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KLINICKI TOK KARCINOMA JAJNIKA U ZAVISNOSTI OD PATOHISTOLOSKIH I
IMUNOHISTOHEMIJSKIH KARAKTERISTIKA TUMORA

Uvod: Karcinom jajnika je osmi po ucestalosti maligni tumor u svetu, peti naj¢esci tip
karcinoma kod zena i Cetvrti najce$¢i uzrok smrti od karcinoma kod Zena. Kod ranog
otkrivanja i lecenja karcinoma jajnika, pre nego Sto se proSiri van primarne lokalizacije,
petogodisnja relativna stopa prezivljavanja iznosi 92%. Nazalost, samo 15% svih karcinoma
jajnika otkriva se u ranoj fazi. Primeceno je da je prezivljavanje vece kod Zena mladih od 65
godina, nego kod starijih i varira u zavisnosti od morfoloskog tipa karcinoma jajnika, opsteg
zdravstvenog stanja i stadijuma raSirenosti bolesti u vreme postavljanja dijagnoze. Tacan
uzrok nastanka karcinoma jajnika jo$ uvek nije nepoznat, ali mnogi faktori rizika povezani su

sa nastankom ovog malignoma.

Cilj istrazivanja je analiza klinickih i patoloskih karakteristika karcinoma jajnika,
utvrdivanje ekspresije Nanog, Sox2, Oct3/4, Sox4, CD44, CDI117, Ezh2 i Stat3 na
parafinskim presecima karcinoma jajnika, kao i komparacija ekspresije Nanog, Sox2, Oct3/4,
Sox4, CD44, CD117, Ezh2, Stat3 sa klinickim i patoloskim karakteristikama karcinoma

jajnika.

Metode: U toku istrazivanja koriS¢ena je imunihistohemijska metoda. Koris¢eni su

parafinski preseci tkiva karcinoma jajnika debljine Spum.

Zakljucéak: Nepovoljan klinicki tok karcinoma jajnika bio je povezan sa pozitivnhom
ekspresijom Nanog, Sox2, Oct3/4, i odsustvom ili niskom ekspresijom Sox4, CD117 i CD44,
dok su pokazatelji znaCajno duzeg prezivljavanja bili gubitak ekspresije Ezh2 i Stat3 u

karcinomu jajnika.

Klju¢ne reci: karcinom jajnika, Nanog, Sox2, Oct3/4, Sox4, CD44, CD117, Ezh2,
Stat3



CLINICAL COURSE OF OVARIAN CARCINOMA DEPENDING ON
PATOHISTOLOGICAL AND IMMUNOHISTOCHEMICAL CHARACTERISTICS

Introduction: According to the frequency of malignant tumours in the world, ovarian
carcinoma takes the eighth place; it is also the fifth most frequent tumour in women and the
fourth cause of cancer death in women. In early discovering and treatment of ovarian
carcinoma, before it expends out of the primary localisation, the five-year relative survival
rate is 92%. Unfortunately, only 15% of all ovarian carcinomas are discovered in the early
stage. It has been noticed that the survival rate is higher in women under the age of 65 than in
the older ones and it varies depending on the morphological type of ovarian carcinoma,
patient’s over-all health condition and the stage of the disease diffusion at the time of setting
the diagnosis. The exact cause of ovarian carcinoma occurrence is still unknown, but many

risk factors are related to the occurrence of this malignoma.

The aim of this research was to analyze the clinical and pathological characteristics of
ovarian carcinoma, as well as to determine Nanog, Sox2, Oct3/4, Sox4, CD44. CD117, Ezh2
and Stat3 expressions in paraffin sections of ovarian carcinoma and to compare the Nanog,
Sox2, Oct3/4, Sox4, CD44, Ezh2 and Stat3 expressions with the clinical and pathological

characteristics of ovarian carcinoma.

Methods: During the research, the immunohistochemical method was applied.

Paraffin sections of the tissue of ovarian carcinoma Sum thick were used.

Conclusion: Unfavourable clinical course of ovarian carcinoma was related to the
positive Nanog, Sox2 and Oct3/4 expression, as well as with the absence or low expression of
Sox4, CD117 and CD44, while the loss of Ezh2 and Stat3 expressions in ovarian carcinoma,

indicated significantly longer survival.

Key words: ovarian carcinoma, Nanog, Sox2, Oct3/4, Sox4, CD44. CD117, Ezh2,
Stat3.
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Uvod

1. UVOD
1.1. Epidemiologija karcinoma jajnika

Karcinom jajnika je osmi po ucestalosti maligni tumor u svetu, peti najces¢i tip
karcinoma kod zena i Cetvrti naj¢es$¢i uzrok smrti od karcinoma kod Zena. Procenjeni broj
novih slucajeva karcinoma jajnika u Evropi u 2012-0j godini bio je 65 538 sa 42 704 smrtnih
slucajeva (1). Takode, procenjuje se da ¢e se do 2030. godine broj Zena obolelih 1 umrlih od
karcinoma jajnika uvecati za priblizno 60%, a stope mortaliteta ¢e 1 dalje biti veée u
razvijenim (5,1/100.000) nego u nerazvijenim (3,1/100.000) zemljama sveta (2,3). Postoje
varijacije u stopi incidencije Sirom kontinenta sa ve¢om ucestalos¢u u severnim evropskim
zemljama. U svetu dve tre¢ine Zena oboli 1 viSe od polovine umre od karcinoma jajnika pre
svoje 65. godine zivota. Obolevanje i umiranje od ovog karcinoma raste sa uzrastom, a
vecina obolelih i umrlih ima vise od 40 godina (2,4). Poslednjih godina uoceno je pomeranje

u obolevanju 1 umiranju od karcinoma jajnika prema mladim uzrasnim grupama.

U pogledu vode¢ih lokalizacija karcinoma, Srbija se ne razlikuje mnogo od ostalih
zemalja u razvoju. Od karcinoma jajnika godiSnje u Srbiji u proseku oboli 820 i umre oko
420 Zena (2,4). Medu Zenama u Srbiji rak jajnika je Sesti vode¢i malignitet u obolevanju
(5,0%) 1 sedmi u umiranju (4,6%). Sa standardinovanim stopama incidencije (10,5/100.000) i
mortaliteta (5,5/100.000), Srbija se u 2010.godini nalazila u grupi zemalja Evrope sa visokim
stopama obolevanja 1 smrtnosti od karcinoma jajnika. Kod ranog otkrivanja i leCenja
karcinoma jajnika, pre nego $to se proSiri van primarne lokalizacije, petogodi$nja relativna
stopa prezivljavanja iznosi 92%. Nazalost, samo 15% svih karcinoma jajnika otkriva se u
ranoj fazi. Primeceno je da je prezivljavanje veée kod Zena mladih od 65 godina, nego kod
starijih 1 varira u zavisnosti od morfoloskog tipa karcinoma jajnika, opSteg zdravstvenog

stanja 1 stadijuma raSirenosti bolesti u vreme postavljanja dijagnoze (5,6).

Tacan uzrok nastanka karcinoma jajnika jo$ uvek nije nepoznat, ali mnogi faktori
rizika povezani su sa nastankom ovog malignoma. Zene koje su imale viSe trudno¢a imaju
nizi rizik od onih sa manjim brojem trudnoca, koje, takode, imaju nizi rizik od onih koje nisu
radale ili su prvi porodaj imale nakon 35.godine Zivota. Rana menarha 1 kasna menopauza
doprinose vecem riziku za nastanak karcinoma jajnika. Primena oralnih kontraceptiva i

dojenje, kao 1 prva trudnoc¢a pre 25.godine Zivota smanjuju rizik za nastanak karcinoma
8
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jajnika. Nedavni podaci sugeriSu da produzena hormonska terapija estrogenom bez
progesterona moze da poveca rizik za pojavu malignog tumora ovarijuma (7). Svi ovi faktori
ukazuju na to da je ovulacija znaCajan faktor koji je u korelaciji sa razvojem karcinoma

jajnika (8).

Porodi¢na anamneza ima veoma vaznu ulogu u nastanku karcinoma jajnika, iako u
nedavnoj studiji (4) 44% pacijentkinja sa visokim gradusom seroznog karcinoma jajnika i
BRCA mutacijom nije prijavilo porodi¢nu istoriju karcinoma. Zene sa porodi¢nom
anamnezom karcinoma jajnika u prvom stepenu srodstva imaju dvostruko ve¢i rizik od
karcinoma u poredenju sa Zenama bez porodi¢ne anamneze. Medutim, samo 10% slucajeva
karcinoma jajnika ima identifikovanu gensku mutaciju BRCA1 i BRCA2. Nasledna mutacija
BRCA1 gena daje 15-45% rizik za pojavu karcinoma jajnika i oko 85% rizik za pojavu
karcinoma dojke. Mutacija BRCA2 povecava rizik od karcinoma jajnika 10-12% 1 oko 85%
karcinoma dojke. Zene sa naslednim karcinomom janika imaju tendenciju da razviju bolest

10 godina ranije u odnosu na zene sa sporadi¢nim karcinomom ove lokalizacije. (8).

Kod Zena sa visokim rizikom zbog postojanja BRCA1 i BRCA2 mutacije,
ooforektomija moze smanjiti rizik za nastanak karcinoma jajnika i jajovoda, ali postoji rizik
za nastanak primarnog peritonealnog karcinoma, gde se preporucuje salpingo-ooforektomija
(9,10). Najnoviji podaci ukazuju da karcinom jajovoda moze poticati od karcinoma jajnika i

primarnog peritoenelanog karcinoma (11-15).

Radi blagovremenog otkrivanja i leCenja karcinoma jajnika u ranoj fazi vazno je
prepoznavanje simptoma bolesti kao S$to su loSe varenje, mucnina, nadutost, nadimanje,
gubitak apetita, bol u donjem delu trbuha, promene u praznjenu creva i ucestalo mokrenje

koje traju viSe od 12 dana tokom poslednjeg meseca.
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1.2. Patologija karcinoma jajnika

U jajniku se razvijaju neoplazme raznovrsne histopatoloske grade koje se mogu svrstati u

tri glavne podgrupe:
1. tumori jajnika porekla povrSnog epitela
2. tumori porekla strome jajnika i polnih traka
3. tumori porekla germinativnih ¢éelija

Najznacajnija i najobimnija histogenetska grupa sa stanovista incidencije 1 broja
histoloskih tipova koje obuhvata, i sa stanovista patoloske, ginekoloSke i onkoloSke prakse je
grupa epitelnih tumora jajnika. Epitelni maligni tumori jajnika ¢ine oko 80-90% svih

malignoma ovog organa.

Prema histogenetskoj klasifikaciji Svetske zdravstvene organizacije (SZO) epitelni tumori

jajnika podeljeni su u nekoliko subtipova (16):
1. serozni
2. endometrioidni
3. svetlocelijski-clear cell
4. mucinozni
5. Brennerov (tranzicioCelijski tumor)
6. mesSoviti epitelni tumor
7. nediferentovani
8. neklasifikovani

Epitelni tumori poti¢u od povrsnog epitela (mezotela) jajnika ili kortikalnih invaginata
povrsnog epitela. Ovi tumori mogu da nastanu i iz epitela kortikalnih inkluzionih cista ili
ognjiSta endometrioze. Epitelni tumori ¢ine 60% svih tumora jajnika, a maligni epitelni

tumori ¢ak 90% svih malignoma jajnika.
10
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1.2.1. Serozni karcinom jajnika

Invazivni serozni karcinom je naj¢es¢i histoloski tip koji ¢ini 80-90% uznapredovalog
karcinoma jajnika. Poslednjih godina, saopsteni su podaci prema kojima su serozni karcinomi
jajnika visokog gradusa i serozni karcinomi jajnika niskog gradusa dva razliita entiteta
bolesti. (17,18). Tumori blage do umerene citoloske atipije i niske stope mitoza su
klasifikovani kao karcinomi niskog gradusa, dok se teska citoloska atipija i visoka stopa
mitoza smatraju visokim gradusom seroznog tumora. Takode, postoje razliCite mutacije
prisutne u svakom tipu kao i razliito poreklo ¢elija. Klinicki, zene sa niskim gradusom
seroznog tumora, koji ¢ini oko 10% seroznog karcinoma, dobijaju tumor u mladem Zivotnom
dobu i1 imaju duze prezivljavanje u poredenju sa Zenama sa visokim gradusom tumora (19).
Postoji zapaZenje da serozni tumori niskog gradusa ne reaguju na tradicionalne
hemioterapijske rezime (20) i da su alternativni pristupi obavezni, naroCito za leCenje

rekurentnih tumora.
1.2.2. Endometrioidni karcinom jajnika

Vecina endometrioidnih karcinoma jajnika obi¢no je u ranom stadijumu (stadijum I) i
niskog gradusa. Prevalencija ove histoloSke varijante tumora je smanjena u poslednjih
nekoliko godina, verovatno zbog bolje patoloske dijagnoze. Oni trenutno ¢ine 10%
karcinoma jajnika. Endometrioza i endometrioidne ciste se smatraju prekusornim lezijama
endometrioidnog karcinoma jajnika. Detektovana je mutacija ARID1A kod endometrioidnih

cisti i endometrioidnog karcinoma jajnika, $to ukazuje na ulogu u nastanku tumora (21).
1.2.3. Mucinozni karcinom jajnika

Mucinozni karcinom jajnika je relativno redak i ¢ini 5-10% primarnih malignih
neoplazmi jajnika, a veéina pacijentkinja je u Cetvrtoj ili petoj dekadi zivota. Oko 5% ovih
tumora je bilateralno (22). Prema definiciji Svetske zdravstvene organizacije (SZO),
mucinozni maligni tumori su invazivne epitelne neoplazme jajnika sastavljene od ¢elija koje

su u dobro diferentovanim podru¢jima sli¢ne intestinalnom ili endocervikalnom epitelu.

Diferencijalno dijagnosticki, mucinozne karcinome jajnika treba razlikovati od
metastatskih mucinoznih karcinoma koji se klinicki prezentuju kao primarni tumori jajnika. U
ovarijume najces¢e metastaziraju mucinizni karcinomi apendiksa, kolona, pankreasa,

bilijarnog trakta, zeluca i cerviksa (22-24). Histoloski, u prilog metastatskom mucinoznom
11



Uvod

karcinomu govore bilateralnost, multinodularnost, vaskularna invazija i prisutvo tumora na

povrsini jajnika. (25).
1.2.4. Svetlocelijski karcinom jajnika

Svetlocelijski karcinom jajnika ¢ini oko 5% karcinoma jajnika, iako incidencija varira
u svetu. Ovaj tip karcinoma je ¢eS¢e zastupljen kod Zena u Japanu. Prognoza za stadijum I
svetlo¢elijskog karcinoma je relativno dobra. Medutim, uznapredovali stadijum
svetlocelijskog karcinoma ima loSiju prognozu od seroznog karcinoma jajnika, kao tumor
koji ima tendenciju da daje manji odgovor na standardnu hemioterapiju koja se koristi kod
karcinoma janika. Svetlocelijski karcinom se takode povezuje sa endometriozom 1 znacajnim

procentom prisustva ARID1A mutacije (26).
1.2.5. Tranziciocelijski (Branerov-og i ne Brannerov-og tipa) karcinom jajnika

Primarni tranzicioCelijski karcinom jajnika je redak, ali karcinomi sa prelaznim
karakteristikama su sasvim uobicajeni. Vecina ove druge varijante su nalik seroznom

karcinomu visokog gradusa i pokazuju WT1 pozitivnost (8).
1.2.6. Ostali karcinomi jajnika

Mesoviti karcinomi se dijagnostikuju kada se tumor sastoji od vise od jednog
histoloskog tipa i jedna ili viSe komponetni u odnosu na predominatnu obuhvataju najmanje
10% tumora pri pregledu pod miksokopom (8).

Nediferentovani karcinomi su oni koji ne pokazuju nikakvu diferentovanost ili imaju
manja podrucja diferencijacije prema SZO. Veoma su retki 1 verovatno da predstavljaju jedan

deo visokog gradusa seroznog karcinoma (27).

1.2.7. Graniéni (borderline)- tumori niskog malignog potencijala

Grani¢ne tumore jajnika ¢ine oko 1-15% tumora ovog organa i ne uklapaju se ni u
kategoriju benignih ni malignih tumora. KarakteriSu se kao epitelni tumori sa stratifikovanim
rastom bez destruktivne stromalne invazije. Kao i veéina tumora jajnika, i oni su seroznog
porekla. Grani¢ni serozni tumori su najcesci tip ali javljaju se takode i grani¢ni mucinozni i
endometrioidni tumori. Grani¢ni serozni tumori ¢ine deo spektra niskog gradusa seroznog

karcinoma. Njihovo primarno lecenje je hirurSko i slabo reaguju na hemioterapiju (8).
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1.3. Molekularna patogeneza karcinoma jajnika

Karcinom jajnika je prepoznat kao heterogena bolest, i u poslednjih nekoliko godina
dualisticki model patogeneze ove bolesti deli epitelne tumore u dva tipa: tip 1 1 tip 2
karcinoma jajnika. Ova klasifikacija nije namenjana da zameni histoloske podtipove ali daje
paralelnu terminologiju koja se odnosi na mahanizam razvoja karcinoma (27). Tip 1
karcinoma obuhvata nizak gradus i indolentne tumore i ukljuCuje nizak gradus seroznog,
endometrioidnog, mucinoznog, svetlocelijskog i malignog Brenner-ovog tumora. Ovi tumori
se karakteriSu mutacijama KRAS, BRAF, ERBB2, PTEN, PIK3Ca i ARID1A 1 relativno su
genetski stabilni. Ove mutacije se javljaju rano u evoluciji tipa 1 karcinoma jajnika i takode
su primecene u borderline tumorima i endometriozi. Razvoj tumora od benignih prekursornih
lezija (borderline tumora) do malignih lezija u tipu 1 karcinoma sada je dobro poznat.
Nasuprot tome, ne postoji jasan prekursor lezija za tip 2 karcinoma. U ovu grupu spadaju
tumori visokog gradusa, agresivni tumori koji sadrZze serozni karcinom visokog gradusa,
endometrioidni karcinom visokog gradusa, maligni meSoviti mezodermalni tumori i
nediferentovani tumori. Tumori tipa 2 su veoma cesto udruzeni sa TP53 mutacijama i jedna
studija je pokazala da je 97% seroznih karcinoma visokog gradusa bilo povezano sa TP53
mutacijom. Oko 20% ovih tumora takode su nosili BRCA1/2 mutaciju zbog kombinacije
germinativnih i somatskih mutacija (28). Poslednjih nekoliko godina, postoje dokazi koji
pokazuju da vecina seroznih karcinoma visokog gradusa i1 peritonealnih tumora potice od
fimbrija falopijevih tuba (serozni intraepiteni karcinom tube) (29,30). Ove maligne celije

onda matastaziraju u jajnike i peritonealnu Supljinu.
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ARIDIA
CTNNEI

PTEN KRAS
PIK3CA Mutacija
PPPIRTA

Tip I Mutacija

Endometroidni Inakti "ﬂf-ijﬂ

o BRCA 1/2
(mutacija ili
hipermetilacija)

TP53 mutacija
Hromozomska
Mucinozni nestabilnost

ARIDIA
PIK3CA
ZINF217 KRAS

PPPIRIA BRAF

Mutacija ERBB?

PIK3CA
Mutacija

Slika 1. Shematski prikaz prevalence histoloskih tipova epitelnog kancera jajnika i njihova
udruzenost sa molekularnim genetskim promenama. (Kurman RJ, Shih IeM. Hum Pathol
2011;42:918-31.)

1.4. Simptomi i klini¢ka slika karcinoma jajnika

Karcinom jajnika predstavlja veliki problem u dijagnostckom smislu jer ne postoje
karakteristi¢ni simptomi bolesti. Sve tegobe koje mogu da se jave su nespecifi¢ne, a mogu i u
potpunosti da nedostaju zbog ¢ega je karcinom jajnika nazvan “tihi ubica”. Posledica toga je
Cinjenica da se i1 dalje uglavnom dijagnostikuje u odmaklom stadijumu bolesti kada su
mogucnosti za izleCenje u velikoj meri smanjene. Prepoznavanje simptoma u ranim
stadijumima imalo bi znac¢ajnu ulogu u blagovremenom javljanju ovih pacijentkinja lekaru i
nezanemarivanju najée$¢e nespecificnih simptoma, Sto bi moglo uticati na poboljSanje
ukupnog prezivljavanja, obzirom da je stadijum bolesti nezavistan prognosticki faktor kod
karcinoma jajnika.

Najces¢i simptomi koji se javljaju kod Zena sa karcinomom jajnika su: bol u ledima,
slabost, napetost trbuha, gubitak apetita, opstipacija, abdominalni bol i urinarni simptomi,
rektoragija i retko postmenopauzalno krvarenje-samo stromalni tumori.

Kod tumora manjih od 15 cm, koji su jo§ uvek ogranieni na prostor male karlice,

najcesce se javlja osecaj stranog tela i pritiska u donjem delu trbuha, nelagodnost, dizuri¢ne
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tegobe, opstipacija i diskretni ili umereni bolovi zbog zatezanja ligamanata ili nekompletne
torzije tumora.

Kod tumora vecih od 15 cm, koji napustaju prostor male karlice i zauzimaju veci deo
trbuSne Supljine, dominira digestivna simptomatologija. Bolesnice se Cesto zale na gubitak
apetita, mu¢ninu, gadenje, povracanje i umeren bol u trbuhu. Kod njih se dijagnoza postavlja
najcesce u okviru dijagnostickih postupaka na odeljenju za gastroenterologiju.

Bioloski aktivni tumori daju simptome koji su posledica hormonskih dejstava
estrogena, progesterona i testosterona. Pod uticajem hormona mogu da se jave poremecaji
ciklusa, krvarenje nakon menopauze (bez prethodne primene sustitucione terapije i bez
pozitivnog patohistoloskog nalaza na kiretmanu), kao i pojava virilizacije.

Kod odmaklog stadijuma bolesti Cesta je pojava ascita i pleuralnih izliva, usled ¢ega
moze da dode do anoreksije, tahikardije i dispneje. Kod metastatskih promena na kostima
javljaju se bolovi u odredenoj regiji kostanog sistema.

Propratni simptomi kod karcinoma jajnika mogu da se jave u vidu poviSene
temperature i leukocitoze, §to je posledica nekroze tumora i raspada tumorskih ¢elija. Cesto
dolazi do promena u telesnoj tezini. U oko 40% slucajeva dolazi do smanjenja telesne tezine
zbog izrazene digestivne simptomatologije, ali je moguée i povecanje telesne tezine usled
pojave ascita, §to se uocava kod oko 20-30% pacijntkinja. Slika akutnog abdomena kod
karcinoma jajnika je retka i posledica je torzije tumora, rupture, hemoragije i nekroze. Od
paraneoplasti¢nih pojava najéesce se uocava hiperkalcemija. Zbog degeneracije Purkinjeovih
¢elija retko moze da dode do pojave ataksije, vertiga, dizartrije, nistagmusa i statickog

tremora (31).

1.5. Dijagnosticki postupci za karcinom jajnika

Pacijenti sa karcinomom jajnika mogu imati nekoliko simptoma ili mogu da budu bez
simptoma, §to ¢ini klinicku dijagnozu tezom u ranom stadijumu bolesti. Simptomi se najc¢esce
javljaju kod uznapredovalog stadijuma bolesti. Nakon potpune klinicke procene, merenje
serumskog Ca 125 se rutinski koristi radi dopune dijagnoze. Medutim, njegova korist za rano
otkrivanje bolesti je pod znakom pitanja jer je poviSen samo u oko 50% pacijenata u prvom
FIGO stadijumu bolesti. Kod uznapredovale bolesti, Ca 125 je poviSen kod oko 85%
pacijenata. Nije specifi¢an za karcinom jajnika jer se povecani nivoi Ca 125 mogu na¢i i kod

drugih maligniteta (karcinoma dojke, pluca, debelog creva i karcinoma pankreasa) i benignih
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bolesti (endometrioza, inflamatorene bolesti u maloj karlici i ciste jajnika). Kod mladih Zena
vr§i se odredivanje koncentracije tumorskog markera beta-HCG 1 AFP u cilju isklji¢ivanja
prisustva tumora porekla germinativnog epitela. Serumski karcinoembrionalni antigen (CEA)
i Ca 19-9 su ponekad korisni u situacijama kada je nejasno da li je ovarijalna masa
gastrointestinalnog porekla, ili se radi o primarnom mucinoznom tumoru jajnika. U ovakvim
situacijama kolonoskopija i/ili gastroskopija su veoma vazne dijagnosticke procedure ukoliko
je Ca 125/CEA odnos < 25. Poseban znacaj u neinvazivnoj dijagnostici karcinoma jajnika
daje se ultrazvucnom pregledu i dopler sonografiji koje su obi¢no prve dijagnosticke metode
koje se preporucuju u slucajevima sumnjivim na karcinom jajnika. Ultrazvu¢nim pregledom
abdomena 1 male karlice mogu se detaljno sagledati i svi delovi trbusne duplje (jetra, slezina,
paraaortalni limfni ¢vorovi, prisustvo slobodne tecnosti). Transvaginalna ultrasonografija
poboljsava vizualizaciju struktura karcinoma jajnika i poboljsava diferencijaciju malignih od
benignih stanja (32). Brojne morfoloske karakteristike su identifikovane kao veoma povezane
sa karcinomom jajnika. Prisustvo velikih lezija, multilokularnih cisti, solidnih papilarnih
struktura 1 neravnine na unutraS$njoj strani tumorskog zida, iregularnih unutrasnjih pregrada-
septi, multicisti¢nih delova unutar solidnog tumora, solidne tumore “kompleksne grade” i
slobodne te¢nosti-ascita su veoma sugestivni-sumnjivi na karcinom jajnika. Primenom dopler
sonografije, pored morfologije, dobijaju se podaci o vaskularizaciji tumora. Karcinomi
jajnika karakteriSu se neovaskularizacijom 1 prisustvom novostvorenih arteriovenskih
komunikacija, §to dovodi do smanjenog otpora protoku krvi kroz krvne sudove. Index “rizika
od maligniteta” moze se izracunati na osnovu klinickih faktora, ultrazvu¢nih parametara i
vrednosti Ca 125 S§to moze biti od znatne koristi ginekolosko onkoloSkom timu.
Kompjuterizovana tomografija (CT) se rutinski koristi za odredivanje stepena proSirenosti
bolesti 1 kao pomo¢ kod planiranja hirurSke intervencije. Za odredivanje prisustva pleuralne
efuzije ili bolesti iznad dijafragme koristi se kompjuterizovana tomografija (CT) grudnog
kosa ili rentgen snimak pluca. Pleuralni izliv ne moze se smatrati malignim i ukazivati na IV
FIGO stadijum bolesti bez potvrde pozitivne citologije. Magnetna rezonanca (MR) ne ¢ini
deo rutinske pretrage. Kada postoji sumnja na prisustvo metastaza moze se primeniti

pozitronska emisiona tomografija ili PET sken (8).
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1.6. Lecenje karcinoma jajnika po stadijumima bolesti

Karcinom jajnika je maligno oboljenje €iji se stadijum moze odrediti jedino hirurSkim
putem uz patohistolosku dijagnostiku. Najc¢esc¢e je dovoljna intraoperativna histopatologija
smrzutog uzorka, ali je potrebno sacekati definativne rezultate svih uzetih biopsija da bi se
eventualno planirala slede¢a operacija, posebno u slucaju kada je potrebno i eventualno
moguce sacuvati privremeno fertilitet.

Tri najznacajnija faktora u prognozi daljeg toka i1 ishoda bolesti kod epitelnih
karcinoma jajnika su: 1. proSirenost bolesti (FIGO stadijum) u trenutku postavljanja
dijagnoze; 2. volumen rezidualnog tumora posle hirurS§kog lecenja; i 3. histoloski gradus
tumora koji je znacajan prognosticki faktor kod pacijentkinja sa ranim stadijumom bolesti.

Faktori visokog rizika za nastanak recidiva obuhvataju: lose diferentovani tumor
(G3), rupturu tumorske kapsule, pozitivan nalaz peritonealne citologije 1 Sirenje tumora izvan
jajnika na okolne povrSine.

Bolju prognozu bolesti imaju pacijentkinje kod kojih je bolest rano otkrivena, serozna
komponenta tumora i mlade zivotno doba.

Prognosticki faktori kod uznapredovalog stadijuma (FIGO stadijum III 1 IV)
ukljucuju: volumen rezidualnog tumora posle primarnog hirurSkog lecenja, godine starosti,
histoloski tip i stepen Celijske diferencijacije tumora.

Losu prognozu i ishod bolesti imaju pacijentkinje sa velikim volumenom rezidualnog
tumora, starijim zivotnim dobom, svetlocelijskim histoloskim tipom tumora (clear cell), 1 loSe

diferentovani tumori (G3).

1.6.1. Terapijski plan za rane stadijume bolesti

Inicijalna primarna hirurgija zauzima klju¢no mesto u le€enju karcinoma jajnika. Ona
najcesce predstavlja i prvi terapijski zahvat koji omogucava istovremeno i hirursko stadiranje
tumora. Za razliku od drugih malignoma genitalnog trakta (cervix), stadiranje karcinoma
jajnika nije klini¢ko, ve¢ hirur§ko sa histopatoloSkom proverom. Od pravilnog stadiranja
zavisi 1 prognoza bolesti.

Karcinom jajnika se Siri:
1. Direktnim kontaktom po peritoneumu i susednim pelvi¢nim i abdominalnim organima

2. Limfati¢non diseminacijom od ilijjacnih limfatika do pelvi¢nih limfnih nodusa
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3. Od limfatika duz ovarijalnih krvnih sudova do paraaotralnih limfnih nodusa, narocito
u predelu renalnih krvnih sudova

4. Hematogeno (jetra, pluca i dr.)

Odredivanje stadijuma karcinoma jajnika vrsi se prema kriterijumima FIGO (Federation
Internationale de Gynecologie et Obstetrique) klasifikacije na osnovu rezultata dobijenih
hirurSkom eksploracijom, kao i na osnovu konacne histopatoloske i citoloske analize posle
hirur§kog zahvata.

Za rane stadijume bolesti pocetak le¢enja, pored svega Sto je ve¢ uradeno u hirurSkom
stadiranju, podrazumeva totalnu adbominalnu histerektomiju 1 adneksektomiju jo$
neodstranjenih adneksa.

Poseban tip hirurSkih intervencija kod karcinoma jajnika su konzervativne operacije kod
mladih pacijentkinja sa nezavrSenom reproduktivhom funkcijom. Kriterijumi za izvodenje
ovakvih “postednih” operacija moraju biti strogi zbog napred navedenih mogucnosti
postojanja okultnih metastaza.

Kriterijumi za izvodenje konzervativne operacije su: mlade Zene niskog pariteta, dobro
diferentovan tumor (Gl), stadijum bolesti la, inkapsuliran tumor bez adhezija i da nema
ascitesa, bez invazije kapsule, limfatika i mezo ovarijuma, peritonealni ispirak negativan,
biposija drugog jajnika i omentuma negativna, normalan nalaz u karlici (da genitalije nisu na
drugi na¢in komprimovane), moguce Ceste kontrole i1 pracenje, kompletiranje hirurSe
intervencije nakon porodaja i da je pacijntkinja ipak spremna da snosi odgovarajuci rizik za

svoju odluku (33,34).

1.6.2. Terapijski plan za uznapredovali karcinom jajnika

1.6.2.1.  Citoreduktivna hirurgija

Citoreduktivna hirurgija je standard u lecenju uznapredovalog karcinoma jajnika. Veliki
broj slucajeva (75-80%) karcinoma jajnika dijagnostikuje se kada se bolest proSirila van
jajnika. Cesto se pacijenti sa uznapredovalim karcinomom jajnika javljaju sa distendiranim
trbuhom, sa ascitesom 1 velikim tumorskim masama u karlici i gornjem abdomenu.
Uklanjanje velikih tumorskih masa poboljSava terapijski ucinak citostatika na preostali
tumor. Velike slabo vaskularizovane tumorske mase imaju veliku frakciju celija u
neproliferativnoj fazi, kada su relativno neosetljive na dejstvo citostatika. U nekolicini

klinickih studija pokazano je da je srednje prezivljavanje posle optimalne citoredukcije

18



Uvod

(preostali depoziti manji od 1 cm) bilo 39 meseci, u poredenju sa 17 meseci kod
suboptimalne citoredukcije. Ipak, ne postoje randomizovane klinicke studije koje podrzavaju
agresivnu debulking hirurgiju. Moguée je da pacijentkinje koje imaju tumor manjeg
volumena imaju tumor koji je bioloski manje agresivan nego one kod kojih je citoredukcija
dovela do rezidualne bolesti iste zapremine posle uklanjanja velike tumorske mase.

Hirurgija pre hemioterapije, radi dijagnostike i citoredukcije, je standardni postupak. Kod
pacijenata kod kojih nije moguce sprovesti optimalnu citoredukciju u prvom aktu, jos uvek se
ispituje potencijalna korist od kratkog indukcionog tretmana hemioterapije pre citoreduktivne
hirurgije. Dva do tri ciklusa poveéavaju procenat pacijentkinja kod kojih ¢e citoredukcija biti
uspesna, sa smanjenjem operativnog morbiditeta.

Intervalna citoreduktivna hirurgija (interval debalking surgery) termin je za hirurski
citoreduktivni postupak koji se radi usred hemioterapijskog tretmana kod pacijentkinja kod
kojih je inicijalna citoredukcija neuspesno pokusana i kod kojih bolest reaguje na
hemioterapiju.

Citoreduktivna hirurgija ima za cilj uklanjanje svake makroskopski vidljive tumorske
promene (P=0) i omogucava najvece prezivljavanje. Ako to nije mogucée posti¢i u datom
slucaju maksimalni hirurski tretman treba da dovede da veli¢ina rezidualnih tumorskih
promena ne bude veéa od 0,5cm (P=0,5) ili eventualno 1 cm (P=1). To se smatra optimalnom
citoredukcijom. U cilju maksimalne citoredukcije ponekad je potrebno uraditi razlicite
resekcije tankog i1 debelog creva, peritonektomiju, splenektomiju, Cesto resekciju repa
pankreasa, povrsnih metastaza na jetri i dijafragmi. U odredenim sluc¢ajevima moze da se
primeni intraperitonealna intraoperativha hemioterapija, ali je njena primena zasad

ogranicena (35).

1.6.3. Tretman perzistentne ili rekurentne bolesti

Kod pacijentkinja ¢ija se bolest vrati posle vise od Sest meseci od zavrSetka primarne
terapije mogu imati znatnu korist od dalje hemioterapije. Kombinovana terapija daje bolji
terapijski odgovor nego hemioterapija jednim citostatikom kod platina-senzitivne bolesti, ali
Sto se tice ukupnog prezivljavanja korist nije dokazana. Znacaj sekundarne citoreduktivne

hirurgije jos uve se ispituje u klinickim studijama.
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1.6.4. Lecenje grani¢nih (borderline) tumora

Osnovni terapijski tretman kod borderline tumora je hirurSko le¢enje. Nema dokaza da
postoperativna hemioterapija poboljSava ishod kod pacijentkinja sa borderline tumorima

uznapredovalog stadijuma. Ovi tumori mogu recidivirati i posle 10-15 godina.

1.6.5. Pracenje pacijenata u remisiji (follow-up)

Zbog visokog rizika od relapsa, potrebno je pratiti u tromeseCnim intervalima
pacijentkinje koje su u klini¢koj remisiji sa pregledom male karlice, kompjuterizovanom
tomografijom abdomena 1 male karlice i merenjem vrednosti tumorskog markera Ca-125.
Porast nivoa Ca-125 posle primarnog lecenja visoko je specifi¢an, naro€ito ako je potvrden
ponovnim testom. Studije su, medutim, pokazale da uvodenje hemioterapije u trenutku
porasta Ca-125 u odnosu na uvodenje u trenutku klinicki jasnog recidiva ne daje poboljsanje

ni Sto se tice prezivljavanja, niti kvaliteta zivota.

