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POPIS SKRACENICA

FIGO -  Medunarodna federacija ginekologa i opstetriCara
BRCA -  breast cancer
HNPCC - hereditary nonpolyposis colorectal cancer

CTNNBI1- beta katenin

LOH - loss of heterozygosity (gubitak heterozigotnosti)
Hh - Hedgehog (engl. jez)

Shh - Sonic Hedgehog

Dhh - Desert Hedgehog

PTCH - Patched (engl. zakrpa)

Smo - Smoothened (engl.gladak)

MEM -  minimal essential medium

EDTA - etilendiamintetraoctena kiselina

RNA - ribonukleinska kiselina

DNA - deoksiribonukleinska kiselina

cDNA - komplementarna deoksiribonukleinska kiselina

PCR - polymerase chain reaction (reakcija lanCane polimeraze)
gRT-PCR- kvantitativni real-time PCR

MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolij bromid
FBS - fetal bovine serum (fetalni govedi serum)

siRNA - small interfering RNA ili silencing RNA

PI3K- phosphoinositide-3-kinase

SIRT1 - sirtuin

QMP- kvantitativni multipleks PCR



1. UvVOD

1.1.  Zlo¢udne novotvorine jajnika

1.1.1. Epidemiologija zlocudnih novotvorina jajnika

Zlo¢udna novotvorina jajnika ili karcinom jajnika je sedmi po redu karcinom u Zena u SAD-u,
¢ine¢i 3% od svih maligniteta i 6% svih smrtnosti od karcinoma u Zena u SAD-u. Karcinom
jajnika je 5. po redu uzrok smrti od malignih tumora u Zena. Rizik za oboljenjem od
karcinoma jajnika je 1-1,5%, a rizik od smrtnosti je 0,5%. Podaci za SAD za 2006. godinu
govore da se prosjecno dijagnosticira 25000 novih slu¢ajeva godisnje i od toga otprilike umre
15000 (1). Prema registru za rak RH, za 2008. godinu, Sest naj¢es¢ih sijela raka u Zena su
dojka (26%), kolon (8%), rektum, rektosigma i anus (6%), tijelo maternice (6%), traheja,
bronh i pluca (6%) te jajnik i jajovod (5%). U Republici Hrvatskoj je prema registru za rak, za
2008. godinu, 429 novootkrivenih karcinoma jajnika (2).

Zlo¢udne novotvorine jajnika ili karcinomi jajnika, iako ¢ine 23% svih karcinoma
Zenskog spolnog sustava, uzrokuju viSe smrti nego bilo koji drugi karcinom Zenskog spolnog
sustava. Najveca incidencija karcinoma jajnika je izmedu 56 do 60 godina starosti (3).
Prognoza karcinoma jajnika je vrlo loSa sa 50%-tnim petogodiSnjim preZivljenjem od trenutka
dijagnosticiranja  bolesti. Razlog tome je dijagnosticiranje karcinoma jajnika u
uznapredovalom stadiju bolesti, jer u ranom stadiju uzrokuje minimalne, nespecifi¢ne ili
gotovo nikakve simptome. Neke studije ukazuju da je loSa prognoza karcinoma jajnika
uzrokovana ne samo pojavom prvih simptoma u uznapredovalom stadiju (kasnom
simptomatologijom) i metastazama nego i visokom proliferacijskom aktivnoS¢u samih stanica

karcinoma (4,5,6).



jajnik

karcinom -

Slika 1. Izgled Zenskih spolnih organa i lokalizacija tumora jajnika

(preuzeto iz http://healthwire.pl)

1.1.2. Podjela zlo¢udnih novotvorina jajnika

Vise od 90% karcinoma jajnika podrijetlom su pokrovnog epitela (3). Epitelne zlo¢udne
novotvorine jajnika prema histoloSkom nalazu dijelimo na serozne adenokarcinome, koji su
karcinome svijetlih stanica, Brennerov karcinom i nediferencirani karcinom koji zajedno ¢ine
manje od 1% svi epitelnih lezija (3). Potrebno je posebno naglasiti skupinu tumora jajnika
niskog malignog potencijala, koji se joS nazivaju atipi¢ni epitelni proliferativni tumori ili
tumori jajnika grani¢ne malignosti (borderline ovarian tumors). Obzirom na sloZeniji naziv
ove skupine tumora jajnika, u daljnjem tekstu koristit ¢e se jednostavniji izraz ,,borderline*
tumori. Oko 15% ovarijskih tumora pokrovnog epitela pripada ovoj skupini. Atipi¢ni epitelni
proliferativni tumori (,,borderline“) imaju obiljeZja dobrocudnih i zlo¢udnih novotvorina. Jo§
uvijek nije razjasnjeno jesu li ,bordeline tumori jajnika medustepenica u procesu
karcinogeneze ili su zaseban patohistoloski, a time i klinicki entitet (7). ,,Borderline* tumori
jajnika imaju jacu sposobnost proliferacije nego dobrocudne novotvorine, ali ne pokazuju
nekrozu, destruirajuu invaziju strome, niti sposobnost metastaziranja (8, 9). Neki od
,borderline* tumora mogu biti popraceni peritonejskim implantatima, koji se svrstavaju u
neinvazivne implantate. Ovakvi tumori imaju bolju prognozu od invazivnih karcinoma, no i

oni mogu, iako vrlo rijetko, metastazirati.



U tablici 1. prikazana je histoloSka podjela novotvorina jajnika prema Svjetskoj zdravstvenoj

organizaciji.

Tablica 1. Histoloska klasifikacija novotvorina jajnika

Serozni, mucinozni, endometrioidni,
1. EPITELNO- STROMALNE NOVOTVORINE paramezonefroidni (tumor svijetlih stanica) tumor,
POKROVNOG EPITELA tumor prijelaznih stanica, tumor plocastih stanica,

mijesani epitelni tumor, nediferencirani karcinom

Tumor granuloza- teka stanicni, Sertoli- Leydigov
2. NOVOTVORINE SPECIJALIZIRANE STROME | stani¢ni tumor (androblastom), tumor stromalnih
JAJNIKA ( SEX CORD STROMALNI TUMORI) jajni¢nih stanica ( iz eng. sex cord tumor),
ginandroblastom, neklasificirani stromalni tumor,

steroidno- stani¢ni tumori

Dizgerminom, endodermalni sinus tumor ( iz eng.
3. NOVOTVORINE SPOLNIH STANICA Yolk sac tumor, tumor Zumanj¢ane vrece),
embrionalni karcinom, poliembriom, koriokarcinom,

teratom, tumor mijeSanih zametnih stanica

4. GONADOBLASTOM

5. NOVOTVORINE SPOLNIH I STROMALNIH
STANICA NEGONADOBLASTICNOG TIPA

6. NOVOTVORINE PORIJEKLA RETE OVARIJ

7. TUMORI IZ MEZOTELA

8. NOVOTVORINE NESIGURNA PORIJEKLA I
POMIJESANI

9. GESTACIJSKA TROFOBLASTICNA BOLEST

10. NOVOTVORINE VEZIVNIH TKIVA
NEJEDINSTVENIH ZA JAJNIKE

11. ZLOCUDNI LIMFOMI I LEUKEMIJE
12. NOVOTVORINE KOJE SE NE MOGU
KLASIFICIRATI

13. METASTATSKE (SEKUNDARNE)
NOVOTVORINE

14. NOVOTVORINAMA SLICNE PROMJENE




1.1.3. Simptomatologija zlo¢udnih novotvorina jajnika

Zlo¢udne novotvorine jajnika u pocetku nemaju specificnih simptoma. Vrlo rijetko se, u
ranom stadiju bolesti, mogu javiti uestalo mokrenje ili opstipacija kao posljedica pritiska na
okolne organe, mokra¢ni mjehur ili rektum. Povremno se mogu javiti nelagoda i pritisak u
donjem dijelu trbuha te dispareunija. NajceS€e se zloc¢udni tumori jajnika manifestiraju u
kasnom stadiju bolesti kao rast trbuha (zbog ascitesa), bol u trbuhu, smetnje disanja (pritisak

tumora i ascitesa na dijafragmu) te malaksalost i gubitak tjelesne teZine.

1.1.4. Dijagnostika i FIGO klasifikacija zlocudnih novotvorina jajnika

Dijagnoza zlocudnih novotvorina jajnika se postavlja na temelju brizljivo uzete anamneze,
izvanjske palpacije trbuha, bimanualne pretrage zdjelice, ultrazvu¢ne pretrage i pretrage
obojenim doplerom, serumske vrijednosti tumorskog markera CA-125, rentgenske snimke
pluca, infuzijske urografije, kolonoskopije i pasaZze crijeva, kompjutorizirane tomografije i
magnetske rezonancije.

Klini¢kim pregledom u zdjelici se pipa tumorska tvorba. Katkad tumor moze biti i vec¢ih
dimenzija te moZe ispunjavati i ¢itavu trbusnu Supljinu (npr. mucinozni tumori).

Ultrazvucni nalaz multikolukarne ciste, deblje stijenke i septa, s papilarnim rastom i
patoloSkom prokrvljenosti govori u prilog zlo¢udnoj tvorbi. Serumski biljeg CA-125 je
antigen naden na povrS$ini stanica u vise od 80% nemucinoznih epitelnih karcinoma. Taj je
biljeg dovoljno osjetljiv, ali nisko specifi¢an, jer njegove vrijednosti mogu biti povisene u
drugim ginekoloskim i neginekoloskim stanjima i bolestima.

Analize velikog broja karcinoma jajnika potvrdile su anatomsku proSirenost bolesti ili stadij
kao najjaci, neovisni prognosti¢ki pokazatelj. Stoga je medunarodna federacija ginekologa i

opstetricara (FIGO) zlo¢udne tumore jajnika podijelila u 4 stadija (10), (tablica 2, slika 2).



Tablica 2. FIGO Kklasifikacija zlocudnih novotvorina jajnika

Stadij I Tumorski rast ograni¢en na jajnike
IA Rast ogranicen na jedan jajnik; kapsula tumora intaktna
1B Tumor nazocan na oba jajnika; bez ascitesa; kapsula tumora intaktna
IC Stadij IA ili IB s tumorom na povrsini na jednom ili oba jajnika; ili rupturirana kapsula; ili
prisutan ascites s pozitivnim malignim stanicama; ili pozitivan peritonealni ispirak
Stadij II Tumorski rast zahvaca jedan ili oba jajnika sa Sirenjem u malu zdjelicu
ITA Sirenje tumora i/ili metastaze u maternicu i/ili u jajovod
IIB Tumor proS$iren na druga tkiva u maloj zdjelici
IIC Tumor stadija ITA ili IIB ali s tumorom na povrSini na jednom ili oba jajnika; ili rupturirana
kapsula; ili prisutan ascites sa pozitivnim malignim stanicama; ili pozitivan peritonealni
ispirak
Stadij IIT Tumor zahvaca jedan ili oba jajnika, s peritonealnim implantatima izvan zdjelice i/ili s
pozitivnim retroperitonealnim ili ingvinalnim limfnim ¢vorovima
Povrsinske metastaze jetre odgovaraju stadiju III. Tumor je ograni¢en na malu zdjelicu, ali
su histoloski dokazane maligne stanice na crijevu ili omentumu.
1A Tumor ogranien na malu zdjelicu sa negativnim limfnim ¢vorovima, ali sa histoloski
dokazanim malignim stanicama na abdominalnom peritoneumu.
11IB Tumor na jednom ili oba jajnika, sa histoloSki dokazanim implantatima na abdominalnom
peritoneumu, ne ve¢im od 2 cm u promjeru. Limfni ¢vorovi negativni.
IIC Abdominalni implantati ve¢i od 2 cm u promjeru ili pozitivni retroperitonealni ili
ingvinalni limfni ¢vorovi.
Stadij IV | Tumor zahvaca jedan ili oba jajnika s udaljenim metastazama (izvan abdomena). Ako je

nazocan pleuralni izljev, mora biti citoloski pozitivan. Metastaze parenhima jetre

odgovaraju stadiju IV.
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Slika 2. FIGO Klasifikacija zlotudnih novotvorina jajnika

(preuzeto sa http://www.ovca.org/ovarian-cancer-symptoms-stages/stages-of ovarian-

cancer.html)
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Slika 2. (nastavak) FIGO Kklasifikacija zlo¢udnih novotvorina jajnika
(preuzeto sa http://www.ovca.org/ovarian-cancer-symptoms-stages/stages-of-ovarian-

cancer.html)

1.1.4. Putevi Sirenja bolesti

Zloc¢udni epitelni tumori jajnika Sire se uglavnom implantacijom pojedinih fragmenata tumora
po trbusnoj Supljini. To je tzv. transcelomno Sirenje bolesti. Implantati se tipi€no pojavljuju
po serozi donjeg dijela trbusne Supljine i male zdjelice, u supseroznom vezivu i u masnom
tkivu omentuma te po serozi dijafragme i Glissonove Cahure jetre. Limfogene presadnice
nadu se u zdjeli€nim i/ili paraaortalnim limfnim ¢vorovima. U uznapredovalom IV. stadiju

bolesti limfaticnim transdijafragmalnim putem presadnice (metastaze) ulaze i u pleuralnu



Supljinu te uzrokuju karcinozu pleure i hidrotoraks. To je tzv. lazni Meigsov sindrom (sy.

pseudo Meigs) (11). Hematogenim rasapom karcinom jajnika se Siri uglavnom u jetru i pluca.

1.1.5. LijeCenje zlocudnih novotvorina jajnika

LijeCenje ovarijskog karcinoma provodi se kombinacijom kirurS§kog i potom dodatnog

(adjuvantnog) lijecenja, uglavnom kemoterapeuticima.

Danas se smatra kirurSka citoredukcijska terapija jedinim prognostickim pokazateljem na koji

se moZe utjecati u terapiji ovarijskog karcinoma. Naime, primarnim kirurS§kim pristupom

moguce je utvrditi toCan stadij bolesti i odstraniti, Sto je viSe moguce, tumorskog tkiva i tako

stvoriti povoljne uvjete za nastavak lije¢enja kemoterapijom.

Smjernice za pravilno kirur§ko patoloSko stupnjevanje ovarijskog karcinoma:

uzimanje ispiraka iz trbusSne Supljine 1 njihova citoloSka pretraga (ispirci se uzimaju s
Cetiri tipicna mjesta: mala zdjelica, lijevi 1 desni parakolicki prostor,
subdijafragmalno)

uzimanje uzoraka (biopsija) peritoneja sa sumnjivih mjesta, ili nasumce uzimanje
uzoraka naizgled zdravog peritoneja s tipi€nih mjesta (najmanje 15-20)

potpuna resekcija trbuSne maramice

resekcija svih priraslica

apendektomija

zdjeli¢na 1 paraaortalna limfadenektomija

histerektomija i obostrana adneksektomija.



1.2.  Molekularna osnova promjena u zlo¢udnih novotvorina jajnika

Uzrok nastanka karcinoma jajnika, jo$ uvijek, nije razjasnjen. Postoji nekoliko ¢imbenika koji
su povezani s pove¢anom ili smanjenom opasnos¢u od nastanka zlo¢udnog tumora (radanje,
dojenje, neplodnost, oralna kontracepcija, hormonsko nadomjesno lijeenje, K-ras i HER-
2/neu onkogeni, BRCA1 i BRCA2 te p53 tumor supresor geni). Radanje, dojenje i oralna
kontracepcija povezani su sa smanjenom opasno$¢u od razvoja karcinoma jajnika. Neradanje i
neplodnost povezani su s povecanom opasnos¢u od nastanka karcinoma jajnika (12). Vaznu
ulogu u nastanku karcinoma jajnika ima 1 inaktivacija pS3 tumor supresor gena koja je
zamijeCena u karcinomima jajnika koji se javljaju povremeno ili, pak, u istoj obitelji.
Istrazivani su i razni onkogeni u nastanku karcinoma jajnika i atipicnih epitelnih
proliferativnih tumora jajnika te su pronadene mutacije K-ras (prijenosni GTP stani¢ni
protein) i HER-2/neu (receptor faktora rasta) onkogena. U bolesnica u ¢ijim su tumorima
jajnika jace izraZeni ti onkogeni postoji veca vjerojatnost opetovanog javljanja bolesti i
znacajno krace vrijeme preZivljavanja.

Poznato je da je svaki histoloski tip tumora jajnika i stupanj diferenciranosti stanica povezan s
odredenim molekularno-genetickim promjenama. Serozni 1 endometrioidni tip tumora,
visokog gradusa, nastaje uslijed mutacija pS3 i1 disfunkcije BRCA1 i BRCA2. Serozni tip
tumora, niskog gradusa, vjerojatno nastaje postupno zbog mutacije K-ras i BRAF. Mucinozni
tip uslijed mutacija u K-ras. Endometrioidni tip, niskog gradusa mutacijama u CTNNBI1
(beta-katenin) i PTEN. Vjerojatno je da vecina tumora jajnika niskog gradusa nastaje iz
postoje¢ih cistadenoma ili endometrioze, dok oni visokog gradusa nastaju spontano bez
prijasnjih lezija (13).

Takoder je poznato, da je velika povezanosti izmedu FIGO stadija bolesti i ploidnosti tumora:
karcinomi niskog stadija bolesti su diploidni dok su karcinomi viSeg stadija bolesti
aneuploidni. Pacijentice s diploidnim karcinomom imaju duZe preZivljenje od onih s
aneuploidnim karcinomom. Opisan je povecan rizik od karcinoma jajnika i endometrija u
Lynch II sindromu (hereditary nonpolyposis colorectal cancer syndrome - HNPCC syndrome)
koji ukljucuje multiple adenokarcinome kolona zajedno sa karcinomom jajnika, endometrija i

dojke te gastrointestinalnim i1 genitourinarnim karcinomima (14).



1.2.1. Geni BRCA1 i BRCAZ2 ( breast cancer 1 i breast cancer 2)

Vecina epitelnih zlo¢udnih tumora jajnika su sporadicni te su samo u 5% do 10% slucajeva
nasljedni i vezu se s mutacijama gena BRCA1 i BRCA2 na 17. i 13. kromosomu. Putem
analize haplotipa (tzv. ’linkage analize’) dokazano je da su geni BRCA1 i BRCA?2 udruZeni s
genetskom predispozicijom nastanka i karcinoma jajnika 1 karcinoma dojke. Temeljem
analize, Zene sa mutacijom BRCA1 gena imaju povecan rizik od nastanka karcinoma jajnika
od 28 do 44%, dok Zene s mutacijom BRCA2 gena imaju rizik od nastanka karcinoma jajnika

veci od 27 % (15).
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Slika 3. Lokacija gena BRCA1 i BRCA2 na 17.1 13. kromosomu, te shematski prikaz gena po

eksonima

Za razliku od onkogena, promjena koja dovodi do inaktivacije tumor supresorskih gena je
recesivna, dakle, oba alela koja Cine tumorsupresorski gen moraju biti prigusena kako bi doslo
do razvoja tumora. Genetski mehanizmi koji rezultiraju prigu$enjem tumor supresorskog gena
jesu mutacije, gubitak heterozigotnosti (loss of heterozygosity, LOH) te delecija dijela
kromosoma. Gubitak heterozigotnosti (loss of heterozygosity, LOH) kromosomske regije

17921 (BRCA1) takoder je relativno Cest dogadaj u patogenezi karcinoma jajnika, moZze se
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pronaci u 40 do 70% uzoraka, ali LOH ne utjece direktno na razinu transkripta gena BRCA1
(16, 17). U zadnje vrijeme pokazano je da je genska ekspresija BRCA1 ponekad smanjena u
uzorcima karcinoma ovarija, i to uslijed metilacije promotora gena BRCAT1 (18). Smanjena
genska ekspresija dovodi do smanjene koli¢ine proteina, a time i do smanjenja procesa u koje
je taj protein ukljucen (19). Imunohistokemijsko bojanje na protein BRCA1 smanjeno je u
tumorima jajnika (20,17) te korelira sa stadijem bolesti, i to na nain da se ekspresija
smanjuje s viSim stadijima tumora (20). Skupina istrazivaca je pokazala su da je genska
ekspresija vrlo dobro korelirana s proteinskom ekspresijom, odnosno u uzorcima koji su
pokazivali jae obojenje na protein BRCAI1, genska ekspresija bila je 10 puta jaca nego u
uzorcima na slabim obojenjem (17).

