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1.UvVOD

1.1.Rak jajnika

Rak jajnikaosmi jH SR UHGX YRBUWIL SJRVRHNDQLK Vtdj®pbRP NRG
XpHVWDOQUDWphpHAUHNRORANL |QARUXWepuLje \2OL® Gddined raka
jajnika oboljelo 295 414, a umrlo 184 794 H@P 3 UH G Y L y Dlo\2BB5Gdodindtope
incidencije i mortaliteta] Q D p D M Q RS &R UpDHyatodift biti371 000novaooboljelih i
254 000 X PUOLK(28 Mikyno prHALYOMHQMH E R (@jHikaQznbdD 45/6%) DN R P
P H y X,WnoFako varira s obzirom na stadij bolesiH W R J RpgeR & @ @ M ld<Qithsl ER
rakom jajnika u stadiju znosi 92,1%u stadiju Il oko 70%¢ok kod bolesnicaa stadijem llI
i IV iznosi 25%(3). 8 +UYDWVNRM MH J R GQALRYHL KD ¥ REgkiveH O R
rak Republike Hrvatske U istoj godini je od raka jajkéa, jajovoda i adneksaumrlo aHQD
Omjer mortaliteta i incidencije kod ove vrste raka iznosi O&%/ R ] Q @l[d00 Ghbljelih
XPUH @HQD

Malo toga je poznato o ranim aspektima razvoja raka jajnika pa se faktori rizika primarno
temellenaepitHPLRORANLP IDNWRULPD NDNR EL VH RGUHGLOR NF
(5. )DNWRUL UL]JLND ]D UD]YRM EROHVWL VX VWDULMD ALY
Q D M ¢ luadwbi iznad 65 godina), rana prva menstruadigrcinom jajnika u obitel;
QHSORGQRVW QXOLSDULWHW HQGRPHWULR]D NRULa&WH«
pretilost i genetski faktofiND R aW R V X PBRUALfehdVBtedst @rider ) i BRCA2
(engl. Breast Gincer 2 te mutacije u genima za popravak krivo sparenizabéngl.
mismatch repair koje su povezane s Lynehim sindromom (5 TUXGQRUD GRMH
UDYyDQMH GMHWHWD X NDVQLMRM ALYRWQRM GREL SRGYH
UHGRYLWD IL]JLPND DNWLYQRVW VPDQ@QNMXMX UL]JLN RG QDVWI

5DN MDMQLND MHGDQ MH RG QOQWNR@ R & NNROAXICHNBELE FEIPOM
YHULQD Ere@ahikékida-siinptome dok bolest ne metastazieane postojeX pLQNRYLWH
metodeprobirg gotovo 90% VO XpDMHYD GLMDJQRV W L$tddijuChboksti. ¥ X]QD S|
tog razloga UDN MD M QLN D oplPsnrtqpEtiMoY svdiX giveolaNLK PDO8JQRVWL
6LPSWRPL NRML VH MDYOMDMX VXa §ipio@ikh& § NQRALPLHK S UHN
SRUHPHNIDRMDAEWER WSHSVLMD VLQGURP LULWDELOQRJ FULM]



menopauzadW R G R G D W QR diRgéz§®.YsD X GLMDJIJQR]X RWHADYD L
SRVWRMH UD]OLpLWL KLVWRORANL SRGWLSRYL UDND MDM
svojstva (3).Trenutno je za dijagnozu raka jajnikaQDMXpLQNRYLWLMH NRPELQL
serumskih biomikera karcinomskog antigena 125 (en@lancer Antigen 125CA125) i

humanog epididimis proteind (engl.Human Epididymis Protein,4HE4) (10). .RG aHQD V
SRYLAHQRP UD]LSQRFS RBepuiMddalni pLVW XS X GLMDJQRI]L X] N

trarsvaginalnesonografije(11).

1.1.1. Etiologijai patogeneza

%XGXUL GD VH UDQRMRDBAQIINID RYAW L F L stdaijuXbotes® fasdJ HG R Y C
PDOR VH ]QD R UDQLP PROHNXODUQLPSRNIHQUXKWW pDIOPY IRWH
zdravihstanica u malignettiologija eptelnih tumorgajnikaje nejasnate sSM R& XYLMHN QH ]
WRPQR SRGULMHWOR QDVRoadENda WodelR b podtijatiu \hdsar@ad F D
malignih stanicatradicionalnimodel prema kojem se karcinom jajnika razvija iz pokrovnog
epitela jajnika, tenovi model prema kojem se karcinomske stanice razvijapitela fimbrija
jajovoda (5, 12 Oba modela su jednakovrijedna te se smatra da i jedno i drugo tkivo mogu
ELWL L \k#&&Grhadamika. To VH PRAaH REMMWHMNW FRP GD RED WNL)
HPEULRQDOQR SRGULMHW2D R OLN RWADH) IRINDRROPL 8@evb@itiNIBi W R & H
iz peritoneumaSRVHEQR NRG SRMHGLQLK YUVWD HSLWHOQLK WX

serozni karcinom jajnikél3).

SRVWRML QHNROLNR ataiuSdRjdéiit] PatdyBeizd rék& djKilapoteza
neprestanih ovulacija, gonadotropinska hipoteza, hormonalna hipoteza i upalna hipoteza (5
14-20). Hipoteza neprestanih ovulacija pretpostavija Ba W H U H Qrél€@) pakravri®iR
epitela jajnika uzrokovani neprestanimovulacijana SRYHUDYDMX YMHURMDWQ
PDOLJQLK VWDQLFD EXGXuL GD X WLP SURFH.PD PRal
*RQDGRWURSLQVND KLSRWH]D WYUGL GD FLUNX@WmdDMXUuL
WDM QDpPpLQ SRUEUWL potmamid 8piva B thBligne (156). Prema hormonalnoj
hipotezi, spolni hormoniNDR aWR VX D Q G U Rddd @itekinodtindirati RepitelQ L
MDMQLND L QD WDM QDpLQ SRY H jiddkptogestifiLitNajg@rGtekdmiv W D Q N D
XpL@DM17). 8SDOQD KLSRWH]D SUHWSRVWDYOMD GD XSDOQL
tijekom ovulacije ili tjekom SDW R O\R/@ N Q K1 D siNdnddméatvorali upalna bolest



zdjelice PRJX R&WHWLWL L HSLWH® NWDNQRLYNRCS D BFIMRVEDOM XL E
nastanku raka jajnikfl8-20). % XGXiUL GD QLMHGQDP RIEBAKLSBWM|SXQRVW
mehanizme nastankaka jajnika, vrlo je vjerojatno da patogeneza raka jajnik& X KY D G D

kompleksni skupLVSUHSOHWHQLK ELRORA&NLKCcIijGri féredhBIniB RYH]D Q

faktorima i upalom (5).

1.1.2. FIGO-klasifikacija

5D]OLpLWL KLVWRORANL WLSRYL UDND MDMQLND QHPDM
SDWRKLVWRORAND SUMPUQRQ XKD NDXAKIR U] D FLOVLQ Lh XV SWWHE G
i progno]D EROHVW ke firend Klgisifikbxiji OHYy X Q DU R G Q R Jyin¢ékaldgad H Q M D
RSVWHWadd. ) p@PUDWLRQ ,QWHUQDWLRQDOH GHG®)@pFRORJL
bHP X VuXob¥ituzeli QDMUHOHYDQWQLML SURJQRVWLfipovaSDUDPH
tumora(21-22). % XGXuL GD VH UDN MDMQLND RVLP L] VDPRJ MDM
razviti i iz jajovoda i peritoeuma,L GD WXPRUL MDMQLND MDMRYRGD L
PROHNXODUQD PRUIRORAND QHNXOQRURGHIREMRMWWMIM HNRC
RSVWHWUL XD WDMHp QM Xrevidiralo JR REMHD YLOR QRN M HG@MXHEXQ

klasifikaciju rakajajnika, jajovoda i peritoneumdablica 1)(21).

Tablica 1. FIGO-klasifikacija za rak jajnika, jajovoda i peritoneurhbU H v dr€ma (21).

FIGO -stadij Opis

I 7XPRU RJUDQLpHQ QD MDMQLNH LOL MDMF

TXPRU RJUDQGPHRQM@DM N V L QW RjdVadQuRF
IA WXPRUD QD SRYU&ALQL M D MQih $tabica @ ascieBIM

peritonealnom ispirku

7XPRU RJUDQLpHQ QD RED MDMQLND V L
1B WXPRUD QD SRYU&ALQL MDMQLND LOL MDM
peritonealnom ispirku
7XPRU RJUDQL pilalea jgrikaMi fhevodadV MHGQRP R
osobitosti:
IC1 5XSWXUD pDKXUH WLMHNRP RSHUDFL

IC




5XSWXUD pDKXUH LSOULMHLR SN WLRL M
jajnika ili jajovoda

IC2

IC3 Prisutne maligne stanice u ascitesu ili pargalnom ispirku

7XPRU |]DKYDUD MHGDQ LOL RED MDMQLND
radi o primarnom raku peritoneuma

A

1B

ALUHQMH L LOL LPSODQWDFLMD WXPRUD (

ALUHQMH WXPRUDje@® GUXJD WNLYD ]G

7XPRU |]DKYDUD MHGDQ LOL RED MDMQLN/
UDNX SHULWRQHXPD V FLWRORANL LOL
peritoneum izvan zdjelice i/ili metastazama u retroperitonealnim limr
PYRURYLPD

A

1B

c

Metastaze U HWURSHULWRQHDOQL Bz i® bézl Qisi3tvé
mikroskopskih peritonealnih metastaza izvan zdjelice

SR]ILWLYQL VDPR UHWURSHULWRQHDC

AL . IAL(i): metastazeY H O ldp L@k
-,.,% LL PHWDVWD]H YHUH RG PP

Mk URVNRSVNH SHULWRQHDOQH PHWD
LOL QH]Détrgpiitbheathe limfnd Y R&J R 'Y

A2

ODNURVNRSVNH SHULWRQHDOQH PHWDY¥W
bez metastazanetroperitonealim limfim p Y RiIbW& Y

MakrRVNRSVNH SHULWRQHDOQH PHWDY¥W e}l
metastaza uetroperitonealnim limmMimp Y RIB&® YXNOMXp XM
WXPRUD QD pDKXUX MHWUH L pDKXUX VOH

Prisutnost udaljenih metastazaV N O M X fitdhkb¥a metabtaze

IVA

VB

SOHXUDOQL LJOMHY V SRILWLYQLP QDOD]F

3DUHQKLPVNH PHWDVWD]H L PHWDVWD]H
XNOMXpXMXiUL LQJYLQDOQH OLPIQH pYRL
L]YDQ WUEX&QH aXSOMLQH




1.13. +LVWRORAND SRGMHOD

Prema anatomskim strukturama iz kojih nastajumori jajnikamogu se podijeliti u tri
velike skupine:itumori pokrovnog epitelgajnika, WXPRUL VSROQRJ WUDpPND L W
stanica(24). Tumori pokrovnog epitelgajnika nastajuL] HSLWHOQLK VWDQLFD WH
svih tumora jajnika ioko 9% malignih tumora jajnika.7 XPRUL VSR Oogu s&VUDpND
razviti iz teka stanica, stromalnih stanica, granuloza stanica ili Sedgtigovih stanica. Ovi
WXPRUL pLQH RNR k¥ iYokd7 %makgrRiUtDmdvialjdyhiRa. Tumori zametnih
VWDQLFD QDVWDMX L] SULPR U 6kh REBGWGhLilmM o Sji&rik@iloko S WD Q L F
7% malignih tumora jajnika (225).

Epitelni tumori jajnika

I1DMpH&UL L QDMVPUWRQRYV Qdpitklni RrEdD Ljjnika (Raxcond DM Q L N L
jajnika). Epitelni tumori jajnika nisSUKRPRJHQD YH U KHWazIURLUW QD KELIRVOWHR/MR ¢
svojstvima teUD]JOLPLWLP PROHNXODUQLP L JHTQéhWhe paskjiNDUDN )
QDMPDQMH SHW U Dej@nLtpridkal j&nike, LS e ¥berdzid Lkarcinomi jajnika
visokog stupnja malignosti (enghigh-grade serous ovarian carcinomdaGSC; 70%),
endometrioidni karcinomi (englendometrioid carcinoma EC; 10%), VYLMHWORVWDQ
karcinomi (engl. clear cell cartnoma CCC; 10%),mucinozni karcinomi (englmucinous
carcinoma MC; 3%) iserozni karcinomi jajnika niskog stupnja maligndstigl. low-grade
serous ovarian carcinomalLGSC; <5%) (27).2VLP &aWR LPDMX UD]OLpLWH |
genetske karakteristikeamedeni karcinomirazlikuju sei premaHSLGHPLRORANLP L JHQ
faktorima rizika,V W D Q L p Q R P p&&yeénzliphdgrhdiGodgovoru na kemoterapij(26).

Serozni karcinomi jajnika niskog (LGSC) i visokog (HGSC) stupnja malignosti detaljno

su opisani poglavlju 1.2.

Endometrioidni karcinomi jajnikgEC) p L @kd 10% svih epitelnih tumora jajnika.
%XGXUuL GD VH XJODYQRP GLMDJQ R 9wkhareibdgndnivax ngjbbiD QRP VW
prognozu od svih epitelnih tumora jajnika (26, ZB.EC jetipLpQR GD VX GREUR GLIH
L GD LPDMX QDMPDQMH MHGQX RG VOMHGHULK NDUDNWH!
DGHQRNDUFLQRP &abDUL&AWD V Nuddnéfirrp@atozBukdingdhenta (28D FL M H
Smatrase danastajuiz endometriozg29). Otprilike 15 AHQD REROMAH®@AIK RG (&



HQGRPHWULR]X GRaNobRljliiR od ovad raka sintaho imai karcinom
endometrija maternice (S0 DMpHAaUH JHQH WY BEGh SilhRitadfeH@HRAS
PIK3CA PTEN CTNNB1 ARID1Ai TP53(31).

SViHWORVWDGLRRPIN &&& WDNRVYHU pLQH RNR VYLK H.
VH YHULQRP GLMDJQRVWLFLUDMX X UDQdé&oBru\pwdddzitM X ERC(
OHy X WL Pse Dijdddosticiraju u uznapredovaloMWDGLMX EROHVWL WDGD
prognozu od svih epitelnih tumora jajnik@6, 32). Tumorske stanice CC& nalikuju
p DY O KenglPhbbnail) i imaju svijetlu citoplazmypo kojoj karcinom i nosi imeCCC su
XJODYQRP YHOLNL WXPRUL PRJo@QuDnabW WE XOLRABdLE® L p P |
i papilarnu strukturu33). Smatra se da, kao i EC, nastdiyy HQGRPHWULR]H NDR L
lezije, ali mogu se razviti i iz adenofibroma4]. Za CCC N D U D N W suhuteadiieLde aH
ARID1A PIK3CA KRASI PTEN(33).

Mucinozni karcinomi 0& QRMPbH/ X KLVWROR&GNL WLS NDUFLQRPD I
od 40 godina, dokikupno pLQH VDPR VYLK HSLWH@Q [ako Wi RUD M
SURJQR]X MHU VH X YHUOLQL VOX0DWHMtgndt®j@MRR &DRIINIR) R V W\
radi o uznapredovalomstadiju bolesti(35). + LVWRORA&ANL JOH&EDNDRFGEEDL P D M X
L VWUDWLILF L&DieMH]JOUQBDLYPMHAWHQLP X EpPk@MQRP GL
citoplazmu ispunjentsa sluzi koja je oskudna ili nedostajeMC-u s visokim stupnjem
malignosti (engl.high-grade (34). Pretpostavlja se daastajuiz benignih lezija ili tumora
jajnika niskog malignog potencijal@engl. borderling (36). 1DMpHaUH JHQheWOdNH SUR
MC-a su mutacije gendRASI TP53 te amplifikacija gendlER2(37).

1.2.Seroai karcinomi jajnika

Serozni larcinomi jajnika pLQRNR WUL pHWYUWLQH VYLR/HSLWHORQL
obzirom na nuklearnu atipiju i broj mitozalijele se na seeme karcinome jajnika visokog
stupnjamalignosti (HGS(Q i serozne karcinome jajnika kisg stupnjamalignosti {GSC).
+*6& LPDMX L]UDA&H QiU iQikdk ®rj Bitb@aX>1R Witoza na 10 HPF (engl.
high-power field YLGQR SROMH SRG YHIORINLPRSERNB&DIQMHPX QL
QXNOHDUQX DWLSLMX L VODEP¥Xn& LOVHPR[IS). NaKo BuNoBAL Y Q RV W
VHUR]QRJ KLVWGESCR EBSRLEWDL /X UD]J]OLpLWD HQWLWHWD V Ul

molekularnimi genetskim promjenamapdrijetlom nastanka i prognozom (26).



1.2.1. Serozni karcinomi jajnika niskogstupnja malignosti

Sezni karcinomi jajnikaniskog stupnja malignosjako su rijedakK L V W RpQuRn@ifd L
jajnikakoji p L @kl 23% svih epitelnih tumora jajnika te oko 5% seroznih karcinoma jajnika
(28, 39).V H U L Q Rlipagvidsticirajuu uznapredovaloratadiju bolest{FIGO-stadiji 11 i 1V)
L ]IDKYDUDMX R-El) WH\G@UWD G RdhoZdrhQBSEA j&4587modina (40.
PetogR G L & Q M Henj€ Wkléshi¥adboljelih od ove bolestiiznosi 54,2%, dok je
GHVHWRJR GL aQrivhkie 82n658373@MIH QDNHRe 8HLGSERP aLYH GXAaH RC
AHGMGSGRP XNXSQR S WHHa LOYRE#MHMRM khsno dijagnosticira uz slab

odgovorna standardnkemoterapiju42).

LGSC imaju papilarnu strukturu i tumorske stanice s malim pravilnim jezgtajea
imaju nisku mitoti p N &ktivnost. Oko stanica se nalazarijabilna N R CalLhpjaliQizirane
strome sgpsamomskimW M H O 26, B4)PZ4a invazivhu komponentu&SGD WLSLPpQH VX
mikrRSDSLODUQH |RU P BeFrlakipind. steniz® kojdNU Y8 VWR RNUXAHQH S
prostorima ili pukotinama i QDVXPLPQR uQ¥dnG. IMkipphapilarne formacije
uglavnhom nemajdibrovaskularnu stromu, a ako je gutna, onda je vrloskudnaNekroza i
velike multinuklearneVW D QLFH QLV XzZALGSOMWOWHULVWLpPpQH

Pretpostavlja se da LGSC ngstalugotrajnom pretvorbom iz seroznog cistadenoma ili
DGHQRILEURPD NDR LVKRGLEAQH Opryo 8 HH QM QLE@ENLSVKRGL
tumor niskog malignog potencija{angl.serous borderline tumoiSBT), zatim u neinvaivni
mikropapilani karanom niskog malignog potencija(@ngl. micropapillary serousorderline
carcinoma MPSC)te na kraju u invavni mikropapilarni serozni karcinonbGSC (Slika 1)

(40, 43). 3SRVWHSHQD SURJUHVLMMDIP LO LMKRIG WaXPH ODE] MM U DG R H
tuPRUH WLSD , ND®).AWWIEGIHI tunGoke tipa | spadaju i mucinozni karcinomi,

HQGRPHWULRLGQL NDUFLQRPL QLVNRJ VWXSQMD PDOLJC
karcinomi. 2YL WXPRUL RELpPpQR VH GLMDJQRVWLFL&BWMX X U
LQGROHQWQRJ SRQDADQMD L LPDMM3EROMX SURJQR]X RG W

2VLP 4WR VH PR&H UD]YLWL SRV Weh&bberprethodide B H QD V
(39. -Ra VH QH ]QD WRpPpQR SR GaJESRHWMUDR VRIDEW DWQINE H®&&Z QD
lezija razvija iz serozne inkluzijske ciste koj@ RaH Q D \stahizaVokhoynogepitela

jajnika ili iz epitelnih stanica fimhja jajovoda kojese tijekom ovulacije odvoje od epitela



Slika 1. Shematski prikaz razvoja seroznog karcinoma jajnika nigk@®SC) i visokog

stupnja malignost{HGSC). LGSC se postepeno razvija iz seroznog cistadenoma, preko
seinznog tumora niskog malignog potencij@BBT) sve do malignog tumora. Za njega su
NDUDNWHULVW L [KRAS BRAW HERMte! ddléti@domosonskih regija 1p36 i

9p2l1. +*6& PRaH QiRKNWIDiWKkiuzijske ciste iliseroznog intraepitelnog kdinoma

jajovoda (STIC). RijetkoPRaH QDVWDWLli 8BT-4 FB&*6& VX NDUDNWHUL
mutacije gend P53i nestabilnosgenoma 3 U H X U iHpiedz@tR i443).



MDMRYRGD L PLJULUDMX X MDMQLNH 3RVWRML WHRULMD
stanica endometrija maternice koje se odvoje od endometrija i retrogradno putuju prema
jajniku gdje se implantiraju (445). Inkluzijske cistei epitelne stanice fimbrija jajovoda
GLMHOH VOLPpQD PRUIRORAND L LPXQRIHQRWWAIRMND VYR
(engl. hierarchical cluster analysis HNVSUHVLMH JHQD XWYjaoved@Q R MH G
inkluzijske ciste, SBT LGSC blisko povezani u jedan klaster u kojem se ne nalazi pokrovni
HSLWHO MDMQLND awWwR XSXuXMH QD WR (& DBtahicd imQiaMY MHU I
jajovoda (4748).

I1DMpHaUH JHQHWVNH SadJdvRAMteloieHgeNBERAS (engl&Kirsten Rat
Saroma 2 Viral Oncogene HomolpdBRAF (engl. V-Raf Murine Sarcoma Viral Oncogene
Homolog B) i HER2 (engl. Human Epidermal Growth Factor Recepto), 2e delecije
kromosomskih regijdp36 i 9p21 (33, 49 Mutacije genaKRAS BRAFi HER2Z PHYyXVREQR
V X LV NQMuoluXse pojavljgjsamo jedna od mutacija). O YLMH WUdvaiLQH 6%7
LGSGova ima jednu od ovih mutacijdutacije genaKRASi BRAF SXQR VX pHaidH R
mutacija gendER2 Tumoris BRAFmutacijom pokazuju bolju prognozu tamora sKkRAS
mutacijom (26). Ako su u jajniku prisutnii SBT i benigni cistadenomkod benignih
cistadenoma mogu se detektinautacije gen&RASIi BRAF Navedene mutacijsu odsutne
DNR VH UDGL R pLVAWRP XN/ WHMEHORPXMLKRYX YDA@RVW X U
(26, 50). KRAS BRAFi HERZ2regulatorisu proteinske kinaze aktivirane mitogenom (engl.
mitogenactivated protein kinaseMAPK). Ako GRYH GR PXWDFLMH X MHGQRP
signalni put MAPK se konstitutivno aktivira te dolazi do nekontrolirane proliferacije
tumorskih stanicagl). Kod LGSGa detektirane su i mutacije gehdiRAS NF1, PIK3CA
FFARL USPO9Xi EIFIAXNRMH WDNRYHU PRJX SUL®RLMHWL SURJUH)

Delecije kromosomskih regija 1p36 i 9pZAiHVWH VX JHQHKYWVIGSCE URPMHQH
regiji 1p36 QDOD]L VH QHNROLNR WXPRU VXSUnRBRA{anYl.LK IJHQL
MicroRNA 343, dok se u regiji 9p21 nalazi lokuSDKN2A/B (engl. Cyclin Dependent
Kinase Inhibitor 2A/B koji kodira tri tumor supresorska proteina, pl4, pl6 i @&lecije
regija 1p3 L S SXQR VX pHaaihrkgd G SBHE &rema tome, navedene
delecije mogle bipotaknuti progresiju SBT-a u LGSC (49, 52 Nestabilnost genoma
SRVWHSHQR VH L SURJUHVLYQR, Bk MRIEY B0 SIER4 YidL RG 6
svakako je puno manjaego kod HGSED % X G X U Lin@&D furkéidnalni protein



p53, homogenijisui imaju stabilniji genom s manje mufci kk RPRVRPVNLK UHDUDQA&
OHYXWLP imhad& kompetentniji sustav za popravdkl $ ]ERJ pHJD d@udP D M X
odgovorna kemoterapi (33,53).

1.2.2. Serozni karcinon jajnika visokog stupnja malignosti

Serozni karcinomi jajnika visokog stupnja malignosii D M p H & tinajsnvt&nosniji
karcinomL M D M Q L N BkoN7BY¢1 svitp ép@ethihuimora jajnika te uzrokujoko 7080%
svih smrti povezaih s rakom jajnika (26,54). Uglavnhom se dijagnosticiraju u
uznapredovalonstadiju bolesti (oko 80% tumogrea X GYLMH WUHULQH VOXpDMHY
jajnika (26). =D UD]OLNX RG AaHQD V-DGLMDQKWRYVRBLMBP&SQR]RP +
REROLMHY D M#Etnd dghiv(Bréthj ddMjedtb godina)L LPDMX ORALMH SHWF

L GHVHWRJRGLAQMH SAAHADNRMWHO&SMH)D SRiptbhW NX LPI

odgovor nastandardnukemoterapiju YHULQD W XP RUmstahel FdziSténthiad D
kemoterapiju33).

+LVWRORANL JOHGDQR +*6& QDMpHAaUH VP DANDXh HS| B ®IQO D
lumenima nalik pukotinama (engllit-like). Punosu KHWHU R JHQ L prie QisliidpadaWR VH
postoje UD]OLpLWL KLVWSR KbREGEiMNtijoin-SDORW ODRIVIR J, dd@idgHilGD QR J
solidnog rasta (26, 40)Tumorske stanice HGS& W D N Ry ketérogeneV LJUDAaHQLP
varijacijama u oblikuL Y H Olingji GlikepleomorfneM H]JU H L nukleainé BtiQi te
visok brojmitoza =D +*6& V X N D U bdiké¢/ Hkindkiering Qatice i nekroza (40,

54) 8 PDORP EURMX VOXpDMHYD MDNR MH-aWwHEEE&RprieaU HG L W L
KLVWRORAa N tikand pajeopdtvebiha dodatna analiz8 WRP VOXpDMX SUDWL V
proteina p53, pl6 i K67 u tumorskom tkivuLGSC je uglavhom negativan ili fokalno

pozitivan na p53 i p16, i ima niski proliferacijski indeks-&i, dok je HGSQuglavhom

pozitivan na p53 i p16 te ima visok proliferacijski indeksaki(40).

%XGXuL GD VYHILBRP GLMDuzeapeddvalénstddiu bolsti i da u
YHULQL VOXpDMHYD QLVX Guhdrdd awdinigB3iQatadedeksk @hoddd OH]L NV
razvia ]JERJ pHJD MH PDOR WRJD SR]QDWR R UDQLP ID]DPI
Pretpostavlja se da HGSC ne nastaje postepeno diegtnoiz inkluzijske ciste iliseroznog

intraeptelnog karcinoma jajovodgengl. serous tubal intraepithelial carcinom&TIC)ili de
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novg AWR MH NDUDNWHULVWLPpQR ]D (MiKaPIRWOH43NE558) Uz NDR &V
HGSC, u tumore tipa Ispadap i endometrioidni karcinomvisokog stupnja malignosti,
karcinosarkomi i nediferencirani karcinomi. Tumori tipa Il su agresivni, brzo se razvijaju i
uglavnomLPDMX OR&X SURJQR]X

+*6& VH PRAaH UD]Y LAWILSRT-4, Jali/ ja&& rijetko(Slika 1) (57). Samo
podrijetlo nastanka HGS® MiRjék nije poznato.6PDWUD VH GD PRaH QDVWD
jajnika, jajovoda li peritoneuma(13). Priikom RYXODFLMH SRNURYQL HSLWL
invaginirati u stromu jajnikaSUL pHP X QDV W D M.HrdipQdta®ljsseldmtiekom FLV W D
tog procesalolazi dometaplazie SUL pHPXWHOQH VWDQLFH MDMQLND GLI
VWDQLFH VOLpPpQH HSLW HI®IhKRzsWe RiQddhEKRIM oyl KRMRWIMELG D
mutDFLMH NDUDNWH U L \doaki pd@ haljdhe trabsforrBadije stanicarazvga
WXPRUD DOL WR (Y9 Inkiujske/dist&noGurhafdati D endosalpingiozgikada
seepitelne stanice fimbrija jajovodailikom ovulacijeodvoje od epitela jajovoda i migriraju
u jajnike OvakvH FLVWHPW DX EyAMUL LVKRGLAZH OH]LMH +*6&

HGSC se P R arhizviti i iz STIC-a, neinvazivne intraepitelnéezije jajovoda koja se
QDMpHauUH QDOD]L X ILPEULMDPD \YeHetske provhjeriepod BGECWROR & |
(56, 58).Pretpostavi se dase STICu jajovodurazvija u invazivni HGSCQDNRQ pHJD VH 1
MDMRYRGD &4LUL QD M D MpRetphstavka Dabtamigé! STIGRNGVr&UMIL
jajovodaQD SRYUA&ALQX MDMQLN E khenlkeHranskbriirajs O D&ligkd siabibeX
HGSC-a (Slika 1)(13). STIC-ovi su detektirani ko@1-59% aHQD VD VSRUDIMLpQLP +*
kod 3-31 aHQD V QDVO MMG QIXRG X b &G Dastge? i epitelnih stanica
jajovoda, te stanicmoguse VPDWUDWL LVKRGLAQIUB).VWDQLFDPD +*6&

Imunofenotipska wjstva i profl HNVSUHVLMH JHQD eap@lapapidddi VX L]P]|
HGSGD QHJR ejiteld yafhika i HGSED &WR SRWYUyXMH nasthfkel LM X R
HGSGa iz epitelnih stanica jajovoda (599.HYy XWLP LDNR MH 67,& SULVXWDAQ
a H@boljelih od HGSED SRVWDYOMD VH SL W ®djl kengajly Ravetlednlv N D U F
OH]LMX 7HRULMD SUHPD NRMRM VH +*6& UD]YLMDMX L] HSL
Komparativhom analizom transkriptoma i proteoma pokazano je da jedakadimoma
PRAH QDVWDWL L L] SRNURYQRJ HSLWH O Dnastahk{BEiSE® daWR X
(60-61). Karcinomi podrijetlom iz epitela jajnika i karcinomi podrijetlom iz epitela jajovoda
LPDMX UD]OLpPLWHD@IUDRQV NILISHVERADH R DO BhN Rardingmi
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podrijetlom iz epitela janikkaDJUHVLYQLML GD LPDMX OR&ALMX SURJQ
standardnu kemoterapiju (@R).