1.6.6. Primena hemioterapije kod karcinoma jajnika

U poslednjih nekoliko decenija primenjivani su razliciti agensi u leCenju karcinoma
jajnika, pocev od alkiliSu¢ih agenasa koji su se kao monohemioterapija primenjivali ranih
1970-tih godina, preko cisplatine koja je uvedena kasnih 70-tih godina proslog veka i, nesto
kasnije, karboplatine koja je zbog znacajno manje toksic¢nosti u vecini studija potisnula
cisplatinu. Poslednjih godina otkriveni su mnogi novi citotoksi¢ni agensi koji pruzaju znatno
veée mogucnosti u leCenju ovog karcinoma. Terapijske opcije zavise od toga da li je
bolesnica prethodno primala prvu liniju hemioterapije ili je terapija ukljucena tek kod relapsa,

kao 1 da li je primala standardnu terapiju, ili terapiju u okviru kontrolisanih studija.
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1.6.6.1. Indikacije za hemioterapiju
1.6.6.1.1. Rani stadijumi bolesti (FIGO stadijum I-Ila)

Postavlja se pitanje koji pacijenti u ranom stadijumu bolesti imaju rizik da dobiju relaps
pa je potrebno da se primeni adjuvantna hemioterapija (36-40). Prezivljavanje smanjuje
prisustvo ascitesa sa pozitivnom citologijom.

Preporuke za adjuvantnu hemioterapiju ranog karcinoma jajnika:

e Kod optimalno operisanih pacijentkinja u ranom stadijumu sa niskim rizikom za

recidiv (FIGO stadijumi Ia-Ib, histoloski gradus 1, sve histologije osim svetlocelijske)
ne primenjuje se adjuvantna hemioterapija. (I,A)

e Kod svih ostalih pacijentkinja suboptimalno operisanih i optimalno operisamih sa
srednjim 1 visokim rizikom za recidiv (FIGO stadijum Ia-Ib histoloSkog gradusa 3,
FIGO stadijum Ia2 i Ib2 (tumor na povrsini jajnika, ruptura ciste), FIGO stadijum Ic
(maligni ascites, pozitivna peritonealna citologija), FIGO Ila, svetlocelijski karcinomi
indikovana je primena adjuvantne hemioterapije. (I,A)

e Hemioterapijski rezim: terapija na bazi platine, monokarboplatina ili paklitaksel sa

karboplatinom Sest ciklusa na tri nedelje.

1.6.6.1.2. Uznapredovali karcinom jajnika (FIGO stadijum IIb-1V)

Kod odmaklog stadijuma bolesti od velike vaznosti je citoreduktivna hirurgija koja
znacajno uti¢e na prezivljavanje, i to u zavisnosti od veliine rezidulanog tumora koja je
pracena primenom hemioterapije na bazi platine.

Preporuke za sistemsku terapiju nele¢enih pacijentkinja sa uznapredovalim karcinomom
jajnika (40,8).

e Rezim izbora za prvu liniju hemioterapije u uznapredovalom karcinomu jajnika je
paklitaksel 175 mg/m” , trosatna infuzija, i karboplatin AUC 5-7 mg/ml/min
jednosatna infuzija, na tri nedelje, Sest ciklusa (I,A)

e Monokarboplatina AUC 5-7 za selektovane pacijenkinje u loSijem stanju ili sa
komorbiditetima

e Dozno-denzni rezim (paklitaksel SOmg/m2 dan 1,8,15, 1 karboplatina AUC 5 jedan

dan) na tri nedelje moZe se primeniti kod selektovanih pacijentkinja
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e U slucaju pojave hipersenzitivne reakcije na platinu, razmotriti protokol
desenzitizacije pre primene narednog ciklusa

¢ Intraperitonealna hemioterapija i pored velike prednosti u prezivljavanju u odnosu na
sami intravensku hemioterapiju, nije standard zbog znatno veée toksicnosti

e Neoadjuvantna hemioterapija pracena hirurgijom nije standard, ali moze biti
razmotrena za pacijentkinje stadijuma Illc-IV kod kojih je nemoguce sprovesti
inicijalnu citoredukciju (obi¢no se daju 3-4 ciklusa iste hemioterapije, ne vise od
ukupno 9 ciklusa (III)

e Terapija odrzavanja nije standard, a biloska terapija je obecavajuca.

1.6.6.1.3. Recidivirajuéi karcinom jajnika

Mnoge bolesnice sa karcinomom jajnika u stadijumu III i IV imaju relaps unutar 1-2
godine od inicijalne terapije. Konvencionalni stav je kada se relaps javi u prvih 6 meseci od
primarne terapije bolesnice treba smatrati rezistentnim na platinu. Ukoliko se relaps javi 1-2
godine nakon inicijalne terapije, moze se ocekivati sliCan odgovor na platinu kao i kod
primarnog davanja.

Vreme relapsa odrazava hemiosenzitivnost tumora tako da kod ranog relapsa ne treba
oc¢ekivati odgovor ni prilikom primene drugih hemioterapijskih agenasa.

Sekundarna terapija ima bolje rezultate ukoliko je proslo vise od 6 meseci (kasni relaps)
od zavrSetka primarne terapije do pojave recidiva. Rezistentnost na platinu nije apsolutna
tako da izvesni pacijenti mogu da se ponovo tretiraju platinom i kod ranog relapsa.

Za ve€inu pacijenata sekundarna terapija je palijativna tako da treba odabrati protokol

koji je manje toksican i pogodniji za davanje.

Kategorizacija, nedavno azurirana i potvrdena na 4-tom sastanku o karcinomu jajnika
(GCIG) definiSe grupe pacijenata u odnosu na odgovor na primenjenu terapiju platine: 1.
“platina-refraktorni” pacijneti su oni kod kojih je nastupila progresija u toku terapije ili
unutar 4 nedelje nakon poslednje terapije; 2. “platina-rezistentni” pacijenti sa progersijom
unutar 6 meseci od primene terapije na bazi platine; 3. “parcijalno platina-senzitivni”
pacijenti kod kojih se javlja progresija unutar 6-12 meseci; 4. “ platinum-senzitivni” sa
progresijom u intervalu ve¢em od 12 meseci (GCIG Consensus) (8)

Preporuke za sistemsku terapiju pacijentkinja da recidivirajué¢i karcinomom jajnika

(8,41):
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e Ne preporucije se rana primena hemioterapije u izolovanom “marker relapsu”

e Najvaznije je razmotriti senzitivnost na platinu, toksi¢nost, kombinovanu terapiju ili
monoterapiju

e Platinum-senzitivna bolest:

Retretman na bazi platine dubletima (paklitaksel/karboplatin, gemcitabin/karboplatin,

docetaksel/karboplatin...), a ako se proceni da pacijentkinja nije kandidat za kombinovanu

hemioterapiju, razmotriti davanje monoagensa, prvestveno platinu.

¢ Platinum rezistentna/refraktorna bolest:

Neplatinski monoagens (PLD, topotekan, gemcitabin, paklitaksel u nedeljnom rezimu,

docetaksel, oralni etopozid, trabektedin) ili “‘stari” citostatici (melfalan, oralni

ciklofosfamid...)

Moze se razmotriti kombinovana hemioterapija, naj¢eS¢e bazirana na doksorubicinu

(PAC rezim) ili druge neplatinske kombinacije

e Hormonska terapija (tamoksifen, progestini)

1.6.6.1.4. Bevacizumab u le¢enju karcinoma jajnika

Napredak lecenja epitelnog kancera jajnika (EOC) hirurgijom i hemioterapijom je od
velikog znacaja. Medutim, u novije vreme znacajna je inhibicije angiogeneze kao novi
pristup u leCenju ovog malignoma. Angiogeneza je proces stvaranja novih krvnih sudova pod
uticajem faktora rasta porekla samog tumora parakrinim mehanizmom, koji deluju preko vise
razli¢itih puteva koji se mogu podeliti na fazu inicijacije i fazu maturacije. Faza inicijacije je
pod kontrolom citokina koje Iuci tumor, kao Sto je vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF)
koji dovodi do razvoja nezrele mreze novih krvnih sudova sa oSte¢enjem permeabilnosti.
Ovaj faktor rasta je centralni promoter u aktivaciji angiogeneze. U fazi maturacije nova
vaskularna mreza postaje funkcionalna i dovodi do tumorske proliferacije, invazije i
matastaziranja. Ekspresija VEGF 1 drugih angiogenetskih faktora direktno korelira sa
stepenom proSirenosti bolesti, 1 u obrnutoj korelaciji je sa duzinom prezivljavanja bez
progresije 1 ukupnim preZivljavanjem bolesnica sa EOC, 1 ¢esto je nezavistan od drugih
poznatih prognostickih faktora. Kao nova terapijska meta identifikovan je VEGF pa su
mnogobrojni VEGF inhibitori u fazi ispitivanja u terapiji EOC. Svi oni se klasifikuju prema

mehanizmu dejstva na dve grupe: 1. Agensi koji u cirkulaciji neutraliSu VEGF kao Sto je
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bevacizumab, humanizovano monoklonsko antitelo; 2. drugi agensi koji blokiraju prenos
signala na nivou receptora za VEGF 1 druge angiogenetske faktore rasta (42).

U dve velike studije GOG 0218 i ICON 7 evidentirano je produZeno vreme do
progresije bolesti kod bolesnica sa karcinomom jajnika. U jednoj studiji ukljuceni su
uznapredovali stadijumi bolesti III-IV, dok su u drugoj bili zastupljeni svi stadijumi bolesti
od I-IV. Primenjena je razli¢ita doza bevacizumaba (15mg/kg vs 7,5mg/kg), kao 1 razli¢ita
duzina primene bevacizumaba (15 meseci vs 12 meseci). Rezultati kombinovane primene
bevacizumaba sa standardnom hemioterapijom paklitakselom i karboplatinom nude novi

efikasan put u leCenju karcinoma jajnika (43,44).
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1.7. Markeri

1.7.1. Nanog

Celije karcinoma i embrionalne mati¢ne éelije (ESCs) dele mnoge kljucne bioloske
osobine. Glavna osobina oba celijska tipa je posedovanje velikog proliferativnog potencijala
koji je vazan za embriogenezu i razvoj tumora. Pluripotentnost je takode bitna za ESCs i
dovodi do diferenciranje cerki ¢elija u zrelom embrionu. Slicno tome, izgleda da postoje
multipotentne kancerske celije koje mogu nakon transplantacije da daju tumor iz koga su
potekle (45). Takve tumor inicirajuée Celije, Cesto oznacene kao kancerske maticne celije
(CSCs), doprinose tumorskoj homeostazi, medutim, molekularni mehanizmi koji su u osnovi
stalnog rasta i plasticnosti CSCs su slabo razja$njeni. Samoobnavljenje je od sustinskog
znacaja za odrzavanje populacije mati¢nih celija (SC), Sto je dokazano testovima rasta i za
¢elije karcinoma. One se obnavljaju kroz serijsku transplantaciju tumora i formiranje
formacija sfera u assays-u. Nedavno je pokazano da pojedinacne ¢elije karcinoma kolona,
koje poticu iz sferi¢nih telaSaca i meSavine Celijskih linija tumora, nastaju iz kancerskih ¢elija
koje ispoljavaju markere CSCs (46).

Gonade (jajnici 1 testisi) se tokom embrionalnog razvoja najranije diferenciraju. Neki
specifi¢ni transkripcioni faktori ESCs nisu potpuno pritajeni ili suprimirani u gonadama §to je
prikazano za Oct4 i Nanog u testisima. Njihova ekspresija prisutna je u tumorima
germinativnih ¢elija testisa, kao §to je seminom (47). Veruje se da Oct4, Nanog i Sox2
odrzavaju pluripotentnost spermatogonijalnih mati¢nih ¢elija 1 ¢uvaju ih kao nediferentovane
u stanju samoobnavljanja (48). Kod adultnih tkiva oni su pritajeni, ali ako se aktiviraju mogu
povecati moguénost nastanka maligniteta. (49). Kod karcinoma testisa pokazano je da je

ekspresija Oct4 veoma izrazena kod seminoma i ostalih tumora germinativnih celija (47).

Molekulski mehanizmi koje poseduju ESCs u samoobnavljanju, takode mogu da
ucestvuju 1 u obnavljanju kancerskih celija 1 u tumorogenezi. Transkripcioni faktori

predstavljaju vazne molekulske prekidace u regulisanju razvoja SC.
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potencijal i tumorogenezu (58).

Slika 2. Shematski prikaz kancerskih maticnih celija kod karcinoma jajnika. (Kurman

RJ, Shih IeM. Hum Pathol 2011;42:918-31.)

Tri transkripciona faktora, Sox2, Oct 3/4 1 Nanog formiraju jezgro regulatorne mreze
koja kontrolose obnavljanje ESC i diferencijaciju (50,51). Nanog je eksprimiran ne samo kod
tumora porekla germinativnih ¢elija, ve¢ i kod ostalih karcinoma kao §to su karcinom dojke
(52,53), 1 karcinomi grlica materice (54), usne duplje (55), bubrega (56) 1 jajnika (57).
ektopi¢na ekspresija Oct4 kod transgenicnih miSeva dovoljna je da indukuje
hiperplaziju i displaziju epidermisa i crevnih (intestinalnih) kripti, a prekomerna ekspresija

Nanog dovodi do proliferacije i transformacije NIH3T3 ¢elija Sto ukazuje na njegov maligni
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Kancerske ¢elije koje eksprimiraju OCT mRNA su cesto obelezene kao “navodne
CSC”. (59). Potencijalna opasnost u pravljenju takve veze je da ima vise primeraka Oct4
promenjenih ali nefunkcionalnih pseudogena (60) koji mogu imitirati pravilno mRNA i
generisati produkte laZzno pozitivne u real-time (realnom vremenu) polimeraza lanc¢anoj
reakciji (RT PCR) (61). Kod nekih “OCT pozitivnih” linija kancerskih ¢elija kasnije je
utvrdeno da nedostaje ekspresija OCT4 mRNA 1 proteina (62). Uradena genetska analiza ne
podrzava zna¢ajnu ulogu Oct4 u regulisanju normalnih misjih somatskih mati¢nih ¢elija (63).

S druge strane, nedavne studije pokazuju da je Oct4 vazan medijator nekih fenotipova
kancerskih ¢elija, ukljucujuéi prezivljavanje i invaziju (64,65). Kao Oct4, i Nanog je
primecen kod nekih tumora ne-germinativnih ¢elija i1 takode poseduje multiple pseudogene.
Medutim, sveobuhvatne i sistematske studije ekspresije NANOG mRNA 1 Nanog proteina u
humanim tumorskim ¢elijama jo§ uvek nedostaju. Jo§ vaznije je da ostaje nejasno da li
ekspresija Nanog u kancerskim ¢elijama ima ulogu u razvoju tumora.

U istrazivanju Jetera i1 saradnika (66) testirana je hipoteza da samoobnavljanje
molekula Nanog u ESC doprinosi kloniranju kancerskih ¢elija 1 tumorogenezi. Pruzaju se
ubedljivi dokazi da tumorske ¢elije in vitro 1 in vivo eksprimiraju Nanog gen i da je Nanog
protein funkcionalno vazan u regulaciji razvoja tumora kod ljudi.

U istrazivanju Amsterdama i saradnika (67) ispitivano je prisustvo Nanog kod
karcinoma jajnika koji moze biti u slicnom razvojnom stadijumu kao i kod muskih gonada.
Najnoviji napredak u istrazivanju karcinoma otkriven je medu specifi¢nim transkripcionim
faktorima. Kod razli¢itih humanih karcinoma eksprimirani su Oct4 i Nanog. Ekspresija
Nanog udruzena je sa uznapredovalim stadijumom i loSom prognozom kod nekih tipova
karcinoma, ukljucujuéi karcinom jajnika (68-79). Medutim, precizna lokalizacija Nanog kod
borderline tumora jajnika i karcinoma jajnika jo$ uvek nije detaljno ispitana.

Nanog je transkripcioni factor koji zajedno sa Oct4 i Sox2 ima ulogu u odrzavanju
samoobnavljanja nediferentovanih ESCs. On je regulisan razli¢itim spoljasnjim i unutra$njim
signalnim putevima (80). Nanog, Oct4 1 Sox2 su specificni transkripcioni faktori koji su
koris¢eni za reprogramiranje ili prate reprogramiranje somatskih adultnih ¢elija u indukovane
pluripotentne stem (iPS) ¢elije (81). Njihova ekspresija potisnuta je sa pS3 Sto sugeriSe da je
ova supresija povezana sa p53 tumor supresornom aktivnoséu kancerskih c¢elija (82).
Mutacija 1 disfunkcija p53 moze wushodno da reguliSe Nanog S§to moze ubrzati

reprogramiranje 1 formiranje iPS celija, kao Sto takode slino utiCe i1 na proliferaciju
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tumorskih ¢elija. S druge strane, p53 supresija Nanog u ESCs dovodi do njihove
diferencijacije (83).

Funkcija Nanog je da blokira diferencijaciju ESCs 1 zadrzi njihovo stanje
pluripotentnosti, Sto ukazuje da postoji veza izmedu ESCs, samoobnavljanja i inhibicije
diferencijacije kancerskih mati¢nih ¢elija. Nanog takode moze biti aktiviran spoljnim
faktorima ukljucuju¢i HIF, Hedgehog, LIF 1 TGF-b/activin/nodal (84-87). Nanog ekspresija
regulisana je ES-specificnim microRNAs (88). Pored Nanogl, autenti¢nog gena koji kodira
Nanog, postoji i 10 pseudogena za Nanog u humanom genomu (89).

Ispitivanjem ekspresije Nanog u klinickim studijama pokazano je da je Nanog
prekomerno eksprimiran kod razli¢itih karcinoma. Ekspresija Nanogl gena dokazana je u
najmanje nekoliko kancerskih celijskih linija (90). Treba napomenuti da je Nanogp8 gen
eksprimiran kod vise tipova karcinoma (91). On promovise ¢elije sa karakteristikama sli¢nim
mati¢nim ¢elijama i dovodi do progresije karcinoma (66). Verovatno je da i Nanogl i
Nanogp8 doprinose razvoju karcinoma posredovanog Nanog-om.

Nedavno je ekspresija Nanog istrazivana kod c¢elija humanih karcinoma debelog
creva. Ovi podaci ukazuju da iako su i Nanogl i Nanogp8 eksprimirani u mnogim ¢elijama
karcinoma debelog creva, oni su izrazeni u razli¢itim odnosima i zavise od ¢elijskih kultura.
Ispitivanje subcelijske lokalizacije ukazuje da je Nanog uglavnom lokalizovan u citoplazmi
(90,91) dok je u drugim slucajevima uglavnom lokalizovan u jedru. Pored toga, inhibicija
Nanog sa miRNA kod ¢elija karcinoma debelog creva dovodi do inhibicije rasta u in vitro
kulturama kod xenografta miseva, §to ukazuje na pozitivnu ulogu Nanog u proliferaciji ¢elija
karcinoma debelog creva (92). Medutim, ne postoji dokaz o lokalizaciji mati¢nih ¢elija sa
ekspresijom Nanog kod humanih karcinoma jajnika.

Celije karcinoma u tumoru su heterogene i imaju malu subpopulaciju jedinstvenih
neoplasti¢nih ¢elija koje poseduju osobine ¢elija nalik mati¢nim, i koje su odgovorne za rast
tumora, nastanak metastaza, rezistenciju na terapiju, progresiju tumora, recidiv tumora posle
terapije, samoobnavljanje ili diferencijaciju u progenitorske celije koje mogu da se delimi¢no
diferenciraju u sve tipove brzo proliferiSu¢ih neoplasticnih ¢elija unutar istog tumora
formirajuci tako tumorsku masu. Ove celije karcinoma koje se samoobnavljaju su retke ali
dugoziveée 1 nazvane su CSCs (93). Postojanje CSCs kod malignih tumora moze objasniti
¢injenicu da solidni tumori nisu homogeni po morfologiji 1 da sadrze multiplu, delimi¢no

diferenciranu populaciju ¢elija karcinoma u razliitim stadijumima istog maligniteta koja

28



Uvod

moze da postoji kod istog pacijenta (45). Samo ciljanje ove populacije ¢elija, koje pokazuju
brojne vazne fenotipske, bioloSke 1 funkcionalne karakteristike povezane sa normalnim
mati¢nim c¢elijama, moZe kona¢no dovesti do izlecenja bolesti. Ovo takode mozZe biti razlog
za neuspeh konvencionalnih antikancerskih terapija, zbog Cinjenice da su CSCs otpornije na
lekove i mogu biti odgovorne za recidiv tumora. Temeljno razumevanje osobina CSCs je
vazno u cilju rasvetljavanja mehanizama ukljuc¢enih u karcinogenezu i trazenje adekvatnog
terapijskog tretmana (94).

Smatra se da CSCs nastaju mutacijom u mati¢nim ¢elijama razlicitih tipova tkiva (93)
1 imaju vaznu ulogu u razvoju i odrzavanju neoplazme (95-98).

LGRS je G protein sa 7 trans-membranskom subjedinicom koji pripada superfamiliji
glikoproteinskog hormonskog receptora i eksprimira se kod skeletnih misica, placente,
kicmene mozdine i tkiva mozga. Inicijalno je pronadeno da ovaj receptor kontroliSe
diferencijaciju i rast specificnih embrionalnih tkiva. Kasnije studije pokazale su njegovu
ekspresiju kod hepatocelularnog karcinoma (HCC) i kolorektalnog karcinoma (CRC).
Medutim, mehanizmi koji leZe u osnovi uklju¢ivanja LGRS u proces karcinogeneze nisu
razjasnjeni. OpSte prihvaceno je da WNT/-catenin put ima vaznu ulogu u CRC tumorogenezi.
Malo se zna o vezi izmedu ekspresije LGRS i WNT/-catenin puta kod CRC. Od znacaja je
utvrdivanje koespresije Nanog u LGRS kao markera mati¢nih ¢elija kod karcinoma jajnika.
Otkriveno da su Nanog i LGRS ko-esprimirani kod normalnih jajnika postmenopauzalnih
Zena, uglavnom u epitenim c¢elijama, 1 u grupisanim stromalnim ¢elijama. Nasuprot tome, u
karcinomu jajnika je otkrivena iskljucivo ekspresija Nanog bez ekspresije LGRS. Naden je i
znacajan broj tumora jajnika koji nije eksprimirao Nanog. Prisustvo ili odsustvo ekspresije
Nanog u razli¢itim tumorima jajnika moze podrzati ideju o visokom i1 niskom gradusu
karcinoma jajnika koji verovatno poticu iz razlicitih lokusa (99).

Nanog ima glavnu ulogu u samoobnavljanju pluripotentnih mati¢nih celija 1
odrzavanja u nediferentovanom stanju tokom ranog embrionalnog razvoja. Pored
kontrolisanja takozvanih osobina mati¢nosti, uloga Nanog u tumorogenezi je privukla
znacajnu paznju. Markeri CSCs, koji su dobri terapeutski ciljevi u razli¢itim karcinomima su
sve ¢esc¢i predmet istrazivanja (100,101).

Nanog ckspresija, utvrdena kod celijskih linija karcinoma jajnika, ukljucena je u
rezistenciju na lekove. U studiji Siu i saradnika (102) ispitivan je prognosticki znac¢aj Nanog

kod karcinoma jajnika. Ocenjena je po prvi put funkcionalna uloga Nanog i isti kao meta kod
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karcinoma jajnika. Na osnovu rezultata autori predlazu da Nanog moze biti jedan od markera
CSCs koje imaju glavnu ulogu u progresiji karcinoma jajnika. Nanog takode moze biti vazan
prognosti¢ki marker za identifikaciju pacijenata koji kod kojih ¢e se posti¢i bolji terapijski
odgovor na sadasnji terapijski rezim, kao terapeutski cilj le¢enja karcinoma jajnika

Dinamika odrzavanja CSCs i Sirenja uglavnom je nepoznata. Transformisane ¢elije su
neprekidno podvrgnute imunoj selekciji. Celije koje mogu da prezive “napad imunog

sistema” se zadrzavaju, za razliku od onih koje ne prezive napad i budu eliminisane (103).

Nedavno je na mi§jem modelu karcinoma grli¢a materice pokazano da vakcinacija
koja indukuje CTL-posredovanu imunu selekciju, pokrece evoluciju tumorskih ¢elija sli¢nih
karakteristikama mati¢nim ¢elijama i antiapoptotski fenotip u procesu koji zahteva Nanog
transkripcioni factor (103). Ovaj nalaz sugeriSe da imuna selekcija podstiCe progresiju
karcinoma. Medutim, molekularni mehanizmi kojim Nanog posreduje izbegavanje imunog

odgovora i relevantnost Nanog ekspresije kod humanih karcinoma nisu dovoljno istrazene.

U studiji Noh i saradnika (104) pokazano je da imuna selekcija kod humanih
kancerskih ¢elija izaziva povecanje podskupa Celija sa visokom ekspresijom Nanog. Ove
¢elije su slicne mati¢nim ¢elijama, antiapoptotskih karakteristika i otporne su na napad
imunog sistema. Pokazano je da je ekspresija Nanog kod tumora u korelaciji sa stadijumom
bolesti 1 prognozom pacijenata sa karcinomom grlica materice. Takode, prekomerna
ekspresija Nanog prisutna je u razli¢itim tipovima humanih karcinoma. Postoji dokaz na bazi
preklinickog modela da je inhibicija Nanog efikasna strategija u kontroli humanih karcinoma,

posebno u kontekstu imunske terapije.
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1.7.2. Sox2

Sox je skracenica za Sry (polno determiniSuci region Y) vezan za HMG grupu gena,
koji se definiSe kao HMG grupa visoke mobilnosti. Kodira transkripcione faktore koji
interreaguju sa DNK preko HMG domena. Do sada je identifikovano preko 30 Sox gena.
Postoji 20 ¢lanova Sox familije gena kod miSeva i ljudi koji imaju ulogu u razvoju organa i

odrzavanju ¢elija (105,106).

Transkripcioni factor Sox2 pripada grupi B Sox familije i1 kodiran je jednim eksonom
gena na hromozomu 3q26.3-q27 (107). Sox2 je visoko eksprimiran kod ESCs i1 smatra se
kljuénim faktorom transkripcije (108). Sox2 moze ucestvovati u reprogramiranju adultnih
¢elija u indukovane pluripotentne mati¢ne ¢elije, Sto ukazuje da ima vaznu ulogu u ¢elijskoj
determinaciji, diferencijaciji i1 proliferaciji (109,110). Smatra se da Sox2 odrzava celijsku

proliferaciju putem Notch signalnog puta (111) i modulacije ekspresije ciklina D1(112).

Sox 2 je ukljucen u odrzavanje nervnih mati¢nih ¢elija tokom neurogeneze (113,114)
i reguliSe diferencijaciju senzornih ¢elija u neuroepitelijum mreznja¢e i unutraSnjeg uha
(115,116). Zbog ove uloge u rastu i diferencijaciji maticnih ¢elija, Sox 2 je prouCavan
imunohistohemijskom analizom kod humanih tumora germinativnih ¢elija 1 pokazano je da je
Sox izrazeno eksprimiran kod embrionalnih karcinoma (117). Sox 2 ekspresija nije dovoljno
ispitana kod karcinoma jajnika. Jedina studija koja je ispitivala ekspresiju Sox2 kod
normalnog epitela jajnika 1 lezija na jajniku ukazala je na povezanost ekspresije sa klinicko

patoloskim karakteristikama bolesti (118).

Nedavne studije pokazale su da genska amplifikacija Sox2, koji kodira grupu visoke
mobilnosti domena transkripcionog faktora, najces¢i je 1 uobicajeni dogadaj kod CSCs pluca,
jednjaka i usne duplje (119-121), mikrocelularnog karcinoma pluc¢a (122) i glioblastoma
multiforme (123).

Funkcionalna specifi¢nost razli¢itih Sox proteina i tkivna specifi¢nost odredenog Sox
faktora su u velikoj meri povezani sa ostalim transkripcionim regulatorima, mada mnogi od
njih jo§ uvek nisu otkriveni. Nedavno su pronadene brojne veze izmedu Sox2 i humanih

karcinoma. Rezultati imunihistohemijskih analiza ukazuju da je Sox2 ukljucen u invaziju i
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nastanak metastaza intraepitelne neoplazme pankreasa (124), a takode je udruzen sa
gastriénom karcinogenezom (125) i karcinomom pankreasa (126). Ekspresija Sox2 nadena je
kod 41% karcinoma dojke Sto sugeriSe na ulogu u stvaranju slabije diferenciranog fenotipa

(127). Nije poznato na koji nacin Sox2 ispoljava ulogu u onkogenom potencijalnu.

Reprogramiranje odrasle terminalno definisane humane ¢elije u pluripotentne matic¢ne
¢elije koje imaju sposobnost generisanja svih ¢elija u telu privuklo je veliku paznju. Stvaranje
ovih iPS ¢elija zahteva prekomernu ekspresiju transkripcionih faktora Oct4, KIf4 i Myc ili
Oct4, Lin28 1 Nanog (128,129). Efikasnost ovog procesa reprogramiranja je izuzetno mala i
ostaje za sada kao in vitro fenomen jer nema dokaza da se prirodno moze javiti in vivo.
Mehanizmi kojima se odvija proces reprogramiranja jos uvek nisu dobro objasnjeni, medutim
tri glavana transkripciona faktora Oct 4, Sox 2 i Nanog nazvani su master regulatorima
pluripotentnosti. Nedavno je proces reprogramiranja i tumorogeneza povezana sa p53 tumor
supresor genom, koji je jedan od glavnih regulatora onkogene transformacije koji kontroliSe

pluripotentnost (130-132).

U radu Leigsa i saradnika (133) istraZzena je veza izmedu indukcije pluripotencije i
karcinoma dojke ispitivanjem prisustva gena pluripotentnosti. Nije primecena ekspresija Oct4
ili Nanog ali je nadena ekspresija Sox2 koja je bila udruzena sa ranim stadijumom tumora.
Zapazena je indukcija ekspresije Sox2 u tumorskim sferama kod kultura karcinoma dojke 1
¢elijskim linijama karcinoma dojke sa osobinama nalik mati¢nim ¢elijama koja sugeriSu na
ulogu CSCs. Ova uloga je dalje istrazivana preko prekomerne ekspresije i nishodne regulacije
Sox2, i nadeno je da je Sox2 neophodan, ali i nedovoljan da podstakne nastanak formacija
tumorskih sfera i inicijaciju tumora in vivo. Regulacija Sox2 aktivacije zavisi od ushodnog

pojacanja. Isti element kontroliSe ekspresiju Sox2 u pluripotentnim mati¢nim ¢elijama.

Kod adenokarcinoma plu¢a Sox2 ekspersija je udruZene sa loSom prognozom (134).
Kod ¢elija karcinoma jajnika, u ¢elijama sli¢nih karakteristika mati¢nim, Sox2 je eksprimiran
istovremeno sa Oct4 i Lin28 (135,136). Kod debelog creva ekspresija Sox2 korelira sa
zahvacenosc¢u limfnih nodusa 1 prisustvom udaljenih metastazama (137). Kod ovih karcinoma
izgleda da Sox 2 pravi razliku izmedu osobina progenitor / mati¢nih celija od celija

karcinoma.

U istrazivanju Zhang i saradnika (138) pokazano je da Sox2 moZe imati vaznu ulogu

u progresiji tumora. Pracena je ekspresija putem imunohistohemijskog bojenja uzoraka
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humanih karcinoma jajnika u poredenju sa normalnim jajovodom i uzorcima tkiva jajnika.
Takode je analizirana udruzenost ekspesije Sox2 sa klinickim 1 patohistoloskim faktorima
kao Sto su gradus tumora, FIGO stadijum bolesti, odgovor na hemioterapiju, ukupno
prezivljavanje (OS) i vreme do progresije bolesti (DFS). Pokazano je da je kod povecane

ekspresije Sox2 DFS krace, a nema znacaja za OS.
1.7.3. Oct 3/4

Oct (Oct3/4 ili POUSF1) je ¢lan POU familije transkripcionih faktora i ima klju¢nu
ulogu u samoobnavljanju 1 pluripotentnosti ESCs. Eksprimiran je uglavnom kod
nefertilizovanih oocita, unutraSnje celijske mase blastocista, germinativnih celija,
embrionalnih kancerskih ¢elija i embrionalnih germinativnih ¢elija (139). Dok ushodna
regulacija Oct4 odrzava stanje nediferentovanosti pluripotentnih maticnih ¢éelija, gubitak Oct4
indukuje diferencijaciju mati¢nih ¢elija. Ovo je dokazano gubitkom pluripotentnosti u
¢elijama kod Oct4-/- embriona miSeva, gde dolazi do diferencijacije ESCs u liniju trofoblasta
(140). U studiji Nicholsa 1 saradnika (141) pokazano je dvostruko povecanje ekspresije Oct4
dovodi do konverzije ESCs u primitivna endodermalna i mezodermalnim tkivima. Nasuprot
tome, poveéanje ekspresije Oct4 za 50% moze dovesti do diferencijacije ESCs u trofoderm
(141). Ovo dokazuje da je nivo ekspresije proteina Oct4 kod ESCs vazan za odrzavanje
diferencijacije specifi¢énih ESCs 1 njihov dalji razvoj. Malo se zna o ta¢noj regulaciji proteina

Oct4 kod ESCs.

Uloga Oct4 u ¢elijskoj transformaciji prvi put je primecena kada je pokazano da
ektopicna ekspresija Oct4 dovodi do povec¢anog malignog potencijala ESCs (142). Pokazano
je da ekspresija Oct4 povecava displaziju u epitelnim tkivima adultnih miSeva (143). U
skladu sa tim, Oct4 eksprimiran je kod mnogih malignih neoplazmi i1 u korelaciji je sa
gradusom tumora 1 progresijom bolesti (144-147). U poredenju sa tumorima sa niskom
ekspresijom Oct4, poviseni nivoi Oct4 bili su udruzeni sa pojavom metastaza i krac¢im
vremenom prezivljavanja (148-150). Nedavna studija sprovedena kod karcinoma dojke
pokazala je ektopicnu ekspresiju Oct4 kod ¢elija normalne dojke, koja je dovela do nastanka
¢elija sa tumor-inicirajuéim 1 kolonizacionim karakteristikama. Ove ¢celije su slabo
diferentovane sa visokim gradusom i dokazane su kod nude miSeva. Pokazan je genomski
profil obogaden mrezom embrionalnih transkripcionih faktora, koji sugeriSe da Oct4

transdukovane c¢elije mogu predstavljati pacijent-specificni model za otkrivanje novog

33



Uvod

onkogenog targeta (151). Na mi§jem modelu CSCs karcinoma dojke pokazana je ektopicna
ekspresija Oct4 (152). Oct4 ekspresija je pokazana kod celija slicnih osobina kancerskim
mati¢nim ¢elijama u CD133+ ¢elijama karcinoma pluca. Ove studije ukazuju na vaznost Oct4
ekspresije kod tumora u cilju odrzavanja karakteristika tumorogenosti ¢elija slicnih mati¢nim
¢elijama. Epitelna mezenhimska tranzicija (EMT) vazan je proces morfogeneze tokom
embrionalnog razvoja (153), kao 1 za konverziju ranog stadijuma tumora u invazivnu
neoplazmu (154). Nedavne studije pokazale su da EMT ima vaznu ulogu u recidivu bolesti za
koji se veruje da je Cesto povezan sa fenotipom CSCs (155,156). Pokazano je da ektopicna
ekspresija Oct4 i Nanog u celijskim linijama adenokarcinoma plu¢a povecava procenat
subpopulacije ¢elija koje eksprimiraju CD133, rezistentnost na lekove i dovode do EMT

(157, 158).

