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SAZETAK

Ciljevi: Osteopontin (OPN) je fosforilirani glikoprotein koji posjeduje razlic¢ita djelovanja
ukljucujuéi nastanak i metastaziranje tumora. Kocenje apoptoze jedan je od mehanizama kojim
OPN doprinosi napredovanju tumora, a jezgreni ¢imbenik kappa B (NF-kB) je uklju¢en u
signalne putove kocCenja apoptoze. Cilj ovog istrazivanja je proucavanje izrazaja OPN-a u
normalnom tkivu bubrega i svijetlostani¢nom karcinomu bubreznih stanica (SKBS) i odredivanje
njegovog prognostickog znacenja te ujedno odredivanje odnosa izmedu NF-«B i izrazaja OPN-a
na proteinskoj i genskoj razini kao i njithovog odnosa prema apoptozi u uzorcima SKBS-a.
Materijali i postupci: Izrazaj proteina OPN-a istrazen je metodom imunohistokemije na
standardnim tkivnim rezovima 171 SKBS-a i usporeden s uobiCajenim klinickopatoloskim
¢imbenicima. Koristenjem imunohistokemijske metode i tehnike tkivnih mikroareja (TMA) na 94
SKBS-a odreden je izrazaj proteina OPN-a te p50 i p65 podjedinice NF-kB i medusobno
usporeden kao 1 s apoptotickom aktivnosti. KoriStenjem kvantitativne lan¢ane reakcije
polimerazom (QPCR) odredena je koli¢ina OPN glasnicke RNA (mRNA) iz svjeze smrznutog
tumorskog tkiva i usporedena s izrazajem proteina OPN-a i NF-kB u 22 SKBS-a.

Rezultati: Izrazaj OPN-a je u tumorskom tkivu bio ve¢i u odnosu na normalno tkivo bubrega i
primijeéen je u 61 SKBS-u (35.7 %) kao citoplazmatsko bojanje razli¢ite jacine. Utvrdena je
povezanost povecanog izrazaja OPN-a s pokazateljima lose prognoze kao $to su veli¢ina tumora
(p<0.001), Fuhrmanov nuklearni gradus (p<0.001), patoloski stadij (p=0.011) i Ki-67 indeks
proliferacije (p<0.001) te kraée prezivljavanje bolesnika (p=0.004). Citoplazmatsko NF-kB
bojanje primije¢eno je u tumorskim stanicama kao i dobrocudnim strukturama dok je nuklearno
bojanje primije¢eno vec¢inom u tumorskim stanicama. Utvrdena je korelacija pojacanog izrazaja

OPN-a na proteinskoj (p<0.001) i genskoj razini (p=0.019) s aktivacijom NF-kB i smanjenjem
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indeksa apoptoze u tumorskim stanicama (p=0.009). Aktivacija obje NF-xB podjedinice takoder
je obrnuto korelirala s indeksom apoptoze (p=0.003).
Zakljucak: PojaCan izrazaj OPN-a doprinosi napredovanju SKBS-a vjerojatno posredujuci

kocenje apoptoze putem aktivacije NF-«xB.

Kljuéne rijeci: Analiza tkivnih areja; Apoptoza; Imunohistokemija; Jezgreni ¢cimbenik kappa B;

Karcinom, bubreznih stanica; Osteopontin; Prognoza.



SUMMARY

Objectives: Osteopontin (OPN) is a phosphorylated glycoprotein with diverse functions
including tumorigenesis and tumor cell metastasis. Apoptosis inhibition is one of the OPN’s
mechanisms that contribute cancer progression and nuclear factor-kappa B (NF-kB) is involved
in antiapoptotic signaling pathway. The aim of this study was to analyze the expression of OPN
in normal renal tissue and clear cell renal cell carcinomas (CRCC), and to assess its prognostic
significance together with determining relations between NF-«kB and OPN expression at protein
and gene level as well as their relation to apoptosis in specimens of CCRCC.

Material and Methods: The expression of OPN protein was analyzed using
immunohistochemistry in whole-tissue sections of 171 CRCC and compared to usual
clinicopathological parameters. Using tissue microarray (TMA) and immunohistochemical
technique the expression of OPN protein and p50 and p65 NF-kB subunits was analyzed in 94
CCRCC and compared mutually and to apoptotic index. Using real-time PCR OPN mRNA was
quantified from snap frozen tumor tissue and compared to OPN and NF-«B protein expression in
22 CCRCC.

Results: Compared to normal renal parenchyma OPN was upregulated in tumor tissue and was
observed in 61 CRCC (35.7%) in the form of cytoplasmic staining of various intensities. The
association of OPN expression and poor prognostic indicators as tumor size (p<0.001), Fuhrman
nuclear grade (p<0.001), pathological stage (p=0.011) and Ki-67 proliferation index (p<0.001) as
well as shorter patients survival (p=0.004) was found. Cytoplasmic NF-kB staining was observed
in tumor cells and benign elements, while nuclear staining was detected mainly in tumor cells.

The correlation of high OPN expression at protein (p<0.001) and gene level (p=0.019) with NF-

VI



kB activation as well as decrease of apoptotic index in tumor cells (p=0.009) was found.
Activation of both NF-«xB subunits also correlated with decreased apoptotic index (p=0.003).
Conclusion: Overexpression of OPN contributes the progression of CRCC probably by

inhibition of apoptosis through NF-kB activation.

Key words: Apoptosis; Carcinoma, Renal Cell; Immunohistochemistry; Nuclear Factor kappa B;

Osteopontin; Prognosis; Tissue Array Analysis.
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1. UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA
1.1. Karcinom bubreznih stanica

Istrazivanje je provedeno na svijetlostanicnom karcinomu bubreznih stanica (SKBS) koji
bubreznih stanica je zlo¢udna novotvorina koja nastaje iz epitelnih stanica bubreznih tubula i ¢ini
oko 85 % svih zlocudnih tumora bubrega (4). Unato¢ napretku dijagnostike u jedne trecine
bolesnika su u trenutku postavljanja dijagnoze ve¢ prisutne metastaze, a u ¢ak polovice bolesnika
s lokaliziranom bole$¢u se razvijaju nakon operativnog zahvata (1). Postoje¢i su prognosticki
pokazatelji nedovoljni za predvidanje bioloskog ponasanja ovog tipa tumora, a KBS pokazuje i
otpornost prema uobicajenoj citotoksi¢noj kemoterapiji i radioterapiji pa su one veéinom
neucinkovite u lijeCenju ovog karcinoma (1,3,4,5). Zbog navedenih razloga potrebno je istraziti
molekularne mehanizme onkogeneze i progresije KBS-a kako bi se pronasli novi biljezi koji bi

pripomogli boljoj dijagnostici, a time i lijeCenju ovog karcinoma.

1.1.1. Epidemiologija i etiologija karcinoma bubreznih stanica

Karcinom bubreznih stanica predstavlja oko 3% svih karcinoma u odrasloj dobi, s
postepenim porastom stope incidencije i mortaliteta (1,2). U Hrvatskoj je stopa incidencije za
2005. godinu na 100 000 stanovnika iznosila 13.3 (6) $to je iznad svjetskog prosjeka, a u skladu s
podatcima za 2002. godinu za Sjevernu Ameriku i Europu (7). Incidencija ovog karcinoma raste
nakon 40-te godine i izmedu 60 i 80 godine dostize vrhunac (2,6). Dva do tri puta se ¢esce javlja
u muskaraca nego u zena (1,2), a u Hrvatskoj je taj omjer u razdoblju od 2001. do 2005. godine

iznosio od 1:1.5 do 1:1.8 (6).



Smatra se da glavnu ulogu u nastanku KBS-a igraju razli¢iti okolisni 1 genetski ¢imbenici.
U prilog okolisnih ¢imbenika govore statisticki podatci o vecoj ucestalosti ovog karcinoma u
industrijaliziranim zemljama iako tim rezultatima doprinosi vjerojatno i naprednija dijagnostika
razvijenih zemalja. Glavnim uzrokom nastanka KBS-a smatra se puSenje cigareta i izloZenost
spojevima arsena (2). Ostali moguci okolisni karcinogeni su razli¢iti teSki metali, organska
otapala i pesticidi te estrogeni iako je njihova kancerogenost utvrdena samo u zivotinja (2).
Pretilost 1 poviSen krvni tlak su znacajno povezani s ovim karcinomom dok za ostale rizi¢ne
¢imbenike, poput dugotrajnog unosa fenacetina i antidiuretika, multiparitet, obiteljska anamneza
KBS-a te smanjen unos voéa i povrca, povezanost s KBS-om nije jasna ili dovoljno istrazena (2).
Karcinom bubreznih stanica javlja se i u sklopu nekoliko nasljednih genetskih sindroma koji su
karakterizirani specificnim kromosomskim aberacijama i pojavom multiplih tumora razli¢itih
sijela (2). Svijetlostani¢ni karcinom bubreznih stanica javlja se u sklopu von Hippel-Lindau-ovog
(VHL) sindroma te u sklopu konstitucijske translokacije kromosoma 3 (2). Smatra se da je
nekoliko lokusa upravo na 3. kromosomu ukljuceno u nastanak karcinoma bubreznih stanica,
prvenstveno svijetlostani¢nog tipa, obzirom da se njihove mutacije mogu otkriti ve¢ kod vrlo
malih tumora (2,8). Na kromosomu 3 se nalazi VHL tumor supresor gen ¢ije se mutacije nalaze u
istoimenom sindromu, ali su uobicajene i u sporadi¢nom SKBS-u, a smatra se i da je zahvaden i u
konstitucijskoj translokaciji kromosoma 3 (2). Nedostatak funkcionalnog VHL gena kao
posljedica delecije, mutacije ili DNA metilacije smatra se da doprinosi nastanku SKBS-a
induciranjem gena koji su ukljuceni u stani¢nu diobu, neovaskularizaciju te oblikovanje
izvanstani¢nog matriksa (ISM) (2,9). Progresija SKBS-a povezana je s razvojem aberacija na
drugim kromosomima (5p, 6q, 8p, 9p, 14q i 10q) (2,4) te zahvacanjem glavnog kompleksa
histokompatibilnosti I (HLA I) koji zbog smanjenog izrazaja u tumorskim stanicama ne dovodi

do imunoloske reakcije na ovaj karcinom (10).



1.1.2. Klinicke znacajke karcinoma bubreznih stanica

Glavni simptomi i znakovi uklju¢uju hematuriju, bol 1 palpabilnu abdominalnu masu, ali
se u gotovo 40 % bolesnika javljaju samo sistemski simptomi 1 znakovi poput mrSavljenja,
bolova u trbuhu, gubitka apetita, vrucice te ubrzane sedimentacije i anemije (2). Takoder je za
karcinom bubreznih stanica karakteristicna pojava paraneoplasticnog sindroma poput
hiperkalcemije, eritrocitoze, hipertenzije i ginekomastije, a isto tako nije rijetkost da se ovaj
tumor prezentira kao metastatski karcinom nepoznatog primarnog sijela (2). KBS najces¢e daje
pluéne metastaze s podjednako ucestalim zahvacanjem jetre te mekih tkiva i kostiju (2). Nakon
S§to je ultrazvukom ili kompjuteriziranom tomografijom dokazano prisustvo tumorske mase u
bubregu, kona¢na dijagnoza se postavlja na temelju patohistoloSske obrade postoperativno

preuzetog tumorskog tkiva.

1.1.3. PatohistoloSka obiljezja i prognosticki cimbenici karcinoma bubreznih stanica
Karcinom bubreznih stanica je skup morfoloski i genotipski razli¢itih tumora koji
pokazuju i razli¢ito biolosko ponaSanje. Histoloska klasifikacija tumora bubreznih stanica prema

Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji te njihova incidencija prikazana je u Tablici 1.



Tablica 1. Histoloska klasifikacija tumora bubreZnih stanica prema Svjetskoj zdravstvenoj
organizaciji. [zmijenjeno prema Kirkali i sur. (1) i WHO Classification of Tumors (2).

Histoloski tip incidencija (%)

Svjetlostani¢ni karcinom bubreznih stanica 60 — 62

Multilokularni karcinom bubreZnih stanica —

Papilarni karcinom bubreznih stanica 7-14
Kromofobni karcinom bubreznih stanica 6-11
Karcinom sabirnih kanali¢a (karcinom Belinijevih kanalic¢a) <1

Medularni karcinom bubrega -
Krcinom povezan s Xp11 translokacijom —
Karcinom povezan s neuroblastomom -
Mucinozni tubularni karcinom s vretenastim stanicama -
Neklasificirani karcinom bubreznih stanica 6-7
Papilarni adenom -

Onkocitom 7-10

— oznacava da to¢ni podatci o incidenciji nisu pronadeni u spomenutim izvorima ili se radi o vrlo
rijetkim tumorima

Odredivanje histoloskog tipa se pokazalo vaznim, zbog utjecaja na prezivljavanje
bolesnika, ali jedino ukoliko se radi o tumoru koji se jo$ nije prosirio izvan bubrega (3).
Prognosticki najpovoljnijoj skupini pripada multilokularni, kromofobni KBS (Slika 1D) te
mucinozni tubularni karcinom s vretenastim stanicama, zatim slijede papilarni KBS (Slika 1C) 1
SKBS, a najnepovoljnijim histoloSkim tipovima pripada medularni KBS i karcinom sabirnih

kanali¢a (Bellini tumor) (Slika 1E) (2).



Slika 1. Makroskopski i mikroskopski izgled karcinoma bubreZnih stanica. Rezna ploha svijetlostani¢nog
karcinoma bubreznih stanica, smjestenog na jednom polu bubrega, ima karakteristi¢nu Sarenu reznu plohu; zuckasta
podru¢ja predstavljaju ocuvano tumorsko tkivo, dok su tamna podrucja mjesta nekroze i krvarenja (A).
Svijetlostani¢ni karcinom bubreznih stanica pokazuje karakteristiCan alveolarni raspored stanica svijetlih citoplazmi,
okruzene gustom kapilarnom mrezom (B). Papilarni karcinom bubreznih stanica s karakteristiénim pjenusavim
makrofagima unutar fibrovaskularne strome papila koje su prekrivene jednim slojem kubi¢nih tumorskih stanica (C).
Kromofobni karcinom bubreznih stanica s perinuklearnim haloima i izrazenim stani¢nim membranama te ponekom
binuklearnom tumorskom stanicom (D). Karcinom sabirnih kanali¢a pokazuje tubulopapilarnu arhitekturu i visoku
atipiju tumorskih stanica s "hob-nailing" fenomenom (E). Bojenje hemalaun-eozin, poveéanje x 100 (B-E).



Svijetlostani¢ni karcinom bubreznih stanica obi¢no se javlja kao dobro ograniena
zuckasta tumorska masa bilo gdje u podrucju kore bubrega. Moze sadrzavati cisti¢na podrucja ili
podrucja nekroze, krvarenja i kalcifikata (Slika 1A). Histoloski je graden od stanica svijetle
citoplazme zbog lipidnog sastava (Slika 1B), u manjoj mjeri eozinofilne, koje stvaraju solidna
podrucja ili stvaraju acinuse, rjede tubule, cisti¢ne ili papilarne oblike koji su uklopljeni u gustu
kapilarnu mrezu.

Dobro je poznato da KBS i unutar iste histoloske skupine pokazuju medusobno razlicito
biolosko ponasanje (3,4). Iz tog su razloga danas u upotrebi razli¢iti prognosti¢ki ¢imbenici od
kojih su se klinicki najznacajnijima pokazali stadij, nuklearni gradus (NG) i proliferacijska
aktivnost tumorskih stanica (1,3,4,11,12). Brojna su istrazivanja potvrdila da navedeni ¢imbenici
imaju utjecaja na prognozu i prezivljavanje bolesnika s karcinomom bubreznih stanica, ali jedino
je stadij nezavisni prognosticki ¢imbenik koji utjecaj na prognozu zadrzava i u multivarijatnim
analizama (1,3,4). Odredivanje stadija na temelju TNM klasifikacije daje najto¢niju prognozu bez
obzira na histoloski tip KBS-a (1-3,12) i temelji se na klini¢kim i patoloskim podatcima (Tablica
2). Patoloski podatci ukljucuju veli¢inu tumora te zahvacenost perirenalnih struktura tumorom iz

¢ega se odreduje stadij tumora ili patoloski stadij (pT) (Tablica 3).



Tablica 2. PetogodiS$nje preZivljavanje bolesnika s karcinomom bubreZnih stanica u ovisnosti o
stadiju odredenom na temelju TNM Klasifikacije. [zmijenjeno prema Kirkali i sur. (1) i TNM
Classification of Malignant Tumors (12).

zahvacenost prisustvo udalienih petogodisnje

Stadij  stadij tumora (T) podruénih limfnih prezivljavanje
¢vorova (N) metastaza (M) bolesnika (%)
I T1 NO MO 91-100
II T2 NO MO 74 - 96
T3 NO MO
I 59-70
T1, T2, T3 N1 MO
T4 NO, N1 MO
v bilo koji T N2 MO 16 —32
bilo koji T bilo koji N Ml

NO nema metastaza u podru¢nim limfnim ¢vorovima
N1  metastaze u jednom podru¢nom limfnom ¢voru
N2  metastaze u viSe podru¢nih limfnih ¢vorova

MO nema udaljenih metastaza

M1 prisutne udaljene metastaze

Tablica 3. Patoloski stadiji (pT) karcinoma bubreZnih stanica.
Preuzeto iz WHO Classification of Tumors (2).

pT opis

Tl tumor < od 7 cm u najveéem promjeru, ogranic¢en na bubreg
Tla tumor <od4cm

Tlb tumor>od4i<od7cm

T2 tumor > od 7 cm u najveéem promjeru, ograni¢en na bubreg

tumor se §iri u bubreznu venu ili nadbubreznu Zlijezdu ili

T3 perirenalno masno tkivo, ali ne izvan Gerotove fascije
T3a tumor se §ir? u nadbubreznu 21'ijezdu ili perirenalno masno
tkivo, ali ne izvan Gerotove fascije
T3b tumor se Siri u bubreznu ili donju Suplju venu ispod oSita
T3¢ tumor se Siri u donju Suplju venu iznad oSita
T4 tumor se §iri izvan Gerotove fascije




Odredivanje NG-a temelji se na promatranju veli¢ine i izgleda jezgri tumorskih stanica
putem svjetlosnog mikroskopa i povecanja x100. NajceS¢e se koristi sustav gradiranja prema
Fuhrmanu (11) (Tablica 4). Iako subjektivna, vec¢ina studija ovoj metodi pridaje prognosti¢ku
znacCajnost za skupinu SKBS-a i to odmah nakon odredivanja stadija (2,3,4) dok neki autori ovaj
sustav gradiranja za papilarni 1 kromofobni karcinom bubreznih stanica smatraju

neodgovarajuéim (3).

Tablica 4. Odredivanje nuklearnog gradusa u karcinomu bubrezZnih stanica prema Fuhrmanu
i petogodiSnje preZivljavanje bolesnika. Izmijenjeno prema Kirkali i sur. (1) i Fuhrman i sur. (11).

Gradus  opis petogodisnje prezivljavanje

bolesnika (%)
NG 1 male hiperkromatske jezgre bez vidljivih jezgrica 65-176
NG2  Velejezgres rah}ljlm kromatinom, ali se jezgrice 30-72
dobro ne uocavaju
NG3  vecejezgre s jasno uocljivim jezgricama 21-51

vrlo velike pleomorfne hiperkromatske jezgre,
NG4  prisutnost ve¢eg broja jezgri, 10-35
orijaskih ili vretenastih tumorskih stanica

Ostala histoloska obiljezja s nepovoljnim utjecajem na prognozu KBS-a su prisustvo
vretenastih stanica (sarkomatoidni KBS), mikroskopsko zahvacéanje presudokapsule te invazija
mikrovaskulature (1,2,4). Prisustvo tumorske nekroze te povecana gusto¢a malih krvnih Zila
uglavnom su povezani s lo§im ishodom u SKBS-u (3).

Vecina studija proliferacijsku aktivnost tumorskih stanica smatra znacajnim
prognostickim ¢imbenikom SKBS-a (3). Postoji nekoliko metoda odredivanja proliferacijske
aktivnosti tumorskih stanica koje se temelje na bojenju odredenih struktura, koje se pojavljuju u
stanicama u diobi, koriStenjem srebra (AgNOR) ili protutijela (PCNA i Ki-67 antigen), odnosno

prikazivanjem molekula koje sudjeluju u regulaciji staniénog ciklusa (p27<®' i p21™*/ePly (3),



Ki-67 se Cesto koristi kao biljeg stanicne proliferacije razliCitih vrsta tumora, jer je prisutan
tijekom svih faza stani¢ne diobe, a nije prisutan u stanicama koje miruju. Smatra se da postotak
stanica pozitivnih na Ki-67 biljeg odrazava stupanj proliferacije tumora (1). Njegova funkcija nije
u potpunosti poznata. Smatra se da sudjeluje u kontroli grade kromosoma 1 jezgrice gdje
vjerojatno igra ulogu u obradi ribosomske RNA (rRNA) kao i samih ribosoma (13). Vecina
studija je utvrdila njegovu povezanost s tumorskim stadijem i gradusom kao i prezivljavanjem te
se smatra znacajnim prognostickim c¢imbenikom kojim se moze predvidjeti progresija
lokaliziranih tumora kao i produzeno prezivljavanje bolesnika s metastatskim KBS-om (1,3).
Pored navedenih prognostickih ¢imbenika, istrazivani su i brojni drugi biljezi, u tkivu ili
serumu bolesnika s KBS-om s ciljem prepoznavanja skupine bolesnika s loSom prognozom. U
tkivu KBS-a i SKBS-a su odredivani p53, bcl-2, vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (VEGF),
receptor za epidermalni ¢imbenik rasta (EGFR), interleukin 8, matriks metaloproteinaze-2 i 9
(MMP-2 i 9), E-cadherin i CD44, a u serumu bolesnika proteini akutne upalne faze,
sedimantacija eritrocita, eritropoetin i dr., a rezultati upucuju na njihovu povezanost s
pokazateljima loSe prognoze, iako njihov klinicki znacaj jos uvijek nije u potpunosti utvrden (1-

4).

