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1. UVOD

1.1. PROSTATA

1.1.1. Grada prostate

Prostata, predstojna Zlijezda ili kestenjaa neparan je miSi¢no-Zljezdani organ
koji okruzuje pocetnih 3 cm mokracéne cijevi u muskaraca. Spada u pomocne spolne
Zlijezde muskoga spolnog sustava. Baza prostate smjeStena je ispod mokraénog
mjehura i nalazi se proksimalno, dok je sam vrh distalno te leZi na dijelu urogenitalne
dijafragme koji oblikuje sfinkter uretre. Prostata je gradena od dvaju reznjeva (lat.
lobus prostatae dexter et sinister) i jednog suzenja (lat. isthmus prostatae). S vanjske
je strane obavijena tankom i ¢vrstom ovojnicom (lat. capsula prostatica) oko koje se
nalazi rahlo vezivno tkivo. lzmedu njih je prostatiCni venski splet, a arterijska krv
dolazi prostaticnim ograncima dviju zdjelicnih arterija. Limfa iz prostate odlazi u
unutradnje ilijaéne i sakralne limfne Cvorove koji pripadaju zdjelicnim limfnim
¢vorovima. U stromi se nalaze simpati¢ka i parasimpatiCka ziv€ana vlakna.
Prostati¢no tkivo (lat. parenchyma) sastoji se od Zljezdanog (lat. ductuli prostatici) i

misi¢nog dijela (lat. substantia muscularis) (1).

1.1.2. HistoloSka grada prostate

Prostata je gradena od tubuloalveolarnih Zlijezda i fibromuskularne strome.
Tubuloalveolarne Zlijezde sintetiziraju sekret koji se izluCuje u mokracnu cijev. Epitel
Zlijezda jednoslojan je viSeredni cilindriCan, a okruzen je bazalnom membranom i
rahlim vezivnim tkivom. Epitelne stanice mogu biti glavne i bazalne, a u Zlijezdama
se nalaze i pojedinaCne endokrine stanice. Fibromuskularna stroma gradena je od
rahlog vezivnog tkiva i glatkih miSi¢énih stanica koje imaju ulogu da kontrakcijski

potpomognu istiskivanje sekreta (1).

1.1.3. Histologija i fiziologija tkiva prostate

Aktivhost epitela prostate ovisna je o stimulaciji androgenim hormonima.
Osobito je vazna uloga dihidrotestosterona (DHT) unutar fibromuskularne strome.
Testosteron (T) dolazi iz krvnih Zila difuzijom do stanica strome koje jedine sadrze

enzim 5-alfa-reduktazu (5-a-R). 5-a-R pretvara testosteron u DHT, aktivni oblik



testosterona. Zatim se DHT veZe na svoj receptor (DHT-AR) i ulazi u jezgru gdje
pobuduje sintezu mitogenih faktora rasta (MGF). DHT iz stanica strome odlazi i u
susjedne epitelne stanice te tamo pobuduje sintezu MGF. U epitelnim stanicama i
testosteron se veze na svoj receptor (T-AR) te zajedno s dihidrotestosteronom potice
sintezu MGF. Potom, mitogeni faktori rasta djeluju na vlastite receptore smjeStene na
stanicnim membranama epitelnih i stromalnih stanica te potiCu njihov rast i
proliferaciju. Ovaj se proces dogada uglavhom u podrucju mukoznih i submukoznih

Zlijezda, a tako nastaje benigna hiperplazija prostate (Slika 1.) (1).

T.-'&\T_ R MGF
AL

Slika 1. Medusobno djelovanje stanica strome (dolje) i epitelnih stanica (gore).
Testosteron (T) iz krvnih zila difuzijom dolazi do stromalnih stanica. Pod
utjecajem 5-alfa-reduktaze (5-a-R) pretvara se u dihidrotestosteron (DHT). DHT
se veze na svoj receptor (DHT-AR) i u jezgri pobuduje mitogene faktore rasta
(MGF) na sintezu. U epitelnim stanicama DHT iz strome, zajedno s
testosteronom koji se veze na svoj receptor (T-AR), dovodi do pojacane
stimulacije stanica, te ih potiCe na diobu i rast pri ¢emu dolazi do benigne

hiperplazije prostate (Preuzeto iz Samija i sur.) (1).

1.1.4. Epitelno-mezenhimalna interakcija

Kod normalnog razvoja prostate naglasena je vaznost epitelno-mezenhimalnih

interakcija. Ove stanice medusobno djeluju autokrino i parakrino te na taj nacin
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medusobno utjeCu na sekreciju, proliferaciju, diferencijaciju i apoptozu. Stoga,
epitelno-mezenhimalna komunikacija bitna je za razvoj i normalno funkcioniranje
stanica od samog pocCetka razvoja prostate te se smatra da sudjeluje i u razvoju
karcinoma prostate (2). Kod svih vrsta, pa tako i kod Covjeka, prostata se razvija iz
endodermalnog urogenitalnog sinusa (UGS). Endodermalni UGS ambiseksualni je
rudiment koji se razvija u prostatu, prostati¢ni dio uretre i bulbouretralne Zlijezde kod
muskaraca, vaginu i uretru kod Zena te mokracni mjehur kod obaju spolova (3).
Okruzen je embrijskim vezivnim tkivom koji se zove unrogenitalni sinusni mezenhim
(UGM). Prije spolne diferencijacije, mezenhimalne stanice obaju spolova sadrze
androgene receptore (4). Nakon stimulacije fetalnim androgenima, epitelni pupoljci iz
zida UGS rastu u UGM u preciznom prostornom obrascu i tu veé¢ nastaje podjela
prostate u lobarne subodjelijke (anteriorni, dorzolateralni i ventralni). Anteriorna
prostata raste u bliskom odnosu sa sjemenskim mjehuri¢cima. Takoder, epitelijalni
rudimenti sjemenskih mjehuri¢a i anteriorna prostata razvijaju se unutar iste mase
mezenhima koji je u povijesti imao naziv mezenhim sjemenskih mjehuri¢a (SVM). U
stvarnosti, mezenhim sjemenskih mjehuri¢a u biti je mezenhim koji inducira prostatu i
sjemenske mjehurice te uzrokuje specifi¢ni tkivni odgovor koji je posljedica derivacije

bazalnog sloja iz epitela (5).

Nakon rodenja, pupoljci se kanaliziraju, dolazi do citodiferencijacije epitelnih
stanica (postaju luminalne i bazalne stanice) i mezenhimalnih stanica (postaju
stanice glatkih misi¢a i fibroblasti) (6). Pokusima na Zivotinjama dokazano je da je za
diferencijaciju epitelnih stanica prostate bitha prisutnost androgenih receptora u
mezenhimalnim stanicama i samih androgena. S druge strane, za diferencijaciju
mezenhimalnih stanica u glatkomiSi¢ne stanice potrebna je prisutnost diferenciranih
epitelnih stanica (2). Ukoliko se u eksperimentu odvoje epitelne i glatkomiSi¢ne
stanice zrele prostate te nastave uzgajati in vitro, utoliko ubrzo dolazi do
dediferencijacije i proliferacije obiju vrsta stanica Sto upucuje na to da je za
homeostazu vazan blizak kontakt stanica i njihovo medudjelovanje. Valja napomenuti
da su duktalna morfogeneza, citodiferencijacija epitela, apoptoza i proliferacija pritom

regulirani od strane stromalnih, a ne androgenih receptora (2).

Takoder, postoji joS jedan tip stanica. To su intersticijske stanice koje su u

medusobnoj vezi s glatkomiSi¢nim stanicama. Istovjetne su stanicama, takozvanim
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elektrostimulatorima, nadenima u crijevu i mokrachom mjehuru gdje igraju ulogu u

gibanju tih organa. Njihova je uloga kod prostate nepoznata (1).

1.1.5. Stani¢na fiziologija — djelovanje testosterona preko androgenog
receptora

Testosteron je steroidni hormon koji izlu€uju Laydigove stanice u testisima, a
njegova sinteza pocinje od kolesterola u procesu koji se naziva androgeneza. Vecina
testosterona (90%) nastaje u stanicama testisa, a ostatak nastaje u nadbubreznim
Zlijezdama (7). On je glavni cirkuliraju¢i androgen, ali nije jedini. U adrenalnom
korteksu proizvode se i drugi androgeni kao $to su androstendion, androstendiol i
dehidroepiandrosteron koji se u perifernim tkivima konvertiraju u testosteron.
Testosteron se veZze na androgeni receptor (AR) koji se nalazi u citosolu kao
testosteron ili u svom reduciranom obliku kao dihidrotestosteron (DHT). Valja
napomenuti da DHT ima jaci afinitet vezanja za AR. Androgeni receptor je protein, a
njegov gen se nalazi se na kromosomu Xq11-13 i sadrzi osam eksona. Sam protein
ima viSe funkcionalnih domena: aminoterminalnu (engl. Aminoterminal Domain -
NTD), DNA-vezujucu (engl. DNA-binding Domain - DBD), malo spojno podrucje
(engl. Hinge - H) i C-terminalnu ligand-vezujuéu domenu (engl. Ligand Binding
Domain - LBD).

Vezanjem androgena za AR dolazi do njegove konformacije, fosforilacije i
formiranja homodimera (1). Nakon toga slijede nuklearna translokacija i dimerizacija
koja pak moze biti u viSe oblika. Nakon ulaska u jezgru homodimer se veze za
androgen odgovarajuci element (engl. Androgen Response Element - ARE) i regulira
transkripciju cilijnih gena promoviraju¢i na taj nacin rast stanica, prezivljavanje i
sintezu PSA (8). Receptor androgena moze se vezati i na manje specificne
slijedove, nazvane androgen odgovorna podrucja (engl. Androgen Response
Regions - ARR), uzvodno od ARE mijesta kao i na PSA udaljeni pojacivac (engl. PSA
Distal Enhancer) (9).

Androgeni se otpustaju u krv gdje cirkuliraju povezani s albuminima ili spolni-
hormon vezajuéim proteinima (engl. Sex-hormone Binding Protein - SHBP). Maniji
dio testosterona povezan s proteinima u kapilarama odvaja se od njih, tako da je
koli¢ina aktivhog testosterona znatno viSa, dok ostatak koli€ine vezanog testosterona

sluzi kao zaliha. Samo mala koli¢ina slobodnih androgena moze uci u stanice
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prostate (zbog hidrofobnosti testosterona) i vezati se za AR (10,11).

Sinteza androgena regulirana je osi hipotalamus-hipofiza-testis. PocCetak je
regulacije stvaranja testosterona u hipotalamusu gdje se stvaraju gonadotropin
oslobadaju¢i hormoni (engl. Gonadotropin-releasing Hormone - GnRH) poznati kao
hormoni koji oslobadaju folikulstimulirajuéi hormon (engl. Follicle-stimulating
Hormone Releasing Hormone - FSH-RH) te oni koji oslobadaju luteiniziraju¢i hormon
(engl. Luteinizing Hormone-releasing Hormone - LHRH). Pod utjecajem FSH-RH iz
prednjeg dijela hipofize oslobada se folikulstimuliraju¢i hormon (engl. Follicle-
stimulating Hormone - FSH), dok se pod utjecajem LHRH iz hipofize oslobada
luteinizirajuci (engl. Luteinizing Hormone - LH). FSH i LH djeluju na testise. FSH
pojaCava u Sertolijevim stanicama testisa stvaranje proteina koji veZzu androgene i
time utjeCe na spermatogenezu. LH, koji se u muskaraca takoder naziva i hormonom
koji podrazuje intersticijske stanice (engl. Interstitial Cell Stimulating Hormone -

ICSH), poti€e stvaranje testosterona u Leydigovim stanicama testisa.

Sekrecija LH i FSH regulirana je testosteronom i predstavija klasi¢ni
mehanizam negativhe povratne sprege. Testosteron djeluje povratno inhibicijski u
dvije to¢ke. Na razini hipofize blokira djelovanje GnRH i na razini hipotalamusa
inhibira oslobadanje GnRH (Slika 2.).



—lpeege. Hipolalamus
' GnRH (LHRH)
|l |
II: Il
[ gl
| |
T4
[
.'ll.I
* I -
lx Hipofiza
LH ACTH
Testisi
Madbubrezna
Hijezda
testostaron
slabi androgeni
(androstedion, detsdrospiandrostendion)
L
testosteron
.  E—
| ‘
dihidrotestosteron |

e Ve

.'.__ # - androgeni receptor

o

Slika 2. Os hipotalamus-hipofiza-testis koja sudjeluje u sintezi androgena.
GnRH (LHRH) potice luc¢enje LH. Testosteron u muskaraca djeluje povratno
inhibicijski na dvije razine: prvo na razini hipofize, blokirajuéi djelovanje GnRH,
i drugo na razini hipolamausa inhibiraju¢i oslobadanje GnRH (LHRH);

(Preuzeto i modificirano iz Samija i sur.) (1).



1.1.6. Fiziologija na razini organa

Prostata ima egzokrinu ulogu, a navazniji dio te uloge sudjelovanje je u
stvaranju i izlu€ivanju sperme. Sekret koji izluCuje prostata mjeSavina je organskih i
anorganskih sastojaka. U njemu se nalazi i Citav niz proteina. To su prostata
specificni antigen (engl. Prostate Specific Antigen - PSA), prostati¢na kisela fosfataza
(engl. Prostatic Acid Phosphatase - PAP), beta-mikroseminoprotein (engl. Beta-
microseminoprotein - MSMB), za prostatu vezujuéi protein (engl. Prostate-binding

Protein) i semenogelini. 1zluCivanje PAP i PSA pod utjecajem je androgena.

1.1.6.1. Prostata specifiéni antigen (PSA)

Prostata specifi¢ni antigen (engl. Prostate Specific Antigen - PSA) monomerni
je glikoprotein koji se nalazi samo u epitelnim stanicama prostate. Androgeni
receptor potiCe ekspresiju PSA, a epidermalni Cimbenik rasta (engl. Epidermal
Growth Factor - EGF) ju inhibira (12). PSA je enzim-serinska proteaza iz porodice
proteina kalikreina, a kodiran je genom klk3 koji se nalazi na kromosomskoj lokaciji
19q13.4 (13). PSA je aktivna i kao arginin-esteraza s enzimskom aktivnosti sli¢noj
kimotripsinu i tripsinu (14). Smatra se da je glavna funkcija PSA u ejakulatu proces

razgradnje ugruSaka, a sam je znacaj tog procesa u organizmu nepoznat.

Iz epitelnih stanica u kanali¢e prostate dolazi kao inaktivni proenzim (pro-PSA)
dugaCak 224 aminokiseline, a aktivira se cijepanjem sedam N-terminalnih
aminokiselina (15). Intaktni PSA nakon ulaska u cirkulaciju veze se na inhibitore
proteaza. Preostaje mala frakcija enzima (10% - 30% ukupnog PSA), proteoliti¢ki se
cijepa i kao takva slobodno cirkulira u organizmu (slobodni PSA). Koncentracija je
PSA u sjemenoj tekucini izmedu 0,51 5,0 mg/mL, a u serumu je znatno manja (1,0-
4,0 ng/mL). U krvi se nalazi u dva oblika: slobodni PSA i vezani PSA.

1.1.6.2. Prostati¢na kisela fosfataza (PAP,PSAP,ACPP)

ProstatiCna kisela fosfataza (engl. Prostatic Acid Phosphatase - PAP, PSAP,
ACPP) je glikoprotein uklju€en u sastav ejakulata. Njenu ekspresiju, takoder,
reguliraju androgeni. Zbog niske osjetljivosti i specificnosti ne rabi se kao
dijagnosticki biomarker. Gen za PAP nalazi se na kromosomskoj lokaciji 3q21-923
(16). Ima ulogu u oplodniji jajne stanice. Kod bolesti prostate povecana je ekspresija

stani¢ne prostaticne kisele fosfataze (engl. Cellular Prostatic Acid Phosphatase -
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cPAP) koja je bitna za defosforilaciju Her 2 receptora.

1.2. RAK PROSTATE

Rak prostate naziv je za skupinu malignih oboljenja koja se razvijaju u Zlijezdi

muskog reproduktivnog sustava - prostati.

1.2.1. Epidemiologija

U danasnje vrijeme rak prostate jedan je od javnozdravstvenih problema u
cijelom svijetu, osobito u razvijenim zemljama. Brzi porast incidencije posljedica je
poboljSane dijagnostike i uvodenja probira. Prema podacima GLOBOCAN- a za
2012. godinu rak prostate drugi je naj¢esCi zlo¢udni tumor u muskaraca, nakon
karcinoma pluc¢a. Takoder, Sesti je uzrok smrtnosti od raka uopce (17). Broj
novooboljelih iznosio je 1 112 000, a broj umrlih 307 000. Prema podacima Registra
za rak Hrvatske broj novootkrivenih u godini 2014. bio je 1708, a 750 ljudi umrlo je od

raka prostate (18).

1.2.2. Patologija raka prostate

Tumori prostate podijeljeni su u nekoliko osnovnih skupina. Acinarni
adenokarcinom ¢ini 90% do 95% svih primarnih karcinoma prostate. Preostalih 5%
do 10% otpada na posebne tipove: atrofi¢ni, adenokarcinom prostati¢nih duktusa,
pseudohiperplasticni adenokarcinom, adenokarcinom pjenusavih stanica, mucinozni
adenokarcinom, karcinom stanica tipa «prstena pecatnjaka», onkocitni
adenokarcinom, adenoskvamozni i karcinom ploCastih stanica, bazaloidni i
adenocisticni  karcinom, urotelni karcinom prostate, neuroendokrini karcinom,

sarkomatoidni karcinom i karcinom nalik limfoepiteliomu (19).

Mikroskopska dijagnoza ili sumnja na karcinom temelji se na kombinaciji
arhitekturalnih i citoloSkih kriterija te se u sluCaju nemogucnosti razlikovanja
promjena Kkoje imitiraju karcinom prostate nadopunjuje imunohistokemijskim

markerima karakteristiCnim za karcinom prostate.



1.2.2.1. Gleasonov sistem gradiranja

Svjetska zdravstvena organizacija preporu€a slijedeci sustav za odredivanje
diferenciranosti raka prostate - Gleason stupanj, odnosno zbroj (20). U uporabi je od
1974. Godine te se temelji na arhitekturalnom nacinu rasta tumora. Tumori su
podijeljeni u 5 stupnjevaltipova rasta (Slika 3.). Tipovi Gleason 1, 2 i 3 predstavljaju
tumore koji dijelom nalikuju normalnom prostatichom tkivu, dok Gleason 4 i 5
predstavljaju slabo diferencirane tumore koji se znacajno razlikuju od normalnog
Zljezdanog tkiva (Tablica 1.). Konacéni stupanj karcinoma prostate odreduje se
zbrajanjem dvaju najzastupljenijih tipova i prikazuje se tzv. Gleasonovim zbrojem

(engl. Gleason Score).

PROSTATIC ADENOCARCINOMA
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Slika 3. Standarna shema histoloski rasporedenih Gleasonovih stupnjeva

adenokarcinoma prostate (Preuzeto iz Humphrey i sur.) (21).



Tablica 1. Arhitekturalni

tipovi

karcinoma prostate prema ISUP-ovoj

modifikaciji Gleasonova sistema stupnjevanja iz 2005. godine (22).

Gleasonov stupanj/tip

Opis

Gleasonov stupanj/tip 1.

Ostro ograni¢eno zariste/Cvor gradeno
od jednoli¢nih, gusto zbijenih,
okruglastih do ovalnih srednje velikih
Zljezdolikih formacija €esto je definirano
u proslosti kao Gleason 1 tip. Danas se
viSe ne upotrebljava Gleason zbroj
1+1=2.

Gleasonov stupanj/tip 2.

Relativno ostro ograni¢eno zariSte/Cvor
gradeno od srednje Sirokih Zljezdolikih
formacija s minimalnim infiltrativnim
nac¢inom rasta na periferiji Cvora.
Zlijezde su nesto nepravilnije od tipa 1,
moguca je blaga atipija stanica, a
kribriformne formacije u ovoj skupini
nisu dopustene. NajCeSCi je u

transuretralnim biopsijama prostate.

Gleasonov stupanj/tip 3.

Nepravilne, sitne Zljezdolike formacije
infiltrativnog nacina rasta koje pokazuju
znacCajne varijacije u obliku i velicini.
Takoder, oStro ograniCena, sitna
kribriformna  zarista, bez  vidljivih
bazalnih stanica na periferiji se u
odredenim okolnostima mogu uklopiti u

ovaj tip.

Gleasonov stupanij/tip 4.

Sitne, gusto zbijene i konfluirajuce

Zlijezde nepravilnih lumena te vece,
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neostro ograniCene, kribriformne
Zljezdolike formacije. U ovu skupinu
spadaju i vecina manjih kribriformnih

ZariSta te glomeruloidne formacije.

TraCci i pojedinaCne stanice bez
vidljivog stvaranja Zljezdolikih struktura
Gleasonov stupanj/tip 5. te solidnih podrucja, s i bez komedo
nekroze. Ako se nade tipiCha centralna
komedonekroza u  podrucjima s
izrazenom papilarnom i kribriformnom
proliferacijom, | navedeni  tumori

uklju€uju se u Gleasonov 5. stupan;.

Prisutnost sekundarnog i tercijarnog stupnja tumora te njegovo opisivanje u
konanom nalazu ovisi o stupnju nadene komponente. Prisutnost dobro
diferenciranog tumora u manje od 5% tumorskog tkiva zanemaruje se, dok se
prisutnost slabo diferencirane komponente (Gleason 4 i 5) obavezno navodi,
neovisno o postotku zastupljenosti. Radikalne prostatektomije s multiplim tumorskim

¢vorovima stupnjuju se prema dominantnom cvoru.

Od strane Internacionalnog drustva za uroloSku patologiju 2014. godine
uvedena je nova defincija stupnjeva tumora i predloZen je novi sistem stupnjevanja

koji se od 2015. godine pocinje primjenjivati u svakodnevnoj klini¢koj praksi (23).

1.2.3. Histologija i fiziologija raka prostate

Kod tumora prostate smatra se da razvojni mehanizmi iz organogeneze mogu
imati utjecaj na karcinogenezu tumora prostate. Smatra se da epitelno-
mezenhimalna interakcija ranog razvoja prostate sudjeluje i u nastanku karcinoma
prostate (2). S pojavom karcinogeneze dolazi do poremecaja ravnoteze izmedu
reciproCnih stanica-stanica interakcija. Takoder, progresija prema tumorogenezi
izazvana je parakrinim utjecajem testosterona i estradiola. Kastracija potiCe apoptozu
epitelnih stanica prostate pri ¢emu androgeni receptori epitelnih stanica (prisutni u

stanicama zrele prostate) nisu bitni za tu funkciju (24,25).
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1.2.4. Patofiziologija raka prostate — uloga androgenog receptora

Kod kastracijski rezistentnog karcinoma prostate aktiviraju se alternativni
putevi aktivacije AR (Slika 4.). Razli¢iti molekulski mehanizmi mogu dovesti do
navedenog napredovanja bolesti. Pritom su najvaznije amplifikacija i prekomjerna
izrazenost AR, mutacije u ligand-vezujucoj domeni, ligand-neovisna aktivacija i

«splice» varijante AR te intrakrina sinteza androgena (26, 27).
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Slika 4. Androgen-AR interakcija u tumorskim stanicama prostate neovisne o

AR (lijevo) i ovisne o AR (desno) (Preuzeto iz Samija i sur.) (1).

1.2.5. Prostata specifi¢ni antigen (PSA) i tumor prostate

PSA je enzim «specifican za prostatu». Zbog nedostatka tumorskog markera,
kod karcinoma prostate unatrag 30 godina upotrebljava se u probiru, aktivnom
pracenju nelijeCenih bolesnika kao i u pracenju bolesnika podvrgnutih radikalnoj
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prostatektomiji, radioterapiji te ostalim oblicima terapije.

1.2.5.1. Prostata specifiéni antigen (PSA) kao biomarker raka prostate

Thomson i sur. pokazali su da 75% musSkaraca s pozitivnom vrijednosti
koncentracije PSA (=4 ng/mL) nemaju karcinom te da 15% mus$karaca s negativnim
vrijednostima PSA i urednim klinickim nalazom imaju karcinom prostate (28). PSA
probir se u puno veéem opsegu primjenjuje u SAD-u, nego u evropskim zemljama, ali

unatoC tome stope preZivljavanja su podjednake.

Osim Cinjenice da su nam neophodni markeri kojima bismo rano i precizno
otkrili karcinom prostate, veliki nesrazmjer izmedu stopa incidencije i prezivljavanja
upozorava na potrebu Sto toCnijeg izdvajanja skupine bolesnika koji zahtijevaju

agresivniji terapijski postupak.

U posljednjih desetak godina sve se viSe rabi pojam tumorskoga proteinskog
biomarkera. To je protein koji se moze izmjeriti u tjelesnoj tekucini ili tkivu te reflektira
prisutnost tumora u organizmu. Takoder, ujedno i pokazuje stupanj njegove
agresivnosti, stadija i odgovora na terapiju (29). Danas se tumorski proteinski
biomarkeri dijele u tri skupine: dijagnosti¢ko-probirni, prognosti¢ki i stratifikacijski

(svrstavaju bolesnika u skupinu ovisno o odgovoru na lijecenje).

Kod karcinoma prostate, PSA je joS uvijek predstavnik svih triju skupina koji
moze pokazati promjene u progresiji bolesti, ali je nedostatan za detaljniju rasClambu

bolesti.

1.2.5.2. Prostata specifi¢ni antigen i dijagnoza raka prostate

U dijagnozi raka prostate sluzimo se anamnezom, digitorektalnim pregledom
(DRP), transuretralnim ultrazvukom (TRUS), odredivanjem PSA i biopsijom prostate.
Za podjelu tumora po stadijima naj¢eS¢e se primjenjuje TNM klasifikacija (Slika 5.)
(30).

PSA nije iskljuCivo tkivno specifi¢an, pa se male koli¢ine nalaze i u drugim
tkivima te su nepoznate funkcije (31). Moze biti povisen kod upala prostate, nakon
ejakulacije, digitorektalnog pregleda, invazivnih postupaka (kateterizacija) i tijekom

primjene nekih lijekova. U navedenim slu€ajevima, u smislu dijagnostiCcke obrade
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promatra se omjer slobodnog (engl. Free - fPSA) i ukupnog (engl. Total - tPSA) PSA
(f/t PSA). Ako je udio slobodnog PSA viSi od 25% ukupnog PSA, postoji mala
vjerojatnost da bolesnik ima karcinom prostate. Nasuprot tome, ako je slobodni PSA
manji od 10%, radi se biopsija prostate. S obzirom na to da PSA nije pouzdan
marker, osobito u koncentracijski nedefiniranom podrucju (PSA od 4 do 10 ng/mL),
odreduju se jo$ brzina PSA (engl. PSA Velocity) i gusto¢a PSA (engl. PSA Density),

koji nam pomazu u razlikovanju benigne hiperplazije i karcinoma prostate.

Slika 5. Stadiji tumora prostate prema TNM klasifikaciji. Slijeva nadesno

prikazani su stadiji od | do IV (Prilagodeno prema http://www.cancer.gov) (30).

1.2.6. Lije€enje raka prostate

Unato€ svojim nedostacima, PSA probir omoguéio je da se poveca broj
bolesnika kod kojih se dijagnoza postavlja u ranim lokalnim stadijima bolesti. Ti se
bolesnici podvrgavaju lokalnim radikalnim metodama lijeCenja s ciljem izljeCenja.
NajceSCe su primjenjivane metode radikalna prostatektomija te radioterapija uz

mogucnost upotrebe hormonske terapije.
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U lije€enju prostate optimalan terapijski postupak zahtijeva procjenu rizika, tj.
odredivanje vjerojatnosti Sirenja bolesti u limfne Cvorove i vjerojatnosti prisutne
metastatske bolesti. Pretpostavka prognoze znacajna je za odluku o obliku po€etnog
terapijskog lijeCenja i primjenu dodatnih oblika lijeCenja. Tijekom godina razvijen je
Citav sustav nomograma koji kliniCaru pomazu procijeniti rizik. Oni uzimaju u obzir
medusobnu interakciju viSe prognostickin Cimbenika u svrhu $to preciznije
individualne procjene stadija i prognoze svakog bolesnika. Smatraju se puno toCnijim
alatom od prognosti¢kih skupina jer imaju moguénost usustavljivanja diskordantnih
pocCetnih vrijednosti. Danas su u tijeku studije kojima je cilj usavrSavanje nomograma

primjenom molekularnih biomarkera i najnovijih radioloskih metoda (32).

1.2.6.1. Stratifikacija bolesnika za postoperativno lije¢enje

Bolesnici u lokalnim stadijima bolesti naj¢eS¢e se podvrgavaju radikalnoj
prostatektomiji ili radioterapiji uz mogucnost upotrebe hormonske terapije. Definicija
visokorizicne skupine bolesnika za povrat bolesti nakon pocetnog lije€enja nije
jednostavna, a ta skupina bolesnika nema podjednako loSu prognozu daljnjeg tijeka
razvoja bolesti (33). Veliki prognosti¢ki raspon nakon inicijalnog lije€enja posljedica je
heterogenosti tumora prostate. Dodatna otezavajuca Cinjenica je da ne postoji
pouzdan prognosticki biomarker koji bi bio u€inkovit u odabiru skupine bolesnika koja

¢e imati najvecu korist od dodatnog nastavka lijeCenja.

Nakon radikalne prostatektomije primjenjuju se adjuvantna i salvage
radioterapija uz individualnu kombinaciju s hormonskom terapijom kao sistemskim
oblikom lijeCenja. Radioterapija se primjenjuje u fazi sumnje na lokalnu ostatnu
bolest i predstavlja kurativan terapijski postupak. Adjuvantna se primjenjuje odmah
nakon radikalne prostatektomije, a kod salvage radioterapije Ceka se na porast

vrijednosti PSA kao parametra koji upozorava na postojanje lokalnog recidiva.

Rezultati studija pokazali su da je rizik za recidiv bolesti nakon radikalne
prostatektomije najveéi kod bolesnika sa sljedeéim nepovoljnim patohistoloskim
obiliezjima: pozitivan rub (R1), infiltracija sjemenskih mijehuri¢éa (SVI),

ekstraprostati¢no Sirenje (EPE) i visok Gleason zbroj.

Jedno od pitanja na koje se trazio odgovor jest, kako nakon radikalne
prostatektomije izdvojiti skupinu bolesnika koja ¢e imati korist od dodatnih terapijskih
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postupaka (adjuvantna/salvage radioterapija u mogucoj kombinaciji s hormonskom

terapijom?).

Provedeno je preko 180 studija s bolesnicima koji su lijeceni radioterapijski s ciljem
procjene prognostiCke vrijednosti razli€itih Cimbenika (vrijednost PSA, Gleason zbroj,
vrijeme udvostruCenja PSA, pozitivni rubovi i dr.) koji bi izdvojili skupinu bolesnika s
najvecom Kkoristi od daljnjeg lijeCenja (34,35). Iz studija su proizasli kriteriji koje
svakodnevno rabimo prilikom donoSenja odluke o nastavku i vrsti lijeCenja. UnatoC
tome, joS uvijek ne moZe prepoznati gore navedenu skupinu bolesnika. Upravo zbog
toga, adjuvantna i salvage radioterapija imaju dvostruku ulogu, a ta je da su
istovremeno dijagnosticki i terapijski postupci. Nakon njihove provedbe, razotkrivaju
se bolesnici s agresivnijim oblicima raka prostate kod kojih radioterapija nije
ucinkovita, a s druge strane lijeCimo skupinu bolesnika koji nemaju toliko agresivne

oblike bolesti.

1.2.6.2. Znacaj nepovoljnih patohistoloskih obiljezja kod odluke o provodenju

postoperacijske radioterapije

Studije su pokazale da su znacajni prognostiCki pokazatelji koje vidimo iz
patohistoloskog nalaza pozitivan kirurski rub, prodor tumora kroz kapsulu, infiltracija

sjemenih mjehuri¢a i metastaze u zdjeli¢nim limfnim ¢vorovima.

Pozitivan kirurski rub utvrduje se kao dosezanje tumora do tintom oznacenog
ruba reseciranog uzorka. Sama njegova prisutnost upucéuje na veéu mogucnost

recidiva zbog moguce ostatne bolesti u zdjelici (36).

Dva su nacina nastanka tumorski pozitivnog ruba. Jedan je zbog zarezivanja u
ekstraprostaticni dio tumora koji se Siri izvan granica resekcije, a rizik za nastanak
istog povezan je s agresivnijim tumorima. Drugi nacin nastanka ovisi o tehnici

operatera i posljedica je nepaznje (37).

Studija koju su proveli Easthman i sur. na 4629 bolesnika s T1-T3 tumorom prostate
pokazala je da je pojavnost pozitivnog kirurS8kog ruba 20% (u rasponu od 0% do
48%) (37). Opcenito, kod lokalno uznapredovale bolesti stopa pozitivnih rubova
znacajno je veca. Znacaj tumorski pozitivnih resekcijskih rubova lezi u €injenici da oni

smanjuju bolest i ukupno preZivljavanje te su povezani s pojavom biokemijskog
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relapsa bolesti (33% - 62% bolesnika) (37).

Znacenje je prodora tumora kroz kapsulu prostate kao prognostickog pokazatelja
upitno. Naime, studije ne dokazuju jedinstven stav o utjecaju ovog prognosti¢kog

pokazatelja, a prisutan je u do 50% bolesnika (37).

Posljednje negativno patohistoloSko obiljezje vazno za postavljanje indikacije za
radioterapiju infitracija je sjemenskih mjehuri¢a. Istrazivanja su pokazala da je ona
vazna kao neovisan prognostiCki pokazatelj za pojavu udaljenih hematogenih
metastaza (38). Dio studija istiCe vaznost infiltracije sjemenskih mjehurica i za

lokalnu kontrolu bolesti.

1.2.6.3. Adjuvantna radioterapija

Adjuvantna radioterapija vrsta je radioterapije koja se primjenjuje kod bolesnika
koji imaju nepovoljna patohistoloSka obiljezja, a time i visok rizik za pojavu recidiva

bolesti nakon radikalne prostatektomije, a prije pojave istog.

Svrha adjuvantne radioterapije uniStavanje je ostatne mikroskopske bolesti u leziStu
prostate nakon radikalne prostatektomije. Na taj nacin smanjuje se rizik lokalnog i
biokemijskog recidiva. S obzirom na to da zaostale tumorske stanice u lezistu
prostate mogu biti polaziSte metastaza, njen konacni cilj smanjenje je ukupnog
mortaliteta (1). Upravo je iz tog razloga kod lije€enja bolesnika nakon radikalne
prostatektomije vazno prepoznati one koji imaju vecu vjerojatnost lokoregionalnog

relapsa bolesti.

Negativna patohistoloSka obiljezja temelj su indikacije za adjuvantnu
radioterapiju a potvrdena su rezultatima triju velikih randomiziranih studija faze Il
(SWOG 8794, EORTC 22911 i ARO 96-02) (39,40,41).

U studiji SWOG 8794 primarni cilj bio je prezivljavanje bez metastaske bolesti. U
EORTC 22911 pocetni cilj bio je lokalna kontrola bolesti, ali je kasnije promijenjen u
pracenje prezivljavanja bez znakova bolesti. Cilj posljednje studije iz ove grupe (ARO
96-02) bio je prezivljavanje bez biokemijskog relapsa bolesti. Primjenjivana je

razliCita definicija biokemijskog relapsa bolesti (od 0.005 do 0,4 ng/mL).

Prednost adjuvantne radioterapije od 20% u obliku perioda bez biokemijskog relapsa
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bolesti pokazale su sve tri studije. Pritom je znaCajan benefit od 30% koji se definira
kao biokemijski relaps bolesti nakon 5 godina imala skupina bolesnika s R1 i pT3

rakom prostate.

Takoder, varijabilnost tumora prostate oCituje se iz rezultata koji se odnose na
podatke pracenih bolesnika s nepovoljnim patohistoloSskim parametrima, tji. na
petogodidnji period bez biokemijskog relapsa bolesti koji je kod SWOG studije
iznosio 44%, EORTC-a 56% te kod ARO studije 54 %.

Uocivsi rezultate namece nam se sljedece pitanje: postoji li moguénost prekomjernog

tretiranja bolesnika primjenom adjuvantne radioterapije (engl. Overtreatment)?

U dvjema studijama dio bolesnika u grani koja se pratila nakon porasta PSA lijeCen je

salvage radioterapijom te su zbog toga imali bolje mogucnosti prezivljavanja.

U tijeku su tri velike randomizirane studije (RADICALS, RAVES i GETUG17) koje bi
trebale dati odgovor na pitanje je li je bolja adjuvantna ili salvage radioterapija i kada

bi se trebala ukljuciti hormonska terapija uz zraCenje.

1.2.6.4. Znacaj PSA kod odluke o provodenju postoperacijske radioterapije

Kod bolesnika kod kojih je provedena radikalana prostatektomija
poslijeoperacijski povisen PSA rabi se kao biomarker koji pokazuje da bolesnik ima
aktivnu bolest. Ustanovljeno je da je PSA prisutan u krvi bolesnika 18 do 24 mjeseca

prije pojave klini¢ki manifestne bolesti (42).

Smatra se da postoperativho poviSenje vrijednosti PSA u serumu nije samo
znak da bolesnik ima bolest u lezistu prostate, tj. lokalnu bolest, ve¢ se PSA
uporebljava kao biomarker koji utvrduje da bolesnik moze imati metastatsku bolest ili
istodobno lokalnu i metastatsku bolest. Provedena su istrazivanja kojima je cilj bio
vidjeti postoji li aktivna tumorska bolest u lezZiStu prostate i u kakvom je odnosu s
poviSenom vrijednosti PSA. Fowler i sur. su u 39% bolesnika s vrijednostima PSA >
0,4 ng/mL, u najmanije tri uzastopna navrata, patohistoloski potvrdili tumorske stanice
u poslijeoperacijskom leZiStu prostate. Potvrda postojanja tumorskih stanica bila je
prisutna u Cak 23% bolesnika urednih fizikalnih nalaza (43). Studije su, takoder,

pokazale da je najceSCe mjesto pojave lokalnog recidiva u blizini vezikouretrale
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anastomoze (63%), potom u retrovezikalnom prostoru (17%) te u vratu mokrac¢nog
mjehura (10%) (44).

Tijekom godina dokazano je da visoka preradioterapijska vrijednost PSA ima
negativan utjecaj na ishod bolesnika lijeCenih salvage radioterapijom. Postavilo se

pitanje: koja vrijednost PSA oznacuje aktivnu bolest?

S vremenom se pocCeo razvijati «interval PSA» izmjeren nakon radikalne
prostatektomije koji upucuje na lokalni recidiv. Zbog smanjene snage PSA, kao
biomarkera, i heterogenosti bolesti istraZivaci su ubrzo ustanovili da je nuzno gledati
interval koji se novim spoznajama vremenom suzavao i na taj nacCin omogudio
donoSenje jedinstvene defincije biokemijskog recidiva. Posebna pozornost
usmjerena je na donju vrijednost zbog mogucnosti pretretiranosti bolesnika, gornju
vrijednost zbog mogucénosti razvijene okultne metastatske bolesti i potvrdu poviSene
vrijednosti zbog mogucénosti tranzitornog poviSenja PSA zbog ostatnog tkiva prostate.
Grani¢ne vrijednosti koje su se gledale bile su PSA>0,4 ng/mL i PSA>0,2 ng/mL s
posebnim osvrtom na vrijednost drugog mijerenja. Zbog nesto vece osjetljivosti

prihnvac¢ena je defincija koja je imala grani¢nu vrijednost od 0,2 ng/mL.

Na taj je nacin rijeSen problem primjene vrlo niskog praga biokemijskog recidiva
bolesti zbog vece mogucénosti pretretiranosti bolesnika kod kojih je mijerljiv PSA te
zbog prisutnog benignog rezidualnog tkiva prostate. Postoji studija koja je pokazala
da je jednokratni porast PSA na vrijednost koja je manja od 0,4 ng/mL povezan sa
stabilnom, neprogresivnom bolesti u 50% ispitanika (45). Upravo zbog toga, trebalo

bi potvrditi trend porasta PSA prije postavljanja indikacije za salvage radioterapiju.

Danas se biokemijski recidiv definira kao detektabilna vrijednost PSA>0,2 ng/mL uz
jo$ jednu potvrdu vrijednosti PSA>0,2 ng/mL, tj. kao porast vrijednosti PSA u dva
uzastopna mjerenja. Nepovoljna patohistoloSka obiljezja i promjene vrijednosti PSA
temelj su za danas najceSce upotrebljavane kombinacije parametara koji potvrduju

ima li bolesnik lokalnu ili sistemsku bolest nakon radikalne prostatektomije.

Kombinacija pokazatelja koja je povezana s manjom vjerojatnoScu lokalnog
recidiva nakon radikalne prostatektomije sastoji se od: negativhoga kirur§kog ruba,
Gleasonova zbroja<7, sporijeg porasta PSA s periodom duljim od godine dana
izmedu radikalne prostatektomije i porasta PSA te vremenom udvostruCenja PSA
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duzim od 12 mjeseci.

Kombinacija pozitivhoga kirurSkog ruba, biokemijskog recidiva i agresivnog
tumora (Gleason zbroja od 8 do 10 te brzog udvostruCenja PSA) povezana je s
vecom vjerojatnoScu metastatske bolesti (46). Pravovremeno otkrivanje biokemijskog
recidiva i brzog udvostru¢enja PSA kod bolesnika s agresivnijim tumorima (Gleason
zbroja od 8 do 10 i pozitivnog ruba) jo$S uvijek upucuje na pojavu lokalnog recidiva i
zahtijeva brzi pocetak lijeCenja prije znacajnijeg porasta PSA i pojave metastatske

bolesti.

1.2.6.5. Salvage radioterapija

Salvage ili spasilacka radioterapija vrsta je radioterapije koja se provodi kod
bolesnika nakon radikalne prostatektomije, koji imaju rezidualni ili recidivirajuci rak
prostate uz uvjet da udaljene metastaze nisu prisutne. Naziva se spasilacka jer je to
jedini oblik terapije koji ovim bolesnicima pruza mogucnost izlje€enja. PSA je u ovom
slu€aju prognostiCki biomarker i sluzi kao pokazatelj vjerojatnog postojanja bolesti
ukljuCujuc¢i u vedini sluCajeva oblike bolesti bez znakova diseminacije ili klinicki

detektabilne bolesti u standardnoj dijagnosti¢koj obradi.

Prilikom odluke o indikaciji salvage radioterapije promatraju se dvije skupine
prognostickih pokazatelja. Jedna skupina povezana je s PSA (vrijednost PSA prije
prostatektomije i prije poCetka terapije, vriieme od kirurSkog zahvata do pojave
biokemijskog recidiva, vrijeme udvostru¢enja PSA), a drugu skupinu ¢ine nepovoljna
patohistoloSka obiljezja (Gleason zbroj, infitracija sjemenskih mjehuri¢a i pozitivan
rub).

Obje skupine pokazale su se znacCajnim pokazateljima prezivljavanja bez
biokemijskog relapsa bolesti, dok su se kao prognostiCki pokazatelji agresivne bolesti
izdvoijili kratko vrijeme udvostru¢enja PSA (krace od 12 mjeseci) ili Glason zbroj od 8
do 10 (46). Ustanovljena je njihova veza s veéim rizikom udaljenih metastaza te se
poCelo smatrati da bi ova skupina bolesnika imala najve¢u dobit uvodenjem jos

jednog oblika lije€enja (hormonske terapije).

U posljednjih petnaestak godina objavljen je Citav niz restrospektivnih studija
koje su istrazivale salvage radioterapiju.
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Stephenson i sur. proveli su retrospektivnu studiju s najdetaljnijom analizom niza
prediktivnih ¢imbenika koji upucuju na pojavu recidiva nakon salvage radioterapije
(46). Cilj je bio izdvojiti bolesnike koji imaju najvecu dobit od lije€enja i indentificirati
Cimbenike koje upucuju na bolji odgovor. Nakon 45 mjeseci pracenja, 50% ispitanika
imalo je progresiju bolesti, 10% razvilo je udaljene metastaze, a zbog karcinoma
prostate umrlo je 4% ispitanika. Najznacaniji prediktori progresije bolesti bili su
Gleason zbroj 8 do 10, prijeterapijska vrijednost PSA > 2.0 ng/mL, negativne kirurdke
margine, udvostrucenje PSA<10 mjeseci i infitracija sjemenskih mjehuri¢a. Takoder,
ustanovili su da u skupini bolesnika s visokim stupnjem i/ili brzim udvostru¢enjem
PSA, za koje se mislilo da su neizljecivi, ranom primjenom salvage radioterapije
postize 37% vjerojatnosti Cetverogodidnjeg perioda bez progresije bolesti. Posljedica
ovih rezultata bila je promjena uvrijezenog misljienja da bolesnici s agresivhom
bolesti imaju ve¢ okultnu metastatsku bolest i da za njih nema izlje€ivog tretmana.
Nadalje, vecina ovih bolesnika primala je androgen deprivacijsku terapiju (ADT) koja

je oblik terapijskog postupka koji ne izlje€uje.

Salvage radioterapija dovodi do pada vrijednosti PSA u 60% do 70% bolesnika.
Desetogodi$nje pracenje bolesnika pokazalo je da se samo u 20% do 30% bolesnika
ne razvije relaps bolesti. Nema dovoljno podataka koji bi odgovorili koja je to
vrijednost PSA koja upucuje da bolesnik ima odgovor na terapiju. Trenutno se gleda
vrijednost PSA <0,3 ng/mL.

Jos uvijek nema jasnih smjernica za primjenu hormonske terapije u kombinaciji
sa salvage radioterapijom. Postoje samo 23 studije, ali su dobiveni razliCiti rezultati.
Sedam studija pokazalo je statistiCki zna€ajno bolji ishod u grupi bolesnika lijeCenih
kombinacijom, a u 8 studija dokazan je nesSto bolji ishod koji nije bio od veceg
znacaja (47). Rezultati randomiziranih studija koje su u tijeku dat ¢e odgovor i na ovo

pitanje.

Iz svega navedenog vidljivo je da PSA zauzima znacajno mjesto od dijagnoze
bolesti do svih segmenata lijeCenja i praéenja bolesnika. OgraniCenje PSA kao
biomarkera dovodi do postojanja Sirokog spektra bolesnika koji se svrstavaju u iste
prognosticke skupine. Usprkos cijelom nizu nastojanja, detaljnija ras€lamba i podjela
skupina za sada nisu moguce. Posljedica toga oteZano je prepoznavanje bolesnika s
agresivnim tumorima i njihovo promptno radikalno lijeCenje. S druge strane, u
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skupinama se nalazi velik broj bolesnika kod kojih, zbog postojanja pojedine
negativne znacajke bolesti, ne mozemo odmah prepoznati da se radi o indolentnim
oblicima tumora i koje izlazemo nepotrebnom lije€enju. Upravo zbog toga, nuzan je
pronalazak novih biomarkera koji bi nam pomogli u detaljnijoj karakterizaciji tumora i

samim time bolesti.

1.3. PROTEOMIKA

Kada je pocetkom ovog tisuclje¢a Craig Venter po prvi put odredio sekvencu
Citavog ljudskog genoma, dokazano je da su geni ono $to funkcionalno Ccini
medustaniCnu razliku, no, posljedicno, razlika nastaje i u ekspresiji proteina,
metabolita, Secera, lipida i svih ostalih gradevnih i funkcionalnih dijelova stanice.
Proteom je ukupni sastav proteina u odredenoj stanici, tkivu ili organizmu, a
proteomika je znanstvena disciplina koja se bavi njegovom analizom. SlozZenost
proteomike proizlazi iz €injenice da se proteom razlikuje od stanice do stanice i pod
utjecajem je okoliSa (izlozenost toksinima i patogenima, progresija bolesti, stadij
razvoja i sl.). Buduci da su proteini strukturne i funkcionalne stani¢ne makromolekule,
koje ujedno sudjeluju u njezinim procesima, molekularna karakterizacija proteoma
vazna je za potpuno razumijevanje bioloskih sustava (48). U ukupnosti bioloskih

sustava proteomika i genomika komplementarne su discipline.

Zbog brojnosti proteina i njihove multifunkcionalnosti (unutar jedne eukariotske
stanice nalazi se minimalno 50 000 razliitih proteina, a ako se uzmu i
poslijetranslacijske modifikacije u obzir, broj postaje jo§ veéi) proteomika, kao
znanstvena disciplina, ima nekoliko pravaca: otkrivanje molekularnih mehanizama iz
razliCitih staniCnih procesa, karakterizaciju interaktoma - proteinskih mreza, otkrivanje
dijagnosti¢ih i prognostic¢kih biomarkera i identifikacija potencijalnih meta nove

generacije lijekova (49,50).

Proteomika se intenzivno pocela razvijati tek sredinom devedesetih godina i to
zahvaljuju¢i razvoju biokemijskih i bioinformati¢kih tehnologija. Istovremeno, s
razvojem proteomike podudara se i jedan od puteva razvoja onkologije, primjena

individualnog oblika lijeCenja tumora. Dvije su glavne prepreke na tom putu
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sposobnost razvoja i progresije tumora u sistemsku bolest (nakupljanjem mutacija
dolazi do aktivacije i inaktivacije proteina, fuzije proteina ili prekomjerne ekspresije
uslijed genske amplifikacije) i stjecanje otpornosti na primijenjeni lijek (51). Klinicka
proteomika, kao zasebni dio proteomike, interdisciplinarno je istraZivacko podrucje
usmjereno analizi tkiva i tjelesnih tekucina; uzimajuci u obzir prisutnost ciljanih
stanica, heterogenost stanica, kvantitivnu zastupljenost biomarkera, mogucénost
dobivanja uzoraka kroz duZzi vremenski period, eksperimentalni dizajn te optimalne

metode selekcije (52).

Jedan od najvaznijih pravaca istraZivanja tumora prostate usmjeren je prema
razlikovanju indolentne od agresivne bolesti. Posljedica PSA probira povecanije je
broja bolesnika s postavlienom dijagnozom u lokalnim stadijima bolesti $to vodi
pretretiranosti bolesnika s manje agresivnim tumorima. Jo$ uvijek ne postoji
ucinkovito lijeCenje agresivnih i metastatskih oblika bolesti. Objavljeni rezultati
proteomskih analiza upuéuju na to da bi se primjenom kvalitativne i kvantitativne
analize proteina mogli otkriti novi biljezi, senzitivniji i specifi¢niji od danas najces¢e
rabljenog PSA.

