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1.UvOD

1.1. Rak jajnika

Rak jajnika osmi je po redu vode¢i uzrok smrti povezanih s rakom kod Zena te je po
ucestalosti tre¢i najces¢i ginekoloski zlo¢udni tumor (1). U svijetu je 2018. godine od raka
jajnika oboljelo 295 414, a umrlo 184 799 Zena (1). Predvida se da ¢e do 2035. godine stope
incidencije i mortaliteta znacajno porasti, pri ¢emu ¢e po godini biti 371 000 novooboljelih i
254 000 umrlih zena (2). Ukupno prezivljenje bolesnica s rakom jajnika iznosi 45,6%,
medutim, ono jako varira s obzirom na stadij bolesti. Petogodi$nje prezivljenje bolesnica s
rakom jajnika u stadiju I iznosi 92,1%, u stadiju Il oko 70%, dok kod bolesnica sa stadijem Il
i IV iznosi 25% (3). U Hrvatskoj je 2017. godine zabiljezeno 398 novih slucajeva (Registar za
rak Republike Hrvatske). U istoj godini je od raka jajnika, jajovoda i adneksa umrlo 330 Zena.
Omijer mortaliteta i incidencije kod ove vrste raka iznosi 0,75 $to znaci da od 100 oboljelih

umre 75 Zena (4).

Malo toga je poznato o ranim aspektima razvoja raka jajnika pa se faktori rizika primarno
temelje na epidemioloskim faktorima kako bi se odredilo koje Zene spadaju u rizi¢nu skupinu
(5). Faktori rizika za razvoj bolesti su starija Zivotna dob (pojavnost raka raste s dobi, a
najvisa je u dobi iznad 65 godina), rana prva menstruacija, karcinom jajnika u obitelji,
neplodnost, nuliparitet, endometrioza, koriStenje hormonske terapije u postmenopauzi,
pretilost i genetski faktori, kao $to su mutacije gena BRCAL (engl. Breast Cancer 1) i BRCA2
(engl. Breast Cancer 2) te mutacije u genima za popravak krivo sparenih baza (engl.
mismatch repair) koje su povezane s Lynchovim sindromom (5-7). Trudnoca, dojenje,
radanje djeteta u kasnijoj zivotnoj dobi, podvezivanje jajovoda, hormonska kontracepcija te

redovita fizicka aktivnost smanjuju rizik od nastanka raka jajnika (5-7).

Rak jajnika jedan je od najvecih klini¢kih izazova u ginekoloSkoj onkologiji. Buduéi da
veéina bolesnica nema nikakve simptome dok bolest ne metastazira i da ne postoje uc¢inkovite
metode probira, gotovo 90% slucajeva dijagnosticira se u uznapredovalom stadiju bolesti. 1z
tog razloga, rak jajnika ima najvisu stopu smrtnosti od svih ginekoloskih malignosti (8).
Simptomi koji se javljaju su nespecifi¢ni i preklapaju se sa simptomima puno cescih

poremecaja, kao Sto su dispepsija, sindrom iritabilnog crijeva, menstrualni poremecaji i



menopauza, $to dodatno otezava ranu dijagnozu (9). Ranu dijagnozu otezava i Cinjenica da
postoje razliciti histoloski podtipovi raka jajnika koji imaju razlicita bioloska i klinicka
svojstva (3). Trenutno je, za dijagnozu raka jajnika, najucinkovitije kombinirano mjerenje
serumskih biomarkera karcinomskog antigena 125 (engl. Cancer Antigen 125, CA125) i
humanog epididimis proteina 4 (engl. Human Epididymis Protein 4, HE4) (10). Kod Zena s
povisenom razinom CA125 preporucuje se multimodalni pristup u dijagnozi uz koristenje

transvaginalne sonografije (11).

1.1.1.  Etiologija i patogeneza

Budu¢i da se rak jajnika veé¢inom dijagnosticira u uznapredovalom stadiju bolesti, jako
malo se zna o ranim molekularnim 1 genetickim promjenama koje pokrecu transformaciju
zdravih stanica u maligne. Etiologija epitelnih tumora jajnika je nejasna te se jos uvijek ne zna
to¢no podrijetlo nastanka tumorskih stanica. Postoje dva modela o podrijetlu nastanka
malignih stanica: tradicionalni model prema kojem se karcinom jajnika razvija iz pokrovnog
epitela jajnika, te novi model prema kojem se karcinomske stanice razvijaju iz epitela fimbrija
jajovoda (5, 12). Oba modela su jednakovrijedna te se smatra da i jedno i drugo tkivo mogu
biti ishodiste karcinoma jajnika. To se moze objasniti ¢injenicom da oba tkiva dijele isto
embrionalno podrijetlo i iste okoli$ne uvjete (12). Takoder, karcinom jajnika moze se razviti i
iz peritoneuma, posebno kod pojedinih vrsta epitelnih tumora jajnika kao $to je mucinozni i

serozni karcinom jajnika (13).

Postoji nekoliko hipoteza koje pokusavaju objasniti patogenezu raka jajnika: hipoteza
neprestanih ovulacija, gonadotropinska hipoteza, hormonalna hipoteza i upalna hipoteza (5,
14-20). Hipoteza neprestanih ovulacija pretpostavlja da ostecenja i oporavci pokrovnog
epitela jajnika, uzrokovani neprestanim ovulacijama, povecavaju vjerojatnost nastanka
malignih stanica budu¢i da u tim procesima moze do¢i do oStecenja DNA (14).
Gonadotropinska hipoteza tvrdi da cirkuliraju¢i gonadotropini stimuliraju epitel jajnika te na
taj nacin poti¢u transformaciju normalnih stanica u maligne (15-16). Prema hormonalnoj
hipotezi, spolni hormoni kao §to su androgeni i estrogeni mogu direktno stimulirati epitel
jajnika i na taj nacin povecati rizik od nastanka raka jajnika, dok progestini imaju protektivni
ucinak (5, 16-17). Upalna hipoteza pretpostavlja da upalni medijatori, bilo da su oslobodeni

tijekom ovulacije ili tijekom patoloskih stanja kao Sto su endometrioza ili upalna bolest



zdjelice, mogu ostetiti i epitel jajnika i epitel fimbrija jajovoda pogoduju¢i na taj nacin
nastanku raka jajnika (18-20). Budu¢i da nijedna od hipoteza ne moze u potpunosti objasniti
mehanizme nastanka raka jajnika, vrlo je vjerojatno da patogeneza raka jajnika obuhvaca
kompleksni skup isprepletenih bioloSkih procesa povezanih s ovulacijom, hormonalnim
faktorima i upalom (5).

1.1.2. FIGO-klasifikacija

Razli¢iti histoloski tipovi raka jajnika nemaju isti odgovor na lijeCenje pa je precizna
patohistoloska dijagnoza nuzna za pravilnu kategorizaciju i uspjesno lijecenje. Klinicki stadij
i prognoza bolesti odreduju se prema klasifikaciji Medunarodnog udruzenja ginekologa i
opstetricara (franc. Fédération Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique, FIGO), pri
¢emu su se U obzir uzeli najrelevantniji prognosti¢ki parametri koji su isti kod svih tipova
tumora (21-22). Budu¢i da se rak jajnika, osim iz samog jajnika kao ishodi$nog organa, moze
razviti i iz jajovoda i peritoneuma, i da tumori jajnika, jajovoda i peritoneuma dijele slicna
molekularna, morfoloska i klinicka svojstva (23), Medunarodno udruzenje ginekologa i
opstetriCara je u sije¢nju 2014. godine revidiralo i objavilo novu sluzbenu zajednicku

klasifikaciju raka jajnika, jajovoda i peritoneuma (Tablica 1) (21).

Tablica 1. FIGO-klasifikacija za rak jajnika, jajovoda i peritoneuma. Uredeno prema (21).

FIGO-stadij Opis

I Tumor ogranicen na jajnike ili jajovode

Tumor ograni¢en na jedan jajnik (s intaktnom ¢ahurom) ili jajovod; bez
A" tumora na povrsini jajnika ili jajovoda; bez malignih stanica u ascitesu ili
peritonealnom ispirku

Tumor ograni¢en na oba jajnika (s intaktnim ¢ahurama) ili jajovoda; bez
1B tumora na povrSini jajnika ili jajovoda; bez malignih stanica u ascitesu ili
peritonealnom ispirku

Tumor ograni¢en na jedan ili oba jajnika ili jajovoda s jednom od sljedec¢ih
osobitosti:

IC1  Ruptura ¢ahure tijekom operacije




Ruptura Cahure prije operacije ili prisustvo tumora na povrsini
jajnika ili jajovoda

IC2

IC3  Prisutne maligne stanice u ascitesu ili peritonealnom ispirku

Tumor zahvaca jedan ili oba jajnika ili jajovoda uz Sirenje na zdjelicu, ili se
radi o primarnom raku peritoneuma

IIA  Sirenje i/ili implantacija tumora na maternicu i/ili jajnike i/ili jajovode
IIB  Sirenje tumora na druga tkiva zdjelice
Tumor zahvaca jedan ili oba jajnika ili jajovoda ili se radi o primarnom
T raku peritoneuma s citoloski ili histoloski potvrdenim Sirenjem na
peritoneum izvan zdjelice i/ili metastazama u retroperitonealnim limfnim
¢vorovima
HIA Metastaze u retroperitonealnim limfnim ¢vorovima uz ili bez prisustva
mikroskopskih peritonealnih metastaza izvan zdjelice
Pozitivni samo retroperitonealni limfni ¢vorovi:
AL _j11A1(i): metastaze veli¢ine do 10 mm
- [ITA1(i1): metastaze ve¢e od 10 mm
HIA2 Mikroskopske peritonealne metastaze izvan zdjelice uz zahvacene
ili nezahvacene retroperitonealne limfne ¢vorove
B Makroskopske peritonealne metastaze izvan zdjelice veli¢ine do 2 cm s ili
bez metastaza u retroperitonealim limfnim ¢vorovima
Makroskopske peritonealne metastaze izvan zdjelice vece od 2 cm s ili bez
IIC  metastaza u retroperitonealnim limfnim &vorovima (ukljucujuéi Sirenje
tumora na ¢ahuru jetre 1 ¢ahuru slezene bez Sirenja u parenhim)
v Prisutnost udaljenih metastaza, iskljuc¢ujuci peritonealne metastaze
IVA  Pleuralni izljev s pozitivnim nalazom citoloske pretrage
Parenhimske metastaze 1 metastaze na organima izvan trbuSne Supljine
VB

(uklju€uju¢i ingvinalne limfne ¢vorove 1 limfne ¢vorove koji se nalaze

izvan trbuSne Supljine)




1.1.3.  HistoloSka podjela

Prema anatomskim strukturama iz kojih nastaju, tumori jajnika mogu se podijeliti u tri
velike skupine: tumori pokrovnog epitela jajnika, tumori spolnog tracka i tumori zametnih
stanica (24). Tumori pokrovnog epitela jajnika nastaju iz epitelnih stanica te ¢ine oko 60%
svih tumora jajnika i oko 90% malignih tumora jajnika. Tumori spolnog tratka mogu se
razviti iz teka stanica, stromalnih stanica, granuloza stanica ili Sertoli-Leydigovih stanica. Ovi
tumori ¢ine oko 8% svih tumora jajnika i oko 7% malignih tumora jajnika. Tumori zametnih
stanica nastaju iz primordijalnih spolnih stanica te ¢ine 0ko 25% svih tumora jajnika i oko 3-
7% malignih tumora jajnika (24-25).

Epitelni tumori jajnika

Najces¢i i najsmrtonosniji oblik raka jajnika su epitelni tumori jajnika (karcinomi
jajnika). Epitelni tumori jajnika nisu homogena, ve¢ heterogena bolest s razli¢itim histoloskim
svojstvima te razli¢itim molekularnim i genetskim karakteristikama (26). Trenutno postoji
najmanje pet razlicitih tipova epitelnih tumora jajnika, a to su: serozni karcinomi jajnika
visokog stupnja malignosti (engl. high-grade serous ovarian carcinoma, HGSC; 70%),
endometrioidni karcinomi (engl. endometrioid carcinoma, EC; 10%), svijetlostani¢ni
karcinomi (engl. clear cell carcinoma, CCC; 10%), mucinozni karcinomi (engl. mucinous
carcinoma, MC; 3%) i serozni karcinomi jajnika niskog stupnja malignosti (engl. low-grade
serous ovarian carcinoma, LGSC; <5%) (27). Osim S§to imaju razliite molekularne i
genetske karakteristike, navedeni karcinomi razlikuju se i prema epidemioloskim i genetickim

faktorima rizika, stani¢nom podrijetlu, patogenezi, prognozi i odgovoru na kemoterapiju (26).

Serozni karcinomi jajnika niskog (LGSC) i visokog (HGSC) stupnja malignosti detaljno
su opisani u poglavlju 1.2.

Endometrioidni karcinomi jajnika (EC) ¢ine oko 10% svih epitelnih tumora jajnika.
Buduc¢i da se uglavnom dijagnosticiraju u ranom stadiju bolesti, ovi karcinomi imaju najbolju
prognozu od svih epitelnih tumora jajnika (26, 28). Za EC je tipi¢no da su dobro diferencirani
1 da imaju najmanje jednu od sljede¢ih karakteristika: zlijezde tipicne za endometrioidni
adenokarcinom, zari$ta skvamozne diferencijacije i/ili adenofibromatoznu komponentu (28).

Smatra se da nastaju iz endometrioze (29). Otprilike 15-20% Zena oboljelih od EC-a ima i



endometriozu, dok oko 14% zena oboljelin od ovog raka simultano ima i karcinom
endometrija maternice (30). Najcesce genetske promjene kod EC-a su mutacije gena KRAS,
PIK3CA, PTEN, CTNNBL, ARID1A i TP53 (31).

Svijetlostani¢ni karcinomi (CCC) takoder ¢ine oko 10% svih epitelnih tumora jajnika te
se ve¢inom dijagnosticiraju u ranom stadiju bolesti zbog Cega imaju dobru prognozu.
Medutim, ako se dijagnosticiraju u uznapredovalom stadiju bolesti, tada imaju najlosiju
prognozu od svih epitelnih tumora jajnika (26, 32). Tumorske stanice CCC-a nalikuju
¢avli¢ima (engl. hobnail) i imaju svijetlu citoplazmu po kojoj karcinom i nosi ime. CCC su
uglavnom veliki tumori (mogu narasti vise od 15 c¢cm) koji mogu imati tubulocisti¢nu, solidnu
I papilarnu strukturu (33). Smatra se da, kao i EC, nastaju iz endometrioze kao ishodi$ne
lezije, ali mogu se razviti i iz adenofibroma (34). Za CCC karakteristicne Su mutacije gena
ARID1A, PIK3CA, KRAS i PTEN (33).

Mucinozni karcinomi (MC) najces¢i su histoloski tip karcinoma jajnika kod Zena mladih
od 40 godina, dok ukupno ¢ine samo 3% svih epitelnih tumora jajnika. Imaju jako dobru
prognozu jer se u vecini slucajeva rano dijagnosticiraju. Medutim, prognoza je losa ako se
radi o uznapredovalom stadiju bolesti (35). Histoloski gledano, MC imaju Zljezdanu strukturu
i stratificirane cilindri¢ne stanice s jezgrama smjeStenim u bazalnom dijelu stanice i apikalnu
citoplazmu ispunjenu sa sluzi koja je oskudna ili nedostaje u MC-u s visokim stupnjem
malignosti (engl. high-grade) (34). Pretpostavlja se da nastaju iz benignih lezija ili tumora
jajnika niskog malignog potencijala (engl. borderline) (36). Najéesc¢e genetske promjene kod
MC-a su mutacije gena KRAS i TP53, te amplifikacija gena HER2 (37).

1.2. Serozni karcinomi jajnika

Serozni karcinomi jajnika ¢ine oko tri Cetvrtine svih epitelnih tumora jajnika (27). S
obzirom na nuklearnu atipiju i broj mitoza, dijele se na serozne karcinome jajnika visokog
stupnja malignosti (HGSC) i serozne karcinome jajnika niskog stupnja malignosti (LGSC).
HGSC imaju izrazenu nuklearnu atipiju i visok broj mitoza [>12 mitoza na 10 HPF (engl.
high-power field, vidno polje pod velikim povecanjem, 400x)], dok LGSC imaju nizu
nuklearnu atipiju i slabiju mitoticku aktivnost (<12 mitoza na 10 HPF) (38). lako su oba
seroznog histoloskog tipa, HGSC i LGSC dva su razli¢ita entiteta s razli¢itom patogenezom,

molekularnim i genetskim promjenama, podrijetlom nastanka i prognozom (26).



1.2.1.  Serozni karcinomi jajnika niskog stupnja malignosti

Serozni karcinomi jajnika niskog stupnja malignosti jako su rijedak histoloski tip tumora
jajnika koji ¢ine oko 2-3% svih epitelnih tumora jajnika te oko 5% seroznih karcinoma jajnika
(28, 39). Vecinom se dijagnosticiraju u uznapredovalom stadiju bolesti (FIGO-stadiji 111 i 1V)
i zahvacaju oba jajnika (40-41). Srednja dob Zena s dijagnozom LGSC-a je 45-57 godina (40).
Petogodi$nje prezivljenje bolesnica oboljelih od ove bolesti iznosi 54,2%, dok je
desetogodis$nje prezivljenje manje i iznosi 37,3% (41). lIako Zzene s LGSC-om zive duze od
zena S HGSC-om, ukupno prezZivljenje je lose jer se tumor kasno dijagnosticira uz slab

odgovor na standardnu kemoterapiju (42).

LGSC imaju papilarnu strukturu i tumorske stanice s malim pravilnim jezgrama koje
imaju nisku mitoticku aktivnost. Oko stanica se nalazi varijabilna koli¢ina hijalinizirane
strome sa psamomskim tjelescima (26, 34). Za invazivnu komponentu LGSC-a tipi¢ne su
mikropapilarne formacije i male kruzne nakupine stanica koje su Cesto okruzene praznim
prostorima ili pukotinama i nasumi¢no invadiraju u stromu. Mikropapilarne formacije
uglavnom nemaju fibrovaskularnu stromu, a ako je prisutna, onda je vrlo oskudna. Nekroza i

velike multinuklearne stanice nisu karakteristi¢éne za LGSC (40).

Pretpostavlja se da LGSC nastaje dugotrajnom pretvorbom iz seroznog cistadenoma ili
adenofibroma kao ishodi$ne lezije. Benigna ishodis$na lezija prvo prelazi u tipini serozni
tumor niskog malignog potencijala (engl. serous borderline tumor, SBT), zatim u neinvazivni
mikropapilarni karcinom niskog malignog potencijala (engl. micropapillary serous borderline
carcinoma, MPSC) te na kraju u invazivni mikropapilarni serozni karcinom, LGSC (Slika 1)
(40, 43). Postepena progresija iz ishodi$ne lezije do malignog tumora karakteristi¢na je za
tumore tipa I kao §to je LGSC (43). Uz LGSC, u tumore tipa | spadaju i mucinozni karcinomi,
endometrioidni karcinomi niskog stupnja malignosti, svijetlostaniéni 1 tranzicionalni
karcinomi. Ovi tumori obi¢no se dijagnosticiraju u ranijoj fazi bolesti, najces¢e su

indolentnog ponasanja i imaju bolju prognozu od tumora tipa II (43).

Osim $to se moze razviti postepeno, LGSC moze nastati i de novo bez prethodne lezije
(39). Jos§ se ne zna to¢no podrijetlo nastanka LGSC-a. Smatra se da se benigna ishodisna
lezija razvija iz serozne inkluzijske ciste koja moze nastati iz Stanica pokrovnog epitela

jajnika ili iz epitelnih stanica fimbrija jajovoda koje se tijekom ovulacije odvoje od epitela
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Slika 1. Shematski prikaz razvoja seroznog karcinoma jajnika niskog (LGSC) i visokog
stupnja malignosti (HGSC). LGSC se postepeno razvija iz seroznog cistadenoma, preko
seroznog tumora niskog malignog potencijala (SBT) sve do malignog tumora. Za njega su
karakteristiéne mutacije gena KRAS, BRAF i HER2, te delecije kromosomskih regija 1p36 i
9p21. HGSC moze nastati direktno iz inkluzijske ciste ili seroznog intraepitelnog karcinoma
jajovoda (STIC). Rijetko moze nastati i iz LGSC-a ili SBT-a. Za HGSC su karakteristi¢ne
mutacije gena TP53 i nestabilnost genoma. Preuredeno i preuzeto iz (43).



jajovoda i migriraju u jajnike. Postoji teorija da inkluzijska cista moZze nastati i iz epitelnih
stanica endometrija maternice koje se odvoje od endometrija i retrogradno putuju prema
jajniku gdje se implantiraju (44-45). Inkluzijske ciste i epitelne stanice fimbrija jajovoda
dijele slicna morfoloska i imunofenotipska svojstva (46). Hijerarhijskom klaster analizom
(engl. hierarchical cluster analysis) ekspresije gena utvrdeno je da su epitel jajovoda,
inkluzijske ciste, SBT i LGSC blisko povezani u jedan klaster u kojem se ne nalazi pokrovni
epitel jajnika $to upucéuje na to da LGSC najvjerojatnije nastaje iz epitelnih stanica fimbrija
jajovoda (47-48).

Najces¢e genetske promjene kod LGSC-a su mutacije gena KRAS (engl. Kirsten Rat
Sarcoma 2 Viral Oncogene Homolog), BRAF (engl. V-Raf Murine Sarcoma Viral Oncogene
Homolog B1) i HER2 (engl. Human Epidermal Growth Factor Receptor 2), te delecije
kromosomskih regija 1p36 i 9p21 (33, 49). Mutacije gena KRAS, BRAF i HER2 medusobno
su isklju¢ive (U tumoru se pojavljuje samo jedna od mutacija). Oko dvije tre¢ine SBT-ova |
LGSC-ova ima jednu od ovih mutacija. Mutacije gena KRAS i BRAF puno su ¢e$¢e od
mutacija gena HER2. Tumori s BRAF mutacijom pokazuju bolju prognozu od tumora s KRAS
mutacijom (26). Ako su u jajniku prisutni i SBT i benigni cistadenom, kod benignih
cistadenoma mogu se detektirati mutacije gena KRAS i BRAF. Navedene mutacije su odsutne
ako se radi o ¢istom cistadenomu $to ukazuje na njihovu vaznost u ranoj fazi razvoja LGSC-a
(26, 50). KRAS, BRAF i HER2 regulatori su proteinske kinaze aktivirane mitogenom (engl.
mitogen-activated protein kinase, MAPK). Ako dode do mutacije u jednom od ovih gena,
signalni put MAPK se konstitutivno aktivira te dolazi do nekontrolirane proliferacije
tumorskih stanica (51). Kod LGSC-a detektirane su i mutacije gena NRAS, NF1, PIK3CA,
FFAR1, USP9X i EIF1AX koje takoder mogu pridonijeti progresiji tumora (39).

Delecije kromosomskih regija 1p36 i 9p21 Ceste su genetske promjene kod LGSC-a. U
regiji 1p36 nalazi se nekoliko tumor supresorskih gena medu kojima je miR34a (engl.
MicroRNA 34a), dok se u regiji 9p21 nalazi lokus CDKN2A/B (engl. Cyclin Dependent
Kinase Inhibitor 2A/B) koji kodira tri tumor supresorska proteina, pl4, pl6 i pl5. Delecije
regija 1p36 i 9p21 puno su ces¢e kod LGSC-a nego kod SBT-a. Prema tome, navedene
delecije mogle bi potaknuti progresiju SBT-a u LGSC (49, 52). Nestabilnost genoma
postepeno se i progresivno povecava pocevsi od SBT-a, preko MPSC-a do LGSC-a, no
svakako je puno manja nego kod HGSC-a (40). Budu¢i da LGSC imaju funkcionalni protein



p53, homogeniji su i imaju stabilniji genom s manje mutacija i kromosomskih rearanzmana.
Medutim, LGSC imaju i kompetentniji sustav za popravak DNA zbog ¢ega nemaju dobar

odgovor na kemoterapiju (33, 53).

1.2.2.  Serozni karcinomi jajnika visokog stupnja malignosti

Serozni karcinomi jajnika visokog stupnja malignosti najces$¢i su i najsmrtonosniji
karcinomi jajnika koji ¢ine oko 70% svih epitelnih tumora jajnika te uzrokuju oko 70-80%
svih smrti povezanih s rakom jajnika (26, 54). Uglavnom se dijagnosticiraju u
uznapredovalom stadiju bolesti (oko 80% tumora), a u dvije tre¢ine slucajeva zahvacaju oba
jajnika (26). Za razliku od Zena s dijagnozom LGSC-a, Zene s dijagnozom HGSC-a
obolijevaju u starijoj zivotnoj dobi (srednja dob je 55-65 godina) i imaju losije petogodisnje
(32,1%) 1 desetogodisnje prezivljenje (15%) (40-41). lako HGSC na pocetku ima dobar
odgovor na standardnu kemoterapiju, vec¢ina tumora recidivira i postane rezistentna na

kemoterapiju (33).

Histoloski gledano, HGSC najée$¢e imaju papilarni ili solidni rast sa zljezdanim
lumenima nalik pukotinama (engl. slit-like). Puno su heterogeniji nego $to se prije mislilo pa
postoje razliciti histoloski fenotipovi s kombinacijom papilarnog, zljezdanog, difuznog i
solidnog rasta (26, 40). Tumorske stanice HGSC-a takoder su heterogene s izrazenim
varijacijama u obliku i veli¢ini. Imaju velike pleomorfne jezgre i izrazenu nuklearnu atipiju te
visok broj mitoza. Za HGSC su karakteristicne velike multinuklearne stanice i nekroza (40,
54). U malom broju slu¢ajeva, jako je tesko odrediti razliku izmedu LGSC-a i HGSC-a prema
histoloskim karakteristikama pa je potrebna dodatna analiza. U tom slu¢aju prati se ekspresija
proteina p53, p16 i Ki-67 u tumorskom tkivu. LGSC je uglavnom negativan ili fokalno
pozitivan na p53 i p16, i ima niski proliferacijski indeks Ki-67, dok je HGSC uglavnom
pozitivan na p53 i p16 te ima visok proliferacijski indeks Ki-67 (40).

Budu¢i da se HGSC ve¢inom dijagnosticira u uznapredovalom stadiju bolesti i da u
vecini slucajeva nisu detektirane ishodisne lezije tumora u jajnicima, smatra se da se jako brzo
razvija zbog Cega je malo toga poznato o ranim fazama razvoja ovog tumora (34).
Pretpostavlja se da HGSC ne nastaje postepeno, nego direktno iz inkluzijske ciste ili seroznog

intraepitelnog karcinoma jajovoda (engl. serous tubal intraepithelial carcinoma, STIC) ili de
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novo, $to je karakteristi¢no za tumore tipa II kao $to je HGSC (Slika 1) (40, 43, 55-56). Uz
HGSC, u tumore tipa Il spadaju i endometrioidni karcinomi visokog stupnja malignosti,
karcinosarkomi i nediferencirani karcinomi. Tumori tipa Il su agresivni, brzo se razvijaju i

uglavnom imaju lo$u prognozu (43).

HGSC se moze razviti i iz LGSC-a ili SBT-a, ali jako rijetko (Slika 1) (57). Samo
podrijetlo nastanka HGSC-a jo$ uvijek nije poznato. Smatra se da moZe nastati iz epitela
jajnika, jajovoda ili peritoneuma (13). Prilikom ovulacije, pokrovni epitel jajnika moze
invaginirati u stromu jajnika, pri ¢emu nastaje inkluzijska cista. Pretpostavlja se da tijekom
tog procesa dolazi do metaplazije, pri ¢emu epitelne stanice jajnika diferenciraju u cilindri¢ne
stanice sli¢ne epitelnim stanicama jajovoda. Ove inkluzijske ciste ponekad mogu akumulirati
mutacije karakteristicne za HGSC pa dolazi do maligne transformacije stanica i razvoja
tumora, ali to se rijetko dogada (55). Inkluzijske ciste mogu nastati i endosalpingiozom, kada
se epitelne stanice fimbrija jajovoda prilikom ovulacije odvoje od epitela jajovoda i migriraju
u jajnike. Ovakve ciste takoder mogu biti ishodi$ne lezije HGSC-a (34).

HGSC se moze razviti i iz STIC-a, neinvazivne intraepitelne lezije jajovoda koja se
naj¢esce nalazi u fimbrijama te ima sli¢na citoloSka svojstva i genetske promjene kao i HGSC
(56, 58). Pretpostavlja se da se STIC u jajovodu razvija u invazivni HGSC, nakon ¢ega se iz
jajovoda Siri na jajnike. Takoder postoji i pretpostavka da stanice STIC-a migriraju iz
jajovoda na povrsinu jajnika gdje se implantiraju, te kasnije transformiraju u maligne stanice
HGSC-a (Slika 1) (13). STIC-ovi su detektirani kod 21-59% Zena sa sporadi¢nim HGSC-om i
kod 3-31% zena s nasljednim HGSC-om. Budu¢i da STIC nastaje iz epitelnih stanica

jajovoda, te stanice mogu se smatrati ishodisnim stanicama HGSC-a (13).

.....

HGSC-a, nego izmedu epitela jajnika i HGSC-a, $to potvrduje teoriju o podrijetlu nastanka
HGSC-a iz epitelnih stanica jajovoda (59). Medutim, iako je STIC prisutan kod velikog broja
zena oboljelih od HGSC-a, postavlja se pitanje §to je s karcinomima koji nemaju navedenu
leziju. Teorija prema kojoj se HGSC razvijaju iz epitela jajnika takoder se treba uzeti u obzir.
Komparativnom analizom transkriptoma i proteoma pokazano je da jedan dio karcinoma
moze nastati i iz pokrovnog epitela jajnika $to ukazuje na dvojno podrijetlo nastanka HGSC-a
(60-61). Karcinomi podrijetlom iz epitela jajnika i karcinomi podrijetlom iz epitela jajovoda

imaju razli¢ite transkriptome, ali i razli¢ita klini¢ka svojstva. Uoceno je da su karcinomi
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podrijetlom iz epitela jajnika agresivniji, da imaju loSiju prognozu i slabiji odgovor na
standardnu kemoterapiju (61-62).

Za HGSC Kkarakteristicne su mutacije gena TP53 (engl. Tumor Protein p53) i izrazena
nestabilnost genoma (54, 63). TP53 je tumor supresorski gen koji ima klju¢nu ulogu u
kontroli stani¢nog ciklusa i stani¢ne smrti (64). Somatske mutacije gena TP53 prisutne su u
gotovo svim HGSC-ovima (96%) (63). Budu¢i da su mutacije ovog gena detektirane i u
ishodis$nim lezijama HGSC-a, inkluzijskim cistama i STIC-u, kao i u pridruzenom pokrovnom
epitelu jajnika ili jajovoda, smatra se da igraju vaznu ulogu u ranoj fazi razvoja HGSC-a (40,
65-66). Za razliku od LGSC-a, mutacije gena KRAS, BRAF i HER2 su vrlo rijetko prisutne
kod HGSC-a. Pojavljuju se jedino kada se HGSC razvija iz LGSC-a, pri ¢emu kod LGSC-a
dolazi do mutacije gena TP53 koja inade nije karakteristicna za ovaj tumor (57). Osim
mutacije gena TP53, kod HGSC-a su detektirane i mutacije gena BRCAL, BRCA2, CSMD3,
NF1, CDK12, GABRA6 i RB1. Mutacije gena BRCA1l i BRCA2 (somatske i nasljedne)
prisutne su kod 20% HGSC-ova. Ovi geni ukljuceni su u put popravka DNA homolognom
rekombinacijom i povezuju se s nasljednim HGSC-om. Mutacije gena uklju¢enih u navedeni
put popravka DNA detektirane su kod polovice HGSC-ova pa, osim BRCAL i BRCA2
mutacija koje su najce$¢e, u ovim tumorima mogu biti prisutne i mutacije gena PTEN,
RAD51C, ATM i ATR (63). Zbog neispravnog sustava za popravak DNA, dolazi do izrazene
nestabilnosti genoma, pri cemu se Cesto javljaju delecije i amplifikacije mnogih gena medu
kojima su najces¢e amplifikacije gena CCNE1, MYC i MECOM (54, 63). Budu¢i da HGSC
imaju naruSen sustav za popravak DNA, na pocetku dobro odgovaraju na standardnu
kemoterapiju. Medutim, zbog nestabilnosti genoma moze do¢i do reverznih mutacija gena kao
§to su BRCAL i BRCAZ2, pri ¢emu ti geni opet dobiju svoju funkciju pa se veéina tumora

ponovo pojavi i postane rezistentna na kemoterapiju (33).