Gubitak heterozigotnosti gena BRCA2 uocen je u oko 30% sporadi¢nih slucajeva tumora
jajnika (21).

Ekspresija gena BRCA1 i BRCA2 je medusobno povezana tijekom proliferacije stanica (22)
te je pokazano da se ekspresija oba gena smanjuje kako se smanjuje proliferacija, primjerice
kada stanice u kulturi postignu 100% konfluentnost (23). Zaustavljanjem stanica citostaticima
u razli¢itim fazama stani¢nog ciklusa pokazala je da se ekspresija gena BRCA1 i BRCA2
mijenja uskladeno, veca je u G1 i S fazi, a manja tijekom mitoze (22). Slino smanjenje
ekspresije oba gena uoceno je i kada se stanice natjeraju na diferencijaciju (22).

UtiSavanje ekspresije gena BRCA1 dovodi do povecanja proliferacije stanica, i to smanjenjem
ekspresije p21/Wafl i p27""', inhibitora ciklin-ovisnih kinaza (24). Takoder se poveéava
mogucnost rasta neovisnog o sidrenju, sposobnost migracije i invazivnost (24). Tumori sa
smanjenom ekspresijom proteina BRCA1 zbog mutacije u genu BRCA1 imaju razlicit
ekspresijski profil drugih gena od onih tumora u kojima je ekspresija proteina BRCA1
smanjena epigenetskim mehanizmima (25). Toc¢nije, tumori sa epigenetski utiSanim genom
BRCAT1 imaju povecanu ekspresiju PI3K, §to nije slucaj kod tumora s mutacijom. Treba uzeti
u obzir da ekspresija BRCAI varira tijekom stani¢nog ciklusa te je najviSa u S fazi, tako da
razlike medu tumorima mogu biti odraz razlika u proliferaciji izmedu razli¢itih uzoraka (26).
U zadnje vrijeme postalo je jasnije da je u patogenezu tumora jajnika ukljucen niz razlicitih
gena, da bi pravi put za pronalaZenje markera za razlikovanje tumorskog tkiva jajnika od

invazivnog karcinoma bio analiza genske ekspresije na razini mRNA (27).
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Slika 4. Uloga gena BRCA1 1 BRCA?2 u popravcima oStecenja DNA

1.2.2. Molekularna regulacija gena BRCA1

Gen BRCALI nalazi se na 17g21 i kodira jezgrin protein veli¢ine 220 kDa. Protein BRCA1
sadrzi RING domenu, koja omogucuje interakciju medu proteinima, i TAD domenu
(transcriptional activation domain), koja takoder pomaZe u interakciji s drugim proteinima te
moze aktivirati transkripciju (28). BRCA1 ima ulogu u nizu procesa, kao $to su odgovor na
oStecenje DNA, integritet genoma, progresija stanica kroz stani¢ni ciklus, apoptoza i
transkripcija gena (29).

Na slici 5 je shematski prikazan protein BRCA1 (Zuto), sa RING domenom oznacenom
naran¢asto 1 TAD domenom zeleno. Plavim linijama su prikazani poloZaji na kojima je

pokazana interakcija BRCA1 s ostalim proteinima.
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Slika 5. Interakcija gena BRCATI s ostalim proteinima (preuzeto od 32)

Interakcija s Ciklinom DI je osobito zanimljiva, jer je Ciklin D1 jedan od proteina koji je
povezan sa signalnim putem Hh-Gli. Aktivacija ciklina D1 uzrokuje kompeticiju s BRCA1
pri vezanju na estrogenski receptor, pa je degradacija estrogenskih receptora smanjena (30).
Osim toga, pronadeno je da ciklin D1 direktno utjece na fosforilaciju BRCAI, ¢ime je njena
aktivnost u aktivaciji transkripcije promijenjena (31).

Molekularna regulacija BRCA1 odvija se putem tri klase molekula:

1. hormoni (estrogen, progesteron, prolaktin) povecavaju ekspresiju BRCA1

2. topljivi faktori mikrookoliSa (parakrini signali koji djeluju na kratke udaljenosti unutar
tkiva), nisu do kraja karakterizirani

3. proteini izvanstani¢nog matriksa (laminini, integrini, i sl.) smanjuju ekspresiju BRCA1 i
poticu diferencijaciju tkiva (32).

Jedan od transkripcijskih faktora koji regulira ekspresiju BRCAI1 je upravo E2F (32). E2F je
transkripcijski faktor kojeg regulira aktivnost ciklina D i E — kompleksi Cdk4(6)/ciklin D1
cdk2/ciklin E fosforiliraju pRB, zbog cega se on odvaja od E2F i omogucuje njegovu

aktivnost (33).
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1.2.3. Veza gena BRCA1 sa survivinom

Funkcije proteina BRCA1 ukljucuju: degradaciju proteina, progresiju kroz stani¢ni ciklus,
apoptozu, popravak oStecenja u DNA, duplikaciju centrosoma, regulaciju transkripcije i
starenje. Survivin je inhibitor apoptoze, odgovoran za odrZavanje vijabilnosti stanice i
poticanje rasta tumorskih stanica. Ekspresija survivina regulirana je proteinom BRCAI, ali ne
direktno ve¢ preko medijatora, proteina SIRT1. Povecanjem eskpresije BRCA1 dolazi do
povecanja ekspresije SIRT1, koji uzrokuje smanjenje ekspresije survivina mijenjajuci
epigenetske modifikacije histona H3. U bolesnim stanjima, kada je ekspresija BRCAI1
smanjena, do¢i ¢e do povecanja ekspresije survivina istim ovim mehanizmom (34). Tumori
dojke u prosjeku pokazuju 10 puta povecanu ekspresiju survivina u odnosu na normalno

zdravo tkivo, te je ekspresija survivina povecana u nositeljima mutacije u genu BRCAT1 (34).
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Slika 6. Veza survivina s ostalim genima (preuzeto od 35)

Pretpostavlja se da, jo$ uvijek, postoji neotkrivena skupina gena koji bi u budu¢nosti mogli

predodrediti ove karcinome i pridonijeti novim terapijskim strategijama.

14



1.3.  Signalni put Hh-Gli

Mutacije definiramo kao promjenu slijeda nukleotida uslijed kojega dolazi do povecane,
smanjene ili inaktivne funkcije proteinskih produkata gena. Postoje dvije skupine gena koji
kontroliraju stani¢ni rast a to su protoonkogeni, odnosno onkogeni u tumorskom tkivu, koji
poticu rast tumora i tumor supresor geni koji sprecavaju rast tumora. Postoje dvije vrste tumor
supresor gena, oni koji sudjeluju u procesu apoptoze i regulacije rasta stanica i oni koji
sudjeluju u popravku i odrzavanju integriteta stanice. U ovu drugu skupinu spadaju geni
BRCATI i BRCA2 koje ¢emo proucavati u ovom istraZivanju i koji su ve¢ dugo vremena
poznati kao znac€ajni geni u nastanku karcinoma jajnika i ostalih tumora. Poremecaj u kontroli
signalnih puteva, kojeg uzrokuju mutacije onkogena i tumor supresor gena, dovodi do
promjena u stani¢nom rastu, diferencijaciji i programiranju stani¢ne smrti.

Jedan od takvih signalnih puteva je 1 signalni put Hedgehog-Gli poznat 1 pod drugim
nazivima kao Sto su Hh-Gli, Hh-Ptc ili Hh/Ptc/Smo, PTCH-GLI odnosno Hedgehog-Gli ili
Hedgehog-Patched. To je evolucijski visoko oCuvan put prijenosa signala od stanicne
membrane do jezgre. Otkriven je u vinskoj musici (Drosophila melanogaster) kod koje je
mutacija u genu za protein Hedgehog (eng. jeZ), dovela do nastanka li¢inke koja nalikuje zbog
bodljikavih izraslina, jeZu. Terminologija koja se koristi za ovaj signalni put vezana je za
fenotipska obiljeZja mutanata musice (npr. patched, eng. zakrpan; smoothened, eng. gladak;
hedgehog). Osnovni principi signalnog puta kod musice sacuvani su i kod visSih organizama,
pa se tako mogu poistovijetiti sa signalnim putem u ¢ovjeka (36). Put ima kljucnu ulogu u
normalnom razvoju, a njegovo poremeceno funkcioniranje povezuje se s razvojnim
deformacijama i rakom.

Signalni put Hh-Gli dovodi do promjena u ponaSanju stanica putem najmanje dva
mehanizma: poticanjem transkripcije ciljnih gena i kontrolom stani¢nog ciklusa (37).
Zapocinju ga tri proteina, Hedgehog, Patched i Smoothened, pri ¢emu Hedgehog ima ulogu
liganda, Patched (najvjerojatnije) receptora, jer se nalazi na membrani 1 Smoothened ko-
receptora. [zvanstanicni ligand Shh veZe se na Ptch, pri ¢emu otpusta Smo i signal se prenosi
unutar stanice u citoplazmu, prema kompleksu proteina Fu, SuFu, Kif i Glil, pri ¢emu Glil

odlazi u jezgru. Glil ima ulogu u transkripciji (38).
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Slika 7. Jednostavna shema prijenosa signala signalnim putem Hh-Gli

1.3.1. Protein Hedgehog (Hh)

U sisavaca su pronadena tri homologa, koji nose nazive Sonic Hh (Shh), Desert Hh (Dhh) i
Indian Hh (Ihh). Protein Shh je najbolje eksprimiran u sisavaca, proizvodi se u stanicama i
putem proteina Dispatched otpusta se i prenosi do ciljnih stanica na koje djeluje. Protein Hh

veZe se za svoj receptor na membrani, Patched, i time pokrece prijenos signala u stanici (39,
40).

1.3.2. Protein Patched (Ptch)

Protein Patched je receptor za Hh, graden od 12 transmembranskih hidrofobnih domena,
sadrzi dvije velike ekstracelularne omce, a unutar stanice mu se nalaze C- i N-terminus (41).
Nakon vezanja liganda Hh za Ptch dolazi do otpuStanja represije na protein Smo i okidanja
signala. Protein Ptch se smatra tumor supresorom, jer u slu¢aju njegovog nedostatka dolazi do
trajno aktivnog prijenosa signala, budu¢i da se protein Smoothened nalazi u neinhibiranom

stanju (39).
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1.3.3. Protein Smoothened (Smo)

Smoothened (Smo) je pozitivan regulator signalnog puta, koji aktivira nizvodne komponente.

Graden je od sedam transmembranskih hidrofobnih domena. Aktiviraju¢e mutacije proteina
Smo ogranicene su na eksone 9 i 10 ovog proteina. Dode li do mutacije u toj regiji, Smo
postaje neosjetljiv na djelovanje proteina Ptch. Fosforilacijskom kaskadom se prenosi signal

kroz citoplazmu do kona¢ne mete proteina Gli (39, 42).

1.3.4. Protein Gli

Obitelj Gli su ,,proteini cinkovog prsta“ te su dobili ime po glioblastomu iz kojeg su prvi put
izolirani. Njihova funkcija je reguliranje transkripcije mnogih gena, kao Sto su geni za ciklin
D2 i ciklin E, koji su ukljuceni u stani¢nu proliferaciju, ¢lanovi Wnt i TGFp obitelji gena
(osobito geni koji kodiraju morfogenetske proteine kosti) te gena Ptch (37). Kod sisavaca
postoje tri izoforme proteina Gli, poznate kao Glil, Gli2 i Gli3. Glil je trajni aktivator
signalnog puta i smatra se najbitnijim od sva tri Gli proteina. Proteini Gli2 i Gli3 posjeduju
aktivacijsku 1 inhibicijsku domenu te prema potrebi mogu djelovati kao aktivatori ili kao
inhibitori transkripcije gena. No, moZe se generalno rec¢i da je Gli2 uglavnom aktivator
signalnog puta, a Gli3 uglavnom inhibitor signalnog puta. Nakon vezanja Hh liganda dolazi
do razgradnje represorskih oblika, a u sluaju da liganda nema, represorski oblici koce

ekspresiju ciljnih gena (43).

1.3.5. Uloga signalnog puta Hh-Gli u karcinogenezi

O ulozi Hh-Gli puta u posljednjih nekoliko godina otkriva se mnogo te se provlaci moguénost
0 njegovoj vaznoj ulozi u raznim tumorima, primjerice u tumorima pluca, dojke, prostate,
probavnog trakta, koZe, jajnika i drugima (41, 44, 45, 46).

Prema najnovijim procjenama Hh-Gli put sudjeluje u jednoj tre¢ini svih smrtonosnih tumora,
pa prema tome Hh-Gli put postaje vrlo zna¢ajnom metom potencijalnih terapija raka.

Malo se zna o ulozi Hh-Gli puta u nastanku karcinoma jajnika (47) i o interakciji tog puta sa
genima BRCA 11 2.

Jedino Sto je poznato, u prikazu pacijentice s nasljednim mutacijama u genima PTCHI i

BRCAI, koja pokazuje simptome Gorlinovog sindroma (viSestruki bazocelularni karcinomi
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koZe 1 keratociste Celjusti) da je razvila karcinom dojke u starijoj Zivotnoj dobi (48).
Ustanovljeno je da ove mutacije ne ubrzavaju, ne pojacavaju niti mijenjaju karakteristike niti
jednog od ova dva nasljedna sindroma (48).

Drugi, nedavno objavljeni prikaz pacijentice, takoder, je prezentirao pacijenticu s
bazocelularnim karcinomima koZe glave i invazivnim duktalnim karcinomom dojke, bez
ekspresije estrogenskih i progesteronskih receptora. Naknadno su ustanovljeni dodatni
simptomi koji su upucivali na Gorlinov sindrom, te je pronadena mutacija gena PTCHI.
Zacudujuce, nije pronadena mutacija u genima BRCA1 i BRCA2 (49).

Do sada je poznato da je ekspresija Shh, Dhh, Ptch, Smo i Gli proteina povecana u benignim i
malignim tumorima jajnika dok je kod normalnih stanica nema. Imunoreaktivnost za Shh,
Dhh, Ptch, Smo i Glil je znatno povecana kod stanica koje jace proliferiraju, a blokiranje Hh-
Gli signalnog puta znac¢ajno smanjuje proliferaciju stanica kod karcinoma jajnika (50, 51, 52,
39).

U ovom radu Zelimo istraziti kakav je mehanizam poremecenog aktiviranja Hh-Gli puta u
karcinomima jajnika ukljucujuci i eventualne interakcije signalnog puta Hh-Gli s genima
BRCA1 i BRCA2, a napose istraziti mogucnosti da se inhibiranjem ovog signalnog puta
sprijeci rast tumora.

Ocekujemo da c¢e rezultati ovih istraZivanja pridonijeti razumijevanju funkcioniranja
signalnog puta Hh-Gli u karcinogenezi (eventualno omoguditi klasifikaciju karcinoma
jajnika) te pronalaZenju djelotvornih metoda za inhibiranje prijenosa signala, odnosno

razvoju i evaluaciji terapijskih strategija, ukljucujuci i moguce konkretne klinicke aplikacije.
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2. HIPOTEZA

Interakcija nekih od gena Hedgehog, Patched, Smoothened i Gli (Hh, Ptch, Smo, Gli) s
genima BRCA1 i BRCA2 mogu dovesti do poremecene regulacije signalnog puta Hh-Gli u
zlo¢udnim epitelnim novotvorinama jajnika.

Kako je poremecaj aktivnosti signalnog puta Hh-Gli otkriven u razli¢itim i brojnim tipovima
tumora, a isto tako prisutnost mutacija u BRCA1 i BRCA2 genima kod tumora jajnika i
mnogim drugima, nametnula se i pretpostavka da bi pojac¢ana aktivnost signalnog puta Hh-
Gli 1 mutacije BRCA1 1 BRCA2 mogli biti prisutni i u zloCudnim epitelnim tumorima jajnika.
Obzirom da se u laboratoriju za nasljedni rak Zavoda za molekularnu medicinu Instituta
,Ruder Boskovi¢* , u suradnji s Klinikom za Zenske bolesti i porode KBC-a Zagreb, ve¢
razvio in vitro model na zrelim teratomima jajnika (53), koji su dobro¢udni tumori, logi¢an
slijed je bio istraziti prisutnost Hh-Gli signalnog puta u zlo¢udnih epitelnih novotvorina

jajnika.
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3.

CILJ RADA

Ciljevi istrazivanja su:

1y

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

istrazivanje interakcija signalnog puta Hh-Gli s genima koji sudjeluju u popravcima
lomova DNA (BRCA1 i BRCA2);

ispitati je li poremecaji gena BRCA1 i BRCA2 pogoduju aktiviranju signalnog puta
Hh-Gli;

korelirati ekspresiju gena signalnog puta Hh-Gli te gena BRCA1, BRCA2 i survivina s
klinickim parametrima kao Sto su stadij bolesti definiran prema FIGO klasifikaciji te
patohistoloski nalaz tumora;

istraziti moguénost da se inhibiranjem signalnog puta Hh-Gli (inhibitorom
ciklopaminom) sprijeci rast tumora;

istraziti mogucnost da se RNA utiSavanjem inhibira ekspresija gena signalnog puta
Hh-Glj;

istraziti kakva je genska ekspresija glavnih komponenti signalnog puta Hh-Glji, te
gena BRCA1 i BRCA2 i survivina nakon transfekcije plazmidom koji nosi gen za
GLI1;

utvrditi je li pove€ana migratorna sposobnost stanica nakon aktivacije signalnog puta
Hh-Gli;

utvrditi kakva je vijabilnost stanica nakon aktivacije ili inhibicije signalnog puta Hh-

Gli;

20



4. MATERIJALI I METODE

4.1. Prikupljanje uzoraka

Prospektivno istraZivanje se provelo u Klinici za Zenske bolesti 1 porode KBC-a Zagreb i u
Laboratoriju za nasljedni rak, Zavoda za molekularnu medicinu Instituta “Ruder Boskovi¢” u
Zagrebu. Kod svih zlo¢udnih tumora jajnika indicirana je histerektomija s obostranom
adneksektomijom kao minimalni terapijski zahvat. Tkivo se prikupljalo tijekom operativhog
zahvata, a nakon kirur§kog odstranjenja jajnika. Od svake pacijentice uklju¢ene u istraZivanje
uzeta su dva mala komadica tkiva (promjera oko 0,5 cm) za gensku analizu: komadié¢
tumorskog tkiva i komadi¢ tkiva jajnika koji nije zahvacen tumorom (kontrolno tkivo). U
jedinici intenzivne skrbi prilikom rutinskog uzimanja krvi uzeta je mala koli¢ina pune krvi za
analizu (oko 5 mL).

Koristili smo dvije metode u prikupljanu i analizi istraZivanog materijala: kliniCke 1
laboratorijske metode.

Nakon detaljno obavljene anamneze i ginekoloskog statusa te ostalih dijagnostickih postupaka
ucinio se operativni zahvat, histerektomija s obostranom adneksektomijom, ablacija
peritoneuma, omentektomija te je uzet ispirak ili slobodna tekucina iz trbuSne Supljine za
citolosku analizu.

