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Uticaj ekspresije JAM-A, ITGAV i CALD1 gena na metastatski potencijal ćelija 

humanog karcinoma jajnika 
 

 

Sažetak 

 

Karcinom jajnika predstavlja visoko smrtonosan ginekološki malignitet sa velikim potencijalom za 

metastatsko širenje. Cilj ove doktorske disertacije podrazumevao je ispitivanje ekspresije JAM-A,  

ITGAV i CALD1 gena, uključenih u ćelijsku adheziju i pokretljivost, kao potencijalnih biomarkera 

karcinoma jajnika. Ekspresioni nivoi JAM-A, ITGAV i CALD1 analizirani su RT-qPCR metodom na 

parafinskim isečcima 20 benignih i 57 malignih tumora jajnika. Dobijeni rezultati validirani su 

korišćenjem GEPIA, HPA i STRING baza podataka. Nivoi ekspresije ITGAV i CALD1 bili su 

značajno niži, a nivo ekspresije JAM-A gena bio je viši u grupi malignih u odnosu na benigne 

tumore jajnika. Trend povišene ekspresije JAM-A detektovan je u tumorima visokog gradusa i kod 

bolesnica sa ascitom, a trend snižene ekspresije ITGAV u tumorima visokog gradusa, kod bolesnica 

sa ascitom i onih koje su relapsirale. Takođe, u tumorima visokog gradusa uočen je trend snižene 

ekspresije CALD1. Analiza ROC krivih pokazala je da ekspresija JAM-A ima dijagnostički i 

prognostički potencijal u karcinomu jajnika, dok je Kaplan-Majerovom metodom pokazano da 

bolesnice sa povišenom ekspresijom JAM-A i sniženom ekspresijom ITGAV i CALD1 imaju kraću 

medijanu ukupnog preživljavanja. Proteinska ekspresija JAM-A u karcinomima jajnika potvrđena je 

imunohistohemijski. Analiza obogaćivanja skupa gena pokazala je da povišena ekspresija JAM-A 

ima negativan prognostički uticaj u karcinomu jajnika potencijalnom aktivacijom EMT programa 

putem PI3K/AKT signalnog puta. Dobijeni rezultati ukazuju da su povišena ekspresija JAM-A, kao 

i snižena ekspresija ITGAV i CALD1, povezane sa agresivnijim fenotipom i lošijom prognozom 

karcinoma jajnika. Ovo bi moglo doprineti adekvatnijem praćenju bolesnica sa karcinomom jajnika. 

 

Ključne reči: karcinom jajnika, epitelno-mezenhimska tranzicija (EMT), adhezivni spojni molekul 

A (JAM-A), integrin alfa V (ITGAV), kaldezmon 1 (CALD1) 

Naučna oblast: Biologija 

Uža naučna oblast: Molekularna onkologija 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

The effect of JAMA, ITGAV and CALD1 gene expression on metastatic potential 

of human ovarian carcinoma cells 

 

 

Abstract 

 

Ovarian carcinoma represents highly lethal gynecological malignancy with a great potential for 

metastatic spread. This doctoral dissertation aimed to examine expression levels of JAM-A, ITGAV 

and CALD1 genes, which are involved in cell adhesion and motility, as potential biomarkers of 

ovarian carcinoma. The RT-qPCR method was used to evaluate JAM-A, ITGAV and CALD1 

expression levels in 20 benign and 57 malignant ovarian tumor FFPE samples. Results were 

validated using GEPIA, HPA and STRING databases. ITGAV and CALD1 showed significantly 

lower expression, while the JAM-A expression was higher in malignant compared to benign ovarian 

tumors. There was a trend for higher JAM-A expression in high histological grade tumors and 

patients with ascites, and a trend for lower ITGAV expression in tumors with high histological 

grade, patients with ascites, and those who relapsed. Also, a trend for lower CALD1 expression was 

detected in high histological grade tumors. ROC curve analyses showed that JAM-A expression 

exhibits both diagnostic and prognostic performance in ovarian carcinoma, while the Kaplan-Meier 

method demonstrated that patients with higher expression of JAM-A and lower expression of 

ITGAV and CALD1 have worse overall survival. Protein expression of JAM-A in ovarian carcinoma 

was confirmed by immunohistochemistry. GSEA analysis showed that higher expression of JAM-A 

has a negative prognostic impact in ovarian carcinoma by potentially activating the EMT program 

through PI3K/AKT signaling pathway. The obtained results indicate that higher JAM-A and lower 

ITGAV and CALD1 expression are associated with more aggressive ovarian carcinoma phenotype 

and poor prognosis. This could contribute to better ovarian carcinoma patients' follow-up. 

 

Keywords: ovarian carcinoma, epithelial-mesenchymal transition (EMT), junctional adhesion 

molecule A (JAM-A), integrin alpha V (ITGAV), caldesmon 1 (CALD1) 

Scientific field: Biology 

Scientific subfield: Molecular oncology 
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1. UVOD 
 

 

Kancer jajnika predstavlja osmi kancer po učestalosti kod žena i globalni zdravstveni 

problem. Njegova agresivnost objašnjava se velikim potencijalom za širenjem unutar peritonealne 

šupljine kao i brzim razvojem rezistencije na postojeće hemioterapijske agense. Takođe, usled 

nepostojanja specifičnih simptoma, ova bolest često se dijagnostikuje u kasnom stadijumu kada je 

veoma teško postići izlečenje. Epitelni maligni tumori jajnika (karcinomi jajnika) predstavljaju 

najučestaliji i najsmrtonosniji histološki tip kancera jajnika i čine veoma heterogenu grupu 

oboljenja. Novija saznanja ukazuju da epitelno-mezenhimska tranzicija (EMT) predstavlja značajan 

fenomen prilikom razumevanja tumorske progresije i nastanka peritonealih metastaza u karcinomu 

jajnika. Ekspresije JAM-A, ITGAV i CALD1 gena nedovoljno su opisane u ovom malignitetu, a ovi 

geni uključeni su u promene u ćelijskoj adheziji i migraciji kroz koje ćelije prolaze tokom EMT 

procesa. Ovakav vid istraživanja može pružiti bolji uvid u proces metastatskog širenja karcinoma 

jajnika ali potencijalno dovesti i do otkrića novih biomarkera i terapijskih ciljeva u ovom 

malignitetu. Takođe, određivanje nivoa ekspresije EMT markera u primarnom tumoru nudi 

mogućnost predikcije metastatskog ponašanja tumora što može imati važne implikacije u kliničkoj 

praksi.  

 
 

1.1. Histološka građa jajnika 
 

Jajnici predstavljaju parne endokrine žlezde ženskog reproduktivnog sistema čija je osnovna 

funkcija produkcija jajnih ćelija i sekrecija ženskih polnih hormona: estrogena i progesterona. 

Sastoje se od tri osnovne komponente: površinskog epitela, kore (korteksa) i srži (medule). 

Površinski (germinativni) epitel nalazi se na površini jajnika, u kontinuitetu je sa mezotelom i 

pokriva tanak sloj veoma gustog vezivnog tkiva, tunica albuginea, ispod koga se nalazi 

neorganizovano rastresito vezivno tkivo. Unutar strome korteksa nalaze se jajne ćelije u različitim 

fazama razvoja, pa tako razlikujemo preantralne (primordijalne i primarne jajne folikule) i antralne 

folikule (sekundarne i Grafove folikule). Nakon ovulacije, Grafov folikul postaje žuto telo (lat. 

corpus luteum) a ukoliko ne dođe do trudnoće, Grafov folikul se transformiše u atretičko telo (lat. 

corpus albicans). U periodu od puberteta do menopauze, u jajnicima se sintetišu i sterodini polni 

hormoni i to u ćelijama koje čine corpus luteum. Medula predstavlja centralni deo jajnika a sastoji 

se od strome i bogate neurovaskularne mreže (Aguilera-Barrantes i sar., 2007) (Slika 1.1). 

 

 

1.2. Faktori rizika za nastanak kancera jajnika 

 

1.2.1. Genetički faktori rizika  
 

Jedan od najznačajnijih faktora rizika za nastanak kancera jajnika jeste porodična istorija kancera 

jajnika i/ili dojke (Torre i sar., 2018). Nasledne forme kancera jajnika čine preko 20% svih 

slučajeva kancera jajnika (Walsh i sar., 2011). Većina (65-75%) je povezana sa štetnim 

germinativnim mutacijama u visoko penetrabilnim BRCA1 i BRCA2 genima (engl. breast cancer 

gene 1 and 2) i čine deo sindroma naslednog oblika karcinoma dojke i jajnika (Daly i sar., 2014). 

Nosioci BRCA1 mutacija imaju 40-50% šansi za nastanak kancera jajnika do 70. godine života, dok 

je taj rizik za nosioce BRCA2 mutacija 10-20% (King i sar., 2003). BRCA geni predstavljaju tumor 

supresore čiji proteinski produkti učestvuju u održavanju integriteta genoma, pre svega popravkom 

dvolančanih prekida na DNK molekulu putem homologe rekombinacije (O’Donovan i Livingston, 

2010). Kod nosioca BRCA mutacija kancer jajnika javlja se ranije nego što je to slučaj u opštoj  
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Slika 1.1. Histološka građa jajnika. Jajnici se sastoje od tri osnovne komponente: površinskog 

epitela, kore (korteksa) i srži (medule). Korteks jajnika čine stromalne ćelije i folikuli u različitim 

fazama razvoja. Medula je centralni deo jajnika a sastoji se od strome i neurovaskularne mreže 

(preuzeto sa https://line.17qq.com/articles/debofhgjz_p6.html) 

 

 

 

populaciji, a najčešće je u pitanju uznapredovali visoko-gradusni serozni karcinom (Prat i sar., 

2005). Važno je naglasiti da su germinativne BRCA1/2 mutacije česte i kod bolesnica bez porodične 

istorije kancera dojke ili jajnika (Eccles i sar., 2016).  

Mutacije u drugim genima uključenim u popravku oštećenja na DNK molekulu takođe 

doprinose povećanom riziku za nastanak kancera jajnika. U pitanju su umereno ili nisko 

penetrabilni geni kao što su BRIP1 (engl. BRCA1 interacting protein C-terminal helicase 1), 

RAD51C (engl. RAD51 paralog C), RAD51D (engl. RAD51 paralog D), BARD1 (engl. BRCA1 

associated RING domain 1), CHEK2 (engl. checkpoint kinase 2), MRE11 (engl. MRE11 homolog, 

double strand break repair nuclease), RAD50, PALB2 (engl. partner and localizer of BRCA2), ATM 

(engl. ATM serine/threonine kinase) (Norquist i sar., 2016). 

Drugi nasledni sindromi, kao što je Linčov sindrom, takođe povećavaju rizik za nastanak 

kancera jajnika. Linčov sindrom, poznat i kao sindrom naslednog nepolipoznog kolorektalnog 

kancera, vezuje se za prisustvo štetnih mutacija u genima uključenim u popravku pogrešno sparenih 

baza na DNK molekulu, kao što su mutL homolog 1 (MLH1), mutS homolog 2 (MSH2), mutS 

homolog 6 (MSH6) i PMS2 (engl. postmeiotic segregation increased 2). Osim kancera jajnika, ovaj 

sindrom karakteriše se i pojavom kancera kolona, endometrijuma, dojke kao i drugih malignih 

tumora gastrointestinalnog i urogenitalnog trakta (Lynch i sar., 1998). Kancer jajnika povezan sa 

Linčovim sindromom najčešće je neserozne histologije (endometrioidni i svetlo-ćelijski), javlja se u 

ranijem dobu nego što je to slučaj u opštoj populaciji, a najveći deo čine karcinomi ranog stadijuma, 

dobre do umerene diferencijacije (Prat i sar.,  2005). 

https://line.17qq.com/articles/debofhgjz_p6.html
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Li-Fraumenijev sindrom predstavlja nasledno autozomalno dominantno oboljenje koje se 

povezuje sa mutacijama u TP53 genu (engl. tumor protein p53) a smatra se da uzrokuje oko 3% 

svih naslednih kancera jajnika. Povećanje rizika za nastanak kancera jajnika takođe uzrokuju 

mutacije u PTEN genu (engl. phosphatase and tensin homolog) (Kaudenov sindrom) kao i u tumor-

supresorskom genu koji kodira serin/treonin kinazu 11 (STK11) (Pojc-Jegersov sindrom) (Beggs i 

sar., 2010). 

 

1.2.2. Starost  
 

Kao i u slučaju većine drugih kancera, rizik za nastanak kancera jajnika povećava se sa 

godinama. Povećana incidenca uočava se kod žena starijih od 65 godina (Chan i sar., 2006). Jedno 

od objašnjenja jeste da karcinogeneza predstavlja kontinuirani proces koji je povezan sa 

akumulacijom genetičkih i epigenetičkih oštećenja na DNK tokom vremena (Encinas i sar., 2015). 

 

1.2.3. Reproduktivni i hormonalni faktori rizika 

 

Epidemiološka istraživanja jasno ukazuju da reproduktivna istorija i broj ovulatornih ciklusa 

imaju značajan uticaj na razvoj kancera jajnika (Hunn i Rodriguez, 2012). Faktori koji se povezuju 

sa povećanim rizikom za oboljevanje su: neplodnost, nuliparitet, lekovi koji stimulišu fertilitet kao i 

gonadotropini koji se koriste za indukciju ovulacije. Sa druge strane, faktori koji se povezuju sa 

smanjenim rizikom za oboljevanje su: trudnoća, dojenje i upotreba oralne kontracepcije (Salehi i 

sar., 2008). Dejstvo većine ovih faktora objašnjavalo se hipotezom „neprekinutih ovulacijaˮ, po 

kojoj površinski epitel jajnika, tokom brojnih ciklusa ovulacije, iznova prolazi kroz procese 

destrukcije i reparacije (Fathalla, 1971). Tom prilikom, površinske epitelne ćelije proliferišu čime 

se povećava verovatnoća nastanka spontanih mutacija u proto-onkogenima i tumor supresorima 

koje doprinose onkogenezi. S obzirom da novija saznanja ukazuju da kancer jajnika može nastati ne 

samo malignom transformacijom ćelija jajnika već i drugih organa koji se nalaze u pelvisu (karlici) 

(Dubeau i Drapkin, 2013) danas se pretpostavlja da procesi destrukcije i reparacije koji se odvijaju 

prilikom svakog menstrualnog ciklusa stvaraju lokalnu inflamatornu mikrosredinu koja dovodi do 

oslobađanja različitih citokina i faktora rasta. Na ovaj način, jajnik postaje potencijalni izvor 

hemotaktičkih faktora koji regrutuju (privlače) premaligne i/ili maligne ćelije koje se nalaze van 

tkiva jajnika (Cardenas i sar., 2016). Prema tome, veći broj menstrualnih ciklusa u toku života žene 

povećava rizik za nastanak kancera jajnika (La Vecchia, 2017). 

Brojne studije pokazale su da reproduktivni hormoni ispoljavaju značajne efekte na 

površinski epitel jajnika, delujući na rizik za nastanak kancera jajnika (Hunn i Rodriguez, 2012). 

Naime, normalni epitel jajnika poseduje receptore za većinu članova familije steroidnih hormona, 

kao što su estrogeni, progesteron, retinoidi, vitamin D i androgeni. Smatra se da se osnovni 

mehanizam protektivnog dejstva oralnih kontraceptiva i trudnoće na rizik od nastanka kancera 

jajnika ogleda u apoptotskom delovanju progestina, sintetičkih progesterona, na ćelije epitela 

jajnika (Rodriguez i sar., 1998). Takođe, retinoidi i vitamin D, kao i nesteroidni antiinflamatorni 

lekovi imaju protektivni, dok estrogeni i androgeni imaju stimulatorni efekat, povećavajući rizik za 

nastanak kancera jajnika (Risch, 1998). 

 

1.2.4. Ostali faktori 

 

Poznato je da određena benigna ginekološka stanja, kao što su endometrioza, sindrom 

policističnih jajnika i pelvična inflamacija doprinose povećanom riziku za nastanak kancera jajnika 

(Brett i sar., 2017). 

 

Endometrioza je često oboljenje kod žena a karakteriše se prisustvom tkiva endometrijuma 

van uterusne šupljine (Parasar i sar., 2017). Mehanizam kojim endometrioza povećava rizik za 

nastanak kancera jajnika nije u potpunosti razjašnjen, ali se smatra da hronična inflamacija koja 
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odlikuje ovo stanje, može dovesti do neoplastične transformacije endometrijalnih implantata. 

Studije su pokazale da endometrioza povećava rizik za nastanak endometrioidnog i svetloćelijskog 

karcinoma (Kondi-Pafiti i sar., 2012). Sličan je slučaj sa sindromom policističnih jajnika (Lee i sar., 

2018), kao i sa pelvičnom inflamacijom, kod kojih takođe dolazi do povećanja broja inflamatornih 

medijatora (Shan i Liu, 2009). 

 

 

1.3. Epidemiologija kancera jajnika  

 

Kancer jajnika predstavlja drugi vodeći uzrok smrtnosti kod žena kada su u pitanju 

ginekološki maligniteti. Incidencija je najviša u razvijenim zemljama Evrope, Severnoj Americi i 

Australiji, a najniža u Aziji i Africi (Webb i Jordan, 2016). U centralnoj Srbiji, standardizovana 

stopa incidencije kancera jajnika iznosi 12 na 100 000 žena (Miljuš i sar., 2017).  

Rizik za razvoj kancera jajnika tokom života žene procenjen je na 1 u 70 (1,4%). Ovo 

maligno oboljenje najčešće se javlja kod žena u postmenopauzi, kod kojih preko 90% svih kancera 

jajnika čine maligni tumori epitelnog porekla (karcinomi).  

Ukupno 5-godišnje preživljavanje bolesnica sa kancerom jajnika iznosi 30-50%, a značajno 

varira u zavisnosti od stadijuma bolesti u trenutku dijagnoze (Allemani i sar., 2018). 

 

 

1.4. Klasifikacija tumora jajnika  

 

Tumori jajnika predstavljaju izuzetno heterogenu grupu oboljenja koje na osnovu stepena 

ćelijske proliferacije, nuklearne atipije i prisustva, odnosno odsustva stromalne invazije, možemo 

podeliti na benigne, granični (engl. borderline) i maligne. Benigni tumori jajnika odlikuju se 

niskom stopom ćelijske proliferacije i odsustvom invazivnog ponašanja. Intermedijarni tumori čine 

15% svih tumora jajnika a sadrže delimično transformisane ćelije bez prisustva stromalne invazije. 

Visoko su proliferativni i često se označavaju kao karcinomi niskog malignog potencijala jer retko 

metastaziraju i dovode do smrti (Prat, 2012). 

 

Na osnovu histopatologije, tumore jajnika možemo podeliti na: 

1. epitelne tumore 

2. tumore poreklom od ćelija strome ovarijuma i embrionalnih gonada 

3. tumore poreklom od germinativnih ćelija  

 

Tumori poreklom od ćelija strome ovarijuma potiču od ćelija vezivnog tkiva koje proizvode 

hormone. Relativno su retki i čine svega 5% svih tumora jajnika. Ovi tumori najčešće nisu 

agresivni, dijagnostikuju se u ranom stadijumu i daju dobar odgovor na hemioterapiju. 

Tumori poreklom od germinativnih ćelija čine 15-20% svih tumora jajnika, javljaju se 

najčešće kod mladih žena i mogu biti veoma agresivni. Najčešće su u pitanju benigni cistični 

teratomi dok ostatak tumora iz ove grupe ima visoku incidencu malignog ponašanja (Romero i Bast, 

2012). 

Epitelni maligni tumori jajnika (karcinomi jajnika) predstavljaju najučestaliji i 

najsmrtonosniji histološki tip kancera jajnika, a najčešće se javljaju kod žena starijih od 40 godina 

(Prat, 2017). Usled nespecifičnog toka bolesti i nepostojanja adekvatnih metoda za rano otkrivanje, 

bolest se dijagnostikuje u uznapredovaloj fazi kod oko 75% bolesnica (Goff i sar., 2007). Radi se o 

veoma heterogenoj grupi oboljenja kako u pogledu epidemioloških i genetičkih faktora, tako i 

prekursorskih lezija, načina širenja, molekularnih promena tokom onkogeneze kao i odgovora na 

hemioterapiju (Prat, 2017). Prema klasifikaciji Svetske zdravstvene organizacije (SZO) postoji 

devet osnovnih histoloških podtipova karcinoma jajnika: visokogradusni serozni, niskogradusni 
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serozni, mucinozni, endometrioidni, svetloćelijski (engl. clear cell), Brenerovi, seromucinozni, 

karcinosarkomi i nediferencirani karcinomi (Meinhold-Heerlein i sar., 2016).  

Na osnovu mehanizma tumorogeneze, kliničkog ponašanja kao i ćelijskog porekla 

karcinoma jajnika, 2004. godine Kurman i Shih predložili su tzv. dualistički model klasifikacije 

karcinoma jajnika koji je kasnije izmenjen i proširen (Kurman i Shih, 2016). Svi karcinomi jajnika 

mogu se svrstati u dva tipa: tip I i tip II. Tip I čine niskogradusni serozni, mucinozni, 

endometrioidni, svetloćelijski, seromucinozni, i maligni Brenerovi tumori. Oni čine 25% svih 

malignih tumora jajnika i odgovorni su za 10% smrtnih slučajeva. Najčešće se dijagnostikuju u 

ranom stadijumu, sporo rastu i ne odgovaraju na standardnu hemioterapiju, ali često pokazuju dobar 

odgovor na hormonski tretman. Takođe, ovi tumori uglavnom su genetički stabilni, a karakterišu se 

specifičnim mutacijama u genima kao što su KRAS (engl. Kirsten rat sarcoma 2 viral oncogene 

homolog), BRAF (engl. v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1) ERBB2 (engl. v-erb-b2 

erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2), CTNNB1 (engl. catenin beta 1), PTEN, 

PIK3CA (engl. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha) i ARID1A 

(engl. AT-rich interaction domain 1A) kao i odsustvom TP53 mutacija. Tip II čine visokogradusni 

serozni, karcinosarkomi i nediferencirani karcinomi jajnika. Oni čine 75% svih malignih tumora 

jajnika i odgovorni su za 90% smrtnih slučajeva karcinoma jajnika. Veoma su agresivni, 

dijagnostikuju se u uznapredovalom stadijumu, inicijalno dobro odgovaraju na hemioterapiju, a 

retko na hormonsku terapiju. Karakterišu se visokom stopom mutacija u TP53 genu, a retko nose 

mutacije u genima koje se detektuju u tumorima tipa I. Takođe, ovi tumori najčešće nose promene u 

RAS/MEK, RB1 (engl. retinoblastoma 1), FOXM1 (engl. forkhead box M1), NOTCH1 (engl. notch 

receptor 1) i PI3K signalnom putu, mutacije u BRCA genima kao i drugim genima koji su uključeni 

u homologu rekombinaciju i veoma su genetički nestabilni. Visokogradusni serozni karcinom 

jajnika (engl. high-grade serous ovarian carcinoma, HGSOC) predstavlja najučestaliji i 

najagresivniji histološki tip ove podgrupe, a u najvećem broju slučajeva dijagnostikuje se kada je 

već metastazirao na druga tkiva. Smatra se da preko polovina ovih karcinoma sadrži defekte u 

homologoj rekombinaciji (The Cancer Genome Atlas Research Network, 2011) i da gotovo svi 

HGSOC nose defekte u najmanje jednom od pet glavnih mehanizama za popravku oštećenja na 

DNK (Gee i sar., 2018).  

Novija molekularno-biološka istraživanja pokazala su da se prema izmenjenoj klasifikaciji 

Kurman-ovog i Shih-ovog modela, tumori tipa I mogu podeliti u tri grupe: 1) karcinomi povezani sa 

endometriozom (endometriodini, svetloćelijski i seromucinozni); 2) niskogradusni serozni i 3) 

mucinozni i Brenerovi tumori (Kurman i Shih, 2016). Takođe, pokazano je da se HGSOC mogu 

morfološki podeliti na dve grupe: uobičajeni tip (engl. the usual type) i SET tip (engl. solid, pseudo-

endometrioid and/or transitional cell carcinoma-like). U odnosu na uobičajeni tip, SET tumori 

sadrže veći broj tumor-infiltrirajućih limfocita, veći mitotički indeks i češće se povezuju sa BRCA 

mutacijama. Dodatne analize profila genske ekspresije pokazale su da se HGSOC mogu podeliti na 

četiri molekularna podtipa: imunoreaktivni, diferencirani, proliferativni i mezenhimski. Podela je 

izvršena na osnovu ekspresije imunoregulatornih gena kao i gena koje eksprimiraju  stromalnie 

ćelije, a ovi podtipovi povezuju se sa različitim kliničkim ishodom bolesti. Smatra se da je 

preživljavanje najbolje kod imunoreaktivnog podtipa, a najlošije kod mezenhimskog (Verhaak i 

sar., 2012) (Slika 1.2). 
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Slika 1.2. Dualistički model klasifikacije karcinoma jajnika. Karcinomi jajnika mogu voditi 

poreklo od tkiva endometrijuma, jajovoda, germinativnih ćelija jajnika ili prelaznog epitela. 

Karcinomi jajnika tipa I obuhvataju endometrioidne, svetloćelijske, niskogradusne serozne, 

mucinozne, seromucinozne karcinome i maligne Brenerove tumore. Karcinomi jajnika tipa II 

uglavnom čine visokogradusni serozni karcinom, karcinosarkom i nediferencirani karcinom. SET 

(engl. solid, pseudo-endometrioid and/or transitional cell carcinoma-like) (preuzeto iz Kurman i 

Shih, 2016). 

 

 

Prilikom dijagnostikovanja kancera jajnika, osim podele na histološke tipove, vrši se i 

podela na FIGO stadijum i histološki gradus tumora. Određivanje stadijuma kancera jajnika, koji se 

odnosi na stepen proširenosti bolesti, vrši se prema kriterijumima FIGO (fra. Federation 

Internationale de Gynecologie et Obstetrique) klasifikacije a na osnovu rezultata dobijenih 

hirurškom eksploracijom, kao i na osnovu konačne histopatološke i citološke analize. FIGO 

federacija je 2014. godine objavila izmenjen način stadiranja kako bi obuhvatila kancer jajnika, 

jajovoda i primarni peritonealni kancer u jedinstven sistem na osnovu novih otkrića baziranih na 

histopatologiji, imunohistohemiji i molekularno genetičkim analizama (Zeppernick i Meinhold-

Heerlein, 2014) (Tabela 1). Primarni peritonealni kancer predstavlja redak maligni tumor 

peritonealne šupljine koji po kliničkim i histološkim karakteristikama veoma podseća na 

visokogradusni serozni karcinom jajnika (Kurman i Shih, 2016). 

Podela na osnovu histološkog gradusa, odnosno stepena dediferencijacije tumora, vrši se 

samo za karcinome jajnika. U tu svrhu, danas su u upotrebi dva sistema: jedan se koristi za ne-

serozne karcinome, koji se prema gradusu tumora mogu podeliti na dobro diferentovane (G1), 

umereno diferentovane (G2) i slabo diferentovane tumore (G3) (Berek i sar., 2015). Sa druge strane, 

serozni karcinomi jajnika dele se isključivo na nisko- i visokogradusne (Bodurka i sar., 2012). 
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Tabela 1. FIGO klasifikacija kancera jajnika, jajovoda i peritoneuma (Zeppernick i Meinhold-

Heerlein, 2014) 

 

FIGO I Tumor ograničen na jajnike ili jajovode 

FIGO II Tumor uključuje jedan ili oba jajnika ili jajovoda sa širenjem u pelvis (karlicu)/ 

Primarni peritonealni kancer 

FIGO III 
Tumor uključuje jedan ili oba jajnika ili jajovoda, ili se radi o peritonealnom 

kanceru, sa citološki ili histološki potvrđenim širenjem na peritoneum van pelvisa 

i/ili metastaze u retroperitonealnim limfnim čvorovima 

FIGO IV Prisustvo udaljenih metastaza izvan peritonealne šupljine 

 

1.5. Mehanizam tumorogeneze karcinoma jajnika 

 

Iako se prvobitno smatralo da svi histološki tipovi karcinoma jajnika nastaju iz displastičnih 

skvamoznih epitelnih ćelija koje se nalaze na površini jajnika ili u okviru inkluzivnih cisti nastalih 

invaginacijom površinskog epitela (Berchuck i sar., 1993), novije studije ukazale su da različiti 

podtipovi karcinoma jajnika imaju i različito ćelijsko poreklo (Dubeau i Drapkin, 2013). Danas je 

poznato da karcinom jajnika može nastati od površinskog epitela jajnika, ali i epitela jajovoda i 

mezotela koji pokriva peritonealnu šupljinu (Nik i sar., 2014; Zeppernick i Meinhold-Heerlein, 

2014). Jednu od veoma značajnih razlika između karcinoma jajnika tipa I i II predstavljaju upravo 

prekursorske lezije iz kojih nastaju, što možda na najbolji način objašnjava zašto karcinomi tipa I 

relativno dugo ostaju ograničeni na jajnike i imaju indolentan tok, dok se karcinomi tipa II veoma 

brzo šire na okolna tkiva. Danas se smatra da se karcinomi tipa I razvijaju iz benignih prekursorskih 

lezija smeštenih u jajniku ili van tkiva jajnika kao što su endometrioidne ciste ili cistadenomi. Tako 

je pokazano da niskogradusni serozni karcinom jajnika nastaje iz benignih prekursorskih lezija 

površinskog epitela jajnika ili jajovoda (Hunter i sar., 2011; Qiu i sar., 2017); svetloćelijski, 

seromucinozni i niskogradusni endometriodni tip karcinoma jajnika nastaju malignom 

transformacijom ektopičnih ćelija endometrijuma (Jiang i sar., 1998), dok mucinozni i Brenerovi 

tumori mogu nastati malignom transformacijom ćelija prelaznog epitela koji se nalazi u okviru 

tuboperitonealne veze (Slika 1.2) (Kurman i Shih, 2016).  
S druge strane, pokazano je da se značajan procenat karcinoma tipa II razvija od 

intraepitelnih karcinoma jajovoda koji se zatim šire na jajnik i ostala tkiva. Naime, oko 80% visoko-

gradusnih seroznih tumora jajnika nastaje od premalignih lezija smeštenih u distalnom delu 

jajovoda, a označeni su kao serozni tubalni intraepitelni karcinomi (engl. serous tubal 

intraepithelial carcinomas, STIC) (Kindelberger i sar., 2007; Carlson i sar., 2008). Do ovog otkrića 

došlo se na osnovu analize histopatoloških uzoraka jajovoda prikupljenih prilikom profilaktičkog 

zahvata uklanjanja jajovoda i jajnika (salpingooforektomije) kod žena sa naslednom 

predispozicijom za nastanak karcinoma jajnika (Callahan i sar., 2007). Takodje, STICs su 

identifikovane u jajovodima 70% žena sa sporadičnim karcinomom jajnika kao i seroznim 

peritonealnim kancerom, što ukazuje da ova povezanost nije ograničena samo na nosioce BRCA 

mutacija (Kindelberger i sar., 2007). Osim toga, STIC su nađeni i u jajovodima žena koje su se 

podvrgle histerektomiji i bilateralnoj salpingooforektomiji iz ne-profilaktičkih razloga (Morrison i 

sar., 2015). Takođe, studije su pokazale da HGSOC i STIC dele brojne genetičke promene, 

uključujući mutacije u TP53 i varijacije u broju kopija gena (engl. copy number variations) (Testa i 

sar., 2018).  
Najnovija istraživanja pokazala su da HGSOC ima višestruko ćelijsko poreklo, tj. da se 

odnosi na visoko gradusni serozni karcinom koji može nastati od površinskog epitela jajnika, 

jajovoda i mezotelne površine peritoneuma (Zhang i sar., 2019; Kim i sar., 2018), kao i da se u 

zavisnosti od ćelijskog porekla, ovi tumori značajno razlikuju u pogledu genske ekspresije, 

metastatskog potencijala, patogeneze i odgovora na hemioterapiju. Osim što predstavljaju mesto 
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ćelijskog porekla HGSOC, smatra se da drugi ćelijski tipovi unutar peritonealne šupljine, upravo 

putem jajovoda mogu pristupiti jajnicima. Primer su ćelije gastrointestinalnog trakta od kojih mogu 

nastati mucinozni tumori jajnika (Lee i Nucci, 2003; Khunamornpong i sar., 2006). 