Osim §to HGSC imaju razli¢ite histoloske fenotipove, imaju i razli¢itu ekspresiju gena,
pa se prema profilu ekspresije gena mogu podijeliti na sljede¢e podtipove: diferencirani,
imunoreaktivni, mezenhimski 1 proliferativni. Navedeni podtipovi imaju razli¢iti klinic¢ki
ishod, ali jo$ se treba istraziti njihova vaznost u klinici (3, 63, 67). S obzirom na izrazenu

kompleksnost genoma, jako je tesko razviti u¢inkovitu terapiju za ove tumore (3).
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1.3. Signalni put Hedgehog

Signalni put Hedgehog (Hh) evolucijski je konzerviran signalni put koji je prvi put opisan
na vinskoj musici (lat. Drosophila melanogaster). Ako kod vinske musice dode do mutacije u
genu Hh (engl. Hedgehog), razvije se li¢inka koja je prekrivena $iljastim izraslinama zbog
Cega je ovaj gen, kao i signalni put u koji je ukljucen, dobio ime 'hedgehog' (jez) (68).
Signalni put Hh regulira proliferaciju i diferencijaciju stanica, sudjeluje u odrzavanju
polarnosti tkiva tijekom rane embriogeneze te igra vaznu ulogu u razvoju neuralne cijevi,
koze, pluca, aksijalnog kostura, gastrointestinalnog trakta, guStera¢e i mnogih drugih organa
(69-70). Ovaj signalni put takoder regulira i homeostazu tkiva kao i ponaSanje mati¢nih
stanica, te sudjeluje u vaskulogenezi i angiogenezi (70). Zbog svega navedenog, jako je bitan
za razvoj normalnog embrija (68-70). Medutim, signalni put Hh neaktivan je kod vecine tkiva
u odraslom organizmu. Aktivira se kod odrzavanja homeostaze organa, kao §to su koza,
mozak, mokraéni mjehur i prostata, ili nakon odredene ozljede, pri ¢emu sudjeluje u popravku

I regeneraciji tkiva (71).

Signalni put Hh u potpunosti je ovisan o visoko specijaliziranim organelima, primarnim
cilijama. Primarne cilije su mali citoplazmatski izdanci koji se nalaze na apikalnoj povrsini
gotovo svih tipova stanica (najéeSce epitelnih) (72-73). One su nuzne za aktivaciju i
utisavanje signalnog puta Hh. Pretpostavlja se da funkcioniraju poput antena koje olakSavaju
primanje signala iz izvanstani¢énog prostora. AKO se narusi njihova struktura, dolazi do

poremecene aktivnosti ovog signalnog puta (72, 74).

Signalni put Hh moze se podijeliti na kanonski i ne-kanonski signalni put. Kanonski
signalni put aktivira se vezanjem jednog od tri Hh-liganda, SHh (engl. Sonic Hedgehog), IHh
(engl. Indian Hedgehog) ili DHh (engl. Desert Hedgehog), na transmembranski receptor
PTCHL1 (engl. Patched 1) ili PTCH2 (engl. Patched 2) (75-76). Receptori PTCH formiraju
kompleks s ko-receptorima CDO (engl. Cell Adhesion Molecule-Related, Down-Regulated by
Oncogenes), BOC (engl. Brother of CDO) i GAS1 (engl. Growth Arrest-Specific 1) koji su
jako bitni kod aktivacije signalnog puta (76-77). Nakon §to se Hh-ligand veze na PTCH
receptor, PTCH izlazi iz primarne cilije te dolazi do endocitoze liganda i receptora koji se u
konac¢nici razgrade, pri Cemu se oslobada transmembranski receptor SMO (engl.

Smoothened). Kinaze CK1 (engl. Casein Kinase 1) i GRK2 (engl. G Protein-Coupled
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Receptor Kinase 2) fosforiliraju SMO koji prelazi u aktivhu konformaciju nakon cega se
translocira u primarnu ciliju. Na aktivirani SMO vezu se B-ARR (engl. p-Arrestin) i KIF3A
(engl. Kinesin Family Member 3A) koji olaksavaju transport SMO-a u ciliju (75, 78). KIF7
(engl. Kinesin Family Member 7) i kompleks SUFU-a (engl. Suppressor of Fused) i GLI-a
(engl. Glioma-Associated Oncogene Homolog) takoder se akumuliraju u primarnoj ciliji.
Aktivirani SMO potice disocijaciju kompleksa SUFU-GLI kao i pretvorbu GLI-FL (engl. full-
length GLI) u aktivacijski oblik, GLI-A (engl. activator form of GLI). Pretpostavlja se da
KIF7 takoder potice disocijaciju kompleksa SUFU-GLI. Nakon §to se aktivira, transkripcijski
faktor GLI-A putuje u jezgru gdje potice transkripciju ciljnih gena (Slika 2A) (75, 78). Ciljni
geni signalnog puta Hh sudjeluju u mehanizmima povratne sprege (npr. HHIP, PTCH1,
GLI1), proliferaciji (npr. PDGFR, MYC), regulaciji stani¢nog ciklusa (npr. CCND1/2),
angiogenezi (npr. VEGF, ANG1/2), apoptozi (npr. BCL2), epitelno-mezenhimskoj tranziciji
(engl. epithelial-mesenchymal transition, EMT; npr. MMP9, SNAIL) i samoobnovi (engl. self-
renewal) mati¢nih stanica (npr. NANOG, SOX2) (79).

U odsustvu Hh-liganda, PTCH prelazi u primarnu ciliju i inhibira SMO koji izlazi iz
primarne cilije, nakon ¢ega dolazi do endocitoze i nakupljanja receptora SMO u endosomima
(75, 80). Transkripcijski faktor GLI-FL tvori kompleks s proteinom SUFU koji ga stabilizira i
zadrzava u citoplazmi. SUFU i KIF7 poti¢u fosforilaciju C-kraja GLI-FL-a. PKA (engl.
Protein Kinase A), GSK3p (engl. Glycogen Synthase Kinase-3f4) i CK1 fosforiliraju GLI-FL
(Sto se moze odvijati na bazalnom tjeleScu primarne cilije), nakon ¢ega E3 ubikvitin ligaza
BTrCP (engl. p-Transducin Repeat-Containing Protein) ubikvitinira fosforilirani GLI-FL te
dolazi do proteasomske degradacije C-kraja GLI-FL-a, pri ¢emu nastaje represorski oblik,
GLI-R (engl. repressor form of GLI), koji zaustavlja transkripciju ciljnih gena signalnog puta
Hh (Slika 2B) (75, 78). Signalni put Hh moze inhibirati i membranski glikoprotein HHIP
(engl. Hedgehog-Interacting Protein) koji veze Hh-ligande istim afinitetom kao i PTCHL1 te

na taj na¢in suprimira Hh-signalizaciju (81).

Ne-kanonski signalni put Hh je bilo koji signalni put povezan s komponentama Hh-
signalizacije koji se razlikuje od uobic¢ajenog kanonskog signalnog puta (70). Postoje
najmanje dva ne-kanonska signalna puta Hh: tip | kod kojeg je Hh-signalizacija posredovana
receptorom PTCH neovisno o receptoru SMO i tip Il kod kojeg je Hh-signalizacija
posredovana receptorom SMO neovisno o transkripcijskim faktorima GLI (Slika 3) (77, 82).

14



GIIFL. Primarna cilija
T Boc/
Smo _ Cdo/
(aktivni) Kif? GiiFL) Gas1
"
==
=
pteh _HN ‘ (B:gg// Smo Ptch
ifs m ™ Gas1 (neaktivni) Bazalno
| ! | ﬁ tjelesce
b, WIC GSK3 . ®
= &R K* P
: K1/l .‘ GliFY — (o liFL AN GIFL-® BTrCP
GiiFL %l i
/’ 6iR !
Citoplazma Transkripcija HH = ibicij ipcij
AT £ Inhibicija transkripcije
@A [ ciinih gena €8 [ cijnih gena

Jezgra

Slika 2. Shematski prikaz kanonskog signalnog puta Hedgehog (Hh). A) Kanonski signalni
put Hh aktivira se vezanjem Hh-liganda na receptor PTCH. PTCH formira kompleks s ko-
receptorima CDO, BOC i GASL, pri ¢emu se oslobada receptor SMO. CKl1 i GRK2
fosforiliraju SMO, nakon ¢ega se SMO aktivira. Na aktivirani SMO vezu se B-ARR i KIF3A
te olakSavaju transport SMO-a u primarnu ciliju. KIF7 i kompleks SUFU-GLI takoder se
akumuliraju u primarnoj ciliji. SMO poti¢e disocijaciju kompleksa SMO-GLI i pretvorbu
GLI-FL u aktivacijski oblik GLI-A koji putuje u jezgru i potice transkripciju Hh ciljnih gena.
B) U odsustvu Hh-liganda, PTCH inhibira receptor SMO. SUFU tvori kompleks s GLI-FL te
ga stabilizira i zadrzava u citoplazmi. SUFU i1 KIF7 poti¢u fosforilaciju GLI-FL-a kojeg
fosforiliraju kinaze PKA, GSK3p i CK1, nakon ¢ega BTrCP ubikvitinira fosforilirani GLI-FL
te dolazi do pretvorbe GLI-FL-a u represorski oblik GLI-R koji inhibira transkripciju Hh

ciljnih gena. Preuredeno i preuzeto iz (75).

U ne-kanonskom signalnom putu Hh tipa I, receptor PTCH u odsustvu Hh-liganda potice
apoptozu te regulira stanicni ciklus u kontrolnoj tocki G2/M tako da na sebe veze fosforilirani
oblik ciklina B1 i na taj nacin sprjeCava njegovu translokaciju u jezgru, pa samim time i

nastavak stani¢nog ciklusa. Kada su prisutni, Hh-ligandi blokiraju pro-apoptotsku aktivnost
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receptora PTCH te poticu prezivljenje i proliferaciju stanica (Slika 3). U tom slucaju,
povecava se afinitet PTCH-a za kinazu GRK2, pri ¢emu se ciklin B1 otpusta i putuje u jezgru
(77, 82-83). Kod ne-kanonskog signalnog puta Hh tipa Il, receptor SMO zdruzuje se s Gi
(engl. G inhibitory protein) proteinima koji aktiviraju Rho (engl. Ras homologous) GTPaze
Sto vodi do promjena u aktinskom citoskeletu i indukcije unosa kalcija preko kalcijevih kanala
tipa L (engl. L-type calcium channels), moduliraju¢i na taj nac¢in metabolicki odgovor (Slika
3) (82).

Hh
SMO
Ne-kanonski signalni Ne-kanonski signalni
put Hh tipa put Hh tipa ll

A

Inhibicija Apoptoza Regulacija Oscilacije

proliferacije citoskeleta kalcija

Slika 3. Klasifikacija ne-kanonskog signalnog puta Hh. Ne-kanonski signalni put tipa |
posredovan je receptorom PTCH neovisno o receptoru SMO i regulira proliferaciju i apoptozu
stanica. Ne-kanonski signalni put tipa Il posredovan je receptorom SMO neovisno o
transkripcijskim faktorima GLI te regulira citoskelet i unos kalcija. Preuredeno i preuzeto iz
(82).

Mnogi signalni putevi, kao §to su Notch, Wnt, TGF-, PI3K, MAPK 1 NF-«xB, takoder
mogu aktivirati signalni put Hh (79, 84). Na primjer, signalni putevi PI3K, MAPK i TGF-f

mogu aktivirati transkripcijske faktore GLI te na taj nac¢in inducirati Hh-signalizaciju (79, 85).
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1.3.1. Patched 1

Patched 1 je glavni receptor signalnog puta Hh na kojeg se vezu Hh-ligandi. Humani gen
PTCH1 nalazi se na kromosomu 9g22.3, ima 23 egzona s otprilike 74 kb te kodira
transmembranski glikoprotein od 1447 aminokiselina (~161 kDa) (86). Protein PTCH1 ima
najmanje Cetiri izoforme, PTCH1-1, PTCH1-1A, PTCH1-1B i PTCH1-1C, koje nastaju
alternativnim izrezivanjem prvih egzona. Izoforma PTCH1-1B smatra se divljim tipom. Sve
navedene izoforme su funkcionalni receptori za Hh-ligande, medutim, promotori izoforma
PTCH-1B i PTCH1-1C sadrze vezna mjesta za transkripcijske faktore GLI pa prilikom
aktivacije signalnog puta Hh dolazi do njihove pojacane ekspresije zbog ¢ega ove izoforme
sudjeluju u negativnoj povratnoj sprezi (87-88). Receptor PTCH1 ima 12 transmembranskih
uzvojnica, Koje ¢ine transmembransku domenu (engl. transmembrane domain, TMD), i dvije
velike izvanstanicne domene ECDI1 (engl. extracellular domain 1) i ECD2 (engl.
extracellular domain 2). U transmembranskoj domeni nalazi se domena SSD (engl. sterol-
sensing domain). Domena SSD sastoji se od pet transmembranskih uzvojnica (Slika 4) (89).

Pretpostavlja da sudjeluje u transportu kolesterola (90-91).

Slika 4. A) Shematski prikaz grade proteina PTCHI1 i B) njegova kristalna struktura.

Preuredeno i preuzeto iz (89).
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Malo toga se zna o biokemijskim funkcijama proteina PTCH1 kao i o tome kako regulira
aktivnost receptora SMO. Budu¢i da PTCH1 dijeli homologne sekvence s prokariotskom
proteinskom obitelji RND (engl. Resistance-Nodulation-Division), smatra se da bi mogao
djelovati kao transportni protein koji kontrolira prijenos odredenih lipida blokirajuéi na taj
nacin aktivnost SMO-a, dok vezanje Hh-liganada inhibira transportnu aktivnost receptora
PTCH1, pri ¢emu dolazi do aktivacije SMO-a (92). Protein PTCH1 dijeli homologne
sekvence i s eukariotskim proteinom NPC1 (engl. Niemann-Pick C1) koji kontrolira transport
kolesterola unutar stanice (93). NPC1, kao i PTCH1, ima domenu SSD. Ova domena moze se
na¢i kod proteina koji sudjeluju u transportu i regulaciji homeostaze kolesterola (94). Buduc¢i
da je kolesterol potreban za aktivnost SMO-a, smatra se da PTCH1 regulira transport
kolesterola (95). Pretpostavlja se da PTCH1 uklanja kolesterol s unutarnje strane membrane
blokiraju¢i na taj nacin aktivnost SMO-a. Ako su Hh-ligandi prisutni, amino-terminalna
hidrofobna ekstenzija liganda zatvori hidrofobni kanal proteina PTCH1 i blokira njegovu
transportnu aktivnost, pri ¢emu se kolesterol nakuplja s unutarnje strane membrane te dolazi
do aktivacije SMO-a (Slika 5) (91, 96). Takoder se pretpostavlja da je za aktivnost proteina
PTCH1 potreban gradijent kalijevih iona koji putuju iz stanice u izvanstani¢ni prostor, pri
¢emu PTCHL1 djeluje kao antiport — katalizira transport kolesterola vezanog za izvanstani¢nu

N-terminalnu CRD (engl. cysteine-rich domain) domenu SMO-a u plazma membranu (97).

Slika 5. Predlozeni model regulacije PTCH1-SMO. A) Receptor PTCH1 uklanja kolesterol s
unutarnje strane membrane te na taj naCin blokira aktivnost receptora SMO. B) Kada su
prisutni, Hh-ligandi zatvaraju hidrofobni kanal proteina PTCH1 i blokiraju njegovu aktivnost
zbog Cega dolazi do nakupljanja kolesterola s unutarnje strane membrane te posljedicno do

aktivacije SMO-a. Preuzeto iz (91).
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Uz domenu SSD za koju se smatra da sudjeluje u transportu kolesterola (90-91), za
normalnu funkciju proteina PTCH1 jako su bitne i citoplazmatske i izvanstani¢ne domene
koje reguliraju njegovu aktivnost. Izvanstani¢ne domene, ECD1 i ECD2, sudjeluju u
prihvacanju i prepoznavanju Hh-liganda, dok citoplazmatske domene, N-terminalna domena
(engl. N-terminal domain, NTD), srednja petlja (engl. middle loop, ML) i C-terminalna
domena (engl. C-terminal domain, CTD), igraju sastavnu ulogu u represiji signalnog puta Hh
te su vazne za intramolekularnu regulaciju aktivnosti proteina PTCHI1 (89, 98).
Citoplazmatske domene olakSavaju i nekovalentna vezanja brojnih proteina koji su ukljuceni
u razlicite signalne putove (98). Domene CTD i ML posreduju u oligomerizaciji proteina
PTCHL1 (99). PTCH1 moze stvarati dimere, trimere i tetramere (100-102). PTCH1 dimerizira
u prisustvu Hh-liganda, pri ¢emu se formira 1:2 asimetri¢ni kompleks, jedna molekula liganda
veze se na dvije molekule proteina PTCH1 blokiraju¢i na taj na¢in njegovu transportnu
aktivnost (100). Ovaj asimetri¢ni kompleks moze dimerizirati formiraju¢i PTCH1 tetramer u
kompleksu s Hh-ligandima i to u stehiometrijskom omjeru 4:2. Pretpostavlja se da bi
navedeni tetramerni kompleks mogao poboljsati uéinkovitost internalizacije ili biti preduvjet

za internalizaciju receptora PTCHL, ali to jos treba potvrditi (102).

PTCHI, kao $to je ve¢ spomenuto, potic¢e apoptozu i regulira stani¢ni ciklus vezuci na
sebe ciklin B1. Osim §to se udruzuje s ciklinom B1, takoder se udruzuje i s pro-apoptotskim
kompleksom kojeg cine kaspaza-9, TUCAN i adapterski protein DRAL (103-104).
Regrutiranje navedenog pro-apoptotskog kompleksa, u odredenim tipovima stanica, ovisi o
prethodnom cijepanju domene CTD pomoc¢u kaspaze-3, pri ¢emu se aktivira kaspaza-9.
Aktivirana kaspaza-9 ubrzava proces formiranja pro-apoptotskog kompleksa te aktivira
kaspazu-3 s§to u konacnici rezultira apoptozom. Ove interakcije naruSavaju se vezanjem Hh-

liganda na receptor PTCH1 zbog ¢ega dolazi do povecane proliferacije stanica (104).

Osim PTCH1, postoji jo$ jedan PTCH homolog, PTCH2. Ovi homolozi imaju 54%
sli¢nosti u aminokiselinskoj sekvenci te slicnim afinitetom vezu sva tri Hh-liganda (105). Jos
se ne zna koja je tocno uloga receptora PTCH2 i koliki je njegov utjecaj na Hh-signalizaciju.
Budu¢i da su rezultati dosadasnjih istraZivanja opre¢ni, ne zna se je li PTCH2 inhibira SMO
jednako kao i PTCHL1, slabije od homologa PTCHL1, ili ga uopée ne inhibira (98, 106-107).
Pretpostavlja se da bi PTCH2 mogao djelovati kao antagonist Hh-signalizacije ovisan o

ligandu, pri ¢emu bi, umjesto da djeluje kao izravni represor aktivnosti receptora SMO,
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ograniCavao raspon aktivnosti Hh-liganada (98). PTCH2 prvenstveno je eksprimiran u
stanicama koze i spermatocitama, dok je PTCH1 eksprimiran u cijelom embriju kao primarni

medijator za vecinu aktivnosti SHh-liganda (105).

1.3.2.  Sonic Hedgehog

Hh-ligandi su signalni proteini koji, nakon S§to se otpuste iz stanica, mogu difundirati u
ciljna tkiva i uspostaviti gradijent, pri ¢emu kontroliraju obrasce razvoja mnogih tkiva tijekom
embrionalnog razvoja (108). Ovi proteini mogu djelovati kao mitogeni, indukcijski faktori i
morfogeni koji kontroliraju razvojne procese tijekom razli¢itih faza razvoja (108). Smatra se
da su Hh-ligandi sliéni u svojim fiziolo§kim u¢incima, medutim, zbog razli¢itih obrazaca

ekspresije, ostvaruju razli¢ite uloge u razvoju embrija (109).

SHh je najbolje proucen od svih Hh-liganada. Ovaj protein modulira sudbinu stanice
putem autokrine ili parakrine signalizacije (110). Tijekom embriogeneze, eksprimiran je u
notokordu i donjoj plo¢i (engl. floor plate) neuralne cijevi te kontrolira uspostavljanje lijeve i
desne strane kao i dorzo-ventralne osi embrija (109). Takoder sudjeluje i u razvoju udova i
mnogih tkiva i organa kao $to su mozak, pluéa, zubi, dla¢ni folikuli, crijeva, gusteraca, oko i

unutarnje uho (109).

Humani gen SHh nalazi se na dugom kraku sedmog kromosoma na poziciji 36.3
(7936.3). Ima samo tri egzona te kodira protein od 462 aminokiseline (~45 kDa) (111-112).
Protein od 45 kDa je prekursorska molekula koja mora pro¢i kroz procese sazrijevanja da bi
nastao potpuno funkcionalni SHh-ligand koji ¢e se otpustiti iz stanice i aktivirati signalni put
Hh (113). Procesi sazrijevanja isti su za sve Hh-ligande. Nakon translacije prekursorskog
proteina, s N-kraja uklanja se signalna sekvenca pomocu enzima signalne peptidaze (114). C-
terminalna domena potom potic¢e autokatalitiCko cijepanje prekursorskog proteina izmedu
konzerviranog glicina i cisteina, pri ¢emu nastaje N-terminalni produkt (HhN) od ~19 kDa
kao signalna domena i C-terminalni produkt (HhC) od ~26 kDa koji nema signalnu aktivnost
(109, 114). Tijekom tog procesa, C-terminalna domena djeluje kao unutarmolekularna
transferaza kolesterola koja katalizira kovalentno vezanje kolesterola s glicinom na C-kraju
N-terminalnog produkta (114-115). Nakon toga, enzim HHAT (engl. Hedgehog

acyltransferase) katalizira kovalentno vezanje palmitata s N-terminalnim cisteinom signalne
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domene, pri ¢emu nastaje zreli dvostruko modificirani protein Hh (HhNp) (Slika 6) koji se
potom otpusta iz stanice (109, 116). Osim $to se zreli Hh-ligandi otpustaju iz stanice kao
monomeri uz pomo¢ transmembranskih proteina DISP (engl. Dispatched) i SCUBE (engl.
Signal Peptide-CUB-EGF Domain-Containing Protein), mogu se otpustati i kao oligomer,
pri ¢emu se udruzuju s lipoproteinima formirajuéi lipoproteinske Cestice, ili se otpustaju

pomocu egzosoma (117-119).
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Slika 6. Prikaz biogeneze Hh-liganda koja se odvija u nekoliko koraka: (1) cijepanje signalne
sekvence, (2) autokataliticko cijepanje prekursorskog proteina pomoc¢u C-terminalne domene
koja katalizira kovalentno vezanje kolesterola na C-kraju N-terminalnog produkta (3), pri
¢emu nastaje modificirana N-terminalna signalna domena (HhN), (4) kovalentno vezanje
palmitata na N-kraju signalne domene pomoc¢u enzima HHAT aciltransferaze, pri ¢emu

nastaje zreli dvostruko modificirani protein Hh (HhNp). Preuredeno i preuzeto iz (109).

21



Nakon §to se otpuste iz stanice, SHh-ligandi veZzu se na receptor PTCH1, pri ¢emu se
jedna molekula liganda veze na dvije molekule proteina PTCH1 (PTCH1-A i PTCH1-B)
(100). SHh-ligandi ostvaruju kontakt s receptorom PTCHI1 putem triju potpuno razli¢itih
interakcija: jedne konvencionalne protein-protein interakcije s molekulom PTCH1-B gdje se
SHh-ligand visokim afinitetom veze na domenu ECD1 molekule PTCH1-B posredstvom
svojih konzerviranih veznih mjesta za kalcij i cink, te dvije interakcije posredovane lipidima
kod kojih se C-terminalni kolesterol i N-terminalni palmitat SHh-liganda inseriraju u jezgru
domene ECD molekule PTCH1-A (Slika 7A) (89, 100).
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Slika 7. (A) Model asimetricnog kompleksa jedne molekule SHh-liganda i dvije molekule
receptora PTCH1 (PTCH1-A i PTCH1-B). SHh-ligand veze se visokim afinitetom na domenu
ECD1 molekule PTCH1-B preko svojih konzerviranih veznih mjesta za kalcij i cink, dok se
C-terminalni kolesterol i N-terminalni palmitat SHh-liganda inseriraju u jezgru domene ECD
molekule PTCH1-A. (B) Shematski prikaz interakcije Hh-liganda s molekulama PTCH1-B
(lijevo) i PTCH1-A (desno). Kada se SHh-ligand veze na molekulu PTCH1-B, zatvara se
prolaz u domeni SBD ¢ime se djelomi¢no sprjecava transport kolesterola. Strelice oznacavaju
kretanje kolesterola kroz domenu ECD. Transport kolesterola u potpunosti se blokira
vezanjem C-terminalnog kolesterola SHh-liganda na domenu ECD1 molekule PTCH1-A i
umetanjem N-terminalnog palmitata SHh-liganda u domenu ECD. Preuredeno i preuzeto iz
(89).
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Kada se SHh-ligand veze na molekulu PTCH1-B, zatvara se prolaz u domeni SBD (engl.
sterol binding domain) ¢ime se djelomi¢no sprjecava transport kolesterola. Kolesterol se i
dalje moze kretati kroz domenu ECD s boc¢ne strane domene ECD ili malo iznad domene
TMD pa navedena interakcija ne moze u potpunosti zaustaviti njegov transport (Slika 7B)
(89). C-terminalni kolesterol SHh-liganda veze se direktno na domenu ECDI1 molekule
PTCH1-A stabiliziraju¢i na taj nacin njenu konformaciju. U tom slucaju, otvara se prolaz u
domeni SBD kako bi se omogucilo vezanje liganda, pri ¢emu je kretanje kolesterola blokirano
(Slika 7B). N-terminalni palmitat SHh-liganda umece se u domenu ECD i dodatno sprjecava
transport kolesterola (Slika 7B) (89). Ove dvije interakcije posredovane lipidima mogu u
potpunosti blokirati transportnu aktivnost receptora PTCH1, dok se za interakciju protein-
protein smatra da moze poticati endocitozu i uklanjanje receptora PTCHI1 iz stani¢ne
membrane (89, 120). SHh-ligand veze se na ko-receptore CDO, BOC i GAS], te na inhibitor
HHIP vjerojatno na isti nac¢in kao i na molekulu PTCHI-B (89, 100). Smatra se da je
mehanizam pomocu kojeg SHh blokira transportnu aktivnost PTCHL1 isti za sve Hh-ligande
(89).

1.3.3.  Indian Hedgehog

Humani gen IHh nalazi se na dugom kraku drugog kromosoma na poziciji 35 (2g35), ima
tri egzona i kodira protein od 411 aminokiselina (~45 kDa) (121-122). Zreli IHh-ligand,
modificiran kolesterolom na C-kraju i palmitatom na N-kraju, nastaje biogenezom iz
prekursorske molekule od 45 kDa, kao Sto je opisano u poglavlju 1.3.2. (Slika 6). Nakon sto
se otpuste iz stanice, IHh-ligandi vezu se na receptor PTCHI, inhibiraju njegovu transportnu

aktivnost i aktiviraju Hh-signalizaciju na isti na¢in kao i SHh-ligandi (Slika 7) (89).

lako prolaze kroz isti proces sazrijevanja i blokiraju receptor PTCH1 istim mehanizmom,
SHh i IHh imaju razli¢ite uloge u razvoju embrija (109). IHh sudjeluje u diferencijaciji
epitelnih stanica kolona (123), igra klju¢nu ulogu u razvoju najranijeg hemato-vaskularnog
sustava (124) i regulira proliferaciju i diferencijaciju hondrocita zbog ¢ega je nuzan za
pravilni razvoj kostiju (125-127). Takoder regulira razvoj i homeostazu T-stanica u fetalnom i

adultnom timusu te proliferaciju i prezivljenje T-stanica u razvoju (128).
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1.3.4. Ostale komponente signalnog puta Hedgehog

Desert Hedgehog

Dok su SHh i IHh medusobno blisko srodni, DHh je blisko srodan s Hh-ligandom vinske
musice (104). Nastaje istim procesima sazrijevanja kao i ostali Hh-ligandi te se istim
mehanizmom veze na receptor PTCHL1 i aktivira signalni put Hh (opisano u poglavlju 1.3.2.).
DHh igra kljuénu ulogu u razvoju muskih i Zenskih gonada (129). Eksprimiran je u
Sertolijevim i Leydigovim stanicama testisa i granuloza stanicama jajnika gdje igra vaznu
ulogu u gametogenezi i steroidogenezi (130-131). Takoder je eksprimiran i u Schwannovim
stanicama, pri ¢emu regulira razvoj ovojnica u perifernom zivéanom sustavu (132). Osim
svega navedenog, DHh moze negativno regulirati diferencijaciju eritrocita kako u jetri tako i u
kostanoj srzi (133).

Smoothened

SMO je transmembranski receptor koji spada u F klasu receptora povezanih s G-
proteinima (engl. G-protein-coupled receptors, GPCR) (134). Ako su Hh-ligandi prisutni,
SMO aktivira Hh-signalizaciju, medutim, u odsustvu Hh-liganada, njegovu aktivnost blokira
receptor PTCH1 (mehanizam opisan u poglavlju 1.3.1.). SMO se sastoji od sedam
hidrofobnih transmembranskih domena, triju unutarstani¢nih i triju izvanstani¢nih petlji, N-
terminalne domene CRD i C-terminalnog repa koji je podlozan post-translacijskim
modifikacijama (134). Na domenu CRD veZe se kolesterol, pri ¢emu Se aktivira protein SMO
(135). Kad je C-terminalni rep fosforiliran, SMO prelazi u aktivnu konformaciju i pokrece
Hh-signalizaciju, dok ubikvitinacija C-terminalnog repa poti¢e internalizaciju i degradaciju

receptora SMO pa samim time i deaktivaciju signalnog puta Hh (78, 134, 136).
Kinesin Family Member 7

KIF7 je evolucijski konzervirana komponenta signalnog puta Hh koja regulira aktivnost
transkripcijskih faktora GLI (137). Moze djelovati kao pozitivni i negativni regulator Hh-
signalizacije (138). Kada je signalni put Hh neaktivan, dolazi do fosforilacije proteina KIF7,
pri ¢emu se ograni¢ava njegov transport u primarnu ciliju, kao i transport proteina GLI, te
dolazi do njegovog nakupljanja u podnozju primarne cilije (78). U slucaju aktivacije

signalnog puta Hh, KIF7 je defosforiliran, pri ¢emu se, kao i proteini GLI, nakuplja na vrhu
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primarne cilije, dolazi do disocijacije kompleksa SUFU-GLI te, u konacnici, do aktivacije
proteina GLI (78). Pretpostavlja se da KIF7 ne sudjeluje aktivno u transportu proteina GLI u
primarnu ciliju. Glavna uloga proteina KIF7 je kontroliranje arhitekture primarne cilije. Ovaj
protein, lokaliziran na vrhu primarne cilije, sudjeluje u organizaciji mikrotubula,

kontroliraju¢i na taj nacin duljinu i strukturu cilije (139).
Suppressor of Fused

SUFU igra klju¢nu ulogu u Hh-signalizaciji kao negativni regulator signalnog puta. Ovaj
protein je u direktnom kontaktu s transkripcijskim faktorima GLI te regulira njihovu aktivnost
(137, 140). Kada je signalni put Hh neaktivan, SUFU tvori kompleks s proteinima GLI te
inhibira njihovu translokaciju u jezgru. Ako se signalni put Hh aktivira, dolazi do disocijacije
kompleksa SUFU-GLI nakon ¢ega transkripcijski faktor GLI putuje u jezgru gdje potice
transkripciju ciljnih gena (78, 83). Osim §to ih zadrzava u citoplazmi sprje¢avajuéi na taj
nacin njihovu translokaciju u jezgru, SUFU regulira proteine GLI i u jezgri (141-142). SUFU
U jezgri moze regrutirati ko-represorski kompleks te na taj nacin inhibirati transkripcijsku
aktivnost GLI-a (142). Takoder se moze i vezati za proteine GLI te olakSavati njihov prijenos
iz jezgre u citoplazmu, pri ¢emu se navedeni transkripcijski faktori brzo uklanjaju iz jezgre
(141-142).

Glioma-Associated Oncogene Homologues

Proteini GLI su terminalni transkripcijski faktori signalnog puta Hh koji spadaju u
Kriippel obitelj proteina s motivom cinkovog prsta (engl. zinc-finger) (143). Kod sisavaca
postoje tri homologa proteina GLI: GLI1, GLI2 i GLI3. Osim §to svi imaju visoko
konzerviranu DNA-vezujuéu domenu koja se sastoji od motiva cinkovog prsta, ovi proteini
imaju N-terminalnu represorsku i C-terminalnu aktivatorsku domenu koje se razlikuju kod
razli¢itih proteina GLI zbog ¢ega ovi proteini nemaju iste uloge (144). Dok GLI2 i GLI3
imaju i represorsku i aktivatorsku domenu, proteinu GLI1 nedostaje represorska domena pa
isklju¢ivo djeluje kao transkripcijski aktivator. lako GLI2 i GLI3 imaju obje domene zbog
¢ega mogu djelovati i kao represori i kao aktivatori, GLI2 primarno djeluje kao aktivator jer je
njegova pretvorba u GLI-R oblik jako neuc¢inkovita, dok GLI3 primarno djeluje kao represor
zbog jake represivne aktivnosti N-kraja i kapaciteta proteina GLI3 da bude procesiran

pomocu proteasoma na C-kraju (104, 144-145). Ekspresija ciljnin gena u kanonskom
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signalnom putu Hh uglavnom je regulirana balansom izmedu aktivatorskog oblika proteina
GLI2 i represorskog oblika proteina GLI3, dok se ekspresija proteina GLI1 moze stimulirati
ne-kanonski, putem drugih signalnih puteva, $to se uglavnom dogada u patolo$kim stanjima
(144).

