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POPIS SKRACENICA

FIGO - Fédération Internationalle de Gynécoogie et d'Obstétrique (Medunarodna federacija
ginekologa 1 opstetricara)

CDC — Center for Disease Control and Prevention (Centar za kontrolu 1 prevenciju bolesti)
Hh — Hedgehog

Ptch — Patched

Smo — Smoothened

SSD — Sterol Sensing Domain

Fz — Frizzled

Dsh — Dishevelled

APT — Atipicni proliferativni tumor

SD — Standardna devijacija

NBCS - Sindrom nevusa bazalnih stanica (Nevus Basal Cell Syndrome)
BCC — Bazeocelularni karcinom (Basocellular Carcinoma)

LOH — Gubitak heterozigotnosti (Loss of Heterozigosity)

EDTA - Etiliendiamintetraoctena kiselina

MEM - Minimal Essential Eagle's Medium

RNA — Ribonukleinska kiselina

DNA — Deoksiribonukleinksa kiselina

DMSO — Dimetilsulfoksid

MTT - 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolij bromid

DAB — Diaminobenzidin

BSA — Albumin iz seruma goveda (Bovine Serum Albumine)

PCR — Reakcija lan¢ane polimeraze (Polymerase Chain Reaction)



1. UVOD

1.1. Novotvorine jajnika

Rak jajnika je ¢etvrto najcesce sijelo raka u Zena, s najviSom incidencijom u dobi od
70. do 74. godine Zivota i ukupnom ucestalos¢u od 5% u Zenskoj populaciji. U Republici
Hrvatskoj u 2000. godini zabiljeZeno je 567 novooboljelih i 272 umrle zene od raka jajnika
(stope 24,6 1 12 na 100.000 zena) (1).

Iako na karcinom jajnika otpada oko 23% svih ginekoloskih karcinoma, 47% svih
smrti zbog genitalnog raka uzrokovano je upravo rakom jajnika. Za razliku od ve¢ine drugih
ginekoloskih karcinoma, karcinom jajnika ¢esto se dijagnosticira u poodmaklome stadiju, kad
kirursko lijeCenje 1 kemoterapija, kao dva osnovna modaliteta lijecenja, imaju nepovoljne
rezultate glede prezivljenja bolesnica. Na Zalost, jo§ uvijek ne postoji u¢inkovita metoda
primarnoga probira bolesnica, kao ni osjetljiva klinicka ili laboratorijska detekcija ranoga
stadija bolesti. [z navedenih razloga, prezivljenje od raka jajnika nije se znacajnije mijenjalo
tijekom godina, $to namece potrebu boljeg razumijevanja biologije stanica karcinoma jajnika,
¢ija visoka proliferacijska aktivnost svakako utjece na nepovoljni ishod bolesti, ali 1 otvara niz
mogucnosti ciljanog terapijskog djelovanja (2).

Prema izvjeS¢u Centra za kontrolu i prevenciju bolesti u SAD-u (engl. Center for
Disease Control and Prevention, CDC), u zadnjem desetlje¢u prosloga stolje¢a doslo je do
porasta ukupne stope mortaliteta od karcinoma jajnika, §to se vjerojatno moze objasniti opéim
starenjem populacije. Ipak, specifi¢ni mortalitet u skupini Zena mladih od 65 godina je manji
u odnosu na Zene starije od 65 godina, Sto se objasnjava uzimanjem kontracepcijskih tableta,
kao dokazanog zastitnog cimbenika za rak jajnika, te zna¢ajnom napretku 1 uspjeSnosti u
lijecenju karcinoma zametnog epitela, koji je znacajno ¢es$¢i u mladoj skupini bolesnica. Uz
hormonsku kontracepciju, kao zastitni ¢imbenik takoder se navodi i ve¢i broj trudnoca i duze

trajanje dojenja, Sto je sve povezano s manjim ukupnim brojem ovulacija (3).

1.1.1. Klasifikacija novotvorina jajnika
Prema histogenetskoj klasifikaciji, novotvorine jajnika mogu biti epitelnoga porijekla,
porijekla zametnih (germinativnih) stanica te mezenhimalnoga porijekla. Sukladno preporuci

Svjetske zdravstvene organizacije i Medunarodne federacije ginekologa i porodnicara



(FIGO), epitelni tumori jajnika se razvrstavaju u tri kategorije: dobro¢udni, atipi¢ni epitelni
proliferativni tumori (tumori niskog zloCudnog potencijala) i zlo¢udni tumori (4).

Vise od 90% zlo¢udnih novotvorina jajnika su primarni tumori jajnika, od kojih su
najzastupljeniji karcinomi pokrovnog epitela (85-90%). Vjeruje se kako svi epitelni tumori
jajnika imaju zajednic¢ko histogenetsko porijeklo iz stanica pokrovnog (celomnog) epitela
jajnika. Procesom neoplasti¢ne diferencijacije ovi tumori poprimaju razlicite histoloske, a
time 1 klinicke osobine. Prema histoloskoj klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije

razlikujemo sljedece tumore pokrovnog epitela jajnika (4):

1. Serozni tumori
a. Dobro¢udni serozni cistadenomi
b. Atipicno proliferiraju¢i serozni tumor (niski zlo¢udni potencijal)
c. Serozni cistadenokarcinom
2. Mucinozni tumori
a. Benigni mucinozni cistadenom
b. Atipi¢no proliferiraju¢i mucinozni cistadenom (niski zlo¢udni potencijal)
¢. Mucinozni cistadenokarcinom
3. Endometrioidni tumori
a. Benigni endometrioidni cistadenom
b. Atipic¢no proliferirajuci
c. Endometrioidni adenokarcinom
d. Epitelno-stromalni tumori
4. Paramezonefoidni tumori
a. Cistadenom
b. Atipi¢no proliferirajuci
c. Adenokarcinom, adenokarcinofibrom i cistadenokarcinofibrom
. Nediferencirani karcinom
6. Tumori prijelaznih stanica
a. Brennerov tumor
b. Brennerov tumor grani¢ne zlocudnosti
c. Zlo¢udni Brennerov tumor; Karcinom prijelaznog epitela (ne-Brennerov tumor)
7. Mijesani epitelni tumori
. Ekstraovarijski peritonealni karcinom
9. Metastatski tumori jajnika

9]

o0

Za razliku od histoloskog tipa karcinoma, anatomska pro$irenost bolesti (ili stadij
bolesti) potvrdena je kao najjaci neovisni prognosticki ¢cimbenik. Iz tog je razloga uvedena

kirur§ko-patoloska FIGO klasifikacija stadija bolesti (tablica 1).



Tablica 1. Klasifikacija tumora jajnika prema FIGO stadiju

Stadij Opis

I Tumor ograni¢en na jajnik(e)

IA | Tumor ograni¢en na jedan jajnik

IB | Tumor zahvaca oba jajnika, bez ascitesa

IC | Stadij IA ili IB, s ascitesom ili pozitivnim peritonealnim ispirkom

11 Tumor se Siri u malu zdjelicu

IIA | Sirenje tumora na maternicu i/ili jajovod

IIB | Tumor prosiren na druga tkiva male zdjelice

IIC | Stadij ITA ili IIB, s ascitesom ili pozitivnim peritonealnim ispirkom

I Metastaze izvan zdjelice 1/ili pozitivni retroperitonealni limfni
¢vorovi
v Udaljene metastaze (izvan abdomena), pozitivan pleuralni izljev

Posebnu skupinu epitelnih novotvorina jajnika Cine atipicni epitelni proliferativni
(borderline) tumori, na koje otpada oko 15% svih epitelnih tumora jajnika. Jos uvijek nije sa
sigurno$éu razjasnjeno predstavljaju li ti tumori tek medustadij u procesu karcinogeneze ili su
zaseban patohistoloski 1 klinicki entitet, s obzirom da imaju elemente i dobro¢udnih 1
zlo¢udnih novotvorina. Posebnu podvrstu atipicnog proliferativnog tumora jajnika ¢ini
mikropapilarni serozni karcinom jajnika, sa slozenom mikropapilarnom gradom i mogué¢im
zariStima jasno ograni¢ene tumorske invazije. Bioloski potencijal takvih tumora veéi je od
atipi¢nog proliferativnog tumora i mnogi ga istrazivaci svrstavaju u skupinu zlo¢udnih
tumora. DesetogodiSnje prezivljenje bolesnica s takvim oblikom tumora krece se od 58 do
70% (naspram 98%-tnog prezivljenja bolesnica s atipi¢nim seroznim proliferativnim
tumorom), ¢eSée je obostran, ¢esce je udruzen s invazivnim implantatima potrbusnice,
recidivira kao pravi invazivni tumor, a bolesnice obi¢no umiru zbog intraabdominalne

karcinomatoze (5).

1.1.2. LijeCenje karcinoma jajnika
Kirursko citoredukcijsko lijeCenje ¢ini osnovu lijeCenja karcinoma jajnika i neophodno
je za tocno utvrdivanje prosirenosti bolesti (prema FIGO klasifikaciji), a radikalnost u

kirurSkom odstranjenju tumorskoga tkiva znacajno reducira kataboli¢ki u¢inak tumorske



bolesti, pojacava imunoloski odgovor organizma te poboljsava prokrvljenost rezidualnoga

prezivljavanje bolesnice (6).

U patogenezi epitelnog karcinoma i atipi¢nih epitelnih proliferativnih tumora jajnika
istrazen je znacaj brojnih onkogena. Nadene su mutacije K-ras i HER-2/neu onkogena, koji
predstavljaju GTP-stani¢ni protein, odnosno receptor ¢cimbenika rasta. Zakljucci brojnih
studija ukazuju na znacajno krace vrijeme prezivljavanja i vecu vjerojatnost opetovanog
javljanja bolesti u bolesnica s pojacanom ekspresijom navedenih onkogena (7). Od tumor-
supresorskih gena najcesce se navode geni BRCA1 1 BRCAZ2, koji su vezani za obiteljsku
pojavu karcinoma jajnika te tumor-supresorski gen p53. Genski mehanizmi koji dovode do
prigusenja tumor-supresorskih gena su mutacije, gubitak heterozigotnosti ili delecija dijela

kromosoma (8).

1.2. Signalni put Hh-Gli

Signalni put Hh-Gli, poznat i pod drugim nazivima, kao §to su Hh-Ptc ili Hh/Ptc/Smo,
odnosno Hedgehog-Gli ili Hedgehog-Patched, evolucijski je visoko o¢uvan put prijenosa
signala od stani¢ne membrane do jezgre. Signalni put Hedgehog-Gli (Hh-Gli) ima klju¢nu
ulogu tijekom embrionalnog razvoja beskraljesnjaka 1 kraljeSnjaka. Otkriven je u vinskoj
musici (Drosophila melanogaster), u koje je mutacija u genu za protein Hedgehog (engl. jez),
dovela do nastanka li¢inke, koja zbog bodljikavih izraslina nalikuje jezu. Kao i ostali
fundamentalni signalni putevi, 1 ovaj je signalni put konzerviran od musSice do ¢ovjeka, cesto
uz mutacije, duplikacije ili druge promjene koje su se dogodile kroz evoluciju (9).

O ulozi Hh-Gli puta u posljednjih nekoliko godina otkriva se mnogo te se provlaci
mogucénost 0 njegovoj vaznoj ulozi u raznim tumorima, primjerice u tumorima pluca, dojke,
prostate, probavnog trakta i drugih organa (10). Prema najnovijim procjenama, Hh-Gli put
sudjeluje u nastanku jedne trec¢ine svih zlo¢udnih tumora i, stoga, postaje znac¢ajnom metom
potencijalnih terapija raka (9,10).

Signalni put Hh-Gli dovodi do promjena u ponaSanju stanica putem najmanje dvaju
mehanizama: poticanjem transkripcije ciljnih gena i kontrolom stani¢nog ciklusa. Zapocinju
ga tri proteina, Hedgehog (Hh), Patched (Ptch) i Smoothened (Smo), pri ¢emu Hh ima ulogu
liganda, Ptch (najvjerojatnije) receptora jer se nalazi na membrani te Smo, koji se takoder

nalazi na membrani, kao koreceptora (11).
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Slika 1. Pojednostavljena shema signalnog puta Hh-Gli. A: Izvanstani¢ni ligand Hh veze
se na Ptch, pri cemu dolazi do otpusStanja Smo i signal se prenosi unutar stanice u citoplazmu,
prema kompleksu proteina SuFu i Glil, pri ¢emu se Glil otpusta i odlazi u jezgru. Glil ima
ulogu u transkripciji. B: u nedostatku Hh nema prijenosa signala jer Ptch drzi Smo u
neaktivnom obliku, §to uzrokuje razgradnju Glil u preoteasomima.

1.2.1. Protein Hedgehog

Obitelj Hedgehog (Hh) molekula ¢ine sekrecijski proteini koji prolaze nekoliko
posttranslacijskih modifikacija da bi poprimili potpuno aktivnu formu (12). U sisavaca su
pronadena tri homologa, koji nose nazive Sonic Hh (Shh), Desert Hh (Dhh) i Indian Hh (Thh).
Shh je najbolje okarakteriziran i eksprimiran je u sisavaca u najsirem opsegu (9). Protein Shh
se proizvodi u stanicama i putem proteina Dispatched se otpusta i prenosi do ciljnih stanica na
koje djeluje. Djelovanje Shh moze biti autokrino (na stanice iz kojih se izlucuje) ili parakrino
(na druge stanice iz blize ili dalje okoline). Proteini Hh vezu se za svoj receptor Patched i time

pokrecu prijenos signala u stanici.

1.2.2. Patched
Protein Patched (Ptch) je receptor za Hh. Graden je od 12 transmembranskih
hidrofobnih domena, sadrzi dvije velike ekstracelularne omce, a unutar stanice mu se nalaze

C- i N-terminus (13). Unutar strukture se nalazi i sterol-osjetljiva domena (SSD, engl. sterol



sensing domain), kakvu nalazimo i kod enzima uklju¢enih u metabolizam kolesterola (9).
Strukturom 1 topologijom Patched je nalik na membranske nosace, koji su takoder gradeni od
12 transmembranskih domena, a funkcija im je olakSavanje prolaza malim molekulama
(Seceri, mali peptidi) i ionima kroz membranu (13). Nakon vezanja liganda dolazi do
otpustanja represije na protein Smo i okidanja signala. Mehanizam jo$ nije u potpunosti
razjasnjen, ali vjerojatno se radi o internalizaciji receptora, zbog koje je omogucena
translokacija proteina Smo na stani¢nu membranu i njegova aktivacija. Protein Ptch smatra se
tumor supresorom, jer u slu¢aju nedostatka Ptch dolazi do trajno aktivnog prijenosa signala,

bududi da se protein Smo nalazi u neinhibiranom stanju.

1.2.3. Smoothened

Smoothened (Smo) je pozitivan regulator signalnog puta, koji aktivira nizvodne
komponente (11). Graden je od sedam transmembranskih hidrofobnih domena 1 strukturno je
slican receptorima vezanim uz G-protein. On je samo signalna komponenta receptorskog
kompleksa. U odsutnosti Ptch, protein Smo je konstitutivno aktivan (9). Aktivirajuée mutacije
proteina Smo ograni¢ene su na eksone 9 i 10 ovog proteina. Dode li do mutacije u toj regiji,
Smo postaje neosjetljiv na djelovanje proteina Ptch. Smo signal prema citoplazmi prenosi
fosforilacijskom kaskadom, kojoj je konacna meta protein Gli.

Interakcija izmedu Hh, Ptch i Smo veoma je kompleksna.

1.2.4. Gli
Obitelj Gli su ,,proteini cinkovog prsta”, koji su ime dobili po glioblastomu iz kojeg su

prvi put izolirani. Njihova je funkcija reguliranje transkripcije mnogih gena, kao $to su geni
za ciklin D2 i ciklin E, koji su ukljuceni u stani¢nu proliferaciju, ¢lanovi Wnt i TGFJ} obitelji
gena (osobito geni koji kodiraju morfogenetske proteine kosti), kao 1 sam Ptch (11). Kod
sisavaca postoje tri izoforme proteina Gli, nazvane Glil, Gli2 i Gli3. Glil posjeduje samo
aktivacijsku domenu i trajni je aktivator signalnog puta. Takoder se smatra najbitnijim od sva
tri Gli proteina. Proteini Gli2 i Gli3 posjeduju aktivacijsku i inhibicijsku domenu te prema
potrebi mogu djelovati kao aktivatori ili kao inhibitori transkripcije gena. Nastanak
aktivatorske ili represorske forme ovisi o aktivnosti signala i fino je regulirana na vise razina

signalnoga puta. Ipak, moze se generalno reci da je Gli2 uglavnom aktivator, a Gli3 uglavnom



represor signalnog puta. Nakon vezanja liganda Hh dolazi do razgradnje represorskih oblika,

a u slucaju da liganda nema, represorski oblici koc¢e ekspresiju ciljnih gena.

1.3. Signalni put Wnt

Proteini Wnt skupine (od engl. wingless) poput B-katenina, GSK-3f i drugih, ¢ine Wnt
signalni put, koji predstavlja sloZzeni kompleks proteina u tzv. Wnt network-u. Wnt signalni
put srodan je Hh-Gli signalnom putu i ukljucen je u veoma sli¢ne procese. Igra vaznu ulogu u
embriogenezi, primjerice u odredivanju simetrije tijela, i kao morfogen. Takoder je uklju¢en u
normalne fizioloSke procese u odraslom organizmu, kao §to je odrZzavanje mati¢nih stanica
(14). Kao i Hh-Gli signalni put, visoko je konzerviran tijekom evolucije od Drosophile do
covjeka, a poremetnje puta nadene su u brojnim tumorima. Protein Wnt veZe se na svoj
receptor Frizzled (Fz), Sto aktivira obitelj proteina Dishevelled (Dsh) i, kona¢no, uzrokuje
aktivaciju B-katenina i njegovu translokaciju u jezgru. Dsh takoder inhibira kompleks proteina
koji se sastoji od aksina, GSK-3f 1 APC, koji u neinhibiranom stanju inhibira -katenin. -
katenin nakon ulaska u jezgru intereagira s TCF/LEF obitelji transkripcijskih faktora i potice
transkripciju specifi¢nih gena. Kao i kod Hh-Gli signalnog puta, tocna veza izmedu
membranskih receptora i aktivnosti transkripcijskog faktora na kraju kaskade nije u
potpunosti razjasnjena. Aktivacija ovog signalnog puta povezana je s nastankom raka. Veza
Wnt i Hh-Gli signalnog puta je poznata, ali takoder nedovoljno istrazena. Prema nekim
autorima, B-katenin je jedan od ciljnih gena koji se transkribiraju nakon aktivacije Hh-Gli
signalnog puta. S druge strane, Wnt signalni put moze izravno utjecati na Hh-Gli signalni put,
na nacin da djeluje antagonisticki. Upravo je fina kontrola i omjer ova dva signalna puta bitan

u formiranju mnogih organa (15).
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1.4. Vaznost signalnog puta Hh-Gli u tumorima jajnika

Hh-Gli signalni put ukljucen je u niz razli¢itih tumora. Postoje podaci da je ovaj
signalni put ukljucen u ¢ak tre¢inu svih zlo¢udnih tumora. Mutacije u genu Ptch uzrok su
Gorlinovog sindroma, koji karakteriziraju razli¢iti tumori i malformacije. Sam sindrom je
poznati i pod drugim nazivima, kao $to je sindrom nevusa bazalnih stanica (NBCS, iz engl.
Nevus Basal Cell Syndrome). Samo ime govori da se u sindromu ¢esto javljaju tumori
bazalnih stanica, bazocelularni karcinomi (BCC, iz engl. Basocellular Carcinoma) (16). Osim
njih, u sindromu su Cesti i meduloblastomi, rabdomiosarkomi, fibromi srca i jajnika,
meningiomi i ciste ¢eljusti (17). Razvoj sporadi¢nih BCC-a, koji nisu vezani uz sindrom,
posljedica je poremetnje ovog signalnog puta (18). Sli¢ni podaci dobiveni su i za zrele
teratome jajnika (19), ciste Celjusti (20) i meduloblastome (21,22). Takoder i gliobastomi, po
kojima su Gli proteini i dobili ime, nastaju kao izravna posljedica poremetnje ovog signalnog
puta (23).

Osim ocite veze ovih tumora sa signalnim putem Hh-Gli, u zadnje vrijeme otkriva se

sve vise 1 viSe razli€itih tipova tumora u kojima je ovaj signalni put na neki nacin poremecen.



