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Popis kratica
5-LO - 5-lipoksigenaza (engl. 5-lipoxygenase)
Ab — protutijelo (engl. antibody)

ADC - konjugati protutijelo-lijek  (engl.
antibody-drug conjugate)

Ag — antigen (engl. antigen)

AhR — aril hidrokarbonski receptor (engl. aryl
hydrocarbon receptor)

Akt — protein kinaza B (engl. protein kinase B)

Apaf-1 — c¢imbenik aktivacije apoptoti¢ne
proteaze 1 (engl. apoptotic protease activating
factor-1)

Bak — antagonist/ubojica proteina Bcl-2 (engl.
Bcl-2 homologous antagonist/killer)

Bax — Bcl-2 asociran protein X (engl. Bcl-2-
associated X protein)

Bcl-xL — xL protein B stanica limfoma (engl. B-
cell lymphoma protein-extra Large)

Bcl-2 — protein B stanica limfoma 2 (engl. B-cell
lymphoma protein 2)

BH3 — Bcl-2 homologna domena 3 (engl. Bcl-2
homology domain 3)

BID — agonist smrti s BH3 interakcijskom
domenom (engl. BH3 interacting-domain death
agonist)

BLT2 - leukotrien B4 receptor 2 (engl.
leukotriene B4 receptor 2)

BRCA1 — gen karcinoma dojke 1 (engl. breast
cancer gene 1)

BRCA2 — gen karcinoma dojke 2 (engl. breast
cancer gene 2)

Dnmt3b — DNA metiltransferaza 3 beta (engl.
DNA methyltransferase 3 beta)

CDK - ciklin ovisna kinaza (engl. cyclin-
dependent kinase)

CDK1 — ciklin ovisna kinaza 1 (engl. cyclin-
dependent kinase 1)

CDK2 — ciklin ovisna kinaza 2 (engl. cyclin-
dependent kinase 2)

c-MYc — onkogen stanicne mijelocitomatoze
(engl. cellular myelocytomatosis oncogene)

CTLA-4 — citotoksi¢ni T limfocitni antigen 4
(engl. cytotoxic T-lymphocyte associated protein
4)

DISC — signalni kompleks koji inducira smrt
(engl. death inducing signaling complex)

EGFR — receptor epidermalnog ¢imbenika rasta
(engl. epidermal growth factor receptor)

EMT - epitelno-mezenhimalna tranzicija (engl.
epithelial-mesenchymal transition)

ER — receptor estrogena (engl. estrogen receptor)

ERo — receptor estrogena o (engl. estrogen
receptor «)

ERK — protein kinaze regulirane izvanstani¢nim
signalom (engl. extracellular signal-regulated
kinases)

ERK5 — protein kinaza 5 regulirana
izvanstani¢nim signalom (engl. extracellular
signal-regulated kinase 5)

FADD - protein povezan s Fas preko domene
smrti (engl. Fas-associated via death domain)

FAK - kinaza fokalne adhezije (engl. focal
adhesion kinase)

FasL — ligand prvog apoptoznog signala (engl.
first apoptosis signal ligand)

FGF — ¢imbenik rasta fibroblasta (engl. fibroblast
growth factor)

FGFR1 — receptor 1 ¢imbenika rasta fibroblasta
(engl. fibroblast growth factor receptor 1)

FOXO - forkhead box O transkripcijski
¢imbenici (engl. forkhead box O)

FoxO3a — forkhead box O3 transkripcijski
¢imbenici (engl. forkhead box O3)

GLI1 — homolog onkogena 1 povezan s gliomom
(engl. glioma-associated oncogene homolog 1)



GLUT1 — prijenosnik glukoze 1 (engl. glucose
transporter)

GLUT4 — prijenosnik glukoze 4 (engl. glucose
transporter)

GSK-3p — kinaza glikogen sintaze 3 beta (engl.
glycogen synthase kinase 3 beta)

Hdac2 — histon deacetilaza 2 (engl. histone
deacetylase 2)

HER2 — receptor humanog epidermalnog
¢imbenika rasta (engl. human epidermal growth
factor receptor 2)

HIF-1a — hipoksijom inducirani ¢imbenik-1a
(engl. hypoxia-inducible factor-1)

Hsp — protein toplinskog Soka (engl. heat shock
protein)

hTERT — ljudska reverzna transkriptaza
telomeraze (engl. human telomerase reverse
transcriptase)

IAP — protein inhibitor apoptoze (engl. inhibitor
of apoptosis protein)

IAP2 — protein inhibitor apoptoze 2 (engl.
inhibitor of apoptosis protein 2)

IFN-B — interferon B (engl. interferon )
IFN-y — interferon y (engl. interferon y)
IL-2 — interleukin 2 (engl. interleukin 2)
IL-6 — interleukin 6 (engl. interleukin 6)
IL-8 — interleukin 8 (engl. interleukin 8)
JAK1 — Janus kinaza 1 (engl. Janus kinase 1)
JAK2 — Janus kinaza 2 (engl. Janus kinase 2)

JNK — ¢-Jun N-terminalna kinaza (engl. c-Jun N-
terminal kinase)

LTB4 — leukotrien B4 (engl. leukotriene B4)

MAPK —mitogenom aktivirane protein kinaze
(engl. mitogen-activated protein kinases)

MEK5 — mitogenom aktivirana kinaza protein
kinaze 5 (engl. mitogen-activated protein kinase
kinase 5)

MHC — glavni sustav tkivne podudarnosti (engl.
major histocompatibility complex)

MMP — matriks metaloproteinaze (engl. matrix
metalloproteinases)

MMP-2 — matriks metaloproteinaza 2 (engl.
matrix metalloproteinase 2)

MMP-9 — matriks metaloproteinaza 9 (engl.
matrix metalloproteinase 9)

MTOR — mehanisticka meta rapamicina (engl.
mechanistic target of rapamycin)

MyD88 — primaran odgovor mijeloidne
diferencijacije 88 (engl. myeloid differentiation
primary response 88)

NF-«B — jezgreni ¢imbenik pojacivac-kapa-lakih-
lanaca aktiviranih B stanica (engl. nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)

NK — prirodne stanice ubojice (engl. natural killer
cell)

Notch — protein homolog neurogenog lokusa
notch (engl. neurogenic locus notch homolog
protein)

Notch-1 — protein homolog neurogenog lokusa
notch 1 (engl. neurogenic locus notch homolog
protein 1)

p53 — tumorski protein 53 (engl. tumor protein
53)

PAK4 — p21 aktivirana kinaza 4 (engl. p21-
activated kinase 4)

PARP — poli (ADP-ribozil) polimeraza (engl.
poly (ADP-ribose) polymerase)

PD-1 — protein programirane stani¢ne smrti 1
(engl. programmed cell death protein 1)

PD-L1 — ligand programirane stani¢ne smrti 1
(engl. programmed cell death ligand 1)

PI3K -  fosfoinozitid
phosphoinositide 3-kinase)

PIP3 — fosfatidilinozitol (3,4,5)-trisfosfat (engl.
phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate)

3-kinaza  (engl.

PR — receptor progesterona (engl. progesterone
receptor)



PTCH1 - patched homolog 1 (engl. patched
homolog 1)

PTEN - homolog fosfataze i tenzina (engl.
phosphatase and tensin homologue)

ROS - reaktivni kisikovi oblici (engl. reactive
0xygen species)

SMAC - drugi mitohondrijski izveden aktivator
kaspaza (engl. second mitochondria-derived
activator of caspases)

SIRT6 — sirtuin 6 (engl. sirtuin 6)

SMO - smoothened protein (engl. smoothened
protein)

STAT1 - transduktor signala i aktivator
transkripcije 1 (engl. signal transducer and
activator of transcription 1)

STAT3 — transduktor signala i aktivator
transkripcije 3 (engl. signal transducer and
activator of transcription 3)

tBID — skraceni BID (engl. truncated BID)
TCR — T-staniéni receptor (engl. T-cell receptor)

Tet3 -  deset-jedanaest  translokacijska
metilcitozin dioksigenaza 3 (engl. ten-eleven
translocation methylcytosine dioxygenase 3)

TGF-a — transformirajuc¢i ¢imbenik rasta alfa
(engl. transforming growth factor alfa)

TGF-p — transformirajué¢i ¢imbenik rasta beta
(engl. transforming growth factor beta)

