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Sazetak:

Cilj istrazivanja: Nektin-2 (Nec2) je adhezijska molekula sa znac¢ajnom
ulogom u imunosnom odgovoru. Pretpostavilja se da povisen izrazaj Nec2
na brojnim solidnim tumorima ima ulogu u razvoju karcinoma tako Sto
omogucuje izbjegavanje imunoloskog nadzora. Stoga interakcije Nec2 s
imunoloskim sustavom c¢ine ovu molekulu obe¢avaju¢om metom za ciljanu
imunoterapiju usmjerenu na poticanje imunoloskog odgovora protiv stanica
tumora. Istrazivanja na ogranic¢enoj skupini pacijentica utvrdila su da stan-
ice karcinoma dojke imaju povisenu razinu izrazaja Nec2. Ovo istrazivanje
nastoji nadopuniti dosadasnja saznanja, te na vecoj skupini pacijentica
kvantificirati izrazaj membranskog Nec?2 i utvrditi povezanost izrazaja Nec2
i klinicko-patoloskih podataka pacijentica.

Materijali i metode: Uzorci biopsija dojke pacijentica zajedno s odgova-
raju¢im klinicko-patoloskim podacima prikupljeni su iz arhiva Zavoda za
patologiju i citologiju, Klinickog bolni¢kog centra Rijeka. Od ukupno 131
uzoraka izradeni su tkivni mikroareji (eng. tissue microarrey, TMA) te se
provelo imunohistokemijsko bojanje membranskog Nec2. Kako bi kvantifi-
cirali razinu Nec2 izrazenog na membranama stanica koristen je parame-

tar H-ocjena za procjenu imunoreaktivnosti.

Rezultati: UocCena je visoka incidencija Nec2 pozitivnih uzoraka karci-
noma dojke. Iako je uocen izrazaj Nec2 i na netumorskim uzorcima razina
izrazenog Nec2 znacajno je visa u tumorskim uzorcima. Nije uocena stati-
sticki znacajna ovisnost izrazaja Nec2 u stanicama sa sljedec¢im klini¢ko-
patoloskim podacima pacijentica: tip karcinoma, stadij prosirenosti karci-

noma, dob te hormonski HER2 status.

Zakljucak: Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da je razina izrazaja
Nec2 povecana u tkivima karcinoma dojke u odnosu na zdravo tkivo, me-
dutim, nije uoCena veza izrazaja Nec2 s analiziranim klinicko-patoloskim

parametrima pacijentica.

Kljucne rijeci: Nektin-2, karcinom dojke, imunoterapija



Summary:

Research goal: Nectin-2 (Nec2) is an adhesion molecule with a signifi-
cant role in the immune response. Elevated expression of Nec2 in many
solid tumors is pressumed to play a role in cancer development through
evasion of immune surveillance. Interactions of Nec2 with the immune
system make this molecule a promising target for targeted immunother-
apy aimed at regulating the immune response against tumor cells. Re-
search on breast cancer cells determined an increased level of genetic and
protein expression of Nec2, but in a limited group of patients. The current
study aims to complete the previous findings by quantifying the expres-
sion of membrane Nec2 in a larger group of patients and to establish the
connection between the expression of Nec2 and the clinical and pathologi-

cal data of the patients.

Materials and methods: Samples of breast biopsies of female patients
along with corresponding clinical and pathological data were collected
from the archives of the Department of Pathology and Cytology, Rijeka
Clinical Hospital Center. From a total of 131 samples, tissue microarrays
(TMA) were made and immunohistochemical staining of membrane Nec2
was performed. In order to quantify the level of Nec2 expressed on cell

membranes, the H-score parameter was used to assess immunoreactivity.

Results: A high incidence of Nec2 positive breast cancer samples was ob-
served. Although Nec2 expression was also observed in hon-tumor sam-
ples, the level of expressed Nec2 was significantly higher in tumor sam-
ples. No statistically significant dependence of Nec2 expression and fol-
lowing clinical and pathological data was observed: type of cancer, stage

of cancer extension, age and hormonal HER2 status.

Conclusion: The results show an increased level of expressed Nec2 in
breast cancer tissues compared to healthy tissue, however, no link be-
tween Nec2 expression and any clinical-pathological parameters of the

patients was observed.



Key words: Nectin-2, breast cancer, immunotherapy
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1. Uvod

1.1. Epidemiologija karcinoma dojke

Karcinom dojke maligna je bolest zljezdanog parenhima dojke od koje
vec¢inom obolijevaju zene. Karcinom dojke najcesSce je dijagnosticiran
karcinom te je vodedi uzrok smrti od karcinoma kod Zena (1). Tijekom
godina zabiljezen je konstantni rast stope ucestalosti karcinom dojke, kako
u svijetu tako i u Hrvatskoj (1). Usprkos rastu ucestalosti, u posljednjih pet
godina zabiljezena je smanjena stopa mortaliteta od karcinoma dojke (2).
Smanjena stopa mortaliteta prepisuje se kombinaciji dizanja
javnozdravstvene svijesti o karcinomu dojke i vaznosti redovitih

mamografija te napretku u lije¢enju i dijagnostici.

1.2. Etiologija karcinoma dojke

Dojka je zlijezda smjestena na gornjem dijelu prsnog kosa, sastavljena od
15 do 20 reznjeva (lat. lobus) mlijeCnih Zlijezda koji se sastoje od jos
manjih anatomskih podjedinica, reznji¢a (lat. lobulus), okruzene vezivnim
masnim i misicnim tkivom. Tijekom trudnoce i dojenja, pod utjecajem
majcinih hormona, lobuli proizvode i izlu¢uju mlijeko. Svaki lobulus ima

izvodni kanal (lat. ductus) koji prenosi mlijeko do bradavice.

Maligni tumori dojke gotovo su iskljucivo epitelni karcinomi koji nastaju iz
mutacija epitelnih stanica duktalnih ili lobularnih elemenata. Maligno
transformirane stanice mogu se prosiriti u druge dijelove tijela putem tkiva,
limfe ili krvi. Iako je toCan uzrok karcinoma dojke nepoznat, postoje brojni
rizi¢ni faktori, ukljucujudi obiteljsku povijest bolesti, reproduktivnu povijest,
izlaganje estrogenu, dob, pretilost i nasljedne mutacije, osobito u genima

BRCA1 i BRCA2. Karcinom dojke je izrazito heterogena bolest, s raznolikom



morfologijom na molekularnoj i klini¢koj razini, sto moze znacajno utjecati

na dijagnozu i ishode lijecenja (3).

1.3. Klasifikacija i stadiji karcinoma dojke

Karcinom dojke klasificira se na nekoliko nacina, s obzirom na anatomsku
lokalizaciju, lokalnu ekspanziju i malignost. S obzirom na anatomsku
lokalizaciju, karcinomi dojke dijele se primarno na lobularne ili duktalne.
Vecdina karcinoma dojke duktalnog je podrijetla. S obzirom na lokalnu
ekspanziju, karcinom dojke dijeli se na invazivni i mikroinvazivni, kada se
stanica karcinoma prosSirila na susjedni parenhim dojke te na neinvazivni,

kada stanica karcinoma ostaje unutar duktusa ili lobula.

Invazivni duktalni karcinom (IDC) najcesce je dijagnosticiran karcinom
dojke, Cinedi priblizno 80% slucajeva (4). IDC nastaje u duktusima te je
histoloski karakteriziran kohezivnim c¢vrstim nakupinama stanica, koje se
na tkivu manifestiraju kao cvori¢. Vidljivost ¢vori¢a prilikom mamografije
pomaze u dijagnostici karcinoma. Invazivni lobularni karcinom (ILC)
nastaje u lobulima i cini oko 15% svih dijagnosticiranih invazivnih
karcinoma (5). ILC karakterizira gubitak stani¢ne adhezije u stanicama
lobularnog karcinoma, Sto pridonosi nastanku rasprSenih nakupina
tumorskih stanica. Pojava tih rasprsenih struktura znatno otezava
dijagnosticiranje mamografijom. Mikroinvazivni karcinom relativho je
rijedak oblik karcinoma dojke te cini manje od 1% svih slucajeva.
Karakteriziran je Sirenjem stromalnih stanica karcinoma izvan bazalne

membrane u susjedno tkivo, no sa zaristem invazije manjim od 1 mm (7).