Za HGSC N D U D N W suunutdalel ge@aFP53 (engl. Tumor Protein p5Bi L]JUDaHQD
nestabilnost gemoa (54, 63) TP53 je tumor supresski genkoji ima NOMXpQX XORJIX
NRQWUROL VWDQLpPpQRJ FLIsamake rmutscie QeEmPpIpHsuth® sUW L
gotovo svimHGSGovima (96%) (63). % XGXiL GD VX PXWDFLMH RYRJ JHC
LV KR G LZj&@naPG3ER, inkluzijskim cistama i STICX NDR L X SULGUXAHQRP S
epitelu jaQLND LOL MDMRYRGD VPDWUD VH GD LJUDa40,YDAQX
65-66). Za razliku od LGS&a, mutacije gen&KRAS BRAFi HER2 su vrlo rijetko prisute
kod HGSG-a. Pojavljuju se jedintada se HGSC razvija iz LGS& SUL pHPX NRG /*6&
dolazi do mutacije gendP53 NRMD LQDpH QLMH NDUDNWHWOERNWLpPpQD
mutacijegenaTP53 kod HGSGa sudetektirane i mutacije gerBRCA1 BRCA2 CSMD3
NF1, CDK12 GABRA6i RB1 Mutacije genaBRCAli BRCAZ2 (somatske i nasljedne)
prisutne su ko®?0% HGSCova Ovi geni XNOMXpHQL VX X SXW SRSUDYND
rekombinacijom povezuju se s nasljednim HGSth. MXWDFLMH JHQ havede@ M XpHQL
put popraka DNA detektiranesu kod polovice HGSGova pa, osimBRCAli BRCA2
PXWDFLMD NRMH VX QDMpHauH X RYilrutadjX gehaPIEND PRJIX |
RAD51C ATMi ATR(63). Zbog neispravnogustava za popravak DNAGROD]L GR L]JUDat
nestabilnosti genomaS UL pWYIR Xp HV W RielstieY @nvplifikheije mnogih gen® Hy X
NRMLPD V Xamplifikapijd gendCCNEL MYCi MECOM (54, 63) % XGXiUL GD +*6&
LPDMX QDUXaHQ VXVWDY ]D SRSUDYDN '1$ QD SRpHWNX
NHPRWHUDSLNMEXRDRBHIVWWIDPELOQRVWL JHQRPD PRAaH GRiUL GR
a W RBRCAli BRCA2 SUL pWRXJHQL RSHW GRELMX VYRMX IXQNFL

ponovo pojavi i postane rezistentna na kemotergBBY

Osim aWR6& LPDMX UD]J]OLpLRMWLERWWRQRBNKX IHQD]JOLpPpLWX
SD VH SUHPD SURILOX HNVSUHVLMH JHQD é#&iferégncir&@R GLMHO|
LPXQRUHDNWLYQL PH]JHQKLPVNL L SUROLIHUDWLYQL 1DY
LVKRG DB LWNMR & Djihoxaw R IRNnai (3, 63, 67) 6 RE]JLURP QD L]JUDal
kompleksnosgenoma,MDNR MH WHAaNR tdiagijd za\oice Ximar® ()R Y L W X
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1.3. Signalni put Hedgehog

Signalni put Hedgehog (Htevolucijskije konzerviran signalni pukoji je prvi putopisan
QD YLQVN R MDP30ahile melah@yséterAko NRG YLQVNGHRHNMEAGERHRXWDF LM
genuHh (engl. Hedgehog, razvije se O L p L Q NeDprekRvd a L O Mibrasiviankazbog
b HJDovi lgen, kaoL VLIJQDOQL SXW X NRML hddehdgN OMIXKPHQ GRE
Signalni put Hh regulira proliferaciju i diferencijaciju stanica VXGMHOXMH X RGU:¢
polarnosti tkiva tijekom rane embriogenex H LJUD Y D &&YojuheuralhX cievi,
NRAH SOXUD DNVLMDOQRJ NR\WNXXBEWHIDEMddRih Qrydhay W L Q D
(69-70). Ovaj signalni putWDNRYyHU UHJXOLUD L KRPHRVWD]X WNLYD
stanica, te sudjeluje u vaskulogenezi i angioge(#). Zbog svega navedenggko je bitan
za razvoj normalnog embri®8-70). M H y X Bigrralni putHh neaktivan je ko HGULQH WNLYD
u odraslom organizmtANWLYLUD VH NRG RGUADYDQMD KRPHRVWD]
PR]DN PRNUDUQL PMHKDNRQ RGRHYBRUHDPRHPOMMEEMHOXMH X
I regeneraciji tkivg71).

Signalni put Hhu potpunosti jeovisan ovisoko specijaliziranim organelima, primarnim
cilijama. Primarne cilije su mali citoplazmatski izdanci koji se nalazedD aLNDOQRM SRYU
gotovo svihtipova stanL FD  Q Dépipehh@)i(HA2-73). 2QH VX @aXaktiyhtiju i
X W L a BigriaQdd putalh. S UHWSRVWDYOMD VH GD IXQNFLRQLUDMX
primanje signalaL] L]YDQVWDQLPARR Y HS OV RUDQ M | ddka¥iDdoVW U X NV
SRUHPHUHQH DNWLYQRVW,/4RYRJ VLIQDOQRJ SXWD

Signaln put Hh PR4H VH SRGLMHOLWanoQski siymaiRoQtKaNdnski Q H
signalni put aktivira se vezanje@dnog od tri HHiganda SHh(engl. Sonic Hedgehgg IHh
(engl. Indian Hedgehop ili DHh (engl. Desert Hedgehgg na transmembranski receptor
PTCH1 (engl.Patched } ili PTCH2 (engl.Patched 2 (75-76). Receptori PTCHormiraju
kompleks s kereceptorima CDO (engCell Adhesion Molecul®elated, DowsRegulated by
Oncogenes BOC (engl.Brother of CDQ i GAS1 (engl.Growth ArrestSpecific } koji su
jako bitni kod aktivacijesignalnog puta76-77). 1DNRQ aWRLVB QX YHaH QD 37
receptor, PTCH iazi iz primarne cilije tedolazi do endocitoze liganda i receptora kojiuse
NRQDpPQLFL, S0DLIJUMHEFPK VH RVOREDYyD WUDQVPHPEUDQVNI
Smootheneéd Kinaze CK1 (engl.Casein Kinase 1i GRK2 (engl. G ProteinCoupled
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Receptor Kinase 2 IRVIRULOLUDMX 602 NRML SUHOD]L X DNWLYQ?
translocira u primarnu cilijuNa aktivirani 6 02 Y H a XARRI(engl. -Arrestin) i KIF3A

(engl. Kinesin Family Member 3A N R M Lav&Wtiansgort SMa@ uciliju (75, 78) KIF7

(engl. Kinesin Family Member )7i kompleksSUFU-a (engl.Suppressor of Fusgd GLI-a

(engl. GliomaAssociated Oncogene HomogJo DNRYyHU VH DNXPXOLUDMX X
$SNWLYLUDQL 602 SRWLpHKHaGURURIA kddilpretvibt GLR-R &agHfI-

length GL) u aktivacijskioblik, GLI-A (engl. activator form of GL). Pretpostavlja se da

.,) WDNRMUpB GLVRFLMDFL-MX NPRNRMQHEWR §¥8)DNWLYLUD
faktor GLF$ SXWXMH X M H]JahXkrip&GMcHiniB Gen4SIke 23 (75, 78).Ciljni

geni signalnog puta Hisudjeluju u mehanizmima povratne sprege (ridIP, PTCHZ,

GLI1), proliferaciji (npr. PDGFR MYC UHJXODFLML VWDQCEGNDRY, FLNO X\
angiogenezi (nprVEGF, ANG1/2, apptozi (npr.BCL2), epitelneamezenhimskoj tranziciji
(engl.epithelialamesenchymal transitiQiieMT; npr. MMP9, SNAIL i samoobnovi (engkelf

renewal PDWLPpQLK WANDGISEX) (Q)S U

U odsustvu HHigandg PTCH prelazi u primarnu ciliju i inhita SMO koji izlazi iz
SULPDUQH FLOLMH QDNRQ pHJD GROD]L GR HQGRFLWRI]H L
(75, 80). Transkripcijski faktor GLFL tvori kompleks s proteinom SUFU koji ga stabilizira i
]DGUADYD X FLWRSOD]PL 638)laciu Gkiaja SRARLLD PKAREOGR U
Protein Kinase A *6. H Qlycdgen Synthase Kinase) i CK1 fosforiliraju GLFFL

AWR VH PRAH RGYLMDWL QD ED]DOQRP WMHOHA&AFX SULPDL
7U&3 HQramsducin Repedtontairing Proteir) ubikvitinira fosforilirani GLI-FL te
dolazi do proteasomske degradacije&r@a GLFFL-a, SUL pHPX QDVWDMH UHSUH
GLI-R (engl.repressor form of GL)J koji zaustavlja transkripciju ciljnih g signalnog puta
Hh (Slika 2B) (75, 78) Signalni put HhPRaH LQKLELUDWL L PHPEUDQVNL .
(engl. Hedgehoginteracting Protein NR M L VYligah#e istkn afinitetom kao i ROH1 te
QD WDM QDpL gigdalimtlju BLUD +K

Ne-kanonski gynalni put Hhje bilo koji signahi put povezan s komponentama Hh
VLIQDOL]DFLMH NRML VH UD]JOLNXMH RG XRELpPpDMHQRJ N
najmanjedva nekanonska signalna puta Hh: tip | kod kojeg je-$i¢nalizacija posredovana
receptorom PTCH neovisno o recapt SMO i tip Il kal kojeg je Hhsignalizacija
posredovana receptorom SMO neovisno o transkripcijskim faktorima GLI (Slika 3) (77, 82).
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Slika 2. Shematski prikakanonskogsignalnog puta Hedgehog (HM) Kanonski gnalni

put Hh aktivira se vezanjem Hliganda na receptd?TCH. PTCH formira kompleks s ko
receptorima CDO, BOC i GAS1SUL pHPX VH RVOREDYD UHFHSWRU 6
fosforiliraju SMO, QDNRQ pHJD VH 6D2 DNWLYLUDQ LARBR RKIF3Aa X VH
WH RODNA&DYDM Xa WiD&n SiRjW WIFB DkkRompleks SUF3/, WDNRyYyHU VH
akumuliraju u primarnoj ciliji.SMO pR W L p Hjac§lL koRpleksa SMGGLI i pretvorbu

GLI-FL u aktivacijskioblik GLI-A koji putuje u jezgru iSRW LPpH W UHD QIMiINgeh&s FL M X

B) U odsustvu HHiganda, PTCH inhibiraeceptorSMO. SUFU tvori kompleks s GLFL te

JD VWDELOL]LYXDFLWRSOAPFYD 68)8 L .,) SRIWLhXoje®RVIRULO
fosforiliraju kinal]H 3.$ *6. L & QDNRQ pHJIJD 7U&3 XELRLYLWLQLL
te dolazi dopretvorbeGLI-FL-a u represorski oblikGLI-R koji inhibira trankripciju Hh

cilinihgena. UHXUHYHQR L SUHX]HWR L]

U nekanonskom signalnom putu Hipa |, receptor PTCH u odsustvu HALIJDQGD SRWL{
apoptozuWH UHJXOLUD VWDQLDQLGEM NDAWR XG B RWWVRBK) R M AWM RI[

REOLN FLNOLQD % L QD uvb tvansoRdriuQu ¢Zgiudsl sondny ttneQ M H J
QDVWDYDN VW DKadgsQ@ priduthilL. NRxndilblokiraju preapoptotsku aktivnost
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UHFHSWRUD 37&+ WH SRWLpPpX SUH &8Ek#® 8) HEQ MHR AL \SQXRPDLM B{
SRYHUDYD VH BPdiauaMIEERKZI&E pHPX VH FLNOLQ % RWSXawlL
(77, 8283). Kod nekanonskog signalnog puta Hipa I, UHFHSWRU 602 JGUXaxXMH
(engl. G inhibitory proteir) proteinimakoji aktiviraju Rho(engl. Ras homologo)sGTPaze

aWR Y R Grjerg Ralinskom citoskeletundukcije unosa kalcija preko kalcijevih kanala

tipa L (engl.L-type calcium channelsPRGXOLUDMXUuP HQDDWROILOPMPLRGIRY R
3) (82).

Slika 3. Klasifikacija nekanonskog signalnog puta HiNe-kanonski signalniput tipa |

posredovan jeeceptorom PTCHieovisno o receptoru SMO i regulira proliferaciju i apoptozu

stanica. Nekanonski signalni put tipa 1l posredovan jereceptorom SMO neovisno o
transkripcijskim faktorima GLte regulira citoskelet i unos kalcija.WPHX UHVYHQR L SUHX]}
(82).

OQRJL VLIQDOQL SXWHYL NDR 383WR VUX31RWEWDNRNVHU*)
mogu aktivirati signalni put HI(79, 84). Na primjersignalni putei PI3K, MAPK i TGF
mogu &tivirati transkripcijskefaktore GLIte natajiD pL Q L Q G >sighalizAdjul(79, IB5).
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1.3.1. Patched 1

Patched 1je @ DYQL UHFHSWRU VLJQDOQR JigakdWHumaki geld NR M H .
PTCH1 nalazi se na kromosomu 9g22.3na 23 egzonas otprilike 74 kb te kodira
transmembrans glikoprotein od 1447aminokiselina(~161 kDa)(86). Protein PTCH1 ima
QDMPDQMH pHWLULILLPRORHUAR WPTCBIEB+i PTCHX1C, koje nastaju
alternativnim izrezivanjem prvih egzonaoformaPTCHX1B smatra se divljim tipom. Sve
navedene izoforme su funkcionalni receptza HROLJDQGH PHyXWioRPrm& URPR W |
PTCH1B i PTCHX1C VDGUA&H YH]QD PMHVWD ]D WUDQWbAMWLSFLMV
aktivacije signalnog puta Htlolazi do njihove poppDQH HNVSUHVLMH JERJ pHJD
sudjeluju u negativnoj povratnoj sprg87-88). Receptor PTCHIma 12 transmembranskih
uzvojnicak RMH pLQH WUDQV P Héhgltran@menbtarie Rdhd4i@MD), i dvije
YHOLNH L]YDQVWDQLpQH &tRaPelulaH dinain ) H ECD2 (engl.
extracellular domain 2 U transmembrak®j domeni nalazi selomenaSSD (engl.sterot
sensing domain DomenaSSD sastojiseod pet transmembranskih uzvojni(@lika 4) (89).

Pretpostavlja daudjelje utranspeotu kolesterola (9®1).

Slika 4. A) Shematskk SULND] JUDYVH S WBMWhedoRaDkri8tdlRat struktura.
SUHXUHYHQR L SUHX]J]HWR L]
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Malo toga se zna o biokemijskim funkcijama proteina PT®Edi o tome kako regulira
aktivnost receptora SMO% X G X URTGEID dijeli homologne sekvence prokariotskom
proteinskomobitelji RND (engl ResistancéNodulationDivision), smatra se dé&i moga
djelovati kao transportnprotein koji kontroliraprienos RGUHYHQLK OLSLGD EORNL
QDpPpLQ DNW Lg QoR VaxangOHliganada inhilia transportnu aktivnosteceptora
PTCHL, SUL pdbRA do aktivacije SM& (92). Protein PTCH1 dijeli homologne
sekvenca s eukariotskim proteinom NPC1 (en®liemannPick CJ) koji kontrolira transport
kolesterola unutar stani¢@3). NPC1, kad PTCH1, imadomenuSSD. Ova domenaP R &l
QDUL NRMak§iirl@uju u transportu i regulaciji homeostaze kolesterola (%X G X U L
da je kolesterol potreban za aktivndSMO-a, smatra se da PTCH1 regulira transport
kolesterola(95). Pretpostavlja séa PTCH1 uklanja kolesterol s unutarnje stramembrane
EORNLUDMXUL QD W D Ma @KopsuQHKDgsi LpYispitRiV &kshinGiérinalna
hidrofobna ekstenzija ligandaatvori hidrofolmi kanal proteina PTCHi blokira njegovu
transportnu aktivnostS U L sl Ra¥esterol nakuplja s unutg strane membrante dolazi
do aktivacije SMGa (Slika 5)(91, 9. 7T DNRYyHU VH SU J¢daSakRiviasprgteindD G D
PTCHL potreban gradijent kalijevih iona koji putuju iz stakFkH X L]YDQVWDPQLPpQL S
p H FPXCH1djeluje kao antiporttkatalizira transport kol WHUROD YH]DQRJ ]D L]YI
N-terminalnu CRD (engkysteinerich domair) domenu SM@a u plazma membran(97).

Slika 5.PredlRaAHQL PRGHO U H-BXO. BFRededtoB PBCHL uklanja kolesterol s
XQXWDUQMH VWUDQH PHPE U DkiMAostVrecedda BMDMB)QKRdsi. Q EORN
prisutni, Hrligandi zdvaraju hidrofobni kanabroteina PTCH i blokiraju njegovu aktivnost

]JERJ pHJD GROD]L GR QDNXSOMDQMD NROHVWHUROD V XQ>
aktivacije SMQa. Preuzeto iz (91).
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Uz domenuSSD za koju se smatrda sudjeluje u transportu kolester@20-91), za
normalnu funkciju proteina PTCHjgko su bitnet FLWRSOD]PDWVNH L L]YDQVW
koje reguliraju njegovu aktivnost ,]YDQVWDQLpQH GRPHQH (&' L (&'
S U L EnyuD grepoznavanju Hhganda, dok itoplazmatske domene,-términalna domena
(engl. N-terminal domain NTD), srednja petlja (englmiddle loop ML) i C-terminalna
domena(engl. C-terminal domain CTD), igraju sastavnu ulju u represiji signalnog puta Hh
WH VX YDaQH ]D LQWUDPROHNXODUQX UHJIXO88ELMX DN
&LWRSOD]PDWVNH GRPHQH RODNAaDYDMX L QHNRYDOHQWQL
X UD]JOLPpLWH VLJIQDnM&ENECTEXN MR podreduju u oligomerizaciji protean
PTCH1 (99).37&+ PR&H VWYDUDWL GLPHUHO2)WICHP1HltheriZiraw HW U D
u prisustvu HHigandg SUL p H&xir& H DV LPHWU L p fednaNr®IEKS@ liydhdla
YHaAaH VH QD GYjrieiha P RCEHE® R N LhDAWX QLhjedoQu transportnu
aktivnost(100). 2YDM DVLPHWULPQL NRPSOHNV PR&HteGdneti UL]JLUD \
kompleksu s HHigandima i to u stehiometriskom omjeru 4:Pretpostavlja se da bi
navedenitetramelQL NRPSOHNV PRJDR SRER O MacheWibitXjpdd@/stR Y LW RV
za internalizaciju req#ora PTCH1, alidc MRa WUHE(DOZ.RWYUGLWL

37&+ NDR a4WR MH YHUO VSRPHQXWR SRWLpHXDERBIWR]X
VHEH FLNOLQ % 2VLP aWRBlY W DXNGRIM-BIUNK B Yid &boNaiskiQ R P
NRPSOHNVRP NBddadsd, PUCBAMN i adapterski protein DRAL(103-104).
Regrutiranje navedenog ppSRSWRWVNRJ NRPSOHNVD X RGUHYHQLP
prethodnom cijepanju domene CTBRPRUOX ND\EIDL]HHPX VH RMNMWLYLUD I
Aktivirana kaspaz#® ubrzava proces formiranja papoptotskog kompleksa te aktivira
kaspaze8 A8WR X NRQDpPQLFL UH]XOWLUD DSRSWR]Ré&mMHAhYH LQWHF
liganda na receptor PTCHIERJ pGRDD]L GR SRYHUDQH (B0ROLIHUDFLMH

Osim PTCH, postoML MR& MHGDQ 37&+ KR MP6&0OIBz) im8u &%
V O L p QamwdKiteliXskoj sekvencite spQLP DILQLWHW RIRjavdd@06)VRE WUL +
VH QH ]QD NRMD MH WR p Q RoXkDj& &0\ tijecd] SiaVHRSIgiali Bacif +
%XGXuL GD VX UH]XOWDWL GRVDGDAQMLK LVWUDALYDQMD
jednako kao i PTCH1, slabijed homologaPTCH1 LOL JD XRSUHSQAGIOYKLELUD
Pretpostavlja se da bi PTCH2ogao djelovati kao antagonisth-signalizacije ovisan o
ligandy SUL pHPX EL XPMHVWR GD GMHOXMH NDR L]JUDYQL
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RJUDQLpDYDR UDYV SIR&nadd NO8).LPTOQHR \pMenstweKoje eksprimiran u
stanicDPD NRaH L VisaHdolej® MIRHFILaksPrinan u cijelomembriju kao primarni
meGLMDWRU ]D YHUL@xd@Mos)LYQRVWL 6+K

1.3.2. Sonic Hedgehog

Hh-ligandi su signalni proteini koji QDNRQ aWR VH RMb§uxdfmdiratiu] VWDQL
cilina tkivai uspostaviti gradijentSUL pHP X NR Q W Ua\0djaronodikivia tjekdnyv F H
embrionalnog razvoja (108). Ovi proteini mogu djelovati kaitogeni, indukcijski faktori
morfogenikoji kontroliraju razvojne proces®/ LM HN R P U Dragydj$(L08)LInaitid |58
da suHh-OLJDQGL VOLpPQL XLFYRMIOFFUPD. RPRMXWLPLWERJREUD
ekspresijepstvarujuUD]OLpLWH XORJH(IXOUD]J]YRMX HPEULMD

6+K MH QDMEROMH Slg&ddaHO@a) Rréteinnvddilira+ $0dbinu stanice
putem autokrine ili parakrine signalizacij¢l10). Tijekom enbriogeneze eksprimira je u
QRWRNRUGX L G RlooMixal rie@dine [cijeHeXdr@rolira uspostavljanje lijeve i
desne strane kao i dorxentralne osi embrija (109 . DN Ry H U ViXiGaghvdj® adbl/a
PQRJLK WNLYD L RUJDRD S\ODRI B WRIBAX FRDMAIlYD JXAWHUDp
unutarnjeuho(109).

Humani genSHh nalazi se na dugom kraku sedmog kromosoma na poziciji 36.3
(7936.3). Ima samo tri egzona te kodira protein od 462 aminokiseline (~45Kkia)12)
Protein od N'D MH SUHNXUVRUVND PROHNXOD NRMD PRUD SUF
nastao potpuno funkcionalni SHigand NRML UH VH R WeS Akdwvat \Bidnaln] putwW D Q
Hh (113) Proceb sazrijevanja isti su za sve Higande.Nakon trankcije prekursorskog
proteina, s Nkraja uklanja se signalnadtsN Y HQ FD S R P Signainéiigplidade (1143-
terminalna domena potomPWLpH DXWRNDW BUOIHWM XUNAR UALNRE QR MW H L
konzerviranogglicina i cisteina SUL p HP X NQeorMnalm prélukt (HhN) od ~19 kDa
kao signalna domenaC-terminalni produk{HhC) od ~26 kDakoji nema signalnu aktivnost
(109, 114).Tijekom tog procesa, ®rminalna domenaljeluje kao unutarmolekularna
transferaza kolesterola koja katalizira kovalentno vezanjesteriola s glicinom na-&raju
N-terminalnog produkta (114-115). Nakon toga, enzim HHAT (engl.Hedgehog

acyltransferasg katalizirakovalentnovezanjepalmitata sN-terminalnim cisteirom signalne
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domene SUL pHP X zi@lDdvastibid ishodificiranprotein Hh (HhNp) (Slika 6) koji se

SRWRP RWSXawD L] VW2DWQPFEWR -QOH JPJH®LL R WixekadD M X
PRQRPHUL XtianSrRemBranskih proteina DISP (enBispatched i SCUBE (engl.

Signal PeptideCUB-EGF DomainContaining Protein PRJX VH RWSXawDWL L ND
SUL pHPX VH XGUXaxXMX V O LGIRSRIFRUNRNLKDL @ \ENHHRRIVIA & XVE\W B k1)
SRPRUX HJ]RMR¥.D

Slika 6. Prikaz bogereze Hhliganda koja se odja u nekoliko koraka: (1) cijepanje signalne
VHNYHQFH DXWRNDWDOLWLpNR SFRAVRHESDEMNd dSrhieHeN X UV R L
koja katalizira kovalentno vezanje kolesterola n&rgu N-terminalnog produktg3), pri

[emu rastaje modificirana Merminalna signalna domen@ihN), (4) kovalentno vaanje

palmitata na MNkraju signalne domeneSRPRUX HQ]LPD ++%$7 .DFUDWUHPEVIH
nastajezreli dvostruko modificiranproteinHh +K1S 3 UHXUHYHQR L SUHX]JHWR
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1DNRQ 4WR VH RaVSHIKOWHD QIGYWMAX VH QIS WHPHEWRAH 3
MHGQD PROHNXOr2 dgije hiblekaleproteiha RTCHI(PTCHLA i PTCHI-B)
(100). SHh-ligandi ostvaruju kontAlW V UHFHSWRURP 37&+ SXWHP WULNM
interakcija: jedne konvencionalngroteinprotein interakcijes molekulom PTCH-B gdje se
SHh-OLJDQG YLVRNLP DIddnew HEBDRRolekiHesPHCIQLUB posredstvom
svojih konzerviranih venih mjesta za kalcij i cinke dvije interakcije posredovane lipidima
kod kojih seC-terminalnikolesterol i Nterminalni palmitaiSHh-liganda insdraju u jezgru
domene ECDnolekule PTCHAA (Slika 7A) (89, 100.

Slika7. $ ORGHO DagLKeHiKksd fpedne molekule Stiganda i dvije molekule

receptoa PTCH1 (PTCH4A i PTCH1-B). SHhligand Y H & Hisbkiin Afinitetom na domenu

ECD1 molekule PTCH4B prekosvojih konzerviranih vezii mjesta za kalcij i cinkdok se
C-terminalni kolesgrol i N-terminalni palmitat SHHigandainseiraju u jezgru domene ECD

molekule PTCH1A. (B) Shematski prikaznterakcije Hhliganda s molekulama PTCHA

(liijevo) i PTCHZA (desno). Kada se SHOLJDQG YHAH QD PR @av/drxX &eX 37&+
prolaz u domeni SBbLPH VH GMHORPLpPQR VSUMHPDYD WUDQVSRUW
kretanje kolesterola kroz domenu BC Transport kolesterola u potpunosti béokira

vezangm Gterminalnog kolesterola SHiganda na domenu ECDiholekule PTCHAA i

umetanjem Nterminalnog palmitata SHiganda u domenu ECD SUHXUHYHQR L SUHX
(89).
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Kadase SHROLJDQG Y HaH RJOHEERRAAtMAOptolaz u domeni SBENg.
sterol binding domain pL PsE G M H O RV & p QI RignEpwrDkolesterola. ddesterol se i
daOMH PRAaH NWRHPMHOMWL(A'UR]ERPQH VWUDQH GRPHQH (&' LOI
TMD SD QDYHGHQD L QW®WiHpbphnbstAdustagti-hje® dtranspo(Slika 7B)
(89). C-terminalni kolesterol SHliganda YHaAH VH GLUHNWQR makkueR P HQ X
PTCH1$ VWDELOQDPLWDMXMDEPXONRQIRUPDFLMX 8 WRBRAPUVOXpDNM
domeni SBONDNR EL Vild vBzZarmgelliiygandaSUL pHPX MH NUHMOK@@NEH NROH
(Slika 7B) N-terminalni palmitat SHiganda XPHUH VH X GRIPBRXS OI® QR VSUMF
transport kolesterolSlika 7B) (89). Ove dvije interakcije posredovane lipidinmogu u
potpunosti blokati transportnu aktivnost receptora PTCHIbk ® za interakciju protein
protein VPDWUD GD PRA&H SRWLFDWL HQGRFLWR]X L XNODQM
membrang89, 120. SHh-O L JD Q G nd KaxrétepdteCDO, BOC i GAS1, te na inhibitor
HHIP vjerojatho QD LVWL QDpLQ NDR L-BQ(B9 R®O Shak0¢ da7j& +
mehanizamS RP R 0 X N R Mdhiida Ban&portnu aktivnof®RTCHL1 isti za sve Htigande
(89).

1.3.3. Indian Hedgehog

Humani genHh nalazi se na dugom kraku drugog kromosoma na pozici2#35), ima
tri egzona ikodira protein od 411 aminokiselina (~45 kDa) (412R). Zreli IHh-ligand,
modificiran kolesterolom na €raju i palmitatom na MNkraju, nastaje biogenezom iz
prekursorske molekuled 45 kDD N DR aigdmd Wpdgl&/lju 1.3.2. (Bh 6). NakoQ &WR
se otpuste iz stanice, IMFBLIJDQGL YHa&X VH QD UHFHSWRU @®ntéu+ LQKL
aktivnost i aktiviraju HbesignalizacijuQ D LV WL GBipigapdNDilkx 71)(89).

lako prdaze kroz isti proces sazrijevanja i blokiraju receptor PTCH1 istim mehanizmom,
SHh i IHhimaMX UD]OLpLWH XORJH X HDMRIM u HifeEhtladD
epitelnih stanica kolonél23) LJUD NOMXpPpQX XORJX X UabkuRiviog QDMUL
sustava(124)i UHJXOLUD SUROLIHUDFLMX L GLIHUHQFLMDFLMX
pravilni razvoj kosju (125127) 7DNRyYyHU UHJXOLUD Udiahit&MetalndRPHR YV W [
DGXOWQRP WLPXVX WH SUB&icald thvBjldl®8X L SUHALYOMHQMH 7
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1.3.4. Ostale komponente signhalnog puta Hedgehog

Desert Hedgehog

Dok su SHh i IHhP H y X V RIEKQ Rrodnj DHh je bliskosrodans Hhligandom vinske
PXAaLFH Nastaje istim procésa sazrijevanja kao i ostali Higandi te se istim
PHKDQL]PRP YHAaIPTQHL ilakivird SighaUput Hkopisano u poglavlju 1.3.2.).
DHh LJUD NOMXpQazvojuPRKANLK L aHQ VMA9K EKSRripndad De u
Sertolijevimi Leydigovim stanicama testisa i granuloza stanicama jajdikaMH LJUD YDaQ
uloguu gametogenezi i steroidogen¢tB0-131). 7T DNRyHU MH HNVSULPLUDQ L X
stanicama SUIMpPHHJIXOLUD UD]JYRM RYRMQLFD X (83)UQsiiUQRP &
svega navedeno®Hh PRaH QHJDWLY QR ljadijlxeMrotitakskdu jStti takdl B Q F
NRAWDQRM VUAL

Smoothened

SMO je transmembranski receptor koji spada u F klaseptera povezanih s -G
proteinima (engl.G-proteincoupled receptorsGPCR)(134) Ako su Hhligandi prisutni,
SMO aktivira HRsignaOL]DFLM X P HyXW L-Rgandd®R gegoi akivvKost Blokira
receptor PTCH1 (mehanizam opisan u poglavlju 1.3.1.). SB#O sastoji od sedam
hidrofobnih transmembranskih domena,MrX X Q X W DiUurvMVO Q LYQQYKWDNRLPpQLK S
terminalne domene CRO C-terminalnog repaNRML MH SRBDRAEIRBKIM
modifikacijama (134)NadomenuCRD YHaH VH N B O H \psedktiviRn@rotein SMO
(135). Kad je C-terminalni repfosforiliran, SMO prelazi u aktivnhu konformacij. SRNUHUH
Hh-signalizaciju, dok bikvitinacjaC-WHUPLQDOQRJ UHSD SRWLpH LQWHUC(
receptora SM(a samim time deaktivaciju sigalnog puta HH{78, 134 136.

Kinesin Family Member 7

KIF7 je evolucijski konzervaina komponenta signalnog puta kija regulira aktivnhost
transkripcijskin faktora GLI (137)0RaH GMHORYDWL NDR &grlatovmHRY QL L Q
signalizacije (138)Kadaje signalni put Hmeaktivan dolazi do fosforilacije proteina KIE7
SUL pHPX VH RdgdyDranhsdod ¥ prin@iMHciliju, kao i transport proteina GLI, te
GROD]L GR QMHJRYRJ QDNXSOMDQMD X SRG&RAdEX SULPI
signalnogputa Hh KIF7 je defosforiliran SUL pHPX VH NDR L SURWIKILQL */,
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primarne cilije dolazi do disocijacije kompleksa SUFtJ/, WH X NRQ&kMadyjéeL GR
proteina GLI (78)Pretpostavlja se da KlFie sudjelujeaktivnou transportu preina GLI u

primarnu ciliju. Gavnauloga proteina KIFje kontroliranje arhitekture primarnglije. Ovaj

protein, lokaliziran na vrhu primarne cilije, sudjeluje u organizaciji mikrotubula,
NRQWUROLUDMXUuUL QD WDM QDpLQ GXOMLQX L VWUXNWXUX

Suppressor of Fused

68)8 LJUD NO M X p Qighazadyi kxon¥gatithi regulatosignalnog puta. Ovaj
protein je u direkthom kontaktu s transkripcijskim faktorima GLI te regulira njihovu aktivnost
(137, 140. Kada jesignalni put Hhneaktivan, SUFU tvorkompleks s proteinima GLI te
inhibira njihovutranslokaciju u jezgru. Akse signalni put Hlaktivira, dolazi do disocijacije
kompleksa SUFU*/, QDNRQ pHJD WUDQVNULSFLMVNL IDNWRU */,
transkripciju cilinih gena (78, 83)2VLPRAWK ]DGUADYD WS BIWHRMB@d MPLU L
QDPLQ QMLKRYX WUDQVORNDFLMX X MH]J(X1-168 SRJIAUHIXOL U
ujezgri PR&H UHJU-Xeprdsorskiompi® WH QD WDM QDpPLQ LQKLELUD)
aktivnost GLta (142). 7 DN R y HP R aidzatizaproteine GLIWH RODNADYDWL QMLKF
iz jezgre u citoplazmuSUL pHPX VH QDYHGHQL WUDQVNULSFLMVNL I
(141-142).