Thl — pomo¢niéke stanice T tipa 1 (engl. T helper
cell type 1)

Th2 — pomo¢nicke stanice T tipa 2 (engl. T helper
cell type 2)

TLR4 — receptori slicni Toll-u (engl. Toll-like
receptor 4)

TNBC - trostruko negativni karcinom dojke
(engl. triple-negative breast cancer)

TNF — c¢imbenik nekroze tumora (engl. tumor
necrosis factor)

TP53 — gen tumorskog proteina 53 (engl. tumor
protein 53 gene)

TRADD - protein povezan s receptorom
¢imbenika nekroze tumora 1 preko domene smrti
(engl. TNF receptor 1l-associated via death
domain)

TRAIL - ligand koji inducira apoptozu povezanu
s ¢imbenikom nekroze tumora (engl. TNF-related
apoptosis-inducing ligand)

VEGF — c¢imbenika rasta krvozilnog endotela
(engl. vascular endothelial growth factor
receptor)



1. Uvod

Karcinogeneza obuhvaca slozeni proces genetskih i epigenetskih promjena uslijed kojih
stanice izbjegavaju regulirane programe stani¢ne proliferacije i transformiraju se u tumorske.
Izbjegavanje apoptoze, neograniCen kapacitet dioba, pojaCana angiogeneza, otpornost na
djelovanje supresora rasta, indukcija vlastitih signala rasta i sposobnost metastaziranja glavni su
mehanizmi koji dovode do nastanka i progresije patoloskih promjena koje rezultiraju pojavom raka
(Hanahan i Weinberg, 2000). Genetske predispozicije, okolisni ¢imbenici kao i stil zivota Su
komponente koje utjecu na pojavu karcinogeneze (Lukasiewicz i sur., 2021). Tumorske stanice se
nekontrolirano dijele i dovode do nastanka abnormalnih tkivnih stani¢nih masa koje se nazivaju
tumorima. Tumori se opéenito dijele na benigne (dobrocudne) i maligne (zlocudne) tumore.
Benigni tumori sporo rastu, ne prolaze kroz bazalne membrane te se ne Sire na okolna tkiva niti u
druge dijelove tijela (Park i sur., 2022). S druge strane, stanice malignih tumora nekontrolirano
proliferiraju, prolaze kroz bazalne membrane i infiltriraju okolno tkivo ¢ime je oteZano njihovo
kirur§ko uklanjanje (Li i sur., 2022). Mogu i metastazirati, odnosno S$iriti Se u druge dijelove tijela
putem krvotoka ili limfnog sustava (Adinew i sur., 2021).

Rak dojke ¢ini skup molekularno raznolikih zlo¢udnih bolesti koje potjecu od stanica dojke.
Ovaj oblik raka je najé¢esée dijagnosticiran rak medu zenama i drugi po redu naj¢es¢i uzrok smrti
vezan uz rak u svijetu (Sung i sur., 2021). Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije,
2022. godine je rak dojke dijagnosticiran 2,3 milijuna Zena te je globalno zabiljezeno 670 000
smrtnih slucajeva (World Health Organization, 2024). Iako velik dio slu¢ajeva ne zavr$ava smrcu,
operacije i lijeCenje mogu zna¢ajno umanjiti kvalitetu zivota. Vecina zena koja razvije rak dojke u
drzavama viSeg prihoda ¢e prezivjeti dok suprotno vrijedi za vecinu Zena u drzavama srednjeg i
nizeg prihoda (Ginsburg i sur., 2017). Preventivno ponaSanje kao i provodenje programa probira
neki su od nacina kako se mogu potencijalno smanjiti stope pojavnosti raka dojke i povecati

provedbu ranog lijecenja (Lukasiewicz i sur., 2021).

Pokazano je kako se 5 - 10% slucajeva raka dojke moze pripisati genetskim mutacijama i
obiteljskoj povijesti bolesti dok 20 - 30% ¢imbenicima koji se ponasanjem mogu mijenjati (Sun i
sur., 2017). Znacajan faktor rizika razvoja raka dojke je spol s obzirom da se manje od 1% svih
dijagnosticiranih rakova dojke javlja kod musSkaraca (Jemal i sur., 2009). Starenje neizbjezno

povecava Sanse razvoja ove bolesti pa se tako rak dojke u oko 80% slucajeva javlja kod pojedinaca
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starijih od 50 godina (Benz, 2008). Uocena je i korelacija izmedu odredenih molekularnih tipova
raka dojke i dobnih skupina — agresivni trostruko negativni tip najc¢es¢i je kod pacijenata mladih
od 40 godina dok je luminalni A tip naj¢es¢i kod onih starijih od 70 godina (McGuire i sur., 2015).
Dijagnoza raka dojke kod bliskih ¢lanova obitelji, gusc¢e tkivo dojke, kasna menopauza, pretilost
Zena u postmenopauzi, rana menarha, kasna dob prve trudnoce, prekomjerna konzumacija alkohola
I pusenje Su ¢imbenici koji povecavaju rizik od oboljenja (Lukasiewicz i sur., 2021; Obeagu i

Obeagu, 2024).

Nekoliko genetskih mutacija dovodi se u vezu s povecanim rizikom razvoja raka dojke, a
medu njima su najznacajnije mutacije BRCAL i BRCA2. Mutacije u ovim genima nasljeduju se
autosomno dominantnim nasljedivanjem ili se mogu javljati de novo (Lukasiewicz i sur., 2021).
Oba gena kodiraju tumor supresorske proteine koji sudjeluju u popravku DNA homolognom
rekombinacijom i kontroli stani¢nog ciklusa (Sun i sur., 2017). U stanicama s nefunkcionalnim
BRCA1 i BRCA2 popravak dvolan¢anih lomova odvija se drugim mehanizmima koji su skloni
greSkama, primjerice nehomolognim spajanjem krajeva. Njihove stanice kéeri stoga mogu
akumulirati kromosomske rearanzmane koji u nekim slucajevima mogu rezultirati pojavom
stani¢ne linije sa sposobnos¢u proliferacije i metastaziranja (Narod i Foulkes, 2004). Zene s
mutacijama u BRCAL ili BRCA2 genima u prosjeku imaju oko 70% Sanse razviti rak dojke do 80.

godine Zivota te vecu vjerojatnost oboljenja u mladoj zivotnoj dobi (Feng i sur., 2018).

2. Klasifikacija raka dojke

2.1. Histoloska klasifikacija karcinoma dojke

Ovisno o podrijetlu stanica, rak dojke moze se podijeliti na karcinome i sarkome. Karcinom
je najces¢i oblik raka dojke koji nastaje iz promijenjenih epitelnih stanica dok je sarkom znacajno
rjedi oblik koji nastaje iz stromalnih komponenti dojke poput miofibroblasta i krvnih zila (Feng i
sur., 2018). Karcinomi se dijele ovisno o tocnom podrucju nastanka i invazivnosti. U mlije¢nim
kanali¢ima dojke javljaju se duktalni karcinomi, a lobularni karcinomi u nakupinama mlije¢nih
Zlijezda, lobulima (Obeagu i Obeagu, 2024). Ova dva tipa karcinoma mogu biti in situ ili invazivni
karcinomi. Kada je karcinom prisutan u podrucju gdje je prvotno i nastao, ne Siri se na susjedna

tkiva te nema metastatskog potencijala kategorizira se kao in situ (Cserni, 2020).



2.2. Molekularni podtipovi karcinoma dojke

Unato¢ zajednickom tkivnom porijeklu, karcinom dojke obuhvaca vrlo heterogenu i
fenotipski raznoliku skupinu tumora. Molekularna determinacija podtipova karcinoma dojke bila
je klju¢na za razvoj odgovarajucih ciljanih terapija i metoda lijeCenja s obzirom da same histoloske
karakteristike tumora ne mogu biti mete lije¢enja (Kumar i Aggarwal, 2016). Jedno od prvih takvih
istrazivanja proveli su Perou i sur. (2000) koji su proucavali razlike u ekspresiji gena medu
pacijentima s karcinomom dojke i podijelili ga na 4 podtipa: luminalni (prema engl. luminal),
HER?2 obogaceni (prema engl. HER2-enriched), podtip bazalnog karaktera (prema engl. basal-like)
I podtip normalnog karaktera (prema engl. normal-like). Luminalni podtip je naknadno podijeljen
na luminalni tip A i luminalni tip B (Serlie i sur., 2001) dok neke kasnije analize izostavljaju podtip
normalnog karaktera smatraju¢i da je prijasnja klasifikacija rezultat kontaminacije uzoraka
zdravim mlije¢nim zlijezdama (Fan i sur., 2006). Danas je ustaljena podjela na 5 molekularnih
podtipova s obzirom na profil ekspresije gena: luminalni A, luminalni B, HER2 obogaceni, podtip
bazalnog karaktera i podtip s niskim sadrzajem klaudina (prema engl. claudin-low) koji je otkriven
2007. godine (Herschkowitz i sur., 2007; The Cancer Genome Atlas Network, 2012).