Za razliku od invazivnih, neinvazivni (in situ) karcinomi (CIS) nemaju
izrazenu tumorsku invaziju kroz bazalnu membranu u okolne stromalne
stanice, nego su ogranic¢eni na mjesto nastanka. Prema mjestu nastanka,
in situ karcinomi se primarno dijele na duktalni in situ karcinom (DCIS),
takoder znan kao intraduktalni karcinom (6), ili lobularni in situ karcinom
(LCIS) (5).



Odredivanje stadija karcinoma dojke temelji se na TNM sustavu, koji uzima
u obzir veli¢inu tumora (T), broj zahvacenih regionalnih limfnih ¢vorova (N),
i prisutnost ili odsutnost metastaza (M) izvan regionalnih limfnih ¢vorova.
KoriStenjem ovog sustava, karcinom dojke moze imati stadij od 0 do IV
gdje stadij 0 podrazumijeva karcinom in situ, dok stadiji od I do IV
oznacavaju invazivni karcinom, a stadij IV podrazumijeva i metastatsko

Sirenje u udaljene organe (8).

Dodatno, imunohistokemijskom klasifikacijom, karcinomi dojke klasificiraju
se u Cetiri skupine s obzirom na imunohistokemijsku izrazenost receptora
za estrogen i progesteron (hormonski status, HR status), HER2 receptor i

proliferacijski biljeg Ki-67.

1.4. Nacini lijecenja i nuspojave

Za lijeCenje karcinoma dojke koristi se nekoliko razlicitih pristupa: kirursko
odstranjivanje karcinoma, kemoterapija, radioterapija, hormonska terapija,
i imunoterapija. Svaka od ovih terapija ima svoje prednosti kao i
nedostatke. Kirursko odstranjivanje karcinoma, iako i dalje na prvom
mjestu kao strategija lijeCenja karcinoma dojke, nije uvijek izvedivo te
moze dovesti do brojnih nuspojava i povecanog rizika od infekcije (9).
Kemoterapija, odnosno sustavna primjena citostatika, koristi se kao
metoda kojom se nastoji izbjeéi kirurski pristup. Medutim, primjena
citostatika povezana je s akutnom toksi¢nosti u organizmu jer su ti lijekovi
nespecificni te prilikom uniStavanja tumorskih stanica moze dodi i do
oStecivanja zdravog tkiva, osobito u stanicama koje brzo proliferiraju (10).
Radioterapija se najcesce koristi kao adjuvantna terapija nakon kirurskog
odstranjivanja dojke u svrhu odstranjivanja preostalih tumorskih stanica
(11). Hormonska terapija rjede je koriStena metoda koja se primjenjuje u
karcinomima s HR pozitivnim statusom te je takoder povezana s brojnim
nuspojavama poput povecanog rizika od osteoskleroze ili razvijanja
otpornosti na hormonsku terapiju (12,13). Jedan od novijih pristupa

lijeCenja karcinoma dojke je imunoterapija, temeljena na uporabi
3



monoklonskih protutijela na HER2 receptor (engl. human epidermal growth
factor receptor) koji je nerijetko pojacano izrazen na tumorskim stanicama
te pridonosi rastu tumora. Primjena monoklonskih protutijela dovodi do
inhibicije rasta tumorskih stanica. HER2 imunoterapija koristi se samo u
karcinomima s visokom razinom izrazaja HER2 (HER2+) te najcesce u
kombinaciji s kemoterapijom (14). Razvoj novih pristupa lijeCenja
karcinoma dojke od izrazite je vaznosti kako bi se prevladala ograni¢enja i
nuspojave dosadasnjih terapija, pruzila opcija pacijenticama koje ne
odgovaraju na trenutne terapije ili dale nove mogucénosti kombinirane

terapije kojom se moze postiéi pozitivan aditivan odgovor.

1.5. Napredak u dijagnostici i lijecenju

Rastudi interes za personaliziranu medicinu kao i napredak u molekularnoj
medicini omogudili su razvoj dijagnostickih metoda prilagodenih
individualnim biolosSkim karakteristikama tumorskih stanica, ukljucujudi i
stanice karcinoma dojke. Molekularni biomarkeri, koji mogu predvidjeti
odgovor na terapiju i progresiju bolesti, od posebnog su interesa jer
omogucuju odabir optimalne terapije za svakog pacijenta. Osim
dijagnostickih aspekata, istrazuje se sve veci broj biomarkera karcinoma
dojke kao potencijalne mete za ciljanu antigensku imunoterapiju usmjerenu
na pokretanje imunoloskog odgovora. Jedan od znacajnih uspjeha u takvoj
ciljanoj imunoterapiji su inhibitori kontrolnih toc¢aka, poput anti-CTLA-4 i
anti-PD-L1, koji djeluju na istoimene inhibicijske Nec2 receptore, Cime
omogucuju regulaciju odgovora T-limfocita protiv stanica karcinoma.
Ucinkovitost te vrste imunoterapije dokazana je na brojnim solidnim
tumorima, poput karcinoma plu¢éa i melanoma (15). Uspjeh ciljane
imunoterapije povecao je interes za istrazivanje molekula izrazenih na
karcinomu dojke koje bi potencijalno mogle potaknuti imunoloski

antitumorski odgovor, pri ¢emu je jedna od tih molekula Nektin-2 (Nec2).



1.6. Nektin-2

Nektin-2 (Nec2, PVRL2, CD112) je clan obitelji nektina, koja pripada
transmembranskim glikoproteinima iz superobitelji imunoglobulina.
Proteini ove obitelji, klju¢ni su za stani¢nu adheziju putem kadherina, kao i
za mnoge druge stanic¢ne procese poput stani¢ne proliferacije ili migracije.
Proteini iz obitelji nektina, ukljucujuci Nec2, imaju karakteristi¢nu strukturu
koja se sastoji od izvanstaniCne regije s tri imunoglobulinske domene,
transmembranske regije te citoplazmatskog repa. Zahvaljujuéi posebnoj
strukturi citoplazmatske regije, nektini mogu vezati afadin, molekulu koja
povezuje kljuénu komponentu citoskeleta, aktin, s drugim medustani¢nim

spojevima. Do sada su identificirana Cetiri ¢lana obitelji nektina (16).

Nec2 primarno je opisan na povrsini epitelnih stanica, fibroblasta i neurona,
gdje djeluje kao molekula koja uspostavlja heterofilicne i homofilicne
adhezije izmedu stanica (11). Tijekom homofilicne interakcije, Nec2
uspostavlja trans-dimere s molekulama Nec2 na susjednoj stanici, dok
tijekom heterofilicne interakcije naj¢esce stupa u veze s ostalim ¢lanovima
nektinske obitelji. Adhezijska uloga Nec2 odituje se u brojnim stani¢nim
procesima, primjerice u spermatogenezi Sertolijevih stanica, gdje je

kljuan za odrzavanje integriteta sjemenih kanali¢a (16).

1.7. Nektin-2 u imunoloskom sustavu

Iako su primarno otkriveni kao adhezijske molekula, ¢lanovi Nektinske
obitelji, pa tako i Nec2, imaju i znacajnu ulogu u imunoloSskom odgovoru,
kroz interakciju s inhibicijskim i aktivacijskim receptorima na imunoloskim

stanicama.



Nec2 stupa u interakciju s imunoloskim receptorima DNAM1, TIGIT i PVRIG.
DNAM1 (CD226) je aktivacijski receptor izrazen na brojnim stanicama
imunoloskog sustava poput T-limfocita (CD4+ i CD8+), stanica NK, B-
limfocita i monocita. Aktivacija receptora DNAM1 uslijed vezanja Nec2 moze
dovesti do pojacanog citotoksicnog ucinka stanica NK i CD8 T-limfocita.
TIGIT je inhibicijski receptor koji, poput DNAM1, ima izrazaj na mnogim
stanicama poput T-limfocita (CD4+ i CD8+) i stanica NK, te je osobito
izrazen na regulacijskim T-limfocitima. Za razliku od receptora DNAM1,
TIGIT ima ulogu inhibicijskog receptora. Vezanjem Nec2 i TIGIT dolazi do
inhibicije imunoloskih stanica. Istrazivanja su pokazala da se TIGIT veze za
molekulu Nec2 s veéim afinitetom nego DNAM1. CD112R (PVRIG) je
inhibicijski receptor nektinske obitelji koji veze Nec2 s najjacim afinitetom.
CD112 je uglavnom izrazen na CD8+ T-limfocitima i stanicama NK. Kao i
TIGIT, CD112R ima inhibicijsku ulogu u imunosnom sustavu pa vezanjem
Nec2 na CD112R dolazi do inhibicije citotoksi¢cnog odgovora CD8+ T-

stanica.

