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1. Uvod



Mreznica je viSeslojna struktura koja se sastoji od veceg broja razli¢itih stanica koje
morfoloski i funkcionalno tvore poseban krug u kojem funkcioniraju¢i zasebno i zajednicki
medusobno proizvode slozeni vizualni podrazaj(1). To je funkcionalna jedinica srediSnjeg
zivéanog sustava koja osigurava pretvorbu svjetlosnog signala u Zziv€ani impuls.
Neuroektodermalnog je podrijetla, nastala iz diencefalona, neuroretina je slojevito tkivo,
sastavljeno od Sest vrsta neuronskih stanica (dvije vrste fotoreceptora: cunji¢i i Stapici;
horizontalne, bipolarne, amakrine i ganglijske stanice) i tri vrste glijalnih stanica (Miiller glija
stanice, astrociti i mikroglija stanice). Neuroretina se naslanja na pigmentni epitel i zajedno
¢ine ono §to nazivamo ,,mreznica*. Postojanje unutarnjih i vanjskih krvno-retinalnih barijera i
intra-retinalnih spojeva odraZzava fino¢u regulacije retinalnih izmjena s cirkulacijom i unutar
same retine. MrezZnica oblaZe straznji dio oka. To je tanka prozirna tunika, manja od 500 pm,
kroz koju prosijava pigment i vaskulatura Zilnice, u normalnim uvjetima ruZzi€asto-narancastog
izgleda. Glava vidnog zivca vidljiva je makroskopski u obliku diska blijedo ruzicaste boje,
svjetlijeg od ostatka mreznice, oko kojeg izlaze retinalne arterije i vene, a zove se opticki disk.
Makula je podrucje straznjeg dijela retine Cije je srediSte avaskularno. Uocava se pregledom
fundusa po narancastoj boji zbog prisutnosti pigmenata ksantofila. Nalazi se temporalno u
odnosu na opticki disk. Fovea, u srediStu makule, sastavljena isklju¢ivo od ¢unji¢a, omogucuje
oStrinu vida. Retina se proteze od ora serrata, sprijeda, do opti¢kog zivca, na straznjem polu

ocne jabucice.

Postoji deset slojeva od vanjske do unutarnje strane o¢ne jabucice: 1. sloj stanica pigmentnog
epitela retine (RPE); 2. sloj fotoreceptora; 3. vanjska grani¢na membrana, mjesto spajanja
Miillerovih glija stanica s unutarnjim segmentima fotoreceptora i medusobnog spajanja
fotoreceptora putem tijesnih spojeva (OLM); 4. sloj fotoreceptorskih jezgri ili vanjski nuklearni
sloj (ONL); 5. vanjski pleksiformni sloj kojeg ¢ine sinapse izmedu fotoreceptora s bipolarnim
1 horizontalnim stanicama(OPL); 6. unutarnji nuklearni sloj koji je sloj jezgri horizontalnih,
bipolarnih, amakrinih stanica 1 Miillerovih glija stanica (INL); 7. unutarnji pleksiformni sloj
koji se sastoji od dendrita ganglijskih stanica i aksona bipolarnih stanica i1 funkcionira kao veza
za prenoSenje informacija od bipolarnih do ganglijskih stanica (IPL); 8. sloj ganglijskih stanica
(RCG); 9. sloj ziv€anih vlakana, koji ¢ine aksoni ganglijskih stanica, okruzeni glijalnim
nastavcima koji tvore vidni Zivac (NFL); 10. unutarnja ograni¢avaju¢a membrana sastavljena
od unutarnjih nogu Miillerovih glija stanica 1 njihove bazalne membrane (ILM). Jednoslojni
pigmentni epitel mreZnice jako je vaZan element mreZnice, $to zbog svojih fizickih i

funkcionalnih svojstava kao vanjske krvno-retinalne barijere, zatim svojih optickih svojstava,



ali posebno zbog brojnih metabolic¢kih aktivnosti. RPE je visoko polarizirani epitel koji sadrzi
viSestruke ionske i vodikove kanale na svojim bazolateralnim i apikalnim povrSinama,
osiguravaju¢i selektivni transport izmedu neuroretine i koroidalne vaskulature. RPE je
neophodan i zbog fagocitoze i recikliranja "iskoriStenih" vanjskih segmenata fotoreceptora.
Jednoslojni RPE sadrzi pigmente koji se uglavnom sastoje od zrnaca melanina i lipofuscina.
Fotoreceptori su visoko polarizirane neuronske stanice. Vanjski segment fotoreceptora Cini
fotoosjetljivi dio. Tvore ga nabori plazma membrane, stvarajuéi hrpu diskova koje stanice RPE
obnavljaju i fagocitiraju. Unutarnji segment sadrzi metabolicke spojeve i povezan je s vanjskim
segmentom veznom cilijom. Ganglijske stanice su stanice veliCine 10 do 20 um koje tvore
sinapse, kroz svoje dendrite, s bipolarnim stanicama i amakrinim stanicama u unutarnjem
pleksiformnom sloju. Aksoni iz ganglijskih stanica konvergiraju prema papili i formiraju vidni
zivac. Tvore isprepletena vlakna s nastavcima koji potjecu iz Miillerovih glija stanica. Vlakna
konvergiraju na razini vidnog Zivca s radijalnom orijentacijom, osim makularnih vlakana koja
tvore pravocrtnu interpapilomakularnu mrezu. Retinalna glija, poput neuronske glije u
srediSnjem ziv€anom sustavu, ima viSestruke uloge u neuronalnoj homeostazi: transport
hranjivih tvari, hidroionska regulacija, imunomodulacija, proizvodnja neurotrofnih faktora. U
fizioloskim uvjetima astrociti i mikroglija nalaze se u unutarnjim slojevima retine. Miillerove
stanice su glavne glija stanice mreznice kraljeznjaka. Oni ¢ine anatomsku vezu izmedu
retinalnih neurona i odjeljaka s kojima izmjenjuju molekule, kao Sto su retinalne krvne Zile,
staklastog tijela i subretinalnog prostora. Imaju mnogo razli¢itih ionskih kanala, receptora za
ligande, transmembranske transportne molekule i enzime. Oni su odgovorni za odrzavanje
homeostaze izvanstani¢nog okoliSa retine (ioni, voda, neurotransmiteri i pH). U retini postoje
dvije vrste astrocita. Jedan dio astrocita je rasporeden duz snopova optickih vlakana, bez
kontakta s krvnim Zilama, a druga populacija zvjezdastih astroglijalnih stanica prelazi sloj
optickih vlakana 1 uspostavlja nespecijalizirane kontakte s retinalnim zilama. U fizioloSkim

uvjetima mikroglijalne stanice nalaze se iskljucivo oko Zila mreznice.

Ljudska makula predstavlja manje od 5% ukupne povrSine retine, ali ovo malo specijalizirano
podrucje, smjesteno u srediStu vidne osi, osigurava ve¢inu fotopickog vida 1 vida u boji, kao 1
ostrinu vida. U ovom podru¢ju svi su slojevi pomaknuti, ostavljaju¢i u sredistu makule
srediSnju zonu, foveu, formiranu isklju¢ivo od ¢unji¢a i odredenih Miillerovih glijalnih stanica,
Cija bi se struktura i funkcija razlikovala od ostalih Miillerovih stanica. Najveca gustoc¢a ¢unjic¢a

nalazi se u ovom podrucju Sto osigurava vidnu oStrinu, raspoznavanje boja i fotopicki vid.



Makula se do kraja razvija nakon rodenja. Svoju anatomsko-funkcionalnu zrelost i do nekoliko

godina nakon rodenja (2).

Zilnica je tanko, visoko vaskularizirano i pigmentirano tkivo koje tvori straznji dio uvealnog
trakta. Unutarnja granica zilnice je Bruchova membrana, na koju se naslanja jednoslojni
retinalni pigmentni epitel (RPE). Sastoji se od pigmentiranih stanica (melanocita), mastocita,
mikroglijskih stanica i krvnih zila. Vaskularni sustav zilnice potjece iz dviju grana arterije
oftalmike: kratke straZznje cilijarne arterije, koje opskrbljuju straznji dio Zilnice, te duge straznje
cilijarne arterije, koje opskrbljuju prednju Zilnicu, cilijarno tijelo i 3arenicu. Cini do 85%
volumena krvi u oku i tvori tri krvozilna sloja u straznjem polu oka. Prvi sloj je koriokapilaris,
sastavljen od Sirokih, ravnih kapilara s lumenima od 20 do 50 um. Kapilare su rasporedene u
obliku sac¢a, lobularnog izgleda, osobito na straznjem polu. Formirane su od sloja endotelnih
stanica povezane tijesnim spojevima. Srednji sloj arteriola 1 venula srednje veli¢ine naziva se
Sattlerov sloj. Hallerov sloj, najdublji sloj koroidalne vaskulature, sastoji se od velikih arterija
dimenzija 40 do 90 um i velikih vena dimenzija 20 do 100 pm. Ova posebna troslojna koroidna
vaskulatura suzava se u jedan sloj na periferiji koji ima uzorak poput ljestava. Koriokapilaris i
RPE usko su povezani ne samo anatomski nego i funkcionalno. Glavna funkcija koriokapilarisa
je transport hranjivih tvari do RPE-a i fotoreceptora. Ovaj transport hranjivih tvari obavlja se
kroz fenestracije koriokapilarisa. Fenestracije su jedinstvene strukture nalik porama koje imaju
dijafragmu. One su te koje omogucuju pasivni transport nekih teku¢ina i makromolekula, sto
je kljucno za opskrbu vanjske mreznice hranjivim tvarima, ionima i kisikom, ali sluze i za
odvod otpadnih produkata fotoreceptora i RPE-a iz oka(3). Zilnica je bogato inervirana
parasimpatickim, simpati¢kim 1 trigeminalnim senzornim ziv€anim vlaknima koja reguliraju
koroidalni protok krvi(4). Sve je viSe istraZivanja koja pokazaju vazZnost Zilnice u razvoju
mnogih mreZzni¢nih 1 Zilniénih bolesti(5). Retinu vaskulariziraju dva razli¢ita vaskularna
sustava, bez anatomskih veza u fizioloSkim uvjetima: retinalna kapilarna mreza, koja osigurava
izravnu vaskularizaciju unutarnjih slojeva retine, i ve¢ opisana koroidalna mreza, koja
osigurava vaskularizaciju retine neizravno, budu¢i da u vanjskoj retini nema kapilara. SrediSnja
retinalna arterija izvorno potjece iz unutarnje karotidne arterije, slijedi intraneuralni tok, putuje
duZ donjeg ruba ovojnice vidnog zivca i ulazi u oko kroz srediSte vidnog Zivca, gdje se dijeli
na Cetiri zavrSne grane: temporalnu i nazalnu, gornju i donju. Zavr$ne arterije granaju se na
kolaterale, koje se dalje dijele dok se ne formira mreza krvnih Zila koje oblazu cijelu unutarnju
povrSinu mreznice. Retinalne arterije i vene nalaze se u sloju optickih vlakana. Kapilare

mreZnice nastaju iz kolateralnih Zila i organizirane su u povrSinske, srednje i duboke pleksuse.



Retinalne krvne zile opskrbljuju krvlju unutarnje retinalne neurone. Avaskularni
fotoreceptorski sloj oslanja se na koriokapilaris koji lezi ispod retinalnog pigmentnog epitela

za opskrbu kisikom difuzijom(6).

Istrazivanja o anatomiji i patofiziologiji oka su naj¢es¢e radena na misjim modelima, koji
su pomogli u razumijevanju razvoja mnogih o¢nih bolesti(7). Isto tako, istrazivanja o izrazaju
koneksina 37, 40, 43, 45 1 paneksina 1 u razli¢itim tkivima ljudskog oka su rijetka, posebno
tijekom razvoja, 1 ve¢inom su radena na eksperimentalnim zZivotinjskim modelima kao Sto su
miSevi ili Stakori(8, 9). Iako postoje brojne studije koje pokazuju viSestruke veze izmedu
funkcije tijesnih spojeva 1 prezivljavanja stanica, naSe trenutno znanje o ulozi tijesnih spojeva
u stani¢nom prezivljavanju u mreznici jo$ uvijek je nedostatno. Postoje mnoge nasljedne
bolesti povezane s koneksinskim mutacijama gdje je jasno vidljivo da su tijesni spojevi na
razli¢ite na¢ine uklju€eni u razvoj bolesti(10). Sli¢na ukljucenost tijesnih spojeva u stecene
bolesti joS uvijek je neistrazena i potrebno ju je razjasniti kako bi se postigao uspjeh u lijecenju
retinalnih, a mozda i neretinalnih bolesti ili barem usporilo njithovo napredovanje. Moguénost
novih modaliteta lijeCenja usmjerenih na tijesne spojeve, kroz regulaciju ekspresije koneksina
ili medusobne povezanosti tijesnih spojeva, mora se osmisliti u budu¢nosti kako bi se inace
zdrave stanice spasile od ulaska u proces apoptoze, uzrokovane Sirenjem signala kroz tijesne
spojeve. Kao lako dostupan dio srediSnjeg ziv€anog sustava koji zadrzava veliku koli¢inu
strukturne i funkcionalne sli¢nosti, mreznica je sjajan model za istrazivanje jo$ neotkrivenih

mehanizama neuronske signalizacije, kao i potencijalnih tretmana za razli¢ite bolesti koje

pogadaju ziv€ano tkivo.

U ovoj disertaciji ¢u prikazati analizu izraZaja koneksina 37, 40, 43, 45 i paneksina 1 u mreznici
1 zilnici tijekom razvoja ljudskog oka, u tkivu zdravog odraslog ljudskog oka i u tumorskim
tkivima retinoblastoma 1 uvealnog melanoma. Cilj istrazivanja je bio razjasniti bioloSku
vaznost koneksina i paneksina, buduci da u dogledno vrijeme potencijalno mogu predstavljati
odredene dijagnosticke ili prognosticke biomarkere, te sluziti kao terapeutske mete za lijeCenje
najces¢ih tumora oka, retinoblastoma i uvealnog melanoma, Sto predstavlja stalni izazov i

teznju u medicini.



1.1. Razvoj oka u ¢ovjeka

Rani razvoj ljudskog oka pocinje u tre¢em gestacijskom tjednu, kada opticki Zlijebovi izlaze u
kranijalnim neuralnim zlijebovima(11). Krajem 3. tjedna pojavljuju se opticke brazde s obje
strane srediSnje linije na proSirenom kranijalnom kraju jo$ uvijek otvorenih neuralnih nabora.
Dolazi do pojave 1 migracije stanica neuralnog grebena te stvaranja primarnih mozdanih
vezikula. Cetvrti tjedan pokazuje zatvaranje neuralnog kanala sprijeda s naknadnom
evaginacijom njegove bocne stijenke u ocne mjehurice, invaginaciju donje nazalne stijenke
ocnog mjehurica Sto uzrokuje stvaranje opticke caSice i1 razvoj ploce lece, retinalnog diska i
embrionalne pukotine. Unutarnja i vanjska stijenka opti¢ke CaSice u pocetku su odvojene
Supljinom, intraretinalnim prostorom koja uskoro iS€ezne 1 te se stijenke izravno dodiruju.
Embrionalna pukotina se proteze u o¢ni drzak koji povezuje Supljinu ocnog mjehuric¢a sa
Supljinom neuralnog kanala. Embrionalna pukotina omogucuje hijaloidnoj arteriji ulazak u
opticku caSicu. Tijekom 5. tjedna, optiCka CaSica je zatvorena, a stanice njenog vanjskog sloja
dobivaju pigmentaciju kao rezultat kontakta s kapilarama u razvoju u periokularnom
mezenhimu. Te kapilare medusobno anastomoziraju i tvore anteriornu prstenastu zilu. Le¢na
ploca razvija se u le¢nu jamicu, a kasnije u le¢nu vezikulu koja se ubrzo nakon toga odvaja od
povrsinskog ektoderma. Unutar opticke CaSice, hijaloidne zile tvore kapilarnu mrezu pomocu
koje anastomoziraju s prstenastom zilom. Primarni oblik staklastog tijela i povrSinski ektoderm
koji prekriva vezikulu le¢e diferencira se u primitivni epitel roznice. Strukture lica 1 orbite
takoder se razvijaju u ovoj fazi. Sesti tjedan pokazuje pocetnu diferencijaciju unutarnjeg sloja
opticke CaSice u senzornu mreznicu, transformaciju straznjih stanica le¢nih mjehuri¢a u
primarna le¢na vlakna, razvoj periokularne vaskulature i pojavu prvih nabora kapaka i
nazolakrimalnog kanala(12). Stijenke opticke CaSice se razvijaju u dva sloja: vanjski tanki
pigmentni sloj i debeli neuralni sloj retine. Neuralni sloj ¢ine neuronske prekursorske
proliferirajuce stanice. Proliferacija se nastavlja tijekom fetalnog razvoja do 12. tjedna. Iz njih
se kasnije diferencira Sest tipova neurona 1 glija stanice. Stanice koje granice s vanjskim
pigmentnim slojem se diferenciraju u fotoreceptore. Uz njih se naslanja sloj neurona koji se
kasnije razvije u vanjski i unutrasnji zrnati sloj i sloj ganglijskih stanica, a na unutra$njoj
povrsini se razvije vlaknasti sloj ¢ija vlakna teku prema o¢nom drku koji se razvija u vidni
zivac. Prvo se definiraju retinalne ganglijske stanice, zatim amakrine i horizontalne stanice, te
cunji¢i, a nedugo nakon toga i Stapi¢i. Bipolarne stanice su posljednji neuroni koji se

diferenciraju. Zilnica se diferencira iz mezenhima koji okruzuje opticku ¢aicu(13, 14).