Do sada je to pokazano za: melanome (24,25), trihoepiteliome (26), rabdomiome i
rabdomiosarkome (27,28), tumore probavnog sustava (29), tumore prostate (30), karcinom
malih stanica pluca (31), skvamozni karcinom pluca (32), rak gusterace (33), mokra¢nog
mjehura (34,35), adenome hipofize (36), rak dojke (37), rak jajnika (38,39) te kroni¢nu
mijeloi¢nu leukemiju (40). Uz to, polimorfizmi u genu Ptch mogu djelovati na nacin da
povecavaju sklonost organizma da razviju odredeni tip tumora u odredenim uvjetima,
primjerice BCC-a (41) ili raka dojke u kombinaciji s oralnom kontracepcijom (42).

Najnoviji rezultati pokazuju da se, osim mutacijama, ovaj signalni put moZze poremetiti
1 epigenetski, to¢nije metilacijom promotora gena. Do sada je pokazano da je metilacija
promotora gena Ptch povecana u zrelim teratomima i fibromima jajnika (43) te raku dojke
(44), dok u drugim tumorima nema utjecaja, primjerice BCC (43) i meduloblastomu (45).

Kod sisavaca je u embrionalnom razvoju signalni put Hh-Gli aktivan na granicama
epitela i mezenhima tijekom embriogeneze, dok je u odraslom organizmu prisutan na granici
epitela i strome u svim tkivima koji su bitni za razmnozavanje ili vezani uz spolne hormone,
kao Sto su gonade, maternica, dojke 1 prostata (46). Signalni put Hh-Gli je u odraslom jajniku
aktivan u stanicama granuloze i moZe se i dodatno aktivirati egzogenim Shh proteinom, koji
stimulira rast i proliferaciju tih stanica. Ciklopamin, najpoznatiji inhibitor signalnog puta Hh-
Gli, ne smanjuje proliferaciju stanica granuloze, ali moze ponistiti u¢inak egzogenog proteina
Shh ako se doda u isto vrijeme (47). Smatra se da su somatske matic¢ne stanice u odraslom
jajniku sisavaca odgovorne za zacjeljivanje oSte¢enja nastalih tijekom prsnuca zrelog folikula
(ovulacije), te da pojacana aktivacija signalnog puta moze dovesti do povecane proliferacije
stanica i nakupljanja mutacija, koje mogu dovesti do zlo¢udne transformacije (48).

U zlo¢udnim tumorima jajnika uloga signalnog puta Hh-Gli otkrivena je tek nedavno.
Chen i suradnici ustanovili su da, za razliku od normalnog epitela jajnika, karcinomi jajnika
pokazuju ekspresiju proteina signalnog puta Hh-Gli. Tretman ciklopaminom trajnih stani¢nih
linija karcinoma jajnika uzrokuje smanjenu proliferaciju stanica i zastoj u G1 fazi stani¢nog
ciklusa (38). Takoder, u tumorima jajnika Cesto dolazi do gubitka jednog alela Ptch gena (tzv.
LOH, engl. loss of heterozygosity), §to znaci poremecenu autoregulaciju puta, koja moze
dovesti do izrazenije proliferacije stanica (48). Osim LOH-a, u dobro¢udnim je tumorima

jajnika pokazana i metilacija promotora gena Ptch (43).
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2. HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

2.1. Hipoteza

Od svih poznatih prognostickih ¢imbenika, do sada su se samo klinic¢ki stadij bolesti i
veli¢ina ostatnog tumora pokazali kao nezavisni prognosticki ¢imbenici karcinoma jajnika.
Danasnji terapijski modaliteti joS uvijek nisu doveli do znacajnijeg napretka u lijeCenju raka
jajnika. S obzirom da su poremecaji aktivnosti signalnog puta Hh-Gli otkriveni u razli¢itim i
brojnim tipovima tumora, nasa je hipoteza bila da i u zlo¢udnim tumorima jajnika postoji
povecéana aktivnost pojedinih sudionika Hh-Gli i Wnt signalnoga puta. Pretpostavili smo kako
je promijenjena genska aktivnost u korelaciji s proliferacijskom aktivno$¢u tumorskih stanica
1 kako detekcija aktivnosti signalnog puta moze postati zna¢ajnim prognostickim parametrom
u bolesnica s karcinomom jajnika.

Ocekivane promjene u ekspresiji u tumorima iz kojih je uspostavljena primarna
kultura mogle bi omoguciti ciljano blokiranje signalnog puta, $to bi bio i prvi pokazatelj
specificnosti tumora 1 njegove ovisnosti 0 ovom signalnom putu. O¢ekujemo da bi navedeni
agensi mogli utjecati na rast tumora blokiranjem Hh-Gli signalnog puta, kao i ponovno
pokretanje ligandom Hh. Takoder oekujemo da ¢e rezultati ovog istrazivanja pridonijeti
razumijevanju funkcioniranja Hh-Gli puta u karcinogenezi jajnika te pronalazenju
djelotvornih metoda za inhibiranje prijenosa signala, odnosno razvoju i evaluaciji terapijskih
strategija, ukljucujuéi i moguce konkretne klini¢ke aplikacije.

Aktivacija Hh-Gli puta u zlo¢udnim novotvorinama jajnika do sada, naime, nije
istrazena. Laboratorij za nasljedni rak Zavoda za molekularnu medicinu Instituta ,,Ruder
Boskovi¢®, u suradnji s Klinikom za Zenske bolesti i porode Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu, razvili su in vitro model na zrelim teratomima jajnika (43). Kako oni
spadaju u vrlo heterogene, ali dobro¢udne tumore, nametnula se potreba za analizom
zlo¢udnih novotvorina jajnika. Ovaj rad je, stoga, usmjeren na istrazivanje Hh-Gli signalnog
puta u zlo¢udnim epitelnim tumorima jajnika te na ispitivanje aktivnosti glavnih sudionika

toga puta i1 iznalaZenje mogucnosti regulacije njihove aktivnosti.
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2.2. Ciljeviistrazivanja

Ciljevi istrazivanja su:

1. utkivu zlo¢udnih tumora jajnika istraziti poremecaje aktivacije gena vezanih za
signalni put Hh-Gli te interakcije s drugim signalnim putevima,

2. korelirati stupanj ekspresije gena signalnog puta Hh-Gli u tkivima zdravog jajnika s
genskom ekspresijom u karcinomima jajnika te atipi¢nim proliferativnim tumorima
jajnika;

3. imunohistokemijski detektirati aktivnost proteina signalnog puta Hh-Gli;

4. istraziti mogucéu nazo¢nost mutacija gena Ptch u tkivu karcinoma jajnika;

5. korelirati ekspresiju gena signalnog puta Hh-Gli i eventualnu nazo¢nost genskih
mutacija s klinickim parametrima bolesnica;

6. ispitati mogucnosti da se razli¢itim mehanizmima inhibicije signalnog puta in vitro

sprijeci rast tumora.
Istrazivanja u ovom radu provedena su na tkivu tumora, arhivskom materijalu te na

primarnim kulturama, koje su razvijene u Laboratoriju za nasljedni rak Zavoda za

molekularnu medicinu Instituta ,,Ruder BosSkovi¢* iz svjezeg tumorskog tkiva.
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3. BOLESNICE I METODE

3.1. Bolesnice

Prikupljeni uzorci su zlo¢udni epitelni tumori 1 atipi¢ni proliferativni tumori jajnika u
Klinici za Zenske bolesti i porode KBC-a i Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, u
razdoblju od 2007. do 2009. godine. Sve bolesnice su primarno kirurski lijecene, prema
smjernicama za pravilno kirur§ko-patolosko stupnjevanje raka jajnika (6). Prilikom
operacijskoga zahvata u svake je bolesnice uzet ispirak iz trbusne Supljine ili slobodna
tekucina (ascites) za citolosku pretragu. Potom je ucinjena ablacija zdjeli¢ne potrbusnice
(peritoneja), potpuna resekcija trbusne maramice (omentuma) te histerektomija i obostrana
adneksektomija. Inicijalno prikupljeni bioloski materijal iz Klinike za Zenske bolesti i porode
obuhvacao je svjeze tumorsko tkivo, tkivo jajnika ili jajovoda, koje nije zahvaceno tumorom i
punu krv bolesnica. Metode prikupljanja i pohrane uzoraka detaljnije su opisane u poglavlju
3.2.1.

Inicijalno su prikupljeni uzorci 35 bolesnica. Ovisno o kvaliteti uzoraka, kvaliteti
kontrolnog uzorka i koli¢ini materijala, napravljen je uzi izbor uzoraka, koji su koristeni u
pokusima in Vitro te je na taj nacin dobijen kona¢ni ispitivani uzorak od 18 bolesnica.

Ovo istrazivanje u skladu je sa zakonima Republike Hrvatske i provedeno je uz
postivanje etickih, pravnih i moralnih principa rada s bolesnicama. Prilikom uzimanja uzoraka
tkiva 1 krvi bolesnica, dobivena je njihova suglasnost na posebnom obrascu o koristenju
uzoraka tkiva u znanstvene svrhe, uz prethodno detaljno upoznavanje bolesnica s predvidenim
metodama prikupljanja klinickog materijala i njegovom analizom. Da je provedeno
istrazivanje u skladu s dobrom klinickom praksom, potvrdilo je i Eticko povjerenstvo Klinike
za zenske bolesti 1 porode, Eticko povjerenstvo Klinickog bolnickog centra Zagreb te Eticko

povjerenstvo Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu (ur. br. 021-1/49-2006).

Raspodjela bolesnica prema patohistoloskoj dijagnozi tumora prikazana je u tablici 2.
Ukupno 6 bolesnica imalo je atipi¢ni proliferativni tumor jajnika, dok se u preostalih 12 radilo
o karcinomu jajnika. Svaki uzorak je brojc¢ano oznacen radi prepoznavanja u sljedec¢im

tablicama 1 slikama.
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Tablica 2. Raspodjela bolesnica prema patohistoloskoj dijagnozi

Broj Broj¢ana oznaka

Patohistoloska dijagnoza tumora bolesnica ispitivanog

(N=18) uzorka
Atipi¢ni serozni proliferativni tumor 6 4,6,7,10,12,18
Serozni papilarni karcinom 1 16
Endometrioidni adenokarcinom 3 5,13,17
Karcinom svijetlih stanica 2 2,9
Serozni adenokarcinom 4 1,3,11,19
Karcinosarkom 1 8
Mijesani papilarni karcinom 1 14

Prosjecna zivotna dob (+/- S.D.) bolesnica u vrijeme operacijskog zahvata bila je
59 +/- 15 godina. Prosjecna dob u podskupini bolesnica s epitelnim karcinomom jajnika bila
je 65 +/- 9 godina, a u podskupini bolesnica s atipi¢nim seroznim proliferativnim tumorom
jajnika 45 +/- 15 godina. Medijan broja poroda bio je 1 (40% analiziranih bolesnica); 26,7%
bolesnica rodilo je dvaput, 20% tri puta, dok 13,3% bolesnica nije imalo djece.

Kirursko-patoloski stadij bolesti prema FIGO klasifikaciji prikazan je u tablici 3. Za
zamijetiti je kako je 5 od 6 bolesnica (83,3%) s atipi¢nim proliferativnim tumorom jajnika
imalo prvi stadij bolesti prema FIGO klasifikaciji, dok je u skupini s epitelnim karcinomom

jajnika tek 4/12 (33,3%) bolesnica imalo pocetni kirurSko-patoloski stadij prosirenosti tumora

(p<0,01).

Tablica 3. Raspodjela bolesnica prema FIGO kirursko-patoloskom stadiju (APT — atipi¢ni

proliferativni tumor jajnika, K — karcinom jajnika)

(Xll‘,‘,‘rﬂ'}g) % |IN(APT)| % N (K) %

FIGO [1A 3 16,7 2 33,3 1 8,3

stadij 1 1 5,6 1 16,7 0 0
IC 5 27,8 2 33,3 3 25,0

1B 1 5,6 0 0 1 8,3

IIC 1 5,6 0 0 1 8,3

I11B 1 5,6 0 0 1 8,3

111C 6 33,3 1 16,7 5 41,7
Ukupno 18 100,0 6 100,0 12 100,0
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U jedne tre¢ine bolesnica s karcinomom jajnika radilo se o dobro diferenciranom
tumoru (histoloski gradus 1), dok je preostalih 66,7% bolesnica imalo slabo diferencirani
karcinom (histoloski gradus 3). Intraoperacijski uzorak ispirka zdjelista ili slobodne tekuéine
(ascitesa) bio je citoloskom analizom pozitivan na zlocudne stanice u 3/6 (50%) bolesnica s
atipi¢nim proliferativnim tumorom, odnosno u 10/12 (83,3%) bolesnica s karcinomom
jajnika. Histoloski potvrdenih tumorskih ZariSta na trbuSnoj maramici (omentumu) bilo je u
1/6 (16,7%) bolesnica s atipi¢nim proliferativnim tumorom, odnosno u 6/12 (50%) bolesnica s
karcinomom jajnika.

Jedna bolesnica s atipi¢nim proliferativnim tumorom stadija IIIC dobila je
postoperacijski kemoterapiju, dok je 10/12 (83,3%) bolesnica s karcinomom jajnika lijeCeno
kemoterapijom, od toga je 9 bolesnica primilo adjuvantnu, a jedna bolesnica neoadjuvantnu

kemoterapiju (tablica 4).

Tablica 4. Provedeni kemoterapijski protokoli

Kemoterapija - protokol Broj bolesnica| %
Paclitaxel+Carboplatina 5 45,5
Carboplatina+Ciklofosfamid 2 18,2
Vise protokola 1 91
Ciklofosfamid per os 1 9,1
CP (Cisplatina+Ciklofosfamid) 1 9,1
CEP - 1 9,1
(Epirubicin+Endoxan+Cisplatina) '
Ukupno 11 100,0

Prosjecne vrijednosti veli¢ine tumora 1 preoperacijskih vrijednosti serumskih biljega u
skupini bolesnica s atipi¢nim proliferativnim tumorom i bolesnica s karcinomom jajnika

prikazane su u tablici 5. Prosje¢na veli¢ina atipi¢nih proliferativnih tumora nesto je veca, ali
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ne i statisti¢ki znacajna u odnosu na karcinome. Od tri analizirana serumska biljega, jedino je

CA 125 bio statisti¢ki znac¢ajno povisen u bolesnica s karcinomom jajnika.

Tablica 5: Veli¢ina tumora i serumski tumorski biljezi u bolesnica s atipicnim proliferativnim
tumorom (APT) i karcinomom jajnika

APT |Karcinom p
VeliCina tumora (cm) 15,4 12,8 0,482
CA 125 (kI/T) 143,8 401,5 0,037
CA 15-3 (kI/l) 20,5 57,5 0,141
CA 19-9 (kI/T) 31,3 423 0,418

3.2. Laboratorijske metode

3.2.1. Prikupljanje uzoraka

3.2.1.1. Materijali
Sterilne epruvete za prikupljanje uzoraka krvi s EDTA (etilendiamintetraoctena
kiselina), sterilne epruvete s MEM medij — Minimal Essential Eagle's Medium (Gibco),

RNALater otopinom (Ambion) za uzorke tkiva.

3.2.1.2. Metode

Uzorci tumora jajnika prikupljeni su u Klinici za Zenske bolesti i porode Medicinskog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Tijekom operacije dio tkiva je pohranjen u MEM (Minimal
essential medium) medij za rast stanica, dio je pohranjen u RNALater otopinu, a dio poslan na
standardnu patolosku obradu. Uz tumorsko tkivo je iz istog pacijenta takoder prikupljen i
uzorak tkiva (jajnika ili jajovoda), koje nije zahvaceno tumorom.

Tkivo pohranjeno u MEM mediju ¢uvano je na +4°C maksimalno 2-3 sata nakon
operacije prije obrade, odnosno uspostavljanja primarne kulture stanica. Tkivo pohranjeno u
RNALater, takoder na +4°C, stajalo je manje od 24 sata prije izdvajanja DNA i RNA iz tkiva.
Bolesnicama je uzeto i 5 ml krvi u epruvete koje sadrze antikoagulans EDTA, koje su

pohranjene na -20°C prije izdvajanja DNA.
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3.2.2. Rad sa stanic¢nim kulturama

3.2.2.1. Materijali
MEM medij — Minimal Essential Eagle's Medium (Gibco)
Tripsin - 0,05% otopina tripsina u vodi (Gibco)
DMSO — dimetilsulfoksid (Kemika)
Humani serum (HS) termicki inaktiviran humani serum za laboratorijski rad (Hrvatski zavod
za transfuzijsku medicinu)
PBS bez Ca i Mg - 1,7 mM KH,POy4, 136 mM NaCl, 1 mM Na,HPO4, KH,PO4, pH 7,2
Medij za zamrzavanje stanica - 50% HS, 40% MEM, 10% DMSO
Ciklopamin (Toronto Research Chemicals, Toronto, Kanada) otopina u etanolu koncentracije
1 mg/ml
Tomatidin (Sigma)— otopina u etanolu koncentracije 1 mg/ml
Protein Shh (poklon od dr. Kenney) vodena otopina proc¢iS¢enog proteina Shh koncentracije 3
mg/ml
Kurkumin (Sigma) otopina u DMSO koncentracije 7,36 mg/ml
MTT - 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolij bromid (Sigma)
Sterilne plasti¢ne petrijevke promjera 10 cm (Sarstedt)
Sterilne plasticne plocice s 96 bunari¢a (Sarstedt)
Krio-ampule za zamrzavanje stanica (Sarstedt)

Sterilne staklene epruvete volumena 10 ml i pipete volumena 5 ml i 20 ml

3.2.2.2. Metode

Sav rad sa stani¢nim kulturama odvija se u sterilnim uvjetima. Sve otopine, puferi i
mediji su takoder sterilni. Rukovanje svime §to je vezano uz stani¢ne kulture odvija se u
kabinetu za rad u sterilnim uvjetima s laminarnim protokom zraka, ¢ija se radna povrsSina

briSe alkoholom prije i nakon svake upotrebe, te sterilizira UV svjetlom.

3.2.2.3. Uspostavljanje primarne stanic¢ne kulture

Uzorak tkiva dopremljen u MEM mediju izvadi se sterilnom pincetom iz medija i
kratko ispere u otopini tripsina. Zatim se uzorak tkiva prenese u sterilnu petrijevku promjera
10 cm (Sarstedt) i sterilnim Skaricama nasjecka na sitne komadi¢e u 5 ml tripsina. Takva
mjesavina se ostavi u inkubatoru preko no¢i (37°C, 5% CO,). Sljedeée jutro na nasjeckano

tkivo se doda 10 ml MEM medija kompletiranog s 20% HS. MjeSavina se tada razdijeli na 8
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sterilnih petrijevki promjera 10 cm i svaka se petrijevka dopuni MEM medijem s 20% HS do
ukupnog volumena 10 ml. Nakon 2-3 dana u petrijevkama se mogu uociti prihvacene stanice.

Stanice su dalje odrZavane u kulturi opisanim postupcima.

3.2.2.4. Presadivanje i odriavanje stanica u kulturi

Stanicama u kulturi pozeljno je promijeniti medij svaka dva do tri dana. Kad stanice
narastu toliko da gotovo potpuno prekriju podlogu (postanu konfluentne), treba ih presaditi.
Prvo im se ukloni sav medij. Tada se na stanice stavi 5 ml PBS bez Ca i Mg, da se isperu od
zaostalog seruma iz medija tako da se petrijevka kratko proljulja i PBS se izvadi i baci. Zatim
se na stanice doda 1 ml tripsina te ostavi da djeluje 5-10 min, toliko da se stanice odvoje od
podloge (tripsinizacija). Kad se stanice odvoje, na njih se doda 5 ml kompletiranog medija i
dobro resuspendira propuhivanjem nekoliko puta kroz pipetu. Jedan ml otopine se nasadi u

Cistu petrijevku, te dopuni do 10 ml MEM medijem.

3.2.2.5. Zamrzavanje stanica

Za dugotrajno pohranjivanje stanice je najbolje zamrznuti. Bitno je zamrzavati stanice
kad su optimalne gustoce (80-90% konfluentne). Postupak zamrzavanja pocinje sli¢no kao
postupak presadivanja, dakle stanicama se ukloni medij, isperu se PBS-om bez Ca i Mg i
tripsiniziraju. Tripsinizirane stanice se resuspendiraju u 5 ml medija i prenesu u sterilnu
staklenu epruvetu te ostave na hladnom (u hladnjaku na +4°C ili na ledu) pola sata do sat, da
se polako ohlade. Nakon toga stanice se centrifugiraju na 1200 rpm 5 min u centrifugi
ohladenoj na +4°C. Odmah nakon centrifugiranja sa stanica se odlije supernatant, a talog se
resuspendira u 1 ml hladnog medija za zamrzavanje stanica i odmah prebaci u krio-ampulu.
Takva ampula se odmah pohranjuje u hladnjak na -80°C, gdje treba stajati barem 1-2 dana (a

moze i do nekoliko mjeseci). Za dulje skladiStenje takve ampule se pohranjuju u tekuci dusik.