Osim Sto Nec2 interakcijom s navedenim receptorima moze doprinijeti
aktivaciji ili inhibiciji imunoloSkog odgovora, nova istrazivanja pokazala su
da se Nec2 pojavljuje i na odredenim stanicama imunoloskog sustava,
osobito na CD14+ tumorskim makrofazima (eng. tumor associated

macrophages, TAM) (17)

1.8. Nektin-2 u tumorima

Prekomjerni izrazaj Nec2, opisan kod brojnih tumora, omoguduje
tumorskim stanicama da izbjegnu nadzor imunoloskog sustava kroz
interakciju Nec2 s inhibicijskim receptorima (18). Primjeri uloge Nec2 u
razvoju tumora ukljucuju: kolorektalni karcinom (19) i neuroblastom (20).
U kolorektalnom karcinomu, pokazano je da prekomjerni izrazaj Nec2 na
tumorskim stanicama pridonosi inhibiciji T-stanicnog odgovora. Sli¢no

tome, u neuroblastomu interakcija Nec2 s inhibicijskim receptorom TIGIT

6



smanjuje citotoksi¢ni ucinak stanica NK, ¢ime se omogucuje daljnja
progresija karcinoma. Ova istrazivanja sugeriraju ulogu Nec2 kao inhibitora
kontrolnih toCaka imunoloskog sustava (TIGIT i CD112R) te ga Cine
atraktivnom metom za ciljanu imunoterapiju u Nec2 pozitivhim
karcinomima (21). Terapijske moguénosti ciljane imunoterapije na Nec2 ve¢
su pokazale obecavajuce rezultate u eksperimentalnom pretklinickom
istrazivanju karcinoma ovarija (23). Sukladno tome, trenutno su u tijeku
klinicka istrazivanja inhibitora Nec2 receptora CD112R, s obecavajucim

rezultatima na uglavnhom solidnim karcinomima (22).

Potencijalna uloga Nec2 u karcinomu dojke potvrdena je u nekoliko
istrazivanja, i pokazuje obecavajuce rezultate. Pretklinicko istrazivanje
Oshime i suradnika jedno je od prvih koje je utvrdilo prekomjerni izrazaj
Nec2 na stanicama karcinoma dojke te potvrdilo antitumorski ucinak
protutijela na Nec2 (24). Prekomjerni izrazaj Nec2 na genetskoj kao i na
proteinskoj razini (17,25,26) utvrden je i na drugim studijima, ukazujuci
na potencijal Nec2 kao biomarkera karcinoma dojke. Ova studija nastoji
doprinijeti dosadasnjim istrazivanjima o izrazaju Nec2 u karcinomu dojke
te dodatno istraziti poveznicu izrazaja Nec2 na tumorskim stanicama i

odredenih klinicko-patoloskih parametrima.



2. Cilj istrazivanja

Na temelju dosadasnjih istrazivanja moze se zakljuciti da Nec2 kao adhe-
zijska molekula i osobito kao regulator imunosnog sustava ima znacajnu
ulogu u razvoju tumora. Povecan izrazaj Nec2 prethodno je identificiran u
karcinomu dojke na genetskoj i proteinskoj razini, sto istiCe vaznost Nec2
u dijagnostici te kao potencijalu metu u ciljanoj imunoterapiji. Stoga je
glavni cilj ovog istrazivanja utvrditi izrazaj proteina Nec2 na membranama
stanica karcinoma dojke te usporediti izrazaj Nec2 po razli¢itim klini¢ko-

patoloskim podacima pacijentica.
U okviru glavnog cilja postavljeni su specificni ciljevi:

- kvantifikacija izrazaja membranskog Nec2 na uzorcima biopsije
dojke pacijentica

- usporedba incidencije i razine izrazaja Nec2 izmedu uzoraka tumor-
skih i netumorskih tkiva dojke

- usporedba incidencije i razine izrazaja Nec2 po razli¢itim klini¢ko-

patoloskim podacima pacijenticama



3. Materijali i metode

3.1. Klinicko-patoloski podaci

Ova retrospektivna studija obuhvatila je 131 uzorak biopsija dojke, priku-
pljenih u razdoblju od 2006. do 2021. godine, koji su sadrzavali tkiva be-
nignih lezija i tumora dojke. Uzorci su donirani iz arhive Zavoda za patolo-
giju i citologiju Klinickog bolni¢kog centra Rijeka. Tkivo je obradeno prema
standardnom protokolu odnosno fiksirano u 10% puferiranom formalinu
(Kemika, Zagreb, Hrvatska), uklopljeno u parafin i obojeno hemalaun-eo-
zinom (HE). Klinic¢ku i histoloSku kategorizaciju pacijentica obavio je ovlas-
teni patolog te su u analizu ukljuceni samo uzorci koji su sadrzavali dosta-
tnu koli¢inu reprezentativnog tkiva te odgovarajuce klinicke podatke paci-
jentica. Klini¢ki podaci koji su uklju¢eni u analizu su sljedeci: dob, vrsta
karcinoma, status pacijentica s obzirom na izrazaj hormonalnih receptora i
HER2 receptora te veli¢ina i proSirenost tumora prema TNM sustavu. Za
odredivanje veli¢ine i prosSirenosti tumora koristen je parametar pT, dio

TNM sustava karakteriziran u Tablici 1.

Tablica 1. Kriteriji za odredivanje stadija tumora preuzeti i prilagodeni iz (27)

Primarni tumor (T) Opis

T1 Tumor <20 mm u najveéem promjeru

Tumor >1 mm, ali £5 mm u najveéem

promjeru (T1la)

Tumor >5 mm, ali <10 mm u najvecem

promjeru (T1b)

Tumor >10 mm, ali £20 mm u najvecem

promjeru (T1c)

Tumor >20 mm, ali <50 mm u najvecem

T2 promjeru
T3 Tumor >50 mm u najveéem promjeru

Tumor bilo koje veliCine s izravnim
prodorom u stijenku prsnog kosa i/ili
kozu (ulceracije ili makroskopski ¢vorovi

T4 na kozi)




3.2. Tkivni mikroarej (TMA)

Od prethodno odabranih parafinskih blokova prikupljeni su pripadajuc¢i HE
mikroskopski preparati te je patolog odredio reprezentativho podrucje
tumorskog tkiva. Odabrano podrucje oznacilo se na staklu vodootpornim
flomasterom i prenijelo na pripadajuci parafinski blok davatelj. Pomocu
aparata MTA Booster OI (Alphelys, Plaisir, Francuska) s oznacenog mjesta
na bloku davatelju, uzela su se 2 cilindra tumorskog tkiva promjera 1,5 mm
te su se umetnuli u parafinski blok primatelj (TMA blok). Cilindri tumorskog
tkiva umetnuti su u smjeru x i y koordinatnih osi te je na svaki TMA blok
dodan cilindar zdravog tkiva jetre koji sluzi kao orijentacijski uzorak. TMA
blok inkubiran je preko noéi u termostatu na 40°C kako bi se cilindri
povezali i uklopili u parafinski blok primatelj. Na mikrotomu LeicaRM2125RT
(Leica Biosystems, Illinois, USA) izradeni su rezovi debljine 4 um radi

daljnje imunohistokemijske analize (eng. immunohistochemistry, IHC).

