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AIF ¢imbenik indukcije apoptoze (eng. Apoptotic Inducing Factor)

Apaf-1 apoptotski aktiviraju¢i faktor proteaze-1 (eng. Apoptotic protease activating
factor)
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FIGO Medunarodna federacija ginekologa 1 opstetriCara (eng. International

Federation of Gynecology and Obstetrics)

FITC fluorescein izotiocijanat (eng. fluorescein isothiocyanate)

FSH folikularni stimuliraju¢i hormon (eng. Follicle-stimulating hormone)

Igf-1 inzulinu sli¢an ¢imbenik rasta- 1 (eng. Insulin Like Growth Factor 1)
IGFBP vezuéi protein za inzulinu sli¢an ¢imbenik rasta(eng. Insulin-like growth

factor-binding protein)

IGF-IIR receptor 2 za inzulinu slican ¢imbenik rasta (eng. The Insulin-like Growth
Factor 2 Receptor)

IGF-IR receptor 1 za inzulinu slican ¢imbenik rasta (eng. The Insulin-like Growth

Factor 1 Receptor)
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1. UVOD

1.1. Jajnik

Jajnik je parni, primarni organ Zenskog spolnog sustava, koji proizvodi zZenske jajne
stanice (oocite) 1 spolne hormone. Tkivo jajnika sadrzi nekoliko stani¢nih vrsta razliitog
embrionalnog porijekla koje ukljucuju: zametne stanice (oocite ili jajne stanice) i somatske
stanice (granuloza stanice, teka stanice i stanice strome), ¢ija je interakcija odgovorna za

morfogenezu i fiziolosku funkciju jajnika (1).

1.1.1.  Embrionalni razvoj jajnika

Indiferentna osnova jajnika nastaje krajem petog tjedna embrionalnog razvoja u
obliku parnog spolnog nabora (gonada) uslijed proliferacije celomskog epitela 1 podlezeceg
intermedijarnog menzenhima (2). Celomski epitel, koji prekriva povrSinu spolnih nabora,
postaje jednoslojni pokrovni epitel jajnika. lako u razliitim fazama razvoja fetusa
celomski epitel moZe biti 1 viSeslojan, pred porod ponovno postaje jednoslojan, a epitelne
stanice mogu varirati od jednostavnih plo€astih i1 kubi¢nih do cilindricnih (3).
Invaginacijom celomskog epitela razvija se 1 epitel Mullerovih kanala (buduca maternica,
jajovod i dio rodnice) (4). Nediferencirane spolne prastanice, podrijetlom iz endoderma
zumanj¢ane vrece, u 5 tjednu embrionalnog razvoja naseljavaju spolne nabore te se sad
nazivaju oogonije. Tijekom 6 tjedna embrionalnog razvoja postupno se inkorporiraju
unutar epitelnih trataka koji nastaju proliferacijom celomskog epitela u mezenhim (Slika

1.).
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Slika 1. Shematski prikaz poprecnog presjeka kroz slabinski dio
zametka u Sestom tjednu razvoja. Vide se spolni tracci u

osnovi gonade koji okruzuju spolne prastanice.

Ovi epitelni tracci predstavljaju primarne spolne tracke koji nedugo nakon stvaranja
propadaju i bivaju zamjenjeni vaskulariziranom stromom koja predstavlja buducu srz
odraslog jajnika. Sekundarni spolni traci koji se joS nazivaju 1 kortikalni tracci
proliferiraju u 7. tjednu embrionalnog razvoja inkorporiraju¢i oogonije smjeStene u
buducoj kori odraslog jajnika (Slika 2.) (5).

Tijekom 16. tjedna fetalnog razvoja kortikalni tracci se dijele na manje nakupine
spolnih stanica ¢ijom daljnjom podjelom dolazi do stvaranja primordijalnih folikula (6).
Primordijalni folikuli u ljudskom fetusu mogu se zapaziti najranije u 18. tjednu razvoja
kada sadrze jednu pojedina¢nu jajnu stanicu (primarnu oocitu) okruzenu jednim slojem
epitelnih stanica (Slika 2.) (7). Broj jajnih folikula dosegne svoj maksimum oko 20-og
razvojnog tjedna, od kojih ¢e samo 1% proc¢i proces ovulacije, dok ¢e preostali jajni
folikuli nestati tijekom procesa koji se naziva atrezija (8). Intenzivna mitotska proliferacija

spolnih prastanica (oogonija) odvija se sve do 20. tjedna razvoja postupno se smanjujuci do
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28. tjedna. U treCem mjesecu trudnoce oogonije postupno ulaze u mejotsku diobu te
prolaze kroz profazu I mejotske diobe koja biva zaustavljena u diplotenom stadiju i
pretvaraju se u primarne oocite (8). Proces sazrijevanja spolnih stanica nastavlja se u
pubertetu kada primordijalni folikuli podlijezu folikulogenezi prolaze¢i kroz nekoliko

razvojnih faza od primarnog, sekundarnog do tercijarnog folikula (9).

propadanje
medularnih - povrsinski epitel
trataka
propadan;‘e primarna
medularnih

: oocita
tracaka

kanal

Miillsiov kanal povrsinski epitel

kortikalni tracci
Mullerov kanal

Slika 2. Shematski prikaz poprecnog presjeka kroz zametak u podrucju ovarija u osmom
tjednu razvoja (lijevo). Vidi se propadanje medularnih tracaka i nastajanje
kortikalnih tracaka. Na shemi desno je prikaz uzduznog presjeka u podrucju
ovarija u dvadesetom tjednu razvoja. Kora jajnika sadrzava skupine primarnih

oocita okruzenih folikularnim stanicama.

1.1.2.  Histologija zdravog reproduktivnog i postmenopauzalnog jajnika

Od mezenhima u jajniku odrasle Zene nastaju dva neoStro razgranicena dijela:
vezivna srZ s mnoStvom krvnih zila 1 kora, u kojoj prevladavaju jajni folikuli u razli¢itim

stupnjevima razvoja i regresije (10, 11). Primordijalni folikuli od puberteta do menopauze
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tijekom menstruacijskog ciklusa prolaze kroz proces folikulogeneze koji se sastoji od
promjena oocite, granuloza stanica i fibroblasta strome koji okruzuju folikule. Pod
utjecajem hormona koji stimulira folikule (FSH), folikul prolazi kroz tri razvojna stadija od
primarnog ili preantralnog u kojem je oocita okruzena jednim ili vise slojeva folikularnih
stanica, preko sekundarnog ili antralnog u kojem dolazi do nakupljanja tekucine izmedu
slojeva granuloza stanica i stvaranja antruma odnosno do nastanka unutrasnjeg i vanjskog
sloja teka stanica u tercijalnom (preovulacijskom ili Graafovom) folikulu (4, 10). Pravilan
razvoj folikula ovisi o0 medusobnoj interakciji svih stanica koje ga tvore kao $to su oocita,
granuloza i teka stanice te izvanstani¢nog matriksa i ¢imbenika rasta (12, 13).

Povrs$inu jajnika prekriva modificirani sloj mezotela, koji se sastoji od plocastih ili
kubi¢nih stanica, a tijekom razvoja nastaje iz pluripotentnih stanica celomskog epitela (10).
Pokrovni epitel jajnika odrasle Zene zadrZzava i epitelne 1 mezenhimalne karakteristike te
pokazuje izuzetnu mogucnost diferencijacije u razli¢itim smjerovima tijekom procesa
postovulacijskog cijeljenja 1 nastanka novotvorina pokrovnog epitela jajnika (3, 14).
Tijekom starenja glatka povrSina jajnika u odrasle Zene postaje naborana. Naime, tijekom
procesa postovulacijskog cijeljenja nastaju brojne invaginacije 1 inkluzijske ciste koje
ostaju inkorporirane u kori jajnika (3). Epitelne stanice unutar invaginacija i1 inkluzijskih
cista ¢eSc¢e su kubicnog izgleda te imaju izrazenu sklonost prema metaplasti¢noj promjeni
(15).

U postmenopauzi dolazi do atrofije tkiva jajnika te se veli¢inom smanjuju na
polovinu veli¢ine reproduktivnog jajnika. HistoloSki karakteriziran je nedostatkom
primordijalnih folikula, a samim tim 1 folikula u razvoju, zutog tijela i atreti¢nih folikula. U
stromi koja se u vecini slucajeva sastoji od vezivnog tkiva i oZziljaka od bijelih tijela,
vidljive su brojne inkluzijske ciste 1 zlijezde koje nastaju od pokrovnog epitela jajnika (9,

16).
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1.1.3.  Atrezija u jajniku

U jajniku, koji sadrzi podrucja stani¢ne proliferacije i regeneracije, odstranjivanje
oStecenih stanica 1 oCuvanje tkivne pregradnje odvija se putem degenerativnog procesa koji
se zove atrezija (17). Dakle normalan razvoj i funkcija jajnika su povezani sa stani¢nom
smrti zametnih i folikularnih stanica, stanica pokrovnog epitela jajnika te zutog tijela (18-
20). Takoder se pretpostavlja da masivni gubitak zametnih stanica nastaje u kromosomski
poremecenim jajnicima $to dovodi do poremeéaja u razvoju gonada i posljedicnog
stvaranja fibroznih tracaka (21-23).

Tijekom prenatalnog razvoja odvija se atrezija oogonija paralelno sa njihovom
proliferacijom, a najvecéa stopa atrezije podudara se s najve¢om stopom proliferacije (20.
tjedan) (7, 11). U reproduktivnom jajniku atrezija folikula koji nisu preodredeni za
ovulaciju moze se dogoditi na bilo kojem stadiju razvoja folikula, ali je posebice izraZzena u
ranom antralnom stadiju (24-27).

Dok u primordijalnim 1 preantralnim folikulima atrezija zapocinje programiranom
smréu oocite, glavno obiljezje atrezije u preovulatornim folikulima je pojedina¢na smrt
granuloza stanica koja dovodi do ljustenja velikog broja apoptotskih tjeleSaca u antralni
prostor te na koncu zavrSava smréu oocite (18, 28-32). S druge strane, netom prije same
ovulacije dolazi do atrezije stanica pokrovnog epitela janika isklju¢ivo u podru¢ju koje
prekriva tercijarni folikul (33, 34).

Studije na zivotinjskim modelima ukazuju da bi apoptoza mogla biti molekularni

mehanizam odgovoran za proces atrezije (35-38).




Ana Poljicanin Doktorska disertacija

1.2. Novotvorine jajnika

1.2.1.  Epidemiologija

Novotvorine jajnika s pojavnosti od 10-15/100000 su jedne od naj¢es¢ih malignih
promjena u tijelu Zene te se po smrtnom ishodu nalaze na prvom mjestu u odnosu na ostale
novotvorine spolnog sustava Zene (39). U Hrvatskoj rak jajnika je peto najcesce sijelo raka
u zena. Pojavnost i smrtnost od raka jajnika u Hrvatskoj su u porastu, posebice u dobnim
skupinama iznad 60 godina (40).

Uzrok nastanka karcinoma jajnika joS§ uvijek nije poznat, ali je nekoliko ¢imbenika
povezano s porastom ili smanjenjem rizika za ovu bolest. Vecina epidemioloskih studija
pokazuje da dob, rasa, neplodnost, karcinom jajnika u obitelji te karcinom dojke i
endometrija u anamnezi povecavaju rizik za nastanak karcinoma ovarija. S druge strane
veéi broj poroda, dojenje te upotreba oralnih kontraceptiva smanjuju taj rizik (40, 41).
Navedeni rezultati epidemioloskih studija podupiru ,hipotezu neprestanih ovulacija“
kojom se pokuSava objasniti nastanak karcinoma jajnika. Ova hipoteza, prvi put
predlozena od strane Fathalla 1 suradnika 1971. godine, pretpostavlja da ponovljena mala
oStecenja epitelne povrSine jajnika uzrokovana stalnim ovulacijama povecavaju
vjerojatnost nastanka ovarijskog karcinoma (42). Cramer i Welch smatraju da je prvi korak
u tumorigenezi pokrovnog epitela jajnika stvaranje inkluzijskih cista tijekom
postovulacijskog perioda cijeljenja (43). U prilog hipotezi govori 1 ¢injenica da tijekom
reproduktivnog razdoblja inkluzijske ciste u vecine Zena nestaju dok su kod zena koje
imaju tumor jajnika inkluzijske ciste prisutne u samom tkivu jajnika (44).

S druge strane studija Barker-a 1 suradnika predlaze teoriju o razvojnom porijeklu

karcinoma koji nastaje zbog izlozenost visokim razinama spolnih hormona majke
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(gonadotropini) tijekom fetalnog razvoja. U prilog teoriji idu i dokazi o djelovanju Stetnih
okolisnih ¢imbenika (razliCite kemijske tvari, pesticidi) tijekom fetalnog razvoja na
povecan rizik za nastanak karcinoma jajnika (45, 46).

Novotvorine jajnika morfoloski, histogenetski 1 klinicki predstavljaju heterogenu
skupinu novotvorina. Prema svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZO) ovisno o porijeklu
mozemo ih razvrstati u 11 skupina od kojih su tri najvece: epitelno-stromalne novotvorine
pokrovnog epitela, tumori spolnih stanica i tumori specijalizirane strome jajnika (Tablica
1.) (16). Tumori nastali od epitela povrSine jajnika ¢ine oko 60% svih novotvorina jajnika 1
80-90% svih zlo¢udnih novotvorina (16). Prema bioloSkom ponaSanju svaki od tumora iz
pojedine skupine dalje se dijeli na: dobrocudne, atipi¢no-proliferativne i1 zlo¢udno-
invazivne novotvorine. Zlo¢udnost tumora odreduje se na osnovi sposobnosti proliferacije
epitela, stvaranju papilarnih izraslina i postojanju ili nepostojanju razarajuce invazije

strome (41).

Tablica 1. Pojednostavljena klasifikacija novotvorina prema Svjetskoj zdravstvenoj

organizaciji (modificirana prema R.E. Scully) (16, 47)

I Epitelno-stromalne novotvorine pokrovnog epitela

Serozni tumori

Mucinozni tumori

Endometrioidni tumori

Paramezonefrioidni tumori

Tumori prijelaznih stanica (Brennerov tumor i karcinom prijelaznih stanica)
Mijesani epitelni tumor

Nediferencirani karcinom

Neklasificirani epitelni tumor
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Granuloza-stromalni tumori

Sertoli-Leydigov stani¢ni tumor (androblastom)

Steroido stani¢ni (lipidno-stani¢ni) tumori

Dizgerminomi

Tumori Zumanjcane vrece
Embrionalni karcinom
Koriokarcinomi

Teratomi
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1.2.2.  Epitelno-stromalni tumori

UvrijeZzeno je misljenje da epitelno-stromalne novotvorine pokrovnog epitela
jajnika nastaju iz jednoslojnog ploc¢astog ili kubi¢nog epitela koji prekriva povrSinu jajnika
ili epitela inkluzijskih cista. Medutim danas postoje i novije teorije koje smatraju da
epitelno-stromalne novotvorine jajnika nastaju iz epitela jajovoda, endometrija ili
peritoneuma (48, 49). Za razumijevanje histogeneze tumora pokrovnog epitela jajnika
vazno je naglasiti da tijekom razvoja pokrovni epitel jajnika nastaje iz pluripotentnih
stanica celomskog epitela kao i Mullerovi kanali iz kojih nastaju budu¢i jajovodi,
endometrij i endocerviks. Morfoloski, ovi tumori predstavljaju heterogenu skupinu
novotvorina Cije epitelne stanice imaju obiljezja epitela jajovoda (serozni), endometrija
(endometrioidni) ili endocerviksa (mucinozni) (47). Za razliku od ostalih tumora kod kojih
tijekom tumorske progresije dolazi do dediferencijacije epitelnih stanica u tumorima
pokrovnog epitela jajnika epitelne stanice obi¢no su bolje diferencirane nego epitelne

stanice iz kojih sam tumor i nastaje (50).

