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1. UvOD

1.1. APOPTOZA

Pojam apoptoza (gr¢. a-po-toe-sis — otpadati) prvi su upotrijebili Kerr, Wyllie i Currie
1972. godine. Opisali su morfoloski oblik stani¢ne smrti koji se odvija kao energetski ovisan
proces u kojem djelovanjem vlastitih proteina i enzima dolazi do usitnjavanja jezgre i
zguSnjavanja citoplazme uz odrzanu cjelovitost stanicne membrane (1,2). Uocili su da u tkivu
umiru pojedinacne stanice ne izazivajuéi upalu. Tri su glavna razloga zasto apoptoza nije prac¢ena
upalnim procesom: stanice ne otpustaju svoj sadrzaj u okolinu, ne otpustaju medijatore upale 1
okolne stanice vrlo brzo fagocitiraju apoptotske stanice (3,4). RazliCite morfoloske promjene
koje se dogadaju u stanici tijekom apoptoze vidljive su svjetlosnim i elektronskim mikroskopom
(5). Stanice se smanjuju, dolazi do zguSnjavanja citoplazme i kromatina, a stani¢na membrana
"pupa", pa se s povrSine stanice odvajaju djeli¢i citoplazme i jezgre okruzeni stani¢nom
membranom, tzv. apoptotska tjeleSca. Na histoloSkom preparatu obojenom hemalaun eozinom
apoptoza se vidi kao pojedinacna stranica ili njeni djeli¢i ovalnog i okruglog oblika s tamnom
eozinofilnom citoplazmom i tamnoljubicastim, zgusnutim kromatinom.

Apoptoza je prisutna u razli¢itim fizioloSkim 1 patoloskim procesima (6). Uloga apoptoze
posebno je istrazena u morfogenezi razlicitih vrsta, te u homeostazi tkiva i organa odrasle jedinke
(7). Vazno je naglasiti da se apoptozom nastoje odstraniti sve oSteCene stanice, npr. stanice

inficirane virusom ili stanice s oSte¢enom DNK (8).



1.1.1. Regulacija apoptoze

Velik broj podrazaja i stanja u organizmu, bilo fizioloskih ili patoloskih, mogu dovesti do
apoptotske stani¢éne smrti. Apoptozu moze uzrokovati nedostatak medustani¢nih signala. Vecina
stanica treba stalnu stimulaciju ili kontakt s povrSinom na kojoj rastu, a osobito je vazna uloga
citokina, ¢cimbenika rasta i nekih hormona (9). Oste¢enja DNK pokrecu apoptozu, pa ¢imbenike
koji uzrokuju oste¢enje DNK, kao S$to je ionizacijsko zracenje, kemoterapeutici i lijekovi poput
analoga nukleozida, ubrajamo u "pokretace apoptoze" (10). Reaktivni spojevi kisika koji nastaju
kao produkti aerobnog metabolizma u ljudskim stanicama mogu aktivirati apoptozu djelujuéi na
propusnost membrane mitohondrija i otpustanje citokroma ¢ (11). Posebno mjesto zauzimaju
molekule koje se vezu na povrSinskim receptorima stanica, a nazivaju se "pokretaci smrti". Neki
od njih su: molekula Fas (FasL ili CD95 ligand), ¢imbenik tumorske nekroze a (TNFa),
limfotoksin (TNFp) i TRAIL ( engl. TNF-related apoptosis inducing ligand) (7).

Najbolje istrazeni putevi aktivacije apoptoze su mitohondrijski (unutraSnji) i receptorski
(vanjski) put. U mitohondrijskom putu signali pokrecu stani¢nu smrt aktivacijom proapoptotskih
¢lanova obitelji proteina bel-2. U receptorskom putu do apoptoze dolazi nakon vezanja molekula,
kao Sto je Fas, na receptore stanicne membrane (6).

Oba puta aktiviraju enzime nazvane kaspaze (engl. caspase, cysteine aspartyl proteases).
Kaspaze su proteoliticki enzimi (citoplazmatske cisteinil-aspartatno specifi¢ne endoproteaze) koji
poticu apoptozu (12). U citoplazmi stanice nalaze se u obliku proenzima, a mogu biti aktivirane
autokataliticki ili s drugom kaspazom. Svoju potpunu proteoliticku aktivnost postizu kao
tetrameri koji nastaju nakon dvostrukog cijepanja. Stupnjevita razgradnja u kojoj jedna kaspaza
moze aktivirati druge kaspaze, ali i samu sebe, pojacava apoptotski signalni put i dovodi do vrlo
brze smrti stanice (13). Inhibitori kaspaza zaustavljaju apoptozu (12).

Danas je poznato 14 ¢lanova obitelji kaspaza koje se oznacavaju rednim brojem 1-14, pri

¢emu prokaspaze 2, 8, 9 1 10 ubrajamo u pokretacke, a prokaspaze 3, 6 1 7 u izvrSne kaspaze.



U receptorskom putu prva se aktivira kaspaza 8, a u mitohondrijskom kaspaza 9.
Navedene kaspaze aktiviraju kaspazu 3 (poznatu kao CPP32, Yama i apopain) koja aktivira
endonukleazu CAD (engl. caspase activated DNase) (6). Tijekom apoptoze kaspaza 3 je
odgovorna, ili dijelom ili u cijelosti, za stupnjevitu razgradnju velikog broja proteina u stanici,
fragmentaciju DNK i zgus$njavanje kromatina (14).

Osim endonukleaza, u nastajanju apoptotskih promjena vaznu ulogu imaju enzimi kalpain
1 transglutaminaza. Kalpain cijepa stani¢ne elemente, dok transglutaminaza krizno povezuje
proteine S§to dovodi do pupanja dijelova stani¢ne membrane i oblikovanja apoptotskih tjeleSaca
(15).

U receptorskom putu aktivacije apoptoze vaznu ulogu igra obitelj TNF receptora (Fas,
TNFR), skupina membranskih proteina koja se proteze od vanjske do unutrasnje povrSine
stani¢ne membrane. Citoplazmatski dijelovi receptora nazivaju se domene smrti DD (engl. Death
Domain). Vezanjem FasL na Fas-receptor dolazi do receptorske trimerizacije, §to rezultira
unutarstani¢nim nakupljanjem DD dijelova receptora uz pomo¢ kompleksa proteina poznatih kao
DISC (engl. Death-Inducing-Signalling-Complex). Preko adapterskih molekula FADD (engl.
Fas-Associated-Death-Domain-Protein) koje imaju dvije domene, signal aktivira prokaspazu 8
(16). Domena DD molekule FADD veze se na DD-domenu Fas-receptora, a domena DED
(Death-Effector-Domain) molekule FADD za prokaspazu 8. Time dolazi do njezina cijepanja i
prelaska u aktivni oblik (17,18). Vezanjem TNF-liganda za TNFR1 receptor pokrece se slican
put, osim $to su u ovom slucaju adapterske molekule TRADD (TNFR-Associated Death
Domain) koje imaju sposobnost vezanja razli¢itih proteina na aktiviranom dijelu receptora (7).
Apoptozu pokrenutu aktivacijom Fas i TNFRI1-receptora inhibira obitelj proteina FLIP (engl.
FasL Inhibitor Protein), v-FLIP i c-FLIP, koji se kao homolozi kaspaze 8 vezu na Fas-FADD-

kompleks, ¢ime inhibiraju aktivaciju prokaspaze 8 (6).