1.1.4. Lijecenje karcinoma bubreznih stanica

Napredak u dijagnostici i lijeenju KBS-a u proteklih 20 godina doveo je do poboljsanja
prognoze ove zlo¢udne bolesti (1). Operativno odstranjenje tumorskog tkiva predstavlja osnovni
pristup lijeCenju ovog tipa tumora. Odabir vrste operacije ovisi o stadiju bolest, ali i o
¢imbenicima vezanim uz samog bolesnika. Radikalna nefrektomija predstavlja osnovno lijecenje
lokaliziranog KBS-a osobito u prisustvu prognostickih pokazatelja lose prognoze gdje radikalna

nefrektomija smanjuje rizik pojave recidiva bolesti (4). U slucaju metastatke bolesti, radikalna se



nefrektomija poduzima jedino kada moze dovesti do uklanjanja ili smanjenja sistemskih i
lokalnih simptoma bolesti (4). Uz radikalnu nefrektomiju moze se izvrsiti i limfadenektomija
koja ne predstavlja povecani rizik za morbiditet i mortalitet, no njen se utjecaj na prognozu treba
tek utvrditi (4). Sve se ceS¢e poduzimaju poStedne operacije (parcijalna nefrektomija ili
tumorektomija) uz oCuvanje funkcionalnog bubreznog tkiva $to je osobito vazno u slucajevima
prisustva multiplih tumora, obostranog zahvaéanja bubrega, prisustva samo jednog bubrega ili
bolesti kontralateralnog bubrega (4). Istovremeno, postedne operacije ne predstavljaju povecan
rizik za razvoj recidiva u odnosu na radikalnu nefrektomiju, a smanjuju rizik za razvoj bubreznog
zatajenja i pojavu postoperativnog morbiditeta (4,14).

Osim kirurske, u lijeenju KBS-a primjenjuje se i sistemsko lijeCenje, prvenstveno za
metastatsku bolest. Postojeca citotoksi¢na kemoterapija ima mali uc¢inak u lijeCenju, a tek se u
kombinaciji s imunoterapijom postize neSto bolji uspjeh (5). Kombinirana imunoterapija
interleukinom-2 i interferonom-a (IF- o) predstavlja osnovu sistemskog lijecenja lokalizirane i
metastatske bolesti, ali jo§ uvijek s nedovoljnim uspjehom (14). Ucinkovitost razliitih cjepiva,
koja se sastoje od senzibiliziranih imunoloSkih stanica usmjerenih protiv tumorskih stanica,
talidomida, interleukina-12 i inhibitora i protutijela usmjerenih protiv receptora za faktore rasta
poput VEGF-a, ¢imbenika rasta porijekla trombocita (PDGF, od engl. platelet derived growth
factor) i EGFR-a nalaze se u fazi klini¢kih ispitivanja (5,15).

Kombiniranjem razli¢itih prognostickih pokazatelja postize se tocnije i kvalitetnije
lijeCenje KBS-a koje je prilagodeno svakom bolesniku zasebno. Utvrdivanje prognostickog
znacenja novih biljega u KBS-u stoga predstavlja korak blize prema ucinkovitijem lije¢enju
koriste¢i postojece nacine lijeCenja, no predstavlja i preduvjet za razvoj novih djelotvornijih

mogucénosti lijecenja.

10



1.2. Osteopontin

1.2.1. Bioloske funkcije osteopontina

Osteopontin (OPN) je glikozilirani fosfoprotein otkriven u transformiranim zlocudnim
epitelnim stanicama sisavaca (16). Pripada porodici malih glikoproteinskih molekula koje se vezu
za integrine (SIBLING family, od engl. small integrin-binding ligand N-linked glycoprotein) koje
pokazuju sli¢nu strukturu i funkeiju (17). Obzirom da su navedene molekule najprije izolirane iz
mineraliziranih tkiva, secerniraju¢i fosfoprotein I (Sppl) imenovan je osteopontinom, jer stvara
mostove izmedu stanica i minerala matriksa u kostanom tkivu (18). Osteopontin stvara i izlucuje
u ISM velik broj stanica poput osteoklasta, osteoblasta, epitelnih stanica bubrega, dojke, koze,
zatim neurona, glatkih miSi¢nih stanica krvnih zila i endotelnih stanica, a moze biti i u
slobodnom obliku, kao citokin, u tjelesnim tekué¢inama kao §to je plazma, urin, mlijeko i zZu¢
(17). Sinteza OPN-a moze biti potaknuta u razli¢itim fizioloSkim i patoloskim stanjima, u kojima
OPN ima vaznu ulogu, poput upale, popravka i remodeliranja tkiva, ishemije i reperfuzije tkiva te
resorpcije kostiju, te je tada prisutan u T limfocitima, makrofagima, stanicama epidermisa i
kostanog tkiva (17,18). Isto tako, OPN je pronaden i u razli¢itim vrstama tumorskih stanica te se
smatra da ima i onkogenu ulogu (17). Pojednostavljeni prikaz razli¢itih uloga OPN-a prikazuje

Slika 2.
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MINERALIZACIJA TKIVA
sregulacija normalne resorpcije
kostiju

*kocenje kristalizacije u
urinarnom sustavu

kocenje kalcifikacije u
kardiovaskularnom sustavu

REGULACUA
INDUCIBILNE SINTAZE
DUSIKOVOG OKSIDA
*u epitelnim stanicama

*u makrofagima

OPN

N
o

TUMORSKA BIOLOGIJA
stumorska invazija
*metastatsko §irenje

FUNKCIJA LEUKOCITA
eproizvodnja citokina u makrofagima
eaktivacija T stanica

stimulacija Th1 odgovora

—_ PREZIVLJAVANJE STANICA
eepitelne stanice

*endotelne stanice

sglatke misi¢ne stanice
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proliferacija stanica
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Slika 2. Pojednostavljeni prikaz razli¢itih vaznih bioloskih funkcija osteopontina (OPN). Preuzeto iz Mazzali i

sur. (19).

U razli¢itim bolestima bubrega poput bubreznih kamenaca, upalnih bolesti bubreznog

parenhima, akutne tubularne nekroze, hidronefroze, dijabeti¢ke nefropatije i hipertenzije, OPN se

pojacano stvara u bubreznom tkivu te se smatra da posreduje u oSte¢enju tkiva, ali i da posjeduje

prvenstveno zastitnu ulogu u navedenim patoloskim zbivanjima (20) (Tablica 5).
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Tablica 5. Uloga osteopontina (OPN) u bubregu. Preuzeto iz Xie i sur (20).

Zbivanje moguce uloge
Razvoj bubrega nema znacajniju ulogu
Normalni bubreg nema znacajniju ulogu

kocenje stvaranja kalcij oksalata?
kocenje rasta, prianjanja, agregacije i nukleacije kristala
poticanje talozenja i adhezije kristala

Stvaranje bubreznih
kamenaca

posredovanje ranog ulaska makrofaga u intersticij i intersticijske fibroze

OStecenje bubrega doprinos stvaranju glomerularnih polumjeseca ili ne

kocenje inducibilne sintaze dusikovog oksida i smanjenje sinteze duSikovog oksida
smanjenje koli¢ine peroksida u stanici

kocenje apoptoze tubularnih i intersticijskih stanica

sudjelovanje u obnovi i popravku stanica tubula

Zastita bubrega

1.2.2. Medudjelovanje osteopontina s povrsinskim stanicnim receptorima

OPN ima sposobnost vezivanja za molekule na stani¢noj povrSini koje su posrednici
njegovih brojnih ucinaka. Integrini su transmembranski proteinski dimeri koji se sastoje od
razli¢itih o 1 B podjedinica i mogu vezati brojne razlicite ligande kao Sto su proteini ISM-a te
OPN (21). Smatra se da medudjelovanje OPN-a s integrinima stani¢ne povrSine aktivira fokalni
adhezijski kompleks (FAC) ¢ime se mogu pokrenuti razli€iti signalni putovi (Slika 3). Osim
integrina, OPN se moZe vezati za druge povrSinske stani¢ne receptore poput molekule CD44.
Ona predstavlja skupinu proteinskih izoformi koje su glavni receptor za hijaluronan (Slika 3)
(21). Osim toga, CD44 moZze potaknuti izrazaj integrinskih receptora na stani¢noj povrsini (21). I
integrini 1 molekula CD44 su pojaCano izrazene na povrSini tumorskih stanica $to ima za

posljedicu konstitutivnu aktivaciju signalnih putova koji dovode do napredovanja tumora (21).

13



GENA
(npr. NF-xB, VEGF, uPA, Met)

"> PROMJENE PONASANJA
STANICE

(npr. migracija i invazija)

Slika 3. Graficki prikaz signalnih putova osteopontina (OPN) koji u konacnici dovode do promjene izrazaja
gena i/ili ponasanja stanice. PredloZeno je da medudjelovanje s integrinima stani¢ne povrsine (1) potie signalni
put aktivirajuci fokalni adhezijski kompleks (FAC). Vezivanje OPN-a za CD44 (4) moze isto tako utjecati na isti ili
neki drugi signalni put. Takoder postoje dokazi da OPN aktivira odredene receptore ¢imbenika rasta (npr. faktor
rasta hepatocita (HGF), Met) (2). OPN moze takoder potaknuti proteolitiCku aktivnost i invazivnost poticanjem
izrazaja urokinaznog aktivatora plazminogena (uPA) (3). Navedena medudjelovanja mogu djelovati na izrazaj gena
(5) dovode¢i do promjene razine proteina kao §to su jezgreni ¢imbenik kappa B (NF-«xB), vaskularni endotelni
¢imbenik rasta (VEGF), uPA i Met i doprinijeti malignom fenotipu. Dokazi na temelju drugih sustava predlazu
moguca ispreplitanja signalnih putova (iscrtkane strelice). Preuzeto iz Furger i sur. (21)

1.2.3. Grada osteopontina

Brojne i1 razlicite bioloske uloge OPN-a odraz su njegove grade (Slika 4). RGD domena

v [

OH
Aspartatnal | RGD SVVYGLR  MI®® | |Vezna Vezna
domena | | slijed | slijed |, 11-:-11:51111:31:1 za kalcij za heparin
F ok I
Humani OFF | pas-DE | RI59-DM6 S5162-R168 | R168-5169 | D216-5228 | D29E-1303
(AA slijed)
Misn OPN | DR5.095 | R145.D147 SI48-H153 | RIS1515d | DI02-5213 | D2T6-1243
| (AA slijed) |
= Teze Veze avp3, | Vere adpl,| o . -
Stamifna _ ¢ | Prik
o hisdroksi-| avfl, ovfis, adfl RGD‘:;!J-:{I MNepoznato| Nepoznato
funkeija spatit | o3Pl integrine|  intestine | i
EETINE |

Slika 4. Grada osteopontina (OPN) prikazuje odredene gradivne domene i njihov odgovarajuéi
smjestaj u slijedu aminokiselina humanog i miSjeg OPN-a. D aspartat, R arginin, S serin, V valin,
Y tirozin, G glicin, L leucin, I izoleucin. Preuzeto iz Wai i sur. (17).
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(od engl. arginine-glycine-aspartate rich domain) mjesto je vezivanja OPN-a s avf integrinima 1
molekulom CD44 na stani¢noj povrSini (17). Medudjelovanje RGD domene s navedenim
molekulama djelotvornije je nakon fosforilacije N-terminalne domene OPN-a i cijepanja s
trombinom koji djeluju¢i na specificnu domenu OPN-a odvaja dva kratka fragmenta
razotkrivaju¢éi RGD domenu (17). Smatra se da brojni signalni putovi, koji se aktiviraju u
tumorskoj stanici, a posredovani su OPN-om, zapocinju upravo njegovim vezivanjem za avf3
integrine (prvenstveno avfs integrine) ili CD44 (17). Medudjelovanje OPN-a i navedenih
molekula dovodi prvenstveno do pojacane stani¢ne adhezije 1 migracije, ali moze dovesti i do
produzenog prezivljavanja stanica te promjena u imunoloskom sustavu (17,21). Medudjelovanje
OPN-a smjestenog u citosolu i molekule CD44 s unutrasnje strane stanicne membrane s
proteinima stani¢nog citoskeleta takoder moze aktivirati stani¢nu migraciju (21). Naposljetku,
vezivanje OPN-a za avf integrine moze posredovati u nastanku kostanih metastaza putem

aktivacije osteoklasta (17).

1.2.4. Mehanizmi progresije i metastaziranja tumora

Metastaziranje tumora je proces u kojem se zlocudne stanice odvajaju od primarnog sijela
tumora i putuju uglavnom putem limfe ili krvi do udaljenih mjesta gdje stvaraju nove nakupine
tumorskih stanica. Da bi tumorska stanica imala sposobnost metastaziranja, mora ste¢i odredena
svojstva tijekom postepenog procesa tumorske progresije u kojem se dogadaju slozene promjene
genoma stanice s posljedicnim promjenama stani¢ne funkcije. Svojstva tumorske stanice, koja
omogucavaju progresiju i metastaziranje zlo¢udnog tumora, predstavljaju njegova osnovna
obiljezja kao Sto prikazuje Slika 5 i ukljucuju ubrzanu stani¢nu diobu, pojacanu sposobnost

invazije ISM-a, pojacanu angiogenezu i produzeno prezivljavanje stanice (22).
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koji poficu rast

lzbjegavanje MNeosjetljivost na signale
apoptoze koji koce rast

Konfinuirana Invazija tkiva i
angiogeneza metastaziranje

Slika 5. Stecene sposobnosti zlo¢udnog tumora. Preuzeto iz
Hanahan i sur. (22).

1.2.5. Uloga osteopontina u progresiji tumora
1.2.5.1. Povezanost osteopontina i zlo¢udne bolesti

Prvi dokaz o povezanosti OPN-a i tumora dao je Senger i sur. koji su otkrili da OPN luce
razlicite transformirane stanice u kulturi (16). Nadalje je otkriveno da ne-tumorske NIH 3T3 ras-
transformirane stanice, koje pokazuju sposobnost metastaziranja, pokazuju poveéan izrazaj gena
za OPN (23). Funkcionalne su eksperimentalne studije uz to pokazale da OPN moze imati utjecaj

na ponaSanje tumorskih stanica koje dovodi do tumorske progresije (21). Daljnjim su
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istrazivanjima utvrdene regulatorne sekvence promotora gena za OPN kao 1 slozeni mehanizmi
regulacije njegovog izrazaja (17,24). Utvrdeno je da je transkripcija OPN gena povecana kao
odgovor na razli¢ite podrazaje, a vecina pritom aktiviranih signalnih putova je kontrolirana putem
Ras-a, onkoproteina €iji je gen mutiran u velikom broju humanih tumora (24). Jedan od rezultata
genetskih promjena tumorske stanice s posljedi¢nim promjenama stani¢nog signaliranja je
pojacano stvaranje OPN glasni¢ke ribonukleinske kiseline (mRNA, od engl. messenger
ribonucleic acid) Sto dovodi do pojacanog stvaranja i lu¢enja ovog proteina u okoli§ tumorske
stanice gdje moze djelovati parakrino, ali i autokrino (17,21,24).

Uloga OPN-a u karcinogenezi, invaziji i Sirenju tumorskih stanica proucavana je u
eksperimentalnim uvjetima kao i analizom razli¢itih vrsta humanog bioptickog tumorskog tkiva
(23,25-36). Nekolicina animalnih modela je pokazala da OPN nema utjecaja na tumorsku
progresiju te da ¢ak moze imati u tom smislu i zastitnu ulogu (37,38). Navedena se opazanja
mogu objasniti razli¢itim djelovanjima OPN-a kojeg u tumorski mikrookoli§ luce tumorske te
brojne ne-tumorske stanice, prvenstveno makrofagi. Isto tako je poznato da OPN ima vaznu
ulogu u regulaciji imunoloskog sustava koji moze kociti nastanak i Sirenje tumora. Sve
spomenuto ukazuje na slozenost djelovanja OPN-a u in vivo uvjetima te na jo$ uvijek nedovoljno
poznate patofizioloSske mehanizme djelovanja OPN-a u procesima tumorskog napredovanja. U
tumorskoj stanici, koja pokazuje pojacan izrazaj OPN-a, dokazana je pojacana sinteza OPN
mRNA (26) sto je posljedica poremecaja u njenoj regulaciji (17,24), a ne mutacijama OPN gena
(24). Upravo zbog toga, a i zbog nepostojanja dokaza o tome da OPN moze transformirati
normalne stanice, OPN nema status onkogena (24). Rezultati brojnih eksperimentalnih in vitro i
in vivo pokusa pokazuju da OPN razli¢itim mehanizmima dovodi do promjene izraZaja brojnih
gena §to ima za posljedicu ubrzan rast tumora zbog ubrzane stani¢ne diobe i smanjene apoptoze

te tumorsku invaziju i metastaziranje zbog pojacCane razgradnje ISM-a, adhezije tumorskih
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stanica za navedeni matriks, izrazaj receptora za ¢imbenike rasta, stvaranja novih krvnih zila u
tumorskom tkivu te promjena u imunoloskom sustavu domacina (17,24,25). Zbog navedenih
razloga, OPN se smatra klju¢nim proteinom tumorske progresije. Signalni putovi kojima OPN

posreduje u progresiji tumora prikazuje Slika 3.

1.2.5.2. Poticanje invazije izvanstanicnog matriksa

OPN regulira aktivnost enzima koji razgraduju ISM olakSavajuc¢i time kretanje
tumorskih stanica kroz navedeni matriks. U razli¢itim su zloéudnim tumorima otkrivene
poveéane koliCine razli¢itih proteaza za razgradnju ISM-a (39). Pokusi na stani¢nim linijama
karcinoma dojke i melanoma su utvrdili da se proteaze poput urokinaznog aktivatora
plazminogena (uPA), MMP-2 i MMP-9 pojacano stvaraju i aktiviraju djelovanjem OPN-a putem
razli¢itih preklapajucih signalnih puteva koji ukljucuju razli¢ite molekule poput fosfatidilinozitol
3-kinaze/protein kinaze B (PI3K/Akt), nuklearnog ¢imbenika kappa B (NF-kB), ciklooksigenaze

-2 te prostaglandina E2 (PGE2) (17).

1.2.5.3. Poticanje stanicne adhezije i migracije

Pokretljivost tumorskih stanica omogucava im da dopru do limfnih ili krvnih Zzila te da
putem cirkulacije dospiju na udaljena mjesta u organizmu. Na animalnom modelu je pokazano da
je povecana sposobnost tumorskih stanica karcinoma prostate za invaziju krvnih zila uzrokovana
djelovanjem OPN-a, a metastatske lezije eksperimentalno izazvanog karcinoma prostate su
pokazivale veci izrazaj OPN-a u odnosu na primarni tumor (28). Pokusi na razli¢itim tumorskim i
ne-tumorskim stani¢nim linijama pokazali su da OPN moze posjedovati kemotakticka svojstva te
da zlo¢udne stanice u odnosu na odgovarajuée normalne stanice pokazuju poja¢anu migraciju

prema OPN-u (21,40). Smatra se da je pojacana adhezivnost tumorske stanice za ISM te pojac¢ana
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stani¢na migracija posredovana medudjelovanjem OPN-a i integrinskih molekula na stani¢noj
povrsini, koje su pojacano izrazene u zlocudnim stanicama sa sposobnoS¢u metastaziranja. U
stanicama koje pokazuju pojacanu sposobnost migracije istrazivaci su otkrili aktivaciju signalnih
putova receptora za epidermalni (EGFR) 1 hepatocitni ¢imbenik rasta (HGFR) Sto je posljedica

poticanja njihove sinteze i aktivnosti djelovanjem OPN-a (41,42).

1.2.5.4. Promjene u imunoloskom sustavu

Suprimiranjem obrambenih mehanizama imunoloskog sustava OPN moze doprinijeti
tumorskoj progresiji. U razli¢itim stanicama imunoloSkog sustava OPN koci aktivnost citokrom
C oksidaze i inducibilne sintetaze dusikovog monoksida koje mogu izazvati oSteéenje stanice
spojevima kisika (17). In vitro pokusi su pokazali da smanjenje izrazaja OPN-a dovodi do
pojacanog stvaranja dusSikovog monoksida (NO, od engl. nitric oxide) u makrofagima s
posljedicnim smanjenjem stani¢ne diobe 1 povecanjem apoptoze tumorskih stanica (43). Ovi
rezultati upucuju na ulogu OPN u smanjivanju koli¢ine NO-a u tumorskom mikrookolisu Sto

predstavlja mehanizam kojim se tumorske stanice §tite od Stetnog utjecaja NO-a.

1.2.5.5. Poticanje neoangiogeneze

Stvaranje novih krvnih Zzila predstavlja temeljni proces tumorskog metastaziranja.
Neoangiogeneza je nuzna za neprekidni tumorski rast, a povecana prokrvljenost tumorskog tkiva
olakSava ulazak tumorskih stanica u cirkulaciju (22). Vezivanje OPN-a za avf integrine potice
neoangiogenezu zbog pojaCane migracije, produzenog prezivljavanja endotelnih stanica te
oblikovanja vaskularnog lumena (17). Najnovija istrazivanja upucuju da SVVYGLR domena
posreduje neoangiogene uc¢inke OPN-a (17). Uoceno je da je proangiogeni u¢inak OPN-a zapravo

potaknut djelovanjem VEGF-a na nacin da VEGF poti¢e njegovu sintezu, a pojacava i izrazaj
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avf integrina na endotelnim stanicama (44). Shijubo i1 sur. su na modelu humanog
adenokarcinoma pluca dokazali da istovremeni izrazaj VEGF-a i OPN-a u tumorskom tkivu ima
veci utjecaj na prognozu bolesnika nego svaki od njih zasebno, Sto upucuje na kooperativnu
ulogu OPN-a u poticanju neoangiogeneze putem VEGF-a (45). S druge pak strane, Scatena i sur.
su na modelu endotelnih stanica Stakora ukazali na vaznost aktivacije p50/p65 NF-xB

heterodimera za antiapoptotic¢ki u¢inak OPN-a (46).