1.2.3. Serozni tumori

Serozni su tumori pretezno cisticne novotvorine ¢ija je unutraSnjost obloZena
visokim cilindricnim ili kubi¢nim epitelom Sto nalikuje na epitel jajovoda, a Supljine su
ispunjene bistrom, seroznom tekuc¢inom. NajceS¢e su cisticni iako mogu biti 1 pretezno
solidne grade (16, 47). Najucestaliji histoloSki tip tumora pokrovnog epitela jajnika su
serozni tumori (51). Makroskopski zlo¢udni serozni tumori jajnika mogu biti razlicite
veli¢ine od izrazito malih do preko 25 cm u promjeru te u vecini slucajeva istovremeno

zahvacaju oba jajnika (16). Dobro diferencirani tumori su solidne ili cisti¢ne tvorbe sa
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mekanim papilama na unutra$njoj ili vanjskoj strani povrSine dok su slabo diferencirani
tumori multicisti¢ne ili solidne, multinodozne tvorbe sa podrucjima krvarenja i nekroze.
Mikroskopski zlo¢udne serozne novotvorine (lat. cystadenocarcinoma serosum) su
gradene od cilindri¢nih ili kubi¢nih stanica koje oblazu Supljine, ali ujedno tvore brojne
makroskopske i mikroskopske papile. Nepravilna invazija strome je glavna osobina
zlo¢udnih novotvorina i po tome se ovi tumori razlikuju od novotvorina niskog malignog
potencijala. Invazivni rast uzrokuje stvaranje gustog vezivnog tkiva oko tumora
(dezmoplasticku reakciju strome), nekrozu i krvarenje. Tumorske stanice pokazuju izrazite
znakove atipije, a samo rijetko se moze naci plo€asta diferencijacija. Psamozna tjeleSca se
nalaze u dvije treine bolesnica, a samo rijetko mogu prevladavati u histoloskoj slici.
Mitoze su brojne, a cesto 1 nepravilna oblika, s nekoliko vretena i1 nepravilnom
segregacijom kromosoma. Prodor tumorskih stanica u limfne Zile, vene i arterije te na
povrsinu cista jasni su znaci zlo¢udnosti ovih novotvorina (47). S obzirom na stupanj
diferencijacije ili anaplazije, prema Silverberg klasifikaciji, zlo¢udne serozne novotvorine
ovarija mikroskopski mozemo stupnjevati kao tumore niskog, srednjeg i visokog stupnja
zlo¢udnosti (16, 52). Najces¢i su serozni tumori visokog stupnja zlocudnosti (Svjetska

zdravstvena organizacija-SZO stupanj III) sa izrazito loSom prognozom.

1.2.3.1. Kancerogeneza

Nedavno su Kurman 1 suradnici predloZzili novi model kancerogeneze novotvorina
jajnika koji se temelji na molekularnim, klini¢ckim 1 histopatoloSkima razlikama koje su
uocene izmedu niskog i1 visokog stupnja zlocudnosti seroznih tumora jajnika. Prema
predlozenom modelu postoje dva puta kancerogeneze (51, 53). Tumori I skupine razvijaju
se postupno iz dobro poznate prekursorne lezije, genetski su stabilne novotvorine i vrlo

rano pokazuju mutacije u KRAS 1 BRAF genima. Tipican predstavnik ove skupine je
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serozni mikropapilarni karcinom niskog stupnja zlo¢udnosti 1 obi¢no su FIGO stadija I.
Tumori II skupine su brzorastu¢e novotvorine koje nastaju de-novo iz pokrovnog epitela
jajnika ili inkluzijskih cista, genetski su izrazito nestabilne novotvorine, karakterizirane
mutacijom TP53. Tipi¢an predstavnik ove skupine je serozni karcinom visokog stupnja

malignosti i visokog stadija (51, 53).

1.3. Apoptoza

Apoptoza ili ,,programirana smrt stanice* (gr¢. a-po-toe-sis — otpadati s ne¢ega kao
lis¢e sa stabla) je aktivan, genetski kontroliran proces kojim pojedinacna stanica uz utroSak
energije i sintezu bjelancevina pokrece vlastitu smrt uz odrzanu cjelovitost membrane te
bez izazivanja upale (54-56). Apototske stanice otkrivene su jo$S u XIX. stoljecu u
razvojnim i histopatoloskim istrazivanjima, a po prvi put su opisane u Graafovom folikulu
zecjeg jajnika kao karioliza (57-59).

Razli¢ite morfoloske promjene koje se dogadaju tijekom apoptoze vidljive su
svjetlosnim i elektronskim mikroskopom (54-56). MorfoloSke promjene vidljive
navedenim tehnikama, a koje su karakteristicne za apoptozu ukljucuju: smanjenje stanice
sa zgusnutom citoplazmom te njeno izdvajanje iz okoline, bubrenje stani¢ne membrane,
kondenzaciju kromatina u polumjesecaste nakupine uz jezgrinu ovojnicu tijekom procesa
piknoze koji je glavna karakteristika apoptoze, nuklearnu fragmentaciju (karioreksa),
pupanje djelova stanicne membrane 1 formiranje apoptotskih tjeleSaca (54-56). Na
histoloSkom preparatu obojenom hemalaunom 1 eozinom apoptotsku stanicu vidimo kao
pojedinac¢nu stanicu ili nakupinu malih stanica ovalnog ili okruglog oblika s tamnom
eozinofilnom citoplazmom 1 tamno ljubicastim nuklearnim fragmentima kromatina (54-56,
60). Mikroskopski nalaz apoptotskih stanica potrebno je potvrditi drugim tehnikama

budu¢i da se promjene vidljive mikroskopom u tkivu zadrzavaju kratko vrijeme zbog brze

11
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fagocitoze apoptotskih tjelesace te takoder zbog Cinjenice da se mikroskopom mogu vidjeti

samo kasne promjene u procesu apoptoze dok rane promjene mogu ostati neprepoznate

(61).

zgusnjavanje stanice i kromatina

pupanje stanice

4 é%‘%a

liza apoptotskih tjelesaca @@)
€ o

| e
€ 6
apoptotska tjelesca

fragmentacija jezgre
i kontinuirano pupanje
makrofag R

Slika 3. Shematski prikaz morfoloskih promjena stanice u apoptozi

Na osnovu morfoloskih osobitosti razlikuje se od nekroze u kojoj dolazi do onkoze,
oticanja organela, pucanja staniéne membrane i posljedicnog gubitka unutarstani¢nog
sadrzaja (62). Osim apoptoze postoje i drugi oblici programirane stani¢ne smrti poput
autofagije, keratinizacija, anoikisa, kornifikacija, ekscitotoksi¢nosti, ~Wallerove
degeneracije kao 1 mnogih drugih (62-65).

Kao evolucijski nepromijenjen oblik stani¢ne smrti apoptoza je vazan dio
fizioloSkog razvoja embrija, preobrazbe i obnavljanja tkiva te atrofije tkiva ovisne o
hormonima (66-68). Upravo zato je za pravilan embrionalni razvoj i odrzavanje tkivne

homeostaze klju¢an pravilan tijek apoptoze. Ukoliko je poremecen mehanizam

12



Ana Poljicanin Doktorska disertacija

programirane stani¢ne smrti nefunkcionalne, mutirane ili na bilo koji nacin oStec¢ene
stanice izmaknu ovom kontrolnom mehanizmu te mogu dovesti do razvoja teskih bolesti
kao Sto su Alzheimerova bolest, Huntingtonova bolest, sr¢ana ishemija, autoimuni
poremecaji te razliCite novotvorine (69, 70). Zbog slabljenja ili izostanka pozitivnih signala
potrebnih za prezivljavanje stanica ili zbog primanja negativnih signala stanica pokrece
vlastitu smrt. Pokretaci samog procesa mogu biti brojni izvanstanicni ili unutarstani¢ni
¢imbenici kao Sto su: citokini, ¢imbenici rasta, hormoni, oSte¢enje DNA, ionizacijsko
zracenje, keomoterapeutici, virus 1 brojni drugi (18).

Proces apoptoze za razliku od nekroze, odvija se putem Cetiri ustaljene i strogo
kontrolirane faze: poetna faza, faza prijenosa i integracije signala, izvrSna (efektorska)
faza te faza uklanjanja stani¢nih fragmenata. Vazno je naglasiti da tijekom svake faze
djeluju 1 agonisticki i antagonisticki ¢imbenici te da prevaga bilo agonistickih bilo
antagonistickih ¢imbenika odlucuje o sudbini same stanice (47). U prvoj fazi brojni
¢imbenici, kao Sto su ultraljubicasto zracenje, toplina, NO, osmotski poremcaj i mnogi
drugi, dovode do pokretanja apoptotskog procesa (70, 71). Za razliku od njih, endogeni
¢imbenici 1 stereoidni hormoni preskacu ovu fazu aktivacije apoptoze (47). U drugoj fazi
apoptoze, koja je joS uvijek reverzibilna, dolazi do aktivacije spojeva koji prenose i
pojacavaju signale ili zaustavljaju prijenos signala. Medu ovim molekulama najvazniji su
enzimi pod imenom kaspaze. U kontroli prijenosa i integracije signala klju¢nu ulogu imaju
proteini iz mitohondrija koji pripadaju velikoj obitelji Bcl-2 bjelancevina (47). U trecoj
fazi izvrSne kaspaze enzimatski razgraduju stani¢ne elemente 1 dovode do stvaranja
apoptotskih tjeleSaca, dok u cetvrtoj fazi apoptotska tijeleSca fagocitiraju makrofazi (47,
72).

Procjenjuje se da proces programirane smrti stanice ovisno o kojoj se stanici radi i

koji je €imbenik potakne moZe trajati od 12 do 24 sata (61).

13
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1.3.1.  Apoptotski putevi

vanstaniéni put

ligandi: FAS, TRAIL

povrSinski receptori

TNF1, FAS, DR4, DR5, TRAIL1, 2 [unutarstanicni put |
signali smrti
Bax| | Bel2
a BelxL
prokaspaza-8 Bid
prokaspaza-10 _ )
domene smrti mitohondrij
citokrom-c
AIF
aktivna kaspaza-8i 10 apoptosom endonukleaza G
Apaf-1

prokaspaza-9

aktivna kaspaza-9

aktivna izvrdna kaspaza-3
Cimbenici prezivljenja =————,

APOPTOZA

Slika 4. Shematski prikaz dva apoptotska puta (unutarstanicni i izvanstanicni)
preko kaskadne aktivacije kaspaza (pune strelice) koji se mogu
preklapati te voditi zajednickom putu aktivacije izvrsnih kaspaza sa
rezultirajucom apoptotskom smrti stanice. Dio unutarstanicnog puta
koji ide preko AIF bjelancevine i endonukleaze G (prazna strelica) je
kaspaza neovisan nacin apoptoze. Izvanstanicni put: apoptotski signal
induciran je specificnim vezanjem liganda (FAS, TRAIL) za njihove
receptore (TNF1, FAS, DR4, DR5, TRAILI i 2) smjeStene na stanicnoj
membrani. Unutarstanicni put: apoptotski signal induciraju razliciti
nespecificni stresni ¢imbenici te djeluje preko Bcl-2 obitelji. Strelica u

obliku horizontalno polozenog slova T pokazuju inhibitorni ucinak.
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1.3.1.1. Kaspaza ovisni put apoptoze

Najistrazeniji putevi aktivacije apoptoze su: mitohondrijski ili unutarnji i1
receptorski ili vanjski put. U mitohondrijskom putu signali pokre¢u stanicnu smrt
aktivacijom pro-apoptotskih c¢lanova obitelji Bcl-2 koji djeluju na mitohondrijskoj
membrani utjeCuéi na njenu propusnost §to dovodi do otpustanja citokroma c. Otpusteni
citokrom ¢ veze se uz medijatorske molekule Apaf-1 i kaspazu-9 te uz ATP tvorei
kompleks koji se naziva apoptozom (73). U receptorskom putu do apoptoze dolazi nakon
vezanja molekula na receptore superobitelji ¢imbenika tumorske nekroze o (TNFa), koji
sadrze domene smrti na citplazmatskom dijelu membrane (74). Oba puta aktiviraju sustav
proteolitickih ~ enzima,  kaspaze  (citoplazmatske  cisteinil-aspartatno-specifi¢ne
endoproteaze) (engl. caspase, cysteine aspartyl proteases). U receptorskom putu prva se
aktivira kaspaza-8, a u mitohondrijskom kaspaza-9. Navedene kaspaze aktiviraju kaspazu-
3 (sinonimi CPP32, Yama i apopain) koja aktivira nukleazu CAD (engl. Caspase Activated
Dnase) (75). Kaspaze su stoga klju¢ni enzimi u kaspaza ovisnom putu apoptoze te
neovisno o nacinu njihova pokretanja cijepaju specificne supstrate 1 dovode do tipi¢nih
biokemijskih 1 morfoloSkih promjena. Ova proteoliticka kaskada u kojoj jedna kaspaza
moze aktivirati druge kaspaze vazna je jer pojacava apoptotski signalni put 1 dovodi do
vrlo brze smrti stanice (76). lako ovdje govorimo o dva odvojena puta za pokretanje
programirane smrti stanice novija istrazivanja upucuju da medu njima postoji

komunikacija (77).
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1.3.1.2. Kaspaza neovisni put apopotoze

Do sada opisani procesi aktivacije apoptoze uglavnom se ukljucivali kaspazu jer je
apoptoza u vecini slucajeva kaspaza ovisni proces, medutim istrazivanja u posljednjih 10-
ak godina govore da se proces apoptoze odvija i kaspaza neovisnim putem (78). Naime
tijekom 90-ih godina proslog stolje¢a vecina istrazivaca bila je uvjerena da su jedino
kaspaze odgovorne za smrt stanice u apoptozi, medutim istrazivanja s Jurkat stanicama u
kojima je pronadena smrt stanice morfoloski identi¢na apoptozi iako je kaspazna aktivnost
bila blokirana potvrdila je sumnje da postoji kaspaza neovisna apoptoza. U tim stanicama
medutim pokazana je povecana ekspresija proapoptotske Bax bjelancevine (79). Daljnja
istrazivanja na in vivo stanicama opisala su jo§ neke proteaze (osim kaspaza) kao §to je
kalpain, katepsin B, D, L, Omi/HtrA2 i granzim A i B koje su u konacnici dovodile do
programirane smrti stanice morfoloski identi¢ne apoptozi (78). Poznato je da ¢cimbenik koji
inducira apoptozu (AIF), a koji se nalazi u mitohondrijima moze potaknuti apoptozu
kaspaza neovisnim putem. Istrazivanja su pokazala da iako kaspaza neovisni put i kaspaza

ovisni put djeluju istovremeno kaspaza ovisni put moze biti manje u€inkovit (80, 81).