1.4. Uloga signalnog puta Hedgehog u razvoju tumora

Signalni put Hh jako je bitan za razvoj normalnog embrija, dok je kod odraslog
organizma neaktivan u vecini tkiva (68-71). Nepravilna regulacija ovog signalnog puta
tijekom embrionalnog razvoja dovodi do pojave kongenitalnih malformacija kao $to su
holoprozencefalija, brahidaktilija, Hirschsprungova bolest, parcijalna gonadna disgeneza i
Pallister-Hallov sindrom (80, 146). Njegova aberantna aktivacija u odrasloj dobi povezana je
s razvojem razli¢itih tumora kao $to su sitnostani¢ni karcinom pluéa, bazocelularni karcinom,

meduloblastom, kolorektalni karcinom te karcinomi dojke, gusterace i jajnika (147).

Postoje tri tipa aberantne aktivacije signalnog puta Hh u tumorima: tip | — signalizacija
neovisna o ligandu, tip Il — autokrina ili jukstakrina signalizacija ovisna o ligandu i tip Il —
parakrina ili reverzna parakrina signalizacija ovisna o ligandu (Tablica 2) (147-148). Ako je
aberantna Hh-signalizacija uzrokovana mutacijama u samom signalnom putu, radi se o
signalizaciji koja je neovisna o ligandu, dok je prekomjerna ekspresija Hh-liganada obiljezje
signalizacije ovisne o ligandu (149). Kod autokrine ili jukstakrine signalizacije ovisne o
ligandu, Hh-ligandi povratno djeluju na tumorske stanice koje su ih proizvele ili na susjedne
tumorske stanice, poti¢u¢i njihovu proliferaciju i prezivljenje (77, 147-148). Takav nacin
signalizacije uocen je kod razli¢itih vrsta tumora kao $to su rak prostate, jetre, dojke, jajnika 1
mozga (148). Kod parakrine signalizacije ovisne o ligandu, Hh-ligandi koje proizvedu
tumorske stanice djeluju na okolne stromalne stanice koje nakon toga proizvode faktore rasta i
poticu rast tumora (77, 148). Ovaj nacin signalizacije uocen je kod nekoliko vrsta tumora
medu kojima su rak gusterace, kolona i prostate (148). Osim navedene parakrine signalizacije,
postoji i reverzna parakrina signalizacija ovisna o ligandu kod koje Hh-ligandi proizvedeni od
strane stromalnih stanica djeluju na susjedne tumorske stanice i poti¢u njihov rast. Takva
signalizacija uocCena je samo kod hematoloskih malignosti, kao Sto su limfomi B-stanica,
plazmastani¢ne novotvorine ili leukemije, kod kojih Hh-ligandi, proizvedeni direktno iz

stromalnih stanica koStane srzi ili limfnih ¢vorova, djeluju na tumorske stanice i stvaraju
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okoli§ pogodan za rast tumora (147, 150-151). Aberantna Hh-signalizacija moze modulirati
mikrookoli§ te na taj nacin pripremiti niSu pogodnu za rast tumora djelujuéi na proliferaciju
tumorskih stanica, diferencijaciju stanica i regulaciju imunosnog odgovora, pri ¢emu se stvara

okoli$ pogodan za progresiju tumora i metastaziranje malignih stanica (76).

Tablica 2. Tipovi aberantne aktivacije signalnog puta Hh u razli¢itim vrstama tumora.

Uredeno prema (148).

Tip aberantne

O Karakteristika Vrsta tumora
aktivacije

Bazocelularni karcinom,
Tip | Signalizacija neovisna o ligandu meduloblastom, tumor mozga
kod djece i rabdomiosarkom

Autokrina ili jukstakrina signalizacija Kolorektalni karcinom,

Tip 11 ; . melanom, rak prostate, jetre,
ovisna o ligandu R
dojke, jajnika i mozga
- : Rak gusterace,
. Parakrina ili reverzna parakrina . .
Tip I leukemija (reverzna parakrina

signalizacija ovisna o ligandu N
signalizacija)

Signalni put Hh ima razli¢ite uloge u razvoju tumora; moze biti pokreta¢ razvoja tumora,
promotor tumora ili regulator kemorezistentnih tumorskih stanica (69). Aberantna aktivacija
Hh-signalizacije moze pokrenuti razvoj karcinoma kao $to su bazocelularni karcinom,
rabdomiosarkom i meduloblastom, dok kod sitnostani¢nog karcinoma pluca, gdje djeluje kao
promotor razvoja tumora, 1 kod raka gusterace, gdje djeluje kao promotor metastaziranja
tumorskih stanica, nije dovoljna za inicijaciju razvoja samog tumora (69, 152-155). Signalni
put Hh takoder je aktivan u stanicama raka prostate i raka jajnika kao regulator
kemorezistentnih stanica koje postaju osjetljive na terapiju nakon inhibicije ovog signalnog
puta (69, 156-157). lako signalni put Hh sudjeluje u nastanku tumora, medudjelovanje s
drugim signalnim putevima, kao $to su TGF-B, Notch ili Wnt, klju¢no je za razvoj tumora.
Reciprocno sinergijsko djelovanje ovih signalnih puteva znacajno pridonosi tumorigenezi i

malignijem ponasanju tumorskih stanica (69, 84).
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Osim S§to aberantna aktivacija signalnog puta Hh moze biti uzrokovana genskim
mutacijama sudionika signalnog puta, prekomjernom ekspresijom Hh-liganada i ne-
kanonskom transkripcijskom regulacijom putem drugih signalnih puteva, epigenetske
promjene takoder mogu biti jedan od uzroka poremecene aktivacije ovog signalnog puta (88,
158-159).

1.4.1. Genetske promjene

Genetske promjene uglavnom se odnose na genske mutacije koje zahvacaju komponente
signalnog puta Hh. Navedene mutacije mogu biti aktivirajuée i inaktiviraju¢e. Obje vrste
mutacija dovode do konstitutivne aktivacije signalnog puta Hh te, u konac¢nici, do razvoja
tumora (147-148).

Inaktiviraju¢e mutacije zahvacaju negativne regulatore Hh-signalizacije kao S§to je
PTCH1. PTCHL1 je tumor supresorski protein koji inhibira receptor SMO. Ako dode do
mutacije u genu PTCHL1, istoimeni protein gubi svoju funkciju, pri ¢emu SMO postaje
konstitutivno aktivan te dolazi do aberantne aktivacije signalnog puta Hh (147). Inaktivirajuce
mutacije ovog gena uocene su u brojnim tumorima medu kojima su bazocelularni karcinom,
meduloblastom, kolorektalni karcinom, rak dojke, jajnika, jednjaka i mjehura (160-166).
Osim gena PTCH1, inaktiviraju¢e mutacije mogu zahvatiti i druge negativne regulatore Hh-
signalizacije; mutacije gena PTCH2 wuocene su kod bazocelularnog karcinoma i
meduloblastoma (167), dok su mutacije gena SUFU uocene kod meduloblastoma i multiplih
meningeoma (161, 168). Aberantna aktivacija Hh-signalizacije moze biti potaknuta i
aktiviraju¢im mutacijama koje zahvacaju pozitivne regulatore signalnog puta Hh, kao $to je
SMO, pri ¢emu navedeni regulatori postaju konstitutivno aktivni (147). Mutacije gena SMO
uocene su kod bazocelularnog karcinoma, ameloblastoma, meningeoma i akutne
limfoblasticne leukemije (169-172). Kod akutne limfoblastiéne leukemije uoCene Su i

aktiviraju¢e mutacije gena GLI1 (172).

Osim genskih mutacija, varijacije u broju kopija gena takoder mogu poremetiti regulaciju
signalnog puta Hh i pridonijeti nastanku tumora. Primjeri navedenih aberacija su
amplifikacija gena GLI2 kod meduloblastoma i delecija gena PTCH1 kod fibromiksoma (173-
174).
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1.4.2.  Epigenetske promjene

Epigenetske promjene odnose se na promjene u ekspresiji gena koje ne ukljucuju
promjene u sekvenci DNA. Postoje najmanje tri epigenetska mehanizma koja modificiraju
strukturu kromatina: metilacija DNA, modifikacija histona i RNA interferencija pomocu
nekodiraju¢ih RNA molekula kao sto su mikro-RNA (engl. micro-RNA, miRNA) i duge
nekodiraju¢e RNA (engl. long non-coding RNA, INRNA) (175-176). Nepravilna regulacija

navedenih epigenetskih mehanizama moze dovesti do nastanka tumora (176).

Najbolje istrazena epigenetska modifikacija kod sisavaca je metilacija DNA. Ova
kovalentna modifikacija DNA nastaje dodavanjem metilne skupine (-CH3) na C-5 poziciju
citozinskog prstena u citozin-gvanin dinukleotidnom kompleksu (CpG) pomocu enzima DNA
metiltransferaze. Metilacija DNA je stabilna represivna oznaka koja igra klju¢nu ulogu u
epigenetskom utiSavanju transkripcije, pri cemu osigurava pravilnu regulaciju ekspresije gena
(177-178). Jako je bitna za normalni razvoj embrija te sudjeluje u vaznim procesima poput
odrzavanja genomskog utiska, inaktivacije X kromosoma i supresije transkripcije i
transpozicije repetitivnih elemenata. Abnormalnosti u metilaciji DNA dovode do pojave
brojnih bolesti, medu kojima je i rak (176, 178-179). Epigenetska obiljezja raka su globalna
hipometilacija i hipermetilacija promotora tumor supersorskih gena. Globalna hipometilacija
dovodi do genomske nestabilnosti i aktivacije onkogena, dok hipermetilacija promotora tumor

supersorskih gena rezultira transkripcijskim utiSavanjem ovih gena (178-179).

Promjene u metilacijskom statusu promotora gena signalnog puta Hh uocene su kod
razli¢itih tipova tumora (88). Najces¢e se radi o hipermetilaciji promotora negativnih
regulatora Hh-signalizacije, genima PTCH1 i HHIP. Hipermetilacija promotora tumor
supresorskog gena PTCH1 uocena je kod meduloblastoma, bazocelularnog karcinoma, raka
dojke 1 zeluca (180-183), dok je hipermetilacija promotora gena HHIP uocena kod
meduloblastoma, glioma, adenokarcinoma pluca, raka jetre, zeluca i guSterace (184-189).
Hipometilacija promotora pozitivnog regulatora signalnog puta Hh, gena SHh, takoder je
povezana s razvojem tumora. Promotor gena SHh hipometiliran je kod kolorektalnog

karcinoma, raka zeluca i dojke (190-192).

Uz aberantnu metaliciju DNA, aberantna ekspresija nekodiraju¢ih molekula RNA, kao

Sto su miRNA, takoder moze utjecati na komponente signalnog puta Hh i doprinijeti nastanku
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tumora (88). MiRNA su male, endogene, nekodiraju¢e molekule RNA koje su klju¢ne za
normalni razvoj organizma te sudjeluju u brojnim bioloskim procesima. Ove molekule RNA
mogu modificirati ekspresiju gena na posttranskripcijskoj razini vezuéi se na ciljnu glasni¢ku
RNA (engl. messenger RNA, mRNA), pri ¢emu poti¢u degradaciju i translacijsku represiju
MRNA (193). MiRNA su regulatori razlicitih signalnih puteva, medu kojima je i signalni put
Hh, pa nepravilna regulacija ekspresije ovih molekula RNA moze biti uzrok aberantne
aktivacije Hh-signalizacije (159, 194). Poremecenu aktivaciju signalnog puta Hh moze
uzrokovati prekomjerna ekspresija miRNA koje suprimiraju negativne regulatore ili smanjena
ekspresija miIRNA koje suprimiraju pozitivne regulatore Hh-signalizacije (88). MiR-212,
supresor mRNA PTCHL1, potie rast i invaziju tumorskih stanica raka guSterace i
nesitnostani¢nog karcinoma pluca (195-196). Kod adenokarcinoma pluca i raka dojke uocena
je poviSena ekspresija miR-214, a kod raka Zeluca povisena ekspresija miR-194. Obje
molekule su supresori mMRNA SUFU (197-199). Smanjena ekspresija miR-125b, miR-326,
miR-193b i miR-338-3p, supresora MRNA SMO, dovodi do povisene ekspresije SMO-a, dok
smanjena ekspresija miR-324-5p, supresora mMRNA GLI1, poti¢e ekspresiju navedenog GLI-a
(200-202). Prekomjerna ekspresija SMO-a i GLIl-a, izazvana smanjenom ekspresijom
navedenih miRNA, pokre¢e aktivaciju ciljnih gena signalnog puta Hh te dolazi do
proliferacije tumorskih stanica (200-202).

Posttranslacijske modifikacije histonskih repova igraju kljuénu ulogu u regulaciji
kromatina i aktivnosti gena pa je i njihova nepravilna regulacija povezana s razvojem tumora
(203). Malo toga se zna o vaznosti i ulozi ovih modifikacija u signalnom putu Hh zbog ¢ega

su potrebna daljnja istrazivanja.

1.5. Signalni put Hedgehog u tumorima jajnika

Poremecena aktivacija signalnog puta Hh zabiljezena je u razli¢itim tumorima, medu
kojima je i rak jajnika (204-205). Kao Sto je ve¢ spomenuto, aberantna Hh-signalizacija moze
biti uzrokovana prekomjernom ekspresijom Hh-liganada, ili moze biti potaknuta aktiviraju¢im
ili inaktiviraju¢im genskim mutacijama komponenti signalnog puta Hh pa je u tom slucaju
neovisna o ligandima (147-148). Kod raka jajnika uocena je pojaCana ekspresija proteina
SHh, DHh, PTCH, SMO i GLI1 te je primije¢en postepeni rast ekspresije navedenih proteina

od benignih, preko tumora niskog malignog potencijala do malignih neoplazmi. Ekspresija
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ovih proteina povezana je s povecanom proliferacijom tumorskih stanica. Medu navedenim
komponentama Hh-signalizacije, ekspresija proteina DHh povezana je i s loSom prognozom
kod bolesnica s rakom jajnika (206). Prekomjerna ekspresija proteina PTCH i GLI1 u raku
jajnika u pozitivnoj je korelaciji s loSim prezivljenjem bolesnica oboljelih od ove bolesti
(207). GLI1 je identificiran kao potencijalni neovisni prognosticki biomarker u raku jajnika.
Njegova prekomjerna ektopicna ekspresija poti¢e proliferaciju, mobilnost i invazivnost
stanica te utjeCe na diferencijaciju stanica (207). U raku jajnika uoCena je i poviSena
ekspresija MRNA SHh koja je ¢eS¢e detektirana u EC i CCC karcinomima jajnika, nego u
seroznim i MC karcinomima jajnika (207). Komponente signalnog puta Hh, SMO, PTCH i
GLI1, aktivirane su u epitelnim tumorima jajnika gdje je prekomjerna ekspresija proteina
SMO i GLI1 povezana je s rezistencijom ovih tumora na cisplatinu (157). Poremecena
aktivacija signalnog puta Hh takoder je uocena i u primarnim tumorima jajnika i stani¢nim
linijama raka jajnika kod kojih je detektirana prekomjerna ekspresija proteina GLI1, SMO i
SHh. Medutim, u navedenim tumorima i stani¢nim linijama, ekspresija proteina PTCH1, koji
se inace koristi kao marker kanonske aktivacije signalnog puta Hh, bila je smanjena (208).
Zheng i sur. takoder su uoc¢ili smanjenu ekspresiju proteina PTCH1 u tumorskom tkivu kao i u
stani¢énim linijama raka jajnika. Primijetili su da bolesnice sa smanjenom ekspresijom
proteina PTCH1 imaju loSiju prognozu od bolesnica s povisenom ekspresijom ovog proteina
(209). U tumorima jajnika cesto dolazi do gubitka heterozigotnosti (engl. loss of
heterozygosity, LOH) tumor supresorskog gena PTCHL1 $to doprinosi razvoju tumora (210).
Metilacija promotora gena PTCH1 uocena je kod benignih tumora jajnika, kao §to su
dermoidi i fibromi, ali ne i kod raka jajnika (211-212). Osim kanonske, u tumorima jajnika,
kao $to su tumori jajnika niskog malignog potencijala i karcinomi jajnika, takoder je
zabiljezena i ne-kanonska aktivacija Hh-signalizacije. Uoceno je da je ekspresija proteina
SUFU i GLII veca kod tumora jajnika niskog malignog potencijala, nego kod karcinoma

jajnika, kao i to da je ekspresija proteina SUFU manja u vi§im FIGO-stadijima (213).

Postoje i pojedine studije u kojima se navodi da je aberantna aktivacija Hh-signalizacije
rijedak dogadaj u tumorima jajnika te da signalni put Hh ne igra znacajnu ulogu u razvoju
ovih tumora (214). Medutim, brojnija su istrazivanja koja navode suprotno te se smatra da
signalni put Hh igra vaznu ulogu u nastanku i progresiji raka jajnika, zbog ¢ega bi inhibicija
ovog signalnog puta mogla biti jedna od terapijskih strategija za rak jajnika (204-205, 215).

31



Dosadasnja istrazivanja pokazala su da je poremecena aktivacija signalnog puta Hh
povezana s razvojem raka jajnika, medutim, uloga ovog signalnog puta treba se podrobnije
istraziti, posebice u pojedinim histoloskim podtipovima. Epigenetski mehanizmi odgovorni za
razvoj ovog raka jo$ su nedovoljno istrazeni. Istrazivanja na drugim tumorima ukazuju na
povezanost aberantnog obrasca metilacije promotora gena signalnog puta Hh s razvojem
bolesti (opisano u poglavlju 1.4.2.) §to upucuje na mogucu povezanost aberantnog obrasca

metilacije promotora tih gena i s razvojem raka jajnika.
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2.HIPOTEZA

Ekspresija proteina PTCH1 u seroznim karcinomima jajnika bit ¢e smanjena, a ekspresija
proteina SHh i IHh bit ¢e povecana u odnosu na zdravo tkivo jajnika i jajovoda. U seroznim
karcinomima jajnika tumor supresorski gen PTCHL1 bit ¢e hipermetiliran, dok ¢e geni SHh i

IHh biti hipometilirani.
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3.CILJEVI ISTRAZIVANJA
3.1. Opdi cilj

Istraziti promjene u ekspresiji proteina i metilaciji DNA u promotorima gena PTCH1,
SHh i IHh u seroznim karcinomima jajnika visokog 1 niskog stupnja malignosti u odnosu na
zdravo tkivo jajnika i jajovoda, te odrediti povezanost metilacije DNA u promotorima gena s
ekspresijom proteina.

3.2. Specifi¢ni ciljevi
1. Odrediti razinu ekspresije proteina PTCH1, negativnog regulatora signalnog puta Hh.

2. Odrediti razinu ekspresije proteina SHh i IHh, pozitivnih regulatora signalnog puta Hh.

3. Usporediti ekspresiju negativnog i pozitivnih regulatora signalnog puta Hh u seroznim
karcinomima jajnika visokog i niskog stupnja malignosti u odnosu na zdravo tkivo jajnika i

jajovoda.

4. Usporediti ekspresiju negativnog i pozitivnih regulatora signalnog puta Hh izmedu

seroznih karcinomima jajnika visokog i niskog stupnja malignosti.
5. Analizirati metilaciju DNA u promotorima gena PTCH1, SHh i IHh.

6. Odrediti povezanost metilacije DNA u promotorima gena s ekspresijom proteina.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Bioloski materijali koriSteni u istrazivanju

U ovom istrazivanju koriSteni su humani uzorci tumorskog tkiva jajnika te uzorci zdravog
tkiva jajnika i jajovoda. Takoder su koriStene i humane stani¢ne linije karcinoma jajnika, kao i

stani¢na linija normalnih imortaliziranih epitelnih stanica jajovoda.

4.1.1. Zdravo i tumorsko tkivo

Parafinski blokovi seroznih karcinoma jajnika koriSteni u ovom istrazivanju arhivski su
uzorci Klinickog zavoda za patologiju i citologiju KB Merkur, Zagreb. Preparati su sakupljeni
tijekom operativnih zahvata u Klinici za zenske bolesti i porode u razdoblju od 2000. do 2012.
godine te su analizirani i arhivirani u Klinickom zavodu za patologiju i citologiju KB Merkur.
U ovom istrazivanju koristene su dvije kontrolne skupine: zdravo tkivo jajnika, pacijentica
iste starosne dobi, koje je odstranjeno zbog druge ginekoloske nemaligne indikacije, kao §to
su miomi i adenomioza maternice kod Zena u perimenopauzi, te zdravo tkivo jajovoda koje je
takoder odstranjeno zbog nemaligne ginekoloske indikacije. Parafinski blokovi zdravog tkiva
jajnika i jajovoda takoder su arhivski uzorci Klini¢kog zavoda za patologiju i citologiju KB
Merkur. Navedeni preparati dani su Medicinskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu na
koristenje u znanstvene svrhe te su dio banke tumorskog i zdravog tkiva jajnika na Zavodu za
biologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. U ovom istrazivanju koriSteno je 37
uzoraka seroznih karcinoma jajnika visokog stupnja malignosti (HGSC), 11 uzoraka seroznih
karcinoma jajnika niskog stupnja malignosti (LGSC), 20 uzoraka zdravog tkiva jajnika i 10
uzoraka zdravog tkiva jajovoda. LGSC i HGSC klasificirani su od strane iskusnog patologa
prema kriterijima Svjetske zdravstvene organizacije (SZO; engl. World Health Organization,
WHO) iz 2014. godine (216).

Provodenje istrazivanja odobreno je dozvolom Etickog povjerenstva KB Merkur (ur.br.:
03/1-11097) i Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu (ur.br.: 380-
59-10106-20-111/130).
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4.1.2.  Stanicne linije

U ovom istrazivanju koriStene su stani¢ne linije seroznog karcinoma jajnika visokog
stupnja malignosti, OVCARS, OVCARS 1 OVSAHO, i stani¢na linija normalnih epitelnih
stanica jajovoda koje su imortalizirane telomeraznom reverznom transkriptazom (engl.
Telomerase Reverse Transcriptase, TERT), FNEI. Stani¢na linija FNE1 koriStena je kao

kontrola.

Stani¢ne linije OVCAR5 i OVCARS dobivene su od prof. dr. sc. Ernsta Lengyela, dr.
med. sa Sveucilista u Chicagu, dok je stani¢na linijja OVSAHO kupljena iz japanske banke
stanica (Japanese Collection of Research Bioresurses), a stani¢na linija FNE1 iz LTCC-a
(engl. Live Tumor Culture Core; Sveudiliste u Miamiju, Sylvester Comprehensive Cancer
Center, SAD).

4.2. Kultura stanica

4.2.1. Odmrzavanje stanica

Krioepruvete sa stani¢nim linijama, prethodno uskladistene u teku¢em dusiku, odmrznute
su u vodenoj kupelji pri 37 °C. Krioepruvete su premjestene u vodenu kupelj direktno iz
tekuceg dusika da bi proces odmrzavanja bio Sto brzi, pa samim time i manje Stetan za
stanice. Odmrznute stanice premjestene su iz krioepruvete u posude sa svjezim hranjivim
medijem (sastav hranjivog medija za pojedine stani¢ne linije opisan je u poglavlju 4.2.2.),
nakon ¢ega su ostavljene u inkubatoru preko noc¢i pri 37 °C. Sljedeé¢i dan, uklonjen je stari
hranjivi medij koji je zamijenjen svjezim hranjivim medijem. Stanice su dalje presadivane

sukladno postupcima opisanim u sljede¢em poglavlju.
4.2.2.  Presadivanje stanica

Stani¢ne linije OVCARS, OVCARS i OVSAHO uzgojene su u standardnim posudama za
kulturu stanica (60 mm, 100 mm; Falcon, Corning, New York, SAD) u hranjivom mediju
DMEM (engl. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) s L-glutaminom i 4.5 g/L D-glukozom
(Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD), 10%-tnim fetalnim govedim

serumom (engl. Fetal Bovine Serum, FBS; Gibco), 1 mM natrijevim piruvatom (Sigma-
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Aldrich, St. Louis, MO, SAD), 1% MEM vitaminima (Gibco), 1% MEM neesencijalnim
aminokiselinama (Sigma-Aldrich) i 1% penicilin-streptomicinom (Sigma-Aldrich), dok je
stani¢na linija FNE1 uzgojena u mediju FOMI (LTCC, SveuciliSte u Miamiju, Sylvester
Comprehensive Cancer Center, SAD) uz dodatak 25 ng/mL kolera toksina (Sigma-Aldrich) u
posudama za kulturu stanica Corning Primaria (60 mm, 100 mm; Corning). Navedene
stani¢ne linije presadivane su u nove posude Sa svjezim hranjivim medijem svakih 2-3 dana,
odnosno kada bi dosegle 80-90%-tnu konfluenciju. U nastavku je opisan postupak prilagoden
za posude za kulturu stanica promjera 100 mm. Prije presadivanja, hranjivi medij uklonjen je
iz posuda sa stanicama, nakon Cega su stanice isprane u 1 x DPBS-puferu (4 mL; engl.
Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline; Gibco). Nakon ispiranja s 1 x DPBS-puferom, stanice
su tripsinizirane pomoc¢u 1 mL 0,05%-tnog tripsina (Gibco) uz inkubaciju od 5-10 min pri 37
°C, nakon ¢ega je slijedila inaktivacija tripsina dodavanjem istog volumena hranjivog medija.
Tripsinizirane stanice resuspendirane su pomoc¢u mikropipete te je u nove posude dodano 0,5
mL (%) suspenzije stanica OVCARS ili OVCARS, odnosno 1 mL (') stanica OVSAHO ili
FNE1 i 10 mL svjezeg hranjivog medija. Sve stani¢ne linije uzgajane su u inkubatoru pri 37

°C u vlaznoj atmosferi uz 5% CO:..
4.2.3. Zamrzavanje stanica

Prije zamrzavanja, stanice su uzgojene u posudama za kulturu stanica promjera 100 mm.
Nakon dosegnute 80-90%-tne konfluencije, iz posude sa stanicama uklonjen je hranjivi medij.
Zatim su stanice isprane, tripsinizirane i resuspendirane (opisano u poglavlju 4.2.2)).
Suspenzija sa stanicama (ukupno 2 mL) premjestena je u epruvetu volumena 15 mL, nakon
Cega je centrifugirana 5 min pri 1000 x g (engl. times gravity); supernatant je uklonjen, a na
talog je dodano 2 mL medija za zamrzavanje stanica [sastav: 90% FBS i 10% DMSO
(dimetilsulfoksid; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA)]. Stanice su resuspendirane u
navedenom mediju te je po 1 mL stani¢ne suspenzije razdijeljeno u dvije krioepruvete
(Thermo Fisher Scientific) zapremnine 1,5 mL. Krioepruvete sa stanicama prebacene su u
posudu za zamrzavanje Corning CoolCell LX (Corning) te ostavljene 24-48h pri -80 °C,

nakon ¢ega su pohranjene u tekuci dusik.
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4.3. Imunohistokemija

Uzorci tkiva fiksiranih formalinom i uklopljenih u parafin (engl. Formalin-Fixed
Paraffin-Embedded, FFPE) rezani su na debljinu od 4 pm te postavljeni na adhezivna
predmetna stakla (BioGnost, Zagreb, Hrvatska). Narezani FFPE-uzorci inkubirani su preko
noci u termostatu pri 58 °C. Sljedeci dan, uzorci su izvadeni iz termostata te ostavljeni 10 min
pri sobnoj temperaturi da se ohlade. Nakon toga, FFPE-uzorci deparafinizirani su u ksilenu
(BioGnost) cetiri puta po 10 min, rehidrirani u padaju¢im koncentracijama etanola (Kemika,
Zagreb, Hrvatska) (100%-tni etanol 5 min, 96%-tni etanol 5 min i 70%-tni etanol 2 min) te
dva puta isprani u destiliranoj vodi. Razotkrivanje epitopa provedeno je kuhanjem preparata u
citratnom puferu (pH 6; Dako, Carpinteria, CA, SAD) u mikrovalnoj pe¢nici dva puta po 10
min na 600 W. Nakon kuhanja, posudica s uzorcima prebacena je u posudu s mlakom vodom
gdje je ostavljena 25 min da se uzorci postepeno hlade. Zatim su uzorci isprani dva puta po 3
min u 1 x TBS-puferu (engl. Tris-Buffered Saline; 50 mM Tris-HCI pH 7,6, 150 mM NaCl).
Kako bi se blokiralo djelovanje endogenih peroksidaza, uzorci su tretirani 3%-tnom otopinom
vodikovog peroksida (H20; BioGnost) u trajanju od 10 min pri sobnoj temperaturi, nakon
¢ega je slijedilo ispiranje u 1 x TBS-puferu dva puta po 3 min. Nakon ispiranja, na uzorke je
dodano primarno antitijelo razrijedeno u 1 x TBS-puferu. Uzorci su ostavljeni preko noci u

vlaznoj komori pri 4 °C. Primarna antitijela kori$tena u istrazivanju navedena su u Tablici 3.

Sljede¢i dan, uzorci su isprani u 1 x TBS-u dva puta po 3 min, nakon ¢ega je na njih
dodano sekundarno antitijelo (Dako REAL EnVision Detection System), peroksidazom
konjugirana polimerna okosnica koja na sebi nosi i molekule sekundarnog antitijela.
Sekundarno antitijelo veze se na misje ili kuni¢je imunoglobuline primarnog antitijela.
Inkubacija u sekundarnom antitijelu trajala je 30 min te se odvijala pri sobnoj temperaturi.
Uzorci su potom isprani u 1 x TBS-puferu dva puta po 3 min, nakon cega je slijedila
inkubacija u kromogenu DAB (engl. 3,3'-diaminobenzidine; Dako REAL EnVision Detection
System) tijekom 10 min pri sobnoj temperaturi. Uzorci su zatim isprani prvo u vodovodnoj pa
onda u destiliranoj vodi, nakon ¢ega su kontrastirani hematoksilinom (BioGnost) tijekom 1
min, a viSak boje ispran je u vodovodnoj vodi tijekom 5 min. Uzorci su potom dehidrirani u
rastu¢im koncentracijama etanola (70%-tni etanol nekoliko urona, 96%-tni etanol nekoliko
urona, 100%-tni etanol 1 min i 100%-tni etanol 2 min), nakon Cega je slijedilo bistrenje u

ksilenu dva puta po 5 min. Uzorci su naposljetku trajno uklopljeni u medij za uklapanje
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(Biomount DPX Low, BioGnost). Negativna kontrola bio je uzorak obraden na isti na¢in kao i

ispitivani uzorci, ali bez inkubacije u primarnom antitijelu. Kao pozitivne kontrole koristeni

su humani uzorci posteljice (za PTCH1), bubrega (za SHh) i jetre (za IHh).

Tablica 3. Popis primarnih antitijela kori$tenih u imunohistokemiji i njihove specifikacije.

Kratica . Podrijetlo i tip . Proizvodat i
koriStena u  Antigen - Epitop Razrjedenje . ei:
disertaciii antitijela Sifra antitijela

J
: Abcam,
P"I?\(?tl—ll-la PTCH1 polﬁllirllégseko 1-50 aa* 1:500 Cambridge,
UK; ab129341
. e Abcam
Anti- Kuniéje * ) )
PTCH1 . 1-50 aa 1:300 Cambridge,
PTCH1b poliklonsko UK: ab53715
Aviva Systems
. Biology, San
At pTCHL Kunicje 1-80 aa* 1:300 Diegg?/CA,
PTCH1c poliklonsko _
SAD;
OASG05688
Novus
. Biologicals,
poi PTCHL M 122436 aa 1:50  Centennial, CO,
SAD; NBP1-
47945
Nije naveden;
antitijelo je
Kunicje speciﬁé_no za Abca_m,
Anti-SHh SHh monoklonsko protein u 1:300 Cambridge,
punoj duzini i UK; ab53281
C-terminalni
produkt
. Kuni¢je Abca.m’
Anti-IHh IHh monoklonsko 1-100 aa* 1:300 Cambridge,
UK; ab52919

*aa (engl. amino acids; aminokiseline)

Dva nezavisna patologa semikvantitativno su analizirala ekspresiju proteina. Ekspresija

proteina PTCH1 odredivana je u jezgri i citoplazmi stanica epitelnog tkiva seroznih

karcinoma jajnika, vezivne strome tumora i epitela i stromalnog tkiva jajnika i jajovoda
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(kontrolno tkivo), dok je ukupna ekspresija proteina SHh i IHh, u svim stani¢nim odjeljcima,
odredivana u epitelu seroznih karcinoma jajnika, vezivnoj stromi tumora i epitelu jajnika i
jajovoda. Semikvantitativna analiza ekspresije proteina PTCH1 (detektiranog pomocu
antitijela anti-PTCH1a), SHh i IHh provedena je prema sljede¢im bodovnim Kriterijima: 0 —
nema ekspresije u stanicama, 1 — ako je < 10% stanica imunopozitivno, 2 — ako je 10-50%
stanica imunopozitivno i 3 — ako je > 50% stanica imunopozitivno (217). Rezultati
imunohistokemije ocitani su pomoc¢u svjetlosnog mikroskopa sa svijetlim vidnim poljem

(Olympus CX22; Olympus Life Science, Tokyo, Japan).

