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1. SAZETAK

Uloga proteina GLI u razvoju seroznih karcinoma jajnika visokog i niskog stupnja

malignosti
Matea Slavica

GLI proteini su transkripcijski ¢imbenici koji djeluju kao medijatori Hedgehog signalnog
puta. DosadasSnja istrazivanja povezuju aberantnu aktivhost tog signalnog puta i
disregulaciju GLI proteina sa nastankom brojnih karcinoma medu kojima su karcinom
dojke, rabdomiosarkom, kolorektalni karcinom, karcinom pankreasa i glioblastom. Cilj ovog
istraZivanja bio je ispitati ekspresiju proteina GLI1 i GLI3 u seroznim karcinomima jajnika
visokog i niskog stupnja malignosti metodom indirektne imunohistokemije. Sakupljeni su
uzorci karcinoma jajnika visokog i niskog stupnja malignosti kao i uzorci zdravog tkiva
jajnika koji su koriSteni kao kontrola. Imunohistokemijski rezultati kvantificirani su
stereololodkom varijablom volumenske gustoée (Vv, mm°) te su statisticki obradeni.
StatistiCki je znacCajno jaCa ekspresija GLI1 i GLI3 u seroznom karcinomu jajnika niskog
stupnja malignosti u odnosu na zdravo tkivo jajnika, dok te razlike u seroznom karcinomu
jajnika visokog stupnja malignosti u odnosu na zdravo tkivo jajnika nije bilo. Takoder,
dobivena je statisticki zna€ajno jaCa ekspresija GLI1 i GLI3 u seroznom karcinomu jajnika
niskog stupnja malignosti u odnosu na serozni karcinom jajnika visokog stupnja malignosti.
Gledajuéi ekspresiju u jezgrama, dobivena je statistiCki zna¢ajno jaCa ekspresija GLI3 u
jezgrama seroznog karcinoma niskog i visokog stupnja malignosti u odnosu na jezgre tkiva
zdravog jajnika. StoviSe, rezultati pokazuju statistiki znadajno jadu ekspresiju GLI3 u
odnosu na ekspresiju GLI1 u seroznom karcinomu visokog i niskog stupnja malignosti,
tkivu zdravog jajnika te u jezgrama seroznog karcinoma jajnika niskog stupnja malignosti.
Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na vaznu ulogu Hedgehog signalnog puta u razvoju
seroznih karcinoma jajnika te bi daljnja istraZivanja ne samo pomnije objasnila njihovu

ulogu u karcinogenezi ve¢ i omogucila njihovo koristenje u dijagnostici i terapiji.

KljuCne rijeCi: Hedgehog signalni put, GLI proteini, serozni karcinom jajnika.



2. SUMMARY

GLI proteins are transcriptional factors which act as of Hedgehog signal pathaway
mediators. Current research link the occurence of many carcinomas with aberrant activity
of the Hedgehog signal pathway. Among these are breast cancer, rhabdiomiosarcoma,
colorectal cancer, pancreatic cancer and glioblastoma. The goal of this study was to
examine the expression of GLI1 and GLI3 proteins in both high and low grade serous
ovarian carcinomas using indirect immunohistochemistry. Tissue samples of high and low
grade serous ovarian carcinomas were collected as well as samples of healthy ovarian
tissue which represented control. The results of immunohistochemistry were quantified
using the stereological variable of volumetric densitiy (Vv, mm®) and were statistically
analyzed. Results showed a statistcally significant higher expression level of GLI1 and
GLI3 in low grade serous carcinoma than in healthy ovarian tissue, while statisticallly
significant difference of expression level in high grade serous ovarian carcinoma was in
comparison to healthy ovarian tissue was not found. Furthermore, a statistically significant
higher expression level of GLI1 and GLI3 in low grade serous ovarian carcinoma than in
high grade serous ovarian carcinoma was obtained. Examining the nuclear expression
level, a statistically significant higher expression level of GLI3 in the cell nuclei of low and
high grade serous ovarian carcinoma than in the cell nuclei of healthy ovarian tissue was
found. Moreover, a statistically significant higher expression level of GLI3 in relation to
GLI1 expression level in both low and high grade serous ovarian carcinoma , healthy
ovarian tissue and cell nuclei low grade serous carcinoma nuclei was reported. Results of
this research emphasize the significant role of Hedgehog signal pathway in the
development of serous ovarian carcinoma. Moreover, further research could not only more
closely clarify the role of GLI proteins in carcinogenesis but also enabled their use in

diagnostics and therapy.

Key words: Hedgehog signal pathaway, GLI proteins, serous ovarian carcinoma.



3. UvoD

3.1. Serozni karcinom jajnika

Karcinom jajnika peti je po uCestalosti smrti od malignih bolesti u Zena, a godiSnje u
svijetu od njega oboli 225.500 zena (1). U Hrvatskoj je stopa incidencije karcinoma
jajnika 2013. godine iznosila 19.4/100.000 stanovnika (2). Karcinom jajnika najceSce
se otkriva kod Zena u perimenopauzi i postmenopauzi. Stope incidencije rastu s dobi
te se najviSa stopa biljezi kod Zena starijih od 85 godina i iznosi 51.0/100.000 zena
(2). GodiSnje u svijetu od karcinoma jajnika umre 140 200 zena S$to ga Cini

najucestalijim uzrocnikom smrti medu karcinomima zenskog reproduktivnog sustava

(1).

Karcinomi jajnika histoloSki se dijele u nekoliko tipova i podtipova. Epitelni tip
karcinoma je najCeSci te Cini otprilike 90% ukupno dijagnosticiranih karcinoma, dok
se ostali tipovi neepitelnih karcinoma dijagnosticiraju u znatno manjem broju i Cine
ostatak od 10% sveukupnog broja karcinoma ovarija. HistoloSki podtip epitelnog
karcinoma je serozni, koji je ujedno i naj¢e8¢i, a ostali podtipovi su mucinozni,
endometrioidni, karcinom svijetlih stanica, prijelaznih stanica, ploCastih stanica,
mijeSani karcinomi te nediferencirani (3). S obzirom na atipiju jezgre i broj mitoza
razlikujemo serozne karcinome jajnika visokog (od engl. High-grade serous ovarian
carcinoma HGSOC) i niskog stupnja malignosti (od engl. Low grade serous ovarian
carcinoma LGSOC) (4).