Glioma-Associated Oncogene Homologues

Proteini GLI su terminalni transkmgski faktori signalnog puta Hikoji spadaju u
.UsSSHO RELWHOM SURWHLQD V S&rkfikdey RIR3)A@ didavacd SUV W
postoje tri homologa proteina GLI */, *, L */, 2VLP aWR VYL LPDW
konzerviranu DNAY H] X M X 0 X kgj&® seHs&a) od motiva cinkvog prsta, ovi proteini
imaju N-terminalnu represorsku C-terminalnu aktivatorsku domenu koje se razlikuju kod
UD]J]OLpPpLWLK SURWHLQD */, JTERJ pHJIJD RYDOKSGLRWGLI3QL QHPL
imaju i represorsku i aktatorsku domenu, proteinu GLI1 nedostaje represorska dorpana
LV N O M X b LRaB trenbkitpOijZkMakKtivator. lako GLI2 i GLI3 imaju obje doreenbog
p H anbgu djelovati i kao represori i kao aktivatori, GLI2 primarno djeluje kao aktivatge jer
njegova pretvdsa u GLF5 REOLN MD N R, dQHGUBLpQMERY dj@lliz kao represor
zbog jake remrsivne aktivnosti Nkraja i kapaciteta proteina GLI8a bude procesiran
SRPRUX SURWHRKMREMD, 48148 Ekspresija ciljnih gea u kanonskom
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signalnom puttHh XJODYQRP MH UHJXOLUDQD EDODQVRP L]JPHYX L
GLI2 i represorskog oblika proteina GLI3, dekekspresija protein&LIl PRAH VWLPXOLUL
ne-kanonski,putem drugih signalnih pu¢D &dWR VH XJODYQRP GRJDYD X SD
(144).

1.4.Uloga signalnog puta Hedgehog u razvoju tumora

Signalni put Hhjako je bitan za razvoj normalnog embrija, dok je kod odraslog
RUJDQL]PD QHDNWLY D Q71X N¥prawiln® kegMlakijaovdy signalnog puta
tijekom embrionalnog razvojalovodi do pojave NRQJHQLWDOQLK PDOIRUPDFL
holoprozencefalijaprahidaktilija, Hirschsprungova bolest, parcijalna gonadna disgeneza i
PallisterHallov sindrom(80, 146). Negovaaberantna aktivacija odraslp doh povezange
V UD]YRMHP UR]OD R LIWIRWMNGR PNDD @ L Q@ PazdcIXlé@rd karcinom,
meduloblastom, kolorektalni karcinomkarcinom GRMNH JXaWHIM4D.pH L MDMQLNI

Postoje tri tipa aberéme aktivacije signalnog puta Hhtumorima tip | +signalizacija
neovisna o ligadu, tip 1l xautokrina ili jukstakrina signalizaeijovisna o ligandu i tip Il
parakrinaili reverznaparakrina signalizacija ovisna o ligandu (Tablica 2) ¢148). Ako je
aberantna Hisignalizacija uzrokovana mutacijama u samom signalnom putu, ead s
signalizaciji koja je neovisna o ligandu, digkprekonjernaekspresija HliganaGD RELOMHA&M
signalizacije ovisne o ligandu (149%od autokrine ili jukstakrine gnalizacije ovisne o
ligandu, Hhligandi povratno djeluju na tumorske stanice ksjeih proizvele ili na susjedne
tumorske staniceSRWLpXUL QMLKRYX SjghRr@17)HAFTDFLM)XONDSUGRpYQ
VLIQDOL]DFLMH XRpHQ MH NRG UD]OLpLWLK YUVWD WXPRUI
mozga (148).Kod parakrine gnalizacije ovisne o ligandu, Higandi koje proizvedu
tumorske stanice djeluju na okolneostralne stanice koje nakon toga proizvode faktore rasta i
SRWUpXW WXPRUD 2Y D MRQjE Rad@ekolikd Qrst® tupda L M H
PHyX NRMLBBRaWKHWU D W idroshate ALAR3Y Dsimavedene parakrine signalizacije,
postoji i reveena parakrina signalizga ovisna o ligandu kod koje Hilgandi proizvedeni od
strane stromalnih stanica djeluuy nAXVMHGQH WXPRUVNH VWDQLFH L SR\
VLIQDOL]DFLMD XRpHQD MH VDPR NNDRRG a KoY \R-Bahia NL K P D
SOD]PDVWDAQLpQIiH le@kenyij& \Wod Radjilh BH-ligandi, proizvedeni direktno iz
VWURPDOQLK VWDQLFD NRaAWDQH VUAL LOL OLPIQLK pYRU
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RNROL& SRIJRGDQ ]D UBRVYNWAWMRMR BiBignalizaciaPRaH PRGXOLUDV
PLNURRNRGLEDWH GGUJLSUHPLWL QLAX SRJRGQX ]D UDVW W
tumorskih stanica, diferencijacigtanica regulaciju imunosnog odgovar& UL pHPX VH VWY |
RNROL& 3RpidgredpuQumora i metastazirmampalignih stanica (76)

Tablica 2. Tipovi aberaime aktivacije signalnog puta HIX UD]OLpLWLPor& UVWDPD
UUHYHQR SUHPD

Tip aberantne

o Karakteristika Vrsta tumora
aktivacije

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

Kolorektalni karcinom,
melanom, ralprostate, jetre,
dojke, jajnika i mozga

Rak JXaWHUDp
leukemija (everzngparakrina
signalizacija)

Tio |1 Autokrina ili jukstakrina signalizacija
P ovisna o ligandu

Tio 11 Parakrina ili reverzna parakrina
P signalizacija ovisna ogandu

Signalni put HhLPD UD]OLpLWH XORJH X UD]YRMX WXPRUD PRa
promotor tumora ili regulator kemorezistentnih tumorskih s&i(69). Aberantna aktivacija
Hh-signalizaciH PRaH SRNUHQXWL UD]JYRM NDUFLQRPD NDR &aw
rabdomiosarkom i meduloblastom, doRIG VLW QRVWD QL p Q RdieNjélueFkkbn@ RPD S
SURPRWRU UD]YRMD WXPRUD L NRG UDND JXawWwHUDpPpH JC
tumorskihstanca, nije dovoljna za inicijacijuazvoja samog tumar(69, 152155). Signalni
put Hh WDNRyHU MH DNWLYDQ X VWDQLFDPD UDND SURVW
kemorezistentnih stanica koje postaju osjetljive na terapiju nakon inhibicije ovog signalnog
puta (69 156157). lako signalni put HY XGMHOXMH X QDV W Bl@yahp¢ sWXPRUL
drugim signalnim put LPD NDR &aWR1IRWFRK)LOL :QW NOMXpPpQR MH ]
5HFLSURDpQR Ydlapanje dlitMsigNalnih puD J]QDpDMQR Srgem8RQRVL W
PDOLJQLMHP SRQDabDQMX WXPRUVNLK VWDQLFD
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2VLP &aW RtnaD &kkivddi)aQ signalnog puta HPRAH ELWL XJanskiRYDQD
mutacijama sudionika signalnog put@rekomernom ekspresijom Hhganada i ne
kanonskom transkripcijskom regulacijorputem drugih signalnih pute, epigenetske
promjeneWDNRRHX ELWL MHGDQ R GakiyachkeNdbgSRnaldde pul@BQ H
158159.

1.4.1. Genetske promjene

*HQHWVNH SURPMHQH XJODYQRP VH RGQRVH QD JHQVNH
signalnog pia Hh. 1IDYHGHQH PXWDFLMH P Ridakt EXWILIDO@X WskeY LU D M X
mutacija dovode do konstitutie aktivacije signalnog puta He X N R Q Odp @2vbeja
tumora(147-148).

,QDNWLYLUDM XuKY FPXMVDXEF LQMHHI O W L ¥sigikhlizadjel X O R WARNWRI M K
PTCH1 PTCHL1 je tumor supresorski protein koji inhibira receptor SM@ko GRYyH GR
mutacije u genuPTCHY, istoimeni protein gubi svoju funkcijuSUL pHPX 602 SRVWI
konstitutivno aktivan te dolazi do abetae aktivacije signalnog puta Hh47) ,QDNWLYLUDMX
MXWDFLMH RYRJ JHQD XRpHQPHYX X RWIRAMDQV R BIX]JARREWHLOPXO D |
meduloblastom kolorektalni karcinom, raldojke, jajnika, jednjaka i mjehura (16066).
OsimgenaPTCHL, LQDNWLYLUDMXUH P XW D F LnegativifeRdglajddekKihD W L W L
signalizacije mutacije gena PTCH2 XRpHQH V KazoseRi@rnog karcinoma i
meduloblastom#167), dok sumutacije gené&SUFU X R p ld@ rhediloblastoma multiplih
meningeoma(161, 168. Aberantna aktivacija HWLJQDOL]DFL Mpdtakh@Ra H EL WL
DNWLYLUDMXUuINR ®KXW D Rizihnd®rBXilatore signalnog puta HHNDR aWR MH
SMQ pri pHPX QDYHGHQL U Hahxtiubvid Rkiivni@ 47V MWiadeXgenaSMO
XRpHQH V HazomdRilarnog karcinomaameloblastoma, meningea i akutne
imfREODVWLpPpQH QIHX NKed laklitie O L P IR E O DHVWINIHRQ W H3UXiRp HQ H
D NW LY hmutdeipd ¥einbLI1 (172).

Osim genskimutacija, varijacije wbroju kopijagenaWDNRyYyHU PR Jkeg8l&iuH P HW L W
signalnog puta Hhi pridonijeti nastanku tumora.Primjeri navedenih aberacija su
amplifikacija genaGLI2 kod meduloblastoma i delecija geR&CH1kod fiboromiksoma (173
174).
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1.4.2. Epigenetske promjene

(SLIJHQHWVNH SURPMHQH RGQRVH VH QD SURPMHQH X
promjene usekvenci DNA Postoje najmanje tri epigenetska mehanikoja modificiraju
strukturu kromatina: metilacija DNA, modifikacija histona i51$% LQWHUIHUHQFLMD !
QHNRGLUDMolekita SDR aWR -RXA Rehdl. thRro-RNA miRNA) i duge
QHNRGLUD KeXgh bnd idiicoding RNA INRNA) (175176). Nepravilna regulacija
QDYHGHQLK HSLIJHQHWVNLK PHKDQL]DPD PRaH GRYHVWL GR

IDMEROMH LVWUDAHQD Hi®H Jsisayatsy & Nnietilat FaGRNAOND FL M D
kovalentna modifikacijaDNA nastajedodavanjem metilne skupineQHz) na G5 poziciju
citozinskog prstena u CitoZd YDQLQ GLQXNOHRWLGQRP NRPSOHNVX &S
metiltransferaze. OHWLODFLMD '1$ MH VWDELOQD UHSUHVLYQD R]C
epigenetské® XW L&D Y DripdijeX SW U p®IWPNX RVLIXUDYD SUDYLOQX UHJIX
(177-178). Jako je bitnaza normalnirazvoj embrjaWH VXGMHOXMH X YDAaQLP SU
RGUADYDQMD JHQRPVNRJ XX¥omashinta i s$uQreshewttardRriptijel H
transpozicije repdivnih elemenata Abnormalnosti u metilaciji DNA dovode do pojave
brojnih bolestt PHYyX NRMLPD MH-17QDSILIHQHWVND RUEdlobdhedAaMD UL
hipometilacijai hipermeilacija promotora tumor supersorskih gena. Globalna hipometilacija
dovod do genomske nestabilnosti i aktivacije onkogena, ldpkrméilacija promotora tumor
VXSHUVRUVNLK JHQD UH]XOWLUD WUQ@Q@YMULSFLMVNLP XWL:

Promjene u metilacijskom statugwomotora gena signalnog puta HAHRpHQH VX NRG
UD]O Ltipaw tikhora (88). IDMpH&UH VH UDGL grRomiétbrd ReddRiviW LODF L v
regulatora HFsignalizacije genima PTCH1 i HHIP. Hipermetilacija promotora tumor
supresorskog gem@aTCH1 X R p HQ D méd#uldbiRstbma, bazocelularnog karcinoma, raka
GRMNH 4 (136183%Flok je hipermetilacija promotora gendHIP XRpHQD NRG
PHGXOREODVWRPD JOLRPD DGHQRNDUFLQRPD-189.XuD UD
Hipometilacija promotorgozitivnog regulatora signalnog puta HigenaSHh  WDNRYyHU MH
povezana s rawmjem tumora. Promotor gen&Hh hipometiliran je kodkolorektalnog
karcinoma, rakeeHOXFD L @®MNH

Uz aberantnu metaliciju DNAaberantna ekspresij® HN R G L iddlekulKRNK, kao
AWR VX PWUB NR Yy HutjedatRriaHkomponentggnalnog putadh i doprinijeti nastanku
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tumora (88).MiRNA su male, endogene Q HN R G inddBlNERNA koje VX NOMXpPpQH ]D
normalnirazvoj organizma te sudjeluju u bQILP ELRORANLP SwRKkuRNAL D 2YH
mogu modificirati ekspresiju gena na posttranskripcijskajni YHaAXH. QD FLOMQX JOD\
RNA (engl. messenger RNANRNA), SUL pHPX SRWL p ¥arGlacjskbréedoesijluM X

mRNA (193) MiRNA sureguODWRUL UD]OLpLWDL KP M £ X QNDFOMDLLFKPWBMCMY H V L
Hh, pa nepraina regulacija ekspresije dv molekula RNA P R aHi &tok aberantne

aktivacije Hhsignalizacije (159, 194). 3 R U HeRWH dktivaciju signalnog puta HWP R aH
uzrokovati pekomjena ekspresijmiRNA koje suprimiraju negativne regulatore ili smanjena
ekspresija miRNA koje suprimiraju pdmine regulatore Hisignalizacije (88). MR-212

supresor mMRNA PTCH1L, SRWLpH UDVW L LQYDJEM XU DMK RIXANLHKU
QHVLWQRVWDQLPpQRISNB)URID RBED GROXDIDFLQRPD SOXuUuD L UL
MH SRYLAHQDMRNY Skt DMD AHSRXYHABEHQD HNMSAUEbeL MD PLE
molekule su supresomRNA SUFU (197-199). Smanjena ekspresija miRR25b, miR326,

miR-193b i miR338-3p, supresoraiIRNASMO GRYRGL GR SRYIS&B HKkHNV SUH"
smanjena ekspresija miB24-5p, supresorsnRNA GLI1, SRWLpH HNVSUHILEMX QDYH
(200-202). Prekomjerna ekspresij@@MOa i GLl-a, izazvana smanjenom ekspresijom
navedenih mIRNA SRNUHUH DdljmhL ydbd Isignélnog putaHh te dolazi do

proliferacije tumorskih stanic@00-202)

Posttranslaijske modifikacije histonskih repovaLJUDMX NOMXpQX XORJX X
kromatina i aktivnosti gena pa je i njihova nepravilna regulacija povezana s razvojem tumora
(203).Malo toga se zna o D & QiRI¥Z2\bvih modifikacijau signalnom putidh JERJ pHJD
VX SRWUHEQD GDOMQMD LVWUDALYDQMD

1.5. Signalni put Hedgehog u tumorimajajnika

3 R U HeR&ddktivacija signalnog puta HHDELOMHAHWQD OMB LW LPPWY P RULP
kojima je i rak jajnika(204205) .DR @WR MH Y H belaSRaHA\QXWR OD]DFLMD P!
biti uzrokovanagrekomjernon ekspresijom Hitiganada LOL PRAaH ELDWWIRW DD X L
LOL L QD N WeansKkinuhiditdciaina komponenti signalnog puta HAD MH X WRP VO X|
neovisna o ligandim&l47148. .RG UDND MDMQER DI DXpROpHED Mawsis UHV L M L
SHhDHh 37&+ 602 L */, WH MH SULPLMHUHQ SRVWHSHQL UD\

od benignih,preko tumora niskog malignog potencijala malignih neoplazmiEkspresija
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RYLK SURWHLQD SRYH]DI@ebaciiomd tiynosskily $tanRaD RIFXSQRYHGHQLP
kompmentama Hksignalizacije,ekspresija proteina DHpovezange i V OR&RP SURJQR]R
kod bolesnica s rakonajnika (206).Prekomjerna ekspresija proteina PTCH i GulXaku

jajnika u pozitivnoj je korelaciji SORALP SUHALY O KobqQjdik Bd &R OdEStiQ L F

(207). */, MH LGHQWLILFLUDQ NDR SRWHQFLMDOQL QHRYLVQL
I1MHIJRYD SUHNRPMHUQD HNWRSLpPpQD HNVSUHVLMD SRWLD
stanica WH X W MiifefeHcijagid stanica(207). 8 UDNX MDMQLND XRpHQD M
ekspresijamRNA Sth NRMD MH pHadH GHWHNWLUDQD X (& L &&& NI
seroznim i MC karcinomima jajnika (20 omponente signalnog puta HBMO, PTCH i

GLI1, aktivirane suu epitelnim tumorima jajnikaydje je pekonjerna ekspresija proteina

SMO i GLI1 povezana je s rezistencijom ovih tumora na cisplatii¥)( 3 R U HeReH U
aktivacija signalnog puta HW DN R R WFEDSULPDUQLP WXPRULPD MDMQ
linijama raka jajnika kod kojih je detekdéina prekomjerna egsesija proteina GLI1, SMO i

SHh OHYXWLP X QDYHGHQLP W X P ReldidprefijalpratamM®DRICHEDL P OL QL |
VH LQDpH NRULVW Isk&l &xfR/aétj® sigiaindg NuDaHRIQ je smanjend208).

=KHQJ L VXU WiBmarjgmul@kspiesijupimteina PTCHiumorskom tkivikao i u

V W DrQ lifpjama raka jajnika. Emijetili su da bolesnicesa smanjenom ekspresijom

proteina PTCH1 imauORALMX SURJQR]WX RRBY ERKDAR/E) IHANDV SUHVLMRP F
(209). U tumorima MDMQLND PpHVWR GROD]L GR JXHSWHD KHWI
heterozygosityLOH) tumor supresorskogenaPTCH1 a W R G R1@aydjWteRota(210).

Metilacija promotoragenaPTCH1L XRpHQD MH NRG EHQLJQLK WXPRUD
dermoidi i fibromj al ne i kod rakgajnika (211-212). Osim kanonske, u tumorima jajnika,

NDR aWw morV j#jnikél Xhiskog malignog potencijald NDUFLQRPL MDMQLND

] D E L O M Heskir@rizkd. akfivacijath-VLIJQDOL]DFLMH 8RpPHQR MH GD MH
SUFU i GL, YHUD Md&ajajiks niskog malignog potencijalaego kod karcinoma

jajnika, kao i to da je ekspresijdpRWHLQD 68)8 PDQ MtBdiMna(2138)L P ),*2

Postoje i pojedine studija kojima se navodila je aberantna aktivacija Ffiignalizacije
riedaN GRJDYDM X W X P R WsigRdni pUDHAQ IHN DJ Wikiu @B Drazvoju
ovih tumora(214) OHYyXWLP EURMQ LM Da YaXodeVsupkbina teYs® §idtBr N R M
signalni put HRLJUD YD&QX XORJX X QDVWDQNOR L [SHiFRBidE VLML Ul
ovog signalnog puta mogla bjédra od terapijskitstrategija za rak jajnika (26205, 215.
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'RVDGD&aQMD LVWUDALYDQMD SRND]DOD VX GDHMMH SRUFE
povezana s razvojem raka jajnikB,H y X Wlada ovog signalnog pa trebase podrobnije
LV W ,\pbBs&hicBilISRMHGLQLP KLVW R ORigéhetbki 8. Bn@niY i egsuomd
UDJYRM RYRJ UDND MRWWVYVXAREGGRWRMUWOERYDQMD QD GUXJL
povezanost aberantnog obrasca metilapijemotoragena signalnog puta Hbl razvojem
bolesti (opisano u poglaviju 1.4 aWR XSXUXMH QD PRJXUX SRYH]DQRVW

metilacijepromotora tih gena i s razvojeraka jajnika.
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2.HIPOTEZA

(NVSUHVLMD SURWHLQD 37&+ X VHUR]Qjer, Aékspresi@RPLP D
proteina $thilHh ELW GH SRYHUDQD X RG QR Vijajeyoda] G semxhimn WNLY R
karcinomima jajnika tumor supresorski gefCH1L ELW UH KLSHUPHWISEHLUDQ GR
IHh biti hipometilirani.
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3.&,/-(9, ,675%$4,9%$1-%

31.2SuL FLOM

,VWUDALWL SURPMHQH X HNVSUHVLML SURWHCKID L PHW
SHhi IHh u seroznim karcinomima jajnika visokog i niskog stupnja malignosti u odnosu na
zdravo tkivojajnikai jajovoda te odrediti povezanost metilacije DNA u promatoai gena s

ekspresijom proteina.

322 6SHFLILpQL FLOMHYL

1. Odrediti razinu ekspresije proteina PTCH1, negaigregulatora signalnog puta Hh
2. Odredit razinu ekspresije proteina SHh i IHbozitivnih regulatora signalnog puta Hh

3. Usporediti ekspresiju negativndgpozitivnih regulatora signalmpputa Hhu seroznim
karcinomima jajnika visokog i niskog stupnja malignosti u odnosu na zdravo tkivo jajnika

jajovoda

4. Usporediti ekspresiju negativnog i pozitita regulatora signalnog puta Hh]P HYy X

seroznih karcinomim jajnika visokog i niskog stupnja malignosti.
5. Analizirati metilaciju DNA u promotorima gerRRTCH1, SHhi IHh.

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

41. %LRORANL PDWHULMDOL NRULaAaWHQL X L

URYRP LVWUDAL Y DhQmaxuAeiei tunérskdd) Gkiva Yajika tezorcizdravog
tkiva MDMQLND L MDMRYRGD 7DNRYHU VX NRUL&wWglkadi L KXPD
VWDQLpQD OLQLMD QRUPDOQLK LPRUWDOL]JLUDQLK HSLWHO

4.1.1. Zdravoitumorskotkivo

SDUDILQVNL EORNRYL VHUR]QLK NDUFLQRPD MDMQLND N
X]RUFL .OLQLPpNRJ IDYRGD ]D SDWRagrbPMpardt dtilsakipelJILMX .
WLMHNRP RSHUDWLY Q LekisReDbike’stiD poiodedu r&xdaBljod 200M dd@ 2012.
JRGLQH WH VX DQDOL]JLUDQL L DUKLYLUDQL X .OLQLPpNRP ]C
8 RYRP LVWUDALYDQMX NRULAaW HzZQrevovtkivodaynikm ejdhRc@ W U R O Q'
iste starosne dobkoje MH RGVWUDQMHQR JERJ GUXJH JLQIBRRIVRANH
su miomi i adenomioz# DWHUQLFH NRG patzi®zda® lkivd jRjeiQdRoje je
WDNRYHU RGVWUDQMHQR ]ERJ Q HREDk] fokovzHavddgtkR®O RANH L
jajnika i jajovoda W D N R jaHhivskV XIRUFL .OLQLpNRJ ][DYRGD |]D SDWROR
Merkur. Navedeni preparatiGDQL VX OHGLFLQVNRP IDNXOWHWX 6YH:
NRULAWHQMH X ]Q D Q \baviketdrarskvgyi dakaMog/idiva Vajhikaal /arodu za
ELRORJLMX OHGLFLQVNRJ IDNXO WAL \EY B X ph Y O RAMMXDNXR 1 IDa)\
uzoraka seroznih karcioma jajnika visokog stupnja mgfiosti HGSC), 11uzoraka seroznih
karcinoma jajnika niskog stupnja malignodtiGSC), 20 uzoraka zdreog tkiva jajnikai 10
uzoraka zdravog tkiva jajovoda. LGSC i HGSC klasificirani su od stidaesnogpabloga
prema kriterijimaSvjetskezdravstvene organizacije (SZéngl. World Health Organization
WHO) iz 2014. godin€216).

BURYRYHQMH Hdabwrid [doizvoDi@ WDLIRNRJ SRYMHUH QYBN:YD .% O
03/1-:11097%i (WLPNRJ SRYMBUFRIQYWNR IDNXOWHW@r.rY388pLOLAW
59-1010620-111/130).
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412. 6WDQLpPQH OLQLMH

8 RYRP LVWUNBRYLEMHDH VX serozing kdr€da @jhikal Wsbkog
VWXSQMD PDOLJQRVWL 29&%$5 29&%5 L 296%$+2 L vwDQL
stanica jajovoda koje su imortalizirane telomeraznom reverznom transkriptazom (engl.
Telomerase Reverse Transcriptase/ (57 )1 ( 6WDQLPpQDROLAQWMD®D 1MHNN

kontrola.

6 WD QLpQHCAR5Q ODMGARB 3lobivene su od prof. dr. d€tnsta Lengyeladr.
med. VD 6YHXpPpLOLAVIOR j$WEKQEPQER OLQLMD Jdpsnske baxXi@OMHQD
stanica (Japanese Collection of Research Bioresursedsa(al p Q D FOEiz MITCGa
(engl. Live Tumor Culture Core6 Y H X p L OL aw HSyKedidr ICBrapgveKensive Cancer
Center, SAD).

4.2.Kultura stanica

4.2.1. Odmrzavanje stanica

KrioepruveteVD VWDQLPpQLP OLQLMDPD SUHWKRGI@RNnXe NODGL
su uvodenoj kupgi pri 37 f &Krioepruvetesu SUH P M Hd &ddéh@ kupeldirektno iz
WHNXUHJ GX&aLND GD EL SURFHV RGPU]JDYDQMD ELR aWR I
stanice.Odmrznute stahFH SUHPMHAWHQH XXSR]VXGHRWDS WXYWHNAK P K
PHGLMHP VDVWDY KUDQMLYRJ PHGLMD ]D SRMHGLQH VWD
QDNRQ padtajenéXi inkubatort's U HN RpriBR fl& 6 O M H,Gikainjen @ Bx&Di
KUDQMLYL PHGLM NRML MH ]DPLMHSaviteX V&/'IMOHAHPS KU D Q WL
sukladno postupcima opisanim\uO M H @okjlamii P

422. 3UHVDyLYDQMH VWDQLFD

6WDQLPpQH OLQLMH 29&%5 29&%$5 ulstah@@@in2poshdi@Md B#Q H V X
kulturu stanica (60 mm, 100 mm; Falcon, Corning, New York, SADyanjivom mediju
DMEM (engl. 'XOEHFFRYV ORGLILHBs (Dlut@nkirdi i G5 @/L Rffukozom
(Gibco, Thermo Fisher Scientific, Wlaam, MA, SAD), 10%WQLP IHWDOQLP JRY
serumom(engl. Fetal Bovine Serum FBS; Gibco xP0O QDWULMHYLP SLUXYDYV
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Aldrich, St. Louis, MO, SAD), 1% MEM vitaminima (Gibco), 1% MEM neesencijalnim
aminokiselinama (Sigmaldrich) i 1% penicilinstreptomicinom (Sigra-Aldrich), dok je
VWDQLpQD OLQLMER PHGLDMXRMHQD/7&& 6YHXpEYWésEewW H X OL
Comprehensive Canc@enter, SAD) uz dodatak 25 ng/mL kolera toksina (Sigtukich) u

posudama za kulturu stanic@orning Primaria(60 mm, 100 mm;Corning. Navedene
VWDQLPQH OLQLMH SUHVE&MWYWDIDE. F X XDQRMY [FB#EMGHMHP V
odnosndkada bi dsegle 8890%tnu konfluenciju.8 QDVWDYNX MH RSLVDQ SRVW
zaposude za kulturu stanica promjera 1000nBWULMH SUHVDYLYDQMD KUDQMLY
iz posuda sa stanicam@@ DNRQ pHJD VX VW DI@PBEFpuilen HAUNMLQdAglX

Dulbeco's Phosphat8uffered SalineGibcg). Nakon ispiranja s TDPBSpuferom stanice

VX WULSVLQLJALDOIYt8dg BiRsing (Gibo) uz inkubaciju od-80 min pri37

f& QDNRQ pHJD MH VOLM Hd»dawdnjemQsidyl WlunveDd-hriwp madijal SV L Q D
7ULSVLQL]JLUDQH VWDQLFH nukrbpipete® eqQ Goke)ddodano PR P R i1 X
mL ( 6) suspenzijestanicaOVCARS5 ili OVCARS8, odnosno 1 ml( 0) stanicaOVSAHO ili

FNE1 L P/ VYMHAHJ KU.DSYMLY WD ® HBQH B L @kulikbropiiBD M D Q H
f& X YODAQRWSB@®RPRVIHUL

4.2.3. Zamrzavanje stanica

Prije zamrzavanja, stanice su uzgojen@eaudama za kulturu stanica promjera 100 mm.
Nakon dosegnute 880%-tne konfluencijejz posude sa stanicama uklonjen jarfjivi medij.
Zatim su stanice isprane, tripsinizirane i resuspendirane (opisano u poglaviju 4.2.2)).
Suspenzija sa stanicarfizkupno 2 mL) S UH P M H & \&apru@ Vdltineda 15 mL, nakon
pHJD MH FHGWIio pri X0DQ Ud(Enl. times gravity, supernatant je uklgan, a na
talog je dodano 2 mlmedija za zamrzavanje stanica [sastav: 90% FB®% DMSO
(dimetilsulfoksid; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, UE&)anice su resuspendirane u
navedenom mediju te je po P/ VWDQLPpQH VXVSHQ dvii Hriogdouvéte MHO M H
(Thermo Fisher Scientific) zapremnine 1,5 ndrioepruvete VD VWDQLFDPD SUHEDD
posudu za zamrzavanfeorning CoolCell LX Corning) te ostavljene 248h pri-80 f &
QDNRQ pHJD VX SRKOXEQMHQH X WHNXTU

37



4.3.Imunohistokemija

Uzorci tkiva fiksiranih formalinom i uklopljenih u parafinengl. Formalin-Fixed
ParaffirEmbedded FFPE) UH]DQL VX QD GHBEB® pbetayheniRn@ adhezivha
predmetna stakla (BioGnost, Zagreb, Hrvatskégrezani FFPERizorci inkubirani supreko
Q Ruitermostat pri58 f& 6O0OMHGHUL GDQ iXt¢Riddtdtdev/oxstaldjeniCl) ki@ L
pri sobnoj temperaturi da se ohlade. Nakon tétiREuzorci deparafinizirani su u ksilan
(BioGnos) pHW L U L 18y ehi&R) DQL X SDGDMX ii L PethhBI&(FekiRaW UD F L M |
Zageb, Hrvatska)(100%tni etanol 5 min, 96%ni etanol 5 min i 70%4ni etanol 2 mij te
dva putasprani u destiliranoj vodiRazotkrivanjeepitopaprovedeno je kuhanjem preparata u
citratnom puferu (pH 6; Dako, Carpinteria, CA, SAD)nikrovalnoj S H @i@va puta pdO
minna600: 1DNRQ NXKDQMD SRVXGLFD V X]R blekomDodHEDpH C
gdje je ostavljena 25 mida se uzorci pospenohlade.Zatim su uzorci isprani dva puta go
min u  1TBS-puferu engl. Tris-Buffered Saline50 mM Tris-HCI pH 7,6 150 mM NacCl)

Kako bi se blokiralo djelovanje endogenih peroksidaza, uzorci su tretiratn@¥otopinom

vodikovog peroksida (FD-; BioGnost)u trajanju od 10 min prsobnoj temperaturi, nakon

pHJD MH VOLMH GIIBRpulekuSida pDte po B mdMakon ispiranja, na uzorke je

dodano primarn@anttwW LMHOR UD]UBBplietiBBRRXUFL VX RVWDYOMHQL S
YODAQRM MR BFRitddrn&antiv L M H O DuN. K WLLAD BN 84X Tablici 3.

6 O MH G H tdrci GDigprark it TTBSU GYD SXWD SR PLQna@iBNRQ pH
dodano sekundarno amelo (Dako REAL EnVision Detection Systgmperoksidazom
konjugirana polimerna okosnica koja na selmsini molekule sekundarnog aijgla.

Sekundarno arttielo YH&AH VH QD P L aNkndnoblGoulindl Yi@riatnbyHarijela.

Inkubacija u sekundarnom atijglu trgala je 30 min te se odvijala psobnoj temperaturi.

Uzorci su potom ispraniu 1 TBS-puferu dvaputa po 3 min nakRQ pHJIJD MH VOLMI
inkubacijau kromogenuDAB (engl.3,3-diaminobenzidineDako REAL EnVision Detection
System)tijekom 10 minpri sobnoj temperaturlJzorci su zatim isprani prvo vodovodnopa

RQGD X GHVWLOLUDQRM YR G Lhenia@ks$iRnOm(Bid GripsivtijekdirRIQ W U D V W
MmLQ D YLADN E R Mibvodiobvwdd tipekignid min.YURorci su potondehidrirani u
UDVWXULP NRQFHQWU ini etdhd PéEkolHOIDoQaR @68hi etanol nekoliko

urona, 100%ni etanol 1 min i 1006W QL HWDQRO PLQ @ DistieRe pHIJD MH
ksilenu dva puta po 5 mirlJzorci su naposljetku trajnakloplieni u medij za uklapanje
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%LRPRXQW '3; /IRZ %LR*QRVW 1HJDWLYQD NRQWUROD ELF
ispitivani uzorci, alibez inkubacije u primarnom aftiglu. KDR SR]JLWLYQH NRQWURO
suhumaniuzorci postgice (za PTCH1), bubrega (za SHhetre (za IH.