4.4. Imunofluorescencija

Za potrebe imunofluorescencije (IF), stani¢ne linijje OVCARS, OVCARS, OVSAHO i
FNE1 uzgojene su na okruglim pokrovnim stakalcima promjera 12 mm (Gerhard Menzel,
Braunschweig, Njemacka) u kultivacijskim plo¢icama sa Sest bunarica (4 stakalca po
bunaric¢u; engl. 6-well plates; Falcon). Nakon dosegnute 80-90%-tne konfluencije, iz posuda
sa stanicama uklonjen je hranjivi medij. Zatim su stanice tri puta isprane u 1 x DPBS-puferu
(2 mL po bunaricu), nakon ¢ega je slijedila inkubacija stanica u 4%-tnoj otopini
paraformaldehida (2 mL po bunaricu; engl. paraformaldehyde, PFA; Santa Cruz
Biotechnology) tijekom 15 min pri sobnoj temperaturi. Nakon fiksacije s 4%-tnom otopinom
PFA, stanice su tri puta isprane u 1 x DPBS-puferu (2 mL po bunari¢u). Pokrovna stakalca sa
stanicama potom su prebacena u kultivacijsku plo¢icu s 12 bunarica (1 stakalce po bunaricu;
engl. 12-well plate; Falcon). Zatim su stanice permeabilizirane pomoc¢u PMS-pufera (1 mL po
bunari¢u; DPBS s kalcijem i magnezijem — Gibco, 0,1% saponin — Sigma-Aldrich) tijekom 10
min pri sobnoj temperaturi. Nakon permeabilizacije, slijedila je inkubacija stanica u Blocking-
puferu (PMS-pufer s 5%-tnim FBS-om) tijekom 1 h pri sobnoj temperaturi kako bi se
blokiralo potencijalno nespecificno vezanje primarnog antitijela. Po zavrSetku inkubacije,
unutarnji dio poklopca kultivacijske plo¢ice s 12 bunari¢a obloZzen je parafilmom (Bemis,
Neenah, WI, SAD), nakon ¢ega je na njega dodano 50 pL otopine s primarnim antitijelom
(primarno antitijelo razrijedeno je u Blocking-puferu) po jednom pokrovnom stakalcu.
Kapljice s otopinom primarnog antitijela preklopljene su s gornjim dijelom pokrovnog
stakalca na kojem su se nalazile stanice. Inkubacija stanica u otopini primarnog antitijela

odvijala se preko noci pri 4 °C u vlaznoj komori. Primarna antitijela koriStena u IF-u su: anti-
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PTCHla (razrjedenje 1:100), anti-PTCHI1b (razrjedenje 1:100), anti-PTCHIc (razrjedenje
1:100), anti-PTCH1d (razrjedenje 1:25), anti-SHh (razrjedenje 1:100) i anti-IHh (razrjedenje

1:75). Karakteristike ovih antitijela opisane su u Tablici 3.

Sljede¢i dan, pokrovna stakalca sa stanicama prebacena su u kultivacijsku plocicu s 12
bunari¢a (1 stakalce po bunari¢u), nakon ¢ega su tri puta isprana u PMS-puferu (1 mL po
bunari¢u). Potom je slijedila inkubacija u otopini sekundarnog antitijela (razrijedeno u
Blocking-puferu) tijekom 1h pri sobnoj temperaturi. Na 150 uL otopine razrijedenog
sekundarnog antitijela dodano je 20 pL fluorescentne boje Hoechst (NucBlue Live
ReadyProbes Reagent; Invitrogen, Carlsbad, CA, SAD) koja specificno boji jezgre. Po
jednom stakalcu dodano je 25 uL otopine sekundarnog antitijela (s bojom Hoechst). Uzorci su
pokriveni aluminijskom folijom radi zastite od svjetla. U istrazivanju su koriStena sekundarna
antitijela konjugirana s fluorescentnim bojama: Alexa Fluor 488 magareCe anti-kuniéje
(razrjedenje 1:300; A-21206; Invitrogen) i Cy3 magareée anti-misje (razrjedenje 1:300; 715-
165-150; Jackson ImmunoResearch, Ely, UK) antitijelo. Nakon inkubacije u otopini
sekundarnog antitijela, stanice su isprane tri puta u PMS-puferu, jedan put 1 x DPBS-puferu
(bez kalcija i magnezija) i jedan put u ddH2O (dvostruko destilirana voda). Zatim je na
predmetna stakla (BioGnost) dodano 7 pL medija za uklapanje (Fluorescence Mounting
Medium; Dako) po jednom pokrovnom stakalcu. Kapljice medija za uklapanje preklopljene
su s gornjim dijelom pokrovnog stakalca na kojem su se nalazile stanice. Uzorci su se susili u
mraku preko noci pri sobnoj temperaturi, nakon ¢ega su pohranjeni pri 4 °C. Negativne
kontrole bili su uzorci obradeni na isti nacin kao i ispitivani uzorci, ali bez inkubacije u
primarnom antitijelu. Rezultati IF-a ocitani su pomocu laserskog pretraznog konfokalnog

mikroskopa (Leica SP8 X FLIM; Leica Microsystems, Wetzlar, Njemacka).

4.5. 1zolacija proteina iz stanica u kulturi

Prije izolacije proteina, stani¢ne linije OVCARS, OVCARS8, OVSAHO i FNE1 uzgojene
su u posudama za kulturu stanica promjera 100 mm. Nakon dosegnute 80-90%-tne
konfluencije, iz posude sa stanicama uklonjen je hranjivi medij. Zatim su stanice isprane u
ledeno-hladnom 1 x DPBS-puferu (4 mL). Pufer je potom uklonjen, a u posudu sa stanicama
dodan je 1 mL ledeno-hladnog RIPA-pufera (engl. Radioimmunoprecipitation Assay) za lizu
stanica (150 mM NacCl, 1% Triton X-100, 0,5% natrijev deoksikolat, 0,1% SDS, 50 mM Tris
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pH 8) u kojeg su, neposredno prije koriStenja, dodani inhibitori proteaza cOmplete™, Mini,
EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Roche, Basel, Svicarska) i 1 mM PMSF (engl.
phenylmethylsulfonyl fluoride; Thermo Fisher Scientific). Navedeni koraci odvijali su se na
ledu. Nakon dodatka RIPA-pufera, stanice su ostrugane s podloge pomoc¢u hladnog strugaca
za stanice 1 prebacene u mikroepruvetu volumena 1,5 mL, nakon ¢ega je slijedila inkubacija
na rotiraju¢oj mijesalici tijekom 30 min pri 4 °C. Uzorci su potom centrifugirani 20 min pri
16 000 x g i temperaturi od 4 °C. Supernatant s proteinima sakupljen je u nove
mikroepruvete, a koncentracija ukupnih proteina odredena je pomo¢u metode BCA (Sigma-
Aldrich) prema uputama proizvodaca i ocitana pomocu citaca mikrotitarskih ploca (Spark;
Tecan, Minnedorf, Svicarska) pri valnoj duljini od 562 nm. Izolirani proteini pohranjeni su
pri -80 °C.

Uz ukupne proteine, iz stani¢nih linija OVCAR5, OVCARS, OVSAHO i FNEL1 izolirani
su 1 proteini iz pet razlicitih stani¢nih odjeljaka: citoplazmatski proteini, membranski proteini,
slobodni jezgreni proteini (engl. soluble nuclear) koji nisu vezani na kromatin, proteini vezani
na kromatin (engl. chromatin-bound) i citoskeletni proteini. Navedene frakcije proteina
izolirane su pomocu kita Subcellular Protein Fractionation Kit for Cultured Cells (Thermo
Fisher Scientific) prema uputama proizvodaca. Izolirane frakcije proteina takoder su

pohranjene pri -80 °C.

4.6. Western blot

Uzorci ukupnih proteina, kao i uzorci frakcija proteina, analizirani su tehnikom Western
blot. Navedeni uzorci pomijesani su s 4 x Laemmli SDS-puferom (250 mM Tris-HCI pH 6,8,
8% SDS, 40% glicerol, 0,02% bromfenol plavo, 8% p-merkaptoetanol — dodan neposredno
prije koristenja) u omjeru 3:1, nakon ¢ega su kuhani u termomikseru 5 min pri 95 °C. Nakon
hladenja pri sobnoj temperaturi, 10 pug ukupnih proteina i po 10 pL uzorka svake frakcije

proteina dodano je na 10%-tni poliakrilamidni gel (Tablica 4).
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Tablica 4. Sastav poliakrilamidnog gela koristenog u Western blotu.

Sabijajuéi gel \ Razdvajajuéi gel (10%-tni) \Y
30% akrilamid/bisakrilamid 30% akrilamid/bisakrilamid
(291) 269,5 uL (29:1) 2,084 mL
Pufer (0,5 M Tris pH 6,8, 0,4% Pufer (1,5 M Tris pH 8,8, 0,4%
SDS) 520 puL SDS) 1,563 mL
ddH20 1,274 mL ddH20 2,604 mL
APS 10,5 uL APS 20 uL
TEMED 2 uL TEMED 5uL

SDS - natrijev dodecil sulfat; ddH,O — dvostruko destilirana voda; APS — amonijev persulfat;
TEMED - tetrametiletilendiamin

Elektroforeza je provedena u 1 x Running-puferu (25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,1%
SDS) na 90V prvih 35 min, nakon ¢ega je napon poveéan na 120V tijekom ~1h. Nakon
elektroforeze, proteini su transferirani na PVDF membranu (Thermo Fisher Scientific).
Transfer proteina odvijao se u 1 x Transfer-puferu (18,5 mM Tris, 140 mM glicin, 20%
metanol — dodan neposredno prije koriStenja) tijekom 90 min na 200 mA. Membrana je
blokirana u 5%-tnom mlijeku (Carl Roth, Karlsruhe, Njemacka) otopljenom u 1 x TBST-
puferu (1 x TBS-pufer s 0,1%-tnim Tweenom 20) 1 sat pri sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je
isprana Cetiri puta po 5 min u 1 x TBST-puferu. Membrana je zatim preko no¢i inkubirana u
primarnom antitijelu razrijedenom u 5%-tnom BSA (engl. Bovine Serum Albumin; Carl Roth)
pri 4°C. Primarna antitijela koriStena u istrazivanju su: anti-PTCHla (razrjedenje 1:1000),
anti-PTCHI1b (razrjedenje 1:1000), anti-PTCHlc (razrjedenje 1:1000) i anti-PTCH1d
(razrjedenje 1:500). Karakteristike navedenih antitijela opisane su u Tablici 3. Membrana je
takoder inkubirana u kuni¢jem poliklonskom antitijelu anti-GAPDH (razrjedenje 1:2000;
IMG-5143A; IMGENEX, San Diego, SAD) i miSjem monoklonskom antitijelu anti-
H3K4me2 (razrjedenje 1:2000; klon CMA303, 05-1338; Millipore, Sigma-Aldrich,
Burlington, MA, SAD) koji su sluzili kao kontrola za provjeru uspjesnosti izolacije proteina iz

razlicitih stani¢nih odjeljaka i kontrola nanosenja. Nakon inkubacije u primarnom antitijelu,
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membrana je isprana cetiri puta po 5 min u TBST-puferu. Membrana je potom inkubirana u
sekundarnom antitijelu razrijedenom u 5%-tnom mlijeku tijekom 1h (anti-misje) ili 2 h (anti-
kunié¢je) pri sobnoj temperaturi. U istrazivanju su koriStena sekundarna antitijela konjugirana
s peroksidazom: kozje anti-kuni¢je (razrjedenje 1:5000; P0448; Dako) i kozje anti-misje
(razrjedenje 1:12500; 170-6516; Bio-Rad, Hercules, CA, SAD) antitijelo. Nakon inkubacije u
sekundarnom antitijelu, membrana je isprana pet puta po 5 min u TBST-puferu. Za
vizualizaciju proteina koriSten je kit SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate
(za anti-PTCH1a, anti-PTCH1c i anti-PTCH1d; Thermo Fisher Scientific) ili kit Pierce ECL
Western Blotting Substrate (za anti-PTCH1b; Thermo Fisher Scientific) prema uputama
proizvodaca. Rezultati su o¢itani pomoc¢u uredaja MicroChemi (DNR Bio-Imaging Systems,

Jeruzalem, Izrael).

4.7. 1zolacija genomske DNA iz FFPE-tkiva

Genomska DNA izolirana je iz FFPE-uzoraka karcinoma LGSC i HGSC, te zdravog
tkiva jajnika i jajovoda. Protokol za izolaciju genomske DNA iz FFPE-tkiva prilagoden je
prema protokolu Vrsalovié i sur. (218). Za izolaciju DNA koriStena su dva reza svakog FFPE-
uzorka debljine 10 pm. Narezani FFPE-uzorci prebaceni su u mikroepruvete (Eppendorf,
Hamburg, Njemacka) volumena 1,5 mL. U svaku mikroepruvetu dodano je po 1 mL
supstitucije za ksilen (Histoclear Il; National Diagnostics, Hessle Hull, UK), nakon ¢ega je
slijedila inkubacija uzoraka u navedenoj otopini tijekom 30 min pri sobnoj temperaturi uz
mijesanje okretanjem mikroepruveta. Uzorci su potom centrifugirani 5 min pri 13 000 rpm
(engl. revolutions per minute) i sobnoj temperaturi. Supernatant je pazljivo uklonjen pomocu
mikropipete, dok je na talog opet dodano 1 mL supstitucije za ksilen. Nakon toga, uzorci su
ponovo inkubirani i centrifugirani pod istim uvjetima kao S$to je prethodno opisano.
Supernatant je opet pazljivo uklonjen te je na talog dodano 500 pL apsolutnog etanola
(Kemika). Uzorci su mijeSani okretanjem mirkoepruveta tijekom 2 min, nakon c¢ega su
centrifugirani 5 min pri 13 000 rpm i sobnoj temperaturi. Supernatant je pazljivo uklonjen, a
na talog je opet dodano 500 uL apsolutnog etanola. Uzorci su zatim ponovo promijeSani i
centrifugirani pod istim uvjetima kao S$to je opisano u tekstu iznad. Cijeli supernatant je
pazljivo uklonjen, a mikroepruvete su ostavljene otvorene 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
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proteinaze K (20 mg/mL; VWR Life Science AMRESCO, Radnor, PA, SAD) nakon ¢ega su
uzorci inkubirani u termomikseru (Eppendorf) preko noé¢i uz mijesanje pri 300 rpm i

temperaturi od 37 °C.

Sljedec¢i dan, uzorci su centrifugirani 30 s pri 13 000 rpm i sobnoj temperaturi, nakon
Cega je slijedila inkubacija u termomikseru (bez mijesanja) tijekom 8 min pri 95 °C radi
inaktivacije proteinaze K. Uzorci su potom ponovo centrifugirani 30 s pri 13 000 rpm i sobnoj
temperaturi. Cisto¢a i koncentracija izolirane DNA u supernatantu izmjerene su pomoéu
mikrovolumnog spektrofotometra (NanoDrop 2000; Thermo Fisher Scientific). Uzorci

izolirane genomske DNA pohranjeni su pri 4 °C.

4.8. 1zolacija genomske DNA iz stanica u kulturi

Genomska DNA izolirana je iz karcinomskih stani¢nih linijja OVCARS, OVCARS i
OVSAHO i kontrolne stani¢ne linije FNE1. Prije izolacije DNA, stanice su uzgojene u
posudama za kulturu stanica promjera 100 mm. Nakon dosegnute 80-90%-tne konfluencije, iz
posude sa stanicama uklonjen je hranjivi medij. Zatim su stanice isprane u 1 x DPBS-puferu
(4 mL). Nakon §to je uklonjen pufer koriSten za ispiranje stanica, u posudu sa stanicama
dodan je 1 mL svjezeg 1 x DPBS-pufera. Stanice su ostrugane s podloge pomocu strugaca za
stanice (Falcon) i prebac¢ene u mikroepruvetu volumena 1,5 mL, nakon ¢ega su centrifugirane
5 min pri 500 x g i temperaturi od 4 °C. Supernatant je paZzljivo odstranjen, a talog sa
stanicama resuspendiran je pomocu mikropipete u digestijskom puferu (100 mM NaCl, 10
mM Tris pH 8, 25 mM EDTA pH 8, 0,5% SDS, 0,1 mg/mL proteinaza K — dodana u pufer
neposredno prije koristenja). Za 3 x 107 stanica koristeno je 0,3 mL pufera, dok se je za veéi
broj stanica koristilo 1 mL digestijskog pufera/10® stanica. Uzorci su potom inkubirani u
termomikseru 12-18 h pri 300 rpm i temperaturi od 50 °C. Nakon inkubacije, na postojeci
volumen uzorka, dodan je jednak volumen fenol-kloroform-izoamilnog alkohola (Carl Roth).
Uzorci su zatim snazno vorteksirani 20 s, nakon cega je slijedilo centrifugiranje tijekom 5 min
pri 16 000 x g i sobnoj temperaturi. Vodena (gornja) faza u kojoj se nalazila DNA paZljivo je,
pomoc¢u mikropipete, preba¢ena u novu mikroepruvetu volumena 1,5 mL u koju je zatim
dodano 1 mL hladnog apsolutnog etanola i 3M natrijevog acetata (Kemika) u iznosu 10%
volumena vodene faze. Navedena smjesa je promijesana okretanjem mikroepruveta te je

ostavljena preko no¢i pri -80 °C.
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Sljede¢i dan, uzorci su centrifugirani 20 min pri maksimalnoj brzini (14 000 rpm) pri 4
°C. Supernatant je pazljivo uklonjen, a talog (DNA) dva puta ispran s hladnim 75%-tnim
etanolom — 150 uL hladnog 75%-tnog etanola dodano je na talog, nakon ¢ega je slijedilo
centrifugiranje uzoraka u trajanju od 2 min pri maksimalnoj brzini pri 4 °C. Nakon $to je
etanol uklonjen, mikroepruvete su ostavljene otvorene ~30 min da se talog osusi. Talog je
otopljen u 100 pL sterilne vode bez nukleaza (engl. nuclease-free water), a cistoca i
koncentracija izolirane DNA izmjerene su pomo¢u mikrovolumnog spektrofotometra. Uzorci

izolirane genomske DNA pohranjeni su pri -20 °C.

4.9. PCR ovisan o metilaciji

Genomska DNA izolirana iz FFPE-uzoraka seroznih karcinoma jajnika te zdravih jajnika
i jajovoda, kao i genomska DNA izolirana iz karcinomskih i kontrolne stani¢ne linije,
bisulfitno su konvertirane pomoc¢u kita MethylEdge Bisulfite Conversion System (Promega,
Madison, WI, SAD) prema uputama proizvodaca. Bisulfitno konvertirana DNA koristena je u
reakcijama PCR-a (engl. Polymerase Chain Reaction) ovisnog o metilaciji (engl.
Methylation-Specific PCR, MSP). Sekvence pocetnica za promotorske regije gena PTCH1,
SHh i IHh (Sigma-Aldrich), kao i temperature sparivanja pocetnica S kalupom (engl.
annealing temperature), navedene su u Tablici 5. Reakcije MSP provedene su pomocu kita
TaKaRa EpiTaqg HS (for bisulfite-treated DNA) (TaKaRa Bio, Kusatsu, Shiga, Japan).
Reakcijska smjesa za MSP sadrzavala je 0,25 pL. TaKaRa EpiTag HS DNA polimeraze (5 U/
uL), 5 pL 10xEpiTagq PCR (Mg?* free)-pufera, 5 pL 25 mM MgCl,, 6 uL dNTP-a (2,5 mM
svaki), 2 uL pocetnica F (engl. forward), 2 uL pocetnica R (engl. reverse) (10 pmol svakih),
50 ng DNA kalupa i vodu bez nukleaza do ukupnog volumena reakcijske smjese od 50 L.
Reakcija se odvijala u sljede¢im uvjetima: 30 s pocetne denaturacije pri 95 °C, nakon Cega je
slijedilo 40 ciklusa koji su se sastojali od denaturacije pri 95 °C tijekom 30 s, sparivanja
pocetnica s kalupom pri odgovarajucoj temperaturi (Tablica 5) tijekom 30 s, i produljivanja
lanca DNA pri 72 °C tijekom 30 s. Zavr$no produljivanje DNA trajalo je 7 min pri 72 °C. Za
provjeru metilacijskog statusa gena SHh koristen je ugnijezdeni MSP (engl. Nested MSP) Kkoji
se sastojao od primarnog i ugnijezdenog PCR-a (svaki PCR imao je svoj set pocetnica;
Tablica 5). Primarni i ugnijezdeni PCR odvijali su se pod istim uvjetima kao i obi¢ni MSP.

Jedina razlika bila je u sastavu reakcijske smjese ugnijezdenog PCR-a. U ovom PCR-u,

46



produkti primarnog PCR-a sluzili kao kalup pa je u reakcijsku smjesu, umjesto 50 ng DNA,
dodan 1 uL navedenih produkata. Sve reakcije MSP imale su iste kontrole. Methylated
Human Control (Promega) koriStena je kao pozitivna kontrola za metiliranu reakciju, dok je
nemetilirana DNA EpiTect Control DNA (Qiagen, Hilden, Njemacka) kori$tena kao pozitivna
kontrola za nemetiliranu reakciju. Kao negativna kontrola kod obje reakcije koriStena je voda

bez nukleaza.

Tablica 5. Poc¢etnice za promotorske regije gena PTCH1, SHh i IHh koristene u MSP-u.

Pocetnice Sekvenca Ta Produkt Ref.
PTCH1 mF 5-AATTAAGGAGTTGTTGCGGTC-3' 1o 195h
PTCHI1 mR 5-GCTAAACCATTCTATCCCCGTA-3' P
(219)
PTCH1 umF 5-ATTAAGGAGTTGTTGTGGTTGT-3' c1oc 124
PTCH1 umR 5-ACTAAACCATTCTATCCCCATA-3' P
SHh mF1 5-GAGCGGTGGAGAGTTTTTCG-3' o4 oc
SHhMR1  5-ACTAATAACTTCCGAACTATCCCCG-3'
SHh umF1 5-GGGAGTGGTGGAGAGTTTTTTG-3 4 oc
SHhumRl 5-AACTAATAACTTCCAAACTATCCCCA-3'
(191)
SHh mF2 5-AGAGTTTTTCGTAGTCGCGGC-3' hoc 169h
SHh mR2 5-ATCCCCGTACGAATCCGTACG-3' P
SHhumF2  5-GGTGGAGAGTTTTTTGTAGTTGTGGT3 .
SHhumR2 5-AAACTATCCCCATACAAATCCATACA-3 P
IHh mF 5-GTCGTCGCGTTGTTAAAATAAACS
IHh mR 5-ACCGACGAAACTCAAATACGA-3' P
(220)
IHh umF 5-TTGTTGTGTTGTTAAAATAAATGG-3'
61°C 148 bp

IHh umR 5'-CAAAACCAACAAAACTCAAATACAA-3

mF i mR — set poCetnica za metiliranu reakciju; umF i umR — set pocetnica za nemetiliranu reakciju;
F1 i R1 — set poCetnica za primarni PCR; F2 i R2 — set poéetnica za ugnijezdeni PCR; Ta —

temperatura sparivanja pocetnica s kalupom; bp — parovi baza
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Uspjesnost MSP reakcije provjerena je pomocéu elektroforeze u gelu agaroze. Za
razdvajanje produkata MSP-a koristen je 2%-tni agarozni gel (agaroza; Lonza, Basel,
Svicarska) u koji je prethodno dodana boja GelStar nucleic acid stain (Lonza). Veli¢ina
umnozenih fragmenata odredena je prema standardu DNA (SimplyLoad 100 bp DNA Ladder;
Lonza). Elektroforeza se odvijala u 1 x TAE-puferu (engl. Tris-Acetate-EDTA) (Bio-Rad)
tijekom 30 min pri 120 V. Umnozeni fragmenti vizualizirani su pod UV svjetlom na

transiluminatoru.

4.10. Statisticka analiza

Distribucija podataka testirana je Kolmogorov-Smirnovljevim testom, Lillieforsovim
testom i Shapiro-Wilkovim W-testom. Neparametrijski test Mann-Whitney U koristen je za
usporedbu ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh u ispitivanim (tumorskim) skupinama u
odnosu na kontrolne skupine i za usporedbu ekspresije proteina unutar ispitivanih i kontrolnih
skupina. Spearmanov test za neparametrijske varijable koristen je za testiranje povezanosti
ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh unutar iste ispitivane ili kontrolne skupine, kao i za
testiranje povezanosti metilacije DNA u promotoru odredenog gena s ekspresijom
odgovarajuéeg proteina u ispitivanim 1 kontrolnim skupinama. Za statistiCku analizu
dobivenih podataka koriSten je program IBM SPSS Statistics (Version 21; Chicago, IL, SAD),

a prag prihva¢anja odnosno odbacivanja hipoteze bio je na razini vjerojatnosti od p < 0,05.
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5.REZULTATI

5.1. Ekspresija proteina PTCH1 u seroznim karcinomima
jajnika

Analiza ekspresije proteina PTCH1 ukazala je na izrazenu nuklearnu ekspresiju ovog
proteina u tumorskom tkivu i tumorskim stanicama u kulturi. Osim nuklearne, uocena je i
citoplazmatska ekspresija navedenog proteina. Nuklearna, citoplazmatska i ukupna ekspresija
proteina PTCH1 analizirane su u tumorskom epitelu i vezivnoj stromi tumora kao i na cijelom
preparatu seroznih karcinoma jajnika, te u epitelnom i stromalnom tkivu i na cijelom
preparatu zdravih jajnika i jajovoda. Razina ekspresije proteina PTCH1 u karcinomima HGSC
i LGSC usporedena je s razinom ekspresije navedenog proteina u zdravom tkivu jajnika i
jajovoda, kao i izmedu tumorskih skupina, izmedu kontrolnih skupina i izmedu epitelnog 1

stromalnog tkiva unutar pojedinih tumorskih i kontrolnih skupina.

5.1.1. Nuklearna ekspresija proteina PTCH1 u zdravom i

tumorskom tkivu

U tumorskom epitelu HGSC-a i LGSC-a, 59,46%, odnosno 63,64% uzoraka imalo je
izrazenu nuklearnu ekspresiju proteina PTCH1 u >50% stanica (visoka razina ekspresije)
(Slika 8). Nuklearna ekspresija proteina PTCH1 u epitelu zdravog tkiva jajnika nije bila
prisutna kod 80% uzoraka, dok je kod preostalih 20% uzoraka bila prisutna u 10-50% stanica
(umjerena razina ekspresije) (Slika 8). U epitelu zdravog tkiva jajovoda, samo 10% uzoraka
imalo je nuklearnu ekspresiju proteina PTCH1 u >50% stanica, dok je preostalih 90% uzoraka
imalo nuklearnu ekspresiju u 10-50% stanica (Slika 8). Nuklearna ekspresija proteina PTCH1
bila je statistiCki znacajno veca u tumorskom epitelu HGSC-a u odnosu na epitel zdravih
jajnika (p < 0,0001) (Tablica 6; Slika 9A i C) i epitel zdravih jajovoda (p = 0,01) (Tablica 6;
Slika 9A i D). Kod LGSC-a, nuklearna ekspresija proteina PTCH1 takoder je bila statisticki
znacajno veca U tumorskom epitelu nego u epitelu zdravih jajnika (p < 0,0001) (Tablica 6;
Slika 9B-C) i epitelu zdravih jajovoda (p = 0,014) (Tablica 6; Slika 9B i D). U tumorskom
epitelu nije bilo statisticki znacajne razlike u nuklearnoj ekspresiji proteina PTCH1 izmedu

karcinoma HGSC i LGSC (p = 0,763) (Tablica 6; Slika 9A-B), dok je u zdravom epitelu
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nuklearna ekspresija bila statisticki znac¢ajno veca u jajovodu nego u jajniku (p < 0,0001)
(Tablica 6; Slika 9C-D).
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Slika 8. Nuklearna ekspresija proteina PTCH1 u tumorskom epitelu seroznih karcinoma
jajnika visokog (HGSC) i niskog (LGSC) stupnja malignosti i epitelu zdravih jajnika i
jajovoda odredena imunohistokemijskom analizom (0%, <10%, 10-50%, >50% — postotak

imunopozitivnih stanica).

Tablica 6. Vrijednosti statisticke analize nuklearne ekspresije proteina PTCH1 u tumorskom
epitelu i vezivnoj stromi seroznih karcinoma jajnika i zdravom epitelu i stromalnom tkivu

jajnika i jajovoda odredene imunohistokemijskom analizom.

HGSC HGSC LGSC LGSC HGSC Jajnik
VS. VS. VS. VS. VS. VS.
Jajnik Jajovod Jajnik Jajovod LGSC Jajovod
Nuklearna ekspresija proteina PTCHL1 u epitelu
? U=40 U=98 u=8 U=255 U=193 U=18
5 W =250 W =153 W =218 W =80,5 W =896 W =228
~.| Z=-5866 Z=-2,584 Z=-4,609 Z=-2,467 Z=-0,302 Z=-4,117
€| p<0,0001 p=0,01 p < 0,0001 p=0,014 p=0,763 p < 0,0001
§ Nuklearna ekspresija proteina PTCH1 u stromi
g U=2735 U=151 Uu=99 U=142 U=185 U=52
g W =976,5 W =206 W =165 W =97 W = 888 W =107
Z=-1723 Z=-0,949 Z=-0,485 Z=-0,96 Z=-0,478 Z=-2,286
p = 0,085 p=0,342 p = 0,627 p = 0,337 p = 0,633 p =0,022

HGSC - serozni karcinom jajnika visokog stupnja malignosti; LGSC — serozni karcinom jajnika

niskog stupnja malignosti; podebljano — p < 0,05 (statisti¢ki znacajno)
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Slika 9. Imunohistokemijsko bojanje proteina PTCH1 u (A) seroznom karcinomu jajnika
visokog stupnja malignosti (HGSC), (B) seroznom karcinomu jajnika niskog stupnja

malignosti (LGSC), (C) zdravom tkivu jajnika i (D) zdravom tkivu jajovoda.

U vezivnoj stromi HGSC-a i LGSC-a, 21,62%, odnosno 45,46% uzoraka imalo je
nuklearnu ekspresiju proteina PTCH1 u >50% stanica (Slika 10). U stromi zdravog tkiva
jajnika 40% uzoraka imalo je nuklearnu ekspresiju proteina PTCH1 u >50% stanica, dok u
stromi zdravog tkiva jajovoda nijedan uzorak nije imao nuklearnu ekspresiju u >50% stanica
(Slika 10). Nuklearna ekspresija proteina PTCH1 bila je statisticki znacajno veéa u stromi
zdravog jajnika nego u stromi zdravog jajovoda (p = 0,022), dok statisticki znacajne razlike u
nuklearnoj ekspresiji navedenog proteina u vezivnoj stromi HGSC-a i LGSC-a u odnosu na
stromu zdravog jajnika i jajovoda, kao ni izmedu HGSC-a i LGSC-a, nije bilo (Tablica 6;
Slika 9).

Nuklearna ekspresija proteina PTCHI1 bila je statisticki znacajno ve¢a u tumorskom
epitelu nego u vezivnoj stromi karcinoma HGSC (p < 0,0001), kao i u epitelu zdravih
jajovoda u odnosu na njihovu stromu (p = 0,022), dok je u zdravim jajnicima nuklearna

ekspresija bila statisticki znacajno veca u stromalnom tkivu nego u epitelu (p < 0,0001)
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(Tablica 7; Slika 9). U karcinomima LGSC nije bilo statisticki znacajne razlike u nuklearnoj
ekspresiji proteina PTCH1 izmedu tumorskog epitelnog tkiva i vezivne strome tumora (p =
0,166) (Tablica 7; Slika 9B).
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Slika 10. Nuklearna ekspresija proteina PTCHL1 u vezivnoj stromi seroznih karcinoma jajnika
visokog (HGSC) i niskog (LGSC) stupnja malignosti i stromi zdravih jajnika i jajovoda
odredena imunohistokemijskom analizom (0%, <10%, 10-50%, >50% - postotak

imunopozitivnih stanica).

Tablica 7. Usporedba nuklearne ekspresije proteina PTCH1 izmedu epitelnog i stromalnog
tkiva unutar pojedinih tumorskih (HGSC i LGSC) i kontrolnih skupina (jajnik i jajovod)

odredene imunohistokemijskom analizom.

PTCHL1 (n) — epitel vs. stroma
HGSC LGSC Jajnik Jajovod
2 U =352 U=415 U=46 u=27
S W = 1055 W =107,5 W = 256 W =82
Z=-3,881 Z=-1,384 Z=-4,474 Z=-2,288
p < 0,0001 p=0,166 p < 0,0001 p = 0,022

n — nuklearna ekspresija; HGSC — serozni karcinomi jajnika visokog stupnja malignosti; LGSC
— serozni karcinomi jajnika niskog stupnja malignosti; MW — Mann-Whitney U test; podebljano
—p < 0,05 (statisticki znacajno)

Specificnost nuklearne lokalizacije proteina PTCHI1 potvrdena je metodom

imunohistokemije na uzorcima karcinoma HGSC i LGSC uz pomo¢ cetiri razli¢ita antitijela
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Anti-PTCH1a Anti-PTCH1b Anti-PTCH1c Anti-PTCH1d

Slika 11. Imunohistokemijsko bojanje proteina PTCH1 detektiranog uz pomo¢ cetiri razlicita antitijela, anti-PTCH1a (A, E), anti-PTCH1b
(B, F), anti-PTCH1c (C, G) i anti-PTCH1d (D, H) na uzorcima seroznih karcinoma jajnika visokog (HGSC; A-D) i niskog (LGSC; E-H)
stupnja malignosti.
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anti-PTCHL1: anti-PTCH1a, anti-PTCH1b, anti-PTCH1c i anti-PTCH1d (Tablica 3; Slika 11).
Sva Cetiri antitijela vezu se na N-terminalnu regiju transmembranskog receptora PTCH1.
Osim nuklearne, u sva Cetiri slu¢aja uocena je i citoplazmatska ekspresija navedenog proteina.
Kod uzoraka tretiranih s antitijelom anti-PTCH1d najmanje je izrazena nuklearna, a najvise
citoplazmatska ekspresija proteina PTCH1 (Slika 11D i H). Za razliku od antitijela anti-
PTCH1a (epitop: 1-50 aa), anti-PTCH1b (epitop: 1-50 aa) i anti-PTCH1c (epitop: 1-80 aa),
antitijelo anti-PTCH1d veze se na udaljeniji epitop (122-436 aa) antigena PTCHL.