Stanice luminalnog podtipa karcinoma dojke imaju profile ekspresije koji podsjecaju na
stanice luminalnog epitela koji oblaze mlije¢ne kanali¢e te eksprimiraju hormonske receptore ER
1 PR zbog cega njihovo lijeCenje najceS¢e ukljucuje hormonsku terapiju u kombinaciji s
kemoterapijom (Lukasiewicz i sur., 2021). HER2 obogaceni podtip karakterizira nedostatak ER i
PR ekspresije, prekomjerna ekspresija receptorske tirozin kinaze HER2 i niska ekspresija gena
tipi¢nih za luminalni i bazalni epitel (Lukasiewicz i sur., 2021). Ovaj podtip se lijeci terapijama
usmjerenim na receptor HER2 koji pokre¢e brojne signalne kaskade vezane za karcinogenezu
dojke (Feng i sur., 2018). Stanice podtipa bazalnog karaktera pokazuju znacajnu sli¢nost u
ekspresiji gena sa stanicama bazalnog mioepitela dojke (Perou i sur., 2000). Veéina karcinoma
bazalnog karaktera su trostruko negativni karcinomi odnosno, ne eksprimiraju ER, PR niti HER2
zbog ¢ega nisu podlozni specifi€nim ciljanim terapijama ve¢ se u njihovom lije¢enju uglavnom
primjenjuje kemoterapija (Dai i sur., 2015). Podtip s niskim sadrzajem klaudina karakterizira niska
ekspresija gena ukljucenih u stani¢nu adheziju i visoka ekspresija gena epitelno-mezenhimalne
tranzicije te je vecina karcinoma ovog podtipa takoder trostruko negativna (Prat i sur., 2010).
Unato¢ molekularnoj kompleksnosti i raznolikosti karcinoma dojke, u klinickoj praksi se ucestalije

koristi imunofenotipska podjela koja se temelji na detekciji hormonskih receptora i prekomjerne
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ekspresije HER2 kako bi se odabrala prikladna terapija (Bianchini i sur., 2016). Karcinomi se tada
klasificiraju na ER i PR pozitivne, HER2 pozitivne i trostruke negativne.

3. Trostruko negativni karcinom dojke

TNBC obuhvaca heterogenu skupinu karcinoma dojke koji ne eksprimiraju ER i PR niti
pokazuju prekomjernu ekspresiju HER2 (Lehmann i sur., 2011). U ovu skupinu spadaju
najagresivniji karcinomi dojke koji imaju jedinstvene molekularne profile, visoke stope
proliferacije, losije prognoze, rane recidive i visoke metastatske potencijale (Pastena i sur., 2024).
Ova skupina ¢ini 15 - 20% svih dijagnosticiranih karcinoma dojke sa stopom smrtnosti od oko 40%
unutar prvih pet godina od dijagnoze (Yin i sur., 2020). Metastaze se kod vecéine pacijenata javljaju
tijekom prve tri godine od dijagnoze, a pacijenti kod kojih se nije javio recidiv tijekom tog perioda
pokazuju sli¢ne stope preZivljenja kao ER pozitivni karcinomi dojke (Lehmann i sur., 2016). TNBC
se Cesce javlja kod zena mladih od 40 godina i kod afroamericke populacije (Yin i sur., 2020).
Mutacije BRCA1 gena povecavaju rizik razvoja TNBC-a te je 60 — 80% karcinoma dojke kod

pacijenata s takvim mutacijama TNBC fenotipa (Kumar i Aggarwal, 2015).

3.1. Podtipovi trostruko negativnog karcinoma dojke

Lehmann i sur. (2011) podijelili su TNBC na Sest podtipova: bazalnog karaktera 1 (prema
engl. basal-like 1), bazalnog karaktera 2 (prema engl. basal-like 2), mezenhimalni (prema engl.
mesenchymal), mezenhimalni podtip mati¢nog karaktera (prema engl. mesenchymal stem-like),
imunomodulatorni (prema engl. immunomodulatory) i luminalni androgeni receptorski podtip
(prema engl. luminal androgen receptor). Karcinom podtipa bazalnog karaktera 1 ima visoku
ekspresiju gena vezanih za regulaciju stani¢nog ciklusa i popravak DNA, a podtip bazalnog
karaktera 2 pokazuje abnormalnu aktivaciju signalnih puteva koji su posredovani ¢imbenicima
rasta (Yin i sur., 2020). Mezenhimalni i mezenhimalni podtip mati¢nog karaktera pokazuju
povisenu ekspresiju gena epitelno-mezenhimalne tranzicije, izvanstani¢nih receptorskih interakcija
i stani¢ne diferencijacije, medutim, mezenhimalni podtip mati¢nog karaktera ima i nisku ekspresiju
klaudina i gena stani¢ne proliferacije (Lehmann i sur., 2015; Dass i sur., 2021). Imunomodulatorni
podtip proliferira putem signalizacije citokinima i imunosnim stanicama te ga karakteriziraju

promjene u imunosnim odgovorima vezanima za Thl, Th2 i NK (Newton i sur., 2022). Luminalni



androgeni receptorski podtip je jedinstven podtip koji ima visoku ekspresiju androgenskog
receptora te za razliku od ostalih podtipova pokazuje jaku aktivaciju hormonskih signalnih puteva
poput sinteze steroida i metabolizma porfirina, androgena i estrogena (Yin i sur., 2020). Lehmann
i sur. (2016) naknadno su ipak redefinirali podjelu TNBC-a na podtipove bazalnog karaktera 1,
bazalnog karaktera 2, mezenhimalni i luminalni androgeni receptorski podtip kada su otkrili da su
detektiranim transkriptima u prije opisanim imunomodulatornom i mezenhimalnom podtipu
mati¢nog karaktera pridonijeli tumor infiltriraju¢i limfociti. Kasnija istrazivanja su takoder
potvrdila 4 podtipa TNBC-a (Burstein i sur., 2015) te su Liu i sur. (2016) uzimajuéi u obzir mRNA
I INcRNA ekspresiju uveli podjelu na 4 podtipa: imunomodulatorni, luminalni androgeni
receptorski podtip, podtip mezenhimalnog karaktera (prema engl. mesenchymal-like) i
imunosuprimiran podtip bazalnog karaktera (prema engl. basal-like and immune suppressed). Kod
podtipa mezenhimalnog karaktera su pojacani signalni putevi Cimbenika rasta, interakcije
izvanstani¢nog matriksa i receptora, a slabo su eksprimirani geni stani¢ne proliferacije dok
imunosuprimiran podtip bazalnog karaktera karakterizira visoka ekspresija gena replikacije i

popravka DNA te niska aktivnost imunosnog odgovora (Liu i sur., 2016).

