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1 UVOD

1.1 Molekularna genetika tumora

Razvoj i1 progresija tumora uzrokovani su stupnjevitim promjenama gena koji reguliraju
stani¢ni ciklus, a odgovorni su za umnozavanje, diferencijaciju i programiranu smrt stanica.
Geni koji se povezuju s nastankom tumora dijele se u dvije skupine, proto-onkogene i tumor
supresorske gene (1). Temeljni uzrok koji dovodi do malignog razvoja stanica je poremecaj
ravnoteze izmedu tih dvaju skupina gena. Nenormalna aktivacija proto-onkogena uzrokuje
karcinogenezu, a gubitak ili inaktivacija tumor supresorskih gena dovodi do neoplasti¢ne

preobrazbe stanice (2).

Vecina tumora nastaje sporadi¢no dok je oko 10-15% tumora naslijedeno, odnosno posljedica
su nasljedne mutacije tumor supresor gena (3). S obzirom na to da je spektar ginekoloskih
tumora velik, isto rezultira Sirokim rasponom histoloskih slika, sklonosti metastaziranju te
odgovoru na terapiju. Heterogenost tumora prvenstveno proizlazi iz molekularnih, genetickih i
epigenetickih razlika (4). Bolje razumijevanje molekularnih promjena koje se dogadaju u
tumoru omogucit ¢e kvalitetnije prac¢enje klinickog ponasanja tumora i odgovora na terapiju $to
postaje osnova razvoja novih pristupa probiru, lijeCenju i prevenciji. Dosadasnje klasi¢ne
Klasifikacije tumora temeljene su na anatomskoj lokalizaciji, a u skorijoj budu¢nosti mogle bi

biti zamijenjene molekularno/geneti¢kim klasifikacijama.

Znacaj molekula signalnog puta Wnt (akronim skovan od gena vinske muSice Wingles i
homolognog misjeg gena int-1) dokazan je u brojnim bioloskim procesima, pocevsi od
embrionalnog razvoja, preko odrzavanja homeostaze u diferenciranim tkivima odraslih osoba
(5). Danas se zna da mutacije gena koji kodiraju za aktere ovog signalnog puta imaju ulogu u
razvoju mnogih malignih bolesti. Najpoznatiji primjer je obiteljska adenomatozna polipoza
(engl. Familiar Adenomatous Polyposis, FAP), autosomno dominantna bolest u kojoj pacijenti
razvijaju brojne polipe kolona i1 rektuma. Bolest je najéeS¢e uzrokovana mutacijom u genu za
protein APC (engl. Adenomatous-polyposis-coli) (6, 7) koji poti¢e aberantnu aktivaciju Wnt
signalnog puta Sto dovodi do porasta proliferacije stanica te do posljedicnog nastanka
adenomatoznih lezija. Mutacije u genima za B-katenin i APC pronadene su u sporadi¢cnom
karcinomu kolona te u mnoStvu drugih tipova tumora (8) dok je mutacija gena za Axin

povezana s gubitkom njegove funkcije u hepatocelularnom karcinomu (9). Smatra se da je



upravo gubitak normalne regulacije B-katenina izvan Wnt signalne kontrole vazan dogadaj u

razvoju mnogih malignih tumora.

Uloga signalnog puta Wnt u embrionalnom razvoju jajnika dokazana je kasnih 90-tih godina
proslog stoljeca kada je otkriven utjecaj liganada Wnt-4 (10) i Wnt-7 na diferencijaciju
reproduktivnog sustava u sisavaca (11). Potom su Ricken i suradnici 2002. godine ukazali na
ekspresiju jos 3 Wnt liganda (Wnt-2b, Wnt-5a, Wnt-11) kako u razvoju jajnika sisavaca
(Stakora) tako i u stani¢nim linijama karcinoma jajnika (12). Rezultati studije su po prvi put
aktualizirali pretpostavku da aberantna Wnt ekspresija moze biti u podlozi razvoja karcinoma
jajnika dok se do tada povezivala samo s nastankom karcinoma endometrija i dojke (13). lako
je otkri¢e mutacije u genu za B-katenin (CTNNB1 — engl. catenin beta 1) u poéetku dokazano
kao jedini uzrok endometroidnog tipa karcinoma jajnika (14), Wu i suradnici su otkrili da
poremecaj funkcije p-katenina moze u manjem broju slucaja biti i rezultat mutacije gena za
APC, AXIN1 ili AXIN2 (15). Postojanje mutacije u genu za PB-katenin u tkivu seroznih
karcinoma jajnika prisutno je u rasponu od 3% do 59% (16, 17). lako su mutacije u Wnt/p-
katenin signalnom putu rijetke u karcinomima jajnika, komponente puta su vrlo vazne u

molekularnim dogadajima koji prethode razvoju karcinoma (18).

Whnt ligandi su Siroko zastupljeni u jajnicima (12), te imaju klju¢nu ulogu u razvoju folikula i
plodnosti (19) i pridonose nastanku tumora putem Wnt/B-katenin signalnog puta (20). Promjene
u Whnt signalnom putu, bilo da se radi o promjenama proteina na membrani, u citoplazmi ili u

jezgri, igraju kljuénu ulogu u razvoju malignih tumora jajnika.

1.2 Maligni epitelni tumori jajnika

1.2.1 Epidemiologija raka jajnika

Rak jajnika je Sesti po ucestalosti pojavnosti medu zenama u Europi s 74.548 novih slucajeva
godi$nje, dobno standardizirana stopa, ASR - 9,1 (engl. age-standardised rate). Prema
mortalitetu, 2018. godine bio je 5. najcesci uzrok smrti s 48.870 slucajeva (ASR - 5,0) ¢ime
zauzima prvo mjesto smrti od svih ginekoloskih tumora (21). Incidencija malignih bolesti
jajnika raste s dobi pacijentica, a najveca je u 6.1 7. desetljecu zivota s medijanom u 63. godini,

kada vise od 79% pacijentica ve¢ ima uznapredovali oblik bolesti i lo$iju prognozu (22).

Prema podatcima Registra za rak pri Hrvatskom zavodu za javno zdravstvo, a prema trenutno

vazecoj klasifikaciji, 2017. godine u Hrvatskoj je novootkriven rak jajnika, jajovoda i adneksa



u 449 zena (stopa incidencije 21; standardizirana stopa prema svjetskom pucanstvu 10,6) a
najvise njih u dobi od 60 do 74 godine (23). To ga svrstava na sedmo najucestalije sijelo raka
u zene, sa zastupljenoS$¢u od 4%. U Hrvatskoj su zabiljezena 330 smrtna slucaja, ¢ime je
potvrdeno da je rak jajnika, jajovoda i adneksa najsmrtonosniji ginekoloski tumor. Incidencija

raka jajnika u zadnjem periodu stagnira, dok mortalitet biljezi lagani porast (23).

Smrtnost od raka jajnika u razvijenom svijetu je u laganom padu, medutim, taj pad je znatno
sporiji od pada njegove incidencije. Razlog tome je nepostojanje ucinkovitih metoda ranog
otkrivanja raka jajnika. PetogodiSnje prezivljenje raka jajnika na svjetskoj razini iznosi izmedu
30% 1 40% 1 biljezi lagani porast, izmedu 2-4% od 1995. godine (24), a ovisno je o stadiju
bolesti u kojem je bolest dijagnosticirana, tako da je kod uznapredovanog stadija bolesti, gdje
je bolest prosirena na okolne organe, prezivljenje nisko i iznosi oko 29% dok je u lokaliziranoj

fazi bolesti prezivljenje oko 92% (24). Podatci o smrtnosti za nasu zemlju ne postoje.

1.2.2 Razvoj karcinoma jajnika

Patogenetski mehanizmi koji bi mogli objasniti povezanost ¢imbenika rizika i razvitka
karcinoma jajnika jo$ nisu utvrdeni. Povijesno gledano, ponudene su dvije hipoteze nastanka
karcinoma jajnika. Prema jednoj, smatralo se da se karcinomi jajnika razvijaju iz povrsinskog
epitela kore jajnika i/ili postovulatornih inkluzijskih cista (25, 26). Prema toj teoriji, teoriji
neprekidnih ovulacija, svaka ovulacija dovodi do ozljede kore jajnika, ¢ime doprinosi reparaciji
jajnika uz povecanje proliferacija, Sto povecava vjerojatnost za nastanak oStecenja DNA i
karcinogenu mutaciju (27). Potpora teoriji polazi iz ¢injenice da Zene sa smanjenim brojem
ovulacija, bilo korisnice oralnih kontraceptiva, trudnice ili dojilje, imaju manju incidenciju
razvoja karcinoma jajnika dok s druge strane, Zene sa sindromom policisti¢nih jajnika, za koji
se zna da je vezan uz smanjen broj ovulacija, ipak imaju povecan rizik razvoja karcinoma
jajnika (28). Prema drugoj, gonadotropinskoj teoriji, kontinuirana stimulacija jajnika
gonadotropinima uz lokalni efekt endogenih hormona rezultira pove¢anom proliferacijom 1i

mitotskom aktivnos¢u pokrovnog epitela (25, 29).

Do sada niti jedna teorija nije u potpunosti uskladila sve aspekte razvoja karcinoma jajnika.
Svaka teorija nudi samo dio segmenta u objasnjenju razvitka karcinoma jajnika, ali ni jedna
teorija nije cjelovita. Prema trenutnim shvacanjima, vecina primarnih karcinoma jajnika kao i
primarnih karcinoma peritoneuma zapravo su metastatski tumori. Prema toj teoriji, serozni

tumori potjecu iz epitela jajovoda, prvenstveno iz fimbrijalnog dijela $to je potvrdeno studijama



gdje prekursorska lezija jajovoda morfoloski i molekularno odgovara seroznom karcinomu
jajnika (30).

S obzirom na to da danas poznajemo raznovrsne malignome jajnika pretpostavlja se da u samom
nastanku raka jajnika sudjeluje vise ¢cimbenika. Danas znamo da se oko 90% karcinoma jajnika

razvija sporadi¢no, §to znaci da rak nije povezan s naslijedenim genetskim mutacijama.

1.2.3 Cimbenici rizika

Cimbenici rizika predstavljaju stanja, dogadaje ili pojave koji mogu pridonijeti razvoju
karcinoma jajnika. Dokazano je da rizik za razvoj karcinoma jajnika raste s dobi, za oko 2% sa
svakom narednom godinom zivota Zene (31). Pusenje (32), prekomjerna tjelesna tezina (33),
izostanak fizicke aktivnosti i vjezbanja (34), uporaba pudera za intimnu njegu (35), izlaganje
azbestu (36) takoder mogu doprinijeti razvoju karcinoma jajnika. U zena koje su uzimale vise
zasi¢enih masnih kiselina uo¢ena je visa incidencija, dok povezanost s konzumacijom mesa nije
dokazana (37-39). Dvojben je porast incidencije karcinoma jajnika u Zena lijeCenih od
neplodnosti s obzirom na to da je neplodnost uzrokovana nizom drugih ¢imbenika koji na
izravan i neizravan nac¢in mogu pogodovati nastanku karcinoma jajnika (25, 29, 40-42). Utjecaj
¢imbenika vezanih uz poveéan broj ovulacija, poput odgodenog radanja djeteta, rane menarhe
(43) ili kasne menopauze (44) jos uvijek je nedosljedan u svim studijama. Endometrioza od
koje boluje oko 10-15% Zena reproduktivne dobi (45) povezana je s povecanim rizikom razvoja

karcinoma jajnika, posebice endometroidnog i klarocelularnog tipa (45-47).

Svakako, treba naglasiti i genetsku predispoziciju koja je odgovorna za 10% svih karcinoma
jajnika. Veéina genetski naslijedenih karcinoma jajnika, njih 90% odnosi se na nasljedni
sindrom raka dojke i jajnika, a dok se manji dio odnosi na prisustvo raka jajnika unutar obitelji
(tzv. obiteljski rak jajnika) i nasljedni nepolipozni kolorektalni karcinom (NHPCC - engl.
Hereditary nonpolyposis colorectal cancer, drugi naziv Lynch sindrom tip I1).

Nasljedni rak dojke i jajnika je povezan s mutacijom u dva gena, BRCAL (engl. Breast Cancer
1) smjesten na kromosomu 17g21 i BRCA2 (engl. Breast Cancer 2) smjesten na kromosomu
13912.3, a koji su vazni za popravak ostecenja molekule DNA i regulaciju transkripcije. Ukupni
rizik za razvoj karcinoma jajnika vezanog uz BRCA 1 mutaciju iznosi oko 50% (20% - 65%),
dok za je BRCA2 mutaciju nizi i iznosi od 11% do 37% (48). Ucestalost mutacije gena BRCA
1 u opcoj populaciji iznosi oko 1/4000. Nositeljice BRCA1 ili BRCA2 mutacije uz

dijagnosticirani karcinom dojke imaju 10 puta vecu vjerojatnost razvoja karcinoma jajnika (49).
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Zene s mutacijom u genu BRCAL1 razvijaju karcinom jajnika u prosjeku oko 50. godine Zivota,
dok u 40-tima incidencija razvoja karcinoma jajnika iznosi svega 2-3% (50, 51). U vrijeme
dijagnoze bolesti nositeljica BRCA mutacije, stadij bolesti je slican stadiju bolesti opcée
populacije tj. dijagnosticiran je najcesce u uznapredovaloj fazi bolesti (52). Studije su dokazale
da su tumori u nositeljica mutacije gena BRCA loSijeg gradusa u usporedbi sa zenama istih

godista te da je serozni adenokarcinom najéesci tip karcinoma jajnika (52, 53).

Lynch sindrom tip Il je autosomno dominantna bolest za koju su karakteristi¢cne mutacije u
genima za popravak krivo sparenih baza (engl. mismatch repair, MMR). Karakterizirana je
razvojem kolorektalnog karcinoma, karcinoma endometrija u oko 70 % zena (54), a u manjem
broju sluéajeva dolazi i do razvoja karcinoma jajnika, prvenstveno endometroidnog ili
klarocelularnog tipa. Ukupni rizik za razvoj karcinoma jajnika u sklopu Lynch sindroma iznosi
3-14% u komparaciji s 1,5% rizika opée populacije (55). Zene s Lynch sindromom razvijaju
karcinom jajnika u prosjeku ranije, nego zene opce populacije, izmedu 43. i 50. godine zivota
(56, 57).

Kod prisustva raka jajnika unutar obitelji (tzv. obiteljski rak jajnika) dokazano je da prvi srodnik

ima tri do Cetiri puta vecu ucestalost razvoja bolesti (49).

1.2.4 Zastitni faktori

Za razliku od ¢imbenika rizika, zastitni faktori smanjuju broj ovulacija i pridonose manjem
riziku razvoja karcinoma jajnika. Trudnoca je dokazani zastitni faktor, jer osim $to uzrokuje
anovulaciju, takoder suprimira i hipofiznu aktivnost luc¢enja gonadotropina. Rodilje imaju 30%
do 60% nizi rizik od Zena koje nisu radale (58-62), a svaka idu¢a donoSena terminska trudnoc¢a
smanjuje rizik za oko 15% (59, 63). Dojenje smanjuje aktivnost hipofiznih gonadotropina
prvenstveno u prvim mjesecima nakon poroda te takoder doprinosi smanjenoj mogucénosti
razvoja karcinoma (58, 61-63) bas kao i rana menopauza koja na prirodan nacin smanjuje broj
ovulacija te tako doprinosi smanjenju rizika (44). Dugotrajna uporaba oralne hormonske
kontracepcije, mehanizmom odsustva ovulacije, znacajno smanjuje mogucnost nastanka
karcinoma jajnika za oko 20% za svakih 5 godina kori$tenja s tim da uc¢inak traje jo§ godinama
nakon prekida terapije (63-65). Kirurskim odstranjenjem jajovoda takoder se smanjuje ukupni

rizik razvoja karcinoma jajnika (27, 66).



1.2.5 Histoloska klasifikacija i dvojni model nastanka karcinoma jajnika

Tumori jajnika su kroz povijest bili podlozni brojim podjelama i klasifikacijama. Prema
predzadnjoj histoloskoj WHO (Svjetska zdravstvena organizacija; engl. World Health
Organization) klasifikaciji tumora jajnika, a koja se temeljila na metaplastiénim promjenama
pokrovnog epitela jajnika, tumori jajnika su se dijelili u 5 glavnih kategorija, redom: serozni,

mucinozni, endometroidni, klarocelularni i tumori prijelaznog epitela.

Nove histopatoloske, molekularne i genetske studije omogucile su razvoj boljih modela razvoja
karcinoma jajnika. Prema trenutno aktualnoj klasifikaciji tumora jajnika, WHO iz 2014. godine,
eliminiran je prijasnji fokus da je mezotel pokrova jajnika ishodiSno mjesto nastanka svih
tumora nego se dodatno uvodi i epitel jajovoda kao ishodiste razvoja karcinoma visokog stupnja
malignosti. Tumori su podijeljeni u dvije skupine, tumore tip I koji uklju¢uju serozne karcinome
niskog stupnja malignosti, endometroidne, mucinozne karcinome, klarocelularni karcinom i
maligni Brenerov tumor, te tumore tip II koji ukljucuju serozni karcinom visokog stupnja
malignosti, karcinosarkom te nediferencirani karcinom. Prema zadnjem aZuriranju,

seromucinozni karcinom je dodan u tumore tip | (67, 68).

Tumori tip | se razvijaju iz benignih ekstraovarijalnih lezija koje se mogu implantirati na sam
jajnik i posljedi¢éno mogu maligno alterirati, dok se tumori tip 1l razvijaju iz intraepitelnih lezija
jajovoda s posljedicnom diseminacijom na jajnik i druga ekstraovarijalna mjesta (30, 68, 69).
Prema dopunjenom i revidiranom modelu, dvojne kancerogeneze jajnika, tumori su i dalje
podijeljeni u dvije grupe, tumori tip I koji sada ukljuc¢uju 3 podgrupe: grupa 1 - tumori povezani
s endometriozom (endometroidni, klarocelularni i seromocinozni karcinom), grupa 2 - serozni
karcinom jajnika niskog stupnja malignosti i grupa 3 - mucinozni karcinom i Brenerov tumor.
Tumori tip Il prvenstveno ukljuCuju serozne karcinome visokog stupnja malignosti,
nediferencirani karcinom i karcinosarkom. HGSC se prema dopunjenom i revidiranom modelu
dodatno dijele u dva morfoloska podtipa, uobicajeni tip i varijanta SET (engl. solid,
pseudoendometroid, transitional) te s obzirom na gensku ekspresiju na 4 molekularna podtipa:
imunoreaktivni, diferencirani, proliferativni te mezenhimalni (30). Korelacija izmedu pojedinih

morfoloskih i molekularnih podtipova jos nije u¢injena (Slika 1).
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Slika 1 — Prosireni dvojni model kancerogeneze jajnika. Karcinomi jajnika nastaju iz
endometralnog tkiva, tkiva jajovoda, zametnih stanica i prijelaznog epitela. Tumori tip |
obuhvacaju endometroidne, klarocelularne, LGSC i mucinozne karcinome. Seromucinozni i
maligni Brenerov tumor su iznimno rijetki. Tumori tip I su ve¢inom HGSC, a u manjem broju
karcinosarkom i nediferencirani karcinom. LGSC — serozni karcinom jajnika niskog stupnja
malignosti (engl. low grade serous carcinoma); HGSC - serozni karcinom jajnika visokog
stupnja malignosti (engl. high grade serous carcinoma), SET (engl. solid, pseudoendometroid,
transitional). Kurman RJ, 2016 (30).

Tumori tip | u vrijeme dijagnoze najcesce su u obliku unilateralnih, velikih cisti¢nih tumora,
niskog stupnja malignosti, uz izuzetak klarocelularnih karcinoma koji su visokog stupnja
malignosti, a najéesce su indolentnog ponasanja. U lokaliziranoj fazi bolesti imaju relativno
dobru prognozu, dok u uznapredovaloj fazi bolesti lose prognoze. Tumori tip | predstavljaju
oko 10% smrti od karcinoma jajnika (30).

Tumori tip 1l su za razliku od tumora tip | u vrijeme dijagnoze u vise od 75% slucajeva u
uznapredovaloj fazi bolesti, agresivni su, loSe diferencirani i brzog razvoja. Volumen same
bolest unutar jajnika, a obi¢no zahvaca oba jajnika, je ipak neSto manji nego kod tumora tip I,
dok je ekstraovarijski volumen bolesti znacajno veéi, uz masive presadnice po mezenteriju i
omentumu. Ascites je Cesto prate¢i u tumorima tip Il dok je kod tumora tip | zastupljen u
manjem postotku. Agresivnim kirurSkim, kao i kemoterapijskim lijeCenjem, pristojno je
produZeno ukupno prezivljenje, ali ipak vec¢ina pacijentica premine od same bolesti. Tumori tip

Il su odgovori za 90% smrti od karcinoma jajnika (30).



1.2.6 Morfoloske i molekularne osobine tumora tip I i tumora tip 11.

Glavna molekularna osobina je genetska stabilnost karakteristi¢na za tumore tip | za razliku od
kromosomske nestabilnosti i mutacije gena TP53 u tumorima tip Il. Razlike su i u ¢estim
somatskim mutacijama kromatin remodeliraju¢ih puteva u tumorima tip | poput
PIK3CA/PTEN (engl. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit o |
phosphatase and tensin homolog), katenin 1, KRAS / BRAF proto-onkogen (engl. Kirsten rat
sarcoma viral oncogene homolog / serine/threonine kinase), BRAF / MAP (engl. Mitogen -
activated protein), ERK (engl. extracellular signal-related kinase) i ARID1A (engl. AT-rich
interaction domain 1A). U tumorima tipa II ¢e$¢i je poremecaj popravka dvolancanih osteéenja
molekule DNA mehanizmom homologne rekombinacije u koji su ukljuceni akteri signalnih
puteva vezanih uz retinoblastomski protein, ciklin E1, FOXM1 (engl. forkhead box M1) i
Notch3 (Slika 2) (30). Sli¢no tome, inaktivacija gena TP53 kao i aktivacija ciklina E1 indirektno

doprinosi kromosomskoj nestabilnosti $to je znacajno molekularno obiljezje tumora tip 11 (30).



Tip 11

ynd ujeuds

xgwtsvux/zaauﬂ

icija Wnt-Katenin

0g puta

Ekstenzivne strukturne
genomske varijacije

;.-a
o

ilhivirana
 ARIDIA
lelacija kromatina

[

Y Inaktivacija p53
epitcint
tumori

jajnika

.
3
ry
5
£

aktivacija

Khrocelularn

[ HR DDR izostanak ]

CCNE1, NOTCH3 aktivacija;
Rb, NF1 inaktivacija

Slika 2 — revidiran dvojni model kancerogeneze jajnika. Tumori tip I obuhvacaju
endometroidne, klarocelularne, LGSC i mucinozne karcinome. Seromucinozni i maligni
Brenerov tumor nisu prikazani zbog malene zastupljenosti. Tumori tip I su ve¢inom HGSC,
dok su karcinosarkom i nediferencirani karcinom relativno rijetki, stoga nisu prikazani.
Unutrasnji krug prikazuje najvjerojatnije ishodiste lezije. U kvadratima su opisane mutacije
pojedinih signalnih puteva karakteristicne za taj tumor. Kvadrati bojani visebojno oznacavaju
da su alteracije signalnih puteva potvrdene u nekoliko karcinoma. Kurman RJ, 2016 (30).