5.1.2.  Citoplazmatska ekspresija proteina PTCH1 u zdravom i

tumorskom tkivu

U tumorskom epitelu HGSC-a i LGSC-a, >50% stanica bilo je imunopozitivho na
citoplazmatsku ekspresiju proteina PTCH1 u 24,32%, odnosno 63,64% uzoraka (Slika 12). U
epitelu zdravog tkiva jajnika, 40% uzoraka imalo je citoplazmatsku ekspresiju proteina
PTCH1 u >50% stanica, dok je u epitelu zdravog tkiva jajovoda samo 10% uzoraka imalo
citoplazmatsku ekspresiju u >50% stanica (Slika 12). Citoplazmatska ekspresija proteina
PTCHL1 bila je statisticki znac¢ajno veca u tumorskom epitelu LGSC-a u odnosu na epitel
zdravog jajovoda (p = 0,023). U tumorskom epitelu, citoplazmatska ekspresija proteina
PTCHA1 bila je veca kod LGSC-a u odnosu na HGSC, ali bez postizanja statisticke znacajnosti
(p = 0,053) (Tablica 8; Slika 9). Statisticki znacajne razlike nije bilo u citoplazmatskoj
ekspresiji navedenog proteina u tumorskom epitelu HGSC-a u odnosu na epitel zdravog
jajnika i jajovoda, LGSC-a u odnosu na epitel zdravog jajnika, kao ni izmedu epitela jajnika i
jajovoda (Tablica 8; Slika 9).

U vezivnoj stromi HGSC-a i LGSC-a, 29,73%, odnosno 27,27% uzoraka imalo je
citoplazmatsku ekspresiju proteina PTCH1 u >50% stanica (Slika 13). U stromi zdravog tkiva
jajnika, >50% stanica bilo je imunopozitivno na citoplazmatsku ekspresiju proteina PTCH1
kod 40% uzoraka, dok je u stromi zdravog tkiva jajovoda samo 10% uzoraka imalo
citoplazmatsku ekspresiju u >50% stanica (Slika 13). Citoplazmatska ekspresija proteina
PTCHI bila je statisti¢ki znacajno veca u stromi zdravog jajnika nego u stromi zdravog
jajovoda (p = 0,005), dok statisticki znacajne razlike u citoplazmatskoj ekspresiji navedenog
proteina u vezivnoj stromi HGSC-a i LGSC-a u odnosu na stromu zdravog jajnika i jajovoda,
kao ni izmedu HGSC-a i LGSC-a, nije bilo (Tablica 8; Slika 9).
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Slika 12. Citoplazmatska ekspresija proteina PTCH1 u tumorskom
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Jajovod
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karcinoma jajnika visokog (HGSC) i niskog (LGSC) stupnja malignosti i epitelu zdravih

jajnika i jajovoda odredena imunohistokemijskom analizom (0%, <10%, 10-50%, >50% —

postotak imunopozitivnih stanica).

Tablica 8. Vrijednosti statisticke analize citoplazmatske ekspresije proteina PTCHI1 u

tumorskom epitelu i vezivnoj stromi seroznih karcinoma jajnika i zdravom epitelu i

stromalnom tkivu jajnika i jajovoda odredene imunohistokemijskom analizom.

HGSC HGSC LGSC LGSC HGSC Jajnik
VS. VS. VS. VS. VS. VS.
Jajnik Jajovod Jajnik Jajovod LGSC Jajovod
Citoplazmatska ekspresija proteina PTCH1 u epitelu
3 U =368 U=138 u=78 U=245 U=1295 U=80,5
3 W =578 W =193 W =288 W =795 W =8325 W =1355
-~ | Z=-0,036 Z=-1316 Z=-1,443 Z=-2,281 Z=-1,933 Z=-0,925
g p=0972 p=0,188 p = 0,149 p = 0,023 p = 0,053* p = 0,355
g Citoplazmatska ekspresija proteina PTCH1 u stromi
E U=2755 U=123 u=79 U=36,5 U=201 U=40
g W =9785 W =178 W =145 W=0915 W =267 W =95
Z=-1,677 Z=-1,702 Z=-1,379 Z=-1,389 Z=-0,064 Z=-2814
p = 0,094 p = 0,089 p=0,168 p=0,165 p = 0,949 p = 0,005

HGSC - serozni karcinom jajnika visokog stupnja malignosti; LGSC — serozni karcinom jajnika

niskog stupnja malignosti; podebljano — p < 0,05 (statisticki znaCajno); * na granici statisticke

znacajnosti
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Slika 13. Citoplazmatska ekspresija proteina PTCH1 u vezivnoj stromi seroznih karcinoma

jajnika visokog (HGSC) i niskog (LGSC) stupnja malignosti i stromi zdravih jajnika i

jajovoda odredena imunohistokemijskom analizom (0%, <10%, 10-50%, >50% — postotak

imunopozitivnih stanica).

Citoplazmatska ekspresija proteina PTCH1 nije bila statisti¢ki znacajno razli¢ita izmedu

tumorskog epitelnog tkiva i vezivne strome u karcinomima HGSC i LGSC, kao ni izmedu

epitelnog i stromalnog tkiva u zdravim jajnicima i jajovodima (Tablica 9; Slika 9).

Tablica 9. Usporedba citoplazmatske ekspresije proteina PTCH1 izmedu epitelnog i

stromalnog tkiva unutar pojedinih tumorskih (HGSC i LGSC) i kontrolnih skupina (jajnik i

jajovod) odredene imunohistokemijskom analizom.

PTCHL1 (c) — epitel vs. stroma

MW

HGSC LGSC Jajnik Jajovod
U =675,5 U=395 U =1535 U=455
W =1378,5 W =105,5 W =363,5 W =100,5
Z=-0,103 Z=-1474 Z=-1,336 Z=-0,382
p=0,918 p=0,141 p=0,182 p=0,702

¢ — citoplazmatska ekspresija; HGSC — serozni karcinomi jajnika visokog stupnja malignosti;

LGSC — serozni karcinomi jajnika niskog stupnja malignosti; MW — Mann-Whitney U test
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5.1.3.  Ukupna ekspresija proteina PTCH1 u zdravom i tumorskom

tkivu

Ekspresija proteina PTCH1 (bez obzira na substani¢nu lokalizaciju) u tumorskom epitelu
HGSC-a i LGSC-a bila je prisutna kod 64,87%, odnosno 72,73% uzoraka u >50% stanica
(Slika 14). U epitelu zdravog jajnika i jajovoda, >50% stanica bilo je imunopozitivno na
ekspresiju proteina PTCH1 kod 40%, odnosno 20% uzoraka (Slika 14). Ekspresija proteina
PTCHL1 bila je statisticki znac¢ajno veca u tumorskom epitelu HGSC-a u odnosu na epitel
zdravih jajnika (p = 0,01) (Tablica 10; Slika 9A i C) i epitel zdravih jajovoda (p = 0,018)
(Tablica 10; Slika 9A i D). Kod LGSC-a, ekspresija proteina PTCHI1 takoder je bila statisticki
znacajno veca u tumorskom epitelu nego u epitelu zdravih jajnika (p = 0,03) (Tablica 10;
Slika 9B-C) i epitelu zdravih jajovoda (p = 0,018) (Tablica 10; Slika 9B i D). U tumorskom
epitelu nije bilo statisticki znacajne razlike u ekspresiji proteina PTCH1 izmedu karcinoma
HGSC i LGSC (p = 0,601), kao ni u zdravom epitelu izmedu jajnika i jajovoda (p = 0,574)
(Tablica 10; Slika 9).
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Slika 14. Ukupna ekspresija proteina PTCH1 u tumorskom epitelu seroznih karcinoma jajnika
visokog (HGSC) i niskog (LGSC) stupnja malignosti i epitelu zdravih jajnika i jajovoda
odredena imunohistokemijskom analizom (0%, <10%, 10-50%, >50% - postotak

imunopozitivnih stanica).
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Tablica 10. Vrijednosti statisticke analize ukupne ekspresije proteina PTCH1 u tumorskom

epitelu, vezivnoj stromi tumora i na cijelom preparatu seroznih karcinoma jajnika te zdravom

epitelu i stromalnom tkivu cijelom preparatu jajnika i jajovoda odredene
imunohistokemijskom analizom.
HGSC HGSC LGSC LGSC HGSC Jajnik
Vs. VS. VS. VS. VS. VS.
Jajnik Jajovod Jajnik Jajovod LGSC Jajovod
Ukupna ekspresija proteina PTCH1 u epitelu
U =232 U =106 U=62 U=26 U =186 U=288
W =442 W =161 W =272 W =81 W = 889 W =298
Z=-2,584 Z=-2,365 Z=-2,169 Z=-2,358 Z=-0,523 Z =-0,562
§ p=0,01 p=0,018 p=0,03 p =0,018 p =0,601 p=0,574
D Ukupna ekspresija proteina PTCHZ1 u stromi
>
§ U =369,5 U=1305 U=2855 U=255 U=1615 U=67
= | W=10725 W =185,5 W =295,5 W =805 W = 864,5 W =122
;I Z=-0,009 Z=-1,523 zZ=-1,121 Z=-2,270 Z=-1,126 Z=-1,632
= p =0,993 p=0,128 p=0,262 p =0,023 p=0,26 p=0,103
©
= Ukupna ekspresija proteina PTCH1 na cijelom preparatu
U =258,5 U=60 U=725 u=15 U=197 U=65
W = 468,5 W =115 W =2825 W =70 W =900 W =120
Z=-2,17 Z=-3,742 Z=-1,763 Z=-3,345 Z=-0,202 Z=-1,927
p=0,03 p < 0,0001 p=0,078 p = 0,001 p=0,84 p = 0,054*

HGSC - serozni karcinom jajnika visokog stupnja malignosti; LGSC — serozni karcinom jajnika
niskog stupnja malignosti; podebljano — p < 0,05 (statisti¢ki znaéajno); * na granici statistiCke

znacajnosti

U vezivnoj stromi HGSC-a i LGSC-a, >50% stanica bilo je imunopozitivno na ekspresiju
proteina PTCH1 kod 45,95%, odnosno 63,64% uzoraka (Slika 15). U stromi zdravog tkiva
jajnika, ekspresija proteina PTCHL1 bila je prisutna u >50% stanica kod 40% uzoraka, dok je u
stromi zdravog tkiva jajovoda samo 10% uzoraka bilo imunopozitivno na ekspresiju proteina
PTCH1 u >50% stanica (Slika 15). Ekspresija proteina PTCH1 bila je statisti¢ki znacajno
veca u vezivnoj stromi LGSC-a nego u stromi zdravog jajovoda (p = 0,023), dok statisti¢ki
znacajne razlike u ekspresiji navedenog proteina u vezivnoj stromi HGSC-a u odnosu na
stromu zdravog jajnika i jajovoda, u vezivnoj stromi LGSC-a u odnosu na stromu zdravog
jajnika, izmedu HGSC-a i LGSC-a, kao ni izmedu jajnika i jajovoda, nije bilo (Tablica 10;
Slika 9).
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Slika 15. Ukupna ekspresija proteina PTCH1 u vezivnoj stromi seroznih karcinoma jajnika
visokog (HGSC) i niskog (LGSC) stupnja malignosti i stromi zdravih jajnika i jajovoda
odredena <10%, 10-50%, >50% -—

imunohistokemijskom analizom (0%, postotak

imunopozitivnih stanica).

Ekspresija proteina PTCHI1 bila je statisticki znacajno veéa u tumorskom epitelu, nego u
vezivnoj stromi karcinoma HGSC (p = 0,047), dok statisti¢ki znacajne razlike nije bilo u
ekspresiji navedenog proteina izmedu tumorskog epitelnog tkiva i vezivne strome u
karcinomima LGSC, kao ni izmedu epitelnog i stromalnog tkiva u zdravim jajnicima i

jajovodima (Tablica 11; Slika 9).

Tablica 11. Usporedba ukupne ekspresije proteina PTCHL1 izmedu epitelnog i stromalnog
tkiva unutar pojedinih tumorskih (HGSC i LGSC) i kontrolnih skupina (jajnik i jajovod)

odredene imunohistokemijskom analizom.

PTCHL1 (u) — epitel vs. stroma
HGSC LGSC Jajnik Jajovod
2 U=521 U=535 U =160 uU=37
S W = 1224 W =119,5 W =370 W =92
Z=-1,987 Z=-0,564 Z=-1,152 Z=-1,295
p =0,047 p=0,573 p =0,249 p=0,195

u — ukupna ekspresija; HGSC — serozni karcinomi jajnika visokog stupnja malignosti; LGSC —
serozni karcinomi jajnika niskog stupnja malignosti; MW — Mann-Whitney U test; podebljano —

p < 0,05 (statisticki znacajno)
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Na cijelom preparatu (epitelno i stromalno tkivo zajedno) HGSC-a i LGSC-a, >50%
stanica bilo je imunopozitivno na ekspresiju proteina PTCH1 u 70,27%, odnosno 72,73%
uzoraka (Slika 16). Na cijelom preparatu zdravog tkiva jajnika, >50% stanica bilo je
imunopozitivno na ekspresiju proteina PTCH1 u 40% uzoraka, dok na cijelom preparatu
zdravog tkiva jajovoda nijedan uzorak nije imao ekspresiju navedenog proteina u >50%
stanica (Slika 16). Ekspresija proteina PTCH1 bila je statisti¢ki znac¢ajno veca u tumorskom
tkivu HGSC-a u odnosu na tkivo zdravih jajnika (p = 0,03) (Tablica 10; Slika 9A i C) i
jajovoda (p < 0,0001) (Tablica 10; Slika 9A i D). Kod LGSC-a, ekspresija proteina PTCH1
bila je statisticki znacajno veca u tumorskom tkivu nego u tkivu zdravih jajovoda (p = 0,001)
(Tablica 10; Slika 9B i D). Ekspresija proteina PTCH1 nije bila statisticki znacajno razli¢ita u
tumorskom tkivu LGSC-a u odnosu na zdravo tkivo jajnika, kao ni izmedu karcinoma HGSC
i LGSC, dok je u zdravom tkivu ekspresija navedenog proteina bila vec¢a u jajniku nego u

jajovodu, ali bez postizanja statistiCke znacajnosti (p = 0,054) (Tablica 10; Slika 9).
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Slika 16. Ukupna ekspresija proteina PTCH1 na cijelom preparatu seroznih karcinoma jajnika
visokog (HGSC) i niskog (LGSC) stupnja malignosti i zdravih jajnika i jajovoda odredena
imunohistokemijskom analizom (0%, <10%, 10-50%, >50% — postotak imunopozitivnih

stanica).
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5.1.4.  Ekspresija proteina PTCH1 u stanic¢nim linijama

Ekspresija proteina PTCH1 u stani¢nim linijama seroznog karcinoma jajnika visokog
stupnja malignosti, OVCARS5, OVCARS8 i OVSAHO, i stani¢noj liniji normalnih epitelnih
stanica jajovoda, FNE1, detektirana je pomocu cetiri razli¢ita antitijela, anti-PTCH1a, anti-
PTCH1b, anti-PTCH1c i anti-PTCH1d (Tablica 3). U sva cetiri sluc¢aja, ekspresija proteina
PTCHI bila je vi$a u karcinomskim nego u kontrolnoj stani¢noj liniji (Slike 17-20). Visoka
razina nuklearne ekspresije proteina PTCHL, detektiranog pomoc¢u antitijela anti-PTCH1a,
anti-PTCH1bi i anti-PTCH1c, uocena je u svim karcinomskim stani¢nim linijama, dok je u
kontrolnoj stani¢noj liniji FNEI1, u sva tri sluc¢aja, nuklearna ekspresija ovog proteina bila
niska (Slike 17-19). Nuklearna ekspresija proteina PTCH1 detektirana pomocu antitijela anti-
PTCH1d bila je prisutna u karcinomskim stani¢nim linijama, ali u znacajno manjoj mjeri nego
u slucaju preostala tri antitijela, dok u stani¢noj liniji FNE1 uglavnom nije bila prisutna (Slika
20).

U stani¢nim linijama je, osim nuklearne, uocena citoplazmatska i membranska ekspresija
proteina PTCH1. Citoplazmatska ekspresija detektirana pomocu antitijela anti-PTCH1a u
manjoj mjeri je bila prisutna u stani¢nim linijama OVCARS i OVCARS, dok je u vecoj mjeri
bila prisutna u stani¢nim linijama OVSAHO i FNE1 (Slika 17). Citoplazmatska ekspresija
detektirana pomocu antitijela anti-PTCH1b bila je vise zastupljena u OVCAR8 i OVSAHO, a
manje u stani¢nim linijama OVCARS5 i FNEL (Slika 18), dok je citoplazmatska ekspresija
detektirana pomocu antitijela anti-PTCH1c bila vise zastupljena u OVCARS i OVCARS, a
manje u stani¢nim linijama OVSAHO i FNEL1 (Slika 19). Za razliku od antitijela anti-
PTCH1la, anti-PTCH1b i anti-PTCH1c, citoplazmatska ekspresija detektirana pomocéu
antitijela anti-PTCH1d bila je visoko zastupljena u svim karcinomskim stani¢nim linijama
gdje su uoceni tockasti signali u citoplazmi, dok u kontrolnoj stani¢noj liniji uglavnom nije
bila prisutna (Slika 20). Kod kontrolne stani¢ne linije FNE1 uocena je membranska ekspresija
proteina PTCH1 detektirana pomocu antitijela anti-PTCH1d, dok je kod karcinomskih

stani¢nih linija takoder bila prisutna, ali u puno manjoj mjeri nego citoplazmatska (Slika 20).
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OVCARS OVCARS8 OVSAHO FNE1

Hoechst Anti-PTCH1a

Preklopljeno

Slika 17. Imunofluorescencijsko bojanje proteina PTCHL u stani¢nim linijama seroznih karcinoma jajnika visokog stupnja malignosti, OVCARS
(A, E, I), OVCARS (B, F, J) i OVSAHO (C, G, K) i stani¢noj liniji normalnih epitelnih stanica jajovoda koje su imortalizirane telomeraznom
reverznom transkriptazom, FNE1 (D, H, L) pomocu antitijela anti-PTCH1a (A-E). Jezgre obojene bojom Hoechst (E-H). Preklopljene slike (I-L).
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OVCAR5 OVCARS8 OVSAHO FNE1

Hoechst Anti-PTCH1b

Preklopljeno

Slika 18. Imunofluorescencijsko bojanje proteina PTCHL1 u stani¢nim linijama seroznih karcinoma jajnika visokog stupnja malignosti, OVCARS
(A, E, 1), OVCARS (B, F, J) i OVSAHO (C, G, K) i stani¢noj liniji normalnih epitelnih stanica jajovoda koje su imortalizirane telomeraznom
reverznom transkriptazom, FNE1 (D, H, L) pomocu antitijela anti-PTCH1b (A-E). Jezgre obojene bojom Hoechst (E-H). Preklopljene slike (I-L).
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OVCAR5 OVCARS8 OVSAHO FNE1

Hoechst Anti-PTCH1c

Preklopljeno

Slika 19. Imunofluorescencijsko bojanje proteina PTCHL u stani¢nim linijama seroznih karcinoma jajnika visokog stupnja malignosti, OVCARS
(A, E, I), OVCARS (B, F, J) i OVSAHO (C, G, K) i stani¢noj liniji normalnih epitelnih stanica jajovoda koje su imortalizirane telomeraznom
reverznom transkriptazom, FNEL (D, H, L) pomoc¢u antitijela anti-PTCH1c (A-E). Jezgre obojene bojom Hoechst (E-H). Preklopljene slike (I-L).
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OVCARS5 OVCARS OVSAHO FNE1

Anti-PTCH1d

Hoechst

Preklopljeno

Slika 20. Imunofluorescencijsko bojanje proteina PTCHL u stani¢nim linijama seroznih karcinoma jajnika visokog stupnja malignosti, OVCARS

(A, E, I), OVCARS (B, F, J) i OVSAHO (C, G, K) i stani¢noj liniji normalnih epitelnih stanica jajovoda koje su imortalizirane telomeraznom
reverznom transkriptazom, FNEL (D, H, L) pomocu antitijela anti-PTCH1d (A-E). Jezgre obojene bojom Hoechst (E-H). Preklopljene slike (I-L).
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5.1.5.  Substani¢na lokalizacija proteina PTCHI u stanic¢nim

linijama

Substani¢na lokalizacija proteina PTCH1 u karcinomskim stani¢nim linijama OVCARS5,
OVCARS8 i OVSAHO, te kontrolnoj stani¢noj liniji FNE1 analizirana je pomoc¢u Western
blota. Ekspresija proteina PTCH1 u razli¢itim Stani¢nim odjeljcima (citoplazmatski proteini,
membranski proteini, slobodni jezgreni proteini, proteini vezani na kromatin i citoskeletni
proteini) detektirana je uz pomo¢ Cetiri razlicita antitijela anti-PTCH1: anti-PTCH1a, anti-
PTCH1b, anti-PTCH1c i anti-PTCH1d (Tablica 3). Uspjesnost izolacije proteina iz razli¢itih
stani¢nih odjeljaka potvrdena je provjerom prisutnosti proteina H3K4me2 u kromatinskoj
frakciji i proteina GAPDH u citoplazmatskoj, membranskoj i jezgrenoj frakciji (Slike 21-24).
Analizom ukupnih proteina potvrdena je prisutnost proteina PTCH1 u svim stani¢nim

linijama koriste¢i sva Cetiri antitijela anti-PTCH1 (Slika 21-24).

Protein PTCH1 detektiran pomocu antitijela anti-PTCH1a bio je prisutan u
citoplazmatskoj, membranskoj, jezgrenoj i kromatinskoj frakciji u svim stani¢nim linijama, s
najvecom zastupljenosti u membranskoj i jezgrenoj frakciji, dok je u citoskeletnoj frakciji bio
prisutan samo u stani¢noj liniji OVSAHO (Slika 21).

Protein PTCH1 detektiran pomocu antitijela anti-PTCH1b bio je prisutan u
citoplazmatskoj, membranskoj i jezgrenoj frakciji u svim stani¢nim linijama, s najve¢om
zastupljenosti u jezgrenoj frakciji, dok je u kromatinskoj frakciji bio prisutan u stani¢nim
linijama OVCARS8 i OVSAHO, a u citoskeletnoj frakciji u svim osim u stani¢noj liniji FNE1
(Slika 22).

Protein PTCH1 detektiran pomocu antitijela anti-PTCHZ1c bio je prisutan u membranskoj
1 jezgrenoj frakciji u svim stani€nim linijjama, u citoplazmatskoj frakciji u svim osim u
stani¢noj liniji OVSAHO, dok je u kromatinskoj frakciji bio zastupljen samo u stani¢noj liniji
OVCARS (Slika 23). Navedeni protein bio je najvise zastupljen u membranskoj i jezgrenoj

frakciji u svim stani¢nim linijama (Slika 23).
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Slika 21. Substani¢na lokalizacija proteina PTCHI u stani¢nim linijama seroznih karcinoma jajnika visokog stupnja malignosti, OVCARS,
OVCARS i OVSAHO i stani¢noj liniji normalnih epitelnih stanica jajovoda koje su imortalizirane telomeraznom reverznom transkriptazom,
FNEL, detektirana Western blotom pomocu antitijela anti-PTCHZ1a. input — ukupni proteini; citopl. — citoplazmatski proteini; membr. —

membranski proteini; nukl. — slobodni jezgreni proteini; krom. — proteini vezani na kromatin; citosk. — citoskeletni proteini
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Slika 22. Substani¢na lokalizacija proteina PTCHI1 u stani¢nim linijama seroznih karcinoma jajnika visokog stupnja malignosti, OVCARS,
OVCARS i OVSAHO i stani¢noj liniji normalnih epitelnih stanica jajovoda koje su imortalizirane telomeraznom reverznom transkriptazom,
FNEL, detektirana Western blotom pomocu antitijela anti-PTCH1b. input — ukupni proteini; citopl. — citoplazmatski proteini; membr. —

membranski proteini; nukl. — slobodni jezgreni proteini; krom. — proteini vezani na kromatin; citosk. — citoskeletni proteini
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Slika 23. Substani¢na lokalizacija proteina PTCH1 u stani¢nim linijjama seroznih karcinoma jajnika visokog stupnja malignosti, OVCARS,
OVCARS i OVSAHO i stani¢noj liniji normalnih epitelnih stanica jajovoda koje su imortalizirane telomeraznom reverznom transkriptazom,
FNE1, detektirana Western blotom pomoc¢u antitijela anti-PTCHZ1c. input — ukupni proteini; citopl. — citoplazmatski proteini; membr. —

membranski proteini; nukl. — slobodni jezgreni proteini; krom. — proteini vezani na kromatin; citosk. — citoskeletni proteini
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Slika 24. Substani¢na lokalizacija proteina PTCHI1 u stani¢nim linijama seroznih karcinoma jajnika visokog stupnja malignosti, OVCARS,
OVCARS i OVSAHO i stani¢noj liniji normalnih epitelnih stanica jajovoda koje su imortalizirane telomeraznom reverznom transkriptazom,
FNE1, detektirana Western blotom pomoc¢u antitijela anti-PTCH1d. input — ukupni proteini; citopl. — citoplazmatski proteini; membr. —

membranski proteini; nukl. — slobodni jezgreni proteini; krom. — proteini vezani na kromatin; citosk. — citoskeletni proteini
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Protein PTCH1 detektiran pomocu antitijela anti-PTCH1d bio je prisutan u svim
substani¢nim frakcijama u svim stani¢nim linijama. U stani¢nim linijama OVCARS5 i FNE1
najvise je bio zastupljen u citoplazmatskoj frakciji, u stani¢noj liniji OVCARS8 u
citoplazmatskoj i membranskoj frakciji, a u stani¢noj liniji OVSAHO u jezgrenoj,

kromatinskoj i citoskeletnoj frakciji (Slika 24).

Koristenjem antitijela anti-PTCH1a, anti-PTCH1b i anti-PTCH1c, u stani¢nim linijama
uglavnhom je nadena nuklearna ekspresija, dok je koriStenjem antitijela anti-PTCH1d
uglavnom nadena citoplazmatska ekspresija. KoriStenjem sva Cetiri antitijela, u pojedinim
substani¢nim frakcijama, detektirani su fragmenti proteina PTCH1 razli¢ite molekularne mase

Sto upucuje na moguénost proteolitickog cijepanja ovog proteina (Slike 21-24).

5.2. Metilacija gena PTCH1 u seroznim karcinomima jajnika

Metilacija DNA u promotoru gena PTCH1 detektirana je u 13,5% (5/37) uzoraka
karcinoma HGSC, dok u karcinomima LGSC i tkivu zdravog jajnika i jajovoda nije uocena
metilacija ovog gena (Slika 25A). Analizirana je i povezanost metilacije DNA u promotoru
gena PTCH1 s ukupnom ekspresijom proteina PTCH1 na cijelom preparatu karcinoma HGSC
pri ¢emu je utvrdeno da metilacija gena PTCH1 nije povezana s razinom ekspresije proteina
PTCH1 u karcinomima HGSC (p = 0,079; p = 0,642). Statisticka analiza korelacije metilacije
DNA u promotoru gena PTCH1 s razinom ukupne ekspresije proteina PTCH1 na cijelom
preparatu karcinoma LGSC i zdravog tkiva jajnika i jajovoda nije bila moguca jer je promotor
gena PTCHL1 u svim navedenim skupinama u svim uzorcima bio nemetiliran. Promotor gena
PTCH1 bio je nemetiliran i u karcinomskim stani¢nim linijjama OVCARS, OVCARS i
OVSAHO te kontrolnoj stani¢noj liniji FNEI (Slika 25B).
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MK NMK KJ KT LGSC HGSC1 HGSC2 H,0
M NM M NM M NM M NM M NM M NM M NM M NM

B MK NMK OVCARS5 OVCAR8 OVSAHO FNE1 H,0
M NM M NM M NM M NM M NM M NM M NM

Slika 25. (A) Reprezentativni prikaz rezultata metilacije DNA u promotoru gena PTCH1 u

zdravom tkivu jajnika (KJ — kontrolno tkivo jajnika) i jajovoda (KT - kontrolno tkivo
jajovoda/tuba) i seroznim karcinomima jajnika visokog (HGSC) i niskog (LGSC) stupnja
malignosti. (B) Metilacija DNA u promotoru gena PTCHL1 u stani¢énim linijjama seroznih
karcinoma jajnika visokog stupnja malignosti, OVCAR5, OVCARS8 i OVSAHO te stani¢noj
liniji normalnih epitelnih stanica jajovoda koje su imortalizirane telomeraznom reverznom
transkriptazom, FNE1. M — metilirana reakcija; NM — nemetilirana reakcija; MK — pozitivna
kontrola za metiliranu reakciju; NMK — pozitivna kontrola za nemetiliranu reakciju; voda

(H20) — negativna kontrola

5.3. Ekspresija proteina SHh u seroznim karcinomima
jajnika

Ukupna ekspresija proteina SHh (bez obzira na substani¢nu lokalizaciju) analizirana je u
tumorskom epitelu i vezivnoj stromi tumora kao i na cijelom preparatu seroznih karcinoma
jajnika, te u epitelnom i stromalnom tkivu i na cijelom preparatu zdravih jajnika i jajovoda.
Razina ekspresije proteina SHh u karcinomima HGSC i LGSC usporedena je s razinom
ekspresije navedenog proteina u zdravom tkivu jajnika i jajovoda, kao i izmedu tumorskih
skupina, izmedu kontrolnih skupina i izmedu epitelnog i stromalnog tkiva unutar pojedinih
tumorskih i kontrolnih skupina. Osim u zdravom i tumorskom tkivu, ekspresija proteina SHh

analizirana je 1 u kontrolnoj 1 karcinomskim stani¢nim linijama.
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5.3.1.  Ukupna ekspresija proteina SHh u zdravom i tumorskom

tkivu

U tumorskom epitelu karcinoma HGSC i LGSC, >50% stanica bilo je imunopozitivno na
ekspresiju proteina SHh kod 59,45%, odnosno 45,45% uzoraka, dok je ekspresija proteina
SHh u epitelu zdravog jajnika i epitelu zdravog jajovoda bila prisutna kod 20% uzoraka u
>50% stanica u obje kontrolne skupine (Slika 26). Ekspresija proteina SHh bila je statisticki
znacajno vecéa u tumorskom epitelu HGSC-a u odnosu na epitel zdravih jajnika (p < 0,0001)
(Tablica 12; Slika 27A i C) i epitel zdravih jajovoda (p = 0,04) (Tablica 12; Slika 27A i D).
Kod LGSC-a, ekspresija proteina SHh bila je statisti¢ki znacajno veca u tumorskom epitelu
nego u epitelu zdravih jajnika (p = 0,015) (Tablica 12; Slika 27B-C), dok znacajne razlike u
ekspresiji navedenog proteina u tumorskom epitelu u odnosu na zdravi epitel jajovoda nije
bilo (p = 0,409) (Tablica 12; Slika 27B i D). U tumorskom epitelu nije bilo statisticki
znacajne razlike u ekspresiji proteina SHh izmedu karcinoma HGSC i LGSC (p = 0,361)
(Tablica 12; Slika 27A-B), dok je u zdravom epitelu ekspresija ovog proteina bila statisticki
znacajno veca u jajovodu nego U jajniku (p = 0,041) (Tablica 12; Slika 27C-D).
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Slika 26. Ukupna ekspresija proteina SHh u tumorskom epitelu seroznih karcinoma jajnika
visokog (HGSC) i niskog (LGSC) stupnja malignosti i epitelu zdravih jajnika i jajovoda
odredena imunohistokemijskom analizom (0%, <10%, 10-50%, >50% - postotak

imunopozitivnih stanica).
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Tablica 12. Vrijednosti statisticke analize ukupne ekspresije proteina SHh u tumorskom

epitelu, vezivnoj stromi tumora i na cijelom preparatu seroznih karcinoma jajnika te zdravom

epitelu i stromalnom tkivu i cijelom preparatu jajnika i jajovoda odredene
imunohistokemijskom analizom.
HGSC HGSC LGSC LGSC HGSC Jajnik
VS. VS. VS. VS. VS. VS.
Jajnik Jajovod Jajnik Jajovod LGSC Jajovod
Ukupna ekspresija proteina SHh u epitelu
U=1515 U=116 U =535 U=45 u=171 U =56
W =361,5 wW=171 W =263,5 W =100 W =237 W =266
Z=-3,928 Z=-2,051 Z=-2,422 Z=-0,826 Z=-0,914 Z=-2,044
% | p<00001 p =0,04 p =0,015 p = 0,409 p=0,361 p =0,041
D Ukupna ekspresija proteina SHh u stromi
>
§ U=2905 U=1125 U=096 U=285 U=1395 U=475
= | W=09565 W =167,5 W =306 W =835 W =805,5 W =102,5
;I Z=-1,318 Z=-1,928 Z=-0,626 Z=-1,965 Z=-1,603 Z=-2,415
= p=0,187 p = 0,054* p=0,531 p = 0,049 p=0,109 p=0,016
©
= Ukupna ekspresija proteina SHh na cijelom preparatu
U=282 U=1055 u=85 U=325 U =203 U=815
W =492 W = 160,5 W =295 W =875 W =906 W =136,5
Z=-1,635 Z=-2,298 Z=-112 Z=-1,707 Z=-0,014 Z=-0878
p =0,102 p =0,022 p=0,263 p = 0,088 p = 0,989 p=0,38

HGSC - serozni karcinom jajnika visokog stupnja malignosti; LGSC — serozni karcinom jajnika
niskog stupnja malignosti; podebljano — p < 0,05 (statisti¢ki znafajno); * na granici statisticke

znacajnosti

U vezivnoj stromi karcinoma HGSC i LGSC, >10% stanica bilo je imunopozitivho na
ekspresiju proteina SHh u 77,77%, odnosno 81,82% uzoraka (Slika 28). U stromi zdravog
tkiva jajnika, ekspresija proteina SHh bila je prisutna u >10% stanica u 85% uzoraka, dok je u
stromi zdravog tkiva jajovoda 30% uzoraka bilo imunopozitivno na ekspresiju proteina SHh u
>10% stanica (Slika 28). Ekspresija proteina SHh bila je statisti¢ki znac¢ajno veéa u vezivnoj
stromi LGSC-a u odnosu na stromu zdravog jajovoda (p = 0,049), kao i u stromi zdravog
jajnika u odnosu na stromu zdravog jajovoda (p = 0,016) (Tablica 12; Slika 27). Kod HGSC-
a, ekspresija proteina SHh bila je veca u vezivnoj stromi tumora nego u stromi zdravog
jajovoda, ali bez postizanja statistiCke znacajnosti (p = 0,054) (Tablica 12; Slika 27A i D).