3.2.2.6. Odmrzavanje stanica

Prilikom odmrzavanja bitno je stanice odlediti §to brze. U sterilnu staklenu epruvetu
stavi se 5 ml medija, u kojem stanice rastu. Ampula sa zamrznutim stanicama se malo zagrije
u ruci, toliko da se zaledena smjesa odvoji od stijenke ampule, ali da veéina sadrzaja jos$
ostane zaledena. SadrZaj se brzo prelije u staklenu epruvetu s medijem te centrifugira na 1200
rpm 5 minuta. Na taj nacin se stanice isperu od krioprotektanta DMSO i istaloZe na dno

epruvete. Odmah nakon centrifugiranja supernatant se odlije, a talog stanica se resuspendira u
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10 ml medija s 10% HS i prenese u petrijevku promjera 10 cm. Petrijevka se malo proljulja da

se sadrzaj sa stanicama jednoliko rasporedi, te se pohrani u inkubator (37°C, 5% CO,).

3.2.2.7. Pokusi inhibicije i aktivacije signalnog puta u kulturi stanica

Stanice su nasadene u 4 petrijevke u po 10 ml kompletnog medija (s 10% seruma).

Nakon 24 sata, Sto je stanicama koje rastu zalijepljene na podlogu dovoljno da se uhvate, u

medij su dodani ciklopamin (kona¢na koncentracija 1 pg/ml), tomatidin (konacna

koncentracija 1 pg/ml) ili Shh protein (2,8 pg/ml). Stanice su sa odgovaraju¢im spojem

inkubirane jo§ 24 h u inkubatoru, a zatim je iz njih izdvojena RNA.

3.2.2.8. MTT test

MTT je zuti spoj koji se reducira u ljubicasti formazan u zivim stanicama. Koristi se

za mjerenje prezivljenja stanica nakon tretmana kemijskim agensima. U ovom radu MTT test

koriSten je za pradenje rasta i prezivljenja stanica nakon tretmana kurkuminom.

Stanice se nasade u plo¢icu s 96 bunaric¢a gustoée 10° stanica/ml, u ukupni volumen

180 ul medija po bunaricu, u Cetiriplikatima. Uz to se na dodatnu plo€icu s 96 bunari¢a

nasade stanice u joS 4 bunari¢a za kontrolno o¢itanje, tzv. ,,nulti dan“. Dvadeset i Cetiri sata

nakon nasadivanja, kad se stanice uhvate za podlogu, na njih se dodaje po 20 ul kemijskih

spojeva koje testiramo u razli¢itim koncentracijama. U tablici 6 prikazano je na koji nacin su

spojevi razrjedivani u mediju u kojem se obi¢no uzgajaju stanice.

Tablica 6: Razrjedivanje kemijskih spojeva u mediju.

Pocetna Ciljna Volumen Volumen Volumen radne | Konacna

Koncentracija | koncentracija | spoja za medija za otopine koji se | koncentracija
radne otopine | radnu otopinu | radnu otopinu | dodaje na na stanicama

stanice

20 mM 0 uM 0 uL 250 uL 20 uL 0 uM

20 mM 50 uM 0.625 pL 249.37 uL 20 pL 5uM

20 mM 100 uM 1.25 uL 248.75 uL 20 uL 10 uM

20 mM 150 uM 1.875 uL 248.12 pL 20 uL 15 uM

20 mM 200 pM 2.5ulL 247.5 uL 20 uL 20 uM

20 mM 250 uM 3.125 uL 246.87 uL 20 uL 25 uM

20 mM 300 uM 3.75 uL 246.25 uL 20 uL 30 uM

20 mM 350 uM 4.375 uL 245.62 pL 20 pL 35 uM
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Istoga dana, stanice nasadene ,,nulti dan* tretiraju se otopinom MTT, na nacin da se
ukloni medij sa stanica te se na njih doda 40 ul MTT otopine koncentracije 1 mg/ml. Plocica
se zamota u aluminijsku foliju kako bi se zastitila od svjetla i inkubira 5 sati u inkubatoru na
37°C i pri 5% CO,. Osim na stanice, ¢isti MTT se dodaje u 4 dodatna bunariéa, kako bi se
izmjerila osnovna obojenost MTT otopine za normalizaciju. Nakon 5 sati na stanice s MTT
otopinom doda se 160 ul DMSO i stavi na tresilicu 10 minuta, kako bi se kristali¢i formazana
dobro otopili. Sto je otopina ljubicastija, to je vide vijabilnih stanica, dok bunariéi s mrtvim
stanicama uglavnom ostaju obojani zuto. Obojenost otopine mjerena je fluorimetrijski, na
uredaju Labsystems Multiskan MS pri apsorbanciji od 570 nm. Isto oc¢itanje napravi se i u
plo¢icama koje su tretirane kemijskim spojevima, i to 24, 48 ili 72h nakon tretmana. Sve su
vrijednosti unesene i matematicki obradene u programu Excel, kako bi se dobio postotak

prezivljenja stanica pri svakoj koncetraciji kemijskog agensa u odnosu na netretirane stanice.

3.2.2.9. Tretman kurkuminom

Stanice su nasadene u 4 petrijevke u po 10 ml kompletnog medija (s 10% seruma).
Nakon 24 sata, u medij je dodan kurkumin (konac¢na koncentracija 10uM). Stanice su s
kurkuminom inkubirane 24, 48 i 72 sata te je nakon odgovarajuéih perioda iz njih izdvojena

RNA.

3.2.3. Izdvajanje DNA iz tkiva

3.2.3.1. Materijali
Pufer za izdvajanje DNA - 0.01 M Tris-HCI, 0.1 M EDTA, 0.5% SDS, pH 8.0
Proteinaza K (Sigma) — vodena otopina koncentracije 12.5 mg/ml
TE pufer - 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7.6
Fenol (Kemika)
Kloroform (Kemika)
[zoamilni alkohol (Kemika)
Etilni alkohol (etanol) (Kemika)
Sterilne staklene Pasteurove pipete sa zataljenim vrhom
Sterilne Skarice

Mikroepruvete volumena 2 ml
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3.2.3.2. Metode

Tkivo tumora pohranjeno u RNALater otopini izvadi se sterilnom pincetom i sterilnim
Skaricama razdijali na dva dijela, od kojih jedan sluzi za izdvajanje DNA a drugi za izdvajanje
RNA. Tkivo za izdvajanje DNA istim se sterilnim Skaricama usitni na male komadice i stavi u
1 ml pufera za izdvajanje DNA. U mjeSavinu se doda joS 20 ul proteinaze K te se sve stavi na
termoblok tresilicu na 37°C preko no¢i ili dulje, koliko je potrebno da se komadi¢i tkiva
djelovanjem proteinaze razgradi. Nakon proteoliticke razgradnje tj. kada je smjesa gusta i
homogena, prelazi se na drugu fazu izolacije. Prvo se u uzorak doda Iml fenola
(ekvilibriranog s Tris-HCI), dobro protrese, i centrifugira 10 minuta pri 13000xg. Nakon
centrifugiranja smjesa se razdvoji u dvije faze, gornju bistru vodenu fazu, i donju Zuckastu
fenolnu fazu. Pipetom se pazljivo gornja faza prenesu u novu mikroepruvetu i na nju se doda
1 ml mjeSavine kloroform:izoamilni alkohol (24:1), dobro protrese i centrifugira 10 minuta pri
13000xg. I ovaj put dolazi do razdvajanja u dvije faze, gornju vodenu i donju alkoholnu fazu,
1 u ovom slucaju su obje prozirne. 1z gornje faze se pipetom izvadi 600 ul sadrzaja i prenese u
¢istu mikroepruvetu, te se na to doda 1200 pl ledenog apsolutnog alkohola. Nakon dodavanja
alkohola dolazi do precipitacije DNA §to se moze vidjeti golim okom kao stvaranje i
agregiranje bijelih niti u otopini. Te bijele niti se izvrtanjem mikroepruvete nekoliko puta
agregiraju u grudicu, koja se onda izvadi iz otopine sterilnom staklenom kukom odnosno
Pasteurovom pipetom s zataljenim vrhom i prenesu u €istu mikroepruvetu. Grudica DNA
otopi se u odgovaraju¢em volumenu TE pufera ovisno o veli¢ini grudice, obi¢no izmedu 100 i

500 pl.

3.2.4. Izdvajanje RNA iz tkiva

3.2.4.1. Materijali
TRIZOL reagens (Invitrogen) komplet za izdvajanje RNA iz stanica (Roche High Pure RNA
Isolation Kit), sadrzi:

- pufer za vezanje/ lizu (Lysis/Binding Buffer: 4.5 M gvanidin hidroklorid, 50 mM
Tris-HCI, 30% Triton, pH 6.6)

- DNaza I - otopljena u pripadaju¢em puferu (DNase Incubation Buffer: 1 M NacCl,
20 mM Tris-HCI, 10 mM MnCl2, pH 7.0), nanosi se 200 U po kolonici

- Pufer za ispiranje I (Wash buffer I: 5 M gvanidin hidroklorid, 20 mM Tris-HCI,
38% etanol, pH 6.6)
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- Pufer za ispiranje II (Wash buffer II: 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, 8% etanol, pH
7.5)

- Pufer za eluaciju (Elution buffer: sterilna voda bez prisutnosti nukleaza)
- Kolonice za izolaciju

[zopropanol (2-propanol)
Kloroform

Etilni alkohol (etanol)
Mikroepruvete volumena 1.5-2 ml
Sterilne Skarice

Sterilna staklena epruveta volumena 10 ml

3.2.4.2. Metode

Svi koraci izdvajanja RNA rade se na ledu, osim ako je drugacije navedeno, kako bi
RNA ocuvala svoj integritet. Takoder, svi koraci centrifugiranja se rade u centrifugi ohladenoj
na +4°C. Prvo se tkivo usitni sterilnim §karicama u 1 ml TRIZOL reagensa, te se dodatno
usitni homogeniziranjem u TRIZOL reagensu na ledu (homogenizator IKA Ultra Turrax).
Takav homogenat se ostavi 15 minuta na sobnoj temperaturi da dode do dobrog razaranja
tkiva. Na mjesavinu se doda 200 pl kloroforma, dobro promucka, i ostavi stajati jos dodatnih
10 minuta na sobnoj temperaturi. Potom se uzorak centrifugira 15 minuta pri 13000xg u
hladenoj (+4°C) centrifugi. Nakon centrifugiranja dolazi so razdvajanja faza u gornju
bezbojnu vodenu fazu, bijelu gustu medufazu, te donju ruzicastu fenolnu fazu. RNA se nalazi
u gornjoj fazi, koja se pipetom prenese u ¢istu mikroepruvetu i na to se doda jos 500 ul
izopropanola, promucka i ostavi stajati 15 minuta na sobnoj temperaturi, kako bi doslo do
talozenja RNA. Tada se mikroepruveta opet centrifugira 30 minuta pri 13000xg u hladenoj
centrifugi, nakon ¢ega dolazi do talozenja RNA na dno mikroepruvete u obliku poluprozirnog
bijelog taloga. S taloga se pazljivo izlije supernatant, te se na talog doda 1.5 ml 70% etanola
kako bi se talog dobro isprao. Slijedi jos jedno centrifugiranje u hladenoj centrifugi pri
13000xg 10 minuta. Nakon toga se etanol izlije s taloga, koji je sada postao bijel, te se talog
otopi u 100 pl vrlo ¢iste vode. Sada slijedi dodatni postupak proc¢iS¢avanja RNA koriste¢i
otopine iz kompleta za izdvajanje RNA iz stanica (Roche High Pure RNA Isolation Kit). Prvo
se u otopljenu RNA doda 200 pul pufera za vezanje/lizu (Lysis/Binding Buffer) i mjeSavina se

nanese na kolonice za izdvajanje RNA. Kolonice se kratko centrifugiraju (13000xg, 15 s),
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kako bi se RNA vezala na kolonu. Nakon toga se eluat s kolonice baca, a na kolonicu se
nanosi 100 pl otopine DNaze I, koja se tada inkubira 15 min na sobnoj temperaturi, kako bi
DNaza razgradila eventualno preostalu DNA u uzorku. Nakon inkubacije, na kolonicu se
nanosi 500 pl pufera za ispiranje I (Wash Buffer I) i kratko centrifugira (1300xg, 15 s). Eluat
se opet baca, a na kolonicu nanosi 500 pul pufera za ispiranje 11 (Wash Buffer II) te
centrifugira na 1300xg 15 s. Slijedi jos jedan ciklus ispiranja, ovaj put se nakon bacanja eluata
dodaje 200 pl pufera za ispiranje II i centrifugira na 1300 rpm kroz 2 minute. Nakon ovog
ispiranja slijedi skidanje RNA s kolonice, i to tako da se kolonica prenese u €istu
mikroepruvetu volumena 1,5 ml, na nju se doda 30-50 pl pufera za eluaciju (Elution Buffer) i
centrifugira na 1300xg 1 min. Eluat sakupljen u mikroepruveti sadrzi procis¢enu RNA. RNA

se pohranjuje u hladnjaku na -80°C.

3.2.5. Izdvajanje DNA iz krvi

3.2.5.1. Materijali
RCLB pufer - 10 mM Tris-HCI, 5 mM MgCl2, 10 mM NaCl, pH 7,6
SE pufer - 20 mM Tris-HCI, 4 mM Na,EDTA, 100 mM NaCl, pH 7,4
10% SDS
Proteinaza K — vodena otopina koncentracije 12,5 mg/ml
5M NaCl
[zopropanol
Staklene epruvete za prikupljanje uzoraka krvi koje sadrze EDTA
Plasti¢ne epruvete volumena 50 ml (Sarstedt)
Plasti¢ne epruvete volumena 13 ml (Sarstedt)

Sterilne staklene pasterove pipete sa zataljenim vrhom

3.2.5.2. Metode

DNA je najbolje izdvajati iz krvi koja je prethodno bila zamrznuta, jer dolazi do bolje
lize eritrocita i dobiva se ¢iS¢a DNA. Prvo se krv u epruvetama ostavi na sobnoj temperaturi
da se potpuno otopi. Krv se prelije iz staklene epruvete u plasti¢nu epruvetu volumena 50 ml
te se do vrha dopuni puferom RCLB, lagano promucka i ostavi stajati na ledu 15 minuta.
Zatim se epruvete centrifugiraju 10 minuta na 4100xg, nakon ¢ega se dobije crvenkasti talog
na dnu epruvete. Supernatant se izlije, a na talog doda 5-10 ml RCLB pufera, epruveta se

vorteksira da se razbije talog, dopuni do 25 ml RCLB puferom te centrifugira pod istim
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uvjetima kao u prethodnom koraku. Nakon centrifugiranja provjeri se boja taloga; ukoliko je
crven, cijeli postupak ispiranja ponavlja se do bijele boje taloga te se zatim nastavlja sa
sljede¢im korakom. Iz epruveta se izlije supernatant i epruvete se izvrnu na papir, da se §to
bolje ocijede. Tada se doda 2 ml SE pufera, 200 pl 10% SDS-a i 15-20 pl proteinaze K.
Takve epruvete stave se u vodenu kupelj na 37°C preko noéi. Sljedeéi dan sadrzaj se prelije u
Ciste epruvete volumena 13 ml, doda se 750 ul 5SM NaCl i vorteksira dok otopina ne postane
mlijecno bijela. Centrifugira se 15 minuta pri 4100xg, prelije u Ciste epruvete i ponovno
centrifugira pri istim uvjetima. Nakon toga se sadrzaj opet prelije u Ciste epruvete i doda se
3.5 ml izopropanola, nakon ¢ega dolazi do talozenja DNA u obliku bijelih niti i grudica.

Grudica se uhvati 1 otopi na isti nacin kako je ve¢ opisano kod izdvajanja DNA iz tkiva.

3.2.6. Izdvajanje RNA iz stanica

3.2.6.1. Materijali
Komplet za izdvajanje RNA iz stanica (Roche High Pure RNA Isolation Kit), sadrzi:

- pufer za vezanje/lizu (Lysis/Binding Buffer: 4.5 M gvanidin hidroklorid, 50 mM
Tris-HCI, 30% Triton, pH 6.6)

- DNaza I - otopljena u pripadaju¢em puferu (Dnase Incubation Buffer: 1 M NacCl,
20 mM Tris-HCI, 10 mM MnCl2, pH 7.0), nanosi se 200 U po kolonici

- Pufer za ispiranje I (Wash buffer I: 5 M gvanidin hidroklorid, 20 mM Tris-HCI,
38% etanol, pH 6.6)

- Pufer za ispiranje II (Wash buffer II: 20 mM NacCl, 2 mM Tris-HCI, 8% etanol, pH
7.5)

- Pufer za eluaciju (Elution buffer: sterilna voda bez prisutnosti nukleaza)
- Kolonice za izolaciju

Mikroepruvete volumena 1,5-2 ml

3.2.6.2. Metode

Izdvajanje RNA iz stanica radi se na identi¢an nacin kao 1 druga faza izolacije iz tkiva.
Tocnije, sa stanica se prvo ukloni medij te se na njih stavi 5 ml PBS-a. Stanice se skinu
strugaem s podloge i pipetom prenesu u plasticnu epruvetu od 13 ml. Epruveta se
centrifugira pri 4100xg 5 minuta u centrifugi ohladenoj na +4°C, te se nakon toga supernatant
izlije, a stanice ostanu na dnu epruvete kao bijeli talog. Tada se na stanice doda 400 ul pufera

za vezanje/lizu (Lysis/Binding Buffer), iz kompleta za izdvajanje RNA iz stanica (Roche
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High Pure RNA Isolation Kit), a svi daljni koraci identi¢ni su ve¢ opisanima u poglavlju

3.2.4.

3.2.7. Odredivanje koncentracije DNA i RNA

3.2.7.1. Materijali
Destilirana voda
Mikroepruvete volumena 1.5-2 ml

Kivete od kvarcnog stakla

3.2.7.2. Metode

Koncentracija se mjeri na spektrofotometru pri valnim duljinama apsorbancije 260 nm
1280 nm. RNA se razrijedi 100 puta u destiliranoj vodi (1 pl RNA + 99 ul vode), dok se
DNA obicno razrijedi 200 puta (5 pl DNA + 995 ul vode). Spektrofotometar se kalibrira tako
da voda koriStena za razrjedivanje bude vrijednost 0. Tada se uzorak nanese u kivetu i mjeri
apsorbancija pri 260 nm i 280 nm. Koncentracija se izracuna prema sljede¢oj formuli:
ZaRNA: C=Ax40x R
ZaDNA: C= A x50xR,
gdje je C koncentracija, Ayeo vrijednost apsorbancije pri valnoj duljini od 260 nm, a R faktor
razrjedenja (u ovom slucaju 100 za RNA 1 200 za DNA). Takoder, provjeravajuc¢i omjer
Aze0/Azso, moze se provjeriti i Cistoca izdvojene RNA, naime, §to je RNA ¢is¢a, taj omjer je
blizi 2, dok je za ¢istu DNA taj omjer 1,7. DNA se razrijedi vodom, tako da konac¢na

koncentracija iznosi 50 ng/pl.

3.2.8. Provjera kvalitete RNA na agaroznom gelu

3.2.8.1. Materijali
Agaroza (Sigma)
TAE pufer - 0,04 M Tris acetat, 0,001 M EDTA
Etidij-bromid (Sigma ) vodena otopina koncentracije 5 mg/ml

Pufer za nanoSenje - 50% glicerol, 0,05% ksilen-cijanol, 0,05% bromfenol blue
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3.2.8.2. Metode

Kvalitetu RNA najjednostavnije je provjeriti elektroforezom u 1% (w/v) agaroznom
gelu. Gel se radi tako da se 0,6 g agaroze pomijesa sa 60 ml TAE pufera i zagrije u
mikrovalnoj pe¢nici do vrenja. Tada se zrnca agaroze rastope. Toplu agarozu treba malo
ohladiti pod mlazom hladne vode, i zatim dodati 10 pl otopine etidij-bromida. Takav gel se
izlije u pripremljenu kadicu za elektorforezu, dodaju se ¢esljevi za jazice, 1 ostavi da se ohladi
1 polimerizira pola sata do sat vremena. Nakon $to gel polimerizira, ukloni se ¢eslji¢ i gel se
polozi u sistem za elektroforezu, koji je napunjen TAE puferom. 2-3 ul uzorka RNA se
pomijesa s 1-2 ul pufera za nanoSenje i nanese u jazicu na gelu. Elektroforeza se odvija 15-20
minuta pri 100 V. Nakon toga se pruge na gelu vizualiziraju na na aparatu ImageMaster.
Ukoliko se na gelu vide dvije do tri jasne pruge, i bez signala pri samom vrhu gela kod jaZica,
RNA se smatra dobre kvalitete. Zagadenje pri vrhu jazica bi ukazivalo na kontaminaciju s

DNA, dok bi difuzne i slabo vidljive pruge znacile da je doslo do degradacije RNA.

