliferativnim indeksom i dobrom prognozom. Nacin metastatskog Sirenja bazaloidnog
tipa tumora se veoma razlikuje u odnosu na luminalni A tip tumora: utvrdjeno je da
bazaloidni tumori redje metastaziraju u aksilarne limfne ¢vorove, favorizuju
metastaziranje hematogenim putem i imaju loSu prognozu (Weigelt i Reis-Filho, 2009).
Istrazivanja su pokazala da proMMP-2 direktno reguliSe angiogenezu i razgradnja
kolagena tipa IV pomo¢u MMP-2 otkriva mesto u kolagenu za koje se vezuje avf3
integrin na povrSini novonastalih krvnih sudova (Hornebeck i sar., 2002). Navedena
istraZzivanja su u saglasnosti sa naSim istrazivanjima, koja su pokazala da bazaloidni
tumori, sa agresivnijom angiogenezom imaju povecanu aktivnost proMMP-2 u odnosu na
luminalne A tumore. U tom smislu, veéa aktivnost proMMP-2 kod bazaloidnih tumora
ukazuje da MMP-2 ucestvuje u hematogenom Sirenju bazaloidnog karcinoma dojke.

U nekoliko eksperimentalnih istraZzivanja pokazano je da ¢elije strome produkuju MMP-2
I MMP-9 (Guo i Giancotti, 2010). U naSem istrazivanju pokazali smo znacajnu aktivnost
MMP-2 i -9 u peritumorskom tkivu tumora, iako na nizem nivou u odnosu na tumorsko
tkivo. Pokazano je da celije kancera mogu stimulisati parakrinim putem tj. sekrecijom
interleukina, interferona i faktora rasta ¢elije strome u peritumorskom tkivu da sintetiSu
MMP-2 i MMP-9 (Guo i Giancotti, 2010). U tom smislu, u ovom istrazivanju smo
pokazali da postoji povecana aktivnost Zelatinaza u peritumorskom tkivu kod tumora sa
negativnim steroidnim receptorima. Takodje, pokazali smo da bazaloidni tumori imaju
povecanu aktivnost aMMP-2 u peritumorskom tkivu. Gore navedeni rezultati ukazuju da
poveéana aktivnost aMMP-2 delimi¢no objasnjava izrazene invazivne i angiogenezne
karakteristike bazaloidnih tumora dojke. Nadalje, naSa istrazivanja ukazuju da je
regulacija aktivnosti MMP-2 verovatno nezavisna od steroidnih hormona. U tom smislu,
dodatna biohemijska istrazivanja u peritumorskom tkivu pruzila bi bolji uvid u

razumevanje agresivne biologije bazaloidnih karcinoma dojke.
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NaSsi rezultati pokazuju da Zelatinaze mogu biti razmatrane kao vazni markeri dijagnoze i
staZiranja pacijentkinja sa karcinomom dojke. Povec¢ana aktivnost aMMP-2 i aMMP-9 u
tumorskom tkivu pacijentkinja sa negativnim hormonskim receptorima implicira da
aktivnost aMMP-2 i aMMP-9 moze biti klinicko-patoloski marker koji bi pomogao
stratifikaciju pacijentkinja sa hormonski negativnim karcinomom dojke. Takodje,
poveéana aktivnost MMP-2 u tumorskom i peritumorskom tkivu bazaloidnih tumora
ukazuje da MMP-2 ucestvuje u agresivnoj prirodi bazaloidnih kancera. Merenjem MMP
u primarnim karcinomima mozemo pomo¢i dizajniranje novih MMP inhibitora za
terapiju ove maligne bolesti.

Dugo se smatralo da TIMP1, kao inhibitor MMP deluje kao antitumorski marker,
medjutim brojne studije su pokazale da TIMP1 ima stimulativna dejstva na tumor. U
novije vreme ispituje se ekspresija TIMP1 u tumorkom tkivu pacijentkinja sa
karcinomom dojke kao mogu¢ marker prognoze i1 odgovora na hemioterapiju
(Nakopoulou i sar., 2003; Brummer i sar., 1999). U ovom istraZivanju smo pokazali da
postoji znacajno povecanje ekspresije TIMP1 detektovane u tumorskom tkivu
pacijentkinja sa karcinomom dojke u odnosu na njegovu ekspresiju u odgovaraju¢em
peritumorskom tkivu. Isti rezultati dobijeni su u nekoliko prethodnih istraZzivanja (Rahko
i sar., 2009). Druge studije su pokazale da je ekspresija TIMP1 povecéana u tkivu kancera
dojke u poredjenju sa benignim ili normalnim tkivom dojke (Brummer i sar., 1999;
Nakopoulou i sar., 2002). Pored toga, utvrdjeno je da je ekspresija iRNK i proteina
TIMP1 statisticki znacajno veca u malignom u odnosu na benigno tkivo dojke. Ekspresija
TIMP1 se povetava sa povecCanjem stepena agresivnosti karcinoma (Gonzalez i sar.,
2008). Navedeni podaci sugeriSu da merenje TIMP1 u tumorskom tkivu moze biti
dijagnosticki marker u razlikovanju malignog u odnosu na benigno tkivo dojke.