3.2. Strategije lijeCenja

Losija prognoza i ogranien izbor terapija za lijeCenje TNBC-a proizlazi iz njegove
agresivne prirode, nedostatnog znanja o biomarkerima i nemoguénosti primjene hormonskih i
konvencionalnih molekularno ciljanih terapija koje se primjenjuju kod drugih podtipova karcinoma
dojke. Glavni pristup lijeenju TNBC-a stoga i dalje obuhvaca citotoksicnu kemoterapiju koja
ukljucuje primjenu taksana, antraciklina ili kemoterapeutika na bazi platine (Zhang i sur., 2023).
Kemoterapija se ¢esto koristi u kombinaciji s operativnim zahvatima (Slika 1A.) te oko 30 — 40%
pacijenata u ranim stadijima TNBC-a nakon neoadjuvantne kemoterapije postizu potpuni nestanak
invazivnog karcinoma (von Minckwitz i sur., 2012). Imunoterapija je obecavajuca strategija
lije¢enja TNBC-a u kojoj su se inhibitori imunosnih kontrolnih to¢aka pokazali vrlo uspjesnim
(Zhang i sur., 2023). Kada se PD-L1 karcinomske stanice veze za PD-1 Kkoji je eksprimiran na
povrsini tumor infiltrirajuc¢ih limfocita dolazi do inhibicije citotoksi¢ne aktivnosti T-limfocita te
stanice karcinoma na taj nacin uspjes$no izbjegavaju imunosni sustav (Sun i sur., 2018). Pacijenti s
TNBC-om ¢esto pokazuju visu ekspresiju PD-L1 i prisutnost tumor infiltrirajué¢ih limfocita u
odnosu na druge oblike karcinoma dojke (Oualla i sur., 2020) te se kod njih djelovanjem inhibitora

imunosnih kontrolnih toc¢aka poput inhibitora PD-1 ili PD-L1 moze znacajno poboljsati

5



citotoksic¢nost i proliferacija limfocita (Slika 1B.). Posljednjih godina su u razvoju konjugati
protutijelo-lijek koji visokom specificnoséu pomocu monoklonskih protutijela dostavljaju
citotoksi¢ne lijekove stanicama karcinoma (Slika 1C.) (Zhu i sur., 2023). Jo$ jedna strategija
lijeCenja obuhvaca primjenu inhibitora razli¢itih signalnih puteva ¢ija jaka aktivacija inace
pridonosi karcinogenezi (Slika 1D.). Kod TNBC-a su prekomjerno eksprimirane brojne
receptorske tirozin kinaze poput EGFR i FGFR1 ¢ijom se aktivacijom pokrec¢u razne kaskade poput
PI3K/Akt/mTOR, MAPK/ERK, Wnt/p-katenin i Notch signalnih puteva koji mogu dovesti do
prezivljenja i proliferacije stanica karcinoma (Newton i sur., 2022). Za odrzanje TNBC-a klju¢no
je 1 kontinuirano stvaranje tumorskih krvnih zila u ¢emu posreduje VEGF, ¢esta meta ciljnih
terapija (Slika 1E.) (Zhu i sur., 2023). Jos jedna Cesta terapijska meta je multifunkcionalan enzim
PARP koji sudjeluje u popravku jednolanc¢anih lomova DNA, a ¢ijom inhibicijom dolazi do
nakupljanja oste¢enja DNA i smrti stanica karcinoma (Slika 1F.) (Zhang i sur., 2023). Inhibitori
PARP-a pokazali su se ucinkovitijima kod tretmana karcinoma dojke s mutacijama u

BRCA1/BRCA2 genima (Newton i sur., 2022).

Pojava rezistencije na kemoterapiju, radioterapiju, imunoterapiju i druge bioloske spojeve
znacajno pridonosi losijoj prognozi TNBC-a i njegovom nedovoljno u¢inkovitom lije¢enju (Arzi i
sur., 2022). S navedenim terapijama asociraju se i brojne nepozeljne nuspojave zbog ¢ega su u
tijeku brojna istrazivanja s ciljem razvoja u¢inkovitijih i manje toksi¢nih terapija. Molekule biljnog
porijekla koristile su se kroz ¢itavu povijest U lijeCenju i prevenciji razli¢itih bolesti stoga ne ¢udi

da predstavljaju i podru¢je znacajnih istrazivanja potencijalnih terapija za TNBC.
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Slika 1. Strategije lije¢enja TNBC-a. A. Radioterapija, kemoterapija i operacija; B. Inhibitori imunosnih kontrolnih
tocaka; C. Konjugati protutijelo-lijek (ADC); D. Inhibitori signalnih puteva; E. Inhibitori VEGF-a; F. Inhibitori PARP-
a (preuzeto i prilagodeno prema Zhu i sur., 2023).

4. Flavonoidi

Flavonoidi su velika skupina sekundarnih biljnih metabolita s polifenolnom strukturom koji
zbog svojih povoljnih biokemijskih i antioksidativnih u¢inaka imaju Siroku primjenu u razli¢itim
farmaceutskim, medicinskim i kozmetickim proizvodima (Panche i sur., 2016). Glavni izvori
flavonoida su voce 1 povrée poput §ljiva, jabuka, treSanja, bobi¢astog voca, $pinata, luka i maslina
te Cajevi i vina (Kopustinskiene i sur., 2020). Kod biljaka imaju uloge u zastiti od razli¢itih
biotickih i abiotickih stresova, detoksifikaciji, alelopatiji, rastu i razvoju kao i uloge signalnih
molekula i pigmenata (Liu i sur., 2021). S druge strane, flavonoidi su se pokazali obe¢avaju¢om
terapijskom opcijom za razlicite bolesti ukljucujuéi i karcinom dojke zbog svojih antioksidativnih,
protuupalnih i antikancerogenih svojstava te sposobnosti modulacije aktivnosti razli¢itih stani¢nih
enzima (Adinew i sur., 2021). Pokazano je da flavonoidi utjeCu na rast, proliferaciju,
diferencijaciju, angiogenezu i invazivnost karcinoma tako §to moduliraju stani¢ni ciklus i stani¢ne
signalne puteve te induciraju apoptozu i autofagiju (Kopustinskiene i sur., 2020). Stovise,
flavonoidi imaju i potencijal poboljsanja ucinkovitosti kemoterapije kao i smanjenja njezine
toksicnosti u komplementarnoj primjeni (Adinew i sur., 2021). Sva navedena svojstva ¢ine

flavonoide vrlo privlatnom potencijalnom strategijom lijecenja TNBC-a.



Osnovnu okosnicu svih flavonoida ¢ini fenilpropanoidni lanac koji tvori dva aromatska
prstena medusobno povezana heterocikli¢kim piranskim prstenom (Kopustinskiene i sur., 2020). S
obzirom na kemijsku strukturu, stupanj oksidacije i zasi¢enost lanaca, flavonoidi se mogu podijeliti
na Sest glavnih skupina: flavonoli, flavanoni, izoflavonoidi, flavanoli, flavoni i antocijani (Slika 2.)
(Adinew i sur., 2021). Flavonoidi su i supstrati razli¢itim modifikacijama poput glikozilacije,
glukuronidacije, metilacije, hidroksilacije i drugih metabolickih transformacija tijekom probave

koje utjeCu na njihovu bioaktivnost (Vachetta i sur., 2022).
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Slika 2. Klasifikacija flavonoida na Sest glavnih skupina. S obzirom na stupanj oksidacije sredi$njeg piranskog prstena
flavonoidi se dijele na flavonole, flavanone, izoflavonoide, flavanole, flavone i antocijane. Navedeni su i neki od
predstavnika svake skupine (preuzeto i prilagodeno prema Adinew i sur., 2021).

5. Molekularni ucinci flavonoida u lijeCenju trostruko negativnog
karcinoma dojke

5.1. Indukcija apoptoze
Apoptoza predstavlja strogo reguliran proces programirane stani¢ne smrti koji je normalan
dio razvoja i morfogeneze dok je njegova evazija jedan od vaznih mehanizama karcinogeneze koji

dovodi do proliferacije tumorskih stanica (Slika 3.) (Adinew i sur., 2021). Ekstrinzi¢ni put



apoptoze pokrece se vezanjem liganda smrti (TNF, FasL i TRAIL) za svoje odgovarajuce receptore
smrti nakon ¢ega slijedi novacenje adaptorskog proteina TRADD i/ili FADD, nastanak kompleksa
DISC te cijepanje i aktivacija prokaspaza-8 i -10 (Jan i Chaudhry, 2019). Aktivirane kaspaze-8 i -
10 dalje mogu aktivirati efektorske kaspaze-3 i -7 koje dovode do apoptoze (Park i sur., 2022).
Stani¢ni signali nastali uslijed oksidativnog stresa, radijacije ili tretmana citotoksi¢nim lijekovima
induciraju intrinziéni put apoptoze koji je posredovan insercijom Bax/Bak u vanjsku
mitohondrijsku membranu, njezinom permeabilizacijom i posljedi¢nim oslobadanjem apoptogenih
proteina poput citokroma c u citosol (Jan i Chaundry, 2019). Interakcijom citokroma c i Apaf-1
nastaje apoptosom koji dovodi do aktivacije inicijatorske kaspaze-9 i u konacnici do aktivacije
kaspaza-3 i -7 (Derakhshan i sur., 2017). Postoje i anti-apoptoti¢ki proteini poput Bcl-2 i Bel-xL
koji sprje¢avaju oslobadanje citokroma c i odrzavaju cjelovitost mitohondrija (Jan i Chaundry,
2019). Tumor supresorski protein p53 takoder sudjeluje u indukciji apoptoze kao odgovor na
stanicni stres i to djelujuci kao transkripcijski ¢imbenikfa u regulaciji ekspresije prije spomenutih

