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SAZETAK. Patogenezu slozene i heterogene bolesti kao $to je to rak dojke nije moguce u pot-
punosti razjasniti klasicnim metodoloskim pristupima koji su se koristili posljednjih desetljeca
u molekularnoj medicini. Osobito je vazno otkriti nove biljege koji bi pomogli u ranoj detekciji
bolesti te sluZili za razvoj ciljane terapije. Dosadasnji rezultati iz podrucja istraZivanja raka
dojke u kombinaciji s globalnim metodama istrazivanja statusa ekspresije gena i proteina
pokazali su kako je u patogenezu raka dojke ukljucen ljudski hormon rasta (hGH) te mehanizmi
autokrine regulacije preko proteina Pax-5. Takoder je identificiran Citav niz novih potencijalnih
biomarkera kao $to su to HOXA1, CHOP SH3GLB1, kazein kinaze, p53, aneksin XI, CDC25C, elF-
4E i MAP kinaze 7, 14-3-3e, galektin-1, aneksin-5, aneksin-1, LDH-B, GST-pi, aktin, vimentin,
HSP70, CK18, moezin, SH3GLB1, SUB1, SND1 i TRIM28, osteopontin i osteonektin.

Kljuéne rijeci: molekularna medicina, proteinski profil, proteomika, rak dojke

ABSTRACT. Breast cancer is a complex and heterogenic disease. Classical molecular medical
approaches cannot be successfully used to completely understand its pathogenesis. In addi-
tion, finding new biological markers that would help in early detection and creation of guid-
ed and specific therapy is crucial for the future breast cancer management. The results of
breast cancer research in combination with those obtained by large scale methods that ex-
amine the expression status of genes and proteins, have pointed to an important molecule,
namely the human growth hormone (hGH), as a major player in the pathogenesis of breast
cancer. It acts through the autocrine regulation system where the activation of Pax-5 gene
has been recently confirmed as well. A large number of new biomarkers, like HOXA1, CHOP
SH3GLB1, casein kinase, p53, annexin XI, CDC25C, elF-4E, MAP kinase 7, 14-3-3e, galectin-1,
annexin-5, annexin-1, LDH-B, GST-pi, actin, vimentin, HSP70, CK18, moesin, SH3GLB1, SUB1,
SND1 i TRIM28, osteopontin and osteonectin, have been recently identified as well.

Key words: breast cancer, molecular medicine, protein profile, proteomics
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uvoD

Rak dojke iznimno je kompleksna i heterogena
bolest, kako na histoloskoj, tako i na molekular-
noj razini te predstavlja naj¢esé¢e maligno obolje-
nje zena. Nagomilavanje brojnih i ¢esto nepozna-
tih molekularnih promjena koje vode u gensku
nestabilnost, a Sto potom uzrokuje proliferaciju
stanica Cesto rezistentnog ili malignog fenotipa,
predstavlja tek kratak opis sloZzenosti nastanka tu-
mora (slika 1). Tradicionalna medicina i postojece
metode lijeCenja jo$ uvijek ne mogu pruzati kvali-
tetna rjesenja za izazove koje donosi ova bolest.
Najbolje metode lijeCenja zahtijevaju ranu detek-
ciju. To znadi da tumor jo$ nije iskazao Citav po-
tencijal svoje malignosti i nije metastazirao u dru-
ge dijelove tijela (slika 2). Danasnje metode
lije¢enja obuhvacaju kemoterapiju, zracenje, en-
dokrinu ili citotoksi¢nu terapiju kao i lijeCenje
monoklonalnim protutijelima®. Vecina ovih meto-
da nije specifi¢na, zbog ¢ega se unistavaju i zdra-
ve stanice. Jednaki problem predstavlja i Cinjenica
da tumor moZe postati rezistentan na terapiju.
Jedini pravi nacin za borbu protiv raka dojke, Sto
vrijedi i za sve druge bolesti, bolje je razumijeva-
nje molekularne sloZenosti patogeneze bolesti.
Tek se tada stvaraju preduvjeti za kreiranje novih
terapijskih pristupa, stoga je iznimno vaZzno otkri-
ti nove markere koji bi pomogli u ranoj detekciji
bolesti i u optimizaciji lije¢enja koje za cilj ima
specificno djelovanje na tumorske stanice. Odgo-
vor molekularne medicine na ovakve zahtjeve da-
nas lezi u implementaciji novih metoda koje su
sposobne detektirati promjene na razini gena i
proteina tumorskih stanica, u istrazivanja i klini¢-
ku praksu. Metode proteomike i genomike pred-
stavljaju osobito vazan iskorak u istrazivanju pa-