 

 

1.6. Skrining karcinoma jajnika 

 

Trenutno ne postoje efikasne metode za rano otkrivanje karcinoma jajnika (Matulonis i sar., 

2016), a jedan od najznačajnih tumor markera kod karcinoma jajnika jeste CA-125 (engl. cancer 

antigen 125). U pitanju je glikozilovani transmembranski mucin visoke molekulske mase koji je 

značajan za adheziju, pokretljivost i invaziju kancerskih ćelija jajnika a povišen je kod 80-85% 

bolesnica sa uznapredovalim karcinomom jajnika (Bast i Spriggs, 2011). Ipak, ovaj biomarker često 

ne pokazuje povišene vrednosti u ranim fazama bolesti, tako da se njegovim korišćenjem može 

dijagnostikovati samo do 50% ovih slučajeva (Urban i sar., 2003). Takođe, CA-125 može pokazati 

povišene vrednosti i u slučaju određenih benignih ginekoloških stanja, kao što su endometrioza ili 

trudnoća (Buamah, 2000), ali i neginekoloških maligniteta kao što su kancer dojke, pluća i 

gastrointestinalni kanceri (Miralles i sar., 2003). Za razliku od opšteg skrininga, promene nivoa CA-

125 nakon inicijalne hemioterapije visoko su specifične i koriste se za praćenje bolesnica u remisiji 

(Rustin i sar., 2001). 

Usled nedovoljne senzitivnosti, CA-125 tumor marker najčešće se koristi u kombinaciji sa 

drugim biomarkerima, pre svega humanim epididimalnim proteinom 4 (HE4) (Escudero i sar., 

2011). HE4 predstavlja sekretorni glikoprotein za koji je pokazano da se prekomerno eksprimira u 

karcinomu jajnika, ali ne i u normalnom epitelu jajnika (Heliström i sar., 2003). Kombinovanje 

vrednosti CA-125 i HE4 daje bolje rezultate nego što je to slučaj sa pojedinačnim biomarkerima 

(Moore i sar., 2008). Na osnovu ovih podataka razvijen je algoritam pod nazivom ROMA (engl. 

Risk of Ovarian Malignancy Algorithm), koji istovremeno meri nivoe CA-125 i HE4 tumor 

markera, a zajedno sa podacima o statusu menopauze koristi se za detekciju karcinoma jajnika kod 

bolesnica sa prisutnom tumorskom masom u pelvisu (Moore i sar., 2010).  

 

 

1.7. Prognostički faktori karcinoma jajnika  

 

Jedan od najznačajnijih prognostičkih faktora u kanceru jajnika predstavlja FIGO stadijum koji 

se utvrđuje tokom operativnog zahvata. Bolest se najčešće javlja u kasnom stadijumu (stadijum III i 

IV) kada je 5-godišnje preživljavanje samo 29%, a svega 15% slučajeva dijagnostikuje se u 

lokalizovanom stadijumu (stadijum I) sa 5-godišnjim preživljavanjem od oko 90% (Reid i sar., 

2017). Od ostalih prognostičkih fakora izdvajajaju se gradus tumora, histološki tip, prisustvo ascita, 

kao i volumen zaostalog (rezidualnog) tumora nakon primarnog hirurškog lečenja.  

Gradus tumora, odnosno stepen ćelijske diferencijacije, koreliše sa prognozom bolesti, pa 

tako one bolesnice sa tumorima niskog gradusa imaju bolje preživljavanje u odnosu na one sa 

tumorima visokog gradusa. Ipak, ova korelacija uočava se samo kod bolesnica sa ranim stadijumom 

karcinoma jajnika (Onal i sar., 2017). Kada je u pitanju uznapredovali karcinom jajnika histološki 

tip tumora predstavlja značajan prognostički faktor, a pokazano je da su u tom slučaju mucinozni i 

svetloćelijski karcinomi jajnika povezani sa lošijim ishodom bolesti (Chang i sar., 2018).  

Nastanak ascita, odnosno prekomerna akumulacija tečnosti u peritonealnoj šupljini, 

povezana je sa intraperitonealnim širenjem tumorskih ćelija koje dovodi do opstrukcije limfnih 

sudova kao i povećanja permeabilnosti tumorske mikrovaskulature sekrecijom vazoaktivnih i 

angiogenih faktora (Zebrowski i sar., 1999; Feldman i sar., 1972; Davidson i sar., 2002). Detekcija 

malignih ćelija u ascitu ukazuje da je došlo do degradacije epitelne bazalne membrane. Zbog toga, 

asciti predstavljaju negativni prognostički faktor u karcinomu jajnika i detektuju se kod oko 80% 

uznapredovalih slučajeva kancera jajnika (Huang i sar., 2013).  
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Kada je u pitanju volumen zaostalog tumora nakon primarnog hirurškog lečenja, pokazano 

je da one bolesnice sa volumenom većim od 2 cm imaju kraće preživljavanje (Onal i sar., 2017). 

Starost i performans status bolesnica sa karcinomom jajnika takođe predstavljaju značajne 

prognostičke faktore (Thigpen i sar., 2010). Performans status odnosi se na opšte zdravstveno stanje 

bolesnika u trenutku dijagnoze bolesti: 0 - bez simptoma; 1 - simptomatski ali potpuno ambulatorni; 

2 - simptomatski, manje od 50% vremena provodi u krevetu; 3 - simptomatski, više od 50% 

vremena provodi u krevetu, ali nije vezan za krevet; 4 - vezan za krevet. Bolesnice sa performans 

statusom 0 i 1 imaju značajno duže preživljavanje u odnosu na bolesnice sa statusom 2, 3 i 4 (Onal i 

sar., 2017).  

 

 

1.8. Terapija karcinoma jajnika  

 

Standard u lečenju karcinoma jajnika predstavlja hirurško uklanjanje tumora praćeno 

hemioterapijom koja se najčešće bazira na platini (Ledermann i sar., 2013). Izuzetak čine bolesnice 

sa niskogradusnim karcinomima ograničenim na jajnike, nesvetloćelijske histologije, za koje je 

indikovan samo hirurški zahvat. Cilj operativnog zahvata jeste kompletna citoredukcija, odnosno 

uklanjanje svih makroskopski vidljivih tumorski nodusa unutar peritonealne šupljine (Matulonis i 

sar., 2016). Kod uznapredovalih stadijuma karcinoma jajnika (FIGO III i IV) često nije moguće 

izvršiti kompletnu citoredukciju pa takve bolesnice, sa neoperabilnim lezijama ili usled lošeg 

performans statusa, primaju hemioterapiju pre hirurškog zahvata (neoadjuvantna hemioterapija) 

(Cortez i sar., 2018). 
Hemioterapijski režim nakon hirurškog zahvata najčešće čini kombinacija karboplatine i 

paklitaksela (Goh i sar., 2015). Karboplatina predstavlja alkilirajući agens koji se kovalentno vezuje 

za DNK i dovodi do nastanka intra- i interlančanih DNK adukta (de Sousa i sar., 2014). Paklitaksel 

se nekovalentno vezuje za mikrotubule povećavajući njihovu stabilnost što onemogućava 

formiranje deobnog vretena (Barbuti i sar., 2015). Oba ova agensa indukuju apoptozu. 
Uprkos dobrom inicijalnom odgovoru na hemioterapiju, oko 70% bolesnica dobije relaps u 

roku od dve godine (Giornelli, 2016). U tom slučaju prognoza bolesti, kao i odgovor na narednu 

liniju hemioterapije, zavisi od vremena koje je proteklo između poslednjeg hemioterapijskog 

tretmana baziranog na platini i pojave relapsa. Prema važećoj konvenciji, bolesnice se prema 

odgovoru na primenjenu terapiju platine mogu svrstati u dve grupe: platina-senzitivne su one kod 

kojih je progresija bolesti nastupila nakon 6 ili više meseci od primene poslednje terapije na bazi 

platine, a platina-rezistentne one kod kojih je progresija nastupila u okviru 6 meseci od poslednje 

terapije bazirane na platini. Unutar ove grupe, bolesnice koje su progredirale u toku primene same 

terapije često se označavaju kao platina-refraktorne (Francis i sar., 2017). 

 

1.8.1. Ciljana terapija u karcinomu jajnika 

 

Terapijske opcije u lečenju karcinoma jajnika proširene su uvođenjem ciljanih terapija koje 

pokazuju veću selektivnost prema kancerskim ćelijama i smanjena neželjena dejstva (Kim i sar., 

2012a). Ciljane terapije koje se danas primenjuju u lečenju karcinoma jajnika uključuju 

humanizovano monoklonsko antitelo (bevacizumab) i oralne inhibitore poli (ADP-riboza) 

polimeraze (engl. poly (ADP-ribose) polymerase inhibitors, PARPi) za koje je pokazano da odlažu 

progresiju bolesti (Burger i sar., 2011; Ledermann i sar., 2012). 

Bevacizumab predstavlja antiangiogeni agens koji ostvaruje ciljano terapijsko dejstvo 

delujući na tumorsku mikrosredinu. Ovo rekombinantno humanizovano monoklonsko antitelo 

vezuje se i blokira vaskularni endotelni faktor rasta (engl. vascular endothelial growth factor, 

VEGF) koji je neophodan za stvaranje novih krvnih sudova (neoangiogenezu) tokom tumorskog 

rasta. U karcinomu jajnika bevacizumab dovodi do inhibicije tumorskog rasta, sprečava formiranje 

ascita kao i metastatsko širenje bolesti (Kumaran i sar., 2009; Smolle i sar., 2014). Bevacizumab je 

indikovan kao prva linija u lečenju uznapredovalog karcinoma jajnika i rekurentnog karcinoma 
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jajnika (rezistentnog ili senzitivnog na platinu), prvobitno u kombinaciji sa hemioterapijom, a zatim 

kao monoterapija do progresije bolesti (Marchetti i sar., 2019). 

Drugi vid ciljane terapije karcinoma jajnika odnosi se na primenu PARP inhibitora. PARP 

predstavljaju grupu enzima koji imaju važnu ulogu u popravci jednolančanih DNK prekida. PARP 

inhibitori sprečavaju reparaciju jednolančanih prekida što dovodi do nastanka dvolančanih DNK 

prekida koji se ne mogu popraviti u tumorima sa nefunkcionalnim mehanizmom homologe 

rekombinacije kao što su tumori koji nose štetne mutacije u BRCA1/2 genima. Prema tome, 

upotreba PARP inhibitora dovodi do akumulacije oštećenja na DNK i do smrti tumorskih ćelija 

(O’Connor, 2015; McCabe i sar., 2006). PARP inhibitori ispoljavaju antitumorsko dejstvo putem 

tzv. sintetičke letalnosti, a radi se o fenomenu u kojem ćelija može da toleriše dve genetičke 

mutacije ukoliko se dese nezavisno jedna od druge, ali u kombinaciji dovode do ćelijske smrti (Papa 

i sar., 2016).  

U određenim slučajevima, moguće je identifikovati fenotip koji se odlikuje sličnim 

kliničkim ponašanjem kao i BRCA1/2 mutirani karcinomi čak i u odsustvu BRCA1/2 mutacija, a 

označava se kao „BRCAnessˮ (Lord i Ashworth, 2016). Genomske analize pokazale su da oko 50% 

visokogradusnih seroznih karcinoma jajnika ima narušen mehanizam homologe rekombinacije, bilo 

usled germinativnih ili somatskih mutacija u BRCA1/2 genima, epigenetičke inaktivacije BRCA1 

gena ili drugih molekularnih događaja nazavisnih od BRCA1/2 gena (The Cancer Genome Atlas 

Research Network, 2011). Ovakav molekularni profil tumora povezan je sa dobrim odgovorom na 

platinske derivate i PARP inibitore. Prvi oralni PARP inhibitor, olaparib, odobren je kao terapija 

održavanja kod bolesnica sa BRCA1/2 mutacijama sa platina-senzitivnim rekurentnim visoko-

gradusnim seroznim karcinomom jajnika koje su primile tri ili više linija hemioterapije (Ledermann 

i sar., 2012).  

 

 

1.9. Epitelno-mezenhimska tranzicija (EMT) 

 

Uprkos značajnim naprecima na polju dijagnostike i lečenja kancera, metastaze i dalje 

predstavljaju vodeći uzrok smrtnosti kod osoba obolelih od malignih tumora (Chaffer i Weinberg, 

2011). Invazivno-metastatska kaskada opisuje kompleksan niz događaja koji dovode do širenja 

kancerskih ćelija na okolna tkiva i udaljene organe, odnosno pojave sekundarnih tumora. Ovaj 

proces počinje kada tumorske ćelije postanu pokretne, degraduju bazalnu membranu i vanćelijski 

matriks (VĆM), napuste primarni tumor i izvrše invaziju u okolno tkivo. Nakon toga ulaze u 

cirkulaciju, mehanizmom koji se označava kao intravazacija, gde se suočavaju sa intravaskularnom 

degradacijom i imunskim sistemom. Samo mali broj diseminovanih neoplastičnih ćelija koje su ušle 

u cirkulaciju sposobne su da prežive i da putem ekstravazacije napuste vaskularni lumen i migriraju 

u tkivo udaljenih organa gde će u jednom trenutku proliferisati kako bi dovele do pojave klinički 

detektabilnih (makroskopskih) metastaza (Massagué i Obenauf, 2016).  

Jedna od karakteristika karcinoma jajnika jeste širenje bolesti pasivnim mehanizmom koje 

podrazumeva da ćelije koje su napustile primarni tumor, nošene peritonealnom tečnošću kroz 

abdominalnu šupljinu, metastaziraju na peritoneum i omentum (Lengyel, 2010). Iako je 

peritonealno širenje dominantno, opisani su i drugi mehanizmi širenja karcinoma jajnika. Asciti koji 

nastaju u peritonealnoj šupljini uglavnom se dreniraju putem limfnih sudova u dijafragmi. Ovo 

omogućava kancerskim ćelijama prisutnim u ascitu da metastaziraju na limfne čvorove (Paño i sar., 

2015). Takođe, iako je davno otkriveno postojanje cirkulišućih tumorskih ćelija jajnika (Judson i 

sar., 2003), dugo se smatralo da je ovaj način širenja karakterističan za kasne stadijume bolesti. 

Ipak, noviji podaci ukazuju da su hematogene metastaze u karcinomu jajnika češće nego što se 

prvobitno mislilo (Coffman i sar., 2016).  

Tačni molekularni mehanizmi koji dovode do metastaziranja tumorskih ćelija jajnika nisu u 

potpunosti razjašnjeni (Lengyel, 2010), a novija istraživanja ukazuju da epitelno-mezenhimska 

tranzicija (EMT) ima važnu ulogu u metastatskom širenju mnogih malignih tumora epitelnog 

porekla, uključujući i karcinom jajnika (Davidson i sar., 2012; Heerboth i sar., 2015). 
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EMT predstavlja složen, višestepeni morfogenetski proces koji omogućava epitelnim 

ćelijama da putem brojnih biohemijskih promena postepeno steknu karakteristike mezenhimskih 

ćelija kao što su migratorni kapacitet, invazivnost, otpornost na apoptozu i sposobnost produkcije 

enzima koji razgrađuju VĆM (Kalluri i Neilson, 2003). Nakon EMT ćelije prolaze kroz reverzan 

proces, mezenhimsko-epitelnu tranziciju, MET, kako bi rekonstruisale epitelni fenotip (Heerboth i 

sar., 2015). Ovaj fenomen prvobitno je uočen tokom embrionalnog razvića, a kasnije je pokazano 

da ima ulogu i u adultnom tkivu, kako u normalnim fiziološkim procesima tako i u određenim 

patološkim stanjima. U zavisnosti od biološkog konteksta, danas razlikujemo tri vrste EMT 

programa: tip I uočava se tokom embrionalnog razvića, tip II prilikom reparacije tkiva nakon 

povrede, dok se tip III vezuje za progresiju karcinoma (Zeisberg i Neilson, 2009). Tip I odvija se 

tokom gastrulacije i migracije ćelija neuralne kreste, a neke od ćelija koje su migrirale prolaze kroz 

MET kako bi postale epitelne ćelije u organima koji vode poreklo od mezoderma i endoderma. Tip 

II dovodi do diferencijacije epitelnih ćelija u fibroblaste koji rekonstruišu VĆM nakon povrede 

tkiva (Weber i sar., 2012). U slučaju kontinuirane inflamacije ovaj tip EMT procesa može dovesti i 

do fibroze tkiva (López-Novoa i Nieto, 2009). Tip III odvija se u pojedinim neoplastičnim ćelijama 

i omogućava im da steknu karakteristike invazivnih ćelija koje su neophodne za metastatsko širenje 

bolesti (Kalluri i Weinberg, 2009). Nakon što izvrše invaziju i dospeju do udaljenih organa, 

tumorske ćelije prolaze kroz MET, nakon kojeg ponovo stiču epitelni fenotip kako bi proliferisale i 

dovele do nastanka metastaza (Heerboth i sar., 2015). U kontekstu neoplastične transformacije, 

smatra se da je EMT glavni mehanizam koji dovodi do nastanka kancerskih stem ćelija (Mani i sar., 

2008) koje predstavljaju subpopulaciju kancerskih ćelija koje imaju sposobnost inicijacije i 

propagacije bolesti, kao i da je odgovoran za povećanu rezistenciju na hemio- i imunoterapiju 

(Singh i Settleman, 2010; Terry i sar., 2017). 

Iako ova tri tipa EMT dovode do različitih bioloških ishoda, još uvek nije poznato koji 

signali su specifični za svaki od tipova. Ipak, zajednički set stimulusa, puteva signalne transdukcije, 

transkripcionih faktora i post-translacionih regulatora aktivira i reguliše različite tipove EMT 

programa (Kalluri i Weinberg, 2009; Zeisberg i Neilson, 2009). 

 

1.9.1. Ćelijske promene tokom epitelno-mezenhimske tranzicije 

 

U normalnim uslovima, epitelne ćelije formiraju organizovane slojeve a međusobno su 

povezane lateralnim međućelijskim vezama kao što su čvrste veze (lat. zonula occludens), pojasne 

veze (lat. zonula adherens), pukotinaste veze (lat. macula communicanss) i dezmozomi (lat. macula 

adherens). Takođe, epitelne ćelije eksprimiraju specifične citokeratine, intermedijarne filamente 

citoskeleta, koji stabilizuju dezmozome kako bi osigurali otpornost epitelnih ćelijskih slojeva na 

različite fizičke uticaje. Ove ćelije odlikuju se apikalno-bazalnom polarnošću koja se ogleda u 

specifičnoj lokalizaciji adhezivnih molekula, organizaciji specijalizovanih međućelijskih veza, 

polarizaciji aktinskog citoskeleta i prisustvom bazalne membrane (Dongre i Weinberg, 2019). 

Vezivanje epitelnih ćelija za bazalnu membranu ostvareno je putem hemidezmozoma koji sadrže 

integrine a unutar ćelije interaguju sa citokeratinima. Ovakva organizacija izuzetno je značajna za 

održanje strukturnog integriteta epitela (Schöck i Perrimon, 2002). Za razliku od epitelnih ćelija, 

mezenhimske ćelije nisu organizovane u ćelijske slojeve, ne pokazuju organizaciju ćelijskih 

površinskih molekula kao što je slučaj sa epitelnim ćelijama i ne odlikuju se apikalno-bazalnom 

polarnošću već ispoljavaju razlike između prednje i zadnje strane ćelije (engl. front-rear polarity) 

(Dongre i Weinberg, 2019). Mezenhimske ćelije sadrže vimentinske intermedijarne filamente i 

koriste fokalne adhezije (FA) bogate integrinima kako bi se pričvrstile za VĆM. Ove ćelije nalaze 

se unutar VĆM, kontakt sa susednim mezenhimskim ćelijama ostvaruju isključivo preko FA, a 

karakterišu se vretenastim oblikom koji im olakšava pokretljivost (Ye i Weinberg, 2015; Lee i 

Nelson, 2012). U epitelnim ćelijama, aktinski filamenti organizovani su u tanke snopove koji se 

nalaze neposredno ispod ćelijske membrane i čine kortikalni aktinski citoskelet, dok su u 

mezenhimskim ćelijama organizovani u guste kontraktilne snopove aktina koji se označavaju kao 

stresna vlakna (engl. stress fibers) (Kotiyal i Bhattacharya, 2016). Aktinska stresna vlakna imaju 



12 
 

važnu ulogu u morfogenezi, ćelijskoj adheziji i migraciji (Dongre i Weinberg, 2019). Mezenhimske 

ćelije ključne su tokom razvića s obzirom da mogu da migriraju na udaljena mesta u okviru 

embriona i dovedu do nastanka organa. Kod adulta, glavna funkcija fibroblasta, prototipskih 

mezenhimskih ćelija prisutnih u mnogim tkivima, jeste da održavaju strukturni integritet tkiva 

sekrecijom komponenti VĆM (Lee i Nelson, 2012).  

EMT proces dovodi do gubitka ekspresije epitelnih markera, pre svega E-kadherina, koji je 

ključan za održavanje pojasnih međućelijskih veza (Lamouille i sar., 2014). Narušavanje 

specijalizovanih proteinskih kompleksa koji učestvuju u izgradnji međućelijskih veza praćeno je i 

smanjenom ekspresijom proteina čvrstih veza, klaudina i okludina, a dolazi i do represije gena za 

dezmoplakin i razgradnje dezmozoma. Citokeratinski intermedijarni filament, koji održavaju 

stabilnost dezmozoma, bivaju zamenjeni vimentinom, a dolazi i do povećane ekspresije drugih 

mezenhimskih markera kao što su neuralni (N)-kadherin, fibronektin, MMP, β1 i β3 integrini (Lee i 

Nelson, 2012). Epitelne ćelije koje prolaze kroz EMT, uporedo sa gubitkom apikalno-bazalne 

polarnosti i razgradnjom međućelijskih veza, reorganizuju aktinski citoskelet što im omogućava da 

steknu vretenastu morfologiju i da postanu pokretljive formiranjem citoplazmatskih produžetaka: 

lamelipodija, filopodija i invadopodija (Ridley, 2011). Lamelipodije, glavne organele ćelijske 

pokretljivosti, predstavljaju produžetke ćelijske membrane koji stupaju u kontakt sa okolnom 

sredinom posredstvom različitih adhezivnih molekula, uključujući integrine i kadherine (Yilmaz i 

Christofori, 2009). Nasuprot tome, filopodije predstavljaju končaste produžetke lamelipodija koje 

sadrže čvrste snopove aktinskih vlakana koje prodiru u okolnu sredinu i mogu se smatrati 

senzornim organima pomoću kojih ćelije detektuju različite signale sredine. Pokazano je da su 

metastatske ćelije kancera izuzetno bogate strukturama nalik na filopodije i da njihovo prisustvo 

koreliše sa invazivnošću ovih ćelija (Wang i sar., 2002; Yilmaz i Christofori, 2009). Kako bi se 

kretale kroz VĆM, kancerske ćelije moraju da steknu sposobnost njegovog remodelovanja. To im 

omogućavaju invadopodije, membranske protruzije bogate aktinom koje ispoljavaju proteolitičku 

aktivnost, tj. degraduju VĆM ekspresijom različitih MMP (Kelly i sar., 1998). Tokom EMT 

procesa, degradacija bazalne membrane i komponenti VĆM olakšava invaziju ćelija u susednu 

stromu, a u slučaju karcinomskih ćelija, i diseminaciju u udaljena tkiva. Na kraju EMT procesa 

dolazi do formiranja aktinskih stresnih vlakana, koji čine sastavni deo fokalnih adhezivnih 

kompleksa, i povećane kontraktilnosti ćelije (Lamouille i sar., 2014). Vimentin, putem interakcije 

sa mikrotubulama i asociranim motornim proteinima, takođe dovodi do povećanja ćelijske 

pokretljivosti i promena u ćelijskom obliku i adheziji (Mendez i sar., 2010). Neoplastične ćelije 

koje prolaze kroz EMT postaju rezistentne na senescenciju i apoptozu (Ansieau i sar., 2008) (Slika 

1.3). 

 

 



13 
 

 
 

 

Slika 1.3. Šematski prikaz EMT procesa. Aktivacija EMT programa dovodi do ekspresije 

transkripcionih faktora, ZEB, SNAIL i TWIST, koji inhibiraju ekspresiju gena povezanih sa 

epitelnim fenotipom (žuti boks) a istovremeno aktiviraju ekspresiju gena povezanih sa 

mezenhimskim fenotipom (narandžasti boks). Tokom EMT procesa dolazi do reorganizacije 

citoskeleta, razgradnje međućelijskih veza, narušavanja apikalno-bazalne polarnosti, ćelije postaju 

pokretljive i stiču invazivni kapacitet. U tumorima koji spontano nastaju, ćelije karcinoma veoma 

retko u potpunosti prelaze u mezenhimsko stanje već ispoljavaju hibridni EMT fenotip. 

Mezenhimske ćelije mogu da se vrate u epitelno stanje prolaskom kroz mezenhimsko-epitelnu 

tranziciju (MET) (modifikovano prema Dongre i Weinberg, 2019). 
 

1.9.2. Signalni putevi koji aktiviraju epitelno-mezenhimsku tranziciju 

 

Različiti signali poreklom iz tumorske mikrosredine mogu pokrenuti signalnu kaskadu 

događaja koja dovodi do aktivacije EMT procesa. To su pre svega različiti faktori rasta, citokini i 

hemokini koje sekretuju ćelije tumorske strome (fibroblasti, miofibroblasti, T-limfociti, makrofagi), 

ali i određeni metabolički faktori (Kang i sar., 2019), hipoksija (Lester i sar., 2007) i oksidativni 

stres (Prasanphanich i sar., 2014). Pokazano je da stroma visokogradusnih karcinoma u velikoj meri 

podseća na stromu normalnog epitela tokom inflamacije ili zarastanja rane, a tumor asocirani 

fibroblasti i makrofagi unutar strome, putem auto- i parakrine signalizacije, indukuju EMT u 

obližnjim karcinomskim ćelijama (Olumi i sar., 2000). Takođe, karcinomske ćelije koje 

eksprimiraju EMT markere mogu da modulišu aktivnosti različitih ćelijskih komponenti strome 

koje formiraju tumorsku mikrosredinu (Terry i sar., 2017). 
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Pored različitih biohemijskih signala koji regulišu EMT, brojni dokazi ukazuju da mehanički 

aspekti, kao što je rigidnost VĆM, takođe utiču na ćelijsko ponašanje i funkciju (Lee i Nelson, 

2012). 

Smatra se da je signalni put koji vodi poreklo od transformišućeg faktora rasta beta (engl. 

transforming growth factor beta, TGF-β) jedan od glavnih pokretača EMT procesa (Xu i sar., 

2009). Tokom ranih stadijuma tumorogeneze, TGF-β funkcioniše kao tumor supresor, dovodeći do 

zastoja ćelijskog ciklusa i apoptoze normalnih i premalignih epitelnih ćelija (Zhang i sar., 2017). U 

kasnijim fazama tumorske progresije, kada su ćelije stekle onkogene mutacije i/ili izgubile funkciju 

tumor supresornih gena, one postaju otporne na TGF-β posredovanu inhibiciju ćelijskog rasta a on, 

zajedno sa receptorima za koje se vezuje, deluje kao promotor tumorskog rasta i aktivator EMT 

procesa (Peinado i sar., 2003). Vezivanje liganada za TGF-β receptore dovodi do aktivacije SMAD 

kompleksa koji migriraju u nukleus i kao transkripcioni faktori regulišu ekspresiju velikog broja 

gena uključenih u sticanje mezenhimskog fenotipa. Pored aktivacije mezehimskih gena, kao što su 

VIM (vimentin) i FN1 (fibronektin 1), SMAD kompleksi aktiviraju SNAIL, TWIST i ZEB 

transkripcione faktore (Attisano i Wrana, 2002) koji zajedno dovode do supresije transkripcije 

CDH1 (engl. cadherin 1), OCLN (engl. occludin) i CLDN (engl. claudin) gena kao i stimulacije 

tumorskog rasta (Vincent i sar., 2009). TGF-β signalni put interaguje sa drugim signalnim putevima 

kao što su PI3K-AKT (engl. phosphatidylinositol 3-kinase-Akt), mitogenom-aktivirane protein-

kinaze (engl. mitogen-activated protein kinase, MAPK), ERK (engl. extracellular signal-regulated 

kinases), Notch, WNT/β-katenin i nuklearni faktor kapa B (engl. nuclear factor kappa B, NF-kB) 

koji takođe doprinose realizaciji EMT programa (Zavadil i Böttinger, 2005; Nawshad i sar., 2005).  

Još jedan od signalnih puteva koji može aktivirati EMT jeste WNT (engl. wingless-related 

integration site) signalni put. Ovaj signalni put započinje vezivanjem različitih liganada za 

„Frizzled” familiju ćelijskih površinskih receptora što uzrokuje seriju signalnih događaja koji 

kulminiraju translokacijom β-katenina u nukleus. Adherentni kompleksi koji formiraju lateralne 

veze između susednih epitelnih ćelija sadrže E-kadherin koji se sastoji iz N-terminalnog 

vanćelijskog regiona, transmembranskog i C-terminalnog unutarćelijskog regiona. Putem N-

terminalnog domena E-kadherin ostvaruje homotipske interakcije sa E-kadherinom na susednim 

ćelijama, dok citoplazmatski domen interaguje sa β-kateninom koji ga povezuje sa komponentama 

aktinskog citoskeleta (Xu i sar., 2009). U normalnim uslovima, E-kadherin sekvestrira celokupan 

pul β-katenina kojim raspolaže epitelna ćelija i predstavlja negativnog regulatora kanonskog WNT 

signalnog puta. Kao posledica razgradnje pojasnih veza i smanjenja E-kadherina, dolazi do 

oslobađanja β-katenina iz ćelijske membrane, njegovog nakupljanja u citosolu a zatim i 

relokalizacije u nukleus gde formira komplekse sa transkripcionim faktorima (Balsamo i sar., 

1998). Nuklearni β-katenin, delujući kao transkripcioni kofaktor, indukuje ekspresiju brojnih gena 

uključenih u ćelijsku diferencijaciju, proliferaciju i tumorsku progresiju (Clevers, 2006). 

Brojni dokazi ukazuju na učešće NOTCH signalnog puta u indukciji EMT, kako u 

normalnim tako i u neoplastično transformisanim ćelijama. Vezivanjem liganada iz familije „Delta-

like” ili „Jaggedˮ za NOTCH receptore pokreće se serija proteolitičkih događaja koji dovode do 

nastanka unutarćelijskog NOTCH domena (engl. NOTCH intracellular domain, NOTCH-ICD) koji 

zatim prelazi u nukleus gde se udružuje sa vezujućim partnerima i transkripcionim aktivatorima 

kako bi indukovao ekspresiju ciljnih gena (Kopan, 2002). Smatra se da NOTCH signalni put 

aktivira EMT transkripcionom regulacijom SNAIL i SLUG transkripcionih faktora koji suprimiraju 

ekspresiju E-kadherina a indukuju ekspresiju vimentina i fibronektina (Saad i sar., 2010). Takođe, 

posredstvom SMAD kompleksa, NOTCH interaguje sa TGF-β signalnim putem kako bi indukovao 

EMT (Blokzijl i sar., 2003). 

Još jedan od vidova aktivacije EMT procesa jeste putem vezivanja mitogenih faktora rasta 

za receptore što dovodi do dimerizacije receptora i aktivacije receptorskih tirozin kinaza koje 

foforilišu karboksi-terminalni domen ovih receptora. Ovo uzrokuje aktivaciju PI3K/AKT, ERK, 

p38 MAPK i JNK (engl. c-Jun N-terminal kinase) signalnih puteva koji promovišu ćelijski rast i 

proliferaciju kao i migraciju ćelija (Domenico i Giordano, 2017). Takođe, vezivanje različitih 

citokina za svoje receptore uzrokuje fosforilaciju i aktivaciju Janus kinaza (JAK) i signalnih 
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transduktora i aktivatora transkripcionih proteina (engl. signal transducer and activator of 

transcription proteins, STATs). STAT dimeri aktiviraju transkripciju gena koji kodiraju EMT 

transkripcione faktore (Slika 1.4). 

 

 

 

 
 

Slika 1.4. Različiti signalni putevi koji aktiviraju epitelno-mezenhimsku tranziciju (EMT). 

Interakcijom nekoliko signalnih puteva dolazi do ekspresije transkripcionih faktora (ZEB, SNAIL i 

TWIST) koji aktiviraju EMT i deluju plejotropno kako bi doveli do tranzicije epitelne ćelije u 

mezenhimsko ili parcijalno mezenhimsko stanje. Kanonski WNT signalni put aktivira se 

vezivanjem WNT liganada za „Frizzledˮ familiju membranskih receptora. Ovo dovodi do 

oslobađanja β-katenina vezanog za ćelijsku membranu i do njegovog premeštanja u nukleus gde se 

vezuje za TCF (engl. T-cell factor) i LEF (engl. lymphoid enhancer-binding factor) transkripcione 

faktore koji aktiviraju gene koji pokreću EMT. NOTCH signalni put aktivira se vezivanjem 

liganada iz „Delta-likeˮ ili „Jagged” familije za NOTCH receptore. To prouzrokuje seriju 

proteolitičkih događaja koji na kraju dovode do oslobađanja aktivnog, unutarćelijskog domena 

NOTCH receptora (engl. NOTCH intracellular domain, NOTCH-ICD) koji ulazi u nukleus i deluje 

kao transkripcioni koaktivator. Vezivanje TGF-β proteina za TGF-β familiju receptora dovodi do 

fosforilacije receptora i aktivacije SMAD kompleksa koji aktiviraju EMT program. Vezivanje 

različitih citokina za svoje receptore uzrokuje fosforilaciju i aktivaciju Janus kinaza (JAK) i 

signalnih transduktora i aktivatora transkripcionih proteina (engl. signal transducer and activator of 

transcription proteins, STATs). STAT dimeri indukuju ekspresiju EMT transkripcionih faktora 

(preuzeto iz Dongre i Weinberg, 2019). 
 