Neposredno nakon operacije, u jedinici intenzivne skrbi, prikupilo se oko SmL pune krvi koja
je pohranjena u epruvetu koja sadrzi antikoagulans EDTA. Dobiveno tkivo se patohistoloski
verificiralo bojanjem hemalaun-eozinom te se posebno karcinom spremao u epruvetu sa
medijem za rast stanica MEM (Minimal essential medium) i ampulu s RNALater otopinom,
posebno komadi¢ tkiva koji nije zahvacen karcinomom u ampulu s RNALater otopinom i
zajedno s krvi transportiralo do laboratorija gdje se zapocelo s molekularno genetiCkim
metodama.

Istrazivanje je provedeno u skladu sa zakonima Republike Hrvatske, uz poStivanje etickih,
pravnih i moralnih principa rada s bolesnicama. Tijekom prikupljanja uzoraka, od svake
bolesnice dobivena je suglasnost, na posebnom obrascu, o dobrovoljnom sudjelovanju u
ovom istrazivanju 1 koriStenju uzoraka u znanstvene svrhe. Prethodno je bolesnica bila
detaljno upoznata s metodama prikupljanja i analizom klinickog materijala. Da je istraZivanje
provedeno u skladu s dobrom klinickom praksom potvrdilo je i Eticko povjerenstvo Klinike
za zenske bolesti i porode, Eticko povjerenstvo Klinickog bolni¢kog centra Zagreb te

Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.
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Kao predmet naSeg istraZivanja odabrali smo zloCudne epitelne novotvorine jajnika i
,borderline* tumore jajnika. Kontrolni uzorci su bili tkivo zdravog jajnika. Poznato je da je
signalni put Hh-Gli prisutan u komunikaciji izmedu strome i epitela, stoga smo u istraZivanje
ukljucili i fibrome jajnika. Oni su dobrocudni tumori, gradeni od stanica vezivnog tkiva
jajnika, a pripadaju tumorima specijalizirane strome jajnika.

U periodu od 2007. do 2010. prikupljeno je 23 uzorka. Obzirom da je ekstrakcija RNA i DNA
ovisna o koli¢ini i kvaliteti prikupljenog materijala, RNA dovoljno dobre kvalitete je uspjesSno
ekstrahirana iz 18 uzoraka, te je qRT-PCR analiza radena na 18 uzoraka. DNA je uspjesno
ekstrahirana iz 17 uzoraka, tako da je analiza gubitka heterozigotnosti radena na tih 17
uzoraka. U tablici 3 prikazan je popis svih prikupljenih uzoraka s pripadaju¢im FIGO

stadijem bolesti i patohistoloSkom dijagnozom.

Tablica3. Popis svih prikupljenih uzoraka s pripadaju¢im rednim brojem, FIGO stadijem

bolesti i patohistoloskom dijagnozom

R. br. FIGO stadij bolesti | PatohistoloSka dijagnoza tumora

1 11 C Adenocarcinoma serosum

2 I1C Cystadenocarcinoma serosum

3 1A Tumor atypicum proliferans serosum

4 IA Tumor atypicum proliferans mucinosum
5 I1C Carcinosarcoma

6 1A Cystadenocarcinoma endometrioides

7 IIC Cystadenocarcinoma serosum

8 1A Tumor atypicum proliferans serosum

9 11 C Carcinoma clarocellulare

10 1C Cystadenocarcinoma clarocellulare

11 11 C Cystadenocarcinoma endometrioides
12 I C Cystadenocarcinoma serosum

13 IA Tumor atypicum proliferans serosum
14 1C Tumor atypicum proliferans serosum
15 11 C Cystadenocarcinoma papillare mixtum
16 111 B Cystadenocarcinoma papillare serosum
17 IIB Adenocarcinoma endometrioides

18 IB Tumor atypicum proliferans serosum
19 Fibroma

20 11 C Cystadenocarcinoma papillare serosum
21 1A Tumor atypicum proliferans serosum
22 Fibroma

23 Adenofibroma
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Svaki od uzoraka oznacen je rednim brojem kako bi se lakse prikazao u sljede¢im tablicama.
Za zamjetiti je da je u istrazivanju prikupljeno 7 “borderline” tumora jajnika od koji je 6
bolesnica imalo prvi stadij bolesti prema FIGO klasifikaciji, a samo jedna bolesnica imala je
treci stadij bolesti. U skupini s karcinomima jajnika ukupno je bilo 13 uzoraka, prvi stadij
bolesti prema FIGO klasifikaciji imalo je 4 bolesnice, drugi stadij bolesti 2 bolesnice i tre¢i
stadij bolesti prema FIGO Kklasifikaciji imalo je 7 bolesnica. Kada govorimo o stupnju
diferenciranosti tumora mozemo reci da je u skupini s karcinomima jajnika u 4 uzorka tumor
bio dobro diferenciran, odnosno imao je histoloski gradus I, dok je u preostalih 9 uzoraka
tumor bio slabo diferenciran, odnosno imao je histoloski gradus III.

Prosjec¢na dob ispitanica je bila 61 godina, a jedna petina bolesnica nisu nikad radale. Od
serumskih tumorskih biljega koji su koriSteni u preoperativnoj obradi jedini koji je bio

signifikantno povisen je tumorski biljeg CA-125.

4.2. Metode

Metode koje smo koristili u ovom istraZzivanju su: ekstrakcija RNA iz tkiva i stanica,
ekstrakcija DNA iz tkiva i1 krvi, mjerenje koncentracije DNA, provjera kvalitete i
koncentracije RNA, reverzna transkripcija, kvantitativni real-time PCR, statisticka obrada
podataka, analiza mutacija gena BRCA1 i BRCA2 (fragmentalna analiza i odredivanje slijeda
nukleotida (sekvenciranje)), analiza gubitka heterozigotnosti, uzgoj i odrzavanje stanica u

kulturi, MTT test, transfekcija, migracija i RNA utiSavanje.

4.2.1. Ekstrakcija RNA

4.2.1.1. Ekstrakcija RNA iz tkiva

Tkivo pohranjeno u RNALater otopini dopremljeno je na Institut Ruder Boskovi¢ gdje su
ekstrahirane DNA i RNA iz uzoraka. Uzorak je sterilnim Skaricama prerezan na dva
podjednaka komada, od Cega se jedna polovica koristila za ekstrakciju RNA, a druga za
ekstrakciju DNA.

Ekstrakcija RNA radi se pomoc¢u TRIzol reagensa (Invitrogen). Svi postupci pri ekstrakciji
RNA izvode se na ledu, osim ako nije drugacije naznaceno.

Stavi se komadi¢ tkiva 50x50x50 mm u 1 ml TRIzola, homogenizira se na homogenizatoru

IKA Ultra Turrax T18 Basic dok smjesa ne postane homogena, potom se inkubira 10 minuta
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na sobnoj temperaturi. Zatim se doda 200 pl kloroforma na svakih 1 ml TRIzola koriStenog u
reakciji, promucka se 10 sekundi 1 ostavi stajati 10 minuta na sobnoj temperaturi, a nakon
toga se centrifugira u centrifugi ohladenoj na +4°C, 15 minuta, pri najvecoj brzini (13200 x g)
u centrifugi Eppendorf 5415R.

Gornja vodena faza (prozirna) se prebaci u €istu mikroepruvetu, doda se 500 pl izopropanola
na svakih 1 ml TRIzola koriStenog u reakciji, promucka se 10 sekundi i ostavi stajati 10
minuta na sobnoj temperaturi, a potom se centrifugira u centrifugi ohladenoj na +4°C 30
minuta pri najvec¢oj brzini (13200 x g).

RNA se nalazi u talogu na dnu mikroepruvete, pazljivo se ukloni supernatant i doda se 1 ml
75% EtOH, potom se vorteksira i centrifugira u centrifugi ohladenoj na +4°C 10 minuta pri
najvecoj brzini (13200 x g).

Ukloni se supernatant i osusi talog na zraku nekoliko minuta.

Nakon toga potrebno je otopiti talog RNA u 30-50 pl ultraciste vode.

4.2.1.2. Ekstrakcija RNA iz stanica

Radi se na isti nac¢in kao i RNA iz tkiva, osim koraka homogenizacije na homogenizatoru.
Umyjesto toga, na talog stanica doda se TRIzol, resuspendira pipetom i inkubira na sobnoj
temperaturi kako je naznaceno u poglavlju 4.2.1.1. Svi ostali postupci opisani su u poglavlju

4.2.1.1.

4.2.2. Ekstrakcija DNA

4.2.2.1. Ekstrakcija DNA iz tkiva

DNA iz tkiva ekstrahira se pomocu pufera za ekstrakciju. Sastav pufera priprema se na
slijede¢i nacin:1 ml 0.5 M Tris-HCI pH 8.0 + 10 m1 0.5 M EDTA pH 8.0+ 1.25 ml 20% SDS

te se potom doda voda do ukupnog volumena od 50 ml.

Postupak ekstrakcije DNA odvija se kroz dva dana.

Prvo se usitni tkivo sterilnim Skaricama u komadice u 1 ml pufera za ekstrakciju, potom se
doda 20 pl proteinaze K (otopina koncentracije 12.5 mg/ml), a zatim inkubira preko no¢i na
56°C dok se tkivo ne rastopi.

Drugi dan se doda 1 ml fenola i dobro protrese, centrifugira se na sobnoj temperaturi 10
minuta, pri najvecoj brzini (13200 x g), a zatim se gornju vodenu fazu (prozirnu) prebaci u

Ciste mikroepruvete. Doda se 1 ml mjeSavine kloroform/izoamilni alkohol (omjer 24:1) i
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dobro protrese. Centrifugira se na sobnoj temperaturi 10 minuta pri najvecoj brzini (13200
rpm) te se iz gornje faze izvadi 600 pl tekucine 1 prebaci u Cistu mikroepruvetu.

Doda se 1.2 ml ledeno hladnog EtOH (Cuva se na -20°C) i promijeSa se izvrtanjem — DNA se
istaloZi u obliku niti.

U ciste mikroepruvete stavi se 200-500 pl TE pufer. Sterilnom staklenom kukicom izvuce se

istaloZzena DNA i otopi u priredenom TE puferu.

4.2.2.2. Ekstrakcija DNA iz krvi

DNA iz krvi ekstrahira se metodom isoljavanja. Krv se vadi u vakutejnere sa
antikoagulansom i pohranjuje na -20°C do ekstrakcije. Prije ekstrakcije krv se ostavi na
sobnoj temperaturi da se otopi otprilike sat vremena. Zamrzavanje prije ekstrakcije pogoduje
razbijanju eritrocita i producira ¢iS¢u DNA.

1. faza

Krv iz vakutejnera pretoci se u epruvetu od 50 ml i dopuni sa RCLB puferom (Tris 2,42g+
MgClI2 x6 H20 2,032g+ NaCl 1,168g+ nadopuniti do 21 H2O, podesiti pH 7.6, autoklavirati)
do 40 ml, izmijesa se okretanjem nekoliko puta i stavi 15 minuta na led. Centrifugira se u
centrifugi ohladenoj na +4°C 10 minuta pri 5000 rpm (centrifuga Eppendorf 5403, r = 10 cm).
Pazljivo se ukloni supernatant i na talog doda 5-10 ml RCLB, vorteksira se da se razbije talog
i dopuni sa RCLB do 25 ml.

Potom se centrifugira u centrifugi ohladenoj na +4°C 10 minuta pri 5000 rpm.

Odlije se supernatant i falkonice se stave na papir da se talog Sto bolje ocijedi.

Na talog se doda 2ml SE-pufera (NaCl 2,195 g+ EDTA 4,2g+ do 500 ml H20O, podesiti pH
8.0, autoklavirati), 200ul 10% SDS-a 1 20ul proteinaze K, vorteksira se i epruvete se postave
u kupelj na 37°C preko no¢i.

2. faza

Izvade se epruvete iz kupelji 1 prelije se sadrzaj u plasticne epruvete od 15 ml. Doda se 750 ul
5M NaCl i vorteksira se do mlijecno bijele boje. Centrifugira se 15 minuta na sobnoj
temperaturi pri 5000 rpm. Prelije se sadrzaj u nove epruvete. Centrifugira se 15 minuta na
sobnoj temperaturi pri 5000 rpm. Prelije se sadrZaj u nove epruvete i doda se 3,5 ml
izopropanola, lagano se mucka dok se ne istalozi DNA u obliku niti. DNA se uhvati sterilnom
kukicom, ispere u apsolutnom etanolu i otopi u odredenoj koli¢ini TE-pufera u
mikroepruvetama od 2 ml, ovisno o koli¢ini DNA (500 pl na niZe). DNA se ostavi da se otapa

preko no¢i na +4°C te joj se zatim izmjeri koncentracija i pohrani se na +4°C.
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4.2.3. Mjerenje koncentracije DNA

Koncentracija DNA mjerila se na Qubit fluorometru (Invitrogen, USA) pomocu Qubit®
dsDNA BR Assay Kit-a (Invitrogen, USA). Kit sadrzi boju koja fluorescira samo kada je
vezana za DNA, pufer u kojem se otapa boja te dva standarda za kalibraciju fluorometra. Za
mjerenje koncentracije treba koristiti posebne prozirne mikroepruvete od 0,5 ml s tankom
stijenkom, Qubit™ assay Tubes (Invitrogen, USA).

Potrebno je pripremiti odgovarajuci broj mikroepruveta od 0,5 ml, ukljucujuci i dva standarda
te oznaciti poklopce. Potom pripremiti Qubit radnu otopinu tako da se boja razrijedi u puferu
1:200. Za pripremu standarda dodati 190 ul radne otopine i dodati 10 ul odgovarajuceg
standarda, a za pripremu uzoraka dodati 190 pl radne otopine i 1 Ul uzorka.

Protresti mikroepruvete na tresilici 1 spustiti u centrifugi, zatim ostaviti mikroepruvete 2

minute na sobnoj temperaturi. Izmjeriti koncentraciju na Qubit fluorometru.

4.2.4. Provjera kvalitete 1 koncentracije RNA

Za uspjesno izvodenje kvantitativnog real-time PCR-a klju¢no je da je analizirana RNA dista i
dobre kvalitete. Kvaliteta RNA provjerava se elektroforezom u agaroznom gelu, a cistoca

mjerenjem apsorbancije pri 260 1 280 nm.

4.2.4.1. Provjera kvalitete RNA

Priprema 50x TAE pufera: 242 g Tris+ 57.1 ml ledene octene kiseline+ 100 ml 0.5 M EDTA
pH 8.0 te se potom nadopuni vodom do 1 L.

TAE pufer priprema se 50x koncentriran i razrjeduje za koriStenje u omjeru 20 ml TAEu 1 L
dH,0.

Priprema 1% agaroznog gela:

Otopi se pazljivo 1 g agaroze u staklenoj tikvici u 100 ml TAE pufera u mikrovalnoj pe¢nici.
Potom treba djelomic¢no ohladiti tikvicu pod mlazom hladne vode te dodati oko 10 pl etidij-
bromida (radna otopina koncentracije 5 mg/ml) i promijeSati. Izliti u kadicu za elektroforezu i
pricekati oko pola sata da gel polimerizira. Nakon toga se 2 ul RNA pomijesa sa 1 ul LB
pufera (pufer za nanoSenje na gel, sadrzi 50% glicerol i boje bromfenol-blue i xylen-cijanol) i
nanese u jazice na gelu. Gel se podvrgne elektroforezi u polju istosmjerne struje napona 100

V 10-15 minuta. RNA se detektira pomocu aparata UVITec (Cambridge).
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Slika 8. Izgled RNA na 1% agaroznom gelu. Gornja jaka pruga predstavlja 28S RNA, srednja
jaka pruga 18S RNA, a donja tRNA i degradiranu RNA. mRNA se nalazi izmedu pruga 28S i

18S. RNA se smatra kvalitetnom ako je 28S pruga dvostruko jaceg intenziteta od 18S pruge.

4.2.4.2. Mjerenje koncentracije RNA

Koncentracija se mjerila spektrofotometrijski, izraCunavajuci iz apsorbancije pri 260 nm, a
dodatno se provjeravala i Gistoéa odredujué¢i omjer apsorbancija pri 260 nm i 280 nm. Cista
RNA ima taj omjer blizu 2 kada je otopljena u TE puferu, ili izmedu 1.5 i 2 kada je otopljena
u vodi.

Razrijedi se 1pul RNA sa 99ul destilirane vode (razrjedenje 100x), kalibrira se
spektrofotometar prvo sa Cistom destiliranom vodom. Razrijedeni uzorak RNA nanese se u
kivetu i izmjeri se apsorbancija pri 260 i 280 nm.

Primjer izracuna koncentracije RNA na temelju apsorbancije:

Az = 0.059

Argo =0.033

Aze0n80 = 1.788

C = Ay x razrjedenje x 40 (ng/pl)

C =0.059 x 100 x 40 = 236 ng/ul
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4.2.5. Reverzna transkripcija

Reverzna transkripcija je postupak prepisivanja RNA u komplementarnu DNA (cDNA) radi
kvantifikacije u kvantitativnom real-time PCR-u. RNA je prefragilna molekula da bi se
koristila direktno, pa je zato potreban korak prevodenja u cDNA. Postupak se izvodi
komercijalnim kompletom kemikalija (kitom) koji sadrZi enzim reverznu transkriptazu, koji
vrsi reakciju prevodenja (slika 9).

Poly A tail

b AMAA... 3’ mRNA

Reverse
transcriptase

AAAA... 3 mRNA
TTITT 5" DNA primer (oligo dT)

AMAA... 3 mRNA

Reverse l
~¢— transcription

3 T 5 cDNA
3 T 5 cDNA
5 3

3 e 5 CONA

Slika 9. Princip reakcije reverzne transkripcije

Potrebno je u sterilnoj mikroepruveti napraviti smjesu tzv. ,,master mix“ za odredeni broj
uzoraka RNA koji se prevodi u cDNA. U tablici 4. prikazan je mix za 5 uzoraka.

Nakon toga vorteksirati ,,master mix*“, zatim kratko centrifugirati i razdijeliti po 15,375 pl po
mikroepruveti.

U svaku mikroepruvetu doda se 500 ng RNA (izraCunato na temelju izmjerene koncentracije)
1 vode do ukupnog volumena od 50 pl.

Staviti u PCR maSinu (Applied Biosystems Gene Amp 2700) na sljede¢i program:

25°C  10:00 minuta

37°C  60:00 minuta

95°C  5:00 minuta

4°C
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Tablica 4. Volumeni pojedina¢nih komponenata u reakciji reverzne transkripcije ukupnog

volumena 25 pl

Komponenta volumen za 1 volumen za 5 konacna
uzorak uzoraka koncentracija

10 x pufer 2,5 ul 12,5 Wl Ix
MgCl, 55ul 27,5 ul 5,5 mM
dNTP Sul 25 ul 2 mM
oligo dT 0,625 pl 3,125 ul 1,25 mM
random hexamers 0,625 Wl 3,125 ul 1,25 mM
Rnase inhibitor 0,5l 2,5 ul 10U
Reverse

. 0,625 pul 3,125 ul 31,25 U
transcriptase
ukupni volumen 15,375 ul

4.2.6. Kvantitativni real-time PCR

Kvantitativni real-time PCR (qRT-PCR) se koristi kako bi se odredila koli¢ina pojedine
mRNA u uzorku, na temelju ¢ega se odreduje koliko je pojedini gen eksprimiran. Postupak se
sastoji od umnazanja cDNA sa specificnim pocetnicama za pojedinu mRNA od interesa uz
dodatak interkalirajuce fluorescentne boje. Boja se ugraduje u dvolan¢anu DNA te se svakim
ciklusom umnaZanja intenzitet boje pojacava. Ciklus u kojem se ta fluorescencija moze uociti

na kameri aparata naziva se Ct vrijednost. Sto je Ct vrijednost za neki gen niZa to je gen jace

eksprimiran.
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Tablica 5. Slijedovi pocetnica koriSteni u kvantitativnim real-time PCR eksperimentima.