3.3. Imunohistokemijsko bojanje i dodjela H-ocjene

Rezovi TMA blokova prebaceni su na adhezijska stakla (DakoREALTM,
Glostrup, Danska) te ostavljeni preko noc¢i u termostatu na 37 °C kako bi
se dodatno poboljSala adhezija tkiva za staklo. Deparafinacija tkiva izvrSena
je u supstituciji za ksilen (Tissue-Tek, Sakura, UK) tri puta po sedam
minuta. Rehidracija tkiva izvrSena je dva puta po pet minuta u 100%
etanolu, pet minuta u 90% i pet minuta u 70% etanolu. Zatim je tkivo
isprano pet minuta u destiliranoj vodi. Za otkrivanje antigenskih epitopa
(eng. antigen retrieval) primijenjen je toplinom inducirani pretretman,
odnosno tkivo je tretirano Tris/EDTA pH 9 puferom u trajanju od 15 minuta
u vodenoj kupelji na 97°C. Tkivo je zatim ohladeno i isprano dva puta po
tri minute u destiliranoj vodi i pet minuta u PBS-u. Nakon deparafinizacije i
otkrivanja antigenskih epitopa proces imunohistokemijskog bojanja

proveden je u automatskom imunobojacu (Dako Autostainer Plus,
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DakoCytomationColorado Inc, Fort Collins, CO, SAD). Uzorci su inkubirani
30 minuta s primarnim Nektin-2 protutijelom, klon EPR21124 (Abcam,
ab233384), razrijedenim s komercijalnim otapalom za antitijela u omjeru
1:250 (SignalStain® Antibody Diluent #8112). Tkivo je tretirano s 3% H>0:>
(Peroxidase-Blocking Solution, DakoREALTM, Glostrup, Danska) i
inkubirano pet minuta na sobnoj temperaturi kako bi se blokirala endogena
peroksidaza te je zatim isprano dva puta u puferu za ispiranje (Dako Wash
Buffer 10x, Glostrup, Danska). Pufer za ispiranje je prethodno razrijeden s
destiliranom vodom u omjeru 1:10. Nakon toga primijenjen je
vizualizacijski sistemm DakoREALTM EnVisionTM Detection System,
Rabbit/Mouse (35 minuta), a potom DakoREALTM DAB+ Chromogen
(sadrzan u EnVisionTM kitu), koji je koristen kao kromogen. Stakla su
isprana s destilirmanom vodom i potom kontrastirana Mayerovim
hematoksilinom pet minuta. Hematoksilin je ispran u vodi iz slavine u
trajanju od 15 minuta. Na samom kraju izvrSena je dehidracija tkiva u
etanolu, ispiranje u zamjeni za ksilen i montiranje pokrovnih stakalca s
medijem za montiranje (Entellan®new Mounting Medium, Merck Millipore,

Germany).

Gotovi preparati pregledani su i interpretirani od strane ovlastenog pato-
loga. Evaluacija imunoreaktivnosti Nec2 u promatranim stanicama, odno-
sno intenzitet membranskog i citoplazmatskog obojenja, ocjenjen je kao
slab, umjeren ili jak. Nakon odredivanja intenziteta bojenja, izracunata je
H-ocjena (eng. histoscore, H-score) za membransko bojenje tumorskih sta-
nica prema sljedecoj formuli: 3 x postotak stanica s jako obojenim mem-
branama + 2 x postotak stanica s umjereno obojenim membranama + po-

stotak stanica sa slabo obojenim membranama.
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3.4. Statisticka obrada podataka

Odredivanje povezanosti izmedu kategorickih parametara mjerena je kori-
Stenjem Chi-kvadrat (eng. Chi-square) testa (28). Prema Cochranovom
pravilu za parametre s manje od 30 ukupnih mjerenja i/ili s bar jednom
ocekivanom vrijednosc¢u u kontingencijskoj tablici ispod pet, koristen je Fis-
herov egzaktni test (29). Obzirom da su dobiveni rezultati neravnomjerno
raspodijeljeni, za usporedbu medijana vrijednosti H-ocjene Nec2 koristeni
su neparametrijski testovi. Usporedba H-ocjene za klinicko-patoloske ka-
rakteristike s dvije grupe analizirana je Mann-Whitney testom (30), a za
one s viSe od dvije grupe Kruskal-Wallis testom s post-hoc Dunn testom
(31). Rezultati s p < 0,05 smatrani su statisticki znacajnima. Statisticke
analize provedene su koriStenjem programa GraphPad Prism (verzija
10.2.3, Dotmatics, Insightful Science, LLC, UK), dok su pripreme, prila-

godbe i finalno kreiranje izvrSeni u MS Excel softveru.
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4. Rezultati

Kako bi ispitali prisutnost i razinu Nec2 u dostupnim tkivima dojke, na
blokovima tkivnih mikroareja dojke (engl. tissue microarray, TMA)
napravljena je imunohistokemijska analiza. Ukupno je analiziran 131
uzorak tkiva dojke, od ¢ega su 27 uzoraka benignih lezija (mikrokalcifikati)
i 104 uzorka tumorskog tkiva. Tumorski uzorci su Kklasificirani prema
sljede¢im razli¢itim patohistoloskim kriterijima: histoloski tip karcinoma
(invazivni duktalni vs. lobularni karcinom), parametar pT, dio TNM
klasifikacije (Tablica 1., sekcija Materijali i metode) i hormonalni/HER-2
status pacijentica. Klinicko-demografski podaci pacijentica prikazani su u
Tablici 2.

Tablica 2. Klini¢ko-patoloske karakteristike analizirane kohorte

Parametra Podgrupa Broj pacijentica [n(%)]
Benigne lezije 27 (20.6%)
Dob
<62 20 (74.1%)
>62 7 (25.9%)
Tumori 104 (79.4%)
Dob
<62 62 (59.6%)
>62 42 (40.4%)

Vrsta tumora
90 (86.5%)
11 (10.6%)

Invazivni duktalni karcinom

Lobularni karcinom
Invazivni duktalni i lobularni

karcinom 2 (1.9%)
In situ 1 (1.0%)

Stadij tumora po pT parametru
pT1 52 (50%)
pT2 38 (36.5%)
pT3 5 (4.8%)
pT4 2 (1.9%)
*pTmic 1 (1.0%)
**pT1icm 1 (1.0%)
nepoznato 5 (4.8%)

HER2/HR status tumora

HR-/HER2- 10 (9.6%)
HR-/HER2+ 20 (19.2%)

HR+/HER2-

68 (65.4%)
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HR+/HER2+ 6 (5.8%)

* Mikroinvazivni duktalni karcinom
**Invazivni duktalni karcinom s viSe Zarista

Za kvantifikaciju izrazaja proteina Nec2 na membranama tumorskih stanica
koristen je parametar H-ocjene koji se standardno koristi za interpretaciju
imunoreaktivnosti u sklopu IHC analize, kao Sto je prethodno opisano u
sekciji Materijali i metode. Imunoreaktivhost Nec2 u tumorskim tkivima
kategorizirana je u Cetiri skupine s obzirom na vrijednost H-ocjene: Nec2
negativno (H-ocjena <14), Nec2 nisko (H-ocjena 15-99), Nec2 umjereno
(H-ocjena 100-199) te Nec2 visoko (H-ocjena =200). Kriteriji navedenih
kategorija preuzeti su iz dosadasnjih sli¢nih istrazivanja (32). U uzorcima
benignih lezija, H-ocjena nije odredena. Umjesto toga, opisani su na osnovu
prisutnosti ili odsutnosti imunoreaktivnosti te intenzitetu
imunoreaktivnosti. Intenzitet Nec2 imunoreaktivnosti u benignim lezijama
klasificiran je kao nizak, umjeren ili visok. Na Slici 1. prikazani su
reprezentativni uzorci navedenih kategorija u tumorskim tkivima i benignim

lezijama.
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Slika 1. Reprezentativni prikaza izrazaja Nektina-2 u tumorima dojke i
benignim lezijama. (A) Nec2 pozitivna benigna lezija, (B) Nec2 negativna
benigna lezija, (C) Invazivni duktalni tumor visokog izrazaja Nec2, (D) Invazivni
duktalni tumor umjerenog izrazaja Nec2, (E) Invazivni duktalni tumor niskog
izrazaja Nec2, (F) Nec2 negativan invazivni duktalni tumor. Izvorno povecanje
x400, skala 100 pm



Najprije smo odredili incidenciju Nec2 imunoreaktivhosti u uzorcima
benignih lezija i tumorskih tkiva. Utvrdeno je da je 51.9% uzoraka u kohorti
benignih lezija Nec2 pozitivno (Slika 2A), dok je 68.3% uzoraka u kohorti
tumorskih lezija bilo Nec2 pozitivno (Slika 2B). Statistickom analizom nije
utvrdena statisticki znacajna razlika u incidenciji Nec2 imunoreaktivnosti

izmedu dviju analiziranih kohorti (Fisherov test, p=0.1198, ns).