U ovom istrazivanju dobili smo rezultate koji pokazuju da postoji statisticki znacajno
povecanje ekspresije TIMP1 u tumorskom tkivu sa povecanjem Kklinickog stadijuma
pacijentkinja sa karcinomom dojke. Nadalje, pokazali smo da postoji povezanost
ekspresije TIMP1 u tumorima i velicine tumora, odnosno sa povecanjem ekspresije
TIMP1 povecava se veli¢ina tumora. Takodje, pacijentkinje sa metastaskim limfnim
¢vorovima imale su znacajno vecu ekspresiju TIMP1 u tumorskom tkivu u odnosu na

pacijenktinje bez zahvacenih limfnih ¢vorova. Obzirom da se klini¢ki stadijumi definiSu
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na osnovu veli¢ine tumora i broja zahvacenih regionalnih limfnih ¢vorova, navedeni
rezultati se mogu ocekivati. Wu sa saradnicima je pokazao da je ekspresija TIMP1
proteina u tumorima povezana sa klini¢ckim stadijumom i zahvac¢enos¢u limfnih ¢vorova
(Wu i sar., 2008), Sto je u saglasnosti sa nasim rezultatima. Medjutim, u navedenoj studiji
nije utvrdjena povezanost izmedju veli¢ine tumora i ekspresije TIMP1 u tumorima. U
navedenoj studiji ekspresija TIMP1 je merena metodom imunohistohemije, Sto
objasnjava razliku u rezultatima izmedju njihovog i naSeg istrazivanja. Svi navedeni
rezultati sugerisu da je TIMP1 ukljucen u procese invazije i metastaziranja tumora i da se
moZe koristiti kao parametar staZiranja bolesti.

Biologija karcinoma dojke sa negativnim steroidnim hormonskim statusom se sve vise
istrazuje (Weigelt i Reis-Filho, 2009). Medjutim, naSa istrazivanja su pokazala da nema
statisticki znacajne razlike u ekspresiji TIMP1 u tumorskim tkivima kod pacijentkinja sa
negativnim i pozitivnim steroidnim receptorskim statusom, iako su pacijentkinje sa
negativnim statusom imale vecu ekspresiju TIMPI. Druge studije su dobile rezultate
slicne naSim, naime nije bilo povezanosti ER ili PR sa ekspresijom TIMP1, iako su
pacijentkinje sa ER negativnim receptorima imale veci nivo ekspresije TIMP1 (Wu i sar.,
2008).

HER2 kao znacajan parametar prognoze pacijentkinja sa karcinomom dojke ispitivali
smo u odnosu na ekspresiju TIMP1. U naSim istrazivanjima nismo nasli statisticki
znacajnu razliku u ekspresiji TIMP1 izmedju HER2 pozitivnih i negativnih tumora, iako
su pacijentkinje sa HER2 pozitivnim tumorima imale povec¢ani nivo ekspresije TIMP1.
Nasi rezultati su u saglasnosti sa prethodno publikovanim istraZivanjima, koja su takodje
pokazala da nema razlike u ekspresiji TIMP1 kod HER2 pozitivnih i negativnih tumora
(Wurtz i sar., 2008, Wu i sar., 2008). Povezanost ekspresije TIMP1 povezana sa
progesijom bolesti, ali ne i sa ER, PR ili HER2 receptorima, sugeriSe da TIMP1 moze biti
nezavisni marker progresije bolesti kod pacijentkinja sa karcinomom dojke.

Bazaloidni karcinomi dojke imaju agresivniju angiogenezu u odnosu na ostale tipove
karcinoma dojke zbog Cega predstavljaju karcinome sa najloSijom prognozom (Weigelt i
Reis-Filho, 2009). Druge studije nisu ispitivale ekspresiju TIMP1, molekula koji pomaze
angiogenezu, u tumorskim tkivima kod bazaloidnih u poredjenju sa luminalnim A

tumorima. Nasa istrazivanja su pokazala da bazaloidni tumori pokazuju povecanu
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ekspresiju TIMP1 u poredjenju sa luminalnim A tumorima, iako razlika nije bila
statisti¢ki znacajna. Medjutim, grupa pacijentkinja sa bazaloidnim karcinomima dojke u
naSem istrazivanju je bila mala, Sto moze biti objaSnjenje za odsustvo statisticke
znacajnosti.