1.2.6.1 Tumori tip I - serozni karcinom niskog stupnja malignosti (LGSC)

Morfoloske i molekularne osobine tumora tip |

Prema dopunjenoj Klasifikaciji LGSC tumori se dijele u dvije skupine, na neinvazivne serozne
karcinome niskog stupnja malignosti (niLGSC — engl. non invasive low grade serous tumor) i
invazivne serozne karcinome niskog stupnja malignosti (LGSC). WHO je 2014. godine u
klasifikaciju uvrstila dva nova termina, atipi¢no proliferativni serozni tumor (APST - engl.
Atipical Proliferative Serous Tumor) koji je sinonim za borderline tumor te neinvazivni LGSC

(niLGSC) koji je sinonim za borderline tumor — mikropapilarnog tipa (67). NiLGSC su



najcesce bilateralni tumori te u 30% slucajeva mogu imati implantate po peritoneumu (70).
Molekularnom analizom invazivnih i neinvazivnih implantata dokazano je da su peritonealni
implantati zapravo metastaze jer imaju iste vrste mutacija gena BRAF i KRAS kao i same tvorbe
na jajniku (71). Progresija bolesti u LGSC je iznimno rijetka (72). Genomskim profiliranjem
tumorskog tkiva otkriveno je da zene ¢iji tumori imaju mutacije gena BRAF imaju bolje
prezivljenje nego zene s mutacijama gena KRAS ili s nemutiranim BRAF i KRAS genima (73-
75). Imunohistokemijske studije su pokazale smanjenu ekspresiju receptora za estrogen (ER) i
progesteron (PR), smanjenu ekspresiju proteina WT1 (engl. Wilms tumor 1) i Ki-67, a poveéanu
ekspresiju p16 u eozinofilnim stanicama (76). Ovi nalazi i njihova morfoloska sli¢nost sa
stanicama u kulturi koje prolaze kroz proces starenja ukazuju na to da su eozinofilne stanice
senescentne, Sto je u skladu s vrlo povoljnim ishodom za Zene C¢iji tumori pokazuju

mikroinvaziju 1/ili zahvacenost limfnih ¢vorova karakteriziranu prisutnos¢u ovih stanica.

Morfoloske i molekularne osobitosti prekursorskih lezija

Serozni karcinom niskog stupnja malignosti razvija se postepeno od atipi¢no proliferativnog
seroznog tumora, a karakteriziran je mutacijom gena KRAS, BRAF i ERBB2 §to dovodi do
stimulacije mitogenom aktivirane protein kinaze (MAPK — engl. mitogen-activated protein
kinase) (77,78). Prema trenutnim znanstvenim istrazivanjima pretpostavlja se da je
hiperplasti¢na lezija jajovoda prekursorsko ishodiste APSTa. Signalni put MAP kinaze igra
kriticnu ulogu u prijenosu signala rasta u jezgru, i u konacnici doprinosi malignoj
transformaciji. U tre¢ini sluajeva APSTa i LGSCa analizom sekvence gena KRAS detektirane
su mutacije u kodonima 12 i 13 dok je mutacija gena BRAF u kodonu 600 zastupljena u drugoj
tre¢ini ASPT i u neSto manje LGSCa. (77, 79-82). Mutacija gena ERBB2 je prisutna u svega 5
% tumora (83). Mutacije u KRAS, BRAF i ERBB2 su medusobno iskljuéive i detektirane su u
oko dvije tre¢ine ASPTa i LGSCa. Mutacija gena BRAF s jedne strane vodi k starenju stanice,
a s druge strane je potrebna za inicijaciju nastanka tumora i progresiju do LGSCa. Kurman i
suradnici pretpostavljaju da je mutacija gena BRAF, kao i mutacija gena KRAS, potrebna kod
inicijacije tumora jer mutacije u oba gena dovode do promocije nastanka tumora, ukljucujuci i
pojacanu aktivaciju glukoznog transportera-1 (engl. glucose transporter 1), potrebnog za

tumorsku transformaciju stanice (84).

Obiljezja tumora
Serozni karcinom niskog stupnja malignosti je invazivni karcinom, Cesto karakteristicnog

obrasca s niskim gradusom citoloske atipije. LGSC predstavlja genetski stabilne karcinome,
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karakterizirane s malim brojem mutacija. Razvijaju se sporo, prvenstveno iz dobro poznatih

prekursorskih lezija (85).

Udio seroznog karcinoma jajnika niskog stupnja malignosti je 10% - 15% svih seroznih

karcinoma, a ukupan udio izmedu svih karcinoma jajnika iznosi manje od 5% (86, 87).

Dijagnoza LGSC se postavlja najcesc¢e desetljece ranije nego u pacijentica s HGSC (88). Masa
na jajniku ili postane simptomatska ili se otkrije slucajno UZV pregledom. U vecine pacijentica
bolest se dijagnosticira u uznapredovaloj fazi. lako je rasirenost tumora manja nego u HGSC,
u trenutku dijagnoze ascites moze biti prisutan. Ultrazvu¢nim pregledom najéesce se potvrde
cisticne mase koje mogu sadrzavati deblje septe ili imaju solidna zariSta s pojacanom

vaskularizacijom.

Razvoj LGSC slijedi obrazac preko benignih cistadenoma, prema atipicno proliferativnim
tumorima te postepeno do razvoja seroznog karcinoma niskog stupnja malignosti tako da
znacajan udio karcinoma ima odgovaraju¢i obrazac atipi¢no proliferativnog tumora (89).
Stanice LGSC pokazuju blagu do umjerenu atipiju jezgara i mogu sadrzavati jednu upadljivu
jezgricu (89, 90). LGSC se sastoji od uniformne populacije malih stanica s ograni¢enim
nuklearnim pleomorfizmom. Nekroza je rijetko prisutna, psamomska tjeleSca Cesto, a broj

mitoza je zna¢ajno malen (< od 10 mitoza u 10 VVP) (90).

Imunohistokemijski profil je identi¢an kao i u seroznih atipi¢no proliferativnih tumora, osim
razli¢ite progesteronske ekspresije koja je u 50 % slucajeva manja u LGSC (91). Ki-67 indeks
je tipi¢no nizi nego u HGSC. U slucajevima gdje je patohistoloski nalaz dvojben, moze pomoci
aberantna ekspresija proteina p53 koja definitivno govori u prilog HGSCa (92). Nedavno
istrazivanje, koje je obuhvatilo analizu cijelog egzoma seroznih karcinoma jajnika niskog
stupnja malignosti, utvrdilo je u prosjeku samo 10 somatskih mutacija po tumoru (93, 94).
Suprotno tome, serozni karcinomi visokog stupnja malignosti uglavnom su aneuploidni, s
visokom razinom promjene broja kopija (78). Ovi karcinomi obi¢no imaju 50—70 somatskih

mutacija, s TP53 kao ocitom pokretackom mutacijom (95).

Prognoza za tumore, koji su ograni¢eni samo na jedan jajnik, je odli¢na uz samo kirur§ko
lijeCenje. Pet i deset godiSnje prezivljene uznapredovalog stadija bolesti iznosi redom 85% i
50% (96, 97). Ostatna bolest ve¢a od 2 cm nakon primarne operacije zna¢ajno skracuje ukupno
prezivljenje (98). LGSC ne reagiraju dobro na kemoterapiju, ali nisu refraktorni na

kemoterapiju platinom (99, 100).
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1.2.6.2 Tumori tip Il - serozni karcinom visokog stupnja malignosti (HGSC)

Morfoloske i molekularne osobine tumora tip Il

Istrazivanjem mutacija gena BRCA ustanovljeno je da je HGSC puno heterogenija skupina nego
se prvotno mislilo (101, 102). Uobicajeni tip HGSC sastoji se od solidnih nakupina stanica
papilarnog, kribriformnog ili glandularnog uzorka cesto uz prate¢u nekrozu. Drugi tip je
sastavljen od solidne nakupine stanica koje podsjecaju na endometroidni i karcinom prijelaznog
epitela, a imaju identi¢an imunoprofil kao i klasi¢ni HSGC, uklju¢uju¢i mutaciju gena TP53,
PTEN, WT1 uz sli¢an uzorak mutacije za TP53 ¢ime se opravdava njihova klasifikacijau HGSC
(30, 103). Kako bi ih se moglo razlikovati od klasi¢nih HGSC tumora klasificirani su kao SET
varijanta (engl. Solid, Pseudoendometroid, Transitional) (101). Razlika je jedino u broju
limfocita koji infiltriraju tumor te viSem mitotskom indeksu kod SET varijante. Za razliku od
klasiénih HGSC-a, SET tumori su ¢esce povezani s mutacijom gena BRCA1, dok se navedena
mutacija rjede pojavljuje kod STIC-a (engl. seorus tubal intraepithelial carcinomas). SET
tumori se javljaju kod mladih Zena i imaju bolju prognozu (102) nego klasi¢éni HGSC S§to je
prvenstveno vezano uz bolju osjetljivost na kemoterapiju (104). Studijom TCGA (engl. The
cancer genom atlas) dokazana je prisutnost mutacije gena TP53 u gotovo svim HGSC
tumorima, a $to su kasnije potvrdili i drugi znanstvenici ili $to je kasnije potvrdeno drugim
znanstvenim istrazivanjima (105). Pored raznolikih promjena u broju kopija, koje odrazavaju
povijest genomskih izmjena, i sveprisutnih mutacija TP53, nalazimo amplifikaciju gena
CCNE1 i BRCA1/2 mutacije u somatskim i spolnim stanicama, kao i aberacije u signalnim

putevima koji reguliraju homolognu rekombinaciju tijekom popravaka oste¢cene DNA (106).

Morfoloske i molekularne osobitosti prekursorskih lezija

Jedan od glavnih napredaka u nasem razumijevanju patogeneze HGSC bilo je prihvacanje
hipoteze da ve¢ina HGSC nastaje iz prekursorske lezije u jajovodu. Piek i suradnici su tijekom
2001. godine potvrdili postojanje transformacijske zone na jajovodu u Zena profilakticki
operiranih, ili zbog pozitivne obiteljske anamneze za karcinom jajnika, ili su bile nositeljice
mutacije gena BRCA (107-109). Ranije se pretpostavljalo da bi prekursorska lezija trebala biti
na jajniku, ali studije, u zadnja 3 desetljeca, istu nisu potvrdile. Za detekciju lezije jajovoda
mozemo zahvaliti novoj metodi patohistoloskog uzorkovanja jajovoda, gdje je posebna paznja
postavljena upravo na fimbrije jajovoda, SEE-FIM protokol (engl. Sectioning and Extensively
Examining the FIMbriated End) (110). Promjene su pronadene u distalnom dijelu jajovoda u

57-100% slucajeva. U nositeljica mutacije gena BRCA1 promjena unutar jajovoda
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dijagnosticirana je u 4-17% slucaja (109, 111-114). Displasti¢ne lezije unutar epitela jajovoda
nazvane su STIC. Piek i suradnici su postavili hipotezu da nasljedni serozni karcinom moze
potjecati iz epitela jajovoda koji je proSiren na povrSinu jajnika ili peritoneuma (108).
Ucestalost STIC u seroznim karcinomima jajnika visokog stupnja malignosti iznosi oko 50-
60% (113, 115). Brojnim raspravama pokusalo se nametnuti obrazlozenje kako su STIC lezije
zapravo metastaze s jajnika, ali molekularnom analizom dokazano je da STIC lezije imaju
kromosome s kra¢im telomerama nego u HGSC i da pokazuju pojac¢anu ekspresiju proteina
gama-H2AX (engl. H2A histone family member X), sto ukazuje na aktivan mehanizam
popravka DNA u pocetnim promjenama (116). Malene regije STIC maligno alteriraju, te
potom, s obzirom na sami polozaj, metastaziraju lokalno na jajnik i zdjeli¢ni peritoneum. STIC
lezije su otkrivene i u zdravih zena profilakti¢ki operiranih zbog visokog rizika za nastanak
samog karcinoma. U Zena operiranih zbog HGSC, molekularnom analizom dokazana je ista
mutacija gena TP53 u HGSC i u STIC leziji (117). Zaklju¢no, ako u modelu misa nokautiramo
gen za BRCA, TP53 i PTEN, dolazi do razvoja STICa i posljedi¢no razvoja HGSCa.

Na temelju klinicko patoloskih razlika uobi¢ajenog HGSC i SET varijante te odnosa prema
STIC i mutaciji gena BRCAL, istrazivaci su zakljucili da HGSC moze nastati dvojako (102,
118). Uobicajeni HGSC nastaje iz STIC lezije, a SET varijanta razvija se ili iz STIC lezije ili
iz nekog drugog do sada neistrazenog prekursora u jajovodu ili nekog treceg mjesta (102).
Vjerojatnost da su druga mjesta, poput epitela kore jajnika ili inkluzijskih kortikalnih cista,
prekursori razvoja HGSC, za sada se jo§ ne mogu potpuno odbaciti, ali do danas postoji samo

ograniceni broj radova na tu temu (30, 102).

Obiljezja tumora
Serozni karcinom visokog stupnja malignosti je maligni epitelni tumor sastavljen od epitelnih
stanica s papilarnom, zljezdanom i solidnom komponentom. Predstavlja 85-90% seroznih

karcinoma, a 70% svih karcinoma jajnika (87).

Godisnje u svijetu dijagnosticira se oko 225000 novih slucajeva karcinoma jajnika s 0ko
140000 smrti, od ¢ega se vecina odnosi na HGSC. Ukupni kumulativni Zivotni rizik za Zzene u
Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama iznosi 1,38 %, Uz nesto vecu prevalenciju kod bijele rase
(119).

Dosadasnje studije identificirale su nekoliko zastitnih faktora razvoja karcinoma jajnika, poput
viSeg pariteta, kasne menarhe, rane menopauze te su prepoznale dobrobit koristenja oralnih

kontraceptiva (120-122). Teorija se temelji na principu smanjenog menstrualnog vijeka, iako
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postoje i drugi mehanizmi koji pridonose zastiti. KoriStenje oralnih kontraceptiva znac¢ajno

smanjuje rizik za nastanak HGSC, a direktno je povezano s duljinom koristenja (123).

HGSC se najcesce dijagnosticira u 63. godini zivota. Simptomi su nespecifi¢ni, prvenstveno
gastrointestinalnog tipa uklju¢uju¢i mucninu, anoreksiju, sitost, distenziju abdomena,
napuhanost, bol, konstipaciju, bol u ledima i ucestalo mokrenje (124). Kasalj i otezano disanje
idu uz maligni pleuralni izljev. Slikovnim metodama prikazu se velike, kompleksne,
hipervaskularne zdjeli¢ne mase, ascites te ¢vorovi po omentumu i peritoneumu. Tumorski
marker CA 125 je ve¢inom povecan, s vrijednostima od 500-1000 U/ml u uznapredovaloj fazi
bolesti (125).

Dvije trecine seroznih karcinoma jajnika visokog stupnja malignosti dijagnosticiramo kao
velike tvorbe dok u tre¢ini slu¢ajeva jajnici mogu biti i normalne veli¢ine s egzofitom manjim
od 1 cm. Tumori su najée$ce bilateralni, egzofiti¢ni, sa solidnim i papilarnim komponentama i
cistama ispunjenim teku¢inom. Solidne komponente su uobi¢ajeno nekroti¢ne i sa zaristima

krvarenja. Jajovodi su najéesc¢e uklopljeni u samu bolest i tesko ih je razluciti iz mase (67).

Histoloski, jezgre su obi¢no velike, hiperkromatske i pleomorfne uz prominentne eozinofilne

jezgrice. Mitoze su brojne i atipi¢ne, a psamomska tjelesca upadljiva (67).

Na molekularnoj razini ispoljuju mutaciju gena TP53 u oko 80% slucajeva I imaju visoki
proliferacijski indeks (126-129). ERBB2 ekspresiju nalazimo u 20-67% slu¢ajeva kao i
aktivaciju proteina AKT (drugi naziv za protein kinazu B) u 12-30% slucaja te inaktivaciju
proteina p16 u 15% slucaja. Postoji takoder prekomjerna ekspresija proteina HLA-G u 61 %
slucajeva kao 1 ekspresija apolipoproteina E (apoE) u 66% slucaja, a koji su rijetko potvrdeni u
LGSC. Za 15% novo dijagnosticiranih karcinoma smatra se da su naslijedeni (130) i to veé¢inom
zbog mutacije gena BRCAL i BRCA2.

Prognosticki faktor bitan za cjelokupno prezivljenje je svakako stadij u kojem je bolest
dijagnosticirana, a u 75% - 80% slucajeva to je u uznapredovaloj fazi bolesti, a samo u manje
od 25% pacijentica postignuta je remisija bolesti trenutnim protokolima lijec¢enja (131). Ostatna
rezidualna bolest nakon primarnog kirurskog lije¢enja je svakako najznacajniji faktor ukupnog
prezivljenja jer je dokazano da Sto je rezidualna bolest manja ukupno prezivljenje je statisticki
znacajno bolje (132). Do danas postoji svega par molekularnih markera koji za sada nisu usli u
standardnu praksu poput CD3+ ili CD8+ na T limfocitima kao markeri povoljnije prognoze u
pacijentica s HGSCom (133). Takoder, prisutnost BRCA1 i BRCA2 mutacija povezana je s
povoljnijim ishodom bolesti (134).
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1.2.7 Odredivanje proSirenosti karcinoma jajnika

Odredivanje prosirenosti prema anatomskoj lokaciji glavni je i odlucujuéi faktor za odabir
modaliteta lijeCenja i definiranje same prognoze. Pri tome je stadij bolesti iznimno vazna
komponenta ukupnog prezivljenja i kontrole same bolesti. Karcinom jajnika je najceSce
graduiran s dvije klasifikacije, FIGO (franc. Federation Internationale de Gynecologie et
d'Obstetrique; engl. International Federation of Gynecology and Obstetrics) i TNM
klasifikacijom (tumor, ¢vor, metastaze; engl. Tumor, Node, Metastasis) koje su predlozile
Medunarodna unija za borbu protiv karcinoma — UICC (engl. International Union Against
Cancer) i Americko zajednicko udruzenje za rak — AJCC (engl. American Joint Committee on
Cancer).

Medunarodno udruZenje ginekologa i1 opstetri¢ara predloZzilo je FIGO klasifikaciju, koja je
izmijenjena 2014. godine (135), a dijeli karcinom u 4 stadija temeljeno na informacijama
prikupljenim nakon kirurSkog lije¢enja. Usporedno s ovom klasifikacijom postoji i TNM
klasifikacija koja je komparabilna s FIGO stadijima, a temeljena je na anatomskoj lokaciji
primarnog tumora, odsustvu ili prisutnosti metastaza u regionalne limfne ¢vorove te odsustvu
ili prisutnosti udaljenih metastaza. Zadnje izdanje TNM Kklasifikacije je izdanje 8, iz 2017.
godine (136).

U nastavku se nalazi detaljna tablica koja pojasnjava stadije bolesti sukladno zadnjoj
klasifikaciji FIGO-a iz 2014. godine i usuglasena TNM Kklasifikacija, edicija 8. (Tablica 1)
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Tablica 1- Zadnja vazeca TNM i FIGO Klasifikacija tumora jajnika, jajovoda i primarnog
peritonealnog karcinoma (136)

Primarni tumor (T) Regionalni limfni évorovi (N)
TNM FIGO TNM FIGO

Prisutnost primarnog tumora se ne Status limfnih évorova se ne moze

X moze procijeniti NX procijeniti
Nema dokaza postojanja primarnog NO REngl'lﬂll_l'l Limfni éverovi nisu

TO tumora zahvadeni
Tumor ograméen na jajnike 1l ) Izo]__u'a_ne hmlqrske star}me U

T1 I jajovode (jedan ili oba) NO(1+) regwga]_nom lmlﬁlom évoru

i _ _ promjera manjeg od 0,2 mm

Tumor ograni¢en na jedan jajnik Pozitivni retroperitonealni limfni
(kapsula intaktna) 111 jajovod; bez N1 IIAL | ¢vorovi (histolotka potvrda)

Tla |IA tumora na vanjskoj povrsini jajnika : —
ili jajovoda; bez zloéudnih stanica u Nia | mag; | Presadnice do 10 mmu najvecem
ascitesu ili ispirku; promjeru —
Tumor ograni¢en na oba jajnika N1b | mazi Presafimce preko 10 mm u najvecem
(intaktne kapsule) ili jajovoda; bez promjeru

Tib | IB tumora na vanjskoj povrsini jajnika
ili jajovoda; bez zloéudnih stanica u Udaljene presadnice (M)
ascitesg i!i isph‘ku; _ . _ TNM FIGO

Tle | IC Tl‘lIl‘J..Ol_'J.ﬁ_]n.L.k%i Logramcen ga jedan ili Udaljene presadnice, ukljuéujuci
oba jajnika ili jajovoda uz: pleuralni 1zljev uz pozitivnu

Tlel | IC1 Kirursko 1zlijevanje sadrzaja tumora citologiju; parenhimske presadnice
Rupturirana kapsula fumora prije Jetre 1li slezene; pl‘esadm-_cenu _ek_s_tra

Tle2 | IC2 operacije 1li tumor na vanjskoj M1 v abdominalne organe (ukljucujuéi
povréini jajnika ili jajovoda 1¢ngv1_na]_ue hmfueb éx=?1'otr_et i limfne
Prisutne maliene stanice u ascitesu cvorove van tl'busne' supljme}_;

Tlc3 | IC3 ili ispirku - transmuralna zahvacenost crijevne
Tumor zahvaca jedan 1l1 oba jajnika stijenke — —

- I ili jajovoda sa &renjem na tkivo Mia | tva | Pleuralnt izliev uz pozitivou
zdjelice ali 1spod zdjeliénog obruca c1t010ggu — —
ili primarni peritonealni tumor Parenhimske pre_s:admce jetre 1
Strenje tumora 1/1li presadnice na slezene; presadnice u ekstra

T2a | DA | ygerys ifili jajovod(e) i/ili jajnike abdominalne organe (ukljucujuci
R — _ Mlb | IVB mgvinalne limfne évorove 1 limfne

b | mB Strenje fumora L"ﬂ_l presadnice na ¢vorove van trbusne Supljine);
druga zdjelicna tkiva transmuralna zahvacenost crijevne
Tumor ogranié¢en na jedan ili oba stijenke
jajnika ili jajovoda ili primarni
peritonealni karcinom s

T3 I mikros'k_opskj pohﬂ'den.ml_ Grupiranje po stadijima
presadnicama 1zvan zdjeliénog Sdadij T T1 NO MO
obruéa /ili presadniceu Stadij A Tla NO MO
retroperitonealne (zdjeli¢ne 1/1li -
paraaortne) limfne évorove. Stadij IB Tib No Mo
Mikroskopske peritonealne Stadij IC Tle NO Mo

T3a | A2 pre;a_dni_ce 1Zvan z;lj elice 5a111 bez_ Stadij 1T T2 NO MO
liaozmmlh retroperitonealnih limfnih Stadij IIA T2a NO MO
¢vorova =
Makroskopski peritonealm Stadg_ 1B T?b NO Mo
implantati 1zvan zdjelice veliéine do Stady ITIA1 TUT2 N1 Mo

T3b | IIB 2 cm u najvecem promjeru sa/ili bez Stadij ITIA2 T3a NX/NO/N1 | MO
presadnica u retroperitonealne limfne Stadij IIIB T3b NX/NO/NL | Mo
i‘/;:g::ko ski peritonealni Stady TC T3c NX/NO/NL | MO
implantatipizvaﬁ zdjelice veli¢ine Stadyy IV bilokopT | bilokoji N | M1
1znad 2 em u najvecem promjeru Stady IVA bilokop T | bilokojN | Mla

Tic | mc sa/il1 bez presadnica u Stady IVB bilokop T | bilokoi N | Milb

il retroperitonealne lunfne ¢vorove

(uklju¢uje prosirenost tumora na
kapsulu jetre 1 slezene ali bez
zahvacanja parenhima oba organa)
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1.2.8 Testovi probira

Idealni test probira imao bi zadac¢u otkriti karcinom jajnika u lokaliziranoj fazi bolesti, kada je
ukupno prezivljene oko 90% za razliku od ukupnog prezivljenja od jedva 30% za uznapredovali
oblik bolesti (137). S obzirom na samu lokalizaciju jajnika i ponaSanje epitelnih karcinoma
jajnika, oteZana je njihova dijagnostika u ranim stadijima bolesti. Evaluacijom pacijentica s
novo dijagnosticiranim karcinomom jajnika stvorene su preporuke s ciljem pokuSaja ranijeg
otkrivanja pacijentica koje imaju predispoziciju razvoja karcinoma (138, 139). Novonastali
simptomi poput napuhanosti, zdjelicne ili abdominalne boli, smanjenog apetita i poremecaja
mokrenja (urgencije ili polakisurije) sugeriraju na razvoj karcinoma jajnika (138). Prilikom
pregleda Zena s ranije navedenim simptomima svakako je potrebno iskljuéiti bolest jajnika kao

mogucéi uzrok simptoma (140).