Kao regulator pluripotentnosti i samoobnavljanja Oct4 ima vaznu ulogu u
prezivljavanju populacija CSCs koje su rezistentne na lekove (159). Ovo je podrzano od
strane istrazivanja sprovedenim kod celija karcinoma jetre, gde je nadeno da su celije sa
prekomernom ekspresijom Oct4 rezistentne na terapiju cisplatinom i doxorubicinom, u
poredenju sa kontrolnim ¢elijama in vitro 1 in vivo (160). Kod karcinoma usne duplje, Oct4 1
Nanog su, takode, znacajno eksprimirani kod pacijenata rezistentnih na cisplatinu. Terapija
¢elija karcinoma usne duplje cisplatinom u populaciji rezistentnih ¢elija dovela je do pojave
mati¢nih/progenitorskih ¢elijama koje pokazuju poveéane migratorne i invazivne osobine in
vitro 1 in vivo (161). Ovo sugeriSe da kancerske ¢elije koje eksprimiraju Oct4 1 prezivljavaju
terapiju cisplatinom mogu da se razviju u heterogenu populaciju diferentovanih ¢elija koje
imaju povecanu sposobnost da postanu metastatske. U skladu sa ovim, pokazano je da
rezistentne c¢elijske linije karcinoma prostate imaju povecanu ekspresiju Oct4 i nekoliko
target gena (MIDI, MYB, ILIRN, RPS27/ 1 CUGBP2). Ove ¢elije izlozene su povecanom
invazivnom potencijalu u in vitro testovima i tumorogenom potencijalu in vivo kod
xenograftskog modela misa (159).

Postojeca literatura u vezi ekspresije 1 uloge Oct4 kod EOC relativno je mala.
Transkripcioni faktor Oct4 primarno se koristi kao marker za detektovanje celija sli¢nih
karakteristika mati¢nim c¢elijama kod CSC c¢elijskih linija karcinoma jajnika i tumora.
Ekspresija Oct4 prvo je opisana kod disgerminoma jajnika, tumora koji se sastoji od
primitivnih, nediferentovanih germinativnih ¢elija (162). Medutim, ovi autori nisu uspeli da

otkriju ekspresiju Oct4 kod ostalih negerminativnih tumora, kao §to su granulozo celijski
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tumori, Brennerovi tumori, serozni i endometrioidni adenokarcinomi i stromalni karcinomi
jajnika. Primenom imunohistohemijskih analiza, nedavno je opisana ekspresija Oct4 kod
nezrelih teratoma jajnika (163), epitelijuma Fallopijeve tube, seroznih i mucinoznih epitelnih
ovarijalnih tumora sa razli¢itim histoloskim gradusom. U ovoj studiji, pokazano je da se
ekspresija Oct4 znacajno povecava pocev od normalnog povrsnog epitela jajnika/epitela
Fallopijeve tube, ka benignim/borderline tumorima do seroznog karcinoma visokog gradusa,
Sto ukazuje da je ekspresija Oct4 udruZena sa inicijacijom i progresijom seroznog karcinoma
jajnika. Medutim, ova studija pokazala je znacajne razlike izmedu normalnog, benignog,
borderline i malignih tumora mucinozne grupe, ali nije proucavala endometrioidni i
svetlocelijski tip EOC (164). Razlika u ekspresiji Oct4 izmedu serozng 1 mucinoznog EOC
moze biti zbog razlike u genetskom sastavu seroznog i mucinoznog podtipa karcinoma
jajnika (165-167).

Prvo istrazivanje Oct4 kod mati¢nih ¢éelija EOC bilo je prikazano nakon izolacije
jednog tumorogenetskog klona iz asitne tecnosti pacijentkinje sa EOC koriste¢i serijsko
razblaZenje. (168). Ovaj klon pokazivao je karakteristike samoobnavljanja putem formiranja
sferoida u kulturi i, takode, je pokazivao je osobine diferencijacije formiranjem visecelijskih
kolonija u agaru. Na serijskom implantacionom xenograftu, izolovani klonovi nastavili su
razvoj tumora kod nude miseva sli¢no kao kod primarnih humanih EOC tumora.

Kancerske mati¢ne celije izolovane iz tumora jajnika 1 ¢elijskih linija pokazuju
osobine mati¢nih ¢elija u tumorogenetskim testovima. Kod njih postoji veca ekspresija Oct4 1
rezistentnost na hemioterapiju. Nadeno je da SP celije, ekstrahovane iz celijskih linija
karcinoma jajnika, imaju ABC transporter (ABCBI1), histon methyltransferazu (EZH2-¢lana
polycomb familije sa osobinama mati¢nosti) i Oct4 zbog kojih ne daju dobar odgovor na
primenjenu terapiju. U ovom kontekstu, SP ¢elije izolovane iz ascitesa kod pacijenata sa
karcinomom jajnika pokazale su ve¢i profil mati¢nosti u poredenju sa ne-SP ¢elijama (169).
Analize genske ekspresije pokazale su da su SP ¢elije bile prisutne kod pacijenata sa ranim
recidivom bolesti (1-12 meseci), u poredenju sa kasnim recidivom (13-24 meseci) (170).
Stoga, ekspresija Oct4 kod SP pacijenata sa karcinomom jajnika moze imati vaznu klini¢ku
primenu.

U poslednjih nekoliko studija za izolaciju CSCs koris¢eni su razli¢iti povrSinski
markeri (CD44, CD133, CDI117, CD24, Thyl) (171-173) i1 nepovrSinski markeri (aldehid

dehidrogenaza) (174). Sortirane CSCs na osnovu ovih markera pokazale su njihove
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potencijalne karakteristike, tj. kao Sto su sposobnost samoobnavljanja, rezistentnost na
terapiju, 1 skoro sve celije imale su relativno visoku ekspresiju Oct4. Nedavna studija
pokazala je kombinovanu ekspresiju Oct4 1 Lin28 kod tumora jajnika koja korelira sa
visokim tumorskim gradusom (175). Oni su takode pokazali da represija Oct4 sa Lin28 uz
pomo¢ RNK interference kod ¢elijskih linija karcinoma jajnika smanjuje prezivljavanje celija
karcinoma. I studija Latifi i saradnika (176) pokazala je da prekomerna ekspresija Oct4 moze
da dovede do progresije karcinoma, rezistentnosti na lekove 1 recidiva bolesti, pa se predlaze

da Oct4 bude moguc¢i target u terapiji EOC.

1.7.4. Sox4

Sox4 je ¢lan Sox familije transkripcionih regulatora sa udelom u njihovom DNK
vezuju¢em domenu, i nosi karakteristike grupa visoke mobinosti (177). Pokazano je da je

Sox4 gen ukljucen u veliki broj razvojnih procesa.

Sox4 je vazan za razvoj srca, limfocita 1 timocita, 1 nedostatak Sox4 kod miSeva
dovodi do sréanih defekata. Sox4 fenotip kod miSeva dovodi do smrti u toku embriogeneze
zbog nedostatka normalnog razvoja srca, i shodno tome do cirkulatorne (srcane) slabosti
(178,179). Osim toga, druge studije pokazale su da je Sox4 eksprimiran kod hormon-zavisnih
tkiva reproduktivnog sistema misSa kao i u mozgu, T i B ¢elijskim limfocitima (180,181) i

moze da igra ulogu u osteoblasti¢noj diferencijaciji (182).

Transkripcioni factor Sox4 je aberantno eksprimiran kod mnogih tumora kod ljudi i
moze uticati na tumorogenezu i pojavu metastaza tumora kod miseva in vivo. Medutim,

mehanizmi koji kontrolisu funkciju Sox4 su slabo definisani.

Nedavno je primeéeno da oSteCenje DNK povecava ekspresiju Sox4 proteina
nezavisno od nivoa Sox4 mRNA, S§to ukazuje na jo§ nedefinisan post-transkripcioni
mehanizam regulacije ekspresije i1 funkcije Sox4. Pokazano je takode da se protein Sox4 brzo
razgraduje od strane proteozoma, zbog farmakoloske inhibicije sa Mg132 i epoksimicinom.
Poluzivot Sox4 je manji od jednog sata i ostvaruje se preko inhibicije sinteze proteina putem

cikloheximida (183).

Sox4 se vezuje za 7-bp DNA-sekvencu AACAAAG kroz njegov domen visoke

mobilnosti grupa i time transkripciono aktivira ciljne gene (184). Postoji alternativa Sox4
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sekvence (AACAAAG) kod humanih CD2 gena, u odnosu na specificno Sox4 vezivanje u in
vitro uslovima (185). Jo§ uvek nisu dovoljno ispitani “kompleksni geni” koji su pod
kontrolom Sox4. Medutim, src familija tirozin kinaza, tj. p56 Ick, je transkripciono aktivirana
pod uticajem Sox4 u prisustvu ETS1 transkripcionog faktora (186). Faktori koji s druge
strane indukuju Sox4 su citokini i hormoni. Jedino dobro opisana molekulska funkcija Sox4
je da posreduju aktivaciju transkripcionog fargeta receptora za interleukin 5 (ILS). IL-5
stimuliSe ekspresiju Sox4 u B ¢elijama uz pomo¢ membranskog receptora IL-5Ra koji se

direktno vezuje za Sox 4 inracelularno, kao i sintetin (187).

Sintetin, koji se vezuje za Sox4, udruZen je sa C-terminalnim domenom 1i stabilizuje
ekspresiju Sox4. Stabilizacija Sox4 indukovana sintetinom korelira sa kompleksom Sox4-
sintetin u jedru, gde se oba proteina akumuliraju. Utvrdeno je da prekomerna ekspresija
sintetina kod humanih tumorskih ¢elijskih linija recipro¢no utice na ekspresiju proteina Sox4,
transkripcionu aktivnost 1 njegovu ulogu kao regulatora Sox4. Pokazano je da Sox4 C-
terminalni domen reguliSe poliubikvitin-nezavisnu protezomalnu degradaciju Sox4 i moze

uticati na interakciju sa sintetinom (183).

Aberantna ekspresija Sox 4 moze biti udruzena sa mnogim humanim karcinomima, a
moze imati uticaj na proteozomalnu degradaciju Sox4 i1 ulogu u onkolgenezi i metastaskim
svojstvima tumora (183). Pokazano je da je Sox4 znafajno indukovan od strane

prostaglandina, progestina i prekomerne ekspresije “heat shock” proteina (188,189).

Jo§ uvek nije poznato koja je uloga Sox4 u in vivo uslovima i u tumorogenezi.
Prekomerna ekspresija Sox4 wu retroviralnoj insercionoj mutagenezi kod genetski
modifikovanih sojeva miSeva dovodi do vece ucestalosti mijeloidne leukemije i B i T
¢elijskih limfoma (190,191). Visoki nivoi ekspresije Sox4 primeceni su kod karcinoma dojke
1 karcinoma (192), mozga (193), plu¢a (194), i pljuvacne zlezde (195). Medutim, neka
istrazivanja pokazala su da ekspresija Sox4 kod kancerskih ¢elija dovodi do njihove apoptoze

(196, 197).

Sox4 posebno je eksprimiran u jajniku, testisu i timusu odraslih miseva i kod ¢elijskih
linjja T 1 pre B limfocita kod miseva. Sox4 takode je eksprimiran kod miSeva u mle¢noj
zlezdi 1 materici 1 hormonski je regulisan od strane progesterona i estradiola (198). Tri
nezavisne skrining studije utvrdile su da je Sox4 obi¢no izmenjen u retrovirusnim insercijama

(191,199).
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Kod ljudi, Sox4 je eksprimiran u normalnoj dojci i u karcinomu dojke. Ovu ekspresiju
povecavaju progestini Sto uslovljava povecanje Sox posredovane transkripcione aktivnosti
(198). Sox je takode prekomerno eksprimiran kod klasi¢nih medulloblastoma i karcinoma

pluca, §to ukazuje da Sox4 moze biti vazan kod razli¢itih vrsta tumora (200).

1.7.5. CD44

U okolini tumora nalaze se razliCite vrste celija, kao Sto su vaskularne Ccelije,
fibroblasti, ¢elije imunskog sistema, komponente ekstracelularnog matriksa (ECM), kao i
faktori rasta 1 citokini. Tumorske ¢elije primaju parakrine signale iz lokalne mikrosredine. Na
ovaj nadin one cesto menjaju Celijski 1 molekulski sastav i dovode do progresije tumora.
Okruzenje tumora vazno je za nastanak metastatskog fenotipa ¢elija karcinoma i bilo je
predmet mnogih istrazivanja (201,202).

Prekid ECM dovodi do abnormalnog intercelularnog i/ili intracelularnog signala, pa
moze da nastane disregulacija Celijske proliferacije, rasta i reorganizacije citoskeleta
(203,204). Hijaluronska kislina (HA) indukuje signale kada se vezuje za CD44 i aktivira
CD44 varijantu (CD44v) (205-207). Takode, CD44 moze reagovati sa ostalim molekulima,
uklju¢ujuéi kolagen, fibronektin, osteopontin, faktore rasta, metaloproteinazu matriksa
(MMPs) (208).

Celijski-povriinski glikoprotein CD44 ukljuen je u interakciju izmedu Celija,
adheziju 1 migraciju ¢elija (209). Smatra se ¢elijskim povrSinskim markerom metastaza i
progresije u razli¢itim tipovima karcinoma, ukljucujuc¢i karcinom jajnika. CD44 je receptor
za hijaluronsku kiselinu (210,211). Hijaluronska kiselina je glavna komponenta ECM kod
vecine tkiva sisara i akumulira se na mestu deobe ¢elije 1 brzog remodeliranja matriksa. Javlja
se u toku embrionalne morfogeneze, inflamacije i tumorogeneze (212-214). Hijaluronska
kiselina je osnova glikozaminoglikana i1 nalazi se u ekstracelularnom matriksu. Ona je glavna
komponenta peritoneuma na kome najée$¢e nastaju matastaze karcinoma jajnika (210,215).
CD44 interaguje sa hijaluronskom kiselinom i aktivira Nanog-Stat3 i signalne puteve u koje
je ukljucen ankyrin. Smatra se da je aktivacija ovih signalnih puteva odgovorna za specifi¢no
ponasanje tumorskih mati¢nih ¢éelija, jer ima uticaj na aktivaciju transkripcije, rast tumorskih
¢elija 1 rezistenciju na lekove kod karcinoma jajnika i karcinoma dojke (216). CD44 nije
eksprimiran kod normalnih ¢elija 1 nekih neinvazivnih ¢elijskih linija (212-217). Interakcija

CD44 sa stromom tumora i okolinom tumora usko je povezana sa metastatskim rastom
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karcinoma (215,217). Na osnovu prethodnih zakljucaka, postavlja se pitanje da li supresija
CD44 proteina moze da poboljsa efikasnost hemioterapije i prevenira nastanak metastaza.
Takva supresija moze potencijalno da se postigne koriS¢enjem siRNA nastale targetovanjem
CD44 sa mRNK. Obzirom da siRNK slabo prolazi kroz ¢elijsku membranu u citoplazmu
njegova efikasnost kao supresor targetovane mRNA 1 proteina je ogranicena. Razvijeno je
nekoliko tipova vektora koji poboljSaju efikasnost penetracije siRNK u ¢eliji 1 poboljsava
postojanost u plazmi (217-229).

CD44 je transmebranski protein kodiran od strane jednog gena. Postoji viSe oblika

CD44.
I u radu Mirse 1 saradnika (230) prikazana je povezanost HA 1 njegovog receptora CD44 u
nekoliko malignih stanja. Takode, diskutovano je o mogucim terapijskim moguénostima za
razvoj ciljane terapije bazirane na razumevanju povezanosti izmedu HA i CD44. Posebno je
izdvojena uloga kompleksa HA-CD44v i uticaj na tumorski rast i invaziju, kao i to da
supresija interakcije HA-CD44v moze biti terapeutski target.

Brojne studije pokazale su povezanost izmedu maligniteta i ECM bogatog
hijaluronskom kiselinom, zajedno sa ekspresijom CD44s i CD44v. CD44 kod celija
karcinoma reaguje sa mikrookolinom koja sadrzi hijaluronku kiselinu i ima uticaj na ¢elijske
signalne puteve. Na taj nacin dovodi do migracije mati¢nih ¢elija, invazije ¢elije ECM i
Sirenja na udaljena mesta. (231-236). Medutim, molekularni mehanizam udruzenosti HA-
CD44 1 uticaj na maligni fenotip 1 tumorsku progresiju jo§ uvek nije dovoljno poznat.

Porast HA kod tumora je “okida¢” signalnih dogadaja (231,237,238). Ranije studije
pokazale su visoku ekspresiju nivoa CD44s i CD44v kod agresivnog karcinoma dojke sa
povecanjem sinteze HA (239,240). Nedavne studije pokazale su vaznost CD44 molekula u
malignoj transformaciji. Sada postoje dokazi da mala populacija tumorskih ¢elija (manje od
0,1%), oznacenih kao CSCs ili kancer-inicirajuce Celije sa karakteristikama mati¢nih Celija,
imaju uticaj na odrzavanje tumora i formiranje metastaza. CD44 je identifikovan kao vazan
marker populacije CSCs kod karcinoma dojke, pankreasa 1 kolorektalnog karcinoma (241-
243). Ova istrazivanja pokazuju da CD44 ima vaZznu ulogu u inicijaciji 1/ili odrZzavanju CSCs
kod nekih vrsta tumora. CD44s inrerreaguje sa receptorima faktora rasta, kao §to je receptor 2

epidermalnog faktora rasta i faktor rasta trombocita.
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1.7.6. CD117

Rad na identifikaciji 1 izolaciji CSCs zapazen je kod razli¢itih tipova karcinoma.
Moserle 1 saradici (244) identifikovali su subpopulaciju ¢elija karcinoma jajnika sa SP
fenotipom jednog xenografta tumora (side population (SP) phenotype). Ove ¢elije su visoko
kancerogene kod miseva u poredenju sa tumorima koji ne sadrze SP ¢elije. Zhang i saradnici
(57) posmatrali su subpopulaciju ¢elija primarnog humanog karcinoma jajnika koje mogu
formirati nezavisne sfere i imaju sposobnost samoobnavljanja u in vitro uslovima sa visokom
ekspresijom CD 44 i CD 117. Celije sa CD 44+ i CD 117+ fenotipom veoma su kancerogene
1 uz to u stanju da doprinesu razvoju tumora. Baba i saradnici (172) izolovali su iz ¢elijskih
linija karcinoma jajnika CD 133+ ¢elije koje su rezistentne na terapiju platinom i formiraju
agresivne tumore u poredenju sa CD 133- ¢elijama. U drugoj studiji, Gao 1 saradnici (245)
identifikovali su subpopulaciju ovarijalnih ¢elija koje eksprimiraju CD 24 fenotip. Celijski
povrsinski markeri CD 44, CD 24 i CD 133 potvrdeni su kao markeri CSCs kod razli¢itih
tumorskih tipova, dok je marker CD 117 bio retko eksprimiran.

CD 117 (C-kit) je povrsinski marker za ESCs, kao 1 hematopoetske 1 mezenhimske
mati¢ne celije. On odrzava celije u nediferentovanom stanju zbog cega iste podlezu
samoobnavljanju (246-248). CD 117 je takode pronaden kod tumora mezenhimskog i
epitelnog porekla. Kod pacijenata sa prekomernom ekspresijom i/ili mutacijom CD 117
nadena je znacajno loSija prognoza u brojnim klinickim studijama sa razliitim tipovima
tumora (249-255). Medutim, uloga CD 117 kod karcinoma jajnika joS uvek nije dovoljno
poznata. Nedavna hipoteza o svojstvima CSCs moze da rasvetli njegovu ulogu u razvoju i

rastu karcinoma jajnika.

Luo i saradnici (256) u svom istrazivanju sprovedenom uz pomo¢ koje su prethodno
uspesno koriS¢ene za identifikaciju CSCs kod karcinoma dojke (257), direktno su ubrizgali
¢elije izolovane iz uzoraka seroznog humanog karcinoma jajnika u imunodeficijentne miseve,
eliminisane ne-tumorske celije 1 kultivisane tumorske C¢elije in vivo da bi procenili
karakteristike CD 117 fenotipa. CD 117+ ¢elije karcinoma jajnika pokazale su sposobnost da
formiraju tumore kod miseva kao I heterogenost nastalih tumora. Imunohistohemijska analiza
(IHC) parafinskih uzoraka pokazala je da su CD 117 + tumori u humanoj populaciji manje
osetljivi na prvu liniju hemioterapije 1 da kod njih dolazi do obnovljanja tumora u kra¢em

periodu u poredenju sa CD117 — pacijentima.
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CD 117 je prihvacen kao CSCs marker kod nekoliko solidnih tumora. Szotek i
saradnici (258) su u cilju identifikacije SP cCelija kod ovarijalnih CSCs primenili Hoechst
boju. Kod ovih SP ¢elija izolovanih iz ¢elijske culture karcinoma jajnika verifikovana je
ekspresija CD 117. Medutim, kod humanih kancerskih SP ¢elija jajnika izolovanih iz ascitesa
nije pokazana ekspresija CD 117. Nasuprot tome, Bapat i saradnici (259) su izolovali
tumorske celije iz ascitesa pacijenta sa seroznog karcinoma jajnika 1 dobili 19 spontano
imortalizovanih klonova. Molekularnim ispitivanjem ovih klonova identifikovana je
ekspresija CD 44, CD 117 i liganda za CD 117. Samo jedan od ovih konova pokazao je
tumorogenezu in vivo, $to pokazuje prisustvo Celija sa razli¢itim inicirajuéim tumorskim
kapacitetom u okviru tumora jajnika udruzenih sa ascitesom. Moze se spekulisati da je ovaj
klon stekao dodatne genetske promene zbog in vitro kulture. U skladu sa ovim, drugi klon je
doZiveo spontanu transformaciju u kulturi.

Slicno tome, Zhang i saradnici (57) analizirali su tumorske sfere nastale iz celija
izolovanih iz ascitesa 5 pacijenata sa seroznim karcinomom jajnika. Nakon 10 serijskih
pasaza u medijimu za mati¢ne celije primeceno je da su preostale celije sfera visoko
eksprimirale CD 44 i CD 117. Kao kod studija koje su ispitivale CD 133 (172,260), CD 44+ i
CD 117+ C(Celije sferoida bile su otporne na hemioterapiju, i sposobne da pokrenu
kancerogenezu i dovedu do nastanka tumora kod miseva. Koriste¢i primarne tumorske
xenografte, sli¢ne kao kod studija sa CD 133. Luo 1 saradnici su ustanovili da su tumorogene
kancerske celijske linijje CD 117+ izolovane iz 3 od 14 tumorskih xenografta. Ove ¢elije su
sposobne za serijsku transplantaciju, asimetricnu podelu i prisustvo ovih ¢elija je u korelaciji
sa hemorezistencijom (260).

Nakon toga, Alvero 1 saradnici (261) su analizirali EOC kod 147 pacijenata pre
hemioterapije 1 pronasli su svi tumori eksprimiraju CD 44, medutim eskpresija CD 44 je bila
veca kod metastatskih depozita i tumorskog ascitesa. Zatim su generisane CD44+ Celijske
linijje od primarnih humanih tumora i ascitesa koje su ubrizgane miSevima. Utvrdeno je da
CD 44+ ¢elije dovode do obnovljanja tumora (261). Tumacenje ove studije se dovodi u

0 ®" i nije testirana tumorigenost CD 44-

pitanje, jer je ubrizgan veliki broj ¢elija (1 _ 1
¢elija. Analize CD 44+ i CD 44- ¢elija pokazale su da je mijeloidni faktor diferencijacije 88
(MyD88-), aktivator NFkB signalnog puta I da je ushodno regulisan kod CD 44+ ¢elija.
Ovim se moze objasniti potencijalna veza izmedu ekspresije CD 44 celija 1 hroni¢nog

inflamatornog odgovora. Koriste¢i vitalne boje identifikovane su ¢elije koje zadrzavaju boju i

41



Uvod

koje su blizu 100% pozitivne na CD 44 i CD 117 (262). Ova studija je radena na misjim
¢elijskim linijama tako da je primenjivost na humane karcinome i dalje neizvesna. Ekspresija
ostalih markera CSCs, kao $to su CD 133 i CD 24 nije prijavljena.

Veliki napredak u razumevanju biologije tumora u poslednjih nekoliko godina
postignut je otkri¢em kancerskih mati¢nih celija-cancer stem cells (CSCs), koje imaju
odluc¢ujucu ulogu u progersiji karcinoma i rezistenciji na terapiju kod razlicitih nepolasti¢nih
bolesti. CSCs mogu otvoriti nove mogucénosti stvaranja novog targeta u cilju, smanjenja
otpornosti na hemioterapiju i poboljSanju efekta terapije. Metastaze tumora smatraju se
glavnim uzrokom smrti kod razli¢itih malignih tumora. Dokazi iz prethodnih studija pokazali
su da c¢elije slicne CSCs mogu biti generisane u procesima koji su vezani za aberantnu
aktivaciju epitelno-mezenhimske tranzicije (EMT) koja uti¢e na celijsku diferencijaciju i
metastatski potencijal tumora. Anti-EMT strategija bila bi nova terapeutska opcija za tretman
agresivnih karcinoma (263,264). Postoji vise dokaza da microRNA (miRNA) moze biti
potencijalni terapeutski kandidat na osnovu sposobnosti nishodne regulacije razli¢itih target
molekula ukljucenih u progresiju tumora, nastanak metastaza, tumorsku rezistentnost na
terapiju i relaps bolesti. U nekim studijama, nadeno je da miR-200c nishodno regulise
¢elijske linije karcinoma jajnika i u stadijumu III karcinoma jajnika. Nishodna miR-200c
nishodna regulacija je u korelaciji sa loSom prognozom bolesti (265-268).

Epitelni kancer jajnika (EOC) se genetski 1 epigenetski razlikuje od povrSinskih
epitelnih ¢elija normalnog jajnika i ukljucen je u EMT u toku inicijacije nastaka karcinoma,
ukljucujuéi progresiju, nastanak metastaza karcinoma i recidiv bolesti. Poznato je da je ZEB1
povezan sa invazivnom i metastatskom progresijom EOC. Ukoliko je ZEB1 eksprimiran kod
EOC moze direktno da potisne epitelni marker E-cadherin i indukuje invaziju tumorskih
¢elija 1 progresiju metastaza (269-271). Medutim, malo informacija o EMT je dostupno u
vezi miRNA kod EOC CSCs, i ta¢ni molekularni mehanizmi moduliranja EMT EOC CSCs
jos uvek nisu razjasnjeni.

Cilj studije Chena i saradnika (272) bio je da se proceni epigenetska regulacija
funkcije prekomerne ekspresije miR-200c kod EMT, tumorogeneze i metastaza CD117+ 1
CD44+ CSCs EOC u in vitro i in vivo uslovima. Pronadena je in vitro direktna povezanost u
in vitro uslovima izmedu prekomerne ekspresije miR-200c i sposobnosti CD 117+ i CD44+
CSC u formiranju kolonija, migraciji i invaziji. Posebno je primeceno da postoji veza izmedu

miR-200c 1 ZEB1 ekspresije. Rezultati studije pokazuju da prekomerna ekspresija miR-200c,
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modulacijom EMT, specifi¢no inhibira ZEB1 ekspresiju CD 117+ i CD 44+ CSCs i smanjuje

¢elijsku tumorogenost 1 metastaze u plu¢ima kod nude misjeg modela (57,273).

1.7.7. Ezh2- Transkripciona regulacija modulirana H3K27 metilacionim

statusom

Post-translaciona modifikacija N-terminalnog kraja histona ukljucuje metilaciju,
acetilaciju, ubikvitinaciju i fosforilaciju. Hromatin moZe da modulira faktore transkripcije i
transkripcionu aktivnost susednih gena. Cetiri lizinska ostatka na N-terminalnom kraju
histona (H3, K4, K9 1 K36) su target specifi¢nih histon metiltransferaza i demetilaza (274).

H3K27 di- 1 tri-metilacija su karakteristike Polikomb ciljnih gena i udruzene su sa
represijom transkripcije (275). Polikomb represivni kompleks 1 (PRCI) i polikomb
represivni  kompleks  (PCR2) dovode do kondenzacije hromatina. PRCI1 katalizuje
monoubikvitinaciju histona H2A, a PRC2 uti¢e na metilaciju H3K27 (276). PRC2 se sastoji
od nekoliko proteina kao §to su EED, SUZ12, RbAP46/48 1 EZH1 ili EZH2. EZH1 1 EZH?2 se
karakteriSu SET domenom koji funkcioniSe kao histon-lizin N-metiltransferaze (277,278).
PRC2 kompleks sadrzi EZH]1 ili EZH2 i ima uticaj na represiju genske ekspresije. Dok je
PRC2, koji sadrzi EZH2, prvenstveno odgovoran za H3K27 metilaciju, PRC2 kompleks koji
sadrzi EZH1 moze, takode, katalizovati metilaciju ili kompaktni hromatin uz pomo¢ ostalih
mehanizama pored histonske metilacije (279). Medutim, ovi mehanizmi nisu u potpunosti
istaZeni.

EZH je H3k27 metiltransferasa i sastavni deo polycomb represivnog kompleksa
(PRCO)2. Njegova enzimska funkcija katalizuje formiranje trimetil grupa na lizinu 27 histona
H3 (H3K27me3), koji je udruzen sa represijom velikog seta gena. Studije sa EZH2 na
embrionalnim mati¢nim ¢elijama (ESCs) pokazale su postojanje rezidualnog H3K27me3,
koji se pripisuje prisustvu metilltransferaze EZH1 (279). Rezultati pokazuju da ova dva
enzima mogu delimi¢no da kompenzuju jedan drugog. Studije gubitka genske funkcije
pokazale su ulogu EZH2 u uspostavljanju i fiziologiji nekoliko tipova ¢elija i tkiva, kao §to je
koza (280), srce (281) i mle¢na zlezda (282).

Genetski gubitak EZH2 ima manje posledice od gubitka drugih PRC komponenti
zbog kompenzatornog prisustva EZHI1. Na primer, u kozi gubitak EZH2 ima samo
marginalne posledice na razvoj epiderma i znacajan nedostatak jedino je primecen kod

kombinovanog odsustva EZH1 1 EZH2 (280). U vecini ¢elijskih tipova odsustvo samo EZH1
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ne izaziva vidljive promene, ali je potreban za odrzavanje hematopoetskih mati¢nih celija
(282). Obzirom da EZHI1 1 EZH2 prikazuju aktivnost metiltransferaze histona,epigenetski
mehanizmi Cesto objaS$njavaju razvojne i fizioloSke posledice dobijene njihovim gubitkom ili
prekomernom ekspresijom. Medutim, nedavni dokazi ukazuju da EZH2, takode, moze da
kontroliSe gensku ekspresiju kao transkripcioni ko-faktor steroidnih hormonskih receptora i
vr$i metilaciju Celijskih proteina (283). Histonska metiltranferasa EZH1 ima enzimsku
aktivnost 1 ucestvuje u transkripciji (284). Knock-in mutacije koje specificno uklanjaju
jedino aktivnost methyltransferase ovih proteina mogu obezbediti bolje razumevanje njihove
funkcije.

Eksperimenti sa ¢elijski specificnim Ezh2 knockout miSevima pokazali su da EZH2
uti¢e na proliferaciju i diferencijaciju maticnih ¢elija 1 progenitorskih ¢elija u tri razlicita tipa
¢elija, adipocitima, keratinocitima i neuronima (285-287). Eksperimentalni dokazi ukazuju da
se H3K27 metilacija uglavnom aktivira sa EZH2, a u manjoj meri sa EZH1. Vaznost EZH2
ogleda se u Cinjenici da Ezh2-null miSevi umiru u materici, dok Ezhl-null miSevi nemaju
vidljivih nedostataka, verovatno zbog kompenzatorne funkcije EZH2 (288).

EZH2 (enhancer zeste homolog 2-EZH2) doprinosi odrzavanju funkcija celija,
regulaciji ¢elijskog ciklusa i onkogenezi. Postoji vise dokaza da se prekomerna ekspresija
EZH2 gena javlja kod razli¢itih maligniteta, ukljucujué¢i karcinome usne duplje, kao i
karcinome jednjaka, Zeluca, debelog creva, hapatocelularnog karcinoma, karcinoma
mokraéne beSike, dojke, prostate i endometrijalnog karcinoma (289-296). Nadeno je da su
abnormalnosti ovog gena u korelaciji sa agresivnim ponaSanjem tumora i/ili loSom
prognozom bolesti. U prethodnim istrazivanjima primeceno je da je ekspresija EZH2 kod
¢elija hepatocelularnog karcinoma bila dovoljna da znacajno preokrene tumorogenezu u
miSjem nude modelu i pokazala je terapeutsku vrednost EZH2 inhibicije u in vivo uslovima
(297). Medutim, do danas molekulski status EZH2 gena i njegova potencijalno onkogena

uloga kod karcinoma jajnika jo$ uvek nije razjasnjena.

U studiji Rao i saradnika (298) ispitana je abnormalnost EZH2 gena i njegova uloga u
patogenezi karcinoma jajnika, amplifikacioni status 1 javljanje ekspresije EZH2 kod
normalnih 1 patoloskih humanih tkiva jajnika. Pracen je 1 klinicki/prognosticki znacaj
ekspresije EZH2 kod karcinoma jajnika, kao i osnovni mehanizmi koji pokazuju onkogenu

ulogu EZH?2.
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U toku tumorske progresije na ivicama solidnih tumora primecen je gubitak epitelnih
markera i dobijanje mezenhimskih markera. Ovaj proces definisan je kao EMT i smatra se
ranim pocetkom razvoja metastaza. EMT se karakteriSe nishodnom regulacijom epitelnih
markera E-kaderina 1 prekomernom ekspresijom mezenhimskog markera Vimentina.
Tumorske ¢elije gube apiko-bazalni polaritet, oslobadaju se od “zavisnog sistema nadzora”,
odvajaju se 1 migriraju kroz normalna tkiva. Zbog reverzibilne prirode EMT 1 invazivno-
migratornog kapaciteta, za razliku od osobina ostalih kancerskih ¢elija, one nisu udruzene sa
stalnim genskim alteracijama. Aktivacija protoonkogena onemogucava da kancerske celije
normalno rastu i da se diferenciraju.

U studiji Ferraro i saradnika (299) istaknuto je da su MAPK i PI3K putevi aktivirani
kod onkogenih transformacija i da mikrookruzenje tumora moze regulisati ekspresiju
policomb proteina kao Sto je EZH2 kod EMT ¢elija. Pokazano je da nakon prolaznog ili
stabinog smanjenja ekspresije EZH2 kod kancerskih ¢elija dolazi do celijske smrti u tro-
dimenzionalnoj kulturi. Konac¢no, pokazano je da je ITG 2 target za EZH2 i da je njegova
derepresija udruZena sa smanjenjem migratorne sposobnosti.

1.7.8. Stat3

Standardna terapija za pacijente koji imaju uznapredovali karcinom jajnika je
sprovodenje citoreduktivne hirurgije i primena hemioterapije. Prva linija hemioterapijskog
agensa je cisplatina, medutim, primeceno je da dolazi do recidiva bolesti jer veéina bolesnica
postaje rezistentna na cisplatinu. Ovo objasnjava visoku stopu mortaliteta 1 petogodisnje
prezivljavanje manje od 40% cak i kod bolesnica kod kojih je postignuta maksimalna
citoredukcija (ukloliko je rezidualni tumor manji od 1cm). Rezistencija na lekove ostaje jedna
od najtezih prepreka kod bolesnica sa ovim malignomom, Sto zahteva koriS¢enje novih
terapijskih pristupa. Molekularni mehanizmi rezistencije na cisplatinu kod ¢elija karcinoma
jajnika su multifaktorijalni 1 slabo ispitani. Jedan od mehanizama rezistencije na cisplatinu je
inhibicija apoptoze. Apoptiti¢ni odgovor Celija karcinoma na hemioterapijske lekove vazan je
pokazatelj osetljivosti tumora (300,301). Utvrdeno da prekomerna ekspresija antiapoptotskih
proteina Bcl-2 1 Bel-X1 1 nishodna regulacija aktivnosti Caspase-3 mogu biti udruzeni sa
rezistencijom na cisplatinu kod karcinoma jajnika (302). Na osnovu studija koje su ispitivale
rezistenciju na lekove 1 faktore Ccelijskog prezivljavanja kod karcinoma jajnika,
identifikovano je nekoliko potencijalnih targeta za antikancersku terapiju. Jedan od njih je

Stat3, signalni provodnik 1 activator transkripcije 3 koji se karakteriSe povecanom
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ekspresijom kod karcinoma jajnika. On dovodi do poveéanog rasta tumora, pojave

metastaza, angiogeneze (303) i supresije imunoloskog sistema (304).