Tablica 3. Popis primarnihantVLMHOD NRULaW H Q Lifihdvelspeitkiefel VW RNHP L

Kratica

~ . Podrijetlo i tip . . 3URL]YR:
N uLaVv Antigen  antitjela Epitop  SDIUMH: 5| pijammo
isertaciji
. . Abcam,
P.’?‘gf_"'la PTCH1 Oii)k(l(glé_kl:) M 150aa 1:500 Cambridge,
P UK; ab129341
. . Abcam,
P‘I'?\Cr:]glb PTCH1 oii>k(I§1é_klcj) M 150aa 1:300 Cambridge,
P UK; ab53715
Aviva Systems
. ) Biology, San
Ati- — propy KQLUM g g 1:300 Diego, CA,
PTCH1c poliklonsko SAD:
OASG05688
Novus
. ~ Biologicals,
orots optoHL 9 AN 192436 a 1:50  Centennial, CO
SAD; NBPL
47945
Nije naveden
anttijelo je
. VSHFLIL Abcam,
Anti-SHh  SHh mohék%ks‘f«')\" protein u 1:300 Cambridge,
punRM GX UK; ab53281
C-terminalni
produkt
. Abcam,
Anti-IHh  IHh mohék%ﬁs‘f«')\" 1-100 a4 1:300 Cambridge,
UK; ab52919

*aa (englamino acidsaminokiseline)

Dva nezavisna patologa semikvantitativnho su analiziepresijuproteina Ekspresija

proteina PTCHL R GUH YV lieY D @fyri i citoplazmistanica epitelnog tkiva seroznih

karcinoma jajnika vezivne strome tumora epitelai stromalnogtkiva jajnika i jajovoda
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(kontrolno tkivg, dok je ukupna ekspresija proteina SHh hiHK VYLP VWDQLPpQLP RGM
R G U H y u ¥dii€uBeroznih karcinoma jajnikavezivnoj stromi tumora epitelu jajnika i

jajovoda Semikvantitativna analiza ekspresije proteina PTCH1 (d&tékUDQRJ SRPRU.
antitijela antPTCH1g, SHh i IHhprovedena je p HP D V O bb#b@kinkiitérijima: 0 +

nema ekpresije u stanicama, *ako je < 10% stanica imunopozitivno, 2+ako je 1050%

stanca imunopozitivno i 3 + ako je > 50% stanica imunopozitivnho (217)Rezultati
LPXQRKLVWRNHPLMH Rjptlotw@® @lkroskdm Sdr svietlidh Winim poljem

(Olympus CX220lympus Life fience Tokyo, Japah

4.4.1munofluorescencija

=D SRWUHEH LPXQRIOXRUHVFHQFLMH ) VWDQLpPpQH OL
FNE1 uzgojene su na okruglim pokrovnim stakalcipramjera 12 mm(Gerhard Menzel,
Braunschweig 1 M H P Dup Rubivacijskim SORpLNVDPBHVW B Xs@kaldd p®
E X Q D engliekwell plates Falcor). Nakon dosegnute 880%tne konfluencije, iz posuda
sa stanicama uklonjen je hranjivi medij. Zaton stanice tri puD LV S U D QFBSpuferu
(2 P/ SR EXQDULUUX QDNRQ pHJIJD MH VOL-Md GioghdD LQNXE
paraformaldehida 20 P/ SR E X QD UL jpxraforrh&ddeblyde PFA; Santa Cruz
Biotechnology tijekom 15 min prisobnoj temperaturi. Nakon fiksacijed%o-tnom otopinom
PFA, stanice su tri puta ispraé  DPBSpuferu 2P/ SR EXQDULUX 3RNURYQD
stanicama potom s U H E D [kidti@aRijsku SORPMFXEXQDULUUD VWDNDOFH !
engl.12-well plate Falcon. Zatim su staice permeah OL]LUD QH Siiferd (I3 16
EXQDULUX '3%6 V NDO FGMdd,m,1% BdpdrgSipimisiAtdrich) tijekom 10
min pri sobnoj temperaturi. Nakon permeabilizacije, slijedila je inkubacija staritacking
puferu (PMSpufer s 5%tnim FBSom) tijekom 1 h pri sobnoj temperaturi kako bi se
blokiralo potencijalno nesa FLILPQR YH]D QM Hjel& BIRP DD QRAHWQIWLLQN XE
unutarnji do poklopcakultivacijske SORPMMFH EXQDULUD REORAHQ MH SDUL
Neenah, WISAD QD NR @ rfathje§a dodano —/ RWRSLQH V SULPDUQLP
(primarno antW L MHO R U D ] UBlddKihgrplf@i) dpbHedKom pokrovnom stakalcu.
Kapljice s otopinom printaog antiijela preklopliene su s gornjim dijelom pokrovnog
stakalca na kojem su se nalazstanice. Inkubacija stanica u otopini primarregiitijela
RGYLMDOD VH4SEXNNROQ&QRN UNR PR WL MBH@Q B DNURpSl: BMMQD X
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37&+ D UDJUMHyHQRBH&+ E UDDUMHYHQMA&+ F UDQUWWMHYHQ!
1:100), ant 37 &+ G UD] U3 sHiQHhHU D] U MHE0B QavitHHh UD]JUMHYHQM F

1:75). Karakteristike ovikantitijela opisane su u Tablici 3.

6OMHGHUL GDQ SRNURYQD DWHQD O/FED XV N XVOWEFIDRD MDY/ N6

EXQDULUD BXDDDO&EKpBED NMRQWUL SXWpufdeW@UWD QD X 306
EXQDULUX 3RWRP Miha W GdpMiHsBKu@BrNdgQIMKEMDHOD UDJULMH
Blockingpuferu) tijekom 1h pri sobnoj temperaturi. Na 1 —/RWRSLQH UDJULMH)]
sekundarnog anleOD GRGDQR MH —/ | Gl¥eRAStHNUEBIL@ WiQeH ERMH
ReadyProbesReagent Invitrogen, Carlsbad, CASAD) koja VSHFLILpQR .BPRML MH].
jednom stakalcu dodanoje —/ RWRSLQH V HiNIX @ GopuHpechsDUMELsu
pokriveni aluminijskRP IROLMRP UDGL ]Da&WLWMXRGX VNWRMHVE /Bl Q® DAHN
anttijela konjugirana s fluorescentnim bojamalexa Fluor 488 PDJDUHENX Q QWM. H

UDJUMHYH®@-RIRO6 ,QYLWURJIJHQ L &\PIPAIMIBDUBDH BM@WLQ M H
165150 Jackson ImmunoResearctely, UK) anttijelo. Nakon inkubaije u otopini
sekundarnog artijela, stanice su isprane puta u PMSS XIHU X MH @WPESpaEW 1
(bez kalcija i magnezija) i jedan put u ddM (dvostruko destilirana voda). Zatim je na
SUHGPHWQD VWDNOD %LR*QRVW GRGDQR —/ PHGLMD ]
Medium; Dako) po jednom pokrovnom stakalcu. Kapljice medija za uklapanje preklopljene
su s gornjim dijelom pokrovnog stakalca na kojem su se nalazile stanice. UzsecVsiaL O L X
PUDNX SUHN BobRtampesaUL QDNRQ pHJID VX f&Regatibm@ MHQL S
kontrole bili su uzorcc REUDWHHQ LVWL QDpLQ NDR LbézViskubddjerDQL X]R
primarnom antijelu. Rezultati IFD RPLWDQL VX SRPRMIXDAOQN H UINRIER R NS
mikroskopa [eica SP8 X FLIM Leica Microsystems: HW]ODU J)MHPDpND

4.5.1zolacija proteina iz stanica u kulturi

SULMH LIRODFLMH SURWHLQD YRSYOWGAHQIHFNBL @zgdikhe 29&3$5
su u posudamaza kulturu stanicapromjera 10 mm Nakon dosegnute 880%-tne
konfluencije, iz posude sa stanicama uklonjen je hranjivi medij. Zatim sicetsprane u
ledene K O D G Q ®WPBSpuferu (4 mL). Pufefe potom uklonjen, a u posudu s@nicama
dodan je 1 mL ledenbladnog RIPApufera(engl. Radioimmunoprecipitation Asspya lizu
stanica (150 mM NacCl, 1% Triton-X00, 0,5% natrijev deoksikolat, 0,1% SDS, 50 mM Tris
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S+ X NRMHJ VX QHSRVUHGQR SULMH NRAPLSIOWHOHIE® GLREA
EDTA-free Protease Inhibitor Cozkl (Roche, % DVHO AYLFDUVND L PO 30
phenylmethylsulfonyl fluorigeThermo Fisher Scientific). Navedeni koraci odvijali sa1na
ledu. Nakon dodatka RIRSXIHUD VWDQLFH VX RVWUXJDQH V SRGOR.
]D VWDQLFH LPSNMHERBISHIXN HKWX YROXPHQD P/ QDNRQ pH.
narotiuUDMXURM PLMH&DPQOQFBULLMHAS REYR teRtkifugirani 20 min pri

1g i temperaturi od f& 6XSHUQDWDQW V SURWHLQLPD V
mikroepruvete, a &ncentracija ukupnih prot D RGUHYHQD MH SRBR@mX PHWRG
$OGULFK SUHPD XSXWDPD SURL]JYRYyDpD L RpLWDQD SRPR
7THFEDQ 01QQHGR Wii vanolLdulprid &®N6B2 nmizdirani proteini pohranjeni su

pri- .

Uz ukupne proteine, i WD Q L p @QVEARB,. QUOARE OVSAHO i FNE1lizolirani
VX L SURWHLQL L] SHW UD]OLpPLWLK Vid, Enénhbpa@dkikprétéini HO M D N
slobodnijezgreni proteini (englsoluble nucleaykoji nisu vezani na kmmatin, proteinivezani
na kromatin (engl. chromatinbound i citoskeletni proteini. Navedene frakcije proteina
LIROLUDQH VX SRPRUX NLWD 6XEFHOOXODU 3URWHLQ )UDF
JLVKHU 6FLHQWLILF SUHPD XSXWrekeijp p§BRIHY&PD MWD N R RO
pohranjene pr fé&

4.6.\Western blot

Uzorci ukupnih proteina, kao i uzorci fraje proteina analizirani su tehnikom Western
EORW 1DYHGHQL X]RU HheBmRiBD3pHféronQ(R50/ M TridHCI pH 6,8,

8% SDS, 40% ¥ LFHURO E U R P | Hi@eR&ptogt@bl¥dRdan neposredno
SULMH NRULAWHQMD X RKehamiwtarmomiks@ B RiQppHIR VDONRQ
KODYHQWREQ@GRM WHPSHUDWXUL —J XNXSQLK SURWHLQD

protana dodano je n&a0%-tni poliakrilamidni gel(Tablica 4.
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Tablica 4. Sastav poliakrilamidnogg HOD NRUL&WHQRJ X :HVWHUQ EORW

6DELMDMXUL \Y 5D]GYDMDM X ithi) J | V
30% akrilamid/bisakrilamid | 30% akrilamid/bisakrilamid 2 084 mL
(29:1) (29:1) ’
Pufer (0,5 M Tris pH 6,8, 0,49 __,| Pufer (1,5 M Tris pH 8,8, 0,49
SDS) / SDS) 1,563 mL
ddH.O 1,274 mL ddH0O 2,604 mL
APS — APS —/
TEMED —/ TEMED —/

SDS = natrijev dodecil sulfat; ddiD =+ dvostruko destilirana voda; APS amonigev persulfat;

TEMED #tetrametiletilendiamin

(OHNWURIRUH]D M HR®hirypued 2R lMXTris, 1192 mM glicin, 0,1%

SDS) na 90V prvih  PLQ QDNRQ pHJD MH QDSRQ SRYHUDQ QD
elektroforeze, proteini su transferirani na PVDF membranu (Thermo Fisher Scientific).
TUDQVIHU SURWHLQ DraRsEevputdrd R8,8 tMXTris, 1140 mM glicin, 20%
metanol +dodan nepop HGQR SULMH NRULAWHQMD WLMHNRP PL(
blokirana u 5%tnom mlijeku (Carl Roth . DUOVUXKH 1RWARDO NMB DESR X )
S X1 HU XBS-pufer s0,1%tnim Tweenom 20) 1 sat pW REQRM WHPSHUDWXUL Q
LVSUDQD paldii@ LX STEBTPuiBru. Membrana je zatim prekdidL LQNXELUDQD
primarnom antWW L M HO X U D ] U4ngnd BFAQeRdBOVine Serum AlbumirCarl Roth)
pii f& 3ULPDWQBHIDPWNRULAWHQD-X7 &Y VDU DUADNUIVQHW K QANKH D (
anttPT&+ E UDJUMHVHQMH37&+ F DODRWMHYHQMHPTCHId L DOQ

UD] UM H y H.(Kefr&kteristike navedenih atijggla opisane su u Tablici 3. Mendna je
WDNRYHU LQNXEL palikpddskim MeXitpdlui sh&RPDH UD]JUMHYHQMH
IMG- $ ,0*(1(; 6DQ 'LHJR 69%$' nilondRlbréskbi Pantitijelu anti
H3K4me2 UD]JUMHVYHQMH N QIRE3; Milifore, SigmaAldrich,
%XUOLQJWRQ 0% 6% NRML VX VOXALOL NDR NRQWUROD ]D
UD]OLPMDNMUK YL K LRIS MPIWW MR O Dla@rDickebadi@upimarnom atijelu,
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membrana je is@p QD pHWLUL SXW Dpddru. MEraligan¥ j& gatd ihkubirana u
sekundarnom anW L MH O X U D | Udndriid mijeRURtifekom 1h (amPLaAaMH  &and-L K
NXQUuiiWVHREQRM WHPSHUDWXUWVIX NRUIMVEW DD @MNUgiQ&ED UQD D
s peroksidazomkozje antt N X Q l(raMUHM HYy HQ M H 3 kozje 'dotNFRLaA M H
UD]JUMHYyHQ M H6516; BicRad Hercules, CA, SADantiijelo. Nakon inkubacije u
sekundarnom antijelu, membrana je sprana pet puta po 5 min u TB®Uferu. Za
YLI]XDOL]DFLMX SURWHLQD NRULaAWHQ MH NLW 6XSHU6LJQD!
(za aniPTCH1a, antPTCH1c i anPTCH1d; Thermo Fisher Saitific) ili kit Pierce ECL
Western Blotting Substrate (za aRfTCH1b; Thermo Fisher Scientifiqgorema uputama
SURL]YRYDpPpD 5H]XOWDWL VX RpLWDQL S-RRfrgSystehtsyDMD 0

Jerwalem, krael).

4.7.1zolacija genomskeDNA iz FFPE-tkiva

Genomska DNA izolirana je iz FFR&zorakakarcinomaLGSC i HGSC, te zdravog
tkiva jajnika i jajoroda. Protokol za izolacijugenomskeDNA iz FFPEWNLYD SULODJRYH
premaprotokolu QUVDORYLU =D XUJRODFLMX '1 $ivalieAddsvakagHrEPE V X
uzorka GHE O ML Q Narezari- PFPEX]RUFL SUHEDpPHQL VX X PLNURHSU
Hamburg, NHPDpND YROXPHQD P/ 8 VYDNX PLNWRHSUXYH
supstitucije za ksilerfHistoclearll; National Diagnostics, Hessle Hull, UKQDNRQ pHJD MHE
slijedila inkubacijauzoraka unavedenoj otopini tijekon30 min pri sobnoj temperatuniz
P LM HdB«&aMem mikroepruvetdzorci su potom centrifugirani 5 min pri3 000 rpm
(engl.revolutions per minuld VREQRM WHPSHUDWXUL 6XSHUQDWDQW N
mikropipete dok je na talog opet dodari mL supstitucije za ksilen. Nakon togaouci su
ponovo inkubirani i centrifugirani pod istim uvjetima& DR & Vi@griethadne opisano
6XSHUQDWDQW MH RSHW SDAaOMLYR XNORQMHQ WH MH QI
(Kemika) 8]RUFL VX oRrethhled Dikbepruvetatiekom 2 min, nakon pd& su
centrifugirani 5 min pri 13 000 rpmYREQRM WHPSHUDWXUL 6XSHUQDWDQ
QD WDORJ MH RSHW GRGDQR Uzorcisu zatingdh v B/AQRRRIL M W BDARLO |
centrifugirani pod istim uvjetimaND R &W R MuwHtel®td LAM&IQIiRII supernatant je
SDAaOMLYR XNORQM HuQostavljéhe NtubReheSKaKE Yitetahkl ispario. Na talog je
GRGDQR igestijskoGpufera (50 mM TrigH 85, 1ImM EDTA, 0,5% Tween 20)  —/
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proteinaze K (20 mg/mLVWR Life ScienceAMRESCQ Rachor, PA SAD) QDNR&sipHJ
uzorci inkubiraniu termomiksen (Eppendorf) SUHNR QRUOL X] PLMH&ADQMH S
temperaturi o87 f &

6 O M H G HizdrciGWD égntrifugirani 30 s pri 13 000 rpnsabnoj temperaturi, nakon
pHJD MH VOHaMid Gle@P®PPLAIMMKUX EH LijgRanMeHAID riMD f & UDGL
inaktivacije proteinaze KUzorci su patm ponovo centrifugirani 30 s pri 13 000 rpisobnoj
WHPSHUDWXUL yLVWR réne IDNARIQGsEp¢QatatlD EZmjbréhe ISR PR U X
mikrovolumnog spektrattometra (NanoDrop 200Q Thermo Fisher Scientific). Uzorci

izolirane genomske DNA pohranjeni su grif &

4.8.1zolacija genomske DNA iz stanica u kulturi

*HQRPVND '1$ LIROLUDQD MH L] NDUFLQRPVNLK VWDQL}
296%$+2 L NRQWUR n@eHFNEW Priel ipdaEije@NA, stance su uzgojene u
posudama za kulturu stanica promjera 100. iNakon dosegnute 880%tne konfluencije, iz
posude sa stanicama uklonjen je hranjivi medij. Zatinstanice isprane u TDPBSpuferu
4mL) 1DNRQ wkMhpn@@MIHU NRUL&AWHQ ]D LVSLUDQMH VWDQLF
GRGDQ MH P /1DPBSpdfénd. Stanicels RVWUXJDQH V SRGORJH SRPRI
stanice (Falcon)preEDpHQH X PLNURHSUXYHWX WHRIDXPK@FHQWB LI XL
5 min prf Tgitemperaturiod f&6XSHUQDWDQW MH SDAOMLYR RG
stanicama resuspendirgg SRPRUX PLNURSLSHWH X 1GLdMWHCL IOV NRP S
mM Tris pH 8 25 mM EDTApH 8 05% SDS 0,1 mg/mL proteinaza Ktdodana u pufer
neposredncsSULMH NRULAWHQWIDQLED NRULAWHQR MH P/ SXIHL
broj stanica koristilo 1 mL digestijskog puferafiftanica.Uzorci su potom inkbirani u
termomikseru 128 h pri 300 rpm i temperaturi od f &akon inkulacije, na posW RM H U L
volumen uzorka, dodan je jednak volumen fekloroform-izoamilnog alkohola (Carl Roth)
8]RUFL VX |DWLP VQDAQR YRUWHNYVL U O@itanje tfeko@®MilkR Q pHJD
pri 1 i sobnoj temperaturiModena (gornjafaza u kojoM VH QDOD]LOD '1$ SDAC
SRPRUX PLNURSLSHWH SUH®&E&p HQibend 1BRN X Kdju NeUZatHS
dodanol mL hladnog apsolutnog etandl&8M natrijevog acetata (Kemika) u izno40%
volumena vodene fazelDYHGHQD VPMHVD MtanjeénUmRiiRdeptivét® @De RN U H
ostavlHQD SUHNR QfRUL SUL
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6OMHGHUL GDQ X]RUPImiVpti maksnvelbo bitzihild @Q dpm)pri 4
f& 6XSHUQDWDQW MH SDaoOM dwaRutkisp@aRE M) 7DWD ORJ "1
etanolom + —Mladnog 75%WQRJ HWDQROD GRGDQR MH QD WDORJ
centrifugiranjeuzorakau trajanju od2 min pri maksimalnoj brzini pric f&L DNRQ aWR MH
etanol uklonjen, mikroepruvete su ostavljene otvorene ~30GD VH WDORJ RVXaL 7
otopljen u —/ VWHULOQH YRGH mhitleaseN Wat€),|B pLNQ/FROUD L
koncentracija izolane DNAL]PMHUHQH VX SRPRUX PLNURYROXPQRJ VS

izolirane genomske DNA pohranjeni su pri  f &

4.9.PCR ovisan o metilaciji

Genomska DNA izotana iz FFPEIzoraka seroznih karcinoma jajnikazdravih jajnika

i jajovoda NDR L JHQRPVND '1$ L]JROLUDQD L] NDUFLQRPVNLK
bisulfitno su konvertiraneS R P R U XMéthyl\Edge Bisulfite Conversion System (Promega,
Madison, WI, SA° SUHPD XSXWDPD%W IVYROINLARYPRINRQYHUWLUDQD '1
reakcipma PCRa (engl. Polymerase Chain Reactipnovisnog o metilaciji (engl.
MethylationSpecific PCRMSP). 6HNYHQFH SRpHWQLFD ]D SFUIGHPRRWRUVN
SHh i IHh (SigmaAldrich), kaoi WHPSHUDWXUH VS DdkaWpo@ kémyl. SRpHW C
annealing temperatuje navedene su u Tablici Reakcijie MSPSURYHGHQH VX SRPRO
TaKaRa EpiTag HS (for bisulfitbeated DNA) (TaKaRa Bio, Kusatsu, Shiga, Japan).
Reakcijska smjesazaMB VDGUADYDOD M &lEpiTaq ASTONASlimeraze (5 U/

/ /OXEpiTaq PR (Mg?* freef SXIHU D25 mMMgClz, 6 / G 178(2,5 mM
svak), 2 / SR pHW (@hgkfdrward / SRPpHWQ LrE\Rrsg (161 gnbOsvakil,
50 ng DNA kalupa ivodu bez nukéazado ukupnogvolumena reakcijske smjese od 50
S5HDNFLMD VH RGYLMDOD X VOMHGHULP XYMHWLPD V SRp
slijedilo 40 ciklusa koji su se sastojali od denatije pri 95 f & WLMHNRP V VSDU
popHWQLFD V NDOXERPMIURM G/JHRP S)HijgkoV30Li produlivanjd D
ODQFD '"1%$ SUL f& WLMHNRP V =DYUAQR SURG2Z&OMLYDQ
provjeru metilacijskog statusa geBash NRULAWHQ MH XJQ LMéstedyMERKoji063 HQ.
se sastojao o)dlSULPDUQRJ L XJQ-h vk yACQ Ridao3&b VYRM VHW SRpH
Tablica §. Primarni L XJQLMHAYHQL 3&5SREGYVWRELXYXMHNWWLPD NDR L
-HGLQD UD]JOLND ELOD MH X VDVWD PER& HDMMLRCRNH VPMH
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produkti primarnog PCR V O X a LKalup Naj& u reakcijsku smjesu, umjesto 50 ng DNA,

G R G D Q naveflenihprodulata. Sve reakcije MSHmale su iste kontroleMethylated

+XPDQ &RQWURO 3URPHJD NRULaWHn@tiraMiHeakdjWRlolSR]LWLY Q
QHPHWLOLUDQD '"1$ (SL7THFW &RQWURONRY L&MpOGENa + LO G H
kontrola a nemetiliranu reakciju. BR QHJDWLYQD NRQWUROD jaieda REMH L

bez nukleaza.

Tablica 5. 3 R p H \Wa(ptombbrske regije genRTCHL, SHhilHh NRUL&WH-QH X 063

SRpHW( Sekvenca Ta  Produkt Ref.
PTCHL mF 5-AATTAAGGAGTTGTTGCGGTGS . 1osh
PTCH1 mR 5-GCTAAACCATTCTATCCCCGTAS' f P
(219)
PTCHLUMF  5-ATTAAGGAGTTGTTGTGGTTGT3'  1ont
PTCHLUMR  5-ACTAAACCATTCTATCCCCATA-3 f P
SHh mF1 5-GAGCGGTGGAGAGTTTTTCGS! é
SHhmMR1  5-ACTAATAACTTCCGAACTATCCCCG3 f
SHh umF1 5-GGGAGTGGTGGAGAGTTTTTTGS' é
SHhumRL 5-AACTAATAACTTCCAAACTATCCCCA-3' f
(191)
SHh mF2 5-AGAGTTTTTCGTAGTCGCGGGCS . 1eob
SHh mR2 5-ATCCCCGTACGAATCCGTACG3' f P
SHhumF2 5-GGTGGAGAGTTTTTTGTAGTTGTGGT3' . 170b
SHhumR2 5-AAACTATCCCCATACAAATCCATACA -3 f P
IHh mF 5-GTCGTCGCGTTGTTAAAATAAAC-3  eh
IHh MR 5-ACCGACGAAACTCAAATACGA-3' f P
(220)
IHh umF  5-TTGTTGTGTTGTTAAAATAAATGG -3' . b
IHh UMR  5-CAAAACCAACAAAACTCAAATACAA -3 f P

MFimR+VHW SRPpHWQLFD ]D PHWLO WBI@X SRHBINFQIMPO NP QH PHPW L O
F1iR1+VHW SRPHWQLFD ]D SULPDHWLSRHPHWQLFDB ]D XHOLMHAVH
tempeUDWXUD VSDULYDQMD SpapokiWe@el FD V NDOXSRP ES
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8VSMHAQRVW O068RUY NBINHCMH aBdrof&r&zB R gefu agarozeZa
razdvajanjeprodukata MSFRAa NR UL aWwW H@Qi agardozni gel(agaroza; Lonza, Basel,
aYLF DU ¥\ajDe prethodnododanaboja GelStar nucleic acid staifLonza). 9OHOLpLQD
XPQRAHQLK IBDUMYEGRWIMH S UH PSmylV.dadi G BNA Ladbler
Lonzg. (OHNWURIRUH]D V HARguM k&Dy0O Dis-AcetattEDTA) (Bio-Rad
tjekom 30 min pri 1209 8P QR dreg@énti vizualizirani su pod UV svjetiom na

transiluminatoru.

4100 6WDWLVWLpPpND DQDOL]D

Distribucija podataka testirana jKolmogorovSmirnovljevim testom, Lillieforsovim
testom i ShapirdWilkovim W-testom.Neparametrijsi testMannWhitney U NRUL&¥HQ MH
usporedbu ekspresije proteifd CH1, SHh i IHhu ispitivanim (tumorskim skupinama u
odnosu na kontrolne skupine i za usporedbu ekspresije prow@itarispitivanih i kontrolnih
skupina Spermanov testza neparamejske varijablekorLaAW HQ M &hjg povezéhdsty L U
ekspresije protein®TCH1, SHh i IHhunutar isé ispitivane ili kontrolne skupine&kao i za
testiranje povezanosti metilacij®NA u promoWRUX RGUHYHQRJ JHQD V F
RGIJRYDUDMXiUHJ SURWHLQD X LVSLWEDD WD WLWWRDMIXR O
GRELYHQLK SRGDWDND NRUL&WH QvafisibnR23Ehithhb, L, S%), 6366 6 W
apUDJ S UL kinbsa®addddivanja hipotebo je na razini vjerojatnosti od < 0,05

48



5.REZULTATI

5.1.Ekspresija proteina PTCH1 u seroznim karcinomima
jajnika

Analiza ekspresijeproteinaPTCHL XND]DOD MH QD L]JUDaHQXvo® XNOHD L
proteinau tumorskom tkivu i tumorskim stanicama u kultu@sim nuklearne,X R p #Q D
citoplazmatska ekspresijmvedenog proteinduklearnacitoplazmatska i ukupna ekspresija
proteina PTCHZAnalizirane sw tumorskonepitelui vezivnoj stromitumorakao i na cijelom
preparatuseroznih karcinoma jajnikate u epitelnom i stromalnom tkivui na cijelom
preparatwdravih jajnika i jajovodaRazina ekspresije proteina PTCHkarcinomimaHGSC
L /*6& XVSRUHYHQD MH V UD]JLQRP HNVSUHVLMahkd DYHGHQ|
MDMRYRGD NDR L L]PI@OPX WRPRXVMNRBEWNAGBQLK VNXSLQD L

stromalnog tkiva unutar pojedinih tumorskih i kontrolnih skupina.

5.1.1. Nuklearna ekspresija proteina PTCH u zdravom i

tumorskom tkivu

U tumorskom epitellHGSGa i LGSGa, 59,46%, odnosno 63,64% uzoraka imo
LIUDAHQX QXNOHDUQX HNVSUHVLMX (8d0ka vizihh @IBprash& + X !
(Slika 8). Nuklearna ekspresija proteina PTCH1 u epitelu zdravog tkiva jajmieabila
prisutna kod80% uzoraka, dok je kod preostalih 2@&orakabila prisutna u @-50% stanica
(umjerenarazina ekspresi)e(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 nuklearnwekspresijuu 1050% stanica (Slika)8Nuklearna ekspresija proteina PTCH1
ELOD MH VWDWLYVW tumNrekoh@Q dpipeDHGSRa Y bHadsu na epitetdravih
jajnika (p < 0,0001)Tablica 6;Slika 9A i C)i epitel zdravih jajovoda (p = 0,01)rablica 6;

Slika 9A i D). Kod LGSGa, nuklearna kspresija proteina PTCHIW D N R ot aW WMDW LV WL PN
] Q D p D M QuRunYorkkdbn epitelunego uepitelu zdravih jajnika (p < 0,0001)Tablica 6;
Slika 9B-C) i epitelu zdravih jajovoda (p = 0,0)4Tablica 6;Slika 9B i D).U tumorskom
epitelu QLMH ELOR VWDWLVWLpPpNLR]N DHONDWBQHH WULIM D LSNLHR W HIDOQNDO
karcinomaHGSC i LGSC(p = 0,763) (Tablica 6; Slika 98), dok je uzdravom epitelu
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QXNOHDUQD HNVSUHVLMD ELOD VWDWLVWLpPpNL ]QDpDMQR
(Tablica 6; Slika 9€D).

Slika 8. Nuklearna ekspresija proteinaTl®H1 u tumorskom epitelseroznih karcinoma
jajnika visokog (HGSC) i niskodLGSC) stumja malignosti i epiteluzdravih jajnika i
jajovoda R G U H yridri@ldstokemijskom analizor(0%, <10%, 1660%, >50% + posbtak

imunopozitivnih stanica).

Tablica6. 9ULMHGQRVWL VWDWLVWLPpNH D Q ODOH] ttuimardkanH D U Q H
epitelui vezivnoj stromi seroznih karcinoma jajnikazdravan epitelui stromalnaon tkivu
jajnika i jajovodaRGUHVHQH L P X kopRkkhaVAAMR NHP LMV

HGSC HGSC LGSC LGSC HGSC Jajnik
VS. VS. VS. VS. VS. VS.
Jajnik Jajovod Jajnik Jajovod LGSC Jajovod
Nuklearna ekspresija proteina PTCH1 u epitelu
4 U=40 U=98 u=8 U=255 U =193 U=18
*__") W =250 W =153 W =218 W =805 W =896 W =228
- Z =-5,866 Z=-2,584 Z =-4,609 Z=-2,467 Z=-0,302 Z=-4117
g p < 0,0001 p=0,01 p < 0,0001 p=0,014 p=0,763 p < 0,0001
§ Nuklearna ekspresija proteina PTCHL u stromi
é Uu=2735 Uu=151 Uu=99 U=42 U=185 U=52
g W =976,5 W =206 W =165 W =97 W =888 W =107
Z=-1,723 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 z*serozni karcinom jajnika visokog stupnja malignosti; LG3@erozni karcinom gjnika
niskog stupnja malignostpodebljano+p < 0,05 VW DNULL YAMOHD M QR
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Slika 9. Imunohistokemijsko bojanje proteina PTCHI (A) seroznom karcinomu jajnika
visokog stupnja malignosti (HGSC), (B) seroznom karcinomu jajnika niskog stupnja

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

U vezivnoj stromi HGSGa i LGSGa, 21,62%, odnosno 45,46% uzoraka imalo je
nuklearnu ekspresiju protanPTCH1 u >50% stanicgblika 10) U stromi zdravog tkiva
jajnika 40% uzoraka imalge nukleanu ekspresiju proteednPTCH1 u >50% stanicapok u
stromi zdravog tkiva jajovodaijedan uzorak nije imao nuklearnu eksppe u >50% stanica
(Slika 10).Nuklearna ekspresija proteina PTCHL1 bild j] VWDWLVWLpPpNL J]QDpDMQR
zdravog jajnika nego u stromi zdravjagovoda (p = 0,022) GRN VWDWLVWLpPpNL JQDpI
nuklearnoj ekspresiji navedenog protetnaezivnojstromi HGSGa i LGSGa u odnosu na
stromu zdravog jajnika i jajovodag&nlL L]P HYy X -a #B@&SGCa, nije bilo (Tablica 6
Slika 9.