Podjela seroznih karcinoma jajnika na HGSOC i LGSOC temelji se na razli¢itom
podrijetlu nastanka te dvije skupine tumora (5). Pretpostavlja se da LGSOC nastaje
dugotrajnom pretvorbom iz seroznog cistadenoma ili adenofiboroma kao ishodisne
lezije. Benigna ishodiSna lezija prelazi u tipicni serozni borderline tumor, a zatim u
neinvanzivni mikropapilarni borderline tumor te na kraju u invanzivni mikropapilarni
serozni karcinom. LGSOC ima nizu nuklearnu atipiju i slabiju mitotiCku aktivnost (6).
HGSOC je brzo progresivni karcinom, agresivnijeg rasta te se ¢eSée otkriva u kasnoj
fazi bolesti i povezan je s loSijim ishodom nego LGSOC (5). Za razliku od LGSOC, u
HGSOC nije moguce identificirati ishodiSnu leziju te se smatra da nastaje de novo ili

iz intraepitelnog karcinoma jajovoda (5). U rijetkim slu€ajevima moguca je pretvorba
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LGSOC u HGSOC (5). Izmedu ova dva tipa seroznih karcinoma postoji i molekularno
bioloSka razlika u genskim mutacijama. LGSOC ima karakteristicne mutacije KRAS,
BRAF i ERBBZ2 gena koji dovode do ubrzane proliferacije tumorskog tkiva djelujuci
na MAPK (od engl. mitogen-activated protein kinase) (7,8). Tipicne mutacije HGSOC
zahvacéaju TP53, BRCA1 i BRCAZ2 gene (9,10). Mutacije BRCA1 i BRCA2 gena
povezane su sa nasljednom sklonoSc¢u razvoja karcinoma jajnika. BRCA1 i BRCA2
mutacije nisu tipicne za LGSOC stoga se LGSOC ne povezuje sa nasljednim
karcinomom jajnika (5). Karcinomi jajnika u ranoj fazi bolesti uglavhom rastu
asimptomatski Sto predstavlja veliki dijagnosti¢ki izazov prilikom otkrivanja karcinoma
nizeg stadija. Veéina karcinoma dijagnosticira se u viSem stadiju kada se pocinju
javljati simptomi bolesti. U Republici Hrvatskoj je u 2013. godini od ukupno 430

novodijagnosticiranih slu¢ajeva 120 bilo otkriveno u Il stadiju po FIGO klasifikaciji
(2).

PetogodisSnje prezivljenje ovisi o histoloSkom tipu i stadiju bolesti. S obzirom na to da
je vecina karcinoma otkrivena u uznapredovalom stadiju prosjeéno petogodisnje

prezivljenje iznosi 45% (American Cancer Society, 2016)

LijeCenje karcinoma jajnika ovisi o brojnim Cimbenicima od kojih je najvazniji stadij
bolesti. Standard u lije€enju operabilnih tumora kod Zena starijih od 40 godina je
radikalni kirurski zahvat koji se sastoji od obostrane ooforektomije i salpingektomije s
histerektomijom. Zene mlade od 40 godina i one koje Zele zadrzati svoju
reproduktivnu sposobnost mogu biti podvrgnute posStednom zahvatu koji Stedi
maternicu, kontralateralni jajnik i jajovod. Uz kirurSko odstranjenje tumorske mase
kao primarna linija lijeCenja koristi se neoadjuvantna i adjuvantna kemoterapija.

Radioterapija se uglavnom koristi u palijativnom lije€enju karcinoma ovarija (1).
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3.2. Hedgehog- GLI signalni put

Hedgehog-GLlI signalni put (Hh-GLI) otkriven je 80-ih godina proslog stolje¢a kada je
uocen njegov znacaj u diferencijaciji, proliferaciji i morfogenezi stanica u razvoju
vinske musice, Drosophila melanogaster (11). Hh-GLI je evolucijski konzerviran
signalni put te je njegova uloga znaCajna u embrionalnom razvoju sisavaca
ukljuCujuci i Covjeka. Aberantna aktivacija Hh-GLI signalnog puta povezana je sa
nastankom 30% karcinoma kod ljudi medu kojima se navode glioblastom, karcinom

bazalnih stanica, karcinom pankreasa, kolorektalni karcinom i karcinom dojke (12).

Aktivacija Hh-GLI signalnog puta (Slika 1) pocCinje vezanjem jednog od tri homologna
proteina Sonic Hedgehog (SHH), Indian Hedgehog (IHH) ili Desert Hedgehog (DHH)
za transmembranski protein Patched (Ptch). Ptch je dokazani tumor supresor Kkoji
ima sposobnost inhibicije proteina Smoothened (Smo) (13). U sisavaca su
pronadene dvije izoforme proteina Patched, Ptch1 i Ptch2, od kojih je uloga Ptch2
relativno slabo istrazena te se smatra da je Ptch1 viSe zastupljen u karcinogenezi
(14). Kada je za Ptch1 vezan Hh ligand (jedan od tri homologna proteina) on gubi
sposobnost inhibicije proteina Smo. Hh proteini mogu se vezati za Ptch1 receptor uz
pomoc¢ minimalno jednog od tri koreceptora (15). Koreceptori Gas1 (od engl. Growth
arrest-specific 1), Cdo (od engl. CAM-related/down-regulated by oncogenes) i Boc
(od engl. Brother of Cdo) sinergisti¢ki sudjeluju u sloZzenom mehanizmu moduliranja
aktivnosti Hh-GLI signalnog puta. Cdo i Boc su o€uvani u brojnih vrsta, od vinske
musice do miSa, dok je Gas1 specifi€an koreceptorski protein kod kraljeSnjaka (16).

Vezanjem Hh liganda dolazi do promjene lokalizacije Ptch1 i Smo receptora.
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Slika 1. Shematski prikaz aktivacije Hh-GLI signalnog puta.
(a) U nedostatku Hh liganda Ptch inhibira Smo, a GLI se nalazi vezan za SuFu §to
uvjetuje stvaranje GLI® oblika. (b) Prilikom Hh aktivacije Ptch gubi represivnu ulogu
nad Smo Sto omogucava ulazak Smo u primarnu ciliju i odvajanje GLI od SuFu i
stvaranje GLI* oblika koji poti¢e ekspresiju ciljanih gena. Slika je preuzeta i

prilagodena prema Hui i Angers (2011), str. 523 (17).
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Ptch1 internalizira se u stanicu te na taj nacin gubi represivnu funkciju nad Smo
receptorom. Istovremeno na C-kraju proteina Smo dolazi do fosforilacije koja uvjetuje
stvaranje aktivnih dimera te premjestanje Smo receptora iz citoplazmatskih vezikula

u primarnu ciliju (18).

Smo je transmembranski protein sa sedam domena koji je po aminokiselinskom
slijedu sli¢an ostalim proteinima G protein vezanih receptora (GPCR) klase F.(19) U
stanicama sisavaca pronadeni su konstitutivno aktivni receptori SmoM2 koji vezu
heterotrimerne G proteine i aktiviraju njihovu Gi podjedinicu. Aktivni oblik Smo
receptora poveéava razinu aktivnosti Gi. U eksperimentalnim ispitivanjima na
stanicama miSa zabiljezena je povecana razina aktivnost i utilizacija Gi podjedinice
do 60% prilikom dezinhibicije Smo (20). Aktivirana Gi podjedinica inhibitornim
djelovanjem na metabolizam ATP-a smanjuje stani¢nu koncentraciju cAMP-a (20).
Smo moze provoditi signal preko Gi podjedinice iako nije vjerojatno da je takav nacin
prijenosa signala dostatan za aktivaciju GLI transkripcijskh ¢imbenika (20). Smatra
se da je glavni nacCin prijenosa signala posredovan fosforilacijom i premjestanjem

Smo receptora u primarnu ciliju (18).