Procesi vazni za razvoj krvnih Zzila zilnice i mreZnice moraju biti savrSeno sinkronizirani
da bi osigurali dovoljno kisika i prehrambenih potreba oku u nastajanju. Tijekom embrionalnog
razvoja, hijaloidna vaskulatura opskrbljuje kisikom 1 hranjivim tvarima unutarnju mreznicu i
le¢u tijekom sazrijevanja. Hijaloidna arterija ulazi u embrionalnu pukotinu, proteze se kroz
staklasto tijelo 1 okruzuje le¢u. Hijaloidne Zzile pojavljuju se od 4. do 6. tjedna gestacije
hemovaskulogenezom (diferencijacija endotelnih, hematopoetskih i eritropoetskih stanica iz
zajedniCkog prekursora, hemangioblasta). Oko 12. tjedna Siri se angiogenezom (pupajuéi iz
primordijalnih Zila) i ostaje dok se ne formira retinalna vaskulatura, a zatim propada apoptozom
uz pomo¢ makrofaga. Koriokapilaris se pocinje razvijati putem hemovaskulogeneze izmedu 6.
1 8. tjedna trudnoce, prije formiranja srednjih ili velikih krvnih Zila. U 11. do 12. tjednu
trudnoce, razvoj intermedijarnih koroidalnih Zila unutar Sattlerova sloja dogada se
angiogenezom, te se na taj nacin povezuje s ve¢im krvnim Zilama Hallerovog sloja nakon
njihovog razvoja. Tri razli€ita sloja koroidalnih Zila vide se u 21. tjednu trudnoce, $to se
podudara s po¢etkom diferencijacije fotoreceptorskih stanica. Koriokapilaris se ¢ini zrelim, s
ravnim, tankozidnim fenestriranim Zilama, u 22. tjednu trudnoce(15). Posljednji i glavni
krvozilni sustav koji se razvija je krvozilni sustav mreznice. Mreznica je vecinom
nediferencirana oko 5.-7. tjedna, a pojedini krvozilni progenitori su prisutni oko 7. tjedna ali
tek oko 12.-14. tjedna se pocinju agregirati i spajati u krvne zile. Vaskularizacija retine se
zavrsava priblizno u 40. tjednu trudnoce, neposredno prije rodenja. Prvo se formira najpovr$niji
retinalni vaskularni sloj, pocevsi od glave vidnog zivca, napreduje prema perifernom rubu
retine, dosezuci nazalnu stranu ora serrata oko 36. tjedna trudnoce. Kako se povrsinski sloj
priblizava kraju, retinalne zile uranjaju u retinu kako bi formirale duboki retinalni vaskularni
sloj na bazi vanjskog pleksiformnog sloja. I posljednji se formira medusloj izmedu povrSinskog
i dubokog sloja, tvore¢i dobro organiziranu vaskularnu mrezu u tri sloja(16). Fovea nikada ne
razvija retinalnu vaskulaturu, vjerojatno zbog podrucja fovealne avaskularne zone retine koja
izrazava visoke razine antiangiogenih ¢imbenika(17). U miSeva, koji su naj€es$¢i modeli u
mnogim istrazivanjima, primarna mreza krvnih zila retine se formira mehanizmom
angiogeneze, te koristi astrocite kao podlogu, te je ocito da stvaranje o¢nih krvnih zila u miSeva
ima drugi model stvaranja u odnosu na stvaranje mrezni¢ne i zilni¢ne vaskulature u

covjeka(18).



1.2. Razvoj retinoblastoma

Retinoblastom je najces¢i intraokularni tumor u djetinjstvu, s ucestaloséu od 3%. Zastupljenost
retinoblastoma je otprilike 1:18000. Nastaje od primitivnih retinalnih mati¢nih stanica, koje su
neuroektodermalnog podrijetla(19). Retinoblastom nastaje mutacijom Rbl tumor supresor
gena na dugom kraku 13. kromosoma. (20). Histopatoloski, retinoblastom se sastoji od stanica
s okruglim, ovalnim ili vretenastim jezgrama koje su otprilike dvostruko veée od limfocita.
Razli¢iti stupnjevi diferencijacije mreznice vidljivi su kao Homer-Wright i Flexner-
Wintersteiner rozete, a diferencijacija fotoreceptora je vidljiva kao ,,fleurettes”. Osim toga
prisutne su 1 pseudorozete. Homer-Wright rozeta obicno se vidi u neuroblastomu,
meduloblastomu, primitivnim neuroektodermalnim tumorima (PNET) i retinoblastomu.
Nedostaje im sredi$nji lumen, a njihove sastavne stanice obuhvacaju srediSnji splet neuralnih
niti. Njihova prisutnost ukazuje na neuroblasti¢nu diferencijaciju. Flexner-Wintersteiner rozete
predstavljaju rani pokusaj diferencijacije retine. Sastoje se od tumorskih stanica koje okruzuju
srediSnji lumen, koji je obojen alkalijskim plavom i sadrZi citoplazmatske produZetke
tumorskih stanica. Te rozete nisu patognomonic¢ne jer se javljaju 1 kod malignih
meduloepitelioma i nekih tumora epifize. Na elektronskoj mikroskopiji imaju znacajke
primordijalnih fotoreceptorskih stanica. Pseudorozeta se sastoji od tumorskih stanica
skupljenih oko krvne Zzile pa se nazivaju i perivaskularne pseudorozete. Nazivaju se
pseudorozete jer srediSnja struktura nije dio tumora. Ovi tipovi rozeta Cesti su u ependimoma,
meduloblastoma, PNET-a, retinoblastoma, itd. Oko 15-20% retinoblastoma sadrzi vrlo dobro
diferencirana zarista stvarne diferencijacije fotoreceptora. Takva podrucja sadrze nakupine
neoplasti¢nih fotoreceptora i nazivaju se ,,fleurettes. Karakteristicne su za dobro diferencirane
retinoblastome 1 retinome/retinocitome. Diferencijacija fotoreceptora je najnapredniji stupanj
retinalne diferencijacije pronadena u retinoblastomu. Dobro diferencirani oblici ¢eS$¢i su u
mladim dobnim skupinama, a kako dob napreduje, manje diferencirani oblici postaju ¢es¢i(21,
22). Postoje tumori koji kojih su obje kopije gena RB1 izgubljene ili inaktivirane, ali su
neprogresivni 1 nazivaju se retinomi/retinocitomi. Pokazuju visoki stupanj diferencijacije.
Oftalmoskopski pregled obi¢no otkriva masu prozirnog tkiva nalik na "riblje meso" s
istaknutom kalcifikacijom i okolnim prstenom atrofije pigmentnog epitela retine. Retinomi se
smatraju prekursorom retinoblastoma. Oba RB1 alela su mutirana u retinomu, ali daljnji
dogadaji mutacije su potrebni za napredovanje u retinoblastom. Postoje dobro dokumentirani

slu¢ajevi maligne transformacije retinoma/retinocitoma u retinoblastom(23).



Godine 1971. Knudson je proglasio teoriju koja je danas poznata kao hipoteza dva pogotka.
Ova teorija podrazumijeva da je gubitak oba alela tumor supresorskog gena preduvjet za
inicijaciju tumora. Pacijenti s nasljednim retinoblastomom imaju naslijedenu mutaciju Rbl
zametne linije u jednom alelu u svom genomu, koja je pra¢ena somatskom mutacijom u drugom
alelu u stanicama retine u razvoju. Ova nasljedna RB1 inaktivirajua mutacija moze biti
obiteljska, ali je uglavnom ,de novo“. U nenasljednih pacijenata, oba alela moraju ste¢i
mutacije kako bi se razvila bolest. Bolesnici s nasljednim retinoblastomom najc¢es¢e razvijaju
bilateralnu bolest s ranijim pocetkom u wusporedbi s pacijentima s nenasljednim
retinoblastomom. Pacijenti s nasljednim retinoblastomom takoder imaju povecani rizik od raka
u usporedbi s opéom populacijom. Pacijenti s nenasljednim oblikom bolesti razvijaju isklju¢ivo
jednostrani tumor. Nakon razdoblja razvoja retine u ranom djetinjstvu, retinoblastom se vise
ne moze razviti. Budu¢i da je RB1 tumor supresorski gen, deaktivacija jednog alela RB1 u
zametnoj liniji u svim stanicama nasljednih retinoblastoma ¢ini ih sklonima razvoju
sekundarnim malignih neoplazmi. Pacijenti koji nemaju nasljedni retinoblastom razvijaju
tumor kroz mutacije ograni¢ene na stanice u retini i stoga nemaju povecan rizik za sekundarne

neoplazme.

Naknadne zlo¢udne neoplazme nakon retinoblastoma su novi tumori koji nastaju samostalno
nakon pojave primarnog retinoblastoma. Uz genetsku predispoziciju takvi tipovi tumora se
razvijaju u djece koja su bila lijeCena radioterapijom, pogotovo prije navrSene prve godine
zivota. NajceS¢a sekundarna neoplazma je sarkom, zatim karcinomi i melanomi, rijetko
leukemije i limfomi, te tumor CNS-a. U prva dva desetljeca Zivota dominiraju sarkomi.
Melanomi su se javljali uglavnom u tre¢em desetljecu, dok su karcinomi dominantno pronadeni
nakon treceg desetlje¢ca. Dok su prije manje od jednog stolje¢a gotovo sva djeca s
retinoblastomom umrla od metastatske bolesti, trenutno prezivljenje prelazi 95% u
visokorazvijenim zemljama i posljedi¢no tome sekundarne maligne neoplazme su sada vodeci
uzrok smrti u pacijenata s nasljednim retinoblastomom. Metastaze se, za razliku od
sekundarnih malignih neoplazmi, definiraju kao bolest koja se Siri iz primarnog tumora.
Metastaze retinoblastoma su najceS¢e karakterizirane masivnim proSirenjem u orbitu u
kombinaciji s diseminiranom bole$¢u. Metastatski retinoblastom vrlo je rijedak u zemljama s
visokim dohotkom, ali je vode¢i uzrok smrti od retinoblastoma ukupno u svijetu. Od ostalih
uzoraka smrti kod pacijenata s retinoblastomom najces¢e su bolesti povezane sa Ziv€anim,
cirkulacijskim i respiratornim sustavom, kao S$to su intrakranijalna infekcija, cerebralno

krvarenje ili respiratorno zatajenje.
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Pri postavljanju dijagnoze retinoblastoma vazno je promisljati i o moguénosti pojave
trilateralnog retinoblastoma. Procjenjuje se da se trilateralni retinoblastom pojavljuje u 0,5-6%
bolesnika s bilateralnim retinoblastomom. Trilateralni retinoblastom se odnosi na razvoj
primarnog intrakranijalnog primitivnog neuroektodermalnog tumora u bolesnika s
intraokularnim retinoblastomom. Uz rijetke iznimke, nalazi se u epifizi ili supraselarnoj, t;.
paraselarnoj regiji, a prisutnost drugog srediSnjeg tumora u supraselarnoj ili paraselarnoj regiji
naziva se kvadrilateralni retinoblastom. Tumori epifize nadeni su u otprilike 75%, a selarni
tumori u 25% slucajeva. Pridruzeni sredis$nji intrakranijski tumor nije metastaza 1 predstavlja
multifokalnu  bolest. Medutim, podrijetlo intrakranijalnih tumora u bolesnika s
retinoblastomom jo§ je neizvjesno. Pretpostavlja se da intrakranijski tumori nastaju iz
ektopi¢nih ZariSta retinalnih stanica ili iz pinealnih fotoreceptora koji su funkcionalno i
morfoloski sli¢ni retinalnim fotoreceptorima. Srednja dob manifestacije trilateralnog
retinoblastoma je 26 mjeseci a u 95% slucajeva se otkrije prije dobi od 5 godina Zivota. Pinealni
i supraselarni tumori mogu se pojaviti istovremeno ili nakon dijagnoze intraokularnog tumora.
Otprilike 89% pacijenata s trilateralnim retinoblastomom pri otkrivanju tumora ima bilateralni
intraokularni retinoblastom, dok 11% ima jednostrani tumor. Vecina ih se otkrije kod djece
kojima je dijagnoza retinoblastoma postavljena u dobi manjoj od 12 mj. Za ranu dijagnozu i
sveobuhvatnu procjenu treba koristiti redovite MRI pretrage i oftalmoskopiju za svakog
bolesnika s retinoblastomom. Medutim, vecina trilateralnih retinoblastoma se razvije i otkrije
asinkrono s intraokularnim retinoblastomom, tako da je stalno pracenje i redovita kontrola
pacijenata s retinoblastomom od velike vaznosti. Ranije je trilateralni retinoblastom gotovo
uvijek bio fatalan. Po sadaSnjoj literaturi stopa 5-godiSnjeg prezivljenja je otprilike 15,5%(24-
27). Poput mnogih drugih bolesti, ekonomske razlike diktiraju pojavu i stope prezivljavanja u
slu¢ajevima retinoblastoma diljem svijeta. Dobna skupina pacijenata sa retinoblastomom visa
je u zemljama sa srednjim i niskim dohotkom u usporedbi s bogatim zemljama, Sto ukazuje na
nedostatak dijagnosti¢kih resursa. Stope prezivljavanja takoder prikazuju slicnu sliku, u
razvijenim zemljama su otprilike 90%, dok se u zemljama s niZim prihodima kre¢u oko 50-
70%. Pacijenti u razvijenim zemljama, u Sjevernoj Americi, Europi 1 Oceaniji zajedno
predstavljaju otprilike 10% slucajeva u svijetu, dok vise od 80% pacijenata s retinoblastomom

Zivi u siromas$nijim zemljama u Africi, Aziji 1 Latinskoj Americi.

Retinoblastom se ve¢inom otkrije prije 3. godine Zivota. U 70-75% slucajeva radi se o
nenasljednom tumoru, dok 20-25% spada u nasljedne. Oko 30% tumora ima bilateralnu

prezentaciju. Za bolesnike s bilateralnim tumorom srednja dob pri otkrivanju je 12 mjeseci, a
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kod onih s jednostranim tumorom je 24 mjeseca. Dijagnoza retinoblastoma u dobi starijoj od 4
godine smatra se neuobicajenom. Patofiziologija kasnog razvoja retinoblastoma nije do kraja
razjasnjena. Neki pretpostavljaju da predstavlja malignu transformaciju benignog
retinoma/retinocitoma. Jedan od najcesc¢ih simptoma je leukokorija (koja se ponekad naziva i
'refleks macjeg oka'), a moze se otkriti prisutnoséu bijelog odsjaja na fotografijama. Osim toga
moze se manifestirati i kao strabizam, bolno crveno oko, pogorSanje vida,... Pregled
oftalmologa neophodan je kod djece s pozitivnom obiteljskom povijeséu retinoblastoma.
Potomstvo 1 braca 1 sestre oboljelih pacijenata zahtijevaju redovite probirne preglede u
djetinjstvu osim ako se ne izvrsi genetsko testiranje kako bi se iskljucila mutacija gena, u kojem
slucaju je rizik sli€an onom u op¢oj populaciji. Starija djeca se Cesto prezentiraju s atipicnim
simptomima, kao Sto su hipopion, hifema, uveitis, endoftalmitis i krvarenje, te se Cesto
diferencijalnodijagnosticki ne pomisli na retinoblastom. U oftalmoloskom pregledu nalazimo
bijelo-sivu homogenu leziju intraretinalno, Cesto sa ZariStima kalcifikacije. Dijagnosticka
sumnja se postavlja pregledom fundusa. Ultrasonografija i slikovne metode (CT, MRI)

doprinose 1 dijagnostici 1 procjeni proSirenosti bolesti.

U uporabi je vise klasifikacija retinoblastoma. Reese-Ellsworth klasifikacija smatra se prvom
klasifikacijom za intraokularni rak i razvijena je da predvidi Sanse za spas oka nakon
radioterapije vanjskim snopom. Medutim, 1990-ih, kada je uvedena intravenska kemoterapija
u lijecenje, Reese-Ellsworth sustav klasifikacije viSe nije bio prikladan. Stoga je razvijena nova
klasifikacijska shema pod nazivom "Medunarodna klasifikacija intraokularnog
retinoblastoma” (IIRC), koja grupira tumore u klase od A do E ovisno o njihovoj veli€ini,
polozaju 1 drugim znaCajkama poput prisutnosti malih kolonija kancerogenih stanica u
staklastom tijelu i prisutnosti odvajanja retine. Ona je pogodna za odluku koje tumore lijeciti
bez enukleacije ili vanjskog =zrafenja. Postoje jo§ neke modificirane klasifikacije
retinoblastoma, poput Intraokularne klasifikacije retinoblastoma (ICRB) ili Internacionalni
sistem stupnjevanja retinoblastoma (IRSS), koji se temelji na progresiji bolesti i potencijalu za
metastaziranje. Postoji i TNM klasifikacija za retinoblastom, koju je razvio Americki
zajedniCki odbor za rak i prije nekoliko godina je objavljeno aZurirano osmo izdanje. Ta
klasifikacija ukljucuje genetsku predispoziciju (mutacija gena RB1 zametne linije) kao rizi¢nu

kategoriju, dodajuci skupinu stadija H.

Ovisno o smjeru napredovanja bolesti retinoblastom mozemo podijeliti na: egzofitni - ako
tumor nastaje u retini i §iri se u smjeru prema straga i endofitni - ako se tkivo $iri u anatomskom

smjeru prema naprijed, prema vitreusu.
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Sustavi klasifikacije za intraokularni retinoblastom trebali bi $to tocnije predvidjeti koji se
uznapredovali tumori mogu sigurno spasiti u odnosu na one koji su pod znacajnim rizikom od

neuspjeha lijecenja, sekundarne enukleacije 1/ili ekstraokularnog recidiva(28-30).

Disperzija tumorskih Cestica u susjedne odjeljke, poglavito u staklasto tijelo je glavni parametar
za odredivanje stupnja retinoblastoma prema Medunarodnoj klasifikaciji retinoblastoma.
Disperzija ostaje jedan od najces¢ih uzroka neuspjeha lije¢enja jer su te klice rezultat klonske
proliferacije tumorskih stanica koje mogu prezivjeti u avaskularnom okruZenju i imaju
tendenciju biti otporne na kemoterapiju. Na temelju morfologije, klijanje u staklastom tijelu
mozemo podijeliti u 3 skupine: prasina, kuglice i oblaci. NajfeS¢e prisutna vrsta staklastog
sjemena bila je praSina. Histopatoloski, praSinasto sjeme se sastoji se od rastrkanih makrofaga
1 nekroti¢nih stanica oko jedne odrzive tumorske stanice, kuglice se sastoje od sferi¢nih
nakupina zivih stanica, a oblaci se uglavnom sastoje od nekroti¢nog materijala. Ova tri tipa
razlikuju se ne samo po svojoj morfologiji, ve¢ 1 po odgovoru na lijeCenje. Koncentracije
kemoterapeutika u prostoru staklastog tijela tijekom sistemske kemoterapije nisu dovoljne za
lijeCenje klica tumora u staklastom tijelu. Do znaCajne promjene doSlo je s pojavom
kemoterapije ,,in situ®“, s ciljanom primjenom kemoterapijskih lijekova, odnosno
intraarterijskim 1 intravitrealnim injekcijama, o ¢emu ¢e vise biti receno kasnije. Prema
literaturi tip praSine pokazao je brzu regresiju pri manjem broju injekcija i1 manjoj dozi

kemoterapeutika(31, 32).