1.2.5.6. Poticanje proliferacije stanica

Koriste¢i stani¢nu liniju karcinoma prostate LNCaP, Thalmann i sur. su ukazali na
ulogu OPN-a u tumorskom rastu (35). U pokusu je rast tumorskih stanica potaknut endogenim
OPN-om bio zaustavljen nakon tretiranja s protutijelom protiv OPN-a, ali dodatkom egzogenog
OPN-a, tumorske su stanice nastavile svoj rast. U skladu s ovim in vitro pokusom su i
klinickopatoloske studije koje su potvrdile povezanost povecanog izrazaja OPN-a u tkivu tumora
s povec¢anom proliferacijom tumorskih stanica, veli¢inom i stadijem tumora (27,32,35). S druge
strane, poznato je da OPN ima zasStitnu ulogu u procesu apoptoze koja zajedno s proliferacijom
odreduje koliinu stanica u tumorskoj masi, a time i samu veliinu tumora. Spomenut je
mehanizam smanjivanja koli¢ine NO-a u mikrookolisu tumora djelovanjem OPN-a na makrofage
koji ga luce (43), a neposredni anti-apoptoti¢ki utjecaj OPN-a na stanice objasnjava odjeljak koji

slijedi.

1.2.5.7. Kocenje apoptoze
Apoptoza kao programirana stani¢na smrt, regulirana je putem razlicitih signalnih putova
koji je poticu ili koCe (47). Signalni putovi posredovani OPN-om koji sprovode anti-apoptoticke

signale zapocinju, kao $to je ve¢ spomenuto, na stani¢noj povrsini medudjelovanjem OPN-a s
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avp integrina ili molekulom CD44. U in vitro i1 in vivo pokusima potvrdena je anti-apoptoticka
uloga OPN-a na modelima nekoliko razli¢itih vrsta stanica kao Sto su tubularne epitelne stanice,
glatke miSi¢ne, endotelne, B stanice te stanice karcinoma dojke (19,20,40,46,48). Anti-
apoptoticki signalni putovi posredovani OPN-om razlikuju se ovisno o stanicnom receptoru te
vrsti stanice. Fosfatidilinozitol 3-kinaza/protein kinazna B signalni put (PI3K/Akt) dokazan je na
modelu Ba/F3 B stani¢ne linije i vjerojatno ukljucuje CD44 molekulu (48) dok su pokusi na
kulturama endotelnih stanica Stakora pokazali da signalni put, koji zapoc¢inje medudjelovanjem

OPN-a i avp; integrina, ukljucuje aktivaciju jezgrenog ¢imbenika kappa B (NF-xB) (46).

1.2.6. Prognosticko znacenje osteopontina u humanim tumorima

Uloga OPN-a u napredovanju tumora dokazana je na eksperimentalnoj razini u razli¢itim
vrstama stanica. U¢inci OPN-a vjerojatno se u nekoj mjeri razlikuju ovisno o vrsti stanice pa tako
1 vrsti tumora. Iz tog je razloga bilo potrebno istraziti prisustvo OPN-a u razli¢itim vrstama
tumora 1 ispitati povezanost s klinickopatoloskim pokazateljima kako bi se potvrdila njegova
uloga u tumorskoj progresiji.

Prisustvo OPN-a u humanim tumorima prvi je pokazao Brown i sur. (26). Ispitujuci
biopticke uzorke razli¢itih karcinoma zakljucili su da sadrze vece koli¢ine OPN mRNA u odnosu
na normalna tkiva te da je ona veé¢inom porijekla makrofaga zdruzenih s tumorom, dok tumorske
stanice u vecini slucajeva nisu pokazivale mjerljive kolicine OPN mRNA metodom in situ
hibridizacije. Daljnja su istrazivanja potvrdila prisustvo OPN mRNA u tumorskim stanicama
karcinomu pluca, dojke, jednjaka, zeluca, usne Supljine, prostate i glioma, a metodom
imunohistokemije dokazano je prisustvo OPN-a u tumorskim stanicama te s tumorom zdruzenim

makrofagima (19,21,28-36).
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Razlic¢ite kliniCkopatoloske studije su analizom velikog broja bioptickih uzoraka razlicitih
vrsta humanih tumora utvrdile povezanost pojacanog izrazaja OPN-a u tumorskom tkivu s
klinickopatoloSkim pokazateljima loSe prognoze. U studijama je opisan izrazaj OPN-a i u
normalnim strukturama, no samo je za OPN unutar tumorskih stanica utvrdena prognosticka
uloga. U karcinomu pluca (34) i dojke (29,31) pojacan izrazaj OPN-a korelirao je s kra¢im
prezivljavanjem bolesnika, u karcinomu prostate (35) i gliomima s gradusom (30), u karcinomu
debelog crijeva (36) i zeluca (33) s viSim stadijem bolesti, a u posljednjem jo§ 1 s
limfovaskularnom invazijom i pojavom udaljenih metastaza.

OPN mRNA pronadena je u razli¢itim humanim tumorima u povecanoj koli¢ini u odnosu
na normalna tkiva upravo na raun OPN mRNA tumorskih stanica, a bez obzira na podrijetlo,
utvrdena je njena korelacija s vi§im gradusom tumora i stadijem bolesti, recidivom bolesti i

kraé¢im prezivljavanjem (30-34,36).

1.2.7. Prognosticko znacenje osteopontina u serumu bolesnika

U svom slobodnom obliku OPN se moze dokazati u razli¢itim tjelesnim tekuéinama pa
tako i u krvi. U povecanim je koli¢inama prisutan u serumu u stanjima poput sepse, razli¢itih
bolesti bubrega i srca te u bolesnika sa zlocudnom bolesti u odnosu na zdrave individue (49).
U studijama na karcinomu dojke, pluca i prostate, glave i vrata te Zeluca poveéana koli¢ina OPN-
a u serumu bolesnika korelirala je s uznapredovanim stadijem bolesti, prisustvom metastaza te
kra¢im prezivljavanjem (50-55). Navedene studije upuéuju da odredivanje koli¢ine OPN-a u
serumu bolesnika s karcinomom moze biti korisno u otkrivanju samog tumora, ali takoder i u
predvidanju progresije maligne bolesti, imajuci pritom u vidu da odredena benigna stanja mogu

imati utjecaja na koncentraciju OPN-a u serumu.
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1.2.8. Dosadasnje spoznaje o prognostickom znacenju osteopontina u karcinomu bubreznih
Stanica

Podatci o izrazaju OPN-a u tumorskom tkivu KBS-a te njegovom odnosu prema
prognostickim pokazateljima vrlo su oskudni. Do sada su objavljene samo tri studije koje
istrazuju navedenu problematiku (26,27,56).

U ve¢ spomenutoj studiji Browna i sur. prvi puta se opisuje prisustvo OPN-a i njegove
mRNA u tkivu karcinoma bubrega (26). Metodom in situ hibridizacije dokazana je OPN mRNA
u tumorskim stanicama i makrofagima tumorske strome u svih 13 analiziranih SKBS-a, a jedini
analizirani papilarni karcinom bubreznih stanica nije pokazivao pozitivnu reakciju s OPN
riboprobom. Metodom imunohistokemije dokazan je protein OPN u citoplazmama tumorskih
stanica te u ve¢ spomenutim makrofagima u 7 uzoraka KBS-a. Osim karcinoma bubrega autori su
ispitali prisustvo OPN-a i njegove mRNA i u tkivima razli¢itih karcinoma probavnog sustava,
dojke, plu¢a, mokra¢nog mjehura, prostate, jajnika i dr. no jedino su tumorske stanice karcinoma
bubrega i endometrija pokazivale mjerljive koli¢ine mRNA, dok je u ostalim spomenutim
karcinomima OPN mRNA bila prisutna samo u makrofagima.

Coppola i sur. prvi su istrazili povezanost OPN-a u KBS-u i prognostickih pokazatelja
(27). Koristenjem tkivnih mikroareja autori su istrazili izrazaj OPN-a metodom
imunohistokemije u 24 razli¢ita humana tumora i rezultate usporedili s TNM stadijem bolesti.
Vecina je KBS-a (26 od 36) pokazivala citoplazmatski pozitivitet s anti-OPN protutijelom, a
stupanj tog pozitiviteta pokazivao je korelaciju sa stadijem bolesti. Isti rezultat autori su dobili za
manjinu ispitivanih karcinoma poput karcinom mokra¢nog mjehura, debelog crijeva, grkljana,
usne Supljine te Zlijezda slinovnica.

U nedavno objavljenoj studiji koja je ukljucivala 80 bolesnika s KBS-om, odredivana je

koli¢ina OPN-a u serumu s ciljem utvrdivanja njene prognosticke vrijednosti (57). Visoke
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serumske vrijednosti OPN-a korelirale su s pojavom metastaza i u odnosu na druge serumske
biljege metastatske bolesti, OPN je pokazao najve¢u tocnost u predvidanju njezine pojave.
Bolesnici s visokim serumskim vrijednostima OPN-a imali su znacajno krace prezivljavanje, a
multivarijatna analiza je pokazala da je OPN nezavisni prediktivni ¢imbenik prezivljavanja
bolesnika s KBS-om.

Iz izlozenog se moze zakljuciti da je OPN mRNA kao i sam protein pojacano izrazen u
razli¢itim humanim tumorskim tkivima pa tako i u KBS-u te je utvrdena njegova uloga u
tumorskoj progresiji. Obzirom da OPN u tumorskom tkivu kao i u serumu bolesnika, koji boluju
od karcinoma, pokazuje korelaciju s klinickopatoloSkim pokazateljima loSe prognoze i krac¢im
prezivljavanjem, odredivanje OPN-a i njegove mRNA u biopticCkom materijalu te serumu
bolesnika sa zlo¢udnim tumorom moze imati prognosticku vrijednost i pomoéi u odredivanju

rizika pojave recidiva maligne bolesti.

1.2.9. Kocenje osteopontina kao nova strategija lijecenja zlocudnih tumora

Iz dosadasnjeg se izlaganja moze zakljuciti da OPN moze predstavljati univerzalni biljeg
tumorske progresije i kao takav moze biti korisna meta u lijeCenju zlocudne bolesti.

Eksperimentalne in vivo i in vitro studije su pokazale da tumorska stanica moze steci
invazivni fenotip kada se izlozi djelovanju rekombinantnog OPN-a ili kada se transfecira s OPN
cDNA plazmidom (58,59). S druge strane, tumori koji rastu u uvjetima bez OPN-a ili ukoliko je
izrazaj OPN-a na odgovaraju¢i nacin zakocen, rastu sporije i rijetko metastaziraju (60,61).
Experimentalni su dokazi o poticanju napredovanja i metastaziranja tumora djelovanjem OPN-a
kao i povezanost pojacanog izrazaja OPN-a s progresijom razli¢itih humanih tumora naveli
istrazivace da molekulu OPN-a intenzivno istrazuju kao potencijalnu metu lijeCenja metastatske

bolesti (17,62). Na in vivo i in vitro modelima razli¢itih tumora poput karcinoma dojke, pluc¢a
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prostate, guSteraCe, melanoma, jednjaka i1 debelog crijeva ispitivani su razliCiti mehanizmi
kocenja djelovanja OPN-a (62). KoriStenjem specificne antisense RNA 1 kratke interferirajuce
RNA smanjen je izrazaj OPN-a u tumorskoj stanici, a upotrebom specificnih protutijela ili
antagonista usmjerenih protiv samog OPN-a ili njegovih receptora sprijeceno je djelovanje OPN-
a na tumorsku stanicu ¢ime je sprijeCena zlo¢udna transformacija stanica, smanjena adhezija,
invazija i prezivljavanje tumorskih stanica te usporen rast i napredovanje tumora kao i pojava

metastaza (Slika 6).

Kocenje medudjelovanja OPN-a s integrinima na povrsini tumorske
stanice dovodi do inaktivacije razli¢itih signalnih putova,
smanjenja izrazaja onkogenih molekula i ko¢enja metastaziranja.

Integrin blokirajuce Antagonist
protutijelo integrina
Kocenje OPN-a iz tumorske stanice specificnim
blokiraju¢im peptidima ili protutijelima koci
Karcinogeni tumorsku progresiju i metastaziranje.

OPN blokirajuc¢e

INTEGRIN protutijelo
— Sinteticki
Aktivacija RGD peptid ENDOTELNA STANICA
signalne molekule =

Transkripcijski

faktor Aktivacija

signalne kaskade

Kocenje vezivanja OPN-a za receptore na
povrsini endotelne stanice pokrec¢e apoptozu

TUMORSKA STANICA o i smanjuje angiogenezu.

CD44 blokirajuce
protutijelo

CDA44 blokirajuce protutijelo ko¢i medudjelovanje
OPN-a s CD44 molekulom i smanjuje staniénu
proliferaciju, invaziju i metastaziranje.

Slika 6. Graficki prikaz razlicitih pristupa lije€enju karcinoma djelovanjem na receptore osteopontina (OPN).
Preuzeto iz Jain i sur. (62).
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Osim navedenih mehanizama lijecenja, koja se temelje na ko¢enju OPN-a, djelovanje na signalne
putove koji su posredovani OPN-om, moze takoder predstavljati koristan terapijski pristup u

lije¢enju zlo¢udne bolesti (Tablica 6).
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Tablica 6. Kratki pregled moguénosti lijeenja djelovanjem na kinaze, transkripcijske ¢imbenike i efektorske
onkogene molekule regulirane osteopontinom (OPN). Preuzeto iz Jain i sur. (62).

Ciljna molekula Inhibitor Ucinak
Wortmanin Inhibira OPN-om potaknutu aktivaciju PI3K,
PIRK Akt, IKK-a i NF-kB, izrazaj uPA,
LY294002 pokretlj ivost i invazivnost stanica karcinoma
dojke.
Ko¢i OPN-om potaknutu ERK1/2
EGFR PD153035 fosforilaciju, AP-1 aktivaciju i rast
karcinoma dojke.
Trifostin KOC.I OPN.—om potaknutu migraciju epitelnih
stanica dojke.
-Sre ) Koc¢i nizvodne signalne putove u stanicama
bp karcinoma dojke i prostate.
Inhibira OPN-om potaknutu aktivaciju AP-1
ERK1/2 PD98059 i NF-kB u stanicama karcinoma dojke i
melanoma.
INKI SP600125 ¥1"lhlb1r2% OPN-om potaknutu aktivaciju AP-1
i izrazaj MMP-9 u melanomu glodavaca.
Inhibira OPN-om potaknutu aktivaciju IKK-
. a i NF-kB, stvaranje MMP-2 i PGE2 i
PKCa Staurosporin .. . . . .
pokretljivost i invazivnost stanica karcinoma
prostate.
Koci OPN-om potaknut izrazaj uPA i
NF-xB SNS50 pokretljivost i invazivnost stanica karcinoma
dojke.
. Koci OPN-om reguliranu MMP-2 aktivaciju
Kurkumin A
i in vivo rast melanoma.
Blokirajuce protutijelo i Ko¢i in vitro i in vivo napredovanje
MMP-2 . . .
antisense oligonukleotid melanoma.
MMP-9 Blokirajuée protutijelo Ko¢i in vitro i in vivo napredovanje
melanoma.
UPA Blokirajuée protutijelo Kodi in vitro i in vivo napredovanje
melanoma.
COX-2 Celekoksib K001. OPN-om potaknuto napredovanje
karcinoma prostate.
NS398 K001. OPN-om potaknuto napredovanje
karcinoma prostate.
PGE/EP-2 EP-2 blokirajuce protutijelo ~ Koci napredovanje karcinoma prostate.

ERK: kinaza regulirana izvanstani¢nim signalima; IKK: IkB kinaza; JNK: Jun-N-terminalna kinaza; MMP: matriks
metaloproteinaza; OPN: osteopontin; PGE: prostaglandin E; PI3K: fosfatidilinozitol 3-kinaza; PKC: protein kinaza
C; uPA: urokinazni aktivator plazminogena.
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1.3. Jezgreni ¢imbenik kappa B

1.3.1. Aktivacija jezgrenog cimbenika kappa B i njegove bioloske uloge

Jezgreni ¢imbenik kappa B (NF-«B, od engl. nuclear factor kappa B) jedan je od najbolje
proucenih eukariotskih transkripcijskih ¢imbenika (63). Pripada Rel/NF-xB porodici
transkripcijskih ¢cimbenika koja ukljucuje 5 gena: NF-xB1 (p50/p105), NF-kB2 (p52/p100), RelA
(p65), RelB i c-Rel (64). 1z navedenih 5 gena nastaje 7 proteinskih homo ili heterodimera koji
sadrze zajedni¢ku domenu u svojoj strukturi, RDH domenu (od engl. Rel Homology Domain).
RDH domena im omoguéava dimerizaciju, medudjelovanje sa specificnim inhibitorima te
vezivanje za DNA (64). NF-kB proteini se javljaju u dva oblika: kao zreli oblici (RelA, RelB i c-
Rel), koji sadrze transaktivacijsku domenu za medudjelovanje s transkripcijskim aparatom, te kao
prekursorski oblici (pS0/p105 i p52/p100), koji nakon proteolitiCkog cijepanja C-terminalnog
dijela postaju zreli oblici, no ne sadrze transaktivacijsku domenu te stoga, ukoliko formiraju
homodimere, mogu djelovati kao transkripcijski represori (65). NF- kB dimeri su u neaktivnom
obliku vezani uz specificne inhibitore (IkB) koji maskiraju njihov NLS (od engl. nuclear
localisation signal) te su zbog toga NF-kB dimeri u vecini stanica smjesteni u citoplazmi (65).
IxBa, IxkBp, IkBe i Bcl-3 su NF-kB specifi¢ni inhibitori koje IxkB kinaze (IKK) fosforiliraju
nakon Cega slijedi njihova razgradnja u proteasomu (64). IKK su gradene od dvije kataliticke
podjedinice (IKKa i B) te jedne regulatorne podjedinice IKKy koja se joS naziva i NF-kB osnovni
modulator (NEMO, od engl. NF-kB essential modulator) (65). Aktivacija NF-kB posljedica je
stimulacije velikog broja signalnih putova citokinima, faktorima rasta, hormonima, ligandima
receptora tirozin kinaze te bakterijama, virusima i njihovim produktima (64,65). Povecéan izrazaj
nekih receptora za ¢imbenike rasta te aktivacija Ras/mitogen aktivirane protein kinaze i PI3K/Akt

signalnih putova moze takoder dovesti do NF-«kB aktivacije (64). PredloZzena su tri molekularna
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mehanizma NF-kB aktivacije: klasi¢ni put 1 alternativni koji ovise o IKK te IKK neovisni put
(66). Klasicni put NF-xB aktivacije tipicno pokrecu pro-upalni citokini i virusne infekcije, a
aktivirani dimeri ukljucuju RelA ili c-Rel zajedno s p50 (64). Osim toga, navedeni put aktivacije
vazan je za onkogenezu. Tijekom ovakvog nacina aktivacije, klju¢no je djelovanje IKKp koja
fosforilira IkB. On se zatim razgraduje u proteasomu, a oslobodeni NF-kB se premjesta u jezgru

(Slika 7) (67).
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Urodena imunost Upala Prezivljavanje stanice

Slika 7. Model prikazuje dva signalna puta jazgrenog Cimbenika kappa B (NF-xB). Jedan je
klasi¢ni, posredovan IKKB-om koja dovodi do fosforilacije IkB. Drugi put ukljuc¢uje IKKa koja dovodi
do fosforilacije i nastanka p100, stvarajuci p52:RelB heterodimere. Preuzeto iz Ghosh i sur. (67).
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Alternativni put aktivacije NF-kB obi¢no je posredovan ¢lanovima porodice ¢imbenika nekroze
tumora (TNF, od engl. tumor necrosis factor). Ovim signalnim putom se pretezito aktivira IKKa
koja fosforilira p100 pa nastaje zrela forma p52 vezana uz RelB, a dimer se premjesta jezgru
(Slika 7) (67). U jezgri ve¢ina NF-xB dimera djeluje poticu¢i gensku transkripciju, iako neki
dimeri imaju sposobnost koc¢enja prepisivanja gena (65). NF-kB djeluje na jako veliki broj
razli¢itih gena poput gena koji kodiraju citokine, ¢imbenike rasta, adhezijske molekule te pro i
anti-apoptoticke proteine. U svakom slucaju, razlicitost grade NF-kB dimera omogucava njegovo
sudjelovanje u velikom broju stani¢nih zbivanja, a nacini aktivacije omogucéavaju brze promjene
stani¢nih zbivanja koja su njime posredovana. U fizioloSkim stanjima, aktivacija NF-«B je
prolazni i kratkotrajni dogadaj koji se zbiva na specifican podrazaj i vazan je za normalan
embrionalni razvoj, razvoj i funkcioniranje imunoloskog sustava te odvijanje stani¢ne
proliferacije i prezivljavanja stanica (66). Aktivacija NF-kB prisutna je u razli¢itim patoloskim
stanjima poput upalnih bolesti i novotvorina koja su karakterizirana konstitutivnom, odnosno

trajnom aktivacijom NF-kB (Tablica 7) (66).

Tablica 7. Uloga aktivacije jezgrenog ¢cimbenika kappa B (NF-kB) u humanim bolestima.
Preuzeto iz Escércega i sur. (66).