Stat3 je ¢lan familije transkripcionih fatora koji su aktivirani od strane citokina,
faktora rasta 1 drugih polipeptidnih liganada. Aberantna aktivacija odredenih STAT proteina,
posebno Stat3, udruzena je sa mnogim humanim karcinomima, ukljucujuéi razlicite vrste
solidnih tumora, kao §to su karcinom dojke, prostate, debelog creva, melanom, karcinom
grlica materice, kao i leukemije i limfomi (305). Prethodne studije pokazale su da je
aktiviran Stat3 u korelaciji sa agresivnim klinickim ponasanjem karcinoma jajnika (306).
Medutim, nejasno je da li Stat3 signalizacija moze izazvati 1 rezistentnost na cisplatinu kod
karcinoma jajnika.

Studija Tenga i saradnika (307) istazivala je ulogu Stat3 kod cisplatin-rezistentnih
¢elija karcinoma jajnika i efekte malih molekula inhibitora Stat3 (Stattic) na aktivaciju Stat3
Sto je dovelo do obnavljanja osetljivosti na cisplatinu kod hemorezistentnih karcinoma jajnika
u in vitro 1 in vivo uslovima. Rezultati su pokazali da je Stattic obecavajuéi terapijski
molekulski target protiv rezistencije na cisplatinu kod humanih karcinoma jajnika. On pruza
dalji podsticaj za klinicko istrazivanje bioloskih modifikatora koji mogu da zaobidu
rezistenciju na cisplatinu kod bolesnica sa hemorezistentnim karcinomom jajnika (307).

Medutim, mehanizam koji je u osnovi rezistencije na cisplatinu uglavnom nije poznat.
Izlozenost hemioterapijskim agensima moze indukovati promene u signalnoj kaskadi koje
dovode do rezistencije. Medu njima je prekomerna ekspresija STAT3 koja moze biti
povezana sa rezistencijom na cisplatinu (308).

STAT3 je aktiviran kod 94% karcinoma jajnika i udruzen je sa agresivnim
fenotipovima. On korelira sa relapsom tumora i loSom prognozom (308). STAT3 ucestvuje u
razli¢itim procesima maligne progresije, kao Sto su proliferacija malignih Celija, migracija,
invazija, angiogeneza i nastanak metastaza, indukcija EMT, inhibicija apotoze, disregulacija
¢elijskog ciklusa i rezistencije na hemioterapiju. STAT3 ima vaznu ulogu kod ESC i u
imunskom odgovoru (309). Dejstvo na STAT3 moze promeniti malignu progresiju. U
klinickim ispitivanjima, oxaliplatin i1 nedaplatin efekasni su kod cisplatin-rezistentnih
karcinoma jajnika. Sheng i saradnici (310) istazivali su efekte platine na STAT3 put koji je
povezan sa rezistencijom na cisplatinu. Primeéeno je da novi preparati platine (oxaliplatin i
nedaplatin) imaju razliCite efekte na STAT3 put, u poredenju sa cisplatinom koji moze

doprineti razjaSnjavanju mehanizama reverzibilne rezistencije na ovaj lek.
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Kod mnogih humanih karcinoma prisutna je hiperaktivnost EGFR puta (311). Protein
Stat3 je ¢lan STAT familije latentnih citoplazmatskih transkripcionih faktora koji su povezani
1 fosforilisani sa EGFR 1 ostalim tirozin kinazama (312). Disregulacija ekspresije gena koja je
nastals aktiviranjem Stat3 gena dobro je poznati mehanizam u tumorogenezi i progresiji
tumora. Shodno tome, postoje novi dokazi o hiperaktivnosti EGFR i Jak-Stat3 puteva koji su
povezani sa rezistencijom na lekove. Ovo je utvrdeno uz pomo¢ indukcije antiapoptotiskih
faktora, ukljucujuci Bcl-2, Bel-xL, Survivin 1 XIAP (313) Medutim, uloga EGFR 1 Stat3 kod
rezistencije na cisplatinu jo$ uvek nije dovoljno objasnjena. Novi uvid u mehanizam puteva
koji dovode do rezistencije na cisplatinu kod karcinoma jajnika obezbedi¢e nove i efikasne
modalitete terapije ove bolesti.

Peibun i saradnici (314) su koristeéi cisplatin rezistentne modele u in vitro uslovima,
prezentovali dokaze o sposobnosti formiranja kolonija, pokretljivosti, migraciji i invazivnosti
¢elija rezistentnih na cisplatinu karcinoma jajnika. Ove promene povezane su sa
prekomernom ekspresijom Survivina, FLIP 1 VEGF, povec¢anjem aktivnosti metaloproteinaze
matriksa 1 indukcijom EMT u in vitro uslovima. Svi oni osetljivi su na inhibiciju EGFR, Jaks
ili Stat3. Rezistentne celije karcinoma jajnika pokazuju poveéanu tumorogenezu i
diseminaciju u peritonealnoj regiji u in vivo uslovima. Kod tumorskih nodusa koji nisu
senzitivni na cisplatinu doslo je do odgovora na terapiju cisplatinom uz pomo¢ inhibicije
aktivnosti hiperaktivnog EGFR ili Stat3. SadaSnje studije pokazuju da hiperreaktivni EGFR,
uz pomo¢ aktivnosti Stat3 1 Jak-Stat3, doprinosi nastanku fenotipa rezistentnog na cisplatinu
(314).

U studiji Zhao i saradnika (315), sintetisana je mala interferiraju¢a RNK (siRNK)
koja deluje na stat3 gen. Ekspresija vektora siRNA-stat3 povezana je sa p Silencer 2.1-U6,
koji je zatim koriS¢en za transfekciju celija humanog karcinoma jajnika (SKOV3 celije) u
cilju inhibicije ekspresije STAT3 i indukcije apoptoze kancerskih Celija. Rast i apoptoza
¢elija karcinoma jajnika pracena je kod subkutano ubrizganih SKOV3 ¢elija transficiranih sa
siRNA-stat3 u nude miseve. Rezultati su pokazali da je ekspresija STAT3 znacajno veca kod

humanog karcinoma jajnika u poredenju sa normalnim tkivom jajnika (315).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Radna hipoteza

Na osnovu literaturnih podataka i preliminarnih istrazivanja, sprovedenih po napred
navedenim postupcima na odredenom broju uzoraka, ocekuje se da predvidena istrazivanja
potvrde prisustvo ¢elija koje eksprimiraju Nanog, Sox2, Oct3/4, Sox4, CD44, CD117, Ezh2,
Stat3. Analizom imunohistohemijski obradenih preparata i dobijenih rezultata, o¢ekuje se da
je odredeni imunofenotip kancerskih ¢elija povezan sa klinickim 1 patoloskim

karakteristikama karcinoma jajnika.

Ciljevi istrazivanja su:
1. Analiza klinickih 1 patoloskih karakteristika karcinoma jajnika.

2. Utvrdivanje ekspresije Nanog, Sox2, Oct3/4, Sox4, CD44, CD117, Ezh2, Stat3 na

parafinskim presecima karcinoma jajnika.

3. Komparacija ekspresije Nanog, Sox2, Oct3/4, Sox4, CD44, CD117, Ezh2, Stat3 sa

klini¢kim 1 patoloskim karakteristikama karcinoma jajnika.
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3. MATERIJAL I METODOLOGIJA

Istrazivanjem su obuhvacdene bolesnice sa karcinomom jajnika dijagnostifikovane u
periodu od 2005. do 2011. godine u regionu juzne Srbije. Njihovo prezivljavanje prac¢eno je

do oktobra meseca 2013. godine.

Analizirano je 270 primarnih karcinoma jajnika 1 to: karcinomi jajnika ogranieni na
jajnike (FIGO stadijum I), karcinomi jajnika proSireni na organe male karlice (FIGO stadijum
II), karcinomi jajnika sa peritonealnim metastazama (FIGO stadijum III) i karcinomi jajnika
sa udaljenim metastazama (FIGO stadijum IV). Pra¢eni su klinicki parametri bolesnica sa
karcinomom jajnika, kao 1 njihove patoloSke karakteristike. Klinicki parametri koji su
analizirani su: godine starosti, FIGO stadijum, prisustvo i veli¢ina rezidualnog tumora, vrsta
terapije 1 odgovor na terapiju. Patoloske karakteristike koje su analizirane su: histoloski tip

tumora, histoloski gradus i nuklearni gradus.

Izvor podataka su istorije bolesti bolesnica sa karcinomom jajnika koje su leCene u
Klinici za onkologoju KC Nis. Patoloska i imunohistohemijksa analiza uzoraka karcinoma

jajnika obavljena je na Institutu za patologiju Medicinskog fakulteta u Nisu.

Patohistoloska analiza izvrSena je na biopsijskim uzorcima karcinoma jajnika koji su
fiksirani u 10% neutralnom formalinu, obradeni u aparatu za automatsku obradu tkiva i

ukalupljeni u parafin i seceni na mikrotomu debljine 5 pm.

Nakon deparafinacije 1 procesiranja u graduisanim alkoholima na odabranim ise¢cima

primenjene su slede¢e metode bojenja:

1. Klasi¢na histoloska HE metoda

- odredivanje diferentovanosti tumora

- odredivanje patoloskog stadijuma tumora

2. Imunohistohemijska Avidin-Biotin Complex (ABC) metoda za detekciju:
- citoplazmatske i nuklearne ekspresije Nanog

- citoplazmatske i nuklearne ekspresije Sox2

- citoplazmatske i nuklearne ekspresije Oct3/4

- citoplazmatske i nuklearne ekspresije Sox4

- membranske ekspresije CD44

- citoplaznatske ekspesije CD117
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- citoplazmatske ekspresije EZH

- citoplazmatske ekspresije STAT3

Za imunohistohemijsku analizu kori$¢ena su mi$ja i ze¢ja monoklonska antitela na
Nanog, Sox2, Oct3/4, Sox4, CD44, CD117, EZH, STAT3. Koris¢ena razblazenja i ekspresija

su prikazani u tebeli.

Tabela 1. Karakteristike kori§¢enih imunohistohemijskih markera

Antitelo Klon/Proizvodac RazblaZenje Ekspresija
Nanog Anti-Nanog antibody (ab80892), abcam 1:400 jedarna i
citoplazmatska
Sox2 Rb pAb to Sox2, ab97959, abcam 1:100 jedarna i
citoplazmatska
Oct3/4 Rb pAb to Oct % ab 19857, abcam 1:1000 jedarna i
citoplazmatska
Sox4 Rb pAb to Sox4, ab 52043, abcam 1:100 jedarna i
citoplazmatska
CD44 Monoclonal Mouse Anti-Human CD 44, | 1:500 membranska

phagocytic glicoprotein-1, clone DF 1485

CDI117 Polyclonal Rabbit Anti-Human CD 117, | 1:300 citoplazmatska
c-kit
EZH Anti-KMT6/EZH2 antibody (ab3748), | 1:100 citoplazmatska
abcam
jedarna
STAT3 Anti-STAT3 (phospho S727) antibody, | 1:100 citoplazmatska
abcam
ijedarna
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Za imunihistohemijsku analizu koriS¢eni su parafinski preseci tkiva debljine Sum.
Prema protokolu imunohistohemijske metode — Avidin-Biotin Complex (ABC), tkivni
preseci su deparafinisani, rehidratisani 1 inkubirani u 30ml/L hidrogen peroksidu, da bi se
blokirala endogena peroksidaza, a potom isprani u PBS pH=7,4. Slede¢i korak bila je
inkubacija sa napred navedenim specificnim antitelima u trajanju od 24h u vlaznoj komori na
temperaturi od 4C. Posle ispiranja u PBS-u tkivo je inkubirano sa sekundarnim antitelom
(Biotin labeled goat anti-rabit antibody) u trajanju od 30 minuta. Sledi ponovno ispiranja u

PBS-u i inkubacija sa tercijalnim antitelom u trajanju od 30 minuta.

Za vizualizaciju markiranih antigena koriS¢en je di-amino-benzidin-tetra-hidrohlorid

(DAB) u H,0; uz bojenje jedara hematoksilinom.

Primarna antitela su zamenjena PBS puferom S§to je koris¢eno kao negativna kontrola,

dok su pojedine normalne strukture koriS¢ene kao pozitivna interna kontrola.

Analiza imunohistohemijski bojenih mikroskopskih preparata karcinoma jajnik
izvrSena je pomocu svetlosnog mikroskopa Leica DM 1000. Dobijeni rezultati su
sistematizovani 1 grupisani, a statisticka signifikantnost testirana je odgovarajué¢im

statistiCkim testovima shodno ispitivanim parametrima i veli¢ini uzoraka.
Skoriranje imunohistohemijske reakcije
Pozitivan nalaz predstavlja braonkasto citoplazmatsko ili nuklearno prebojavanje.

Imunohistohemijska reakcija ekspresije SOX2, SOX4, Nanog i OCT okarakterisana je
kao negativan nalaz (odsustvo imunoreaktivnosti) ili kao pozitivna ukoliko je viSe od 5%
¢elija pokazalo imunoreaktivnost. Tumori koji su pokazali imunoreaktivnost podeljeni su u
grupe sa slabom (low) i visokom (high) ekspresijom. Nisku ekspresiju su pokazivali tumori
¢ija je distribucija bila viSe od 5% celija 1 slabog intenziteta imunoloske reakcije. Visoka
ekspresija pomenutih markera bila je prisutna ukoliko je intenzitet imunoloske reakcije bio

umeren ili visok u vise od 5% tumorskih ¢elija (118,164).

Skoriranje imunohistohemijske reakcije za markere STAT3, EZH 1 CD 117 vrSeno je
na osnovu procene pozitivne reakcije u tumorskim ¢elijama: manje od 5% negativna reakcija,

od 5 do 25% slabo pozitivna, od 25 do 50% umereno pozitivna 1 viSe od 50% reakcija
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visokog intenziteta. Pri ¢emu je reakcija okarakterisana kao pozitivna ako je procenat

tumorskih ¢elija bio veéi od 25%, a intenzitet reakcije umeren ili visok (304).
Statisticke metode

Kvantitativna statisticka analiza je sprovedena na racunaru. Za upisivanje, rangiranje,
grupisanje, tabelarno 1 graficko prikazivanje podataka koriS¢en je Excel program iz Microsoft
Office 2003 programskog paketa. Proracuni su vrSeni koriS¢enjem programa R u verziji

2.12.0 (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).

Poredenje srednjih vrednosti numerickih obelezja izmedu dve grupe ispitanica vrSeno
je Student-ovim t testom ili Man-Vitni U testom (Mann-Whitney U test) u slu¢ajevima kada
distribucija vrednosti nije ispunjavala zahteve normalnog rasporeda. Poredenje numerickih
vrednosti izmedu tri 1 Cetiri grupe ispitanica vrSeno je analizom varijanse (ANOVA) uz

primenu Tukijevog (Tukey) post hoc testa sa Kramerovom korekcijom za nejednake veli€ine

grupa.

Poredenje ucestalosti pojedinih kategorija atributivnih obelezja izmedu pojedinih
grupa ispitanika vrSeno je Hi kvatrat testom (Chi square test) ili FiSerovim testom (Fisher

exact test) u slucajevima kada je neka od ocekivanih frekvencija bila manja od 5.

Procena povezanosti smrtnog ishoda i svih ostalih ispitivanih faktora vrSena je
multivarijantnom Koksovom regresionom analizom (Cox regression). IzraCunavane su
vrednosti odnosa verovatnoc¢a za nastupanje i nenastupanje smrtnog ishoda (odds ratio - OR)
i njihovih 95% intervala poverenja (95% IP). Primenom metode korak po korak unazad
(Backward: Wald) iz regresionog modela su iskljuCeni svi oni faktori Cija statisticka

znacajnost nije potvrdena.

Povezanost nivoa ekspresije pojedinih markera i verovatnoce prezivljavanja u toku
studije ispitivana je Kaplan Mejerovom procenom (Kaplan Meier estimator) i log-rank
testom. Podudarnost izmedu ekspresija razli¢itih markera ispitivana je izraCunavanjem Kohen
Kapa koeficijenata (Cohen Kappa). Kao prag statistiCke znacajnosti u zaklju¢ivanju koriséen

je dozvoljeni nivo greske procene manji od 5% (p<0.05).
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4. REZULTATI

4.1. Karakteristike bolesnica u odnosu na primenjenu terapiju i
ishod bolesti kod razlicitih tipova epitelnih malignih tumora
jajnika

Ispitivanjem je obuhvacena grupa od 278 bolesnica sa epitelnim malignim tumorom
jajnika karcinom, mucinozni karcinom,

razli¢itih  histopatoloSkih tipova (serozni

endometrioidni i svetlocelijski karcinom jajnika).

Prose¢na starost bolesnica iznosila je 55,50+£12,65 godina. Nije dobijena statisticka

znacajnost u pogledu godina Zivota i podtipova tumora.

Tabela 2. Karakteristike ispitanica u odnosu na epitelni kancer jajnika

Epitelni kancer jajnika
Ukupno
Karakteristika Serozni Mucinozni | Endometroidni | Svetlocelijski Poredenje
(n=278)
(n=204) (n=28) (n=32) (n=14)
Starost (godine) 56,37+12,63|55,75£11,02 | 50,27+14,93 | 54,14+7,53 |55,50+12,65| n.s
tavljanja D
Vreme dopostavljanjaDg | 4 3¢ 407 | 4114265 | 5.194594 | 2714132 | 4354472 | ns
(meseci)
Vrsta tumora
Primarni 164 (80,4%) | 28 (100,0%) | 28 (87,5%) | 14 (100,0%) |234 (84,2%)| Aft, C*
Metastaza 40 (19,6%) | 0(0,0%) 4 (12,5%) 0(0,0%) | 44 (15,8%)
Rezidualni tumor 18 (8,8%) | 4(14,3%) 6 (18,8%) 2 (14,3%) | 30(10,8%) n.s

NAPOMENE: A — Serozni vs Mucinozni; B — Serozni vs Endometroidni; C — Serozni vs Svetlocelijski;

D — Mucinozni vs Endometroidni; E — Mucinozni vs Svetloéelijski; F — Endometroidni vs Svetlocelijski;

* - p<0,05; T - p<0,01; f - p<0,001; n.s. — non significant.

U pogledu vremena do postavljanja dijagnoze koje je u proseku iznosilo 4,35+4,72
meseci takode nije dobijena statisticka znacajnost kod razli¢itih tipova epitelnog karcinoma
jajnika. Prac¢eni markeri analizirani su kod 234 (84,2%) primarna tumora, dok su isti prisutni
u metastaskim depozitima kod 44 (15,8%). Pojava metastaza bila je najzastupljenija (19,6%)
kod bolesnica sa seroznim karcinomom jajnika i ova ucestalost bila je znacajno veca u

odnosu na ispitanice sa mucinoznim karcinomom (p<0,01) i1 svetlocelijskim karcinomom
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(p<0,05). Prisustvo rezidualnog tumora registrovano je kod 30 (10,8%) bolesnica, ali ni ovaj

parametar nije pokazao statistiCku znacajnost medu patohistoloskim podtipovima (tabela 2).

Tabela 3. Vrsta primenjene terapije u odnosu na epitelni kancer jajnika

Epitelni kancer jajnika

Ukupno
Vrsta terapije Serozni | Mucinozni | Endometroidni | Svetloéelijski Poredenje
(n=278)
(n=204) (n=28) (n=32) (n=14)
Hiruska Th
. . . 104 18 160 A* Bt,
Radikalna histerekt 26 (81,39 12 (85,79
adikalna histerektomija (51,5%) (75.0%) (81,3%) (85,7%) (58.8%) C*
Unilateralna adneksektomija sa o 0 o 0 0
histerektomijom 6 (3,0%) | 0(0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 6 (2,2%) n.s
Bilateralna adneksektomija 16 (7,9%) | 2 (8,3%) 0(0,0%) 2 (14,3%) | 20(7,4%) n.s
Unilateralna adneksektomija |22 (10,9%)| 4 (16,7%) 6 (18,8%) 0(0,0%) |[32(11,8%) n.s
: : - () 0 0 0 () AT’ BT’
Eksplorativna biopsija 54 (26,7%)| 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) |54 (19,9%) C
Hemoterapija
0, 0 0 0 0, Ai’ D*’
Bez Th 10 (5,1%) | 6 (25,0%) 2 (6,3%) 0 (0,0%) 18 (6,8%) o
130 156 A%, BY,
TC 6 (25,09 12 (37,59 8 (57,19
(66,3%) (25,0%) (37.5%) (57.1%) (58,6%) E*
CP 26 (13,3%)| 8 (33,3%) | 10(31,3%) 4 (28,6%) |48 (18,0%)| A*, B*
Mono carboplatina 26 (13,3%)| 4 (16,7%) 8 (25,0%) 2 (14,3%) |40 (15,0%) n.s
Vepezid 2 (1,0%) | 0(0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 2 (0,8%) n.s
CAP 2 (1,0%) | 0(0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 2 (0,8%) n.s
Broj Th 5,071,838 | 3,75+2,54 | 5,06+1,77 5,57+1,09 | 4,98+1,94 | At,E*

NAPOMENE: A — Serozni vs Mucinozni; B — Serozni vs Endometroidni; C — Serozni vs Svetlocelijski;

D — Mucinozni vs Endometroidni; E — Mucinozni vs Svetloéelijski; F — Endometroidni vs Svetlocelijski;

* - p<0,05; 1 - p<0,01; f - p<0,001; n.s. — non significant.
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Radikalna hirur§ka intervencija (histerektomija, adneksektomija i omentektomija)
uradena je u 58,8% odnosno 160 bolesnica i to kod 51,5% bolesnica sa seroznim karcinomom
1 ova ucestalost bila je zna¢ajno manja u odnosu na ispitanice sa mucinoznim karcinomom
(75,0%; p<0,05), endometroidnim (81,3%; p<0,01) i svetlocelijskim (85,7%; p<0,05)
karcinomom. Unilateralna adneksektomija sa histerektomijom uradena je samo u 6 slucajeva
(3%) bolesnica sa seroznim karcinomom. Bilateralnu adneksektomiju imalo je 20 (7,4%)
bolesnica. Pra¢eno po tipovima karcinoma nije evidentirana statistiCka znacajnost.
Unilateralna adneksektomija uradena je kod 32 bolesnice (11,8%), ali ni u ovom slucaju nije
dobijena statisticka znacajnost u pogledu podtipa karcinima. Kod 1/5 bolesnica (54, ili
19,9%) od ukupnog broja ispitanica uradena je samo eksplorativna laparotomija sa biopsijom
1 PH verifikacijom tumora. Sve one su imale serozni karcinom jajnika, Sto ukazuje da je nesto

viSe od 1/4 bolesnica 26,7% sa seroznim karcinomom bilo inoperabilno (tabela 3).

S obzirom na stadijum bolesti, opSte stanje bolesnica i komorbiditete citostatsku
terapiju nije primalo 18 (6,8%) ispitanica. Medu ovim bolesnicama njih 6 ili 25,0%, je bilo sa
mucinoznim karcinomom, a 10 (5,1%) sa seriznim karcinomom. Analiza podtipova u odnosu
na izostanak hemioterapije pokazala je da 25% bolesnica sa mucinoznim karcinomom nije
primalo terapiju, §to je znacajno veca ucestalost u odnosu na ispitanice sa seroznim tipom
tumora (5,1; p<0,001), endometrioidnim (6,3; p<0,05) i1 svetlocelijskim tipom tumora (0,0;

p<0,05) (tabela 3).

Hemioterapiju po TC protokolu primalo je 156 (58,6%) bolesnica. Medu njima je
najvise bilo onih sa seroznim karcinomom jajnika 66,3% 1 ova ucestalost je bila znacajno
veCa u odnosu na ispitanice sa mucinoznim karcinomom (25,0%; p<0,001) 1
endometrioidnim karcinomom (37,5%; p<0,01) Sto predstavlja znacajno vecu ucestalost u
odnosu na ispitanice sa mucinoznim karcinomom (p<0,05). Bolesnice sa svetlocelijskim
karcinomom primale su u 57,1% slucajeva TC protokol $to predstavlja znacajno veéu
ucestalost u odnosu na ispitanice sa mucinoznim karcinomom (p<0,05). Mali broj bolesnica
primao je monohemioterapiju i to sa Vepezidom 2 (0,8%) 1 karboplatinom njih 40 (15%).
Patohistoloski podtip tumora nije bio od znacaja za uklju€ivanje monohemioterapije. Terapija
po CP protokolu u najmanjem procentu ukljucena je kod bolesnica sa seroznim karcinomom

(13,3%), Sto je bilo znacajno manje u odnosu na bolesnice sa mucinoznim karcinomom
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(33,3%; p<0,05) i endometroidnim Sekundarni

hemioterapijski protokol CAP (Cyclophosphamid/adriamycin/cisplatin) su primale samo 2

tipom tumora (31,3%; p<0,05).
bolesnice (0,8%) i to sa seroznim tipom karcinoma. Sve bolesnice su u proseku primale
4,98+1,94 ciklusa hemioterapije. Prosecan broj primljenih hemioterapija bio je najnizi kod
bolesnica sa mucinoznim karcinomom (3,75+2,54) i ovo je bio zna¢ajno manji broj u odnosu
na ispitanice sa seroznim karcinomom (5,07+1,88; p<0,01) i svetlocelijskim tipom tumora

(5,57£1,09; p<0,05) (tabela 3).

Tabela 4. Ishod bolesti u odnosu na epitelni kancer jajnika

Epitelni kancer jajnika
Ukupno
Ishod terapije Serozni Mucinozni | Endometroidni | Svetloéelijski Poredenje
(n=278)
(n=204) (n=28) (n=32) (n=14)
Progresija 28 (15,1%) | 2 (10,0%) 2 (6,7%) 4 (33,3%) | 36 (14,6%) F*
Stabilna bolest 6 (3,2%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 6 (2,4%) n.s
Parcijalna remisija 64 (34,6%) | 2 (10,0%) 0 (0,0%) 2 (16,7%) | 68 (27,5%) | A*,Bi
o At, Bi,

Kompletna remisija 87 (47,0%) | 16 (80,0%) | 28 (93,3%) 6 (50,0%) | 137 (55,5%) Fi
Prezivljavanje (meseci) 37,97+23,01 |35,63+24,89 | 37,97+19,54 | 30,79+19,99 |37,35+£22,60 n.s
Nast j rtn
isﬁzgfanje StTinog 90 (48,4%) | 10 (41,7%) | 14 (46,7%) | 8(57,1%) [12248,0%)| n.s

NAPOMENE: A — Serozni vs Mucinozni; B — Serozni vs Endometroidni; C — Serozni vs Svetlocelijski;
D — Mucinozni vs Endometroidni; E — Mucinozni vs Svetloéelijski; F — Endometroidni vs Svetlocelijski;
* - p<0,05; § - p<0,01; I - p<0,001; n.s. — non significant.

Kod svih pracenih bolesnica progresija bolesti evidentirana je u 36 (14,6%) slucajeva.
Progresija bolesti je u najve¢em procentu evidentirana kod bolesnica sa svetlo¢elijskim
karcinomom jajnika (33,3%) 1 ovo je bila znacajno veca ucestalost u odnosu na bolesnice sa
endometroidnim karcinomom (6,7%; p<0,05). Progresija je takode registrovana i kod
bolesnica sa seroznim (28, ili 15,1%) 1 mucinoznim karcinomom (2, ili 10,0%) ali nije
pokazala statisticku znacajnost u odnosu na svetlocelijski karcinom. Stabilnu bolest imalo je
samo 6 (2,4%) od ukupnog broja bolesnica i sve one su imale serozni karcinom. Kod svih

pracenih bolesnica parcijalna remisija evidentirana je u 36 (14,6%) slucajeva. Parcijalna
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remisija registrovana je kod 34,6% bolesnica sa seroznim karcinomom i ova ucestalost je bila
znacajno veca u odnosu na ispitanice sa mucinoznim (10,0%; p<0,05) 1 endometroidnim
karcinomom (0,0%; p<0,001). Kompletna remisija postignuta je kod 137 (55,5%) bolesnica.
Kompletna remisija je u najmanjem procentu verifikovana kod bolesnica sa seroznim
karcinomom i ova ucestalost je bila zna¢ajno manja u odnosu na ispitanice sa mucinoznim
(80,0%; p<0,01) 1 endometroidnim karcinomom (93,3%; p<0,001). Kompletna remisija je
evidentirana kod 50,0% bolesnica sa svetlocelijskim tipom tumora i ova ucestalost je bila

znacajno u odnosu na ispitanice sa endometroidnim tipom tumora (p<0,01) (tabela 4).

Prosecno prezivljavanje svih prac¢enih bolesnica bilo je 37,35+£22,60 meseci, najmanje
kod svetloc¢elijskog karcinoma 30,79+ 19,99 meseci ali ove razlike nisu dostigle statisticku
znacajnost medu podtipovima. Kod gotovo 1/2 bolesnica (122, ili 48%) nastupio je smrtni
ishod. U najmanjem procentu letalno je zavrSilo 41,7% bolesnica sa mucinoznim

karcinomom, a najvise 57,1% kod ispitanica sa svetlocelijskim karcinomom (tabela 4).

57



Rezultati

Tabela 5. FIGO stadijum, HG i NG gradus u odnosu na epitelni kancer jajnika

Stadijum/ Epitelni kancer jajnika
Ukupno Poredenje
Gradus Serozni | Mucinozni | Endometroidni | Svetlocelijski
FIGO stadijum
Borderline 18 (8,9%) | 4 (15,4%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 22 (8,0%) n.s.
I 24 (11,9%) |14 (53,8%)| 14 (43,8%) 6(42,9%) | 58(21,2%) | A%, Bi, Ct, D*
I 20(9,9%) | 2(7,7%) 2 (6,3%) 2 (14,3%) | 26(9,5%) n.s.
11 112 (55,4%)| 6 (23,1%) | 16 (50,0%) 6 (42,9%) |140 (51,1%) At, D*
v 28 (13,9%) | 0(0,0%) 0 (0,0%) 0(0,0%) | 28 (10,2%) A*, B*
HG gradus
0 18 (8,9%) | 4 (14,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 22 (8,0%) D*
1 22 (10,9%) |10 (35,7%)| 8 (25,0%) 2 (14,3%) | 42 (15,2%) Af, B*
2 110 (54,5%) | 12 (42,9%) | 16 (50,0%) 8 (57,1%) |146 (52,9%) n.s
3 52 (25,7%) | 2(7,1%) 8 (25,0%) 4 (28,6%) | 66 (23,9%) A*
NG gradus
0 18 (8,9%) | 4 (14,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 22 (8,0%) D*
1 20 (9,9%) |12 (42,9%)| 10(31,3%) 2 (14,3%) | 44 (15,9%) Af, BY
2 120 (59,4%) | 12 (42,9%) | 14 (43,8%) 4 (28,6%) | 150 (54,3%) C*
3 44 (21,8%) | 0(0,0%) 8 (25,0%) 8(57,1%) | 60 (21,7%) |Aft, Ct, Dt, Ef, F*

NAPOMENE: A — Serozni vs Mucinozni; B — Serozni vs Endometroidni; C — Serozni vs Svetlocelijski;

D — Mucinozni vs Endometroidni; E — Mucinozni vs Svetlocelijski; F — Endometroidni vs Svetlocelijski;

* - p<0,05; T - p<0,01; I - p<0,001; n.s. — non significant.

Svi rezultati koji se odnose na stadijum bolesti, histoloski gradus i nuklearni gradus

prezentovani su u tabeli 5.

U FIGO stadijumu I najmanji broj bolesnica bio je sa seroznim karcinomom (11,9%) i

ova ucCestalost bila je znacajno manja u odnosu na ispitanice sa mucinoznim karcinomom

(53,8%; p<0,001), endometroidnim (43,8%; p<0,001) 1 svetloc¢elijskim karcinomom jajnika
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(42,9%; p<0,01). Mucinoznim karcinomom u stadijumu I imalo je znac¢ajno vise bolesnica u

odnosu na one sa svetlo¢elijskim karcinomom (p<0,05).

Najmanji broj bolesnica u FIGO stadijumu III imale su mucinoznim karcinomom
(23,1%), $to je pokazalo statisticku znacajnost u odnosu na ispitanice sa seroznim (55,4%;

p<0,01) i endometroidnim karcinomom (50,0%; p<0,05).

Cetvrti FIGO stadijum bolesti bio je najzastupljeniji kod bolesnica sa seroznim
karcinomom (13,9%) 1 ova ucestalost je bila znacajno ve¢a u odnosu na ispitanice sa
mucinoznim karcinomom (p<0,05) i endometroidnim karcinomom (p<0,05), kod kojih ovaj

stadijum nije evidentiran.

Grani¢ni tumori bili su najzastupljeniji kod bolesnica sa mucinoznim karcinomom
(14,3%) 1 ova uclestalost bila je znacajno vec¢a u odnosu na ispitanice sa endometroidnim

karcinomom (p<0,05), kod kojih borderline tumor nije evidentiran.

Histoloski gradus I (dobro diferentovan tumor) bio je najrede zastupljen kod bolesnica
sa seroznim karcinomom (10,9%) i1 ova ucestalost bila je znacajno manja u odnosu na
ispitanice sa mucinoznim karcinomom (35,7%; p<0,001) i endometroidnim karcinomom

(25,0%; p<0,05).

Histolo8ki gradus II imalo je neSto viSe od polovine bolesnica (146, ili 52%). MeSutim

nije evidentirana statistiC¢ka znacajnost razlika medu podtipovima karcinoma jajnika.

Histoloski gradus III (nediferentovan tumor) bio je znacajno ¢eSce verifikovan kod

bolesnica sa seroznim karcinomom u odnosu na bolesnice sa mucinoznim karcinomom

(25,7:7,1%; p<0,05).

Grani¢ni tumori bili su najzastupljeniji kod bolesnica sa mucinoznim karcinomom
(14,3%) 1 ova ucestalost je bila znacajno veéa u odnosu na ispitanice sa endometroidnim

karcinomom (p<0,05).

Nuklearni gradus I bio je najrede zastupljen kod bolesnica sa seroznim karcinomom
(9,9%) 1 ova ucestalost je bila znafajno manja u odnosu na ispitanice sa mucinoznim

karcinomom (42,9%; p<0,001) i endometroidnim karcinomom (31,3%; p<0,01).
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Nuklearni gradus II bio je znacajno ceS¢e zastupljen kod bolesnica sa seroznim u

odnosu na bolesnice sa svetloc¢elijskim karcinomom (28,6:7,1%; p<0,05).

Nuklearni gradus III bio je najzastupljeniji kod bolesnica sa svetlocelijskim
karcinomom (57,1%) 1 ova ucestalost bila je znafajno ve¢a u odnosu na ispitanice sa
seroznim karcinomom (21,8%; p<0,01), kao 1 mucinoznim (0,0%; p<0,001) i
endometroidnim karcinomom (25,0%; p<0,05). Bolesnice sa mucinoznim karcinomom imale
su znacajno manje nediferentovanih tumora u odnosu na ispitanice sa seroznim (p<0,01) i

endometroidnim karcinomom jajnika (p<0,01).
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4.2. Ekspresija molekularnih markera u karcinomu jajnika

Ekspresija ispitivanih molekularnih markera (Nanog, Sox2, Oct3-4, Sox4, CD44, CD117,

Ezh2 i Stat3) u ispitivanom karcinomu jajnika prikazana je u Tabeli 6 1 7.

Tabela 6. Ekspresija Nanog, Sox2, Oct3/4 u odnosu na vrste epitelnih malignih tumora
jajnika

Marker/ Epitelni kancer jajnika
Ukupno | Poredenje
Ekspresija Serozni | Mucinozni | Endometroidni | Svetlocelijski

Nanog

Negativan 60 (31,9%) | 8 (40,0%) | 16 (50,0%) 2(20,0%) | 86 (34,4%) B*

Pozitivan 128 (68,1%)| 12 (60,0%) | 16 (50,0%) 8 (80,0%) |164 (65,6%)

Low expression | 40 (21,3%) | 6 (30,0%) | 6 (18,8%) 6 (60,0%) | 58(23,2%) | Cf,F*

High expression| 88 (46,8%) | 6 (30,0%) | 10 (31,3%) 2 (20,0%) |106 (42,4%)| n.s.
Sox2

Negativan 54 (30,3%) | 6(27,3%) | 12 (40,0%) 6 (60,0%) | 78 (32,5%) C*

Pozitivan 124 (69,7%) |16 (72,7%)| 18 (60,0%) 4 (40,0%) | 162 (67,5%)

Low expression | 64 (36,0%) | 4 (18,2%) | 4 (13,3%) 2(20,0%) | 74 (30,8%) B*

High expression| 60 (33,7%) |12 (54,5%)| 14 (46,7%) 2(20,0%) | 88(36,7%) n.s.
Oct3/4

Negativan 88 (49,4%) | 14 (63,6%)| 14 (46,7%) 8(80,0%) |124(51,7%)| ns.