1.3.1. Primjena spektrometrije masa u proteomici

Proteomika prouCava proteinski sastav stanica, uklju€ujuéi identifikaciju,
modifikaciju, kvantifikaciju i lokalizaciju pojedinih proteina. Spektrometrija masa
tehnika je koja upotrebljava analizu masa u svrhu karakterizacije proteina te spada
medu najobuhvatnije alate koji se danas rabe u proteomici. Brz razvoj tehnike
osobito je vidljiv u posljednja dva desetlje¢a Sto se ocituje u znaCajnom napretku u
eksperimentalnim metodama, instrumentima i pristupima analize podataka (53). Da
bismo analizirali proteine ili peptide pomocu spektrometrije masa, u vecini sluCajeva
moramo razdvojiti smjesu proteina, koja se dobije iz bioloskih uzoraka, za Sto

primjenjujemo tehniku dvodimenzionalne gel elekroforeze (2-DE).

1.3.1.1. Dvodimenzionalna gel elektroforeza (2-DE)

Pojmom elektroforeza oznaCavamo gibanje destica u elektricnom polju, a
njihova pokretljivost ovisi o jakosti elektricnog polja, svojstvima Cestica i sredini u
kojoj se gibaju. Primijeni li se elektricno polje na otopinu proteina, razliCite ¢e se
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molekule, ovisno o gustoli svojeg naboja, gibati razliCitim brzinama prema anodi ili
katodi. Nosaci su tvari koje nam omogucuju da tako razdvojene Cestice ostanu ostro
odvojene nakon prestanka djelovanja elektricnog polja. Tehnike elektroforeze Cesto
se kombiniraju u svrhu boljeg razdvajanja kompleksnih uzoraka. Tako je
dvodimezionalna gel elektroforeza (2-DE) nastala spajanjem izoelektri€nog
fokusiranja kao prve dimenzije i elektroforeze na poliakrilamidnom gelu koji sadrzi
natrijev dodecil sulfat (SDS-PAGE) kao druge dimenzije (54). Metoda razdvaja

proteine s obzirom na njihova dva fizioloSka svojstva: naboj i veli€inu.

Izoelektricno fokusiranje razdvaja proteine na temelju njihovog ukupnog naboja,
odnosno izoelektricne toCke u pH gradijentu. Proteini sadrze pozitivno i negativno
nabijene skupine, tj. amfoliti su i imaju svojstvo ovisnosti naboja o koncentraciji
vodikovih iona u otopini, odnosno o pH. Izoelektricna toCka (p/) je vrijednost pH pri
kojoj je ukupni naboj amfolita jednak nuli te se kod ovakvog pH amfolit ne giba u
elektricnom polju. Na taj se nacin molekula proteina u gradijentu pH pod utjecajem
elektricnog polja giba prema elektrodi suprotnog naboja. Tijekom tog puta protein
prima ili otpusta vodikove ione te se njegov naboj i pokretljivost smanjuju do njegove
izoelektricne toCke u gradijentu. Ako protein difundira iz svoje izoelektricne tocke,
postaje elektriCki nabijen i vra¢a se natrag. Upravo zbog toga, proteini s razli¢itim

izoelektricnim to¢kama rasporeduju se razliito kroz gel (55,56).

Nakon $to se proteini razdvoje u prvoj dimenziji, razdvajanje se nastavlja ovisno
o njihovoj molekulskoj masi u drugoj dimenziji pomocéu elektroforeze na
poliakrilamidnom gelu koji sadrzi natrij dodecil sulfat (SDS-PAGE). Poliakrilamidni gel
nosac je koji nastaje polimerizacijom monomera koji tvore molekulsko sito. Natrijev
dodecil sulfat (SDS) anionski je deterdzent koji denaturira i disocira veéinu proteina u
pojedinaCcne polipeptidne lance te ih potom veze. Kad se proteini krecu kroz
poliakrilamdini gel usporavaju ovisno o omjeru njihove mase i naboja te, takoder,
ovisno o svom obliku. Koli¢ina SDS-a vezana po jedinici mase proteina je stalna.
Posljedi¢no tome, pokretljivost razliCitih polipeptida u gelu ovisi samo o njihovoj
molekulskoj masi. Rezultat toga je da proteini manje molekulske mase migriraju brze
kroz pore gela nego proteini vece molekulske mase. Na kraju elektroforeze dobijamo
gel kod kojeg se veci proteini nalaze pri vrhu, a maniji pri dnu gela. Posljednji korak

dvodimenzionalne gel elektroforeze vizualizacija je razdvojenih proteina metodama
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detekcije. Bojenje i obiljezavanje dvije su glavne metode otkrivanja proteina.
Najjednostavnije i rutinski rabljene tehnike bojenja su bojenje srebrom ili otopinom
Coomassie Brilliant Blue (57). Dvije najceSc¢e upotrebljavane metode obiljeZzavanja su

radioobiljezavanje i obiljezavanje bojom.
1.3.1.2. Spektrometrija masa

Spektrometrija masa analiticka je metoda koja u plinskoj fazi razdvaja ione pod
utjecajem elektricnog, a po potrebi i magnetskog polja, te se potom detektiraju prema
omjeru mase i naboja (m/z). Za analizu je dovoljna mala koli¢ina uzorka, a ova
analiticka metoda omogucuje nam dobivanje podataka povezanih sa strukturom

molekula Siroka raspona masa.

Osnovni dijelovi spektrometra masa su: ionski izvor, analizator masa i detektor.
Spektar masa nastaje na osnovu sljedeceg principa rada spektrometra. Na pocCetku
se procesa analit uvodi u ionski izvor i dolazi do njegove ionizacije. Nastali ioni putuju
u analizator masa u kojem se razdvajaju prema svojim omjerima mase i naboja.
Nakon razdvajanja, registrira ih detektor pri svakoj vrijednosti omjera mase i naboja,

rezultat Cega je stvaranje spektra (58).

1.3.1.2.1. lonizacijska komora

lonizacijska komora osnovni je dio spektrometra masa u kojem se dogada
ionizacija analita. Osnovni princip rada temelji se na procesu kemijske ionizacije
kojom se uzorak u vecini sluCajeva ionizira tiekom faznog prijelaza. Posljedi¢no
tome, da bi analit mogao sudjelovati u ionizaciji, mora biti u plinovitom stanju. Proces
se odvila na naCin da ionizacijski izvor stvara nabijene ione dodatkom ili
oduzimanjem elektrona ili protona te dolazi do stvaranja iona iz molekula ili prijenosa
naboja na neutralne molekule analita, koje se potom usmjeravaju prema analizatoru
masa. Danas se ionizacijske tehnike dijele u dvije glavne skupine ovisno o fizikalno-
kemijskim svojstvima analita i energiji koja se prenosi tijekom procesa. Primjena
tvrdih ili mekih ionizacijskih izvora dovodi do prijenosa razliCite koliCine unutarnje
energije tiekom ionizacijskog procesa. Prijenos velike koliine energije omogucuju
tvrdi ionizacijski izvori uzrokujuéi posljedi¢no jaku fragmentaciju analita. Kod mekih
izvora fragmentacija izostaje kao posljedica prijenosa male koli€ine energije (58).
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U skupinu koja uzima u obzir fizikalno kemijska svojstva analita spadaju plinske
i desorpcijske metode. Uzorak se prije ionizacije prevodi u plinovito stanje kod
plinskih ionskih izvora nasuprot desorpcijskim metodama kojima se uzorak izravno iz
¢vrstog ili tekuceg stanja prevodi u ionizirani plin. Kod krutina uzorak se prvo mijeSa s
cvrstom ili tekuéom matricom. Nakon djelovanja energetskih Cestica ili fotona, ioni

analita desorbiraju se s povrsine (59).

1.3.1.2.2. Analizator masa

loni nastali tijekom ionizacije putuju u analizator spektrometra masa gdje se
odijeljuju u vremenu i prostoru na temelju svog omjera m/z. NajéeS¢e su u upotrebi
sljededi tipovi analizatora masa: kvadrupol (engl. Quadropole), analizator koji mjeri
vrijeme leta (engl. Time-of-Flight - TOF), ionska stupica (engl. lon Trap), Fourier-
transformiran spektrometar masa ionsko ciklotronske rezonancije (engl. Fourier
Transform lon Cyclotron Resonance - FT ICR) i analizator s magnetskim sektorom
(55).

Osnovna postavka rada analizatora masa kvantno je mehanicki postulat koji kaze da
Ce brzina iona biti proporcionalna njihovoj masi ako im se inicijalno preda ista koli¢ina
kinetiCke energije (60). Rad analizatora koji mjeri vrijeme leta temelji se na Cinjenici
da ioni razli¢itih masa imaju razliCitu brzinu. Manji ioni kreCu se brze, a veci sporije.
Posljedi¢no tome, na detektor dolaze u razli€itim vremenima (59) $to se moze uoditi

na Slici 6.
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26



Slika 6. Shematski prikaz analizatora masa koji mjeri vrijeme leta (Preuzeto iz
Gali¢ i sur.) (59).

TOF je analizator prilagoden pulsnim tehnikama ionizacije jer mjerenje vremena
leta zahtijeva da svi mjereni ioni istovremeno poc¢nu put kroz analizator. MozZe se
dogoditi da ioni istih masa nemaju jednaku kinetiCku energiju i zbog toga dolaze na
detektor u razli¢itim vremenima. Zbog toga se u TOF analizatore ugraduje ionsko
zrcalo ili reflektron. To je uredaj Cija je svrha zadrZavanje iona vecCe energije i na taj
nacin osiguravanje njihovog istovremenog dolaska na detektor kad i iona istog

omjera m/z i manje pocCetne energije.

Kombinacijom razli€itih analizatora masa mogu se poboljSati svojstva spektrometra
masa. Prvi analizator masa sluzi za probir iona specificnog omjera m/z, dok drugi ili

treCi analizator kod takvog spektrometra masa ima ulogu pretraznog analizatora (55).

MALDI TOF/TOF spektrometar masa kao analizator ima kombinaciju linearnog i
reflektronskog TOF instrumenta (Slika 7.). Kod ove vrste analizatora, u prvom TOF
analizatoru provede se selekcija iona tako da ostanu samo oni ioni koji imaju
specificni omjer m/z. Izmedu prvog i drugog analizatora nalazi se kolizijska ¢elija u
kojoj se ioni sudaraju s molekulama inertnog plina, prelaze u ekscitirano stanje sto
dovodi do pucanja kovalentne veze, najéeSCe duz okosnice peptidnog lanca.
Vrijednosti m/z fragmenata odreduju se u drugom TOF analizatoru (59). Ovaj
analizator omogucuje strukturnu analizu proteina primjenom tehnike tandemne

spektrometrije masa (MS/MS).
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Slika 7. Shematski prikaz MALDI TOF/TOF spektrometra masa. (Preuzeto i
prilagodeno prema http://www.appliedbiosystems.com/absite/us/en/ home.
html) (61).

1.3.1.2.3. Detektori

loni se nakon prolaska kroz analizator masa moraju detektirati i prevesti u
mjerljiv signal. Danas se najceSce rabe elektronski multiplikator, viSekanalne diode ili
fotomultiplikator (59). Oni fukcioniraju na nacin da nabijeni ioni udaraju u diode,
oslobadaju se elektroni koji se razli€itim postupcima ovisno o vrsti detektora prevode

u mjerni signal.

1.3.1.2.4. Matricom pomognuta desorpcija i ionizacija laserskim zracenjem

Posebno dostignuce koje je omogudilo primjenu spektrometrije masa kao
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metode analize proteina zasigurno je razvoj tehnika ionizacije. Danas se najCeSce
upotrebljavaju matricom pomognuta ionizacija uz desorpciju laserskim zraCenjem
(MALDI) i elektrorasprsenje (ESI) (53).

Matricom pomognuta desorpcija i ionizacija laserskim zraCenjem (engl. Matrix-
assisted Laser Desorption/lonization - MALDI) tehnika je ionizacije koja se najcesce
rabi u analizi biomakromolekula i sintetskih polimera. Na pocetku, otopina uzorka
mijeSa se sa suviSkom matrice na nacin da su molekule analita u potpunosti izolirane
jedna od druge i nanosi se na MALDI ploCicu. Laserska zraka je izvor ionizacije, a
danas se naj¢esS¢e u tu svrhu upotrebljavaju UV laseri (duSikov laser (337 nm, A) i
Nd: YAG laser (266 i 355 nm, A). Ona se usmjerava na povrsinu kristala, tj. «€vrstu
otopinu» matrice i analita i uzrokuje ekscitaciju molekula matrice. Zbog velike koli€ine
energije akumulirane u kratkom vremenu u krutini, dolazi do naglog zagrijavanja te
sublimacije i ekspanzije matrice (a unutar nje i intaktnog analita) u plinsku fazu.
Pobudene molekule matrice stabiliziraju se prijenosom protona na molekule analita.
Nastali ioni analita potom se odjeljuju u analizatoru (62, 63) $to je vidljivo na dolje
umetnutoj Slici 8. Glavna karakteristika UV lasera je proizvodnja pulsnih laserskih
zraka koje uzrokuju stvaranje neizmjenicnih ionskih snopova. Zbog toga se MALDI

povezuje s analizatorom koji mjeri vrijeme leta (engl. Time-of-Flight - TOF).

laserska zraka

ion matrice 8

smjesa matrice

I analita E-)

Slika 8. Prikaz MALDI procesa ionizacije. (Preuzeto i prilagodeno prema
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http://www.magnet.fsu.edu/education/tutorials/tools/ionization_maldi.html)
(63).

MALDI je tehnika koja nam omogucuje strukturnu analizu proteina uz pomoc¢
dviju metoda. To su metoda otiska prsta (engl. Peptide Mass Fingerprinting — PMF) i

metoda tandemne spektrometrije masa (MS/MS).

Metoda otiska prsta temelji se na postupku cijepanja nepoznatog protein
tripsinom (64). To je proteaza koja specifiCno cijepa protein na karboksilnom kraju
argininskih i lizinskih ostataka. Produkt analize proteina spektrometrom je spektar
masa triptickih peptida koji je za svaki protein jedinstven poput otiska prsta. Tako se
analizirani protein potom identificira pretrazivanjem spektralnin baza podataka
proteina i peptida. Kada se primjenom ove metode ne mogu dobiti zadovoljavajuci
rezultati, zbog npr. poslijetranslacijskih modifikacija ili kompleksnosti proteinskih
smjesa, primjenjuje se metoda tandemne spektrometrije masa (MS/MS). Kod ove

metode znacajan je TOF/TOF analizator.

U pristupu analiza odozdo-nagore protein se prije same analize pocijepa
tripsinom. lonizirani peptidni fragmenti koji nastaju dalje se analiziraju zasebno (u
postavkama instrumenta izabire se odredeni broj najintenzivnijih signala). Oni izlaze
iz prvog analizatora masa u kolizijsku cCeliju te dolazi do njihovog sudaranja s
molekulama inertnog plina prisutnih u celiji. Zbog eksitacije dolazi do fragmentacije
peptida i pucanja jedne od peptidnih veza na amino ili karboksilnom kraju, a naboj
ioniziranog peptida prenosi se na jedan od dobivenih fragmenata. Fragmenti se dalje
usmjeravaju u sljedeci analizator masa koji razdvaja sve pristigle fragmente prema
njihovom omjeru m/z. U dobivenom spektru masa svaki prethodni signal predstavlja
fragment s jednom aminokiselinom manje, a iz razlike tih signala moze se isCitati
slijed peptida. Za odredivanje proteina dovoljan je slijed i od nekoliko aminokiselina,
a iz informacije o primarnoj strukturi, moze se odrediti gen ili njegov homolog koji

kodira za taj protein.

1.3.1.2.5. Proteinske baze podataka

Nakon analize spektrometriom masa proteini se identificiraju usporedbom

eksperimentalnih rezultata s podatcima pohranjenim u spektralnim bazama podataka
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proteina i peptida. To su baze koje sadrze: teorijske (dobivene predvidenom
translacijom odredenih lokusa gena) i potvrdene primarne slijedove proteina, moguce
teorijski nastale peptide nakon proteolitiCkog cijepanja i molekulske ione peptida gdje
su proteinski standardi visoke CistoCe pocijepani proteazom (najceSce tripsinom)
(65).

Protein Data Bank (PDB) spada medu najstarije baze (66). Ona sadrzi gotovo sve
podatke o strukturi odredenog proteina, slijedove DNA i RNA koji kodiraju za
odredeni protein te cijeli niz bioloSkih, funkcionalnih i strukturalnih podataka

(http://www.wwpdb.org).

UniProt baza podijeljena je u Cetiri srediSnje baze, a jedna od njih sadrzi SwissProt
bazu koja omogucéuje korisniku cijeli niz informacija o trazenom proteinu. Pogodna je

za pretrazivanje strukturalne analize proteina, odnosno metodu otiska prsta (67).

NCBInr je baza ¢iji su unosi zapravo skup unosa nekoliko baza (translatirana
genomska baza GenBank, PIR, PDB, SwissProt, PDB,
http://www.ncbi.nim.nih.gov/protein/). Sadrzi dva vazna pretraZivacka alata: BLAST i
Entrez. BLAST usporeduje odredene slijedove proteina ili nukleinskih kiselina s

unosima u bazi (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

1.3.1.2.5.1. Pretrazivanje proteinskih baza podataka

Baze podataka pretrazuju se posebnim raCunalnim programima, tzv.
pretrazivacima. Mascot je razvijen po uzoru na MOWSE program i ujedinjuje sve
danas poznate nacCine pretrazivanja baza: PMF, pretrazivanje na temelju spektra
dobivenog tandemnom spektrometriom masa (engl. MS/MS lons Search) i
pretrazivanje slijedom (engl. Sequence Query;
http://www.matrixscience.com/search_intro.html). Ovim racunalnim programom
pretrazuju se sljede¢e baze podataka: MSDB, NCBInr, SwissProt i nukleotidna baza
dbEST (56). Nakon §to se dobiju rezultati, program ih potom statistiCki obradi s
obzirom na znacajne vrijednosti vjerojatnosti prema Mowse rezultatu (engl.
Probability Based Mowse Score) (68).

1.3.2. Dosadasnja proteomska istrazivanja tkiva karcinoma prostate

Proteomskim istrazivanjima otkriven je velik broj potencijalninh biomarkera
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karcinoma prostate koji se joS uvijek ne rabe u svakodnevnom onkoloskom lijeCenju.
Razlog leZi u Cinjenici da njihova vrijednost nije potvrdena u drugim neovisnim
istrazivanjima. Kod proteomskih analiza sve viSe se uzima u obzir heterogenost
tumora. Da bismo razumijeli koji su stani¢ni putevi odgovorni za nastanak i progresiju
tumora prostate, moramo rastaviti kompleksni ekosistem tumorskog tkiva na
sastavne djelove (fibroblasti, epitelne, endotelne, ZzZiv€ane i druge stanice).
Posljednjih godina usavrSavaju se dvije nove tehnike u izoliranju Cistih tumorskih
subpopulacija — sortiranje stanica (engl. Cell Sorting) i lasereska mikrodisekcija (engl.
Laser Capture Microdissection - LCM) (69). Sortiranje stanica omogucuje izolaciju
stanica na osnovu njihovih CD markera. Laserska mikrodisekcija omogucuje izolaciju
homogenih tipova stanica iz tkiva na osnovu njihove histomorfologije nakon
specificnog bojenja te vizualizacijom ispod mikroskopa. Kvalitativne analize
omogucuju sada vec¢ Siroko primjenjivanje tehnike spektrometrije masa (MALDI/ESI-
MS uz upotrebu dvodimenzionalnih separacijskih tehnika) te kvantitativne i-TRAQ
spektrometrije masa koja omogucuje kvantitativnhe analize proteomskih varijacija
(Slika 9.).
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Slika 9. Hodogram s prikazom slijeda protomske analize od uzimanja uzoraka,

pripreme, spektrometrije masa i analize dobivenih podataka.

Jedan od najvaznijih biomarkera tkiva karcinoma prostate koji je vazan za
prognozu bolesti je AR. Androgeni su kljuéni regulatori rasta karcinoma prostate na
dva nacina. Jedan je stimulacija proliferacija, a drugi je inhibicija apoptoze. Medutim,
kod karcinoma prostate znaCajnu ulogu igra epitelno-mezenhimalna interakcija koja

podrzava proliferaciju tumorskih stanica parakrinim medijatorima (IGF, EGF, FGF)
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koji aktiviraju tirozin-kinazne receptore i na taj nacin potiCu proliferaciju karcinoma
prostate. Kod kastracijski rezistentnog karcinoma prostate aktiviraju se alternativni
putevi aktivacije AR. Za vrijeme progresije karcinoma prostate dolazi do ucestalih
promjena u aktivaciji puteva vaznih za AR $to je djelomi¢no povezano s mutacijama.
Do danas zna se za viSe od 600 mutacija ovog receptora. Nedavno je napravljena
mreza proteina odredivanjem protein-protein interakcija triju genetickih varijanti
androgenog receptora koja je pokazala da se ovisno o izoformi AR razli€ito aktiviraju
putevi koji su aktivni u karcinomu prostate (70). Takoder, jedno od znacajnih
podrucja potrage za novim lijekovima povezano je s koaktivatorima AR koji sudjeluju
u razvitku rezistencije hormonski ovisnog karcinoma prostate. Proteomska
istrazivanja, takoder, pokusSala su potvrditi znacaj epitelno-mezenhimalne interakcije
kod karcinoma prostate. Khamis i sur. pronasli su povecanu ekspresiju integrina—a-6

u epitelu karcinoma prostate kojeg nije bilo u miofibroblastima (71).

Proveden je Citav niz proteomskih analiza koje su se usmijerile prema traZzenju

biomarkera globalnim pristupom neovisno od veze s androgenim receptorom.

Glavni cilj jedne skupine proteomskih analiza bio je pronalazak specificnih
biomarkera koji bi omogucili razlikovanje karcinoma prostate od benigne prostati¢ne
hiperplazije, dok se druga skupina usmijerila prema traZenju biljega koji bi omogudili

otkrivanje agresivnijih tumora s ciljem optimalnijeg lijeCenja.

Medu prvima provedena je studija na Cetrnaest ispitanika pri cemu je otkriven niz
proteina jezgrina matriksa u tkivima karcinoma prostate kao Sto je to npr. protein
molekulske mase 56000 kDa, naziva PC-1(72). Tkiva karcinoma prostate u ovoj su

studiji usporedivana s uzorcima tkiva benigne hiperplazije i s normalnim kontrolama.

Paweletz i sur. prvi su primijenili lasersku mikrodiseskciju i SELDI MS u proteomskoj
analizi i ustanovili da bi ova kombinacija mogla biti korisna u analizi tkiva karcinoma
prostate (69). Primjenom laserske mikrodisekcije slijedene analizom intaktnih
proteina SELDI spektrometrijom masa Zheng i sur. identificirali su protein (tzv. Pca-
24) u 94% tkiva karcinoma prostate (n=17) koji nije bio prisutan u uzorcima
normalnog tkiva (n=17) i uzorcima benigne hiperplazije (n=12) (73). Ummani i sur.
otkrili su pojatanu ekspresiju prekursora prostaticne kisele fosfataze, prohibitina,
NDRG 1 tumor supresor proteina, heat shock proteina, citoskeletnih proteina i
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enzima u uzorcima biopsije benigne hiperplazije (n=11) i karcinoma prostate (n=12)
(74).

Dio istraZivaCa usmijerio se na trazenje «skupa biomarkera» koji su razli€iti izmedu
karcinoma prostate i benigne hiperpalazije. Alaiya i sur. pronasli su pojacanu
ekspresiju 22 proteina kod usporedbe uzoraka karcinoma prostate (n=8) i benigne
hiperplazije (n=16) te je za 15 od njih nadena razliita ekspresija u razliCitim
laboratorijima (75). Pojacana ekspresija disulfid-izomeraze, 14-3-3-proteina, enoil
CoA-hidraze, prohibitina i B-tubulina -2 nadena je kod karcinoma prostate, a
keratina-ll, dezmina, HSP71, ATP-sintaze-B-lanca i kreatin kinaze-B-lanca kod

benigne hiperplazije.

Dio studija usmjerio se na odredivanje razike ekspresije proteina izmedu tumora
niskog i visokog Gleason zbroja. Skvortsov i sur. primijenili su kombinaciju 2D-DIGE,
laser mikrodisekcije i MALDI-TOF/TOF MS u analizi parnih uzoraka bolesnika s
tumorima Gleason zbroja 6 i bolesnika s tumorima Gleason zbroja vecéeg ili jednakog
8 (n=23). Pronasli su pojacanu ekspresiju hsp 60 u tumorskom tkivu u usporedbi s
zdravim te lamin A kao diskriminatorni protein izmedu tumora niskog i visokog

stupnja (76).

Mnoga proteomska istrazivanja potvrdila su rezultate radova u kojima su
primjenjivane imunohistokemijske tehnike analize tkiva karcinoma prostate.
Potvrdena je povecana ekspresija prostata specifichnog membranskog antigena

(PSMA), a-metilacil CoA racemaze i gp 96 kod metastaskih uzoraka.

Heat shock proteini jedna su od najzastupljenijih skupina koja se pojavljuje u cijelom
nizu rezultata. Tako je pronadena promijenjena ekspresija gp 96, BIP proteina,
hsp60, 27 i 90 (77). Proteomskom analizom nadena je supresija gp 96 u
cirkuliraju¢im tumorskim stanicama, a microarray metodom u tkivima Sto upucuje na
mogucu ulogu u progresiji karcinoma prostate. Protein GRP 78/BIP sudjeluje u
karcinogenezi posredovanoj gubitkom PTEN-a, jednog od najvaznijih
tumorsupresora karcinoma prostate. Tan i sur. pronasli su vezu izmedu pojaCane
ekspresije AR i GRP 78 kod nelijeCenih bolesnika i loSijeg ishoda, a ovaj protein
takoder posreduje u djelovanju AR u inhibicije autofagije (78,79). Katanasaka i sur.
smatraju da BIP moze regulirati proliferaciju endotelnih stanica induciranih VEGF-om
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i na taj naCin moze biti ciljna molekula terapije posredovane protutijelima (80). Hsp
60 ima ulogu u postizanju bazi¢ne konformacije polipeptida i u karcinogenezi, osobito
u prezivljenju i proliferaciji tumorskih stanica. Njegova uloga kod karcinoma prostate
potvrdena je imunohistokemijskim, genomskim i proteomskim istrazivanjima. Tako se
hsp 60 pokazao kao neovisan faktor biokemijskog recidiva, a njegova pojaana
ekspresija nadena je osim kod androgen rezistentnih linija stanica karcinoma
prostate i kod lokalno uznapredovanih tumora lijeCenih hormonskom terapijom s
ranijim pocCetkom hormonski rezistentne bolesti i kraéim tumor specifinim

preZivljenjem (81,82).

U novije vrijeme zapocela je i primjena iTRAQ-a, tehnologije koja nam omogucuje

kvantitativnu analizu proteoma i izravnu usporedbu izmedu dvaju uzoraka.

Proteomske varijacije nisu neovisne od genetskih i epigenetskih varijacija. Takoder,
miRNA ima znacajnu ulogu u postranskripcijskoj regulaciji ekspresije gena i na taj
nacin sudjeluje u modulaciji proteoma i njegovim varijacijama za vrijeme razvoja
tumora i progresije. Khan i sur. proveli su identifikaciju peptida iTRAQ masenim
spektrometrom te kvantificirali viSe od 1000 proteina koji su organizirani u
proteomske zapise karakteristicne za stadij bolesti. Daljnjom PCR analizom potvrdili
su vaznost miR-128 kao vaznog negativhog regulatora invazije stanica karcinoma
prostate (83). Poznato je da miRNA utjeCe na proliferaciju i progresiju karcinoma
prostate regulacijom signalnog puta AR, p 27 i drugih proteina te da deregulacija
miRNA znacajno utje€e na stani¢nu fiziologiju i funkciju onkogena. Valja napomenuti
da zadnjih godina raste svijest o potrebi proteomskih biomarkera u pracenju
odgovora na lije€enje. Christensen i sur. naglaSavaju potrebu utvrdivanja
proteomskog potpisa kod serijskih uzoraka za vrijeme frakcionirane radioterapije
(84).
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1.4. SVRHA RADA

Svrha ovog istrazivanja je pridonijeti razlikovanju indolentnog od agresivnog
karcinoma prostate povezivanjem protomskih podataka, organiziranih u individualni
interaktom svakog ispitanika, s Gleasonovim zbrojem, vrijednosti PSA,

patohistoloSkim obiljezjima, provedenim onkoloskim lijeCenjem i praéenjem.
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2. HIPOTEZA ISTRAZIVANJA
Hipoteza ovog istrazivanja je da se prognosticki Cimbenici karcinoma prostate

otkrivaju preko mreZe proteinskih interakcija koju izgraduju proteini Cija ekspresija je

specificno promjenjena za svakog pojedinog ispitanika.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi ovog istraZivanja mogu se podijeliti na opce i specificne ciljeve:

A) Opéi ciljevi:

1.) Odrediti nove i potvrditi ve€¢ poznate proteine koji imaju ulogu u malignoj

transformaciji tkiva prostate.

2.) Otkriti razliku u ekspresiji proteina tkiva karcinoma prostate i zdravog tkiva

kod istog ispitanika (nadprodukcija nasuprot podprodukciji proteina).
3.) Izraditi mrezu biomarkera eksprimiranih iz uzoraka svakog ispitanika.

4.) Ustanoviti pomaze li mreza biomarkera u procjeni agresivnosti i rizika

progresije karcinoma prostate kod svakog ispitanika.

B) Specificni ciljevi:

1.) Usporediti mreZu biomarkera s podacima dobijenim nakon pracenja bolesnika
koji uklju€uju pojavu biokemijskog recidiva, primijenjeno onkolo$ko lijecenje i odgovor

na terapiju pracen promjenom PSA.

2.) Ustanoviti daje li nam mreza dodatne informacije koje nam pomazu u

pouzdanijem izdvajanju ispitanika koji imaju najvecu korist od daljnjeg lijeCenja.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. MATERIJALI

4.1.1. Osnovne kemikalije

U eksperimentalnom radu rabljene su sljedece kemikalije:

inhibitori proteaza (Roche, Svicarska); urea za elektroforezu (Sigma, SAD); tiourea,
299% (Sigma, SAD); ditiotreitol (DTT), 299% (Sigma, SAD); jodoacetamid (IAA),
290% (Sigma, SAD); natrijev dodecilsulfat (SDS), ~95% (Sigma, SAD); glicin, 299%
(Sigma, SAD); CHAPS (3-[(3-kolamidopropil)-dimetilamonio]-1-propansulfonat),
=298% (Sigma, SAD); Trizma® base, 299,9% (Sigma, SAD); akrilamid, 299% (Sigma,
SAD); bisakrilamid, 298% (Sigma, SAD); amonijev persulfat (APS), 298% (Sigma,
SAD); tetrametiletilendiamin (TEMED), ~99% (Sigma, SAD); agaroza (Sigma, SAD);
amonijev sulfat, 299,5% (Kemika, Hrvatska); amonijev hidrogenkarbonat (NH4sHCO:3),
p.a. (Sigma, SAD); acetonitril (MeCN), p.a. (J. T. Baker, SAD); trifluoroctena kiselina
(TFA), p.a. (Merck, Njemacka); 4-sulfofenil izotiocijanat 295% (Merck, Njemacka);
tripsin  (Merck, Njemacka); a-cijano-4-hidroksicimetna kiselina (CHCA), =299%
(Sigma, SAD); Coomassie Brilliant Blue G250 (Bio-Rad, SAD); bromfenol modrilo
(Fluka, Njemacka); staklene kuglice, 0,4-0,6 mm (Sartorius StedimBiotech GmbH,
Njemacka); mineralno ulje (Bio-Rad, SAD); aceton, p.a. (Kemika, Hrvatska); etanol,
p.a. (Kemika, Hrvatska); metanol, p.a. (Kemika, Hrvatska); 1-butanol, p.a. (Kemika,
Hrvatska); octena kiselina (CH3COOH), (99%; ¢), p.a. (Kemika, Hrvatska);
klorovodi¢na kiselina (HCI), (37%; ¢), p.a. (Kemika, Hrvatska); kalijev dihidrogen
fosfat (KH2POs), p.a. (Kemika, Hrvatska); fosforna kiselina (HzPOs4), (85%; o), p.a.
(Kemika, Hrvatska); glicerol, p.a. (Kemika, Hrvatska), proCiS¢ena destilirana voda,

otpornost 218 MQ/cm? pri 25 °C, ukupna koli¢ina ugljika < 5 ug dm=.

4.1.2. Puferske otopine

U eksperimentalnom radu upotrebljavane su sljedece puferske otopine:

radni pufer (7 mol dm urea, 2 mol dm tiourea, 40 g dm= CHAPS); M1 pufer (10 g
dm=3 DTT; 14,28% smijesa inhibitora proteaza, 85,72% radni pufer; @); pufer za
otapanje uzoraka (11,11% smijesa inhibitora proteaza, 88,89% radni pufer; ¢);

Bradfordov reagens (100 g dm= Coomassie Brilliant Blue G-250; 10% fosforna
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kiselina, 5% etanol; @); pufer za elektroforezu (25 mmol dm=3 Tris, 192 mmol dm-3
glicin; 0,1% SDS; ¢; pH 8,3); ekvilibracijski pufer (75 mmol dm Tris-HCI, pH 8,8, 6
mol dm urea, 20 g dm SDS, bromfenol modrilo na vrhu nastavka pipetora; 30%
glicerol; @); otopina agaroze (0,5% agaroza, 0,0002% bromfenol modrilo, 95% 5x
koncentriran pufer za elektroforezu; w); tripsinski pufer (25 mmol dm= NH4sHCO3);
otopina za digestiju tripsinom (10 pg/ml tripsina koji je razrijeden u tripsinskom
puferu); ekstrakcijska otopina (50% acetonitril, 45% voda, 5% TFA; ¢); otopina
matrice CHCA (5 mg cm CHCA; 50% MeCN, 49,95% voda, 0,05% TFA; ¢).

4.1.3. Instrumenti i programska podrska

U eksperimentalnom radu rabljeni su sljede¢i instrumenti i programi:
termomijeSalica Comfort (Eppendorf, Njemacka); centrifuga 5415R (Eppendorf,
Njemacka); centrifuga MiniSpin (Eppendorf, Njemacka); vakuum centrifuga 5301
(Eppendorf, Njemacka); tresilica IKA® MS 3 basic, brzina 200-3000 rpm (IKA, SAD);
tresilica GFL® 3006 (GFL® - Gesellschaft fur Labortechnik , Njemacka);
spektrofotometar BioPhotometer (Eppendorf, Njemacka); PROTEAN IEF cell (Bio-
Rad, SAD); IPG trake, Immobiline™ DryStrip 18 cm, pH 3-10 NL (GE Healthcare,
Svedska); jedinica za sastavljanje velikih gelova te jedinica za hladenje sustava za
vertikalnu elektroforezu, PROTEAN Il XL cell (Bio-Rad, SAD); uredaj za napajanje
PowerPac™ 3000 (Bio-Rad, SAD); VersaDoc Imaging System, model 4000 (Bio-
Rad, SAD); sonifikacijska kupelj SONOREX (Bandelin, Njemacka); Zip-Tip, C18
(Millipore, SAD); nastavci za prociS¢avanje peptida, C18 (Agilent Technologies,
SAD); 4800 plus MALDI TOF/TOF™ (Applied Biosystems, SAD); MALDI plocica za
nanosenje uzoraka (Applied Biosystems, SAD); PDQuest SW, verzija 7.4.0 (Bio-Rad,
SAD); Mascot platforma za pretrazivanje, verzija 2.4 (Matrix Science, Velika
Britanija), DUST algoritam - De novo Utilizing Sequencing Tool (Institut Ruder

Boskovic¢, Hrvatska).

4.2. ISPITANICI

IstraZivanje je provedeno u sklopu projekta Ministarstva znanosti obrazovanja i
Sporta «Proteomska analiza tkiva u bolesnika s karcinomom prostate». Projekt i ovaj
doktorski rad dobili su odobrenje Etickog povjerenstva KB «Dubrava», KBC «Sestre
milosrdnice» i Medicinskog fakulteta u Zagrebu. Svi ispitanici bili su upoznati s
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protokolom i ciljevima istrazivanja, a prije ukljuCivanja u istraZivanje potpisali su

informirani pristanak.

U istrazivanje su ukljuCeni ispitanici kojima je zbog dijagnoze karcinoma
prostate u KB «Dubrava» ucinjena radikalna prostatektomija. Kriterij uklju€enja bio je
pozitivan nalaz u preoperativnoj biopsiji prostate i dijagnoza adenokarcinoma
prostate, Gleason zbroja 6 ili 7 (3+4) ili (4+3) u minimalno 10% pregledanog tkiva u
svakom od dva cilindra prostate. U studiju je ukljuéeno 30 ispitanika. Za vrijeme
radikalne prostatektomije pristupilo se uzimanju uzoraka i njihovoj pohrani u tekudi
duSik unutar 10 minuta od vadenja prostate. Proteomska analiza provedena je u 12
ispitanika s parnim uzorcima, tj. uzorkom tumorskog i zdravog tkiva od istog
ispitanika. Ispitanici kod kojih nismo uspjeli dobiti parne uzorke bili su isklju¢eni iz
istrazivanja. Svakom ispitaniku odredeni su: veli€ina i proSirenost primarnog tumora
(kliniki T, N i M stadij), stupanj diferenciranosti tumora (Gleason zbroj), najveca
razina PSA u serumu u trenutku dijagnoze i postotak bioptiCkog materijala

zahvaéenog tumorom.

Nakon radikalne prostatektomije kod ispitanika kod kojih je provedena
proteomska analiza odredeni su ostali kliniCko-patohistolo$ki parametri koji se u
kombinaciji s gore navedenim preoperacijskim klinicko-patohistoloskim parametrima
uzimaju u obzir prilikom donoSenja konacCne odluke o nastavku lijeCenja. To su:
pozitivan resekcijski rub, proboj kapsule, zahvacanje sjemenskih mjehuriéa,
perineuralna invazija, prisutne metastaze u limfne ¢&vorove i postoperacijska
vrijednost PSA. Provedeno je daljnje onkolosko lijecenje. Terapijske opcije bile su:
pracenje, adjuvantna trodimenzionalna konformalna radioterapija, salvage
trodimenzionalna konformalna radioterapija +/- androgena deprivacijska terapija.

Ispitanici su praceni odredivanjem tromjesecnih vrijednosti PSA.

4.2.1. Uzorkovanje tkiva

Tijekom radikalne prostatektomije, neposredno nakon vadenja, prostata je
pohranjena u plasti¢nu posudu i hitho prenesena u Klinicki zavod za patologiju i
citologiju KB «Dubrava». Po zaprimanju, mjerenju i markiranju orijentacije
(ljevo/desno), svjeza prostata paralelnim je rezovima serijski izrezana. Nakon

izrezivanja identificirana su podrucja makroskopski evidentnog tumora ili izrazito
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suspektnog podrucja te podrucje koje makroskopski nije zahva¢eno tumorom. Cilj
nam je bio za svakog ispitanika pripremiti parni uzorak odnosno cca 0,5 cm?®
tumorskog i zdravog tkiva. Prije odluke o uzimanju tkiva za analizu, makroskopski
nalaz prostate usporedivao se s nalazom preoperativne biopsije (lateralizacija
tumora). Uz navedeno, u obzir su se uzimale i tipicne lokalizacije tumora (najceSce
posterolateralno u perifernoj zoni prostate; uz samu cCahuru) i podruCja s
predominantnim benignim promjenama (anteriorno podrucje i centralna zona
prostate). S obzirom na ograni€enja makroskopske identifikacije reprezentativnih
podrucja, za svakog ispitanika, uzimana su po dva parna uzorka tumorskog i zdravog
tkiva. Mjesta uzimanja uzoraka posebno su oznaCavana, a defekti tkiva u izvadenoj
prostati u cijelosti su preuzimani i histolo$ki analizirani. Tkiva su odmah po uzimanju
pohranjena u tekuci du$ik i prenesena u Zavod za molekularnu medicinu Instituta
Ruder Boskovi¢ gdje je izvrSena odgovaraju¢a pohrana uzoraka. Za proteomsku
analizu uzeti su samo oni uzorci kojima je u leziStu prostate histoloski dokazano
samo tumorsko ili zdravo tkivo, tj. ako je postojalo jasno histopatolosko razgrani¢enje
tumorskog i zdravog tkiva. Kako jasno razgraniCenje, s obzirom na serijsko
histoloSko izrezivanje prostate, samu heterogenu prirodu Sirenja tumorskoga tkiva i
razasutu agregaciju tkiva unutar organa, nije moguce uvijek posti¢i, odredeni broj
uzoraka je odbacen i nije bio ukljuen u daljnje istrazivanje. Proteomska analiza

provedena je na 12 parnih uzoraka.

4.3. METODE RADA

4.3.1. Priprema lizata iz uzoraka tkiva prostate

Tkiva parnih uzoraka (tkivo karcinoma i zdravo tkivo prostate) usitnjena su i
homogenizirana teku¢im duSikom u tarioniku. Homogenizirana tkiva su potom
otopliena u 1 ml pufera za citolizu (1 ml M1 pufera kojem je netom prije upotrebe
dodan ditiotreitol (10 mg na 1 ml pufera)). Dobijeni lizati prenijeti su u plasti¢ne
epruvete i mijeSani staklenim kuglicama (0,4-0,6mm) na nacin da je visina kuglica u
epruveti jednaka visini suspenzije tkiva. Lizati su protresani (6 puta po 30 s, s
pauzama od 60 s), a zbog zagrijavanja prilikom postupka, hladeni su ledom (2 - 8°C).
Na supernatant prenesen u novu plastiCnu epruvetu dodan je volumen M1 pufera

(kojem je netom prije koriStenja dodan ditiotreitol (10mg na 1 ml pufera)). Pri tome
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visina dodanog volumena pufera bila je jednaka visini staklenih kuglica. Protresanje i
hladenje ponavljano je u joS dva navrata, a sva tri supernatanta spojena su zajedno i
centrifugirana (20 °C, 45 min, 13200 rpm). Novonastali supernatant odvojen je u Cistu
plastiénu epruvetu i dodano je 8 ml Cistog acetona ohladenog na 20 °C. Smijesa je
ostavljena na -20°C preko noci kako bi se uklonile ionske necistoce i lipidi, a proteini
koncentrirali talozenjem. Nakon Sto su se proteini istaloZili, uzorci su centrifugirani
(20 °C, 15 min, 5000 rpm) i ponovno isprani acetonom. Postupak je ponovljen nakon
24 sata, aceton je uklonjen, a talog je kratko posusen na zraku i dodano mu je 450 pl
pufera za otapanje. Suspenzije su inkubirane (37 °C, 20 min, 700 rpm), a uzorci
centrifugirani (5 min, sobna temperatura, 12500 rpm). Nakon prebacivanja
supernatanta u Ciste epruvete uzeta su po tri alikvota od 15 ul zbog odredivanja
koncentracije proteina. Uzorci su spremljeni na -20 °C do pokretanja izoelektricnog

fokusiranja.

4.3.2. Odredivanje koncentracije proteina

Od ukupne koli¢ine otoplijenog uzorka odvojena su tri alikvota i serijski su
razrijedeni. Uzorak svakog razrijedenja otapan je vodi i 10 ul pojedinog razrjedenja
pomijeSano je sa 100 ul Bradfordovog reagensa. Razrjedenjima je izmjerena
koncentracija spektrofotometrom i izraCunata je koncentracija proteina u samom

uzorku.

4.3.3. Rehidratacija i izoelektricno fokusiranje

Izoelektricno fokusiranje prvi je dio dvodimenzionalne gel elektroforeze Kkoji
razdvaja proteine ovisno o njihovom ukupnom naboju, tj. na temelju izoelektricne
toCke u pH gradijentu. UspjeSnost metode u razdvajanju proteina ovisi o nacinu
uspostave pH gradijenta. Danas su u upotrebi dva oblika izoelektricnog fokusiranja.
Prvi je uz pomoc¢ slobodnih amfolitnih nosaca, dok je drugi uspostava imobiliziranog

pH gradijenta.

Slobodni amfolitni nosaci (engl. Carrier Ampholytes — CA) male su molekule
koje posjeduju razliite izoelektricne toCke (p/ 3-11). Puferski kapacitet
karakteristicno je obiljezje koje posjeduju ove molekule u svojoj izoelektri¢noj tocki.

Kod izoelektricnog fokusiranja s ovim nosaCima njihova smjesa nalazi se unutar
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poliakrilamidnog gela. Kad se na nju primijeni elektricno polje, dolazi do stvaranja pH
gradijenta. Otopljeni uzorak mora se nanijeti na gel prije njegove polimerizacije Sto

predstavlja najveci nedostatak ove metode (54, 55).

Imobilizirani pH gradijent (engl. Immobilized pH Gradient - IPG) metoda je
izoelektricnog fokusiranja koju karakterizira niz pH gradijenata u gelu. Kod nje se
imobilini (slabi kiseli i bazi¢ni puferi) ugraduju u poliakriimidni gel u trenutku njegove
polimerizacije. Imobilini ne putuju kroz elektricno polje te se na taj nacin izbjegava
pojava interferencije koja je izraZzena kod slobodnih amfolitnih nosaa u obliku
nepravilne migracije tijekom izoelektricnog fokusiranja (55, 85). Kod ove metode
rabe se komercijalno dostupne IPG trake koje se prije upotrebe moraju rehidrirati
(86). To su suhe trake gela s imobiliziranim pH gradijentom. Prekrivene su zastitnim

slojem koji Stiti gel od ostecenja i kontaminacije.

Nakon rehidracije na gel se nanose proteini te pokretanjem elektricnog polja krecu se

prema imobilinima sli¢ne izoelektricne tocke.

Prije izoelektricnog fokusiranja kod svih uzoraka ukljuCenih u istrazivanje
odredena je koli¢ina proteina koja je naneSena na IPG trake (500-800 ug po uzorku).
Uzorci za izolektricno fokusiranje pripremljeni su tako da je odredeni volumen
otopljenih uzoraka pomijeSan s odredenim volumenom pufera M1. Volumeni su
odredeni na nacin da su koncentracije uzorka jednake i da ukupni volumen uzorka i
pufera iznosi 350 pl. Tako pripremljenom uzorku za izoelektri¢no fokusiranje dodano
je bromfenol modrilo te je otpipetiran uzduz kanala kadice za fokusiranje. Na uzorak
je pazljivo poloZzena IPG traka (18 cm, pH 3-10 NL) s gradijentnim gelom okrenutim
prema dolje. PolozZaj trake je dobar kad su uklonjeni svi nastali mjehuriéi zraka ispod
nje Sto je postignuto laganim podizanjem i spustanjem trake u kanal. Kako bi se
sprijeCilo isusivanje traka i kontaminacija dodano je oko 3 ml mineralnog ulja na njih.
Trake su ostavljene na aktivnoj rehidrataciji 14 sati u PROTEAN IEF cell pri 50 V na
20° C kako bi proteini usli ravnomjerno u gel. Potom je na obje elektrode ispod svake
trake postavljen filter papiri¢ navlazen vodom i provedeno je izolektricno fokusiranje

prema uvjetima navedenim u Tablici 2.

Tablica 2. Uvjeti izoelektricnog fokusiranja za dvodimenzionalne analiticke
gelove pH 3-10 NL.
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Korak Porast napona | Ostvareni Trajanje / min | Trajanje /V h
napon / V

SO1 SPORI 200 75 -

SO2 SPORI 500 15 -

SO3 BRZI 500 60 -

SO4 SPORI 1000 15 -

SO5 BRZI 1000 60 -

SO6 SPORI 7000 240 -

SO7 BRZI 7000 - 90000

SO8 BRZI 500 1440* -

* - Napon se odrzava dok se uredaj ne isklju€i, do maksimalno 24h.

Nakon zavrSetka izoelektricnog fokusiranja trake su ocijedene od mineralnog ulja i

pohranjene na -20°C do daljnje analize.

4.3.4. Ekvilibracija IPG traka

Neposredno prije postupka ekvilibracije IPG trake su izvadene iz hladnjaka i
temperirane na sobnoj temperaturi. PoCetna ekvilibracija provedena je na nacin da
su trake uronjene u epruvete s ekvilibracijskim puferom kojem je dodano 10 g dm™
ditiotreitola te su lagano protresane 15 minuta. Uloga ditiotreitola redukcija je
disulfidnih mostova. Potom je posupak ponovljen u novim epruvetama s
ekvilibracijskim puferom kojem je dodano 25 g dm™ jodoacetamida. On alikilira
sulfhidrilne skupine na proteinima i sprijeCava njihovu reoksidaciju tijekom
elektroforeze. Na taj nacin blokirane su interakcije izmedu cisteinskih ostataka koji
oteZavaju indentifikaciju proteina spektrometrijom. Nakon ekvilibracije provedeno je

razdvajanje proteina drugom dimenzijom - SDS gel elektroforezom.

4.3.5. Elektroforeza na poliakrilamidnom gelu koji sadrzi natrijev dodecil sulfat

(SDS gel elektroforeza)

Razdvajanje proteina ovisno o njihovoj molekulskoj masi nastavlja se u drugoj
dimenziji uz pomo¢ elektroforeze na poliakrilamidnom gelu koji sadrzi natrij dodecil
sulfat (SDS-PAGE). Metoda se sastoji od pripreme poliakrilamidnog gela koji sadrzi
anionski deterdZent. Potom se staklene ploCe s pripremljenim gelovima stavljaju u
kadu za elektroforezu. Izmedu stakala umecu se IPG trake s proteinima iz uzoraka
koji su razdvojeni na temelju njihovog pH gradijenta. Sustav se stavlja u izvor struje i
pokrece se gel elektroforeze. Konacan rezultat su gelovi kod kojih se veci proteini
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nalaze pri vrhu, a maniji pri dnu gela.

Poliakrilamidni gel nastaje polimerizacijom monomera akrilamida i N, N-
metilenbisakrilamida (bis-akrilamid) radikalnim mehanizmom, a katalizator reakcije je
N, N, N', N'-tetrametiletilendiamin (TEMED). Polimerizacijom monomera dobije se
molekulsko sito kroz koje se proteini kre¢u usporavajuéi ovisno o omjeru njihove
mase i naboja. Sastavni dio poliakrilamidnog gela je anionski deterdZent natrijev
dodecil sulfat (SDS) koji veze denaturirane proteine. Koli¢ina SDS-a koja je vezana
po jedinici mase proteina je konstantna posljedica ¢ega je da proteini manje
molekulske mase putuju brze kroz gel (56). Na kraju elektroforeze dobijemo gel kod

kojeg su veci proteini na vrhu, a manji na dnu gela.