Upalne bolesti Infektivne bolesti
Astma AIDS
Ateroskleroza Gastritis povezan s Helicobacter pylori
Upalna bolest crijeva Hepeatitis B virus
Multipla skleroza Hepatitis C virus
Reumatoidni artritis Virus humane T-stani¢ne leukemije
Sindrom sistemske upalne reakcije
Metabolicke bolesti
Rak Dijabetes

Nekoliko vrsta raka pokazuje NF-kB aktivaciju  Eutiroidni bolesni sindrom
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1.3.2. Uloga jezgrenog cimbenika kappa B u nastanku i Sirenju tumora
1.3.2.1. Abnormalna regulacija jezgrenog cimbenika kappa B u tumorskoj stanici
Eksperimentalni in vitro 1 in vivo modeli ukazali su na ¢injenicu da abnormalna
regulacija NF-kxB moze izazvati zlo¢udnu transformaciju stanice, a isto tako potaknuti tumorsku
progresiju (64-66). Genetske alteracije poput tockastih mutacija, amplifikacija 1 translokacija NF-
kB gena ili gena NF-kB inhibitora, zatim trajna stimulacija IKK-a ili drugih signalnih putova
moze uzrokovati konstitutivnu aktivaciju NF-kB u tumorskoj stanici (64-66,68). Povezanost NF-
kB s onkogenezom utvrdena je u istrazivanjima virusnih onkoproteina. Na primjer, v-Rel, koji
pokazuje homologiju sa c-Rel proteinom, moze izazvati limfome i leukemije u zivotinja, a
virusni onkoproteini izolirani iz virusa 1 humane T-stani¢ne leukemije (HTLV-1, od engl. human
T-cell leukemia virus 1) i Epstein-Barrovog virusa (EBV) mogu djelovati na aktivaciju IKK
kompleksa 1 uzrokovati NF-«B aktivaciju (69,70). Nadalje, u neoplazmama hematopoetskog
sustava uocene su genetske promjene koje zahvacaju NF-kB gene poput amplifikacija c-Rel-a,
delecije NF-kB2 lokusa §to dovodi do konstitutivne aktivacije p52 te translokacije koje dovode
do povecéanog izrazaja Bcl-3 (64). Osim toga, uoCene su i genetske alteracije NF-kB inhibitora,
IxBa, u vidu tockastih mutacija koje dovode do gubitka njegove funkcije te translokacije koje
dovode do stvaranja fuzijskog proteina Ber-Abl (71) ili povecanog izrazaja Bel-10 koji takoder
mogu aktivirati NF-kB (72). Genetske promjene u signalnim putovima koji reguliraju NF-«kB
aktivaciju isto tako dovode do njegove konstitutivne aktivacije. Primjer su dva onkogena ¢esto
zahvac¢ena u brojnim humanim zlo¢udnim tumorima: PTEN, tumor supresor gen i Ras, proto

onkogen (64).
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1.3.2.2. Jezgreni cimbenik kappa B u mehanizmima napredovanja tumora

Abnormalna NF-kB regulacija dovodi do poremecaja transkripcije gena koji su pod
njegovom kontrolom. Tu se prije svega ubrajaju geni ukljuceni u regulaciju apoptoze i stani¢ne
proliferacije te stani¢ne adhezije i migracije. Obzirom da poremecaji u navedenim procesima
doprinose razvoju i napredovanju tumora, moze se zakljuciti da NF-kB ima vaznu ulogu u

nastanku i Sirenju zlocudne bolesti (Slika 8) (66).

Onkoprotein

'

NF-xB - »  Apoptoza

o\

Staniéna Angiogeneza
proliferacija

Slika 8. Glavni nacini djelovanja jezgrenog ¢imbenika kappa B (NF-kB) u onkogenezi. Aktivacija
NF-kB ko¢i apoptozu, potice stani¢nu proliferaciju i angiogenezu. Preuzeto iz Escarcega i sur. (66).

U vedini istrazivanja koja ispituju utjecaj NF-kB na programiranu stani¢nu smrt, istie
se prvenstveno njegova uloga u kocenju tog procesa putem razli¢itih mehanizama koji djeluju na
signalne putove apoptoze (64-66). Poticanje stani¢ne proliferacije NF-kB ostvaruje reguliranjem
gena ukljucenih u kontrolu stani¢nog ciklusa, kao §to su ciklin D1, D2 i D3 i ciklin E, zatim c-
myc i c-mycb (64). No, sve je viSe dokaza o ulozi NF-kB kao tumor supresora pa u tom smislu i

njegovoj ulozi u poticanju procesa apoptoze i kocenju stani¢ne diobe (64,68).
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Osim toga, aktivacija NF-kB dovodi do povecanog izrazaja adhezijskih molekula i
proteaza za razgradnju ISM-a kao Sto su MMP-i te pro-angiogenih molekula poput VEGF-a §to
zajednicki doprinosi tumorskoj invaziji i metastaziranju (64).

Znacajan broj istrazivanja utvrdio je povezanost upalnih procesa i karcinogeneze, a NF-
kB predlozio za posrednika izmedu ta dva procesa. Koriste¢i eksperimentalne modele istrazivaci
su utvrdili da stvaranje pro-upalnih citokina poput TNF-a, interleukina-1 i 6, od strane razli¢itih
upalnih stanica u tumorskom mikrookoliSu moze izazvati aktivaciju NF-xB u stanicama
prekanceroznih lezija poti¢uci prezivljavanje i daljnju diobu genetski promijenjenih stanica
doprinoseci stvaranju dodatnih genetskih promjena sto dovodi do progresije tumora (65). Uz to,
pokusi na mijelomskim stanicama su pokazali da pro-upalni citokini mogu djelovati kao faktori
rasta, a njihovo se stvaranje moze zaustaviti blokiranjem NF-xB (66).

Aktivacija NF-kB signalnog puta vazna je i u progresiji koStanih metastaza (65).
Potaknute od strane tumorskih stanica, u stromalnim stanicama koStane srzi dolazi do NF-«xB
aktivacije 1 posljedicnog poticanja osteoklastogeneze. Osteoklasti zatim poticu rast kosStanih

metastaza lu¢enjem razlicitih ¢imbenika rasta.

1.3.2.3. Jezgreni cimbenik kappa B u humanim tumorima

Osim u ve¢ spomenutim novotvorinama hematopoetskog sustava, uloga NF-xB
istrazivana je 1 u razli¢itim solidnim tumorima (73-80). U klini¢kopatoloskim studijama
odredivano je prisustvo NF-kB u jezgrama tumorskih stanica koriStenjem specifi¢nih protutijela,
odnosno odredivana je njegova aktivacija te je usporedivana s parametrima tumorske progresije.
U ve¢ini istrazivanih karcinoma ispitivan je izrazaj pS0-p65 heterodimera obzirom da se taj dimer
u stanicama stvara u najvecoj koli¢ini. U tumorskom tkivu karcinoma debelog crijeva (76),

gusterace (74), prostate (79,81), usne Supljine (75), zeluca (77) i endometrija (78) bila je prisutna
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NF-kB aktivacija, dok normalno tkivo nije pokazivalo aktivaciju ili je ona bila vrlo mala.
Rezultati su navedenih studija pokazali povezanost NF-kB aktivacije s vi§im gradusom 1 stadijem
tumora (77,81) te limfovaskularnom invazijom (77). Osim toga, spomenute su klini¢kopatoloske
studije potvrdile eksperimentalno utvrdene mehanizme djelovanja NF-xB na tumorsko
napredovanje. Aktivacija je NF-kB u tumorskim stanicama korelirala s izrazajem razlicitih
molekula koje imaju kljuénu ulogu u procesima tumorske progresije, a ¢ija je genska
transkripcija regulirana putem NF-kB, poput Bcl-2, ciklina D1, MMP-9 i VEGF-a (79) te Bcl-xL-

a (78), Akt kinaze (75) i ciklooksigenaze -2 (76).

1.3.3. Jezgreni ¢imbenik kappa B u signalnom putu osteopontina

NF-kB jedan je od vaznih posrednika u signalnom putu OPN-a (17). Ovaj
transkripcijski faktor sudjeluje u razli¢itim procesima tumorske progresije poput invazije ISM-a,
neoangiogeneze i izbjegavanja procesa apoptoze koji su, kao $§to je ve¢ receno, omoguceni

povecanim stvaranjem OPN u tumorskom tkivu (Slika 9).
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OPN OPN

TUMORSKA STANICA ENDOTEL

poticanje migracije Aktivacija NF-kB _ poticapje migracije
poticanje razgradnje ISM-a 1 ko&enje apoptoze

4 uPA
4+ MMP-2
+ MMP-9

INVAZIJA IZVANSTANICNOG NEOANGIOGENEZA
MATRIKSA

Slika 9. Shematski prikaz signalnih putova osteopontina (OPN) koji dovode do aktivacije jezgrenog
¢imbenika kappa B (NF-kB) u tumorskoj stanici omogucavajudi stjecanje zlocudnih karakteristika. Aktivacija
NF-kB dovodi do pojacanog stvaranja enzima za razgradnju izvanstanicnog matriksa (ISM) poput urokinaznog
aktivatora plazminogena (uPA) i matriks metaloproteinaza 2 i 9 (MMP-2, MMP-9) zbog cega se potice stani¢na
migracija i invazija ISM-a. Osim toga, aktivacija NF-kB dovodi do pojacanog stvaranja vaskularnog endotelnog
¢imbenika rasta (VEGF) koji djelovanjem na endotelne stanice poti¢e neoangiogenezu.

In vitro pokusi na stanicnim linijjama melanoma i karcinoma dojke otkrili su da OPN
potic¢e migraciju tumorskih stanica 1 invaziju ISM-a tako $to potiCe stvaranje proteaza ISM-a (82-
84). Djelovanjem OPN- a u tumorskoj stanici dolazi do aktivacije NF-xB §to dovodi do
pojacanog stvaranja i aktivacije uPA (83), MMP-2 (82) 1 MMP-9 (84). Djelovanjem aktiviranih
proteaza dolazi do pojacane razgradnje ISM-a §to omogucava invaziju tumorskih stanica prema
krvnim i limfnim Zilama. Osim toga, vezivanje MMP-2 za avf; integrine na povrSini tumorske
stanice potiCe stani¢nu proliferaciju, a vezivanje OPN-a za spomenute integrine potice stani¢nu
adheziju za ISM, a time i njihovu migraciju. Aktivacija PI3K/Akt signalnog puta djelovanjem
OPN-a na avps integrine, smatra se klju¢nim dogadajem koji vodi do aktivacije IKK-a,

degradacije IxBa i na kraju translokacije NF-kB u jezgru s posljedi¢nim povecanim stvaranjem
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uPA u stani¢nim linijjama karcinoma dojke (83), a aktivacija kinaze koja potice jezgreni Cimbenik
kappa B (NIK, od engl. nuclear kappa B inducing kinase) djelovanjem OPN-a na avf3; integrine,
se smatra klju¢nim dogadajem koji vodi do neposredne aktivacije IKKa/p ili posredne putem
aktivacije signalnog puta protein kinaze aktivirane mitogenima, s posljedicnom degradacijom
IkBa, aktivacijom NF-kB i1 povecanim stvaranjem uPA te aktivacijom MMP-9 u stanicama
melanoma glodavaca (84).

Istrazivanja na stani¢nim linijama endotela i karcinoma dojke pokazala su da se
proangiogeni u¢inak OPN-a ostvaruje zajedni¢kim djelovanjem OPN-a, NF-xB i VEGF-a
(25,44,46). OPN potice stvaranje VEGF-a u tumorskoj stanici vjerojatno posredovanjem
aktivacije NF-xB (25,64). Izluc¢eni VEGF zatim djeluje na endotelne stanice poticu¢i ih da
pojacano izrazavaju avps integrine i stvaraju OPN (44). VEGF osim toga potice cijepanje OPN-a
putem trombina $to povecava djelotvornost OPN-a (44). U konacnici VEGF-om stimulirane
endotelne stanice pokazuju poja¢anu sposobnost migracije prema OPN-u §to moze utjecati na
pojacano stvaranje novih krvnih zila u tumoru koji pojacano stvara OPN. NF-«kB aktivacija
potaknuta OPN-om u endotelnim stanicama moze imati utjecaja na njihovo produzeno
prezivljavanje pa to takoder moze doprinijeti poja¢anoj neoangiogenezi (46). Pritom je dokazana
aktivacija NIK-a djelovanjem OPN-a na avf; integrine endotelnih stanica Stakora Sto dovodi do

aktivacije IKKp, degradacije IxBa i aktivacije NF-kB (85).

1.3.4. Jezgreni ¢imbenik kappa B i lijecenje raka

Pojava otpornosti na kemo i radioterapiju predstavlja golem problem u lije¢enju velikog
broja zlo¢udnih tumora. Uoceno je da tumori, koji su radio i kemorezistentni, istovremeno
pokazuju i konstitutivnu aktivaciju NF-kB koju mogu izazvati i sami kemoterapeutici poput

irinotekana 1 doksorubicina (86). Smatra se da NF-«kB doprinosi otpornosti na kemo i
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radioterapiju tako Sto potice transkripciju gena za visestruku otpornost na lijekove, a dovodi i do
kocenja apoptoze (64). Istrazivanja su pokazala da NF-«kB inhibicija moZze sprijeciti pojavu kemo
1 radiorezistencije 1 na taj nacin povecati u¢inkovitost antitumorskog lijecCenja (86). Kocenje NF-
kB aktivacije osobito moze biti od koristi u lijeenju novotvorina povezanih s kronicnom upalom
(86).

Lijekovi dizajnirani za kocenje NF-«kB aktivacije mogu djelovati na nekoliko razina
(86). NF-kB inhibitori poput razli¢itih prirodnih spojeva kao §to su izoflavonidi koce
medudjelovanje NF-kB s DNA. Inhibitori IKK-a poput sulfasalazina i nesteroidnih protuupalnih
lijekova koce razgradnju inhibitora NF-kB. Kortikosteroidi sudjeluju u kocenju NF-kB aktivacije
direktnim medudjelovanjem s p65/ NF-«B te aktiviraju¢i i povecavajuci izrazaj IkB. Naposljetku,
inhibitori proteasoma poput bortezomiba, djeluju na povecanje koli¢ine inhibitora NF-kB (IkB),
pro-apoptoti¢kih molekula i ciklina, a stabiliziraju i p53 §to u konacnici potic¢e apoptozu i dovodi
do zastoja stanicnog ciklusa. U¢inak bortezomiba ispitivan je na stani¢nim linijama KBS-a (87).
Autori su uocili da taj inhibitor proteasoma izaziva apoptozu tumorskih stanica, ali da je taj
ucinak samo dijelom posredovan kocenjem aktivacije NF-kB §to moze biti vazno za tumore koji
ne pokazuju konstitutivnu aktivaciju NF-kB. Koriste¢i in vitro i in vivo model KBS-a dokazan je
ucinak NF-kB inhibitora sulfasalazina i BAY 11-7085 na smanjenje tumorskog rasta izazivanjem
apoptoze tumorskih stanica (88). Spomenuta istrazivanja ukazuju da inhibicija NF-kB signalnog
puta moze biti korisna meta u lije¢enju KBS-a.

Nekolicina animalnih modela je ukazala na povezanost koc¢enja NF-kB i nastanka
tumora pa bi iz tog razloga neki NF-«B inhibitori mogli potpomognuti progresiju nekih vrsta
tumora (65). Stoga su potrebna daljnja funkcionalna istrazivanja koja ¢e odrediti svrsishodnost
primjene NF-kB inhibitora u pojedinim tipovima zlo¢udnih tumora. Isto tako, zbog daljnjeg

razvoja lijekova koji ko¢e NF-kB signalni put i njihove Sire primjene, biti ¢e potrebno, prije
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primjene specificne terapije, utvrditi konstitutivnu aktivaciju NF-kB u bioptickim uzorcima

tumorskog tkiva koriStenjem specifi¢nih protutijela.

1.4. Apoptoza

1.4.1. Proces apoptoze

Apoptoza ili programirana stani¢na smrt predstavlja aktivni i kontrolirani proces u kojem
stanice na organiziran i u¢inkovit nacin sudjeluju u vlastitom samounistenju. Velik broj razli¢itih
izvanstani¢nih ili unutarstani¢nih podrazaja moze pokrenuti apoptozu koja je izrazito vazna u
razvojnim procesima kao i brojnim bolestima, ukljucujuci tumore.

Apoptoza nastaje kao rezultat poremecaja ravnoteze Cimbenika koji ju koce (anti-
apoptoti¢ki ¢imbenici) i ¢imbenika koji ju poticu (pro-apoptoticki ¢imbenici). Ovisno o vrsti
stanice 1 podrazaja, u proces apoptoze biti ¢e ukljucene razli¢ite molekule. Uobicajeno je da se
signalni putovi apoptoze dijele na vanjske, koji zapocinju s receptorima smrti na stanicnoj
povrsini i unutrasnje, koji zapoc€inju u unutrasnjosti stanice, u mitohondrijima. Oba signalna puta
dovode do istovjetnog rezultata — aktivacije proteoliti¢kih enzima, kaspaza, koje su na neki nacin
biokemijsko obiljezje procesa apoptoze (89). Inicijatorske kaspaze aktiviraju signalni putevi, a
one nadalje dovode do aktivacije egzekutorskih kaspaza, koje aktiviraju specificne enzime za
razgradnju stani¢nih makromolekula, u prvome redu DNA. U odnosu na druga zbivanja, koja isto
tako mogu dovesti do cijepanja molekule DNA, u apoptozi dolazi do cijepanja
intranukleosomalne DNA, ¢ime nastaju kratki odsjecci DNA koji se koriste u razli¢itim
tehnikama detekcije apoptoze (89). Proces apoptoze zavrSava stvaranjem apoptotickih tjelesaca.

To su dijelovi citoplazme okruzeni membranom i obi¢no sadrze pojedine stani¢ne organele i
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morfoloSki su dokaz apoptoze, obzirom da su vidljivi svjetlosnim mikroskopom. Apoptoticka
tjeleSca bivaju naposljetku uklonjena od strane makrofaga.

Vanjski put apoptoze zapocCinje na stani¢noj membrani medudjelovanjem receptora smrti
sa specificnim ligandima Sto dovodi do regrutiranja adaptorskih molekula 1 aktivacije
inicijatorskih kaspaza (Slika 10) (89). UnutraS$nji put zapocinje izlaskom citokroma c¢ iz
mitohondrija u citosol. Slijedi stvaranje apoptosoma koji dovodi do aktivacije incijatorske

kaspaze (Slika 10) (89).

Signalni put receptora smrti (vanjski) Signalni put mitohondrija (unutrasnji)
TRAIL-L FAS-L
(Apc-2) TNF-L (Apo-1/CD-95)

Ostecenje DNA

Metilacija

Stanica tipl ™

Apoptosom

b

v ] -
B KASPAZA367 Kepeaid) ¢ Ca" ¢
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| DNAaze | | Aktin |

Cijepanje Pupanje Kondenzacija
DNA DNA kromatina

Slika 10. Mehanizmi apoptoze. Signalni putovi apoptoze: signalni put receptora smrti (vanjski) i signalni put
mitohondrija (unutrasnji). AIF: ¢imbenik koji potice apoptozu; ATP: adenozin trifosfat; ER: endoplazmatski
retikulum; FAS-L: FAS ligand; FAS-R: FAS receptor; IAP: inhibitor apoptoze; NF-«kB: jezgreni ¢imbenik kappa B;
TNF-L: ¢imbenik nekroze tumora; TNFR: receptor ¢imbenika nekroze tumora; TRAIL-L: s TNF-om povezan ligand
koji potice apoptozu; TRAIL-R: TRAIL receptor. Prilagodeno prema Huerta i sur. (89).

39



Medusobni odnos pro-apoptotickih 1 anti-apoptotickih posrednika utjeCe na propusnost
mitohondrijske membrane za citokrom c. Bax, Bak, Bid i Bim su pro-apoptoticke molekule za
koje se pretpostavlja da mogu stvoriti kanale u mitohondrijskim membranama ili promijeniti
njihov naboj 1 tako doprinijeti izlasku citokroma c (22,89). S druge strane, molekule poput Bcl-2,
Bcel-xL 1 Mcl-1 svoje anti-apoptoticko djelovanje ostvaruju vezivanjem pro-apoptotickih
molekula (89). Osim navedenih molekula, SMAC/DIABLO i Omi/HTRA-2 igraju vaznu ulogu u

neutralizaciji inhibitora apoptoze (IAP) ¢ime doprinose aktivaciji apoptoze (89).

1.4.2. Uloga apoptoze u nastanku i Sirenju tumora

Regulacija apoptoze uz regulaciju stani¢nog ciklusa predstavlja vrlo vazan mehanizam za
kontrolu pojave i opstanka neoplasti¢nih stanica (47). Apoptozom se uklanjaju stanice koje su
pretrpile kriticna oSte¢enja genoma koja mogu dovesti do poremecenog rasta stanice (47). Isto
tako, rast tumora uvjetovan je poveéavanjem broja tumorskih stanica, §to ovisi o njihovoj diobi,
ali isto tako i o gubicima tumorskih stanica apoptozom (22). Produzeno prezivljavanje ¢e osim
toga tumorskoj stanici omogucditi stjecanje novih mutacija koje ¢e pokrenuti mehanizme potrebne
za tumorsko Sirenje i metastaziranje (22). Eksperimentalni su modeli i studije na humanom
bioptickom tumorskom tkivu priskrbili dokaze da je otpornost prema apoptozi jedan od biljega
vedine, a mozda i svih vrsta zlo¢udnih tumora (22).