A) B)

31.73% Nec2 negativni uzorci

Bl Nec2 pozitivni uzorci
48.15%

Benigne lezije=27 Tumorska tkiva=104

Slika 2. Incidencija Nec2 imunoreaktivnosti u benignim lezijama i

tumorskim tkivima. (A) benigne lezije, (B) tumorska tkiva.

Medutim, analiza incidencije Nec2 pozitivhih uzoraka s obzirom na
intenzitet bojanja pokazala je da su tumorski uzorci podjednako ucestali u
svim kategorijama (Slika 3B), dok su benigne lezije uglavnom klasificirane
kao Nec2 slabo ili umjereno imunoreaktivhe, bez uzoraka sa snaznim
membranskim bojenjem (Slika 3A). Statistickom analizom utvrdena je

znacajnost ove razlike (Chi-square test, p=0.01).



A) B)

Slaba ispoljenost Nec2
Umjerena ispoljenost Nec2
B Jaka ispoljenost Nec2

29.58%
31% 69% °
38.03%
Total=14 Total=71

Slika 3. Raspodjela Nec2 imunoreaktivnih tkiva po kategorijama
odredenim s obzirom na intenzitet Nec2 bojenja. (A) Nec2 pozitivne

benigne lezije, (B) Nec2 pozitivha tumorska tkiva.

S obzirom na to da je prethodnom analizom uocena povezanost izmedu
intenziteta Nec2 imunoreaktivnosti i malignosti, sljededi cilj bio je ispitati
dijagnosticki potencijal Nec2 s obzirom na dostupne klinicko-demografske

parametre.

Prvo je usporedena ucestalost Nec2 imunoreaktivnosti s obzirom na tip
tumora, pri ¢emu je provedena analiza incidencije Nec2 imunoreaktivnih
uzoraka medu razli¢itim tipovima karcinoma dojke. Uzorci su klasificirani
prema tipu tumora u tri kategorije: invazivni lobularni karcinom, invazivni
duktalni karcinom i uzorke koji se ne mogu svrstati u ove kategorije (Tablica
2). Iako je analizom uocen nesto visSi postotak Nec2 imunoreaktivnosti u
uzorcima invazivnog lobularnog karcinoma (72%) u usporedbi s invazivhim
duktalnim karcinomom (66%) (Tablica 3), povezanost izmedu incidencije i
tipa karcinoma nije bila statisticki znacajna (Chi-square test, p=0.4489,

ns).

1/



Tablica 3. Incidencija Nec2 pozitivnih i negativnih uzoraka s obzirom na tip
karcinoma dojke.

Vrsta karcinoma Nec2 - uzorci [n(%)] Nec2 + uzorci [n(%)]

Invazivni duktalni

karcinom 30 (33.3%) 60 (66.7%)
Lobularni karcinom 3 (27.3%) 8 (72.7%)
Drugi tipovi karcinoma 0 (0.0%) 3 (100%)

S druge strane, usporedbom intenziteta bojenja Nec2 medu Nec2
pozitivnim uzorcima razli¢itih tipova tumora, primijeeno je da uzorci
invazivnog duktalnog karcinoma pokazuju snazniji izrazaj Nec2. Medutim,

razlike izmedu pojedinih skupina nisu bile statisticki znacajne (Slika 4).
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Slika 4. H-ocjena imunoreaktivnosti Nec2 u razli¢itim tipovima
karcinoma dojke. Svaka tocka oznacava H-ocjenu za jednu pacijenticu, crnom
linijom oznacen je medijan za svaku podskupinu, ns - razlika nije statisticki

znacajna (Kruskal-Wallis test, p= 0.2698).

Zatim je ispitana povezanost izmedu izrazaja Nec2 i klinickog stadija
primarnog tumora, odredenog parametrom pT, koji je dio TNM skale i
opisuje veli¢inu i prodor primarnog tumora. Detalji podjele tumora prema
pT parametru opisani su u sekciji Materijali i metode. Vazno je napomenuti
da je iz analize izuzeto pet uzoraka kojima nije bio odreden pT, pTmic
uzorak koji oznacava mikroinvazijski tumor te uzorak tkiva stupnja razvoja
pT1cm koji oznacCava visezarisni tumor koji se ne moze svrstati u postojecu

kohortu. Analizom je primije¢eno da najveci broj Nec2 imunoreaktivnih
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tumora pripada skupini pT3 (Tablica 4), no povezanost izmedu incidencije i

pT stadija nije bila statisticki znacajna (Chi-square test, p=0.8800, ns).

Tablica 4. Incidencija Nec2 imunoreaktivnosti s obzirom na klinicki parametar
pT.

Stadij tumora Nec2 - [n(%)] Nec2 + [n(%)]
pT1 17 (32.7%) 35 (67.3%)
pT2 13 (34.2%) 25 (65.8%)
pT3 1 (20%) 4 (80%)
pT4 1 (50%) 1 (50%)

Slicno tome, nije utvrdena statisticki znacajna razlika u intenzitetu Nec2
bojenja medu Nec2 pozitivhim uzorcima koji pripadaju razliCitim pT
stadija (Slika 5).
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Slika 5. H-ocjena imunoreaktivnosti Nec2 s obzirom na klinicki
parametar pT. Svaka tocka oznacava H-ocjenu za jednu pacijenticu, crnom
linijom oznacen je medijan za svaku podskupinu, ns - razlika nije statisticki

znacajna (Kruskal-Wallis test, p=0.1578)

Nadalje, kako bi se ispitala povezanost izmedu izrazaja Nec2 te
hormonskog i HER2 statusa pacijentica (HER2/HR status), provedena je
usporedba incidencije Nec2 i H-ocjene s obzirom na HER2/HR status.
Hormonski status odnosi se na prisutnost hormonskih receptora za
estrogen i progesteron u stanicama raka dojke i Cesto se povezuje s
klinickim ishodom bolesti. Uzorci su podijeljeni u cetiri skupine: HER2- HR-
(trostruko negativni), HER2+ HR-, HER2+ HR+, i HER2- HR+. Kao Sto je
prikazano u Tablici 5, uoCena je povecana incidencija Nec2 pozitivnih
uzoraka kod pacijentica s HER2+ HR+ statusom u odnosu na ostale
skupine, iako razlika nije bila statisticki znacajna (Chi-square test, p =
0.8606, ns).



Tablica 5. Incidencija Nec2 pozitivnih tkiva po HR/HER2 statusu pacijentica.

HR/HER2 status Nec2 - [n(%)] Nec2+ [n(%)]
HR-/HER2- 3 (30%) 7 (70%)
HR-/HER2+ 7 (35%) 13 (65%)
HR+/HER2- 22 (32.4%) 46 (67.6%)
HR+/HER2+ 1 (16.6%) 5 (83.4%)

Slicno tome, usporedbom razine izrazaja Nec2 kod Nec2 pozitivnih uzoraka,
nije primijeen vedi izrazaj u nijednoj od HER2/HR kategorija tumora (Slika

6).
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Slika 6. H-ocjena imunorektivnosti Nec2 s obzirom na HER2/HR status
pacijentice. Svaka toc¢ka oznacava H-ocjenu za jednu pacijenticu, crnom linijom
oznacen je medijan za svaku podskupinu, ns - razlika nije statisticki znacajna.
(Kruskal-Wallis test, p=0,2729).

Na kraju, provedena je analiza izrazaja Nec2 u odnosu na dob pacijentica.
Kohorta je podijeljena na pacijentice do 62 godine i iznad 62 godine po
uzoru na dosadasnje studije podatak da je prosjecna dob dijagnoze 62
godine (1). Analiza incidencije Nec2 imunoreaktivnosti nije pokazala
povezanost s dobi pacijentica (Tablica 6, Fisherov test, p>0.9999, ns), kao
ni razlike u razini izrazaja Nec2 medu Nec2 pozitivnim uzorcima u odnosu
na dob (Slika 7).
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Tablica 6. Incidencija Nec2 imunoreaktivnosti s obzirom na dob pacijentice.