Pokazano je da fibroblasti i celije strome uglavnom produkuju TIMP1 (Jones i sar.,
1999). Obzirom da ekspresija TIMP1 u peritumorskom tkivu, iako manja u poredjenju sa
tumorskim, i dalje ima znacajan nivo ekspresije, $to nam sugerise da peritumorsko tkivo
ne igra pasivnu ulogu u progresiji karcinoma dojke. Podaci ukazuju da su promene u
stromi, kao i interakcija izmedju tumorskog i peritumorskog tkiva povezane sa procesima
tumorigeneze, invazije i metastaziranja. Pokazano je da inkubacija ¢elija karcinoma dojke
sa monocitima i makrofagima dovodi do povecanja ekspresije molekula uklju¢enih u
invaziju ¢elija kancera dojke (Wurtz i sar., 2008). Tumori sekretuju proteine koji pomazu
proces ,,zaceljivanja rana“ Sto dovodi do progresije tumora. RazliCito biolosko delovanje
¢elija strome delimi¢no zavisi od ekspresije TIMP1 i MMP-2 i MMP-9.

Nasi rezultati pokazuju da TIMP1 moze biti razmatran kao marker dijagnoze i staziranja
pacijentkinja sa karcinomom dojke. TIMP1 predstavlja multifunkcionalni protein koji
obzirom na svoje stimuliSu¢e efekte na tumor, moZe biti meta za nove terapeutike za
karcinom dojke.

Identifikacija molekularnih biomarkera u karcinomu dojke koji bi omogucili sigurniju
procenu rizika i prognoze ovih pacijenata, kao i identifikacija ciljnih molekula za
terapeutike, predstavljaju vazne ciljeve u le¢enju ove bolesti. STAT3 se sve vise ispituje
u karcinomu dojke jer je pokazano da je ukljuc¢en u inhibiciju apoptoze, proliferaciju,
indukciju proliferacije i angiogeneze i izbegavanje imunskog odgovora. U naSem
istrazivanju pokazali smo da maligno tkivo dojke ima statisticki znac¢ajno veci nivo
ekspresije pPSTAT3 proteina u odnosu na okolno peritumorsko tkivo. Na$ rezultat je u
saglasnosti sa prethodno publikovanim studijama koje su pokazale da je nivo ekspresije
pSTAT3 u tumorskom tkivu dojke, meren imunohistohemijom, visoko statisticki
znacajan u poredjenju sa okolnim normalnim tkivom (Berclaz i sar., 2001; Diaz i sar.,
2006). Posledice STAT3 aktivacije u normalnim i malignim ¢elijama su razlic¢ite. Na$

rezultat sugeriSe da aktivacija STAT3 moze biti dijagnosti¢ki marker za karcinom dojke.
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U ovom istraZzivanju pokazali smo da nema statisticki znacajne razlike u ekspresiji
pPSTAT3 u tumorskom tkivu bolesnica sa karcinomom dojke u razli¢itim klinickim
stadijumima. U saglasnosti sa navedenim rezultatom, nije bilo statisticki znacajne razlike
u ekspresiji pSTAT3 u tumorima kod pacijentkinja sa razli¢itom veli¢inom tumora.
Takodje, nije bilo razlike u ekspresiji pPSTAT3 u tumorskom tkivu izmedju pacijentkinja
sa metastatskim limfnim ¢vorovima i onih bez zahvacenih limfnih ¢vorova. Takodje,
slicne rezultate je dobio Berclaz sa saradnicima, iako je pSTAT3 ekspresija pracena
imunohistohemijom (Berclaz i sar., 2001). Obzirom da nema povezanosti izmedju
ekspresije pSTAT3 sa veli¢inom tumora i zahvaceno$¢u limfnih ¢vorova, moguce je da
se aktivacija STAT3 puta deSava rano u procesu nastanka kancera dojke.

Poslednjih godina pokazano je da je STAT3 onkogen koji je konstitutivno eksprimiran u
karcinomu dojke (Dolled-Filhart i sar., 2003). Pored toga, pokazano je da Src kinaze
delimi¢no aktiviraju¢i STAT3 transformisu celije porekla epitela dojke (Diaz i sar.,
2006). Sa druge strane, aktivacija Src je odgovorna za HER2 posredovani migratorni
potencijal ¢elija kancera dojke. Druge studije su pokazale da HER2 aktivira STAT3
signalni put (Proietti i sar., 2009). U naSem istrazivanju, pacijentkinje sa karcinomom
dojke sa prekomernom ekspresijom HER2 imaju znafajno vecu ekspresiju pSTAT3 u
poredjenju sa pacijentkinjama sa HER2 negativnim receptorskim statusom. Diaz N sa
saradnicima je dobio rezultate slicne naSim, pokazavs$i znacajno veci nivo ekspresije
pSTAT3 i Src kod pacijentkinja sa HER2 pozitivnim tumorima u poredjenju sa HER?2
negativnim pacijentkinjama (Diaz i sar., 2006).

Druge studije su pokazale da su PR i ER pozitivnost tumorskih linija kancera dojke
povezane sa aktivacijom STAT3 (Diaz i sar., 2006). Iz tih razloga, ispitivali smo
ekspresiju pSTAT3 kod pacijentkinja sa karcinomom dojke sa pozitivnim i negativnim
steroidnim receptorskim statusom i pokazali da obe grupe pacijentkinja imaju isti nivo
ekspresije pSTAT3. Nas rezultat je u saglasnosti sa drugim istraZivanjima, koja su merila
ekspresiju pSTAT3 metodom imunohistohemije, posebno u jedru i posebno u citoplazmi
(Sato i sar., 2011). Treba imati u vidu da su nasi rezultati dobijeni metodom imunoblota,
iako i imunohistohemija i imunoblot predstavljaju semikvantitativne metode.