gena i brojnih drugih ukljucenih u proces apoptoze (Jan i Chaundry, 2019).
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Slika 3. Ekstrinziéni i intrinziéni put apoptoze. Vezanje liganda smrti za odgovarajuci receptor smrti u ekstrinzi¢nom
putu apoptoze dovodi do nastanka kompleksa DISC koji uklju¢uje adaptorski protein i prokaspaze-8 i -10 s citosolne
strane stanice. Blizina prokaspaza inducira njihovu autokataliticku aktivnost i aktivaciju ¢ime pokre¢u kaspaznu
kaskadu te posreduju u cijepanju proapoptoti¢kog BID u tBID koji aktivira Bax/Bak. Aktivaciju i inserciju Bax/Bak u
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vanjsku mitohondrijsku membranu kod intrinzi¢nog puta pokrecu proteini koji sadrze samo domenu BH3 djelovanjem
unutarstani¢nih signala. Uslijed permeabilizacije mitohondrijske membrane dolazi do oslobadanja citokroma c u
citosol, njegove interakcije s Apaf-1 i nastanka apoptosoma koji aktivira prokaspazu-9. Aktivirana kaspaza-9 aktivira
efektorske kaspaze-3 i-7 koje dovode do apoptoze. SMAC osloboden iz mitohondrija sudjeluje u regulaciji apoptoze
inhibiraju¢i IAP-ove (preuzeto i prilagodeno prema https://biologydictionary.net/apoptosis/).

Brojna istrazivanja dokazuju utjecaje razliCitih flavonoida na brojne komponente
apoptotske masinerije. Tretman trostruko negativnih stanica MDA-MB-231 genisteinom inducirao
je apoptozu uslijed inhibicije Notch-1 signalnog puta koji je inace aberantno aktiviran kod TNBC-
a (Pan i sur., 2012). Posljedi¢no je inhibirana nuklearna translokacija transkripcijskog ¢imbenika
NF-kB i smanjena ekspresija njegovih nizvodnih meta poput Bcl-2 i Bel-xL. Ulogu u promicanju
stani¢ne proliferacije ima i signalna kaskada MEK5/ERKS te su Li i sur. (2008) pokazali da
genistein takoder dovodi i do njezine inhibicije. S obzirom da je NF-kB meta ERKS5 kinaze uocili
su i smanjenje aktivacije NF-kB te posljedi¢no smanjenu ekspresiju Bcl-2, povecanu ekspresiju
Bax i indukciju apoptoze posredovanu kaspazom-3. Pokazano je i da kvercetin inducira apoptozu
popraéenu porastom koncentracije citosolnog Ca?* i ekspresije Bax, smanjenjem mitohondrijskog
membranskog potencijala i ekspresije Bcl-2 te aktivacijom kaspaza-3, -8 i -9 kod stani¢ne linije
MDA-MB-231 (Farghadani i Naidu, 2023). FOXO transkripcijski ¢imbenici su tumor supresori
koji sudjeluju u regulaciji proliferacije i apoptoze te su suprimirani u tumorskim stanicama dok
njihova fosforilacija JNK kinazama dovodi do njihove relokacije i transkripcije ciljnih gena (Kim
i sur., 2012). Proapoptoti¢ko djelovanje kvercetina posredovano je povisenjem ekspresije liganda
smrti FasL uslijed pojacane aktivacije FoxO3a i JNK (Kimisur., 2012; Nguyen i sur., 2017). Kiyga
i sur., (2020) pokazali su da kvercetin dovodi do utiSavanja odredenih Hsp-ova i time inducira
apoptozu s pojacanom aktivacijom kaspaza i cijepanjem PARP-a koji je meta kaspaza i indikator
apoptoze. Kempferol inducira apoptozu putem fosforilacije i aktivacije p53 (Choi i Ahn, 2008) kao
I epigalokatehin galat za kojeg je pokazano da povecava i omjer Bax/Bcl-2, oslobadanje citokroma
¢, indukciju Apaf-1, aktivaciju kaspaze-3 te cijepanje PARP-a (Roy i sur., 2005). Neki flavonoidi
izazivajuéi oksidativni stres induciraju apoptozu pa tako primjerice autooksidacijom miricetina
nastaje izvanstanic¢ni vodikov peroksid koji u TNBC stanicama u kulturi dovodi do nakupljanja
ROS-ova i apoptoze (Knickle i sur., 2018).
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5.2. Inhibicija proliferacije i progresije stani¢nog ciklusa

Nekoliko mehanizama kontrolira progresiju stani¢nog ciklusa kako bi se osigurala pravilna
stani¢na dioba. Pri tome klju¢nu ulogu imaju CDK-ovi ¢ija se aktivnost mijenja tijekom faza
ciklusa i na taj nacin dolazi do cikli¢nih promjena u fosforilaciji i aktivnosti unutarstani¢nih
proteina koji iniciraju i reguliraju procese replikacije DNA, mitoze i citokineze (Vermeulen i sur.,
2003). Najvazniji regulatori aktivnosti CDK-ova su proteini ciklini koji se cikli¢no razgraduju i
sintetiziraju. Indukcija nekontrolirane stani¢ne proliferacije jedna je od glavnih karakteristika
karcinoma dojke koja se moze javiti kao posljedica narusene progresije stani¢nog ciklusa i
poremecene regulacije CDK-ova (Adinew i sur., 2021). Signalna kaskada PI3K/AKkt predstavlja
jednu od najceSce aktiviranih kaskada karcinoma dojke koja promovira stani¢nu proliferaciju i
metastaziranje (Zhang i sur., 2018). Pojac¢ana aktivnost PI3K stimulirana je djelovanjem razli¢itih
onkogena i receptora Cimbenika rasta kao i mutacijama te rezultira nastankom sekundarnog
glasnika PIP3 te fosforilacijom i aktivacijom kinaze Akt (Dong i sur., 2021). Ona dalje fosforilira
brojne supstrate poput mTOR-a, CDK-ova, NF-kB-a i VEGF-a, na taj nacin regulirajuci razlicite

stani¢ne procese.

Pojac¢ana aktivacija JNK signalnog puta pri tretmanu MDA-MB-231 stani¢ne linije
kvercetinom uzrokuje zaustavljanje stani¢nog ciklusa u S i G2/M fazama. Takva inhibicija se javlja
uslijed pojacane aktivacije p53 koji transkripcijski aktivira p21, inhibitora CDK2 (Nguyen i sur.,
2017). Kempferol takoder zaustavlja stanice u G2/M fazi uslijed inhibicije ciklina A i B te CDK1
(Choi i Ahn, 2008). Arowosegbe i sur. (2020) predlozili su kempferol i kao potencijalni inhibitor
kinaze PAK4 ¢ija se visoka ekspresija kod TNBC-a ina¢e povezuje S pojacanom stani¢nom
proliferacijom i losijom prognozom uslijed aktivacije PI3K kaskade. Izorhamnetin, genkwanin i
akacetin inihibraju stani¢nu proliferaciju i zaustavljaju TNBC stanice u G2/M fazi uslijed pojacane
ekspresije p53 i posljedi¢no inhibicije aktivnosti CDK2/ciklin B1 djelovanjem p21 (Zhang i sur.,
2018). Antiproliferativni i proapoptoticki u¢inci ovih flavonoida proizlaze i iz njihove moguénosti
vezanja i inhibiranja PI3Ky ¢ime narusavaju PI3K/Akt/mTOR signalnu kaskadu. Tretmani TNBC
stanica in vitro tangeretinom (Vachetta i sur., 2022), fisetinom (Smith i sur., 2016), genisteinom
(Pan i sur., 2012) i luteolinom (Lee i sur., 2012) zaustavljaju stani¢ne cikluse u G2/M fazi uslijed
inhibicije ekspresije ciklina B1. Luteolin ostvaruje i antiproliferativni u¢inak na TNBC stanice
inhibicijom NF-kB/c-Myc puta ¢ime znaCajno snizava aktivnost telomeraze koja je kljucni

pokreta¢ proliferacije karcinoma dojke (Huang i sur., 2019). Nizvodna meta NF-kB-a, c-Myc
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inducira transkripciju kataliticke podjedinice telomeraze hTERT te se stoga djelovanje luteolina
ocituje u inhibiciji transkripcije hTERT-a i onemoguéenom odrzavanju telomera kromosoma.
Pokazano je da hesperitin inhibira proliferaciju MDA-MB-231 stani¢ne linije supresijom
ekspresije stani¢nih prijenosnika glukoze GLUT1 i GLUT4 i supresijom fosforilacije Akt-a koji
inace pokrece translokaciju GLUT4-a na stani¢nu povrSinu (Yang i sur., 2013). Visoka stopa unosa
i metabolizma glukoze vazna je za rast stanica karcinoma zbog ¢ega ovakvo djelovanje hesperitina

ima znacajan antiproliferativni u¢inak.