IXNOHDUQD HNVSUHVLMD SURWHLQD 3H&> XEMWXDPF RVUH/ NRA
epitelu nego u vezivnojstromi karcinomaHGSC (p < 0,0001) kao i u epiteluzdravih
jajovoda u odnosu na njihavstromu (p = 0,022) dok je uzdravim jajnicima nuklearna
HNVSUHVLMD ELOD VWD Wanvaldoithivi ne@dip Bpite@(R <YO00@) X VWU
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(Tablica 7 Slika 9. U karcinomima/*6& QLMH ELOR VWDWLVWLpPpNL ]QDpDN
ekspresijiproHLQD 37&+ L]JPHyYyX W& RitbM MaRiynadt®meturhora(p =
0,166) (Tablica 7Slika 9B).

Slika 10. Nuklearna ekspresija protei PTCH1 u vezivnaggtromi seroznih karcinoma jajnika
visokog (HGSC) i niskogLGSC) stupnja malignosti i stromi zdravih jajnika i jajovoda
R G U H yirdu@dhistokemijskom analizom(0%, <10%, 1660%, >50% =+ postotak

imunopozitivnih stanica).

Tablica 7. Usporedba nuklearne ekspresije proteina PTAHIPHYyX HSLWHOQRJ L VW
tkiva unutar pojdinih tumorskih (HGSC i LGSC) i kontrolnih skupina (jajnik i jajovod)
RGUHYHQH LPXQRKLVWRNHPLMVNRP DQDOL]RP

PTCH1 (n) zepitel vs. stroma
HGSC LGSC Jajnik Jajovod
= U =352 U=41,5 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 xnuklearna ekspresija; HGSE&serozni karcinomi jajnika visokog stupnja malignpktsSC
+serozni karcinomi jajnika niskog stupnja malignosti; M#WlannWhitney U testpodebljano
+p <0,05(VWDWLVWDOpNL ]QDpDMQR

6SHFLILPQRVW QXNOHDUQH ORNDOL]J]DFLMH SURWHLQLI
imunohistokemijena uzorcim&arcinomaHGSC i LGSC uz S R P Rairi U D ] O arjitij#ab
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Slika 11. Imunohistokemijsko bojanjerpteina PTCHIdetektiranogX] SRPR U pHW L Uijeld)a{ieTOHLAA, H), @WPTICH1b
(B, F), antiPTCH1c (C, G) i antPTCH1d (D, H) na uzorcima seroznih karcinoma jajnika visokog (HGSD) Aniskog (LGSC; EH)

stupnja malignosti.
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antrPTCHL1: anttPTCH1a, antPTCH1b, antPTCH1c i aniPTCH1d (Tablica 3; Slika1).

6YD pHWLUL D &Wd Wariinhl@WDrediju &xnsmembranskog receptora PTCHI.

2VLP QXNOHDUQH X VYD pHWLUL VOXpDMD XRpHQma. MH L FL
Kod uzorala tretiranih s antitijelom arPTCHIdQDMPDQMH MH LJUDaAHQD QXNO
citoplazmatska ekspresija proteina PTCH1 (Slika 11D i H). Za razlikardijela anti

PTCH1a (epitop: -b0 aa), antPTCH1b (epitop: 0 aa) i antPTCH1c(epitop: 1-80 aa),

antitijelo anttPTCH1d Y H sédaudaljeniji epitop 122436 ad antigena PTCHL1.

5.1.2. Citoplazmatska ekspresija proteina PTCH1 u zdravom i

tumorskom tkivu

U tumorskom epiteluHGSGa i LGSGa, >50% stanicabilo je imunopozitivno na
citoplazmatsl ekspresiju proteina PTCH1 24,32%, odnosno 63,64% uzoraka (Slika 12). U
epitelu zdravog tkiva jajnile, 40% uzoraka imalo je citoplazmatslakspresiju proteina
PTCH1 u >50% stanica, dok je epitelu zdravog tkiva jajovodsamo10% uzoraka imalo
citoplazrmatsku ekgresiju u >50% stanica (Slika 12). Citoplazmats{espresija proteina
PTCH1 bila je sSDWLVWLpNY HD KD WER R U VESTR tH®BIhdAuHE Epitel
zdravog jajovoda (p = 0,023U tumorskom epitelucitoplazmatskaekspresija proteina
PTCH1 bilaje Y H kdd LGSG-au odnosu n&dlGSC DOL EH] SRVWL]DQMD VWDWL
(p = 0,08) (Tablica 8 Slika 9. SWDWLVWLpPNL ]qQj® pid M QitbplazrdidkoN H
ekspresiji navedenogrotana u tumorskom epiteltHGSGa u odnosu na epiteldravog
jajnika i jajovoda LGSG-a u odnosu napitelzdravog jajnika,ND R QL egditeldjixka i
jajovoda (Tablica 8Slika 9.

U vezivnoj stromi HGSGa i LGSGa, 29,73%, odnosno 27,27% uzoraka imalo je
citoplazmatskiekspresiju proteim PTCH1 u >50% stanica (Slika)1® stromi zdravog tkiva
jajnika, >50% stanicabilo je imunopozitivno naitoplazmatskuekspresiju proteina PTCH1
kod 40% uzorakadok je u stromi zdravog tkivgajovoda samo 10% uzoraka imalo
citoplazmatskuekgresiju u >50% stanica (Slika 13). Citoplazmats{espresija proteina
37&4+ ELOD MH VWDWLVWLpPpNL ]QDpDMQR YidriiDzdbavogW UR P L
jajovoda (p = 0,005 GRN VND WQIDWW MQ H U D] O L Nekspreski lnsvéd&nodd | P D W V
proteinau vezivnojstromiHGSGa i LGSGa u odnosu natromu zdravog jajnika i jajovoda,
kaonL L]PHyX-ai*&&Ca, nije bilo (Tablica 8Slika 9).
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Slika 12 Citoplazmatska ekspresija proteinaTH1 u tumorskom epiteluseroznih
karcinoma jajnika visokog (HGSC) i niskd§tGSC) stupnja malignosti i epitelu zdravih
jajnika i jajovoda R G U H yridr@stokemijskom analizor(0%, <10%, 1660%, >50% +
postotak imunopozitivnih stanica).

Tablica 8. 9QULMHGQRVWL VWDWLVWLPpNH DQDOL]JH FLWRSOD]P
tumorskom ep#éu i vezivnoj stromi seroznih karooma jajnika i zdravom epitelu
stromalnom tkivu jajnika i jajovod® GUHYHQH LPXQRKLVWRNHPLMVNRP DQI

HGSC HGSC LGSC LGSC HGSC Jajnik
VS. VS. VS. VS. VS. VS.
Jajnik Jajovod Jajnik Jajovod LGSC Jajovod
Citoplazmatskakspresija proteina PTCHL1 u epitelu
Q U =368 U=138 u=78 U=24,5 U=129,5 U=80,5
3 W =578 W =193 W =288 W =795 W =832,5 W =135,5
> | Z=-0,036 Z=-1,316 Z=-1,443 Z=-2,281 Z=-1,933 Z=-0,925
o p=0,972 p=0,188 p = 0,149 p=0,023 p = 0053* p = 0,355
g Citoplazmatskakspresija proteina PTCH1 u stromi
g U=2755 U=123 u=79 U=36,5 U=201 U=40
CEU W =978,5 W =178 W =145 W =915 W =267 W =95

z=-1677 z=-1702 z=-1379 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 z*serozni karcinom jajnika visokog stupnja malignosti; LGS@erozni karcinom jajnika
niskog stupnja malignostipodebljano+p < 0,05(VWDWLVWLDpPNLQDPQDPDKROKRL VWDWL
]QDPpDMQRVWL
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Slika 13. Citoplazmatskaeksprega proteina PTCH1 u vezivngtromi seroznih karcinoma
jajnika visokog (HGSC) i niskodLGSC) stupnja malignosti stromi zdravih jajnika i
jajovoda R G U H yrdr@stokemijskom raalizom (0%, <10%, 1660%, >50% = postotak

imunopozitivnih stanica).

Citoplazmatska kspresija proteina PTCHL1 nije bls WDWLVWLPpNL ]QDpDMQR U
tumorskog epit@og tkiva i vezivnestrome ukarcinomima+*6& L /*6& NDR QL L]JPH

epitelnog i stomalnog tkiva u zdravim jajnicima i jajovodima (TablicaSika 9.

Tablica 9. Usporedba citoplazmatskekspresije proteina PTCHIL]PHYyX HSLWHOQR.
stromalnog tkiva unutar pojedinih tumorskih (HGSC i LGSC) i kontrolnih skupina (jajnik i
jajovod) R G U el ijndri@histokemijskom analizom

PTCH1 (c) zepitel vs. stroma
HGSC LGSC Jajnik Jajovod
= U=6755 U=395 U=1535 U=455
S W =1378,5 W =105,5 W =363,5 W =100,5
Z=-0,103 Z=-1,474 Z=-1,336 Z=-0,382
p=0,918 p=0,141 p=0,182 p = 0,702

c zcitoplazmatskaekspresija; HGSCtserozni karcinomi jajnika visokog stupnja malignpsti

LGSC zserozni karcinomi jajnika niskog stupnja malignosti; MiMannWhitney U test
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5.1.3.  Ukupna ekspresija proteina PTCH1 u zdravom i tumorskom

tkivu

Ekspresija prott QD 37&+ EH] RE]JLUD QD VX BwnarEkqn ¢pdelu ORND O
HGSGa i LGSCa bila je prisutna kodb4,8®6, odnosnor2,73% uzorakal >50% stanica
(Slika 14. U epitelu zdravogjajnika i jajovoda >50% stanicabilo je imunopozitivno na
ekspresiju prteina PTCH1kod 40%, odnosno 20%izoraka(Slika 14) Ekspresija proteina
PTCHLELOD MH VWDWYWWD pXN LW XPRIDWERER H®&IhoslH@ Xpitel
zdravih jajnika(p = 0,03 (Tablica 10 Slika 9Ai C) i epitel zdravih jajovoda (p = 0,@&)
(Tadica 1Q Slika 9A i D). Kod LGSGa, HNVSUHVLMD SURWHLQD 37&+ WDNR
]QDpDWHI® X WXPRUVNRP HS lzivarrOjajnika Hip) R 0,83 (Tablios/ HIO X
Slika 9B-C) i epiteluzdravih jajovoda (p = 0,0)8Tablica 10 Slika 9B i D) U tumorskom
epitelu QLMH ELONRL @DMDLWQHEL NIMY OHMEHMX SURW HKar@oma 7 &+ L]

HGSC i LGSC(p = 0,601), kao ni adravom epiteluL]PH Y X M RajgvQdaNmD= 0,574)
(Tablica 10 Slika 9.

Slika 14.Ukupnaekspresija proteina PTAHI tumorskom epitelseroznih karcinoma jajnika
visokog (HGSC) i niskogLGSC) stupnja malignosti i epitelzdravih jajnika i jajovoda
R G U H yitrd@dhistokemijskom analizom(0%, <10%, 1660%, >50% = postotak
imunopozitivnihstanica).
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Tablica 10 QULMHGQRVWL VWDWLVWLpPpNH DQEiLy HimonkeB8QH HN\
epitely vezivnojstromitumorai nacijelom preparatu seroznih karcima jajnika te zdravom
epitelu i stromalnom tkivu i cijelom preparatu jajnika i jajoled RGUHYHQH

imunohistokemijskom analizom

HGSC HGSC LGSC LGSC HGSC Jajnik
VS. VS. VS. VS. VS. VS.
Jajnik Jajovod Jajnik Jajovod LGSC Jajovod
Ukupnaekspresija proteina PTCHL1 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
g p=0,01 p =0,018 p =0,03 p =0,018 p = 0,601 p=0,574
D Ukupnaekspresija proteina PTCH1 u stromi
>
8 U=369,5 U=130,5 Uu=855 Uu=255 Uu=161,5 U=67
E | wW=1072,5 W =185,5 W =2955 W =80,5 W =864,5 W =122
§I Z =-0,009 Z=-1,523 Z=-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
5] N ) n
= Ukupna ekspresija proteina PTCH1 na cijelom prafpar
U=2585 U =60 u=725 u=15 U=197 U=65
W =468,5 W =115 W =2825 W=70 W =900 W =120
zZ=-217 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 zserozni karcinomgjnika visokog stupnja malignosti; LGS@ serozni karcinom jajnika
niskog stupnja malignostipodebljano +p < 0,05(VWDWLVWLDPpNLQPQDPDKROQRL VWDWL
]QDPpDMQRVWL

U vezivnojstromi HGSCGa i LGSGa, >50% stanicailo je imunopozitivho na&kspresiju
proteina PTCHlkod 45,95%, odnosno 63,64% uzoraka (Slikq. 15 stromi zdravog tkiva
jajnika, ekspresija proteia PTCHL1 bila je prisutnax60% stanic&od 40% uzorakadokje u
stromi zdravog tkivgajovoda samo 10% uzorakélo imunopozitivno na ekspresiju proteina
PTCH1 u>50% stanicaSlika 19. ENVSUHVLMD SURWHLQD 37&+n0o ELOD M
YHUD Xnof $trpmi LGSCGa nego u somi zdravog jajovoda (p = 0,023 GRN WWDWLVW
znDpDMQH WkspfedijNrtdvedenog proteinavezivnoj stromi HGSGa u odnosu na
stromu zdravog jajnika i jajovoda, vezivnojstromi LGSCa u odnosu na stromu zdravog
jajnika, L]JPHY X +&B185SGa, NDR QL L]P H{jjXowdaMigLbioD(Tablica 10
Slika 9).
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Slika 15. Ukupna é&spresija proteia PTCH1 u vezivnogtromi seroznih karcinoma jajnika
visokog (HGSC) i niskogLGSC) stupnja maljnosti i stromi zdravih jajnika i jajovoda
R G U H yirdu@dhistokemijskom analizom(0%, <10%, 1660%, >50% =+ postotak

imunopozitivnih stanica).

(NVSUHVLMD SURWHLQD 37&+ EHOD XM MW XRROWVBYRPLHE L WG
vezivnoj stromi karcinomaHGSC (p = 0,047 GRN VWDWLVWLpMNé& blQDbpDMQH
ekspresiji navedenog proteind | P Hy Xhorgkog epitelnog tkiva i vezivnetrome u
karcinomima /*6& NDR QL L]JPHYyX HSLWHOQRJ L VWURPDOQRJ
jajovodima (Tablica 11Slika 9.

Tablica 11. Usporedba ukupnekspresije proteina PTCHL]PHYyX HSLWHOQRJ L VW
tkiva unutar pojedinih tumorskih (HGSC i LGSC) i kontrolnih skupina (jajnik i jajovod)
RGUHYHQH LPXQRKLVWRNHPLMVNRP DQDOL]RP

PTCH1 (u) zepitel vs. stroma
HGSC LGSC Jajnik Jajovod
= U=521 U=535 U =160 U=37
s W = 1224 W =119,5 W =370 W =092
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 xukupnaekspresija; HGSCtserozni karcinomi jajnika visokog stupnja malignpEtSC =+
serozni karcinomi jajnika niskog stupnja malignosti; MiWlannWhitney U test podebljano+
p<0,05VWDWLVW)pNL ]QDpDMQR
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Na cijelom preparatu (epitelno i stromalno tkizajedng HGSGa i LGSCa, >50%
stanicabilo je imunopozitivno naekspresiju proteina PTCH& 70,27%, odnosno 72,73%
uzoraka (Slika 16). Na cijelom preparatu zdrauvkgya jajnika, >50% stanicabilo je
imunopozitivno na ekspresijproteina PTCH1u 40% uzoraka, dok na cijelom preparatu
zdravog tkiva jajovoda nijedan uzorak nije imao ekspresiju navedenog proteina u >50%
stanica (Slika 16)Ekspresija proteina PTCHELOD MH VW DMDIRV WH D LX | Q/X[FPOR U \
tkivu HGSGa u odnosu na tkivo zdréw jajnika (p = 0,03) (Tablica 10Slika 9A i C)i
jajovoda (p <0,0001) (Tablica 1Q Slika 9A i D). Kod LGSGa, ekspresija proteina PTCH1
bilaje VWDWLVWLpN L tqudpsdmiQuRedoHikiu zdravih jajovoda (p = 0,00)
(Tablica 10Slika9BiD. (NVSUHVLMD SURWHLQD 37&+ QLMH ELOD VYV
tumorskomtkivu LGSGC-a u odnosu na zdravo tkivo jajnika, kao Inj P HRa¥cinomaHGSC
i LGSC, dok je u zdravontkivu eksprega navedenog proteingila YHUD X MDMQLNX Qt
jajovodu DOL EH] SRVWL]DQM D(pXaW,06W ([Tabita piNSkka RDpDMQRV W L

Slika 16. Ukupna é&spresija proteina PTCHna cijelom preparatseroznih karcinoma jajnika
visokog (HGSC) i niskodLGSC) stupnja malignosti zdravih jajnika i jajovodaR GUHyH QD
imunohistokemijskom analizonf0%, <10%, 1660%, >50% = postotak imunopozitivnih

stanica).
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514. (NVSUHVLMD SURWHLQD 37&+ X VWDQLpPQL

Ekspresija proteina PTCH1 uvé D Q L p Q L P setoizripd kaxirddna jajnika visokog
stupnja malignosti, OV& 5 29&%5 L 296%+2 ndi liMjwior@alih epitelnih
stanica jajovodaFNE], detektirange SR PWRI[jiHW L UL adtbj¢l@, LapttRVCH1a, anti
PTCH1b, antPTCH1ci anti-PTCH1d(Tablica 3).8 VYD pHWLUL VOXpDMD HNV.
37&+ ELOD MH YLAD X NDUWWAWLQROYRMP VO @1-Z0INRRdkaO LQL M L
razina nuklearne ekspsige proteina PTCH1, detektinog S R P Raitijela antrPTCH1a,
ant-PTCH1bi iantiPTCH1c, XRpHQD MH X VYLP N DU Mijaprd RIsgkNduP VWD Q|
NRQWUROQRM VWDRLYQR MW QiudamdpdhddiBsijavog proteina bila
niska (Slikel7-19). 1L XNOHDUQD HNVSUHVLMD SURW Hiht)j@adni-&+ GHW
PTCH bila je prisutna kkarcinomskmVWDQLpQLP OLQLMDPD DOlgoX ]QDpD
X VOXpDMX SUWRMW O D D G/MRibiji KNEMUGanomQijR dla prisutna (Slika
20).

UstanpQLP OLQLMDPD MH RVLP Q Xttk®iHnerobtaHskaxeRspidsgdd FL W F
proteina PTCH1. Citoplazmatska ekspresija @& LUDQD SRPRUXPTOHIE8ULWLMHO
manjoj mjeri je bila prisutna WWDQLpPpQLROZISGLMEMB$5 GRN MH X YHUOR
bila prisuthna uVWD QL p QL ®VOAHDL MNER PSka 17). Citoplazmatska ekspresija
deteNWLUDQD SRPRUGRTCHQWEILLVW DMMIO IY DBGIWIDVW XSOMHQD X 29&
manje uVWD QL pQLPVOARS L MNER [Slika 18), dok je citoplazmatska ekspresija
deteNWLUDQD SRPRU-RTOHQ&MilaWILM H O|D VDMQIBIOMHQD X 29&%5 L
manje u VWD QL p QL FOVSAHDLIMAIPID(Slika 19). Za razliku odntitijela antr
PTCH1la, antPTCH1b i anttPTCH1c, citoplazmatska ekspresija d&deVLUDQD SRPRI
antitijela anttPTCH1dbila je visoko zastupliena u sRi NDUFLQRPVNLP VWDQLpPQL
JGMH VX XRpHQL WRpPNDVERN IXIQRQIW ¥ RFOGFRN YW PRLPpQRM
bila prisutna (Slika 20). Kod kontroin€ WD QL p QIH OXRPAHVQD MH PHPEUDQVND
proteina PTCH1 detd WLUD QD nitieRRantKkPTOH1d dok je kod karcinomskih
VWDQLpPpQLK OLQLMD WDNRYHU ELOD SULVXWQD DOL X SXQF
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Slika 17. Imunofluorescencijskdojanje proteina PTCHIX VWDQLpPpQLP O KuiciMomB [ajnkadisBKoQ ktupnja malignosti, OVCARS5
$ ( , 29&%5 % ) - L 296%$+2 & lifiji normaln&di€hihpstanica jajovoda kogu imortalizirane telomeraznom
reverznom transkriptazom, FNED, H, L) S R P Raiitiijela ant-PTCH1a(A-E). Jezgre obojene bojom HoecistH). Preklopljieneslike (I-L).
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Slika 18. Imunofluorescencijgo bojanje proteina PTCHX VWDQLpPpQLP OLQLMDPD VHUR]QLK NDUFLQRPD MDMQL
(A,E, ), 29&%5 % ) - L 296%$+2 & roj liniji Inoimalmih@pitpinih stanica jajovoda kou imortalizirane telomeraznom
reverznom transkriptazom, FNED, H, L) S R PWRaiititijela anttPTCH1b(A-E). Jezgre obojene bojom HoechstHE Preklopljeneslike (I-L).

63



Slika 19. Imunofluoresencijsko bojanje proteina PTCHX VWDQLpPpQLP OLQLMDPD VHUR]QLK NDUFLQRPD MDMQL
$ ( , 29&%5 % ) - L 296%$+2 & lifiji normalnapidelhibstanica jajovoda kojsu imortalizirane telomeraznom
reverznom transkriptazom, FNELD, H, L) S R PuRaititijela anttPTCH1c(A-E). Jezgre obojenbojom Hoechst (). Preklopljeneslike (I-L).
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Slika 20. Imunofluoresercijsko bojanje proteina PTCHX VWDQLpPpQLP OLQLMDPD VHUR]QLK NDUFLQRPD MDMQL
$ ( , 29&%5 % ) - L 296%$+2 & lifiji normaln&di€hihpstanica jajovoda kogu imortalizirane telomeraznom
revaznom transkriptazom, FNED, H, L) S R PuRaiititijela anttPTCH1d(A-E). Jezgre obojenbojom Hoechst (). Preklopljeneslike (I-L).
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515. 6 XEVWDQQIRNIOL]|DFLMD SURWHLQD 37&+
linijama

6XEVWDQLpPpQD ORNDOL]DFLMD SUPWHhQBPREOEE@RX NDUFL:
OVCARS8 i OVSAHO, te NRQWUROQRM VWDQLPpQRM ORQ@XMIIHYWHW®LC
blota. Ekspresija proteina PTCHX UD]O4WDWLPQLP RiG®MiAQaMK prBie,
membranski proteinislobodnijezgreni proteini proteni vezani na kromatin citoskeletni
proteini GHWHNWLUDQIHWHUKX]UDR @ R i -RBTOHD WWPT@HILA) BB D DQW L
PTCH1b, antPTCH1c i aniPTCH1d (Tablica 3)8VSMH&EQRVW L]J]RODFLMH SURV
VWDQLPpQLK RGMHO Wi2bD pBsktmditiUpydteidd®d HRKEMeR LLRKromatinskoj
frakciji 1 proteina GAPDH witoplazmatskoj, membranskojazgrenoj frakciji(Slike 21-24).
$QDOL]RP XNXSQLK SURWHLQD SRWYUYHQD/YMIP FWDXIWQI
OLQLMDPDVNR UtRt\dlHENtEPTCHL(Slika 21:24).

Protein PTCH1 dedNWLUDQ SRPRUX-PTCQYE bW LjM HsDtanD@Q W L
citoplazmatskoj, membranskoj, jezgrenoj i kromatinskoj frak¥ijiVYLP VWDQLPQLP OLGQ
QDMYHURP ]DVWXSOMHQRVW LaktijiPdeRj& W dita3keNtRdjifrakcililhid J U H Q R
prisutan samo W W D Q L p QVIMHO (Siikia &1l).

Protein PTCH1 dddNWLUDQ SRPRUX-PTCQW Lbw Lj® HésDtanD @ W L
FLWRSOD]PDWVNRM PHPEUDQVNRM L MH]JJUHQRMMUDNFLM
zastupljenosti u jezgrenoj frakciji, dok je u kromatinskoj frakciji bio prisutaWWDQLpPpQLP
linijama OVCARS8 i OVSAHO, a u citoskeletnoj frakciji u svim osSmVAWDQLp®GNEM OLQLM
(Slika 22).

SURWHLQ 37&+ G H VrtithieVd antiPTCHIARIB @ prisutan u membranskoj
L MHJJUHQRM IUDNFLML X VYLP VWDQLpPQLP OLQLMDPD X
VWD QL p QWRIMHO,LdokljevuLkromatinskoj frakciji bio zastuplien samy WD QLPQRM OL (
OVCARS (Slika 23). Navedeni protein bio je ndj)aH [DVWXSOMHQ X PHPEUDQV
IUDNFLML X VYLP VWDQLpPpQLP OLQLMDPD 6OLND
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Slika 21. 6XEVWDQLpPQD ORNDOL]J]DFLMD SURWHLQD 37&+ X VWDQLPQLP OLQLMDPD VHUR]C

OVCAS5 L 296%+2 Lnoy Wip Qdrrpalnihepitelnih stanica jajovoda kogu imortalizirane telomeraznom reverznom transkriptazom,

FNE1, detekirana Western blotom S R P Ranifijela anttPTCH1a input + ukupni proteini; citopl. + citoplazmatski proteini; nmabr. +

membranski proteini; nukltslobodnijezgreni proteini; kromtproteinivezani na kromatirncitosk. tcitoskeletni proteini
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Slika 22 6 XEVWDQLpQD ORNDOL]DFLMD SURWHLQD 37&+ dkavwgdRdg LstufnjaPmalidn@sti, MOWEARS5Y HU R ] C
29&%5 L 296%+2 InojVikyjiDnQrinplnihepitelnih stanica jajovoda kogu imortalizirane telomeraznom reverznom transkriptazom,
FNE1, detekirana Western blotom S R PWRaititijela anttPTCH1b input +ukupni poteini; citopl. * citoplazmatski proteini; membrz+

membranski proteini; nukltslobodnijezgreni proteini; kromtproteinivezani na kromatincitosk. xcitoskeletni proteini
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Slika 23 6 XEVWDQLpPpQD ORNDOL]DXFVWD GUFRNRLQDQR™MODH D VHUR]QLK NDUFLQRPD MDMQLN
29&%5 L 296%+2 InojVinjiDnQrimplnihepitelnih stanica jajovoda kogu imortalizirane telomeraznom reverznom transkriptazom,
FNE1, detekirana Western blotompomRui antitijela anttPTCH1c input + ukupni proteini; citopl. = citoplazmatski proteini; membrz+

membranski proteini; nukltslobodnijezgreni proteini; kromtproteinivezani na kromatirncitosk. citoskeletni proteini
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Slika 24 6 XEVWDQLpPQD ORNDOL]DFLMD SURWHLQD 37&+ X VWDQLpPpQLP OLQLMDPD VHUR]C
29&%5 L 296%+2 InojVikyjiDnQrimplnihepitelnih stanica jajovoda kogu imortalizirane telomeraznom reverznom traips&zom,
FNE1, detekirana Western blotom S R PWRantitijela anttPTCH1d input +ukupni proteini; citopl. = citoplazmatski proteini; membrzx

membranski proteini; nukltslobodnijezgreni proteini; kromtproteinivezani na kromatincitosk. citoskelehi proteini
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Protein PTCH1 ddd NWLUDQ SRPRUXPTOIQIWHhidVje Mpis@dn S3@nw L
VXEVWDQLpPpQLP IUDNFL Mljania X VWIDRQ VMWD GNGRE PANBLP D
NDMYL&H MH ELR cijdpleamiatska) M&keji, u VWDQLpQRWCARBL® LML
citoplazmatskj i membranskoj frakciji, a uVWDQLpQRWSAKDL. @ Ljdzdgrenoj,
kromatinskoj i citoskeletnoj frakciji (Slika 24).

.RUL & Wah@Qijelddant-PTCH1a, antPTCH1b i aniPTCH1¢ X VWDQLpPQLP OLQL
uglavhom MH Q DnuKdé&amiba eksprga, doN MH N R U arditjeld QiR FCH1d
XJODYQRPciQazmaskaHNVSUHVLMD .RUL&WHQMHhé&edviD pHWL L
VXEVWDQLpQLBHWHWRNIMOP@L VX IUDJPHQWL SURWHLQD 37&
AWR XSXUXMH Q DedPlRN XuDRYN WL BUHR D BMMERIRY)RI SURWHLQD

5.2.Metilacija gena PTCH1 u seroznim karcinomima jajnika

Metilacija DNA u promotoru gend@TCH1 detektirana je u 13,5% (5/37) uzoraka
karcinomaHGSC, dok ukarcinomimalLGSC i tkivu zdravog jajnika i jajovodaiMH XRpHQD
metilacija ovog gengSlika 25A) Analizirana je ipovezanosimetiacije DNA u promotoru
genaPTCH1s ukupnom ekspresijoproteinaPTCH1 na cijelom preparaiarcinomaHGSC
SUL pHPX M Ha xatlacijeyde @RI CHL1nije povezana s razinom gkgsije proteina
PTCH1 ukarcinomimaHGSC (! S 6WDWLVWLpMNlagy@Q@ DOL]D |
DNA u promotorugenaPTCHL1 s razinom ukupneekspresijeproteinaPTCH1 na cijelom
preparatikarcinomaLGSC i zdravog tkivajagQ LND L MDMRYRGD QLMH ELOD PR,
genaPTCH1u svim navedenim skupinamasvim uzorciméio nemetiliran Promotor gena
PTCH1 ELR MH QHPHWLOLUDQ L X NDUFLQRPVNLP VWDQLpPQ
OVSAHOte NRQWUROQRM VWIBKa psBRM OLQLML )1(
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Slika 25. (A) Reprezentativni prikazezultatametilacije DNA u promotoru genBTCH1u
zdravomtkivu jajnika (KJ = kontrolno tkivo jajnika)i jajovoda (KT = kontrolno tkivo
jajovodal/tuba) i seroznim karcinomimajnika visokog (HGSC) i niskog (LGSC) stupnja
malignosti. (B) Metilacija DNA u promotoru ger@RTCH1L X VWDQLPpQLP OLQLMDPLO
karcinoma jajnika visokog stupnja maligno€dyCAR5, OVCARS8 i OVSAHO teVW BbQ L p

liniji normalnih epitelnih stanica jajovoda j@ su imortalizirane telomeraznom reverznom
transkriptazom, FNEIM tmetilirana reakcija; NMtnemetilirana reakcija; MKtpozitivha

kontrola za metiliranu reakciju; NMKt pozitivha kontrola za nemetiliranu reakciju; voda

(H20) xnegativna kontrola

5.3.Ekspresija proteina SHh u seroznim karcinomima
jajnika

Ukupna ekspresija proteina SHEH] RE]JLUD QD V XE V WaDaldrg®XuORNDOL
tumorskom epitelu vezivnoj stromi tumorakao i na cijelom preparatu seroznih karcinoma
jajnika, te u epitelnom i stmalnom tkivu i na cijelom preparatu zdravih jajnika i jajovoda.
Razina ekspresije proteina SHhkarcinomima +*6& L /*6& XVSRUHYHQD MH V
ekspresije navedenog proteina u zdravom tkivu jajnika i jajovdti® R L L]PHYyX WXPRU
VNXSLQD LIROXLKRQWBELED L LIPHYyX HSLWHOQRJ L VWUR
tumorskih i kontrolnih skupinaDsim u zdravom i tumorsko tkivu, ekspresija proteina SHh
DQDOL]JLUDQD MH L X NRQWUROQRM L NDUFLQRPVNLP VWDQ
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5.3.1. Ukupna ekspresija proteina SHhu zdravom i tumorskom

tkivu

U tumorskom epitelkarcinomaHGSC i LGSC >50% stanicailo je imunopozitivho na
ekspresiju proteina SHkod 59,45%, odnosno 45,45% uzorakiak je ekspresja proteina
SHh u epiteluzdravogjajnika i epitelu zdravogjajovoda bia prisutna kod 2% uzoraka u
>50% stanicau obje kontrolre skupire (Slika 2. Ekspresija proteina SHlELOD MH VWDWL\
]QDpDWHQRIR X W XPRUMGSTER utb8nodu HDe)itedravihjajnika (p < 0,0001)
(Tablica 12 Slika 27A i C) i epitel zdravh jajovoda (p = 0,04) (Tablich2; Slika 27A i D).
Kod LGSGa, ekspresija protea SHhELOD MH VWDWYNWLPNWXCBRNIMAR H:
nego u epiteledravih jajnika (p = 0,01% (Tablica 12 Slika 2B-C), dok |]QDpDMQH UD]OLN
ekspresiji navedenogr@einau tumorskomepiteluu odnosu na zdrawpitel jajovoda nije
bilo (p = 0,409) (Tablica 12Slika 2B i D). U tumorskom epiteluQLMH ELOR VWDW
]QDpDMQH eidpiesiji préteia SHH ] P H KaXcinomaHGSC i LGSC(p = 0,36)
(Tablica 12 Slika 27A-B), dok je u zdravom epitelHNVSUHVLMD RYRJ SURWHLQL
]QDPDMQR YHUD X jankiv(RY ROBN (TablidR] Blika 27C-D).