GLI (od engl. Glioma- Associated Oncogene 1) proteini sastavni su dio Hh-GLI
signalnog puta i prvi su puta otkriveni u glioblastomu po kojemu su nazvani. Kod
sisavaca postoje tri GLI proteina GLI1, GLI2 i GLI3. Clanovi su velike obitelji proteina
cinkovih prstiju, a njihova domena ima klasicne, Krippel tip, Cys2His2 strukturne
motive (21). GLI proteini imaju funkciju transkripcijskih Cimbenika koji se svojom
domenom vezu na ciljane dijelove DNA te reguliraju ekspresiju odgovarajucih gena
(22).

lako su strukturno sli¢ni, GLI proteini imaju razli€itu funkciju. GLI2 i GLI3 posjeduju
aktivirajuéu (C-kraj) i represivnu (N-kraj) domenu te mogu imati ulogu aktivatora
(GLI*) ili represora (GLIR) ekspresije ciljanih gena (17). Za razliku od GLI2 i GLI3,
GLI1 ima samo aktivirajuéu domenu (Slika 2) te moze iskljuivo poticati ekspresiju
gena (23). Ekspresija gena ovisi o balansu GLI* i GLI? proteina. Naime, u nedostatku
Hh signalnih molekula GLI2 i GLI3 vezani su za SuFu (od engl. Suppressor Of Fused
Homolog) koji je negativni regulator Hh signalnog puta (24). On poti€e njihovu
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proteolizu GLI u proteosomima kojom se stvara GLI® oblik. U prisutnosti Hh liganda
dolazi do postepene dezinhibicije GLI proteina koji se pretvaraju u GLI* oblik &to
aktivira ekspresiju ciljanih gena (17). Smatra se da je GLI2 glavni aktivator ekspresije

GLI1 i ostalih ciljanih gena dok GLI3 uglavnom ima inhibitornu ulogu (17).
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Ci cleavage site

1 Sufu BS 1377
G | [[F" [coN [[(BZe ‘_Hp@@ﬂj} [[r—
DN L TAF
1 Sufu BS Jab 1
Gli1 —.||—‘ Zn e | | > L
DN A Dc K % % %% A TAF
PDD
1 Sufu BS T — 10D it 1544
Gli2 PC
DN A A Dc A K EEKE XX TAF
PDD
1 Sufu BS _-L 1595
cii: [EEIE \_— et
DN A KKK KK TAF
Zn Zinc-finger DNA- * Protein Kinase A site
binding domain PC Phosphorylation cluster
TAD Transgrlptlon activation PDD Processing determinant
domain domain

TAF  TAF-binding site D. D
acidic activation motif HE=G
Rep Repressor domain
CDN, CORD Cos2-binding sites
SufuBS Sufu-binding site

Degrons
A Sumoylation site
K Acetylation site

Slika 2. Shematski prikaz strukture GLI proteina.
GLI2 i GLI3 posjeduju represivnu (Rep) i aktiviraju¢u (TAD) domenu dok GLI1 ima
samo aktivirajuc¢u (TAD) domenu. Ci (od lat. Cubitus interruptus) je ekvivalent GLI
proteina u vinske musice Drosophila melanogaster. Slika preuzeta i prilagodena prema
prema Hui i Angers (2011), str. 516 (17).
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Aberantna aktivacija Hh signalnog puta moze se ostvariti na vise nacina: ligand
neovisnim signaliziranjem, ligand ovisnim autokrinim signaliziranjem i ligand ovisnim
parakrinim signaliziranjem. Ligand neovisno signaliziranje temelji se na mutacijama
dobitka funkcije (od engl. gain-of-function) gena Smo, mutacijama gubitka funkcije
(od engl. loss-of-function) gena SuFu i Ptch1 te mutacijama krivog smisla (od engl.
missense) gena GLI/1 i GLI3 (25). Temelj ligand ovisnog autokrinog signaliziranja jest
autonomna aktivacija stanice gdje povecCana proizvodnja Hh liganda djeluje na
receptore te iste stanice. U parakrinoj ligand ovisnoj aktivaciji, Hh ligand proizveden u
jednoj vrsti stanica djeluje na drugu vrstu stanica. Takva aberantna aktivacija
zabiljeZena je u kolorektalnom karcinomu i epitelnom karcinomu jajnika (25). Nuzno
je spomenuti i mogucnost nekanonske aktivacije signalnog puta koja je moguca u
epitelnim karcinomima. U nekanonskoj aktivaciji TGF- (od engl. Transforming
growth factor beta) i EGF (od engl. Epidermal growth factor) preko odgovarajucih
receptora potiu stvaranje GLI* oblika te ekspresiju gena (26). Preliminarna
istrazivanja karcinoma jajnika pokazuju povecanu ekspresiju GLI1 proteina kao i Smo
i SHH (27). Takoder se smatra da su poviSene razine GLI1 i Ptch1 povezane sa
loSijim prezivljenjem, a prekomjerna razina GLI1 povec¢ava invanzivnost, proliferaciju,
mobilnost i promjene u diferencijaciji stanica raka (28). Medutim postoje i konfliktni
rezultati istrazivanja uloge Hh signalnog puta u razvoju epitelnih karcinoma jajnika.
Yang i sur. su procjenom vaznosti uloge Hh signalnog puta u razvoju epitelnih
karcinoma jajnika pokazali da samo maniji udio karcinoma ima povecanu ekspresiju

Hh signalnog puta (29).
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4. HIPOTEZA

Hipoteza ovog istrazivanja je da c¢e ekspresija proteina GLI1 biti izrazenija u
tumorima jajnika visokog stupnja malignosti u usporedbi s tumorima niskog stupnja
malignosti, dok ¢e ekspresija proteina GLI3 biti manja.
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5. OPCI | SPECIFICNI CILJEVI ISTRAZIVANJA
Op¢i cilj ovog istrazivanja je ispitati ekspresiju GLI1 i GLI3 proteina u definiranoj
kohorti seroznih tumora jajnika visokog i niskog stupnja malignosti.
Specificni cilj istraZivanja je:
1. Ispitati ekspresiju proteina GLI1 u seroznim karcinomima jajnika niskog
i visokog stupnja malignosti
2. lIspitati ekspresiju proteina GLI3 u seroznim karcinomima jajnika niskog
i visokog stupnja malignosti
3. Utvrditi postoji li razlika u ekspresiji proteina GLI1 i GLI3 izmedu ove

dvije skupine tumora
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6. MATERIJALI | METODE

6.1. MATERIJALI

6.1.1. Preparati tumorskog tkiva jajnika

Uzorci koji su koriSteni u istrazivanju su postojeca tkiva (formalin-fiksirana, parafin-
uklopljena tkiva tumora jajnika) prethodno prikupljena u dijagnostiCke svrhe. Uzorci
su dio zbirke tumorskih uzoraka koji pripadaju Medicinskom fakultetu Sveucilista u
Zagrebu, a koji su vec prikupljeni iz baze KB Merkur u suradnji s doc. dr. sc. Anitom
Skrti¢, dr. med.