U mitohondrijskom putu aktivacije apoptoze srediSnje mjesto zauzima mitohondrij preko
kojeg se aktiviraju proapoptotski clanovi obitelji bcl. Ako je uzrok smrti stanice oste¢enje DNK,
klju¢na je uloga proteina p53, koji je u stanicama prisutan u inaktivnom obliku. Oste¢enja DNK
poti¢u nakupljanje proteina p53 u stanici, zbog ¢ega dolazi do zaustavljanja stani¢nog ciklusa u
Gl-fazi 1 popravljanja oSte¢ene DNK ili do pokretanja apoptoze, ako su ta oSteéenja
nepopravljiva (19,20). Protein p53 moze pokrenuti apoptozu tako da poremeti odnos
proapoptotskih i antiapoptotskih mitohondrijskih proteina obitelji bel-2 ili da inducira gene koji
povecavaju produkciju reaktivnih spojeva kisika, koji su snazni aktivatori apoptoze. Proteini
obitelji bel-2 dijele se na proapoptotske (bad, bax, bak itd.) i antiapoptotske proteine (bcl-2, bcl-
xl, bel-w). Proapoptotski proteini prisutni su u citosolu kao senzori stani¢nog ostecenja ili stresa,
dok se antiapoptotski proteini nalaze u intermembranskom prostoru mitohondrija. Omjer
proapoptotskih 1 antiapoptotskih ¢imbenika odreduje osjetljivost stanice na apoptozu (21). Vazno
je naglasiti da taj omjer bitno odreduje odgovor stanica tumora na zracenje i kemoterapiju (22).
Clanovi obitelji bcl-2 reguliraju broj i tip ionskih kanala u unutranjoj membrani mitohondrija,
pri ¢emu bad i bax dovode do stvaranja vecih ionskih kanala kroz koje izlaze citokrom c i druge
proapoptotske molekule. Otpusteni citokrom ¢ veze se uz medijatorsku molekulu Apaf-1 koja
aktivira kaspazu 9 (23,24). Citokrom c, Apaf-1, kaspaza 9 i ATP zajedno ¢ine apoptosom (25).

Osim citokroma c¢, mitohondriji sadrZzavaju 1 druge apoptotske ¢imbenike kao $to su AIF
(engl. Apoptosis-Inducing Factor) i endonukleaza G. AIF iz mitohondrija prelazi u jezgru
stanice, neovisno o kaspazama uzrokuje fragmentaciju DNK na dijelove veli¢ine od 50-300 kb 1
time dovodi do zgu$njavanja kromatina uz jezgrinu membranu (26). Endonukleaza G izlazi iz
mitohondrija za vrijeme apoptoze i djelomi¢no je odgovorna za internukleosomalno cijepanje

DNK, koje je takoder neovisno o kaspazama (27,28).



U ranoj fazi apoptoze vanjska membrana mitohondrija postaje propusna za proteine, $to
rezultira otpuStanjem topljivih intermembranskih mitohondrijskih proteina, dok na unutra$njoj
membrani dolazi do slabljenja transmembranskog potencijala $to moze posluziti kao pokazatelj
ranih apoptotskih promjena u uvjetima in vivo (29).

Osim receptorskog 1 mitohondrijskog puta, apoptozu mogu direktno aktivirati enzimi
citotoksi¢nih T-limfocita. Glavne izvr§ne molekule u ovom putu aktivacije apoptoze su granzim
A 1 B, serinske esteraze citotoksi¢nih T limfocita i NK stanica. Granzim B moze direktno
aktivirati kaspaze 3, 7, 8 1 10, te tako pokrenuti apoptozu. Granzim A aktivira kaspaza neovisan
put apoptoze posredovan DNazom NM23-H1 tako Sto razgraduje protein SET koji inaktivira gen
za NM23-H1. Uloga ovog puta osobito je vazna u imunoloski posredovanoj prevenciji karcinoma
putem apoptoze tumorskih stanica (30).

Tijekom 90-ih godina proslog stolje¢a vecina istrazivaca bila je uvjerena da je aktivacija
kaspaza nuzna za apoptotsku smrt stanice. Svi do tada opisani procesi aktivacije apoptoze
dovodili su do stupnjevite razgradnje kaspaza. U posljednjih 10-ak godina sve viSe se istrazuje
kaspaza neovisni put apoptoze (31). Naime, ugrozena stanica moze aktivirati razliCite puteve
apoptotske stani¢ne smrti kako bi osigurala samouniStenje. U istrazivanjima na stanicama Jurkat
(stani¢na kultura T stani¢ne leukemije) opisna je stani¢na smrt morfoloski identicna apoptozi,
iako je kaspazna aktivnost bila blokirana. Dokazano je da kaspaza ovisan put ne iskljucuje
kaspaza neovisan i da neki podrazaji mogu potaknuti oba puta apoptoze (32). Primjerice,
protutijelo AD5-10 (monoklonalno anti-humano protutijelo DR5) potaknulo je uobicajenu
stupnjevitu aktivaciju kaspaza, te kaspaza ovisnu apoptozu u Jurkat satnicama. Medutim,
inaktivacija kaspaze inhibitorom Z-VAD nije uzrokovala inhibiciju apoptoze §to znaci da je istim
protutijelom aktiviran kaspaza neovisni put apoptoze (33). Istrazivanja in vitro na stani¢nim

kulturama opisala su jo§ neke proteaze kao Sto je kalpain, katepsin B, D, L, Omi/HtrA2 i granzim



A 1 B ¢ija aktivacija dovodi do smrti stanice morfoloski identi¢ne apoptozi bez aktivacije kaspaza
(31).

Kaspaza neovisna smrt stanice odvija se puno sporije od kaspaza ovisne apoptoze. Sve
ove Cinjenice govore u prilog tvrdnji da ljudski organizam ne moze ovisiti o aktivaciji samo
jedne skupine proteaza u odstranjivanju oSteCenih stanica. Kaspaza ovisna apoptoza je
najucinkovitija 1 najbrza, ali ukoliko je zbog mutacija, genetskih manipulacija i inhibicija
poremecena, stanica moze pokrenuti apoptotsku smrt kaspaza neovisnim putem (34). Medutim,
istrazivanja na stani¢nim kulturama su pokazala da ukoliko tumorske stanice imaju moguénost
aktivacije 1 kaspaza ovisnog i kaspaza neovisnog puta, kaspaza ovisni put moze biti manje

ucinkovit u odgovoru na terapiju (35,36).

1.1.2. Apoptoza u tumorima

Danas se smatra da su poremecaji u apoptotskim putevima znacajni u patogenezi mnogih
bolesti, od neurodegenerativnih poremecaja do malignih tumora (13).

Jedna od temeljnih znacajki malignih stanica je preZivljavanje stanice s oSteCenjem DNK
1 nakupljanje novonastalih genskih mutacija. Zdrave stanice imaju sposobnost prepoznavanja i
brzog popravka oSte¢enih mjesta DNK, a aktivacijom apoptoze sprjecavaju diobu stanice 1
umnazanje stanica-kéeri s mutacijom. Nakupljanje tumorskih stanica moze biti posljedica
aktivacije onkogena, inaktivacije tumor supresor gena, mutacije gena koji reguliraju apoptozu ili
poremecaja u popravku DNK (37).

VaZna uloga apoptoze u kancerogenezi prvi put je uofena zahvaljujuéi istrazivanjima
gena bcl-2 (engl. B cell lymphoma), ¢ija mutacija je otkrivena u stanicama folikularnog limfoma.
U normalnim stanicama protein bcl-2 inhibira apoptozu, a njegovo nakupljanje u citoplazmi

tumorskih stanica sprje¢ava odumiranje malignog klona (37).