Dob Nec2 - uzorci [n(%)] Nec2 + uzorci [n(%)]
<62 godine 20 (32.3%) 42 (67.7%)
>62 godine 13 (30.9%) 29 (69.1%)
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Slika 7. H-ocjena imunoreaktivnosti Nec2 s obzirom na dob pacijentice.
Svaka tocka oznacava H-ocjenu za jednu pacijenticu, crnom linijom oznacen je
medijan za svaku podskupinu, ns - razlika nije statisti¢ki znacajna (Mann-
Whitney test, p=0.9884)
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5. Rasprava

Noviji pristupi u lijeCenju karcinoma dojke, glavnhog uzroka smrti od
karcinoma medu zenama, temelje se na ciljanoj imunoterapiji usmjerenoj
na regulaciji imunoloSkog odgovora protiv stanica tumora. Primjeri te vrste
imunoterapije poput inhibicije kontrolnih to¢aka CTLA4 i PD-L1 pokazale su
uspjehe u lije¢enju solidnih tumora te se njihova ucinkovitost trenutno

testira i na karcinomu dojke.

Paralelno s time, istrazuju se i nove potencijalne mete: molekule izrazene
na stanicama karcinoma koje mogu utjecati na imunoloski odgovor. Neke
od tih molekula su ¢lanovi Nektinske obitelji, primjerice Nec2, primarno
opisan kao adhezijska molekula s utjecajem na brojne stani¢ne procese
poput proliferacije i diferencijacije. No, utjecaj Nec2 na imunoloski sustav,
putem interakcija s receptorima TIGIT, DNAM i CD112R, Cini ga potencijalno

vaznom molekulom za ciljanu imunoterapiju.

Brojni radovi vec¢ su pokazali prognosticki i dijagnosticki potencijal Nec2 kao
biomakera za kolorektalni karcinom i neuroblastomu. U kolorektalnom
karcinomu ne samo da je utvrdena povecana razina izrazaja Nec2 (35) vec
je i potvrdena uloga Nec2 u inhibiciji odgovara T-limfocita, te time i razvoju
karcinoma Sto cini Nec2 atraktivnom metom za ciljanu inhibiciju (19).
Sukladno tome, utvrdena je i uloga Nec2 u razvoju neuroblastoma (36) te
je interakcija Nec2 s imunoreceptorom TIGIT opisana kao vazna kontrolna

tocka u razvoju neuroblastoma (20).

S druge strane, istrazivanja Nec2 u karcinomu dojke do sada su obradena
u svega nekoliko radova. Rad Oshime i suradnika (24) bavi se istrazivanjem
Nec2 kao potencijalne imunoterapijske mete u karcinomima jajnika i dojke.
Analiza genskog izrazaja i imunohistokemijska analiza (IHC) razlicitih tipova
karcinoma dojke, pokazale su povisen izrazaj Nec2 u karcinomu u odnosu
na zdravo tkivo, iako nije odreden intenzitet Nec2 izrazaja. U istom
istrazivanju, utvrden je i potencijal terapijskog ciljanja Nec2 s obzirom da

je koristenje anti-Nektin-2 protutijela rezultiralo antitumorskim uc¢inkom na

25



stani¢nu liniju karcinoma dojke u miSjem modelu. Sli¢no tome, istrazivanje
Martina i suradnika (26), temeljeno je na ispitivanju izrazaja ¢lanova obitelji
Nektina (Nec1-4) u karcinomu dojke koristenjem genetske analize i IHC
analize. Rezultati studije utvrdili su povisen genski izrazaj Nec2 u
karcinomu dojke u odnosu na zdravo tkivo, iako razlika nije bila statisticki
znacajna. Nadalje, iako je u navedenom istrazivanju koristen veci broj
uzoraka tumora nego u prethodno opisanom istrazivanju, iz ¢lanka nije
jasno na kolikom broju uzoraka je napravljena analiza izrazaja Nec2 na
razini proteina odnosno metodom IHC. Dodatno je bitno spomenuti da je
u istrazivanju ispitivanje povezanosti razliCitih klinickih parametara sa

razinama Nec2 radeno iskljucivo na razini genske ekspresije.

Stoga smo ovim istrazivanjem zeljeli nadomjestiti manjak istrazivanja o
povezanosti klinickih parametara i membranskog izrazaja Nec2 u
karcinomu dojke te kvantificirati membranski izrazaj Nec2 kako bi prosirili

postojece nalaske iz literature.

Prvo, rezultati ove studije pokazali su visoku incidenciju Nec2 pozitivnih
uzoraka u kohorti karcinoma dojke (68%) Sto je slicno radu Oshima i
suradnici gdje je uoleno 87% pozitivnih uzoraka. Nesto manji postotak
mogao bi se pripisati razli¢itoj metodologiji s obzirom da je u ovom
istrazivanju primijenjena kvantitativna skala temeljena na H-ocjeni prema
kojoj se uzorci koji pokazuju membransko bojanje H-ocjene nize od 14
svrstavaju u negativne, dok je u radu Oshima i suradnika jedini kriterij
prisutnost membranskog bojanja. Ostali moguéi razlozi razlike u
rezultatima je manja kohorta koristena u radu Oshima i suradnika, koja je

obuhvatila 54 pacijentice.

NeSto novije istrazivanje Whelan i suradnika (17) na kohorti od 30
pacijentica utvrdilo je incidenciju Nec2 pozitivnih tumorskih tkiva od 63%,
od ¢ega je 46% pokazalo razinu izrazaja koja odgovara umjerenoj razini u

trenutnoj studiji (H-ocjena izmedu 50 i 100).
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Visoka razina ucestalosti Nec2 pozitivnih tumorskih uzoraka od 68%
svakako ide u korist terapijskom ciljanju Nec2, ali ukazuje i na nuznost

probira kod odabira pacijentica koje bi mogle imati korist od terapije.

Suprotno istrazivanju Oshime i suradnika te Whelan i suradnika u kojima
nije uo¢eno bojanje zdravih tkiva dojke, u ovom istrazivanju primije¢ena je
i incidencija Nec2 pozitivnih tkiva u 50% benignih lezija, Sto je pak u skladu
s istrazivanjem Martina i suradnika koji opisuje prisutnost Nec2 bojanja u
endotelnim stanicama ne-tumorskog tkiva. Medutim, vazna je Cinjenica da
je razina Nec2 imunoreaktivnosti kod benignih lezija znacajno niza nego u
tumorskim tkivima, odnosno najcescée je kategorizirana kao niska, dok je
razina Nec2 u 70% tumorskih tkiva kategorizirana kao umjerena ili jaka.
Ova spoznaja takoder ide u korist terapeutskom ciljanju Nec2 u karcinomu
dojke, ali ukazuje i na mogucénost probira pacijentica s obzirom na razine
Nec2. Medutim, potrebno je provesti istrazivanja kako bi se pokazalo je li

to relevantno za ucinkovitost terapije.

Nadalje, usporedbom intenziteta i incidencije Nec2 imunoreaktivnosti s
razli¢itim klinicko-demografskim parametrima, kao Sto su tip tumora,
klinicki stadij ili hormonski status, nije uoCena statisticki znacajna razlika
ni za jedan od parametara, iako je kod nekih primijeéen odredeni trend.
Primjerice, primijeéen je povecéan izrazaj proteina Nec2 u invazivhom
duktalnom karcinomu (IDC) u odnosu na lobularni karcinom, no bez
statisticke znacajnosti (p >0.05). IDC, koji ¢ini oko 80% svih slucajeva raka
dojke (37), takoder dominira u ovom istrazivanju, dijagnosticiran kod 86%
pacijentica u kohorti. Vedi izrazaj Nec2 kod IDC u skladu je s prethodno
spomenutim istrazivanjem Martin i sur. (26), gdje je utvrden povecan
izrazaj Nec2 mRNA u duktalnom karcinomu u usporedbi s drugim tipovima

karcinoma dojke.