Preparate Cine histoloSki rezovi tumorskog tkiva jajnika uz koje se nalazi pridruzeno
zdravo tkivo jajnika (kontrola). Istrazivanje se radilo na ukupno 53 uzorka seroznih
karcinoma jajnika od kojih je 11 uzoraka seroznih karcinoma niskog stupnja

malignosti, a 42 uzorka seroznih karcinoma visokog stupnja malignosti.

U istrazivanju su koristeni i preparati tkiva zdravog jajnika koji su odstranjeni zbog

drugih ne-ginekoloskih indikacija.

6.1.2. Protutijela za imunohistokemijsko bojanje

Primarna protutijela koriStena u ovom istraZivanju su poliklonalna protutijela: GLI1
(engl. rabbit polyclonal anti-human; Clone: ab-92611, Abcam, Cambridge, MA,
razriedenje 1:200) i GLI3 (engl. rabbit polyclonal anti-human; Clone: ab-117099,
Abcam, Cambridge, MA, razrjedenje 1:1000).
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6.2. METODE

6.2.1. Imunohistokemijska metoda prikaza proteina

Imunohistokemijska analiza provedena da bi se ustanovila razina ekspresije i
staniCna lokalizacija proteina GLI1 i GLI3. Parafinski uklopljeni rezovi uzoraka
debljine 4-um postavljeni su na silanizirana predmetna stakla (DakoCytomation,
Denmark). Koristena su primarna poliklonska protutijela: GLI1 (engl. rabbit polyclonal
anti-human; Clone: ab-92611, Abcam, Cambridge, MA, razrjedenje 1:200) i GLI3
(engl. rabbit polyclonal anti-human; Clone: ab-117099, Abcam, Cambridge, MA,
razriedenje 1:1000). Prije imunohistokemijskog bojanja uzorci su deparafinirzirani i
rehidrirani provodenjem kroz niz ksilola u trajanju od Cetiri puta po 10 minuta,
apsolutnog i 96%-tnog alkohola u trajanju od dva puta po 5 minuta, 70%-tnog
alkohola u trajanju od 2 minute, te destilirane vode u trajanju od 30 sekundi.
Deparafinizirani i rehidrirani rezovi uzoraka zagrijavani su u Dako Target Retrieval
Solution (Dako Corporation, USA) u mikrovalnoj pecnici dva puta po 10 minuta na
600 W zbog demaskiranja epitopa. Preparati su zatim tretirani s 3%-tnom otopinom
H>O, 10 minuta radi inaktivacije endogene peroksidaze. Slijedilo je ispiranje u puferu
TBS dva puta po 3 minute. Uzorci su, nakon opisane pripreme, tretirani optimalno
razrijedenim primarnim protutijelom (GLI1 i GLI3) preko noci na temperaturi od 4 °C.
Nakon inkubacije, uzorci su dva puta po 3 minute ispirani u puferu TBS. Za detekciju
primarnog protutijela koristen je Dako REAL Envision detection system
(DakoCytomation, Carpinteria, USA; K500711) u vlaznoj komori kroz 30 minuta na
sobnoj temperaturi. Cijeli proces vizualiziran je, u trajanju od 10 minuta, supstrat-
kromogen otopinom u kojoj kao supstrat sluze koncentrirani Tris-HCI pufer i 0,8%-tna
otopina vodikovog peroksida, a kao kromogen 3,3’-diaminobenzidin tetrahidroklorid
(DAB). Navedena otopina ispirana je vodovodnom vodom, a potom destiliranom

vodom.

Primjena ovog supstrat-kromogen kompleksa rezultirala je nastajanjem netopivog
smedeg precipitata na antigenskom mjestu. Zatim su wuzorci kontrastirani
hemalaunom u kojem su se bojili 1 minutu. Nakon toga, uzorci su ispirani 5 minuta u
vodovodnoj vodi 30 sekundi u destiliranoj vodi, te su dehidrirani provodenjem kroz

uzlazni niz etilnog alkohola (70%EtOH i 96%EtOH) u trajanju od 5 sekundi, a zatim u
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apsolutnom alkoholu prvi puta 1 minutu te drugi puta 2 minute. Preparati su zatim
izbistreni uranjanjem u ksilol dva puta po 5 minuta. Obrada je zavrsila poklapanjem
pokrovnim stakalcem i medijem za pokrivanje koji se koristi u rutinskoj histoloskoj
dijagnostici. Negativna kontrola tijekom eksperimenta je bila uzorak koji nije inkubiran

s primarnim protutijelom tijekom imunohistokemije.

6.3. Analiza obojanih rezova

Dobiveni imunohistokemijski rezultati analizirani su stereologijom pomocu
Weibleovog mnogonamjenskog sistema s 42 testne toCke. Preliminarno mjerenje
napravljeno je za svaki analizirani protein i za svaku analiziranu skupinu. Veli€ina
uzorka odredena je nakon analize uzorka na 10 polja i uz 95%-tni interval povjerenja
prema, formuli: ,n“ = (200/y « s/x)2 gdje je ,n“ broj polja koje treba analizirati, x je
aritmeticka sredina orijentacijskog uzorka, s je standardna devijacija orijentacijskog
uzorka i y je dopusteno odstupanje od rezultata aritmetiCke sredine. lzmjerena je
volumenska gustoc¢a pozitivnih stanica (volumenski udio pozitivnih stanica u jedinici
volumena (1um?3), odnosno postotak proucavane faze u jedinici volumena). Mjerenje
volumenske gustoée izraCunava se prema formuli: Vv = Pf/Pt gdje je Vv volumenska
gusto¢a mjerene strukture, Pf broj toaka koje padaju na mjerenu strukturu, Pt broj
svih toaka unutar referentnog prostora. Testna ravnina prekrivana je testnim
sistemom sa skupom linija. Testni sistem izabiran je tako da profil tipicne Cestice
bude pogoden s testnom linijom jedanput ili najviSe dvaput, odnosno da je prosje€na
povrsina profila tipicne Cestice malo manja ili najviSe jednako velika kao d testnog
sistema. Mnogonamjenski testni sistem (kao $to je M 42 Weibel) ima unutar testne
plohe At odreden broj duzina duljine d. Krajevi svih duzina su testne toCke, a sve
duZine zajedno sastavljaju testnu liniju ukupne duljine Lt. Mnogonamjenski testni

sistem s 21 linijjom ima 42 testne tocke.
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6.3.1. Statisticka analiza podataka

U statistiCkoj obradi dobivenih podataka koriStena je srednja vrijednost, standardna
pogreSka i medijan, a razlike izmedu prou€avanih skupina analizirane su Mann-
Whitney testom. Kao znacajna razlika na razini stupnja vjerojatnosti priznala se
p<0,05. Distribucija podataka testirana je pomocu Kolmogorov-Smirnov testa,
Lilliefors testa i Shapiro-Wilks W-testa. Za statisticku analizu koriSten je program
GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).
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7. REZULTATI

Ukupno je analizirano 53 uzoraka seroznih karcinoma jajnika visokog (HGSOC) i
niskog stupnja malignosti (LGSOC) koji su imunohistokemijski pobojani na GLI1 i
GLI3 protutijelo. Kao kontrola koristilo se tkivo zdravih jajnika koji su odstranjeni zbog

druge, ne-ginekoloske etiopatologije. Rezultati su prikazani tabli¢no.