Gen p53 prvi je tumor supresorski gen koji je povezan s apoptozom (37). Mutacija gena
pS3 prisutna je u veéini tumora i povezana je s uznapredovalim stadijem tumora i loSijom
prognozom pacijenata. Gubitak funkcije gena p53 povecava kromosomsku nestabilnost i dovodi
do nakupljanja razli¢itih oStecenja u stanici §to moze dovesti do zlocudne preobrazbe stanice
(37). Protein p53 potice proapoptotske gene kao §to je gen za bax i aktivira apoptozu u svrhu
odstranjivanja tumorskih stanica. ZraCenje i kemoterapija uzrokuju osSte¢enje DNK S§to aktivira
apoptozu preko proteina p53 u stanicama tumora, pa su tumori s mutacijom gena p53 rezistentniji
na kemoterapiju i zracenje (13).

Apoptoza je istrazivana u mnogim tumorima, ali rezultati brojnih studija nisu u suglasju.
Broj apoptotskih stanica na patohistoloSkom preparatu moze se izraziti apoptotskim indeksom
(AI) (38). U razli¢itim radovima apoptotski indeks se odreduje kao broj apoptotskih stanica na
1000 stanica (39), kao broj apoptotskih stanica u ukupnom broju tumorskih stanica (38) ili kao
broj apoptotskih stanica na 10 vidnih polja velikog povecanja (40). Budu¢i da je kaspaza 3
glavna izvr$na molekula apoptoze, mnogi autori su apoptotski indeks odredivali kvantifikacijom
kaspaza 3 pozitivnih apoptotskih stanica (41).

U posljednjih 10 godina otkriveno je da neki kemoterapeutici kao npr. doxorubicin poticu
apoptozu, a da su poremecaji u signalnim putevima apoptoze u tumorskim stanicama povezani s
rezistencijom na lijekove (42). Apoptoza je prisutna u spontanoj regresiji tumora i u tumorima
pacijenata koji su lije¢eni kemoterapijom (43). Lijekovi koji aktiviraju apoptozu preko "receptora
smrti" kao Sto je Fas receptor, aktiviraju apoptozu iskljucivo putem stupnjevite aktivacije kaspaza
(44,45). Medutim, neki cimbenici, ukljuuju¢i kemoterapeutike i odredene endogene
proapoptotske proteine kao $to su bax i1 bak, mogu aktivirati apoptozu kaspaza ovisnim i kaspaza

neovisnim putem (46).



1.2. EPITELNI TUMORI JAJNIKA

Tumori jajnika su histoloski i klini¢ki vrlo heterogena skupina. Klasifikacija Svjetske
zdravstvene organizacije temelji se na pretpostavci da odredeni tumori potjecu od pojedinih
struktura jajnika (47). Stoga se tumori jajnika histogenetski mogu svrstati u tri glavne skupine:
epitelno-stromalne tumore pokrovnog epitela (80%), tumore spolnih stanica (5%) 1 tumore
specijalizirane strome jajnika (10%). Tumori pokrovnog epitela jajnika ¢ine oko 60% svih
tumora jajnika i oko 90% svih zlocudnih tumora jajnika (48).

Zloc¢udni tumori pokrovnog epitela tj. karcinomi jajnika ¢ine 5% svih zlo¢udnih tumora u
zena 1 predstavljaju otprilike 30% svih karcinoma Zenskog spolnog sustava. U razvijenim
zemljama ima gotovo jednaku ucestalost kao karcinom tijela maternice (35%) i karcinom u$ca
maternice (27%). U ekonomski razvijenim drZzavama Sjeverne Amerike, Europe, Australije i
Novog Zelanda pojavnost karcinoma jajnika je najveca (15/100 000 Zena), dok je u Indiji 1 Kini
vrlo niska (2/100 000 Zena) (47). Donedavno je ucestalost karcinoma jajnika u cijelom svijetu
bila u neprekidnom porastu. U posljednjih nekoliko godina u razvijenim zemljama, poglavito u
zemljama sa visokom potroSnjom kontraceptiva, primijecen je lagani pad ucestalosti (49). U
Hrvatskoj, karcinom jajnika je peto najc¢esce sijelo karcinoma u zene. U 2006. godini, bilo je 440
novooboljelih, a incidencija 1 mortalitet u Hrvatskoj su u porastu (48). Karcinomi jajnika
najcesce se pojavljuju u Zena starijih od 50 godina kad im incidencija dramati¢no raste. Najveca
je u dobnoj skupini od 65-85 godina i iznosi 54 na 100 000 (48). Zene s karcinomom jajnika
imaju vrlo loSu prognozu s petogodisnjim preZivljenjem od 32% u Europi. Glavni razlog visoke
smrtnosti je Sto se preko 70% bolesnica u vrijeme postavljanja dijagnoze nalazi u
uznapredovalom klinickom stadiju (47).

Uzrok nastanka karcinoma jajnika nije poznat, ali je nekoliko ¢imbenika povezano s

porastom ili smanjenjem rizika za ovu bolest. Vecina epidemioloskih studija pokazuje da dob,



neplodnost, te karcinom jajnika, dojke i endometrija u obiteljskoj anamnezi povecavaju rizik za
nastanak epitelnog karcinoma ovarija. S druge strane, ve¢i broj poroda, dojenje i upotreba oralnih
kontraceptiva smanjuju rizik (49).

Prema klasifikaciji SZO epitelno-stromalni tumori jajnika dijele se u nekoliko skupina (tablica

1).
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Tablica 1. HistoloSka klasifikacija epitelno-stromalnih tumora pokrovnog epitela jajnika prema

SZ0 (47).
SEROZNI TUMORI SVIJETLOSTANICNI TUMORI
Dobroc¢udni Zloc¢udni
Cistadenom i papilarni cistadenom adenokarcinom
povrsinski papilom adenokarcinofibrom (maligni
adenofibrom i cistadenofibrom adenofibrom)

Atipi¢no proliferativni
cisticni tumor i papilarni cisti¢ni
povrsinski papilom
adenofibrom i cistadenofibrom
Zloc¢udni
adenokarcinom
povrsinski papilarni adenokarcinom
adenokarcinofibrom (zlo¢udni adenofibrom)

MUCINOZNI TUMORI
Zloc¢udni

adenokarcinom

adenokarcinofibrom (zlo¢udni adenofibrom)
Atipi¢no proliferativni

intestinalni tip

endocervikalni tip-slican
Dobroc¢udni

cistadenom

adenofibrom i cistadenofibrom
Mucinozni cisti¢ni tumor sa muralnim nodulima
Mucinozni cisti¢ni tumor sa pseudomiksomima
peritoneuma