1.3.2.  Apoptoza u seroznim tumorima jajnika

U tumorima je poremecena fina ravnoteZa izmedu stanicne proliferacije 1 stanicne
smrti (82). Gharhemani 1 suradnici su predloZili da je upravo poremecaj u regulaciji
apoptotskog puta koji djeluje tijekom eliminacije pokrovnog epitela inkluzijskih cista
odgovoran za nastanak novotvorina ovarija (44). Smatra se da poremecaja u regulaciji
apoptoze moze nastati na bilo kojoj od faza odvijanja apoptoze a mehanizmi putem kojih

dolazi do izostanka apoptoze u tumorima mogu biti poremecaj ravnoteze proapoptotskih 1
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antiapoptotskih ¢imbenika, smanjena kaspazna aktivnost i oslabljena signalizacija putem
receptora smrti (83).

Veli¢ina apoptoze u histoloskim preparatima tumora mjeri se apoptotskim
indeksom (AI). U vec¢ini slucajeva apoptotski indeks se definira kao postotak apoptotskih
stanica na 1000 izbrojanih stanica, ali neki autori ga opisuju kao broj apoptotskih stanica
na 1000 izbrojanih stanica (60, 84).

UnatoC¢ uvrijeZenom stajaliStu o povezanosti smanjene apoptotske aktivnosti sa
tumorskim rastom brojne studije koje su istrazivale apoptozu u tumorima dokazale su da je
apoptotska aktivnost u tumorima povecana (60). Takoder je pokazano da se koli¢ina
apoptoze razlikuje ovisno o vrsti tumora, ali 1 o tumorskom gradusu, stadiju i1 progresiji
(60). Tako serozni tumori viSeg gradusa imaju visi apoptotski indeks nego tumori nizeg
gradusa. Visoki apoptotski indeks se pokazao kao neovisni pokazatelje loSe prognoze u

tumorima ovarija (70).

1.3.3.  Proapoptotski i antiapoptotski cimbenici

1.3.3.1. Kaspaza-3

Obitelj kaspaza ima vaznu ulogu tijekom procesa programirane stani¢ne smrti u
jajniku, §to su pokazale studije na genetski modificiranim modelima miSeva (,,knockout*
modeli) i u kulturama stanica (6, 85). Kaspaze (eng. cysteine — aspartic proteases, hrv.
cistein — aspartat proteaze) su dobile ime zbog cisteina na njihovom aktivnom mjestu (86,
87). Cetrnaest ¢lanovi obitelji kaspaza podijeljeni su u tri skupine: upalne kaspaze (1, 4, 5,
11, 12, 13, i 14), inicijacijske kaspaze (2, 8, 9 1 10) 1 izvrSne kaspaze (3, 6 1 7) (86, 87). U
stanici kaspaze postoje u neaktivnom obliku, kao prokaspaze, a bivaju aktivirane u pazljivo

reguliranom procesu, nakon Sto stanica dobije poticaj za apoptozu. Aktivacija kaspaza
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odvija se postupno, tako da svaka aktivirana kaspaza cijepa sljedec¢u prokaspazu u njezin
aktivni oblik Sto dovodi do pojacavanja apoptotskog signalnog puta Sto u konacnici dovodi
do vrlo brze stani¢ne smrti (76).

Kaskadna aktivacija kaspaza je odgovorna za proteoliticko cijepanje
bjelancevinskih supstrata, aktivaciju nukleaza i DNK razgradnju te konacno odstranjenje
stani¢nog sadrzaja uz pomo¢ makrofaga. Kljucna efektorska kaspaza je kaspaza-3. Ona
povezuje mitohondrijski 1 receptorski put u zajednicki kaspaza ovisan proces apoptoze (76,
88, 89).

Kaspaza-3 uz TUNEL (eng. Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling,
deoksinukleotidil-tranferaza — TdT) metodu, kojom se oznaCavaju OH skupine na
krajevima DNA fragmenata sluzi kao kona¢na potvrda procesa apoptoze (90).

Studije na kulturama stanica ljudskih tumora povezale su djelovanje kaspaze-3 sa
stvaranjem otpornosti na lijekove, dok su druge potvrdile povezanost izrazaja kaspaze-3 i
prezivljenja pacijenata oboljelih od zlocudne bolesti (91, 92). IzraZzaj kaspaze-3 dokazan je
u zivotinja u granuloza stanicama atreti¢nih folikula, teka stanicama zdravih folikula, teka i
granuloza stanicama sekundarnih folikula te luteinskim stanicama Zutog tijela, ali ne i u
zametnim stanicama (93). Nasuprot tome, kod ljudskih fetalnih jajnika upravo je kaspaza-3
zaduZena za apoptozu zametnih stanica te apoptozu granuloza stanica iskljucivo atreti¢nih
sekundarnih folikula zdravih jajnika odrasle zene (7, 93, 94). Do sada je samo jedna studija
imunohistokemijski istraZila izraZaj kaspaze-3 na folikularnim stanicama fetalnih jajnika
starosti od 14-og do 20-og tjedna, dok su dvije studije na tumorima jajnika ispitivale

iskljucivo epitelnu komponentu tumora (7, 27, 91).
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1.3.3.2.  Bcl-2 obitelj

Bcl-2 (eng. b-cell lymphoma protein 2) obitelj unutarstani¢nih bjelancevina, djeluje
kao glavni regulator kaspazne aktivnosti (95). Clanovi ove obitelji smjestene su na
vanjskoj membrani mitohondrija gdje i pokazuju svoj pro-apoptotski ili anti-apoptotski
ucinak (96). Obzirom na funkciju i molekularnu gradu obitelj Bcl-2 bjelancevina dijeli se u
3 podskupine. Antiapoptotske bjelancevine Cine prvu podskupinu koja sadrzi sve Cetiri bel-
2 homologne (BH) domene. Predstavnici te skupine su: Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, Bcl-w,
A1/bfl-1, Bcl-b/Bcl-2L10. Druga podskupina nacinjena je od bjelancevina koji sadrze
samo BH-3 domenu. Oni su inicijatori apoptoze te se aktiviraju djelovanjem stani¢nog
stresa (npr. oSte¢enja DNK ili nedostatka ¢imbenika rasta). Neki od njenih ¢lanova su Bid,
Bim, Puma, Noxa, Bad, Bmf, Hrk, Bik. Clanovi treée proapoptotske podskupine sadrZe sve
Cetiri BH domene, a predstavnici su Bax, Bak i Bok/mtd (97, 98). Dokazano je da su
¢lanovi Bcl-2 obitelji (Bcl-2 i Bax) medu glavnim regulatorima apoptoze u stanicama
jajnika (99). Tako Bcl-2 Stiti stanicu od apoptoze tvore¢i homo- ili heterodimere sa pro-
apototskom bjelan¢evinom Bax (99).

Dokazi u in vivo i in vitro studijama, pokazali su da poremecaj izrazaja Bcl-2 moze
doprinijeti razvoju tumora (100). Ravnoteza izrazaja pro-apoptotskih i anti-apoptotskih
¢imbenika ima znacajan utjecaj na prognozu oboljelih od tumora jajnika (101, 102). Zbog
slabe dostupnosti zdravog fetalnog tkiva u covjeka do sad je objavljeno samo nekoliko
studija o apoptozi u fetalnim jajnicima (8). BjelanCevine Bcl-2 1 Bax imale su razlidit
vremenski 1 prostorni obrazac pojavljivanja u razli¢itim stanicnim vrstama unutar fetalnih
jajnika (8, 99, 103). Mali broj radova na tumorskim uzorcima jajnika pokazao je postojanje
obrnute povezanosti izmedu izrazaja Bcl-2 u epitelnim stanicama tumora i stupnja

zlo¢udnosti tumora (104-108).
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1.3.3.3.  Inzulinu slican cimbenik rasta Igf-1

Inzulinu sli¢an ¢imbenik rasta Igf-1 (eng. insulin like growth factor I) je polipeptid
koji kao vazan posrednik djelovanja hormona rasta ima vaznu ulogu u rastu i razvoju
zdravih 1 tumorskih stanica te je jedan od inhibitora apoptoze (95, 109). Igf obitelj sastoji
se od Igf ¢imbenika rasta (Igf-1 i Igf-2), receptora koji se nalaze na povrsini stanice: IGF-1
receptor (IGF-IR), IGF-II receptora (IGF-IIR) i inzulinskog receptor (IR), kao i obitel;ji
IGF vezu¢ih bjelancevina (IGFBPs) (110, 111). S obzirom da je izrazaj Igf-1 i IGF-IR
receptora dokazan u svim tkivima pretpostavlja se da ovi cimbenici rasta imaju i endokrino
i autokrino/parakrino djelovanje na stanice tkiva (110). Djelovanje Igf-1 odvija se putem
IGF-IR receptora, tirozin kinaze koja nalikuje receptoru za inzulin, a sama dostupnost
slobodnog Igf-1 regulirana je putem obitelji IGF vezuéih proteina (112). Putem IGF-1
receptora dolazi do stimulacije dvaju glavnih putova prijenosa signala u stanici odgovornih
za poticanje proliferacije, diferencijacije te inhibiciju apoptoze: PI3K puta i MAPK puta
koji se aktiviraju ovisno o vrsti stanice (113).

Do sada se na osnovu istrazivanjim na miSevima smatralo da Igf-2 kao glavni
¢imbenik rasta dijeluje iskljucivo tijekom prenatalnog razdoblja, a Igf-1 iskljucivo tijeko
postnatalnog razdoblja. Medutim, danas se zna da su u ljudskom tkivu i Igf-1 i Igf-2
izrazeni tijekom oba razdoblja (109, 114). Takoder, rezultati istrazivanja na Igf-1 genetski
modificiranim miSevima upucuju na mogucnost vazne uloge Igf-1 u razvoju normalne
funkcije jajnika (115).

Interes za istrazivanje uloge Igf obitelji u zdravim i tumorskim stanicama porastao
je nakon provedbe dviju epidemioloskih studija €iji su rezultati upucivali na mogucu
povezanost izmedu povecane serumske razine cirkulirajuc¢eg Igf-1 sa povecanim rizikom

od nastanka novotvorina dojke, prostate, kolona i plu¢a (116, 117). U prilog teoriji o
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ukljucenosti Igf-1 u nastanak novotvorina govori i ¢injenica o povezanosti poviSene razine
Igf-1 u pupcanoj vrpci sa porodajnom tezinom i duZinom a samim tim s nastankom
novotvorina dojke, prostate, kolona te novotvorina djecje dobi (118-120). Poremeca;ji
nastali na bilo kojoj od razina Igf puta mogu biti odgovorni za nastanak i napredovanje
tumora u razli¢itim vrstama stanica (109).

Pokazano je da apoptoza unutar jajnih stanica folikula moZe nastati ili zbog
odsustva ili nedovoljne razine ¢imbenika rasta Igf-1 (6). U kulturi zivotinjskih folikula
dolazi do smanjenja apoptoze pod djelovanjem Igf-1, kao i do smanjenja apoptoze u kulturi
normalnih stanica pokrovnog epitela i tumorskih stanica jajnika (121, 122). Takoder se
smatra da Igf-1 ima ulogu u ubrzanju napredovanja tumora od stadija prekancerozne do
invazivne lezije (123).

Studije o imunohistokemijskom izrazaju Igf-1 na ljudskim fetalnim jajnicima i
seroznim tumorima do sada nisu provedene.

Dosadasnja istrazivanja na ljudskim fetalnim jajnicima i tumorskom tkivu su ili
malobrojna ili istrazuju ponaSanje samo pojedine stani¢ne populacije. Takoder nije
sustavno istraZena fina regulacija i ravnoteza u izrazaju pro-apoptotskih (Bax i kaspaze-3) i
anti-apoptotskih (Bcl-2 i Igf-1) ¢imbenika tijekom razvoja jajnika u odraslom jajniku kao 1
tijekom tumorogeneze jajnika. Ova ¢e studija po prvi put sustavno istraziti medudjelovanje
razli¢itih ¢imbenika koji utje€u na normalan razvoj kao i zlocudni preobrazaj stanica

jajnika.
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2.

CILJEVI RADA I HIPOTEZE

Cilj ove pokusne, temeljne studije bio je primjenom imunohistokemijskih biljega za

Bcl-2, Bax, kaspazu-3 i Igf-1, u normalnom tkivu jajnika tijekom razvoja (15. i 22. tjedan),

u normalnom tkivu jajnika reproduktivne dobi i postmenopauzi te u seroznim tumorima

jajnika histoloskog stupnja III istraziti slijedece:

1y

2)

3)

4)

5)

Prostornu i vremensku raspodjelu pojavljivanja anti-apoptotskih (bcl-2, Igf-1) i pro-
apoptotskih bjelancevina (Bax, kaspaza-3) te njihovu mogucu ulogu u regulaciji
stanine smrti razliCitih stani¢nih vrsta u jajniku tijekom razvoja u normalnom i
tumorski promijenjenom tkivu.

U normalnim jajnicima tijekom razvoja pokazati razlike u prisutnosti i1 jacini
izrazaja navedenih anti-apoptotskih i pro-apoptotskih bjelancevina unutar jajnih
(oocita) 1 folikularnih stanica primarnih, sekundarnih 1 tercijarnih folikula kao i u
stanicama povrSinskog epitela i strome.

Jadinu izrazaja i prostornu raspodjelu navedenih anti-apoptotskih i pro-apoptotskih
bjelancevina te njihovu mogucu ulogu u regulaciji stani¢ne smrti u epitelnim i
stromalnim stanicama seroznih tumora jajnika histoloskog stupnja III.

Primjenom dvostrukog bojanja (imunofluorescencije) dokazati istovremenu
prisutnost (kolokalizaciju) nekoliko razli¢itih ¢imbenika u istoj stanici (npr. Bax i
Bcl-2) te prevagu jednog od ¢imbenika koji vodi u stani¢nu smrt ili preZivljenje
stanica u normalnim 1 tumorskim tkivima.

Usporedbom izrazaja navedenih ¢imbenika na normalnim i tumorskim tkivima

zakljuciti o mogu¢im mehanizmima zlo¢udne preobrazbe jajnika.
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Hipoteze istraZivanja

Ocekivali smo da ¢e razvoj jajnika u Covjeka biti popracen promjenom izrazaja,
vremena i mjesta pojavljivanja istrazivanih biljega u razli¢itim stani¢nim vrstama jajnika:
izrazaj Bax i Bcl-2 mijenjat ¢e se ovisno o razvojnom stadiju jajnika i promatranim
stani¢nim vrstama.

Obzirom na znacajnu ulogu koju imaju stromalne stanice tijekom postovulacijske
proliferacije povrSinskog epitela ocekivali smo razlike u izrazaju navedenih biljega u
epitelnoj i stromalnoj komponenti, kao i na njihovoj granici.

Ocekivali smo da ¢e analiza rezultata ukazati na moguéu ulogu ovih biljega u
razvoju fetalnog jajnika, jajnika odraslih Zena i tumorski promijenjenom tkivu jajnika.

Ocekivali smo da ¢e se temeljem pracenja istih stani¢nih vrsta u navedenim tkivima
dobiti informacija o moguéem smjeru zlo¢udne preobrazbe tih stani¢nih vrsta.

Sli¢ne studije na humanom materijalu ne postoje vezane uz ovu temu istraZivanja.
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3. ISPITANICIIPOSTUPCI

3.1 Ispitanici

Istrazivanje je provedeno na 6 normalnih ljudskih zametaka u 15-om i 22-om tjednu
razvoja, 5 uzoraka zdravih jajnika Zzena reproduktivne i 4 uzorka jajnika Zena
postmenopauzalne dobi te 9 uzoraka seroznih tumora jajnika histoloskog stupnja III prema
Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZO-u).