3.2.9. Reverzna transkripcija

3.2.9.1.Materijali

Komplet za reverznu transkripciju, sadrzi:

enzim MultiScribe® reverzna transkriptaza

- 2 vrste pocetnica — nasumi¢ni heksameri and oligo(dT)
- Inhibitor RNaza

- 25 mM MgCl2

- 10x RT pufer

- 10 mM mjeSavina dNTP-ova

sterilna voda bez prisutnosti nukleaza

mikroepruvete volumena 200 pl

3.2.9.2. Metode
Za potrebe analize ekspresije gena potrebno je napraviti real-time PCR. Kako je RNA
osjetljiva molekula, potrebno ju je prvo prevesti u komplementarnu DNA (cDNA), koja je

znatno stabilnija. To se radi pomocu enzima reverzna transkriptaza, koja transkribira RNA u

cDNA.
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U reakciju reverzne transkripcije ide se s poznatom koli¢inom RNA, obi¢no 1 pg. Iz
koncentracije RNA prvo je potrebno preracunati koliki volumen uzorka treba odmyjeriti da
ukupna koli¢ina bude 1 pg. Zatim se radi reakcijska smjesa svih komponenata, osim RNA 1
vode. Reakcijska smjesa sadrzi 10x pufer (10% v/v), 5,5 mM MgCl,, 2 mM dNTP, 1,25 uM
nasumic¢nih heksamera, 1,25 uM oligo dT pocetnica, 20 U inhibitora Rnaza te 62,5 U
reverzne transkriptaze za reakciju od 50 ul. Ukupni volumen ovih komponenata iznosi 30,75
ul, Sto znaci da se do 50 pl reakcija jos nadopuni odredenim volumenom RNA (kako bi u

reakciji bio 1 pg RNA) i vodom.

Tablica 7: Komponente za reakciju kvantitativnog real-time PCR-a

Volumen
Pocetna Konacna y
komponenta . . (za reakciju od
koncentracija | koncentracija
50 ul)
10x pufer 10 x I x Sul
MgCl, 25mM 5,5 mM 11 pl
dNTP 10 mM 2mM 10 pl
oligo dT 50 uM 1,25 uM 1,25 ul
nasumicni
' 50 uM 1,25 uM 1,25 pul
heksameri
Inhibitor RNAze 20 U/l 20U 1 ul
reverzna
) 50 U/ul 62,5U 1,25 pl
transkriptaza

Reakcija se odvija u uredaju za PCR na sljede¢em programu:
25°C  10:00 min

37°C  60:00 min

95°C  5:00 min

4°C o

Nakon reakcije cDNA se pohranjuje na -20°C do koristenja.
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3.2.10. Kvantitativni real-time PCR

3.2.10.1. Materijali
IQ SYBR Green Supermix (2x mjesavina)
Parovi pocetnica za koristene gene (u zagradi je pripadajuca referenca):

- ArpF 5' GGCACCATTGAAATCCTGAGTGATGTG 3' (49)
- ArpR 5'TTGCGGACACCCTCCAGGAAGC 3' (49)

- PtchF 5'TCCTCGTGTGCGCTGTCTTCCTTC 3' (50)

- PtchR 5" CGTCAGAAAGGCCAAAGCAACGTGA 3'(50)
- SmoF 5' CTGGTACGAGGACGTGGAGG 3' (51)

- SmoR 5" AGGGTGAAGAGCGTGCAGAG 3'(51)

- GIllF 5' GCCGTGTAAAGCTCCAGTGAACACA 3' (50)
- GlilR 5 TCCCACTTTGAGAGGCCCATAGCAAG 3'(50)
- ShhF 5' GAAAGCAGAGAACTCGGTGG 3' (51)

- ShhR 5' GGTAAGTGAGGAAGTCGCTG 3' (51)

- SuFuF 5"AACAGCAAACCTGTCCTTCC 3'(52)

- SuFuR 5 TCAGATGTACGCTCTCAAGC 3'(52)

- B-catF  5-GCGTGGACAATGGCTACTCA-3’ (53)

- PB-catR  5-CCGCTTTTCTGTCTGGTTCC-3’ (53)

10 mM mjeSavina dNTP-ova (Roche)
sterilna voda bez prisutnosti nukleaza

plocica s 96 bunarica za koriStenje u real-time aparatu (BioRad)

3.2.10.2. Metode

Kvantitativni real-time PCR se radi u pojedinaénim mikroepruvetama ili plo¢icama s
96 bunarica za real-time uredaj. Ovdje je opisan postupak s plo¢icama s 96 bunarica, ali sam
postupak za jedan ili drugi tip se ne razlikuje.

Za svaki od uzoraka se analiziralo 6 razli¢itih gena: Ptch, Smo, Glil, Shh, SuFu, 3

katenin, te referentni gen Arp. Prvo je potrebno napraviti reakcijsku mjesavinu za svaki gen
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odvojeno. U reakcijsku mjesavinu se dodaje IQ SYBR Green Supermix 1x, pocetnica u 5'—3'
smjeru (F) (0,3 mM), pocetnica u 3'—5' smjeru (R) (0,3 mM) te voda do ukupnog volumena 9
ul po uzorku. MjeSavina se obicno radi za veci broj uzoraka i tada razdijeli po 9 pul u
odgovarajuce bunari¢e. Real-time PCR se izvodi minimalno u duplikatu za svaki uzorak, te
svaki uzorak mora imati prate¢u reakciju s genom Arp, a dok se za reakcijsku mjesavinu za
svaki gen radi 1 jedna dodatna negativna kontrola, u koju se ne stavlja uzorak. Slika 4
prikazuje primjer jedne ploc€ice s 96 bunarica, gdje je analizirano 3 para uzoraka na 7
razli¢itih gena.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

ARP | ARP | ARP | ARP | ARP | ARP |ARP | ARP | ARP | ARP | ARP | ARP
1-Z 1-Z 1-B 1-B 2-7Z 2-7Z 2-B 2-B 3-Z 3-Z 3-B 3-B

PTCH | PTCH | PTCH | PTCH | PTCH | PTCH | PTCH | PTCH | PTCH | PTCH | PTCH | PTCH
1-Z 1-Z 1-B 1-B 2-7 2-7Z 2-B 2-B 3-Z 3-Z 3-B 3-B

SMO | SMO | SMO |SMO |SMO |SMO |SMO |SMO |SMO |SMO |SMO | SMO
1-Z 1-Z 1-B 1-B 2-7 2-7Z 2-B 2-B 3-Z |3-Z |3-B 3-B

GLI1 | GLI1 |GLIl |GLI1 |GLIl |GLIl1 |GLIl |GLI1 |GLIl1 |GLIl1 | GLIl1 | GLII
1-Z 1-Z 1-B 1-B 2-7 2-7Z 2-B 2-B 3-7Z 3-7Z 3-B 3-B

SHH |SHH |SHH |SHH |SHH |[SHH |SHH |SHH |SHH |SHH |SHH | SHH
1-Z 1-Z 1-B 1-B 2-7 2-7Z 2-B 2-B 3-Z 3-Z 3-B 3-B

SUFU | SUFU | SUFU | SUFU | SUFU | SUFU | SUFU | SUFU | SUFU | SUFU | SUFU | SUFU
1-Z 1-Z 1-B 1-B 2-7Z 2-7Z 2-B 2-B 3-Z 3-Z 3-B 3-B

BCAT | BCAT | BCAT | BCAT | BCAT | BCAT | BCAT | BCAT | BCAT | BCAT | BCAT | BCAT
1-Zz |1z |1B |[1B |2Z |2Z |2B |2B [3-Z |3-Z |3B |3B

ARP | PTCH | SMO | GLI1 |SHH | SUFU | BCAT
n.k. n.k. n.k. n.k. n.k. n.k. n.k.

Slika 4: Raspored uzoraka na plocici s 96 bunaric¢a u jednom tipi¢nom kvantitativnom real-
time PCR eksperimentu.

Na jednaki nacin analizirana je i ekspresija gena nakon tretmana ciklopaminom,

tomatidinom i Shh proteinom.

3.2.11. Imunohistokemijsko bojanje tkivnih rezova

3.2.11.1. Materijali
- tkivni parafinski prerezi debljine 5 um na silaniziranim predmetnim stakalcima
- ksilen

- etilni alkohol (etanol)
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- destilirana voda
- otopina za renaturaciju proteina (Epitope Retrieval Solution, Dako Cytomation)
hidrofobna olovka (PapPen, Invitrogen)
- tekucina za blokiranje nespecificnog vezanja (Protein Block, Dako Cytomation)
- Primarna antitijela: goat anti-Ptch IgG (Santa Cruz, sc-6147)
rabbit anti-Smo IgG (Santa Cruz, sc-13934)
rabbit anti-Glil IgG (Santa Cruz, sc-20678)
rabbit anti-Shh IgG (Santa Cruz, sc-9024)
- komplet za imunohistokemijsko bojanje (Dako LSAB+ System-HRP K0679), sadrzi:
- univerzalno sekundarno antitijelo protiv misjih, kozjih i ze¢jih antitijela

konjugirano s biotinom (Biotinylated link)
- otopina peroksidaze konjugirane sa streptavidinom (Streptavidin-HRP)
- DAB - diaminobenzidin, supstrat za peroksidazu, s pripadaju¢im puferom

- hematoksilin (DAKO Cytomation)
- Kanada balzam (Kemika)

- BSA — albumin iz seruma goveda

3.2.11.2. Metode

Tkivni parafinski prerezi debljine 0,6 um zaljepljeni su na predmetnim stakalcima.
Prvi korak u bojanju takvih rezova je deparafinizacija i rehidracija takvih rezova.
Deparafinizacija se radi uranjanjem stakalaca u ksilen tri puta po tri minute. Ksilen otapa
parafin i uklanja ga s tkiva, dok tkivo ostaje prilijepljeno na stakalce. Poslije deparafinizacije
rezove je potrebno rehidrirati. To se radi postupno, uranjanjem stakalaca u niz alkohola sa sve
veé¢im udjelom vode. Pocinje se uranjanjem u apsolutni etanol jednu minutu, a zatim jos tri
minute. Slijedi 90% (v/v) alkohol jednu minutu, pa 70% alkohol jednu minutu, i na kraju
destiliranu vodu barem minutu. U meduvremenu je dobro pripremiti otopinu za renaturaciju
proteina (Epitope Retrieval Solution) zagrijavanjem u mikrovalnoj peénici gotovo do vrenja.
Stakalca se urone u zagrijani pufer i inkubiraju 10 minuta u hibridizacijskoj pe¢nici na 85°C.
Nakon toga stakalca se u puferu ostave na sobnoj temperaturi 20 minuta da se ohlade.
Prilikom hladenja dolazi do renaturacije proteina, Sto olakSava kasniju detekciju antitijelima.
Slijedi ispiranje u PBS-u 5 minuta, tijekom kojeg treba pripremiti tzv. vlaznu komoru. VlaZzna

komora je pokrivena posuda na ¢ije dno se stavi sloj papirnatih ubrusa i sloj filter papira, i
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dobro se namoci destiliranom vodom. To omogucava zadrzavanje vlaznosti tijekom sljedeceg
koraka inkubacije, kako ne bi doslo do isusivanja tkivnih rezova. Stakalca se nakon ispiranja
izvade iz pufera, a uzorak na njima se okruzi hidrofobnom olovkom (Pap-Pen) koja ¢e
sprijeciti izlijevanje tekucine s preparata. Unutar nacrtanog obrisa nakapa se kap-dvije
tekucine za blokiranje nespecifi¢nog vezanja (Protein Block), toliko koliko je potrebno da
preparat bude potpuno prekriven, i inkubira pola sata na sobnoj temperaturi u vlaznoj komori.
Nakon inkubacije tekucina se pokupi filter papirom, te se na rez dodaje 50 pl otopine
primarnog antitijela, razrijedeno 1:100 u 2%BSA/PBS. Rezovi se inkubiraju preko no¢i na
+4°C u vlaznoj komori. Barem jedan rez koristi se kao negativna kontrola, koji se tretira na
identican nacin osim koraka dodavanja primarnog antitijela. Umjesto njega, na rez se dodaje
jednaki volumen 2%BSA/PBS. Sljede¢i dan rezovi se prvo ispiru tri puta po 5 minuta u PBS-
u. Nakon toga na njih se nanosi univerzalno sekundarno antitijelo (Biotinylated Link), kap-
dvije da prekrije preparat. Inkubacija traje 30 minuta na sobnoj temperaturi, nakon cega se
rezovi opet ispiru tri puta po 5 minuta u PBS-u. Nakon toga na rezove se nakapava otopina
streptavidin-peroksidaze (Streptavidin-HRP), kap-dvije da prekrije preparat, te inkubira 30
minuta na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega se opet ispire tri puta po 5 minuta u PBS-u. Slijedi
inkubacija sa substratom peroksidaze, DAB, svjeze pripremljen prije nanoSenja u prilozenom
puferu (LSAB + System-HRP K0679) i nanosi na preparat, oko 50 ul ili koliko je potrebno da
prekrije preparat, u trajanju od 7 minuta. Tada se ispire u vodovodnoj vodi 10 minuta. Zatim
se rezovi urone u svjeze filtrirani hematoksilin i drze pola minute do minutu, kako bi se dobilo
pozadinsko bojanje preparata. Nakon hematoksilina rezovi su obojani blijedo ljubicasto. Jo§
malo se isperu u vodovodnoj vodi, oko 5 minuta, nakon ¢ega pocinje postupak dehidracije i
uklapanja preparata. Dehidracija pocinje uranjanjem preparata u 70% alkohol dva puta po
minutu, zatim u 90% alkohol dva puta po minutu, i na kraju u apsolutni alkohol dva puta po
minutu. Slijedi kupanje u ksilenu tri puta po tri minute, i na kraju uklapanje u kanada balzam.
Uklapanje se radi na nacin da se kap kanada balzama kapne na sredinu preparata, te pazljivo
preko toga polozi ¢ista pokrovnica, paze¢i da ne ostanu mjehurici zraka. Nakon uklapanja

preparati su spremni za mikroskopiranje.

3.2. 12. Detekcija polimorfizama gena Ptchl i Smo

3.2.12.1. Materijali
10 mM mjeSavina dNTP-ova (Roche)
FastStart Taqg DNA polimeraza (Roche)
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fluorescentna boja LCGreen Plus (Idaho Technology)
pufer s 20 mM MgCI2 (Idaho Technology)

parovi pocetnica za svaki fragment

mineralno ulje

kapilare za PCR (Roche LightCycler Capillaries)
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Tablica 8: Parovi pocetnica za eksone gena Ptchl

Ekson Pocetnica Referenca

Ekson 1 F - GCAACATGGCCTCGGCTGGT viastiti dizajn
R — CCTTGGAAATCTGCTCCAGAG

Ekson 2 F - ACTCCTCCCTTCTGCTTCGT (54)
R - GCTCTTACCTTCCACCCACA

Ekson 3 F - CTATTGTGTATCCAATGGCAGG (55)
R - ATTAGTAGGTGGACGCGGC

Ekson 4+5 F - GAGAAATTTTTGTCTCTGCTTTTCA (55)
R -TGGAACAAACAATGATAAGCAA

Ekson 6 F - CCTACAAGGTGGATGCAGTG (55)
R -TTTGCTCTCCACCCTTCTGA

Ekson 7 F - GTGACCTGCCTACTAATTCCC (55)
R - GGCTAGCGAGGATAACGGTTTA

Ekson 8 F - GAGGCAGTGGAAACTGCTTC (55)
R - TTGCATAACCAGCGAGTCTG

Ekson 9 F - GTGCTGTCGAGGCTTGTG (55)
R - AGAAGCAGGAGCAGTCATGG

Ekson 10 F-TTCGGCTTTTGTTCTGTGC (54)
R — CCGGTGGCATTTGTCAAC

Ekson 11 F - GTGTTAGGTGCTGGTGGCA (55)
R - CTTAGGAACAGAGGAAGCTG

Ekson 12 F - GACCATGTCCAGTGCAGCTC (56)
R - CGTTCAGGATCACCACAGCC

Ekson 13 F - TGCTTCAAGAGGAAAGGGAA (54)
R - ATCAAAAGGCCACAGCAGTC

Ekson 14a F - CCATTTCCCTGTTTCAGCAT (54)
R - AGCTGAGGGTGTCCTGTGTC
F - TCCGAGATCTCTGTGCAGC

Ekson 14b | o 1T TTTGAAGACAGGAAGAGCC (54)

Ekson 15 F - GACAGCTTCTCTTTGTCCAG (55)
R - ACGCAAAAGACCGAAAGGACGA

Ekson 16 F - AGGGTCCTTCTGGCTGCGAG (55)
R - TCAGTGCCCAGCAGCTGGAGTA

Ekson 17 F - AACCCCATTCTCAAAGGCCTCTGTTC (55)
R - CACCTCTGTAAGTTCCCAGACCT

Ekson 18 F - AACTGTGATGCTCTTCTACCCTGG (55)
R - AAACTTCCCGGCTGCAGAAAGA

Ekson 19 F - TTTGATCTGAACCGAGGACACC (55)
R - CAAACAGAGCCAGAGGAATGG

Ekson 20 F - ACCAGGTGAAGTCCAGCAAC (54)
R - GGCCCAATCACAATGATTTC

Ekson 21 F-TGTTCCCGTTTCCTCTTG (56)
R — GCACAGGAAACACAGCATTC

Ekson 22 F - CGTGCTTTGAGCTTTGAGTG (56)
R - CACTACCACGGGTGGGAAGAC

Ekson 23a F - AAACCCAGGGAGGGAAGTGT (54)
R - GCCAGAATGCCCTTCAGTAG

Ekson 23 F - AGAAAAGGCTTGTGGCCAC (55)
R - TCACCCTCAGTTGGAGCTG
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Tablica 9: Parovi pocetnica za eksone 9 i 10 gena Smo

Ekson Pocetnica Referenca

Ekson 9 F- CCTGTCTACGTTCCCTCACTG (57)
R - GTGAGGCGGGCAGGGCAGGAG

Ekson 10 F - CAGCTTCTTCACGCTCCTTCCC (57)
R — CGGGGCCAGGCGGCTCCGGTA

3.2.12.2. Metode

Ptchl gen se sastoji od 24 eksona i ukupne duljina kodirajuée regije iznosi 7941 pb.
To znaci da je za kompletnu analizu cijelog gena potrebno vise PCR reakcija koje prekrivaju
cijeli gen. U ovom sluc¢aju kodirajuca regija PTCHI1 gena podijeljena je na 24 PCR produkta,
duljina 168 do 428 pb. Gen Smo se sastoji od 12 eksona i ukupna duljina kodirajuce regije
iznosi 3738 pb. Za gen Smo je poznato da sadrzi tzv. vru¢a mjesta (engl. hot spots) za
mutacije, koja se nalaze u eksonima 9 i 10. Stoga je analiza mutacija gena Smo ograni¢ena na
ova dva eksona. MjeSavina komponenti PCR-a za oba gena je u osnovi ista, razlikuje se samo
po nukleotidnim slijedovima koriStenih pocetnica. Volumen mjesavine iznosi 10 pl, te sadrzi:
50 ng DNA, 0,2 mM mjesavine dNTP-ova, 0,4 U FastStart Taq DNA polimeraze, 1x
fluorescentnu boju LCGreen Plus, 2 mM MgClI2 i po 0.5 mM F i R pocetnice za pojedini
ekson. Na kraju se mjeSavina nadsvodi s 3-5 pl mineralnog ulja kako bi se izbjeglo
isparavanje uzorka tijekom reakcije. Reakcija se odvijala u kapilarama (Roche LightCycler
Capillaries) u instrumentu RapidCycler2 (Idaho Technology). Nakon pocetne denaturacije od
4 minute na 95°C, slijedi 40 ciklusa, svaki od 10 sekundi na 95°C, 10 sekundi na temperaturi
sparivanja (ovisno o fragmentu, temperature prikazane u tablici 10), 1 20 sekundi na 95°C.
Nakon zavr$ne elongacije od 4 minute na 72°C, slijedi stvaranje heterodupleksa od 1 minute

na 98°C 1 5 minuta na 40°C.
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Tablica 10. Prikaz uvjeta PCR reakcija po eksonima - temperature lijepljenja pocetnica

Ekson Temperatura

Gen e .
lijepljenja pocetnica

1 62°C

2 57°C

3 57°C

4+5 57°C

6 57°C

7 60°C

8 55°C

9 55°C

10 52°C

11 55°C

12 60°C

13 56°C
Prehl Faa 57°C

14B 57°C

15 59°C

16 62°C

17 64°C

18 64°C

19 61°C

20 55°C

21 52°C

22 61°C

23 56°C

23A 57°C
Smo 9 59°C

10 59°C

Nakon PCR reakcije svaka kapilara je analizirana na HR-1 instrumentu (Idaho
Technology), ¢ime je za svaki PCR produkt dobivena krivulja taljenja. Sve krivulje taljenja za
pojedini ekson su usporedene medusobno te dodatno analizirane racunalnom pretvorbom u
derivacijsku krivulju (prva negativna derivacija fluorescencije ovisno o temperaturi) i krivulju
razlike (oduzimanje vrijednosti fluoescencije svake od krivulja od referentne poznate
krivulje). Sve krivulje koje su se razlikovale od poznatih uzoraka su dodatno sekvencirane, a

takoder i poneke krivulje poznatih oblika kako bi se potvrdili dobiveni rezultati.