Na pocCetku SDS gel elektroforeze stakla za pripremu gelova sloZzena su u
jedinicu za sastavljanje velikih gelova prema zadanim uputama proizvodaca.
Pripremljena je smjesa za dva 12% gela debljine 1 mm i dimenzija 20 x 18 cm od 60
ml smjese akrilamid/bisakrilamida, 50,2 ml redestilirane vode, 37,5 ml 1,5 mol dm™
Tris-HCI, pH 8,8, 3 ml 100 g dm™ otopine SDS-a (30,8 %T, 2,7 %C), 50 yl 100 g dm™3
amonijevog persulfata (APS) i 20 yl TEMED-a. Smjesa je odmah i pazljivo izlivena u
prethodno sloZena stakla za gelove na visinu od oko 1 cm kako bi se sprijecilo
curenje gela iz stakala. Nakon stvrdnjavanja gela, u po€etnu smjesu dodano je jo$
750 ul 100 g dm APSA-a i 75 yl TEMED-a te je ona potom pazljivo izlivena izmedu
stakala i na taj nacin ispunjen je prostor izmedu stakala do njihovog gornjeg ruba.
Smjesa je potom pokrivena s 3 ml n-butanola da se onemoguci okisdacija na povrsini
gela koja sprijeCava polimerizaciju. Nakon polimerizacije gelova n-butanol je u vise
navrata ispran s povrsine gela destiliranom vodom. Staklene ploCe s gelovima su
pri€vrScene na jedinicu za hladenje sustava za vertikalnu elektroforezu (PROTEAN I
XL cell) i umetnute u kadu za elektroforezu. S povrSine gelova uklonjeni su ostaci
vode, a izmedu stakala umetnute IPG trake koje su prethodno ekvilibrirane i kratko
isprane u puferu za elektroforezu. Prilikom umetanja, trake su postavljene na nacin
da je strana trake bez gela prislonjena uz vece staklo te je traka ravhomjerno gurana
prema gelu. Potom su uklonjeni svi mjehuri¢i ispod traka, a zbog izbacivanja
preostalog zraka i zastite traka prelivene su s oko 4 ml ugrijane agaroze. Nakon
polimerizacije agaroze, jedinica za hladenje sustava zajedno sa staklima (izmedu

kojih su gelovi) premjestena je u kadu za elektroforezu. Potom je uliven pufer za
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elektroforezu, sustav je zatvoren i spojen na vodu. Osim vode koje ima ulogu
hladenja sustav je spojen i na izvor struje te je pokrenuta elektroforeza prema

uvjetima navedenim u Tablici 3.

Tablica 3. Uvjeti pri kojima je vodena SDS poliakrilamidna gel elektroforeza.

Korak Jakost struje / mA / gel | Trajanje / min | Trajanje / Vh
SO1 15 60 -

S02 20 - 600

SO3 30 300* -

* - Napon se odrzava dok se uredaj ne isklju€i, do maksimalno 24h.

4.3.6. Bojenje gelova

Posljednji korak dvodimenzionalne gel elektroforeze nakon razdvajanja proteina
je njihova vizualizacija metodama detekcije. Kao metode bojenja za oznacCavanije
proteina rabe se boje koje se vezu in situ na proteine unutar matrice gela. Jedna od

najCesc¢ih metoda bojenja je bojenje otopinom Coomassie Brilliant Blue.

Coomassie Brilliant Blue (CBB) dolazi u dvije modifikacije: Coomassie R-250 i
Coomassie G-250. U kiselom mediju boja se veze na proteine elektrostatskim i
hidrofobnim interakcijama (56). CBB G-250 je hidrofobnija od CBB R-250
zahvaljujuéi dvjema dodatnim metilnim skupinama zbog Cega se moze Koristiti i kao
koloidna boja (88).

Nakon elektroforeze 2-DE gelovi svih uzoraka iz istrazivanja obojani su
Coomassie bojom. Pripremliena je mati¢na otopina koloidne Coomassie boje
sastava: 0,1% Coomassie Brilliant Blue G250, 10% amonijev sulfat, 2% orto-fosforna
kiselina. Za bojenje gela rabljena je radna otopina koja je pripremljena mjeSanjem
mati¢ne otopine i i metanola u omjeru 4:1. Na gelove je izliveno cca 300 ml radne
otopine te su ostavljeni preko noci na bojenju uz lagano protresanje. Nakon toga
gelovi su isprani u nekoliko navrata redestiliranom vodom i ostavljeni su preko no¢i u

vodi na tresilici.

47



4.3.7. Snimanje i analiza gelova

Nakon vizualizacije proteina gelovi su kvalitativno i kvantitativno analizirani uz
pomoc¢ uredaja VersaDoc Imaging System, model 4000 i specijaliziranog racunalnog

programa (PDQuest SW, verzija 7.4.0).

Vrijeme ekspozicije svakog gela u uredaju iznosilo je 10 sekundi. Nakon toga,
slijedila je daljnja kvantitativha analiza pomo¢u PDQuest SW racunalnog programa.
Prije iste provedena je normalizacija gelova pomo¢éu metode ukupne gustoce na slici
gela (engl. Total Density in Gel Image) na nacin da su zbrojene vrijednosti opti¢kih
gustoc¢a svih to€aka unutar slike. Usporedbom vrijednosti dobivena je osnova za
normalizaciju. Kao znacajna vrijednost uzeto je trostruko povecanje ili smanjenje
koncentracije proteina u uzorku. Analizom to€aka uz pomo¢ PDQuest, indentificirana
su mjesta znacajne razlike u gustoci. Odabrana proteinska zacrnjenja na gelu su
ruéno izrezana pomoc¢u nastavka pipetora Ciji je vrh, ovisno o veli€ini zacrnjenja,

odrezan.

4.3.8. Priprema uzorka za analizu spektrometrijom masa

4.3.8.1. Odbojavanje izrezanih komadi¢a gelova

Izrezani komadici gela stavljeni su u Ciste 1,5ml plasticnhe epruvete i dodano im
je 1 ml otopine za odbojavanje (40% metanol, 10% ledena octena kiselina, 50%
voda, @) te su ostavljeni 1,5 hna45 °Ci 700 rpm u termomijeSalici. Potom je otopina
za odbojavanje uklonjena pipetorom. Ukoliko su komadiéi gela i dalje bili obojani u
plavo, utoliko je postupak ponavljan dok u potpunosti ne odboje. Nakon odbojavanja

komadica gela otopina za odbojavanje uklonjena je pomocu pipete.

4.3.8.2. Digestija u gelu

Digestiji tripsinom u gelu prethodi priprema uzoraka. U epruvetu s komadi¢em
gela dodano je 500 pl otopine amonijevog hidrogenkarbonata (NH4HCO3)
koncentracije 50 mmol dm=3, pH=7,8. Uzorci su inkubirani 5 min na sobnoj
temperaturi na 700 rpm u termomijeSalici. Otopina je uklonjena pipetom i postupak je
triput dodatno ponavljan, s tim da je tre¢i put nakon dodavanja otopine uzorak
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inkubiran 30 minuta.

Nakon zadnje inkubacije, vrSna otopina je uklonjena te je svakom uzorku dodano 500
ul smjese otopina 50 mmol dm- amonijevog hidrogenkarbonata, pH 7,8 i acetonitrila
u omjeru 1:1. Uzorci su inkubirani 30 min na sobnoj temperaturi na 700 rpm u

termomijesalici.

Nakon inkubacije, vrSna otpina je uklonjena te je svakom uzorku sad dodano 100 pl
otopine acetonitrila. Uzorci su inkubirani 5 min na sobnoj temperaturi na 700 rpm u
termomijeSalici nakon ¢ega se gel skupio i pobijelio. Otopina acetonitrila je uklonjena,

a komadici gela suSeni su uparivanjem u vakuum centrifugi 10-ak minuta.

Nakon pripreme uzoraka provedena je digestija tripsinom u gelu. Komadici gela
prebaceni su u 200 pl plasticne epruvete kojima je dodano 10 ul otopine za digestiju.
Otopina sadrzi 10 ug/ml tripsina razrijedenog u tripsinskom puferu (25 mmol dm-3
NH4CO3). Uzorci su inkubirani 18 h na 37 °C na 500 rpm u termomijeSalici. Nakon
digestije u gelu od svih uzoraka odvojen je tripsinski pufer u nove 1,5 ml plasticne
epruvete, te je potom uparen u vakuum centrifugi. Komadic¢i gela podvrgnuti su
ekstrakciji triptickih peptida. Prebaceni su u 2200 pl plasti¢ne epruvete i dodano im je
10 pl ekstrakcijske otopine (5% TFA, 45% voda, 50% MeCN; ¢). Uzorci su inkubirani
30 min na sobnoj temperaturi u sonifikacijskoj kupelji te jo§ 15 min na sobnoj
temperaturi na 500 rpm u termomijeSalici. Komadici gela potom su uklonjeni, a
otopine su dodane na osusene tripsinske pufere i ponovno su uparene u vakuum
centrifugi. OsuSeni uzorci otoplieni su u 10 pl otopine trifluoroctene kiseline

(9=0,001) i procis¢eni tehnikom Zip-Tip.
4.3.8.3. Procis¢éavanje tehnikom Zip-Tip pomoc¢u C18 kolona

S obzirom na to da je rabljena MALDI tehnika ionizacije prije spektrometrije
masa provedena je tekucéinska kromatografija obrnutih faza, tj. Zip-Tip metoda. To je
metoda koja omogucuje odstranjivanja oneciS¢enja tesko hlapljivih soli koja utjeCu na
intenzitet iona.

Uzorak se nanosi na malu koli¢inu nepokretne faze Sirokih pora koja se nalazi na
kraju plasticnog nastavka pipetora. Nakon ispiranja uzorka (smjesa vode, acetonitrila

i trifluoroctene kiseline) dobiju se eluati koji sadrze ukoncentrirani analit.
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Na pipetor je stavljen nastavak za Zip-Tip i ispran je tri puta s po 10 pl otopine
acetonitrila (¢=0,8) i TFA (¢=0,001), zatim tri puta s po 10 pl otopine acetonitrila
(9=0,5) i TFA (¢=0,001), te na kraju tri puta s po 10 pl otopine TFA (¢=0,001).
Naknadno su proteini vezani na kolonu ispiranjem Zip-Tip s po 10 pl uzorka
razrijedenog u otopini TFA (¢=0,001). Pri tome se sadrzaj epruvete u kojoj se nalazi
razrijedeni uzorak povlaci i izbacuje deset puta. Na kolonu se uz proteine vezu i
oneciS¢enja i soli koji su uklonjeni ispiranjem pet puta s po 10 pl otopine TFA
(9¢=0,001). Zatim su proteini isprani s kolone s po 10 pl otopine acetonitrila (¢=0,8) i
TFA (¢=0,001). To se radi u novoj Cistoj 1,5 ml plasti¢noj epruveti tako da se sadrzaj
poviaCi i izbacuje deset puta. Nakon prociS¢avanja tehnikom Zip-Tip uzorci su
osuseni u vakuum centrifugi. Za potrebe potvrde nadenih peptida putem de novo
sekvenciranja, u koraku ispiranja se uz opisani standardni postupak koristio 10 mM
KH2PO4 (pH 5) u kojem je bio otopljen 4-sulfofenil izotiocijanat masene koncentracije
10 mg/mL (88).

4.3.9. Spektrometrija masa

4.3.9.1. Analiza spektrometrom masa

Uzorci su analizirani MALDI TOF/TOF spektrometrom masa kod kojeg se
primjenjuje matricom pomognuta desorpcija i ionizacija laserskim zraCenjem kao
tehnika ionizacije. To je tehnika koja rabi matricu za medusobnu izolaciju molekula
analita. Danas su najCeSc¢e upotrebljavane matrice: sinapinska kiselina (SA), 2,5-
dihidroksibenzojeva kiselina (DHB), a-cijano-4-hidroksi-cimetna kiselina (CHCA) i
nikotinska kiselina (NA). Da bi neka molekula bila dobra matrica, mora imati
odredene karakteristike. To su dobra apsorpcija valne duljine laserskog zracCenja,
potpuna izolacija molekula analita i izostanak stvaranja adukata s ionima analita
(51,89). Otopina uzorka mijeSa se sa suviSskom matrice i nanosi na MALDI plocicu

koja se analizira u spektrometru masa.

Analizator je dio spektrometra masa koji odjeljuje ione nastale tijekom ionizacije

u vremenu i prostoru na osnovu njihovog omjera m/z (59).

loni nastali u ionizacijskoj komori ubrzavaju se potencijalom od najmanje 20 kV.
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Prolaskom kroz cijev instrumenta odjeljuju se na temelju razli€itih brzina. Na kraju se

mjeri vrijeme (f) potrebno ionu da prijede udaljenost od ionskog izvora do detektora

():

[
t=—
v

Na izlazu iz ionskog izvora ioni mase m i nabojnog broja z ubrzani su potencijalom ¢

i imaju kineticku energiju:

E_mv
T2
E, = zeg

UvrStavanjem izraza za brzinu dobije se:

. ml?
~ |2zeg

Vrijeme leta isklju€ivo ovisi o omjeru m/z (duljina puta i potencijal su konstante

instrumenta, a e oznacuje elementarni naboj (e = 1,6:10"'° C ) (55,90).

Osnovni signal spektra masa je najintenzivniji signal i odgovara signalu intaktnog ili
fragmentnog iona. Intenziteti svih ostalih iona preraCunavaju u odnosu na intenzitet
osnovnog signala. lza signala koji odgovara masi iona analita nalaze se izotopni
signali kao posljedica prisutnosti prirodne izotopne zastupljenosti jednog ili viSe
elemenata, a omogucavaju izraCunavanje udjela izotopa u uzorku. Signali koji se
nalaze prije najveée vrijednosti m/z (odnosno manje vrijednosti m/z) posljedica su

fragmentiranja ili pregradnje iona analita (59).

Za analizu spektrometrom masa smjesa osusenih peptida uzoraka uklju¢enih u
istrazivanje je resuspendirana u 4 yl CHCA matrice. Uzorci su potom nanesSeni na
MLADI plocicu i analizirani MALDI TOF/TOF spektrometrom masa (4800 plus MALDI
TOF/TOF™). U programu su podes$eni kalibracijski parametri i snimljeni su MS
spektri svih naneSenih uzoraka. Potom je provedena interna kalibracija pomocu

signala peptida koji su nastali autolizom samog tripsina, odabrati su prekursori i
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snimljeni su MS/MS spektri. Na temelju dobijeninh MS i MS/MS spektara pretrazene

su baze podataka.

4.3.9.2. Pretrazivanje proteinskih baza podataka

Nakon analize spektrometrijom masa proteini se identificiraju usporedbom
eksperimentalnih podatka s podacima pohranjenima u proteinskim bazama
podataka. Baze se pretraZuju uz pomoc¢ specijalnog racunalnog programa Mascot,
verzija 2.4. Pretraga se vrSi na taj nacCin da pretrazivac€ izabire Sto slicnije vrijednosti
eksperimentalnih podataka i podataka iz baze. Ako u bazi ne postoji trazeni protein,
uzet ¢e se prvi sljedeéi s sto ve¢om homologijom (najées$c¢e se radi o homolozima u
srodnim vrstama). Nakon $to se dobiju rezultati, program ih jo$ jednom statisticki

obradi s obzirom na znacajne vrijednosti vjerojatnosti prema Mowse rezultatu.

Pretrazene su baze SwissProt te NCBInr, uz zadane uvjete pretrage (Tablica
4.). Prihvaceni su oni rezultati kojima je proteinska vrijednost (engl. Protein Score -
PS) veca od 43 za NCBInr; odnosno 34 za SwissProt. Granica proteinske vrijednosti
dobiva se kao znacajna vrijednost vjerojatnosti prema Mowse rezultatu. Dodatna
potvrda nadenih rezultata je na€injena upotrebom DUST algoritma (De novo Utilizing
Sequencing Tool), vezanog uz de novo sekvenciranje pronadenih peptida. Na taj je
naCin omogucena dodatna provjera toCnosti pronadenih proteina usporedbom

Mowse rezultata i navedenog algoritma (88).
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Tablica 4. Zadani uvjeti pretrage Mascot platforme, verzija 2.4, za dobivanje
rezultata MS i MS/MS iona peptida izoliranih iz uzoraka tkiva tumora prostata,

putem spektrometra masa.

Zadani uvjet Odabrani uvjet pretrage

Znacajna vrijednost ispod koje se ne | p <0,05
gledaju rezultati

Dopustena pogresna cijepanja peptida | 2
tripsinom (engl. Miscleavage)

Taksonomska podjedinica Homo sapiens (Covjek)

Fiksirane modifikacije -

Varijabilne modifikacije Fosforilacija serina, treonina i tirozina
(te u malom broju slu€ajeva i aspartata i
histidina); oksidacija i/ili hidroksilacija

Tolerancija na masu peptida 1,0 Da

|zotopna raspodijela -

Tolerancia na masu fragmentnog | 0,3 Da

MS/MS iona
Naboj peptida +1
Vrijednost mase Monoizotopna

Grani¢na vrijednost prekursora -

Instrument MALDI-TOF-TOF

Pretraga koja dopusta i pogreske -
(radi smanjenja osjetljivosti)
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5. REZULTATI

5.1. Prikaz kliniékih i patohistoloskih karakteristika ispitanika

U svrhu proteomske analize u ovo su istrazivanje ukljueni ispitanci s
pozitivnim nalazom u biopsiji prostate i dijagnozom adenokarcinoma prostate
Gleason zbroja 6 (3+3) ili 7 (3+4 ili 4+3) u najmanje dva pozitivha cilindra s viSe od
10% tumorskog tkiva u svakom od cilindara.

S obzirom na ucCestalost i radikalnu prostatektomiju kao osnovni terapijski
modalitet, svi ispitanici imali su tumore Gleason zbroja 6 ili 7 (3+4 ili 4+3). Iz
istrazivanja su iskljuCeni ispitanici s tumorima Gleason zbroja 8, 9 ili 10 zbog
oteZzanog prikupljanja njihovih uzoraka, zato Sto radikalna prostatektomija nije
osnovni terapijski modalitet lije€enja ovih bolesnika.

Od ukupno 30 bolesnika uklju€enih u studiju, proteomska analiza provedena
je u njih 12 s parnim uzorcima tumorskog i zdravog tkiva, tj. samo kod ispitanika kod
kojih smo dobili uzorak tumorskog i uzorak zdravog tkiva. U svrhu adekvatnog
prikupljanja uzoraka nakon makroskopske indentifikacije reprezentativnih podrucja
od strane patologa, uzeta su po dva uzorka tumorski promijenjenog i
nepromijenjenog tkiva te su posebno bojom oznaena mjesta uzoraka. Defekti tkiva
u izvadenoj prostati preuzeti su u cijelosti i histoloski analizirani. U istrazivanje su
ukljueni samo ispitanici za koje se prepostavilo (na temelju patohistoloske analize
defekta tkiva izvadene prostate) da se u njihovim uzorcima nalazi samo tumorsko ili
samo benigno tkivo.

Nadalje, uklju€eni ispitanici klasificirani su kao dvije zasebne skupine vezane
uz procjenu rizika PSA recidiva (sredniji i visok rizik). Sustav prognosti¢kih skupina
temelj je pristupa bolesnicima u trenutku postavljanja dijagnoze, planiranja njihovog
lije€enja i predvidanja ishoda bolesti.

Kod svih ispitanika odredena su preoperativha kliniCko-patohistoloSka
obiljezja, neophodna za svrstavanje u prognostiCke skupine. To su: dob, najveca
razina PSA u serumu u trenutku dijagnoze (ng/mL), veli€ina i proSirenost primarnog
tumora (klinicki cT i N i M stadij), stupanj diferenciranosti tumora kod biopsije
(Gleason zbroj, GS) i postotak bioptiCkog materijala zahvacenog tumorom
(uklju€ujuci broj pozitivnih cilindara od ukupno pregledanih lijevo i desno te postotak

zahvacanja cilindra). Klini¢ki (cTNM) stadij odreden je prema 7. izdanju TNM
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klasifikacije iz 2009. godine (91). Diferenciranost karcinoma prostate ispitanika u
cilindrima nakon biopsije i uzorcima nakon radikalne prostatektomije odredena je
Gleasonovim sustavom gradiranja. On se temelji na arhitekturalnom nacinu rasta
tumora te su tumori podijeljeni u 5 tipova rasta. Arhitekturalni tipovi 1,2 i 3
predstavljaju tumore koji dijelom nalikuju normalnom prostaticnom tkivu, dok tipovi 4 i
5 predstavljaju slabo diferencirane tumore. Konacni gradus karcinoma prostate
odreden je zbrajanjem dva najzastupljenija tipa i prikazan je Gleasonovim zbrojem.
Prisutnost sekundarnog i tercijarnog gradusa tumora te njegovo opisivanje u
kona¢nom nalazu ovisili su o gradusu nadene sekundarne i tercijarne komponente.
Prisutnost dobro diferenciranog tumora u manje od 5% tumorskog tkiva zanemarila
se, dok se prisutnost slabo diferencirane komponente (Gleason 4 i 5) obavezno
navela, neovisno o postotku zastupljenosti. U slu€ajevima gdje su nadeni razliiti
gradusi tumora u cilindrima prostate, Gleasonov je zbroj uklju€ivao najzastupljeniju
komponentu i najvidi gradus. U slu€ajevima gdje je prisutnost malog postotka slabo
diferencirane komponente u radikalnoj prostatektomiji, u ispitanika u kojih je
dominirao nalaz umjereno diferenciranog adenokarcinoma, prikazana je u obliku
tercijarnog gradusa. Gleason zbroj odreden je prema 7. izdanju TNM klasifikacije iz
2009. godine (91).

Nakon radikalne prostatektomije kod ispitanika kod kojih je provedena
proteomska analiza odredeni su patoloski stadiji bolesti (pTNM), Gleason zbroj i
druge negativne patohistoloSke karakeristike (pozitivan resekcijski rub (R1) i
perineuralna invazija (PNI)), koje su vazne za svrstavanje ispitanika u prognosticke
skupine. Patoloski stadij (P TNM) odreden je prema 7. izdanju TNM Klasifikacije iz
2009. godine (91).

U postoperativna kliniCko-patohistoloSka obiljezja koja su vazna za konacni
odabir lijeCenja spadaju: pozitivan resekcijski rub, proboj kapsule tumorom,
zahvacanje sjemenskih mjehuri¢a tumorom, prisutne metastaze u limfnim ¢vorovima
i biokemijski recidiv PSA. Nepovoljna patohistoloSka obiljezja i promjene vrijednosti
PSA temelj su danas najCeS¢e koristene kombinacije parametara (kliniCko-
patohistoloskih obiljezja) koje svrstavaju bolesnike u prognostiCke skupine te na taj
nacin ukazuju ima li bolesnik nakon radikalne prostatektomije lokalnu ili sistemsku

bolest. Kod ispitanika postoperativna kliniCko-patohistoloSka obiljeZja kombinirana
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su s pocetno odredenim preoperativnim klinicko-patohistoloskim obiljezjima te je na
taj nacin dobiven optimalan probir ispitanika.

|z patohistoloSkog stadija bolesti (pTNM) ispitanika odreden je dio negativnih
patohistoloskih obiljezja koja su uzeta u obzir prilikom donoSenja konacne odluke o
lijeCenju. To su proboj kapsule (stadij bolesti pT3a), zahvacanje sjemenskih
mjehuri¢a (stadij bolesti pT3b) i prisuthe metastaze u limfne &vorove (N1). Iz
patohistoloSkog nalaza kod svakog ispitanika verificirala se prisutnost jo$ jednog
znacajnog patohistoloSkog obiljezja, pozitivnog resekcijskog ruba (R1). On se
definira kao doseg tumora do tintom oznac¢enog ruba reseciranog uzorka.

Ispitanici su praceni odredivanjem tromjesecnih vrijednosti PSA te su dodatno
zabiljeZene vrijednosti PSA (ng/mL) nakon Cetiri, dvanaest i dvadeset i Cetiri
mjeseca. Biokemijski recidiv definiran je kao porast PSA 20,2 ng/mL u dva uzastopna
mjerenja.

Kod svih ispitanika provedeno je onkoloSko lije€enje na osnovu trenutnih
uroloskih i onkoloskih smijernica. Primijenjeni su sljedeéi modaliteti lijeCenja:
pracenje, adjuvantna trodimenzionalna konformalna radioterapija (RT), salvage
trodimenzionalna konformalna RT +/- androgena deprivacijska terapija (ADT).

Svi ispitanici bili su muskarci, a prosje¢na dob iznosila je 67,6 godina (u
rasponu od 41 do 76 godina). ProsjeCna prijeterapijska vrijednost PSA iznosila je
11,83 ng/mL (u rasponu od 4,8 do 24,6 ng/mL). Od dvanaest ispitanika njih Sest
(50%) imalo je Klini¢ki stadij cT2bNOMO bolesti, dok su tri (25%) ispitanika imala
klinicki stadij cT1cNOMO bolesti. Dva ispitanika (16.7%) imala su klini¢ki stadij
cT2aNOMO bolesti, a jedan (8.3%) stadij cT2cNOMO.

U patohistoloSkom nalazu biopsije tri (25%) ispitanika imala su tumore Gleason
zbroja 6(3+3), sedam (58.3%) ispitanika tumore Gleason zbroja 7(3+4), dok su dva
(16.6%) ispitanika imala tumore Gleason zbroja 7(4+3).

Patohistoloski stadij pT2c+NOMO, pT3abNOMO i pT2cNOMO imalo je dvoje (16.7%)
ispitanika. Cetiri (41.7%) ispitanika imala su patohistoloski stadij bolesti pT3a, a
jedan ispitanik imao je i pozitivan limfni ¢vor. Stadij bolesti pT2a+NOMO imao je jedan
(8.3%) ispitanik.

Od dvanaest ispitanika, kod kojih je uCinjena proteomska analiza parnih
uzoraka zdravog i tumrskog tkiva, dva (16.7%) ispitanika imala su tumor Gleason
zbroja 6, obrazac 3+3, dok je deset (83.3%) ispitanika imalo tumor Gleason zbroja 7.
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Tri (30%) ispitanika iz skupine s tumorom Gleason zbroja 7 imala su tumor s
obrascem 3+4, a obrazac 4+3 imalo je sedam (70%) ispitanika. Tercijarni gradus 5 u
10 % tumorskog tkiva bio je prisutan kod tri (42.9%) ispitanika iz ove skupine.
Pozitivan kirurSki rub imalo je sedam (58.3%) ispitanika. Perineuralna invazija
nadena je u tumorskom tkivu kod devet (75%) ispitanika.

Od dvanaest ispitanika njih Sest (50%) je dalje samo praceno, kod jednog
(8.3%) ispitanika primijenjena je adjuvantna RT, dok je kod pet (41.7%) ispitanika
primijenjena salvage RT. Kod dvaju (40%) ispitanika kod kojih je primijenjena
salvage RT primijenjena je i ADT. Prosje¢na vrijednost PSA nakon Cetiri mjeseca
prac¢enja iznosila je 0,154 ng/mL (u rasponu od 0,0002 do 1,5 ng/mL). ProsjeCna
vrijednost PSA nakon dvanaest mjeseci pracenja iznosila je 0,037 ng/mL (u rasponu
od 0,00 do 0,12 ng/mL). ProsjeCna vrijednost PSA nakon dvadeset i Cetiri mjeseca

pracenja iznosila je 0,058 ng/mL (u rasponu od 0,00 do 0,35 ng/mL).
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Tablica 5. Klini¢ka i patohistoloska obiljezja ispitanika.

Ispitanik Dob PSA Klinicki Gleason  Pozitivni Pozitivni Patohistolo3ki Gleason Druga Terapijska opcija  Pracenje Pracenje Pracenj
(godine)  (ng/mL)  stadij zbroj cilindri i cilindri i stadij (pPTNM) zbroj negativna (4 (12 e (24
(cTNM) (biopsija)  %(desno) % (lijevo) (nakon patoloSka mjeseci) mjeseci) mjeseci
RP) obiljezja PSA PSA ) PSA
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
alfa G1 71 13,90 T2bNOMO  6(3+3) 5/6(20-80%) 1/6(10%) T2c+NOMX 7 (3+4) R1, PNI Pracéenje 0,04 0,12 0,13
alfa G2 70 9,90 T2aNOMO  7(3+4) 0/6 4/6(5-60%) T3abNOMX 7 (4+3) R1 Salvage RT+ADT 0,24 0,02 0,08
alfa G3 72 11,10  T2bNOMO  6(3+3) 0/6 3/6(5-10%) T3aNOMX 7 (3+4) R1,PNI Salvage RT 1,50 0,001 0,002
alfa G4 74 13,30 T2bNOMO  7(3+4) 0/6 3/6(20-60%) T3aNOMX 6 (3+3) PNI Pracenje 0,00 0,00 0,00
alfaG5 75 4,80 T1cNOMO 6(3+3) 4/6(5-20%) 1/6(5%) T3aNOMX 6 (3+3) PNI Adjuvantna RT 0,006 0,10 0,008
alfaG6 64 18,12  T2bNOMO  7(3+4) 6/8(5-50%) 8/8(50-90%) T3abNOMX 7(4+3) PNI Salvage RT 0,03 0,01 0,03
*[5,10%)]
alfaG7 68 10,81 T2cNOMO 7(4+3) 5/6(50%) 3/6 T3aN1MX 7(4+3) R1 Salvage RT 0,01 0,00 0,00
*[5,10%)] +ADT
alfa G8 70 8,20 T2aNOMO  7(3+4) 6/6(15-90%) 0/6 T2a+NOMX 7 (4+3) R1, PNI Salvage RT 0,02 0,09 0,35
alfaG9 66 10,00 T2bNOMO  7(4+3) 4/6(40-80%) 0/6 T2cNOMX 7 (4+3) PNI Pracéenje 0,0002 0,00 0,00
alfaG10 64 590 T2bNOMO  7(3+4) 1/6 5/6(5-70%) T2c+NOMX 7 (3+4) R1 Pracenje 0,00 0,00 0,00
alfaG11 76 24,60 T1cNOMO 7(3+4) 4/6(30-80%) 0/6 T3aNOMX 7 (4+3) R1, PNI Pracenje 0,00 0,10 0,10
*[5,10%)]
alfaG12 41 11,30  T1cNOMO 7(3+4) 3/6(5-20%) 0/6 T2cNOMX 7 (4+3) PNI Praéenje 0,00 0,00 0,00

Legenda: Patoloski stadij (pT) i Gleason zbroj (GS) odredeni su prema TNM klasifikaciji (7 izdanje, 2009) (91). R1- tumor prisutan na kirurSkom rubu; PNI-prisutna perineuralna
invazija; N1-prisutne metastaze u limfne Cvorove; *Tercijarni gradus 5 prisutan u 10% tumorskog tkiva; RP-radikalna prostatektomija; RT-radioterapija; ADT-androgen
deprivacijska terapija.

58



5.2. Histopatoloska analiza i odredivanje koncentracije proteina

Sakupljeno je dvanaest parnih uzoraka (tumorsko i zdravo tkivo) kod ispitanika
podvrgnutih radikalnoj prostatektomiji. Tijekom samog operativnog zahvata,
neposredno nakon vadenja, prostata je pohranjena u plastiénu posudu i hitno
prenoSena u histopatoloSki laboratorij. Po zaprimanju, mjerenju i orijentaciji (lijevo ili
desno), prostata je od strane patologa serijski izrezana i identificirana su podrucja
makroskopski evidentnog tumora, ili izrazito suspektna podrucja, te podrucja koja
makroskopski nisu bila zahvaéena tumorom. Takoder, usporeden je makroskopski
nalaz prostate s nalazom preoperativne biopsije zbog laterizacije tumora. Prije
uzimanja uzoraka uzete su u obzir i tipiéne lokalizacije tumora (najcesce
posterolateralno u perifernoj zoni prostate, uz samu ¢ahuru) te lokalizacije podrucja s
predominantnim benignim promjenama (anteriorno podrucje i centralna zona
prostate). S obzirom na ograni€enja makroskopske identifikacije reprezentativnih
podrucja, za svakog su ispitanika uzeta po dva uzorka, odnosno cca 0,5cm? tkiva, iz
tumorski promijenjenog i nepromijenjenog podrucja. Mjesta uzimanja uzoraka
posebno su oznacena, a defekti tkiva u izvadenoj prostati u cijelosti su preuzeti i
histoloski analizirani. U istrazivanje su uklju¢eni samo uzorci u &ijim je defektima u
izvadenoj prostati, nakon cjelovitog preuzimanja i histoloSke analize, nadeno
isklju€ivo tumorsko ili benigno tkivo prostate. Pritom je isti ispitanik morao imati i
uzorak zdravog i tumorskog tkiva. Drugi par uzoraka sluzio nam je za slu€ajeve kad u
prvom paru nismo dobili adekvatne uzorke za analizu. Od 30 ispitanika uklju¢enih u
istrazivanje, samo kod 12 ispitanika dobili smo kod istog ispitanika i tumorski i zdravi
uzorak u jednom od dva para uzetih uzoraka. Rezultati histopatoloSke analize nalaze
su u tablici 5.

Uzorci su pohranjeni u tekuci duSik do pripreme lizata. |z istih je analiziran
ukupni proteom koji je procCiSéen talozenjem acetona. Potom su odredene
koncentracije ukupnih proteina metodom po Bredfordu, a pritom se pazilo da su
zastupljene jednake koncentracije parova tumrskog i zdravog tkiva zbog kvantitativne
usporedbe gelova. Provedeno je razdvajanje proteina na temelju njihovih
izoelektricnih to€aka u gradijentu ph 3-10 nakon Cega su razdvojeni u drugoj

dimenziji - SDS gel elektroforezom.
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5.3. Rezultati denzitometrijske analize gelova dobivenih dvodimenzionalnom

gel elektroforezom (2-DE)

Nakon razdvajanja izoliranih proteina putem dvodimenzionalne elektroforeze,
dobiveni gelovi obojani su koloidnom otopinom boje Coomassie Brilliant Blue. Potom
su fotografirani uredajem za denzitometrijsku analizu gelova VersaDoc Imaging
System (model 4000) (Slika 10. i 11.) i kvantitativno analizirani racunalnim

programom za analizu gelova PDQuest, SW, verzija 7.4.0.

Slika 10. Reprezentativni 2-DE prikaz diferencijalno eksprimiranih proteina u
tumorskom tkivu prostate (uzorak alfa G8 tumorskog tkiva prema uzorku alfa
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G8 zdravog tkiva). Brojevne oznake predstavljaju razlikovno eksprimirane

proteine.

Slika 11. Reprezentativni 2-DE prikaz diferencijalno eksprimiranih proteina u
zdravom tkivu prostate (uzorak alfa G8 zdravog tkiva prema uzorku alfa G8
tumorskog tkiva). Brojevne oznake predstavljaju razlikovno eksprimirane
proteine.

5.4. Rezultati analize spektrometrijom masa i pretrage baze podataka

Prema metodologiji opisanoj u 5.2. i 5.3. dobiveno je 310 diferencijalno
eksprimiranih proteina, oznacenih kao zacrnjenja na 2-D gelu. Sva zacrnjenja su,

nakon ekstrakcije iz gela i cijepanja tripsinom, izolirana na 232 proteinske pozicije na
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MALDI plo€ici. Svi proteini uoCeni na 2-D gelu kao razlikovno eksprimirani
identificirani su pomocCu spektrometrije masa na instrumentu MALDI TOF/TOF uz

pretrazivanje baza podataka (Tablica. 6.-29.).

Kod sedam proteinskih toCaka uoCena je prisutnost dvaju razli€itih proteina.
Razlika, odnosno homolognost tih dijeljenih pozicija proteina, provjerena je putem

racunalnog programa BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) te joS jednom

provjerena, obzirom na njihovu teorijski izraCunatu masu i izoelektricnu toCku. Bududi
da je pretragom potvrdeno da se radi o razliCitim proteinima, uzeta su u obzir oba
rezultata. Kod dvije proteinske toCke, navedene dodatne provjere pravilne
identifikacije proteina nisu dale jednoznacan rezultat, pa su u obzir uzeti svi nalazi
pretrage baze podataka. Takoder, postoje i proteini koji su identificirani na dvije
razliite toCke u gelu, jednake mase, ali razliCite izoelektricne to¢ke. Razlog tomu su
poslijetranslacijske modifikacije (posebice pojacana glikozilacija proteina, Cesto
prisutna u tumorskom tkivu).

Kad se svi parametri probira uzmu u obzir, u konacnici je dobiveno 230
diferencijalno eksprimiranih proteina, od ¢ega je 169 proteina bilo prekomjerno
eksprimirano u tumorskom tkivu, a kod 61 proteina uocena je smanjena ekspresija u
tumorskom tkivu. KoriStene su proteinske baze NCBInr i SwissProt putem racunalne
platforme Mascot, verzija 2.4., a rezultati pretraga medusobno su usporedeni, kako bi

se postigla Sto veca toCnost dobivenih podataka.

5.5. Individualni prikaz ispitanika i njihovih proteomskih profila

5.5.1. Individualni prikaz alfa G1 ispitanika i njegovih proteomskih profila

uzoraka tumorskog i zdravog tkiva

Kod alfa G1 ispitanika radikalna prostatektomija ucinjena je u 71. godini
zivota. Najveca prijeterapijska vrijednost PSA iznosila je 13,90 ng/mL. Klinicki je
ispitanik bio klasificiran kao cT2bNOMO.

U biopsiji je naden adenokarcinom prostate Gleason zbroja 6 (3+3). U lijevom reznju
prostate tumor je bio prisutan u jednom od Sest pregledanih cilindara s postotkom
zahvacanja bioptickog materijala od 10%. U desnom reznju prostate tumor je bio
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prisutan u pet od Sest pregledanih cilindara s postotkom zahvacanja bioptickog
materijala od 20 do 80%.

U patohistoloSkom nalazu pronaden je adenokarcinom prostate Gleason zbroja 7
(3+4). Prema pTNM-u tumor je klasificiran kao pT2c+NOMX. Prisutna su sljedeca
negativna patohistoloSka obiljezja: obostrana infiltracija kapsule uz brojna Zarista
perineuralne invazije, posterolateralno i bazalno desno tumor je dopirao do
resekcijskih rubova.

Nakon radikalne prostatektomije ispitanik je praéen dvije godine. Vrijednost PSA
nakon Cetiri mjeseca pracenja je iznosila 0,04 ng/mL, nakon godinu dana 0,12 ng/mL
te 0,13 ng/mL nakon dvije godine. U tablicama 6. i 7. nalaze se popisi nadenih
diferencijalno eksprimiranih proteina parnih uzoraka tumorskog i zdravog tkiva alfa

G1 ispitanika.

Tablica 6. Popis diferencijalno eksprimiranih proteina pronadenih u uzorku
tumorskog tkiva prostate alfa G1 ispitanika, kvantitativno analiziranih

racunalnim programom PDQuest i kvalitativho spektrometrijom masa.

Oznaka  MALDI Ime proteina Identifikacijski Mr pl

na gelu broj proteina (kDa)

3,5 A3,A5 hypothetical protein LOC643677 CCDC168 801,4 8,94

4 A4 Vinculin ®VvLC 100,9 5,35

8 A8 CLL-associated antigen KW-4 ©FZNF268 108,3 9,14
splice variant 2

9 A9 myosin, heavy polypeptide 8, MYH 8 2227 5,65
skeletal muscle, perinatal,isoform
CRA a

31 B7 Nuclear mitotic apparatus protein NUMA1 238,1 5,63
1 variant

32 B8 Glyoxalase | GLO 1 20,8 5,12

34 B10 MHC class | promoter binding RXRB 25,6 6,42
protein

35 B11 fetal-myosin heavy chain (1437 MYH 8 165,8 5,46
AA)

38 B14 hCG2011852 CCDC168 801,4 8,94

39,51 B15,C3 myosin-8 MYH 8 222,8 5,58

40 B16 Chain A, Crystal And Molecular = PLG 9,0 8,59

Structure Of Human Plasminogen
Kringle 4 Refined At 1.9-
Angstroms Re

41 B17 TPM4-ALK fusion oncoprotein = TPM 4 27,5 4,77
type 2

43 B19 kyphoscoliosis peptidase, isoform KY 63,1 7,08
CRA b

44 B20 complement component 3, ©¥cCs 143,6 8,24
isoform CRA a
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45 B21 Chain A, Complement C3b In %' C3 71,3 6,82
Complex With Factor H Domains
1-4

46 B22 beta-myosin heavy chain MYH 7 2229 5,63

47 B23 tropomyosin 3, isoform CRA_d TPM3 28,1 4,73

48 B24 Pescadilo homolog 1 PES1 67,5 7,21

49 C1 Chain A, 14-3-3 Protein Theta YWHAQ 29,2 517
(Human) Complexed To Peptide

50 C2 plectin isoform 1e & PLEC 1 513,7 5,61

52 C4 myosin heavy chain lIx/d MYH 1 223,1 5,58

53 C5 microtubule-actin crosslinking MACF1 619,4 5,25
factor 1, isoform CRA i

54 C6 MHC class Il antigen HLA DR4 8,9 5,53
vesicle-associated membrane VAMP 5 12,7 7,70
protein 5

Tablica 7. Popis diferencijalno eksprimiranih proteina pronadenih u uzorku

zdravog tkiva prostate alfa G1 ispitanika, kvantitativho analiziranih raGunalnim

programom PDQuest i kvalitativho spektrometrijom masa.

Oznaka MALDI Ime proteina Identifikacijski Mr pl
na gelu broj proteina  (kDa)
56,57 C8,C9 tropomyosin beta chain isoform TPM2 32,8 4,66
Tpm2.1sm/cy
58 C10 tropomyosin isoform = TPM1 32,6 4,69
59 C11 complement component C3 'C3 187,0 6,02
60 C12 Chain A, Structure Of Human Serum ALB 69,3 5,92
Albumin With S-Naproxen And The Ga
Module
61 C13 actin prepeptide ACTA2 41,9 5,24
62 C14 zinc finger protein 569 ! ZNF569 79,5 8,97
63 C15 myosin XVIIIB, isoform CRA_e MYO18B 2850 6,45
64,79 C16,C22 myosin, heavy polypeptide 8, skeletal MYHS8 222,6 5,58
muscle, perinatal,isoform CRA a
65 c17 dedicator of cytokinesis 9, isoform CRA i DOCK 9 236,2 7,25
66 c18 hypothetical protein LOC643677 =/ CCDC168 801,4 8,94
67 C19 vinculin, isoform CRA _a 2 vLe 123,7 5,50
68 C20 NuMA protein NUMA1 238,2 5,63
69 C21 immunoglobulin heavy chain variable ENSG000002 49,2 6,35
region 23931
suppression of tumorigenicity 5 protein ' sT5 126,4 9,35
isoform 2
70 C22 NuMA protein NUMA1 2383 5,6
71 Cc23 antigen KI-67 isoform 1 MKI67 358,5 9,49
72 C24 beta globin HBB 159,8 6,74
73 D1 Chain B, Human Hemoglobin A Mutant HBB 159,8 6,74
Beta H63w Carbonmonoxy-Form
74 D2 centromere protein F CENPF 367,5 5,03
75 D3 KIAA0402 PCNT 3778 5,40
75 D3 pericentrin B PCNT 377,8 5,40
76 D4 annexin A1, isoform CRA ¢ & ANXA1 38,6 6,57
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77

77
78
79
80

81
82
83

D5

D5
D6
D7
D8

D8
D10
D11

dystrobrevin alpha isoform 8 DTNA 83,8
CTCL tumor antigen se20-7 GOLGA4 260,9
hypothetical protein LOC27146 FAM184B 120,9
CENP-F kinetochore protein CENPF 367,5
antigen identified by  monoclonal MKI67 358,4
antibody Ki-67, isoform CRA_a

carbonic anhydrase 1 CA1 28,8
beta globin chain - HBB 15,9
beta-hemoglobin -~ HBB 15,9

6,43

5,33
5,87
5,03
9,49

6,59
6,74
6,74

Na slikama 12. i 13. nalaze se razlikovni prikazi interaktoma proteoma uzorka

tumorskog tkiva i uzorka zdravog tkiva ispitanika alfa G1. Na slici 14. nalazi se prikaz

interaktoma uzoraka tumorskog i zdravog tkiva ispitanika alfa G1.
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Slika 12. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzorka tumorskog tkiva

ispitanika alfa G1. Proteini su ozna¢eni imenima iz STRING baze koja se nalaze

u tablici 6. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.
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ispitanika alfa G1. Proteini su ozna¢eni imenima iz STRING baze koja se nalaze

u tablici 7. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.
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Slika 14. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzoraka tumorskog i zdravog
tkiva ispitanika alfa G1. Proteini su ozna€eni imenima iz STRING baze koja se
nalaze u tablici 6. i 7. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka
NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.

5.5.2. Individualni prikaz alfa G2 ispitanika i njegovih proteomskih profila

uzoraka tumorskog i zdravog tkiva

Kod alfa G2 ispitanika radikalna prostatektomija ucinjena je u 70. godini
Zivota. Najveca prijeterapijska vrijednost PSA iznosila je 9,90 ng/mL. Klini¢ki je
ispitanik bio klasificiran kao cT2aNOMO.

U biopsiji je naden adenokarcinom prostate Gleason zbroja 7 (3+4). U lijevom reznju
prostate tumor je bio prisutan u Cetiri od Sest pregledanih cilindara s postotkom
zahvacanja bioptiCkog materijala od 5 do 60%. U desnom reznju prostate tumor nije
pronaden niti u jednom od Sest pregledanih cilindara.

U patohistoloSkom nalazu pronaden je adenokarcinom prostate Gleason zbroja 7
(4+3). Prema pTNM-u tumor je klasificiran kao pT3abNOMX. Prisutna su sljedeca
negativna patohistoloSka obiljezja: obostrana infitracija i proboj vezivne kapsule
prostate te Sirenje tumora u okolnu mast i vezivo. Najveca zariSta ekstraprostaticnog
Sirenja nalazila su se posterolateralno bazalno uz sjemene mjehuri¢e. Takoder,
tumor je obostrano, uz sjemenske mjehuri¢e te posterolateralno lijevo, dopirao do
resekcijskih rubova.

Vrijednost PSA nakon Cetiri mjeseca pracenja iznosila je 0,24 ng/mL te je provedena
salvage RT uz primjenu ADT. Neposredno prije poCetka onkoloSkog lijeCenja,
vrijednost PSA je iznosila 0,29 ng/mL. Na podrucje lezista prostate aplicirano je 68
Gy u 34 frakcije te je zapoCeta hormonska terapija bikalutamidom u dozi od 150 mg
koja je trajala dvije godine. Tijekom hormonskog lije€enja, vrijednost PSA nakon
godinu dana pracenja iznosila je 0,02 ng/mL. Prva vrijednost PSA nakon zavrSetka
hormonskog lije€enja, tj. nakon dvije godine pracenja iznosila je 0,08 ng/mL. U
tablicama 8. i 9. nalaze se popisi nadenih diferencijalno eksprimiranih proteina parnih

uzoraka tumorskog i zdravog tkiva alfa G2 ispitanika.
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Tablica 8. Popis diferencijalno eksprimiranih proteina pronadenih u uzorku

tumorskog tkiva prostate alfa G2 ispitanika,

kvantitativnho analiziranih

racunalnim programom PDQuest i kvalitativho spektrometrijom masa.

Oznaka MALDI Ime proteina Identifikacijski ~ Mr pl
na gelu broj proteina (kDa)

1,2 A1,A2 tropomyosin isoform TPM1 33,0 4,63
3 A3 hypothetical protein LOC643677 = CCcDC168 8014 8,94
4 A4 unnamed protein product 2 vLc 100,9 5,35
32 B8 Glyoxalase | 2 GLO1 20,8 5,12
36 B12 centromere protein F, 350/400ka CENPF 357,2 5,06
37 B13 MYO18B protein MYO18B 2850 6,45
41 B17 TPM4-ALK fusion oncoprotein type 2 = TPM4 27,5 4,77

Tablica 9. Popis diferencijalno eksprimiranih proteina pronadenih kod uzorka

zdravog tkiva prostate alfa G2 ispitanika, kvantitativho analiziranih raunalnim

programom PDQuest i kvalitativho spektrometrijom masa.

Oznaka MALDI Ime proteina Identifikacijski ~ Mr pl
na gelu broj proteina  (kDa)
56,57 C8,C9 tropomyosin beta chain isoform TPM2 32,8 4,66
Tpm2.1sm/cy
58 C10 tropomyosin isoform = TPM1 32,6 4,69
59 C11 complement component C3 = C3 187,0 6,02
60 C12 Chain A, Structure Of Human Serum ALB 69,3 5,92
Albumin With S-Naproxen And The Ga
Module
61 C13 actin prepeptide ACTA2 41,9 5,24
62 C14 zinc finger protein 569 = ZNF569 79,5 8,97
63 C15 myosin XVIIIB, isoform CRA_e MYO18B 2850 6,45
64,79 C16,C22 myosin, heavy polypeptide 8, skeletal MYHS8 2226 5,58
muscle, perinatal,isoform CRA a
65 c17 dedicator of cytokinesis 9, isoform CRA i DOCK 9 236,2 7,25
66 c18 hypothetical protein LOC643677 =/ ccDcC168 801,4 8,94
67 C19 vinculin, isoform CRA _a 2 vLe 123,7 5,50
68 C20 NuMA protein NUMA1 238,2 5,63
69 C21 immunoglobulin heavy chain variable ENSGO000 49,2 6,35
region 00223931
suppression of tumorigenicity 5 protein #sT5 126,4 9,35
isoform 2
70 C22 NuMA protein NUMA1 238,3 5,6
71 Cc23 antigen KI-67 isoform 1 MKI67 358,5 9,49
72 C24 beta globin HBB 159,8 6,74
73 D1 Chain B, Human Hemoglobin A Mutant HBB 159,8 6,74
Beta H63w Carbonmonoxy-Form
74 D2 centromere protein F CENPF 367,5 5,03
75 D3 KIAA0402 PCNT 377,8 5,40
75 D3 pericentrin B PCNT 377,8 5,40
76 D4 annexin A1, isoform CRA ¢ & ANXA1 38,6 6,57
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77 D5 dystrobrevin alpha isoform 8 DTNA 83,8 6,43

77 D5 CTCL tumor antigen se20-7 GOLGA4 260,9 5,33
78 D6 hypothetical protein LOC27146 FAM184B 120,9 5,87
79 D7 CENP-F kinetochore protein CENPF 367,5 5,03
80 D8 antigen identified by monoclonal antibody MKI67 358,4 9,49
Ki-67, isoform CRA_a
81 D8 carbonic anhydrase 1 CA1 28,8 6,59
82 D10 beta globin chain -~ HBB 15,9 6,74
83 D11 beta-hemoglobin -~ HBB 15,9 6,74

Na slikama 15. i 16. nalaze se razlikovni prikazi interaktoma proteoma uzorka
tumorskog tkiva i uzorka zdravog tkiva ispitanika alfa G2. Na slici 17. nalazi se prikaz

interaktoma uzoraka tumorskog i zdravog tkiva ispitanika alfa G2.
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Slika 15. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzorka tumorskog tkiva
ispitanika alfa G2. Proteini su ozna¢eni imenima iz STRING baze koja se nalaze
u tablici. 8 te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.
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Slika 16. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzorka zdravog tkiva
ispitanika alfa G2. Proteini su ozna€eni imenima iz STRING baze koja se nalaze
u tablici 9. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.
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Slika 17. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzoraka tumorskog i zdravog
tkiva ispitanika alfa G2. Proteini su ozna¢eni imenima iz STRING baze koja se
nalaze u tablici 8. i 9. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka
NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.