ENDOMETRIOIDNI TUMORI
Zloéudni

adenokarcinom

adenokarcinofibrom (maligni adenofibrom)

zloéudni mezodermalni mijeSani tumor
(karcinosarkom)

adenosarkom

endometrioidni stromalni sarkom (niski
gradus-stupanj)

nediferencirani sarkom ovarija
Atipi¢no proliferativni

cisti¢ni tumor

adenofibrom i cistadenofibrom
Dobroc¢udni

cistadenom

adenofibrom i cistadenofibrom

Atipicno proliferativni

cisti¢ni tumor

adenofibrom i cistadenofibrom
Dobroc¢udni

cistadenom

adenofibrom i cistadenofibrom

TUMORI PRIJELAZNIH STANICA
Zlo¢udni

karcinom prijelaznih stanica (ne-
Brennerov tip)

zlo¢udni Brennerov tumor
Atipicno proliferativni

atipi¢no proliferativni Brennerov tumor

proliferativna varijanta-tip
Dobro¢udni

Brennerov tumor

metaplasti¢na varijanta

TUMORI SKVAMOZNIH STANICA
karcinom skvamoznih stanica
epidermoidna cista

MIJESANI EPITELNI TUMORI
Zloc¢udni

Atipi¢no proliferativni

Zlo¢udni

NEDIFERENCIRANI I

NEKLASIFICIRANI TUMORI
nediferencirani karcinom
adenokarcinom
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Glavna znacajka klasifikacije SZO je da epitelne tumore odredenog histoloskog tipa
razvrstava u tri skupine prema bioloSkom ponaSanju: dobrocudne, atipi¢no proliferativne i
zlo¢udne tumore. Srednja Zivotna dob u kojoj se pojavljuju dobrocudni epitelni tumori je 45
godina, a atipi¢no proliferativni tumori 50 godina. Zlo¢udni tumori jajnika ve¢inom nastaju u
perimenopauzi i postmenopauzi (50). Atipi¢no proliferativni tumori jajnika imaju izrazitiju
stani¢nu proliferaciju nego odgovaraju¢i dobro¢udni oblici, ali nemaju invaziju strome (51).

Da bi se tumor patohistoloski oznacio kao atipi¢no proliferativni, mora zadovoljavati barem
dva od ovih kriterija:

e pupanje epitela — proliferacija epitela u obliku malih papila, bez vezivne strome, sa

sklonos¢u odvajanja pojedinacnih stanica ili nakupina stanica u lumen Supljina,

e viseslojnost epitela, i na povrSini papila i na povrsini Supljina,

e mitotska aktivnost,

e atipija jezgara s poremecenim odnosom veli¢ine jezgra/citoplazma, promijenjenim

sadrzajem i izgledom kromatina, te promijenjenim oblikom, veli¢inom i brojem jezgrica.

Vazno je naglasiti da opisanim promjenama mora biti obuhva¢eno najmanje 10%
pregledanog materijala da bi se tumor svrstao u atipi¢no proliferativni. U patohistoloskoj analizi
tumora jajnika najkriti¢nija toc¢ka je procjena prisutnosti stromalne invazije koja odreduje razliku
izmedu atipi¢no proliferativnih tumora i karcinoma (48).

Atipi¢no proliferativni tumori, seroznog tipa i rjede mucinoznog endocervikalnog tipa, u
tre¢ine oboljelih mogu imati implantate po potrbusnici. Dugo se vjerovalo da peritonealne
promjene nastaju implantacijom tumorski stanica ili dijelova tumora jajnika. Danas prevladava
miSljenje da su rezultat multicentricne neoplasticne preobrazbe peritoneja. U prilog
multicentricnom nastanku, tj. neoplasticnom poticaju koji zahvaca cijeli Miillerov sustav govori
nalaz peritonealnih implantata uz atipicno proliferativne tumore jajnika u kojih se tumorsko tkivo

ne nalazi na povrsini jajnika, nalaz peritonealnih seroznih atipi¢no proliferativnih i zlo¢udnih
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tumora u kojima jajnici nisu zahvaéeni ili su zahvaceni minimalno, nastanak tumora u Zena ¢iji
su jajnici odstranjeni i tridesetak godina prije razvoja izvanovarijskih seroznih tumora, te

ponekad istovremeni nastanak karcinoma jajovoda ili endometrija (50).

1.2.1. Serozni tumori jajnika

Serozni tumori jajnika Cine otprilike polovicu svih epitelno-stromalnih tumora. Od
ukupnog broja njih 50% je dobro¢udno, tre¢ina zlocudno, a ostali su atipi¢no proliferativni (48).

Dobrocudni serozni tumori jajnika obi¢no su unilokularne ciste glatke i sjajne povrSine.
Mikroskopski su gradeni od tanke vezivne stjenke oblozene cilindricnim epitelom, koji podsjeca
na epitel jajovoda ili niskim kubi¢nim epitelom koji odgovara pokrovnom epitelu jajnika. U
Supljini se mogu naci 1 Siroke Cvrste resice, oblozene cilindri¢nim ili niskim kubi¢nim epitelom
na povrsini. Vec¢ina dobrocudnih seroznih tumora jajnika nastaje u dobi od 40. do 60. godine.
Asimptomatski su i otkriju se uglavnom slu¢ajno pri rutinskom ultrazvu¢nom pregledu (51).

Atipi¢no proliferativni serozni tumori jajnika (slika 1) na unutrasnjoj i/ili vanjskoj
povrsini ciste imaju njezne, mrvljive resice. Nalaz solidnih ZariSta, opseznih podrucja nekroze, te
prirastanje tumora uz okolne organe obiljezja su moguce zlocudnosti. Osnovna histoloSka
obiljezja su atipija i proliferacija epitela, ali bez destrukcije i invazije strome. Prosjecna dob
pacijentica sa ovim tumorom je u prosjeku 15 godina niza od pacijentica sa seroznim
karcinomom jajnika. Klinicki su gotovo uvijek asimptomatski, a kod mladih pacijentica mogu
biti povezani s neplodnoS¢u (47). Atipi¢no proliferativni serozni tumori su u oko 30% slucajeva
udruZeni sa peritonealnim implantatima, koji odreduju prognozu ovih tumora jajnika. Implantati
se dijele u neinvazivne i1 invazivne, a neinvazivni u epitelne 1 dezmoplasti¢ne. Uz mikropapilarne
tumore, obi¢no se nalaze invazivni implantati. Invazivni implantati smanjuju desetogodiSnje

prezivljenje pacijentica s atipicno proliferativnim seroznim tumorom jajnika na svega 35% (47).
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Zlo¢udni serozni tumori jajnika (slika 2) u pravilu su razli¢ite veli¢ine i mogu biti u
rasponu od malih (2 do 3 cm) do izrazito velikih. Uglavnom su dijelom cisti¢ni, dijelom solidni s
podrucjima krvarenja i nekroze. Mozemo ih klasificirati kao dobro, srednje i slabo diferencirane
tumore. Dobro diferencirani tumori su solidni i cisti¢ni s papilama unutar cisticnih podrucja. Za
razliku od atipi¢no proliferativnih seroznih tumora, papile su razgranatije i celularnije sa
oskudnom vezivnom stromom. U slabo diferenciranim tumorima najée$¢e nalazimo solidne
nakupine slabo diferenciranih stanica s opseznim podrucjima nekroze i krvarenja. Ukupno
petogodisnje prezivljenje pacijentica sa zlo¢udnim seroznim tumorom jajnika je oko 35% (47), a
drasti¢no opada ukoliko se tumor otkrije u uznapredovalom klini¢kom stadiju (FIGO stadij III i
IV), koji se ne moze kirurski lijeciti (49).

Istrazivanja na karcinomima jajnika danas nastoje rijeSiti dva osnovna problema. Prvi,
kako prona¢i nove biljege koji bi omogucili probir pacijentica 1 otkrivanje bolesti u ranom
stadiju. Drugi, kako otkriti nove prognosticke i prediktivne parametre kojim bi se odredili
agresivni 1 rezistentni tipovi karcinoma, a §to bi u konacnici vodilo individualnom pristupu u

dijagnozi i terapiji svake pacijentice (52).
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Slika 1. Atipi¢no proliferativni serozni tumor jajnika (4x, HE).