Oznaka F oznacava ,,forward* odnosno 5'->3' smjer sekvence gena, dok su R ,,reverse®,

odnosno u 3'->5' smjeru.

Naziv Nukleotidni slijed Referenca

pocetnice

Arp F 5' GGCACCATTGAAATCCTGAGTGATGTG 3' | Eichberger i sur, 2004 (46)
Arp R 5'TTGCGGACACCCTCCAGGAAGC 3' Eichberger i sur, 2004 (46)
Ptchl F 5'TCCTCGTGTGCGCTGTCTTCCTTC 3' Regl i sur, 2002 (45)

Ptchl R 5' CGTCAGAAAGGCCAAAGCAACGTGA 3' Regl i sur, 2002 (45)

Smo F 5' CTGGTACGAGGACGTGGAGG 3' Kallassy i sur, 1997 (54)
Smo R 5' AGGGTGAAGAGCGTGCAGAG 3' Kallassy i sur, 1997 (54)
Glil F 5' GCCGTGTAAAGCTCCAGTGAACACA 3' Regl i sur, 2002 (45)

Glil R 5'TCCCACTTTGAGAGGCCCATAGCAAG 3' | Regl i sur, 2002 (45)

Shh F 5' GAAAGCAGAGAACTCGGTGG 3 Kallassy i sur, 1997 (54)
Shh R 5' GGTAAGTGAGGAAGTCGCTG 3' Kallassy i sur, 1997 (54)
SuFu F 5' AACAGCAAACCTGTCCTTCC 3 Koch i sur, 2004 (55)

SuFu R 5'TCAGATGTACGCTCTCAAGC 3' Koch i sur, 2004 (55)
BRCA1F |5 GATTTGACGGAAACATCTTAC 3' Williamson i sur, 2002 (56)
BRCA1 R | 5" CCAGCAGTATCAGTAGTATGA 3' Williamson i sur, 2002 (56)
BRCA2F | 5" GCAGTGAAGAATGCAGCAGA 3' Wu i sur, 2000 (57)
BRCA2R | 5 CAATACGCAACTTCCACACG 3 Wu i sur, 2000 (57)
survivin F | 5' ATGGGTGCCCCGACGTTG 3' Song i sur, 2006 (58)
survivin R | 5' CAACCGGACGAATGCTTTTT 3' Hoffmann i sur, 2007 (59)

Relativna ekspresija gena izrazava se u odnosu na tzv. ,,housekeeping® gen, a to je gen koji je

jednako eksprimiran u svim tkivima u svako doba. U ovim pokusima koriSten je gen ARP koji

kodira za ribosomalni protein. Relativna ekspresija gena rauna se po formuli 22, gdje je

ACt razlika Ct vrijednosti gena od interesa i gena ARP.

Eksperiment se postavlja u plocice sa 96 jaZica, 1 svaki uzorak se za svaki gen slaze

minimalno u duplikatu. Za svaki gen radi se ,,master mix* .
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Tablica 6. Master mix za pojedini par pocetnica u qRT-PCR eksperimentu

Komponenta volumen za 1 o
o volumen za 12 jaZica
jazicu

1igSYBR Green

] Sul 60 ul

Supermix

pocetnica F 0,3 ul 3,6 ul

pocetnica R 0,3 ul 3,6 ul

H,O 3.4 ul 40,8 ul

ukupni volumen oul

Razdijeli se po 9 pul ,,master mixa* po svakoj jaZici, potom se doda 1 pl odgovaraju¢e cDNA,
poklopi folijom za qRT-PCR i centrifugira se cijela plo¢ica 1 minutu pri 1200 rpm u
centrifugi Harrier 18/80 (SANYO, r = 10 cm).

Program pri kojem se odvija reakcija qRT-PCR-a:

95°C 3 minute

40 ciklusa: 95°C 15 sekundi, 61°C 1 minutu i potom ocitanje fluorescencije

krivulja meksanja 70-95°C.

Krivulja mekSanja koja se izvodi na kraju qRT-PCR eksperimenta sluZi provjeri specifi¢nosti
produkta. Za svaki set pocetnica tocno je poznat oblik krivulje mekSanja, koji mora biti

specifican. Samo eksperimenti sa specificnom krivuljom mekSanja su uzeti u obzir.

4.2.7. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada radena je u programima MedCalc for Windows program (MedCalc
Software, Mariakerke, Belgium) i Microsoft Excel program (Microsoft). Za vrijednosti
ekspresije gena svi pokusi su radeni minimalno u duplikatu, te je za svaku vrijednost
izraCunata srednja vrijednost i standardna pogreska, koja je prikazana na grafovima u
programu Microsoft Excel.

Rezultati genske ekspresije analizirani su za normalnost distribucije Kolmogorov-Smirnov
testom. Skupine podataka koje su pokazivale normalnu distribuciju analizirane su ANOVA

testom, dok je za analizu podataka koji nisu pokazivali normalnu distribuciju koriSten
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Kruskal-Wallis test. Za analizu korelacije ekspresija koriStena je neparametrijska korelacija

po Spearmanu. Statisti¢ki znacajnim se smatra sve sa P-vrijedno$¢u manjom od 0.05.

4.2.8. Analiza mutacija gena BRCA1 1 BRCA2

4.2.8.1. Fragmentalna analiza

Fragmentalna analiza sluzi za odredivenje duzine fragmenata DNA umnozenih PCR
reakcijom. Uz koriStenje fluorescentno obiljezenih pocetnica i analizom uzoraka na
sekvenceru (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, SAD), moguce je i
to¢no kvantificirati ja¢inu signala svakog fragmenta.

Fragmentalnom analizom odredivale su se mutacije gena BRCA1 i BRCA2 te gubitak
heterozigotnosti regije gena BRCA1 i BRCA2.

U analizi mutacija gena BRCA1 1 BRCAZ2 koriStena je metoda kvantitativni multipleks PCR
(QMP) s fluorescentno obiljezenim pocetnicama i ’gene scan” analiza. Nakon toga koriStena
je metoda sekvenciranja. Eksoni gena BRCA1 i BRCA2 podijeljeni su u tri multipleks PCR
reakcije, kao Sto se moZe vidjeti u tablici 7. F pocetnice svakog fragmenta su fluorescentno
obiljezene (FAM — plavo — svi eksoni gena BRCA1 1 BRCA2), te kontrolni fragmenti F IX i
DSCR1, VIC — zeleno — markeri WI-16130, D17S1323 1 WI-20922 i NED — crno — marker
SHGC-30296.

Reakcija PCR odvijala se u volumenu od 25 pl kojeg je saCinjavalo 12,5 ul kita za multipleks
PCR (QIAGEN, SAD) (HotStarTaq DNA polimeraza, pufer za multipleks PCR, smjesa
dNTP-a), pocetnice (200-1000 nM), 200 ng DNA te QH,O. PCR reakcija se sastojala od
pocetne denaturacije od 15 minuta na 95°C, zatim 19 ciklusa od kojih se svaki sastojao od tri
faze. Denaturacija je trajala 30 sekundi na 95°C, faza sparivanja trajala je 110 sekundi na
55°C, a faza produljivanja lanaca 60 sekundi na 72°C. ZavrSno umnaZanje trajalo je 30
minuta na 72°C.

”Gene scan” analiza izvodila se nakon reakcije PCR, po 1 pl svakog PCR produkta pomijesa
se s 12 ul Hi-Di formamida (Applied Biosystems, SAD) i 0,35 pl molekularnog markera LIZ-
500 (Applied Biosystems, SAD) te denaturira 2 minute na 95°C. Uzorci se zatim nanesu na 1
kapilarni sekvencer (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer) i nakon elektroforeze analiziraju
programom GeneMapper v. 3.0 (Applied Biosystems, SAD).
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Tablica 7. Fragmenti umnoZeni u pojedinim multipleks reakcijama, s odgovaraju¢im
veli¢inama fragmenata. Referentni geni, F IX 1 DSCR1 oznaceni su u tablici Zutom bojom, a
kontrolni fragmenti sivom.

Boje teksta odgovaraju boji fluorescentnog biljega na svakom od fragmenata.

BRCAIl BRCA2 BRCA1+BRCA2
Ekson | duljina Ekson | duljina Ekson Duljina
23 91 10-1 104 B29 131
3 96 10-2 115 B16 170
2 112 4 125 B1 10 182
24 129 12 144 B2 17 199
17 135 7 162 F IX 214
14 152 8 169 B1 18 223
20 161 19 195 B2 22 230
11-1 176 13 205 DSCRI1 236
8 182 F IX 214 B2 5+6 282
12 203 DSCRI1 | 236 B2 20 327
22 208 27-2 260 B211.3 3
FIX 214 2 269 B111-3 348
5 229 25 280 B2 27-1 369
7 234 21 288 WI-16130 100
DSCRI1 | 236 11-1 301 D17S1323 155
9 242 26 309 WI-20922 218
21 257 1 323 SHGC-30296 125
19 261 15 332

15 295 16 348

11-2 305 11-2 359

16 319.69 18 413

4 388 23424 | 451

1 398 14 468

13 469 3 490

4.2.8.2. Odredivanje slijeda nukleotida (sekvenciranje)

Sekvenciranje je postupak kojim se odreduje slijed baza u fragmentu DNA.

Prije same reakcije sekvenciranja potrebno je PCR produkte procistiti od genomske DNA i
pocetnica. To se radi s kitom ExoSAP- IT (usb, SAD): 0,4 pul enzima se doda na 10 pul PCR
produkta i zatim se inkubiraju 30 minuta na 37°C, zagriju 15 minuta na 85°C i tada su
spremni za sekvenciranje.

Reakcija sekvenciranja se radi u volumenu od 10 pl 1 sadrzi 1 pl kita za sekvenciranje

BigDye Terminator v1.1 (Applied Biosystems, SAD), jednu od pocetnica, 2 pl PCR produkta
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1 QH20. Uyvjeti reakcije su slijedec¢i: 1 minuta na 96°C 1 zatim 25 ciklusa od 10 sekundi na
96°C, 5 sekundi na 50°C i 4 minute na 60°C.

Uzorci se zatim precipitiraju s 25 ul apsolutnog etanola, s dodatkom 1 ul 0,125 M EDTA i 1ul
3 M Na-acetata 30 minuta u mraku na sobnoj temperaturi. Nakon toga uzorci se centrifugiraju
50 minuta na 3000 rpm (Universal 320, Hettich Zentrifugen, Njemacka, r=8,5 cm),
supernatant se odlije, isperu se s 125 ul 70% etanola, ponovno centrifugiraju 50 minuta na
3000 rpm i osuse. Uzorci se tada otope u 20 ul Hi-Di formamida (Applied Biosystems, SAD),
denaturiraju 2 minute na 95°C i ohlade u ledenom stalku.

Uzorci se zatim nanesu na sekvencer 1 nakon toga analiziraju programom Sequencing
Analysis 5.1 (Applied Biosystems, SAD), te se zatim usporeduju s referentnom sekvencom

programom BioEdit.

4.2.9. Analiza gubitka heterozigotnosti

Za odredivanje gubitka heterozigotnosti koriStena je metoda multipleks PCR s fluorescentno
obiljezenim pocetnicama 1 potom “gene scan” analiza na sekvenceru (ABI PRISM 310
Genetic Analyzer). Jedna od pocetnica svakog umnaZanog fragmenta fluorescentno je
obiljeZena fluorescentnom bojom (FAM — plava, VIC — zelena) zbog lakSeg razlikovanja.
Analizirani fragmenti:

STS-marker D1751323 (VIC)

Factor IX (FAM)

DSCR1 (FAM)

BRCAT1 ekson 23 (FAM)

BRCAT1 ekson 11-1 (FAM)

BRCA2 ekson 10-2 (FAM)

BRCA2 ekson 2 (FAM)

BRCAZ2 ekson 21 (FAM)

Reakcija PCR odvijala se u volumenu od 25 pl kojeg je saCinjavalo 12,5 ul kita za multipleks
PCR (QIAGEN, SAD) (HotStarTag DNA polimeraza, pufer za multipleks PCR, smjesa
dNTP-a), pocetnice (200-400 nM), 200 ng DNA te QH,O. PCR reakcija se sastojala od
pocetne denaturacije od 15 minuta na 95°C, zatim 19 ciklusa od kojih se svaki sastojao od tri
faze. Denaturacija je trajala 30 sekundi na 95°C, faza sparivanja trajala je 110 sekundi na
55°C, a faza produljivanja lanaca 60 sekundi na 72°C. Zavr$Sno umnazanje trajalo je 30

minuta na 72°C.
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”Gene scan” analiza izvodi se nakon reakcije PCR, po 1 ul svakog PCR produkta pomijesa se
s 12 ul Hi-Di formamida (Applied Biosystems, SAD) 1 0,35 pl molekularnog markera LIZ-
500 (Applied Biosystems, SAD) te denaturira 2 minute na 95°C. Uzorci se zatim nanesu na 1
kapilarni sekvencer (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer) i nakon elektroforeze analiziraju
programom GeneMapper v. 3.0 (Applied Biosystems, SAD) (slika 10).

Za odredivanje LOH-a s polimorfnim STS markerom D17S1323, dobivene vrijednosti
duzina fragmenata i njihovog intenziteta analizirale su se u programu Microsoft Office Excel

po formuli:

intenzitet kraceg alela
Tntenzitel duzeg alela . KIV
intenzitet kraceg alela

= LOH<0,66<nor<1,5<L.OH

- - - tumor
intenzitet duzeg alela
tumor
200 200
- — —_—
L
intenzitet duzeg alela { intenzitet kraceg alela

Slika 10. LOH analiza. Izracunavanje gubitka heterozigotnosti iz podataka dobivenih “gene

scan” analizom na sekvenceru.

Za odredivanje LOH-a eksonima gena BRCA1 i BRCAZ2, dobivene vrijednosti duZina
fragmenata i njihovog intenziteta analizirale su se u programu Microsoft Office Excel na
slijede¢i nacin:

Intenzitet svakog fragmenta u reakciji normalizira se prema kontrolnim fragmentima
(Factor IX 1 DSCRI1) i zatim se usporeduje relativni intenzitet svakog fragmenta izmedu

uzorka tumora i uzorka krvi od istog pacijenta (slika 10).
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Racunski to izgleda ovako:

Tumor Krv
Factor IX 1390 2280
DSCR1 590 910
Fragment 690 1922

Intenzitet (relativni/Factor IX))=Intenzitet(Fragment)/Intenzitet(Factor IX)

I — intenzitet fragmenta od interesa

Ir(ractor Ix) — relativni intenzitet, vrijednost razlike intenziteta fragmenta u odnosu na
intenzitet Factora IX (npr. tumor=690/1390=0,50, krv=1922/2280=0,84)

Irmscriy — relativni intenzitet, vrijednost razlike intenziteta fragmenta u odnosu na
intenzitet DSCR1 (npr. tumor=690/590=1,17, krv=1922/910=2,11)

Oractor Ix — OmMjer relativnog intenziteta fragmenta u tumoru i krvi (npr. 0,50/0,84=0,60)

Opscri - omjer relativnog intenziteta fragmenta u tumoru i krvi (npr. 1,17/2,11=0,55)

Ako su oba omjera (i Opacror 1x 1 Opscri) izmedu 0,4 i 0,66 smatra se da je fragment smanjen,

tj. da je doslo do delecije jednog alela.

Factor IX
: fragment
od interesa
| DSCR | o~
\\ '
II |
! : Ih & M 2 I

= Factor [X — - fragment
od interesa
I/

L

|
[e—_1 PR, WP A —— | -

Slika 11. Usporedba deletiranog fragmenta u uzorku i kontrolnoj DNA.
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4.2.10. Uzgoj stani¢ne kulture

Svi postupci pri radu sa stani¢nim kulturama rade se sa sterilnim otopinama i posudem u
kabinetu za rad u sterilnim uvjetima sa laminarnim protokom zraka. Izmedu koriStenja se

kabinet sterilizira UV svjetlom 1 alkoholom.

4.2.10.1. Odmrzavanje stanica

Stani¢ne linije pohranjene su u spremniku s teku¢im duSikom i odmrzavanje treba napraviti
Sto je brze moguce.

Potrebno je izvaditi ampulu sa stanicama iz tekuceg dusSika, pripremiti epruvetu s 5 ml MEM
(Minimal Essential Medium), medijem sa 10% fetalnog govedeg seruma (FBS).

U ruci smo lagano otopili ampulu sa stanicama da se sadrzaj odvoji od stijenke, ali da vec¢ina
sadrzaja i1 dalje bude zamrznuta. Izlije se sadrzaj u pripremljenu epruvetu s medijem,
centrifugira 5 minuta pri 1200 rpm u centrifugi Harrier 18/80 (SANYO, r = 10 cm). Izlije se
supernatant, a talog stanica resuspendira u 5-10 ml medija MEM+10% FBS i nasadi u

plasti¢nu petrijevku promjera 10 cm. Petrijevku se ¢uva u inkubatoru na 37°C sa 5% CO,.

4.2.10.2. Odrzavanje stanica u kulturi

Za odrzavanje stanica nuzno je stanicama svaka dva do tri dana promijeniti medij. Staklenom
pipetom ukloni se stari medij, doda se na stanice 5-10 ml svjezeg MEM+10% FBS.

Kada stanice u potpunosti prekriju podlogu na kojoj rastu kaZzemo da su konfluentne. Tada ih
treba odlijepiti od podloge i razrijediti (taj postupak radi se pomocu tripsina pa se naziva
tripsiniziranje) i radi se ovako: staklenom pipetom se ukloni stari medij, na stanice se doda 5
ml PBS pufera (1,7 mM KH,PO,4, 136 mM NaCl, 1 mM Na,KH,PO,, pH 7,2), proljulja se
petrijevka i ukloni PBS. Na stanice se doda 1 ml tripsina (0,05%) i ostavi da djeluje 5-10
minuta. Kada se stanice odlijepe doda se 5 ml medija MEM+ 10% FBS 1 resuspendira se
provlaenjem kroz pipetu. Jedna petina sadrzaja se ostavi u petrijevki, a ostatak se baci ili
nasadi u nove petrijevke. Sadrzaj petrijevke se dopuni sa 5 ml medija MEM+ 10% FBS i

stanice se vrate u inkubator na 37°C i 5% CO,.
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4.2.11. MTT test

MTT test koristi se za pracenje vijabilnost stanica nakon tretmana odredenim spojevima u
odnosu na netretiranu kontrolu. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolij bromid)
je Zuti spoj koji se u Zivim stanicama reducira u ljubiCasti spoj formazan, dok u mrtvim
stanicama ostaje Zut. Mjerenjem intenziteta ljubiastog obojenja moZe se odrediti vijabilnost

stanica.

Slika 12. Izgled MTT testa u plocici sa 96 bunari¢a — s lijeva na desno vidi se porast

vijabilnosti stanica

Za izvodenje MTT testa potrebno je nasaditi 10 stanica/ml u plocicu sa 96 bunaric¢a u ukupni
volumen od 180 pl po bunari¢u, u cetiriplikatima za svaku koncentraciju spoja. Nasaditi
dodatnu plocicu za kontrolno o€itanje netretiranih stanica, tzv. 0. dan, takoder u Cetiriplikatu.
24 sata nakon nasadivanja dodati po 20 pl spojeva po bunaricu u nekoliko razlicitih
koncentracija (prema tablici 8). OcCitavanje raditi nakon 24, 48 ili 72 sata, ili isti dan za
kontrolu 0. dan.