5.5.3. Individualni prikaz alfa G3 ispitanika i njegovih proteomskih profila

uzoraka tumorskog i zdravog tkiva

Kod alfa G3 ispitanika radikalna prostatektomija uclinjena je u 72. godini
zivota. Najveca prijeterapijska vrijednost PSA iznosila je 11,10 ng/mL. Klini¢ki je
ispitanik bio klasificiran kao cT2bNOMO.

U biopsiji je naden adenokarcinom prostate Gleason zbroja 6 (3+3). U lijevom reznju
prostate tumor je bio prisutan u tri od Sest pregledanih cilindara s postotkom
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zahvacanja bioptickog materijala od 5 do 10%. U desnom rezZnju prostate tumor nije
pronaden niti u jednom od Sest pregledanih cilindara.

U patohistoloSkom nalazu pronaden je adenokarcinom prostate Gleason zbroja 7
(3+4). Prema pTNM-u tumor je klasificiran kao pT3aNOMX. Prisutna su sljedeca
negativha patohistoloSka obiljeZja: infiltracija i ZariSno probijanje vezivne kapsule
ljevo te Sirenje u okolnu mast i periprostaticno rahlo vezivno tkivo. Takoder,
tumorsko tkivo dopiralo je do resekcijskog ruba posterolateralno lijevo te su nadena
ZariSta perineuralne invazije.

Vrijednost PSA nakon Cetiri mjeseca pracenja je iznosila 1,50 ng/mL. S obzirom na
brzi porast i visoku vrijednost PSA nakon provedenog operativhog zahvata te
prisutna negativna patohistoloska obiljezja kod bolesnika je provedena salvage RT.
Na leziSte prostate aplicirano je 72 Gy u 36 frakcija. Vrijednost PSA nakon godine
dana pracenja iznosila je 0,001 ng/mL te 0,002 ng/mL nakon dvije godine. U
tablicama 10. i 11. nalaze se popisi nadenih diferencijalno eksprimiranih proteina

parnih uzoraka tumorskog i zdravog tkiva alfa G3 ispitanika.

Tablica 10. Popis diferencijalno eksprimiranih proteina pronadenih u uzorku
tumorskog tkiva prostate alfa G3 ispitanika, kvantitativno analiziranih

racunalnim programom PDQuest i kvalitativho spektrometrijom masa.

Oznaka MALDI Ime proteina Identifikacijski ~ Mr pl

na gelu broj proteina  (kDa)

44, 60, P18,J18, macrophin 1 isoform 2 =~ MACF1 529,4 5,04

64, 70 J22,N24

45 P19 fetal-myosin heavy chain (1437 AA) Y MYH 8 165,8 5,46

48, 51 P22, J9 transgelin, isoform CRA ¢ TAGLN 23,7 8,54

49 P23 transgelin variant TAGLN 20,9 8,69

61 J19 dystonin, isoform CRA_k & psST 590,7 5,5

64 J22 nuclear mitotic apparatus protein 1 NUMA 1 238,3 5,63

65 J23 microtubule-actin crosslinking factor 1, =~ MACF1 434,3 5,2
isoform CRA b

69 N23 centrosomal protein 290kDa, isoform = CEP 290 290,4 5,75
CRA b

Tablica 11. Popis diferencijalno eksprimiranih proteina pronadenih u uzorku
zdravog tkiva prostate alfa G3 ispitanika, kvantitativho analiziranih racunalnim

programom PDQuest i kvalitativho spektrometrijom masa.

Oznaka MALDI Ime proteina Identifikacijski ~ Mr pl
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na gelu broj proteina (kDa)

24 022 Tpr @ TPR 84,0 5,42
24 022 HDCMA18P protein, isoform CRA b & LARP7 66,9 9,57
25 023 myosin heavy chain lIx/d & MYH1 2231 5,59
25 023 semenogelin I, isoform CRA_b ' SEMG1 42,5 9,63
31 P5 proapolipoprotein APOA1 30,8 5,56
32,33 P6, P7 Chain A, Structure Of Human Annexin A2 ANXA2 36,5 8,32
In The Presence Of Calcium lons
34 P8 hCG2027094 CEP135 99,1 5,61
34 P8 antigen KI-67 isoform 2 = MKI67 3194 9,54
34 P8 hCG1640777, isoform CRA b *
35 P9 proapolipoprotein APOA1 28,9 5,45
36 P10 microtubule-actin crosslinking factor 1, MACF1 452,8 5,16
isoform CRA_d
37 P11 zinc finger protein 718 = ZNF141 55,4 9,55
40 P14 Chain B, T-To-T(High) Quaternary HBB 0,0

Transitions In Human Hemoglobin:
Deshis146beta Deoxy Low-Salt

** Nije pronadena interakcija u STRING-u.

Na slikama 18. i 19. nalaze se razlikovni prikazi interaktoma proteoma uzorka
tumorskog tkiva i uzorka zdravog tkiva ispitanika alfa G3. Na slici 20. nalazi se prikaz

interaktoma uzoraka tumorskog i zdravog tkiva ispitanika alfa G3.
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Slika 18. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzorka tumorskog tkiva
ispitanika alfa G3. Proteini su ozna¢eni imenima iz STRING baze koja se nalaze
u tablici 10. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.
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Slika 19. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzorka zdravog tkiva
ispitanika alfa G3. Proteini su ozna€eni imenima iz STRING baze koja se nalaze
u tablici 11. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.
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Slika 20. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzoraka tumorskog i zdravog
tkiva ispitanika alfa G3. Proteini su ozna¢eni imenima iz STRING baze koja se
nalaze u tablici 10. i 11. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka
NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.

5.5.4. Individualni prikaz alfa G4 ispitanika i njegovih proteomskih profila

uzoraka tumorskog i zdravog tkiva

Kod alfa G4 ispitanika radikalna prostatektomija ucinjena je u 74. godini
zivota. Najveca prijeterapijska vrijednost PSA iznosila je 13,30 ng/mL. Klinicki je
ispitanik bio klasificiran kao cT2bNOMO.

U biopsiji je naden adenokarcinom prostate Gleason zbroja 7 (3+4). U lijevom reznju
prostate tumor je bio prisutan u tri od Sest pregledanih cilindara s postotkom
zahvacanja bioptiCkog materijala od 20 do 60%. U desnom reznju prostate tumor nije
pronaden niti u jednom od Sest pregledanih cilindara.

U patohistoloSkom nalazu pronaden je adenokarcinom prostate Gleason zbroja 6

(3+3). Prema pTNM-u tumor je klasificiran kao pT3aNOMX. Prisutna su sljedeca
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negativha patohistoloSka obiljezja: obilna infiltracija i ZariSno probijanje vezivne
kapsule prostate lijevo, Sirenje u okolnu mast i vezivo te Zarista perineuralne invazije.
Nakon radikalne prostatektomije ispitanik je pracen dvije godine. Vrijednost PSA
nakon Cetiri mjeseca pracenja iznosila je 0,00 ng/mL te se nije mijenjala do kraja. U
tablicama 12. i 13. nalaze se popisi diferencijalno eksprimiranih proteina pronadenih

kod parnih uzoraka tumorskog i zdravog tkiva alfa G4 ispitanika.

Tablica 12. Popis diferencijalno eksprimiranih proteina pronadenih u uzorku
tumorskog tkiva prostate alfa G4 ispitanika, kvantitativno analiziranih

racunalnim programom PDQuest i kvalitativho spektrometrijom masa.

Oznaka MALDI Ime proteina Identifikacijski ~ Mr pl
na gelu broj proteina  (kDa)

31 L7 Chain B, Crystal Structure Of Human ~ FGB 52,3 7,14

Fibrinogen

35 L11 KIAAQ0324 protein SRRM2 304,2 12,05
36 L12 Myosin-6 = MYH6 223,7 5,58
37 L13 titin 2 TTN 2991,6 6,35
39 L15 myosin-like protein MYO18B 2851 6,44
40 L16 titin, isoform CRA_b 2 TTN 2991,2 6,35
42 L18 myosin-4 & MYH 4 2231 5,65

Tablica 13. Popis diferencijalno eksprimiranih proteina pronadenih u uzorku
zdravog tkiva prostate alfa G4 ispitanika, kvantitativho analiziranih raunalnim

programom PDQuest i kvalitativho spektrometrijom masa.

Oznaka MALDI Ime proteina Identifikacijski Mr pl
na gelu broj proteina  (kDa)
1 K1 TPM4-ALK fusion oncoprotein type 2 TPM4 27,5 4,77
tropomyosin 4-anaplastic lymphoma TPM4
kinase fusion protein 36,6 4,89
2 K2 antigen KI-67 isoform 1 MKI167 358,5 9,49
4 K4 myosin XVIIIB, isoform CRA_e & MYO18B 273,6 6,51
5 K5 nebulin, isoform CRA_d NEB 775,9 9,1
6 K6 immunoglobulin-like and fibronectin ' IGFN1 383,6 5,72
type Il domain-containing protein 1
9 K9 glyceraldehyde-3-phosphate & GAPHD 36,1 8,57
dehydrogenase
10 K10 calponin-1 ' CNN1 33,2 9,14
11 K11 myosin-8 MYHS8 222,8 5,58
14 K14 semenogelin | SEMGH1 52,1 9,3
16 K16 transgelin TAGLN 22,6 8,87
17 K17 transgelin, isoform CRA_c TAGLN 23,7 8,54
18 K18 myosin, heavy polypeptide 7B, & MYH7B 223,3 5,74
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cardiac muscle, beta, isoform CRA_c¢

20 K20 zinc finger protein 658 ZNF658 122,3 8,63
22 K22 hemoglobin subunit alpha -~ HBA1 15,3 8,72
24 K24 myosin-4 MYH4 2231 5,65
27 L3 ankyrin G 2 ANK3 480,4 6,07
28 L4 M4 protein deletion mutant ' HNRNPM 73,5 8,9

29 LS titin, isoform CRA_b ' TTN 29912 6,35

Na slikama 21. i 22. nalaze se razlikovni prikazi interaktoma proteoma uzorka
tumorskog tkiva i uzorka zdravog tkiva ispitanika alfa G4. Na slici 23. nalazi se prikaz

interaktoma uzoraka tumorskog i zdravog tkiva ispitanika alfa G4.
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Slika 21. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzorka tumorskog tkiva
ispitanika alfa G4. Proteini su ozna¢eni imenima iz STRING baze koja se nalaze
u tablici 12. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.
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Slika 22. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzorka zdravog tkiva
ispitanika alfa G4. Proteini su ozna¢eni imenima iz STRING baze koja se nalaze
u tablici 13. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka NCBInr.
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Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.
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Slika 23. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzoraka tumorskog i zdravog
tkiva ispitanika alfa G4. Proteini su ozna¢eni imenima iz STRING baze koja se
nalaze u tablici 12. i 13. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka
NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.

5.5.5. Individualni prikaz alfa G5 ispitanika i njegovih proteomskih profila

uzoraka tumorskog i zdravog tkiva

Kod alfa G5 ispitanika radikalna prostatektomija ucinjena je u 75. godini
Zivota. Najveca prijeterapijska vrijednost PSA iznosila je 4,80 ng/mL. Klini¢ki je
ispitanik bio klasificiran kao cT1NOMO.

U biopsiji je naden adenokarcinom prostate Gleason zbroja 6 (3+3). U lijevom reznju
prostate tumor je bio prisutan u jednom od Sest pregledanih cilindara s postotkom
zahvacanja bioptickog materijala od 5%. U desnom reznju prostate tumor je bio
prisutan u Cetiri od Sest pregledanih cilindara s postotkom zahvacanja bioptiCkog
materijala od 5 do 20%.

U patohistoloSkom nalazu pronaden je adenokarcinom prostate Gleason zbroja 6
(3+3). Prema pTNM-u tumor je klasificiran kao pT3aNOMX. Prisutna su sljedeca
negativna patohistoloSka obiljezja: obostrana infiltracija vezivne kapsule prostate uz
Zarisno probijanje desno, posterolateralno i plitko Sirenje u okolnu mast te brojna

Zarista perineuralne invazije.
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Vrijednost PSA nakon Cetiri mjeseca pracenja iznosila je 0,006 ng/mL. Unato€ niskoj
vrijednosti PSA, zbog prisutnih negativnih patohistoloSkih obiljezja kod ispitanika je
provedena adjuvantna RT. Na leziSte prostate aplicirano je 64 Gy u 32 frakcije.
Vrijednost PSA nakon godinu dana pracenja iznosila je 0,1 ng/mL te 0,008 ng/mL
nakon dvije godine. U tablicama 14. i 15. nalaze se popisi diferencijalno
eksprimiranih proteina pronadenih u parnim uzorcima tumorskog i zdravog tkiva alfa

G5 ispitanika.

Tablica 14. Popis diferencijalno eksprimiranih proteina pronadnih u uzorku
tumorskog tkiva prostate alfa G5 ispitanika, kvantitativno analiziranih

racunalnim programom PDQuest i kvalitativho spektrometrijom masa.

Oznaka MALDI Ime proteina Identifikacijski ~ Mr pl

na gelu broj proteina  (kDa)

60 M12 smooth muscle myosin heavy chain MYH11 122,0 5,02

62 M14 hypothetical protein, isoform CRA_c & LIMCH1 164,3 5,99

64 M16 immunoglobulin-like and fibronectin type = IGFN1 3836 5,72
Il domain-containing protein 1

65 M17 myosin XVIIIB, isoform CRA_e MYO18B 2736 6,51

66 M18 macrophin 1 isoform 2 = MACF1 529,4 5,04
microtubule-actin cross-linking factor 1 = MACF1 620,0 5,27
isoform a

69 M21 calmodulin CALM1 17,2 4,06

70 M22 Myosin-XVIlib MYO18B 2852 6,49

72 M24 myosin, heavy polypeptide 8, skeletal & MYHS 222,7 5,64

muscle, perinatal, isoform CRA_a

Tablica 15. Popis diferencijalno eksprimiranih proteina pronadenih u uzorku
zdravog tkiva prostate alfa G5 ispitanika, kvantitativno analiziranih raCunalnim

programom PDQuest i kvalitativho spektrometrijom masa.

Oznaka MALDI Ime proteina Identifikacijski ~ Mr pl
na gelu broj proteina  (kDa)

46 L22 antigen identified by monoclonal antibody & MKI67 308,6 9,55

Ki-67, isoform CRA _a

47 L24 myosin XVIIIB, isoform CRA_e & MYO18B 273,6 6,51
50 M3 tropomyosin isoform TPM1 28,4 4,89
54 M6 Collagen alpha-5(VI) chain & COL6AS 2899 6,5

55 M7 ZNF266 protein ZNF266 45,2 9,17
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Na slikama 24. i 25. nalaze se razlikovni prikazi interaktoma proteoma uzorka
tumorskog tkiva i uzorka zdravog tkiva ispitanika alfa G5. Na slici 26. nalazi se prikaz

interaktoma uzoraka tumorskog i zdravog tkiva ispitanika alfa G5.
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Slika 24. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzorka tumorskog tkiva
ispitanika alfa G5. Proteini su ozna¢eni imenima iz STRING baze koja se nalaze
u tablici 14. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.

@MYO.‘&BB
QCOLSAS g
-

NPM 1

MKI67 e’ NNF%G
@ S

Slika 25. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzorka zdravog tkiva
ispitanika alfa G5. Proteini su ozna¢eni imenima iz STRING baze koja se nalaze
u tablici 15. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.
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Slika 26. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzoraka tumorskog i zdravog

tkiva ispitanika alfa G5. Proteini su ozna€eni imenima iz STRING baze koja se
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nalaze u tablici 14. i 15. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka
NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.

5.5.6. Individualni prikaz alfa G6 ispitanika i njegovih proteomskih profila

uzoraka tumorskog i zdravog tkiva

Kod alfa G6 ispitanika radikalna prostatektomija ucinjena je u 64. godini
Zivota. Najveca prijeterapijska vrijednost PSA iznosila je 18,12 ng/mL. Klini¢ki je
ispitanik bio klasificiran kao cT2bNOMO.

U biopsiji je naden adenokarcinom prostate Gleason zbroja 7 (3+4). U lijevom reznju
prostate tumor je bio prisutan u svih osam pregledanih cilindara s postotkom
zahvacanja biopti¢kog materijala od 50 do 90%. U desnom reznju prostate tumor je
naden u Sest od osam pregledanih cilindara s postotkom zahvacanja bioptickog
materijala od 5 do 50%.

U patohistoloSkom nalazu pronaden je adenokarcinom prostate Gleason zbroja 7
(4+3). Tercijarni gradus 5 bio je prisutan u 10% tumorskog tkiva. Prema pTNM-u
tumor je klasificiran kao pT3abNOMX. Prisutna su sljede¢a negativnha patohistoloSka
obiljezja: obostrana obilna infiltracija vezivne kapsule prostate i sjemenih mjehuri¢a
uz brojna ZariSta perineuralne invazije. Na viSe mjesta obostrano posterolateralno i
uz sjemene mehuri¢e bila su vidljiva podrucja plitke infiltracije ekstraprostati¢nog
veziva.

Vrijednost PSA nakon Cetiri mjeseca pracenja iznosila je 0,03 ng/mL. S obzirom na
vrijednost PSA i negativha patohistoloSka obiljezja kod ispitanika je provedena
salvage RT. Na leziste prostate aplicirano je 66 Gy u 33 frakcije. Vrijednost PSA
nakon godinu dana pracenja iznosila je 0,01 ng/mL te 0,03 ng/mL nakon dvije
godine. U tablicama 16. i 17. nalaze se popisi diferencijalno eksprimiranih proteina

pronadenih kod parnih uzoraka tumorskog i zdravog tkiva alfa G6 ispitanika.
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Tablica 16. Popis diferencijalno eksprimiranih proteina pronadenih u uzorku

tumorskog tkiva prostate alfa G6

ispitanika,

kvantitativnho analiziranih

racunalnim programom PDQuest i kvalitativho spektrometrijom masa.

Oznaka MALDI Ime proteina Identifikacijski Mr pl
na gelu broj proteina  (kDa)
3,5 A3,A5 hypothetical protein LOC643677 CCDC168 277,7 9,35
4 A4 unnamed protein product 2 vLe 87,3 5,64
18 A18 golgin-245 GOLGA4 244 .4 5,28
19 A19 Heat shock protein gp96 precursor & HSP90B1 90,1 4,73
Tumor rejection antigen (gp96) 1 = HSP90B1 92,3 4,77
20 A20 BiP protein & HSPA5 0,0 5,23
21 A21 mitochondrial heat shock 60kD ©'HSPD1 0,0 5,83
protein 1 variant 1
23 A23 Chain A, Structure Of Human Serum ALB 319,3 9,51
Albumin With S-Naproxen And The
Ga Module
24 A24 antigen of the monoclonal antibody MKI67 358,4 9,49
Ki-67
25 B1 giantin GOLGB1 376,1 4,96
26 B2 antigen KI-67 isoform 1 MKI67 358,7 9,49
27 B3 Chain A, Crystal Structure Of A CLIC1 27,1 5,09
Soluble Dimeric Form Of Oxidised
Clic1
nuclear chloride channel CLIC1 26,9 5,09
28 B4 PSME2 PSME2 27,4 5,44
29 B5 neuroblast differentiation-associ > 629,1 5,8
atted protein AHNAK isoform 1
30 B6 prohibitin PHB 29,8 5,57
31 B7 Nuclear mitotic apparatus protein 1 NUMA1 238,1 6,45
variant
32 B8 Glyoxalase | GLO1 20,8 5,12
33 B9 NuMA protein NUMA1 238,3 5,63
34 B10 Eukaryotic translation initiation factor ' EIF5B 138,8 5,37
5B
MHC class | promoter binding protein RXRB 25,6 6,42
35 B11 fetal-myosin heavy chain (1437 AA) MYHS8 165,8 5,46
36 B12 centromere protein F, 350/400ka CENPF 357,2 5,06
(mitosin)
37 B13 MYO18B protein =~ MYO18B 285,2 6,49
38 B14 hCG2011852 CCDC168 784,5 9
39 B15 myosin-8 MYHS8 222.8 5,58
40 B16 Chain A, Crystal And Molecular = PLG 9,0 8,59

Structure Of Human Plasminogen
Kringle 4 Refined At 1.9-Angstroms
Re

**Nije pronadena interakcija u STRING-u.
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Tablica 17. Popis diferencijalno eksprimiranih proteina pronadenih u uzorku

zdravog tkiva prostate alfa G6 ispitanika, kvantitativho analiziranih raunalnim

programom PDQuest i kvalitativho spektrometrijom masa.

Oznaka MALDI Ime proteina Identifikacijski ~ Mr pl
na gelu broj proteina  (kDa)
56,57 C8,C9 tropomyosin beta chain isoform TPM2 32,8 4,66
Tpm2.1sm/cy
58 C10 tropomyosin isoform = TPM1 32,6 4,69
59 c11 complement component C3 = C3 187,0 6,02
60 C12 Chain A, Structure Of Human Serum ALB 69,3 5,92
Albumin With S-Naproxen And The Ga
Module
61 C13 actin prepeptide ACTA2 41,9 5,24
62 C14 zinc finger protein 569 ZNF569 79,5 8,97
63 C15 myosin XVIIIB, isoform CRA e MYO18B 2850 6,45
64,79 C16,C22 myosin, heavy polypeptide 8, skeletal MYHS8 2226 5,58
muscle, perinatal,isoform CRA_a
65 c17 dedicator of cytokinesis 9, isoform CRA i DOCK 9 236,2 7,25
66 C18 hypothetical protein LOC643677 = CCcDC168 801,4 8,94
67 C19 vinculin, isoform CRA_a =2 vLe 123,7 5,50
68 C20 NuMA protein NUMA1 238,2 5,63
69 C21 immunoglobulin heavy chain variable ENSGO000 49,2 6,35
region 00223931
suppression of tumorigenicity 5 protein #sT5 126,4 9,35
isoform 2
70 C22 NuMA protein NUMA1 238,3 5,6
71 c23 antigen KI-67 isoform 1 MKI67 358,56 9,49
72 C24 beta globin HBB 159,8 6,74
73 D1 Chain B, Human Hemoglobin A Mutant HBB 159,8 6,74
Beta H63w Carbonmonoxy-Form
74 D2 centromere protein F CENPF 367,5 5,03
75 D3 KIAA0402 PCNT 377,8 5,40
75 D3 pericentrin B PCNT 377,8 5,40
76 D4 annexin A1, isoform CRA ¢ £ ANXA1 38,6 6,57
77 D5 dystrobrevin alpha isoform 8 DTNA 83,8 6,43
77 D5 CTCL tumor antigen se20-7 GOLGA4 260,9 5,33
78 D6 hypothetical protein LOC27146 FAM184B 120,9 5,87
79 D7 CENP-F kinetochore protein CENPF 367,5 5,03
80 D8 antigen identified by monoclonal antibody MKI167 358,4 9,49
Ki-67, isoform CRA _a
81 D8 carbonic anhydrase 1 CA1 28,8 6,59
82 D10 beta globin chain HBB 15,9 6,74
83 D11 beta-hemoglobin HBB 15,9 6,74

Na slikama 27. i 28. nalaze se razlikovni prikazi interaktoma proteoma uzorka

tumorskog tkiva i uzorka zdravog tkiva ispitanika alfa G6. Na slici 29. nalazi se prikaz

interaktoma uzoraka tumorskog i zdravog tkiva ispitanika alfa G6.
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Slika 27. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzorka tumorskog tkiva
ispitanika alfa G6. Proteini su ozna¢eni imenima iz STRING baze koja se nalaze
u tablici 16. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.
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Slika 28. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzorka zdravog tkiva
ispitanika alfa G6. Proteini su ozna¢eni imenima iz STRING baze koja se nalaze
u tablici 17. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.
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Slika 29. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzoraka tumorskog i zdravog
tkiva ispitanika alfa G6. Proteini su ozna¢eni imenima iz STRING baze koja se
nalaze u tablici 16. i 17. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka
NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.

5.5.7. Individualni prikaz alfa G7 ispitanika i njegovih proteomskih profila

uzoraka tumorskog i zdravog tkiva

Kod alfa G7 ispitanika radikalna prostatektomija ucinjena je u 68. godini
zivota. Najveca prijeterapijska vrijednost PSA iznosila je 10,81 ng/mL. Klinicki je
ispitanik bio klasificiran kao cT2cNOMO.

U biopsiji je naden adenokarcinom prostate Gleason zbroja 7 (4+3). U lijevom reznju
prostate tumor je bio prisutan u tri od Sest pregledanih cilindara. U desnom reznju
prostate tumor je bio prisutan u pet od Sest pregledanih cilindara s postotkom
zahvacenog materijala do 50%.

U patohistoloSkom nalazu pronaden je adenokarcinom prostate Gleason zbroja 7
(4+3). Tercijarni gradus 5 bio je prisutan u 10% tumorskog tkiva. Od 15 izoliranih

limfnih Evorova jedan je bio zahvaéen tumorskim tkivom. Prema pTNM-u tumor je
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klasificiran kao pT3aN1MX. Prisutna su sljedeCa negativna patohistoloSka obiljezja:
obostrana infiltracija vezivne kasule te desno posterolateralno ZariSno probijanje i
plitko Sirenje u periprostaticno rahlo vezivo. U podrucju resekcijskog ruba prema
vratu mokra¢nog mjehura tumorsko tkivo dopiralo je do ruba.

Vrijednost PSA nakon Cetiri mjeseca pracenja iznosila je 0,01 ng/mL. S obzirom na
negativna patohistoloSka obiljezja, uklju€ujuéi zahvacenost limfnog ¢vora tumorom,
provedena je salvage RT u kombinaciji s ADT. Na podrucje leZista prostate aplicirano
je 66 Gy u 33 frakcije te je zapoCeta hormonska terapija bikalutamidom u dozi od 150
mg koja je trajala tri godine. Tijekom hormonskog lije€enja, vrijednost PSA nakon
godinu i dvije godine pracenja iznosila je 0,00 ng/mL. U tablicama 18. i 19. nalaze se
popisi diferencijalno eksprimiranih proteina pronadenih kod parnih uzoraka

tumorskog i zdravog tkiva alfa G7 ispitanika.

Tablica 18. Popis diferencijalno eksprimiranih proteina pronadenih u uzorku
tumorskog tkiva prostate alfa G7 ispitanika, kvantitativno analiziranih

rac¢unalnim programom PDQuest i kvalitativho spektrometrijom masa.

Oznaka MALDI Ime proteina Identifikacijski ~ Mr pl

na gelu broj proteina  (kDa)

1,2 A1,A2 tropomyosin isoform TPM1 33,0 4,63

3,5 A3,A5 hypothetical protein LOC643677 & ccbc168 801,4 8,94

4 A4 unnamed protein product 2 vLe 100,9 5,35

6 A6 zinc finger protein 600 = ZNF600 83,1 9,4

7 A7 Chain A, Human Glyoxalase | With ® GLO1 20,6 5,12
Benzyl-Glutathione Inhibitor

8 A8 ZNF268B ZNF268 108,3 9,14
CLL-associated antigen KW-4 splice ZNF268 108,3 9,14
variant 2

9 A9 myosin, heavy polypeptide 8, skeletal =~ MYH8 222,7 5,65
muscle, perinatal,isoform CRA a

11 A11 centrosomal protein 290kDa, isoform = CEP290 290,8 5,76
CRA_b
prostate cancer antigen T21 ! CEP290 62,3 5,41

12 A12 macrophin 1 isoform 2 MACF1 529,4 5,04

12 A12 microtubule-actin crosslinking factor 1, MACF1 617,7 5,26
isoform CRA e

13,14 A13,A14  beta-globin HBB 16,0 6,74

16 A16 hemoglobin beta chain variant Hb.Sinai- HBB 11,5 5,65
Bel Air

17 A17 alpha 2 globin variant ~' HBA2 15,2 8,72
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Tablica 19. Popis diferencijalno eksprimiranih proteina pronadenih u uzorku

zdravog tkiva prostate alfa G7 ispitanika, kvantitativho analiziranih raGunalnim

programom PDQuest i kvalitativho spektrometrijom masa.

Oznaka MALDI Ime proteina Identifikacijski ~ Mr pl
na gelu broj proteina  (kDa)
56,57 C8,C9 tropomyosin beta chain isoform TPM2 32,8 4,66
Tpm2.1sm/cy
58 C10 tropomyosin isoform = TPM1 32,6 4,69
59 C11 complement component C3 'C3 187,0 6,02
60 C12 Chain A, Structure Of Human Serum ALB 69,3 5,92
Albumin With S-Naproxen And The Ga
Module
61 C13 actin prepeptide ACTA2 41,9 5,24
62 C14 zinc finger protein 569 ZNF569 79,5 8,97
63 C15 myosin XVIIIB, isoform CRA e MYO18B 2850 6,45
64,79 C16,C22 myosin, heavy polypeptide 8, skeletal MYHS8 2226 5,58
muscle, perinatal,isoform CRA_a
65 c17 dedicator of cytokinesis 9, isoform CRA i DOCK 9 236,2 7,25
66 C18 hypothetical protein LOC643677 2 CCDC168 801,4 8,94
67 C19 vinculin, isoform CRA _a 2 vLe 123,7 5,50
68 C20 NuMA protein NUMA1 238,2 5,63
69 C21 immunoglobulin heavy chain variable ENSGO000 49,2 6,35
region 00223931
®sTsS 26,4 9,35
suppression of tumorigenicity 5 protein
isoform 2
70 C22 NuMA protein NUMA1 238,3 5,6
71 Cc23 antigen KI-67 isoform 1 MKI67 358,56 9,49
72 C24 beta globin HBB 159,8 6,74
73 D1 Chain B, Human Hemoglobin A Mutant HBB 159,8 6,74
Beta H63w Carbonmonoxy-Form
74 D2 centromere protein F CENPF 367,5 5,03
75 D3 KIAA0402 PCNT 377,8 5,40
75 D3 pericentrin B PCNT 377,8 5,40
76 D4 annexin A1, isoform CRA_c £ ANXA1 38,6 6,57
77 D5 dystrobrevin alpha isoform 8 DTNA 83,8 6,43
77 D5 CTCL tumor antigen se20-7 GOLGA4 260,9 5,33
78 D6 hypothetical protein LOC27146 FAM184B 120,9 5,87
79 D7 CENP-F kinetochore protein CENPF 367,5 5,03
80 D8 antigen identified by monoclonal antibody MKI167 358,4 9,49
Ki-67, isoform CRA _a
81 D8 carbonic anhydrase 1 CA1 28,8 6,59
82 D10 beta globin chain HBB 15,9 6,74
83 D11 beta-hemoglobin HBB 15,9 6,74

Na slikama 30. i 31. nalaze se razlikovni prikazi interaktoma proteoma uzorka

tumorskog tkiva i uzorka zdravog tkiva ispitanika alfa G7. Na slici 32. nalazi se prikaz

interaktoma uzoraka tumorskog i zdravog tkiva ispitanika alfa G7.
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Slika 30. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzorka tumorskog tkiva
ispitanika alfa G7. Proteini su ozna¢eni imenima iz STRING baze koja se nalaze
u tablici 18. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.
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Slika 31. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzorka zdravog tkiva
ispitanika alfa G7. Proteini su ozna¢eni imenima iz STRING baze koja se nalaze
u tablici 19. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.
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Slika 32. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzoraka tumorskog i zdravog
tkiva ispitanika alfa G7. Proteini su ozna¢eni imenima iz STRING baze koja se
nalaze u tablici 18. i 19. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka
NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.

5.5.8. Individualni prikaz alfa G8 ispitanika i njegovih proteomskih profila

uzoraka tumorskog i zdravog tkiva

Kod alfa G8 ispitanika radikalna prostatektomija ucinjena je u 70. godini
Zivota. Najveca prijeterapijska vrijednost PSA iznosila je 8,20 ng/mL. Klini¢ki je
ispitanik bio klasificiran kao cT2aNOMO.

U biopsiji je naden adenokarcinom prostate Gleason zbroja 7 (3+4). U lijevom reznju
prostate tumor nije pronaden niti u jednom od Sest pregledanih cilindara. U desnom
reznju prostate tumor je bio prisutan u pet od Sest pregledanih cilindara s postotkom
zahvacanja biopti¢kog materijala od 15 do 90%.

U patohistoloSkom nalazu pronaden je adenokarcinom prostate Gleason zbroja 7
(4+3). Prema pTNM-u tumor je klasificiran kao pT2a+NOMX. Prisutna su sljedeca
negativna patohistoloSka obiljezja: obilna infiltracija kapsule bez jasnih znakova
ekstraprostaticnog Sirenja uz zarista perineuralne invazije. Tumorsko tkivo dopiralo je
zariSno do resekcijskih rubova posterolateralno desno. Vrijednost PSA nakon Cetiri

mjeseca pracenja iznosila je 0,02 ng/mL, nakon godine dana 0,09 ng/mL te 0,35
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ng/mL nakon dvije godine kada je provedena salvage RT. Na leziSte prostate
aplicirano je 68 Gy u 34 frakcije.U tablicama 20. i 21. nalaze se popisi diferencijalno
eksprimiranih proteina nadenih kod parnih uzoraka tumorskog i zdravog tkiva alfa G8

ispitanika.

Tablica 20. Popis diferencijalno eksprimiranih proteina pronadenih u uzorku
tumorskog tkiva prostate alfa G8 ispitanika, kvantitativno analiziranih

racunalnim programom PDQuest i kvalitativho spektrometrijom masa.

Oznaka MALDI Ime proteina Identifikacijski ~ Mr pl

na gelu broj proteina  (kDa)

1 A12 acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein ANP32A 28,5 3,99
32 family member A

4 A9 unnamed protein (polymerase | and ©T'PTRF 40,4 5,20
transcript release factor)

9 A8 L-isoaspartyl/D-aspartyl protein carboxyl PCMT1 24,6 6,05
methyltransferase

10 AG Chain L, Crystal Structure Of Fab' From The & ENSG000 23,3 6,48

Hiv-1 Neutralizing Antibody 2f5 In Complex 00228325
With lts Gp41 Epitope

10 A6 unnamed protein (albumin domain) ALB 26,2 6,40

11 A3 peroxiredoxin-1 & PRDX1 22,0 8,27

12 A7 malate dehydrogenase, cytoplasmic isoform & MDH1 364 6,91
2

Tablica 21. Popis diferencijalno eksprimiranih proteina pronadenih u uzorku
zdravog tkiva prostate alfa G8 ispitanika, kvantitativho analiziranih raunalnim

programom PDQuest i kvalitativho spektrometrijom masa.

Oznaka MALDI Ime proteina Identifikacijski ~ Mr pl

na gelu broj proteina  (kDa)

13 B1 Chain J, Crystal Structure Of The & PSMB3 22,9 6,14
Mammalian 20s Proteasome At 2.75A

14, 15 A22,A21 anhydrase,carbonic CA3 29,4 6,94

16 B7 unnamed protein - Janus/Ocnus domain - PHPT1 13,8 5,65
phosphohistidine phosphatase

18 B4 smooth muscle protein - TAGLN 22,4 8,56

19, 20 B3,B2  Transgelin ~ TAGLN 22,5 8,87

Na slikama 33. i 34. nalaze se razlikovni prikazi interaktoma proteoma uzorka
tumorskog tkiva i uzorka zdravog tkiva ispitanika alfa G8. Na slici 35. nalazi se prikaz

interaktoma uzoraka tumorskog i zdravog tkiva ispitanika alfa G8.
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Slika 33. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzorka tumorskog tkiva
ispitanika alfa G8. Proteini su ozna¢eni imenima iz STRING baze koja se nalaze
u tablici 20. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.
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Slika 34. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzorka zdravog tkiva
ispitanika alfa G8. Proteini su ozna¢eni imenima iz STRING baze koja se nalaze
u tablici 21. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka NCBInr.
Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.
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Slika 35. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzoraka tumorskog i zdravog
tkiva ispitanika alfa G8. Proteini su oznac¢eni imenima iz STRING baze koja se

nalaze u tablici 20. i 21. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka
NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.
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5.5.9. Individualni prikaz alfa G9 ispitanika i njegovih proteomskih profila

uzoraka tumorskog i zdravog tkiva

Kod alfa G9 ispitanika radikalna prostatektomija ucinjena je u 66. godini
Zivota. Najveca prijeterapijska vrijednost PSA iznosila je 10,00 ng/mL. Klini¢ki je
ispitanik bio klasificiran kao cT2bNOMO.
U biopsiji je naden adenokarcinom prostate Gleason zbroja 7 (4+3). U lijevom reznju
prostate tumor nije pronaden niti u jednom od Sest pregledanih cilindara. U desnom
reznju prostate tumor je bio prisutan u Cetiri od Sest pregledanih cilindara s
postotkom zahvacanja bioptickog materijala od 40 do 80%.
U patohistoloSkom nalazu pronaden je adenokarcinom prostate Gleason zbroja 7
(4+3). Prema pTNM-u tumor je Kklasificiran kao pT2cNOMX. Od negativnih
patohistoloskih obiljeZja bila je prisutna samo opsezna perineuralna invazija.
Nakon radikalne prostatektomije ispitanik je pracen dvije godine. Vrijednost PSA
nakon Cetiri mjeseca pracenja iznosila je 0,002 ng/mL te 0,00 ng/mL nakon prve i
druge godine. U tablicama 22. i 23. nalaze se popisi diferencijalno eksprimiranih

proteina nadenih kod parnih uzoraka tumorskog i zdravog tkiva alfa G9 ispitanika.

Tablica 22. Popis diferencijalno eksprimiranih proteina pronadenih u uzorku
tumorskog tkiva prostate alfa G9 ispitanika, kvantitativno analiziranih

racunalnim programom PDQuest i kvalitativho spektrometrijom masa.

Oznaka MALDI Ime proteina Identifikacijski  Mr pl

na gelu broj proteina (kDa)

17 Cc22 apoptosis-inducing factor 2 AIFM2 40,5 9,16

18 C24 thiomorpholine-carboxylate dehydrogenase CRYM 33,7 5,06
isoform 1

20 D11 Chain A, Crystal Structure Of The Human PTGES3 18,6 4,32
Co-Chaperone P23

21 C21 arginase-2, mitochondrial precursor -~ ARG2 38,5 6,00

22 C20 unnamed protein (prostatic acid = ACPP 445 5,89
phosphatase)

23 c12 elongation factor Tu “ TUFM 48,0 6,53

24 C15 prostate specific antigen precursor, partial > 28,2 7,70
immunoglobulin kappa 4 light chain ENSGO00 24 1 6,18

000228325

25 C16 unnamed protein product ' CMBL 28,0 6,50

Chain A, Crystal Structure Of Recombinant  ** 26,5 6,51
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26
27

28
29

32

c17
C13

D1
D3

C14

Human Triosephosphate Isomerase At 2.8
Angstroms Resolution

glutathione S-transferase theta-2
manganese superoxide dismutase
(MnSOD)

prostate specific antigen precursor, partial
Chain F, Atomic Structures Of Wild-Type
And Thermostable Mutant Recombinant
Human Cu, Zn Superoxide Dismutase
PRO2044 (albumin)

® GsTT2
SOD2

¥ KLK3
& soD1

ALB

27,4
24,7

28,2
15,7

69,3

5,99
8,35

7,70
5,70

5,92

**Nije pronadena interakcija u STRING-u.

Tablica 23. Popis diferencijalno eksprimiranih proteina pronadenih u uzorku

zdravog tkiva prostate alfa G9 ispitanika, kvantitativho analiziranih raGunalnim

programom PDQuest i kvalitativho spektrometrijom masa.

Oznaka MALDI Ime proteina Identifikacijski ~ Mr pl

na gelu broj proteina  (kDa)

2 B19 acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 2 ANP32A 28,5 3,99
32 family member A

3 B21 rho GDP-dissociation inhibitor 2 " ARHGDIB 22,9 5,10

6 B22 HP1Hs-gamma CBX3 19,7 5,03

8 C9 eukaryotic translation initiation factor 5A-1 ) EIF5A 16,8 5,08
isoform B

14 B11 smooth muscle protein TAGLN 22,4 8,56

16 B13 hemoglobin beta chain ~' HBB 11,0 6,03

Na slikama 36. i 37. nalaze se razlikovni prikazi interaktoma proteoma uzorka

tumorskog tkiva i uzorka zdravog tkiva ispitanika alfa G9. Na slici 38. nalazi se prikaz

interaktoma uzoraka tumorskog i zdravog tkiva ispitanika alfa G9.

NIFMZ TUFM
bl A

S~ ARG2 S
NCPP ( 'w:; )

ENSG00000228325
S /Pf\

N

S0D1

Sas? S

Slika 36. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzorka tumorskog tkiva

ispitanika alfa G9. Proteini su ozna¢eni imenima iz STRING baze koja se nalaze

u tablici 22. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.
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Slika 37. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzorka zdravog tkiva
ispitanika alfa G9. Proteini su ozna€eni imenima iz STRING baze koja se nalaze
u tablici 23. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.

NNSGUOOODZZ&%S CMBL
7 [-\ALB F\ARHGDIB @
cex3 " g =,

"o AIFM2
BB KLK3 "E‘ 4%

—

Slika 38. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzoraka tumorskog i zdravog
tkiva ispitanika alfa G9. Proteini su ozna€eni imenima iz STRING baze koja se
nalaze u tablici 22. i 23. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka
NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.

5.5.10. Individualni prikaz alfa G10 ispitanika i njegovih proteomskih profila
uzoraka tumorskog i zdravog tkiva

Kod alfa G10 ispitanika radikalna prostatektomija ucinjena je u 64. godini
zivota. Najveca prijeterapijska vrijednost PSA iznosila je 5,90 ng/mL. Klini¢ki je
ispitanik bio klasificiran kao cT2bNOMO.

U biopsiji je naden adenokarcinom prostate Gleason zbroja 7 (3+4). U lijevom reznju

prostate tumor je bio prisutan u pet od Sest pregledanih cilindara s postotkom
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zahvacanja bioptickog materijala od 5 do 70%. U desnom reznju tumor je bio
prisutan u jednom od Sest pregledanih cilindara. Materijal je bio preoskudan za
procjenu zahvacenosti bioptiCkog materijala.

U patohistoloSkom nalazu pronaden je adenokarcinom prostate Gleason zbroja 7
(3+4). Prema pTNM-u tumor je Kklasificiran kao pT2c+NOMX. Od negativnih
patohistoloSkih obiljezja prisutan je bio samo zariSno pozitivan resekcijski rub
apeksa.

Nakon radikalne prostatektomije ispitanik je pracen dvije godine. Vrijednost PSA
nakon Cetiri mjeseca pracenja je iznosila 0,00 ng/mL te se nije mijenjala sve do kraja.
U tablicama 24. i 25. nalaze se popisi nadenih diferencijalno eksprimiranih proteina

parnih uzoraka tumorskog i zdravog tkiva alfa G10 ispitanika.

Tablica 24. Popis diferencijalno eksprimiranih proteina pronadenih u uzorku
tumorskog tkiva prostate alfa G10 ispitanika, kvantitativno analiziranih

rac¢unalnim programom PDQuest i kvalitativho spektrometrijom masa.

Oznaka MALDI Ime proteina Identifikacijski Mr pl
na gelu broj proteina  (kDa)
1 H20 set ' SET 32,1 4,12
2 H21 acidic leucine-rich nuclear ANP32A 28,5 3,99
phosphoprotein 32 family member A
4,5 H23,H24  cold-inducible RNA-binding protein ! CIRBP 18,6 9,51
6 11 myosin light chain 2 = MYL9 19,8 5,09
myosin regulatory light chain 12B MYL12B 19,7 4,71
7 12 eukaryotic translation initiation factor -~ EIF5A 16,8 5,08
5A-1 isoform B
myosin regulatory light chain 12A & MYL12A 19,7 4,67
12 H18 rho GDP-dissociation inhibitor 2 ARHGDIB 22,9 5,10
13 H19 glyoxalase-| GLO1 20,7 5,24
14 H5 F-actin-capping protein subunit beta CAPZB 30,6 5,69
isoform 1
cathepsin D preproprotein ' CTSD 445 6,10
15 H4 N(G),N(G)-dimethylarginine DDAH2 29,6 5,66
dimethylaminohydrolase 2
16 J15 platelet-activating factor PAFAH1B2 25,5 5,57
acetylhydrolase 1B subunit beta
isoform a
18 H9 UMP-CMP kinase isoform a ** 25,8 8,14
19 H8 glutathione peroxidase GPX1 21,9 6,15
20 H12 small ubiquitin-related modifier 2 SUMO2 10,8 5,32
precursor
21 H13 beta-glucuronidase precursor (EC GUSB 74,6 6,54
3.2.1.31)
22 H10 ferritin light subunit, partial FTL 16,3 5,65
24 H14 prostate specific antigen precursor, ® KLK3 28,2 7,70
partial
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25 H15 profilin-2 isoform b ¥ PFN2 15,0 5,78
27 H16 RecName: Full=BolA-like protein 2 ARHGDIB 10,1 6,07

** Nije pronadena interakcija u STRING-u.

Tablica 25. Popis diferencijalno eksprimiranih proteina pronadenih u uzorku
zdravog tkiva prostate alfa G10 ispitanika, kvantitativno analiziranih

racunalnim programom PDQuest i kvalitativho spektrometrijom masa.

Oznaka MALDI Ime proteina Identifikacijski ~ Mr pl

na gelu broj proteina  (kDa)

28 114 CGl-150 protein GLOD4 54,9 8,99

28, 29 114, 113  alpha-actin # ACTA2 42,0 5,23

29 113 annexin A3 ANXA3 36,3 5,63

30 19 unnamed protein product (prostatic acid ACPP 445 5,89
phosphatase)

32 17 alpha-enolase isoform 1 2 ENO1 47 1 7,01

33 120 nonhistone chromosomal protein HMG-1 2 HMGB1 24,9 5,41

34 123 eukaryotic translation initiation factor 5A-1 ® EIF5A 16,8 5,08
isoform B

37 J14 microseminoprotein beta MSMB 10,6 5,36

38,40 117,116  smooth muscle protein 2 TAGLN 22,4 8,56
cofilin-1 & CFL1 18,4 8,22

39 115 alpha-crystallin B chain CRYAB 20,1 6,76

Na slikama 39. i 40. nalaze se razlikovni prikazi interaktoma proteoma uzorka
tumorskog tkiva i uzorka zdravog tkiva ispitanika alfa G10. Na slici 41. nalazi se

prikaz interaktoma uzoraka tumorskog i zdravog tkiva ispitanika alfa G10.

GPX1

\ PAFAH1B2
{—\GLol j f @
i 5
" mcusa AL
s i)

CTSD \"a_/ —\KLK3
EIF5A @ i

e’

- MYL128 NNP”A
MYL97_’V ,s L S SET CIRBP
L —— - ) Sy p F“ \

./ NRHGDIB - -
= MYL12A

-

Slika 39. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzorka tumorskog tkiva
ispitanika alfa G10. Proteini su oznaceni imenima iz STRING baze koja se
nalaze u tablici 24. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka
NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.
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Slika 40. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzorka zdravog tkiva
ispitanika alfa G10. Proteini su oznaéeni imenima iz STRING baze koja se
nalaze u tablici 25. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka
NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.
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Slika 41. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzoraka tumorskog i zdravog
tkiva ispitanika alfa G10. Proteini su ozna¢eni imenima iz STRING baze koja se

nalaze u tablici 24. i 25. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka
NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.
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5.5.11. Individualni prikaz alfa G11 ispitanika i njegovih proteomskih profila

uzoraka tumorskog i zdravog tkiva

Kod alfa G11 ispitanika radikalna prostatektomija uCinjena je u 76. godini
Zivota. NajviSa prijeterapijska vrijednost PSA iznosila je 24,60 ng/mL. Klini¢ki je
ispitanik bio klasificiran kao cT1cNOMO.
U biopsiji je naden adenokarcinom prostate Gleason zbroja 7 (3+4). U lijevom reznju
prostate tumor nije pronaden niti u jednom od Sest pregledanih cilindara. U desnom
reznju prostate tumor je bio prisutan u Cetiri od Sest pregledanih cilindara s
postotkom zahvac¢enog materijala od 30 do 80%.
U patohistoloSkom nalazu pronaden je adenokarcinom prostate mijeSanog tipa,
acinarnog i duktalnog u omjeru 70:30, Gleason zbroja 7(4+3). Tercijarni gradus 5 bio
je prisutan u 10% tumorskog tkiva.
Prema pTNM-u tumor bio je klasificiran kao pT3aNOMX. Prisutna su sljedeca
negativna patohistoloSka obiljezja: zariSta ekstraprostaticnog Sirenja i pozitivni
resekcijski rub posterolateralno desno te opsezna perineuralna invazija.
Vrijednost PSA nakon Cetiri mjeseca pracenja iznosila je 0,00 ng/mL. Zbog
komorbiditeta, ukljuCujuci kroni¢nu opstruktivnu pluénu bolest, bolesnik je pracen.
Vrijednost PSA nakon prve i druge godine pracenja iznosila je 0,10 ng/mL. U
tablicama 26. i 27. nalaze se popisi diferencijalno eksprimiranih proteina parnih

uzoraka tumorskog i zdravog tkiva alfa G11 ispitanika.