1.9.3. Glavni transkripcioni faktori epitelno-mezenhimske tranzicije  

 

U odgovoru na različite signale, pokreće se signalna kaskada događaja koja dovodi do 

aktivacije grupe EMT transkripcionih faktora, koji zajedno sa epigenetičkim, post-transkripcionim i 

post-translacionim regulatorima upravljaju kompleksnim EMT programom.  
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Glavni transkripcioni faktori koji regulišu EMT mogu se klasifikovati u transkripcione 

faktore sa motivom cinčanih prstiju: SNAIL (engl. snail family transcriptional repressor) ((SNAI1 

(SNAIL), SNAI2 (SLUG) i SNAI3 (SMUC)) i ZEB (engl. zinc finger E-box binding homeobox) 

(ZEB1 i ZEB2) i heliks-petlja-heliks transkripcione faktore, odnosno članove TWIST familije 

(engl. twist family BHLH transcription factor) (TWIST 1 i TWIST2) (Garg, 2013). Ovi faktori 

regulišu međusobnu ekspresiju i u različitim kombinacijama indukuju ekspresiju stotine gena koji 

su povezani sa mezenhimskim fenotipom, a inhibiraju ekspresiju epitelnih gena, pre svega E-

kadherina (Sánchez-Tilló i sar., 2012). TWIST inhibira ekspresiju E-kadherina indukcijom SNAIL i 

SLUG (Smit i sar., 2009). SNAIL i SLUG vezuju se za promotor CDH1 gena koji kodira E-

kadherin i direktno inhibiraju njegovu transkripciju (Batlle i sar., 2000; Peinado i sar., 2004). 

SNAIL takođe inhibira ekspresiju gena koji regulišu formiranje čvrstih veza i apikalno-bazalnu 

polarnost (Ikenouchi i sar., 2003; Whiteman i sar., 2008). Sa druge strane, TWIST1 indukuje 

ekspresiju N-kadherina, kao i citoskeletnih proteina i proteina VĆM (Mikheeva i sar., 2010). ZEB 

familija transkripcionih faktora inhibira ekspresiju gena čiji su proteini sastavni deo međućelijskih 

veza, a indukuje ekspresiju mezenhimskih markera kao što su N-kadherin i vimentin (Sánchez-Tilló 

i sar., 2012). Pored toga, SNAIL i ZEB2 aktiviraju ekspresiju MMP koji olakšavaju degradaciju 

bazalne membrane i na taj način promovišu invaziju ćelija (Miyoshi i sar., 2004). Poslednjih 

godina, govori se i o postranskripcionoj regulaciji EMT u koju su uključene mikro RNK (engl. 

micro RNA, miRNA), pre svega članovi miR-200 familije (Gibbons i sar., 2009). Ove miRNK 

promovišu epitelni fenotip tako što post-transkripciono inhibiraju sintezu ZEB1 i ZEB2 proteina. Sa 

druge strane, ZEB1 i ZEB2 vrše transkripcionu represiju članova miR-200 familije, uspostavljajući 

dvostruku negativnu povratnu spregu (Korpal i Kang, 2008).  

Iako je EMT dugo posmatrana kao proces koji podrazumeva potpunu transdiferencijaciju 

epitelne ćelije u mezenhimsku, brojne studije pokazale su da se EMT odvija postepeno i da dovodi 

do nastanka serije fenotipova duž epitelno-mezenhimskog (E-M) spektra. Pokazano je da se 

kompletna EMT odvija samo u nekim tumorskim tipovima, kao što su karcinosarkomi, dok u 

ostalim tumorima najčešće koegzistiraju hibridna (parcijalna) EMT stanja, odnosno tumorske ćelije 

koje eksprimiraju mešavinu epitelnih i mezenhimskih markera (Jordan i sar., 2011; Huang i sar., 

2013; Jolly i sar., 2015). Ovakva hibridna stanja pokazuju veću sposobnost metastaziranja nego što 

je to slučaj sa tumorskim ćelijama koje su u potpunosti stekle mezenhimske karakteristike (Nieto i 

sar., 2016; Lambert i sar., 2017). Na osnovu ovih saznanja, predložen je nov termin, epitelno-

mezenhimska plastičnost (EMP) kako bi se opisala sposobnost ćelija da ispoljavaju E-M odlike kao 

i da prelaze između različitih E-M fenotipskih stanja duž E-M spektra koja ne možemo lako 

razlikovati na osnovu postojećih znanja (Yang i sar., 2020b). Postojanje različitih E-M ćelijskih 

subpopulacija dovodi do pojave značajne fenotipske heterogenosti unutar tumora (Pastushenko i 

sar., 2018). 

Iako se smatralo da je EMT primarno regulisana na transkripcionom nivou, putem 

represivne aktivnosti transkripcionih faktora, mišiji model duktalnog adenokarcinoma pankreasa 

pokazao je da do gubitka epitelnog fenotipa u većini ovih tumora dolazi post-transkripciono, 

odnosno alternativnim mehanizmom koji podrazumeva proteinsku internalizaciju tj. relokalizaciju 

epitelnih proteina, i dovodi do nastanka parcijalnog EMT fenotipa (Aiello i sar., 2018). Parcijalni 

program EMT povezan je sa relokalizacijom E-kadherina i drugih epitelnih proteina u unutrašnjost 

kancerske ćelije, što onemogućava ćelijsku adheziju, ali ostavlja mogućnost njihove preraspodele 

na površinu ćelije. Karcinomske ćelije koje koriste ovaj EMT program migriraju kao klasteri, što je 

u suprotnosti sa tradicionalno definisanim EMT mehanizmom koji podrazumeva migraciju 

pojedinačnih karcinomskih ćelija. Ovi rezultati ukazali su da ćelije karcinoma poseduju različite 

mehanizme putem kojih gube epitelni fenotip što rezultuje različitim vidovima invazije i 

diseminacije tumora. Za sada nisu pronađeni dokazi koji bi ukazivali da ova dva programa 

koegzistiraju u okviru istog tumora, što ukazuje da je tendencija tumorskih ćelija da koriste bilo 

kompletan bilo parcijalan EMT program specifična i stabilna odlika određenog tumorskog tipa.  

Osnovne promene kroz koje prolaze epitelne ćelije tokom EMT procesa jesu narušavanje 

međućelijskih veza, izmenjena interakcija sa komponentama VĆM kao i promene u citoskeletnoj 
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organizaciji (Bartis i sar., 2014). Zbog toga se smatra da geni uključeni u procese ćelijske adhezije i 

migracije mogu biti potencijalni regulatori tumorske invazije i metastatskog širenja karcinoma 

jajnika (Goetsch i sar., 2013). U ovom radu proučavana su sledeća tri gena: adhezivni spojni 

molekul A (engl. junctional adhesion molecule А, ЈАМ-А), integrin alfa V (engl. integrin alpha V, 

ITGAV) i kaldezmon 1 (engl. caldesmon 1, CALD1). JAM-A predstavlja transmembranski 

glikoprotein koji je važan konstituent čvrstih međućelijskih veza (Zhao i sar., 2014), ITGAV je član 

familije integrina, molekula važnih za uspostavljanje veza između ćelija i VĆM (Bianconi i sar., 

2016), dok CALD1 predstavlja aktin-vezujući protein citoskeleta koji ima važnu ulogu u regulaciji 

aktinomiozinskog kontraktilnog sistema (Mayanagi i Sobue, 2011). Identifikacija ključnih EMT 

markera od velikog je značaja prilikom prevencije širenja karcinoma jajnika i poboljšanja kliničkog 

ishoda ovih bolesnica.  

 

 

1.10. Adhezivni spojni molekul A (JAM-A) 

 

Adhezivni spojni molekuli predstavljaju familiju transmembranskih proteina koji učestvuju 

u izgradnji čvrstih veza, a povezuju susedne ćelije putem homo- i heterotipskih interakcija (Matter i 

Balda, 2003). Čvrste veze nalaze se na apikalnom delu lateralnih membrana epitelnih, a među njima 

i endotelnih ćelija, i predstavljaju dinamične strukture izuzetno značajne za održavanje 

međućelijske adhezije i pravilne organizacije tkiva (Martin, 2014). Pre svega, čvrste veze 

funkcionišu kao barijere koje kontrolišu paraćelijsku permeabilnost i regulišu trans-epitelno 

kretanje jona, vode i drugih molekula (Anderson i Van Itallie, 2009). Takođe, učestvuju u 

održavanju ćelijske polarnosti, a mogu se posmatrati i kao deo imunskog sistema jer 

onemogućavaju prodor bakterija i virusa u podepitelno tkivo (Liau, 2006). Putem vezujućih mesta 

na svom unutarćelijskom C-terminalnom domenu, proteini čvrstih veza, u koje osim spojnih 

adhezivnih molekula spadaju i klaudini i okludini, regrutuju citoplazmatske adaptorne proteine. Ovi 

proteini povezuju se sa aktinskim citoskeletom (Hartsock i Nelson, 2008), a mogu da regrutuju i 

druge citosolne partnere kako bi formirali signalne komplekse koji, između ostalog, regulišu 

proliferaciju i diferencijaciju ćelija (Matter i Balda, 2003). Na ovaj način čvrste veze obezbeđuju 

povezanost vanćelijske sredine i ćelijskog nukleusa.  

Familiju adhezivnih spojnih molekula čine sledeći članovi: JAM-A, JAM-B, JAM-C, JAM-

4, JAM-L (engl. JAM-Like protein), CAR (engl. Coxsackie and Adenovirus Receptor), CLMP (engl. 

CAR-Like Membrane Protein) i ESAM (engl. Endothelial cell-Selective Adhesion Molecule) 

(Luissint i sar., 2014). Prvi opisani član ove familije je JAM-A (Martìn-Padura i sar., 1998), kodiran 

JAM-A (F11R) genom koji se nalazi na humanom hromozomu 1 (Naik i sar., 2001), a prvobitno je 

otkriven kao receptor za monoklonsko antitelo koje aktivira trombocite (Kornecki i sar., 1990). 

JAM-A se eksprimira na različitim ćelijskim tipovima (Malergue i sar., 1998; Weber i sar., 2007), 

uključujući epitelne ćelije, endotelne ćelije, pojedine leukocite i krvne pločice, a funcioniše kao 

skela (engl. scaffold protein) za ostale proteine čvrstih veza i promoviše međućelijsku adheziju 

(Mandell i Parkos, 2005). JAM-A predstavlja transmembranski glikoprotein koji se sastoji od dva 

vanćelijska immunoglobulinu slična domena, transmembranskog i kratkog citoplazmatskog domena 

(Liu i sar., 2000; Mandell i Parkos, 2005). Citoplazmatski domen nema katalitičku aktivnost, ali 

sadrži mesta fosforilacije kao i PDZ (engl. post-synaptic density protein 95 (PSD-95), Drosophila 

disc large tumor suppressor (Dlg1) and zona occludens 1 (ZO-1)) vezujući domen koji su ključni za 

aktivaciju JAM-A proteina i signalnu kaskadu (Severson i sar., 2009). JAM-A signalizacija 

započinje dimerizacijom proteina što dovodi do regrutovanja proteina skele kao što su zonula 

okludens 1 (ZO-1), ZO-2, afadin 6 (AF6) i Par3 (engl. partitioning defective homolog 3) koji zatim 

stimulišu asembliranje multiproteinskih kompleksa čvrstih veza (Bazzoni i sar., 2000; Itoh i sar., 

2001) (Slika 1.5). 

JAM-A ima važnu ulogu u unutarćelijskoj signalizaciji koja je uključena u brojne fiziološke 

procese kao što su ćelijska polarnost (Liang i sar., 2000), aktivacija trombocita (Kornecki i sar., 

1990), angiogeneza (Naik i Naik, 2006) i migracija leukocita (Ostermann i sar., 2002). Ovaj protein  
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veoma je značajan za interakciju leukocita i trombocita sa epitelom i endotelom (Babinska i sar., 

2002). Naime, prilikom inflamacije dolazi do internalizacije JAM-A proteina, tj. do njegovog 

povlačenja iz čvrstih veza endotelnih ćelija u reciklirajuće endozome kojima se on premešta na 

apikalnu površinu endotelnih ćelija koja je u kontaktu sa lumenom krvnog suda (Stamatovic i sar., 

2012). Na taj način, JAM-A molekuli mogu da interaguju sa površinskim molekulima leukocita, 

kao što su integrini, ali i samim JAM-A molekulima, što stimuliše transendotelnu migraciju 

leukocita (Ostermann i sar., 2002). Smatra se da se sličan proces odvija i tokom prolaska kancerskih 

ćelija kroz endotelnu barijeru prilikom metastatskog širenja tumora (Reymond i sar., 2013). Prema 

tome, JAM-A ima dvostruku funkciju: učestvuje u imunskom odgovoru regrutovanjem leukocita na 

mesto inflamacije i reguliše formiranje međućelijskih veza epitelnih i endotelnih ćelija (Ebnet i sar., 

2004). 

Poremećaji u regulaciji adhezivnih proteina mogu da naruše barijernu funkciju, ćelijsku 

adheziju i polarnost kao i da utiču na unutarćelijsku signalizaciju (Matter i Balda, 2003). S obzirom 

da je narušavanje ćelijske polarnosti jedan od ranih histopatoloških indikatora karcinogeneze, 

mnoge studije ukazale su na važnu ulogu ćelijskih adhezivnih proteina u inicijaciji i progresiji 

različitih karcinoma (Bujko i sar., 2015; Morin, 2005; Martin i Jiang, 2009). Pokazano je da gubitak 

ekspresije proteina čvrstih veza omogućava razdvajanje ćelija neoplastičnog epitela što dovodi do 

nastanka metastaza (Martin i Jiang, 2009). Sa druge strane, određen broj studija ukazuje da je 

prekomerna ekspresija ovih proteina povezana sa progresijom tumora, što govori u prilog njihovoj 

ulozi u unutarćelijskoj signalizaciji koja reguliše apoptozu, proliferaciju i migraciju (Leech i sar., 

2015). Brojne studije ispitivale su ulogu ekspresije JAM-A u progresiji različitih karcinoma kao i 

njen prognostički značaj, ali su rezultati ovih studija često bili kontradiktorni (Zhang i sar., 2013; 

Fong i sar., 2012; Kakuki i sar., 2016; Zhao i sar., 2014).  
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Slika 1.5. Proteinski kompleksi uključeni u ćelijsku adheziju. Čvrste veze predstavljaju 

multiproteinske komplekse lokalizovane na mestima međućelijskog kontakta a sastoje se od 

transmembranskih, citosolnih i citoskeletnih proteina. JAM-A predstavlja transmembranski protein 

koji regrutuje ostale proteine čvrstih veza, kao što su zonula okludens 1 (ZO-1) i afadin 6 (AF6), 

koji dalje podstiču asembliranje multiproteinskih kompleksa čvrstih veza i aktiviraju unutarćelijsku 

signalnu kaskadu (modifikovano prema Ronaldson i Davis, 2012).  

 

 

1.11. Integrin alfa V (ITGAV) 
 

Iako ćelije eksprimiraju različite površinske adhezivne receptore, integrinska familija 

receptora do sada je najbolje opisana i ima ključnu ulogu u ćelijskoj migraciji. Integrini 

predstavljaju familiju heterodimernih transmembranskih adhezivnih receptora sastavljenih od alfa i 

beta subjedinice povezane nekovalentnim vezama (Hynes, 2002). U zavisnosti od toga koje alfa i 

beta subjedinice učestvuju u njegovoj izgradnji, svaki integrinski receptor vezuje specifičan set 

liganda, uključujući ligande VĆM, solubilne ligande kao i ligande na ćelijskoj površini (Plow i sar., 

2000). Integrini funkcionišu kao ćelijski adhezivni molekuli tako što se svojim vanćelijskim 

domenom direktno vezuju za komponente VĆM, kao što su fibronektin, vitronektin, laminin i 

kolagen (Ruoslahti, 1996), a svojim unutarćelijskim domenom vezuju se za komponente citoskeleta, 

pretežno aktinskog, kao što su paksilin, alfa-aktinin, talin i vinkulin (Delon i Brown, 2007). Takođe, 

posredstvom svog unutarćelijskog domena koji interaguje sa različitim signalnim molekulima, 

integrini su uključeni u transdukciju signala koja reguliše brojne funkcije uključujući ćelijsku 

adheziju, migraciju, proliferaciju, diferencijaciju i apoptozu (Schwartz i sar., 1995). Integrini sa 

vezanim ligandima VĆM prenose signale za preživljavanje, dok nevezani integrini promovišu 

proapoptotsku kaskadu (Gilmore i sar., 2000). Ukoliko je ćelija čvrsto i na adekvatan način vezana 

za VĆM, ligandi vezani za integrinske receptore prenose signale koji obezbeđuju preživljavanje 

ćelije. Odsustvo kontakta između VĆM i ćelije dovodi do gubitka signala preživljavanja što 
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rezultuje programiranom ćelijskom smrću – anoikisu (Frisch i Ruoslahti, 1997). Sposobnost 

kancerskih ćelija da izbegnu anoikis je ključan mehanizam koji im omogućava da prežive i 

metastaziraju (Kim i sar., 2012c). 

U zavisnosti od tipa ćelije, integrini mogu biti u aktivnom stanju, kao što je slučaj sa 

većinom adherentnih ćelija koje su vezane za bazalnu laminu, ili u neaktivnom stanju, kao što je 

slučaj sa trombocitima i leukocitima koji slobodno cirkulišu sve dok ne dođe do njihove aktivacije 

prilikom agregacije trombocita ili indukcije inflamatornog odgovora leukocita (Ratnikov i sar., 

2005). U neaktivnom stanju integrini najčešće nisu vezani za komponente VĆM, niti za aktinski 

citotoskelet, već su difuzno raspoređeni širom ćelijske površine. Vezivanjem za VĆM, dolazi do 

grupisanja integrina, njihovog povezivanja sa aktinskim citoskeletom i prenosa signala u zavisnosti 

od svojstava VĆM (Schoenwaelder i Burridge, 1999).  

Integrini se karakterišu bidirekcionom signalizacijom prilikom koje unutarćelijski signali 

indukuju promene u konformaciji integrina, a samim tim i afinitetu za vezivanje različitih liganda 

(„inside - outˮ signalizacija), dok vezivanje liganda za integrine utiče na unutarćelijske procese 

aktivacijom kaskade signalnih događaja („outside - inˮ signalizacija) (Ginsberg, 2014) (Slika 1.6). 

Različiti signali unutar ćelije mogu da dovedu do aktivacije integrina tako što promovišu 

regrutovanje aktivatora, kao što je talin, na citoplazmatski rep beta subjedinice integrina. Vezivanje 

talina za integrine uzrokuje konformacionu promenu iz savijene, neaktivne forme u otvorenu, 

aktivnu formu koja favorizuje vezivanje liganda. Sa druge strane, interakcija integrina i komponenti 

VĆM indukuje formiranje FA i reorganizaciju aktinskog citoskeleta koji dalje utiču na nizvodne 

ćelijske procese. FA predstavljaju mesta kontakta ćelijske površine i VĆM, a sastoje se od klastera 

integrinskih receptora udruženih sa velikim kompleksima signalnih i strukturnih proteina koji se 

povezuju sa aktinskim citoskeletom (Yamada i Geiger, 1997). Vezivanje FA za VĆM generiše silu 

koja je neophodna za pomeranje tela ćelije tokom ćelijske migracije. Takođe, ćelije moraju da se 

odvoje od VĆM kako bi nastavile kretanje. Prema tome, formiranje i razgradnja FA je dinamičan 

proces koji podrazumeva koordinisanu aktivnost FA i aktinskog citoskeleta. Aktinska citoskeletna 

mreža odlikuje se kontinuiranom direkcionom polimerizacijom i razgradnjom. Monomeri aktina 

označavaju se kao globularni aktin (G-aktin), dok su polimeri aktina poznati kao filamentozni aktin 

(F-aktin) a sastoje se od dva proteinska lanca spiralno uvijena jedan oko drugog (Zhang i sar., 

2017a). Pokazano je da integrinski adhezivni kompleksi sadrže svu mašineriju neophodnu za 

aktinsku polimerizaciju. Ovo uključuje Arp2/3 kompleks koji ima ulogu u stimulaciji aktinske 

polimerizacije (Butler i sar., 2006). U kancerskim ćelijama koje prolaze kroz EMT proces, G-aktin 

se polimerizuje u F-aktin kako bi se iniciralo formiranje vodeće ivice (engl. leading edge), tj. dela 

ćelije koji je najbliži smeru kretanja. Novoformirani aktinski filamenti interaguju sa kontraktilnim 

proteinima kao što je miozin II i formiraju aktinska stresna vlakna čija je funkcija da rastezanjem i 

uspostavljanjem napetosti stvaraju kontrakcije koje ćelija koristi za migraciju (Parsons i sar., 2010).  

S obzirom da integrini nemaju kinaznu aktivnost, transdukcija signala zahteva kinazne 

partnere. Fokalna adheziona kinaza (FAK) je ključna komponenta prilikom prenosa signala koji 

potiču od integrinskih receptora. Ova tirozin kinaza veoma je važna za regulaciju FA, a samim tim i 

za ćelijsku migraciju i invaziju (Guan, 1997). Pored FAK, FA sadrže i druge kinaze koje regulišu 

ćelijsku migraciju kao što su Src kinaza, p21-aktivirana kinaza (engl. p21-activated kinase, PAK) i 

Rho (engl. Ras homologous) familija GTP-aza (Ridley, 1994). Rho GTP-aze aktiviraju se 

vezivanjem GTP-a, dok su neaktivne u GDP-vezanoj formi. Najbolje proučeni članovi ove familije 

su RhoA (engl. Ras homolog family member A), Rac1 (engl. Rac family small GTPase 1) i CDC42 

(engl. cell division cycle 42) (Etienne-Manneville i Hall, 2002). Pokazano je da RhoA stimuliše 

formiranje aktinskih stresnih vlakana (Hall, 1998), dok Rac1 i CDC42, promovišu formiranje 

lamelipodija i filopodija (Hall, 2005; Ridley, 2006).  

Nakon vezivanja specifičnih liganada, dolazi do grupisanja integrina, regrutovanja i 

fosforilacije FAK i Src kinaze, regrutovanja FAK-vezujućih proteina i aktivacije nizvodnih 

signalnih puteva kao što su MAPK/ERK, Ras/Rho i PI3K/AKT (Vachon, 2011). Zahvaljujući 

njihovoj aktivaciji, integrini regulišu apoptozu i preživljavanje ćelija (Mitra i Schlaepfer, 2006). 

Prema tome, integrini regulišu dva procesa koja su ključna za preživljavanje kancerskih ćelija i 
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progresiju kancera: to su regulacija ćelijske adhezije i migracije kao i regulacija signala 

preživljavanja (Raab-Westphal i sar., 2017). Pokazano je da β1, β3, αV i α5 integrini imaju važnu 

ulogu u metastatskom širenju kancera i prognozi onkoloških oboljenja (Hosotani i sar., 2002; 

Takayama i sar., 2005). Osim toga, nekoliko kinaznih receptora koji stimulišu preživljavanje i rast 

kancerskih ćelija, kao što su EGFR i receptor za faktor rasta poreklom iz krvnih pločica (engl. 

platelet-derived growth factor receptor, PDGFR) povezani su sa integrinskom signalizacijom 

(Zemskov i sar., 2009; Balanis i Carlin, 2012). Takođe, integrini promovišu invaziju i metastatsko 

širenje kancerskih ćelija putem interakcije sa drugim ćelijskim tipovima u tumorskoj mikrosredini, 

kao što su endotelne ćelije i fibroblasti. Tokom tumorske progresije, faktori rasta, kao što je VEGF, 

oslobođen iz tumorskih ćelija, indukuje ekspresiju integrina u endotelnim ćelijama i na taj način 

promoviše formiranje novih krvnih sudova (Avraamides i sar., 2008).  

 

 

 

 
 

Slika 1.6. Integrini kao bidirekcioni ćelijski površinski signalni molekuli. U neaktivnom stanju, 

integrini se nalaze u savijenoj konformaciji u kojoj su transmembranski i citoplazmatski region 

receptora u neposrednoj blizini. Brojni signali unutar ćelije (signal A) mogu da pokrenu aktivaciju 

integrina tako što promovišu regrutovanje aktivatora, kao što je talin, na citoplazmatski rep beta 

subjedinice integrina. Vezivanje talina za integrin dovodi do konformacione promene iz neaktivne u 

otvorenu, aktivnu formu integrina koja favorizuje vezivanje liganda („inside - out” signalizacija). Sa 

druge strane, interakcija integrina i vanćelijskog matriksa prouzrokuje unutarćelijske signale (signal 

B) koji indukuju formiranje fokalnih adhezija i reorganizaciju aktinskog citoskeleta koji utiču na 

nizvodne signalne puteve („outside - in” signalizacija). Receptori za faktore rasta imaju sposobnost 

da pokrenu specifične signale (signal C) ili da u sadejstvu sa integrinima utiču na iste signalne 

puteve kako bi generisali jedinstvene signale (signal D) u odgovoru na promene vanćelijskog 

matriksa (preuzeto iz Hamidi i sar., 2016).  

 

Integrin alfa V (ITGAV) gen kodira alfa V subjedinicu integrina i nalazi se na hromozomu 2 

(Waisberg i sar., 2014). Alfa V podfamiliju integrina čini najmanje pet članova, uključujući αVβ1, 

αVβ3, αVβ5, αVβ6, i αVβ8. Alfa V integrini predstavljaju članove familije RGD-vezujućih 

integrina. Ovi integrini vezuju se za sekvencu arginin-glicin-asparaginska kiselina (RGD) prisutnu 
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na pojedinim proteinima VĆM, kao što su fibronektin, vitronektin, osteopontin, kolageni i 

trombospondin (Weis i Cheresh, 2011). Ovi integrini ispoljavaju uobičajene integrinske funkcije 

kao što su regulacija ćelijske adhezije i migracije (Hynes, 2002). Takođe, članovi alfa V familije 

integrina uključeni su u preživljavanje i diferencijaciju endotelnih ćelija vaskulature, odnosno imaju 

važnu ulogu u procesu angiogeneze koja je ključna za rast i širenje tumora (Brooks i sar., 1994). 

Pokazano je da nedostatak alfa V integrina uzrokuje anomalije tokom embriogeneze (Bader i sar., 

1998). Prekomerna ekspresija ITGAV detektovana je u brojnim humanim kancerima kao što su 

melanom (Kageshita i sar., 2000), kancer dojke (Arihiro i sar., 2000), bubrega (Markovic-Lipkovski 

i sar., 2001), želuca (Kawashima i sar., 2003) i prostate (Cooper i sar., 2002), a često se povezuje sa 

lošijim preživljavanjem bolesnika. 
 

1.12. Kaldezmon 1 (CALD1)   

 

EMT proces podrazumeva strogu kontrolu ćelijske pokretljivosti koja se odvija na različitim 

nivoima, a uključuje regulaciju genske ekspresije, post-translacione modifikacije i reorganizaciju 

citoskeleta (Morris i Machesky, 2015). Reorganizacija aktinskog citoskeleta predstavlja neophodan 

korak tokom migracije i invazije kancerskih celija (Sun i sar., 2015). Kaldezmon 1 je protein koji 

reguliše kontraktilnost i remodelovanje aktinskog citoskeleta u glatkim mišićnim i nemišićnim 

ćelijama (Mayanagi i Sobue 2011). Ovaj protein, zajedno sa tropomiozinom, vezuje i stabilizuje 

aktinske filamente, a reguliše i interakciju aktina sa miozinom. Pored aktina i tropomiozina, 

kaldezmon interaguje sa Ca-kalmodulinom, miozinom i fosfolipidima u ćelijskoj membrani (Bryan, 

1990). S obzirom na to da je ključan za asembliranje i regulaciju aktinskih filamenata, ovaj protein 

deluje kao važan modulator različitih ćelijskih funkcija, uključujući ćelijsku pokretljivost, 

proliferaciju, migraciju i invaziju (Zheng i sar., 2007). CALD1 deluje kao supresor ćelijskog 

kretanja tako što blokira interakciju aktina i miozina inhibicijom aktin-zavisne ATP-azne aktivnosti 

miozina (Chalovich i sar., 1998).  

Humani CALD1 gen nalazi se na hromozomu 7, a alternativnim splajsovanjem 13 egzona 

daje najmanje 5 izoformi informacione RNK (Hayashi i sar., 1992). Nivo ekspresije CALD1 gena 

regulisan je sa najmanje tri različita signalna puta. U glatkim mišićnim i nemišićnim ćelijama, 

transkripcija CALD1 gena primarno zavisi od faktora odgovora seruma (engl. serum response 

factors, SRFs) koji se vezuju za promotor CALD1 gena i aktiviraju njegovu transkripciju 

(Momiyama i sar., 1998). U nemišićnim ćelijama, miokardinu pridruženi transkripcioni faktori 

(engl. myocardin-related transcription factors, MRTFs) aktiviraju transkripciju gena aktinskog 

citoskeleta, uključujući i CALD1, putem Rho-MRTF-SRF signalnog puta (Morita i sar., 2007b). 

Drugi signalni put koji je uključen u aktivaciju CALD1 genske transkripcije posredovan je 

glukokortikoidnim receptorom (Mayanagi i sar., 2008), a treći mehanizam predstavlja aktivaciju 

CALD1 gena putem TP53 proteina (Mukhopadhyay i sar., 2009). Pokazano je da TP53 posredstvom 

povišene ekspresije CALD1 suprimira formiranje podozoma i invadopodija, promoviše stabilnost 

stresnih vlakana i smanjuje ćelijsku migraciju i invaziju. Ovi rezultati ukazuju da je CALD1 jedan 

od glavnih ciljeva TP53 proteina prilikom prevencije tumorske invazije i metastatskog širenja 

bolesti. 

Postoje dve različite proteinske izoforme CALD1 proteina: kaldezmon visoke molekulske 

mase (engl. high-molecular-weight CALD, h-CALD), veličine 120-150 kilodaltona i kaldezmon 

niske molekulske mase (engl. low-molecular-weight CALD, l-CALD), veličine 70 - 80 kilodaltona 

(Payne i sar., 1995). Obe izoforme sadrže identični amino i karboksi-termalni domen, ali se 

razlikuju po inserciji centralnog regiona koji je prisutan isključivo u h-CALD (Slika 1.7.b). Iako h-

CALD i l-CALD imaju slične funkcionalne domene, razlikuju se u tkivnoj distribuciji. H-CALD 

pretežno se eksprimira u glatkim mišićima gde simultano vezuje miozin i aktin i moduliše 

aktinomiozinsku kontrakciju, dok je l-CALD prisutan u nemišićnim ćelijama, gde se vezuje za aktin 

i stabilizuje aktinska stresna vlakna, a posreduje i u interakciji između aktina i nemišićnog miozina 
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II (Kordowska i sar., 2006). Takođe, l-CALD je prisutan i kao citoskeletna komponenta u 

dinamičnim strukturama kao što su podozomi i invadopodije (Hayashi i sar., 1992; Mayanagi i 

Sobue, 2011). Pokazano je da ekspresija kaldezmona suprimira formiranje ovih struktura, 

degradaciju VĆM kao i invaziju nekoliko ćelijskih linija kancera (Yoshio i sar., 2007).  

Aktivnost kaldezmona regulisana je Ca2+-kalmodulinom i fosforilacijom. Vezivanje Ca2+-

kalmodulina za kaldezmon smanjuje afinitet kaldezmona za aktin i na taj način blokira njegov 

inhibitorni efekat na aktinomiozinski sistem (Sobue i sar., 1985). U zavisnosti od koncentracije 

Ca2+, kaldezmon se vezuje ili za Ca2+-kalmodulin kompleks ili za aktinske filamente. Pri niskim 

koncentracijama Ca2+ (<1 mM) kaldezmon se vezuje za aktinske filamente, dok pri višim 

koncentracijama Ca2+ (>1 mM), Ca2+-kalmodulin se vezuje za kaldezmon a zatim dolazi do 

oslobađanja ovog kompleksa sa aktinskih filamenata (Sobue i Sellers, 1991). Takođe, fosforilacija 

kaldezmona dovodi do njegove disocijacije sa aktinskih filamenata (Umekawa i Hidaka, 1985) 

(Slika 1.7.a). Fosforilacija može indirektno da smanji inhibitornu aktivnost kaldezmona tako što 

slabi vezivanje za Ca2+-kalmodulin, a pokazano je da efekat Ca2+-kalmodulina na aktivnost 

kaldezmona zavisi od kombinacije fosforilisanih aminokiselinskih ostataka (Hamden i sar., 2010). 