3.2.13. Sekvenciranje

3.2.13.1. Materijali
ExoSAP-IT enzim (USB)
Komplet za sekvenciranje (BigDye Terminator 1.1, Applied Biosystems)
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Specifi¢na pocetnica za odredeni fragment
Etilni alkohol (etanol)

0.25 M EDTA

3 M Na(Cl

HiDi formamid

Mikroepruvete volumena 200 pl

Mikroepruvete za aparat za sekvenciranje (Applied Biosystems)

3.2.13.2. Metode

Reakcija sekvenciranja pocinje procis¢avanjem PCR produkta ¢ija sekvenca nas
zanima. 10 pl PCR produkta se pipetom prenese u ¢istu mikroepruvetu te se u svaku
mikroepruvetu doda 0,4 pul ExoSAP-IT enzima. Uzorci se inkubiraju 30 minuta na 37°C, a
potom zagriju 15 minuta na 85°C. Nakon proc¢is¢avanja, na 2 pl produkta se dodaje po 4 pul
otopine kompleta za sekvenciranje (BigDye Terminator 1.1) u vodi u omjeru 1:3, te po 1 ul
specificne pocetnice u jednom smjeru (koncentracije 10 mM). Mikroepruvete se podrvgnu
reakciji u PCR uredaju sa sljede¢im uvjetima: 1 minuta na 96°C i zatim 25 ciklusa od 10
sekundi na 96°C, 5 sekundi na 50°C i 4 minute na 60°C. Po zavrSetku reakcije radi se
talozenje. PomijeSaju se etanol, 0,25 M EDTA i 3 M NaCl u omjeru 25:1:1, te se po 27 ul
takve mjesavine dodaje u svaku mikroepruvetu, koja sadrzi produkt sekvenciranja. Takva
mjeSavina se ostavi stajati pola sata u mraku, nakon ¢ega se mikroepruvete centrifugiraju 20
minuta pri 13000xg. Supernatant se izlije, i na talog se doda 125 pl 70% etanola i centrifugira
dodatnih 15 minuta pri 13000xg. Supernatant se opet istrese i talog se osusi na termobloku
minutu do dvije na 95°C. Nakon toga se talog otopi u 20 pl HiDi formamida, denaturira na
95°C 5 minuta i brzo ohladi na ledu, nakon ¢ega je uzorak spreman za kapilarnu elektroforezu
na aparatu za sekvenciranje ABI Prism 310 Genetic Analyzer. Gotove sekvence analiziraju se

u programu BioEdit.

3.2.14. LOH analiza

3.2.14.1. Materijali
Komplet za multipleks reakcije - QTAGEN Multiplex PCR Kit (QIAGEN)
Fluorescentno obiljezene pocetnice u 5'—3' smjeru (F) za odredeni fragment
Pocetnice u 3'—5' smjeru (R) za odredeni fragment

Mikroepruvete volumena 200 pl

36



Mikroepruvete za aparat za sekvenciranje (Applied Biosystems)

3.2.14.2. Metode

LOH analiza se radi tako da se napravi PCR reakcija, nakon koje slijedi kapilarna
elektroforeza na aparatu za sekvenciranje ABI Prism 310 Genetic Analyzer. Za razliku od
uobicajenih PCR reakcija ili reakcija sekvenciranja, za LOH analizu koristi se jedna
fluorescentno obiljeZena pocetnica, dok je druga pocetnica standardna.

LOH analiza je koriStena kako bi se potvrdili rezultati dobiveni analizom krivulje
meksanja. LOH analiza je bila ograni¢ena samo na gen Ptchl, bududi da se radi o tumor
supresorskom genu ¢iji gubitak moze dovesti do tumorigeneze. Za svaki uzorak u¢injene su
dvije paralelne reakcije s istim pocetnicama, jedna iz konstitutivne DNA (DNA iz krvi) a
druga iz tumorske DNA. Jedan pl svakog PCR produkta pomijesan je s 12 ul Hi-Di
formamida (Applied Biosystems, SAD) i 0,35 pl molekularnog markera LIZ-500 (Applied
Biosystems, SAD) te denaturiran 2 minute na 95°C. Uzorci su zatim naneseni na kapilarni
sekvencer (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer) i nakon elektroforeze analizirani programom
GeneMapper v. 3.0 (Applied Biosystems, SAD).

PCR reakcija se odvija pri sljede¢im uvjetima: po¢etna denaturacija na 95°C 10
minuta, zatim 30 ciklusa 95°C 30 s, 61°C 2 min, 72°C 1 min te kona¢na elongacija 72°C 30
minuta. Uzorci su prvo analizirani na Ptch1l promotorsku regiju, a ukoliko se ta regija
pokazala neinformativnom, analiza je proSirena na dodatna 4 polimorfna markera (WI-19346,
203 WHS, D9S287 and D9S180) iz regija ispred i iza gena Ptchl. Uvjeti za dodatna 4
markera bili su: poéetna denaturacija na 95°C 15 minuta, zatim 19 ciklusa 95°C 30 s, 55°C 90
s, 72°C 1 min, te kona¢na elongacija 72°C 30 minuta, s kemikalijama iz kompleta za

multipleks reakcije QIAGEN Multiplex PCR Kit (QIAGEN).

3.2.15. Statisticka analiza

3.2.15.1. Materijali
Microsoft Excel program (Microsoft)
MedCalc for Windows program (MedCalc Software)
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3.2.15.2. Metode

Za vrijednosti ekspresije gena svi pokusi su radeni u duplikatu te je za svaku
vrijednost izracunata srednja vrijednost i standardna pogreska, koja je prikazana na
grafikonima u programu Microsoft Excel.

Za analizu korelacije genske ekspresije koriStena je neparametrijska korelacija po
Spearmanu. Za usporedbu genske ekspresije medu ispitivanim tumorima koristen je
neparametrijski Mann-Whitneyev test. Fisherovim i  * testom ispitivana je raspodjela
pozitivnih imunohistokemijskih nalaza, kao i raspodjela pojavnosti genskih polimorfizama
izmedu skupina bolesnica definiranih prema klinickim kriterijima.

StatistiCki zna¢ajnom smatrali smo p vrijednost manju od 0,05. Statisticka analiza
napravljena je u raCunalnom programu MedCalc for Windows, verzija 7.2.0.2 (MedCalc

Software, Mariakerke, Belgium).
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4. REZULTATI

4.1. Analiza ekspresije gena signalnog puta Hh-Gli u karcinomima jajnika

Odredivana je ekspresija gena signalnog puta Hh-Gli (Ptch, Smo, Glil, Shh, SuFu) i -
katenina u 15 parova uzoraka karcinoma jajnika (u tablici 11 zdravo okolno kontrolno tkivo -
Z i tumorsko, bolesno tkivo - B) te je izrazena kao ACt vrijednost nakon normalizacije s
housekeeping genom Arp. ACt ra¢una se na nacin da se od Ct vrijednosti za housekeeping gen

oduzme vrijednost ciljnog gena.
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Tablica 11. ACt vrijednosti nakon normalizacije housekeeping genom Arp. Za svaki gen su
prikazane najviSa i najniza vrijednost, te srednja vrijednost.

Ptch Smo Glil Shh SuFu beta
YA B YA B YA B YA B YA B YA B
5.78 6.66 5.25 6.29 13.79 17.22 N/A 19.57 7.18 7.85 2.76 2.37
6.22 6.57 5.53 5.99 13.81 17.37 N/A 18.69 7.87 8.08 2.31 2.94
1 6.00 6.62 5.39 6.14 13.80 17.30 N/A 19.13 753 7.97 2.54 2.66
4.49 4.67 4.22 4.64 11.46 10.44 16.10 10.17 6.09 6.57 1.39 1.72
4,70 5.91 4.08 3.59 11.66 12.28 15.56 12.20 6.10 6.39 1.40 1.66
2 4,60 5.29 415 4.12 11.56 11.36 15.83 11.19 6.10 6.48 1.40 1.69
4.79 5.77 3.80 4.22 11.89 15.71 15.91 13.76 5.59 8.06 1.28 2.57
5.15 5.97 3.79 4.42 11.69 14.90 14.71 13.99 5.89 8.12 141 2.61
3 4,97 5.87 3.80 4.32 11.79 1531 15.31 13.88 5.74 8.09 1.35 2.59
5.85 7.87 5.02 7.00 13.69 17.21 N/A 13.48 7.62 10.14 2.77 5.22
6.14 7.83 5.03 7.01 14.27 17.41 N/A 13.63 8.03 9.85 2.60 531
4 6.00 7.85 5.03 7.01 13.98 1731 N/A 13.56 7.83 10.00 2.69 5.27
5.56 6.17 5.01 6.49 15.78 14.28 17.22 11.60 7.61 8.53 2.06 2.76
5.76 6.12 5.22 6.40 14.96 14.33 18.60 10.79 7.49 8.74 2.27 3.14
6 5.66 6.15 5.12 6.45 15.37 1431 17.91 11.20 7.55 8.64 2.17 2.95
4,53 6.58 411 5.44 11,51 12.65 15.21 12.92 5.93 8.06 154 1.87
4.36 7.39 414 5.82 11.81 13.55 13.20 1151 6.29 7.59 1.81 2.44
7 4.45 6.99 413 5.63 11.66 13.10 14.21 12.22 6.11 7.83 1.68 2.16
3.75 5.35 4,09 361 13.15 9.99 13.40 16.30 5.57 4.75 1.34 2.68
3.66 4.46 3.92 2.90 13.29 10.34 12.82 16.37 5.47 4,96 127 2.29
8 3.71 491 4,01 3.26 13.22 10.17 13.11 16.34 5.52 4.86 131 2.49
4.56 4.66 4.86 5.40 11.56 17.97 16.74 N/A 6.77 7.86 2.10 2.02
4.83 4.61 511 5.08 11.86 17.98 14.54 N/A 6.87 7.53 1.95 1.43
9 4.70 4.64 4.99 5.24 11.71 17.98 15.64 N/A 6.82 7.70 2.03 1.73
8.01 10.90 5.11 6.26 14.72 15.11 15.06 11.30 6.50 8.28 2.63 2.96
7.75 9.86 5.15 6.37 14.42 15.24 13.01 12.14 6.69 8.08 2.59 2.94
10 7.88 10.38 5.13 6.32 14,57 15.18 14.04 11.72 6.60 8.18 2.61 2.95
8.25 8.33 5.58 6.06 16.86 15.99 17.91 13.29 7.63 7.60 3.08 3.02
7.79 8.29 5.77 6.12 17.22 15.69 19.89 12.82 7.45 7.60 3.06 3.14
12 8.37 8.31 5.68 6.09 17.04 15.84 18.90 13.06 754 7.60 3.07 3.08
6.61 7.90 4.72 6.22 15.38 19.58 16.19 17.70 6.48 7.13 1.73 4.02
6.93 8.25 450 7.18 15.65 20.87 1459 18.85 6.36 8.08 1.82 4.41
13 6.77 8.08 4,61 6.70 15.52 20.23 15.39 18.28 6.42 7.61 1.78 4.22
16.45 16.71 13.56 12.37 19.21 2291 18.24 14.89 13.85 14.43 9.25 8.93
17.16 16.54 13.80 12.32 19.30 18.58 19.34 14.74 13.66 14.20 9.36 8.97
14 16.81 16.63 13.68 12.35 19.26 20.75 18.79 14.82 13.76 14.32 9.31 8.95
13.71 15.17 10.48 14.69 16.58 20.66 17.76 20.45 10.99 14.53 7.11 10.83
14.41 15.66 10.51 14.68 16.12 21.44 16.85 20.70 10.75 14.63 6.92 10.77
16 14.06 15.41 10.50 14.69 16.35 21.05 17.30 20.58 10.87 14.58 7.02 10.80
9.26 6.49 6.24 4.82 N/A 16.26 13.04 8.85 712 5.96 4.23 1.06
8.01 7.48 6.54 487 N/A 16.25 12.71 9.29 7.06 6.10 3.35 1.10
18 8.64 6.99 6.39 4.85 N/A 16.26 12.88 9.07 7.09 6.03 379 1.08
9.68 13.74 8.54 10.45 13.70 20.64 N/A N/A 11.08 13.19 6.49 7.56
9.61 13.63 8.71 11.67 13.83 20.75 N/A N/A 10.59 13.22 6.39 7.56
19 9.65 13.69 8.63 11.06 13.77 20.70 N/A N/A 10.84 13.21 6.44 7.56

Na temelju ACt vrijednosti odredena je relativna ekspresija gena signalnog puta Hh-
Gli (Ptch, Smo, Glil, Shh, SuFu) te B-katenina u 15 parova uzoraka karcinoma jajnika.
Relativna ekspresija je izrazena kao FC (engl. fold change), odnosno vrijednost koja govori
koliko je puta ciljni gen vise ili manje eksprimiran u odnosu na kontrolni gen Arp. FC se

raduna po formuli FC=2"", gdje je ACt vrijednost za svaki od gena iz tablice 12.
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Tablica 12. "Fold change" vrijednosti u odnosu na housekeeping gen Arp. Prikazane su
navji$a, najniza i srednja vrijednost za svaki gen.

Ptch Smo Gli1 Shh SuFu beta
z B z B z B z B Z B z B
0.01820( 0.00989| 0.02628| 0.01278] 0.00007| 0.00001| 0.00000f 0.00000] 0.00690] 0.00433| 0.14762| 0.19345
0.01342( 0.01053| 0.02164| 0.01573| 0.00007| 0.00001| 0.00000f 0.00000] 0.00427| 0.00370f 0.20166] 0.13031
1 0.01563[ 0.01020| 0.02385| 0.01418| 0.00007| 0.00001| 0.00000f 0.00000] 0.00543| 0.00400f 0.17254] 0.15877
0.04450(  0.03928| 0.05366| 0.04011| 0.00035/ 0.00072| 0.00001| 0.00087| 0.01468| 0.01053| 0.38156] 0.30355
0.03847( 0.01663| 0.05913| 0.08304| 0.00031| 0.00020| 0.00002| 0.00021| 0.01458| 0.01192 0.37893| 0.31644
2 0.04138( 0.02556| 0.05633| 0.05771| 0.00033] 0.00038| 0.00002| 0.00043| 0.01463| 0.01120f 0.38024] 0.30993
0.03615( 0.01833| 0.07179| 0.05366| 0.00026/ 0.00002| 0.00002| 0.00007| 0.02076] 0.00375| 0.41180] 0.16840
0.02816( 0.01595| 0.07229| 0.04671| 0.00030| 0.00003| 0.00004| 0.00006| 0.01686] 0.00359 0.37631] 0.16380
3 0.03191f 0.01710f 0.07204| 0.05007| 0.00028| 0.00002| 0.00002| 0.00007| 0.01871| 0.00367| 0.39365] 0.16609
0.01734( 0.00427| 0.03082| 0.00781| 0.00008| 0.00001| 0.00000f 0.00009] 0.00508] 0.00089| 0.14660] 0.02683
0.01418( 0.00439| 0.03061| 0.00776] 0.00005/ 0.00001| 0.00000f 0.00008| 0.00383| 0.00108| 0.16494]  0.02521
4 0.01568  0.00433| 0.03071| 0.00779] 0.00006/ 0.00001| 0.00000f 0.00008| 0.00441] 0.00098| 0.15550]  0.02601
0.02120( 0.01389| 0.03103| 0.01113] 0.00002| 0.00005| 0.00001| 0.00032| 0.00512| 0.00271| 0.23982| 0.14762
0.01845( 0.01438| 0.02683| 0.01184| 0.00003| 0.00005| 0.00000f 0.00056|] 0.00556| 0.00234 0.20733] 0.11344
6 0.01978( 0.01413| 0.02886] 0.01148| 0.00002| 0.00005| 0.00000f 0.00043| 0.00534] 0.00252| 0.22298]  0.12941
0.04328( 0.01045| 0.05791| 0.02304| 0.00034| 0.00016] 0.00003| 0.00013| 0.01640] 0.00375| 0.34389] 0.27357
0.04870[ 0.00596| 0.05672| 0.01770] 0.00028/ 0.00008| 0.00011| 0.00034| 0.01278] 0.00519 0.28519] 0.18428
7 0.04591 0.00789| 0.05731| 0.02019] 0.00031| 0.00011| 0.00005| 0.00021| 0.01448| 0.00441| 0.31317] 0.22453
0.07433( 0.02452| 0.05872| 0.08190| 0.00011| 0.00098| 0.00009| 0.00001| 0.02105| 0.03716f 0.39502| 0.15604
0.07911 0.04544| 0.06606] 0.13397| 0.00010/ 0.00077| 0.00014 0.00001| 0.02256] 0.03213| 0.41466] 0.20448
8 0.07668( 0.03338| 0.06228| 0.10475| 0.00010/ 0.00087| 0.00011| 0.00001| 0.02179] 0.03455 0.40472] 0.17862
0.04239( 0.03955| 0.03443| 0.02368] 0.00033] 0.00000] 0.00001| 0.00000] 0.00916] 0.00430f 0.23326] 0.24656
0.03516( 0.04095| 0.02896| 0.02956| 0.00027| 0.00000| 0.00004| 0.00000] 0.00855| 0.00541| 0.25882| 0.37113
9 0.03861| 0.04025| 0.03158| 0.02646] 0.00030| 0.00000] 0.00002| 0.00000] 0.00885| 0.00483| 0.24571]  0.30250
0.00388( 0.00052| 0.02896| 0.01305| 0.00004/ 0.00003| 0.00003| 0.00040| 0.01105| 0.00322 0.16154] 0.12851
0.00465( 0.00108| 0.02816] 0.01209] 0.00005/ 0.00003| 0.00012| 0.00022| 0.00969] 0.00370f 0.16609] 0.13031
10 0.00425( 0.00075| 0.02856| 0.01256| 0.00004| 0.00003| 0.00006f 0.00030] 0.01034] 0.00345( 0.16380] 0.12941
0.0032848(  0.00311| 0.02091| 0.01499] 0.00001] 0.00002| 0.00000f 0.00010/ 0.00505f 0.00515| 0.11826| 0.12328
0.0045183  0.00319| 0.01833| 0.01438] 0.00001] 0.00002| 0.00000f 0.00014| 0.00572| 0.00515| 0.11991| 0.11344
12 0.00302( 0.00315| 0.01957| 0.01468| 0.00001| 0.00002| 0.00000f 0.00012| 0.00537| 0.00515( 0.11908] 0.11826
0.01024( 0.00419| 0.03794| 0.01342| 0.00002| 0.00000] 0.00001| 0.00000] 0.01120] 0.00714 0.30145] 0.06164
0.00820( 0.00328| 0.04419| 0.00690| 0.00002| 0.00000| 0.00004| 0.00000] 0.01217| 0.00370f 0.28322| 0.04704
13 0.00916( 0.00371| 0.04095| 0.00962| 0.00002| 0.00000] 0.00002| 0.00000] 0.01168] 0.00514 0.29219] 0.05385
0.00001f 0.00001| 0.00008| 0.00019] 0.00000] 0.00000| 0.00000f 0.00003] 0.00007| 0.00005( 0.00164] 0.00205
0.00001f 0.00001| 0.00007| 0.00020] 0.00000] 0.00000| 0.00000f 0.00004| 0.00008] 0.00005( 0.00152] 0.00199
14 0.00001( 0.00001| 0.00008| 0.00019] 0.00000] 0.00000| 0.00000f 0.00003] 0.00007| 0.00005( 0.00158] 0.00202
0.00007(  0.00003| 0.00070| 0.00004| 0.00001| 0.00000] 0.00000f 0.00000] 0.00049] 0.00004 0.00724] 0.00055
0.00005( 0.00002| 0.00069| 0.00004| 0.00001] 0.00000] 0.00001| 0.00000] 0.00058| 0.00004| 0.00826] 0.00057
16 0.00006( 0.00002| 0.00069| 0.00004| 0.00001] 0.00000] 0.00001| 0.00000] 0.00053| 0.00004( 0.00773] 0.00056
0.00163[ 0.01113| 0.01323| 0.03540] 0.00000] 0.00001| 0.00012| 0.00217| 0.00719] 0.01606( 0.05329] 0.47963
0.00388( 0.00560| 0.01075| 0.03420] 0.00000] 0.00001| 0.00015| 0.00160| 0.00749] 0.01458| 0.09807|  0.46652
18 0.00252( 0.00789| 0.01192| 0.03479] 0.00000] 0.00001| 0.00013| 0.00186| 0.00734] 0.01530f 0.07229] 0.47303
0.00122( 0.00007| 0.00269| 0.00071| 0.00008| 0.00000| 0.00000f 0.00000] 0.00046] 0.00011| 0.01113] 0.00530
0.00128( 0.00008| 0.00239| 0.00031| 0.00007| 0.00000| 0.00000f 0.00000] 0.00065| 0.00010f 0.01192]  0.00530
19 0.00125(  0.00008| 0.00253|  0.00047|  0.00007| 0.00000| 0.00000f 0.00000] 0.00055| 0.00011 0.01152]  0.00530

Sljedeca slika (slika 5) jasnije pokazuje relativnu ekspresiju gena signalnog puta Hh-
Gli (Ptch, Smo, Glil, Shh, SuFu) te B-katenina, izrazenu kao kao FC, u 15 parova uzoraka
karcinoma jajnika. Ova vrijednost govori koliko je puta ciljni gen viSe ili manje eksprimiran u

odnosu na kontrolni gen Arp.
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Slika 5. Relativna ekspresija gena signalnog puta Hh-Gli u karcinomima jajnika. Za svaki
uzorak je prikazana relativna ekspresija zdravog tkiva (Z) i bolesnog tkiva (B) u odnosu na

referentni gen Arp (FC vrijednost).