Tkivo jednim dijelom potjece iz postojece arhivske zbirke Zavoda za anatomiju,
histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta u Splitu i iz Klinickog zavoda za
patologiju, sudsku medicinu i citologiju Klinickog bolnickog centra Split (tkivo spontano
pobacenih zametaka, tkivo zdravih jajnika i tumorsko tkivo). Uzeti su samo oni fetusi koji
su dobro ocuvani, normalne vanjske morfologije i bez vanjskih znakova maceracije
plodovi bez patoloSkih promjena. Nakon makroskopskog pregleda, napravljena je
mikrosekcija tkiva te je provjerena ocuvanost rezova orijentacijskim bojenjem
hemalaunom i eozinom na svakom 10-om rezu. Normalno i o¢uvano tkivo histoloski se
prikazalo urednom morfologijom stanica i medustani¢nog prostora bez znakova upalnih
promjena (nakupine limfocita u tkivu) koje su se mogle pojaviti uslijed mozebitnih
spontanih pobacaja uzrokovanih infektivnim oSte¢enjem ploda. Dakle, koriStena su tkiva
spontano pobacfenih zametaka kod kojih nije doSlo do infektivnih oSte¢enja. Obzirom na
navedeno, istraZzivanje na fetalnom tkivu koje je koriSteno u ovoj doktorskoj disertaciji
dalo je rezultate koji su ocekivani za normalan fetalni razvoj.

Starost zametaka odredena je na temelju mjerenja duzine tjeme-zadak (eng. crown-
rump length-CRL), glava-peta i duzine lijevog stopala. Takoder smo za potrebe ove

doktorske disertacije uzeli tkivo zdravih jajnika Zena reproduktivne i postmenopauzalne
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dobi sakupljeno nakon operativnih zahvata izvrSenih zbog patologije nevezane uz bolesti
jajnika. Tkivo primarnih seroznih tumora jajnika histoloskog stupnja III prema SZO-u

uzeto je nakon operativnog zahvata u¢injenog prije primjene kemoterapije.

3.2. Postupci

3.2.1.  Vodenje, uklapanje i rezanje tkiva

Nakon pregleda vanjskog izgleda plodova napravljena je mikrosekcija kojom su
odvojeni dijelovi tkiva koji sadrze jajnik. Pregledom jajnika odraslih Zena uzeti su dijelovi
tkiva zdravih jajnika i seroznih tumora jajnika. Uzeti komadi¢i tkiva fiksirani su u 4%
formaldehidu u fosfatnom puferu tijekom 24 sata te, nakon ispiranja u fosfatnom puferu,
dehidrirani u uzlaznim koncentracijama alkohola. Nakon ispiranja u ksilolu uklopljeni su u
parafin na 56°C. Serijski su izrezani na uzduzne rezove debljine 7 pum te nalijepljeni na
predmetna stakla prethodno obradena otopinom 3-aminopropil-trietoksilana (Sigma
Chemical Co., St.Louis, USA). Napravljeno je orijentacijsko bojenje svakog 10-tog stakla

hemalaunom 1 eozinom kako bi se provjerila razina reza i ouvanost tkiva.

3.2.2.  Imunohistokemijsko bojanje

Imunohistokemijski postupak zapocet je deparafiniranjem rezova u ksilolu, a zatim
su rezovi rehidrirani u alkoholima sve niZze koncentracije.

Uslijedila je inkubacija u 3% H202 (15 minuta pri sobnoj temperaturi) ¢ime je
inaktivirana endogena peroksidaza. Nakon toga, a radi otkrivanja antigenskih mjesta,
rezovi su kuhani u citratnom puferu ili etilendiamintetraoctenoj kiselini (eng.

ethylenediaminetetraacetic acid EDTA) u mikrovalnoj pe¢nici na 95°C kroz 17 min. 1
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isprani u otopini fosfatnog pufera (eng. phosphate buffer saline-PBS). Daljnji postupci
provedeni su prema uputama proizvodaca za uporabu protutijela i referentnim metodama
Laboratorija za istrazivanje ranog razvoja covjeka pri Zavodu za anatomiju, histologiju i
embriologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu.

Koristena su slijedeca primarna protutijela:

misje monoklonalno na ljudske antigene:

anti-human bcl-2 onkoprotein (M0887, DAKO, Glostrup, Denmark)

kozje poliklonalno na ljudske antigene:
anti-human IGF-1 antibody (AF-291-NA, R&D System Inc., Minneapolis Mi,

USA)

kuni¢je monoklonalno na ljudske antigene:
anti-human, anti-mouse caspase-3 antibody (AF835, R&D System Inc.,

Minneapolis Mi, USA)

kuniéje poliklonalno na misji antigen:
anti-mouse bax antibody (AB 2915, Chemicon, Temecula, CA, USA)
Nakon jednosatne inkubacije s primarnim protutijelom i ispiranja u PBS-u koristena
su dva nacina za sekundarno utvrdivanje primarnih protutijela: bojenje diaminobenzidinom

(DAB) 1 imunofluorescencijom.

3.2.3.  Bojanje diaminobenzidinom (DAB)

Za utvrdivanje primarnih protutijela neovisno o njihovom Zzivotinjskom podrijetlu
koriSten je sustav streptavidin-biotin peroksidaze (eng. Streptavidin-Biotin Peroxidase
System; K0690, DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA) te nakon ispiranja PBS-om
rezovi su obojani DAB-om kroz 10 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon toga isprani su

destiliranom vodom i obojani hemalaunom. Rezovi su zatim uklopljeni u medij za

26



Ana Poljicanin Doktorska disertacija

uklapanje i prekriveni pokrovnim stakalcem. Stanice koje su reagirale s odgovaraju¢im
primarnim protutijelima imale su smede obojenu citoplazmu ili jezgru. Stanice koje nisu
reagirale s primarnim protutijelima, imale su plavo obojenu jezgru i svijetlu citoplazmu.

Preparati su pregledani mikroskopom Olympus BX40 (Olympus, Tokyo, Japan).

3.2.4.  Imunofluorescencijsko bojanje

Kod ove metode, za prikazivanje vezanja primarnih protutijela, koriStena su
sekundarna protutijela i to prema zivotinjskom podrijetlu primarnih protutijela:
e Texas Red, sc-2780, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA u
razrjedenju 1:200
e Fluorescein izotiocijanat — FITC, sc-2024, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa
Cruz, CA, USA u razrjedenju 1:200
e Rodamin, AP124R, Jackson Immuno Research Lab., PA, USA u razrjedenju
1:200
e Biotinizirano sekundarno protutijelo sc-2039 Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Santa Cruz, CA, USA u razrjedenju 1:200
e Streptavidin Alexa Fluor 488 konjugat, Invitrogen Molecular Probes Inc, Eugene,
OR, USA u razrjedenju 1:500
Rezovi su inkubirani jedan sat sa sekundarnim fluorescentnim protutijelom u
tamnoj komori. Za dvostruko imunofluorescencijsko bojenje koriStena je kombinacija
dvaju primarnih protutijela koja je inkubirana jedan sat, a nakon ispiranja PBS-om dodana
je kombinacija odgovaraju¢ih sekundarnih protutijela i inkubirana takoder jedan sat.
Nakon zadnjeg ispiranja PBS-om rezovi su uklopljeni u medij za uklapanje (Immuno-
Mount, Shandom, Pittsburg, PA, USA) i prekriveni pokrovnim stakalcem. Analizirana je

kolokalizacija primijenjenih biljega u tkivu.
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Stanice koje su reagirale s odgovaraju¢im kompleksom primarnog i sekundarnog
protutijela imale su zeleno ili crveno obojenu citoplazmu ili jezgru. Stanice koje nisu
reagirale s odgovaraju¢im kompleksom primarnog i sekundarnog protutijela imale su 4',6-
diamidino-2 fenilindol dihidroklorid-om (eng. 4',6-diamidino-2-phenylindol,
dihydrochloride- DAPI, D1306, Invitrogen Molecular Probes Inc, Eugene, OR, USA)
plavo obojenu jezgru.

Preparati su pregledani fluorescencijskim mikroskopom Olympus BX51 (Olympus,

Tokyo, Japan) i slikani s DP71 digitalnom kamerom.

NEGATIVNA KONTROLA

Rezovi namijenjeni negativnoj kontroli kod imunohistokemijskog bojenja svakog
antigena prosli su zajedno s ostalim rezovima istovjetan postupak, osim §to nisu inkubirani
primarnim protutijelom nego su za to vrijeme bili u PBS-u. Negativna kontrola ima samo
hemalaunom odnosno DAPI-jem plavo obojene jezgre stanica bez smede boje odnosno bez

fluorescentnog signala citoplazmi ili jezgara stanica.

POZITIVNA KONTROLA

Pozitivna kontrola na istraZzivanim rezovima bila je smede obojenje (bojenje DAB-
om) odnosno imala je fluorescentni signal (bojenje fluorescentnim sekundarnim
protutijelima) pojedinih citoplazmi ili jezgara stanica u okolnim strukturama za koje se iz
literature zna da reagiraju s primarnim protutijelima. Raspored i razlike pozitivnih od
negativnih stanica u strukturama rezova dodatno su provjereni u literaturi i to za svaki

trazeni ¢imbenik.
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3.2.5.  Detekcija apoptotskih stanica TUNEL metodom

DNK-fragmentacija u apoptotskim stanicama dokazana je uporabom
deoksinukleotdil-transferaza (TdT) metode oznacavanja hidroksilnih skupina na krajevima
fragmenata DNK (TUNEL-metoda, Fluorescein FragEL™ DNA Fragmentation Detection
Kit, Calbiochem, USA). Deparafinizirani i rehidrirani rezovi prvo su inkubirani u
proteinazi K 20 minuta, a zatim 30 minuta u izjednacavaju¢em puferu (PBS, pH 7.4), sve
na sobnoj temperaturi. Rezovi su kasnije pokriveni TdT otopinom i inkubirani u tamnoj i
vlaznoj komori tijekom 1.5 sati na 37°C. Nakon ispiranja u PBS-u rezovi su uklopljeni i
pokriveni pokrovnim stakalcem.

Preparati su pregledani fluorescencijskim mikroskopom Olympus BX51 (Olympus,

Tokyo, Japan) i slikani DP71 kamerom.

3.3. Semi-kvantifikacija pozitivnih stanica

Semi-kvantifikacija pozitivnih stanica utvrdena je samo za preparate obojene DAB-
om. JaCina obojenja u tkivu prikazana je u Cetiri kategorije: - odsustvo reaktivnosti, + blaga
reaktivnost, ++ umjerena reaktivnost i +++ jaka reaktivnost. Za ovu analizu koriSten je
Olympus BX40 mikroskop. StatistiCka analiza uzoraka nije provedena u okviru ove
doktorske disertacije jer je osnovni cilj bio dokazati prisutnost istrazivanih biljega tijekom
razvoja u zdravom odraslom tkivu i u tumorskom tkivu. Osnovna ideja ove doktorske
disertacije bila je pracenje procesa u stani¢nim vrstama koje su u tumorskom tkivu izvor
zlo¢udnih stanica. Statisticke metode primjenjive na dostupnim uzorcima tkiva ovdje nisu

bile metoda izbora, obzirom na ekskluzivnost humanog fetalnog materijala.
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3.4. Eticka nacela

Istrazivanje je provedeno na fetalnom ljudskom tkivu starosti od 15-og i 22-og
tjedna te na tkivu zdravih jajnika i seroznih novotvorina jajnika iz arhivske kolekcije
Zavoda za anatomiju, histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta u Splitu i Zavoda za
patologiju, citologiju i sudsku medicinu Klinickog bolnickog centra Split. Istrazivanje je
provedeno u sklopu znanstvenog projekta Ministarstva znanosti obrazovanja i Sporta
«Genski izrazaj u ranom razvoju covjekay (216.2160528-0507). Za provodenje projekta
dobivena je suglasnost Etickog povjerenstva za biomedicinska istrazivanja Medicinskog
Jfakulteta u Splitu i Etickog povjerenstva Klinickog bolnickog centra Split.

Izjavljujem da je istrazivanje provedeno u skladu sa svim primjenljivim
smjernicama ¢iji je cilj osigurati pravilno provodenje i sigurnost osoba koje su sudjelovale
u ovom znanstvenom istrazivanju, ukljucuju¢i Osnove dobre klinicke prakse, Helsinsku
deklaraciju, Zakon o zdravstvenoj zastiti (NN 150/08, 71/10, 139/10, 22/11, 84/11, 154/11,
12/12, 35/12, 70/12, 144/12) 1 Zakon o zastiti prava pacijenata (NN 169/04, 37/08).
Postovana su eticka nacela o istraZzivanju fetalnog materijala u skladu s etickim normama 1
medunarodnim ugovorima (124).

Za potrebe ove doktorske disertacije proveden je izracun veli¢ine uzorka. Kao
temelj za izraCun odabran je izraZaj proteina bax u granuloza stanicama jajnika 1 to zbog
postojanosti izrazaja izmedu 15., 22. 1 38. tjedna (8). Prema literaturnim izvorima,
ocekivani udio stanica pozitivnih na bax u fetalnom jajniku je 95+15 %, dok je ocekivani
udio stanica pozitivnih na bax u jajniku odrasle Zene 25+14 % (102). Uzimajuci u obzir te
podatke te uz snagu istrazivanja od 80% i vrijednost alpha od 0.05, potrebno je ukljuciti
barem tri uzorka po skupini. Proracun veli¢ine uzorka izraden je u programu G*Power

3.1.2 (Franz Faul, Universitaet Kiel, Njemacka).
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4. REZULTATI

4.1. Fetalni ovarij u 15. tjednu razvoja

U 15. tjednu razvoja fetalni ovarij sastoji se od bogate, celularne strome koja sadrzi
nakupine oogonija nastalih od zametnih stanica, a koje su okruzene folikularnim epitelom.
PovrSina ovarija prekrivena je kubicnim pokrovnim epitelom. Sa povrSine u podlezeci
mezenhim pruzaju se sekundarni spolni tracci koji sadrze nakupine oogonija. Poneke
oogonije u unutarnjem dijelu kore jajnika ve¢ se nalaze u I mejotskoj diobi te se nazivaju
primarnim oocitama. Dobro razvijeni primordijalni folikuli koji sadrZze oocite mogu se

vidjeti u dubljim dijelovima kore fetalnog jajnika (Slika S.).

Slika 5. Fetalni ovarij u 15. tjednu razvoja. Vidi se pokrovni epitel jajnika
(Ose), stroma jajnika (Os) te kortikalni tracci (zvjezdice).

Hematoksilin & eozin. Povecanje 20X, ljestvica 40um.
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4.1.1.  Imunohistokemijsko bojanje sa Bcl-2, Bax, kaspaza-3 i Igf-1

protutijelima u 15. tjednu fetalnog razvoja

Folikularne stanice pokazale su umjeren izrazaj anti-apoptoske Bcl-2 bjelancevine,
izrazaj u stanicama pokrovnog epitela je bio blag, dok je u oogonijama izrazaj varirao od
blagog do umjerenog. U stromalnim stanicama nije bilo izrazaja Bcl-2 bjelancevine
(Tablica 2., Slika 6. (a)-(c)).

Pro-apoptotska bjelancevina Bax bila je umjereno izrazen u stromalnim stanicama,
dok je u folikularnim stanicama postojala znacajna razlika u izraZaju koja se kretala od
umjerene do jake reaktivnosti. Izrazaj Bax-a u oogonijama i stanicama pokrovnog epitela
jajnika bio je u rasponu od blagog do umjerenog (Tablica 2., Slika 6 (d)-(f)).