7.1. Histopatoloske odlike kohorte

Uzorke ukupno Cini 53 seroznih adenokarcinoma jajnika od kojih su 42 HGSOC i 11
LGSOC Tkivo 9 zdravih jajnika koristilo se kao kontrolno tkivo za usporedbu

ekspresije analiziranih proteina.

7.2. Ekspresija GLI1 proteina

7.2.1. Usporedba ekspresije GLI1 u seroznom karcinomu jajnika niskog
stupanja malignosti (LGSOC) i tkivu zdravog jajnika

Ekspresija proteina GLI1 u seroznim karcinomima niskog stupnja malignosti kao i u

zdravim kontrolama jajnika izraZena je kao medijan i prikazana u tablici 1.

Tablica 1. Usporedba seroznog karcinoma jajnika niskog stupnja malignosti
(LGSOC) i tkiva zdravog jajnika.

Status Broj uzoraka Ekspresija GLI1
LGSOC 11 0.4333
Kontrola 9 0.1565

Ukupno 20

StatistiCki je zna€ajno jaCa ekspresija GLI1 u skupini pacijentica oboljelih od LGSOC

u odnosu na tkivo zdravog jajnika (p< 0.0001, Mann-Whitney test).

7.2.2. Usporedba ekspresije GLI1 u seroznom karcinomu jajnika visokog
stupnja malignosti (HGSOC) i tkivu zdravog jajnika

U Tablici 2 prikazana je usporedba volumenske gustoée (Vv, mm°) ekspresije GLI1

antigena u analiziranim uzorcima.
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Tablica 2. Usporedba seroznog karcinoma visokog stupnja malignosti (HGSOC) i
tkiva zdravog jajnika.

Status Broj uzoraka Ekspresija GLI1
HGSOC 42 0.1976
Kontrola 9 0.1565

Ukupno 51

Ne postoji statistiCki znacajna razlika u ekspresiji GLI1 u skupini pacijentica oboljelih
od HGSOC u odnosu na tkivo zdravog jajnika (p= 0.2006, Mann-Whitney test).

7.2.3. Usporedba ekspresije GLI1 u seroznom karcinomu jajnika visokog
stupnja malignosti (HGSOC) i seroznom karcinomu jajnika niskog
stupanja malignosti (LGSOC)

U Tablici 3 broj¢ano su prikazani dobiveni rezultati ekspresije GLI1 u analiziranim

uzorcima.

Tablica 3. Usporedba seroznog karcinoma visokog (HGSOC) niskog (LGSOC)
stupnja malignosti.

Status Broj uzoraka Ekspresija GLI1
HGSOC 42 0.1976

LGSOC 11 0.4333

Ukupno 53

StatistiCki je znacajno jaCa ekspresija GLI1 u LGSOC u odnosu na HGSOC (p<
0.0001, Mann-Whitney test).
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7.2.4. Usporedba ekspresije GLI1 u jezgrama seroznog karcinoma jajnika
niskog stupnja malignosti (LGSOC) i tkiva zdravog jajnika

U Tablici 4 brojcano su prikazani dobiveni rezultati ekspresije GLI1 antigena u

jezgrama analiziranih uzoraka.

Tablica 4. Usporedba ekspresije proteina GLI1 u jezgrama seroznog karcinoma
Jajnika niskog stupnja malignosti (LGSOC) i tkiva zdravog jajnika.

Status Broj uzoraka Ekspresija GLI1
LGSOC jezgra 11 0.1333
Kontrola jezgra 9 0.0

Ukupno 20

U jezgrama tkiva zdravog jajnika nismo uopce detektirali prisutnost GLI1 antigena
dok je njegov medijan ekspresije u LGSOC tumorima bio 0.05556. Od ukupno 11
uzoraka tumora jajnika niskog stupnja malignosti, njih 10/11 (90,91%) je pokazivalo

ekspresiju ovog antigena u svojim jezgrama.

7.2.5. Usporedba ekspresije GLI1 u jezgrama seroznog karcinoma jajnika
visokog stupnja malignosti (HGSOC) i jezgrama zdravog jajnika

U Tablici 5 brojéano su prikazani dobiveni rezultati ekspresije GLI1 u analiziranim

uzorcima.

Tablica 5. Usporedba ekspresije GLI1 u jezgrama seroznog karcinoma jajnika
visokog stupnja malignosti (HGSOC) i jezgrama tkiva zdravog jajnika.

Status Broj uzoraka Ekspresija GLI1
HGSOC jezgra 42 0.03030
Kontrola jezgra 9 0.0

Ukupno 51

U jezgrama tkiva zdravog jajnika nismo uopce detektirali prisutnost GLI1 antigena
dok je njegov medijan ekspresije u HGSOC tumorima bio 0.04762. Od ukupno 42
uzorka tumora jajnika visokog stupnja malignosti, njih 40/42 (95,24%) je pokazivalo

ekspresiju ovog antigena u svojim jezgrama.
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7.2.6. Usporedba ekspresije GLI1 u jezgrama seroznog karcinoma jajnika
visokog stupnja malignosti (HGSOC) i jezgrama seroznog karcinoma
jajnika niskog stupanja malignosti (LGSOC)

U Tablici 6 brojéano su prikazani dobiveni rezultati ekspresije GLI1 u analiziranim
uzorcima.
Tablica 6. Usporedba ekspresije GLI1 u jezgrama seroznog karcinoma jajnika

visokog stupnja malignosti (HGSOC) i jezgrama seroznog karcinoma jajnika niskog
stupnja malignosti (LGSQOC).

Status Broj uzoraka Ekspresija GLI1
HGSOC jezgra 42 0.03030
LGSOC jezgra 11 0.1333

Ukupno 53

StatistiCki je znaCajno jaCa ekspresija GLI1 u jezgrama LGSOC tumora u odnosu na
jezgre HGSOC tumora (p< 0.0001, Mann-Whitney test).