Predlozeno je nekoliko mehanizama koji tumorskoj stanici omogucavaju izbjegavanje
programirane stani¢ne smrti. Jedan od njih su promjene ravnoteze izmedu pro i anti-apoptotickih
molekula unutrasnjeg i1 vanjskog puta apoptoze u Kkorist anti-apoptotickih Sto je CcCesto
posredovano aktivacijom NF-kB (22,47,64). Povecane koli¢ine anti-apoptoti¢kih molekula Bel-2
i Bel-xL pronadene su u razli¢itim tumorima kao posljedica kromosomskih translokacija, npr. u

limfomima, ili poremecéaja odredenih signalnih putova, npr. NF-kB (22,47,64). Gubitak Apaf-1
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koji sudjeluje u stvaranju apoptosoma cest je u melanoma (90). Isto tako, poremecaj nekih drugih
signalnih putova moze imati utjecaj na proces apoptoze. Primjer je PTEN, tumor supresor gen,
¢ija je delecija, inaktivacija ili smanjena transkripcija otkrivena u brojnim tumorima (91). PTEN
je negativni regulator PI3K/Akt signalnog puta koji sudjeluje u aktivaciji NF-kB i time doprinosi
kocenju apoptoze (64). Nadalje, Cuvar genoma, p53, vazan je u regulaciji stani¢nog ciklusa, ali 1
apoptoze. Aktiviraju ga razliciti stresni signali poput nedostatka hranjivih tvari i kisika te osobito,
ostecenje DNA Sto rezultira zastojem stani¢nog ciklusa u G1 fazi ili aktivacijom procesa
apoptoze. Vise od 50% razli¢itih tumora pokazuje mutacije, koje inaktiviraju p53 ili je njegova
funkcija onemogucena djelovanjem nekih drugih onkogena, $to unato¢ prisustvu genetskih
ostecenja, omogucéava tumorskoj stanici prezivljavanje, a tumoru daljnji rast i napredovanje

(22,47).

1.4.3. Jezgreni ¢imbenik kappa B u signalnim putovima apoptoze

Opéenito je prihvaceno da je aktivacija NF-«B odgovorna za otpornost stanice na
pokretanje programirane stani¢ne smrti, iako je nedavno otkriveno da NF-kB moze posjedovati i
pro-apoptoticku funkciju (64,66). NF-kB djeluje na transkripciju brojnih gena pa tako i onih
ukljucenih u oba signalna puta apoptoze (Slika 10) (64,66,89). Aktivacijom NF-«B povecava se
koli¢ina molekula koje sudjeluju u signalnom putu receptora smrti poput inhibitora kaspaza,
FLIP-a, i ¢imbenika povezanog s receptorom za TNF, TRAF 2 i 6 (64). Na unutrasnji signalni
put NF-xB djeluje povecavanjem koli¢ine inhibitora apoptoze (IAP), Bcl-xL-a 1 smanjenjem
koli¢ine molekula koje su ukljucene u signalne putove poticanja apoptoze, poput PTEN-a i p53
(64,66). Isto tako, NF-«kB potice transkripciju gena, koji Stite stanicu od oksidativnog stresa, ¢ime

se uklanja podrazaj koji moze pokrenuti apoptozu (66).
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1.4.4. Jezgreni cimbenik kappa B i apoptoza u karcinomu bubreznih stanica

Istrazivanja aktivacije NF-kB 1 njegovog prognostickog znacaja u bioptickim uzorcima
KBS-a ogranicena su na vrlo mali broj studija (73,88), ali su u skladu s rezultatima studija na
drugim tipovima karcinoma. Na modelu KBS-a s paraneoplastickim sindromom, aktivacija NF-
kB korelirala je s viSim gradusom 1 stadijem tumora te serumskom razinom C-reaktivhog
proteina (73). Autori su predlozili da je aktivacija NF-kB odgovorna za selekciju invazivnih
tumorskih klonova zbog stvaranja pro-upalnih citokina kao Sto je C-reaktivni protein koji potice
rast 1 prezivljavanje tumorskih stanica. Druga studija na tkivnim mikroarejama KBS-a pokazala
je povezanost aktivacije NF-kB s veli¢inom tumora (88). Iz navedenog se moze zakljuciti da
aktivacija NF-kB ima ulogu u progresiji KBS-a.

Podrazaji koji koce apoptozu i poti¢u prezivljavanje stanica smatraju se promotorima
tumorske progresije (22). Klinickopatoloske studije na razliitim vrstama humanih tumora pa
tako 1 KBS-u nemaju ujednacene rezultate vezane uz prognosticki znacaj apoptoze bez obzira na
metodu njene detekcije (56,59,92-94). Napredovanje tumora i proliferacija tumorskih stanica je
ovisno o tipu tumora bila povezana sa smanjenom ili pove¢anom apoptozom tumorskih stanica
Sto vjerojatno ovisi o mehanizmima koji reguliraju ravnotezu izmedu proliferacije i apoptoze.

Uloga OPN-a u progresiji KBS-a kao i njegova anti-apoptoti¢ka uloga dobro su poznate,
kao Sto je objasnjeno u prethodnim odlomcima. Isto tako spomenuto je da NF-«kB ima vaznu
ulogu u signalnim putovima kocenja apoptoze. Izrazaj NF-kB u KBS-u i njegova uloga u
apoptozi istrazivana je ve¢inom kroz pokuse na stani¢nim linijama (87,88,95,96). Konstitutivna
aktivacija NF-kB u stani¢nim linijama KBS-a povezana je s pojavom otpornosti na indukciju
apoptoze Sto objasnjava Cestu pojavu kemo 1 radiorezistencije KBS-a (88,95). Takoder,
funkcionalna inaktivacija VHL proteina, karakteristicna za nasljedne i sporadi¢ne oblike

CCRCC-a, povezana je s konstitutivnom NF-«kB aktivacijom u stani¢nim linijama KBS-a koja je
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bila popra¢ena povecanim izraZzajem anti-apoptotickih gena, smanjenom aktivnosti kaspaza i
pojavom otpornosti na apoptozu izazvanu TNF-a (96). S druge strane, neke studije iznose
rezultate o tome da produkti VHL gena nemaju utjecaja na kontrolu signalnog puta NF-xB (88)
Sto upucuje na slozenost uloge VHL tumor supresor gena koju tek treba u potpunosti rasvijetliti.
Iz opisanih istrazivanja moze se zakljuciti da je konstitutivna aktivacija NF-kB prisutna u
KBS-u i moze biti uklju¢ena u njegovu onkogenezu, ali i progresiju, pri ¢emu izbjegavanje
apoptoze tumorskih stanica aktivacijom NF-kB vjerojatno predstavlja jedan od vaznih

mehanizama progresije KBS-a.
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. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Utvrditi izrazaj OPN-a u svijetlostani¢nom karcinomu bubreznih stanica i okolnom
normalnom tkivu bubrega na razini proteina i mRNA te utvrditi njthovu medusobnu
povezanost.

Utvrditi prognosticki znacaj izrazaja OPN-a na razini proteina i mRNA u tumorskim
stanicama SKBS-a usporedbom s poznatim prognostickim ¢imbenicima kao $to su nuklearni
gradus, veli¢ina tumora, proliferacijska aktivnost tumorskih stanica te stadij proSirenosti
bolesti.

Ispitati utjecaj izrazaja OPN-a na duzinu prezivljavanja bolesnika.

Analizirati apoptoticku aktivnost tumorskih stanica te njezin odnos prema izrazaju OPN-a.
Analizirati izrazaj aktiviranih podjedinica p50 i p65 NF-xB u tumorskim stanicama i okolnom
normalnom tkivu bubrega te utvrditi povezanost izrazaja podjedinice p5S0 i p65 NF-kB u
tumorskim stanicama.

Ispitati meduodnos izrazaja aktiviranog NF-«B s izrazajem OPN-a i apoptoti¢kom aktivnosti

tumorskih stanica.
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3. ISPITANICI I POSTUPCI

3.1. Ispitanici

Ispitanici su bolesnici s karcinomom bubrega koji su operirani na Klinici za urologiju
Klini¢kog bolnickog centra Rijeka u razdoblju od 1989. do 1998. godine zbog tumora bubrega. U
istrazivanju je koriSten biopticki materijal tumora bubrega te podatci iz medicinske
dokumentacije bolesnika. Patohistoloski podatci su o¢itani iz raCunalne baze podataka Zavoda za
patologiju Medicinskog fakulteta u Rijeci, a klini¢cki podatci su prikupljeni iz medicinske
dokumentacije bolesnika sa SKBS-om na Klinici za urologiju Klinickog bolni¢kog centra Rijeka.
Podatci o duzini prezivljavanja bolesnika sa SKBS-om su prikupljeni iz dokumentacije Registra

za rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo.

3.2. Biopticki materijal

Istrazivanje je provedeno na arhivskom bioptiCkom materijalu tumora bubrega koji je
dijagnosticiran kao SKBS u razdoblju od 1989. do 1998. godine na Zavodu za patologiju
Medicinskog fakulteta u Rijeci te standardnim postupkom fiksiran i uklopljen u parafin (97). U
istrazivanje su ukljuceni svi tumori redom kod kojih su postojali svi potrebni patohistoloski i
klini¢ki podatci te dovoljna koli¢ina ofuvanog tumorskog tkiva. Cjelokupni materijal koji se
odnosi na pojedinu biopsiju je pregledan i reklasificiran prema novoj klasifikaciji tumora bubrega
Svjetske zdravstvene organizacije iz 2002. godine (2). U konacnici je u istrazivanje ukljucen 171
uzorak SKBS-a za potrebe izrade standardnih tkivnih rezova te 94 uzorka SKBS-a od kojih su

izgradene tkivne mikroareje.
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3.2.1. Standardni tkivni rezovi

Na temelju mikroskopskih preparata odabrana je parafinska kocka, s najvise ocuvanog
tumorskog tkiva najzlocudnijih znacCajki, iz koje su napravljeni tkivni standardni rezovi (97).
Navedeni materijal je posluzio za utvrdivanje izrazaja OPN-a na proteinskoj razini u normalnom
tkivu bubrega 1 tumorskim stanicama SKBS-a te za usporedbu s nuklearnim gradusom,
proliferacijskom aktivnosti tumorskih stanica, veli¢inom tumora i patoloskim stadijem u cilju

utvrdivanja prognostickog znac¢aja OPN-a u navedenom karcinomu.

3.2.2. Tkivni rezovi dobiveni metodom tkivnih mikroareja

Dio istrazivanja koji se odnosi na usporedbu izrazaja OPN-a, NF-kB i apoptoticke
aktivnosti u tumorskom tkivu proveden je na rezovima dobivenim metodom tkivnih mikroareja
(TMA, od engl. tissue microarray). Pregledom mikroskopskih preparata oznacen je dio kojeg
smo zeljeli istrazivati kao 1 njemu odgovarajuci dio u tzv. donorskoj parafinskoj kocki. U veéini
slucajeva su koristene po dvije donorske parafinske kocke. Koristenjem ru¢nog uredaja za
izgradnju tkivnih mikroareja (Alphelys, Plaisir, France) oblikovane su tkivne mikroareje u
kojima je svaka biopsija zastupljena s tri cilindra tumorskog tkiva promjera 1 mm s medusobnim
razmacima od 0.5 mm u smjeru x i y koordinatnih osi (98) (Slika 11). Normalno jetreno tkivo
sluzilo je za orijentaciju pri pregledavanju ovako dobivenih tkivnih rezova. Prednosti ovakvog
nacina istrazivanja su standardizacija bojanja rezova, lakse i bolje tumacenje bojanja, Stednja

biopti¢kog arhivskog materijala te smanjenje troskova istrazivanja.
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Slika 11. Parafinske kocke i pripadajué¢i mikroskopski preparati obojani hemalaun-
eozinom; standardni tkivni rez lijevo, rez dobiven metodom TMA desno.

3. Svjeze tkivo

U razdoblju od 2003. do 2007. godine prikupljena su 22 uzorka svjezeg tumorskog tkiva s
patohistoloSkom dijagnozom SKBS-a i 11 uzoraka pripadaju¢eg normalnog tkiva bubrega.
Svjeze je tkivo nakon nefrektomije uronjeno u RNA later (TaKaRa Biotechnology, Shiga, Japan)
1 smrznuto na — 30 °C. Svi uzorci redom kod kojih su postojali svi potrebni patohistoloski i
klinicki podatci te dovoljna koli¢ina 1 kvaliteta mRNA bili su ukljuceni u istrazivanje. Opisani

uzorak posluzio je za odredivanje koli¢ine OPN mRNA u tumorskom i normalnom tkivu

bubrega.
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3.4. Postupci

3.4.1. Odredivanje prognostickih cimbenika

Prognosticki ¢imbenici koji su uzeti u obzir su oni koji se odreduju prilikom dijagnosticiranja
SKBS -a, a to su Fuhrmanov nuklearni gradus (11) i patoloski stadij (12) koji ukljucuje veli¢inu
tumora te prisutnost tumora u okolnim organima i strukturama. 1z odgovaraju¢e dokumentacije
utvrdeno je postojanje udaljenih metastaza u trenutku postavljanja dijagnoze te duzina

prezivljavanja bolesnika tijekom petogodi$njeg razdoblja.

3.4.2. Imunohistokemijsko bojanje

Parafinski rezovi debljine 5 pm suSeni su preko noci te deparafinizirani i dehidrirani na
uobicajeni nacin (97). Za otkrivanje antigenskih epitopa molekula od interesa primijenjen je
toplinom inducirani pretretman (99). Rezovi su uronjeni u Tris-EDTA pufer, pH 9 (10 mM Tris
baze, | mM EDTA otopine) i zatim u vodenu kupelj tijekom 10 minuta na temperaturi od 95-100
°C. Nakon 45 minuta hladenja na sobnoj temperaturi rezovi su inkubirani s otopinom za
blokiranje nespecificnog vezivanja protutijela koja sadrzi normalni serum magarca (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, SAD) ili koze (DakoCytomation, Glostrup, Danska) tijekom 30

minuta. Primarna protutijela koja su koriStena u istrazivanju prikazana su u Tablici 8.
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Tablica 8. Primarna protutijela protiv humanih epitopa koristena u imunohistokemijskom bojanju

Protutijelo porijeklo klon, proizvodac razrjedenje i inkubacija pozitivna kontrola
migje OP3N, Novocastra, 1:50, 60 minuta za bOJapJe tgbularmh
. standardne tkivne rezove  stanica distalnih
Protiv OPN-a  monoklonalno Newcastle upon Tyne, ] . . . .
16G UK 1:100, 30 min. za tkivne kanali¢a bubrega i
gYm mikroareje kalcifikata
. misje MIB-1, T .
Ilj(ri(-)g;/ monoklonalno DakoCytomation, 1:50, 30 minuta onsge mitotskih
1gG, Glostrup, Danska £
Protiv p50 kozje N.LS’ iantla Cmé 1:100, prekono¢na bojanj T Clllt Qplazml
NF-kB poliklonalno IgG~ Diotechnology, Santa o - iia na +4°C normatnin i
Cruz, CA, SAD tumorskih stanica
Protiv p65 misje F -.6, Santa Cruz 1:50, prekonoéna bojanje gltgplazml
NF-«B monoklonalno Biotechnology, Santa inkubaciia na +4°C normalnih i
IgG, Cruz, CA, SAD J tumorskih stanica

Za odredivanje izrazaja aktivirane podjedinice pS0 NF-kB na uzorcima tumorskog tkiva
te za odredivanje proliferacijske aktivnosti tumorskih stanica (Ki-67 indeks) koristena je LSAB
imunohistokemijska metoda (100), a za odredivanje izrazaja OPN-a i aktivirane podjedinice p65
NF-«B envision imunohistokemijska metoda (100) u automatiziranom imunobojacu
(DakoCytomation Colorado Inc, Fort Collins, CO, SAD) prema uputama proizvodaca. Za
vizualizaciju specifi¢nosti vezivanja primarnog protutijela koristen je ChemMate™ kit (K 5001 i
K5007, DakoCytomation, Glostrup, Danska). Za svaki uzorak ispitivanog tumorskog tkiva te za
svaki biljeg zasebno napravljena je po jedna negativna kontrola koju je predstavljao tkivni rez na

kojem se umjesto sekundarnog protutijela nalazio razrjedivac¢ protutijela (ChemMate antibody

diluent, S 2022, DakoCytomation, Glostrup, Danska).
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3.4.3. TUNEL metoda

Za odredivanje apopticke aktivnosti tumorskih stanica (indeks apoptoze) koriStena je
Terminal Deoxynucleotidyltransferase-Mediated dUTP Nick End Labeling (TUNEL) metoda
koja Cini vidljivim lomove DNA koji su nastalih tijekom apoptoze (28). Parafinski rezovi
debljine 5 um suseni su preko no¢i te deparafinizirani i dehidrirani na uobicajeni nacin (97). Za
otkrivanje antigenskih epitopa molekula od interesa primijenjen je toplinom inducirani
pretretman (99). Rezovi su uronjeni u Tris-EDTA pufer, pH 9 (10 mM Tris baze, | mM EDTA
otopine) i zatim u vodenu kupelj tijekom 5 minuta na temperaturi od 95-100 °C. Nakon 20
minuta hladenja na sobnoj temperaturi rezovi su inkubirani s otopinom za blokiranje
nespecificnog vezivanja protutijela koja sadrzi normalni 3 %-tni serum goveda (Bovine serum
albumin, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka) tijekom 20 minuta. U daljnjem tijeku su
koristene kemikalije iz In Situ Cell Death Detection Kit-a (11684809910, Roche Applied
Science, Indianapolis, IN, SAD) prema uputama proizvodaca. Sve reakcije su se odvijale na 37°C
u mraku, a na kraju svake, stakla su isprana u puferu za ispiranje (Dako Wash Buffer 10x, S3006,
razrjedenje 1:9, DakoCytomation, Glostrup, Danska). Terminalna deoksinukleotidil transferaza je
razrijedena s puferom (TUNEL Dilution Buffer, 1966006, Roche, Mannheim, Njemacka) u
omjeru 1:5. Rezovi su tijekom 60 minuta inkubirani s TUNEL reakcijskom smjesom i zatim s
ov¢jim protutijelom konjugiranim s alkalnom fosfatazom tijekom 30 minuta. Nakon toga je na
rezove dodan kromogen (Fast Red Tablets, 1496549, Roche, Mannheim, Njemacka) tijekom 20
minuta. Rezovi su zatim kontrastirani Mayer-ovim hematoksilinom, dehidrirani i na kraju
pokriveni pokrovnicom. Za svaki uzorak ispitivanog tumorskog tkiva napravljene su po dvije
negativne kontrole koje su predstavljali tkivni rezovi na kojima se umjesto TUNEL reakcijske

smjese nalazila smjesa nukleotida, odnosno pufer za ispiranje (Dako Wash Buffer 10x, S3006,
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razrjedenje 1:9, DakoCytomation, Glostrup, Danska). Pozitivnha kontrola su bile TUNEL

pozitivne stanice koje su pokazivale morfoloske karakteristike apoptoze.

3.4.4. Odredivanje izraZaja osteopontina i jezgrenog cimbenika kappa B

KoriStenjem svjetlosnog mikroskopa odreden je postotak i jaCina obojanosti tumorskih
stanica i izrazen kao histoloski skor (H-score, od engl. histological score) na nacin da je postotak
obojanih tumorskih stanica pomnozen s ja¢inom njihove obojanosti (101) i to u slucaju
standardnih tkivnih rezova pregledavanjem cijelog reza, a u slucaju tkivnih mikroareja
pregledavanjem one areje u kojoj je brzim probirom utvrden najveci postotak ili najjace bojanje
jezgri s protutijelom protiv NF-«B. Odabrana areja dalje je sluzila za odredivanje izrazaja OPN-a
1 apoptoticke aktivnosti.

Postotak tumorskih stanica ¢ije su citoplazme bile pozitivne s protutijelom protiv OPN-a i
NF-kB odreden je priblizno, dok je postotak pozitivnih jezgri s protutijelom protiv NF-«xB
odreden brojanjem 500 jezgri tumorskih stanica u podru¢ju vruée tocke koristenjem svjetlosnog
mikroskopa (povecanje x 600) i kvadratne okularne mrezice (U-OCMSQ7/7, Olympus, Zagreb,
Hrvatska). Jacina obojanosti tumorskih stanica izrazena je u tri kategorije: 1-slaba, 2-umjerena i
3-jaka. Prilikom odredivanja H-score-a za NF-«xB, uzeta je u obzir ona jacina obojanosti jezgri
koja prevladava ili je koriStena medukategorija. Za potrebe statistiCke obradbe podataka, dobiveni

brojcani podatci su preoblikovani u kategoricke temeljem srednjih vrijednosti, odnosno medijana.

3.4.5. Odredivanje proliferacijske i apoptoticke aktivnosti tumorskih stanica
Koristenjem svjetlosnog mikroskopa (poveéanje x 400) i Issa 3.1 racunalnog programa
(Vams, Zagreb, Hrvatska), odnosno kvadratne okularne mrezice (U-OCMSQ7/7, Olympus,

Zagreb, Hrvatska) te brojanjem 500 jezgri tumorskih stanica u podrucju vruce tocke izbjegavajuci
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podrucja nekroze, odredena je proliferacijska aktivnost tumorskih stanica i izrazena kao Ki-67
indeks, odnosno apoptoticka aktivnost i izrazena kao indeks apoptoze. Ki-67 indeks oznacava
postotak pozitivno obojanih tumorskih jezgri s protutijelom protiv Ki-67 biljega koji prikazuje
tumorske stanice u diobi. Indeks apoptoze oznacava postotak obojanih jezgri TUNEL metodom
koja prikazuje tumorske stanice u apoptozi. Unutarstani¢no bojanje kao i1 bojanje apoptotickih

tjelesaca i izvanstani¢nih dijelova kromatina smatrano je pozitivnim rezultatom.

3.4.6. Izolacija mRNA i reverzna transkripcija — lancana reakcija polimerazom (RT-PCR)

Svjeze tkivo je homogenizirano koriStenjem homogenizatora tkiva (MagNA Lyser, Roche
Applied Science, 03358976001, Rothreuz, Svicarska) prema slijedeéem protokolu: 2 ciklusa po
50 sek. na 6500 okretaja/min. s pauzom za hladenje od po 90 sek. Ukupna RNA je izolirana iz
svjezeg tumorskog tkiva i pripadaju¢eg normalnog tkiva bubrega koriStenjem kita za izolaciju
RNA (NucleoSpin RNA II, Macherey-Nagel, Diiren, Njemacka) prema uputama proizvodaca.