Kaspaza-3 bjelancCevina bila je umjereno izraZzena u oocitama i1 folikularnim
stanicama, blago u ponekim stromalnim stanicama, dok je izrazaj u oogonijama bio u
rasponu od blagog do umjerenog. Stanice pokrovnog epitela jajnika nisu pokazale
reaktivnost na kaspazu -3 (Tablica 2., Slika 6. (g)-(i)).

Blagi izrazaj Igf-1 bjelanCevine zamijecen je u pojedinim stanicama pokrovnog
epitela jajnika te u pojedinim oocitama. U stromalnim 1 folikularnim stanicama nije bilo

izrazaja Igf -1 bjelancevine (Tablica 2., Slika 6. (k)-(1)).
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Slika 6. Jajnik u 15. tjednu fetalnog razvoja. (a)—(c) Bcl-2 imunohistokemijsko
bojenje. Stanice strome (Os) su negativne, dok stanice pokrovnog
epitela jajnika (Ose) pokazuju umjereno izrazaj Bcl-2 protutijela ((a),
uvecani okvir (b)). Folikularne stanice (f) su umjereno pozitivne na Bcl-
2 (smede obojena citoplazma), dok oocite pokazuju blag (vrh strelice,
odijeljene isprekidanom crtom u uvecanom okviru) do umjeren ((a),
uvecani okvir (c)) izrazaj Bcl-2. (a) Povecéanje 40%, (b-c) povecanje
100%.(d)—(f) Bax imunohistokemijsko bojenje. U stromi ovarija (Os)
vide se izrazito Bax pozitivne folikularne stanice (vrh strelice) dok su
stanice pokrovnog epitela jajnika (Ose) (strelica) umjereno pozitivne
((d), uvecani okvir (e) i (f)), dok su oocite (odijeljene isprekidanom
crtom) umjereno pozitivne ((d), uvecani okvir (f)). Bax pozitivne stanice
imaju smede obojenu citoplazmu (strelice). (d) Povecanje 40%, (e)—(f)
povecanje 100%. (g)—(i) Kaspaza-3 imunohistokemijsko bojanje. Ispod

pokrovnog epitela jajnika vidi se kaspaza 3 pozitivna stanica vezivnog
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tkiva sa kondeziranom, smede obojenom jezgrom (strelica) ((g),

uvecani okvir (h)) te u stromi pozitivne folikularne stanice (vrhovi

strelica) (uvecani okvir (i)), dok oocita ima svijetlo smede obojenu

citoplazmu (odijeljena isprekidanom crtom). Qocite sa svijetlo smede

obojanom citoplazmom (odijeljena isprekidanom crtom) su blago

pozitivne na kaspazu 3 (uvecani okvir (i)). (g) Povecanje 40%, (h)-(i)

povecanje 100x. (j)—(1) Igf-1 imunohistokemijsko bojenje. Folikularne

stanice i stanice strome su negativne. Blagi pozitivitet vidi se u

pojedinim oocitama (uvecéani okvir (1)) i stanicama pokrovnog epitela

(vrh strelice u uveéanom okviru (k)). (j). Povecanje 40%, (k)—(1).

povecanje 100%. (a)-(j) ljestvica 25um.

Tablica 2. Imunohistokemijski izrazaj Bcl-2, Bax, kaspaza-3 i 1gf-1 ¢imbenika u ljudskom

fetalnom ovariju tijekom 15. i 22. tjedna razvoja

Primordijalni folikul
Razvojni Pokrovni Stanice
Protutijelo | tjedan | epitel jajnika | = strome ["Oocita/Oogonia | Folikularnestanice
Bcl-2 15 + - +/++ ++

22 +/++ - +++ +/++

Bax 15 +/++ ++ +/++ ++++
22 ++ -/+ +H+++* +H+++

kaspaza-3 15 - -/+ +++ ++
22 ++ ++ ++++ ++
Igf-1 15 -/+ - -/+ -

22 - - +/+++ +/++

+++ jaka reaktivnost; ++ umjerena reaktivnost; + blaga reaktivnost;

- odsustvo reaktivnosti; +/+++%; reaktivnost u rasponu od blage, umjerene do jake
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4.2. Fetalni ovarij u 22. tjednu razvoja

U 22. tjednu fetalni jajnika je na viSem stupnju razvoja. Vecina nakupina oocita su
podjeljene na primordijalne folikule okruZene vlastitim folikularnim stanicama. Folikuli su
smjesSteni u kori fetalnog jajnika, a koli¢ina stromalnih stanice izmedu njih se znacajno
povecala. Ovarij je bio prekriven jednoslojnim do kubi¢nim epitelom. Podrucje srzi moglo
se sa sigurnosScu razlikovati od kore jer je sadrzavalo brojne krvne Zile uronjene u rahlo

vezivno tkivo.

Slika 8. Fetalni ovarij u 22. tjednu razvoja. Vidi se stroma jajnika (Os),
gnjezda oocita (zelena strelica) i primordijalni folikuli (vrh zelene

strelice). Hematoksilin & eozin. Povecanje 40, ljestvica 25um.
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4.2.1.  Imunohistokemijsko bojenje sa Bcl-2, Bax, kaspaza-3 i Igf-1

protutijelima u 22. tjednu fetalnog razvoja

Izrazaj Bcl-2 bjelancevine u stanicama pokrovnog epitela jajnika bio je blag do
umjeren. Oocite i folikularne stanice pokazale su takoder blag do umjeren izrazaj, dok u
pojedinim stanicama strome nije bilo izrazaja (Tablica 3., Slika 9. (a)-(c)).

Tijekom fetalnog razvoja izrazaj Bax bjelancevine je postupno rastao. Tako je
pokrovni epitel jajnika u 22. tjednu razvoja pokazao umjeren izrazaj Bax bjelancevine dok
je broj oocita 1 folikularnih stanica koje su pokazale jak izrazaj porastao. Pojedine stanice
strome pokazale su samo blag izrazaj Bax bjelancevine (Tablica 3., Slika 9. (d)-(f)).

U ovom stadiju fetalnog razvoja primijecene su pozitivne kaspaza-3 stanice u svim
istrazivanim stani¢nim vrstama jajnika. U oocitama izraZaj je varirao od blagog do jakog
(Tablica 3., Slika 9. (g)-(i)).

U pokrovnom epitelu jajnika i stanicama strome nije bilo izrazaja Igf-1
bjelancevine. U oocitama izrazaj Igf-1 bio je blag do izrazit. Blag do umjeren izrazaj Igf-1
bjelancevine uocen je u folikularnim stanicama primordijalnih folikula (Tablica 3., Slika

9. ()-()).
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Slika 9.

Jajnik u 22. tjednu fetalnog razvoja. (a)—(c). Imunohistokemijsko
bojanje na Bcl-2. Umjereno pozitivne Bcl-2 pozitivne stanice mogu se
vidjeti u pokrovnom epitelu jajnika (strelice). (uvecani okvir (b)), u
folikularnim stanicama (strelice) u ovarijskoj stromi (Os) (a) i u
pojedinim oocitama (vrh strelice) (uvecani okvir (c)). (a) Povecanje
40%, (b)-(c) povecanje 100%. (d)—(f) Imunohistokemijsko bojanje na
Bax. Pojedine folikularne stanice (strelice) i oocite (vrh strelice) su
izrazito pozitivne na Bax, dok su pojedine stanice strome (Os) negativne
do umjereno pozitivne ((d), uvecani okvir (f)). Izrazito Bax pozitivne
stanice vide se u pokrovnom epitelu jajnika (strelice) (uvecani okvir
(e)), (d) Povecanje 40%, (e) i (f) povecanje 100x%. (g)-(i)
Imunohistokemijsko bojanje na kaspazu-3. Kaspaza-3 pozitivne stanice
u ovarijskoj stromi (Os) imaju umjeren (crni vrh strelice) do jak izrazaj

(crne strelice) ((g) uvecani okvir (i)), takoder jak izrazaj vidi se u
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4.2.2.

oocitama  (bijeli vrh strelice) (uveéani okvir (h)) i jako
porzitivnefolikularne stanice(strelica uvecani okvir (i)). U stanicama
pokrovnog epitela nema aktivnosti kaspaze-3 (crne strelice) (uvecani
okvir (h)). (g) Povecanje 40x%, (h)-(i) povecanje 100x. (j)-(1)
Imunohistokemijsko bojanje na Igf-1. U stromi jajnika vidi se umjeren
(strelica) do jak (strelica) (uvecani okvir (k)) izrazaj u oocitama.
Izrazaj 1gf-1 u folikularnim stanicama (tanke strelice) je umjeren (j). U
pokrovnom epitelu jajnika nema izrazaja Igf-1 (strelica uvecani okvir

(1)). (j) Povecanje 40%, (k)-(l) povecanje 100%, (a)-(j) ljestvica 25um.

2/Bax i kaspazu-3/TUNEL

Dvostruko imunofluorescentno bojanje fetalnog jajnika na Bcl-

U 22. tjednu fetalnog razvoja, izrazaj Bcl-2 1 Bax bjelancevine uocen je i u

oocitama i folikularnim stanicama. U nekim oocitama dominirao je izrazaj Bcl-2

bjelancevine, a u nekim oocitama izrazaj Bax bjelancevine. Preklapanjem slika uoceno je

postojanje istovremene prisutnosti (koekspresija) obiju bjelancevina u istoj oociti koja je

preodredena za odumiranje. Koekspresija u umiruéim oocitama ocitovala se kao Zuto do

narancasto obojenje citoplazme. U oocitama koje su preodredene za prezivljavanje nije

bilo koekspresije (zeleno obojenje) (Slika 10. (a)-(c)).

Kaspaza-3 pozitivne stanice mogle su se vidjeti u 15. tjednu fetalnog razvoja kao

crveno obojenje jezgre. Takoder je u pojedinim stanicama jajnika TUNEL metodom

(zeleno obojenje jezgre) dokazana DNA fragmentacija jezgre. Preklapanjem slika uoceno

je postojanje zajednickog izraZzaja kaspaze-3 i TUNEL-a u pojedinim stanicama jajnika,

dok u pojedinim stanicama nije bilo koekspresije (Slika 10. (d)-(f)).
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Slika 10. Dvostruko imunohistokemijsko bojenje na Bcl-2/Bax cimbenike (a)-(c) i

kaspaza-3/TUNEL cimbenike (d)-(e). (a)-(c) Dvostruko imunohistokemijsko
bojenje na Bcl-2/Bax cimbenike. Ljudski jajnik u 22. tjednu fetalnog razvoja.
Vidljiv je slab do jak izrazaj Bcl-2 u oocitama (vrhovi strelica) te umjeren
izrazaj u folikularnim stanicama (strelice) (a). Izrazaj Bax-a u oocitama je
umjeren (vrhovi strelica) (b). Kolokalizacijom (merge) (c) Bcl-2 i Bax pozitivnih
oocita vide se razlike u izrazaju izmedu ova dva cimbenika (vrhovi strelica) (c).
Povecanje 100%. (d)-(e) Dvostruko imunohistokemijsko bojenje na kaspazu-
3/TUNEL. Ljudski jajnik u 15. tjednu fetalnog razvoja. Kaspaza-3 pozitivne
stanice (strelice) vidljive su u stromi jajnika (d). TUNEL pozitivne stanice
(strelice) vidljive su u fetalnom ovariju (e). Kolokalizacija (merge) (f) kaspaza-3
i TUNEL pozitivnih stanica (vrh strelice) vidljiva je samo u pojedinim stanicama

Jajnika. (d)-(f) Povecanje 100x, ljestvica 10 um.
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4.3. Zdravi jajnik Zene reproduktivne dobi

jednim redom plocastih do kubi¢nih stanica pokrovnog epitala jajnika odvojenim dobro
razvijenom bazalnom membranom od vezivnog tkiva tunike albuginee. Podrucje kore
jajnika nalazi se ispod tunike albuginee, a sadrzi brojne folikule u razliitim stadijima
razvoja. U najdubljem dijelu jajnika nalazi se podrucje srzi koje sadrzi brojne krvne zile.
Primarni folikul jajnika sastoji se od oocite okruzene s jednim ili viSe slojeva folikularnih
(granuloza) stanica. Antralni (sekundarni) i zreli (tercijalni) folikuli okruzeni su jos$ i
slojem stanica teke interne i teke externe. U mnogim folikulima jajnika mogu se uociti
atreticne promjene karakterizirane propadanjem granuloza sloja, a potom i same oocite

(Slika 11.).

Slika 11. Zdravi jajnik Zene u reproduktivnoj dobi. (a) Sekundarni folikul. Vidi
se stroma jajnika (Os), viseslojni red granuloza stanica (Gc) i oocita
(O). (b) Tercijarni folikul. Vidi se stroma jajnika (Os), antrum (A),
jednoredni sloj granuloza stanica (Gc), te teka stanice (T).

Hematoksilin & eozin. Povecanje 40X, ljestvica 25um.
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4.3.1. Imunohistokemijsko bojenje zdravog jajnika reproduktivne dobi sa

Bcl-2, Bax, kaspaza-3 i Igf-1 protutijelima

Izrazaj Bcl-2 bjelancevine bio je umjeren u stanicama pokrovnog epitela jajnika, a
blag u stanicama strome (Tablica 3., Slika 12. (a)). Stanice pokrovnog epitela jajnika
pokazale su jak izrazaj Bax bjelan¢evine dok je u stanicama stome izrazaj bio blag do jak
(Tablica 3., Slika 12. (b)). Kaspaza-3 pozitivne stanice nisu nadene u stanicama
pokrovnog epitela jajnika, ali su uocene u stanicama strome te granuloza stanicama zrelog
tercijarnog folikula (Tablica 3., Slika 12. (¢)). Umjeren do jak izrazaj Igf-1 bjelancevine
imale su stanice pokrovnog epitela jajnika dok je izrazaj u stanicama strome bio blag do

umjeren (Tablica 3., Slika 12. (d)).

Slika 12.  Zdravi jajnik Zene reproduktivne dobi (a)-(d). (a) Imunohistokemijsko

bojanje na Bcl-2. Vide se umjereno pozitivne stanice pokrovnog epitela
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Jjajnika (Ose, strelice) i strome (Os). (b) Imunohistokemijsko bojanje na
Bax. Vide se izrazito pozitivne stanice pokrovnog epitela (Ose, strelice)
i strome (Os). Imunohistokemijsko bojanje na kaspazu-3 (c). Vide se
negativne stanice pokrovnog epitela jajnika (Ose) i strome (Os). (d)
Imunohistokemijsko bojanje na Igf-1. Vidi se jak izrazaj pojedinih
stanica pokrovnog epitela jajnika (Ose, strelica) i blag izrazaj u

stanicama strome (Os). Povecanje 40 %, ljestvica 25um.

Izrazaj Bcl-2 1 Bax bjelancevina ovisio je o stadiju razvoja jajnih folikula te o
napredovanju same atrezije. Granuloza i teka stanice sekundarnih folikula pokazale su blag
od jak izrazaj Bcl-2 i Bax protutijela. U granuloza stanicama i stanicama teke interne
atreti¢nih sekundarnih folikula izraZaj Bcl-2 bio je blag do jak. U istraZzivanim preparatima
sekundarnih folikula nismo mogli zakljuivati o izrazaju Bcl-2 i Bax protutijela u
oocitama, jer ih nije bilo zbog uznapredovalog stadija atrezije. Izrazaj Bcl-2 u stromalnim
stanicama bio je blag (Tablica 3., Slika 13. (a)-(b)). Oocite sekundarnih folikula pokazale
su blag izrazaj Igf-1 bjelancevine dok izraZaja nije bilo u granuloza i teka stanicama
(Tablica 3.).