Kao novi prediktivni marker pSTAT3 je ispitivan u nekoliko studija. Pokazano je da

ekspresija pSTAT3 u celijskom lizatu tumorskih ¢elija korelira sa boljim
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prezivljavanjem, ve¢im procentom petogodiSnjeg prezivljavanja u grupi karcinoma dojke
sa niskim gradusom diferencijacije (Berclaz i sar., 2001; Sato i sar., 2011). Prema novoj
molekularnoj klasifikaciji pokazano je da luminalni A tumori imaju najbolju prognozu,
kao i najbolji odgovor na hemioterapiju (Weigelt i Reis-Filho, 2009). U naSem
istraZzivanju uoceno je da luminalni A tumori imaju statisticki znafajno veéi nivo
ekspresije pSTAT3 u poredjenju sa pacijentkinjama sa bazaloidnim tipom tumora. NaSi
rezultati ukazuju da je aktivacija STAT3 karakteristika luminalnog A tipa tumora, tumora
sa manjim invazivnim i metastatskim potencijalom. Na osnovu navedenih rezultata
proizilazi zaklju¢ak da aktivacija STAT3 signalnog puta ima ulogu u procesima
kancerogeneze, regulacije apoptoze i proliferacije ¢elija kancera dojke, ali da je ve¢i nivo
ekspresije pPSTAT3 povezan sa manje agresivniim luminalnim A tumorima dojki, koji su
povezani sa boljim prezivljavanjem. U tom smislu, novosintetisani inhibitori STAT3
signalnog puta mogli bi na¢i primenu u terapiji pacijentkinja sa luminalnim A i HER2
pozitivnim karcinomima dojKki.

Bcl-2 je protein lociran u citoplazmi koji je ukljucen u procese ¢celijske smrti i nastanka
tumora; omogucava prezivljavanje celija van deobe i1 sprecava deobu celija. Tokom
razvoja organizma, Bcl-2 je eksprimiran u svim tkivima, dok je kod odraslih eksprimiran
samo u proliferiSu¢im ¢elijama (Green, 2005). Kada je u pitanju kancer dojke, Bcl-2 je
generalno eksprimiran u 60-80% invazivnog kancera dojke (Zhang i sar., 1997). U
uzorcima kancera dojke, Bcl-2 ekspresija je povezana sa dobro diferentovanim kancerima
dojke i niskim proliferativnim statusom (Green, 2005). Nekoliko studija sugeriSu da
izbegavanje celijske smrti, uzrokovano povecenom ekspresijom Bcl-2, omogucava
akumulaciju genskih mutacija koje mogu biti vazne za metastatski potencijal kancera
dojke (Sierra i sar., 2000).

U naSem istraZivanju smo pokazali da je ekspresija Bcl-2 znac¢ajno veca u peritumorskom
u poredjenju sa tumorskim tkivom pacijentkinja sa kancerom dojke. Zhang sa
saradnicima je takodje pokazao da je ekspresija Bcl-2 veca u peritumorskom tkivu, ali i
¢eS¢a (100%) u odnosu na tumorsko (79%) (Zhang i sar., 1997). U saglasnosti sa
prethodnom studijom, naSi rezultati su pokazali da je procenat ekspresije Bcl-2 u
peritumorskom tkivu (100%) bio veéi u poredjenju sa tumorskim (89%). Publikovane

studije su pokazale da dolazi do znafajnog smanjenja Bcl-2 tokom evolucije od zdravih
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¢elija epitela dojke kancera i od intraduktalnih kancera do invazivnih kancera dojke (Gee
i sar., 1994; Zhang i sar., 1997). Navedeni rezultati ukazuju da je niZi nivo ekspresije Bcl-
2 povezan sa procesima kancerogeneze i progresije kancera dojke.

Nasi rezultati su pokazali da nije bilo razlike u ekspresiji Bcl-2 u tumorskom tkivu
izmedju razli¢itih stadijuma bolesti, iako su pacijentkinje u uznapredovalom III stadijumu
imale nizZi nivo ekspresije Bcl-2. Takodje, nije bilo razlike u ekspresiji Bcl-2 izmedju
tumora razlicite veli¢ine, kao 1 izmedju pacijentkinja sa tumorskim ¢elijama infiltrisanim
i neinfiltrisanim limfnim c¢vorovima. Slicni rezultati prikazani su u prethodno
publikovanoj studiji (Zhang i sar., 1997). U jednoj studiji koja je radjena na velikom
broju ispitanica pokazano je da su tumori manje veli¢ine bili povezani sa nizom Bcl-2
ekspresijom (Callagy i sar., 2006). Mehanizam negativne regulacije Bcl-2 tokom
progresije kancera dojke i dalje je nepoznat. Utvrdjeno je da je ekspresija Bcl-2 negativno
regulisana protonkogenom p53. In vitro sudije su pokazale da mutant p53 moze smanjiti
transkripciju Bcl-2 vezujuéi se za Bcel-2 promotor (Zhang i sar., 1997).