Tablica 26. Popis diferencijalno eksprimiranih proteina pronadenih u uzorku
tumorskog tkiva prostate alfa G11 ispitanika, kvantitativno analiziranih

racunalnim programom PDQuest i kvalitativho spektrometrijom masa.

Oznaka  MALDI Ime proteina Identifikacijski Mr pl
na gelu broj proteina (kDa)
1 D7 calumenin CALU 37,0 4.47
2 A4 laminin-binding protein RPSA 31,7 4.84
3 A3 unnamed protein product - Cc1QBP 30,8 4.74
SF2p32
4 A16 heme-binding protein 2 HEBP2 22,8 4.58
5 A19 proapolipoprotein, partial = APOA1 28,9 5.45
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10

11

12

13

14

15

16

17

A17

B9

C6

Cc7

C5

C22

C21

C20

D4

D3

D2

C23

rho GDP-dissociation inhibitor 2 ' ARHGDIB
coactosin-like protein & COTL1
haptoglobin Hp2 HP
Nm23 protein & NME1
fatty acid-binding protein FABP3
annexin A7 isoform 1 ANXA7
alpha-enolase isoform 1 ENO1
elongation factor Tu TUFM
alcohol dehydrogenase [NADP(+)] = AKR1A1
unnamed protein product - N- ! NANS
acetylneuraminate synthase like

hnRNP-E1 = PCBP1
annexin A1 ANXA1

22,9
15,9
41,7
20,3
14,7
50,2
471
49,5
36,5
40,2
37,5

38,6

5.10

5.54

6.23

7.07

7.00

6.25

7.01

7.70

6.32

6.29

6.66

6.57

Tablica 27. Popis diferencijalno eksprimiranih proteina pronadenih u uzorku

zdravog

tkiva prostate alfa G11

ispitanika,

kvantitativno analiziranih

racunalnim programom PDQuest i kvalitativho spektrometrijom masa.

Oznaka MALDI Ime proteina Identifikacijski Mr pl

na gelu broj proteina  (kDa)

18 A14 smooth muscle/nonmuscle myosin light = MYLK 33,4 4.54
chain kinase

18,19 A14,A15 dermatopontin DPT 24,0 4.70

20 A8 unnamed protein product - Desmin like DES 27,3 6.09

21 A12 alpha-actin ACTA2 42,0 5.23
POTE ankyrin domain family member = POTEE 121,2 5.83
E

22 A20 unnamed protein product ® ACTG2 41,7 5.31

23 A13 F-actin-capping protein subunit beta CAPZB 30,6 5.69
isoform 1

24 A19 Chain A, Atpase Domain Of Human HSPA1A 41,8 6.69
Heat Shock 70kda Protein 1
unnamed protein product - Hsp 70 kDa HSPAS 67,9 5.32

25 c17 glyceraldehyde-3-phosphate ' GAPDH 36,0 8.26
dehydrogenase

26,28 C10,C12 smooth muscle protein = TAGLN 22,4 8.56

27 C11 Homo sapiens p20 protein & HSPB6 16,8 5.95
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29 C15 alpha-crystallin B chain ' CRYAB 201 6.76

30 C13 Chain I, The Refined 2.4 Angstroms X- ! CSTB 11,1 8.01
Ray Crystal Structure Of Recombinant
Human Stefin B In Complex With The
Cysteine Proteinase Papain: A Novel
Type Of Proteinase Inhibitor Interaction

31 C14 unnamed protein product - hemoglobin £ HBB 15,9 7.12
like protein

Na slikama 42. i 43. nalaze se razlikovni prikazi interaktoma proteoma uzorka
tumorskog tkiva i uzorka zdravog tkiva ispitanika alfa G11. Na slici 44. nalazi se

prikaz interaktoma uzoraka tumorskog i zdravog tkiva ispitanika alfa G11.
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Slika 42. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzorka tumorskog tkiva
ispitanika alfa G11. Proteini su oznac€eni imenima iz STRING baze koja se
nalaze u tablici 26. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka
NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.
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Slika 43. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzorka zdravog tkiva
ispitanika alfa G11. Proteini su ozna€eni imenima iz STRING baze koja se

nalaze u tablici 27. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka
NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.

POTEE HSPA1A
o ;
P N
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e S’ s =
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Slika 44. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzoraka tumorskog i zdravog
tkiva ispitanika alfa G11. Proteini su ozna€¢eni imenima iz STRING baze koja se
nalaze u tablici 26. i 27. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka
NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.

5.5.12. Individualni prikaz alfa G12 ispitanika i njegovih proteomskih profila

uzoraka tumorskog i zdravog tkiva

Kod alfa G12 ispitanika radikalna prostatektomija ucinjena je u 41. godini
zivota. Najveca prijeterapijska vrijednost PSA iznosila je 11,30 ng/mL. Klini¢ki je
ispitanik bio klasificiran kao cT1NOMO.

U biopsiji je naden adenokarcinom prostate Gleason zbroja 7 (3+4). U lijevom reznju

prostate tumor nije pronaden niti u jednom od Sest pregledanih cilindara. U desnom
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reznju prostate tumor je pronaden u tri od Sest pregledanih cilindara s postotkom
zahvacanja biopti¢kog materijala od 5 do 20%.

U patohistoloSkom nalazu pronaden je adenokarcinom prostate Gleason zbroja 7
(4+3). Prema pTNM-u tumor Klasificiran je kao pT2cNOMX. Od negativnih
patohistoloskih obiljeZja bila je prisutna samo ZariSna perineuralna invazija.

Nakon radikalne prostatektomije ispitanik je pracen dvije godine. Vrijednost PSA
nakon Cetiri mjeseca pracenja iznosila je 0,00 ng/mL te se nije mijenjala sve do kraja.
U tablicama 28. i 29. nalaze se popisi diferencijalno eksprimiranih proteina parnih

uzoraka tumorskog i zdravog tkiva alfa G12 ispitanika.

Tablica 28. Popis diferencijalno eksprimiranih proteina pronadenih u uzorku
tumorskog tkiva prostate alfa G12 ispitanika, kvantitativno analiziranih

racunalnim programom PDQuest i kvalitativho spektrometrijom masa.

Oznaka  MALDI Ime proteina Identifikacijski Mr pl
na gelu broj proteina  (kDa)
1 F3 80K-H protein ' PRKCSH 59,2 4.34
2,14 F4,F23 GRP78 precursor, partial HSPA 5 72,0 5.03
3 F6 calumenin ~ CALU 37,0 4.47
4 F5 vimentin VIM 53,6 5.03
5 F7 unnamed protein product - SF2p32 C1QBP 30,8 4.74
6 F8 heme-binding protein 2 HEBP2 22,8 4.58
7 F9 myosin regulatory light polypeptide 9 MYL9 19,8 4.80
isoform a
8 F17 N(G),N(G)-dimethylarginine DDAH1 31,1 5.53
dimethylaminohydrolase 1 isoform 1
8 F17 L-lactate dehydrogenase B chain LDHB 36,6 5.71
9 F18 alpha-tubulin TUBA1B 50,1 4.94
10 F19 G protein beta subunit GNB2 37,3 5.75
10,11 F19,F20 capping protein alpha, partial CAPZA 2 32,7 5.58
11 F20 unnamed protein product CAPZA1 32,8 5.44
gamma-actin, partial ACTG1 25,8 5.65
12 F15 heme-binding protein 1 & HEBP1 21,0 5.71
13 F22 serine/threonine-protein phosphatase PPP1CB 371 5.84

PP1-beta catalytic subunit isoform 1
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14
15
16
17
18

19

20

21
22
22

23

24
25,28
26
27
28
29
30
31
32

33

F23
F21
G8
G9
G10

G11

F13

F14
F24
F24

G1

G3
G4,G7
G5

G6

G7
G12
G14
G15

G16

G17

carbonyl reductase [NADPH] 3
endoplasmic  reticulum resident
protein 29 isoform 1 precursor
enoyl-CoA hydratase

heat shock protein 27

Myosin  heavy chain (MHY11)

(3'partial)
thioredoxin-dependent peroxide
reductase, mitochondrial isoform a
precursor

Chain A, Structure And Dynamics Of
The Human Granulocyte Colony-
Stimulating Factor Determined By
Nmr Spectroscopy. Loop Mobility In
A Four-Helix-Bundle Protein
ubiquitin-conjugating enzyme E2 N

unnamed protein product - N-
acetylneuraminate synthase like
alcohol dehydrogenase [NADP(+)]

sialic acid synthase

fructose-1,6-bisphosphatase
annexin A1

prostate specific antigen precursor,
partial

heat shock cognate 71 kDa protein
isoform 1

Chain A, Atpase Domain Of Human
Heat Shock 70kda Protein 1
S-formylglutathione hydrolase

actin-related protein 2/3 complex
subunit 5-like protein
smooth muscle protein

Chain A, Cyclophilin A Complexed
With Dipeptide Gly-Pro

cysteine and glycine-rich protein 1
isoform 1

neuropolypeptide h3

chaperonin 10-related protein
histone cluster 2, H3, pseudogene 2
ATP synthase, H+ transporting,
mitochondrial FO complex, subunit G

CBR3
ERP29
ECHS1
= HSPB1
MYH11

PRDX3

' CSF3

UBE2N
' NANS

AKR1A1
' NANS

FBP1
ANXA1

KLK3

= HSPA8
HSPA1A
ESD
ARPC5L
TAGLN
PPIA
CSRP1
PEBP1

& HSPE1

HIST2H3A
ATPS5L

30,8
28,9
31,3
22,3
13,0

27,6

19,1

17,1
40,2
36,5
40,2

36,8
38,6

28,2
70,8
41,8
31,4
16,9
22,4
17,8
20,9
20,5
10,2

15,4
11,3

5.82

6.77

8.34

7.83

5.06

7.67

5.43

6.13

6.29

6.32

6.29

6.54
6.57

7.70
5.37
6.69
6.54
6.15
8.56
7.82
7.42
8.90
8.98

11.27
9.65
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Tablica 29. Popis diferencijalno eksprimiranih proteina pronadenih u uzorku

zdravog

tkiva prostate alfa G12

ispitanika,

kvantitativho analiziranih

racunalnim programom PDQuest i kvalitativho spektrometrijom masa.

Oznaka MAL Ime proteina Identifikacijski Mr pl

na gelu DI broj proteina  (kDa)

34 D16 tropomyosin beta chain isoform 2 TPM2 32,9 4.63

35 D13 desmin DES 53,4 5.21

36 D14 unnamed protein product - Hsp 70kDa HSPAS8 45,3 5.50
like

37 D15 unnamed protein product - Hsp 70kDa HSPA1A/1B 63,8 5.39
like

38 E7 unnamed protein product - Desmin like DES 27,3 6.09

39,41 E2, unnamed protein product - nt binding # ACTG2 41,7 5.31

E16 domain of sugar kinase, actin similar

40 E3 alpha-actin 2 ACTA2 42,0 5.23
actin, alpha, cardiac muscle, isoform ACTC1 30,2 4.88
CRA_c

42 E19 myosin, heavy polypeptide 11, smooth MYH11 145,7 5.84
muscle, isoform CRA _d

43 E22 alpha-enolase isoform 1 ~ ENO1 471 7.01

44 D18 myosin light chain 2 = MYL9 19,8 5.09

45,46 E6,E5 ferritin light subunit, partial FTL 16,3 5.65

47 D23 Chain A, An Engineered Transthyretin TTR 13,7 5.35
Monomer That Is Non-Amyloidogenic -
Unless Partially Denatured

48 E15 unnamed protein product - Cu/Zn & SOD1 15,9 5.70
superoxide dismutase

49,50 E11, smooth muscle protein TAGL 22,4 8.56

E12

51 E8 manganese  superoxide dismutase SOD2 24,7 8.35
(MnSOD)

52 E9 unnamed protein product - SOD2 247 8.66
Iron/manganese superoxide dismutases

53 E4 Chain A, U7ub7 Disulfide Variant = UBC 8 8.69

Na slikama 45. i 46. nalaze se razlikovni prikazi interaktoma proteoma uzorka

tumorskog tkiva i uzorka zdravog tkiva ispitanika alfa G12. Na slici 47. nalazi se

prikaz interaktoma uzoraka tumorskog i zdravog tkiva ispitanika alfa G12.
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Slika 45. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzorka tumorskog tkiva
ispitanika alfa G12. Proteini su oznaceni imenima iz STRING baze koja se

nalaze u tablici 28. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka
NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.
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Slika 46. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzorka zdravog tkiva
ispitanika alfa G12. Proteini su oznac€eni imenima iz STRING baze koja se

nalaze u tablici 29. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka
NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.
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Slika 47. Razlikovni prikaz interaktoma proteoma uzoraka tumorskog i zdravog
tkiva ispitanika alfa G12. Proteini su ozna€eni imenima iz STRING baze koja se

nalaze u tablici 28. i 29. te su povezani s Gl pristupnim brojem baze podataka
NCBInr.

Imena i funkcije svakog proteina su opisani u prilozima.
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6.RASPRAVA

Rak prostate drugo je najceS¢e maligno oboljenje u muskaraca starijih od
pedesete godine ZzZivota. Zbog Cinjenice da je u 2012. godini tumor prostate
dijagnosticiran u viSe od milijun muskaraca u svijetu, proglasen je jednim od

javnozdravstvenih problema 21. stoljeca (17).

JoS se uvijek ne moze razlikovati je li tumor prostate u nekog bolesnika
indolentan ili agresivan. Upravo ta nemoguénost procjene stupnja agresivnosti sve
do toCke evidentne metastatske bolesti (koja je potvrda iste) uzrokuje pretretiranost
velikog broja bolesnika. Taj fenomen proteze se kroz sve faze bolesti, tj. od
postavljanja dijagnoze, preko odabira vrste lijeCenja, samog lije€enja i do njegovog
pracenja. Paralelno, joS uvijek ne postoji ucinkovito lijeCenje metastatskih oblika

bolesti.

Medudjelovanije epitelnih i stromalnih stanica karakteristi¢no je za prostatu te
je temelj njene organogeneze. Sama aktivhost posredovana je androgenim
hormonima. Oba procesa takoder imaju vaznu ulogu u razvoju i progresiji karcinoma

prostate, a androgeni i u samom lijeCenju.

Razlikovanje indolentne od agresivne bolesti dodatno je otezano koriStenjem
PSA kao tumorskog biomarkera. PSA, je enzim "specifiCan za tkivo prostate" koji se
zbog nepostojanja adekvatnog tumorskog biomarkera koristi u otkrivanju bolesnika s

karcinomom prostate, njihovoj stratifikaciji u rizicne skupine te u praceniju.

lako je njegova primjena dovela do revolucije u probiru, desetljeca provodenja istog

pokazala su da primjena PSA u 15% mu$karaca daje lazno pozitivne rezultate.

Kod lokalno ograniCenih karcinoma prostate, prije odabira optimalnog
terapijskog postupka, nuzna je procjena rizika povrata bolesti za svakog bolesnika.
Pritom je predvidanje ishoda od presudne vaznosti za donoSenje odluke o pocetnom
terapijskom postupku i njegovoj nadopuni dodatnim oblicima lijeCenja. 1z prou€avanja
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ponaSanja tumora prostate razvio se Citav niz nomograma i prognostickih skupina s
uporabnom svrhom procjene rizika povrata bolesti. U svakom od tih pomoénih alata
nalazi se vrijednost PSA iz jedne ili viSe ishodiSnih toCaka bolesti te se ovdje, za
razliku od probira, koristi kao stratifikacijski i prognosticki biomarker. | u ovoj ulozi,
jednako kao u probiru, PSA se pokazao nedostatnim. Posljedica toga je postojanje
Sirokog spektra bolesnika u pojedinoj prognostic¢koj skupini. Usprkos cijelom nizu
nastojanja, detaljnija ras¢lamba, podjela skupina i izrada preciznijih nomograma
zasad nije moguc¢a. Smatra se da ¢e tek uvodenje novih radioloskih metoda ili

molekularnih biomarkera u po€etni skup varijabli poboljSati preciznost ovih alata.

Zakljuéno, usprkos velikoj dobiti nakon uvodenja PSA kao biomarkera karcinoma
prostate, on zbog svoje specificnosti za zdravo tkivo prostate nije u potpunosti
adekvatan dijagnostiCko-probirni, prognostic¢ki i stratifikacijski biomarker ove

zloéudne bolesti.

Kod klasifikacije tumora prostate potrebni su nam novi biomarkeri, koji bi u
svakodnevnom radu omogucili sljedece (Slika 48.):

1. rano otkrivanje tumora prostate, s vecom specifiCcnosti od PSA, s ciliem
smanjenja broja biopsija i brzom rebiopsijom (ponovnom biopsijom) u
bolesnika s negativnim rezultatom pocCetne biopsije;

2. pomoc¢ u otkrivanju bolesnika s tumorom prostate koji zahtijevaju promptni
pocetak lijeCenja;

3. bolje pracenje progresije bolesti u bolesnika za koje se zna da imaju karcinom
prostate;

4. precizniju procjenu rizika i rano otkrivanje bolesnika s povratom bolesti nakon
lijeCenja;

5. bolju procjenu ucinkovitosti dodatnih oblika lijeCenja (92).
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Slika 48. Shematski prikaz dijagrama toka dijagnostickih metoda i postupaka
lije€enja, koje danas primjenjujemo kod bolesnika s karcinomom prostate.
Dijelovi dijagrama toka oznaceni zvjezdicama predstavljaju kljuéna mjesta kod
kojih bi se primjenom novih molekularnih biomarkera postigao kvalitetniji
probir i kasnije predvidanje razvoja bolesti. (Preuzeto i prilagodeno iz Gurel i
sur.) (92).

Proteomske analize dovele su do otkri¢a cijelog niza mogucih dijagnostickih
biomarkera Sto dovodi do njihovih sve ucestalijeg koriStenja u rutinskom kliniCkom
lijeCenju. U svrhu povezivanja uzroka s tijekom i lije€Cenjem bolesti, koje bi mogle
ukazivati na patoloSke promjene, primijenjen je proteomski pristup identifikacije i
kvantifikacije proteina uz pomo¢ dvodimenzionalne gel elektroforeze (2-DE) u sprezi
s spektrometrijom masa.

KoriStena je originalna metoda analiza i identifikacije proteoma, tkiva prostate i

tumora prostate, koja je doprinijela iznalazenjem kvalitetnije i bogatije mreze
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biomarkera (55). Primijenjene nove tehnike u izolaciji proteina omogucile su
optimalniju iskoriStenost dobivenog materijala i pojednostavile sam proces izolacije i
kvantifikacije proteina te proces snimanja spektrometrijom masa.

Prema dosadasnjim literaturnim izvorima najveci dio proteina eksprimiranih u

zdravom tkivu prostate nasih ispitanika, navedenih u dijelu 5., navedeni literaturni
izvori povezuju s karcinomom prostate (73-84) dok se rezultati djelomi¢no razlikuju u
nalazenju tumorskih proteina u zdravom tkivu. Nasi rezultati mogu se objasniti na
nacin da analizirana tkiva nisu u potpunosti homogena i da se jedino potpunim
odvajanjem tumorskih i zdravih stanica moze dobiti relevantan razlikovni prikaz, iako
je takav postupak mogué samo u teoriji. Takoder, moguce je da su navedene stanice
,zdravog“ tkiva usle u proces maligne transformacije. Razlog tome je Cinjenica da se
radi o tkivu prostate u kojoj je vec prisutan tumor i moguce je da su stanice tzv.
"zdravog" tkiva ve¢ zadobile mutacije koje vode prema procesu karcinogeneze. U
blizini pojednih zdravih uzoraka u preostalom susjednom tkivu prostate, koje je u
cijelosti preuzeto i patohistoloski analizirano, nadena su podrucja prostatiCne
intraepitelne neoplazije (PIN-a). Danas se smatra da je ova promjena prekusor
karcinoma prostate te se ne moze iskljuciti niti njezin utjeca;.
Sliéni rezultati uoCeni su i za dio proteina eksprimiranih u malignom tkivu, koji se
pripisuju zdravom tkivu. Smatramo da ti proteini sluze kao tumorsupresori i da im je
svrha zastita stanice od gore navedenih procesa. Protein p53 je tumorsupresor i ima
Cesto povecanu ekspresiju upravo u tumorima (93). Pritom se ne smije iskljuciti
¢injenica da su neki od izoliranih proteina onkoproteini. Prema definiciji to su proteini
koji su kodirani viralnim onkogenom. Pritom, onkogen moZze biti svaki gen koiji
pridonosi preobrazaju normalne stanice u tumorsku stanicu u trenutku kada mutira ili
je visoko eksprimiran. Nakon sto se integrira u genom eukariotske stanice, on
sudjeluje u regulaciji ili sintezi proteina koji imaju ulogu u tumorogenom stani¢énom
rastu. U istrazivanje je ukljuCeno 12 ispitanika s parnim uzorcima tumorskog i
zdravog tkiva i tumorima prostate Gleason zbroja 6(3+3) ili 7(3+4 ili 4+3).

Presjekom diferenciranih proteina nacinjena su Cetiri podskupa (navedena u
prilozima):

1.) Proteini prisutni pojedinacno u uzorcima zdravog tkiva od alfa G1 do alfa G12
ispitanika (Tablica 30.);

109



2.) proteini prisutni pojedinacno u uzorcima tumorskog tkiva od alfa G1 do alfa G12
ispitanika (Tablica 31.);

3.) proteini prisutni u viSe uzoraka zdravog tkiva od alfa G1 do alfa G12 ispitanika
(Tablica 32.);

4.) proteini prisutni u viSe uzoraka tumorskog tkiva od alfa G1 do alfa G12 ispitanika
(Tablica 33.).

Dodatno su istrazene protein-protein inetrakcije identificiranih proteina uz
koriStenje programskog alata STRING te je istraZzena povezanost proteina, koji su
pronadeni kao razlikovno eksprimirani, izmedu uzoraka tkiva karcinoma prostate i
zdravog tkiva kod istog ispitanika (55). Za svakog ispitanika kreirana su ftri
interaktoma te je dobiveno 36 razlikovnih prikaza:

1.) proteom tumorskog uzorka od ispitanika alfa G1 do alfa G12 (interakcije proteina
koji su nadproducirani u tumorskom tkivu);

2.) proteom zdravog uzorka od ispitanika alfa G1 do alfa G12 (interakcije proteina
koji su nadproducirani u zdravom tkivu ,tj. podproducirani u tumorskom tkivu);

3.) kombinacija proteoma tumorskog i zdravog uzorka od ispitanika alfa G1 do alfa
G12.

6.1. Klasifikacija proteina identificiranih razlikovnim prikazom tumorskog i

zdravog tkiva

Analizom interaktoma ispitanika alfaG1 izdvajaju se tri skupine potencijalnih
biomarkera: u prvoj skupini nalaze se proteini prisutni kod viSe uzoraka, u drugoj se
pripadnici signalnih puteva aktiviranih kod karcinoma prostate dok je tre¢a skupina
povezana s citoskeletom te modulira motilitet tumorskih stanica. Neki od proteina
Clanovi su svih skupina.

U interaktomu tumorskog uzorka ispitanika alfa G1 nalaze se sljedeci ¢lanovi
podskupa proteina nadeksprimiranih kod viSe tumorskih uzoraka (Tablica 33., Slika
12.): vinkulin (VLC), HLA klase Il antigen tkivne histokompatibilnosti (HLA DRB1),
mikrotubul-aktin ukrizeno-vezuci faktor 1 (MACF1), glioksilaza 1 (GLO1), miozin 8
(MYH8), smotana-uzvojnica domena-sadrzavajuci protein 168 (CCDC168), TPM4-
ALK fuzijski onkoprotein tip 2 (TPM4).
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|z interaktoma vidljiva je aktivnost tri signalna puta vazna za patogenezu
karcinoma prostate. To su PI3K/AKT, MAPK i Wnt signalni put (Slika 12.-14.).
Nadeskpresija vinkulina i TPM4-ALK fuzijskog onkoproteina tip 2, moZe biti vezana
uz aktivnost PISK/AKT signalnog puta koji kontrolira rast, migraciju, diferencijaciju,
prezivljenje stanica i radiorezistenciju (Slika 12.,14.). VLC i TPM4 geni su partneri
anaplasticne limfom kinaze (ALK) te daju fuzijske onkoproteine. Ustanovljeno je da
TPM4-ALK onkoprotein sudjeluje u razvoju upalnih miofibroblasti¢nih tumora (95,
96). ALK je receptor tirozin kinaze koja najéeSce aktivira STAT3, PI3K/AKT i MAPK
put. PI3K/AKT put aktivira ALK fosforilacijom fosfatidilinozitol 3 kinaze (PI3K). Aktivha
PI3K potom generira fosfatidilinozitol 3,4,5-trifosfat (PIP3) na povrSinu membrane.
PIP3 regrutira AKT koja je "glavna" kinaza koja potie cijeli niz nizvodnih reakcija.
Negativni regulator ovog puta je PTEN fosfataza, tumorsupresor koji zauzima

znacajno mjesto u karcinogenezi prostate.

Nadekspresija vinkulina nadena je kod ispitanika alfa G1, alfa G2, alfa G6 i
alfa G7 (Tablica 32., Slika 12.-17., 27.-32.). Direktan suodnos vinkulina i TPM4-ALK
fuzijskog onkoproteina tip 2 naden je kod ispitanika alfa G1 i alfa G2 (Slika 12.-17.).

Vinkulin je adaptorni protein fokalnih adhezija (engl. Focal adhesions) i
adherentnih veza (engl. Adherent junctions), Cije pravilno stvaranje i postojanje je
neophodno za motilitet stanica (97). Fokalne adhezije su visokoorganizirani agregat
molekula koji se sastoji od nakupljenih adhezijskih receptora integrina koji povezuju
unutrasnjost stanice s izvanstani¢nim matriksom ili s drugom stanicom te prenose
signale iz okolisa (98,99,100,101,102). Unutar fokalnih adhezija nalazi se brojni
enzimi i adaptorni proteini, a jedan od njih je i vinkulin (103). Postoji odredeni
raspored vezanja komponenti fokalnih adhezija nakon vezanja integrina na ligande, a
prvi proteini koji se vezu su FAK, talin i paksilin koji potom uzrokuju vezanje i
fosforilaciju ¢lanova obitelji Src. S druge strane vezanje talina pospjeSuje
organizaciju citoskeleta jer se umrezava s vinkulinom i aktinskim citoskeletom.

Nadprodukcija vinkulina i dominantno mjesto u interaktomima ispitanika alfa
G1, alfa G2, alfa G6 i alfa G7 znak je njegove prisutnosti u aktivnom obliku kojim
kontrolira motilitet stanice (Slika 12.-17., 27., 32., 49.) (104). Aktivira se istovremenim

vezanjem talina (liganda koji se veze na glavu) i F-aktina (liganda koji se veZe na
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rep). Vezanje samo jednog liganda nije dovoljno za potpunu aktivaciju (Slika 49.)
(105).
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Slika 49. Struktura aktiviranog vinkulina (A). Diagram kristalne strukture pune

duzine vinkulina (B). Inaktivha konformacija vinkulina odrzava se
ineterakcijama izmedu glave i repa (C). Za prelazak vinkulina iz "nekativno™ u
"aktivno" stanje potrebna je istovremena aktivacija talina i F-aktina (D). Aktivni
vinkulin veze cijeli niz proteina i ponasa se kao njihov nosaé (E). (Preuzeto i

prilagodeno iz Thompson i sur.) (104).

Vinkulin je takoder i mehanoreceptor koji nakon djelovanja sile na normalne i
tumorske stanice sudjeluje u stvaranju unutrasnje sile koja nastaje generiranjem
kontraktilnih snaga stanice preko veze RhoA GTPaze-miozina Il i filamenata aktina
(106,107,108,109). Ulazi u interakciju selektivno i nekovalentno s monomernim ili
multimernim formama aktina, aktinskim filamentima, alfa i beta podjedinicama
katenina, kadherinom i distroglikanom (109). Oblaze vrhove filamenata aktina i sluzi
kao sidriste te na taj nacin poti¢e njihovu polimerizaciju (102,110,111).

Kod ispitanika alfa G1 i alfa G2 te alfa G6 i alfa G7 vidi se veza vinkulina i aktinskog
citoskeleta takoder i iz direktne interakcije s jednom ili viSe izoformi tropomiozina
(Slika 12.-17., 27-32.). Oba proteina spadaju u obitelj sastavnih dijelova aktinskih
flamenata. Tropomiozin alfal dolazi u Ccetiri izoforme (112). lzoforma 1 je

nadeksprimirana u proteomima tumorskih uzoraka ispitanika alfa G1 i alfa G2 (Slika
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12., 15., 30.). lzoforma 1 i 2 nadeksprimirane su u proteomima zdravih uzoraka
ispitanika alfa G1, alfa G2, alfa G6 i alfa G7 (Slika 12., 16., 28., 31.). UoCeno je da
postoji promjena u ekspresiji tropomiozina kod stanica koje se maligno
transformiraju, tj. da se u takvim stanicama znacajno smanjuje sinteza visoko-Mr
izoforma miozina (TPM1, TPM2 i TPM3) S&to je u skladu s dobivenom
nadprodukcijom izoformi TPM1 i TPM2 u proteomu zdravog tkiva navedenih
ispitanika (Slika 12.-17., 27.-32.) (113,114).

Vinkulin je u vezi s miozinom 8 (MYH8) te preko njega s ostalim nadeksprimiranim
¢lanovima obitelji (MYH1, MYH7), preko tropomiozina uklju€ujué¢i TPM4-ALK fuzijski
onkoprotein tip 2 u proteomu tumorskog uzorka ispitanika alfa G1 te preko albumina
u proteomu tumorskog uzorka alfa G7 (Slika 12., 30.) Jo$ bogatija veza vidljiva u
proteomima zdravih uzoraka ispitanika alfa G1, alfa G2, alfa G6 i alfa G7 (Slika 13.,
16., 28., 31.). Miozin spada u obitelj sastavnih dijelova aktinskih filamenata.
Prisutnost tri razliCite obitelji proteina vaznih za citoskelet upuéuje na veé poznatu

¢injenicu o njegovom znacaju u odrzavanju motiliteta tumorskih stanica.

Kod ispitanika alfa G1 odrZzana ekspresija miozina u sprezi s nadekspresijom
adhezijskih molekula takoder bi mogla ukazivati na neagresivnu i stabilnu bolest.
Naime, smatra se da adhezijske molekule sudjeluju u karcinogenezi prostate i preko
dediferencijacije glatkih miSiénih stanica koje se za vrijeme rasta i progresije
karcinoma prostate znac¢ajno mijenjaju i gube ekspresiju miozina (115,116) (Slika
12.-14.). Kod ispitanika alfa G2 i alfa G7 prisutna je obrnuta situcija, $to bi moglo

upucivati na agresivnu bolest (Slika 12.-14., 30.-32.).

Unutar mreze interaktoma proteoma tumorskog uzorka ispitanika alfa G1 i ispitanika
alfa G7 nalazi se i plazminogen (PLG) (Slika 12., 30.). Sastavni je dio urokinaznog
tipa plazminogen aktivator sustava koji je aktivan u sustavu komplementa. Njegovi
¢lanovi sudjeluju u proliferaciji, angiogenezi i motilitetu tumorskih stanica te su nadeni

u serumu bolesnika s agresivnijim oblicima karcinoma prostate (117).

lzvan mreze interaktoma ispitanika alfa G1, iz podskupa nadeksprimiranih
proteina kod viSe ispitanika nadeni su: mikrotubul-aktin ukrizeno-vezuci faktor 1
(MACF1), glioksilaza 1 (GLO1) i smotana-uzvojnica domena-sadrzavajuci protein

168 (CCDC168) (Tablica 33).
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Protein CCDC 168 takoder je nadeksprimiran kod ispitanika alfa G2, alfa G6 i alfa G7
te se nalazi izvan mreza interaktoma proteoma tumorskog uzorka (Tablica 33., Slika
15., 27., 30). Funkcija mu je joS uvijek nepoznata. Glioksilaza 1 (GLO1)
nadeksprimirana je kod ispitanika alfa G1, alfa G2, alfa G6, alfa G7 i alfa G10 te se
takoder nalazi izvan mreza interaktoma (Tablica 33., Slika 12.-14., 15.-17., 27.-29.,
30.-32., 39.-41.). Enzim je izomeraza Cija je primarna bioloSka funkcija detoksifikacija
te je ukljuCena u glioksalatni ciklus. Ona spreCava stani¢no ostecenje uzrokovano
snaznim citotoksi¢nim metabolitima kao Sto su metilgliksal i drugi aldehidi, vezuci ih
na L-glutation (118). Osim detoksifikacije GLO1 je ukljuena i u proces stani¢nog
rasta, a nadeksprimirana je u androgen-senzitivnim LNCap linijjama karcinoma
prostate (119,120). Pracenje ispitanika alfa G1, alfa G6 i alfa G10 ukazuje da nakon
provedenog dodatnog lije€enja ili samo pracenja oni imaju stabilnu i mirnu bolest.
Nadprodukcija GLO1 mogla bi ukazivati da je njihova bolest androgen senzitivna te
da bi u slu€aju kasnijeg porasta vrijednosti PSA, ADT bila uspjeSan oblik lijeCenja
ovih ispitanika (Tablica 5., Slika 12., 14., 27., 29., 39., 41.). Ispitanici alfa G2 i alfa G7
bili su zbog nepovoljnih patohistoloSkih karakteristika odmah dalje lijeceni (Tablica
5.). LijeCenje je uklju€ivalo ADT te nije bilo obiliezeno nastankom androgene

rezistencije.

lzvan mrezZe interaktoma proteoma tumorskog uzorka ispitanika alfa G1 nalazi se i
protein mikrotubul-aktin ukrizeno-vezuci faktor 1 (MACF1) koji sudjeluje u polarizaciji
stanica, tj. u njihovoj migraciji te je sastavni dio Wnt signalnog puta (Slika 12.,14.).
Nadeksprimiran je i kod ispitanika alfa G3, alfa G5 i alfa G7 te se takoder nalazi izvan
mreza interaktoma (Tablica 32., Slika 18., 20., 24., 27., 30., 32.).

MACF1 ulazi u intrekaciju s mrezom aktina i mikrotubula na nacin da istovremeno
veze aktin i "plus" kraj mikrotubula (121,122). Znac&aj dualne funkcije MACF1 lezi u
Cinjenici da mikrotubuli sudjeluju u usmjerenoj migraciji stanica, aktivnoj za vrijeme
razvoja tkiva, kemotakse i cijeljenja rana. Stanice koje migriraju imaju polariziranu
morfologiju s asimetricnom distribucijom signalnih molekula i citoskeleta, ovisno o
smjeru kretanja. Mikrotubuli u ovom procesu sudijeluju u odvajanju stanica od njihove
podloge, okretanju fokalnih adhezija prema smjeru kretanja, odrzavanju stanica i
postizanju njihove orijentacije (123). U odsutnosti MACF1 nastaju nestabilni

mikrotubuli, $to uzrokuje nepolariziranost stanica i odsustvo njihove migracije (123).
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Wnt signalni put ulazi u interakciju s signalnom kaskadom AR te je jedan od
najznacajnijih puteva ukljuenih u razvoj kastracijski rezistentnog karcinoma prostate
(124,125). MACF1 ima ulogu pozitivnog regulatora jer sudjeluje u translokaciji
AXIN1 i njegovog pridruzenog kompleksa (APC/CTNNB1/ GSK 3p) iz citoplazme na
stanicnu membranu (Slika 50.) (126).

p-cat degradation

&
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Slika 50. Shematski prikaz kanonicke Wnt signalne kaskade koja ukljucuje

MACF1 protein. (Preuzeto i prilagodeno iz Chen i sur.) (126).

Smatramo da je nadeksprimiranost MACF1 poslijedica povec¢anog motiliteta i
migracije tumorskih stanica, dok aktivhost Wnt puta moze biti podloga kasnijeg
razvitka kastracijske rezistentne bolesti.

Plektin (PLEC) i kifoskoliozis peptidaza (KY) proteini su vezani uz citoskelet koji su
smjesteni izvan mreze interaktoma proteoma tumorskog uzorka ispitanika alfa G1
(Slika 12., 14.). Izvan mreze nalazi se i 14-3-3 protein teta (YWHAQ), ¢lan obitelji 14-
3-3 proteina, Cija se uloga u progresiji tumora tek otkriva. Ova obitelj potice
interakcije stanica i izvanstani€énog matriksa kod karcinoma prostate te utjeCe na
motilitet stanica i transendotelnu migraciju in vivo. YWHAQ je sastavni dio MAPK
puta koji je zajedno s PISK/AKT signalnim putem dio PTEN karcinogeneze prostate

(Slika 12., 14.). Neumrezen u gore navedeni interaktom je i vezikula-vezani
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membranski protein 5 (VAMPS5) koji daje jo$ jednu potvrdu da se radi o karcinomu
prostate jer sudjeluje u GLUT prometu (Slika 12., 14.).

Unutar proteoma ispitanika alfa G1 postoji joS jedna poveznica s
onkoproteinima, a to je nadekspresija jezgrinog mitotiCkog aparata proteina 1
(NUMA1), supstrata aurora A kinaze. Enzim ima karakteristike onkogena in vivo, a
njena povecana ekspresija povezana je s viSim stupnjevima tumora prostate (Slika
12.,14.).

U mrezama interaktoma zdravih uzoraka ispitanika alfa G1, alfa G2, alfa G6 i
alfa G7 postoji suodnos aneksina A1(ANXA) i plazminogena. U pojedinim
slu€ajevima suodnos je ostvaren preko komponente komplementa C3 (Slika 13., 16.,
28., 31.). Potom se u interaktomima oba proteoma uspostavlja veza plazminogena i
vinkulina preko albumina (Slika 14., 17., 29., 32.). Smatramo da kod ove skupine
ispitanika ANXA ima ulogu tumorsupresora jer je podeksprimiran u tumorskom tkivu.
Poznato je da ANXA smanjuje vijabilnost stanica i ima proapoptoticki ucinak.
Uzrokuje aktivaciju p38 i c-Jun N-terminalne kinaze (engl. c-Jun N-terminal kinases -
JNK) i pomic¢e balans provodenja signala od proliferacije prema apoptozi (127). Kod
ove grupe ispitanika posredno je u vezi s vinkulinom i mreZzom citoskeletnih proteina
te smatramo da je negativni regulator njihove dinamike (Slika 14., 17., 29., 32.). Kod
invazivnih oblika karcinoma prostate nadeksprimiran je, Sto uzrokuje gubitak
adhezijskih molekula za vrieme epitelno/mezenhimalne tranzicije i potiCe
metastaziranje (128). Nadeksprimiran je u proteomu tumorskog tkiva ispitanika alfa
G11i alfa G12 gdje ima ulogu tumorsupresora (Slika 42., 44., 45., 47.).

Smatramo da kod ispitanika alfa G1 i alfa G7 ulogu tumorsupresora ima
centromere protein F (CENPF) (Slika 13., 14., 31., 32.). CENF spada u klju¢ne
regulatore (engl. "Master regulators"”) karcinoma prostate (129,130). To su produkti
gena koji imaju veliki broj ciljeva i razli€ito su eksprimirani u uzorcima tumorskog
tkiva. CENPF je meta FOXM1 (engl. Fokrhead box M1) proteina koji je i sam glavni
regulator karcinoma prostate. Oba proteina imaju zajedniCke ciljeve i sinergijski
pokreéu agresivni karcinom prostate (130). Kod ispitanika alfa G2 i alfa G6
nadeksprimiran je u proteomima tumorskih uzoraka (Tablica 33.). Za konacénu
procjenu nedostaje nam ekspresija FOXM1 i mjesto kolokalizacije oba proteina.
Naime, uoCeno je da poveCana ekspresija oba proteina ili njihova jezgrina

kolokalizacija vezan s loSijom prognozom bolesnika s karcinomom prostate (130).
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Nekonvencionalni miozin-XVIIIB (MY018B) nadeksprimiran je u tumorskom tkivu
ispitanika alfa G2, alfa G5 i G6 (Tablica 33., Slika 15., 24., 27.), te u zdravom tkivu
ispitanika alfa G1, alfa G2, alfa G6 i alfa G7 (Tablica 32., Slika 13., 16., 28., 31.).
MYO18B ima ulogu tumorsupresora, kontrolira rast i progresiju tumora, a njegova
obnovljena ekspresija moze suprimirati neovisan rast pojedinih tumora.

U interaktomu tumorskog uzorka ispitanika alfa G2 nalaze se sljedeci ¢lanovi

podskupa proteina nadeksprimiranih kod viSe tumorskih uzoraka (Tablica 33., Slika
15.): vinkulin (VLC), glioksilaza 1 (GLO1), smotana-uzvojnica domena-sadrzavajudi
protein 168 (CCDC168), TPM4-ALK fuzijski onkoprotein tip 2 (TPM4), centromere
protein F (CENPF), nekonvencionalni miozin-XVIIIB (MY018B) i tropomiozin alfa 1
(TPM1). Svi proteini iz interaktoma zastupljeni su kod vise od jednog tumorskog
uzorka.
U samoj mreZi interaktoma nalaze se VLC, TPM4 i TPM1 (Slika 15.). Smatramo da je
nadekspresija prva dva proteina povezana s aktivhoS¢u PI3K/AKT puta. Geni oba
proteina nakon fuzije s ALK genom daju onkoproteine koji sudjeluju u patogenezi
tumora. Vinkulin je preko TPM1 u vezi s tropomiozinima, jo$ jednom obitelji aktinskih
elemenata. Mreza u interaktomu takoder upucuje na aktivnost citoskeleta i postojanje
poveéanog motiliteta tumorskih stanica ispitanika alfa G2. U prilog agresivnijem
obliku karcinoma prostate govori i prisutnost GLO1 i CENF proteina. Oba proteina,
imaju ulogu u poticanju proliferacije tumorskih stanica karcinoma prostate te se
njihova povec¢ana ekspresija javlja kod agresivnijih oblika. CENF je pritom glavni
regulator karcinogeneze. Uloga CCDC168 proteina je nepoznata, a MYO18B je jedini
tumorsupresor prisutan u interaktomu koji nadeksprimiran suprimira neovisan rast
tumora.

U interaktomu zdravog uzorka alfa G2 centralno mjesto zauzima vinkulin koji
je preko tropomiozina (TPM1 i TPM2) u vezi s MYH8 (Slika 16.). S druge strane
preko albumina i komponente komplementa C3 postoji veza s ANXA1 koji ima ulogu
tumorsupresora. Od ostalih proteina izvdaja se NUMA1 koja je supstrat aurora A
kinaze, enzima s karakteristikama onkogena koji je nadeksprimiran kod zlo¢udnijih
oblika karcinoma prostate. S obzirom na podeksprimiranost u tumorskom uzorku
ispitanika alfa G2 smatramo da u ovom slu€aju ima ulogu tumorsupresora. Takoder,
medu onkoproteine spada i supresije tumorogenosti 5 protein (STP5) koji aktivira
Rab proteine i sudjeluje u organizaciji citoskeleta i tumorogenosti.
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S obzirom na proteine u mrezi i postojanje veéeg podskupa proteina vezanih
za agresivniju formu karcinoma prostate, misljenja smo da ispitanik alfa G2 ima
agresivniji oblik karcinoma prostate, $to je u korelaciji brzim porastom PSA nakon
operativnog zahvata i progresijom bolesti neposredno nakon zavrSetka dodatnog
lijeCenja (salvage RT+ADT) (Tablica 5., Slika 15., 17.).

U interaktomu tumorskog uzorka ispitanika alfa G3 nalaze se sljedeci ¢lanovi

podskupa proteina nadeksprimiranih kod vise tumorskih uzoraka (Tablica 33., Slika
18.): centrosomalni protein od 290 kDa (CEP290), MACF1, MYH8. Svi proteini
nalaze se izvan mreze.
CEP290 i MACF1 su proteini €Cija je nadekspresija povezana s aktivno$¢u Wnt
signalnog puta koji je kod hormonski "naivnog" karcinoma prostate aktivan u
bazalnim progenitorskim stanicama prostate te je odvojen od AR signalizacije.
Medudjelovanje ove dvije signalizacije karakteristiCcno je za kastracijski rezistentni
karcinom prostate. Uloga CEP290 kod karcinoma prostate je nepoznata. Medutim,
poznato je da cilije posreduju u pojacanoj aktivnosti Wnt puta jer se njihova
disfunkcionalnost povezuje s porastom invazivnosti karcinoma prostate (131).
CEP290 je nadeksprimiran i u proteomu tumorskog ispitanika alfa G7 (Slika 30.).
Distonin (DST) je joS jedan od citoskeletnih proteina koji veze intermedijarne
filamente, aktin i mikrotubule. S obzirom da su MACF1, CEP290, DST, MYHS8
nadeksprimirani u proteomu tomorskog uzorka ispitanika alfa G3, smatramo to
posljedicom povecanog motiliteta i migracije tumorskih stanica viSe nego trenutne
aktivnosti Wnt puta kao kod kastracijski rezistentne bolesti. Duze pracenje rasvijetlilo
bi da li je povecCana ekspresija ovih proteina u poCetnom stadiju ukazivala na kasniji
razvoj kastracijski rezistentne bolesti. NUMA1 je u ovom slu€aju nadeksprimirana u
proteomu tomorskog uzorka te ima ulogu tumorpromotora. Transgelin (TAGLN) ima
ulogu tumorsupresora te s obzirom da je nadeksprimiran upucuje da na$ ispitanik
ima rani stadij bolesti. On je takoder aktivan kod kastracijski rezistentnog karcinoma
prostate jer spreCava vezanje koaktivatora na AR i njegovu translokaciju u jezgru.

U interaktomu proteoma zdravog tkiva ispitanika alfa G3 u interaktomu su
proteini aktivni u motilitetu spermatozoa, mitozi i transkripciji (Slika 19.). U
spermatogenezi sudjeluju apolipoprotein A-1 (APOA1) i semenogelin 1 (SEMG1) te
su jedini povezani unutar interaktoma (Slika 19.). SEMG1 oblikuje matriks gela u
kojem se nalaze spermatozoe, a skupa s APOA1, kao dijelom SPAX kompleksa,
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potiCe motilitet spermatozoa i progresivho kretanje sperme. Pri tome APOA1
sudjeluje u metabolizmu kolesterola. Od ¢lanova miozinske obitelji nalazi se miozin 1
(MYH1) koji u zajednickom interaktomu ulazi u mrezu s MYH8 (Slika 19., 20.).
Proteini koji sudjeluju u transkrpiciji su cink prsten protein 141 (ZNF141) i La vezani
protein 7 (LARP7) kao njezini negativni regulatori, koji je koCe.

Antigen Ki 67 (MKI67) neophodan je za odrzavanje proliferacije, a kod ispitanika alfa
G3 je podeksprimiran u tumorskom tkivu. Visa ekspresija MKI67 obi¢no je udruzena
s uznapredovalim i agresivnijim oblicima bolesti. U mitozi je aktivan centrosomalni
protein od 135 kDa (CEP135), koji je protein nosa¢ CEP250, a oba proteina sudjeluju
u koheziji centriola za vrijeme interfaze. Dio kontrolne toCke mitotiCkog vrtena je i
nukloprotein TPR (TPR). Kod ispitanika alfa G3 ima ulogu tumorsupresora jer je
podeskprimiran u tumorskom tkivu. Znacajan je jer njegova terminalna domena
aktivira onkogene kinaze met i raf. Aneksin A2 (ANXAZ2) je joS jedan tumorsupresor
koji je glavni transporter u svojoj obitelji proteina. Sudjeluje u odgovoru na toplinski
stres i metabolizmu kolesterola jednako kao APOA1. Supstrat je za onkokinazu v-Src
te na taj nacin regulira dinamiku aktina pri ¢emu dolazi do reorganizacije aktinskog
citoskeleta i razdvajanja fokalnih adhezija.

U zajedni¢kom interaktomu osim ve¢ opisanih interakcija u mrezu ulaze jo$
proteini CEP290 i CEP135 (Slika 20.). Kod ispitanika alfa G3 provedena je salvage
radioterapija zbog brzog porasta i visoke vrijednosti PSA nakon radikalne
prostatektomije i prisutnih ostalih negativnih patohistoloSkih karakteristika kao Sto su
pozitivan rub, Gleason zbroj 7(3+4). Medutim, snazna aktivnost tumorsupresora i
onkoproteina u zdravom uzorku otvara pitanje smjera u kojem ce iCi bolest, bez
obzira Sto interaktom tumorskog tkiva ne upucuje na agresivniju bolest.

U interaktomu tumorskog uzorka ispitanika alfa G4 nema ¢lanova podskupa
proteina nadeksprimiranih kod vise tumorskih uzoraka (Tablica 33., Slika 21.). Unutar
mreze nalaze se dva ¢lana obitelji miozina (MYH4 i MYHS6) i titin (TTN). Mreza je
posljedica funkcije TTN kao velikog proteina koji ima ulogu serin/treonin protein
kinaze koja sudjeluje u funkcioniranju i odrzavanju balansa mikrofilamenata miSicnih i
glatkih stanica. U ne-miSi¢nim stanicama sudjeluje u mitozi. Kod karcinoma prostate
takoder je nadena poviSena ekspresija ovog proteina. lzvan mreze nalazi se
MYH18B koji ima ulogu tumorsupresora te serin/arginin repetitivnog matriksa protein
2 (SRRM2) koji sudjeluje u pre-mRNA izrezivanju. Nadeskprimiran je i beta lanac
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fibrinogena (FGB) koji je sastavni dio homeostaze. RazliCiti produkti molekula koji
sudjeluju u homeostazi imaju ulogu u adheziji i migraciji stanica te su mitogeni.
Nepostojanje praktiCki niti jednog znacajnijeg predstavnika maligne alteracije
prostate u proteomu tumorskog uzorka ispitanika alfa G4, osim MYH18B kao
univerzalnog tumorsupresora, sugerira nam da se radi o neagresivnoj bolesti, $to se
vidi i iz pracenja (Tablica 5.).