togeneze bolesti s obzirom da omogucuju
istovremeno pracenje profila ekspresije stotina
proteina ili gena odjednom. Na taj nacin moguée
je otkriti nove signalne putove koje do sada ni-
smo mogli detektirati klasi¢nim molekularno-bio-
loSkim metodama. Profili ekspresije gena ili pro-
teina mogu pomodi u klasifikaciji tumora, Sto je
izuzetno vazno za bolje, primjerenije i ucinkovitije
lijecenje?. | dok su genska istrazivanja “ogranice-
na” na pracenje razine ekspresije glasnicke RNA,
gdje jacina ekspresije gena ne mora nuzno odgo-

Metode proteomike predstavljaju vaZzan iskorak u istra-
Zivanju patogeneze bolesti, a njihova snaga leZi u tome
Sto omogucavaju istovremeno pracenje profila ekspre-
sije stotina proteina odjednom. Na taj nacin moguce je
otkriti nove signalne putove koje do sada nije bilo mo-
guce detektirati klasi¢nim molekularno-bioloskim meto-
dama. Primjerice, uz pomo¢ globalnih proteomskih me-
toda, u stanicama raka dojke identificiran je Citav niz
novih potencijalnih biomarkera.

......

istrazivanja mogu mnogo lakSe otkriti nepoznate
mehanizme aktivacije proteina i posttranslacijske
promjene koje su direktno odgovorne za fenotip
tumorskih stanica i procese koji se u njima zbiva-
jud. Istrazivanja patogeneze raka dojke stoga se
ne trebaju usmjeriti samo na istraZivanja DNA,
odnosno razine ekspresije RNA, ve¢ se trebaju
nadopuniti saznanjima o statusu proteina uz po-
mo¢ metoda proteomike. Jedino spoznaje o pro-
mjenama na razini gena i proteina mogu doista
rasvijetliti svu slozenost nastanka tumora. Pro-
blem analize rezultata proteomike vezan je, me-
dutim, uz Cinjenicu da je ekspresija proteina indi-

Tablica 1. Prikaz novoidentificiranih proteina i potencijalnih biomarkera dobivenih uz pomoc¢ razli¢itih metoda i

pristupa proteomike.

Table 1. Newly identified proteins and potential biomarkers obtained by different methods and proteomics approaches.

Metodoloski pristup Identificirani proteini u tkivu tumora dojke - potencijalni biomarkeri
2DE + MALDI-TOF galektin-1, aneksin-5 i aneksin-1, LDH-B, GST-pi, aktin, vimentin, HSP70, CK18, moezin
Proteinski Cip kazein kinaze, p53, aneksin XI, CDC25C, elF-4E i MAP kinaza 7, 14-3-3e

iTRAQ ESI-LC/MS/MS SH3GLB1, SUB1, SND1 i TRIM28
SELDI-TOF Wdr1, koronin-1A i p34-Arc

ESI-TOF + MALDI TOF osteopontin, osteonektin, metaloproteinaza-1, aneksin-1
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Slika 1. Shematski prikaz proliferacije tumorskih stanica i procesa
metastaziranja stanica primarnog tumora raka dojke u sekundarne organe.

Figure 1. Schematic description of tumor cells proliferation and infiltration
of primary tumor cells into secondary organs.

vidualna za svakog pojedinca, specificna za svako
pojedino tkivo te je podlozna stalnim promjena-
ma u ovisnosti o aktivnosti bolesnika, njegovoj
dobi, prehrambenim navikama kao i mnogim dru-
gim parametrima. Posljednjih je godina proveden
citav niz zanimljivih proteomskih istrazivanja raka
dojke na tkivima, serumu, plazmi, u kojima je ot-
kriven niz novih proteina koji su vezani uz nasta-
nak ove bolesti.