Trenutno dostupna literatura ne zagovara provodenje rutinskog probira populacije, tako da
rutinski probir ne preporuéa niti jedno ginekolosko drustvo (140-142). Zene optereéene
pozitivnom obiteljskom anamnezom ili Zene s pozitivnom mutacijom gena BRCA, pratimo
redovnim ultrazvuénim pregledom i pracenjem tumorskog markera CA 125, iako provedena

studija nije potvrdila opravdanost tih postupaka (143, 144).

Provedena studija Ujedinjenog Kraljevstva, UKCTOCS (engl. UK colaborative Trial of
Ovarian Cancer Screening), proucavala je koriStenje multimodalnog probira, ultrazvu¢nim
pregledom i tumorskim markerom CA 125, naspram samo UZV pregleda komparirano sa
Zzenama koje nisu pracéene (145, 146). Preliminarni rezultati svakako govore u prilog
multimodalnog probira, ali nakon prac¢enja od 11 godina, nije zabiljeZena znaajna razlika
ukupnog mortaliteta (147, 148). Druga velika randomizirana studija provedena u Americi,
ukljucivala je 78.000 pacijenata, a pratila je probir za 4 karcinoma: prostata, pluc¢a, kolon i
jajnik (PLCO - Cancer Screening Trial). Dokazala je da probir transvaginalnim ultrazvukom i
tumorskim markerom CA 125 nije smanjio mortalitet od karcinoma jajnika, a lazno pozitivni
nalazi su doveli do znacajnih komplikacija u nekih zena (0,20%) (149-151). Studija koja je
usporedivala odnose izmedu tri grupe, probir u¢injen samo s tumorskim markerom CA 125,
probir u¢injen kombiniranim ultrazvuénim pregledom i tumorskim markerom CA 125, i probir
ucinjen samo ultrazvuc¢nim pregledom dokazala je da tumorski marker CA 125 ne podize razinu
detekcije karcinoma jajnika nasuprot ultrazvucnom pregledu i da je ultrazvucni pregled

superiorniji u detekcije karcinoma jajnika nego samo tumorski marker CA 125 (152).
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1.2.9 Dijagnostika

Ako posumnjamo u postojanje tumora u abdomenu ginekoloskim pregledom i/ili uz slu¢ajan
nalaz ascitesa i abdominalne napuhanosti i/ili ako pacijentica ima simptome napuhanosti,
zdjeliéne ili abdominalne boli, teskoce jela uz urinarnu urgenciju ili polakisuriju, ali bez drugih
znakova postojanja maligniteta, postupak nalaze da je potrebno uciniti abdominalni i
transvaginalni ultrazvuk za inicijalnu procjenu. Kompjuterizirana tomografija (CT) zdjelice i
abdomena je korisna u dijagnostici metastaza (153), a magnetska rezonancija (MR) je od
pomoci kod procjene malignog potencijala tvorbe u slucaju da ultrazvuk nije pouzdan (154).
Svakako je u obradu potrebno ukljuciti i odgovarajuce laboratorijske pretrage (138, 154).
Primarni tumor jajnika, jajovoda ili peritoneuma je najcesce dijagnosticiran postoperativno, a
u manjem broju sluc¢ajeva preoperativno, no samo ako je ranije u¢injena biopsija ili ako su
prvom operacijom samo uzeti uzorci tkiva za analizu. Biopsije tumora tankom iglom za potvrdu
karcinoma jajnika u pacijentica s vjerojatnoS¢u da imaju rani stadij bolesti treba izbjegavati jer
se tako sprjecava ruptura ciste i izlijevanje sadrzaja po trbusnoj Supljini (155). Prema zadnjim
preporukama, a koje je odobrila i Americka regulatorna agencija za hranu i lijekove, FDA (engl.
Food and drug administration), specifi¢ni biomarkeri, HE4 (engl. human epididymis protein
4) i CA 125, uz izracunat ROMA (engl. The Risk of Ovarian Malignancy Algorithm) indeks,
mogu biti od zna¢ajne pomoci u odredivanju je li tvorba benigna ili maligna (156), iako NCCN
(engl. National Comprehensive Cancer Network) odbor ne preporucuje koristenje bio markera
za odredivanje statusa nepoznate mase u zdjelici. Rendgen srca i pluca kao i CT prsnog kosa
dolaze u obzir u primarnoj evaluaciji samo ako je klini¢ki indicirano. Pacijentice sa sumnjom
na malignu bolest jajnika potrebno je uputiti u referentni klinicki centar gdje je moguée uciniti

odgovarajuce citoreduktivno kirursko lijecenje.

1.2.10 Lijecenje

Primarni tretman karcinoma jajnika obuhvacéa odredivanje prosirenosti bolesti i optimalno
kirursko citoreduktivno lijeCenje koje je u vecini slucajeva praceno kemoterapijskim
lije€enjem. Nakon operativnog lije€enja potrebno je zabiljeZiti primarnu proSirenost bolesti te
je li 1 koliko je bolesti preostalo nakon kirurskog lijecenja. Ovakve komplicirane zahvate i
procjene trebao bi obavljati specijalizirani ginekoloski onkolog, a koje u najvecem broju
slu¢ajeva podrazumijevaju histerektomiju, obostranu adneksektomiju, te kompletnu
citoredukciju tumorskih masa (157). Mladim pacijenticama, reproduktivne dobi, kojima je

dijagnosticiran unilateralni karcinom jajnika stadija FIGO IA i IC i/ili nisko rizi¢ni tumori
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jajnika (rani stadij malignog epitelnog tumora, tumor grani¢ne malignosti - borderline tumor,
maligni tumori zametnog epitela, mucinozni tumori i maligni stromalni tumori), a koje zele
saCuvati fertilnost, moguce je uciniti samo unilateralnu adneksektomiju uz odredivanje stadija
(proSirenosti) bolesti (158-160). Takoder, u pacijentica s bilateralnim tumorom, stadija FIGO
IB, a zeljnih Cuvanja fertilnosti, moguce je uciniti obostranu adneksektomiju uz odredivanje
stadija bolesti te potom pacijenticu uputi u referentni centar za medicinski potpomognutu
oplodnju, radi donacije jajne stanice. Znacaj odredivanja stadija bolesti je u prepoznavanju
okultnog viseg stadija, jer je prema provedenim studijama, u 30% pacijentica kojima je u¢injeno
pravilno odredivanje stadija bolesti dovelo do unaprjedenja stadija bolesti (157, 161).
Kompletno kirursko citoredukcijsko lijeCenje je preporucena terapija lijeCenja karcinoma
jajnika iznad stadija FIGO Il §to ukljucuje histerektomiju i bilateralnu adneksektomiju,
kompletnu omentektomiju te odstranjivanja svih povecanih limfnih ¢vorova. Obostrana
zdjeli¢na i paraaortalna limfadenektomija se preporucuje za pacijentice stadija FIGO I1IB i nize.
Za postizanje optimalne citoredukcije, u suradnji s abdominalnim kirurgom, u obzir dolazi i
radikalna zdjeli¢na disekcija, resekcija tankog i debelog crijeva, apendektomija, ,,stripping*
dijafragme i drugih peritonealnih povrSina, splenektomija, parcijalna hepatektomija, resekcija
zeluca, resekcija mokra¢nog mjehura s ureterocistoneostomom, kolecistektomija i parcijalna
resekcija pankreasa (162-164). Optimalnom citoredukcijom smatra se resekcija tumora do
postizanja ostatne bolesti manje od 1 cm, iako treba teziti kompletnoj resekciji tumora ili ,,RO*
resekciji (165-167). U pacijentica s uznapredovalim oblikom karcinoma jajnika, u kojih je
ucinjena kompletna limfadenektomija, statisticki je dokazano bolje prezivljenje nego u
pacijentica kod kojih ista nije u¢injena (168). Preporuka je da se u operativni zahvat karcinoma
jajnika krece otvorenim pristupom, donjom medijalnom laparotomijom. Koristenje minimalno
invazivnih tehnika nije zabranjeno, ali je preporuka da se prethodno procijeni je li moguce

udiniti optimalnu citoredukciju, jer ako nije, zahvat treba konvertirati u otvoreni pristup.

U obzir dolazi i primjena neoadjuvantne terapije (169, 170) koju potom slijedi kirursko
citoredukcijsko lijecenje u drugom aktu. Neoadjuvantna terapija predstavlja modalitet lijecenja,
bilo lijekovima, zra¢enjem ili drugim nacinima s ciljem smanjivanja volumena bolesti prije
zapocinjanja operativnog lijeCenja. Terapijski benefit neoadjuvantne kemoterapije je jos uvijek
kontroverzan (166, 169, 171-173). Najbolji rezultati lijecenja postignuti su u pacijentica u kojih
je primarnim postupkom postignuta optimalna resekcija, ,,R0 “ resekcija, te je potom provedena
linija kemoterapijskog lije¢enja (174). Neoadjuvantna kemoterapija moze se razmotriti u

pacijentica stadija FIGO III ili IV u kojih ginekoloski onkolog procijeni da ne¢e moci uciniti
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optimalnu citoredukciju ili u pacijentica koje imaju visok operativni rizik, ali za naglasiti je da
to nije terapija izbora u pacijentica s lokaliziranom bolesti, koja je ograni¢ena samo na jajnike.
Prije zapo€injanja neoadjuvantnog lijeCenja, potrebno je uciniti histolosku verifikaciju
karcinoma jajnika bilo tankom iglenom aspiracijom, paracentezom ili biopsijom koja je
svakako metoda izbora. Minimalno invazivne tehnike takoder dolaze u obzir za potvrdu
dijagnoze. Lijekovi izbora u primjeni neoadjuvantne kemoterapije uklju¢uju kombinaciju
taksana i karboplatine ili dokskorubicina i karboplatine. Po zavrSenom tre¢em ciklusu
neoadjuvantne kemoterapije potrebno je procijeniti operabilnost, te potom zavrsiti liniju od
minimalno 6 ciklusa kemoterapije koju potom slijedi intervalna citoreduktivna kirurgija uz
nastavak adjuvantne kemoterapije u trajanju od najmanje 3 ciklusa (175). Kirursko lije¢enje

nakon neoadjuvantne kemoterapije provodi se po principima primarnog kirurskog lijeCenja.

U slucaju nepotpunog kirurskog lije¢enja uz ostatnu rezidualnu bolest za koju se procijenilo da
je neresektabilna nakon primarne operacije, za stadije bolesti FIGO II do IV, zapocCinje se
adjuvantno kemoterapijsko lije¢enje. Po zavrSetku treceg ciklusa treba razmisliti o intervalnom
citoreduktivnom lije¢enju s ciljem uklanjana preostalog tumora. Po zavrSenom kirur§kom
lijeCenju pacijentica s uznapredovalim oblikom bolesti treba pristupiti kemoterapijskom
lije¢enju. Trenutno nema dokaza 0 tome da je potrebno provoditi vise od 6 ciklusa kombinirane
kemoterapije u inicijalnoj fazi lijecenja (176). Preporucena kombinirana terapija sastoji se od
rezima paklitaksel + karboplatina po shemi svaka 3 tjedna kroz 6 ciklusa (177) ili po shemi
svaki tjedan kroz 18 tjedana (178). Drugi protokoli ukljuc¢uju docetaksel + karboplatina po
shemi svaka 3 tjedna/ 6 ciklusa (179), karboplatinu + pegilirani liposomalni doksorubicin svaka
4 tjedna kroz 6 ciklusa (177). Faza 3 randomizirane studije GOG 0218 ispitivala je korist
antiangiogenih lijekova, bevacizumaba u kombinaciji uz paklitaksel i karboplatinu nasuprot
samo paklitaksel + karboplatina te je dokazano da je vrijeme do pogorSanja bolesti nesto vece
u skupini pacijentica koje su dodatno koristile i bevacizumab (14,1 vs. 10,3 mjeseci; p<0,001)
(180, 181) iako se kvaliteta zivota nije znacajno popravila (182). U zena s ascitesom je
dokazano bolje koristenje protokola uz bevacizumab jer je znacajno produljeno vrijeme do
pogorsanja bolesti (AHR engl. adjusted hazard ratio 0,71; 95% CI 0,62-0,81; p<0,001) kao i
ukupno prezivljenje (AHR 0,82; 95% CI 0,70-0,96; p=0,014) (183). Rezultati ICON 7 studije
koja je takoder gledala u¢inkovitost kombinirane kemoterapije uz bevacizumab nasuprot samo
kombiniranoj kemoterapiji (paklitaksel/karboplatina) dokazala je da u Zena s nepovoljnom
prognozom ukupno preZivljenje je bilo neSto bolje nego u Zena koje su primale samo

kombiniranu kemoterapiju, a iznosilo je 39,3 mjeseca (37-41,7) nasuprot 34,5 mjeseci (95% ClI
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32,0-37; p=0,03) (182). Terapija zracenjem cijelog abdomena nije u preporukama americkog
NCCN drustva, ali dolazi u obzir jedino kao palijativno lokalno zracenje rekurentne
simptomatske bolesti (184, 185).

Po zavrSenoj inicijalnoj liniji kemoterapije, potrebno je napraviti klinicku reevaluaciju jer u
pacijentica u kojih dolazi do progresije bolesti ili uz perzistentnu bolest potrebno je nastaviti
lijeCenje drugom linijom kemoterapije (186, 187). Prije zapoCinjana druge linije svakako se
preporucuje uciniti genetsko testiranje (188, 189). Povratna bolest moze se dijagnosticirati ili
klinicki uz pojavu zdjeli¢ne boli i gubitka na tezini ili laboratorijski uz porast razine CA 125
i/ili drugim raznim slikovnim metodama. Vaznost genetskog testiranja je U prepoznavanju
pacijentica s BRCA mutacijom jer kod takvih tumora nalazimo poremecaje popravka ostecenja
DNA mehanizmom homologne rekombinacije. Takvi tumori su osjetljivi na primjenu
monoterapije PARP inhibitorima (engl. poly ADP- ribose polymerase), poput olapariba, u
pacijentica s uznapredovalim karcinomom jajnika, platina osjetljivih ili rezistentnih, a koji su
primili 3 ili viSe linija kemoterapije i koji su nositelji BRCA mutacije (190, 191). Faza 3
randomizirane studije SOLO2/ENGOT-Ov21 proucavala je u¢inkovitost olapariba u terapiji
odrzavanja, u platinum osjetljivih seroznih karcinoma jajnika visokog stupnja malignosti s
BRCA mutacijom, a koji su prethodno primili 2 linije kemoterapije. Rezultati su pokazali da je
znacajno duzi period remisije u odnosu na zene koje su primale placebo; 19,1 mjesec (95% CI
16,3-25,7) nasuprot 5,5 (5,2-5,8) mjeseci, HR 0,30 (95% CI 0,22-0,41; p <0,001) (192) iako su
u 18% pacijentica zabiljezene nepozeljne nuspojave u odnosu na 5% pacijentica koje su primale
placebo, poput anemije, zamora i neutropenije. Prema zadnjim preporukama NCCNa,
koristenje PARP inhibitora je preporuc¢eno u terapiji odrzavanja za Zene s karcinomom jajnika
u kojih su provedene dvije linije kemoterapije (preporuka faze 3 randomizirane studije
SOLO2/ENGOT-0Ov21 kao i FDA preporukama) (192).
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1.3 Signalni put Wnt

Whnt je visoko konzerviran signalni put kritican za embrionalni razvoj (193). Tijekom
embriogeneze utjeCe na diobu stanica i stani¢nu polarnost te kontrolira formiranje osovine
tijela, razvoj udova i organogenezu pa kroz spomenute procese odrzava tkivnu homeostazu
(194). U odraslom organizmu odgovoran je za regeneraciju tkiva, regulaciju odrZavanja

mati¢nih stanica i njihovu diferencijaciju (193, 195).

Danas je poznato najmanje 19 razli¢itih liganada i 10 razliCitih receptora koji mogu stvarati 190
razli¢itih kombinacija, a one mogu biti dodatno stimulirane ili oslabljene pridruzenim ko-
receptorima i ko-aktivatorima, stoga kazemo da je signalni put Wnt pleiotropan §to znaci da
ima razne fenotipske ucinke na organizam pa se povezuje s etiopatogenezom raka,

osteoporozom i degenerativnim bolestima (193).

Razlikujemo dva osnovna signalna puta Wnt: do danas detaljnije istrazen ,,kanonski‘ Wnt/-
katenin put, te ,,nekanonski* signalni put (193, 195, 196). Aktivacija kanonskog Wnt signalnog
puta vezana je uz malignu transformaciju, akumulaciju kostane mase, poticanje fibroze,
neoangiogenezu i gubitak medustani¢nih adhezija ¢ime omogucava metastaziranje tumora
(197-199). Nekanonski signalni put Wnt je slabije istrazen dio puta, a do danas su bolje
istrazena njegova dva kraka, put stani¢ne polarnosti (PCP — engl. Planar cell polarity) i
regulacija unutar stani¢nog Kalcija (Wnt/Ca?"). PCP je vazan prilikom embrionalnog razvoja, a
Wnt/Ca®* put utjee na razvoj dorzoventralne osovine embrija preko modulacije staniénih
adhezija, migracije i diferencijacije stanica (200). Oba kraka signalnog puta Wnt sudjeluju u

progresiji tumora i nastanku metastaza (201). (Slika 3)
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Slika 3 — Kanonski i nekanonski Wnt signalni put. Crvene strelice predstavljaju inhibiciju,
zelene aktivaciju, sive translokaciju, a isprekidane znace da postoji dodatni signalni glasnik.
Prema Sherwood V., (2014), uz dopustenje (202). APC (engl. Adenomatous-polyposis-coli),
CK1 (engl. Casein-kinase-1), GSK3 (engl. Glycogen-synthase-kinase-3) i SCF kompleks (engl.
SKP1-cullin-F-box), (PCP — engl. Planar cell polarity), PKC (engl Protein kinase C), CaM
kinaze Il (engl. Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase 11), SFRPs (engl. Secreted frizzled
receptor-related proteins), DKKs (engl. Dickkopf proteins), LRP-a 5/6 (engl. low densitiy
lipoprotein receptor related protein 5/6), DVLs (engl. Dishevelled), TCF/LEF (engl. T cell
factor/lymphoid-enhancer binding factor), c-MYC (engl. cellular-Myelocytomatosis-
oncogene), Calcin (engl. Calcineurin), NLK (engl. Nemo-like-kinase), ROCK (engl. Rho-
associated kinase).

1.3.1 Kanonski signalni put

Najpoznatiji put djelovanja je kanonski put kojim se regulira stabilnost -katenina i njegov
prijenos u jezgru. Signalni put Wnt moze biti inhibiran antagonistima poput obitelji proteina
SFRPs (engl. Secreted frizzled receptor-related proteins) ili proteina WIF (engl. Wnt inhibitory
protein) koji se vezu na Wnt molekule i remete interakciju izmedu Wnt i Frizzeld receptora.
Signalni put mogu inhibirati i proteini DKKs (engl. Dickkopf proteins) ili obitelj proteina
WISE/SOST (engl. Wnt modulator in surface ectoderm) koji antagoniziraju signal vezanjem na

LRP5/6 (engl. Low densitiy lipoprotein receptor related protein 5/6), pa -katenin ostaje vezan
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unutarstani¢nim proteinskim degradacijskim kompleksom. Degradacijski kompleks je graden
od proteina aksina, APC, CK1 (engl. Casein-kinase-1), GSK3 (engl. Glycogen-synthase-
kinase-3) i SCF kompleksa (engl. SKP1-cullin-F-box). Ovaj proteinski kompleks u uvjetima
bez kanonske Wnt stimulacije drzi vezanim B-katenin $to dovodi do njegove fosforilacije,

ubikvitinacije i razgradnje (202).

Whnt “kanonski put” aktivira se vezanjem jednog od Wnt faktora (Wntl, Wnt3a, Wnt8) na
cisteinom bogatu regiju Frizzled receptora (Fzd), gradenog od sedam transmembranskih
domena. On zajedno s koreceptorom LRP-a 5/6 formira membranski kompleks koji regrutira
citoplazmatski protein DVLs (engl. Dishevelled) (203). Spoj DVL i Frizzled receptora dovodi
do fosforilacije LPR5/6 koreceptora putem enzima GSK3 i CK1. Fosforilacija aktivira LPR5/6
koreceptor koji vezanjem proteina aksina na citoplazmatski rep inaktivira unutarstani¢ni
proteinski degradacijski kompleks ¢ime posljedi¢no dolazi do porasta razine B-katenina u
citoplazmi stanice. B-katenin je kljucni posrednik kanonskog Whnt signalnog puta, a nuklearni
B-katenin je obiljezje njegove aktivnosti (8, 204, 205). Akumuliran B-katenin u citoplazmi
translocira se u jezgru gdje stvara kompleks s transkripcijskim faktorima TCF/LEF (engl. T cell
factor / lymphoid-enhancer binding factor) koji inducira transkripciju ciljnih gena. B-katenin
moze inducirati ekspresiju gena uklju¢enih u kontrolu stani¢nog ciklusa (c-myc [engl. cellular-
Myelocytomatosis-oncogene] i ciklin-D1), procesa fibroze (kolagenl, TGF-B [engl.
transforming growth factor f], endotelinl, CCN2/CTGF [engl. Connective-tissue-growth-
factor]) i neoangiogeneze (L8, VEGF) (206-208).

1.3.2 Nekanonski signalni put

Nekanonski signalni put je zajednicki termin za $-katenin neovisne signalne puteve. Pokrece ih
Whnt5a ili Wnt11 vezanjem na Frizzeld receptor koji aktiviraju DVL neovisno o LRP5/6. Signali
se prenose, ili putem porasta unutarstani¢ne razine kalcija (Ca?"), ili malenim GTP nosa¢ima
koji reguliraju remodelaciju citoskeleta. Wnt ligandi su u stanju potaknuti povecanje
unutarstanicnog kalcija i aktivirati kinaze ovisne o kalciju poput kalcineurina, PKC (engl.
Protein kinase C) i CaM KII (engl. calmodulin dependent kinase Il) koji doprinose raznim
promjenama u animalnom tkivu (209, 210). PKC i CaMKII, preko transkripcijskog faktora
NFAT (engl. Nuclear factor of activated T cell) kontroliraju dorzoventralni razvoj struktura u
zamecima modulacijom adhezije, migracije i diferencijacije stanica (211, 212). S druge strane
kalcineurin aktivira NLK (engl. Nemo-like kinase) koje fosforiliraju transkripcijski faktor TCF

te pri tome antagonizira utjecaj kanonskog Wnt signalnog puta (213).