U mrezi interaktoma proteoma zdravog uzorka ispitanika alfa G4 nalaze se

misi¢ni proteini (Slika 22.). To su ¢lanovi obitelji tropomiozina (TPM4), miozina
(MYHS8 i MYH4) te dva velika miSiéna proteina TTN i nebulin (NEB) koji sudjeluju u
odrzavaniju integriteta i funkcije sarkomere. Nadalje, NEB veze se i stabilizira F-aktin.
Od ostalih proteina koji se nalaze izvan mreze, a moduliraju kontrakcije glatkih
misi¢nih stanica te su u interakciji s aktinom i citoskeletom su: kalponin-1 (CNN1),
anikrin-3 (ANK3) i miozin 7B (MYH7B).
CNN1 regulira kontrakcije glatkih miiénih stanica veZuéi se na tanke niti citoskeleta.
ANKS3 je veza membrane s citoskeletom i potreban je za pravilno funkcioniranje
skeletnih misi¢a. Teski lanac MYH7B posjeduje globularnu motornu domenu koja
katalizira ATP hidrolizu te ulazi u interakciju s aktinom. Gliceraldehid-3-fosfat
dehidogrenaza (GAPDH) enzim je glikolize i nitrolizacije koji sudjeluje u transkripciji,
transportu RNA, DNA replikaciji, apoptozi i upali. Stimuliranjem vezanja CHP1 poti¢e
udruzivanje mikrotubula s membranom, organizaciju i sklapanje citoskeleta.
Nadeksprimiran je u proteomu zdravog tkiva ispitanika alfa G11 (Tablica 32., Slika
43.). Protein IGFN1 ima nepoznatu funkciju, MKI67 je pokazatelj proliferacije, a
SEMG1 je dio ejakulata. Nadeksprimirana su dva proteina koji sudjeluju u
transkripciji. To su cink prsten protein 658 koji posreduje u represiji transkripcije
vezuci se na cink transkripcijski regulatorni element. Takoder, sudjeluje i u biogenezi
ribosoma. Heterogeni nuklearni ribonukleoprotein M (HNRNPM) aktivan je u
izrezivanju RNA te potiCe seriju signalnih dogadaja koji vode tirozinskoj fosforilaciji
proteina i indukciji citokina. TAGLN i MYH18B imaju ulogu tumorsupresora. U
zajedni¢kom interaktomu postoji jos i veza HNRNPM i SRRM2 (Slika 23.).

Nekoliko elemenata upucuje da bolesnik alfa G4 ima neagresivni oblik bolesti
Sto se vidi u Gleason zbroju i pokazuje daljnje kroz pracenje: podeksprimiranost

elemenata citoskleta u proteomu tumorskog uzorka, podeksprimiranost clanova
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obitelji proteina miSica koji su u medudjelovanju s istim, podeksprimiranost proteina
koji sudjeluju u transkripciji i prisutnost proteina koji imaju ulogu tumorsupresora.

U interaktomu tumorskog uzorka ispitanika alfa G5 nalaze se sljedeci ¢lanovi

podskupa proteina nadeksprimiranih kod vise tumorskih uzoraka (Tablica 33., Slika
24.): MYH18B i MACF1.
Unutar jedine mreze nalaze se samo predstavnici obitelji miozina: MYH8 i miozin 11
(MYH11) (Slika 24.). LIMCH1 i IGFN1 proteini imaju nepoznatu funkciju. MYCH18B
ima ulogu tumorsupresora, a nadekspresija MACF1 posljedica je povecane
pokretljivosti tumorskih stanica. 1zvan mrezZe interaktoma nalazi se jo$S jedan protein
koji je vezan s pojedinim dijelovima Wnt signalnog puta - kalmodulin 1 (CALM1). On
preko iona kalcija stimulira Citav niz kinaza i fosfataza, ionskih kanala te regulira
ciklus centrosoma.

U interaktomu zdravog uzorka ispitanika alfa G5 nalaze se ve¢ opisani proteini
MYO18B, TPM1 i MKI67. Kao novi pojavljuju se kolagen alfa-5(VI) lanac (COL6AS5)
koji veze stanice i cink prsten protein 266 (ZNF266) koji regulira transkipciju (Slika
25.). U zajedniCkom interaktomu unutar mreze nalaze se samo c¢lanovi obitelji
miozina i tropomiozina (MYH8, MYH 11 i TPM 1) (Slika 25.).

Interaktomi ispitanika alfa G5 oskudni su, s malim brojem proteina. Oni nisu u
medusobnoj interakciji te zbog toga smatramo da ispitanik alfa G5 nema agresivnu
bolest te da je dodatnim lijeCenjem, koje je uklju€ivalo adjuvantnu radioterapiju na
temelju negativnih patohistoloskih karakteristika, pretretiran. Interaktomi bi bili u
korelaciji s Glesonovim zbrojem koji takoder govori u prilog da se radi o indolentnoj
bolesti (Tablica 5., Slika 23.-25.).

U interaktomu tumorskog uzorka ispitanika alfa G6 nalaze se sljedeci ¢lanovi
podskupa proteina nadeksprimiranih kod vise tumorskih uzoraka (Tablica 33., Slika
27.): GLO1, VCL, CCDC168, MYH8, MYO18B, CENF, HLA DRB1 i PLG.

Prisutne su dvije mreze koje upucuju na aktivnost PI3K/AKT signalnog puta. Jednu
¢ini ve¢ u viSe navrata objasnjena veza proteina VLC i PLG preko albumina. U drugoj
mrezi nalaze se heat shock protein 90 kDa beta ¢lan 1 (HSP90B1), 78 kDa glukoza-
regulirani protein (GRP78/HSPA5) i heat shock protein 60 kDa 1 (HSPD1). HSP90B1
je molekularni pratioc koji s GRP78, ¢lanom Hsp70 obitelji proteina, &ini Hsp70-
Hsp90 kompleks pratioca koji je neophodan za sklapanje i konformalnu regulaciju
steroidnih receptora te mnogih drugih proteina. Oba proteina sudjeluju u
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endoplazmatski retikulum povezanoj degradaciji. Pritom HSPAS nepoznatim
mehanizmom aktivira PI3K/AKT signalni put. Nadekspresija Hsp70-Hsp90
kompleksa je povezana s promijenjenom ekspresijom njegovih klijenata i
posljedicnom aktivacijom AKT. LoSiji ishod bolesnika s karcinomom prostate vezZe se
s poremec¢enom ekspresijom HSPA5, AR i AKT, a kemo i radiorezistencija s
nadekspresijom HSP90B1. HSPD1 ima ulogu u regulaciji proteina u mitohondrijima
te ga izlu€uju tumorske stanice preko eksosoma koji sudjeluju u progresiji tumora i
mitohondrijskoj apoptozi.

Prisutnost ve¢ gore opisanih onkoproteina, kao sto je MYH18B, koji ima ulogu
tumorsupresora, NUMA1 tumorpromotora, CENF glavnog regulatora karcinogeneze
prostate upuéuje na agresivniji oblik bolesti, $to je u korelaciji s Gleasonovim zbrojem
i zastupljenoS¢u tercijarnog gradusa 5 u 10% tumorskog tkiva. Kod ispitanika je
provedeno dodatno lije€enje (na temelju negativnih patohistoloskih obiljeZja) a daljnje
pracenje dati ¢e odgovor na to je li bolesnik mozda ipak bio kandidat i za primjenu
ADT. Od ostalih proteina izvan mreze nadeni su: eukariotski translacije inicijacijski
faktor 5B (EIF5B) koji zapoc€inje translaciju, potom podjedinica 2 proteasom aktivator
kompleksa (PSME2), koja je dio imunoproteasomskog kompleksa koja ucinkovito
procesira antigene te kloridnog intracelularnog kanala 1 protein (CLIC1) koji formira
kanale kloridnih iona i sudjeluje u regulaciji stani€nog ciklusa. Takoder,
nadeksprimirana su dva ¢lana Golgin podobitelji. Golgin podobitelji ¢lan 1 (GOLGB1)
koji sudjeluje u nastanku ukrizenih mostova Golgijeva kompleksa, a Golgin A ¢lan 4
podobitelji (GOLGA 4) preko interakcije s MACF1 ima ulogu u isporuci transportnih
vezikula iz trans-Golgi mreze. Receptor retinoi¢ne kiseline RXR-beta (RXRB) regulira
ekspresiju gena.

Znacajniji onkoprotein je prohibitin (PHB), neophodan za aktivaciju Raf 1, proto-
onkogen serin/treonin protein kinaze, sastavnog dijela ERK1/2 puta. Sudjeluje u
adheziji stanica i njihovoj migraciji na nacin da ih €ini visoko invazivnima. Kofaktor je
AR i njegov tumorsupresor. Podeksprimiranost PHB uzrokuje rast tumorskih stanica
karcinoma prostate u kastracijskim uvjetima. Smatramo da kod naseg ispitanika u
ovom slucaju djeluje protektivno, upucujuci na povecCanu agresivnost tumora, te
Stite¢i od pojave kastracijski rezistentne bolesti. To objaSnjava zasto je kod ispitanika

alfa G6 bolest stabilna samo primjenom radioterapije.
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U interaktomu zdravog uzorka ispitanika alfa G6 nalazi se vec¢ opisana mreza
s centralnim mjestom vinkulina koji je s jedne strane snaznim interakcijama povezan
s obitelji tropomiozina (TPM1 i TPM2) i miozina (MYH8) i aktina (ACTA2) (Slika 28.).
S druge strane, preko ALB i C3 ostvaruje vezu s tumorsupresorom ANXA1. Izvan
mrezZe nalazi se vec¢ opisani onkoprotein MYO18B koji ima ulogu tumorsupresora i
tumorpromotor NUMA1. Od ostalih proteina koji sudjeluju u karcinogenezi prostate,
CENF je nadeksprimiran u zdravom tkivu i jedan je od glavnih regulatora karcinoma
prostate dok je MKI67 Cimbenik proliferacije. ZNF569 sudjeluje u regulaciji
transkripcije, GOLGA4 u transportu u Golgijima, a proteini CCDC168,
ENSG00000223931 i FAM184B imaju nepoznatu funkciju. Karbonska anhidraza 1
(CA1) sudjeluje u migraciji i proliferaciji stanica. Osim ve¢ spomenutih proteina koiji
spadaju u citoskeletne, u proteomu se nalazi joS i ST5, koji sudjeluje u njegovoj
organizaciji, i pericentrin (PCNT), koji uspostavlja mrezu mikrotubula za vrijeme
stani¢ne diobe. Izvan mreze smjesteni sui DOC9 i DTNA.

U zajedni¢kom interatomu ispitanika alfa G6 mreza se dodatno proSiruje te se
na jednom Kkraju vinkulin spaja preko aktina s kompleksom Hsp70-Hsp90
molekularnih pratioca, a sa druge strane preko plazminogena sa ANXA1 (Slika 29.).
Nadekspresija Hsp79-Hsp90 kompleksa, veza s citoskeletnim proteinima koji
moduliraju pokretljivost stanice te s proteinom ANXA1 ukazuju na stabilnu agresivnu
bolest Sto je u korelaciji s pracenjem bolesnika.

U interaktomu tumorskog uzorka ispitanika alfa G7 nalaze se sljedeci ¢lanovi
podskupa proteina nadeksprimiranih kod vise tumorskih uzoraka (Tablica 33., Slika
30.): VLC, TPM1, CCDC168, MACF1, GLO1, MYH8 i CEP290.
Unutar mreze interaktoma nalazi se, ve¢ u viSe navrata opisana, veza vinkulina s
obitelji tropomiozina (TPM1) i miozina (MYHB8) (Slika 30.). Od ostalih proteina vaznih
za motilitet i pokretljivost tumorskih stanica izvan mreze interaktoma prisutan je
MACF1. On je negativni regulator Wnt signalnog puta jednako kao i CEP290. GLO1
je vazna u detoksifikaciji stanice, protein CCDC168 ima nepoznatu funkciju, a
proteini iz obitelji cink prstenastih proteina (ZNF600 i ZNF268) sudjeluju u regulaciji
transkripcije. Unutar odvojenog dijela mreze interaktoma nalaze se jos i hemoglobin
alfa2 (HBA2) i hemoglobin beta (HBB) koji sudjeluju u transportu kisika (Slika 30.).

U interaktomu proteoma zdravog uzorka ispitanika alfa G7 nalazi se mreza s

centralnim mjestom vinkulina koji je potom vezan s ANXA1 kao tumorsupresorom i
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citoskeletnim proteinima (ACTA2, TPM1, TPM2 i MYHS8) (Slika 31.). Nadeksprimirani
su NUMA1 i CENF koji osim svojih uloga tumorsupresora ili promotora sudjeluju u
stanicnoj diobi. NUMA1 se u ranoj mitozi seli u centrosome te organizira diobeno
vrteno. CENF se takoder poCetkom stani¢nog ciklusa seli iz citoplazme te ima ulogu
u funkcioniranju kinetohore i segregaciji kromosoma. Nadeksprimiran je i PCNT koji
takoder sudjeluje u stani€nom ciklusu jer spreCava prerano razdvajanje centrosoma
za vrijeme interfaze. Pritom PCNT i STS imaju ulogu u organizaciji mikrotubula. CA1
sudjeluje u proliferaciji stanica. Uloga ZNF569, GOLGA4, DOC9 i DTNA ve¢ je
opisana, a CCDC168, ENSG00000223931 i FAM184B imaju nepoznatu funkciju.
Zbog svoje uloge u stvaranju centriola umrezavaju se jo$ dodatno CEP290 i PCNT.
Ispitanik alfa G7 ima pozitivan limfni ¢vor zbog €ega je bio kandidat za primjenu
salvage radioterapije i ADT. U interaktomu tumorskog uzorka vidi se situacija sli¢na
interaktomu ispitanika alfa G2, a to je da je prisutan mali broj proteina, od kojeg je
vecdina aktivha u malignoj transformaciji prostate. Pritom su nadeksprimirani kod vise
tumorskih uzoraka i nisu umrezeni. Smatramo da ispitanik alfa G7 ima agresivnu
bolest Sto je u korelaciji s njegovim Gleasonovim zbrojem i pTNM-om. Takoder,
smatramo da je bolest stabilna Sto se slaze s dobrim odgovorom na primijenjeno
lijeCenje. Razlog tomu mozda lezi u cinjenici da su u proteomu zdravog tkiva
nadeksprimirani tumorsupresori koji na neki nacin drze pod kontrolom pokretljivost
tumorskih stanica, a samim time i agresivnost bolesti.

U interaktomu tumorskog uzorka ispitanika alfa G8 samo je jedan protein,
kiseli leucin-bogati jezgreni fosfoprotein 32A (ANP32A), nadeksprimiran kod vise
tumorskih uzoraka (Tablica 33., Slika 33.). Niti jedan protein nije u mrezi.

ANP32A clan je istoimene obitelji koja je regulatorna toCka cijelog niza stani¢nih
procesa, s jo$ nedefiniranom ulogom (132,133,134). Clanovi ANP32A obitelji djeluju
kao "dvosijekli mac" u progresiji tumora, tj. mogu biti tumorsupresori ili promotori
(132,133,134).

Uloge ostvaruje posredno djelujuci preko onkoproteina te na neki nacin pojaCava
njihove konacne funkcije. Medudjelujuéi s onkoproteinom SET, kao dio INHAT
kompleksa, vrsi transkripcijsku represiju i potiCe put apoptoze koji je neovisan o
kaspazama (135). Nadeskpresija ANP32A i SET nadena je joS u proteomu
tumorskog uzorka ispitanika alfa G10 (Tablica 33., Slika 39). Vezuéi se s
onkoproteinom protimozinom i Hsp70, potic¢e unutarnji put apoptoze (136). Kod
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karcinoma prostate podeksprimiran ANPA32A vezan je uz nadeksprimirani
onkoprotein miR-21 (engl. MicroRNA-21) koji potiCe transkripciju posredovanu AR i
na taj nacin proliferaciju, prezivljavanje, migraciju i agresivnost karcinoma prostate
(137). lzvan mreze interaktoma nalazi se peroksiredoksin-1 (PRDX1), polimeraza | i
transkripcijski oslobadajuéi faktor (PTRF), protein-L-izoaspartat (D-aspartat) O-
metiltransferaza (PCMT1) i malat dehidrogenaza 1 (MDH1) (Slika 33.). PRDX1 je
antioksidativni enzim koji se veZze s TLR4/MD-2/CD14 kompleksom §to inducira
aktivaciju jezgrenog faktora NF-kB i sekreciju citokina iz stanica tumora. Aktivacija
TLR4 receptora vezana je s upalom i korelira s rizikom za progresiju karcinoma
prostate. Aktivacija NF-kB uzrokuje transkripciju HIF-1a (engl. Hypoxia-inducible
Factor 1a), a posljedi¢no i aktivaciju VEGF-a (engl. Vascular Endothelial Growth
Factor 1-a) $to uzrokuje stvaranja krvnih Zila u tumoru (138,139). PRDX1 se mozZe
smatrati onkoproteinom jer potiCe proliferaciju endotelnih stanica, migraciju i
diferencijaciju stvarajuci vezu izmedu kroni¢ne upale i karcinogeneze prostate.

MDH1 katalizira reverzibilnu oksidaciju malata u oksalacetat te kao metaboliCki
enzim regulira aktivnost tumorsupresora p53 i apoptozu ovisnu o njemu. Ovaj enzim
ulazi u interakciju s HSP90. MDH1 ima ulogu u popravku ili degradaciji ostecenih
proteina te je negativni regulator tumorsupresora p53 (140). Odrzava i funkcionalnu
stabilnost Bcl-xL antiapoptotickog proteina (141). PTRF ima ulogu u nastanku
kaveola i regulaciji transkripcije. Kod ispitanika alfa G8 ima protektivni ucinak, jer je
utvrdeno da njegova nadprodukcija kod karcinoma prostate smanjuje njegov
agresivni potencijal.

U interaktomu proteoma zdravog tkiva ispitanika alfa G8 nalaze se: karbonska
anhidraza Ill (CA3), TAGLN, proteasom podjedinica beta tip-3 (PSMB3) i fosfohistidin
fosfataza 1 (PHPT1) (Slika 34.).

CA3 spada u istoimenu obitelj koja reverzibilno hidrira karbon dioksid te proizvodi
bikarbonatne i vodikove ione potrebne za odrzavanje pH homeostaze. Danas se
smatra da promjene vrijednosti pH posreduju u nastanku rezistencije na
kemoterapeutike. TAGLN se veze na F-aktin i vazan je za kontraktilnost stanice.
Inhibira metaloproteinazu 9 (MMG) koja sudjeluje u epitelno-mezenhimalnoj tranziciji,
procesu od iznimne vaznost za karcinom prostate (142). Smatra se da je onkoprotein
koji ima ulogu tumorsupresora (Tablica 32.). U vecini linija tumorskih stanica
karcinoma prostate osim u DU145 metastatskoj liniji TGLN je podproduciran zbog
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Cega bi se mogao koristiti kao rani biomarker transformacije normalnih u tumorske
stanice (143). PSMB3 je dio proteasomalnog kompleksa proteina koji degradira
oSteCene ili nezeljene proteine proteolizom. PHPT1 katalizira reverzibilnu
defosforilaciju histidinskih rezidua na proteinima te sudjeluje u reorganizaciji
citoskeleta te takoder negativno regulira CD4 T limfocite.

U zajedni¢kom interaktomu takoder nema mreze nadeksprimiranih proteina
(Slika 35.). Kod ispitanika alfa G8 vidi se izrazita alteracija metabolickih puteva, sto je
ve¢ uoCeno kod karcinoma prostate. Ove promjene smatraju se podlogom za
nastanak rezistencije $to bi moglo objasniti polaganu progresiju bolesti koja se javila
kod ovog ispitanika nakon dvije godine. Prema interkatomima bolesnika alfa G8
smatramo da ima srednje agresivnu bolest $to je korelaciji s Gleasonovim zbrojem 7
(4+3). Razlog tome je prisutna nadprodukcija tri tumorsupresora (ANP32A, PTRF i
TGLN), dvaju negativnih regulatora p53 (PCMT1 i MDH1) i proteina PRDX1 Koji
potiCe migraciju endotelnih stanica i angiogenezu.

U interaktomu tumorskog uzorka ispitanika alfa G9 nalaze se sljedeci ¢lanovi
podskupa proteina nadeksprimiranih kod vise tumorskih uzoraka (Tablica 33., Slika
36.): elongacijski faktor Tu (TUFM) i kalikrein-vezana peptidaza 3 (PSA,KLK3).

KLK3 ili PSA je enzim koiji hidrolizira SEMG 1 i jedini je za sada koristeni biomarker
karcinoma prostate. TUFM je graden od tri domene, | i Il su fiksirane domene, a lll
domena rotira se iz GDP u GTP stanje (mt-EFTu GDP vrs. mt-EFTu GTP stanje)
(144). Protein sudjeluje u elongaciji peptida te posreduje vezanje aminoacil-tRNA na
ribosome (145). Skupa s NLR proteinom potiCe autofagiju i smanjenje proizvodnje
upalnih citokina (146). Unutar interaktoma i izvan mreze nalaze se sljedeci proteini:
glutation S-transferaza teta 2 (GSTT2), ketimin reduktaze mu-kristalin (CRYM),
arginaza-2 (ARG2), prostanglandin E sintaza 3 (PTGES3), superoksid dismutaza 1 i
2 (SOD1 i SOD2), karboksimetilenbutenolidaza homolog (CMBL), albumin (ALB),
apoptoza-inducirajuc¢i faktor 2 (AIFM2), prostaticna kisela fosfataza (ACPP) i
ENSG00000228325 protein koji ima nepoznatu funkciju (Slika 36.). Nadeksprimiran
je Citav niz enzima. U obrani stanice od slobodnih radikala sudjeluju SOD1 i SOD2.
SOD 2 je glavni antioksidant, medutim, kod tumorskih stanica za vrieme maligne
transformacije, moze se dogoditi SOD preokret, te SOD1 postaje glavni enzim. Zatim
imamo dva proteina koji imaju ulogu tumorsupresora, AIFM2 i ARG2. AIFM2 je

oksidoreduktaza koja sudjeluje u apoptozi preko kontrole homeostaze mitohondrija i
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posreduju¢i u pS53/TP53 apoptotiCkom odgovoru te zbog toga ima ulogu
tumorsupresora. Smatra se da ima dualnu ulogu kod karcinoma prostate. Kod
agresivnijih oblika je nadeksprimirana, a apoptozu poti€e tek kad se u potpunosti
aktivira glikolizni metabolizam, a potom postaje tumorpromotor. ARG2 je konacni
enzim ciklusa uree, a njena aktivnost je vezana uz proizvodnju poliamina, vaznih za
rast i razvoj karcinoma prostate. Nadeksprimirana je u AR ovisnim linijjama, s
tedencijom smanjenja iste, s progresijom bolesti i porastom Gleasonovog zbroja, Sto
je posljedica aktiviranja alternativnih pravaca prizvodnje poliamina. GSST2 katalizira
konjugaciju reduciranog glutationa dok je CMBL cistein hidrolaza.

ACPP je enzim koji proizvodi prostata i koji je prije imao mjesto na kojem se danas
nalazi PSA. To je nespecificna tirozin i lipid fosfataza poveéana kod prisutnosti
koStanih sekundarizama. Ostala su jo§ dva enzima koji imaju ulogu onkoproteina.
CRYM je enzim koji katalizira redukciju imin veza. Nadeksprimiran je u AR ovisnim
linijama karcinoma prostate i tumorskom tkivu te je posljedi¢no podeksprimiran kod
terapije antiandrogenima i kastracijski rezistentne bolesti. PTGES3 ili koSaperon p23
je jos jedan od onkoproteina koiji je dio Hsp90 multiproteinskog kompleksa pratioca te
su oba proteina kofaktori i pratioci AR. PotiCu aktivnost AR u citoplazmi i jezgri.
Nadregulirani su i na taj naCin odrzavaju bazalnu vrijednost AR za vrijeme niske
razine hormona (primjena ADT). Zbog toga karcinom prostate postaje rezistentan.

U interaktomu proteoma zdravog tkiva ispitanika alfa G9 nalazi se samo
jedan protein koji je nadeksprimiran u viSe uzoraka. To je eukariotski translacije
inicijacijski faktor 5A-1 (EIF5A) (Tablica 32., Slika 37.).

EIF5A sudjeluje u elongaciji proteina, organizaciji citoskeleta i tumorsupresor je kao
regulator p53/TP53 ovisne apoptoze i apoptoze posredovane TNFa. Nadeksprimiran
je u proteomu tumorskog uzorka ispitanika alfa G10 (Slika 39.). Ostali proteini koji se
pojavljuju u interaktomu, a nalaze se izvan mreze su: TGLN, ANP32 A, kromoboks
protein homolog 3 (CBX3), Rho GDP-disocijacijski inhibitor 2 (ARHDGIB) i
hemoglobin beta (HBB) (Slika 37.).

ARHDGIB regulira GDP/GTP izmjenu Rho proteina koji imaju ulogu u organizaciji
citoskeleta i invaziji tumorskih stanica (147,148). Nadeksprimiran je takoder u
proteomu zdravog uzorka kod ispitanika alfa G10 (Slika 39.) Aktivhost ARHDGIB
posredovana je PI3K/AKT signalnim putem te je tumorsupresor kod tumora
mokrac¢nog mjehura, dojke i zeluca (149,150,151,152). CBX3 sudjeluje u formiranju
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kinetohore, a njegova nadekspresija kod karcinoma prostate korelira s MIK67. U
skupini bolesnika s Gleasonovim zbrojem 7 njegova ekspresija bolje korelira s
biokemijskim relapsom i od samog zbroja. Smatramo da ispitanik alfa G9 ima srednje
agresivnu bolest sto je u skladu s jednim prisutnim negativnim pokazateljem,
Gleasonovim zbrojem 7 (4+3). Iz zajednickog interaktoma vidljiva je aktivnost Citavog
niza tumorsupresora: AIFM, ARG2, EIF5A, TNGL, ANP32A, ARHGDIB, CRYM i p23
(Slika 38.). Pritome posljednja dva upucuju da se radi o tkivu prostate jer su izravno
vezani za funkcioniranje AR. Osim metaboliCki alteracija nadeksprimirani su i enzimi
koji sudjeluju u obrani stanice i proteini s protuupalnim u€inkom. Zbog podekspresije
CBX3 u tumorskom tkivu smatramo da bolesnik nije ugrozen niti od biokemijskog
recidiva bolesti, $to je potvrdeno praéenjem.

U interaktomu tumorskog uzorka ispitanika alfa G10 nalaze se sljedeci ¢lanovi
podskupa proteina nadeksprimiranih kod vise tumorskih uzoraka (Tablica 33., Slika
39.): PSA (KLK3) i ANP32A. Najznacajnija veza u interaktomu je ona izmedu
ANP32A i proteina SET. UoCeno je da vezanje ANP32A u kompleks sa SET
proteinom moze dovesti do inaktivacije ANP32A. SET je onkoprotein koji ima
sposobnost fuzije s razli¢itim onkogenima te amplifikacije usliied neposredne
kromosomske blizine gena c-abl. Takoder, stupa u interakciju s proteinom Rac-1
(uklju€enim u migraciju) te p27/Cip1, ciklinom B i GAPDH ukljuenim u G2/M tocku
prijelaza stani¢nog ciklusa (135).

Drugu mrezu u interaktomu ¢ine miozin regulatorni laki lanac 12B (MYL12B) i miozin
regulatorni laki polipeptid 9 (MYL9). U interaktomu je joS jedan ¢&lan obitelji, miozin
regulatorni laki lanac 12A(MYL12A). Svi sudjeluju u migraciji stanica i citokinezi.
Nadalje, ustanoviljeno je da je kod karcinoma prostate s loSijom prognozom MYL9
podeksprimiran, $to upucuje da kod ispitanika alfa G10 ima protektivhu ulogu. U
interaktomu su i proteini vezani uz signalne puteve koji sudjeluju u karcinogenezi
prostate. Tako je aktivan ARHDGIB c¢lan PI3K/AKT puta i RNA-vezujuéi protein
induciran hladnocom (CIRBP) kojeg aktiviraju MAPK kinaze. ARHDGIB ima ulogu
tumorsupresora, a CIRBP nakon aktivacije potiCe sintezu mRNA gena ukljuenih u
proliferaciju (153). Katepsin D (CTSD) je proteaza, jedan od biomarkera invazivnog
karcinoma dojke. Njegova nadekspresija je vezana uz stromalne stanice, smatra se
parakrinim medijatorom koji potiCe epitelno-mezenhimalnu tranziciju kod benignog

tkiva prostate (154). Nakon prostatektomije njegova nadekspresija pada, ponovno
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se javlja kod metastaskih oblika i upu€uje na agresivnu bolest (155). Naeksprimirani
su i proteini vezani uz citoskelet: profilin-2 (PFNZ2), F-aktin-zastithog proteina
podjedinica beta (CAPZB), trombocit-aktivirajuci faktor acetilhidrolaza IB podjedinica
beta (PAFAH1B2) i EIF5A. Sudjeluju u organizaciji citoskeleta i posljedi¢no djeluju na
pokretljivost stanica. Pritom PHN2 izravno suprimira motilitet i invazivnost stanica, a
PAFAH1B2 posredno kao antagonist dineina, motora "minus" kraja mikrotubula.
EIF5A je takoder i tumorsupresor. Kao dio metaboli¢kih alteracija nadeksprimirani su:
glutation peroksidaza 1 (GPX1), N (G), N (G) - dimetilarginin dimetilaminohidrolaza 2
(DDAH2), GLO1 i beta-glukuronidaza (GUSB). GLO1 je nadeksprimirana uslijed
obrane tumorskih stanica od reaktivnih oblika metabolizma, GUSB je hidrolaza a
GPX1 je takoder antioksidativni enzim. AktivhoS¢u DDAH2, nakuplja se dimetilarginin
koji se troSi za inhibiciju sintetaze duSikovog monoksida. Prestankom inhibicije,
stvara se dusSikov monoksid koji potie stvaranje krvnih Zila u tumorima jajnika i
prostate (156,157). Od ostalih proteina nadeksprimiran je jos feritin laki lanac (FLN) i
onkoprotein mali ubikvitin vezani modifikator 2 (SUMO2). SUMO2 je sastavni dio
sumoilacije na nacin da kovalentno modificira niz jezgrinih proteina koji sudjeluju u
razliCitim procesima. U te proteine spada AR, njegovi koaktivatori i korepresori.
RavnotezZa sumoilacije i desumoilacije vazna u odrZzavanju homeostaze organizma.

U interaktomu proteoma zdravog tkiva ispitanika alfa G10 nalaze se sljedeci
proteini nadeksprimirani kod vise uzoraka (Tablica 32., Slika 40.): alfa-kristalin B
lanac (CRYAB), aktin (ACTA2), EIF5A izoforma B i TGLN. Svi proteini osim aktina
imaju ulogu tumorsupresora. CRYAB odrzava beta-katenin na membrani i smanjuje
ekspresiju nizvodnih onkokinaza (c-myc), a nadeksprimiran je i u proteomu zdravog
tkiva ispitanika alfa G11 (Tablica 32., Slika 43.). Izvan mreze nalazi se jo$ jedan
tumorsupresor, alfa-enolaza (ENO1) Cija se izoforma veze na myc promotor i
suprimira transkripciju. Unutar interaktoma u mrezi nalaze se samo ACTA2 i kofilin 1
(CFL1) (Slika 40.). To je jo$ jedan protein koji sudjeluje u organizaciji citoskeleta, ali
je istovremeno vazan za napredak stanice kroz mitozu i citokinezu. Zbog dualnih
uloga sudjeluje u epitelno-mezenhimalnoj tranziciji kod karcinoma prostate. Ostali
proteini koji se pojavljuju u interaktomu, a nalaze se izvan mreZe su: aneksin
(ANXA3), glioksilaza domena sadrzavaju¢i protein 4 (GLOD4), ACPP, protein
skupine visoke mobilnosti B1 (HMGB1) i beta-mikroseminoprotein (MSMB) (Slika
40.). ANXA3 je Cdclan aneksinske obitelji koji sudjeluje u angiogenezi, a
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podeksprimiranost se veze uz pojavu radiorezistencije i kemorezistencije. HMGB1 je
onkoprotein ¢iji je intracelularni oblik tumorsupresor, a ekstracelularni oblik veze se
na RAGE preko kojeg ulazi u interakciju s AR te se smatra potencijalnim
biomarkerom biokemijskog relapsa bolesti nakon prostatektomije. Glavna uloga
MSMB je kontrola i poticanje staniCnog rasta, a gen koji ga kodira je jedan od
kandidata za razvoj raka prostate. Protein se javlja u viSse SNP varijanti, a neke od
njih povezane su s vecCim rizikom karcinoma prostate. Ekspresija MSMB
proprocionalno pada s porastom Gleasonovog zbroja (158).

U zajedni¢kom interaktomu nalazi se mreza u kojoj centralno mjesto zauzima aktin, a
sadrzava MYL12B, MYL9, PFN2, CFL1 i CAPZB (Slika 41.). Svi proteini su vezani uz
citoskelet, sudjeluju u njegovoj organizaciji i motilitetu stanice. Smatramo da se kod
ispitanika alfa G10 radi o srednje agresivnoj bolesti Sto je u korelaciji s njegovim
pocetnim kliniCkim i histopatoloSkim parametrima, Gleasonovim zbrojem i ishodom. U
prilog agresivnosti govori mreza koja upucuje na povecanu pokretljivost stanica. S
druge strane nadeksprimiran je €itav niz tumorsupresora: ANPA32, SET, ARHIDGIB,
EIF5A, DDAH2, TGLN, CRYAB, ENO1, HMGB1 i MSMB. Takoder u proteomu
tumorskog uzorka nadeksprimiran je skup MYL proteina, koji ima protektivnhu ulogu.
Vidljiva je aktivhost stromalnih stanica i proteina koji sudjeluju u epitelno-
mezenhimalnoj tranziciji ija se ekspresija gubi kod progresije bolesti.

U interaktomu tumorskog uzorka ispitanika alfa G11 nalaze se sljedeéi ¢lanovi
podskupa proteina nadeksprimiranih kod vise tumorskih uzoraka (Tablica 33., Slika
42.): zeljezo-vezivni protein 2 (HEPB2), ANXA1, alkohol dehidrogenaza (NADP+)
(AKR1A1), TUFM, kalumenin (CALU), sijalicna kisela sintaza (NANS) i komplement
komponente 1Q subkomponente-vezu¢i protein (CIQBP). Svi osim TUFM
nadeksprimirani su i u proteomu tumorskog uzorka ispitanika alfa G12 (Tablica 33.,
Slika 45.).

AKR1A1 je redukcijski enzim koji ovisi o NADPH. Posjeduje Siroku specificnost za
pojedine supstrate i posreduje u nastanku rezistencije na oksidativni stres. ANXA 1
ima ulogu tumorsupresora ili promotora, ovisno o situaciji. NANS sudjeluje u
prizvodnji N-acetilneuraminske kiseline i njenih fosforiliranih formi, a HEPB2 u
nekroticnoj smrti stanice za vrijeme razliCitih tipova stresa. CIQBP je
multifunkcionalni protein koji veze C1q komponentu komplementa (159). Regulator je

usmjerene migracije stanica raka dojke za vrijeme metastaziranja. Preko aktivnosti
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protein kinaze C ¢, sudjeluje u kemotaksi nezrelih dendritickih stanica i neutrofila te
preko B-1 integrina u adheziji i Sirenju endotelnih stanica (160). Nadekspresija
CIQBP u korelaciji je s kra¢im vremenom povrata bolesti nakon radikalne
prostatektomije kod lokaliziranih tumora prostate (161). CALU ima ulogu
tumorsupresora koji nakon stabilizacije proteina fibulina-1 inaktivira ERK1/2
signaliziranje i spreCava migraciju stanica (162). Unutar mrezZe interaktoma nalaze
se ENO1, TUFM i 40S ribosomalni protein SA (RPSA) koji sudjeluje u adheziji
stanica za bazalnu membranu. Unutar mreze interaktoma nalazi se joS APOA1 koji
sudjeluje u metabolizmu kolesterola i haptoglobin (HP). Izvan mrezZe interaktoma
proteoma tumorskog tkiva ispitanika alfa G11 nalaze se sljedeci proteini: nukleozid
difosfat kinaza A (NME1), ARHGDIB, koaktozinu-nalik protein 1 (COTL1), poli (rC)-
vezuci protein 1 (PCBP1), aneksin A7 (ANXA7) i masne kiseline-vezuéi protein
(FABP3). ANXA7 je tumorsupresor za kojeg je karakteristiCan gubitak ekspresija kod
androgen rezistentnog karcinoma prostate. COTL1 se veze na aktin i spada u
citoskeletne proteine. PCPB1 je partner THAP11 koji ima ulogu supresora stani¢nog
rasta. FABP3 sudjeluje u transprotu dugolananih masnih kiselina i veZe se na
citoplazmatski rep a podijedinice integrina. NME1 je multifunkcionalni enzim koji je
istovremeno i metastaza supresor. lako su studije pokazale njegov potencijal kao
metastaza supresora na linijjama tumorskih stanica, u stvarnosti je kod nekih tumora
s visokim metastaskim potencijalom nadeksprimiran. NME1 veze Citav niz proteina
(MAPK kinaze, ¢lanove TGF-B signalnog puta, proteine citoskeleta, G-proteine i
transkripcijske komplekse). UoCena je korelacija nadekspresije NM1 u citoplazmi
stanica karcinoma prostate i njegove progresije u matastasku bolest.

U interaktomu proteoma zdravog tkiva ispitanika alfa G11 nalaze se sljedeci
proteini nadeksprimirani kod viSe uzoraka (Tablica 32., Slika 43.) TGLN, ACTAZ2,
CRYAB, gamma aktin (ACTG2), GAPDH i dezmin (DES).

TGLN i CRYAB su tumorsupresori, a svi ostali proteini grade citoskelet ili sudjeluju u
njegovoj organizaciji. Unutar mreze interaktoma nalaze se: miozin laki lanac kinaza
(MYLK), ACTG2, ACTA2, GAPDH i heat shock srodnik 71 kDa protein (HSPAS)
(Slika 43.). MYLK je enzim koji sudjeluje u kontrakciji glatkih miSi¢nih stanica i
regulaciji aktin-miozin interakcije. Regulira citoskelet te permeabilnost i preZivljavanje
endotelnih stanica te na taj nacin utjeCe na njihovu migraciju. HSPA8 je inhibitor
rasta Ciju ekspresiju prevenira nadekspresija katepsina D kod invazivnih oblika
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tumora (163). Ima protektivnu ulogu koja se aktivira kao odgovor na stres, infekciju ili
transfer gena, a ekspresija HSPA8 moze biti modulirana promjenama u okolisu ili
aktivnoScu razliCitin enzima (164).

Ostali proteini koji se pojavljuju u interaktomu, a nalaze se izvan mrezZe su:
heat shock protein beta-6 (HSPB6), CAPZB, Cistatin-B (CSTB), HBB, dermatopontin
(DPT), heat shock 70kDa protein 1A (HSPA1A) i POTE anikrin domene obitelji ¢lan E
(POTEE) koji ima nepoznatu funkciju (Slika 43.). Svi na neki nacin posreduju u
motilitetu stanica. HSPB6 sudjeluje u relaksaciji glatkih misi¢nih stanica, CAPZB
inhibira motilitet, a DPT je aktivan u stanicnim adhezijama te inhibira proliferaciju.
HSPA1A je molekularni pratioc, osnovni dio Hsp70-Hsp90 kompleksa vec opisanog
kod ispitanika alfa G6.

U zajednickom interaktomu nalazi se mreza u kojoj centralno mjesto zauzima
GPDH koja se grana u Cetiri kraka (Slika 44.). U jednom postoji veza s ACTAZ2,
ACTG2 i MLYK proteinom, tj. regulatorima pokretljivosti stanice. Drugi krak Cini veza
s HSPAS8 koji ima protektivhu ulogu i NME1 koji ima ulogu metastaza supresora.
Cetvrti krak &ini veza s ENO1, RPSA i TUFM. Drugi dio mreZe oblikuju proteini koji
sudjeluju u metabolizmu kolesterola: APOA1, HP i HBB (Slika 44). Smatramo da se
kod bolesnika alfa G11 radi o agresivnijem obliku bolesti $to je u korelaciji s
Gleasonovim zbrojem 7 (4+3) i prisutnosti gradusa 5 u 10% tumorskog tkiva, iako za
sada pracenje ne upucuje na isto. Mreza interaktoma je na neki naCin u ravnotezi
izmedu proteina koji moduliraju pokretljivost stanica, utjeCu na njihov migratorni i
metastatski potencijal, a s druge strane nalaze se brojni tumorsupresori (Slika 44).
Na agresivniju bolest upucuju proteini aktivni za vrijeme obrane od oksidativhog
stresa (HEPB2, AKRA1, HSPA8, HSPA1A), koji sudjeluju u usmjerenoj migraciji
(C1QBP, RPSA), metastaza supresor (NME1) i cijeli niz gradevnih proteina
citoskeleta koju utje€u na pokretljivost stanice (MYLK, ACTG2, ACTA2, DES,
CAPZB, HSPB6, CTL1). S druge strane, relativno stabilna bolest tiekom pracenja
najvjerojatnije je posljedica nadekspresije cijelog niza tumorsupresora (ANXA1,
TUFM, CALU, TGLN, CRYAB, ANXA7, ARHIDGIB) i inhibitora proliferacije (PCPB1,
DPT) (Slika 44). Daljnje pracenje dati ¢e nam odgovor je li bolesnik ipak bio kandidat

za agresivnije lijeCenje.
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U interaktomu tumorskog uzorka ispitanika alfa G12 nalaze se sljedeci ¢lanovi
podskupa proteina nadeksprimiranih kod viSe tumorskih uzoraka (Tablica 33., Slika
45.): HEPB2, ANXA1, AKR1A1, KLK3 (PSA), CALU, NANS i CIQBP.

U interaktomu se nalaze dva velika dijela mreze (Slika 45.). Prvi dio grade MYH11,
TAGLN, MYL9, serin/treonin protein fosfataza PP1-beta kataliticka podjedinica
(PP1CB), ACTG1 i tubulin alfa-1b lanac (TUBA1B) (Slika 45.). PP1CB je
multifunkcionalni enzim koji sudjeluje u Citavom nizu procesa, a TUBA1B je sastavni
dio mikrotubula koji negativho remodelira stani¢ne adhezije i smanjuje migraciju
stanica. Drugi dio mreze grade: Zeljezo-vezivni protein 1 (HEBP1), ANXA1, heat
shock protein beta-1 (HSPB1), HSPAS8, 10 kDa heat shock protein (HSPE1), HSPA5
i endoplazmatskog retikuluma protein 29 (ERP 29) (Slika 45.). HSPE1 sudjeluje u
biogenezi proteina mitohondrija, a HSPB1 ima ulogu u translokaciji aktina u jezgru i
razvoju rezistencije na stres. HSPA5 i ERP29 aktivni su u endoplazmatski retikulum
povezanoj degradaciji. Pritom je HSPAS5 jo$ dio Hsp70-Hsp90 kompleksa pratioca te
aktivira PISK/AKT put, dok ERP29 uspostavlja integritet epitelnih stanica i vodi
epitelno-mezenhimalnu tranziciju. U interaktomu proteoma tumorskog uzorka
ispitanika alfa G12 izvan mreze nalazi se nadeksprimiran bogat niz proteina (Slika
45). Tako u obrani stanica od oksidativnog stresa sudjeluju: DDAH1, AKR1A1,
karbonil reduktaza [NADPH] 3 (CBR3) i tioredoksin-ovisna peroksid reduktaza
(PRDX3). Kao metaboli¢ka alteracija nadeksprimirani su sljedeéi enzimi: L-laktat
dehidrogenaze B lanac (LDHB) koja je regulator proliferacije stanica, regulatorna
podjedinica glukozidaze 2, podjedinica beta (PRKCSH). Takoder, nadeksprimirana je
S-formilglutation hidrolaza (ESD) koja sudjeluje u detoksifikaciji formaldehida, te
izomeraza koja ubrzava savijanje proteina, peptidil-prolil cis-trans izomeraza A
(PPIA). Nadena je i poviSena ekspresija hidrataze koja obraduje ravnolan¢ane enoil-
CoA tioestere i enzima fruktoza-1,6-bifosfataza 1 (FBP1) koji ograniCava
glukoneogenezu. Nadeksprimirani su i citoskeletni proteini: aktinu-srodni 2/3
kompleks podjedinica 5-slic¢an protein (ARPC5L), koji je odgovoran za razgranatost
aktinske mreze, dva pridruzena proteina F-aktin-zastitnog proteina podjedinica alfa-1
(CAPZA1), podjedinica alfa-2 (CAPZA2) i vimentin (VIM). VIM spada u
intermedijarne elemente koji gradi citoskelet najéeS¢e u mezenhimalnim stanicama.
Nadeksprimiran je kod agresivnijih karcinoma prostate. Odgovoran za napredovanje
stani¢nog ciklusa, diferencijaciju i popravak DNA je ubikvitin-konjugirajuc¢i enzim E2
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N (UBE2N) te takoder histon H3.2 (HIST2H3A). Nadeksprimirani su i sljededi
proteini: granulocitne kolonije-stimulirajuci faktor (CSF3), ATP sintaza podjedinica g
(ATP5L), KLK3 (PSA) i cisteinom i glicinom-bogati protein 1 (CSRP1). Onkoprotein
fosfatidiletanolamin-vezuci protein 1 (PEBP1), inhibitor cijelog niza proteaza i
protuonkogena Raf 1 takoder je nadeksprimiran. Podekspresija kod karcinoma
prostate vezana je za progresiju bolesti. Gvanin nukleotid-vezuci protein
G(1)/G(S)/G(T) podjedinica beta-2 (GNB2) modulator je u viSe transmembranskih
signalnih sistema.

U interaktomu proteoma zdravog tkiva ispitanika alfa G12 nalaze se sljedeCi
proteini nadeksprimirani kod viSe uzoraka (Tablica 32., Slika 46.): TPM2, ACTG2,
DES, ACTA2 i TGLN. Osim TGLN koji je tumorsupresor svi su dio citoskeleta i
sudjeluju u motilitetu stanice. Unutar interaktoma nalazi se razgranata mreza u kojoj
centralno mjesto zauzima poliubikvitin (UBC). Spajanjem mono/polimera UBC za
cillane proteine, ovaj protein sudjeluje u degradaciji proteina, popravku DNA,
regulaciji signalnih puteva i stani¢nog ciklusa, modifikaciji kinaza i endocitozi. Na
jednom kraju mrezZe u vezi je s enzimima koji sudjeluju u obrani stanice od slobodnih
radikala (SOD2, SOD1), proteinima koji se aktiviraju kao odgovor na stres ili upalu te
su modulirani promjenama u okoliSu (HSPA8 i ETL). Na drugim je krajevima mreze
UBC vezan s tumorsupresorima. Postoji izravna veza s ENO1 te neizravana s TGLN,
takoder tumorsupresorom, a odvija se preko dijela mreze bogatog interakcijama
citoskeletnih proteina koji moduliraju pokretljivost stanice (ACTG2, ACTA2, ACTC1,
MYL9, DES, TPM2 i MYL11). U interaktomu izvan mreze nalaze se HSPA1B koji ima
nepoznatu funkciju i transtiretin (TTR), protein koji veze tiroidni hormon.

U zajedni¢kom interkatomu centralno mjesto zauzima UBC (Slika 47.) UBC je
mali regulatorni protein koji se veze na razliCite supstrate. Za vrijeme ubikvitinacije
utjeCe na proteine na razliCite nacine: poti€e njihovu degradaciju preko proteosoma,
mijenja njihovu lokalizaciju, funkciju i interakciju s drugim proteinima. UBC sudjeluje u
sljedeCim procesima: procesiranju antigena, apoptozi, biogenezi ribosoma,
stanicnom ciklusu, DNA transkripciji i popravku, mudulaciji stani¢nih receptora
ionskin kanala i sekretornih puteva, odrzavanju genomske stabilnosti, upali,
odgovoru na stres i vanjske modulatore. Mreza u zajednickom interaktomu posljedica
je uloge UBC u svim gore navedenim procesima (Slika 47.). Pritom se multipli broj
interakcija nalazi u podru¢ju veze ENO1 sa SOD i heat shock proteinina. Dojam je da
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je aktivirana obrana stanice od slobodnih radikala u kombinaciji s odgovorom na
stres i upalu. Na drugom kraju mreze nalazi se veza s TGLN i mreZzom citoskeletnih
proteina koji moduliraju pokretljivost stanice. Razgranata mreZza upucuje na
agresivnu bolest $to je u korelaciji s Glesonovim zbrojem i dobi bolesnika. S druge
strane, zastupljenost cijelog skupa proteina koje nisu pokazatelji karcinogeneze
prostate govori u prilog stabilnom obliku bolesti, gdje je agresivnost zasad

suprimirana, $to je u korelaciji s pracenjem ispitanika alfa G12 (Tablica 5., Slika 47.).
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7. ZAKLJUCCI

1. Clanove podskupa proteina nadeksprimiranih kod vise tumorskih uzoraka
identificirali smo kao potencijalne prognosticke Cimbenike (biomarkere) raka prostate.
To su: vinkulin, mikrotubul-aktin ukrizeno-vezuéi faktor 1, glioksilaza 1, smotana-
uzvojnica domena-sadrzavajuci protein 168, centromere protein F, tropomiozin alfa-1
lanac, miozin XVIIIB, TPM4-ALK fuzijski onkoprotein tip 2, plazminogen, kiseli leucin-
bogati jezgreni fosfoprotein 32A, cink prsten protein 268, centrosomalni protein od
290 KDa, elongacijski faktor Tu, Rho GDP-disocijacijski inhibitor 2, kalumenin i

komplement komponenta 1Q subkomponenta-vezuéi protein.

2. Potencijalni prognosti¢ki ¢imbenici (biomarkeri) su zato jer je rijetko zabiljezeno

pojavljivanje dvaju ili viSe njih u proteomskoj analizi tkiva karcinoma prostate.

3. Dio proteina eksprimiranih u malignom tkivu nasih ispitanika pripisuje se prema
literaturi zdravom tkivu prostate. Razlog razliCite ekspresije na razini
tumorsko/zdravo tkivo je njihova uloga kao onkoproteina. Kada su nadeksprimirani u
zdravom tkivu (tj. podeksprimirani su u tumorskom tkivu) imaju ulogu povoljnih

prognostickih Cimbenika (npr. proteini transgelin i aneksin A1).

4. Kao prognostiCke pokazatelje izdvojili smo joS dva podskupa proteina nakon
kombinirane analize interaktoma, kliniCko-patohistoloSkih karakteristika, terapijskog
ishoda i pracenja nasih ispitanika. Prvi podskup €ine proteini koji su u interakciji ili su
Clanovi signalih puteva aktivnih kod karcinoma prostate, a drugi proteini koji sudjeluju
i moduliraju pokretljivost tumorskih stanica. Pojedini proteini su clanovi viSe

podskupova.