Cilj lijecenja je prvo spasiti zivot djeteta i prevenirati metastatsku bolest, zatim ocuvati o¢nu
jabucicu 1 kao krajnji cilj maksimalno ocuvati vid. LijeCenje ovisi o lokalizaciji, veliini,
polozaju i proSirenosti tumora. Glavna prognoza ovisi o ranom otkrivanju tumora i lijeCenju
djeteta multidisciplinarnim timskim pristupom(33). Tijekom posljednja tri desetljeca postignut
je veliki napredak u lijeCenju retinoblastoma. Uz suvremene protokole lijecenja i rano
otkrivanje bolesti stope uspjesnosti mogu dosec¢i i do 100% uz o€uvanje ocne jabucice bez
bolesti oka. Medutim, prognoze u zemljama s niskim i srednjim prihodima ¢esto su slabije, a
vec je spomenuto da se vise od 80% slucajeva u svijetu javlja upravo u siromas$nijim zemljama.
Trenuta¢no KkoriStene terapije pokazuju izvrsne stope preZivljavanja kada se bolest
dijagnosticira u lokaliziranom intraokularnom stadiju. Lije¢enje uznapredovalih slucajeva je
sloZeno, zahtijeva agresivnije pristupe. Protokoli lijecenja iznimno su raznoliki i stoga ovise o

lokalnim resursima a stope uspjeha su promjenjive(34).
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Pocetkom 20.stoljeca otkrivena je radiosenzitivnost retinoblastoma te je otada dugi niz
godina radioterapija vanjskim snopom, tzv. EBRT bila najcesc¢a koriStena metoda lijeenja.
Medutim s godinama koriStenja uocene su brojne nuspojave povezane s EBRT-om, a
najozbiljnije su naknadni razvoj drugog primarnog tumora u polju zracenja, osobito u bolesnika
s nasljednim retinoblastomom koji imaju predispoziciju za razvoj drugih tumora. Zabiljezeno
je da je ovaj rizik vec¢i od 50% u pacijenata u dobi od 50 godina, zbog Cega je vjerojatnije da
¢e pojedini pacijenti prije umrijeti od drugog karcinoma nego od samog retinoblastoma. Zbog
ovih nuspojava, danas se lijeCenja EBRT-om izbjegava uvijek ako su dostupne druge
ucinkovite metode lijeCenja. Devedesetih godina 20. stoljeca, kao metoda lijeCenja je uvedena
intravenska kemoterapija. Sistemska kemoterapija u kombinaciji s dodatnim lokalnim
lijeCenjem kao S$to je laserska fotokoagulacija, transpupilarna termoterapija, krioterapija i
brahiterapija danas se nasiroko koristi u lijeCenju retinoblastoma. Izolirano lokalno lijecenje je
rezervirano iskljuivo za fokalne, manje, periferne tumore. Naje$¢i rezim sistemske
kemoterapije je kombinacija vinkristina, karboplatina i etopozida (tzv. VEC protokol).
Kombinacija kemoterapije i fokalnog lije¢enja je pokazala veoma dobre rezultate u lijeCenju
tumora stupnja A, B i C prema IIRC-u. Smatra se da sistemska kemoterapija uz bilo koji lokalni
nacin lijeCenja ima protektivnu ulogu u sprjeCavanju metastaza, pineoblastoma i sekundarnih
tumora. Kao 1 kod vecine sistemskih kemoterapija, moze do¢i do prolazne alopecije, citopenije
1 vrucice. Sekundarna akutna mijelogena leukemija je rijetka, ali je opisana i povezana je s
viS§im dozama kemoterapije, istodobnom radioterapijom vanjskim snopom i drugim
predisponiraju¢im stanjima. Toksi¢nost kemoterapije na ostale organske sustave joS uvijek je
ogranicavajuci ¢imbenik, Sto ukazuje na potrebu za novim ciljanim lijekovima. Molekularno
ciljani lijekovi mogu biti u¢inkovitiji i manje toksicni, a ucinci lijekova bili bi potencirani
lokalnom dostavom(35). Ciljano lijeCenje u obliku intravitrealne kemoterapije i intraarterijske
kemoterapije potpuno je promijenilo tijek lijeCenja uznapredovalih slucajeva retinoblastoma
stadija D i E s difuznom vitrealnom i subretinalnom disperzijom tumora i takoder dramati¢no
poboljsalo stope spaSavanja oka u uznapredovalim slucajevima. Intraarterijska kemoterapija je
selektivna tehnika kemoterapije namijenjena isporuci kemoterapeutskih sredstava izravno u o¢i
na mjestu tumora kroz oftalmi¢ku arteriju. U usporedbi s intravenskom kemoterapijom,
intraarterijska kemoterapija rezultira 10 puta ve€om dozom kemoterapeutika koja se isporucuje
izravno u oko. Komplikacije su moguce, a najozbiljnija je razvoj moZdanog udara. Od lokalnih
komplikacija u najviSe slucajeva je opisana ablacija retine i vitrealna hemoragija, a moguci su
1 vaskularni incidenti te opticka atrofija. Intravitrealna kemoterapija podrazumijeva isporuku

kemoterapeutika direktno u vitreus. NajceS¢e koriSteni lijekovi u intraarterijskoj 1
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intravitrealnoj kemoterapiji su melfalan i topotekan, sami ili u kombinaciji. Prije nekoliko
godina opisane su jo$ selektivnije tehnike kao Sto su precizna intravitrealna kemoterapija, za
lijecenje lokalizirane disperzije u staklastom tijelu, te intrakameralna kemoterapija, osmisljena
kako bi se osigurala dovoljna dostupnost lijeka u prednjoj sobici, kod tumora s disperzijom
stanica u prednju sobicu. Selektivne tehnike kemoterapije pokazale su dobre rezultate u
lijeCenju uznapredovalog intraokularnog retinoblastoma sa sjemenom u vitreusu ili prednjoj
o¢noj sobici, u smislu poboljSane stope Cuvanja oc¢ne jabucice, medutim zbog troSkova i
potrebne specijalizirane obuke trenutno su dostupne za lije€enje samo u veim centrima u
razvijenim zemljama. Za uznapredovale sluCajeve enukleacija je i dalje jedan od bitnijih
modaliteta lijeCenja(36-38). Enukleacija je opcenito rezervirana za oc¢i s uznapredovalim
tumorom, kod kojih nema nade za funkcionalan vid. Enukleacija ¢e imati fizioloSke 1
psihosocijalne posljedice i na dijete i na roditelje. Uvjeravanje obitelji da prihvate enukleaciju
jedan je od vaznih aspekata lijeCenja uznapredovalih sluc¢ajeva retinoblastoma. Iako se ulazu
svi napori da se spase oba oka kod svih pacijenata, spasavanje zivota uvijek treba ostati nas
primarni cilj. U onih pacijenata kojima je potrebna bilateralna enukleacija istovremeno ili
uzastopno, potrebno je opsezno savjetovanje kako bi se izbjeglo odustajanje od lijecenja.
Bilateralna enukleacija se danas, na srecu, rijetko izvodi (<1%) i1 to samo u slucajevima s
obostrano uznapredovalim retinoblastomom(39, 40). Patoloske znaCajke tumora visokog rizika
povezane su s povecanim rizikom od metastatske bolesti nakon enukleacije, a Cini se da
adjuvantna kemoterapija smanjuje taj rizik na niske razine(41). Histoloska obiljeZja tumora
visokog rizika ukljucuju retrolaminarnu invaziju optickog Zivca, masivnu invaziju koroideje,
kombinaciju prelaminarne ili laminarne invazije optickog Zivca sa zariSnom koroidalnom
invazijom, invaziju tumora u prednju o¢nu sobicu, bjelooc¢nicu 1 ekstraskleralno meko tkivo.
Zahvacenost vidnog Zivca na kirurSkom rezu smanjuje prezivljenje na skromnih 20%(42).
PoviSeni intraokularni tlak koji je posljedica neovaskularizacija Sarenice sa ili bez buftalmusa
i hifeme, pojava masivnog krvarenja u staklastom tijelu, tumor ve¢i od dvije trec¢ine volumena
ocne jabucice 1 difuzni infiltrirajuci retinoblastom vazni su klinic¢ki prediktori visokorizi¢nih
patoloskih obiljezja(43). Adekvatno tumacenje histopatologije enukleiranih ociju s
retinoblastomom potrebno je za predvidanje lokalnog recidiva, metastatskog rizika i ukupnog
prezivljenja. Koroidalna invazija manja od 3 mm i bilo koja prelaminarna/laminarna invazija
vidnog Zivca ne pokazuju recidiv 1 ne zahtijevaju adjuvantnu kemoterapiju. Nasuprot tome,
istodobna peripapilarna koroidalna invazija ve¢a od 3 mm i invazija postlaminarnog dijela
vidnog zivca od 1,5 mm ili viSe imaju najlos$ije ishode, te je potreban S$to intenzivniji reZim

adjuvantne kemoterapije za ovu podskupinu. Strogi kriteriji za adjuvantnu terapiju mogu
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poboljsati ishode djece koja se podvrgnu enukleaciji pri postavljanju dijagnoze i mogu izbjeci
nepotrebnu adjuvantnu kemoterapiju za one kod kojih nema rizika od recidiva(44, 45). Za
bolesnike s regionalnim ekstraokularnim retinoblastomom i nekim tipovima metastatskog
tumora koristi se intenzivnha multimodalna terapija, koja podrazumijeva kombinaciju

intravenske kemoredukcijske terapije i nekih oblika radioterapije u vise ciklusa(46).

Unato¢ dostupnosti raznih modaliteta lijeenja u gotovo svim zemljama i dalje postoji duboka
nejednakost u smrtnosti od retinoblastoma. U zemljama s visokim dohotkom, gotovo vise od
90% djece s retinoblastomom prezivi, dok u siromas$nim zemljama nesto vise od 50% ostaje
zivo 3 godine nakon dijagnoze. Bolja svijest o ranim znakovima retinoblastoma, pravovremena
dijagnoza, provedba postoje¢ih smjernica i preporuka za lijeCenje u zemljama s niskim 1
srednjim dohotkom klju¢ni su za poboljSanje ishoda lijeCenja retinoblastoma u cijelom
svijetu(47). Ipak, s povecanim stopama spaSavanja ocne jabucice, vizualni ishodi postali su
sastavni dio planiranja lijeCenja djece s retinoblastomom. Stoga predvidanje vidnog potencijala
za oba oka treba biti prilagodeno svakom pacijentu 1 biti dio savjetovanja izmedu lijeCnika 1

roditelja(48).
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1.3. Razvoj melanoma

Melanom oka obuhvaéa Sirok pojam, a moze nastati u srednjoj o¢noj ovojnici - uvei (85%),
vijedi/orbiti (10%) i spojnici - konjunktivi (5%). Melanom uvee naje$¢i je primarni
intraokularni zlo¢udni tumor u odraslih, a ve¢ina melanoma uvee nastaje u zilnici (90%), zatim
u cilijarnom tijelu (7%) 1 Sarenici (2%). Prosjecna dob u trenutku dijagnoze je 60 godina, a
prevalencija se procjenjuje na 4,9 na milijun musSkaraca i 3,7 na milijun Zena. Iako se pristup
lijeCenju pomice prema konzervativnijim metodama koje nastoje ocuvati oko tijekom

posljednjih 20 godina, stopa petogodiSnjeg prezivljavanja ostala je slicna (oko 81,6%) (49).

Tvore ga stanice melanocita, a potjecu iz stanica melanoblasta, koje svoje podrijetlo
vuku iz neuralnog grebena. Ce$éi je u bijeloj rasi, kod ljudi svijetlih oéiju i koZe, sli¢no kao i
koZni melanoma. Pacijenti s okulodermalnom melanocitozom 1 displastiénim nevusima Zilnice
imaju vecu predispoziciju za razvoj uvealnog melanoma. Simptomi su razli¢iti, ovisno o leziji,
ve¢inom nisu izrazeni u pocetku, a kasnije uzrokuju smanjenje vida, ukoliko su ve¢i ili su
lokalizirani u podrucju straznjeg pola. Osim toga mozZe biti prisutna metamorfopsija ili razli¢iti
tipovi ispada vidnog polja. Tumor bez simptoma se Cesto otkrije na rutinskim pregledima vida.
Tijekom bolesti, metastaze se razvijaju u gotovo 50% bolesnika, najcesce u jetri (50). Nerijetko
¢e veci tumori biti povezani sa seroznom ablacijom mreznice. Dijagnosticki male melanome
potrebno je razlikovati od benignih nevusa. Klinicki izgled 1 oftalmoskopske znacajke pomazu
u ovoj diferencijaciji. Prisutnost subretinalne tekuc¢ine, narancasti pigment i dokumentirani rast
na fotografiji fundusa nalazi su koji podupiru dijagnozu melanoma. Druze i promjene
pigmentnog epitela viSe upucuju na benignu leziju. Pri pregledu fundusa cCesto se vidi
melanoti¢na, rijede amelanoti€na(25%), ravna ili uzdignuta tvorba subretinalno, a u 60%
sluc¢ajeva nalazi se unutar 3mm od optickog diska ili fovee. Kao rijedak ali mogu¢ fenomen

kod uvealnog melanoma je opisana pojava zasijavanja staklastog tijela(51).

Fluoresceinska angiografija moZze pokazati sekundarnu vaskulaturu zilnice ili
ekstenzivno propustanje, ali metoda izbora je ultrasonografija, kao naju¢inkovitiji dijagnosticki
alat dostupan klini¢aru. Melanomi se prikazuju s niskom do srednjom unutarnjom refleksijom
kao i atenuacijom zvuka na ultrazvuku. Vecina je kupolastog oblika, ali konfiguracija "gljive"
sugerira dijagnozu melanoma. Ovakav oblik nastaje nakon puknu¢a Bruchove membrane.
Mogu biti vidljive pulsacije §to upuéuje na vaskularizaciju unutar tumora. Sto su vece apikalne
1 bazalne dimenzije, veca je vjerojatnost da je lezija neoplasti¢na. Neka izvjeS¢a ukazuju na

korelaciju izmedu povecane debljine tumora i rizika od udaljenih metastaza. Vecina strucnjaka
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slaze se da je lezija ve¢a od 3 mm u apeksnoj visini vjerojatno melanom(52). Ostale radioloske
metode, poput CT i MRI, nam takoder mogu pomoc¢i u potvrdi dijagnoze, a pogotovo

prosirenosti tumora na ostale organske sustave.

Uvealni melanom spada u kategoriju ,nesolarnih® melanoma(53). Melanomi koji su
lokalizirani preekvatorijalno imaju vecu ucestalost razvoja metastaza. Prema COMS-u na
temelju dimenzija mozemo ga podijeliti na: mali, srednji i veliki uvealni melanom. Mali su
definirani kao tumori visine manje od 2.4 mm i bazalnim promjerom manjim od 15 mm, srednji
obuhvacaju tumore visine od 2.5 do 10 mm ili bazalnim promjerom manjim od 15 mm, a veliki
su melanomi visine vece od 10 mm ili bazalnim promjerom ve¢im od 15 mm(54). Americki
zajednicki odbor za rak (AJCC) aZurira AJCC Prirucnik za odredivanje stadija raka svakih 6
do 8 godina kako bi sluzio kao univerzalni standard za klasifikaciju proSirenosti raka
koriStenjem klinickih, patoloSkih i genetskih mjera. Temelji se na procjeni anatomskih
dimenzija, zahvacenosti anatomske strukture i histopatoloskih ¢imbenika koriste¢i dostupne
dokaze. Od objavljivanja prvog izdanja priru¢nika iz 1977. godine, ovaj je sustav odredivanja
stadija razvijen 1 azuriran za mnoga anatomska mjesta. U sijecnju 2017. AJCC je objavio
azurirano 8. izdanje AJCC-ovog prirucnika za odredivanje stadija raka, pruzajuci revidirane
smjernice za klasifikaciju tumora i odredivanje stadija i kod okularnih neoplazmi. AJCC
Priru¢nik za odredivanje stadija raka, temelji se na TNM klasifikaciji tumora, a 8. izdanje
ukljucuje novu potkategoriju u kategoriji N koja razlikuje pacijente s ekstraskleralnim
proSirenjem, koje je obi¢no priraslo uz oko, od onih s regionalnim Sirenjem u orbitu koja nije
u blizini oka. Kada je dostupno, nakon enukleacije treba procijeniti i histoloski tip tumora(55).
Obzirom na tip stanica dijelimo ih klasifikacijom po Callenderu na melanom epiteloidnih
stanica (viSe od 90% stanica su epiteloidne), melanom vretenastih stanica (vise od 90% stanica
su vretenaste) ili melanom mijeSanih stanica (ima viSe od 10% vretenastih a manje od 90%
epiteloidnih stanica) (56). Epiteloidni tip melanoma je povezan s loSijom prognozom (57). Prije
AJCC Kklasifikacije, prognoza melanoma uvee ocjenjivana je na temelju nekoliko ¢imbenika
ukljuc¢ujuéi bazalni promjer tumora, dimenziju debljine, specificnu lokaciju unutar uvee,
ekstraskleralno proSirenje 1 histopatoloske ¢imbenike tipa stanice, kao $to su mitoticka
aktivnost, promjer nukleola, prisutnost nekroze, infiltriraju¢ih limfocita, vaskularne petlje, itd.
Unazad viSe godina je utvrdeno da su genetski ¢imbenici vrlo prediktivni za prognozu
melanoma uvee. Melanomi s monosomijom 3 ili abnormalnostima kromosoma 8 su povezani
s loSijom prognozom i kra¢im prezZivljavanjem 1 zahtijevaju intenzivnije sustavno pracenje.