Umjeren do jak izrazaj Bax bjelancevine uocen je u granuloza stanicama i
stanicama teke interne tercijarnih folikula. Na rezu nedostaje oocita (Tablica 3., Slika 13.
(b)). Kaspaza-3 pozitivne stanice uocene su u pojedinim granuloza stanicama tercijarnih
folikula, dok su teka stanice bile negativne na kaspazu-3 (Tablica 3., Slika 13. (c¢)).
Takoder je u granuloza 1 teka stanicama primje¢en blagi izrazaj Igf-1 bjelancevine

(Tablica 3.).
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Slika 13.

n,

Folikuli u razlicitim fazama razvoja u zdravom jajniku Zene
reproduktivne dobi (a)-(d). (a) Imunohistokemijsko bojanje na Bcl-2.
Sekundarni  folikul sa umjereno pozitivnim (strelica) granuloza
stanicama (GC) i blago pozitivnim teka interna stanicama (TIC),
antralna supljina (A). (b) Imunohistokemijsko bojanje na Bax.
Trecijarni folikul sa umjereno do jako pozitivnim granuloza stanicama
(strelice) i umjereno pozitivnim stanicama teke interne (TIC), antralna
Supljina (A). (c) Imunohistokemijsko bojanje na kaspazu-3. Tercijarni
folikul sa kaspaza-3 pozitivnim (strelice) granuloza stanicama (GC),
kaspaza 3 negativnim stanicama teke interna (TIC), antralna supljina
(A). (d) Imunohistokemijsko bojanje na Igf-1. Sekundarni folikul sa
blago pozitivnim granuloza stanicama. Qocita nedostaje na rezu.

Poveéanje 100%, ljestvica 10um.
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Tablica 3. Imunohistokemijski izrazaj Bcl-2, Bax, kaspaza-3 i Igf-1 ¢imbenika u

reproduktivnom jajniku

Protutijela
Stanicne vrste jajnika
Bcl-2 | Bax kaspaze-3 | Igf-1
Pokrovni epitel jajnika ++ +++ - ++/+++
Stanice strome + +H+++ | [+ +/++
Primarni folikul
Oocita | +/++ | +/+++ +
Granuloza stanice | ++ +/+++ +
Sekundarni folikul
Oocita / / / +
Granuloza stanice | +/+++ | +/+++ / -
Teka stanice | +/+++ | +/+++ / -
Tercijarni folikul
Oocita / / / /
Granuloza stanice | +/+++ | ++/+++ | -/+++ +
Teka stanice | +/+++ | ++/+++ - +

+++, jaka reaktivnost ;
++, umjerena reaktivnost;
+, blaga reaktivnost;

- odsustvo reaktivnosti;

+/+++*, reaktivnost u rasponu od blage, umjerene do jake;

/ nedostaje struktura na tkivnom presjeku
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4.3.2.  Dvostruko  imunofluorescentno  bojanje  zdravog  jajnika

reproduktivne dobi na Bcl-2/Bax

U zdravom jajniku Zene reproduktivne dobi izrazaj Bcl-2 bio je jak u stanicama
pokrovnog epitela jajnika kao i stanicama strome (Slika 14. (a)). Jak izrazaj Bax-a mogao
se uociti samo u stanicama epitela (Slika 14. (b)). Preklapanjem slika uoceno je postojanje
zajednickog izrazaja Bcl-2 1 Bax bjelancevina u pojedinim stanicama pokrovnog epitela
(Slika 14. (¢)).

U tercijarnom folikulu koji je bio u pocetnom stadiju atrezije uocen je jak izraZaj
Bcl-2 u svim granuloza stanicama te umjeren izrazaj u stanicama teke interne. Pojedine
stanice teke eksterne i strome takoder su pokazale jak izraZaj Bcl-2 bjelancevine (Slika 14.
(d)). Umjeren izraZaj Bax-a primijecen je u granuloza stanicama, dok je u stanicama teke
interne izrazaj bio jak. Nespecificno bojanje videno je u eritrocitima unutar krvnih Zila
(Slika 14. (e)). Preklapanjem slika uocen je zajednicki izraZaj Bcl-2 1 Bax bjelancevine u
granuloza stanicama: Bcl-2 je dominirao u veéini stanica, dok je Bax dominirao u
stanicama koje su okruzivale antalnu Supljinu. S druge strane izraZaj Bax-a dominirao je u
stanicama teke interne i pojedinim stanicama strome (Slika 14. (f)).

U stanicama epitela inkluzijskih cista uocenje je jak izrazaj Bel-2 (Slika 14. (g)),
dok je izrazaj Bax bjelancevine bio blag (Slika 14. (h)). Preklapanjem slika u pojedinim
stanicama uocen je zajedniCki izraZaj Bcl-2 1 Bax bjelancevina, dok je u vecini preostalih
stanica domirao izrazaj Bcl-2 (Slika 14. (i)).

U invaginaciji povrsine jajnika pokrovni epitel jajnika pokazao je blag izrazaj Bel-2
(Slika 14. (j)) dok je izrazaj Bax-a bio izrazit (Slika 14. (k)). Preklapanjem slika uocen je

zajednicki izrazaj Bcl-2 i Bax bjelancevina (Slika 14. (1)).
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Slika 14. Dvostruko imunofluorescentno bojanje zdravog jajnika na Bcl-2/Bax.
(a)-(c) Pokrovni epitel jajnika. Vidi se jak izrazaj Bcl-2 (strelice (a)) i
Bax-a (strelice (b)) u epitelnim stanicama, dok je samo Bcl-2 izrazen u
stromi. Preklapanjem slika (merge) (a) i (b) vidi se zajednicki izrazaj
(strelice (c)) obaju protutijela samo u epitelnim stanicama. (d)-(f)
Tercijarni folikul. (d) Vidi se jak izrazaj Bcl-2 bjelancevine (strelice) u
granuloza stanicama (GC) i blago pozitivne stanice teke interne (TIC) i
strome (Os), antralna Supljina (A). (e). Vidi se jak izrazaj Bax
bjelancevine (strelice) u stanicama teke interne (TIC) te blago pozitivne
granuloza stanice (GC) i stanice strome (Os) (e). Preklapanjem slika

(merge) (d) i (e) vidi se previadavajuci izrazaj Bcl-2 u vecini granuloza

46



Ana Poljicanin Doktorska disertacija

stanica dok Bax prevladava samo u pojedinim granuloza stanicama
(vrhovi strelica) (f). (g)-(i) Inkluzijska cista. Vidi se jak izrazaj (strelice)
Bcl-2 u epitelu (g), dok je izrazaj Bax bjelancevine blag (strelice (h)).
Preklapanjem slika (g) i (h) vidi se dominantan izrazaj Bcl-2 u
epitelnim stanicama, smo u pojedinim stanicama vidi se zajednicki
izrazaj (strelice (i)). (j)-(1) Invaginacija pokrovnog epitela jajnika.Vidi
se blag izrazaj (strelice) Bcl-2 u stanicama pokrovnog epitela jajnika
(j) dok je izrazaj Bax-a izrazit (strelice (k)).Preklapanjem slika (j) i (k)
vidi se zajednicki izrazaj Bcl-2 i Bax-a u stanicama pokrovnog epitela

(1).

4.4. Zdravi jajnik Zene postmenopauzalne dobi

U postmenopauzalnom janiku doslo je do atrofije tkiva jajnika te se jajnik sastoji od
vezivnog tkiva i oziljaka bijelih tijela. U vezivnom tkivu jajnika mogu se vidjeti i
inkluzijske ciste, ali nema primordijalnih folikula, folikula u razvoju, atreti¢nih folikula
kao ni Zutog tijela. Pokrovni epitel jajnika Cesto je vrlo tesko dobiti na histoloskom
preparatu zbog slabe povezanosti epitela sa stromom te se prilikom uzorkovanja odljusti s
povrsine jajnika Sto dovodi do poteskoca u tumacenju morfoloSkog izgleda samog epitela

(Slika 15.).
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Slika 15. Zdravi jajnik Zene u postmenopauzi. Vidi se pokrovni epitel (Ose) i

stroma (Os) Hematoksilin & eozin. Povecanje 40, ljestvica 25um.

4.4.1.  Imunohistokemijsko bojanje zdravog jajnika postmenopauzalne

dobi sa Bcl-2, Bax, kaspaza-3 i Igf-1 protutijelima

Izrazaj Bcl -2 protutijela u stanicama pokrovnog epitela jajnika i stanicama strome
bio je slab do umjeren dok je izrazaj Bax protutijela bio blag (Tablica 4., Slika 16.). Dok u
stanicama pokrovnog epitela jajnika nije zapazen izrazaj kaspaza 3 protutijela, pojedine
stanice strome pokazale su jaku reaktivnost (Tablica 4., Slika 16.). Prisustvo Igf 1
bjelancevine nije uoceno u stanicama strome, dok je u stanicama pokrovnog epitela izrazaj

bio blag (Tablica 4., Slika 16.).
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Slika 16.

Zdravi jajnik Zene u postmenopauzi (a)-(d). (a) Imunohistokemijsko

bojanje na Bcl-2. Vidi se umjeren izrazaj (strelica) u stanicama
pokrovnog epitela (Ose) i strome (Os) (b) Imunohistokemijsko bojanje
na Bax. Vidi se blag (blag) izrazaj u stanicama pokrovnog epitela
jajnika (Ose) i strome (Os). (c) Imunohistokemijsko bojanje na
kaspazu-3. Vide se stanice pokrovnog epitela jajnika (Ose) negativne
(strelica) na kaspazu-3 i negativne do umjereno pozitivne stanice
strome (Os). (d) Imunohistokemijsko bojanje na Igf-1. Vide se blago
pozitivne (strelica) stanice pokrovnog epitela jajnika (Ose) i negativne

stanice strome (Os). Povecanje 100%, ljestvica 10um.
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Tablica 4.

4.4.2.

¢imbenika u jajniku u postmenopauzi

Stanice
Protutijelo | Pokrovni epitel jajnika

strome
Bcl-2 +++ +++
Bax + +
kaspaza-3 - -[+++
Igt-1 + -

+++ jaka reaktivnost;
++ umjerena reaktivnost;
+ blaga reaktivnost;

- odsustvo reaktivnosti;
+/+++* reaktivnost u rasponu od blage, umjerene do jake

Dvostruko

postmenopauzalne dobi na Bcl-2/Bax

imunofluorescentno

bojanje

zdravog

Imunohistokemijski izrazaj Bcl-2, Bax, kaspaza-3 i Igf-1

Jjajnika

U pokrovnom epitelu jajnika uocen je umjeren izrazaj Bcl-2 u vecini stanica, dok je

u pojedinim stanicama izrazaj bio jak. Jak izrazaj Bcl-2 takoder je uocen 1 u stanicama

strome. Bax aktivnost bila je izrazita u stanicama pokrovnog epitela, dok je u stromi izrazaj

bio blag. Preklapanjem dviju slika uoceno je prisustvo kooekspresije bjelan¢evina Bcl-2 i

Bax u stanicama pokrovnog epitela jajnika i stanicama strome (Slika 17., (a)-(d)).

50



Ana Poljicanin Doktorska disertacija

Slika 17. Dvostruko imunofluorescentno bojanje zdravog  jajnika
postmenopauzalne dobi na Bcl-2/Bax. (a) Vidi se umjeren izrazaj Bcl-
2 u vecini stanica, dok je u pojedinim stanicama izrazaj jak (strelice).
(b) Vidi se izrazita Bax aktivnost u stanicama pokrovnog epitela
(strelice), dok je u stromi izrazaj blag. (d) Preklapanjem dviju slika
vidi se prisustvo kooekspresije bjelancevina Bcl-2 i Bax u stanicama

pokrovnog epitela jajnika (strelice). Povecanje 100X, ljestvica 10um.

4.5. Serozni tumor jajnika

Tumorsko tkivo gradeno je od Zzljezda, resica ili solidnih nakupina atipi¢nih
epitelnih stanica naznafenog nuklearnog polimorfizma. Mitoze su brojne, a Cesto 1
nepravilna oblika s nekoliko vretena 1 nepravilnom segregacijom kromosoma. Mjestimice
se mogla vidjeti pokoja orijaska stanica sa viSe jezgara. Tkivo je mjestimi¢no nekroticno, a

vide se 1 podrucja vaskularne invazije.
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Slika 18. Serozni tumor jajnika, histoloskog gradusa Ill. Hematoksilin & eozin.

Povecanje 20 %, ljestvica 50um.

4.5.1.  Imunohistokemijsko bojanje seroznog tumora jajnika sa Bcl-2, Bax,

kaspaza-3 i Igf-1 protutijelima

Samo su pojedine tumorske stanice pokazale blag izrazj Bcl-2 protutijela, dok u
stanicama strome nije bilo aktivnosti (Tablica 4., Slika 19. (a)).

U pojedinim tumorskim stanicama izrazaj Bax bjelancevine bio je umjeren dok
pojedine stanice nisu pokazivale izrazaj, takoder aktivnost nije uo¢ena u stanicama strome
(Tablica 4., Slika 19. (b)).

Jak 1zrazaj kaspaze-3 uocCen je u pojedinim tumorskim stanicama, a stanice strome

nisu pokazivale kaspaza-3 reaktivnost (Tablica 4., Slika 19. (¢)).
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U obje vrste ispitivanih stani¢nih vrsta uocen je razli¢it izrazaj Igf-1 bjelancevine

koji se kretao od blagog do jakog, dok u pojedinim stanicama izrazaja nije bilo (Tablica 4.,

Slika 19. (d)).

Slika 19.

Serozni tumor jajnika (a)-(h). (a)-(b) Imunohistokemijsko bojanje na
Bcl-2. Vidi se blagi izrazaj (strelica u uvecanom okviru (b)) u
tumorskim stanicama. Stanice strome (Os) su negativne. (a) Povecanje
40%, ljestvica 25um. (b) Povecanje 100%(c)-(d) Imunohistokemijsko
bojanje na Bax. Vidi se umjeren izrazaj (strelica u uvecanom okviru
(d)) u tumorskim stanicama, stanice strome (Os) su negativne. (c)
Povecanje  40x%, ljestvica 25um. (d) Povecanje 100x(e)-(f)
Imunohistokemijsko bojanje na kaspazu 3. Vidi se kaspaza-3 pozitivha
apoptotska tumorska stanica (strelica u uvecanom okviru (e)). Postoji
infiltracija brojnih limocita (Cetverokut) u tkivo tumora koji se

nespecificno bojaju. (e) Povecanje 40%, ljestvica 25um. (f) povecanje
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100%. (g)-(h) Imunohistokemijsko bojanje na Igf-1. Vidi se umjeren
izrazaj (strelica u uvecanom okviru (h)) u tumorskim stanicama, stanice

strome (Os) su negativne. (g) Povecanje 40%, ljestvica 25um. (h)

povecanje 100X,

Tablica 5. Imunohistokemijski izrazaj Bcl-2, Bax, kaspaza-3 i Igf-1

¢imbenika u seroznim tumorima jajnika histoloskog stupnja I11

Protutijelo Tumorske stanice Stanice
strome

Bcl-2 -1+ _

Bax -[++ _

kaspaza-3 | -/+++ _

Igf-1 -[+++ [+

+++ jaka reaktivnost;
++ umjerena reaktivnost;
+ blaga reaktivnost;

- odsustvo reaktivnosti;

+/+++* reaktivnost u rasponu od blage, umjerene do jake

4.5.2.  Dvostruko imunofluorescentno bojanje seroznog tumora janika na

Bcl-2/Bax

Blag izraZzaj Bcl-2 bjelan¢evine uocen je u tumorskim stanicama, dok je izrazaj Bax

bjelancevine bio blag do umjeren. IzraZaja obiju bjelancevina nije bilo u stanicama strome.