Slika 26. Ukupna ekspresija proteina SHihtumorskom epiteliseroznihkarcinoma jajnika
visokog (HGSC) i niskogLGSC) stupnja malignosti i epitelzdravih jajnika i jajovoda
R G U H yitrd@dhistokemijskom analizom(0%, <10%, 1660%, >50% = postotak

imunopozitivnih stanica).
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Tablica 12 SULMHGQRVWL \eWldpwie espréspeN piotén@ S tumorskom
epitely vezivnojstromitumorai nacijelom preparatu seroznih karcima jajnika te zdravom
epitelu i stromalnom tkivu i cijelom preparatu jajnika i jajovoddRGUHYHQH

imunohistokemijskom analizom

HGSC HGSC LGSC LGSC HGSC Jajnik
VS. VS. VS. VS. VS. VS.
Jajnik Jajovod Jajnik Jajovod LGSC Jajovod
Ukupna ekspresija proteina Sirepitelu
U=1515 U=116 U=535 Uu=45 u=171 U=56
W =361,5 w=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 pteina SHhu stromi
>
8 U=290,5 Uu=1125 U=96 Uu=285 U=1395 U=47,5
= W =956,5 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
5] - ) N
= Ukupna ekspresija proteina SiHh cijelom preparatu
U =282 U=105,5 Uu=85 Uu=325 U =203 Uu=815
W =492 W =160,5 W =295 W =875 W =906 W =136,5
Z=-1,635 Z=-2,298 Z=-1,12 Z=-1,707 Z=-0,014 Z=-0,878
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; LGS@erozni kargiom jajnika
niskog stupnja malignostipodebljano +p < 0,05(VWDWLVWLpNL QR DPDIMOLEL VWDW|
]QDpDMQRVWL

U vezivnoj stromi karcinomaHGSC i LGSC, >1&% stanicabilo je imunopoZivno na
ekspresiju proteina SHh 77,77%, odnosno 81,82% uzkea(Slika 28. U stromi zdravog
tkiva jajnika ekspresija proteina SHiila je prisutna u >1% stanicau 85% uzorakadokje u
stromi zdravog tkivgajovoda 30% uzoraka bilo imunoptizno na ekspresiju proteina Skih
>10% stanica ($ta 28). Ekspresija pteina SHhbila je SStODWLVWLPNL ]QDpDMQR YHU
stromi LGSCGa u odnosu na stromu zdravog jajovoda (p = 0,04&0 i u stromi zdravog
jajnika u odnosu na stromu zdravog jajovoda (p = 0,016) (Tablica 12; Slika 27H®&8d4>
a, ekspresija proteina $Hbila MH YHUD X strorh] tuMm@danbbo u stromi zdravog
MDMRYRGD DOL EH] SRVWL]DQMD) Ynablice/12y SWkap2NAi PR DpD M Q
SWDWLVWLpPNL hiehiplbkepkesiy baledembgfoteina u vezivnogtromi HGSC
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a u odosu na stromu zdravog jajnikaGSG-a u odnosu na stromu zdravog jajnika, kao ni
LIPHY X +&©06.&SCa (Tablica 12; Slika 27

Slika 27. Imunohistokemijskobojanje proteinaSHh u (A) seroznom karcinomu jajnika
visokog stupnjamalignosti (HGSC), (B) seroznom karcinomu jajnika niskog stupnja

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

Ekspresija proteina SHELOD MH VWDWIYWWDpXLWPQRRDWRYERP HSLW
vezivnoj stromikarcinomaHGSC ¢ < 0,0001), kao i u epitelu zdravih jajovoda u odnosu na
njihovu stromup = 0,029, dok je u zdravim jajnicimakspresijgproteina SHhELOD VWDWLVW
]QDpDMQR Y Hladn Kivv védd RuPepitelu(p = 0,02) (Tablica 13; Slika 27U
karcinomimaLGSC nije bilo stD WLV WL p N &azlik€ b ¢kddvesljHprateina SHh ] P Hy X
tumorskog epitelavezivnestrometumora(p = 0,942) (Tablica 13; Slika 2B
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Slika 28 Ukupna é&spresija proteia SHhu vezivnoj stromi seroznih karcimoa jajnika
visokog (HGSC) i niskogLGSC) stupnja malignosti stromi zdravih jajnika i jajovoda
R G U H yirdu@dhistokemijskom analizom(0%, <10%, 1660%, >50% =+ postotak

imunopozitivnih stanica).

Tablica 13. Usporedla ukupne ekspresije proteina SHH P HépXelnog i stromalnog tkiva
unutar pojedinih tumorskih (HGSC i LGSC) i kontrolnih skupina (jajnik i jajovédi UHYHQH

imunohistokemijskom analizom

SHh zepitel vs. stroma
HGSC LGSC Jajnik Jajovod
= U=3515 U=59,5 U=117,5 u=22
s W =1017,5 W =125,5 W =327,5 W =77
Z=-3,675 Z=-0,072 Z=-2,332 Z=-2,248
p < 0,0001 p =0,942 p =0,02 p =0,025

HGSC *serozni karcinomi jajnika visokog stupnja malignpstGSC +serozni karcinomi
jajnika niskog stupnja malignosti; MW+ MannWhitney U test podebljano £ p < 0,05
(VWDWLVWDPpNL ]QDpDMQR

Na cijelom preparatu (epitelno i stromalno tkivo zajedkajcinomaHGSC, >106
stanicabilo je imunopozivno na ekspresiju proteina SHIA7,3% uzoraka, dok je na cijelom
preparatukarcinomalLGSC ekspresija nadenog proteina bila prisutna kod 90,91% uzoraka
u >10% stanica (Slika 29). Na cijelom preparatu zdratloga jajnika i zdravog tkiva

jajovoda, >106 stanicabilo je imunopozitivno a ekspresiju proteina SHih 80%, odnosno
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70% uzoraka (Slika 29)Ekspresijaproteina SHhELOD MH VWDWLVWLpPpNL ]QI
tumorskom tkivu HGS& uodnosu na zdravo tkiv@jovoda (p = 0,022) (Tablica 18lika

27A i C). Ekspresijgproteina SHhQLMH ELOD VWDWLVWLpPpNL |@GkivpDMQR U
HGSGa u odnosu na zdrauw&ivo jajnika, u tumorskom tkivikGSC-a u odnosu na zdravo

tkivo jajnika i zdravo tkivo jajovoda,L | P HkaXxcinomaHGSC i LGSC,NDR QL L]JPHyYX
zdravih jajnika i jajovoda (Talda 12 Slika 27.

Slika 29. Ukupna é&spresija protma SHhna cijelom preparatgseroznih karcinoma jajnika
visokog (HGSC) i niskodLGSC) stupnja malignosti zdravih jajnika i jajovodaR GUHYyH QD
imunohistokemijskom analizonf0%, <10%, 1660%, >50% = postotak imunopozitivnih

stanica).

5.3.2. Ekspresija proteinaSH X VWDQLpPpQLP OLQLMDPD

Visoka razina ekspresije proteina SHKRpHQD MH X VWDs$topm@d P OLQI
karcinoma jajnika visokog stupnja malignosti, OAMR5, OVCAR8 i OVSAHO, dok u
V W BoQlinfp normalnih epitelnih stanica jajovoda kojsu imortalizirane élomeraznom
reverznom transkriptazom, FNEfije bilo ekspresijeovog proteina(Slika 30). Ekspresija
proteina SHhQDMYLa&H MH ELOD ]D\awansaOiéN VD XL p DRMRAL QLML
&LWRSOD]PDWVND HNVSUHVLMD QDY EBraHXIR kaSibomgkikhL QD EL
VWDQLpPpQLP O LnfggavieiphsDinoatiitivaM 8D VWD QLp QEIMaBWN.PEUDQL
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Slika 30. Imunofluorescencijsko bojanje proteigddh X VWDQLPQLP OLQLMDPD VHUR]QupkjaNmallgrostQ WWIARM DM QL N
$ ( 29&3%5 % ) - L 296%+2 n@§ linfji normalrvhépiDe@ib [stanica jajovoda ko imortalizirane telomeraznom
reverznom transkriptazom, FNED, H, L). Jezgre obojenbojom Hoechst ({H). Preklopljeneslike (I-L).
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5.4.Metilacija gena SHh u seroznim karcinomima jajnika

Metilacija DNA u promotoru gen&Hh detektirana je uwlva od ukupno 37 uzoraka
(5,4%)karcinomaHGSC. UkarcinomimaLGSC i tkivu zdravog jajnika i jajovoda, metilacija
DNA u promotoruovog genanije bila prisuba (Slika 31A). Analizonpovezanostmetiacije
DNA u promotorugenaSHh s ukupnom ekspresijorproteinaSHh na cijelom prepratu
karcinomaHGSC X W'Y Uj§ da@rRetilacija gen&Hh nije povezana razinom ekspresije
proteina SHhu karcinomima +*6& ! -0,23; p =0,171 6 WDWLVWLPpND DQDOL]
metiacije DNA u promotorwgenaSHh s razinom ukupne eksprespeoteinaSHhna cijelom
preparatikkarcinoma/*6& L |JGUDYRJ WNLYD MDMQLND L MDMRYRGD Q
genaSHh u sMm navedenim skupinamikod svih uzorakdio nemetiliran Metilacija DNA u
promotoru gen&Hh GHWHNWLUDQD MH X NDUFLQRPVNRM VWDQLPpQ
RYRJ JHQD QLMH ELOD SULVXWQD X RVVOVQARB, OMTARBL QRPV N
i OVSAHO, te kontrolnof]VWDQLPpQRM OLQBML )1( 6OLND

Slika 31 (A) Reprezentativni prikaz rezultataetilacije DNA u promotoru gen&Hh u

zdravom tkivu jajnika (KJxkontrolno 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 gendHh X VWDQLpPpQLP OLQLMDPD
karcinoma jajnika visokog stupnja maiigsti, OVCAR5, OVCARS8 i OVSAHO tev W BbQ L p

liniji normalnih epitelnih stanica jajovoda kojgsu imortalizirane telomeraznom reverznom
transkriptazom, FNEIM +metilirana reakcija; NMznemetilirana reakcija; MKtpozitivha

kontrola za metiliranu reakciju; NMK+ pozitivha kontrola za nemetiliranu reakcijupda

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

Ukupna ekspresija proteina IHhREH] RE]JLUD QD VXEVWDQLpPp&®XUORNDOL
tumorskom epitelu vezivnoj stromi tumorakao i na cijelom preparatu seroznibréinoma
jajnika, te u epitelu stromalnom tkivu i na cijelom preparatu zdravih jajnika i jajovoda.
Razina ekspresije proteina IHh karcinomima +*6& L /*6& XVSRUHYHQD MH V
ekspresije navedenog proteina u zdravom tkivu jajnika i jajovida,i izmHy X WXPRUVNLK
VNXSLQD L]JPHYyX NRQWUROQLK VNXSLQD L L]JPHYyX HSLWHO
tumorskih i kontrolnih skupinadsim u zdravom i tumorsko tkivu, ekspresija proteina IHh
DQDOL]JLUDQD MH L X NRQWUROQRM L NDUFLQRPVNLP VWDQ

5.5.1. Ukupna ekspresija proteina IHhu zdravom i tumorskom

tkivu

Ekspresija proteina IHh tumorskom epitelikarcinomaHGSC i LGSC bih je prisutna u
78,38%, odnosno 72,73% uzoraka u >10% stanica (Slika 3&)itelu zdravog tkiva jajnika
ekspresija protea SHhnije bila prisutna ko®5% wzoraka, dok je kod preostalifbuzoraka
bila prisutna u 1%60% starca (Slika 32. U epitdu zdravog tkiva §jovoda, ekspresija
proteina IHhnije bila prisutna ni u jednom uzork&lika 32. Ekspresija proteina IHhila je
VWDWLVWLYNLULIDOQDWXW®Q BRNGSR-Bu HddGsw i @piteldravihjajnika (p <
0,0001) (Tablica 14Slika 33A i C) i epitelzdravih jajovoda (p < 0,0001) (Tablicd;1Slika
33A i D). Kod LGSCa, ekspresija proteina IHWDNRYyHU MMWELPOND. YQVDPDO M QR
tumorskom epitel nego u epiteledravihjajnika (p < 0,0001) (Tablica 14; Slika B&C) i
epitelu zdravih jajovoda (p < 0,0001) (Takdicl4 Slika 33B i D). Utumorskom epitelnom
tkivu QLM H ELOR VW Daxike/\ékspisiji priofziddo IBIMLQ PHHKRKCInOmaHGSC i
LGSC (p = 0,713)kac niuHSLWHO QRP W N L Y jéjokddaHpy=X0,¥8D(VedlicAiz L
Slika 33).
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Slika 32. Ukupna ekspresija proteina IHhtumorskom epiteliseroznih karcinomgajnika
visokog (HGSC) i niskogLGSC) stupnja malignosti i epitelzdravih jajnika i jajovoda
R G U H jirdu@dhistokemijskom analizom(0%, <10%, 1660%, >50% = postotak

imunopozitivnih stanica).

Tablica 14 9ULMHGQRVWL \eWkupvé ERSprgsiproteD& BIOU fumorskom
epitely vezivnojstromitumorai nacijelom preparatu seroznih karoima jajnika te zdravom
epitelu i stromalnom tkivu i cijelom preparatu jajnika i jajovoddRGUHYHQH

imunohistokemijskom analizom

HGSC HGSC LGSC LGSC HGSC Jajnik
VS. VS. VS. VS. VS. VS.
Jajnik Jajovod Jajnik Jajovod LGSC Jajovod
Ukupna ekspresija proteina IHhepitelu
Uu=544 Uu=20 u=15 u=5 U=189,5 Uu=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<00001  p<0,0001 p<0,0001  p<0,0001 p=0,713 p=0,48
2 Ukupna ekspresija proteina IHhstromi
Q U =206,5 U=149,5 U=595 U=435 U =200 u=75
= W =416,5 W =204,5 W =269,5 W =985 W =903 W =285
= Z=-3,584 Z=-1,496 Z=-2,47 Z=-1,189 Z=-0,162 Z=-1,272
é p < 0,0001 p=0,135 p = 0,014 p = 0,234 p=0,871 p = 0,203
g Ukupna ekspresija proteina IHiia cijelom preparatu
U =316 Uu=85 U=107,5 Uu=35 U=165,5 U=65
W =526 W =140 W =173,5 W =90 W =231,5 W =120

Z=-1,023 z=-2,98 z=-0116 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 zserozni karcinom jajnika visokog stupnja malignosti; LGSGerozni karcinom jajnika
niskog stipnja malignostipodebljanotp < 0,05(statistLpNL JQDpDMQR

81



Slika 33. Imunohistokemijskobojanje proteinalHh 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 karcinomaHGSC i LGSC,>50% stanicabilo je imunopoZivno na
ekspresiju proteina IHkod 89,19%, odnosno 90,91% uzoraka, dok jprdsja proteinaHh
u epiteluzdravogjajnika i epitelu zdravog jajovoda bila je prisutna kod 45%, odnosno 70%
uzoraka u >50% stanica (& 34). Ekspresija proteina IHELOD MH VW DMWQIRV WH pDI LX ] C
vezivnojstromi HGSGa u odnosu na stronrdravihjajnika (p < 0,0001) (Tablica4; Slika
33A i O), kao i u vezivnojstromi LGSG-a u odnosu na stromu zdray#égnika (p = 0,014)
(Tablica 14 Slika 33BC). SWDWLVWLpPpNL ]@QjB [bidM@kspresi | tateddhog
proteim u vezivnojstromi HGSCGa u odnosu na stromu zdrayajovodg LGSC-a u odnosu
na stromuzdravih MDMRYRGD L}PHYSCEHD*6& DR Q Lzdigwhhajnka i
jajovoda (Tablica 14Slika 33.
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Slika 34. Ukupna é&spresija proteia IHh u vezivnoj stromi seroznih karcinoma jajnika
visokog (HGSC) i niskog(LGSC) stupnja malignosti stromi zdravih jajnika i jajovoda
R G U H jirdu@dhistokemijskom analizom(0%, <10%, 1660%, >50% = postotak

imunopozitivnih stanica).

Ekspresija proteina IHRELOD MH VW DMMIR/ W HEINDL X$@rpl@mo@ R M
odnosu na tumorsko epitelno tkikarcinomaHGSC (p < 0,0001) i LGS(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. Usporedla ukupne ekspresije proteinHh LIPHYyX HSLWHOQRJ L VWUREF
unutar pojedinih tumorskih (HGSC i LGSC) i kontrolnih skupina (jajnik i jajovéd UH Y H QH

imunohistokemijskom analizom

IHh zepitel vs. stroma
HGSC LGSC Jajnik Jajovod
> U =280 U=20,5 U=5,5 u=o0
S W =983 W = 86,5 W =215,5 W =55
Z=-5,042 Z=-2,985 Z=-5,69 Z =-4,147
p < 0,0001 p = 0,003 p <0,0001 p < 0,0001

HGSC z*serozni karcinomi jajnika visokog stupnja malignpdtGSC +serozni karcinomi
jajnika niskog stupnja malignosti; MWt MannWhitney U st podebljano £ p < 0,05
(VWDWLVWDpNL ]QDpDMQR

Na cijelom preparatu (epitelno i stromalno tkivo zajedno) H&SICLGSGa, >50%
stanicabilo je imunopozivno na ekspresiju proteina IHh56,76%, odnosno 36,36% uzoraka

(Slika 35). Na cijelom preparatu ravogtkiva jajnika, >50% stanicailo je imunopozivno
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na ekspresiju proteina IH 45% uzoraka, dok na cijelom preparatu zdravog tkiva jajovoda
nijedan uzorak nije imao ekspresiju navedenog proteina u >50% stankzsa3D). Ekspresija

proteina IHhbilD MH VWDWLVWLpPpNL ]QDpDMQ R-avurbdmdsX navkiie R UV N R
zdravihjajovoda (p = 0,003) (Tablica 1&lika 33A i D). KodkarcinomalLGSC, ekspresija

proteina IHhWDNRyHU MH ELOD VWDWLVWLpPpNL |QDpDMQR YHUD X
jajovoda (p = 0,039) (Tablica 1&lika 33B i D). Ekspreg@ proteina IHhQLMH ELOD VWDW
]QDpDMQR UD]OL pkwIHGSCH X BdRdslY MR @avo tkivo jajnikaGSCGa u

odnosuna zdravo tkivo jajnika,L ] P HRaXcinomaHGSC i LGSC,kao ni izmHy jajnika i

jajovoda (Tablica 14Slika 33.

Slika 35. Ukupna ekspresija proteina IHta cijelom preparatgeroznih karcinoma jajnika
visokog (HGSC) i niskodLGSC) stupnja malignosti zdravih jajnika i jajovodaR GUHyH QD
imunohistokemijskom analizonf0%, <10%, 1660%, >50% = postotak imunopozitivnih

stanica).
5.5.2. Ekspresija proteinaIHh X VWDQLpQLP OLQLMDPD

Visoka razina ekspresije proteina IPAKRpHQD MH X VW Be@iro@KarRinorhadd LM D P L
jajnika visokog stupnja malignostQvVC $ 5 29&3%5 L 296%+2 GRNINi VWDQLDp
normalnih epitelnih stanica jajovoda kojesu imortalizirane telomeraznom reverznom
transkriptazom, FNElekspresija ovog proteina nije bila prisutna (Slika 36). Citoplazmatska
ekspresija navedeg proteinaiaje LI UDXH@DLP NDUFLQRPVNLP VWDQLpPpQL

MH XRpOMLYD QMHJIRYD SULVXVWoRlazwatskaRdpresijs/ mapeinaQRM P |
IHh QDMYL&H MH ELO/DN DOMW GON CARS QAL B membranska ekspresija

navedenog protei®@ QDMYLAaH ELODW DY WoQSREMH O (SikEXBHL
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Slika 36. Imunofluorescencijsko bojanje proteitdh X VWDQLpPpQLP OLQLMDPD VHUR]QLK NDUFLQRPD MDMQLND
E, I), OVCAR8 (B, F,- L 296%$+2 & * .noLlinjiwi@malnihepitelnih stanica jajovoda kojgu imortalizirane telomeraznom
reverznom transkriptazom, FNED, H, L). Jezgrebojene bojom Hoechst {H). Preklopljeneslike (I-L).
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5.6.Metilacija gena IH h u seroznim karcinomima jajnika

Metilacija DNA u promotoru gendHh detektirana je u samo 2,7% (1/37) uzoraka
karcinomaHGSC, dok ukarcinomimaLGSC i tkivu zdravog jajnika i jajovodanetilacija
RYRJ JHQD Q(SMMa13@PD AndlZzitana je povezanosinetiacije DNA u promotoru
genalHh s ukupnom ekspresijorproteinalHh na cijelom preparatkarcinomaHGSC pri
bHPX MH XWYUVyHQR EDnije Hivezand garindld eksp@dle proteina IHh
karcinomima+*6 & ! S 6WDWLVWL mbitiacilp QWAOUL |D NRU
promotoru gena IHh s razinom ukupne ekspresijgroteina IHh na cijelom preparatu
karcinoma/*6& L JGUDYRJ WNLYD MDMQLND L MDMRYR®GBD QLMH E
u svim navedenim skupinamasvim uzorcimabio nemetiliran. Promor genalHh bio je
nemetiliran i u karcin VNLP VWDQLpPpQLP OLQVBAHPDe RohBdhinj
VWDQLPpQRM GIRN.MWIMH )X (NDUFLQRPVNRM VWDQLpPQRM OLQLM
bio metiliran(Slika 37B).

Slika 37. (A) Reprezentativni prikaz rezultataetilacije DNA u promotoru genéih u

zdravom tkivu jajnika (KJz* 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 gendHh X VWDQLpQLP OLQLMDPD
karcinoma jajnika visokog stupnja maiigsti, OVCAR5, OVCARS8 i OVSAHO tev W BbQ L p

liniji normalnih epitelnih stanica jajovoda kojgeu imortalizirane telomeraznom reverznom
transkriptazomFNEL M +metilirana reakcija; NMznemetilirana reakcija; MKtpozitivha

kontrola za metiliranu reakciju; NMKt pozitivna kontrola za nemetiliranu reakciju; voda

(H20) tnegativna kontrola
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5.7.Korelacijska analiza ekspresijeproteina PTCH1, SHh i

IHh u zdravom i tumorskom tkivu

0 Hy X VaRkaréacijeekspresijeproteina PTCH1, SHh i IHhnalizirara je u tumorskom
epitelui vezivnoj stromitumorakao i na cijelom preparatu serozniar&inoma jajnika, te u
epitelui stromalnom tkivu i na cijelom preparatu zdray#nika i jajovoda.Korelacija je
LVSLWDQD PHYXVRE Q RaRk3pSijR prétee RTCHL DSHhQ IHmavedenim
tkivima RGUHYHQLP LPXQRKLVW R KétP phrveins RPFCHL Qigpitahg HeP
povezanost nuklearne (n), citoplazmatske (c) i ukuphekspresije stkupnom ekspresijom
proteina SHh i IHh % XG X UL GD V XhiSHhRigahtlLKpjL mégu difundirati u tkivu
korelacija proteinaPTCH1, SHh i IHhLVSLWD QD Murhoiskdg] &pltgoy tkiva i
vezivnestrometumorate epitelnog i stromaog tkiva zdravih jajnika i jajovoda

5.7.1. Korelacija ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh u

seroznim karcinomima jajnika visokog stupnja malignosti

U tumorskom epitelikarcinomaHGSC XRpHQD MH VODED SR]JPWYX QD N
proteina PTCH1 (n) i SH! 0,46; p = 0,004 PTCH1 (u) i SHN(! S ),
PTCH1 (n) i IHh(! S )iPTCH1(c)i IHh (! S ). Trend
SRILWLYQH NRJHIOIPHYMHSMRIWHHQ QD 3D&OH EX] ISRMWL]DQMD
]QDpD NIGR,SM;Ip = 0,059 Povezanosti ekspresipoteina PTCH1 (c) i SHhkaoni
L]PHYy X 6+ Knije hito Krablica 16 Slika 38).

U vezivnoj stromi HGSED XWYUyYyHQD MH VODED SRJLWLYQD NRL
PTCHL1 (c)i IHh (! S ) i proteira PTCH1 (u) ilHh (! S )
PRYH]DQRYV \Woteihg RY&HL (nc i u) i SHR PTCHL (n) i IHhi SHhi IHh nije
ustanovljena (Tablica 1Blika 39).

Na cijelom preparatukarcinoma HGSC detektirana je slaba pozitivna koreja
ekspresijgroteina PTCH1 i SHI! S )iPTCHLiIHNh(! S ),
GRN SRYH]DQRVW LSHH RHhnie SIb @anlide 1@ Slika 40).
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Tablica 16. Korelacijaekspresijeproteana PTCH1, SHh i IHhu tumorskomepitelu seroznih karcinomimaajnika visokog stupnja malignosti
(HGSC) RGUHYHQH LPXQRKLVWRN H RukIbaxnd BKBpre&saD @ditdlazmatska ekspresija; t ukupna ekspresijaSK +
Spearmanova korelacija; podebljagp < 0,05(VWDWLVWDPpNL J]QDpDMQR

HGSC +tumorski epitel

PTCH1 (n) PTCH1 (c) PTCH1 (u) SHh IHh
« | SHh ! p = 0,004 ! s ! p = 0,005 - ! s
P IHh ! p = 0,046 ! p = 0,025 ! S ! s

QD JUDQLFL \NODD WM QW I PN

Slika 38 *UDILPpNL S UL Ndaxgpradgeorotend FTIOWH SHh i IHu tumorskomepiteluseroznih karcinomima jajnika visokog stupnja
malignosti (HGSC)RGUHYHQH LP XQRKLYVWRNHRIREhE é&RRESIR) QDitOplajzmBtska ekspresija; tukupna ekspresija
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Tablica 17. Korelacija ekspresijeproteina PTCH1, SHh IHh u vezivnoj stromi seroznih karcinomima jajnika visokog stupnja malignosti
(HGSC) RGUHYHQH LPXQRKLVWRN H RukibaxnhieRIpreBij@ @ Oditppadzmatska ekspresija; t ukupna ekspresijaSK +
Spearmanova korelacijppdebljano+p < 0,05(statiVWLPpNL )] QDpDMQR

HGSC zvezivnastroma tumora

PTCH1 (n) PTCH1 (c) PTCH1 (u) SHh IHh
« | SHh ! s ! S163 ! 'p=0,334 - ! s
P IHh ! s ! :p=0,017 ! . p = 0,005 ! s

Slika 39. *UDILpNL S UL N&k$pieddgagrdt@ria POOH, SHih IHh u vezivnojstromi seroznih karcinomima jajnika visokog stupnja
malignosti (HGSC)RGUHYHQH LP XQRKLVWRNHRIRIEhE dkBoRresaQeDtOplazmBtska ekspresija; tukupna ekspresija
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Tablica 18 Korelacijaekspresijeproteina PTCH1, SHhIHh na cijebm preparatyepitelno i stromalno tkivo zajednsgroznih karcinomima
jajnika visokog stupnja malignosti (HGS(B GUHVYHQH LPXQRKLVW RSHESpaavhidiow Ko@lacppodilebkano +p < 0,05

(VWDWLVWDpNL ]QDPDMQR

HGSC =cijeli preparat

PTCH1 SHh IHh
| sHn ! ' p = 0,004 :p = 0,099
21 JHn ! ' p =0,008 ! 'p = 0,009

Slika 40. *UDILpNL S UL Ndék$priadydirbiténia PTGHH, SHh IHh na cijelom preparat(epitelno i stromko tkivo zajedno)seroznih
karcinomima jajnika viskog stupnja malignosti HGS(RGUHYHQH LPXQRKLVWRNHPLMVNRP DQDOL]RP
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U karcinomima+ *6 & X R paHpQzRivivk korelacija ekspresisURWHLQD 37&+ L]PF
tumorskog epitelnog tkiva i vezivnstrometumora(Tablica 19. Slaba pozitivha korelacija
XW'Y Ueg iHeRdpresijproteinaPTCH1 (n) ! S L 37&+ F o
=0,023)L]IPHYyX HSLWHOQRJ Ildo¥ @& WwirieReba(pQzRivhaVKdsetijs Ekspresije
proteina PTCHL ()XW Y Ui§PBPX HSLWHOQRJ L VIWOEBRP PO QEI) WNLYD
(Tablica19. 6ODED SR]JLWLYQD NRUH Oéképkesijproteing RTCBILNhHU L L] P H
epitelu i PTCH1 (c) u stromi ! S , PTCHL1 (n) u epitelu i PTCH1 (u) u
stromi ! p = 0,003) PTCH1 (u) u epitelu i PTCH1 (n) u stromi S
0,028) tePTCH1 (u) u epitelu i PTCH1 (c) u stromti S , dok je umjerena,
odnosno jaka pozitivna korelacigkspresieXRpHQD L]PHYyX SURWHLQD 37&+
PTCH1(n) u stromi ! S i proteina PTCH1 (c) u epitelu i PTCH1 (u) u
V W U RF0L618; p < 0,0001) (Tablica 19

Tablica 19. KorelacijaekspresijeproteinaPTCH1, SHh i IHh L ] P Ht@orskogepitelnog
tkiva i vezivnestrome u seroznim karcinoma jajnika visokog stupnja malignosti (HGSC)
RGUHYHQH LPXQRKLVWRNHPLMVNRP DQDOL]RP

HGSC zepitel vs. stroma
Epitel
PTCH1(n) PTCH1(c) PTCH1 (u) SHh IHh
©
= 1=0,421 I=0,536 1=0,361 1=0,254 1=0,426
o ) ’ ) ’ ’
ke PTCHL(M) | 51-0009 p=0001 p=0028 p=0129  p=0,009
S
% 1=0,353 1=0,372 1=0,435 1=0,202 1=0,003
2 PTCHL (c) p = 0,032 p =0,023 p = 0,007 p=0,23 p = 0,987
| ©
@ E | = | = | = | = | =
€| 5| preHiw = 0,469 1=0,618 = 0,506 ! _0,281 ! _0,223
S| B p = 0,003 p < 0,0001 p = 0,001 p = 0,092 p =0,185
8_ 7p]
n SHh 1=-0,013 I'=0,003 1=-0,068 1=0,126 1=0,042
p =0,937 p = 0,987 p=0,69 p = 0,457 p = 0,805
IHh 1=0,47 1=0,333 1=0,514 1=0,128 1=0,289
p = 0,003 p = 0,044 p = 0,001 p = 0,449 p = 0,083

n xnuklearna ekspega; c tcitoplazmatska ekspresija; stukupna ekspresija; podebljarkp < 0,05
(VWDWLVWDpNL ]QDpDMQR
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U karcinomima+*6& GHWHNWLUDQD MH L VODE btSRRATGHLY QD NR

(n) u epitelu i IHhu stromi ! S , PTCH1 (c) u epelu i IHh u stromi !
0,333; p = 0,044)IHh u epitelu i PTCH1 (n) u stromi ! S , te umjerena
SRILWLYQD NRUHdeh& PMBI1 I(J)PuHepXellBiUHD stromi ! S

0,001)(Tablica 19.

5.7.2. Korelacija ekspresije proteina PTCH1, SHh i IHh u

seroznim karcinomima jajnika niskog stupnja malignosti

U tumorskom epitellkkarcinoma /*6& XWYUVYHQD MH MDND LSRHYWLY QD
proteina PTCH1 (n) i SHA! S ),iPTCH1 (u)i SHH! S ),
dok povezaosti LIPHYyX SURWHLQD 37&+ F L 6+KSHhigHh nj®@ F L X
bilo (Tablica 20; Slika 41).

U vezivnoj stromi karcinoma LGSC nije ustanovljena RY H] D Q RV Wrote]JaH y X
PTCH1 (n,ciu)i SHhPTCH1 (nciuvilHh NDR QL SHhR H Krablica 21; Slika
42).