Nekoliko protein kinaza mogu da fosforilišu kaldezmon i tako regulišu njegovu aktivnost. Između 

ostalih, to su PAK, protein kinaza C (PKC), protein kinaza A (PKA), ERK, p38 MAPK i Ca-

kalmodulin zavisna protein kinaza. ERK fosforiliše kaldezmon što onemogućava kaldezmonu da 

stabilizuje aktinske filamente, a praćena je konformacionim promenama kaldezmona koje uzrokuju 

delimičnu disocijaciju kaldezmona sa aktina. Ovakva strukturna promena u h-CALD izlaže miozin-

vezujuća mesta na aktinskoj površini i omogućava aktinomiozinsku kontrakciju u glatkim mišićima. 

U slučaju ne mišićnih ćelija, konformaciona promena l-CALD smanjuje stabilnost aktinskih 

filamenata i olakšava njihovu razgradnju (Kordowska i sar., 2006).  

Uloga CALD1 ekspresije ispitivana je u različitim solidnim tumorima, ali sa oprečnim 

rezultatima (Lee i sar., 2015; Kim i sar., 2012b; Chang i sar., 2013).  
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Slika 1.7. a) Uloga kaldezmona u kontrakciji glatkih mišića. Pri niskim koncentracijama Ca2+, 

kaldezmon (CaD) se vezuje za aktinske filamente što onemogućava vezivanje miozina za aktin i 

održava mišić u relaksiranom stanju. Pri višim koncentracijama Ca2+, Ca2+-kalmodulin (CaM) 

kompleks vezuje se za kaldezmon što uzrokuje njegovo oslobađanje od aktina. Na taj način, dolazi 

do interakcije miozina i aktina i mišićne kontrakcije. Fosforilacija kaldezmona može da umanji 

njegovu inhibitornu aktivnost što omogućava aktomiozinsku interakciju i mišićnu kontrakciju 

(preuzeto i modifikovano prema Lodish i sar., 2000) b) Šematski prikaz strukture CALD1 

proteinskih izoformi. Humani kaldezmon sadrži N-terminalni, C-terminalni i centralni 

ponavljajući domen koji je prisutan samo u h-CALD izoformi. N-terminalni domen sadrži miozin-

vezujuća mesta i ostvaruje slabe interakcije sa aktinom i kalmodulinom. C-terminalni domen sadrži 

mesta za vezivanje aktina, kalmodulina i tropomiozina (preuzeto iz Mayanagi i Sobue, 2011). 
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2. CILJEVI ISTRAŽIVANJA 
 

S obzirom na nerazjašnjenu ulogu ekspresije JAM-A, ITGAV i CALD1 gena uključenih u 

EMT proces, na metastatsko širenje i prognozu karcinoma jajnika, ciljevi rada bili su sledeći: 

 

 Utvrđivanje razlika u nivou relativne ekspresije JAM-A, ITGAV i CALD1 gena između 

benignih i malignih uzoraka tumora jajnika 

 

 Ispitivanje korelacija između JAM-A, ITGAV i CALD1 nivoa relativne genske ekspresije i 

karakteristika bolesnica, histopatoloških karakteristika tumora, kliničkih karakteristika 

bolesti i ukupnog preživljavanja bolesnica sa karcinomom jajnika 

 

 Utvrđivanje dijagnostičkog i prognostičkog diskriminatornog potencijala nivoa ekspresije 

JAM-A, ITGAV i CALD1 gena u karcinomu jajnika, odnosno sposobnost razlikovanja 

benignih od malignih uzoraka tumora jajnika, tj. dobrog od lošeg ishoda bolesti  

 

 Utvrđivanje prisustva proteinske ekspresije u uzorcima tumora jajnika za gen(e) od interesa 

 

 Bioinformatičke analize JAM-A, ITGAV i CALD1 genske i proteinske ekspresije u 

karcinomu jajnika 

 

Sticanje novih znanja o ulozi EMT gena u patogenezi karcinoma jajnika doprinelo bi boljem 

razumevanju procesa metastatskog širenja bolesti, potencijalnom otkriću novih dijagnostičkih i 

prognostičkih biomarkera kao i terapijskih ciljeva u lečenju ovog maligniteta. Takođe, informacije o 

nivoima ekspresije ispitivanih EMT markera u primarnom tumoru mogle bi omogućiti procenu 

rizika za širenje karcinoma jajnika, predviđanje kliničkog ishoda bolesti i doprineti određivanju 

adekvatnog pristupa u lečenju bolesnica sa karcinomom jajnika.  
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3. MATERIJAL I METODE 
 

 

 

3.1. Materijal  

 

Istraživanje je sprovedeno na uzorcima primarnih tumora jajnika, bolesnica operisanih na 

Institutu za onkologiju i radiologiju Srbije u periodu od maja 2007. do maja 2015. godine koje nisu 

primale neoadjuvantnu terapiju pre hirurškog zahvata. Grupu je činilo 77 uzoraka tkiva fiksiranog 

formalinom i ukalupljenog u parafin (engl. formalin-fixed paraffin embedded, FFPE) od kojih 57 

malignih epitelnih tumora (karcinoma) jajnika i 20 benignih tumora jajnika. Medijana starosti 

bolesnica u prvoj grupi iznosila je 57 godina (opseg 25 - 79 godina), a u drugoj 56 godina (opseg 17 

- 79 godina). Najveći procenat karcinoma jajnika činili su karcinomi seroznog histološkog tipa 

(73,6%) i uznapredovalog FIGO stadijuma (FIGO III i IV) (59,6%). Od kliničkih parametara bolesti 

analizirani su: FIGO stadijum, prisustvo rezidualne bolesti, prisustvo ascita, prisustvo limfnih, 

peritonealnih i udaljenih metastaza i prisustvo relapsa. Od histopatoloških karakteristika tumora 

analizirani su histološki tip i histološki gradus, dok su od karakteristika bolesnica analizirani starost, 

status menopauze, kao i ukupno preživljavanje. U cilju analize ukupnog preživljavanja, bolesnice su 

praćene od maja 2007. godine do maja 2018, a medijana praćenja iznosila je 41 mesec (opseg: 4 - 

106 meseci). Detaljan opis karakteristika bolesnica, kao i kliničkih i histopatoloških karakteristika 

karcinoma jajnika prikazan je u tabeli 3.1. 

Istraživanje je odobreno od strane Etičkog odbora Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije 

u Beogradu. 

 

Tabela 3.1. Karakteristike bolesnica, kliničke i histopatološke karakteristike karcinoma jajnika 

Karakteristike 

n (%) 

n=57 

Starost   

≤60 33 (57,9) 

>60 24 (42,1) 

Status menopauze 

Premenopauza 16 (28,1) 

Postmenopauza 36 (63,1) 

NA 5 (8,8) 

FIGO stadijum   

I+II 22 (38,6) 

III+IV 34 (59,6) 

NA 1 (1,8) 

Histološki podtip tumora 

Serozni 42 (73,6) 

Ostali 14 (24,6) 

NA 1 (1,8) 

Histološki gradus 

1 17 (29,8) 

2+3 34 (59,7) 

NA 6 (10,5) 
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Metastaze u limfnim čvorovima 

Da 9 (15,8) 

Ne 34 (59,6) 

NA 14 (24,6) 

Peritonelane metastaze 

Da 36 (63,1) 

Ne 18 (31,6) 

NA 3 (5,3) 

Udaljene metastaze 

Da 8 (14,0) 

Ne 47 (82,5) 

NA 2 (3,5) 

Asciti   

Da 24 (42,1) 

Ne 31 (54,4) 

NA 2 (3,5) 

Prisustvo rezidualne bolesti 

Da 20 (35,1) 

Ne 24 (42,1) 

NA 13 (22,8) 

Relaps    

Da 15 (26,3) 

Ne 31 (54,4) 

NA 11 (19,3) 

    

 

 

3.2. Izolacija ukupne RNK iz parafinskih uzoraka tumora jajnika 

 

Uzorci tumora jajnika fiksirani su formaldehidom i kalupljeni u parafin radi očuvanja 

morfoloških karakteristika tkiva kao i integriteta proteina. Parafinski kalupi isečeni su na preseke 

debljine 10 µm i u proseku po četiri preseka stavljana su u mikrotubu zapremine 1,5 mL 

(Eppendorf, Germany). Ukupna RNK iz uzoraka tumora jajnika izolovana je korišćenjem 

komercijalnog kita RNeasy FFPE Kit (Qiagen, Nemačka) koji poboljšava kvalitet i prinos 

izolovane RNK iz ovog tipa uzorka.  

 

Protokol za izolaciju ukupne RNK iz parafinskih uzoraka korišćenjem komercijalnog RNeasy 

FFPE kita: 

 

1. U mikrotubu sa presecima dodati 1 mL ksilola, zatim vorteksovati 10 sekundi i centrifugirati 

2 min na 20 800 x g (5417 R Centrifuge, Eppendorf, Germany). Pažljivo ukloniti 

supernatant pipetiranjem ne dodirujući talog, a zatim dodati 96-100% etanola, vorteksovati i 

centrifugirati 2 minuta na 20 800 x g. 
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2. Ukloniti supernatant pipetom, ne dodirujući talog, a zatim i preostali etanol. Inkubirati 

uzorke na sobnoj temperaturi 10 minuta ili dok sav etanol ne ispari, držeći otvoren poklopac 

mikrotube. 

3. Dodati 240 µL pufera PKD i 10 µL proteinaze K a zatim promešati pipetiranjem. Inkubirati 

na 56 ºC 15 minuta a zatim na 80 ºC 15 minuta. Donju, bistru fazu prebaciti u novu 

mikrotubu zapremine 2 mL, inkubirati na ledu a zatim centrifugirati 15 minuta na 19 400 x 

g. 

4. Prebaciti supernatant u novu mikrotubu, a zatim dodati DNase booster pufer u količini 

jednakoj desetini ukupne zapremine uzorka i 10 µL DNase I rastvora. Smešu izmešati 

okretanjem mikrotube, kratko je centrifugirati, a zatim inkubirati na sobnoj temperaturi 15 

min. 

5. Dodati 500 µL RBC pufera i 1200 µL etanola (100%) i dobro izmešati pipetiranjem. 

6. Prebaciti 700 µL uzorka u kolonu koja se nalazi u 2 mL kolekcionoj tubi. Centrifugirati 15 

sekundi na preko 10 600 x g. Prosuti tečnost koja prođe kroz kolonu, i ponoviti prethodan 

postupak sve dok celokupan uzorak ne prođe kroz RNeasy MinElute spin kolonu. 

7. Dodati 500 µL RPE pufera u kolonu i centrifugirati 15 sekundi na preko 10 600 x g. Prosuti 

tečnost koja prođe kroz kolonu. Ponovo dodati 500 µL RPE pufera u kolonu i centrifugirati 

2 minuta na preko 10 600 x g kako bi se isprala membrana kolone. Nakon centrifugiranja 

pažljivo izvaditi kolonu kako ne bi došla u kontakt sa tečnošću koja je prošla kroz nju, a 

tečnost koja je prošla baciti zajedno sa kolekcionom tubom. 

8. Kolonu staviti u novu kolekcionu tubu zapremine 2 mL i centrifugirati  5 minuta na 20 800 

x g sa otvorenim poklopcem kolone. Baciti kolekcionu tubu sa tečnošću. 

9. Kolonu staviti u novu kolekcionu tubu i dodati 25 µL vode oslobođene od ribonukleaza 

(engl. RNase-free water) direktno na membranu kolone. Zatvoriti poklopac i centrifugirati 1 

minut na 20 800 x g kako bi se eluirala ukupna RNK. 

 

Određivanje koncentracije i čistoće izolovane RNK vršeno je spektrofotometrijskom 

metodom pomoću uređaja BioSpec-nano UV-VIS Spectrophotometer (Schimadzu, Nemačka). 

Spektofotometrijsko određivanje količine RNK zasniva se na osobini purinskih i pirimidinskih baza 

RNK da apsorbuju svetlost talasne dužine 260 nm, pri čemu je intenzitet apsorbovane svetlosti 

direktno proporcionalan koncentraciji RNK u rastvoru čija se apsorbancija meri. Spektrofotometrija 

omogućava nam da odredimo i prisustvo proteina u RNK izolatu, s obzirom da aromatične 

aminokiseline koje ulaze u sastav proteina apsorbuju na talasnoj dužini 280 nm. Merenjem 

apsorbancije RNK na 260 nm i 280 nm utvrđeno je da uzorci imaju zadovoljavajuću čistoću, pošto 

je odnos A260/A280 bio u opsegu 1,8-2,0. Koncentracija uzoraka izražena je u ng/μL. 

 

 

 

3.3. Reverzna transkripcija RNK  
 

Reverzna transkripcija (RT) je reakcija katalizovana enzimom reverznom transkriptazom 

koja sintetiše molekule jednolančane DNK (engl. complementary DNA, cDNA), koristeći molekul 

RNK kao matricu (Brajuskovic, 2012). U reakciji reverzne transkripcije moguće je koristiti tri vrste 

prajmera: kratke, nasumične prajmere, oligo d(T) prajmere i sekvencno-specifične prajmere. Kratki 

nasumični prajmeri vezuju se bilo gde u genomu i omogućavaju reverznoj transkriptazi da popuni 

praznine što rezultuje većim prinosom cDNK. Oligo d(T) prajmeri vezuju se za poli-A rep RNK i 

transkribuju samo ovu vrstu RNK molekula. Na ovaj način onemogućena je kontaminacija 

genomskom DNK. Takođe, upotreba ovih prajmera dovodi do nastanka većeg broja kompletnih 

transkripata, s obzirom da se poli-A rep nalazi na samom kraju gena. Specifični prajmeri vezuju se 

isključivo za transkripte od interesa. Kombinacija nasumičnih i oligo d(T) prajmera daje najveći 

prinos kao i najduže transkripte, dok specifični prajmeri transkribuju samo specifične RNK ali 

smanjuju prinos (Pfaffl, 2004).  
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Prevođenje izolovane ukupne RNK u cDNK urađeno je korišćenjem High-Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit-a (Thermo Fisher Scientific, SAD). Reakcionu smešu činilo je 2 µg 

RNK, 2 L 10x RT pufera, 1 L 10 x nasumičnih heksamera kao prajmera, 1 L mešavine 10X 

dNTP (100 mM), 1 L MultiScribeTM reverzne transkriptaze, 1 L inhibitora ribonukleaza i voda 

oslobođena od ribonukleaza do zapremine od 20 L. Reakcija reverzne transkripcije odvijala se 

prema sledećem programu: 10 minuta na 25 °C, 2 h na 37 °C i 5 minuta na 85 °C u PCR aparatu 

MasterCycler Gradient (Eppendorf, Germany). 

 

 

 

3.4. Metoda kvantitativne lančane reakcije polimeraze  

 

Kvantitativna lančana reakcija polimeraze (engl. quantitative polymerase chain reaction, 

qPCR) ili PCR u realnom vremenu (engl. real-time PCR) je senzitivna i efikasna metoda koja 

omogućava preciznu kvantifikaciju količine ciljne sekvence ili gena prisutnog u datom uzorku 

nakon svakog završenog ciklusa PCR reakcije, tj. u realnom vremenu. Merenje količine produkta 

vrši se u toku eksponencijalne faze reakcije, kada prilikom svakog PCR ciklusa dolazi do dupliranja 

količine PCR produkta, za razliku od klasične PCR metode kod koje se određivanje količine 

dobijenog produkta vrši isključivo na kraju PCR reakcije. Svaka reakcija kvantitativnog PCR-a 

sadrži fluorescentni reporterski molekul kako bi se pratila akumulacija PCR produkta. Naime, 

nakon svakog PCR ciklusa, fluorescentni molekuli (reporteri) daju rastući fluorescentni signal koji 

je u direktnoj proporciji sa brojem nastalih PCR produkata (amplikona). U početnim PCR ciklusima 

nema velikih promena u intenzitetu fluorescencije pa se on naziva bazalni ili osnovni nivo 

fluorescencije. Tokom eksponencijalne faze, instrument beleži dve vrednosti: prag (engl. threshold) 

i Ct (engl. threshold cycle) vrednost. Prag predstavlja nivo fluorescencije iznad bazalnog nivoa, dok 

PCR ciklus u kojem dolazi do značajnog povećanja reporterskog signala, tj. ciklus u kome 

amplifikaciona kriva seče prag fluorescencije, označava se kao Ct (Slika 3.1.). Vrednost Ct-a 

obrnuto je proporcionalna količini ciljne sekvence u uzorku. Ukoliko je početni broj kopija 

odabrane sekvence veći, ranije će se javiti značajno povećanje fluorescentnog signala, tj. 

detektovana Ct vrednost biće niža, i obrnuto (Brajuskovic, 2012). 

Fluorescentni reporteri koji se koriste u kvantitativnom PCR-u mogu biti boje koje se 

direktno vezuju za dvolančanu DNK (npr. SYBR Green) i boje vezane za PCR probe koje 

hibridizuju sa PCR produktima tokom amplifikacije (npr. TaqMan probe). SYBR Green je 

interkalirajuća boja visoko specifična za dvolančanu DNK, a fluorescira samo kada je vezana za 

DNK. Kako bi došlo do amplifikacije ciljne sekvence, pored boje, neophodan je i par specifičnih 

prajmera, a količina boje koja se ugradi proporcionalna je količini ciljne sekvence koja se 

produkuje. Nedostatak ove tehnike jeste njena nedovoljna specifičnost, odnosno vezivanje boje za 

sve dvolančane DNK, što za posledicu može imati detekciju i nespecifičnih PCR produkata. 

Specifičnost reakcije moguće je proveriti nakon završenog PCR-a analizom krive topljenja koja 

daje informaciju o broju produkata amplifikacije. Osnovni princip ove metode jeste da svaki PCR 

produkt ima različitu temperaturu disocijacije u zavisnosti od veličine i baznog sastava. Ukoliko je 

prisutan samo jedan pik fluorescencije znači da je došlo do amplifikacije specifičnog PCR produkta 

(Brajuskovic, 2012). 
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Slika 3.1. Grafički prikaz reakcije kvantitativnog PCR-a. U početnim PCR ciklusima nema 

značajnih promena u intenzitetu fluorescencije pa se on naziva bazalni nivo. Povećanje 

fluorescencije iznad bazalnog nivoa označava se kao prag, a postavlja se u okviru eksponencijalne 

faze reakcije. Mesto gde amplifikaciona kriva seče prag označava se kao Ct (engl. threshold cycle) 

vrednost za dati uzorak (preuzeto sa https://www.ualberta.ca/biological-sciences/media-

library/mbsu/abi-qrt-pcr/relative-quantificationgetting-started.pdf). 

 

 

 

Uvođenjem fluoroscentno obeleženih proba koje koriste 5’→3’egzonukleaznu aktivnost Taq 

DNK polimeraze u značajnoj meri poboljšana je specifičnost metode kvantitativnog PCR-a. 

TaqMan proba je dvostuko obeležena hidrolitička proba, dužine oko 20 - 30 nukleotida, koja se 

vezuje nizvodno od prajmera i komplementarna je delu sekvence koja se umnožava. Ova proba na 

5’ kraju sadrži reportersku boju, dok se na 3’ kraju nalazi nefluorescentni prigušivač (engl. 

quencher, Q). Pre početka PCR reakcije, TaqMan proba je intaktna i tada blizina prigušivača u 

značajnoj meri redukuje fluorescenciju koju emituje reporteska boja putem transfera fluorescentne 

rezonantne energije (engl. Fluorescence Resonance Energy Transfer, FRET). Tokom PCR-a 

prajmeri i probe vezuju se za ciljnu sekvencu, a uklanjanjem probe 5’→3’ nukleaznom aktivnošću 

Taq DNK polimeraze tokom ekstenzije, dolazi do razdvajanja reporterske boje od prigušivača što 

rezultuje povećanim fluorescentnim signalom. Prilikom svakog narednog ciklusa, dodatni 

reporterski molekuli bivaju uklonjeni sa probe, što za posledicu ima povećanje intenziteta 

fluorescencije koja je proporcionalna količini umnoženih amplikona (Slika 3.2.) (Brajuskovic, 

2012). 
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Slika 3.2. Princip TaqMan probe. Pre početka PCR reakcije, TaqMan proba je intaktna a 

prigušivač (Q) u značajnoj meri redukuje fluorescenciju koju emituje reporterska boja (R). Tokom 

PCR-a prajmeri i probe vezuju se za ciljnu sekvencu, a prilikom ekstenzije dolazi do uklanjanja 

probe nukleaznom aktivnošću Taq DNK polimeraze i oslobađanja reporterske boje što rezultuje 

povećanim fluorescentnim signalom (preuzeto sa https://www.gene-quantification.de/qiagen-qpcr-

sample-assay-tech-guide-2010.pdf) 

 

 

Kvantifikacija genske ekspresije dobijene qPCR metodom može biti apsolutna i relativna. U 

apsolutnoj kvantifikaciji, ekspresioni nivo određenog gena izražava se kao apsolutni broj kopija 

ciljne sekvence, a dobija se korišćenjem standardne krive konstruisane na osnovu kvantifikacije 

uzoraka poznate koncentracije. U slučaju relativne kvantifikacije, nivo genske ekspresije datog 

uzorka izražava se u odnosu na referentni uzorak - kalibrator. Oba pristupa zahtevaju normalizaciju 

eksperimentalnih rezultata, pa se paralelno sa umnožavanjem ciljne sekvence vrši i umnožavanje 

endogene kontrole. Endogena kontrola je najčešće konstitutivno eksprimiran (engl. housekeeping) 

gen koji pokazuje stabilnu ekspresiju u svim uzorcima koji se kvantifikuju (Brajuskovic, 2012). 

Analiza ekspresionih profila JAM-A, ITGAV i CALD1 gena u parafinskim uzorcima tumora 

jajnika izvršena je metodom kvantitativnog PCR-a. U tu svrhu korišćeni su komercijalno dostupni 

eseji TaqMan gene expression assays (Thermo Fisher Scientific, SAD) za JAM-A 

(Hs00170991_m1), ITGAV (Hs00233808_m1), CALD1 (Hs00921982_m1) i GAPDH 

(Hs02758991_g1) gen, koji je odabran kao konstitutivno eksprimiran gen (Tabela 3.2). Reakciona 

smeša, ukupne zapremine 20 µL, sadržala je 1 µL sintetisane cDNK, 10 µL 2 x TaqMan Universal 

Master Mix-a (Applied Biosystems, SAD), 1 µL 20 x TaqMan gene expression Assay-a i vode 

oslobođene od nukleaza. TaqMan gene expression Assay-i sastoje se iz TaqMan probe i prajmera. 

Eksperimenti su rađeni u duplikatu na aparatu 7500 Real Time PCR System Thermocycler (Applied 
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Biosystems, SAD) prema sledećim uslovima: 2 minuta na 50 °C, 10 minuta na 95 °C a zatim 40 

sukcesivnih ciklusa denaturacije 15 sekundi na 95 °C i ekstenzije 1 minut na 60 °C.  

Relativna ekspresija ciljnih gena (JAM-A, ITGAV i CALD1) preračunata je na osnovu 

komparativne ΔΔCt metode koju su definisali Livak i Schmittgen (Livak i Schmittgen, 2001). Ova 

metoda zahteva normalizaciju eksperimentalnih podatka u odnosu na endogenu kontrolu, kao i 

odabir kalibratora. U ovom istraživanju kao kalibrator izabran je benigni uzorak tumora jajnika.  

 

 

 

Tabela 3.2. Spisak komercijalno dostupnih TaqMan eseja korišćenih za merenje relativne 

ekspresije JAM-A, ITGAV, CALD1 i GAPDH gena 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ekspresioni nivoi ciljnih gena za svaki od uzoraka preračunati su na sledeći način: 

 

1. Ct vrednost endogene kontrole oduzeta je od Ct vrednosti ciljnog gena. Ova razlika označena 

je kao ΔCt, a preračunava se za sve uzorke kao i za kalibrator. 

 

ΔCt (uzorka/kalibratora) = Ct (ciljnog gena) – Ct (GAPDH) 

 

2. Razlika između ΔCt vrednosti uzorka i ΔCt vrednosti kalibratora prikazana je kao ΔΔCt.  

 

ΔΔCt =ΔCt (uzorka) – ΔCt (kalibratora) 

 

3. Količina ciljne sekvence u datom uzorku, normalizovana prema endogenoj kontroli i relativna 

u    odnosu na kalibrator izražava se formulom:  

 

Relativna ekspresija = 2 - ΔΔCt 

 

Ova vrednost koristi se za poređenje nivoa relativne genske ekspresije između uzoraka. 

 

 

 

3.5. Imunohistohemijsko bojenje JAM-A proteina u uzorcima tumora jajnika  

 

Imunohistohemijsko bojenje predstavlja tehniku koja se koristi za utvrđivanje prisustva i 

lokalizacije antigena od interesa u tkivnim presecima, a zasniva se na specifičnoj reakciji između 

antitela i antigena. Kompleks antitelo-antigen može se vizuelizovati na dva načina: hromogenom 

detekcijom i fluorescentnom detekcijom. U slučaju hromogene detekcije, za antitelo vezan je enzim 

koji u reakciji sa odgovarajućim supstratom daje obojeni produkt koji se može videti pod 

svetlosnim mikroskopom. U slučaju fluorescentne detekcije, za antitelo vezana je fluorofora koja se 

vizuelizuje fluorescentnom mikroskopijom (Binch i sar., 2020). 

Naziv gena Naziv eseja 

Dužina 

amplikona, 

bp Boja 

JAM-A Hs00170991_m1 81 FAM-MGB 

ITGAV Hs00233808_m1 64 FAM-MGB 

CALD1 Hs00921982_m1 76 FAM-MGB 

GAPDH Hs02758991_g1 93 FAM-MGB 
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Parafinski tkivni blokovi sečeni su na mikrotomu na preseke debljine 4 µm, a zatim su 

montirani na visokoadherentna predmetna stakla (SuperFrost, Thermo Scientific, SAD) i sušeni 60 

minuta na temperaturi od 60 °C. Imunohistohemijski postupak podrazumevao je sledeće korake: 

deparafinizaciju i rehidrataciju tkiva, demaskiranje antigena, blokiranje endogene peroksidaze, 

inkubaciju sa kozijim serumom, inkubaciju sa primarnim antitelom, inkubaciju sa sekundarnim 

antitelom i vizuelizaciju pomoću hromogena. 

 

Proces deparafinizacije tkivnih preseka 

 

Proces deparafinizacije i rehidratacije preseka izvršen je korišćenjem ksilola i serije 

alkohola opadajuće koncentracije 100% - 70%. 

• ksilol I 5 min  

• ksilol II 5 min  

• 100% alkohol 5min  

• 96% alkohol 5 min 

• 70% alkohol 5min 

• Destilovana voda 5 min 

 

Demaskiranje antigenih determinanti 

 

Pre imunohistohemijskog bojenja, većina tkiva fiksiranih formalinom zahteva korak 

demaskiranja antigenih determinanti, s obzirom da prilikom fiksacije dolazi do formiranja 

metilenskih mostova i unakrsnog povezivanja proteina, a samim tim i maskiranja antigenih mesta. 

Termičkom obradom tkivnih preseka moguće je izvršiti demaskiranje antigena. Nakon 

deparafinizacije, tkivni preseci stavljeni su u citrаtni pufer i termički obrađeni u mikrotаlаsnoj 

pećnici 10 minuta, а zаtim hlađeni dodavanjem destilovane vode 20 minutа nа sobnoj temperаturi. 

Nаkon hlаđenjа, preseci su isprani nаjpre u destilovanoj vodi, а zаtim u fosfatnom puferu (engl. 

phosphate-buffered-saline, PBS) dva puta po 5 minuta. 

 

Blokiranje endogene peroksidaze 

Preparati su potopljeni u smešu 3% vodonik-peroksida (H2O2) i metanola u trajanju od 10 

minuta, a zatim isprani u PBS. 

 

Za imunohistohemijsko bojenje korišćen je komercijalni kit (ABC Kit, Abcam, Velika 

Britanija) koji se zasniva na primeni streptavidin-biotin tehnike. Specifično antitelo, vezano za 

antigen od interesa u tkivnim presecima, lokalizuje se pomoću sekundarnog antitela konjugovanog 

sa biotinom. Zatim se dodaje streptavidin-enzim konjugat koji se vezuje za biotin prisutan na 

sekundarnom antitelu. Kompleks kojeg čine specifično antitelo, sekundarno antitelo i streptavidin-

enzim kompleks vizuelizuje se odgovarajućim supstratom, odnosno hromogenom. 

 

Bojenje se odvijalo po sledećoj proceduri: 

 

Nakon ispiranja, preseci su inkubirani u Protein Block-u (Abcam, Velika Britanija) 30 

minuta na sobnoj temperaturi radi sprečavanja nespecifičnog vezivanja. Potom su inkubirani preko 

noći na 4 °C sa primarnim mišijim monoklonskim anti-JAM-A antitelom, dilucije 15 µg/mL (R&D 

Systems, SAD). Nakon ispiranja u TBS-T (engl. Tris Buffered Saline-Tween), preseci su inkubirani 

10 minuta na sobnoj temperaturi u univerzalnoj smeši biotiniziranih sekundarnih antitela koze (anti-

mišje i anti-zečje antitelo) (Biotinylated Goat Anti-Polyvalent Plus, Abcam, Velika Britanija) 

razblaženih u protein blokeru u odnosu 1:20. Preseci su ispirani PBS-om i inkubirani 10 minuta na 

sobnoj temperaturi sa konjugatom streptavidina i peroksidaze rena (Streptavidin Peroxidase Plus, 

Abcam, Velika Britanija). Detekcija mesta vezivanja antitela za odgovarajuće proteine u tkivu 
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izvršena je inkubacijom preseka u 0.05% diaminobenzidinu (DAB) rastvorenom u TBS-u, u 

prisustvu 0.012% vodonik-peroksida u mraku sve do pojave bojene reakcije a najduže 10 minuta. 

Reakcija je prekinuta ispiranjem česmenskom vodom, a kontrastiranje je izvršeno Majerovim 

hematoksilinom. Nakon rutinske dehidratacije, napravljeni su trajni preparati montiranjem u DPX 

medijumu (Sigma-Aldrich, SAD). 

Prilikom imunohistohemijskog bojenja korišćene su negativne i pozitivne kontrole. 

Negativni kontrolni uzorak tretiran je kao i tkivni preseci tumora jajnika, s tim što je u slučaju 

negativne kontrole inkubacija sa primarnim antitelom zamenjena inkubacijom sa puferom. Kao 

pozitivna kontrola korišćeni su tkivni preseci humanog karcinoma endometrijuma.  

Skorovanje, ocenjivanje imunopozitivnosti, vršeno je sa preseka na kojima je JAM-A 

obeležen DAB imunohistohemijski. Preseci su posmatrani Leica DMLB mikroskopom (Leica 

Microsystems, Nemačka) na uvećanju od 40 puta. Dva nezavisna posmatrača, koristeći okularnu 

mrežicu, nepristrasno su ocenila JAM-A imunopozitivnost celog tkivnog preseka. Ocene su zadate 

u okviru 0 - 3, pri čemu su negativna kontrola (izostavljanje primarnog antitela) i pozitivna kontrola 

(tkivo poznatog eksprimiranja proteina) služile kao referentna imunopozitivnost 0 i 3, respektivno.  

 

 

 

3.6. Bioinformatičke analize JAM-A, ITGAV i CALD1 genske i proteinske ekspresije u 

karcinomu jajnika  

 

Kako bi validirali eksperimentalno dobijene rezultate, nivoi ekspresije JAM-A, ITGAV i 

CALD1 gena u karcinomu jajnika, kao i istoimenih proteina, analizirani su korišćenjem javno 

dostupnih baza podataka kao što su GEPIA (engl. Gene Expression Profiling Interactive Analysis), 

HPA (engl. Human Protein Atlas), GEO (engl. Gene Expression Omnibus) i STRING (engl. The 

Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes), a sprovedena je i analiza obogaćivanja skupa 

gena (engl. Gene Set Enrichment Analysis, GSEA). Spisak korišćenih javno dostupnih baza 

podataka kao i bioinformatičkih softvera prikazan je u tabeli 3.3.  