Ukloni se medij sa stanica, na stanice se doda 40 ul MTT otopine (otopina koncentracije 1
mg/ml) i ostavi u inkubatoru zaSti¢eno od svjetla 5 sati. Osim na stanice, Cisti MTT se stavlja
u 4 dodatna prazna bunaric¢a. Nakon 5 sati na MTT doda se po 160 ul DMSO po bunaricu i
stavi se na tresilicu 10 minuta da se formazan dobro otopi.

Ocitati intenzitet obojenja na ¢itacu plocica — mjeri se apsorbancija pri valnoj duljini 570 nm.

Vrijednosti se unesu u Excel program i izracuna se postotak vijabilnih stanica.
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Slika 13. Izgled plocice sa 96 bunari¢a za MTT test, sa oznacenim kona¢nim koncentracijama

kemijskih spojeva po bunari¢ima. Svaki tretman je raden u Cetiriplikatu.

Tablica 8. Razrjedivanje kemijskih spojeva u mediju.

koncentracija | radna volumen | volumen | volumen | kona¢na
pocetne koncentracija | spoja medija nanesen u | koncentracija
otopine bunaric¢
= 1 mg/ml S uM 1 ul 499 ul 20 ul 0,5 pM
g 1 mg/ml 25 uM Sul 495 ul 20 pl 2,5 uM
= 1 mg/ml 50 uM 10 ul 490 ul 20 ul 5 uM
© 1 mg/ml 75 uM 15 pl 485 ul 20 pl 7,5 UM
1 mg/ml S uM 1 ul 499 ul 20 ul 0,5 uM
:%E 1 mg/ml 25 uM Sul 495 ul 20 pl 2,5 uM
g 1 mg/ml 50 uM 10 pl 490 ul 20 pl 5 uM
i 1 mg/ml 75 uM 15 ul 485 ul 20 ul 7,5 uM
- 3 mg/ml 5 mg/ml 0,8 ul 4992 ul | 20 pl 0,5 ng/ml
g 3 mg/ml 10 mg/ml 1,65 ul 498,35 ul | 20 ul 1 ng/ml
g 3 mg/ml 20 mg/ml 3,3 ul 497,60 ul | 20 pl 2 ng/ml
i 3 mg/ml 30 mg/ml 4,9 ul 495,1ul |20 pl 3 ng/ml
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4.2.12. Transfekcija

Transfekcija je postupak unoSenja plazmidne DNA u stanice u svrhu eksprimiranja
specificnog proteina u stanicama. Plazmid koji je koriSten u ovim eksperimentima nosi gen za

ekpresiju proteina Glil. Shema plazmida prikazana je na slici 14.

bla pramoter Chdy promoter (with TetOs)

/
Amp(Hj\ \ i /EM"J fonward primer

! /:_"_____TATA b

TetR binding sites

Hndll (393

pUC -:nrigin_.
pdTO GLI
B367 bp
a0 pa
ZeolR) i GLI
EMT promoter - N

Syl early promoter
1 u:urigin'
BeH A
BGH revarse primer:.

ABal 425
Slika 14. Shematski prikaz ekspresijskog plazmida za Glil(poklon od dr F.Aberger, Austria)

Transfekcija se izvodi na sljede¢i nacin: nasade se stanice 24 sata prije pokusa u plocicu sa 6
bunari¢a. Na dan pokusa pomijesa se 0,5 ug plazmida sa 600 pl medija bez seruma (MEM @)
te se ostavi stajati 15 minuta. PomijeSa se 4 pl transfekcijskog reagensa Lipofectamine-a sa
600 ul  MEM ¢ i ostavi stajati 15 minuta.

Pomijesa se otopljeni plazmid s otopljenim Lipofectamine-om i ostaviti stajati 15 minuta.
Stanice se isperu 2 puta s PBS-om.

MjeSavinu Lipofectamine-a 1 plazmida pomijeSamo sa 1 ml MEM ¢ 1 dodamo na stanice te
ostavimo stajati 5 sati u inkubatoru. Promijeni se medij na MEM+10% FBS.

Sakupe se stanice nakon 24, 48 ili 72 sata od promjene medija i iz njih se izdvaja RNA na

nacin opisan u poglavlju 4.2.1.2. te dalje analizira kvantitativnim real-time PCR-om.
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4.2.13. Migracija

Pokus migracije odvija se u tzv. Boydenovim komoricama. Princip testa je da se u gornju
komoricu nasade stanice u mediju bez seruma (MEM @), dok se u donju komoricu stavi
kompletni medij (MEM+10% FBS). Stanice ¢e, privucene kemotaktickim signalima, migrirati
prema mediju sa serumom kroz membranu sa rupicama. Dodavanje kemijskih spojeva na
stanice u gornjoj komori moze utjecati na njihovu sposobnost migracije prema serumu u

odnosu na netretirane stanice.

gornja komorica

medij bez seruma
stanica

mikroporozna membrana
medij sa serumom

Slika 15. Shematski prikaz Boydenove komorice za pra¢enje migracije stanica

Za izvodenje pokusa potrebno je nasaditi stanice 2 dana prije pokusa u kompletni medij
(MEM+10%FBS). Dan prije pokusa promijeniti medij na MEM ¢. Na dan pokusa stanicama
ukloniti medij i na njih staviti 1 ml 0,02% EDTA 5 minuta.

Pripremiti Boydenove komorice u plocicu sa 24 bunarica.

U donji bunari¢ staviti 1 ml MEM+10%FBS. Sastrugati stanice strugaem 1 resuspendirati
pipetom. U gornju komoricu nasaditi 10° stanica/ml u ukupnom volumenu 500 pl. U gornju
komoricu dodati kemijski spoj (ciklopamin 0,5 pl za kona¢nu koncentraciju 2,5 uM, Shh 0,5
pl za konacnu koncentraciju 3 ng/ml). Ostaviti u inkubatoru 4 sata. Isprati stanice 2 puta u
PBS-u. Ukloniti stanice s gornje strane membrane StapiCem s vatom, fiksirati stanice 10
minuta u 4% formaldehidu. Isprati stanice 2 puta u PBS-u. Potom obojati stanice — crystal
violet (1% otopina u vodi) 1 sat, zatim isprati stanice vodovodnom vodom 3 puta. Odvojiti
membranu od komorice i uklopiti u medij za uklapanje na predmetno stakalce donjom
stranom okrenutom prema gore.

Izbrojati stanice — ukupan broj stanica koji se vidi u 5 vidnih polja povecanja 400x.
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4.2.14. RNA utiSavanje

RNA utiSavanje, odnosno siRNA (small interfering RNA ili silencing RNA) metodologija, je
novi i uinkoviti naCin utiSavanja ekspresije gena od interesa u Zivim stanicama. Prolazno
utiSavanje radi se pomo¢u malih molekula, tzv. siRNA, koje se transfeciraju u stanice na
sli¢an nacin kao 1 plazmidi. Njihovo djelovanje je prolazno, ali u¢inkovito, te se efekt moze

vidjeti i do tjedan dana nakon utiSavanja.

ds RNA 1 '!' 1!

ATP .
Dicer
ADP + Pa

siRNA ’n
dupleks P

£ p 2123 ntsiRNA/protein
HI - kompleks

N -\ | q odmatanje RNA

ADP +P aktivacija RISC
{qrt P
l prepoznavanje mete
mRNA | 00 |
L 1P l cijepanje mete
mRNA | -
\, J

Slika 16. Prikaz siRNA mehanizma u stanicama sisavaca. Nakon unosa siRNA na nju se veze
RISC (iz eng. RNA-induced silencing complex) kompleks, prepoznaje se ciljna mRNA 1

razgraduje.

U ovim pokusima utiSavani su geni PTCHI1 i SUFU, obzirom da su oba gena tumor supresori,
te bi njihovo utiSavanje moglo pogodovati tumorigeni¢nosti stanica. Za izvodenje pokusa
potrebno je nasaditi stanice u plo€icu sa 6 bunari¢a — pokus se izvodi kada su stanice 50-70%
konfluentne. Pomijesati 10 pl siRNA sa 250 ul MEM ¢ te ostaviti stajati 5 minuta. Pomijesati
1,25 ul siPORT reagensa sa 250 ul MEM ¢ i ostavi stajati 5 minuta. PomijeSati siRNA i
siPORT mjeSavine — ostaviti stajati 20 minuta. Stanice isprati 2 puta PBS-om. Na stanice

staviti 1,5 ml MEM ¢ po bunaricu. Na stanice dokapati mjeSavinu siRNA 1 siPORT-a i
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ostaviti 24 sata. Sljede¢i dan ukloniti medij i na stanice staviti MEM+10% FBS. Skupiti

stanice 24 sata nakon promjene medija radi pracenja utiSavanja.
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5. REZULTATI

5.1. Ekspresija gena signalnog puta Hh-Gli u tumorima jajnika

Ekspresija gena PTCHI1, SMO, SUFU, GLI1, BRCAl i BRCA2 detektirana je u svim
testiranim uzorcima tumora. Genska ekspresija SHH i SURVIVINA detektirana je u 17 od 18
uzoraka (94,4%). Tablica 9 prikazuje prosjeCne vrijednosti (sr.vr.) te vrijednosti standardne
pogreske (SEM) relativne ekspresije gena (fold change) u odnosu na gen ARP. Ekspresija

svakog gena mjerena je minimalno u duplikatu.
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Tablica 9. Vrijednosti relativne ekspresije pojedinih gena u odnosu na gen ARP izmjerene u uzorcima tkiva tumora jajnika. ,,sr.vr.“ je izraCunata

srednja vrijednost, dok je SEM standardna pogreska.

PTCH1 SMO GLIl SHH SUFU BRCAI BRCA2 SURVIVIN
broj uzorka
SI.VI. SEM SI.VI. SEM SI.VI. SEM SI.VI. SEM SI.VI. SEM SI.VI. SEM SI.VI. SEM SI.VI. SEM

2 1.02X 102 | 3.13X10* 142X 1072 140X 107 | 6.22X10° | 3.15X107 | 1.74X10° | 622X 107 | 400X 102 | 3.07X10* | 286X 10° | 271X 10”° | 247X 107 | 842X 107 | 540X 10* | 220X 107
3 141X107 | 243x10* 115X 107 352X 10™ | 494X 107 | 849X 107 | 427X 10* | 1.04X10™* | 252X 107° | 1.77X10% | 124X 107 | 1.37X10* | 120X 107 | 1.15X10* | 878X 10° | 1.80X 107
4 789X 107 | 1.93X10° 202X 1072 249X 107 | 1.14X10* | 3.05X 107 | 210X 10* | 813X 107 | 441X 107 | 6.63X10* | 329X 10° | 637X 10° | 324X 10* | 1.51X10* | 1.04X10* | 343X 107
5 334X107 | 886X 107 | 1.05X10-01 | 228X 102 | 871X 10* | 995X 107 | 1.21X10° | 290X 107 | 346X 102 | 243X 107 | 115X 107 | 237X 10”° | 1.85X 107 | 142X 10* | 7.12X10* | 1.61X10™*
7 1.71X107 | 1.15X10° 5.01X 107 335X 107 | 247X 10° | 605X 10° | 6.66X10° | 510X 10° | 3.67X10° | 7.55X10° | 210X 10* | 3.09X10° | 339X 10* | 260X 10° | 620X 10™* | 1.34X10*
8 433X 107 | 597X 107 779X 107 2690X10° | 615X10° | 412X 107 | 831X 107 | 421X10° | 980X 10* | 937X10”° | 1.30X10* | 237X 107 | 884X 107 | 956X 10° | 1.67X10° | 8.08X10°¢
9 256X 107 | 893X10° 577X 107 176 X107 | 380X 10* | 1.79X 10* | 430X 10* | 217X 10™* | 112X 102 | 678X 10% | 207X 10* | 1.54X10* | 191X 107 | 446X 10* | 259X 10° | 3.73x10*
10 402X1072 | 691X10* 265X 1072 278X 107 | 388X 10° | 134X 10°% 0 0 483X 107 | 522X 10* | 3.64X107° | 428X10* | 959X 107 | 1.65X10* | 3.80X 107 | 393X 107
11 371X 10° | 424x10% 9.62X 107 272X 107 | 816X 107 | 294X 107 | 3.15X10° | 1.04X10° | 514X 107 | 144X 107 | 278X 10* | 590X 107 | 433X 107 | 123X 102 | 513X 10° | 1.66X 107
13 315X 107 | 434X10° 1.47X 107 3.02X10* | 170X 10° | 1.87X10° | 118X 10* | 1.77X10° | 515X 107 0 140X 107 | 240X 107° | 1.00X 107 | 1.50X10* | 486X 10° | 1.75X 107
14 750X 10* | 227X 10 1.26 X 1072 470X 10* | 270X10° | 1.19X10° | 296X 10* | 749X 107 | 345X 107 | 231X 10* | 395X 10* | 1.09X10* | 8.89X10* | 509X 107 | 9.54X 107 | 584X 107
15 9.89X10° | 6.00X107 192X 10™* 336X10° | 569X 107 | 1.98X10° | 347X 10° | 1.85X10° | 491X 10° | 407X 10° | 636X 107 | 426X 10° | 398X 10* | 846X 107 | 811X 10° | 1.27X10°
16 229X10° | 3.60X10°¢ 3.80X10° A1.32X107 | 461X107 | 1.09X107 | 640X 107 | 531X 10% | 408X 107 | 1.39X10° | 615X 10° | 328X 10° | 2.80X10”° | 1.70X 107 | 3.69X 10° | 472X 10°
18 7.89X107° | 229X 107 348X 107 598X 10™* | 128X 107 | 444X 10 | 1.86X 107 | 263X 10™* | 1.53X 102 | 725X 10% | 379X 107 | 1.08X 107 | 803X 107 | 1.04X 102 | 1.80X10° | 946X 10°°
19 758X 10* | 233X10° 7.44X 107 254X 10* | 3.09X10° | 834X 107 | 1.78X10° | 473X 107 | 1.58X 107 | 696X 10~ | 256X 10* | 3.58X10° | 3.71X10* | 1.14X 107 | 473X 10° | 3.03X10°
21 457X 10* | 201X 107 395X 10 121X10° | 2.68X10° | 461X107 | 212X 107 | 481X 10° | 237X 10* | 567X 10° | 633X 10* | 404X 10”° | 472X10* | 1.92X 107 | 476X 10* | 1.06X 107
22 3.07X10* | 332X10° 3.690X 107 1.87X 107 | 402X 10* | 204X 107 | 867X 107 | 829X 10™* | 1.71X107° | 142X 10% | 326X 107 | 254X 107 | 1.93X 107 | 592X 10° | 299X 10° | 143X 107
23 L11X10* | 233X 107 1.18X 1072 634X 10* | 643X 107 | 655X 10° | 1.14X 107 | 1.96X 107 | 3.64X10* | 504X 10”° | 632X 10° | 632X 107 | 1.88X10* 0 0 0
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Isti rezultati prikazani su graficki na slici 17, gdje se vidi 1 relativni omjer jacine ekspresije
svih tumorskih uzoraka medusobno. Za jasniji prikaz, rezultati ekspresije prikazani su
podijeljeni prema tipu tumora na karcinome FIGO stadija I, FIGO II i FIGO III stadija,

,,borderline tumore te fibrome.
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Slika 17. Relativna genska ekspresija (FC) u odnosu na gen ARP za gene signalnog puta Hh-
Gli (A-E), BRCA1 (F), BRCA2 (G) i survivin (H). Uzorci su podijeljeni na karcinome FIGO
stadija I, FIGO stadija II i FIGO stadija III, ,,borderline* tumore i fibrome.
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Slika 17. (nastavak) Relativna genska ekspresija (FC) u odnosu na gen ARP za gene

signalnog puta Hh-Gli (A-E), BRCA1 (F), BRCA2 (G) i survivin (H). Uzorci su podijeljeni

na karcinome FIGO stadija I, FIGO stadija II i FIGO stadija III, ,,borderline‘ tumore 1

fibrome.
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Slika 17. (nastavak) Relativna genska ekspresija (FC) u odnosu na gen ARP za gene
signalnog puta Hh-Gli (A-E), BRCA1 (F), BRCA2 (G) i survivin (H). Uzorci su podijeljeni
na karcinome FIGO stadija I, FIGO stadija Il i FIGO stadija III, ,,borderline‘ tumore 1

fibrome.

Analizom rezultata ekspresije pokazano je da se ekspresija PTCH1 i SHH mijenja ovisno o
tipu tumora i stadiju bolesti. Obzirom da je samo jedan uzorak bio FIGO II stadija, u
statistickoj obradi on je pridruZen uzorcima FIGO stadija III, poSto se u oba slu¢aja radi o
bolesti proSirenoj na okolna tkiva. Ekspresija PTCHI1 visa je u nizim FIGO stadijima
karcinoma nego u viSima, dok je joS niza u ,borderline” tumorima i na kraju najniZza u
fibromima. Statisticka znacajnost za ekspresiju PTCHI1 iznosi P=0,013. Ekspresija SHH je
obrnuta, sa najnizom ekspresijom u karcinomima FIGO stadija I, neSto viSom u karcinomima
FIGO stadija II i III, jo§ viSom u ,,borderline* tumorima te najviSom u fibromima. Statisticka

znacCajnost za ekspresiju SHH je granicna, i iznosi P = 0.0636.
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Slika 18. Srednja vrijednost razine ekspresije gena SHH i PTCH1 po tipovima tumora i FIGO

stadiju bolesti. Prikazani raspon predstavlja standardnu pogresku.

Obzirom da su fibromi sasvim drugaciji tip tumora od epitelnih zloudnih novotvorina,
analiza ekspresije ponovljena je samo na grupi karcinoma i ,,borderline* tumora, kako bi se
dobila pouzdanija slika. Ograni¢avanjem analize samo na karcinome i ,,borderline* tumore,
pronadeno je da se ovisno o tipu tumora i stadiju bolesti razlikuju ekspresije gena PTCHI1 (P

=0.027), SHH (P = 0.050) i BRCAZ2, s time da je vrijednost za BRCA2 grani¢na (P = 0.065).
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Slika 19. Srednja vrijednost razine ekspresije gena PTCH1, SHH i BRCAZ2 po tipovima

tumora 1 stadiju bolesti, bez fibroma. Prikazani raspon predstavlja standardnu pogresku.

5.2. Korelacija ekspresije gena signalnog puta Hh-Gli, BRCA1 i BRCA2 i survivina

u tumorima jajnika

Kako bi se ustanovila veza izmedu svih ovih gena medusobno, napravljena je analiza
korelacije i dobiveni rezultati prikazani su u tablicama 101 11. Tablica 10 prikazuje korelacije
genske ekspresije za cijeli set uzoraka (karcinomi, ,,borderline* tumori i fibromi), dok je u

tablici 11 prikazan odnos gena za set bez fibroma.
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Tablica 10. Koeficijenti korelacije 1 P vrijednosti za izmjerene genske ekspresije kompletnog

seta uzoraka. Crvenim slovima oznaceni su znacajni koeficijenti korelacije 1 njihove

pripadajuce P vrijednosti.