5. Clanovi prvog podskupa u interakciji su s PI3K/AKT i MAPK signalnim putem ili su
dio Wnt signalnog puta. PI3K/AKT signalni put vazan je kod karcinoma prostate jer
sudjeluje u nastanku radiorezistencije i jer je njegov negativni regulator PTEN, za
kojeg je poznato da je jedan od najvaznijih tumorsupresora karcinoma prostate.
MAPK put sudjeluje u prijenosu signala s povrSine stanice u jezgru dok je Wnt
signalizacija vazna za nastanak kastracijski rezistentnog karcinoma prostate. Wnt i
AR signalizacija se medusobno povezane. Kod kastracijski rezistentnog karcinoma
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prostate medusobno se pojaCavaju te poticu transkripciju specificnih ciljanih gena koji

uzrokuju androgen neovisni rast tumora.

6. Drugi podskup prognosti¢kih ¢imbenika Cine proteini koji su vezani uz citoskelet, a

sudjeluju ili moduliraju pokretljivost tumorskih stanica.

7. |z analize interaktoma u kombinaciji s kliniCkim pokazateljima uoc€ili smo da je
vazan omjer tumorsupresora/promotora nadeksprimiranih u tumorskom tkivu kao i
broj nadeksprimiranih tumorsupresora u zdravom tkivu. Sto je veci omijer i broj
tumorsupresora bolest je stabilnija, iako mreza interaktoma upucuje da ispitanik ima

agresivniji karcinom prostate.

8. Interaktomi koji imaju veliki broj proteina koji sudjeluju u karcinogenezi prostate ili
drugih tumora, neovisno da li tvore mrezu ili ne, u vecoj su prognostickoj korelaciji s

klinickim pokazateljima te upucuju na agresivnu bolest.

9. Na agresivniji oblik bolesti upucuju i interaktomi s razgranatim mrezama i velikim
brojem proteina sudionika karcinogeneze prostate, koji se poklapaju s terapijskim
ishodom i pracenjem bolesnika, a ne uviek s pocetnom procjenom Klinicko-

patohistoloskih karakteristika.
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8. SAZETAK

Rak prostate slozena je i izrazito heterogena bolest Sto znatno otezava razlikovanje
indolentnih od agresivnih tumora te predstavlja najviSu prepreku u poboljSanju
prezivlienja bolesnika s ovom zloéudnom bolesti. Cilj ovog istraZivanja bio je
proteomskim analizama, uz pomo¢ dvodimenzionalne gel elektroforeze (2-DE) u
sprezi s spektrometrijom masa, otkriti skupinu proteina €ija se ekspresija znac¢ajno
razlikuje kod karcinoma prostate i zdravog tkiva. UkljuCeno je dvanaest ispitanika s
parnim uzorcima zdravog i tumorskog tkiva Gleasonovog zbroja 6(3+3) ili 7 (3+4 ili
4+3). Od ukupnog broja diferencijalno eksprimiranih proteina izdvojeno je njih 18
zbog njihovih specificnih funkcija koje ih mogu svrstati u potencijalne tumorske
biomarkere ili biomarkere zdravog tkiva. To su: vinkulin, mikrotubul-aktin ukrizeno-
vezuci faktor 1, glioksalaza 1, smotana-uzvojnica domena-sadrzavajuci protein 168,
centromere protein F, tropomiozin alfa-1 lanac, miozin XVIIIB, TPM4-ALK fuzijski
onkoprotein tip 2, plazminogen, kiseli leucin-bogati jezgreni fosfoprotein 32A, cink
prsten protein 268, centrosomalni protein od 290 KDa, elongacijski faktor Tu, Rho
GDP-disocijacijski  inhibitor 2, kalumenin, komplement komponenta 1Q
subkomponenta-vezudi protein, aneksin A1 i transgelin.

Nadalje, usporedeni su proteomi s pojavom recidiva i primijenjenim onkoloSkim
lijeCenjem. Kod ispitanika s zlocudnijim oblicima bolesti, koji su otkriveni pracenjem,
vidljiva je znacajnija ekspresija proteina ukljuCenih u malignu transformaciju.
Upotrebom STRING programskog alata, dodatno je istrazena povezanost razlikovno
produciranih proteina unutar parnih uzoraka svakog ispitanika te je napravijen
slikovni prikaz pronadenih proteina. Analiza proteoma pojedinac¢nih karcinoma
prostate otkrila je molekularnu mrezu interakcija na razini proteina koja u kombinaciji
s klasi¢nim kliniCko-patohistoloSkim pokazateljima pruza novi uvid u fenotip i

agresivnost tumora svakog ispitanika.

Klju€ne rijeCi: karcinom prostate, proteomika, masena spektrometrija, biomarker
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9. SUMMARY

Discovering prognostic factors in prostate cancer patients using tumor tissue
proteomic analysis

Meliha Solak Meki¢
Zagreb,2019.

The biggest obstacle in improving prostatic carcinoma patients' survival rates today is
the difficulty of differentiating between indolent and aggressive tumors, caused by the
complex and extremely heterogeneous nature of the disease.

The objective of this research project was to discover a group of proteins with
significantly differing expressions between healthy and tumor tissue, using proteomic
analysis, and two-dimensional gel electroforesis (2-DE), together with mass
spectrometry. Twelve patients with even samples of healthy and tumor tissue (the
Gleason sum: 6(3+3), or 7 (3+4 ili 4+3)) took part. Eighteen differentially
exappropriated proteins were singled out as their specific functions made them
classifiable either as potential tumor biomarkers, or healthy tissue biomarkers.
Proteoms were correlated with relapse frequency and applied oncological treatment.
In the participants who were observed to have more aggresive disease, the protein
expression was visibly stronger for proteins that were part of the malignant
transformation. Additionally, we explored and visually showed the connection
between differently produced proteins within each patient's sample pair, using
STRING software. Individual carcinoma proteom analysis uncovers a molecular
protein-level interaction network. Combined with classic clinical-pathohistological
indicators, this offers new insight into every participant's tumor fenotype and stage of

advancement.

Keywords: prostatic carcinoma, proteomics, mass spectrometry, biomarker
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PRILOZI

Tablica 30. Proteini prisutni pojedinaéno u uzorcima zdravog tkiva od alfa G1

do alfa G12 ispitanika. Identificirani su pretragom baze podataka NCBInr.

Ispitanik Oznaka Ime proteina
na gelu

zZ 59 complement component C3

7z 61 actin prepeptide

ZZ 62 zinc finger protein 569

zZ 65 dedicator of cytokinesis 9, isoform CRA_i

Y4 67 vinculin, isoform CRA_a

zZ 68 NuMA protein

7z 69 immunoglobulin heavy chain variable region

7z 69 suppression of tumorigenicity 5 protein isoform 2

zZ 73 Chain B, Human Hemoglobin A Mutant Beta H63w Carbonmonoxy-Form

zZ 74 centromere protein F

Y4 75 KIAA0402

Y4 75 pericentrin B

Y4 76 annexin A1, isoform CRA_c

Y4 77 dystrobrevin alpha isoform 8

zZ 77 CTCL tumor antigen se20-7

ZZ 78 hypothetical protein LOC27146

ZZ 79 CENP-F kinetochore protein

ZZ 81 carbonic anhydrase 1

ZZ 82 beta globin chain

ZZ 83 beta-hemoglobin

alfa G3 24 Tpr

alfa G3 24 HDCMA18P protein, isoform CRA b

alfa G3 31 proapolipoprotein

alfa G3 32,33 Chain A, Structure Of Human Annexin A2 In The Presence Of Calcium lons
alfa G3 34 hCG2027094

alfa G3 34 antigen KI-67 isoform

alfa G3 35 hCG1640777, isoform CRA b

alfa G3 36 microtubule-actin crosslinking factor 1, isoform CRA _d

alfa G3 37 zinc finger protein 718

alfa G3 37 Chain B, T-To-T(High) Quaternary Transitions In Human Hemoglobin:
Deshis146beta Deoxy Low-Salt

alfa G4 1 TPM4-ALK fusion oncoprotein type 2

alfa G4 1 tropomyosin 4-anaplastic lymphoma kinase fusion protein

alfa G4 5 nebulin, isoform CRA_d

alfa G4 10 calponin-1

alfa G4 18 myosin, heavy polypeptide 7B, cardiac muscle, beta, isoform CRA_c¢

alfa G4 20 zinc finger protein 658

alfa G4 22 hemoglobin subunit alpha

alfa G4 24 myosin-4

alfa G4 27 ankyrin G

alfa G4 28 M4 protein deletion mutant

alfa G5 54 Collagen alpha-5(VI) chain

alfa G5 55 ZNF266 protein

alfa G8 13 Chain J, Crystal Structure Of The Mammalian 20s Proteasome At 2.75A

alfa G8 14,15 anhydrase,carbonic

alfa G8 16 unnamed protein - Janus/Ocnus domain - phosphohistidine phosphatase

alfa G8 2 acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member A

alfa G8 3 rho GDP-dissociation inhibitor 2

alfa G8 6 HP1Hs-gamma




alfa G8

alfa G10
alfa G10
alfa G10
alfa G10
alfa G10
alfa G10
alfa G11
alfa G11
alfa G11
alfa G11
alfa G11
alfa G11
alfa G11
alfa G11

alfa G11
alfa G12
alfa G12
alfa G12
alfa G12
alfa G12
alfa G12
alfa G12
alfa G12

alfa G12
alfa G12
alfa G12
alfa G12

16
28
29
30

37
38
18
18,19
21
23
24
24
27
30

31
35
36
37
40
42
44
45,46

48
51
52
53

hemoglobin beta chain

CGI-150 protein

annexin A3

unnamed protein product - prostatic acid phosphatase
nonhistone chromosomal protein HMG-1

microseminoprotein beta

cofilin-1

smooth muscle/nonmuscle myosin light chain kinase
dermatopontin

POTE ankyrin domain family member E

F-actin-capping protein subunit beta isoform 1

Chain A, Atpase Domain Of Human Heat Shock 70kda Protein 1
unnamed protein product - Hsp 70 kDa like

Homo sapiens p20 protein

Chain I, The Refined 2.4 Angstroms X-Ray Crystal Structure Of
Recombinant Human Stefin B In Complex With The Cysteine Proteinase
Papain: A Novel Type Of Proteinase Inhibitor Interaction
unnamed protein product - beta-globin like protein

desmin

unnamed protein product - Hsp 70kDa like

unnamed protein product - Hsp 70kDa like

actin, alpha, cardiac muscle, isoform CRA_c

myosin, heavy polypeptide 11, smooth muscle, isoform CRA_d
myosin light chain 2

ferritin light subunit, partial

Chain A, An Engineered Transthyretin Monomer That Is Non-
Amyloidogenic - Unless Partially Denatured

unnamed protein product - Cu/Zn superoxide dismutase
manganese superoxide dismutase (MnSOD)

unnamed protein product - Iron/manganese superoxide dismutases
Chain A, U7ub7 Disulfide Variant

Tablica 31. Proteini prisutni pojedinaéno u uzorcima tumorskog tkiva od

alfa G1 do alfa G12 ispitanika. Identificirani su pretragom baze podataka

NCBInr.

Ispitanik ~ Oznaka Ime proteina
na gelu

alfa G7 6 zinc finger protein 600
alfa G7 8 ZNF268B
alfa G7 11 prostate cancer antigen T21
alfa G7 16 hemoglobin beta chain variant Hb.Sinai-Bel Air
alfa G7 17 alpha 2 globin variant
alfa G7 13,14 beta-globin
alfa G6 18 golgin-245
alfa G6 19 heat shock protein gp96 precursor
alfa G6 19 tumor rejection antigen (gp96) 1
alfa G6 20 BiP protein
alfa G6 21 mitochondrial heat shock 60kD protein 1 variant 1
alfa G6 25 giantin
alfa G6 26 antigen KI-67 isoform 1
alfa G6 27 Chain A, Crystal Structure Of A Soluble Dimeric Form Of Oxidised Clic1




alfa G6 27 nuclear chloride channel

alfa G6 28 PSME2

alfa G6 29 neuroblast differentiation-associatted protein AHNAK isoform 1

alfa G6 30 prohibitin

alfa G1 43 kyphoscoliosis peptidase, isoform CRA b

alfa G1 44 complement component 3, isoform CRA _a

alfa G1 45 Chain A, Complement C3b In Complex With Factor H Domains 1-4

alfa G1 46 beta-myosin heavy chain

alfa G1 47 tropomyosin 3, isoform CRA_d

alfa G1 48 PES1

alfa G1 49 Chain A, 14-3-3 Protein Theta (Human) Complexed To Peptide

alfa G1 50 plectin isoform 1e

alfa G1 54 vesicle-associated membrane protein 5

alfa G1 54 MHC class Il antigen

alfa G3 61 dystonin, isoform CRA_k

alfa G3 64 nuclear mitotic apparatus protein 1

alfa G5 60 smooth muscle myosin heavy chain

alfa G5 62 hypothetical protein, isoform CRA ¢

alfa G5 69 calmodulin

alfa G4 31 Chain B, Crystal Structure Of Human Fibrinogen

alfa G4 35 KIAA0324 protein

alfa G4 36 Full=Myosin-6

alfa G4 39 myosin-like protein

alfa G8 4 Unnamed protein - Polymerase | and transcript release factor

alfa G8 9 L-isoaspartyl/D-aspartyl protein carboxyl methyltransferase

alfa G8 10 Chain L, Crystal Structure Of Fab' From The Hiv-1 Neutralizing Antibody
2f5 In Complex With Its Gp41 Epitope

alfa G8 10 Unnamed protein - albumin domain

alfa G8 11 peroxiredoxin-1

alfa G8 12 malate dehydrogenase, cytoplasmic isoform 2

alfa G9 17 apoptosis-inducing factor 2

alfa G9 18 thiomorpholine-carboxylate dehydrogenase isoform 1

alfa G9 20 Chain A, Crystal Structure Of The Human Co-Chaperone P23

alfa G9 21 arginase-2, mitochondrial precursor

alfa G9 22 unnamed protein (prostatic acid phosphatase)

alfa G9 24 immunoglobulin kappa 4 light chain

alfa G9 25 unnamed protein product (Esterase_lipase, Dienelactone hydrolase)

alfa G9 25 Chain A, Crystal Structure Of Recombinant Human Triosephosphate

Isomerase At 2.8 Angstroms Resolution. Triosephosphate Isomerase
Related Human Genetic Disorders And Comparison With The
Trypanosomal Enzyme

alfa G9 26 glutathione S-transferase theta-2

alfa G9 27 manganese superoxide dismutase (MnSOD)

alfa G9 29 Chain F, Atomic Structures Of Wild-Type And Thermostable Mutant
Recombinant Human Cu, Zn Superoxide Dismutase

alfa G9 32 PRO2044 - albumin

alfa G10 1 set

alfaG10 4,5 cold-inducible RNA-binding protein

alfaG10 6 myosin light chain 2

alfaG10 6 myosin regulatory light chain 12B

alfaG10 7 eukaryotic translation initiation factor 5A-1 isoform B

alfaG10 7 myosin regulatory light chain 12A

alfa G10 14 F-actin-capping protein subunit beta isoform 1

alfa G10 14 cathepsin D preproprotein

alfa G10 15 N(G),N(G)-dimethylarginine dimethylaminohydrolase 2

alfa G10 16 platelet-activating factor acetylhydrolase IB subunit beta isoform a

alfa G10 18 UMP-CMP kinase isoform a

alfa G10 19 glutathione peroxidase

alfa G10 20 small ubiquitin-related modifier 2 precursor

alfaG10 21 beta-glucuronidase precursor




alfa G10
alfa G10
alfa G10
alfa G11
alfa G11
alfa G11
alfa G11
alfa G11
alfa G11
alfa G11
alfa G11
alfa G11
alfa G12
alfa G12
alfa G12
alfa G12
alfa G12
alfa G12
alfa G12
alfa G12
alfa G12
alfa G12
alfa G12
alfa G12
alfa G12

alfa G12
alfa G12
alfa G12
alfa G12
alfa G12
alfa G12

alfa G12

alfa G12
alfa G12
alfa G12
alfa G12
alfa G12
alfa G12
alfa G12
alfa G12
alfa G12
alfa G12
alfa G12
alfa G12
alfa G12

ferritin light subunit, partial

profilin-2 isoform b

BolA-like protein 2

laminin-binding protein

proapolipoprotein, partial

coactosin-like protein

haptoglobin Hp2

Nm23 protein

fatty acid-binding protein

annexin A7 isoform 1

alpha-enolase isoform 1

hnRNP-E1

80K-H protein

GRP78 precursor, partial

vimentin

myosin regulatory light polypeptide 9 isoform a
N(G),N(G)-dimethylarginine dimethylaminohydrolase 1 isoform 1
L-lactate dehydrogenase B chain

alpha-tubulin

G protein beta subunit

capping protein alpha, partial

unnamed protein product

gamma-actin, partial

heme-binding protein 1

serine/threonine-protein phosphatase PP1-beta catalytic subunit isoform
1

carbonyl reductase [NADPH] 3

endoplasmic reticulum resident protein 29 isoform 1 precursor
enoyl-CoA hydratase

heat shock protein 27

Myosin heavy chain (MHY11) (3'partial)

thioredoxin-dependent peroxide reductase, mitochondrial isoform a
precursor

Chain A, Structure And Dynamics Of The Human Granulocyte Colony-
Stimulating Factor Determined By Nmr Spectroscopy. Loop Mobility In A
Four-Helix-Bundle Protein

ubiquitin-conjugating enzyme E2 N

fructose-1,6-bisphosphatase

heat shock cognate 71 kDa protein isoform 1

Chain A, Atpase Domain Of Human Heat Shock 70kda Protein 1
S-formylglutathione hydrolase

actin-related protein 2/3 complex subunit 5-like protein

smooth muscle protein

Chain A, Cyclophilin A Complexed With Dipeptide Gly-Pro
cysteine and glycine-rich protein 1 isoform 1

neuropolypeptide h3

chaperonin 10-related protein

histone cluster 2, H3, pseudogene 2

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial FO complex, subunit G




Tablica 32. Proteini prisutni u viSe uzoraka zdravog tkiva od alfa G1 do alfa

G12 ispitanika. Identificirani su pretragom baze podataka NCBInr.

Ispitanik Oznaka Ime proteina
na gelu

zZ 58 tropomyosin isoform

alfa G5 50

alfa G3 25 semenogelin |, isoform CRA_b

alfa G4 14 semenogelin |

alfa G8 18 smooth muscle protein - transgelin

alfa G11 26,28
alfa G12 49,50

alfa G4 16 transgelin

alfa G8 19,20

alfa G9 14

alfaG10 40

alfa G9 8 eukaryotic translation initiation factor 5A-1 isoform B
alfaG10 34

alfa G10 28 alpha-actin

alfa G11 21

alfaG12 40

alfa G10 39 alpha-crystallin B chain

alfa G11 29

alfa G11 20 unnamed protein product - Desmin like

alfaG12 38

alfa G11 22 unnamed protein product - nt binding domain of sugar kinase, actin similar
alfaG12 39,41

alfa G4 9 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

alfa G11 25

ZZ 56,57 tropomyosin beta chain isoform 2

alfaG12 34

ZZ 71 antigen KI-67 isoform 1

alfa G4 2

ZZ 80 antigen identified by monoclonal antibody Ki-67, isoform CRA_a
alfa G5 46

Tablica 33. Proteini prisutni u viSe uzoraka tumorskog tkiva od alfa G1 do

alfa G12 ispitanika. Identificirani su pretragom baze podataka NCBInr.

Ispitanik Oznaka Ime proteina

na gelu
alfa G1 32 Glyoxalase |
alfa G2 32
alfa G6 32
alfa G7 7 Chain A, Human Glyoxalase | With Benzyl-Glutathione Inhibitor
alfa G10 13
alfa G1 4 Vinculin
alfa G2 4
alfa G6 4
alfa G7 4

alfa G1 3,5 hypothetical protein LOC643677




alfa G2
alfa G6
alfa G7
alfa G3
alfa G5
alfa G7
alfa G5
alfa G1
alfa G7
alfa G3
alfa G1
alfa G3
alfa G6
alfa G1
alfa G5
alfa G7
alfa G2
alfa G7
alfa G1
alfa G7
alfa G3
alfa G7
alfa G1
alfa G6
alfa G2
alfa G6
alfa G2
alfa G6
alfa G5
alfa G5
alfa G1
alfa G6
alfa G1
alfa G6
alfa G1
alfa G6
alfa G1
alfa G2
alfa G8
alfa G10
alfa G9
alfa G9
alfa G10
alfa G12
alfa G9
alfa G11
alfa G11
alfa G12
alfa G11
alfa G12
alfa G11
alfa G12
alfa G11
alfa G12
alfa G11
alfa G12
alfa G11
alfa G12

macrophin 1 isoform 2

microtubule-actin cross-linking factor 1 isoform a
microtubule-actin crosslinking factor 1, isoform CRA i
microtubule-actin crosslinking factor 1, isoform CRA e
microtubule-actin crosslinking factor 1, isoform CRA b
fetal-myosin heavy chain (1437 AA)

myosin, heavy polypeptide 8, skeletal muscle, perinatal,isoform CRA_a

tropomyosin isoform

CLL-associated antigen KW-4 splice variant 2
centrosomal protein 290kDa, isoform CRA_b
MHC class | promoter binding protein
centromere protein F, 350/400ka (mitosin)

MYO18B protein

unamed protein hCG2011852

myosin-8

Chain A, Crystal And Molecular Structure Of Human Plasminogen Kringle
4 Refined At 1.9-Angstroms Re

TPM4-ALK fusion oncoprotein type 2

acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member A

prostate specific antigen precursor, partial

elongation factor Tu

calumenin

unnamed protein product - SF2p32

heme-binding protein 2

alcohol dehydrogenase [NADP(+)]

unnamed protein product - N-acetylneuraminate synthase like

annexin A1




Imena proteina i njihove finkcije po redosljedu pojavljivanja u interaktomima:

VLC

Vinkulin sudjeluje u adheziji stanica i vezanju mikrofilamenata aktina na membranu.
Ima ulogu u stani¢noj morfologiji i migraciji (1134 aa).

MYH 1

ima ulogu u njihovoj kontrakciji (1939 aa).

ZNF268

Cink prsten protein 268 (cink prsten protein HZF3, ZNF 268) ima ulogu u regulaciji
transkripcije (947 aa).

YWHAQ

Tirozin 3 monooksigenaze/triptofan 5-monooksigenaze aktivacijski protein (14-3-3
puteva. Nakon prepoznavanja fosfoserinskog ili fosfotreoninskog motiva veze se na
cijeli niz proteina te uzrokuje modulaciju njihove aktivnosti (245 aa).

C3

Komponenta komplementa C3 sudjeluje u aktivaciji sustava komplementa (glavhom i
alternativnom). Nakon aktivacije kovalentno se veZze na karbohidrate ili imuno
agregate na povrsini stanice (1663 aa).

VAMP5

Vezikula-vezani membranski protein 5 (Miobrevin) ima ulogu u miogenezi,
prvenstveno u fuziji mioblasta i/ili GLUT 4 prometu (116 aa).

PLG

Plazminogen (Aktivacijski peptid, Angiostatin, Plazmin teSki lanac A) ima ulogu u
Citavom nizu fizioloSkih procesa (embrionalni razvoj, remodeliranje tkiva, upala,
Sirenje tumora). Sudjeluje u razgradivanju fibrina na povrSini krvnih ugrusSaka te
aktiviranju i cijepanju viSe faktora zgru$avanja i komponenti komplementa (810 aa).
CCDC168

Smotana-uzvojnica domena-sadrzavajuci protein 168 Cija je funkcija nepoznata
(2452 aa).

PLEC

Plektin je protein iz skupine spektraplakina. Sudjeluje u vezanju intermedijarnih

filamenata za mikrotubule i mirkofilamente te u njihovom sidrenju za dezmosome ili



hemidezmosome. Ima ulogu, osim stabilizacije citoskelta, i u njegovoj dinamici. Veze
protein miSica(aktin) za njegove mambranske komplekse (4684 aa).

TPM4

Tropomiozin 4 je jedna od izoformi tropomiozina. VeZe se na filamente aktina u
miSicnim i drugim stanicama. U glatkim miSiénim stanicama tvori kompleks s
troponinom te sudjeluje u njihovoj kontrakciji. U ostalim stanicama stabilizira aktinski
citoskelet (284 aa).

PES1

Pescadillo homolog 1 je komponenta PeBoW kompleksa Kkoji je potreban za
sazrijevanje ribosomalnih RNA (28S i 5.8S) i formiranje ribosoma 60S (588 aa).

MYH7

Miozin teski lanac 7 ima ulogu u kontrakciji sréanog misica (1935 aa).

HLA-DRB1

HLA klase Il antigen je antigen tkivne histokompatibilnosti (299 aa).

MACF1

Mikrotubul-aktin ukrizeno-vezudéi faktor (Aktin ukrizeno-vezuée obitelji protein 7) ima
ulogu u vezanju proteina citoskeleta. Na N terminalnu domenu vezZe aktin te
istovremeno na C terminalnu domenu vezZe mikrotubule. Pripada obitelji ukrizeno-
vezucih proteina jer moze vezati aktin za druge citoskeletne proteine. Ima vaznu ulogu
u stabilizaciji mikrotubula na stanicni korteks, Sto je posredovano ERBB2. Djeluje kao
pozitivni regulator Wnt receptora, dijela istoimenog signalnog puta, koji je znacajan
kod karcinoma prostate. Ima aktivnosti ATPaze, reguliranu aktinom i neophodan je za
kontroliranje sastava i dinamike fokalnih adhezija. MoZe igrati ulogu u isporuci
transportnih vezikula koje sadrze GPI povezane proteine iz trans-Golgi mreze, preko
njegove interakcije s GOLGA 4. Ima kljuénu ulogu u cijeljenju rana i migraciji
epidermalnih stanica (5938 aa).
TPM3
Tropomiozin 3 je izoforma tropomiozina (285 aa).
GLO1
Glioksilaza 1 (EC 4.4.1.5, Laktoilglutation liaza, S-D-laktoilglutation metilglioksal liaza)
enzim koji katalizira konverziju hemimerkaptala koji je formiran od metilglioksala i
glutationa u S-laktoilglutation. Smatra se da potiCe proliferaciju stanica, ali sam
mehanizam djelovanja je nepoznat (184 aa).



RXRB

Receptor retinoicne kiseline RXR-beta (Retinoid X receptor beta); pripada podobitelji 2
nuklearnog receptora, grupa B Clan 2. Smatra se da regulira ekspresiju gena u
mnogim bioloskim procesima (537 aa).

NUMA1

Jezgrin mitotiCkog aparata protein 1 (SP-H antigen) je strukturna komponenta jezgre
te sudjeluje u mitozi. Protein je smjeSten u jezgri otkud se u ranoj mitozi seli u
centrosome. Ima ulogu u organizaciji i stabilizaciji diobenog vrtena od rane mitoze do
anafaze. Za vrijeme rane mitoze sudjeluje u vezanju mikrotubula diobenog vrtena na
centrosom gdje ostaje do kraja anafaze kada se ponovno vraéa u jezgru.
Ustanovljeno je da je NUMA supstrat aurora A kinaze u PC-3 stanicama karcinoma
prostate. To je serin-treonin kinaza koja ima karakteristike onkogena in vivo Cija je
poveéana ekspresija povezana s viSim supnjevima tumora prostate (2115aa).

MYH8

Miozin 8 (Miozin teSki lanac, skeletni misi¢, perinatalni, MyHC-perinatalni) je
kontrakciji (1937 aa).

KY

Kifoskoliozis peptidaza (EC 3.4.-.-) je proteaza ukljuena u funkciju, sazrijevanje i
stabilizaciju neuromuskularnih veza. Enzim je vezan uz citoskelet, sudjeluje u
cijepanju misi¢no-specificnih proteina (npr. FLNC) i neophodan je za uredan rast
miSi¢a (661 aa).

ACTA2

Aktin (Glatki miSi¢ aorte, Stani¢nog rasta-inhibiraju¢eg gena 46 protein) ima ulogu u
motilitetu stanica i specifian je za glatke miSi¢ne stanice aorte (377 aa).

CA1

Karbonska anhidraza 1 (EC 4.2.1.1, Karcinom renalnih stanica vezani antigen G 250)
je enzim koji ima ulogu reverzibilne hidracije karbon dioksida te sudjeluje u regulaciji
pH. Smatra se da sudjeluje u proliferacji stanica i transformaciji te ima ulogu
potencijalnog novog biomarkera tumora cerviksa (459 aa).

ANXA1

Aneksin A1 (Fosfolipaze A2 inhibitorni protein) veze kalcij i fosfolipide. Regulira
aktivnost fosfolipaze 2, poti€e fuziju membrane i sudjeluje u egzocitozi. Ovisno o vrsti

tumora ima ulogu tumorpromotora ili supresora. Nadeksprimiran je u tumorima



Zeluca, zZuCnjaka, dojke, pluca i penisa, a podeksprimiran je u tumorima usne
Supljine. Kod posljednjih, smatra se potencijalnim biomarkerom slabo-diferenciranih
planocelularnih karcinoma te Cimbenikom koji moze izdvojiti bolesnika s dobrim
odgovorom na lijeCenje najceSce koristenim kemoterapijskim protokolom. PojaCana
aktivnost nalazi se u gliomima i posredovana je s FoxM1. Kod karcinoma prostate i
njegovih prekanceroznih lezija je podeksprimiran, a u€inak na agresivnost samog
tumora joS uvijek nije u potpunosti objasnjen (346 aa).

FAM184B

Obitelj s slicnoSc¢u sekvence 184, ¢lan B €ija je funkcija nepoznata (1060 aa).

TPM1

Tropomiozin 1 alfa je izoforma tropomiozina (284 aa).

ALB

Albumin ima sposobnost vezanja vode, elektrolita, masnih ksielina, hormona,
bilirubina i lijekova. Glavna mu je uloga u regulaciji osmotskog tlaka krvi (609 aa).
ST5

Supresije tumorogenosti 5 protein, izoforma 2 (DENN domena-sadrzavajuci protein
2B, ST5) poti€e izmjenu GDP u GTP uzrokujuéi konverziju inaktivnih Rab proteina
vezanih s GDP-om u aktivni GTP oblik. Smatra se da sudjeluje u organizaciji
citoskeleta i tumorogenosti (1137 aa).

ZNF569

Cink prsten protein 569 (Kreppel C2H2-tip cink-prsten protein 569); Smatra se da
sudjeluje u regulaciji transkripcije (686 aa).

HBB

Hemoglobin beta sudjeluje u transportu kisika (147 aa).

MYO18B

Nekonvencionalni miozin-XVIIIB (TRAFAC razred miozin-kinezin ATPaze, Miozin)
sudjeluje u unutarstanicnom prometu u misi¢nim stanicama, za vrijeme smjestaja u
citoplazmi. Nakon ulaska u jezgru, regulira miSicno-specificne gene. Smatra se da
ima ulogu u kontroli razvoja tumora i njegove progresije. Obnovljena ekspresija u
stanicama karcinoma pluca suprimira njihov neovisan rast (2567 aa).

GOLGA4

Golgi autoantigen (Golgin podobitelj A ¢lan 4, Trans-Golgi p230); Ima ulogu u
vezikularnom transportu iz trans-Golgi mreze preko interakcije s MACF1 (2230 aa).



PCNT

Pericentrin (Pericentrin-B); Sastavni dio centrosoma koji sudjeluju u pocetnoj
uspostavi mreze mikrotubula za vrijeme mejoze i mitoze. Sudjeluje u formiranju
mreze mirotubula kao sastavni dio pericentriolnog materijala (zajedno s DISC 1).
Smatra se da inhibira aktivnost NEK2 i da na taj naCin spreCava prerano razdvajanje
centrosoma za vrijeme interfaze (3336 aa).

TPM2

Tropomiozin 2 je izoforma tropomiozina (284 aa).

CENPF

Centromere protein F (Mitozin, Kinetohore protein CENPF) ima ulogu u
funkcioniranju kinetohore i segregaciji kromosoma u mitozi. Za vrijeme interfaze
smjeSten je u citoplazmi. Predstavlja vezu izmedu recikliraju¢ih vezikula i mreze
mikrotubula, vezuc¢i se za STX4 i SNAP25 te na taj nacin regulira recikliranje
membrane. Smatra se potencijalnim inhibitorom RB proteina za vrijeme
embrionalnog razvoja, tj. dijeljenja i proliferacije stanica. Preko C kraja sudjeluje u
regulaciji DNA sinteze i poti€e progresiju stani¢nog ciklusa. Ima potencijalnu ulogu u
regulaciji skeletne miogeneze i i diferencijacije stanica u embriogenezi. Preko C kraja
sudjeluje u regulaciji DNA sinteze, stoga poti€e progresiju stani¢nog ciklusa. Ima
potencijalnu ulogu u regulaciji skeletne miogeneze i diferencijaciji stanica za vrijeme
embriogeneze (3114 aa).

MKI67

Antigen Ki-67, neophodan za odrzavanje proliferacije (3256 aa).

DOCK9

Prenositelj od citokineze proteina 9 (Cdc42 gvanin nukleotid razmjene faktor zizimin
1) je gvanin nukleotid-razmjenjujuci faktor koji aktivira Cdc42 zamjenjujuci vezani
GDP za slobodni GTP. Prekomjerna ekspresija inducira nastanak filopodia (2068
aa).

DTNA

Distrobrevin-alfa (Distrofinu srodan protein 3); smatra se da sudjeluje u nastanku i
odrzavanju stabilnosti sinapsi. Sudjeluje u formiranju klastera nikotinsko-
acetilkolinksih receptora (743 aa).

ENSG00000223931

nepoznat protein (97 aa).

DST



Distonin (230/240 kDa bulozni pemfigoid antigen) ima ulogu veznog protein
citoskeleta te integrira intermedijarne filamente, aktin i mikrotubule u mrezu
citoskeleta. Potreban za sidrenje intermedijarnih elemenata u aktinski skelet u
misicnim i ziv€anim stanicama te za unutrasnju stranu hemidezmosoma u epitelnim
stanicama. Moze se samoagregirati i formirati filamente ili dvodimenzionalnu mrezu
(5171 aa).

TAGLN

Transgelin (Glatkog miSi¢a protein 22-alfa, SM22-alfa) veZe se na F-aktin i vazan je
za kontraktilna obiljezja stanice. Sudjeluje u interakcija posredovanima vezanjem
kalcija i ima ulogu tumorsupresora. Sudjeluje u apoptozi aktivacijom i translokacijom
p53 iz jezgre u citoplazmu. Razine transgelina Cesto su smanjene u liniama
tumorskih stanica dok su povecane tijgkom starenja Sto upucuje na njegovu ulogu
kod dono$enja sudbinskih odluka stanice. Inhibira metaloproteinazu 9 (MMP9) koja
ima ulogu u metastaziranju i epitelno-mezenhimalnoj tranziciji. Kod karcinoma
prostate ekspresija transgelina pada kako bolest progredira. SpreCava vezanje
koaktivatora na AR i njegovu trnaslokaciju u jezgru kod kastracijski rezistentnog
oblika bolesti (201 aa).

CEP290

Centrosomalni protein od 290 kDa (Bardet-Biedl sindrom 14 protein); SmjeSten u
centrosomima i ciljama gdje je dio kompleksa vaznog za tkivno-specificnu
ciliogenezu. Ima ulogu u regulaciji transporta i sastavu ciljarne membrane. Veze se
na minus kraj mikrotubula i aktivira ATP4 posredovanu transkripciju. Primarne cilije
suprimiraju Wnt signalni put. Kod karcinoma prostate su disfunkcionalne te se smatra
da posreduju poja¢anu aktivnost Wnt puta (2479 aa).

APOA1

Apolipoprotein A-l sudjeluje u reverznom transportu kolesterola iz tkiva u jetru. PotiCe
refluks kolesterola iz tkiva i kofaktor je lecithin kolesterol acetiltransferaze. Preko
SPAX kompleksa, €iji je ¢lan, sudjeluje u aktiviranju motileteta spermatozoa (267 aa).
ZNF141

Cink prsten protein 141 je represor koji sudjeluje u regulaciji transkripcije. Ima ulogu
u razvoju ekstremiteta (474 aa).

CEP135



Centrosomalni protein od 135 kDa (Centrosomalni protein 4) ima ulogu protein
nosaca za vrijeme rane biogeneze centriola. Platforma je za CEP250 te na taj nacin
sudjeluje u centriol-centriol koheziji za vrijeme interfaze (1140 aa).

LARP7

La-vezani protein 7 (P-TEFb-interakcije protein za stabilnost 7SK); Ima ulogu
negativnog transkripcijskog regulatora, koji djeluje preko 7SK RNP sustava. Unutar
7SK RNP kompleksa, pozitivni transkripcijsko-elongacijski factor b (P-TEFb) je u
inaktivnom obliku, na taj nalin sprecCavaju¢i RNA polimeraze Il fosforilaciju i
posljedi¢nu transkripcijsku elongaciju (582 aa).

ANXA2

Aneksin A2 (Placentni antikoagulantni protein IV, PAP-IV) ima ulogu transportera u
aneksinskoj obitelji. Vezan je na membranu, a regulira ga kalcij. VeZe dva iona
kalcija s velikim afinitetom, a taj u€inak pojacavaju anionski fosfolipidi. Sudjeluje u
odgovoru na toplinski stres. Veze se na Clanove obitelji niske gustoée lipidnih
receptora te ima ulogu u regulaciji homeostaze kolesterola iz plazme. Supstrat je za
v-Src i regulator je dinamike aktina. Ta je uloga vazna kod transformacije stanica
posredovane v-Src koja uklju€uje reorganizaciju aktinskog citoskeleta i razdvajanje
fokalnih adhezija (357 aa).

TPR

Nukleoprotein TPR je komponenta kompleksa jezgrine pore (engl. Nuclear pore
complex - NPC) koji je neophodan za promet molekula kroz jezgrinu membranu. Ima
ulogu u kontrolnoj toCki mitotiCkog vretena. Njegova N terminalna domena sudjeluje u
aktivaciji onkogenih kinaza. Tpr homolozi aktiviraju meti raf (2363 aa).

SEMGH1

Semenogelin 1 je predominantni protein ejakulata. Sudjeluje u oblikovanju matriksa
gela u kojem se nalaze spermatozoe te se smatra da moze pridonijeti aktivaciji
progresivnih pokreta sperme (462aa).

MYH4

Miozin 4 (Miozin teski lanac, skeletni misi¢, fetalni) ima ulogu u kontrakciji skeletnih
misi¢a (1939 aa).

SRRM2

Serin/arginin repetitivni matriks protein 2 (SR-vezani nuklearnog matriksa protein od
300 kDa) sudjeluje u pre-mRNA izrezivanju. Moze djelovati prije ili za vrijeme prvog
katalitickog koraka odvajanja katalitickog centra spliceosoma. To radi na nacin da



stabilizira katalitiCki centar ili polozaj RNA supstrata (zbog sli¢nosti). Veze se na RNA
(2752 aa).

FGB

Fibrinogen beta lanac (Fibrinopeptid B) ima dva seta od tri razli€ita lanca (alfa, beta i
gama). Gama lanac sadrZi glavnho mjesto vezanja receptora trombocita. Konverzija
fibrinogena u fibrin posredovana je proteazom trombinom Kkoji cijepanjem lanaca
uzrokuje nastanak monomera koji se polimeriziraju i stvaraju netopljivi fibrinski
matriks. Konverzija u konacnu formu ugruska posredovana je faktorom XIIIA koiji
katalizira vezanje alfa i gama lanaca razli¢itih monomera. Fibrin ima klju¢nu ulogu u
homeostazi jer je jedan od osnovnih sastojaka krvnih ugruSaka. Sudjeluje u cijeljenju
rana na nacin da vodi migraciju stanica za vrijeme reepitelizacije. Vazan za ishod
trudnoce. PotiCe antibakterijski odgovor. Razli€iti produkti cijepanja fibrinogena i
fibrina imaju ulogu u adheziji i migraciji stanica, posjeduju vazokonstriktorna i
kemotaktiCka obiljezja te su mitogeni za viSe tipova stanica (491 aa).

TTN

Titin (Rabdomiosarkoma antigen MU-RMS-40.14, EC 2.7.11.1) ima ulogu
serin/treonin protein kinaze, a enzimska aktivnost posredovana je fosforilacijom na
Tyr-32341 i vezanjem Kkalcija/kalmodulina na C terminalni regulatorni rep molekule
Sto uzrokuje vezanje ATP-a. Sastavni je dio i sudjeluje u funkcioniranju glatkih
misi¢nih stanica. Osigurava vezu na razini pojedinih mikofilamenata te na taj nacin
pomaze odrzavanju finog balansa sila izmedu dva pola sarkomere. U ne-miSi¢nim
stanica ima ulogu u kondenzaciji kromosoma i njihovoj segregaciji za vrijeme mitoze.
Za vrijeme interfaze moze vezati mrezu lamina za kromatin ili jezgrin aktin ili oboje
(33423 aa).

MYHG6

Miozin 6 (Miozin teSki lanac, sr€ani miSi¢ alfa izoforma, MyHC-alfa) ima ulogu u
misi¢nim kontrkacijama (1939 aa).

GAPDH

Gliceraldehid-3-fosfat dehidogrenaza (EC 1.2.1.12, Peptidil-cistein S-nitrozilaze
GAPDH, EC 2.6.99.-) je enzim koji posjeduje aktivnost gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenaze i nitrozilaze. Klju¢an je enzim glikolize i katalizira konvertiranje D-
gliceraldehid 3 fosfata (G3P) u 3 fosfo-D-gliceroil fosfat. Kao nitrozilaza posreduje u
cistein S-nitrozilaciji proteina u jezgri (SIRT1, HDAC2 i PRKDC). Na taj nacin
sudjeluje u razli¢itim aktivostima u jezgri kao $to su transkripcija, transport RNA, DNA



replikacija i apoptoza. Posreduje u organizaciji i sklapanju citoskeleta. Stimulira
vezanje CHP1 za mikrotubule te na taj nacin potie udruzivanje mikrotubula i
membrane. Sudjeluje i u upalnim procesima (335 aa).

HBA1

Hemoglobin alfa 1 sudjeluje u transportu kisika (142 aa).

CNN1

Kalponin-1 (Kalponin H1, glatki miSi¢) ima ulogu u regulaciji i modulaciji kontrakcija
glatkih miSica. Veze se na tanke filamente kao Sto su aktin, kalmodulin, troponin C i
tropomiozin. Interakcija s aktinom sudjeluje u inhibiciji Mg-ATPazne aktivnosti
aktomiozina (297 aa).

MYH7B

Miozin 7B (Miozin teski lanac 7B, sréani miSi¢ beta izoforma) sastavni je dio miozina
Il koji je graden od dva teSka lanca i Cetiri laka lanca. TeSki lanac poseduje
globularnu motornu domenu koja katalizira ATP hidrolizu te ulazi u interakciju s
aktinom (1983 aa).

ANK3

betaDAG1. Spada u skupinu proteina koji vezu memebranu s citoskeletom. Smatra
se da sudjeluje u odrzavanju/ciljanju ionskih kanala i molekula stani¢nih adhezija u
Ranvierovom ¢&voru i pocetnim aksonalnim segmentima. Sudjeluje u regulaciji
reapsorpcije renalnog Mg (2+) (4377 aa).

HNRNPM

Heterogeni nuklearni ribonukleoprotein M sudjeluje u izrezivanju RNA. Ima ulogu
receptora karcinoembrionalnog antigena u Kupfferovim stanicama te moze potaknuti
seriju signalnih dogadaja koji vode tirozinskoj fosforilaciji proteina i indukciji citokina
(IL-1 o, IL-6, IL-10 i1 TNF o) (730 aa).

IGFN1

Imunoglobulinu nalik i fibronektin tip 1l domena-sadrzavajuéi protein 1 (KY-
medudjelujuéi protein 1); nepoznata funkcija (3708 aa).

ZNF658

Cink prsten protein 658 posreduje represiju transkripcije u odgovoru na cink.
Vezanjem na cink transkripcijski regulatorni element, smjeSten u promotorskoj regiji,
sudjeluje u represiji nekoliko gena. Osiguravajué¢i dovoljnu zalihu cinka, kordinira

procese koji ovise o njemu u ribosomima te ima ulogu u njihovoj biogenezi (1059 aa).



NEB

Nebulin je veliki miSi¢ni protein za kojeg se smatra da je ukljuCen u odrzavanje
strukturnog integriteta sarkomere i memebranskog sistema povezanog s
miofibrilama. Veze i stabilizira F-aktin (8525 aa).

LIMCH1

LIM i kalponin homologne domene 1 protein; nepoznata funkcija (1083 aa).

CALM1

Kalmodulin 1, preko iona Ca®*), posreduje u kontroli velikog broja enzima, ionskih
kanala i drugih proteina. Medu enzime koji su stimulirani ovim kompleksom ubraja se
Citav niz kinaza i fosfataza. Sudjeluje u genetiCkom putu koji regulira ciklus
centrosoma i njegovu progresiju kroz citokinezu. Vezan je i s pojedinim dijelovima
Wnt signalnog puta (149 aa).

MYH11

Miozin 11 (Miozin teSki lanac, glatkog miSi¢a izoforma) sudjeluje u kontrakciji glatkih
misi¢nih stanica (1979 aa).

COLBAS5

Kolagen alfa-5(VI) lanac (von Willebrand faktor A domena-sadrzavajuci protein 4)
ima ulogu veze izmedu stanica (2615 aa).

ZNF266

Cink prsten protein 266 (cink prsten protein HZF1) ima ulogu u regulaciji transkripcije
(549 aa).

PSME2

Proteasom aktivator kompleks podjedinica 2 (Aktivator multikatalitiCke proteaze
podjedinica 2) je podjedinica imunoproteasomskog kompleksa i neophodna je za
ucinkovito procesiranje antigena (239 aa).

EIF5B

Eukariotski translacije inicijacijski faktor 5B (Translacije inicijacijski faktor IF-2, EC
3.6.5.3) je GTPaza koja ima ulogu u zapocCinjanju translacije. Enzim katalizira
sjednjenje 40S i 60S podjedinica koje tvore 80S inicijacijski kompleks sa metionin-
tRNA kao inicijatorom. Vezanjem GTP-a i hidrolizom dolazi do konformacijskih
promjena enzima Sto ga Cini aktivnim za produktivne interakcije s ribosomima. Nakon
formiranja inicijacijskog kompleksa, dolazi do oslobadanja enzima $to je preduvjet za
formiranje elongacijsko-nadleznih ribosoma (1220 aa).

HSP90B1



Heat shock protein 90 kDa beta Clan 1 (Endoplazmin) ima ulogu molekularnog
pratioca koji sudjeluje u procesiranju i transportu proteina koji se izluCuju. Vezanjem
s CNPY3 postaje neophodan za funkcioniranje Toll-receptora. Ima ulogu u
endoplazmatski retikulum povezanoj degradaciji (engl. Endoplasmic reticulum
associated degradation - ERAD) te ima aktivhost ATP-aze. Promijenjena ekspresija
pronadena je kod gastrointestinalnih i oralnih karcinoma te kod karcinoma dojke,
pluéa, prostate i osteosarkoma. PoviSena ekspresija Cesto je u Kkorelaciji s
rezistencijom na kemoterapijsko i radioterapijsko lijeCenje te progresijom bolesti i
posljediénim kracim prezivljenjem (803 aa).

PHB

Prohibitin inhibira sintezu DNA te ima ulogu u regulaciji proliferacije. Mehanizam
djelovanja je joS uvijek nepoznat te se ne zna je li posredovan samim proteinom ili
njegovom mRNA. Smatra se da ima ulogu u regulaciji mitohondrijske respiracijske
aktivnosti i u starenju. Prohibitin je neophodan za Ras-potaknutu Raf1-aktivaciju te
adheziju stanica i njihovu migraciju. Smatra se da ima ulogu u metastaziranju na
nacin da Ccini tumorske stanice visoko invazivnim. UoCena je njegova veza s
agresivnijim metastatskim oblicima bolesti kod karcinoma dojke, prostate, jednjaka,
Zeluca, ne-malih stanica plu¢a, nadbubrezne Zlijezde i nazofarinksa. Kofaktor je AR i
tumorsupresor te njegov gubitak uzrokuje rast tumorskih stanica karcinoma prostate
u kastracijskim uvijetima i posljedicni nastanak kastracijski rezistentnog karcinoma
prostate (272 aa).

HSPA5

78 kDa glukoza-regulirani protein (GRP 78, Endoplazmatski retikulum luminalni Ca?*-
vezuci protein grp78) smatra se da ima ulogu u olakSavanju sklapanja multimernih
proteinskih kompleksa u endoplazmatskom retikulumu. Putem interakcije s DNAJC10
sudjeluje u pravilnom nabiranju proteina i degradaciji proteina koji to nisu. Clan je
Hsp 70 obitelji proteina. Ima ulogu posrednika u karcinogenezi prostate posredovanoj
gubitkom Ptena te nepoznatim mehanizmom aktivira PI3K/AKT signalni put.
Povecana eskpresija kod karcinoma prostate GRP78 povezana je s promijenjenom
ekspresijom proteina klijenata Hsp70-Hsp90 kompleksa te aktivacijom AKT. Sam
kompleks Hsp70-Hsp90 je kompleks pratitelja koji je neohodan za sklapanje i
konformalnu regulaciju mnogih proteina, uklju€ujuci i steroidne receptore. Sudjeluje i

u odgovoru endoplazmatskog retikuluma na stres. Poremecena ekspresija GRP78,



AR i AKT kod nelijeCenih karcinoma prostate u korelaciji je s loSijim ishodom (654
aa).

HSPD1

Heat shock protein 60 kDa, mitohondrijski (Mitohondrijskog matriksa protein P1)
sudjeluje u ulasku mitohondrijskih proteina i stvaranju makromolekularnih kompleksa.
Moze poticati pravilno te zaustaviti nepravilno sklapanje polipeptida koji nastaju za
vrijeme stresa u matriksu mitohondrija. lzluCuju ga tumorske stanice preko
eksosoma, imunoloski aktivnih mikrovezikula za koje se smatra da sudjeluju u
progresiji tumora i mitohondrijskoj apoptozi (573 aa).

GOLGB1

Golgin podobitelji B ¢lan 1 (372 kDa Golgi kompleks-povezani protein, GCP372);
smatra se da sudjeluje u nastanku intercisternalnih ukriZzenih mostova Golgijeva
kompleksa (3259 aa).