Ekspresija svih gena znacajno varira izmedu uzoraka, od izrazito niske (npr uzorci 14 i
16) do visoke (npr. uzorci 8 i 9). U vecini parova uzoraka (zdravo-bolesno tkivo) prisutan je
trend nize ekspresije u bolesnom nego u zdravom tkivu, ili su medusobno podjednaki, osim u
dva para uzoraka (uzorci 9 1 18).
Na temelju ovih podataka moze se uvjetno napraviti nekoliko podskupina tumora prema :
e povecanoj ekspresiji liganda Shh: uzorci 2, 3,4, 6, 7, 10, 12, 14 1 18 u odnosu na
pratecu kontrolu (uglavnom atipi¢ni proliferativni tumori);

e povecanoj ekspresiji svih ispitivanih gena: uzorci 9 i 18, osobito u uzorku br. 18;
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e smanjenoj ekspresiji gotovo svih ispitivanih gena u tumorskom u odnosu na zdravo
tkivo : uzorci 1, 2, 3,4, 7,9, 101 13 (u ve¢em broju karcinoma i atipi¢nih
proliferativnih tumora)

e veoma niskoj aktivnosti gotovo svih ispitivanih gena u tumorima i kontrolnom tkivu:
uzorci 14, 16 1 19 (karcinomi visokog FIGO stadija).

Pregledom Ct vrijednosti (tablica 12) vidljivo je da su geni Ptch, Smo, SuFu 1 -
katenin detektirani u svim testiranim uzorcima, dok se Glil protein nije mogao detektirati u
jednom (zdravo tkivo), a Shh u 5 uzoraka (tri zdravog tkiva i dva tumorska tkiva). Ova tablica
nadopuna je slici 5 za slucajeve gdje nije jasno vidljivo radi li se o veoma niskoj razini ili

potpunom nedostatku ekspresije.

4.1.1. Veza ekspresije gena i klinickih parametara

Zbog sirokog raspona dijagnoza te relativno malog broja uzoraka, za potrebe
statistiCke analize uzorci su podijeljeni u dvije glavne skupine: atipi¢ni proliferativni tumori i
karcinomi jajnika. Mann-Whitney test pokazao je da je ekspresija gena Shh povezana s
dijagnozom. Analiza pokazuje da je ekspresija gena Shh u pravilu veca u atipi¢nim

proliferativnim tumorima u odnosu na karcinome (p=0,08), tablica 13.

Tablica 13. Ekspresija gena Shh u atipi¢nim proliferativnim tumorima i u karcinomima
jajnika (P=0.08)

ekspresija Shh ekspresija Shh
atipi¢ni proliferativni tumori karcinomi
Broj uzoraka 6 8
Najniza vrijednost 0,00008 0
Najvisa vrijednost 0,00186 0,00043
Medijan 0,000255 0,000005
95 % CI za medijan 0—0,0003289
Raspon 0,00012 — 0,00043 0 —0,00005
p 0,008
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4.1.2. Korelacije ekspresije gena signalnog puta Hh-Gli

Uspredbom razine ekspresije izmedu pojedinih gena medusobno ustanovljena je
pozitivna korelacija izmedu mnogih gena ovog signalnog puta u uzorcima karcinoma jajnika,
kao sto je prikazano u tablici 14.

Koeficijent korelacije govori o zna¢aju povezanosti pojedinih varijabli:
e (Od 0do+ 0,25 nema povezanosti
e (0d 0,26 do + 0,50 slaba povezanost
e 0d0,51 do+ 0,75 umjerena do dobra povezanost
e (0d0,76 do = 1 vrlo dobra do izvrsna povezanost

e =+ 1 matemati¢ka povezanost (Colton, 1974)

Sve znacajne korelacije istaknute su crvenom bojom. Koeficijenti korelacije pokazuju
umjerenu do dobru pozitivhu povezanost izmedu ekspresije gena Glili Shh, Glil 1 Smo te
Ptch i SuFu, te vrlo dobru do izvrsnu povezanost 3-katenina s Ptch, Smo i SuFu ekspresijama,

te izmedu Ptch i Smo. Za ovu analizu koristena je neparametrijska korelacija po Spearmanu.
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Tablica 14. Prikaz koeficijenta korelacije ekspresije gena signalnog puta Hh-Gli u
karcinomima jajnika. Crveno su oznacene vrijednosti koje se smatraju statisticki znacajnima.

Glil Ptch Shh Smo SuFu
Koeficijent korelacije 0,547 0,801 0,460 0,903 0,774
B-katenin | Statisticka znacajnost (p vrijednost) | 0,041 0,003 0,085 0,001 0,004
broj uzoraka 15 15 15 15 15
Koeficijent korelacije 0,510 0,644 0,669 0,488
Glil Statisticka znagajnost (p vrijednost) 0,056 0,016 0,012 0,068
broj uzoraka 15 15 15 15
Koeficijent korelacije 0,149 0,822 0,624
Ptch Statisti¢ka znacajnost (p vrijednost) 0,576 0,002 0,020
broj uzoraka 15 15 15
Koeficijent korelacije 0,371 0,288
Shh Statisticka znacajnost (p vrijednost) 0,165 0,282
broj uzoraka 15 15
Koeficijent korelacije 0,839
Smo Statisti¢ka znacajnost (p vrijednost) 0,002
broj uzoraka 15

4.2. Analiza ekspresije glavnih proteina signalnog puta Hh-Gli u karcinomima jajnika

Rezovi tumorskog tkiva su imunohistokemijski obojani na proteine Ptch, Smo, Glil i
Shh (18 uzoraka). Shh i Glil u vecini rezova nisu detektirani, ali Ptch i Smo su prisutni u
mnogima od njih, Smo sa slabim do umjerenim intenzitetom u 11 od 14 uzoraka (78,6%), a
Ptch sa slabim do jakim intenzitetom u 9 od 14 uzoraka (64,3%). Proteini Shh i Glil su
detektirani u malom broju uzoraka, Glil u dva od 14 (14,3%), a Shh samo u jednom uzorku

(7,1%). Rezultati imunohistokemijske detekcije prikazani su u tablici 15.

45




Tablica 15: Imunohistokemijska detekcija proteina signalnog puta Hh-Gli u tkivnim
rezovima tumora jajnika. Intenzitet bojanja oznacen je kao negativan (-), grani¢no pozitivan
(+/-), pozitivan (+) ili jako pozitivan (++).

broj

uzorka kontrola Ptch Smo Glil Shh
1 - - +/- - -

2 - ++ ++ - -

3 - - + +/- -

4 - + - - -

5 ; ; + - +-
6 - - + - -

8 - - + - -

9 - + + - -
11 - + +/- - -
13 - ++ + - -
14 - + +/- - -
16 - +/- - + -
17 - + - - -
18 - + +/- - -

Ptch 1 Smo detektirani su u ve¢em broju uzoraka i lokalizirani su ve¢inom u istim
strukturama. Vecina pozitivnih uzoraka pokazuje jako pozitivno obojenje na ova dva proteina

u epitelu te nesto slabije, ali sveprisutno obojenje tumorskih stanica.
4.2.1. Veza ekspresije proteina i klini¢kih parametara

Uzoreci su, na temelju FIGO stadija proSirenosti bolesti, u statisti¢koj analizi
podijeljeni na 3 glavne kategorije. x * testom ustanovljeno je da je ekspresija proteina Ptch

povezana s FIGO stadijem, na nacin da su visoki FIGO stadiji ¢eS¢e pozitivni na Ptch

(P=0.016). Rezultati analize prikazani su u tablici 16.
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Tablica 16. Odnos stadija FIGO i proteina Ptch

FIGO stadjj Imunohistokemija - Ptch
Negativna Pozitivna
I 4 2 6 (42.9%)
11 1 1 2 (14.3%)
111 0 6 6 (42.9%)
5 (35.7%) 9 (64.3%)
y? 6.015
Znacajnost p=0.0494
y * za trend 5.807
Znacajnost za p=0.0160
trend

Na sli¢an nacin pronadena je povezanost ekspresije proteina Ptch i omentuma.
Fisherov test je pokazao da su Ptch-pozitivni tumori ¢esc¢e proSireni na omentum nego Ptch-

negativni tumori. Rezultati statistiCke obrade prikazani su u tablici 17.

Tablica 17. Odnos ekspresije proteina Ptch i prosirenosti tumora na omentum

Omentum IH — Ptch
Negativna Pozitivna
Negativan | 5 3 8 (57.1%)
Pozitivan 0 6 6 (42.9%)
5 (35.7%) 9 (64.3%)
znacajnost p=0.03096

4.3. Analiza polimorfizama i mutacija u genima Ptch i Smo

Zbog raznolikosti u ekspresiji na razini gena i proteina u mnogim uzorcima, osobito
onima s relativno niskom ekspresijom gena Ptch, proveli smo mutacijsku analizu cijele
kodirajuce regije gena Ptch i njegovog promotora. Pretpostavka je bila da bi eventualne
mutacije mogle biti razlog smanjenoj ekspresiji Ptch, buduci da se radi o tumor supresoru i
jednom od glavnih sudionika signalnog puta Hh-Gli. Takoder je analiziran i gen Smo,
koreceptor, koji, kao i receptor Ptch, ima klju¢nu ulogu u prijenosu signala prema citoplazmi i
prema Glil. Mutacije u dva eksona gena Smo (eksoni 9 1 10) mogu uzrokovati aktivaciju
proteina Smo neovisno o regulaciji proteinom Ptch. Zbog toga je analiza gena Smo

ogranicena na ta dva eksona.
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Analizom DNA iz uzoraka tumora i pune krvi nadeno je nekoliko gubitaka
heterozigotnosti (LOH) gena Ptch u tumorima (1,2 1 14) u promotorskoj regiji gena Ptch
(oznagena kao PR4 u tablici 18). Cetiri su uzorka bili neinformativna za ispitivani lokus u
promotorskoj regiji, zbog ¢ega su dodatno ispitani na LOH tri polimorfna biljega koji
okruzuju gen Ptch: D9S180, D9S287 1 D9S196. Ustanovljeno je da tri od Cetiri
neinformativna uzorka nemaju LOH susjednih regija, dok je Cetvrti uzorak i dalje

neinformativan jer je homozigotan na sva 4 testirana lokusa.

uzorak 1 uzorak 13

|
|

Slika 6. Analiza gubitka heterozigotnosti na aparatu ABI PRISM 310 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems). Uzorak 1 pokazuje dva signala u uzorku krvi, dok se jedan signal
izgubio u uzorku tkiva, $to znaci da je doslo do gubitka jednog alela. Uzorak 13 nema gubitak
heterozigotnosti, buduéi da i u krvi i tkivu postoje oba signala.

tkivo tumora

Pronadeno je nekoliko polimorfizama gena Ptch u eksonima 6, 11, 12, 15, 181 23.
Zanimljivo je da je u 6 uzoraka naden polimorfizam u eksonu 6, od kojih tri imaju LOH u
promotorskoj regiji gena Ptch. U eksonu 6 naden je polimorfizam u heterozigotnom obliku u
krvi, ali u tkivu je pronaden samo alel divljeg tipa, $to je detektirano analizom krivulje
meksSanja. Slika 7 prikazuje analizu krivulje mekSanja na primjeru polimorfizma 7471VS-55
T/C. Razlika u krivuljama vidljiva je na sva tri prikaza (Slika 7A-C). Na istoj slici (slika 7D)

prikazan je gubitak heterozigotnosti, takoder detektiran ovom analizom.
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Slika 7. Prikaz analize mekSanja: A: krivulja taljenja, B: derivacijska krivulja, C: krivulja
razlike. Na sve tri krivulje lako se mogu razlikovati uzorci divljeg tipa (N) od homozigotnog i
heterozigotnog oblika polimorfizma 747 IVS-55 T/C. D: krivulje tri para uzoraka iz krvi
(crtkane linije) i tkiva (pune linije) iste bolesnice. Moze se vidjeti da kod plavih i crvenih
krivulja postoji razlika u profilu, na temelju koje se moze zakljuciti o gubitku heterozigotnosti
u ova dva uzorka, dok se kod crnog uzorka krivulja ne mijenja.

Sve promjene uocene analizom krivulje mekSanja potvrdene su sekvenciranjem. Zbog
odredenog udjela normalnih stanica u tkivu s gubitkom heterozigotnosti, na sekvenci su
vidljive obje varijante, ali je intenzitet deletiranog alela znatno manji od normalnog alela te je

jasno da se radi o gubitku heterozigotnosti (slike 8 1 9).
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110 120 13' 140 150

HATGTCACAGCCTT CTTCATG GOCTGC GTMAAT CCCAATT CCC G CT CTG

IR T

110 120 130 140 150
AATGTCACAGCCTT CTTCATE GCC GO GTTAAT CCCAATT CCC G T CTGO

A T

Slika 8. Ptch ekson 12, uzorak 14 (LOH): na sekvenci se vidi da je doSlo do gubitka alela
divljeg tipa, a alel koji je preostao je alel divljeg tipa.

150 190 200 210
CAG AG AAGGC TTGTOGC CACCCCTCTACAG ACCOC GCAG

Slika 9. Ptch ekson 23A, uzorak 1 (LOH): na sekvenci se vide oba signala, ali je C znatno nizi
od T, $to znaci da je doslo do gubitka alela divljeg tipa, a u tumoru je ostao samo
polimorfizam 2344 C/T.

Nakon analize krivulja meksanja 1 sekvenciranja, nisu nadene mutacije u genima Ptch 1
Smo. Ustanovljen je samo niz polimorfizama u genu Ptch, od toga 5 €estih (7471VS-55T/C,
1504IVS-51 C/G, 1686 C/T, 2560IVS+9 G/C 13944 C/T) i 2 rijetka (15041VS-8 T/C 13141
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T/G) polimorfizma. Na slici 10 prikazan je primjer sekvence divljeg tipa te heterozigotnog i

homozigotnog polimorfizma 747IVS-55 T/C.

GCGCAGCCGTGTTACTTCACGATGCGTTTAGAAGGCTCTTTA

A et aenatloae- i Ay

GCGCAGCCGTGTTACTTTACGATGCGTTTAGAAGGCTCTTTB

Mot wanlioneon ey

GCGCAGCCGTGTTACTTCACGATGCGTTTAGAAGGCTCTTTC

O S P s e

Slika 10. Provjera to¢nosti analize mekSanja sekvenciranjem uzoraka na aparatu ABI PRISM
310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Na slici A prikazan je heterozigotan uzorak na
polimorfizam 747 IVS-55 T/C, na slici B je sekvenca divljeg tipa (normalna sekvenca), a na
slici C homozigotan oblik polimorfizma 747 IVS-55 T/C.

Tablica 18 prizuje zbirni pregled svih rezultata mutacijske i LOH analize gena Ptch.
Zbirni rezultati za gen Smo nisu prikazani, jer su pronadene samo sekvence divljeg tipa. U
tablici su Zutom bojom oznaceni djelovi gdje je detektiran LOH. Kratica K oznacava da je
analizirana DNA iz krvi, dok kratica T ozna¢ava DNA iz tumoskog tkiva. Eksoni 11, 121 23A
nisu se mogli jednostavno analizirati krivuljama mekSanja, pa su analizirani izravnim

sekvenciranjem samo DNA iz tkiva tumora.
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Tablica 18. Prikaz LOH analize i mutacijske analize gena Ptch po eksonima. Zutom bojom
oznaceni su uzorci u kojima je detektiran LOH u promotorskoj regiji gena Ptch (PR4), a
takoder i gdje je bio vidljiv u ostalim regijama gena. Brojevi u zaglavlju tablice oznacavaju
brojeve eksona gena Ptch. Minusima su oznaceni produkti, koje nije bilo moguce umnoziti
PCR reakcijom te stoga nisu analizirani. K predstavlja uzorak DNA iz krvi, a T iz tumora. N-
predstavlja normalnu varijantu prema NCBI bazi podataka. Ostali podaci odnose se na
polimorfizam odredenog eksona.

brojuzorka [ PRA| 1| 2] 3]4+5 6 718]9]10 11 12 13| 14A| 14B 15 16|17 18 |19]20f21]22 23A
1K N|N|N[ N 7471vs-557/c [ NIN|N| N N[ N N 2560 IVS+9 G/C N[N N[N|N
1T LOH|N|N|N| N N NIN|N| N N 1686 C/T N| N N 2560 IVS+9 G/C N|N N | N | N| 3944c/T (LOH)
2K N|IN|N| N 7471vs-557/C [ NIN|N| N N| N N 2560 IVS+9 G/C N|N N N[{N|N|N
2T LOH| - [N N N N N| N 1686 C/T Nf N| N N N[N N
3K N|N|N[ N N N|N|N| N Nf N]| N N N[N N N[{N|N|N
3T ho |[N[N|N| N N N[N[N| N N Nf N | N N N[N N N[{N|N|N N
4K N|N| N[ N | 747wvs-ss1/cHo [NJN|N| N N[ N N | 2s601vs+9G/cHO | N | N N N{N|N|N
4T ho |N|N|N| N | 747vss51/cHo | N| N|N| N N 1686 C/THO | N| N N | 2s601vs+9G/cHO | N| N N N[{N|N|N N
5K N|IN|N[ N N N|N|N| N N| N N 2560 IVS+9 G/C N[N N N{N|N|N
5T het IN|N|N| N N N|N|N| N| 1504a1vs-51¢/G 1686 C/T N[ N N 2560 IVS+9 G/C N[N N N[{N|N|N 3944C/T
6 K N|N|N| N N NIN|N| N N| N N 2560 IVS+9 G/C N[N N N{N|JN|N
6T het IN|N|N| N N N|N|N| N| 15041vs-51¢/G 1686 C/T N|f N N 2560 IVS+9 G/C N[N N N[{N|N|N 3944C/T
8 K N|N|N[ N N N|N|N| N N| N N 2560 IVS+9 G/C N[N N N{N|N|N
8T ho |IN|N|IN| N N NIN|N| N[ 15041vs-51C/G 1686 C/T N| N N 2560 IVS+9 G/C N|N N N|IN|N|N N
9K NIN|N| N N NIN|[N| N N| N N 2560 IVS+9 G/C N|NJ|314a11/6| NI N|N| N
9T het IN|N|N| N N N|N|N| N| 1s04ivs-g1/c N N| N N 2560 IVS+9 G/C N|N|3aar/6| N|N[N|N N
11K N|N|N[ N N N|N|N| N N|f N N 2560 IVS+9 G/C N[N N N[{N|N|N
117 ho |[N[N|N| N N N[N[N| N N N| N N 2560 IVS+9 G/C N[N N N[{N|N|N N
13K N|N|N[ N N N|N|N| N N| N N | 2s601vs+9G/cHo | N| N N N{N|N|N
137 het IN|N|N| N N N[N[N| N N N| N N | 2s60ivs+9G/cHO | N| N N N[{N|N|N N
14 K N|N|N[ N 7471vs-557/C [ NJN|N| N N[ N N 2560 IVS+9 G/C N[N N N{N|N|N N
14T LOH|N|N|N| N N NIN|N| N N 1686 C/T(LOH) | N| N N | 25601vs+9G/cHO | N | N N N|{N|[N|[N N
16 K NIN|N| N 7471vs-55T/C | NI N N N| N N 2560 IVS+9 G/C N|N N N|IN|N|N
16T het IN|N|N| N 7471vs-557/c [N N|N| N | 15041vs-51c/G 1686 C/T N[ N N 2560 IVS+9 G/C N[N N N[{N|N|N 3944 C/T