Citogeneticka analiza kromosoma 3 i1 8 poboljSava predvidanje smrtnosti specificne za bolest
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nakon lije¢enja melanoma uvee, ali se mora tumaciti zajedno s promjerom tumora i tipom
stanica. Osim toga identificirani su neki geni koji su povezani s metastazama, kao Sto su
GNAQ, GNAI11 i BAPI1. Kombinacija genetskog statusa i AJCC stadija pruza najto¢nije
predvidanje prezivljenja u bolesnika s abnormalnim kromosomskim statusom. AJCC stadij I1I
i abnormalna kopija kromosoma 3 identificirani su kao znacajni prediktori lose prognoze prema

nekim istrazivanjima(58-61).

Dok se melanomi Sarenice razlikuju po svojoj relativho povoljnoj prognozi i genomskim
znaCajkama povezanim s osteCenjem ultraljubicastim zracenjem, melanomi koroide i cilijarnog
tijela imaju vecu sklonost metastatskom Sirenju i vjerojatno su inicirani isprekidanim
evolucijskim onkogenim dogadajima koji nisu Cvrsto povezani s izlaganjem suncevoj
svjetlosti. Zahvacenost cilijarnog tijela povezana je s povecanim rizikom od metastaza, pri
¢emu otprilike jedna treCina pacijenata razvije metastatsku bolest unutar 10 godina od
dijagnoze. Konkretan razlog za loSiju prognozu ostaje nejasan, ali se prethodno pripisivao
intrinzi¢noj "agresivnosti" tumora. Klasifikacija uvealnog melanoma prema AJCC svrstava
tumore sa zahvacenosc¢u cilijarnog tijela u potkategoriju s kra¢im prezivljenjem bez metastaza.
Uz zahvacenost cilijarnog tijela, muski spol, dob bolesnika u trenutku dijagnoze, promjer
tumora i monosomija kromosoma 3 nezavisni su prognosticki prediktori za metastaze(62).
Prema istrazivanjima u Azijskoj populaciji znacajni Cimbenici rizika za metastaze su i

povecanje debljine tumora te ekstraokularna prosirenost tumora(63).

Kao §to je gore spomenuto, zadnjih godina se sve viSe stavlja naglasak na genetsko profiliranje
tumora(GEP) jer se pokazalo kao validan alat u odredivanju prognoze tumora. Na temelju
GEP-a melanom se kategorizira u dvije klase: GEP 1A (s malim metastatskim rizikom), GEP
1B (s umjerenim metastatskim rizikom) i1 GEP 2 (s velikim metastatskim rizikom). Temelji se
na ekspresiji 15 najizrazenijih gena u melanomu. Mutacija BAP1 gena i monosomija 3 spadaju
u skupinu 2 s visokim rizikom od razvoja metastaza. Pedeset posto pacijenata klase 2 razviti
¢e metastatsku bolest u iduce tri godine od postavljanja dijagnoze primarnog melanoma uveje.
monosomije 3. GEP klasa 2 pokazala je znacajnu povezanost s drugim poznatim prognostickim
¢imbenicima, ukljucujuéi povecanu dob bolesnika, ve¢i promjer i debljinu tumora, zahvac¢enost
cilijarnog tijela i mijeSani/epitelioidni tip stanica(64). U posljednjem desetlje¢u osim genetskog
profiliranja 1 kromosomskih abnormalnosti opisane su i nenormalne ekspresije nekoliko
signalnih putova i onkogena u melanomima uvee. Kao jedan od vaznijih ¢imbenika u

deregulaciji signalnih putova smatraju se nekodiraju¢e RNA. Dosta istraZivanja pokazuje da
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nekodirajuée RNA imaju vaznu ulogu u mnogim bioloSkim procesima, kao S§to su
tumorogeneza, proliferacija i metastaze. Neke su identificirane kao biomarkeri u klinickoj
dijagnozi i prognozi uvelanog melanoma. Kao vazni ¢imbenici u regulaciji gena, nekodirajuce
RNA imaju ogroman potencijal za otvaranje terapijskih putova, predvidanje odgovora na
lijecenje 1 predvidanje ishoda pacijenata s uvealnim melanomom. Posebna pozornost pridaje
se miRNA i njihovoj regulatornoj ulozi u fiziopatologiji te njihovom potencijalu kao
biomarkera(65). Analizirane su skupine miRNA povezane s prognosti¢kim znacajem koje bi
se koristile kao biomarkeri u klinickoj praksi. Sve analizirane miRNA bile su ukljucene u
signalne putove koji se obicno mijenjaju kod raka. Deregulacija odredenih miRNA bila je

povezana s loSijom prognozom bolesnika s uvealnim melanomom(66).

Jedno od obiljezja raka je upala. Uloga upale u progresiji uvealnog melanoma ostaje
nedovoljno shvacena, iako mnoga istraZzivanja pokazuju vaznu ulogu mikrookolisa za razvoj i
Sirenje uvealnog melanoma. Prisutnost upalnog fenotipa kojeg karakterizira obilje imunoloskih
medijatora i proupalnih citokina koji okruzuju podruc¢je melanoma, potencijalno je podrucje za

postavljanje novih terapeutskih ciljeva(67).

Primarni uvealni melanom metastazira hematogeno, ali moze se Siriti lokalno 1 infiltrirati
okolne ekstraokularne strukture. Najces¢e metastaze su u jetri, zatim u pluca, te rjede u kosti.
Metastaze se mogu pronaci 1 nekoliko godina nakon uspjeSnog lijeCenja primarnog tumora.
Prognoza kod pacijenata s udaljenim metastazama je jako loSa pa je jednogodi$nje 1 trogodis$nje
prezivaljavanje otprilike 21%, tj 4%. Ako je proslo vise od 20 godina od zavrSenog lijeCenja
bez pojave relapsa ili metastaza smrt zbog melanoma je rijetka. Svi pacijenti, osobito oni s
visokim rizikom od sistemskih metastaza, kontroliraju se kod oftalmologa i onkologa, te uz
redovne oftalmoloSke preglede i pracenje rasta tumora fotografijom fundusa, te redovitim UZV
pregledima ocne jabucice, provode laboratorijske testove funkcije jetre i markera S100b svakih
3-6 mjeseci, UZV(ili CT) abdomena svakih 3-6 mjeseci 1 RTG prsnog koSa svakih 6
mjeseci(68). Markeri S100b 1 LDH su se pokazali kao dobro markeri u prac¢enju i procjeni

metastatske bolesti(69).

Lije¢enje melanoma straZznje uvee ovisi o lokaciji, proSirenosti 1 veli¢ini tumora, vidnoj oStrini,
ali i metastatskom statusu (70). Tradicionalno se lokalno lije€enje melanoma uvee primarno
provodilo enukleacijom. Nakon provedenih istraZivanja od strane COMS-a utvrdeno je da
nema znacajne razlike u ishodu kod terapije provedene brahiterapijom u odnosu na enukleaciju

kod malih i srednjih tumora(71). Najveca prednost brahiterapije je saCuvanje ocne jabucice s
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rizikom od metastaza i smrti usporedivim s enukleacijom i danas je to najesée koriStena
metoda lije¢enja melanoma. Pod pojmom brahiterapije podrazumijevamo postavljanje diska s
radioaktivnim izotopom na skleru na mjestu gdje je locirana baza tumora. Najc¢esce koriSten u
Europi je rutenij-106 koji emitira beta zracenje, a u Sjevernoj Americi je jod-125 koji emitira
gama zracenje, a osim njih poznati su i kobalt — 60, paladij — 103 i iridij — 192. Terapija
zraCenjem je osmisljena da oSteti DNK tumorskih stanica da bi zaustavila njihovo dijeljenje i
rast. lonizirajuée zracenje potice lizu stanica, apoptozu u tumorskim i vaskularnim endotelnim
stanicama, $to dovodi do tumorske ishemije, nekroze, skupljanja i fibroze. No, zraCenje takoder
uniStava 1 DNK zdravih stanica, §to moze dovesti do nezeljenih nuspojava. Cilj terapije
zraenjem je oprezno naciljati stanice tumora s minimaliziranjem S$teta okolnih zdravih
stanica(72). Degeneracija tumora pocinje otprilike nakon 2 mjeseca od terapije 1 efekt traje
nekoliko godina. Kao opciju lijecenja danas imamo 1 terapiju zracenjem protonskim snopom,
koja je pogodna za manje tumore koji su blize makuli ili optickom disku. Osim toga postoji i
stereotakticka radioterapija koja je pogodna za tumore jasno diferenciranih granica i veli¢ine
do 3 cm. Radioterapijske metode su vrijedne opcije lijeenja melanoma uvee, ali mogu
rezultirati razli¢itim komplikacijama koje ugrozavaju vid. Najc¢eS¢a nuspojava radioterapije je
razvoj katarakte. Najces¢i uzrok trajnog gubitka vida je retinopatija izazvana zraCenjem,
pogotovo ako je zahvacena makula. Neke od komplikacija su i hemoragija, suho¢a oka, a
svakako je najozbiljnija neovaskularni glaukom obi¢no izazvan zbog izlozenosti visokoj dozi
1 moze dovesti do sekundarne enukleacije zbog jake bolnosti i sljepoce zahvaéenog oka. Za
smanjivanje postradijacijskih komplikacija neka su istrazivanja pokazala zastitni ucinak
zamjene vitreusa sa silikonskim uljem prije brahiterapije, dok su druga istrazivanja pokazala
da primjena bevacizumaba IVT nakon skidanja aplikatora, te ukupno Sest puta u iduce dvije
godine, svakih 4 mjeseca, dovode do smanjivanja radijacijske makulopatije, prvenstveno

cistoidnog makularnog edema.

Osim radioterapije danas se koriste i razli¢ite laserske terapije kao Sto je fotodinamska terapija
(PDT) 1 transpupilarna termoterapija (TTT). Te metode se ve¢inom koriste u kombinaciji s
radioterapijskim metodama. Od kirurSkih metoda razlikujemo lokalne, tj manje agresivne i
radikalne. Lokalne resekcije tumora jesu endoresekcija i egzoresekcija. Neka su istraZivanja
pokazala da je vjerojatnost relapsa nakon egzoresekcije osam puta veca nego nakon lijecenja
brahiterapijom. Endoresekcija je prikladna za bolesnike s posteriorno smjestenim koroidalnim
melanomima koji se protezu najmanje 1 PD izvan optickog diska i foveje. Te metode se takoder

ve¢inom koriste u kombinaciji s radioterapijskim ili laserskim metodama. Za velike tumore je

21



preporucena enukleacija. Kirurg se ve¢inom odlucuje za enukleaciju kod velikih tumora
promjera veéeg od 17 mm, debljine ve¢e od 12 mm koji ne mogu biti lijeceni efikasno sa
zraenjem 1 koji su praceni bolnim sekundarnim glaukomom, potpunim gubitkom vida ili
invazijom orbite. Egzenteracija je prikladna za velike tumore s ekstraokularnim Sirenjem ili
rekurentnim tumorima orbite nakon primarne enukleacije. Posljednje metode lijeCenja

ukljucuju implantaciju proteze 6-8 tjedana nakon operacije(73, 74).

Metastatski uvealni melanom je povezan s loSom prognozom i s malo terapijskih opcija. Neke
od njih su kemoterapija, inhibitori imunosnih kontrolnih tocaka i ciljana terapija i dosad su dali
loSe rezultate. Tebentafusb je nedavno postao prvi lijek kojeg je odobrila FDA za lijeCenje
metastatskog uvealnog melanoma. Tebentafusp je prvi ispitivani bispecifi¢ni fuzijski protein,
takozvani imunomobiliziraju¢i monoklonski T-stani¢ni receptor protiv raka. Sastavljen je od
T-stani¢nog receptora ogranicenog na HLA-A*02:01 koji je specifican za gpl00 peptid,
spojenog s anti-CD3, s ve¢im afinitetom od prirodnih receptora T stanica. Ove molekule
preusmjeravaju i aktiviraju poliklonalne T stanice prema ciljnim stanicama prezentirajuci
peptid-HLA komplekse na svojoj povrSini stanice. Nakon vezanja na HLA-A*02:01-pozitivne
tumorske stanice, spojeni anti-CD3 jednolancani varijabilni fragment regrutira i aktivira snazan
odgovor T stanica, dovodec¢i do pojatanog upalnog odgovora i posljedicne lize tumorskih
stanica. Primjena tebentafuspa ogranicena je na HLA-A*02:01pozitivne pacijente - potonji se
otkriva u priblizno 50% bijelaca. U pretklinickim studijama pokazalo se da ima visoku
specificnost za tumorski antigen 1 Sirok terapeutski raspon. U fazi I i I istrazivanja, lijeCenje
tebentafusbom bilo je izvedivo s prihvatljivim profilom toksicnosti i pokazalo je djelovanje u
bolesnika s metastatskim melanomom uvee. U randomiziranom ispitivanju faze III, prva linija
tebentafuspa pokazala je bolji ukupno prezivljenje u usporedbi s kemoterapijom s jednim
lijekom ili inhibitorom imunoloskih kontrolnih to¢aka. Godine 2022. tebentafusp je postao prvi
lijek odobren od strane FDA i EMA za metastatski melanom uvee. U vecini slucajeva,
tebentafusp bi trebao biti odabrano sredstvo prve linije za lijeCenje metastatskog melanoma
uvee. Medutim, ogranieno je na bolesnike pozitivne na HLA-A2*0201(75-77). Zadnja
istrazivanja iz prosinca 2023. godine su pokazala vecu efikasnost, sigurnost u lijecenju i dulje
ukupno prezivljenje kod pacijenata lijeCenih tebentafuspom u odnosu na kontrolnu grupu
lijeCenu s inhibitorom kontrolnih tocaka u pacijenata s ranije nelijeCenim uvealnim
melanomom. NajceS¢e nuspojave su bile osip(83%), svrbez (70%), hipotenzija (38%).
Nuspojave su se vec¢inom javile u pocetku lijeCenja 1 veoma mali postotak pacijenata je zbog

njih prekinuo lijecenje. Nije bilo prijavljenih smrti povezanih s lije¢enjem(78). Rano smanjenje
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cirkuliraju¢e tumorske DNK tijekom lijeCenja bilo je snazno povezano s ukupnim
prezivljenjem te moZze biti rani pokazatelj klinicke dobrobiti tebetafuspa. Danas$nja istrazivanja
pokazuju da tebentafusp ima obecavajucu klinicku aktivnost s prihvatljivim sigurnosnim
profilom u bolesnika s metastatskim melanomom uveje(79). Medutim, s obzirom na to da
HLA-A*0201 pozitivni tumori predstavljaju samo do 50% zapadne populacije, ostaje potreba
za pro§irenjem terapijskih moguénosti usmjerenih na druge molekularne znacajke jedinstvene
za uvealni melanom. Ciljana terapija darovasertibom, koji je selektivni inhibitor protein kinaze
C, u istrazivanjima je pokazala dobru podnosljivost sa znaajkama rane u€inkovitosti, sam ili
u kombinaciji s drugim molekulama o ¢emu se moZze razmisljati u budu¢im istrazivanjima(80).
Osim toga, istrazuje se 1 kombinacija dvaju inhibitora imunoloskih kontrolnih tocaka,
nivolumaba 1 ipilimumaba, koji su pokazali dobru srednju stopu ukupnog prezivljenja u
bolesnika s metastatskim koznim melanomom, a  koji pokazuju stvaranje izraZenog
antitumorskog odgovora kod metastatskog melanoma uvee, iako su rezultati kod lijecenja
uvealnog melanoma dosta skromniji. Pretpostavlja se da manji mutacijski teret i manja
ekspresija liganda 1 programirane stani¢ne smrti u stanicama uvealnog melanoma ¢ine uvealni
melanom manje imunogenim i stoga manje osjetljivim na inhibitore imunoloskih kontrolnih
toCaka u usporedbi s koznim melanomom(81). Dosta nade se ulaze u istrazivanje o lijeku
Belzupacap Sarotalocan(AU-011) koji je konjugat Cestice sli¢ne papilomavirusu i1 odredenog
fotosenzibilizatora koji ispoljava svoj citotoksicni u¢inak aktivacijom fotodinamskim laserom.
Lijek se primjenjuje suprakoroidalno zajedno s fotodinamskim laserom da bi se omogucilo
dvojno djelovanje lijeka, izravna citotoksi¢nost i aktivacija imunosnog sustava. Trenutno je u
tijeku faza 2 istrazivanja za lijeCenje lezija nesigurne prirode i malih melanoma. Takoder se
istrazuje mogucénost koriStenja navedenog lijeka u kombinaciji s ihibitorom imunoloskih
kontrolnih to€aka, osim za lokalizirane lezije i1 za one udaljene(82). lako istrazivanja sve vise
napreduju, lijeCenje metastaza i1 dalje ne pokazuje dobre uspjehe i one su i dalje vodec¢i uzrok
smrti kod bolesnika s melanomom uvee (83), te je trenutno najucinkovitija mjera za
smanjivanje loSe prognoze rano otkrivanje melanoma u vrijeme kada je tumor malen i postoji
najmanji rizik od metastatske bolesti. Osim ranog otkrivanja melanoma, klju¢ za dobrim
upravljanjem lijecenja leZi u uspostavi detaljnog plana lijecenja i stru¢noj medicinskoj skrbi.
Razvoj preventivnih mjera 1 napredak terapijskih moguénosti poboljsali su ishode pacijenata

(84).
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1.4. Koneksini i paneksini

Izravne veze izmedu stanica, takozvani tijesni spojevi, prisutni su u svim visestani¢nim
organizmima i kljuéni su za cjelovitost, metabolizam i fiziologiju organizma. Brza
komunikacija medu neuronima temeljna je za integraciju i Sirenje signala u mozgu, a dokazano
je da je elektri¢ni sinapticki prijenos kroz tijesne spojeve uobiCajeni nac¢in komunikacije u
sredi$njem zivéanom sustavu. Primjer takve komunikacije je i Sirenje signala u mreznici(85).
Tijekom razvoja mreznice i zilnice u covjeka, mnoge se stanice diferenciraju prema
jedinstvenom tipu stanica koristec¢i razliCite obrasce ekspresije gena i signalizacija stani¢nih
membrana se dogada paralelno (86). Ovi procesi mogu ponovno biti uklju¢eni kod

tumorogeneze oka kao mehanizam popravka neispravne signalizacije (87).