7.3. Ekspresija GLI3 proteina

7.3.1. Usporedba ekspresije GLI3 u seroznom karcinomu jajnika niskog
stupnja malignosti (LGSOC) i tkivu zdravog jajnika

Pozitivhu kontrolu &ini zdravo tkivo jajnika. Ekspresija GLI3 je izrazena kao medijan

(Tablica 7).

Tablica 7. Usporedba seroznog karcinoma jajnika niskog stupnja malignosti
(LGSOC) i tkiva zdravog jajnika.

Status Broj uzoraka Ekspresija GLI3
LGSOC 11 0.5000

Kontrola 9 0.3810

Ukupno 20

StatistiCki je znaCajno jaCa ekspresija GLI3 u LGSOC u odnosu na zdravo tkivo
jajnika (p< 0.0001, Mann-Whitney test).
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7.3.2. Usporedba ekspresije GLI3 u seroznom karcinomu jajnika visokog
stupnja malignosti (HGSOC) i tkivu zdravog jajnika

U Tablici 8 prikazana je usporedba broj¢ano prikazanih dobivenih rezultata

ekspresije GLI3 antigena u analiziranim uzorcima.

Tablica 8. Usporedba seroznog karcinoma jajnika visokog stupnja malignosti
(HGSOC) i tkiva zdravog jajnika.

Status Broj uzoraka Ekspresija GLI3
HGSOC 42 0.4324

Kontrola 9 0.3810

Ukupno 51

Ne postoji statistiCki znaCajna razlika u ekspresiji GLI3 u skupini pacijentica oboljelih
od HGSOC u odnosu na zdravo tkivo jajnika (p=0.1169, Mann-Whitney test).

7.3.3. Usporedba ekspresije GLI3 u seroznom karcinomu jajnika visokog
stupnja malignosti (HGSOC) i seroznom karcinomu jajnika niskog
stupanja malignosti (LGSOC)

U Tablici 9 brojéano su prikazani dobiveni rezultati ekspresije GLI3 u analiziranim
uzorcima.
Tablica 9. Usporedba ekspresije GLI3 u seroznom karcinomu jajnika visokog stupnja

malignosti (HGSOC) i seroznom karcinomu jajnika niskog stupnja malignosti
(LGSOC).

Status Broj uzoraka Ekspresija GLI3
HGSOC 42 0.4324

LGSOC 11 0.5000

Ukupno 53

StatistiCki je znacajno jaca ekspresija GLI3 u LGSOC u donosu na HGSOC tumore
(p<0.0001, Mann-Whitney test).
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7.3.4. Usporedba ekspresije GLI3 u jezgrama seroznog karcinoma jajnika
niskog stupnja malignosti (LGSOC) i jezgrama zdravog jajnika

U Tablici 10 brojéano su prikazani dobiveni rezultati ekspresije GLI3 antigena u

analiziranim uzorcima.

Tablica 10. Usporedba ekspresije GLI3 u jezgrama seroznog karcinoma jajnika
niskog stupnja malignosti (LGSOC) i ekspresije u jezgrama tkiva zdravog jajnika.

Status Broj uzoraka Ekspresija GLI3
LGSOC jezgra 11 0.3750

Kontrola jezgra 9 0.1579

Ukupno 20

Statisticki je znacajno jaCa ekspresija GLI3 u jezgrama LGSOC tumora u odnosu na
jezgre tkiva zdravog jajnika (p< 0.0001, Mann-Whitney test).

7.3.5. Usporedba ekspresije GLI3 u jezgrama seroznog karcinoma jajnika
visokog stupnja malignosti (HGSOC) i jezgrama tkiva zdravog jajnika

U Tablici 11 brojéano su prikazani dobiveni rezultati ekspresije GLI3 antigena u

analiziranim uzorcima.

Tablica 11. Usporedba ekspresije GLI3 u jezgrama seroznog karcinoma jajnika
visokog stupnja malignosti (HGSOC) i ekspresije u jezgrama tkiva zdravog jajnika.

Status Broj uzoraka Ekspresija GLI3
HGSOC jezgra 42 0.2957

Kontrola jezgra 9 0.1579

Ukupno 51

StatistiCki je znacajno jaCa ekspresija GLI3 u jezgrama HGSOC tumora u odnosu na

jezgre tkiva zdravog jajnika (p< 0.0001, Mann-Whitney test).
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7.3.6. Usporedba ekspresije GLI3 u jezgrama seroznog karcinoma jajnika
visokog stupnja malignosti (HGSOC) i jezgrama seroznog karcinoma
jajnika niskog stupnja malignosti (LGSOC)

U Tablici 12 brojéano su prikazani dobiveni rezultati ekspresije GLI3 antigena u

analiziranim uzorcima.

Tablica 12. Usporedba ekspresije GLI3 u jezgrama seroznog karcinoma jajnika
visokog (HGSOC) i niskog (LGSOC) stupnja malignosti.

Status Broj uzoraka Ekspresija GLI3
HGSOC jezgra 42 0.2957

LGSOC jezgra 11 0.3750

Ukupno 53

StatistiCki je znaCajno jaca ekspresija GLI3 u jezgrama LGSOC tumora u odnosu na
jezgre HGSOC (p=0.0005, Mann-Whitney test)

7.4. Usporedba ekspresije GLI1 i GLI3

7.4.1. Usporedba ekspresije GLI1 i GLI3 u tkivu zdravog jajnika

U Tablici 13 broj¢ano su prikazani dobiveni rezultati ekspresije GLI1 i GLI3 antigena

u analiziranim uzorcima.

Tablica 13. Usporedba ekspresije GLI1 i GLI3 u tkivu zdravog jajnika.

Status Broj uzoraka Ekspresija
Kontrola GLI1 9 0.1565
Kontrola GLI3 9 0.3810
Ukupno 18

StatistiCki je znacajno jaCa ekspresija GLI3 u odnosu na ekspresiju GLI1 u tkivu
zdravog jajnika (p< 0.0001, Mann-Whitney test). Na Slici 3. moze se vidjeti ekspresija
proteina GLI1 i GLI3 u tkivu zdravog jajnika.
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Slika 3. Imunohistokemijska ekspresija proteina GLI 1 i GLI3 u tkivu zdravog jajnika

Usporedba ekspresije (a) GLI1 i (b) GLI3 u tkivu zdravog jajnika pokazuje vecu
ekspresiju GLI3 proteina (x10).

7.4.2. Usporedba ekspresije GLI1 i GLI3 u seroznom karcinomu jajnika niskog
stupnja malignosti (LGSOC)

U Tablici 14 broj¢ano su prikazani dobiveni rezultati ekspresije GLI1 i GLI3 antigena

u analiziranim uzorcima.

Tablica 14. Usporedba ekspresije GLI1 i GLI3 u seroznom karcinomu jajnika niskog
stupnja malignosti (LGSOC).