Na temelju dobivenih podataka izra¢unali smo ucestalost alela. Ucestalost alela ratuna
se na nacin da se broj alela s polimorfizmom u nekom setu uzoraka podijeli s ukupnim brojem
alela u tom setu, $to bi na primjeru polimorfizma 25601VS+9 G/C iznosilo 13/24 (54,17%). U
ovom setu uzoraka zamijecen je izrazito visoki udio upravo polimorfizma 2560IVS+9 G/C u
eksonu 15. Zbog toga smo odlucili usporediti frekvencije alela s prijasnjim podacima
polimorfizama u zdravim osobama i zrelim teratomima jajnika dobivenim u Laboratoriju za
nasljedni rak (58). Kao kontrole sluzile su DNA iz krvi zdravih Zena starijih od 60 godina,
koje nikada nisu oboljele od raka. Ustanovljena je znacajna razlika u udjelima genotipova
ovog polimorfizma izmedu te tri skupine uzoraka (tablica 19, slika 11A). Takoder je
ustanovljena znacajna razlika u frekvencijama alela izmedu te tri skupine, s jasnim trendom

povecanja udjela C alela (slika 11B).
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Tablica 19. Prikaz raspodjele genotipova polimorfizma 2560 IVS G/C u kontrolnim
uzorcima, zrelim teratomima (dermoidima) jajnika i karcinomima jajnika, te frekvencija alela
za svaku od skupina

GENOTIP | KONTROLA | DERMOIDI | KARCINOMI
G/G 57.50% 33.33% 8.30%
G/C 32.50% 66.67% 75.00% p=0.0097
C/C 10.00% 0.00% 16.60%
ALEL KONTROLA | DERMOIDI | KARCINOMI
G 73.75% 66.67% 45.83%
p=0.0075
C 26.25% 33.33% 54.17%
N 40 18 12
e KONTROLA DERMOIDI KARCINOMI A e KONTROLA DERMOIDI KARCINOMI B

Slika 11: Usporedba frekvencije genotipova (A) i frekvencije alela (B) polimorfizma 2560
IVS G/C u kontrolnim uzorcima, zrelim teratomima (dermoidima) jajnika i karcinomima
jajnika
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4.4. Djelovanje ciklopamina, tomatidina i proteina Shh na primarnu stani¢nu kulturu iz

tkiva karcinoma jajnika

Primarna stani¢na kultura je uspostavljene iz tkiva uzorka 13, koji je pokazivao
prosje¢nu do nizu gensku ekspresiju i dobru proteinsku ekspresiju komponenti signalnog puta
Hh-Gli, dok se histoloski radilo o endometrioidnom adenokarcinomu histoloskog gradusa 3 i
FIGO stadija IIIC.

Primarna kultura tretirana je ciklopaminom, tomatidinom i Shh proteinom u razli¢itim
dozama te je djelovanje tih spojeva na stanice ustanovljeno MTT testom. Usporedbom
djelovanja ciklopamina s djelovanjem tomatidina moze se vidjeti da ciklopamin zaustavlja
proliferaciju stanica 1 djeluje blago letalno na stanice, s prezivljenjem do 60%. S druge strane,
protein Shh djeluje na stanice tako da potice njihovu proliferaciju. Takoder se moze uociti da
je trend za sve kemijske spojeve prisutan do 96 h rasta u kulturi, dok se nakon 120 h sve
stanice ponasaju kao da im je rast inhibiran. To je posljedica dugog uzgoja u istoj plocici, gdje
su nakon 120 h stanice postigle maksimalnu konfluentnost i prestale se dijeliti, te djelomi¢no

pocele i odumirati.

140 140

-~

120 / \ 120
100 100

‘\\ ey \
a0 —_— ——48h 20 ——48h
—72h —72h
&0 &0

96h 96h
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Ouhd 0.5 uM 25uM 5uM 75uM A Oubd 0.5 uM 25uM 5uM 75uM B

140

120

T ———

a0 —d8h

—/2h
1]
96h

40 w—]2(th

20

Slika 12. MTT test s ciklopaminom (A), tomatidinom (B) i Shh proteinom (C) kroz 48, 72, 96
ili 120 sati. Vidi se da ciklopamin pri ve¢im dozama i duljem vremenu inhibicije uzorkuje
vecu smrtnost stanica.
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Na primarnoj kulturi takoder je napravljen pokus inhibicije i aktivacije signalnog puta
ciklopaminom i proteinom Shh, a promjena genske ekspresije pracena je kvantitativnim real-
time PCR-om. Prvo je koriStena subletalna doza ciklopamina (2.5 uM), koja bi trebala imati
slab ucinak na stanice, te niska koncentracija Shh proteina (1 ng/ml) kroz 24 sata. Pri ovim
dozama nema oc¢ekivanog odgovora stanica na tretman ciklopaminom ili Shh proteinom, ¢ak
se ¢ini da pri ovim dozama stanice reagiraju obrnuto od o¢ekivanoga, te se ekpresije smanjuju

dodatkom Shh proteina, a povecavaju dodatkom ciklopamina (slika 13).

FC Ptch FC Smo
C.002500 ©.014000
© 03000
£.002000
OO0
[T E] P—
NN Cusbon
CLORM)
C.000500
©.002000
000000 000000
kontrola ciklopamin tomatidin Sth protein kontrola ciklopamin tomatidin Skh protein
FC Glil FC SuFu
COU000S 018000
[T e
[AOET]
C.00000G T
[ ¥l
U000
C.010000
LIRS
C.002000
C.000002 006000
Cuanes 004000
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FC beta cat
C.200000
£ 250000
200000
150000
©.100000
©.050000
CLIRKKIDON)
koatrala ciklopannia tamatidin Shh pratein

Slika 13. Kvantitativni real-time PCR primarne linije nakon tretmana ciklopaminom (2.5 pM)
(crveno), tomatidinom (zeleno) ili Shh proteinom (ljubicasto) u odnosu na netretirane stanice
(plavo). Sve ekspresije su izrazene u odnosu na kontrolni gen Arp.
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Nakon toga koriStene su veée doze ciklopamina (7.5 uM) i Shh proteina (3 ng/ml),
ucinak je pracen nakon 96 sati. Rezultati su prikazani na slici 14. Moze se vidjeti da stanice
reagiraju na ovu dozu ciklopamina smanjivanjem aktivnosti signalnog puta, sto je vidljivo iz
smanjene ekspresije Ptch, Smo i B-katenina. Na tretman Shh proteinom uglavnom nema
jasnog odgovora glede ekspresije gena, iako stanice pokazuju povecanu proliferaciju, $to je

bilo vidljivo iz MTT testa.

FC Ptc FC Smo
12 12
1 1
(k-] (k-]
0.6 0.6
04 04
0z 0z
V] V]
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12 12
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1
1
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0z
V]
kontrela Shih ofe

Slika 14. Kvantitativni real-time PCR primarne linije iz uzorka 10 nakon tretmana
ciklopaminom (7.5 uM) (crveno) ili Shh proteinom (ljubicasto) u odnosu na netretirane
stanice (plavo). Sve ekspresije su izrazene u odnosu na kontrolni gen Arp i normalizirane
prema ekspresiji u kontrolnom uzorku koja je izrazena kao 1.
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4.5. Djelovanje kurkumina na primarnu stani¢nu kulturu iz tkiva karcinoma jajnika

MTT testom praceno je djelovanje kurkumina na ove stanice, buduci da je poznato da
kurkumin ima inhibicijski u¢inak na stanice tumora jajnika. U¢inak kurkumina je pokazan pri
nekoliko razli¢itih doza te je pokazano da je ovisan o dozi koriStenog spoja i o trajanju
tretmana, s time da dulji tretmani vrlo u¢inkovito uzorkuju smrt stanica ¢ak i pri malim

dozama spoja.
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Slika 15. Prikaz preZivljenja stanica nakon tretmana kurkuminom 48, 72, 96 1 120 h nakon
dodavanja spoja. Prezivljenje je izraZzeno kao postotak prezivjelih stanica u odnosu na
netretirane kontrolne stanice.

U¢inak kurkumina pracéen je i na razini genske ekspresije ¢lanova signalnog puta Hh-
Gli, biljega stani¢nog ciklusa, proliferacije i signalnog puta Wnt (B-katenin) kvantitativnim
real-time PCR-om. KoriStena koncentracija kurkumina bila je 10 uM, koja uzrokuje otprilike
40-50% smrtnosti stanica u mjerenim razdobljima (24, 48 1 72 sata). U¢inak kurkumina na
gensku ekspresiju prikazan je na slici 16, gdje se moze vidjeti da kurkumin djeluje na dozno-
ovisan nacin na ekspresiju niza gena Hh-Gli signalnog puta: Smo, Glil, Shh, aliina p161 -
katenin. Budu¢i da je B-katenin jedan od gena, koji je pod transkirpcijskom kontrolom Glil,
nije ¢udno da poveéanjem ekspresije Glil dolazi do poveéanja ekpresije B-katenina, i to s

malim zaka$njenjem u odnosu na Glil.
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Slika 16: Kvantitativni real-time PCR primarne linije iz uzorka 10 nakon tretmana
kurkuminom (10 uM) u nakon 24h (plavo), 48h (crveno) ili 72h (zeleno). Sve ekspresije su
normalizirane u odnosu na kontrolni gen Arp i izrazene kao relativni omjer prema kontrolnoj
vrijednosti u netretiranim stanicama, koja je 1 za svaki od gena.

Ovi rezultati govore da je signalni put Hh-Gli aktivan u tumorima jajnika.
Djelovanjem inhibitora signalnog puta, ciklopamina, dolazi do djelomi¢nog zaustavljanja
rasta stanica, $to je pokazano MTT testom, ali takoder i do smanjenja razine ekspresije ciljnih
gena. Aktivacijom signalnoga puta proteinom Shh dolazi do pojac¢avanja proliferacije stanica,
ali ta proliferacija nije uzrokovana transkripcijom gena, nego je u¢inak neposredan, vjerojatno
na ve¢ postojece proteine u stanicama. Kurkumin, s druge strane, uzrokuje brzu smrt
tumorskih stanica. Kurkumin djeluje na nekoliko razli¢itih proteina unutar stanice, ali njegov
ucinak na Hh-Gli signalni put do sada nije bio pokazan. Tretiranje stanica subletalnom dozom
kurkumina uzrokuje povecanu ekspresiju niza ciljnih gena, vjerojatno putem GSK-3f3

proteina, Sto je detaljnije objasnjeno u raspravi.
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S. RASPRAVA

Tumori jajnika, prema literaturnim podacima, nisu jasno odredeni u odnosu na
aktivnost Hh-Gli puta. Uglavnom, smatra se da je Hh-Gli put promijenjen i da moze biti
razlogom proliferacijske aktivnosti tumora. Poznato je da je signalni put Hh-Gli ukljucen u
embrionalni razvoj niza struktura u jajniku, od vinske musice (59) do ¢ovjeka (46). Tijekom
embriogeneze signalni put je aktivan na granici epitela i mezenhima tijekom embriogeneze,
dok je u odraslom organizmu aktivan u svim tkivima bitnim za reprodukciju ili vezanim uz
spolne hormone, kao $to su gonade, maternica, dojka i prostata (46). Unutar samog jajnika
prisutan je u stanicama granuloze 1 poznato je da ih se moze dodatno stimulirati dodavanjem
Shh proteina (47). Smatra se takoder da su somatske mati¢ne stanice u jajniku odgovorne za
zacjeljivanje oStecenja koja nastaju nakon prsnuca zrelog folikula (ovulacije) te da pojac¢ana
aktivacija signalnog puta Hh-Gli moze dovesti do povecane proliferacije tih stanica. Povecana
proliferacija potom moZe dovesti do nakupljanja mutacija i zlo¢udne transformacije (48).
Uloga signalnog puta u zlo¢udnim tumorima jajnika jo$ je nejasna, a prva izvjesc¢a o njegovoj
ulozi objavljena su 2007. godine. Chen i suradnici ustanovili su da je u tumorima jajnika, za
razliku od normalnog epitela jajnika, povecana ekspresija proteina signalnog puta. Isti autori
tretirali su trajne kulture karcinoma jajnika ciklopaminom i ustanovili da dolazi do smanjene
proliferacije i zastoja u G1 fazi stani¢nog ciklusa (38).

Analizirajuéi nase rezultate, zamijetit cemo kako je ekspresija gena Ptch, Smo, Glil,
Shh, SuFu i B-katenina pronadena u ve¢ini uzoraka tumora, ali i u vecini prate¢ih uzoraka
tkiva, koja nisu zahva¢ena tumorom. Pozitivni nalaz u kontrolama u djelomi¢noj je
kontradikciji s nalazom Chena i suradnika, buduci da ta skupina autora nije pronasla
ekspresiju u zdravim tkivima (38). Moguca su dva objasnjenja: prvo, navedeni su istrazivaci
pratili proteinsku, a ne gensku ekspresiju, koje se ne moraju nuzno poklapati. Drugo, postavlja
se pitanje koliko je pratece kontrolno tkivo uistinu zdravo, budu¢i da je uzeto iz neposredne
blizine tumora i postoji vjerojatnost da je u njemu ve¢ doslo do promjena na molekularnoj
razini. Ovaj koncept poznat je ve¢ dugo vremena, i naziva se terorijom kancerizacije polja
(engl. field cancerization) (60).

U ovom radu su opsezno analizirani tumori jajnika, koji bi se, na osnovi rezultata,
mogli svrstati u dvije glavne skupine: jednu €ine atipicni proliferativni tumori jajnika, dok su
drugi epitelni karcinomi jajnika. Atipi¢ni proliferativni tumori su prema FIGO klasifikaciji

uglavnom stadija I, dok je samo jedan od njih bio stadija III. Vazno je naglasiti kako je gotovo
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tipi¢na karakteristika tih tumora povecana ekspresija liganda, gena Shh, odnosno okidaca Hh-
Gli puta, zbog Cega bi se mogli svrstati u ligandom inducirani tip tumora. U vecini sluc¢ajeva
imaju povecanu ekspresiju gena Ptch i Smo te f—katenina. Na proteinskoj razini pronadena je
povecana vrijednost proteina Ptch i Smo.

Povecana aktivnost Shh mogla bi potaknuti otpustanje inhibitornog u¢inka Ptch sa
Smo te time omoguciti koreceptoru Smo aktivaciju 1 prijenos signala prema citoplazmi
djelujuci na proteine Gli 1 njihovu aktivaciju. Rezultati pokazuju da je aktivnost SuFu,
supresora za Gli, ¢ak povisena, $to upucuje na regulaciju aktivacije samoga Gli. To pokazuje
osobito uzorak br. 18 (atipi¢ni serozni proliferativni tumor), FIGO stadija IB, prac¢enjem
aktivnosti svih gena signalnog puta, i to u tumorskom tkivu u odnosu na pratecu kontrolu. U
ovom tumoru uocena je povecana ekspresija svih ispitivanih gena u tumorima u odnosu na
tkivo koje nije zahvaceno tumorom. Gen Glil ima nesto nizu aktivnost, ali je u tumoru veca.
Postoji moguénost da smo jedino ovdje uspjeli dobiti zdravo tkivo u kojem doista nema
grani¢nih patoloskih stanja. Posebno je visoka aktivnost gena Smo, Shh, SuFu i B-katenina.
Takoder, iznenadujuce, na razini proteina dobivena je ekspresija samo za proteine Ptch 1
djelomice Smo (imunohistokemijska analiza dala je pozitivan nalaz samo za proteine Ptch 1
djelomice Smo).

Karcinomi jajnika vrlo su heterogeni s razli¢itih aspekata. U skupini karcinoma (uzorci
3,8,9) nadena je povecana ekspresija gena Ptch, Smo, Glil 1 B-katenina te donekle SuFu, ali
zato vrlo niska ekspresija za gen Shh. Na proteinskoj razini pozitivni nalazi su za Smo 1
donekle za Ptch. Ovo bi upuéivalo na aktivnost Hh-Gli puta neovisno od Shh, odnosno
neovisno od indukcije ligandom.

Uzorak 8, tumor jajnika s mezenhimalnom diferencijacijom (karcinosarkom),
zanimljiv je jer ima izrazito visoku vrijednost gena Smo, osobito u odnosu na tkivo koje nije
zahvaceno tumorom, kao i za gene SuFu i Glil. Jo§ je zanimljivije da je razina liganda Shh
izrazito niska, $to bi upucivalo, osobito zbog visoke vrijednosti Glil, na nekanonijski put,
medutim visoka aktivnost koreceptora Smo upucuje i na aktivnost puta neovisno o ligandu.

Ukratko, analizirani tumori jajnika mogu se svrstati u viSe kategorija: ovisne o ligandu
s pove¢anom razinom Shh, neovisne o ligandu s pove¢anom aktivnos¢u Smo, na tumore s
povecanom aktivnosc¢u svih gena Hh-Gli puta ukljuc¢ivo i f—katenina i veze s Wnt putem,
aktivnosti Glil, i na tumore s povec¢anom aktivnosti Glil1 1 SuFu.

Pracenje ekspresije proteina imunohistokemijskim bojanjem daje nesto jasnije
podatke: u velikom broju uzoraka dobiva se pozitivan nalaz na proteine Ptch i Smo, dok su

proteini Glil i Shh slabo zastupljeni: Glil u dva, a Shh u jednom uzorku. Postoji moguénost
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da je u ovim tkivima eksprimiran neki od drugih izoformi Gli i Hh proteina: Gli2 ili Gli3,
odnosno Dhh ili Thh. Ipak, ekspresija proteina Ptch pokazala se povezanom s FIGO stadijem
tumora: pokazali smo da su tumori viSeg FIGO stadija ceS¢e pozitivni na Ptch protein. Shodno
navedenome, tumori prosireni na omentum c¢esce su pozitivni na Ptch protein. Ovaj nalaz u
skladu je sa studijom Chena i suradnika (38), te govori da je ekspresija proteina bitniji biljeg
za aktivnost signalnog puta u karcinomima jajnika od genske ekspresije. Kako smo u samo
jednom uzorku karcinoma nasli povecanu ekspresiju proteina Shh (imunohistokemijski),
mogucénost autokrine regulacije u ovim tumorima je malo vjerojatna. Vjerojatnije je da
stimulacijski Shh signal dolazi iz susjednih stanica u jajniku, za koje se zna da eksprimiraju
Shh protein, primjerice stanice granuloze. To takoder umanjunje vrijednost rezultata iz
literature (48), po kojem prekomjerna ekspresija Gli 1 Smo, a mala Ptch, govori u prilog o
aktivnosti puta na razini Smo za tumore jajnika.

Zbog raznolikosti u ekspresiji na razini gena i proteina u mnogim uzorcima, osobito
onima s relativno niskom ekspresijom gena Ptch, u¢injena je mutacijska analiza. Pretpostavka
je bila da bi eventualne mutacije mogle biti razlogom smanjenoj ekspresiji Ptch, buduci se
radi o tumorskome supresoru i jednom od glavnih sudionika signalnog puta Hh-Gli. Takoder
je analiziran 1 gen Smo, koreceptor, koji, kao i receptor Ptch, ima klju¢nu ulogu u prijenosu
signala prema citoplazmi i prema Glil.

Skupina autora (61) pokazala je da je u tumorima jajnika Cesta pojava gubitka
heterozigotnosti (LOH) Ptch regije. Njihov rad bio je usredoto¢en uglavnom na fibrome,
fibrotekome i fibrosarkome te su ustanovili ¢estu pojavu LOH-a Ptch regije u fibromima.
Sli¢ni nalazi na fibromima i zrelim teratomima jajnika dobiveni su i u Laboratoriju za
nasljedni rak Instituta ,,Ruder Boskovi¢* (19,20).