Posebni proteini nazvani koneksini organiziraju se u hemikanale na razini stani¢ne membrane
koji povezuju unutarstani¢ne 1 izvanstani¢ne prostore i tvore tijesne spojeve izmedu susjednih
stanica (88, 89). Otkriven je 21 gen u ¢ovjeka odgovoran za kodiranje koneksina. Koneksini
su obitelj transmembranskih proteina koji se sastoje od Cetiri transmembranske domene, dvije
izvanstanicne petlje, jedne citoplazmatske petlje, te N-terminalnog i C-terminalnog dijela koji
se nalaze u podrucju citoplazme stanice. Koneksini se imenuju prema njihovoj molekularnoj
tezini izraZenoj u kilodaltonima (npr. koneksin 43 ima teZinu od 43 kD). Sest koneksina
oligomeriziraju i tvore konekson ili hemikanal. Zivotni ciklus koneksina ukljuéuje translaciju,
umetanje u endoplazmatski retikulum, oligomerizaciju u homomerne ili heteromerne
jednomembranske kanale i transport do Golgijevog aparata, kako bi formirali hemikanale.
Nakon dostave na povrSinu stanice, grupiraju se i zajedno s koneksinskim hemikanalima
susjednih stanica formiraju funkcionalne tijesne spojeve. Nakon kratkog razdoblja na povrSini
stanice, fragmenti tijesnih spojeva se internaliziraju kao dvomembranski koneksosomi i1 na
kraju se razgraduju u lizosomima. Koneksini imaju relativno kratak poluzivot od 1 do 5 sati,
¢ime se naglaSava potreba za brzim prilagodbama u medustani¢noj komunikaciji koja ovisi o
tijesnom spoju. Stoga vecina stanica obnovi svoje tijesne spojeve u roku od 24 sata. Svojim
razli¢itim strukturama na membrani stanice hemikanali omogucuju dvosmjernu razmjenu
razli¢itih iona i malih molekula izmedu unutarstanic¢nih 1 izvanstani¢nih prostora. Ogranienje
propusnosti za molekule predstavlja velicina molekule od oko 1,0-1,2 kDa. Molekule
odgovarajuce veli¢ine, kao $to su ATP, glutamat, glukoza, mikroRNA, peptidi i sekundarni
glasnici mogu pro¢i kroz koneksinske hemikanale. 1z tih razloga, tijesni spojevi sudjeluju u

regulaciji viSestrukih fizioloSkih stani¢nih funkcija, na primjer u procesima stani¢nog rasta i
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adhezije, diferencijacije, migracije i apoptoze stanice(90-92). Slozenost u formiranju
hemikanala pocinje na razini ekspresije jer vecina ljudskih stanica eksprimira dvije ili vise
izoformi koneksina, §to rezultira potencijalom za mijesani niz koneksona koji mogu biti ili
homomerni ili heteromerni. Koneksini su selektivni s kojim izoformama koneksina mogu
kooligomerizirati. Na povrsini stanice, koneksoni su takoder selektivni u svojoj sposobnosti
spajanja s koneksonima iz susjedne stanice, uspostavljaju¢i daljnji sloj homotipskih i
heterotipskih medustani¢nih komunikacijskih moguénosti. Koneksini mogu formirati Cetiri
tipa tijesnih spojeva: homomerni spojevi su hemikanali dviju povezanih stanica koji se sastoje
od iste vrste koneksina; heterotipski/homomerni, svaki hemikanal je sastavljen od izomernih
koneksina, koji se razlikuju od hemikanala druge stanice; heterotipski/heteromerni, jedan
hemikanal formira isti tip koneksina, a povezani hemikanal iz susjedne stanice sastavljen je od
mjeSavine razli¢itih koneksina; heteromerni, gdje su hemikanali dviju povezanih stanica
sastavljeni od mijesanih tipova koneksina. Stvaranje mjeSovitih hemikanala 1 tijesnih spojeva
nije slucajni mehanizam, ve¢ ovisi o specificnom slijedu aminokiselina u unutarstanicnim 1
izvanstanicnim petljama. C-terminalni dijelovi koneksina imaju najvecu varijabilnost
aminokiselina i takoder predstavljaju ciljana mjesta za posttranslacijske izmjene. Osim $§to je
komunikacija kroz tijesni spoj regulirana sastavom kanala, njima dalje upravljaju promjene u
pH, naponu, koncentracijama iona, interakcijama proteina, stanjima fosforilacije i drugim
mehanizmima(93, 94). Kako su retinalne i koroidalne stanice ve¢inom spojene preko tijesnih

spojeva, ovo moZe biti vazna mreZa koja omogucuje njithovu metabolicku homeostazu (95).

Tijesni spojevi su Siroko izrazeni izmedu gotovo svih tipova stanica mreznice, kako u
neuralnim (ganglijske, amakrine, bipolarne, horizontalne stanice, fotoreceptori) tako i u
glijalnim stanicama (astrociti, mikroglija, Mullerove stanice). Na taj nacin je omogucéena
elektri¢na i metaboli¢ka komunikacija, kako u zdravom stanju, tako i u razli¢itim bolestima.
Dosad opisani koneksini u neuralnim stanicama mreznice jesu koneksin 30, koneksin 36,
koneksin 40, koneksin 43, koneksin 45, koneksin 50 i koneksin 57. Koneksin 36 je Siroko
eksprimiran u pojavljuje se u oba pleksiformna sloja retine(96, 97). Osim u mreZnici, koneksin
36 je, uz koneksin 50, bitan za homeostazu lec¢e, gdje prenose glutation i Stite stanice vlakana
le¢e od oksidativnog stresa(98). U Zivotinjskim modelima sisavaca, Stakora i goveda pronadena
je ekspresija koneksina 40 u oba nuklearna sloja retine, te u sloju ganglijskih stanica(99).
Koneksin 45 je izrazen u bipolarnim stanicama i retinalnim ganglijskim stanicama i
potencijalni je supstrat za koordinaciju mreznih aktivnosti. Kako bilo, njegova ekspresija ne

igra ulogu u prostornom i vremenskom §irenja retinalnih valova, ali snazno modulira aktivaciju
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pojedinacnih retinalnih ganglijskih stanica, osiguravaju¢i snazno uskladivanje aktivacije
izmedu obliznjih retinalnih ganglijskih stanica i normalnog odrzavanja retinogenikulatnih
projekcija(100). Koneksin 43 je najcesca izoforma koneksina u sisavaca, Siroko eksprimiran u
svim organskim sustavima i stanicama, a pogotovo u kardiovaskularnom i ziv€éanom tkivu. U
mreznici koneksin 43 snazno eksprimiraju astrociti, Miillerove stanice i periciti, ali se moze
naci i u ostalim tipovima stanica, te je vjerojatno najvazniji koneksinski protein u glijalnim i
neurovaskularnim interakcijama. Istrazivanja na eksperimentalnim Zivotinjskim modelima su
otkrila ulogu koneksina 43 u retinalnim bolestima, kao Sto je makularna degeneracija, glaukom
te dijabeticka retinopatija(101). To€an mehanizam djelovanja nije do kraja istrazen, ali postoje
dokazi da ima ulogu u upalnim procesima(102). U mnogim istraZivanjima otkrivena je
fosforilacija koneksina 43 kao temeljni regulacijski proces koji je ukljucen u funkcioniranje
tijesnih spojeva. Fosforilacija koneksina 43 se smatra dijelom patofizioloSkog mehanizma
odgovornog za nastanak mnogih bolesti, kao $to je depresija, epilepsija, cerebralna ishemija,
aritmija, neurodegenerativne bolesti, tumori(103). Uloga koneksina 43 lokaliziranog na
membrani za obavljanje funkcija kanala dobro je opisana u ranijim studijama, ali nedavne
studije su otkrile da on takoder moze biti lokaliziran u jezgri, mitohondrijima ili prisutan u
izvanstanicnim vezikulama. Koneksin 43 u jezgri vjerojatno je uklju¢en u regulaciju
transkripcije gena, formiranje citoskeleta, migraciju stanica i adheziju. U mitohondrijima je
uklju¢en u funkcije povezane s ciklusima regulacije oksidativnog stresa, dok je u
izvanstanicnim vezikulama uklju¢en u razmjenu informacija na daljinu(104). Koneksin 37 je
izrazen u endotelnim stanicama i tvori medustani¢ne kanale koji pridonose koordinaciji
motori¢kog tonusa krvnih zila (105). Takoder je pokazano da koneksin 37 negativno regulira
funkciju trombocita na nacin da povecava reaktivnost trombocita 1 time povecava sklonost
trombozi i razvoju infarkta miokarda u mis§jim modelima, te da se moze koristiti kao marker za
trombozu(106). Koneksin 40 tvori medustanicne kanale koji su vazni za elektri¢no provodenje
srca i vazomotorni tonus velikih krvnih zila. Genetska delecija koneksina 40 ukljucuje
smanjenje rasta krvnih Zila i gustoce kapilara u mreznici novorodenih miseva (107). Izoforma
koneksin 40 ima dobro utvrdenu ulogu u regulaciji krvnog tlaka i lu¢enju bubreznog renina i
vazna je za odrZavanje vaskularne homeostaze(108). Za koneksin 40 je takoder objavljeno da
je ukljucen u nastanak i progresiju atrijske fibrilacije u miSeva(109). Utvrdeno je da srane
endotelne stanice eksprimiraju koneksin 40 ne samo u plazma membrani ve¢ 1 u
mitohondrijima, gdje funkcionira kao regulator mitohondrijskog unosa Ca2+ 1 sudjeluje u

regulaciji mitohondrijskog oksidativnog stresa(110).
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Nasuprot koneksinima, paneksin je membranski kanal velikih pora s jedinstvenim svojstvima
provodenja, od neselektivne ionske propusnosti do vanstani¢nog otpustanja signalnih molekula
(111). Paneksini su glikoproteini koji tvore membranske kanale s velikim porama i visokom
vodljivos¢u. Postoje tri izoforme paneksina, paneksin 1, 2 i 3. Paneksin 1 je najprisutniji,
pojavljuje se duz cijele anatomske osi, od optickog Zivca do mreznice i roznice, u glia,
epitelnim i endotelnim stanicama, kao i u neuronima. U oku, paneksin 1 se nalazi u glavnim
dijelovima, ukljucuju¢i mreznicu, le¢u i roznicu(112). Paneksinski kanali igraju srediSnju
ulogu u parakrinoj i autokrinoj signalizaciji i1 bitni su za kontrolu nekoliko fizioloskih procesa,
ukljucujuéi upalu, krvni tlak, bol, tumorigenezu i funkciju srediSnjeg Ziv€anog sustava.
Paneksinski kanali su vrlo propusni i olakSavaju difuziju Sirokog spektra supstrata. Paneksin 1
je najuze povezan s lu¢enjem ATP-a 1 opCenito se smatra anion selektivnim, no pokazalo se da
paneksinski kanali posreduju u transportu i drugih bioloSki aktivnih molekula 1 iona,
ukljucujuéi glutamin, spermidin 1 vjerojatno kalcij, Sto sugerira da omogucuju op¢u propusnost
za supstrate manje od 1 kDa. U tom smislu, paneksinski kanali su funkcionalno ekvivalentni
hemikanalima koje tvore koneksini, medutim, paneksini 1 koneksini su strukturno razliiti.
Paneksin 2 je pretezno izraZzen u srediSnjem ziv€anom sustavu, a paneksin 3 je pronaden u
kostima i hrskavici, no o njihovoj ulozi se malo zna(113). Kao Sto smo ranije napisali, dosad
je opisivana uloga paneksina 1 u upalnim procesima, stani¢noj diferencijaciji i regeneraciji
tkiva, kao i u apoptozi, ali se malo zna o ukljuenosti u razli¢ite signalne putove i tocnom
mehanizmu djelovanja navedenog proteina(114). Takoder se sve viSe pise i o ulozi paneksina
1 u tumorogenezi, pa su neka istrazivanja pokazala vece ekspresije paneksina 1 u koznom

melanomu i adenokarcinomu gusterace(115, 116).

Danas se zna da su koneksini usko vezani za razvoj razli¢itih tipova tumora. Kvantitativne i
kvalitativne promjene u tijesnim spojevima mogu utjecati na pojavu, diferencijaciju, invaziju i
metastaze tumora. Jo$ uvijek nije sasvim jasno koja je njihova to¢na uloga i mehanizam u tom
ciklusu, a vjerojatno ih ima viSe. Njihove temeljne funkcije uglavnom su istraZivane s
koneksinom 43 zbog njegove pojavnosti u gotovo svim stanicama u tijelu. Prema nekim
klinickim studijama koneksin 43 ima tumor supresorska svojstva u nekim tumorima. Tako je
gubitak koneksina 43 kod kolorektalnog tumora povezan s kra¢im vremenom prezivljavanja
(117). Slicno tome, primijecen je manji izrazaj koneksina 43 u pacijenata s melanomom koze,
koji su takoder imali kra¢e vrijeme sveukupnog prezivljavanja(118). PoviSene vrijednosti
koneksina 43 su povezane s boljom prognozom u tumora dojke(119). Suprotno tome, druge

studije su izvijestile o nepovoljnim ishodima zbog visoke ekspresije koneksina 43. Visoke
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ekspresije koneksina 43 povezane su sa smanjenom stopom prezivljavanja kod oralnog
karcinoma plocastih stanica(120). Agresivne tumorske stanice, sklone kemorezistenciji
izrazavaju vise razine koneksina 43 kod multiplog mijeloma(121). Prekomjerna ekspresija
koneksina 43 povecala je kemorezistenciju kod glioblastoma(122). Neka su istrazivanja
pokazala tumorsupresorsku ulogu koneksina 45 u melanomu, gdje je visa ekspresija koneksina
45 povezana s nizim razinama E-kadherina 1 integrina B1, a posljedicno tome 1 s manje

metastaza(123).

Kao Sto je ve¢ spomenuto, tumori i koneksini su neraskidivo povezani. Koneksini ne samo da
utjeCu na progresiju tumora, ve¢ njihova ekspresija takoder moze biti povezana s prognozom
bolesnika s tumorom. Razvoj tumora obi¢no je popracen promjenama u posttranslacijskim
modifikacijama koneksina, kao §to su fosforilacija, ubikvitinacija, acetilacija. Posttranslacijske
modifikacije imaju znacajne ucinke na propusnost tijesnih spojeva, njihovu stabilnost i
subcelularnu lokalizaciju koneksina. Sve je viSe dokaza da posttranslacijske promjene dovode
do slabljenja tjelesne kontrole nad stanicama raka, da utjecu na isporuku antitumorskih lijekova
medu stanicama tumora i da mogu povecati otpornost stanica tumora na lijekove. Fosforilacija
je usko povezana s razvojem tumora. Vecina mjesta fosforilacije koneksina nalazi se na

njihovim karboksilnim krajevima(124).

Normalne epitelne stanice pokazuju stani¢ni polaritet, Sto je vazno za odrzavanje stabilnosti
epitelnih stanica 1 doprinosi koordinaciji unutarstani¢nih funkcija. Kriti¢ni obrazac polariteta
stanica unutar epitelnih stanica je apikalno-bazalni polaritet. Studije su pokazale da se
poremecaj polariteta epitelnih stanica moZe smatrati pokazateljem razvoja raka. Tijesni spojevi
su ukljuCeni u stvaranje polariteta u epitelnim stanicama u organizmu. Poremecaj funkcije
tijesnih spojeva moze dovesti do gubitka homeostaze u epitelnim stanicama i na kraju do
tumorigeneze. Proces transdiferencijacije u kojem epitelne stanice poprimaju karakteristike
tipicne za mezenhimalne stanice zove se epitelno-mezenhimalna tranzicija(EMT) 1 ve¢ dugi
niz godina istraziva se njena uloga u nastanku razli¢itih tumora. U ovom dinami¢nom i
reverzibilnom prijelazu, epitelne stanice gube tipi¢ne znafajke 1 poprimaju znaajke
mezenhimalnih stanica Ovaj proces se fizioloski dogada tijekom embriogeneze, gdje je vazan
za diferenciranje primarnih mezenhimskih stanica iz primitivne pruge tijekom gastrulacije, za
formiranje neuralne cijevi, te za migraciju stanica neuralnog grebena (tip 1). VaZzan je i u
procesu cijeljenja rane. Tijekom zacjeljivanja rane, epitelne stanice na rubu rane podvrgavaju
se djelomi¢noj EMT kako bi dobile pokretljivost i kretale se kao koordinirana skupina stanica