GLOBALNE ANALIZE MOLEKULARNIH

MEHANIZAMA RAKA DOJKE

Posljednjih je godina ucinjen veliki iskorak u razu-
mijevanju molekularnih mehanizama koji pretho-
de nastanku raka dojke. Primjerice, nedvojbeno
je pokazano kako ljudski hormon rasta (hGH) igra

272 http://hrcak.srce.hr/medicina

vaznu ulogu u progresiji raka dojke, odnosno,
kako upravo ovaj hormon moZze biti jedan od glav-
nih pokretaca procesa metastaziranja. Nedavno
su istraZzivanja na stani¢noj liniji raka dojke MCF-7
dala doprinos ovoj tezi jer je upravo autokrina
proizvodnja hGH u stanicama bila pokretac njiho-
ve migracije, putem procesa preoblikovanja
E-kadherina, u okolni matriks*. Nedavno je tako-
der pokazano kako je autokrina regulacija hGH u
raku dojke povezana s aktivacijom i lokalizacijom
proteina Pax-5 u jezgri, $to je dovoljno za indukci-
ju proliferacije tumorskih stanica®. Lobie i surad-
nici u vise su radova*® opisali niz gena, ukljucujudi
gene HOXA1 i CHOP, koji sudjeluju u onkogenim
transformacijama stanica pod utjecajem hGH,
stoga smo u nedavnom istraZivanju (rezultati u
postupku objavljivanja) u nasem laboratoriju pra-
tili ekspresiju hGH i GH-R u invazivnom duktal-
nom karcinomu i benignom fibroadenomu. Reak-
cija je odredena imunohistokemijski na mjestu
najjace reakcije (tzv. "hot spot") pod velikim po-
vecanjem (400X), na 1.000 tumorskih stanica.
"Hot spot" je odreden pod malim povecanjem
(40X) pregledavanjem citavog odabranog prere-
za. Tijekom istraZivanja odredivali su se parametri
veli¢ine tumora, gradus, estrogenski i progeste-
ronski receptori, HER-2 te TNM klasifikacija, pri
¢emu nije utvrdena korelacija izmedu imunohi-
stokemijske izrazenosti reakcije na GH i GH-R kar-
cinoma s navedenim parametrima. Rezultati imu-
nohistokemijske analize pokazali su kako
prisutnost GH-R u invazivnom obliku tumora izno-
si 75%, dok je ona zabiljeZzena u samo 2% fibroa-
denoma. Uz to, prisutnost hGH u fibroadenomu
bila je 96.7%, u usporedbi s 20% kod invazivnog
tumora, stoga je jasno kako je hGH izuzetno va-
Zan ¢imbenik u progresiji tumora, a ostvaruje se
putem pojacane ekspresije GH-R.

Jos jedan faktor rasta za koji se smatra kako pozi-
tivno utjece na proliferaciju i pokretljivost stanica
je inzulinski faktor rasta IGF-1. UCinkovita terapija
raka dojke trebala bi prije svega omoguciti sma-
njenje ekspresije IGF-1 u serumu za barem 20%.
Nazalost, niti jedna postojeca terapija ne moze
zadovoljavajuce smanjiti njegovu koncentraciju’.
Osim elemenata autokrine regulacije tumora doj-
ke, u Citavom je nizu proteomskih istrazivanja ot-
kriven veliki broj proteina koji su klju¢ni za razu-
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mijevanje molekulskih mehanizama nastanka
raka dojke. Ti proteini, naime, sudjeluju u rastu
stanice, onkogenoj progresiji i procesima stanicne
smrti. Primjerice, uz pomo¢ proteinskih cipova
koji na svojoj povrsini sadrze imobilizirana protu-
tijela, detaljno je analizirana aktivacija receptora
ERBB koji je izuzetno vazan ¢imbenik malignog fe-
notipa raka dojke®. Uz pomo¢ metoda proteomi-
ke detaljno je istraZzena i objasnjena uloga i nacin
djelovanja istog receptora kao i proteina ovog si-

Primarni tumor -

e® ee,y
e 2 @

Metastatsko mjesto

gnalnog puta koji su povezani s napretkom bole-
sti, metastaziranjem i loSom klinickom progno-
zom®. Nadalje, istrazen je proteomski profil
zdravog i malignog uzorka tkiva dojke, gdje je pro-
naden odredeni broj proteina s pove¢anom ek-
spresijom u malignom tkivu. Neki od tih proteina
bili su kazein kinaze, p53, aneksin XI, CDC25C,
elF-4E i MAP kinaza 7, dok je s druge strane u ma-
lignom tkivu ekspresija multifunkcionalnog regu-
latora 14-3-3e bila smanjena3.