Analiza ekspresije Bcl-2 pokazala je da su pacijentkije sa pozitivnim ER i/ili PR
receptorima imale znacajno veci nivo ekspresije Bcl-2 u tumorskom tkivu u poredjenju sa
pacijentkinjama sa negativnim hormonskim receptorima. Nasi rezultati su u saglasnosti sa
prethodno publikovanom studijom koja je pokazala da je Bcl-2 ekspresija povezana sa
ER pozitivnim pacijentkinjama koje su imale nezahvacene limfne ¢vorove (Yang i sar.,
1999). Podaci iz literature pokazuju da nedostatak polnih steroidnih hormona stimulise
apoptozu u c¢elijama kancera dojke (Krajewski i sar., 1999). Takodje, pokazano je da
estrogen moze da poveca ekspresiju Bcl-2 u ER-pozitivnim ¢elijskim linijama kancera
dojke. Ubrzavanje celijske smrti povezano je sa gubitkom Bcl-2 kod hormonski
negativnih tumora dojki. Podaci ukaziju da ekspresija Bcl-2 ima znacajnu ulogu u
biologiji ER zavisnih kancera dojki. Nasi rezultati sugeriSu, imaju¢i u vidu povezanost
hormonski pozitivnih tumora sa ekspresijom Bcl-2, da bi ispitivanje ekspresije Bcl-2 bio
znacajan parametar u stratifikaciji pacijentkinja sa pozitivnim steroidnim hormonskim
statusom.

Nasuprot hormonski zavisnim tumorima, nije bilo statisticki znacajne razlike u ekspresiji
Bcl-2 u tumorima izmedju pacijentkinja sa HER2 pozitivnim i negativnim tumorima,

lako su HER2 zavisni tumori imali nizi nivo ekspresije Bcl-2. Rezultati slicni nasim
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dobijeni su u studiji koja je pokazala da nije bilo povezanosti izmedju Bcl-2 ekspresije i
HER2 ekspresije (Callagy i sar., 2006). Jedno od objasnjenja je da je Bcl-2 ekspresija
nezavisna od HER2 aktivnosti. Dodatna ispitivanja signalnih puteva u buduénosti ¢e
razjasniti ulogu Bcl-2 u HER2 zavisnim tumorima dojki.

Ekspresija Bcl-2 kao Sto je ve¢ re¢eno, predstavlja znacajan marker prognoze i predikcije
i njegova povecana ekspresija je povezana sa desetogodisnjim preZivljavanjem
pacijentkinja sa kancerom dojke. Takodje, pacijentkinje sa luminalnim A tumorima
predstavljaju najpovoljniju prognosticku grupu, kako je pokazano u viSe studija. NaSi
rezultati su pokazali da pacijentkinje sa luminalnim A tumorima imaju znacajno veéi nivo
ekspresije Bcl-2 u poredjenju sa bazaloidnim tumorima. Laurinavicius sa saradnicima je
pokazala slicno naSim rezultatima, povezanost luminalnih A tumora sa vecom
ekspresijom Bcl-2 na velikom broju ispitanica (Laurinavicius i sar., 2012). NaSi rezulatati
sugeri$u da je povecana ekspresija Bcl-2 uklju¢ena u patogenezu luminalnih A tumora sa
dobrom prognozom.

Obzirom da je pokazano da je ekspresija Bcl-2 povezana sa dobro diferentovanim
tumorima dojke, koji imaju niski proliferativni indeks, sa hormon-zavisnim tumorima i
luminalnim A tumorima, moze se zakljuciti da je merenje ekspresije Bcl-2 kod
lokoregionalnih pacijentkinja sa kancerom dojke znaCajan parametar u odredjivanju
grupa pacijentkinja sa manjim stepenom rizika.

Pokazano je da je gen za CDND1 amplifikovan u 15-20% tumorskih tkiva, dok je
ekspresija ciklina D1 prisutna u 50% tumora kancera dojki (Reis-Filho i sar., 2006). U
naSem istrazivanju ciklin D1 je detektovan u 60% slucajeva metodom imunoblota. U
svim publikovanim istrazivanjima kori§¢ena je metoda imunohistohemije dok smo mi
koristili metodu imunoblota, $to moze biti objasnjenje za razliku u procentu detektovanja
ciklina D1. Pored toga, pokazali smo da tumorsko tkivo ima vec¢i nivo ekspresije ciklina
D1 u poredjenju sa peritumorskim tkivom ispitivanih pacijentkinja. Sli¢ne rezultate,
dobio je Lin H sa saradnicima pokazavsi znacajno veci nivo ekspresije ciklina D1 u
malignim lezijama u poredjenju sa okolnim peritumorskim tkivima (Lin i sar., 2013).
Takodje, dokazano je da se povecana ekspresija ciklina D1 nalazi u tkivima raznorodnih

kancera kao Sto su karcinom pluca, beSike, larinksa, ovarijuma u poredjenju sa
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peritumorskim tkivima (Barnes, 1997). lako uloga ciklina D1 nije potpuno razjasnjena,
rezultati ukazuju da ima vaznu ulogu u kontroli rasta tumora.