Preklapanjem dviju slika uocen je zajednicki izrazaj Bcl-2 1 Bax bjelancevine u pojedinim
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tumorskim stanicama. Jak izrazaj Bcl-2 primijecen je u upalnim stanicama tumora (Slika

20., (a)-(d)).

Slika 20. Dvostruko imunofluorescentno bojanje seroznog tumora janika na
Bcl-2/Bax (a) vidi se blag izrazaj Bcl-2 u tumorskim stanicama
(strelica). Vidi se jak izrazaj Bcl-2 u upalnim stanicama (tanke
strelice), stroma (Os) (b) Vidi se blag (vrh strelice) do umjeren
(strelica) izrazaj Bax-a u tumorskim stanicama, stroma (Os) (d)
Preklapanjem (merge) slika (a) i (b) vidi se zajednicki izrazaj Bcl-2 i
Bax bjelancevine (strelica) u pojedinim tumorskim stanicama.

Povecanje 100%, ljestvica I0um.
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S. RASPRAVA

Razvoj ljudskog jajnika obiljeZen je intezivnim razdobljima stani¢ne proliferacije 1
stani¢ne smrti, dvaju procesa koji odvijajuci se istodobno osiguravaju smanjenje velikog
broja oocita do kona¢nog broja u trenutku rodenja. Najintezivnije razdoblje proliferacije
spolnih stanica ljudskog fetusa odvija se od 8. do 20. tjedna smanjujuc¢i se postupno do
rodenja. Medutim, rana proliferacija i apoptoza primordijalnih spolnih stanica moze se
uociti ve¢ u 5. tjednu embrionalnog razvoja tijekom njihove migracije iz Zumanj€ane vrece
u spolne nabore kao i tijekom nastajanja primarnih i sekundarnih (kortikalnih) tracaka ¢iji
nastanak prati naseljavanje spolnih stanica u tkivo jajnika (125). Nasa studija upravo
istrazuje najintezivnije razdoblje proliferacije, folikulogeneze i apoptoze u ljudskom
ovariju tijekom fetalnog razvoja te tijekom reproduktivnog razdoblja 1 postmenopauze.

Studije, radene uglavnom na miSevima i Stakorima, predlazu ¢lanove Bcl-2 obitelji
kao odgovorne za aktivaciju 1 suzbijanje apoptoze u jajniku sisavaca (126). U nekolicini
imunohistokemijskih studija na ljudskom jajniku tijekom prenatalnog razdoblja istraZivan
je vremenski izrazaj Bcl-2. Najraniji izrazaj Bcl-2 bjelancevine uo€en je u spolnim
stanicama tijekom 6. tjedna pa sve do 17. tjedna razvoja nakon kojega izrazaj Bcl-2 do
danas nije uocen (8, 99, 103, 127).

U ovoj studiji, intezitet izrazaja Bcl-2 bjelancevine tijekom fetalnog razvoja
mijenjao se ovisno o analiziranom stadiju razvoja te ovisno o stani¢nim vrstama. Dok u
stanicama strome nije bilo Bcl-2 izraZaja, blag izraZaj uocen je u folikularnim stanicama 1
stanicama pokrovnog epitela jajnika tijekom 15. tjedna razvoja. Samo u rijetkim oocitama
uocen je blag do umjeren izrazaj Bcl-2 bjelancevine. Za razliku od prijasnjih studija, u
nasoj studiji, izrazaj Bcl-2 bjelancevine uocen je u svim stani¢nim vrstama jajnika u 22.

tjednu fetalnog razvoja ukljuCujuci i oocite. Na osnovu opaZanja naSe studije moZe se
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zakljuciti o moguc¢oj ulozi Bcl-2 u ocuvanju oocita tijeko ranog perioda razvoja prije
formiranja primordijalnih folikula, ali i nakon formiranja, a ne samo tijekom ranog perioda
kao se prije pretpostavljalo (8, 99).

S druge strane, u nasoj studiji izrazaj Bax bjelancevine uocen je tijekom svih
istrazivanih razvojnih razdoblja te u svim stanicnim vrstama. Opisani izrazaj Bax
bjelancevine u oocitama fetalnih jajnika upucuje da Bax moze igrati glavnu ulogu u
kontroli stani¢ne smrti. Medutim, rasprostranjen izrazaj Bax proteina mozda nije u skladu s
koli¢inom apoptoze u tkivu, jer djelovanje Bax-a ovisi o unutarstani¢noj lokalizaciji 1
stvaranju homodimera s ostalim antiapoptotskim ¢lanovima Bcl-2 obitel;ji (8, 99).

Do sada imunohistokemijski izrazaj Igf-1 bjelancevine u ljudskom fetalnom jajniku
nije istrazivan (109, 111). Na moguc¢u ulogu Igf-1 gena u reproduktivnoj funkciji upucuju
studije provedene na Igf-1 genetski modificiranim miSevima koji su neplodni (115). U
ovom istrazivanju uocen je razliCit izrazaj Igf 1 bjelancevine ovisno o fetalnom razdobju ili
istrazivanim stani¢nim vrstama jajnika. Vremenski 1 prostorni izrazaj Igf-1 bjelancevine u
oocitama 1 folikularnim stanicama fetusa u skladu je sa intezivhom proliferacijskom
aktivnoS¢u koja je karakteristina za istraZivana razdoblja fetalnog razvoja jajnika, ali ne i
sa intezivnom apoptotskom aktivnoscu.

Nasa studija je takoder pokazala da su u zdravim jajnicima odraslih Zena u
reproduktivnom razdoblju i Bcl-2 1 Bax izraZeni u istim stanicama primarnih, sekundarnih
1 tercijarnih folikula. U tercijarnim folikulima zajednicki izraZzaj Bax i1 Bcl-2 protutijela
uocen je u granuloza i teka stanicama, dok je intezitet izrazaja u folikulima bio razlicit,
ovisno o stupnju napretka atrezije u samom folikulu. Ve¢ je u prijaSnjim studijama
predloZzeno kako prevaga jednog od navedenih bjelancevina moze odrediti konacnu
sudbinu stanice te da odluka o prezivljenju ili smrti stanice ovisi o koncentraciji

bjelancevina u stanici (99, 128, 129). Ova pretpostavka potvrdena je i rezultatima nase
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studije. Takoder se pretpostavlja da je povecana pro-apoptotska aktivnost Bax bjelancevine
zadana u jajniku sisavaca te je odgovorna za smrt fetalnih spolnih stanica i atreziju folikula
u jajnicima odraslih Zena (126).

Po prvi put u naSoj studiji istrazivan je imunohistokemijski izrazaj Igf-1
bjelanCevine u stanicama ljudskog jajnika. Prema studiji na genetski moodificiranim
miSevima kod kojih je razvoj folikula bio zaustavljen u ranom antralnom stadiju, a zreli
Graafovi folikuli se ne proizvode, pretpostavlja se da Igf-1 gen ima vaznu ulogu u razvoju
folikula jajnika (130). Rezultati naSe studije pokazali su izrazaj Igf-1 bjelanc¢evine kako u
stanicama jajnih folikula tako 1 u ostalim stani€nim vrstama. Medutim, izrazaj Igf-1
bjelancevine razlikovao se ovisno o razvojnom stadiju folikula. Razlike u izrazaju IGFBP
gena u oocitama ljudskog ovarija ovisne o stadiju razvoja folikula pronadene su i u studiji
Buyalos i suradnika te se moze zakljuditi da Igf obitelj ima vaznu ulogu u razvoju folikula
koja se vjerojatno razlikuje u razli¢itim folikularnim stadijima (131). Takoder se na osnovu
rezultata brojnih studija na zivotinjama, gdje se vidjelo da su granuloza stanice glavno
mjesto izrazaja Igf-1 gena, pretpostavilo da bi Igf-1 gen mogao imati vaznu ulogu u
odabiru folikula koji ¢e proc¢i proces ovulacije (132, 133). Rezultati nase studije takoder
govore u prilog toj tvrdnji.

Na§ nalaz prisutnosti Igf-1 bjelanCevine, koja je odgovorna i za stani¢nu
proliferaciju, ali i za inhibiciju apoptoze te istovremene prisutnosti proapoptotskih i
antiapoptotskih ¢imbenika u istoj stanici, govori u prilog pretpostavci da su regulacija
apoptoze 1 stani¢nog ciklusa usko povezani u jajniku te da bi zajedniCka kontrola ovih
dvaju procesa mogla pridonijeti odrzavanju fine ravnoteze izmedu proliferacije 1 smrti
stanica (134-137).

U nasoj studiji, tijekom prenatalnog perioda, uoc¢eno je postojanje apoptoze u svim

stani¢nim vrstama jajnika, osim u stanicama pokrovnog epitela jajnika. Apoptotske stanice
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bile su pozitivne na kaspazu-3. U kasnijem fetalnom razvoju, tijekom stvaranja
primordijalnih folikula, kaspaza-3 aktivnost uofena je 1 u oocitama i u folikularnim
stanicama. U prijasnjim studijama, najintezivnija aktivnost kaspaze-3 uocena je u 18. 1 19.
tjednu fetalnog razvoja, dakle u razdoblju prije nastajanja primordijalnih folikula. Ovo
povecanje kaspazne aktivnosti podudaralo se sa povecanjem apoptoze u spolnim
stanicama. Tijekom daljnjeg razvoja, smanjenje aktivnosti kaspaze-3 uoceno je tijekom 20.
tjedna razvoja (7, 103). Na osnovu rezultata ovih studija pretpostavilo se da nema smrti
oocita u primordijalnim folikulima zbog toga Sto folikuli Stite oocitu od apototske smrti
(7). Za razliku od tih zapazanja, u naSoj studiji, uoCen je izrazaj kaspaza-3 bjelancevine u
22. tjednu fetalnog razvoja i u oocitama 1 u granuloza stanicama koje tvore primordijalne
folikule.

U brojnim Zivotinjskim vrstama izraZaj kaspaze-3 primijecen je u vecini slucajeva u
granuloza stanicama atreticnih antralnih folikula, a povremeno i pojedinim teka stanicama
(24, 88, 138-140). Kaspaza-3 aktivnost uoCena je i u granuloza stanicama atreti¢nih
antralnih folikula u odraslim ljudskim jajnicima (88, 93, 94) §to se podudara s rezultatima
naSe studije. Broj apoptotskih, kaspaza-3 pozitivnih stanica bio je veci §to je atrezija vise
napredovala.

Takoder smo u naSoj studiji uocili izraZaj kaspaze-3 i Bax-a u ponekim teka
stanicama, $to je uoceno 1 od strane drugih autora (99). Ovo zapazanje podudara se s
pretpostavkom da tijekom procesa atrezije pojedine teka stanice podlijezu apoptozi dok
preostale bivaju inkorporirane unutar intersticija jajnika (38, 140).

S druge strane pokazalo se da je prokaspaza-3 prisutna u svim stadijima razvoja
folikula $to upucuje na mogucnost da bi atrezija u ranim stadijima razvoja folikula mogla
biti potaknuta kaspaza neovisnim putem smrti (6, 93). Kao $to je pokazano u nasoj studiji,

DNA fragmentacija u jezgri umrle stanice (prikazana TUNEL metodom) nije uvijek
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pokazivala zajednicki izrazaj sa kaspazom-3 u istoj stanici prenatalnog jajnika. Na osnovu
ovog nalaza moze se zakljuciti da kaspaza-3 ovisna smrt stanice mozda nije jedini nacin
umiranja stanica koji je uklju¢en u kontrolu broja stanica u jajniku. Rezultati nase
prethodne studije pokazali su prisutnost p53 ovisne smrti granuloza stanica u najranijim
stadijima razvoja jajnika, dok se tijekom daljnjeg razvoja u masovno odstranjenje
folikularnih stanica ukljucuju 1 kaspaza ovisni i kaspaza neovisni put (125).

Nase istrazivanje ljudskih razli€itih stani¢nih vrsta u ljudskim fetalnim i odraslim
jajnicima reproduktivnhe dobi pokazalo je razliitost u izrazaju proapoptotskih 1
antiapoptotskih ¢imbenika kao 1 razlike u mehanizmu stani¢ne smrti. Omjer Bcl-2 i Bax
bjelancevina regulira kona¢nu sudbinu jajnih stanica prije 1 tijekom stvaranja primarnih
folikula. Kaspaza-3 ovisna smrt stanica ¢ini se jednim od najvaznijih puteva odumiranja
stanica u jajniku, ali ne 1 jedini. Dok je tijekom embrionalnog razvoja za smrt granuloza
stanica odgovoran kaspaza neovisni put, tijekom fetalnog razdoblja kaspaza-3 ovisan put
postaje najvazniji mehanizam odumiranja stanica. U postnatalnom razdoblju kaspaza-3
ovisan put djeluje prvenstveno u granuloza stanicama, ali ne 1 u oocitama. Zbog svega
navedenog apoptoza u ljudskom prenatalnom i postnatalnom jajniku je proces koji se
odvija putem razlicitih stani¢nih puteva u razli¢itim stani¢nim vrstama jajnika, a ovisan je
o stadiju razvoja folikula ili stadiju atrezije folikula.

Osim u stanicama zdravih prenatalnih 1 postnatalnih jajnika izrazaj proapoptotskih 1
antiapoptotskih ¢imbenika za potrebe ove studije istraZivan je 1 u epitelnim stanicama
seroznih tumora jajnika histoloSkog stupnja III kao 1 u stanicama strome. U nasoj studiji
tumorske stanice pokazale su blag izrazaj Bcl-2 bjelancevine Sto je uskladu s nalazima
prijasnjih studija koje govore o tendenciji smanjenja inteziteta izrazaja Bcl-2, ovisno o

tumorskoj progresiji (105, 107, 108, 141).
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Za razliku od Bcl-2, izrazaj Bax bjelancevine bio je umjeren. Dokazano je da jaci
izrazaj Bax bjelanCevine u stanicama tumora moze utjecati na smanjenje antiapoptotske
aktivnosti Bcl-2 u samim stanicama (96). Rezultati dvostrukog imunohistokemijskog
bojanja u kojem smo dokazali istovremenu prisutnost obiju bjelancevina govori u prilog
navedenoj tvrdnji. Omjer izrazaja Bax/Bcl-2 ¢imbenika manji od jedan povezan je sa
boljom prognozom u tumorima ovarija (101).

U nasoj studiji nismo imali izraZaj ¢imbenika Bcl-2 obitelji u stromalnim stanicama
tumora za razliku od studije Andersona i sur. koji su pokazali izrazaj Bcl-2 bjelancevine 1 u
stromalnim stanicama (105). Buduéi je izrazaj Bcl-2 manji u seroznim tumorima
histoloskog gradusa III moguce je da zbog manjeg broja uzoraka u naSoj studiji izrazaj
Bcl-2 nije zamijecen u stranicama strome.