Na cijelom preparatukarcinomaLGSC XRpHQD [daditiviicDNRPUHODFLMD L]PF
proteinaSHhi IHh (! S ),dokpRYH]DQRVW L]PHYyX SHRREHLQD 37
QL L]PHYX 37&®LMH+XUablicg rEQlika 43).

U karcinomimalLGSC nije detektiranaBP HYy XVR E QD Spro¥ehd PQEMY,VBHh |
IHh LIPHY X W XP R baghkiRad i ¥ edundttbmetumora(Tablica 23).
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Tablica 20. Korelacija ekspresijeproteina PTCH1, SHh IHh u tumorskom epitelseranih karcinomimgajnika niskog stupnja malignosti
(LGSC) RGUHYHQH LPXQRKLVWR N H Rukishxhdl RIBpr&s(aD @ditppldzmatska ekspresija; t ukupna ekspresijaSK *
Spearmanova korelacijppdebljanotp < 0,05 VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQR

LGSC ztumorski epitel

PTCH1 (n) PTCH1 (c) PTCH1 (u) SHh IHh
« | SHh ! ;p=0,011 ! s ! :p=0,033 - ! S
P IHh ! .p=0,395 ! S ! :p=0,06 ! s

Slika 41. *UDILpNL S UL Né&k$prddidorbit€ia PTOHH, SHIh IHh u tumorskom epitelseranih karcinomima jajnika niskog stupnja
malignosti IGSC)RGUHYHQH LP XQRKLVWRNRIRIeahY dkBoRespaQebitOplazm&tska ekspresija; tukupna ekspresija
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Tablica 21 Korelacijaekspresijgoroteina PTCH1, SHhIHh u vezivnojstromiseranih karcinomima jajnika niskog stupnja malignostG&C)
RGUHYHQH LPXQRKLVW RMNthiklektvaNeRspref)jQ Rrapldximatska ekspresija; sukupna ekspresijaSK +Spearmanova

korelacija

LGSC =*vezivnastromatumora

PTCH1 (n) PTCH1 (c) PTCH1 (u) SHh IHh
« | SHh ! :p=0,49 ! s ! 'p=0,222 - ! s
D1 Hh ! . p=0,252 | -0,052p =0,89 ! :p =0,289 ! s

Slika 42 *UDILpNL SUL N &kpphediaprdt@iaFPOWHL, SHh IHh u vezivnojstromi seranih karcinomima jajnika niskog stupnja
malignosti (IGSC)RGUHYyHQH L P XsomkahaiAdhiNeRLURI@arna ekspresija; £citoplazmatska ekspresija; tukupna ekspresija
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Tablica 22 Korelacijaekspresijeproteina PTCH1, SHhIHh na cijelom preparat(epitelno i stromalno tkivo zajednseranih karcinomima
jajnika niskog stupnjamalignosti (IGSC) RGUHYHQH LPXQRKLYVWRSKHPIpbakmaRoOPa Kp@Bdjd, pRdebljargp < 0,05
VWDWLVWLpPpNL |QDpDMQR

LGSC zcijeli preparat

PTCH1 SHh IHh
| sHn ! 'p=0274 - ! ' p = 0,024
21 JHn ! 'p=0,152 | 7.p=0,024

Slika 43 *UDILPpNL S UL Néx$piedieprbténa PTGHHE, SHh IHh na cijelom preparat@epitelno i stromalno tkivo zajednggroznih
karcinomima jajnika niskog stupnja malignosti (LGSR)G U H y H Chidtdk&nXjskdétn analizom
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Tablica 23 Korelacijaekspresijeproteina PTCH1, SHh i IHL]PHYX WXPRUWVGNRJ HSL
tkiva i vezivnestrome u seroznim karcinomima jajnika niskog stupnja malignosti (LGSC)
RGUHYHQH LPXQRKLVWRNHPLMVNRP DQDOL]RP

LGSC zepitel vs. stroma
Epitel
PTCHL(n) PTCH1(c) PTCH1 (u) SHh IHh
S,
'S =029  1=0,063  !=-0174  1=0033  1=0,001
g PTCHL(M | ,-0706 p=0854 p=0609 p=0924 p=079
(@)
~ 1= 0,437 1= 0,55 120,505  1=0,115  1=0,222
g PTCHI(© | ,-0179  p=008 p=0113 p=0736 p=0512
=
E | = | = | = - | = - | =-
£ &l proniw 120,14 120248 1=-0076  !=-012  1=-0226
| g p=0681 p=0461 p=0825 p=0973 p=0503
8_ 0
7 sHh | = 0,264 | = 0,495 1=0464  1=0344  1=0374
p=0432 p=0122 p=0151 p=03 p=0258
o 1= 0,418 1= 0,524 1=0,516  1=0553  !<0,0001
p=0.2 p=0098 p=0104 p=0078 p=1

n tnuklearna ekspresija; £citoplazmatska ekspresija; tukupna ekspresija

5.7.3. Korelacija ekspresijeproteina PTCH1, SHh i IHhu zdravim
jajnicima

U epiteluzdravih jajnikaX RpHQD MH MDND SR]RMALY GD RVRHIH®DD BZ &1
SHh(! S ), islaba pozitivna korelacijga ]PHYyX SURWHLQD @7&+ Q L
0,459;p=0,042 3RYH]DQRVW QLMH tXikdPOUGHL @GD) LIPHHRTECHS (ER
L X L ,+K NDR QL L(MRbligas $lkaldd).+ K

U stromizdravihjajnika detektirange slaba pozitvnakad ODFLMD L]PHYyX SURWHL
(n) i SHh (! S ),PTCH1 (¢iSHh(! S )iPTCHL1 (u)iSHh
(! S ),L MDND SR]JLWLY QDprietBinaSHhDIHFhMD L]PH$X
0,003 3RYH]DQR \pWiteind PAFEKL (n, ¢ i u) IHh nije usanovljena (Tablica 25;
Slika 49.
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Tablica 24. KorelacijaekspresijgroteinaPTCH1, SHh IHh u epiteluzdravih jajnikaRGUHVYHQH LPXQRKLV W RINHURIEAMENRP D Q
ekspresija; cxcitoplazmatska ekspresija; tukupna ekspresijé&&K +Spearmanova korelacijppdebljanotp < 0,05 VWDWLVWLpPNL |]QDpDWN

Jajnik zepitel

PTCH1 (n) PTCHL1 (c) PTCHL1 (u) SHh IHh
« | SHh ! - p =0,004 ! S ! -p=0,704 - ! s
D1 IHh ! - p =0,042 ! -p=0,928 ! p=1 ! S

Slika 44 *UDILpPpNL S U L NeRkgpriisifearotein® PTAOWH SHhIHh u epiteluzdravih jajnkaRGUHYHQH LPXQRKLVWRINHPLMV |
tnuklearna ekspresija; citoplazmatska ekspresija; tukupna ekspresija
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Tablica 25. KorelacijaekspresijgproteinaPTCH1, SHh IHh u stromi zdravih jajnikaRGUHYHQH LPXQRKLV W RNHHUKIeEMMNRP DQ
ekspresija; cxcitoplazmatska ekspresija; tukupna ekspresijé&&K +Spearmanova korelacijppdebljanotp < 0,05 VWDWLVWLpPNL |]QDpDWN

Jajnik tstroma

PTCH1 (n) PTCH1 (c) PTCH1 (u) SHh IHh
« | SHh ! :p=0,033 ! p=0,031 ! :p=0,031 - ! p = 0,003
P Hh ! 'p = 0,497 ! :p=0,305 ! ;p=0,305 ! p = 0,003

Slika45 *UDILPpNL S U L NeRgprisReprotend PTAWHSHhi IHh u stromi zdravih jajnkaRGUHYHQH LPXQRKLVWRNHPLMVI

tnuklearna ekspresija; £citoplazmatska ekspresija; tukupna ekspresija
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Tablica 26. KorelacijaekspresijgroteinaPTCH1, SHh IHh na cijelom preparat(epitelno i stromalno tkivo zajednajiravih jajnikaRGUHYH QH
imunohistokemijskom analizon$K +Spearmanova korelacija; podebljagp < 0,05 VWDWLVWLpPNL J]QDpDMQR

Jajnik zcijeli preparat

PTCH1 SHh IHh
| sHn | 0,466 p = 0,039 ; ! " < 0,0001
21 Ihn ! 'p=0,074 ! :p < 0,0001

Slika 46. *UDILPpNL S UL Né&k$pmddidgrat€ria PT&HA, SHh IHh na cijelom preparat(epitelno i stromalno tkivo zajedhadravih
jajnika RGUHYHQH LPXQRKLVWRNHPLMVNRP DQDOL]RP
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1D FLMHORP SUHSDUDWX ]J]GUDYLK MDMQ LANIMDXW YRHJIQ D
proteina PTCH1 i SHi! S )ijaka SRILWLYQD NRUHODFIMD L]PHj
= 0,714; p < 0,0001 dok povezaRVWL L]PHYyX SURW HiljeCbilo @alfica 26 , + K
Slika 46).

8 |GUDYLP MDMQLFLPD XRpHQD MH MDND SEILMuLYQD NR
epitelu i proteina SHiX VWURPL ! S 7UH®GXBRBRHQVMHQIH
iJPHYyX SURWHLMBLMKOX L LVWRJ SURWHLQD X VWURPL
]QDpDMQRVWL ! S 7TDEOLFD

Tablica 27. Korelacijaekspresijeproteina PTCH1, SHhi IHL]PHYyX HSLWHOQRJ L VW

tkiva uzdravim jajnicimaR G &nd imunohistokemijskom analizom

Jajnik zepitel vs. stroma
Epitel
PTCHL(n) PTCH1(c) PTCHI (u) SHh IHh
8,
'S 1= 0,365 1=0,195 = 0,264 1=-0,2 1= 0,108
g PTCHL(M | 5-0,113 =041 p=0262 p=0398 p=065
o
< 1= 0,361 1= 0,136 120,204  1=-0,119  1=-0,132
g PTCHLI(C) | ,-0118 p=0568 p=0388 p=0616 p=0578
S| o
E | = | = | = | = - | =-
£ 5| proni 1= 0,361 120,136 120204 1=-0119  1=-0,132
| g p=0118 p=0568 p=0388 p=0616 p=0578
8_ 0p}
7 <Hh 1=0,618 1=0,191 1=0,26 1= 0,43 1= 0,283
p=0004 p=0421 p=07268 p=0058 p=0226
o 120,302  1=-0275  1=-0,225 1= 0,29 1= 0,254
p=0196  p=0724 p=0341 p=0216 p=0281

n xnuklearna ekspresija; ecitoplazmatska ekspresija; stukupna ekpresija podebljano+p < 0,05
VWDWLVWLPpNID]QDPDMRIRVWDWLVWLpPpNH ]QDpDMQRVWL
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5.7.4. Korelacija ekspresijeproteina PTCH1, SHh i IHhu zdravim

jajovodima

U epiteluJGUDYLK MDMRYRGD XWYUYyHQD]RIHY X BNR\S R LIQWDL 3D

(n) i SHh(! S ), dok povezanostiizWy X SURWHLQD 37&nije F L X
ELOR 7DEOLFD 6OLND 6WDWLVWLPNRiDQIBItNGgD NRUH

ELOD PRJXUD MHU j¢gHotéia]IHI@ BpitdIN2dravuihHayokaau svim uzorcima
bila jednaka

U stromizdravihjajnika QLMH XVWDQRYOMH (btes R FTFCHL IRV Wi L]PHY X
SHh, PTCH1 (n,ciu)ilHhNDR QL L]PHy XTd&bkda 29; Stik& 48).

6WDWLVWLPpND DeQid@ladip pPreinx PREHISHh i IHh na cijelom
SUHSDUDWX JGUDYLK MDMRYRGD QredijeHpraeid PTEIRL) KaioD MHU |

IHh, bila jednaka u svim uzorcima.

U zdravim jajovodima detektirana je jaka pozitbn NRUHODFLMD L]PHYX SUR\
epitelu i istog proteinaX VWURPL ! S 7D E enalz® 6 W\
korelacije proteina IHh epitelu s proteinima PTCH®, c i u),SHhi IHh u stromi zdravih
MDMRYRGD QLM He Eazi@aDekBoredij¢ (pbteihdd lWihéditelubila jednaka u svim

uzorcima.
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Tablica 28 Korelacijaekspresijgroteina PTCH1, SHhIHh u epiteluzdravih jajovodaRGUHYHQH LPXQRKLV W RiNhURIGaVhE NR P D C
ekspresija; ctcitoplazmatska ekspresija; sukupna ekspresijeSK tSpearmanova korelacijapdebljanotp< 0,05 VWDWLVWLENL J]QDpL
VWDWLVWLPpND DQDOL]D QLMH ELOD PRJXUD

Jajovod zepitel

PTCH1 (n) PTCH1 (c) PTCH1 (u) SHh IHh
SHh ! :p=0,035 | -0,048; p = 0,895 ! 'p=0,286 - /
IHh / / / /

SK

Slika 47. *UDILPpNL S U L NeRgpriisigebtttein® PTOWH SHhIHh u epiteluzdravih jajovodaR GUHYHQH LPXQRKLVWRNHP LM\

n xnuklearna ekspresija; £citoplazmatska ekspresija; tukupna ekspresija
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Tablica 29. Korelacijaekspresijgroteina PTCH1, SHhIHh u stromi zdravih jajovod R GUHYHQH LPXQRKLV W RNRURIeavhE NR P D C
ekspresija; cxcitoplazmatska ekspresija; tukupna ekspresijé&&K tSpearmanova korelacija

Jajovod zstroma

PTCH1 (n) PTCH1 (c) PTCH1 (u) SHh IHh
< SHh ! :p=0,199 ! -0,51;p=0,132 | -0,12 p=0,741 - I -0,612;p = 0,06
IHh ! -0,173p=0,634 ! p=0,72 ! :p=0,516 ! -0,612;p = 0,06

Slika 48 *UDILPpNL S U L NeRgpesifeprétenB PTOWH SHhIHh u stromi zdravih jajovodeR GUHYHQH LPXQRKLVWRNHPLM\

n xnuklearna ekspresija; £citoplazmatska ekspresija; tukupna ekspresija
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Tablica 30. Korelacijaekspresijegroteina PTCH1, SHhilHL]PHY X H S Isti&anQgR J L
tkiva u zdravim jajovodimeRGUHYHQH LPXQRKLVWRNHPLMVNRP DQDOL]I

Jajovod zepitel vs. stroma

Epitel
PTCHL(n) PTCHL(c) PTCHI (u) SHh IHh
o
'S | = 0,264 1=0,061  1<0,0001  !=0,395
g PTCHI(M) | ,-0462 p=0867 p=1 p = 0,258 /
(@)
< 1=-0,266  !=0,027 1= 0,05 1 =-0,398
g PTCH1(C) | p-0458 p=0941 p=0891 p=0254 /
=
£ 120,071  1=-0091  1=0107  !=0,107
E . l . 1 . 1 " !
S| 2| PTCHIW | p-0845 p=0803 p=0768 p=0768 /
8_ 0
7 <Hh 1= 0,499 1= 0,299 1= 0,14 |=0,748 /
p =0,142 p=0,402 p = 0,699 p =0,013
i 1=0,218  1=-0126  1=0327  1=-0,218 /
p=0545 p=0729 p=0356  p=0545

n xnuklearna ekspresija; ecitoplazmatska ekspresija; tukupna ekspresijgpodebljano+p < 0,05
VWDWOQWDWEDMWMNYRVDWLVWLPpND DQDOL]D QLMH ELOD PRJXUD
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6.RASPRAVA

5DN MDMQLND YHOLNL MH NOLQLpPNL L]JDJRY X JLQHNRC
VPUWQRVWL RG VYLK PDOLJQLK ERXOWWBDNYDAHQVNRIL QB SHR
nema gotovo nikakve simpme u ranom sthju bolesti, dok se u uznapredovalastadiju
MDYOMDMX QHVSHFLILPpQL VLPSWRPL NRML VH SRYH]XMX
RWHAaDYD GLMDJQR]X'EMBIDROHVGWRGDWQR RWHADYD L pLQM
KLVWRREBWNISEEYL UDND MDMQLND V UD]J]OLPpLWLP ELRORA&GNLF
najsmrtonosniji oblik raka jajnika su epitelni tumori jajnika koji se dijele na serozne,
endometrioidne, mucinA@H L VYLMHW O RV {®&2Q)L Hepoani Kdpdihbrhigprik® H
su najbrojnijii pLQH RNR VYLK HSLWHOQLK WXPRUD MDMQLND
jajnika visokog stupnja malignosti (HGSC) i serozne karcinome jajnika niskog stupnja
PDOLJQRVWL /*6& NRML VH EH] RE]JLUD mQIi&ularditv L KLV WF

genetskim promjenama, podrijetlu nastanka, patogenezi i progne2vj26

%XGXuL GD QH SRVWRMH XpLQNRYLWH PHWRGH SURELU
RVMHWOMLYH L VSHFLILpQH ELRPDUNHUH NRjdjhkai®aRVLJIXUI
EL VH WR SRVWLJOR SRWUHEQR MH LVWUDALWL PROHNXOD
LGHQWLILFLUDWL VSHFLILPQH PROHNXODUQH ELOMHJIH L
progresiju bolesti.i2VLP aWR MH NOMXpQW LI NDIAMMID R SH FILELH@ L K
signalnih puteva povezanih s razvojem rakaikajrbitna je i za razvo)XpLQNRYLWH FLO|
WHUDSLMH ]D SUHFL]QR OLMHPpHQMH RYH EROHVWL

.RG UDND MDMQLND SULPLMHUHQD MiH pStevVaPHHPDGINER ™ D N W L
je i signalni put Hh (221). Aberantne promjene u Héignalizaciji povezane su s razvojem
EURMQLK WXPRUD 3 R UHPOD HOR & 15 UE MHIEKBSIENWQA NI H G L F
ekspresije Hh-liganada, genskih mutacijau sanom signalnom putu, Reanonske
transkripcijskeregulage putem drugih signalnin puta i epigaetskih promjenaNDR aWR VX
promjene u metilacijskom statugpmomotora gena signalnog puta k88, 158159). lako su
GRVDGD&EAQMD LVWUDALY Dn@Maxtv8ENIyhBI® p@GaDHANDO B K pPIHQD X
molekularnu patgenezu raka jajnika (26205), uloga ovog signalnog putaraku jajnika,
kaoiu SRMHGLQLP KLVWRORANLP S®GMH SSRYYLAPOEHGQRdBY WD 1D @ it
VPR RGOXpLOL L &bt BPEAHW, ISHK @ RiBRGo $ Pomjene u metilacijskom
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VWDWXVX SURPRWRUD LVWRLPHQLK JHQD X VHUR]JQLP NDU
molekula i detekcija genetskih i epigenetskih promjena povezanih s razvojem raka jajnika
PRIJX ]QDpDMQR RODN&ADWL GOMDIERWHUDSLRLIWR M. AR % RKE R

trenutno dostupne terapije.

6.1.Uloga proteina PTCH1 u seroznim karcinomima jajnika

lako je PTCH1 negativni regulator HWNLJQDOL]DFLMH RYDM UHFHSWRL
kanonske aktivaa§ signalnog puta Hh(222). Gen PTCH1 VD Gukana mjesta za
transkripcijske faktore GLI pa prilikom aktivacijsignalnog puta Hhdolazi do njegve
SRMDpVQUHWN M H stifjé&tujepriéddiivnoj povratnoj sprezi (88). Ukoliko ovaj
protein izgubi svoju funkciju, bilo zbog genskitutacija li epimutacija dolazi do aberane
aktivacije signalnog puta H{i4 ,QDNWLY LU DQyehxRTEBHE kad/iDipdrmetilacija
QMHJRYRJ SURPRWRUD XRpHQH-M& 1801BR).RONHY X BV tujpe PER UL P D
studije su pokazaldaprotein FCH1 NRML VH LQDpH VPDWUD WXPRU VXS
ima SRYLAHQX HNVSUHVLMX X YHOLNRP ErakRiMKke, présfatel p L W LK
S O XkobDna, tumor mozga imelanome(223-226). Primjerice, lod raka dojke, pok aH Q D
ekspresija ovog proia povezana je s metastaz&dm X OLPIQLP pYRURYLPD X]QD
VWDGLMLPD EROHVWL L DJU R¥3),deklsd/ Ko reRRppobtat® oW e sw X P R
ELRNHPLMVNLP UHODSVRP NRG Y I\HRENDR/WQLO LIp\QW K D830 FYLDVMDHVIDD
darHFHSWRU 37&+ PRaH VOXaLWL L NDR WUDQVSRaWHU NR
stanicete tako doprinosirezistenciji tumorana kemoterapiju (226).3RYLaAHQD HNVSUH
proteina PTCH1 u tumd VNRP WNLYX PRAaH VH REMDVWQdtkiur PRJIXULP
funkciji ovog proteina u malignom tkivu. Navedene promjene mogle bi biti potaknute
mutacijama u genl?TCH1 SUL pHP X E lzgidbio&svoju prvotnu tumesupresorsku

ulogu i dobio novutumorpromotorskwloguu transportu lijekova (163).

3R Y HUD Qd3ijaHaxo¥isaUPTCH XRp HeQID NRG UDND MDMQLND JGMH
postepeni rast ekspresije ovog proteina od benigpieko tumora niskog malignog
potencijalado malignih neoplazmi (206). Ekspresija proteina PTCH u raku jajnika povezana
MH V SRY Hdifer@cholh tBmorskh stanica te je u pozitivnokorelaciji s OR&LP
SUHALY OMH Q ididlfelitEde Oué Waeist-([R06 6 GUXJH VWUDQH SRVWR
LVWUDALYDQMD X NRMLPD MH SULPLMHUHQD VPDQMHQD HN
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kaR L X VWDQLPpQLP OLQ 209 REiandldhD jeMi® hdl@shiseDsmanjenom
ekspresijom proteina PTCHL ima@ RaLM X SURJQR]IXVQIRRLERQR K GHINNVHS U H
ovog proteina (209).

Da bismo saznali kakav je status proteina PTCHarainomimaHGSC i LGSC, u ovom
UDGX LVWUDALOL VPR REUDVFH HNVSU tkiviLiMdtav@D tkiiGHQR J ¢
jajnika i jajovoda, te u karcinomskil WDQLpQLP OLQLMDPD 29&%5 29&%5
NRQWURO QR M ngrtvdh@impr@a iR ikani@ epelni ktanica jajovoddNEL. % X G X U L
da pstoje dva modela o podrijetlu nastanka malignih stakéceinomaHGSC i LGSC(5,
12) ]GUDYL MDMQLFL L J]GUDYL MDMRY R Gdzufk vb@ YaddaQL V X
pokazali su da jeukupna ekspresijaproteina PTCH1 znathoy HUD X WXPRUVNRP H.
karcinomaHGSC i LGSC nego u epitekzdravih jajnika ijajovoda, kao i u karcinomskim u
RGQRVX QD NRQWUROQRYNWNDILO pOXVHOULRPYMMD RYRJ SUR!
NDUFLQRPLPD M bhavnggdvuaktXri XXINKOINHX o pe@&evasiovih karcinoma
AWR MH X VNODGX V UDQLMH VSRPHQXWLP LVWUDALYDQN
PTCH1 povezana s razvojem tumora (206, 223226). Prema tome, protein PTCH1 bi u
RYRP VO XpD M rantoidiRk\e KePttbisupresorsku ulogdireba naglasiti da je
tumorskom epitelukarcinomaHGSC i LGSC i tumorsk P VWDQLFDPD X NXOWXI
LIUDAHQD ek¥pxeSijebioy Qrdeinkoja jebila ]QDp DIMHRR X WXPRUVNRP HS
tumorskim stanicama kulturi nego u epitelu zdravog jajnika i jajovoda i zdravim stanicama
u kulturi. Nuklearna ekspresija proteina PTCldb sadaQ L MH Jdd& U Ravcl@mima
jajnika te se rijetko spominje u znanstvenoj literatlE RJ pjelSPHFLILPQRVW QXNO
lokalizecije ovog proteimispitanametodom imunohistokemije na uzorcitkercinomaHGSC
i LGSCWH PHWRGRP LPXQRIOXRUHVFHQFLMH &P S\NPRAL QRWY N
UD]OLpLWD DPTOMLWUMEBQDDQMWNOHDUQD HNVSUHVLMD SURW
tkivu i karcinomskim VWDICALICL QLMDPD XR p HIQRDG MoHANtijela@axite D M X
PTCH1a, epitop: -b0 aa; antPTCH1b, epitop: 0 aai anti-PTCH1¢ epitop: 180 aa) dok
je X VO XpDM XaniRIGHL1W epitod: A PR436 aa)bila prisutna, aliu znatnomanjoj
N R O LAnti-QTCH1d je monoklonsko atifelo koje se, za razliku od ostala tri poliklonska
DQWLWLMHOD YHAH QD XGDOMHQLML HSLWRS DQWLJHQD
vjerojatno proizlaze iz azlika u klonalnosti antitieD L HSLWRSX QD (2RMHJ VH
Poliklonska antitijela prepoznaju citoplazmatsketdxminalnu domenu, dok monoklonsko
antitijelo prepR]QDMH L]YDQV WD Q L [p@t&inas RMIEHIQ (28).8&' X G Hal je
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NRULAWHQMHP VY B RpHHQ DU Q RSAEE%{EVBaIRAAPDCHL tumorskom
epitelukarcinoma+*6& L /*6& L WXPRUVNLP VWDQLFDPD XbiNXOWXU
ovaj protein mogao igrati aktivny, tumorpromotorskuulogu u jezgri malignih stanica

seroznih karcinoma jajnika.

Da bi se podronije ispitalanjegova lokalizacijau stanicj prisutnostproteina PTCH1
analizirana jeX UD]JOLpPLWLP VWDRR P eisodR &éstdrd M&ELPDL pHP X VX
N R U L apMHH\QEEthbdno spomenutantitiela 8 VOXpDMX WU aAntiffdaO UNORQV N
stanipQLP OLQLMDje milaQDIMYIAHNR D QXNOHDUWERN HNV SXU HWQ KX
PRQRNORQVNRJ D @i IL\MLDEH®DD D MWRISHHD | FAWRY MBI BXNVIS O B X
rezultatima imunofluorescenciie8 VYD pHWLUL VOXpDMD X SBMaHGLQLP
GHWHNWLUDQL VX IUDJPHQWL SURWHLQD 37&+ UD]OLpL)
PRIXUQRVW SURWHROLWLPpNRINBRMHSDI MBIRYRRVIW RBWRN MC
modifikacija nastalih fragmenataako poliklonska antitijela anfPTCH1a i antPTCH1b
SUHSR]QDMX LVWL HSLWRS DQWLJHQD 37&RNDXWKX MDXQR I

obrazac fragmenata ovog proteina.

%XGXMXADH]XOWDWL LPXQRIOXRUHVFHQFL Mukldarnid VW HU Q
HNV SUHYVLM polikibRskal anwiijélal koja prepoznaju citoplamatsku Nterminalnu
domenu proteina PTCH1IL L]JUDAHQX FLWRSOD]PDW VmoXoklBnSRggSUHV L M
antitijela koji prepozng L]Y D Q VW@M@MUIECBISURWHLQD 37&+ dél&JXUH MH
GR SURWHROLWL [opNl&thatske MMdrE/Danis! DiontehdV (koju ne prepoznaje
mondklonsko antitijelo antPTCH19 koja sezatimtranslocira u jezgrgdje obavljado sada
MR& QH SURRQUDMWKKY HiL GLR SURWHLQD ORiM W jAdrenoX frékkifly RS O D] F
protein PTCH1 bige prisutaniuNURPDWLQVNRM IUDNFLML L] pHJD VH P
protein mogao igrathkktivnu XORJX X WUDQVNULSFLMVNRM UHJXODFLML

Nuklearni tansport citoplazmatskih fragmenatd/ UDQVPHPEUDQVNLK SURW
SUHSR]QDW mebaRizahDigektnog prijenosa signals plazma membrane u jexng
(229 7DNDY SULMHQRYV VLJQDOD XRpHQ Hathwh iNR.G SURW
pokazalisu daMH SURWHLQ 37&+ SIRGI®RRAB QM S GRMIMROEM I& pHP .
nastaju &erminahi fragmentilICD7. 'D EL LV WU D aL OiLC-&RrparielpQdtiee 1
ovog proteina, LVW U DALY D Q stakiceHeLAl IRjg k/tkarisfediratilazmidom koiji je
V D G U @DNADrRgmentaPTCH1kojeg su fuzioniralis 3xT7 Nterminalnimi 3xFLAG G
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termLQDOQLP SULY MH V BeERFerntiralpiLfi@gimewtXnaiupljaju u jezgstanica

gdje moduliraju transkripcijsku aktivnost proteina GLHok N-terminalna regija ostaje u
membranskim frakcijama i ne putuje u jezg@IR Q D &bDddémdg proteina PTCHitatili

suu PLAMLP HPEULRQDO@BRIOTLE UREOCEWWPLPMHPEULRQDOQLP ¢
VWDQLFDPD JGMH VKlearDIok&iyddiju aerpnal@ihfragmenatdCD7. lako

VX RWNULOL GD RYL IUDJPHQWL LPDMX RB&MDHQH QRIVWOI
uvijek nije poznata (231)0HyMWUH]XOWDWL QD&HJ LVWUDALYDQMD X
S U R W HR @dpsnjaiNieRninalne regijeproteina PTCHISUL pHP X QWM X 1
fragmenti koji se transportiraju u jezgrkioliko je nama pd QDWR GR VDGD QLMH ]I
prisutnostN-terminalnih fragmenata proteina PTCHJjezgritH MH RYR SUYRjeVWUDaAL
QD WR XND]XMH %XGXiuL GD MH L]JUDAHQD QXNOHDUQD O
karcinomskim stanicama raka ji&a, pretpctavlja seda bi mogli igrati aktivhu, tumor

promotorsku ulogu u jezgri ovih maligngtanica

2VLP QXNOHDUQH XRpPpHQD MH L FLWRSOD]PDWVND HNYV
]QDpDYWHQIRD X W XP R U KakcRéMaGIOCNEYO K epiteladravih jajovoda. Kao
aAWR MH YHUO \isgkPrhb@RaWeRspreBija ovog protein@ HWHNWLUDQD SR
poliklonskih antitjela ELOD MH VODER QUU@AAMHQDLQLMDWPD GRN MFE
monoklonskoantitijela blaYLVRNR |][DVWXSOMHQD X VYLPjandgdiELQRPVN
VX XRpHQL WRPNDVWL . VL dignBliOmawX prEdsiavial QXU D VWD QL p
PHPEUDQVNH YH]LNXOH NRMHPVGCHX &K RD \GHUNWHIWQ RV QIUR W L
put (231233).

%XGXUQDGBNVSUHVLMX SURWHL®Ke pBofrene poputMridtiaciieH S L J H G
DNA, u RYRP LVWUDALY DQ Nhetildcijsig Lstatils@eha RTER1 u seroznim
karcinomima jajnikaiVWD QL p Q LRGESGEREMXPMW DWL QDAHJ LVWUDALYDC
je metilacija DNA u promotoru genaPTCHL1 bila prisutna u 13,5% uzorakakarcinoma
HGSC, dok ukarcinomimalLGSC, tkivu zdravog jajnika i jajovoda,L VYLP VWDQLpPpQ!
linijama, nije bila prisutnani u jednom uzorku 8 WY U ydaQ@nietiladifa gen& TCH1 nije
povezana s razinorakspesije proteina PTCH1Relativno mali postotak HGS@zoraka s
metiliranim promotorom gen@TCHJ, odsutnost metilacije ovog gen&arcinomimaLGSC,
NRQWUROQLP WNLYLPD L VYLP VWDQLpQLponwtocaovddo PD W H
gena s ekspresijom proteidavode Q DV G R hOdermeMaiaNpromotora genBTCH1
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QLMH PHKDQL]D patogsa2uMseforhi@ karcinoma jajnikdetilacija promotora

ovog genaXRpHQD MH NRG EHQLJQLK WXPRUD MDM®ZILND NDR
OHYXWLP QDYHGHQD DOWHQDPDMWD R MR GAPUZBERM BV] DIE QXN L
skladusUH]XOWDWLPD QD&HJ LVWUDALYDQMD

6.2.Uloga proteina SHh i IHh u seroznim karcinomima
jajnika

Hh-ligandi SHhiIHhVX VLJQDOQL SURWHLQL NRML VH YHaX QD L
otpuste iz stanica, mogu difdimati u ciljna tkiva i uspostviti gradijent te takdontrolirati
obrasce razvoja mnogih tkiva tijekom embrionalnog razvoja (108). lako prolaze kroz isti
proces sazrijevanja i blokiraju receptor PTCH1 istim memaom, SHhiIHhLPDMX UD]OLpL)\
uloge u ravoju embrija (109). Ovi proteini moduliraju sudbinu stanice putem autokrine ili
SDUDNULQH VLIJQDOL]DFLMH 8 WXPRULPD VX ]DELOM
signalnog pta Hhkoja su povezana s prek@mom ekspresijom Hitiganada, autokrina ili
jukstakrina signalizacija ovisna o ligandu i parakrina ili reverzna parakrina signalizacija
ovisna o ligandu (147149). Da bismo saznali kakav je status @ird SHhi IHh u seroznim
NDUFLQRPLPD MDMQLND sio RifdRde dkdip@sie bavkiepiéeln® L

tumorskom kontrolnom tkivu te tumorskimzdravim stanicama u kulturi.