U istoj studiji, Martin i suradnici (26), utvrdeno je da izrazaj mRNA za Nec2
raste s povecanjem TNM stadija bolesti, s najve¢im izrazajem u TNM3. U

ovom istrazivanju nisu prisutni svi podaci za TNM klasifikaciju ve¢ samo
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parametar pT za odredivanje veli¢ine i invazije tumora, te nije uocena

razliku u incidenciji ili intenzitetu Nec2 bojanja s obzirom na pT stadij.

Tumori raka dojke bez hormonskih receptora, odnosno HR negativni tumori
(HR-), obi¢no imaju loSiji ishod u usporedbi s HR pozitivnim tumorima
(HR+) (33). S druge strane, tumori HER2 negativhog statusa (HER2-)
obi¢no su povezani s nesto boljim ishodom HER2 pozitivnih (HER2+), osim
u kombinaciji s HR- statusom (34). U ovom istrazivanju najvisa incidencija
Nec2 pozitivnih uzoraka primijecena je u pacijentica HR+/HER2+ statusa
(83%) te HR-/HER2- statusa (70%), iako bez statisticke znacajnosti. HR-
/HER2- status povezuje se s najgorom prognozom, pa je incidencija Nec2
imunoreaktivnosti u 70% slucajeva obecavaju¢a za eventualne terapije
zasnovane na Nec2. U prethodnim istrazivanjima nije utvrdena povezanost
izmedu hormonskog i HER2 statusa pacijentica i izrazaja Nec2, iako
istrazivanje Martina i suradnika navodi povecan genski izrazaj Nec2 u

estrogen receptor pozitivnhim (ER+) karcinomima (26).

Dob je jedan od rizika asociranih s nizom stopom prezivljavanja zbog
kasnog otkrivanja te je Cak pola smrtnih slu¢aja karcinoma dojke u Zena
starijih od 70 godina (38). U ovoj studiji, nije uocena razlika izmedu broja
Nec2 pozitivnih uzoraka ili izrazaja Nec2 s obzirom na dob pacijentica sto
govori u prilog tome da bi imunoterapija zasnovana na Nec2 terapija mogla

biti primjenjiva na pacijentice svih dobnih skupina.

Prikladnost imunoterapijskih meta Cesto se procjenjuje na temelju njihova
utjecaja na prezivljene odnosno povezanosti ishoda bolesti s razinama
izrazaja. S obzirom na ulogu Nec2 u proliferaciji i migraciji stanica
karcinoma, kao inhibicijski u¢inak Nec2 na imunolosSke stanice, oCekivano
je da ce vedi izrazaj Nec2 biti povezan s loSijim ishodom, Sto je i potvrdeno
kod karcinoma pluca (12), jajnika (39) i glijalnih tumora (28). Nazalost, u
ovom istrazivanju, podaci o prezivljavanju pacijentica nisu bili dostupni te
nije bilo moguce odrediti imaju li pacijentice s viSim izrazajem
membranskog Nec2 bolji ili gori ishod. Ve¢ spomenuto istrazivanje Martina

i suradnika (26), pokazalo je da na razini genske ispoljenosti, nema
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znacajne razlike u prezivljavanju izmedu pacijentica s visokom i niskom

razinom Nec?2.

Brojna istrazivanja su pokazala kako Nec2, osim u membranskom obliku,
postoji i kao solubilna molekula, te moze sluziti kao dijagnosticki il
prognosticki marker (40). Nedavno istrazivanje solubilnog Nec2 i Nec2
mRNA u serumima pacijentica s karcinomom dojke pokazalo je povisene
razine Nec2 mRNA u tumorima stadija 3 u usporedbi s tumorima stadija 1
i 2. (25) Ovi rezultati sugeriraju potencijalnu primjenu Nec2 mRNA kao
dijagnostickog markera, iako su potrebna daljnja istrazivanja kako bi se
potvrdila vaznost i povezanost tih parametara s Nec2 prisutnim na

tumorskim stanicama.

Zaklju¢no, ovom studijom, koja je obuhvatila kohortu od 131 pacijentice,
ispitana je i kvantificirana razina membranskog Nec2 te potom analizirana
njegova povezanost s odabranim klinickim parametrima. Ovo je prva
studija s ovako velikim uzorkom koja istrazuje ekspresiju Nec2 na razini
proteina u karcinomu dojke. Iako studija donosi vazne rezultate,
prvenstveno ukazujuéi da Nec2 predstavlja potencijalnu metu
antitumorskih imunoterapija zbog visoke incidencije i izrazaja, ima i
nekoliko ograni¢enja. Prvo, analiza je temeljena na retrospektivhom
pristupu, zbog ¢ega uzorci nisu ravnomjerno rasporedeni po kategorijama,
Sto je rezultiralo da u nekim kategorijama ima mali broj uzoraka, Sto moze
smanjiti vjerodostojnost rezultata. Drugo, odredene vazne informacije o
kohorti nisu bile dostupne za sve pacijentice. Naposljetku, iako rezultati
sugeriraju visoku ekspresiju Nec2 u vedini karcinoma dojke, neovisno o
tipu, klinickom stadiju ili hormonalnom statusu, potrebne su daljnje studije
kako bi se utvrdilo mogu li razli¢ite razine Nec2 rezultirati razlicitim
odgovorom na terapiju usmjerenu na Nec2 te koliko je Nec2 zaista

obecavajuc¢a meta za protutumorske pristupe.
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6. Zakljucak

- Izrazaj Nec2 u tkivima karcinoma dojke znatno je veci nego u
zdravom tkivu
- Nije uocena znacajna razlika u izrazaju Nec2 po analiziranim klini¢ko-

patoloskim podacima o pacijenticama

Rezultati pokazuju prekomjerni izrazaj Nec2 u stanicama karcinoma dojke.
Znacajno povecana razina izrazaja Nec2 u uzorcima karcinoma u usporedbi
s benignim lezijama dojke upucuje na vezu izrazaja Nec2 i malignosti. Ipak,
nije uoCena ovisnost izrazaja Nec2 o tipu karcinoma, stupnju razvoja,
hormonskom statusu niti ostalim analiziranim klinicko-patoloskim
podacima pacijentica. Usprkos tome, potrebna su daljnja istrazivanja o
izrazaju Nec2 u razli¢itim vrstama karcinoma dojke kako bi detaljnije
utvrdili obecavaju¢u prognostic¢ku, dijagnosticku i potencijalnu terapijsku
ulogu Nec2.

30



Literatura

1.

10.

11.

Breast Cancer Facts and Statistics 2024 [Internet]. [cited 2024 Aug 1].
Available from: https://www.breastcancer.org/facts-statistics

. Vlada Republike Hrvatske - Beros: U Hrvatskoj smrtnost od raka dojke

u padu za 25 posto [Internet]. [cited 2024 Aug 9]. Available from:
https://vlada.gov.hr/vijesti/beros-u-hrvatskoj-smrtnost-od-raka-dojke-
u-padu-za-25-posto/35132?lang=hr

. Musani V, Ozreti¢ P, Levanat S. Molekularna biologija karcinoma dojke

[Internet]. 2018 [cited 2024 Aug 9]. Available from:
https://www.croris.hr/crosbi/publikacija/prilog-knjiga/64055

. Invasive breast cancer of no special type (NST) [Internet]. [cited 2024

Aug 9]. Available from:
https://www.pathologyoutlines.com/topic/breastmalignantductalNOS.h
tml

. Pathology Outlines - Lobular carcinoma in situ (LCIS) classic

[Internet]. [cited 2024 Aug 9]. Available from:
https://www.pathologyoutlines.com/topic/breastmalignanticis.html

. Pathology Outlines - DCIS [Internet]. [cited 2024 Aug 9]. Available

from:
https://www.pathologyoutlines.com/topic/breastmalignantDCIS.html

. Pathology Outlines - Microinvasive [Internet]. [cited 2024 Aug 9].

Available from:
https://www.pathologyoutlines.com/topic/breastmalignantmicroinvasio
n.html

. Breast Cancer Treatment - NCI [Internet]. 2024 [cited 2024 Aug 9].