24



Signalni put vezan uz modulaciju polarnosti stanica Wnt/PCP nije direktno ukljuc¢en u
regulaciju transkripcije, nego djeluje preko G-proteina Rac (engl. Rho family of GTPases),
RhoA (engl. Ras homolog gene family, member A) i nizvodnih efektora c-jun aminoterminalne
kinaze (engl. c-Jun N-terminal kinases; JNK) kao i Rho-pridruzene kinaze (engl. Rho-
associated protein kinase; ROCK). Time dolazi do reorganizacije skeleta i promjena u

polarnosti stanica koje su sklonije migraciji §to doprinosi metastaziranju karcinoma (214-216).

1.3.3 Ekstracelularni antagonisti Wnt signalnog puta — obitelj SFRPa

Signalni put Wnt reguliraju i antagonisti od kojih je najpoznatija i najranije istrazena obitelj pet
izvanstani¢nih proteina povezanih s Frizzled receptorom (engl. secreted frizzled related
proteins; SFRP1-5) (202, 217-219). To su proteini dugi oko 300 aminokiselina koji se slazu u
dvije nezavisne domene, domenu bogatu cisteinom (engl. N terminal cysteine-rich domain
[CRD]) i domenu sli¢nu netrinu (engl. C-terminal netrin-like domain) (220). S obzirom na
molekularnu mimikriju N termninalne cisteinom bogate domene, a koja dijeli znatnu
homolognost sekvence kao i Frizzeled receptor, obitelj SFRP proteina je prepoznata po svom
potencijalu da drzi ligande Wnt dalje od Frizzeled receptora te tako djeluje kao kompetitivni
inhibitori signalnog puta Wnt (221). Inicijalno su oznac¢eni kao skupina tumor supresora $to
znali da predstavljaju negativne regulatore rasta stanice (202, 217, 222) iako prema zadnjim
istrazivanjima, obitel] SFRP proteina u odredenim sluajevima moze 1 promovirati

tumorigenezu (223).

Istrazivanjima je nadena smanjena ekspresija proteina SFRP1, 2, 4 i 5 u kolorektalnom
karcinomu (224) i karcinomu cerviksa (225); smanjena ekspresija SFRP1,4,5 u malignom
mezoteliomu (226) i karcinomu jednjaka (227, 228); smanjena ekspresija SFRP1 zbog
hipermetilacije gena u karcinomu pluca (229), karcinomu mokra¢nog mjehura (230) i
karcinomu jajnika (231); smanjena ekspresija proteina SFRP2 u primarnom karcinomu Zzeluca
(232); smanjena ekspresija proteina SFRP 2,3 i 5 u karcinomu prostate (233) te smanjena
ekspresija proteina SFRP1, 2 i 5 u karcinomu dojke (234-236). Smanjena aktivnost ekspresije

SFRP3 proteina nadena je u malignom mezoteliomu kao i u osteogenom sarkomu (237, 238).

S druge strane, nadena je prekomjerna ekspresija proteina SFRP4 uz aktivan B-kateninski
signalni put u karcinomima prostate (239), endometrija (240), endometralno stromalnom
sarkomu (241) kao i kolorektalnom karcinomu (242) ali molekularni mehanizmi nisu detaljno

istrazeni. Takoder je nadena i prekomjerna ekspresija SFRP2 u karcinomu dojke u pasa, gdje
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je SFRP2 bio prekomjerno eksprimiran inducirajuc¢i kancerogenu transformaciju epitelnih
stanica dojke (243). Protein SFRP2 pokazuje i onkogeni potencijal u karcinomu bubrega,

poticudi rast stanica in vitro te rast tumora in vivo (244).

Istrazivanja su pokazala da tumor supresorska funkcija nije konzistentna unutar cijele obitelji
SFRP, te da se pojedini SFRP proteini ponasaju razli¢ito, ovisno o tipu karcinoma. Protein
uzorcima karcinoma u odnosu na kontrolna zdrava tkiva (223). Povecana ekspresija gena
SFRP1 u stanicama karcinoma ukazuje na bolju prognozu, dok smanjenje ekspresije, koje je
najcesce posljedica hipermetilacije njihovog promotora, doprinosi progresiji i invazivnosti
tumora (245, 246).

Kontradiktorni u¢inak uloge SFRPa moze biti posredovan razli¢itim Wnt ligandima u
stanicama, tkivno specificnim odgovorom na razli¢ite stimulanse ili bifazi¢nim odgovorom

stanica na razli¢ite koncentracije SFRPa (247).

1.3.4 Unutarstani¢ni posrednici Wnt signalnog puta — DVL obitelj

Dishevelled proteini smatraju se centralnim citoplazmatskim medijatorima koji igraju klju¢nu
ulogu u prijenosu signala oba dijela signalnog puta Wnt. Kanonski put signalnog puta Wnt
dokazano je aktivan u embrionalnim i mati¢nim stanicama odraslog organizma, ali je
progresivno utiSan u diferenciranim stanicama. Signalni put Wnt aktivan je i tijekom
tumorigeneze u proliferaciji i migraciji stanica (248). Proteini DVL kroz nekanonski dio

signalnog puta Wnt utjecu na polarnost stanice i organizaciju citoskeleta (249).

Signalni putevi se aktiviraju vezivanjem izvanstani¢nih liganada Wnt na Frizzled skupinu
membranskih receptora koji potom aktiviraju obitelj citoplazmatskih proteina DVL (202).
Danas se zna za tri razli¢ita DVL proteina (DVL1, DVL2 i DVL3). DVL1 gen je lociran na
kromosomu 1p36 i kodira za protein dugacak 695 aminokiselina; DVL2 gen je lociran na
kromosomu 17p13.1, a kodira za protein od 736 aminokiselina; i DVL3 gen na kromosomu
3p27, a kodira za protein dugacak 716 aminokiselina (250, 251). DVL proteini djeluju kao
regulatori destrukcijskog kompleksa, a ¢ija je uloga razgraditi B-katenin te mu onemoguditi
aktivaciju gena neophodnih za postizanje invazivnog fenotipa. Protein Dishevelled ima tri
interakcijska mjesta: aminoterminalnu DIX domenu (engl. Dishevelled, Axin) za vezu s
Axinom, centralnu PDZ (engl. Postsynaptic density 95, Discs Large, Zonula ocludens-1)

domenu za vezu s kinazama, fosfatazama i proteinima, te karboksiterminalnu DEP (engl. Dvl,
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Egl-10, Pleckstrin) domenu koja je odgovorna za poveznicu izmedu DAAMI1 (engl.
Dishevelled associated activator of morphogenesis 1) proteinom odgovorim za polimerizaciju
aktina i za vezanje DVL s membranskim lipidima u Wnt/PCP putu (252-254). Danas se smatra
da je upravo Dishevelled skupina proteina centralni medijator koji regulira i usmjerava sve
dogadaje nizvodno od Frizzled receptora jer primjena siRNA (engl. small interfering RNA) na
Wnt mRNA nije utjecala na invazivnost stanica dok je sSiRNA za DVL mRNA ometala

invazivni proces (202).

Dosadasnja istrazivanja su potvrdila ve¢u ekspresiju DVL proteina u uznapredovalim stadijima
bolesti kao i u metastazama (DVL1 i DVL3) u komparaciji s primarnim tumorima (255).
Ekspresija DVL1 proteina povecana je u hepatocelularnom karcinomu (256) i karcinomu
prostate (257), dojke (258) i plo¢astom karcinomu cerviksa (259, 260). Prekomjerna ekspresija
DVL2 je do sada istrazena u karcinomu jednjaka (261) kao i u gliomima visokog stupnja
malignosti (262). U primarnom karcinomu pluc¢a jednakomjerno su zastupljena sva tri DVL
proteina (263). Prekomjerna ekspresija DVL proteina povezana je sa slabijom diferencijacijom

stanica i loSijom prognozom (222, 263, 264).

1.3.5 Signalni put Wnt u karcinomu jajnika

Dva podtipa Frizzeled receptora su prekomjerno aktivna u karcinomima jajnika, Fzdl i Fzd5.
Dokazano je losije Sestogodi$nje prezivljenje u pacijentica s prekomjerno eksprimiranim Fzd5
receptorom (265). Metastatsko Sirenje karcinoma jajnika je vjerojatno vezano uz aberantnu
regulaciju LRP6 koreceptora i f1-integrina posredovanim vezanjem za mezotel i submezotelni
matriks ¢ime se promovira Stvaranje metastaza drugih peritonealnih organa (266). Gubitak
ekspresije proteina SFRP4 povezujemo s agresivnijim oblikom karcinoma jajnika i losijom
prognozom (267). Ekspresija proteina SFRP4 je najzastupljenija u epitelu jajovoda, smanjena
je u maligno transformiranim stanicama dok je gubitak membranske ekspresije nezavisni
pokazatelj losijeg ishoda bolesti (233). Aberantna regulacija SFRP4 vjerojatno je posljedica
DNA metilacije njegovog promotora (231). U karcinomima jajnika, prvenstveno mucinoznog
tipa, nalazimo smanjenu aktivnost proteina SFRP1 (268). Ekspresija SFRP4 je izrazenija u
kemoosjetljivih tumora dok je u tumora rezistentnih na cisplatinu ekspresija znacajno niza
(269). Istom studijom je dokazano da smanjena ekspresija SFRP4 dovodi do kemorezistencije

dok se povratom ekspresije postize kemosenzitivnost (269).
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Ekspresija proteina SFRP4 je generalno utiSana u karcinomu jajnika iako postoje kontradiktorni
radovi koji govore o pojacanoj ekspresiji u drugim karcinomima. Detektirana je pojacana
ekspresija proteina SFRP4 u primarnom seroznom karcinomu jajnika (270), a njegova
ekspresija obrnuto korelirala s ekspresijom B-katenina. Do sada nije istraZzeno kako niska razina
-katenina utje¢e na Wnt signalni put i tumorigenezu. Treéi pripadnik SFRP obitelji, SFRP5,
takoder je epigenetski stiSan u karcinomima jajnika. Smanjena aktivnost SFRP5 vodi do jace

aktivacije Wnt signalnog puta, tumorigeneze kao i kemoosjetljivosti na cisplatinu (271).

Studija Zhang i suradnika po prvi put je definirala ulogu DVL1 u karcinomima jajnika
rezistentnima na paklitaksel. Pronasli su prekomjernu ekspresija proteina DVL1 uz akumulaciju
B-katenina i posljedi¢no ekspresiju proteina P-gp, BCRP i Bcl-2. UtiSavanjem ekspresije DVL1

vratili su osjetljivost tumora na paklitaksel (272).

Mutacija gena za B-katenin (CTNNB1 gena) detektirana je u endoemtroidnom (16 - 54%) i
mucinoznom (14%), ali ne u seroznom i klarocelularnom karcinomu. Medutim, u jezgri oba
tipa karcinoma zabiljezena je ekspresija p-katenina (16, 17). Protoonkogen FRAT1 (engl.
Frequently rearranged in advanced T-cell lymphomas-1), koji inhibira fosforilaciju -katenina

prekomjerno je aktivan u seroznom karcinomu jajnika (16).

Protein Pygo, koaktivator koji se veze na B-katenin, je nuzna komponenta rasta tumorskih
stanica 1 jako je eksprimiran u karcinomu jajnika, kako u stani¢nim linijama tako 1 u primarnom
tumorskom tkivu. Koaktivator BCL9/LGS takoder je ucestalo eksprimiran i u karcinomu
jajnika i u normalnom tkivu jajnika (273). Pojacana ekspresija navedenih koaktivatora samo je

daljnji dokaz da signalni put Wnt igra klju¢nu ulogu u tumorigenezi karcinoma jajnika (13).

Stanice koje podlijezu epitelno-mezenhimskoj tranziciji (EMT — engl. Epithelial to mesenchym
transition) gube ekspresiju E-kadherina, a povecavaju ekspresiju vimentina §to dovodi do
povecane invazivnosti stanica 1 metastaziranja (274). Karcinomi jajnika podlijezu
mezenhimsko epitelnoj tranziciji (MET) s obzirom na to da je povrsina jajnika mezenhimskog
podrijetla. Dinami¢ni proces pretvorbe je nazvan epitelno mezenhimska plasticnost (EMP —
engl. epithelial to mesenhymal plasticity) (274). Metastatske stanice karcinoma jajnika prilijezu
putem integrina na intersticijski kolagen peritonealne Supljine. Prianjanje stanica je
posredovano integrinima i E-kadherinima. Angazman integrina vezan je uz porast
zastupljenosti E-kadherina. U malignim epitelnim tumorima jajnika dominira MET
komponenta za razliku od drugih karcinoma deriviranih iz epitelnih stanica gdje dominira EMT

komponenta. Maligna transformacija tumora jajnika vezana je uz porast E-kadherina. Stani¢ni
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spojevi (“adherens junction”) gradeni od E-kadherina stabilizirani su B-keteninom, a gubitkom
takoder inhibiraju GSK3p ¢ime doprinose porastu razine B-katenina te pojaCavaju aktivaciju
promotora posredovanu [ -kateninom. Studija Burkhalter i suradnika dokazala je da se

inhibicijom B-katenina ili TCF-4 smanjuje stani¢na invazija (266).

Vecina poremecaja Wnt signalnog puta posredovana je promjenom kolicine B-katenina u jezgri
ili blokadom vezanja nuklearnog p-katenina na transkripcijski faktor TCF/LEF ¢ime je
onemogucéena apoptoza. NO transkripcijska regulacija B-katenina regulirana je i drugim
signalnim putevima, poput Wnt neovisne ekspresije E-kadherina vazne za mezenhimsko

epitelnu tranziciju (275).

Zbog izrazite kompleksnosti Wnt signalnog puta potrebno je provoditi daljnje studije kako bi
se utvrdila klinicka vaznost inhibicije pojedinih aktera koji bi mogli biti ciljano mjesto

djelovanja anti-tumorskih lijekova (13).
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2 HIPOTEZA

U tkivu seroznog karcinoma jajnika o¢ekujemo smanjenu ekspresiju negativnih regulatora
(SFRP1 i SFRP3) dok istovremeno u istim uzorcima ocekujemo jacu ekspresiju pozitivnih
regulatora (DVL1, DVL2 i DVL3) signalnog puta Wnt te da ¢e korelacija izmedu ekspresije

ove dvije vrste proteina biti recipro¢na (negativna).
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3 CILJEVI RADA

OPCI CILJ:

Odrediti ekspresiju regulatora signalnog puta Wnt u tkivu seroznog karcinoma jajnika visokog

i niskog stupnja malignosti uz poveznicu s klini¢kim podatcima o pacijenticama.

SPECIFICNI CILJEVI:

1. Istraziti ekspresiju negativnih regulatora signalnog puta Wnt (SFRP1 i SFRP3) u tkivu

seroznog karcinoma jajnika (visokog i niskog stupnja malignosti).

2. Istraziti ekspresiju pozitivnih regulatora signalnog puta Wnt (DVL1, DVL2 i DVL3) u tkivu
seroznog karcinoma jajnika (visokog i niskog stupnja malignosti).

3. Usporediti ekspresiju pozitivnih i negativnih regulatora signalnog puta Wnt u tkivu seroznog

karcinoma jajnika (visokog i niskog stupnja malignosti).

4. Povezati klini¢ke podatke pacijentica (FIGO stadij, duljina prezivljenja, vrijeme bez pojave
bolesti [PFS - engl. , progression free survival]) s ekspresijom pozitivnih i negativnih
regulatora signalnog puta Wnt u tkivu seroznog karcinoma jajnika (visokog i niskog stupnja

malignosti).
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4 MATERIJAL | METODE

Uzorci koriSteni u izradi doktorske disertacije su arhivski materijal Klini¢kog zavoda za
patologiju i citologiju KB Merkur (,,KZPC* KB Merkur), a prikupljeni su u periodu od 2000.
do 2012. godine od pacijentica operiranih zbog seroznog karcinoma jajnika u Klinici za Zenske
bolesti i porode Klinicke bolnice Merkur. Pregledom medicinske dokumentacije, u istrazivanje
je ukljuéeno 52 pacijentice sa seroznim karcinomom jajnika kao i 14 pacijentica za kontrolnu
usporedbu, od kojih je 9 uzoraka zdravog tkiva jajnika, a 5 uzoraka zdravog jajovoda.
Naknadno su u istrazivanje ukljucene stani¢ne linije seroznog karcinoma jajnika visokog
stupnja malignosti kao i stani¢na linija normalnih epitelnih stanica jajovoda koje su

imortalizirane TERT-om.

S obzirom na novu i trenutno vazecu klasifikaciju tumora jajnika iz 2014. godine, patolozi
»KZPC* KB Merkur i prof.dr.sc. Semir Vrani¢ dr.med ponovno su analizirali morfoloske
karakteristike seroznog karcinoma jajnika prema kriterijima klasifikacije SZO-e 2014. (67) te
su prema tome definirali dvije skupine seroznog karcinoma jajnika: serozni karcinom niskog

stupnja malignosti — LGSC i serozni karcinom visokog stupnja malignosti — HGSC.

Podatci o prezivljenju pacijentica, zakljuéno i ukljucuju¢i dan 31.12.2019. godine, dobiveni su

sluzbenim putem iz Registra za rak pri Hrvatskom zavodu za javno zdravstvo.

Ovo istrazivanje je u skladu sa zakonima Republike Hrvatske i provedeno je uz postivanje
eti¢kih, pravnih i moralnih principa rada s bolesnicama. Provedeno istrazivanje je u skladu s
dobrom klinickom praksom, $to je potvrdilo i Eticko povjerenstvo Klinicke bolnice Merkur
Odlukom od 01.04.2015. godine (ur.br: 03/1-3579) i Sredisnje eticko povjerenstvo
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu, Odlukom od 24.11.2016. godine (ur.br: 380-59-
10106-17-100/162, klasa: 641-01/17-02/01).

4.1  Arhivski materijal KZPC

Preparati su po uzimanju obradeni standardnim postupkom za dobivanje patohistoloskih
preparata koji ukljucuje fiksaciju tkiva u 10% puferiranom formalinu, uklapanje u parafinske

blokove, rezanje na debljinu 4 pm, deparafiniranje i bojanje standardnom metodom hemalaun

eozin (HE).
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S obzirom na trenutno vazecu klasifikaciju tumora Svjetske zdravstvene organizacije iz 2014.
godine, svi preparati su ponovno pregledani te su primjenjujuci nove kriterije klasifikacije
razvrstani u dvije grupe, 12 preparata seroznog karcinoma jajnika niskog stupnja malignosti
(LGSC) i 40 preparata seroznog karcinoma jajnika visokog stupnja malignosti (HGSC).
Preparati koji su bili dvojbeni za razvrstavanje u kategorije, dodatno su imunohistokemijski
obradeni jednom od metoda (Ki-67, p53, CK7, CK20, CDX-2, WT-1, Napsin-A, CA 125,

vimentin) kako bi se razjasnilo kojoj skupini pripadaju.

4.2 Stanicne linije

U izradi doktorske disertacije koristene su stani¢ne linije OVCARS5, OVCARS8 i OVSAHO, a

kao kontrola koristena je FNEL1 stani¢na linija.

Stani¢ne linijje OVCARS 1 OVCARS dobivene su od dr. Ernsta Lengyela sa SveuciliSta u
Chicagu, stani¢na linija OVSAHO nabavljena je iz japanske banke stanica (Japanese Collection
of Research Bioresurses), a FNE1 stani¢na linijja iz Sveucilista u Miami-u, Sylvester

Comprehensive Cancer Center, SAD (LTCC - engl. Live Tumor Culture Core).

OVCARS5, OVCARS i OVSAHO su stani¢ne linije seroznog karcinoma jajnika visokog stupnja
malignosti, a FNEI je stani¢na linija normalnih epitelnih stanica jajovoda koje su imortalizirane

TERT-om.

4.3 Imunohistokemijska analiza

Imunohistokemijska analiza izraZenosti proteina SFRP1, SFRP3, DVL1, DVL2 i DVL3
provedena je na novo razvrstanim preparatima seroznog karcinoma jajnika kao i kontrolnim
preparatima. Patolog je odredio reprezentativnu parafinsku kocku uzorka seroznog karcinoma

jajnika te parafinsku kocku normalnog tkiva jajnika i jajovoda.

4.3.1 Priprema za imunohistokemiju

Formalinom fiksirani, u parafin uklopljeni uzorci tkiva rezani su na debljinu od 4um. Nakon
deparafinacije toplinom i ksilolom te rehidracije silaznim koncentracijama alkohola, otkrivanje
ciljanih epitopa na uzorcima provedeno je kuhanjem preparata u citrathnom puferu pH6 u
mikrovalnoj peénici 20 minuta na 600W. Za detekciju ciljanih antigena koriSten je EnVision
Detection Systems Peroxidase/DAB, Rabbit/Mouse (K5007, Dako, Agilent Pathology
Solutions), polimer baziraju¢a metoda. Peroksidaza blokirajuci reagens inkubiran je 5 minuta
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na 22°C, a zatim je uslijedila inkubacija primarnog protutijela. Primarna protutijela koriStena u
ovom istrazivanju su misja monoklonalna protutijela DVL-1 Antibody (klon: 3F12, sc-8025,
Santa Cruz Biotehnology, razrjedenje 1:50) i DVL-3 Antibody (klon: G-7, sc-271295, Santa
Cruz Biotehnology, razrjedenje 1:100) i zeé¢ja poliklonalna antitijela DVL-2 Antibody (klon:
H-75, sc-13974, Santa Cruz Biotehnology, razrjedenje 1:200), SFRP-1 (klon: sc — 13939, Santa
Cruz Biotehnology, razrjedenje 1:200) i SFRP-3 (klon: sc — 13941, Santa Cruz Biotehnology,
razrjedenje 1:100). Sva navedena protutijela inkubirana su na preparatima preko noc¢i na 4°C
osim protutijela SFRP-3 ¢ija je inkubacija trajala 60 minuta na sobnoj temperaturi. Kao
sekundarno protutijelo koriSten je EnVision reagens, peroksidazom konjugirana polimerna
okosnica koja na sebi nosi i molekule sekundarnog protutijela usmjerene protiv misjih i ze¢jih
imunoglobulina. EnVision je na preparatima inkubiran 30 minuta na 22°C, a potom je cijeli
proces vizualiziran supstrat-kromogen otopinom (DAB+) 10 minuta na 22°C §to je rezultiralo
stvaranjem netopivog smedeg precipitata na antigenskom mjestu. Nakon kontrastiranja
hematoksilinom preparati su dehidrirani uzlaznim koncentracijama alkohola, izbistreni

ksilolom te pokriveni medijem za pokrivanje.

4.3.2 Imunohistokemijska analiza

Ekspresija proteina SFRP1, SFRP3, DVL1, DVL2 i DVL3 u tkivu seroznog karcinoma jajnika
visokog i niskog stupnja malignosti kao i u kontrolnim uzorcima (jajnik i jajovod) ocitana je od
strane dva nezavisna iskusna patologa koji nisu imali pristup klinickim podatcima pacijentica.
Ekspresija proteina je mjerena semikvantitativnom metodom prema bodovnom uzorku,

opisanoj prema Rizzadi i suradnicima (276), i to na sljedec¢i nacin:

nema ekspresije

10%-50% ekspresije

0
1 <10% ekspresije
2
3  >50% ekspresije

Gledana je ekspresija citoplazmatskih kao i membranskih proteina. Sve nedoumice u

interpretaciji rezultata rijeSene su konsenzusom.