Jedan pg cjelokupne RNA je u reakciji reverzne transkripcije — lancane reakcije
polimerazom (RT-PCR, od engl. reverse transcription polymerase chain reaction) prepisan u
jednolan¢anu komplementarnu DNA (cDNA, od engl. complementary deoksiribonucleic acid) u
kona¢nom volumenu od 20 pl u dva koraka prema uputama proizvodaca. U prvom koraku je na
70 °C denaturirana smjesa RNA, nasumi¢nih pocetnica, deoksiribonukleotid trifosfata i vode
tijekom 5 minuta. U slijede¢em koraku je dodana reverzna transkriptaza (SuperScript'™ III
Reverse Transcriptase, 18080-093, Invitrogen, Milano, Italija), pufer, ditiotreitol (DTT) i
inhibitor RNaza te je smjesa ostavljena na sobnoj temperaturi tijekom 5 minuta nakon ¢ega su
uslijedila 3 ciklusa zagrijavanja: 60 min. na 55 °C, 15 min. na 70 °C i 5 min. na 95 °C. Sve
potrebne kemikalije su nabavljene od Invitrogen-a (Milano, Italija). Negativnu kontrolu za RT-

PCR predstavljao je uzorak u ¢ijoj je reakcijskoj smjesi bila voda umjesto RNA.
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3.4.7. Kvantitativna lancana reakcija polimerazom (QPCR)

Relativna koli¢ina cDNA za OPN odredena je metodom kvantitativne lancane reakcije
polimerazom (QPCR, od engl. quantitative polymerase chain reaction) koriStenjem na
fluorescenciji temeljene detekcijske metode u realnom vremenu (ABI Prism 7300 Sequence
Detection System, Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD) prema uputama proizvodaca. Sve
potrebne kemikalije su nabavljene od Applied Biosystems-a (Foster City, CA, SAD).
Oligonukleotidne pocetnice i probe za OPN su koriStene kao gotovi proizvodi (Inventoried Gene
Expression Assay, ID Hs00959010 ml). Oligonukleotidne pocetnice i probe za unutras$nju
kontrolu, B-aktinski gen, nabavljene su kao TagMan FAM/TAMRA proba kako slijedi: f-actin F
5 CGAGCGCGGCTACAGCTT 3°, B-actin R 5 TCCTTAATGTCACGCACGATTT 3, B-actin
probe 6Fam-ACCACCACGGCCGAGCGG-Tamra.

Dvanaest ul reakcijske smjese koja sadrzi 2.5 ul ¢cDNA, 6.25 ul univerzalne PCR
mjesavine (TagMan Universal PCR master mix, 4326708, Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) i 0.62 pl smjese pocetnica i probe je umnoZena prema protokolu: inkubacija na 50°C
tijekom 2 min., denaturacija na 95°C tijekom 10 min. i 40 ciklusa umnozavanja (denaturacija na
95°C tijekoml15 sek. i sparivanje/produljivanje na 60°C tijekom 1 min.). Sve reakcije
umnozavanja su ucinjene u triplikatima. Negativnu kontrolu za QPCR predstavljao je uzorak u
¢ijoj je reakcijskoj smjesi bila PCR mjeSavina i negativna kontrola RT-PCR-a. Za izraun
koli¢cine OPN mRNA koriStena je AACt metoda i SDS racunalni program 1.3.1. (Applied
Biosystems, Foster City, CA, SAD). Glasnicka RNA stani¢ne linije MDA231 karcinoma dojke je
koriStena kao kalibrator, a B-aktinski gen je sluzio za unutrasnju kontrolu. Za normalizaciju
podataka, za svaki uzorak zasebno izraunat je AACr kao razlika srednje vrijednosti ACr-a
uzorka i srednje vrijednosti ACr-a kalibratora, a relativna koli¢ina je izrazena kao 27 2A¢T.

Koli¢ina mRNA u tumorskom i normalnom tkivu bubrega predstavlja relativan broj koji
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oznacava koliko je puta koli¢ina mRNA od interesa u ispitivanom tkivu veca u odnosu na

kalibrator, odnosno MDA231 stani¢nu liniju karcinoma dojke ¢ija je koli¢ina izraZzena kao 1.

3.5. Statisticka obradba podataka

Podatci su uneseni u proracunsku tablicu i obradeni pomoc¢u raunalnog programa
Statistica 6.1 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, SAD) uz razinu statisticke znacajnosti od p<0.05. Za
testiranje razlike u patohistoloskim i klinickim podatcima, kao §to su nuklearni gradus, Ki-67
indeks, veli¢ina tumora i patoloski stadij, izmedu ispitivanih skupina za OPN, koristio se ¥ i
Studentov t- test. Postotak kumulativnog prezivljavanja bolesnika za petogodisnje razdoblje za
skupine SKBS-a s razli¢itim izrazajem OPN-a odreden je Kaplan-Meier-ovom metodom, a
razlika izmedu krivulja prezivljavanja utvrdena je pomoc¢u log-rank testa. Multivarijatna analiza
za utvrdivanje izrazaja OPN-a kao nezavisnog prognostickog ¢imbenika ucinjena je koristeci
Cox-ov regresijski model. Pearsonova korelacija je koriStena za testiranje povezanost izmedu
broj¢anih podataka, tj. izrazaja OPN-a na tumorskim stanicama SKBS-a i aktivacije NF-«kB,
odnosno koli¢ine OPN mRNA te za testiranje povezanosti izmedu izrazaja aktivacije NF-xB i
indeksa apoptoze. Mann Whitney U-test je koriSten za utvrdivanje razlike u indeksu apoptoze

izmedu skupine s niskim i visokim izrazajem OPN-a.
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4. REZULTATI
4.1. Standardni tkivni rezovi

Standardni tkivni rezovi koriSteni su za utvrdivanje povezanosti izrazaja OPN-a u

tumorskom tkivu SKBS-a s klinickopatoloskim ¢imbenicima te prezivljavanjem bolesnika.

4.1.1. Klinickopatoloski podatci
Klini¢kopatoloska obiljezja 171 bolesnika sa svijetlostanicnim karcinomom bubreznih

stanica u ispitivanom uzorku prikazuje Tablica 9.

Tablica 9. KlinickopatoloSka obiljeZja bolesnika sa svijetlostani¢énim karcinomom
bubrezZnih stanica.

Obiljezje

Dob bolesnika (god.), medijan (raspon) 62 (27-82)
Spol bolesnika (M/Z) 103/68
Veli¢ina tumora (cm), medijan (raspon) 6.5 (1.8-18.8)

Fuhrmanov nuklearni gradus, br. (%)

1 29 (17)

2 69 (40.4)

3 45 (26.3)

4 28 (16.3)
Patoloski stadij, br. (%)

1 77 (45)

2 40 (23.4)

3 53 (31)

4 1 (0.6)
Petogodi$nje prezivljavanje bolesnika (mj.), medijan (raspon) 81 (1-165)

Navedena obiljezja ispitivanog uzorka su u skladu s epidemioloskim obiljezjima KBS-a u
Republici Hrvatskoj te studijama koje se provode na SKBS-u. Podatci o petogodiSnjem
prezivljavanju bili su dostupni za 120 bolesnika koji su bili praceni od trenutka operacije do

trenutka smrti ili prestanka pracenja bolesnika.
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4.1.2. Imunohistokemijsko bojanje na osteopontin

U normalnom parenhimu bubrega OPN je bio prisutan u stanicama distalnih tubula u vidu
citoplazmatskih zrnaca smjeStenih pretezito uz lumen kanali¢a (Slika 12A 1 B). Kalcifikati u
tubulima 1ili intersticiju su takoder pokazivali bojanje na OPN (Slika 12A) kao i1 pojedine

stromalne upalne stanice poput makrofaga ili plazma stanica (Slika 13A 1 B).

.

Slika 12. Imunohistokemijsko bojanje na osteopontin (OPN) u normalnom tkivu bubrega. Pozitivnu reakciju s
protutijelom protiv OPN-a pokazuju epitelne stanice distalnih tubula (A i B) i intraluminalni kalcifikati (A).
Povecanje x 100 (A), x 400 (B).
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Slika 13. Imunohistokemijsko bojanje na osteopontin (OPN) u svijetlostaniénom karcinomu bubreZnih
stanica. Tumorske stanice su negativne dok su neke stromalne stanice, vjerojatno makrofagi, pozitivne (A). U
tumoru oko podrucja krvarenja nalaze se brojni OPN pozitivni histiociti te orijaske stanice (B). Povecanje x 400 (A),
x 200 (B).

U tumorskim stanicama OPN je bio prisutan u obliku rjede (Slika 14A) ili gusée

rasporedenih zrnaca (Slika 14B).
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Slika 14. Imunohistokemijsko bojanje na osteopontin (OPN) u svijetlostaniénom karcinomu bubreZnih
stanica. Tumorske stanice visokog nuklearnog gradusa unutar limfokapilarnog prostora su OPN pozitivne, dok su
one niskog nuklearnog gradusa u okolici negativne (A). Snazno citoplazmatsko bojanje tumorskih stanica koje su
okruzene negativnim limfocitima (B). Povecanje x 200.

Karcinomi bubreznih stanica su pokazivali heterogeno bojanje u rasponu od ZariSnog
blagog bojanja (Slika 15A i B) do jakog bojanja difuznog rasporeda (Slika 16A 1 B). U
podru¢jima tumora s tubularnom arhitekturom bojanje na OPN je bilo prisutno uz apikalnu

povrsinu tumorskih zlijezda nalikuju¢i na bojanje normalnih bubreznih tubula (Slika 15A).
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Slika 15. Imunohistokemijsko bojanje na osteopontin (OPN) u svijetlostanicnom karcinomu bubreZnih
stanica. Uzorak tumora koji pokazuje ZariSno bojanje umjerenog intenziteta (A). Tumorske stanice niskog
nuklearnog gradusa su negativne, dok su one koje pokazuju transformaciju prema visem nuklearnom gradusu snazno

pozitivne na OPN (B). Povecanje x 200.
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Slika 16. Imunohistokemijsko bojanje na osteopontin (OPN) u svijetlostanicnom karcinomu bubreZnih
stanica. Tumor pokazuje difuzno bojanje slabog intenziteta, dok stromalni kalcifikati pokazuju jako bojanje s
protutijelom protiv OPN-a (A). Citoplazme tumorskih stanica su difuzno i jako pozitivne (B). Povecanje x 200.

Prilikom procjene bojanja u obzir su uzete samo tumorske stanice iako su pozitivitet
pokazivali 1 stromalni makrofagi, obi¢no uz podrucja nekroze, te plazma stanice. Ove su stanice

uz kalcifikate te distalne tubule sluzile kao pozitivna kontrola (Slika 12A i B, Slika 13A 1 B,
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Slika 16A). U najveCem broju slucajeva (64.3%) tumorske stanice nisu pokazivale
imunoreaktivnost s protutijelom protiv OPN-a (Slika 13A), odnosno bilo je pozitivno manje od 5
% stanica, dok su pozitivni tumori bili podjednako rasporedeni medu pojedinim kategorijama
imunohistokemijskog bojanja obzirom na postotak pozitivnih stanica (Tablica 10) te jacinu

bojanja. Srednja vrijednost H-score-a iznosila je 40.8 = 76.8.

Tablica 10. Raspored kategorija imunohistokemijskoj bojanja na
osteopontin obzirom na postotak obojanih tumorskih stanica.

lf(’ostgtak oltzpljl’anih . broj karcinoma postotak karcinoma
arcinomskih stanica

0-5 110 64.3

6-25 21 12.3

26-50 16 9.4

51-75 9 5.3

76-100 15 8.7
Ukupno 171 100

4.1.3. Povezanost izrazaja osteopontina s klinickopatoloskim parametrima

Izrazaj OPN-a u tumorskim stanicama je usporeden s obiljeZjima tumora koji
predstavljaju prognosticke ¢imbenike SKBS-a kao $to su veli¢ina tumora, nuklearni gradus,
patoloski stadij 1 Ki-67 proliferacijski indeks. Statisticka analiza je pokazala znacajnu povezanost
izmedu stupnja izrazaja OPN-a u tumorskom tkivu 1 prognosti¢kih ¢imbenika bez obzira je li u

analizi koriSten H-score ili je uzet u obzir samo postotak obojanih tumorskih stanica (Tablica 11).
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Tablica 11. Povezanost prognostickih ¢imbenika svijetlostani¢nog karcinoma bubreZnih stanica s osteopontinom
(OPN). Prikazane su samo p vrijednosti.

Veli¢ina tumora Fuhrmgnov patoloski stadij Ki-67 indeks
nuklearni gradus
OPN H-score 0.002" <0.001° 0.029° 0.006'
OPN
negativni/pozitivni <0.0012 <0.001* 0.011* <0.0012
tumori

! Pearsonova korelacija
* Studentov t-test

3 Mann Whitney U-test
*-test

Ipak, najveca statistiCka znaCajnost rezultata postignuta je grupiranjem svih OPN pozitivnih

tumora (>5% OPN pozitivnih tumorskih stanica) kao $to pokazuje Tablica 12.

Tablica 12. Povezanost izraZaja osteopontina (OPN) s prognostickim ¢imbenicima svijetlostani¢nog karcinoma
bubreZnih stanica.

Fuhrmanov nuklearni patoloski stadij (pT),
gradus, br. (%) veli¢ina tumora (cm) br. (%) Ki-67 indeks (%)
(srednja (srednja
gradus 1,2 gradus 3,4 vrijednost + SD) pT 1.2 pT 3.4 vrijednost + SD)
ggi;‘ilegatwm 79(71.8)  31(28.2) 63433 83(75.5) 27 (24.5) 47445
l?.lfn Ij)'rfozmvm 19GL1)  42(68.9) 82+3.5 34(557) 27 (44.3) 9.8+9
P vrijednost <0.001 <0.001 0.011 <0.001

Srednja vrijednost veli¢ine OPN pozitivnih tumora je bila 8.2 + 3.5 cm, u odnosu na 6.3 +
3.3 cm kod tumora bez prisustva OPN proteina (p<0.001). Svi SKBS-i nuklearnog gradusa 1 nisu
pokazivali bojanje na OPN protein, ali porastom prema viSem nuklearnom gradusu, rastao je i

broj pozitivnih tumora (p<0.001) (Slika 17).
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Fuhrmanov nuklearni gradus

Slika 17. Raspored imunohistokemijskog bojanja za osteopontin u odnosu na Fuhrmanov nuklearni gradus u
svijetlostani¢nim karcinomima bubreznih stanica (SKBS). Bijeli stupci predstavljaju broj OPN negativnih, a
crni, broj OPN pozitivnih karcinoma. Svi karcinomi s nuklearnim gradusom I su negativni, dok se broj slucajeva
povecava kako raste nuklearni gradus. P <0.001 (y’-test).

Podijelivsi tumore, obzirom na patoloski stadij, u dvije grupe: one ograni¢ene na bubreg
(pT1 or pT2) i na one koji se Sire izvan njega (pT3 or pT4), izrazaj OPN-a u skupini pT3 i 4 bio
je znacajno visi nego u skupini tumora patoloskog stadija 1 1 2 (p=0.011). Isto tako, pronadena je
povezanost izrazaja OPN-a s tumorskim rastom izrazenim kroz Ki-67 proliferacijski indeks
(p<0.001). Naime, porast proliferacijske aktivnosti tumorskih stanica pratio je porast izrazaja
OPN u tumorskim stanicama. Srednja vrijednost Ki-67 indeksa u OPN negativnim tumorima
iznosila je 4.7 £ 4.5%, dok su OPN pozitivni tumori pokazivali znacajno vecu vrijednost koja je

iznosila 9.8 + 9%.

4.1.4. Povezanost izrazaja osteopontina s prezivljavanjem bolesnika
U statistickoj su analizi prezivljavanja usporedivane dvije kategorije bolesnika dobivene

temeljem razli¢itog izrazaja OPN-a u tumorskom tkivu. Kao i u slucaju usporedbe OPN-a s
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klinickopatoloSkim parametrima, najveca statisticka znaCajnost postignuta je grupiranjem svih

OPN pozitivnih tumora temeljem samo postotka pozitivnih stanica (Tablica 13).

Tablica 13. Povezanost duZine preZivljavanja bolesnika sa svijetlostani¢nim karcinomom
bubrezZnih stanica u ovisnosti o osteopontinu (OPN). Prikazane su samo p vrijednosti (log-

rank test).

Prezivljavanje bolesnika
OPN H-score 0.021
OPN negativni/pozitivni tumori 0.004

Povezanost izrazaja OPN-a i kumulativne proporcije prezivljavanja bolesnika prikazuje
Slika 18.
107
09t
08¢

0.7 1 OPN negativni tumori

0,6 r

05 ¢

OPN pozitivni tumori

04 r

03r

Kumulativha proporcija prezivljavanja

0,2 r

01r

0,0 : : : : : . : : :
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PreZivljavanje bolesnika (mjeseci)

Slika 18. Kaplan-Meierova analiza preZivljavanja u odnosu na izrazaj osteopontina (OPN) pokazuje znacajno
skracenje ukupnog prezivljavanja bolesnika s OPN pozitivnim karcinomima (p=0.004, log-rank test).
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Stopa petogodiSnjeg prezivljavanja za skupinu od 75 bolesnika s OPN negativnim
tumorima iznosila je 71 %, a za 45 bolesnika ¢iji su tumori pokazivali izrazaj OPN-a iznosila je
40 %. Tijekom razdoblja pracenja bolesnika, bolesnici s OPN pozitivnim tumorima pokazivali su
znacajno kraée prezivljavanje u odnosu na bolesnike s OPN negativnim tumorima (p=0.004).
Obzirom da se gradus i stadij tumora smatraju glavnim prognostickim pokazateljima u SKBS-u,
najprije je ispitan njihov utjecaj na postoperativno prezivljavanje bolesnika. Pronadena je
znacajna obrnuta povezanost izmedu prezivljavanja i nuklearnog gradusa (p<0.001) i stadija
(p<0.001). Iako je univarijatna analiza prezivljavanja pokazala da su nuklearni gradus, patoloski
stadij i izrazaj OPN-a u tumorskim stanicama znacajni prognosti¢ki pokazatelji, jedino je
patoloski stadij (p=0.013) zadrzao znacajnost u multivarijatnoj statistickoj analizi, dok nuklearni

gradus i OPN nisu zadrzali status nezavisnih prognostickh ¢imbenika SKBS-a (Tablica 14).

Tablica 14. Multivarijatna analiza prognostickih ¢imbenika u
bolesnika sa svijetlostani¢nim karcinomom bubreZnih stanica.

Prognosticki relativni 95% interval vritednost
¢imbenik rizik pouzdanosti Py
Osteopontin 1.6 1.1-2.4 0.081
Patoloski stadij 1.8 1.2-2.7 0.013
Fuhrmanov 1.7 12-25 0.108

nuklearni gradus

4.2. Tkivne mikroareje i svjeze tkivo

Nakon $to je utvrdena povezanost OPN-a s prognostickim ¢imbenicima i prezivljavanjem
bolesnika sa SKBS-om, daljnji cilj je bio ispitivanje njegove uloge u apoptozi tumorskih stanica

kao 1 jednog od signalnih putova apoptoze, kojeg posreduje OPN, a ukljucuje aktivaciju NF-kB.
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4.2.1. Imunohistokemijsko bojanje na osteopontin i jezgreni cimbenik kappa B

Izrazaj OPN-a u normalnom je i1 tumorskom tkivu odgovarao kako je opisano za
standardne tkivne rezove. U vecini su sluCajeva karcinomi pokazivali difuzno bojanje razlicite
jacine, a medijan H-score-a je iznosio 175 s rasponom od 0.5 do 300.

U normalnom tkivu bubrega bojanje na p50 i p65 podjedinice NF-kB vecinom je bilo
prisutno u citoplazmama stanica i to najizraZzenije u epitelu tubula, a manje u stanicama

glomerula, strome i krvnih zila (Slika 19).

& ; b -
b R 4 W

Slika 19. Imunohistokemijsko bojanje na jezgreni ¢imbenik kappa B (NF-kB) u bubregu. Citoplazme
parijetalnih stanica Bowmanove kapsule i tubula su pozitivne, kao i neke stromalne stanice, a jezgre su negativne
(A). Citoplazme tubula pokazuju jako bojanje, dok samo neke jezgre tubularnih stanica pokazuju bojanje slabijeg
intenziteta (strelice), a u intersticiju su intenzivno pozitivni neki makrofagi i plazma stanice (B). Povecanje x 200
(A), x 400 (B).

Citoplazmatski pozitivitet u tubulima bubrega bio je difuzno rasporeden ili u vidu zrnaca razlicite
jakosti. Jezgreni pozitivitet, rijetko primije¢en u epitelu tubula, bio je vrlo slabe jakosti (Slika
19B). Medu benignim strukturama histiociti su pokazali najjaci pozitivitet istovremeno u
citoplazmi i jezgri (Slika 19B).

U tumorskom tkivu, obzirom na citoplazmatsko bojanje, obje NF-kB podjedinice su bile

prisutne u vecini tumorskih stanica. Podjedinica p50 je ve¢inom pokazivala snazno bojanje (H-
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score medijan je iznosio 250, s rasponom od 1 do 300), dok je jakost bojanja na podjedinicu p65
pokazivala heterogeniji raspored izmedu pojedinih tumorskih uzoraka (medijan H-score-a je
iznosio 200, s rasponom od 5 do 300). U statistickoj su analizi obje NF-kB podjedinice postigle
znacajnu medusobnu korelaciju u citoplazmatskom pozitivitetu (p<0.001, r,=0.489).