{3 Kemokini
{_ Citokini

3 MMPs

@  Faktorirasta

Migracija

Slika 2. Histoloski prikaz raka dojke: a) naranc¢astom bojom obojano je normalno tkivo; plavic¢asto-ljubic¢asto
oboljenje karakteristicno za stanice raka; b) invazija stanica raka u okolno normalno tkivo, povecano 200X

(zahvaljujuci dr. Cecil Fox).

Figure 2. Histological description of breast cancer: a) normal tissue is orange coloured. Cancer cells are blue-purple
coloured, b) infiltration of cancer cells into surrounding normal tissue, magnification 200X (thanks to dr.Cecil Fox).
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Jedna od rutinskih metoda za razdvajanja protei-
na iz smjese je dvodimenzionalna gel-elektrofo-
reza 2-DE, nakon koje se diferencijalno eksprimi-
rani proteini identificiraju uz pomo¢ metode
masene spektrometrije (MS) MALDI-TOF (engl.
matrix assisted laser desorption/ionization-time
of flight). Zahvaljuju¢i ovakvom pristupu analize
proteina, u tumorskim tkiva raka dojke identifici-
rani su brojni moguci novi biomarkeri. Ti su pro-
teini povezani s nastankom ili progresijom bolesti,
a zovu se galektin-1, aneksin-5 i aneksin-1, LDH-B,

Borba protiv raka dojke moguca je jedino uz potpuno
razumijevanje molekularne kompleksnosti koja je uzrok
njegova nastanka. Nove, globalne metode analize gena
i proteina vode u razdoblje personalizirane molekularne
medicine, gdje ¢e novi lijekovi i terapija biti krojeni po
mjeri bolesnika u ovisnosti o tome kakav je ekspresijski
profil tumora utvrden analizom tumorskog tkiva bole-

snika.

GST-pi, aktin, vimentin, HSP70, CK18 i moezin®??,
Sli¢no je, osim ve¢ dobro opisanih proteina stresa
koji su ukljuceni u glikolizu, antioksidativni stres i
detoksifikacijske putove, nedavno utvrdena po-
sebna uloga citokeratina 19 u stani¢nim dogadaji-
ma koji rezultiraju jakom malignom proliferacijom
stanica raka dojke®®. Otkriven je i ¢itav niz protei-
na koju su povezani s metastaziranjem tumora,
kao, primjerice, osteopontin i osteonektin, dok su
metaloproteinaza matriksa 1 i aneksin 1 povezani
s fenotipom stanica koje ne metastaziraju®.

Vrlo zanimljivo istraZivanje povedeno je na Cetiri
tumorske stani¢ne linije kojima je zajednicka ge-
netska pozadina. Te su stanicne linije rastom u
kulturi postepeno zadobivale metastatski poten-
cijal. Uz pomo¢ metode iTRAQ ESI-LC/MS/MS
(engl. isobaric tag for relative and absolute quan-
titation electrospray ionization-liquid chromato-
graphy) identificirane su one promjene za koje se
vjeruje da uzrokuju direktnu promjenu fenotipa,
a radilo se o proteinima iz obitelji kinaza, fosfata-
za te nekim transkripcijskim faktorima. Kako su
stanice postajale sve invazivnije, analiza je poka-
zivala sniZzenu ekspresiju proteina SH3GLB1 i po-
vecanu ekspresiju proteina SUB1, SND1 i
TRIM28%. Sli¢no je, uz pomo¢ tehnologije multi-

http://hrcak.srce.hr/medicina

dimenzionalne identifikacije proteina, utvrdena
aktivnost za preko pedeset proteina, od ¢ega go-
tovo jedna trecina do sada uopce nije bila pove-
zana s rakom dojke'®. Njihova se to¢na uloga, me-
dutim, mora dodatno istraziti.

Jo$ jedna moc¢na metoda za analizu proteina je
pristup SELDI-TOF (engl. Surface-Enhanced Laser
Desorption/lonization-Time Of Flight). Ovom me-
todom usporedeno je tumorsko i zdravo tkivo Sto
je rezultiralo identifikacijom trideset i osam pro-
teina s povecanom ekspresijom i petnaest protei-
na sa snizenom ekspresijom. Povec¢anu ekspresiju
imali su proteini Wdr1, koronin-1A i p34-Arc, Sto
se moze povezati s procesom preoblikovanja akti-
na tijekom nastanka raka dojke'’.