Available from: https://www.cancer.gov/types/breast/patient/breast-
treatment-pdq

. Surgery for Breast Cancer | Breast Cancer Treatment | American

Cancer Society [Internet]. [cited 2024 Aug 13]. Available from:
https://www.cancer.org/cancer/types/breast-
cancer/treatment/surgery-for-breast-cancer.htmi

Kucan N. Poteskoce i komplikacije kod lijeCenja kemoterapijom
[Internet] [info:eu-repo/semantics/bachelorThesis]. University North.
University centre Varazdin. Department of Nursing; 2020 [cited 2024
Aug 13]. Available from: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:122:236247

Role of Radiotherapy in Early Breast Cancer: An Overview - PMC
[Internet]. [cited 2024 Aug 13]. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3068638/

31



12. Hormone Therapy for Breast Cancer Fact Sheet - NCI [Internet].
[cited 2024 Aug 13]. Available from:
https://www.cancer.gov/types/breast/breast-hormone-therapy-fact-
sheet

13. Hormone therapy and osteoporosis in breast cancer survivors:
assessment of risk and adherence to screening recommendations -
PubMed [Internet]. [cited 2024 Aug 13]. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30413856/

14. Optimal treatment of early stage HER2-positive breast cancer -
PubMed [Internet]. [cited 2024 Aug 13]. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30291791/

15. Immune Checkpoint Inhibitors and Their Side Effects [Internet].
[cited 2024 Aug 9]. Available from:
https://www.cancer.org/cancer/managing-cancer/treatment-
types/immunotherapy/immune-checkpoint-inhibitors.html

16. Nectin family of cell-adhesion molecules: structural and molecular
aspects of function and specificity - PMC [Internet]. [cited 2024 Aug
9]. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC11113404/

17. Whelan S, Ophir E, Kotturi MF, Levy O, Ganguly S, Leung L, et al.
PVRIG and PVRL2 Are Induced in Cancer and Inhibit CD8+ T-cell
Function. Cancer Immunol Res. 2019 Feb;7(2):257-68.

18. Stamm H, Klingler F, Grossjohann EM, Muschhammer ], Vettorazzi
E, Heuser M, et al. Immune checkpoints PVR and PVRL2 are prognostic
markers in AML and their blockade represents a new therapeutic
option. Oncogene. 2018;37(39):5269-80.

19. Agorku DJ, Bosio A, Alves F, Strobel P, Hardt O. Colorectal cancer-
associated fibroblasts inhibit effector T cells via NECTIN2 signaling.
Cancer Lett. 2024 Jul 28;595:216985.

20. Wienke ], Visser LL, Kholosy WM, Keller KM, Barisa M, Poon E, et al.
Integrative analysis of neuroblastoma by single-cell RNA sequencing
identifies the NECTIN2-TIGIT axis as a target for immunotherapy.
Cancer Cell. 2024 Feb 12;42(2):283-300.e8.

21. Zeng T, CaoY, JinT, Tian Y, Dai C, Xu F. The CD112R/CD112 axis: a
breakthrough in cancer immunotherapy. Journal of Experimental &
Clinical Cancer Research. 2021 Sep 10;40(1):285.

22. Delving into the Latest Updates on COM-701 with Synapse
[Internet]. [cited 2024 Aug 12]. Available from:
https://synapse.patsnap.com/drug/8e9d1cf172554a7d86dc656945de7
8a2

32



23. Sim YH, Um Y], Park JY, Seo MD, Park SG. A Novel Antibody-Drug
Conjugate Targeting Nectin-2 Suppresses Ovarian Cancer Progression
in Mouse Xenograft Models. Int J Mol Sci. 2022 Oct 15;23(20):12358.

24. Oshima T, Sato S, Kato J, Ito Y, Watanabe T, Tsuji I, et al. Nectin-2
is a potential target for antibody therapy of breast and ovarian
cancers. Mol Cancer. 2013 Jun 12;12:60.

25. Ak N. Nectin-2 and Nectin-4 Adhesion Molecules in Patients with
Breast Cancer. TJ Oncol [Internet]. 2021 [cited 2024 Aug 1]; Available
from: http://onkder.org/pdf/pdf_TOD_1202.pdf

26. Martin TA, Lane ], Harrison GM, Jiang WG. The Expression of the
Nectin Complex in Human Breast Cancer and the Role of Nectin-3 in
the Control of Tight Junctions during Metastasis. PLOS ONE. 2013 Dec
26;8(12):e82696.

27. HeMED - 70. Rak dojke [Internet]. [cited 2024 Aug 3]. Available
from: https://hemed.hr/Default.aspx?sid=15590

28. Dekanic¢ A, Babarovi¢ E, Kucan Brli¢ P, Knezi¢ M, Savic¢ Vukovic A,
Mazor M, et al. The prognostic significance of Nectin-2 and Nectin-4
expression in glial tumors. Pathology - Research and Practice. 2023
Apr 1;244:154416.

29. Hadzisejdi¢ I. Uloga ekspresije proteina i amplifikacije gena HER-2,
EGFR i ciklina D1 u invazivhom duktalnom raku dojke [Internet]
[info:eu-repo/semantics/doctoralThesis]. University of Rijeka. Faculty
of Medicine; 2009 [cited 2024 Aug 3]. Available from:
https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:188:739833

30. Igarashi T, Teramoto K, Ishida M, Hanaoka J, Daigo Y. Scoring of PD-
L1 expression intensity on pulmonary adenocarcinomas and the
correlations with clinicopathological factors. ESMO Open [Internet].
2016 Jan 1 [cited 2024 Aug 3];1(4). Available from:
https://www.esmoopen.com/article/S2059-7029(20)32547-3/fulltext

31. IJMS | Free Full-Text | Role of PD-L1 Expression in Non-Small Cell
Lung Cancer and Their Prognostic Significance according to
Clinicopathological Factors and Diagnostic Markers [Internet]. [cited
2024 Aug 3]. Available from: https://www.mdpi.com/1422-
0067/20/4/824

32. Hoffman-Censits JH, Lombardo KA, Parimi V, Kamanda S, Choi W,
Hahn NM, et al. Expression of Nectin-4 in Bladder Urothelial
Carcinoma, in Morphologic Variants, and Nonurothelial Histotypes. Appl
Immunohistochem Mol Morphol. 2021 Sep 1;29(8):619-25.

33. Lobbezoo DJA, van Kampen RJW, Voogd AC, Dercksen MW, van den
Berkmortel F, Smilde TJ, et al. Prognosis of metastatic breast cancer

33



subtypes: the hormone receptor/HER2-positive subtype is associated
with the most favorable outcome. Breast Cancer Res Treat. 2013
Oct;141(3):507-14.

34. Breast Cancer HER2 Status | What is HER2 Status? | American
Cancer Society [Internet]. [cited 2024 Aug 9]. Available from:
https://www.cancer.org/cancer/types/breast-cancer/understanding-a-
breast-cancer-diagnosis/breast-cancer-her2-status.html

35. Ballester M, Gonin J, Rodenas A, Bernaudin JF, Rouzier R, Coutant C,
et al. Eutopic endometrium and peritoneal, ovarian and colorectal
endometriotic tissues express a different profile of nectin-1, -3, -4 and
nectin-like molecule 2. Hum Reprod. 2012 Nov;27(11):3179-86.

36. Zhang S, Jiang C, Su Y, Gui J, Yue Z, Jian B, et al. Nectin2
influences cell apoptosis by regulating ANXA2 expression in
neuroblastoma. Acta Biochim Biophys Sin (Shanghai). 2023 Mar
14;55(3):356-66.

37. BeatCancer [Internet]. [cited 2024 Aug 1]. Invazivni duktalni
karcinom (IDC). Available from: https://beatcancer.eu/hr/invazivni-
duktalni-karcinom-idc/

38. The Overlooked Incidence and Mortality of Breast Cancer in Older
Adults | The BMJ [Internet]. [cited 2024 Aug 1]. Available from:
https://www.bmj.com/content/384/bmj-2023-076962/rr

39. BekesI, L6b S, Holzheu I, Janni W, Baumann L, Wdckel A, et al.
Nectin-2 in ovarian cancer: How is it expressed and what might be its
functional role? Cancer Sci. 2019 Jun;110(6):1872-82.

40. Karabulut M, Gunaldi M, Alis H, Afsar CU, Karabulut S, Serilmez M,
et al. Serum nectin-2 levels are diagnhostic and prognostic in patients
with colorectal carcinoma. Clin Transl Oncol. 2016 Feb;18(2):160-71.

34



35