 

 

Tabela 3.3. Spisak korišćenih baza podataka i softvera 

Naziv baze podataka/softvera Izvor  

GEPIA 
 (engl. Gene Expression Profiling Interactive 

Analysis)  http://gepia.cancer-pku.cn/  

GEO  
(engl. Gene Expression Omnibus) https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/  

HPA  
(engl. Human Protein Atlas)  www.humanatlas.org  

STRING  
(engl. The Search Tool for the Retrieval of 

Interacting Genes) https://string-db.org/  

GSEA  
(engl. Gene Set Enrichment Analysis) 

https://www.gsea-

msigdb.org/gsea/index.jsp  

 

 

 

http://gepia.cancer-pku.cn/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
http://www.humanatlas.org/
https://string-db.org/
https://www.gsea-msigdb.org/gsea/index.jsp
https://www.gsea-msigdb.org/gsea/index.jsp
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3.6.1. Poređenje nivoa ekspresije JAM-A, ITGAV i CALD1 gena u normalnom i tumorskom tkivu 

jajnika – GEPIA baza podataka 

U cilju poređenja nivoa ekspresije JAM-A, ITGAV i CALD1 gena u normalnom i tumorskom 

tkiva jajnika korišćena je GEPIA baza podataka (http://gepia.cancer-pku.cn/). GEPIA predstavlja 

internet server za analizu ekspresionih podataka preko 9500 tumorskih i 8500 normalnih uzorka 

TCGA (engl. The Cancer Genome Atlas) i GTEx (engl. Genotype-Tissue Expression) projekata 

dobijenih RNK sekvenciranjem (Tang i sar., 2017). GEPIA pruža mogućnost analize diferencijalne 

ekspresije gena u tumorskom i normalnom tkivu, poređenje nivoa genske ekspresije u različitim 

tumorskim tipovima, stadijumima bolesti, preživljavanja bolesnika kao i mogućnost korelacionih 

analiza. Uz pomoć ove baze analizirani su ekspresioni nivoi JAM-A, ITGAV i CALD1 gena u 

tumorskom (n=426) i normalnom tkivu jajnika (n=88).  

 

 

3.6.2. Analiza proteinske ekspresije JAM-A, ITGAV i CALD1 gena u normalnom i tumorskom tkivu 

jajnika – Humani proteinski atlas 

Humani proteinski atlas (HPA) (www.humanatlas.org) predstavlja javno dostupnu bazu 

podataka koja sadrži informacije o ekspresiji i prostornoj distribuciji velikog broja humanih 

proteina u različitim normalnim i tumorskim tkivima kao i ćelijskim linijama, a nastala je 

integracijom TCGA podataka i podataka dobijenih u okviru samog HPA projekta (Uhlen i sar., 

2015). Ova baza korišćena je u cilju poređenja ekspresije JAM-A, ITGAV i CALD1 gena u 

normalnom i tumorskom tkivu jajnika na proteinskom nivou, na osnovu imunohistohemijskog 

bojenja 3 uzorka normalnog tkiva jajnika i 12 uzoraka karcinoma jajnika (Slika 3.3).  

 

 

 

http://gepia.cancer-pku.cn/
http://www.humanatlas.org/
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Slika 3.3. Prikaz proteinske ekspresije JAM-A (a, b), ITGAV (c, d) i CALD1 (e, f) u normalnom i 

tumorskom tkivu jajnika na osnovu imunohistohemijskih podataka Humanog proteinskog atlasa 

(HPA).  

 

 

3.6.3. Analiza interakcija između JAM-A, ITGAV i CALD1 proteina - STRING baza podataka  

STRING (engl. The Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes) (https://string-

db.org/) predstavlja bazu podataka proteinskih interakcija koje zajedno doprinose specifičnoj 

biološkoj funkciji, a uključuju direktne (fizičke) i indirektne (funkcionalne) interakcije. Ova baza 

ima za cilj da prikupi i integriše sve javno dostupne izvore informacija o poznatim 

međuproteinskim interakcijama kao i da ove informacije dopuni kompjuterskim predikcijama. 

Osnovna jedinica interakcije u STRING bazi je „funkcionalna asocijacija” koja se definiše kao 

interakcija između dva proteina koji zajedno doprinose specifičnoj biološkoj funkciji. Sve 

funkcionalne asocijacije označene su skorovima poverenja koji izražavaju pouzdanost tačnosti 

asocijacije, tj. ukazuju na procenjenu verovatnoću, na skali od 0 do 1, da je data interakcija biološki 

značajna, specifična i reproducibilna na osnovu dostupnih dokaza (Szklarczyk i sar., 2019). JAM-A, 

ITGAV i CALD1 proteinska mreža izgrađena je na osnovu najvišeg skora poverenja (engl. 

confidence score) (≥0.9) a na osnovu STRING v.11.0 baze podataka. Mreža je proširena prikazom 

do 10 interakcija direktno povezanih sa proteinima od interesa kako bi se ispitale i indirektne 

https://string-db.org/
https://string-db.org/


37 
 

interakcije, grupisanje JAM-A, ITGAV i CALD1 sa drugim proteinima kao i mogući efekti ovih 

interakcija.  

 

3.6.4. Analiza obogaćivanja skupa gena  

Kako bi identifikovali potencijalne mehanizme putem kojih ekspresija JAM-A, ITGAV i CALD1 

gena utiče na progresiju karcinoma jajnika, sprovedena je analiza obogaćivanja skupa gena (engl. 

Gene Set Enrichment Analysis, GSEA) (http://software.broadinstitute.org/gsea/index.jsp). GSEAje 

statistička metoda koja se koristi kako bi se utvrdilo da li prethodno definisani setovi gena pokazuju 

statistički značajne, kordinisane promene u ekspresiji između dva biološka stanja (fenotipa) 

(Subramanian i sar., 2005). Hipoteza koja se nalazi u osnovi ove analize jeste da geni koji su 

uključeni u slične biološke procese ili signalne puteve pokazuju korelisano ponašanje, odnosno 

regulisani su na koordinisan način. GSEA algoritam zasniva se na rangiranju gena na osnovu 

njihove ekspresije i pripadnosti određenom signalnom putu. Primarni rezultat GSEA jeste skor 

obogaćenja (engl. Enrichment Score, ES) a oslikava stepen u kojem je određena grupa gena 

obogaćena na vrhu (ES>0) ili na dnu (ES<0) rangirane liste gena. Ipak, kao jedan od osnovnih 

pokazatelja prilikom analize GSEA rezultata koristi se NES (engl. Normalized Enrichment Score) 

koji se preračunava za svaki genski set na osnovu njegove veličine, a oslikava stepen u kojem je 

određena grupa gena obogaćena na vrhu (NES>0) ili na dnu (NES<0) rangirane liste gena. Drugi 

značajan pokazatelj je stopa lažno pozitivnih (engl. False Discovery Rate, FDR) koja predstavlja 

procenjenu verovatnoću da skup gena sa datim NES-om predstavlja lažno pozitivan nalaz. 

Nominalna p vrednost procenjuje statističku značajnost skora obogaćenja za pojedinačni genski set. 

Ipak, ovaj parametar, za razliku od FDR vrednosti, nije korigovan u odnosu na veličinu genskog 

seta i testiranje višestrukog broja hipoteza (genskih setova), pa samim tim ima ograničen značaj 

prilikom poređenja genskih setova. 

Podaci o genskoj ekspresiji u karcinomu jajnika koji su korišćeni prilikom ove analize 

preuzeti su sa GEO sajta. Grupa od 285 bolesnica sa karcinomom jajnika iz ekspresionog seta 

GSE9891 (Tothill i sar., 2008) podeljena je na osnovu JAM-A, ITGAV i CALD1 genske eskpresije 

tako što su vrednosti ekspresije poređane od najveće ka najmanjoj, a zatim je 25% vrednosti na vrhu 

i 25% vrednosti na dnu odabrano kao grupa sa visokom, odnosno niskom ekspresijom ispitivanog 

gena. U ovom radu korišćena je GSEA verzija 4.0.3. i „hallmarkˮ genski setovi1. Broj fenotipskih 

permutacija podešen je na 1000. Genski setovi sa nominalnom p-vrednošću <0,05 i FDR <25% 

smatrani su kao statistički značajno obogaćeni. 

 

3.7. Statistička obrada rezultata  

Prilikom opisa parametara od značaja korišćene su mere deskriptivne statistike: medijana i 

opseg (raspon). Testiranje normalne distribucije vrednosti kontinuiranih varijabli izvršeno je 

Kolmogorov-Smirnov i Šapiro-Vilk testom. Vrednost α=0.05 usvojena je kao nivo statističke 

značajnosti. S obzirom da je pokazano da vrednosti kontinuiranih varijabli nemaju normalnu 

distribuciju, za testiranje razlika u genskoj ekspresiji između analiziranih grupa korišćen je 

neparametrijski test, Vilkoksonov test sume rangova. Korelacija između ekspresionih nivoa JAM-A, 

ITGAV i CALD1 gena analizirana je Spirmanovim testom korelacije rangova, a jačina i smer 

korelacije iskazana je korelacionim (ρ) koeficijentom. Za ispitivanje dijagnostičkog i prognostičkog 

diskriminatornog potencijala genskih ekspresija korišćena je analiza ROC (engl. Receiver 

Operating Characteristics) krivih po DeLong metodi. ROC kriva daje grafički prikaz senzitivnosti i 

specifičnosti za svaku moguću vrednost parametra od interesa (vrednosti genskih ekspresija), tako 

                                                           
1 „Hallmarkˮ genski setovi predstavljaju specifična, dobro definisana biološka stanja ili procese koja se 

odlikuju koherentnom ekspresijom (https://www.gsea-msigdb.org/gsea/msigdb/collections.jsp) 
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što na ordinati prikazuje vrednosti senzitivnosti, a na apscisi vrednosti specifičnosti oduzete od 1. 

Jedan od važnih elemenata ROC analize jeste površina ispod ROC krive (engl. Area Under the 

Curve ROC, AUC-ROC) koja predstavlja meru kvaliteta prediktivnog modela. Površina ispod krive 

pokazatelj je verovatnoće da će na osnovu testa veću vrednost za slučajno odabranog ispitanika 

imati osoba sa datim kvalitetom, nego osoba bez kvaliteta. U slučaju kada parametar od interesa 

nije u mogućnosti da pravi razliku između dve grupe ispitanika, površina ispod ROC krive iznosiće 

0,5, što odgovara dijagonali na ROC grafiku, dok će u slučaju kada postoji savršena separacija, 

površina iznositi 1. Što je površina ispod krive bliža ovoj vrednosti to je parametar 

diskriminativniji, tj. bolje razlikuje dve grupe jer se vrednosti senzitivnosti i specifičnosti za svaki 

granični skor približavaju idealnim. Kada se radi o najboljim graničnim vrednostima genskih 

ekspresija, usvojene su one za koje je na osnovu ROC analize dostignuta maksimalna suma 

specifičnosti i senzitivnosti (Janicic i Novovic, 2011). Za analize krivih ukupnog preživljavanja 

korišćena je Kaplan-Majerova metoda, a za opis korišćene su medijane preživljavanja i 

odgovarajući intervali poverenja (95%). Za testiranje razlika u ukupnom preživljavanju u odnosu na 

nivoe genske ekspresije korišćen je log-rank test. S obzirom da se Kaplan-Majerova metoda i log-

rank test mogu primeniti samo na kategoričke varijable, bolesnice su na osnovu medijane ekspresije 

podeljene u grupe sa niskom i visokom ekpresijom ispitivanih gena. Univarijanta Koksova 

regresiona anliza korišćena je za procenu statistički značajnih faktora koji imaju uticaj na ukupno 

preživljavanje. Beta koeficijent (B) i odnos rizika (engl. Hazard Ratio, HR) sa odgovarajućim 95% 

intervalom poverenja korišćeni su za deskripciju, dok je Valdov test korišćen za statističko 

testiranje. Pozitivna vrednost beta koeficijenta (B>0) i odnos rizika veći od jedan (HR>1) ukazuju 

da je rizik od smrti veći kod ispitanika sa većom vrednošću ispitivane varijable. Sve statističke 

analize, izuzev analize ROC krivih, urađene su uz pomoć programa SPSS v. 22.0 (IBM SPSS 

Statistics, SAD). ROC analiza urađena je u R programu v. 3.3.2.  
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4. REZULTATI 
 

 

U okviru ove doktorske disertacije ispitivana je relativna ekspresija odabranih gena 

uključenih u procese vezane za EMT u uzorcima humanog karcinoma jajnika u cilju pronalaska 

novih molekularnih biomarkera ovog maligniteta. Metodom kvantitativnog PCR-a analizirano je 77 

parafinskih uzoraka tumora jajnika, od kojih 57 malignih i 20 benignih. Usled neadekvatnog 

kvaliteta izolovane RNK, ekspresija JAM-A gena analizirana je kod 44 maligna i 12 benignih 

uzoraka; ekspresija ITGAV gena kod 46 malignih i 17 benignih; dok je ekspresija CALD1 gena 

analizirana kod 47 malignih i 19 benignih uzoraka tumora jajnika.  

 

 

4.1. Kvantifikacija ekspresije JAM-A, ITGAV i CALD1 gena u benignim i malignim uzorcima 

tumora jajnika  

 

Medijana nivoa ekspresije JAM-A gena u grupi malignih uzoraka bila je viša (0,55 (0,002-

12,68)) u odnosu na benigne uzorke tumora jajnika (0,355 (0,01-1,11)), ali bez statistički značajne 

razlike (p=0,145) (Slika 4.1.). Nivo ekspresije ITGAV gena kod malignih uzoraka tumora jajnika 

iznosio je 0,14 (0,002-75,99). Ovaj nivo značajno je niži u odnosu na nivo ekspresije koji je 

detektovan u grupi benignih uzoraka (0,98 (0,24-31,96), p<0,001) (Slika 4.2). Takođe, detektovan 

je značajno niži nivo ekspresije CALD1 gena u malignim uzorcima sa medijanom od 0,26 (0,004-

19,93) u odnosu na benigne tumore jajnika (9,48 (0,91-99,12), p<0,001) (Slika 4.3). Rezultati su 

grafički prikazani Box-plotom koji se sastoji od pravougaonika koji prikazuje podatke od donjeg do 

gornjeg kvartila (središnjih 50% podataka), dok horizontalne linije unutar box-a predstavljaju 

vrednosti medijane. Na grafiku, vrednosti udaljene 1,5 dužine od ivica pravougaonika nazivaju se 

atipične i predstavljene su kružićima, a vrednosti udaljene 3 dužine od ivica pravougaonika nazivaju 

se ekstremne i predstavljene su zvezdicama. 
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Slika 4.1. Box-plot grafički prikaz relativne ekspresije JAM-A gena kod malignih i benignih 

uzoraka tumora jajnika 

 

 

 
 

 

Slika 4.2. Box-plot grafički prikaz relativne ekspresije ITGAV gena kod malignih i benignih 

uzoraka tumora jajnika 
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Slika 4.3. Box-plot grafički prikaz relativne ekspresije CALD1 gena kod malignih i benignih 

uzoraka tumora jajnika 

 

 

 

4.2. Korelacije ekspresije JAM-A, ITGAV i CALD1 gena i kliničkopatoloških parametara 

karcinoma jajnika  
 

Nivoi ekspresije JAM-A, ITGAV i CALD1 gena korelisani su sa karakteristikama bolesnica, 

kliničkim parametrima bolesti i histopatološkim karakteristikama tumora. U ispitivanoj grupi nije 

pokazana statistički značajna korelacija ovih parametara i različitih nivoa ekspresije JAM-A, ITGAV 

i CALD1 gena (Tabela 4.1; Tabela 4.2; Tabela 4.3). Ipak, zabeležen je statistički trend povišene 

ekspresije JAM-A gena u tumorima visokog gradusa (p=0,070) kao i u uzorcima karcinoma jajnika 

kod kojih je zabeleženo prisustvo ascita (p=0,051) (Tabela 4.1). Statistički trend snižene ekspresije 

ITGAV gena detektovan je u tumorima visokog gradusa (gradus 2 i 3) (p=0,053), u uzorcima 

karcinoma jajnika kod kojih je zabeleženo prisustvo ascita (p=0,055), kao i u uzorcima bolesnica 

koje su relapsirale (p=0,083) (Tabela 4.2). Takođe, statistički trend snižene ekspresije CALD1 gena 

uočen je u tumorima visokog gradusa (p=0,075) (Tabela 4.3).   

 

 

Tabela 4.1. Korelacije relativne ekspresije JAM-A gena u odnosu na karakteristike bolesnica i 

kliničkopatološke parametre bolesti 

  
   Karakteristike 

 

n (%) 

n=44 

Relativna ekspresija JAM-A gena 

Medijana (opseg) P-vrednost# 

Starost       

≤60 26 (59,1) 0,57 (0,002-12,68) 
0,703 

>60 18 (40,9)  0,54 (0,002-7,77) 
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Status menopauze       

Premenopauza 12 (27,3) 1,12 (0,002-12,68) 

 Postmenopauza 27 (61,3) 0,69 (0,002-7,77) 0,584 

NA 5 (11,4)   

 FIGO stadijum       

I+II 17 (38,6) 0,37 (0,002-7,66) 
0,145 

III+IV 27 (61,4) 1,33 (0,002-12,68) 

Histološki podtip tumora     

Serozni 33 (75,0) 0,72 (0,002-12,68) 

 Ostali 10 (22,7) 0,32 (0,004-7,66) 0,741 

NA 1 (2,3)   

 Histološki gradus tumora       

1 14 (31,8) 0,30 (0,002-7,66) 

 2+3 26 (59,1) 1,42 (0,002-12,68) 0,070 

NA 4 (9,1)   

 Metastaze u limfnim čvorovima     

Da 8 (18,2) 1,65 (0,021-7,53) 

 Ne 22 (50,0) 0,40 (0,002-12,68) 0,277 

NA 14 (31,8)   

 Peritonelane metastaze       

Da 27 (61,4) 1,52 (0,004-12,68) 

 Ne 14 (31,8) 0,38 (0,002-7,66) 0,235 

NA 3 (6,8)   

 Udaljene metastaze       

Da 7 (15,9) 1,52 (0,013-6,96) 

 Ne 35 (79,5) 0,41 (0,002-12,68) 0,487 

NA 2 (4,6)   

  Prisustvo ascita       

Da 18 (40,9) 1,72 (0,004-12,68) 

 Ne 24 (54,5) 0,32 (0,002-7,66) 0,051 

NA 2 (4,6)   

 Prisustvo rezidualne bolesti     

Da 16 (36,4) 1,01 (0,002-7,53) 

 Ne 20 (45,4) 0,55 (0,002-12,68) 0,886 

NA 8 (18,2)   

 Relaps bolesti       

Da 13 (29,6) 1,88 (0,002-7,77) 

 Ne 23 (52,2) 0,37 (0,002-12,68) 0,766 

NA 8 (18,2)     

      # Vilkoksonov test sume rangova 
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Tabela 4.2. Korelacije relativne ekspresije ITGAV gena u odnosu na karakteristike bolesnica i 

kliničkopatološke parametre bolesti 

    
Karakteristike 

n (%) 

n=46 

Relativna ekspresija ITGAV gena 

Medijana (opseg) P-vrednost# 

Starost       

≤60 25 (54,3) 0,12 (0,002-47,12) 
0,749 

>60 21 (45,7) 0,20 (0,004-75,99) 

Status menopauze       

Premenopauza 12 (26,1) 0,10 (0,005-1,57) 

 Postmenopauza 29 (63,0) 0,15 (0,002-75,99) 0,337 

NA 5 (10,9)   

 FIGO stadijum       

I+II 18 (39,1) 0,28 (0,005-75,99) 
0,290 

III+IV 28 (60,9) 0,12 (0,002-47,12) 

Histološki podtip tumora     

Serozni 34 (73,9) 0,14 (0,002-47,12) 

 Ostali 11 (23,9) 0,11 (0,02-75,99) 0,702 

NA 1 (2,2)   

 Histološki gradus tumora     

1 14 (30,4) 0,43 (0,02-75,99) 

 2+3 29 (63,1) 0,10 (0,002-26,06) 0,053 

NA 3 (6,5)   

 Metastaze u limfnim čvorovima     

Da 8 (17,4) 0,11 (0,002-47,12) 

 Ne 25 (54,3) 0,15 (0,004-75,99) 0,496 

NA 13 (28,3)   

 Peritonealne metastaze     

Da 30 (65,2) 0,12 (0,002-47,12) 

 Ne 14 (30,4) 0,28 (0,02-75,99) 0,332 

NA 2 (4,4)   

 Udaljene metastaze       

Da 8 (17,4) 0,08 (0,002-1,32) 

 Ne 37 (80,4) 0,15 (0,004-7,99) 0,523 

NA 1 (2,2)   

 Prisustvo ascita       

Da 19 (41,3) 0,11 (0,002-1,32) 

 Ne 26 (56,5) 0,17 (0,02-75,99) 0,055 

NA 1 (2,2)   

 Prisustvo rezidualne bolesti     

Da 15 (32,6) 0,15 (0,03-0,64) 

 Ne 19 (41,3) 0,10 (0,002-10,33) 0,690 

NA 12 (26,1)   
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Relaps       

Da 13 (28,3) 0,10 (0,002-26,06) 

 Ne 24 (52,1) 0,30 (0,005-75,99) 0,083 

NA 9 (19,6)     

    # Vilkoksonov test sume rangova 

 

 

 

Tabela 4.3. Korelacije relativne ekspresije CALD1 gena u odnosu na karakteristike bolesnica i 

kliničkopatološke parametre bolesti 

    
Karakteristike 

n (%) 

n=47 

Relativna ekspresija CALD1 gena 

Medijana (opseg) P-vrednost# 

Starost       

≤60 30 (63,8) 0,24 (0,006-17,07) 
0,842 

>60 17 (36,2) 0,44 (0,004-19,93) 

Status menopauze     

Premenopauza 15 (31,9) 0,20 (0,006-17,07) 

 Postmenopauza 28 (59,6) 0,28 (0,004-19,93) 0,541 

NA 4 (8,5) 

  
FIGO stadijum       

I+II 16 (34,0) 0,33 (0,007-13,21) 

 III+IV 30 (63,9) 0,19 (0,004-19,93) 0,704 

NA 1 (2,1)   

 
Histološki podtip tumora     

Serozni 34 (72,4) 0,23 (0,004-19,93) 

 Ostali 12 (25,5) 0,24 (0,022-16,59) 0,707 

NA 1 (2,1)   

 
Histološki gradus tumora     

1 11 (23,4) 1,17 (0,021-9,19) 

 2+3 30 (63,8) 0,13 (0,004-19,93) 0,075 

NA 6 (12,8)   

 Metastaze u limfnim čvorovima     

Da 7 (16,7) 0,19 (0,007-17,07) 

 Ne 27 (56,2) 0,26 (0,004-16,59) 0,677 

NA  13 (27,1)   

 
Peritonealne metastaze     

Da 32 (68,1) 0,21 (0,004-19,93) 

 Ne 13 (27,7) 0,94 (0,01-16,59) 0,335 

NA 2 (4,2)   
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Udaljene metastaze     

Da 8 (17,0) 0,16 (0,013-9,73) 

 Ne 38 (80,9) 0,33 (0,004-19,93) 0,324 

NA 1 (2,1)   

 
Prisustvo ascita       

Da 22 (46,8) 0,17 (0,004-16,59) 

 Ne 24 (51,1) 0,59 (0,007-19,93) 0,257 

NA 1 (2,1)   

 
Prisustvo rezidualne bolesti     

Da 16 (34,0) 0,33 (0,004-19,93) 

 Ne 20 (42,6) 0,20 (0,007-13,21) 0,626 

NA 11 (23,4)   

 
Relaps       

Da 13 (27,7) 0,20 (0,004-19,93) 

 Ne 25 (53,2) 0,29 (0,007-16,59) 0,903 

NA 9 (19,1)   

      # Vilkoksonov test sume rangova 

 
 

4.3. Određivanje diskriminatornog potencijala nivoa ekspresije JAM-A, ITGAV i CALD1 gena 

u tumorima jajnika: Analiza ROC krivih 

 

Analiza ROC krivih korišćena je za ispitivanje dijagnostičkog i prognostičkog potencijala 

ekspresionih nivoa odabranih gena. Primenom ove analize ispitivano je postojanje granične 

vrednosti ekspresije JAM-A, ITGAV i CALD1 gena koja razdvaja benigne od malignih tumora 

jajnika (dijagnostički potencijal) kao i granične vrednosti koja razdvaja dobar od lošeg ishoda 

bolesti (prognostički potencijal). Loš ishod bolesti definisan je kao relaps i/ili smrtni ishod. Od svih 

parametara, ROC analizom pokazano je da samo ekspresija JAM-A gena ima dijagnostički i 

prognostički potencijal (Tabela 4.4). U slučaju dijagnostičkog potencijala, ustanovljeno je da nivo 

ekspresije JAM-A gena od 1,14 sa površinom ispod krive od 0,640 (95% CI 0,488-0,792, p=0,014) 

ima optimalnu graničnu vrednost (engl. ROC cut-off value) (senzitivnost 0,43 i specifičnost 1). U 

slučaju diskriminatornog potencijala za predviđanje ishoda bolesti, ova vrednost iznosila je 1,80 sa 

površinom ispod krive od 0,621 (95% CI 0,427-0,816, p=0,013) (senzitivnost 0,53 i specifičnost 

0,85) (Tabela 4.5) (Slika 4.4). Primenom ROC analize nije utvrđeno postojanje diskriminatornog 

potencijala za nivoe ekspresija ostalih gena u odnosu na prethodno definisane parametre (Tabela 

4.4). 
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Tabela 4.4. ROC analiza dijagnostičkog (benigni/maligni) i prognostičkog (dobar/loš ishod bolesti) 

diskriminatornog potencijala za JAM-A, ITGAV i CALD1 gensku ekspresiju kod bolesnica sa 

tumorom jajnika 

   

    

Nivo genske 

ekspresije 
benigni/maligni dobar/loš ishod bolesti 

 

AUC ROC (95% CI)(%)# Test  AUC ROC (95% CI)(%) Test 

JAM-A 64,02 (48,79-79,24) p=0,014* 62,11 (42,65-81,56) p= 0,013* 

ITGAV 87,23 (77,9-96,56) ns 69,49 (50,34-88,63) ns 

CALD1 85,58 (76,70-94,46) ns 46,68 (28,60-64,77) ns 

 #Area Under the ROC curve (Delongova metoda); CI= interval poverenja (engl. Confidence 

Interval); *Statistički značajan rezultat, ns=nije statistički značajno 

 

 

 

Tabela 4.5. Rezultati ROC analize dijagnostičkog i prognostičkog diskriminatornog potencijala 

JAM-A ekspresije kod bolesnica sa tumorom jajnika 

  benigni/maligni dobar/loš ishod bolesti 

AUC ROC (95% CI)(%)* 64,02 (48,79-79,24) 62,11 (42,65-81,56) 

Test količnika 

verodostojnosti p= 0,014* p= 0,013* 

ROC granična vrednost# 1,14 1,80 

Senzitivnost (%) 43,18 (29,55-59,09) 52,63 (31,25-81,25) 

Specifičnost (%) 100 (100-100) 85,00 (70-100) 

*Area Under the ROC curve (Delongova metoda); # Relativni nivo ekspresije JAM-A gena 

koji ima maksimalnu sumu specifičnosti i senzitivnosti;*Statistički značajan rezultat 
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Slika 4.4. ROC analiza nivoa ekspresije JAM-A gena za a) diskriminatorni potencijal između 

benignih i malignih uzoraka tumora jajnika i b) dobrog, odnosno lošeg ishoda bolesti. Crvene tačke 

na graficima predstavljaju optimalnu graničnu vrednost JAM-A genske ekspresije 
 
 

4.4. Korelacije između ekspresija JAM-A, ITGAV i CALD1 gena kod bolesnica sa karcinomom 

jajnika 
 

U cilju analize međusobnih odnosa ekspresije ispitivanih gena, korišćen je Spirmanov test 

korelacije rangova. Vrednost Spirmanovog koeficijenta korelacije rho (ρ) kreće se od +1 (savršena 

pozitivna korelacija) do –1 (savršena negativna korelacija). Za značajnu korelaciju smatrana je ona 

kod koje je ρ > 0,50, odnosno ρ < -0,50, a vrednost p<0,05. Međusobni odnosi analiziranih gena u 

grupi bolesnica sa karcinomom jajnika predstavljeni su u tabeli 4.6. Ekspresije ITGAV i CALD1 

gena su statistički značajno pozitivno korelisane (ρ=0,585; p<0,001), dok su negativno korelisane sa 

ekspresijom JAM-A gena (ρ = -0,877; p= 0 i ρ= -0,632; p< 0,001 redom). 

 

 

Tabela 4.6. Korelacije između ekspresija JAM-A, ITGAV i CALD1 gena kod bolesnica sa 

karcinomom jajnika 

          

  

ITGAV CALD1 JAM-A 

ITGAV 
rho 1 0,585 -0,877 

p / <0,001* 0* 

CALD1 
rho 0,585 1 -0,632 

p <0,001* / <0,001* 

JAM-A 
rho -0,877 -0,632 1 

p 0* <0,001* / 

       *Statistički značajan rezultat 
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4.5. Kaplan-Majerova metoda i log-rank test ukupnog preživljavanja bolesnica sa 

karcinomom jajnika u odnosu na relativnu ekspresiju JAM-A, ITGAV i CALD1 gena  

U grupi od 57 bolesnica obolelih od karcinoma jajnika, od čega 18 umrlih, medijana 

praćenja iznosila je 41 mesec (4-106), a medijana ukupnog preživljavanja iznosila je 96 meseci sa 

95% intervalom poverenja (95% CI) (34,6-157,4) (Slika 4.5). Medijana preživljavanja predstavlja 

vreme za koje se očekuje da je 50% bolesnica živo.  

 

 

Slika 4.5. Kaplan-Majerova kriva ukupnog preživljavanja za ispitivane bolesnice sa karcinomom 

jajnika (n=57). Cenzurisane bolesnice predstavljene su vertikalnim crtama na grafiku 

 

 

Kako bi ispitali vezu između nivoa ekspresije JAM-A, ITGAV i CALD1 gena i ukupnog 

preživljavanja bolesnica urađena je Kaplan-Majerova analiza i log-rank test. Ukupno preživljavanje 

definisano je kao vreme između datuma dijagnoze bolesti (operacije) i datuma smrti ili poslednje 

kontrole. S obzirom da se Kaplan-Majerova metoda i log-rank test mogu primeniti samo na 

kategoričke varijable, bolesnice su na osnovu medijane ekspresije podeljene u grupe sa niskom i 

visokom ekpresijom ispitivanih gena. Rezultati u ispitivanoj grupi bolesnica nisu pokazali statistički 

značajnu vezu između ekspresije JAM-A, ITGAV i CALD1 gena i ukupnog preživljavanja bolesnica 

(p=0,186, p=0,789 i p=0,064). Ipak, bolesnice sa višom u odnosu na one sa nižom ekspresijom 

JAM-A gena, imale su kraću medijanu preživljavanja (56 prema 96 meseci) (Slika 4.6). Takođe, 

medijana preživljavanja bila je kraća u grupi bolesnica sa nižom ekspresijom ITGAV (56 meseci) i 

CALD1 gena (47 meseci) u odnosu na višu ekpresiju (medijana nije dostignuta) (Slika 4.7. i Slika 

4.8). 

 

 



49 
 

 
 

Slika 4.6. Kaplan-Majerova kriva ukupnog preživljavanja bolesnica sa karcinomom jajnika u 

odnosu na nisku/visoku JAM-A gensku ekspresiju 
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Slika 4.7. Kaplan-Majerova kriva ukupnog preživljavanja bolesnica sa karcinomom jajnika u 

odnosu na nisku/visoku ITGAV gensku ekspresiju 
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Slika 4.8. Kaplan-Majerova kriva ukupnog preživljavanja bolesnica sa karcinomom jajnika u 

odnosu na nisku/visoku CALD1 gensku ekspresiju 

 

 

4.6. Univarijantna Koksova regresiona analiza ukupnog preživljavanja 

 

U cilju utvrđivanja odnosa između ekspresije ispitivanih gena i pojedinih kliničkopatoloških 

parametara bolesti sa jedne strane, i ukupnog preživljavanja bolesnica sa karcinomom jajnika sa 

druge, primenjena je univarijantna Koksova regresiona analiza. Asocijacije su izražene kao odnosi 

rizika (engl. Hazards Ratio, HR) sa 95% intervalom poverenja. U ispitivanoj grupi bolesnica 

pokazano je da statistički značajan efekat na preživljavanje ostvaruju sledeće kliničke promenljive: 

FIGO stadijum (HR=3.207, 95% CI 1,755-6,671, p=0,003), peritonealne metastaze (HR=13,5, 95% 

CI 1,8-102,7, p=0,012) i rezidualni tumor (HR=3,6, 95% CI 1,1-12,1, p=0,037) (Tabela 4.7). S 

obzirom na nedovoljan broj događaja (smrtnih ishoda) po prediktorskoj varijabli u ispitivanoj grupi 

bolesnica, parametri koji su se pokazali značajnim u univarijantnoj Koksovoj regresionoj analizi, 

nisu ubacivani u multivarijantni Koksov regresioni model. Svrha ovog modela jeste da proceni 

simultani efekat različitih faktora na preživljavanje, sa ciljem da se utvrdi da li neki od faktora ima 

nezavisan uticaj.  
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Tabela 4.7. Univarijantna Koksova regresiona analiza ukupnog preživljavanja u odnosu na 

pojedine kliničkopatološke karakteristike bolesnica sa karcinomom jajnika i ekspresiju JAM-A, 

ITGAV i CALD1 gena 

 

  Univarijantna Koksova regresija 

Faktor B HR (95%CI) p* 

Starost 
   

≤60 vs >60       0,637                      1,9 (0,7-5,0) 0,194 

Status menopauze    

Post vs Premenopauza 0,351 1,4 (0,5-4,1) 0,514 

Histološki podtip tumora    

Serozni vs Ostali 1,306 3,7 (0,8-16,5) 0,088 

FIGO stadijum    

I-IV 1,042 3,207 (1,755-6,671) 0,003 

Histološki gradus 

tumora    

2+3 vs 1 1,449 4,3 (1,0-18,8) 0,056 

Peritonealne metastaze    

Da vs Ne 2,601 13,5 (1,8-102,7) 0,012 

Udaljene metastaze 
   

Da vs Ne 0,397 1,5 (0,3-6,8) 0.608 

Prisustvo rezidualne 

bolesti    

Da vs Ne       1,284 3,6 (1,1 -12,1) 0,037 

JAM-A ekspresija    

Visoka vs niska 0,736 2,1 (0,7-6,4) 0,201 

ITGAV ekspresija    

Visoka vs niska -0,856 0,4 (0,1-1,3) 0,141 

CALD1 ekspresija    

Visoka vs niska -0,828 0,4 (0,2-1,3) 0,132 

              B, regresioni koeficijent; HR, odnos rizika; CI, interval poverenja; *Valdov test;  
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4.7. Analiza proteinske ekspresije JAM-A u uzorcima tumora jajnika  
 

S obzirom da je pokazano da JAM-A ima dijagnostički i prognostički potencijal u ispitivanoj 

grupi bolesnica, analizirana je i proteinska ekspresija JAM-A. Imunohistohemijska ekspresija JAM-

A evaluirana je u 19 uzoraka tumora jajnika, od kojih u jednom nije bilo moguće izvršiti procenu 

usled nekroze tkiva. Preostalih 18 uzoraka činila su 2 benigna i 16 malignih tumora jajnika, od kojih 

je većina pripadala seroznom histološkom tipu (81,3%). Pozitivna ekspresija JAM-A proteina u 

grupi benignih uzoraka tumora jajnika detektovana je u epitelu i u stromi, s tim što je intenzitet 

bojenja bio veći u stromi. Takođe, kod seroznog i neseroznih tipova karcinoma jajnika JAM-A 

imunoekspresija detektovana je kako u stromi, tako i u epitelu (Tabela 4.8). Imunopozitivnost je 

lokalizovana u membrani i citoplazmi epitelnih ćelija karcinoma jajnika (Slika 4.9). 