CLIC1

Kloridnog intracelularnog kanala 1 protein (Regulatorni nuklearni klorid ion kanala
protein) utiskuje se u membrane i formira kanale kloridnih iona. Insercija u kanale je
redoks-regulirana, a aktivnost kanala ovisi o vrijednosti pH. Sudjeluje u regulaciji
stani¢nog ciklusa (241 aa).

HBA2

Hemoglobin alfa2 sudjeluje u transportu kisika (142 aa).

ZNF600

Cink prsten protein 600 ima ulogu u regulaciji transkripcije (722 aa).

PRDX1

Peroksiredoksin-1 (EC 1.11.1.15, Tioredoksin-ovisna peroksid reduktaza 2) sudjeluje
u redoks regulaciji stanice (reducira perokside) na nacin da reducira ekvivalente koiji
nastaju preko tioredoksin, a ne glutaredoksin sistema. Aktivho mjesto je redoks
aktivni Cys-52 koji oksidira u Cys-SOH. Potom Cys-SOH ulazi u interakciju s Cys-
173-SH druge podjedinice te formira intramolekularni disulfid s konkomitantnom
homodimernom formacijom. Enzim se regenerira redukcijom disulfida uz pomo¢
tioredoksina. Smatra se da sudijeluje u eliminaciji peroksida koji nastaju za vrijeme
metabolizma, tj. ima antioksidativnu (protektivhu) ulogu u stanici. Takoder,
regulacijom intracelularne koncentracije H202, smatra se da sudjeluje u signalnim

kaskadama faktora rasta i TNF «a. Sudjeluje u postmitotskoj motor-neuron



diferencijaciji,  reguliraju¢i  upravljaCku  sposobnost = GDPD5, redukcijom
intramolekularnih disulfidnih veza (199 aa).

PTRF

Polimeraza | i transkripcijski oslobadajuci faktor (Kavin-1) ima ulogu u formiranju i
nastanku kaveola. Neophodan je za sekvestraciju pokretnog kaveolina u nepokretne
kaveole. Sudjeluje u regulaciji transkripcije. Smatra se da modificira metabolizam
lipida i ekspresiju gena reguliranu inzulinom. Kod tumora gusteraCe i prostate
njegova aktivnost ¢esto ovisi o aktivnosti kaveolina-1. UoCeno je da nadprodukcija u
linijama karcinoma prostate je vezana s smanjenjem agresivnhog potencijala dok se
potprodukcija u stromi javlja u sprezi s progresijom karcinoma prostate (390 aa).
PCMT1

Protein-L-izoaspartat (D-aspartat) O-metiltransferaza (EC 2.1.1.77, Protein L-
izoaspartil/D-aspartil metiltransferaza) je enzim koji katalizira metil esterifikaciju L-
izoaspartil i D-aspartil rezidua peptida i proteina koje nastaju spontanim raspadom
normalnih L-aspartil i L-asparaginil rezidua. Na taj nacin ima ulogu u popravku ili
degradaciji oStecenih proteina. Smatra se da sudjeluje u protektivnim mehanizmima
tijekom nastanka Alzheimerove bolesti (285 aa).

ENSG00000228325

nepoznata funkcija (130 aa).

ANP32A

Kiseli leucin-bogati jezgreni fosfoprotein 32 A (Potentni toplotno-stabilni protein
fosfataze 2A inhibitor [1PP2A) je protein koji sudjeluje u cijelom nizu stani¢nih
procesa ukljuCujuci proliferaciju, diferencijaciju, apoptozu (ovisnu/neovisnu o
kaspazama), inhibiciju protein fosfataze 2A, regulaciju trgovine i stabilnosti mRNA (u
suradnji s ELAV1) te inhibiciju acetiltransferaza kao dijela INHAT (engl. Inhibitor of
histone acetyltransferases - INHAT) kompleksa. Sudjeluje u represiji transkripcije
posredovanoj E4F1. Za obitelj ANAP32 proteina nije joS u potpunosti dokazano
djeluju li kao tumorsupresori ili promotri. Sve vise se namece hipoteza da ova obitelj
ima ulogu “dvosjeklog maca” u progresiji tumora. S obzirom na ulogu ¢lanova obitelji
u apoptozi posredovanoj kaspazama, u stanicama s intaktnim apoptotickim putevima
njihova pojatana ekspresija moze posredovati redukciju tumora. S druge strane,
pojaCana ekspresija u stanicama s defektnim apoptotiCkim putevima omogucuje
proliferativnu prednost selektivnom ekspresijom ciljanih gena, tj. omogucuje
progresiju tumora (249 aa).



MDH1

Malat dehidrogenaza, citoplazmatska (EC 1.1.1.37, Diiodofenilpiruvat reduktaza EC
1.1.1.96) katalizira reverzibilnu oksidaciju malata u oksalacetat, koriste¢ci NAD/NADH
kofaktor sistem u ciklusu limunske kiseline. Regulira aktivhost tumorsupresora p53
kao metabolicki enzim. Za vrijeme nedostatka glukoze stabilizira i transaktivira p53 te
regulira apoptozu ovisnu o ovom tumorsupresoru. Sudjeluje u interakciji s HSP9O0 i
MPP3 (352 aa).

PSMB3

Proteasom podjedinica beta tip-3 (EC 3.4.25.1, Proteasom komponenta C10-11) dio je
proteasoma koji je multikataliticki kompleks proteinaza. Kompleks ima oblik prstena
(20S) sa strukturom jezgre koja se sastoji do Cetri prstena 28 neidenti¢nih
podjedinica. Pritom su dva prstena sastavljena od sedam alfa podjedinica, a dva
prstena od sedam beta podjedinica. Njegovo obiliezje je sposobnost cijepanja
peptida s Arg, Phe, Tyr, Leu i Glu aminokiselinama koje su pridruzene napustaju¢im
grupama. Pritom je potrebna normalna ili tek neznatna bazi¢na vrijednost pH.
Proteasom posjeduje ATP-ovisnu proteoliticku aktivnost (205 aa).

PHPT1

Fosfohistidin fosfataza 1 (EC 3.1.3.-) katalizira reverzibilnu defosforilaciju histidinskih
rezidua na proteinima. Smatra se da sudjeluje u reorganizaciji citoskeleta
posredovanoj aktinom. Negativno regulira CD4 T stanice (125 aa).

CA3

Karbonska anhidraza 3 (EC 4.2.1.1, Karbonat dehidrataza Ill) je enzim Kkoiji
reverzibilno hidrira karbon dioksid. Razlikuje se od drugih ¢lanova obitelji po niskoj
aktivnosti karbon dioksid hidrataze, rezistenciji na inhibitor acetazolamid i
predominantnoj ekspresiji u jetri muskaraca. Nadeksprimiran je u linijama SK-Hep1
karcinoma jetre §to uzrokuje povecanu invazivnost tumorskih stanica (260 aa).
GSTT2

Glutation S-transferaza teta 2 (EC 25.1.18, GST-razred-teta-2); enzim katalizira
konjugaciju reduciranog glutationa u  Sirok spektar egzogenih i endogenih
hidrofobi¢nih elektrofila. Ima aktivnost sulfataze. Smatra se da sudjeluje u
karcinogenezi (244 aa).

CRYM

Ketimin reduktaze mu-kristalin (EC 1.5.1.25, NADP-regulirani tiroidni-hormon-vezuci

protein) je enzim koji katalizira redukciju imin veza u mozdanim supstratima koje



mogu ukljucivati cistationin ketimin i lantionin ketimin. Veze tiroidni hormon koiji je jaki
reverzibilni inhibitor. Smatra se da sudjeluje u regulaciji slobodne intracelularne
koncentracije trijodtironina i pristupa njegovim jezgrinim receptorima. Ekspresija je
posredovana androgenima te je nadeksprimiran u stanicama AR pozitivnih linija
karcinoma prostate te u tumorskom tkivu. Posljedi¢no, podeksprimiran je nakon
primjene antiandrogena u stanicama linija karcinoma prostate te u tkivu bolesnika s
kastracijski rezistentnim karcinomom prostate (314 aa).

ARG2

Arginaza-2, mitohondrijska (EC 3.5.3.1, BubreZni-tip arginaze) je finalni enzim ciklusa
uree koji cijepa L-arginin u ureu i ornitin ¢ine¢i ga dostupnim ornitin dekarboksilazi
koja ga konvertira u poliaminske spojeve kao $to su putrescin, spermidin i spermin.
Postoje dvije izoforme ovog enzima. Arginaza-2 smjestena je u mitohondrijima te se
smatra da regulira metabolizam arginina izvan ciklusa uree i modulira sintezu
duSikovog oksida, tj. smanjuje njegovu proizvodnju. Zapravo, enzim funkcionira kao
regulator bioraspolozivosti L-arginina za sintezu duSikovog oksida. Ima ulogu u
fiziologiji seksualnosti. Smatra se da je povecana aktivhost enzima vezana uz
odrzavanje potrebnih razina poliamina nepohodnih za rast i razvoj tumora. Prostata i
njezine izluCevine imaju najveée razine poliamina od svih tkiva. Za vrijeme razvoja
karcinoma prostate poliaminski omjer (spremidin/spermin) te aktivnost enzima
poliaminskog puta (ukljuCujuci ornitin dekarboksilazu) poviseni su. Nadeksprimirana
je u androgen ovisnim linijjama karcinoma prostate te se smatra potencijalnim
biomarkerom ranog karcinoma prostate. UoCen je gradijent ekspresije enzima, s
tendencijom smanjenja iste, od benignijih prema zlocudnijim promjenama te ovisno o
Gleason zbroju. Smatra se da je gubitak ekspresije enzima u nediferenciranom
karcinomu prostate vezan uz vecCu razinu poliamina proizvedenih alternativnim
putevima (354 aa).

PTGES3

Prostanglandin E sintaza 3 (EC 5.3.99.3, Citosoli¢na prostanglandin E2 sintaza,
cPGES, ko-pratioc p23) je enzim koji katalizira oksidoredukciju prostanglandin
endoperoksida H2 u prostanglandin E2. Molekularni je pratioc koji prekida aktivnost
transkripcijskih regulatornin kompleksa posredovanih receptorima na nacin da
promice njihovo rastavljanje. To radi svojim smjeStajem na elementima genoma koji
sudjeluju u odgovoru (engl. Genomic response elements) za koje se veze na nacin

kako to inaCe rade hormoni. Uz Hsp 90 sastavni je dio kompleksa koji je potreban za



nastanak aktivne telomeraze. Osim njegove primarne uloge, kao pratioca Hsp 90,
enzim moze djelovati i na aktivnost viSe steroidnih receptora, uljuujuc¢i AR. Hsp 90 i
p23 kljucne su komponente stabilizacijskog kompleksa za vrijeme smjeStaja AR
receptora u citoplazmi te u stanju bez vezanog liganda. Smatra se da p23 potice
aktivnost AR u citoplazmi i u jezgri. U citoplazmi povecava kapacitet AR za vezanje
liganda u odsutnosti hormona, dok u jezgri poveéava zauzimanje ciljnih promotora
AR. Zajedno s Hsp 90 spada u kofaktore i pratioce AR koji su nadregulirani te
odrzavaju bazalnu aktivhost AR za vrijeme niske razine hormona (primjena ADT),
zbog Cega karcinom prostate postaje kastracijski rezistentan. Razina p 23 povecana
je kod lije€enja androgenima i antiandrogenima te se smatra da povec¢ava motilitet
stanica karcinoma prostate. Time se objasSnjava korelacija povecCane razine
nuklearnog p23 u uzorcima biopsije prostate kod tumora niskog gradusa i loSijeg
prezivljenja. Danas je p23 jedna od ciljnih meta u lije€enju karcinoma prostate (160
aa).

SOD1

Superoksid dismutaza 1 (EC 1.15.1.19) je enzim koji uniStava radikale koji se
proizvode u stanicama i toksi¢ni su za bioloSke sustave. Aktivnhost SOD 1 je znacajno
poveéana kod raka dojke. Smatra se da stanice raka dojke prolaze kroz SOD
preokret za vrijeme maligne transformacije jednako analogiji kadherin preokreta koiji
se dogada za vrijeme epitelno mezenhimalne tranzicije. SOD 2 je glavni antioksidant
Cija je aktivnost znaCajno smanjena u raku dojke te se prepostavlja da ga zamjenjuje
SOD1 (154 aa).

CMBL

Karboksimetilenbutenolidaza homolog (EC 3.1.-.-) je cistein hidrolaza koja najCeSce
cijepa ciklicke estere te aktivira pojedine lijekove (245 aa).

AIFM2

Apoptoza-induciraju¢i faktor 2 (EC 1.-.-.-, Apoptoza-inducirajuci faktor homologni
mitohondrija-povezani induktor smrti); okisidokreduktaza koja posreduje u p53/TP53
ovisnom apoptotickom odgovoru. Djeluje kao efektor mitohondrija neovisan o kaspazi
te na taj nacin sudjeluje u apoptozi. VezZe se za DNA. Moze pridonijeti zastoju rasta
induciranom genotoksinima (373 aa).

KLK3

Kalikrein-vezana peptidaza 3 (EC 3.4.21.77, Prostata specificni antigen, PSA,

Gamma-seminoprotein, seminin) je enzim koji hidrolizira semenogelin-1 te uzrokuje



razgradnju ugruSaka ejakulata. Zasad je jedini poznati biomarker karcinoma prostate
(261 aa).

TUFM

Elongacijski faktor Tu, mitohondrijski (EF-Tu, P43) poti¢e GTP-posredovano vezanje
aminoacetil-tRNA na A-mjesto ribosoma za vrijeme sinteze proteina (455 aa).

ACPP

Prostati¢na kisela fosfataza (EC 3.1.3.2, PAP, Tiamin monofosfataza, TMPaze) je
nespecificna tirozin fosfataza koja defosforilira cijeli niz supstrata kod kiselih uvjeta
(pH 4-6) ukljuCujuci alkil, aril, acil ortofosfat monoestere i fosforilirane proteine.
Takoder, ima aktivnost lipid fosfataze (418 aa).

SOD2

Superoksid dismutaza 2 (Mn), mitohondrijska (EC 1.15.1.1) je enzim koji uniStava
superoksid anion radikale koji se proizvode u stanicama i koji su toksi¢ni za bioloSke
sustave (222 aa).

ENSG00000228325 nepoznata funkcija (130aa).

ARHGDIB

Rho GDP-disocijacijski inhibitor 2 (Rho GDI 2, Rho-GDI beta) regulira izmjenu
GDP/GTP na Rho proteinima na nacin da inhibira disocijaciju GDP od njih te
posljedicno veze GTP na njih. Zbog veze s ¢lanovima Rho obitelji sudjeluje u
regulaciji reorganizacije aktinskog citoskeleta. Sudjeluje u progresiji tumora te se
smatra da regulira citokinezu. Tumorsupresor je karcinoma mokra¢nog mjehura.
Promijenjena ekspresija nadena je i kod tumora pluca, jajnika, dojke, zeluca i jetre.
Kod viSe vrsta tumora aktivnost je poredovana preko PI3K/Akt signalnog puta (201
aa).

CBX3

Kromoboks protein homolog 3 (Heterokromatin protein 1 homolog gamma, HP1
gamma) stabilizira kromatin i sudjeluje u formiranju funkcionalne kinetohore. Ukljuen
je u transkripcijsko utiSavanje u heterokromatin-nalik kompleksima. Nadeksprimiran
je kod PIN-a visokog gradusa, lokaliziranog i metastatskog karcinoma prostate Sto
korelira s ekspresijom Ki67. Postoji bolja korelacija njegove ekspresije s pojavom
biokemijskog relapsa, nego sto je to slu€aj s Gleasonovim zbrojem, osobito u skupini
bolesnika s Gleasonovim zbrojem 7 (183 aa).

EIF5A



Eukariotski translacije inicijacijski faktor 5A-1 (elF-5A1, eukariotski inicijacijski faktor
5A izoform 1, elF-5A) ima ulogu u ravoju mozga i diferencijaciji matiCnih stanica
skeletnih miSica. Veze se na mRNA i sudjeluje u translacijskoj elongaciji. Vazan u
dinamici aktina i progresiji stanicnog ciklusa. Takoder sudjeluje u raspadu mRNA i
putu odgovora na stres i odrZanju integriteta stani¢nog zida. Regulator je p53/TP53-
ovisnoj i apoptozi poredovanoj TNF o (184 aa).

MYL12A

Miozin regulatorni laki lanac 12A (Miozin regulatorni laki lanac 2)

preko fosforilacije regulira kontraktilnost glatkin miSi¢nih i ne-misi¢nih stanica. Smatra
se da sudjeuje u kretanju stanica i citokinezi (171 aa).

CTSD

Katepsin D (EC 3.4.23.5) je kisela proteaza koja je aktivha u stanicnom raspadu
proteina. Sudjeluje u metastaziranju i angiogenezi raka dojke te je zbog toga gen
katepsina D sastavni dio mikro€ipova koji se koriste u testiranju invazivnosti tumora
dojke. Kod karcinoma prostate smatra se parakrinim medijatorom kojeg izlu€uju
stanice strome te na taj nacin poti¢e tumorogenezu (412 aa).

MYL12B

Miozin regulatorni laki lanac 12B (Miozin regulatorni laki lanac 2-B) preko fosforilacije
regulira kontraktilnost glatkih miSi¢nih i ne-misi¢nih stanica. Smatra se da sudjeuje u
kretanju stanica i citokinezi (172 aa).

PFN2

Profilin-2 utjeCe na strukturu citoskeleta. VeZe se na aktin te u niskim
koncentracijama poti€e njegovu polimerizaciju, dok je u visokim spre€ava. Suprimira
protruzije membrane, motilitet i invaziju stanica. Podeksprimiranost je vezana s
loSijom prognozom bolesnika s oralnim karcinomima i tumorima dojke (140 aa).
CAPZB

F-aktin-zastitnog proteina podjedinica beta (CapZ beta) veZe se, neovisno o Ca?*, na
brzorastucée krajeve filamenata aktina te blokira izmjenu podjedinica na njima. Kodira
ga gen koji spada u skupinu koja utjeCe na organizaciji citoskeleta i posljedicno na
motilitet stanica. Za razliku od drugih zastitinih proteina, ne razdvaja aktinske
filamente (277 aa).

MYL9

Miozin regulatorni laki polipeptid 9 (Miozin regulatrni laki lanac 2); Moduliraju¢i ATP-

aznu aktivnost glava miozina regulira kontrakciju misica. Dokazano je da je njegova



fosforilacija kljuC migracije stanica na solidnim supstratima. PoviSena ekspresija i
fosforilacija je nadena kod tumora jetre i dojke a smanjena kod tumora kolona,
mokrac¢nog mjehura i prostate. Podeskrimiran je u stanicama strome i kod karcinoma
prostate s negativnijim klinicko-patoloskim obiljezjima (172 aa).

GUSB

Beta-glukuronidaza (EC 3.2.1.31, Beta-G1) je hidrolaza koja razgraduje
glikozaminoglikane ukljuCuju¢i heparan sulfat, dermatan sulfat i hondritin-4,6-sulfat.
Enzim formira homotetramer koiji je lokaliziran u lizosomima (651 aa).

CIRBP

RNA-vezujuéi protein induciran hladnocom (RNA-vezujuci protein bogat glicinom) se
eksprimira na hladnoéi u uvjetima Soka, a u tumorskim stanicama i pri tjelesnoj
temperaturi. Translacijski je aktivator i represor. Ima protektivhu ulogu prilikom
odgovora na genotoksi¢ni stres na nacin da stabilizira transkripte gena koji su
uklju€eni u preZivljavanje. Smatra se neophodnim u supresiji proliferacije stanica
induciranoj hladno¢om. Kod karcinoma prostate i kolorektuma aktivira se putem
MAPK kinaza (172 aa).

SET

Protein SET (Inhibitor granzima A-aktivirane DNaze) je multifunkcionalni protein koji
sudjeluje u apoptozi, transkripciji i nastanku kompleksa nukleosoma. Takoder je
pratioc histona. Obje izoforme proteina sudjeluju u acetilaciji histona i nukleosoma.
Cilina meta inhibicije je histon H4, a posljedica iste je utiSavanje HAT ovisne
transkripcije te prevencija aktivne demetilaciie DNA. Takoder, obje izoforme
stimuliraju DNA replikaciju adenovirusnog genoma i potentni su inhibitori protein
fosfataze 2A. Za njega se veze inhibitor 2 navedenog enzima koji je nadeksprimiran
kod karcinoma prostate i koji inhibira popravak DNA. Izoforma 2 spreCava apoptozu
preko inhibicije granzim-A (GZMA) DN-aze, NME1. Ima sposobnost fuzije s razli€itim
onkogenima te amplifikacije zbog neposredne kromosomske blizine gena c-abl.
Stupa u interakciju s proteinom Rac-71 koji sudjeluje u migraciji i proteinima
uklju¢enim u razli¢ite faze stani¢nog ciklusa (290 aa).

DDAH2

N (G), N (G) - dimetilarginin dimetilaminohidrolaza 2 (EC 3.5.3.18, dimetilarginaza-2)
je enzim koji pretvara dimetilarginin u dimetilamin i L-citrulin. Inace, dimetilarginin je
inhibitor sintetaze dusSikovog monoksida. Za vrijeme oksidativhog stresa, dolazi do

inhibicije enzima, posljedicnog nakupljanja supstrata dimetilarginina u stanicama,



lu€enja citokina i inhibicije sinteze duSikovog monoksida. Prestankom inhibicije
stvara se duSikov monoksid koji poti€e tumorsku angiogenezu. Nadeksprimiran je
kod karcinoma jajnika i prostate (285 aa).

FTL

Feritin laki lanac je protein koji skadisti Zeljezo u topivom, netoksicnom obliku koji se
moze brzo Koristiti. Takoder ima ulogu u dopremi Zeljeza stanicama. Nadeksprimiran
je kod tumorskih stanica dojke rezistentnih na citostatike (175 aa).

SUMO2

Mali ubikvitin vezani modifikator 2 (Ubikvitinu-nalik protein SMT3B, Smt3B) sudjeluje
u SUMOilaciji koja se odvija preko enzimatske kaskade koju ¢ine E1, E2 i E3 ligaze
8to uzrokuje kovalentnu konjugaciju SUMO proteina (SUMO 1, 2 i 3) na ciljne
supstrate, stvarajuci podlogu za protein-protein interakciju. Ciljni supstrati su proteini
PIAS1-4, RANBP2 i CBX4, s kojima se veze kovalentno, a aktivnost je potaknuta E3
ligazama. SUMO ilacija na taj nacin regulira vazne stani¢ne procese, a nastale
postranslacijske modifikacije lizinskih rezidua proteina imaju vazne uloge u
stani¢nom transportu, DNA replikaciji i popravku, mitozi i prijenosu signala. Polimerni
SUMO 2 lanci su takoder osjetljivi na poliubikvitinaciju koja funkcionira kao signal za
degradaciju modificiranih proteina putem proteosoma (95 aa).

GPX1

Glutation peroksidaza 1 (EC 1.11.1.9) je antioksidativni enzim koji sudjeluje u
detoksifikaciji od vodikovog peroksida. Stiti hemoglobin u eritrocitima od oksidativhog
raspada (203 aa).

PAFAH1B2

Trombocit-aktivirajuéi faktor acetilhidrolaza IB podjedinica beta (EC 3.1.1.47, PAF
acetilhidrolaza 30 kDa podjedinica) je kataliticka podjedinica enzima koja inaktivira
trombocit-aktivirajuci faktor. Antagonisti¢ki djeluje na aktivnost dineina, proteina koji
je motor “minus” kraja mikrotubula (229 aa).

CRYAB

Alfa-kristalin B lanac (Renalnog karcinoma antigen NY-REN-2) ima aktivnost nalik
aktivnosti proteina pratitelja. Za vrijeme stresa spreCava agregaciju cijelog niza
proteina. Smatra se tumorsupresorom. Uoceno je da inhibira internalizaciju E-
kadherina u citoplazmu te na taj nacin odrzava B-katenin na membrani Sto dovodi do
smanjene razine ekspresije nizvodnih ciljeva (ciklin D-1i c-myc) (175 aa).

ENO1



Alfa-enolaza (EC 4.2.1.11, 2-fosfo-D-glicerat hidro-laza) je multifunkcionalni enzim
koji ima ulogu u glikolizi i cijelom nizu procesa ukljuCujuci kontrolu rasta, toleranciju
hipoksije i alergijski odgovor. Ima ulogu receptora i aktivatora plazminogena na
povrsini nekoliko vrsta stanica (leukociti, neuroni). Sudjeluje u fibrinoliti€kom sustavu
i u proizvodnji imunoglobulina. Izoforma MBP1, koja nastaje alternativnim
izrezivanjem, vezZze se na myc promotor i suprimira transkripciju. Smatra se
tumorsupresorom (434 aa).

ANXA3

Aneksin A3 (Inozitol 1,2-ciklicka fosfat 2-fosfohidrolaza) je inhibitor fosfolipaze A2 i
cijepa ciklicku vezu inozitol 1,2-ciklickog fosfata Sto omogucuje nastanak inozitol-1-
fosfata. Posjeduje antikoagulantna svojstva i sudjeluje u angiogenezi. Niske razine
ekspresije vezu se uz pojavu radiorezistencije i kemorezistencije. Sudjeluje u
karcinogenezi tumora pluca, Zu¢nog mjehura, jajnika i nazofarinksa (323 aa).

GLOD4

Glioksilaza domena sadrzavajuéi protein 4 ima ulogu inhibitora rasta stanica
hepatocelularnog karcinoma. Podeksprimiran je u tkivu ovog tumora u usporedbi s
ne-tumorskim tkivom kod istog ispitanika (298 aa).

CFL1

Kofilin 1 veZe se na F-aktin i izlaze pH osjetljivu depolimerizacijsku aktivnost F-
aktina. Sudjeluje u organizaciji i regulaciji aktinskog citoskeleta. Vazan je za
napredak stanice kroz mitozu i citokinezu. Radi rez na aktinskim filamentima
omogucuju¢i monomerima aktina da se vezu na nastalo raCviSte, Sto omogucuje
recikliranje aktina na vode¢im krajevima lamelipodija prostaticnih epitelnih stanica za
vrieme epitelno-mezenhimalne tranzicije. Sudjeluje u premjestaju atipicnog
kemokinskog receptora ACKR2 iz endosomalnog odjeljka na stani¢nu membranu i
na taj nacin potiCe ulazak kemokina u stanicu i njihovu degradaciju (166 aa).

HMGB1

Protein skupine visoke mobilnosti B1 (Visoke mobilnosti grupe protein 1) je
multifunkcionalni i redoks osijetljivi protein koji ima viSe uloga u razliitim stani¢nim
odjeljcima i izvanstanicnom prostoru. Tako se ponasa kao nuklearni protein u
stanicama i kao upalni medijator u izvanstanicnom prostoru. U jezgri je jedan od
glavnih kromatin-vezanih ne-histonskih proteina koji imaju ulogu DNA pratioca te
sudjeluju u replikaciji, transkripciji, remodeliranju kromatina, DNA popravijanju i

odrzavanju genomske stabilnosti. Smatra se univerzalnim biosenzorom za



nukleinske kiseline. Nakon otpustanja u ekstracelularni prostor veze se s cijelim
nizom proteina i aktivira stanicu preko angazmana s multiplim stani¢nim receptorima.
U tom se okoliSu ponasa kao kemokin, citokin i promotor imunoloSke tolerancije.
Tako ekstracelularni oblik poti€e proliferaciju, upalu, metabolizam energije,
angiogenezu te inhibira antitumorski imunitet domacina, Sto su sve osobine koje
poti€u tumorogenezu. Ima ulogu onkogena i tumorsupresora za vrileme razvoja i
lijeCenja tumora. Pritom je intracelularni oblik tumorsupresor, uloga koja je vezana uz
njegovu sposobnost odrzavanja genomske stabilnosti za vrieme rasta tumora.
Njegov gubitak inhibira autofagiju i potiCe apoptozu. Supresija autofagije potice
tumorogenezu i potiCe aktivnost antitumorske terapije. Jedan je od osnovnih liganda
ekstracelulernog receptora za uznapredovale glikacijske zavrSne produkte (engl.
Receptor for advanced glycation endproducts - RAGE) te preko te veze posreduje
cijeli niz svojih aktivnosti. Takoder RAGE Ccini platformu preko koje ulazi u interakciju
s drugim receptorima. Smatra se da ovaj protein takoder ima ulogu u razvoju
karcinoma prostate. Centralno mjesto zauzima njegova interakcija s AR i RAGE.
Nadeksprimiran je kod karcinoma prostate te se smatra potencijalnim biomarkerom
biokemijskog recidiva nakon radikalne prostatektomije. Sve se viSe naglasava
njegova uloga kao ciljne mete antitumorskog lije€enja (215 aa).

MSMB

Beta-mikroseminoprotein (Prostata sekretorni protein od 94 aminokiseline, PSP94)
se nalazi u sekretu prostate i eksprimiran je u benignom i maligno promjenjenom
prostatichom epitelu. Glavna uloga mu je kontrola i poticanje stani¢nog rasta, a
gubitkom enzima stanice dobivaju sposobnost nekontroliranog rasta. Podeksprimiran
je u uzorcima tkiva i seruma karcinoma prostate. Gen koji kodira ovaj protein smatra
se jednim od kandidata za razvoj karcinoma prostate (114 aa).

NMA1

Nukleozid difosfat kinaza A (EC 2.7.4.6, Tumor metastatskog procesa-povezani
protein) je protein koji ima glavnu ulogu u sintezi nukleozid trifosfata koji nisu ATP.
Ima ulogu vise enzima ukljuujuéi nukleozid-difosfat kinaze, serin/treonin-specificne
protein kinaze, geranil i farnesil pirofosfat kinaze, histidin protein kinaze i 3'-5'
eksonukleaze. S obzirom na tako veliku enzimsku aktivnost, sudjeluje u proliferaciji,
diferencijaciji i razvoju stanice, provodenju signala, endocitozi posredovanoj G
receptorima i ekspresiji gena. Neophodan je za neuralni razvoj. Ima aktivnost

metastaza supresora. Protein je kodiran Nm23-H1 genom koiji je jedan od najranije



otkrivenih metastaza supresor gena. Za ovu skupinu gena smatra se, za razliku od
tumorsupresora, da imaju mogucnost kontrole metastatske bolesti in vivo neovisno o
primarnom tumoru. Sam mehanizam se dogada na razini proteina. UoCeno je da
povecana eskpresija NME1 u metastaskim linijama stanica (melanoma, raka dojke,
prostate, kolona, jetre, usne Supljine) smanjuje motilitet stanica u in vitro esejima te
metastatski potencijal u xenograft modelima, pritom bez utjecaja na veliinu tumora.
S druge strane, nadeno je da njegova povecana ekspresija povecava metastaski
potencijal neuroblastoma, osteosarkoma i hematoloskih maligniteta. Sam
mehanizam djelovanja je nepoznat. NME1 veZe proteine uklju€ujuéi male G protein
komplekse, transkripcijske komplekse, Map kinaze, TGF-beta signalni put i
citoskelet. Smatra se da je njegova antimetastaska aktivnost posredovana vezanjem
i inaktivacijom proteina. Kod karcinoma prostate ekspresija NME1 utje€e na motilitet
stanica. Postoji korelacija visokih razina NME1 u citoplazmi stanica te progresije
karcinoma prostate u metastatsku bolest te se smatra da bi mogao biti negativni
prognosticki biomarker (177 aa).

HEBP2

Zeljezo-vezivni protein 2 (Placentalni protein 23, PP23) potie tranziciju
mitohondrijske permeabilnosti i nekroticnu smrt stanice za vrijeme razliCitih tipova
stresa (205 aa).

NANS

Sijali¢na kisela sintaza (EC 2.5.1.56, EC 2.5.1.57, N-acetilneuraminske kiseline fosfat
sintaza) proizvodi N-acetilneuraminsku kiselinu i 2-keto-3-deoksi-D-glicero-D-galakto-
nononi¢nu kiselinu te sudjeluje u proizvodnji njihovih fosforiliranih formi (359 aa).
ClQBP

Komplement komponente 1Q subkomponente-vezuéi protein (Mitohondrijskog
matriksa protein p32) je multifunkcionalni protein koji sudjeluje u biogenezi ribosoma,
regulaciji apoptoze i transkripcije, upalnim procesima i pre-mRNA izrezivanju. Na
povrsini stanice ima ulogu endotelnog receptora za proteine plazme koji sudjeluju u
komplement i kalikrein-kinin kaskadi. Receptor je za C1q i inhibira C1. Oblik povrSine
stanice zahtjeva usidravanje transmembranskih proteina neophodnih za nizvodno
signaliziranje i smatra se da bi moglo biti specificno za tip stanice ili njezin odgovor.
Sudjeluje u kemotaksiji nezrelih dendritiCnih stanica i neutrofila. S obzirom da je
receptor C1q, predlozeno je da njegova signalizacija ide preko CD209/DC-SIGN kod
nezrelih dendritiCkih stanica te preko integrina a-4/3-1 za vrijeme invazije trofoblasta i



integrina B-1 za vrijeme adhezije i Sirenja endotelnih stanica. Sudjeluje u inhibiciji
urodenog imunog odgovora, odvija preko PISK/AKT/PKB puta te u mitohondrijskog
translaciji, sazrijevanju nuklearnih ribosoma, izrezivanju RNA i apoptozi. Aktivan u
imunom odgovoru protiv virusa i bakterija (282 aa).

COTL1

Koaktozinu-nalik protein 1 veze se na F-aktin te nema izravnog ucinka na njegovu
depolimerizaciju. Sudjeluje u sintezi leukotriena (142 aa).

PCBP1

Poli (rC)-vezuéi protein 1 (Heterogeni nuklearni ribonukleoprotein E1) se veze na
jednolan€ane nukleinske kiseline i to prvenstveno na oligo dC. Partner je DNA
vezuceg Cimbenika THAP11 za kojeg se smatra da ima ulogu supresora stani¢nog
rasta (356 aa).

AKR1A1

Alkohol dehidrogenaza (NADP+) (EC 1.1.1.2, Aldo-keto reduktaze obitelji 1 ¢lan A1)
je enzim koji katalizira redukciju razli€itih aromatskih i alifatskih aldehida u njihove
odgovaraju¢e alkohole. Reakcija ovisi o NADPH. Takoder, katalizira redukciju
mevaldata u mevaloni¢nu kiselinu i gliceraldehida u glicerol. Posjeduje Siroku
specificnost za pojedine supstrate. Tako, in vitro njegovi supstrati mogu biti sukcinski
semialdehidi, 4-nitrobenzaldehidi, 1,2-naftokinoni, metilglioksal i D-glukoroni¢na
kiselina. Sudjeluje u aktiviranju prokarcinogena i metabolizmu ksenobiotika i lijekova
ukljuCujuci antraciklinske citostatike. Posreduje u nastanku rezistencije na oksidativni
stres (325 aa).

RPSA

40S ribosomalni protein SA (ViSestruke otpornosti na lijgkove povezani protein
MGr1-Ag) je neophodan za sastav i stabilnost 40S podjedinice ribosoma. Takoder je
ne-integrinski receptor za laminin na stani€énoj membrane. Sudjeluje u adheziji
stanica za bazalnu membranu i posljedi¢noj aktivaciji nizvodnih signalnih puteva. Ima
ulogu u determinaciji sudbine stanice i morfogenezi tkiva. Nadeksprimiran je kod
karcinoma kolona i u linijjama raka pluca. Jedno se vrijeme smatralo da bi njegovo
odredivanje u tkivu karcinoma prostate nakon radikalne prostatektomije moglo biti
neovisan predikcijski ¢imbenik biokemijskog recidiva u bolesnika s lokaliziranim
oblicima bolesti. Rezultati nisu potvrdeni u uzorcima biopsija (295 aa).

HP



Haptoglobin (Zonulin) omogucuje rastavljanje medustanicnih tijesnih veza te na taj
nacin sudjeluje u propusnosti crijeva (406 aa).

ANXA7

Aneksin A7 je kalcij/fosfolipid vezuéi protein koji potiCe fuziju membrane i sudjeluje u
egzocitozi. Sudjeluje u tumorogenezi glioblastoma i karcinoma Zeluca i jetre. Kod
karcinoma prostate ima ulogu tumorsupresora. Gubitak ekspresije javlja se kod
androgen rezistentnog karcinoma prostate (488 aa).

FABP3

Masne kiseline-vezudéi protein (Sr€ani-tip masne kiseline-veZuéeg proteina, H-FABP)
sudjeluje u transport dugolan€anih masnih kiselina i njihovih acil-CoA estera. Veze
se izravno na citoplazmatski rep a podjedinice integrina. UtjeCe na odgovor
tumorskih stanica na gefitinib, tirozin-kinazni inhibitor koji se koristi u lijeCenju raka
plu¢a (133 aa).

CALU

Kalumenin (IEF SSP 9302) sudjeluje u regulaciji karboksilacije multiplih N-terminalnih
glutamatnih rezidua. Inhibira gamma-karboksilazu GGCX (323 aa).

HSPB6

Heat shock protein beta-6 (Heat shock 20 kDa-nalik protein p20) ima ulogu u
relaksaciji glatkih misi¢nih stanica (160 aa).

HSPAS8

Heat shock srodnik 71 kDa protein (Lipopolisaharid-vezani protein 1, LAP-1) ima
ulogu pratitelja i represora transkripcijske aktivacije. Inhibira aktivnost CITED1 kao
transkripcijskog koaktivatora na Smad- posredovanu transkripciju. Sastavni je dio
spliceosoma, dio je njegove integralne komponente PRP19-CDC5L. Neophodan je
za aktiviranje pre-mRNA izrezivanja. Posreduje u upalnom odgovoru zbog svoje veze
s bakterijskim liposaharidom (646 aa).

CSTB

Cistatin-B (Jetreni tiol proteinaze inhibitor) ima ulogu reverzibilnog inhibitora
katepsina L, Hi B (98 aa).

ACTG2

Aktin, citoplazmatski 2 (Glatkog miSiéa gamma-aktin) je sastavni dio adherentnih
veza te sudjeluje u razli€itim vrstama motiliteta stanice (376 aa).

MYLK



Miozin laki lanac kinaza, glatki miSi¢ (EC 2.7.11.18, Kinaza-vezani protein, KRP) je
kalcij/kalmodulin ovisni enzim koji sudjeluje u kontrakciji glatkih miSicnih stanica
preko fosforilacije lakih lanaca miozina. Takoder, preko svoje ne-kinazne aktivnosti
regulira interakcije aktina i miozina. Sudjeluje u cijelom nizu procesa ukljuCujuci
regulaciju permeabilnosti i preZivljenja endotelnih stanica, apoptozi fibroblasta,
cijeljenju rana i upalnom odgovoru. Neophodna je za odrzavanje gastrointestinalnog
motiliteta te sudjeluje u procesu rasta astrocita i razliitim aktivnostima Ziv€anog
sustava. Posreduje RhoA-ovisno pupanje membrane. PotiCe migraciju stanica,
ukljuCujuci i tumorske stanice, te se smatra da na taj nacin sudjeluje u metastatskom
procesu. Sudjeluje u regulaciji citoskeleta za vrieme mitoze (1914 aa).

DPT

Dermatopontin (Tirozinom-bogat kiseli matriksa protein, TRAMP) posreduje u
adhezijama na povrSini stanica koje se ostvaruju preko integrina. Potice TGFB1
aktivnost te inhibira proliferaciju stanica. Moze posluZziti kao veza izmedu povrsine
stanice koznih fibroblasta i ekstracelularnog matriksa. Ubrzava formiranje fibrila i
stabilizira ih na niskim temperaturama (201 aa).

DES

Dezmin je intermedijarni filament koji se nalazi u misiénim stanicama. U glatkim
misicnim stanicama tvori mrezu koja spaja miofibrile medusobno i s membranom
plazme (470 aa).

HSPA1A

Heat shock 70kDa protein 1A (Heat shock 70 kDa protein 1, HSP70-1) je pratioc. U
suradnji s drugim pratiocima stabilizira ve¢ postojeCe proteine protiv agregacije i
posreduje sklapanje novih translatiranih polipeptida u citosolu i stani¢nim organelima.
Pratioci sudjeluju u ovim procesima zbog njihove sposobnosti da prepoznaju
nenativne konformacije drugih proteina. Neophodan za STUB1-posredovanu
ubikvitinaciju i degradaciju FOXP3 u regulatornim T-stanicama za vrijeme upale (641
aa).

POTEE

POTE anikrin domene obitelji ¢lan E (Prostate, jajnika, testisa-eksprimirani proteini
na kromosomu 2); nepoznata funkcija (1075 aa).

HEBP1

Zeljezo-vezivni protein 1 (p22HBP) veze slobodne porfirogene koji mogu biti prisutni
u stanici (189 aa).



VIM

Vimentin spada u klasu lll intermedijarnih elemenata. Sastavni je dio citoskeleta u
mnogim vrstama ne-epitelnih stanica, osobito u mezenhimalnim stanicama.
Nadeksprimiran je kod agresivnijih oblika karcinoma (466 aa).

CSF3

Granulocitne kolonije-stimulirajuci faktor (G-CSF, Pluripoietin) je citokin koji ima
ulogu u hematopezi. Kontrolira proizvodnju, diferencijaciju i funkciju granulocita i
monocita-makrofaga u krvi (207 aa).

LDHB

L-laktat dehidrogenaze B lanac (EC 1.1.1.27, Renalnog karcinoma antigen NY-REN-
46) je regulator proliferacije stanica. Smatra se prediktorom odgovora karcinoma
dojke na kemoterapiju (334 aa).

HSPE1

10 kDa heat shock protein (Rane-trudnoce faktor, EPF) je eukariotski CPN10
homolog. U kompleksu s CPN60 je neophodan za biogenezu proteina mitohondrija.
U prisustvu Mg-ATP veze se za CPNG60 i suprimira njegovu ATP-aznu aktivnost.
Nadeksprimiran je kod karcinoma jajnika i debelog crijeva (102 aa).

HSPB1

Heat shock protein beta-1 (Estrogen-regulirani 24 kDa protein) nastaje kao posljedica
stresa u okoliSu stanica i razvojnih promjena. Ima ulogu u translokaciji aktina iz
citoplazme u jezgru i razvoju rezistencije na stres (205 aa).

PRKCSH

Glukozidaze 2 podjedinica beta (Protein kinaze C substrat 60.1 kDa protein teski
lanac) je regulatorna podijedinica glukozidaze 2. Gubitak njegove funkcije vazan je u
razvoju policisticne bolesti jetre (528 aa).

ARPC5L

Aktinu-srodni 2/3 kompleks podjedinica 5-sli€an protein (Arp 2/3 kompleks 16 kDa
podjedinica 2) je komponenta Arp 2/3 kompleksa koji sudjeluje u regulaciji
polimerizacije aktina i jedan je od posrednika nastanka razgranate aktinske mreze
(153 aa).

PEBP1

Fosfatidiletanolamin-vezuéi protein 1 (Raf kinaze inhibitor protein) veze ATP, opioide,
fosfatidiletanolamin. Inhibitor je serin proteaza te inhibira trombin, neuropsin,

kimotripsin, tkivni tip aktivatora plazminogena i elastaze. Inhibira kinaznu aktivnost



RAF1 protonkogena na nacin da spre€ava njegovu aktivaciju. Njegova ekspresija je
vazna u molekularnoj subklasifikaciji karcinoma dojke. Podekspresija kod karcinoma
prostate veze se uz progresiju bolesti (187 aa).

ERP29

Endoplazmatskog retikuluma protein 29 sudjeluje u obradi sekretornih proteina u ER.
Ima ulogu u uspostavljanju integriteta epitelnih stanica te se smatra ¢imbenikom koji
vodi epitelno-mezenhimalnu tranziciju i potiCe zaustavljanje stani¢nog rasta raka
dojke (261 aa).

CAPZA1

F-aktin-zastitnog proteina podjedinica alfa-1 (CapZ alfa-1) vezZe se, neovisno o Ca?",
na brzorastuée krajeve filamenata aktina te blokira izmjenu podjedinica na njima (286
aa).

DDAH1

N(G),N(G)-dimetilarginin dimetilaminhidrolaza 1 (EC 3.5.3.18, Dimetilargininaza-1)
ima ulogu u stvaranju duSikova oksida. Hidrolizira inhibitore dusik oksid sintaze,
tji.N(G),N(G)-dimetil-L-arginin (ADMA) i N(G)-monometil-L-arginin (MMA). Povecana
ekspresija potice proliferaciju endotela i angiogenezu (285 aa).

CBR3

Karbonil reduktaza [NADPH] 3 (EC 1.1.1.184, Kratki lanac dehidrogenaze/reduktaze
obitelji 21C ¢&lan 2); Enzim ima nisku NADPH-ovisnu oksidoredukcijsku aktivnost
prema 4-benzoilpiridinu i menadionu. Njegova ekspresija je regulirana preko Nrf2 koji
je klju€ni regulator odgovora na oksidativni stres u kulturama tumorskih stanica (277
aa).

PPP1CB

Serin/treonin protein fosfataza PP1-beta kataliticka podjedinica (EC 3.1.3.53, EC
3.1.3.16, PP-1B) je fosfataza koja je povezana s preko 200 regulatornih proteina s
svrhom nastanka visokospecifi¢nih holoenzima koji defosforiliraju Citav niz bioloskih
meta. Sudjeluje u diobi stanice, metabolizmu glikogena, kontraktilnosti misi¢a, sintezi
proteina, regulaciji ionske provodljivosti i plastiCnosti sinapsa (327 aa).

PRDX3

Tioredoksin-ovisna peroksid reduktaza, mitohondrijska (EC 1.11.1.15, Antioksidant
protein 1, AOP-1) je enzim koji sudjeluje u redoks regulaciji stanice te &titi osjetljive
enzime od oksidativnih oStecenja (256 aa).

ATP5L



ATP sintaza podjedinica g, mitohondrijska (ATPaze podjedinica g) producira ATP iz
ADP-a u prisutnosti protonskog gradijenta kroz membranu. Gradijent nastaje od
elektron transportnih kompleksa respiratornog lanca (103 aa).

GNB2

Gvanin nukleotid-vezu¢i protein G(I)/G(S)/G(T) podjedinica beta-2 (G protein
podjedinica beta-2) sudjeluje kao modulator u viSse transmembranskih signalnih
sistema (340 aa).

UBE2N

Ubikvitin-konjugirajuc¢i enzim E2 N (EC 2.3.2.23,) je enzim koji katalizira sintezu ne-
kanoni¢nih 'Lys-63'-vezanih poliubikvitin lanaca. Ovaj tip poliubikvitinacije ne dovodi
do degradacije proteina u proteosomima. Enzim posreduje u transkripcijskoj aktivaciji
cilinin gena te ima ulogu u kontroli napredovanja stani¢nog ciklusa i diferencijaciji.
Takoder, sudjeluje u popravku DNA i pomaZe stanicama da prezive nakon oStecenja
DNA. Sudjeluje u poliubikvitinaciji PCNA kao odgovoru na genotoksi¢ni stres, $to je
neophodno za popravak DNA. U dogovoru s TRIMS generira poliubikvitinske lance
koji dovode do ekspresije NF-kappaB i MAPK-osjetljivih upalnih gena (152 aa).
ACTGH1

Aktin, citoplazmatski 2 (Gamma-aktin) sudjeluje u razli€itim oblicima pokretljivosti
stanice i sastavni je dio adherentnih veza (375 aa).

TUBA1B

Tubulin alfa-1b lanac (Tubulin alfa-ubikvitarni lanac) sastavni je dio mikrotubula.
Veze dva mola GTP-a, jedan na izmjenjivo mjesto beta lanca i jedan na neizmjenijivo
mjesto alfa lanca. Njegovom acetilacijom i interakcijama pod utjecajem ARHGAP21
(negativni regulator Rho-GTPaza koje reguliraju medustani¢ne adhezije) sudjeluje u
njihovom remodeliranju te na taj naCin utjeCe na migraciju stanica i epitelno-
mezenhimalnu transziciju (451 aa).

CSRP1

Cisteinom i glicinom-bogati protein 1 (Epididimisa luminalni protein 141) ima ulogu u
neuralnom razvoju (193 aa).

CAPZA2

F-aktin-zastitnog proteina podjedinica alfa-2 (CapZ alfa-2) veze se, neovisno o Ca?*,
na brzorastuce krajeve filamenata aktina te blokira izmjenu podjedinica na njima. Za
razliku od drugih zastitinih proteina, ne razdvaja aktinske filamente (286 aa).

ECHS1



Enoil-CoA hidrataza, mitohondrijska (EC 4.2.1.17) je enzim Kkoji obraduje
ravnolancane enoil-CoA tioestere, od C4 do najmanje C16 (290 aa).

FBP1

Fruktoza-1,6-bifosfataza 1 (EC 3.1.3.11, D-fruktoza-1,6bifosfat 1-fosfohidrolaza 1)
katalizira hidrolizu fruktoza 1,6-bifosfata u fruktoza 6-fosfat u prisustvu dvovalentnih
kationa. Enzim ograni¢ava glukoneogenezu (338 aa).

ESD

S-formilglutation hidrolaza (EC 3.1.2.12, Metilumbeliferil-acetat deacetilaza, EC
3.1.1.56) je serin hidrolaza koja je uklju¢ena u detoksifikaciju formaldehida (282 aa).
HIST2H3A

Histon H3.2 (Histon H3/m) je temeljni dio nukleosoma te zbog toga ima ulogu u
regulaciji transkripcije, popravku i replikaciji DNA te stabilnosti kromosoma (136 aa).
PPIA

Peptidil-prolil cis-trans izomeraza A (EC 5.2.1.8, Ciklosporin A-vezuci protein)
ubrzava savijanje proteina (165 aa).

TTR

Transtiretin (Prealbumin) je tiroidni hormon vezZuci protein koji sudjeluje u transportu
tiroksina iz krvi u mozak (147 aa).

ACTC1

Aktin, alfa sréani misi¢ 1 (Alfa-sr€ani aktin) sudjeluje u razliitim oblicima pokretljivosti
stanice (377 aa).

UBC

Poliubikvitin C postoji u dvije forme. U jednoj je slobodan, a u drugoj se kovalentno
veze za druge proteine. Spajanjem njegovih mono/polimera za ciljane proteine
sudjeluje u cijelom nizu stani¢nih procesa ukljuCuju¢i degradaciju proteina, popravku
DNA, regulaciji stanicnog ciklusa i signalnih puteva, modifikaciji kinaza i endocitozi
(685 aa).

HSPA1A/1B

Heat shock 70kDa protein 1A/1B; Nepoznata uloga (641 aa).
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