Slika 2. Zlo¢udni serozni tumor jajnika (10x, HE).
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1.2.2. Apoptoza u seroznim tumorima jajnika

Svrha vecine istrazivanja apoptoze u seroznim tumorima jajnika je unaprjedenje terapije
bududi da je prognoza ovih pacijentica vrlo losa unato¢ provedenoj terapiji (53).

U 50-90% uznapredovalih seroznih karcinoma jajnika mutiran je gen p53. Inaktivacija
gena p53 pronadena u obiteljskom i sporadi¢nom karcinomu jajnika. Ekspresija proteina p53
najviSe je istrazivana imunohistokemijskim bojanjem u brojnim klinickim studijama
(53,54,55,56), jer se smatra da je apoptoza koju poti¢e neophodna za uspjesnu kemoterapiju.

Takoder, dokazano je da u seroznim karcinomima jajnika postoji statisticki znacajna
korelacija izmedu apoptotskog i mitotskog indeksa, a tumori s loSijom prognozom imali su veci
apoptotski indeks (56). Istrazivanja na stanicnim kulturama karcinoma jajnika pokazuju da je
kaspazna aktivnost i1 apoptotski indeks znacajno smanjen u rezistentnim stani¢nim kulturama
karcinoma jajnika u odnosu na one koje su dobro reagirale na terapiju cisplatinom. Iz ovoga
proizlazi da smanjena aktivnost kaspaze 3 moze biti povezana sa rezistencijom ovarijskih
karcinoma na tumorsku terapiju kemoterapeuticima (57).

U vecini ostalih istraZivanja tumori ovarija nisu bili razvrstani po histoloskom tipu. Ta
istrazivanja su pokazala da je u tumorskim stanicama inaktiviran put apoptoze koji se odvija
preko apoptosoma (58), a kaspaza 3 i p21 smatraju se neovisnim prognostickim faktorom za
prezivljenje i progresiju bolesti (53). Protein p21 je inhibitor ciklin-ovisne kinaze, te dovodi do
zaustavljanja stanicnog ciklusa nakon oSte¢enja DNK. Kao faktor koji zaustavlja proliferaciju
ima vaznu ulogu tijekom razvoja tumora. Usko je povezan sa funkcijom proteina p53, te moze
djelovati kao inhibitor p53 ovisne apoptoze (59).

Do danas nije provedeno istrazivanje apoptotskih puteva u tumorima jajnika razvrstanih
prema histoloSkom tipu i bioloskom potencijalu. Takva istrazivanja doprinijela bi razumijevanju
mehanizama rezistencije tumorskih stanica na lijekove koji kao glavni cilj imaju indukciju

apoptoze.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA I HIPOTEZA

2.1.  Ciljevi istrazivanja

U ovom radu cilj je bio imunohistokemijski istraziti postoje li kaspaza 3 negativne
apoptotske stanice u atipicno proliferativnim seroznim tumorima i invazivnim seroznim
tumorima jajnika, te odrediti koliki je njthov udio u oba tipa tumora. Takoder, cilj je bilo
usporediti aktivnost kaspaze 3 u apoptotskim stanicama tumora jajnika razli¢itog bioloskog
ponasanja. Istrazivanje aktivnosti kaspaze 3 1 apoptoze u tumorima razliitog bioloskog
ponaSanja omogucilo bi bolje razumijevanje apoptotskih puteva u kancerogenezi ovih tumora 1
tako doprinijelo preciznijoj klasifikaciji tumora, te razvoju i primjeni ciljanih antitumorskih
lijekova. U cilju ostvarenja gore navedenog:

1. istrazena je aktivnost kaspaze 3 u apoptotskim stanicama atipi¢no proliferativnih
seroznih tumora i invazivnih seroznih tumora jajnika, i odreden je njihov broj na
1000 tumorskih stanica,

2. istrazeno je postojanje kaspaza 3 negativnih apoptotskih stanica u atipicno
proliferativnim seroznim tumorima i invazivnim seroznim tumorima jajnika, i
odreden je njihov broj na 1000 tumorskih stanica,

3. usporeden je broj kaspaza 3 pozitivnih i kaspaza 3 negativnih apoptotskih stanica
u atipicno proliferativnim seroznim tumorima i invazivhim seroznim tumorima

jajnika.

2.2. Hipoteza
Temeljna pretpostavka predloZenog istrazivanja je da u seroznim tumorima jajnika pronalazimo
kaspaza 3 negativne apoptotske stanica, te da je njihov udio ve¢i kod invazivnih seroznih tumora

nego kod atipi¢no proliferativnih seroznih tumora jajnika. Moguce objasnjenje ove pretpostavke
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je Sto tijekom tumorske progresije dolazi do poremecaja u apoptotskim putevima Sto za

posljedicu ima izbjegavanje kaspaza 3 ovisne apoptoze kako bi tumorska stanica izbjegla smrt.
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3. SADRZAJIMETODE

3.1.  Prikupljanje materijala

Istrazivanje je provedeno u Klinickom zavodu za patologiju, sudsku medicinu i citologiju
KBC Split primjenom imunohistokemijske metode istrazivanja na parafinskim presjecima
seroznih tumora jajnika pacijentica operiranih na Klinici za zenske bolesti i porode KBC Split u
razdoblju od 1989.-2005. godine.

U svrhu istrazivanja:

1. pregledana je arhiva patohistoloskih nalaza i prema njihovom broju iz arhive su
izdvojena stakalca s uzorcima tkiva bojena hemalaun eozinom, mikroskopskim
pregledom uzoraka tkiva odabrani su presjeci tumorskog tkiva, a prema odabranom
presjeku izdvojene su parafinske kocke,

2. tumori su podijeljeni po bioloskom ponasanju na atipi¢no proliferativne serozne tumore i
invazivne serozne tumore jajnika prema SZO klasifikaciji (47),

3. parafinski rezovi odabranih tumora bojeni su primarnim protutijelom za aktivni oblik
kaspaze 3, a kao pozitivna kontrola koriSteno je tkivo tonzile,

4. svjetlosnim mikroskopom analizirane su kaspaza 3 pozitivne i kaspaza 3 negativne
apoptotske stanice, te je semikvantitativnim putem odreden njihov broj (broj apoptotskih

stanica na 1000 tumorskih stanica).

3.2. Materijali

Materijal za analizu u ovoj studiji bili su parafinski presjeci seroznih tumora jajnika
pacijentica operiranih na Klinici za Zenske bolesti i porode KBC Split u razdoblju od 1989-2005.
godine. Nakon revizije patohistoloskih nalaza odredene su dvije skupine seroznih tumora jajnika

prema njihovom bioloSkom ponaSanju prema SZO (47). U skupini atipi¢no proliferativnih
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seroznih tumora jajnika bilo je 24 pacijentice, a u skupini zlo¢udnih seroznih tumora jajnika 26
pacijentica. Komadi¢i tkiva u parafinskim kockama uzeti su iz seroznih tumora jajnika bolesnica
operiranih na Klinici za Zenske bolesti i porode KBC Split. Tumorsko tkivo je fiksirano u 4%-
tnom paraformaldehidu tijekom 24 sata, a potom ispirano u 0,1 M fosfatnom puferu. Nakon
dehidracije u uzlaznim koncentracijama alkohola i ksilolu, materijali su uklopljeni u parafin na
56°C.

Parafinske kocke su izrezane na rezove debljine od 4-6 um 1 prilijepljene na silanizirana

predmetna stakalca (Adheesion Microscope Slides, Marlenfeld GmbH&Co.KG. Germany).