da bi pomogle u rekonstrukciji sloja epitelnih stanica. Na kraju se prolazno-mezenhimalne
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stanice stvorene aktivacijom EMT vracaju u svoj epitelni fenotip kroz proces koji se zove
mezenhimalno — epitelna tranzicija (MET) kako bi se ponovno uspostavio integritet epitelnog
sloja (tip 2). Takoder je prisutan i u patoloskim stanjima, kao §to je tumorogeneza gdje
pridonosi stani¢noj mati¢nosti, otpornosti na lijekove, te bijegu od imunoloskog sustava i
metastazama (tip 3)(125). Epitelne stanice karakterizira apikalno-bazalni polaritet i prisutnost
tijesnih, adherentnih spojeva i dezmosoma koji omogucuju stvaranje slojeva koji su smjesteni
na bazalnoj membrani kroz hemidesmosome i ¢ine epitel, tj. propusnu barijeru koja prekriva
tkiva 1 organa. Aktivacija EMT-a kod raka, kao i u drugim patofizioloSkim situacijama,
ukljucuje gubitak polariteta stanice, prekid medustanicnih spojeva i degradaciju bazalne
membrane S§to rezultira stanicama koje poprimaju mezenhimalne karakteristike s
reorganiziraniziranim citoskeletom, povecanom pokretljivosti stanica 1 sposobnosti
degradacije izvanstanicnog matriksa, omogucavajuci stanicama invaziju. EMT je opcenito
povezan sa smanjenjem razine E-kadherina i1 povecanjem ekspresije proteina koji poticu
mezenhimalnu adheziju kao Sto su N-kadherin, vimentin, fibronektin, integrin f1 1 nekih
proteaza. Ove morfoloSke promjene rezultat su epigenetskih promjena. Promjene ekspresije
gena koje se javljaju tijekom EMT-a orkestrirane su od strane glavnih regulatora, tj.
transkripcijskih faktora koji, osim $to reguliraju jedni druge, koordiniraju kaskadu dogadaja
koji dovode do potiskivanja epitelnih gena i indukcije mezenhimalnih gena. Neki od njih su
SNAIL 1 i SNAIL2/SLUG, TWIST1 i TWIST2, ZEB. Oni potiskuju ekspresiju E-kadherina i
induciraju N-kadherin, promi¢u migraciju i invaziju. Rast primarnog tumora modificira
izvanstani¢ni matriks i stvara tumorsko mikrookruzenje, u kojem se, uz tumorske stanice
nalaze i endotelne, stromalne stanice, kao Sto su fibroblasti, te upalne stanice (T-limfociti,
makrofagi) koje luce Siroku lepezu kemokina, citokina i faktora rasta koji snazno utjecu na
stanice raka. Specificni signali aktiviraju EMT — transkripcijske faktore koji induciraju EMT.
SrediSnju ulogu u tim procesima imaju TGFf, Wnt, Notch i receptori faktora rasta. Vezanje na
receptore TGFP dovodi do njihove fosforilacije i aktivacije SMAD kompleksa koji se
translociraju u jezgru i vezu za transkripcijske fakore odgovorne za ekspresiju razlicitih gena,
a medu njima i onih za EMT-TF. Wnt put se aktivira nakon vezanja Wnt liganada na
membranske receptore, §to dovodi do otpustanja i stabilizacije B-katenina, koji se zatim pomice
u jezgru i postaje dio transkripcijskog kompleksa za promicanje ekspresije gena, Sto ukljucuje
aktivaciju EMT-TF. Notch put pocinje aktivacijom Notch receptora koji ima izravan put od
membrane do jezgre, gdje funkcionira kao transkripcijski koaktivator gena za EMT-TF.
Nekoliko faktora rasta, kao $to su epidermalni faktor rasta (EGF), faktor rasta fibroblasta
(FGF), faktor rasta inzulina (IGF), faktor rasta hepatocita (HGF), faktor rasta trombocita
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(PDGF) i vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF) ) djeluju preko svojih srodnih tirozin kinaza
receptora, koji aktiviraju razli¢ite puteve za EMT nakon fosforilacije. Dokazi sugeriraju
prisutnost funkcionalnaog krizanja izmedu ovih razli¢itih putova. Stanice raka koje ulaze u
proces EMT obi¢no samo djelomi¢no napreduju prema mezenhimskom stanju. To znaci da ne
prelaze sve stanice tumora u mezenhimalno stanje, te da nisu sve stanice tumora u isto vrijeme
u istom stanju ovog prijelaznog procesa. Tijekom metastatskog procesa, stanice koje su stekle
mezenhimalne osobine napustaju mjesto primarnog tumora, ulaze u krvotok i dolaze do
metastatskog mjesta gdje se ponovno epiteliziraju postupkom koji smo ranije
spomenulitMET). Te stanice razvijaju karakteristike mati¢nih stanica tumora. Cini se da je
upravo ta koegzistencija fenotipski razli¢itih stanica tumora potrebna za uspjeSno stvaranje
metastaza, rezistenciju na lijekove i recidiv tumora nakon terapije. Sve viSe dokaza pokazuje
medudjelovanje izmedu EMT-a i razliCitih metabolickih ciklusa, kao Sto su glikoliza,
lipogeneza, metabolizam glutamina, asparagina. Smatra se da je medudjelovanje izmedu EMT-
a 1 metabolizma usko povezano s metastatskim procesom(126). Potencijal i vazost EMT-a u
upravljanju metastatskom kaskadom tijekom maligne progresije tumora stvorio je ogroman
interes za istrazivanje modulacije EMT-a kao terapije tumora. Izazov je identificirati vremenski
prozor koristan za suzbijanje EMT-a tijekom progresije tumora. Neka istrazivanja stavljaju
naglasak na sprjecavanje plasti¢nosti stanice preveniranjem pocetka EMT ciljanjem signalnih
procesa koji induciraju proces, kao Sto su TGFp inhibitori. Druga pak, pokuSavaju preokrenuti
proces EMT u odredenim fazama razvoja tumora terapijom koja potice diferencijaciju, dok
neka stavljaju naglasak na specifi¢no ciljanje stanica raka koje su prosle EMT i pokazuju
znacajke mezenhima, odnosno tumorskih mati¢nih stanica(127, 128). Danasnja istraZivanja su
usmjerena i na regulaciju ekspresije miRNA u tumorima, koja sudjeluje u kontroli EMT
transkripcijskih faktora i signalnih putova za regulaciju metastatske diseminacije u razli¢itim
vrstama raka, kako u retinoblastomu(129, 130), tako i u uvealnom melanomu(131). O vaznosti
koneksina u procesu EMT danas je sve viSe istraZivanja i dokaza. Pokazalo se da imaju svoju
ulogu u zarastanju rane i fibrozi, tj u tipu 1 EMT(132). Istrazivanja o povezanosti koneksina
43 i EMT u tumoru dojke su pokazala da se postranslacijskim modifikacijama, kao $to su
fosforilacija ili ubikvbitinacija, moZe povecati ekspresija koneksina 43, ¢ime se smanjuju
razine mezenhimalnih markera 1 usporava EMT, te se postize veca osjetljivost na neke
kemoterapeutike, ali i povecava duljina prezivljena(133, 134). Sli¢ni rezultati o vaznosti
posttranslacijskih modifikacija u tumorogenezi i kemosenzitivnosti kod koneksina 43, ali 1
koneksina 26 su pronadeni i u tumoru plu¢a malih stanica, oralnom plo¢astom karcinomu, te

hepatocelularnom karcinomu(135-137). Ekspresija koneksina 37, 40 i paneksina 1 je bila
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obrnuta ekspresiji vimentina u laringealnom karcinomu plocastih stanica, te je u dobro
diferenciranim tumorima ekspresija navedenih koneksina bila veca te se smanjivala prema
slabije diferenciranom stupnju tumora, dok je ekspresija vimentina pokazala obrnut stupanj
ekspresije. To pokazuje da navedeni koneksini mogu posluziti kao potencijalni prognosticki
biomarkeri za laringealni tumor plocastih stanica(138). Trenutne klinicke terapijske strategije
usmjerene na EMT proces su joS uvijek u fazi istrazivanja, no ovaj nain razmisljanja
predstavlja atraktivan put za bududi razvoj ucinkovitih terapija osmisSljenih za kontrolu

malignih tumora visokog stupnja.
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2. Ciljevi istrazivanja
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2.1. Cilj istrazivanja:

Utvrditi izrazaj koneksina i paneksina u razvojnim tjednima ljudskog oka
Utvrditi izrazaj koneksina i paneksina u zdravom ljudskom oku

Utvrditi izrazaj koneksina i paneksina u tumorima oka, retinoblastomu i melanomu

el

Utvrditi njihovu ulogu u razvoju oka ili razvoju nekih bolesti oka, kao Sto su najceséi
tumori oka, retinoblastom ili melanom

5. Razmotriti buduce terapijske strategije u lije€enju navedenih patoloskih stanja.

2.2. Hipoteza:

1. Koneksini 37, 40, 43, 45 i paneksin 1 imaju vaznu ulogu u razvoju ljudske mreznice 1

zilnice.

2. Koneksini 37, 40, 43, 45 1 paneksin 1 imaju vaznu ulogu u razvoju najc¢esc¢ih tumora

oka, retinoblastoma i melanoma.
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3. Materijali i metode
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3.1. Obrada i nabava tkiva

Tkiva embrija su dobivena iz arhive Odjela za anatomiju, histologiju i embriologiju
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu. Koristili smo 15 uzoraka u 8., 10. i 12. tjednu
razvoja (pet iz svakog tjedna) prateCi Carnegie sistem stupnjevanja koji se temelji na
morfologiji, vanjskim mjerenjima (duzina tjeme-zadak) i menstrualnim podatcima kako je
opisano u nekim radovima (139, 140) u skladu s Helsinskom deklaracijom i njenim
nadopunama. Prije aplikacije imunofluoresceina pravilno oc€uvanje tkiva je potvrdeno

bojanjem s hematoksilinom i eozinom svakog desetog odjeljka.

Uzorci zdravog ljudskog oka (pet uzoraka), retinoblastoma (pet uzoraka) i melanoma (petnaest
uzoraka) su dobivena s Odjela za patologiju KBC Split. Studija je provedena uz odobrenje
Etickog povjerenstva Opce bolnice Zadar (ur.br.02-1237/22-15/22) u skladu s Helsinskom

deklaracijom i njenim nadopunama.

Svi prikupljeni uzorci su pregledani od strane dva patologa koji su postavili dijagnoze. Samo
dobro ocuvani uzorci su koriSteni nakon pregleda, bilo kakvi oSteceni ili slabo odrzavani uzorci
su odbaceni. Standardno bojanje hematoksilinom i eozinom je provedeno sa svakim blokom

tkiva kako bi se potvrdilo odgovaraju¢e oCuvanje materijala.

3.2. Pripremanje tkiva i indirektna imunofluorescencija

Uzorci tkiva su fiksirani u 4% formaldehidu otopljenom u fizioloskoj otopini
puferiranoj fosfatom (PBS), dehidrirani u gradiranom etanolu 1 uklopljeni u parafin. Serijski
presjeci debljine Sum su izrezani u poprecnoj ravnini 1 postavljeni na stakalce. Deparafinizacija
tkiva u ksilolu i rehidracija u gradiranom etanolu 1 destiliranoj vodi su potrebni prije grijanja u
citratnom puferu oko 20 minuta na 95°C u vodenoj pari i postepenog hladenja na sobnoj
temperaturi. Nakon toga, pufer za blokiranje proteina (ab64226, Abcam, Cambridge, UK) je
apliciran na 20 minuta da se sprijeci nespecificno bojanje. Svi uzorci su onda inkubirani s
odgovaraju¢im primarnim antitijelima (tablica 1) preko no¢i u vlaznoj komori. Idu¢i dan su
inkubirani sa sekundarnim protutijelima oznaenim fluorescentnom bojom (tablical) na dva
sata. Kao posljednje, jezgre su bojane s 4,6-diamidino-2-fenilindolom (DAPI) 1 nakon toga
pokriveni pokrovnim stakalcem (Immuno-Mount, thermos Shandon, Pittshburg, PA, USA).

Nije primije¢ena imunoreaktivnost kada su primarna antitijela izostavljena iz protokola.
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Fotografije zdravog oka, oka s retinoblastomom i razli¢itim tipovima uvealnog melanoma koje
su koriStene za analizu su uzete s 40x povecanjem s flouoresceinskim mikroskopom (Olympus
BX51, Tokyo, Japan) opremljenim s Nikon DS-Ril kamerom (Nikon Corporacija, Tokyo,
Japan).

Tablica 1. Antitijela koriStena za imunofluorescenciju

Antitijela Domacin | Razrjedenje Kataloski broj 1
proizvodac
Primarna Anti — Cx37/GJA4 Kuni¢ 1:500 Abcam (Cambridge,
ab181701 UK)
Anti — Cx40/GJAS Kuni¢ 1:100 Abcam (Cambridge,
ab213688 UK)
Anti — Cx43/GJA1 Koza 1:200 Abcam (Cambridge,
ab87645 UK)
Anti — Cx45/GJA7 Kunié¢ 1:100 Abcam (Cambridge,
ab135474 UK)
Anti — Kunié¢ 1.300 Merck KGaA
pannexinl/PANXI1 (Darmstadt,
Njemacka)
Sekundarna | Anti— Goat IgG, Alexa | Magarac 1:400 Abcam (Cambridge,
Fluor 488, ab150129 UK)
Anti — Rabbit IgG, Alexa | Magarac 1:400 Jackson Immune
Fluor 488, 711-545-152 research Laboratories,
Inc. (Baltimore, PA,
USA)

3.3. Kvantitativna i semikvantitativna analiza podataka

Za kvantitativnu analizu imunoekspresije koneksina i paneksina, deset nepreklapajucih
reprezentativnih podruc¢ja u isto vrijeme su uhvacéeni. Zrnato i/ili difuzno citoplazmatsko
bojenje je protumaceno kao Cx37, Cx40, Cx43, Cx45 i Panxl pozitivna imunoekspresija.
ImagelJ software (Nacionalni institut zdravlja, Bethesda, MD, USA) je koriSten za kvantitatinu
evaluaciju imunoreaktivnosti. Prije analize, priprema slike je provedena koriStenjem

oduzimanja srednjeg filtera i praga boje za mjerenje povrsine pokrivene pozitivnim signalom.
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Zeleno bojenje je protumaceno kao pozitivno za imunoekspresiju Cx37, Cx40, Cx43, Cx45 i

Panx1.

3.4, Statisticka analiza

GraphPad Software (GraphPadSoftware, La Jolla, CA, USA) je koriSten za statisticku
analizu, s razinom vjerojatnosti p<0.05 kao statisticki znacajnom. Jednosmjerni ANOV A test
pracen post hoc Tukey testom, je koriSten za usporedbu imunoekspresije, kako bi se utvrdile
znacajne razlike medu grupama. Podatci su saZeti kao srednja +/- SD. Tri istraZzivaca su
analizirali slike neovisno jedan o drugom, dok su tri od Cetiri uzorka tkiva koriStena iz svake

grupe u svakom ponovljenom eksperimentu(n>=3).
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4. Rezultati
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Obrazac izrazavanja i kvantitativna analiza markera koneksina 37, 40, 43, 45 i paneksina 1
su izvodeni na dijelovima tkiva ljudskog oka u razvojnim tjednima starim 8, 10 i 12 tjedana, te
u uzorcima retinoblastoma, zdravog odraslog oka i uvealnog melanoma, koriste¢i bojanje

hematoksilinom i eosinom (slika 1) i imunofluorescensko oznacavanje (slika 2-6).

SLIKA 1. Presjek oka u ljudskog embriju u 8. tjednu(8w)(A), 10. tjednu(10w)(B), 12.
tiednu(12w)(C), u retinoblastomu(D), zdravom ljudskom oku(nhe)(E), epiteloidnom

melanomu(em)(F), miksoidnom melanomu(mm)(G), melanomu vretenastih stanica(sm)(H);

R-mreznica; CHR-Zilnica; tm-tumorsko tkivo; L-le¢a; bojanje hematoksilinom 1 eozinom,

ljestvica za (A,D)=50um, (B)=25um, (E)=10um, (C,F-H)=100um.

4.1. Ljudsko oko u razvoju:

Stijenke unutarnjeg sloja (neuralni sloj) 1 vanjskog sloja mreznice (pigmentni sloj) postupno
nestaju tijekom 8. tjedna razvoja. U 8. tjednu razvoja, mreZnica je potpuno okruzena s visoko
vaskulariziranom i pigmentiranom Zilnicom (slika 1A). U 10. tjednu fetalnog razvoja oka,
neuralni dio mreZnice je najrazvijeniji sa straznje strane opti¢ke caSice (slika 1B). U 12. tjednu
razvoja, neuralni sloj mreZnice pokazuje prve znakove razvoja fotoreceptivnog sloja na

vanjskoj granici mreznice, dok sloj ganglijskih stanica ispod postaje vidljiviji (slika 1C).
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4.2. Retinoblastom:

Retinoblastom embrioloski potjee od unutarnjeg sloja opticke ¢asice s malim okruglim
stanicama koje su manje ili viSe diferencirane ili nekroticne s Homer - Wright rozetama s

primitivnom neuroblasticnom diferencijacijom (slika 1D).

4.3. Epiteloidni melanom:

Stanice epiteloidnog melanoma nalikuju epitelu zbog obilne eozinofilne citoplazme i povecane
jezgre okruglog do ovalnog oblika. Stanicama epiteloidnog melanoma cesto nedostaje
kohezivnost i pokazuju izrazen pleomorfizam, ukljucujuéi stvaranje visejezgrenih tumorskih
stanica. Jezgra ima uocljivu nuklearnu membranu, vrlo grubi kromatin i velike jezgrice (slika

1F).

4.4. Miksoidni melanom:

Miksoidni melanom pokaziva velike maligne stanice usred bazofilnog mucinoznog matriksa.
U svim slucajevima, miksoidna stroma sadrzi mezenhimalne kisele mukopolisaharide, za
razliku od neutralnih epitelnih mucina. Tumori su u sustini amelanoti¢ni, iako prema Fontana
Mason preparatima, neki pokazuju dokaze melaninogeneze. Buduc¢i da ne postoji
citoplazmatska lokalizacija mucinoznog materijala unutar tumorskih stanica, vjerojatno je
miksoidni matriks proizveden kao odgovor stromalnih stanica na tumor, a ne kao proizvod

tumorskih stanica (slika 1G).