BRCA2 | GLII | PTCHI | SHH SMO SUFU | SUR
0.858 | -0.052 | 0.497 | -0.043 | 0.196 0.353 0.221 | Correlation Coefficient
<0.0001 | 0.8369 | 0.0357 | 0.8640 | 0.4352 | 0.1503 | 0.3773 | Significance Level P | BRCAI
18 18 18 18 18 18 18 n
-0.048 | 0.524 | 0.079 0.186 0.287 | 0.565 | Correlation Coefficient
0.8485 | 0.0256 | 0.7566 | 0.4602 | 0.2484 | 0.0145 | Significance Level P | BRCA2
18 18 18 18 18 18 n
0.478 | 0.298 0.868 0.796 | 0.013 | Correlation Coefficient
0.0449 | 0.2305 | <0.0001 | 0.0001 | 0.9580 | Significance Level P GLII
18 18 18 18 18 n
-0.207 | 0.696 0.603 0.469 | Correlation Coefficient
0.4101 | 0.0013 | 0.0080 | 0.0499 | Significance Level P | PTCHI
18 18 18 18 n
0.143 -0.073 | -0.178 | Correlation Coefficient
0.5710 | 0.7744 | 0.4791 | Significance Level P SHH
18 18 18 n
0.875 0.125 | Correlation Coefficient
<0.0001 | 0.6220 | Significance Level P SMO
18 18 n
0.120 | Correlation Coefficient
0.6346 | Significance Level P | SUFU
18 n
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Tablica 11. Koeficijenti korelacije i P vrijednosti za izmjerene genske ekspresije za set bez

uzoraka sa fibromima. Crvenim slovima oznaceni su znacajni koeficijenti korelacije i njihove

pripadajuce P vrijednosti.

BRCA2 | GLIl | PTCHI | SHH SMO SUFU | SUR
0.794 | 0.061 | 0.658 | -0.097 | 0.165 0.178 0.369 | Correlation Coefficient
0.0007 | 0.8363 | 0.0105 | 0.7418 | 0.5726 | 0.5426 | 0.1941 | Significance Level P | BRCAI
14 14 14 14 14 14 14 n
-0.020 | 0.651 | -0.224 | 0.117 0.122 0.777 | Correlation Coefficient
0.9451 | 0.0117 | 0.4406 | 0.6910 | 0.6776 | 0.0011 | Significance Level P | BRCA2
14 14 14 14 14 14 n
0.574 | 0.093 0.902 0.965 0.022 | Correlation Coefficient
0.0319 | 0.7527 | <0.0001 | <0.0001 | 0.9413 | Significance Level P GLII
14 14 14 14 14 n
0.061 0.744 0.619 0.418 | Correlation Coefficient
0.8365 | 0.0023 | 0.0183 | 0.1367 | Significance Level P | PTCHI
14 14 14 14 n
0.077 -0.031 | -0.139 | Correlation Coefficient
0.7945 | 0.9165 | 0.6351 | Significance Level P SHH
14 14 14 n
0.914 0.130 | Correlation Coefficient
<0.0001 | 0.6574 Significance Level P | SMO
14 14 n
0.118 | Correlation Coefficient
0.6867 Significance Level P | SUFU
14 n

Usporedbom ove dvije tablice korelacije ustanovljeno je da se isti geni koreliraju u oba
slucaja, s time da je stupanje korelacije ve¢i kada se iz analize izuzmu fibromi. Razina
povezanosti odredena je na temelju (60):

- 0,26-0,50 slaba korelacija

- 0,51-0,75 umjerena do dobra korelacija

- 0,76-1 vrlo dobra do izvrsna korelacija.

52



Tablica 12. Usporedba koeficijenata korelacije kod analize kompletnog seta uzoraka

(karcinomi, ,,borderline* tumori i fibromi) ili kada se iz analize izuzmu fibromi. Vrlo dobra

do izvrsna korelacija oznacena je crvenim slovima, umjerena do dobra plavim, a slaba

zelenim slovima.

povezani korelacija/svi korelacija/bez
. . povezanost Povezanost
geni uzorci Jibroma
BRCAI- vrlo dobra do vrlo dobra do
BRCA2 0,858 izvrsna 0,794 izvrsna
BRCAI- umjerena do
PTCHI 0,497 Slaba 0,658 dobra
BRCA2- umjerena do umjerena do
PTCHI 0,524 dobra 0,651 dobra
BRCA2-SUR 0,565 umjerena do 0.777 vrlq dobra do
dobra izvrsna
PTCHI- e umjerena do
GLI1 0,478 Slaba 0,574 dobra
GLI1-SMO 0.868 vrlq dobra do 0,902 vrlq dobra do
izvrsna izvrsna
GLI1-SUFU 0,796 vrlq dobra do 0,965 vrlq dobra do
izvrsna izvrsna
PTCHI- umjerena do umjerena do
SMO 0,696 dobra 0,744 dobra
PTCHI- umjerena do umjerena do
SUFU 0,603 dobra 0,619 dobra
PTCHI-SUR 0,469 Slaba Nema
SMO-SUFU 0.875 vrlq dobra do 0,914 vrlq dobra do
izvrsna izvrsna
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Odnos gena koji su pronadeni u korelaciji graficki je prikazan na slici 20. Ova slika pokazuje
da je vecina odnosa zapaZenih u ukupnom setu uzoraka sli¢na odnosima unutar seta bez
fibroma. Razlike postoje kod tri slabe korelacije zapaZene na ukupnom setu uzoraka: PTCH1-
GLI1 i PTCH1-BRCA1 veze postaju jace u setu bez fibroma, dok se u setu bez fibroma
korelacija PTCHI-SUR gubi.

Slika 20. Prikaz korelacijske mreZe kod analize kompletnog seta uzoraka (A) ili kada se iz
analize izuzmu fibromi (B). Boje na slici odgovaraju stupnjevima korelacije iz tablice 12: vrlo
dobra do izvrsna korelacija oznacena je crvenim linijama, umjerena do dobra plavim, a slaba

zelenim linjjama.

5.3. Analiza gubitka heterozigotnosti gena PTCH1 i BRCA1

Gubitak heterozigotnosti (LOH) analiziran je za oba gena na aparatu ABI Prism 310 Genetic
Analyser. LOH gena PTCHI1 pronaden je u 3 od 12 uspjeSno analiziranih uzoraka (25%).
LOH za PTCH je obraden u prethodnom istrazivanju, publikacija u tisku ( Maurac i sur.,2011,
Int J Gynecol Pathol). LOH gena BRCA1 pronaden je u 5 od 15 uspjes$no analiziranih uzoraka
(33.3%). Osobito je zanimljivo da je u jednom od uzoraka pronaden LOH oba gena. LOH

gena BRCAZ2 nije pronaden niti u jednom uzorku.
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Tablica 13. Prikaz LOH-a PTCH1 i BRCAI kod pojedinih uzoraka: LOH = gubitak

heterozigotnosti, Het = heterozigot, Ho = homozigot, - = nije uspjesno analizirano.

R.br.uzorka | PTCHI | BRCAI
1 - LOH
2 LOH LOH
3 Het Ho
5 Ho LOH
6 Het Ho
7 Ho LOH
8 Ho Het
9 LOH -
10 Het Ho
11 Het Ho
12 Ho -
15 LOH Ho
16 Het Het
20 - LOH
21 - Het
22 - Het
23 - Ho

5.4. Analiza mutacija u genima BRCA1 i BRCA2

Mutacije u genima BRCA1 i BRCA?2 povezane su sa nasljednim rakom dojke i jajnika. Kako
bi se ispitao eventualni utjecaj mutacija na ove uzorke, geni BRCA1 i BRCA2 analizirani su
U analiziranim uzorcima pronadena je jedna mutacija, i to upravo u uzorku broj 2 u kojem su
detektirani LOH gena PTCHI1 1 BRCA1 (uzorak broj 2, slika 21). Mutacija c¢.676delT stop
233 (p.C266VfsX8) nalazi se u eksonu 11 gena BRCA1 i dovodi do nastanka skracenog
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proteina i njegove poremecene funkcije. Ova mutacija dobro je poznata kao klinicki znacajna
mutacija, te je objavljena u on-line bazi podataka Breast Cancer Information Core (BIC,

http://research.nhgri.nih.gov/bic/).

70 30 o0 100 110
T& T T TT CAEAG € T GCE T G066 6 A48T TTITTEECG AAALACCOEGETGEGEGTACCARXR &LTEE €

>
o
>
AA A\ i\ P f 'f\ B o L)
i AVAAAROARV VARAAN
70 80 S0 100 10
v TR T R T T R G € T &¢C TOGT A AT TTTCT ¢AG AC G G AT C TAACAA ATAPEC T G A
O
=
x
|—

attttcagCTGCTTGTGAATTTTCTGAGA ACGG A refrennaschkenca

S g e e e ok dw B S WY M B M o de B Mo oS BB Se s He sk Bt s ome s o3k sk ok sk uk

attttcecagCTGECT-GTGAATTTTCTGAGACSG GG A sckencasadeleiom

Slika 21. Slika pokazuje slijed nukleotida gena BRCA1 u krvi (konstitutivha DNA) koja je
heterozigotna, jer ima jedan zdravi alel i drugi s mutacijom c.676delT stop 233. U krvi se
detektiraju oba alela, zbog ¢ega se nakon 80. baze u sekvenci mogu ocitati po dva signala na
istom mjestu. U tumorskom tkivu detektira se samo alel s mutacijom $to znaci da je dosSlo do
potpunog gubitka zdravog alela. Na dnu slike prikazani su dijelovi referentne sekvence 1

sekvence s delecijom.

5.5. Pokusi na stani¢nim linijama

Obzirom da je ustanovljeno da se u tumorima jajnika signalni put Hh-Gli eksprimira, dodatni
pokusi napravljeni su na trajnoj stani¢noj linija tumora jajnika SkOv3. To je adherentna
stanicna  kultura  razvijena iz  adenokarcinoma  jajnika  64-godiSnje  Zene
(http://www.lgcstandards-atcc.org/).

5.5.1. Vijabilnost stanica nakon tretmana Hh-Gli specificnim aktivatorom ili inhibitorom
Vijabilnost stanica mjerena je MTT testom, u tri vremenska perioda te sa po Cetiri razlicite

koncentracije ciklopamina (inhibitor), tomatidina (neaktivni analog ciklopamina) ili Shh

proteina (ligand koji aktivira signalni put). Rezultati su prikazani na slici 22.
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Slika 22. Rezultati MTT testa na SkOv3 stani¢noj linija nakon 24, 48 ili 72sata s 4 razlicite
doze ciklopamina (A), tomatidina (B) ili Shh proteina (C). Netretirane stanice imaju

proliferaciju 100% u svakoj tocki.
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Ovim pokusom pokazano je da ciklopamin smanjuje vijabilnost stanica pri koncentracijama
od 2.5 uM na viSe, te da je efekt ciklopamina najizraZeniji ve¢ 24 sata nakon tretmana.
Takoder je vidljivo da protein Shh djeluje proliferativno na stanice; ve¢ i male doze vidljivo
povecavaju broj stanica. Tomatidin je ovdje upotrijebljen kao kontrola, vidi se da pokazuje

proliferativni efekt nakon 24-satnog tretmana i pri ve¢im dozama.

5.5.2. Aktivacija signalnog puta transfekcijom transkripcijskog faktora GLI1

SkOv3 stanice transfecirane su plazmidom koji nosi gen za proizvodnju transkripcijskog
faktora Glil. Ve¢ 24 sata nakon transfekcije vidljive su promjene u aktivnosti signalnog puta
Hh-Gli koje odgovaraju aktivaciji signalnog puta. Ekspresija GLI1 je, kao Sto se moze i
oc¢ekivati, izrazito povecana. Takoder je uoceno povecanje ekspresije PTCH1, SMO, GLI2 i
SUFU, koji su svi vazni faktori u aktivnosti signalnog puta Hh-Gli. Suprotno tome, ekspresija
GLI3, koji je inhibitor signalnog puta, nepromijenjena je nakon transfekcije, Sto nam govori
da je signalni put funkcionalan u ovim stanicama. Rezultati genske ekpresije mjereni 24 sata

nakon transfekcije prikazani su na slici 23.
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Slika 23. Genska ekspresija glavnih komponenti signalnog puta Hh-Gli u SkOv3 stani¢noj

liniji nakon transfekcije plazmidom koji nosi gen za GLI1, nakon 24 sata.
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Kako bi se usporedili efekti i nakon duljeg vremena pokus je ponovljen i na 48 sati 1 72 sata
nakon transfekcije. Ovi rezultati pokazuju ocitu dinamiku porasta signalnog puta Hh-Gli vec
nakon 24 sata, vrhunac aktivnosti nakon 48 sati te vracanje na pocetne vrijednosti nakon 72
sata (slika 24). Zanimljivo je da se i ekspresija gena BRCA1 i BRCA2 krec¢e na vrlo slican
nacin kao i ekspresije gena samog signalnog puta, Sto dodatno potvrduje mogucnost da je

ekspresija gena BRCA1 1 BRCA2 povezana sa signalnim putem Hh-Gli.
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Slika 24. Vrijednosti ekspresije gena 24, 48 1 72 sata nakon transfekcije sa Glil plazmidom.
Vrhunac aktivnosti puta odvija se nakon 48 sati, nakon ¢ega aktivnost pada na pocetne

vrijednosti. Vrijednost kontrolnih netretiranih stanica za svaki od gena iznosi 1,00.

5.5.3. UtiSavanje signalnog puta pomoc¢u siRNA molekula

Signalni put Hh-Gli utiSan je na dvije razine, u oba slucaja djelovanjem na tumor supresorske
gene: PTCH1 1 SUFU. Postignuto je utiSavanje od 50% za oba gena, Sto nije idealno, ali je
dovoljno da se vide efekti na razini genske ekspresije.

UtiSavanje gena PTCHI1 vidljivo je 24 i 48 sati nakon transfekcije, u oba slu¢aja se odrzava na
50%. Utisavanje PTCH1 u oba slucaja izaziva povecanje ekspresije gena SUFU, koji je drugi
tumor supresor u ovom signalnom putu. Za pretpostaviti je da se ovdje radi o nekakvom

mehanizmu kompenzacije, gdje gubitak jednog tumor supresora izaziva povecanje ekspresije
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drugog kako bi se odrzalo stanje ravnoteze. Ekspresija BRCA1, BRCA2 1 survivina prati
smanjenje ekspresije gena PTCH1 nakon 24 sata, dok se nakon 48 sati polako vraca u razinu
kontrole. To bi se moglo objasniti ¢injenicom da smanjenje ekspresije PTCH1 vjerojatno
utjeCe na smanjenje proliferacije stanica, a time i replikacije DNA. Kako se BRCA geni
aktiviraju uglavnom kada dolazi do pogreSaka u replikaciji DNA, a replikacija je smanjena
utiSavanjem PTCHI, logi¢no je da je doSlo 1 do smanjenja ekspresije BRCA gena. Sli¢na
situacija je i sa survivinom, koji je inhibitor apoptoze i vezan uz stani¢ni ciklus. Kada je
proliferacija smanjena, smanjena je i potreba za regulatorima proliferacije. Ekspresija GLI1
takoder prati ekspresiju gena PTCHI1 nakon 24 sata, Sto je takoder logi¢no poSto su oba ta
gena markeri aktivnosti signalnog puta Hh-Gli. Smanjenje oba gena vrlo vjerojatno znaci
smanjenje aktivnosti signalnog puta. Nakon 48 sati ve¢ dolazi do korekcije i vracanja u
normalne razine. Razina gena SMO uglavhom se ne mijenja utiSavanjem PTCHI, §to bi
znacilo da genska ekspresija koreceptora nije regulirana transkripcijskim faktorom GLII, Sto

je 1 poznato.
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Slika 25. Relativna razina ekspresije gena signalnog puta Hh-Gli, t¢e BRCA1, BRCA2 i
survivina, u stanicama tumora jajnika nakon utiSavanja ekspresije gena PTCH1 (crveno). Sve
ekspresije su normalizirane u odnosu na kontrolne stanice tretirane kontrolnom siRNA koja
nema utjecaj na ekspresiju ovog signalnog puta. Sve $to je s gornje strane apscise oznacava

povecanje, dok sve Sto je sa donje strane oznacava smanjenje ekspresije pojedinog gena.

UtiSavanje gena SUFU, koji je jedan od regulatora aktivnosti proteina Glil, ima jaki utjecaj
na ekspresiju samog gena GLI1. U oba slucaja (24 i 48 sati) doSlo je do smanjenja ekspresije
gena GLII, koja se Cak pojacava s vremenom. Osim toga, primijecen je zanimljiv uc¢inak na
ostale gene signalnog puta. UtiSavanje SUFU ima za posljedicu utiSavanje cijelog signalnog
puta s malim vremenskim odmakom, tj. 48 sati nakon utiSavanja: PTCH1, SMO, GLI1 1 SHH

su svi vidljivo sniZeni nakon 48 sati utiSavanja. Efekt na BRCA gene i survivin sli¢an je kao
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efekt utiSavanja PTCH]1 nakon 24 sata, gdje dolazi do smanjenja aktivnosti svih ovih gena.
Zanimljivo je ipak njihovo povecanje nakon 48-satnog utiSavanja, gdje dolazi do povecanja
razine njihove ekspresije. Ovaj fenomen je jo$ uvijek neobjaSnjen, ali moguce je da utiSavanje
signalnog puta Hh-Gli ima neki inicijalni efekt na transkripciju ovih gena, ali poSto su oni
regulirani i drugim signalnim putevima i proteinima, moguce je da se oni ukljucuju i

kompenziraju taj efekt nakon 48 sati utiSavanja.
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Slika 26. Relativna razina ekspresije gena signalnog puta Hh-Gli, te BRCA1, BRCA2 i
survivina, u stanicama tumora jajnika nakon utiSavanja ekspresije gena SUFU (crveno). Sve
ekspresije su normalizirane u odnosu na kontrolne stanice tretirane kontrolnom siRNA koja
nema utjecaj na ekspresiju ovog signalnog puta. Sve §to je s gornje strane apscise oznacava

povecanje, dok sve Sto je s donje strane oznacava smanjenje ekspresije pojedinog gena.
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Zanimljivo je takoder iz oba ova pokusa da utiSavanje na razini receptora utiSava samo dio
signalnog puta, dok utiSavanje na razini citoplazmatskog regulatora ima znatno izraZeniji
utjecaj na sve gene signalnog puta. To bi moglo znaciti da je u ovim stanicama ukljucen i neki
od nekanonickih puteva regulacije ovog signalnog puta, koji djeluje negdje na razini izmedu

receptora i transkripcijskog faktora.

5.5.4. Migratorna sposobnost stanica nakon aktivacije i inhibicije signalnog puta Hh-Gli

SkOv3 stanice su izrazito migratorne, te u standardnim uvjetima pokusa migracije stanica,
koji traje 24 sata, stanice u tolikom broju migriraju da ih nije moguce analizirati. Stoga je
migracija pra¢ena 4 sata nakon nasadivanja stanica, jer se to pokazalo kao optimalno vrijeme
za pracenje (Slika 27). Stanice tretirane ciklopaminom ne pokazuju znacaju promjenu
migracijske sposobnosti nakon 4 sata — to je vjerojatno posljedica kratkog izlaganja spoju, jer
je ve¢ prijasnjim pokusima utvrdeno da je optimalno vrijeme djelovanja ciklopamina 24-48
sati. Stimulacija stanica proteinom Shh ima dramati¢an efekt na migraciju stanica, koja se
udvostrucava u odnosu na netretirane kontrolne stanice. Ovo je joS jedan dokaz da je signalni
put Hh-Gli aktivan u stanicama tumora jajnika, jer trenutaCno moZze reagirati na ligand Shh.
Test migracije pokazuje koliko su stanice sposobne Siriti se u okolno tkivo, te se posredno
moze zakljuCivati o mogucénosti stvaranja metastaza. SkOv3 stanice imaju bazi¢no visoku
migratornu sposobnost, koja se stimulacijom jo§ viSe povecava, Sto znaci da bi signalni put

Hh-Gli mogao imati ulogu u metastaziranju.
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Slika 27. Broj migriranih stanica nakon 4sata tretmana sa ciklopaminom (CYC) ili Shh

proteinom (SHH) u odnosu na netretirane stanice (NT).
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5.6. Sazeti prikaz rezultata

Na tkivima tumora utvrdena je povecana ekspresija gena PTCHI1, SMO, GLI1, SUFU,
BRCAT1 i BRCA2 u svim testiranim uzorcima, a ekspresija SHH i survivina detektirana je u
17 od 18 uzoraka (94,4%).