Pozitivan 90 (50,6%) | 8(36,4%) | 16(53,3%) 2(20,0%) | 116 (48,3%)

Low expression | 62 (34,8%) | 4 (18,2%) | 12 (40,0%) 0(0,0%) | 78(32,5%) | C*, F*

High expression | 28 (15,7%) | 4 (18,2%) | 4 (13,3%) 2(20,0%) | 38(15,8%) n.s.

NAPOMENE: A — Serozni vs Mucinozni; B — Serozni vs Endometroidni; C — Serozni vs Svetlocelijski;
D — Mucinozni vs Endometroidni; E — Mucinozni vs Svetlocelijski; F — Endometroidni vs Svetlocelijski;
* - p<0,05; § - p<0,01; I - p<0,001; n.s. — non significant.

Najveci broj ispitivanih tumora pokazao je pozitivnost na Nanog 65,6%, dok 34,4%
tumora nije pokazivalo ekspresiju ovog markera. Niska ekspresija Nanog evidentirana je u
23,2% tumora, dok je visoku ekspresiju pokazalo njih 42,4%. Pozitivna ekspresija Nanog

evidentirana je u znacajno ve¢em procentu kod bolesnica sa seroznim karcinomom (68,1%) u
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odnosu na ispitanice sa endometroidnim karcinomom (50,0%; p<0,05). Niska ekspresija
Nanog evidentirana je u znacajno vecem procentu kod bolesnica sa svetlocelijskim
karcinomom (60,0%) u odnosu na ispitanice sa seroznim (21,3%; p<0,01) i endometroidnim

karcinomom (18,8%; p<0,05) (tabela 6).

Najveci broj tumora 162, ili 67,5% pokazivao je pozitivnu ekspresiju Sox2, dok je 1/3
bila bez ekspresije ovog markera. Medu tumorima pozitivnim na Sox2 nisku ekspresiju imalo
je 30,8%, a visoku 36,7%. Visoka ekspresija Sox2 nije postigla statisticku znacajnost medu

podtipovima epitelnih karcinoma jajnika (tabela 6).

Pozitivna ekspresija Sox2 evidentirana je u znacajno vecem procentu kod bolesnica
sa seroznim karcinomom (69,7%) u odnosu na ispitanice sa svetlocelijskim karcinomom
(40,0%; p<0,05). Niska ekspresija Sox2 evidentirana je u znacajno vecem procentu kod
bolesnica sa seroznim karcinomom (36,0%) odnosu na ispitanice sa endometroidnim

karcinomom (13,3%; p<0,05) (tabela 6).

Gotovo polovina tumora (51,7%) nije pokazivala ekspresiju Oct 3/4, dok je druga
polovina pokazivala pozitivhu ekspresiju (48,3%), znatno vise nisku ekspresiju (32,5%), a
manje visoku ekspresiju (15,8%). Niska ekspresija Oct 3/4 evidentirana je u znacajno
manjem procentu kod bolesnica sa svetlocelijskim karcinomom (0,0%) u odnosu na ispitanice

sa seroznim (34,8%; p<0,05) i endometroidnim karcinomom (40,0%; p<0,05) (tabela 6).
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Tabela 7. Ekspresija markera u odnosu na vrste epitelnih malignih tumora jajnika

Marker/ Epitelni kancer jajnika
Ukupno Poredenje
Ekspresija Serozni | Mucinozni | Endometroidni | Svetlocelijski
Sox4
Negativan 62 (33,0%) | 4 (20,0%) | 10 (31,3%) 2 (20,0%) | 78 (31,2%) n.s
Pozitivan 126 (67,0%) |16 (80,0%)| 22 (68,8%) 8 (80,0%) |172 (68,8%)
Low expression 34 (18,1%) | 6 (30,0%) | 8(25,0%) 6 (60,0%) | 54 (21,6%) Ct, F*
High expression 92 (48,9%) |10 (50,0%)| 14 (43,8%) 2 (20,0%) | 118 (47,2%) n.s
CD44
Do 10 procenata 78 (43,8%) | 8 (36,4%) | 12 (40,0%) 4 (40,0%) |102 (42,5%) n.s
Preko 10 procenata | 100 (56,2%) | 14 (63,6%)| 18 (60,0%) 6 (60,0%) | 138 (57,5%)
CD117
Negativan 120 (67,4%) |20 (90,9%) | 24 (80,0%) | 10(100,0%) | 174 (72,5%) A*, C*
Pozitivan 58 (32,6%) | 2(9,1%) 6 (20,0%) 0(0,0%) | 66(27,5%)
Ezh2
Negativan 44 (23,4%) | 4 (20,0%) | 8(25,0%) 2 (20,0%) | 58(23,2%) n.s
Pozitivan 144 (76,6%) |16 (80,0%)| 24 (75,0%) 8 (80,0%) |192 (76,8%)
Stat3
Negativan 38 (20,2%) | 8 (40,0%) | 4 (12,5%) 6 (60,0%) | 56(22,4%) |A*, Ct, D*, Ft
Pozitivan 150 (79,8%) | 12 (60,0%) | 28 (87,5%) 4 (40,0%) | 194 (77,6%)

NAPOMENE: A — Serozni vs Mucinozni; B — Serozni vs Endometroidni; C — Serozni vs Svetlocelijski;

D — Mucinozni vs Endometroidni; E — Mucinozni vs Svetlocelijski; F — Endometroidni vs Svetlocelijski;

* - p<0,05; T - p<0,01; I - p<0,001; n.s. — non significant.
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Na ispitivanom materijalu Sox4 je pokazao pozitivnost u 68,8% tumora. Visoka
ekspresija ovog markera evidentirana je u 47,2% slucaja, a niska u 21,6%. Niska ekspresija
Sox4 evidentirana je u znafajno vecem procentu kod bolesnica sa svetlocelijskim
karcinomom (60,0%) u odnosu na ispitanice sa seroznim (18,1%; p<0,01) i endometroidnim

karcinomom (25,0%; p<0,05) (tabela 7).

Nije evidentirana razlika u ekspresiji CD44 do 10% i preko 10% medu podtipovima
epitelnog kancera (tabela 7).

Najveci broj tumora 72,5% nije pokazalo ekspresiju CDI117, dok je pozitivna
ekspresija bila kod 1/3 bolesnica (27,5%). Pozitivna ekspresija CD117 evidentirana je u
znafajno vecem procentu kod bolesnica sa seroznim karcinomom (32,6%) u odnosu na
ispitanice sa mucinoznim (9,1%; p<0,05) i svetlocelijskim karcinomom (0,0%; p<0,05)

(tabela 7).

Najveci broj ispitivanih tumora pokazao je pozitivnost (76,8%) na Ezh2. Medu
podtipovima epitelnih kancera jajnika nije bilo statisticke znacajnosti u ekspresiji ovog

markera (tabela 7).

Najveci broj slucajeva pokazao je ekspresiju Stat3 (77,6%), dok 22,4% tumora nije
eksprimiralo ovaj marker. Pozitivna ekspresija Stat3 evidentirana je u najve¢em procentu kod
bolesnica sa endometroidnim karcinomom (87,5%) i ova zastupljenost je bila znacajno ve¢a u
odnosu na ispitanice sa mucinoznim (60,0%; p<0,05) i svetlocelijskim karcinomom (40,0%;
p<0,01). Pozitivna ekspresija Stat3 je 1 kod bolesnica sa seroznim karcinomom (79,8%) bila

znacajno veca u odnosu na ispitanice sa mucinoznim (p<0,05) i svetlocelijskim karcinomom

(p<0,01) (tabela 7).
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Ekspresija ispitivanih markera (Nanog, Sox2, Oct3-4, Sox4, CD44, CD117, Ezh2 i Stat3)

prikazana je na fotografijama (3-21).

Slika 3. Nuklearna ekspresija Nanog u slabodiferentovanom seroznom karcinomu (x400)

Slika 4. Dominantno nuklearna i citoplazmatska ekspresija Nanog u slabodiferentovanom
seroznom karcinomu jajnika (x200)
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Slika 5. Citoplazmatska ekspresija SOX2 u seroznom karcinomu jajnika (x400)

Slika 6. Citoplazmatska ekspresija SOX2 u metastazi seroznog karcinoma (x400)
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Slika 7. Citoplazmatska ekspresija SOX2 u dobrodiferentovanom mucinoznom karcinomu
jajnika (x200)

Slika 8. Citoplazmatska ekspresija OCT u dobrodiferentovanom seroznom karcinomu jajnika
(x400)
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Slika 9. Citoplazmatska i nuklearna ekspresija SOX4 u slabodiferentovanom seroznom
karcinomu jajnika (x400)

Slika 10. Citoplazmatska i nuklearna ekspresija SOX4 u seroznom karcinomu jajnika (x200)
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Slika 11. Membranska ekspresija CD44 u slabodiferentovanom seroznom karcinomu jajnika
(x400)

Slika 12. Gubitak imunoreaktivnosti CD44 u metastazi seroznog karcinoma jajnika (x400)
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Slika 13. Citoplazmatska ekspresija CD117 u dobrodiferentovanom seroznom karcinomu
jajnika (x400)

Slika 14. Citoplazmatska ekspresija CD117 u metastazi seroznog karcinoma jajnika (x400)
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Slika 15. Citoplazmatska ekspresija EZH u dobrodiferentovanom seroznom karcinomu
jajnika (x200)

Slika 16. Citoplazmatska ekspresija EZH u slabodiferentovanom seroznom karcinomu jajnika
(x400)
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Slika 17. Citoplazmatska ekspresija EZH u dobrodiferentovanom mucinoznom karcinomu
jajnika (x200)

Slika. 18. Negativan nalaz ekspresije EZH u peritonealmom implantatu seroznog karcinoma
jajnika (x200)
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Slika 19. Citoplazmatska i nuklearna ekspresija STAT3 u seroznom karcinomu jajnika (x200)

Slika 20. Pretezno citoplazmatska ekspresija STAT3 kod metastaze seroznog karcinoma
jajnika (x200)
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Slika 21. Citoplazmatska i nuklearna ekspresija STAT3 u mucinoznom karcinomu jajnika
(x200)

74



Rezultati

4.3.

4.3.1. Nanog

Komparacija ekspresije molekularnih markera sa klini¢kim i
patoloskim karakteristikama karcinoma jajnika

Prosecna starost bolesnica sa visokom ekspresijom Nanog iznosila je 59,66+11,61

godina 1 one su bile znacajno starije u odnosu na ispitanice bez ekspresije (53,6+£10,72

godine; p<0,01), kao i onih sa niskom ekspresijom (52,12+15,37 godine; p<0,01) (tabela 8).

Metastaze su bile znacajno CeS¢e zastupljene kod bolesnica sa visokom u odnosu na

one sa niskom ekspresijom Nanog (24,5:10,3%; p<0,05) (tabela 8).

Tabela 8. Karakteristike ispitanica i vrsta tumora u odnosu na ekspresiju Nanog

Ekspresija Nanog
Bez Niska Visoka
Karakteristika Poredenje
ekspresije | ekspresija | ekspresija

(n=86) (n=58) (n=106)
Starost (godine) 53,6+10,72|52,12+15,37|59,66+11,61 | Bf, Cf
Vreme do postavljanja Dg (meseci) | 4,57+3,33 | 2,43+1,11 | 5,01£6,13 n.s
Vrsta tumora
Primarni 74 (86,0%) | 52 (89,6%) | 80 (75,4%) Cc*
Metastaza 12 (13,9%)| 6(10,3%) | 26 (24,5%) c*
Rezidualni tumor 8(9,3%) 4 (6,8%) | 16 (15,0%) n.s.

NAPOMENE: A — Bez ekspresije vs Niska ekspresija; B — Bez ekspresije vs Visoka ekspresija; C — Niska

ekspresija vs Visoka ekspresija; * - p<0,05; T - p<0,01; i - p<0,001; n.s. — non significant.

Radikalna histerektomija je izvrSena u znacajno ve¢em procentu kod bolesnica bez
ekspresije Nanog u odnosu na ispitanice sa visokom ekspresijom (65,1:50,9%; p<0,05).
Nasuprot tome, bilateralna adneksektomija uradena je u znacajno manjem procentu kod
bolesnica bez ekspresije Nanog u odnosu na ispitanice sa visokom ekspresijom (2,3:11,3%;

p<0,05) (tabela 9).
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Terapija po CP protokolu (ciclophosphamid/cisplatin) bila je najzastupljenija kod
bolesnica sa niskom ekspresijom Nanog (28,0%) 1 ova ucestalost bila je znacajno veca u

odnosu na ispitanice sa visokom ekspresijom Nanog (13,2%; p<0,05) (tabela 9).

Terapija sa mono carboplatinom je bila najzastupljenija kod bolesnica sa visokom
ekspresijom Nanog (20,7%) 1 ova ucestalost je bila znacajno veca u odnosu na ispitanice bez
ekspresije (9,7%; p<0,05). Na pocetku pra¢enog perioda jos uvek nije bio standardni protokol
TC za visoke stadijume bolesti (tabela 9).

Tabela 9. Vrsta primenjene terapije u odnosu na ekspresiju Nanog

Ekspresija Nanog
Bez Niska Visoka
Vrsta terapije Poredenje
ekspresije | ekspresija | ekspresija

(n=86) (n=58) (n=106)
Hiruska Th
Radikalna histerektomija 56 (65,1%) |30 (57,6%) | 54 (50,9%) B*
Unilateralna adneksektomija sa histerektomijom| 4 (4,6%) | 0(0,0%) | 2 (1,8%) n.s.
Bilateralna adneksektomija 2(2,3%) | 4(7,6%) |12 (11,3%) B*
Unilateralna adneksektomija 6 (6,9%) | 8(15,3%) |14 (13,2%) n.s.
Eksplorativna biopsija 18 (20,9%) | 10 (19,2%) | 24 (22,6%) n.s.
Hemoterapija
Bez Th 4 (4,8%) | 0(0,0%) | 4(3,7%) 1n.s.
TC 48 (58,5%)| 32 (64%) |66 (62,2%)| n.s.
CP 18 (21,9%) | 14 (28,0%) | 14 (13,2%) C*
Mono carboplatina 8(9,7%) | 4(8,0%) |22 (20,7%) B*
Vepezid 2(2,4%) | 0(0,0%) | 0(0,0%) n.s.
CAP 2(2,4%) | 0(0,0%) | 0(0,0%) n.s.
Broj Th 5,37+£1,72 | 5,04+1,44 | 5,04+1,82 n.s.

NAPOMENE: A — Bez ekspresije vs Niska ekspresija; B — Bez ekspresije vs Visoka ekspresija; C — Niska
ekspresija vs Visoka ekspresija; * - p<0,05; 1 - p<0,01; { - p<0,001; n.s. — non significant.
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Stabilna bolest je u najve¢em procentu evidentirana kod bolesnica sa niskom
ekspresijom Nanog (8,3%) i1 ovo je bila znacajno veca ucestalost u odnosu na bolesnice bez

ekspresije kod kojih stabilna bolest nije evidentirana (p<0,05) (tabela 10).

Kompletna remisija registrovana je kod 63,6% bolesnica bez ekspresije Nanog i ova

ucestalost je bila znacCajno veéa u odnosu na ispitanice sa visokom ekspresijom (47,0%;

p<0,05) (tabela 10).

Razlike ostalih pracenih klinickih parametara kod bolesnica sa razli¢itim nivoima

ekspresije Nanog nisu bile statisticki znacajne.

Tabela 10. Ishod bolesti u odnosu na ekspresiju Nanog

Ekspresija Nanog
Bez Niska Visoka
Ishod bolesti Poredenje
ekspresije | ekspresija | ekspresija

(n=86) (n=58) (n=106)
Progresija 8(10,3%) | 10 (20,8%) | 16 (15,6%) n.s.
Stabilna bolest 0 (0,0%) 4 (8,3%) 2 (1,9%) A*
Parcijalna remisija 20 (25,9%) | 8(16,6%) | 36 (35,2%) n.s.
Kompletna remisija 49 (63,6%) | 26 (54,1%) | 48 (47,0%) B*
Prezivljavanje (meseci) 39,46+£26,09|37,12+19,89 | 35,21+£23,11 n.s
Nastupanje smrtnog ishoda| 50 (48,0%) | 38 (51,3%) | 26 (54,1%) n.s

NAPOMENE: A — Bez ekspresije vs Niska ekspresija; B — Bez ekspresije vs Visoka ekspresija; C — Niska

ekspresija vs Visoka ekspresija; * - p<0,05; 1 - p<0,01; { - p<0,001; n.s. — non significant.
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U FIGO stadijumu I u najmanjem broju slucajeva evidentirana je visoka ekspresija
Nanog (7,5%), dok su izostanak ekspresije (25,5%; p<0,01), kao 1 niska ekspresija Nanog

bile znacajno vise zastupljene u ovom stadijumu bolesti (33,3%; p<0,001) (tabela 11).

U FIGO stadijumu III u najredem broju slucajeva evidentirana je niska ekspresija
Nanog (29,6%), dok su izostanak ekspresije (55,8%; p<0,01), kao 1 visoka ekspresija Nanog

bile znacajno ¢esc¢e zastupljene u ovom stadijumu bolesti (66,0%; p<0,001) (tabela 11).

Nasuprot tome, i FIGO stadijumu IV najzastupljenije su bile bolesnice sa niskom
ekspresijom Nanog (18,5%) 1 ova ucestalost je bila znac¢ajno ve¢a u odnosu na bolesnice kod

kojih nije verifikovana ekspresija Nanog (6,9%; p<0,05) (tabela 11).

Dobro diferentovani tumori (histoloski gradis 1) bili su najzastupljeniji kod bolesnica
sa niskom ekspresijom Nanog (21,4%) 1 ova ucestalost je bila znacajno veca u odnosu na

ispitanice sa visokom ekspresijom Nanog (11,3%; p<0,05) (tabela 11).

Dobro diferentovani tumori (nuklearni gradus I) bili su najzastupljeniji kod bolesnica
sa niskom ekspresijom Nanog (21,4%) i ova ucestalost je bila znacajno ve¢a u odnosu na

ispitanice bez ekspresije (9,3%; p<0,05) (tabela 11).

Nediferentovani tumori (nuklearni gradus III) bili su najzastupljeniji kod bolesnica sa
visokom ekspresijom Nanog (30,1%), a ova ucestalost je bila znafajno ve¢a u odnosu na

ispitanice sa niskom ekspresijom (14,2%; p<0,05) (tabela 11).
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Tabela 11. FIGO stadijum, HG i NG gradus u odnosu na ekspresiju Nanog

Ekspresija Nanog
Bez Niska Visoka
Karakteristika Poredenje
ekspresije | ekspresija | ekspresija
(n=86) (n=58) (n=106)
FIGO stadijum
Borderline 4(4,6%) | 2(3,7%) | 8(7,5%) n.s
I 22 (25,5%)| 18 (33,3%)| 8(7,5%) | Bt, Ct
I 6(6,9%) | 8(14,8%) | 10 (9,4%) n.s
I 48 (55,8%) |16 (29,6%) |70 (66,0%) | AT, Ci
v 6 (6,9%) |10 (18,5%)| 10 (9,4%) A¥*
HG gradus
0 4 (4,6%) | 2(3,5%) | 8(7,5%) n.s
1 12 (13,9%) | 12 (21,4%) [ 12 (11,3%) C*
2 49 (56,9%) |32 (57,1%) | 58 (54,7%)| n.s
3 21 (24,4%) |10 (17,8%) |28 (26,4%)| n.s
NG gradus
0 4(4,6%) | 2(3,5%) | 8(7,5%) n.s
1 8(9,3%) |12(21,4%)|14 (13,2%) A*
2 56 (65,1%) |34 (60,7%) |52 (49,0%)| ns
3 18 (20,9%) | 8 (14,2%) |32 (30,1%) C*

NAPOMENE: A — Bez ekspresije vs Niska ekspresija; B — Bez ekspresije vs Visoka ekspresija; C — Niska

ekspresija vs Visoka ekspresija; * - p<0,05; 1 - p<0,01; { - p<0,001; n.s. — non significant.
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4.3.2. Sox2

Prosecna starost bolesnica bez ekspresije Sox2 iznosila je 58,08+11,72 godine i one su
bile znacajno starije od ispitanica sa niskom ekspresijom Cija je prose¢na starost iznosila

52,33+12,77 godina (p<0,05) (tabela 12).

Metastaze su bile najzastupljenije kod bolesnica sa visokom ekspresijom Sox2
(22,7%) 1 ova ucestalost je bila znacajno veca u odnosu na ispitanice bez ekspresije Sox2

(10,3%; p<0,05) (tabela 12).

Tabela 12. Karakteristike ispitanica u odnosu na ekspresiju Sox2

Ekspresija Sox2

Bez Niska Visoka
Karakteristika Poredenje
ekspresije | ekspresija ekspresija

(n=78) (n=74) (n=88)

Starost (godine) 58,08+11,72152,33+12,77 | 56,63+13,646 A*

Vreme do postavljanja Dg (meseci)| 4,73+4,50 | 4,64+5,94 | 3,66+3,323 n.s.

Vrsta tumora

Primarni 70 (89,7%) | 58 (78,4%) | 68 (77,3%) B*
Metastaza 8(10,3%) | 16 (21,6%) | 20 (22,7%)
Rezidualni tumor 6(7,7%) | 10(13,5%) | 10(11,4%) | ns.

NAPOMENE: A — Bez ekspresije vs Niska ekspresija; B — Bez ekspresije vs Visoka ekspresija; C — Niska
ekspresija vs Visoka ekspresija; * - p<0,05; T - p<0,01; i - p<0,001; n.s. — non significant.

Radikalna histerektomija je izvrSena kod 67,6% bolesnica sa niskom ekspresijom
Sox2 1 ova ucestalost je bila znac¢ajno ve¢a u odnosu na ispitanice sa visokom ekspresijom

Sox2 (50,0%; p<0,05) (tabela 13).

Eksplorativna biopsija je uradena kod 28,6% bolesnica sa visokom ekspresijom Sox2
1 ova ucestalost je bila znacajno ve¢a u odnosu na ispitanice sa niskom ekspresijom Sox2

(10,8%; p<0,01) (tabela 13).
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Hemioterapija po TC protokolu bila je najrede sprovedena kod bolesnica bez
ekspresije Sox2 (40,5%) 1 ova ucestalost je bila znacajno manja u odnosu na ispitanice sa

niskom (63,9%; p<0,01) 1 visokom ekspresijom Sox2 (70,7%; p<0,001) (tabela 13).

Terapija sa mono carboplatinom je bila najzastupljenija kod bolesnica bez ekspresije
Sox2 (21,6%) i ova ucestalost je bila znacajno veca u odnosu na ispitanice sa visokom

ekspresijom Sox2 (9,8%; p<0,05) (tabela 13).

Tabela 13. Vrsta primenjene terapije u odnosu na ekspresiju Sox2

Ekspresija Sox2
Bez Niska Visoka
Vrsta terapije Poredenje
ekspresije | ekspresija | ekspresija

(n=78) (n=74) (n=88)
Hiruska Th
Radikalna histerektomija 48 (63,2%) |50 (67,6%) | 42 (50,0%) C*
Unilateralna adneksektomija sa histerektomijom| 2 (2,6%) | 0(0,0%) | 2 (2,4%) n.s
Bilateralna adneksektomija 6(7,9%) | 6(8,1%) | 6(7,1%) n.s
Unilateralna adneksektomija 8 (10,5%) |10 (13,5%)| 10 (11,9%) n.s
Eksplorativna biopsija 12 (15,8%)| 8 (10,8%) |24 (28,6%) Ct
Hemoterapija
Bez Th 6(8,1%) | 4(5,6%) | 2(2,4%) n.s
TC 30 (40,5%) [ 46 (63,9%) | 58 (70,7%) | AT, B
CP 18 (24,3%) | 12 (16,7%) | 14 (17,1%) n.s
Mono carboplatina 16 (21,6%) |10 (13,9%)| 8 (9,8%) B*
Vepezid 2(2,7%) | 0(0,0%) | 0(0,0%) n.s
CAP 2(2,7%) | 0(0,0%) | 0(0,0%) n.s
Broj ciklusa Th 4,97+2.15 | 4,75+1,81 |5,27+1,587 n.s

NAPOMENE: A — Bez ckspresije vs Niska ekspresija; B — Bez ekspresije vs Visoka ekspresija; C — Niska
ekspresija vs Visoka ekspresija; * - p<0,05; 1 - p<0,01; { - p<0,001; n.s. — non significant.
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Progresija bolesti je u najve¢em procentu evidentirana kod bolesnica sa visokom
ekspresijom Sox2 (23,1%) 1 ovo je bila zna€ajno veca ucestalost u odnosu na bolesnice bez

ekspresije Sox2 (11,4%; p<0,05) (tabela 14).

Parcijalna remisija zabeleZena je kod 14,1% bolesnica sa visokom ekspresijom Sox2 i
ova ucestalost je bila znacajno manja nego kod ispitanica sa niskom ekspresijom Sox2

(28,8%; p<0,05) i ispitanica bez ekspresije Sox2 (34,3%; p<0,01) (tabela 14).

Razlike ostalih pracenih klinickih parametara kod bolesnica sa razli¢itim nivoima

ekspresije Sox2 nisu bile statisticki znacajne.

Tabela 14. Ishod bolesti u odnosu na ekspresiju Sox2

Ekspresija Sox2
Bez Niska Visoka
Ishod bolesti Poredenje
ekspresije ekspresija | ekspresija
(n=78) (n=74) (n=88)
Progresija 8 (11,4%) 9 (13.6%) | 18(23,1%) B*
Stabilna bolest 2 (2,9%) 2 (3,0%) 2 (2,6%) n.s.
Parcijalna remisija 24 (34,3%) | 19 (28,8%) | 11 (14,1%) | C*, Bt
Kompletna remisija 36(51,4%) | 36 (54,5%) | 47 (60,3%) n.s.
Prezivljavanje (meseci) 39,47+24,401|37,67+24,73 | 36,31+23,15 n.s.
Nastupanje smrtnog ishoda| 34 (47,2%) | 36 (51,4%) | 40 (54,1%) n.s.

NAPOMENE: A — Bez ekspresije vs Niska ekspresija; B — Bez ekspresije vs Visoka ekspresija; C — Niska
ekspresija vs Visoka ekspresija; * - p<0,05; T - p<0,01; { - p<0,001; n.s. — non significant.

U FIGO stadijumu I u najve¢em broju slucajeva nije evidentirana ekspresija Sox2
(28,9%), dok je u istom stadijumu visoka ekspresija bila znacajno manja (7,0%; p<0,01)
(tabela 15). Visoka ekspresija Sox2 bila je najzastupljenija kod bolesnica u trecem FIGO
stadijumu bolesti (65,1%) 1 ova ucestalost bila je znaCajno veca nego kod ispitanica sa

niskom ekspresijom Sox2 u istom stadijumu bolesti (43,2%; p<0,01) (tabela 15).

Tumori sa histoloskim gradusom III imali su znacajno nizu ekspresiju Sox2 (13,5%) u
odnosu na visoku ekspresiju u istom gradusu (27,3%; p<0,05) (tabela 15). Visoka ekspresija

Sox2 bila je najcesce zastupljena kod bolesnica sa histoloSkim gradusom III (27,3%) 1 ova
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ucestalost je bila veca u odnosu na one sa niskom ekspresijom i one bez ekspresije Sox2 ali

nije bila statisticki znacajna (tabela 15).

Tabela 15. FIGO stadijum, HG i NG gradus u odnosu na ekspresiju Sox2

Ekspresija Sox2
Stadijum/ Bez Niska Visoka
Poredenje
Gradus ekspresije | ekspresija | ekspresija
(n=76) (n=74) (n=88)

FIGO stadijum

Borderline 6(7,9%) | 6(8,1%) | 6(7,0%) n.s
I 22 (28,9%) (16 (21,6%) | 6 (7,0%) Bf
I 4(5,3%) |10 (13,5%)| 6(7,0%) n.s
I 38 (50,0%) | 32 (43,2%) | 56 (65,1%) Ct
v 6(7,9%) [10(13,5%)|12 (13,9%)| ns
HG gradus

0 6(7,9%) | 6(8,1%) | 6(6,8%) n.s
1 13 (17,1%) 10 (13,5%) [ 11 (12,5%)| n.s
2 42 (55,3%) |48 (64,9%) |47 (53,4%)| n.s
3 15 (19,7%) | 10 (13,5%) | 24 (27,3%) C*
NG gradus

0 6(7,9%) | 6(8,1%) | 6(6,8%) n.s
1 10 (13,1%) |10 (13,5%) [ 14 (15,9%)| n.s
2 42 (55,3%) |46 (62,2%) |44 (50,0%)| n.s
3 18 (23,7%) |12 (16,2%) |24 (27,3%)| n.s

NAPOMENE: A — Bez ekspresije vs Niska ekspresija; B — Bez ekspresije vs Visoka ekspresija; C — Niska
ekspresija vs Visoka ekspresija; * - p<0,05; 1 - p<0,01; { - p<0,001; n.s. — non significant.
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433. Oct3/4

Prosecna starost bolesnica bez ekspresije Oct 3/4 iznosila je 57,52+12,42 godina i one

su bile znacajno starije od ispitanica sa niskom ekspresijom ¢ija je proseCna starost iznosila

52,49+13,51 godine (p<0,05) (tabela 16).

Tabela 16. Karakteristike ispitanica u odnosu na ekspresiju Oct 3/4

Ekspresija Oct 3/4
Bez Niska Visoka
Karakteristika Poredenje
ekspresije | ekspresija | ekspresija
(n=124) (n=78) (n=38)
Starost (godine) 57,52+12,42|52,49+13,51 | 56,67+£12,40 A*
Vreme do postavljanja Dg (meseci) | 3,98+4,68 | 4,72+4,83 | 4,5544,18 n.s
Vrsta tumora
Primarni 104 (83,8%) | 60 (76,9%) | 32 (84,2%) n.s
Metastaza 20 (16,1%) | 18 (23,0%) | 6 (15,7%) n.s
Rezidualni tumor 10 (8,0%) | 10 (12,8%) | 6 (15,7%) n.s

NAPOMENE: A — Bez ekspresije vs Niska ekspresija; B — Bez ekspresije vs Visoka ekspresija; C — Niska
ekspresija vs Visoka ekspresija; * - p<0,05; T - p<0,01; { - p<0,001; n.s. — non significant.

Radikalna histerektomija uradena je kod 70,0% bolesnica bez ekspresije Oct 3/4 1 ova
ucestalost bila je znacajno veca u odnosu na ispitanice sa niskom (52,6%; p<0,05) i1 visokom

ekspresijom (42,1%; p<0,01) (tabela 17).

Unilateralna adneksektomija sa histerektomijom uradena je kod 5,2% bolesnica sa
niskom ekspresijom Oct 3/4 1 ova ucCestalost bila je znacajno vec¢a u odnosu na ispitanice bez

ekspresije, kod kojih ova intervencija nije primenjivana (p<0,05) (tabela 17).

Eksplorativna laparotomija sa biopsijom inoperabilnog tumora jajnika uradena je kod
31,5% bolesnica sa visokom ekspresijom Oct 3/4 i ova ucestalost bila je znacajno veca u

odnosu na ispitanice bez ekspresije (13,3%; p<0,05) (tabela 17).
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Sprovodenje hemioterapije po TC protokolu bilo je najmanje primenjeno kod
bolesnica bez ekspresije Oct 3/4 (49,1%) 1 ova ucestalost bila je znaajno manja u odnosu na

ispitanice sa niskom ekspresijom (72,9%; p<0,01) (tabela 17).

Sprovodenje hemioterapije sa mono carboplatinom bilo je najzastupljenije kod
bolesnica bez ekspresije Oct 3/4 (18,6%) 1 ova ucestalost bila je znac¢ajno veca u odnosu na

ispitanice sa niskom ekspresijom (8,1%; p<0,05) (tabela 17).

Tabela 17. Vrsta primenjene terapije u odnosu na ekspresiju Oct 3/4

Ekspresija Oct 3/4
Bez Niska Visoka
Vrsta terapije Poredenje
ekspresije | ekspresija | ekspresija

(n=124) (n=78) (n=38)
Hiruska Th
Radikalna histerektomija 84 (70,0%) (40 (52,6%) | 16 (42,1%)| A*, Bf
Unilateralna adneksektomija sa histerektomijom | 0 (0,0%) | 4 (5,2%) | 0(0,0%) A*
Bilateralna adneksektomija 6 (5,0%) | 6(7,8%) | 6(15,7%) n.s.
Unilateralna adneksektomija 14 (11,6%) |10 (13,1%)| 4 (10,5%) n.s.
Eksplorativna biopsija 16 (13,3%) | 16 (21,0%) | 12 (31,5%) B*
Hemoterapija
Bez Th 10 (8,4%) | 2(2,7%) | 0(0,0%) 1n.s.
TC 58 (49,1%) | 54 (72,9%) | 22 (61,1%) At
CP 24 (20,3%) | 12 (16,2%) | 8 (22,2%) n.s.
Mono carboplatina 22 (18,6%)| 6(8,1%) | 6 (16,6%) A*
Vepezid 2(1,6%) | 0(0,0%) | 0(0,0%) n.s.
CAP 2(1,6%) | 0(0,0%) | 0(0,0%) 1n.s.
Broj Th 5,07+£2,00 | 4,84+1,68 | 5,17£1,76 n.s.

NAPOMENE: A — Bez ckspresije vs Niska ekspresija; B — Bez ekspresije vs Visoka ekspresija; C — Niska
ekspresija vs Visoka ekspresija; * - p<0,05; 1 - p<0,01; { - p<0,001; n.s. — non significant.
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Kod bolesnica sa visokom ekspresijom Oct 3/4 (41,1%) u najveéem procentu
evidentirana je parcijalna remisija 1 ovo je bila znaCajno veca ucestalost u odnosu na
bolesnice bez ekspresije (22,2%; p<0,05). Dok je kod bolesnica bez ekspresije Oct 3/4
kompletna remisija nastupila u 62% 1 ova ucestalost je bila znacajno veca u odnosu na

ispitanice sa visokom ekspresijom Oct 3/4 (35,2%; p<0,01) (tabela 18).

Razlike ostalih pracenih klinickih parametara kod bolesnica sa razli¢itim nivoima

ekspresije SOX2 nisu bile statisticki znacajne.

Tabela 18. Ishod bolesti u odnosu na ekspresiju Oct 3/4

Ekspresija Oct ¥4
Bez Niska Visoka
Ishod bolesti Poredenje
ekspresije | ekspresija | ekspresija

(n=124) (n=78) (n=38)
Progresija 12 (11,1%) | 14 (19,4%) | 8 (23,5%) n.s
Stabilna bolest 4 (3,7%) 2 (2,7%) 0 (0,0%) n.s
Parcijalna remisija 24 (22,2%) | 18 (25,0%) | 14 (41,1%) B*
Kompletna remisija 68 (62,9%) | 38 (52,7%) | 12 (35,2%) Bt
Prezivljavanje (meseci) 39,55425,21|36,47+20,58 | 35,06+26,45 n.s
Nastupanje smrtnog ishoda | 50 (44,6%) | 38 (55,8%) | 22 (61,1%) n.s

NAPOMENE: A — Bez ekspresije vs Niska ekspresija; B — Bez ekspresije vs Visoka ekspresija; C — Niska
ekspresija vs Visoka ekspresija; * - p<0,05; T - p<0,01; { - p<0,001; n.s. — non significant.

Kod grani¢nih tumora jajnika u najve¢em broju slucajeva nije uocena ekspresija Oct
3/4 (11,4%), dok visoka ekspresija Oct u ovom stadijumu nije evidentirana (p<0,05) (tabela
19).