Za izradu statistike formirane su dvije grupe, grupa 1, koja ukljucuje negativnu ekspresiju i
ekspresiju slabiju od 10% (bodovna tablica, grupa 0 i 1) te grupa 2 koja ukljucuje ekspresiju
proteina iznad 10% (bodovna tablica, grupa 2 i 3).
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4.4 lzolacija DNA

Metilacija DNA je bioloski stani¢ni proces koji igra klju¢nu ulogu u kontroli genske aktivnosti,
a temelji na dodatku metilne skupine (-CH3) na citozinski prsten u citozin-gvanin
dinukleotidnom kompleksu (CpG). CpG-otoci su najéeS¢e promotorske i predpromotorske
nemetilirane regije DNA duljine najmanje 200 parova baza u kojima je barem 50% citozina i
gvanina. S obzirom da je to podrucje pocetka transkripcije, promjene u statusu metilacije mogu
dovesti do promjena transkripcijske aktivnosti koje se mogu manifestirati na razne nacine (277).
Poja¢ana metilacija CpG-otoka je normalni mehanizam Kkoji se koristi prilikom trajnog
utiSavanja aktivnosti odredenih gena kao $to su onkogeni, gena na jednom X-kromosomu kod
Zena te drugih gena koji se pojavljuju u formi monoalela (278). Medutim, ukoliko je metilacija
DNA poremecena, dolazi do razvoja tumorskih stanica. Hipometilacija inace visokometiliranih
CpG-a dovodi do pojacane aktivnosti gena koji su u osnovi slabo aktivni ili potpuno neaktivni,
S§to moze rezultirati promjenama velikog razmjera — od gotovo bezazlenih fenotipskih promjena
pa sve do pojacanog dijeljenja tumorskih stanica, $to posljedicno dovodi do pojave malignih

bolesti.

Metilaciju DNA u promotorima gena SFRP1 analizirali smo PCR-om ovisnim o metilaciji
(engl. Methylation-specific PCR, MSP). Koristeno je nasumi¢no izabranih 13 uzoraka tkiva
(formalin fiksiranih, parafin uklopljenih) seroznog karcinoma jajnika visokog stupnja

malignosti, 8 uzoraka niskog stupnja malignosti te 5 uzoraka kontrolnih jajnika.

Prije MSP-a izolirana je DNA iz tkiva uklopljenog u parafin prema sljedecoj uputi. Prvi dan u
Eppendorf tubici s parafinskim tkivom dodano je 1 ml supstitucije za ksilen i inkubirano je 30
min uz mijeSanje pri sobnoj temperaturi. Centrifugirano je kroz 5 min na 13.000 rpm
(Eppendorf centrifuga) pri sobnoj temperaturi. Odstranjen je supernatant. Postupak je
ponovljen. Dodano je 500 ul apsolutnog etanola i mijeSano je okretanjem tubice kroz 2 min.
Centrifugirano je 5 min na 13.000 rpm pri sobnoj temperaturi. Ponovno je odstranjen
supernatant. Postupak je ponovljen. Otpipetiran je sav supernatant i ostavljene su otvorene
tubice kako bi etanol ispario. Na talog je dodano 100 ul digestijskog pufera (50 mM Tris — pH
8.5, ImM EDTA, 0,5% Tween 20) i 4 ul proteinaze K (20 mg/ml). Tako dobiveni sadrzaj
inkubiran je preko no¢i u termobloku na 37 °C uz protresanje (300 rpm). Sljedeéi dan spusten
je talog kratkim centrifugiranjem tubica (13.000 rpm, 30 s). Inkubirano je 8 min na 95 °C radi

inaktivacije proteinaze K. Talog je spusten kratkim centrifugiranjem (13.000 rpm, 30 s).
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Odredena je Cistoca izolirane DNA pomoc¢u NanoDrop-a. Pazeno je da se ne uzima talog.
Uzorak je pohranjen na +4 °C.

45 PCR ovisan o metilaciji (MSP)

Metilacija DNA u promotorima gena SFRP1 analizirana je PCR-om ovisnim o metilaciji (engl.
Methylation-specific PCR, MSP).

Izoliranu DNA bisulfitno konvertiramo pomocu kita MethylEdge Bisulfite Conversion System-

a (Promega, Madison, Wisconsin, USA) koja je koriStena za MSP. Za metiliranu reakciju

koriStene su pocetnice : F:5-TGTAGTTTTCGGAGTTAGTGTCGCGC-3’, R:5'-
CCTACGATCGAAAACGACGCGAACG-3" (126pb); a za nemetiliranu reakciju: F:5'-
GTTTTGTAGTTTTTGGAGTTAGTGTTGTGT-3/, R:5'-

CTCAACCTACAATCAAAAACAACACAAACA-3' (135pb) prema dizajnu Guo i suradnika
(Guo i sur. 2011). Za MSP se koristio kit TaKaRa EpiTaq HS (za bisulfitom tretiranu DNA)
(TaKaRa Bio, USA). Reakcijska smjesa sastojala se od 1XEpiTaq PCR Buffer (Mg?* free), 2.5
mM, MgCI?, 0.3 mM dNTPs, 20 pmol od svake podetnice (Sigma-Aldrich, USA), 50 ng od
DNA, i 1.5 U TaKaRa EpiTag HS DNA Polymerase u 50 ul kona¢nog reakcijskog volumena.
PCR uvjeti su bili sljedeci: inicijalna denaturacija na 95°C kroz 30s, koju je pratilo 35 ciklusa
sastavljenih od 3 koraka: 95°C kroz 30s, temperatura sparivanja pocetnica kroz 30s, 72°C kroz
30s, te zavr$na elongacija na 72°C kroz 7 min. Za amplifikaciju metilirane promotorske regije
gena SFRP1 temperatura sparivanja pocetnica je iznosila 65,5°C, dok je za nemetiliranu
promotorsku regiju gena SFRP1 temperatura iznosila 63.1°C. MSP produkti elektroforeze
razdvojeni su na 2%-tnom gelu obojanom bojom ,,GelStar nucleic acid stain (Lonza Rockland,
Inc. Rockland, USA), a vizualizirani na UV transluminatoru. Metilirana humana kontrola
(Promega, Madison, Wisconsin, USA) je koriStena kao pozitivna kontrola za metiliranu
reakciju, DNA ljudskih bijelih krvnih stanica koristena je kao pozitivna kontrola nemetilirane
reakcije dok je voda koriStena kao negativna kontrola. DNA iz humanih bijelih krvnih stanica

je izolirana prema ranijem opisanom protokolu (279).

4.6 Staniéna kultura

Stani¢ne linije OVCARS, OVCAR8 i OVSAHO uzgojene su u DMEM hranjivom mediju (engl.
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) s 4.5 g/L D-glukozom i L-glutaminom (Gibco, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD), 10%-tnim FBS-om (Gibco, Thermo Fisher Scientific,
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Waltham, MA, SAD), 1 mM natrijevim piruvatom (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SADS), 1%
MEM vitaminima (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD), 1% MEM
neesencijalnim aminokiselinama (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) i 1% Penicilin-
Streptomicinom (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD). Stani¢na linija FNE1 uzgojena je u
FOMI mediju (LTCC, Sveuciliste u Miami-u, Sylvester Comprehensive Cancer Center, SAD)
uz dodatak 25 ng/mL kolera toksina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) u “Corning®
Primaria™” posudama za kulturu stanica (Corning, New York, SAD). Sve stani¢ne linije

kultivirane su na 37°C u vlaznoj atmosferi uz prisustvo 5%-tnog CO2,

4.7 lzolacija proteina i Western blot

Hranjivi medij uklonjen je iz posude za kulturu stanica promjera 10 cm te su stanice lagano
isprane s ledeno hladnim PBS puferom (engl. Phosphate buffered saline). Stanice su lizirane
pomocu ledeno hladnog pufera za lizu [ 150 mM NaCl, 50 mM Tris/HCI (pH 8), 1% Triton X-
100, 0.5% natrijev deoksikolat, 0.1% SDS] u kojeg su, neposredno prije koristenja, dodani
inhibitor proteaza (Roche, Basel, Svicarska) i 1 mM PMSF (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, SAD). Nakon lize, stanice su ostrugane hladnom plasticnom strugalicom,
sakupljene u mikroepruvetu od 1,5 mL te su inkubirane 30 minuta na rotiraju¢oj mijesalici
nakon cega je slijedilo centrifugiranje 20 min na 16 000 x g. Koncentracija proteina odredena
je pomocu BCA metode (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD). Kod Western blot analize
koriSten je 10% gel za razdvajanje proteinskih uzoraka mase 10 pg. Nakon elektroforeze,
proteini su transferirani na PVDF membranu (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD).
Membrana je blokirana u 5%-tnom mlijeku (Carl Roth, Karlsruhe, Mannheim, Njemacka)
otopljenom u TBST-u (engl. tris buffered saline with Tween 20) 1 sat na sobnoj temperaturi
nakon ¢ega je inkubirana u primarnom protutijelu razrijedenom u 5%-tnom BSA (Carl Roth,
Karlsruhe, Mannheim, Njemacka) preko no¢i na 4°C. Primarna protutijela koriStena u
istrazivanju su: ze¢je poliklonalno anti-DVL1 protutijelo (razrjedenje 1:500, Cat No. ab170694,
Abcam, Cambridge, UK), ze¢je poliklonalno anti-DVL2 protutijelo (razrjedenje 1:500, Cat No.
sc-13974, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, SAD) i mi$je monoklonalno anti-DVL3
protutijelo (razrjedenje 1:500, Cat No. sc-271295, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX,
SAD). Membrana je takoder inkubirana u ze¢jem poliklonalnom anti-GAPDH protutijelu
(razrijedene 1:2000, Cat No. IMG-5143A, IMGENEX, San Diego, SAD) koji je sluZio kao
kontrola ucitavanja. Za vizualizaciju proteina koriStena su sekundarna protutijela konjugirana s

peroksidazom (razrjedenje 1:5000, kozje anti-zecje, Cat No. P0448, Dako, Carpinteria, CA,
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SAD; razrjedenje 1:12500, kozje anti-misje, Cat No. 170-6516, Bio-Rad, Hercules, CA, SAD)
1 SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate kit (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, SAD).

4.8 Ekstrakcija RNA, reverzna transkripcijai RT PCR.

Ukupna RNA izolirana je iz OVCARS, OVCARS, OVSAHO i FNEI stani¢nih linija pomocu
TRIzol reagensa (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) prema uputama
proizvodada. Cistoéa i koncentracija RNA izmjerene su pomocéu NanoDrop 2000
spektrofotometra (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) te je 2 ug RNA od svakog
uzorka potom reverzno transkripirano pomoéu cDNA Reverse Transcription kita (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) prema uputama proizvodaca.
Ekspresija gena DVL1, DVL2 i DVL3 kvantificirana je pomo¢u CFX-96 RT PCR detekcijskog
sustava koriste¢i C100 termalni cikler (Bio-Rad, Hercules, CA, SAD). Sve qPCR reakcije
radene su u triplikatu koriste¢i TB Green™ Premix Ex Taq™ II (Tli RNaseH Plus PCR master
mix, Takara Bio, Kusatsu, Shiga, Japan). Reakcijska smjesa inkubirana je 30 s pri 95 °C nakon
cega je slijedilo 40 ciklusa u sljede¢im uvjetima: 5s pri 95 °C 1 30s pri 60 °C. Ct vrijednosti
(engl. Cycle threshold) dobivene su pomoc¢u CFX96 softvera, a rezultati su analizirani 2-AACT
metodom. Relativna ekspresija ciljanih gena normalizirana je prema genu B-actin (ACTB) koji
je sluzio kao endogena kontrola. Specifi¢nost gPCR amplifikacije potvrdena analizom ,,krivulja
topljenja,, (engl. melt curve analysis). Sekvence pocetnica koriStenih u istrazivanju su: DVLI1
FW: 5-CCCCTCCTTCCACCCAAATG-3, RW: 5-GTGACTGACCATGGACTCCG-3'
(Accession: NM_001330311.2); DVL2 FW: 5-TGAGCAACGATGACGCTGTG-3', RW: 5'-
GCAGGGTCAATTGGCTGGA-3"  (Accession: NM_004422.3); DVL3 FWwW: 5'-
ACAATGCCAAGCTACCATGCTTC-3', RW: 5- AGCTCCGATGGGTTATCAGCAC-3'
(Accession NM_004423.4); ACTB FW: 5-GGGCATGGGTCAGAAGGATT-3, RW: 5'-
AGTTGGTGACGATGCCGTG-3' (Accession: NM_001101).

4.9 StereoloSka i kvantitativna analiza

Za stereolosku analizu koriSten je binokularni svjetlosni mikroskop “Nikon Alphaphot”. Rezovi
su analizirani pomoc¢u Weibelovog mnogonamjenskog testnog sustava s 42 tocke za testiranje
(280), pri povecanju od 400x, te je ukupna duljina testnih linija (Lt) iznosila 1,008 mm, a testna

povrsina (At) 0,0837 mm?2 za svako analizirano mikroskopsko polje.
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Velicina uzorka, tj. broj vidnih polja na kojima smo proveli mjerenje 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 (280). Izracunati broj ,,n“ predstavlja broj testnih polja koje treba stereoloski
analizirati pri 95% intervalu povjerenja da rezultat ne bi odstupao od vrijednosti prosjeka za
vise od 10%.

Pomoc¢u Weibelovog mnogonamjenskoga testnoga sistema brojala se ekspresija proteina
SFRP1 i SFRP3 u seroznim karcinomima jajnika visokog i niskog stupnja malignosti kao i u
kontrolnim jajnicima, a nakon ¢ega je slijedilo izra¢unavanje volumenske gustoc¢e. Volumenska
gustoca (Vv) je relativna stereoloSka varijabla koja pokazuje koliki dio sveukupnog prostora
zauzima proucavana faza ili koliki je postotak proucavane faze u jedinici volumena (280).
Volumenska gustoca je bez dimenzije. Volumenska gusto¢a (Vv) je izraCunata prema formuli:
Vv= Pf/Pt; (Pf= broj pogodaka testnih to¢aka na prouc¢avanu fazu; Pt = broj svih testnih to¢aka

unutar testnog polja).

Za analizu ekspresije proteina SFRP1 i SFRP3, u izradi disertacije koristili smo obje metode,
imunohistokemijsko bodovanje i kvantitativnu stereolosku analizu te smo te rezultate
publicirali u radu (281). Dokazali smo da su metode komplementarne, §to takoder potvrduje i
rad Rizzadi i suradnika (276), tako da smo za analizu ekspresije proteina DVL Kkoristili samo
imunohistokemijsko bodovanje.

4.10 Statisticke metode

Statisticka obrada podataka ukljucivala je deskriptivnu statistiku s odredivanjem minimalnih i
maksimalnih vrijednosti, srednje vrijednosti i medijana s 95% intervalom pouzdanosti te
Fischer egzaktni test ili Mann Whitney test za odredene varijable. Distribucija podataka
testirana je pomoc¢u Kolmogorov-Smirnova testa. Spermanov test za neparametrijske varijable
je koriSten za usporedbu histoklini¢kih podataka i ekspresije proteina. Razlike u ekspresiji
SFRP1, SFRP3, DVL1, DVL2 i DVL3 u istrazivanim skupinama analizirane su Kruskal Wallis
ANOVA testom s post hoc Dunn-ovim testom.
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Ukupno prezivljenje definirano je kao vrijeme proteklo od dana dijagnoze bolesti do smrti
pacijenta ili do dana zadnjeg pracenja (iskljuCivanja iz studije). Prezivljavanje bez
napredovanja bolesti (PFS) definirano je kao vrijeme proteklo od dana dijagnoze do pojave
recidiva bolesti, smrti ili dana zadnjeg prac¢enja. Univarijatna analiza varijabli koje zahvacaju
ukupno prezivljenje i prezivljavanje bez napredovanja bolesti je ucinjeno koristenjem log Rank
testa kojim smo identificirali preliminarnu listu signifikantnih faktora. Faktori koji su
univarijatnom analizom pokazali signifikantnost ili su pokazali da imaju trend prema
signifikantnosti (p<0,1) ukljuceni su u multivarijatnu analizu. Multivarijatna analiza ukupnog
prezivljenja (OS) i prezivljenja bez pojave bolesti (PFS) ucinjena je Cox proporcionalnim
regresijskim modelom, koriStenjem povratne stepenaste metode (engl. Cox proportional-
hazards regression - backward stepwise method). Medijan i tablice prezivljenja su izraunate
koristenjem Kaplan Meier procjene prezivljenja, a log Rank test je koriSten za iskazati
signifikantnost rezultata. Priznata je kao znacajna razlika na razini stupnja vjerojatnosti od

p<0,05. Za statisti¢ku analizu koriSten je program IBM SPSS Statistics, Version 21
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5 REZULTATI

U istrazivanje su ukljuene 52 pacijentice operirane u Klinici za Zenske bolesti i porode u
periodu od 2000. do 2012. godine radi karcinoma jajnika, seroznog tipa. Pacijentice su pracene
do 31.12.2019. godine. Primjenjuju¢i nove Kkriterije Svjetske zdravstvene organizacije,
formirane su dvije grupe pacijentica; 40 pacijentica sa seroznim karcinomom jajnika visokog
stupnja malignosti (HGSC) i 12 pacijentica sa seroznim karcinomom jajnika niskog stupnja
malignosti (LGSC). Za usporedbu formirana je kontrolna grupa, 9 pacijentica sa zdravim
jajnicima, a koje su operirane radi druge nemaligne ginekoloske bolesti, te je dodatno uklju¢eno
jos 5 pacijentica sa zdravim tkivom jajovoda koje je takoder koristeno kao kontrolna skupina,

a prema trenutnim saznanjima o podrijetlu seroznog karcinoma jajnika.

Prosje¢na starost pacijentica operiranih od seroznog karcinoma jajnika visokog stupnja
malignosti je iznosila 58 godina, raspon od 37. do 81. godine (95% CI 56,02 - 62,71) dok je u
pacijentica operiranih od karcinoma jajnika niskog stupnja malignosti prosjec¢na starost bila
visa, 64 godine, s rasponom od 48. do 86. godine (95% CI 55,74 - 72,35). Prosje¢na starost
zena u kontrolnim skupinama iznosila je 62 godine za skupinu sa zdravim jajnikom raspona od
52. do 81. godine (95% CI1 57,92 - 72,31) te 53 godine za kontrolnu skupinu s urednim tkivom
jajovoda, raspona od 50. do 68. godine (95% CI 47,50 - 67,08), a koje je u istrazivanje naknadno
ukljuceno. Raspon godina unutar pojedine grupe slijedio je pravila normalne distribucije
(Shapiro-Wilk test p=0,231 za HGSC, p=0,321 za LGSC, p=0,677 za kontrolnu grupu — zdravi
jajnik; p=0,246 za kontrolnu grupu — jajovod). (Tablica 2)

41



Tablica 2 — Godine dijagnoze kod ukljucenja u istrazivanje. Vrijednosti su izraZene u
godinama; SD standardna devijacija; p vrijednost je izrazena Shapiro-Wilk testom.

Kontrola

Jajnik (n=9) Jajovod (n=5)

HGSC (n=40) | LGSC (n=12)

Aritmeti¢ka sredina

59,36 + 10,45 | 64,05+ 13,07 65,15 + 9,40 57,30 + 7,87
+ SD (god)

Medijan (god) 58,17 64,10 61,68 52,87
(min — max) (36,92 —81,00) | (48,35-86,21) | (51,51-80,63) | (50,06 —68,28)

Distribucija unutar
i p=0,231 p=0,321 p=0,677 p=0,246
skupine

Serozni karcinomi jajnika niskog stupnja malignosti (LGSC) u 2/3 slu¢ajeva su bili dobro
diferencirani, a koji su u vise od 50% sluc¢aja dijagnosticirani u pocetnoj fazi bolesti (5
pacijentica [41,67%] u stadiju FIGO I i 2 pacijentice [16,67%] u stadiju FIGO II) (p=0,007 Chi-
Square test). Za razliku od HGSC tumora koji su u 77,5% slucaja bili slabo diferencirani
(p<0,001 Fisher exact test) te su prilikom dijagnoze u 85% slucaja bili u uznapredovaloj fazi
bolesti s prisutnim udaljenim metastazama (30 pacijentica [75%] u stadiju FIGO IlI i 4
pacijentice [10%] u stadiju FIGO IV) (p=0,007 Chi-Square test). Recidiv bolesti, bilo klini¢ki
ili laboratorijski, zabiljezen je jedino u HGSC grupi pacijentica u 67,50% slucaja (p<0,001
Fisher exact) s medijanom pojave od godinu dana nakon primarne operacije (raspon od 0,11 —
4,64 godine). Po zavrsetku pracenja, s danom 31.12.2019. godine u skupini Zena operiranih od
seroznog karcinoma jajnika visokog stupnja malignosti 17,5% pacijenata je prezivjelo od dana
operacije, dok je u LGSC skupini bilo 50% Zivih ispitanica. (p=0,032 Fisher exact test). (Tablica
3)
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Tablica 3 - Promatrani klinicki parametri pacijentica lijecenih od seroznog karcinoma visokog
I niskog stupnja malignosti. Vrijednosti su iskazane brojcano (n) i u postotku (%), p vrijednost
je iskazana chi-square ili Fisher exact testom.

HGSC (n=40) | LGSC (n=12) p vrijednost
Gradus tumora (n/%0)
I 0 8 (66,7 %)
p<0,001
I 9 (22,5%) 4 (33,3 %) )
Fisher exact test
i 31 (77,5 %) 0
FIGO stadij (n/%0)
I 2 (5%) 5 (41,67%)
I 4 (10%) 2 (16,67%) p=0,007
I 30 (75%) 4 (33,33%) Chi-Square test
v 4 (10%) 1 (8,33%)
Recidiv bolesti (n/%)
“Second look”
Ny 27 (67,50%) 0
operacija (n)
Aritmeticka sredina + p<0,001
1,30+ 1,08 .
SD (god) Fisher exact
Medijan (god) 1,00
(min — max) (0,11 -4,64)
Vitalni status (granica 31.12.2019) (n/%)
Zivi (n) 7 (17,5%) 6 (50%) p=0,032
Preminuli (n) 33 (82,5%) 6 (50%) Fisher exact test

Medijan prezivljena bez bolesti (PFS) iznosio je 1,46 godina u skupini HGSC tumora (srednja
vrijednost 3,292; 95% CI 1,815-4,770) dok je u LGSC skupini iznosio 9,080 godina (srednja
vrijednost 11,013; 95% CI 5,877-16,150) (p=0,033; log Rank test) (Tablica 4)

Medijan ukupnog prezivljenja (OS) Zena operiranih od HGSC je iznosio 3,81 godinu (srednja
vrijednost 5,870; 95% CI 4,200-7,540) dok je u LGSC skupini iznosio 9,080 godina (srednja
vrijednost 11,013; 95% CI 5,877-16,150). (p=0,119; log Rank test) (Tablica 4)

Ukupno 5 godisnje prezivljenje za HGSC skupinu iznosi 37,5%, a za LGSC skupinu 58,33%
(p=0,009 log Rank test). (Tablica 4)
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Pet godisnje prezivljenje unutar FIGO skupine za HGSC skupinu ispitanica iznosilo je redom
100% za FIGO I; 75% za FIGO 1I; 33,33% za FIGO III i bez petogodiSnjeg prezivljenja za
FIGO IV (p=0,044 log Rank test). Kod LGSC tumora preZzivljenje je bilo 100% za FIGO I; 50%
za FIGO 11, 25% za FIGO III i takoder bez prezivljenja za FIGO IV (p=0,025 log Rank test).
(Tablica 4)

Tablica 4 — Ukupno prezivijenje (OS) i period bez progresije bolesti (PFS) za serozni karcinom
jajnika visokog i niskog stupnja malignosti. Vrijednosti su iskazane kao postotak (%) ili kao
godine (godina); SE — standard greska,; CI — interval pouzdanosti; p vrijednost je iskazana s
log Rank testom

HGSC (n=40) LGSC (n=12) p vrijednost
5-godiSnje prezivljenje (%)
% 37,50 58,33 p=0,009
5-godiSnje prezivljenje po FIGO skupinama (%)
I 100 100
p=0,044 HGSC
1 75 50
Il 33,33 25
p=0,025 LGSC
v 0 0
Ukupno prezivljenje - OS (godina)
Aritmeticka sredina + SE
5,870 + 0,852 11,013+ 2,621
(god)
0,119
95% CI 4,200 — 7,450 5,877 — 16,150
Medijan (god) 3,810 9,080
Prezivljenje bez progresije bolesti - PFS (godina)
Aritmeticka sredina = SD
3,292 £ 0,754 11,013 + 2,621
(god)
0,033
95% ClI 1,815 - 4,770 5,877 - 16,150
Medijan (god) 1,460 9,080
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5.1 Negativni regulatori signalnog puta Wnt - SFRP1 i SFRP3

Ekspresija proteina SFRP1 i SFRP3 istrazivana je u seroznom karcinomu jajnika visokog i
niskog stupnja malignosti te je usporedivana s ekspresijom proteina u urednim jajnicima.
Ekspresija proteina je iskazana na dva nacina, semikvantitativnom metodom prema Rizzadu i
suradnicima (276) te kvantitativnom metodom, metodom stereologije (280). Rezultati
ekspresije iskazani su u Tablica 5.