 

 

Tabela 4.8. Imunopozitivnost JAM-A proteina u epitelu i stromi benignih i malignih (seroznih i ne 

seroznih) tumora jajnika 

 

           

 
  

IHC SKOR EPITEL  

% 

IHC SKOR STROMA  

% 
 

 

n=18 

n (%) 
0 1+ 2+ 3+ 0 1+ 2+ 3+ 

 

 

BENIGNI 

TUMORI 

2 (11,1%) 0 100 0 0 0 0 50 50 
 

 

SEROZNI 

KARCINOMI 

13 (81,3%)  0 46,2 46,2 7,6 0 46,2 46,2 7,6 
 

 

NESEROZNI 

KARCINOMI  

3 (16,7%) 0 66,7 33,3 0 0 33,3 66,7 0 
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Slika 4.9. Reprezentativne slike benignog tumora, seroznog i neseroznog tipa karcinoma jajnika u 

odnosu na JAM-A imunopozitivnost. Mesta specifičnog vezivanja antitela su smeđe boje, dok 

hematoksilin boji plavom bojom jedra svih ćelija za koje se nespecifično veže. NK – negativna 

kontrola, PK – pozitivna kontrola, Ep – epitel, St – stroma, Lu – lumen, Strelice na slici označavaju 

membransku, a zvezdice citoplazmatsku imunopozitivnost. Vrednost bara iznosi 10 µm. 

 

 

4.8. Rezultati bioinformatičkih analiza JAM-A, ITGAV i CALD1 genske i proteinske 

ekspresije u karcinomu jajnika 

 

4.8.1. Rezultati poređenja nivoa JAM-A, ITGAV i CALD1 genske ekspresije u normalnom i 

kancerskom tkivu jajnika - GEPIA baza podataka  

 

Na osnovu GEPIA baze podataka, uočena je statistički značajno povišena ekspresija JAM-A 

gena u kancerskom u odnosu na normalno tkivo jajnika. U slučaju ITGAV i CALD1 gena uočena je 

snižena ekspresija u kancerskom tkivu jajnika, dok je u slučaju CALD1 gena ta razlika bila i 

statistički značajna (p<0.05) (Slika 4.10).  
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Slika 4.10. Razlike u ekspresiji JAM-A, ITGAV i CALD1 gena u tumorskom (T) i normalnom (N) 

tkivu jajnika na osnovu GEPIA baze podataka. Crveni i sivi box-plotovi predstavljaju tumorsko i 

normalno tkivo jajnika, redom. *P<0.05 
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4.8.2. Rezultati analize proteinske ekspresije JAM-A, ITGAV i CALD1 u normalnom i tumorskom 

tkivu jajnika - Humani proteinski atlas 

 

Na osnovu podataka iz HPA pokazano je da preko 70% uzoraka karcinoma jajnika pokazuje 

umeren ili jak intenzitet imunohistohemijskog bojenja JAM-A proteina, dok se on ne detektuje u 

normalnim ćelijama jajnika (antitelo HPA061700). U slučaju ekspresije ITGAV i CALD1 proteina 

situacija je obrnuta: normalne ćelije jajnika pokazuju umeren do jak intenzitet bojenja, dok je 

ekspresija slaba ili odsutna u svim analiziranim isečcima karcinoma jajnika (antitela HPA004856 i 

HPA008066) (Slika 3.3). U uzorcima gde je detektovana proteinska ekspresija JAM-A, ITGAV i 

CALD1, lokalizacija ovih proteina bila je na membrani i u citoplazmi, dok je ITGAV protein 

detektovan i u nukleusu normalnih ćelija jajnika.  

 

4.8.3. Rezultati analize interakcija JAM-A, ITGAV i CALD1 proteina - STRING baza podataka  

 

STRING analiza pokazala je da JAM-A i ITGAV ostvaruju funkcionalne interakcije na 

osnovu podataka metaboličkih baza, baza signalnih puteva kao i literaturnih podataka i to sa 

visokim skorom poverenja (≥0.9) (Slika 4.11). Dodatna analiza klastera proširena sa do 10 

primarnih interakcija pokazala je da JAM-A, ITGAV i CALD1 ostvaruju brojne indirektne 

interakcije i formiraju biološke klastere zajedno sa proteinima: MLLT4 (engl. myeloid/lymphoid or 

mixed-lineage leukemia translocated to 4), TJP1 (engl. tight junction protein 1), FN1, TGFB1, 

ITGB3 (engl. integrin B 3), ITGB6, VTN (engl. vitronectin), ITGB1, ITGB8, ITGB5) (Slika 4.11). 

Proširena mreža statistički je značajno obogaćena interakcijama (p < 0.001) što pokazuje da JAM-

A, ITGAV i CALD1 međusobno interaguju značajno više nego što se to očekuje za nasumični set 

gena slične veličine. Klaster analiza pokazala je da ITGAV formira poseban klaster i da interaguje 

sa JAM-A kao i sa CALD1 posredstvom ITGB5. 
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Slika 4.11. STRING analiza interakcije JAM-A, ITGAV i CALD1 proteina. (a) Proteinska mreža 

JAM-A, ITGAV i CALD1 funkcionalnih interakcija izgrađena je na osnovu skora visoke 

pouzdanosti (≥0,9). b) Proteinska JAM-A, ITGAV i CALD1 mreža proširena je sa do 10 primarnih 

interakcija koje su statistički značajno obogaćene (p<0,001). Proteini su prikazani čvorovima 

označenim HGNC (engl. HUGO Gene Nomenclature Committee) genskim simbolima, a linije 

predstavljaju poznate i predviđene funkcionalne asocijacije potkrepljene različitim vrstama dokaza: 

ljubičasta - eksperimentalni dokazi, crna – podaci o koekspresijama, žuta – „textmining” tehnike i 

plava - naučne baze podataka. Crveni čvorovi – članovi ITGAV klastera; zeleni čvorovi – članovi 

JAM-A klastera; plavi čvorovi – članovi CALD1 klastera. Isprekidanim linijama prikazane su 

interakcije između klastera. MLLT4 (engl. myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia 

translocated to 4), TJP1 (engl. tight junction protein 1), FN1 (engl. fibronectin 1), TGFB1 (engl. 

transforming growth factor beta 1), ITGB3 (engl. integrin B 3), ITGB6 (engl. integrin B 6), VTN 

(engl. vitronectin), ITGB1 (engl. integrin B 3), ITGB8 (engl. integrin B 8), ITGB5 (engl. integrin B 

5).  

 

4.8.4. Rezultati analize obogaćivanja skupa gena  

 

Kako bi identifikovali signalne puteve vezane za regulatorne mehanizme JAM-A, ITGAV i 

CALD1 genske ekspresije u karcinomu jajnika, korišćena je GSEA metodaugrupu od 50 prethodno 

definisanih genskih setova („hallmarkˮ genski setovi). U ovom radu, GSEA sprovedena je na GEO 

ekspresionom setu (GSE9891) koji je sadržao 285 bolesnica obolelih od karcinoma jajnika 

podeljenih u grupe sa visokom i niskom ekspresijom JAM-A, ITGAV i CALD1 gena. Statistički 

značajno obogaćeni putevi odabrani su na osnovu |NES| >1, FDR < 0,25 i nominalne p vrednosti < 

0,05.  

U grupi bolesnica sa karcinomom jajnika sa visokom ekspresijom JAM-A gena, ukupan broj 

obogaćenih puteva bio je 26 od ukupno 50 genskih setova, od čega je 12 funkcionalnih grupa gena 

bilo statistički značajno obogaćeno sa FDR<0.25, a 5 funkcionalnih grupa gena sa nominalnom p 

vrednošću <0.05. U grupi sa niskom ekspresijom JAM-A gena obogaćena su 24 genska seta, ali 
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nijedan nije bio statistički značajno obogaćen. Lista gena eksprimirana u grupi sa visokom 

ekspresijom JAM-A gena bila je visoko obogaćena genima uključenim u popravku oštećenja na 

DNK, glikolizu, deobno vreteno, proteinsku sekreciju i PI3K/AKT/mTOR signalizaciju. Pet 

najznačajnijih diferencijalno eksprimiranih genskih setova u grupi bolesnica sa visokom 

ekspresijom JAM-A gena prikazana je u tabeli 4.9.  

U grupi bolesnica sa karcinomom jajnika sa visokom ekpresijom ITGAV gena ukupan broj 

obogaćenih puteva bio je 46, od čega je 40 funkcionalnih grupa gena bilo statistički značajno 

obogaćeno sa FDR<0.25, a 29 funkcionalnih grupa gena sa nominalnom p vrednošću <0.05. Lista 

gena eksprimirana u grupi sa visokom ekspresijom ITGAV gena bila je obogaćena genima 

uključenim u adipogenezu, proteinsku sekreciju, reaktivne kiseonične vrste, apoptozu i sistem 

komplementa. Pet najznačajnijih diferencijalno eksprimiranih genskih setova u grupi bolesnica sa 

visokom ekspresijom ITGAV gena prikazana je u tabeli 4.10. Pored toga, među statistički značajno 

obogaćenim putevima našli su se i geni uključeni u TNF-α signalizaciju putem NF-kB (NES=1.71, 

nom. p vrednost=0, FDR=0.04) i IL6-JAK-STAT3 signalizaciju (NES=1.71, nom. p vrednost=0, 

FDR=0.03). U grupi sa sniženom ekspresijom ITGAV gena bila su obogaćena 4 genska seta ali bez 

statističke značajnosti.  

U grupi bolesnica sa karcinomom jajnika sa visokom ekpresijom CALD1 gena ukupan broj 

obogaćenih signalnih puteva bio je 45 od ukupno 50 genskih setova, od čega je 24 funkcionalnih 

grupa gena bilo statistički značajno obogaćeno sa FDR<0.25, a 16 funkcionalnih grupa gena sa 

nominalnom p vrednošću <0.05. Genski setovi vezani za UV odgovor, adipogenezu, apikalne veze, 

EMT i miogenezu bili su diferencijano zastupljeni u grupi sa visokom CALD1 ekspresijom. Pored 

toga, statistički značajno obogaćen skup gena bio je vezan za TGF-β signalizaciju (NES=1.75, nom. 

p vrednost=0.01, FDR=0.03). U grupi sa niskom ekspresijom CALD1 gena bilo je obogaćeno 5 

genskih setova ali bez statističke značajnosti. Pet najznačajnijih diferencijalno eksprimiranih 

genskih setova u grupi bolesnica sa visokom ekspresijom CALD1 gena prikazana je u tabeli 4.11. 

Prikaz pojedinih statistički značajno obogaćenih EMT signalnih puteva u grupi bolesnica sa 

karcinomom jajnika sa visokom ekspresijom JAM-A, ITGAV i CALD1 gena dat je na slici 4.12. 

 

 

Tabela 4.9. Pet najznačajnijih genskih setova statistički značajno obogaćenih u grupi bolesnica sa 

karcinomom jajnika sa visokom JAM-A ekspresijom. NES (engl. Normalized Enrichment Score), 

nom. P vrednost= nominalna P vrednost, FDR (engl. False Discovery Rate) 

 

Genski set NES 

nom. P 

vrednost FDR 

1. POPRAVKA OŠTEĆENJA NA DNK 1.81 0.00 0.11 

2. GLIKOLIZA 1.64 0.00 0.20 

3. DEOBNO VRETENO 1.61 0.02 0.11 

4. PROTEINSKA SEKRECIJA 1.59 0.04 0.11 

5. PI3K/AKT/mTOR SIGNALIZACIJA 1.58 0.02 0.10 
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Tabela 4.10. Pet najznačajnijih genskih setova statistički značajno obogaćenih u grupi bolesnica sa 

karcinomom jajnika sa visokom ITGAV ekspresijom. NES (engl. Normalized Enrichment Score), 

nom. P vrednost= nominalna P vrednost, FDR (engl. False Discovery Rate) 

 

Genski set NES 

nom. P 

vrednost FDR 

1. ADIPOGENEZA 1.86 0.00 0.07 

2. PROTEINSKA SEKRECIJA 1.78 0.01 0.09 

3. REAKTIVNE KISEONIČNE VRSTE 1.78 0.00 0.06 

4. APOPTOZA 1.77 0.00 0.05 

5. SISTEM KOMPLEMENTA 1.75 0.00 0.04 

 

 

Tabela 4.11. Pet najznačajnijih genskih setova statistički značajno obogaćenih u grupi bolesnica sa 

karcinomom jajnika sa visokom CALD1 ekspresijom. NES (engl. Normalized Enrichment Score), 

nom. P vrednost= nominalna P vrednost, FDR (engl. False Discovery Rate) 

 

Genski set NES 

nom. P 

vrednost 
FDR 

1. UV ODGOVOR 1.93 0.00 0.04 

2. ADIPOGENEZA 1.92 0.00 0.02 

3. APIKALNE VEZE 1.84 0.00 0.03 

4. EPITELNO-MEZENHIMSKA-   

TRANZICIJA 1.82 
0.00 0.02 

5. MIOGENEZA 1.78 0.00 0.03 
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Slika 4.12. Prikaz pojedinih statistički značajno obogaćenih EMT signalnih puteva u grupi 

bolesnica sa karcinomom jajnika (GSE9891) sa visokom ekspresijom a) JAM-A, b) ITGAV i c) 

CALD1 gena na osnovu GSEA analize. 
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5. DISKUSIJA 
 

 

5.1. Značaj ispitivanja novih biomarkera u karcinomu jajnika 

 

 

Karcinom jajnika predstavlja najzastupljeniji i najsmrtonosniji histološki tip kancera jajnika 

(Prat, 2017). Za razliku od većine solidnih tumora čija je prognoza značajno poboljšana, 

petogodišnje preživljavanje bolesnica sa karcinomom jajnika, uprkos razvoju ciljanih terapija poput 

antiangiogenih agenasa i PARP-inhibitora, nije se značajnije promenilo u poslednjih 40 godina, 

tačnije od uvođenja hemioterapije bazirane na platini (Lheureux i sar., 2019). Usled odsustva 

specifičnih simptoma u početnim fazama bolesti kao i nepostojanja adekvatnih metoda za rano 

otkrivanje, oko 75% slučajeva karcinoma jajnika dijagnostikuje se u kasnoj fazi, sa prisutnim 

peritonealnim metastazama kada je prognoza znatno lošija (Cortez i sar., 2018). Uprkos novim 

saznanjima vezanim za patogenezu i heterogenost ovog oboljenja, većina bolesnica i dalje se leči 

standardnim metodama, koje podrazumevaju citoreduktivnu hirurgiju i hemioterapiju baziranu na 

platini (Suh i sar., 2014). Takođe, uprkos senzitivnosti na prvu liniju hemioterapije, kod oko 70% 

slučajeva karcinoma jajnika javlja se relaps bolesti u okviru dve godine nakon inicijalnog tretmana 

(Giornelli, 2016). 

Iako metastaze predstavljaju vodeći uzrok smrtnosti obolelih od malignih bolesti, saznanja o 

ovom procesu u karcinomu jajnika i dalje nisu potpuna (Mitra, 2016). Peritonealna diseminacija 

karcinoma jajnika u vezi je sa lošijom prognozom bolesti, a molekularni mehanizmi koji 

omogućavaju kancerskim ćelijama jajnika da se odvoje od primarnog tumora, izvrše invaziju na 

peritonealnu površinu i dovedu do pojave sekundarnih tumora, nisu u potpunosti razjašnjeni. Zbog 

nepotpunih saznanja bilo je interesantno opredeliti se za ovo maligno oboljenje kao predmet 

proučavanja. Bolje razumevanje molekularnih događaja koji doprinose tumorskoj invaziji i 

metastatskom širenju bolesti od ključne je važnosti za razvoj novih terapijskih strategija u lečenju 

karcinoma jajnika. 

 

 

 

5.2. Mehanizmi metastatskog širenja karcinoma jajnika 

 

 

Usled nedostatka anatomske barijere, karcinom jajnika karakteriše se velikim potencijalom 

za širenje unutar peritonealne šupljine (Lengyel, 2010). Peritoneum predstavlja dvoslojnu seroznu 

membranu koja oblaže abdominalnu i pelvičnu šupljinu, obavija organe trbušne duplje i povezuje 

anatomske odeljke (Tsuruchi i sar., 1993). Peritonealno širenje karcinoma jajnika podrazumeva 

odvajanje tumorskih ćelija od primarnog tumora, formiranje multićelijskih agregata (sferoida), 

preživljavanje u ascitnoj tečnosti i interakcije sa ćelijama mikrosredine (Weidle i sar., 2016). 

Odvajanje kancerskih ćelija od primarnog tumora olakšavaju i mehaničke sile, kao što je protok 

peritonealne tečnosti i trenje okolnih peritonealnih organa tokom respiratornih pokreta (Lengyel, 

2010). Kod zdravih osoba, najveći deo peritonealne tečnosti vraća se u cirkulaciju putem limfne 

drenaže. S obzirom da je u početnim fazama bolesti prisutna samo mala količina peritonealne 

tečnosti, širenje bolesti uglavnom je ograničeno na organe koji se nalaze u blizini primarnog tumora 

(Yeung i sar., 2015). Kod bolesnica sa kancerom jajnika, povećana propustljivost vaskulature 

uzrokovana produkcijom VEGF, kao i opstrukcija limfnih sudova kancerskim ćelijama, dovodi do 

formiranja ascita (Ahmed i Stenvers, 2013). Usled prisustva kancerskih ćelija, ovi asciti označavaju 

se kao maligni. Sa napredovanjem bolesti, produkuje se sve više ascitne tečnosti što omogućava 

širenje kancerskih ćelija jajnika na udaljenija mesta unutar abdomena. 
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Ključan korak za uspešnu metastatsku kolonizaciju jeste interakcija tumorskih ćelija jajnika 

sa mezotelnim ćelijama peritoneuma (Kenny i sar., 2007) a ovaj proces posredovan je integrinima. 

Integrini eksprimirani na metastatskim ćelijama kancera pomažu im da se vežu za proteine VĆM 

koje sekretuju mezotelne ćelije (Iwatsuki i sar., 2010). Jedno od najčešćih mesta metastaziranja 

karcinoma jajnika jeste omentum. Omentum predstavlja dvostruki nabor visceralnog peritoneuma 

koji sadrži regione sa masnim tkivom i pokriva abdominalne organe (Meza-Perez i Randall, 2017). 

Najznačajnije i najzastupljenije ćelijske komponente omentalnog tkiva predstavljaju adipociti 

(Meza-Perez i Randall, 2017). Pokazano je da adipociti sekretuju adipokine, pre svega interleukin 6 

(IL-6) i IL-8, koji privlače kancerske ćelije jajnika na omentum i podržavaju njihov metastatski rast 

(Nieman i sar., 2011). Sa druge strane, kancerske ćelije dovode do metaboličkog reprogramiranja 

adipocita i do indukcije lipolize u ovim ćelijama. Adipociti, zauzvrat, indukuju ekspresiju 

vezujućeg proteina masnih kiselina 4 (engl. fatty acid binding protein 4, FABP4) u kancerskim 

ćelijama. Kao rezultat, kancerske ćelije preuzimaju slobodne masne kiseline koje oslobađaju 

adipociti i koriste ih kao izvor energije i gradivne blokove kako bi promovisali tumorski rast 

(Nieman i sar., 2011). Ovo objašnjava zašto je u uznapredovalim stadijumima kancera jajnika 

najčešće čitav omentum pokriven tumorskim nodusima (Lengyel, 2010). Takođe je pokazano da 

adipociti omentuma, pored IL-6 i IL-8, luče i leptin, hormon uključen u regulaciju telesne masnoće, 

i da ovi adipokini zajednički mogu dovesti do aktivacije EMT procesa (Kipps i sar., 2013; Kato i 

sar., 2015; Yin i sar., 2015). 

Iako se smatra da je peritonealna diseminacija najzastupljeniji način širenja kancera jajnika, 

opisani su i drugi mehanizmi. Pradeep i saradnici (2014) otkrili su nov mehanizam hematogenog 

metastaziranja kancerskih ćelija jajnika na omentum korišćenjem mišijeg modela koji podrazumeva 

hirurško spajanje dva miša u cilju razmene cirkulacije.  

 

 

 

5.3. Uloga EMT procesa u patogenezi i metastatskom širenju karcinoma jajnika  

 

 

Smatra se da je EMT jedan od ključnih faktora koji doprinosi progresiji različitih karcinoma, 

uključujući i karcinom jajnika (Sawada i sar., 2008; Klymenko i sar., 2017; Hojo i sar., 2018). 

Ćelijske linije karcinoma jajnika mezenhimskog tipa (pozitivne na N-kadherin) mogle su da 

formiraju veliki broj metastatskih lezija u miševima in vivo (Mitra i sar., 2015). Imunohistohemijske 

analize primarnih i metastatskih karcinoma jajnika utvrdile su da je EMT povezana sa razvojem 

peritonealnih metastaza kao i preživljavanjem bolesnica sa karcinomom jajnika (Takai i sar., 2014; 

Davidson i sar., 2015). Pokazano je da faktori koji mogu da pokrenu EMT u karcinomskim ćelijama 

jajnika istovremeno promovišu progresiju ovog karcinoma, dok faktori koji suprimiraju EMT imaju 

suprotan efekat (Ponnusamy i sar., 2010; Chen i sar., 2013). Podaci koji se tiču razlike između 

primarnih karcinoma i solidnih metastaza nisu dosledni, sa izuzetkom ekspresije E-kadherina za 

koju je pokazano da je najniža u primarnim karcinomima (Davidson i sar., 2000), kao i da se 

najčešće povezuje sa boljim preživljavanjem bolesnica (Faleiro-Rodrigues i sar., 2004). Još jedan 

od primera koji govori o značaju EMT procesa u progresiji karcinoma jajnika jeste činjenica da 

hemiorezistentne ćelije karcinoma jajnika često pokazuju mezenhimske osobine (Ahmed i sar., 

2010). Pored toga, pokazano je da čak 70% svih gena koji su prekomerno eksprimirani, a povezani 

su sa lošom prognozom karcinoma jajnika, ima neku ulogu u EMT programu (Yoshida i sar., 2009). 

EMT u karcinomu jajnika može biti inicirana različitim stimulusima, uključujući TGF-β, koji je 

prisutan u folikularnoj tečnosti koja se oslobađa prilikom ovulacije (Newsted i sar., 2019). 

Pokazano je da indukcija EMT dovodi do represije PAX2 (engl. paired box protein 2) 

transkripcionog faktora koji je odgovoran za očuvanje diferenciranog stanja epitelnih ćelija 

jajovoda. Ovo dovodi do nastanka premalignih lezija kao što je STIC (Alwosaibai i sar., 2017).  
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Takođe, nedavno je pokazano da maligni asciti mogu da indukuju EMT u dve ćelijske linije 

karcinoma jajnika (Pakuła i sar., 2019). 

Kompleksna peritonealna mikrosredina pruža raznovrsnu biohemijsku i biomehaničku 

podlogu, koja zajedno sa karakterističnom fenotipskom plastičnošću ćelija karcinoma jajnika, 

promoviše EMT i MET u različitim fazama metastatske progresije (Klymenko i sar., 2017). Jedan 

od najbolje okarakterisanih faktora uključenih u karcinogenezu i metastatsko širenje karcinoma 

jajnika jeste lizofosfatidna kiselina (engl. lysophosphatidic acid, LPA), bioaktivni molekul koji je u 

značajnoj meri zastupljen u ascitu kod bolesnica sa karcinomom jajnika (Westermann i sar., 1998). 

Pokazano je da LPA produkuju mezotelne ćelije peritoneuma i da povećavaju adhezivne, 

migratorne i invazivne karakteristike ćelija karcinoma jajnika (Ren i sar., 2006). U kontekstu EMT 

programa, LPA dovodi do isecanja vanćelijskog domena E-kadherina što narušava međućelijske 

veze i promoviše mezenhimski fenotip (Gil i sar., 2008). Takođe, LPA dovodi do inicijacije EMT 

procesa u karcinomu jajnika aktivacijom WNT/β-katenin signalnog puta (Burkhalter i sar., 2015).  

Nakon što se tumorske ćelije jajnika odvoje od primarnog tumora i dospeju u peritonealnu 

tečnost, moraju da izbegnu anoikis. Pokazano je da EMT indukovana različitim faktorima, kao što 

je prisustvo TGF-β u ascitu, može dovesti do rezistencije kancerskih ćelija jajnika na anoikis i 

njihovog preživljavanja u ascitu (Rafehi i sar., 2016). Takođe, kada kancerske ćelije stignu do mesta 

gde će formirati metastatske kolonije, EMT indukuje povišenu ekspresiju integrina α5, dela 

receptora za fibronektin, koji posreduje u vezivanju ovih ćelija za mezotelni sloj peritoneuma 

(Burleson i sar., 2005). Nakon invazije submezotelnog matriksa, kancerske ćelije prolaze kroz MET 

kako bi dovele do formiranja makroskopski vidljivih metastaza (Koensgen i sar., 2010).  

Ćelijama koje napuste primarni tumor i stignu do udaljenih organa neophodno je vreme 

kako bi dovele do nastanka metastaza koje su klinički detektabilne (Hanahan i Weinberg, 2011). 

Zbog toga, mnogi bolesnici mogu imati nedetektabilne metastaze u trenutku operacije primarnog 

tumora. Određivanjem nivoa ekspresije EMT markera u primarnom tumoru karcinoma jajnika 

potencijalno možemo dobiti informacije o postojanju ćelija koje su sposobne da metastaziraju, čak i 

u slučajevima kada se metastaze još uvek ne mogu detektovati (Busch i sar., 2014). Ova 

pretpostavka delom se zasniva na studiji koju su sproveli Ramaswamy i saradnici (2003). Naime, 

autori su utvrdili postojanje ekspresionog zapisa (engl. signature) od 128 gena na osnovu kog je 

moguće razlikovati primarne od metastatskih karcinoma, a ovaj zapis identifikovan je i u nekim 

primarnim tumorima što ukazuje da može biti prisutan i u trenutku dijagnoze. Takođe, bolesnici čiji 

su primarni tumori sadržali genski ekspresioni profil povezan za nastankom metastaza imali su 

kraće preživljavanje u odnosu na one bolesnike u čijim tumorima ovaj ekspresioni profil nije 

identifikovan (Ramaswamy i sar., 2003). Ovi rezultati su od velikog značaja jer ukazuju da su neki 

primarni tumori predodređeni da metastaziraju i da se ova sklonost može detektovati u trenutku 

inicijalne dijagnoze.  

Nezavisno od toga da li se radi o hematogenom ili pasivnom mehanizmu širenja karcinoma 

jajnika, oba se zasnivaju na sticanju pokretljivosti kancerskih ćelija, koja podrazumeva cikluse 

polimerizacije aktina, ćelijsku adheziju i aktinomiozinsku kontrakciju (Olson i Sahai, 2009). 

Upravo zbog toga, u ovom radu proučavana je ekspresija JAM-A gena, koji kodira protein čvrstih 

međućelijskih veza, ITGAV gena, koji kodira protein koji učestvuje u međućelijskim interakcijama 

kao i interakcijama ćelije i VĆM i CALD1 gena koji kodira protein koji ima važnu ulogu u 

regulaciji aktomiozinske kontrakcije. Brojne studije u različitim tumorskim tipovima pokazale su 

statistički značajne korelacije između promena u ekspresiji različitih EMT markera, uljučujući i 

gene koje ispitujemo, i prognoze bolesti (De Souza Viana i sar., 2012; Hou i sar., 2013; Zhang i 

sar., 2013; Busch i sar., 2014; Steinestel i sar., 2014). 

U ovoj doktorskoj disertaciji ekspresija ispitivanih gena proučavana je na parafinskim 

uzorcima tumora jajnika. Arhivirani uzorci tkiva fiksiranog u formalinu i ukalupljenog u parafin 

predstavljaju izuzetno dragocen materijal prilikom sprovođenja retrospektivnih studija (Ahlfen i 

sar., 2007). Međutim, izolacija nukleinskih kiselina iz ovih uzoraka predstavlja izazov, s obzirom da  
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sam proces fiksacije i kalupljenja, kao i dugotrajno čuvanje ovih uzoraka, imaju negativan uticaj na 

kvalitet i integritet nukleinskih kiselina, posebno RNK. Tom prilikom, dolazi do fragmentacije 

nukleinskih kiselina, hemijske modifikacije baza, kao i unakrsnog povezivanja nukleinskih kiselina 

sa proteinima i drugim biomolekulima (Kashofer i sar., 2013). Upravo usled nedovoljnog kvaliteta 

izolovane RNK, na pojedinim uzorcima često nije moguće sprovesti određene molekularno-

biološke tehnike, uključujući i kvantitativni PCR, koji je korišćen u ovom radu. To objašnjava zašto 

je analiza ekspresionih profila za svaki od ispitivanih gena uspela samo za određen procenat 

uzoraka (oko 80%).  

S obzirom na mali broj uzoraka obuhvaćenih ovom studijom, a sa ciljem što boljeg 

upoznavanja uloge ekspresije JAM-A, ITGAV i CALD1 gena u karcinomu jajnika, pored originalnih 

rezultata ovog rada dobijenih analizom genske ekspresije parafinskih uzoraka tumora jajnika, u 

ovom radu prezentovani su i rezultati bioinformatičkih analiza koji su korišćeni prilikom obrade 

ekspresionih profila dostupnih u okviru javnih baza podataka. Bioinformatika predstavlja naučnu 

disciplinu koja koristi kompjuterske tehnike u cilju organizacije i analize podataka vezanih za 

biološke procese (Luscombe i sar., 2001). Bioinformatika omogućava analizu velike količine 

genomskih, transkriptomskih i proteomskih podataka nastalih usled razvoja novijih tehnologija kao 

što su sekvenciranje nove generacije (engl. next generation sequencing, NGS) i tehnike tkivnog 

mikroniza (engl. tissue microarrays, TMA). Ovakav pristup ima za cilj da na sistemskom nivou 

pruži uvid u kompleksne biološke procese koji leže u osnovi različitih oboljenja, uključujući i 

kancer. Brojne studije bazirane na ekspresionim profilima hiljade diferencijalno eksprimiranih gena 

u karcinomu jajnika koristile su različite bioinformatičke metode kako bi doprinele boljem 

razumevanju mehanizama koji leže u osnovi ovog oboljenja kao i pronalaženju novih biomarkera i 

terapijskih ciljeva (Bowen i sar., 2009; Li i sar., 2017; Zhou i sar., 2018; Yang i sar., 2020a). S 

obzirom da u ovom radu nije bilo moguće analizirati uzorke normalnog tkiva jajnika, korišćena je 

GEPIA baza podataka koja je omogućila poređenje ekspresionih nivoa ispitivanih gena u 

normalnom i tumorskom tkiva jajnika. Kako bi rezultate validirali na proteinskom nivou korišćena 

je HPA, baza koja u najvećoj meri obuhvata podatake o ekspresiji i prostornoj distribuciji proteina u 

humanim tkivima i ćelijama. Ova baza pruža neprocenjljiv izvor prilikom analize ekspresionih 

profila sa ciljem da se u potpunosti razume biologija, molekularni repertoar i arhitektura svake 

humane ćelije. Podaci o međusobnim interakcijama JAM-A, ITGAV i CALD1 proteina dobijene su 

korišćenjem STRING baze podataka koja ima za cilj da integriše sve dostupne informacije o 

fizičkim i funkcionalnim interakcijama proteina. Na kraju, kako bi ispitali potencijalne 

funkcionalne uloge JAM-A, ITGAV i CALD1 genske ekspresije u karcinomu jajnika korišćena je 

analiza obogaćivanja skupa gena, poredeći uzorke sa niskom i visokom ekspresijom ispitivanih 

gena. Ova metoda razvijena je kako bi olakšala analizu i interpretaciju dugačkih lista gena nastalih 

kao rezultat eksperimenata transkriptoma sa izrazito velikim brojem uzoraka (engl. high-

throughput). Ovakav tip analize, zasnovan na upotrebi genskih setova a ne pojedinačnih gena, 

pomaže nam da interpretiramo dobijene rezultate u kontekstu bioloških procesa, signalnih puteva i 

mreža. Rezultati dobijeni ovom metodom omogućili su identifikaciju statistički značajno 

izmenjenih funkcionalnih setova gena kao i bolji uvid u patofiziološku osnovu karcinoma jajnika.  