3.3. Metoda imunohistokemije

Parafinski rezovi seroznih tumora jajnika debljine 3-4 pm su nakon deparafinizacije u
ksilolu 1 rehidracije kroz alkohole silazne koncentracije, kuhani u natrij citratu tijekom 10-30
min. Inkubacijom u 3 %-tnom H,0O, (30 min na sobnoj temperaturi) inaktivirana je endogena
peroksidaza. Nakon toga presjeci su isprani u otopini fosfatnog pufera (PBS) i inkubirani
primarnim protutijelom za aktivni oblik kaspaze-3 u razrjedenju 1:700 (AF835, R&D Systems,
Minneapolis, USA), u vlaznoj atmosferi preko no¢i na 4°C. Nakon ispiranja u PBS-u, rezovi su
inkubirani s odgovaraju¢im biotiniziranim sekundarnim protutijelom 35 minuta na sobnoj
temperaturi (Anti-Rabbit K4003, DAKO Envision HRP, Denmark). Kao pozitivna kontrola
koristilo se tkivo tonzile. Obojeni uzorci analizirani su svjetlosnim mikroskopom Olympus BX40
(Olympus, Tokio, Japan). Na 1000 tumorskih stanica izbrojane su kaspaza 3 pozitivne i kaspaza
3 negativne apoptotske stanice. Kaspaza 3 izrazaj procijenjen je nalazom smede citoplazmatske i
perinuklearne obojenosti apoptotskih stanica. Svako bojenje apoptotske stanice interpretirano je
kao pozitivno bez obzira na intenzitet, dok je nedostatak obojenosti u apoptotskim stanicama

opisivan kao kaspaza 3 negativna apoptotska stanica. Za svaki preparat izbrojeno je najmanje
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1000 tumorskih stanica na velikom povecanju (x40), te je izraunat postotak kaspaza 3 pozitivnih

1 negativnih apoptotskih stanica.

3.4.  Statisticki postupci

U testiranju rezultata koriSten je Spearmanov korelacijski test i Mann-Whitneyev test.
Statisticka znacajnost odredena je s vrijednoS¢u p<0.05. Za analizu navedenih rezultata koristen je
Statisticki paket za drustvene znanosti, verzija 11.0 (SPSS Inc.,Chicago, IL USA).

Analizirana je:

1. Povezanost broja kaspaza 3 pozitivnih apoptotskih stanica i kaspaza 3 negativnih
apoptotskih stanica u atipi¢no proliferativnim seroznim tumorima (Spearmanov
test).

2. Povezanost broja kaspaza 3 pozitivnih apoptotskih stanica i kaspaza 3 negativnih
apoptotskih stanica u invazivnim seroznim tumorima (Spearmanov test).

3. Usporedba broja kaspaza 3 pozitivnih apoptotskih stanica izmedu dvije skupine
tumora (Mann-Whitneyev test).

4. Usporedba broja kaspaza 3 negativnih apoptotskih stanica izmedu dvije skupine
tumora (Mann-Whitneyev test).

5. Usporedba apoptotskog indeksa izmedu dvije skupine tumora (Mann-Whitneyev

test).
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4. REZULTATI

4.1. Opdée karakteristike uzoraka

U ovo istrazivanje ukljuceno je 50 pacijentica sa seroznim tumorom jajnika. Pacijentice
su operirane u KB Split od 1995.-2005. godine.

Raspodjela pacijentica sa seroznim tumorima jajnika napravljena je na osnovi
patohistoloSke revizije HE preparata seroznih tumora jajnika odabranih pacijentica.

U skupini atipi¢no proliferativnih seroznih tumora jajnika bilo je 24 pacijentice, a u
skupini zloudnih seroznih tumora jajnika 26 pacijentica.

U obje skupine seroznih tumora jajnika pronadene su kaspaza 3 pozitivne i kaspaza 3
negativne apoptotske stanice (slika 3-6).

U jednom zlo¢udnom seroznom tumoru nije pronadena niti jedna apoptotska stanica,

medu pregledanim i izbrojenim tumorskim stanicama.
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Slika 3. Atipi¢no proliferativni serozni tumor jajnika. Imunohistokemijsko
bojanje s protutijelom za aktivnu kaspazu 3. Kaspaza 3 pozitivna apoptotska

stanica (crna strelica) (100x).

Slika 4. Atipic¢no proliferativni serozni tumor jajnika. Imunohistokemijsko bojanje
s protutijelom za aktivnu kaspazu 3. Kaspaza 3 pozitivna apoptotska stanica (crna

strelica) 1 kaspaza 3 negativna apoptotska stanica (crvena strelica) (20x).
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Slika S. Zlo¢udni serozni tumor jajnika. Imunohistokemijsko bojanje s
protutijelom za aktivnu kaspazu 3. Kaspaza 3 negativna apoptotska stanica

(crna strelica) (100x).

Slika 6. Zloc¢udni serozni tumor jajnika. Imunohistokemijsko bojanje s
protutijelom za aktivnu kaspazu 3. Kaspaza 3 pozitivna apoptotska stanica

(crna strelica) 1 kaspaza 3 negativna apoptotska stanica (crvena strelica) (100x).
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4.2.

Izrazaj kaspaze 3 u apoptotskim stanicama atipi¢no proliferativnih seroznih

tumora jajnika

Raspon broja kaspaza 3 pozitivnih apoptotskih stanica na 1000 izbrojenih tumorskih

stanica u 24 atipi¢no proliferativna serozna tumora jajnika bio je od 3 do 28 §to ukazuje na

¢injenicu da su svi tumori imali kaspaza 3 pozitivne apoptotske stanice (slika 7).
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Slika 7. Dijagram prikazuje broj kaspaza 3 pozitivnih apoptotskih stanica u atipi¢no

proliferativnim seroznim tumorima i zlo¢udnim seroznim tumorima jajnika.
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Raspon broja kaspaza 3 negativnih apoptotskih stanica na 1000 izbrojenih tumorskih

stanica u 24 atipi¢no proliferativna serozna tumora jajnika bio je od 0 do 14 (slika 8).
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Slika 8. Dijagram prikazuje broj kaspaza 3 negativnih apoptotskih stanica u atipi¢no

proliferativnim seroznim tumorima i zlo¢udnim seroznim tumorima jajnika.
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U 13 tumora od ukupno 24 (54%) nisu pronadene kaspaza 3 negativne apoptotske stanice.
Apoptotski indeks atipi¢no proliferativnih seroznih tumora bio je od 0.3 % do 3.2 % (slika 9).

Medijani izmjerenih varijabli prikazani su u Tablici 2.
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Slika 9. Dijagram prikazuje Al (%) u atipi¢no proliferativnim seroznim tumorima i

zlo¢udnim seroznim tumorima jajnika.

Tablica 2. U tablici su prikazani medijani mjerenih varijabli za atipi¢no proliferativne i

zlo¢udne serozne tumore jajnika.

MEDIJANI
tip tumora kaspaza 3 poz. apop. kaspaza 3 neg. apop. Al
atipi¢no
proliferativni 6 0 0.850
zlo¢udni 12.5 5 1.850
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4.3. lIzrazaj kaspaze 3 u apoptotskim stanicama zlo¢udnih seroznih

tumora jajnika

Zlo¢udni serozni tumori jajnika imali su raspon od O do 44 kaspaza 3 pozitivhe
apoptotske stanice na 1000 izbrojenih tumorskih stanica. (slika 7)

Raspon broja kaspaza 3 negativnih apoptotskih stanica na 1000 izbrojenih tumorskih
stanica u 26 zlo¢udnih seroznih tumora jajnika bio je od 0 do 24 (slika 8), od Cega pet tumora
(19%) nije imalo kaspaza 3 negativne apoptotske stanice. Apoptotski indeks zlo¢udnih seroznih
tumora jajnika bio je od 0% do 4,4% (slika 9). Medijani izmjerenih varijabli prikazani su u

Tablici 2.