Status Broj uzoraka Ekspresija
LGSOC GLI1 11 0.4333
LGSOC GLI3 11 0.5000
Ukupno 22

Statisticki je znaCajno jaa ekspresija GLI3 u odnosu na ekspresiju GLI1 u LGSOC
tumorima (p=0.0031, Mann-Whitney test). Ekspresija proteina GLI1 i GLI3 u LGSOC

moze se vidjeti i na Slici 4.
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Slika 4. Imunohistokemijska ekspresija proteina GLI1 i GLI3 u LGSOC

Usporedba ekspresije GLIT u LGSOC (a) povecanje x10i (b) x40 u odnosu na GLI3
(c) povecanje x10 i (d) x40 pokazuje jacu ekspresiju GLI3 proteina lokaliziranog
pretezno u jezgrama dok se GLI1 nalazi vec¢inom u citoplazmi.
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7.4.3. Usporedba ekspresije GLI1 i GLI3 u jezgrama seroznog karcinoma
jajnika niskog stupnja malignosti (LGSOC)

U Tablici 15 broj¢ano su prikazani dobiveni rezultati ekspresije GLI1 i GLI3 antigena

u analiziranim uzorcima.

Tablica 15. Usporedba ekspresije GLI1 i GLI3 u jezgrama seroznog karcinoma
Jjajnika niskog stupnja malignosti (LGSOC).

Status Broj uzoraka Ekspresija
LGSOC jezgra GLI3 11 0.3750
LGSOC jezgra GLI1 11 0.1333
Ukupno 22

StatistiCki je znacajno veca ekspresija GLI3 u odnosu na ekspresiju GLI1 u jezgrama
LGSOC (p< 0.0001, Mann-Whitney test) (Slika 4.).

7.4.4. Usporedba ekspresije GLI1 i GLI3 u seroznom karcinomu jajnika visokog
stupnja malignosti (HGSOC)

U Tablici 16 broj¢ano su prikazani dobiveni rezultati ekspresije GLI1 i GLI3 antigena

u analiziranim uzorcima.

Tablica 16. Usporedba ekspresije GLI1 i GLI3 u seroznom karcinomu jajnika visokog
stupnja malignosti (HGSOC).

Status Broj uzoraka Ekspresija
HGSOC GLI1 42 0.1976
HGSOC GLI3 42 0.4324
Ukupno 84

StatistiCki je znac€ajno jata ekspresija GLI3 u odnosu na ekspresiju GLI1 u HGSOC
(p< 0.0001, Mann-Whitney test). Na Slici 5. Prikazana je ekspresija ova dva proteina

u seroznim karcinomima jajnika visokog stupnja malignosti.
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Usporedba ekspresije GLI1T u HGSOC (a) povecanje x10 i (b) x40 u odnosu na
ekspresiju GLI3 (c) povecanje x10 i (d) x40 pokazuje jacu ekspresiju GLI3.
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7.4.5. Usporedba ekspresije GLI1 i GLI3 u jezgrama seroznog karcinoma
jajnika visokog stupnja malignosti (HGSOC)

U Tablici 17 broj¢ano su prikazani dobiveni rezultati ekspresije GLI1 i GLI3 antigena

u analiziranim uzorcima.

Tablica 17. Usporedba ekspresije GLI1 i GLI3 u jezgrama seroznog karcinoma
Jjajnika visokog stupnja malignosti (HGSOC).

Status Broj uzoraka Ekspresija
HGSOC jezgra GLI1 42 0.03030
HGSOC jezgra GLI3 42 0.2957
Ukupno 84

StatistiCki je znaCajno jaCa ekspresija GLI3 u odnosu na ekspresiju GLI1 u jezgrama
HGSOC (p< 0.0001, Mann-Whitney test) (Slika 5.).
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8. RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je ispitati postoji li razlika u razini ekspresije proteina GLI1 i GLI3 u
seroznom karcinomu visokog i niskog stupnja malignosti te u tkivu zdravog jajnika.
Pretpostavili smo da ¢ée GLI1,kao glavni aktivator signalnog puta, biti znac¢ajno vise
eskprimiran u seroznom karcinomu visokog stupnja malignosti nego u seroznom
karcinomu niskog stupnja malignosti, a najmanju ekspresiju imati ¢e u zdravom tkivu
jajnika. GLI3, glavni inhibitor signalnog puta, bi trebao biti viSe eksprimiran u
seroznom karcinomu niskog stupnja malignosti nego u seroznom karcinomu visokog
stupnja malignosti. Recentna istrazivanja pokazuju razliCite rezultate povezanosti
aberantne aktivacije Hedgehog signalnog puta sa nastankom karcinoma jajnika.
Pojedina istraZivanja ukazuju na vaznost aberantne aktivacije Hedgehog signalnog
puta u procesima stani¢ne proliferacije i karcinogeneze te istiCu povezanost povisene
ekspresije GLI1 s loSijim prezivljenjem kod oboljelih od epitelnog karcinoma jajnika
(28) dok drugi autori smatraju da povecéana aktivnost Hedgehog signalnog puta kao

ni ekspresija GLI proteina nije u€estala u razvoju epitelnih karcinoma jajnika (29).

Rezultati rada pokazuju statisticki znacajno jacu ekspresiju GLI1 u LGSOC
karcinomima u odnosu na tkivo zdravog jajnika Sto je u skladu sa dosadasnjim
istrazivanjima koja povezuju prekomjernu ekspresiju GLI1 sa nastankom karcinoma
jajnika. Medutim, nije nadena statistiCki znacajna razlika u ekspresiji GLI1 u skupini
pacijentica oboljelih od HGSOC u odnosu na tkivo zdravog jajnika. Takoder,
statisticki je znacajno jaca ekspresija GLI1 u LGSOC tumorima u odnosu na HGSOC
tumore. lako se u nekim istrazivanjima istiCe vaznost GLI1 kao negativnog
prognosti¢kog €imbenika postoje istraZivanja koja su oprec¢na toj tvrdnji, tako Yang i
sur. u svom istrazivanju navode da tek priblizno 26% svih epitelnih karcinoma ima

poviSenu ekspresiju GLI1 (29).

Usporedujuéi ekspresiju GLI1 po lokalizaciji proteina u stanicama, nadena je
statistiCki znacajno jaCa ekspresija GLI1 u jezgrama LGSOC tumora u odnosu na
jezgre HGSOC tumora. Takoder, oba tumora pokazuju statistiCki znacajno jacu
ekspresiju odnosu na jezgre tkiva zdravog jajnika. Ovi rezultati mogu oznacavati
povecanu aktivhost Hedgehog signalnog puta u stanicama karcinoma kad se aktivni

oblik GLI1 (GLI1*) premjesta u jezgru kako bi zapoceo ekspresiju ciljanih gena (17).
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Isto tako, u odnosu na zdravo tkivo jajnika, statisticki je znaCajno jaCa ekspresija
GLI3 u LGSOC u odnosu na HGSOC tumore i zdravo tkivo jajnika Sto je u skladu sa
oCekivanjima. Usporedbom HGSOC tumora i zdravog tkiva jajnika nije nadena
znacajna razlika To¢an mehanizam djelovanja GLI3 u nastanku karcinoma jajnika
nije ustanovljen ali smatra se da GLI3, iako je primarno supresor Hedgehog
signalnog puta, moze imati i aktiviraju¢u ulogu (17). Daljnjim istrazivanjem egzaktne
uloge GLI3 proteina u nastanku epitelnih karcinoma jajnika moglo bi se ponuditi

objasnjenje dobivenih rezultata.