Po prvi put u ovoj studiji opisan je izrazaj antiapoptotske Igf-1 bjelancevine u
seroznim tumorima jajnika koji je bio jakog inteziteta 1 u stromalnim i u tumorskim
stanicama. Moguca uloga Igf puta u razvoju tumora jajnika uocena je u in vitro studijama
koje su pokazale da Igf-1 utjece na povecan rast tumorskih stanica te njihovu invazivnost
(142-145). Do sada u tumorima jajnika opisan je izrazaj IGF-1 receptora te prisustvo
genetskih varijacija Igf1l, IGFBP1 i IGFBP3 gena koje su povezane sa povec¢anim rizikom
od nastanka karcinoma jajnika (146-148).

U na$oj studiji imali smo jak izrazaj kaspaze-3 u pojedinim apoptotskim tumorskim
stanicama karcinoma jajnika dok izraZaja u stanicama strome nije bilo. Upravo izrazena
apoptotska aktivnost u tumorskim stanicama karakteristika je novotvorina jajnika (91).
Nekoliko ranijih studija koje su takoder imunohistokemijski istraZivale izraZaj kaspaze-3 u
seroznim tumorima jajnika pokazale su povezanost izrazaja kaspaze-3 1 loSije prognoze

(105, 107). Nasi rezultati su u suglasnosti i sa studijom Diebold-a i suradnika kao i Chan-a
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1 suradnika koji su takoder primijetili izrazenu apoptotsku aktivnost u tumorima jajnika
visokog histoloskog gradusa (107, 108).

U istrazivanim seroznim tumorima histoloSkog gradusa 3 postoji izrazena
proliferacijska aktivnost koja se ocituje jakim intezitetom izrazaja Igf-1 bjelancevine,
medutim u istim tumorskim uzorcima povecana je i apoptotska aktivnost koja se ocituje
jakim intenzitetom izrazaja kaspaze-3. Navedeni rezultati govore u prilog velikim
promjenama u broju stanica u tumorima jajnika, a pretpostavlja se da prevladavanje
procesa proliferacije nad apoptozom dovodi do zlo¢udnog napredovanja tumora (107,
108).

Osim zbog promjena u apoptotskim putevima smatra se da tumori mogu nastati i
zbog promjena u tumorskom mikrookoliSu (27). Naime serozni tumori jajnika vjerojatno
nastaju iz epitela inkluzijskih cista koji je tijekom reproduktivnog i postmenopauzalnog
razdoblja pod izravnim utjecajem stromalnih stanica koje lu¢e brojne ¢imbenike rasta
odgovorne za autokrino 1 parakrino stimuliranu proliferaciju epitela jajnika. Kako je
interakcija izmedu stanica strome i pokrovnog epitela vazna za normalnu funkcionalnu
aktivnost reproduktivnog jajnika tako se smatra da je vazna i za nastanak seroznog tumora
ovarija (27, 43, 149). Utjecaj stromalnih stanica na nastanak tumora dokazan je u studijama
na tumorima dojke, mjehura, grli¢a maternice, kolona, prostate 1 jajnika (150).

U naSoj studiji uocCen je jedino izrazaj antiapoptotske bjelancevine Igf-1 i u
tumorskim 1 u stormalnim stanicama S§to govori o izraZzenoj proliferacijskoj aktivnosti koja
mozZe pridonijeti malignom napredovanju tumora o ¢emu govore i neke ranije studije (105,
107).

Budu¢i je u nasoj studiji uocen slican izrazaj Igf-1 bjelanc¢evine u stanicama jajnika
tijekom reproduktivnog razdoblja kao 1 u tumorima pretpostavljamo da se isti ¢cimbenici

koji dovode do pojacane ekspresije Igf-1 ponovno aktiviraju i u tumorima, ali o€ito uz

62



Ana Poljicanin Doktorska disertacija

gubitak normalne kontrole njegovog izrazaja. S druge strane u prilog ovoj tvrdnji govori 1
nas$ nalaz da smo tijekom razdoblja postmenopauze imali smanjen izrazaj Igf-1 te je bilo za
ocekivati da ¢e njegov izrazaj ostati smanjen 1 u seroznim tumorima jajnika koji najcesce i
nastaju za vrijeme postmenopauze. IstraZivanje na melanomima pokazalo je da je
proizvodnja Cimbenika rasta od strane tumorskih stanica ili stanica tumorskog
mikrookoliSa kljucan ¢imbenik u stjecanju malignog fenotipa (95). S obzirom na to Igf-1
kao ¢imbenik rasta moze i u slucaju tumora jajnika biti jedan od ¢imbenika malignog
fenotipa.

Usporedbom izrazaja Bcl-2 1 Bax bjelancevine u epitelnim i1 stromalnim stanicama
uoceno je oponasanje fetalnog izrazaja navedenih ¢imbenika u tumorskim stanicama ¢iji je
intezitet izraZaja smanjen u odnosu na izrazaj tijekom reproduktivnog perioda. Rezultati
naSe studije idu u prilog novijim teorijama koje smatraju da je nastanak tumora usko

povezan s embrionalnim razvojem te da se razvoj tumora moze smatrati neprirodnim

oblikom organogeneze (151).
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6. ZAKLJUCCI

1. Nase istrazivanje ljudskih razli€itih stani¢nih vrsta u ljudskim fetalnim i odraslim
jajnicima reproduktivne dobi pokazalo je razliCitost u izrazaju proapoptotskih 1
antiapoptotskih ¢imbenika kao i razlike u mehanizmu stani¢ne smrti.

2. Omjer Bcl-2 1 Bax bjelancevina regulira kona¢nu sudbinu jajnih stanica prije i
tijekom stvaranja primarnih folikula.

3. Kaspaza-3 ovisna smrt stanica ¢ini se jednim od najvaznijih puteva odumiranja
stanica u jajniku, ali ne 1 jedini. Tijekom fetalnog razdoblja kaspaza-3 ovisan put
postaje najvazniji mehanizam odumiranja stanica. U postnatalnom razdoblju
kaspaza-3 ovisan put djeluje prvenstveno u granuloza stanicama, ali ne 1 u
oocitama.

4. U razli¢itim stani¢nim vrstama ljudskog prenatalnog i postnatalnog jajnika,
apoptoza je proces koji se odvija razli¢itim apoptotskim putevima, a ovisan je o
stadiju razvoja folikula ili stadiju atrezije folikula.

S. U naSoj studiji po prvi put je imunohistokemijskim bojanjem dokazano prisustvo
Bcl-2 biljega u svim stani¢nim vrstama jajnika u 22. tjednu fetalnog razvoja na
osnovu ¢ega se moze zakljuciti o mogucoj ulozi Bcl-2 u o¢uvanju oocita tijekom
ranog razdoblja razvoja jajnika prije, ali i nakon formiranja primordijalnih folikula,
a ne samo tijekom ranog perioda kao se prije pretpostavljalo.

6. Izrazaj Bax bjelanc¢evine uocen je tijekom svih istraZivanih razvojnih razdoblja te u
svim stani¢énim vrstama. Opisani izrazaj Bax bjelanc¢evine u oocitama fetalnih

jajnika upucuje da Bax moze imati glavnu ulogu u kontroli stani¢ne smrti.
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10.

11.

Vremenski 1 prostorni izrazaj Igf-1 bjelancevine u oocitama 1 folikularnim
stanicama fetusa u skladu je sa intenzivnom proliferacijskom aktivnos¢u koja je
karakteristi¢na za istrazivana razdoblja razvoja fetalnog jajnika, ali ne i sa
intenzivnom apoptotskom aktivno$¢u te je vjerojatno neophodna za rast i razvoj
rane ljudske gonade.

Izrazaj Igf-1 bjelancevine vjerojatno je odgovoran i za stani¢nu proliferaciju, ali 1
za inhibiciju apoptoze.

Istovremena prisutnost proapoptotskih i antiapoptotskih ¢imbenika u istoj stanici
govori u prilog pretpostavci da su apoptoza i stanini ciklus u jajniku tijekom
prenatalnog i postnatalnog razvoja usko povezani te da bi poremecaj njihove fine
ravnoteze mogao utjecati na razvoj tumora.

U istraZivanim seroznim tumorima histoloSkog stupnja 3 postoji izrazena
proliferacijska aktivnost koja se ocituje jakim intezitetom izrazaja Igf-1
bjelancevine, medutim u istim tumorskim uzorcima povecana je i apoptotska
aktivnost koja se ocituje jakim intenzitetom izrazaja kaspaze-3 §to govori u prilog
velikim promjenama u broju stanica u tumorima jajnika, te se moZe pretpostaviti da
prevladavanje procesa proliferacije nad apoptozom dovodi do zlo¢udnog
napredovanja tumora.

U naSoj studiji uoCen je jedino izraZaj antiapoptotske bjelancevine Igf-1 i u
tumorskim 1 u stormalnim stanicama S$to govori o izraZenoj proliferacijskoj
aktivnosti kako u tumorskim stanicama tako 1 stanicama mikrookoliSa koja moze

pridonijeti malignom napredovanju tumora.
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12.

13.

Na osnovu sli€nog izrazaj Igf-1 bjelancevine u stanicama jajnika tijekom
reproduktivnog razdoblja kao i u tumorima pretpostavljamo da se isti ¢imbenici
koji dovode do pojacane ekspresije Igf-1 ponovno aktiviraju i u tumorima.

Usporedbom izrazaja Bcl-2 i Bax bjelancevine u epitelnim i1 stromalnim stanicama
uoceno je oponasanje fetalnog izrazaja navedenih cCimbenika u tumorskim
stanicama Ciji je intezitet izrazaja smanjen u odnosu na izrazaj tijekom
reproduktivnog perioda. Rezultati naSe studije idu u prilog novijim teorijama koje
smatraju da je nastanak tumora usko povezan s embrionalnim razvojem te da se

razvoj tumora moze smatrati neprirodnim oblikom organogeneze.
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8. SAZETAK

U ovoj doktorskoj disertaciji imunohistokemijskim metodama istrazivan je utjecaj
pro-apoptotskih Bax i anti-apoptotskih Bcl-2 i Igf-1 ¢imbenika na stani¢nu smrt (kaspaza-
3, TUNEL) u razli¢itim stani¢nim vrstama Sest fetalnih, devet odraslih zdravih jajnika te
devet uzoraka seroznog tumora jajnika kako bi se otkrio moguc¢i mehanizam kontrole broja
stanica u tkivu jajnika. U razliitim stani¢nim vrstama ljudskih fetalnih i odraslih jajnika
reproduktivne dobi pokazana je razliitost u izrazaju proapoptotskih i antiapoptotskih
¢imbenika kao i razlike u mehanizmu stani¢ne smrti. Omjer Bcl-2 i Bax bjelancevina
regulira kona¢nu sudbinu jajnih stanica prije i1 tijekom stvaranja primarnih folikula.
Kaspaza-3 ovisna smrt stanica ¢ini se jednim od najvaznijih puteva odumiranja stanica u
jajniku, ali ne i jedini. Dok je tijekom embrionalnog razvoja za smrt granuloza stanica
odgovoran kaspaza neovisni put, tijekom fetalnog razdoblja kaspaza-3 ovisan put postaje
najvazniji mehanizam odumiranja stanica. U postnatalnom razdoblju kaspaza-3 ovisan put
djeluje prvenstveno u granuloza stanicama, ali ne i1 u oocitama. Zbog svega navedenog
apoptoza u ljudskom prenatalnom i postnatalnom jajniku je proces koji se odvija putem
razli¢itih stani¢nih puteva u razli¢itim stanicnim vrstama jajnika, a ovisan je o stadiju
razvoja folikula ili stadiju atrezije folikula. Osim u stanicama zdravih prenatalnih 1
postnatalnih jajnika izrazaj proapoptotskih i antiapoptotskih ¢imbenika za potrebe ove
studije istraZivan je i u epitelnim stanicama seroznih tumora jajnika histoloSkog stupnja III
kao 1 u stanicama strome. U istraZivanim seroznim tumorima histoloskog stupnja III
postoji izrazena proliferacijska aktivnost koja se ocituje jakim intezitetom izrazaja Igf-1
bjelancevine, medutim u istim tumorskim uzorcima povecana je i apoptotska aktivnost
koja se ocituje jakim intenzitetom izrazaja kaspaze-3. Navedeni rezultati govore u prilog
velikim promjenama u broju stanica u tumorima jajnika, a pretpostavlja se da
prevladavanje procesa proliferacije nad apoptozom dovodi do zlo¢udnog napredovanja
tumora. Budu¢i je u nasoj studiji uocen sli€an izrazaj Igf-1 bjelanCevine u stanicama
jajnika tijekom reproduktivnog razdoblja kao 1 u tumorima pretpostavljamo da se isti
¢imbenici koji dovode do pojacane ekspresije Igf-1 ponovno aktiviraju i u tumorima, ali
oCito uz gubitak normalne kontrole njegovog izrazaja. Usporedbom izrazaja Bcl-2 i Bax
bjelancevine u epitelnim i stromalnim stanicama uoceno je oponaSanje fetalnog izrazaja
navedenih ¢imbenika u tumorskim stanicama ¢iji je intezitet izrazaja smanjen u odnosu na
izrazaj tijekom reproduktivnog perioda. Rezultati naSe studije idu u prilog novijim
teorijama koje smatraju da je nastanak tumora usko povezan s embrionalnim razvojem te

da se razvoj tumora moze smatrati neprirodnim oblikom organogeneze.
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9. SUMMARY

The influence of pro-apoptotic Bax and anti-apoptotic Bcl-2 and Igf-1 proteins on
the cell death (caspase-3, TUNEL) ovarian cell lineages was immunohistochemically
analyzed in six fetal, nine adult human ovaries and nine serous ovarian tumors in order to
disclose possible mechanisms of cell number control. Our investigation of human fetal and
adult ovaries in the reproductive stage disclosed that ovarian cell populations displayed
differences in expression of pro-apoptotic and pro-survival factors, as well as differences
in mechanisms of cell death. Levels of Bcl-2 and Bax protein regulate the final destiny of
the germ cells prior and during primary follicles formation. Caspase-3 dependent apoptosis
seems to be the most important, but not the only pathway of cell death in the human fetal
ovary. While during embryonic stages of human development caspase-independent cell
death pathway operates in the process of germs cell disintegration, during fetal
development caspase-3 dependent pathway takes over the role of the major cell death
mechanism. In post-natal ovaries, caspase-dependent cell death starts primarily in
granulosa cells and not in the germ cells. Therefore, apoptosis in human ovaries appears to
be a selective process which is executed by different cell death pathways in different
ovarian cell populations, and is dependent on the stage of follicle development/atresia
analyzed. Except in the cells of healthy prenatal and postnatal ovaries expression of pro-
apoptotic and anti-apoptotic factors in the present study was investigated in epithelial cells
of serous ovarian tumors of histological grade III as well as in the stromal cells. In the
investigated serous tumors high proliferative activity was noticed and was reflected by
strong intensity of IGF-1 protein expression. However in the same tumor samples
increased apoptotic activity that was manifested with high intensity of caspase-3
expression. These results suggest significant changes in the number of cells turnover in
ovarian tumors, and it is assumed that the process of proliferation overcomes apoptosis
leading to the progression of malignant tumors. Since in our study a similar expression of
IGF-1 protein was observed in the cells of the ovaries during the reproductive period, as
well as in tumors it is suggested that the same factors that lead to increased expression of
IGF-1 were re-activated in tumors, but obviously with the loss of normal control of its
expression. By comparing the expression of Bcl-2 and Bax proteins in epithelial and
stromal cells imitation of fetal expression of these factors was observed in tumor cells
whose expression decreased in intensity compared to expression during the reproductive
period. The results of our study support the newer theories which regard tumors closely
associated with embryonic development and the development of tumors can be considered

as aberrant form of organogenesis.
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