ZAKLJUCAK

Danas je znanstvenicima jasno kako patogenezu
sloZzene i heterogene bolesti raka dojke nije mo-
guce u potpunosti razjasniti uz pomo¢ metoda
tradicionalne medicine, kao ni uz pomo¢ klasi¢nih
metodoloskih pristupa koji su se koristili u mole-
kularnoj medicini posljednjih desetlje¢a. lzuzetno
je vazno, naime, u borbi protiv raka dojke upo-
znati molekularnu kompleksnost koja je uzrok
njegova nastanka. Bazi¢no razumijevanje bolesti
moze potom omoguciti i razvoj novih terapijskih
pristupa, stoga je neobi¢no vazno Zurno otkriva-
nje novih biljega koji bi pomogli u ranoj detekciji
bolesti te sluzili za razvoj ciljane terapije koja bi
specificno djelovala samo na tumorske stanice.
Globalne metode proteomike i genomike omogu-
¢uju istovremeno pracenje profila ekspresije sto-
tina proteina ili gena, pri ¢emu je moguce otkriti
nove signalne putove uklju¢ene u patogenezu bo-
lesti koji se do sada nisu mogli detektirati. Prote-
omske analize vazne su osobito stoga Sto upotpu-
njuju rezultate dobivene analizom ekspresijskog
profila gena. Naime, jedino razumijevanje pro-
mjena na razini ekspresije gena i proteina moze
dovesti do novih spoznaja o sloZzenosti mehaniza-
ma nastanka tumora. Dosadasnji rezultati iz po-
drucja istrazivanja raka dojke u kombinaciji s glo-
balnim metodama istrazivanja statusa ekspresije
gena i proteina pokazali su kako je u patogenezu
raka dojke ukljucen i ljudski hormon rasta (hGH)
te mehanizmi autokrine regulacije preko proteina
Pax-5. Takoder je utvrdena vaZznost aktivacije re-
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ceptora ERBB, a identificiran je Citav niz proteina
koji su diferencijalno eksprimirani u tumorskom
tkivu, kao Sto su to, primjerice, HOXA1, CHOP
SH3GLB1, kazein kinaze le, p53, aneksin XI, CD-
C25C, elF-4E i MAP kinaza 7 multifunkcionalan
regulator 14-3-3e galektin-1, aneksin-5i 1, LDH-B,
GST-pi, aktin, vimentin, HSP70, CK18, moezin,
SH3GLB1, SUB1, SND1 i TRIM28. Uspjesno je pro-
nadena i poveznica izmedu remodulacije aktina s
nastankom raka dojke preko gena Wdrl, koroni-
na-1A i p34-Arc. Pronadeni su i markeri osteo-
pontin i osteonektin koji su povezani s procesom
metastaziranja tumora te markeri metaloprotei-
naza-1 i aneksin-1 koji su povezani s nemetastat-
skim fenotipom stanica raka dojke. Svi ovi novo-
otkriveni proteini predstavljaju potencijalne mete
za nove lijekove, a neki ¢e od njih biti koristeni
kao predikcijski markeri i markeri za klasifikaciju
tumora.

Zaklju¢no, glavni cilj svih proteomskih i genom-
skih istraZzivanja odgonetnuti je molekularne pro-
mjene koje vode u onkogenu transformaciju sta-
nica. Zahvaljuju¢i novim globalnim pristupima
moguce je u jednoj analizi dobiti veliki broj infor-
macija o ekspresijskim profilima proteina i gena
koji su ukljuceni u nastanak i napredak tumora.
Takoder je moguce identificirati i pronaci nove
kljucne proteine za koje se nije znalo imaju li ulo-
gu u razvoju ove bolesti. U razumijevanju i shva-
¢anju uzroka nastanka tumora, kao i ¢itave mreze
signalnih putova receptora, lezi i odgovor kako
najucinkovitije lijeciti ili ¢ak potpuno prevenirati
ovu opaku bolesti. Znanja i mogucnosti koje do-
nose nove metode vode u razdoblje personalizi-
rane molekularne medicine, gdje ¢e novi lijekovi i
terapija biti krojeni po mjeri bolesnika u ovisnosti
o tome kakav je ekspresijski profil tumora utvr-
den analizom tumorskog tkiva bolesnika.
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