U na$oj skupini uzoraka LOH Ptch regije pronaden je u 3/12 analiziranih uzoraka,
odnosno 25%. Tumori s LOH gena Ptch (uzorci 1, 2 1 14) imaju visoki FIGO stadij, ali
smanjenu ekspresiju svih ispitanih gena, osobito Ptch, SuFu, Smo i Glil, a napose uzorak 14.
U ovim uzorcima naden je LOH u promotorskoj regiji gena Ptch, koji se proteze 1 unutar
samog gena. Vjerojatno zato imaju smanjenu ekspresiju na razini gena, ali
imunohistokemijska je analiza proteina pokazala da dva uzorka imaju obojenje na protein
Smo, dok jedan ima nesto jace obojenje proteina Ptch i Glil. Mutacija u promotorskoj regiji
gena Ptch, 1 to u dijelu koji nosi pocetak transkripcije, govori u prilog smanjenoj aktivnosti.

Nadeni LOH u promotorskoj regiji nalazi se u dijelu promotora (regija 4), koji sadrzi
ATG signal, odnosno pocetak transkripcije (43). Gubitak tog dijela narusava funkcionalnu

sposobnost samog Ptch i njegove regulacijske uloge u cijelom putu. To moze pojasniti
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razmjerno niska aktivnost gena Ptch, Smo, Glil, kao i SuFu (osobito uzorak 14) u tumorskom
tkivu.

Analizom DNA iz uzoraka tumora i pune krvi nadeno je nekoliko gubitaka
heterozigotnosti (LOH) gena Ptch u tumorima (1,2 i 14) te nekoliko polimorfizama gena Ptch
u eksonima 6, 11, 12, 15, 18 i 23. Zanimljivo je da je u 6 uzoraka naden polimorfizam u
eksonu 6, od kojih tri imaju LOH u promotorskoj regiji gena Ptch. U eksonu 6 naden je
polimorfizam u heterozigotnom obliku u krvi, ali u tkivu je pronaden samo alel divljeg tipa,
Sto znaci da se 1 ovdje vidi gubitak heterozigotnosti, koji je potvrden i sekvenciranjem. Zbog
odredenog udjela normalnih stanica u tkivu s gubitkom heterozigotnosti, na sekvenci su
vidljive obje varijante, ali je intenzitet deletiranog alela znatno manji od normalnog alela te je
jasno da se radi o LOH-u. Naime, uzorci su analizom krivulje mekSanja i sekvenciranjem
analizirani na prisutnost mutacija i polimorfizama u genima Ptch (cijeli gen) i Smo
(aktiviraju¢e mutacije u eksonima 9 i 10) u 12 uzoraka. Nisu nadene mutacije u eksonima ali
je ustanovljen niz ¢estih polimorfizama u Ptch genu.

Dva od pronadenih polimorfizama klasificiraju se kao rijetki polimorfizmi (15041VS-8
T/C u intronu 10 1 3141 T/G u eksonu 18). Polimorfizam 1504IVS-8 T/C u literaturi je
prisutan s ucestalos¢u od 1-6%, sli¢no kao i u nasim uzorcima, gdje je njegova ucestalost 5%.
Polimorfizam 3141 T/G se takoder poklapa s literaturnim podacima, u ovom setu uzoraka bio
je prisutan u 4.1% uzoraka, dok je u literaturi opisan s ucestaloS¢u od 5%. Ostali polimorfizmi
klasificiraju se kao €esti polimorfizmi. U tablici 20 navedena je uestalost polimorfizama u

nasem setu uzoraka, u usporedbi s podacima iz literature.
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Tablica 20. Ucestalost alela u testiranom setu uzoraka u usporedbi s literaturnim podacima

Polimorfizam Ucestalost | Literaturna Literaturna
el Ilasifikacii ucestalost Referenca

(ekson/intron) alcla AstIxaca | olela
747IVS-55T/C

25 % Cesti 17% (62)
(intron 5)
15041VS-51 C/G

25 % Cesti 14.5-57% (54,63-65)
(intron 10)
15041VS-8 T/C

5% rijetki 1-6% (64,66)
(intron 10)
1686 C/T

45 % Cesti 4.7-43 % (41,54,63-67)
(ekson 12)
25601VS+9 G/C

54.2% Cesti 6-57% (54,63-65)
(intron 15)
3141 T/G

4.1 % rijetki 5% (68)
(ekson 18)
3944 C/T

16.6 % Cesti 25-59% (63,64,66,67,69)
(ekson 23)

Eksoni 11, 12 i1 23 A pokazali su se polimorfnima u visokom postotku slucajeva.
Izrazito visoki udio polimorfizma u eksonu 15 (2560 IVS G/C) usporeden je s podacima
polimorfizama u zdravim osobama i zrelim teratomima jajnika (58). Kao kontrole sluzile su
DNA iz krvi zdravih Zena starijih od 60 godina, koje nikada nisu oboljele od raka.
Ustanovljena je znacajna razlika u udjelima genotipova ovog polimorfizma izmedu te tri
skupine uzoraka. Takoder je ustanovljena znacajna razlika u frekvencijama alela izmedu te tri
skupine, s jasnim trendom povecanja udjela C alela. Budu¢i da se polimorfizam nalazi u
intronskom dijelu gena, in silico analizom provjeren je mogucéi utjecaj na prekrajanje RNA
(engl. splicing), ali nije pronaden znacajni utjecaj.

Ipak, zanimljiva je fenotip/genotip korelacija tumorskih uzoraka, dobro¢udnih tumora

1 kontrola. Postoji moguénost da se ovaj polimorfizam koristi kao molekularni biljeg za
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sklonost ili podloznost razvijanju tumora jajnika, ali bi prije toga ovaj nalaz trebao biti
potvrden puno Sirom i opseznijom studijom pacijenata i zdravih pojedinaca.

Drugi zanimljivi polimorfizam je 3944 C/T, koji se nalazi u eksonu 23(70,71).
Pocetno je identificiran kao mutacija te se joS uvijek u nekim istrazivanjima naziva
mutacijom, iako je jedna skupina autora ustanovila da taj polimorfizam ¢ak ima i zastitno
djelovanje, tj. da je njegova ucestalost manja u tumorima nego u prosje¢noj populaciji
(65,72,73). U naSem setu uzoraka pokazalo se slicno; ucestalost ovog polimorfizam je manja
nego u podacima iz literature. Svi ostali pronadeni polimorfizmi ucestalo$¢u odgovaraju
literaturnim podacima. In silico analiza je pokazala da polimorfizmi, koji su nadeni u tim
uzorcima, nemaju za posljedicu promijenjenu funkciju proteina.

Kakva je moguénost regulacije Hh-Gli puta? In vitro analize primarnih kultura
pokazuju da, premda je ekspresija gena puta niska, put je na stani¢noj razini veoma aktivan.
Na to su ukazale analize genske ekspresije na primarnim kulturama, kojima se utvrdilo 1
pokazalo da je put ovisan o ligandu Shh, da Smo ima ulogu u prijenosu signala i da se moze
blokirati ciklopaminom. Blokada puta je ovisna dozi i ekspoziciji. Naime, primarna kultura
stanica eksprimira sve gene signalnog puta, ukljuujuéi i one koje su u uzorcima tkiva bili
slabo izraZeni, kao $to su Glili Shh. Proliferacija stanica moZze se regulirati vanjskim
dodatkom proteina Shh, koji poti¢e proliferaciju stanica te one rastu brze nego kontrolne
netretirane stanice. Ovaj nalaz govori da je put funkcionalan i1 inducibilan u stanicama
primarne kulture. S druge strane, dodatak ciklopamina, poznatog inhibitora ovog signalnog
puta, usporava rast stanica u odnosu na stanice tretirane inaktivnim analogom, tomatidinom.
Na temelju literaturnih podataka, kao i neobjavljenih rezultata Laboratorija za nasljedni rak,
moze se zakljuciti da ciklopamin uzrokuje zastoj u G1 fazi stani¢nog ciklusa (38). Kako
bismo provjerili ima li ciklopamin uc¢inak na razinu transkripcije gena, stanice su tretirane
dvjema razli¢itim dozama i kroz dva vremenska razdoblja. Primarne kulture su pokazale da
reagiraju na inhibiciju ve¢om dozom ciklopamina 96 sati nakon tretmana i da dolazi do
smanjenja ekspresije niza gena signalnog puta, kao 1 -katenina. Na ovaj nacin je izravno

pokazan utjecaj aktivnosti Hh-Gli signalnog puta na ekspresiju p-katenina.

64



NO SIGNAL

CKA FZ

/ \PA
R < AxIN ]

: Fa “ N\
GaM \ GLI ,(B-CAT/
CELL CYCLE
P PROTEASOME
NUCLEUS

ACTIVATING SIGNAL

CYCLOPAMINE

CURCUMIN

N
@

= N\
CyclinBTS N
cDC2
G2M "~ TARGET GENE TRANSCRIPTION
OGRESSIO :r—_ ;—
PR Eso NUCLEUS

Slika 17. Veza izmedu signalnih puteva Wnt i Hh-Gli. Na gornjoj slici prikazan je slucaj kada
nema liganda (Hh ili Wnt), zbog ¢ega kinaze PKA, CK1 1 GSK3p, i ubikvitin ligaza BTrCP
sudjeluju u razgradnji transkripcijskih faktora (Gli ili B-katenin). Na donjoj slici prikazan je
slucaj kada dolazi do stimulacije signalnih puteva, GSK3p je tada ukljucena u aktivaciju
transkripcijskih faktora. Takoder je prikazano na kojoj razini djeluje kurkumin, koji aktivira
GSK3p.

Kurkumin je zuti spoj koji se dobiva iz biljke Curcuma longa, i stolje¢ima se koristi u
narodnoj medicini. Tijekom proslog stoljeca otkriven je niz pozitivnih uc¢inaka povezanih s
kurkuminom, tako da se danas koristi za niz terapijskih tretmana: protuupalno, protiv
neurodegenerativnih, kadiovaskularnih, pluénih, metabolickih, autoimunih i neoplasti¢nih
bolesti (74). Poznat je u¢inak kurkumina na tumore jajnika: kurkumin inhibira rast tumora na

nacin da djeluje na signalni put NF-xB (75). Ovaj uc¢inak pokazan je in vitro na stani¢énim
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linijama tumora jajnika i in vivo u miSevima. Od ostalih u¢inaka poznat je utjecaj kurkumina
na aktivnost GSK-3f. Upravo je taj protein jedan od glavnih poveznica Hh-Gli 1 Wnt
signalnih puteva, budu¢i da na jednaki, ili gotovo jednaki nacin, regulira aktivnost oba
signalna puta nizvodno od membranskih receptora, tj. regulira stabilnost transkripcijskih
faktora (76). Kurkumin djeluje na nac¢in da degradira ciklin D1 i aktivira GSK3p (77). Zbog
degradacije ciklina dolazi do zastoja u stani¢nom ciklusu, a zbog aktivacije GSK3f do
aktivacije Glil proteina neovisno o kanoni¢kom prijenosu signala preko Hh-Ptch-Smo
osovine (slika 17). U naSem istrazivanju izravno smo pokazali da kurkumin izaziva stani¢nu
smrt u karcinomima jajnika, i to po prvi put na primarnoj kulturi stanica. Takoder je prvi put
pokazan uc¢inak kurkumina na Hh-Gli signalni put, odnosno na povecanje ekspresije ciljnih
gena na nacin ovisan o dozi.

Iako povecanje ekspresije Glil i ostalih gena signalnog puta Hh-Gli moze izgledati
proturjecno s generalnim u¢inkom kurkumina, mora se uzeti u obzir da je kurkumin spoj s
jako Sirokim rasponom molekularnih meta. Budu¢i da djeluje na niz proteina i signalnih
procesa u stanici, vjerojatno je da njegovo poticanje stanicne smrti na vise drugih razina
zapravo nadjacava blagi proliferacijski u¢inak, koji slijedi iz aktivacije proteina Glil.
Postavlja se pitanje kakav je u¢inak djelovanja oba spoja zajedno tj. mogu li se koristiti u
kombiniranoj terapiji. To je tema buducih istrazivanja kojima oc¢ekujemo razjasniti barem dio

postavljenih pitanja.
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ZAKLJUCCI

Karcinomi jajnika vrlo su heterogeni s aspekata ekspresije gena Ptch, Smo, Glil, Shh,

SuFu 1 B-katenina, kao 1 aktivnosti cijelog Hh-Gli puta.

Atipic¢ni proliferativni tumori jajnika uglavnom imaju povecanu ekspresiju gena Shh.

Prema aktivnosti Hh-Gli puta, analizirani tumori jajnika mogu se svrstati u vise

kategorija:

- ovisne o ligandu s pove¢anom razinom Shh (uglavnom atipi¢ni proliferativni tumori
jajnika) (47 %);

- neovisne o ligandu s pove¢anom aktivnoséu Smo;

- s pove¢anom aktivno$c¢u svih gena Hh-Gli puta i f—katenina i veze s Wnt putem

(63%);

- povecanom aktivnoscéu Glil i SuFu;

-smanjenoj aktivnosti gotovo svih ispitivanih gena (15%).

Usporedbom razine ekspresije gena signalnog puta Hh-Gli u ispitivanim tumorima

ustanovljena je:

- dobra pozitivna povezanost izmedu ekspresije gena Glil i Shh (p=0,644 , p=0,016),
gena Glil 1 Smo (p=0,669, p=0,012) te gena Ptch i SuFu (p=0,624, p=0,02)

- izvrsna povezanost B-katenina s Ptch (p=0,801, p=0,003), Smo (p=0,903, p=0,001) 1
SuFu (p=0,774, p=0,004)

- izvrsna povezanost Ptch1 i Smo (p=0,822, p=0,002).

Analizom ekspresije proteina signalnog puta Hh-Gli u ispitivanim tumorima
ustanovljena je povecana ekspresija proteina Ptch (64%) i Smo (78,6%) te, u manjoj

mieri, Gli (14%) i Shh (7%).

Analiza ekspresije gena 1 klini¢kih parametara pokazala je da je ekspresija gena Shh

veca u atipi¢nim proliferativnim tumorima u odnosu na karcinome (p=0,08).
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10.

Tumori viSeg FIGO stadija znacajno su ¢esce pozitivni na Ptch protein (p<0,05).

Korelacija fenotip/genotip polimorfizama gena Ptch mogla bi posluziti kao
molekularni biljeg sklonosti ili podloznosti razvijanju tumora jajnika (zastupljenost
polimorfizma 2560 IVS G/C u karcinomima jajnika u odnosu na kontrolnu skupinu i

dobro¢udne tumore, p<0,01).

In vitro analize primarnih kultura pokazuju na stani¢noj razini aktivnost puta Hh-Gli,
kao 1 moguénost njegove blokade ciklopaminom. Pokazali smo kako je blokada puta

ovisna o dozi i ekspoziciji.
Prvi je put pokazano na primarnoj kulturi stanica kako kurkumin izaziva stani¢nu smrt

u karcinomima jajnika, kao i u¢inak kurkumina na Hh-Gli signalni put, odnosno na

povecanje ekspresije ciljnih gena na nacin ovisan o dozi.
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7. SAZETAK

Uvod: Rak jajnika je ¢etvrto najcescée sijelo raka u zena, a prezivljenje od raka jajnika nije se
znacajnije mijenjalo tijekom zadnjih nekoliko desetljeca. Jos uvijek ne postoji u¢inkovita
metoda primarnoga probira bolesnica, kao ni osjetljiva klinicka ili laboratorijska dijagnostika
ranoga stadija bolesti. Hedgehog-Gli (Hh-Gli) put sudjeluje u nastanku barem jedne trecine
svih zlo¢udnih tumora, ali njegov znacaj u genezi karcinoma jajnika jo$ uvijek nije istrazen.

Bolesnice i metode: Analizirali smo bioloski materijal (tumorsko tkivo, tkivo koje nije

zahvaceno tumorom i punu krv) 18 bolesnica, od kojih su 12 imale karcinom jajnika, a
preostalih 6 atipicni epitelni proliferativni tumor jajnika. Provedena je analiza ekspresije gena
signalnog puta Hh-Gli i1 B-katenina, njihova medusobna korelacija, korelacija s klinickim
parametrima bolesti, imunohistokemijska analiza ekspresije proteina signalnoga puta te
analiza genskih polimorfizama i mutacija gena Ptch i Smo. U konacnici je ispitana mogucénost
blokiranja signalnoga puta ciklopaminom i kurkuminom na primarnim stani¢nim kulturama.
Rezultati: Ekspresija gena Hh-Gli signalnog puta pronadena je u vecini analiziranih uzoraka
tumora (63-79%), ali 1 u vecini pratecih uzoraka tkiva (68-74%), koja nisu zahvacéena
tumorom. Svi uzorci atipi¢nih proliferativnih tumora pokazali su pove¢anu ekspresiju liganda,
gena Shh (47%), zbog ¢ega bi se mogli svrstati u ligandom inducirani tip tumora. Vecina
tumora ima povecanu ekspresiju gena Ptch i Smo te f—katenina (63%). Na proteinskoj razini
nadena je povecana ekspresija proteina Ptch (64%) 1 Smo (78%), a pokazali smo i da je
ekspresija Ptch proteina znacajno povezana s anatomskom prosireno$¢u bolesti (p<0,05). U 6
uzoraka naden je polimorfizam u eksonu 6 (31,6%), od kojih 3 imaju gubitak heterozigotnosti
u promotorskoj regiji gena Ptch, §to je znacajno ¢es¢e u odnosu na kontrolnu skupinu
(p<0,01). Primarne kulture su pokazale inhibiciju ekspresije Hh-Gli gena i -katenina
ciklopaminom, koja je ovisna o dozi, 96 sati nakon tretmana. Po prvi puta smo na primarnoj
stani¢noj kulturi pokazali i da kurkumin izaziva stani¢nu smrt u karcinomima jajnika.
Zakljucdak: Karcinomi jajnika vrlo su heterogeni s aspekta ekspresije gena signalnog puta
Hh-Gli 1 B-katenina. Pojacana ekspresija Ptch proteina znacajno je povezana s proSirenosc¢u
bolesti, a analiza genskih polimorfizama mogla bi posluZiti kao molekularni biljeg sklonosti
razvoju zlocudnih tumora jajnika. Buducoj terapiji karcinom jajnika mogla bi doprinijeti

¢injenica kako je blokada signalnoga puta ovisna o dozi i ekspoziciji ciklopaminom, a
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sposobnost izazivanja stani¢ne smrti kurkuminom otvara nove perspektive u istrazivanju

terapijskih modaliteta karcinoma jajnika.
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8. SUMMARY

Introduction: Ovarian cancer is the fourth most common cancer in women, and survival of
ovarian cancer has not significantly changed over the past few decades. There is still no
effective method of primary screening of patients, as well as sensitive clinical and laboratory
diagnosis of early stage disease. Hedgehog-Gli (Hh-Gli) pathway is involved in the
occurrence of at least one third of all cancers, but its importance in the genesis of ovarian
cancer has not yet been explored.

Patients and Methods: We analyzed the biological material (tumor tissue, the tissue not

affected by tumor and blood specimens) of 18 patients, of which 12 had ovarian cancer, and
the remaining 6 atypical proliferative ovarian tumor. We performed the analysis of gene
expression of Hh-Gli pathway and B-catenin, their mutual correlation and correlation with
clinical parameters of disease, immunohistochemical analysis of protein expression and
analysis of genetic polymorphisms and the mutation of Ptch and Smo. Finally, the blocking of
the signaling pathway with cyclopamine and curcumin on primary cell cultures was
investigated.

Results: The gene expression of Hh-Gli pathway was found in most of the analyzed tumor
samples (63-79%), but also in the majority of tissue samples not affected by tumor (68-74%).
All atypical proliferative tumor samples showed increased expression of the ligand, Shh gene
(47%), which could classify them into ligand-induced tumor. Most tumors have increased
expression of genes Ptch, Smo and B-catenin (63%). At the protein level increased protein
expression of Ptch (64%) and Smo (78%) was found, and we showed that expression of Ptch
protein was significantly associated with the anatomical extension of disease (p<0,05). In 6
samples a polymorphism in exon 6 (31,6%) was found, of which 3 had loss of heterozygosity
(LOH) in the Ptch gene promotor region, showing significantly higher incidence compared to
control group (p<0,01). Primary cell cultures showed inhibition of expression of Hh-Gli genes
and B-catenin with cyclopamine, a dose-dependent effect 96 hours after treatment. For the
first time we revealed that curcumin caused cell death in ovarian cancer primary cell culture.
Conclusion: The ovarian cancers are very heterogeneous in terms of Hh-Gli pathway and (-
catenin gene expression. Increased expression of Ptch protein is significantly associated with
extension of disease. The analysis of genetic polymorphisms could serve as a molecular

marker of the ovarian cancer. The blocking of Hh-Gli signaling pathway is dose-dependent
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after the treatment with cyclopamine and the ability of curcumin to cause cell death opens up

new perspectives in the study of therapeutic modalities of ovarian cancer.
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