Prisutnost bojanja jezgre s protutijelom protiv NF-kB smatrala se njegovom aktivacijom.
Kao i u slucaju citoplazmatskog bojanja, podjedinica p50 je u veéini tumorskih uzoraka
pokazivala visok postotak aktivacije uz istovremeno jako bojanje jezgre (medijan H-score-a je
iznosio 249, s rasponom od 4 do 300), dok je p65 podjedinica pokazala razlicit postotak i jakost
obojanosti jezgri izmedu pojedinih tumora (srednja vrijednost H-score-a je iznosila 134+79).
Aktivacija obje NF-kB podjedinice pokazala je znafajnu medusobnu korelaciju (p<0.001,
1,=0.447) kao i citoplazmatski i jezgreni pozitivitet svake podjedinice (p50, p=0.001, r,=0.333;

p65, p=0.009, 1,=0.273).

4.2.2. Povezanost izraZaja osteopontina i jezgrenog cimbenika kappa B
Aktivacija NF-kB kao i prisutnost NF-kB u citoplazmi usporedeni su s izrazajem OPN
proteina u TMA (Tablica 15), na standardnim tkivnim rezovima i s OPN mRNA iz svjeze

smrznutog tumorskog tkiva (Tablica 16).
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Tablica 15. Korelacija jezgrenog ¢imbenika kappa B (NF- kB) i osteopontina
u TMA' svijetlostani¢nog karcinoma bubreZnih stanica.

osteopontin
NF-«xB
rp2 p vrijednost’
p50 0.288 0.006
NF-«B u jezgri po5 0.389 <0.001
p50-p65 0.406 <0.001
p50 0.253 0.016
NF-«B u citoplazmi po5 0.303 0.004
p50-p65 0.337 0.001

' Tkivne mikroareje

? Pearsonova korelacija

U TMA korelacija s OPN-om ucinjena je najprije sa svakom NF-kB podjedinicom zasebno, a
zatim sa zbrojem H-score-a obje NF-kB podjedinice (p50-p65) dok je na standardnim rezovima u
analizi koriStena samo p65 podjedinica. Statisticka analiza je pokazala korelaciju izrazaja OPN-a
s NF-«xB i u jezgri i u citoplazmi u TMA 1 standardnim rezovima. Osim toga, p65 podjedinica je
pokazala znacajniju korelaciju s OPN-om, kao i obje NF-xB podjedinice u odnosu na svaku

podjedinicu zasebno (Tablica 15).

Tablica 16. Korelacija jezgrenog ¢imbenika kappa B (NF- kB) i osteopontina proteina i
mRNA u svijetlostani¢cnom karcinomu bubrezZnih stanica.

osteopontin protein osteopontin mRNA
NF-xB
T, p vrijednost ' I, p vrijednost
NF-«kB u jezgri p65 0.480 0.024 0.493 0.019
NF-«Bu P65 0.570 0.006 0.029 0.898
citoplazmi

! Pearsonova korelacija
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Relativna koli¢ina (RQ) OPN mRNA odredena je kako je opisano u odjeljku 3.4.7. iz 22
svjeze smrznuta uzorka tumorskog i 11 uzoraka normalnog tkiva bubrega. Podatci o bolesnicima

1 izrazaju OPN-a 1 NF-kB u navedenim uzorcima su prikazani u Tablici 17.

Tablica 17. Osteopontin (OPN) i jezgreni ¢imbenik kappa B (NF-kB) u 22 uzorka tumorskog tkiva bolesnika
sa svijetlostani¢nim karcinomom bubreZnih stanica.

Bolesnik dob spol osteopontin protein osteopontin NF-«B u jezgri cIi\icl:I;ﬁirEi
1
(H-score) mRNA (RQ") (H-score) (H-score)
1 53 F 65 1286 23 200
2 74 F 110 4829 85 200
3 64 F 150 4967 75 150
4 58 F 240 1638 120 250
5 69 M 260 3767 110 300
6 67 M 110 10703 139 250
7 72 M 145 58 152 300
8 70 M 155 2668 146 200
9 59 M 210 3909 246 250
10 66 M 120 3336 65 200
11 54 M 260 5393 89 300
12 65 M 50 1645 27 120
13 43 M 140 1715 29 300
14 50 M 135 3496 48 150
15 76 M 130 7709 83 200
16 72 M 225 26435 135 250
17 80 M 165 1620 94 250
18 59 M 80 5235 93 100
19 79 F 170 2281 26 150
20 77 M 230 29386 247 200
21 72 M 180 3978 190 200
22 60 F 190 933 49 200

! Relativna koli¢ina

Medijan RQ za OPN mRNA normalnog tkiva bubrega iznosio je 2612 (105-12109), a za
tumorsko tkivo 3631 (58-29386). Statisti¢ki znacajna razlika izmedu RQ OPN mRNA normalnog
1 tumorskog tkiva nije dobivena (p=0.359). Korelacija izrazaja OPN proteina i mRNA je
postojala, ali ne na statisti¢ki znacajnoj razini (r,=0.325, p=0.139). Znacajna 1 jaka korelacija
postojala je izmedu RQ OPN mRNA 1 aktivacije NF-kB (r,=0.493, p=0.019) dok citoplazmatksi

NF-«kB nije pokazivao korelaciju s koli¢inom OPN mRNA (Tablica 16).
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Moze se zakljuciti da je aktivacija obje NF-xB podjedinice u tumorskoj stanici povezana s

povecanom koli¢inom OPN proteina i njegove mRNA.

4.3. Povezanost indeksa apoptoze s izrazajem osteopontina i jezgrenog c¢imbenika kappa B
Medijan apoptotickog indeksa u SKBS-u iznosio je 0.7 % (0-9.5). Tumorske stanice u

apoptozi prikazuje Slika 20.
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Slika 20. TUNEL metodom prikazane su tumorske stanice u apoptozi. Citoplazme pozitivnih stanica se boje
crvenim kromogenom, a jezgra je piknoti¢na (A, B). Vide se i izvanstani¢na zrnca kromatina (strelica) (B).
Povecanje x 200 (A), x 400 (B).

Postotak tumorskih stanica u apoptozi (apoptoticki indeks) usporeden je s izrazajem OPN-a te
izrazajem NF-kB u jezgri i citoplazmi u TMA.

Tumori s visokim izrazajem OPN-a pokazivali su istovremeno i znacajno manji
apoptoticki indeks u usporedbi s tumorima u kojima je izraZzaj OPN-a bio nizak (p=0.009) (Slika

21).
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Slika 21. Histogram pokazuje vrijednosti apoptotickog indeksa u dvije razli¢ite skupine svijetlostani¢nog
karcinoma bubreZnih stanica obzirom na izrazaj osteopontina (OPN). Nizak i visok izrazaj OPN-a odreden je
kao vrijednost ispod i iznad medijana OPN H-score-a. Tumori s visokim izrazajem OPN-a obiljeZeni su malim
brojem tumorskih stanica u apoptozi u odnosu na tumore s niskim izrazajem OPN-a koji su karakterizirani visokim
postotkom tumorskih stanica u apoptozi (p=0.009, Mann-Whitney U-test).

Sli¢na statistiCki znacajna obrnuta korelacija pronadena je i izmedu apoptoze 1 aktivacije

NF-«xB (Slika 22 1 Tablica 18).
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Slika 22. Dijagrami pokazuju korelacije izmedu aktivacije jezgremog cCimbenika kappa B (NF-kB) i
apoptotickog indeksa u svijetlostanicnom karcinomu bubreZnih stanica. Aktivacija pS0 podjedinice pokazuje
obrnutu korelaciju s apoptotickim indeksom (A) (p<0.001, r,=-0.354) kao i zajednicka aktivacija p50-p65
podjedinica (C) (p=0.003, r,=-0.316) dok aktivacija p65 podjedinice ne pokazuje korelaciju s apoptotickim indeksom

(B) (p=0.066, r,=-0.195).
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Aktivacija p50 podjedinice pokazala je jacu obrnutu povezanost s apoptotickim indeksom nego
obje podjedinice zajedno (p50-p65), za razliku od p65 podjedinice, koja sama za sebe nije
pokazala znacajnu povezanost s apoptozom (p=0.066), ve¢ samo kada je njena aktivacija
pridruzena aktivaciji podjedinice p50 (p=0.003). U Tablici 18 prikazana je korelacija jezgrenog i
citoplazmatskog NF-kB pozitiviteta s apoptotickim indeksom. Za razliku od jezgrenog,

citoplazmatski NF-kB nije pokazao znacajnu povezanost s apoptozom.

Tablica 18. Korelacija jezgrenog ¢imbenika kappa B (NF-kB) i apoptotickog indeksa u
svijetlostani¢cnom karcinomu bubreZnih stanica.

apoptoticki indeks (%)

NF-xB (H-score) .

Ip p vrijednost
p50 -0.354 <0.001
NF-«B u jezgri p65 -0.195 0.066
p50-p65 -0.316 0.003
p50 0.072 0.506
NF-«B u citoplazmi p65 0.167 0.125
p50-p65 0.149 0.168

! Pearsonova korelacija

Imunohistokemijsko bojanje OPN-a i NF-xB zajedno s TUNEL bojanjem apoptotickih stanica na

serijskim rezovima TMA SKBS-a prikazuje Slika 23.
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Slika 23. Serijski rezovi tkivnih mikroareja svijetlostani¢énog karcinoma bubreZznih stanica pokazuju
imunohistokemijsko bojanje na OPN i jezgreni ¢imbenik kappa B (NF-kB) (smede bojanje) zajedno s
bojanjem apoptotickih stanica TUNEL metodom (crveno bojanje). Tumori koji pokazuju jako i difuzno
citoplazmatsko bojanje na OPN (A) pokazuju i NF-xB unutar jezgri vecine tumorskih stanica (B) i svega nekoliko
apoptotickih stanica (C). Za razliku od toga, tumori sa slabim i ZariSnim citoplazmatskim bojanjem na OPN (D)
pokazuju NF-kB samo u citoplazmama tumorskih stanica (E), ali zato pokazuju mnostvo tumorskih stanica u
apoptozi (F). Povecanje x 200.

74



5. RASPRAVA

Od njegova otkri¢a pa sve do danas uloga OPN-a u nastanku i napredovanju tumora
intenzivno se istrazivala kroz brojne razliCite eksperimentalne in vivo 1 in vitro modele (16,23-
25,28, 41-44,60,61,82-84,102). Protein OPN i njegova RNA pronadeni su u povecanim
koli¢inama u razli¢itim humanim tumorima u odnosu na odgovarajuca zdrava tkiva, a rezultati
klinickopatoloskih istrazivanja poduprli su eksperimentalne hipoteze da utvrdivanje OPN-a u
tumorskim stanicama moze imati prognosti¢ku vrijednost (27,29-36). Unato¢ tome, vrlo je mali
broj objavljenih studija koje ispituju izrazaj OPN-a u tumorskom tkivu KBS-a (26,27). Osim
toga, ispitivani su se uzorci u spomenutim studijama sastojali od razli¢itih histoloskih tipova
KBS-a §to onemogucéava precizno odredivanje prognosticke uloge OPN-a u KBS-u. Kako bi se
bolje utvrdila uloga OPN-a u progresiji SKBS-a, najcesceg tipa KBS-a, u prvom je dijelu
istrazivanja metodom imunohistokemije ispitan izrazaj OPN-a na velikom uzorku SKBS-a s

ciljem odredivanja njegovog prognostickog znacenja.

Jedan od nacina poticanja tumorskog napredovanja, posredovan je izbjegavanjem
programirane smrti tumorskih stanica, a potaknut je upravo djelovanjem OPN-a. Mehanizmi
kocenja apoptoze na modelu KBS-a ispitivani su ve¢inom na stani¢nim linijama KBS-a i to
istrazivanjem uloge NF-kB, transkripcijskog ¢imbenika uklju¢enog u signalne putove OPN-a
(87,88, 95,96). Upravo iz tih razloga, u drugom dijelu istrazivanja koriste¢i TMA ispitan je
meduodnos OPN-a i NF-kB te njihova povezanost s apoptozom na istoj skupini tumorskih
stanica u cilju potvrde hipoteze o utjecaju OPN-a na apoptozu putem aktivacije NF-kB na modelu
humanog SKBS-a.

Istrazivanjem je utvrdeno da 36% SKBS-a pokazuje reakciju s protutijelom protiv OPN-a

u citoplazmama tumorskih stanica $to je u skladu s prijasnjim studijama Browna i Coppolae
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(26,27). Takoder je OPN imunoreaktivnost pronadena u stanicama tumorske strome, vecinom
makrofagima i plazma stanicama. Imunoreaktivnost je bila jace izrazena u tumorskim kao i ne-
tumorskim elementima u podrucju nekroze tumora i invazivne fronte, poput opazanja Browna i
sur. za KBS, ali 1 ostale ispitivane karcinome, §to upucuje na posredovanje OPN-a u stani¢noj
adheziji i invaziji (26).

U tumorskim stanicama povecane kolicine OPN-a nastaju kao posljedica povecanog
stvaranja OPN mRNA zbog povecanog izrazaja razli¢itih onkogena kao S§to su ras, src ili myc
(24). Korelacija izrazaja OPN-a na proteinskoj i genskoj razini pokazala je u ovom istrazivanju
njihovu medusobnu povezanost, ali bez postizanja statistiCke znacajnosti, vjerojatno zbog malog
broja svjeze smrznutih uzoraka. Uz to, obzirom da je koli¢ina OPN mRNA odredivana iz
homogeniziranog svjeze smrznutog tkiva, vjerojatno su na ukupnu koli¢inu OPN mRNA utjecali

1 ne-tumorski elementi, koji takoder predstavljaju izvor OPN-a (20,24,26).

Prisustvo OPN proteina i mRNA u normalnom tkivu bubrega opisano je uglavnom u
epitelnim stanicama Henleove petlje i distalnih kanalica, ali uslijed razli¢itih oSte¢enja bubreznog
tkiva poput bubreznih kamenaca, upalnih bolesti bubrega, hidronefroze, dijabeticke nefropatije ili
hipertenzije, stvaranje OPN-a moze biti povecano i time prisutno u svim dijelovima tubula te
glomerulima (20). U ispitivanom normalnom tkivu bubrega izrazaj OPN-a pronaden je ve¢inom
u distalnim kanali¢ima te kalcifikatima, ali je u odredenom broju bioptickih uzoraka bio prisutan
duz svih dijelova nefrona, vjerojatno zbog prisutne popratne bolesti bubrega. Spomenuti rezultati
imunohistokemijskog bojanja upucuju na moguénost povecane sinteze OPN mRNA u
normalnom tkivu bubrega §to moze objasniti zasto u istrazivanju nije postignuta znacajna razlika

izmedu koli¢cine OPN mRNA u tumorskom i normalnom tkivu bubrega.
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U dobro diferenciranim tumorima bojanje na OPN pokazivalo je luminalnu lokalizaciju te
je nalikovalo bojanju benignih parenhimnih struktura — tubula, u skladu s opazanjima Browna i
sur. u ispitivanim karcinomima bubrega, probavnog sustava, dojke, prostate, jajnika i Stitne
zlijezde (26). U ovom istrazivanju izrazaj OPN-a, odreden prvenstveno kao postotak OPN
pozitivnih tumorskih stanica u pojedinom bioptickom uzorku, pokazao je znacajnu povezanost s
obiljezjima tumora koja utjecu na prognozu KBS-a: veli¢inom tumora, nuklearnim gradusom,
patoloskim stadijem te Ki-67 indeksom proliferacije. Tumori nuklearnog gradusa 1 nisu
pokazivali izrazaj OPN-a, ali transformacijom prema visem nuklearnom gradusu, povecavao se
postotak OPN pozitivnih tumora. Navedeni rezultat u skladu je s istrazivanjima na drugim
humanim tumorima kao $to su gliomi (30) te karcinomu prostate (35) i dojke gdje je od
patohistoloskih cimbenika jedino histoloski gradus bio povezan s izrazajem OPN-a u
karcinomskim stanicama (29). Coppola i sur. su povezanost izrazaja OPN-a sa stadijem utvrdili
za KBS te za karcinom mokra¢nog mjehura, debelog crijeva, grkljana, usne Supljine i zZlijezda
slinovnica (27). Povezanost OPN mRNA s progresijom tumora utvrdena je takoder za karcinom
debelog crijeva (36) te karcinom jetre (32) i Zeluca (33). Kao i u radu Coppolae i sur. OPN je u
naSem istrazivanju bio povezan sa stadijem KBS-a, §to vjerojatno odrazava u¢inak OPN-a na
procese napredovanja tumora, kao $to su poticanje migracije stanica, invazija izvanstani¢nog
matriksa te poticanje neoangiogeneze. Obzirom da OPN sadrzi RGD domenu koja veze avf
integrine stani¢ne povrsine, OPN tim putem moZze potaknuti razliite signalne putove koji u
konac¢nici dovode do promjena u stani¢nom ponasanju karakteristi¢ne za zlo¢udno transformirane
stanice (17). Prisustvo avp integrina pronadeno je na povrsini razli¢itih vrsta tumorskih stanica
pa tako i u KBS-u (103), a na modelu karcinoma dojke dokazano je da je povecan izrazaj osobito
avB3 integrina povezan s progresijom tumora zahvaljuju¢i medudjelovanju OPN-a s navedenim

integrinima (104). Isto tako, poznato je da OPN svoje u¢inke moze ostvariti i medudjelovanjem s
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razli¢itim ¢lanovima porodice molekule CD44 (17). U KBS-u je pronaden povecan izrazaj
molekule CD44s u odnosu na normalno tkivo bubrega te je utvrdena povezanost s loSim
prognostickim pokazateljima i kra¢im prezivljavanjem bolesnika (105). U karcinomu zeluca
zajednicki izrazaj OPN-a i CD44v9 bio je povezan s invazijom limfnih zila i limfogenim
metastazama (33). Poticanje razgradnje ISM-a 1 poticanje neoangiogeneze predstavljaju takoder
mehanizme napredovanja tumora posredovane OPN-om (17). Na modelu adenokarcinoma pluca
utvrdena je korelacija izrazaja OPN-a i MMP-9 (106) te zajednicki izrazaj OPN-a i VEGF-a s
brojem krvnih zila i prezivljavanjem bolesnika (45). Iz navedenog se moze zakljuciti da
povecano stvaranje OPN-a od strane tumorskih stanica ima utjecaja na invaziju i metastaziranje,
procese u kojima je presudno medudjelovanje izmedu tumorskih stanica i izvanstani¢nog
matriksa, ali i ne-tumorskih stanica — endotelnih stanica, a na$i rezultati upucuju da spomenuti

mehanizmi mogu biti u podlozi progresije SKBS-a.

U ovom istrazivanju povecan izrazaj OPN-a bio je prisutan u ve¢im tumorima, kao i
onima koji su pokazivali veéi rast, odreden kroz Ki-67 indeks proliferacije. U nekoliko je
eksperimentalnih studija pokazan utjecaj OPN-a na rast tumora poticanjem sinteze i aktivnosti
receptora ¢imbenika rasta kao sto su HGFR i EGFR (35,41,102). Osim toga, dokazan je utjecaj
OPN-a na kocenje apoptoze u razli¢itim vrstama tumorskih stanica (46,48,107-109). Isto tako,
Sourbier i sur. su na animalnom modelu KBS-a uocili povezanost aktivacije NF-kB i kocenja
apoptoze uz istovremeno povecanje veliCine tumora (88).U nasem istrazivanju utvrdena je
korelacija OPN-a s NF-kB te obrnuta korelacija s apoptozom u TMA SKBS-a. Obzirom da je
veli¢ina tumora odredena odnosom broja stanica u proliferaciji i onih koje nestaju apoptozom,
djelovanje OPN-a na proces apoptoze putem aktivacije NF-kB mozZe predstavljati jo§ jedan

mehanizam kojim OPN potice rast tumora.
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Znacajna povezanost izmedu izrazaja OPN-a i prezivljavanja bolesnika sa SKBS-om
utvrdena je u istrazivanju ove doktorske disertacije. Do sada je utjecaj OPN-a na prezivljavanje
utvrden za nekolicinu humanih tumora. U karcinomu plu¢a OPN kao i njegova mRNA su
pokazali povecan izrazaj u odnosu na normalno tkivo plu¢a, ali je samo OPN protein bio
znaCajno povezan s prezivljavanjem (45). Povecana kolicina OPN mRNA pronadena je i u
karcinomu jetre te je utvrdena povezanost sa gradusom, stadijem, recidivom bolesti te
prezivljavanjem bolesnika (32). U dvije studije na velikom uzorku karcinoma dojke pokazana je
povezanost poveéanog izrazaja OPN-a u tumorskim stanicama sa znacajno kracim
prezivljavanjem bolesnika (29,31). Uz to su Tuck i sur. na uzorku karcinoma dojke bez
limfogenih metastaza pokazali povezanost OPN-a s ukupnim prezivljavanjem kao i s duzinom
razdoblja do pojave recidiva bolest (31). U spomenutoj je studiji povezanost OPN-a s
prezivljavanjem takoder testirana i u multivarijatnoj analizi te je utvrdeno da jedino OPN medu
poznatim prognostickim c¢imbenicima karcinoma dojke posjeduje znacenje nezavisnog
prognostickog ¢imbenika (31). U KBS-u povezanost OPN-a s prezivljavanjem utvrdena je jedino
za OPN u serumu bolesnika (57), ali ne i u tumorskom tkivu. NaSe istrazivanje u tom je smislu
jedinstveno, jer po prvi puta prikazuje utjecaj OPN-a u tumorskom tkivu SKBS-a na klinic¢ki
ishod bolesnika. Testiraju¢i prognosticko znacenje OPN-a u multivarijatnoj analizi, jedino je
patoloski stadij pokazao povezanost s prezivljavanjem bolesnika $to je i1 u skladu s istrazivanjima
prognosti¢kih ¢imbenika u KBS-u. Medutim, kada je izrazaj OPN-a odreden kao postotak OPN
pozitivnih tumorskih stanica manji ili veéi od 25%, multivarijatna analiza je pokazala da je OPN
uz patoloski stadij nezavisni prognosti¢ki ¢imbenik (podatci nisu prikazani). Izrazaj OPN-a
odreden na opisani nacin pokazao je povezanost sa svim klini¢kopatoloskim pokazateljima KBS-

a osim, nazalost s patoloskim stadijem.
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Mehanizmi putem kojih OPN poti¢e tumorsku progresiju, u ovom trenutku nisu u
potpunosti poznati. Istrazivanja tih mehanizama samo su dijelom rasvijetljena putem
eksperimentalnih modela, dok njihovo utvrdivanje u slozenim bioloSkim sustavima humanih

tkiva tek slijedi.