Rezultati usporedbe GLI3 po lokalizaciji u stanicama pokazuju da je statistiCki
znacajno jaCa ekspresija GLI3 u jezgrama LGSOC i HGSOC u odnosu na jezgre
tkiva zdravog jajnika. Ti rezultati ukazuju na povecanu aktivnost Hedgehog signalnog
puta. Naime, u nedostatku aktivacije signalnog puta ligandom, vecina GLI3 proteina
nalazi se vezana za SuFu u citoplazmi (24,30). Usporedbom ekspresije GLI3 u
jezgrama LGSOC i HGSOC nije nadena znacCajna razlika. RazjaSnjenje egzaktne

uloge GLI3 bi moglo dati objasnjenje ovih rezultata.

U LGSOC karcinomima je znacajno veca ekspresija GLI3 nego GLI1 proteina Sto je u
skladu sa oc€ekivanjima. Takoder, rezultati pokazuju da je u HGSOC veca ekspresija
GLI3 $to je u suprotnosti sa istrazivanjima koja navoda ja je GLI1 povezan sa vecim
malignim potencijalom i invanzivno$cu (28). Medutim, pojedina istrazivanja navode
da univarijantnom analizom podataka nije nadena korelacija ekspresije GLI1 sa

gradusom tumora kao ni sa ostalim klini¢ko-patolo$kim karatkeristikama (31).

Rezultati pokazuju statistiCki znacajno jau ekspresiju GLI3 u odnosu na ekspresiju
GLI1 u tkivu zdravog jajnika Sto je u skladu sa oc€ekivanjima, a mozZe se objasniti
neaktivnoS¢u signalnog puta kad ne dolazi do stvaranja GLI1 proteina dok se GLI3

nalazi pretezno u citoplazmi (17).

Usporedbom ekspresije GLI proteina po lokalizaciji u stanicama LGSOC tumora
dobivena je znacCajno jaCa ekspresija GLI3 u odnosu na GLI1. Isti rezultati su
dobiveni u HGSOC tumora gdje je GLI3, takoder, bio znacajno vise eksprimiran od
GLI1. U mnogim istrazivanjima se navodi da je GLI1 uglavhom lokaliziran u
citoplazmi iako se ponekad moZe pronaci jednolicno rasporeden u stanicama
(31,32).
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Poznavanje molekularne uloge odredenih signalnih puteva uvelike pridonosi boljem
razumijevanju nastanka karcinoma kao i ucinkovitijim strategijama lijeCenja. Uloga
Hedgehog signalnog puta prepoznata je kao €imbenik razvoja mnogih karcinoma.
Amplifikacija GLI1 i mutacije gubitka funkcije Ptch1 povezane su s nastankom
meduloblastoma i rabdomiosarkoma (33). Takoder, smatra se da poviSena
ekspresija GLI1 ima znac€ajnu ulogu u razvoju karcinoma dojke te da kolerira sa
ekspresijom estrogenskih receptora (34). Primjenom inhibitora Hedgehog signalnog
puta otvaraju se moguénosti nove strategije lijeCenja. ZabiljeZena je znacajna
inaktivacija medijatora Hedgehog signalnog puta i smanjenje tumorske mase
primjenom ciklopamina, inhibitora Smo (33). PoveCana apoptoza, smanjenje
staniCnog rasta i mobilnosti te invanzivnosti zabiljezeni su primjenom ciklopamina u
pretkliniCkim istrazivanjima na stani¢nim kulturama karcinoma ovarija (27,28). lako
to€an mehanizam ostaje nepoznat, smatra se da GLI3 moZe povecati otpornost
karcinoma na terapiju ciklopaminom $to ukazuje na moguéu vaznost razvoja

supresora GLI3 koji bi zajedno sa ciklopaminom omogucili bolju terapiju bolesti (35).

Uzevsi u obzir sve navedeno, rezultati ovog istrazivanja pokazuju da aberantna
aktivhost Hedgehog signalnog puta ima odredenu ulogu u razvoju seroznih
karcinoma jajnika, medutim, nije nadena povezanost u ekspresiji GLI1 i HGSOC Ssto
otvara moguénost aktivacije Hedgehog signalnog puta u ovisnosti o stani¢nom
mikrookoliSu gdje u nekim stanicama i tkivima postoje povoljni uvjeti za njegovu
aktivaciju, a u nekima ne. Daljnja istrazivanja uloge Hedgehog signalnog puta nuzna
su kako bi se pomnije dokazali mehanizmi njegovog djelovanja na razvoj karcinoma

te ponudile u€inkovitije terapijske mogucnosti.
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9. ZAKLJUCCI

Analizom proteina GLI1 i GLI3, transkripcijskih ¢imbenika Hedgehog signalnog puta,

u seroznim karcinomima jajnika visokog i niskog stupnja malignosti, dosli smo do

sljededih zaklju¢aka:

1.

StatistiCki je zna€ajno jaca ekspresija GLI1 u LGSOC u odnosu na HGSOC
tumore i tkivo zdravog jajnika dok ne postoji statistiCcka znacajna razlika u
ekspresiji GLI1 u skupini pacijentica oboljelih od HGSOC u odnosu na tkivo
zdravog jajnika.

StatistiCki je zna€ajno jaca ekspresija GLI1 u jezgrama LGSOC i HGSOC u
odnosu na jezgre tkiva zdravog jajnika

StatistiCki je znaCajno ja¢a ekspresija GLI1 u jezgrama LGSOC tumora u
odnosu na jezgre HGSOC tumora.

StatistiCki je zna€ajno jaca ekspresija GLI3 u LGSOC u odnosu na HGSOC
i tkivo zdravog jajnika dok ne postoji statistiCki znaCajna razlika u ekspresiji
GLI3 u skupini pacijentica oboljelih od HGSOC u odnosu na tkivo zdravog
jajnika.

StatistiCki je zna€ajno jaCa ekspresija GLI3 u jezgrama LGSOC i HGSOC u
odnosu na jezgre tkiva zdravog jajnika dok je u jezgrama LGSOC
ekspresija GLI3 statisticki znacajno veéa nego u jezgrama HGSOC.
StatistiCki je znac€ajno jaCa ekspresija GLI3 u odnosu na ekspresiju GLI1 u
LGSOC, HGSOC , zdravim jajnicima kao i u jezgrama LGSOC.
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