5H]XOWDWL QDAaHJ LVWU®dukuphd €xapiesia Rrnt@iid SHQ U ¥ DG/ R
YHUD X W XP R UKkakiRdmaHSIOMdg@OUKzdravom epitelajnika i jajovod, kaoi
u tumorskom epitelkarcinomalLGSC u odnosu na epitetravih jajnika i karcinomskim u
RGQRVX QD NRQWURODX ENVWBQLY®WX DALRLMWMHFDM VWURF
ekspresija proteina SHispitana je u vezivnojstromitumora Rezulati su pokazali dge ovaj
S URW H L Q@riditad ©H velziNnostromi karcinomaHGSC i LGSC, nego u stromi zdravog
jajovoda,te da je ekspresija proteina SkEtatnoYHUD X W X P R URkaNiRdmaHGION H O X
nego u vezivnojstromi tumora SRYHUDQD HWEw&EbdgMatdhB u semnim
karcinomima jajnika ukazuj@ D QMHJRY X D Nodt uYvaogenekumhXKkatdiQoma.
%URMQD LVWUDALYDQMD > éaranirie @dprésie QroteiBaRSBIHdADCERYV W D
raka jajnika(206-208, 234235) Liao i sur. polzali su da je ekspresifgHh mRNA bila
]JQDWQR YHUD X WnéegoRubdrrRahoiv Exivu@ RN Buia je ekspsijaproteina
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SHhyvisoko zastupljena u navedenim tumorigdje jeprisutnostovogproteina] DELOMHAaH QD
tumorskom epitelu vezivnoj strom tumorg aWR MH X VNODGX V UH]XOWDWLPF
(207) 8 LVWUDALY D @QrX eBspieslj® @dkina SHND EL O M H @MQu2onska X
epitelnih tumora jajnikaj pHJD VH PRaH ]D ednimxdielom ligre dktiént Kilogu

u patogenezovih tumora (234)0HYyXWLP X RRDVWEBDAQYMAMLPIMJg2AQMHQL
autokrine ifli parakrine SH¥signalizacije u tumorima jajnikaDa bi saznali status Hh
signalizacije u stromi i tumorskom tkivu raka jajnikdcCann i sur. analizirali sukéivnost

signalnog puta Hiu ksenograima nastalimz humanihseroznih karcinoma jajnik® UL pHP X

su Kkoristili inhibitor Hh-signalizacije, IP4926. Otkrili su da IRB26 inhibira aktivnost
signalnogputa Hh i u stromi i u tumorskom tkivuNa temelju dobivenhUH]XOWDWD |DNO
sudae RYDM VLIJQDOQL SXW XNOMXpHQ X SDWRJHQHPEX VHUR]
Y D a Q R&ighalizacije u oba navedena tki284). 0 H y X Wikkarazinagenskeekspresije

SHh u seroznim karcinomima jajnika koje su Mc@am sur. Koristili za generiranje
NVHQRJUDIWD XX KDXMGD QDD MHEHWL OLJDQmatogeredi dkhD YDA Q
karcinoma. 5 H]XOWDWL Q [rapekazblvVay dDja lphoei® SHMDpH HWVBSULP
tumorskom epitelikkarcinomaHGSC i LGSC ne@ u zdravom epitelyajnika i/ili jajovoda.
7TDNRYyHU HNYVSUH \WilajdzratddY\M HD QD V6 % R R U kalkeiRdMmaHSSCNV H O X
nego u vezivnoptromitumora IstL REUDVFL HNYVS kod yroteith XTRHH Qén V X
PTCH1 direktna je transkripcijska eta HRVLIJQDOL]DFLMH ]JERJ pHJD RYDM
marker kanoske aktivacije signalnog puta HB22).PRYHUDQD HNVSUHVLMD SUR'
pokazatelj je aktivnosti ovog signalnpgta u tumorskom epitelseroznih karcinoma jajnika,

G RN SRY Hud3i@ protdihb\SHIu tumorskomWNLY X NDR L MDpD HNVSUHVL
u tumorskom tkivukarcinomaHGSC u odnosu na vezivnstromu, ukazuH QD YDAQRVW

autokrineSHhsignalizacijeu serozim karcinomima jajnika.

Autokrina signalizacija putem SHiganda poty Uy H Q D \MMDIQ IQ3Q LRGSGEQ LMD P D
JGMH MH XRpHQD MDND HNVSUHVLMD RYR& maladibr@ssD L SU
signalnog puta HIX RYLP VWDQLFDPD 1DAaL UH]XO WdadesupedvaliN OD G X
Bhattacharya i surJGMH MeHo daNeYdlgpresijaroteina SHhkao i mMRNA SHh, bila
SULVXWQD X VYLP L VigijaWwarika @jbika.& WDY HIEHPRP LVWUDALYD
su inkubirali tumorske stanice u kulturi s nedonskimantitijelom 5E1-ShhN koje inhibira
vezanje SHHiganda na receptor PTCHSUL pHPX VX RSDIJVOER&GBUDQMH

koncentracije ovog antitijela smanjuje proliferacija tumorskih stanica (208). Ovaj nalaz
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SRWYUYXMH MiDed gRalaCcij® XM o SHiyandu u raku jajnika.8 QDAHP
LV W UD 4L ¥ V@Qe@iRitieIRantiSHh NRMH MH VSHFLILPQR X®LSURWE LQ
terminalni produkt. UVYLP NDUFLQRPVNLP YWPRAQDPQMMP MDNIMB PW R S
ekspresijaproteinaSHh L] pHJD VH PR&H ]DNOM Xiihdhske Ganic@ DY HGH
proizvode SHROLJDQG X YHULP NR Oiakolu@ind BgnR My X Ridiifirog L

ovog proteina bilajeYLGOMLYD L QD VW) bdle@®@ MM A HPRE& @M H Q

SHh X SXQRM GXeanifalni prédukt8&s obziroma toda, prilikom sazrigvanja ovog

proteina, iz Nterminalnog produktaastajezreli dvostruko modificiranprotein SHh koji se

SRWRP RWSXaWD L] VWDQLFH (109YH&)H RAMDV B MFHBWRWUDATL & P
ukazuju NaELROR&NX DNWLY QR \BW QRM2BREDNPUEPL MHUKQR MH G
ovaj protein P R &rdnsportiratiGR VWD QL p Q W I HGTE B B @ BudahvatHuNAW Q R
signalizaciji(235). Protein SHhX SXQRM GXAaLQL ORNDOL]JLUDQ QD VWDQL
MH NDR PDUNHU W XP R Uanil.lcancBrBiam. ¢elCiSK)KIAWDHMIFADQ RVWD QL p
NDUFLQRRZI36)S ® XRIDR P haniy X IVLUj§ HaE&no stanice s membranskom
lokalizacijomproteinaSHh (SHH stanice)mogu proizvoditi protein SHhsvojim parakrinim

djelovanjem induciratiproliferaciju i migraciju ostalih tumakih stanica (SHHstanice).

SHh" stanicebile su kemorezistentne te smale svojstva stanic@SC (236). Prema tome,
memlranska lokalizacija proteina SHP RJOD EL XSXULY D Wadnic@sCUAULV XWQ
VWDQLpQLRGSI:=QLMDPD

8] DXWRNULQX VLIQDOL]DFLMX X WdriaignalizBdja@Uish®o]DEL O M
SHhligandu(237) 7XPRUVNL PLNURRNROLAa NOMXpDQ MH ]D UDVW
stanicakarcinomajajnika, kao i za rezistenciju tumora na tetam X JGMH YDaQX XORJ
VWURPDOQH NRPSRQHQWH NDR aWR VX DG(esdR¢ahdsrL ILEUR
associated fibroblastCAF) i PHJHQKLPVNH P DW L pQddenédWyrbaQdtdrHcellHQ J O
MSC) (237-240) ,VWUDALYDQMH NR M BEurVukazije BUYBH ' ID & @XW¥W DEHUD
parakrine Hhsignalizacije u brojnim solidm tumorima. Pokazali su da je ¥ignalizacija u
stromi jako bitna za razvoj tumof@41). Za razliku odMcCanna i surkoji su ukazali na
aktivnostHh-signalizacije wezivnoj stromikarcinoma jajnikaCoffman i sur. pokazali stia
je navedena aktivnost ovisna o Shillandima koje proizvode tumorske stan{@84, 237)U
navedenom LVWUDALYDQMX X W-NgdridH goRe pidivodd Dundrske stanice
karcinoma jajnikamogu aktivirati signalni put Hh X PH]J]HQKLPVNLP PDWLPQLP

povezanim s karcinomom jajnika (enghrcinomaassociated mesenchymal stem,c€i-
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MSC) (237) Stanice CAMSC VQDAQR SRWLpX U Dt¥ Weguliraji BCSCRMsuW X P R U D
multipotentne staniceRMH PRJX GLIHUHQ F L UDkéhpoKer@ Meldidh@riomdRr N O M X |
tumorg XNOMXpXMXUL DGLSRFLWH RMAWEoRah Wddr. lotkliii EWR EODV
postojanje pozitivne povratne sprege HBMP4 u karcinomima jajnika. Pokazali sia

tumorske staice proizvode HHigande, SHh i IHh, koji aktiviraju Hisignalizaciju u
stanicamaCA-MSC te da CAMSC L]OXpXMX S U RangH BGhe 910rphogenetic

Protein 4 koji povratno djeluje na tumorske BtQLFH SRYHUDY D M-¥gahaddNVSUHYV
Ova parakringpozitivna povratna sprega HBMP4 izPHyX WXPRUVNLKMSGVDQLFD
NOMXpQD MH |]D UDVW WXPRUD L QMHJRYX UH]JLVW-HQFLMX
tumorskog X p L Gtdriica CA-MSC, dok bi Hhsignalizacija mogla biti glavnregulator
djelovanjaCA-MSC u karcinomima jajnika (237)1 DaL U Hjok&xalisu\déalje potein

SHhbio M Ddgprimiran u vezivnagtromikarcinomaHGSC i LGSCnego u stromi zdravog

jajovoda, dok QDYHGHQL REUD]DF HNVSUHVLMH QLMHuU SULPLM
karcinomima HGSC. Navedeni nalazu S X 0 Xl H° R J X ibdsutnost pakrine SHh

signalizacije ukarcinomimaHGSC ali ne i ukarcinomimaLGSC. % XGaaiMH X QDAaHP
LVWUDaALY D Qantidjeln 8" EHAWNRQMRH MH VSHFLILPpQR X@E iSIJRWHLQ
terminalni produkt,u uzorcimasu vjerojatno detektirani @erminalni produkt koji su

difundirali iz tumorskih stanicg244). Da bi se XNOM X L VOIED M B L O DarBkRREX U Q RV W
signalizacije putem SHhganda trebalo bipratiti ekspresiju Nerminalne regije mteina

SHh E X GdaiGterminalni produti nemaju signalnu aktivnast

8 QDAHPLYDAOMX XWYUYHQRrotkiHbhDNBDINRYH&+RRJIDR LJUDW|
ulogu u patogenezi seroznih karcinojagnikaa. SRVWRMH NRQWUDGLNWRUQD L
ovog liganda uaku jajnika(206, 245) 8 LVWUDALYDQMX NRMHJsgrainBURYHO |
put Hhbio je aktivan kodYLaAH R G S RrakRk ¥eoith kKdriclhoma jajnika. 6d 31%
uzoraka aktivacija ovog signalnog puta bijl@apove] DQD V SRYHUDQRP HKNVSUHVLN
OLJDQDGD SUL pHPX MH YL aéksptdsfwIBHNgandaR®i6) R H/RYWH.IPD Q X
Chen i sur. opazili su jaku ekspresi@Hh i DHh, ali ne i IHHiganda,u karcinomskim
stanicamaaka jajnika (206).1 D &L U Hojokazal fuiige ukupna ekspreg proteina IHh
]QDpDMWH@R X W XP R URkaNiRdMaHGIOMIEECKnego u zdravom epitejajnika
i jajovoda, kad u karcinomskim u odnoX QD NRQWUR O Q Mt ¥bMaEciekdp@s{ieOLQL M
X R p H ®dd proteina PTCH1A W R X N Daki/Nokt signBinog puta Hhu tumorskom tkivu
seroznih karcinoma jajnika VW D Q L p Q L RGOGEQQithpAiatskakspresijgroteina
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IHh ELOD MH L]JUD&HQD X V@LPQNP UFL Q RNERRD FishrRddild H

vidliva L QD VWDQLp QAW deH PEKX@W DWL QDY Rahhu@ding QD DN
signalizacija ovisna o IHigandu WDNRYyHU PRJOD L JWDrsZ\vojuDderdziity Q X X O
karcinoma jajnikaKoliko je nama poznato, dosadQ LV X ]|DBOLOWWEBAOLYDQMD NRM
na prisutnost autokne IHh-signalizacijeu raku jajnika. UVWDQLpPpQLP OLQLMDPD U
ES2, TOV112D, OV90 8KOV3 R S D & H Q Dama ldkty il Bignalnog puta Hh potaknuta
IHh-ligandom ,DNR X QDYHGHQRP LVW Uh@ngend BkSprexija@vom lijasdd D U H QL
pokazaw je da sevolumen sferoida, kojiiormiraju tumorske staniceS R Y H 8 Dod&kom
rekombinantnih proteina SHh (42x)Hh (46x) (246).

Za razliku od autokrine signalizacije, parakrina signalizacija owskh-ligand X XRpHQD
MH X UDf{unbiriaWINFOMXpXMXUL L UDN MDMQYND VSRPHQXWRI
LVWUDALYDQMX NRMHZ VX W RR & D4 HARRINAE HuGdbskeXslartice K
karcinoma jajnikgproizvode i IHRligande kojimogu aktivirati signalni put Hlo stanicama
CA-MSC te tak sudjelovati uparakrinoj pozitivhoj povratnoj sprezi HBMP4 L]PHy X
tumorskih stanica i CAMSC NRMD M HzaNr@svl Xim@a i njegovu rezistenciju na
kemoterapiju(237). 8 QDA&aAHP L YuWlbeia IHY DiQ jH M &kpgfimiran u vezivnoj
stromi karciromaHGSC i LGSC, nego u stromi zdravog jajnika, dok je njegova ekspresija
bila znaW QR Y H U D Xstroftithm¥reuRodhosu na tumorski epitédarcinomaHGSC i
LGSC. ,DNR QDYHGHQH UD]JOLNH X HNVSUHVLML QLVX ]J]DELOI
ekspesja proteina Hh u vezivnoj stromi tumora XND]XMH QD PRJXUK¥neY DAQR V)
signalizacije ovisne o IHhgandu u seroznim karcinomima jajnikalDaL UH]XOWDWL
VXSURWQRVWL VX V UHDAMWDWLFXULVY WNORAMLNP QWRD XRpHQ
suprimira metasaze i rast tumora aktivacijom HRLJQDOL]DFLMH X DGHQRNDUF
(248). 7TUHED LPDWL QD XPXIQDOXWPDEGEMHKPRJIX ELWL WNLYQR \
SRWUHEQR LVWUDALWL VYDNL WLS WXPRUD

Svakako treba napomenuti da su kawom jajnika heterogena skupina tumora te da
HNVSUHVLMD RGUHYHQLK SURWHLQD PR&H ELWL UD]JOLpPLW
YHULQH VSRPHQXWLK LVWUDALYD® MD WALMHR D WHGEHIL KD V]\&
rezultatipojediniK L VwarjhDrdgu razlikovati. PrematomB|DNR MH ELWQR LVWUDA
proteina od interesa $ R M H G L Q L in gddvpdvim® RoiaHNy XWLP WUHED LPDWL X
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ekpUHVLMD SRMHGLQLK SURWHLQD PR&H UD]JOLNRYDWL L
hetergenostisamintumoradWR MH YHU JDELO2ABAHQR X OLWHUDWXUL

(SLIJHQHWVNH SURPMHQH SRSXW PHWLODFLMH '"1$ WDNRY
je tako hipometilacija gendHh SRYH]DQD V UD]YRMHP NRORUHNWDOQRJ
I dojke (190192), dok je hipermetilacija gendHh povezana s razvojem kolorektalnog
karcinoma (190).5H]XOWDWL QD&aHJ LV Warbdiladj® dgensbh SIRMNM}§DOL V X
poYH]DQD V UD]JLQRP HNVS prétainaM Kerdz @ RatEndrbidebX|éjhika.
Metilacija DNA u promotorima gen&Hh i IHh bila je prisutna u 5,4%, odnosno 2,7%
uzoraka karcinoma HGSC U karcinomima LGSC, tkivu zdravih jajnika i jajovodate
VWDQLPpQLOVOARG,IOMBAPID i FNE1, promotor navedenih gena bio je nemetiliran
Metilacija DNA u SHh i IHh detektirana uV W D Q L p QRCARSB Ln(eL Wjdcala na
HNVSUHVLMX RpBofeha. DJakd MaX Gpoktotak HGSEizoraka s metiliranim
promotorom genaSHh i IHh, odsutnost metila@j ovih gena u karcinomima LGSC,
NRQWUROQLP W N LiMijardte lnepovednQst meilaBije @romotora oviena s
ekspresijom proteina u svim navedenim tkivima/iwW D Q L p @RGARS dayddkl has do
]DNOMXpND GD PHWLOBHLNMD QUWRIPF RPHRDD LIH@DXNOMXpHQ

seroznih karcinoma jajnika.

6.3.0HYXVREQD S Rk @ROHY SHh i IHh u

zdravom i tumorskom tkivu

'D ELVPR LVWUDAMIQIQDXWARADXLMKH X WXPRUVNRMARo PLNUREF
aktivnost signalnog puta Hin zdravom tkivu jajnika i jajovoda i tumorskom tkivu seroznih
karcinona jajnika. 8 R p Ln Ida\fe ekspresija proteina SHta |]QDWQR YHUD X VWURP|
nego u stromi jajovoda, kao i u stromi jajnika u odnosu na njegov epitsiromi jajnika
WDNRYHU MH XRpHQD L SN WU R QD INRL KeDddriek babedkhih
rezultataPRAH]|BNOMXpLWL GD MaktiveriJ giora @b SIXW MWIKM QLND &aw
skladu sSRVWRMHULP L28W.laknad eksp@da dpdieina IHKHGUD X VWURPL MD
negou njegovom epitelu L XV S U N R poswijRoitviBDVRRUHODFLMD L]PHyYyX SU
i SHhu stromi jajnika nepovezanost proteina IHBPTCHL u stromi jajnika ukazuje na to da

ovaj ligand vjerojatno nema utjecaj na Hignalizaciju u stromizdravih jajnika. Zdravi
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jajnici i jajovodirazlikovali su seu ekspresijiSHhligandg ekspresija proteina SHhila je
]QDpDWHQ@BR X [4iSvolld H&yX u epitelu jajnika, kao i u epitelu jajovoda u odnosu na
njegovu stromydok je ekspresija proteina IHELOD YHuUD X VWURPL MDMRYR
njegov epitelUkupna ekspresija proteina PTCHL1 nijéaki pozitivnoj korelaciji ni SHh ni

s IHhligandom Treba istaknuti daVW DWLVWLpPpND Dp@EIGLATCHIR HRHUWODFLMH
HSLWHOX MDMRYRGD QLMH EIsi2proReRad Kikiod SVH UzdvekbildD]LQD H
jednaka., DNR QLMH ELOR J]QDpDMQH UD]JOLNH X XNKRBKERM HNVS
jajovoda, XRpHQ W D]J]OLND X QXNOHDUQRM HNVSUHVLML RYRJ
kontrolnih skupinakao i pozitivha korelacijaovog proteinas SHhligandan. Nuklearna

ekspresiDb SURWHLQD 37&+ ELOD MH YLaAaD X VWURPL MDMQLND
MDMQLND X RGQRVX QD QMHJRY HSLWHO W Hhukiamho$ RND]D G
proteina PTCH1 i SHitigandau stromi jajnika Kod jajovodaje bilo obrnuto; nuklearna
HNVSUHVLMD SURWHLQD 37&+ ELOD MH YLaAD X HSLWHOX
HSLWHOX MDMRYRGD X RGQRVX QD QMHJRYX VWURPX WH
nuklearnog praina PTCH1 i SHHiganda u epitelujgjovoda. 2VLP aWR VH QDYHGI
nalazima potvf XMH DNWLYQRVW \Lsirond (DQRIL I$ X W Q BRIHXIHQ R M W
aktivnosti ovog signalnog puta epitelu jajovoda te se otvara pitanjentehanizmima

aberantne aktiva@j Hh-signalizacije u navedenim tkima i njihovom utjecaju na razvoj

tumorskih stanica.

5H]XOWDWL QD&HJ LVWUDALYDQMD XliXdijeDoRisneVoXSHRD YDA Q
liganduu seroznim karcinomima jajnikaHt PRJX 10X R GV XW Q R-§gnal@dzij¢ DN UL QH
karcinomimaHGSC, ali ne u LGSC. Pozitivia korelacija ekspresijeroteina SHh PTCH1
u tumorskom epitelkarcinomaHGSC i LGSC i nepovezanoskspresijenavedenilproteina
u vezivno VWURPL NRG RED WLSD NDUFLQRPaDtoAiR GSBIRWW QR SR
signalizacije u ovim kaiaomima jajnika. Uz autokrinu SHW LJQDOL]DFLMXbiRSDAHQT
autokrina i parakrina IHHWVLJQDOL]J]DFLMD WDNRYHU PRJOH ELWL ELWQ
jajnika. lako je ekspresija proteina IHELOD JQDHDM XRW XP R U YaxkcRé&maHSLWHO
HGSC i LGSC nego u zdravom epiteljajnika i jajovoda, poziiviD NRUHODFLMD L]PF
proteina IHhi PTCHL1 bila je prisutna samo karcinomimaHGSC. Premdome, autokrina
IHh-signalizacija mogla bi igrati ulogu u razvdgarcinomaHGSC, aline i LGSC. BuduL GD
je ekspresija proteina IHhila znaW QR Y H U D >strofhi fumoi@felyp u tumorskom
epitelukarcinoma+*6& L /*6& XND]DOL VPR QD FRiRel 3dgnXlizxcped QRV W

116



ovisne o IHRligandu u ovim karcinomima. dzitvnD NRUHODFLMD L]JPHYyX SUR’
PTCH1 u vezivnojstromi karcinomaHGSC SRWY PRI X YDAaQRVW-SDUDNU
signalizacije uovim karcinomima, doknepovezanostekspresije navedenih prteina u

vezivnoj stromi karcinoma /*6& XSXUXMH QD RGVXWQRVW RYH VLJQEL
karcinomimaU karcinomima+*6 & XRpHQ@B]MWLYQD NRUHODFLMD L]JPHyYX
u tumorskom epitelu IHh u vezivnoj stromi tumorg kao i pozitivna korelacijaL ]| P HYy X
proteina IHhu tumorskom epitelu PTCH1 u vezivnojstromi tumora Navedeni rezultati

mogu se objsniti istovremenim djeleanjem autokrine i parakrine IHdgnalizacije u
karcinomimaHGSC SUL pHP X VH BsNnlizaciERiMUMorskortkivu i u vezivnoj
stromitumora S RY H & paf&stom razine ekspresije Higanda NRMHJ L]OXpXMX WXF

stanice

5HIXOWDWL RYRJ UDGD SRND]DOL VX Gimh kbhip@eétiHP HUH C
signalnog puta HhreceptoraPTCH1 i ligarada SHhi IHh, povezana s razvojem seroznih
karcinoma jajnika.8 RYRP LVWUDALYDQMX SUYL SXW Maprpeied OMHAaH
PTCH1 u tumorskim stanicama seroznih karcinoma jajnikotein PTCH1, odnosno njegov
N-terminalni fragment,mogao bi igrati aktivhu, tumotpromotorsku ulogu u jezgri ovih
malignih stanicaSD EL ELOR ]DQ Ljegdi pdRentijsiin Wdbatdr lulogu u
jezgri OsLP WRJD XND]DOL VRiRe fiddalv&rie@Rvisb SHRgianRuU, kao i
autokrine i parakrine signalizacigvisne o IHRligandu, u patogenezi seroznih karcinoma
jajnika. Da bi sedodatnorazjasniR P HYy X G M H CorskoD R Hvaaih®&trometumora
neophodnesu GDOMQMH VWXGLMH QD YHUHP EURMXE XRROWREND L
metode % XGXuL GD VX VHUR]QL NDUFLQRPL MDMQLND PDOLJQI
MDNR MH ELWQR LVWU D& bW LboledR.O3pdzXafe Do axusis pofed R J
komponenti signalnog puta Hhu seroznim karcinomima jajnika doprinose boljem
UD]XPLMHYDQMX PROHNXODUQH SDWRJHQH]H RYLK NDUFL
GMHORYDQMD QXGHUL SRIJRGQRRAWPRODHNXNRXRODUOQOMW LP IPWH U GMW|
EXGXiH SDFLMHQWLFH
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7.ZAKLIU ¥ $.

1. 3BRYHUDQD HNVSUHYV L MarciBdmRmaHEGSQ DLGSCEY WO QLPQLP OLQLN
HGSGa XSXUXMH QD QMHJRYX DNWLYQX XNOMXpHR&ENWGD X S|
nuklearna ekspresijaroteinaPTCH1 u tumorskom epitelu tumorskim stanicama u
kulturL QDYRGL QD ]DNOMXppdteinGrdog&oL igratiD aktivGuld @inor

promotorsku ulogu u jezgri malignih stanica seroznih karcinoma jajnika.

2. U pojedinLP VXEVWDOQLpQYWDQhiMGIGKE®aR Kontrolne VWD QLPQH OLQ|
normalnih epitelnih stanica jajovodaNE1 detektirani su fragmenti proteina PTCH1
UD]J]OLpLWH PROHNXODUQH PDVH aWR XSXUXMH QD PRJ)
SURWHLQD NDR L QD PRJXiQRMW DSFR\MWDWUIDVQW DMIEK. MY N LA
MH GD GROD]JL GR SURWHROLW L gNrRdalre Lddnre8eDipatkida FL W R €
37&+ NRMD VH ]DWLP WUDQVORFLUD X MH]JUX JGMH REI
GRN YHUL GLR SURWHLQD RVWDMH X FLWRSOD]PL

3.0siP X MH]JUHQRM IUDNFLML SURWHLQ 37&+ ELR MH SUL)\
VH PRA&H ]DNOMXpLWL GD EL RYDM SURWHLQ PRJDR LJL
UHJXODFLML RGUHYHQLK JHQD

4. Metilacija DNA u promotorugenaPTCH1 nije povezana s razom ekspresije proteina
PTCH1teQLMH PHKDQL]DP XNOMXpHQ X SDWRJHQH]X VHURI]Q

5. 3RYHUDQD HNVSU Higansida ukaréinomimaHGSC i LGSC i VWDQLPQLP
linjamaHGSGa XND]XMH QD QMLKRYX DNWLYQX XNOMXpHQRVW

6. 8 VHUR]QLP NDUFLQRPLPD M D Lsiialiddoifa lo@isaia SighH VX D
ligandu i IHh-ligandu te parakrina signalizacija ovisna t¢Hh-ligandu. Autdrina
signalizacija ovisna 0 SHIDLJD Q G X X Rkprdig@@DimeHHGSC i LGSC, dok su
autokrinai parakrina signalizaaj ovisna o IHhO L J D Q G Xu RaRipdtrridHGSC.

7. Metilacija DNA u promotorimagenaSHh i IHh nije povezana s razinom ekspresije
RGIJRYDUDMXuULK SURWHLQD WH QLMH PHKDQL]DP XNOM?}
jajnika.
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8.634(7%.

SeUR]J]QL NDUFLQRPL MDMQLND QDMpH&aUL VX REOLN HSL
dijagnosticirajuu uznapredovalonstadiju bolesti i imaju visoku stopu smrtnosti. Kod raka
MDMQLND SULPLMHUHQD MH SRUHPHUPDX DNN\NRWLLYAARIVNHD L Y. &
put Hedgehog (Hh Ulogasignalnog putddh X UDNX MDMQLND NDR L X SRMH
SRGWLSRYLPD UDND MDMQLND QLMH GRYRGM®QuoguVWUDal
proteina PTCH1, SHh i IHhkao i promjene u metilacijskom statusu rpadora istoimenih
JHQD X VHUR]QLP NDUFLQRPLPD MDMQLND ,VWUDALYDQN
karcinoma jajnika niskog (LGSC) i visokog (HGSC) stupnja malignosti, dok su uzorci
]JGUDYLK MDMQLND L MDMRY R/GVU IV DLXYADIGEWKNR/RD DR O QB
HGSGa, OVCARS5, OVCARS8 i OVSHAOQ, i kontrolna VW D Q L p QddmanihQehpitdibih
stanica jajovoda FNE1 Ekspresija proteina PTCH1, SHh i IHl tkivnim uzorcima
analizirana je metodonLPXQRKLVWRNHPLMH GRN NBLXYWINVWMD Xl p®RPR
imunofluorescencije i Western bltMetilacijski obrazac DNA u promotorima geRaCH1,

SHhi lIHh DQDOL]JLUDOL VPR N RdJmatiack (MSP)&Bks@sija Wrbt€ina

PTCH1, SHh i IHhELOD MH ]Q D pkaiit@RimdHEIT iXLGSCu odnosu na
NRQWUROQD WNLYD NDR L X NDUFLQRPVNLP X RGQRVX QTC
WNLYX L WXPRUVNLP VWDQLFDPD X NXOWXUL ELOD MH L]JU
4WR QDYRGL QD ]DNOMXpDN GD EL Qubly HiBdApomo®ISiRWHLQ F
XORJX X MH]JUL PDOLJQLK VWDQLFD VHUR]QLK NDUFLQRPD
VX IUDJPHQWL SURWHLQD 37&+ UD]JOLPpLWH PROHNXODUC(
SURWHROLWLpPNRJI FLMH EibaydgializzijaRvisild BMhE L DIQ GX WRV Y Uy H
je u karcinomimaHGSC i LGSC, dok su autokrina i parana signalizacija ovisna o IHh
OLJDQGX karmbhinkhH&SC. Metilacija DNAuU promotorima gen® TCH1, SHh i

IHh nije bila povezana s razinom ekspresije ovih pfatQD aWR QDYRGL QD ]DNON
PHKDQL]DP QLMH XNOMXpHQ X SDWRJHQH]X VHUR]JQLK NI
X S X U X MRGivhQ Dlogu proteina PTCH1, SHh i IHh patogenezi seroznih karcinoma

jajnika te doprinoseoljem razumijevanju molekulaerpatogeneze ovih karcinoma.
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9.SUMMARY

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

ovarian carcinomas

Valentina Karin . XM X Q G alL U

Serous ovarian carcinomas are the most common type of epithelial ovarian cancers. They
are mosty 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, eaneetl 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 promotr methylation status of the correspamgligenes, in serous ovarian carcinomas.
Low- (LGSC) and highkgrade (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, O/CAR8 and OVSHAQ andcontrol cell line normal fallopian tube
nonciliated epithelium cell line FNE1, were also used in the study. PTCH1, SHh and IHh
protein expressiofevelswere analyzed using immunohistochemistnytissue samples, and
by immunofluorescence and Wesidlot in cell lines.DNA methylation pattern oPTCH1,

SHh and IHh geneswere analyzed by methylatieapecific PCR (MSP). PTCH1, SHh and

IHh protein expressiofevels were significantly higher in HGS€and LGSG compared to
control tissues, as well aséancer cell lines comparéea control cell lineNuclear expression

of the PTCH1 protein in tumor tissue and cultured tumor cells suggests that this protein could
play an active, tumepromoter role in the nudleof serous ovarian cancer cells. PTCH1
protein fragments of different molecular weight were detected in the cell, indisating
possible proteolytic cleavage of this protein. Autocrine SHh signaling was found in HGSCs
and LGSCs, while autocrine and paracrine IHh signaliege observed in HGSCIDNA
methylation ofPTCHL1 SHh andIHh gene promotersvere not in line with the expression
levels of these proteindeading to the conclusion that this mechanism is not involved in the
pathogenesis of serous ovarian carcinoma. Our results indicateTiGatlP 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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