Tablica 5 — Ekspresija proteina SFRP1 i SFRP3 iskazana kvantitativnom stereoloskom
metodom i semikvantitativnom metodom. Vrijednosti su iskazane kao aritmeticka sredina +

standardna devijacija. p vrijednost je izracunata pomocu Kruskal Wallis ANOVA testa s post
hoc Dunnovim testom.

HGSC LGSC Kontrola p vrijednost
SFRP1 — kvantitativno 0,029+0,029 | 0,041+0,044 | 0,616+0,128 <0,001
SFRP1 - semikvantitativno | 0,950+1,012 | 1,500+1,168 3,000,000 <0,001
SFRP3 — kvantitativno 0,057+0,060 | 0,087+0,096 | 0,889+0,168 <0,001
SFRP3 - semikvantitativno | 1,650+1,075 | 1,750+1,055 | 3,000+0,000 0,001

Spermanovim korelacijskim testom usporedili smo obje metode, te smo dokazali ¢vrstu

pozitivnu korelaciju izmedu obje metode, p<0,001. (Tablica 6)

Tablica 6 — Spermanov korelacijski test usporedbe ekspresije proteina SFRP1 i SFRP3 iskazan
semikvantitativnom i kvantitativnom metodom, cjelokupni uzorak, X — analiza nije radena

SFRP1 SFRP3
semikvantitativno semikvantitativno
SERP1 rho test (p) 0,666 N
kvantitativno p vrijednost <0,001
SFRP3 rho test (p) N 0,585
kvantitativno p vrijednost <0,001
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Svi uzorci urednog tkiva jajnika (strome i krvnih Zzila), kao i uredno tkiva jajnika uz maligno
promijenjen jajnik, imaju zastupljenu ekspresiju proteina SFRP1 i SFRP3 u vise od 50%
uzoraka. (Slika 5B, Tablica 7) Ekspresija proteina SFRP1 u HGSC uzorcima u 45% slucajeva
nije prisutna, 22,5% je imalo ekspresiju manju od 10%, 25% imalo je ekspresiju izmedu 10 i
50% a 7,5% je imalo ekspresiju iznad 50%. Ekspresija proteina SFRP3 u LGSC uzorcima je
bila ravnomjerno zastupljena s 25 % za sva 4 razreda (negativna ekspresija, <10%, 10-50% i
>50%) (Tablica 7). Ekspresija proteina SFRP3 u HGSC uzorcima u 22,5% nije iskazana, 12,5%
je imalo ekspresiju <10%; 42,5% je imalo ekspresiju 10-50% dok je u 22,5% slucajeva
ekspresija bila >50%. U LGSC uzorcima 16,7 % uzoraka nije eksprimiralo SFRP3, 16,7% je
imalo ekspresiju <10%, 41,7% uzoraka je imalo ekspresiju 10-50% a 25% uzoraka je imalo
ekspresiju >50%. (Tablica 7, Slika 5)

Tablica 7 — Ekspresija proteina SFRP1 i SFRP3 u seroznom karcinomu jajnika visokog i niskog
stupnja malignosti i kontrolnim uzorcima, urednom tkivu jajnika. Vrijednosti su iskazane
brojcano (n) i u postotku (%)

* SFRP1 n/(%) * SFRP3 n/(%)

>50% | 10-50% | <10% 0% >50% | 10-50% | <10% 0%

HGSC 3 10 9 18 9 17 5 9
(n=40) | (7.5%) | (25%) | (22,5%) | (45%) | (22,5%) | (42,5%) | (12,5%) | (22,5%)

LGSC 3 3 3 3 3 5 2 2
(=12) | 25%) | (25%) | (25%) | (25%) | (25%) | (41,7%) | (16,7%) | (16,7%)

Kontrola 9 9
J(?]J:”g 100%) | © 0 O | ooy | © 0 0

% tumorskih stanica (epitelnih stanica u tkivu zdravog jajnika)

Kada usporedimo HGSC i LGSC s kontrolama, dobijemo da je ekspresija proteina i SFRP1 i
SFRP3 uHGSC i LGSC tumorima statisti¢ki znac¢ajno niza nego u kontrolama (SFRP1 p<0,001
HGSC - kontrola; p=0,034 LGSC - kontrola; SFRP3 p=0,001 za HGSC - kontrola; p=0,015 za
LGSC - kontrole, Kruskal Wallis test). Nismo nasli statisticku znacajnu razliku izmedu
ekspresije SFRP1 i SFRP3 unutar grupe HGSC i LGSC (Tablica 8,Tablica 9)
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Tablica 8 — Odnos ekspresije proteina SFRPL. Vrijednosti izracunate Kruskal Wallis ANOVA
testom s post hoc Dunnovim testom.

SFRP1 Srednji rang Vrijednost Standardna p vrijednost
testa pogrjeska
HGSC-LGSC 25,19 -7,9380 5,627 0,950
HGSC-kontrola 33,12 -28,812 6,307 <0,001
LGSC-kontrola 54,00 -20,875 7,538 0,034

Tablica 9 — Odnos ekspresije proteina SFRP3. Vrijednosti izracunate Kruskal Wallis ANOVA
testom s post hoc Dunnovim testom.

SFRP3 Srednji rang Vrijednost Standardna p vrijednost
testa pogrjeska
HGSC-LGSC 27,24 -1,304 -0,235 1,000
HGSC-kontrola 28,54 -23,762 -3,813 0,001
LGSC-kontrola 51,00 -22,458 -3,015 0,015

U skupini HGSC tumora statisticki je znafajno manja ekspresija SFRP1 proteina nego
ekspresija SFRP3 proteina (p=0,004 Mann - Whitney U test). (Tablica 10, Slika 4) Izmedu
LGSC i kontrolne skupine nije bilo statisti¢ki znacajne razlike izmedu ekspresije SFRP1 i
SFRP3.
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Tablica 10 — Ekspresija proteina SFRP1 i SFRP3 unutar ispitivane grupe. Vrijednosti su
izrazene kao srednji rang, Mann Whitney U test.

SFRP1 SFRP3 p vrijednost
HGSC 33,40 47,60 0,004
LGSC 11,75 13,25 0,630
Kontrola 9,50 9,50 1,0
(O SFRP 1
_SFRP 3
|.
K ontrola—
b
e
= L - jl
5 LGSC . .
= r -~ 1
H
p—e—q
HG5C—
F—er—
oo 1.0 2!0 3:0

SFRP aritmeticka sredina (95% CI)

Slika 4 — Ekspresija proteina SFRP1 i SFRP3 u HGSC, LGSC i kontrolama, zdravom tkivu
jajnika. o - aritmeticka sredina, | - 95% interval pouzdanosti
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Slika 5 —Imunohistokemijsko bojanje proteina SFRP1, povecanje 100x, ekspresija u normalnim
uzorcima jajnika pokazuje zadrzanu ekspresiju proteina (B), LGSC pokazuju difuznu ekspresiju
proteina (D) i HGSC pokazuju kompletno odsustvo ekspresije proteina (F). Hemalaun eozin
bojanje normalnog jajnika (A), LGSC (C) i HGSC (E). LGSC, serozni karcinom jajnika niskog
stupnja malignosti ; HGSC, serozni karcinom jajnika visokog stupnja malignosti
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5.1.1 MSP —PCR ovisan o metilaciji

Metilacija DNA u promotorima gena SFRP1 analizirana je PCR-om ovisnim o metilaciji (engl.
Methylation-specific PCR, MSP). Nasumic¢no je izabrano 13 uzoraka tkiva (formalin fiksiranih,
parafin uklopljenih) seroznog karcinoma jajnika visokog stupnja malignosti, 8 uzoraka

seroznog karcinoma niskog stupnja malignosti te 5 uzoraka kontrolnih jajnika.

Niti jedan uzorak kontrolnog tkiva jajnika nema metiliran promotor gena SFRP1 te zadrzava
proteinsku ekspresiju SFRP1 u >50% stanica. (Slika 5B, Slika 6)

Sli¢no kao i zdravi jajnici, 7/8 (87.5%) LGSC tumora nemaju metiliran promotor gena SFRP1,
dok je usamo jednom uzorku LGSCa (12.5%) detektirana izrazito slaba metilacija gena SFRPL1.
(Slika 6). 7 od 13 (54%) nasumicno izabranih uzoraka seroznog karcinoma jajnika visokog

stupnja malignosti pokazalo je metilaciju gena za SFRP1. (Slika 6)

HG9 HG10 HG11 HG12 HG13
M U M U M U M U M U

Slika 6 — PCR ovisan o metilaciji za promotor SFRP1. Normalni jajnici (kontrola C1-C5);
serozni karcinom jajnika niskog stupnja malignosti (LGSC, LG1-LG8 i serozni karcinomu
jajnika visokog stupnja malignosti (HGSC, HG1-HG13). Prisutnost vidljivog PCR banda u
polju U predstavlja nemetiliran promotor, a prisutnost PCR banda u polju M predstavlja
prisutnost metiliranog promotora. Metilirana humana kontrola (MC) je koristena kao pozitivha
kontrola za metiliranu reakciju, ljudska DNA bijelih krvnih zrnaca je koristena kao pozitivna
reakcija za nemetiliranu reakciju, a voda je koristena kao negativna kontrola.



5.2 Pozitivni regulatori signalnog puta Wnt

Ekspresija proteina DVL1, DVL2, DVL3 istrazivana je u seroznom karcinomu jajnika visokog
i niskog stupnja malignosti te je usporedivana s ekspresijom proteina u urednim jajnicima, a
naknadno je u istrazivanje ukljuc¢ena kontrolna skupina urednog tkiva jajovoda za usporedbu sa
seroznim karcinomom visokog stupnja malignosti. Ekspresija proteina iskazana je

semikvantitativnom metodom prema Rizzadu i suradnicima (276).

Ekspresija proteina DVL1 u HGSC uzorcima u 75% slu¢ajeva je bila manja od 10 % (67,5%
negativna; 7,5% <10%), 20% uzoraka je imalo ekspresiju 10-50%, a 5% veéu od 50%, za
razliku od LGSC uzoraka gdje je u 50 % slucajeva ekspresija DVL1 bila manja od 10% (33,3%
negativna ekspresija; 16,7% <10%). 25% uzoraka je imalo ekspresiju 10-50% kao i 25%
uzoraka ekspresiju vecu od 50%. Ekspresija DVL1 proteina nije eksprimirana u kontrolnim

uzorcima, zdravim jajnicima i epitelu jajovoda. (Tablica 11)

Ekspresija proteina DVL2 u HGSC uzorcima je manja od 10% u 30% slucajeva, (25%
negativna ekspresija, 5% manja od 10%), 35% je imalo ekspresiju 10-50%, a 35% ekspresiju
veéu od 50%. LGSC tumori su imali negativnu ekspresiju u 16,7% slucajeva, 25% slucajeva je
imalo ekspresiju izmedu 10 i 50% dok je 58,3% imalo ekspresiju vec¢u od 50%. U kontrolnim
uzorcima jajnika, ekspresija proteina DVL2 u 44,5% slucajeva je bila negativna, 33,3% je imalo
ekspresiju izmedu 101 50% a 22,2% je imalo ekspresiju DVL2 proteina vecu od 50%. Kontrolni
uzorci jajovoda su imali negativnu ekspresiju u 20% slucajeva. 60% uzoraka je imalo ekspresiju
izmedu 10 1 50% dok je 20% imalo ekspresiju vecu od 50%. (Tablica 11)

Ekspresija proteina DVL3 u HGSC uzorcima je manja od 10% u 40% slu¢ajeva (25% negativna
ekspresija, 15% ekspresija <10%) 37,5 % je imalo ekspresiju 10-50%, a 22,5% ekspresiju vecu
od 50%. Ekspresija DVL3 u LGSC uzorcima je u 33,4% uzoraka bila manja od 10% (16,7%
negativna, 16.7% manja od 10%), 33,3% 10-50% a u 33,3% vec¢a od 50%. U kontrolni uzorcima
jajnika 88,9% je imalo ekspresiju slabiju od 10% (66,6% negativna ekspresija, 22,2% manja od
10%), a 11,1% je bilo ekspresije izmedu 10 i 50%. Kontrolni uzorci jajovoda su imali slabiju

ekspresiju od 10% u svim uzorcima (80% bez ekspresije, 20% slabija od 10%). (Tablica 11)
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Tablica 11 — Ekspresija proteina DVL1, DVL2, DVL3 u seroznom karcinomu jajnika visokog i niskog stupnja malignosti, kontrolnim zdravim
jajnicima i kontrolnom zdravom tkivu jajovoda. Vrijednosti su iskazane brojcano (n) i u postotku (%)

* DVL1 n/(%)

* DVL2 n/(%)

* DVL3 n/(%)

>50% | 1050% | <10% | 0% | >50% | 10-50% | <10% | 0% | >50% | 10-50% | <10% | 0%

Kontrola - jajnik 9 2 3 4 1 2 6
(n=9) ) . | o0%) | @22%) | (333%) | | @4asw)| | @11%) | (22.2%) | (66.7%)
LGSC 3 3 2 4 7 3 2 4 4 2 2
(n=12) 25%) | (25%) | (16.7%) | (33.3%) | (58.3) | (25%) | | (16.7%) | (33.3%) | (33.3%) | (16.7%) | (16.7%)

Kontrola - jajovod 5 1 3 1 1 4
(n=5) ) . | @oo%) | ow) | 60%) | | (20%) ) . (20%) | (80%)
HGSC 2 8 3 27 14 14 2 10 9 15 6 10
(n=40) G%) | @o%) | (7.5%) | 67.5%) | 35%) | 35%) | %) | @25%) | (@25%) | (37.5%) | (15%) | (25%)

% tumorskih stanica (epitelnih stanica u tkivu zdravog jajnika ili jajovoda)
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Postoji statisticki znacajna razlika izmedu ekspresije proteina DVL1 i DVL3 u tkivu seroznog
karcinoma jajnika visokog i niskog stupnja malignosti u usporedni s kontrolnim uzorcima.
(DVL1 - p=0,004; DVL3 - p=0,003; Kruskal Wallis test). (Tablica 12)

Tablica 12 - Ekspresija DVL1, DVL2, i DVL3 semikvantitativna metoda. Vrijednosti su
iskazane kao aritmeticka sredina + standardna devijacija. p vrijednosti je izracunata pomocu
Kruskal Wallis ANOVA testa s post hoc Dunnovim testom.

kontrola p
HGSC LGSC ___ __ N
jajnik jajovod vrijednost
DVL1 0,625+0,978 | 1,417+1,240 0 0 0,004
DVL2 1,800+1,181 | 2,250+1,138 1,333+1,323 | 1,800+1,095 0,317
DVL3 1,575£1,107 1,833+1,115 0,444+0,727 0,200+0,447 0,003

Ekspresija DVL1 proteina bila je statisticki zna¢ajno ve¢a u LGSC tumorima nego u kontrolnoj
skupini, zdravom tkivu jajnika i urednom epitelu jajovoda (p=0,007; p=0,042 Kruskal Wallis
test). Nismo nasli statisticki znacajnu razliku izmedu ekspresije proteina DVL1 u HGSC
uzorcima i kontrolnim uzorcima zdravog jajnika (p=0,426; Kruskal Wallis test) niti u epitelu
jajovoda (p=0,962; Kruskal Wallis test). (Tablica 13, Slika 8A, D, G i J)

Tablica 13 — Odnos ekspresije proteina DVL1, Kruskal Wallis ANOVA test s post hoc
Dunnovim testom.

DVL1 Vrijednost Standardna | ) yrijednost
testa pogrijeska
HGSC-LGSC -12,142 5,201 0,117
HGS_C-_kpntrola 10,525 5,830 0,426
(Jajnik)
HGS_@-kontroIa 10,525 7,496 0,962
(Jjajovod)
LGS@:-_kc_)ntroIa 22,667 6,968 0,007
(Jajnik)
LGSC-kontrola 22,667 8,412 0,042
(Jajovod)
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Nismo dokazali statisticki znacajnu razliku ekspresije proteina DVL2 izmedu seroznog
karcinoma jajnika visokog i niskog stupnja malignosti kao ni u kontrolnim uzorcima (p=0,317
Kruskal Wallis test). Slika 8B, E, H i K.

Ekspresija proteina DVL3 je bila statisticki znacajno ve¢a u LGSC uzorcima u usporedbi s
kontrolnim zdravim jajnikom i urednim epitelom jajovoda (p=0,036; p=0,045 Kruskal Wallis
test) dok je ekspresija proteina DVL3 u HGSC uzorcima bila statisti¢ki znac¢ajno vec¢a nego u
kontrolnom zdravom tkivu jajnika (p=0,046 Kruskal Wallis test) te grani¢no signifikantna u
kontrolnom zdravom epitelu jajovoda (p=0,069 Kruskal Wallis test). Nije pronadena statistic¢ki
znacajna razlika izmedu ekspresije DVL3 proteina u HGSC i LGSC uzorcima (p=1,000;
Kruskal Wallis test). (

Tablica 14, Slika 8C, F, i L)

Tablica 14 - Odnos ekspresije proteina DVL3, Kruskal Wallis ANOVA test s post hoc Dunnovim
testom.

DVL3 Vrijednost Stand.arvdna p vrijednost
testa pogrjeska
HGSC-LGSC -4,196 6,070 1,000
HGS_C-_kpntroIa 18,165 6,804 0,046
(Jajnik)
HGS_C?-kontroIa 22,088 8,748 0,069
(Jajovod)
LGSQ-_kc_)ntroIa 22361 8,133 0,036
(jajnik)
LGS_C_-kontroIa 26,283 9,817 0,045
(Jajovod)
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Slika 7 — Ekspresija DVL1, DVL2 i DVL3 u HGSC, LGSC i kontrolama, zdravom tkivu jajnika

I epitelu jajovoda. o - aritmeticka sredina; | - 95% interval pouzdanosti
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Slika 8 — Ekspresija proteina DVL1, DVL2 i DVL3 u normalnom celomskom epitelu (crvene
strelice) i tranzicija u serozni karcinom visokog stupnja malignosti (A, B, C), serozni karcinom
niskog stupnja malignosti (D, E, F), jajovod (G, H, I) i serozni karcinom visokog stupnja
malignosti (J, K, L).

U grupi HGSC, LGSC, zdravom tkivu jajovoda i zdravom tkivu jajnika ekspresija DVL
proteina je slijedila sljede¢i obrazac DVL1<DVL3<DVL2 (Tablica 12). Statisti¢ki znacajna
razlika uocena je izmedu DVLI1 i DVL2 kod HGSC uzoraka (p<0,001 Kruskal Wallis test), kod
zdravog tkiva jajovoda (p=0,02 Kruskal Wallis test) i zdravog tkiva jajnika (p=0,02 Kruskal
Wallis test). Statisticki znacajna razlika takoder je uocena u HGSC uzorcima izmedu DVLI1 i
DVL3 (p=0,001 Kruskal Wall test).
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5.2.1 Ekspresija proteina DVL1, DVL2 1 DVL3 u stani¢nim linijama

S obzirom na transkripcijsku aktivnost gena DVL1, DVL2, i DVL3 u OVCARS5, OVCARS i
OVASHO stani¢nim linijama, u komparaciji s FNEI stani¢nom linijom, statisticki znacajna
razlika nadena je samo za up-regulaciju mRNA ekspresije DVL1 (fold change = 3,30; p=0,005,
DVL2 (fold change = 4,9; p<0,001) i DVL3 (fold change = 4,6; p<0,001) u OVASHO stani¢noj
liniji. (Slika 9B, C) DVL1, DVL2 i DVL3 su takoder statisticki znacajno up-regulirani u
OVASHO stani¢noj liniji u usporedbi s OVCARS i OVCARS stani¢nim linijama dok razina
ekspresije mRNA izmedu OVCARS5 i OVCARS nije bila statisti¢ki znacajna. (Slika 9 B,C)

Rezultati Western blot analize pokazali su da je ekspresija sva 3 DVL proteina izrazena U svim
HGSC stani¢nim linijama kao i stani¢noj liniji kontrole. Razina ekspresije proteina DVL2 i
DVL3 je bila visa u HGSC stani¢nim linijama OVCAR5, OVCARS8 i OVASHO u usporedbi
sa stani¢énom linijom normalnih epitelnih stanica jajovoda FNEL. (Slika 9A) Nije bilo razlike u
ekspresiji proteina DVL1 izmedu HGSC stani¢nih linija i kontrole. (Slika 9A) Dvostruki
proteinski band vjerojatno predstavlja fosforiliranu (gornji dio banda) i nefosforiliranu (donji
dio banda) formu DVL2 i DVL3 proteina (282). (Slika 9A)
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Slika 9 — Ekspresija proteina DVL1, DVL2 i DVL3 u stani¢nim linijama seroznog karcinoma
jajnika visokog stupnja malignosti (OVCARS5, OVCARS8 i OVSAHO) i stanicnom linijom
normalnih epitelnih stanica jajovoda imortalizirane TERT-om (FNE1) detektirana s Western
blot tehnikom. Protutijelo na GAPDH je koristeno kao kontrola (A). Relativna vs.
normalizirana vrijednost mRNA ekspresije DVL1, DVL2 i DVL3 u HGSC stanicnim linijama
OVCAR5, OVCARS8 i OVSAHO nasuprot stanicna linija normalnih epitelnih stanica jajovoda
imortalizirana TERT-om - FNEL (B) i njihova ekspresija unutar stanicne linije (C). Zvjezdica
oznacava statisticki znacajnu razliku razine ekspresije mMRNA DVL u HGSC stanic¢nim linijama
u usporedbi s kontrolom. FNE1 stanicnom linijom.
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5.3 Usporedba ekspresije pozitivnih i negativnih regulatora signalnog puta Wnt

Spermanovim korelacijskim testom pokazana je pozitivna korelacija u HGSC tumorima izmedu
proteina SFRP1 i DVL2 (p=0,440; p=0,005 Sperman's rho test) te DVL3 (p=0,338; p=0,033
Sperman’s rho test). Negativna korelacija dokazana je izmedu proteina DVL1 i SFRP1 te
SFRP3, ali nije bila statisticki znacajna (SFRP1: p= -0,214; p=0,185; SFRP3: p= -0,136;
p=0,404 Sperman’s rho test). (Tablica 15)

Tablica 15 — Spermanov korelacijski test za HGSC skupinu tumora

HGSC DVL1 DVL2 DVL3
rho test (p) -0,214 0,440 0,338

SFRP1
p vrijednsot 0,185 0,005 0,033
rho test (p) -0,136 0,033 0,230

SFRP3
p vrijednsot 0,404 0,838 0,154

U LGSC skupini Spermanovim korelacijskim testom dokazana je pozitivna korelacija izmedu
SFRP1 i DVL1 (p=0,603; p=0,038 Sperman’s rho test) te DVL3 (p=0,719; p=0,008 Sperman's
rho test) i grani¢no pozitivna korelacija izmedu DVL2 i DVL3 (p=0,574; p=0,051 Sperman's

rho test). Negativna korelacija izmedu SFRP 1 DVL nije dokazana u istraZivanoj skupini LGSC

tumora. (Tablica 16)