4.4. Statisticka analiza izmjerenih varijabli

Povezanost broja kaspaza 3 pozitivnih apoptotskih stanica i kaspaza 3 negativnih apoptotskih
stanica unutar pojedine skupine tumora nije pokazao statisticki znac¢ajnu korelaciju (Spearmanov test,
p>0.05).

Broj kaspaza 3 pozitivnih apoptotskih stanica veéi je u skupini zlocudnih seroznih tumora
jajnika, nego u skupini atipi¢no proliferativnih seroznih tumora jajnika Sto je pokazao Mann-
Whitney-ev test usporedbe dvije skupine tumora sa statistickom znacajnoséu p=0.011.

Broj kaspaza 3 negativnih apoptotskih stanica statistiCki je znacajno vec¢i u skupini
zlo¢udnih seroznih tumora $to je takoder pokazao Mann-Whitney-ev test usporedbe dvije
skupine tumora sa statistickom znacajnos¢u p=0.001.

Apoptotski indeks zlocudnih seroznih tumora jajnika pokazao je statisticki znacajnu

razliku u odnosu na atipi¢no proliferativne serozne tumore jajnika (Mann-Whitney test, p=0.001).
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3. RASPRAVA

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da je apoptotski indeks seroznih zlo¢udnih tumora
jajnika statisti¢ki znacajno veéi u odnosu na apoptotski indeks seroznih atipi¢no proliferativnih
tumora, $to je u skladu s dosadasnjim studijama koje su istrazivale apoptozu u tumorima jajnika
razlic¢itog bioloskog potencijala (60,61).

U apoptozi tumora kaspaza 3 se smatra najznacajnijom kaspazom i najvise je istrazivana.
(62). Materna i sur. su pokazali da pacijentice u ¢ijim tumorima nije dokazana aktivna kaspaza 3
imaju bolju prognozu i ukupno prezivljenje. Zakljucili su da manje agresivni tumori imaju manji
broj apoptotskih stanica. Kod pacijentica koje su primile kemoterapiju njih 47% imalo je izrazaj
kaspaze 3 u vise od 50% tumorskih stanica, $to je statisticki znacajno utjecalo na bolju prognozu
i ukupno prezivljenje ovih pacijentica, a autori su zakljucili da su kemoterapeutici potakli
kaspaza ovisnu apoptotsku smrt tumorskih stanica (53).

Medutim, Devarajan 1 sur u istrazivanjima karcinoma dojke u 75% slucajeva nisu
dokazali kaspazu 3 Sto smatraju jednim od znacajnih razloga za rezistenciju ovih tumora na
citostatike koji poti¢u stani¢nu smrt apoptozom (63). I druge studije na staniénim kulturama
razlicitih tumora pokazale su da je inaktivacija kaspaze 3 povezana s rezistencijom na tumorsku
terapiju (57,63,64), pa su najnovija istrazivanja usmjerena na neke druge molekule koje u stanici
mogu izazvati apoptozu kaspaza-neovisnim putem (65).

U ovom istrazivanju u obje skupine tumora pronadene su kaspaza 3 negativne apoptotske
stanice 1 to u 81% zlo¢udnih seroznih tumora jajnika (21 od 26 tumora) i 46% atipicno
proliferativnih seroznih tumora jajnika (11 od 24 tumora). Ova ¢injenica upucuje na prisutnost
kaspaza 3 neovisnog puta apoptoze u oba tipa tumora, $to je vazno ako se uzme u obzir da je cilj
terapijskog pristupa poticanje samo kaspaza ovisne apoptoze. Broj kaspaza 3 negativnih

apoptotskih stanica bio je statisticki znacajno ve¢i (Mann-Whitney test, p=0.001) u zlo¢udnim
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seroznim tumorima jajnika (medijan-6) u odnosu na atipi¢no proliferativne serozne tumore
jajnika (medijan-0). Prisutnost kaspaza 3 negativnih apoptotskih stanica u dijelu atipi¢no
proliferativnih seroznih tumora jajnika (46% od ukupnog broja tumora) je znacajna, jer bi mogla
barem dijelom objasniti dosadasnja saznanja o ovim tumorima koji se u literaturi opisuju kao
homogena skupina tumora iako se s obzirom na prognozu i odgovor na terapiju ponasaju razli¢ito
(47).

Vazno je spomenuti da u ovom istrazivanju kaspaza 3 pozitivne i kaspaza 3 negativne
apoptotske stanice unutar pojedine skupine nisu u korelaciji jer su rezultati imunohistokemijskog
bojenja pokazali da pojedini tumori mogu imati kaspaza 3 pozitivhu apoptozu i kaspaza 3
negativnu apoptozu istovremeno, te da ovi procesi ne iskljuuju jedan drugoga. U dosadaSnjim
istrazivanjima pokazano je da iako kaspaza ovisni 1 kaspaza neovisni put djeluju istovremeno,
kaspaza ovisni put moze biti manje u€inkovit tijekom kemoterapije koja za cilj ima indukciju
apoptoze ovisne o kaspazama (66). Analizom na$ih rezultata moze se zakljuciti da u tumorima
jajnika koegzistiraju oba puta apoptoze .

U ovom radu dokazano je da kaspaza neovisni put postoji u seroznim tumorima jajnika, te
da je izraZeniji u zlo¢udnim seroznim tumorima jajnika Sto bi upucivalo na ¢injenicu da se u
progresiji tumora jajnika dogadaju promjene u apoptotski putevima. Atipi¢no proliferativni
serozni tumori su heterogena skupina s obzirom na pojavu kaspaza 3 negativnih apoptotskih
stanica. Kaspaza 3 negativnih apoptotskih stanica ima zna¢ajno manje u atipi¢no proliferativnim
seroznim tumorima jajnika u odnosu na zloudne serozne tumore jajnika Sto je sukladno do sada
provedenim istrazivanjima da odredeni putevi apoptoze mogu biti inaktivirani u razli¢itim
stadijima tumora (67).

U daljnjim istraZzivanjima bilo bi vazno istraZiti povezanost kaspaza 3 negativnih

apoptotskih stanica s prognozom i terapijskim odgovorom u ovih pacijentica u obje skupine
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tumora jajnika, jer bi dobiveni rezultati o promjenama u apoptotskim putevima mogli doprinijeti

istrazivanju tumorske terapije i reklasifikaciji atipi¢no proliferativnih tumora jajnika.
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6. ZAKLJUCCI

Apoptotski indeks zlo¢udnih seroznih tumora jajnika (med (Al (%))-1.850) je statisticki
znacajno vec¢i u odnosu na apoptotski indeks atipicno proliferativnih seroznih tumora
jajnika (med ( Al (%))- 0.850) Sto potvrduje pretpostavku da tumori benignijeg bioloskog

ponaSanja imaju manji broj apoptotskih stanica.

U skupini zlocudnih seroznih tumora jajnika 1 u skupini atipi¢no proliferativnih seroznih
tumora jajnika pronadene su kaspaza 3 negativne apoptotske stanice Sto potvrduje

pretpostavku da u tumorima jajnika postoji kaspaza neovisni put apoptoze.