4.5. Melanom vretenastih stanica:
Melanom vretenastih stanica je rijetka histoloSka varijanta melanoma, kojeg karakterizira

prisutnost vretenasto oblikovanih melanocita. Na mikroskopu, ¢esto se zamijeni za druge kozne

tumore ili tumore mekih tkiva s morfologijom vretenastih stanica (slika 1H).
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4.6. Koneksin 37:

Stanice pozitivne na koneksin (Cx37) primijecene su u ljudskom oku u razvojnim tjednima sa
znatno vecim izrazajem u mreznici u usporedbi sa zilnicom (slika 2). Sli¢no kao kod oka u
razvoju, u retinoblastomu je izrazaj Cx37 znacajno veci u nepromijenjenoj mreznici nego u
zilnici. Izrazaj Cx37 je bio najve¢i u tumorskom tkivu retinoblastoma (slika 2). Ako
usporedujemo mreznicu i Zilnicu zdravog ljudskog oka, izrazaj Cx37 je slican u razvojnim
tjednima oka s izrazajem u epiteloidnom 1 vretenastom tipu melanoma (nepromijenjena
mreznica, Zilnica 1 tumorsko tkivo)(slika 2). Izrazaj Cx37 je bio znacajno vec¢i u miksoidnog
tipa melanoma (slika 2). Ako usporedujemo ukupan izrazaj Cx 37, bez obzira na dio oka,
ljudskog oka i da je znacajno ve¢i nego u ranijim razvojnim stadijima oka. S druge strane,
ukupan izrazaj Cx37 je bio znacajnije poviSen u miksoidnom tipu melanoma u usporedbi sa
zdravim okom u razvoju, te epiteloidnim melanomom i melanomom vretenastih stanica (slika

2).
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SLIKA 2. Koneksin 37(Cx37)-pozitivne stanice(oznacene strelicama) su vidljive u presjeku
oka u 8.tjednu(8w)(A), 10.jednu(10w)(B), i 12.tjednu(12w)(C), ljudskom embriju,
retinoblastomu(Rb)(D), zdravom ljudskom oku(nhe) (E), epiteloidnom melanomu(em)(F),
miksoidnom melanomu(mm)(G), 1 melanomu vretenastih stanica(sm)(H); R-mreznica; CHR-
zilnica; tm-tumorsko tkivo; Imunofluorescentsko bojanje Cx37 (zelenom bojom) vezano na
DAPI(plava jezgra), skala 25um. Slika s grafikonima predstavlja postotak povr§ine Cx37 u
mreznici(R), Zilnici(CHR), tumoru(tm), u 8.tjednu(8w), 10.tjednu(10w), i 12.tjednu(12w)
ljudskog embrija, retinoblastomu(Rb), zdravom Iljudskom oku(nhe), epiteloidnom
melanomu(em), miksoidnom melanomu(mm) i melanomu vretenastih stanica(sm)(LJ), 1
postotak ukupne povrSine Cx37(K,L). Podaci su prikazani kao srednja +-SD. Znacajne razlike
su oznacene s p<0.01 I p<0.001. Jednosmjerni ANOVA test pracen post hoc Tukey testom
viSestrukih usporedbi(usporedba izmedu retinoblastoma i tipova uvealnog melanoma), t-

test(usporedba izmedu razvojnih stadija mreZnice 1 Zilnice i zdravog ljudskog oka).
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4.7. Koneksin 40:

Koneksin (Cx40) pozitivne stanice su pronadene u razvojnim tjednima ljudskog oka sa
znacajno veéim izrazajem u mreznici u 8. i 12. tjednu razvoja u usporedbi s izrazajem u Zilnici
(slika 3). U retinoblastomu izrazaj Cx40 je bio znac¢ajno visi u tumorskom tkivu u odnosu na
zdravu mreznicu i zilnicu. Sveukupno, izrazaj Cx40, bez obzira na dio tkiva oka, je bio veéi u
retinoblastomu, dok je u oku u razvoju razina ekspresije slicna. Jedino u usporedbi s 10.
razvojnim tjednom oka izrazaj Cx40 je bio znacajno niZi nego u retinoblastomu (slika 3). Ako
usporedujemo zdravu postnatalnu mreZnicu 1 Zilnicu, izrazaj Cx40 je bio znafajno povisen u
usporedbi s okom u razvojnim periodima te je sveukupno bio visi nego u bilo kojem tipu
melanoma (slika 3). Svi dijelovi oka (nezahvadena mreZnica, zilnica i tumorsko tkivo) u
epiteloidnom i melanomu vretenastih stanica su imali slicno nizi izrazaj Cx40 (slika 3). Jedino
je izrazaj Cx40 u zilnici miksoidnog tipa melanoma bio znacajno poviSen u usporedbi s
nezahva¢enom mreznicom i tumorskim tkivom. Dodatno, sveukupan izrazaj Cx40 u
miksoidnom melanoma, neovisno o dijelu oka, je bio znacajno visi u usporedbi s drugim

tipovima melanoma (slika 3).
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SLIKA 3. Koneksin 40(Cx40) pozitivne stanice(strelice) su vidljive u presjeku oka u
8.tjednu(8w)(A), 10.tjednu(10w)(B), i 12.tjednu(12w)(C),  ljudskom  embriju,
retinoblastomu(Rb)(D), zdravom ljudskom oku(nhe) (E), epiteloidnom melanomu(em)(F),
miksoidnom melanomu(mm)(G), i melanomu vretenastih stanica(sm)(H); tm-tumorsko tkivo;
Imunofluorescentsko bojanje Cx40(zelenom bojom) vezano na DAPI(plava jezgra), skala
25um. Slika s grafikonima predstavlja postotak povr§ine Cx40 u mreznici(R), Zilnici(CHR), te
u tumoru(tm) u 8&.tjednu(8w), 10.tjednu(10w) 1 12.gjednu(12w) ljudskog embrija,
retinoblastomu(Rb), zdravom ljudskom oku(nhe), epiteloidnom melanoma(em), miksoidnom
melanomu(mm) i melanomu vretenastih stanica(sm)(I,J),  postotak ukupne povrSine
Cx40(K,L). Podaci su prikazani kao srednja +-SD. Znacajne razlike su oznacene s p<0.05,
p<0.01 I p<0.001. Jednosmjerni ANOVA test pracen post hoc Tukey testom viSestrukih
usporedbi(usporedba izmedu retinoblastoma 1 tipova uvealnog melanoma), t-test(usporedba

izmedu razvojnih stadija rmreznice, Zilnice i1 zdravog ljudskog oka).
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4.8. Koneksin 43:

Koneksin 43 (Cx43) pozitivne stanice su istrazivane u razvojnim tjednima ljudskog oka te je
primije¢en znacajno vedi izrazaj u mreznici u odnosu na zilnicu, pogotovo u 12. tjednu razvoja
(slika 4). Kod retinoblastoma, izrazaj Cx43 je bio sli¢an u svim dijelovima oka bez statisticki
znacajne razlike. Sveukupan izrazaj Cx43 je bio znacajna povecan u retinoblastomu u odnosu
na ljudsko oko u 8. i 10. razvojnom tjednu, ali znac¢ajno nizi u usporedbi s izrazajem u 12.
tjednom razvoja oka (slika 4). Ako usporedujemo mreznicu i Zilnicu zdravog postnatalnog
ljudskog oka, izrazaj Cx43 je smanjen u usporedbi s okom u razvoju 1 sli¢an je kao u Zilnici
melanoma vretenastih stanica (slika 4). Izrazaj Cx43 je bio znacajno poviSen u Zilnici
epiteloidnog i miksoidnog tipa melanoma u usporedbi s nezahva¢enom mreznicom i ostalim
tumorskim tkivom (slika 4). Takoder, sveukupan izrazaj Cx43, neovisno o dijelu oka, je bio
znacCajno viSi u epiteloidnom i miksoidnom tipu melanoma u usporedbi sa zdravim

postnatalnim ljudskim okom i melanomom vretenastih stanica (slika 4).
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SLIKA 4. Koneksin 43(Cx43) pozitivne stanice (oznacene strelicom) su vidljive u presjeku
oka u 8. tjednu(8w)(A), 10. tjednu(10w)(B) i 12. tjednu(12w)(C), ljudskom embriju,
retinoblastomu(Rb)(D), zdravom ljudskom oku(nhe) (E), epiteloidnom melanomu(em)(F),
miksoidnom melanomu(mm)(G), 1 melanomu vretenastih stanica(sm)(H); R-mreznica; CHR-
zilnica; tm-tumorsko tkivo; Imunofluorescentsko bojanje Cx43 (zelenom bojom) vezano na
DAPI(plava jezgra), skala 25um. Slika s grafikonima predstavlja postotak povr§ine Cx43 u
mreznici(R), zilnici(CHR), te u tumoru(tm) u 8. tjednu(8w), 10. tjednu(10w) i 12. tjednu(12w)
ljudskog embrija, retinoblastomu(Rb), zdravom ljudskom oku(nhe), epiteloidnom
melanomu(em), miksoidnom melanomu (mm) i melanomu vretenastih stanica(sm)(l,J), te
postotak ukupne povrsine Cx43(K,L). Podaci su prikazani kao srednja +-SD. Znacajne razlike
su oznaene s p<0.05, p<0.01 I p<0.001. Jednosmjerni ANOVA test pracen post hoc Tukey
testom viSestrukih usporedbi (usporedba izmedu retinoblastoma i tipova uvealnog melanoma),

t-test (usporedba izmedu razvojnih stadija mreZnice, zilnice i zdravog ljudskog oka).
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4.9. Koneksin 45:

Izrazaj koneksin 45 (Cx45) pozitivnih stanica u razvojnim fazama ljudskog oka je bio znacajno
visi u mreznici u 8. 1 10. tjednu razvoja u usporedbi sa zilnicom (slika 5). U retinoblastomu,
izrazaj Cx45 je bio nizak i sli¢an u svim dijelovima oka, isto kao i u 12. tjednu razvoja (slika
5). Sveukupan izrazaj Cx45, neovisno o odjeljku oka, je bio veci u 8. i 10. tjednu razvoja u
usporedbi s 12. tjednom i retinoblastomom (slika 5). Ako usporedujemo mreznicu i zilnicu
normalno razvijenog ljudskog oka s okom u razvoju, izrazaj Cx45 je snizen. Izrazaj Cx45 u
normalnom razvijenom ljudskom oku sveukupno je bio veoma nizak i slican u svim tipovima

melanoma, sli¢no ako usporedujemo pojedine odjeljke oka 1 oko kao cjelinu (slika 5).
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SLIKA 5. Koneksin 45 (Cx45) pozitivne stanice (oznacene strelicom) su vidljive u
presjeku oka u 8. tjednu(8w)(A), 10. tjednu(10w)(B) i 12.tjednu(12w)(C), ljudskom embriju,
retinoblastomu(Rb)(D), zdravom ljudskom oku(nhe) (E), epiteloidnom melanomu(em)(F),
miksoidnom melanomu(mm)(G), 1 melanomu vretenastih stanica(sm)(H); R-mreznica; CHR-
zilnica; tm-tumorsko tkivo; Imunofluorescentsko bojanje Cx45 (zelenom bojom) vezano na
DAPI(plava jezgra), skala 25um. Slika s grafikonima predstavlja postotak povr§ine Cx45 u
mreznici(R), zilnici(CHR), te u tumoru(tm) u 8. tjednu(8w), 10. tjednu(10w) i 12. tjednu(12w)
ljudskog embrija, retinoblastomu(Rb), zdravom ljudskom oku(nhe), epiteloidnom
melanomu(em), miksoidnom melanomu(mm) i melanomu vretenastih stanica(sm)(l,]), te
postotak ukupne povrSine Cx45(K,L). Podaci su prikazani kao srednja +-SD. Znacajne razlike
su oznaCene s ***p<0.001. Jednosmjerni ANOVA test pracen post hoc Tukey testom
viSestrukih usporedbi(usporedba izmedu retinoblastoma i tipova uvealnog melanoma), t-

test(usporedba izmedu razvojnih stadija mreznice, Zilnice i zdravog ljudskog oka).
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4.10. Paneksin 1:

Paneksin 1 (Px1) pozitivne stanice su istrazivane u razvojnim tjednima ljudskog oka sa
znacajno vecim izrazajem u mreznici u 8. tjednu razvoja iu zilnici u 12. tjednu razvoja (slika
6). U retinoblastomu je izrazaj Px1 bio znacajno povisen u tumorskom tkivu u odnosu na
nezahvacéene dijelove mreznice i zZilnice. Sveukupan izrazaj Px1, neovisno o odjeljku oka, je
bio veci u retinoblastomu u usporedbi sa svim razvojnim tjednima oka (slika 6). Jedino u 12.
tjednu razvoja, izrazaj Px1 je bio znac¢ajno visi u usporedbi s ostalim razvojnim fazama. Ako
usporedujemo normalno razvijenu ljudsku mreZnicu 1 Zilnicu, izraZzaj Px1 je bio znacajno
povisen u zilnici 1 bio je sliCan izraZzaju Px1 u melanomu vretenastih stanica. Sveukupan izrazaj
Px1 u normalno razvijenom ljudskom oku je bio znacajno niZi nego u epiteloidnom i u
melanomu vretenastih stanica (slika 6). Epiteloidni tip melanoma ima znac€ajno visi izrazaj Px1,
pogotovo u Zilnici, dok melanom vretenastih stanica ima znacajno visi izrazaj u tumorskom
tkivu (slika 6). Takoder, izrazaj Px1 sveukupno je bio ve¢i u epiteloidnom i melanomu
vretenastih stanica u usporedbi s normalno razvijenim ljudskim okom i u miksoidnom tipu

melanoma (slika 6).
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SLIKA 6. Paneksin 1(Pnx1l) pozitivne stanice (oznacene strelicom) su vidljive u
presjeku oka u 8. tjednu(8w)(A), 10. tjednu(10w)(B), 12. tjednu(12w)(C), ljudskom embriju,
retinoblastomu (Rb)(D), zdravom ljudskom oku(nhe) (E), epiteloidnom melanomu(em)(F),
miksoidnom melanomu(mm)(G) i melanomu vretenastih stanica(sm)(H); R-mreZnica; CHR-
zilnica; tm-tumorsko tkivo; Imunofluorescentsko bojanje Pnx1(zelenom bojom) vezano na
DAPI (plava jezgra), skala 25um. Slika s grafikonima predstavlja postotak povrSine Pnx1 u
mreznici (R), Zilnici(CHR), te u tumoru(tm) u 8. tjednu(8w), 10. tjednu(10w), 12. tjednu(12w)
ljudskog embrija, retinoblastomu(Rb), zdravom ljudskom oku(nhe), epiteloidnom
melanomu(em), miksoidnom melanomu(mm) i melanomu vretenastih stanica(sm)(l,]), te
postotak ukupne povrSine Pnx1(K,L). Podaci su prikazani kao srednja +-SD. Znacajne razlike
su oznaene s *p<0.05,** p<0.01 I ***p<0.001. Jednosmjerni ANOVA test pracen post hoc
Tukey testom visSestrukih usporedbi(usporedba izmedu retinoblastoma i tipova uvealnog
melanoma), t-test(usporedba izmedu razvojnih stadija mreznice, zilnice i zdravog ljudskog

oka).
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5. Rasprava

51



Stani¢na komunikacija kroz tijesne spojeve koje tvore koneksini i kroz kanale koje ¢ine
paneksini omogucuje metabolicku suradnju i1 kontrolu stani¢ne aktivnosti i signalizacije. Ovi
proteini opisivani su kao supresori tumora koji reguliraju procese kao Sto su stani¢na smrt,
proliferacija i diferencijacija. Medutim, oni pokazuju razlicite funkcije i uloge ovisne o vrsti i
stadiju tumora i u nekim tumorskim procesima mogu i olaksati progresiju tumora kroz razli¢ite
kanalne i signalne putove (141). U ovoj disertaciji smo promatrali izrazaj koneksina i paneksina
u razli¢itim razvojnim stadijima oka i u najces¢im tumorima oka, te na taj nac¢in pokusali do¢i

do novih saznanja koji bi nam razjasnili uloge tih proteina u okulogenezi i tumorigenezi.

Koneksini 37, 40, 43 su glavni vaskularni koneksini u mreznici. To je u skladu s nasim
istrazivanjima izrazaja koneksina 37, 40, 43 u mreznici i u ostalim vaskularnim strukturama u
oku. U nasoj studiji, koneksin 37 je bio povecano izrazen u uzorcima retinoblastoma, pogotovo
u zilnici i u tumorskom tkivu u usporedbi s ostalim analiziranim dijelovima oka u razvoju.
PoviSen izrazaj koneksina 37 u razvojnim fazama mreZnice u najstarijem prenatalnom uzorku
je u skladu s pripremom mreZnice za proces vaskularizacije koji se dogada u ranom
postnatalnom periodu, koji je takoder u skladu s nasim rezultatima, a koji pretpostavljaju veliko
smanjenje u izrazaju koneksina 37 u odraslom oku (142). Ovo bi moglo objasniti patoloSku
ekspresiju u poremecaju rane angiogeneze kod ljudi, koja je ranije prikazana u studijama na
miSevima koji nemaju izrazenu ekspresiju koneksina 37. Takoder, poviSen izrazaj koneksina
37 u retinoblastomu moZe biti objasnjen s potrebom tumora za razvojem svoje vlastite
kapilarne mreze iz Zilnice koja se naslanja na tumorsko tkivo. Koneksin 37 je bio takoder jako
povisen u miksoidnom melanomu u usporedbi s epiteloidnim melanomom, melanomom
vretenastih stanica i normalno razvijenim postnatalnim ljudskim okom. Ova saznanja mogu
biti povezana s pojatanom epitelno-mezenhimalnom tranzicijom (EMT) koja se dogada u
ovom tipu melanoma. Naime, u EMT epitelne tumorske stanice dobivaju svojstva
mezenhimalnih stanica, §to moze doprinositi metastatskoj diseminaciji i otpornosti tumora na
terapiju (143). PoviSen koneksin 37 koji promatramo u naSem istrazivanju moze biti povezan
sa Sirenjem nove kapilarne mreze u tumorskom tkivu koja dodatno podupire tumorsku
sposobnost za Sirenjem metastaza i smanjenju osjetljivosti na terapiju. Hamard i ostali su otkrili
da se u venskoj mrezi miSeva koji nemaju izrazen koneksin 37 povecava broj izdanaka u
angiogenom podrucju koji doprinosi oSte¢enom procesu angiogeneze(144). Pokazano je da su
koneksin 37 i koneksin 40 presudni koneksini u koreguliranju angiogeneze(145). Naime, Cini
se da koneksin 40 regulira strukturu i funkciju krvnih Zila. Kako bilo, u nasem istrazivanju

rezultati su pokazali kako koneksin 37 1 koneksin 40 imaju suprotne uloge u razvoju
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angiogeneze u mreznici. Izrazaj koneksina 37 je bio mnogo visi od izrazaja koneksina 40
izmedu 8. i 12. tjedna razvoja. Nasa saznanja su u korelaciji s Hamardom i ostalima,
impliciraju¢i da smanjen izrazaj koneksina 40 u embrionalnom i fetalnom razvoju moze voditi
do smanjenog grananja endotelnih stanica i stvaranja neovaskualrizacija. Dodatno, koneksin
40 je bio povisen u mreznici normalno razvijenog postanatalnog ljudskog oka kao indikator
homeostaze krvozilne mreze. Takoder je bio najobilnije izrazen od svih analiziranih markera u
uzorku zdrave osobe. Kako bilo, poviSena ekspresija koneksina 40 u zilnici miksoidnog tipa
melanoma moze biti objaSnjena podrijetlom stanica tog tipa melanoma koji se razvija od
stanica Zilnice i mogucéno$cu proizvodnje neovaskularne mreze zbog Sirenja tumora. Naime,
miSevi koji nemaju izrazen koneksin 40 imaju manji broj metastaza kod koZznog melanoma i
urogenitalnog karcinoma zbog modulacije promijenjenog rasta Zzila u tumorskom

mikrookruzenju (146).