Tkivne mikroareje su vrlo korisna metoda za vizualizaciju tumorskih biljega istovremeno
na tkivnom rezu velikog broja tumorskih uzoraka (110-113). Ovisno o prirodi antigena koji se
istrazuje, metoda TMA zahtijeva pazljivo osmi$ljavanje plana istrazivanja kao i provodenje
pokusa. Tu posebno dolazi do izrazaja problem uzorkovanja, odnosno odredivanja broja tkivnih
areja koje ¢e predstavljati pojedini tumorski uzorak, kao i odredivanje mjesta uzimanja tkivnih
areja iz tumorskog tkiva donorske parafinske kocke. Hoos i sur. isticu da je pri izgradnji TMA
klju¢an upravo odabir mjesta u standardnim tkivnim rezovima obojanim hemalaun-eozinom
promatranjem morfologije tumora (112). Na taj nacin, istiCu autori, osigurat ¢e se da izabrane
tkivne areje zaista sadrze informacije koje Zelimo analizirati. Osim toga, Gomaa i sur. navode
kako je potrebno uciniti i odredene prilagodbe same imunohistokemijske metode, koja se
primjenjuje u istrazivanju ovako stvorenih TMA, zbog smanjenja koli¢ine veznih mjesta
protutijela u odnosu na standardne rezove te promjene oksidacije antigena uslijed rezanja
parafinskih kocki s TMA (110). Zbog snaznijeg imunohistokemijskog bojanja TMA, u
istrazivanju je ove doktorske disertacije primijenjeno vece razrjedenje primarnog protutijela te je
skraé¢eno vrijeme njegove inkubacije s TMA.

Vecina studija provedenih na TMA predlaze da pojedini uzorak tumora bude zastupljen s
tri do Cetiri tkivne areje kako bi se precizno procijenila heterogenost tumora, izbjegao gubitak
materijala pri izradi tkivnih rezova te postigao rezultat kao da se u istrazivanju koriste standardni

tkivni rezovi (110-113). Uobicajeno je da se za statistiCku analizu koristi rezultat one tkivne areje
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s najvecim izrazajem ispitivanog biljega ili da se koristi srednja vrijednost svih ocitanih areja
(110,111). U skladu s istrazivanjima provedenim na TMA KBS-a, u istrazivanju ove doktorske
disertacije koristila su se tri tkivna cilindra iz najreprezentativnijeg podrucja tumora. Gomaa 1 sur.
smatraju da je u istrazivanju meduodnosa tumorskih proteina tehnika TMA pouzdana, dok to nije
uvijek slucaj kada se istrazuje povezanost odredenog tumorskog biljega s klini¢kopatoloSkim
parametrima (110). Isto tako, Gillett i sur. ne preporucuju koristenje TMA analize u testiranju
novih protutijela, obzirom da nije poznat raspored ispitivanih biljega u tkivu (113). Obzirom da
su u ovom istrazivanju TMA sluzile upravo za odredivanje meduodnosa izrazaja OPN-a, NF-«B 1
apoptoze, koriStena je samo jedna tkiva areja za procjenu njihovog meduodnosa. Odabrana je bila
ona areja koja je pokazivala najveéi izrazaj, odnosno aktivaciju NF-kB, jer se ocekivalo da ¢e se
to odraziti na izrazaj preostalih molekula. U prilog te pretpostavke govori snaznija i znacajnija
korelacija izmedu aktivacije NF-kB i izrazaja OPN-a u istoj tkivnoj areji, u usporedbi s
koristenjem srednje vrijednosti izrazaja OPN-a svih procijenjenih areja u korelaciji s aktivacijom
NF-kB (podatci nisu prikazani).

Glede reproducibiliteta rezultata TMA, nije izvrSena usporedba odgovarajuc¢ih tumorskih
uzoraka na TMA s onima na standardnim rezovima. Umjesto toga, koriste¢i zasebni manji uzorak
SKBS-a, koji je posluzio prvenstveno za odredivanje OPN mRNA, ucinjena je korelacija izrazaja
OPN-a s aktivacijom NF-kB na standardnim rezovima, kao $to je u¢injeno i na TMA rezovima, a
postignuti rezultati su bili isti. To upuéuje na dobar odabir nacina izgradnje TMA kao i metode
ocjene izrazaja ispitivanih biljega u ovom istrazivanju.

Koriste¢i TMA u ovom je istrazivanju usporeden izrazaj OPN-a s aktivacijom NF-kB u
tumorskim stanicama kako bi se utvrdila njihova moguéa povezanost na modelu SKBS-a.
Nekoliko je eksperimentalnih studija na stani¢nim linijama melanoma, karcinoma dojke i

endotelnih stanica pokazalo da je NF-kB transkripcijski ¢imbenik ¢ijom aktivacijom OPN
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posreduje razlic¢ite ucinke poput proliferacije stanica i invazije ISM-a (82-84) te izbjegavanja
apoptoze (46). Isto tako, na in vivo i in vitro modelu karcinoma prostate dokazan je u¢inak OPN-
a na aktivaciju NF-xB ¢ime se poti¢e rast tumora, migracija i invazija ISM-a zbog aktivacije
MMP-2 te neoangiogeneza zbog povecanog stvaranja prostaglandina E2 (114). U spomenutoj je
studiji eksperitmentalni model potvrden kroz korelaciju navedenih molekula u bioptickim
uzorcima karcinoma prostate (114). U istrazivanju je ove doktorske disertacije pokazana
korelacija OPN-a, ali i njegove mRNA s NF-«kB aktivacijom koja je bila izrazena kao nuklearno
bojanje tumorskih stanica. To se opazanje moze objasniti parakrinom ili autokrinom stimulacijom
tumorske stanice nakon vezivanja OPN-a za receptore stani¢ne povrsine. Glavni receptori OPN-a
su avp integrini te porodica molekula CD44 ¢iji je povecani izrazaj dokazan u tkivu SKBS-a
(103,105). Postoji moguénost da vezivanje OPN-a porijekla tumorskih i/ili stromalnih stanica
aktivira nizvodne signalne putove koji u konacnici dovode do aktivacije NF-«kB u tumorskim
stanicama SKBS-a.

U ovom istrazivanju izrazaj OPN-a je korelirao s obje NF-kB podjedinice u TMA i to u
slucaju nuklearnog 1 citoplazmatskog imunohistokemijskog bojanja na NF-kB. Unato¢
intenzivnom 1 opseznom istrazivanju signalnih putova u koje je ukljuen ovaj transkripcijski
¢imbenik, i dalje ostaju otvorena brojna pitanja vezana uz djelovanje NF-kB u sloZenim in vivo
uvjetima kao npr. koji NF-kB dimeri posreduju pojedine stani¢ne reakcije, aktivacija kojih NF-
kB podjedinica je karakteristicna za pojedine vrste tumora, ili koji su to specifiéni mehanizmi
odgovorni za konstitutivnu NF-kB aktivaciju u odredenim tumorskim modelima. Uobic¢ajeno je
da se pod pojmom NF-«B podrazumijeva p50-p65 heterodimer, koji se u stanicama i stvara u
najveéim koli¢inama te se stoga njegove podjedinice i istrazuju u razli¢itim tumorskim
modelima. U veéini je patohistoloskih studija razli¢itih humanih tumora ispitivan izrazaj samo

p65 podjedinice NF-kB, a u rijetkima i p50 podjedinica. U nekim tumorskim modelima poput
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karcinoma endometrija (78), usne Supljine (115) te karcinoma bubrega (73) dokazana je
korelacija aktivacije obje NF-kB podjedinice 1 njihov zajednicki utjecaj na tumorigenezu ili
progresiju tumora, dok je u drugim tumorskim modelima poput karcinoma prostate povezanost s
progresijom tumora utvrdena samo za p65 podjedinicu S§to autori objasnjavaju malom
transaktivacijskom aktivnosti pS0 podjedinice kao 1 represorskim djelovanjem p50 homodimera
na ciljne gene (114). U istrazivanjima NF-kB u tumorskim tkivima metodom imunohistokemije,
aktivacija NF-kB odgovarala je nuklearnom pozitivitetu, a metoda imunoblotinga sadrzaja
tumorskih jezgri u nekim je pak istrazivanjima zatim potvrdila da se zaista radi o specificnoj
imunohistokemijskoj reakciji, odnosno da se radi o translokaciji NF-kB proteina u jezgru
tumorske stanice (73,74,76,77,79). U nekim su patohistoloskim studijama istrazivaci koristili
protutijela koja prepoznaju i aktivni oblik NF-kB podjedinica te su uocili citoplazmatski
pozitivitet tumorskih stanica Sto znaci da se aktivni oblik NF-kB zadrzava u citoplazmi tumorskih
stanica (74,81). Kao Sto je prethodno spomenuto, citoplazmatski je smjestaj NF-kB proteina
korelirao s OPN-om $to upucuje na mogucnost popratnog djelovanja OPN-a na transkripciju NF-
kB gena ili kao $to je ve¢ spomenuto, na mogucnost aktivacije NF-kB djelovanjem OPN-a s
posljedi¢nim zadrzavanja aktivnog oblika NF-kB u citoplazmama stanica SKBS-a.

Onkogena uloga NF-kB opisana je za niz hematopoetskih novotvorina i solidnih tumora
gdje je njegova konstitutivna aktivacija povezana s tumorskim rastom zbor ubrzane stani¢ne
proliferacije i smanjene apoptoze te s invazijom tumora kao posljedicom povecane stani¢ne
adhezije 1 migracije te pojaCane angiogeneze (64,79-82,114,115). Zanimljivo je da se opisani
ucinci pripisuju i djelovanju OPN-a. Opcenito je prihvaéena ¢injenica da je nuklearna lokalizacija
aktivnog oblika NF-kB proteina ¢eS¢e prisutna u tumorskim stanicama kao posljedica trajne
aktivacije u suprotnosti s kratkotrajnom NF-kB aktivacijom u stanicama normalnih tkiva. U

skladu s tom ¢injenicom, u ovom je istrazivanju pronadena razlika u stupnju aktivacije izmedu
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tubularnih stanica bubrega 1 stanica SKBS-a, kao §to je prethodno opisano za karcinom bubrega
(73), prostate (79), zeluca (77), guSteraCe (74), debelog crijeva (76) i usne Supljine (75).
Medutim, u istrazivanju nije pronadena razlika u citoplazmatskom NF-«xB bojanju izmedu
normalnog i1 tumorskog tkiva, suprotno od opazanja za kolorektalni karcinom (76), karcinom
prostate (79) i usne Supljine (75), gdje je pronaden povecan izrazaj NF-xB u citoplazmi
tumorskih stanica, vjerojatno kao posljedica poveéanog izrazaja NF-kB gena.

U istrazivanju je prikazana povezanost izrazaja OPN-a s indeksom apoptoze na tkivnim
rezovima SKBS-a dobivenim metodom TMA. Naime, tumori karakterizirani povecanim
izrazajem OPN-a pokazivali su mali apoptoticki indeks, i obrnuto. Koriste¢i Pearsonovu
korelaciju u statistickoj analizi, postignut je samo trend prema statistickoj znacajnosti izmedu
indeksa apoptoze s jedne te OPN-a i p65 podjedinice s druge strane. Medutim, kada je u
korelaciji s apoptotickim indeksom koristen zbroj OPN-a i aktivirane p65 podjedinice, postignuta
je znacajna obrnuta korelacija $to podupire hipotezu o utjecaju aktivacije NF-kB u kontroli
apoptoze djelovanjem OPN-a.

Za oba oblika OPN-a, topljivi, koji ima ulogu citokina, te netopljivi, koji je vezan uz ISM,
dokazana je zastitna uloga u apoptozi u nekoliko stani¢énih modela (46,48,107-109). OPN moze
pokrenuti anti-apoptoticke signale vezivanjem ili za integrine ili za neku od molekula CD44
porodice na stani¢noj povrsini, ali pritom u nizvodnim signalnim putovima dolazi do aktivacije
potpuno razlic¢itih molekula, §to ovisi o vrsti aktiviranih receptora kao i tipu stanice u kojoj se ta
zbivanja odvijaju. U tom smislu su Scatena i sur. dokazali ukljuc¢enost NF-kB u antiapoptoticke
signalne putove OPN-a na modelu endotelnih stanica Stakora (46), a nekoliko je istraZivanja na
stani¢nim linijama ukazalo na ulogu NF-xB u apoptozi KBS-a (87,88,95,96).

Vrlo je malo podataka o izrazaju NF-«kB u tkivu humanog KBS-a, ali ono §to je poznato, u

skladu je s rezultatima studija koje su provedene na drugim vrstama tumora o utjecaju NF-«B na
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tumorsku progresiju (73,88). Ovo istrazivanje pokazalo je znacajnu obrnutu korelaciju izmedu
aktivacije NF-kB i indeksa apoptoze u tkivu SKBS-a, potvrdivsi rezultate experimentalnih studija
(87,88,95,96). Analiziraju¢i pritom zasebni doprinos postotka 1 jakosti bojanja tumorskih jezgri
na NF-kB, pronadeno je da jakost bojanja ima vec¢i utjecaj od postotka, odnosno, kada je u
statistiCkoj analizi uzet u obzir samo postotak pozitivnih jezgri, korelacija s indeksom apoptoze
nije postignuta (podatci nisu prikazani). Ovaj rezultat mogu objasniti opazanja experimentalnih
istrazivanja na Vinskoj musici o tome da ve¢ vrlo male koli¢ine NF-kB proteina u jezgri mogu
imati znacajne posljedice u organizmu (63). Moguce je stoga da jakost nuklearnog
imunohistokemijskog bojanja odgovara koli¢ini aktiviranog NF-kB proteina koji se translocirao u
jezgru.

Kako bi se pronaSao ucinkovit lijek za lijeCenje odredenog tipa tumora, potrebno je
istraziti mehanizme njegovog nastanka i napredovanja, odnosno istraziti doprinos pojedinih
molekula te odrediti njihove slozene odnose specifi¢ne za pojedini tumorski model. U KBS-u
dokazana je uloga OPN-a i NF-kB prvenstveno u njegovoj progresiji u eksperimentalnim
uvjetima 1 klini¢kopatoloskim istrazivanjima. Kocenje procesa apoptoze aktiviranim NF-kB-om
dokazano je takoder na modelu KBS-a, ¢ak su otkriveni i signalni putovi koji su odgovorni za tu
aktivaciju. U nedavno objavljenoj studiji Sourbier i sur. su na animalnom modelu dokazali da u
KBS-u dolazi do konstitutivne aktivacije PI3K/Akt signalnog puta ¢ime autori objasnjavaju
konstitutivnu aktivaciju NF-kB u tom tumorskom modelu s posljedicnim produzenim
prezivljavanjem tumorskih stanica (116). U nesto ranijem radu na Ba/F3 stani¢nim linijama Lin i
sur. dokazuju da je spomenuti signalni put aktiviran medudjelovanjem OPN-a s molekulom
CD44 dovode¢i do istog ishoda — kocenja apoptoze (48). S druge pak strane, Scatena i sur.
predlazu aktivaciju NIK-a, kao posljedicu djelovanja OPN-a na avfp3 integrine, odgovornom za

aktivaciju NF-kB u endotelnim stanicama Stakora (85). Rezultati naseg istrazivanja ukazuju na
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mogucnost da je za kocenje apoptoze tumorskih stanica SKBS-a odgovorna konstitutivna
aktivacija NF-kB, koja je posljedica djelovanja OPN-a, a signalne putove koji su pritom
ukljuceni, treba tek istraziti.

Kocenje apoptoze, kao posljedica onkogenog djelovanja NF-kB, proucavana je u
nekolicini studija na stani¢nim linijjama karcinoma bubrega, potvrduju¢i kocenje NF-xB
signalnog puta novim ucinkovitim na¢inom lijecenja KBS-a (87,88,95,96). Dobro je poznato da
je metastatski proces, ve¢inom odgovoran za mortalitet u malignoj bolesti, u sustini neucinkovit
proces, u kojem vrlo mali broj tumorskih stanica koje napustaju primarno sijelo tumora, u
konac¢nici stvara nova tumorska sijela — metastaze. Tijekom tog procesa, tumorske su stanice
izloZene razli¢itim impulsima koji poticu rast stanice, ali isto tako i poticu njezinu programiranu
smrt — apoptozu. Impulsi koji koce apoptozu ne potpomazu samo metastatski proces, veé
omogucavaju tumorskim stanicama otpornost prema uobi¢ajenim kemoterapeuticima. U tom
smislu je aktivacija NF-kB povezana s rezistencijom na radio i kemoterapiju u razli¢itim
tipovima tumora (86) kao i KBS-u (88), a kocenje tog signalnog puta povecava ucinkovitost
postoje¢ih kemoterapeutika. Osim toga, na eksperimentalnim modelima karcinoma dojke,
prostate i melanoma dokazana je ucinkovitost nekolicine razlicitih lijekova djelujuéi na signalne
putove regulirane OPN-om, u kojima je izmedu ostalih molekula uklju¢en i NF-xB (62).

Ovo je istrazivanje pokazalo da OPN ima ulogu u napredovanju SKBS-a, pri ¢emu
koCenje apoptoze predstavlja jedan od mehanizama tog napredovanja vjerojatno ukljucujuéi
signalni put NF-kB. Rezultati ovog istrazivanja doprinose razumijevanju molekularnih
mehanizama kojima OPN poti¢e progresiju SKBS-a, S§to moze doprinijeti boljem
dijagnosticiranju ove maligne bolesti te pomoci u pronalazenju novih nacina lijeCenja ovog tipa

tumora. Odredivanje izrazaja OPN-a i NF-kB moglo bi postati dio rutinske patohistoloske
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pretrage SKBS-a i tako pomo¢i u prepoznavanju bolesnika s agresivnijim oblicima SKBS-a koji

bi uz kirursko trebali primiti 1 dodatno lijecenje.
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6. ZAKLJUCCI

Rezultati ovog istrazivanja upucuju na slijedece zakljucke:

1.

OPN protein je pojacano izrazen u tumorskom tkivu SKBS-a u odnosu na normalno tkivo
bubrega.

Izmedu SKBS-a i normalnog tkiva bubrega ne postoji razlika u koli¢ini OPN mRNA.
Povecan izrazaj OPN-a u tkivu SKBS-a povezan je s pokazateljima loSe prognoze kao $to
su nuklearni gradus, proliferacija tumorskih stanica i veli¢ina tumora te stadij prosirenosti
bolesti.

Povecan izrazaj OPN-a zdruzen je s kra¢im prezivljavanjem bolesnika sa SKBS-om.

U SKBS-u prisutna je konstitutivna aktivacija pS0 i p65 podjedinice NF-kB heterodimera.
Korelacija izrazaja OPN proteina i OPN mRNA s p65 NF-kB podjedinicom upucuje na
aktivaciju NF-«xB signalnog puta djelovanjem OPN-a u SKBS-u.

Obrnuta povezanost NF-kB i apoptotickog indeksa ukazuje na uklju¢enost ovog
transkripcijskog ¢imbenika u signalne putove kocenja apoptoze u SKBS-u.

Povezanost povecanog izrazaja OPN-a sa smanjenjem apoptoti¢kog indeksa te aktivacijom
NF-«B upucuje na ulogu OPN-a u kocenju apoptoze putem aktivacije NF-kB na modelu

SKBS-a.
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8. POPIS SKRACENICA

cDNA

EGFR
HGFR
H-score
IKK
ISM
KBS
MMP
mRNA
NF-«xB
NG

NIK

NO

OPN
PI3K/Akt
pT

QPCR

RGD

komplementarna deoksiribonukleinska kiselina (od engl. complementary
deoksiribonucleic acid)

receptor za epidermalni ¢cimbenik rasta (od engl. epidermal growth factor receptor)
receptor za ¢imbenik rasta hepatocita (od engl. hepatocyte growth factor receptor)
histoloski skor (od engl. histological score)

IxB kinaza

izvanstani¢ni matriks

karcinom bubreznih stanica

matriks metaloproteinaza

glasnicka ribonukleinska kiselina (od engl. messenger ribonucleic acid)

jezgreni ¢imbenik kappa B (od engl. nuclear factor kappa B)

nuklearni gradus

kinaza koja potice jezgreni ¢imbenik kappa B (od engl. nuclear kappa B inducing
kinase)

dusikov monoksid

osteopontin

fosfatidilinozitol 3-kinaza/protein kinaza B

patoloski stadij

kvantitativna lanc¢ana reakcija polimerazom (od engl. quantitative polymerase
chain reaction)

argininom, glicinom i aspartatom bogata domena (od engl. arginine-glycine-

aspartate rich domain)
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RQ relativna koli¢ina (od engl. relative quantity)
RT-PCR reverzna transkripcija — lancana reakcija polimerazom (od engl. reverse

transcription polymerase chain reaction)

SKBS svijetlostani¢ni karcinom bubreznih stanica

TMA tkivne mikroareje (od engl. tissue microarray)

TNF ¢imbenik nekroze tumora (od engl. tumor necrosis factor)

TUNEL terminal deoxynucleotidyltransferase-mediated dUTP nick end labeling

uPA urokinazni aktivator plazminogena

VEGF vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (od engl. vascular endothelial growth factor)
VHL von Hippel-Lindau
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