Tablica 16 - Spermanov korelacijski test za LGSC skupinu tumora

LGSC DVL1 DVL2 DVL3

rho test (p) 0,603 0,426 0,719
SFRP1

p vrijednsot 0,038 0,167 0,008

rho test (p) 0,235 0,155 0,382
SFRP3

p vrijednsot 0,462 0,630 0,221

rho test (p) 0,574
DVL2

p vrijednsot 0,051
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5.4 Klinicki podatci i odnos prema ekspresiji proteina

Za evaluaciju utjecaja analiziranih proteina na klinicke varijable upotrijebljena je univarijatna
analiza. Analizom smo utvrdili prognosti¢ke faktore bitne za ukupno prezivljenje (OS) i za
period bez bolesti (PFS). U multivarijatnu analizu uklju¢ili smo sve znacajnosti do p=0,1.
(Tablica 17, Tablica 18, Tablica 19)

Prognosticki faktori bitni za ukupno preZivljenje (OS) u HGSC skupini tumora su godine kod
postavljanja dijagnoze bolesti, prije 65 godina ili nakon 65 godina (p=0,003; log Rank test),
FIGO grupa (lokalizirana nasuprot uznapredovaloj bolesti) (p=0,046; log Rank test), ali i
ekspresija proteina DVL3 koja je pokazala trend prema signifikantnosti (p=0,081; log Rank
test). (Tablica 17)

Multivarijatnom analizom pokazali smo da su godine postavljanja dijagnoze neovisan
prognosti¢ki pokazatelj za ukupno prezivljenje (HR 3,406; 95% CI 1,580-7,341; p=0,002) kao
i ekspresija DVL3 proteina (HR 0,462; 95% CI 0,225-0,952; p=0,036). FIGO stadij takoder
pokazuje trend prema signifikantnom prognostickom faktoru (HR 2,947; 95% CI 0,886-9,808;
p=0,078). (Tablica 17)

Univarijatnom analizom perioda bez bolesti (PFS) u HGSC skupini izdvojeni su prognosticki
faktori: godine kod postavljanja dijagnoze, prije 65 godina ili nakon 65 godina (p=0,010; log
Rank test), FIGO stadij bolesti, lokalizirana nasuprot uznapredovala bolest (p=0,010; log Rank
test) te pojava recidiva bolesti (p=0,001; log Rank test). (Tablica 18)

Multivarijatnom analizom potvrdili smo sva 3 prognosti¢ka pokazatelja; godine dijagnoze (HR
2,482; 95% CI (1,175 — 5,244); p=0,017); FIGO stadij (HR 4,210; 95% CI 1,259-14,071,
p=0,020) te pojava recidiva bolesti (HR 3,070; 95% CI 1,275-7,393; p=0,012). (Tablica 18)

S obzirom na to kako u LGSC skupini nije zabiljezen recidiv bolesti (bilo klinicki, bilo
laboratorijski) skupa su analizirani i ukupno prezivljenje kao i period bez bolesti. Bitni
prognosticki faktori su takoder godina kod dijagnoze bolesti (prije ili nakon 65 godina)
(p=0,050; log Rank test), FIGO grupa (lokalizirana nasuprot uznapredovala) (p=0,004; log
Rank test) te prisustvo abdominalnog kirurga na primarnoj operaciji (p=0,010; log Rank test).
(Tablica 19)

Multivarijatnom analizom nismo potvrdili nezavisne prognosticke faktore za LGSC skupinu
bolesnica. (Tablica 19)
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Tablica 17 - Univarijatna i multivarijatna analiza za HGSC — OS (ukupno prezivijenje),
Vrijednosti su iskazane brojcano (n), postotkom (%); medijan u godinama, p vrijednost
univarijatne analize log Rank testom, HR — od engl. - hazard ratio)

Klinicki Unlvar'uagr_l'a analiza Multivarijatna analiza
parametar N(%) (gg q H;S p vrijednost HR(95% CI) p vrijednost
Godine dijagnoze
<65 27 (67,50%) 4,830
0,003 3,406 (1,580 - 7,341) 0,002
> 65 13 (32,50%) 2,090
Gradus tumora
G2 9 (22,50%) 3,748
0,781
G3 31 (77,50%) 3,840
FIGO stadij
I +11 6 (15,00%) 6,345
0,046 2,947 (0,886 - 9,808) 0,078
I+1v 34 (85,00%) 3,390
Recidiv bolesti
Da 27 (67,50%) 3,840
0,308
Ne 13 (32,50%) 2,890
Abd. kirurg na op.
Da 16 (40,00 %) 4,120
0,533
Ne 24 (60,00%) 3,390
SFRP1
<10% 27 (67,50 %) 3,390
0,332
>10% 13 (32,50 %) 4,120
SFRP3
<10% 14 (35,00 %) 3,840
0,364
>10% 26 (65,00 %) 3,748
DVL1
<10% 30 (75,00 %) 3,810
0,903
>10% 10 (25,00 %) 2,970
DVL2
<10% 12 (30,00 %) 4,830
0,896
>10% 28 (70,00 %) 3,390
DVL3
<10% 16 (40,00 % 2,890
’ ( ) 0,081 0,462 (0,225 - 0,952) 0,036

>10%  24(60,00%) 4,120
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Tablica 18 - Univarijatna i multivarijatna analiza za HGSC — PFS (period bez pojave bolesti)
Vrijednosti su iskazane brojcano (n), postotkom (%); medijan u godinama, p vrijednost
univarijatne analize log Rank testom, HR — od engl. - hazard ratio)

Univarijatna analiza

Multivarijatna analiza

Klinic¢ki Medii
parametar N(%) (gg d:{%’; p vrijednost HR(95% CI) Vrijegnost
Godine dijagnoze
<65 27 (67,50%) 1,780
0,010 2,482 (1,175 - 5,244) 0,017
>65 13 (32,50%) 0,820
Gradus tumora
G2 9 (22,50%) 1,323
0,686
G3 31 (77,50%) 1,620
FIGO stadij
I+11 6 (15,00%) 3,001
0,010 4,210 (1,259 — 14,071) 0,020
I +1v 34 (85,00%) 1,090
Recidiv bolesti
Da 27 (67,50%) 1,090
0,001 3,070 (1,275 - 7,393) 0,012
Ne 13 (32,50%) 2,890
Abd. kirurg na op.
Da 16 (40,00 %) 1,323
0,534
Ne 24 (60,00%) 1,460
SFRP1
<10% 27 (67,50 %) 1,620
0,413
>10% 13 (32,50 %) 1,323
SFRP3
<10% 14 (35,00 %) 2,070
0,363
>10% 26 (65,00 %) 1,130
DVL1
<10% 30 (75,00 %) 1,490
0,421
>10% 10 (25,00 %) 0,700
DVL2
<10% 12 (30,00 %) 1,780
0,959
>10% 28 (70,00 %) 1,090
DVL3
<10 % 16 (4 % 1
0% 6 (40,00 %) ,000 0321
>10% 24 (60,00%) 1,490
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Tablica 19 - Univarijatna i multivarijatna analiza za LGSC — OS i PFS. Vrijednosti su iskazane
brojcano (n), postotkom (%); medijan u godinama, p vrijednost univarijatne analize log Rank
testom, HR — od engl. - hazard ratio); *procijenjeno prezivijenje nikad nije doseglo 50%, X

nema usporedbe

Univarijatna analiza

Multivarijatna analiza

Klinic¢ki =
parametar N(%) ?Sgg;g)] vrijchlinost HR(95% C1) vrije%nost
Godine dijagnoze
<65 6 (50%) *
> 65 6 (50%) 1,090 0,050 0,308 (0,014 - 6,902) 0,458
Gradus tumora
G1 8 (66,67%) *
G2 4(3333%) 2,920 0,333
FIGO stadij
I+ 11 7 (58,33%) *
M+IV 5 (41,67%) 1,090 0,004 10,255 (0,855 — 123,044) 0,066
Recidiv bolesti
Da 0
Ne 12 (100 %) X X
Abd. kirurg na op.
Da 6 (50,00 %) 0,130
Ne 6 (50,00 %) - 0,010 8,842 (0,643 - 121,588) 0,103
SFRP1
<10% 6 (50,00 %) 9,080
>10%  6(50,00%) 1,090 0,865
SFRP3
<10%  4(33,33%) 2,920
0,497
>10% 8 (66,67%) *
DVL1
<10% 6 (50,00 %) *
0,248
>10% 6 (50,00 %) 1,090
DVL2
<10% 2 (16,67 %) 9,080
0,761
>10% 10(83,33%) 2,920
DVL3
<10% 4 (33,33%) 2,920 0.333
>10%  8(66,67%) *
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Izmedu 52 pacijentice koje su ukljucenje u istrazivanje, po zavrSetku istrazivanja u HGSC
skupini, imali smo 17% zivih ispitanica, dok je u LGSC skupini ukupno prezivljenje iznosilo
50% (p=0,119 log Rank test). (Slika 10,Tablica 4) Ukupno prezivljenje u nasoj disertaciji nije
dostiglo razinu statisticke znacajnosti s obzirom na relativno mali uzorak LGSC skupine, ali

svakako pokazuje pravilni trend.
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Slika 10 — Kaplan Meier krivulja ukupnog prezivijenja (OS) izmedu HGSC i LGSC skupine
pacijentica.

U disertaciji smo potvrdili ¢injenicu da ukupno prezivljenje bolesnica oboljelih od seroznog
karcinoma jajnika visokog i niskog stupnja malignosti uvelike ovisi o rasprostranjenosti bolesti
prilikom postavljanja dijagnoze, tako da je i ukupno prezivljenje statisticki znac¢ajno bolje u
skupini s dijagnosticiranom lokaliziranom bolesti (FIGO I i 11) nasuprot postavljanju dijagnoze
u uznapredovalim stadijima bolesti (FIGO Il i IV) (HGSC p=0,046 log Rank; LGSC p=0,004
log Rank). (Slika 11) Drugi prognosticki faktor bitan za ukupno prezivljenje bolesti je svakako
dob kod postavljanja dijagnoze gdje je iz Kaplan-Meier krivulja vidljivo da je bolest
dijagnosticirana prije 65 godina prognosti¢ki povoljniji faktor (HGSC p=0,003 log Rank;
LGSC p=0,050 log Rank). (Slika 11)
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Slika 11 - Prognosticki faktori, FIGO stadij (lijevi grafikoni) i dob kod postavljanja dijagnoze
(desni grafikoni), te njihov utjecaj na ukupno prezivijenje (OS) u HGSC i LGSC skupini.

Iz analize krivulja prezivljenja vezane uz period bez bolesti (PFS) potvrdili smo statisticki
znacajnije prezivljenje u bolesnica s lokaliziranom bolesti (FIGO I+11) u odnosu na bolesnice s
uznapredovalom bolesti FIGO (111+1V) (p=0,010 log Rank test) kao i za bolesnice mlade od 65
godina (p=0,010 log Rank test). (Slika 12)
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Slika 12 — Prognosticki faktori, FIGO stadij i dob kod postavljanja dijagnoze, te njihov
utjecaj na prezivljenje bez pojave bolesti (PFS) u HGSC skupini. LGSC nije analizirana jer

nismo zabiljezili recidiv bolest

Univarijatna analiza istaknula je dodatni prognosticki faktor u HGSC skupini tumora, a to je

pojava recidiva bolesti koji direktno djeluje na ukupni PFS (p=0,001 log Rank) dok nismo

dokazali statisticku znacajnost na ukupno prezivljenje (OS) (p=0,308 log Rank test), ali trend

krivulje svakako govori u prilog dosadasnjim saznanjima. (Slika 13)
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Slika 13 — Kaplan Meier krivulje prezivijenja bez bolesti (PFS) | ukupnog prezivijenja (OS) za
HGSC skupinu u odnosu na prognosticki faktor, pojavu recidiva bolesti.
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Usporedbom klini¢kih podataka, ukupnog prezivljenja (OS) i perioda bez pojave bolesti (PFS)
s ekspresijom istrazivanih proteina, nismo dokazali statisticki znacajnu razliku izmedu pojedine

ekspresije i utjecaja na prezivljenje. (Slika 14, Slika 15, Slika 16, Slika 17)
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Slika 14 — Kaplan Meier krivulje ukupnog prezivijenja (OS) u odnosu na grupu ekspresije
proteina SFRP1 i SFRP3 (grupa 1 <10%; grupa 2 >10%).
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Slika 15 - Kaplan Meier krivulje prezivijena bez bolesti (PFS) za HGSC u odnosu na grupu
ekspresije proteina SFRP1 i SFRP3 (grupa 1<10%; grupa 2 >10%). LGSC grupa nije iskazana,
obzirom da nije bilo zabiljezenog recidiva (bilo klinickog bilo laboratorijskog) bolesti, tako da
je izgled krivulje isti kao i kod OS krivulje.
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Slika 16 - Kaplan Meier krivulje ukupnog prezivljena (OS) u odnosu na grupu ekspresije
proteina DVL1, DVL2 i DVL3 (grupa 1<10%; grupa 2 >10%).
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Slika 17 - Kaplan Meier krivulje prezivijenja bez pojave bolesti (PFS) u odnosu na grupu
ekspresije proteina DVL1, DVL2 i DVL3 (grupa 1 <10%; grupa 2 >10%). LGSC grupa nije
iskazana, obzirom da nije bilo zabiljezenog recidiva (bilo klinickog bilo laboratorijskog)
bolesti, tako da je izgled krivulje isti kao i kod OS krivulje.
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6 RASPRAVA

Doktorskom disertacijom istrazivali smo ekspresiju pozitivnih i negativnih regulatora signalnog
puta Wnt u tkivu seroznog karcinoma jajnika visokog i niskog stupnja malignosti. Serozni
karcinom jajnika je sve ve¢i javnozdravstveni problem te zauzima prvo mjesto po smrtnosti od
svih ginekoloski tumora (21). Incidencija malignih bolesti jajnika raste s dobi pacijentica, s
medijanom u 63. godini kada vise od 2/3 pacijentica ima uznapredovali oblik bolesti i lo$iju

prognozu (22).

Trenutni postupak lije€enja karcinoma jajnika ukljucuje radikalno kirurSko i kemoterapijsko
lijecenje kojim se zapravo uklanja posljedica, a ne lijeci se uzrok nastanka bolesti. Modaliteti
lijeenja su skupi, a rezultati se nisu znac¢ajno popravili zadnjih 50 godina. Zbog toga je bitno
uvodenje novih modaliteta lijeCenja s osvrtom na razumijevanje molekularne patogeneze
karcinoma jajnika. Pristup bi trebalo temeljiti s posebnim naglaskom na prevenciju i testove
probira, jer to su metode koje su do sada pokazale uspjesne rezultate, poput cjepiva za zarazne
bolesti, promjenom zivotnih navika za prevenciju kardiovaskularnih bolesti te programe probira
I cjepiva za prevenciju cervikalnog karcinoma. Metode su jeftine, provodljive i puno uspjesnije

nego metode lijeCenja potvrdene bolesti.

6.1 Negativni regulatori signalnog puta Wnt

6.1.1 SFRP1

Rezultate ekspresije proteina SFRP1 i ekspresije gena SFRP1 u kohorti seroznog karcinoma
jajnika visokog (HGSC) i niskog (LGSC) stupnja malignosti komparirali smo sa zdravim
tkivom jajnika. Protein SFRP1, koji pripada obitelji SFRP inhibitora proteina signalnog puta
Whnt, ima dokazanu tumor supresorsku aktivnost u vecéini do sada analiziranih tumora i jedini
je pripadnik SFRP obitelji koji ima konzistentno nisku ekspresiju u brojnim karcinomima (223)
poput karcinoma prostate, debelog crijeva, bubrega, pluca, intrahepatalnog kolangiokarcinoma,
hepatocelularnog karcinoma i testikularnog tumora spolnih stanica (283-287). Protein SFRP3,
kao i SFRP2 i SFRP 4 mogu ostati nepromijenjeni u tkivu tumora, ili biti ¢ak i poviseni Sto bi

nam govorilo da ne slijede obrazac utisavanja ekspresije poput SFRP1 (223).
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Ekspresija gena SFRP1 medu ostalim nacinima, regulirana je i metilacijom DNA koja je
pojacana u brojnim tumorima i tumorskim stani¢nim linijjama prema trenutno dostupnim

istrazivanjima (288).

Nasi rezultati pokazuju da zdravo tkivo jajnika zadrzava ekspresiju SFRP1 proteina uz
nemetiliran gen SFRP1. Oc¢ekivano, vise od 50% testiranih HGSC uzoraka pokazuje metilaciju
promotora gena SFRP1 uz posljedi¢ni gubitak ekspresije istoimenog proteina. Nasi rezultati
slazu se s ranije objavljenim rezultatima dobivenima na stani¢nim linijama karcinoma jajnika
(231). Takada i suradnici su dokazali da dodatkom demetilacijskog agensa 5-aza-2'-
deoksicitidina rezultira demetilacijom promotora te posljedicnom re-ekspresijom proteina
SFRP1. Ostali testirani HGSC uzorci nisu pokazivali metilaciju gena SFRP1 $to bi mogli
objasniti postojanjem drugih epigenetskih mehanizama regulacije njihove ekspresije. U slucaju
SFRP1 govorili bi o trimetilaciji na lizinu 27 u histonu H3 (H3K27me3), posttranslacijskoj

histonskoj modifikaciji povezanoj s utisavanjem transkripcije (289).

Navedenim mehanizmom bi takoder mogli objasniti i snizenu ekspresiju proteina SFRP1 u
LGSC i HGSC u usporedbi sa zdravim tkivom jajnika. Gen SFRP1 je u vecini testiranih uzoraka
bio nemetiliran. Niska ekspresija gena uz istovremeni izostanak metilacije u grupi LGSC
tumora moze se objasniti akumulacijom mutacija u tumorima, pogotovo u vidu trenutno vazece
hipoteze da se LGSC tumori razvijaju iz prekursorskih lezija postepenom akumulacijom
mutacija za razliku od HGSC tumora koji naj¢esce nastaju iz ,,de novo“ mutacija (88). Manjak
statisti¢ki znacajne razlike ekspresije proteina SFRP1 izmedu HGSC i LGSC skupine uzroka

moze biti posljedica testiranja malenog uzorka $to je i glavno ograni¢enje ovog istraZivanja.

Potrebno je istaknuti da postoje i drugi mehanizmi koji mogu pridonijeti stiSavanju gena SFRP1
(posljedi¢no i ekspresiji proteina SFRP1) poput brojnih miRNAs. Naime, istrazivanje Wu i
suradnika (290) je pokazalo da u stanicama karcinoma jajnika, miR-27a igra vitalnu ulogu u
poticanju fenotipa koji nalikuje mati¢nim stanicama i to tako da djeluje protivno razli¢itim
komponentama signalnog puta Wnt ukljucujuc¢i i SFRPI1 protein. Sliéni su mehanizmi
zamijeceni 1 u drugim podtipovima karcinoma, poput karcinoma pankreasa, zeluca, dojke 1

oralnog karcinoma (287, 290-292)

U zakljuc€ku, ekspresija SFRP1 proteina je snizena u grupi HGSC tumora §to se moze povezati
s hipermetilacijom promotora gena SFRP1 dok je za smanjenu ekspresiju SFRP1 u LGSC

skupini tumora odgovoran neki drugi genetski i epigenetski mehanizam. Dobiveni rezultati
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ukazuju da su za rasvjetljavanje klinicke i terapijske znacajnosti promatranih promjena

neophodne daljnje studije na ve¢em broju uzoraka i uz dodatne molekularno-bioloske metode.

6.1.2 SFRP3

Protein SFRP3 je do sada slabije istrazeni dio signalnog puta Wnt. Pripada obitelj pet
izvanstani¢nih proteina ¢ije je obiljezje da imaju sekvencu homolognu s Frizzled receptorom
¢ime su prepoznati kao antagonisti liganda Wnt, a posljedi¢no tome i kao blokatori signalnog

puta Wnt. Poremecaj pridruzenih Wnt puteva kljuéni je dogadaj razvoja mnogih karcinoma.

Dosadas$nja istrazivanja dokazala su ulogu proteina SFRP3 u fizioloskim procesima poput
formiranja kosti, ali je takoder dokazano da sudjeluju u formiranju, razvoju i progresiji raznih
tumora. Medutim jo$ uvijek postoji kontroverzan stav oko uloge SFRP3 u tumorigenezi. Hirata
i suradnici su opisali onkogeni potencijal SFRP3 gdje je njegova pojacana ekspresija u
testovima ,,in vitro“ vodila porastu broja stani¢nih kolonija i pojave invazije kao i rastu i

formiranju stanica u ,,in vivo* uvjetima (293).

S druge strane, u hepatocelularnom karcinomu, gdje je SFRP3 utiSan hipermetilacijom
promotorske regije i prvog egzona, ponasa se kao tumor supresor. Protein SFRP3 smanjuje rast,
invaziju stanica kao i formiranje kolonija u karcinomu zeluca i prostate putem aktivacije
degradacijskog kompleksa i redukcije unutarstani¢nog B-katenina te posljedi¢no smanjivanja
TCF aktivnosti (294, 295).

Smanjena mRNA ekspresija u melanomu, primarnom karcinomu bubrega te u karcinomu pluca
nemalih stanica, potvrdena je i u genskom atlasu raka (TCGA) gdje je protein SFRP3 reduciran

tijekom progresije tumora (296).

Ekspresija proteina SFRP3 nije do sada istrazena u seroznom karcinomu jajnika kao ni i u
normalnom tkivu jajnika. Stoga smo u sklopu izrade doktorske disertacije ispitali

imunohistokemijsku ekspresiju proteina SFRP3.

Protein SFRP3 u skupini HGSC tumora eksprimiran je u 65% slucajeva (22,5% ima ekspresiju
vecu od 50%, dok 42,5% uzoraka ima ekspresiju izmedu 10 i 50%) dok je ekspresija proteina
SFRP1 u vise od 50% slucajeva utiSana. U komparaciji sa zdravim tkivom jajnika koje je imalo
uniformno pozitivnu ekspresiju (ekspresija u svim uzorcima je bila ve¢a od 50%), ekspresija
proteina SFRP3 je bila statisticki zna¢ajno manja nego u kontrolnoj skupini, zdravom tkivu

jajnika, ali je bila statisticki znacajno visa nego ekspresija proteina SFRP1.
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Ekspresija proteina SFRP3 u LGSC skupini je bila statisticki znacajno manja nego u
kontrolnom, zdravom tkivu jajnika, ali nije dokazana statisticki znacajni razlika izmedu SFRP1
I SFRP3.

Prema naSim saznanjima, do sada nije bilo istrazivanja koje je usporedivalo ekspresiju proteina
SFRP3 u seroznim karcinomima jajnika. Razlozi utiSavanja ekspresije proteina svakako ¢e biti
tema nekih narednih istrazivanja. Prema dosada$njim istrazivanjima, utiSana ekspresija SFRP3
u drugim karcinomima posljedica je hipermetilacije regije promotora kao u hepatocelularnom
karcinomu, karcinomu bubrega 1 mokra¢nog mjehura, malignom mezoteliomu,

meduloblastomu, melanomu, osteosarkomu i kroni¢noj limfocitnoj leukemiji (297-299).