 

 

 

5.4. Uloga ekspresije JAM-A gena u progresiji kancera  
 

 

Poslednjih godina, sve više podataka govori o značajnoj ulozi JAM-A ekspresije u prognozi 

različitih tipova tumora (Fong i sar., 2012b; Koshiba i sar., 2009; McSherry i sar., 2009; Zhang i 

sar., 2013). U ovom radu ispitivan je klinički značaj ekspresije JAM-A gena u karcinomu jajnika a 

rezultati su validirani korišćenjem javno dostupnih baza podatka. Metodom kvantitativnog PCR-a 

utvrđeno je da je nivo ekspresije JAM-A gena u grupi malignih uzoraka bio viši u odnosu na 

benigne uzorke tumora jajnika, ali bez statistički značajne razlike. Takođe, zabeležen je statistički 
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trend povišene ekspresije JAM-A gena u karcinomima visokog gradusa kao i u uzorcima karcinoma 

jajnika kod kojih je zabeleženo prisustvo ascita, što ukazuje da bi ekspresija JAM-A gena mogla biti 

uključena u progresiju ovog maligniteta. Od tri gena koja su ispitivana u ovom radu, ROC analizom 

pokazano je da samo ekspresija JAM-A gena ima dijagnostički i prognostički potencijal, tj. da na 

osnovu njegove vrednosti možemo da razlikujemo benigne od malignih uzoraka tumora jajnika, kao 

i dobar od lošeg ishoda bolesnica sa karcinomom jajnika. S obzirom na diskriminatorni potencijal 

JAM-A ekspresije, analizirana je i proteinska ekspresija JAM-A u parafinskim uzorcima tumora 

jajnika. Metodom imunohistohemije, na određenom procentu uzoraka (41,3%), pokazano je da se 

JAM-A eksprimira kako u membrani tako i u citoplazmi ćelija karcinoma jajnika. Kaplan-Majerova 

analiza pokazala je da bolesnice sa povišenom ekspresijom JAM-A gena imaju kraću medijanu 

ukupnog preživljavanja, što dodatno govori u prilog negativnoj prognostičkoj ulozi JAM-A 

ekspresije u karcinomu jajnika. Podaci javnih baza podataka vezanih za ulogu JAM-A ekspresije u 

karcinomu jajnika u skladu su sa dobijenim rezultatima u ovom radu. Na osnovu GEPIA baze 

podataka, uočena je statistički značajno povišena ekspresija JAM-A gena u tumorskom u odnosu na 

normalno tkivo jajnika. Rezultati su validirani na proteinskom nivou uz pomoć HPA gde je 

pokazano da se proteinska ekspresija JAM-A ne detektuje u normalnim ćelijama jajnika, dok je 

preko 70% uzoraka karcinoma jajnika pokazivalo visok do srednji intenzitet bojenja. Ovi rezultati 

pokazuju da je ekspresija JAM-A povišena u tumorskom tkivu jajnika, kako na genskom tako i na 

proteinskom nivou, što ukazuje da bi JAM-A mogao biti potencijalni terapijski cilj u lečenju ovog 

karcinoma. Analiza obogaćivanja skupa gena pokazala je da visoka ekspresija JAM-A kod bolesnica 

sa karcinomom jajnika pokazuje statistički značajne pozitivne korelacije sa popravkom oštećenja na 

DNK, glikolizom, deobnim vretenom, proteinskom sekrecijom kao i PI3K/AKT/mTOR 

signalizacijom. Na osnovu toga, moguće je pretpostaviti da jedan od mehanizama putem kojeg 

povišena JAM-A genska ekspresija dovodi do aktivacije EMT procesa u karcinomu jajnika, a ujedno 

i lošije prognoze bolesti, jeste putem PI3K/AKT/mTOR signalnog puta. Tian i saradnici (2015) po 

prvi put su pokazali da prekomerna ekspresija JAM-A dovodi do indukcije EMT u ćelijama kancera 

nazofarinksa upravo aktivacijom PI3K/AKT signalnog puta. U prilog tome govore i podaci dobijeni 

imunohistohemijskim bojenjem, na osnovu kojih možemo pretpostaviti da tokom progresije 

karcinoma jajnika ne dolazi do gubitka ekspresije JAM-A proteina u okviru čvrstih veza, s obzirom 

da je njegova imunopozitivnost lokalizovana na membrani karcinomskih ćelija. Dakle, ovaj protein 

učestvuje u izgradnji čvrstih veza u karcinomskim ćelijama jajnika, ali moguće je da njegova 

prekomerna ekspresija dovodi do pokretanja PI3K/AKT/mTOR signalnog puta koji reguliše ćelijski 

rast, diferencijaciju i proliferaciju i rezultuje lošijim ishodom bolesnica sa karcinomom jajnika. 

Mehanizmi koji uzrokuju izmenjenu ekspresiju JAM-A u karcinomima još uvek nisu razjašnjeni, ali 

možemo pretpostaviti da specifilni signalni putevi koji su izmenjeni u karcinomu jajnika mogu 

dovesti i do prekomerne ekspresije JAM-A. Poznato je da JAM-A ekspresija može biti regulisana 

određenim proinflamatornim citokinima, kao što je TNF-α (Ozaki i sar., 1999), koji je uključen i u 

progresiju karcinoma jajnika (Macciò and Madeddu, 2012). 

Navedeni rezultati u saglasnosti su sa velikim brojem studija koje su pokazale da je povišena 

JAM-A ekspresija povezana sa agresivnijim ponašanjem različitih maligniteta kao i sa kraćim 

preživljavanjem onkoloških bolesnika (Zhao i sar., 2017; Murakami i sar., 2011; Tian i sar., 2015; 

McSherry i sar., 2009).  

Uloga ekspresije JAM-A gena do sada je najbolje opisana u karcinomu dojke. Prvobitno je 

pokazano da je ekspresija JAM-A značajno snižena u metastatskim tumorima dojke u odnosu na 

normalni epitel kao i da visoka ekspresija JAM-A dovodi do smanjenja migratornih i invazivnih 

sposobnosti metastatskih ćelijskih linija karcinoma dojke. Prema ovim rezultatima, gubitak 

ekspresije JAM-A mogao bi da predstavlja biomarker agresivnog podtipa karcinoma dojke (Naik i 

sar., 2008), što je u saglasnosti sa hipotezom da je gubitak proteina čvrstih veza neophodan za 

diseminaciju tumorskih ćelija tokom početnih faza invazivno-metastatske kaskade. Ipak, studije na 

većem broju uzoraka pokazale su jaku korelaciju između povišene ekspresije JAM-A proteina i loše  

prognoze karcinoma dojke (Götte i sar., 2010; McSherry i sar., 2009; Murakami i sar., 2011). 

Takođe je pokazano da je povišena JAM-A ekspresija povezana sa visokim gradusom tumora i  
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povišenom ekspresijom receptora za VEGF kao i receptora za humani epidermalni faktor rasta 2 

(engl. Human Epidermal Growth Factor Receptor 2, HER2) (McSherry i sar., 2009). Brennan i 

saradnici (2013) spekulišu da bi JAM-A mogao biti uključen u regulaciju HER2 ekspresije in vitro 

tako što inhibira proteozomalnu degradaciju HER2 proteina. Ovi podaci mogu da objasne način na 

koji JAM-A ekspresija promoviše proliferaciju i inhibira apoptozu tumorskih ćelija, s obzirom da je 

upravo HER2 signalizacija odgovorna za regulaciju ovih procesa putem PI3K i MAPK signalnih 

puteva. Ipak, McSherry i saradnici (2011) naglašavaju da prekomerna ekspresija JAM-A može biti 

posledica tumorogeneze karcinoma dojke, a ne uzrok inicijacije i invazije tumora. Funkcionalne 

studije pokazale su da inhibicija JAM-A ekspresije dovodi do smanjenja migracije ćelija karcinoma 

dojke in vitro, a pokazano je i da je smanjenje ekspresije JAM-A praćeno i sniženom proteinskom 

ekspresijom β1-integrina, što predstavlja jedno od mogućih objašnjenja smanjene pokretljivosti 

ovih ćelija nakon gubitka JAM-A proteina. β1-integrin interaguje sa adaptornim proteinima u 

citosolu, kao što je paksilin, koji se zatim udružuju sa vlaknima F-aktina kako bi promovisali 

ćelijsku migraciju (Deakin i Turner, 2008).  

Mehanizam kojim tumorske ćelije održavaju visoku ekspresiju JAM-A tokom tumorske 

progresije ostaje da se utvrdi, ali je pokazano da je JAM-A ciljni molekul miR-145 čija ekspresija je 

snižena u ćelijskim linijama karcinoma dojke (Götte i sar., 2010). Ovi podaci donekle mogu 

objasniti visoke nivoe JAM-A u ovom tipu tumora. Na kraju, studija iz 2020. godine pokazala je da 

JAM-A protein može biti potencijalni terapijski cilj u lečenju metastatskog karcinoma dojke 

(Bednarek i sar., 2020). Korišćenje JAM-A antagonističkog peptida dovelo je do blokade 

transendotelne migracije ćelija karcinoma dojke, odnosno blokade homofilnih JAM-A interakcija 

prilikom formiranja čvrstih veza između kancerskih ćelija i endotelnih ćelija krvnih sudova.   

Dvojaka uloga JAM-A ekspresije u karcinomu dojke potencijalno se može objasniti na 

sledeći način. Gubitak ćelijske adhezije, usled snižene ekspresije JAM-A proteina, olakšava 

disocijaciju kancerskih ćelija i promoviše migratorna svojstva, kao što su pokazali Naik i saradnici 

(2008). Zbog toga povećanje JAM-A ekspresije u ćelijskoj liniji karcinoma dojke koja eksprimira 

nizak nivo JAM-A proteina može dovesti do smanjenja invazivnih karakteristika kancerskih ćelija. 

Ipak, rezultati McSherry i saradnika (2011) nude drugačije objašnjenje, a to je da prekomerna 

ekspresija JAM-A u karcinomu dojke promoviše ćelijsku pokretljivost putem nizvodnih efekata na 

β1-integrin. Zbog toga smanjenje visokih nivoa JAM-A ekspresije u ćelijskim linijama karcinoma 

dojke može dovesti do smanjenja ćelijske pokretljivosti. Ovo ukazuje na mogućnost da u pojedinim 

karcinomima dojke ekspresija JAM-A ima značajniju ulogu u regulaciji patofizioloških događaja 

koji se odnose na interakcije ćelija i VĆM nego što je to slučaj sa međućelijskim interakcijama. 

Ipak, možemo zaključiti da u većini slučajeva visoka ekspresija JAM-A u karcinomu dojke 

predstavlja prognostički faktor lošeg ishoda bolesnica.  

Osim u karcinomu dojke, povišena ekspresija JAM-A detektovana je i u drugim solidnim 

tumorima, kao što je slučaj sa nesitnoćelijskim karcinomom pluća (Zhang i sar., 2013), kancerom 

nazofarinksa (Tian i sar., 2015) i karcinomom glave i vrata (Kakuki i sar., 2016). Studija 

sprovedena u karcinomu glave i vrata po prvi put merila je nivoe solubilnog JAM-A proteina u 

serumu ovih bolesnika i zdravih kontrola. Iako je gupa ispitanika bila mala, preliminarni rezultati 

pokazali su da je prosečna vrednost solubilnog JAM-A bila značajno veća kod bolesnika sa 

karcinomom glave i vrata nego kod zdravih kontrola. Ovi rezultati ukazuju da bi se JAM-A mogao 

koristiti kao dijagnostički marker, kao što je i pokazano u ovoj doktorskoj disertaciji, i to ne samo 

merenjem nivoa ekspresije JAM-A proteina u tumoru, već i iz krvi pacijenata.  

Goetsch i saradnici (2013) pokazali su da JAM-A predstavlja jedinstveni terapijski cilj 6F4 

monoklonskog antitela i da njegovim vezivanjem za JAM-A dolazi do smanjenja ćelijske 

proliferacije in vitro i in vivo i ispoljavanja značajnih antitumorskih svojstava u različitim 

ksenograftskim modelima humanih tumora. S obzirom da usled visokog nivoa ekspresije JAM-A 

nije došlo do ispoljavanja antitumorskog efekta ispitivanog antitela u svim ispitivanim tumorskim 

modelima, jasno je da je neophodna kosignalizacija sa drugim receptorima kako bi se postigla in 

vivo aktivnost ovog antitela. Ovi rezultati nisu iznenađujući s obzirom da je poznato da je JAM-A  
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član kompleksne signalne mreže uključene u nastanak kancera. Ipak, ova studija je značajna s 

obzirom da je po prvi put pokazano da JAM-A ima važnu ulogu u kontroli in vivo proliferacije 

humanih tumora i da ne utiče samo na ćelijsku migraciju.  

Sa druge strane, nekoliko studija u različitim tipovima karcinoma, uključujući i karcinom 

jajnika, ukazalo je na povezanost niske ekspresije JAM-A i loše prognoze bolesti. Communal i 

saradnici (2020) ispitivali su ekspresiju ćelijskih površinskih proteina protočnom citometrijom na 

ćelijskim linijama HGSOC, a rezultate su validirali u nekoliko različitih kohorti bolesnica. Od svih 

ispitivanih markera, JAM-A se pokazao kao najbolji prognostički prediktor. Niska ekspresija JAM-

A korelisala je sa lošijim kliničko-patološkim parametrima, agresivnijim fenotipom tumora i kraćim 

preživljavanjem bolesnica sa karcinomom jajnika. Iako se navedeni parametri poklapaju sa onima 

koji su ispitivani u ovoj doktorskoj disertaciji, a to su stadijum bolesti, prisustvo rezidualnog tumora 

i ukupno preživljavanje bolesnica, teško je izvesti poređenje ove studije sa rezultatima dobijenim u 

ovom radu. Naime, pomenuta studija odnosila se samo na jedan histološki tip karcinoma jajnika, i 

merena je isključivo proteinska ekspresija JAM-A. Sa druge strane, u ovoj doktorskoj disertaciji 

ispitivani su nivoi JAM-A genske ekspresije u okviru histološki heterogene grupe karcinoma 

jajnika, dok je proteinska ekspresija validirana na malom broju uzoraka.  

Korelacije između snižene ekspresije JAM-A i loše prognoze bolesti nađene su i u 

karcinomu pankreasa (Fong i sar., 2012), tiroidee (Orlandella i sar., 2019), endometrijuma (Koshiba 

i sar., 2009) i karcinomu bubrega (Gutwein i sar., 2009).  

Dvojaka uloga ekspresije JAM-A proteina u tumorogenezi može se potencijalno objasniti 

time da niska ekspresija JAM-A favorizuje inicijaciju tumora putem narušavanja ćelijske adhezije i 

polarnosti, dok prekomerna ekspresija favorizuje tumorsku progresiju promovisanjem migratornih 

događaja posredovanih integrinima ili pokretanjem određenih signalnih puteva koji promovišu 

širenje tumora. Jedan od tih signalnih puteva svakako je i PI3K/AKT/mTOR, kao što je pokazano u 

ovoj doktorskoj disertaciji, ali i u studijama koje su se bavile proučavanjem JAM-A ekspresije u 

nekim drugim karcinomima. Na osnovu studija u različitim tipovima tumora, čini se da JAM-A 

ekspresija varira u zavisnosti od ćelijskog tipa. Takođe, često kontradiktorni rezultati koji se tiču 

odnosa JAM-A ekspresije i kliničkog ishoda onkoloških bolesnika mogu biti se objasniti učešćem 

citoplazmatskog domena JAM-A u različitim signalnim putevima koji ispoljavaju različite efekte na 

kancersku progresiju (Brennan i sar., 2010). Iako citoplazmatski domen JAM-A nema katalitičku 

aktivnost, on sadrži PDZ-vezujući motiv koji interaguje sa različitim proteinima (Steinbacher i sar., 

2018). Moguće je da se ove interakcije odvijaju na kontekstno-zavisan način tako što ili promovišu 

ili inhibiraju određene događaje značajne za tumorogenezu. Evidentno je da je uloga JAM-A u 

humanim tumorima kompleksna i da različite funkcije JAM-A mogu biti posredovane različitim 

signalnim molekulima koji se aktiviraju u zavisnosti od genetičke pozadine ćelija ili njihove 

mikrosredine, a praćeni su različitim funkcionalnim odgovorima JAM-A.  

 

 

 

5.5. Uloga ekspresije ITGAV gena u progresiji kancera 

 

 

Interakcija neoplastičnih ćelija sa VĆM predstavlja ključan događaj prilikom invazije i 

metastatskog širenja kancera, a važne učesnike ovih interakcija čine integrini (Koivisto i sar., 2000). 

Poremećaji u regulaciji integrin-posredovane ćelijske adhezije za VĆM uključeni su u svaki korak 

tumorogeneze, od početne hiperplazije do lokalne invazije, metastatskog širenja i kolonizacije 

udaljenih organa. Kako bi metastazirale, ćelije karcinoma jajnika moraju uspešno da se vežu za 

površinu organa obloženih mezotelom koji se nalaze u peritonealnoj šupljini. Poznato je da ovo 

vezivanje olakšavaju integrini prisutni na površini metastatskih ćelija jajnika, vezivanjem za 

proteine VĆM koje sekretuju mezotelne ćelije peritoneuma (Mitra, 2016).  
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Integrini utiču na preživljavanje i migraciju tumorskih ćelija (Hehlgans i sar., 2007) a samim tim i 

na rast i širenje tumora (Felding-Habermann, 2003). Iako integrini ne mogu direktno dovesti do 

maligne transformacije ćelije, pa prema tome nemaju onkogenu funkciju, pojedini integrini 

interaguju sa onkogenima ili tirozin kinaznim receptorima i tako utiču na tumorsku progresiju i 

povećanje metastatskog potencijala tumora (Guo i sar., 2006, Huveneers i sar., 2007).  

Promene u ekspresiji ITGAV, u vidu snižene ili povišene ekspresije, detektovane su u većini 

malignih tumora, a značajno variraju u pogledu ćelijskog porekla neoplazmi (Sanders i sar., 1998). 

Alfa V integrini promovišu ćelijsku adheziju i pokretljivost i najčešće su lokalizovani na mestima 

gde tumor prodire u okolno zdravo tkivo (engl. invasive tumor front) (Vacca, 2001). Smatra se da je 

modulacija FAK aktivnosti značajan mehanizam putem kojeg ITGAV doprinosi metastatskom 

potencijalu tumorskih ćelija (Vacca, 2001). Alfa V subjedinica integrina može da formira receptore 

sa bilo kojom od 5 beta subjedinica, koji, u zavisnosti od kombinacije, prepoznaju i vezuju različite 

ligande (Hynes, 2002). Zbog toga se smatra da ekspresija alfa V integrina omogućava tumorskim 

ćelijama da migriraju uz pomoć velikog repertoara liganada što može predstavljati prednost 

prilikom invazije. Pored toga, vezivanje ITGAV za tako raznolik repertoar molekula VĆM, može 

dovesti do transdukcije brojnih signala koji modulišu različite ćelijske funkcije (Liu i sar., 2018). 

U ovom radu, proučavana je ekspresija ITGAV gena s obzirom da u literaturi postoji vrlo 

malo podataka vezanih za ulogu ovog integrina u karcinomu jajnika. Statistički značajno niža 

ekspresija ITGAV gena detektovana je u malignim u odnosu na benigne uzorke tumora jajnika. 

Takođe, na osnovu GEPIA baze podataka, uočena je snižena ekspresija ITGAV gena u tumorskom 

tkivu u odnosu na normalno tkivo jajnika, ali bez statistički značajne razlike. Statistički trend 

snižene ekspresije ITGAV gena detektovan je u karcinomima jajnika visokog histološkog gradusa, 

u uzorcima kod kojih je zabeleženo prisustvo ascita kao i u uzorcima sa rezidualnim tumorom. Iako 

nisu nađene statistički značajne razlike između nivoa ekspresije ITGAV gena i ukupnog 

preživljavanja bolesnica sa karcinomom jajnika, medijana ukupnog preživljavanja bila je kraća u 

grupi bolesnica sa nižom ekspresijom ITGAV gena. Prema podacima HPA, normalne ćelije jajnika 

pokazivale su srednji do visok intenzitet bojenja, dok je ekspresija ITGAV proteina bila snižena ili 

se nije mogla detektovati u analiziranim isečcima karcinoma jajnika. Ovi rezultati ukazuju da 

snižena ekspresija ITGAV gena može biti povezana sa agresivnijim fenotipom karcinoma jajnika i 

lošijom prognozom bolesti.  

Ipak, većina studija koje su proučavale ulogu ekspresije ITGAV gena u različitim 

malignitetima pokazala je da je prekomerna ekspresija ovog gena povezana sa lošijim 

kliničkopatološkim karakteristikama tumora i kraćim preživljavanjem bolesnika. Takođe, rezultati 

dobijeni analizom obogaćivanja skupa gena u ovom radu, pokazali su da su, između ostalih, genski 

setovi povezani sa TNF-α signalizacijom putem NF-kB i IL6-JAK-STAT3 signalnim putem, 

obogaćeni u uzorcima sa visokom ITGAV ekspresijom. Na osnovu ovih rezultata, moguće je 

pretpostaviti da je visoka ekspresija ITGAV gena uključena u indukciju EMT procesa u karcinomu 

jajnika posredstvom NF-kB signalizacije ili posredstvom IL6-JAK-STAT3 signalnog puta, kao što 

je to slučaj u nekim drugim karcinomima (Li i sar., 2012; Yadav i sar., 2011). 

  Prema trenutnim saznanjima, jedina studija koja je proučavala ulogu ekspresije ITGAV 

gena u uzorcima karcinoma jajnika jeste studija koju su izveli Goldberg i saradnici (2001). Oni su 

pokazali da je pozitivna ekspresija ITGAV gena povezana sa kraćim ukupnim preživljavanjem 

bolesnica sa uznapredovalim karcinomom jajnika. Ipak, ova studija obuhvatila je mali broj 

bolesnica, sa svega 18 bolesnica u grupi sa kraćim i 16 bolesnica u grupi sa dužim preživljavanjem.  

Ekspresija integrina alfa V najbolje je opisana u kolorektalnom karcinomu. Studija koja se 

bavila analizom ekspresije različitih integrina u kolorektalnom karcinomu, pokazala je da 

prekomerna ekspresija ITGAV na genskom i proteinskom nivou koreliše sa tumorima sa neuralnom 

infiltracijom kao i sa prisustvom metastaza u limfnim čvorovima (Denadai i sar., 2013). Neuralna 

infiltracija, odnosno prisustvo malignih ćelija oko ili duž nerava, povezuje se sa značajno kraćim 

preživljavanjem pacijenta kao i sa povećanom stopom relapsa (Ceyhan i sar., 2010). Ovi rezultati u 

saglasnosti su sa nekoliko studija koje su takođe analizirale prognostičku ulogu ITGAV u 
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kolorektalnom karcinomu metodom imunohistohemije, a koje su utvrdile da povišena ekspresija 

ITGAV predstavlja negativni prognostički faktor (Ha i sar., 2014, Linhares i sar., 2015).   

Slični rezultati dobijeni su u karcinomu jednjaka (Liu i sar., 2018), želuca (Wang i sar., 

2019) i dojke (Cheuk i sar., 2020). Funkcionalne studije korišćenjem malih interferirajućih RNK 

(engl. short interfering RNA, siRNA) pokazale su da inhibicija ITGAV dovodi do supresije 

proliferacije, migracije i invazije ćelija karcinoma želuca. U karcinomu dojke, Cheuk i saradnici 

(Cheuk i sar., 2020) pokazali su da ITGAV doprinosi nastanku metastaza putem povećanja 

ekspresije paksilina. Paksilin je adaptorni protein koji interaguje sa integrinima prilikom 

organizacije VĆM i remodelovanja tkiva (Turner, 2000), a pokazano je da je prekomerna ekspresija 

ovog proteina uočena kod mnogih kancera i da dovodi do aktivacije ERK i Src signalnih puteva 

(Chen i sar., 2013). Ekspresija ITGAV proučavana je i u malignom melanomu gde je ITGAV 

identifikovan kao marker tumorske progresije (Hsu i sar., 1998). Interesantna je bila i studija koja je 

pokazala da tokom progresije melanoma, može doći do gubitka ili do povećanja ekspresije ITGAV 

u zavisnosti od receptora koji formira tj. β subjedinice sa kojom interaguje (Danen i sar., 1995).  

Studija koja je poredila proteinsku ekspresiju integrina između biopsija primarnih i 

metastatskih tumora, pokazala je da je povišena ekspresija ITGAV povezana sa nastankom 

moždanih metastaza kod melanoma, karcinoma dojke, pluća i bubrega (Vogetseder i sar., 2013). 

Pretpostavlja se da ITGAV učestvuje u ranim fazama metastatske kaskade, pre svega regulacijom 

adhezije metastatskih ćelija za moždanu vaskulaturu. Utvrđivanje nivoa ekspresije ITGAV u 

biopsiji primarnog tumora, zajedno sa procenom migratorne sposobnosti kancerskih ćelija in vitro, 

moglo bi se koristiti u cilju predviđanja metastatskog ishoda bolesti in vivo. 

Promene u ekspresiji integrina nisu uočene samo na tumorskim ćelijama, već i u ćelijama 

tumorske strome, kao što su endotelne ćelije, perivaskularne ćelije, fibroblasti i inflamatorne ćelije 

(Friedlander i sar., 1995; Horioka i sar., 2016), a pokazano je da stromalna ekspresija integrina 

takođe utiče na maligno ponašanje tumora. Tako su Horioka i saradnici (2016) otkrili da je visoka 

ekspresija ITGAV u stromalnim ćelijama kancera pankreasa, a ne u tumorskim ćelijama, povezana 

sa većim malignim potencijalnom tumora i kraćim preživljavanjem bolesnika. Ovi rezultati ukazuju 

da stromalne ćelije mogu stimulisati rast tumora putem ekspresije ITGAV.  

Zahvaljujući svojoj lokalizaciji na površini ćelije i činjenici da se nivo njihove ekspresije 

menja tokom tumorske progresije, integrini predstavljaju potencijalne ciljeve u lečenju malignih 

tumora. Do sada je razvijeno nekoliko sintetičkih peptida i humanizovanih antitela koji blokiraju 

interakcije integrina i njihovih liganada. Dva anti-ITGAV antitela, abituzumab i intetumumab, 

inhibirala su vezivanje liganda i rast tumora u ksenograftskim modelima (Raab-Westphal i sar., 

2017). Uprkos dobrim rezultatima in vitro i prekliničkih studija (van der Horst i sar., 2014), kliničke 

studije u kasnoj fazi nisu bile uspešne. S obzirom na kompleksnost funkcije integrina, moguće je da 

bi ciljano delovanje na signalne molekule koji se nalaze nizvodno od integrinskih receptora, kao što 

su FAK ili Src kinaza, predstavljalo bolji terapijski pristup (Hamidi i sar., 2016). 

Jedan od mehanizama koji objašnjava ulogu ITGAV u stimulaciji tumorske progresije jeste 

njegova sposobnost aktivacije TGF-β. TGF-β stimuliše progresiju tumora na različite načine, 

uključujući i aktivaciju EMT procesa (Massagué, 2008). TGF-β se sekretuje u latentnoj, neaktivnoj 

formi u kompleksu sa latentnim vezujućim peptidima (engl. latency-associated peptide, LAP). 

Integrini, posebno oni koji sadrže alfa V subjedinicu, potentni su aktivatori latentnog, neaktivnog 

TGF-β koji se nalazi u VĆM (Munger i sar., 1999). ITGAV se vezuje za RGD motiv u okviru LAP 

što uzrokuje njegovu konformacionu promenu a zatim i strukturnu deformaciju latentnog 

kompleksa i dovodi do oslobađanja aktivnog TGF-β (Munger i sar., 1999). Nakon vezivanja za 

receptore, TGF-β suprimira ekspresiju E-kadherina, a indukuje ekspresiju mezenhimskih markera. 

Sa druge strane, pokazano je da TGF-β može indukovati ekspresiju ITGAV i na taj način dovesti do 

stimulacije migratornih i invazivnih karakteristika kancerskih ćelija (Scaffidi i sar., 2004).  

Iako su navedeni rezultati koji se tiču prognostičke uloge ekspresije ITGAV u različitim 

karcinomima u suprotnosti sa rezultatima dobijenim u ovom radu, važno je napomenuti da je većina 

pomenutih studija bila bazirana na ćelijskim linijama, a ne na humanim uzorcima tumora. Takođe, 

ispitivani su nivoi proteinske ekspresije ITGAV, dok je u ovom radu analizirana isključivo genska 
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ekspresija. Na osnovu rezultata dobijenih u drugim malignitetima, logično je pretpostaviti da 

povećana ekspresija ITGAV na površini tumorskih ćelija doprinosi i povećanoj adheziji ovih ćelija 

za komponente VĆM tokom metastatskog širenja i da se stoga povezuje sa lošijom prognozom 

bolesti. Ipak, rezultati dobijeni u ovoj doktorskoj disertaciji ukazuju da smanjena ekspresija ITGAV 

u tumoru može biti marker agresivnije populacije kancerskih ćelija jajnika. Jedno od potencijalnih 

objašnjenja snižene ekspresije ITGAV u karcinomu jajnika u vezi je sa procesima destrukcije i 

reparacije epitela jajnika tokom brojnih ciklusa ovulacije. Ovaj proces uključuje adheziju, širenje i 

proliferaciju ćelija, a upravo integrini mogu biti posrednici ovih procesa. Prema tome, kako tokom 

progresije tumora dolazi do gubitka karakteristika normalnih ćelja, možemo pretpostaviti da u 

slučaju tumora jajnika dolazi i do gubitka ekspresije pojedinih integrina, uključujući ITGAV. Ovo 

zapažanje u skladu je sa rezultatima dobijenim iz GEPIA i HPA baza podataka, gde je pokazana 

smanjena ekspresija ITGAV u tumorskom u odnosu na normalno tkivo jajnika, kao i sa rezultatima 

dobijenim u ovoj disertaciji gde je pokazana smanjena ekspresija ITGAV u tumorima koji su lošije 

diferencirani, tj. koji nisu očuvali karakteristike normalnih ćelija jajnika. Pored toga, na osnovu 

HPA podataka, zaključujemo da se osim u membrani, ITGAV eksprimira i u citoplazmi i u 

nukleusu normalnih ćelija jajnika. Imunopozitivnost lokalizovana u membrani ukazuje na 

postojanje funkcionalnog heterodimera na mestima gde posreduje u ćelijskoj adheziji i signalnoj 

transdukiji. Sa druge strane, funkcionalna uloga citoplazmatske i nuklearne ITGAV ekspresije je 

manje jasna, a moguće je spekulisati da bi gubitak ove ekspresije mogao biti značajan za proces 

tumorogeneze karcinoma jajnika. Takođe je moguće da je gubitak ITGAV ekspresije u 

uznapredovalim karinomima jajnika povezan sa degradacijom specifičnih liganada u VĆM do koje 

dolazi dejstvom MMP tokom progresije ovog maligniteta. Pored toga, jedno od mogućih 

objašnjenja koja se tiču razlike literaturnih podataka i eksperimentalno dobijenih rezultata u ovom 

radu koji ukazuju da je niska ekspresija ITGAV negativni prognostički faktor u karcinomu jajnika, 

jeste da integrini, u zavisnosti od tipa tkiva i receptora koje formiraju interagujući sa različitim 

subjedinicama, mogu imati različite uloge u tumorskoj progresiji. Pokazano je da ekspresija 

integrina značajno varira u zavisnosti od tipa tumora, ali i u različitim delovima unutar istog tumora 

(Koistinen i Heino, 2013).  