Statisticki znacajne razlike nije bilo u ekspresiji navedenog proteina u vezivnoj stromi HGSC-
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a u odnosu na stromu zdravog jajnika, LGSC-a u odnosu na stromu zdravog jajnika, kao ni
izmedu HGSC-a i LGSC-a (Tablica 12; Slika 27).

Slika 27. Imunohistokemijsko bojanje proteina SHh u (A) seroznom karcinomu jajnika
visokog stupnja malignosti (HGSC), (B) seroznom karcinomu jajnika niskog stupnja

malignosti (LGSC), (C) zdravom tkivu jajnika i (D) zdravom tkivu jajovoda.

Ekspresija proteina SHh bila je statisticki znacajno veéa u tumorskom epitelu nego
vezivnoj stromi karcinoma HGSC (p < 0,0001), kao i u epitelu zdravih jajovoda u odnosu na
njihovu stromu (p = 0,025), dok je u zdravim jajnicima ekspresija proteina SHh bila statisticki
znacajno veca u stromalnom tkivu nego u epitelu (p = 0,02) (Tablica 13; Slika 27). U
karcinomima LGSC nije bilo statisticki znacajne razlike u ekspresiji proteina SHh izmedu
tumorskog epitela i vezivne strome tumora (p = 0,942) (Tablica 13; Slika 27B).
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Slika 28. Ukupna ekspresija proteina SHh u vezivnoj stromi seroznih karcinoma jajnika
visokog (HGSC) i niskog (LGSC) stupnja malignosti i stromi zdravih jajnika i jajovoda
odredena imunohistokemijskom analizom (0%, <10%, 10-50%, >50% — postotak

imunopozitivnih stanica).

Tablica 13. Usporedba ukupne ekspresije proteina SHh izmedu epitelnog i stromalnog tkiva
unutar pojedinih tumorskih (HGSC i LGSC) i kontrolnih skupina (jajnik i jajovod) odredene

imunohistokemijskom analizom.

SHh — epitel vs. stroma
HGSC LGSC Jajnik Jajovod
2 U=3515 U=59,5 U=1175 u=22
S W =1017,5 W =1255 W =3275 W =77
Z=-3675 Z=-0,072 Z=-2,332 Z=-2248
p < 0,0001 p =0,942 p=0,02 p = 0,025

HGSC - serozni karcinomi jajnika visokog stupnja malignosti; LGSC — serozni karcinomi
jajnika niskog stupnja malignosti; MW — Mann-Whitney U test; podebljano — p < 0,05

(statisticki znacajno)

Na cijelom preparatu (epitelno i stromalno tkivo zajedno) karcinoma HGSC, >10%
stanica bilo je imunopozitivno na ekspresiju proteina SHh u 97,3% uzoraka, dok je na cijelom
preparatu karcinoma LGSC ekspresija navedenog proteina bila prisutna kod 90,91% uzoraka
u >10% stanica (Slika 29). Na cijelom preparatu zdravog tkiva jajnika i zdravog tkiva

jajovoda, >10% stanica bilo je imunopozitivno na ekspresiju proteina SHh u 80%, odnosno
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70% uzoraka (Slika 29). Ekspresija proteina SHh bila je statisticki znacajno veca u
tumorskom tkivu HGSC-a u odnosu na zdravo tkivo jajovoda (p = 0,022) (Tablica 12; Slika
27A i C). Ekspresija proteina SHh nije bila statisticki zna¢ajno razli¢ita u tumorskom tkivu
HGSC-a u odnosu na zdravo tkivo jajnika, u tumorskom tkivu LGSC-a u odnosu na zdravo
tkivo jajnika i zdravo tkivo jajovoda, izmedu karcinoma HGSC i LGSC, kao ni izmedu
zdravih jajnika i jajovoda (Tablica 12; Slika 27).
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Slika 29. Ukupna ekspresija proteina SHh na cijelom preparatu seroznih karcinoma jajnika
visokog (HGSC) i niskog (LGSC) stupnja malignosti i zdravih jajnika i jajovoda odredena
imunohistokemijskom analizom (0%, <10%, 10-50%, >50% — postotak imunopozitivnih

stanica).

5.3.2.  Ekspresija proteina SHh u stani¢nim linijama

Visoka razina ekspresije proteina SHh uoena je u stani¢nim linijama Seroznog
karcinoma jajnika visokog stupnja malignosti, OVCAR5, OVCAR8 i OVSAHO, dok u
stani¢noj liniji normalnih epitelnih stanica jajovoda koje su imortalizirane telomeraznom
reverznom transkriptazom, FNEL, nije bilo ekspresije ovog proteina (Slika 30). Ekspresija
proteina SHh najvise je bila zastupljena u OVCARS, a najmanje u stani¢noj liniji OVCARS.
Citoplazmatska ekspresija navedenog proteina bila je visoko izrazena u svim karcinomskim

stani¢nim linijama, dok je njegova prisutnost vidljiva i na stani¢énoj membrani (Slika 30).
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Slika 30. Imunofluorescencijsko bojanje proteina SHh u stani¢nim linijama seroznih karcinoma jajnika visokog stupnja malignosti, OVCAR5
(A, E, ), OVCARS (B, F, J) i OVSAHO (C, G, K) i stani¢noj liniji normalnih epitelnih stanica jajovoda koje su imortalizirane telomeraznom
reverznom transkriptazom, FNE1 (D, H, L). Jezgre obojene bojom Hoechst (E-H). Preklopljene slike (I-L).

78



5.4. Metilacija gena SHh u seroznim karcinomima jajnika

Metilacija DNA u promotoru gena SHh detektirana je u dva od ukupno 37 uzoraka
(5,4%) karcinoma HGSC. U karcinomima LGSC i tkivu zdravog jajnika i jajovoda, metilacija
DNA u promotoru ovog gena nije bila prisutna (Slika 31A). Analizom povezanosti metilacije
DNA u promotoru gena SHh s ukupnom ekspresijom proteina SHh na cijelom preparatu
karcinoma HGSC utvrdeno je da metilacija gena SHh nije povezana s razinom ekspresije
proteina SHh u karcinomima HGSC (p = -0,23; p = 0,171). Statisticka analiza korelacije
metilacije DNA u promotoru gena SHh s razinom ukupne ekspresije proteina SHh na cijelom
preparatu karcinoma LGSC i zdravog tkiva jajnika i jajovoda nije bila moguca jer je promotor
gena SHh u svim navedenim skupinama kod svih uzoraka bio nemetiliran. Metilacija DNA u
promotoru gena SHh detektirana je u karcinomskoj stani¢noj liniji OVCARS, dok metilacija
ovog gena nije bila prisutna u ostalim karcinomskim stani¢nim linijama, OVCAR5, OVCARS8

i OVSAHO, te kontrolnoj staniénoj liniji FNE1 (Slika 31B).

MK NMK KJ KT LGSC HGSC1 HGSC2 H,0
M NM M NM M NM M NM M NM M NM M NM M NM

MK NMK OVCARS OVCAR8 OVSAHO FNE1 H,0
M NM M NM M NM M NM M NM M NM M NM

Slika 31. (A) Reprezentativni prikaz rezultata metilacije DNA u promotoru gena SHh u

zdravom tkivu jajnika (KJ — kontrolno tkivo jajnika) i jajovoda (KT — kontrolno tkivo
jajovoda/tuba) i seroznim karcinomima jajnika visokog (HGSC) i niskog (LGSC) stupnja
malignosti. (B) Metilacija DNA u promotoru gena SHh u stani¢nim linijama seroznih
karcinoma jajnika visokog stupnja malignosti, OVCAR5, OVCARS8 i OVSAHO te stani¢noj
liniji normalnih epitelnih stanica jajovoda koje su imortalizirane telomeraznom reverznom
transkriptazom, FNE1. M — metilirana reakcija; NM — nemetilirana reakcija; MK — pozitivna
kontrola za metiliranu reakciju; NMK — pozitivna kontrola za nemetiliranu reakciju; voda

(H20) — negativna kontrola
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5.5. Ekspresija proteina IHh u seroznim karcinomima
jajnika

Ukupna ekspresija proteina IHh (bez obzira na substani¢nu lokalizaciju) analizirana je u
tumorskom epitelu i vezivnoj stromi tumora kao i na cijelom preparatu seroznih karcinoma
jajnika, te u epitelu i stromalnom tkivu i na cijelom preparatu zdravih jajnika i jajovoda.
Razina ekspresije proteina IHh u karcinomima HGSC i LGSC usporedena je s razinom
ekspresije navedenog proteina u zdravom tkivu jajnika i jajovoda, kao i izmedu tumorskih
skupina, izmedu kontrolnih skupina i izmedu epitelnog i stromalnog tkiva unutar pojedinih
tumorskih i kontrolnih skupina. Osim u zdravom i tumorskom tkivu, ekspresija proteina IHh

analizirana je i u kontrolnoj i karcinomskim stani¢nim linijama.

55.1.  Ukupna ekspresija proteina IHh u zdravom i tumorskom

tkivu

Ekspresija proteina IHh u tumorskom epitelu karcinoma HGSC i LGSC bila je prisutna u
78,38%, odnosno 72,73% uzoraka u >10% stanica (Slika 32). U epitelu zdravog tkiva jajnika,
ekspresija proteina SHh nije bila prisutna kod 95% uzoraka, dok je kod preostalih 5% uzoraka
bila prisutna u 10-50% stanica (Slika 32). U epitelu zdravog tkiva jajovoda, ekspresija
proteina IHh nije bila prisutna ni u jednom uzorku (Slika 32). Ekspresija proteina IHh bila je
statisticki zna¢ajno veéa u tumorskom epitelu HGSC-a u odnosu na epitel zdravih jajnika (p <
0,0001) (Tablica 14; Slika 33A i C) i epitel zdravih jajovoda (p < 0,0001) (Tablica 14; Slika
33A i D). Kod LGSC-a, ekspresija proteina IHh takoder je bila statisti¢ki znacajno veca u
tumorskom epitelu nego u epitelu zdravih jajnika (p < 0,0001) (Tablica 14; Slika 33B-C) i
epitelu zdravih jajovoda (p < 0,0001) (Tablica 14; Slika 33B i D). U tumorskom epitelnom
tkivu nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u ekspresiji proteina IHh izmedu karcinoma HGSC i
LGSC (p = 0,713), kao ni u epitelnom tkivu izmedu jajnika i jajovoda (p = 0,48) (Tablica 14;
Slika 33).
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Slika 32. Ukupna ekspresija proteina IHh u tumorskom epitelu seroznih karcinoma jajnika
visokog (HGSC) i niskog (LGSC) stupnja malignosti i epitelu zdravih jajnika i jajovoda
odredena imunohistokemijskom analizom (0%, <10%, 10-50%, >50% - postotak

imunopozitivnih stanica).

Tablica 14. Vrijednosti statisticke analize ukupne ekspresije proteina IHh u tumorskom
epitelu, vezivnoj stromi tumora i na cijelom preparatu seroznih karcinoma jajnika te zdravom
epitelu i stromalnom tkivu i cijelom preparatu jajnika i jajovoda odredene

imunohistokemijskom analizom.

HGSC HGSC LGSC LGSC HGSC Jajnik
VS. VS. VS. VS. VS. Vs.
Jajnik Jajovod Jajnik Jajovod LGSC Jajovod
Ukupna ekspresija proteina IHh u epitelu
U=544 u=20 Uu=15 u=>5 U=1895 U=95
W =264,5 W=75 W =225 W =60 W = 2555 W =150
- Z =-5,581 Z=-4,498 Z=-4,61 Z=-3,84 Z=-0,368 Z=-0,707
§ p <0,0001 p <0,0001 p <0,0001 p <0,0001 p=0,713 p=0,48
a Ukupna ekspresija proteina IHh u stromi
S| U=2085 U=149,5 U=595 U=435 U =200 U=75
= | W=4165  W=2045  W=2695 W =985 W =903 W = 285
2 | z=-3584 Z=-1,49 Z=-247 Z=-1,189 Z=-0,162 Z=-1272
g p < 0,0001 p=0,135 p=0,014 p=0,234 p=0,871 p = 0,203
‘25 Ukupna ekspresija proteina IHh na cijelom preparatu
U =316 U =85 U=1075 U=35 U =1655 U =65
W =526 W =140 W =1735 W =90 W =2315 W =120
Z=-1,023 Z=-2,98 Z=-0,116 Z=-2,068 Z=-1,067 Z=-1815
p = 0,306 p = 0,003 p = 0,908 p = 0,039 p=0,286 p = 0,069

HGSC — serozni karcinom jajnika visokog stupnja malignosti; LGSC — serozni karcinom jajnika

niskog stupnja malignosti; podebljano — p < 0,05 (statisti¢ki zna¢ajno)
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Slika 33. Imunohistokemijsko bojanje proteina IHh u (A) seroznom karcinomu jajnika
visokog stupnja malignosti (HGSC), (B) seroznom karcinomu jajnika niskog stupnja

malignosti (LGSC), (C) zdravom tkivu jajnika i (D) zdravom tkivu jajovoda.

U vezivnoj stromi karcinoma HGSC i LGSC, >50% stanica bilo je imunopozitivno na
ekspresiju proteina IHh kod 89,19%, odnosno 90,91% uzoraka, dok je ekspresija proteina IHh
u epitelu zdravog jajnika i epitelu zdravog jajovoda bila je prisutna kod 45%, odnosno 70%
uzoraka u >50% stanica (Slika 34). Ekspresija proteina IHh bila je statisti¢ki znacajno veca u
vezivnoj stromi HGSC-a u odnosu na stromu zdravih jajnika (p < 0,0001) (Tablica 14; Slika
33A i C), kao i u vezivnoj stromi LGSC-a u odnosu na stromu zdravih jajnika (p = 0,014)
(Tablica 14; Slika 33B-C). Statisticki znacajne razlike nije bilo u ekspresiji navedenog
proteina u vezivnoj stromi HGSC-a u odnosu na stromu zdravih jajovoda, LGSC-a u odnosu
na stromu zdravih jajovoda, izmedu HGSC-a i LGSC-a, kao ni izmedu zdravih jajnika i
jajovoda (Tablica 14; Slika 33).

82



100
89,19 90,91
90

80
70
70
60 55
50 45

40
30

% uzoraka

30

20
10,81 9.09

10
0 0 0 0 0 0 0 0

HGSC LGSC Jajnik Jajovod

m0% m<10% 10-50% >50%

Slika 34. Ukupna ekspresija proteina IHh u vezivnoj stromi seroznih karcinoma jajnika
visokog (HGSC) i niskog (LGSC) stupnja malignosti i stromi zdravih jajnika i jajovoda
odredena imunohistokemijskom analizom (0%, <10%, 10-50%, >50% - postotak

imunopozitivnih stanica).

Ekspresija proteina IHh bila je statisticki znacajno veca u vezivnoj stromi tumora u
odnosu na tumorsko epitelno tkivo karcinoma HGSC (p < 0,0001) i LGSC (p = 0,003), kao i u
stromi zdravih jajnika (p < 0,0001) i jajovoda (p < 0,0001) u odnosu na njihov epitel (Tablica
15; Slika 33).

Tablica 15. Usporedba ukupne ekspresije proteina IHh izmedu epitelnog i stromalnog tkiva
unutar pojedinih tumorskih (HGSC i LGSC) i kontrolnih skupina (jajnik i jajovod) odredene

imunohistokemijskom analizom.

IHh — epitel vs. stroma
HGSC LGSC Jajnik Jajovod
= U =280 U=205 U=55 Uu=0
S W =983 W = 86,5 W =2155 W =55
Z=-5,042 Z=-2,985 Z=-569 Z=-4,147
p < 0,0001 p = 0,003 p <0,0001 p <0,0001

HGSC - serozni karcinomi jajnika visokog stupnja malignosti; LGSC — serozni karcinomi
jajnika niskog stupnja malignosti; MW — Mann-Whitney U test; podebljano — p < 0,05
(statisticki znacajno)

Na cijelom preparatu (epitelno i stromalno tkivo zajedno) HGSC-a i LGSC-a, >50%
stanica bilo je imunopozitivno na ekspresiju proteina IHh u 56,76%, odnosno 36,36% uzoraka

(Slika 35). Na cijelom preparatu zdravog tkiva jajnika, >50% stanica bilo je imunopozitivno
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na ekspresiju proteina IHh u 45% uzoraka, dok na cijelom preparatu zdravog tkiva jajovoda
nijedan uzorak nije imao ekspresiju navedenog proteina u >50% stanica (Slika 35). Ekspresija
proteina IHh bila je statisti¢ki zna¢ajno veca u tumorskom tkivu HGSC-a u odnosu na tkivo
zdravih jajovoda (p = 0,003) (Tablica 14; Slika 33A i D). Kod karcinoma LGSC, ekspresija
proteina IHh takoder je bila statisticki znacajno veca u tumorskom tkivu nego u tkivu zdravih
jajovoda (p = 0,039) (Tablica 14; Slika 33B i D). Ekspresija proteina IHh nije bila statisticki
znacajno razlic¢ita u tumorskom tkivu HGSC-a u odnosu na zdravo tkivo jajnika, LGSC-a u
odnosu na zdravo tkivo jajnika, izmedu karcinoma HGSC i LGSC, kao ni izmedu jajnika i
jajovoda (Tablica 14; Slika 33).
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Slika 35. Ukupna ekspresija proteina IHh na cijelom preparatu seroznih karcinoma jajnika
visokog (HGSC) i niskog (LGSC) stupnja malignosti i zdravih jajnika i jajovoda odredena
imunohistokemijskom analizom (0%, <10%, 10-50%, >50% - postotak imunopozitivnih

stanica).
5.5.2.  Ekspresija proteina IHh u stani¢nim linijama

Visoka razina ekspresije proteina IHh uocena je u stani¢nim linijama seroznog karcinoma
jajnika visokog stupnja malignosti, OVCARS5, OVCARS i OVSAHO, dok u stani¢noj liniji
normalnih epitelnih stanica jajovoda koje su imortalizirane telomeraznom reverznom
transkriptazom, FNE1, ekspresija ovog proteina nije bila prisutna (Slika 36). Citoplazmatska
ekspresija navedenog proteina bila je izraZzena u svim karcinomskim stani¢nim linijama, dok
je uo€ljiva njegova prisutnost i na stani¢noj membrani. Citoplazmatska ekspresija proteina
IHh najvise je bila zastupljena u stani¢noj liniji OVCARS, dok je membranska ekspresija

navedenog proteina najvise bila zastupljena u stani¢noj liniji OVSAHO (Slika 36).
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Slika 36. Imunofluorescencijsko bojanje proteina IHh u stani¢nim linijama seroznih karcinoma jajnika visokog stupnja malignosti, OVCARS (A,
E, 1), OVCARS (B, F, J) i OVSAHO (C, G, K) i stani¢noj liniji normalnih epitelnih stanica jajovoda koje su imortalizirane telomeraznom
reverznom transkriptazom, FNEL (D, H, L). Jezgre obojene bojom Hoechst (E-H). Preklopljene slike (I-L).
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5.6. Metilacija gena IHh u seroznim karcinomima jajnika

Metilacija DNA u promotoru gena IHh detektirana je u samo 2,7% (1/37) uzoraka
karcinoma HGSC, dok u karcinomima LGSC i tkivu zdravog jajnika i jajovoda metilacija
ovog gena nije nadena (Slika 37A). Analizirana je i povezanost metilacije DNA u promotoru
gena IHh s ukupnom ekspresijom proteina IHh na cijelom preparatu karcinoma HGSC pri
¢emu je utvrdeno da metilacija gena IHh nije povezana s razinom ekspresije proteina IHh u
karcinomima HGSC (p = 0,18; p = 0,286). Statisticka analiza korelacije metilacije DNA u
promotoru gena IHh s razinom ukupne ekspresije proteina IHh na cijelom preparatu
karcinoma LGSC i zdravog tkiva jajnika i jajovoda nije bila moguca jer je promotor gena IHh
u svim navedenim skupinama u svim uzorcima bio nemetiliran. Promotor gena IHh bio je
nemetiliran 1 u karcinomskim stani¢nim linijama OVCARS5 i OVSAHO te kontrolnoj
stani¢noj liniji FNEI1, dok je u karcinomskoj stani¢noj liniji OVCARS promotor ovog gena

bio metiliran (Slika 37B).

MK NMK KJ KT LGSC HGSC1 HGSC2 H,0
M NM M NM M NM M NM M NM M NM M NM M NM

MK NMK OVCARS5 OVCAR8 OVSAHO FNE1 H,0
M NM M NM M NM M NM M NM M NM M NM

Slika 37. (A) Reprezentativni prikaz rezultata metilacije DNA u promotoru gena IHh u

zdravom tkivu jajnika (KJ — kontrolno tkivo jajnika) i jajovoda (KT — kontrolno tkivo
jajovoda/tuba) i seroznim karcinomima jajnika visokog (HGSC) i niskog (LGSC) stupnja
malignosti. (B) Metilacija DNA u promotoru gena IHh u stani¢nim linijama seroznih
karcinoma jajnika visokog stupnja malignosti, OVCAR5, OVCARS8 i OVSAHO te stani¢noj
liniji normalnih epitelnih stanica jajovoda koje su imortalizirane telomeraznom reverznom
transkriptazom, FNE1. M — metilirana reakcija; NM — nemetilirana reakcija; MK — pozitivna
kontrola za metiliranu reakciju; NMK — pozitivna kontrola za nemetiliranu reakciju; voda

(H20) — negativna kontrola
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5.7. Korelacijska analiza ekspresije proteina PTCH1, SHh i

IHh u zdravom i tumorskom tkivu

Medusobna korelacija ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh analizirana je u tumorskom
epitelu i vezivnoj stromi tumora kao i na cijelom preparatu seroznih karcinoma jajnika, te u
epitelu i stromalnom tkivu i na cijelom preparatu zdravih jajnika i jajovoda. Korelacija je
ispitana medusobnom usporedbom razina ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh u navedenim
tkivima odredenim imunohistokemijskom analizom. Kod proteina PTCHL1 ispitana je
povezanost nuklearne (n), citoplazmatske (c) i ukupne (u) ekspresije s ukupnom ekspresijom
proteina SHh i IHh. Budu¢i da su proteini SHh i IHh-ligandi koji mogu difundirati u tkivu,
korelacija proteina PTCH1, SHh i IHh ispitana je i izmedu tumorskog epitelnog tkiva i

vezivne strome tumora te epitelnog i stromalnog tkiva zdravih jajnika i jajovoda.

5.7.1. Korelacija ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh u

seroznim karcinomima jajnika visokog stupnja malignosti

U tumorskom epitelu karcinoma HGSC uocena je slaba pozitivna korelacija izmedu
proteina PTCHL1 (n) i SHh (p = 0,46; p = 0,004), PTCH1 (u) i SHh (p = 0,453; p = 0,005),
PTCH1 (n) i IHh (p = 0,331; p = 0,046) i PTCHL1 (c) i IHh (p = 0,367; p = 0,025). Trend
pozitivne korelacije uocen je i izmedu proteina PTCHI1 (u) i IHh, ali bez postizanja statisticke
znacajnosti (p = 0,313; p = 0,059). Povezanosti ekspresije proteina PTCH1 (c) i SHh, kao ni
izmedu SHh i THh, nije bilo (Tablica 16; Slika 38).

U vezivnoj stromi HGSC-a utvrdena je slaba pozitivna korelacija izmedu proteina
PTCH1 (¢) i IHh (p = 0,39; p = 0,017) i proteina PTCH1 (u) i IHh (p = 0,449; p = 0,005).
Povezanost izmedu proteina PTCHL (n, c i u) i SHh, PTCH1 (n) i IHh i SHh i IHh nije
ustanovljena (Tablica 17; Slika 39).

Na cijelom preparatu karcinoma HGSC detektirana je slaba pozitivna korelacija
ekspresije proteina PTCH1 i SHh (p =0,457; p=10,004) i PTCHL1 i IHh (p = 0,43; p = 0,008),
dok povezanosti izmedu proteina SHh i IHh nije bilo (Tablica 18; Slika 40).
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Tablica 16. Korelacija ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh u tumorskom epitelu seroznih karcinomima jajnika visokog stupnja malignosti
(HGSC) odredene imunohistokemijskom analizom. n — nuklearna ekspresija; ¢ — citoplazmatska ekspresija; u — ukupna ekspresija; SK —
Spearmanova korelacija; podebljano — p < 0,05 (statisti¢ki zna¢ajno)

HGSC — tumorski epitel

PTCH1 (n) PTCH1 (c) PTCH1 (u) SHh IHh
v SHh p=0,46; p = 0,004 p=0,259;p=0,121 p=0,453; p = 0,005 - p=0,221;p=0,189
@ IHh p=0,331; p=0,046 p=0,367; p=0,025 p=0,313; p=0,059* p=0,221;p=0,189 -

* na granici statisticke znacajnosti
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Slika 38. Graficki prikaz korelacije ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh u tumorskom epitelu seroznih karcinomima jajnika visokog stupnja
malignosti (HGSC) odredene imunohistokemijskom analizom. n — nuklearna ekspresija; ¢ — citoplazmatska ekspresija; u — ukupna ekspresija
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Tablica 17. Korelacija ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh u vezivnoj stromi seroznih karcinomima jajnika visokog stupnja malignosti
(HGSC) odredene imunohistokemijskom analizom. n — nuklearna ekspresija; ¢ — citoplazmatska ekspresija; u — ukupna ekspresija; SK —

Spearmanova korelacija; podebljano — p < 0,05 (statistic¢ki zna¢ajno)

HGSC - vezivna stroma tumora

PTCH1 (n) PTCHL1 (c) PTCH1 (u) SHh IHh
v SHh p=0,125;p=0,461 p=0,234; p=10,163 p=0,163;p=0,334 - p=0,214; p=0,204
“ | IHh p=0,308; p = 0,064 p=039;p=0,017 p = 0,449; p = 0,005 p=0214;p=0,204 -
€ 5 § 5 £
(o) 4 © -4 =
b ° i 9 . ) ° . ° :g s
("] 10 15 20 25 30 10 2 25 1 15 0 25 =
L Razina ekspresije SHh Razina ekspresije SHh Razina ekspresije SHh % )
Q s
w _ 3 o _ 3 _ o &‘ 5
I 5 2 % 2 % 2
ry a E' - E. . Razina eksi:resi-jé SHh
g 1 _— g i / g ‘ /
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Slika 39. Graficki prikaz korelacije ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh u vezivnoj stromi seroznih karcinomima jajnika visokog stupnja

malignosti (HGSC) odredene imunohistokemijskom analizom. n — nuklearna ekspresija; ¢ — citoplazmatska ekspresija; u — ukupna ekspresija
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Tablica 18. Korelacija ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh na cijelom preparatu (epitelno i stromalno tkivo zajedno) seroznih karcinomima

jajnika visokog stupnja malignosti (HGSC) odredene imunohistokemijskom analizom. SK — Spearmanova korelacija; podebljano — p < 0,05

(statisticki znacajno)

HGSC - cijeli preparat

PTCH1 SHh IHh
o | sHh p=0,457; p = 0,004 - p=0275;p=0,099
? | IHn p=0,43; p=0,008 p=0,275; p = 0,099 -
=
E g e [l A H o o ft"L ) 3.0 - o FiL )
©
g. g 2 g 3 - =
o - 7 z 2
o g g’ g ) ’
H— s ® @
U g g " £
| 3 5 3
U x x
v
O , , , B :
I Razina ekspresije SHh Razina ekspresije IHh Razina ekspresije SHh

Slika 40. Graficki prikaz korelacije ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh na cijelom preparatu (epitelno i stromalno tkivo zajedno) seroznih
karcinomima jajnika visokog stupnja malignosti (HGSC) odredene imunohistokemijskom analizom.
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U karcinomima HGSC uocena je pozitivna korelacija ekspresije proteina PTCH1 izmedu
tumorskog epitelnog tkiva i vezivne strome tumora (Tablica 19). Slaba pozitivna korelacija
utvrdena je u ekspresiji proteina PTCH1 (n) (p = 0,421; p = 0,009) i PTCHI (¢) (p =0,372; p
= 0,023) izmedu epitelnog i stromalnog tkiva, dok je umjerena pozitivna korelacija ekspresije
proteina PTCH1 (u) utvrdena izmedu epitelnog i stromalnog tkiva (p = 0,506; p = 0,001)
(Tablica 19). Slaba pozitivna korelacija uocena je i izmedu ekspresije proteina PTCH1 (n) u
epitelu i PTCH1 (c) u stromi (p = 0,353; p = 0,032), PTCH1 (n) u epitelu i PTCH1 (u) u
stromi (p = 0,469; p = 0,003), PTCH1 (u) u epitelu i PTCH1 (n) u stromi (p = 0,361; p =
0,028) te PTCH1 (u) u epitelu i PTCH1 (c) u stromi (p = 0,435; p = 0,007), dok je umjerena,
odnosno jaka pozitivna korelacija ekspresije uo¢ena izmedu proteina PTCHI1 (c) u epitelu i
PTCH1 (n) u stromi (p = 0,536; p = 0,001) i proteina PTCH1 (c) u epitelu i PTCH1 (u) u
stromi (p = 0,618; p < 0,0001) (Tablica 19).

Tablica 19. Korelacija ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh izmedu tumorskog epitelnog
tkiva i vezivne strome u seroznim karcinomima jajnika visokog stupnja malignosti (HGSC)

odredene imunohistokemijskom analizom.

HGSC - epitel vs. stroma
Epitel
PTCH1(n) PTCH1(c) PTCHI (u) SHh IHh
.CG
= p=0421 p=0,536 p=0361  p=0254  p=0426
s PTCHL(M) | 5 -0009 p = 0,001 0=0028  p=0129  p=0009
|-
(@]
2 p=0,353 p=0372 p=0435  p=0202  p=0,003
S PTCHI(©) | p=0032 p=0023 p = 0,007 p=0,23 b = 0,987
o
5| £ 0,469 0,618 0,506 0,281 0,223
p=0, p=0, p=0, p=0, p=0,
E| 2| PTCHLMW | ,_0003  p<00001  p=0001  p=0092  p=0185
g;_ N
& shi p=-0013  p=0003  p=-0068  p=0126  p=0,042
0= 0,937 p = 0,987 p=0,69 p=0457  p=0805
Hh 0= 047 p=0,333 p=0514  p=0128  p=0,289
D =0,003 p = 0,044 p=0001  p=0449  p=0083

n — nuklearna ekspresija; ¢ — citoplazmatska ekspresija; u — ukupna ekspresija; podebljano — p < 0,05

(statisticki znacajno)
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U karcinomima HGSC detektirana je i slaba pozitivna korelacija izmedu proteina PTCH1
(n) u epitelu i IHh u stromi (p = 0,47; p = 0,003), PTCH1 (c) u epitelu i IHh u stromi (p =
0,333; p = 0,044), IHh u epitelu i PTCH1 (n) u stromi (p = 0,426; p = 0,009), te umjerena
pozitivna korelacija izmedu proteina PTCHL1 (u) u epitelu i IHh u stromi (p = 0,514; p =
0,001) (Tablica 19).