U FIGO stadijumu I u najve¢em broju sluc¢ajeva tumori nisu pokazivali ekspresiju Oct
3/4 (26,2%), dok je visoka ekspresija u ovom stadijumu bila evidentirana u 10,5% $to je bilo

statisticki znacajno (p<0,05) (tabela 19).
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U FIGO stadijumu III u najve¢em broju sluc¢ajeva bila je registrovana visoka Oct 3/4
ekspresija (68,4%) 1 bila je statisticki znacajna u odnosu na tumore koji nisu pokazivali

ekspresiju Oct (47,5%; p<0,05) (tabela 19).

Nije nadena statisticka znacajnost izmedu tumora bez ekspresije Oct 3/4 1 onih sa

niskom 1 visokom ekspresijom u odnosu na histoloski i nuklearni gradus.

Tabela 19. FIGO stadijum, HG i NG gradus u odnosu na ekspresiju Oct 3/4

Ekspresija Oct %
Bez Niska Visoka
Karakteristika Poredenje
ekspresije | ekspresija | ekspresija
(n=124) (n=78) (n=38)
FIGO stadijum
Borderline 14 (11,4%)| 4 (5,2%) | 0(0,0%) B*
I 32 (26,2%) |12 (15,7%) | 4 (10,5%) B*
I 8 (6,5%) | 8(10,5%) | 4(10,5%) n.s
11 58 (47,5%) |42 (55,2%) | 26 (68,4%) B*
v 10 (8,1%) |10 (13,1%)| 4 (10,5%) n.s
HG gradus
0 14 (11,5%) | 4(5,1%) | 0(0,0%) B*
1 22 (18,0%)| 16 (20,5%) | 4 (10,5%) n.s
2 64 (52,4%) |44 (56,4%) |26 (68,4%)| n.s
3 22 (18,0%)| 14 (17,9%) | 8 (21,0%) n.s
NG gradus
0 14 (11,5%) | 4(5,1%) | 0(0,0%) B*
1 20 (16,4%) |12 (15,4%) | 6 (15,8%) n.s
2 62 (50,8%) |46 (58,9%) |20 (52,6%)| n.s
3 26 (21,3%) |16 (20,5%) |12 (31,6%)| n.s

NAPOMENE: A — Bez ekspresije vs Niska ekspresija; B — Bez ekspresije vs Visoka ekspresija; C — Niska
ekspresija vs Visoka ekspresija; * - p<0,05; 1 - p<0,01; { - p<0,001; n.s. — non significant.
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Rezultati

4.3.4. Sox4

Prosecna starost bolesnica sa niskom ekspresijom Sox4 iznosila je 50,68+10,97
godina 1 one su bile znaCajno mlade od ispitanica bez ekspresije (58,55+11,98 godina;

p<0,01), kao 1 onih sa visokom ekspresijom (56,67+13,13 godina; p<0,05) (tabela 20).

Tabela 20. Karakteristike ispitanica u odnosu na ekspresiju Sox4

Ekspresija Sox4

Bez Niska Visoka
Karakteristika Poredenje
ekspresije | ekspresija | ekspresija

(n=78) (n=54) (n=118)

Starost (godine) 58,55+11,98|50,68+10,97 | 56,67+13,13 | Af, C*

Vreme do postavljanja Dg (meseci)| 4,77+4,52 | 3,69+3,57 | 4,19+£5,00 n.s.

Vrsta tumora

Primarni 58 (74,3%) | 50 (92,5%) | 98 (83,0%) | n.s.
Metastaza 20 (25.6%) | 4 (7.4%) | 20 (16,9%)
Rezidualni tumor 6(7,6%) | 6(11,1%) | 16 (13,5%) | n.s.

NAPOMENE: A — Bez ekspresije vs Niska ekspresija; B — Bez ekspresije vs Visoka ekspresija; C — Niska
ekspresija vs Visoka ekspresija; * - p<0,05; 1 - p<0,01; i - p<0,001; n.s. — non significant.
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Rezultati

Razlike ostalih pracenih klinickih parametara kod bolesnica sa razli¢itim nivoima

ekspresije Sox4 nisu bile statistiCki znacajne (tabela 21).

Tabela 21. Vrsta primenjene terapije u odnosu na ekspresiju Sox4

Ekspresija Sox4
Bez Niska Visoka
Vrsta terapije Poredenje
ekspresije | ekspresija | ekspresija

(n=78) (n=54) (n=118)
Hiruska Th
Radikalna histerektomija 40 (51,2%) | 34 (65,3%) | 66 (57,8%) n.s.
Unilateralna adneksektomija sa histerektomijom| 2 (2,5%) | 2 (3,8%) | 2 (1,7%) n.s.
Bilateralna adneksektomija 6 (7,6%) | 4(7,6%) | 8(7,0%) n.s.
Unilateralna adneksektomija 8 (10,2%) | 4 (7,6%) |16 (14,0%) n.s.
Eksplorativna biopsija 22 (28,2%)| 8 (15,3%) |22 (19,2%) n.s.
Hemoterapija
Bez Th 2(2,7%) | 0(0,0%) | 6(5,2%) n.s.
TC 42 (56,7%) |32 (64,0%) | 72 (63,1%)| n.s.
CP 12 (16,2%) | 14 (28,0%) |20 (17,5%)| n.s.
Mono carboplatina 14 (18,9%)| 4(8,0%) |16 (14,0%) n.s.
Vepezid 2(2,7%) | 0(0,0%) | 0(0,0%) n.s.
CAP 2(2,7%) | 0(0,0%) | 0(0,0%) n.s.
Broj Th 5,16+1,88 | 5,2+1,31 | 5,12+1,77 1.S.

NAPOMENE: A — Bez ekspresije vs Niska ekspresija; B — Bez ekspresije vs Visoka ekspresija; C — Niska
ekspresija vs Visoka ekspresija; * - p<0,05; 1 - p<0,01; { - p<0,001; n.s. — non significant.
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Rezultati

Progresija bolesti je u najve¢em procentu nastupila kod bolesnica bez ekspresije Sox4

(25,3%) 1 ovo je bila znacajno veca ucestalost u odnosu na bolesnice sa visokom ekspresijom

(9,2%:; p<0,01) (tabela 22).

Razlike ostalih prac¢enih klini¢kih parametara kod bolesnica sa razli¢itim nivoima

ekspresije Sox4 nisu bile statisticki znacajne.

Tabela 22. Ishod bolesti u odnosu na ekspresiju Sox4

Ekspresija Sox4

Bez Niska Visoka
Ishod bolesti Poredenje
ekspresije | ekspresija | ekspresija

(n=78) (n=54) (n=118)
Progresija 18 (25,3%) | 6(12,5%) | 10(9,2%) Bt
Stabilna bolest 2 (2,8%) 0 (0,0%) 4 (3,7%) n.s
Parcijalna remisija 18 (25,3%) | 12(25,0%) | 34 (31,4%) n.s
Kompletna remisija 33 (46,4%) | 30 (62,5%) | 60 (55,5%) n.s
Prezivljavanje (meseci) 34,23+26,51 |34,21+19,35|41,69+22,77 n.s
Nastupanje smrtnog ishoda | 40 (57,1%) | 26 (54,1%) | 48 (44,4%) n.s

NAPOMENE: A — Bez ekspresije vs Niska ekspresija; B — Bez ekspresije vs Visoka ekspresija; C — Niska

ekspresija vs Visoka ekspresija; * - p<0,05; T - p<0,01; { - p<0,001; n.s. — non significant.
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Rezultati

Prvi FIGO stadijum bolesti bio je najceS¢e zastupljen kod bolesnica sa niskom
ekspresijom Sox4 (38,4%) 1 ova ucestalost je bila znacajno veéa nego kod ispitanica bez
ekspresije (10,2%; p<0,001), kao 1 kod onih sa visokom ekspresijom (17,2%; p<0,01) (tabela
23).

U FIGO stadijumu III u najve¢em broju slu€ajeva nije evidentirana ekspresija Sox4
(69,2%), dok je u istom stadijumu bolesti niska (30,7%; p<0,001), i visoka ekspresija (55,1%;
p<0,05) ovog markera bila zna¢ajno manja. U ovom stadijumu je takode bila znacajno vecéa
ucestalost visoke ekspresije Sox4 u odnosu na nisku ekspresije Sox4 (p<0,01). Nasuprot
tome, u FIGO stadijum IV najmanje su bile zastupljene tumori bez ekspresije Sox4 (2,5%) 1
ova ucestalost bila je znacajno manja od tumora koji su pokazivali nisku ekspresiju (15,3%;

p<0,05), kao i1 kod onih sa visokom ekspresijom (13,7%; p<0,05) (tabela 23).

Dobro diferentovani tumori (histoloski gradus I) bili su najzastupljeniji kod bolesnica
sa visokom ekspresijom Sox4 (18,9%) i ova ucestalost je bila znacajno veéa nego kod

ispitanica bez ekspresije (5,1%; p<0,01) (tabela 23).

Nediferentovani tumori (histoloski gradus III) bili su najzastupljeniji kod bolesnica
bez ekspresije Sox4 (43,5%) i ova ucestalost je bila znacajno veca nego kod ispitanica sa
niskom ekspresijom (25,9%; p<0,05), kao i kod onih sa visokom ekspresijom (13,7%;
p<0,001) (tabela 23).

Dobro diferentovani tumori (nuklearnog gradusa I) bili su najzastupljeniji kod
bolesnica sa visokom ekspresijom Sox4 (22,4%) i ova ucestalost je bila znacajno veca nego

kod ispitanica bez ekspresije (2,5%; p<0,001) (tabela 23).

Tumori nuklarnog gradusa II bili su najzastupljeniji kod bolesnica sa niskom
ekspresijom Sox4 (70,3%) 1 ova ucestalost je bila znaCajno veca nego kod ispitanica sa

visokom ekspresijom (53,4%; p<0,05) (tabela 23).

Nediferentovani tumori (histoloski gradus III) bili su najzastupljeniji kod bolesnica
bez ekspresije Sox4 (38,4%) i ova ucestalost je bila znacajno veca nego kod ispitanica sa
niskom ekspresijom (14,8%; p<0,01), kao i kod onih sa visokom ekspresijom (17,2%;

p<0,01) (tabela 23).
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Rezultati

Tabela 23. FIGO stadijum, HG i NG gradus u odnosu na ekspresiju Sox4

Ekspresija Sox4
Bez Niska Visoka
Karakteristika Poredenje
ekspresije | ekspresija | ekspresija
(n=78) (n=54) (n=118)
FIGO stadijum
Borderline 4(5,1%) | 2(3,8%) | 8(6,8%) n.s
I 8(10,2%) |20 (38,4%) (20 (17,2%)| AL, CT
I 10 (12,8%)| 6 (11,5%) | 8 (6,8%) n.s
I 54 (69,2%) 16 (30,7%) | 64 (55,1%) | Af, B*, C¥
v 2(2,5%) | 8(15,3%) |16 (13,7%)| A*,B*
HG gradus
0 4(5,1%) | 2(3,7%) | 8(6,8%) n.s
1 4(5,1%) | 6(11,1%) |22 (18,9%) Bf
2 36 (46,1%) |32 (59,2%) | 70 (60,3%) n.s
3 34 (43,5%) [ 14 (25,9%) | 16 (13,7%)| A*,Bi
NG gradus
0 4(51%) | 2(3,7%) | 8(6,8%) n.s.
1 2(2,5%) | 6(11,1%) |26 (22,4%) Bi
2 42 (53,8%) |38 (70,3%) | 62 (53,4%) C*
3 30 (38,4%) | 8(14,8%) [20(17,2%)| Af, BY

NAPOMENE: A — Bez ekspresije vs Niska ekspresija; B — Bez ekspresije vs Visoka ekspresija; C — Niska

ekspresija vs Visoka ekspresija; * - p<0,05; 7 - p<0,01; { - p<0,001; n.s. — non significant.
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Rezultati

4.3.5. CD44

Prosecna starost bolesnica sa ekspresijom CD44 do 10% iznosila je 58,88+12,78

godina 1 one su bile znacajno starije od ispitanica sa ekspresijom vecom od 10% cija je

prosecna starost iznosila 53,33+12,58 godina (p<0,01) (tabela 24).

Kod bolesnica sa ekspresijom CD44 do 10% metastaze su bile znafajno zastupljenije

(25,4:13,0%; p<0,05) (tabela 24).

Tabela 24. Karakteristike ispitanica i vrsta tumora u odnosu na ekspresiju CD44

Ekspresija CD44
Karakteristika Do 10% | Preko 10% |Poredenje
(n=102) (n=138)
Starost (godine) 58,88+12,78|53,33+12,58 | 0,001
Vreme do postavljanja Dg (meseci)| 4,50+£591 | 4,17+£3,45 n.s
Vrsta tumora
Primarni 76 (74,5%) | 120 (86,9%)| 0,013
Metastaza 26 (25,4%) | 18 (13,0%)
Rezidualni tumor 8(7,8%) | 18(13,0%) n.s

NAPOMENA: n.s. — non significant
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Rezultati

Unilateralna adneksektomija je u zna€ajno ve¢em procentu uradena kod bolesnica sa

visokom ekspresijom CD44 (16,4:6,0%; p<0,05) (tabela 25).

Hemioterapija po CP protokolu je bila ¢eS¢e zastupljena kod bolesnica sa visokom
ekspresijom CD44 (24,6:12,2%; p<0,05), dok je terapija mono karboplatinom bila ceSce
zastupljena kod bolesnica sa niskom ekspresijom CD44 (24,4:7,6%; p<0,001) (tabela 25).

Tabela 25. Vrsta primenjene terapije u odnosu na ekspresiju CD44

Ekspresija CD44
Karakteristika Do 10% | Preko 10% | Poredenje
(n=102) | (n=138)
Hiruska Th
Radikalna histerektomija 60 (60,0%) | 80 (59,7%) n.s
Unilateralna adneksektomija sa histerektomijom | 0 (0,0%) | 4 (2,9%) n.s
Bilateralna adneksektomija 10 (10,0%)| 8 (5,9%) n.s
Unilateralna adneksektomija 6 (6,0%) (22 (16,4%)| 0,015
Eksplorativna biopsija 24 (24,0%) | 20 (14,9%) n.s
Hemoterapija
Bez Th 6 (6,1%) | 6(4,6%) n.s
TC 56 (57,1%) |78 (60,0%)| n.s
CP 12 (12,2%) |32 (24,6%)| 0,019
Mono carboplatina 24 (24,4%)| 10 (7,6%) | <0,001
Vepezid 0(0,0%) | 2(1,5%) n.s
CAP 0(0,0%) | 2(1,5%) n.s
Broj Th 4,92+1,96 | 5,08+1,79 n.s

NAPOMENA: n.s. — non significant
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Rezultati

Prosecno prezivljavanje bilo je znacajno duze kod bolesnica sa ekspresijom CD44

preko 10% (42,11422,52: 32,284+24,89 meseci; p<0,01) (tabela 26).

Smrtni ishod je u znacajno ve¢em procentu nastupao kod bolesnica sa nizom

ekspresijom CD44 (59,5:44,2%; p<0,05) (tabela 26).

Razlike ostalih pracenih klinickih parametara kod bolesnica sa razli¢itim nivoima

ekspresije SOX2 nisu bile statisticki znacajne.

Tabela 26. Ishod bolesti u odnosu na ekspresiju CD44

Ekspresija CD44
Ishod bolesti Do 10% | Preko 10% |Poredenje
(n=102) (n=138)
Progresija 18 (19,1%) | 16 (13,3%) n.s
Stabilna bolest 4 (4,2%) 2 (1,6%) n.s
Parcijalna remisija 22 (23,4%) | 34 (28,3%) n.s
Kompletna remisija 50 (53,1%) | 68 (56,6%) n.s
Prezivljavanje (meseci) 32,284+24,8942,11+22,52| 0,003
Nastupanje smrtnog ishoda | 56 (59,5%) | 54 (44,2%) | 0,025

NAPOMENA: n.s. — non significant
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Rezultati

U FIGO stadijumu I u najve¢em broju slucajeva evidentirana je visoka ekspresija

CD44 (25,0:14,0%; p<0,05). U FIGO stadijumu IV u najvecem broju slucajeva registrovana
je niska ekspresija CD44 (16,0:5,8%; p<0,05) (tabela 27).

Tabela 27. FIGO stadijum, HG i NG gradus u odnosu na ekspresiju CD44

Ekspresija CD44

Karakteristika | Do 10% | Preko 10% | Poredenje

(n=102) (n=138)
FIGO stadijum
borderline 8(8,0%) | 10(7,3%) n.s.
I 14 (14,0%) | 34 (25,0%)| 0,038
1I 6 (6,0%) |14 (10,2%) n.s
111 56 (56,0%) |70 (51,4%) n.s
v 16 (16,0%)| 8 (5,8%) 0,011
HG gradus
0 8(7,8%) | 10 (7,3%) n.s
1 16 (15,6%) |16 (11,7%) n.s
2 56 (54,9%) |78 (57,3%) n.s
3 22 (21,5%) |32 (23,5%) n.s
NG gradus
0 8(7,8%) | 10 (7,3%) n.s
1 18 (17,6%) |16 (11,7%)| n.s
2 50 (49,0%) | 82 (60,2%)| n.s
3 26 (25,4%) |28 (20,5%) n.s

NAPOMENA: n.s. — non significant
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Rezultati

4.3.6. CD117

Prosecna starost bolesnica bez ekspresije CD117 iznosila je 56,94+13,19 godina i one

su bile znaCajno starije od ispitanica sa ekspresijom c¢ija je proseCna starost iznosila

52,55+11,73 godine (p<0,05) (tabela 28).

Rezidualni tumori su bili znacajno prisutni kod bolesnica sa pozitivnom ekspresijom

CD117 (18,1:8,0%; p<0,05) (tabela 28).

Tabela 28. Karakteristike ispitanica i vrsta tumora u odnosu na ekspresiju CD117

Ekspresija CD117
Karakteristika Negativna | Pozitivna |Poredenje
(n=174) (n=60)
Starost (godine) 56,94+13,19|52,55+11,73| 0,022
Vreme do postavljanja Dg (meseci)| 4,50+4,97 | 3,80+£3,65 n.s
Vrsta tumora
Primarni 144 (82,7%) | 52 (78,7%) n.s
Metastaza 30 (17,2%) | 14 (21,2%)
Rezidualni tumor 14 (8,0%) | 12 (18,1%) 0,024

NAPOMENA: n.s. — non significant
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Rezultati

Hemioterapija po TC protokolu bila je ¢es¢e zastupljena kod bolesnica sa pozitivnom
ekspresijom CD117 (70,9:54,2%; p<0,05), dok je terapija sa mono karboplatinom bila ceSc¢e
zastupljena kod bolesnica bez ekspresije CD117 (18,0:6,4%; p<0,05), §to je u skladu sa
stadijumom bolesti (tabela 29).

Tabela 29. Vrsta primenjene terapije u odnosu na ekspresiju CD117

Ekspresija CD117
Vrsta terapije Negativna | Pozitivna |Poredenje
(n=174) (n=60)
Hiruska Th
Radikalna histerektomija 106 (63,0%) |34 (51,5%) n.s
Unilateralna adneksektomija sa histerektomijom| 2 (1,1%) 2 (3,0%) n.s
Bilateralna adneksektomija 12 (7,1%) | 6(9,0%) n.s
Unilateralna adneksektomija 18 (10,7%) |10 (15,1%) n.s
Eksplorativna biopsija 30 (17,8%) |14 (21,2%) n.s
Hemoterapija
Bez Th 10 (6,0%) | 2(3,2%) n.s.
TC 90 (54,2%) |44 (70,9%)| 0,022
CP 32 (19,2%) |12 (19,3%) n.s
Mono carboplatina 30 (18,0%) | 4 (6,4%) 0,028
Vepezid 2 (1,2%) 0 (0,0%) n.s.
CAP 2(1,2%) | 0(0,0%) n.s.
Broj Th 5,02+1,91 | 4,97+1,75 n.s.

NAPOMENA: n.s. — non significant

Progresija bolesti je u znacajno veéem procentu nastupila kod bolesnica bez ekspresije
CD117 (19,7:6,4%; p<0,05), dok je parcijalna remisija u znacajno veem procentu nastupala

kod bolesnica sa ekspresijom CD117 (35,4:22,3%:; p<0,05) (tabela 30).
98



Rezultati

Razlike ostalih pracenih klinickih parametara kod bolesnica sa razli¢itim nivoima

ekspresije SOX2 nisu bile statisti¢ki znacajne.

Tabela 30. Ishod bolesti u odnosu na ekspresiju CD117

Ekspresija CD117
Karakteristika Negativna | Pozitivna |Poredenje
(n=174) (n=66)
Progresija 30 (19,7%)| 4 (6,4%) 0,016
Stabilna bolest 4 (2,6%) 2 (3,2%) n.s
Parcijalna remisija 34 (22,3%)| 22 (35,4%) 0,048
Kompletna remisija 84 (55,2%) | 34 (54,8%) n.s
Prezivljavanje (meseci) 36,7+23,8 [40,91+£24,59 n.s
Nastupanje smrtnog ishoda | 78 (49,3%) | 32 (55,1%) n.s

NAPOMENA: n.s. — non significant
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Rezultati

Drugi FIGO stadijum bolesti bio je znacajno zastupljeniji kod bolesnica bez ekspresije

CD117 (11,7:0,0%; p<0,01) (tabela 31).

Razlike ucestalosti ostalih FIGO stadijuma, kao 1 HG i NG gradusa izmedu bolesnica

sa razli¢itim nivoima ekspresije CD117 nisu bile statisticki znacajne.

Tabela 31. FIGO stadijum, HG 1 NG gradus u odnosu na ekspresiju CD117

Ekspresija CD117

Karakteristika | Negativna | Pozitivna |Poredenje

(n=174) (n=66)
FIGO stadijum
Borderline 12 (7,0%) | 6 (9,0%) n.s.
I 36 (21,1%) |12 (18,1%) 1.s.
II 20 (11,7%)| 0 (0,0%) 0,004
M1 86 (50,5%) |40 (60,6%)| n.s.
v 16 (9,4%) | 8 (12,1%) n.s.
HG gradus
0 12 (6,9%) | 6(9,0%) n.s.
1 22 (12,7%) | 10 (15,1%) n.s.
2 96 (55,8%) |38 (57,5%) 1.s.
3 42 (24,4%) |12 (18,1%) 1n.s.
NG gradus
0 12 (6,9%) | 6 (9,0%) n.s.
1 26 (15,1%)| 8 (12,1%) ns.
2 96 (55,8%) |36 (54,5%) n.s.
3 38 (22,0%) | 16 (24,2%) n.s.

NAPOMENA: n.s. — non significant
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Rezultati

4.3.7. Ezh2

Starost bolesnica sa karcinomom jajnika nije pokazala statisticku znacajnost u odnosu

na ekspresiju Ezh2 markera (tabela 32).

Metastaze su bile znacajno zastupljenije kod bolesnica sa ekspresijom Ezh2

(22,9:0,0%; p<0,001) (tabela 32).

Tabela 32. Karakteristike ispitanica i vrsta tumora u odnosu na ekspresiju Ezh2

Ekspresija Ezh2
Karakteristika Negativna | Pozitivna |Poredenje
(n=58) (n=192)

Starost (godine) 55,79+12.91|56,08+12,56 n.s
Vreme do postavljanja Dg (meseci) | 4,29+3,34 | 4,25+4,90 n.s
Vrsta tumora

Primarni 58 (100,0%) | 148 (77,1%) | <0,001
Metastaza 0(0,0%) | 44 (22,9%) | <0,001
Rezidualni tumor 10 (17,2%) | 18 (9,3%) n.s

NAPOMENA: n.s. — non significant
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Rezultati

Terapija po CP protokolu bila je znacajno zastupljenija kod bolesnica bez ekspresije

Ezh2 (28,5:16,4%; p<0,05), jer je davana kod niZih stadijuma bolesti (tabela 33).

Razlike ostalih pracenih klinickih parametara kod bolesnica sa razli¢itim nivoima

ekspresije Ezh2 nisu bile statisti¢ki znacajne.

Tabela 33. Vrsta primenjene terapije u odnosu na ekspresiju Ezh2

Ekspresija Ezh2
Vrsta terapije Negativna | Pozitivna |Poredenje
(n=58) (n=192)
Hiruska Th
Radikalna histerektomija 34 (58,6%) | 106 (56,9%) n.s.
Unilateralna adneksektomija sa histerektomijom| 0 (0,0%) 6 (3,2%) n.s.
Bilateralna adneksektomija 4 (6,8%) | 14 (7,5%) n.s.
Unilateralna adneksektomija 8 (13,7%) | 20 (10,7%) n.s.
Eksplorativna biopsija 12 (20,6%) | 40 (21,5%) n.s.
Hemoterapija
Bez Th 2(3,5%) | 6(3,2%) n.s.
TC 30 (53,5%) | 116 (63,7%) n.s.
CP 16 (28,5%) | 30 (16,4%) | 0,045
Mono carboplatina 4(7,1%) | 30 (16,4%) n.s.
Vepezid 2 (3,5%) 0 (0,0%) n.s.
CAP 2(3,5%) | 0(0,0%) n.s.
Broj Th 5,50+1,65 | 5,04+1,72 ns.

NAPOMENA: n.s. — non significant
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Rezultati

Razlika od 2 meseca u duzini prezivljavanja u korist bolesnica koje nisu imle

ekspresiju Ezh2 nije dostigla statisticku znacajnost (39,66+20,80: 37,184+24,41 meseci)

(tabela 34).

Svi ostali praceni parametri takode nisu pokazali statisticki znacajne razlike.

Tabela 34. Karakteristike ispitanica, primenjena terapija i ishod bolesti u odnosu na

ekspresiju Ezh2

Ekspresija Ezh2
Karakteristika Negativna | Pozitivna |Poredenje
(n=58) (n=192)
Progresija 4(7,4%) | 30(17,3%) n.s
Stabilna bolest 0 (0,0%) 6 (3,4%) n.s
Parcijalna remisija 20 (37,0%) | 44 (25,4%) n.s
Kompletna remisija 30 (55,5%) | 93 (53,7%) n.s
Prezivljavanje (meseci) 39,66+20,80|37,18+24,41 n.s
Nastupanje smrtnog ishoda | 24 (42,8%) | 90 (52,9%) n.s

NAPOMENA: n.s. — non significant
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Prvi FIGO stadijum bolesti bio je znacajno CeS¢e zastupljen kod bolesnica sa

negativnom ekspresijom Ezh2 (31,0:15,9%; p<0,05) (tabela 35).
Ekspresija Ezh2 nije bila od uticaja na histoloski i nuklearni gradus.

Tabela 35. FIGO stadijum, HG 1 NG gradus u odnosu na ekspresiju Ezh2

Ekspresija Ezh2

Karakteristika | Negativna | Pozitivna |Poredenje

(n=58) (n=192)
FIGO stadijum
borderline 2 (3,4%) | 12(6,3%) n.s
1 18 (31,0%) | 30 (15,9%) | 0,011
I 2 (3,4%) | 22 (11,7%) n.s
I 32 (55,1%) 102 (54,2%)| n.s
v 4(6,8%) | 22 (11,7%) n.s
HG gradus
0 2(3,4%) | 12(6,3%) n.s
1 10 (17,2%) | 12 (6,3%) n.s
2 24 (41,3%) | 114 (60,0%) | 0,012
3 22 (37,9%) | 52 (27,4%) n.s
NG gradus
0 2 (3,4%) | 12(6,3%) n.s
1 12 (20,6%) | 22 (11,5%) n.s
2 28 (48,2%) | 114 (60,0%)| n.s
3 16 (27,5%) | 42 (22,1%) n.s

NAPOMENA: n.s. — non significant
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4.3.8. Stat3

Starost bolesnica sa karcinomom jajnika nije pokazala statisticku znacajnost u odnosu

na ekspresiju Stat3 markera (tabela 36).

Prose¢no vreme do postavljanja Dg kod bolesnica sa negativnom ekspresijom Stat3

iznosilo je 2,65+1,58 meseca i to je bilo znacajno kraée vreme u odnosu na ispitanice sa

ekspresijom (4,56+5,74 meseca; p<0,05) (tabela 36).

Tabela 36. Karakteristike ispitanicai vrsta tumora u odnosu na ekspresiju Stat3

Ekspresija Stat3
Karakteristika Negativna | Pozitivna |Poredenje
(n=56) (n=194)
Starost (godine) 58,11+11,81(56,98+13,82 n.s
Vreme do postavljanja Dg (meseci) | 2,65+1,58 | 4,56+5,74 0,039
Vrsta tumora
Primarni 36 (90,0%) | 96 (77,4%) n.s
Metastaza 4 (10,0%) | 28 (22,5%)
Rezidualni tumor 4 (10,0%) | 16 (12,9%) n.s

NAPOMENA: n.s. — non significant
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Radikalna histerektomija je uradena u znacajno vecem procentu kod bolesnica bez
ekspresije Stat3 u odnosu na ispitanice sa ekspresijom (77,7:45,9%; p<0,01). Nasuprot tome,
unilateralna adneksektomija je izvrSena u znacajno manjem procentu kod bolesnica bez

ekspresije Stat3 u odnosu na ispitanice sa ekspresijom (0,0:18,0%; p<0,01) (tabela 37).

Hemioterapija po TC protokolu bila je zastupljenija kod bolesnica sa ekspresijom
Stat3 (67,2%) i ova ucestalost je bila znacajno veca u odnosu na ispitanice bez ekspresije
(47,0%; p<0,05). Nasuprot tome, terapija sa mono carboplatinom je bila ¢eS¢e primenjena

kod bolesnica bez ekspresije Stat3 (29,4:13,1%; p<0,05) (tabela 37).

Tabela 37. Vrsta primenjene terapije u odnosu na ekspresiju Stat3

Ekspresija Stat3
Vrsta terapije Negativna | Pozitivna | Poredenje
(n=56) (n=194)
Hiruska Th
Radikalna histerektomija 28 (77,7%) |56 (45,9%)| 0,001
Unilateralna adneksektomija sa histerektomijom| 0 (0,0%) | 2 (1,6%) n.s
Bilateralna adneksektomija 4(11,1%) | 12 (9,8%) n.s
Unilateralna adneksektomija 0 (0,0%) (22 (18,0%)| 0,006
Eksplorativna biopsija 4 (11,1%) |30 (24,5%) n.s
Hemoterapija
Bez Th 2 (5,8%) | 2(1,6%) n.s
TC 16 (47,0%) |82 (67,2%)| 0,032
CP 6(17,6%) |22 (18,0%)| n.s
Mono carboplatina 10 (29,4%)| 16 (13,1%)| 0,024
Vepezid (0,0%) (0,0%) n.s
CAP (0,0%) (0,0%) n.s
Broj Th 5,47+1,71 | 4,92+1,69 n.s

NAPOMENA: n.s. — non significant
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Parcijalna remisija je u veéem procentu evidentirana kod onih bolesnica sa

ekspresijom Stat3 (33,3:13,3%; p<0,05) (tabela 38).

Prose¢no vreme prezivljavanja je bilo znacajno duze kod bolesnica bez ekspresije

Stat3 (40,57+25,9: 29,62+20,7 meseci; p<0,05) (tabela 38).

Razlike ostalih pracenih klinickih parametara kod bolesnica sa razli¢itim nivoima

ekspresije Stat3 nisu bile statisticki znacajne.

Tabela 38. Ishod bolesti u odnosu na ekspresiju Stat3

Ekspresija Stat3

Ishod bolesti Negativna | Pozitivna |Poredenje
(n=56) (n=194)
Progresija 8(26,6%) | 18 (15,0%) n.s
Stabilna bolest 0(0,0%) | 6(5,0%) n.s
Parcijalna remisija 4 (13,3%) {40 (33,3%)| 0,031
Kompletna remisija 18 (60,0%) | 56 (46,6%) n.s
Prezivljavanje (meseci) 40,57+25,9(29,62+20,7 0,025
Nastupanje smrtnog ishoda | 56 (47,4%) | 20 (58,8%) n.s

NAPOMENA: n.s. — non significant
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Bolesnice u FIGO stadijumu I bolesti u najveéem procentu nisu imale ekspresiju Stat3

(31,5:11,4%; p<0,01) (tabela 39).
Ekspresija Stat3 nije bila od uticaja na histoloski i nuklearni gradus.

Tabela 39. FIGO stadijum, HG i NG gradus u odnosu na ekspresiju Stat3

Ekspresija Stat3

Karakteristika | Negativna | Pozitivna |Poredenje

(n=56) (n=194)
FIGO stadijum
borderline 2(5,2%) | 8(6,5%) n.s.
I 12 (31,5%)| 14 (11,4%)| 0,003
II 4(10,5%) (14 (11,4%)| n.s.
11 16 (42,1%)|70 (57,3%)| n.s
v 4 (10,5%) |16 (13,1%)| ns.
HG gradus
0 2 (5,0%) | 8(6,5%) n.s.
1 6 (15,0%) |18 (14,7%)| n.s.
2 18 (45,0%) |52 (42,6%)| n.s
3 14 (35,0%) | 44 (36.1%) n.s
NG gradus
0 2 (5,0%) | 8(6,5%) n.s.
1 6 (15,0%) |20 (16,3%)| n.s
2 18 (45,0%) | 68 (55,7%) n.s
3 14 (35,0%) |26 (21,3%) n.s

NAPOMENA: n.s. — non significant
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4.3.9. Podudarnost ispitivanih molekularnih markera

Vrednosti Kohen Kapa koeficijenata potvrdile su znacajnu podudarnost izmedu
pozitivne ekspresije Sox2 i pozitivnih ekspresija Oct3/4 (p<0,001) 1 CD117 (p<0,05) (tabela
40).

Pozitivna ekspresija Oct3/4 znacCajno se podudarala i sa pozitivnom ekspresijom
CDI117 (p<0,001), dok se pozitivna ekspresija Stat3 znacajno podudarala sa pozitivnom
ekspresijom Ezh2 (p<0,001) (tabela 40).

Tabela 40. Podudarnost izmedu ekspresija markera, vrednosti Kohen Kapa koeficijenata

Marker | CD44 | Oct3/4 | CD117 | Nanog | Stat3 | Ezh2 Sox4

Sox2 -0,091 | 0,345% | 0,165% | 0,094 | 0,059 | 0,086 | 0,109
CD44 -0,026 | 0,063 | -0,183 | 0,073 | -0,053 | -0,160
Oct3/4 0,284% | -0,022 | 0,118 | 0,035 | 0,048
CD117 -0,011 | 0,089 | -0,012 | 0,015
Nanog -0,071 | -0,008 | 0,046
Stat3 0,341% | -0,110
Ehz2 -0,042

NAPOMENE: * - p<0,05; § - p<0,01; { - p<0,001.
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4.3.10. Uticaj klinickih parametara i eskpresije molekularnih markera na pojavu

smrtnog ishoda

Bolesnice kod kojih je nastupio smrtni ishod bile su znacajno starije (57,56+12,55:

53,20+12,66 godina; p<0,01) (tabela 41).

Metastaze su bile znacCajno zastupljenije kod bolesnica sa smrtnim ishodom

(24,6:7,6%; p<0,001) (tabela 41).

Tabela 41. Karakteristike ispitanica i tip tumora u odnosu na nastupanje smrtnog ishoda

Smrtni ishod
Karakteristika Ne Da Poredenje
(n=132) (n=122)
Starost (godine) 53,20+12,66 | 57,56+12,55| 0,006
Vreme do postavljanja Dg (meseci)| 3,98+3,19 | 4,99+6,22 n.s
Vrsta tumora
Primarni 122 (92,4%) | 92 (75,4%) | <0,001
Metastaza 10 (7,6%) | 30 (24,6%)
Rezidualni tumor 14 (10,6%) | 16 (13,1%) n.s
Epitelni tip tumora
Serozni 96 (72,7%) | 90 (73,8%) n.s
Mucinozni 14 (10,6%) | 10 (8,2%) n.s
Endometroidni 16 (12,1%) | 14 (11,5%) n.s
Svetlocelijski 6 (4,5%) 8 (6,6%) n.s

NAPOMENA: n.s. — non significant

Od hiruskih intervencija, kod bolesnica sa smrtnim ishodom bile su znacajno cesce

izvrSene radikalna histerektomija (63,9:51,5%; p<0,05) 1 eksplorativna laparotomija sa

biopsijom inoperabilnog tumora (26,2:13,6%; p<0,05). Nasuprot tome, kod bolesnica kod
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kojih nije nastupio smrtni ishod bile su znacajno ¢eSce izvrSene unilateralna adneksektomija
sa histerektomijom (4,5:0,0%; p<0,05) 1 unilateralna adneksektomija (24,2:0,0%; p<0,001)
(tabela 42).