Nasi rezultati pokazuju utiSanu ekspresiju SFRP 3 u seroznom karcinomu jajnika i visokog i
niskog stupnja malignosti u odnosu na zdravo tkivo jajnika ¢ime mozemo zakljuciti da se

SFRP3 takoder ponaSa kao tumor supresor djelujuéi izravno na signalni put Wnt.

6.2 Pozitivni regulatori signalnog puta Wnt

6.2.1 DVL1, DVL2, DVL3

U seroznom karcinomu jajnika visokog i niskog stupnja malignosti istrazivali smo ekspresiju
proteina iz skupine Dishevelled koji se smatraju centralnim citoplazmatskim medijatorima u
prijenosu signala signalnog puta Wnt. Kanonski put signalnog puta Wnt dokazano je aktivan u
embrionalnim 1 mati¢nim stanicama odraslog organizma, ali je progresivho utiSan u
diferenciranim stanicama. Signalni put Wnt aktivan je i tijekom tumorigeneze u procesima
proliferacije i migracije stanica (248). Poremecaj regulacije signalnog puta Wnt do sada je
potvrden u kolorektalnom karcinomu (300) melanomu (301), hepatoblastomu (256),
adenokarcinomu prostate (302), karcinomu uterusa (303), te karcinomu jajnika (14, 15, 285,
304).

Aktivnost signalnog puta Wnt potice vezanje Wnt liganda na Frizzled receptor inducirajuci
fosforilaciju obitelji DVL proteina koji tada mogu aktivirati signalne proteine bitne za
proliferaciju i prezivljenje stanice (254). Evidentno je da sva tri homologa DVL proteina igraju
centralnu ulogu u Sirenju signalnog puta Wnt utjeCuc¢i na razne procese stani¢nog razvoja,

sluze¢i kao glavni integrator kompleksnih signala (249).

Dosadasnjim istrazivanjima potvrdena je ekspresija proteina DVL u karcinomu plu¢a nemalih

stanica (NSCLC — engl. Non-small-cell lung carcinoma) (263), kolorektalnom karcinomu
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(305), karcinomu dojke (306), prostate (257) i cerviksa (259). Istrazivanja upucuju da
povecavanje kao i pojacana ekspresija gena za DVL aktivno sudjeluje u razvoju dijela humanih

karcinoma i to preko promjene signalnog puta Wnt.

Takva saznanja su nam od posebnog znacaja za proucavanje i planiranje novih terapijskih
moguénosti U lije¢enju malignih bolesti s obzirom na to da znamo da je aktivacija kateninskog
signalnog puta Wnt povezana s rezistencijom na platinu u nekoliko ,,in vivo*“i ,,in vitro®“ modela
te da se ciljanom inhibicijom B-katenina snazno senzibiliziraju tumorske stanice na cisplatinu
(307). Vrlo Cesti razvoj rezistencije na paklitaksel (orig. Taxol), jedan od kemoterapeutika prve
linije koristen u lije¢enju raznih karcinoma, a medu kojima je i karcinom jajnika (308, 309),

predstavlja veliku prepreku uspjesnom lijecenju (310, 311).

Preliminarni podatci pokazuju prekomjernu ekspresiju proteina DVL1 u paklitaksel
rezistentnim stani¢nim linijama dobivenim iz stanica karcinoma jajnika. Koristenjem DVLI1
specificnog inhibitora, utiSava se ekspresija proteina DVLI, te se vraca osjetljivost stani¢noj
liniji (A2780/Taxol) na paklitaksel pri tome pruzaju¢i novu strategiju kemosenzitacije

karcinoma jajnika na citotoksi¢nost izazvanu paklitakselom (272).

Nasi rezultati prikazani u doktoratu za sada su prvi rezultati u kojima smo istrazivali sva tri
DVL proteina, DVL1, DVL2 i DVL3 u stanicama karcinoma jajnika visokog i niskog stupnja
malignosti kao i u stani¢nim linijama karcinoma jajnika (OVCARS, OVCARS8 i OVSAHO).
Prema dopunjenom i revidiranom modelu, dvojne kancerogeneze jajnika (30, 67, 108, 129)
odluc¢ili smo usporediti obrazac ekspresije DVL proteina u tumorskom tkivu te ga usporediti s

urednim tkivom jajnika i s urednim epitelom jajovoda.

Obradom podataka dobili smo statisticki znacajno vecu ekspresiju proteina DVL1 i DVL3 u
LGSC tumorima u usporedbi sa zdravim tkivom jajnika i urednim epitelom jajovoda. Obradom
HGSC uzoraka dokazali smo da je statistiCki znacajnija ekspresiju proteina DVL3 u
komparaciji sa zdravim tkivom jajnika i grani¢no signifikantna u odnosu na uredan epitel
jajovoda. Ekspresija proteina DVL2 i DVL3 je bila vi$a u svim stani¢nim linijjama karcinoma
jajnika u usporedbi sa stani¢nom linijom FNE1 kontrole, dok je ekspresija mRNA za DVLI,
DVL2 i DVL3 statisticki znacajno bila veéa jedino u OVASHO stani¢noj liniji. Razlike u razini
MRNA gena DVL1, DVL2 i DVL3 te njihove proteinske ekspresije mogle bi biti posljedica post-
translacijske regulacije DVL proteina. Sharma i suradnici (249) proveli su TCGA (engl. The
Cancer Genome Atlas) analizu ekspresije DVL1, DVL2 i DVL3 u glioblastomima i

karcinomima pluca, dojke i jetre, te pokazali da u vecini tih tumora ne postoji disregulacija u
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ekspresiji DVL mRNA, c¢ak i kada je postojala razlika na razini proteina. Ova diskrepancija

izmedu ekspresije mRNA 1 proteina zabiljezena je i u stani¢nim linijama karcinoma debelog

crijeva i dojke (312).

Uzimajuci u obzir dosadasnja istrazivanja, nasi rezultati upucuju da su proteini DVL1 i DVL3
aktivno involvirani u patogenezu LGSC tumora, a DVL3 protein u patogenezu HGSC tumora.
Nasi su rezultati u suglasnosti s ranijim istrazivanjima u kojima je nadena povecana ekspresija
proteina DVL1, DVL2 i DVL3 kod pacijenata s kroni¢nom limfatiénom leukemijom pri ¢emu
je ekspresija DVL1 1 DVL3 proteina bila znacajno izraZenija u progresivnom obliku bolesti
nego u blazim oblicima (313). Takoder, DVL1 i DVL3 pridonose invaziji stanica putem
aktivacije kanonskog i nekanonskog signalnog puta Wnt u karcinomu plu¢a nemalih stanica
(264). Nasi rezultati ukazuju da promijenjena ekspresija proteina DVL1 i DVL3 u seroznom
karcinomu jajnika moze utjecati na signalnu kaskadu Wnt te na invazivni potencijal malignih
stanica. 1z skupa podataka Genomskog atlasa raka (engl. The Cancer Genome Atlas, TCGA),
Klaster analizom (engl. cluster analysis) genske ekspresije u tumorima jajnika utvrdena je
promijenjena ekspresija komponenti signalnog puta Wnt/B-katenin u tumorima s loSom
prognozom §to takoder upucuje na mogucu regulatornu ulogu signalnog puta Wnt/3-katenin u
tumorima jajnika (314). Nekolicina drugih studija izvijestila je o povezanosti loseg klinickog
ishoda u pacijentica s izmijenjenim komponentama f3-kateninskog signalnog puta Wnt u HGSC
skupini (314-316). Rezultati dobiveni izradom ove doktorske disertacije potkrepljuju ulogu
pojedinih komponenti signalnog puta Wnt poput proteina DVL u promociji tumorigeneze

seroznog karcinoma jajnika.

VaZzno je naglasiti ulogu proteina DVL u regulaciji ekspresije aromataza i produkcije estrogena
s obzirom na to da su ini zaduzeni za proliferaciju i rast stanica. Castro-Piedras i suradnici
1zvijestili su o novoj vezi izmedu DVL proteina 1 njihove uloge kao regulatora transkripcije
aromataznih promotora. Pokazali su da DVL1 i DVL3 imaju razli¢ite uloge u regulaciji gena
CYP19A1, koji kodira za aromatazu. Naime, dok je redukcija ekspresije gena DVL3 smanjila
razinu ukupnih transkripata aromataze u MCF7 stanicama, redukcija ekspresije gena DVL1
dovela je do povecane razine ekspresije ukupnih transkripata aromataze u istim stanicama
(317).

Njihovo istrazivanje je u skladu s naSim rezultatima gdje smo evidentirali prekomjernu

ekspresiju DVL3 proteina u HGSC i LGSC tumorima §to upucuje na moguénost da je DVL3
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odgovoran za regulaciju lokalne aromataze, a koja moze promovirati proliferaciju kao i

invazivnost tumorskih stanica.

U zakljucku, izradom disertacije prikazali smo aktivhu ulogu proteina DVL u patogenezi
seroznog karcinoma jajnika visokog i niskog stupnja malignosti. Potrebno je provoditi daljnja

istrazivanja kako bi se potvrdila klinicka vaznost uo¢enih promjena.

6.3 Usporedba ekspresije pozitivnih i negativnih regulatora signalnog puta Wnt u tkivu

seroznog karcinoma jajnika (visokog i niskog stupnja malignosti)

Dobiveni rezultati ukazuju da postoji negativna (recipro¢na) korelacija izmedu negativnih
(SFRP1, SFRP3) i pozitivnih (DVL1) regulatora signalnog puta Wnt u tkivu seroznog
karcinoma jajnika visokog stupnja malignosti, ali s obzirom na maleni uzorak razlika nije
statisticki znacajna. Dokazali smo statisticki znacajnu pozitivnu korelaciju izmedu SFRP1

nasuprot DVL2 i DVL3 u HGSC uzorcima.

U seroznim karcinomima jajnika niskog stupnja malignosti nije dokazan negativna, recipro¢na
korelacija izmedu pozitivnih i negativnih regulatora signalnog puta Wnt. Dokazan je statisticki
znacajna pozitivna korelacija izmedu pozitivnih (DVLI1, DVL3) i negativnih (SFRP1)
regulatora signalnog puta Wnt.

Nasi rezultati su u suglasnosti S ranijim istrazivanjima drugih znanstvenika koji su proucavali
aktivnost signalnog puta Wnt u tumorskom tkivu. Mi smo potvrdili da postoji smanjena
ekspresija negativnih regulatora signalnog puta Wnt (SFRP1, SFRP3), ¢ime smo jo$§ jednom
dokazali njihovu tumor supresorsku ulogu, a takoder smo potvrdili i poviSenu aktivnost
pozitivnih regulatora signalnog puta Wnt (DVL1, DVL2, DVL3) u tkivu seroznog karcinoma
jajnika (222, 224, 225, 229-238, 255, 257-264). lzostanak negativne korelacije u nasem

istrazivanju mozemo pripisati relativno malenom uzorku.

Wu i suradnici su istrazivali odnos inhibitora Wnt signalnog puta SFRP2 i aktivaciju Wnt
kanonskog signalnog puta, mjere¢i akumulaciju B-katenin i prekomjernu ekspresiju proteina
DVL3, c-Myc i ciklin D1(318). Njihovi rezultati ukazuju na postojanje negativne korelacije

izmedu ispitivanih skupina $to su dobile i druge znanstvene skupine (320,321).
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6.4 Ekspresija proteina i klini¢ki pokazatelji

Srednja dob pacijentica s dijagnosticiranim seroznim karcinomom visokog stupnja malignosti
odgovara podatcima koji se mogu nac¢i u literaturi (22), dok je dob pacijentica s
dijagnosticiranim seroznim karcinomom jajnika niskog stupnja malignosti postavljena u nesto
starijih zena u usporedni sa Zenama operiranim od HGSC $to nije u skladu s dosadasnjim
saznanjima o pojavi LGSCa (88). To bi se moglo objasniti relativno malenim brojem uzoraka

u LGSC skupini pacijentica.

Podjela tumora po stupnju diferencijacije odgovara dosadasnjim saznanjima da su HGSC
tumori prvenstveno lose diferencirani dok su LGSC tumori prvenstveno dobro diferencirani

tumori (85).

Prema trenutno vazecoj FIGO klasifikaciji tumora pacijentice oboljele od HGSCa su vise od
2/3 slucajeva dijagnosticirane u uznapredovaloj fazi bolesti i s recidivom bolesti unutar 1,5
godine (131) dok su pacijentice oboljele od LGSC tumora prvenstveno dijagnosticirane u
pocetnim fazama bolesti, a recidiv bolesti nismo zabiljezili (85). Ukupno 5 godiSnje
prezivljenje za HGSC skupinu odgovara svjetskom prosjeku i iznosi 37,50% dok nam je
prezivljene u LGSC skupini bilo nize od svjetskog prosjeka, s 58,33% [svjetski prosjek pet
godis$njeg prezivljenja LGSC tumora iznosi oko 85%; (96, 97, 131)]. Nasi podatci potvrdili su
bolje prezivljenje LGSC skupine pacijentica u odnosu na HGSC skupinu, iako razlika nije
statistiCki znacajna. Razlog lezi u tome da smo u skupini LGSC tumora imali 3 pacijentice
(25%) s vrlo nepovoljnim postoperativnom tijekom i da se radi o relativno malenom broju
pacijentica u LGSC grupi. Potvrdili smo dosadasnju ¢injenicu da je statisticki znacajnije
ukupno prezivljenje povoljnije u lokaliziranim oblicima bolesti u obje skupine tumora kao i da
je mlada dob prilikom postavljanja dijagnoze prognosticki povoljniji ¢imbenik (96, 97, 131,
132).

Multivarijatnom analizom omjera ugrozenosti (HR — engl. Hazard ratio) u HGSC skupini
tumora potvrdili smo da su godine dijagnoze signifikantan prognosticki faktor. Analizom nasih
podataka takoder smo dobili zanimljiv podatak da je veca ekspresija proteina DVL3 pokazana
kao signifikantan prognosticki faktor u HGSC skupini bolesnica (p=0,036). Ekspresija ostalih
istrazivanih proteina nije pokazala utjecaj na ukupno prezivljenje (OS) kao ni na period Zivota
bez bolesti (PFS) i u HGSC i u LGSC skupini tumora. Ranijim istraZzivanjem Liu i suradnika
dokazano je da je razina ekspresije proteina DVL2 bila udruzena s ukupnim prezivljenjem

pacijentica s karcinomom jajnika (309), ali uz napomenu da su takoder obradivali relativno
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maleni uzorak. Razliku u rezultatima treba sagledati iz perspektive koristenja relativno malenog
uzorka u oba istrazivanja za pacijentice oboljele od karcinoma jajnika, a i time da studija Liu i
suradnika nije razvrstavala serozni karcinom u dvije skupine, niskog i visokog stupnja
malignosti. S druge strane LGSC tumori predstavljaju svega 5% svih seroznih karcinoma
jajnika (87).

Komparirajuéi nase rezultate s rezultatima atlasa humanih proteina (engl. human protein atlas),
a koja obraduje distribuciju proteina u normalnim i karcinomskim stanicama, u njihovoj bazi
podataka nije dokazana statisticki zna¢ajan razlika ukupnog prezivljenja u odnosu na ekspresiju
proteina DVL3 u tkivu seroznog karcinoma jajnika (p=0,25) (319). Kaplan Meier krivulje
ukupnog prezivljenja (na 374 obradena slucaja) pokazivale su isti trend kao i nase krivulje
prezivljenja, ali multivarijatnom analizom nisu dokazali prognosti¢ki faktor niti jednog DVL
proteina kao niti analiziranih SFRP proteina. Rezultate je takoder potvrdio i program GEPIA,
novi interaktivni web server za analizu ekspresije RNA sekvenci koristenjem projekta TCGA i

GTEX (320).

Promatrajuci ekspresiju proteina SFRP1 i SFRP3 nismo dokazali poveznicu izmedu ekspresije
proteina s ukupnim prezivljenjem (OS), FIGO stadijem ili vremenom bez pojave recidiva

bolesti (PFS).
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7 ZAKLJUCAK

Analizirajuci pozitivne i negativne regulatore signalnog puta Wnt u tkivu seroznog karcinoma

jajnika visokog i niskog stupnja malignosti dosli smo do sljedecih zakljucaka.

1.

10.

11.

12.

Ekspresija SFRP1 je statisti¢ki znacajno manja i u HGSC i u LGSC uzorcima u
usporedbi sa zdravim tkivom jajnika

U zdravom tkivu jajnika postoji ekspresija proteina SFRP1, a promotor gena SFRP1 je
nemetiliran.

Uzrok smanjene ekspresije proteina SFRP1 u grupi HGSC tumora je DNA metilacija
promotora gena SFRP1.

Ekspresija proteina SFRP3 je statisticki znac¢ajno manja i u HGSC i u LGSC uzorcima
u usporedbi sa zdravim tkivom jajnika.

Ekspresija SFRP1 je statisti¢ki zna¢ajno manja od ekspresije SFRP3 u HGSC skupini
tumora.

Ekspresija proteina DVL1 i DVL3 statisticki je znac¢ajno ve¢a u LGSC skupini tumora
nego u kontrolnim zdravim uzorcima jajnika i urednom epitelu jajovoda.

Ekspresija DVL3 statisticki je znacajno ve¢a u HGSC skupini tumora nego u
kontrolnom zdravom tkivu jajnika, a grani¢no je veéa u odnosu na uredan epitel
jajovoda.

Ekspresija proteina DVL2 i DVL3 je bila visa u stani¢nim linijama karcinoma jajnika u
usporedbi sa stani¢nom linijom FNE1 kontrole.

EkspresijamRNA za DVL1, DVL2 i DVL3 je znac¢ajno ve¢a u OVASHO stani¢noj liniji.
Dokazana je aktivna uloga proteina DVL u patogenezi seroznog karcinoma jajnika
visokog i niskog stupnja malignosti

Dokazana je statisticki znacajna pozitivna korelaciju izmedu SFRP1 nasuprot DVL2 i
DVL3 u HGSC skupini tumora.

Dokazana je statisticki znac¢ajna pozitivna korelacija SFRP1 nasuprot DVL1 i DVL3 u
LGSC skupini tumora.

79



8 SAZETAK

Uvod: Maligni epitelni tumori jajnika najsmrtonosniji su ginekoloski tumori koji se, u
najveéem broju slucajeva, dijagnosticiraju u uznapredovalom stadiju bolesti s loSom
prognoznom prezivljenja. Smrtnost od raka jajnika u razvijenom svijetu je u laganom padu,
medutim taj pad je znatno sporiji od pada njegove incidencije. Jo$ uvijek ne postoji u¢inkovita
metoda primarnoga probira bolesnica, kao ni osjetljiva klinicka ili laboratorijska dijagnostika
ranoga stadija bolesti. U ovoj disertaciji obradivane su komponente signalnog puta Whnt;
SFRP1, SFRP3, DVL1, DVL2 i DVL3. Aberantna aktivacija ovog signalnog puta dokazana je
u brojnim tumorima.

Materijal i metode: Provedeno je retrospektivno istrazivanje na arhiviranim uzorcima seroznih
karcinoma jajnika (52) prikupljenih u KB Merkur izmedu 2000. i 2012. godine. Ekspresija
proteina u tumorskom tkivu usporedivana je s ekspresijom proteina u urednom tkivu jajnika (9)
i/ili jajovoda (5) prikupljenih prilikom operativnih zahvata zbog neke druge nemaligne
ginekoloske bolesti. Provedena je imunohistokemijska analiza ekspresije proteina SFRP1,
SFRP3, DVL1, DVL2 i DVL3 signalnog puta Wnt, te je odredena njihova medusobna
korelacija i korelacija s klini¢kim parametrima bolesti. DNA je izolirana iz zdravog i tumorskog
tkiva, nakon ¢ega je analizirana metilacija DNA u promotorima gena SFRP1 uz pomo¢ PCR-a
ovisnog o metilaciji. Ekspresija proteina DVL1, DVL2 i DVL3 analizirana je i na stani¢nim
linijjama seroznog karcinoma jajnika visokog stupnja malignosti i na normalnim
imortaliziranim epitelnim stanicama jajovoda uz pomo¢ Western blot-a.

Rezultati: Disertacijom smo dokazali statisticki znacajno manju ekspresiju proteina SFRP1 i
SFRP3 u tumorskom tkivu. Uzrok smanjene ekspresije proteina SFRP1 u HGSC skupini tumora
je metilacija promotora gena SFRP1. Ekspresija proteina DVL1 i DVL3 statisticki je zna¢ajno
veéa U LGSC skupini tumora nego u kontrolnim zdravim uzorcima jajnika i jajovoda, dok je
ekspresija proteina DVL3 statisticki znacajno ve¢a u HGSC skupini tumora nego u kontrolnom
zdravom tkivu jajnika. Ekspresija proteina DVL2 i DVL3 je bila visa u stani¢nim linijama
karcinoma jajnika u usporedbi sa stani¢nom linijom FNE1 kontrole. MRNA za DVL1, DVL2 i
DVL3 je znacajno ve¢a u OVASHO stani¢noj liniji.

Zakljucak: Dokazali smo da je ekspresija proteina SFRP1 smanjena u ve¢ini HGSC tumora te
da je smanjena ekspresija ovog proteina posljedica metilacije promotora gena SFRP1. Protein
SFRP1 i SFRP3 dokazano djeluju kao tumor supresori u seroznom karcinomu jajnika visokog
1 niskog stupnja malignosti. Nasi rezultati takoder upucuju i na aktivnu ulogu proteina iz obitelji

Dishevelled u seroznim karcinomima jajnika.
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9 SUMMARY

Expression of Wnt signaling pathway proteins SFRP1, SFRP3, DVL1, DVL2 and DVL3

in serous ovarian cancer

Introduction: Ovarian cancer is the most lethal gynaecologic malignancy usually diagnosed in
the advanced stage with a poor prognosis. The mortality rate is slightly declining but much
slower than its incidence. We still do not have an effective primary screening method nor is
there a sensitive clinical or laboratory test for detecting ovarian cancer in its early stage. In this
study, we explored the components of the Wnt signalling pathway, SFRP1, SFRP3, DVL1,
DVL2 and DVL3. Their aberrant activation has been proven in many other tumors.

Materials and methods: We performed a retrospective study on archived samples of serous
ovarian cancer (52) collected at the University hospital Merkur between 2000 and 2012. Protein
expression in tumor specimen was compared with protein expression in normal ovarian tissue
(9) and/or fallopian tube (5) collected during surgery for other non-malignant gynaecological
diseases. We explored SFRP1, SFRP3, DVL1, DVL2 and DVL3 protein expression using
immunohistochemistry, their mutual correlation and correlation with clinical parameters of the
disease. DNA was isolated from healthy and tumor tissue and SFRP1 gene methylation was
analysed by methylation-specific PCR. The expression of DVL1, DVL2 and DVL3 proteins
was analysed both on serous ovarian carcinoma cell lines as well as on TERT-immortalised
epithelial fallopian tube using Western blot.

Results: We statistically demonstrated lower protein expression of SFRP1 and SFRP3 in tumor
tissue. Loss of SFRP1 protein expression was caused by the SFRP1 promoter hypermethilation
in a subset of HGSC. DVL1 and DVL3 protein expression was statistically higher in LGSC
compared to normal ovaries and fallopian tubes, while DVL3 was statistically higher in HGSC
compared to normal ovaries. DVL2 and DVL3 protein expression was higher in HGSC cell
lines when compared with normal control cell line FNE1. DVL1, DVL2 and DVL3 mRNA
expression was significantly increased only in OVASHO cell line.

Conclusion: We have shown that the SFRP1 protein was silenced in most HGSC tumors and
the silencing was due to methylation of SFRP1 gene promoter. SFRP1 and SFRP3 protein have
been shown to act as tumor suppressors in both, high and low grade, serous ovarian carcinoma.
Our data show an active involvement of Dishevelled family proteins in serous ovarian

carcinomas.
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