5.7.2. Korelacija ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh u

seroznim karcinomima jajnika niskog stupnja malignosti

U tumorskom epitelu karcinoma LGSC utvrdena je jaka pozitivna korelacija izmedu
proteina PTCH1 (n) i SHh (p =0,727; p=0,011), i PTCHL1 (u) i SHh (p = 0,642; p = 0,033),
dok povezanosti izmedu proteina PTCH1 (c) i SHh, PTCHI1 (n, ¢ i u) i IHh, i SHh i IHh, nije
bilo (Tablica 20; Slika 41).

U vezivnoj stromi karcinoma LGSC nije ustanovljena povezanost izmedu proteina
PTCH1 (n, c i u) i SHh, PTCHL1 (n, c i u) i IHh, kao ni izmedu SHh i IHh (Tablica 21; Slika
42).

Na cijelom preparatu karcinoma LGSC uocena je jaka pozitivha korelacija izmedu
proteina SHh i IHh (p = 0,67; p = 0,024), dok povezanost izmedu proteina PTCH1 i SHh, kao
ni izmedu PTCHI1 i IHh, nije utvrdena (Tablica 22; Slika 43).

U karcinomima LGSC nije detektirana medusobna povezanost proteina PTCH1, SHh i

IHh izmedu tumorskog epitelnog tkiva i vezivne strome tumora (Tablica 23).
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Tablica 20. Korelacija ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh u tumorskom epitelu seroznih karcinomima jajnika niskog stupnja malignosti
(LGSC) odredene imunohistokemijskom analizom. n — nuklearna ekspresija; ¢ — citoplazmatska ekspresija; u — ukupna ekspresija; SK —

Spearmanova korelacija; podebljano — p < 0,05 (statisticki znac¢ajno)

LGSC - tumorski epitel

PTCH1 (n) PTCH1 (c) PTCH1 (u) SHh IHh
SHh p=0,727; p=0,011 p=0,48;p=0,135 p=0,642; p = 0,033 - p=0,427;p=0,19
IHh p=0,286; p =0,395 p=0,509; p=0,11 p=0,583;p=0,06 p=0,427,p=0,19 -

SK

ar = 0441

L
.
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1
o
.

Razina ekspreije PTCH1 (n)
Razina ekspresije PTCH1 (c)
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Slika 41. Graficki prikaz korelacije ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh u tumorskom epitelu seroznih karcinomima jajnika niskog stupnja

malignosti (LGSC) odredene imunohistokemijskom analizom. n — nuklearna ekspresija; ¢ — citoplazmatska ekspresija; u — ukupna ekspresija
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Tablica 21. Korelacija ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh u vezivnoj stromi seroznih karcinomima jajnika niskog stupnja malignosti (LGSC)

odredene imunohistokemijskom analizom. n — nuklearna ekspresija; ¢ — citoplazmatska ekspresija; u — ukupna ekspresija; SK — Spearmanova

korelacija
LGSC - vezivna stroma tumora
PTCH1 (n) PTCH1 (c) PTCH1 (u) SHh IHh

v SHh p=0,233;p=0,49 p=0,304;p=10,363 p=0,401; p=0,222 - p=0,497;p=0,119
“ 1 IHh p=0,378; p = 0,252 p=-0,052; p=0,879 p=0,352;p=0,289 p=0,497;p=0,119 -
€ 5 ] B £: -
o o 4 [ 3 -
b o ‘ . o :?T. -
w £ .1'.- 15 20 25 5 .- 5 25 5 . 5 25 §'
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Slika 42. Graficki prikaz korelacije ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh u vezivnoj stromi seroznih karcinomima jajnika niskog stupnja

malignosti (LGSC) odredene imunohistokemijskom analizom. n — nuklearna ekspresija; ¢ — citoplazmatska ekspresija; u — ukupna ekspresija
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Tablica 22. Korelacija ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh na cijelom preparatu (epitelno i stromalno tkivo zajedno) seroznih karcinomima

jajnika niskog stupnja malignosti (LGSC) odredene imunohistokemijskom analizom. SK — Spearmanova korelacija; podebljano — p < 0,05

(statistiCki znacajno)

LGSC —cijeli preparat

PTCH1 SHh IHh
o | sHh p=0362;p=0,274 - p=0,67;p=0,024
? | IHn p=0,463; p = 0,152 p=0,67; p=0,024 -
H -
E n ) e 8 Al i} o Q_.Jk ! J, o ° 2l i}
3 - A -
T - T &
v g g £
o pr s - 2 {
E- E‘ ’ - ? : [ / /
Q 2 . — 3 : % : /
- — r o r
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O
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Slika 43. Graficki prikaz korelacije ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh na cijelom preparatu (epitelno i stromalno tkivo zajedno) seroznih

karcinomima jajnika niskog stupnja malignosti (LGSC) odredene imunohistokemijskom analizom.
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Tablica 23. Korelacija ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh izmedu tumorskog epitelnog
tkiva i vezivne strome u seroznim karcinomima jajnika niskog stupnja malignosti (LGSC)

odredene imunohistokemijskom analizom.

LGSC - epitel vs. stroma

Epitel
PTCH1(n) PTCH1(c) PTCHI (u) SHh IHh
lCU
= p=-0120  p=0063  p=-0174  p=0033  p=0,091
< PTCHL() | 'y -0706 D = 0.854 0=0609  p=0924 0 =079
S
o
L p = 0,437 0= 0,55 p=0505  p=0115  p=0222
< PTCHL(©) | ,-0179 0=008 0=0113  p=0736  p=0512
o
1E
0=0,14 0=0248  p=-0076  p=-012  p=-0,226
E| 2| PTCHLUW | _g6e1 0 = 0.461 p=0825  p=0973  p=0503
g;_ )
» SHh p=0,264 p=0,495 p = 0,464 p=0,344 p=0,374
p = 0,432 p=0,122 0=0.151 =03 p=0,258
ah p=0,418 p=0,524 p=0516  p=0553  p<0,0001
=0, p = 0,008 p=0104  p=0078 p=1

n — nuklearna ekspresija; ¢ — citoplazmatska ekspresija; u — ukupna ekspresija

5.7.3. Korelacija ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh u zdravim
jajnicima

U epitelu zdravih jajnika uoc¢ena je jaka pozitivna korelacija izmedu proteina PTCHI (n) i
SHh (p =0,619; p = 0,004), i slaba pozitivna korelacija izmedu proteina PTCHI1 (n) i IHh (p =
0,459; p = 0,042). Povezanost nije utvrdena izmedu proteina PTCH1 (c i u) i SHh, PTCH1 (c
iu) i IHh, kao ni izmedu SHh i [Hh (Tablica 24; Slika 44).

U stromi zdravih jajnika detektirana je slaba pozitivna korelacija izmedu proteina PTCH1
(n) i SHh (p =0,479; p = 0,033), PTCHL1 (c) i SHh (p = 0,483; p =0,031) i PTCH1 (u) i SHh
(p = 0,483; p = 0,031), i jaka pozitivna korelacija izmedu proteina SHh i IHh (p = 0,63; p =
0,003). Povezanost izmedu proteina PTCH1 (n, ¢ i u) i IHh nije ustanovljena (Tablica 25;
Slika 45).
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Tablica 24. Korelacija ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh u epitelu zdravih jajnika odredene imunohistokemijskom analizom. n — nuklearna

ekspresija; ¢ — citoplazmatska ekspresija; u — ukupna ekspresija; SK — Spearmanova korelacija; podebljano — p < 0,05 (statisti¢ki zna¢ajno)

Jajnik — epitel

PTCH1 (n) PTCH1 (c) PTCH1 (u) SHh IHh
¢ | sHh p=0,619; p = 0,004 p=0,008; p=0,973 p=0,091;p =0,704 - p=0,145; p=0,543
“ | IHh p=0,459; p = 0,042 p=0,022; p=0,928 p<0,0001;p=1 p=0,145;p=0,543 -
> § /// a3 E T,

% r e /'I/ T . o : i .o- - i : . i :%

xl Razil‘1;j eks‘|;resi-ie. SHH Razina ekspresiie SHi'I. Razina ekspresiie SHh % b

:E AL 0.1 R L E

E E‘ pd g LS //‘ [ E : -:-I‘ 3 é
5 / 8 5 o
E‘ /,/ % ) %. J— — .Razilnja ek‘spres{je SHil.
§r E E
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Razina ekspresije IHh

Razina ekspresije IHh

Razina ekspresije IHh

Slika 44. Grafi¢ki prikaz korelacije ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh u epitelu zdravih jajnika odredene imunohistokemijskom analizom. n
— nuklearna ekspresija; ¢ — citoplazmatska ekspresija; u — ukupna ekspresija
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Tablica 25. Korelacija ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh u stromi zdravih jajnika odredene imunohistokemijskom analizom. n — nuklearna

ekspresija; ¢ — citoplazmatska ekspresija; u — ukupna ekspresija; SK — Spearmanova korelacija; podebljano — p < 0,05 (statisti¢ki zna¢ajno)

Jajnik — stroma

PTCH1 (n)

PTCHL1 (c)

PTCH1 (u)

SHh IHh

SK

SHh
IHh

p=0,479; p=0,033
p=0,161; p= 0,497

p=0,483; p = 0,031
p=0,242; p = 0,305

p=0,483; p=0,031

p=0,242; p = 0,305

- p=0,63; p=0,003

p=0,63; p=0,003 -

Jajnik - stroma

Slika 45. Graficki prikaz korelacije ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh u stromi zdravih jajnika odredene imunohistokemijskom analizom. n

Razina ekspresije PTCH1 (n)

3 1"- IIE 20 25
Razina ekspresije SHh

Razina ekspresije PTCH1 (n)

Razina ekspresije IHh

Razina ekspresije PTCH1 (c)

Razina ekspresije PTCH1 (¢)

Razina ekspresije IHh

— nuklearna ekspresija; ¢ — citoplazmatska ekspresija; u — ukupna ekspresija

98

Razina ekspresije PTCH1 (u)

Razina ekspresije PTCH1 (u)

Razina ekspresije IHh

Razina ekspresije IHh

Razina ekspresije SHh



Tablica 26. Korelacija ekspresije proteina PTCHZ1, SHh i IHh na cijelom preparatu (epitelno i stromalno tkivo zajedno) zdravih jajnika odredene
imunohistokemijskom analizom. SK — Spearmanova korelacija; podebljano — p < 0,05 (statisti¢ki zna¢ajno)

Jajnik- cijeli preparat

Jajnik — cijeli preparat

PTCH1

SHh

IHh

SHh
IHh

SK

p=0,466; p = 0,039
p=0,408; p=0,074

p=0,714; p < 0,0001

p=0,714; p < 0,0001

Razina ekspresije PTCH1

Razina ekspresije PTCH1

Razina ekspresije SHh

Razina ekspresije IHh

Slika 46. Graficki prikaz korelacije ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh na cijelom preparatu

jajnika odredene imunohistokemijskom analizom.
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Na cijelom preparatu zdravih jajnika utvrdena je slaba pozitivna korelacija izmedu
proteina PTCH1 i SHh (p = 0,466; p = 0,039) i jaka pozitivna korelacija izmedu SHh i [Hh (p
= 0,714; p < 0,0001), dok povezanosti izmedu proteina PTCHI i IHh nije bilo (Tablica 26;
Slika 46).

U zdravim jajnicima uocena je jaka pozitivna korelacija izmedu proteina PTCHL1 (n) u
epitelu i proteina SHh u stromi (p = 0,618; p = 0,004). Trend pozitivne korelacije uocen je i
izmedu proteina SHh u epitelu i istog proteina u stromi, ali bez postizanja statistiCke

znacajnosti (p = 0,43; p = 0,058) (Tablica 27).

Tablica 27. Korelacija ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh izmedu epitelnog i stromalnog

tkiva u zdravim jajnicima odredene imunohistokemijskom analizom.

Jajnik — epitel vs. stroma
Epitel
PTCHL(n) PTCHL(c) PTCHL (u) SHh IHh
I('U
= b= 0,365 p=0,195 p = 0,264 p=-02 p=0,108
< PTCHLI(M) | ,-0113 0 =041 0=0262  p=0398 0= 0,65
|-
o
A p=0,361 p=0,136 p=0204  p=-0119  p=-0132
© PTCHLI(©) | 5-0118 D = 0,568 p=0388  p=0616  p=0578
o
1E
p=0,361 p=0,136 p=0204  p=-0119  p=-0132
E] 8| PTCHLMW | o118 p = 0,568 0=0388  p=0616  p=0578
g;_ n
& shi p=0,618 p=0,191 p=0,26 0=043 p=0,283
p = 0,004 p=0,421 p=0268  p=0058*  p=0226
Hh p=0302  p=-0275  p=-0225 =029 p = 0,254
b= 0,196 p=0,24 p=0341  p=0216  p=0281

n — nuklearna ekspresija; ¢ — citoplazmatska ekspresija; u — ukupna ekspresija; podebljano — p < 0,05

(statisticki znacajno); * na granici statisticke znacajnosti
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5.7.4. Korelacija ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh u zdravim

jajovodima

U epitelu zdravih jajovoda utvrdena je jaka pozitivna korelacija izmedu proteina PTCH1
(n) i SHh (p = 0,667; p = 0,035), dok povezanosti izmedu proteina PTCH1 (c i u) i SHh nije
bilo (Tablica 28; Slika 47). Statisti¢ka analiza korelacije proteina PTCHI1 (n, ¢ i u) i IHh nije
bila moguca jer je razina ekspresije proteina IHh u epitelu zdravih jajovoda u svim uzorcima

bila jednaka.

U stromi zdravih jajnika nije ustanovljena povezanost izmedu proteina PTCH1 (n, c i u) i
SHh, PTCH1 (n, c i u) i IHh, kao ni izmedu SHh i IHh (Tablica 29; Slika 48).

Statisticka analiza medusobne korelacije proteina PTCH1, SHh i IHh na cijelom
preparatu zdravih jajovoda nije bila moguca jer je razina ekspresije proteina PTCHL, kao i

IHh, bila jednaka u svim uzorcima.

U zdravim jajovodima detektirana je jaka pozitivna korelacija izmedu proteina SHh u
epitelu i istog proteina u stromi (p = 0,748; p = 0,013) (Tablica 30). Statisticka analiza
korelacije proteina IHh u epitelu s proteinima PTCH1 (n, ¢ i u), SHh i IHh u stromi zdravih
jajovoda nije bila moguca jer je razina ekspresije proteina IHh u epitelu bila jednaka u svim

uzorcima.
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Tablica 28. Korelacija ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh u epitelu zdravih jajovoda odredene imunohistokemijskom analizom. n — nuklearna
ekspresija; ¢ — citoplazmatska ekspresija; u — ukupna ekspresija; SK — Spearmanova korelacija; podebljano — p < 0,05 (statisticki znacajno); / —

statisticka analiza nije bila moguca

Jajovod — epitel

PTCH1 (n) PTCH1 (c) PTCH1 (u) SHh IHh
« | SHh p=0,667; p = 0,035 p=-0,048; p = 0,895 p=0,375;p = 0,286 - /
| IHh / / / / -
E g s s
v o & 20] ° &
I %: 2 %:
o g _— I g
> g — g g
X
- * n’/ * o
21 24 2 28 3 : 21 24 26 28 3 70 24 28
Razina ekspresije SHh Razina ekspresije SHh Razina ekspresije SHh

Slika 47. Grafi¢ki prikaz korelacije ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh u epitelu zdravih jajovoda odredene imunohistokemijskom analizom.
n — nuklearna ekspresija; ¢ — citoplazmatska ekspresija; u — ukupna ekspresija
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Tablica 29. Korelacija ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh u stromi zdravih jajovoda odredene imunohistokemijskom analizom. n — nuklearna
ekspresija; ¢ — citoplazmatska ekspresija; u — ukupna ekspresija; SK — Spearmanova korelacija

Jajovod - stroma

PTCH1 (n) PTCH1 (c) PTCH1 (u) SHh IHh
v SHh p=10,433;p=0,199 p=-0,51,p=0,132 p=-0,12; p=0,741 - p=-0,612; p=0,06
“ 1 IHh p=-0,173; p = 0,634 p=0,13;p=0,72 p=0,234; p=0516 p=-0,612; p=0,06 -
£ g z ™~ g
o 5 5 ~ 5 £: “
- * o e * o o ° s \\\ s = 2 .
'6 -ﬁazina eksl[->resiil; SHI; ) Razi‘na Ekspresiie SHh Razina ekspresije SHh % i b Sy
=3 P ° 7 ] &
© < <, 2
- I I I o
2 . E 204 @ E 24 @ @ - 5 10 5 20 25
E E,- o - Razinaekspresije SHh
Razine; :aksprlesije IHh . 7 :Iiazin; :akspresije IHh . 7 Razine; :akspresije IHh

Slika 48. Graficki prikaz korelacije ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh u stromi zdravih jajovoda odredene imunohistokemijskom analizom.

n — nuklearna ekspresija; ¢ — citoplazmatska ekspresija; u — ukupna ekspresija
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Tablica 30. Korelacija ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh izmedu epitelnog i stromalnog

tkiva u zdravim jajovodima odredene imunohistokemijskom analizom.

Jajovod - epitel vs. stroma
Epitel
PTCHL(n) PTCHL(c) PTCHL (u) SHh IHh

.CU
= b= 0,264 p=0061  p<00001  p=0,395
< PTCHL(M) | ;- 0.462 D =0.867 p=1 D = 0.258 /
S
o
L p=-0266  p=0027 p=005  p=-0,398
< PTCHL(Q) | =058 D = 0.941 0=0891  p=0254 /
o
1E

p=0071  p=-0091  p=0107  p=0,107
E| 2| PTCHLMW | [ _qass 0 = 0,803 p=0768  p=0768 /
g;_ N
& st p = 0,499 p=0,299 p=0,14 p=0,748 /

p =0,142 p = 0,402 p =0,699 p=0,013

Hh p=0218  p=-0126  p=0327  p=-0218 /
p = 0,545 p=0,729 p=0356  p=0545

n — nuklearna ekspresija; ¢ — citoplazmatska ekspresija; u — ukupna ekspresija; podebljano — p < 0,05

(statistiCki zna¢ajno); / — statisti¢ka analiza nije bila moguéa
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6. RASPRAVA

Rak jajnika veliki je klini¢ki izazov u ginekoloskoj onkologiji s najviSom stopom
smrtnosti od svih malignih bolesti zenskog reproduktivnog sustava (8). Vecina bolesnica
nema gotovo nikakve simptome u ranom stadiju bolesti, dok se u uznapredovalom stadiju
javljaju nespecificni simptomi koji se povezuju s ¢eS¢im benignim stanjima S§to znatno
otezava dijagnozu ove bolesti (8-9). Dijagnozu dodatno otezava i ¢injenica da postoje razli¢iti
histoloski podtipovi raka jajnika s razli¢itim bioloskim i klini¢kim svojstvima (3). Najces¢i i
najsmrtonosniji oblik raka jajnika su epitelni tumori jajnika koji se dijele na serozne,
endometrioidne, mucinozne i svijetlostani¢ne karcinome (26-27). Serozni karcinomi jajnika
su najbrojniji i ¢ine oko 75% svih epitelnih tumora jajnika. Dijele se na serozne karcinome
jajnika visokog stupnja malignosti (HGSC) i serozne karcinome jajnika niskog stupnja
malignosti (LGSC), koji se, bez obzira na isti histoloski tip, razlikuju u molekularnim i

genetskim promjenama, podrijetlu nastanka, patogenezi i prognozi (26-27).

Budu¢i da ne postoje ucinkovite metode probira, izuzetno je vazno pronaéi dovoljno
osjetljive 1 specificne biomarkere koji ¢e osigurati pravovremenu dijagnozu raka jajnika. Da
bi se to postiglo, potrebno je istraziti molekularnu patogenezu pojedinih tipova raka jajnika te
identificirati specificne molekularne biljege i1 signalne putove odgovorne za nastanak i
progresiju bolesti. Osim §to je kljuéna za dijagnozu, identifikacija specifi¢nih biomarkera i
signalnih puteva povezanih s razvojem raka jajnika bitna je i za razvoj ucinkovite ciljane

terapije za precizno lijeCenje ove bolesti.

Kod raka jajnika primijecena je poremecena aktivacija vise signalnih puteva medu kojima
je i signalni put Hh (221). Aberantne promjene u Hh-signalizaciji povezane su s razvojem
brojnih tumora (147). Poremeceni prijenos signala moze biti posljedica prekomjerne
ekspresije Hh-liganada, genskih mutacija u samom signalnom putu, ne-kanonske
transkripcijske regulacije putem drugih signalnih puteva i epigenetskih promjena kao $to su
promjene u metilacijskom statusu promotora gena signalnog puta Hh (88, 158-159). lako su
dosadasnja istrazivanja pokazala da je aberantna aktivnost signalnog puta Hh ukljucena u
molekularnu patogenezu raka jajnika (204-205), uloga ovog signalnog puta u raku jajnika,
kao 1 u pojedinim histoloskim podtipovima raka jajnika, nije dovoljno istrazena. Zbog toga

smo odlucili istraziti ulogu proteina PTCH1, SHh i IHh, kao i promjene u metilacijskom
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statusu promotora istoimenih gena, u seroznim karcinomima jajnika. Identifikacija specifi¢nih
molekula i detekcija genetskih i epigenetskih promjena povezanih s razvojem raka jajnika
mogu znacajno olakSati dijagnozu i1 razvoj novih ciljnih terapija ili poboljSati odgovor na

trenutno dostupne terapije.

6.1. Uloga proteina PTCH1 u seroznim karcinomima jajnika

lako je PTCH1 negativni regulator Hh-signalizacije, ovaj receptor sluzi kao marker
kanonske aktivacije signalnog puta Hh (222). Gen PTCH1 sadrzi vezna mjesta za
transkripcijske faktore GLI pa prilikom aktivacije signalnog puta Hh dolazi do njegove
pojacane ekspresije zbog ¢ega sudjeluje u negativnoj povratnoj sprezi (87-88). Ukoliko ovaj
protein izgubi svoju funkciju, bilo zbog genskih mutacija ili epimutacija, dolazi do aberantne
aktivacije signalnog puta Hh (147). Inaktiviraju¢e mutacije gena PTCH1, kao i hipermetilacija
njegovog promotora, uo¢ene su u brojnim tumorima (160-166, 180-183). Medutim, brojne
studije su pokazale da protein PTCH1, koji se inaCe smatra tumor supresorskim proteinom,
ima poviSenu ekspresiju u velikom broju razli¢itih tumora ukljucujuéi rak dojke, prostate,
pluca, kolona, tumore mozga i melanome (223-226). Primjerice, kod raka dojke, povisena
ekspresija ovog proteina povezana je s metastazama u limfnim ¢évorovima, uznapredovalim
stadijima bolesti i agresivnijim ponasanjem tumora (223), dok se kod raka prostate povezuje s
biokemijskim relapsom kod visokorizi¢nih pacijenata (225). Nedavna istrazivanja pokazala su
da receptor PTCH1 moze sluziti i kao transporter koji izbacuje kemoterapeutske tvari izvan
stanice te tako doprinosi rezistenciji tumora na kemoterapiju (226). PoviSena ekspresija
proteina PTCH1 u tumorskom tkivu moze se objasniti mogué¢im promjenama u Strukturi i
funkciji ovog proteina u malignom tkivu. Navedene promjene mogle bi biti potaknute
mutacijama u genu PTCH1 pri ¢emu bi PTCH1 izgubio svoju prvotnu tumor-supresorsku

ulogu i dobio novu, tumor-promotorsku ulogu u transportu lijekova (163).

Povecana ekspresija proteina PTCH uocena je i kod raka jajnika gdje je primijecen
postepeni rast ekspresije ovog proteina od benignih, preko tumora niskog malignog
potencijala do malignih neoplazmi (206). Ekspresija proteina PTCH u raku jajnika povezana
je s povecanom proliferacijom tumorskih stanica te je u pozitivnoj korelaciji s loSim
prezivljenjem bolesnica oboljelih od ove bolesti (206-207). S druge strane, postoje i opre¢na

istrazivanja u kojima je primije¢ena smanjena ekspresija proteina PTCH1 u tumorskom tkivu
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kao i u stani¢nim linijama raka jajnika (208-209). Ustanovljeno je da bolesnice sa smanjenom
ekspresijom proteina PTCH1 imaju lo$iju prognozu nego bolesnice s povisenom ekspresijom
ovog proteina (209).

Da bismo saznali kakav je status proteina PTCH1 u karcinomima HGSC i LGSC, u ovom
radu istrazili smo obrasce ekspresije navedenog proteina u tumorskom tkivu i zdravom tkivu
jajnika i jajovoda, te u karcinomskim stani¢nim linijama, OVCARS, OVCARS8 i OVSAHO, i
kontrolnoj stani¢noj liniji normalnih imortaliziranih epitelnih stanica jajovoda, FNE1. Buduci
da postoje dva modela o podrijetlu nastanka malignih stanica karcinoma HGSC i LGSC (5,
pokazali su da je ukupna ekspresija proteina PTCH1 znatno veca u tumorskom epitelu
karcinoma HGSC i LGSC nego u epitelu zdravih jajnika i jajovoda, kao i u karcinomskim u
odnosu na kontrolnu stani¢énu liniju. Povecana ekspresija ovog proteina u seroznim
karcinomima jajnika upucuje na njegovu aktivnu ukljucenost u patogenezu ovih karcinoma
§to je u skladu s ranije spomenutim istrazivanjima gdje je povecana ekspresija proteina
PTCH1 povezana s razvojem tumora (206-207, 223-226). Prema tome, protein PTCHL bi u
ovom slucaju imao tumor-promotorsku, a ne tumor-supresorsku ulogu. Treba naglasiti da je u
tumorskom epitelu karcinoma HGSC i LGSC i tumorskim stanicama u kulturi uocena
izrazena nuklearna ekspresija ovog proteina koja je bila znacajno veca u tumorskom epitelu i
tumorskim stanicama u kulturi nego u epitelu zdravog jajnika i jajovoda i zdravim stanicama
u kulturi. Nuklearna ekspresija proteina PTCH1 do sada nije zabiljezena u karcinomima
jajnika te se rijetko spominje u znanstvenoj literaturi zbog Cega je Specificnost nuklearne
lokalizacije ovog proteina ispitana metodom imunohistokemije na uzorcima karcinoma HGSC
I LGSC te metodom imunofluorescencije na karcinomskim stani¢nim linijama uz pomoc¢ Cetiri
razli¢ita antitijela anti-PTCH1. IzraZena nuklearna ekspresija proteina PTCH1 (u tumorskom
tkivu i karcinomskim stani¢nim linijama) uocena je u slucaju tri od Cetiri antitijela (anti-
PTCH1a, epitop: 1-50 aa; anti-PTCH1b, epitop: 1-50 aa i anti-PTCH1c, epitop: 1-80 aa), dok
je u slucaju antitijela anti-PTCH1d (epitop: 122-436 aa) bila prisutna, ali u znatno manjoj
koli¢ini. Anti-PTCH1d je monoklonsko antitijelo koje se, za razliku od ostala tri poliklonska
antitijela, veze na udaljeniji epitop antigena PTCHI1. Razlike u ekspresiji proteina PTCH1
vjerojatno proizlaze iz razlika u klonalnosti antitijela i epitopu na kojeg se vezu (227).
Poliklonska antitijela prepoznaju citoplazmatsku N-terminalnu domenu, dok monoklonsko

antitijelo prepoznaje izvanstaniénu domenu ECD1 proteina PTCH1 (228). Budu¢i da je
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koriStenjem sva Cetiri antitijela uo¢ena nuklearna ekspresija proteina PTCH1 u tumorskom
epitelu karcinoma HGSC i LGSC i tumorskim stanicama u kulturi, moze se zakljuciti da bi
ovaj protein mogao igrati aktivnu, tumor-promotorsku ulogu u jezgri malignih stanica

seroznih karcinoma jajnika.

Da bi se podrobnije ispitala njegova lokalizacija u stanici, prisutnost proteina PTCH1
analizirana je u razli¢itim stani¢nim odjeljcima pomoc¢u metode Western blota pri ¢emu su
koriStena Cetiri prethodno spomenuta antitijela. U slucaju tri poliklonska antitijela, u
stani¢nim linijama najviSe je bila izrazena nuklearna ekspresija, dok je u slucaju
monoklonskog antitijela najviSe bila izraZzena citoplazmatska ekspresija, Sto je u skladu s
rezultatima imunofluorescencije. U sva Cetiri slucaja, u pojedinim substani¢nim frakcijama,
detektirani su fragmenti proteina PTCHI razli¢ite molekularne mase S$to upucuje na
mogucnost proteolitiCkog cijepanja ovog proteina, kao 1 na moguénost posttranslacijskih
modifikacija nastalih fragmenata. lako poliklonska antitijela anti-PTCH1a i anti-PTCH1b
prepoznaju isti epitop antigena PTCH1, nije jasno zasto kod istih uzoraka pokazuju druk¢iji

obrazac fragmenata ovog proteina.

Buduc¢i da su rezultati imunofluorescencije i Western blota ukazali na izrazenu nuklearnu
ekspresiju koriste¢i poliklonska antitijela koja prepoznaju citoplazmatsku N-terminalnu
domenu proteina PTCH1 i izrazenu citoplazmatsku ekspresiju u sluc¢aju monoklonskog
antitijela koji prepoznaje izvanstani¢énu domenu ECD1 proteina PTCH1, moguce je da dolazi
do proteolitickog cijepanja citoplazmatske N-terminalne domene (koju ne prepoznaje
monoklonsko antitijelo anti-PTCH1d) koja se zatim translocira u jezgru gdje obavlja do sada
jos nepoznatu funkciju, dok veci dio proteina ostaje u citoplazmi. Osim u jezgrenoj frakciji,
protein PTCHL1 bio je prisutan i u kromatinskoj frakciji iz ¢ega se moze zakljuciti da bi ovaj

protein mogao igrati aktivnu ulogu u transkripcijskoj regulaciji odredenih gena.

Nuklearni transport citoplazmatskih fragmenata transmembranskih proteina veé je
prepoznat kao vazan mehanizam direktnog prijenosa signala s plazma membrane u jezgru
(229-230). Takav prijenos signala uocen je i kod proteina PTCH1 (231). Kagawa i sur.
pokazali su da je protein PTCHI podlozan proteolitickom cijepanju na C-kraju pri ¢emu
nastaju C-terminalni fragmenti ICD7. Da bi istrazili ponasanje N- i C-terminalne polovice
0vog proteina, u istrazivanju su koristili stanice HeLa koje su transfecirali plazmidom koji je

sadrzavao CDNA fragmenta PTCH1 kojeg su fuzionirali s 3xT7 N-terminalnim i 3XFLAG C-

108



terminalnim privjeskom. Uocili su da se C-terminalni fragmenti nakupljaju u jezgri stanica
gdje moduliraju transkripcijsku aktivnost proteina GLI1, dok N-terminalna regija ostaje u
membranskim frakcijama i ne putuje u jezgru. Ponasanje endogenog proteina PTCH1 pratili
SU U mi§jim embrionalnim fibroblastima C3H10T1/2 i misjim embrionalnim primarnim
stanicama gdje su takoder uocili nuklearnu lokalizaciju C-terminalnih fragmenata ICD7. lako
su otkrili da ovi fragmenti imaju odredene regulatorne uloge, njihova bioloska vaznost jos§
uvijek nije poznata (231). Medutim, rezultati naSeg istrazivanja ukazali su na mogucnost
proteolitickog cijepanja N-terminalne regije proteina PTCHL1 pri ¢emu nastaju N-terminalni
fragmenti koji se transportiraju u jezgru. Koliko je nama poznato, do sada nije zabiljeZena
prisutnost N-terminalnih fragmenata proteina PTCHL u jezgri te je ovo prvo istrazivanje koje
na to ukazuje. Budu¢i da je izraZzena nuklearna lokalizacija ovih fragmenata otkrivena u
karcinomskim stanicama raka jajnika, pretpostavlja se da bi mogli igrati aktivnu, tumor-

promotorsku ulogu u jezgri ovih malignih stanica.

Osim nuklearne, uocena je i citoplazmatska ekspresija proteina PTCHI1 koja je bila
znacajno veca u tumorskom epitelu karcinoma LGSC nego u epitelu zdravih jajovoda. Kao
§to je ve¢ spomenuto, citoplazmatska ekspresija ovog proteina detektirana pomoéu
poliklonskih antitijela bila je slabo izrazena u stani¢énim linijjama, dok je u slucaju
monoklonskog antitijela bila visoko zastupljena u svim karcinomskim stani¢nim linijama gdje
su uoceni tockasti signali u citoplazmi. Ti signali mogu predstavljati unutarstani¢ne
membranske vezikule koje sluZze za prijenos proteina PTCH1 kroz sekretorni i/ili endocitic¢ki
put (231-233).