5.3. Inhibicija stani¢ne migracije, invazivnosti i epitelno-mezenhimalne tranzicije
EMT je fenotipska pretvorba koja je ukljuc¢ena u normalne fizioloske procese poput
embrionalnog razvoja, ali i u proces odvajanja karcinomskih stanica od mjesta primarnog tumora,
njihovo putovanje krvnim i limfinim sustavom u udaljena tkiva te stvaranje metastatskih lezija
(Adinew i sur., 2021). Pri tome adhezivne nepokretne karcinomske stanice epitelnog fenotipa
prelaze u mobilne invazivne mezenhimske stanice i epitelne stani¢ne biljege poput E-kadherina i
klaudina zamjenjuju mezenhimski N-kadherin i vimentin (Li i sur., 2018). Brojni transkripcijski
¢imbenici poput Slug, Snail, Zeb i Twist te signalne molekule poput Wnt, Notch i TGF-f su takoder
ukljuceni u regulaciju EMT-a. Mobilne karcinomske stanice pokazuju i pojacanu ekspresiju
brojnih enzima poput metaloproteinaza iz obitelji MMP kako bi mogle prodirati kroz izvanstani¢ni
matriks dok im signalni putevi poput PI3K/Akt, Wnt/B-katenin i NF-kB pruzaju zastitu od
programirane stani¢ne smrti anoikisom koju inafe prolaze normalne epitelne stanice koje su
izgubile adheziju s matriksom (Banyard i Bielenberg, 2015). Upala izazvana tumorom moze
dovesti i do novacenja stanica imunosnog sustava koje luce razli¢ite citokine koji mogu inducirati

ekspresiju pro-metastatskih transkripcijskih ¢imbenika (Banyard i Bielenberg, 2015).

Fisetin se pokazao ucinkovitim supresorom migracije, invazije i EMT-a kod TNBC
stani¢nih linija in vitro sniZzavajuéi ekspresiju mezenhimskih biljega i transkripcijskog ¢imbenika
Snail te povecavajuci ekspresiju epitelnih biljega E-kadherina i klaudina, ali i supresorom
metastaziranja in vivo na misjim ksenograftnim modelima (Li i sur., 2018). Takav uc¢inak ostvaruje
in vitro i in vivo tako Sto povecava ekspresiju tumor supresora PTEN i inhibira signalni put
PI3K/Akt/GSK-3p. Li i sur. (2018) stoga predlazu da fisetin za sada jo§ nepoznatim mehanizmom
potice ekspresiju PTEN-a koji nadalje negativno regulira PI3BK/Akt/GSK-3f kaskadu koja inace

stabilizira nizvodni transkripcijski ¢cimbenik Snail kako bi mogao inhibirati ekspresiju gena za E-
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kadherin i na taj nacin potaknuti EMT. Flavonolignan silibinin takoder utjece na odnos epitelnih i
mezenhimskih biljega kako bi inhibirao EMT, smanjuje ekspresiju MMP-2 i MMP-9 ¢ime inhibira
migraciju TNBC stanica te pridonosi pojacanoj fuziji mitohondrija i njihovoj smanjenoj fiziji koja
je inaCe nuzna za migraciju stanica i formaciju lamelipodija (Si i sur., 2020). Byun i sur. (2017)
pokazali su da silibinin snizava ekspresiju MMP-2 i putem inhibicije JAK2/STAT3 kaskade i tim
mehanizmom pridonosi smanjenju invazivnosti stani¢ne linije MDA-MB-231. Takav ucinak
ostvaruje inhibirajuci ekspresiju i fosforilaciju kinaze JAK?2 §to rezultira smanjenjem fosforilacije,
dimerizacije i nuklearne translokacije njegovog supstrata STAT3. Posljedi¢no se STAT3 ne moze
vezati na promotor i inducirati ekspresiju metaloproteinaze MMP-2 koja pridonosi invazivhom
fenotipu TNBC-a. Kvercetin i luteolin mijenjaju morfologiju stani¢nih linija TNBC u ovalni
epitelni fenotip, smanjuju ekspresiju mezenhimskih biljega, poveéavaju ekspresiju epitelnih biljega
te oboje suprimiraju migraciju i invaziju posredstvom inhibicije ekspresije i nuklearne translokacije
B-katenina (Srinivasan i sur., 2016; Lin i sur., 2017). Formiranje kompleksa E-kadherin/B-katenin
klju¢no je za odrzavanje adhezije medu stanicama stoga bi gubitak E-kadherina mogao biti jedan
od razloga za omoguéenu nuklearnu translokaciju B-katenina pri metastaziranju TNBC-a i

indukciju ekspresije gena poput ciklina D1 i c-Myc (Srinivasan i sur., 2016).

Upala i lokalni upalni medijatori tumorskog mikrookolisa usko su povezani s progresijom
tumora razli¢itim mehanizmima pa tako izlaganje TNBC stani¢nih linija lipopolisaharidima
povecava ekspresiju receptora proupalnih lipidnih medijatora BLT2 i sintezu njegovih liganda
¢ime se poti¢e invazivnost i metastaziranje (Park i Kim, 2015). Lipopolisaharidi potenciraju
invazivnost stimulacijom TLR4/MyD88 kaskade koja djeluje uzvodno od BLT2 i stvara njegov
ligand LTB4 uslijed indukcije ekspresije enzima 5-LO (Go i sur., 2018). Takva kaskada u
konacnici posreduje u aktivaciji NF-«B i sintezi IL-6 i IL-8 koji su klju¢ni za invazivnost i agresiju
TNBC-a (Park i Kim, 2015). Flavon wogonin ostvaruje inhibiciju invazivnosti lipopolisaharidom
stimuliranin TNBC stanica in vitro i in vivo smanjenjem ekspresije BLT2 i 5-LO Sto rezultira
inhibicijom fosforilacije ERK-a i posljedi¢éno smanjenom sintezom IL-8 i MMP-9 (Slika 4.) (Go i
sur., 2018).

13



Lipopolisaharidi

Membranski Membranski
dvosloj ] ] dvosloj

- + v

MyD88 T MyD88

BETH
== o

= o

IL-8/MMP-S IL-8/MMP-9 ‘l

e -

Slika 4. Molekularni mehanizam djelovanja wogonina na lipopolisaharidom stimuliranu MDA-MB-231 stani¢nu liniju
invitro i in vivo. Lipopolisaharidi stimuliraju invazivnost i metastaziranje TNBC stanica aktivacijom TLR4/MyD88/5-
LO/BLT2/ERK kaskade dok wogonin inhibicijom ekspresije BLT2 i 5-LO smanjuje sintezu IL-8 i MMP-9 te umanjuje
invazivnost i metastaziranje TNBC-a (preuzeto i prilagodeno prema Go i sur., 2018).
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5.4. Antiangiogeno djelovanje