Bolesnice kod kojih nije nastupio smrtni ishod su znacajno ceS¢e bile bez

hemoterapije (10,6:3,3%; p<0,05) (tabela 42).

Razlike vrednosti i ucestalosti ostalih karakteristika izmedu bolesnica sa i bez smrtnog

ishoda nisu bile statisticki znacajne.

Tabela 42. Vrsta primenjene terapije u odnosu na nastupanje smrtnog ishoda

Smrtni ishod
Karakteristika Ne Da Poredenje
(n=132) (n=122)
Hiruska Th
Radikalna histerektomija 68 (51,5%) |78 (63,9%)| 0,045
Unilateralna adneksektomija sa histerektomijom| 6 (4,5%) | 0 (0,0%) 0,017
Bilateralna adneksektomija 8(6,1%) | 12(9,8%) n.s
Unilateralna adneksektomija 32 (24,2%)| 0(0,0%) | <0,001
Eksplorativna biopsija 18 (13,6%) (32 (26,2%)| 0,012
Hemoterapija
Bez Th 14 (10,6%)| 4 (3,3%) 0,025
TC 70 (53,0%) |74 (61,7%)| n.s
CP 30 (22,7%) 16 (13,3%)| n.s
Mono carboplatina 18 (13,6%) |22 (18,3%) n.s
Vepezid 0(0,0%) | 2(1,7%) n.s
CAP 0(0,0%) | 2(1,7%) n.s
Broj Th 4,80+2,03 | 5,10+1,89 n.s

NAPOMENA: n.s. — non significant
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Kod bolesnica kod kojih je nastupio smrtni ishod znacajno ¢esce je evidentirana
ekspresija CD44 do 10% (50,9:35,8%; p<0,05), u ostalim slucajevima nije bilo statisticke
znacajnosti (tabele 43 1 44).

Tabela 43. Ekspresija markera Nanog, Sox2, Oct3/4, Sox4 u odnosu na nastupanje
smrtnog ishoda

Smrtni ishod

Karakteristika Ne Da Poredenje

0=132) | (n=122)

Nanog negativna 36 (32,1%) |38 (33,3%)

Nanog pozitivna 76 (67,9%) | 76 (66,7%)

Nanog low expression |22 (19,6%) |26 (22,8%) n.s.

Nanog high expression |54 (48,2%) |50 (43,9%) n.s.

Sox2 negativna 38 (35,8%) | 34 (30,9%)

Sox2 pozitivna 68 (64,2%) |76 (69,1%)

Sox2 low expression |34 (32,1%) |36 (32,7%) n.s.

Sox2 high expression |34 (32,1%) |40 (36,4%) n.s.

Oct3/4 negativna 62 (58,5%) |50 (45,5%)

Oct3/4 pozitivna 44 (41,5%) | 60 (54,5%)

Oct3/4 low expression |30 (28,3%)|38 (34,5%) n.s.

Oct3/4 high expression | 14 (13,2%) |22 (20,0%) n.s.

Sox4 negativna 30 (26,8%) |40 (35,1%)

Sox4 pozitivna 82 (73,2%) | 74 (64,9%)

Sox4 low expression |22 (19,6%) |26 (22,8%) n.s.

Sox4 high expression |60 (53,6%) |48 (42,1%) n.s.

NAPOMENA: n.s. — non significant
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Tabela 44. Ekspresija markera CD44, CD117, Ezh2, Stat3 u odnosu na nastupanje

smrtnog ishoda

Stat3 pozitivna

88 (78,6%)

88 (77,2%)

Smrtni ishod
Karakteristika Ne Da Poredenje
(n=132) (n=122)
CD44 do 10% 38 (35,8%) |56 (50,9%)
0,026

CD44 preko 10% | 68 (64,2%) | 54 (49,1%)
CD117 negativna | 80 (75,5%) | 78 (70,9%)
CD117 pozitivna |26 (24,5%) |32 (29,1%) "
Ezh2 negativna |32 (28,6%) |24 (21,1%)
Ezh2 pozitivna |80 (71,4%)|90 (78,9%) "
Stat3 negativna |24 (21,4%) |26 (22,8%)

n.s.

NAPOMENA: n.s. — non significant
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Smrtni ishod je nastupao znacajno ¢eS¢e kod bolesnica sa ekspresijom CD44 do 10%

nego kod onih sa ekspresijom CD44 preko 10% (59,5:44,2%; p<0,05) (tabela 45).

Tabela 45. Nastupanje smrtnog ishoda u odnosu na ekspresiju markera

Bez Sa Niska Visoka
Marker Poredenje
Ekspresije | ekspresijom | ekspresija | ekspresija
SOX2 | 34 (47,2%) | 76 (52,8%) | 36 (51,4%) | 40 (54,1%) n.s
CD44 56 (59,5%) | 54 (44,2%) D*
OCT | 50 (44,6%) | 60 (57,7%) | 38 (55,8%) | 22 (61,1%) n.s
CD117 | 78 (49,3%) | 32 (55,1%) n.s
Nanog | 38 (51,3%) | 76 (50,0%) | 26 (54,1%) | 50 (48,0%) n.s
STAT3 | 20 (58,8%) | 56 (47,4%) n.s
EZH | 24 (42,8%) | 90 (52,9%) n.s
SOX4 | 40 (57,1%) | 74 (47,4%) | 26 (54,1%) | 48 (44,4%) n.s

NAPOMENE: A — Bez ekspresije vs Sa ekspresijom; B — Bez ekspresije vs Niska ekspresija; C — Bez ekspresije
vs Visoka ekspresija; D — Niska ekspresija vs Visoka ekspresija; * - p<0,05; f - p<0,01; i - p<0,001; n.s. — non

significant.
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Kaplan Majerova procena i Log-rank test su potvrdili da je verovatno¢a kumulativnog
prezivljavanja tokom ispitivanja bila znacajno veca kod bolesnica kod kojih je ekspresija
CD44 bila veca od 10% (p<0,01). Verovatno¢a kumulativnog prezivljavanja i ekspresija

ostalih markera nisu bili zna¢ajno povezani u ispitivanom uzorku.
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Grafikon 1. Kaplan-Majerove krive preZivljavanja u odnosu na ekspresiju SOX2

Log-rank test: p=0,945
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Grafikon 2. Kaplan-Majerove krive prezivljavanja u odnosu na ekspresiju CD44

Log-rank test: p=0,004
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Grafikon 5. Kaplan-Majerove krive prezivljavanja u odnosu na ekspresiju Nanog

Log-rank test: p=0,771
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Grafikon 7. Kaplan-Majerove krive prezivljavanja u odnosu na ekspresiju EZH

Log-rank test: p=0,195
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Grafikon 8. Kaplan-Majerove krive prezivljavanja u odnosu na ekspresiju SOX4

Log-rank test: p=0,073
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Kod bolesnica kod kojih nije nastupio smrtni ishod znacajno ¢eS¢e su bili zastupljeni
borderline (13,6:3,3%; p<0,01) i prvi FIGO stadijum bolesti (30,3:8,2%; p<0,001). Nasuprot
tome, kod bolesnica kod kojih je nastupio smrtni ishod znacajno ¢esce su bili zastupljeni treci

(60,7:43,9%; p<0,01) 1 Cetvrti FIGO stadijum bolesti (19,7:1,5%; p<0,001) (tabela 46).

Kod bolesnica kod kojih nije nastupio smrtni ishod znacajno ¢esce su bili zastupljeni
nulti (13,6:3,3%; p<0,01) i prvi HG gradus (22,7:6,6%; p<0,001). Kod bolesnica kod kojih je
nastupio smrtni ishod znacajno ¢esce je bio zastupljen tre¢i HG gradus (31,1:16,7%; p<0,01)

(tabela 46).

Kod bolesnica kod kojih nije nastupio smrtni ishod znacajno ¢esc¢e su bili zastupljeni i
nulti (13,6:3,3%; p<0,01), kao 1 prvi NG gradus (22,7:8,2%; p<0,01). Kod bolesnica kod
kojih je nastupio smrtni ishod zna¢ajno ceSce je bio zastupljen tre¢i NG gradus (29,5:13,6%;

p<0,01) (tabela 46).
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Tabela 45. FIGO stadijum, HG i NG gradus u odnosu na nastupanje smrtnog ishoda

Smrtni ishod

Karakteristika Ne Da Poredenje

(n=132) (n=122)
FIGO stadijum
borderline 18 (13,6%)| 4 (3,3%) 0,003
I 40 (30,3%) | 10(8,2%) | <0,001
II 14 (10,6%)| 10 (8,2%) n.s.
11 58 (43,9%) | 74 (60,7%)| 0,008
v 2 (1,5%) (24 (19,7%)| <0,001
HG gradus
0 18 (13,6%)| 4 (3,3%) 0,003
1 30 (22,7%)| 8(6,6%) | <0,001
2 62 (47,0%) | 72 (59,0%) n.s
3 22 (16,7%)|38 (31,1%)| 0,007
NG gradus
0 18 (13,6%)| 4 (3,3%) 0,003
1 30 (22,7%)| 10 (8,2%) | 0,001
2 66 (50,0%) | 72 (59,0%) n.s
3 18 (13,6%) |36 (29,5%)| 0,002

NAPOMENA: n.s. — non significant
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Multivarijantna Koksova regresiona analiza je kao najznacajnije faktore koji su povezani sa
nastupanjem smrtnog ishoda izdvojila FIGO stadijume III i IV, kao 1 HG gradus 3. Kod
bolesnica sa FIGO stadijumom III verovatno¢a smrtnog ishoda je rasla 3,060 puta (1,795 do
5,217 puta; p<0,001), dok je kod bolesnica sa FIGO stadijumom IV verovatno¢a smrtnog
ishoda rasla 7,949 puta (4,005 do 15,777 puta; p<0,001). Kod bolesnica sa HG gradusom 3
verovatnoca smrtnog ishoda je rasla 1,656 puta (1,084 do 2,531 puta; p<0,001) (tabela 47).

Tabela 47. Procena povezanosti ispitivanih faktora i nastupanja smrtnog ishoda, rezultati
multivarijantne Koksove regresione analize

95% IP za OR

Faktor OR | Donja | Gornja P

granica | Granica

FIGO stadijum ITT | 3,060 | 1,795 | 5,217 | <0,001

FIGO stadijum IV | 7,949 | 4,005 | 15,777 | <0,001

HG gradus 3 1,656 1,084 2,531 | 0,020
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Diskusija

5. DISKUSIJA

Nanog

Ekspresija Nanog utvrdena je kod razli¢itih tipova karcinoma. U studiji Siu i
saradnika (316) pokazana je znacajno vec¢a imunoreaktivnost Nanog kod karcinoma jajnika u
poredenju sa borderline tumorima 1 benignim cystadenoma/inkluzionim cistama.
Imunohistohemijska analiza nije pokazala nuklearno Nanog imunoprebojavanje kod benignih
cistadenoma, dok je slabo do umerena ekspresija bila prisutna kod grani¢nih tumora, a

znacajnija kod karcinoma jajnika, $to je u saglasnosti sa naSim istrazivanjem.

U naSem istrazivanju prac¢ena je nuklearna ekspresija Nanog kod karcinoma jajnika,
gde je registrovana niska i visoka ekspresija ovog markera. Znacajna nuklearna Nanog
imunoreaktivnost primecena je kod metastatskih depozita u odnosu na primarne karcinome
(p<0,05), kao i u istrazivanju Siua i saradnika (316).

Terapija po CP protokolu (ciclophosphamid/cisplatin) bila je najzastupljenija kod
bolesnica sa niskom ekspresijom Nanog i ova ucestalost bila je znacajno ve¢a u odnosu na
ispitanice sa visokom ekspresijom Nanog (p<0,05). Terapija sa mono carboplatinom je bila
najzastupljenija kod bolesnica sa visokom ekspresijom Nanog (20,7%) i ova ucestalost je bila
znacajno veca u odnosu na ispitanice bez ekspresije (9,7%; p<0,05). Na pocetku pracenog
perioda jo§ uvek nije bio standardni protokol TC za visoke stadijume bolesti karcinoma
jajnika. S obzirom na ¢injenicu da su bolesnice sa Nanog ekspresijom bile starije zivotne
dobi, za njih je po protokolu predvidena primena monohemioterapije sa carboplatinom iz
razloga $to su u vecini slu¢ajeva one imale komorbiditete (bolesti kardiovaskularnog sistema,

poremecaj funkcije bibrega i druge).

U FIGO stadijumu I u najmanjem broju slucajeva je evidentirana visoka ekspresija
Nanog (7,5%). Ova uclestalost bila je znacajno manja u odnosu na ispitanice bez ekspresije
(p<0,01), 1 onih sa niskom ekspresijom, koje su bile vise zastupljene u ovom stadijumu
bolesti (p<0,001). U FIGO stadijumu III i IV u najveéem procentu bila je zastupljena visoka

ekspresija Nanog u odnosu na bolesnice kod kojih nije bila prisutna ekspresija ovog markera.

Dobro diferentovanu tumori (HG 1 NG I) bili su najzastuljeniji kod bolesnica sa
niskom ekspresijom Nanog (p<0,05), za razliku od nediferentovanih tumora (HG 1 NG III)

koji su bili najzastupljeniji kod bolesnica sa visokom ekspresijom Nanog (p<0,05).
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Stabilna bolest je u najve¢em procentu evidentirana kod bolesnica sa niskom
ekspresijom Nanog (p<0,05), a kompletna remisija kod bolesnica kod kojih ekspresija Nanog

nije bila prisutna (p<0,05).

U istraZivanju Siu i saradnika (316) visoka nuklearna Nanog imunoreaktivnost bila je
znac¢ajno udruzena sa loSim histoloskim gradusom, seroznim histoloSkim tipom karcinoma i

karcinomima koji su pokazivali hemiorezistentnost.

Na osnovu rezultata moze se zakljuciti da je ekspresija Nanog prisutna kod visokog
FIGO stadijuma bolesti (FIGO III i IV) i HG i NG gradusa III. Takode je evidentirana
znacajna zastupljenost kod metastatskih depozita u odnosu na primarni tumor. Krace
prezivljavanje (35,21423,11:39,46+26,09 meseci) bilo je evidentirano kod bolesnica ¢iji su

tumori pokazali visoku ekspresiju Nanog, ali nije dostiglo statisticku znacajnost.

Ekspresija NANOG mRNA, kao i ostala dva transkripciona faktora SOX2 i OCT4 su
takode detektovana kod karcinoma jajnika. Znacajno povecanje NANOG mRNA detektovano
je kvantitativnom PCR analizom kod karcinoma jajnika za razliku od benignih cystadenoma.
U in vitro uslovima, nadeno je da SOX2 moze biti regulisan od strane NANOG kod ¢elija
karcinoma jajnika. Kod grani¢nih tumora i karcinoma jajnika samo 2-20% celija pokazalo je
ekspresiju NANOG. Mati¢ne ¢elije karcinoma (CSCs) su mala populacija ¢elija koje se mogu
na¢i kod malignih tkiva. Istrazivanje Siu i saradnika (316) pokazalo je mali broj NANOG
pozitivnih ¢elija karcinoma jajnika, pa se moze re¢i da NANOG nije samo uklju¢en kod
progresije karcinoma jajnika ve¢ da moZe biti jedan od markera CSCs. Celije sli¢ne
kancerskim mati¢nim ¢elijama izolovane iz ascitesa bolesnica sa karcinomom jajnika (317),
tumora prostate (318), karcinoma usne duplje (319) i osteosarkoma (320) takode pokazuju
povecanu ekspresiju Nanog. Znacajno vec¢a Nanog imunoreaktivnost detektovana je kod
slabije diferentovanih karcinoma jajnika, seroznog histoloSkog tipa u metastatskim
depozitima u poredenju sa odgovaraju¢im primarnim tumorima. U in vitro uslovima,
NANOG mRNA ekspresija posebno je visoka u ¢elijskim linijama SKOV3 i OVCAR-3
¢elijskim linijama, koje vode poreklo od malignih celija ascitesa bolesnica sa seroznim
adenokarcinomom (321). Ovi tumori seroznog tipa ¢ine oko 70% karcinoma jajnika, (322) i
Cesto su udruzeni sa ascitesom 1 intraperitonealnim matastazama (24). Dobijeni rezultati
ukazuju da NANOG moze da bude ukljucen u dediferencijaciju karcinoma jajnika i njegovih

metastaza (323,324). Manja ekspresija NANOG mRNA nadena je u endometrioidnom tipu
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tumora nastalog iz TOV 112D ¢elijske linije (325), u poredenju sa tri normalne HOSE ¢elijske
linije, Sto je u skladu sa relativno nizom imunoreaktivno§¢éu NANOG u endometrioidnom
karcinomu jajnika. Osim toga, pokazana je znacajnost izmedu visoke imunoreaktivnosti
NANOG, kraceg prezivljavanja i vremena do progresije bolesti. Atori su predlozili da
NANOG moze biti vazan nezavisan prognosticki marker kod karcinoma jajnika, narocito u
pogledu ukupnog prezivljavanja.

Obzirom da je visoka ekspresija NANOG potvrda loSe prognoze bolesti ovaj marker
moze da posluzi kao biomarker u trijazi bolesnica sa ranim stadijumom karcinoma jajnika pri
donosenju odluke za primenu adjuvantne terapije. Kod bolesnica sa karcinomom jajnika
dijagnostikovanih u prvom stadijumu bolesti (bolest ograni¢ena na jajnik), prema vazecem
protokolu nije potrebno primeniti adjuvantnu terapiju, osim ako su prisutni losi prognosticki
parametri kao §to su visoki gradus karcinoma, i serozni ili svetlo¢elijski tip. Ukoliko je
ekspresija Nanog prisutna u ovom stadijumu bolesti treba razmisljati o primeni TC protokola
koji se daje u visSim stadijumima bolesti.

Sada se istrazuje straZzuje primena molekularne farget terapije, sa bevacitumabom
kod bolesnica sa loSom prognozom karcinoma jajnika. Visoka NANOG ekspresija moze
posluziti kao marker za indikaciju primene kombinovane terapije umesto monohemioterapije
u prvom stadijumu bolesti, kao i to da se izaberu pacijenti sa visokim rizikom za davanje
target dopunske terapije u cilju poboljSanja ishoda bolesti. Ali za sada su potrebne studije
veceg obima da bi potvrdile takvu aplikaciju.

Pokazano je da ovarijalne kancer-iniciraju¢e ¢elije izolovane iz primarnih tumora sa
prekomernom ekspresijom NANOG, kao i drugih markera mati¢nih ¢elija dovodi do vece
hemiorezistentnosti kod karcinoma jajnika na sadasnji hemioterpijski tretman sa

palklitaxelom u kombinaciji sa platinskim derivatima (57).
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Sox2

Ekspresija Sox2 primec¢ena je kod razlicitih solidnih tumora. Uloga Sox2 ekspresije u

poredenju sa klinickim parametrima je kontraverzna.

U naSem istrazivanju radikalna histerektomija sa bilateralnom adneksektomijom bila
je uradena kod najveéeg broja pacijentkinja sa niskom ekspresijom Sox2 i ova ucestalost bila
je znacajno veca nego kod ispitanica sa visokom ekspresijom Sox2 (p<0,05). Ova vrsta
operacije radi se kod bolesnica sa nizim stadijumom bolesti zbog manje veliine primarnog
tumora 1 zahvacenosti okolnih struktura. Suprotno tome, eksplorativna laparotomija sa
bipsijom inoperabilnog tumora jajnika bila je uradena u ve¢em procentu kod ispitanica sa
visokom ekspresijom Sox2 (p<0,01), jer je visoka ekspresija Sox2 bila zastupljena kod viseg
stadijuma bolesti gde najces¢e nije bilo moguce uraditi radikalnu ili reduktivnu hirursku

intervenciju.

Hemioterapija po protokolu TC (Taxol+Carboplatin) bila je najces¢e sprovedena kod
bolesnica sa visokom ekspresijom Sox2 (p<0,001) i neSto rede kod bolesnica sa niskom
ekspresijom Sox2 (p<0,01) za razliku od zastupljenosti kod ispitanica bez ekspresije Sox2
kod kojih je bila najmanje zastupljena. Bolesnice u viSem stadijumu bolesti pocevsi od
stadijuma IIb, po protokolu primaju hemioterapiju u kombinaciji paclitaxel/carboplatin, dok

one u nizim stadijumima bolesti primaju monohemioterapiju sa carboplatinom.

Bolesnice kod kojih nije bila prisutna ekspresija Sox2 bolje su reagovale na
primenjenu hemioterapiju od bolesnica sa niskom i visokom ekspresijom Sox2 i u najve¢em
procentu su pokazivale parcijalnu remisiju. Dok je progresija bolesti evidentirana u najve¢em
procentu bolesnica sa visokom ekspresijom Sox2 u odnosu na bolesnice bez ekspresije Sox2

(p<0,05).

U FIGO stadijumu 1 u najve¢em broju slucajeva evidentirane su bolesnice bez
ekspresije Sox2, u odnosu na bolesnice sa visokom ekspresijom ovog markera (p<0,01). U
FIGO stadijumu bolesti III u najve¢em broju slucajeva registrovane su bolesnice sa visokom

ekspresijom Sox2, za razliku od ispitanica sa niskom ekspresijom Sox2 (p<0,01).

Metastaze su bile najzastupljenije kod bolesnica sa visokom ekspresijom Sox2 i ova

ucestalost bila je znacajno veca nego kod ispitanica bez ekspresije (p<0,05).
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Tre¢i HG gradus i tre¢i NG gradus bili su najzastupljeniji kod bolesnica sa visokom
ekspresijom Sox2 (p<0,05), Sto ukazuje na agresivnost tumora koja je povezana sa

ekspresijom fenotipa Sox2 (p)

Prezivljavanje bolesnica sa visokom ekspresijom bilo je krace (36,31£23,15 meseci) u
odnosu na prezivljavanje bolesnica bez ekspresije Sox2 (39,47+24,4 meseca), Sto nije
pokazalo statistiCku znacajnost. Ipak postojeca razlika moze da ukaze na znacaj ekspresije

SOX2 kao markera u prognozi krajnjeg ishoda bolesti.

Na osnovu prethodno iznetih rezultata moze se videti da je visoka ekspresija fenotipa
Sox2 povezana sa viSim FIGO stadijumom bolesti, viSim HG 1 NG gradusom, progresijom

bolesti i znacajnijim metastatskim potencijalom tumora kao i kra¢im prezivljavanjem.

U studiji Zhang i saradnika (138) takode je pokazano da je ekspresija Sox2 kod
karcinoma jajnika bila udruzena sa visokim gradusom karcinoma (posebno visokim
gradusom seroznog karcinoma) i FIGO stadijumima II do IV. Osim toga, pacijenti sa
karcinomom jajnika kod kojih je prisutna ekspresija Sox2 imali su krac¢e prezivljavanje u
odnosu na pacijente bez ekspresije ovog markera. Na osnovu ovih rezultata Sox2 je predloZen
kao potencijalni marker ovarijalnih CSCs koji je povezan sa relapsom bolesti, a njegova
uloga je sli¢na kao kod ESC. Tako je Sox2 eksprimiran u razli¢itim vrstama solidnih tumora,

znacaj Sox2 ekspresije u klini¢koj praksi je kontrtoverzna.

Nasi rezultati su u skladu sa rezultatima veceg broja studija koje su proucavale
ekspresiju Sox2 kod karcinoma razliCitih lokalizacija. Ekspresija ovog markera bila je
povezana sa loSom prognozom i agresivnim tumorskim karakteristikama, kao $to su visoki
gradus, krace prezivljavanje i visoki FIGO stadijum bolesti (326). Neki istrazivaci (327,328)
istakli su da Sox2 kao onkolgen moze dovesti do proliferacije i tumorogeneze humanog
skvamocelularnog karcinoma plu¢a 1 karcinoma dojke. Medutim, kod karcinoma Zeluca
ekspresija Sox2 je ¢esto nishodno regulisana i moZe inhibirati ¢elijski rast preko zaustavljanja
¢elijskog ciklusa i apoptoze. Gubitak Sox2 ekspresije kod ¢elija karcinoma zeluca moze biti u
vezi sa karcinogenezom i loSom prognozom (329). Pacijenti koji imaju karcinom zeluca sa
visokom ekspresijom Sox2 imaju smanjenu incidenciju metastaza u limfnim nodusima, kao 1
dubinu invazije, uznapredovali klini¢ki stadijumom i bolju prognozu u odnosu na one sa
niskim nivoima ekspresije Sox2 (330). Osim toga, kod skvamocelularnog karcinoma pluca

amplufikacija Sox2 gena i prekomerna ekspresija proteina koje on kodira su povezani sa
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boljim ishodom bolesti (331). Dakle, razli¢ita ekspresija SOX2 kod razli¢itih karcinoma
moze usloviti razli¢ito ponaSanje ovih karcinoma. U odnosu na lokalizaciju Sox2, pokazano
je da je ovaj marker prisutan u nukleusu i citoplazmi i moze zavisiti od primenjenih antitela u
imunohistohemijskom i imunofluorescentnom bojenju (332). U skladu sa ve¢inom rezultata
ekspresije Sox2 iznetih u literature koje se odnose na ekspresiju SOX2, nasi podaci pokazali
su da je Sox2 ekspresija uglavnom lokalizovana u jedru ¢elija karcinoma jajnika ali je takode

prisutna je i nespecifi¢na citoplazmatska lokalizacija ovog markera.

Sox2 je transkripcioni faktor i njegova aktivnost je definisana ja¢im bojenjem i
detekcijom u veéem procentu u jedru ¢elija u odnosu na citoplazmu (333). Da bi se odrzala
pluripotentnost ¢elija, ekspresija Sox2 proteina mora da bude prisutna u jedru (334). Na
osnovu istrazivanja koje su sproveli, Zhang i saradnici (138) smatraju da je prisustvo Sox2 u
jedru indicator pozitivne ekspresije Sox2. Primecena je veza izmedu ekspresije Sox2 i
uznapredovalog karcinoma jajnika, $to podrazumeva da je ekspresija Sox2 povezana sa

lo$ijim klinickim ishodom pacijenata sa karcinomom jajnika.

U studiji Yea i saradnika (335) visoka ekspresija Sox2 znacajno je udruzena sa
ovarijalnim borderline cystadenomom 1 cystadenocarcinomom, u poredenju sa benignim
tumorima. Sox2 moze biti uklju¢en u malignu transformaciju tumora jajnika. Takode,
predlozeno je da se Sox2 moZe koristiti u dopunskoj dijagnostici ovarijalnih borderline
cystadenoma i cystadenocarcinoma. Pored toga, pronadena je znacajna korelacija izmedu
visoke ekspresije Sox2, FIGO stadijuma bolesti i patoloskog stadijuma. Sox2 je udruzen sa
relapsom tumora, pojavom metastaza nakon primene hemioterapije i moze biti marker loSe
prognoze kod pacijenata sa karcinomom rektuma tretiranih nakon preoperativne

hemioiradijacije (336).
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Oct3/4

Oct4 pripada familiji POU-domena transkripcionih faktora, podskupu familije koja
kodira transkripcione regulatorne proteine. Disregulacija ovih proteina vodi ka neoplasti¢noj
transformaciji u kulturi ¢elija i tumorskih formacija in vivo (337). Takode, predlozeno je da
Oct4 aktivnost moze predstavljati multifunkcionalni faktor kod karcinoma i mati¢nih ¢elija.

Cini se da Oct4 ima veoma sli¢nu ulogu kao kod karcinoma i kod embrionalnih &elija (338).

U nasem istrazivanju bolesnica bez ekspresije Oct bile su znacajno starije od
ispitanica sa niskom ekspresijom Oct (p<0,05). Radikalna histerektomija sa bilateralnom
adneksektomijom bila je znacajno ¢eS¢e uradena kod bolesnica bez ekspresije Oct4 markera
70,0% jer se radilo o bolesnicama sa nizem stadijumom bolesti. Za razliku od eksplorativne
laparotomija sa biopsijom inoperabilnog karcinoma jajnika koja je bila najzastupljenija kod
bolesnica sa visokom ekspresijom Oct4 (p<0,05) jer su one bile u visem stadijumu bolesti.
Najzastupljenija terapija kod bolesnica sa niskom ekspresijom Oct4 bila je hemioterapija po
TC protokolu (p<0,01), dok je najzastupljenija terapija kod bolesnica bez ekspresija Oct4 bila
monokarboplatina (p<0,05). Najbolji odgovor na terapiju sa kompletnom remisijom imale su
bolesnice bez ekspresije OCT u odnosu na bolesnice sa visokom ekspresijom ovog markera
(p<0,01), dok je parcijalna remisija u najve¢em procentu bila kod bolesnica sa visokom

ekspresijom Oct u odnosu na bolesnice bez ekspresije (p<0,05).

Grani¢ni tumora jajnika i karcinomi u prvom stadijumu bolesti bili su najzastupljeniji
kod bolesnica kod kojih nije bilo ekspresije Oct4, a visoka ekspresija Oct4 bila je
najzastupljenija kod bolesnica u tre¢em FIGO stadijumu bolesti (p<0,05).

Grani¢ni tumor su u najve¢em procentu bili bez ekspresije Oct4, dok je visoka

ekspresija Oct4 bila zastupljena kod treceg HG 1 NG.

Do sada objavljeni radovi koji se odnose na ekspresiju Oct4 kod karcinoma jajnika
nisu uzimali u obzir godine Zivota, vrstu sprovedene hirurSke intervencije 1 vrstu sprovedene

hemioterapije.

U studiji Chenga (339) i saradnika pokazana je ekspresija Oct4 u 33 slucaja
dysgerminoma jajnika, ovo je bila prva studija koja je ispitivala ekspresiju Oct4
imunohistohemijakom metodom kod ovog malignoma. U pomenutoj studiji, autori, su

takode, pratili ekspresiju Oct4 i u nekim drugim tipovima karcinoma jajnika i pronasli da
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nijedan od drugih tipova tumora, uklju¢ujué¢i serozni adenokarcinom, endometrioidni
karcinom 1 metastski karcinom jajnika ne pokazuju Oct ekspresiju, osim bojenja fokusa
manjih od 10% kod svetlocelijskog karcinoma. Autori su istakli da je Oct4 senzitivan i

relativno specifi¢an biomarker za dysgermonom jajnika.

Medutim, u studiji Zhang i saradnika (164) Oct4 pokazuje univerzalno nuklearno
bojenje kod seroznih i mucinoznih epitelnih lezija, uklju¢ujuéi benigni cystadenom, grani¢ni
cystadenom 1 kod dva najcesc¢a tipa epitelnog kancera jajnika, kod seroznog i mucinoznog
adenokarcinoma imunohistohemijskom metodom. Najve¢i procenat bojenja pokazali su
serozni 1 mucinozni adenokarcinomi. Vazno je napomenuti da eksresija Oct4 pokazuje trend
porasta od normalnog epitela do benignog/grani¢nog seroznog cystadenoma ka invazivnom
seroznom adenokarcinomu. Serozni karcinom jajnika ¢ini oko 70% svih slu¢ajeva maligniteta
jajnika, 1 predstavlja najc¢es¢i tip karcinoma ovog organa (340). Autori su dali predlog da
Oct4 moZe imati ulogu u karcinogenezi seroznog karcinoma jajnika. Povecana ekspresija
Oct4 takode pokazuje znacajnu udruzenost sa uznapredovalim klinickim stadijumom i
losijom diferencijacijom ¢elija karcinoma kod bolesnica sa seroznim karcinomom jajnika,
predlazuci-sugerisu¢i da ekspresija ovog markera moze biti i u vezi sa promocijom i
progresijom seroznog karcinoma jajnika, Sto je pokazalo i naSe istraZivanje. Medutim, nije
bilo znacajne razlike izmedu normalnog epitela, benignog mucinoznog cystadenoma,
grani¢nog mucinoznog cystadenoma i mucinoznog adenokarcinoma. Ekspresija Oct4 takode
nije pokazala znacajnu korelaciju sa klinickim parametrima bolesnica sa mucinoznim
karcinomom. Pokazano je da mucinozni karcinom ispoljava razlic¢itu ekspresiju Oct4 u
odnosu na serozni karcinom. Povecanjem molekularnih i patoloSkih dokaza podrzavaju
jedinstven model progresije kod mucinoznog karcinoma jajnika. Razli¢iti podtipovi epitelnog
kancera jajnika su razliCite bolesti i udruzene su sa razlicitim genetskim faktorima rizika i
molekularnim dogadajima u toku onkogeneze (341). Autori su predlozili da Oct4 moZe biti
obecavajuci terapijski target za serozni karcinom jajnika, kao i to da postoje dokazi koji
podrzavaju hipotezu da kancerske mati¢ne celije iniciraju i odrzavaju fenotip karcinoma

jajnika.

129



Diskusija

Sox4

Do sada nije bilo objavljenih radova koji su istraZivali ekspresiju Sox4 markera kod
karcinoma jajnika. U naSem istrazivanju pracena je ekspresija Sox4 u jedru i u citoplazmi
imunohistohemijskom metodom. Progresija bolesti u najve¢em procentu nastupila je kod
bolesnica bez ekspresije Sox4 1 znaCajno je bila vec¢a nego kod bolesnica sa visokom
ekspresijom Sox4 (p<0,01). Bolesnice bez ekspresije Sox4 su takode bile znacajno starije u
odnosu na bolesnice sa niskom ekspresijom Sox4 (p<0,01), kao i od onih sa visokom
ekspresijom. Razlike ostalih pracenih klini¢kih parametara kod bolesnica sa razliitim
nivoima ekspresije SOX4 nisu bile statisticki znacajne. U prilog prethodnom govori da u
FIGO stadijumu III u najve¢em broju slucajeva nije evidentirana ekspresija Sox4 (69,2%),
dok su u istom stadijumu bolesti niska (p<0,001) i visoka ekspresija (p<0,05) bile znacajno
manje. U FIGO stadijumu I u najve¢em broju sluc¢ajeva evidentirana je niska ekspresija Sox4
(38,4%), 1 ova ucestalost je bila znaCajno veca nego izostanak ekspresije (p<0,001), kao 1
visoka ekspresija (p<0,01) u istom stadijumu bolesti. Dobro diferentovani tumori (NG I 1 HG
I) bili su najzastupljeniji kod bolesnica sa visokom ekspresijom Sox4 u odnosu na ispitalice
bez ekspresije (p<0,001 i p<0,01), dok kod nediferentovanih tumora (NG III i HG III) nije
bila zastupljena ekspresija Sox4 u odnosu na bolesnice sa niskom (p<0,01 1 p <0,05) 1
visokom ekspresijom Sox4 (p<0,01 i p<0,001), Sto ide u prilog loSije prognoze bolesti.
Pokazano je da je negativna ekspresija Sox4 bila je povezana sa progresijom bolesti, FIGO

stadijumom bolesti III i, kao 1 HG III i NG III.