Utvrdeno je da se ekspresija PTCH1 i SHH mijenja ovisno o tipu tumora i stadiju bolesti.
Ekspresija PTCH1 visa je u nizim FIGO stadijima karcinoma nego u viSima, dok je jo$ niza u
,borderline* tumorima i na kraju najniZa u fibromima.

Ekspresija SHH je obrnuta, sa najnizom ekspresijom u karcinomima FIGO stadija I, neSto
viSom u karcinomima FIGO stadija II i III, jo§ viSom u ,,borderline tumorima te najviSom u
fibromima.

Korelacija /povezanost :

- izvrsna izmedu GLI-SUFU-SMO te BRCA1-BRCA2 kod svih ispitivanih tumora te

slaba PTCH sa apoptozom putem Survivina;
- umjerena povezanost PTCH sa SUFU i SMO, a sa GLI1 slaba ili umjerena
Gubitak heterozigotnosti (LOH):
LOH u genu PTCHI pronaden u 3 uzorka, a LOH u genu BRCAL1 u 5 uzoraka. Od toga, jedan

uzorak pokazivao je LOH oba gena.

IN VITRO analize (Slika 28):

Pokretanje ili pojacavanje puta
1) protein SHH djeluje proliferativno na stanice;

2) pokretanje puta ubacivanjem Glil konstrukta:

24 sata nakon transfekcije: ekspresija GLII izrazito povecana (ocCekivano) te povecanje
ekspresije PTCHI1, SMO, GLI2 i SUFU, a ekspresija GLI3 smanjena;
48 sati nakon transfekcije: vrhunac aktivnosti - ekspresija gena BRCA1 1 BRCA?2 krece na

vrlo sliCan nacin kao i ekspresije gena samog signalnog puta, Sto dodatno potvrduje
mogucnost da je ekspresija gena BRCA1 i BRCA2 povezana sa signalnim putem Hh-Gli.

72 sata nakon transfekcije: vra¢anje na pocetne vrijednosti;

3) Migracijska sposobnost: SHH jako povecava sposobnost migracije stanica.
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Inhibitori signalnog puta Hh-Gli:
1) blokiranje prijenosa signala:
- ciklopamin smanjuje vijabilnost stanica pri koncentracijama od 2.5 uM na vise, efekt je
najizraZeniji ve¢ 24 sata nakon tretmana.
2) utiSavanje puta:

- utiSavanje gena PTCHI1 - 50% nakon 24 1 48 sati izaziva povecanje ekspresije gena
SUFU, (da 1i se radi o mehanizmu kompenzacije, gdje gubitak jednog tumor supresora izaziva
povecanje ekspresije drugog kako bi se odrzalo stanje ravnoteze):
nakon 24 sata — uz smanjeni PTCH su i BRCA1, BRCAZ2 i survivin
nakon 48 sati - vrac¢anje u razinu kontrole.

To bi se moglo objasniti ¢injenicom da smanjenje ekspresije PTCH1 vjerojatno utjece na
smanjenje proliferacije stanica, a time i replikacije DNA. Kako se BRCA geni aktiviraju
uglavnom kada dolazi do pogreSaka u replikaciji DNA, a replikacija je smanjena utiSavanjem
PTCHI, logi¢no je da je doSlo i do smanjenja ekspresije BRCA gena. Sli¢na situacija je i sa
survivinom, koji je inhibitor apoptoze i vezan uz stani¢ni ciklus. Kada je proliferacija
smanjena, smanjena je i potreba za regulatorima proliferacije. Ekspresija GLI1 takoder prati
ekspresiju PTCH1 gena nakon 24 sata, $to je takoder logi¢no poSto su oba ta gena markeri
aktivnosti signalnog puta Hh-Gli. Smanjenje oba gena vrlo vjerojatno znaci smanjenje
aktivnosti signalnog puta. Nakon 48 sati ve¢ dolazi do korekcije i vra¢anja u normalne razine.
Razina gena SMO uglavnom se ne mijenja utiSavanjem PTCHI1, Sto bi znacilo da genska
ekspresija koreceptora nije regulirana GLI1 transkripcijskim faktorom, $to je 1 poznato.

- utiSavanje gena SUFU- 24 i 48 sati- smanjenje ekspresije gena GLI1, PTCHI.

Efekt na BRCA gene i survivin sli¢an je kao efekt utiSavanja PTCHI nakon 24 sati, gdje
dolazi do smanjenja aktivnosti svih ovih gena. Zanimljivo je ipak njihovo povecanje nakon
48-satnog utiSavanja, gdje dolazi do povecanja razine njihove ekspresije. Ovaj fenomen je joS
uvijek neobjasnjen, ali moguce je da utiSavanje Hh-Gli signalnog puta ima neki inicijalni
efekt na transkripciju ovih gena, ali poSto su oni regulirani i drugim signalnim putevima i

proteinima, moguce je da se oni ukljucuju i kompenziraju taj efekt nakon 48 sati utiSavanja.
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Slika 28. Shematski prikaz razina na kojima je pracena aktivacija i inhibicija signalnog puta
Hh-Gli u stani¢noj liniji tumora jajnika: regulacija izvana ligandom Shh (aktivacija) ili
ciklopaminom (inhibicija), regulacija iznutra koristenjem Gli plazmida (aktivacija na razini

transkripcijskog faktora) ili siRNA (inhibicija na razini PTCH1 1 SUFU).
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6. RASPRAVA

Uzrok nastanka karcinoma jajnika joS uvijek nije razjasnjen.

Neke studije ukazuju da je loSa prognoza karcinoma jajnika uzrokovana ne samo pojavom
prvih simptoma u uznapredovalom stadiju (kasnom simptomatologijom) i metastazama nego i
visokom proliferacijskom aktivnoS¢u samih stanica karcinoma (4,5,6).

Poznato je da je svaki histoloSki tip tumora jajnika i stupanj diferenciranosti stanica
povezan s odredenim molekularno-genetickim promjenama. Serozni i endometrioidni tip
tumora, viskog gradusa, nastaje uslijed mutacija p53 i1 disfunkcije gena BRCA1 i BRCA2.
Serozni tip tumora, niskog gradusa, vjerojatno nastaje postupno zbog mutacije K-ras i BRAF.
Mucinozni tip uslijed mutacija u K-ras. Endometrioidni tip, niskog gradusa mutacijama u
CTNNBI1 (beta-katenin) i PTEN. Vjerojatno je da veéina tumora jajnika niskog gradusa
nastaje iz postojecih cistadenoma ili endometrioze, dok oni visokog gradusa nastaju spontano
bez prijaSnjih lezija (13).

Atipicni epitelni proliferativni tumori (,,borderline* tumori) imaju obiljezja dobrocudnih i
zlo¢udnih novotvorina. Imaju jacu sposobnost proliferacije nego dobro¢udne novotvorine, ali
ne pokazuju nekrozu, destruirajucu invaziju strome, niti sposobnost metastaziranja (8, 9). Jo§
uvijek nije razjaSnjeno jesu li ,bordeline” tumori jajnika medustepenica u procesu
karcinogeneze ili su zaseban patohistoloski, a time i klinicki entitet (7).

Putem analize haplotipa (tzv. ’linkage analize’) dokazano je da su geni BRCA1 i BRCA2
udruZeni s genetskom predispozicijom nastanka i karcinoma jajnika i karcinoma dojke.
Gubitak heterozigotnosti (LOH) kromosomske regije 17q21 (BRCA1) takoder je relativno
Cest dogadaj u patogenezi karcinoma jajnika, moZe se pronaci u 40 do 70% uzoraka, ali LOH
ne utjeCe direktno na razinu transkripta gena BRCA1 (16, 17) . U nasem slu¢aju, LOH gena
BRCAI1 pronaden je u 5/15 uzoraka (33,3%), dok LOH gena BRCAZ2 nije pronaden niti u
jednom uzorku.

Survivin je inhibitor apoptoze, odgovoran za odrZavanje vijabilnosti stanice 1 poticanje
rasta tumorskih stanica. Ekspresija survivina regulirana je proteinom BRCAI, ali ne direktno
ve¢ preko medijatora, proteina SIRT1. Povecanjem eskpresije BRCA1 dolazi do povecanja
ekspresije SIRT1, koji uzrokuje smanjenje ekspresije survivina mijenjajuci epigenetske
modifikacije histona H3. U bolesnim stanjima, kada je ekspresija BRCA1 smanjena, do¢i ¢e
do povecanja ekspresije survivina istim ovim mehanizmom (34). To se poklapa s rezultatima
opazenima u nasoj studiji, gdje je survivin eksprimiran u vec¢ini uzoraka, ali ipak najvise u

karcinomima, u odnosu na ,,borderline* tumore ili fibrome.
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Malo se zna o ulozi signalnog puta Hh-Gli u nastanku karcinoma jajnika (47) i o
interakciji tog puta sa genima BRCA 1 1 BRCA2. Signalni put Hh-Gli otkriven je u vinskoj
musici (Drosophila melanogaster) kod koje je mutacija u genu za protein Hedgehog (eng.
jez), dovela do nastanka li¢inke koja nalikuje zbog bodljikavih izraslina, jeZu. Osnovni
principi signalnog puta kod muSice sacuvani su i kod viSih organizama, pa se tako mogu
poistovjetiti sa signalnim putem u covjeka (36). Put ima klju¢nu ulogu u normalnom razvoju,
a njegovo poremeceno funkcioniranje povezuje se s razvojnim deformacijama i rakom. Prema
najnovijim procjenama Hh-GIli put sudjeluje u jednoj tre¢ini svih smrtonosnih tumora, pa
prema tome Hh-Gli put postaje vrlo zna¢ajnom metom potencijalnih terapija raka. Do sada je
poznato da je ekspresija Shh, Dhh, Ptch, Smo 1 Gli proteina povecana u benignim 1 malignim
tumorima jajnika dok je kod normalnih stanica nema. Imunoreaktivnost za Shh, Dhh, Ptch,
Smo i GIlil je znatno povecana kod stanica koje jace proliferiraju, a blokiranje Hh-Gli
signalnog puta znac¢ajno smanjuje proliferaciju stanica kod karcinoma jajnika (50, 51, 52, 39).
Zna se, takoder, da su somatske mati¢ne stanice u jajniku odgovorne za zacjeljivanje
oSte¢enja nastalih nakon prsnuca zrelog folikula (ovulacije) te da pojaCana aktivacija
signalnog puta Hh-Gli moze dovesti do povecane proliferacije tih stanica. Povecana
proliferacija potom moZe dovesti do nakupljanja mutacija i zlo¢udne transformacije (61).

Kao predmet naSeg istrazivanja odabrali smo zlo¢udne epitelne tumore jajnika 1
,borderline* tumore jajnika. Kontrolni uzorci su bili tkivo zdravog jajnika. Poznato je da je
signalni put Hh-Gli prisutan u komunikaciji izmedu strome i epitela, stoga smo u istraZivanje
ukljucili i fibrome jajnika. Oni su dobro¢udni tumori, gradeni od stanica vezivnog tkiva
jajnika, a pripadaju tumorima specijalizirane strome jajnika. Usporedbom genske ekspresije u
fibromima, kao i u ostalim tumorima jajnika, htjeli smo istraziti je li aktivacija signalnog puta
Hh-Gli vezana sa svim tumorima jajnika, ili samo onima epitelnog porijekla.

Rezultati koje smo dobili jasno ukazuju na pojacanu aktivnost gena signalnog puta Hh-Glj,
BRCAI, BRCA2 i survivina u karcinomima jajnika i ,,bordeline tumorima. lako je pocetna
namjera bila usporediti ekspresiju gena u tumorskom tkivu u odnosu na zdravo tkivo, to se u
analizama pokazalo neizvedivo, obzirom da je ¢ak i okolno tkivo pokazivalo odlike promjena
na molekularnoj razini, osobito kod visih stadija tumora. U prilog ovim eksperimentalnim
opazanjima govori i FIGO Kklasifikacija (slika 2) iz Cega bi se moglo pretpostaviti da i zdravi
jajnik (koriSten kao zdravo tkivo u eksperimentu) moZze biti infiltriran pojedinaCanim
tumorskim stanicama koje se makroskopski i mikroskopski ne vide. Stoga su podaci
ekspresije gena u ovom radu primarno bazirani na ekpresiji u tumorskom tkivu. Prilog tome

su tablica 9 1 graficki prikaz na slici 17 navedeni u rezultatima.
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Iz literature je poznato da zdravo tkivo jajnika ima vrlo nisku ili nepostojecu ekspresiju gena
signalnog puta Hh-Gli (51). ,,Zdravo tkivo* koje smo analizirali u naSem istraZivanju nije
pokazivalo razlike u ekspresiji gena signalnog puta Hh-Gli u odnosu na tumorsko tkivo stoga
smo zakljucili da je ve¢ doslo do molekularnih promjena.

Analizom rezultata ekspresije pokazano je da se ekspresija gena PTCHI1 i SHH mijenja

ovisno o tipu tumora i stadiju bolesti. Ekspresija PTCHI1 viSa je u niZzim FIGO stadijima
karcinoma nego u viSima, dok je joS niza u ,borderline” tumorima i na kraju najniZza u
fibromima. Statisticka znacajnost za ekspresiju PTCH1 iznosi P=0,013. Ekspresija SHH je
obrnuta, sa najnizom ekspresijom u karcinomima FIGO stadija I, neSto viSom u karcinomima
FIGO stadija II i III, jo§ viSom u ,,borderline* tumorima te najviSom u fibromima. Statisticka
znacCajnost za ekspresiju SHH je granicna, i iznosi P = 0.0636.
Fibromi se svakako najvise razlikuju od ostalih tipova tumora jajnika, te je uloga gena SHH u
njima osobito izraZzena. Na temelju toga moZemo zakljuciti da je signalni put Hh-Gli ukljuc¢en
u nastanak epitelnih 1 stromalnih tumora, ali ocito razli¢itim mehanizmima. Dok kod epitelnih
tumora klju¢nu ulogu igraju geni PTCHI i BRCAZ2, kod stromalnih tumora ocito je
prekomjerna proizvodnja liganda SHH jedan od ¢imbenika maligne transformacije.

Ako analiziramo korelaciju ekspresije gena signalnog puta Hh-Gli, BRCA1 1 BRCA2 i
survivina u zloudnim tumorima jajnika dobijemo da je vrlo dobra do izvrsna korelacija
izmedu BRCAI-BRCA2, BRCA2-survivin, GLI1-SMO, GLI1-SUFU i SMO-SUFU. Ukoliko
se iz analize izbace fibromi, u kojima je mehanizam ocito razli¢it od epitelnih tumora jajnika,
dolazimo do malo jasnije korelacijske slike: PTCHI1 je jace povezan sa ostalim
komponentama signalnog puta, kao 1 s genima BRCA1 1 BRCA2, dok se njegova veza sa
survivinom gubi. Njegov sredis$nji polozaj u korelacijskoj mrezi mogao bi znaciti da on ima
klju¢nu ulogu u koordinaciji signalnog puta sa stani¢nim odgovorom na oStec¢enje genskog
materijala.

Klasifikacija ,,borderline‘ tumora je jo§ nejasna, naime ne zna se je li ,,borderline* tumor
samo rani stadij progresije do karcinoma, ili nezavisna klasa tumora. Ova analiza govori u
prilog teoriji da su ovi tumori zapravo posebna grupa tumora. Kada bi ,,borderline* tumori bili
samo pocetni stadij razvoja karcinoma, ekspresija gena koja se progresivno pojacava ili
smanjuje tijekom progresije, Sto je ovdje pokazano za PTCHI, SHH i BRCA2 gene,
pokazivala bi slican trend i za ,,borderline* tumore. U ovom setu uzoraka, ,,borderline* tumori
djeluju kao da su slicniji tumorima visSeg stadija bolesti nego tumorima nizeg stadija bolesti,

pa prema tome zaklju¢ujemo da su vrlo vjerojatno posebna klasa tumora.
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Kada smo analizirali LOH gena PTCHI 1 BRCA1 zanimljivo da je u uzorku broj 2
pronaden LOH oba gena, §to je od velike klini¢ke vaznosti. U uzorku 2, takoder, je pronadena
i mutacija ¢.676delT stop 233 (p.C266V{sX8) koja se nalazi u eksonu 11 gena BRCA1 i
dovodi do nastanka skra¢enog proteina i njegove poremecene funkcije. Ova mutacija dobro je
poznata kao klini¢ki znacajna mutacija, te je objavljena u on-line bazi podataka Breast Cancer
Information Core (BIC). Pacijentica o kojoj je ovdje rije€ naslijedila je mutaciju gena BRCA1
od nekog od svojih roditelja, Sto znaci da njezina djeca imaju 50% Sanse naslijediti oSteceni
gen, te se time svrstavaju u riziénu skupinu pacijenata sa nasljednom sklonos$¢u raku dojke i
jajnika. Takvim pacijentima mora se posvetiti posebna pozornost, obzirom da imaju veliku
vjerojatnost od obolijevanja od raka dojke ili raka jajnika, te su potrebne redovite kontrole i
prac¢enje. Gubitak heterozigotnosti gena PTCH1 mogao je doprinijeti razvoju bolesti, zajedno
s gubitkom zdravog alela gena BRCA1. Na Zalost, joS uvijek ne postoje metode kojima bi se
moglo pokazati koji je od ovih dogadaja nastao prvi, medutim jasno je da je gubitak oba
znacio brZzi razvoj bolesti. Do sada postoje svega dva prikaza sli¢nih poveznica signalnog puta
Hh-Gli i gena BRCA. U prikazu pacijentice s nasljednim mutacijama u genima PTCHI i
BRCALI, koja pokazuje simptome Gorlinovog sindroma (viSestruki bazocelularni karcinomi
koZe 1 keratociste Celjusti), ustanovljeno je da je razvila karcinom dojke u starijoj Zivotnoj
dobi (48). Drugi, nedavno objavljeni prikaz pacijentice, takoder, je prezentirao pacijenticu s
bazocelularnim karcinomima koze glave i invazivnim duktalnim karcinomom dojke, bez
ekspresije estrogenskih i progesteronskih receptora. Naknadno su ustanovljeni dodatni
simptomi koji su upucivali na Gorlinov sindrom, te je pronadena mutacija gena PTCHI.
Zacudujuce, nije pronadena mutacija u genima BRCA1 i BRCA2 (49).

Analiziranjem vijabilnosti stanica nakon tretmana Hh-Gli specificnim aktivatorom ili
inhibitorom pokazano je da ciklopamin smanjuje vijabilnost stanica pri koncentracijama od
2.5 uM na vise, te da je efekt ciklopamina najizrazeniji ve¢ 24 sata nakon tretmana. Takoder
je vidljivo da protein SHH djeluje proliferativno na stanice; ve¢ i male doze vidljivo
povecavaju broj stanica. Tomatidin (neaktivni analog ciklopamina) je ovdje upotrijebljen kao
kontrola i vidi se da pokazuje proliferativni efekt nakon 24-satnog tretmana.