Angiogeneza je fizioloSki proces stvaranja novih krvnih Zila koji je kljucan za rast,
preZivljenje i metastaziranje karcinoma. Strogo je regulirana razli¢itim endogenim angiostatskim i
angiogenim ¢imbenicima, medutim, razlicite bolesti poput raka mogu utjecati na njthovu ravnotezu
i izazvati patoloSku tumorsku angiogenezu (Mirossay i sur., 2017). U takvom stanju, angiogeneza
poboljsava proliferaciju postojecih krvnih Zila koje ulaze u tumorsko tkivo, opskrbljuju ga kisikom
i nutrijentima te uklanjaju njegov metabolicki otpad (Adinew i sur., 2021). Hipoksija, aktivacija
onkogena ili inaktivacija tumor supresorskih gena mogu izazvati prekomjernu ekspresiju
angiogenih ¢imbenika VEGF, IL-6, IL-8, FGF, TGF-a i prostaglandina E (Adinew i sur., 2021).
Angiogene cimbenike luce i tumoru pridruZzeni makrofazi i stromalne stanice tumorskog
mikrookolisa ¢ime novace i poticu endotelne stanice na formiranje krvnih zila (Varghese i sur.,
2020). VEGF predstavlja kljucni regulator angiogeneze koji je cesto pojacano eksprimiran kod
pacijenata s TNBC-om i koji pokrece proliferaciju i migraciju endotelnih stanica putem PI3K/Akt
kaskade te rearanzman citoskeleta (Huang i sur., 2019; Varghese i sur., 2020). HIF-1a jedan je od
transkripcijskih ¢imbenika koji inducira ekspresiju VEGF-a pri pojavi tumorskog hipoksi¢nog
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stresa (Varghese i sur., 2020). Nekoliko flavonoida pokazalo je antiangiogeni potencijal koji bi

mogao pridonijeti poboljSanju terapija usmjerenih na tumorsku angiogenezu TNBC-a.

Rast HUVEC stani¢ne linije endotelnih stanica u mediju stanica MDA-MB-231 dovodi do
nastanaka kapilarnih struktura, ali izoflavonoid glabradin inhibira nastanak kapilarnih struktura in
vitro kao i formiranje funkcionalnih krvnih zila in vivo na mi§jem modelu s ubrizganim Stanicama
MDA-MB-231 (Hsu i sur., 2011). Takav antiangiogeni ucinak ostvaruje inhibicijom migracije
stanica HUVEC i MDA-MB-231 zbog pojacane degradacije integrina i supresije aktivacije
FAK/Src kompleksa koji nizvodno moze aktivirati nekoliko signalnih kaskada koje imaju uloge u
stani¢noj migraciji i angiogenezi. Tretman epigalokatehin galatom inhibira aktivaciju HIF-1a 1 NF-
kB te posljedi¢no i ekspresiju VEGF i angiogenezu stanica TNBC in vitro i karcinoma dojke
imunokompetentnog misjeg modela in vivo (Gu i sur., 2013). Pri tome tretman nije imao utjecaja
na tjelesnu i sr€anu masu niti na angiogenezu i ekspresiju VEGF-a srca i skeletnih miSi¢a
koristenog misjeg modela s obzirom da se normalna tkiva nalaze pod manjim hipoksi¢nim stresom
pa pokazuju stalno stabilnu ekspresiju VEGF-a i angiogenezu. Hedgehog signalni put sudjeluje u
regulaciji krvozilnog formiranja tijekom ranog embrionalnog razvoja, a pokazuje pojacanu
aktivnost kod TNBC-a popracenu s pove¢anom gusto¢om krvnih Zzila (Tao i sur., 2011). Vezanje
Hedgehog liganda za transmembranski receptor PTCH1 prekida njegovo inhibitorno djelovanje na
membransku translokaciju SMO ¢ime je omoguéena aktivacija i nuklearna translokacija Glil
transkripcijskog ¢imbenika koji promovira ekspresiju gena VEGFA kod karcinoma dojke (Huang
I sur., 2019; Vachetta i sur., 2022). Huang i sur. (2019) su pokazali da wogonozid inhibira
angiogenezu in vitro i in vivo putem smanjenja ekspresije VEGF-a s obzirom da ovaj flavonoid
inhibira transkripcijsku aktivnost i nuklearnu translokaciju Glil te pospjesuje razgradnju SMO-a

ubikvitinacijom.

5.5. Aktivacija antitumorskog imunosnog odgovora

Tumorski mikrookoli§ predstavlja okruzenje tumora koje ukljuuje imunosne stanice,
izvanstani¢ni matriks, krvozilne stanice, fibroblaste, adipocite i signalne molekule (Adinew i sur.,
2021). Mehanizmi urodene i steCene imunosti sudjeluju u regulaciji karcinogeneze pri ¢emu su
glavni nosioci imunosnog odgovora na tumore citotoksi¢ni T-limfociti CD8" koji prepoznaju
abnormalne tumorske antigene izrazene preko MHC1 molekula i oznac¢avaju tumorske stanice za

uniStenje (Abbas i sur., 2017). Antitumorskom imunosnom odgovoru takoder pridonose antigen-
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predocne stanice, obi¢no dendriticke stanice, koje predoc¢enjem tumorskih antigena i ekspresijom
kostimulatornih molekula poti¢u citotoksi¢ne T-limfocite CD8" na diferencijaciju (Te¢i¢ Vuger i
sur., 2021). Nadalje, sudjeluju i pomo¢nicki limfociti Th1 CD4" koji aktiviraju makrofage i
poboljsavaju odgovor CD8* T-limfocita te NK stanice. S druge strane, imunosne stanice mogu
imati i protumorsko djelovanje za $to su najces¢e odgovorne stanice urodene imunosti koje mogu
poticati angiogenezu luc¢enjem VEGF-a, podrzavati progresiju i prezivljenje karcinoma lu¢enjem
topivih ¢imbenika poput NF-kB, TGF-f i imunosupresivnih citokina, pridonositi o$te¢enju DNA
nakupljanjem slobodnih radikala te suprimirati imunosni odgovor (Te¢i¢ Vuger i sur., 2021).
Takvo djelovanje ostvaruju dendriticke stanice koje mogu uvjetovati diferencijaciju CD4" u
protuupalne stanice Th2 i regulatorne stanice T koje suzbijaju antitumorski imunosni odgovor i
podrzavaju razvoj protumorskih stanica. Vazna karakteristika karcinoma je evazija imunosnog
odgovora i to posebice pomoc¢u mehanizama koji ukljuc¢uju CTLA-4 i PD1/PD-L1 i inace sluze za

kontrolu autoimunih reakcija (Adinew i sur., 2021).

Song i sur. (2020) pokazali su da ikariin znacajno oslabljuje imunosupresivnu prirodu
tumorskog mikrookoli$a tako $to smanjuje ekspresiju PD-L1 i prisutnost imunosupresivnih stanica
mijeloidnog porijekla, a povecava udio infiltriraju¢ih CD4*/CD8" T stanica. Takvo djelovanje
pripisuju histon deacetilazi SIRT6 ¢iju ekspresiju ikariin povecava uslijed ¢ega SIRT6 deacetilira
lizin 9 na histonu H3 u promotorima NF-«B ciljnih gena i time destabilizira NF-kB signalizaciju.
Apigenin takoder pokazuje potencijal povecanja osjetljivosti TNBC stanica na antitumorsko
djelovanje T-stanica. Tretman MDA-MB-468 stani¢ne linije apigeninom uzrokovao je smanjenje
fosforilacije transkripcijskog ¢imbenika Statl uslijed ¢ega je smanjena i ekspresija PD-L1 na
prouc¢avanim tumorskim stanicama (Coombs i sur., 2016). Ekspresiju PD-L1 inducira citokin
tumorskog mikrookolisa IFN-y razli¢itim signalnim putevima poput primjerice Jak1/Jak2/Statl
(Bellucci i sur., 2015). Coombs i sur. (2016) pokazali su da apigenin inhibira IFN-B i IFN-y
induciranu ekspresiju PD-L1 te povecava proliferaciju i sintezu IL-2 kod stanica T koje

eksprimiraju PD-1 i koje su rasle zajedno sa stanicama MDA-MB-468.