U naSem istrazivanju pokazali smo da sa povec¢anjem klini¢kog stadijuma nivo ekspresije
ciklina D1 se smanjuje. Nasi rezultati su sli¢ni prethodno publikovanoj studiji u kojoj je
pokazano da je povecana ekspresija ciklina D1 povezana sa manjom veli¢inom tumora
(Lee i sar., 2007). Smanjenje ekspresije ciklina D1 sa poveéanjem klini¢kog stadijuma
karcinoma dojke je nov rezultat, jer do sada nijedna studija nije ispitivala klinicki
stadijum u odnosu na ekspresiju ciklina D1. Nasuprot veli¢ini tumora, u nasem
istrazivanju nije bilo razlike u ekspresiji nivoa ciklina D1 izmedju pacijentkinja sa
tumorom infiltrisanim i neinfiltrisanim limfnim ¢vorovima. Druge studije su pokazale da
nema povezanosti izmedju ekspresije ciklina D1 i statusa limfnih évorova (Lin i sar.,
2013; Lee i sar., 2007). Navedeni rezultati sugeriSu da se ekspresija i aktivacija ciklina
D1 deSava u ranom lokoregionalnom kanceru dojke.

Pokazano je u in vivo i in vitro studijama da ciklin D1 posreduje u proliferaciji ¢elija
epitela dojke indukovanoj estrogenom i progesteronom, Sto je veoma vazno za
proliferaciju ¢elija kancera dojke (Yang i sar., 1999). Takodje, istrazivanja su pokazala da
pacijentkinje sa pove¢anom ekspresijom ciklina D1 i ER u tumorima imaju bolji odgovor
na Tamoksifen u poredjeju sa pacijentkinjama koje nemaju eksprimiran ciklin D1 (Lin i
sar., 2013). Iz tih razloga, ispitivali smo ekspresiju ciklina D1 i pokazali da pacijentkinje
sa pozitivnim estrogenskim i progesteronskim receptorima imaju znacajno veéu
ekspresiju u poredjenju sa pacijentkinjama sa negativnim steroidnim hormonskim
receptorima. Nasa istraZivanja su u saglasnosti sa nekoliko publikovanih studija koje su
pokazale povezanost ekspresije ciklina D1 sa pozitivnosc¢u estrogenskih i progestronskih
receptora kod pacijentkinja sa kancerom dojki (Lin i sar., 2013; Lee i sar., 2007).
Pokazano je da se ciklin D1 vezuje za ER zajedno sa kofaktorom SRC-1 i aktivira ga
(Watts i sar., 1995). Pored toga, estrogeni aktiviraju ciklin D1 preko povecéanja
transkripcije gena za ciklin D1 (Barnes, 1997). Iz tih razloga, nasi rezultati ukazuju na
udruzenost ekspresije ciklina D1 sa prognosticki povoljnijim podtipom karcinoma dojke,
tumora male veliCine sa pozitivnim steroidnim receptorima.

Ciklin D1 je glavna meta HER2 zavisnog signalnog puta i ciklin D je vazan za delovanje

HER2. Lenferink je sa saradnicima pokazao da aktivirani HER2 moze povecati
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transkripciju gena za ciklin D1 preko Ras/MAPK signalnog puta (Lenferink i sar., 2001).
Pored toga, aktivirani HER2 moZe zaustaviti razgradnju ciklina D1 preko PI3K/Akt
signalnog puta (Lee i sar., 2007). Uzimajuéi navedene podatke u obzir, ocekivali bi
povecanu ekspresiju kod HER2 pozitivnih pacijentkinja. Medjutim, u naSem istrazivanju
nije bilo statisticki znacajne razlike u ekspresiji izmedju HER2 pozitivnih i negativnih
pacijentkinja sa karcinomom dojke. Lee A sa saradnicima je pokazao povezanost
ekspresije ciklina D1 sa pozitivnos¢u HER2 receptora pacijentkinja sa karcinomom dojke
(Lee i sar., 2007). Vecina drugih autora nije pokazala povezanost ekspresije HER2 sa
ekspresijom ciklina D1 u tumorskom tkivu ovih bolesnica (Lin i sar., 2013; Reis-Filho i
sar., 2006). U naSoj grupi pacijentkinja veoma mali broj pacijentkinja su bile HER2
pozitivne (n=9), ¢cime se moZze objasniti nedostatak znacajnosti u razlici ekspresije ciklina
D1 izmedju HER2 pozitivnih i negativnih pacijentkinja.