Pokusima u kulturi stanica utjecali smo na aktivnost signalnog puta izvana i iznutra, i to
aktivacijski 1 inhibicijski u oba slucaja. Vanjska aktivacija je tretman ligandom, proteinom
SHH; a vanjska inhibicija je tretman ciklopaminom, spojem koji inhibira djelovanje proteina
Smo. Unutarnja aktivacija postignuta je unosom Glil, koji je glavni efektor signalnog puta, u
stanicu; a unutarnja inhibicija postignuta je koriStenjem malih interferiraju¢ih RNA, za koje je

poznato da djeluju na nacin da utiSavaju ekspresiju ciljnog gena.
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Kada smo analizirali promjene u aktivnosti signalnog puta Hh-Gli nakon transfekcije s
plazmidom koji nosi gen za proizvodnju transkripcijskog faktora Glil vidjeli smo da su, ve¢
24 sata nakon transfekcije, vidljive promjene u aktivnosti signalnog puta Hh-Gli koje
odgovaraju aktivaciji signalnog puta. Ekspresija GLII je, kao Sto se moZe i oCekivati, izrazito
povecana. Takoder je uoceno povecanje ekspresije PTCH1, SMO, GLI2 i SUFU, koji su svi
vazni faktori u aktivnosti signalnog puta Hh-Gli. Suprotno tome, ekspresija GLI3, koji je
inhibitor signalnog puta, nepromijenjena je nakon transfekcije, Sto nam govori da je signalni
put funkcionalan u ovim stanicama. Kako bi se usporedili efekti i nakon duljeg vremena
pokus je ponovljen i na 48h i 72h nakon transfekcije. Ovi rezultati pokazuju ocitu dinamiku
porasta signalnog puta Hh-Gli ve¢ nakon 24 sata, vrhunac aktivnosti nakon 48h te vracanje na
pocetne vrijednosti nakon 72 sata. Zanimljivo je da se i ekspresija gena BRCA1 i BRCA2
krece na vrlo slican nacin kao i ekspresije gena samog signalnog puta, $to dodatno potvrduje
mogucnost da je ekspresija gena BRCA1 i BRCA2 povezana sa signalnim putem Hh-Gli.

UtiSavanjem signalnog puta na dvije razine PTCH1 1 SUFU postignuto je utiSavanje
od 50% za oba gena, Sto nije idealno, ali je dovoljno da se vide efekti na razini genske
ekspresije.

UtiSavanje gena PTCHI1 vidljivo je 24 1 48 sati nakon transfekcije, u oba slucaja se
odrzava na 50%. UtiSavanje PTCHI1 u oba slucaja izaziva povecanje ekspresije gena SUFU,
koji je drugi tumor supresor u ovom signalnom putu. Za pretpostaviti je da se ovdje radi o
nekakvom mehanizmu kompenzacije, gdje gubitak jednog tumor supresora izaziva povecanje
ekspresije drugog kako bi se odrzalo stanje ravnoteze. Ekspresija BRCA1, BRCAZ2 i survivina
prati smanjenje ekspresije gena PTCHI1 nakon 24 sata, dok se nakon 48 sati polako vraca u
razinu kontrole. To bi se moglo objasniti ¢injenicom da smanjenje ekspresije PTCHI1
vjerojatno utjeCe na smanjenje proliferacije stanica, a time i replikacije DNA. Kako se BRCA
geni aktiviraju uglavnom kada dolazi do pogresaka u replikaciji DNA, a replikacija je
smanjena utiSavanjem PTCHI1, logi¢no je da je doSlo i do smanjenja ekspresije BRCA gena.
Sli¢na situacija je 1 sa survivinom, koji je inhibitor apoptoze 1 vezan uz stanicni ciklus. Kada
je proliferacija smanjena, smanjena je i potreba za regulatorima proliferacije. Ekspresija GLI1
takoder prati ekspresiju gena PTCHI1 nakon 24 sata, Sto je takoder logicno posto su oba ta
gena markeri aktivnosti signalnog puta Hh-Gli. Smanjenje oba gena vrlo vjerojatno znaci
smanjenje aktivnosti signalnog puta. Nakon 48 sati ve¢ dolazi do korekcije i vracanja u
normalne razine. Razina gena SMO uglavnhom se ne mijenja utiSavanjem PTCHI, S§to bi
znacilo da genska ekspresija koreceptora nije regulirana transkripcijskim faktorom GLI1, Sto

je 1 poznato (36,37).
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UtiSavanje gena SUFU, koji je jedan od regulatora aktivnosti proteina Glil, ima jaki
utjecaj na ekspresiju samog gena GLII. U oba slucaja (24 i 48 sati) doSlo je do smanjenja
ekspresije gena GLI1, koja se ¢ak pojacava s vremenom. Osim toga, primijeen je zanimljiv
ucinak na ostale gene signalnog puta. UtiSavanje SUFU ima za posljedicu utiSavanje cijelog
signalnog puta s malim vremenskim odmakom, tj. 48 sati nakon utiS8avanja: PTCH1, SMO,
GLI1 1 SHH su svi vidljivo sniZeni nakon 48 sati utiSavanja. Efekt na BRCA gene i survivin
slican je kao efekt utiSavanja PTCH1 nakon 24 sata, gdje dolazi do smanjenja aktivnosti svih
ovih gena. Zanimljivo je ipak njihovo povecanje nakon 48-satnog utiSavanja, gdje dolazi do
povecanja razine njihove ekspresije. Ovaj fenomen je jo$ uvijek neobjaSnjen, ali moguce je da
utiSavanje signalnog puta Hh-Gli ima neki inicijalni efekt na transkripciju ovih gena, ali
obzirom da su oni regulirani i drugim signalnim putevima i proteinima, moguce je da se oni
ukljucuju i kompenziraju taj efekt nakon 48 sati utiSavanja. U prilog tome govori efekt nakon
48 sati utiSavanja koji se poklapa s izracunima korelacije (prikazanim u poglavlju Rezultati na
slici 20 ).

Zanimljivo je takoder iz oba ova pokusa da utiSavanje na razini receptora utiSava samo
dio signalnog puta, dok utiSavanje na razini citoplazmatskog regulatora ima znatno izraZeniji
utjecaj na sve gene signalnog puta. To bi moglo znaciti da je u ovim stanicama ukljucen i neki
od nekanonickih puteva regulacije ovog signalnog puta, koji djeluje negdje na razini izmedu
receptora i transkripcijskog faktora. Da je to moguce govore i radovi drugih autora: pokazana
je veza signalnog puta Hh-Gli sa signalnim putem Ras-Akt, odnosno da se regulacija odvija
na razini proteina Gli (62).

Kada smo promatrali migratornu sposobnost stanica nakon aktivacije i inhibicije
signalnog puta Hh-Gli uvidjeli smo da stanice tretirane ciklopaminom ne pokazuju znacaju
promjenu migracijske sposobnosti nakon 4 sata — to je vjerojatno posljedica kratkog izlaganja
spoju, jer je vec prijaSnjim pokusima utvrdeno da je optimalno vrijeme djelovanja
ciklopamina 24-48 sati. Stimulacija stanica SHH proteinom ima dramatiCan efekt na
migraciju stanica, koja se udvostru¢ava u odnosu na netretirane kontrolne stanice. Ovo je jo§
jedan dokaz da je signalni put Hh-Gli aktivan u stanicama tumora jajnika, jer trenutano moze
reagirati na ligand SHH. Test migracije pokazuje koliko su stanice sposobne Siriti se u okolno
tkivo, te se posredno moZe zakljucivati o mogucnosti stvaranja metastaza. SKOv3 stanice
imaju bazi¢no visoku migratornu sposobnost, koja se stimulacijom jo§ viSe povecava, Sto

znaci da bi signalni put Hh-Gli mogao imati ulogu u metastaziranju.
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7. ZAKLJUCCI

1. Tumori jajnika pokazuju povecanu ekspresiju svih gena signalnog puta Hh-Gli: PTCHI,
SMO, GLI1, SHH, SUFU, kao i gena vezanih uz prezivljenje stanica (SURVIVIN) te gena
ukljucenih u popravak oste¢enja DNA (BRCA1, BRCA2).

2. Ekspresija PTCH1, SHH i BRCA?2 mijenja se ovisno o tipu tumora i stadiju bolesti.

3. Ekspresija PTCHI visa je u karcinomima niZeg FIGO stadija nego u karcinomima viseg

FIGO stadija, dok je joS niZa u ,,borderline* tumorima i na kraju najniZa u fibromima.

4. Ekspresija SHH je obrnuta, s najnizom ekspresijom u karcinomima FIGO stadija I, neSto
viSom u karcinomima FIGO stadija Il i III, jo§ viSom u ,,borderline* tumorima te najviSom u

fibromima.

5. Korelacija /povezanost :
- izvrsna izmedu GLI-SUFU-SMO te BRCA1-BRCAZ2 kod svih ispitivanih tumora te
slaba korelacija PTCH s apoptozom putem survivina;

- umjerena povezanost PTCH sa SUFU i SMO, a sa GLI1 slaba ili umjerena
6. Egzogeni SHH protein djeluje proliferativno i poja¢ava migraciju stanica tumora jajnika.

7. Pokretanje putem Glil konstrukta uzrokuje povecanje ekspresije PTCH1, SMO, GLI2 i
SUFU, ali ne i GLI3.

8. Ekspresija gena BRCA1 1 BRCAZ2 povezana je sa signalnim putem Hh-Gli.
9. Signalni put Hh-Gli se moZe blokirati ciklopaminom ve¢ nakon 24 sata.

10. Utisavanje gena PTCHI1 izaziva povecanje ekspresije gena SUFU mehanizmom

kompenzacije, i smanjenje i BRCA1, BRCAZ2 i survivina.

11. Razina gena SMO uglavnom se ne mijenja utiSavanjem PTCHI, $to bi znacilo da genska

ekspresija koreceptora SMO nije regulirana GLI1 transkripcijskim faktorom.

12. Utisavanje gena SUFU smanjuje ekspresiju gena cijelog signalnog puta, te BRCAI,
BRCAZ2 i survivina.
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8. SAZETAK

Uvod: Zlo¢udna novotvorina jajnika ili karcinom jajnika je sedmi po redu karcinom u Zena,
¢ine¢i 3% svih maligniteta i 6% svih smrtnosti od karcinoma u Zena. Uzrok nastanka
karcinoma jajnika, joS uvijek, nije razjaSnjen. Postoji nekoliko ¢imbenika koji su povezani s
povecanom ili smanjenom opasnos¢u od nastanka zlo¢udnog tumora (radanje, dojenje,
neplodnost, oralna kontracepcija, hormonsko nadomjesno lijecenje, K-ras i HER-2/neu
onkogeni, BRCA1 i BRCA2 te p53 tumor supresor geni). Prema najnovijim procjenama
signalni put Hh-Gli sudjeluje u jednoj tre¢ini svih smrtonosnih tumora, pa prema tome postaje
vrlo znacajnom metom potencijalnih terapija raka. Malo se zna o ulozi signalnog puta Hh-Gli
u nastanku karcinoma jajnika i o interakciji tog puta s genima BRCA1 i BRCA2. U ovom
istrazivanju Zeljeli smo ispitati znac¢aj signalnog puta Hh-Gli na zlo¢udnim epitelnim
tumorima jajnika, posebice u komunikaciji izmedu strome i epitela.

Materijali i metode: U periodu od 2007. do 2010. godine prikupljeno je 13 karcinoma
jajnika, 7 “borderline” tumora jajnika i 3 fibroma jajnika. Metode koje smo koristili u ovom
istrazivanju su: ekstrakcija RNA iz tkiva i stanica, ekstrakcija DNA iz tkiva i krvi, mjerenje
koncentracije DNA, provjera kvalitete 1 koncentracije RNA, reverzna transkripcija,
kvantitativni real-time PCR, statisticka obrada podataka, analiza mutacija gena BRCA1 1
BRCAZ2 (fragmentalna analiza i odredivanje slijeda nukleotida (sekvenciranje)), analiza
gubitka heterozigotnosti, uzgoj i odrzavanje stanica u kulturi, MTT test, transfekcija,
migracija i RNA utiSavanje.

Rezultati: Rezultati koje smo dobili jasno ukazuju na pojacanu aktivnost gena signalnog puta
Hh-Gli, BRCA1, BRCA2 i survivina i u karcinomima jajnika i u ,,borderline* tumorima
jajnika. Tumori jajnika pokazuju povecanu ekspresiju svih gena signalnog puta Hh-Gli:
PTCHI, SMO, GLI1, SHH, SUFU, kao i gena vezanih uz preZivljenje stanica (SURVIVIN) te
gena ukljucenih u popravak oste¢enja DNA ( BRCA1, BRCA?2). Takoder smo utvrdili da se
ekspresija PTCHI1, SHH i BRCA2 mijenja ovisno o tipu tumora i stadiju bolesti. Znac¢ajno je
zapazanje da je ekspresija PTCHI visa u nizim FIGO stadijima karcinoma nego u viSima, dok
je jos niZa u ,,borderline* tumorima i na kraju najniza u fibromima. Naprotiv, ekspresija SHH
je obrnuta, s najnizom ekspresijom u karcinomima FIGO stadija I, neSto viSom u
karcinomima FIGO stadija I i II1, joS viSom u ,,borderline* tumorima te najviSom u
fibromima. Pokazali smo da je izvrsna korelacija izmedu GLI-SUFU-SMO te BRCA1-
BRCAZ2 kod svih ispitivanih tumora te slaba povezanost gena PTCH1 s apoptozom putem

survivina dok je umjerena povezanost PTCH1 sa SUFU 1 SMO, a sa GLI1 slaba ili umjerena.
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Znacajno je da ligand SHH protein djeluje proliferativno i pojatava migraciju stanica.
Pokazali smo da se signalni put Hh-Gli pokrece ubacivanjem konstrukta Glil, Sto uzrokuje
povecanje ekspresije PTCHI1, SMO, GLI2 i SUFU, ali ne i GLI3. Vazno je otkri¢e da je
ekspresija gena BRCA1 i BRCA2 povezana sa signalnim putem Hh-Gli, ¢ime se dodatno daje
veliki znac¢aj vaznosti povezanosti patologije dojke i jajnika. Pokazali smo da se signalni put
Hh-Gli mozZe blokirati ciklopaminom ve¢ nakon 24 sata, te da utiSavanje gena PTCH1 izaziva
povecanje ekspresije gena SUFU mehanizmom kompenzacije, a smanjenje GLI1, BRCAI,
BRCAZ2 te survivina.

NaSa su ispitivanja pokazala da se razina gena SMO uglavnom ne mijenja utiSavanjem
PTCHI, Sto bi znacilo da genska ekspresija koreceptora nije regulirana GLI1 transkripcijskim
faktorom, te da utiSavanje gena SUFU smanjuje ekspresiju gena GLI1 i PTCHI.

Zakljucak: Pojacana aktivnost gena signalnog puta Hh-Gli, BRCA1, BRCA2 i survivina
prisutna je i u karcinomima jajnika i u ,,borderline* tumorima jajnika. Utvrdili smo da se
ekspresija PTCHI1, SHH i BRCA2 mijenja ovisno o tipu tumora i stadiju bolesti. Pokazali
smo da je izvrsna korelacija izmedu GLI-SUFU-SMO te BRCA1-BRCA2 kod svih
ispitivanih tumora. Signalni put Hh-Gli se pokrece ubacivanjem konstrukta Glil, $to uzrokuje
povecanje ekspresije PTCH1, SMO, GLI2 1 SUFU, ali ne 1 GLI3. Vazno je otkrice da je
ekspresija gena BRCA1 1 BRCA2 povezana sa signalnim putem Hh-Gli. SHH protein djeluje
proliferativno i pojaCava migraciju stanica. Signalni put Hh-Gli moZe se blokirati
ciklopaminom ve¢ nakon 24 sata. UtiSavanje gena PTCHI1 izaziva povecanje ekspresije gena
SUFU mehanizmom kompenzacije, a smanjenje GLI1, BRCA1, BRCA2 te survivina dok
utiSavanje gena SUFU smanjuje ekspresiju gena GLI1 i PTCHI.
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9. SUMMARY ( Interaction of the Hh-Gli signaling pathway with BRCA1 and BRCA2
gene in ovarian cancer, Ivana Maurac, dr.med., 2011.)

Introduction: Ovarian cancer is the seventh most common cancer in women, taking 3% of
malignancies and 6% of mortality of all cancers in women. Etiology of ovarian cancer is still
not ascertained. There are several factors associated with genesis of ovarian cancer (gestation,
lactation, sterility, oral contraception, hormone replacement therapy, K-ras and HER-2/neu
oncogenes, BRCA1 and BRCA?2 gene and p53 tumor supresor gene). The Hh-Gli signaling
pathway participate in one third of all lethal tumors and therefore is very important target as
potential cancer therapy. Interaction of the Hh-Gli signaling pathway with BRCA1 and
BRCAZ2 gene in genesis of ovarian cancer is insufficient and our plan was to explore the
importance of the Hh-Gli signaling pathway in ovarian cancer genesis, especially in
communication between stromal and epithelial tissue.

Materials and methods: In period from 2007 till 2010 year there are collected 13 ovarian
cancers, 7 borderline ovarian tumors and 3ovarian fibromas. Methods which we used in our
study were: extraction of RNA and DNA from tissue, cells and blood, measurement of DNA
concentration, verification of RNA quality and concentration, reverse transcription, qRT-
PCR, statistical data analysis, mutation analysis of BRCA1 and BRCA2 gene, LOH,
cultivation and preservation of cell culture, MTT test, transfection, migration and RNA
silencing.

Results: We found that the enhanced gene expression of the Hh-Gli signaling pathway,
BRCAT1 and BRCA?2 gene and survivin is present in ovarian cancers and bordeline ovarian
tumors. Ovarian tumors show enhanced expression of all genes: PTCH1, SMO, GLI1, SHH,
SUFU, BRCA1, BRCA2 and survivin. The expression of PTCH1, SHH and BRCA?2 genes is
changing in different types of tumors and FIGO stages. The higher expression of PTCH1 gene
is present in lower FIGO stages of ovarian cancers, and lower expression of PTCH]1 gene is
present in borderline ovarian tumors and fibromas. The expression of SHH gene is the lowest
in FIGO stages I, II and III of ovarian cancer, higher in borderline ovarian tumors and the
highest in fibromas. Remarkably correlation was found between GLI-SUFU-SMO and
BRCA1-BRCA2 gene, mild between PTCH1-SUFU and PTCH1-SMO and low correlation
between PTCH1-survivin and PTCH1-GLI1. The SHH ligand has a major effect on cell
proliferation and migration. Transfection of GLI1 construct enhance the expression of
PTCHI1, SMO, GLI2 and SUFU, but not GLI3. Very important finding is that the expression
of BRCA1 and BRCAZ2 gene is connected with the Hh-Gli signalig pathway. Cyclopamin,
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after 24 hours, can inhibit the Hh-Gli signalig pathway. Silencing of PTCHI1 enhance the
expression of SUFU by compensation mechanism, and reduce the expression of GLII,
BRCA1, BRCA2 gene and survivin. Silencing of PTCH]1 does not change the expression of
SMO indicating that the expression of SMO is not regulated by transcription factor GLI1.
Silencing of SUFU reduce the expression of GLI1 and PTCHI.

Conclusion: The enhanced gene expression of the Hh-Gli signaling pathway, BRCA1 and
BRCAZ2 gene and survivin is present in ovarian cancers and bordeline ovarian tumors. The
expression of PTCH1, SHH and BRCA2 genes is changing in different types of tumors and
FIGO stages. Remarkably correlation was found between GLI-SUFU-SMO and BRCAI1-
BRCAZ2 gene in all ovarian tumors. Transfection of GLI1 construct enhance the expression of
PTCHI, SMO, GLI2 and SUFU, but not GLI3. Very important finding is that the expression
of BRCA1 and BRCA?2 gene is connected with the Hh-Gli signalig pathway. The SHH ligand
has a major effect on cell proliferation and migration. Cyclopamin, after 24 hours, can inhibit
the Hh-Gli signalig pathway. Silencing of PTCHI enhance the expression of SUFU by
compensation mechanism, and reduce the expression of GLI1, BRCA1, BRCA2 gene and

survivin. Silencing of SUFU reduce the expression of GLI1 and PTCHI.
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