Aaboe i saradnici (342) koristili su parafinske uzorke karcinoma mokraéne besike i
pratili ekspresiju Sox4. Sox4 protein eksprimiran je kod kancerskih ¢elija porekla urotela u
dva tipa tumora, tumori sa gradusom II i tumori sa gradusom III. Ekspresija Sox4 proteina
bila je veoma izrazena i u jedru i u citoplazmi ¢elija. Relativno slaba ekspresija Sox4 bila je
kod ¢elija u stromi, verovatno zbog infiltracije strome limfocitima. Opisana je ekspresija
Sox4 transkripta u B 1 T ¢elijama (343). Autori su, da bi dokazali bioloSku znacajnost
ekspresije Sox4 u tumorima mokraéne beSike, pratili ekspresiju Sox4 na tkivnom mikroareju
kod pacijenata sa karcinomom mokraéne beSike u odnosu na klinicke parametre. Pracena je
ekspresija u citoplazmi (negativna, niska i visoka) i u jedru (bez nuklearnog bojenja, bojenje
manje od 50% ili ve¢e od 50%). U toku analize kombinovani su negativni ili slabi Sox4
uzorci u jednu grupu i1 uporedivani sa jako pozitivnim Sox4 uzorcima. Autori nisu pronasli
znaajnu korelaciju izmedu Sox4 ekspresije 1 klinickih varijabli kao Sto su relaps bolesti 1
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progresija kod karcinoma mokraéne besike, za razliku od bolesnica sa karcinomom jajnika u
nasem istrasSivanju gde je progresija bolesti nastupila znafajno ceSc¢e kod tumora bez
ekspresije Sox4. Medutim, postojala je znaCajna korelacija izmedu Sox4 ekspresije 1
prezivljavanja. Pronadeno je da bolesnici sa karcinomom mokraéne beSike sa visokom
citoplazmatskom ekspresijom imaju bolje prezivljavanje u odnosu na pacijente bez ekspresije
ili sa slabom ekspresijom Sox4. Slicno tome, bolesnici sa karcinomom mokraéne besike kod
kojih postoji viSe od 50% pozitivnih ¢elija sa nuklearnim bojenjem imaju bolje preZivljavanje
u odnosu na na bolesnike kod kojih je procenat pozitivnih jedara bio manji od 50% ili bez

pozitivne reakcije.

I u naSem istrazivanju duze prezivljavanje bilo je kod bolesnica sa karcinomom
jajnika kod kojih je pokazana visoka ekspresija Sox4 41,69+22,77 meseci u odnosu na
bolesnice bez ekspresije Sox4 34+26,51 meseci. Smrtni ishod je takode nastupio u vecem
procentu kod bolesnica bez ekspresije Sox4 57,1% u odnosu na bolesnice sa visokom

ekspresijom 44,4%.

Liu i saradnici (344) su u svom istrazivanju pratili ekspresiju Sox4 kod celija
karcinoma prostate i evidentirali prisustvo Sox4 proteina koji je bio zastupljeniji u odnosu na
¢elije normalne prostate. Autori su koristili iminohistohemijsku metodu za istrazivanje
ekspresije Sox4 kod tkiva prostate. Ekspresija je obuhvatala i citoplazmatsko 1 nuklearno
bojenje. Prikazano je intenzivno Sox4 bojenje, kao o to da Sox4 korelira sa tumorskim
gradusom. Reaktivnost Sox4 proteina je povecana kod ¢elija karcinoma prostate u odnosu na
benigni epitel prostate i bojenje je intenzivnije kod visokog gradusa tumora, $to je suprotno u
odnosu na ekspresiju ovog markera u odnosu histoloski i nuklearni gradus kod naSeg
istrazivanja na karcinomu jajnika. Reaktivnost nije detektovana kod neepitelnih ¢elija, osim

kod infiltracije limfocitima.

Na osnovu prethodnih istrazivanja vidi se da nivo ekspresije Sox4 moze biti razlicit,
ali nam daje vredne informacije o karakteristikama tumora pomazuc¢i nam da bolje razumemo
interakcije signalnih puteva, takode moze voditi ka razvoju specifi¢nih terapija. Obzirom da
je pokazano da je negativna ekspresija Sox4 povezana sa progresijom bolesti, FIGO
stadijumom bolesti III i, kao i nuklearnim i histoloskim gradusom III, mogao bi se koristiti
kao pokazatelj povoljnije prognoze kod karcinoma jajnika ukoliko se evidentira njegova

ekspresija. Medutim, potrebna su dalja istrazivanja u tom pravcu.
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CD 44

Bolesnice sa ekspresijom CD44 do 10% bile su znaajno starije od ispitanica sa

ekspresijom vec¢om od 10% (p<0,01).

Hemioterapija po CP protokolu je bila ¢eS¢e zastupljena kod bolesnica sa visokom
ekspresijom CD44 (p<0,05), dok je terapija mono karboplatinom bila ¢es¢e zastupljena kod

bolesnica sa niskom ekspresijom CD44 (p<0,001), sto je u skladu sa stadijumom bolesti.

Prosecno prezivljavanje bilo je znacajno duze kod bolesnica sa ekspresijom CD44

preko 10% (42,11£22,52: 32,28+24,89 meseci; p<0,01).

U FIGO stadijumu I u najveem broju slucajeva evidentirana je visoka ekspresija
CD44 (p<0,05), dok je u FIGO stadijumu IV u najveem broju slucajeva registrovana je
niska ekspresija CD44 (p<0,05). Kod bolesnica sa ekspresijom CD44 do 10% metastaze su

bile znacajno zastupljenije u odnosu na primarni tumor (p<0,05).

Sillanpaa i saradnici (345) pokazali su da je smanjena ekspresija CD44 je udruzena sa
uznapredovalim stadijumom epitelnog kancera jajnika i1 predstavlja nezavisni faktor
predvidanja kra¢eg vremena prezivljavanja, $to je u saglasnosti sa naSim rezultatima. Opsta
prognosticka uloga CD44 kod humanih karcinoma je kontraverzna. Smanjena ekspresija
CD44 1 njegovih varijanti (CD44v i CD44s) povezana je sa loSim ishodom bolesti i kod
drugih malignih tumora, kao $to su melanom (346), karcinoma prostate (347) i kolorektalnog
karcinoma (348). S druge strane, kod karcinoma bubrega (361), ne-sitnocelijskog karcinoma
pluca (362) stadijuma II i III karcinoma dojke (349) i karcinoma grlica materice u FIGO
stadijumu Ib (350-352), povecana ekspresija CD44 prediktor je loSe prognoze i
prezivljavanja. Kod karcinoma Zeluca nije dokazana povezanost izmedu ekspresije CD44 i
prognoze bolesti (353). Ocigledno je da je uloga CD44 u kasnijem toku bolesti povezana sa
vrstom tumora. Medutim, nekonzistentni rezultati u vezi prognosti¢ke uloge CD44 takode su
nadeni kod odredenih tipova tumora, kao Sto je primer karcinom jajnika. Stoga, koristeci
relativno mali broj pacijenata, jedna od prethodnih studija slozila se sa studijom Sillanpaa i
saradnika (345) da je visoka ekspresija CD44 povezana sa relativno dobrom prognozom
karcinoma jajnika (354). U tri studije nije nadena veza izmedu ekspresije CD44 i prognoze
bolesti (355-357), dok je jedna studija pokazala da je loSa prognoza bolesti udruzena sa
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visokom ekspresijom CD44 (358), Sto je u suprotnosti sa naSim rezultatima. Bez obzira na
dovoljan broj uzoraka razloge u diskrepanci rezultata treba traziti u vrsti primenjenih antitala.

Epitelni kancer jajnika $iri se implantacijom tumorskih ¢elija u peritonealnu Supljinu.
In vitro studije pokazale su da CD44 na povrsini ¢elija karcinoma jajnika vezuje hijaluronski
omota¢ cCelija mezotela i mogu doprineti nastanku peritonealnih metastaza (359,360).
Monoklonska antitela Ciji je target CD44 znacajno inhibiraju adheziju cCelija karcinoma
jajnika za mezotelne ¢elije 1 njihovu peritenoalnu implantaciju kod miSeva (361,362). Studija
Sillanpaa i saradnika (345) ne podrzava ideju da CD44 +tumorske celije doprinose Sirenju
karcinoma jajnika kod ljudi. Naprotiv, visok procenat CD44 pozitivnih ¢elija karcinoma
jajnika javlja se kod dobro diferentovanih tumora i manje agresivnih histoloskih podtipova u
prezentovanom materijalu i udruzen je sa relativno povoljnom prognozom bolesti, ukupnim
prezivljavanjem i vremenom do progresije bolesti. Drugi molekulski mehanizmi, kao §to su
integrini (363) i proteoglikani (364) mogu imati ulogu u implantaciji ¢elija karcinoma jajnika.
Uoceno je da nema promene u ekspresiji CD44 u toku metastatskog procesa (363,364), dok
su drugi autori primetili nishodnu regulaciju CD44 u toku progresije tumora kod miSeva
(365) 1 tumorskih ¢elija iz ascitne tecnosti kod ljudi. Naravno, promene u CD44 osim
ukupnog nivoa ekspresije mogu da doprinose malignom rastu (366). Jedna takva osobina je
regulisanje sposobnosti ovog receptora da vezuje hijaluroan (367). U studiji Sillanpaa i
saradnika (345), pozitivna korelacija prisutna kod primarnih tumora izmedu ¢elija povezanih
hijaluronom 1 CD44 je izgubljena kod metastaza, §to mozda odrazava promene u funkciji
hijaluronskog receptora za CD44.

Inverzna korelacija izmedu ekspresije CD44 i hijalurona u metastazama nije
iznenadujuca jer oba parametra su pokazatelji napredne bolesti i loSe prognoze. Medutim
sadasnji podaci ne daju objasnjenje za metaboli¢ku ili molekulsku vezu izmedu akumulacije
hijalurona u stromi i ekspresije CD44. Cinjenica da akumulacija hijalurona u stromi i gubitak
CD44 pozitivnosti kod primarnih tumora predstavljaju nezavisne prognosticke faktore u Cox-
ovoj analizi 1 da stoga deluju odvojeno. Eksresija CD44 ne mora uvek da znaci adherenciju
tumorskih ¢elija za hijaluron 1 nivoi ukupnog CD44 ne moraju da koreliraju sa afinitetom za

hijaluron.

Steffansen 1 saradnici (368) takode su pronasli inverznu koralaciju izmedu FIGO

stadijuma/gradusa bolesti 1 procentualne zastupljenosti ovih c¢elija. Bolesnice sa FIGO
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stadijumom I imale su veci broj CD44+EOC mati¢nih celija sa ekspresijom ve¢om od 20%.
Pacijenti sa gradusom tumora I pokazivali su visoke nivoe ekspresije CD44 kod EOC
mati¢nih celija. Autori su dosli su do zakljucka da su bolesnice sa niZim brojem CD44+EOC
mati¢nih Celija imale progresiju bolesti. Medutim, njihovi rezultati ukazuju da u ranim
fazama karcinoma jajnika, pacijenti koji imaju vise od 20% CD44 pozitivnih EOC mati¢nih
¢elija imaju krac¢e prezivljavanje u poredenju sa bolesnicama sa karcinomom jajnika kod
kojih je ekspresija CD44 manja od 20%. U multivarijantnoj analizi, utvrdeno je da CD44
pozitivnost nezavisni prediktor loSe prognoze i prezivljavanja, kao i u nasem istraZivanju.
Posto visoki nivoi CD44+EOC mati¢nih celija koreliraju sa loSom prognozom u ranom
stadijumu karcinoma jajnika, ali ne kod pacijenata sa uznapredovalim FIGO stadijumom,
moguce je da su visoki nivoi EOC mati¢nih ¢elija u stadijumu I i II su rezultirali znacajnoséu

u multivarijatvoj analizi.

Postojanje CSC bilo je prikazano u nekoliko tipova tumora kao $to je akutna
mijeloidna leukemija, karcinom dojke, pankreasa i tumora mozga (369-372). Veruje se da
ove celije odrzavaju formiranje tumora kroz samoobnavljanje i diferencijaciju. Kod
karcinoma jajnika, Bapat i saradnici (168) koristili su in vitro model 19 spontano
imortalizovanih klonova nastalih od pacijenata sa visokim gradusom bolesti, autori su
pokazali sposobnost 2 klona da formiraju sferoide humanih tumora kod nude miseva. Ove
¢elije su pokazivale eksresiju CD44, E-kaderina i faktora mati¢nih ¢elija Nestin, Nanog i
Oct4. U drugoj studiji Zhang i saradnika (57) registrovan je tumor-inicirajuci kapacitet

CD44+/CD117+ karcinoma jajnika kod miSeva.

Identifikacija CSC bazirana je na prisustvu ekstracelularnih markera za koje se veruje
da su specifi¢ni za mati¢ne ¢elije. Neki od identifikovanih markera kao §to su CD133, CD44 i
CD24 pronadeni su kod karcinoma dojke, prostate i karcinoma jajnika. [ako se smatra da ovi
markeri ukazuju na CSC fenotip, nije jasno da li su oni univerzalni markeri iako je
karakteristiéno da CSC poticu iz svih tipova tumora. Potencijalno objasnjenje za ovu razliku
moglo bi biti zbog studija koje su koristile kancerske celije linije koje ne predstavljaju
originalni tumor. Medutim to moze biti rezultat hetrogene prirode karcinoma jajnika i
njegovih razlicitih izvora porekla (373). Maticne celije karcinoma jajnika poreklom iz
falopijevih tuba mogu prezentovati razli¢ite povrSinske markere od CSC koje poticu od

endometrijuma ili povrSnog epitela jajnika.
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CD117

Ekspresija CD117 ima patogenu ulogu u brojnim malignitetima, pored GIST, tu je i
karcinom dojke, tumori germinativnih ¢elija, karcinom debelog creva, neki tipovi sarkoma,
melanom, karcinom jajnika 1 sitnocelijski karcinoma pluéa (374). Uz pomoé
niskomolekularnih inhibitora kinaze inhibise se c-kit i PDGFR puta I dolazi do klini¢kog
poboljsanja kod pacijenata sa GIST (375). Medutim, nedavna ispitivanja ukazuju na
relevantnost odgovora na imatinib (inhibitor kinaze) kod pacijenata sa aktivnim mutacijama c
kit. U ve¢ini slucajeva uloga c-KIT u neoplaziji nije potpuno jasna. Odgovor na imatinib ne
zavisi samo od nivoa ekspresije ¢ KIT. Studije su pokazale da nece biti koristi od terapije
imatinibom kod svake ¢ KIT ekspresije prisutne kod solidnih 1 hematoloSkih tumora (376,
377). Oni ukazuju da stopa odgovora moZze zavistiti od prisustva ¢ KIT mutacije u tumoru ali
1 od lokacije i tipa mutacije, kao i od interakcije sa ostalim signalnim putevima. Terapija
imatinibom ili sunitinibom kod ¢ KIT-pozitivnih GISTs predstavlja primer target terapije kod
karcinoma, koja zahteva imunohistohemijsku analizu tumora u cilju otkrivanja pacijenata koji
¢e imati najvece koristi od primene bioloske terapije. Pri tome, tumori sa mutacijom na exonu
11 daju bolji odgovor od tumora sa mutacijom na exonu 9, dok je stopa odgovora minimalna

kod tumora bez mutacije (378).

U naSem istrazivanju prose¢na starost bolesnica bez ekspresije CDI117 bila je
znacajno veca u odnosu na ispitanice sa ekspresijom CD 117 (p<0,05). Hemioterapija po TC
protokolu bila je ceSce zastupljena kod bolesnica sa pozitivnom ekspresijom CDI117
(p<0,05), dok je terapija sa mono karboplatinom bila ¢eS¢e zastupljena kod bolesnica bez
ekspresije CD117 (p<0,05), sto je u skladu sa stadijumom bolesti. Progresija bolesti bila
evidentirana je kod bolesnica ¢iji tumori nisu pokazivali ekspresiju CD117 (p<0,05) i kod
kojih je bio losiji odgovor na hemioterapiju. Suprotno, kod bolesnica sa ekspresijom CD117
zabelezen je bolji odgovor na terapiju (p<0,05), vise parcijalnih remisija nakon primenjene
hemiotarapije iako je vecéi procenat bolesnica bio u stadijumu III i IV. HG I HG nisu pokazali
statisticku znacajnost u odnosu na nivo ekspresije. U nasem istrazivanju bolesnice sa

ekspresijom CD117 imale su bolju prezivljavanje (40,91+24,59 meseci : 36,7+£23,8 meseci).

U studiji Luo i saradnika (256) takode je pracen odnos izmedu ekspresije CD117 1
odgovora na primenjenu hemioterapiju kod karcinoma jajnika Odgovor na hemioterapiju bio
je u vezi sa mnogim klinickim faktorima, ukljucujuéi stadijum bolesti, rezidualni tumor

135



Diskusija

nakon sprovedene hirursSke intervencije i sprovedene hemioterapije. Svi slucajevi u njihovoj
studiji bili su u uznapredovalom stadijumu (FIGO stadijum III). Kod ovih bolesnica uradena
je optimalna citoredukcija (rezidualni tumor manji od lcm) i ordinirana hemioterapija
paclitaxet/platina. Pronadena je znaCajna veza izmedu ekspresije CD117 i odgovora na
standardnu terapiju. Tumori koji su bili CD117+ bili su manje osetljivi na hemioterapiju i kod
njih je doslo do pojave recidiva u kracem periodu nakon prestanaka primene hemioterapije u
odnosu na CD117- tumore. Ali njihova studija uradena je na malom broju bolesnica, svega 25

slu¢ajeva seroznog karcinoma jajnika.

Medingen 1 saradnici (379) su pratili ekspresiju CD117 imunohistohemijskom
metodom kod viSe vrsta tumora dobili su razli¢ite rezultate. CD117 bio je eksprimiran u
citoplazmi, kao i u membrani u najmanje 10% Ccelija. Ispitivani tumori pokazali su nisku
ekspresija CD117 osim sarkoma, karcinoma bubrega i melanoma u poredenju sa GIST.
Tumori sa aktiviranom KIT ili PDGFRA mutacijom su potencijalni target za imatinib i ostale
selektivne inhibitore tirozin kinazne. U studiji Sihto i saradnika evidentirana je pored GIST I

mutacija ¢ kit u mnogim tumorima (380).

Ipak, relativno visoka c-kit ekspresija kod sarkoma, melanoma, karcinoma bubrega,
seminoma 1 neuroendokrinih tumora zasluzuje dalju procenu na ve¢em broju uzoraka. Brojni
analizirani slucajvi karcinoma dojke 1 debelog creva pokazli su ekspresiju c-kit u oko 20%

slu¢ajeva, ali nijedna od njih nije bila sa visokim nivoom.

U studiji Medingen i saradnika nije nadena znacajna korelacija izmedu ekspresije c-
kit i prognoze bolesti, iako je trend losije prognoze kod c-kit pozitivnih tumora bio viden kod
karcinoma dojke i sarkoma. Sto se ti¢e ekspresije c-kit i prognoze dostupni podaci su
kontraverzni. U nedavnoj studiji Charpin i saradnika (381), c-kit ekspresija kod pacijenata sa
karcinomom dojke korelira sa losim ishodom bolesti, dok je druga studija pokazala da je
gubitak c-kit ekspresije udruzen sa uznapredovalim stadijumom bolesti kod karcinoma dojke

(382).

Na osnovu prethodnih istazivanja vidi se da nivo ekspresije receptora faktora rasta
nije uvek prediktor (ne predvida) aktivnosti inhibitora kinaze u kompleksu intracelularnih
puteva. Skrining tumora na ekspresiju receptora specifi¢nih faktora rasta jo§ uvek nije

relevantan, ali nam daje nam daje vredne informacije o karakteristikama tumora pomazuci
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nam da bolje razumemo kompleksne interakcije puteva transdukcije signala i vodi nas u

razvoj specifi¢nijih terapija.

Ezh2

Ekspresija EZH bila je zastupljenija kod metastaza karcinoma jajnika. Progresija
bolesti 1 krace vreme prezivljavanja bili su prisutni kod bolesnica sa pozitivnom ekspresijom
EZH, kao i nastupanje smrtnog ishoda koje je bilo u ve¢em procentu. Prvi FIGO stadijum
bolesti bio je najzastupljeniji kod bolesnica sa negativnom ekspresijom EZH, a ¢etvrti FIGO
stadijum kod bolesnica sa pozitivnom ekspresijom EZH.

Rao 1 saradnici (298) pokazali su znacajan uticaj klinickio patoloSkih prognostickih
parametara, kao S§to je tumorski gradus, FIGO stadijum bolesti i1 prezivljavanje bolesnica.
Pronasli su takode da je EZH2 ekspresija veca kod karcinoma jajnika u poredenju sa
normalnim tkivom jajnika.

PredloZeno je da EZH2 moze biti terapeutski target za nekoliko tipova karcinoma kod
ljudi (383-386). Medutim, abnormalnosti EZH2 i1 njegova moguca uloga onkogena kod
karcinoma jajnika nije puno proucavana.

U studiji Rao i saradnika (298) ispitivana je dinamika ekspresije i amplifikacioni
status EZH2 THC i FISH metodom, koriS¢enjem serija benignih i grani¢nih epitelnih tumora
jajnika 1 karcinoma. Metodom IHC pokazano je da povecanje ucestalosti visokog nivoa
ekspresije EZH2 primecena je kod benignih (cystadenoma) ka granicnim neoplazmama i
malignim lezijama. Amplifikacijom EZH2 detektovano je 9% karcinoma jajnika. Pored toga,
povecana ekspresija EZH2 bila je primecena kod kod vecine karcinoma jajnika u poredenju
sa normalnim tkivom jajnika Western blotting metodom. Ovi nalazi pruzaju dokaze da
ushodna regulacija EZH2 moZe imati vaznu ulogu u tumorogenim procesima u epitelnim
tumorima jajnika. Dalje analize pokazale su da je visoka ekspresija EZH2 kod karcinoma
jajnika u pozitivnoj korelaciji sa veéim histopatoloskim gradusom, loSom diferencijacijom
1/ili uznapredovalim klinickim stadijumom bolesti. Ovi rezultati sugeriSu-predlazu da
ushodno regulisana ekspresija EZH2 kod karcinoma jajnika moze olakSati povecanje
malignog fenotipa kod tumora.

Sli¢ni rezultati takode su bili primeceni i kod drugih humanih maligniteta, kao $to su
karcinomi usne duplje, ezofagusa, zeluca, debelog creva, hepatocelularni, mokraéne besike,
karcinoma dojke i ostalih (295, 387-392), kod kojih je prekomerna ekspresija EZH2 gena
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Cesto primeéena kod agresivnih tumorskih podtipova i ima dijagnosticku vrednost. Pored
toga, utvrdena je visoka ekspresija EZH2 kod karcinoma jajnika i bila je nezavistan prediktor
kratkog ukupnog prezivljavanja. Izgleda da EZH2 ekspresija ima potencijal da predvidi
klinicki ishod bolesti bolesnica sa karcinomom jajnika. Ispitivanje EZH2 ekspresije IHC
metodom, stoga moze da se koristi kao dodatna efikasna dijagnostika u identifikaciji onih
bolesnica sa karcinomom jajnika sa povecanim rizikom od invazije tumora i/ili progresije.
Ovi nalazi naglaSavaju potencijalno vaznu ulogu EZH2 kao osnovnog biolo§kog mehanizma
u razvoju i/ili rastu karcinoma jajnika kod ljudi.

U pogledu genske funkcije EZH2, gen se nalazi na hromozomu 7q35, kodira
polycomb grupu proteina, koji deluje kao histon methyltransferaza 3-5 i1 takode moze
direktno kontrolisati DNK metilaciju (393). EZH2 je ukljuen u nekoliko klju¢nih
regulatornih mehanizama u eukariotskim ¢elijama, kao $to je kontrola razvoja i Celijske
proliferacije (394, 395). Medutim, EZH2 nije samo potencijalni tumorski marker, ve¢ moze
doprineti deregulaciji rasta Celija kao onkogena. Povecana ekspresija EZH2 ustanovljena je
kod ¢elijskog rasta in vitro 1 promociji ¢elijske invazije (396-398) kod nude miSeva. Obrnuto,
inhibicija EZH2 ekspresije RNA interferencijom rezultovala je inhibicijom rasta kod
nekoliko tipova kancerskih ¢elija (384, 386). Osim toga, RNK interferencijom posredovana
inhibicija ekspresije EZH2 indukuje apoptozu kod karcinoma dojke (399).

U studiji Rao 1 saradnika (298) koriS¢ene su humane ovarijalne kancerske celijske
linije OVCAR-3, UACC-1598, HO-8910 i TOV-21G. EZH protein detektovan je je Western
blotting testom u sve Cetiri ¢elijske linije. U HO-8910 i UACC-326 ¢elijskim linijama videni
su relativno visi nivoi ekspresije EZH2. Dalje funkcionalne studije pokazale su inhibiciju
ekspresije EZH2 tranfekcijom sa siRNA 1 kod HO-8910 1 UACC-326 ¢elijskih linija koje su
¢elije dovele u G1 fazu Celijskog ciklusa smanjenjem celijskog rasta/proliferacije in vitro, ali
nisu imale uticaj na apoptozu ¢elija. Ovi podaci pruzaju dokaze da EZH2 nije samo ukljucen
u proliferaciju ¢elija karcinoma jajnika ve¢ je ukljucen i u migraciju celija karcinoma i/ili
invaziju. Na taj nafin abnormalna ekspresija EZH2 moze dovesti do selektivne prednosti
invazivnosti kod karcinoma jajnika i/ili nastanka metastaza. Do danas medutim molekularni
mehanizmi kojima EZH2 reguliSe migraciju ¢elija karcinoma i invazivnost jo§ uvek nije

dovoljno jasna.
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Stat3

U studiji Zhao 1 saradnika (400) koriS¢enjem imunohistohemijske metode pracena je
ekspresija STAT3 kod normalnog tkiva jajnika, karcinoma jajnika i ovarijalnih kancerskih
¢elija (SKOV3 ¢elijske linije). Nisku i umerenu ekspresiju STAT3 pokazalo je normalno
tkivo jajnika. Suprotno tome, tkivo primarnog karcinoma jajnika i ovarijalnih kancerskih
¢elija imalo je umereno do visoku ekspresiju STAT3.

Pod fizioloskim uskovima, aktivacija STAT3 je brz proces i aktiviran STAT3 ima
kratak zZivotni vek. Studija Zhao i saradnika (400) pokazala je vaznu ulogu stat3 u odrzavanju
fizioloske funkcije ¢elija. STAT3 je klju¢ni element u receptoru za epidermalni fator rasta
(EGFR), interleukin-6 (IL-6)/Janus kinaza (JAK) i druge kancerogene signalne puteve tirozin
kinaze kod karcinoma. Postoje dokazi prisustva STAT3 kod razli¢itih humanih maligniteta,
ukljucujuéi leukemiju, multipli mijelom, melanom, skvamozni ¢elijski karcinom glave i vrata
(SCCHN), karcinoma dojke, karcinoma prostate karcinoma jajnika i pluc¢a. Aktiviran stat3
ima vaznu ulogu nastanku, rastu i inhibiciji apoptoze kancerskih ¢elija (401-403). Rosen i
saradnici (404) ukazuju na perzistentnu aktivaciju STAT3 signalne transdukcije koja je
veoma vazna u pojavi karcinoma jajnika i s obzirom da moze da dovede proliferacije ¢éelije.
Perzistentna aktivacija STAT3 dovodi do razvoja karcinoma, a povecana ekspresija STAT3
takode ukazuje na loSu prognozu karcinoma. Po misljenju navedenih autora, stat3 moze da se
koristi kao target za antikancersku terapiju, a moZze i da se uvrsti kao marker za karcinom.

I u naSem istrazivanju prezivljavanje bolesnica bilo je znacajno krace kod bolesnica sa
pozitivnom ekspresijom STAT3, u poredenju sa bolesnicama sa negativnom ekspresijom
ovog markera (p<0,05). Bolesnice u FIGO stadijumu I bolesti u najve¢em procentu nisu
imale ekspresiju STAT3 (p<0,01), dok je u viSem stadijumu bila prisutna pozitivna ekspresija

ovog markera ali nije postignuta statisticka znac¢ajnost.

Rezultati studije Zhao i saradnika (400) pokazuju da je ekspresija STAT3 znacajno
povecana kod karcinoma jajnika kod ljudi u poredenju sa normalnim tkivom jajnika. Medu tri
para dvolancane siRNK oligonukleotida, ¢iji je target stat3, jedino siRNK targetovana sa
stat3-3 moze znacajno inhibirati ekspresiju STAT3 kod SKOV3 ¢elijskih linija analiziranih
Western Blot i Northern Blot analizom. U istoj studiji koriS¢ena je siRNK-stat-3 za
transfekciju SKOV3 c¢elija u daljim eksperimentima. Rezultati transfekcije siRNK-stat3
znacajno smanjuju ekspresiju Bcl-2, cyclin D1 1 c-Myc kod SKOV3 ¢elijskih linija. Pored
toga, stat3 siRNK inhibira in vitro rast i prezivljavanje, Sto dovodi do apoptoze SKOV3 ¢elija
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. Anti-tumorski efekat stat3 siRNK potvrden je kod karcinoma jajnika kod nude (golih
miseva). Ovo istrazivanje pokazalo je in vitro i1 in vivo antitumorske efekte stat3 siRNK.
Autori su ukazali da STAT3 siRNK terapija moze znacajno inhibirati rast ¢elija karcinoma
jajnika 1 promovisati njihovu apoptozu. Iz tih razloga autori su predlozili da se STAT3 koristi
kao terapeutski target za pacijente obolele od karcinoma jajnika i RNK interferencija sa

siRNK koja targetuje stat3 moze postati efikasna strategija za tretman ovog malignoma.

Doksorubicin je antitumorski antibiotik koji se najéesce koristi, ali je njegova primena

ograni¢ena zbog hemiorezistentnosti (405). Nedavne studije kod humanih karcinoma
prikazale su da je STAT3 glavni regulator ¢elijske proliferacije 1 prezivljavanja koji Stiti
¢elije od razlicitih terapeutskih agenasa ukljucujuci doxorubicin (406-408).
U studiji Zhou i saradnika (409) pronadena je razli¢ita ekspresija STAT3 kod cetiri kancerske
¢elijske linije. Utvrdeno je da veca bazalna aktivnost STAT3 daje vecu rezistentnost na
doxorubicinom indukovanu citotoksi¢nost u HeLa celijama, dok HCT 116 ¢elije sa nizim
bazalnim nivoima STAT3 su senzitivnije na doxorubicinom-indukovanu celijsku smrt.
Ukoliko STAT3 bude blokiran ektopicnom ekspresijom mutantnog oblika STAT3 ili RNK
interferencijom dolazi do znacajnog smanjenja vitalnosti ¢elija i poboljSanja apoptoticke
¢elijske smrti koja je detektovana u HeLa ¢elijama tretmanom doxorubicina.

U naSem istrazivanju primena hemioterapije po TC protokolu najzastupljenija je bila
kod bolesnica sa pozitivnom ekspresijom STAT3, dok je monohemioterapija sa
karboplatinom bila najzastupljenija kod bolesnica sa negativnom ekspresijom STATS3.
Odgovor na hemioterapiju u smislu parcijalne remisije bio je najzastupljeniji kod bolesnica sa
pozitivnom ekspresijom STAT3, a bolesnice sa negativnim ekspresijom STAT3 cesce

pokazale kompletan odgovor koji nije pokazalo statistiCku znacajnost (60,0%:46,6%).
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6. ZAKLJUCCI:

Na osnovu klinickih i imunohistohemijskih ispitivanja molekularnih markera (Nanog, Sox2,
Oct3/4, Sox4, CD44, CD117, Ezh2 i Stat3) 278 bolesnica sa karcinomom jajnika mogu se
izvesti slede¢i zakljucci:

1. Kod mucinoznih i endometroidnih karcinoma znacajno ces¢e je sprovedena radikalna
histerektomija, dok je eksplorativna laparotomija sa biopsijom inoperabilnog karcinoma
jajnika uradena isklju¢ivo kod seroznih karcinoma.

2. Serozni karcinomi jajnika su znacajno CeSée pokazivali metastatsko Sirenje u odnosu na
mucinozni i svetlocelijski karcinom jajnika.

3. Najveci broj bolesnica primale su hemioterapiju po TC protokolu, u proseku 4,98+1,94
ciklusa, sa prosec¢nin prezivljavanjem od 37,4+22,6 meseci.

4. Svetloc¢elijski karcinom jajnika pokazivao je najmanje prosecno prezivljavanje 30,8+20,0
meseci, znac¢ajno ¢es¢u progresiju bolesti u odnosu na ostale histoloske tipove kao i najveéu
smrtnost koja je iznosila 57,1%.

5. Kompletna remisija bolesti postignuta je znacajno c¢eS¢e kod mucinoznog i
endometroidnog karcinoma u odnosu na serozni i svetlocelijski tip, sa najmanjom smrtnos$éu
u grupi bolesnica sa mucinoznim karcinomom.

6. Serozni karcinomi jajnika su znacajno ¢esce bili u FIGO stadijumu IV, pokazivali su slabiji
stepen diferencijacije (histoloski i nuklearni gradus) u odnosu na mucinozne karcinome.

7. Najveéi broj tumora pokazivao je pozitivnost na Nanog 65,6%, Sox2 67,5%, Oct3/4
48,3%, Sox4 68,8% pri cemu je pozitivna ekspresija Nanog, Sox2 i Oct3/4 i negativna
ekspresija Sox4 bila povezana sa starijom uzrastom, FIGO stadijumom III i IV, slabijom
diferencijacijom, progresijom bolesti, pojavom metastaza 1 kra¢im prezivljavanjem.

8. Niska ekspresija CD44 i odsustvo CD117 reaktivnosti povazana je sa starijom uzrastom,
¢es¢om progresijom bolesti 1 kra¢im prezivljavanjem.

9. Ispitivani serozni karcinomi jajnika pokazivali su znac¢ajno visoku ekspresiju Sox2, CD117
i Stat3; svetlocelijske karcinome karakterisala je znacCajno povecana ekspresija Nanog i
Oct3/4; endometroidne karcinome sniZzena ekspresija Oct3/4 1 povecana reaktivnost na Stat3,
dok je karakteristika mucinoznih karcinoma jajnika bila smanjena Satt3 imunoreaktivnost.

10. Nije nadena znacajna razlika u ekspresiji CD44 i Ezh2 u ispitivanim podtipovima
epitelnih kancera jajnika.

11. Nepovoljan klinicki tok karcinoma jajnika bio je povezan sa pozitivnom ekspresijom
Nanog, Sox2, Oct3/4, i odsustvom ili niskom ekspresijom Sox4, CD117 i CD44, dok su

141



Zakljucéci

pokazatelji znacajno duzeg prezivljavanja bili gubitak ekspresije Ezh2 i1 Stat3 u karcinomu
jajnika.
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Lista skracenica

8. Lista skracenica

ABC transporter

CSCs
CRC
CTL
DFS
ESCs
EMT
EOC
ECM
EGFR
EpCAM
HMG
HA
HCC
HIF
Hedgehog
H2A
iPSc
IL-5
LIF
MMPs
MYD88
miRNA
MMP2

MMP9

— transmembranski proteini
— kancerske maticne Celije
— kolorektalni karcinom
— posredovana imuna selekcija
— vreme do progresije bolesti
— embrionalne matic¢ne Celije
— epitelna mezenhimalna transformacija
— epitelni ovarijalni kancer
— ekstracelularni matriks
— receptor za epidermalni faktor rasta
— epitelni ¢elijski adhezioni molekul
— grupa visoke mobilnosti
— hijaluronska kiselina
— hepatocelularni karcinom
— factor indukcije hipoksije
— Hedgehog signalni put
— histon
— indukovane pluripotentne mati¢ne ¢elije
— interleukin 5
— leukemija inhibitorni faktor
— metaloproteinaza matriksa
— mijeloidni faktor diferencijacije
— mikro RNA
— matrix metaloproteinaza 2

— matrix metaloproteinaza 9
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Lista skracenica

mRNA — messenger RNKmiR200c

miR200c — kratak RNK molekul

NIH3T3 — Celijska linija embrionalnih misjih fibroblasta
Notch — Notch signalni put

NFkB — proteinski kompleks

(ON) — ukupno prezivljavanje

PRC1 — polikomb represivni kompleks 1

PRC2 — polikomb represivni kompleks 2

RT PCR — real-time polimeraza lan¢ana reakcija

SC — mati¢ne Celije

SRC — familija tirozin kinaza

SSEA-4 — specifi¢ni embrionalni antigen 4

siRNA — mala interferiraju¢a RNK

TGF-b — transformiSuc¢i faktor rasta beta-superfamilije
WNT/catenin — grupa puteva za prenosenje signala

VEGF — vaskularni endotelni faktor rasta
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