5.6. Epigenetska regulacija
Epigenetika obuhvaca nasljedne i reverzibilne promjene u ekspresiji gena koje ne ukljucuju
promjene sekvence DNA (Sharma i sur., 2021). Epigenetski mehanizmi koji moduliraju ekspresiju

gena ukljucuju promjene u CpG metilaciji DNA, posttranslacijske modifikacije histona (poput
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metilacija, acetilacija, fosforilacija i ubikvitinacija), ekspresiju nekodiraju¢ih RNA, preuredenje
strukture kromatina i pozicioniranje nukleosoma (Adinew i sur., 2021). U nekodiraju¢e RNA
spadaju jednolan¢ane endogene miRNA koje imaju klju¢nu ulogu u posttranslacijskoj regulaciji
ekspresije gena kod TNBC-a pri ¢emu necke miRNA imaju onkogeno djelovanje, a neke tumor
supresorsko (Adinew i sur., 2021). Ciljanje epigenetskih modifikacija u lije¢enju TNBC-a s
razli¢itim spojevima poput inhibitorima histonskih deacetilaza i DNA metiltransferazama predmet
je brojnih istrazivanja (Selmin i sur., 2020). Nekoliko flavonoida pokazalo je antikancerogene

ucinke putem epigenetske regulacije kod TNBC-a.

Guo i sur. (2016) pokazali su u dugoro¢nom istrazivanju TNBC pacijenata kako je prehrana
obilata sojom (bogata flavonoidima genisteinom i daidzeinom) u godini pred dijagnozu dovela do
pojacane ekspresije tumor supresorskih gena i miRNA te smanjene ekspresije onkogena. Radilo se
0 pojacanoj ekspresiji nekoliko miRNA koje su ukljucene u regulaciju ekspresije gena TP53.
Transkriptomske analize ksenografta dobivenih od TNBC pacijenata pruzile su uvid u utjecaj
genisteina na procese DNA metilacije i histonske deacetilacije koji u konacnici pridonose
njegovom antiproliferativnom uc¢inku (Sharma i sur., 2021). Genistein takvo djelovanje ostvaruje
modifikacijom ekspresije i aktivnosti metiltransferaze Dnmt3b, metilcitozin dioksigenaze Tet3 i
histonske deacetilaze Hdac2. Transkripcijski ¢imbenik i receptor AhR cesto je prekomjerno
eksprimiran kod TNBC-a i u prisutnosti svojih liganda veze se na promotor BRCA1 gena te
promovira asocijaciju DNA metiltransferaza i histonske modifikacije koje inhibiraju transkripciju
BRCAL (Selmin i sur., 2020). Posljedi¢no, hipermetilacija promotora gena BRCA1 koja je opisana
kod 30 — 65% sluc¢ajeva TNBC-a smanjuje BRCAL-ovisnu transaktivaciju gena ERa i dovodi do
ERa-negativnog fenotipa (Selmin i sur., 2020). Tretman genisteinom povecava ekspresiju BRCAL
uslijed smanjenja novacenja AhR na promotor BRCAL i njegove metilacije te nadalje povecava i
ekspresiju ERa i osjetljivost stani¢nih linija TNBC in vitro i in vivo na antiestrogenske terapije
(Donovan i sur., 2019). Sinergisticki u¢inak reaktivacije ekspresije ERa i pojac¢anja osjetljivosti na
antiestrogenske terapije pokazao je i epigalokatehin galat u primjeni s inhibitorom histonskih
deacetilaza, trihostatinom A i to uslijed preuredenja strukture kromatina i promjene statusa
acetilacija i metilacija histona u promotoru ERo (Li i sur., 2010). Steed i sur. (2020) pokazali su
kako tretman stani¢nih linija TNBC epigalokatehin galatom u kombinaciji s drugim inhibitorom
histonskih deacetilaza inducira apoptozu uslijed povecanja ekspresije kaspaze-7 i smanjenja

ekspresije IAP2-a. Ovakve promjene ekspresija objasnili su promjenama histonskih modifikacija
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u promotorima gena, smanjenom aktivnoS¢u histonske deacetilaze i pojacanom aktivnoséu

histonske metiltransferaze.

6. Izazovi i ograniCenja terapijske primjene flavonoida

Unato¢ obecavajucoj ulozi flavonoida u lije¢enju i prevenciji TNBC-a postoji nekoliko
¢imbenika koji za sada ogranicavaju njihovu terapijsku primjenu. Flavonoidi su osjetljivi na
svjetlost, pH i toplinu zbog Cega su podlozni razgradnji i davanju niskog prinosa tijekom
provodenja njihove ekstrakcije 1 prociS¢avanja (Farghadani i Naidu, 2023). Bioraspolozivost i
terapijska uCinkovitost flavonoida mogu biti snizene zbog njihovih nepovoljnih farmakokinetickih
svojstava poput slabe topljivosti u vodi, niske oralne apsorpcije, podloznosti jetrenom metabolizmu
1 razli¢itim modifikacijama tijekom apsorpcije u tankom crijevu i kontakta s mikrobiotom debelog
crijeva (Chinnikrishnan i sur., 2023). Stoga su brojna istrazivanja in vitro i in vivo usmjerena na
razvoj specifi¢ne ciljane dostave flavonoida nanonosac¢ima u svrhu pobolj$anja njihove topljivost
I stabilnost u gastrointestinalnim uvjetima te smanjenja potrebe za primjenom vrlo visokih doza
lijeka kako bi se postigla bioloska aktivnost u organizmu (Farghadani i Naidu, 2023). Nadalje, za
sada su jos§ uvijek malobrojni primjeri klinickih ispitivanja u¢inaka flavonoida na pacijente s

TNBC-om (Vachetta i sur., 2022).

7. Zakljucak

Skupinu TNBC Karakterizira losa prognoza, agresivnost, visoki metastatski potencijal i
nedostatak specifi¢nih ciljanih terapija. U potrazi za alternativnom strategijom lijeCenja koja je
minimalno toksi¢na, Siroko dostupna i ucinkovita, flavonoidi su se pokazali obecavaju¢om
opcijom. Brojna istrazivanja pokazala su da se ucinak flavonoida na TNBC oc¢ituje u njihovoj
supresiji proliferacije, indukciji apoptoze, inhibiciji progresije stanicnog ciklusa, stani¢ne
migracije i angiogeneze, poboljSanju antitumorskog imunosnog odgovora te epigenetskoj
regulaciji. Flavonoidi moduliraju brojne signalne kaskade karakteristicne i kljuéne za
karcinogenezu TNBC-a poput PI3K/Akt, MAPK/ERK, JAK/STAT, NF-kB i Wnt/B-katenin te na
taj nacin u¢inkovito suprimiraju agresivan i metastatski potencijal TNBC-a kod brojnih in vitro i

in vivo modela. Unato¢ obecavaju¢im otkri¢ima, u buduénosti je potrebno rijesiti pitanja
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bioraspolozivosti 1 farmakokinetickih svojstava flavonoida kako bi se ona mogla poceti
primjenjivati u klinickoj praksi. Stoga je nuzno razviti ekoloski prihvatljive tehnologije koje ¢e
omoguciti masovnu proizvodnju ovih metabolita te istraziti mogucnosti novih ciljanih sustava
dostave flavonoida poput razli¢itih nanonosaca. Takvi napredci uz rezultate buducih klini¢kih
Istrazivanja pruzit ¢e odgovore na pitanja o uc¢inkovitosti i sigurnosti primjene flavonoida u terapiji
TNBC-a.
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9. Zivotopis

Rodena sam 13. 2. 2003. u Dubrovniku. Osnovnu $kolu Marina Drzi¢a u Dubrovniku
zavrSila sam 2017. godine nakon c¢ega sam upisala II. gimnaziju u Zagrebu. Tijekom
srednjoSkolskog obrazovanja bila sam kategorizirana tenisacica pri Hrvatskom olimpijskom
odboru. Bila sam viceprvakinja Hrvatske u kategoriji do 14 godina, prvakinja Hrvatske u kategoriji
parova do 14 i 16 godina te s tenis klubom Top Spin ekipna prvakinja Hrvatske do 18 godina (2019.
1 2021.) i viceprvakinja I. seniorske lige (2019. i 2022.). Upisala sam sveucili$ni prijediplomski
studij Molekularne biologije na Prirodoslovno-matematickom fakultetu u Zagrebu 2021. godine.
Tijekom studija sam volontirala na Simpoziju studenata bioloskih usmjerenja (SiSB) 2023. godine
I bila voditeljica radionice u sklopu znanstvene manifestacije Dan i no¢ na PMF-u 2024. godine.
Tijekom akademske godine 2023./2024. obavljala sam laboratorijsku stru¢nu praksu u Laboratoriju
za epigenetiku pod mentorstvom prof. dr. sc. Vlatke Zoldos. Dobitnica sam stipendije grada

Dubrovnika za nadarene studente.
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