Nova molekularna klasifikacija karcinoma dojke dovela je do razvoja novih mogucih
panela markera u cilju definisanja visoko rizi¢nih grupa bolesnica. Pokazano je da su
bazaloidni karcinomi, grupa najagresivnijih karcinoma, povezani sa niskom ekspresijom
ciklina D1 i da ovi karcinomi nemaju amplifikaciju CCND1 gena (Reis-Filho i sar.,
2006). Nasi rezultati su u saglasnosti sa publikovanim rezultatima jer smo pokazali da
luminalni A tumori imaju statisti¢ki znacajno veci nivo ekspresije ciklina DI u
poredjenju sa bazaloidnim tumorima. Navedeni rezulatati sugeriSu da nedovoljna
ekspresija ciklina D1 omoguc¢ava razvoj agresivnog bazaloidnog karcinoma dojke.
Utvrdjeno je da pacijentkinje sa pove¢anom ekspresijom ciklina D1 1 ER u tumorima
pokazuju kompletan odgovor na Tamoksifen, zbog ¢ega se ekspresija ciklina D1 moze
koristiti u rutinskoj praksi (Lundgren i sar., 2012). Takodje, pacijentkinje sa visokom
ekspresijom ciklina D1 imaju veéu stopu prezivljavanja u odnosu na one sa niskom
ekspresijom ciklina D1 (Quintayo i sar., 2012). Ekspresija ciklin D1 u tumorskom tkivu
jeste povoljan prediktivni parametar bolesnica sa karcinomom dojke, udruzen sa
fenotipom nizeg malignog potencijala tumora dojki (luminalni A tumori), pozitivno$éu
steroidnih hormonskih receptora i manjom veli¢inom tumora. Takodje, ciklin D1 moze
biti meta za nove terapeutike, ¢ijim bi se poveéanjem omogucila transformacija

karcinoma u manje invazivne, sa boljim odgovorom na terapiju i dugim prezivljavanjem.
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6. ZAKLJUCCI

1. Aktivnost LDH se povecava uporedo sa povecanjem stadijuma bolesti $to ukazuje da
bi aktivnost LDH mogla biti koris¢ena u klinickoj praksi kao marker stadijuma bolesti
pacijentkinja sa karcinomom dojke.
-LDH 5 izoenzim je detektovan samo u tkivu karcinoma dojke, dok peritumorsko
tkivo nema navedeni izoenzim
- Veca aktivnost LDH u tumorima pacijentkinja sa HER2 negativnim receptorima
sugeriSe da LDH aktivnost u tumorima nije regulisana aktivacijom HER2.
2. Aktivnost MDH i m-MDH je statisticki znacajno veca u tumorskom tkivu u
poredjenju sa peritumorskim tkivom pacijentkinja sa karcinomom dojke.

-Vecu relativnu aktivnost MDH u tumoru imaju pacijentkinje sa infiltrisanim
LC u odnosu na pacijentkinje sa neinfiltrisanim LC aktivnost, $to nam ukazuje da bi
aktivnost MDH mogla pomoci u stratifikaciji pacijentkinja sa karcinomom dojke sa
loSom prognozom.

3. Aktivnost CAT i m-SOD je statisticki znacajno veéa u tumorskom tkivu u poredjenju
sa peritumorskim tkivom pacijentkinja sa karcinomom dojke.

-Pacijentkinje sa HER pozitivhim receptorskim statusom imaju statisticki
znacajno veéu proseCnu aktivnost SOD wu poredjenju sa HER2 negativnim
pacijentkinjama.

Nasi rezultati ukazuju da povecanje aktivnosti enzima antioksidativne zastite udruzeno sa
razvojem karcinoma dojke omogucava selektivan rast i umnozavanje tumorskih c¢elija u
poredjenju sa okolnim peritumorskim ¢elijama.

4. Povecani denzitet parenhima (struktura dojki ACR3 i ACR4) povezan je sa
aktivnos¢u LDH enzima, vaznih u patogenezi i progresiji karcinoma dojke, u tumorskom

tkivu.
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-Pacijentkinje sa senkama i spikuliranim senkama na mamogramima imaju vecu
aktivnost LDH u tumorskom tkivu u poredjenju sa pacijentkinjama koje su imale fokalnu
asimetriju ili narusenu arhitektoniku.

-Aktivnost LDH, pokazatelja anaerobnog metabolizma, statisticki znacajno se
povecava, a aktivnost CAT znacajno smanjuje sa povecanjem BIRADS kategorije, $to
sugeriSe da tumori klasifikovani kao BIRADS 5 imaju agresivniji fenotip.

5.  Prosecne aktivnosti proMMP-2, aMMP-2, proMMP-9 i aMMP-9 su vece u
tumorskom tkivu pacijentkinja sa karcinomom dojke u odnosu na aktivnost u
peritumorskom tkivu.

- Povecanje aktivnosti MMP-2 i MMP-9 u tumorskom tkivu sa povec¢anjem klini¢kog
stadijuma sugeriSe da bi navedeni enzimi mogli biti koriS¢eni u klini¢koj praksi kao
markeri stadijuma pacijentkinja sa karcinomom dojke.