 

 

 

5.6. Uloga ekspresije CALD1 gena u progresiji kancera 

 

 

Ćelijska adhezija i migracija modulisana je kompleksnim promenama u citoskeletu, posebno 

aktinskom, a regulacija ovih procesa ključna je prilikom progresije i metastatskog širenja tumora 

(Pantaloni i sar., 2001; Chang i sar., 2013). Brojni podaci ukazuju da citoskeletni proteini, 

uključujući CALD1, mogu imati važnu ulogu u tumorskoj progresiji (Yoshio i sar., 2007; Hou i 

sar., 2013; Chang i sar., 2013). S obzirom da učestvuje u asembliranju i stabilizaciji mreže aktinskih 

filamenata, CALD1 deluje kao značajan regulator različitih ćelijskih funkcija, uključujući ćelijsku 

pokretljivost. U prilog važnoj ulozi CALD1 proteina u ćelijskoj pokretljivosti govori veliki broj 

vezujućih partnera, kao i to da ovaj protein predstavlja supstrat mnogih protein kinaza (Wang, 2008; 

Sobue i Sellers, 1991).  

Snižena ekspresija CALD1 kako na RNK, tako i na proteinskom nivou, detektovana je u 

mnogim ćelijskim linijama različitih kancera (Novy i sar., 1993; Ross i sar., 2000; Tanaka i sar., 

1993). Iako značaj snižene CALD1 ekspresije nije u potpunosti jasan, smatra se da je odgovoran za 

gubitak stresnih vlakana i fokalnih adhezija kao i da omogućava pokretljivost kancerskih ćelija. 

Otkriće da je CALD1 važna komponenta podozoma, mesta aktivnog remodelovanja VĆM, kao i da 

je sposoban da moduliše asembliranje i dinamiku podozoma, govori u prilog ovom konceptu (Eves i 

sar., 2006; Gu i sar., 2007).  
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Nekoliko studija analiziralo je ekspresiju CALD1 u različitim solidnim tumorima, ali su 

rezultati bili oprečni. Tako je CALD1 ekspresija povezana sa lošom prognozom karcinoma usne 

duplje (Chang i sar., 2013) i kolorektuma (Kim i sar., 2012b), dok su studije na ćelijskim linijama 

karcinoma kolona i dojke pokazali da CALD1 funkcioniše kao represor ćelijske migracije i/ili 

invazije. Različiti rezultati studija sprovedenih na ćelijskim linijama i humanim uzorcima tumora 

mogu biti posledica drugačijih obrazaca genske ekspresije signalnih i metaboličkih puteva u 

ćelijskim linija u odnosu na tumorsko tkivo. Tipični medijum u kome se gaje ćelije u kulturi 

odlikuje se izobiljem metabolita, faktora rasta, citokina, i drugih molekula za koje normalno postoji 

kompeticija u sistemima in vivo. Prema tome, razlike u selekcionom pritisku sredine mogu da 

objasne i razlike u obrascima genske ekspresije u tumorskom tkivu i ćelijskim linijama. 

Prema dosadašnjim saznanjima, u ovom radu po prvi put opisana je ekspresija CALD1 gena 

u karcinomu jajnika. Metodom kvantitativnog PCR-a detektovan je statistički značajno niži nivo 

ekspresije CALD1 gena u malignim uzorcima u odnosu na benigne tumore jajnika. Ekspresija 

CALD1 gena nije značajno korelisala sa karakteristikama bolesnica, kliničkim parametrima bolesti i 

histopatološkim karakteristikama tumora, ali je detektovan statistički trend snižene ekspresije 

CALD1 gena u karcinomima jajnika visokog gradusa. U ispitivanoj grupi nije pokazan statistički 

značajan uticaj ekspresije CALD1 gena na ukupno preživljavanje bolesnica, ali je medijana 

preživljavanja bila kraća u grupi bolesnica sa nižom ekspresijom u odnosu na višu ekpresiju CALD1 

gena. Dobijeni rezultati validirani su na osnovu javno dostupnih baza podataka. Na osnovu GEPIA 

baze, uočena je statistički značajno snižena ekspresija CALD1 gena u tumorskom tkivu u odnosu na 

normalno tkivo jajnika. Kada je u pitanju proteinska ekspresija CALD1, rezultati HPA pokazali su 

da normalne ćelije jajnika pokazuju srednji do visok intenzitet bojenja, dok je ekspresija CALD1 

proteina bila niska ili se nije mogla detektovati u analiziranim isečcima karcinoma jajnika. Ovi 

rezultati ukazuju da je CALD1 potencijalno uključen u progresiju karcinoma jajnika, tako što tokom 

progresije bolesti dolazi do smanjenja ekspresije ovog gena, a s obzirom da CALD1 deluje kao 

supresor ćelijskog kretanja, njegova smanjena ekspresija doprinosi povećanju pokretljivosti i 

invaziji kancerskih ćelija jajnika.  

Dobijeni rezultati u skladu su sa nekoliko studija koje su proučavale funkcionalnu i 

prognostičku ulogu CALD1 ekspresije u različitim malignitetima (Yoshio i sar., 2007; Hou i sar., 

2013). Analizom proteoma četiri ćelijske linije karcinoma želuca Hou i saradnici (2013) pokušali su 

da identifikuju biomarkere odgovorne za nastanak metastaza u ovom tipu karcinoma. Tom prilikom, 

ustanovljeno je da je ekspresija l-CALD snižena u metastatskim ćelijskim linijama u odnosu na 

linije primarnog karcinoma želuca, a ovi rezultati potvrđeni su imunohistohemijskim bojenjem 9 

parova uzoraka primarnog tumora i metastatskih limfnih čvorova. Slični rezultati dobijeni su na 

osnovu studije kojom je utvrđeno da inhibicija ekspresije CALD1 (engl. knockdown) u ćelijskim 

linijama karcinoma dojke i kolona promoviše ćelijsku migraciju i invaziju (Yoshio i sar., 2007; Hou 

i sar., 2013). Ovi rezultati ukazuju da je u slučaju odsustva ekspresije l-CALD proteina moguće 

metastatsko širenje karcinoma.  

Rezultati studija koje su proučavale ekspresiju l-CALD u drugim tipovima karcinoma, 

pokazale su da on može imati suprotan efekat od prethodno opisanog, tj. da povišena ekspresija 

ovog citoskeletnog proteina doprinosi tumorskoj progresiji. U karcinomu usne duplje, pokazano je 

da je ekspresija l-CALD značajno viša u metastatskim limfnim čvorovima u odnosu na ćelije 

primarnog tumora, Pored toga, visok nivo l-CALD ekspresije korelisao je sa lošijim 

kliničkopatološkim parametrima, a in vitro eksperimenti pokazali su da l-CALD promoviše 

proliferaciju, migraciju i invaziju ćelija karcinoma usne duplje (Chang i sar., 2013). Takođe, Kim i 

saradnici (2012b) uočili su povezanost između prekomerne ekspresije l-CALD proteina i malignog 

ponašanja kolorektalnog karcinoma. Interesantno je pomenuti da je ova studija pokazala i da l-
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CALD smanjuje osetljivost kancerskih ćelija na hemioradioterapiju. Prema tome, ekspresija l-

CALD može da posluži kao prediktor odgovora na neoadjuvantnu terapiju. Prognostički i 

funkcionalni značaj ekspresije CALD1 gena proučavan je i u karcinomu bešike. Pokazano je da je 

proteinska ekspresija l-CALD statistički značajno viša kod invazivnih karcinoma bešike u odnosu 

na one koji ne zahvataju mišićni sloj, a analiza preživljavanja utvrdila je značajnu povezanost 

između l-CALD ekspresije i lošije prognoze bolesti (Lee i sar., 2015). Jedan od mogućih razloga 

koji bi mogao objasniti visok nivo CALD1 ekspresije u pojedinim karcinomima jeste da TGF-β 

signalni put dovodi do prekomerne ekspresije CALD1 (Morita i sar., 2007a). Naime, TGF-β dovodi 

do translokacije MRTF transkripcionih faktora koji formiraju komplekse sa SMAD3, a zatim se 

vezuju za promotor SLUG gena i aktiviraju njegovu transkripciju što uzrokuje disocijaciju 

međućelijskih kontakata supresijom E-kadherina (Barrallo-Gimeno i Nieto, 2005). Takođe, MRTF 

transkripcioni faktori uzrokuju povećanje ekspresije citoskeletnih gena, uključujući CALD1, što 

dovodi do reorganizacije aktinskog citoskeleta i formiranja stresnih vlakana. Prema tome, MRTF su 

ključni medijatori aktivacije EMT programa posredstvom TGF-β (Morita i sar., 2007b). Analiza 

obogaćivanja skupa gena, koja je sprovedena kao deo bioinformatičkih analiza u ovoj doktorskoj 

disertaciji, takođe je pokazala da se među genskim setovima koji su diferencijano zastupljeni u 

grupi bolesnica sa karcinomom jajnika sa visokom CALD1 ekspresijom nalaze upravo oni vezani za 

EMT i TGF-β signalni put.   

Još jedan od mehanizama putem kojeg l-CALD promoviše ćelijsku pokretljivost jeste 

fosforilacija ovog proteina različitim protein kinazama, kao što su ciklin-zavisna kinaza 2 (engl. 

Cyclin-dependent kinase 2, CDK2), MAPK/ERK i PAK što dovodi do reorganizacije aktinskih 

stresnih vlakana i uzrokuje promene u ćelijskoj morfologiji i pokretljivosti. CDK2 ima važnu ulogu 

prilikom razgradnje aktinskog citoskeleta tokom ćelijske deobe (Yamashiro i sar., 2001; Eppinga i 

sar., 2006; Kordowska i sar., 2006), pa se smatra da poremećaji u regulaciji l-CALD mogu dovesti 

do promena proliferativnih karakteristika kancerskih ćelija u odgovoru na radijaciju ili 

antikancerske lekove. Takođe je pokazano da CDK5 degraduje CALD1 i na taj način stimuliše 

invaziju kancerskih ćelija (Quintavalle i sar., 2011).  

Ipak, bez obzira na nivo ekspresije CALD1, uloga kaldezmona u inhibiciji invazivnih 

karakteristika kancerskih ćelija zavisi i od dostupnosti Ca2+, fosforilacije ali i nivoa ekspresije 

kalmodulina. Ovi podaci ukazuju na potrebu da se u budućnosti ispitaju i nivoi fosforilacije CALD1 

proteina kao i nivo ekspresije kalmodulina kako bi se u potpunosti razjasnio mehanizam njegovog 

dejstva u različitim karcinomima. Oprečni rezultati pomenutih sudija mogu se delimično objasniti i 

različitim funkcijama CALD1 izoformi u zavisnosti od CALD1 splajsing varijanti, iako tačan 

mehanizam još uvek nije poznat.  

 

U ovom radu analizirane su i korelacije između ekspresija ispitivanih gena, pa je tako 

pokazano da su ekspresije ITGAV i CALD1 gena međusobno pozitivno korelisane, a da negativno 

korelišu sa ekspresijom JAM-A gena. Prema tome, moguće je pretpostaviti da ITGAV i CALD1 geni 

učestvuju u istom signalnom putu. STRING analiza, sa visokim skorom poverenja, pokazala je da 

JAM-A i ITGAV ostvaruju funkcionalne interakcije. Proširena mreža bila je statistički značajno 

obogaćena interakcijama, što pokazuje da JAM-A, ITGAV i CALD1 međusobno interaguju 

značajno više nego što se to očekuje za nasumični set gena slične veličine i mogu se smatrati 

biološki povezanom grupom proteina.  

 

Pored uticaja JAM-A, ITGAV i CALD1 genske ekspresije na ukupno preživljavanje bolesnica 

sa karcinomom jajnika, ispitivan je i uticaj pojedinih kliničkopatoloških parametara koristeći 

univarijantnu Koksovu regresionu analizu. U ispitivanoj grupi bolesnica pokazano je da statistički 
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značajan efekat na preživljavanje ostvaruju sledeće kliničke promenljive: FIGO stadijum, 

peritonealne metastaze i rezidualni tumor. Ovakvi rezultati nisu iznenađujući, s obzirom da se 

upravo stadijum bolesti i prisustvo/odsustvo rezidualnog tumora ubrajaju među najznačajnije 

prognostičke faktore u karcinomu jajnika (Ezzati i sar., 2014). Takođe, ovi podaci ukazuju da je 

istraživanje sprovedeno na reprezentativnom uzorku bolesnica sa karcinomom jajnika. 

 

S obzirom da su rezultati dobijeni na malom broju bolesnica sa karcinomom jajnika 

neophodne su dodatne studije kako bi se ovi rezultati validirali na proteinskom nivou i većem broju 

uzoraka, ali i utvrdila funkcionalna uloga JAM-A, ITGAV i CALD1 genske ekspresije u karcinomu 

jajnika. Na osnovu dobijenih rezultata ne možemo sa sigurnošču utvrditi da li JAM-A, ITGAV i 

CALD1 geni učestvuju u EMT procesu. Kako bi dobili pouzdanije podatke o njihovoj ulozi u EMT, 

buduća istraživanja trebala bi da obuhvate i ispitavanje korelacija ekspresija ovih gena sa 

ekspresijom poznatih markera EMT procesa u karcinomu jajnika, kao što su N-kadherin, 

fibronektin, Snail, Slug i ZEB1. Takođe, s obzirom na veliku heterogenost kojom se odlikuje ovaj 

malignitet, istraživanja bi trebalo sprovesti isključivo u okviru jednog histološkog tipa sa klinički 

dobro okarakterisanom grupom bolesnica. Osim toga, pored uzoraka primarnih karcinoma jajnika, 

analiza bi trebalo da obuhvati i metastatske uzorke i to korišćenjem panela EMT markera. Ovakav 

pristup može da pruži pouzdanije informacije vezane za pojavu i klinički značaj EMT programa u 

karcinomu jajnika kao i njegovu ulogu u metastatskom širenju ovog maligniteta. 

 

 

5.7. Klinički značaj EMT markera u humanim tumorima  
 

Glavni dokaz koji govori u prilog ulozi EMT procesa u metastatskom širenju tumora potiče 

od funkcionalnih studija koje su pokazale da karcinomske ćelije sa mezenhimskim karakteristikama 

imaju veću sposobnost da napuste primarni tumor i iniciraju nastanak metastaza u odnosu na 

tumorske ćelije sa epitelnim karakteristikama (Dongre i Weinberg, 2019). Ova zapažanja dodatno 

su potkrepljena saznanjima da su tumori mezenhimskog porekla često veoma invazivni (gliom) kao 

i da se karakterišu ranom pojavom metastaza (melanom) (Tan i sar., 2014). Ipak, uprkos brojnim 

novim saznanjima o ulozi EMT procesa i ćelijske plastičnosti u tumorskoj biologiji, i dalje ostaju 

otvorena najmanje dva ključna pitanja: 1) Da li su EMT i MET neophodne za metastatski proces in 

vivo i 2) Koliko je relevantna EMT u kliničkoj praksi? (Santamaria i sar., 2017). Uprkos rezultatima 

dobijenih na osnovu prekliničkih modela koji se odnose na ulogu EMT u metastatskom procesu 

(Trimboli i sar., 2008; Puram i sar., 2017) jedan od najvećih izazova prilikom proučavanja ovog 

fenomena jeste pouzdana identifikacija tumorskih ćelija koje su aktivirale EMT in vivo. Razlozi za 

poteškoće prilikom identifikacije ovih ćelija su brojni: heterogenost samih tumora, razlike u 

metastatskom ponašanju različitih tipova tumora, dinamična i prolazna priroda EMT koja 

podrazumeva širok spektar intermedijarnih fenotipova zastupljenih na vremenski i prostorno 

zavisan način. Takođe, novija saznanja ukazuju da karcinomske ćelije koje prolaze kroz parcijalnu 

EMT mogu da redukuju epitelne karakteristike post-translacionim modifikacijama (Aiello i sar., 

2018) što u značajnoj meri otežava interpretaciju onih studija koje su zasnovane na proučavanju 

EMT promena isključivo na nivou transkriptoma. Zahvaljujući naprecima u tehnologiji 

sekvenciranja pojedinačne ćelije, u kliničkim uzorcima tumora pokazano je da, iako je prisustvo 

parcijalne EMT evidentno u određenim ćelijama, većina tumorskih ćelija u velikoj meri zadržava 

epitelne odlike koje se uočavaju u normalnim ćelijama čijom transformacijom su nastale (Puram i 

sar., 2017). Kontroverze vezane za ulogu EMT programa u metastatskom procesu potiču i od 
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brojnih poteškoća u pronalaženju dokaza koji bi pokazali da su epitelne ćelije prisutne u 

metastazama zaiste prošle kroz EMT (Fischer i sar., 2015; Ye i sar., 2017).  

Tumorske ćelije koje u potpunosti steknu mezenhimski fenotip liče na stromalne ćelije 

tumora koje su mezenhimskog porekla, što otežava njihovu identifikaciju konvencionalnim 

histopatološkim tehnikama (Tarin i sar., 2005). Ekspresija određenih EMT transkripcionih faktora, 

kao što je SNAIL, osim u tumorskim ćelijama, detektovana je i u aktiviranim stromalnim 

fibroblastima što otežava utvrđivanje EMT statusa putem pojedinačnih EMT markera (Alba-

Castellón i sar., 2016). Takođe, iako se snižena ekspresija E-kadherina smatra obeležjem EMT 

procesa, pokazano je da se ona uočava u mnogim karcinomima, posebno onim visokog gradusa i da 

nije povezana sa određenom mikroanatomskom lokalizacijom ili sa mezenhimskim 

karakteristikama. Prema tome, gubitak E-kadherina može se posmatrati kao nespecifični efekat 

dediferencijacije pre nego transdiferencijacije epitelne ćelije u mezenhimsku. Sa druge strane, u 

pojedinim karcinomima ekspresija vimentima predstavlja potvrdu mezenhimskog fenotipa, ali se 

ovo ne može primeniti na karcinome nastale malignom transformacijom epitela koji normalno 

eksprimira vimentin kao što su karcinomi endometrijuma i većina endometriodinih adenocarcinoma 

jajnika (Stewart i Mccluggage, 2013). Kada se radi o karcinomu jajnika, subpopulacija ćelija koja 

se nalazi u hibridnom E-M stanju identifikovana je in vivo, a pokazano je da istovremeno 

eksprimira epitelne i mezenhimske markere kao i da poseduje kapacitet za samoobnavljanjem 

(Strauss i sar., 2011). Prema tome, jedan od velikih praktičnih problema koji se tiče uloge EMT 

procesa u humanim karcinomima jeste utvrđivanje morfoloških, imunohistoloških i molekularnih 

kriterijuma koji definišu EMT u kliničkoj praksi. Zbog toga su se mnoge studije fokusirale na 

identifikaciju genskih ili proteinskih EMT zapisa uz pomoću kojih je moguće razlikovati epitelni od 

mezenhinmskog fenotipa tumorskih ćelija.  

Kada se radi o karcinomu jajnika, jednu od prvih studija na ovom polju sproveli su Tothill i 

saradnici (2008). Na osnovu analize genske ekspresije 285 seroznih i endometrioidnih karcinoma 

jajnika, ova grupa autora utvrdila je postojanje šest molekularnih podtipova (C1-C6), od kojih su 

četiri zastupljena u visoko gradusnom seroznom karcinomu jajnika. To su: C1 (reaktivna stroma), 

C2 (povecani imuno-infiltrat), C4 (nizak stromalni odgovor) i C5 (mezenhimski). U nezavisnoj 

meta-analizi, Tan i saradnici (2013) identifikovali su pet EMT molekularnih podtipova: epitelni tip 

A, epitelni tip B, mezenhimski tip, stem tip A i stem tip B od kojih se svaki karakteriše različitim 

ekspresionim zapisom i kliničkom prognozom. Interesantno je da su obe studije utvrdile postojanje 

mezenhimskog podtipa koji je obogaćen genima koji pripadaju evolutivno konzervisanom EMT 

putu. Tako je pokazano da mezenhimski podtip koreliše sa TGF-β signalnim putem i kraćim 

preživljavanjem bolesnika (Tothill i sar., 2008), (Thiery i sar., 2009), a pokazuje i intenzivne 

dezmoplastične stromalne reakcije (Tothill i sar., 2008) koje se povezuju sa regulatornom mrežom 

miRNK koja kontroliše ekspresiju CDH1, VIM i SLUG gena (Yang i sar., 2013).  

S obzirom da mnogi važni aspekti EMT procesa nisu dovoljni istraženi, napredak na ovom 

polju zahteva tehnološke inovacije kako bi se omogućilo proučavanje EMT procesa na nivou 

pojedinačne ćelije. Ove inovacije uključuju tehnike prikaza pojedinačne žive ćelije (engl. single cell 

live imaging), kao i tehnike identifikacije i praćenja ćelijskih populacija in vivo (engl. lineage 

tracing methods). Sekvenciranje pojedinačne ćelije (engl. single cell sequencing), uključujući ćelije 

normalnog tkiva, primarnog tumora, cirkulišuće tumorske ćelije i metastatske ćelije, u kombinaciji 

sa funkcionalnim studijama, omogući će nam da obuhvatimo raznolikost i plastičnost EMT procesa 

kao i da otkrijemo molekularne promene koje se nalaze u osnovi tumorske progresije i različitog 

odgovora na terapiju (Yang i sar., 2020b). 

Bolje poznavanje EMT mehanizama nudi mogućnost za razvoj ciljanih terapija koje će 

sprečiti razvoj metastaza u humanim tumorima. Tako na primer, inhibicija EMT procesa, kao deo 
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adjuvantne terapije za karcinome ranog stadijuma, mogla bi da dovede do smanjenja diseminacije 

kancerskih ćelija, dok bi inhibicija MET u diseminovanim tumorskim ćelijama mogla da inhibira 

metastatski rast sekundarnih tumora čija je pojava karakteristična za kasne stadijume bolesti. Neke 

od mogućnosti uključuju i razvoj terapija koje ciljano deluju na jedinstvene aspekte hibridnih E-M 

fenotipova ili fiksiraju ćelije u mezenhimskom stanju kako bi sprečili progresiju kancera 

mehanizmima koji su povezani sa plastičnošću tumorskih ćelija (Yang i sar., 2020b). Sa razvojem 

inhibitora signalnih puteva koji imaju veću specifičnost, novih kombinacija agenasa i strategija koje 

uključuju i komponente imunskog sistema, moguće je očekivati značajan napredak u pogledu 

antikancerskih terapija koje ciljano deluju na programe E-M plastičnosti. 
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6. ZAKLJUČAK 
 

Na osnovu dobijenih rezultata analize JAM-A, ITGAV i CALD1 genske ekspresije u uzorcima 

bolesnica sa tumorom jajnika, kao i na osnovu rezultata bioinformatičkih analiza, moguće je izvesti 

sledeće zaključke: 

 

 Povišen nivo ekspresije JAM-A gena detektovan je u malignim u odnosu na benigne uzorke 

tumora jajnika, bez statistički značajne razlike. Nivo ekspresije ITGAV i CALD1 gena bio je 

statistički značajno niži u grupi malignih uzoraka u odnosu na nivoe ekspresije koji su 

detektovani u grupi benignih uzoraka tumora jajnika. Ovi rezultati u skladu su sa rezultatima 

dobijenih na osnovu analize GEPIA baze podataka, prilikom koje je uočena statistički 

značajno povišena ekspresija JAM-A gena u tumorskom tkivu jajnika. Takođe, uočena je 

snižena ekspresija ITGAV i CALD1 gena u tumorskom u odnosu na normalno tkivo jajnika, 

a u slučaju CALD1 gena ta razlika bila je i statistički značajna.  

 

 Statistički trend povišene ekspresije JAM-A gena zabeležen je u karcinomima jajnika 

visokog gradusa, kao i u uzorcima kod kojih je zabeleženo prisustvo ascita. Takođe, 

detektovan je statistički trend snižene ekspresije ITGAV gena u karcinomima visokog 

gradusa, u uzorcima kod kojih je zabeleženo prisustvo ascita kao i u uzorcima bolesnica 

koje su relapsirale. Statistički trend snižene ekspresije CALD1 gena uočen je u karcinomima 

jajnika visokog gradusa.  

 

 Analiza ROC krivih pokazala je da od svih ispitivanih gena jedino JAM-A ekspresija ima 

diskriminatorni potencijal prilikom razlikovanja benignih od malignih uzoraka tumora 

jajnika, odnosno dobrog od lošeg ishoda bolesti kod bolesnica sa karcinomom jajnika. To 

ukazuje da ekspresija ovog gena može imati ne samo prognostički, već i dijagnostički 

potencijal. 

 

 Kaplan-Majerova metoda i log-rank test ukupnog preživljavanja u ispitivanoj grupi nisu 

pokazali statistički značajan uticaj ekspresije JAM-A, ITGAV i CALD1 gena na ukupno 

preživljavanje bolesnica sa karcinomom jajnika. Ipak, bolesnice sa višom ekspresijom JAM-

A gena i nižom ekspresijom ITGAV i CALD1 gena imale su kraću medijanu preživljavanja. 

Ovi rezultati ukazuju da bi povišena ekspresija JAM-A gena, odnosno snižena ekspresija 

ITGAV i CALD1 gena, mogli biti markeri loše prognoze karcinoma jajnika. 

 

 Univarijantna Koksova regresiona analiza ukupnog preživljavanja pokazala je da statistički 

značajan efekat na preživljavanje ostvaruju sledeće kliničke promenljive: FIGO stadijum, 

peritonealne metastaze i rezidualni tumor 

 

 Metodom imunohistohemije proteinska ekspresija JAM-A potvrđena je kako u stromi, tako i 

u epitelu ćelija karcinoma jajnika, a pozitivno imunohistohemijsko bojenje uočeno je u 

citoplazmi i membranama ovih ćelija. Analizom HPA podataka pokazano je da je proteinska 

ekspresija JAM-A povišena u uzorcima karcinoma jajnika u odnosu na normalno tkivo 

jajnika.  

 

 Analiza obogaćivanja skupa gena pokazala je da potencijalni mehanizam putem kojeg 

povišena ekspresija JAM-A gena ostvaruje negativan prognostički uticaj u karcinomu jajnika 

jeste aktivacijom EMT programa putem PI3K/AKT signalnog puta. 
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 STRING analiza pokazala je da JAM-A, ITGAV i CALD1 proteini međusobno interaguju 

značajno više nego što se to očekuje za nasumični set gena slične veličine pa se mogu 

smatrati biološki povezanom grupom proteina. 

 

Dobijeni rezultati ukazuju da su povišena ekspresija JAM-A, kao i snižena ekspresija ITGAV i 

CALD1, povezane sa agresivnijim fenotipom karcinoma jajnika i lošijom prognozom bolesti. 

Određivanje nivoa ekspresije ovih biomarkera u primarnom tumoru moglo bi doprineti 

adekvatnijem praćenju bolesnica sa karcinomom jajnika.  
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Beogradu, smer Molekularna onkologija upisala je 2013. godine. Iste godine zaposlila se kao 

istraživač pripravnik u Laboratoriji za molekularnu genetiku na Institutu za onkologiju i radiologiju 

Srbije u okviru projekta Ministarstva prosvete, nauke i tehnološkog razvoja pod nazivom 

„Farmakodinamska i farmakogenomska ispitivanja novijih lekova u lečenju solidnih tumoraˮ. 

Zvanje istraživač saradnik stiče 2015. godine. Učesnik je međunarodne COST akcije koja se bavi 

ispitivanjem karcinoma debelog creva, a od 2020. godine član je Promis projekta Fonda za Nauku 

Republike Srbije pod nazivom „TRACEPIGEN: Praćenje rezistencije na sistemsku terapiju u 

kanceru pluća i kolorektuma putem ciljane analize genetičkih i epigenetičkih varijanti u tečnim 

biopsijama metodom nove generacije sekvenciranja ˮ. Do sada je publikovala 9 naučnih radova u 

časopisima međunarodnog značaja kao i veći broj saopštenja na nacionalnim i međunarodnim 

skupovima. Dobitnica je nekoliko nagrada i stipendija od strane prestižnih kompanija i organizacija 

kao što su Novartis, EACR i ESO. 
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Прилог 1. 

Изјава о ауторству 

 

 

 

Име и презиме аутора Ивана Бољевић 

Број индекса Б3041/2013 

 

Изјављујем 

да је докторска дисертација под насловом  

Утицај експресије JAM-A, ITGAV и CALD1 гена на метастатски потенцијал ћелија хуманог карцинома 

јајника 

 

 резултат сопственог истраживачког рада, 

 да предложена дисертација у целини ни у деловима није била предложена за добијање било 
које дипломе према студијским програмима других високошколских установа, 

 да су резултати коректно наведени и  

 да нисам кршио/ла ауторска права и користио интелектуалну својину других лица.  

 

                   Потпис докторанда  

У Београду, 06.06.2021.                                                                                    

     _________________________ 
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Прилог 2. 

 

Изјава o истоветности штампане и електронске верзије докторског 

рада 

 

 

Име и презиме аутора Ивана Бољевић 

Број индекса Б3041/2013 

Студијски програм  Биологија, Молекуларна онкологија 

Наслов рада Утицај експресије JAM-A, ITGAV и CALD1 гена на метастатски потенцијал ћелија 

хуманог карцинома јајника 

Ментори  др Емина Малишић и др Маја Чакић Милошевић 

 

 

Изјављујем да је штампана верзија мог докторског рада истоветна електронској верзији коју сам 

предао/ла за објављивање на порталу Дигиталног репозиторијума Универзитета у Београду.  

Дозвољавам да се објаве моји лични подаци везани за добијање академског звања доктора наука, 

као што су име и презиме, година и место рођења и датум одбране рада.  

Ови лични подаци могу се објавити на мрежним страницама дигиталне библиотеке, у електронском 

каталогу и у публикацијама Универзитета у Београду. 

 

                    Потпис докторанда  

У Београду, 06.06.2021.                                                                                    

           _________________________ 
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Прилог 3. 

Изјава о коришћењу 

 

Овлашћујем Универзитетску библиотеку „Светозар Марковић“ да у Дигитални репозиторијум 

Универзитета у Београду унесе моју докторску дисертацију под насловом: 

Утицај експресије JAM-A, ITGAV и CALD1 гена на метастатски потенцијал ћелија хуманог карцинома 

јајника 

која је моје ауторско дело.  

Дисертацију са свим прилозима предао/ла сам у електронском формату погодном за трајно 

архивирање.  

Моју докторску дисертацију похрањену у Дигитални репозиторијум Универзитета у Београду могу да 

користе  сви који поштују одредбе садржане у одабраном типу лиценце Креативне заједнице 

(Creative Commons) за коју сам се одлучио/ла. 

1. Ауторство 

2. Ауторство - некомерцијално 

3. Ауторство – некомерцијално – без прераде 

4. Ауторство – некомерцијално – делити под истим условима 

5. Ауторство –  без прераде 

6. Ауторство –  делити под истим условима 

(Молимо да заокружите само једну од шест понуђених лиценци. Kратак опис лиценци je саставни 

део ове изјаве). 

 

                                           Потпис докторанда  

У Београду, 06.06.2021.                                                                                    

     _________________________ 
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1. Ауторство - Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и јавно саопштавање дела, и прераде, 

ако се наведе име аутора на начин одређен од стране аутора или даваоца лиценце, чак и у 

комерцијалне сврхе. Ово је најслободнија од свих лиценци. 

2. Ауторство – некомерцијално. Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и јавно 

саопштавање дела, и прераде, ако се наведе име аутора на начин одређен од стране аутора 

или даваоца лиценце. Ова лиценца не дозвољава комерцијалну употребу дела. 

3. Ауторство - некомерцијално – без прераде. Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и 

јавно саопштавање дела, без промена, преобликовања или употребе дела у свом делу, ако се 

наведе име аутора на начин одређен од стране аутора или даваоца лиценце. Ова лиценца не 

дозвољава комерцијалну употребу дела. У односу на све остале лиценце, овом лиценцом се 

ограничава највећи обим права коришћења дела.  

 4. Ауторство - некомерцијално – делити под истим условима. Дозвољавате умножавање, 

дистрибуцију и јавно саопштавање дела, и прераде, ако се наведе име аутора на начин 

одређен од стране аутора или даваоца лиценце и ако се прерада дистрибуира под истом или 

сличном лиценцом. Ова лиценца не дозвољава комерцијалну употребу дела и прерада. 

5. Ауторство – без прераде. Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и јавно саопштавање 

дела, без промена, преобликовања или употребе дела у свом делу, ако се наведе име аутора 

на начин одређен од стране аутора или даваоца лиценце. Ова лиценца дозвољава 

комерцијалну употребу дела. 

6. Ауторство - делити под истим условима. Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и јавно 

саопштавање дела, и прераде, ако се наведе име аутора на начин одређен од стране аутора 

или даваоца лиценце и ако се прерада дистрибуира под истом или сличном лиценцом. Ова 

лиценца дозвољава комерцијалну употребу дела и прерада. Слична је софтверским 

лиценцама, односно лиценцама отвореног кода. 
 
 
 
 
 

 

 