Budu¢i da na ekspresiju proteina PTCH1 utjecu epigenetske promjene poput metilacije
DNA, u ovom istrazivanju ispitali smo i metilacijski status gena PTCH1 u seroznim
karcinomima jajnika i stani¢nim linijama HGSC-a. Rezultati naseg istrazivanja pokazali su da
je metilacija DNA u promotoru gena PTCH1 bila prisutna u 13,5% uzoraka karcinoma
HGSC, dok u karcinomima LGSC, tkivu zdravog jajnika i jajovoda, i svim stani¢nim
linijama, nije bila prisutna ni u jednom uzorku. Utvrdeno je da metilacija gena PTCH1 nije
povezana s razinom ekspresije proteina PTCHL. Relativno mali postotak HGSC-uzoraka s
metiliranim promotorom gena PTCH1, odsutnost metilacije ovog gena u karcinomima LGSC,
kontrolnim tkivima i svim stani¢nim linijama, te nepovezanost metilacije promotora ovog

gena s ekspresijom proteina dovode nas do zakljucka da metilacija promotora gena PTCH1
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nije mehanizam ukljuen u patogenezu seroznih karcinoma jajnika. Metilacija promotora
0vog gena uocena je kod benignih tumora jajnika, kao $to su dermoidi i fibromi (211).
Medutim, navedena alteracija nije se pokazala znacajnom kod raka jajnika (212) $to je u

skladu s rezultatima naSeg istrazivanja.

6.2. Uloga proteina SHh i IHh u seroznim karcinomima
jajnika

Hh-ligandi SHh i IHh su signalni proteini koji se vezu na receptor PTCH1. Nakon §to se
otpuste iz stanica, mogu difundirati u ciljna tkiva i uspostaviti gradijent te tako kontrolirati
obrasce razvoja mnogih tkiva tijekom embrionalnog razvoja (108). lako prolaze kroz isti
proces sazrijevanja i blokiraju receptor PTCHL1 istim mehanizmom, SHh i IHh imaju razlicite
uloge u razvoju embrija (109). Ovi proteini moduliraju sudbinu stanice putem autokrine ili
parakrine signalizacije (110). U tumorima su zabiljeZena dva tipa aberantne aktivacije
signalnog puta Hh koja su povezana s prekomjernom ekspresijom Hh-liganada, autokrina ili
jukstakrina signalizacija ovisna o ligandu i parakrina ili reverzna parakrina signalizacija
ovisna o ligandu (147-149). Da bismo saznali kakav je status proteina SHh i IHh u seroznim
karcinomima jajnika, u ovom radu istrazili smo obrasce ekspresije navedenih proteina u

tumorskom i kontrolnom tkivu te tumorskim i zdravim stanicama u kulturi.

Rezultati naSeg istrazivanja pokazali su da je ukupna ekspresija proteina SHh znacajno
veca u tumorskom epitelu karcinoma HGSC nego u zdravom epitelu jajnika i jajovoda, kao i
u tumorskom epitelu karcinoma LGSC u odnosu na epitel zdravih jajnika, i karcinomskim u
odnosu na kontrolnu stani¢nu liniju. Da bi se istraZio utjecaj strome na tumorsko tkivo,
ekspresija proteina SHh ispitana je i u vezivnoj stromi tumora. Rezultati su pokazali da je ovaj
protein viSe eksprimiran u vezivnoj stromi karcinoma HGSC i LGSC, nego u stromi zdravog
jajovoda, te da je ekspresija proteina SHh znatno veéa u tumorskom epitelu karcinoma HGSC
nego u vezivnoj stromi tumora. Povecana ekspresija navedenog proteina u seroznim
karcinomima jajnika ukazuje na njegovu aktivnu uklju¢enost u patogenezu ovih karcinoma.
Brojna istrazivanja ukazala su na povezanost aberantne ekspresije proteina SHh s razvojem
raka jajnika (206-208, 234-235). Liao i sur. pokazali su da je ekspresija SHh mRNA bila

znatno veca u tumorima jajnika nego u normalnom tkivu. Uocili su da je ekspresija proteina
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SHh visoko zastupljena u navedenim tumorima gdje je prisutnost ovog proteina zabiljezena u
tumorskom epitelu i vezivnoj stromi tumora, $to je u skladu s rezultatima naSeg istrazivanja
(207). U istrazivanju McCanna i sur., ekspresija proteina SHh zabiljezena je u 47% uzoraka
epitelnih tumora jajnika iz ¢ega se moze zakljuciti da SHh jednim dijelom igra aktivnu ulogu
u patogenezi ovih tumora (234). Medutim, u navedenim istrazivanjima nije razja$njena uloga
autokrine i/ili parakrine SHh-signalizacije u tumorima jajnika. Da bi saznali status Hh-
signalizacije u stromi i tumorskom tkivu raka jajnika, McCann i sur. analizirali su aktivnost
signalnog puta Hh u ksenograftima nastalim iz humanih seroznih karcinoma jajnika pri ¢emu
su koristili inhibitor Hh-signalizacije, IP1-926. Otkrili su da IP1-926 inhibira aktivnost
signalnog puta Hh i u stromi i u tumorskom tkivu. Na temelju dobivenih rezultata, zaklju¢ili
su da je ovaj signalni put uklju¢en u patogenezu seroznih karcinoma jajnika te su ukazali na
vaznost Hh-signalizacije u oba navedena tkiva (234). Medutim, niska razina genske ekspresije
SHh u seroznim karcinomima jajnika koje su McCann i sur. Koristili za generiranje
ksenografta upucuje na zakljuc¢ak da navedeni ligand ne igra vaznu ulogu U patogenezi ovih
karcinoma. Rezultati naSeg istrazivanja pokazali su da je protein SHh jace eksprimiran u
tumorskom epitelu karcinoma HGSC i LGSC nego u zdravom epitelu jajnika i/ili jajovoda.
Takoder, ekspresija proteina SHh bila je znatno veéa u tumorskom epitelu karcinoma HGSC
nego u vezivnoj stromi tumora. Isti obrasci ekspresije uoceni su kod proteina PTCH1. Gen
PTCH1 direktna je transkripcijska meta Hh-signalizacije zbog ¢ega ovaj protein sluzi kao
marker kanonske aktivacije signalnog puta Hh (222). Povecana ekspresija proteina PTCH1
pokazatelj je aktivnosti ovog signalnog puta u tumorskom epitelu seroznih karcinoma jajnika,
dok povecana ekspresija proteina SHh u tumorskom tkivu, kao i jaca ekspresija ovog proteina
u tumorskom tkivu karcinoma HGSC u odnosu na vezivnu stromu, ukazuje na vaznost

autokrine SHh-signalizacije u seroznim karcinomima jajnika.

Autokrina signalizacija putem SHh-liganda potvrdena je i na stani¢nim linijama HGSC-a
gdje je uoCena jaka ekspresija ovog liganda i proteina PTCHI1, §to ukazuje na aktivnost
signalnog puta Hh u ovim stanicama. Nasi rezultati u skladu su s istrazivanjem koje su proveli
Bhattacharya i sur. gdje je utvrdeno da je ekspresija proteina SHh, kao i mRNA SHh, bila
prisutna u svim ispitivanim stani¢nim linijama raka jajnika. U navedenom istrazivanju, autori
su inkubirali tumorske stanice u kulturi s monoklonskim antitijelom 5E1-Shh-N koje inhibira
vezanje SHh-liganda na receptor PTCH1 pri ¢emu su opazili da se s povecanjem

koncentracije ovog antitijela smanjuje proliferacija tumorskih stanica (208). Ovaj nalaz
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potvrduje vaznost autokrine signalizacije ovisne o SHh-ligandu u raku jajnika. U nasem
istrazivanju koriSteno je antitijelo anti-SHh koje je specifi¢no za protein u punoj duzini i C-
terminalni produkt. U svim karcinomskim stani¢nim linijama uocena je jaka citoplazmatska
ekspresija proteina SHh iz Cega se moze zakljuéiti da navedene karcinomske stanice
proizvode SHh-ligand u ve¢im koli¢inama. Medutim, iako u puno manjoj koli¢ini, prisutnost
ovog proteina bila je vidljiva i na stani¢noj membrani. Ovaj nalaz nije uobi¢ajen za protein
SHh u punoj duzini ili C-terminalni produkt s obzirom na to da, prilikom sazrijevanja ovog
proteina, iz N-terminalnog produkta nastaje zreli dvostruko modificirani protein SHh koji se
potom otpusta iz stanice i veze na receptor PTCH1 (109, 116). Postoje istrazivanja koja
ukazuju na biolosku aktivnost proteina SHh u punoj duzini (235-236). Primijeceno je da se
ovaj protein moze transportirati do stani¢cne membrane te da moze direktno sudjelovati u Hh-
signalizaciji (235). Protein SHh u punoj duZini lokaliziran na stani¢noj membrani identificiran
je kao marker tumorskih mati¢nih stanica (engl. cancer stem cell, CSC) kod nesitnostani¢nog
karcinoma pluc¢a (236). U ovom istrazivanju utvrdeno je da samo stanice s membranskom
lokalizacijom proteina SHh (SHh* stanice) mogu proizvoditi protein SHh i svojim parakrinim
djelovanjem inducirati proliferaciju i migraciju ostalih tumorskih stanica (SHH" stanice).
SHh* stanice bile su kemorezistentne te su imale svojstva stanica CSC (236). Prema tome,
membranska lokalizacija proteina SHh mogla bi upuéivati na prisutnost stanica CSC u

stani¢nim linijama HGSC-a.

Uz autokrinu signalizaciju, u raku jajnika zabiljezena je i parakrina signalizacija ovisna o
SHh-ligandu (237). Tumorski mikrookoli$ kljuc¢an je za rast, prezivljenje i Sirenje tumorskih
stanica karcinoma jajnika, kao i za rezistenciju tumora na terapiju, gdje vaznu ulogu igraju
stromalne komponente kao §to su adipociti, fibroblasti povezani s tumorom (engl. cancer-
associated fibroblast, CAF) i mezenhimske mati¢ne stanice (engl. mesenchymal stem cell,
MSC) (237-240). Istrazivanje koje su proveli Yauch i sur. ukazuje su na vaznost aberantne
parakrine Hh-signalizacije u brojnim solidnim tumorima. Pokazali su da je Hh-signalizacija u
stromi jako bitna za razvoj tumora (241). Za razliku od McCanna i sur. koji su ukazali na
aktivnost Hh-signalizacije u vezivnoj stromi karcinoma jajnika, Coffman i sur. pokazali su da
je navedena aktivnost ovisna o SHh-ligandima koje proizvode tumorske stanice (234, 237). U
navedenom istrazivanju utvrdeno je da SHh-ligandi koje proizvode tumorske stanice
karcinoma jajnika mogu aktivirati signalni put Hh u mezenhimskim mati¢nim stanicama

povezanim s karcinomom jajnika (engl. carcinoma-associated mesenchymal stem cell, CA-
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MSC) (237). Stanice CA-MSC snazno poti¢u rast i razvoj tumora te reguliraju CSC. To su
multipotentne stanice koje mogu diferencirati u nekoliko klju¢nih komponenti vezivne strome
tumora, ukljucujuci adipocite, osteocite i fibroblaste (242-243). Coffman i sur. otkrili su
postojanje pozitivne povratne sprege Hh/BMP4 u karcinomima jajnika. Pokazali su da
tumorske stanice proizvode Hh-ligande, SHh i IHh, koji aktiviraju Hh-signalizaciju u
stanicama CA-MSC te da CA-MSC izlucuju protein BMP4 (engl. Bone Morphogenetic
Protein 4) koji povratno djeluje na tumorske stanice povecavajuci ekspresiju Hh-liganada.
Ova parakrina pozitivna povratna sprega Hh/BMP4 izmedu tumorskih stanica i CA-MSC
klju¢na je za rast tumora i njegovu rezistenciju na kemoterapiju te je glavni medijator pro-
tumorskog ucinka stanica CA-MSC, dok bi Hh-signalizacija mogla biti glavni regulator
djelovanja CA-MSC u karcinomima jajnika (237). Nasi rezultati pokazali su da je protein
SHh bio jac¢e eksprimiran u vezivnoj stromi karcinoma HGSC i LGSC nego u stromi zdravog
jajovoda, dok navedeni obrazac ekspresije nije primijeCen kod proteina PTCHI1 u
karcinomima HGSC. Navedeni nalaz upucuje na moguéu odsutnost parakrine SHh-
signalizacije u karcinomima HGSC, ali ne i u karcinomima LGSC. Budu¢i da je u nasem
istrazivanju koriSteno antitijelo anti-SHh koje je specifi¢no za protein u punoj duzini i C-
terminalni produkt, u uzorcima su vjerojatno detektirani C-terminalni produkti koji su
difundirali iz tumorskih stanica (244). Da bi se ukljucila ili iskljuc¢ila mogucnost parakrine
signalizacije putem SHh-liganda, trebalo bi pratiti ekspresiju N-terminalne regije proteina

SHh budu¢i da C-terminalni produkti nemaju signalnu aktivnost.

U nasem istrazivanju utvrdeno je da bi, uz SHh, protein IHh takoder mogao igrati aktivnu
ulogu u patogenezi seroznih karcinoma jajnika. Postoje kontradiktorna istrazivanja o ulozi
ovog liganda u raku jajnika (206, 245). U istrazivanju kojeg su proveli Schmid i sur., signalni
put Hh bio je aktivan kod vise od polovice uzoraka seroznih karcinoma jajnika. Kod 31%
uzoraka, aktivacija ovog signalnog puta bila je povezana s povecanom ekspresijom IHh/SHh-
liganada, pri ¢emu je viSe uzoraka imalo poveéanu ekspresiju IHh-liganda (245). Medutim,
Chen i sur. opazili su jaku ekspresiju SHh i DHh, ali ne i IHh-liganda, u karcinomskim
stanicama raka jajnika (206). Nasi rezultati pokazali su da je ukupna ekspresija proteina IHh
znacajno veca u tumorskom epitelu karcinoma HGSC i LGSC nego u zdravom epitelu jajnika
i jajovoda, kao i u karcinomskim u odnosu na kontrolnu stani¢nu liniju. Isti obrasci ekspresije
uoceni su kod proteina PTCH1 §to ukazuje na aktivnost signalnog puta Hh u tumorskom tkivu

seroznih karcinoma jajnika i stani¢nim linijama HGSC-a. Citoplazmatska ekspresija proteina
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IHh bila je izrazena u svim karcinomskim stani¢nim linijama, dok je njegova prisutnost bila
vidljiva i na stani¢noj membrani. Navedeni rezultati navode nas na zakljucak da bi autokrina
signalizacija ovisna o IHh-ligandu takoder mogla igrati aktivnu ulogu U razvoju seroznih
karcinoma jajnika. Koliko je nama poznato, do sada nisu zabiljezena istraZivanja koja ukazuju
na prisutnost autokrine IHh-signalizacije u raku jajnika. U stani¢nim linijama raka jajnika
ES2, TOV112D, OV90 i SKOV3 opazena je pojacana aktivacija signalnog puta Hh potaknuta
IHh-ligandom. Iako u navedenom istrazivanju nije pracena endogena ekspresija ovog liganda,
pokazano je da se volumen sferoida, kojih formiraju tumorske stanice, povecava s dodatkom
rekombinantnih proteina SHh (42x) i IHh (46x) (246).

Za razliku od autokrine signalizacije, parakrina signalizacija ovisna o IHh-ligandu uoc¢ena
istrazivanju kojeg su proveli Coffman i sur. opazeno je da, uz SHh-ligande, tumorske stanice
karcinoma jajnika proizvode i IHh-ligande koji mogu aktivirati signalni put Hh u stanicama
CA-MSC te tako sudjelovati u parakrinoj pozitivnoj povratnoj sprezi Hh/BMP4 izmedu
tumorskih stanica i CA-MSC koja je klju¢na za rast tumora i njegovu rezistenciju na
kemoterapiju (237). U naSem istrazivanju, protein IHh bio je jace eksprimiran u vezivnoj
stromi karcinoma HGSC i LGSC, nego u stromi zdravog jajnika, dok je njegova ekspresija
bila znatno vec¢a u vezivnoj stromi tumora u odnosu na tumorski epitel karcinoma HGSC i
LGSC. Iako navedene razlike u ekspresiji nisu zabiljezene kod proteina PTCHI, izrazena
ekspresija proteina IHh u vezivnoj stromi tumora ukazuje na mogucu vaznost parakrine
signalizacije ovisne o IHh-ligandu u seroznim karcinomima jajnika. Na$i rezultati u
suprotnosti su s rezultatima istrazivanja Kasiri i sur. u kojem je uoceno da protein IHh
suprimira metastaze i rast tumora aktivacijom Hh-signalizacije u adenokarcinomima pluca
(248). Treba imati na umu da uéinci Hh-signalizacije mogu biti tkivno specifi¢ni zbog Cega je

potrebno istraziti svaki tip tumora (237).

Svakako treba napomenuti da su karcinomi jajnika heterogena skupina tumora te da
ekspresija odredenih proteina moze biti razli¢ita u razli¢itim histoloS8kim podtipovima. Kod
vecéine spomenutih istrazivanja nije naveden histoloski podtip karcinoma jajnika zbog Cega se
rezultati pojedinih istrazivanja mogu razlikovati. Prema tome, jako je bitno istraziti ekspresiju

proteina od interesa u pojedinim histoloskim podtipovima. Medutim, treba imati u vidu da se
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ekspresija pojedinih proteina moze razlikovati i unutar istog histoloskog podtipa zbog

heterogenosti samih tumora sto je ve¢ zabiljezeno u literaturi (245).

Epigenetske promjene poput metilacije DNA takoder mogu doprinijeti razvoju tumora, pa
je tako hipometilacija gena SHh povezana s razvojem kolorektalnog karcinoma, rakom Zeluca
I dojke (190-192), dok je hipermetilacija gena IHh povezana s razvojem kolorektalnog
karcinoma (190). Rezultati naseg istrazivanja pokazali su da metilacija gena SHh i IHh nije
povezana s razinom ekspresije odgovaraju¢ih proteina u seroznim karcinomima jajnika.
Metilacija DNA u promotorima gena SHh i IHh bila je prisutna u 5,4%, odnosno 2,7%
uzoraka karcinoma HGSC. U karcinomima LGSC, tkivu zdravih jajnika i jajovoda te
stani¢nim linijama OVCARS5, OVSAHO i FNE1, promotor navedenih gena bio je nemetiliran.
Metilacija DNA u SHh i IHh detektirana u stani¢noj liniji OVCARS8 nije utjecala na
ekspresiju odgovaraju¢ih proteina. Jako mali postotak HGSC-uzoraka s metiliranim
promotorom gena SHh i IHh, odsutnost metilacije ovih gena u karcinomima LGSC,
kontrolnim tkivima i stani¢nim linijama te nepovezanost metilacije promotora ovih gena s
ekspresijom proteina u svim navedenim tkivima i stani¢noj liniji OVCARS8 dovode nas do
zakljucka da metilacija promotora gena SHh i IHh nije mehanizam ukljuen u patogenezu

seroznih karcinoma jajnika.

6.3. Medusobna povezanost proteina PTCH1, SHh i IHh u

zdravom i tumorskom tkivu

Da bismo istrazili ulogu Hh-signalizacije u tumorskom mikrookoliSu, ispitali Smo
aktivnost signalnog puta Hh u zdravom tkivu jajnika i jajovoda i tumorskom tkivu seroznih
karcinoma jajnika. Uocili smo da je ekspresija proteina SHh bila znatno veca u stromi jajnika
nego u stromi jajovoda, kao i u stromi jajnika u odnosu na njegov epitel. U stromi jajnika
takoder je uo¢ena i pozitivna korelacija izmedu proteina PTCH1 i SHh. Na temelju navedenih
rezultata moze se zakljuciti da je signalni put Hh aktivan u stromi zdravih jajnika, $to je u
skladu s postojec¢im istrazivanjima (237). lako je ekspresija proteina IHh veca u stromi jajnika
nego u njegovom epitelu, i usprkos tome §to postoji pozitivna korelacija izmedu proteina [Hh
I SHh u stromi jajnika, nepovezanost proteina IHh i PTCH1 u stromi jajnika ukazuje na to da

ovaj ligand vjerojatno nema utjecaj na Hh-signalizaciju u stromi zdravih jajnika. Zdravi
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jajnici i jajovodi razlikovali su se u ekspresiji SHh-liganda; ekspresija proteina SHh bila je
znacajno veca u epitelu jajovoda nego u epitelu jajnika, kao i u epitelu jajovoda u odnosu na
njegovu stromu, dok je ekspresija proteina IHh bila ve¢a u stromi jajovoda u odnosu na
njegov epitel. Ukupna ekspresija proteina PTCHL nije bila u pozitivnoj korelaciji ni s SHh ni
s IHh-ligandom. Treba istaknuti da statisticka analiza korelacije proteina PTCH1 i IHh u
epitelu jajovoda nije bila moguca jer je razina ekspresije proteina IHh kod svih uzoraka bila
jednaka. Iako nije bilo znacajne razlike u ukupnoj ekspresiji proteina PTCH1 izmedu jajnika i
jajovoda, uocCena je razlika u nuklearnoj ekspresiji ovog proteina izmedu navedenih
kontrolnih skupina, kao i pozitivna korelacija ovog proteina s SHh-ligandom. Nuklearna
ekspresija proteina PTCHI1 bila je vi$a u stromi jajnika nego u stromi jajovoda, kao i u stromi
jajnika u odnosu na njegov epitel, te je pokazana pozitivna korelacija izmedu nuklearnog
proteina PTCHL1 i SHh-liganda u stromi jajnika. Kod jajovoda je bilo obrnuto; nuklearna
ekspresija proteina PTCHI bila je visa u epitelu jajovoda nego u epitelu jajnika, kao i u
epitelu jajovoda u odnosu na njegovu stromu, te je pokazana pozitivna korelacija izmedu
nuklearnog proteina PTCH1 i SHh-liganda u epitelu jajovoda. Osim $to se navedenim
nalazima potvrduje aktivnost signalnog puta Hh u stromi jajnika, namece se mogucnost
aktivnosti ovog signalnog puta u epitelu jajovoda te se otvara pitanje 0 mehanizmima
aberantne aktivacije Hh-signalizacije u navedenim tkivima i njihovom utjecaju na razvoj

tumorskih stanica.

Rezultati naseg istrazivanja ukazali su na vaznost autokrine signalizacije ovisne o SHh-
ligandu u seroznim karcinomima jajnika, te moguéu odsutnost parakrine SHh-signalizacije u
karcinomima HGSC, ali ne i u LGSC. Pozitivna korelacija ekspresije proteina SHh i PTCH1
u tumorskom epitelu karcinoma HGSC i LGSC i nepovezanost ekspresije navedenih proteina
u vezivnoj stromi kod oba tipa karcinoma dodatno potvrduju vaznost autokrine SHh-
signalizacije u ovim karcinomima jajnika. Uz autokrinu SHh-signalizaciju, opazeno je da bi i
autokrina i parakrina IHh-signalizacija takoder mogle biti bitne za razvoj seroznih karcinoma
jajnika. lako je ekspresija proteina IHh bila znacajno vec¢a u tumorskom epitelu karcinoma
HGSC i LGSC nego u zdravom epitelu jajnika i jajovoda, pozitivna korelacija izmedu
proteina IHh i PTCHL1 bila je prisutna samo u karcinomima HGSC. Prema tome, autokrina
IHh-signalizacija mogla bi igrati ulogu u razvoju karcinoma HGSC, ali ne i LGSC. Budu¢i da
je ekspresija proteina IHh bila znatno veéa u vezivnoj stromi tumora nego u tumorskom

epitelu karcinoma HGSC i LGSC, ukazali smo na mogucéu vaznost parakrine signalizacije
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ovisne o IHh-ligandu u ovim karcinomima. Pozitivna korelacija izmedu proteina IHh i
PTCH1 u vezivnoj stromi karcinoma HGSC potvrduje mogucu vaznost parakrine IHh-
signalizacije u ovim karcinomima, dok nepovezanost ekspresije navedenih proteina u
vezivnoj stromi karcinoma LGSC upucuje na odsutnost ove signalizacije u navedenim
karcinomima. U karcinomima HGSC uocena je i pozitivna korelacija izmedu proteina PTCH1
u tumorskom epitelu i IHh u vezivnoj stromi tumora, kao i pozitivna korelacija izmedu
proteina IHh u tumorskom epitelu i PTCH1 u vezivnoj stromi tumora. Navedeni rezultati
mogu se objasniti istovremenim djelovanjem autokrine i parakrine IHh-signalizacije u
karcinomima HGSC pri ¢emu se aktivnost Hh-signalizacije u tumorskom tkivu 1 u vezivnoj
stromi tumora povecava s porastom razine ekspresije IHh-liganda kojeg izlu¢uju tumorske

stanice.

Rezultati ovog rada pokazali su da je poremecena ekspresija regulatornih komponenti
signalnog puta Hh, receptora PTCH1 i liganada SHh i IHh, povezana s razvojem seroznih
karcinoma jajnika. U ovom istrazivanju prvi put je zabiljezena nuklearna lokalizacija proteina
PTCH1 u tumorskim stanicama seroznih karcinoma jajnika. Protein PTCH1, odnosno njegov
N-terminalni fragment, mogao bi igrati aktivnu, tumor-promotorsku ulogu u jezgri ovih
malignih stanica pa bi bilo zanimljivo istraziti njegovu potencijalnu regulatornu ulogu u
jezgri. Osim toga, ukazali smo na vaznost autokrine signalizacije ovisne o SHh-ligandu, kao i
autokrine i1 parakrine signalizacije ovisne o IHh-ligandu, u patogenezi seroznih karcinoma
jajnika. Da bi se dodatno razjasnilo medudjelovanje tumorskog tkiva i vezivne strome tumora,
neophodne su daljnje studije na ve¢em broju uzoraka i uz dodatne molekularno-bioloske
metode. Buduci da su serozni karcinomi jajnika maligni tumori s visokom stopom smrtnosti,
jako je bitno istraziti molekularnu podlogu ove bolesti. Spoznaje o statusu pojedinih
komponenti signalnog puta Hh u seroznim karcinomima jajnika doprinose boljem
razumijevanju molekularne patogeneze ovih karcinoma te otvaraju mogucnost terapijskih
djelovanja nude¢i pogodne molekularne mete, §to moze rezultirati mjerljivom koristi za

buduce pacijentice.
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7.ZAKLJUCAK

1. Povecéana ekspresija proteina PTCH1 u karcinomima HGSC i LGSC i stani¢nim linijama
HGSC-a upucuje na njegovu aktivnu ukljucenost u patogenezu ovih karcinoma. Izrazena
nuklearna ekspresija proteina PTCH1 u tumorskom epitelu i tumorskim stanicama u
kulturi navodi na zaklju¢ak da bi navedeni protein mogao igrati aktivnu, tumor-

promotorsku ulogu u jezgri malignih stanica seroznih karcinoma jajnika.

2. U pojedinim substani¢nim frakcijama stani¢nih linija HGSC-a i kontrolne stani¢ne linije
normalnih epitelnih stanica jajovoda FNEL1 detektirani su fragmenti proteina PTCH1
razli¢ite molekularne mase $to upucuje na moguénost proteolitickog cijepanja ovog
proteina, kao i na mogucnost posttranslacijskih modifikacija nastalih fragmenata. Moguce
je da dolazi do proteolitickog cijepanja citoplazmatske N-terminalne domene proteina
PTCHI1 koja se zatim translocira u jezgru gdje obavlja do sada jo§ nepoznatu funkciju,

dok vec¢i dio proteina ostaje u citoplazmi.

3. Osim u jezgrenoj frakciji, protein PTCH1 bio je prisutan i u kromatinskoj frakciji iz ¢ega
se moze zakljuciti da bi ovaj protein mogao igrati aktivnu ulogu u transkripcijskoj

regulaciji odredenih gena.

4. Metilacija DNA u promotoru gena PTCH1 nije povezana s razinom ekspresije proteina

PTCH1 te nije mehanizam ukljucen u patogenezu seroznih karcinoma jajnika.

5. Povecana ekspresija SHh i IHh-liganada u karcinomima HGSC i LGSC i stani¢nim

linijjama HGSC-a ukazuje na njihovu aktivnu ukljuc¢enost u patogenezu ovih karcinoma.

6. U seroznim karcinomima jajnika zabiljeZene su autokrina signalizacija ovisna o SHh-
ligandu i IHh-ligandu te parakrina signalizacija ovisna o IHh-ligandu. Autokrina
signalizacija ovisna o SHh-ligandu uocéena je u karcinomima HGSC i LGSC, dok su

autokrina i parakrina signalizacija ovisna o IHh-ligandu uo¢ene u karcinomima HGSC.

7. Metilacija DNA u promotorima gena SHh i IHh nije povezana s razinom ekspresije
odgovarajucih proteina te nije mehanizam ukljuéen u patogenezu seroznih karcinoma

jajnika.
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dijagnosticiraju u uznapredovalom stadiju bolesti i imaju visoku stopu smrtnosti. Kod raka
jajnika primijecena je poremecena aktivacija viSe signalnih puteva medu kojima je i signalni
put Hedgehog (Hh). Uloga signalnog puta Hh u raku jajnika, kao i u pojedinim histolo§kim
podtipovima raka jajnika, nije dovoljno istrazena. U ovoj disertaciji istrazili smo ulogu
proteina PTCH1, SHh i IHh, kao i promjene u metilacijskom statusu promotora istoimenih
gena, u seroznim karcinomima jajnika. Istrazivanje je provedeno na uzorcima seroznih
karcinoma jajnika niskog (LGSC) i visokog (HGSC) stupnja malignosti, dok su uzorci
zdravih jajnika i jajovoda sluzili kao kontrole. U istrazivanju su koriStene i stani¢ne linije
HGSC-a, OVCARS5, OVCARS i OVSHAQO, i kontrolna stani¢na linija normalnih epitelnih
stanica jajovoda, FNEL1. Ekspresija proteina PTCH1, SHh i IHh u tkivnim uzorcima
analizirana je metodom imunohistokemije, dok je u stani¢nim linijama ispitana uz pomoc¢
imunofluorescencije i Western blota. Metilacijski obrazac DNA u promotorima gena PTCH1,
SHh i IHh analizirali smo koriste¢i PCR ovisan o metilaciji (MSP). Ekspresija proteina
PTCH1, SHh i IHh bila je znaajno veca u karcinomima HGSC i LGSC u odnosu na
kontrolna tkiva, kao i u karcinomskim u odnosu na kontrolnu stani¢nu liniju. U tumorskom
tkivu 1 tumorskim stanicama u kulturi bila je izraZzena nuklearna ekspresija proteina PTCHI
§to navodi na zakljuak da bi navedeni protein mogao igrati aktivnu, tumor-promotorsku
ulogu u jezgri malignih stanica seroznih karcinoma jajnika. U stani¢nim linijjama detektirani
su fragmenti proteina PTCHI1 razli¢ite molekularne mase Sto upucuje na mogucénost
proteolitickog cijepanja ovog proteina. Autokrina signalizacija ovisna o0 SHh-ligandu utvrdena
je u karcinomima HGSC i LGSC, dok su autokrina i parakrina signalizacija ovisna o IHh-
ligandu uoc¢ene u karcinomima HGSC. Metilacija DNA u promotorima gena PTCH1, SHh i
IHh nije bila povezana s razinom ekspresije ovih proteina $to navodi na zaklju¢ak da ovaj
mehanizam nije ukljuen u patogenezu seroznih karcinoma jajnika. Dobiveni rezultati
upu¢uju na aktivnu ulogu proteina PTCH1, SHh i IHh u patogenezi seroznih karcinoma

jajnika te doprinose boljem razumijevanju molekularne patogeneze ovih karcinoma.
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9.SUMMARY

Epigenetic changes and PTCH1, SHh and IHh protein expression in serous

ovarian carcinomas

Valentina Karin-Kujundzi¢, 2021

Serous ovarian carcinomas are the most common type of epithelial ovarian cancers. They
are mostly diagnosed in the advanced stage of the disease and have a high mortality rate. In
ovarian cancer, aberrant activation of several signaling pathways, including the Hh signaling
pathway, has been observed. The role of Hh signaling pathway in ovarian cancer, as well as in
certain histological subtypes of ovarian cancer, has not been sufficiently investigated. In this
dissertation, we investigated the role of PTCH1, SHh and IHh proteins, as well as changes in
the promoter methylation status of the corresponding genes, in serous ovarian carcinomas.
Low- (LGSC) and high-grade (HGSC) serous ovarian carcinoma tissue samples were used in
this study, while normal ovarian and fallopian tube tissue samples served as controls. HGSC
cell lines, OVCAR5, OVCARS8 and OVSHAO, and control cell line, normal fallopian tube
non-ciliated epithelium cell line FNE1, were also used in the study. PTCH1, SHh and IHh
protein expression levels were analyzed using immunohistochemistry in tissue samples, and
by immunofluorescence and Western blot in cell lines. DNA methylation pattern of PTCH1,
SHh and IHh genes were analyzed by methylation-specific PCR (MSP). PTCH1, SHh and
IHh protein expression levels were significantly higher in HGSCs and LGSCs compared to
control tissues, as well as in cancer cell lines compared to control cell line. Nuclear expression
of the PTCH1 protein in tumor tissue and cultured tumor cells suggests that this protein could
play an active, tumor-promoter role in the nuclei of serous ovarian cancer cells. PTCH1
protein fragments of different molecular weight were detected in the cell lines, indicating
possible proteolytic cleavage of this protein. Autocrine SHh signaling was found in HGSCs
and LGSCs, while autocrine and paracrine IHh signaling were observed in HGSCs. DNA
methylation of PTCH1, SHh, and IHh gene promoters were not in line with the expression
levels of these proteins, leading to the conclusion that this mechanism is not involved in the
pathogenesis of serous ovarian carcinoma. Our results indicate that PTCH1, SHh and IHh
proteins play an active role in pathogenesis of serous ovarian carcinoma, and contribute to a

better understanding of the molecular pathogenesis of these cancers.
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