Istrazivanja o razliCitostima izmedu izrazaja u mreznici 1 Zilnici su pokazala, u skladu s
ranijim istrazivanjima iz literature, da je veci izrazaj koneksina 43 u retinalnom tkivu tijekom
razvoja, ali ne u odraslom oku. Zanimljivo, pokazan je rastuci trend u ekspresiji u uzorcima
oka u razvoju, Sto bi nas moglo navesti da vjerujemo da koneksin 43 ima sve vazniju ulogu u
medustani¢noj komunikaciji zbog porasta sloZzenosti razvojnog procesa i putova kako vrijeme
prolazi. Dodatno, istrazivani koneksini su pronadeni i na unutarnjoj i na vanjskoj povrasini
mreznice 1 mogu biti ukljuceni u formiranje interneuralnih tijesnih spojeva. Nasi rezultati su u
skladu sa studijom koju je proveo Sohl i ostali, koji su otkrili pojavnost koneksina 45 u
neuralnoj retini te pojavnost koneksina 43 u sloju ganglijskih stanica, dok je pojavnost

koneksina 37 dominantna u retinalnim endotelnim stanicama (147).

Primijeceno je povecanje ekspresije koneksina 43 u retinoblastomu u usporedbi s uzorcima
u 8.1 10. tjednu razvoja, ali smanjenje ekspresije u mreznici. Ovo moZe biti posljedica toga Sto
retinalne progenitorske stanice pomazu rastu tumorskih stanica. Budu¢i da vaskulogeneza u
mreznici po€inje u 12. tjednu razvoja, Sto bi moglo biti odgovorno za formiranje mnogo novih
spojeva, znacajno veca ekspresija ovog koneksina u ovom razdoblju, a ne drugih, mogla bi

znaciti njegovu vaznu ulogu u ovom procesu.

Koneksin 43 je bio poviSen u epiteloidnom i miksoidnom uvealnom melanomu. Nasi rezultati
se podudaraju s Mouom i ostalima koji su takoder pronasli poviSenu ekspresiju koneksina 43
u koroidalnom melanomu (148). ViSe istrazivanja je pokazalo da koneksini, medu kojima i

koneksin 43 mogu imati ulogu u zarastanju rana roznice, $to navodi na njegovu mogucu ulogu
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u mehanizmima popravljanja (149). Poveéanje ekspresije koneksina 43 u epiteloidnom i
miksoidnom melanomu, koje smo dobili u nasem istrazivanju, takoder moze znaciti ulogu u
mehanizmu popravljanja. Naime, proteini povezani s adhezijom stanica uklju¢eni u
komunikaciju s tijesnim spojevima se €ine bitni za proliferaciju tumorskih stanica, kontaktnu
inhibiciju i diferencijaciju. Dodatno, koneksin 43 moze imati glavnu ulogu u interakciji izmedu
tumorskih stanica i okolnih imunosnih stanica (NK stanice, makrofazi, dendriticke stanice)
(150). Neka su istrazivanja pokazala da aktivacija signalnih puteva posredstvom koneksina 43
dovodi do promjena u tumorskom mikrookruZenju 1 do smanjenja proliferacije, migracije i
invazije tumorskih stanica u stanicama melanoma u miSeva (151, 152). S druge strane,
mehanizam interakcije koneksina 43 izmedu tumorskih stanica i1 okolnih imunosnih stanica je
vjerojatno bez kontrole u tumorskom tkivu, dok je uloga u upalnim procesima viSe uklju¢ena
u tumorsko mikrookruzenje 1 pokretanje ekstravaskularnih metastaza kao alternativni put za
Sirenje tumorskih stanica. Naime, temeljeno na ulozi koneksin 43-mimetickih peptida, kao
inibitora koneksina 43, u smanjivanju upale blokiranjem proizvodnje proinflamatornih
medijatora i inhibiranjem pojac¢anog otpustanja ATP-a (153), moZemo razmisljati da poviSena
ekspresija koneksina 43 u nasoj studiji doprinosi upalnom odgovoru. U prilog tome govori i
istrazivanje Tittarelija 1 ostalih koji su istrazivali hipoksi¢ne kulture stanica melanoma i dobili
rezultat koji govori da smanjena ekspresija koneksina 43 doprinosi smanjenoj aktivnosti
citotoksi¢nih T limfocita(154). Uloga koneksina 43 u upalnim procesima opisivana je i u
drugim organskim sustavima i drugim patoloSkim stanjima(155), pa tako i u mreZni¢nim
bolestima u animalnim modelima, kao Sto su ARMD 1 dijabeticka retinopatija, gdje se
blokiranjem koneksinskih kanala postize smanjivanje upale i dolazi do poboljsanja retinalne
funkcije (156). Stoga, obzirom na naSe rezultate i dosadaSnja istraZivanja mozemo izvuci
zakljucak da se poviSena ekspresija koneksina 43 moZe smatrati kao prognosticki biomarker 1
moguca terapeutska meta u lijeCenju epiteloidnog melanoma. Takoder se podudara sa

saznanjima da epiteloidni melanoma ima slabu prognozu.

IzraZaj koneksina 45 je najve¢i u mreZnici u ranom razvoju oka i smanjuje se od 12.
tiedna razvoja te tijekom postanatalnog razdoblja. Nismo pronaSli povecani izrazaj ni u
retinoblastomu ni uvealnom melanomu, $to nas navodi na zaklju¢ak da koneksin 45 ne
sudjeluje u tim patoloskim procesima. Istrazivanje Guo i ostalih je pokazalo visoku ekspresiju
koneksina 45 u mreznici odraslih Sprague Dawley Stakora u kontrolnoj skupini Zivotinja, te
smanjenje ekspresije koneksina 45 nakon oSte¢enja mreznice svjetlom (153). Kako bilo, nismo

pronasli nijednu studiju koja istraziva izrazaj koneksina 45 u retinoblastomu ili u uvealnom
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melanomu. U nasoj prethodnoj studiji, takoder smo zakljucili da koneksin 45 nije relevantan u
razvoju unutarnjeg uha kod yotari miSeva, ni u 8. tjednu razvoja unutarnjeg ljudskog uha. Nasi
rezultati mogu ukazivati na to da koneksin 45 nije toliko vazan u postanatalnom periodu kao
Sto je tijekom ranog razvoja ljudskog oka (8. i 10. razvojni tjedan). NaSe istrazivanje se
podudara s rezultatima istrazivanja koje je proveo Hilgen o pojavnosti koneksina 45 u razvoju

mreznice u misSeva (157).

Paneksin 1 regulira stani¢ne procese u stanicama melanoma, ukljuc¢ujuci proliferaciju,
migraciju i invaziju/metastaziranje tijekom tumorogeneze melanoma (158). Paneksin 1 je
visoko izrazen u mrezni¢nom i tumorskom tkivu retinoblastoma u usporedbi s okom u razvoju.
Od svih tipova melanoma, paneksin 1 je visoko izraZen u Zilnici epiteloidnog tipa melanoma.
Ovi rezultati mogu znaciti ulogu paneksina 1 u regulaciji metabolickog profila stanica
melanoma. Naime, paneksin 1 je u korelaciji s B-kateninom; blokiranjem paneksina 1 u
melanomu smanjuje njegovu razinu i uzrokuje supresiju B-katenin transkripcijske aktivnosti.
To moze voditi do smanjene proliferacije, migracije i metastaziranja tijekom tumorogeneze
melanoma. Dok su neka istrazivanja pokazala kako blokiranje koneksina 43 pomaze Sirenju
tumora, druga su pokazala da blokiranje paneksina 1 moze biti korisno za bolje rezultate
lijeCenja tumora (159). Nouri-Nejad i ostali su u svom istraZzivanju na kulturama stanica
melanoma otkrili da se mutacijom gena za paneksin 1 moZe utjecati na procese fosforilacije,
glikozilacije i prijenosa navedenog proteina ina taj na€in utjecati na strukturu i funkciju stanica
melanoma (160). Ovo nas navodi na razmisljanja da oznacavanje paneksina 1 kao nove

terapeutske mete moze poboljsati lijeCenje uvealnog melanoma.

Danas je mnogo istraZivanja usmjereno na pronalazak razli¢itih proteina, genskih
produkata da bi se olakSala dijagnoza tumorskih procesa, ali i da bi se pomoglo u pronalasku
smjera lijeCenja koji bi bio uspjesan i individualiziran, tj prilagoden svakom pacijentu. Sve je
viSe dokaza da neke od standardiziranih metoda lijjeCenja tumora nisu djelotvorne kod svakog
pacijenta na isti nac¢in 1 da uspjeSnost lijeCenja 1 prognoza oboljelog osim o fenotipu i
prezentaciji bolesti, ovisi 1 0 njegovom genotipu. S ekspanzijom tehnologija sekvenciranja i
povecanim naglaskom na molekularnu dijagnozu i prognozu tumora posljednjih godina,
koriStenje genomskog profiliranja kao pomo¢ pri donoSenju klinickih odluka u buduénosti ¢ini
se sve zamislivijim. Na taj na¢in mogu se izbje¢i mnogi nepotrebni koraci i ubrzati odluka o
lijecenju(161-163). Takoder postoji mnogo istrazivanja u ulozi koneksina i paneksina u
reguliranju rasta i razvoja tumorskih stanica. No, to¢an mehanizam i nacin djelovanja do danas

ostaje nepoznanica. Mnogo istrazivanja pokazuje njihovu tumorsupresorsku ulogu, dok u
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drugima sudjeluju u rastu i metastaziranju stanica tumora. Kako bilo, daljnja istrazivanja su
potrebna da se razlu¢i u kojim signalnim putevima pojedini navedeni proteini imaju vazne

uloge.

Ogranicenja ove disertacije jesu koriStenje ljudskih embrijskih i fetalnih uzoraka za
modele, kojih nema mnogo i tesko su dostupni i posljedicno tome je tesko donijeti zakljucak o
postoje¢im mehanizmima samo s opisnom studijom. Zivotinjski modeli bi sigurno znagajno
poboljsali nasa saznanja mehanizama 1 ulogu istrazivanih tijesnih spojeva. Dodatno,
istrazivanje o ekspresiji specificnog koneksina u razli¢itim tipovima stanica mreznice i Zilnice

ili stanica tumora bi bilo neophodno da se utvrdi njihova funkcionalna uloga.
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6. Zakljucak
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Tijekom nekoliko zadnjih desetlje¢a svjedo¢imo velikom porastu temeljnog znanja o
stani¢nim procesima u koje su ukljuceni koneksini 1 paneksini. Njihova uloga u komunikaciji
medu stanicama je dobro poznata, no njihova uloga u stani¢nom funkcioniranju je puno Sira.
Pojavio se veliki izazov otkriti gdje, kada i kako se koneksini ukljuc¢uju u tako raznolik skup
stani¢nih uloga u ljudskoj fiziologiji i patologiji. Od klju¢ne je vaznosti odrediti koja se od ovih
stani¢nih uloga moze specifi¢no i ucinkovito usmjeriti na poboljSanje zdravlja stanica i
ublazavanje bolesti. Cinjenica da se barem jedna izoforma koneksina nalazi u gotovo svakoj
vrsti ljudske stanice ukazuje ne samo na njihovu temeljnu vaznost, ve¢ takoder naglasava
potrebu za razvojem terapije prilagodene koneksinu koja se moZe primijeniti na nacin

specifi¢an za tkivo.

Rezultati ove disertacije navode nas na zakljucak da su koneksin 37 i koneksin 40 ukljuceni
u normalnu i patoloSku vaskularizaciju, te potvrduju tezu o ukljucenosti koneksina 43 u upalni
odgovor. Dok je koneksin 45 ukljucen u rane stadije razvoja oka, paneksin 1 bi mogao imati
utjecaj na metabolizam stanice. Promatrali smo znacajne razlike u ekspresiji analiziranih
koneksina i paneksina izmedu razli¢itih tipova tumora, Sto moze biti korisno kod njihovog

detaljnijeg razlikovanja.

Potrebna su daljnja istrazivanja da bi se uspjele razjasniti funkcionalne pojedinosti u
uzorcima sacuvanog ljudskog tkiva, ali je ogranicenje Sto su ti uzorci rijetki. Stoga je potrebno
usporediti izrazaj proteina pronadenih u uzorcima ljudskog tkiva, kao u ovoj disertaciji, s
izrazajem u miSeva, budu¢i da su oni naj¢esce koriSteni modeli u istrazivanju o razvoju i
tumorogenezi oka. Konacni cilj je unaprijediti budu¢e dijagnosticke i terapijske metode u
lijecenju tumora oka, gdje bi koneksini i paneksini mogli posluziti kao potencijalni biomarkeri

tumorske prognoze ili mete za buduce terapijske pristupe.
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7. Sazetak
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Cilj: Utvrditi izrazaj koneksina 37, 40, 43, 45 i paneksina 1 u razvoju ljudskog oka, te njihovu

ulogu u razvoju tumora oka, retinoblastoma i melanoma.

Materijali i metode: Izrazaj koneksina 37, 40, 43, 45 i paneksina 1 analiziran je
imunohistokemijski te polukvantitativno i kvantitativno u histoloskim presjecima uzoraka
ljudskih ociju u razvoju od 8. do 12. tjedna (ukupno 15 uzoraka) i uzorcima postnatalnog
zdravog oka (pet uzoraka), retinoblastoma (pet uzoraka) i razli¢itih melanoma srednje o¢ne

ovojnice (pet uzoraka).

Rezultati: Izrazaj koneksina 37 i koneksina 43 porastao je tijekom razvojnih tjedana, ali se
smanjila u postnatalnom razdoblju, te je bila ve¢a u mreznici nego u zilnici. Koneksin 37 bio
je visoko eksprimiran u zilnici retinoblastoma, a koneksin 43 u epiteloidnom melanomu, dok
su oba bila visoko eksprimirana u miksoidnom melanomu. Blaga mrezni¢na ekspresija
koneksina 40 tijekom razvoja povecala se u postnatalnom razdoblju, a znacajno poviSena je
bila u zilnici miksoidnog melanoma. Koneksin 45 je pokazao znatno vecu ekspresiju u
mreznici tijekom prvih razvojnih tjedana u usporedbi s drugim uzorcima, dok je postnatalno
postao nizak i u uzorku postnatalnog zdravog oka kao i kod svih tumorskih uzoraka. Paneksin
1 je viSe izrazen u zilnici u razvoju, a izrazaj mu se smanjuje u uzorku postnatalnog oka. Bio

je snazno izrazen u epiteloidnom i vretenastom melanomu, a osobito u retinoblastomu.

Zakljucak: Nasi rezultati ukazuju na vaznost ekspresije koneksina 37 i koneksina 40 u
normalnoj 1 patoloskoj vaskularizaciji, jer koreliraju s embrionalnim razvojem krvnih zila u
ljudskom oku. Dosadasnja istraZivanja pokazuju vaznost upalnog odgovora u razvoju tumora
te bi ekspresija koneksina 43 mogla ukazivati na vaznost tog koneksina u upalnom odgovoru,
takoder bi mogao biti potencijalni biomarker prognoze tumora. Koneksin 45 pokazuje vaznost
u ranim fazama razvoja oka, dok bi paneksin 1 mogao utjecati na metabolizam stanica.
Potrebna su daljnja istrazivanja da bi se razumjela potpuna uloga i medudjelovanje navedenih
proteina, a kao rezultat bi se mogla stvoriti moguénost koristenja proteina kao prognostickih

biomarkera ili moguceg terapijskog cilja u lije¢enju tumorskih procesa u oku.
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Summary of ,,The Expression of Connexin 37, 40, 43, 45 and Pannexin 1 in the Early
Human Retina and Choroid Development and Tumorigenesis”

Aim: To determine the expression of connexin 37, 40, 43, 45 and pannexin 1 in the
development of the human eye, and their role in the development of eye tumors, retinoblastoma

and melanoma.

Materials and methods: The expression of connexins 37, 40, 43, 45 and pannexin 1 was
analyzed immunohistochemically and semi-quantitatively and quantitatively in histological
sections of human eye samples in development from the 8th to 12th week (15 samples) and in
samples of postnatal healthy eyes (5 samples), retinoblastoma(5 samples) and various uveal

melanomas(5 samples).

Results: The expression of connexin 37 and connexin 43 is increased during the developmental
weeks, but decreased in the postnatal period, and was higher in the retina than in the choroid.
Connexin 37 was highly expressed in the choroid of retinoblastoma, and connexin 43 in
epithelioid melanoma, while both were highly expressed in myxoid melanoma. Mild retinal
expression of connexin 40 during development increased in the postnatal period, and was
significantly elevated in the choroid of myxoid melanoma. Connexin 45 showed significantly
higher expression in the retina during the first developmental weeks compared to other
samples, while it became low postnatally in the postnatal healthy eye sample as well as in all
tumor samples. Pannexin 1 is more expressed in the developing choroid, and its expression
decreases in the postnatal eye sample. It was strongly expressed in epithelioid and spindle-cell

melanoma, and especially in retinoblastoma.

Conclusion: Our results indicate the importance of connexin 37 and connexin 40 expression
in normal and pathological vascularization, as they correlate with the embryonic development
of blood vessels in the human eye. Previous research shows the importance of the inflammatory
response in the development of tumors, and the expression of connexin 43 could indicate the
importance of this connexin in the inflammatory response, and it could also be a potential
biomarker of tumor prognosis. Connexin 45 shows importance in the early stages of eye
development, while pannexin 1 could affect cell metabolism. Further researches are needed to
understand the full role and interaction of these proteins, and results could create the possibility
of using these proteins as prognostic biomarkers or a possible therapeutic target in the treatment

of tumor processes in the eye.
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