Broj kaspaza 3 negativnih apoptotskih stanica odreden je u 81% zloc¢udnih seroznih
tumora jajnika 1 46% atipicno proliferativnih seroznih tumora jajnika. Ukupni broj
kaspaza 3 negativnih apoptotskih stanica statisticki je znacajno ve¢i u skupini zlo¢udnih
seroznih tumora jajnika u odnosu na skupinu atipi¢no proliferativnih seroznih tumora

jajnika (Mann Whitney test, p=0.001).

Unutar jedne skupine tumora broj kaspaza 3 pozitivnih i kaspaza 3 negativnih apoptotskih
stanica nije u korelaciji $to upucuje na moguénost da u pojedinim tumorima moze biti

istovremeno aktivan kaspaza ovisni i kaspaza neovisni put apoptoze.
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7. SAZETAK

Cilj: Cilj istrazivanja bio je imunohistokemijski istraziti postoje i kaspaza 3 negativne
apoptotske stanice u atipi¢no proliferativnim seroznim tumorima i invazivnim seroznim
tumorima jajnika, te odrediti koliki je njihov udio u oba tipa tumora.

Metode: Istrazivanje je provedeno u Klini¢kom zavodu za patologiju, sudsku medicinu i
citologiju KBC Split primjenom imunohistokemijske metode istrazivanja na parafinskim presjecima
seroznih tumora jajnika pacijentica operiranih na Klinici za Zenske bolesti i porode KBC Split u
razdoblju od 1989.-2005. godine. Nakon revizije patohistoloskih nalaza tumori su podijeljeni po
bioloskom ponasanju na atipi¢no proliferativne serozne tumore i invazivne serozne tumore jajnika
prema SZO Kklasifikaciji. U skupini atipi¢no proliferativnih seroznih tumora jajnika bilo je 24
pacijentice, a u skupini zlo¢udnih seroznih tumora jajnika 26 pacijentica. Parafinski rezovi odabranih
tumora bojeni su primarnim protutijelom za aktivni oblik kaspaze 3, a kao pozitivna kontrola
koriSteno je tkivo tonzile. Svjetlosnim mikroskopom analizirane su kaspaza 3 pozitivne i kaspaza 3
negativne apoptotske stanice, te je semikvantitativnim putem odreden njihov broj (broj apoptotskih
stanica na 1000 tumorskih stanica). Svako bojenje apoptotske stanice interpretirano je kao pozitivno
bez obzira na intenzitet, dok je nedostatak obojenosti u apoptotskim stanicama opisivan kao kaspaza 3
negativna apoptotska stanica. Za analizu navedenih rezultata koristen je Statisticki paket za druStvene
znanosti, verzija 11.0 (SPSS Inc.,Chicago, IL USA). Statisticka znaCajnost odredena je s vrijednos¢éu
p<0.05.

Rezultati: Rezultati istrazivanja utvrdili su da u obje skupine seroznih tumora jajnika
pronalazimo kaspaza 3 negativne apoptotske stanice.

Apoptotski indeks zlo¢udnih seroznih tumora jajnika (med (Al (%))-1.850) je statisticki
znacajno veci u odnosu na apoptotski indeks atipi¢no proliferativnih seroznih tumora jajnika (med (

Al (%))- 0.850).
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Broj kaspaza 3 negativnih apoptotskih stanica odreden je u 81% zlo¢udnih seroznih tumora
jajnika 1 46% atipi¢no proliferativnih seroznih tumora jajnika. Ukupni broj kaspaza 3 negativnih
apoptotskih stanica statisticki je znacajno vec¢i u skupini zlocudnih seroznih tumora jajnika u odnosu
na skupinu atipi¢no proliferativnih seroznih tumora jajnika (Mann Whitney test, p=0.001).

Unutar jedne skupine tumora broj kaspaza 3 pozitivnih i kaspaza 3 negativnih apoptotskih
stanica nije u korelaciji $§to upucuje na mogucénost da u pojedinim tumorima moze biti istovremeno
aktivan kaspaza ovisni i kaspaza neovisni put apoptoze.

Zakljucak: U ovom radu dokazano je da kaspaza neovisni put postoji u seroznim
tumorima jajnika, te da je izrazeniji u zloCudnim seroznim tumorima jajnika $to bi upucivalo na
¢injenicu da se u progresiji tumora jajnika dogadaju promjene u apoptotski putevima. Takoder je
vazno spomenuti da kaspaza 3 pozitivne i kaspaza 3 negativne apoptotske stanice unutar pojedine
skupine tumora nisu u korelaciji iz ¢ega mozemo zakljuciti da u tumorima jajnika koegzistiraju

oba puta apoptoze.
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8. SUMMARY

Aim: The aim of this study was to determine the immunohistochemical expression of
active caspase 3 in borderline and invasive serous ovarian tumors and to define their proportion
in both types of ovarian tumors.

Methods: This investigation was conducted in Department of Pathology, University
Hospital of Split. Immunohistochemical staining was performed on paraffin-embedded tissue
samples of serous ovarian tumors from patients operated between 1989 and 2005 at Clinic of
Gynaecology and Obstetrics, University Hospital of Split.

After revision of pathohistological findings tumors were divided by biological behavior into the
borderline and invasive serous ovarian tumors by WHO classification. Borderline tumor group
had 24 patients while invasive tumor group had 26 patients.

Paraffin-embedded tissue samples of selected tumors were stained by active caspase 3 primary
antibody; tonsilar tissue was used as positive control.

Apoptotic cells were detected by light microscopy and determined as caspase positive or negative
cells. Immunohistochemical results were scored semi-quantitatively (the number of apoptotic
cells on 1000 tumors cells). Each staining of apoptotic cells was considered positive regardless
the intensity of staining itself. Lack of staining in apoptotic cells was determined as caspase 3
negative apoptotic cells. Data were analyzed using SPSS version 11.0 and statistical significance
was determined as p<0.05.

Results: In both groups of serous ovarian tumors we ascertain caspase 3 negative
apoptotic cells.

Apoptotic index of invasive serous ovarian tumors (med (Al (%))-1.850) was
significantly higher than apoptotic index of borderline serous ovarian tumors (med (Al (%))-

0.850).
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In a group of invasive serous ovarian tumors 81 % of them expressed caspase 3 negative
cells in comparison with 46% of borderline serous ovarian tumors.

The total number of caspase 3 negative apoptotic cells was significantly higher in a group
of invasive serous ovarian tumors comparing to group of borderline serous ovarian tumors (Mann
Whitney test, p=0.001).

Among one group of tumors the number of caspase 3 positive and caspase 3 negative
apoptotic cells was not in correlation. This finding implies the possibility of caspase-dependent
and caspase-independent apoptotic pathway in the same tumor.

Conclusion: This study proves that caspase-independent pathway exists in serous ovarian
tumors with higher expression among invasive serous ovarian tumors. This finding implies that
during tumor progression changes in apoptotic pathways appears.

Caspase 3 positive and caspase 3 negative apoptotic cells within each group of tumors are not in

correlation proving that both apoptotic pathways coexist in serous ovarian tumors.
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KONGRESI

16th EUROCONFERENCE ON APOPTOSIS and 5th SWISS APOPTOSIS
MEETING & 5th Training course on ” Concepts and Methods in Programmed Cell
Death” ; Bern, Switzerland, September 6-9, 2008.

- poster "Caspase 3 immunohistochemical expression in borderline and

invasive serous ovarian tumors *~ Ana Cari¢, Ana Polji¢anin, Vana Kosta,

Ivana Provi¢, Snjezana Tomi¢, Katarina Vilovié¢
OSTALE AKTIVNOSTI I VJESTINE

e aktivno sluZzenje engleskim i talijanskim jezikom

e poznavanje rada na PC-u