- Povecanje aktivnosti aMMP-2 i aMMP-9 kod pacijentkinja sa negativnim
steroidnim receptorima

- Bazaloidni tumori, sa agresivnijom angiogenezom imaju povecanu aktivnost
proMMP-2 u tumorskom, odnosno aMMP-2 u peritumorskom tkivu Sto ukazuje da
MMP-2 u¢estvuje u hematogenom Sirenju bazaloidnog karcinoma dojke.

6. Ekspresija TIMP1 je veca u tumorskom tkivu pacijentkinja sa karcinomom dojke u
odnosu na njegovu ekspresiju u odgovaraju¢em peritumorskom tkivu.

-Povecanje ekspresije TIMP1 u tumorskom tkivu sa povecanjem klini¢ckog stadijuma
pacijentkinja sa karcinomom dojke sugeri$e da je TIMP1 ukljuCen u procese invazije i
metastaziranja tumora i da se moze koristiti kao parametar staZiranja bolesti.

7. Ekspresija pSTATS3 proteina je vec¢a u tumorskom u odnosu na okolno peritumorsko
tkivo i sugerise da aktivacija STAT3 moze biti dijagnosti¢ki marker za karcinom dojke

-Veci nivo ekspresije pSTAT3 povezan je sa HER2 pozitivnim i luminalnim A
tumorima dojki, koji su povezani sa boljim prezivljavanjem.

8. U naSem istrazivanju smo pokazali da je ekspresija Bcl-2 znacajno veca u

peritumorskom u poredjenju sa tumorskim tkivom pacijentkinja sa kancerom dojke.
-Ekspresija Bcl-2 je veca kod hormon-zavisnih i luminalnih A tumora, Sto dovodi do

zakljucka da je merenje ekspresije Bcl-2 kod lokoregionalnih pacijentkinja sa kancerom

dojke znacajan parametar u odredjivanju grupa pacijentkinja sa manjim stepenom rizika.
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9. Ekspresije ciklina D1 je veca u tumorskom tkivo u poredjenju sa peritumorskim
tkivom.

-Ekspresija ciklin D1 u tumorskom tkivu je povoljan parametar bolesnica sa
karcinomom dojke, udruzen sa fenotipom nizeg malignog potencijala tumora dojki
(luminalni A tumori), pozitivnos$¢u steroidnih hormonskih receptora i manjom veli¢inom
tumora.

Takodje, ciklin D1 moze biti meta za nove terapeutike, jer bi se modulacijom ekspresije
omogucila transformacija karcinoma u manje invazivne, sa boljim odgovorom na terapiju

i dugim prezivljavanjem.
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	Uzorci proteina u RIPA (eng. radioimmunoprecipitation assay, RIPA) puferu su pomešani sa puferom za nanošenje uzoraka ( Tris pH 6.8, glicerol, 10% SDS, 2-merkaptoetanol, 1% Bromphenol-blue) u zapreminskom odnosu uzorak:pufer 1:1 (V/V) i nakon toga den...
	3.14.1. Elektroforeza proteina

	Proteini su razdvajani SDS denaturišućom elektroforezom na 8% poliakrilamidnom gelu.  Nakon polimerizacije 8% gela za razdvajanje (5.3 ml 1.5M Tris pH 8.8, 5.3 ml 30 %  bis/akrilamid (29:1), 200 μl 10% SDS, 200μl 10% amonijum–persulfat (APS), 12 μl TE...
	3.14.2. Elektrotransfer proteina na membranu
	Nakon završene elektroforeze, odsečen je gel za koncentrisanje, a gelovi sa razdvojenim proteinima su kao i nitrocelulozna membrana čija površina odgovara dimenzijama gela potopljeni u pufer za transfer pH 8.3 (25mM Tris baza, glicin 192 mM) sa 20% me...
	Da bi se proteini čvrsto vezali za NC memebranu, membrana je uranjana u vodeni rastvor za fiksaciju koji sadrži 45% metanol i 7% glacijalne sirćetne kiseline i nakon 15 min inkubacije isprana destilovanom vodom. Da bi se proverila uspešnost transfera ...
	3.14.3. Imunodetekcija proteina

	3.14.3.1. Blokiranje nespecifičnog vezivanja
	Da bi se sprečila pojava nespecifičnog vezivanja antitela za proteine, NC membrane su potopljene u rastvor 5% obranog mleka u prahu (Sigma) u TBST-u (eng. Tris-Buffered Saline Tween 20, TBST) i inkubirane sat vremena na sobnoj temperaturi uz mešanje. ...
	3.14.3.2. Inkubacija sa primarnim antitelom

	Inkubacija NC membrane sa primarnim antitelom je vršena preko noći u hladnoj sobi na mešalici. Monoklonska antitela rastvorena su u 1 x TBST-u zapremini rastvarača od 150 μl po cm2 površine nitrocelulozne membrane. Praćena je indukcija fosforilisanih ...
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